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Dissertation Silke Wollers 1. Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die biologische Bedeutung des Molybdans

Molybddn ist ein Metall der sechsten Nebengruppe des Periodensystems und als
Spurenelement essentiell fiir alle Organismen. Seine Relevanz erhdlt es als Bestandteil des
aktiven Zentrums der Molybdoenzyme, die an Redoxreaktionen des globalen Schwefel-,
Stickstoff- und Kohlenstoffkreislaufs beteiligt sind (Hille, 1996).

Biologisch aktiv wird das Molybdédn durch die Einbindung in einen universellen
Molybdancofaktor (Moco), in dem es durch ein einzigartiges Pterin, das Molybdopterin
(MPT), komplexiert wird.

Mittlerweile sind mehr als 50 verschiedene Molybdoenzyme bekannt, die Uberwiegend
bakteriellen Ursprungs sind (Mendel und Bittner, 2006). Die Bedeutung des Molybdans fir
das Wachstum von Mikroorganismen wurde bereits 1930 von Bortels beschrieben und
Mangelerscheinungen bei Nutzpflanzen wurden vor circa sechzig Jahren erstmalig auf eine
Molybdéndefizienz und den damit verbundenen Verlust der Nitratreduktase-Aktivitat
zurlickgefiihrt (zusammengefasst von Gupta, 1997). Die Nitratreduktase (NR) katalysiert die
Schlisselreaktion in der anorganischen Stickstoffassimilation und ist somit das wichtigste
pflanzliche Molybdoenzym. Zu den weiteren Molybdoenzymen in Pflanzen gehéren mehrere
Aldehydoxidasen (AOs), die z.B. den letzten Schritt der Biosynthese der Phytohormone
Abscisin- und Indolessigsdure katalysieren (Koshiba et al, 1996; Walker-Simmons et al.,
1989; Taylor, 1991; Seo et al., 2000), sowie die Xanthindehydrogenase (XDH), die am Purin-
Katabolismus beteiligt ist (Nguyen, 1986). Der Sulfitoxidase (SO) schlieBlich wird eine Rolle
bei der Sulfitdetoxifikation und dem Abbau schwefelhaltiger Aminosduren zugeschrieben
(Schwarz und Mendel, 2006).

Die Enzymassoziierung des Molybdans zeigten Reichert und Westerfeld (1953) durch den
Nachweis von Molybdan in der XO aus Rattenleber und —magen. Bald darauf wurde auch die
Molybdan-Abhangigkeit tierischer AOs (Mahler et a/, 1954) sowie der NR des Ascomyceten
Neurospora crassa (Nicholas et al, 1954; Nicholas and Nason, 1954) beschrieben, bevor
schlieBlich 1971 mit der SO das erste humane Molybdoenzym durch Cohen et al. identifiziert
wurde.

Den ersten Hinweis auf einen einheitlichen Cofaktor der Molybdoenzyme erhielten Pateman
et al. 1964 durch die Isolation von NR-Mutanten des filamentdsen Pilzes Emericella nidulans.
Von sechs Mutanten mit Verlust der NR-Aktivitdt zeigten flinf einen simultanen Ausfall der
ebenfalls Molybdan-abhdngigen XDH-Aktivitat. Da die Molybdan-Abhangigkeit die einzige
Gemeinsamkeit dieser beiden véllig unterschiedliche Reaktionen katalysierende Enzyme ist,
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wurde ein gemeinsamer Molybddn enthaltender Cofaktor vorgeschlagen, der in den
pleiotropen Mutanten nicht synthetisiert werden kann.

Die Genloci der an der Cofaktor-Biosynthese beteiligten Enzyme wurden entsprechend mit
~cnx" flur ,cofactor for nitrate reductase and xanthine dehydrogenase" bezeichnet. Diese
Nomenklatur wird auch heute noch flir die Enzyme der pflanzlichen und pilzlichen Moco-
Biosynthese verwendet. Fiir die bakterielle Moco-Biosynthese wurden hingegen die Operon-
Bezeichnungen ,,moa, mob, mod, moe, mog* und flir das humane System die Bezeichnung
~mocs" (molybdenum cofactor synthesis) eingefiihrt.

Den funktionellen Nachweis eines universellen unter den Organismen austauschbaren Moco
lieferten Nason et al. (1971) durch Arbeiten mit der nit-1-Mutante aus Neurospora crassa
(Sorger und Giles, 1965). Diese Mutante ist nicht in der Lage aktiven Moco zu synthetisieren
und weist somit eine inaktive Apo-NR auf. Nason et al gelang der Nachweis einer
Rekonstitution der NR-Aktivitat durch niedermolekulare Fraktionen denaturierter
Molybdoenzyme  pflanzlicher, tierischer und bakterieller Herkunft. Unter den
molybdanhaltigen Enzymen fiihrte lediglich die Nitrogenase zu keiner funktionellen
Komplementation, woraufhin eine abweichende Struktur der Molybdén enthaltenden
Komponente angenommen wurde (Pienkos et al., 1977). Wenig spater zeigte sich, dass das
Molybdan der Nitrogenase liber Homocitrat im sogenannten Fe-Moco komplexiert wird (Shah
und Brill, 1977).

1.2 Die Struktur des Molybdancofaktors

Bedingt durch die Oxidationssensitivitat und der damit verbundenen Instabilitdit des Moco
wurden die Strukturuntersuchungen anhand von stabileren Degradations- und
Oxidationsprodukten vorgenommen. Als organische Grundstruktur wurde 1980 von Johnson
et al. eine Pterinverbindung vorgeschlagen und weitere Untersuchungen mit den Derivaten
FormA und FormB zeigten die Prasenz einer 4-C-Seitenkette und eines terminalen
Phosphatesters am C6-Atom der Pterinkomponente (Johnson et al, 1984). Durch die
strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem Oxidationsprodukt FormB und dem natiirlichen
Metaboliten Urothion wurde auf die Gegenwart von Schwefelgruppen im Moco geschlossen
(Johnson und Rajagopalan, 1982) und die spezifische Alkylierung zu Carboxyamidodimethyl-
MPT durch Iodacetamid brachte schlieBlich den Nachweis einer Dithiolengruppe am C1- und
C2-Atom der Seitenkette (Kramer et al., 1987). Basierend auf diesen Daten wurde ein erstes
Modell des aktiven Moco postuliert, das eine Assoziierung des Molybdans (ber die

Dithiolengruppe an eine bizyklische 5,6,7,8-Tetrahydropterinkomponente vorsah (Kramer et
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al, 1987). Seitdem wird die aktive Molybdan enthaltende Form des Cofaktors als Moco und
die inaktive molybdanfreie Form als MPT oder Metall-bindendes Pterin bezeichnet.

Dieses erste Strukturmodell konnte nach der Kristallisation des Molybdoenzyms
Aldehydoxidoreduktase aus Desulfovibrio gigas durch Romao et al (1995) grundsatzlich
bestatigt werden. Als einziger Unterschied zum abgeleiteten Modell zeigte sich statt einer
bizyklischen eine trizyklische Struktur, die durch die Ausbildung eines Pyranoringes zwischen
der Hydroxygruppe am C3-Atom der Seitenkette und dem C7-Atom des Pterins entsteht
(Abb. 1-1). Die Kristallisation weiterer bakterieller Molybdoenzyme in der Folgezeit
(Schindelin et al, 1997; Boyington et al., 1997; Kisker et al, 1997) bestatigte die Struktur
des Moco als 5,6,7,8-Tetrahydropyranopterin, die, basierend auf den Erkenntnissen mit der
nit-1-Mutante aus Neurospora crassa, als konserviert unter allen Organismen vorgeschlagen
wurde. Zwar kommt es in Eubakterien zu einer weiteren Modifikation des Moco indem ein
Nukleotid Uber eine Pyrophosphatbindung an das C4-Atom der Seitenkette gebunden wird
(Johnson et al, 1990; Borner et al, 1991) und der anschlieBenden Bildung der bis-MPT-
Guanin-Dinukleotid-Form des Cofaktors (Schindelin et al, 1996; Solomon et al, 1997). Es

kann dennoch weiterhin von einer universellen Struktur des Moco gesprochen werden.

0
I
5 S_“\_MO Y
H !
M =
Hr I =
k 0o fDH
H, N M M 0 ;P““*
H HO 0
Abb. 1-1: Strukturformel des eukaryotischen Molybdancofaktors. Gezeigt ist die

durch Kristallisation bestatigte Struktur des 4,5,6,7-Tetrahydropyranopterins.
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1.3 Die Biosynthese des Molybdancofaktors

Aufgrund der einheitlichen Struktur des Moco und der Identifizierung von bis zu sechs
genetischen Komplementationsgruppen in Moco-defizienten Mutanten eines Organismus,
konnte von einem konservierten Biosyntheseweg des Moco ausgegangen werden, der in
mehrere Schritte unterteilt ist (Rajagopalan et al. 1992, Mendel 1997).

Ein erstes Modell der Moco-Biosynthese wurde durch die biochemische und
molekularbiologische Charakterisierung des E. coli- Systems gewonnen, flir das flinf Moco-
spezifische Operons bekannt sind (Rajagopalan et a/ 1992). Das bakterielle Modell konnte
weitgehend auf die eukaryotische Moco-Biosynthese libertragen werden, die vor allem durch
die Analyse von Moco-Mutanten in hoheren Pflanzen entziffert wurde (Mendel, 1997).
Anhand der Biosynthese-Intermediate cPMP (cyclic pyranopterin-monophosphate; IUPAC-
Nomenklatur: 1’,1’-dihydroxy-2’,4'zyklisches-Pyranopterin-Monophosphat), MPT, MPT-AMP
und Moco kann die Unterteilung in vier Schritte erfolgen (Abb 1-2). In Eukaryoten wurden
sowohl fir Pflanzen und Pilze als auch fiir den Menschen jeweils sechs Genprodukte
identifiziert, die diese Schritte katalysieren:

Im ersten Schritt wird GTP zu cPMP umgewandelt (Hénzelmann et al, 2006), dessen
chemische Struktur 2004 durch Massenspektroskopie und H NMR-Spektroskopie von
Santamaria-Araujo et al aufgelést wurde. Hierbei handelt es sich bereits um eine voll
reduzierte schwefelfreie Tetrahydropyranopterin-Struktur, die auch die Moco-typische 4-C-
Seitenkette aufweist und das stabilste Intermediat der Moco-Biosynthese darstellt.

Diese Konversion wird in £.coli durch MoaA und MoaC katalysiert (Rivers et al, 1993). Fir A.
thaliana konnten Cnx2 und Cnx3 diesem Schritt aufgrund einer funktionellen
Komplementation von moaA- und moaC-Mutanten zugeordnet werden (Hoff et a/, 1995)
was die evolutiondre Konservierung der Moco-Biosynthese bestdtigte. Im Menschen
katalysieren MOCS1A und MOCS1B die cPMP-Bildung (Reiss, 2000).

Die Ubertragung zweier Schwefelatome zur Bildung der Dithiolengruppe und damit des
Zwischenproduktes MPT erfolgt im zweiten Schritt durch die MPT-Synthase (Pitterle und
Rajagopalan, 1993). Die MPT-Synthase ist ein Heterotetramer aus zwei groBen und zwei
kleinen Untereinheiten, die sich in Pflanzen aus Cnx6 und Cnx7 und im Menschen aus
MOCS2A und MOCS2B zusammensetzt und in Bakterien durch moaD und moaF kodiert wird
(Schwarz und Mendel, 2006). Der zu Ubertragende Schwefel ist jeweils am C-Terminus der
kleinen Untereinheit gebunden. Nach erfolgter Schwefellibertragung ist eine Reaktivierung
der MPT-Synthase durch Adenylierung und anschlieBende Sulfurierung notwendig, die in
Prokaryoten durch MoeB (Adenylierung, Leimkiihler und Rajagopalan, 2001) und zumindest
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/in vitro durch eine L-Cystein-Desulfurase (Sulfurierung, Leimkiihler und Rajagopalan, 2001)
bzw. durch YnjE (Dissertation A. Bolte, 2005), erfolgt. Beide Schritte werden in Eukaryoten
durch die MPT-Synthase-Sulfurase (ibernommen, die in A. thaliana ein Genprodukt von cnx5
und im Menschen von mocs3 ist (zusammengefasst durch Schwarz und Mendel, 2006). Mit
der Bildung des MPT wird das Grundgerist flr die Insertion und Koordination des Molybdans
bereitgestellt.

Die Molybdan-Insertion wird in Prokaryoten durch die beiden Proteine MoeA und MogA, in
Eukaryoten jedoch durch das Zwei-Domanenprotein Gephyrin (H. sapiens) bzw. Cnx1 (A.
thaliana) katalysiert (Stallmeyer et al, 1995 und 1999; Schwarz et al, 2000). Im dritten
Schritt der Moco-Biosynthese adenyliert die MogA-homologe G-Doméne dieser Enzyme daftir
unter Verbrauch von ATP zunéchst Mg®*-abhangig MPT zu MPT-AMP, wobei das Adenosin
des AMP Uber ein Pyrophosphat kovalent an das C4" -Atom des MPT gebunden wird (Llamas
et al, 2004). In dieser Phase bildet ein Kupferatom den Liganden der Dithiolengruppe von
MPT und MPT-AMP, so dass es hier zu einer Interaktion des Molybdan- und Kupfer-
Metabolismus kommt (Kuper et a/,, 2004).

Im vierten und fir Eukaryoten letzten Schritt erfolgt die Freisetzung des AMP und die
Insertion des Molybdans unter Bildung des fertigen Moco. Das MPT-AMP wird zundchst von
der G- auf die E-Doméne transferiert, wo es zur Mg**-abhdngigen Abspaltung des AMP
kommt. Gleichzeitig wird Kupfer durch Molybdén als Ligand ersetzt (Llamas et al., 2006).

Bei Prokaryoten katalysieren abschlieBend MobA und MobB die Bildung der MPT-Guanin-
Dinukleotid-Form (MGD) des Moco durch Anhdngen eines Nukleotids. (Palmer et al, 1994
und 1996).
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Abb. 1-2: Modell der Molybdancofaktor-Biosynthese. Ausgehend von GTP wird Gber

die detektierbaren Intermediate cPMP, MPT und MPT-AMP der Moco synthetisiert.
Die an der Biosynthese beteiligten Enzyme sind flir A. thaliana (grin), fir den
Menschen (rot) und fiir £. coli (schwarz) angegeben.
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1.4

Die Familien der Molybdoenzyme

Alle mononuklearen Molybdoenzyme katalysieren den Transfer eines Sauerstoffatoms zum

bzw. vom Substrat in einer Zwei-Elektronen Ubertragenden Redoxreaktion wobei es am

Molybddn zu einem Wechsel zwischen den Oxidationsstufen VI(oxidiert) und IV(reduziert)
kommt (Hille, 1996).

Die bisher charakterisierten, liberwiegend bakteriellen, Enzyme werden basierend auf der

Struktur ihres aktiven Zentrums in drei Familien unterteilt: die DMSO-Reduktase-Familie, die
SO-Familie und die XO-Familie (Abb. 1-3):

Die DMSO-Reduktase-Familie umfasst ausschlieBlich eubakterielle Molybdoenzyme.
Neben den namengebenden DMSO-Reduktasen gehdren u.a. auch die
dissimilatorischen NRs und die Formiatdehydrogenasen zu dieser Familie. Diese
Molybdoenzyme fungieren unter anaeroben Bedingungen, insofern ihr Substrat
vorliegt, als terminale Reduktasen. Sie zeichnen sich durch die bis-MPT-Guanin-
Dinukleotid-Form des Moco aus, in der das Molybdan durch zwei Dithiolengruppen
gebunden vorliegt. Ein flinfter Ligand wird durch eine Aminosaurenseitenkette des
umgebenden Polypeptids bereitgestellt, wobei es sich um ein Serin, ein Cystein oder
ein Selenocystein handelt. Im oxidierten Zustand bildet eine labile Oxo- oder
Hydroxygruppe einen sechsten Liganden

AusschlieBlich eukaryotische Vertreter weist die SO-Familie auf. Neben der SO
umfasst sie die assimilatorischen NRs. Sie katalysieren den Transfer eines
Sauerstoffatoms von oder zu einem freien Elektronenpaar. Das durch ein Dithiolen
gebundene Molybdan dieser Enzyme wird zusatzlich durch zwei Oxoliganden
komplexiert, weshalb die Enzyme dieser Familie auch als Dioxo-Molybdoenzyme
bezeichnet werden. Als flinfter Ligand fungiert die Seitenkette eines
proteingebundenen Cysteins.

Die Enzyme der XO-Familie schlieBlich katalysieren die Hydroxylierung von Aldehyden
und heterozyklischen Aromaten und werden auch als echte Hydroxylasen bezeichnet,
da der dem Substrat eingefiigte Sauerstoff aus einem Wassermolekil stammt (Bray,
1975). Vertreter dieser Familie finden sich weit verbreitet sowohl unter Eubakterien
als auch in Eukaryoten, wo sie u.a. durch die AOs und die Xanthinoxidoreduktasen
(XOR) reprasentiert werden. Das aktive Zentrum dieser Enzyme besteht aus dem
durch das Dithiolen gebundene Mo, das durch drei weitere Liganden komplexiert
wird. Dabei gibt es hier keinen Proteinliganden, sondern im aktiven Enzym neben
einem Oxo- und einem Hydroxyliganden auch einen &quatorialen Sulfidoliganden,
dessen Position im inaktiven Desulfo-Enzym ebenfalls durch einen Oxoliganden
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besetzt ist. Nach der katalytisch aktiven Form werden diese Enzyme auch als

Monooxo-Molybdoenzyme bezeichnet.

A B C
X=0,SorS (S-cys)
_//\ s O /; S//, ) ( or Se) X\\ §-ser (Se-cys)
Mok —Mo— A
‘ ! ‘S-C 1h ( \ /
OH, ' ys S S
(-OHy)
Abb. 1-3: Liganden des Molybdidns bei den Familien der Molybdoenzyme. A:

Liganden der XO-Familie, neben einem apikalen Oxoliganden ist eine Sulfido- und
eine Hydroxygruppe am Molybdén gebunden. B: SO-Familie, als Liganden bindet
das Molybdén zwei Oxogruppen sowie einen proteineigenen Cystein-Schwefel. C:
DMSO-Reduktase-Familie, zwei Dithiolengruppen binden das Molybdan, das
zusatzlich einen Proteinliganden (Serin, Cystein oder Selenocystein) und im
oxidierten Zustand noch einen Sauerstoff-, Schwefel- oder Selenidliganden bindet.
(nach Hille, 1996 und 2006)

1.5 Der terminale Schwefel der Xanthinoxidase-Familie

Bereits vor der Beschreibung des Moco (Johnson et al., 1980) wurde 1970 durch Massey und
Edmondson festgestellt, dass aus Kuhmilch gereinigte XO durch die Behandlung mit Cyanid
(CN') inaktiviert werden kann. Hierbei kommt es zur Freisetzung eines Schwefelatoms,
welches als Thiocyanat (SCN’) gebunden wird und quantitativ nachgewiesen werden kann.
Es zeigte sich, dass die durch Cyanid inaktivierte XO durch Zugabe von Natriumsulfid und
damit verbundener erneuter Inkorporierung des Schwefels zu groBen Teilen reaktiviert
werden kann. Coughlan et al. zeigten 1980, dass nicht alle Molybdoenzyme in gleicher Weise
auf diese Cyanidbehandlung reagieren. So konnten die oxidierten Formen von SO und NR, im
Gegensatz zur XO und AO, nicht durch Cyanidbehandlung inaktiviert werden, woraus
geschlossen wurde, dass diese Enzyme keinen cyanolisierbaren katalytisch aktiven Schwefel
aufweisen. In nachfolgenden Arbeiten wurde dann die chemische Natur dieses Schwefels
ergriindet. So nutzten Malthouse und Bray (1980) XO sowohl in der aktiven Sulfo- und in der
inaktiven Desulfo- als auch in der durch [**S] resulfurierten Form fiir EPR-Spektroskopie. Sie
konnten nachweisen, dass der cyanolisierbare Schwefel ein Ligand des Molybdans ist und
nicht als Persulfid vorliegt wie noch durch Massey und Edmondson favorisiert. Zum selben
Schluss kamen fast zeitgleich Bordas et al. (1980), die mittels EXAFS-Analyse (extended x-

ray absorption fine structure) CN™-inaktivierte XO mit einem Mischpool aus aktiver und
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inaktiver XO verglichen. Sie postulierten in der inaktiven Form ein durch zwei Cystein- und
einen Methioninschwefel komplexiertes Molybdan, das zusatzlich zwei terminale Oxogruppen
als Liganden aufweist. Ihre Daten deuteten auf den Austausch einer dieser Oxo-Liganden
durch einen terminalen Schwefelliganden im aktiven Enzym hin. Beide Arbeiten bestatigten
damit Gutteridge et al., die bereits 1978 eine (Enzym-Mo=S)-Gruppe in der aktiven XO und
eine (Enzym-Mo=0)-Gruppe in der inaktiven XO angenommen hatten. Dieser terminale
Schwefel der katalytisch aktiven XO wurde als Akzeptor fiir das vom Substrat transferierte
Proton vorgeschlagen. Die inorganische Natur des cyanolisierbaren Schwefels wurde dann
1982 endglltig durch Wahl und Rajagopalan untermauert. Nach Einbau von radioaktiv
markiertem [**S] in die Desulfo-XDH durch Sulfid und Dithionit wiesen sie nach, dass sich der
Schwefel sowohl durch SDS als auch durch Guanidiniumchlorid aus dem Protein entfernen
lieB. Sie zeigten, dass es sich dabei um einen ,sdurelabilen® Schwefel handelt, der unter
Bildung eines [**S]-Methylenblau-Komplexes aus der markierten XDH herausgeldst werden
kann. Es blieb allerdings unklar, auf welche Weise und zu welchem Zeitpunkt dieser
terminale Schwefel dem Molybdan angefiigt wird.

Erste Hinweise auf einen enzymatischen Ursprung des terminalen Schwefels lieferten
schlieBlich die Untersuchungen der maroon-like- (ma-/)-Mutanten aus Drosophila
melanogaster. Die Mutanten haben statt der Ublichen hellroten eine kastanienbraune
Augenfarbe, die auf das Fehlen des roten Augenpigments Drosopterin zuriickzufiihren ist und
aus dem Ausfall der XDH-Aktivitdt resultiert. Biochemisch zeichnen sich die Mutanten sowohl
durch den Aktivitatsverlust der AO (Courtright, 1967) und XDH (Forrest et al, 1956;
Glassman und Mitchell.,, 1959) als auch durch den Ausfall des bisher nur in Drosophila
beschriebenen Molybdoenzyms Pyridoxaloxidase (Forrest et a/, 1961) aus. Alle diese Enzyme
gehoren zur XO-Familie der Molybdoenzyme und benétigen den terminalen Schwefel fiir ihre
Aktivitat. Die ebenfalls in Drosophila vorkommende SO ist in diesen Mutanten hingegen nicht
betroffen (Bogaart und Bernini, 1981). Sie gehort jedoch zur SO-Familie der Molybdoenzyme,
die fir ihre Aktivitdt keinen terminalen Schwefel benétigt. Finnerty und Johnson stellten
bereits 1979 fest, dass flir die Aktivitat von AO und XDH ein weiterer Genlocus, ndmlich ma-
/, verantwortlich ist und schlugen vor, dass es durch das Genprodukt zu einer post-
translationalen Modifikation bei AO und XDH kommt. Warner und Finnerty wiesen fiir die ma-
FMutante normale Moco-Mengen nach (1981) und konnten so eine Beeintrachtigung der
Moco-Biosynthese ausschlieBen. 1982 konnten Wahl et a/ dann zeigen, dass die ma-F
Mutanten tatsachlich in der Sulfurierung der Monooxo-Hydroxylasen defizient sind.
Rohextrakte der ma-~Mutanten wiesen einen hohen Level an Desulfo-Enzymen auf, die
durch Zugabe von Dithionit und Sulfid resulfuriert und dadurch aktiviert werden konnten.

AuBerdem konnte inaktive XDH /n vitro durch Wildtyp-Ma-l rekonstituiert werden. Somit
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wurde gezeigt, dass die ma-~Mutation die Inkorporation des terminalen Schwefels
verhindert und der Nachweis erbracht, dass die Aktivierung der Monooxo-Hydroxylasen einer
genetischen Kontrolle unterliegt. Die Funktion von Ma-l wurde als ,cyanolyzable sulfur
transferase" beschrieben und es wurde als eine Mdglichkeit vorgeschlagen, dass zunachst ein
gemeinsamer Cofaktor in alle Molybdan-Enzyme inkorporiert wird. Die Biosynthese der
Monooxo-Hydroxylasen benétigt demnach jedoch eine nachfolgende enzymatische
Sulfurierung, so dass in Mutanten eine Akkumulierung der Desulfo-Form als Intermediat zu
erwarten ist.

Ahnliche Eigenschaften wie die ma-Mutante zeigt die AxB-Mutante (hypoxanthine non-
utilizer gene B) aus Emericella nidulans, die nicht mit Hypoxanthin oder Nicotinat als
alleiniger Stickstoffquelle wachsen kann. Sie zeigt einen simultanen Ausfall der Monooxo-
Molybdoenzyme Nicotinat-Hydroxylase und XDH (Scazzocchio, 1973). Die NR hingegen,
ebenso wie die SO ein Dioxo-Molybdoenzym, zeigt in dieser Mutante eine normale Aktivitat.
Sowohl HxB als auch Ma-l sind also an der enzymatischen Sulfurierung des Moco in den
Monooxo-Molybdoenzymen beteiligt und werden nach dieser Funktion als Moco-Sulfurasen
bezeichnet (Abb. 1-4). Bei Komplementationsversuchen, die mit heteroallelen ma-/
(Glassman und Pinkerton, 1960L; Chovnick et al,, 1969) und AxB-Mutanten (Hartley, 1970)
durchgeflihrt wurden, konnte intragenische Komplementation erreicht werden. Daraufhin
wurde postuliert, dass es sich bei den Moco-Sulfurasen um Proteine mit zwei oder mehr
unabhdngigen Domanen handelt (Amrani et a/, 2000).

Ein Defekt in der Moco-Sulfurierung ist ebenfalls bei Saugetieren bekannt und fihrt zu
Xanthinurie Typ II. Es handelt sich hierbei um eine seltene autosomal-rezessive
Erbkrankheit, die mit einem Ausfall von AO und XDH einhergeht. Die Symptome gehen dabei
hauptsachlich auf den Aktivitatsverlust der XDH zurlick. Hypoxanthin und Xanthin kdnnen
nicht mehr zu Harnsdure abgebaut werden, so dass es zur Akkumulierung von Xanthin und
in geringen Mengen von Hypoxanthin kommt, wohingegen der Harnsduregehalt in
Blutplasma und Urin sehr niedrig ist. Eine Folge ist die Ablagerung von Xanthinsteinen in den
Nieren, was insbesondere bei Rindern zum Tod durch Nierenversagen fiihren kann.
Watanabe et al gelang 2000 die Entdeckung der verantwortlichen bovinen Mutation in
einem ma-Fhomologen Gen, welches als mcsu (molybdenum cofactor sulfurase) bezeichnet
wurde.

Obwohl Prokaryonten ebenfalls Monooxo-Molybdoenzyme besitzen, die ({ber einen
terminalen Schwefel verfligen wie z.B. die Aldehydoxidoreduktase (Desulfovibrio gigas) oder
die XDH (Rhodobacter sp.), wurden fur sie weder Moco-Sulfurasen noch die entsprechenden
Genloci beschrieben. Fur die XDH aus Rhodobacter konnte hingegen ein alternativer

Mechanismus der terminalen Sulfurierung gezeigt werden. Das Protein XdhC fungiert hierbei
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als Moco-Insertase und inseriert bereits sulfurierten Moco in das Moco-freie XDH-Apoenzym
(Neumann et al., 2006).

Moco-Biosynthese

S\ﬁo""o
N jIm (s Moco-Sulfurase
I
HZN’I\I N~ O O‘,F'fH
H HO o}
¥ g
S\ _,'\!1050
A
SO &NR AO & XOR
Abb. 1-4: Aktivierung der Monooxo-Hydroxylasen durch die Moco-Sulfurasen. Der

Moco wird zunachst in alle Molybdoenzyme inkorporiert, wodurch die Enzyme der
SO-Familie sofort Aktivitat erlangen. Die Enzyme der XO-Familie hingegen bleiben
zunichst inaktiv und werden erst durch die Ubertragung eines Schwefels durch
die Moco-Sulfurasen aktiviert.

1.6 Die Moco-Sulfurasen HMCS und ABA3

Eine Mutation im Genlocus der humanen Moco-Sulfurase (Amcs) fihrt ebenfalls zu
Xanthinurie Typ II, die phanotypisch der Mutation beim Rind sehr dhnlich ist, jedoch nur
selten starke klinische Symptome aufweist. Neben den Xanthinsteinen in den Nieren kann es
zu Muskelentziindungen und Krampfen durch Ablagerungen von Xanthin im Muskelgewebe
kommen (Ichida et a/, 2001; Yamamoto et a/, 2003) oftmals verlauft die Krankheit jedoch
auch véllig asymptomatisch. Der Ausfall der AO, die in Saugern u.a. die Oxidation von Retinal
zu Retinolsaure katalysiert (Tomita et al., 1993), scheint keine Symptome hervorzubringen.
Betroffene Patienten kdnnen durch die Gabe von Allopurinol identifiziert werden, das sowohl
durch AO als auch durch XDH zu Oxypurinol umgesetzt wird und im Urin nachgewiesen
werden kann (Reiter et a/, 1990). Im Gegensatz zu Patienten mit einer Mutation im xd/
Genlocus (Xanthinurie Typ I), die ebenfalls reduzierte Harnstoffmengen und eine
Akkumulation des Xanthins aufweisen, kommt es bei diesen Patienten zu keiner Oxypurinol-
Bildung. Auf Basis dieses Routinescreenings erfolgte die Isolierung des Amcs-Gens 2001

durch Ichida et al. Mittlerweile wurden zahlreiche Amcs-Mutationen beschrieben (Ichida et
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al, 2000; Yamamoto et al, 2003; Peretz et al., 2007), bei denen stets ein Ausfall der AO-und
XDH-Aktivitat ohne Beeintrachtigung der SO-Aktivitat beobachtet wurde.

Pflanzliche Mutanten mit einem Defekt in der Moco-Sulfurierung sind ebenfalls durch einen
simultanen Ausfall von XDH und AO bei gleichzeitigem Erhalt der NR- und SO-Aktivitat
charakterisiert. Im Gegensatz zu den Saugern ist der Phanotyp hier jedoch hauptsachlich auf
den Ausfall der AO zurlickzufiihren, woraus ein Abscisinsdaure (ABA)-defizienter Phanotyp
resultiert. Der Hauptweg der Biosynthese des Pflanzenhormons ABA (iber die Vorstufe
Abscisinaldehyd wird im letzten Schritt durch AO katalysiert. Da die Regulation des
Wasserhaushaltes (ber die Stomata durch ABA in den Mutanten gestort ist, zeigen die
Pflanzen einen welken Habitus und verminderte Stresstoleranz. AuBerdem zeigen sie eine
verklirzte Samenruhe. Durch zwei alternative Stoffwechselwege, die zur Biosynthese von
ABA (iber die Intermediate Xanthoxin und Abscisinalkohol fiihren, kann die Pflanze (berleben
(Seo und Koshiba, 2002). Allerdings ist unter Stressbedingungen die Expression vieler
Stressresistenz-vermittelnder Gene abhdngig von einer Erhéhung des basalen ABA-Gehaltes
(Chandler und Robertson, 1994). Eine Anpassung der aba3-Mutanten an Stressbedingungen
ist dadurch nicht mdglich. Dies manifestiert sich durch das Fehlen von Kaltetoleranz (Gilmour
und Tomashow, 1991; Heino et al, 1990) und Austrocknungs-Resistenz (Vartanian et al.,
1994). Diese Moco-Sulfurase-Defizienz wurde bisher flir die aba3-Mutante aus A.thaliana
(Léon-Kloosterziel et al., 1996; Schwartz et al., 1997), die flacca-Mutante aus Lycopersicon
esculentumn (Marin und Marion-Poll, 1997; Sagi et a/, 2002) und fiir die abal-Mutante aus
Nicotiana plumbaginifolia (Parry et al., 1991; Leydecker, 1995) beschrieben.

Basierend auf Homologien zu ma-/ und hxB konnten Bittner et a/ 2001 aba3 als erstes
pflanzliches Gen einer Moco-Sulfurase identifizieren und die cDNA aus A.thaliana isolieren. Es
konnte gezeigt werden, dass rekombinant exprimiertes ABA3 in einem /in vitro-System in der
Lage ist, AO in Anwesenheit des Substrates L-Cystein direkt zu aktivieren. ABA3 liegt als
Homodimer mit einer GesamtgrdBe von 180 kDa vor. Jedes Monomer lasst sich aufgrund von
Homologieuntersuchungen in zwei Domadnen unterteilen (Abb. 1-5). Die NH,-terminale
Domane weist signifikante Homologien zur Cystein-Desulfurase NifS aus Azotobacter
vinelandii und anderen NifS-dhnlichen Proteinen auf und wird deshalb als NifS-&hnliche-
Domane (ABA3-NifS) bezeichnet. NifS-Proteine erflillen ihre Funktion als L-Cystein-
Desulfurasen und sind Ublicherweise am Aufbau von Fe-S-Clustern beteiligt, indem sie den
dafiir benétigten Schwefel bereitstellen. Durch den Vergleich von Aminosduresequenzen und
Eigenschaften der NifS-ahnlichen L-Cystein-Desulfurasen konnten diese in zwei Klassen
unterteilt werden (Mihara et al, 1997). Zu den Enzymen des Typs I zahlen die NifS/IscS-
Proteine, wohingegen die SufS-Proteine zur Gruppe der Typ II-Enzyme gehdren. ABA3-

gruppiert mit den SufS-ahnlichen Enzymen des Typs II. Es konnte gezeigt werden, dass auch
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ABA3-NifS als Cystein-Desulfurase fungiert und in einer Pyridoxalphosphat (PLP)-abhangigen
Reaktion L-Cystein zu L-Alanin umsetzt (Heidenreich et al, 2005). Der so freigesetzte
Schwefel wird als Persulfid auf einen konservierten Cysteinrest (C430) Ubertragen. Die
Mutagenisierung dieses Cysteins fihrt zu einem ~80%igen Verlust der Cystein-
Desulfuraseaktivitat. Die Bindung des Cofaktors PLP erfolgt an ein strikt konserviertes Lysin
(K271). ABA3-NifS weist neben der L-Cystein-Desulfurase-Aktivitat auch eine Selenocystein-
Lyase-Aktivitat auf und kann neben L-Cystein auch L-Selenocystein als Substrat verwenden.
Das separat rekombinant exprimierte ABA3-NifS ist in der Lage, sowohl die Cystein-
Desulfurierung als auch die Sulfurierung des Moco von AO und XDH alleine auszuftihren.
Dies zeigt, dass beide Hauptfunktionen der Moco-Sulfurase ABA3 grundsatzlich ausschlieBlich
durch ABA3-NifS Gbernommen werden kénnen und die C-terminale Doméane zumindest /n
vitro keine essentielle Bedeutung hat (Heidenreich et a/, 2005). Die Dimerisierung des Full-
Length Proteins (ABA3-FL) wird durch ABA3-NifS vermittelt, das somit ebenfalls ein Dimer
mit einer Gr6Be von 110 kDa bildet. Die 35 kDa groBe C-terminale Domane von ABA3 (ABA3-
CT) liegt hingegen als Monomer vor.

Die C-Termini der Moco-Sulfurasen weisen ebenfalls groBe Homologien untereinander auf.
Allerdings konnten Uber die genaue Funktion der C-Termini bei der Moco-Sulfurierung bisher
nur unterschiedliche Vermutungen aufgestellt werden. Zunachst wurde ihnen eine Rolle bei
der Erkennung der Zielproteine AO und XDH zugeschrieben (Amrani et al., 2000). Der Moco
wird vor der terminalen Sulfurierung in die eukaryotischen Monooxo-Molybdoenzyme
inkorporiert, so dass die korrekten Zielproteine durch die Moco-Sulfurase identifiziert werden
mussen. Da ABA3-CT Aminosauresequenz-Motive aufweist, die auf eine Bindung von Fe-S-
Clustern hindeuten, wurde vorgeschlagen, dass die Zielproteine durch die C-Termini anhand
der Eisen-Schwefel-Cluster identifiziert werden kénnen, die von den Enzymen der XO-Familie
als prosthetische Gruppe gebunden werden (Bittner et al., 2001). Im Gegensatz dazu weisen
die Enzyme der SO-Familie keine Fe-S-Cluster auf. Basierend auf Datenbankanalysen
ordneten Anantharaman und Aravind (2002) die Moco-Sulfurase-C-Termini in eine neue
Domanen-Superfamilie ein, die MOSC-Domanen (molybdenum cofactor sulfurase C-terminal
domain). Sie postulierten eine wichtige Rolle der MOSC-Domdnen bei der Bildung
verschiedener Metall-Schwefel-Cluster. Unter Beteiligung eines hochkonservierten
Cysteinrestes (C758 in ABA3-CT) sollte die MOSC-Domane den dafiir benétigten Schwefel
von der NifS-ahnlichen-Domane (bernehmen und auf ein Zielprotein (bertragen. Die
Beteilung der C-terminalen Domdne an der Aktivierung von AO und XDH konnte 2002
erstmals durch die Charakterisierung der flacca-Mutation in Tomate gezeigt werden (Sagi et
al.). Die Pflanze weist den Ublichen welken Habitus von Moco-Sulfurase-Mutanten auf. Sie ist

durch einen Aktivitatsverlust von AO und XDH im Spross und der Reduktion dieser
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Aktivitaten in den Wurzeln gekennzeichnet. Die zugrunde liegende Mutation ist die Deletion
zweier benachbarter Arginine (R777 und R778) im C-Terminus von Flacca sowie der
Austausch eines Alanins (A779) durch ein Threonin. Untermauert wurde diese Bedeutung
des C-Terminus filir die Moco-Sulfurierung durch die aba3/sir3-3-Mutante aus A. thaliana, die
durch ein Sirtinol-Screening von Dai et al/ 2005 identifiziert wurde. Durch die Gabe des
synthetischen Auxin-Derivats, Sirtinol wird bei Wildtyp-Pflanzen eine Auxin-abhangige
Antwort induziert. Einen wichtigen Schritt stellt hierbei die Umwandlung von HNA (2-
hydroxy-1-naphthaldehyde) zu HNC (2-hydroxy-1-naphtoic acid) dar, der durch AO
katalysiert wird. Dai et al suchten Sirtinol-resistente Pflanzen und isolierten somit sowohl
Pflanzen mit Defekten in der Moco-Biosynthese als auch in der terminalen Sulfurierung, da in
diesen Fallen ein Ausfall der AO-Aktivitdt erfolgt. Bei einer dieser Mutanten war ein
konserviertes Arginin in ABA3-CT (Position 723) gegen ein Lysin ausgetauscht.
Interessanterweise ist das gleiche Arginin in HMCS-CT (hier Position 776) bei Patienten mit
Xanthinurie Typ II betroffen (Peretz et a/, 2007). Alle diese Mutationen zeigen, dass ABA3-
CT in vivo eine essentielle Rolle bei der Aktivierung der Monooxo-Hydroxylasen zukommt.
Eine weitere mogliche Funktion flir ABA3 ergibt sich aus der Primdrsequenz: Im Gegensatz
zu anderen Moco-Sulfurasen weist ABA3-CT ein offensichtliches Kernlokalisierungssignal auf
(bipartite Nuclear Localization Signal) auf. Da zusatzlich einige Transkriptionsfaktor-
Signaturen in der Primarsequenz von ABA3 wie ein , TFIIB"-Motiv, eine Myc-type helix-loop-
helix" Dimerisierungsdomane sowie ein ,Zink-Finger" DNA-Bindemotiv vorliegen, wird eine
zusatzliche Rolle von ABA3 als Transkriptionsfaktor vermutet, die bei der Induktion einer
ABA3-abhangigen Stressantwort von Bedeutung sein kdnnte (Bittner et a/, 2001). Dies wird
durch die Beobachtung untermauert, dass sowohl das Full-Length-Protein als auch beide
Domanen einzeln im Nucleus lokalisiert sein kdnnen (Bittner et al, unverdffentlichte Daten).
Insbesondere der separat exprimierte ABA3-CT zeigt eine ausgepragte Kernlokalisierung.
2003 konnte erstmals der Nachweis einer Moco-Bindung an ABA3-CT erbracht werden
(eigene Diplomarbeit), inwiefern diese Bindung jedoch eine Funktion bei der Aktivierung der
Monooxo-Hydroxylasen ibernimmt oder eventuell ein Signal fiir den Kerntransport darstellt,

konnte bisher nicht geklart werden.
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ABA3-Full-length
90 kDa
819 Aminosauren
L-Cystein L-Alanin

SH

Ka71 Cazo KLS
Pyridoxalphosphat Persulfid
| || |
ABA3-NifS ABA3-CT
Abb. 1-5: Die Moco-Sulfurase ABA3. Das Protein unterteilt sich in eine NH,-terminale

Domdne mit starken Homologien zu NifS-ahnlichen Proteinen und eine C-
terminale Moco-bindende Domane mit bisher unbekannter Funktion. ABA3-NifS
enthalt ein stark konserviertes Lysin (K271, Pyridoxalphosphat (PLP)-Bindestelle)
und ein konserviertes Cystein (C430, Persulfid-Bindestelle). ABA3-CT weist ein
Kernlokalisierungssignal (KLS) auf. ABA3 liegt als Homodimer vor.

- 15 -



Dissertation Silke Wollers 2. Ergebnisse

2 Ergebnisse
2.1 Charakterisierung von ABA3-CT
2.1.1 Expressionsbedingungen und Aufreinigung von ABA3-CT

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass ABA3-CT grundsatzlich in der Lage ist, Moco
und/oder MPT zu binden (eigene Diplomarbeit, 2003). Die erstmalige Bindung des Cofaktors
konnte (ber das fluoreszierende saure Oxidationsprodukt FormA nachgewiesen und
quantifiziert werden. Allerdings lag der Cofaktorgehalt des damals exprimierten ABA3-CT nur
bei 0,8-1 mmol/mol ABA3-CT, so dass eine unspezifische Bindung des Cofaktors an ABA3-CT
nicht ausgeschlossen werden konnte. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte keine weitere
Charakterisierung des gebundenen Cofaktors, insbesondere wurde auch keine
Unterscheidung zwischen gebundenem MPT oder Moco vorgenommen. Als erstes Ziel der
vorliegenden Arbeit sollten somit die Expressionsbedingungen von ABA3-CT in Bezug auf
eine moglichst hohe Cofaktorsattigung optimiert und eine spezifische Bindung von Moco/MPT
an ABA3-CT verifiziert werden. ABA3-CT konnte unter den bis dahin genutzten
Expressionsbedingungen bei 37 °C in groBen Mengen von bis zu 60-80 mg/L
Expressionskultur erhalten werden. Diese schnelle Expression hat jedoch den Nachteil, dass
die aufwandige Biosynthese des Moco mdglicherweise nicht in gleichem MaBe erfolgen kann
wie die des ABA3-CT. Auffallig war zudem, dass der bei 22 °C exprimierte ABA3-CT im
Gegensatz zu dem bei 37 °C exprimierten ABA3-CT eine deutliche Braunfarbung aufwies, die
auf eine starkere Bindung des Moco zuriickgehen kdénnte. Um eine schwachere Expression
des ABA3-CT bei gleichzeitig starkerer Cofaktorbeladung zu erhalten, wurden die
Expressionsbedingungen grundlegend gedndert. Die Expression erfolgte im £ coli
Expressionsstamm TP1000. Dieser Stamm ist durch eine Mutation im mobA-Gen
charakterisiert, wodurch die Synthese der prokaryotischen MGD-Form des Moco verhindert
wird (Palmer, 1996), so dass die eukaryotische Form des Moco akkumuliert wird. Zur
Unterstlitzung der Moco-Biosynthese wurde 1 mM Molybdat zur Expressionskultur gegeben.
Mit kleinen Expressionsansatzen von je 50 ml wurde eine weitere Optimierung der
Cofaktorbeladung versucht, indem IPTG-Konzentrationen von 100 pM—15 uM bei einer ODggg
von 0,1 und 0,3 bei Induktion getestet wurden. Ebenfalls wurde untersucht, ob eine
Veranderung der Expressionszeit zu besserer Beladung mit Cofaktor fiihrt. Jeweils 5 ml der
Expressionsansatze wurden aufgeschlossen und nach Aufreinigung auf die FormA-Menge hin
untersucht. Als optimal erwies sich eine Induktion mit 15 uM IPTG bei einer ODgyo von 0,1

und eine Expressionszeit von 20-24 h. Langere Expressionszeiten flihrten wieder zu einer
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abnehmenden Cofaktorbeladung und hohere IPTG-Konzentrationen erhdhten die
Proteinexpression deutlich bei gleichzeitig schwacherer Cofaktorbeladung.

Die nachfolgenden GroBkulturen wurden im Verhéltnis von 1:200-1:300 mit UN-Kulturen von
frisch transformierten TP1000 angeimpft und die Expression in 2- oder 3L-Kolben erfolgte
aerob bei 22 °C fir 20 h unter Schitteln (80-100 rpm). Die Zellpellets wurden bis zur
Aufarbeitung bei -70 °C eingefroren und die Zellen mittels French-Press und Sonifizieren
aufgeschlossen. Die Aufreinigung des mit einem NH,-terminalen 6xHis-Tag versehenen
ABA3-CT aus dem erhaltenen Lysat erfolgte Giber eine Ni-Nitrilo-tris-Acetat- (NTA)-Matrix. Die
Elution des ABA3-CT konnte anhand der charakteristischen brdunlichen Farbe des Proteins
verfolgt werden. Das eluierte Protein zeigte im SDS-Gel nach Coomassie-Farbung eine
nahezu reine Bande von etwa 36 kDa, was der GréBe von ABA3-CT entspricht (Abb. 2-1).
Bereits nach diesem affinitdtschromatographischen Reinigungsschritt lag das Protein also
bereits in (iberraschend reiner Form vor. Die Konzentration des aufgereinigten rekombinant
exprimierten Proteins lag bei 5-15 mg/L Expressionskultur. Der so erhaltene ABA3-CT konnte
fir weitere Analysen eingesetzt werden. Als problematisch erwies sich jedoch die Instabilitat
von ABA3-CT. Das Umpuffern in Niedrigsalzpuffer oder in Puffer mit pH-Bereichen von 8 und
hoéher flihrte ebenso zu starker Prazipitation des Proteins wie die Inkubation bei RT. Das
Protein wurde daher zundchst im 250 mM Imidazol-enthaltenden Elutionspuffer belassen, in
dem es eine gute Stabilitdt zeigte, und unmittelbar nach der Reinigung direkt in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Alle nachfolgenden Versuche wurden soweit mdéglich bei 4 °C und

in Hochsalzpuffern durchgefihrt und fir alle Versuche wurde stets frisches Protein

verwendet.
%5
v.
kDa VQ"
116 Abb. 2-1: SDS-PA-Gelanalyse des
ABA3-CT nach affinitatschromatographischer
Aufreinigung. 10 pg des affinitatschromatographisch
aufgereinigten ABA3-CT wurden auf ein 12 %iges
66 SDS-PA-Gel aufgetragen. Nach der Coomassie-
Farbung ist eine dominante Bande bei etwa 36 kDa
angefarbt.
45
35 - -
25
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2.1.2 FormA-Analyse

Nach Anpassung der Expressionsbedingungen im Hinblick auf eine gute Cofaktorsattigung
wurde zunachst die Gesamtcofaktormenge durch den Nachweis von FormA an ABA3-CT aus
mehreren voneinander unabhangigen Expressionsansatzen quantifiziert. Je
Expressionsansatz wurde in Doppelbestimmung 5-10 pl des Ni-NTA-aufgereinigten Proteins
durch saure I,/KI-Losung oxidiert, das entstandene FormA durch Dephosphorylierung in
FormA-dephospho umgewandelt und Uber isokratische Anionenaustauscherchromatographie
aufgereinigt (4.4.17). 50 ul des Eluats wurden anschlieBend flir die HPLC-Analytik eingesetzt
und FormA-dephospho mit einer Retentionszeit von etwa 5-6 min quantifiziert. Die
Umrechnung der erhaltenen Cofaktormenge auf die eingesetzte Proteinmenge zeigte eine
durchschnittliche Cofaktorbeladung von 0,35 mol FormA/mol ABA3-CT (Tab. 2-1). Eine
solche Cofaktorbeladung konnte definitiv als spezifisch angesehen werden und sollte im

Folgenden naher untersucht werden.

