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2. Einleitung

Glycin ist mit nur zwei Kohlenstoffatomen die kleinste und einfachste a-Aminosdure, deren
Name sich vom siilen Geschmack des reinen Glycins (gr. glykys: sii}) ableitet. Es ist die
einzige proteinogene Aminoséure, die nicht chiral und damit optisch aktiv ist. Es kann vom
menschlichen Organismus selbst synthetisiert werden und ist fiir diesen nicht essenziell. Die
Aminosdure nimmt im Stoffwechsel aller Organismen eine wichtige Position ein. Glycin ist
Bestandteil von Purinen und Phospholipiden (Bauwe & Kolukisaoglu, 2003). Des Weiteren
dient es der Synthese des Blutfarbstoffs Him sowie von Kreatin und Glutathion. In der Leber
wirkt es entgiftend und neutralisiert freie Radikale. Der Glycin-Anteil in Proteinen kann sehr
hoch sein, so besteht z. B. Kollagen, ein wichtiger Bestandteil von Knochen, Zéhnen, Sehen,
Béndern, Knorpel und der Haut, zu 35 % aus dieser sehr vielseitigen Aminoséiure.
Charakteristisch ist die Abfolge von den sich wiederholenden drei Aminosduren Gly-X;-Xs,
wobei X hdufig Prolin und X, Hydroxyprolin ist (Beck et al., 2000, Kishimoto et al., 2005).
Die geringe Grofe des Glycins begiinstigt hier die Ausbildung einer Tripelhelix-Struktur, die
dem Gewebe eine enorme Zugfestigkeit verleiht. Im Riickenmark wirkt Glycin tiber den
Glycinrezeptor als inhibitorischer Neurotransmitter. Dadurch ist es an der Regulation von
Bewegungsabldufen beteiligt (Loffler & Petrides, 2003). Am antifreeze Protein des
Schneeflohs Hypogastrura haveyi hat Glycin einen Anteil von 45 % (Graham & Davies,
2005).

Auch Pflanzen enthalten eine Reihe glycinreicher Proteine, z. B. die Strukturproteine der
Zellwand (GRP). In den Blattmitochondrien der Cs;-Pflanzen ist Glycin das bevorzugte
Substrat (Oliver ef al., 1990). Es ist dort in Konzentrationen von ca. 6 mM vorhanden und

wird bei Belichtung insbesondere im Prozess des photorespiratorischen C,-Zyklus erzeugt.

2.1. Das ,glycine cleavage system‘

Der oxidative Abbau von Glycin findet tiber das glycine cleavage system (GCS; glycine
decarboxylase complex oder glycine dehydrogenase) statt. GCS ist ein Multienzymkomplex,
der ubiquitér verbreitet ist. Zusammen mit der SHMT katalysiert GCS die reversible Reaktion
von Glycin zu Serin, CO,, NH3 sowie Methylentetrahydrofolat (CH,-THF). Die Bildung von
CH,-THEF stellt einen essenziellen Schritt bei der Synthese von C;-Einheiten dar, welche fiir
die Bildung von Serin, Purinen, Methionin, Thymin und anderen methylierten Verbindungen
benotigt werden (Christensen & MacKenzie, 2006, Nzila et al., 2005). Die GCS-Biochemie
wurde in Organismen wie Escherichia coli (Okamura-lkeda et al., 1993), Synechocystis sp.
PCC 6803 (Hasse et al., 2007), Eubacterium acidaminophilum (Freudenberg & Andreesen,
1989), Peptococcus glycinophilus (Klein & Sagers, 1966a), Arthrobacter globiformis (Kochi
& Kikuchi, 1974) sowie Pisum sativum (Bourguignon et al., 1988, Walker & Oliver, 1986),
Huhn (Hiraga & Kikuchi, 1980) und Ratte (Hayasaka et al., 1980) eingehend untersucht. GCS
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besteht aus vier Komponenten. Diese werden gewdhnlich als P-, T-, L- und H-Protein
bezeichnet (Douce ef al., 2001, Kikuchi, 1973), wihrend diese in Bakterien gelegentlich als
P, (P-Protein), P, (H-Protein), P; (L-Protein) und P4 (T-Protein) benannt werden
(Freudenberg & Andreesen, 1989, Gariboldi & Drake, 1984, Klein & Sagers, 1967, Robinson
et al., 1973, Tait, 1970).

2.1.1. Aufbau des ,.glycine cleavage system*

Das P-Protein ist ein Pyridoxalphosphat (PLP) bindendes Enzym und die eigentliche Glycin-
decarboxylierende Untereinheit. In Eukaryoten und einigen Prokaryoten ist dieses Protein ein
Homodimer (o) mit einer Molmasse von ca. 210 kD (Bauwe et al., 1995, Hasse et al., 2007,
Kume et al., 1991, Okamura-lkeda et al., 1993, Walker & Oliver, 1986). In grampositiven
und vielen extremophilen Bakterien weist das P-Protein jedoch den Aufbau eines
Heterotetramers (0,8,) mit einer Molmasse von ca. 230 kD auf (Freudenberg & Andreesen,
1989, Gariboldi & Drake, 1984, Nakai et al., 2005). Die GroBe der a -Untereinheit (entspricht
dem N-Terminus im Homodimer) betrdgt ca. 60 kD und die B-Untereinheit (entspricht dem C-

Terminus im Homodimer) besitzt eine Gréfe von ca. 55 kD.

Homodimer

N -c
c- D
Heterotetramer

N -G B —c
o B R N

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus von homodimeren und heterotetrameren P-Proteinen.

Die prosthetische Gruppe PLP bindet durch kovalente und nichtkovalente Wechselwirkungen
an die B-Untereinheit der heterotetrameren P-Proteine und an den C-Terminus der
homodimeren P-Proteine. Diese Doméne ist durch eine glycinreiche Sequenz und ein stark

konserviertes Glycinmotiv gekennzeichnet (Fujiwara et al., 1987).

Das P-Protein benétigt fiir die Decarboxylierungsreaktion ein Partnerprotein, das H- oder
P,-Protein. Dieses kleine (ca. 15 kD) und hitzestabile Protein, auch hydrogen carrier protein
genannt, empfiangt nach der Abspaltung der a-Carboxylgruppe des Glycins den verbleibenden
Aminomethylen-Rest. Das H-Protein selbst hat keine katalytische Aktivitdt. Die funktionelle
Gruppe des Proteins ist eine Cg-Fettsdure (a-Liponsdure), welche kovalent iiber eine
Amidbindung mit einem konservierten Lysinrest (Lys®’) am H-Proteins verkniipft ist (Abb. 2;
Douce et al., 2001, Fujiwara et al., 1986, 1990). Das H-Protein ist mit seinem Lipoamidarm
zur Interaktion mit allen GCS-Komponenten fihig. Es durchlduft dabei einen Zyklus mit drei
verschiedenen Zustédnden (Abb. 3; Douce ef al., 2001). Nach der Beladung der oxidierten
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Schwefelgruppe des Lipoamidarms mit dem verbleibenden Aminomethylen-Rest (Hy,et) dient
das H-Protein als Substrat fiir das T-Protein (P4 oder Aminomethyl-Transferase).

Pisum sativum
Arabidopsis_thaliana
Flaveria_trinervia

Oryza_sativa

Homo_sapiens

E_coli

Thermus_thermophilus_HBS8
Stenotrophomonas_sp._ SKAl4
Synechocystis_sp._ PCC_6803
Thermosynechococcus_elongatus_BP-1

T
K
S
D
E
D
L
S
S
Q

Abb. 2: ClustalX Alignment von H-Proteinen mit pro- und eukaryotischem Ursprung. Abgebildet ist der
Bereich um den konservierten Lysinrest (Pfeil, Lys®). Pisum sativum acc. nr. CAA37704, Arabidopsis
thaliana acc. nr. NP_181080, Flaveria trinervia acc. nr. CAA88734, Oryza sativa acc. nr. NP_001065060,
Homo sapiens acc. nr. P23434, Escherichia coli acc. nr. BAE76969, Thermus thermophilus HB8 acc. nr.
YP 143790, Stenotrophomonas sp. SKA14 acc. nr. ZP_05135413, Synechocystis sp. PCC 6803 acc. nr.
BAA17600, Thermosynechococcus elongatus BP-1 acc. nr. BAC09230