2.1.3 Biologischer Nachweis von Moco/MPT durch den nit-1-Assay

Die nit-1-Mutante aus Neurospora crassa zeigt einen Defekt im MPT-Synthase/Sulfurylase-
Komplex, so dass sie durch die Akkumulation der MPT-Vorstufe cPMP charakterisiert ist
(Nason et al, 1971). Zellfreie Extrakte dieser Mutante weisen eine Moco-freie inaktive Apo-
NR auf, die jedoch durch Zugabe einer exogenen Moco-Quelle rekonstituiert werden kann.
Der nit-1-Assay stellt somit einen biologischen Nachweis fiir aktiven Moco dar. Eine
Rekonstitution der NADPH NR-Aktivitat ist nur durch intakten Moco méglich, MPT kann nicht
nachgewiesen werden. Wird dem nit-1-Rekonstitutionsansatz jedoch Molybdat zugesetzt,
wird MPT chemisch zu Moco konvertiert und fiihrt ebenfalls zu einer Rekonstitution der Apo-
NR, so dass sowohl Moco als auch MPT im Ansatz erfasst werden. Uber die
Molybdatabhangigkeit der Rekonstitution kann somit eine qualitative Aussage Uber das
Vorhandensein von Moco und/oder MPT in der verwendeten Cofaktorquelle gemacht werden.
Mit ABA3-CT wurden Komplementationsversuche sowohl mit als auch ohne Zugabe von
Molybdat gemacht. In einer Dreifachbestimmung wurden je Ansatz 0,5 pg Ni-NTA-
aufgereinigter ABA3-CT zur Freisetzung des Cofaktors hitzedenaturiert und nach Abkihlen
mit nit-1-Extrakt versetzt. Zusatzlich enthielt der Ansatz 4 mM reduziertes GSH und, wo
erforderlich, 10 mM Molybdat. Die Rekonstitution erfolgte anaerob fiir 1 h bei RT oder UN bei
4 °C. Der Nachweis der NADPH-NR Aktivitat erfolgte wie unter 4.4.16 beschrieben.
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Jeder nit-1-Extrakt weist unterschiedliche Mengen an Apo-NR auf und zeigt somit
unterschiedlich starke NR-Rekonstitution. Zur Bestimmung der Komplementationsraten in
mol Nitrit/(min*mg ABA3-CT) musste zunachst eine Kalibriergerade erstellt werden, Uber
deren Formel die gebildeten Mengen an Nitrit bestimmt werden konnten. Hierzu wurden in
Dreifachbestimmung Ansatze mit Nitrit-Konzentrationen von 5-50 uM bei 540 nm vermessen.
Aus den erhaltenen Absorptionswerten ergab sich mit einem Korrelationswert von 0,999 eine
Regressionsgerade mit der Formel y = 0,0359x — 0,1343. Der lineare Bereich flir diese
Kalibriergerade lag bei einer ODs4o von 0,03 bis 1,63 (siehe Anhang).

Wie aus Abbildung 2-2 hervorgeht, war ABA3-CT sowohl mit als auch Zugabe von Molybdat
zur NADPH NR-Rekonstitution in der Lage. Im Molybdat-freien Ansatz kommt es zur Bildung
von 0,53 £ 0,046 pmol Nitrit/(min*mg) und nach Zugabe von Molybdat wurden 1,41 = 0,15
Mmol Nitrit/(min*mg) umgesetzt. Dies zeigt, dass ABA3-CT sowohl Moco als auch das
Molybdan-freie MPT bindet. Eine Quantifizierung dieses Verhaltnisses ist durch den nit-1-
Assay nicht mdglich. Da jedoch die Rekonstitutionsrate des Ansatzes ohne Molybdatzugabe
nahezu 40 % der Gesamtrekonstitution durch Moco und MPT ausmacht, kann von einer

signifikanten Moco-Bindung ausgegangen werden.

L
o

o
n

o
N

, 4

nit-1 NADPH-NR Rekonstitutionsaktivitat
[pMmol Nitrit/(min *mg)]

mit Molybdat ohne Molybdat

Abb. 2-2: NADPH NR-Rekonstitution im nit-1-Assay durch ABA3-CT. Gezeigt ist die

nit-1-Rekonstitutionsrate in pmol Nitrit/(min*mg) durch ABA3-CT sowohl mit
Zugabe von 10 mM Molybdat als auch ohne Molybdatzugabe (n = 3).

214 Molybdan-Bestimmung iiber Inductively Coupled Plasma-Mass

Spectrometry

Durch die Molybdat-unabhdangige NADPH NR-Rekonstitution im nit-1-Assay konnte gezeigt

werden, dass ABA3-CT Moco bindet. Ebenso konnte aber auch ausgeschlossen werden, dass
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ausschlieBlich Moco gebunden wird, da eine deutliche Aktivitatssteigerung durch die
Molybdatzugabe erreicht wurde. Um die Menge an gebundenem Moco quantifizieren zu
kdnnen, wurde am Institut flir Umwelt-Geologie der Technischen Universitat Braunschweig
(Prof. Dr. D. Zachmann und C. Kraft) eine Molybddanbestimmung mittels Inductively Coupled
Plasma - Mass Spectrometry (ICP-MS; dt.: Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma) am Ni-NTA-aufgereinigten ABA3-CT vorgenommen. In Bezug auf die eingesetzte
Proteinmenge konnte dadurch eine Aussage Uber die Menge an Molybdan und damit an
Moco pro mol ABA3-CT gemacht werden. AuBerdem kann der Anteil des Moco am zuvor
bestimmten FormA-Gehalt und damit an der Gesamtcofaktormenge ermittelt werden. Fir
ABA3-CT wurden 0,26 mol Molybdan/mol Protein bestimmt. Dies entspricht einem Moco-

Anteil von etwa 70 % am gebundenen Cofaktor (Tab. 2-1).

Tab. 2-1: Charakterisierung des Cofaktors an ABA3-CT. Gezeigt sind die Anteile
unterschiedlicher Cofaktor-Subspezies, die an rekombinant exprimiertem ABA3-CT
gebunden vorliegen. Die MPT-Saturierung bezieht sich auf die Gesamt-Proteinmenge,
der Moco-Anteil auf die Gesamtcofaktormenge und der Anteil an sulfuriertem Moco
steht in Bezug zum Gesamt-Moco. (FormA-Gehalt: n = 8; Molybdangehalt: n = 2;
Thiocyanat-Bestimmung: n = 4).

FormA-Gehalt Molybdangehalt Thiocyanat
0,35 + 0,058 0,25 + 0,02 0,16 + 0,052
[mol/mol Protein] [mol/mol Protein] [mol/mol Protein]
35 % o 64 %
MPT-Saturierung M50 iee sulfurierter Moco
2.15 Bestimmung des terminalen Schwefels am Moco von ABA3-CT

Durch die FormA-Analyse und den nit-1-Assay ohne Molybdatzugabe konnte MPT/Moco
nachgewiesen werden und der molybdanfreie nit-1-Assay sowie die Molybdanbestimmung
Uber ICP-MS zeigten die Bindung des aktiven Moco an ABA3-CT. Dariber hinaus sollte
gezeigt werden, ob der an ABA3-CT gebundene Moco ebenso wie die Zielproteine der Moco-
Sulfurasen, XDH und AO, einen terminalen cyanolisierbaren Schwefel aufweist. Durch den
Nachweis des cyanolisierbaren Schwefels sollte der Anteil an sulfuriertem Moco bestimmt
werden. Der terminale Schwefel wurde durch Cyanid abgespalten und das entstehende
Thiocyanat durch Zugabe eines Eisen-Nitrat-haltigen Reagenz (Sérbos Reagenz) in einen
rétlichen Thiocyanat-Eisen-Komplex (berflihrt, der bei einer Wellenlange von 460 nm

photometrisch quantifiziert werden kann. Um das Abspalten anderer mdglicherweise am
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ABA3-CT gebundener Schwefel, wie z.B. Persulfidschwefel, durch Cyanid zu verhindern,
wurde das Protein vor der Cyanidbehandlung mit dem Reduktionsmittel TCEP inkubiert.
Hierdurch sollten andere Schwefelquellen auBer dem terminalen Schwefel eliminiert und
somit eine Verfdlschung des Thiocyanat-Nachweises ausgeschlossen werden. Nach Erstellen
einer Thiocyanat-Kalibriergeraden mit KSCN konnte die freigesetzte Menge an terminalem
Schwefel quantifiziert und in Bezug zur zuvor ermittelten Protein- und FormA-Menge gesetzt
werden. Flir ABA3-CT lag der Anteil an cyanolisierbarem Schwefel bei durchschnittlich 0,16
mol SCN/mol Protein. Somit liegen am rekombinant exprimierten ABA3-CT 64 % des

gebundenen Moco in der sulfuriertem Form vor (Tab. 2-1).

2.1.6 Molybdatfreie Expression von ABA3-CT

Um den Einfluss des zur Expressionskultur zugegeben Molybdats auf die Moco-Biosynthese
und damit auch auf die Cofaktorsattigung an ABA3-CT zu untersuchen, wurde Protein in
Abwesenheit von Molybdat exprimiert. Flir den so exprimierten ABA3-CT erfolgte ebenfalls
der FormA-Nachweis zur Bestimmung der Gesamtcofaktormenge und der nit-1-Assay sowohl
mit als auch ohne Molybdatzugabe zum Nachweis des aktiven Moco. Ebenso erfolgte die
Molybdanbestimmung (iber ICP-MS sowie die Quantifizierung cyanolisierbaren Schwefels.

Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied sowohl in der Gesamtcofaktorbeladung als auch
beim prozentualen Anteil von Moco an der Cofaktormenge (Tab. 2-2). Die FormA-Analyse
zeigte, dass lediglich 10 % des Proteins Cofaktor gebunden hatte, wovon wiederum nur 13
% durch Moco reprasentiert wurden. Terminaler Schwefel in Form von Thiocyanat konnte flir
den so exprimierten ABA3-CT nicht nachgewiesen werden. Die Menge an mdoglicherweise
entstandenem Thiocyanat lag unterhalb der Nachweisgrenze, die bei dieser Bestimmung bei
einem theoretischen Anteil von 46 % sulfuriertem Moco lag. Somit liegt der tatsachliche
Anteil sulfurierten Cofaktors auf jeden Fall unter 46 % und damit deutlich niedriger als bei
der Expression mit Molybdatzugabe. Der niedrige Prozentsatz von Moco an der
Gesamtcofaktormenge spiegelte sich auch in den Ergebnissen des nit-1-Assays wider. Die
Absorptionswerte lagen flir die Molybdat-unabhangige Rekonstitution an der Nachweisgrenze
des Assays und mit einer durchschnittlichen OD4¢o von 0,006 weit unter dem flir diesen Assay
linearen  Absorptionsbereich (siehe 2.1.3). Nach Molybdatzugabe konnte eine
Rekonstitutionsrate von 0,94 = 0,16 pmol Nitrit/(min*mg) erreicht werden, die damit
deutlich niedriger lag als die unter 2.1.3 erhaltenen Rekonstitutionsraten und die schwachere

Cofaktorsattigung untermauerte.
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Tab. 2-2: Cofaktorbindung an ABA3-CT nach Expression ohne Molybdatzugabe.
Gezeigt sind die Anteile unterschiedlicher Cofaktor-Subspezies, die an ABA3-CT
gebunden vorliegen. Die MPT-Saturierung bezieht sich auf die Gesamt-Proteinmenge
und der Moco-Anteil auf die Gesamtcofaktormenge. ND = die Menge an gebildetem
Thiocyanat lag unter der Nachweisgrenze (0,45 nmol SCN-; hier unter 0,6 % der
eingesetzten Proteinmenge; FormA-Gehalt: n = 3; Molybdéngehalt: n = 2;
Thiocyanat-Bestimmung: n = 3).

FormA-Gehalt Molybdangehalt Thiocyanat
0,104 + 0,013 0,014 £+ 0,001 ND
[mol/mol Protein] [mol/mol Protein]
0
10 % 13 % Moco ND

MPT-Saturierung

2.1.7 Bestimmung des Kp-Wertes fiir Moco an ABA3-CT

Um den Kp-Wert von Moco am ABA3-CT bestimmen zu kénnen, wurde zunachst Moco-freier
ABA3-CT bendtigt. Hierzu wurde das Protein im E. colFExpressionsstamm RK5204 exprimiert,
der weder Moco noch das Intermediat MPT synthetisieren kann und cPMP akkumuliert. Als
Moco-Quelle diente im E. coli Expressionsstamm TP1000 rekombinant exprimiertes Moco
Carrier Protein (MCP) aus Chlamydomonas reinhardtii, das ausschlieBlich Moco, aber kein
MPT bindet (Fischer et al, 2006). MCP wurde bei 90 °C hitzedenaturiert, um den
gebundenen Cofaktor herauszulésen. Zu 10 yM des Cofaktor-freien ABA3-CT wurden in
Doppelbestimmung steigende Mengen des aus MCP herausgelésten Cofaktors gegeben und
bei 4 °C fur 15 min coinkubiert. Als Kontrolle wurden Protein-freie Ansatze mitgefiihrt. Freier
Moco wurde anschlieBend durch Ultrazentrifugation liber einen Konzentrator (10 kDa MWCO)
abgetrennt. Die Moco-haltigen Durchbriiche wurden anschlieBend sofort zu FormA oxidiert
und die Menge ungebundenen Cofaktors Gber HPLC-Analyse bestimmt. Die Menge des an
ABA3-CT gebundenen Cofaktors konnte Uiber die Differenz zwischen ungebundenem Cofaktor
und der Gesamtcofaktormenge ermittelt werden. Da die ABA3-CT-Konzentration bekannt
war, konnte der Anteil an Moco-haltigem ABA3-CT an der Gesamt-Proteinmenge in jedem
Ansatz bestimmt und gegen die Konzentration an freiem Moco aufgetragen werden (Abb. 2-
3). Hieraus lieB sich nach Regression der Kp-Wert ableiten, der flir die Bindung von Moco bei
durchschnittlich 0,55 uM lag.

-22 -



Dissertation Silke Wollers 2. Ergebnisse

y = 0,168Ln(x) + 0,6509
R? = 0,9131

ABA3-CT + MocoMPT/
ABA3-CT Gesamt

0 1 2 3 4 5 6 7
freier Moco [uM]
Abb. 2-3: Bindung von Moco an ABA3-CT. Ungebundener Moco wurde mittels

Ultrazentrifugation durch einen 10 kDA MWCO-Konzentrator von ABA3-CT getrennt.
Die Moco—Konzentration wurde durch die Oxidation zu FormA quantifiziert (n = 2).

2.1.8 Spektrale Eigenschaften von ABA3-CT

Der unter den zuvor beschriebenen Standardbedingungen rekombinant exprimierte und
aufgereinigte ABA3-CT zeichnete sich durch eine intensive Braunfarbung aus, die offenbar
auf gebundenen Moco/MPT zuriickzufiihren ist. Um das spezifische Absorptionsverhalten des
Moco-beladenen  Proteins zu  analysieren, wurde ein  UV/VIS-Spektrum im
Wellenlangenbereich von 200-900 nm aufgenommen. Im Wellenlangenbereich bis 300 nm
zeigte sich lediglich das fiir nahezu alle Proteine typische Absorptionsmaximum bei 280 nm.
Da keine Absorption im Wellenldangenbereich iber 600 nm zu verzeichnen war, wird der
Ausschnitt von 300-600 nm abgebildet (Abb. 2-4A). Verglichen wird ABA3-CT direkt nach der
Ni-NTA-Aufreinigung sowie dasselbe Protein nach 24 h Luftoxidation bei 4 °C. Das aus
beiden Spektren gebildete Differenzspektrum ist in Abbildung 2-4B gezeigt. Die insgesamt
etwas schwachere Absorption des oxidierten ABA3-CT ist auf die Prazipitation eines Teils des
Proteins zurlickzufiihren, das vor Aufnahme des Spektrums abzentrifugiert wurde.

Das UV/VIS-Spektrum von ABA3-CT zeigt mehrere charakteristische Absorptionsbereiche.
Direkt nach der Aufreinigung sind Absorptionen um 315 nm und 465 nm zu erkennen.
Zusatzlich zeigt sich eine Schulter im Bereich von 350-400 nm und eine leichte Absorption
um 500-550 nm. Nach 24 h Luftoxidation ist ein Spektrum mit starkerer Auspragung der
spektralen Eigenschaften zu erkennen. Die Absorptionen bei 315 nm und 465 nm sind
profilierter und es tritt zusatzlich ein deutlich ausgepragtes Maximum bei 395 nm auf, das
auch von anderen Molybdoenzymen bekannt ist (MCP: Fischer et al., 2006; pflanzliche und

tierische SO: Eilers et al, 2001; Garrett und Rajagopalan, 1996). Diese Absorption wird der
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Bindung der Dithiolengruppe an das Molybddan zugeschrieben. Die Absorption im
Wellenlangenbereich von 500-550 nm ist hingegen nicht mehr sichtbar und somit offenbar
oxidationssensitiv. Das Differenzspektrum verdeutlicht die Veranderung der spektralen
Eigenschaften nach Oxidation. Es weist die starksten Maxima und somit die starksten

Veranderungen bei 365 nm, 430 nm und im Bereich von 500-540 nm auf.
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Abb. 2-4: Spektrale Eigenschaften von ABA3-CT. A: Direkt nach Ni-NTA-Aufreinigung
(dunkelblaue Linie) zeigt ABA3-CT Absorptionen bei etwa 315 nm und 465 nm sowie
Schultern im Bereich von 350 bis 400 nm und um 500 bis 550 nm. Nach 24 h
Oxidation (hellblaue Linie) ist eine deutliche Auspragung von Maxima bei 315, 395 und
465 nm zu erkennen. Die Absorption im Wellenlangenbereich um 500 nm ist nicht
mehr erkennbar. B: Differenzspektrum der Spektren aus A, die Maxima liegen hier bei
365 nm, 430 nm und zwischen 500-540 nm.

2.1.8.1 Spektrale Eigenschaften von in verschiedenen E. coli

Expressionsstammen exprimiertem ABA3-CT

ABA3-CT zeigt ein charakteristisches Spektrum mit verschiedenen Absorptionsbereichen. Es
wurde zwar vermutet, dass diese spektralen Eigenschaften auf die Bindung des Moco
zurtickzufiihren sind, jedoch weicht das Spektrum von ABA3-CT teilweise von den
Absorptionsspektren anderer bekannter Molybdoenzyme ab. Auch konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass noch weitere chromophore Cofaktoren am Protein gebunden
vorliegen und an der Ausbildung des Spektrums beteiligt sind. Aus der Charakterisierung der
Cofaktorbindung (Tab. 2-1) ist auBerdem bekannt, dass ABA3-CT sowohl Moco als auch MPT
binden kann. Um eine klare Zuordnung der Absorptionsbereiche zur Art des gebundenen
Cofaktors vornehmen zu koénnen, wurde ABA3-CT in verschiedenen £ coli

Expressionsstammen exprimiert. Neben TP1000 wurde ABA3-CT im mogA-Stamm RK5206
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exprimiert, der keinen Moco synthetisieren kann und MPT akkumuliert. Weder Moco noch
MPT kann der dritte genutzte Expressionsstamm, RK5204, bilden. Er wurde zur
rekombinanten Expression des Cofaktor-freien ABA3-CT genutzt. Die
Expressionsbedingungen waren flir alle drei Stémme gleich. Es wurde bei der Expression in
den Stdmmen RK5204 und RK5206 lediglich auf die Zugabe des Molybdats verzichtet. Nach
Ni-NTA-Aufreinigung konnten Proteine gleicher Reinheit und dhnlicher Konzentration erhalten
werden (Abb. 2-5).
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Abb. 2-5: SDS-PA-Gelanalyse der affinititschromatographisch aufgereinigten ABA3-
CT aus verschiedenen Expressionsstimmen. Gezeigt sind je 10 ug Ni-NTA
aufgereinigter rekombinant exprimierter ABA3-CT aus den £. co/FExpressionsstémmen
TP1000, RK5206 und RK5204 nach Auftrennung in einem 12%igen SDS-PA-Gel und
Farbung mit Coomassie Brilliant Blue.

Von allen Proteinen wurden Spektren direkt nach Aufreinigung aufgenommen. Abbildung 2-6
zeigt die UV/VIS-Spektren im Vergleich. Das Spektrum des Cofaktor-freien ABA3-CT aus
RK5204 weist im Bereich von 300-600 nm keine Absorption auf. Dies zeigt, dass alle
spektralen Eigenschaften von ABA3-CT auf die Bindung von Moco/MPT zuriickgeflihrt werden
kdnnen. Der in RK5206 exprimierte ABA3-CT zeigt ausschlieBlich die Absorption bei 315 nm,
die daher aus der Bindung des MPT resultiert und nicht Moco-spezifisch ist. Dieses Maximum
wurde bisher fiir kein anderes Molybdoenzym beschrieben und scheint charakteristisch fiir
die Bindung des MPT an ABA3-CT zu sein. Die anderen unter 2.1.8 beschriebenen spektralen
Eigenschaften ergeben sich hingegen aus der Bindung des intakten Moco. Die Absorption bei
395 nm kann auf die Dithiolengruppe zuriickgeflihrt werden, die anderen Absorptionen
kdnnen jedoch nicht so eindeutig zugeordnet werden. Flir Absorptionen im Bereich von 400-
500 nm wird in Proteinen der SO-Familie die Bindung eines Cysteinliganden an das
Molybdanzentrum verantwortlich gemacht (Garrett und Rajagopalan, 1996) bzw. die Bindung

eines anderen  Aminosdureliganden  vorgeschlagen (Fischer et al, 2006).
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Abb. 2-6: Spektrale Eigenschaften von ABA3-CT aus verschiedenen E. colF
Expressionsstammen. ABA3-CT wurde rekombinant in TP1000 (dunkelblaue Linie),
RK5206 (hellblaue Linie) und RK5204 (griine Linie) exprimiert und das
Absorptionsspektrum direkt nach Ni-NTA-Aufreinigung aufgenommen. Die Proteine
wurden zuvor auf 4 pg/ul verdiinnt.

2.1.8.2 Anaerobe Aufreinigung von ABA3-CT

Da sich nach Luftoxidation von ABA3-CT Unterschiede in den spektralen Eigenschaften des
Proteins zeigten, wurde vermutet, dass der gebundene Moco nach der Aufreinigung
zumindest teilweise reduziert vorliegt und oxidiert werden kann. Die Aufreinigung von ABA3-
CT erfolgte allerdings durchgehend aerob. Da der Moco duBert oxidationssensitiv ist, sollte
durch eine anaerobe Aufreinigung Uberpriift werden, ob sich Unterschiede in den spektralen
Eigenschaften des anaeroben Proteins zeigen. Es sollte auch gezeigt werden, ob sich eine
bessere Cofaktorsattigung erzielen lasst. Zusatzlich konnte auch das eventuelle Binden
anderer oxidationssensitiver prosthetischer Gruppen Uberpriift werden.

Die Aufarbeitung und Aufreinigung des unter (blichen Bedingungen exprimierten Proteins
erfolgte unter einem Anaerobzelt, wozu vollstdndig entgaste Puffer verwendet wurden. Es
wurde auf die Sonifizierung verzichtet, ansonsten entsprach die Durchfiihrung der in Material
und Methoden (4.4.1) beschriebenen Vorgehensweise. Aliquots von ABA3-CT wurden in
einer Anaerobkiivette direkt nach Aufreinigung UV/VIS-spektroskopisch vermessen, danach
24 h |uftoxidiert und erneut vermessen (Abb. 2-7). Das Spektrum des anaerob
aufgereinigten Proteins unterscheidet sich signifikant im Bereich von 500-600 nm vom
aeroben Protein, da es hier deutlich starker absorbiert. Bereits zuvor wurde in diesem

Wellenlangenbereich eine oxidationssensitive Absorption beobachtet. Das Maximum bei 465
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nm erscheint hingegen erst nach 24 h Oxidation. Die bekannten Absorptionen bei 315 nm
und 395 nm sind bei beiden Proteinen gleich ausgebildet. Nach 24 h Oxidation haben sich
beide Spektren vollstandig angeglichen.

Die Unterschiede in den spektralen Eigenschaften deuten auf eine Veranderung der Moco-
Bindung am Protein nach Oxidation hin, deren Natur bisher unbekannt ist. Es gibt jedoch

keine Hinweise auf die Bindung einer zusatzlichen prosthetischen Gruppe an ABA3-CT.

1,0

—— aerob
0,8 -
aerob 24 h oxidiert

S 06 - — anaerob
"5_ —— anaerob 24 h oxidiert
o
3 04

0,2 -

0,0 T T T T T 1

300 350 400 450 500 550 600
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Abb. 2-7: Spektrale Eigenschaften von ABA3-CT nach anaerober Aufreinigung. ABA3-
CT wurde anaerob aufgereinigt und das UV/VIS-Spektrum sofort (dunkelgriine Linie)
und nach 24 h Luftoxidation aufgenommen (hellgriine Linie). Im Vergleich dazu ist das
aerob aufgereinigte Protein gezeigt (blaue Linien).

Die FormA-Analyse des anaerob aufgereinigten Proteins zeigte eine erhdhte
Cofaktorsattigung von 0,44 mol FormA/mol Protein, was einer um 25 % hoheren Beladung
im Vergleich zum aerob aufgereinigten Protein entsprache (durchschnittlich 0,35 mol
FormA/mol Protein; siehe Tab. 2-1). Da es sich hierbei aber um einen Einzelversuch
handelte, kann keine grundsatzliche Aussage U(iber die Cofaktorsattigung bei anaerob

aufgereinigten ABA3-CT gemacht werden.

2.1.8.3 Einfluss von Oxidation und Reduktion auf die spektralen
Eigenschaften von ABA3 CT

Die bisher gezeigten spektralen Eigenschaften von ABA3-CT deuten auf einen zumindest
teilweise reduziert vorliegenden Cofaktor nach Ni-NTA-Aufreinigung des Proteins hin, so dass
es nach Luftoxidation zur Auspragung des oxidierten Spektrums kam. Um zu Uberprifen, ob

eine weitere, spektrometrisch nachzuvollziehende, Reduktion des Cofaktors méglich war,
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sollte im Folgenden der Einfluss verschiedener Reduktionsmittel auf die
Absorptionseigenschaften von ABA3-CT untersucht werden. Die zu testenden
Reduktionsmittel wurden in Konzentration von 10 mM mit ABA3-CT coinkubiert und Spektren
direkt nach Zugabe, nach 2 h und nach 24 h aufgenommen. Abbildung 2-8A und 2-9 zeigen
die Spektren direkt nach Zugabe und nach 24 h. Ein weiterer Ansatz wurde mit dem
Oxidationsmittel  Ferricyanid versetzt, wodurch die Ausbildung des bekannten
Oxidationsspektrums erwartet wurde (Abb. 2-8B und 2-9).

Die fur ABA3-CT nachgewiesenen Absorptionen konnten zwar eindeutig der Bindung von
Moco bzw. MPT zugeordnet werden (siehe 2.1.8), allerdings konnte ein mdglicher Einfluss
des terminalen Schwefels auf die spektralen Eigenschaften bisher nicht gezeigt werden. Zur
Uberpriifung eines solchen Einflusses wurde ABA3-CT mit Cyanid versetzt, wodurch eine
vollstandige Abspaltung des terminalen Schwefels erzielt werden sollte. Auch hier wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Spektren aufgenommen (Abb. 2-8B und 2-9).

Direkt nach Zugabe der Reduktionsmittel wichen die erhaltenen Spektren kaum von dem des
unbehandelten Proteins ab, lediglich nach Ferricyanidzugabe zeigte sich bereits eine starkere

Auspragung der Maxima (2-8B).

0,60 -
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0,6 - N '5 0,40 - — Ferricyanid
=3 — KCN
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20,20 -
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Abb. 2-8: UV/VIS-Spektren von ABA3-CT in Gegenwart von Reduktionsmitteln,
Ferricyanid und Kaliumcyanid. Die Spektren wurden sofort nach Zugabe der
Reduktionsmittel (A) bzw. nach Zugabe von Ferricyanid und Kaliumcyanid (B)

aufgenommen. Das unbehandelte Protein wurde Iluftoxidiert. BME = B-
Mercaptoethanol, DTT = Dithiotreitol, TCEP = Tris(2-Carboxyethyl)Phosphin
hydrochlorid.

Nach 24 h Inkubation hatten sich die charakteristischen Maxima bei 315 nm, 395 nm und

465 nm in allen Ansdtzen unterschiedlich stark ausgebildet (Abb. 2-9). Die starkste
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Auspragung bei gleichzeitiger Abnahme der Gesamtabsorption wiesen die mit Ferricyanid
und Kaliumcyanid sowie mit B-Mercaptoethanol behandelten Ansatze auf. Deutlich starkere
Absorption als das unbehandelte Protein zeigte das mit Natriumsulfid inkubierte Protein.
Insgesamt  konnten  jedoch keine  grundsatzlichen Unterschiede in  den
Absorptionseigenschaften zwischen mit Oxidationsmittel und mit Reduktionsmittel
inkubiertem ABA3-CT festgestellt werden. Alle Spektren entsprachen in der Auspragung dem
durch Luftoxidation erhaltenen Spektrum. Da auch das mit Kaliumcyanid behandelte Protein
gleiche spektrale Eigenschaften aufwies wie das unbehandelte Protein kann ein Einfluss des
terminalen Schwefels auf die Absorptionseigenschaften von ABA3-CT ausgeschlossen

werden.

0,6 1 —— unbehandelt
—— Natriumsulfid
DTT
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Abb. 2-9: UV/VIS-Spektren von ABA3-CT in Gegenwart von Reduktionsmitteln,
Ferricyanid und Kaliumcyanid nach 24 h. Die Spektren wurden 24 h nach Zugabe
der Reduktionsmittel bzw. nach Zugabe von Ferricyanid und Kaliumcyanid
aufgenommen. Das unbehandelte Protein wurde Iluftoxidiert. BME = B-
Mercaptoethanol, DTT = Dithiotreitol.

2.1.8.4 Anaerobe Dithionit-Titration

Da die unter 2.1.8.3 beschriebene Inkubation mit Reduktionsmitteln aerob erfolgte, kam es
moglicherweise zu keiner vollsténdigen Reduktion des Proteins, sondern zu einer durch das
Reduktionsmittel verlangsamten Luftoxidation. Um sicher reduziertes Protein zu erhalten,
erfolgte eine Titration von oxidiertem ABA3-CT durch Natriumdithionit unter anaeroben
Bedingungen. Sowohl das Protein als auch die Dithionitlésung wurden zuvor anaerobisiert.
Der Verlauf der Titration wurde am UV/VIS-Spektrophotometer im Bereich von 200-700 nm
verfolgt. Da Dithionit im Bereich von 315 nm ein Absorptionsmaximum aufweist, konnten
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Veranderungen in diesem Wellenldngenbereich nicht verfolgt werden, so dass der Ausschnitt
von 370-700 nm abgebildet ist (Abb. 2-10). Bei beginnender Reduktion des ABA3-CT durch
Dithionit konnte eine zunehmende Abflachung der Absorptionen bei 395 nm und 465 nm
beobachtet werden, die mit einer gleichzeitigen Absorptionserhéhung im Bereich von 480—
570 nm einhergeht. Weitere Reduktion fiihrt schlieBlich zum vollsténdigen Absorptionsverlust
des Proteins, der mdglicherweise auf einen kompletten Verlust des Cofaktors zurlickzuflihren
ist (ohne Abbildung). Eine anschlieBende Reoxidation des Proteins mit Wiederherstellung der
urspriinglichen Absorptionseigenschaften war nach Umpuffern und Zugabe von Ferricyanid
oder durch Luftoxidation nicht moglich.

—— unbehandelt
0,7 — 1

Absorption

370 420 470 520 570 620 670
Wellenlange (nm)

Abb. 2-10: Anaerobe Natriumdithionit-Titration von ABA3-CT. Mit 1-9 werden einzelne
Schritte der Dithionit-Titration mit zunehmender Menge an Natriumdithionit
bezeichnet. Da Dithionit bei 315 nm absorbiert, ist der Bereich vor 370 nm nicht
gezeigt.

2.19 EPR-Spektroskopie von ABA3-CT

Flir ABA3-CT konnte zwar der Nachweis des cyanolisierbaren terminalen Schwefels am
Molybdan erbracht werden, jedoch war die weitere Liganden-Sphare des Molybdanzentrums
des Moco nicht bekannt. So konnte keine Aussage darliber getroffen werden, ob das
Molybdanzentrum ahnlich wie bei den Zielproteinen der XO-Familie auch eine Hydroxy- und
eine Oxogruppe als weitere Liganden aufweist oder ob das Molybdan bei ABA3-CT durch
einen proteineigenen Aminosdurerest, z.B. ein Cystein, ligandiert wird wie es von den
Enzymen der SO-Familie bekannt ist. Zur Klarung dieser Frage sollte die Elektronen-

Paramagnetische Resonanz-(EPR-) Spektroskopie des Moco-beladenen ABA3-CT erfolgen.
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Molybdan ist im Mo(V)-Zustand aufgrund des ungepaarten Elektrons im d-Orbital
paramagnetisch und somit EPR-aktiv. Vom in diesem Zustand erhaltenen EPR-Spektrum
kdnnen Rickschliisse auf die unmittelbare Umgebung des Molybdans gezogen werden.
Dieser Mo(V)-Zustand stellt oft einen Ubergangszustand in einer enzymatischen Reaktion dar
und bildet sich z.B. bei der XDH wahrend der Reduktion von Mo(VI) zu Mo(IV) aus (Hille,
1996). ABA3-CT wurde direkt nach Aufreinigung und nach 20 h Luftoxidation in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und das EPR-Spektrum an einem Elektro Spin resonance ESP 300
(Bruker) durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob bereits ein Teil des Molybddanzentrums Mo(V)
aufweist. Es zeigte sich beim frisch aufgereinigten Protein ein fir bisher charakterisierte
Molybdoenzyme vollig untypisches EPR-Spektrum mit einem einzelnen isotropen Signal bei
3350 G, das Ublicherweise nur durch das Flavin-Semiquinon-Radikal hervorgerufen wird
(Hille, 1996) (Abb. 2-11A). Dieses Signal war in der luftoxidierten Probe nahezu
verschwunden (ohne Abbildung). Da ABA3-CT jedoch kein FAD bindet und auch in seinem
UV/VIS-Spektrum keinerlei Absorptionseigenschaften fiir einen solchen Cofaktor aufweist,
konnte dieses Signal nicht interpretiert werden. Da der Moco an ABA3-CT offensichtlich
redoxaktiv ist (siehe 2.1.8.3) und es sich bei dem Mo(V)-Zustand hdufig um einen
Ubergangszustand handelt, wurde die unter 2.1.8.4 beschriebene anaerobe Dithionit-
Titration durchgeflihrt und nach jeder Verdnderung des UV/VIS-Spektrums ein Aliquot von
ABA3-CT abgenommen, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und fiir die nachfolgende
EPR-Spektroskopie eingesetzt. Auch hier konnte jedoch kein Mo(V)-Signal detektiert werden,
das urspriingliche isotrope Signal verschwand hingegen durch die Dithionit-Reduktion nahezu
vollstandig (ohne Abbildung). Gleiche Resultate wurden nach Oxidation durch Ferricyanid
erhalten. Da der Mo(V)-Zustand oftmals nur sehr kurzlebig ist, wurden ebenfalls Ansdtze
vermessen, bei denen eine sehr schnelle Zugabe von Dithionit mit sofortigem Mischen und
Schockgefrieren erfolgte. Zwar fiihrte dies zu keinem neuen Signal, jedoch kam es bei
einigen dieser Ansdtze zu einer starkeren Auspragung des urspringlich beobachteten
Signals. Interessanterweise wies das EPR-Spektrum von Moco-freiem ABA3-CT, der im E.
colFStamm RK5206 exprimiert wurde, kein EPR-Signal auf, was trotz des uniiblichen EPR-
Spektrums auf eine Molybdan-spezifische Ausbildung des Signals hindeutete. Einen weiteren
Hinweis hierauf gab die Verdanderung des urspriinglichen Spektrums durch die Zugabe von
Arsenit, wodurch eine Aufsplittung des EPR-Signals beobachtet werden konnte (Abb. 2-11B).
Eine solche Veranderung kann hervorgerufen werden, wenn das Arsenit in der Nahe des
Molybdanzentrums bindet und dadurch dessen Umgebung so @ndert, dass das EPR-Spektrum
beeinflusst wird. Auch wenn es also Hinweise auf ein EPR-Signal durch das Molybdanzentrum
gab, lieB sich aus den erhaltenen EPR-Spektren keine Information Uber die Art des

Molybdanliganden am Moco von ABA3-CT gewinnen. Mdoglicherweise gibt es trotz des
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redoxaktiven

Moco von ABA3-CT keinen detektierbaren Mo(V)-Zustand, der ein

interpretierbares EPR-Signal hervorruft.
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Abb. 2-11:

2.1.10

Magnetfeld (G)
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EPR-Spektren von ABA3-CT. Gezeigt sind die EPR-Spektren von frisch
aufgereinigtem ABA3-CT (A) und nach Dithionit-Reduktion und anschlieBender Zugabe
von Arsenit (B). Die Proben wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
einer Temperatur von -123 °C (150 K) vermessen. Die Spektren wurden mit einer
Mikrowellenfrequenz von 9,46 GHz und einer Mikrowellenenergie von 2mW bei einer
Modulationsfrequenz von 100 kHz aufgenommen. Die Modulationsamplitude betrug
2,01 G (A) bzw. 5,05 G (B).

Bestimmung exponierter Cysteinreste an ABA3-CT

ABA3-CT weist in seiner Aminosduresequenz neun Cysteine auf von denen drei Cysteine

unter allen bisher beschriebenen Moco-Sulfurase C-Termini strikt konserviert sind. Kiirzlich

konnte in /n vitro-Experimenten gezeigt werden, dass ein Persulfidtransfer von ABA3-NifS zu

ABA3-CT mdglich ist (Dissertation Torsten Heidenreich, 2007). Damit ein solcher Transfer
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erfolgen kann, muss das zu Ubertragende Persulfid an einen exponierten Cysteinrest am
ABA3-CT binden kdnnen, d.h. die Sulfhydrylgruppe des Cysteins muss frei zuganglich sein. In
dieser Arbeit sollte gezeigt werden (iber wie viele exponierte Cysteinreste ABA3-CT verfiigt,
die in der Lage wadren, ein Persulfid aufzunehmen. Verschiedenste Reagenzien kdnnen an
Thiolgruppen, und somit auch an Cysteine binden, dazu gehdren das fluoreszierende N-
Iodoacetyl-N " (5-Sulfo-1-Naphthyl)Ethylendiamin (1,5-I-AEDANS) und die 5,5 -Dithiobis-(2-
nitrobenzoesdure) (DTNB). Beide Reagenzien wurden zum Nachweis exponierter Cysteine an
ABA3-CT eingesetzt.

2.1.10.1 Detektion freier Sulfhydrylgruppen mit 1,5-I-AEDANS

1,5-I-AEDANS wirkt nicht denaturierend und kann nach der Bindung an Proteine oder
niedermolekulare Substanzen mit Thiolgruppen unter UV-Licht im SDS-PA-Gel nachgewiesen
werden.

Zum Nachweis der exponierten Cysteine wurde Cofaktor-freier ABA3-CT aus RK5204
verwendet, um homogenes Protein zu nutzen. In neun Ansatzen wurden je 15 ug ABA3-CT
mit 1,5-I-AEDANS coinkubiert, wobei 1,5-I-AEDANS von der zu ABA3-CT &quimolaren Menge
bis zum neunfachen Uberschuss eingesetzt wurde. Somit wurde gewéhrleistet, dass im
Extremfall alle neun Cysteinreste vollsténdig durch 1,5-I-AEDANS abgesattigt werden
kdnnten. Nach 1 h Coinkubation bei 4 °C wurde freies 1,5-I-AEDANS durch die Zugabe von
L-Cystein abgebunden. Nach Auftrennung im nachfolgenden 12 %-igen SDS-PA-Gel konnten
unter UV-Licht zwei Banden voneinander unterschieden werden (Abb. 2-12A). Die obere
Bande zeigt an die freien Cysteinreste von ABA3-CT gebundenes 1,5-I-AEDANS, in der
unteren Bande lauft das durch L-Cystein gebundene, zuvor lberschissige 1,5-I-AEDANS. Es
ist zu erkennen, dass bei aquimolarem Einsatz das gesamte 1,5-I-AEDANS durch ABA3-CT
gebunden wurde. Bei zweifachem Uberschuss liegt nur wenig ungebundenes 1,5-I-AEDANS
in der L-Cystein-Bande vor. Die Fluoreszenz der Proteinbanden ist in diesen Ansdtzen noch
schwacher ausgepragt als in den nachfolgenden Ansatzen. Dies wies eindeutig die Existenz
mindestens eines exponierten Cysteinrestes nach und machte das Vorhandensein eines
zweiten exponierten Cysteinrestes wahrscheinlich. Die nachfolgende Coomassie-Farbung des

SDS-PA-Gels (Abb. 2-12B) zeigt, dass gleiche Proteinmengen in allen Ansatzen vorlagen.
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Abb. 2-12: Nachweis exponierter Cysteine an ABA3-CT. Je 15 pg ABA3-CT wurden mit
steigenden Mengen 1,5-I-AEDANS coinkubiert: von der dquimolaren Menge (1x) bis
zum neunfach molarem Uberschuss (9x). A: 1,5-I-AEDANS-abhéngige Fluoreszenz am
ABA3-CT (oben) und durch (berschiissiges nicht-proteingebundenes 1,5-I-AEDANS
(unten) unter UV-Licht B: 12%iges SDS-PA-Gel nach Farbung mit Coomassie-Brilliant-
Blue.

2.1.10.2 Detektion freier Sulfhydrylgruppen mit DTNB

Zur Identifizierung freier Cysteinreste in ABA3-CT wurden auch Markierungsversuche mit
DTNB (Ellman’s Reagenz) durchgefiihrt. DTNB ist ebenso wie 1,5-I-AEDANS nicht in der
Lage, Proteine zu denaturieren oder Disulfidbriicken zu spalten. Es reagiert mit zuganglichen
Thiolen zu einem gemischten Disulfid, wobei eine zu den Thiolen dquivalente Menge an 5-
Thio-2-Nitrobenzoat freigesetzt wird. Dieses lasst sich photometrisch tber die Absorption bei
412 nm quantifizieren. Zur exakten Quantifizierung wurde eine L-Cystein-Kalibriergerade in
Dreifachbestimmung fiir einen Konzentrationsbereich von 0-50 uM erstellt (Anhang). Ebenso
wie unter 2.1.10.1 wurde rekombinant exprimierter Cofaktor-freier ABA3-CT aus RK5204
verwendet. Die Umrechnung der erhaltenen ODj4;; mittels der L-Cystein-Kalibriergerade
ergab 2,03 £+ 0,08 berechnete Sulfhydrylgrupen an ABA3-CT. Dies bestdtigte die aus
2.1.10.1 gewonnene Vermutung von wahrscheinlich zwei exponierten Cysteinen. Die meisten
Cysteine an ABA3-CT waren somit unzugdnglich im Inneren des Proteins verborgen oder

maoglicherweise an Disulfidbriicken beteiligt.

2.1.11 Cofaktorstabilitat an ABA3-CT

Der unter 2.1.7 beschriebene Kp-Wert fiir die Bindung des Cofaktors an ABA3-CT deutete
bereits auf eine hohe Affinitdt des Moco zu ABA3-CT hin. Aufgrund seiner starken
Oxidationssensitivitdt degradiert nicht-proteingebundener Moco, der frei in Lésung vorliegt,
innerhalb weniger Minuten zu FormB. Uber die Bestimmung einer Halbwertszeit der Moco-
Bindung an ABA3-CT sollte die Fahigkeit von ABA3-CT untersucht werden, den Cofaktor zu

stabilisieren und somit vor Oxidation zu schiitzen. Moco-haltiger ABA3-CT wurde sowohl bei
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4 °C als auch bei 22 °C inkubiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf seinen FormA-
Gehalt getestet. Es zeigte sich, dass ABA3-CT den gebundenen Cofaktor (iber einen langen
Zeitraum stabilisieren kann und es nur zu einem langsamen Verlust des Cofaktors kommt.
Erfolgt die Inkubation bei 4 °C, liegt nach 190 h noch etwa die Halfte der Ausgangs-
Cofaktormenge vor und auch nach 334 h konnten immer noch 33 % der Startmenge
nachgewiesen werden (Abb. 2-13B). Somit liegt die Halbwertszeit fiir den an ABA3-CT
gebundenen Cofaktor bei 4 °C bei etwa acht Tagen. Wird ABA3-CT bei Raumtemperatur
inkubiert, kommt es erfahrungsgemaB zu einer starkeren Prazipitation des Proteins, so dass
ein starkerer Verlust des Cofaktors zu erwarten war. Tatsachlich reduzierte sich hier die
Cofaktormenge nach 67 h auf 50 % des Startwertes (Abb. 2-13A), was damit der
Halbwertszeit des Cofaktors bei 22 °C entspricht. Bei beiden Versuchsansdtzen sind die
starksten Cofaktorverluste zu Beginn nach etwa 8 - 10 h zu verzeichnen, was wahrscheinlich

auf die zunachst starke Prazipitation des Proteins zuriickzufiihren ist.
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Abb. 2-13:  Moco-Stabilitat an ABA3-CT. Gezeigt ist die Abnahme des Cofaktorgehaltes tber
die Zeit. A: Inkubation von ABA3-CT bei 22 °C Uber einen Zeitraum von 67 h. Nach
dieser Zeit war das restliche Protein prazipitiert, so dass keine weiteren Zeitwerte
aufgenommen wurden. B: Inkubation von ABA3-CT bei 4 °C (iber einen Zeitraum von
334 h. Mit 100 % wird die FormA-Menge zu Beginn der Inkubation angegeben (n =
2).
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2.1.12 Interaktion von ABA3-CT mit Aldehydoxidase und
Xanthindehydrogenase

ABA3-NifS ist /n vitro alleine in der Lage, die Funktionen der Moco-Sulfurase zu tibernehmen
und AO und XDH zu aktivieren. Dies zeigt sich u.a durch die Uberaktivierung rekombinant
exprimierter AO und XDH, die im nativen PA-Gel durch Aktivitatsfarbung nachgewiesen
werden konnte (Heidenreich et a/., 2005). Eine solche Aktivierung konnte bisher durch ABA3-
CT nicht gezeigt werden, allerdings wurde in der Vergangenheit ausschlieBlich nahezu Moco-
freier ABA3-CT eingesetzt (siehe 2.1.1). In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, ob
grundsatzlich auch eine Interaktion zwischen ABA3-CT und den Zielproteinen und eine
zusatzliche Aktivierung von AO und XDH durch den Moco-beladenen ABA3-CT mdglich ist.
Steigende Mengen von ABA3-CT wurden hierzu zunachst flir 30 min bei 22 °C mit
rekombinant exprimierter A. thaliana XDH1 bzw. AOa coinkubiert und die Proteine
anschlieBend im nativen 7,5 % PA-Gel aufgetrennt. Als Kontrollen wurden Ansatze
mitgeflihrt, die ausschlieBlich ABA3-CT bzw. AO oder XDH enthielten. Die Aktivitatsfarbung
erfolgte unter Einsatz der Substrate Indol-3-carboxaldehyd im Fall von AO und Hypoxanthin
im Fall von XDH (Abb. 2-14A). Wie zu sehen ist, fiihrte die Coinkubation der Zielproteine mit
ABA3-CT zu einer Aktivitatssteigerung von AO und XDH. Es zeigte sich sowohl eine starkere
Auspragung der urspringlichen unteren Aktivitats-Bande, die schwacher bereits in den
Kontrollansdtzen von AO und XDH auftritt, als auch die Ausbildung einer zweiten etwas
hoher laufenden Bande, die unterschiedlich stark ausgepragt ist und auf eine Interaktion von
ABA3-CT mit den Zielproteinen zuriickgehen koénnte. ABA3-CT alleine zeigte, wie erwartet,
keinerlei Aktivitat (ohne Abbildung). Die densitometrische Vermessung beider Banden
ermdglichte die Quantifizierung dieser Aktivitatssteigerung, die nach Coinkubation mit ABA3-
CT 167 % und 158 % im Vergleich zur XDH- bzw. AO-Kontrolle betragt (Abb. 2-14B).
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass sulfurierter Moco-beladener ABA3-CT grundsatzlich in
der Lage ist, AO und XDH zu aktivieren. Um zu zeigen, ob die zweite, nach Coinkubation neu
auftretende Bande tatsachlich auf die Interaktion zwischen ABA3-CT und dem Zielprotein
zurtickgeht, wurde im AO-Aktivitatsgel sowohl diese Bande als auch die untere Bande aus
dem nativen Gel ausgeschnitten und (ber ein SDS-PA-Gel erneut aufgetrennt. Im
nachfolgenden Western-Blot mit einem gegen den His-Tag gerichteten Antikdrper konnten in
beiden Aktivitatsbanden zwei Proteine mit einer GroBe von 35 kDa und 150 kDa detektiert
werden, die auf gleicher Hohe liefen wie die ebenfalls mitgeflihnrten ABA3-CT- und AOaq-
Kontrollen (Abb. 2-15). Beide auftretende Banden des nativen PA-Gels enthalten also sowohl

AO als auch ABA3-CT, was eine Interaktion beider Proteine mdglich erscheinen lasst.
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Abb. 2-14:  Aktivitdtssteigerung von A. thaliana AOa und XDH1l durch ABA3-CT. A:
Gezeigt sind die Aktivitdtsfarbungen im nativen 7,5 % PA-Gel unter Nutzung des
Substrates Indol-3-carboxaldehyd nach Coinkubation von AOa mit ABA3-CT und des
Substrates Hypoxanthin nach Coinkubation von XDH1 mit ABA3-CT. Ansatz 1 enthalt
ausschlieBlich 2 pg AOa bzw. XDH1, die nachfolgenden Ansatze zusatzlich steigende
Mengen an ABA3-CT (10, 20 und 50 pg). B: Ergebnis der densitometrischen
Vermessung beider Banden aus A unter Nutzung des Programms Image] 1.38x

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Die Angaben sind prozentuale Verhaltnisse im Vergleich zu
Spur 1 (= 100 %).