‘52‘
,9\\
NAD’ CH,~THF
NADH+H' </ - THF
s
/ cH,
S  sH
H /V\)\)
S
,COO' co,
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~

Abb. 3: Reaktionsmechanismus des GCS (Douce et al., 2001). Dargestellt ist die Decarboxylierung von
Glycin durch das P-Protein, die Freisetzung von NH; inklusive der Synthese von CH,-THF am T-Protein, und
die Reoxidation des Lipoamidarms am L-Protein.
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Alle bisher untersuchten T-Proteine sind Monomere mit einer Masse von ca. 45 kD (Bauwe &
Kolukisaoglu, 2003, Bourguignon et al., 1988, Freudenberg & Andreesen, 1989, Kopriva,
Turner et al.,, 1995). Das THF-abhéngige T-Protein katalysiert die Abspaltung des am
Lipoamidarm gebundenen Aminomethylen-Rests und iibertrigt diesen auf THF, wobei CH»-
THF entsteht. Bei diesem Prozess wird NH; freigesetzt. Das H-Protein liegt nach dieser
Reaktion vollstindig reduziert vor. Um erneut in den Zyklus einzugehen, muss das H-Protein
reoxidiert werden. Diese abschlieBende Reaktion findet am L-Protein statt (P; oder
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase), wo das reduzierte Dithiol der Liponsduregruppe zu einer
Disulfidbriicke regeneriert wird.

L-Proteine sind Homodimere mit einer Masse von ca. 100 kD (Douce ef al., 2001, Engels
et al., 1997, Mukherjee et al., 2006, Serrano, 1992). Sie besitzen ein nicht-kovalent
gebundenes Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und zwei redoxaktive Cystein-Reste pro
Untereinheit, mit deren Hilfe sie zwei Elektronen von dem reduzierten Lipoamid auf NAD"
bzw. NADP" iibertragen. Der Lipoamidarm des H-Proteins liegt nach der Reaktion oxidiert

vor und steht dem P-Protein erneut als Aminomethylen-Akzeptor zur Verfiigung.

Das L-Protein ist jedoch nicht nur GCS-Bestandteil, sondern auch Teil des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes (PDC), des a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes (KDC)
und des branched chain-oa-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplex (BCKDC) (Bourguignon et
al., 1996, Fujiki et al., 2000, Johnson et al., 1997). Auch in diesen Enzymkomplexen
katalysiert es die Oxidation von Dihydrolipoylresten. Nur in wenigen Organismen, wie z. B.
Pseudomonas putida, gibt es weitere Dihydrolipoamid-Dehydrogenasen (LPD-val), die einem
speziellen Komplex zugeordnet sind (BCKDC) (Burns ef al., 1989, Sokatch & Burns, 1984).

2.1.2. Allgemeine GCS-Funktion

In allen Organismen sind GCS und SHMT Teil der Glycin-Serin-Interkonversion (siche
Reaktionsgleichung, unten) und des Folatstoffwechsels (Abb. 4). In Prokaryoten ist GCS im
Zytosol, in Eukaryoten in der mitochondrialen Matrix lokalisiert, wo es locker gebunden an
der inneren Mitochondrienmembran vorliegt (Hiraga et al., 1972, Moore et al., 1977,
Motokawa & Kikuchi, 1971, Woo & C.B., 1977). In der Matrix pflanzlicher Mitochondrien
kann die GCS-Konzentration ungefdhr die Halfte des loslichen Gesamtproteins ausmachen
(Oliver et al., 1990).

2 Glycin + NAD" + H,O —» Serin + CO,+ NH, + NADH + H’

Uber das am L-Protein synthetisierte NADH kann in der Atmungskette Energie erzeugt
werden. Glycin und Serin sind Vorstufen von Proteinen, Chlorophyllen, Glutathion,

Tryptophan, Phospholipiden und Ethanolamin.
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Glycin fermentierende Bakterien wie der Anaerobier Peptococcus glycinophilus konnen
mit GCS und SHMT Acetylphosphat bilden und tiber dessen Dephosphorylierung Acetat und
ATP synthetisieren (Klein & Sagers, 1962). Das anaerobe Bakterium FEubacterium
acidaminophilum verstoffwechselt ebenfalls Glycin. Hier wird mithilfe von GCS und weiterer
Stoffwechselprozesse Reduktionsdquivalent erzeugt, um mit einer Glycin-Reduktase
Acetylphosphat zu synthetisieren (Freudenberg & Andreesen, 1989, Zindel et al., 1988). Bei
Wachstum auf Serin-haltigen Medien kann dieses Bakterium unter GCS-Zuhilfenahme Glycin
synthetisieren (Glycin-Synthase), welches wiederum der weiteren Reduktion durch die
Glycin-Reduktase zur Verfiigung steht. SHMT-Aktivitdt war bei diesem Bakterium bisher
nicht nachweisbar. Die purinolytischen Clostridien C. acidiurici, und C. cylindrosporum
konnen Purine zu Glycin umsetzen und dies dhnlich wie E. acidaminophilum tiber GCS und
SHMT oder Glycin-Reduktase verstoffwechseln. Zusétzlich ist es diesen Clostridien mithilfe
des GCS auch moglich autotroph zu wachsen, in dem sie CO,, NH3; und THF zu Glycin
umsetzen (Gariboldi & Drake, 1984, Sagers et al., 1961). Das hierzu bendétigte CH,-THF
erzeugen sie mit CO, iiber eine Formatdehydrogenase und einen reduktiven THF-Weg.
Interessant ist auBBerdem die Tatsache, dass die Bakterien, in denen GCS als Glycin-Synthase

fungiert, tiber ein heterotetrameres P-Protein verfiigen.

Glycin« Serin

S A

M8F4——lelj :

C,-Stoffwechsel
Zytosol
Chloroplast

v Mitochondrium

Glycin< » Serin

S
CO,NH, MTHF «———»

H

B THF C.-Stoffwechsel

Abb. 4: Schematische Abbildung der Glycin-Serin-Interkonversion und ihre Verbindung zum
C;-Stoffwechsel in verschiedenen Zellkompartimenten. (Bauwe und Kolukisaoglu et al., 2003, mod.) Die
Kreise P-, T-, L- und H stellen die vier Proteine des GCS dar. Der Kreis S représentiert die SHMT.

2.2. GCS-Funktion in der pflanzlichen Photorespiration

In Pflanzen iibernimmt GCS neben seinen Funktionen im Aminosidure- und C;-Stoffwechsel
noch eine wichtige Rolle im photorespiratorischen C,-Zyklus. Die pflanzliche

Photorespiration ist durch den Verbrauch von O, und die Bildung von CO, unter Lichteinfluss
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gekennzeichnet. Sie hat den Ursprung in der Oxygenase-Aktivitit der Ribulose-1,5-
Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO).