Abb. 2-15:  Western-Analyse der AO-Aktivitatsbanden. 1 2 M 3 4
Die Aktivitatsbanden aus dem nativen PA-Gel
(Abb. 2-14A) wurden auf einem 7,5 % SDS-PA-
Gel erneut aufgetrennt und Uber einen gegen - - -
den His-Tag gerichteten Antikérper detektiert. 1:
Auftrennung der zusétzlich auftretenden oberen
Aktivitatsbande; 2: AO-Kontrolle; 3: ABA3-CT-
Kontrolle; 4: Auftrennung der unteren - -
Aktivitdtsbande. M = Marker, die obere Bande
des Markers von 116 kDa wurde unspezifisch
erkannt.

2.1.13 in vitro Transfer des Moco von ABA3-NifS zu ABA3-CT

Nachdem flir ABA3-CT die Bindung des Moco gezeigt und charakterisiert werden konnte,

wurde auch ABA3-NifS (ber den FormA-Nachweis auf eine mdgliche Moco-Bindung hin
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untersucht. Erstaunlicherweise zeigte sich auch hier, dass ABA3-NifS grundsatzlich die
Fahigkeit besitzt, den Moco zu binden. Der flir ABA3-NifS bestimmte FormA-Gehalt lag
jedoch mit durchschnittlich 0,05 mol FormA/mol ABA3-NifS deutlich unter dem flir ABA3-CT
bestimmten Cofaktor-Gehalt. (Dissertation Torsten Heidenreich, 2007). Auch wenn nicht klar
ist, ob eine Moco-Bindung an ABA3-NifS auch /n vivo erfolgt, sollte die Méglichkeit eines
Cofaktor-Transfers von ABA3-NifS zu ABA3-CT /n vitro gepriift werden. ABA3-NifS mit einem
Cofaktor-Gehalt von 6,44 pmol FormA/nmol Protein und Cofaktor-freier ABA3-CT aus dem E£.
colFFExpressionsstamm RK5204 wurden flir 30 min bei 22 °C coinkubiert und anschlieBend
Uber GroBenausschluss-Chromatographie (Superdex 200pg) wieder voneinander separiert
(Abb. 2-16A). Es konnten Fraktionen mit reinem ABA3-CT isoliert werden (Abb. 2-16B), die
mittels FormA-Analyse auf ihren Cofaktor-Gehalt getestet wurde. Es wurden an ABA3-CT 1,3
pmol FormA/nmol Protein bestimmt. Hierdurch konnte ein /n vitro Transfer des Cofaktors von
ABA3-NifS zu ABA3-CT nachgewiesen werden.

123 4M5 67 89
451 ABA3-NifS =~
35 | ABA3-CT .
2
- 251 ABA3-NifS —> (% & w
15 { ABA3-CT —> [ weaew
5
. . . . . . ~
0 15 30 45 60 75 90

Elutionsvolumen (ml)

Abb. 2-16: in vitro Transfer des Moco von ABA3-NifS zu ABA3-CT. Moco-beladenes ABA3-
NifS wurde mit Cofaktor-freiem ABA3-CT fir 30 min bei 22 °C coinkubiert und
anschlieBend (ber GréBenausschluss-Chromatographie (A) getrennt. Die erhaltenen
Fraktionen wurden auf ein 12 %iges SDS-PA-Gel aufgetragen (B) und die Reinheit von
ABA3-CT (berprift bevor ein FormA-Nachweis fiir ABA3-CT erfolgt. Die Spuren 1-4
enthalten Fraktionen aus dem Elutionsbereich von 60-70 ml; Spuren 5-9 sind
Fraktionen aus dem Elutionsbereich von 75-85 ml. (M = molekularer Marker mit den
GroBen 116, 66, 45, 35 und 25 kDa).

2.1.14 Charakterisierung der sir3-3-Mutante aus A. thaliana

2005 gelang Dai et al. die Identifizierung zweier neuer aba3Mutanten nach Durchfiihrung
eines Sirtinol-Screenings. Sie suchten nach A. thaliana-Pflanzen, die eine Insensitivitat
gegeniber dem synthetischen Auxin-Derivat Sirtinol zeigten. Durch die Gabe des Sirtinols
wird bei Wildtyp-Pflanzen eine Auxin-abhdngige Antwort induziert. Da ein wichtiger Schritt,

namlich die Umwandlung von HNA (2-hydroxy-1-naphthaldehyde) zu HNC (2-hydroxy-1-
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naphtoic acid) durch die AO katalysiert wird, wurden sowohl Pflanzen mit Defekten in AO-
Strukturgenen und der Moco-Biosynthese als auch in der terminalen Sulfurierung isoliert. Bei
der sir3-3-Mutante zeigte sich der Austausch eines konservierten Arginins in ABA3-CT

(Position 723) gegen ein Lysin (Abb. 2-17).
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Sequenz-Alignment von Moco-Sulfurase C-Termini verschiedener
Organismen. Das Alignment wurde mit Hilfe von ,ClustalW at PBIL“ von Pole
Bioinformatique Lyonnais erstellt und durch ,Boxshade" in die vorliegende Form
gebracht. Das in der sir3-3-Mutante betroffene Arginin ist durch eine rote Umrahmung
gekennzeichnet. Pfeile markieren die unter allen C-Termini von Moco-Sulfurasen strikt
konservierten Cysteine. Rote Unterstriche kennzeichnen die fir HMCS-CT

charakterisierten Motive (siehe Kapitel 2.2.5).
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Durch die sir3-3Mutation wurde die /n vivo-Bedeutung der C-terminalen Domane flr die
Moco-Sulfurierung untermauert. Um den Einfluss der Mutation naher zu untersuchen, sollten
sowohl die sir3-3-Pflanzen naher charakterisiert werden als auch eine rekombinante ABA3-

CT-Variante erstellt werden, die die sir3-3-Mutation reprasentiert.

2.1.14.1 Analyse der AO- und XDH-Aktivitat von sir3-3 Pflanzen

Die Samen fir die s/r3-3Mutante wurden freundlicherweise durch Prof. Yunde Zhao
(University of California at San Diego) zur Verfiigung gestellt. Die sir3-3-Pflanzen zeigten im
Vergleich zu A. thaliana Wildtyp-Pflanzen ein verlangsamtes Wachstum und insgesamt
kleineren Wuchs. Der Phanotyp war jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei der aba3-1-
Mutante, die eine Punktmutation in ABA3-NifS aufweist (Abb. 2-18).

Col-0 aba3-1 Sir3-3

Abb. 2-18: Phanotyp der A. thaliana sir3-3-Mutante. Gezeigt ist die A. thaliana sir3-3
Mutante im Vergleich mit einer gleich alten Columbia-0-Wildtyp—Pflanze und einer
aba3-1-Mutante. Die Pflanzen sind vier Wochen alt.

Um die sir3-3-Mutante auf ihre AO- und XDH-Aktivitdten zu untersuchen, wurden von der
sir3-3-Pflanze zunachst durch Morsern in Extraktionspuffer (siehe 4.3.2) Rohextrakte
hergestellt. AO und XDH wurden durch Ammoniumsulfat-Prazipitation gefallt und nach
Entsalzen auf ein natives PA-Gel aufgetragen. Der Nachweis der Aktivitaten von AO und
XDH erfolgte durch die unter 4.4.15 beschriebene Aktivitatsfarbung im Gel. Als Kontrolle
dienten Rohextrakte einer Wildtyp-Columbia-0-Pflanze, sowie Rohextrakte der aba3-
Mutanten aba3-1, aba3-2 und 13-5 (Abb. 2-19A). Die beiden letzteren Mutanten weisen
trunkierte Versionen von ABA3 auf und zeichnen sich ebenso wie aba3-1 durch einen totalen
Verlust der AO-und XDH-Aktivitdten aus. Wie zu sehen ist, zeigt die sir3-3-Mutante eine
starke Reduktion sowohl der AO- als auch der XDH-Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp.
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Allerdings ist weiterhin eine Restaktivitdt beider Monooxo-Hydroxylasen zu erkennen. Die
Apoproteine konnten in der sir3-3-Mutante durch AO- und XDH-Antikérper in gleichen
Mengen wie im Wildtyp nachgewiesen werden (ohne Abbildung), so dass ausgeschlossen
werden konnte, dass die geringere Aktivitdt auf eine geringere Menge des Gesamtproteins
zurtickzufiihren ist. Die Monooxo-Hydroxylasen aller bisher bekannten aba3-Mutanten
konnten durch chemische Sulfurierung durch Natriumsulfid und Natriumdithionit aktiviert
werden. Eine solche Sulfurierung erfolgte anaerob mit den oben aufgefiihrten Rohextrakten.
AnschlieBend wurden die Aktivitaten erneut im nativen PA-Gel nachgewiesen (Abb. 2-19B).
Es zeigte sich, dass sich die Rohextrakte der sir3-3-Mutante ebenso wie die der bekannten
aba3-Mutanten durch chemische Sulfurierung aktivieren lieBen. AO- und XDH-Aktivitaten
erreichten Wildtyp-Level. Hierdurch konnte eindeutig gezeigt werden, dass ABA3-CT an der
Moco-Sulfurierung von AO und XDH beteiligt ist und eine Mutation in der C-terminalen

Domane einen ahnlichen Phanotyp hervorrufen kann, wie eine Mutation in ABA3-NifS.
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Abb. 2-19: AO- und XDH-Aktivititen der sir3-3-Mutante. Gezeigt sind AO- und XDH-
Aktivitatsfarbungen im nativen PA-Gel von sir3-3-Rohextrakten, sowie von einem
Wildtyp-Pflanzenrohextrakt und Rohextrakten der aba3Mutanten aba3-1, aba3-2 und
13-5. A: AO- und XDH-Aktivitdten unbehandelter Pflanzenrohextrakte. B: AO- und
XDH-Aktivitdten nach anaerober chemischer Sulfurierung mittels Natriumsulfid und
Natriumdithionit.

2.1.14.2 Klonierung und Expression von ABA3-CT/R723K

Um die Natur der sir3-3-Mutante besser verstehen zu kdénnen, sollte eine ABA3-CT-Variante
kloniert werden, die die s/r3-3-Mutation widerspiegelt. Hierzu wurde (ber Fusions-PCR (siehe
4.2.4.2) an Nukleotid-Position 2168 ein Guanin zu Adenosin-Austausch vorgenommen, der

auf Aminosauresequenzebene zu einem Austausch des Arginins 723 zu einem Lysin flhrt.
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Die erhaltene mutierte cDNA wurde nach Sequenzierung ungerichtet Gber BamHI-
Restriktions-Schnittstellen in den Expressionsvektor pQE80 kloniert. ABA3-CT/R723K (R723K-
CT) wurde unter den fiir ABA3-CT optimalen Expressionsbedingungen exprimiert und konnte
in ahnlicher Reinheit und ahnlichen Mengen wie das Wildtyp-Protein erhalten werden (Abb.
2-20), so dass ein Einfluss der eingefligten Mutation auf die strukturelle Integritat des

Proteins unwahrscheinlich war.
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116 Abb. 2-20: SDS-PA-Gelanalyse der affinitats-
chromatographisch aufgereinigten Variante
ABA3-CT/R723K im Vergleich mit ABA3-CT.
66 Gezeigt sind je 10 pg Ni-NTA aufgereinigter
rekombinant exprimierter ABA3-CT und die Variante
R723K-CT nach Auftrennung in einem 12 %igen SDS-
PA-Gel und Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blue.
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2.1.14.3 Charakterisierung der Cofaktorbindung an R723K-CT

Um einen mdglichen Einfluss der sir3-3-Mutation auf die Bindung des Moco zu untersuchen,
sollte anhand des rekombinant exprimierten Proteins eine Analyse der Cofaktorbindung
erfolgen und mit der des Wildtyp-Proteins verglichen werden. Bei jedem Expressionsansatz
fur R723K-CT wurde ABA3-CT parallel exprimiert, um stets einen direkten Vergleich zwischen
beiden exprimierten Proteinen ziehen zu kénnen. Zunachst erfolgte zur Ermittlung des
Gesamtcofaktorgehaltes eine FormA-Analyse, die flir R723K-CT eine signifikante Reduzierung
des Cofaktorgehaltes um 40 % im Vergleich zu ABA3-CT ergab (Abb. 2-21A). Dieser
reduzierte Cofaktorgehalt spiegelte sich auch im nit-1-Assay wider, in dem die Variante
deutlich geringere Umsatzraten als das Wildtyp-Protein zeigte (Abb. 2-21B). Die Umsatzrate
von durchschnittlich 0,65 mol Nitrit/(min*mg) entsprach 56 % der Umsatzrate von ABA3-CT.
Ebenso wie flir das Wildtyp-Protein erfolgte der Nachweis des terminalen Schwefels fiir

R723K-CT durch Cyanidbehandlung des Proteins. Hier lag die Menge des cyanolisierbaren

-4 -



Dissertation Silke Wollers 2. Ergebnisse

Schwefels unterhalb der Nachweisgrenze oder wies deutlich geringere Werte als bei ABA3-CT
auf. Es zeigte sich, dass nur etwa 2-8 % der Gesamtcofaktormenge auf sulfurierten Moco
zurtickgeflinrt werden koénnen, wohingegen dieser Anteil bei ABA3-CT mit einem
durchschnittlichen Wert von etwa 45 % deutlich hoéher liegt. Somit flihrt die sir3-3Mutation
nicht nur zu einer schlechteren Cofaktorsattigung als beim Wildtyp-Protein, sondern es zeigte
sich dariber hinaus noch eine Uberproportionale Reduktion des sulfurierten Moco. Dieser
Einfluss der Mutation auf die Cofaktorbindung machte eine Beteiligung des mutierten
Arginins an der Bindung oder an der Stabilisierung des sulfurierten Moco wahrscheinlich und
gab somit einen ersten Hinweis auf ein Moco-Bindemotiv an ABA3-CT. Zusatzlich konnte
hierdurch erstmals ein Zusammenhang zwischen der Cofaktorbindung an ABA3-CT und der
Funktion von ABA3 als Moco-Sulfurase gezeigt werden. Die Bindung des Moco scheint
essentiell flir die Funktion des Proteins zu sein. Bei der Umwandlung des Arginins zu einem
Lysin handelte es sich um eine relativ schwache Mutation, da zwei basische Aminosduren
gegeneinander ausgetauscht wurden. Obwohl der Gesamtcofaktorgehalt der Mutante nur um
40 % reduziert ist, kdnnte die stark reduzierte Menge an sulfuriertem Moco bei R723K-CT die
starke, wenn auch nicht vollstdndige Reduktion der AO- und XDH-Aktivitaten in der sir3-3

Mutante erklaren.
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Abb. 2-21:  Cofaktorbindung an R723K-CT. A: Prozentualer FormA-Gehalt von R723K-CT im
Vergleich zu ABA3-CT (= 100 %; n = 5). B: NADPH NR-Rekonstitution im nij¢t-1-Assay
mit Zugabe von 10 mM Molybdat in pmol Nitrit/(min*mg) durch R723K-CT im
Vergleich zu ABA3-CT (n = 6).
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2.1.14.4 Spektrale Analyse von R723K-CT

Der rekombinante R723K-CT wurde UV/VIS-spektrometrisch vermessen, um eine mdgliche
Veranderung des Spektrums durch die eingefiigte Mutation zu untersuchen. Es zeigten sich
fur die R723K-CT Variante jedoch die gleichen spektralen Eigenschaften wie bei ABA3-CT.
Auch hier wies das aufgenommene Spektrum die charakteristischen Absorptionsbereiche bei
315, 395 und 465 nm auf. Nach Luftoxidation zeigte sich wiederum eine starkere
Auspragung dieser Absorptionsbereiche (Abb. 2-22A). Das hieraus resultierende
Differenzspektrum weist ebenfalls die vom Wildtyp-Protein bekannten Maxima auf (Abb. 2-

22B) und verdeutlicht die Ahnlichkeit der spektralen Eigenschaften.

A B
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5§03 <
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Abb. 2-22:  Spektrale Eigenschaften von R723K-CT. A: Gezeigt ist das UV/VIS-Spektrum von
R723K-CT direkt nach Ni-NTA-Aufreinigung (dunkelblaue Linie) und nach 24 h
Oxidation (hellblaue Linie) B: Differenzspektrum der Spektren aus A, die Maxima
liegen hier bei 365 nm, 430 nm und zwischen 500-540 nm.

2.1.15 Charakterisierung der ABA3-CT-Varianten ABA3-CT/C542S,
ABA3-CT/C755S und ABA3-CT/C758S

Wie bereits unter 2.1.10 erldutert, weist ABA3-CT neun Cysteine innerhalb seiner
Aminosauresequenz auf, von denen drei unter allen bisher beschriebenen Moco-Sulfurasen
strikt konserviert sind und sich auch in insgesamt stark konservierten Sequenzbereichen
befinden. Hierbei handelt es sich in der ABA3-CT-Sequenz um ein Cystein an Position 542
und um zwei nahezu benachbarte Cysteine an den Positionen 755 und 758. Die
Positionsangaben beziehen sich auf die ABA3-Full-Length-Sequenz. Von den
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Molybdoenzymen der SO-Familie ist bekannt, dass proteineigene Cysteine das Molybdan des
Moco Uber die Schwefel-Seitenkette komplexieren. Da bisher noch nicht bekannt war, wie
das Molybdan des Moco an den Moco-Sulfurase-C-Termini neben dem cyanolisierbaren
Schwefel ligandiert ist, bestand die Mdglichkeit, dass eines der konservieren Cysteine an
einer solchen Stabilisierung bzw. Bindung des Molybdans beteiligt ist. In 2.1.10 wurde
bereits gezeigt, dass wahrscheinlich lediglich zwei der neun Cysteine exponiert am Protein
vorliegen und somit an einem mdglichen Persulfidtransfer von ABA3-NifS zu ABA3-CT
beteiligt sein kénnten.

Um eine eventuelle Rolle der konservierten Cysteine an der Bindung des Molybdans bzw. des
Moco zu untersuchen, sollten Varianten von ABA3-CT erzeugt werden, bei denen jeweils
eines dieser Cysteine durch ein Serin ersetzt ist. Durch diesen schwachen Austausch zweier
ahnlicher Aminosduren sollte die Gefahr einer strukturellen Verdnderung des gesamten

Proteins weitgehend reduziert werden.

2.1.15.1 Klonierung und Expression der ABA3-CT-Varianten C542S-CT,
C755S-CT und C758S-CT

Zur Erzeugung der ABA3-CT-Varianten ABA3-CT/C542S (C542S-CT), ABA3-CT/C755S
(C755S-CT) und ABA3-CT/C758S (C758S-CT) wurden alle drei Mutationen Uber Mutagenese-
PCR in die aba3-C7T-cDNA eingefligt. Hierzu wurden mittels forward- und reverse-Primern,
die den entsprechenden Nukleotidaustausch enthielten, zunachst je zwei aba3-C7-cDNA-
Fragmente amplifiziert, die anschlieBend lber Fusions-PCR zur vollstdndigen cDNA fusioniert
wurden (siehe 4.2.4.2). Die erhaltenen mutierten cDNAs wurden ungerichtet Gber BamHI-
Schnittstellen zunachst in den Vektor pBluescript kloniert, sequenziert und nachfolgend in
den Expressionsvektor pQE80 umkloniert. Die Expression und Aufreinigung der ABA3-CT-
Varianten erfolgte unter fiir ABA3-CT optimierten Bedingungen und lieferte fiir die Varianten
C755S-CT und C758S-CT ahnliche Proteinmengen und dhnliche Reinheiten wie fliir ABA3-CT
(Abb. 2-23). Die C542S-CT-Variante zeigte hingegen bisweilen eine etwas geringere
Ausbeute an Protein und eine etwas schlechtere Reinheit des rekombinant exprimierten
Proteins nach affinitatschromatographischer Aufreinigung im Vergleich zu ABA3-CT und den
beiden anderen Varianten. In allen Expressionsansatzen der ABA3-CT-Varianten wurde
zusatzlich das Wildtyp-Protein gleichzeitig exprimiert, um auch hier einen direkten Vergleich

zwischen parallel exprimierten Proteinen zu ermdglichen.
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Abb. 2-23: SDS-PA-Gelanalyse der affinitatschromatographisch aufgereinigten ABA3-
CT-Varianten C542S-CT, C755S-CT und C758S-CT. Je 10 pg Ni-NTA
aufgereinigtes rekombinant exprimiertes ABA3-CT sowie die Varianten C542S-CT,
C755S-CT und C758S-CT wurden im 12 %igen SDS-PA-Gel aufgetrennt und
anschlieBend mit Coomassie-Brilliant-Blue gefarbt.

2.1.15.2 FormA-Analyse der ABA3-CT-Varianten C542S-CT, C755S-CT und
C758S-CT

Um den Einfluss der drei im ABA3-CT konservierten Cysteine auf die Bindung des Cofaktors
zu untersuchen, erfolgte zundchst die Bestimmung des Gesamtcofaktorgehaltes aller
Varianten mittels FormA-Analyse. Hier zeigte sich bereits, dass der Einfluss der eingefligten
Mutationen zu deutlich unterschiedlichen Cofaktorsattigungen an ABA3-CT fihrte. Die
geringste Auswirkung auf die Bindung des Cofaktors zeigte hierbei die Variante C755S-CT,
die mit einem durchschnittlichen FormA-Gehalt von 84 % im Vergleich zum Wildtyp-Protein
nur eine leicht reduzierte Gesamtcofaktormenge aufwies (Abb. 2-24). Die C758S-CT-Variante
wies hingegen stets deutlich hohere FormA-Gehalte auf, die FormA-Mengen lagen hier bei
durchschnittlich 194 % im Vergleich zu ABA3-CT, was einer Cofaktormenge von 0,7 mol
FormA/mol Protein entspricht. Hier hatte die eingefiigte Mutation offensichtlich einen
positiven Effekt auf die Bindung oder Stabilisierung des Cofaktors. Der Einfluss der Mutation
des Cysteins 542 war im Gegensatz zu den beiden anderen Mutationen nicht ganz eindeutig.
Die C542S-CT Variante zeigte abhangig von unterschiedlichen Expressionsansdtzen stark
variierende Cofaktormengen. In den meisten Expressionsansatzen zeigten sich ahnlich wie
bei C758S-CT stark erhéhte FormA-Mengen, jedoch traten auch Cofaktorsattigungen auf, die
leicht unter der des Wildtyp-Proteins lagen. Hieraus ergab sich zwar ein durchschnittlicher
FormA-Gehalt von 160 % bezogen auf ABA3-CT, jedoch ist dieser Wert mit einer starken
Standardabweichung behaftet. Da das rekombinant exprimierte C542S-CT eine etwas
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geringere Reinheit und Ausbeute nach Aufreinigung aufwies, kénnte die eingefiigte Mutation
maoglicherweise einen negativen Einfluss auf die Faltung und Stabilitdit des Proteins
insgesamt haben, so dass hier je nach Expressionsansatz eine unterschiedlich gute Bindung

des Cofaktors zu beobachten war.
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Abb. 2-24: FormA-Analyse der ABA3-CT-Varianten C542S-CT, C755S-CT und C758S-CT.
Gezeigt sind die FormA-Gehalte der ABA3-CT-Varianten C542S-CT, C755S-CT und
C758S-CT. Der FormA-Gehalt wurde prozentual im Vergleich zu ABA3-CT (100 %)
angegeben. (C542S-CT: n = 8; C7555-CT: n = 6; C7585-CT: n= 7).

2.1.15.3 Biologischer Nachweis von Moco und MPT an C542S-CT, C755S-
CT und C758S-CT im nit-1 NADPH-NR Rekonstitutions-Assay

Nachdem die Gesamtcofaktormenge flir die Varianten durch die FormA-Analyse bestimmt
wurde, sollte Gber die Fahigkeit zur NADPH NR-Rekonstitution im n/t-1-Assay nachgewiesen
werden, ob die Varianten in &hnlicher Weise wie das Wildtyp-Protein neben MPT
Uberwiegend Moco binden, oder ob die eingefiigten Mutationen das Binden von anderen
Cofaktor-Formen beglinstigt. Fir die nit-71-Rekonstitution wurden jeweils 1 pg der
rekombinant exprimierten Proteine eingesetzt und die Rekonstitutionsraten in Abhangigkeit
von der Molybdatzugabe ermittelt. Abbildung 2-25 zeigt das Ergebnis des nit-1-Assays von

vier unabhangigen Expressionen.
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Abb. 2-25: NADPH NR-Rekonstitution im nit-1-Assay der ABA3-CT-Varianten C542S-
CT, C755S-CT und C758S-CT. Gezeigt ist die nit-1-Rekonstitutionsrate in pmol
Nitrit/(min*mg) durch ABA3-CT und die Varianten C542S-CT, C755S-CT und C758S-CT
sowohl nach Zugabe von 10 mM Molybdat (dunkelblaue Balken) als auch ohne
Molybdatzugabe (hellblaue Balken); (n = 4).

Alle Varianten waren ebenso wie ABA3-CT sowohl mit als auch ohne Zugabe von Molybdat
zur NADPH NR-Rekonstitution in der Lage. Interessanterweise zeigten sich bei allen
eingesetzten Proteinen dhnliche Verhaltnisse in den Aktivitdten mit und ohne Molybdat. Die
nit-1-Rekonstitutionsrate der Molybdat-freien Ansatze entsprach bei allen Proteinen 45-55 %
der Gesamt-Rekonstitutionsrate, die in den Ansatzen mit Molybdat erzielt wurde. Hieraus
kann auf ein nahezu gleiches Moco/MPT-Verhdltnis bei allen Proteinen geschlossen werden.
Die eingefligten Mutationen beglinstigen also weder das Binden des MPT, noch flihren sie zu
einer noch starkeren Bevorzugung des Moco. Unterschiede zeigten sich jedoch bei den
absoluten NADPH NR-Rekonstitutionsraten. Hier wies C755S-CT mit 1,17 bzw. 0,53 mol
Nitrit/(min*mg) ahnliche Umsatzraten wie das Wildtyp-Protein mit 1,12 bzw. 0,59 mol
Nitrit/(min*mg) auf, wohingegen sich bei C758S-CT mit Umsatzraten von 2,40 und 1,31 mol
Nitrit/(min*mg) erneut eine deutlich hdhere Cofaktorbeladung zeigte. Die nit-1-
Rekonstitutionsraten fir C758S-CT entsprachen damit prozentualen Anteilen von 215 bzw.
220 % im Vergleich zu ABA3-CT und lagen somit noch héher als bei der FormA-Analyse. Die
nit-1-Rekonstitutionsraten fir C542S-CT lagen im Gegensatz zur FormA-Analyse annahernd
auf dem Niveau des Wildtyp-Proteins (0,87 und 0,49 mol Nitrit/(min*mg)).

-48 -



Dissertation Silke Wollers 2. Ergebnisse

2.1.154 Nachweis des terminalen Schwefels am Moco der ABA3-CT-
Varianten C542S-CT, C755S-CT und C758S-CT

Nachdem durch die FormA-Analyse und den n/it-I-NADPH-NR Rekonstitutionsassay gezeigt
werden konnte, dass die erzeugten ABA3-CT-Varianten grundsatzlich in der Lage sind,
sowohl MPT als auch Moco zu binden, sollte durch den Thiocyanat-Nachweis geklart werden,
ob die Varianten ebenso wie das Wildtyp-Protein sulfurierten Moco aufweisen. Falls die
eingefiigten Mutationen ohne Einfluss auf den terminalen Schwefel waren, sollten gleiche
Mengen an Thiocyanat pro mol FormA wie bei ABA3-CT bestimmt werden kdnnen. Alle
Varianten wurden stets parallel zu ABA3-CT mit Cyanid behandelt und anschlieBend der
cyanolisierbare Schwefel quantifiziert. Die Ergebnisse der Thiocyanatbestimmung nach sechs
unabhdngigen Expressionen sind in Abbildung 2-26 zusammengefasst. Es zeigen sich
deutliche Unterschiede im Anteil des sulfurierten Moco an der Gesamtcofaktormenge
innerhalb der Varianten. Auffdllig ist grundsatzlich, dass es relativ starke
Standardabweichungen der Thiocyanatmengen gibt, die darauf schlieBen lassen, dass der
Sulfurierungsstatus des Moco je nach Expressionsansatz stark variiert. Den gréBten Anteil an
sulfuriertem Moco wies mit durchschnittlich 0,69 mol SCN/mol FormA die Variante C542S-CT
auf, die somit insgesamt mehr Cofaktor als ABA3-CT bindet und dariber hinaus auch einen
hoheren Anteil an sulfuriertem Moco aufweist. Gleichzeitig ist diese Variante jedoch auch mit
den starksten Schwankungen innerhalb verschiedener Expressionsansatze behaftet. Ein vollig
gegensatzliches Bild zeigte sich bei C758S-CT, der zwar eine auf 200 % erhdhte
Cofaktorsattigung zeigte, aber nahezu keinen terminalen Schwefel am Moco aufwies. Die
Menge an gebildetem Thiocyanat lag mit durchschnittlich 0,013 mol/mol FormA weit unter
den Ublichen Mengen des Wildtyp-Proteins. Dies deutet auf eine wichtige Rolle des Cystein
758 fir die Stabilisierung des sulfurierten Moco oder fiir die Bereitstellung eines Persulfid-
Schwefels zur terminalen Sulfurierung des Moco hin. Etwa die Halfte an Thiocyanat im
Vergleich zum Wildtyp-Protein konnte fiir C7555-CT gemessen werden, das durchschnittlich
0,23 mol SCN/mol FormA gebunden hatte, aber ebenfalls groBe Unterschiede bei

verschiedenen Expressionen zeigte.
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Abb. 2-26: Nachweis des terminalen Schwefels an den ABA3-CT-Varianten C542S-CT,
C755S-CT und C758S-CT. Nachweis des terminalen Schwefels am Moco als
Thiocyanat nach Cyanidbehandlung. Der Thiocyanat-Gehalt ist in mol SCN/mol FormA
angegeben (n = 6).

2.1.15.5 Cofaktorstabilitdat an den Varianten C542S-CT und C758S-CT

Durch die FormA-Analyse konnte gezeigt werden, dass die rekombinant exprimierten ABA3-
CT Varianten C542S-CT und C758S-CT eine wesentlich héhere Cofaktorsattigung als das
Wildtyp-Protein aufweisen. Mdglicherweise sind diese Varianten besser als das Wildtyp-
Protein in der Lage, den gebundenen Cofaktor zu stabilisieren. Uber die Bestimmung der
Halbwertszeiten fir den an diese Varianten gebundenen Cofaktor sollte im Vergleich mit
ABA3-CT eine Aussage dariliber getroffen werden, ob die beiden Varianten den Cofaktor
besser binden. Hierzu wurden Moco-beladener C542S-CT und C758S-CT mit einer
Ausgangskonzentration von 10 pg/ul bei 4 °C inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten
Aliquots zur Bestimmung des FormA-Gehaltes entnommen. Abbildung 2-27 zeigt die
Abnahme des FormA-Gehaltes flir die beiden Varianten Uber die Zeit. Beide Varianten
zeigten eine Reduktion des FormA-Gehaltes auf etwa 50 % nach etwa 140 h, was damit der
ungefahren Halbwertszeit der Cofaktorbindung an diese Varianten entspricht. Flir C542S-CT
konnten nur Werte bis zu diesem Zeitpunkt aufgenommen werden, da danach nicht
ausreichend Protein zur Verfligung stand, um weitere Messpunkte aufzunehmen. Der
ermittelte Wert liegt unter der flir das Wildtyp-Protein nachgewiesenen Halbwertszeit fir die
Cofaktorbindung, die bei 4 °C bei etwa 190 h lag (siehe 2.1.11). Die C758S-CT-Variante
weist nach der fir ABA3-CT ermittelten Halbwertszeit von 190 h noch 44,1 % des Ausgangs-
FormA-Gehaltes und nach 334 h noch etwa 30 % FormA auf (ABA3-CT = 33 %). Somit sind
die Halbwertszeiten des Cofaktors an den beiden Varianten der des Wildtyp-Proteins zwar

grundsatzlich ahnlich, jedoch eher etwas schlechter und nicht, wie durch die Ergebnisse der
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FormA-Bestimmung angedeutet, besser. Die eingefiigten Mutationen beglinstigen also nicht
eine Stabilisierung des gebundenen Cofaktors.
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Abb. 2-27: Bestimmung der Halbwertszeit der Cofaktorbindung an C542S-CT und
C758S-CT. Gezeigt ist die Abnahme des Cofaktorgehaltes bei 4 °C an C542S-CT
(hellblaue Linie) Gber einen Zeitraum von 139 h und an C758S-CT (dunkelblaue Linie)
Uber einen Zeitraum von 334 h. Bei C542S-CT war nach dieser Zeit das restliche
Protein prazipitiert, so dass keine weiteren Zeitwerte aufgenommen wurden. Mit
100% wird die FormA-Menge zu Beginn der Inkubation angegeben (n=2).

2.1.15.6 Spektrale Analyse der Varianten C542S-CT, C755S-CT und
C758S-CT

Da die eingefiigten Mutationen insbesondere bei den Varianten C542S-CT und C758S-CT
einen deutlichen Einfluss auf die Cofaktorbeladung und die Art des gebundenen Cofaktors
zeigten, stellte sich die Frage nach dem Einfluss dieser Veranderung auf die UV/VIS-Spektren
der Proteine. Wie beim Wildtyp-Protein wurden Spektren der drei ABA3-CT-Varianten direkt
nach der Expression und nach 20 h Luftoxidation in einem Wellenldngenbereich von 200-900
nm aufgenommen. Grundsatzlich wiesen die Absorptionsspektren aller drei Varianten sowohl
direkt nach Aufreinigung als auch nach 20 h Luftoxidation dhnliche Charakteristika auf wie
das Wildtyp-Protein (Abb. 2-28A-C). Direkt nach Aufreinigung sind Absorptionen um 315 nm
und 395 nm zu erkennen. Auch zeigt sich eine Absorption im Bereich von 500-600 nm. Nach
20 h Oxidation weist das UV/Vis-Spektrum wie bei ABA3-CT Absorptionsmaxima und
Schultern bei 315, 395 und 465 nm sowie ein Verlust der Absorption im Wellenldngenbereich
von 500-600 nm auf. Das Einfligen der Cystein-Mutationen in das Protein hatte somit keinen

signifikanten Einfluss auf die Absorptionseigenschaften des Moco-beladenen ABA3-CT.
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Abb. 2-28: Spektrale Eigenschaften der ABA3-CT-Varianten C542S-CT, C755S-CT und
C758S-CT. Gezeigt sind die UV/VIS-Spektren der ABA3-CT-Varianten C542S-CT (A),
C755S-CT (B) und C758S-CT (C) direkt nach Ni-NTA-Aufreinigung (dunkelblaue Linien)
und nach 20 h Luftoxidation (hellblaue Linien).
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2.2 Charakterisierung der C-terminalen Doméane der humanen Moco-
Sulfurase HMCS
2.2.1 Klonierung und Expression der C-terminalen Domdne von HMCS

Im Gegensatz zur pflanzlichen Moco-Sulfurase ABA3 war es zu Beginn dieser Arbeit bisher
noch nicht gelungen, die humane Moco-Sulfurase HMCS als Full-Length-Protein rekombinant
zu exprimieren. Da ein 1,3 kb groBes cDNA-Fragment des 3'-Bereiches von Amcs nach RT-
PCR vorlag (Diplomarbeit Mislav Oreb, 2002), bestand die Mdglichkeit ein cDNA-Fragment
zur Expression der C-terminalen Domdne von HMCS (HMCS-CT) zu klonieren. Anhand des
Aminosauresequenz-Alignments der bisher bekannten Moco-Sulfurasen (siehe Abb. 2-17)
erfolgte eine Einteilung von HMCS in die NifS-ahnliche und die C-terminale Domane.
Zwischen den Sequenzabschnitten der Domanen liegt eine Linker-Region, die einen nicht-
konservierten Aminosaureabschnitt umfasst und somit nicht eindeutig einer der beiden
Domanen zugeordnet werden kann. Es wurden cDNAs flir den C-terminalen Bereich sowohl
mit als auch ohne diese Linker-Region kloniert. Die cDNAs mit GréBen von 1130 bp (Amcs-
CT1) und 963 bp (Amcs-CT2) konnten amplifiziert (Abb. 2-29) und liber BamHI-Schnittstellen
in den Vektor pBluescript kloniert werden. Nach Sequenzierung und Umklonierung in den
Expressionsvektor pQE80 erfolgte die rekombinante Expression beider HMCS-C-Termini
(HMCS-CT1 und HMCS-CT2).

<«———1000 bp

<«———Primer

Abb. 2-29:  Amplifizierung der cDNAs von Amcs-CT1 und hmcs-CT2. Es wurden jeweils die
gesamten PCR-Ansatze von Amcs-CT1 (Spuren 1 und 2) und Amcs-C72 (Spuren 3 und
4) auf einem 1 %-igen Agarosegel aufgetragen. Die DNA-Banden mit GréBen von ca.
1150 bp (Amcs-CT1) bzw. knapp 1000 bp (Amcs-CT2) wurden eluiert und kloniert. Die
DNA der Spuren 1 und 3 wurde bei 54,5 °C und die der Spuren 2 und 4 bei 58,3 °C
amplifiziert. Die unteren Banden resultieren aus Uberschiissigem Primer (M = DNA-
Marker).

Beide HMCS-C-Termini konnten unter den fiir ABA3-CT optimierten Expressionsbedingungen
exprimiert werden (siehe 2.1.1). Nach der affinitatschromatographischen Aufreinigung lber
die Ni-NTA-Matrix zeigte sich jedoch zunachst, dass die HMCS-C-Termini eine geringere
Reinheit als das pflanzliche Protein aufwiesen. Allerdings zeigte sich bereits hier eine deutlich

dominierende Bande bei etwa 38 kDa, die durch den Anti-His-Tag Antikdrper detektiert
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wurde (ohne Abbildung). Im Vergleich untereinander wies HMCS-CT2, das Protein ohne die
Linker-Sequenz, eine hdhere Reinheit als HMCS-CT1 auf. Im Gegensatz zu ABA3-CT zeigten
beide HMCS-C-Termini eine gute Stabilitéat in Tris/HCI- bzw. in Niedrigsalzpuffern und
prazipitierten hier nicht, wie es bei ABA3-CT Ublich ist. Dies machte die Nutzung von
Ionenaustauscherchromatographie moglich. Beide Proteine konnten durch
Anionenaustauscherchromatographie und anschlieBende Gelfiltration soweit aufgereinigt
werden, dass das Protein in einzelnen Fraktionen mit einer GréBe von etwa 38 kDa

elektrophoretisch nahezu rein vorlag (Abb. 2-30).
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Abb. 2-30: SDS-PA Gelanalyse von HMCS-CT1 und HMCS-CT2 nach Aufreinigung durch
Anionenaustauscher- und GroéBenausschlusschromatographie. Gezeigt sind
Aliquots von Elutionsfraktionen von HMCS-CT1 (A) und HMCS-CT2 (B) nach
Aufreinigung Uber eine SourceQ 15 Anionenaustauscher-Sdule und (iber eine
Superdex 200 pg Gelfiltrationssaule nach Auftrennung in einem 12 %igen SDS-PA-Gel
und Farbung mit Coomassie Brilliant Blue. Es ist jeweils eine dominierende Bande mit
einer GroBe von etwa 38-40 kDa angefarbt.

Sowohl das HMCS-CT-Protein mit als auch das ohne Linker-Sequenz konnten somit
erfolgreich rekombinant exprimiert werden. In einer ersten FormA-Analyse beider Ni-NTA-
aufgereinigten HMCS-CT-Proteine konnte an beiden C-Termini FormA-dephospho und damit
eine grundsatzliche Cofaktorbindung nachgewiesen werden (ohne Abbildung). Da die Linker-
Sequenz somit weder fiir die Stabilitat noch fiir die Cofaktorbindung des rekombinant
aufgereinigten HMCS-CT notwendig war, wurde aufgrund der etwas besseren Reinheit nach
affinitatschromatographischer Aufreinigung der Linker-freie HMCS-CT?2 fiir die nachfolgenden
Analysen eingesetzt und mit HMCS-CT bezeichnet. Die Aufreinigungsbedingungen mittels Ni-
NTA-Matrix wurden fiir dieses Protein soweit optimiert, dass der entsprechend aufgereinigte
HMCS-CT fir die anschlieBende Cofaktorcharakterisierung eingesetzt werden konnte (Abb. 2-

31).
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2.2.2 Charakterisierung der Cofaktorbindung an HMCS-CT

Bereits die vorlaufige FormA-Analyse von HMCS-CT1 und HMCS-CT2 wies erstmals nach,
dass auch der C-Terminus der humanen Moco-Sulfurase grundsatzlich in der Lage ist,
Moco/MPT zu binden. Nach der rekombinanten Expression von HMCS-CT erfolgte daher,
ebenso wie zuvor fir das pflanzliche Protein ABA3-CT, die Charakterisierung dieser
Cofaktorbindung. Hierzu wurde zundchst der Gesamtcofaktorgehalt an HMCS-CT (ber die
FormA-Analyse ermittelt. Hierbei zeigte sich eine signifikant hohere Cofaktorbeladung als bei
ABA3-CT (0,35 mol FormA/mol Protein), da im Durchschnitt 1,79 + 0,43 mol FormA/mol
HMCS-CT nachgewiesen werden konnten (Tab. 2-3), was auf die Bindung von bis zu zwei
Molekilen Moco/MPT pro Monomer HMCS-CT hindeutete. Da durch die FormA-Analyse nicht
zwischen Moco- und MPT-Bindung unterschieden werden kann, wurde die NADPH-NR
Rekonstitutionsaktivitat fir HMCS-CT im nit-1-Assay sowohl mit als auch ohne Zugabe von
Molybdat ermittelt. HMCS-CT war zur Rekonstitution der NADPH-NR Aktivitat unabhdngig von
der Zugabe von Molybdat befdhigt, so dass neben der Bindung des Molybdan-freien MPT
auch das Binden des Moco an HMCS-CT nachgewiesen werden konnte (Abb. 2-36). Die
Zugabe von Molybdat im nit-1-Assay flihrte jedoch zu einer starken Erhdhung der
Rekonstitutionsaktivitat, wodurch gezeigt wurde, dass HMCS-CT ebenfalls MPT bindet. Im
Vergleich mit dem pflanzlichen Protein zeigte HMCS-CT auch im n/t-1-Assay deutlich hdhere
Rekonstitutionsraten, was ebenso wie die FormA-Analyse auf eine hohere
Cofaktorsaturierung hindeutete. Um den Anteil des Moco an der Gesamtcofaktormenge
bestimmen zu kénnen, erfolgte fiir HMCS-CT eine Molybddnanalyse mittels ICP-MS. Diese
Analyse ergab 1,42 = 0,02 mol Molybdén/mol HMCS-CT (Tab. 2-3). Damit wurde zum einen
die Bindung von bis zu zwei Molekiilen Cofaktor pro Monomer HMCS-CT untermauert und

zum anderen lieB dies auf einen hohen Anteil von Moco an der Gesamtcofaktormenge
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schlieBen. Durch die Ermittlung des FormA-Gehaltes und der Molybdananalyse tber ICP-MS
ergab sich ein Moco-Anteil von nahezu 80 % an der Gesamtcofaktormenge.

Nachdem sowohl die Bindung von Moco als auch MPT an HMCS-CT nachgewiesen werden
konnte, sollte gezeigt werden, ob bereits sulfurierter Moco von HMCS-CT gebunden wird.
Auch hier erfolgte der Nachweis des terminalen Schwefels am Moco Uber die
Thiocyanatbestimmung nach Cyanidbehandlung des Proteins (siehe 4.4.13). Es konnte
terminaler Schwefel in Form von Thiocyanat und damit die Bindung von sulfuriertem Moco
an HMCS-CT in allen getesteten Ansatzen nachgewiesen werden. Im Durchschnitt wurden
0,62 = 0,44 mol Thiocyanat/mol HMCS-CT nachgewiesen (Tab. 2-3). Hieraus ergibt sich ein
durchschnittlicher Anteil von 44 % sulfuriertem Moco an der gesamten Moco-Menge.

Da sich flir HMCS-CT die Bindung von zwei mol MPT/Moco pro Monomer abzeichnete,
bestand die Mdglichkeit der Bindung von zwei unterschiedlichen Subspezies des Cofaktors.
Der Frage, ob es sich hierbei um sulfurierten und Schwefel-freien Moco handeln kdénnte,

sollte nachfolgend durch Analysen von HMCS-CT-Varianten nachgegangen werden.

Tab. 2-3: Charakterisierung des Cofaktors an HMCS-CT. Gezeigt sind die Anteile
unterschiedlicher Cofaktor-Subspezies, die an HMCS-CT gebunden vorliegen. Die MPT-
Saturierung bezieht sich auf die Gesamt-Proteinmenge, der Moco-Anteil auf die
Gesamtcofaktormenge und der Anteil an sulfuriertem Moco steht in Bezug zum
Gesamt-Moco. (FormA-Gehalt: n = 9; Molybdéngehalt: n = 2; Thiocyanat-
Bestimmung: n = 7).

FormA-Gehalt Molybdangehalt Thiocyanat
1,79+ 0,43 1,42 £ 0,02 0,62+ 0,44
[mol/mol Protein] [mol/mol Protein] [mol/mol Protein]
179 % o 44 %
MPT-Saturierung 7% B8 sulfurierter Moco
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2.2.3 Spektrale Analyse von HMCS-CT

Ebenso wie fiir ABA3-CT wurde das UV/VIS-Spektrum von HMCS-CT im Wellenlangenbereich
von 200-900 nm aufgenommen, um das spezifische Absorptionsverhalten des Moco-
beladenen Proteins zu analysieren. Im Wellenldngenbereich bis 300 nm zeigte sich auch hier
lediglich das flr nahezu alle Proteine typische Absorptionsmaximum bei 280 nm. Da sich
auch keine Absorption im Wellenlangenbereich nach 600 nm zeigte, wird der Ausschnitt von
300-600 nm abgebildet (Abb. 2-32). HMCS-CT wies im Vergleich mit ABA3-CT ein
Absorptionsspektrum mit wesentlich weniger ausgepragten Charakteristika auf. Grundsatzlich
konnten aber in den gleichen Bereichen wie bei ABA3-CT Absorptionen beobachtet werden,
die sich in vier Bereiche einteilen lassen. Eine erste Schulter liegt bei ca. 320 nm und eine
zweite zeigt das Maximum bei ca. 395 nm. Ein dritter Absorptionsbereich erstreckt sich von

450-500 nm und ein weiterer im Wellenlangenbereich um 550 nm.
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Abb. 2-32: Spektrale Eigenschaften von HMCS-CT. Gezeigt ist das UV/VIS-
Absorptionsspektrum von HMCS-CT direkt nach Ni-NTA-Aufreinigung. Das Protein
zeigt Absorptionen bei etwa 315 nm und 395 nm sowie Schultern im Bereich um 450
nm und um 550 nm.

2.2.4 Interaktion von HMCS-CT mit Aldehydoxidase aus Maus

Flr Moco-beladenen ABA3-CT konnte eine Interaktion mit den Moco-Sulfurase-Zielproteinen
AO und XDH nachgewiesen werden (siehe 2.1.12), die zu einer Uberaktivierung dieser
Proteine flihrte. Es sollte gezeigt werden, ob eine solche Interaktion auch bei Moco-
beladenem HMCS-CT eintritt. Statt der pflanzlichen Proteine wurde hier eine Maus-AO
eingesetzt, die rekombinant in 2. pastoris exprimiert wurde. Steigende Mengen von HMCS-CT
wurden fur 30 min bei 22 °C mit Maus-AO coinkubiert. Der anschlieBenden nativen PA-
Gelelektrophorese folgte eine Aktivitatsfarbung mit Indol-3-carboxaldehyd als Substrat (siehe
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4.4.14). Die Coinkubation erfolgte unter verschiedenen Pufferbedingungen. Getestet wurde
Elutionspuffer, 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 und 100 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,2. Da
das Ergebnis mit allen Pufferbedingungen gleich ausfiel, wird hier stellvertretend die
Aktivitatsfarbung nach Coinkubation in Kaliumphosphatpuffer gezeigt (Abb. 2-33). Spur 1 des
nativen PA-Gels enthdlt lediglich 10 pg der rekombinant exprimierten Maus-AO und weist
mehrere gefarbte Banden mit einer dominanten Aktivitdtsbande im unteren Teil des
Gelabschnittes auf. Nach Coinkubation mit HMCS-CT (Spuren 2-5) migriert die dominierende
Aktivitatsbande weiter oberhalb im Gel, was eine Interaktion beider Proteine vermuten lasst.
Zusatzlich ist eine Zunahme der Intensitdt dieser Bande mit steigenden Mengen an HMCS-CT
zu beobachten. Die Aktivitat der Maus-AO lasst sich somit durch steigende Mengen an

HMCS-CT erhohen, wobei es zu einer Interaktion beider Proteine kommt.

‘{] w m m

Abb. 2-33: Interaktion von HMCS-CT mit Maus-AO. Gezeigt ist die Aktivitatsfarbung im
nativen 7,5 % PA-Gel unter Nutzung des Substrates Indol-3-carboxaldehyd nach
Coinkubation von Maus-AO mit HMCS-CT. Ansatz 1 enthdlt 10 pg Maus-AO, die
nachfolgenden Ansatze zusatzlich steigende Mengen an HMCS-CT (10, 20, 35 und

50 ug).

2.2.5 Charakterisierung zweier konservierter Motive in HMCS-CT

Der Ausfall der Moco-Sulfurase HMCS flihrt im Menschen aufgrund des gleichzeitigen
Aktivitatsausfalls von AO und XDH zur Ausbildung der Xanthinurie Typ II. Zu Beginn dieser
Arbeit waren nur Patienten mit Xanthinurie Typ II bekannt, die Mutationen innerhalb der
NifS-ahnlichen Domane von HMCS aufwiesen. Im Verlauf dieser Arbeit wurden jedoch zwei
Mutationen bei Xanthinurie Typ II-Patienten bekannt, die innerhalb der C-terminalen
Doméne von HMCS auftraten (Peretz ef a/, 2006 und Hava Peretz, personliche Mitteilung).
Hierdurch wurde auch fir die humane Moco-Sulfurase die Relevanz der C-terminalen
Domaéne fiir die Aktivierung der Molybdoenzyme der XO-Familie /n vivo nachgewiesen. Bei
den C-terminalen Mutationen handelte es sich um den Austausch eines Arginins durch ein
Cystein an der Aminosauresequenz-Position 776 (Peretz et al., 2006) und um den Austausch
eines Prolins an Position 591 durch ein Serin (Hava Peretz, personliche Mitteilung), wobei

sich die Positionsangaben auf das Full-Length-Protein beziehen. Beide Mutationen flihrten in
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den Patienten zu einem Aktivitdtsausfall der Moco-Sulfurase und damit von AO und XDH. Die
betroffenen Aminosduren sind in allen bisher charakterisierten Moco-Sulfurasen strikt
konserviert und befinden sich in ebenfalls strikt konservierten
Aminosauresequenzabschnitten (Abb. 2-17). Das mutierte Arginin 776 in HMCS entspricht
hierbei interessanterweise dem Arginin 723 in ABA3, das in der A. thaliana-Mutante sir3-3
durch ein Lysin ersetzt ist (siehe 2.1.14). Da flir beide Mutationen bisher noch nicht bekannt
war, warum sie zu einem Ausfall der Moco-Sulfurase-Aktivitat fihren, sollte der Einfluss
dieser Mutationen auf den Cofaktor von HMCS (ber die Erzeugung und Charakterisierung
rekombinant exprimierter HMCS-CT-Varianten untersucht werden. Zusatzlich zu den HMCS-
CT-Varianten, die die Patientenmutationen widerspiegeln, sollten weitere Varianten innerhalb
der umgebenden konservierten Aminosaurebereiche generiert und untersucht werden, um
moglicherweise Motive identifizieren zu koénnen, die flir die Bindung des Cofaktors
verantwortlich sind. Grundsatzlich wurden hierbei ,schwache"™ Austausche mit ahnlichen
Aminosauren vorgenommen, um den Einfluss der Mutationen auf die Proteinstruktur und
damit auf die Stabilitat des Proteins weitgehend zu minimieren. Das erste untersuchte Motiv
erstreckt sich von Aminosdaure 587-598 mit invariablen Resten an den Positionen 590 und
591 sowie 593-595 (Abb. 2-17). Aus diesem Motiv wurde die Variante HMCS-CT/P591S
(P591S-CT) kloniert, die der Mutation einer der Patienten entspricht (Hava Peretz,
persdnliche Mitteilung). Dartber hinaus wurde die Variante HMCS-CT/S594A (S594A-CT)
erzeugt. Das zweite konservierte Motiv erstreckt sich von Aminosdure 775-781 mit hoch
konservierten Resten an den Aminosaurepositionen 775, 776 und 778 (Abb. 2-17). Da es
sich bei der im anderen Patienten aufgetretenen Mutation um den ,starken®
Aminosaureaustausch eines Arginins gegen ein Cystein handelt (Peretz et a/, 2006), der die
Gefahr struktureller Veranderungen des Proteins birgt, wurden fiir diese Position zwei
Varianten erzeugt. Neben der Variante HMCS-CT/R776C (R776C-CT), die der
Patientenmutation entspricht, wurde das Arginin 776 auch gegen ein Lysin ausgetauscht.
Diese R776K-CT-Variante von HMCS-CT entspricht dabei der R723K-CT-Variante von ABA3,
die die sir3-3-Mutation widerspiegelt. Zur Charakterisierung der beiden weiteren Positionen
wurden die Varianten HMCS-CT/F775Y (F775Y-CT) und HMCS-CT/N778Q (N778Q-CT)

kloniert.

2.2.5.1 Klonierung und Expression der HMCS-CT-Varianten

Die Erzeugung aller HMCS-CT-Varianten erfolgte iber Mutagenese-PCR. Die gewiinschten

Mutationen wurden mittels forward- und reverse-Primern, die den entsprechenden
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Nukleotidaustausch enthielten, in die Amcs-C7-cDNA eingefligt, so dass zunachst zwei Amcs-
C7-cDNA-Fragmente amplifiziert wurden. Diese wurden nachfolgend (iber Fusions-PCR zur
vollstandigen cDNA fusioniert (siehe 4.2.4.2) und ungerichtet Uber BamHI-Schnittstellen in
den Vektor pBluescript kloniert. Nach Sequenzierung erfolgte anschlieBend die Umklonierung
in den Expressionsvektor pQE80. Die Expression und Aufreinigung der Varianten wurde unter
den fiir HMCS-CT optimierten Expressionsbedingungen durchgefiihrt. Fir alle
Versuchsansatze wurde stets das Wildtyp-Protein parallel exprimiert. Die Varianten der
beiden konservierten Motive wurden dabei unabhdngig voneinander charakterisiert und der
entsprechend parallel exprimierte HMCS-CT als Referenz verwendet. Abbildung 2-34 zeigt die
SDS-PA-Gelanalyse der affinitatschromatographisch aufgereinigten HMCS-CT-Varianten
beider Motive mit den dazugehdrigen Wildtyp-Proteinen. Es wird deutlich, dass beide
Varianten des ersten Motivs (P592S-CT und S594A-CT) eine dhnliche Reinheit wie das
Wildtyp-Protein aufweisen. Bei den Varianten des zweiten Motivs wies lediglich die F775Y-
CT-Variante ahnliche Reinheiten wie das Wildtyp-Protein auf, R776K-CT und N778Q-CT
wurden in etwas schwacheren Mengen exprimiert und zeigten auch starkere
Verunreinigungen als HMCS-CT. Nachfolgend wurden die Varianten aus beiden Motiven im

Hinblick auf ihre Cofaktorbindung analysiert.
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Abb. 2-34: SDS-PA-Gelanalyse der affinitdtschromatographisch aufgereinigten HMCS-
CT-Varianten. Je 3 ug Ni-NTA aufgereinigter rekombinant exprimierter HMCS-CT
sowie die Varianten P591S-CT und S594A-CT (A) bzw. je 6 pg Ni-NTA aufgereinigter
rekombinant exprimierter HMCS-CT sowie die Varianten F775Y-CT, R776K-CT und
N778Q-CT (B) wurden im 12 %igen SDS-PA-Gel aufgetrennt und anschlieBend mit
Coomassie-Brilliant-Blue gefarbt.
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2.2,5.2 Charakterisierung der Cofaktorbindung an den HMCS-CT-
Varianten P591S-CT und S594A-CT

Der MPT/Moco-Gehalt wurde mittels FormA-Analyse und die Moco-abhdngige NR-
Komplementationsrate mit Hilfe des nit-1-Assays untersucht. AuBerdem wurde der
Sulfurierungsgrad des Moco analysiert. Da beide mutierten Proteine in unabhdngigen
Expressionen jeweils zusammen mit HMCS-CT als Kontrolle exprimiert wurden, weist das
Kontrollprotein  fir beide Varianten unterschiedliche FormA- und NADPH-NR
Rekonstitutionsraten auf.

Um den Einfluss der Patientenmutation an Position 591 und die Bedeutung des umgebenden
konservierten  Motivs auf die Cofaktorbindung zu untersuchen, wurde die
Gesamtcofaktormenge der rekombinant exprimierten Proteine im Vergleich zum Wildtyp-
Protein bestimmt. Die FormA-Analyse ergab flir die P591S-CT-Variante 0,3 mol FormA/mol
Protein und wies damit einen auf 24 % reduzierten Gesamtcofaktorgehalt im Verhaltnis zu
HMCS-CT auf (Abb. 2-35A). Einen wesentlich geringeren, aber dennoch deutlichen Einfluss
zeigte die S594A-Mutation. Die ermittelte FormA-Menge entsprach 74 % der mitgefiihrten
HMCS-CT-Kontrolle (Abb. 2-35B). Eine deutlich reduzierte Cofaktormenge an der P591S-CT-
Variante konnte auch durch die NADPH-NR Rekonstitution im n/t-1-Assay nachgewiesen
werden. In dieser Arbeit wurden fir HMCS-CT und seine Varianten sowohl
Komplementationsversuche mit Molybdat, als auch ohne Molybdat gemacht. Fir die Ansdtze
mit Molybdat wurden jeweils 0,1 pg Ni-NTA-aufgereinigtes Protein und fiir die Ansatze ohne
Molybdat jeweils 0,2 ug Protein eingesetzt. Es wurde pro Ansatz eine 3-fach Bestimmung
durchgefiihrt. P591S-CT zeigte nach Zugabe von Molybdat eine Rekonstitutionsaktivitdt von
3,5 £ 0,34 pmol Nitrit/(min*mg), was 23 % der Wildtyp-Protein-Aktivitdt entspricht und
somit mit der FormA-Analyse korreliert (Abb. 2-36A). Grundsatzlich war P591S-CT auch ohne
Zugabe von Molybdat zur Rekonstitution der NADPH-NR Aktivitat in der Lage, wodurch die
Bindung von Moco an der Variante nachgewiesen wurde. Auch hier lagen die erzielten
Aktivitaten mit 1,04 £ 0,04 pmol Nitrit/(min*mg) jedoch unter denen des Wildtyp-Proteins,
das eine Rekonstitutionsaktivitdt von 1,6 £ 0,12 pymol Nitrit/(min*mg) aufwies. Zusammen
mit den Ergebnissen der FormA-Analyse konnte somit ein negativer Einfluss der im Patienten
auftretenden Mutation auf die Bindung des Cofaktors nachgewiesen werden. Die S594A-CT-
Variante zeigte hingegen im nit-1-Assay mit Aktivitdéten von 12,79 + 1,45 pmol
Nitrit/(min*mg) bei Molybdatzugabe bzw. von 1,23 * 0,08 pmol Nitrit/(min*mg) ohne
Molybdatzugabe (Abb. 2-36B) ahnliche Rekonstitutionsaktivitaten wie der mitgefiihrte HMCS-
CT (12,67 = 1,51 pmol Nitrit/(min*mg) mit Molybdatzugabe und 1,31 £+ 0,09 pmol
Nitrit/(min*mg) ohne Molybdatzugabe).
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Abb. 2-35: FormA-Analyse der HMCS-CT-Varianten P591S-CT und S594A-CT. Dargestellt
sind die FormA-Gehalte in mol FormA/mol Protein der HMCS-CT-Varianten P591S-CT
(A) und S594A-CT (B) im Vergleich zu HMCS-CT (n = 3).
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Abb. 2-36: NADPH NR-Rekonstitution im nit-1-Assay der HMCS-CT-Varianten P591S-
CT und S594A-CT. Gezeigt ist die nit-1-Rekonstitutionsrate in pmol Nitrit/(min*mg)
durch HMCS-CT und die Varianten P591S-CT (A) und S594A-CT (B) sowohl mit
Zugabe von 10 mM Molybdat (dunkelblaue Balken) als auch ohne Molybdatzugabe
(hellblaue Balken), (n = 3).

Wie die Abbildung 2-36 zeigt, sind die Varianten P591S-CT und S594A-CT in der Lage,
sowohl mit als auch ohne Molybdat den n/t 1-Extrakt zu rekonstituieren. Das zeigt, dass am
C-Terminus dieser Varianten sowohl Moco als auch Molybdan-freies MPT vorhanden sein
muss. Allerdings ist P591S-CT sowohl mit als auch ohne Molybdat nur stark reduziert zur nit-
I-Komplementation in der Lage, was die Reduktion der durch FormA-Analyse ermittelten
MPT/Moco-Mengen belegt. Durch die Bestimmung des cyanolisierbaren Schwefels sollte

nachfolgend geklart werden, wie groB der Anteil des Moco in der sulfurierten Form ist.
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Die fur die Varianten bestimmten Thiocyanatmengen der unterschiedlichen Testreihen
zeigten hierbei jedoch deutliche Unterschiede, so dass keine zufrieden stellenden Mittelwerte
gebildet werden konnten (Tab. 2-4). Die Werte fiir den cyanolisierbaren Schwefel beider
Varianten lagen stets deutlich unter 1 mol SCN'/mol FormA, was auf eine teilweise, aber
niemals vollstandige Sulfurierung des Moco hinweist. Die Mengen des cyanolisierbaren
Schwefels an der Variante P591S-CT wiesen im Vergleich mit HMCS-CT in den
unterschiedlichen Testreihen sowohl reduzierte als auch erhéhte Werte auf.

Fir die Variante S594A-CT wurden hingegen durchgehend reduzierte Thiocyanatmengen im
Vergleich mit HMCS-CT ermittelt. Wahrend flir P591S-CT daher keine zuverldssige Aussage
Uber den Sulfurierungsstatus des Moco getroffen werden kann, bindet S594A-CT offenbar

weniger sulfurierten Moco als HMCS-CT.

Tab. 2-4: Nachweis des terminalen Schwefels an den HMCS-CT-Varianten P591S-CT,
und S594A-CT. Nachweis des terminalen Schwefels am Moco von HMCS-CT, P591S-
CT und S594A-CT als Thiocyanat nach Cyanidbehandlung. Der Thiocyanat-Gehalt ist in
mol SCN/mol FormA angegeben. In drei unabhdngigen Testreihen wurde die
Thiocyanatmenge der C-Termini mit unterschiedlicher Haufigkeit (1-3x) bestimmt.

mol SCN/mol FormA

1. Testreihe 2.Testreihe 3. Testreihe
HMCS-CT 0,367 und 0,275 0,156 0,49 und 0,27
P591S-CT 0,190 0,682 und 0 0
S594A-CT 0,174 0,110 und 0,091 0,27, 0,32 und 0,16
2.2,5.3 Charakterisierung der Cofaktorbindung an den HMCS-CT-

Varianten F775Y-CT, R776K-CT und N778Q-CT

Die Charakterisierung der HMCS-CT-Varianten des zweiten konservierten Motivs umfasste
wie beim ersten Motiv die Bestimmung des MPT/Moco-Gehaltes mit Hilfe der FormA-Analyse
und des nit-1-NADPH-NR Rekonstitutions-Assays. Der Anteil des terminalen Schwefels wurde
in mol SCN-/mol FormA nachgewiesen. Zusatzlich wurde flir die Varianten des zweiten
Motivs der Molybddngehalt der Proteine mittels ICP-MS bestimmt, um Aussagen Uiber den
Anteil von Moco an der Gesamtcofaktormenge treffen zu kénnen. Die HMCS-CT-Varianten
des zweiten Motivs wurden in drei unabhangigen Expressionen jeweils zusammen mit einem

Kontrollprotein exprimiert.
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Durch die FormA-Analyse konnten deutlich unterschiedliche Cofaktormengen an den
Varianten im Vergleich zu HMCS-CT nachgewiesen werden. Fiir die R776K-CT-Variante
wurde ein FormA-Gehalt von 0,91 mol FormA/mol Protein und fiir die N778Q-CT-Variante ein
FormA-Gehalt von 1,06 mol FormA/mol Protein bestimmt, was einer Reduktion auf 41 %
bzw. 48 % entspricht. Die Variante F775Y-CT zeigte hingegen mit 107 % einen dem HMCS-
CT-Kontrollprotein vergleichbaren MPT/Moco-Gehalt (Abb. 2-37).

2,0
1,5
0- ' I

HMCS-CT F775Y-CT R776K-CT  N778Q- T
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mol FormA/mol Protein
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Abb. 2-37: FormA-Analyse der HMCS-CT-Varianten R776K-CT, F775Y-CT und N778Q-
CT. Gezeigt sind die FormA-Gehalte in mol FormA/mol Protein der HMCS-CT-Varianten
R776K-CT, F775Y-CT und N778Q-CT im Vergleich zu HMCS-CT (n = 3).

Zum biologischen Nachweis von Moco und MPT an den Varianten des zweiten Motivs wurden
flr die Ermittlung der Rekonstitutionsaktivitat im rn/t-7-Assay Komplementationsversuche mit
und ohne Molybdat durchgefiihrt. Flr die Ansatze mit Molybdat wurden wiederum 0,1 ug
und flir die Ansdtze ohne Molybdat 0,2 pg Ni-NTA-gereinigtes Protein eingesetzt. Da die
spezifischen Rekonstitutionsaktivitdten von HMCS-CT und den Varianten bei den drei
Expressionen recht unterschiedlich waren, wurden die spezifischen Aktivitdaten prozentual auf
HMCS-CT (= 100 %) bezogen, so dass die Tendenzen der Varianten gegeniiber HMCS-CT
verdeutlicht werden (Abb. 2-38). Bei den Komplementationsversuchen mit Molybdat, die
sowohl MPT als auch Moco nachweisen kdnnen, wies die F775Y-CT-Variante mit 161 % eine
deutlich héhere Komplementationsrate als das Wildtyp-Protein auf. Die Ubrigen beiden
Varianten zeigten im Gegensatz zu HMCS-CT wie bei der FormA-Analyse reduzierte
Aktivitaten. Hierbei zeigte R776K-CT mit 24 % die geringste Aktivitat. Die Variante N778Q-CT
wies eine Komplementationsrate von 37 % auf. In den Komplementationsversuchen ohne
Molybdat-Zugabe wurden fiir die F775Y-CT-Variante mit 157 % im Vergleich zu HMCS-CT
ebenfalls stark erhéhte Aktivitaten bestimmt. Die Varianten R776K-CT und N778Q-CT zeigten

-64 -



Dissertation Silke Wollers 2. Ergebnisse

auch ohne Molybdatzugabe eine geringe Rekonstitutionsaktivitdat, allerdings lagen die
erhaltenen Absorptionswerte dieser Varianten hierbei unterhalb des linearen Bereichs der
Nitritbestimmung, so dass ihre nit-1-Rekonstitutionsaktivitdten im Vergleich zu HMCS-CT
nicht berechnet werden konnten. Da die Varianten des zweiten Motivs unabhangig von der
Molybdat-Zugabe jedoch grundsatzlich in der Lage sind, den nit-1-Extrakt zu rekonstituieren,
muss demnach, trotz aller Unterschiede zum Kontrollprotein, sowohl Moco als auch

Molybdan-freies MPT an den Proteinen gebunden sein.

200 -
180 -

160 4
140 B mit Molybdat

120 - @ ohne Molybdat
100
80 -
60 -

40 |
“] M - NB
0 : :

F775Y-CT R776K-CT N778Q-CT

nit-1 NADPH-NR
Rekonstitutionsaktivitat (%)

Abb. 2-38: NADPH NR-Rekonstitution im nit-1-Assay von F775Y-CT, R776K-CT und
N778Q-CT. Gezeigt sind die nit-1-Rekonstitutionsraten der HMCS-CT-Varianten
F775Y-CT, R776K-CT und N778Q-CT sowohl mit 10 mM Molybdat (dunkelblaue
Balken) als auch ohne Molybdat (hellblaue Balken). Die spezifischen Aktivitaten
wurden prozentual auf HMCS-CT (= 100 %) bezogen (n = 3). NB = nicht bestimmbar;
die Absorptionen liegen unterhalb des linearen Bereich der Kalibriergerade.

Um den Anteil des Moco an der Gesamtcofaktormenge bestimmen zu kdnnen, wurden die
Molybddn-Konzentrationen der Varianten F775Y-CT, R776K-CT und N778Q-CT mittels ICP-
MS bestimmt. Die ermittelten Molybdankonzentrationen korrelierten dabei bei allen Varianten
mit den zuvor bestimmten Werten der FormA-Analyse (siehe Abb. 2-37). Wie in 2.2.2
beschrieben, wurden fiior HMCS-CT durchschnittlich 1,42 mol Molybddn/mol Protein
nachgewiesen. Die Variante F775Y-CT zeigte mit 1,66 mol Molybddn/mol Protein einen auf
117 % erhdhten Wert (Abb. 2-39). Die beiden Varianten R776K-CT und N778Q-CT waren
hingegen im Molybdan-Gehalt reduziert, wodurch die Ergebnisse des Molybdat-freien nit-1-
Assays bestatigt wurden. Fir die R776K-CT-Variante wurden 0,57 und fiir die N778Q-CT-
Variante 0,64 mol Molybdan/mol Protein detektiert, was im Vergleich zu HMCS-CT 40 % bzw.
45 % entspricht.
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Abb. 2-39:  Molybddn-Bestimmung an HMCS-CT, F775Y-CT, R776K-CT und N778Q-CT.
Gezeigt sind die mittels ICP-MS bestimmten Molybdén-Gehalte von HMCS-CT, F775Y-
CT, R776K-CT und N778Q-CT in mol Molybddn/mol Protein (n = 2).

Die Bestimmung des cyanolisierbaren Schwefels an der Variante F775Y-CT erwies sich als
ahnlich problematisch wie bei den Varianten des ersten Motivs. Auch hier zeigten sich
widerspriichliche Tendenzen. Je nach Versuchsansatz war die bestimmte Thiocyanatmenge
und damit der Anteil an terminalem Schwefel im Vergleich zum Wildtyp reduziert oder
erhdht, so dass keine zufrieden stellenden Aussagen zum Sulfurierungsstatus getroffen
werden konnten (Tab. 2-5). Grundsatzlich lag jedoch auch hier die Thiocyanatkonzentration
stets unter 1 mol SCN/mol FormA, so dass der gebundene Moco in teilweise sulfurierten
Zustand vorgelegen haben muss. Fir die Varianten R776K-CT und N778Q-CT konnte
hingegen kein cyanolisierbarer Schwefel am Moco in Form von Thiocyanat nachgewiesen

werden.

Tab. 2-5: Nachweis des terminalen Schwefels an den HMCS-CT-Varianten F775Y-CT,
R776K-CT und N778Q-CT. Nachweis des terminalen Schwefels am Moco von
HMCS-CT, F775Y-CT, R776K-CT und N778Q-CT als Thiocyanat nach
Cyanidbehandlung. Der Thiocyanat-Gehalt ist in mol SCN/mol FormA angegeben. In
zwei unabhangigen Testreihen wurde die Thiocyanatmenge der C-Termini mit
unterschiedlicher Haufigkeit (1-2x) bestimmt.

mol SCN'/mol FormA

1. Testreihe 2.Testreihe
HMCS-CT 0,156 0,090
F775Y-CT 0,101 und 0,014 0,281
R776K-CT Ound O Ound O
N778Q-CT OundO 0
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2.2.54 Charakterisierung der Cofaktorbindung an der Xanthinurie Typ II
verursachenden Variante HMCS-CT/R776C-CT

Bereits fir die HMCS-CT-Variante R776K-CT, die einen schwachen Aminosdureaustausch
aufweist, konnte ein deutlicher Einfluss der eingefiigten Mutation auf die Bindung des
Cofaktors nachgewiesen werden (2.2.5.3). Diese HMCS-CT-Variante zeigte hierbei ahnliche
Eigenschaften wie die korrespondierende ABA3-CT-Variante R723K-CT (siehe 2.1.14). Die A.
thaliana-Mutante sir3-3, der diese Mutation mit schwachem Aminosauresaustausch zu
Grunde liegt, weist zwar einen starken jedoch nicht vollstandigen Verlust der AO- und XDH-
Aktivitaten auf. Im Gegensatz hierzu zeigen die Xanthinurie Typ II-Patienten mit der
Mutation R776C keinerlei Restaktivitaten von Molybdoenzymen der XO-Familie. Wie aus
Abbildung 2-40 hervorgeht, hat diese Mutation einen drastischen Einfluss auf die
Gesamtcofaktormenge, die durch das R776C-CT-Protein gebunden werden kann. Die FormA-
Menge dieser Variante ist im Vergleich zum Wildtyp auf 3 % reduziert. Die Reduktion spiegelt
sich auch in den Rekonstitutionsraten des nit-1-Assays wider. Die Aktivitdt der Variante liegt
bei Molybdatzugabe bei 10,5 % des Wildtyp-Proteins, Moco konnte im Assay ohne
Molybdatzugabe nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnte bei der Thiocyanat-Bestimmung
kein terminaler Schwefel an R776C-CT gefunden werden (ohne Abbildung). Die Ergebnisse
zeigen somit eine insgesamt drastische Reduktion der Cofaktormenge, die offenbar
ausschlieBlich durch Molybdan-freies MPT reprasentiert wird. Die vollige Abwesenheit von
sulfuriertem Moco kdnnte somit den in Patienten auftretenden Phanotyp erklaren und

untermauert die Relevanz dieses strikt konservierten Arginins fiir die Funktion der Moco-

Sulfurase.
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Abb. 2-40: Cofaktoranalyse von R776C-CT. Gezeigt sind der FormA-Gehalt (A) und die
NADPH NR-Aktivitét im nit-1-Assay (B) mit und ohne Zugabe von Molybdat der HMCS-
CT-Variante R776C-CT. Die Werte sind prozentuale Anteile im Vergleich mit HMCS-CT
(= 100 %); (FormA-Analyse: n = 4; nit-1-Assay: n = 3, ND = nicht detektierbar).
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2.3 Charakterisierung von zum Moco-Sulfurase C-Terminus
homologen Proteinen

23.1 Identifizierung des AN-reduktiven Systems

Anfang 2006 gelang der Arbeitsgruppe um Prof. Bernd Clement am Pharmazeutischen
Institut der Universitdt Kiel die Isolation eines zum C-Terminus von HMCS homologen
Proteins aus der duBeren Membran von Schweinelebermitochondrien. Das Protein wurde
durch ESI-MS identifiziert und wird in den Datenbanken als ,Moco Sulphurase C-terminal
domain containing 2" bezeichnet (Protein Accession: NP_060368). Es wurde dabei gezielt
nach Proteinen bzw. Proteinfraktionen gesucht, die zusammen mit Cytochrom bs und
Cytochrom bs-Reduktase in der Lage sind, A-hydroxylierte Amidoxime in einer NADH-
abhangigen Reaktion zu den korrespondierenden Amidinen zu reduzieren. Amidinstrukturen
sind in zahlreichen Wirkstoffklassen vertreten, wie z.B. in Arzneistoffen mit antikoagulativer
(Peterlin-Masic et al, 2006; Hauptmann et al, 2002) oder mit leishmanizider oder
trypanozider Wirkung, ebenso sind sie Bestandteil von Wirkstoffen gegen Pneumocystis-
Pneumonie (Clement et al, 2002). Aufgrund ihrer starken Basizitat (pKs ~11; Gustafson et
al, 2001) liegen Amidine bei einem physiologischen pH-Wert jedoch als hydrophile
Amidiniumkationen vor und kdnnen in dieser Form nicht vom Gastrointestinaltrakt absorbiert
werden. Diese Basizitdt kann durch A~Hydroxylierung gesenkt werden, wodurch ein oral
bioverfligbarer Stoff entsteht, der im Gastrointestinaltrakt (iberwiegend als freie Base vorliegt
und somit absorbiert werden kann (Clement et al, 2002; Ettmayer et al, 2004). M
hydroxylierte Amidine stellen somit eine Klasse von Prodrugs dar, die erst durch
Biotransformation in den aktiven Wirkstoff Amidin Uberfiihrt werden. Das Hauptorgan der
Biotransformation ist die Leber, die die meisten fremdstoffmetabolisierenden Enzyme enthalt.
Als ein Modellsubstrat fiir die Umwandlung von Amidoximen zu Amidinen fungiert
Benzamidoxim, das die Arhydroxylierte Struktur des Benzamidins darstellt (Abb. 2-41).
Benzamidoxim wurde auch als Substrat zur Identifizierung des dritten unbekannten Proteins
des Amidoxim-reduzierenden Systems (auch A+reduktives System) verwendet.

Basierend auf seiner Fahigkeit Amidoxime zu reduzieren, wurde das durch Havemeyer et al.
(2006) isolierte Enzym in ,mitochondrial Amidoxime Reducing Component®™ (mARC)

umbenannt.
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NADH Cytochrom b Reduktase
~OH

N Cytochrom by NH
| Unbekanntes Protein |
NH, > NH,
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Benzamidoxim Benzamidin

Abb. 2-41: Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin durch das mitochondrielle &/~

reduktive System.

Die Isolation der dritten Komponente des A+reduktiven Systems erfolgte durch die
Aufreinigung von Fraktionen der auBeren Membran von Schweineleber-Mitochondrien, die
eine besonders hohe Benzamidoxim-Reduktase-Aktivitat aufwiesen.

Uber Anionenaustauscherchromatographie solubilisierter mitochondrieller Proteine konnten
zwei Fraktionen eluiert werden (Abb. 2-42), die im rekonstituierten System mit Cytochrom bs
und seiner Reduktase Mreduktive Eigenschaften aufwiesen (Havemeyer et al., 2006). Diese
Fraktionen wurden als Fraktion A und B bezeichnet, wobei Fraktion A frei von Cytochrom bs
und seiner Reduktase war. Beide Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Im
Coomassie-gefarbten Gel zeigte Fraktion A nur zwei Proteinspots mit GréBen von 60 kDa und
35 kDa, wobei der gréBere Spot als Monoamin-Oxidase B identifiziert werden konnte. Die
ESI-Analyse des 35 kDa groBen Spots und nachfolgende Datenbankrecherchen (BlastP)
ordneten dem Spot das als ,Moco Sulphurase C-terminal containing 2" bezeichnete
hypothetische Protein zu. Diese Bezeichnung erfolgte aufgrund der Homologie des
hypothetischen Proteins zu den C-Termini der Moco-Sulfurasen.

0.257 —e— Benzamidoximreduktaseaktivitit Fraktion B a1
—— Absorption bei 280 nm i

= 0.20- P
.*:_: —-—--- NaCl-Gradient Fraktion A /"
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Abb. 2-42:  Elutionsprofil der Benzamidoximreduktase-haltigen Fraktionen nach

Anionenaustauscher-Chromatographie an DEAE-Cellulose. Fraktion A und B:
Proteinfraktionen mit Afreduktiver Aktivitat, Fraktion A ist frei von Cytochrom b5 und
seiner Reduktase. Die Chromatographie erfolgte durch A. Havemeyer (Universitat Kiel)
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2.3.2 Western-Analyse der NA-reduktiven Fraktionen

Da das in Kiel isolierte mitochondrielle Protein signifikante Sequenzhomologien zu den C-
Termini der Moco-Sulfurasen aufweist, sollte eine weitergehende Charakterisierung des
Enzyms erfolgen. Zundchst sollte die Frage beantwortet werden, ob es neben den
Homologien auf Aminosiuresequenzebene auch eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem
aus Schweineleber isoliertem mARC und den Moco-Sulfurasen C-Termini gibt. Hierzu wurde
ein aufgereinigter und gegen rekombinanten ABA3-CT gerichteter Antikdrper gegen die
Fraktionen A und B verwendet (Abb. 2-43B). In vorhergehenden Western-Analysen konnte
bereits gezeigt werden, dass der gegen ABA3-CT gerichtete Antikdérper auch mit
rekombinantem HMCS-CT kreuzreagiert und diesen spezifisch nachweist (Abb. 2-43A).

Es zeigte sich, dass der Antikdrper in beiden Fraktionen spezifisch das als ,Moco Sulphurase
C-terminal domain containing 2" bezeichnete Protein mit einer GroBe von 35 kDa erkennt.
Die Kreuzreaktion des gegen ABA3-CT gerichteten Antikdrpers mit mARC weist auf eine

strukturelle Ahnlichkeit beider Proteine hin.
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Abb. 2-43: Western-Analyse der aus der OMV von Schweinelebermitochondrien
aufgereinigten Fraktionen mit A-reduktiver Aktivitat. A: Western-Analyse von
HMCS-CT durch gegen ABA3-CT gerichteten Antikorper, B: Nutzung des anti-ABA3-CT
Antikoérpers gegen die Fraktion A (1 pg) und B (5,5 pg) aus der OMV von
Schweinelebermitochondrien, die sich durch besonders hohe Atreduktive Aktivitdten
auszeichnen.
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2.3.3 Biologischer Nachweis von Moco/MPT in den mitochondriellen
Fraktionen mit A-reduktiver Aktivitat im n/t-1-NADPH-NR
Rekonstitutions-Assay

Nachdem durch die Western-Analyse gezeigt wurde, dass mARC auch auf struktureller Ebene
den C-Termini von ABA3 und HMCS &hnlich ist, sollte untersucht werden, ob mARC ebenfalls
in der Lage ist, Moco/MPT zu binden. Hierzu wurden sowohl eine Fraktion der duBeren
Mitochondrienmembran (outer membrane vesicles = OMV) als auch Aliquots der
aufgereinigten Fraktionen A und B im nit-1-Assay (siehe 4.4.16) auf ihre Fahigkeit zur
Rekonstitution der NADPH-NR-Aktivitdt untersucht (Tab. 2-6).

Tab. 2-6: Rekonstitution der NADPH NR-Aktivitat im nit-1-Assay durch die Fraktionen
A und B. Die Moco-abhédngige Rekonstitution wurde durch die Coinkubation des M.
crassa nit-1 Extraktes mit den entsprechenden mitochondriellen Fraktionen bestimmt

(n=2).
Protein-Fraktion pmol NO, /(min * mg Protein)
duBere Membranfraktion (OMV) 0,057 + 0,02
Fraktion A 2,08 £ 0,24
Fraktion B 0,15 £ 0,02

Tabelle 2-6 zeigt die Moco-abhangige , nit-1-Aktivitat" sowohl in der OMV-Fraktion, als auch
in den aufgereinigten Fraktionen A und B. Somit konnte nachgewiesen werden, dass alle
untersuchten mitochondriellen Fraktionen Moco-bindendes Protein enthalten, wobei die
rekonstituierte Aktivitat in Fraktion A wesentlich héher ausfiel als in Fraktion B. Ausgehend
von der bestimmten NR-Aktivitat ergibt sich ein Anreicherungsfaktor der nit-1-
Rekonstitutionsaktivitdt von 46 in der Fraktion A gegeniiber der OMV-Fraktion. Dies
korrespondiert mit der von A. Havemeyer berechneten Zunahme der A+reduktiven Aktivitat
um das 43-fache. Bei Fraktion B hingegen liegt nur eine etwa 2,5-fache Anreicherung
(ausgehend von der OMV-Fraktion) vor, die nicht den Anstieg der A~reduktiven Aktivitat um

das 30-fache widerspiegelt (Dissertation Antje Havemeyer, 2006).

2.3.4 N-reduktive Aktivitat von HMCS-CT

Da gezeigt werden konnte, dass mARC aus Schweinelebermitochondrien ein neues Moco-
bindendes Protein darstellt und somit weitere Ahnlichkeiten zu ABA3-CT und HMCS-CT
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aufweist, wurde HMCS-CT als Saugerprotein auf A+reduktive Aktivitat getestet. HMCS-CT
wurde in den E. colF Expressions-Stammen TP1000, RK5204 und RK5206 exprimiert, um
einen mdglichen Einfluss der Cofaktorbindung auf die AMreduktive Aktivitat zu untersuchen.
Im £ col/FStamm TP1000 wird der Moco in seiner eukaryotischen Form akkumuliert,
hingegen binden Proteine, die im RK5206-Stamm exprimiert werden, ausschlieBlich MPT und
solche aus dem RK5204-Stamm kdnnen keinerlei Cofaktor binden. Diese HMCS-C-Termini
wurden Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt und (iber SDS-PAGE auf Reinheit
Uberpriift. Alle C-Termini wurden in einem Ansatz mit Benzamidoxim, NADH, Cytochrom bs
und seiner Reduktase getestet. Gebildetes Benzamidin wurde (ber HPLC-Analyse
nachgewiesen. Es zeigte sich, dass der Moco-bindende HMCS-CT tatsachlich Benzamidoxim
zu Benzamidin umsetzte und somit auch MAreduktive Aktivitat aufwies (Tab. 2-7). Sowohl der
Cofaktor-freie als auch der MPT-bindende C-Terminus zeigten hingegen keinerlei
enzymatische Aktivitdt, wodurch die strikte Abhdngigkeit der Afreduktiven Aktivitat vom
gebundenen Moco nachgewiesen werden konnte. Zusatzlich wurde untersucht, ob diese
Aktivitat vom zugesetzten Co-Substrat NADH abhangt. Der Moco-haltige HMCS-CT war in der
Lage, auch ohne NADH-Zugabe Benzamidoxim zu reduzieren, wobei hier die spezifische

Aktivitat jedoch deutlich niedriger war.

Tab. 2-7: Nachweis der A-reduktiven Aktivitat fiir HMCS-CT. 135 ug des entsprechenden
rekombinant exprimierten HMCS-CT wurden mit 0,5 mM Benzamidoxim und 1 mM
NADH in 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,0 inkubiert. Die Messung der Areduktiven
Aktivitat erfolgte durch A. Havemeyer (Universitat Kiel).

E. coli Expressions-Stamm Co-Substrat SF:::::TIC(IE::‘( ::‘s;?t
TP1000 0,5 mM NADH 0,48 + 0,04
TP1000 ohne NADH 0,23 £ 0,01
RK5206 0,5 mM NADH ND
RK5204 0,5 mM NADH ND

In einem Kontrollansatz wurde schlieBlich HMCS-CT ohne die beiden anderen Komponenten
des AM-reduktiven Systems, Cytochrom bs und Cytochrom bs-Reduktase, eingesetzt.
Uberraschenderweise zeigte auch hier HMCS-CT die Fahigkeit Benzamidoxim zu Benzamidin
zu reduzieren. Somit konnte HMCS-CT alleine grundsatzlich das aus drei Komponenten

bestehende M-reduktive System ersetzen.
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2.3.5 N-reduktive Aktivitdat der HMCS-CT-Varianten F775Y-CT, R776K-
CT und N778Q-CT

Nachdem die Arreduktive Aktivitat fir den Wildtyp von HMCS-CT nachgewiesen werden
konnte, sollten die HMCS-CT-Varianten F775Y-CT, R776K-CT und N778Q-CT aus dem
zweiten zuvor charakterisierten konservierten Motiv (siehe 2.2.5.3) auf die Fahigkeit zur
Benzamidoximreduktion getestet werden. Wie sich zeigte, ist dieses FRXN-Motiv nicht nur
unter allen bisher bekannten Moco-Sulfurasen, sondern auch unter den neu identifizierten
mARC-Homologen strikt konserviert (Abb. 2-44). Alle Varianten wurden wie der Wildtyp im £.
colFStamm TP1000 exprimiert und somit in der Moco-haltigen Form verwendet. Es wurden
jeweils 270 pg der HMCS-CT-Varianten in einem Ansatz mit Cytochrom bs und seiner
Reduktase eingesetzt. NADH wurde als Cosubstrat in einer Konzentration von 1 mM
zugefugt. In einem zweiten Testansatz wurden die Proteinmengen auf gleiche FormA-

Mengen angepasst.

Tab. 2-8: N-reduktive Aktivitaten der HMCS-CT-Varianten F775Y-CT, R776K-CT und
N778Q-CT. Gleiche Proteinmenge: 270 pg des entsprechenden rekombinant
exprimierten Proteins wurden in einem Ansatz mit 1 mM NADH und 0,5 mM
Benzamidoxim verwendet. Gleiche FormA-Mengen: die Proteine wurden auf eine
gleiche FormA-Menge von 5,2*¥10° mol FormA angeglichen und mit 1 mM NADH und
0,5 mM Benzamidoxim vermessen (beide: n = 4).

Reduktaseaktivitat Reduktaseaktivitat
Variante [nmol Benzamidin/(min*mg)] [nmol Benzamidin/(min*molFormA)]
Gleiche Proteinmenge Gleiche FormA-Menge
HMCS-CT 0,288 £ 0,013 4338883 + 912923
F775Y-CT 0,031 £ 0,003 673695 + 166269
R776K-CT ND ND
N778Q-CT 0,003 ND

Bei Einsatz gleicher Proteinmengen wies das HMCS-CT-Wildtyp-Protein die hdchste AW
reduktive Aktivitat auf. Alle Mutationen des konservierten Motivs zeigten einen negativen
Einfluss auf die M-reduktive Aktivitat (Tab. 2-8). Lediglich die F775Y-CT-Variante zeigte eine
etwa 10 %ige Restaktivitat im Vergleich zum Wildtyp. Fir die Variante R776K-CT konnte
keine M-reduktive Aktivitat detektiert werden und fir N778Q-CT lag die Reduktaseaktivitdt an
der Grenze der Nachweisbarkeit. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei Einsatz von auf
gleichen FormA-Gehalt angepassten Proteinmengen, wodurch die deutlich reduzierten Moco-
Beladungen der R776K-CT und N778Q-CT Varianten (siehe 2.2.5.3) ausgeglichen werden

sollten. Fir beide Varianten konnte auch hier keine Reduktaseaktivitdit nachgewiesen
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werden. Fir die F775Y-CT-Variante, die eine leicht erhdhte Moco-Beladung im Vergleich zum

Wildtyp aufweist, betrug sie 16 % der Reduktaseaktivitat von HMCS-CT.

2.3.6

Aufgrund von Datenbankanalysen konnten sowohl in A. thaliana als auch im Menschen je

Isolierung der humanen mitochondrial Amidoxime Reducing

Component-Homologen 1 und 2 (mARC-Homologe 1 und 2)

zwei mARC-homologe Proteine (mARC-Homolog 1 und 2) identifiziert werden (Abb. 2-44).
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Sequenz-Alignment von HMCS-CT, ABA3-CT und den mARC-homologen
Proteinen aus A. thaliana und H. sapiens. Das Alignment wurde mit Hilfe von
»ClustalW at PBIL" von Pole Bioinformatique Lyonnais erstellt und durch ,Boxshade" in
die vorliegende Form gebracht; At CTD1 = Homolog 1 aus A. thaliana, At CTD2 =
Homolog 2 aus A. thaliana, Hs CTD1 = humanes Homolog 1; Hs CTD2 = humanes

Homolog 2.
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HMCS-CT weist Uber die gesamte Aminosauresequenz eine Identitdt von 20 % und eine
Ahnlichkeit von 32 % zum humanen mARC-Homologl (hmARC1) auf. Mit dem humanen
mARC-Homolog2 (hmARC2) teilt es eine Identitdt von 19 % und eine Ahnlichkeit von 34 %.
Untereinander zeigen beide humanen mMARC 66 % Identitit und 79 % Ahnlichkeit
(www.ucbi.nlm.nih.gor./BLAST).

Beide Gene der humanen mARC-Proteine sind in Tandemorientierung auf dem menschlichen
Chromosom 1 lokalisiert und nur durch 2672 bp voneinander getrennt. Die Gene besitzen
jeweils sieben Exons von sehr ahnlicher GréBe und auch insgesamt @hneln die Exon-Intron-
Strukturen von AmARCI und AmARC2 einander stark (Abb. 2-45).

A
hmARC1 (35923bp) hmARC2 (26474 bp)
B 7037 8017
ATG 4271 4978 1068
A 89 hmARC1
i [ [ I oot
275 174 163 141 62 72 127
16967
6557
ATG 6143 4071
1(}&\39 88
hmARC 2
1 2 [ s J[4a |[s][e][ 7] orf 1005 b
272 174 163 141 62 72 124 P

Abb. 2-45: Genomische und cDNA Struktur von #AmARC1 und hmARC2. A:
Tandemorientierung von AmARCI (Nucleotide Accession: NM_022746)und AmARC2
(Nucleotide Accession: NM_017898) auf Chromosom 1. B: Exon-Intron-Struktur von
hmARC1 und hmARC2. Dargestellt sind die open reading frames (orf) mit den
entsprechenden Exons (Boxen) und den sie trennenden Introns (Peaks). Die GroBen
sind in Basenpaaren (bp) angegeben.

2.3.7 cDNA-Isolierung von hmARC1 und hmARC2

Als DNA-template fiir die Amplifikation der cDNAs von AmARCI und hmARCZ2 wurde die
zunachst revers transkribierte mRNA aus HepG2-Zellen, einer humanen Leberzelllinie
(Human hepatocellular liver carcinoma cell line) verwendet. Es wurden Primer erzeugt, die zu
den bekannten Start- und Stopp-Sequenzen der humanen mARC-Gene komplementar sind.
AuBerdem wurden die Primer mit Schnittstellen fiir eine gerichtete BamH1/HindI1I-Klonierung

versehen. Zunachst wurde versucht, die entsprechenden Full-Length-cDNAs der humanen
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mMARC-Proteine zu erhalten. Da keinerlei Vorkenntnisse (iber die optimalen
Annealingtemperaturen far die Primer vorlagen, wurden verschiedene
Annealingtemperaturen von 52-69 °C getestet. AuBerdem wurden unterschiedliche DNA-
Polymerasen unter Verwendung verschiedener Zusatze wie MgCl,, MgSO,, DMSO und
Enhancer sowie variierende dNTP-Konzentrationen in Test-PCRs verwendet. Es gelang
jedoch auch nach Nutzung von nested-PCR nicht, die gewilinschten cDNAs in voller Lange zu
amplifizieren. SchlieBlich wurde versucht, Uberlappende Teilfragmente der cDNA zu
amplifizieren, die anschlieBend mit Hilfe von Fusions-PCR zur Gesamt-cDNA fusioniert
werden sollten. Den PCR-Ansatzen wurden dabei 4 % DMSO und Enhancer zugesetzt. Die
Teilfragmente wurden mit einer Tag-DNA-Polymerase amplifiziert, die nachfolgende Fusions-
PCR erfolgte mit einem Taq:Pwo-Gemisch von 1:6. Auf diese Weise konnten vollstandige

cDNAs mit einer GroBe von etwa 1000 bp von beiden Proteinen erhalten werden (Abb. 2-46).

M 1 2

1000 bp

Primer

Abb. 2-46: Ergebnis der Fusions-PCR zur Amplifizierung der cDNAs von AmARC1 und
hmARC2. Es wurden jeweils die gesamten PCR-Ansatze von AmARCI (Spur 1) und
hmARC2 (Spur 2) auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetragen. Die DNA der Bande bei
ca. 1000 bp wurde in beiden Fallen eluiert und kloniert. Die unteren Banden
resultieren aus Uberschissigem Primer. (M = molekularer Marker)

Die durch Fusions-PCR erhaltene cDNA wurde in den Vektor pGEM-T Easy kloniert und
positive Klone nachfolgend sequenziert. Die Sequenzierung zeigte, dass es sich bei beiden
Homologen um die gewiinschten cDNAs handelte, diese jedoch mit Mutationen behaftet
waren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte von AmARCI bisher ein positiver Klon sequenziert werden,
dessen cDNA zwei Mutationen trug. Diese Mutationen flihren auf Aminosdure-Ebene zum
Austausch des Arginin 107 gegen ein Histidin und des Lysin 187 gegen ein Methionin. Von
hmARC2 wurden mehrfach zwei verschiedene Sequenzen in unabhdngigen Klonen erhalten.
Flinfmal wurde eine Sequenz erhalten, die sowohl eine Deletion an Position 198 als auch ein
zusatzliches Stopp-Codon an Position 105 bewirkt. Bei einer anderen, bisher zweimal
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erhaltenen Sequenz, ist auf Aminosaureebene das Arginin 49 gegen ein Tryptophan und das
Cystein 160 gegen ein Tyrosin ausgetauscht. Es wurden sowohl Klone sequenziert, die
ausschlieBlich diese Mutationen bzw. Deletion und Stopp-Codon enthielten, als auch solche,
die weitere Mutationen aufwiesen. Da alle sequenzierten Klone von hmARC2 die
aufgefiihrten Mutationen konstant zeigten, muss davon ausgegangen werden, dass diese Art
der Mutation bereits heterozygot im Template der verwendeten HepG2-Zellen auftritt.
Aufgrund der Reproduzierbarkeit der zu den beiden Aminosdureaustauschen flihrenden
Mutationen in der Sequenz von AmARCZ, wurde die cDNA Uber die BamHI- und HirdIII-
Schnittstellen gerichtet in den Expressionsvektor pQE80 kloniert, um hmARC2 rekombinant

ZU exprimieren.

2.3.8 Expression von hmARC2

Das durch die Klonierung entstandene Expressionskonstrukt pQE80/AmARCZ codiert fiir ein
6xHis-getaggtes Protein, wodurch die affinitatschromatographische Aufreinigung des
exprimierten Proteins ermdglicht wird. Das Protein wurde im E. colFExpressionsstamm
TP1000 exprimiert, da dieser den Moco in der eukaryotischen Form und in hohen Mengen

akkumuliert.

2.3.8.1 Expressionskinetik zur Expression von hmARC2

Um Bedingungen zu finden unter denen hmARC2 mdglichst optimal exprimiert wird, wurde
eine Expressionskinetik durchgefiihrt. Zundachst war das Ziel méglichst groBe Mengen des
Proteins in nativer Form zu erhalten. Verschiedene Parameter wurden variiert und getestet.
Die Expression wurde bei drei verschiedenen Inkubationstemperaturen durchgefiihrt, und
zwar bei 22 °C, 30 °C und 37 °C. Die Induktion der Expression erfolgte zu unterschiedlichen
Wachstumsphasen (ODg¢yo = 0,1, 0,5, und 1,0) und wurde durch zwei verschiedene IPTG-
Konzentrationen von final 10 uM und 100 uM gestartet. Die Biosynthese des Moco wurde
hierbei durch die Zugabe von 1 mM Na-Molybdat unterstiitzt. Um Informationen Uber die
geeignete Expressionsdauer zu erhalten, wurden Aliquots der Expressionskultur jeweils nach
4 h, 8 h, 12 h und 20 h pelletiert und aufgeschlossen. Die Expressionen wurden in 50 ml-

Kulturen durchgefiihrt, von denen pro Testansatz 4 ml enthommen wurden.
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2.3.8.2 Western-Analyse der Expressionskinetik von hmARC2

Die aus der Expressionskinetik erhaltenen Proteinextrakte wurden einer Western-Analyse
unterzogen, indem zundchst 40 pl jedes Testansatzes liber ein 12%iges SDS-Gel aufgetrennt
und anschlieBend geblottet wurden. Zur Immunodetektion der geblotteten Proteine wurde
ein monoklonaler primdrer Antikérper aus der Maus verwendet, der gegen den His-Tag
gerichtet war. Der polyklonale sekundare Anti-Maus-IgG war mit alkalischer Phosphatase
gekoppelt.