2.2.1. Die Oxygenase-Aktivitit der RubisCO

RubisCO ist das mengenméiBig am haufigsten vorkommende Enzym und nimmt in der
Photosynthese der Pflanze eine Schliisselposition ein (Ellis, 1979). Es katalysiert die Bindung
von atmosphérischem CO, an Ribulose-1,5-Bisphosphat (RuBP). RubisCO hoéherer Pflanzen
besteht aus 8 plastiddr kodierten groBen (LSU = large subunif) und 8 kernkodierten kleinen
(SSU = small subunit) Untereinheiten und kann nur sehr wenige CO,-Molekiile pro Sekunde
fixieren (Andersson, 2008, Portis & Parry, 2007). Daraus resultiert, dass ausreichend grof3e
Mengen an Enzym vorhanden sein miissen, um den Aufbau an organischen Stoffen fiir das
Wachstum und den Energiebedarf der Zelle zur Verfiigung zu stellen. Die CO,-Fixierung
durch RubisCO ist in der heutigen Atmosphére mit einer nicht vermeidbaren Nebenreaktion
verbunden, in der O, anstelle von CO, umgesetzt wird (Abb. 5). CO, und O, konkurrieren um
die gleiche Bindestelle und inhibieren die jeweils andere Reaktion. Dies hat zur Folge, dass
unter Standardbedingungen statistisch mit ca. jedem dritten Molekiil CO, auch ein Molekiil
O, fixiert wird. Mit steigender Temperatur verringert sich die RubisCO-Spezifitit fir CO,
(Brooks & Farquhar, 1985) und die Loslichkeit von CO, gegeniiber O, in wéssrigen
Losungen. Daher steigt mit zunehmender Temperatur die relative Photorespirationsrate (Sage,
2004). Dies kann bei ungiinstigen Bedingungen zu einem Verlust von bis zu 50 % des in der

Photosynthese fixierten Kohlenstoffs fithren.

CH,0— (@
é {s]

H-C—oH

H (". OoH
CH,0~(®

CO2 Ru-1,5-bisP 02

‘:.Carbnxylau I leygenase. !

",‘ Reaktion ; Reaktion y
CHO P CHO—®

H—C—0OH coo
éDD
3-P-Glycerat 2-P-Glykolat
co, Photorespiration
ATP
NADPH

Abb. 5: Schematische Darstellung der RubisCO-Bifunktionalitit. Neben der Carboxylierung katalysiert
RubisCO auch die Oxygenierung von RuBP. Das in der Oygenierungsreaktion snythestisierte 2-P-Glykolat ist
fur die Zelle toxisch und wird iiber die Photorespiration metabolisiert.
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Durch die RubisCO-Oxygenase-Reaktion entsteht 2-Phosphoglykolat, welches im Prozess der
Photorespiration (auch C,-Zyklus genannt) in den Calvin-Zyklus zuriickgefiihrt werden muss.
In diesem energicaufwendigen Prozess werden zwei Molekiile 2-Phosphoglykolat unter
Verbrauch von ATP zu 3-Phosphoglycerat umgesetzt. Dabei wird zuvor fixiertes CO,
freigesetzt (Reumann & Weber, 2006).

2.2.2. Der photorespiratorische C,-Zyklus

Der C,-Zyklus besteht aus einer komplexen Reaktionsfolge (Abb. 6), die in den
Mitochondrien, Chloroplasten, Peroxisomen und im Zytosol ablduft (Douce et al., 2001,
Timm et al., 2008, Wingler et al., 2000). Im Verlauf der Reaktion wird CO, sowie NH; in den

Mitochondrien freigesetzt.

Der Reaktionszyklus beginnt in den Chloroplasten mit der Dephosphorylierung des
2-Phosphoglykolats durch die Glykolatphosphatase. Das entstechende Glykolat wird
anschlieBend im Austausch gegen 3-Phosphoglycerat in die Peroxisomen transportiert, wo es
durch die Glykolatoxidase zu Glyoxylat umgesetzt wird. Bei dieser Reaktion werden
Elektronen auf molekularen Sauerstoff iibertragen. Das dadurch entstehende reaktive H,O,
wird durch die in den Peroxisomen lokalisierte Katalase zu Wasser und Sauerstoff entgiftet.
Das Produkt Glyoxylat ist ebenfalls ein Zellgift, das in Chloroplasten schon in geringen
Konzentrationen zu einer Inhibierung der RubisCO und der Fructose-1,6-Bisphosphatase
fihrt (Fliigge et al., 1980). Darauf folgend wird Glyoxylat zu Glycin umgesetzt. Dies ist in
Pflanzen tiber zwei Transaminierungsreaktionen moglich. Wéhrend bei der Glutamat-
Glyoxylat-Aminotransferase (GGAT) Glutamat als Lieferant der Aminogruppe fungiert, ist es
bei der Serin-Glyoxylat-Aminotransferase (SGAT) Serin. Das Glycin wird in die
Mitochondrien transportiert. Hier erfolgt die Umsetzung von zwei Molekiilen Glycin zu
einem Molekiil Serin unter Freisetzung von CO, und NH," sowie der Bildung von NADH
durch GCS und SHMT. Das synthetisierte Serin gelangt zuriick in die Peroxisomen, wo es
durch die SGAT zu Hydroxypyruvat desaminiert wird. Die anschlieBende Reduktion zu
Glycerat erfolgt durch die NADH-abhiangige Hydroxypyruvatreduktase. Nach dem Transport
des Glycerats in die Chloroplasten kann das durch die Glycerat-Kinase synthetisierte 3-