Es konnten in allen Expressionsansatzen bei 22 °C und 37 °C Proteine der interessierenden
GroBe Uber die Immunodetektion nachgewiesen werden (ohne Abbildung). Diese
Inkubationstemperaturen scheinen grundsétzlich fiir die rekombinante Uberexpression von
hmARC2 geeignet zu sein. Allerdings konnten in den Ansatzen nach Expression bei 37 °C
weitaus mehr unspezifische Banden nachgewiesen werden als bei 22 °C. Zusatzlich zeigte
sich, dass hdhere IPTG-Konzentrationen bei langen Expressionszeiten keinen weiteren Vorteil
bringen, bei kurzen Expressionszeiten jedoch starkere Banden und somit groBere
Proteinmengen zu verzeichnen sind. Je fortgeschrittener die Wachstumsphase bei der
Induktion ist und je langer die Expressionsdauer, desto mehr Protein konnte in der Western-

Analyse nachgewiesen werden.

2.3.8.3 Expression von hmARC2 in groBerem MaBstab

Da die Western-Analyse der Expressionskinetik nur begrenzte Riickschliisse auf optimale
Expressionsbedingungen fiir hmARC2 zulieB, wurden vier aussichtsreiche Bedingungen in
gréBerem MaBstab getestet, um weitere Informationen zu erhalten. Die Expressionen
wurden bei 22 °C und 37 °C durchgefiihrt und die Induktion wurde bei einer ODgy = 0,1
und bei einer ODggp = 0,5 mit 10 uM IPTG gestartet. Zusatzlich wurde die Moco-Biosynthese
durch Zugabe von 1 mM Molybdat unterstiitzt. Die Zellernte erfolgte bei allen Ansdtzen nach
20 h. Diese Expressionsbedingungen orientierten sich in IPTG-Konzentration und
Expressionsdauer neben den Erkenntnissen aus der Kinetik auch an den bekannten
optimalen Bedingungen fiir die Expression von HMCS-CT und ABA3-CT.

Die nach Zellaufschluss erhaltenen Rohextrakte wurden Uber Affinitatschromatographie
mittels Ni-NTA-Matrix aufgereinigt. Die Elution der Proteine konnte anhand der braunlichen
Farbung verfolgt werden, was ein erster Hinweis auf eine mdgliche Bindung von Moco bzw.
MPT am Protein war. Hierbei zeigten die bei 22 °C exprimierten Proteine eine intensivere

Braunfarbung als die zwei Expressionen bei 37 °C. Ahnlich wie bei ABA3-CT scheint auch hier
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die Moco-Biosynthese bei niedrigeren Expressionstemperaturen besser mit Zellwachstum und
Proteinbiosynthese Schritt halten zu kénnen.

Je 10 pg der eluierten Proteine wurden tUber SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie
angefarbt (Abb. 2-47). Alle Expressionen zeigten ein d@hnliches unbefriedigendes Ergebnis.
hmARC2 konnte unter den gewahlten Bedingungen nicht in reiner Form erhalten werden, es
wurde eine Vielzahl anderer Proteine mit aufgereinigt. Auch zeigte sich keine dominante

Bande im gewiinschten GréBenbereich.
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Abb. 2-47:  Affinitdtschromatographisch aufgereinigtes hmARC2 nach

unterschiedlichen Expressionsbedingungen. Je 10 pg der Elutionsfraktionen
nach Ni-NTA-Affinitatschromatographie wurden auf ein 12%iges SDS-PA-Gel
aufgetragen und mittels Coomassie-Blue gefarbt. A: 22 °C und ODgy bei Induktion =
0,1; B: 22 °C und ODgg bei Induktion = 0,5; C: 37 °C und ODgy bei Induktion = 0,1;
D: 37 °C und ODgg bei Induktion = 0,5. Alle Expressionen wurden durch 10 uM IPTG
induziert und hatten eine Dauer von 20 h.

2.3.84 Western-Analyse von hmARC2

Um zu kontrollieren, ob trotz der starken Verunreinigungen nach Ni-NTA-Aufreinigung
Uberhaupt eine Expression des gewiinschten hmARC2 erfolgte, wurde ein Western-Blot mit
Aliquots der erhaltenen Proteineluate der in 2.3.8.3 aufgeflihrten vier Expressionen
durchgefiihrt. Die Immunodetektion erfolgte mittels gegen ABA3-CT gerichteten polyklonalen
Antikdérper aus Kaninchen, als Sekundar-Antikdrper diente Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelter Anti-Kaninchen-IgG. Bei allen vier Expressionen konnte eine Bande mit einer
GroBe von etwa 38 kDA detektiert werden (Abb. 2-48), was der errechneten GroBe von
hmARC2 mit His-Tag entspricht. Diese Bande war in den Ansatzen, in denen zu einer
spateren Wachstumsphase induziert wurde (ODgoo = 0,5) starker ausgepragt als bei den
Expressionen, bei denen die Induktion zu einer friiheren Wachstumsphase stattfand (ODggo =

0,1). Dies war sowohl bei einer Expressionstemperatur von 22 °C als auch bei 37 °C zu
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beobachten. Weitere Expressionsansatze mit ahnlichen Parametern wurden durchgefiihrt,
jedoch konnte keine bessere Aufreinigung bzw. starkere Expression von hmARC2 unter
diesen Bedingungen erreicht werden.
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Abb. 2-48: Western-Analyse der Expressionsansatze von hmARC2. Es wurden jeweils 20
Hg Ni-NTA-gereinigte Protein verwendet. Zur Detektion wurde der Anti-ABA3-CT
Antikérper eingesetzt, der durch HRP-gekoppelten Sekundar-Antikérper nachgewiesen
wurde. A: 22 °C und ODggg bei Induktion = 0,1; B:22 °C und ODgy = 0,5; C: 37 °C
und ODggo = 0,1; D: 37 °C und ODgyy = 0,5. Alle Expressionen wurden durch 10 uM
IPTG induziert und hatten eine Dauer von 20 h.

2.3.8.5 Nachweis von Cofaktorbindung an hmARC2

Obwohl das Protein hmARC2 in keiner der vier gewahlten Expressionsansatze in ausreichend
reiner Form erhalten werden konnte, sollte es mit allen Vorbehalten auf das Vorhandensein
des Moco getestet werden. Es sollte geklart werden, ob die Proteineluate grundsatzlich das
hmARC2 enthalten, welches Cofaktor gebunden hat. Hierzu wurde der Moco/MPT-Gehalt der
Eluate Uber die FormA-Analyse und im n/t-1-Assay unter Zugabe von Molybdat untersucht.
Zusatzlich wurde im nit-1-Assay ohne Molybdat-Zugabe gepriift, ob auch aktiver Moco in den

Proteineluaten vorliegt.

2.3.8.6 FormA-Analyse

Zum Nachweis von FormA wurden jeweils 5 ul des Ni-NTA-gereinigten Proteins eingesetzt.
Nach Umwandlung zu FormA-dephospho und Aufreinigung Uber isokratische Anionen-
Austauscherchromatographie wurden 200 pl der Eluate fiir den FormA-Nachweis durch HPLC

verwendet. Bei den Proteinen aller vier Expressionsbedingungen traten FormA-Peaks
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vergleichbarer GroBe auf, die jedoch durch weitere unspezifische Peaks begleitet wurden
(ohne Abbildung). Da hmARC2 in den genutzten Proteineluaten nur einen geringen Teil der
Gesamtproteinmenge ausmacht, kann keine Aussage Ulber die FormA-Menge pro Protein
gemacht werden. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass das detektierte FormA-dephospho
zumindest teilweise von hmARC2 stammt, da unspezifisch (ber die Ni-NTA-Matrix

aufgereinigte Proteine Ublicherweise nicht soviel MPT/Moco aufweisen.

2.3.8.7 Biologischer Nachweis von Moco/MPT durch den nit-1-NADPH-
NR Rekonstitutions-Assay

Von allen vier Expressionen wurden im Rahmen des nit-1-Assays Komplementationsversuche
der NADPH NR-Aktivitdt sowohl mit als auch ohne Zugabe von Molybdat gemacht. Uber die
Abhangigkeit der NR-Aktivitdit von der Molybdatzugabe sollten Riickschliisse gezogen
werden, ob MPT oder Moco gebunden an hmARC vorliegt. Flir den Assay wurden in
dreifacher Bestimmung je 1 pg der Ni-NTA-gereinigten Proteine aller Expressionen
eingesetzt. Die Ansdtze wurden zur Freisetzung des Cofaktors hitzedenaturiert, abgekiihlt
und mit 20 pl nit= I-Extrakt versetzt, welcher final 4 mM GSH und, wo erforderlich, final 10
mM Na-Molybdat enthielt. Die Rekonstitution erfolgte anaerob fiir mindestens 1 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4 °C. Der Nachweis der rekonstituierten NADPH NR-Aktivitat wurde wie
unter 4.4.16 beschrieben, durchgefiihrt.

Die Proteineluate aller vier Expressionen waren unabhangig von der Molybdatzugabe in der
Lage, die NR-Aktivitdt zu rekonstituieren (Tab. 2-9). Dabei lagen die Absorptionswerte bei
den Ansatzen mit Molybdat durchgéngig im linearen Bereich und ohne Molybdat unterhalb
des linearen Wertebereichs. Die erhaltenen Absorptionen waren bei den verschiedenen
Expressionen vergleichbar, allerdings insgesamt recht gering. Auch hier konnte aufgrund der
unrein vorliegenden Proteine nicht sichergestellt werden, dass die Rekonstitutionsfahigkeit
ausschlieBlich von hmARC2 herriihrt, so dass keine Quantifizierung in Form einer

spezifischen Aktivitat erfolgte.
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Tab. 2-9: nit-1-Assay verschiedener Expressionsansatze von hmARC2. Dargestellt sind
die gemittelten Absorptionswerte des nit-1-Assays der vier Expressionsbedingungen
von rekombinant exprimiertem hmARC2. Alle Expressionen wurden durch 10 uM IPTG
induziert und hatten eine Dauer von 20 h.

Expressionsbedingungen mit Molybdat ohne Molybdat
22 °C und ODggo = 0,1 0,134 0,025
22 °C und ODggo = 0,5 0,150 0,033
37 °C und ODggo = 0,1 0,185 0,07
37 °C und ODggo = 0,5 0,141 0
2.3.9 Bestimmung der Benzamidoxim-Reduktaseaktivitat von ABA3-CT

Die Benzamidoxim-Reduktaseaktivitdt fir HMCS-CT konnte durch den Nachweis von
gebildetem Benzamidin Uber HPLC-Analytik in Kiel nachgewiesen werden. Da es nicht
moglich war, die entsprechende HPLC-Analytik wahrend dieser Arbeit in Braunschweig
durchzuflihren, sollte die Mdglichkeit getestet werden, die Benzamidoxim-Reduktaseaktivitat,
Uber den Umsatz des Cosubstrates NADH zu ermitteln.

2.3.9.1 Erstellung der NADH-Kalibriergeraden

NADH zeigt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 340 nm und kann dartber
photometrisch quantifiziert werden. Eine NADH-Kalibriergerade wurde mit 14 Ansdtzen im
Mengenbereich von 0 - 0,7 umol NADH in dreifacher Bestimmung erstellt und bei 340 nm
vermessen (siehe Anhang). Die Kalibriergerade war im Bereich von 0,1 — 0,4 pmol NADH
linear. Aus den ermittelten Absorptionswerten ergab sich eine Regressionsgerade mit der
Formel y = 4,8371x + 0,1517, Uber die nach Umstellen die NADH-Menge zu Beginn und am
Ende der Reaktion bestimmt werden konnte.

2.3.9.2 Bestimmung der NADH-Zerfallsrate

In einem Vorversuch wurde ein mdglicher spontaner Abbau des NADH zu NAD* bei RT

untersucht. Da die Umsetzung von Benzamidoxim zu Benzamidin durch HMCS-CT in Kiel in
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0,1 M Phosphatpuffer erfolgte, wurde NADH in Phosphatpuffern unterschiedlichen pH-Wertes
geldst und die Absorptionsveranderung bei 340 nm (iber 20 min verfolgt. Es zeigte sich, dass
NADH bei RT relativ instabil ist und zerfallt. Dabei kam es allerdings zu einem starkeren
Zerfall im leicht sauren Bereich (0,1 M Phosphatpuffer pH 6,0) als im neutralen Bereich (Abb.
2-49). Unter den gewahlten Bedingungen betragt der Zerfall bei pH 6,0 71 pmol NADH/min
und bei pH 7,5 15,5 pmol NADH/min. Um diesen Zerfall des NADH mdoglichst gering zu
halten, wurden alle nachfolgenden Versuche im Phosphatpuffer pH 7,0 durchgefiihrt.
Zusatzlich wurde NADH auch in der Referenz eingesetzt, um den ermittelten Zerfallsfaktor

direkt in den Assay mit einbeziehen zu kdnnen.

2,46 -

2,44 - — Phosphatpuffer pH 6,0
Phosphatpuffer pH 7,5

2,42
2,40 -
2,38

2,36

Absorption bei 340 nm
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Abb. 2-49: pH-abhdngiger Zerfall von NADH bei RT. 0,4 mM NADH wurden in 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer eingesetzt und bei 340 nm fiir 20 min vermessen.

2.3.9.3 Spektrometrische Vermessung von Benzamidoxim und

Benzamidin

Um die Mreduktive Aktivitdt anhand des Abbaus von NADH zu bestimmen, das bei 340 nm
absorbiert, musste eine mdgliche Absorption des Substrates Benzamidoxims und seiner M-
reduzierten Form Benzamidin bei dieser Wellenldnge ausgeschlossen werden. Beide
Substanzen wurden in einer Konzentration von 0,2 mM in Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
spektrometrisch vermessen (Abb. 2-50). Weder Benzamidoxim noch Benzamidin zeigten eine
Absorption bei 340 nm, so dass ein Einfluss beider Substanzen auf den Assay ausgeschlossen

werden konnte.
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Abb. 2-50:  Absorptionsspektren von Benzamidin und Benzamidoxim. Es wurden je 0,2
mM Benzamidin bzw. Benzamidoxim in Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 eingesetzt und
Uber einen Wellenldngenbereich von 200 — 700 nm vermessen.

2.3.9.4 N-reduktive Aktivitat von ABA3-CT

Um eine starke Prazipitation von ABA3-CT auszuschlieBen, wurden alle Versuche bei RT, statt
wie in Kiel bei 37 °C durchgefiihrt. Da der Umsatz des Benzamidoxims unter den gewahlten
Bedingungen mit den in Kiel genutzten ABA3-CT-Mengen von 135 pg bzw. 270 ug nur sehr
langsam verlief (ohne Abbildung), erfolgte die Ermittlung der Benzamidoxim-
reduktaseaktivitdt mit jeweils 500 pg (13,8 nmol) in TP1000 rekombinant exprimiertem
ABA3-CT. Der Inkubationsansatz enthielt 0,2 mM Benzamidoxim und 0,4 mM NADH in 100
mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0. Die Reaktion wurde aerob Uber 20 min durchgeflihrt.
Zunachst wurden ABA3-C-Termini aus drei verschiedenen Expressionsansatzen verwendet.
Dabei zeigten sich groBe Unterschiede bei den NADH-Umsatzraten (Tab. 2-10). Da die
Reduktion des Benzamidoxims nur durch die Moco-beladene Form des C-Terminus mdoglich
ist (Tab. 2-7), wurden unterschiedliche Cofaktorbeladungen der verwendeten C-Termini
angenommen. Eine Steigerung der A-reduktiven Aktivitat aufgrund héherer FormA-Werte
konnte hier allerdings nicht beobachtet werden, es zeigte sich keine direkte Korrelation
zwischen FormA-Menge und A+reduktiver Aktivitat. Da die FormA-Menge jedoch nur einen
Riickschluss auf die Gesamtcofaktormenge (Moco und MPT) zuldsst, konnte keine Aussage
Uber die Beladung mit Moco sowie Uber dessen Sulfurierungsstatus gemacht werden.
Grundsatzlich sind etwa 60 % des an ABA3-CT gebundenen Cofaktors auf den Moco
zurlickzufiihren (siehe Tab. 2-1), jedoch variiert dieser Anteil zwischen ABA3-CT-Chargen,

woraus maoglicherweise die unterschiedlichen NADH-Umsatzraten resultieren.
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Tab. 2-10: NADH-Umsatzraten und FormA-Mengen verschiedener ABA3-CT-Chargen.
FE = Flacheneinheiten FormA; zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung fehlte ein
verlasslicher FormA-Standard, so dass die FormA-Menge in relativen FE angegeben

wird.
Charge Reduktaseaktivitat FormA
[nmol NADH /(mg*min)] [FE / nmol Protein]
ABA3-CT 1 3,184 178781
ABA3-CT 2 1,154 92779
ABA3-CT 3 4,45 59515
2.3.9.5 Benzamidoximreduktion durch chemisch sulfurierten ABA3-CT

Uber die Art des an mARC gebundenen Cofaktors ist bisher noch nichts bekannt. Es konnte
eindeutig gezeigt werden, dass mARC Moco bindet (Tab. 2-9), jedoch kann keine Aussage
Uber die Liganden des Molybdans gemacht werden. Insbesondere ist unklar, ob der Cofaktor
wie bei den in dieser Arbeit untersuchten Moco-Sulfurase-C-Termini und den Enzymen der
XO-Familie einen terminalen Schwefel aufweist und ob dieser mdglicherweise fiir die N-
reduktive Aktivitat essentiell ist. Ein mdglicher Einfluss des terminalen Schwefels auf die M
reduktive Aktivitat sollte zundachst an ABA3-CT untersucht werden. Hierzu wurden 500 pg
ABA3-CT chemisch sulfuriert. Die Sulfurierung erfolgte anaerob mit Natriumdithionit und
Natriumsulfid. Eine unbehandelte Kontrolle desselben ABA3-CT wurde unter gleichen
Bedingungen mitgeflihrt. Beide Ansdtze wurden in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer umgepuffert
und die Benzamidoximreduktaseaktivitét wie unter 2.3.9.4 beschrieben, ermittelt. Ebenso
wurde die Menge an gebundenem Cofaktor Gber FormA nachgewiesen.

Die chemische Sulfurierung scheint einen leicht positiven Einfluss auf die Afreduktive
Aktivitat von ABA3-CT zu haben (Abb. 2-51). Der sulfurierte ABA3-CT zeigt einen NADH-
Umsatz von 9,6 nmol NADH/(min*mg) im Vergleich zu einem Umsatz von 8,01 nmol
NADH/(min*mg) bei der unbehandelten Kontrolle. Die Beladung mit Moco/MPT betragt
hierbei in der Kontrolle 93092 FE/nmol und damit 98,3 % im Verhaltnis zum sulfurierten
Ansatz (94731 FE/nmol). Die leicht erhdhte A~reduktive Aktivitat des sulfurierten ABA3-CT
bei nahezu gleicher Menge an gebundenem Cofaktor deutet einen Einfluss des

Sulfurierungsstatus auf die M-reduktive Aktivitat an.
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Abb. 2-51: N-reduktive Aktivitat von chemisch sulfuriertem und unbehandeltem ABA3-
CT. NADH-Verbrauch von jeweils 500 ug sulfuriertem und unbehandeltem ABA3-CT in
0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 mit 0,4 mM NADH und 0,2 mM Benzamidoxim
Uber 20 min gemessen.

2.3.9.6 Benzamidoximreduktaseaktivitat der ABA3-CT—Varianten C542S-
CT, C755S-CT und C758S-CT

ABA3-CT weist in der Aminosduresequenz insgesamt neun Cysteinreste auf, von denen drei
Cysteine unter allen bisher bekannten Moco-Sulfurase-C-Termini und auch unter den
pflanzlichen und humanen mARCs strikt konserviert sind (im ABA3-CT: C542, C755 und
C758; siehe Abb. 2-17). Diese konservierten Cysteine wurden in ABA3-CT einzeln gegen ein
Serin ausgetauscht. Die Charakterisierung dieser Varianten wurde unter 2.1.15 beschrieben.
Die Varianten sollten im Hinblick auf ihre Afreduktive Aktivitat untersucht werden, wobei
zunachst von allen Varianten und einer Wildtyp-Kontrolle jeweils 500 ug Protein unter den in
2.3.9.4 beschriebenen Bedingungen getestet wurde. Die zugehdrigen FormA-Werte wurden
ermittelt und anschlieBend alle Proteine nochmals auf Basis gleicher FormA-Mengen
vermessen. Es zeigte sich, dass grundsétzlich alle Varianten in der Lage waren, unter Abbau
des Cosubstrates NADH Benzamidoxim zu Benzamidin umzusetzen. Allerdings variierte die
Umsatzrate hierbei erheblich. Auf Basis gleicher Proteinmengen zeigte C542S-CT die hdchste
Aktivitdt mit 16,3 nmol NADH/(min*mg). C755S-CT lieferte einen Umsatz von 7,59
nmol/(min*mg) und die geringste Aktivitdt wies die C758S-CT-Variante mit 3,37
nmol/(min*mg) auf (Tab. 2-11). Die Anpassung der Proteinmengen auf gleiche FormA-
Mengen erfolgte anhand der prozentualen Verhaltnisse der FormA-Gehalte (Abb. 2-52). In
Bezug auf den Wildtyp betrugen die Verhaltnisse fiir die Variante C542S-CT = 143 %, flr die
Variante C755S-CT = 68 % und fir die Variante C758S-CT = 161 %. Diese ermittelten
FormA-Mengen entsprechen den (blicherweise flir diese ABA3-CT-Varianten erhaltenen
Mengen. Vom Wildtyp-Protein wurden wieder 500 ug eingesetzt, die anderen Proteinmengen

wurden entsprechend der Cofaktorbeladung angepasst. Auch hier weist C542S-CT die
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hochste Aktivitat auf, sowohl die beiden anderen Varianten als auch das verwendete

Wildtyp-Protein zeigten eine deutlich geringere Umsatzrate.

] Abb. 2-52: FormA-Gehalte der ABA3-
_ 160 - CT-Varianten. Gezeigt sind die FormA-
S 1 Gehalte der im Benzamidoximreduktase-Assay
T 120 - eingesetzten ABA3-CT-Varianten im Vergleich
S _ zum Wildtyp-Protein.
& 80 -
5 i
& 40

ABA3-CT  C542SCT  C755S5-CT  C758S-CT

C542S-CT ist durch eine hohe Cofaktorbeladung und hohe Mengen an terminalem Schwefel
charakterisiert. Von den eingesetzten Varianten zeigt C758S-CT, der durch hohe
Cofaktormengen bei fehlendem terminalen Schwefel gekennzeichnet ist, die geringste
Aktivitat. Alle eingefligten Mutationen scheinen hier jedoch zur Beglinstigung der A-
reduktiven Aktivitat beitragen, da das verwendete Wildtyp-Protein die geringste Aktivitat
zeigt. Ein Vergleich mit anderen zuvor verwendeten ABA3-CT zeigt jedoch die bereits unter
2.3.9.4 beschriebene Varianz in der M-reduktiven Aktivitat unter den verschiedenen Wildtyp-

Chargen.

Tab. 2-11: N-reduktive Aktivitdt der ABA3-CT-Varianten C542S-CT, C755S-CT und
C758S-CT. Die Proteine der eingefarbten Zeilen wurden im gleichen Versuchsansatz
eingesetzt, die anderen ABA3-CT zeigen die grundsétzliche Varianz der A+reduktiven
Aktivitdt des Wildtyp-Proteins. Fir die Ansdtze mit gleicher Proteinmenge wurden
jeweils 500 pg eingesetzt; fiir die Ansatze mit gleichen FormA-Mengen wurden 500 ug
fir ABA3-CT 2, 350 pg fiir C542S-CT, 735 ug fiir C755S-CT und 311 g fiir C758S-CT

eingesetzt.
Reduktaseaktivitat Reduktaseaktivitat
[nmol NADH/(min*mg)] [nmol NADH/min]
gleiche Proteinmenge gleiche FormA Menge

ABA3-CT 1 3,18 0,23
ABA3-CT 2 1,15 0,58
ABA3-CT 3 4,45 6,04
ABA3-CT 4 8,01 7,98
ABA3-CT / C542S 16,3 8,45
ABA3-CT / C755S 7,59 1,32
ABA3-CT / C758S 3,37 0,72
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3 Diskussion

3.1 Die Moco-Sulfurase ABA3 aus A. thaliana

Der aba3-Locus wurde 1996 erstmals durch Léon—Kloosterziel et al. beschrieben nachdem
sie ABA-defiziente A. thaliana-Pflanzen biochemisch charakterisiert hatten. Dem Genprodukt
dieses neu entdeckten Locus konnte zunachst zwar keine Funktion zugeordnet werden, doch
dies anderte sich durch eine grundlegende Charakterisierung der aba3Mutante durch
Schwartz et al. (1997), bei der eine Beteiligung von ABA3 an der Sulfurierung des Moco von
AO und XDH nachgewiesen wurde. Das aba3-Gen konnte schlieBlich 2001 durch Bittner und
Mitarbeiter kloniert und rekombinant exprimiert werden, so dass eine erste biochemische
Charakterisierung des rekombinant exprimierten ABA3-Proteins erfolgen konnte. Es zeigte
sich, dass ABA3 (ber eine L-Cystein-Desulfurase-Aktivitat verfiigte, die durch die
Umwandlung von zugesetztem L-Cystein zu L-Alanin nachgewiesen werden konnte.
Insbesondere konnte die flir ABA3 postulierte Funktion bei der Moco-Sulfurierung durch /n
vitro-Experimente bestdtigt werden. Ein Vergleich der ABA3-Aminosauresequenz mit den
Sequenzen anderer bekannter Moco-Sulfurasen zeigte deutliche Homologien unter allen
Moco-Sulfurasen, wobei die starksten Homologien im NH,-terminalen Bereich und im C-
terminalen Bereich der Proteine auftraten. Zwischen diesen beiden homologen
Sequenzabschnitten befanden sich nur sehr schwach konservierte Bereiche. Die auf die
beiden terminalen Bereiche der Moco-Sulfurasen beschrankte Homologie sprach fir eine
Unterteilung des Full-Length-Proteins in zwei Doménen, die durch eine Linker-Region
miteinander verbunden werden. Bereits zuvor hatten Komplementationsversuche, die mit
heteroallelen ma-+ (Glassman und Pinkerton, 1960; Chovnick et al, 1969) und Ax5
Mutanten (Hartley, 1970) aus D. melanogaster bzw. E. nidulans durchgefiihrt wurden, eine
intragenische Komplementation gezeigt, woraufhin 2000 von Amrani und Mitarbeitern
postuliert wurde, dass es sich bei den Moco-Sulfurasen um Proteine mit mindestens zwei
funktionellen Domadnen handelt. Die NH,-terminale Domdne von ABA3 zeigt auBerdem
signifikante Homologien zu Aminotransferasen der Klasse V und insbesondere zu NifS- und
NifS-ahnlichen Proteinen wie es auch schon flir Ma-l beschrieben wurde (Amrani et al,
2000). Bei NifS-@ghnlichen Proteinen handelt es sich um L-Cystein-Desulfurasen, die in einer
PLP-abhdngigen Reaktion die Umwandlung von L-Cystein zu L-Alanin katalysieren und den
dabei freigesetzten Schwefel in Form eines Persulfides binden. Diese Enzyme erfillen ihre
Hauptaufgaben als Schwefellieferanten bei der Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern (Mihara
und Esaki, 2002), aber auch bei der a-Liponsduresynthese (Ollagnier-de-Choudens et al,
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2000; Miller et al., 2000; Cicchillo et al, 2004; Cicchillo und Booker, 2005), bei der Thiamin-
Synthese (Begley et al, 1999), oder bei der Thiolierung von tRNA (Lauhon und Kambampati,
2000; Lauhon, 2002). Gemein ist den NifS-dhnlichen Enzymen neben einem strikt
konservierten Cysteinrest zur Bindung des Persulfids (Zheng et a/., 1993) auch ein ebenfalls
strikt konservierter Lysinrest, an den der PLP-Cofaktor bindet. Heidenreich et a/ konnten
2005 zeigen, dass die separat exprimierte NH,-terminale NifS-ahnliche Domane von ABA3
(ABA3-NifS) ebenfalls alle diese Eigenschaften aufweist. So bindet ein PLP-Cofaktor an das
konservierte Lysin 271, und die Bildung eines Persulfides, das an das Cystein 430 bindet,
konnte nachgewiesen werden. ABA3-Varianten mit Austauschen einer dieser beiden
Aminosduren fihrten zu drastischem bzw. totalem Ausfall der L-Cystein-Desulfurase-
Aktivitaten. Eine weitere Eigenschaft, die flir NifS-dhnliche Proteine bekannt ist, ist eine
Selenocystein-Lyase-Aktivitat mit bisher ungeklarter physiologischer Relevanz (Mihara et a/.,
1999; 2000), die ebenfalls an ABA3 nachgewiesen werden konnte. Ein Vergleich mit
bekannten NifS-ahnlichen Proteinen flihrte schlieBlich zur Einteilung von ABA3-NifS zum Typ
II dieser Enzyme, zu dem die SufS-Enzyme (Mihara et al, 1997) zahlen. Da sich die
Homologien zu den NifS-dhnlichen Enzymen ausschlieBlich auf das NH,-terminale ABA3-NifS
beschranken und flir das separat exprimierte ABA3-NifS sowohl die L-Cystein-Desulfurase-
Aktivitat als auch /n vitro die Moco-Sulfurase-Aktivitat gezeigt werden konnte (Heidenreich et
al., 2005), wurde neben der strukturellen auch eine funktionelle Trennung von ABA3 in zwei
verschiedene Domanen angenommen. Im Gegensatz zu ABA3-NifS konnte die C-terminale
Domdne von ABA3 zu Beginn dieser Arbeit keiner anderen Gen- oder Proteinfamilie
zugeordnet werden, die Riickschliisse auf die Funktion dieser Domane zugelassen hatten.
Hieraus ergab sich die Frage nach der Bedeutung der C-terminalen Domane fiir die Moco-
Sulfurierung. So wurde eine Rolle des C-Terminus bei der Erkennung der Zielproteine AO und
XDH angenommen (Amrani et al, 2000; Bittner et a/, 2001). Einen ersten Nachweis der
Bedeutung der C-terminalen Domane fir die Aktivierung von AO und XDH zeigten Sagi und
Mitarbeiter 2002 durch die Charakterisierung der flacca-Mutante in Tomaten, die den fir
Moco-Sulfurase-Mutanten Ublichen welken Phanotyp aufweist und durch einen
Aktivitatsverlust von AO und XDH im Spross und der Reduktion dieser Aktivitdten in den
Wurzeln gekennzeichnet ist. Der Mutation liegt die Deletion zweier benachbarter Arginine im
C-Terminus von Flacca sowie der Austausch eines benachbarten Alanins durch ein Threonin
zugrunde. Diese Mutation zeigte als erste von weiteren, dass den Moco-Sulfurase-C-Termini
/in vivo eine essentielle Rolle bei der Aktivierung der Monooxo-Hydroxylasen zukommt.

Um die Eigenschaften von ABA3-CT und seine Funktion bei der Moco-Sulfurierung aufklaren
zu koénnen, wurde ABA3-CT in dieser Arbeit separat rekombinant exprimiert und

charakterisiert. Die GroBe von ABA3-CT wurde dabei basierend auf Sequenz-Homologien zu
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anderen Moco-Sulfurasen mit einer GréBe von 308 Aminosdauren beginnend bei
Aminosaureposition 514 (bezogen auf das ABA3-Full-Length-Protein), festgelegt. Nachdem
eine grundsatzliche, aber sehr schwache Bindung von MPT und/oder Moco an ABA3-CT
gezeigt werden konnte (eigene Diplomarbeit, 2003), lag ein Schwerpunkt dieser Arbeit auf
der Verifizierung und der Charakterisierung dieser Cofaktorbindung sowie auf der Frage,

welche Funktion ABA3-CT bei der Moco-Sulfurierung tbernimmt.

3.2 Rekombinante Uberexpression von ABA3-CT

ABA3-CT wurde als Fusionskonstrukt mit einem NH,-terminalen 6xHis-Tag rekombinant in £.
coli Uberexprimiert und mit einer Ausbeute von 5-15 mg l6slichem Protein/L
Expressionskultur erhalten. Die Reinheit des Proteins wurde nach
affinitdtschromatographischer Aufreinigung im SDS-PA-Gel mit anschlieBender Coomassie-
Farbung Uberprift, was eine etwa 36 kDa groBe Proteinbande von fast vollstandiger Reinheit
aufzeigte. Die Bande entsprach dabei der fiir ABA3-CT mit 6xHis-Tag kalkulierten Gré8e von
36,2 kDa. Der entsprechend aufgereinigte ABA3-CT konnte flir nahezu alle nachfolgenden
Experimente eingesetzt werden. Uber GroBenausschluss-Chromatographie konnte gezeigt
werden, dass der native ABA3-CT im Gegensatz zum Full-Length-Protein und zu ABA3-NifS
als Monomer vorliegt und somit nicht an der Vermittlung der Dimerisierung des Proteins
beteiligt ist. ABA3-CT wies eine braunliche Farbung auf, die als erster Hinweis auf die
Bindung von MPT/Moco gesehen wurde. Um eine Synchronisierung der Protein- und
Cofaktor-Biosynthese in £. coli zu erreichen, erfolgte die ABA3-CT-Expression bei einer
reduzierten Temperatur von 22 °C und bei reduziertem Expressionslevel, indem nur 15 pM
IPTG zur Induktion der Expression eingesetzt wurden. Nachdem die Expressionsbedingungen
im Hinblick auf die Biosynthese und damit auf eine mdgliche Bindung des Cofaktors optimiert
wurden, konnte Uber FormA-Analyse ein durchschnittlicher Anteil von 35 % co-gereinigtem
Cofaktor an ABA3-CT nachgewiesen und damit eine hoch affine Cofaktorbindung an ABA3-CT
verifiziert und als spezifisch angesehen werden. In Co-Inkubationsversuchen mit freiem Moco
und ABA3-CT konnte schlieBlich ein Kp-Wert von 0,55 £+ 0,14 uM bestimmt werden, was die
hoch affine Bindung des Moco an ABA3-CT untermauerte. Da mittels FormA-Analyse sowohl
Moco als auch die molybdanfreie Form MPT nachgewiesen wird, wurde die Art des
gebundenen Cofaktors weiter charakterisiert. ABA3-CT zeigte sich im nit-1 Assay zur
Rekonstitution der M. crassa-NADPH-NR auch ohne zusatzliche Zugabe von Molybdat
befahigt, wodurch die Bindung auch von Moco zundchst biologisch nachgewiesen werden

konnte. Dies wurde nachfolgend tUber den Nachweis von Molybdan am ABA3-CT mittels ICP-
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MS bestatigt und flhrte zudem zu einer Quantifizierung des Moco-Anteils an der
Gesamtcofaktormenge. Es zeigte sich, dass etwa 70 % des gebundenen Cofaktors durch
Moco reprasentiert wird. Somit konnte ABA3 eindeutig als ein neues Moco-bindendes Protein
charakterisiert werden, wobei ABA3-CT als cofaktorbindende Domane fungiert. Die Fahigkeit
neben Moco auch das molybdanfreie MPT zu binden, wurde zusatzlich deutlich nach
Expression von ABA3-CT im MPT-akkumulierenden £. co/FStamm RK5206. Auch hier wurde
Cofaktorbindung an ABA3-CT nachgewiesen, die demnach ausschlieBlich auf die Bindung von
MPT zurlickgehen muss. Die Expression von ABA3-CT im Moco-akkumulierenden E. coli
Stamm TP1000 ohne Zugabe von Molybdat fiihrte wiederum zu einer deutlichen Reduktion
der Gesamtcofaktormenge, was fiir eine Molybdat-abhdngige Co-Reinigung des Cofaktors
spricht. Die Gesamtcofaktormenge lag bei nur noch 10 %, wovon nur 13 % auf Moco
zurtickgingen. Somit kommt es zwar zu einer bevorzugten Bindung von Moco, jedoch handelt
es sich hierbei offenbar nicht um eine selektive Bindung. Der Anteil von 35 % co-gereinigtem
Cofaktor an ABA3-CT kann dabei als recht hoch eingeschatzt werden, da es sich bei ABA3
nicht um ein Molybdoenzym handelt, dass den Cofaktor als prosthetische Gruppe bindet,
sondern um ein Protein, das seine Funktion in der posttranslationalen Aktivierung der
Monooxo-Hydroxylasen erflillt. Zu solchen Moco-bindenden Proteinen ohne die Funktion
eines Molybdoenzyms gehdrt auch das MCP aus C reinhardti, das nach ahnlichen
Expressionsbedingungen wie flir ABA3-CT eine Moco-Saturierung von 25 % aufweist (Fischer
et al, 2006). Im Gegensatz zu ABA3-CT bindet MCP jedoch ausschlieBlich Moco und kein
MPT. Fir MCP wurde eine Vermittlung der Moco-Bindung Uber das Erkennen des
Metallzentrums des Cofaktors vorgeschlagen (Fischer et al, 2006), da ABA3-CT aber auch
MPT bindet, wird hier die Bindung des Cofaktors vermutlich eher (iber das Pteringeriist des
Cofaktors vermittelt.

Nachdem das Binden von Moco an ABA3-CT zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, ergab
sich die Frage nach den Liganden des Molybdanzentrums. Es sollte tberpriift werden, ob der
an ABA3-CT gebundene Moco einen terminalen cyanolisierbaren Schwefel aufweist und somit
bereits die aktive Form des Cofaktors der Monooxo-Hydroxylasen besitzt. Da es sich hierbei
um einen cyanolisierbaren Schwefel handelt, erfolgte der Nachweis (iber die Bildung eines
Thiocyanats nach Cyanidbehandlung. Um einen Einfluss von mdglicherweise vorhandenen
Persulfid-Schwefeln zu verhindern, wurde das Protein mit TCEP vorbehandelt. Die
Quantifizierung des gebildeten Thiocyanats ergab, dass 64 % des Moco bereits in sulfurierter
Form an ABA3-CT aufgereinigt wurden. Somit konnte nachgewiesen werden, dass ein groBer
Teil des gebundenen Moco in der sulfurierten Form vorliegt und somit wahrscheinlich dem

Moco von aktiver AO und XDH entspricht.
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3.3 Rekombinante Uberexpression von HMCS-CT

Erstmals konnte in dieser Arbeit auch die C-terminale Domane der humanen Moco-Sulfurase
(HMCS-CT) exprimiert und nachfolgend charakterisiert werden. Auch hier wurde der Umfang
der C-terminalen Domdne anhand von Alignments mit anderen Moco-Sulfurasen festgelegt,
woraus sich eine GréBe von 322 Aminosduren beginnend bei Aminosdureposition 568
(bezogen auf das HMCS Full-Length-Protein) flir den C-Terminus ohne die Linker-Sequenz
ergab. Dieser mit einem NH,-terminalen 6xHis-Tag versehene HMCS-CT wies nach
affinitdtschromatographischer Aufreinigung im SDS-PA-Gel eine GrdBe von etwa 38 kDa auf,
was gut mit der kalkulierten GréBe von 37,3 kDa korrelierte. Insgesamt erwies sich HMCS-CT
als stabiler als ABA3-CT, da es nicht in Niedrigsalzpuffern oder basischen Puffern
prazipitierte. Eine Begrliindung liegt mdglicherweise in den unterschiedlichen theoretischen
isoelektrischen Punkten beider Proteine (6,97 bei ABA3-CT und 8,03 bei HMCS-CT). An
HMCS-CT konnte ebenfalls gebundener Cofaktor nach rekombinanter Expression in £. coli
Uber FormA-Analyse nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigte sich fir HMCS-CT
jedoch eine signifikant hohere Gesamtcofaktorbeladung als bei ABA3-CT. Im Durchschnitt
konnten 1,79 £ 0,43 mol FormA/mol HMCS-CT nachgewiesen werden. Untermauert wurde
dieses Ergebnis durch die Molybddnanalyse mittels ICP-MS, die 1,42 + 0,02 mol
Molybddn/mol HMCS-CT nachwies. Gleichzeitig bedeutete dies, ahnlich wie bei ABA3-CT,
einen Anteil von nahezu 80 % Moco an der Gesamtcofaktormenge und somit ebenfalls eine
zwar bevorzugte aber nicht ausschlieBliche Bindung des Moco im Vergleich mit Molybdan-
freiem MPT. Der hohe Cofaktor-Gehalt an HMCS-CT wurde zusatzlich durch eine weitere
unabhangige FormA-Bestimmung am Institut fiir Biochemie der Universitat Koéln bestatigt,
die eine FormA-Menge von 1,18 £ 0,03 mol FormA/mol HMCS-CT ergab, so dass die Bindung
von bis zu zwei Molekilen Cofaktor pro HMCS-CT /n vivo nicht ausgeschlossen werden kann.
Die Thiocyanatbestimmung an HMCS-CT nach Cyanidbehandlung erbrachte auch fiir das
humane Protein den Nachweis fur sulfurierten Moco. Durchschnittlich 44 % des Moco
konnten an HMCS-CT bereits in der sulfurierten Form aufgereinigt werden. Die fir HMCS-CT
ermittelten Daten zeigten somit die Mdglichkeit von zwei gebundenen unterschiedlichen

Subspezies des Cofaktors auf, die sich eventuell in ihrem Sulfurierungsstatus unterscheiden.
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3.4 Besitzt ABA3-CT eine Moco-Insertase-/Transferase-Funktion?

Aus der Bindung von sulfuriertem Cofaktor sowohl an ABA3-CT als auch HMCS-CT ergab sich
eine maogliche Erkldrung der Relevanz der C-terminalen Domdnen bei der Moco-Sulfurierung.
Um einen mdglichen Einfluss auf die Zielproteine AO und XDH zu untersuchen, wurde
Cofaktor-beladener ABA3-CT mit AO und XDH aus A. thaliana coinkubiert und nachfolgend
eine Aktivitatsfarbung mit diesen Enzymen durchgefiihrt. Im nativen PA-Gel konnte nach
Aktivitatsfarbung tatsachlich bei beiden Proteinen ein positiver Einfluss durch ABA3-CT
erreicht werden. Zudem konnte bei beiden Proteinen ein verandertes Migrationsverhalten der
Aktivitatsbanden beobachtet werden, wodurch eine Interaktion zwischen ABA3-CT und den
Enzymen der XO-Familie gezeigt wurde, die mit einer Uberaktivierung dieser Proteine
einhergeht. Ahnliche Ergebnisse brachte eine Co-Inkubation von HMCS-CT mit einer
rekombinanten Maus-AO. Auch hier konnte eine Uberaktivierung der AO sowie ein
verandertes Laufverhalten der AO-Aktivitatsbande und somit Interaktion mit HMCS-CT
beobachtet werden. Eine solche Uberaktivierung kénnte durch die Bereitstellung des
sulfurierten Cofaktors flir die Zielproteine bzw. durch die Bereitstellung des Schwefelliganden
zur Sulfurierung des Cofaktors an AO und XDH erzielt werden.

Um ndher auf die mdgliche Art der Aktivierung von AO und XDH durch die C-Termini
einzugehen, muss auf Unterschiede zwischen eukaryotischer und prokaryotischer Moco-
Insertion bzw. -Sulfurierung eingegangen werden. Der Ablauf der Insertion des fertigen
Moco in die Apoenzyme ist bei Eukaryoten noch nicht vollsténdig geklart. Méglicherweise
wird diese Aufgabe bei A. thaliana von Cnx1 (ibernommen, das die Bildung des Moco aus
MPT katalysiert (Schwarz et al., 2000), oder aber durch die Familie der Lysin-Decarboxylase-
dhnlichen Proteine, die auf struktureller Ebene starke Ahnlichkeiten zu MCP aufweisen
(Fischer et al., 2006), gewahrleistet. Da in allen bisher charakterisierten Moco-Sulfurase-
Mutanten die Molybdoenzyme der XO-Familie bereits mit gebundenem Moco vorliegen, kann
es als unwahrscheinlich angesehen werden, dass die Moco-Sulfurasen den sulfurierten
Cofaktor in Moco-freie Apo-Proteine inserieren (Schwartz et a/, 1997; Leydecker al, 1995;
Sagi et al, 1999). Die inaktiven Enzyme in den Moco-Sulfurase-Mutanten kénnen /n vitro
durch chemische Sulfurierung mittels Sulfid/Dithionit aktiviert und anschlieBend durch
Cyanidzugabe erneut inaktiviert werden, was beweist, das lediglich der terminale Schwefel
fehlt. Bei der enzymatischen Sulfurierung durch die Moco-Sulfurasen handelt es sich
demnach um eine posttranslationale Aktivierung der Zielproteine. Anders sieht die Situation
bei Prokaryoten aus, fiir die bisher keine Enzyme mit der Funktion einer Moco-Sulfurase
identifiziert wurden. Die Insertion des Cofaktors in die Apoproteine erfolgt teilweise mit Hilfe

von Enzym-spezifischen Chaperonen (Vergnes et al., 2005; Genest et al, 2005; Ivanov et
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al, 2003, 2004). Als ein solches Protein wurde auch XDH-C aus R. capsulatus identifiziert,
das essentiell flir die Maturierung des Apo-XDH-Proteins ist, welches eine (aB),-heterodimere
Struktur aufweist und stark homolog zu eukaryotischen XDH-Proteinen ist (Leimkihler et a/,
2003). Ebenso konnte eine Aktivitdtssteigerung der XDH aus C. acidovorans durch die Co-
Expression mit XDH-C aus AP. aeruginosa erzielt werden, die auf eine Erhéhung der Moco-
Saturierung von 0,16 mol/mol Protein auf eine 1:1-Saturierung mit Moco zurtickzufiihren war
(Ivanov et al. 2003, 2004). Kirzlich konnte an XDH-C aus R. capsulatus die Bindung von
sulfuriertem Moco gezeigt werden, der in dieser Form in das Apoenzym inseriert wird und
dadurch die XDH aktiviert (Neumann et a/, 2006). Die Rolle von ABA3-CT muss jedoch /in
vivo eine prinzipiell andere als die von XDH-C sein, das eine Moco-Insertase darstellt.
Grundsatzlich ist jedoch ein Austausch des desulfurierten Cofaktors an inaktiver AO und XDH
durch den sulfurierten Cofaktor an ABA3-CT denkbar. Um einen mdglichen Einfluss von
ABA3-CT verbunden mit einer Cofaktor-Insertion /n vitro zu testen, wurde ein ABA3-CT-
Konstrukt erzeugt, das im Expressionsansatz mit XDH das AP. aeruginosa XDH-C ersetzen
sollte. Die Aktivitdtsmessungen an der exprimierten XDH wurden von Manuela Trani an der
Emory University in Atlanta durchgeflihrt. Es erfolgten Co-Expressionen des XDH-Konstruktes
mit dem ABA3-CT-Konstrukt im Vergleich zur alleinigen Expression von XDH. Bei ersten
Versuchen, die in Kolben durchgeflihrt wurden, zeigte sich eine Steigerung der XDH-Aktivitat
nach Co-Expression mit ABA3-CT um das 17- bis 26-fache, jedoch betrugen die
Aktivitatssteigerungen nach Expressionen im Fermenter nur noch das 2,5- bis 2,8-fache und
bei Fermentationen mit geringem Sauerstoffeintrag zeigte sich gar kein positiver Effekt durch
ABA3-CT mehr. Zwar hatte ABA3-CT zumindest unter Bedingungen mit starkem
Sauerstoffeintrag einen positiven Einfluss auf die XDH-Aktivitdt und ersetzte somit
grundsatzlich die Funktion von XDH-C. Allerdings zeigte der Vergleich mit dem vollstandigen
XDH-ABC-Konstrukt insbesondere nach Expression im Fermenter groBe Unterschiede in der
Aktivitat, die bei vollstandig mit Moco saturierter XDH um das 20- bis 50-fache hdher lagen.
Obwohl ABA3-CT prinzipiell die Funktion von XDH-C (ibernehmen kann, verfestigten diese
Ergebnisse die Vermutung, dass ABA3-CT /n vivo anders als XDH-C nicht die Rolle einer
Moco-Insertase Ubernimmt. Die Aktivierung von AO und XDH durch die Moco-Sulfurasen

muss auf eine andere Art erfolgen.
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3.5 Analyse natiirlicher Mutationen aus ABA3-CT und HMCS-CT

Dai et al. veroffentlichten 2005 eine A. thaliana —Mutante, die eine Punktmutation innerhalb
der C-terminalen Domadne aufweist, welche auf Aminosduresequenzebene zu einem
Austausch eines unter allen Moco-Sulfurasen strikt konservierten Arginins (Position 723) zu
einem Lysin flhrte. Die sogenannte sir3-3Mutante konnte im Rahmen eines Sirtinol-
Screenings, das Sirtinol-resistente A. thaliana-Mutanten selektierte, identifiziert werden. Bei
Sirtinol handelt es sich um ein synthetisches Auxin-Derivat, dessen Gabe bei Wildtyp-
Pflanzen eine Auxin-abhangige Antwort induziert. Im Rahmen dieser Antwort erfolgt die
Umwandlung von HNA (2-hydroxy-1-naphthaldehyde) zu HNC (2-hydroxy-1-naphtoic acid),
die durch die AO katalysiert wird. Da die Sirtinol-Resistenz der sir3-3Mutante somit auf
einen Ausfall oder eine Reduktion der AO-Aktivitat zurlickgeht, zeigte diese Mutante die
Bedeutung der C-terminalen Domane fir die AO-und XDH-Aktivierung durch die Moco-
Sulfurase. Um den Einfluss der sir3-3-Mutation nachvollziehen zu kdnnen, wurden sowohl die
Pflanzen charakterisiert als auch eine rekombinante ABA3-CT-Variante analysiert, die die
sir3-3-Mutation widerspiegelt. Die sir3-3-Pflanzen zeigten ein verlangsamtes Wachstum
sowie insgesamt kleineren Wuchs und somit einen zwar ahnlichen, aber weniger
ausgepragten Phanotyp wie z.B. die aba3-1-Mutante, die eine Punktmutation in der NifS-
ahnlichen Doméne aufweist (Bittner et al., 2001; Xiong et al., 2001). Dies deutete auf einen
Jeaky"-Phanotyp hin, d.h. dass die Funktion der Moco-Sulfurase durch die sir3-3Mutation
moglicherweise nicht vollsténdig verloren gegangen ist. Untermauert wurde dies durch die
AO- und XDH-Aktivitaten dieser Pflanzen, die im Vergleich zu denen bei Wildtyp-Pflanzen
sehr stark, aber nicht vollstdndig reduziert waren. Die Proteinmengen von AO und XDH
entsprachen hingegen dem der Wildtyp-Pflanzen. Darliber hinaus fiihrte eine chemische
Sulfurierung der sir3-3-Rohextrakte durch Sulfid und Dithionit zur Rekonstitution der AO- und
XDH-Aktivitaten auf Wildtyp-Level, wodurch nachgewiesen werden konnte, dass die
Punktmutation am ABA3-CT Einfluss auf die Sulfurierung der Zielproteine hatte. Dies
dokumentierte eindeutig die Beteiligung des ABA3-CT bei der Moco-Sulfurierung /n vivo. Die
Charakterisierung der rekombinant exprimierten R723K-CT-Variante zeigte schlieBlich anhand
von FormA-Analysen eine Reduktion der Gesamtcofaktormenge um 40 % im Vergleich zum
ABA3-CT-Wildtyp-Protein. Diese Reduktion der Cofaktormenge konnte im nit-1-Assay
bestatigt werden. Es muss als sehr unwahrscheinlich angesehen werden, dass die Reduktion
der Gesamtcofaktormenge auf 60 % des Wildtyp-Levels ausreicht, um den sir3-3Phanotyp
hervorzurufen. Die Bestimmung des terminalen Schwefels am Moco erbrachte jedoch den
Nachweis eines Anteils von maximal 2-8 % sulfuriertem Moco an der Gesamtcofaktormenge.