Phosphoglycerat wiederum in den Calvin-Zyklus eintreten.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des photorespiratorischen C,-Zyklus in Pflanzen (Eisenhut ez al., 2006,
mod.).

2.2.3. GCS in Pflanzenmitochondrien

Der Stofffluss durch den des C,-Zyklus von Cs-Pflanzen ist auerordentlich hoch (Douce e?
al., 2001). Diese hohe Syntheseleistung wird durch eine hohe GCS- sowie SHMT-
Konzentration in der mitochondrialen Matrix erreicht. Der Anteil dieser Proteine kann in
Matrixextrakten von Spinat und Erbse mit einer Konzentration von 200 mg ml™ bis zu 40 %
des Gesamtextraktes ausmachen (Oliver et al., 1990, Rebeille et al., 1994). In heterotrophen
Geweben liegt eine andere Situation vor. Hier findet die Photorespiration nicht statt, obwohl
die Prasenz der GSC-Komponenten bestdtigt wurde. Deren Konzentrationen befinden sich
dort jedoch nahe der Nachweisgrenze und sind somit aullerordentlich gering (Bourguignon et
al., 1993).
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Die GCS-Komponenten der Modellpflanze fiir die C;-Photosynthese A. thaliana wurde in
der Vergangenheit eingehend untersucht. Wie bei vielen anderen Pflanzen sind in A4. thaliana
die GCS-Proteine in kleinen Multigenfamilien kodiert (Bauwe & Kolukisaoglu, 2003). Die
Ausnahme bildet hier das T-Protein, das von nur einem Gen kodiert wird (Tabelle 1).

Tabelle 1: GCS und SHMT kodierende Gene in A. thaliana.

kodiertes Protein ~ Symbol MIPS-Nr. Anzahl AS Lokalisation
H-Protein AtGDH1 At2g35370 165 Mitochondrium
AtGDH?2 Atl1g32470 166 Mitochondrium
AtGDH3 At2g35120 156 Mitochondrium
P-Protein AtGDPI At4g33010 1037 Mitochondrium
AtGDP2 At2g26080 1044 Mitochondrium
T-Protein AtGDTI Atigl1860 408 Mitochondrium
L-Protein AtmLPD1 At3g17240 507 Mitochondrium
AtmLPD?2 Atl1g48030 507 Mitochondrium

A B L
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Abb. 7: In silico Auswertung der Expression von GDC-Komponenten im Modellorganismus A. thaliana
mit dem Expressionsanalysetool GENEVESTIGATOR. A: Expression der GDC-Komponenten im Verlauf
verschiedener pflanzlicher Entwicklungsstadien; B: Expression der GDC-Komponenten unter Einfluss
verschiedener duflerer Lichteinfliisse; C: organspezifische Expression der GDC-Komponenten

Mit dem Internet-Tool Genevestigator (https:/www.genevestigator.com/gv/index.jsp) lésst

sich die Expression von Arabidopsis-Genen in Abhéngigkeit vom Entwicklungsstadium (Abb.
7A), abiotischen Reizen (Abb. 7B) und dem pflanzlichen Gewebe analysieren (Abb. 7C). Alle
an der Photorespiration beteiligten GCS-Proteine sind identisch reguliert. Kennzeichnend ist
die Hochregulation der Genexpression unter Licht und eine hohe Syntheserate der GCS-