Offenbar fiihrte somit die schlechtere Cofaktorsattigung an R723K-CT zusammen mit der
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Uberproportionalen Reduktion des sulfurierten Moco zur Auspragung des sir3-3-Phanotyps
mit einer zwar starken aber nicht vollstdandigen Reduktion der AO- und XDH-Aktivitaten.
Dieser Einfluss der Mutation auf die Cofaktorbindung machte eine Beteiligung des mutierten
Arginins an der Bindung oder an der Stabilisierung von sulfuriertem Moco wahrscheinlich und
gab somit einen ersten Hinweis auf ein Moco-Bindemotiv an ABA3-CT. Zudem deutete sich
erstmals ein Zusammenhang zwischen der Notwendigkeit der Cofaktorbindung und der
Funktion von ABA3 als Moco-Sulfurase an. Die Ergebnisse legten nah, dass die Bindung eines
sulfurierten Moco an ABA3 essentiell fiir die Funktion des Proteins ist.

Untermauert wurden diese Annahmen durch die Analyse einer HMCS-Mutation, die bei
Patienten mit Xanthinurie Typ II auftritt. Bei einigen dieser Patienten konnte die Xanthinurie
auf eine Punktmutation in der C-terminalen Domane von HMCS zurlickgeflihrt werden, die
auf Aminosduresequenzebene zu einem Austausch des Arginins an Position 776 zu einem
Cystein fihrt (Peretz et al., 2007). Interessanterweise entspricht hierbei das Arginin 776 von
HMCS dem in der sir3-3Mutante betroffenen Arginin 723 von ABA3. Die Analyse der
rekombinant exprimierten HMCS-CT-Variante R776C-CT, die diese Mutation widerspiegelt,
zeigte einen drastischen Einfluss des Austausches auf die Cofaktorbindung. Die FormA-
Analyse wies eine auf durchschnittlich 3 % reduzierte Gesamtcofaktormenge im Vergleich
zum HMCS-CT-Wildtyp-Protein nach. Im Molybdat-freien nit-1-Assay konnte keine NADPH-NR
Rekonstitutionsaktivitdt und somit kein Moco nachgewiesen und auch kein terminaler
Schwefel bestimmt werden. Zusammenfassend zeigt die R776C-CT-Variante somit eine
starke Reduktion der Cofaktormenge, die offenbar ausschlieBlich auf Molybdan-freies MPT
zurlickgeht. Die vollige Abwesenheit von sulfuriertem Moco kdnnte somit die in Patienten
auftretende Xanthinurie erkldren, der der vollstandige Aktivitdtsverlust von AO und XDH
zugrunde liegt. Dies belegt zum einen die Relevanz des strikt konservierten Arginins fir die
Bindung des Moco und zum anderen die Bedeutung des sulfurierten Moco am C-Terminus fiir
die Moco-Sulfurierung von AO und XDH. Der Aminosdureaustausch in der humanen Mutation
ist weitaus drastischer als der in der pflanzlichen sir3-3Mutation, in der die basische
Aminosaure Arginin durch das ebenfalls basische Lysin ausgetauscht wurde. Es konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass es bei der R776C-CT-Variante durch das Einfligen des Cysteins
zu strukturellen Problemen bei der Proteinfaltung und damit zu einer Veranderung der
dreidimensionalen Struktur kommt. Um Genaueres Uber die Bedeutung des Arginins 776 zu
erfahren, wurde auch fiir HMCS-CT in Form von R776K-CT eine schwachere Variante
erzeugt, die der sir3-3-Mutation entspricht. Parallel hierzu wurden zum einen die HMCS-CT-
Varianten F775Y-CT und N778Q-CT aus der strikt konservierten Umgebung des Arginins 776
erzeugt, um den Einfluss dieses Sequenzabschnittes auf die Cofaktorbindung zu

untersuchen. Zum anderen wurde mit P591S-CT eine weitere Mutation aus Patienten mit
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Xanthinurie Typ II nachvollzogen (Hava Peretz, personliche Mitteilung) und mit S594A-CT
eine zusatzliche Variante aus diesem ebenfalls strikt konservierten Sequenzabschnitt erzeugt
und charakterisiert.

Auch an der schwacheren Variante R776K-CT wurde eine Reduktion der Cofaktormenge
bestimmt, die 41 % im Verhaltnis zu HMCS-CT betrug. Die Mutation des Asparaginrestes an
Position 778 flhrte mit 48 % Cofaktormenge zu dhnlichen Ergebnissen. Bestdtigt wurden
diese Ergebnisse durch die Molybdananalyse mittels ICP-MS, die eine Reduktion der
Molybdanmenge auf 40 % an R776K-CT und auf 45 % an N778Q-CT ergab. Fir beide
Varianten konnte zudem kein cyanolisierbarer Schwefel am Moco nachgewiesen werden.
Diese beiden HMCS-CT-Varianten zeigten somit eine auf etwa die Halfte reduzierte Moco-
Saturierung bei gleichzeitigem vollstindigem Verlust des sulfurierten Cofaktors. Ahnliche
Eigenschaften wies die S594A-CT-Variante auf, bei der zwar nur ein Rilickgang der
MPT/Moco-Menge auf 74 % bestimmt wurde, die aber ebenfalls stark reduzierte Mengen an
sulfuriertem Moco aufzeigte. Diese Mutationen innerhalb der C-terminalen Domane fiihrten
somit zum Verlust bzw. zu starker Erniedrigung des sulfurierten Moco, so dass eine
Beteiligung dieser Aminosaurereste an der Bindung oder Stabilisierung des sulfurierten Moco
angenommen werden kann.

Im Gegensatz dazu wies die dritte Variante aus dem ,FRXN"-Motiv, F775Y-CT, mit 107 %
FormA im Vergleich zu HMCS-CT Wildtyp-ahnliche Mengen an gebundenem Cofaktor auf.
Bestdtigt wurde dies durch die ICP-MS-Bestimmung der Molybddanmenge, die mit 116 %
etwas hoher als bei HMCS-CT ausfiel. Unterschiede zeigten sich allerdings bei der NADPH-NR
Rekonstitutionsrate im nit-1-Assay. Hier lag die Aktivitat von F775Y-CT mit 160 % deutlich
hoéher als beim Kontrollprotein. Da die rekonstituierte NR im nit-1-Assay den Dioxo-Moco
bindet, kdnnten hoéhere NR-Aktivitdten durch einen héheren Anteil an unsulfuriertem und
damit ,nit-1-aktivem™ Moco erzielt werden. Durch die ICP-MS-Analyse und FormA-
Bestimmung an F775Y-CT wurde gezeigt, dass das Moco-zu-MPT-Verhdltnis dem des
Kontrollproteins entspricht, so dass die Mdglichkeit bestand, dass die erhdhten
Rekonstitutionsraten tatsachlich auf einen veranderten Sulfurierungsstatus des Proteins
zurlickzufiihren sind. Leider erbrachte die Schwefelbestimmung an F775Y-CT jedoch keine
klaren Resultate, so dass keine Aussagen Uber den Sulfurierungsstatus der Variante gemacht
werden konnten und lediglich die Ergebnisse des nit-1-Assays eine Reduktion an sulfurierten
Moco andeuten.

Die P591S-CT-Variante, die der zweiten in Patienten gefundenen Mutation entspricht, zeigte
einen starken Riickgang der FormA-Menge auf 23 % im Vergleich mit HMCS-CT. Zusatzlich
konnte im nit-1-Assay nahezu keine NADPH-NR Rekonstitution ohne Zugabe von Molybdat

erzielt werden, so dass ein biologischer Nachweis des Moco nicht erbracht werden konnte.
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Beide in Patienten nachgewiesene Mutationen fiihren somit zu einem drastischen Verlust des
Moco bzw. zu einem Verlust des sulfurierten Moco. Da an rekombinant exprimiertem HMCS-
CT durchschnittliche FormA-Mengen von 1,79 mol FormA/mol Protein bestimmt wurden und
da vermutlich ein Teil des gebundenen Cofaktors wahrend der Aufreinigung verloren geht,
kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse davon ausgegangen werden, dass HMCS-CT
prinzipiell in der Lage ist, bis zu zwei Molekiile des Cofaktors zu binden. Dieser Wert wurde in
einzelnen Expressionen durchaus erreicht. Dies hatte somit zwei Moco-Bindemotive an
HMCS-CT zur Voraussetzung. Der in dieser Arbeit bestimmte Anteil von 44 % sulfuriertem
Moco am HMCS-CT-Wildtyp-Protein spricht flr die Bindung von zwei unterschiedlichen
Subspezies des Moco. Die Resultate der HMCS-CT Varianten R776K-CT, N778Q-CT und
S594A-CT legen zudem nahe, dass die in diesen Varianten ausgetauschten Aminosdurereste
spezifisch an der Bindung von sulfuriertem Moco beteiligt sind. Die Mutation dieser
Aminosaurereste flihrt zu einem selektiven Verlust dieses Moco, wohingegen unsulfurierter
Moco weiterhin gebunden wird. Dies wiirde voraussetzen, dass zwei Moco-Bindemotive an
HMCS-CT mit unterschiedlicher Spezifitdat sulfurierten bzw. unsulfurierten Moco binden.
Gegen die Beteiligung des Arginins 776 an einer spezifischen Bindung von sulfuriertem Moco
spricht allerdings die Variante R776C-CT, bei der der gesamte Cofaktorgehalt stark reduziert
ist. Sollte diese Mutation zu Problemen bei der Proteinfaltung und somit zu einer
grundlegenden Veranderung der dreidimensionalen Struktur flihren, kénnte weiterhin von
der Beteiligung an der Bindung von sulfuriertem Moco ausgegangen werden. Ist dies jedoch
nicht der Fall, so fallt diesem Arginin eine grundsatzliche Rolle bei der Bindung des Cofaktors

unabhangig von seinem Sulfurierungsstatus zu.

3.6 Spektroskopische Eigenschaften von ABA3-CT

Wird ABA3-CT unter den fiir die Moco-Biosynthese optimierten Bedingungen exprimiert,
weist er eine deutliche Braunfarbung auf. Es war zu vermuten, dass diese Farbung auf die
Bindung des Moco zurlickzufiihren ist, was im Verlauf dieser Arbeit zweifelsfrei bestatigt
werden konnte. Um detaillierte Kenntnis iber die Absorptionseigenschaften von ABA3-CT zu
erlangen, wurden UV/VIS-Spektren im Wellenlangenbereich von 200 bis 900 nm
aufgenommen. Neben der flir Proteine charakteristischen Absorption bei 280 nm wies ABA3-
CT diverse charakteristische Absorptionen im Wellenlangenbereich von 300 bis 600 nm auf.
Interessanterweise unterscheiden sich die Absorptionseigenschaften des Proteins direkt nach
affinitdtschromatographischer ~ Aufreinigung und nach 24 h Luftoxidation. Frisch

aufgereinigter ABA3-CT zeigt Absorptionen um 315 nm und 465 nm, sowie eine zusatzliche
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Schulter im Bereich von 350-400 nm und leichte Absorption um 550 nm. Nach 24 h
Luftoxidation tritt ein Spektrum mit insgesamt stdrkerer Auspréagung der spektralen
Eigenschaften auf, was markantere Absorptionen bei 315 nm und 465 nm und zusatzlich ein
deutlich ausgepragtes Maximum bei 395 nm beinhaltet. Hingegen ist ein Verlust der
Absorption im langwelligeren Bereich nach Luftoxidation zu beobachten, was nahe legt, dass
diese Absorption oxidationssensitiv ist. Unterstiitzt wurde diese Vermutung durch das
UV/VIS-Spektrum von unter anaeroben Bedingungen aufgereinigtem ABA3-CT. Hier zeigt das
Protein deutliche Absorption im Wellenlangenbereich von 500-550 nm, die nach Luftoxidation
ebenfalls verloren geht. Dies ldsst vermuten, dass der gebundene Cofaktor zumindest
teilweise in reduzierter Form co-gereinigt wurde und nachfolgend oxidiert wird.

Um die Herkunft der Absorptionsmaxima eindeutig der Bindung von Moco bzw. MPT
zuordnen zu kdnnen, wurden die Absorptionseigenschaften von ABA3-C-Termini, die in
unterschiedlichen E. coli Expressionsstdmmen exprimiert wurden, miteinander verglichen.
Neben der Expression in TP1000 wurde ABA3-CT im mogA -Stamm RK5206 exprimiert, der
defekt in der Umwandlung des MPT zu Moco ist und somit Molybdan-freies MPT akkumuliert.
Der Expressionsstamm RK5204 kann weder Moco noch MPT bilden und wurde zur
rekombinanten Expression des Cofaktor-freien ABA3-CT genutzt. Da das Spektrum dieses
Cofaktor-freien ABA3-CT im Bereich von 300-600 nm keinerlei Absorption aufweist, konnte
nachgewiesen werden, dass samtliche spektralen Eigenschaften von ABA3-CT ausschlieBlich
auf die Bindung von Moco/MPT zuriickgefiihrt werden kénnen. Somit kann auch die mdgliche
Bindung weiterer chromophorer Cofaktoren an ABA3-CT unter den verwendeten
Expressionsbedingungen ausgeschlossen werden. Der MPT-bindende ABA3-CT zeigt lediglich
die Absorption bei 315 nm, die somit aus der Bindung des MPT resultieren muss und nicht
Moco-spezifisch ist. Ein solches distinktes Absorptionsmaximum bei 315 nm konnte bisher fiir
kein anderes Molybdoenzym gezeigt werden und ist offenbar bisher einzigartig flr die
Bindung des MPT an ABA3-CT. Allerdings weist das UV/Vis-Spektrum der XDH aus A. thaliana
eine Absorption im Bereich von 310-330 nm auf, das der Bindung des Moco zugeschrieben
wird (Dissertation Christine Hesberg, 2004), da freie Pterine in diesem Wellenlangenbereich
absorbieren  (Viscontini, 1971). Alle anderen bei ABA3-CT  beobachteten
Absorptionseigenschaften treten ausschlieBlich bei ABA3-CT aus dem Expressionsstamm
TP1000 auf und koénnen somit auf die Bindung des Moco zurlickgefiihrt werden. Am
Sichersten kann hierbei das Absorptionsmaximum bei 395 nm zugeordnet werden, da es
bereits flir andere Molybdoenzyme beschrieben wurde (MCP: Fischer et al., 2006; pflanzliche
und tierische SO: Eilers et al, 2001; Garrett und Rajagopalan, 1996). Es wird der Bindung
der Dithiolengruppe an das Molybdanzentrum zugeschrieben, was zusatzlich die Zuordnung

dieser Absorption zum Moco bestatigt. Die anderen beobachteten Absorptionen kénnen zwar
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nicht eindeutig zugeordnet werden, an manchen Molybdoenzymen der SO-Familie wurde
allerdings eine Absorption im Bereich von 400-500 nm beobachtet, fiir die die Bindung eines
Cysteinliganden an das Molybdanzentrum verantwortlich gemacht wird (Garrett und
Rajagopalan, 1996; Eilers et al, 2001). Im Fall von MCP wurde fiir die Absorption in diesem
Bereich die Bindung eines anderen Aminosdureliganden an das Molybddnzentrum
vorgeschlagen, da MCP (iber keine proteineigenen Cysteine verfligt (Fischer et a/,, 2006).
Uber die Co-Inkubation von ABA3-CT mit verschiedenen Reduktionsmitteln wie
Natriumdithionit, Natriumsulfid, DTT und TCEP sollte nachvollzogen werden, ob eine weitere
Reduktion des Cofaktors mdglich ist, die sich anhand von veranderten
Absorptionseigenschaften verfolgen lasst. Hierzu wurden Absorptionsspektren sofort sowie
nach 2 h und 24 h Coinkubation mit dem entsprechenden Reduktionsmittel aufgenommen.
Interessanterweise entsprachen jedoch alle erhaltenen Spektren in der Auspragung
grundsatzlich dem durch Luftoxidation erhaltenen ABA3-CT-Spektrum mit sehr ausgepragten
Maxima bei 315, 395 und 465 nm. Die starksten Absorptionen wies hierbei die mit Sulfid
behandelte Probe auf. Es konnten jedoch keine neuen Absorptionen, insbesondere nicht die
zuvor beobachtete Absorption um 550 nm beobachtet werden. Eine unter anaeroben
Bedingungen durchgefiihrte Natriumdithionit-Titration flihrte jedoch zu Veranderungen des
Absorptionsverhaltens von ABA3-CT. Zunehmende Mengen von Dithionit fihrten zu einem
Absorptionsverlust bei 395 und 465 nm, wohingegen zwischenzeitlich das Auftreten einer
Absorption im Bereich von 500-550 nm zu beobachten war, bevor das Protein vollstédndig
seine samtlichen Absorptionseigenschaften verlor. Da es sich hierbei um einen irreversiblen
Prozess handelt, besteht die Méglichkeit, dass es zu einem kompletten Verlust des Cofaktors
kam.

Co-Inkubation mit Ferricyanid als Oxidationsmittel fiihrte erwartungsgemaB ebenfalls zur
Auspragung des ,oxidierten® Spektrums. Da in dieser Arbeit sulfurierter Moco an ABA3-CT
nachgewiesen werden konnte, wurde auBerdem Uberpriift, ob der sulfurierte Moco Einfluss
auf die Absorptionseigenschaften des ABA3-CT hat. Hierzu wurde ABA3-CT mit Kaliumcyanid
inkubiert, um den terminalen Schwefel in Form von Thiocyanat zu entfernen. Da jedoch auch
mit Kaliumcyanid co-inkubierter ABA3-CT gleiche spektrale Eigenschaften aufwies wie das
unbehandelte Protein, kann ein Einfluss des terminalen Schwefels auf die
Absorptionseigenschaften von ABA3-CT ausgeschlossen werden. Somit lasst sich anhand des

Absorptionsspektrums keine Aussage (iber den Sulfurierungsstatus des Proteins treffen.
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3.7 Mogliche Rollen der konservierten Cysteinreste in ABA3-CT

Da sulfurierter Moco an ABA3-CT nachgewiesen werden konnte, konnte es als wahrscheinlich
angenommen werden, dass dieser dem Moco der aktiven Molybdoenzyme der XO-Familie mit
zwei Sauerstoff- und einem Sulfoliganden entspricht. Das UV/Vis-Spektrum von ABA3-CT
weist jedoch eine nicht klar zugeordnete Absorption im Wellenlangenbereich von 450-500
nm auf, die in tierischer und pflanzlicher SO auf die Komplexierung des Molybdans durch die
Schwefel-Seitenkette eines proteineigenen Cysteinliganden zuriickgeht. Insofern konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass der Moco an ABA3-CT neben dem terminalen Schwefel
ebenfalls einen solchen Cysteinrest als Liganden des Molybdans aufweist. Die
Aminosduresequenz von ABA3-CT enthdlt neun Cysteinreste, von denen jedoch nur drei
unter allen bisher beschriebenen Moco-Sulfurasen strikt konserviert sind. Innerhalb der
ABA3-CT-Sequenz handelt es sich um ein Cystein an Position 542 und um zwei anndhernd
benachbarte Cysteine an den Positionen 755 und 758 (Positionen bezogen auf das Full-
Length-Protein), die sich jeweils in stark konservierten Sequenzbereichen befinden. Falls ein
Cysteinrest an der Ausbildung einer Ligandenbindung am Molybdan beteiligt ware, so ist zu
vermuten, dass es sich um einen solchen strikt konservierten Cysteinrest handelt. Die
Mutation eines an der Ligandenbindung beteiligten Cysteins sollte sich in einer drastischen
Veranderung des UV/Vis-Spektrums widerspiegeln, da im Falle der SO eine solche Mutation
mit dem kompletten Absorptionsverlust ab 404 nm einhergeht (Garrett und Rajagopalan,
1996). Um eine mdgliche Rolle dieser konservierten Cysteine an der Bindung des Molybdans
bzw. des Moco zu untersuchen, wurden Varianten von ABA3-CT erzeugt, bei denen jeweils
eines dieser Cysteine durch ein Serin ersetzt ist. Neben der Analyse der
Absorptionseigenschaften dieser Varianten wurde auch die Moco-Bindung im Vergleich zum
Wildtyp-Protein charakterisiert.

Alle drei Cystein-Varianten konnten unter den fiir ABA3-CT optimierten Bedingungen
exprimiert und aufgereinigt werden. Die Varianten C755S-CT und C758S-CT wurden in
Wildtyp-Protein ahnlicher Menge und Reinheit erhalten. Die C542S-CT-Variante zeigte
hingegen eine etwas schlechtere Ausbeute sowie teilweise eine geringere Reinheit als ABA3-
CT, was eventuell auf Probleme bei der korrekten Proteinfaltung zurlickzufiihren ist. Die
UV/Vis-Spektren  aller drei Cystein-Varianten wiesen im  Wesentlichen die
Absorptionseigenschaften des Wildtyp-Proteins auf. Insbesondere zeigten alle Proteine nach
Luftoxidation die flir ABA3-CT typische Absorption bei 465 nm, fiir die als eine mdgliche
Ursache die Bindung eines proteineigenen Cysteinrestes an das Molybdanzentrum in Frage
kam. Somit konnte bei keinem der mutierten Proteine eine Veranderung des UV/Vis-

Spektrums beobachtet werden, die mit dem Wegfall einer entsprechenden Ligandierung
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einhergehen sollte (Garrett und Rajagopalan, 1996). Hieraus kann geschlossen werden, dass
keiner der mutierten strikt konservierten Cysteinreste als Ligand des Molybddanzentrums
fungiert. Da es als eher unwahrscheinlich anzusehen ist, dass eines der sechs weiteren in
ABA3-CT vorkommenden, nicht konservierten Cysteine das Molybdan ligandiert, ist
anzunehmen, dass der an ABA3-CT gebundene Moco liber keinen Cysteinschwefel-Liganden
wie bei den Molybdoenzymen der SO-Familie verfligt.

Da im Falle eines Einflusses der Cystein-Mutation auf die Bindung oder Stabilisierung des
Cofaktors mit abweichenden Mengen an gebundenem Cofaktor gerechnet werden konnte,
wurden die Varianten entsprechend charakterisiert. C542S-CT wies im Vergleich zum
Wildtyp-Protein mit durchschnittlich 160 % eine hohere Cofaktorsattigung auf, allerdings
variierten die FormA-Werte stark innerhalb verschiedener Expressionsansatze. Zusatzlich
konnte an C542S-CT der groBte Anteil an sulfuriertem Moco unter den Cystein-Varianten
nachgewiesen werden. Diese Variante bindet somit insgesamt mehr Cofaktor als ABA3-CT
und weist darliber hinaus einen héheren Anteil an sulfuriertem Moco auf. Zugleich ist diese
Variante jedoch mit den starksten Schwankungen innerhalb  verschiedener
Expressionsansatze behaftet, so dass angenommen werden kann, dass die C542S-Mutation
moglicherweise tatsachlich einen Einfluss auf die Faltung und Stabilitat des Proteins hat.
Lediglich geringe Veranderungen der Cofaktorbindung konnten fiir die C755S-CT-Variante
nachgewiesen werden. Die FormA-Analyse wies hier mit 84 % im Vergleich zu ABA3-CT
leicht reduzierte Mengen an MPT/Moco nach. Diese leichte Reduktion des gebundenen
Cofaktors konnte im NADPH-NR nit-1-Assay bestatigt werden. Ebenfalls konnten an dieser
Variante geringfiigig reduzierte Mengen an terminalem Schwefel am Moco nachgewiesen
werden. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass das Cystein 755 weder unmittelbar
an der Moco-Bindung beteiligt ist, noch einen wesentlichen Einfluss auf die Stabilitat und
Faltung des Proteins hat.

Ganzlich andere Ergebnisse lieferte die Charakterisierung der Cofaktorbindung an C758S-CT.
Sowohl Uber die FormA-Analyse als auch Uber den nit-1-Assay konnten an C758S-CT stark
erhdhte Cofaktormengen nachgewiesen werden. Es wurden 194 % FormA im Vergleich mit
dem Wildtyp-Protein nachgewiesen und die fiir diese Variante ermittelten nit-1-
Rekonstitutionsraten lagen mit 215 bzw. 220 % noch hdher. Hierbei lagen allerdings ahnliche
Verhdltnisse der Rekonstitutionsaktivitaten, die mit und ohne Molybdatzugabe erreicht
wurden, vor, so dass von einem nahezu gleichen MPT/Moco-Verhaltnis wie bei ABA3-CT
ausgegangen werden konnte. Somit konnte ein grdBerer Moco-Anteil als Grund fiir die
erhohten Rekonstitutionsraten ausgeschlossen werden. Da im nit-1-Assay jedoch
unsulfurierter Moco zur Rekonstitution der NR bendtigt wird, deutete sich aufgrund der

Uberproportional erhéhten n/t-1-Rekonstitutionsraten ein gréBerer Anteil des unsulfurierten
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Moco an der Gesamtcofaktormenge des C758S-CT an. Interessanterweise konnte
nachfolgend an C758S-CT tatsdchlich nahezu kein terminaler Schwefel nachgewiesen
werden. Die durchschnittliche Menge des sulfurierten Moco ist hier auf 0,013 mol
Thiocyanat/mol Protein reduziert. Die Mutation des Cystein 758 hat somit unmittelbaren
Einfluss auf den Sulfurierungsstatus des gebundenen Moco und scheint mit der auf 200 %
erhohten Cofaktorsattigung zu einer ,Akkumulierung® von unsulfuriertem Moco zu fihren.
Damit ergibt sich flir das Cystein 758 eine Uberraschende Bedeutung entweder flir die
Stabilisierung des sulfurierten Moco oder fiir die Bereitstellung des Schwefels zur terminalen
Sulfurierung des Moco. Auch das Spektrum der C758S-CT-Variante weicht trotz des Verlustes
des terminalen Schwefels am Moco nicht wesentlich vom tblichen ABA3-CT-Spektrum ab und
bestatigt die nach Cyanid-Behandlung von ABA3-CT erhaltenen Spektren, die ebenfalls keine

Veranderung der grundsatzlichen Absorptionseigenschaften aufwiesen.

3.8 Transfer eines Persulfid-Schwefels von ABA3-NifS zu ABA3-CT

Das Binden von sulfuriertem Cofaktor an ABA3-CT sowie die mdgliche Bedeutung eines
Cysteinrestes von ABA3-CT flr die terminale Sulfurierung des Moco warf die Frage nach dem
Ursprung dieses Schwefels auf. Da ABA3-NifS eindeutig als PLP-abhdngige L-Cystein-
Desulfurase, die einen Persulfid-Schwefel generiert, identifiziert werden konnte, lag die
Vermutung nahe, dass der terminale Schwefel urspriinglich von ABA3-NifS stammt. Der
Transfer eines Persulfid-Schwefels von Cystein-Desulfurasen auf Akzeptorproteine ist
insbesondere bei den Proteinen der Eisen-Schwefel-Cluster-Biosynthese ein haufig
auftretender Mechanismus. Im Fall von NifS aus A. vinelandii fungiert beispielsweise das
Plattform-Protein NifU als Akzeptor des Persulfid-Schwefels (Johnson et al., 2005). Es war
denkbar, dass ein solcher Transfer des Persulfid-Schwefels auch von ABA3-NifS auf ABA3-CT
erfolgt, bevor dieser nachfolgend fiir die Sulfurierung des Moco an ABA3-CT genutzt wird.
Um einen mdoglichen Persulfidtransfer /n vitro nachweisen zu kénnen, wurde Persulfid-
gesattigtes ABA3-NifS mit Persulfid- und Moco-freiem ABA3-CT coinkubiert und anschlieBend
Uber GroBenausschluss-Chromatographie separiert. AnschlieBend wurden die separierten
Proteinfraktionen auf das Vorhandensein von Persulfid-Schwefeln hin untersucht. Dies
erfolgte Uiber das fluoreszierende Thiol-bindende Reagenz 1,5-I-AEDANS, das sowohl an
Persulfide als auch an exponierte Cysteinreste bindet. Da eventuell vorhandene Persulfide
inklusive des gebundenen 1,5-I-AEDANS im SDS-PA-Gel durch DTT abgespalten werden,
kdnnen diese unter UV-Licht deutlich von den fluoreszierenden Proteinbanden unterschieden
werden (Abb. 3-1). ABA3-NIifS, das durch die Co-Inkubation mit L-Cystein vollstandig mit
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Persulfid abgesattigt wurde, weist nach Abspalten des Persulfid-Schwefels nahezu keine
Proteinfluoreszenz, aber eine starke Persulfidfluoreszenz auf, wahrend zuvor mit DTT-
behandeltes ABA3-NifS kein Persulfidsignal, jedoch eine starke Proteinfluoreszenz zeigt (Abb.
3-1A). ABA3-CT hingegen zeigt unabhdngig von der Co-Inkubation mit L-Cystein
erwartungsgemadl keine Persulfidfluoreszenz, da das Protein (ber keine L-Cystein-
Desulfurase-Aktivitdt verfligt. Nach Co-Inkubation und nachfolgender Trennung beider
Proteine wurde schlieBlich eine ABA3-CT-Fraktion aufgereinigt, von der relativ groBe Mengen
Persulfid-Schwefel abgespalten werden konnten (Abb. 3-1B). Da diese Fraktion nur minimal
mit ABA3-NifS verunreinigt war, kam nur ABA3-CT als Persulfid-Quelle in Frage, wodurch der
Transfer des Persulfid-Schwefels von ABA3-NifS zu ABA3-CT /n vitro gezeigt werden konnte.

A B

ABA3-NifS —>

ABA3-CT ——»

Persulfid —>

Abb. 3-1: Schwefeliibertragung von ABA3-NifS auf ABA3-CT. A: ABA3-NifS weist nach
Behandlung mit DTT kaum noch Persulfid-Schwefel auf (Spur A). Nach Inkubation mit
L-Cystein ist ABA3-NifS mit Persulfid saturiert (Spur B). An ABA3-CT kann sowohl nach
Inkubation mit DTT (Spur C) als auch mit L-Cystein (Spur D) kein Persulfid-Schwefel
abgespalten werden. B: Persulfid-gesattigtes ABA3-NifS wurde mit Persulfid-freiem
ABA3-CT coinkubiert und nachfolgend (iber Gelfiltration separiert. Spuren 1-5 zeigen
Elutionsfraktionen. Spur 5 zeigt nahezu reinen ABA3-CT an dem Persulfid-Schwefel
abgespalten werden konnte. Die zusatzlich auftretenden Fluoreszenzbanden kdnnen
eindeutig Reaktionsprodukten von DTT mit 1,5-I-AEDANS zugeordnet werden
(Dissertation Torsten Heidenreich, 2007)

Ein Transfer des Persulfid-Schwefels setzt einen Cysteinrest an ABA3-CT voraus, der den von
ABA3-NifS kommenden Schwefel bindet. Es ist anzunehmen, dass eines der drei strikt
konservierten Cysteine diese Rolle Ubernimmt. An ABA3-CT konnten sowohl durch das
Binden von 1,5-I-AEDANS als auch von DTNB nachgewiesen werden, dass zwei der neun in
ABA3-CT vorkommenden Cysteine exponiert vorliegen und somit in der Lage waren, ein
Persulfid von ABA3-NifS zu (ibernehmen. Interessanterweise schlugen Anantharaman und

Aravind (2001) eine solche Akzeptor-Rolle flir ein konserviertes Cystein in den Moco-
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Sulfurase-C-Termini vor. Aufgrund von Datenbankanalysen ordneten sie die Moco-Sulfurase-
C-Termini in eine neue Domanen-Superfamilie ein, die sogenannten MOSC-Domanen. Unter
Beteiligung eines hochkonservierten Cysteinrestes sollten die MOSC-Domanen Schwefel von
der NifS-ahnlichen-Domane Ubernehmen und auf das Zielprotein zur Bildung von Metall-
Schwefel-Clustern Ubertragen. In ABA3-CT entspricht das Cystein 758 diesem
vorgeschlagenen Cysteinrest. Da der nahezu vollstandige Verlust des terminalen Schwefels
am Moco der C758S-CT-Variante fiir eine Rolle des Cystein 758 bei der Sulfurierung des
Moco sprach, konnte tatsachlich angenommen werden, dass dieser Cysteinrest als Persulfid-
Bindestelle fungiert. Gegen das Vorhandensein eines Persulfid-Schwefels am Cystein 758
sprach jedoch schlieBlich ein Versuchsansatz, in dem die Persulfidbeladung von ABA3-CT
sowie der Cystein-Varianten C542S-CT, C755S-CT und C758S-CT direkt nach Aufreinigung
durch einen 1,5-I-AEDANS /n GeFAssay nachvollzogen wurde (Abb. 3-2). Hierzu wurden die
Proteine fiir 1 h bei 4 °C mit 1,5-I-AEDANS coinkubiert, so dass das 1,5-I-AEDANS sowohl an
freie Cysteinreste als auch an eventuell vorhandene Persulfide binden konnte. AnschlieBend
wurde Uberschissiges 1,5-I-AEDANS durch die Zugabe von L-Cystein gebunden, bevor die
Ansatze im SDS-PA-Gel aufgetrennt wurden. Durch das DTT im Ladepuffer wurde der an das
1,5-I-AEDANS gebundene Persulfid-Schwefel wahrend des Gellaufs abgespalten und konnte
als solcher unter UV-Licht identifiziert werden. Falls Uberhaupt ein Persulfid nach
rekombinanter Expression in £. coli an ABA3-CT vorliegt, so sollte dies jedoch nicht fiir die
C758S-CT-Variante zutreffen. Uberraschenderweise konnte die gréBten Menge an Persulfid
jedoch an den Varianten C542S-CT und C758S-CT nachgewiesen werden, wohingegen das
Wildtyp-Protein und die Variante C755S-CT kaum Persulfid-Schwefel aufwiesen. Dies machte

die Beteiligung des Cysteins 758 an einer Ubertragung eher unwahrscheinlich.
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Abb. 3-2: Persulfid-Nachweis an ABA3-CT sowie den Varianten C542S-CT, C755S-CT
und C758S-CT. Je 50 pg der frisch gereinigten Proteine wurden mit 1,5-I-AEDANS
inkubiert und Persulfid-Schwefel nachfolgend mittels DTT abgespalten. Persulfid-
saturiertes ABA3-NifS wurde als Kontrolle mitgefiihrt. C542S-CT und C758S-CT weisen
ebenso wie ABA3-NifS eine Persulfidfluoreszenz auf.
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Um eine mdgliche Rolle des Cystein 758 bzw. der beiden anderen konservierten Cysteinreste
als Akzeptoren des Persulfid-Schwefels von ABA3-NifS zweifelsfrei klaren zu kénnen, sollte
zukinftig flr jede der Varianten Uberprift werden, ob /n vitro ein Persulfid von ABA3-NifS

Uibernommen werden kann, ebenso wie dies beim Wildtyp-Protein méglich ist.

3.9 Maogliche /in vivo Funktion der Moco-Sulfurase C-Termini

Durch die Charakterisierung von in Moco-Sulfurase-C-Termini auftretenden Mutationen wie
beispielsweise der flacca-Mutante aus Tomate (Sagi et a/, 2002), konnte belegt werden,
dass die C-terminalen Domanen der Moco-Sulfurasen /n vivo von essentieller Bedeutung
sind, obwohl die NH,-terminalen NifS-ahnlichen Domanen /n vitro alleine zur Moco-
Sulfurierung in der Lage sind (Heidenreich et al, 2005). Im Verlauf dieser Arbeit konnte
eindeutig die Bindung von sulfuriertem Moco an den C-terminalen Domanen von ABA3 und
von HMCS nachgewiesen werden. Uber die Charakterisierung rekombinant exprimierter C-
Termini, die natlrlich auftretende Mutationen in Pflanzen und in Menschen widerspiegelten,
konnte schlieBlich auf die Relevanz dieses gebundenen sulfurierten Cofaktors fir die
Funktion der Moco-Sulfurasen geschlossen werden. Der /n vitro geflihrte Nachweis des
Persulfid-Schwefel-Transfers von ABA3-NifS auf ABA3-CT zeigt eine Mdglichkeit der Herkunft
des terminalen Schwefels am an ABA3-CT gebundenen Moco. Es kann als wahrscheinlich
angesehen werden, dass ein solcher intramolekularer Schwefeltransfer auch /in vivo erfolgt,
da fir alle Mechanismen, die von der Bildung eines Persulfid-Schwefels abhdngig sind,
gezeigt werden konnte, dass das Persulfid nach seiner Synthese zundchst auf einen
Cysteinrest des Akzeptor-Proteins Ubertragen wird (Kessler, 2006). Ausgehend hiervon ist
anzunehmen, dass die NifS-ahnliche Domane nach Generierung des Persulfides in einem
weiteren Schritt diesen Persulfid-Schwefel auf einen der drei konservierten Cysteinreste an
der C-terminalen Domane (bertragt. Da letzten Endes ein sulfurierter Moco am C-Terminus
vorliegt, kann angenommen werden, dass dieser Persulfid-Schwefel nachfolgend fiir die
Sulfurierung dieses Moco eingesetzt wird. Hierbei kann nicht ausgeschlossen werden, dass es
zu weiteren intramolekularen Schwefel-Transfers kommt, da bisweilen solche ,Schwefel-
Staffel"-Systeme den Schwefel ans gewiinschte Ziel liefern (Kessler, 2006). Da die
rekombinant exprimierten Moco-Sulfurase C-Termini in Abwesenheit der NifS-dhnlichen
Domane exprimiert wurden, muss der terminale Schwefel, der an diesen Proteinen
nachgewiesen wurde, von einer £. colfeigenen L-Cystein-Desulfurase stammen. Im Falle des
XDH-C-Proteins aus R. capsulatus, das ebenfalls sulfurierten Moco bindet, konnte eine mit

.NifS4"  bezeichnete L-Cystein-Desulfurase der SufS-Klasse als Quelle des terminalen
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Schwefels identifiziert werden (Neumann et al., 2007). Es kann als wahrscheinlich angesehen
werden, dass die Sulfurierung des Moco auch bei rekombinant in £. coli exprimiertem ABA3-
CT und HMCS-CT auf diese Weise erfolgt.

Im Falle von XDH-C erfolgt anschlieBend ein Transfer des sulfurierten Moco in das Cofaktor-
freie Apo-XDH-Protein, wodurch die Funktion von XDH-C als Moco-Insertase definiert wird
(Neumann et al, 2006). In dieser Arbeit konnte zwar grundsatzlich eine schwache
Komplementation der P. aeruginosa XDH-C-Funktion durch ABA3-CT im Expressionsansatz
mit XDH nachgewiesen werden, jedoch sprechen die Analysen von pflanzlichen Moco-
Sulfurase-Mutanten gegen eine Funktion von ABA3-CT als Moco-Insertase. Bisher zeigten
alle charakterisierten Moco-Sulfurase-Mutanten eine normale Beladung der Zielproteine mit
dem Cofaktor (Leydecker et al., 1995; Schwartz et a/ 1997 Sagi et al, 1999; diese Arbeit).
Dies trifft sogar flir Mutanten mit sehr stark trunkierten Moco-Sulfurasen wie etwa bei der
aba3/13-5Mutante zu, die kein Moco-Sulfurase Protein mehr bilden kann. Auch konnte in
diesen Mutanten eine Rekonstitution der AO- und XDH-Aktivitaten auf Wildtyp-Niveau durch
die chemische Sulfurierung mit Sulfid und Dithionit erzielt werden, was zeigt, dass in den
eukaryotischen Moco-Sulfurase-Mutanten ausschlieBlich der terminale Schwefel, nicht aber
der Moco, fehlt. Im Gegensatz hierzu weisen bakterielle XDH-C-Mutanten eine deutliche
Reduktion des Cofaktorgehaltes im XDH-Zielprotein auf (Ivanov et al., 2003, 2004). Sollte es
sich bei der Moco-Sulfurierung der Eukaryoten dennoch um eine Moco-Insertion handeln, so
musste es somit bei den Moco-Sulfurase-Mutanten zu einer unspezifischen Insertion des
Jfalschen" unsulfurierten Cofaktors durch andere Enzyme als die Moco-Sulfurase kommen.
Da eine Wildtyp-ahnliche Beladung von AO und XDH mit Moco auf diese Weise jedoch sehr
unwahrscheinlich ist, sprechen die Befunde dieser Arbeit somit eher fiir eine
posttranslationale Moco-Sulfurierung und gegen eine cotranslationale Insertion des
sulfurierten Cofaktors in die Apo-Proteine. Da die cotranslationale Insertion des Cofaktors als
unwahrscheinlich erscheint, ergeben sich prinzipiell zwei weitere denkbare Modelle zur
Aktivierung der Zielproteine durch die Moco-Sulfurasen. Im ersten Modell, das ebenfalls als
eher unwahrscheinlich angesehen aber nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann, wirde
ausschlieBlich der terminale Schwefel des sulfurierten Moco an ABA3-CT auf den Moco von
AO und XDH Ubertragen werden. In diesem Fall wiirde der gebundene Moco lediglich als
Plattform dienen, um den urspriinglich von ABA3-NifS mobilisierten Persulfidschwefel in die
vom Moco der Zielproteine bendtigte Form zu bringen. Hierbei stellt sich aber die Frage nach
der Notwendigkeit des an die C-Termini gebundenen Moco; ein direkter Transfer des auf
ABA3-CT Ubertragenen Persulfid-Schwefels auf den Moco der Zielproteine erscheint einfacher
und erfordert zudem keine komplexe Biosynthese des Moco. Insbesondere vor dem

Hintergrund, dass offenbar bis zu zwei Molekiile Moco pro Molekil HMCS-CT gebunden
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werden kdnnen, erscheint diese Art der Aktivierung wenig wahrscheinlich. Das zweite Modell
schlieBt den Austausch von unsulfuriertem gegen sulfuriertem Moco zwischen den Moco-
Sulfurase C-Termini und den Zielproteinen ein. In diesem Fall wiirde an ABA3-CT standig
eine Art ,Recycling® des Cofaktors stattfinden. Anfangs unsulfurierter an ABA3-CT
gebundener Moco wiirde durch den urspriinglich von ABA3-NifS stammenden Persulfid-
Schwefel sulfuriert und stiinde fiir die Aktivierung der Zielproteine bereit. Im Austausch
wiurde unsulfurierter Moco von inaktiver AO bzw. XDH tGibernommen, der erneut an ABA3-CT
sulfuriert werden kdnnte. Der Austausch des gesamten Moco wiirde zwar durch die Struktur
der Enzyme der XO-Familie erschwert werden, da der Cofaktor tief in einer engen Tasche
verborgen ist (Romao et al, 1995; Huber et al.,, 1996; Enroth et al., 2000), jedoch spricht
fur dieses Modell der Nachweis von mehr als einem mol Cofaktor pro mol HMCS-CT. Sollten
/in vivo tatsachlich bis zu zwei Molekiile Moco an HMCS-CT binden kdnnen, so wirde dies die
Ubernahme eines unsulfurierten Moco von den Zielproteinen bei gleichzeitigem ,Vorhalten®
des sulfurierten Moco erleichtern. Dies wiirde zudem die Mdglichkeit einer Regeneration des
Moco an den Zielproteinen erdffnen. Sollte ein solcher posttranslationaler Austausch des
Moco an den Proteinen der XO-Familie erfolgen, kénnten alle Molybdoenzyme zunachst
cotranslational gleichartigen Moco von den Proteinen der Moco-Biosynthese erhalten. Bei der
Moco-Insertion wiirde somit nicht zwischen Molybdoenzymen der XO- bzw. SO-Familie
unterschieden. Im Falle von zwei Moco-Bindemotiven ware eine unterschiedliche Affinitat
dieser Bindemotive zu unsulfuriertem bzw. sulfuriertem Moco denkbar. Dass einige der in
dieser Arbeit charakterisierten C-Terminus-Varianten einen selektiven Verlust des sulfurierten
Moco bei Reduktion der Gesamtcofaktormenge auf 50 % aufwiesen, konnte ein erster
Hinweis auf derartige unterschiedliche Bindemotive fiir sulfurierten und Schwefel-freien Moco
sein. Einen Hinweis auf ein ,Shutteln™ des Cofaktors zwischen Moco-Sulfurase C-Termini und
Zielproteinen ergibt sich aus einer beobachteten Abnahme der XDH- bzw. XO-Aktivitdt nach
Co-Inkubation mit Moco-freiem ABA3-CT bzw. HMCS-CT (Diplomarbeit Ralf Rethmeier,
2006). Bei einem Uberschuss an groBtenteils Moco-freiem C-Terminus war eine geringe
Aktivitatsabnahme an XDH bzw. XO zu beobachten. Wurden jedoch die Moco-Sulfurase C-
Termini entfernt und durch frische, ebenfalls gréBtenteils Moco-freie Proteine ersetzt, so
sank die Aktivitat der Zielproteine weiter, was auf ein Gleichgewicht zwischen den Moco-
Beladungen von C-terminaler Doméane und Zielproteinen hindeutet.

Unabhangig davon, auf welche Art die Aktivierung der Molybdoenzyme der XO-Familie durch
die Moco-Sulfurasen erfolgt, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die C-terminale
Domane die Funktion von ABA3 als Moco-Sulfurase definiert, da erst hier die spezifische
Verwendung des ansonsten universell einsetzbaren Persulfid-Schwefels erfolgt, der von
ABA3-NifS Ubertragen wird.
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3.10 mARC ist ein zu den Moco-Sulfurase C-Termini homologes
Molybdoenzym

Konnten zu Beginn dieser Arbeit den C-terminalen Domanen der Moco-Sulfurasen noch keine
homologen Gen- oder Proteinfamilien zugeordnet werden, so anderte sich dies 2006 durch
die Isolation und Identifizierung eines zum C-Terminus von HMCS homologen Proteins durch
die Arbeitsgruppe um Prof. Bernd Clement am Pharmazeutischen Institut der Universitat Kiel.
Urspriinglich war es das Ziel, die fehlende dritte Komponente des sogenannten A-reduktiven
Systems zu identifizieren. Es war bereits bekannt, dass Cytochrom bs und Cytochrom bs-
Reduktase Komponenten dieses Systems sind, das in der Lage ist, Arhydroxylierte
Amidoxime in einer NADH-abhangigen Reaktion zu den korrespondierenden Amidinen zu
reduzieren. Diese Reaktion ist insofern von pharmazeutischer Relevanz, als dass N-
hydroxylierte Amidine eine Klasse von Prodrugs darstellen, die erst durch Biotransformation
in den aktiven Wirkstoff Amidin Uberfiihrt werden (Clement et al, 2002; Ettmayer et al.,
2004). Als Modellsubstrat fungiert hierbei das Benzamidoxim, das die A+thydroxylierte
Struktur des Benzamidins darstellt. Nach mehreren Aufreinigungsschritten derjenigen
Proteinfraktionen, die im rekonstituierten System mit Cytochrom bs und seiner Reduktase die
héchsten A-reduktiven Aktivitaten aufwiesen, konnte schlieBlich als dritte Komponente ein 35
kDa groBes Protein iber ESI-MS-Analysen identifiziert werden, das in den Datenbanken als
».Moco Sulphurase C-terminal domain containing 2" bezeichnet wird (Protein Accession:
NP_060368). Basierend auf seiner Fahigkeit Amidoxime zu reduzieren, wurde dieses isolierte
Enzym nachfolgend in ,mitochondrial Amidoxime Reducing Component" (mARC) umbenannt.
Da das mARC-Protein signifikante Sequenzhomologien zu den C-Termini der Moco-Sulfurasen
aufweist, erfolgte in dieser Arbeit eine weitergehende Charakterisierung des Enzyms.

Zunachst erfolgte eine Immunodetektion des mARC-Proteins in den als Fraktion A und B
bezeichneten Proteinfraktionen mit den hdchsten AN-+eduktiven Aktivitdten durch den anti-
ABA3-CT-Antikoérper. Es konnte gezeigt werden, dass der Antikdrper in beiden Fraktionen
spezifisch das mARC-Protein mit einer GroBe von 35 kDa erkennt. Diese Kreuzreaktion des
gegen ABA3-CT gerichteten Antikdrpers mit mARC ist neben den Homologien in der Primar-
Aminosiuresequenz ein erster Hinweis auf eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem aus
Schweineleber isoliertem mARC und den Moco-Sulfurase C-Termini. Aus diesen Ahnlichkeiten
ergab sich die Frage, ob mARC ebenso wie ABA3-CT und HMCS-CT in der Lage ist,
Moco/MPT zu binden, und somit ein neues Moco-bindendes Protein darstellt. Neben den
aufgereinigten Fraktionen A und B wurde auch eine Fraktion der &uBeren
Mitochondrienmembran im n/t-1-Assay auf ihre Fahigkeit zur Rekonstitution der NADPH-NR-

Aktivitat getestet. Es konnte sowohl in dieser OMV-Fraktion, als auch in den aufgereinigten
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Fraktionen A und B NADPH NR-Rekonstitutionsaktivitat unabhangig von der Molybdatzugabe
bestimmt werden, wodurch nachgewiesen werden konnte, dass alle untersuchten
mitochondriellen Fraktionen Moco-bindendes Protein enthalten. Die rekonstituierte Aktivitat
fiel hierbei in Fraktion A wesentlich héher aus als in den beiden anderen Fraktionen, was
deutlich flir das Binden des Cofaktors an mARC sprach. Der flir Fraktion A berechnete
Anreicherungsfaktor der NR-Rekonstitutionsaktivitdt von 46 gegeniiber der OMV-Fraktion
korrelierte hierbei mit der zuvor bestimmten Zunahme der Areduktiven Aktivitat um das 43-
fache (Dissertation Antje Havemeyer, 2006). Die Ergebnisse des nit-1-Assays konnten mittels
FormA-Analyse bestdtigt werden, die ebenfalls eine Anreicherung des Cofaktorgehaltes in
Fraktion A nachwies. Somit konnte zum einen erstmalig gezeigt werden, dass es sich bei
mARC aus Schweinelebermitochondrien um ein neues Moco-bindendes Protein handelt und
zum anderen wurde die Ahnlichkeit zu den Moco-Sulfurase C-Termini untermauert. Es konnte
als wahrscheinlich angenommen werden, dass die Moco-Bindung an mARC eine
Voraussetzung flir die Aktivitdt des Proteins im AN+eduktiven System ist. Aufgrund der
Ahnlichkeiten auch in Bezug auf das Binden des Moco, wurde HMCS-CT als Siugerprotein im
rekonstituierten System mit Cytochrom bs und Cytochrom bs-Reduktase auf A+reduktive
Aktivitat getestet. HMCS-CT wurde hierzu sowohl in der Moco-bindenden als auch in der
MPT-akkumulierenden und der ganzlich Cofaktor-freien Form exprimiert, um einen madglichen
Einfluss der Cofaktorbindung auf die Areduktive Aktivitdt zu untersuchen. Es konnte
tatsachlich gezeigt werden, dass der Moco-bindende HMCS-CT, Benzamidoxim zu
Benzamidin umsetzen konnte und somit NV-reduktive Aktivitdt aufwies. Prinzipiell hat HMCS-
CT also die Fahigkeit mARC enzymatisch zu ersetzten. Zudem zeigten sowohl der Cofaktor-
freie als auch der MPT-bindende HMCS-CT keinerlei enzymatische Aktivitdt, wodurch die
strikte Abhangigkeit der Mreduktiven Aktivitat vom gebundenen Moco nachgewiesen werden
konnte. Bei mARC handelt es sich somit um ein neu entdecktes eukaryontisches
Molybdoenzym, das seine enzymatische Funktion zusammen mit Cytochrom bs und seiner
Reduktase erhdlt. Interessanterweise spiegelt diese Protein-Zusammensetzung des M
reduktiven Systems die Domdanen-Struktur der eukaryotischen NR wider. Im Unterschied zum
Mreduktiven System vereint die NR jedoch alle Komponenten mit ihren jeweiligen
Cofaktoren (Moco, Hdm und FAD) in Form von funktionellen Domanen in einem einzigen
Polypeptid (Campbell, 1999). Die mARC-Proteine teilen allerdings keinerlei Homologien mit
der Moco-bindenden Domadne der NR, sondern mit den C-Termini eukaryontischer Moco-
Sulfurasen. Interessanterweise zeigte HMCS-CT im Gegensatz zum mARC-Protein auch in
Ansatzen ohne Cytochrom bs und Cytochrom bs-Reduktase A-reduktive Aktivitat und war

somit grundsatzlich in der Lage, das aus drei Komponenten bestehende System zu ersetzen.
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Zudem wies der Moco-haltige HMCS-CT auch ohne NADH-Zugabe N-+eduktive Aktivitat auf,
wobei hier jedoch die spezifische Aktivitat deutlich niedriger war.

In weiteren Versuchen konnte auch flir ABA3-CT eine Areduktive Aktivitdt nachgewiesen
werden. ABA3-CT, HMCS-CT und mARC zeichnen sich demnach neben Sequenzhomologien
und annahernd gleichen GroBen von ca. 35 kDa, durch das Binden von Moco, ahnliche
strukturelle Eigenschaften, und (berraschenderweise auch durch grundsatzlich gleiche
enzymatische Fahigkeiten aus.

Hierbei muss allerdings festgehalten werden, dass fir ABA3-CT und HMCS-CT bisher nur /in
vitro gezeigt wurde, dass sie grundsatzlich in der Lage sind, mARC zu ersetzen. Inwiefern die
Moco-Sulfurase C-Termini in der Lage waren, einen Ausfall der mARC-Aktivitat /n vivo zu
rekonstituieren, ist nicht klar. Die angenommene unterschiedliche Kompartimentierung der
mMARC-Proteine in den Mitochondrien sowie der Moco-Sulfurasen im Cytosol wiirde eine
Rekonstitution wahrscheinlich verhindern. In diesem Zusammenhang ware die Analyse von
mMARC-Knockout-Mdusen bzw. -Pflanzen sehr interessant. Es kann jedoch als sehr
unwahrscheinlich angesehen werden, dass die mARC-Proteine im Gegenzug die Funktion der
Moco-Sulfurase /in vivo Gibernehmen kénnen, da alle bisher analysierten Mutanten mit einem
Ausfall der Molybdoenzyme der XO-Familie auf eine Mutation der Moco-Sulfurase
zurtickgeftihrt werden konnten.

Die /n vivo-Funktion der mARC-Proteine sowie die nativen Substrate des Afreduktiven
Systems wurden bisher noch nicht identifiziert. Interessanterweise liefern jedoch Analysen
von £. colFMutanten Hinweise zu einer moglichen /n vivo-Funktion. Das Basenanalogon 6-/\-
Hydroxylaminopurin (HAP) stellt ein A-hydroxyliertes Derivat des Adenins dar und wirkt als
Mutagen, da es in das korrespondierende dATP umgewandelt und als solches in die DNA
eingebaut wird, was zu Basenfehlpaarungen fiihrt, die nicht erkannt werden (Pavlov et al,
1991;). £ colFStamme mit Mutationen in den Genen der Moco-Biosynthese wiesen eine
stark erhohte Sensitivitat gegenliber HAP auf, was belegt, dass eine Molybdoenzym-Aktivitat
an der HAP-Toleranz beteiligt ist (Kozmin et a/., 2000). Die Mutation aller bis dato bekannten
oder putativen Molybdoenzyme fiihrte jedoch nicht zur Auspragung des ,HAP-sensitiven®
Phanotyps und interessanterweise konnte (iber die Mutation des mobA-Gens gezeigt werden,
dass das Enzym der HAP-Reduktion Uber die ,eukaryotische™ MPT- und nicht Gber die typisch
prokaryotische MGD-Form des Moco verfligt (Kozmin und Schaaper, 2007). Durch Wang und
Schaaper konnten mit YcbX/Cys) und YiiM/Fre in £ coli zwei Proteinpaare identifiziert
werden, die an der HAP-Resistenz beteiligt sind (personliche Mitteilung Jian Wang und Roel
M. Schaaper). Interessanterweise sind YcbX und YiiM zwei hypothetische Proteine der MOSC-
Familie wahrend Cys] und Fre NADPH-Flavin-Oxidoreduktase-Aktivitat aufweisen. Fir beide

hypothetischen MOSC-Proteine konnte Moco Uber den nit-1-Assay nachgewiesen werden.
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Beide Proteinpaare waren in der Lage HAP, NADPH-abhangig zu Adenin zu konvertieren, was
einen Moco-abhdngigen Detoxifikations-Mechanismus nachwies. Aufgrund von Homologien
von YiiM und YcbX zu den mARC-Proteinen kann vermutet werden, dass den mARC-
Proteinen /n vivo ebenfalls eine Rolle bei der Detoxifikation von N-hydroxylierten
Basenanalogen zukommt. Insbesondere das Binden des gleichartigen Moco untermauert

diese Vermutung.

3.11 Bindet mARC sulfurierten Moco?

Aus den ahnlichen enzymatischen Fahigkeiten ergab sich die Frage, ob die mARC-Proteine
wie die Moco-Sulfurase C-Termini sulfurierten Moco binden und flir die enzymatische
Aktivitat bendtigen. Da in dieser Arbeit keine genaue Charakterisierung des Moco an
rekombinant exprimierten mARC-Proteine erfolgen konnte, wurden die Cystein-Varianten aus
ABA3-CT, die sich durch einen deutlich unterschiedlichen Sulfurierungsstatus ihres Moco
auszeichnen, auf ihre Fahigkeit zur Benzamidoxim-Reduktion hin untersucht. Die Variante
C542S-CT wies im Vergleich mit den Varianten C755S-CT und C758S-CT die hdchste M-
reduktive Aktivitat auf. Da C542S-CT durch eine hohe Cofaktorbeladung und hohe Mengen
an terminalem Schwefel charakterisiert ist, konnte dies ein erster Hinweis auf die
Notwendigkeit eines sulfurierten Cofaktors sein. Entsprechend dazu zeigte C758S-CT, der
durch ebenso hohe Cofaktormengen bei gleichzeitig stark reduziertem terminalen Schwefel
gekennzeichnet ist, von den eingesetzten Varianten die geringste Aktivitat. Es wurde zudem
versucht, den Moco an ABA3-CT durch anaerobe Behandlung mit Dithionit und Sulfid
chemisch noch starker zu sulfurieren. Auch hier zeigte sich eine, wenn auch nur leichte,
Erhéhung der Arreduktiven Aktivitédt im Vergleich zum unbehandelten Protein. Zwar kann
keine klare Aussage zum flir die Benzamidoxim-Reduktase-Aktivitdt notwendigen
Sulfurierungsstatus getroffen werden, jedoch legen diese Beobachtungen das Vorhandensein

von sulfuriertem Moco an mARC nahe.

3.12 Klonierung und rekombinante Expression von hmARC2
Offenbar bilden mARC-ahnliche Proteine in Eukaryonten eine Mini-Genfamilie, die stets aus

zwei Mitgliedern besteht, da bisher in allen vollsténdig sequenzierten Eukaryonten-Genomen

codierende Sequenzen fir zwei mARC-Proteine gefunden wurden. Diese Gene liegen
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bisweilen in Tandem-Orientierung auf einem Chromosom vor (z.B. in H. sapiens). Die
Aminosduresequenzen weisen zueinander jeweils Identitaten von 60-80% auf.

Die cDNA des humanen mARC2-Proteins (hmARC2) mit der Nucleotid Accession-Nummer
NM_017898 konnte in dieser Arbeit aus revers transkribierter mRNA aus humanen HepG2-
Zellen isoliert, in den bakteriellen Expressionsvektor pQE80 Kkloniert und im £ col~
Expressionsstamm TP1000 rekombinant exprimiert werden. Nach der
affinitdtschromatographischen Aufreinigung traten zwar starke Verunreinigungen mit
unspezifisch an die Matrix gebundenen Proteinen auf und es zeigte sich zundchst keine
dominierende Proteinbande erwarteter GréBe. Jedoch konnte in der Western-Analyse eine
Proteinbande mit einer Masse von ca. 38 kDa durch den anti-ABA3-CT-Antikorper detektiert
werden. Durch den nit-1-Assay und die Form A-Analyse konnte Moco in den
Elutionsfraktionen dieses Proteins nachgewiesen werden. Aufgrund der schlechten Reinheit
des Proteins erfolgte zu diesem Zeitpunkt zwar keine Quantifizierung des Cofaktorgehaltes,
doch mit dem grundsatzlichen Binden des Moco an das rekombinant exprimierte humane
mARC-Homolog war eine wichtige Voraussetzung flir die weitere Charakterisierung des
Proteins erflillt. Mittlerweile konnten sowohl die humanen (hmARC1 und 2) als auch die
pflanzlichen Homologe (pmARC1 und 2) von mARC kloniert, rekombinant exprimiert und mit
guter Reinheit erhalten werden (personliche Mitteilung, Bettina Wahl). Fir die pmARC-
Proteine konnte eine hohe Cofaktorsattigung von bis zu 60-70 % erzielt werden, was die
Rolle der mARC-homologen Proteine als echte Molybdoenzyme untermauert. Eindeutig
konnte zudem die Spezifitat dieser Proteine fiir die A~reduktive Reaktion belegt werden, da
sie im Gegensatz zu HMCS-CT ohne Cytochrom bs und Cytochrom bs-Reduktase keine
Benzamidoxim-Reduktase-Aktivitdt zeigen. Mit dem Vorliegen der rekombinant exprimierten
Proteine in dieser verbesserten Qualitdt kann nun auch der enzymatisch notwendige
Sulfurierungsstatus des gebunden Moco ermittelt werden. Zusatzlich kann basierend auf der
Art des gebundenen Cofaktors eine Zuordnung der mARC-Proteine zu einer der

Molybdoenzym-Familien erfolgen.
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Material und Methoden

4.1 Materialien
4.1.1 Verwendete E. coli - und P. pastoris-Stamme
Tab. 4-1: Verwendete E. coliund P. pastoris-Stamme
Stamm Genotyp Referenz  Kultivierung Verwendung
E. coli
DH5q F* supE44 AlacU169 (¢80 lacZ Hanahan 37 °C, LB Klonierung
AM15) hsdR17 endA1l gyrA96 thi-1 | (1983)
relAl recA56
DL41 (DE3) |F metA28 LAM - Hendrickson, |37 °C, LB Expression
Horton &
Lemaster,
(1990)
RK4353 F araD139 A(argF-lac)U169 deoCl | Stewart & |37 °C, LB
fIbB5201 gyrA219 rel A1 rpsL150| MacGregor
nob-9 ptsF25 (1982)
RK5204 RK4353 chiA204:Mu cts (V. Stewart), |30 °C, LB Expression
Rivers et al,
1993
RK5206 RK4353 ch/G206::Mu cts Stewart &30 °C, LB Expression
MacGregor
(1982)
XL1-Blue A(mcrA)183 AmcrB-hsdSMR- Stratagene |37 °C, LB Klonierung
mrr)173 recAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac [F’
proAB lacIgZAM15 Tn5 (Kan® )].
TP1000 F, lacU169, araD139, rpsL150, | Palmer 37 °C, LB Expression
relAl, ptsF, rbsR, flbB, A(mobAB), | (1996)
Strep. R.
P. pastoris
KM71 | Arg4, his4, aox1::ARG4 | Invitrogen | 30°C, YPD | Expression
4.1.2 Plasmide
Tab. 4-2: Verwendete Plasmide
Plasmid Selektion Referenz Verwendung
pQESO amp Qiagen Expression
PBluescript IT SK+ amp, Blue-White | Stratagene Klonierung,
Sequenzierung
PGEM-T easy amp, Blue-White | Promega PCR-Klonierung
pJET1/blunt Ampicillin MBI Fermentas PCR-Klonierung
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4.1.3

Primer

Alle verwendeten Primer wurden von den Firmen Eurogentec oder Sigma bezogen.

Tab. 4-3: Verwendete Primer
Bezeichnung Verwendung Sequenz
ABA3
CTermStart_BHI PCR TATATAGGATCCATGCAACTTCTTAGTGAAGACCTTGAA
CTermStop_BHI PCR CACAAGCGGATCCTTATTCAATATCTGGATTAACTTCTTCCCC

CTforHindIII PCR ATCTCCAAGCTTATGCCTCAACTTCCTAGTGAAGACCTT
CTrevXhol PCR ACGGTGCTCGAGTTATTCAATATCTGGATTAACTTCTTC
R723C_for PCR-Mutagenese AATCCACATAGGTTCTGTCCAAATCTGGTTATA
R723C_rev PCR-Mutagenese TATAACCAGATTTGGACAGAACCTATGTGGATT
Sir3-3_for PCR-Mutagenese CAATCCACATAGGTTCAAACCAAATCTGGT
Sir3-3_rev PCR-Mutagenese ACCAGATTTGGTTTGAACCTATGTGGATTG
C542S_for PCR-Mutagenese TACCCGATCAAGTCATCTGCTGGATTTTCTGTG
C542S_rev PCR-Mutagenese CACAGAAAATCCAGCAGATGACTTGATCGGGTA
C755S_for PCR-Mutagenese ACATCATTGGGCGGTTCTAACCGGTGCCAGATG
C755S_rev PCR-Mutagenese CATCTGGCACCGGTTAGAACCGCCCAATGATGT
C758S_for PCR-Mutagenese GGCGGTTGTAACCGGAGCCAGATGATAAACATA
C758S_rev PCR-Mutagenese TATGTTTATCATCTGGCTCCGGTTACAACCGCC

HMCS

HMCSfor_C1 PCR TCCAGGGATCCATGTCAGCAGACAGCCAGGCTGATGTT

HMCSfor_C2 PCR ACCCAGGGATCCATGTCAGAGAAAGCTGCAGGAGTCCTG

HMCSrevBHI PCR ACGGTGGATCCTTAGGAGGTAACATCCTGGTGTTTCTC
P591S_for PCR-Mutagenese CACTAACCTTTATCTCTATTCAATCAAATCCTGTGCTGC
P592S_rev PCR-Mutagenese GCAGCACAGGATTTGATTGAATAGAGATAAAGGTTAGTG
S594A _for PCR-Mutagenese CTCTATCCAATCAAAGCCTGTGCTGCATTTGAGGTG
S594A_rev PCR-Mutagenese CACCTCAAATGCAGCACAGGCTTTGATTGGATAGAG
F775Y_for PCR-Mutagenese GATCTCAGCTTGCGTTATCGTGCCAATATTATTATC
F775Y_rev PCR-Mutagenese GATAATAATATTGGCACGATAACGCAAGCTGAGATC
R776C_for PCR-Mutagenese CTCAGCTTGCGTTTTTGTGCCAATATTATTATC
R776C_rev PCR-Mutagenese GATAATAATATTGGCACAAAAACGCAAGCTGAG
R776K_for PCR-Mutagenese GATCTCAGCTTGCGTTTTAAAGCCAATATTATTATCAATGG
R776K_rev PCR-Mutagenese CCATTGATAATAATATTGGCTTTAAAACGCAAGCTGAGATC
N778Q_for PCR-Mutagenese GCTTGCGTTTTCGTGCCCAAATTATTATCAATGGAAAAAGGGC
N778Q_rev PCR-Mutagenese GCCCTTTTTCCATTGATAATAATTTGGGCACGAAAACGCAAGC
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hmARC
AAH10619_for > '-Frr]ag Rﬁlfcnlt von ATATATGGATCCATGGGCGCCGCCGGCTCCTCCGCG
m
AAH10619_rev 3 '-Frr]ag Rﬁlfglt von AAATTTAAGCTTTTACTGGCCCAGCAGGTACACACAGG
m
NP060368_for 5 "Frf]agrsgéf von ATATATGGATCCATGGGCGCTTCCAGCTCCTCCGCG
m
NP060368_rev 3 "F;agrsgé von ATAATTAAGCTTCTACACCATCCGATACACAGGGTC
m
AAH10619_2for 5’-Fragment von CAGGAGCTGCCCAGCCTTTGGGCT
hmARC1
AAH10619_2rev 3"-Fragment von CACCATGCTTCAAGTGTTGTCATT
hmARC1
NP060368_2for 5’-Fragment von TAGTTGGGTCAACTTTGACTCCTC
hmARC2
NP060368_2rev 3’-Fragment von TCCCTCCTGGTTGCTGAAGCCATA
hmARC2
AAH10619int_for 5’-Fragment von CTCAGTGCAGCCTACACAAAGGAC
hmARC1
AAH10619int_rev 3'-Fragment von GTGCACTCTGCACTTGTGCACTGC
hmARC1
NP060368int_for 5’-Fragment von TGTGGCAATGAGGCAGCTAAGTGG
hmARC2
NP060368int_rev 3’-Fragment von GCAGTAGTCTGGGTAGGCCACCTG
hmARC2
4.1.4 Antikorper
Tab. 4-4: Verwendete Antikorper
. Mono- . eingesetzte
Bezeichnung /Polyklonal Organismus Verdiinnung Hersteller
Primdre
Antikorper
Anti-ABA3-CT polyklonal Kaninchen 1:7500 Trenzyme
Anti-Hisg-Tag monoklonal Maus 1:1000 Sigma
Anti-AO polyklonal Kaninchen 1:1000 Trenzyme
Anti-XDH polyklonal Kaninchen 1:1000 Trenzyme
Sekundare
Antikorper
Anti-Maus-IgG Polyklonal; AP- Ziege 1:3000 Sigma
Konjugat
Anti-Kaninchen- Polyklonal; AP- Ziege 1:7500 Sigma
IgG Konjugat
Anti-Maus-IgG Polyklonal; HRP- Schaf 1:2500 GE Healthcare
Konjugat
Anti-Kaninchen- Polyklonal; HRP- Affe 1:10000 GE Healthcare
IgG Konjugat
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4.1.5

Haufig verwendete Chemikalien, Enzyme und Matrices

Die in speziellen Versuchen haufig eingesetzten Chemikalien sind nach Hersteller sortiert in

der unten gezeigten Tabelle aufgeflihrt. Die librigen gangigen Laborchemikalien wurden von

den Firmen Riedel-de Haen, Roth, Sigma, Merck, Fluka, Serva und Duchefa bezogen.

Tab. 4-5: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Matrices
Hersteller Chemikalien

ABCR Benzamidoxim

Aldrich L-Cystein, Natriumsulfid, Indol-3-Carboxaldehyd,

Duchefa DTT, IPTG, Tris,

Fluka KCN, Benzamidin

Merck Imidazol, Ascorbinsaure

Roth Acrylamid/Bisacrylamid (30%), Triton X 100,
Ammoniumacetat

Serva Agarose

Sigma 1,5-I-AEDANS, MTT, Hypoxanthin, DTNB,
Natriummolybdat

Enzyme

Biozyme Xanthinoxidase

Peglab/Promega Tag-Polymerase, Restriktionsenzyme

Peglab Pwo-DNA-Polymerase

Roche Alkalische Phosphatase

Matrices

GE Healthcare

Q-Sepharose, Source Q15

Pharmacia

Superdex 200

Qiagen

Nickel-NTA-Agarose
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4.1.6 Gerate, Material und Software
Tab. 4-6: Verwendete Materialien und Gerate
Material Hersteller

ABI-PrismTM-Big-Dye-Terminator-Cycle-Sequencing-Ready-Reaction Kits

(Perkin Elmer)
Applied Biosystems

EasyPure DNA Purification Kit

Biozym

Nick-Saulchen

Amersham Bioscience

$Nucleo-Spin-Extract-Kits

Macherey und Nagel

Nucleo-Spin-Plasmid-Kits

Macherey und Nagel

ODS Hypersil 120 A Saule

Techlab

PD10-Saulen

Amersham Bioscience

PVDF-Transfer-Membran (Hybond P)

Amersham Bioscience

Q-Sepharose

Amersham Bioscience

Superdex 200 HighLoad 16/60 prep grade

Pharmacia biotech

Superdex 200 HR 10/30 analytical grade

Pharmacia biotech

VivaSpin-Konzentratoren

VivaScience

Gerat

Hersteller

ABI Prism TM 310 cycle sequencer

PE Applied Biosystems

Akta Basic 10 System

Amersham

AR-36L Arabidopsis growth chamber

Percival Scientific

Autoklav

Westima Sauter

Fotoeinheit Intas Mitsubishi
French Pressure Cell Press Aminco

GC-14 Gaschromatographen Shimadzu
GenAmp PCR-System 2400 Perkin Elmer
Heizblock Thermostat plus Eppendorf

HP Series 1100-HPLC Agilent

Immunoblot-Transfergerat

Micro Bio Tec Brand

Miniblotter—Apparatur Biometra
PCR-Express Gradient Cycler Hybaid
Proteingelelektrophorese SE250 Hoefer
Schiittelinkubator Unitron Infors

Spektrometer UV/Vis Ultrospec 2100 pro

Pharmacia Biotech

Sterilwerkbank LaminAir Heraeus
Suprafuge 22 Heraeus
Ultraschall-Gerat Sonifier Branson

Zentrifugen

Sigma, Heraeus, Hettich
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Tab. 4-7: Verwendete Software

Software Hersteller
ChemStation for LC 3D Agilent
Swift II Pharmacia Biotech
Unicorn 5.01 Amersham
Image] 1.38 NIH

(http://rsb.info.nih.gov/ij/)

4.2 Molekularbiologisches Arbeiten
4.2.1 Klonierungen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten DNA-Arbeiten hatten die Subklonierung bzw.
Umklonierung von DNA-Fragmenten auf Plasmid-Ebene zum Ziel. Hierdurch sollten
Expressionskonstrukte fiir die rekombinante Expression in £ coli und P. pastoris erzeugt
werden. Die Lagerung und Vermehrung der verwendeten Plasmide erfolgte in dem E. colF
Stamm DH5a. Die mittelfristige Lagerung der Klone erfolgte auf LB-Agar-Platten, zur
langfristigen Lagerung von erzeugten Plasmid-Konstrukten wurden diese ebenfalls in den
Stamm DH5a transformiert und in Form von Glycerol-Kulturen bei -70 °C eingefroren. Zur
Herstellung von Expressionskonstrukten wurden Restriktions-Endonukleasen, T4-DNA-Ligase
und Alkalische Phosphatase entsprechend der Herstellerangaben oder nach Sambrook et al.
(1989) verwendet. Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte mit Hilfe des Nucleo-Spin-Plasmid-
Kits von Macherey und Nagel. PCR-Produkte oder andere DNA-Fragmenten wurden in 1
%igen Agarosegelen mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in Anlehnung an Sambrook et al. (1989)
aufgetrennt und DNA-Banden von Interesse wurden unter UV-Licht ausgeschnitten. Die
Elution und Aufreinigung der im Gel enthaltenen DNA erfolgte mit Hilfe des Nucleo-Spin-
Extract-Kits von Macherey und Nagel oder dem EasyPure DNA Purification Kit von Biozym.
Die Herstellung kompetenter E£. colFZellen fiir die Transformation erfolgte ebenfalls nach
Sambrook et a/. (1989).

4.2.2 RNA-Isolation

Zum Schutz der RNA vor RNasen, wurden Arbeitsflichen, Pipetten etc. mit
Natriumhypochlorid  gereinigt,  ausschlieBlich  RNase-freie  Pipettenspitzen  sowie
ReaktionsgefaBe verwendet und die RNA (ber den gesamten Arbeitszeitraum in einem

gekiihlten Zustand gehalten. Die Isolation der RNA erfolgte mit dem NuleoSpin® RNA Plant
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Kit von Macherey und Nagel entsprechend den Herstellerangaben. Zur Bestimmung der
Konzentration und Reinheit der RNA wurden 5 pl RNA-Lésung in 1 ml ddH,O photometrisch
bei 230 nm, 260 nm und 280 nm vermessen, wobei die Absorption bei 260 nm die RNA, und
die Absorption bei 230 nm bzw. 280 nm Verunreinigungen durch Polysaccharide bzw. DNA
erfasst. In hochreinen RNA-L6sungen liegt ein Verhaltnis bei 230 nm, 260 nm und 280 nm

von etwa 1:2:1 vor. Die Konzentration der RNA konnte Uiber die OD,g, bestimmt werden.

4.2.3 RT-Reaktion

Die RT-Reaktion wird genutzt, um mittels der Reversen Transkriptase, in Gegenwart eines
Oligo-dT-Primers, Gesamt-mRNA in einzelstrangige cDNA umzuschreiben. Die gewlinschte
cDNA kann aus der gesamten erhaltenen cDNA in einer nachfolgenden PCR, der RT-PCR,
mittels spezifischer Primer amplifiziert werden. Nachfolgend liegt die intronfreie Sequenz der
gewtinschten mRNA, reprasentiert durch den amplifizierten und nun doppelstrangigen cDNA-
Abschnitt vor. Zum Schutz der mRNA vor RNasen missen die unter 4.2.2 beschriebenen
VorsichtsmaBnahmen getroffen werden.

Fir die RT-Standardreaktion wurden jeweils 4-6 ug der Gesamt-RNA eingesetzt und mit
RNase freiem H,0 auf ein Gesamtvolumen von 10 pul aufgefiillt. Nach einer Denaturierung fir
3 min bei 65 °C wurde fiir einen 20 pl-Ansatz folgendes hinzugefligt: 4,0 pl 5x AMV-Puffer
(Promega), 4,0 pl dNTPs (10 mM), 0,5 pl Rnase-Inhibitor (rRNasin®, 40 U/pl; Promega), 0,5
Ml Oligo-dT Primer (100 pmol/pl), 1,0 pl AMV-Reverse Transkriptase (10 U/pl).

Die RT-Reaktion fand fir 2 h bei 41 °C statt und wurde durch Auffullen auf ein

Gesamtvolumen von 250 ul mit TE-Puffer abgestoppt.

4.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Verschiedene Variationen der PCR wurden in Abhdngigkeit davon verwendet, welcher
Anspruch an die Genauigkeit und Prozessivitdt der verwendeten Polymerase gestellt wurde.
Alle Ansatze entsprachen jedoch den Grundsatzen der Standardprotokolle nach Sambrook et
al. (1989). Bei Ansdtzen mit hoher Genauigkeit wurde die mit einer 3" -5 -Exonuklease-
Aktivitat ausgestattete Pwo-DNA-Polymerase (Peqlab) verwendet. Bei geringeren Anspriichen
an die Genauigkeit wurde die Tag-Polymerase (Peglab, Promega) eingesetzt. Fir alle PCR-
Ansatze wurden die Gerdate Gen Amp PCR-System 2400 von Perkin Elmer sowie PCR-Express

Gradient von Hybaid eingesetz.
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4.24.1 Klonierungs-PCR

Um flir die Erstellung von Expressionskonstrukten neue Restriktions-Schnittstellen an
definierten Positionen in einer cDNA zu erzeugen, missen diese unter Verwendung
mutagenisierter Primer in die cDNA eingefiigt werden. Der erste Schritt zur Modifizierung der
cDNA war das Design von Primern, die die gewiinschten Basenaustausche enthalten aber
weiterhin Uber eine ausreichende Sequenzhomologie verfligen, um an die Template-DNA
spezifisch zu binden. Ein PCR-Ansatz setzte sich in einem Gesamtvolumen von 50 pl aus 1
MM jedes Primers, 200 mM jedes Nucleotids, 20-50 ng Template-DNA, 2,5 U Pwo-DNA-
Polymerase und MgCl-enthaltendem Reaktionspuffer zusammen. Die Amplifikation erfolgte
unter variierenden Bedingungen in Abhangigkeit von der eingesetzten cDNA. Das
Standardprotokoll flir die PCR-Ansatze sah einen einmaligen Denaturierungschritt bei 95 °C
fur 2 min vor. Die eigentliche Amplifikation erfolgte in 18-20 Zyklen bestehend aus
Denaturierungsschritt (95 °C, 30 s), Annealingschritt (56 °C, 30 s) und einem
Elongationsschritt (72 °C, 1 min/kb Template-DNA). Um eine vollstéandige Aufflillung der
synthetisierten DNA-Strange zu gewahrleisten, erfolgte eine Endsynthese fiir 7 min bei 72
°C.

4.2.4.2 Fusions-PCR

Um gerichtete Mutationen in eine cDNA einfligen zu kénnen oder um bestehende Mutationen
aus einer Sequenz zu eliminieren, wurde in dieser Arbeit die Fusions-PCR genutzt. Die
haufigste Anwendung fand sie bei der Erzeugung von Mutationen, um nachfolgend die
gewtinschte Protein-Variante exprimieren zu kdnnen. Die Fusions-PCR besteht aus zwei
grundlegenden Einzel-Schritten. Im ersten Schritt werden durch PCR Fragmente der
gewtinschten cDNA erzeugt, die sich in einem etwa 10-30 bp langen Bereich Uberlappen. Im
zweiten Schritt werden diese Fragmente dann ebenfalls iber PCR fusioniert, so dass die
vollstandige cDNA erhalten wird. Im Falle einer Mutagenese-PCR enthélt der Gberlappende
Bereich die gewlinschte Mutation. Hierzu wurden zueinander komplementare Primer erzeugt,
die die erforderlichen Basenaustausche enthalten. Die Primer wurden in der ersten PCR als
5 -Primer des einen und als 3'-Primer des anderen Fragmentes eingesetzt, so dass
gewahrleistet war, dass beide DNA-Strange die Mutation aufweisen.

Nach der Synthese der Fragmente wurde die eigentliche Fusions-PCR gestartet. Nach einem
Denaturierungsschritt gefolgt von der Annealingphase lagern sich die komplementdren
Abschnitte der Fragmente aneinander. In Anwesenheit von Nukleotiden und Pwo-Polymerase
erfolgte die Auffiillung der DNA-Einzelstrange zum Doppelstrang. Die nachfolgende Zugabe

endstandiger Primer und weitere PCR-Zyklen flihrten schlieBlich zur Amplifikation der
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vollstdndigen cDNA. Dabei wurden etwa 20-30 ng der Teilfragmente in Anwesenheit von 2,5
U Pwo-Polymerase und je 200 ng dNTP bei 94 °C fiir 2 min denaturiert. Daraufhin folgten
funf Zyklen, die aus einem Denaturierungsschritt bei 94 °C von je 30 s, einem 30 s
Annealingschritt bei 56 °C und der Elongation bei 72 °C fur 1 min/kb DNA bestanden. Die
endstandigen Primer wurden anschlieBend jeweils in einer Konzentration von 1 uM
zugegeben. Das Programm durchlief nun zusatzliche 15 Mal den oben beschriebenen Zyklus
gefolgt von einer abschlieBenden Endsynthese von 7 min bei 72 °C.

4.2.5 DNA-Sequenzierung

Fir die Sequenzierung wurde stets hochreine DNA eingesetzt. Die Aufreinigung erfolgte im
Fall von Plasmid-DNA mit Hilfe des Nucleo-Spin-Plasmid-Kits (Macherey & Nagel), im Fall von
PCR-Amplifikat mit dem Nucleo-Spin-Extract-Kit (Macherey & Nagel). Die Sequenzierung
selbst erfolgte unter Verwendung von fluoreszenz-markierten ddNTPs des ABI-PrismTM Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Perkin Elmer) mit einem Pop 6
Polymer auf einem ABI Prism TM 310 cycle sequencer (PE Applied Biosystems). Mit einem
Teil der Sequenzierungen wurde die Firma MWG beauftragt. Dazu wurden 2 pg reine DNA
getrocknet und als Pellet versendet. Die Primer wurden, wenn es sich um eigene Primer
handelte, als 10 mM Gebrauchslésung mitverschickt. Die Sequenzierdaten wurden dann
durch MWG (ber das Internet verfiigbar gemacht.

4.3 Arbeiten mit Arabidopsis thaliana

Die in dieser Arbeit verwendeten aba3-Mutanten aba3-1, aba3-2 und 13-5 wurden
freundlicherweise durch Annie Marion-Poll vom ,Institut National de la Recherche
Agronomique" (INRA) flir die Arbeiten von Florian Bittner zur Verfligung gestellt und standen
somit auch fiir diese Arbeit zur Verfligung. Die aba3-Mutante sir3-3 wurde durch Prof. Yunde
Zhao von der University of California at San Diego bereitgestellt. Die korrespondierenden
Wildtypen Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Le) sowie Wassilewskija (Ws) lagen ebenfalls

bereits vor.
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4.3.1 Pflanzenanzucht

Aussaaterde (z.B. Compo) wurde in kleine Pflanztépfe (7 x 7 x 8cm) verbracht und sehr gut
durchnasst. Diese Erde wurde mit ca. 100 Pflanzensamen bestreut. Zum Schutz vor
Austrocknung wurden die Tépfe mit Frischhaltefolie abgedeckt oder in ein Mini-Gewachshaus
gestellt. Nach einer ein- bis zweitdgigen Keimungsinduktion bei 4 °C wurden die Samen in
einen Kulturschrank mit definierten Kulturbedingungen Uberfiihrt. Fiir diese Arbeit wurde ein
AR-36L Arabidopsis growth chamber (Percival Scientific) verwendet. Die Kultivierung der
Pflanzen erfolgte zunachst flir ca. 2 Wochen unter Langtagbedingungen. Darunter versteht
man 16 h Lichtphase bei 22 °C und 8 h Dunkelphase bei 20 °C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. Nach Ausbildung einer kraftigen Rosette wurden die
Bedingungen auf Kurztag umgestellt, was eine Verkiirzung der Lichtphase auf 9 h bei 22 °C
und eine Verlangerung der Dunkelphase auf 15 h bei 20 °C beinhaltete. Die Luftfeuchtigkeit
wurde beibehalten. Damit beabsichtigte man eine Verzdgerung der Bllitenbildung. A. thaliana
ist eine Langtagpflanze, was sich hinsichtlich der Blihinduktion auswirkt. Unter
Langtagbedingungen wird ab dem 20. Tag die Blitenbildung eingeleitet, die unter
Kurztagbedingungen jedoch unterdriickt wird. Die Pflanze bekam so die Mdglichkeit, langer
vegetativ zu wachsen und eine kraftige Rosette auszubilden. Fir die parallele Anzucht von
Mutanten traten jedoch Probleme auf. Die aba3Mutanten weisen aufgrund des
Abscisinsaure-Mangels eine gestorte Stomataregulation auf und treten 5 bis 10 Tage friiher
in die Blihphase ein. Um dem entgegenzuwirken, wurden die Mutanten wahrend des
Wachstums (ber einen mdglichst langen Zeitraum einer héheren Luftfeuchtigkeit (ca. 70-

80%) ausgesetzt.

4.3.2 Ernte und Verarbeitung des Pflanzenmaterials

Um Pflanzenrohextrakte herzustellen, wurden die geernteten Arabidopsis-Pflanzen zundchst
von allen Erdresten gereinigt. Zur Lagerung konnten sowohl die vollsténdigen Pflanzen als
auch die Pflanzenrohextrakte in flissigem Stickstoff schockgefroren und dann bei -70 °C
eingefroren werden. Zur Herstellung der Rohextrakte wurde das Pflanzenmaterial direkt in
flissigem Stickstoff oder in 1-2 Volumen Extraktionspuffer (0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer,
pH 7,2; 2,5 mM EDTA; 5 mM DTT) gemdrsert. Bei Bedarf wurde in diesem Puffer ein zweites
Mal gemdrsert, bis eine homogene Masse entstand. Dieses Material wurde bei 11000 x g
zentrifugiert und der Uberstand entweder frisch verarbeitet oder wie oben beschrieben

gelagert.
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4.4 Proteinbiochemische Arbeiten

44.1 Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli

Die Expressionsbedingungen fiir die hergestellten Konstrukte variierten in Abhangigkeit von
der angestrebten Proteinausbeute bzw. Reinheit sowie der Saturierung mit Cofaktoren.
Hierzu wurden der E£. colFExpressionsstamm, die Temperatur, die IPTG-Konzentration, die
Expressionszeit sowie die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff variiert. Im Standard-
Expressionsprotokoll wurde der E£. co/FStamm TP1000 und das Expressionsplasmid pQES0
verwendet. Dieses Plasmid vermittelt den Zellen eine Ampicillin-Resistenz. Zudem wird dem
exprimierten Protein NH,-terminal ein aus sechs Histidinresten bestehender Tag (His-Tag)
angehdngt, so dass eine spatere Proteinaufreinigung Uber Affinitdtschromatographie
ermoglicht wird.

Fir die Expression wurden zundchst 5 ml UN-Kulturen (LB mit 40 pg/ml Ampicillin) in
Reagenzglasern angesetzt, indem mit einer Impfése frisch transformierte E£. colFKlone
angeimpft und bei 37 °C schiittelnd inkubiert wurden. Hiermit wurden in einer Verdliinnung
von 1:1000 bis zu 6 L der Hauptexpressionskultur, die auf 2- und 3-L-Kolben verteilt wurden,
angeimpft und unter Schitteln bis zu einer ODgoy = 0,1 wachsen gelassen. Die Induktion
erfolgte mit 15 uM IPTG. Zusatzlich wurde 1 mM Natriummolybdat dem Medium zugesetzt,
insofern eine hohe Cofaktorsattigung gewtinscht wurde. Die Expression erfolgte anschlieBend
unter Schiitteln Gber einen Zeitraum von 20 h bei einer Temperatur von 22 °C. Bei der
Expression in den £. co/fStdmmen RK5204 und RK5206 erfolgte auch die Anzucht der UN-
Kultur bei 22 °C. Auf eine Zugabe von Molybdat wurde hier verzichtet.

Zur Aufarbeitung der Expressionskulturen wurden die Zellen bei 12000 x g fiir 5 min bei 4°C
pelletiert. Die Zellpellets wurden anschlieBend in 1-2 Volumen Lysispuffer (50 mM Natrium-
Phosphat-Puffer pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 % Glycerol; 10 mM Imidazol) resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte mittels der French Pressure Cell Press. Bei einem Druck von 1000 psi
werden die Zellen durch ein enges Ventil gepresst. Durch die dabei auftretenden Scherkrafte
brechen sie auf und der Zellsaft wird freigesetzt. Dieser Schritt wurde zwei- bis dreimal
wiederholt. Um den erhaltenen Extrakt weiter zu homogenisieren, erfolgte ein 5-mindtiger
Sonifizierungsschritt. Die anschlieBende Zentrifugation bei 40.000 x g fir 30 min bei 4 °C
separierte die Zelltrimmer von dem Zellsaft. Das so erhaltene Zelllysat konnte fiir die

Aufreinigung der rekombinant exprimierten Proteine eingesetzt werden.
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4.4.2 Uberexpression rekombinanter Proteine in P. pastoris

Da die Expression einiger eukaryotischer Proteine eine postttranslationale Modifikation
erfordert, die in einem prokaryotischen System wie E£. coli nicht gewahrleistet werden kann,
erfordert die rekombinante Expression dieser Proteine die Nutzung eines eukaryotischen
Systems. Die einzellige Hefe P. pastoris zeichnet sich wegen der kurzen Generationszeit und
der leichten Kultivierbarkeit aus. Zudem verfligt dieser Organismus Uber alle nétigen
Mechanismen und das passende Milieu, um die Eukaryonten-spezifische posttranslationale
Modifikation des exprimierten Proteins vorzunehmen.

P. pastoris ist in der Lage, Methanol als einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen. Das Methanol
wird von zwei Isoformen des Enzyms Alkohol-Oxidase (AOX1 und AOX2) unter
Sauerstoffverbrauch zu Formaldehyd oxidiert. Da bei dieser Reaktion als Nebenprodukt H,0,
entsteht, findet sie in den Peroxisomen statt. Wenn Methanol als alleinige Kohlenstoffquelle
zur Verfligung steht, kommt es zu einer drastischen Verstarkung der Expression der
involvierten Enzyme. Die AOX1 reprasentiert unter diesen Bedingungen bis zu 30% der
gesamten I6slichen Proteinfraktion, was einen starken, durch Methanol induzierbaren
Promotor voraussetzt. Diesen gezielt induzierbaren Promotor macht man sich fir die
Fremdgenexpression in P. pastoris zunutze. Basierend auf diesem Promotor wird das pPICZ-
Vektor-System von Invitrogen genutzt. Der Vektor vermittelt beiden Organismen eine
Zeocin™(Invitrogen)-Resistenz, wodurch die Selektion erméglicht wird. Zudem erhalt das
exprimierte Protein C-terminal einen His-Tag, wodurch es spater affinitatschromatographisch
aufgereinigt werden kann. Der Vektor selbst kann nur in £ coli repliziert werden. Fir die
Vervielfaltigung der DNA in P. pastoris muss diese zundchst in das Genom integriert werden.
Um diese stabile Integration zu erreichen, muss die DNA zuerst im Bereich des AOX1-
Promotors linearisiert werden. Nach Transformation von P. pastoris mit dieser DNA kommt
es in der Regel durch homologe Rekombination mit einem single-cross-over zu einer
Integration der rekombinanten DNA im 5 -Bereich des AOX1-Gens.

Zur Expression der Aldehydoxidase AAOI aus A. thaliana, welche als Homodimer die AOa
bildet, wurde ein P. pastoris-Stamm verwendet, der von Tomokazu Koshiba von der Tokyo
Metropolitan University in Japan zur Verfligung gestellt wurde. Beschrieben wurde dieser
Stamm detailliert durch Koiwai et a/. (2000). Es handelt sich dabei um den Mut® (Methanol
utilisation slow)-Stamm KM71 (Invitrogen), der mit pPICZ-AAO1 transformiert wurde. Da in
diesem Stamm das AOXI-Gen durch eine Insertion zerstort ist, kann nur noch die AOX2-
Isoform Methanol metabolisieren, was in einem deutlich verlangsamten Wachstum

resultiert.
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4.4.2.1 Uberexpression der AOa aus A. thalianain P. pastoris

Nur die anfangliche Vermehrung der Kolonien von P. pastoris findet auf Glucose-haltigem
Medium (YPD-Platten) statt. Alle folgenden Flissigkulturen vor Induktion mit Methanol
enthalten ausschlieBlich Glycerol als Kohlenstoffquelle. Dadurch kommt es zu einer
Derepression des AOX1-Promotors. Nach Erreichen der gewiinschten Zelldichte werden die
Zellen zur Induktion in ein Methanol-haltiges Minimalmedium Uberfiihrt. Da die
Metabolisierung des Methanols Sauerstoff erfordert, werden die Kulturen daher ab diesem

Zeitpunkt in Schikanekolben geschiittelt und lediglich mit Gaze verschlossen.

YPD-Medium: 20 g/l Pepton
10 g/I Hefe-Extrakt
pH 5,8 einstellen, auf 950 ml aufflllen und autoklavieren
Festmedium enthdlt 1,5 % Agarose

50 ml 40 %ige Glucose (sterilfiltriert)
zugeben
BMGY-Medium: 20 g/l Pepton

10 g/I Hefe-Extrakt

autoklavieren und folgendes steril zugeben:

100 ml/lI 1 M Kalium-Phosphat-Puffer, pH 6,0

100 ml/I 10 x YNB

2 ml/l 500 x Biotin

100 ml/I 10 x Glycerol

BMMY-Medium: wie BMGY, aber statt 10 x Glycerol werden 5 ml/I Methanol und 0,3
mM Natriummolybdat zugegeben

4.4.2.2 Proteinextraktion aus P. pastoris

Da mit dem standardmaBigen Zellaufschluss mittels French Press fiir das Pichia-Zellmaterial
nicht immer ein befriedigendes Ergebnis erzielt werden konnte, wurde hier eine alternative
Aufschlusstechnik unter Verwendung von sduregewaschenen Glasperlen (Sigma) genutzt.
Die Zellpellets wurden sowohl mit einem Volumen dieser Glasperlen als auch mit einem
Volumen Lysispuffer (50 mM Natrium-Phosphat-Puffer, ph 7,5; 1 mM EDTA; 5% Glycerol)
versetzt. Diese Suspension wurde tber 30 min in Intervallen von 30 s abwechselnd gevortext
und auf Eis gekiihlt. Die Abtrennung der Glasperlen erfolgte Uber einen Zentrifugationsschritt
bei 4000 x g fiir 5 min bei 4°C. Die Uberstande wurden bei 40000 x g fiir 30 min bei 4°C
erneut zentrifugiert. Das klare Lysat konnte dann flir die Proteinaufreinigung tber Ni-NTA-

Matrix verwendet werden.
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4.4.3 Affinitatschromatographische Aufreinigung von His-getaggten
Proteinen
Zur affinitatschromatographischen Aufreinigung von rekombinanten Proteinen mit einem His-
Tag macht man sich die hochaffinen Wechselwirkungen zwischen Nickel(Ni)-Ionen und
Polyhistidinen an einer Nitrilo-tri-Acetat- (NTA-) Matrix (Qiagen) zu Nutze. Die Ni-Ionen
werden von der NTA-Matrix komplexiert und dadurch immobilisiert. In dieser Arbeit wurden
die rekombinant exprimierten Proteine im sogenannten Batch-Verfahren aufgereinigt. Hierzu
wurde das nach Zentrifigation erhaltene Zelllysat je nach Ausgangsmenge mit 1-3 ml mit
Lysispuffer aquilibrierter Ni-NTA-Superflow-Matrix (Kapazitat 10 mg/ml) versetzt und bei 4 °C
fir einen Zeitraum von 1 h bis UN geschwenkt, so dass die Proteine mit His-Tag gleichmé&Big
an die Matrix binden konnten. AnschlieBend wurde das Gemisch in eine leere mit einer Fritte
verschlossene Tropfsaule gefiillt, so dass die Fliissigkeit nach unten abtropfen kann und die
Matrix zurlickbleibt. Vor dem Waschschritt wurde eine Top-Fritte auf die Matrix gelegt, um
ein Aufwirbeln der Matrix zu vermeiden. Das Waschen der Matrix erfolgte mit mindestens
drei Volumen Waschpuffer (50 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 6,0; 300 mM NaCl; 10%
Glycerol; 20 mM Imidazol) und die Elution des rekombinant exprimierten Proteins durch die
Zugabe von Elutionspuffer (50 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 6,0; 300 mM NaCl; 10%
Glycerol; 500 mM Imidazol). Bei der Aufreinigung farbloser Proteine wurde die Elution
fraktioniert in 500 pl-Schritten durchgefiihrt und die erhaltenen Fraktionen anschlieBend Uber
SDS-PAGE (berprift. Bei der Aufreinigung durch Chromophore gefarbter Proteine erfolgte
die Elution anhand der Farbung tropfenweise, um das erforderliche Elutionsvolumen zu

minimieren. Die Reinheit der Proteine wurde ebenfalls liber SDS-PAGE kontrolliert.

44.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die in dieser Arbeit gewahlte Standardmethode zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen
war der Assay nach Bradford (1976) unter Verwendung von BSA (Rinderserum-Albumin
Fraktion V) als Standard. Die Bradford-Stammlésung (Biorad) wurde vorbereitend im
Verhdltnis 1:5 mit ddH,O verdinnt und Uber einen Faltenfilter filtriert. Um im linearen
Messbereich des Photometers zu bleiben, konnten maximal 20 pg Protein in 1 ml der
Bradfordlésung verdiinnt werden. Nach einer 10-minitigen Inkubation bei Raumtemperatur
erfolgte die photometische Absorptionsbestimmung bei 595 nm gegen eine Protein-freie

Kontrolle.
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4.4.5 Konzentrierung von Proteinlésungen

Die Erhéhung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe von Zentrifugations-Konzentratoren
mit einer molekularen AusschlussgréBe (MWCO) von 10-100 kDa in Abhangigkeit von der
ProteingroBe. Flr diese Arbeit wurden VivaSpin-Konzentratoren des Herstellers VivaScience

mit einem Probenvolumen von 500 pl bis 15 ml eingesetzt.

4.4.6 Umpuffern von Proteinlésungen

Um unerwiinschte niedermolekulare Bestandteile einer Proteinlésung zu entfernen oder den
Proteinpuffer zu wechseln, wurden in dieser Arbeit Nick-Saulchen bzw. PD10-Sdulen von
Amersham verwendet. Diese Saulchen enthalten eine Gelfiltrationsmatrix, so dass
niedermolekulare Substanzen retardiert werden und das Protein friher eluiert. Die Saulen

wurden entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

4.4.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichtes
wurden diskontinuierliche Tris/Glycin-SDS-Gelelektrophorese-Systeme von 7,5 % bis 12 %
nach Laemmli (1970) angewendet. Die zu analysierenden Proteinldsungen wurden dazu vor
der Gelelektrophorese mit denaturierendem SDS-PAGE-Ladepuffer (50 % Glycerol; 3,5 %
SDS; 15 % pB-Mercaptoethanol; 0,02 % Bromphenolblau) versetzt und bei Bedarf bei 95 °C
fir 5 min denaturiert. Die Auftrennung erfolgte unter Wasserkiihlung bei 120 bis 200 V, bis
die Bromphenolblau-Front die untere Kante des Gels erreichte.

Zur Visualisierung der Proteinbanden wurde das Gel in einer Coomassie-Farbeldsung (40 %
Ethanol, 10 % Essigsaure, 0,15 % Coomassie (w/v)) gefarbt. Nach ca. 1 h wird die
Hintergrundfarbung des Gels durch Waschen mit einer 40 %igen Ethanollésung entfernt und

die Proteinbanden treten deutlich blau hervor.

4.4.8 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE)

Manche Versuchsansatze machten es nétig, Proteine in ihrer nativen Konformation im Gel
voneinander zu separieren. Hierzu wurde eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese
durchgeflihrt, bei der die Proteine ihre native Konformation beibehalten. Dazu wurde ein
nativer Ladepuffer (2 M Saccharose; 0,02 % Bromphenolblau) verwendet, um die Proben zu
beschweren und so das Beladen des Gels zu ermdglichen. Das Gel selber enthielt weder SDS

noch EDTA. Daher wird die Auftrennung der Proteine im Gel sowohl durch ihre GréBe als
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auch durch ihre Eigenladung bestimmt. Diese ist dabei in starkem MaBe vom pH-Wert des
Trenngels abhangig. Diese Methode wurde verwendet, wenn spater die Aktivitat des nativen
Proteins im Gel bestimmt werden sollte.

4.4.9 Gelfiltration

Bei der Gelfiltration werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die
Gelfiltration wurde in dieser Arbeit sowohl zur Aufreinigung von Proteinen als auch zur
Separierung von ABA3-CT von ABA3-NifS genutzt. Es wurde fiir praparative Zwecke eine
Superdex 200 16/60 prep grade-Saule, flir analytische Zwecke eine Superdex 200 10/30
analytical grade-Saule (beide Amersham Pharmacia) verwendet. Die prep-grade-Saule wurde
nach Aquilibrierung mit dem zu nutzenden Puffer mit maximal 2 ml Probe beladen (0,5-5
mg Protein) und bei einer Flussrate von 1 ml/min eingesetzt, die analytische Saule wurde bei
gleichen Flussraten mit maximal 200 pl Probe beladen. Als Puffer wurde flir ABA3-CT und
ABA3-NifS ein 50 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 7,2 mit 50 bis 500 mM NaCl bzw. fir
HMCS-CT ein 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0 mit 300 mM NaCl verwendet. Durchgefiihrt
wurden die Gelfiltrationsldufe mit einem Akta Basic 10 System. Die Versuche wurden sowohl

bei Raumtemperatur als auch bei 4 °C durchgefiihrt.

44.10 Anionenaustauscher-Chromatographie

Bei dieser Methode wird die Eigenschaft des Saulenmaterials, negative geladene Teilchen zu
binden, genutzt. In dieser Arbeit wurde eine selbstgepackte SourceQ 15-Saule (Amersham)
mit einem Volumen von ca. 10 ml genutzt.

In Abhangigkeit vom pH-Wert des Puffers haben Proteine positiv oder negativ geladene
Reste. Der pH-Wert des fiir die Anionenaustauscherchromatographie genutzten Puffers wird
daher so eingestellt, dass das Protein von Interesse eine negative Nettoladung aufweist. In
Anwesenheit eines negativ geladenen Kompetitor-Ions oder durch Variation des pH-Wertes
kdnnen die an die Matrix gebundenen Molekile wieder eluiert werden. Diese Elution erfolgte
in dieser Arbeit Uber das Anlegen eines NaCl-Gradienten. Dazu wurde ein Niedrigsalz-Puffer
(0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer, pH 8,5; Puffer A) mit steigenden Mengen eines
Hochsalzpuffers (0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer, pH 8,5; 1 M NaCl; Puffer B) gemischt.

- 129 -



Dissertation Silke Wollers 4, Material und Methoden

44.11 Immunoblot-Analyse

Nach der Auftrennung der Proteine lber SDS- oder native-PAGE wurden die Gele flir ca. 10
min in Transferpuffer (25 mM Tris/HCl; 20% Methanol, pH 10,4) aquilibriert um die Proteine
dann in einem Semi-Dry-Blot-Verfahren auf einer PVDF-Transfer-Membran (Hybond P,
Amersham Bioscience) zu immobilisieren. Hierzu wurden drei Lagen mit Transferpuffer
getrankte Whatman-Papiere luftblasenfrei auf die Anode des Blotters gelegt. AnschlieBend
wurde die zuvor mit 100% Methanol hydrophilisierte und in Transferpuffer aquilibrierte
Membran gefolgt von drei weiteren Lagen Whatman-Papieren aufgelegt. Der Transfer der
Proteine erfolgte bei 0,8 mA/cm2. Nach Waschen des Blots in 1 x TBS-Lésung (10 mM
Tris/HCI pH7,5; 150 mM NaCl) wurden die transferierten Proteinbanden reversibel mit einer
PonceauS-Ldsung (5 % in 1 x TBS) angefarbt und die Markerbanden, sofern vorhanden, mit
Bleistift markiert. Das Entfarben der Membran erfolgte durch Waschen in ddH20 und
TBSTXS (0,1 % BSA; 0,1 % TritonX-100; 0,05 %SDS; in 1 x TBS). Fir den immunologischen
Nachweis der transferierten Proteine wurde die Membran zunéchst fiir 1 h bei RT oder UN
bei 4 °C mit Blockierungslésung (2 % BSA in 1 x TBS) inkubiert bevor der gewiinschte
primare Antikorper in Blockierungslésung verdlinnt zugegeben wurde. Der aufgereinigte Erst-
Antikdrper gegen ABA3-CT wurde 1:7500, die anti-His-Tag Antikérper 1:1000 und die anti-
AO und anti-XDH-Antikdrper 1:1000 verdiinnt. Die Inkubation erfolgte unter Schwenken fir
ca. 1,5 h bei Raumtemperatur oder UN bei 4 °C, bevor ungebundene bzw. unspezifisch
gebundene Antikdrper durch dreimaliges 10-minitiges Waschen der Membran in TBSTXS
und einmaliges erfolgte Waschen in 0,8 % NaCl entfernt wurden. An einen erneuten 5-
minttigen Blockierungsschritt schloss sich die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper fiir
1 h bei RT an. Hierbei wurden anti-Kaninchen-IgG bzw. anti-Maus-IgG Antikdrper genutzt,
die entweder als Alkalische-Phosphatase (AP)-Konjugat oder als Meerrettich-Peroxidase
(HRP)-Konjugat vorlagen. Nach erneutem Waschen mit TBSTXS und 0,8 % NaCl erfolgte je
nach eingesetztem sekundaren Antikérper die Nachweisreaktion. Bei AP-gekoppelten
sekunddren Antikérpern erfolgte die Farbereaktion durch Benetzen der Membran mit ca. 10
ml BCIP/NBT-Puffer (100 mM Tris/HCI, pH 8,8; 100 mM NaCl; 0,2 mM MgCl,) nach Zugabe
von 33 pl BCIP/10 ml und 66 pl NBT/10 ml. Durch Ersetzen der Farbelésung durch ddH,O
wurde die Farbereaktion gestoppt.

Im Fall von HRP-gekoppelten Antikérpern dient H,O, als Substrat, welches in der
Detektionslosung (Amersham) enthalten ist. Hier werden die durch Chemilumineszenz
Ubermittelten Signale auf einem Film (Amersham) sichtbar gemacht. Die Membran wird nach
Benetzen mit dem Detektionsreagenz in Folie eingeschlagen, bevor ein ECL-Film aufgelegt
wird und in einer Entwicklungskassette flr die gewilinschte Expositionszeit (10 sec. - ca. 3

min) im Dunkeln auf der Membran belassen wird. AnschlieBend wird der Film fir 90 sec in
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der Entwicklerlésung geschwenkt bevor er 30 sec mit Wasser gewaschen und fiir 60 sec in

der Fixiererlosung fixiert wird.

4.4.12 Antikorper-Aufreinigung

Wenn die Qualitdt der vorhandenen Antikdrper-Seren nicht ausreichend ist, um spezifisch
und hintergrundfrei das gewlinschte Protein zu detektieren, ist eine Aufreinigung des
Antikdrpers notwendig. Hierzu wurden zunachst 1-2 mg des aufgereinigten Antigens (ABA3-
CT) in 10 ml 0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer pH 7,2 verdlinnt, auf eine zuvor mit Methanol
hydrophilisierte PVYDF-Membran gegeben und fiir ca. 1 h unter Schwenken an die Membran
gebunden. Ungebundenes Protein wurde durch einen Waschschritt entfernt und die
Membran nachfolgend in die Blockierungsldésung (2 % BSA in 1 x TBS) transferiert. Das
Blockieren dauerte 1 h bei Raumtemperatur unter Schwenken. Die so praparierte Membran
wurde Uber Nacht bei 4 °C und langsamem Schwenken mit dem Antikérper-Serum inkubiert.
Die Membran wurde daraufhin dreimal fir 5 min in 10 ml TBSTXS gewaschen, um
Serumreste und unspezifisch gebundene Antikérper zu entfernen. Die Elution des Antikdrpers
erfolgte durch die Inkubation der Membran mit 0,1 M Glycin/HCI-Puffer pH 2,5 flir 30 s. Das
so gewonnene Eluat wurde mit 170 pl 0,1 M Tris neutralisiert. Zur langfristigen Lagerung

wurden die Antikérper in Aliquots in fllissigem Stickstoff eingefroren.

4.4.13 Bestimmung des cyanolisierbaren Schwefels am Moco

In diesem Assay erfolgte die Abspaltung des cyanolisierbaren Schwefels am Moco durch eine
Cyanid-Behandlung. Das dabei freigesetzte Thiocyanat wird durch das sogenannte ,S6érbos-
Reagenz" (10 g Fe(NOs)s* 9H,0 und 20 ml von 65 %iger HNOs pro 150 ml) als rétlicher
Eisen-Komplex gebunden, der ein Absorptionsmaximum bei 460 nm aufweist und sich somit
photometrisch mit Hilfe einer Thiocyanat-Eichgeraden quantifizieren lasst. Im Vorfeld der
Cyanid-Behandlung wird die Proteinkonzentration nach Bradford (4.4.4) und der FormA-
Gehalt (4.4.17) bestimmt, so dass eine Aussage liber die Menge an Thiocyanat pro mol
FormA getroffen werden kann und somit Riickschliisse auf den Sulfurierungsgrad des
Cofaktors gezogen werden kénnen.

Zunachst werden 400 pl des Ni-NTA-aufgereinigten Proteins mit 10-20 mM Tris(2-
carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) versetzt und UN bei 4 °C inkubiert. Hierdurch
werden alle eventuell am Protein vorhandenen Persulfide abgespalten, die den Nachweis des
terminalen Schwefels verfalschen wirde. Nachfolgend erfolgt das Entsalzen und Umpuffern

des Proteins Uber Nick-Saulchen in 0,1 M Tris-Acetat-Puffer pH 8,6. Die Proteinkonzentration
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und der FormA-Gehalt wird ermittelt und jeweils 450 pl des umgepufferten Proteins mit 50 pl
einer 0,5 M KCN-Lésung UN bei 22 °C inkubiert. Die Abtrennung des Thiocyanats vom
Protein erfolgt Uber einen Zentrifugationskonzentrator mit einer AusschlussgroBe von 10
kDa. Die Thiocyanat-Lésung wird mit 500 ul des S6rbos-Reagenz versetzt und flir 1 min
inkubiert, wobei der rétliche Eisen-Komplex gebildet wird. Als Referenz dienen 500 pl einer
50 mM KCN-L6sung. Durch zweiminitige Zentrifugation werden eventuelle Rickstande

pelletiert bevor die Quantifizierung am Photometer bei 460 nm erfolgt.

4.4.14 AO- und XDH-Aktivitatsassay im nativen Gel

Die Aktivitat von rekombinant exprimierter XDH und AO oder aus Pflanzenextrakten kann
durch einen Aktivitdtsassay im nativen PA-Gel Vvisualisiert werden. Im Fall von
Pflanzenrohextrakt-Proben werden zundchst mindestens 50 mg Pflanzenmaterial mit 50 pl
Extraktionspuffer (100 mM Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,5; 2,5 mM EDTA; 5 mM DTT)
versetzt und bei 4 °C in einem 1,5 ml ReaktionsgefaB mit einem Dorn zerquetscht. Fur
entsprechend groBere Ansatze erfolgt der Aufschluss in einem Mdrser ebenfalls bei 4 °C. Die
Zellbestandteile werden bei 15000 x g fiir 20 min bei 4°C pelletiert und XDH bzw. AO aus
dem Uberstand durch Ammoniumsulfat-Prazipitation gefdllt. Hierzu wird das
Ammoniumsulfat in 10 %-Schritten bis zu einer Konzentration von 40 % zum Zelllysat
gegeben. Nach einem weiteren 20 min Zentrifugationsschritt bei 15000 x g und 4 °C wird
das Pellet in 400 pl Phosphat- bzw. Tris/HCI-Puffer aufgenommen, (ber ein Nick-Saulchen
entsalzt und auf seinen Proteingehalt hin untersucht. AnschlieBend erfolgt die Auftrennung
Uber native PAGE oder, wenn gewiinscht, zunachst die chemische Resulfurierung der Probe
(siehe 4.4.16). Fir die Analyse im 7,5 %igen nativen Gel werden ca. 50-500 ug
Gesamtprotein eingesetzt. Nach der Auftrennung wird das Gel fiir die AO-Farbung zunachst
fir 10 min in 100 mM Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,5 bzw. flir die XDH-Farbung in 200 mM
Tris/HCl-Puffer pH 8,5 aquilibriert. Die Aktivitdtsfarbung erfolgt anschlieBend in 10 ml
Farbelésung, die neben den entsprechenden Puffern 300 pM  Substrat (Indol-3-
Carboxaldehyd oder 1-Naphthaldehyd im Fall von AO; Hypoxanthin im Fall von XDH), 100
MM PMS und 400 yM MTT enthalt.

4.4.15 Chemische Sulfurierung von aba3-Mutanten
Aba3-Mutanten zeichnen sich durch die Inaktivitat von AO und XDH aus, die im Fehlen des
terminalen Schwefels am Moco der Enzyme begriindet liegt. In vitro kénnen diese Desulfo-

Enzyme durch Dithionit und Sulfid chemisch sulfuriert und somit aktiviert werden. Diese
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Aktivierung kann anschlieBend durch den unter 4.4.14 beschriebenen Aktivitatsassay im
nativen PA-Gel nachvollzogen werden. Fir die chemische Sulfurierung wird der zu
sulfurierende Pflanzenrohextrakt ebenso wie 0,5 M Stammldsungen von Natriumdithionit und
Natriumsulfid im Excikator entgast, bevor je 20 pl des Sulfids und des Dithionits unter
anaeroben Bedingungen zum Rohextrakt gegeben werden. AnschlieBend erfolgt eine
anaerobe Inkubation fir 30 min bei 37 °C. Der nun chemisch sulfurierte Rohextrakt wird
Uber ein Nick-Saulchen entsalzt und anschlieBend 50-500 pg Gesamtprotein auf das native

PA-Gel zur Analyse aufgetragen.

4.4.17 Nit-1-Rekonstitutions-Assay zum Nachweis von Moco/MPT

Die nit-1-Mutante aus Neurospora crassa (Sorger & Giles, 1965; Sorger, 1966) weist keine
Molybdoenzymaktivitdt auf. Im Gegensatz zu anderen pleiotropen Mutanten kann sie jedoch
eine stabile Apo-Nitratreduktase bilden, die in zellfreien Extrakten durch Zugabe eines
externen Moco, bzw. durch Zugabe von MPT und hohen Konzentrationen von Molybdat,
funktionell komplementiert werden kann (Ketchum et a/,1970; Nason et al, 1970). Die
Aufnahme von inkorporiertem MPT/Moco kann Uber die Aktivitdat der rekonstituierten
Nitratreduktase bestimmt werden. Uber die Molybdatabhingigkeit dieser Rekonstitution kann
somit eine qualitative Aussage Uber das Vorhandensein von Moco und/oder MPT in der
verwendeten Cofaktorquelle gemacht werden.

Je Ansatz wurden 0,5-2 ug Ni-NTA-aufgereinigtes Protein zur Freisetzung des Cofaktors
hitzedenaturiert und nach Abklihlen mit n/t-1-Extrakt in einem Gesamtvolumen von 20 pl
versetzt. Zusatzlich enthielt der Ansatz 4 mM reduziertes GSH und, wo gewiinscht, 10 mM
Molybdat. Die Komplementation erfolgte nach Entgasen der Proben im Exsikkator anaerob
fir 1 h bei Raumtemperatur oder UN bei 4 °C. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 0,8 pl
NADPH und eine nachfolgende 10 minitige Inkubation im Dunkeln. Die Nitratreduktase-
Reaktion wurde durch das Zugeben von 10 pl 0,1 M KNO3 und 20 pl 0,1 mM FAD gestartet
und flir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert, bevor die Reaktion durch eine 5 minitige
Hitzedenaturierung bei 95 °C gestoppt wurde. Zum Nachweis des gebildeten Nitrits wurden
100 pl einer SA/NED-L6sung hinzugefiigt, wodurch das akkumulierte Nitrit in einen
Diazofarbstoff umgewandelt wird, der nach Zentrifugation fiir 5 min bei 11000 x g bei 540

nm photometrisch quantifiziert werden kann.
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4.4.18 MPT-Nachweis iiber FormA-dephospho

Da sowohl der Moco als auch seine Vorstufe MPT extrem oxidationssensitiv und dadurch
chemisch instabil sind, konnen diese Cofaktoren nicht direkt detektiert werden. Zum
Nachweis beider Substanzen wird daher das chemisch stabile Oxidationsprodukt ,FormA-
dephospho" gebildet, das durch saure I,/KI-Oxidation entsteht (Johnson et al, 1984).
FormA kann direkt aus Moco oder MPT generiert werden. Es weist aufgrund des konjugierten
heterozyklischen Ringsystems eine starke Fluoreszenz auf und kann so auch in geringen
Mengen sensitiv nachgewiesen werden. Die Anregung findet mit 370 nm statt, die Emission
wird bei 450 nm gemessen.

Flr einen standardmaBigen Ansatz nach Johnson und Rajagopalan (1982) und Johnson et al.
(1984) werden 5-10 nmol des aufgereinigten Proteins in einem Gesamtvolumen von 400 pl
0,1 M Tris/HCI, pH 7,2 mit frisch angesetzter Oxidationslésung (1 % I, /2 % KI in 1 M HCI)
versetzt und fiir 30 min bei 95 °C oder UN bei RT oxidiert. Das prézipitierte Protein und
andere Niederschldage werden durch 5 min Zentrifugation bei 11.000 x g pelletiert. Der
erhaltene Uberstand wird mit 56 pl einer frisch angesetzten 1 %igen Ascorbinsdure-Lésung
versetzt. Durch Zugabe von 200 pl 1 M Tris wird der pH-Wert der Lésung auf ca. 8,3
eingestellt und 13 pl 1 M MgCl, zugesetzt. AnschlieBend werden dem Ansatz 0,5 U einer
Alkalischen Phosphatase zugegeben und flir mindestens 2 h bei RT inkubiert, um ein
vollstandiges Abspalten der terminalen Phosphatgruppe zu gewadhrleisten. Um FormA-
dephospho in reiner Form zu erhalten, erfolgt eine anschlieBende Aufreinigung Uber
isokratische Anionenaustauscherchromatographie.

Fir die Aufreinigung von FormA-dephospho wurde eine starke Anionenaustauscher-Matrix
(Q-Sepharose™ Fast Flow, Amersham) genutzt. Das Matrixmaterial wurde in 1 M NaCl UN
gequollen, mit ddH,O gewaschen und etwa 0,5 ml dieses Materials in leere Nick-Saulchen
gefiillt. Durch Aquilibrieren mit 1 M Ammoniumacetat wurde die Matrix in die Acetat-Form
Uberfihrt und anschlieBend mehrfach mit ddH,O gespiilt und mit einer Fritte abgeschlossen.
Vor jedem Aufreinigungsschritt wurden die Saulchen mit 10 ml 1 M Ammoniumacetat und 10
ml ddH20 gesplilt. Nach einem weiteren 5 min Zentrifugationsschritt wurde die Probe auf die
Matrix gegeben. Nach vollstdndigem Einsinken der Probe wurde die Matrix erneut mit 10 ml
ddH20 gewaschen, bevor die Elution mit 10 mM Essigsaure erfolgte, wobei zunachst ein
Totvolumen von 300 pl auf die Saule gegeben wurde. AnschlieBend wurde das gebundene
FormA-dephospho mit 800 pl Essigsaure eluiert. Zur Untersuchung und Quantifizierung der
Q-Sepharose-aufgereinigten FormA-dephospho-Proben werden 50-400 pl auf eine HPLC C18
Reverse Phase Column (4,6 * 250 mm; Hypersil-ODS Particle, 5 ym) aufgetragen und bei RT
analysiert. Dabei kann die FormA-Menge Uber die Integration der Peakflache quantifiziert

werden. Verwendet wurde eine HP Series 1100-HPLC (Agilent). Die Elution erfolgte bei einer
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Flussrate von 1 ml/min in einem Laufpuffer aus 5 mM Ammoniumacetat und 15 % Methanol.
Der FormA-Peak eluierte nach ca. 5-6 ml, was durch Standards mit MPT-Synthase oder
Moco-Carrier-Protein bestatigt wurde. Die Analyse der Daten erfolgte mit der Software
ChemStation for LC 3D (Agilent).

4.4.19 Nachweis freier Sulfydrylgruppen durch DTNB

Sulfhydrylgruppen wurden an ABA3-CT durch die Methode nach Ellman (1959)
nachgewiesen. Die Ansatze enthielten 100-150 uM Protein in 0,2 M Kaliumphosphatpuffer pH
7,0; 0,2 M NaCl in einem Gesamtvolumen von 1 ml. Nach einer Inkubation von 30 min bei
Raumtemperatur wurde die Anzahl der freien Sulfhydryl-Gruppen durch die Bildung des
gelben Anions der 5-Thio-2-Benzoesdaure bei 412 nm durch eine Cystein-Kalibriergerade

quantifiziert.

4.4.20 1,5-I-AEDANS In-Gel-Assay

1,5-I-AEDANS bindet an Thiolgruppen wie z.B. an frei zugadngliche Cysteinreste eines
Proteins oder an Thiolgruppen niedermolekularer Substanzen. Es ist unter UV-Licht als
fluoreszierende Bande im PA-Gel deutlich zu erkennen. In dieser Arbeit wurde der 1,5-I-
AEDANS zum Nachweis frei zuganglicher Sulfhydrylgruppen an ABA3-CT verwendet. Hierzu
mussen die Proteinproben zunadchst in einen Puffer gebracht werden, der keine der
bekannten Reaktionspartner des 1,5-I-AEDANS wie z.B. Imidazol enthdlt (hier: 0,2 M
Tris/HCl pH 7,5). Es folgte die Inkubation von 15 pg Protein mit einer dquimolaren bis zu
neunfach molaren Menge an 1,5-I-AEDANS fiir 1 h bei 4 °C. Nicht gebundenes 1,5-I-AEDANS
wird durch die Zugabe von 1 pyl 1 mM L-Cystein (in 0,1 M Tris/HCI, pH 9,3) und 30 min
Inkubation bei 22 °C abreagiert. AnschlieBend wird die Probe durch die Zugabe von SDS-
Ladepuffer fir 1 min bei Raumtemperatur denaturiert und sofort auf ein 12 %iges SDS-PA-
Gel aufgetragen und bei 200 V fiir 1 h aufgetrennt. Zur Visualisierung der Banden wird das
PA-Gel UV-Licht ausgesetzt.

4.4.21 Schwefeliibertragung zwischen den ABA3-Domanen

Da die /n vivo-Situation zeigt, dass ABA3-NifS zwar alleine fiir die Mobilisierung des
Schwefels aus L-Cystein verantwortlich ist, die Ubertragung dieses Schwefels auf die
Zielproteine AO/XDH aber nur in Abhdngigkeit von ABA3-CT erfolgen kann, sollte ein
maoglicher Schwefeltransfer in Form eines Persulfides von ABA3-NifS auf ABA3-CT gezeigt
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werden. Ein solches Persulfid kénnte nachfolgend mittels des 1,5-I-AEDANS-Gel-Assays
verfolgt werde.

ABA3-CT wurde zunachst fiir 1 h bei 4 °C mit 10 mM TCEP vorbehandelt, um eventuell
gebundene Persulfide abzuspalten und ABA3-NifS wurde mit 0,5 mM L-Cystein flir 1 h bei 4
°C inkubiert, um eine vollstindige Beladung mit Persulfiden zu erreichen. Uberschiissiges L-
Cystein wurde anschlieBend durch Umpuffern Gber eine Nick-Sdule entfernt. Die beiden
Domanen wurden nun fiir 1 h bei 4 °C coinkubiert, bevor sie Uber einen Gelfiltrationslauf
wieder separiert wurden. Dabei kam die Gelfiltrationssaule Superdex 200 Prepgrade 26/60
von GE-Healthcare zum Einsatz. Nach Aquilibrieren der Sdule mit 20 mM Tris/HCI-Puffer, 0,3
M NaCl, pH 7,5 bei einer Flussrate von 1ml/min, folgte die Beladung mit dem
Proteingemisch, dass zuvor ebenfalls auf eine NaCl-Konzentration von 0,3 M gebracht wurde.
Im Anschluss an die Gelfiltration erfolgte der Nachweis des proteingebundenen Persulfids
mittels 1,5-I-AEDANS im SDS PA-Gel. Hierzu wurden die Parameter flir den Assay so
gewahlt, dass sich das Reaktionsprodukt aus Persulfid und 1,5-I-AEDANS von anderen
auftretenden Reaktionsprodukten trennen und eindeutig im Gel bestimmen lasst. Die nach
der Gelfiltration erhaltenen Fraktionen wurden mit 0,5 pul 1 mM 1,5-I-AEDANS fiir 30 min bei
4 °C inkubiert und nachfolgend nicht gebundenes 1,5-I-AEDANS durch die Zugabe von 1 pl 1
mM L-Cystein abreagiert. Die Auftrennung erfolgte in einem 12 %igen SDS-PA-Gel, welches
durch die Zugabe von 140 pl 4 M NaOH zum Gelmix einen leicht erhéhten pH-Wert hat.
Dadurch  verbessert sich die Auftrennung der verschiedenen 1,5-I-AEDANS-

Reaktionsprodukte.

4.4.22 Moco-Ubertragung zwischen den ABA3-Domiinen

Zum Nachweis eines /n vitro-Transfers von Moco/MPT von ABA3-NifS zu ABA3-CT wurde
Moco-freier ABA3-CT, der im £ colFStamm RK5204 exprimiert wurde zundchst im
aquimolaren Verhaltnis mit Moco-haltigem ABA3-Nifs flir 30 min bei 22 °C in 50 mM Natrium-
Phosphat-Puffer pH 7,2 coinkubiert, um einen Transfer des Cofaktors zwischen den beiden
Domanen zu ermoglichen. Nachfolgend wurde das Proteingemisch auf eine zuvor
aquilibrierte Superdex 200 prep grade Gelfiltrationssdaule (50 mM Natrium-Phosphat-Puffer
pH 7,2; 200 mM NaCl) gegeben und die Proteine in 0,5 ml Fraktionen eluiert. Aliquots der
erhaltenen Fraktionen wurden U(iber SDS-PAGE auf ihre Reinheit Uberprift und die
Fraktionen, die ausschlieBlich ABA3-CT enthielten, gepoolt und liber FormA-Analyse auf den

Cofaktorgehalt hin Uberpriift.
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4.4.23 Aktivierung von AO und XDH durch ABA3-CT/HMCS-CT

Zum Nachweis einer Aktivitatssteigerung der XDH und der AO durch ABA3-CT bzw. HMCS-CT
wurden jeweils 1-2 pg der AO bzw. der XDH mit 2-50 ug ABA3-CT bzw. HMCS-CT fiir 30 min
bei 22 °C coinkubiert und anschlieBend auf ein 7,5 %iges natives PA-Gel aufgetragen und
bei 120 V unter Kiihlung aufgetrennt. Als Kontrolle dienten Ansdtze, die ausschlieBlich AO
bzw. XDH enthielten. Die Coinkubation erfolgte im Fall von XDH in 0,2 M Tris/HCI-Puffer pH
8,5 und im Fall der AO in 0,1 M Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,5. Die nachfolgende
Aktivitatsfarbung erfolgte wie unter 4.4.15 beschrieben.

4.4.24 Bestimmung der A-reduktiven Aktivitat fiir ABA3-CT

Die Bestimmung der Benzamidoximreduktaseaktivitdt von ABA3-CT und HMCS-CT erfolgte
auf zwei verschiedene Arten. Zum einen wurde die Menge des gebildeten Benzamidins nach
Umsetzung des Substrates Benzamidoxim (ber HPLC-Analytik bestimmt. Diese Messungen
wurden von Antje Havemeyer an der Universitat Kiel durchgeflihrt. Ein zweiter Nachweis
beruhte auf der Messung der Abnahme des Cosubstrates NADH.

Bei der Bestimmung Uber die gebildete Menge Benzamidin wurde wie folgt vorgegangen:
135 pg des rekombinanten Proteins wurden mit 1 mM NADH in einem Gesamtvolumen von
75 gl in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 bei 37 °C zundachst fir 3 min vorinkubiert
bevor die Reaktion durch Zugabe von 0,5 mM Benzamidoxim gestartet wurde und fiir 10 min
bei 37 °C unter Schwenken andauerte. Die Proben wurden 5 min geschiittelt und das Protein
durch fiinfminlitige Zentrifugation bei 10000 x g abgetrennt. Das gebildete Benzamidin
wurde durch HPLC-Analytik an einer LiChroCART 250-4 HPLC-Kartusche mit LiChrospher 60
RP-select B (5 pm) in 10 mM 1-Octylsulfonat (in ddH,O/Acetonitril 83:17 (v/v)) mit einer
Flussrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Die Retentionszeiten des Benzamidins lagen bei 26,6-
26,8 min.

Bei der zweiten Methode wurde die Benzamidoximreduktaseaktivitdt anhand eines
Photometer-Assays im UV-VIS-Spektrometer durchgefiihrt. 500 pg des rekombinanten
Wildtyp-Proteins und der Varianten wurden in einem Gesamtvolumen von 500 pl im 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 mit 0,4 mM NADH und 0,5 mM Benzamidoxim zum
Reaktionsstart coinkubiert. Die Abnahme des Cosubstrates NADH wurde bei Raumtemperatur
anhand der Absorptionsabnahme bei 340 nm Uber einen Zeitraum von 20 min im
Flinfsekundentakt verfolgt, wobei die Bestimmung des umgesetzten NADH anhand einer

NADH-Kalibriergeraden erfolgte.
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5 Zusammenfassung

Molybdoenzyme der Xanthinoxidase-Familie bendtigen fiir ihre Aktivitat einen sulfurierten
Molybdancofaktor (Moco). Der hierfiir benétigte Schwefel wird in einem posttranslationalen
Schritt inseriert, wobei ein Oxo-Ligand am Molybddn gegen einen Schwefel-Liganden
ausgetauscht wird. Diese enzymatische Aktivierung erfolgt in A. thaliana durch die Moco-
Sulfurase ABA3, einem Zwei-Domanen-Protein mit einer NH,-terminalen NifS-ahnlichen
Doméne (ABA3-NifS), die als L-Cystein-Desulfurase fungiert und einer C-terminalen Domane
(ABA3-CT) mit bislang ungeklarter Funktion. In dieser Arbeit wurde ABA3-CT, und erstmalig
auch die C-terminale Domane der humanen Moco-Sulfurase (HMCS-CT) funktionell und
biochemisch analysiert. An beiden separat exprimierten Domdnen konnte das spezifische
Binden von Moco nachgewiesen werden, wovon zwei Drittel in der von den Zielproteinen
Aldehydoxidase und Xanthindehydrogenase bendtigten sulfurierten Form vorliegen. In Co-
Inkubationsversuchen mit freiem Moco und ABA3-CT konnte ein Kp-Wert von 0,55 = 0,14 uM
bestimmt werden, der eine hoch affine Bindung von Moco an ABA3-CT demonstrierte. Die
rekombinante Expression von ABA3-CT- und HMCS-CT-Varianten, die in A. thaliana-Mutanten
bzw. in Xanthinurie Typ II-Patienten natlirlich auftretende Mutationen widerspiegelten,
zeigten alle eine starke Reduktion bzw. den kompletten Verlust des sulfurierten Moco, was
zeigte, dass dieser essentiell fiir die Funktion der Moco-Sulfurase ist. Basierend auf diesen
Erkenntnissen konnte schlieBlich ein Moco-Bindemotiv in ABA3-CT und HMCS-CT identifiziert
werden. Die Co-Inkubation von Aldehydoxidase bzw. Xanthindehydrogenase mit ABA3-CT,
beladen mit sulfuriertem Moco, filhrte zu Uberaktivierung derselben, wodurch die Relevanz
des ABA3-CT filr die Aktivierung der ABA3-Zielproteine untermauert wurde. Mutationen von
drei strikt konservierten Cysteinen zeigten einen Einfluss insbesondere des Cysteins 758 in
ABA3-CT auf den Sulfurierungsstatus des gebundenen Moco. Da ein Transfer von Schwefel
in Form eines Persulfides von ABA3-NifS zu ABA3-CT /n vitro gezeigt werden konnte, ist als
wahrscheinlich anzunehmen, dass dieser Persulfid-Schwefel die Quelle des Schwefels am
Moco von ABA3-CT ist.

Als ein zu den C-Termini der Moco-Sulfurasen homologes Protein wurde dariiber hinaus das
»mitochondrial amidoxime reducing component"-Protein mARC aus der auBeren Membran
von Schweinelebermitochondrien identifiziert. mARC reduziert im Komplex mit Cytochrom bs
und Cytochrom bs-Reduktase NADH-abhdngig A+hydroxylierte Amidoxime zu den
korrespondierenden Amidinen und stellt /7 vivo mdglicherweise ein Detoxifizierungssystem
fir natlrliche Mutagene wie das Basenanalogon 6-A-Hydroxyaminopurin dar. Da die A
reduktive Aktivitdt von mARC strikt Moco-abhangig ist, konnte mARC als ein neues
eukaryontisches Molybdoenzym klassifiziert werden. Erste Ergebnisse deuteten an, dass auch
der Moco an mARC in sulfurierter Form vorliegt.
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I

1.1

Nukleotidsequenzen

A. thaliana aba3-CT-cDNA

Basierend auf der A. thaliana aba3-cDNA; GenBank Accession: AF325457
Lange der A. thaliana aba3-CT-cDNA.cds: 936 bp; aufgelistet von: 1 bis: 936;
Translatiert von: 7 bis: 927

Frame 1

CAC

CGT

ACC

GAC

AGA

CTT

CAA

AGT

TTG

GAT

TCT

TTC

CTA

AAG

GGA

TAC

TGG

GGT

CTT

ATC

GAA

TGC

CCT

TTA

TAC

GGA

ACA

GTG

ATC

GTT

GGA

TCC

AAG

CTT

ATT

GAA

TCT

CGT

TTG

TTG

TCC

CGG

GAA

TTG

AAA

TTT

GAA

M
ATG

TCA

TGC

CTT

GGA

GAT

AAT

CTA

TGC

GAG

GCT

CCA

GGC

TCC

GGA

GAA

Q
CAA

ATT
72

AGA
132

ACC
192

CTA
252

TCA
312

GAG
372

CGG
432

AGA
492

GAG
552

CAT
612

TAC
672

GGT
732

AAT
792

ACG
852

GTT
912

L
CTT

ACT

ACA

CAA

CTG

TAT

GAA

TAT

GAT

AGT

GAA

GGG

TGT

GAG

CTT

AAT

P

CCT

18

GTA

GGC

AAG

TCT

AAC

ACT

TCT

TTG

GTT

AAA

GAA

AAC

CCC

TTG

CCA

AGT

TAC
81

CTG
141

AAG
201

GTA
261

CCG
321

AGA
381

AGC
441

GAA
501

GCT
561

CTC
621

GAT
681

CGG
741

TTA
801

AGA
861

GAT
921

GAA

CCG

CTG

GTG

GAA

AGG

ATC

TCT

AGC

GAC

AAT

AAA

TGC

ACA

TAC

ATT

GAC

27

ATC

CAT

CCT

TCT

AAC

AAT

ACT

AAT

CTA

CCA

TGG

CAG

ACT

GAG

GAA

CTT

AAG
90

GAT
150

GAG
210

TCT
270

GAT
330

CGT
390

TCC
450

ATC
510

AAC
570

CAT
630

AAA
690

ATG
750

TTA
810

ATT
870

TAA
930

GAA

TCA

CGA

ATG

CGC

GAG

TGG

AAA

AAC

AGA

AGG

ACT

ATA

GCT

GAT

GGA

AGT

36

TGT

GAA

TCT

TGC

TTT

TTC

GAC

TTT

AGA

TTC

GTC

AAC

TCA

GAG

TCC

GAA

GGA

ATG

ATA

GAC

TCA

AAT

TTG

AAT

GAA

CCa

ATA

AGT

AGG

AGA

S

TCT

45

TTT

GTT

AAA

AAG

CAT

GCC

AAC

GAA

GCA

AAT

GGA

AAT

AGA

CAA

F
TTT

TCT
108

CAG
168

ACC
228

TTG
288

GCC
348

ATT
408

AGA
468

GCT
528

AAA
588

CTG
648

GAC
708

GAA
768

GTA
828

TGT
888

CCA

GTG

GGT

TTT

CAC

AAC

GGT

AAC

CAG

GAC

GTT

AAT

GCT

AAG

TGG

AGC

54

ATA

CTG

ATC

ATC

ATA

CGA

AAG

TTC

GAG

ATA

CAT

GGA

GGA

ATT
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1.2 H. sapiens hmcs-CT-cDNA

Basierend auf der H. sgpiens hmcs-cDNA; GenBank Accession: NM_017947
Lange der H. sapiens hmcs-CT-cDNA: 981 bp; aufgelistet von: 1 bis: 981;
Translatiert von: 7 bis: 972

Frame 1 M S E K A A G v L E G A L G P
GGA TCC ATG TCA GAG AAA GCT GCA GGA GTC CTG GAG GGG GCC CTT GGG CCA
9 18 27 36 45

\Y% \Y% T N L Y L Y P I K S C A A F E \% T
GTT GTC ACT AAC CTT TAT CTC TAT CCA ATC AAA TCC TGT GCT GCA TTT GAG GTG ACC
63 72 81 90 99 108

TGG CCT GTA GGA AAC CAA GGG CTG CTA TAT GAC CGG AGC TGG ATG GTT GTG AAT CAC
123 132 141 150 159 168

GGT GTT TGC CTG AGT CAG AAG CAG GAA CCC CGG CTC TGC CTG ATC CAG CCC TTC ATC
183 192 201 210 219 228

TTG CGG CAA AGG ATC ATG GTC ATC AAA GCC AAA GGG ATG GAG CCT ATA GAG GTG CCT
243 252 2601 270 279 288

GAG GAA AAT AGT GAA CGG ACT CAG ATT CGC CAA AGC AGG GTC TGT GCT GAC AGA GTA
303 312 321 330 339 348

ACT TAT GAT TGT GGA GAA AAA ATT TCA AGC TGG TTG TCA ACA TTT TTT GGC CGT CCT
363 372 381 390 399 408

AAT TTG ATC AAA CAA AGT TCA AAC TCT CAA AGG AAT GCA AAG AAG AAA CAT GGA AAA
423 432 441 450 459 468

CAA CTT CCT GGT ACA ATG GCC ACC CTT TCT CTG GTG AAT GAG GCA CAG TAT CTG CTG
483 492 501 510 519 528

AAC ACA TCC AGT ATT TTG GAA CTT CAC CGG CAA CTA AAC ACC AGT GAT GAG AAT GGA
543 552 561 570 579 588

GAG GAA TTA TTC TCA CTG AAG GAT CTC AGC TTG CGT TTT CGT GCC AAT ATT ATT ATC
603 612 621 630 639 648

GGA AAA AGG GCT TTT GAA GAA GAG AAA TGG GAT GAG ATT TCA ATT GGC TCT TTG CGT
663 672 681 690 699 708

CAG GTT TTG GGG CCT TGT CAC AGA TGC CAG ATG ATT TGC ATC GAC CAG CAA ACT GGG
723 732 741 750 759 768

CGA AAC CAG CAT GTT TTC CAA AAA CTT TCT GAG AGT CGT GAA ACA AAG GTG AAC TTT
783 792 801 810 819 828

ATG TAC CTG ATG CAT GCA TCA TTG GAT TTA TCC TCC CCA TGT TTC CTG TCT GTA GGA
843 852 861 870 879 888

CAG GTG CTC CCT GTG TTG AAA GAG AAT GTG GAA GGT CAT GAT TTA CCT GCA TCT GAG
903 912 921 930 939 948

CAC CAG GAT GTT ACC TCC TAA GGA TCC
963 972 981

CAT

54

AGG

AAT

GAC

CTT

AGT

TGT

GAT

ATC

AAG

AAT

TTC

CAA

GGC

TCT

AAA
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1.3

H. sapiens mARC2-cDNA

Nucleotide Accession: NM_017898
Lénge der H. sapiens mARC2-cDNA.: 1020 bp; aufgelistet von: 1 bis: 1020;

Translatiert von: 7 bis: 1011

Frame 1

CGG

ACT

GTG

GAG

AAG

ATT

AGC

GGC

TAT

ACT

GAT

AGG

CTA

GTG

CGC

TAT

AAG

CCC

GTC

GCG

TGC

GAA

TAT

AAG

AGA

AGA

CTT

GCC

CCA

ATT

GAC

CTG

TCA

CTT

A

GGA TCC ATG GGC GCT

TGG
63

GCC
123

AAG
183

ACG
243

GAT
303

GAG
363

CAG
423

GAC
483

TTG
543

GAT
603

TCC
663

AAT
723

GGT
783

CCA
843

TGT
903

GTG
963

CCC

TGG

CTC

GCC

GGA

AAT

CcT

TGT

GTT

CAG

CTG

ATT

AGT

GAC

GAT

GAA

M G
9

R W
AGG TGG
72

R R
CGC CGC
132

W I
TGG ATC
192

M G
ATG GGG
252

H M
CAC ATG
312

N C
AAC TGC
372

S S
TCC TCA
432

G N
GGC AAT
492

Q F
CAA TTT
552

N F
AAT TTC
612

v D
GTA GAT
672

v v
GTG GTG
732

v E
GTA GAA
792

T G
ACT GGA
852

P S
CCT TCT
912

K I
AAA ATT
972

L
CTC

GCA

TAC

CTG

GTC

CTG

AAC

GAG

GAG

CAG

TTG

ACC

GTG

GTC

GAG

GGA

S

TCC

18

GGG

TGG

CCG

CGC

ACT

ATC

AAA

GCA

ACA

GTG

AAT

GGC

AAA

ATA

AGG

AGC

S
AGC

GTC
81

Cccc
141

GTG
201

AGC
261

GCC
321

TTC
381

CTC
441

GCT
501

AAC
561

GCC
621

ACC
681

TGT
741

AAG
801

GAC
861

GAA
921

CTG
981

TCC

GCC

AGG

AAA

GGC

CGA

AGG

CAC

AAG

ATG

TAC

AGG

GAT

GTA

AGG

TTG

AGA

TCC

27

GCG

CGG

TCC

AAC

CAG

GCT

AAC

TGG

AAG

CCA

ATG

GCT

ATG

AAA

TAC

GTT

A
GCG

CTA
90

CGC
150

TGC
210

CTG
270

GAG
330

CCA
390

TGC
450

TTC
510

GGA
570

GAC
630

GAG
690

TTT
750

GCA
810

CAG
870

AAG
930

GGT
990

L
CTG

GGA

CGG

AAA

CGG

CccT

GAC

AGG

ACC

AGA

TAC

AAG

GAG

TGC

CCA

TTG

GAC

GCC

36

CTG

CGG

GGG

GAC

CGC

ATG

ATA

AAC

ACA

TGC

AAA

GAG

CCC

CTG

TCT

CCT

R
CGC

GCC
99

CTG
159

GTG
219

AGG
279

CTC
339

GAC
399

TTT
459

TTC
519

TCA
579

CCG
639

ATG
699

GAT
759

AGG
819

GAC
879

CCA
939

GTG
999

CTC

GCC

CAG

CCG

TTT

GTG

CAG

GGC

TTG

AGA

CTC

AAA

ACC

TGT

ACC

CTT

TAT

GGC

45

GTG

CAG

GTG

TGG

CTC

CTG

CTT

AAA

AAA

CTG

ATG

TGG

ATT

CTG

TTT

R
CGG

CTC

GCC
108

GTG
168

AGC
228

CTG
288

ATC
348

GTT
408

GAC
468

ACT
528

CTT
588

ATC
648

GAG
708

GAT
768

TTG
828

AAG
888

GGG
948

M
ATG
1008

CCA

CTG

GGC

GAG

GTG

TCC

TTG

ATT

GAA

CTC

ATG

AAT

GAA

ACA

AGC

ATC

GTG

GCC

54

GGG

ACC

GCT

ATT

ATC

CCcT

AAA

GCG

CCC

ACA

TTC

CTC

ACG

TAC

TAT

TAG
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