Proteine in den griinen Blattorganen. A. thaliana besitzt zwei P-Proteine (AtGDP1 und
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AtGDP2), die an der Photorespiration beteiligt und zu 90 % identisch sind (Bauwe &
Kolukisaoglu, 2003). Des Weiteren kodiert das Genom von A. thaliana drei H-Proteine.
Wiéhrend AtGDHI1 und AtGDH2 an der Photorespiration beteiligt sind, ist die Funktion von
AtGDH3 umstritten ist. Das Expressionsmuster von AtGDH3 unterscheidet sich von den
anderen photorespiratorischen GCS-Komponenten (Abb. 7) und durch die vorwiegende
Synthese des Proteins in den heterotrophen Geweben wird eine Beteiligung am pflanzlichen
C,-Stoffwechsel postuliert (Rajinikanth ez al., 2007). Von den zwei im Arabidopsis-Genom
kodierten = L-Proteinen  besitzt nur AtLPD1 das Expressionsmuster anderer
photorespiratorischer GCS-Proteine (Abb. 7).

Die Analyse von Mutanten mit Defekten im C,-Zyklus trug sehr zum Verstindnis dieses
wichtigen Stoffwechselweges bei. Diese Mutanten haben einen konditional-letalen Phanotyp
und sind nicht in der Lage unter ambienten Luftbedingungen zu wachsen. Ein Wachstum
dieser Pflanzen in Luft mit erhohten CO,-Konzentrationen ist jedoch moglich (Somerville &
Ogren, 1982, Voll et al.,, 2006). Werden Mutanten des C,-Zyklus von erhohten CO,-
Konzentrationen in normale Luftbedingungen transferiert, werden die Blatter innerhalb kurzer
Zeit chlorotisch und die Pflanze stirbt ab (Schwarte & Bauwe, 2007, Voll ef al., 2006). Dies
wird auch als photorespiratorischer Phianotyp bezeichnet. GCS pflanzlicher Mitochondrien
besitzt auch aufBerhalb der Photorespiration essenzielle Funktionen. A. thaliana besitzt zwei P-
Protein-Gene. Wird nur eines der beiden Gene ausgeschaltet, ist die Pflanze physiologisch
nicht vom Wildtyp zu unterscheiden, jedoch ist eine P-Protein-Doppelmutante selbst unter
erhohten CO,-Konzentrationen nicht lebensféhig (Engel et al., 2007).

Vor ca. 15 Jahren durchgefiihrte Experimente beweisen, dass GCS-Proteine aus den
Blattmitochondrien der Erbse assoziiert als Komplex vorliegen, der locker an der inneren
mitochondrialen Membran gebunden vorliegt (Cohen-Addad ef al., 1997, Oliver & Raman,
1995). Mit Filtrationsexperimenten wurde nachgewiesen, dass die GCS-Proteine eines hoch
konzentrierten Mitochondrienextraktes nicht in der Lage waren, eine Membran mit einer
AusschlussgroBe von 300 kD zu passieren. Kein GCS-Protein iiberschreitet diese
MolekiilgroBe. Selbst das homodimere pflanzliche P-Protein mit einer Masse von ca. 220 kD
kann diese Membran durchqueren, wenn es nicht assoziiert in einem Komplex vorliegt
(Oliver et al., 1990). Die Untersuchungen ergaben eine konzentrationsabhingige GCS-
Dissoziation und Assoziation. Bei Konzentrationen unter 0,25 mg/ml begannen die einzelnen
GCS-Komponenten dissoziieren, wéhrend sich der Komplex bei hoheren Konzentrationen
wieder reformierte. Die Bindung der einzelnen Komponenten beruht deshalb wahrscheinlich
auf schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen. Das stochiometrische Verhéltnis der GCS-
Proteine zueinander von 2P/27H/2T/1L wurde mit ELISA-Experimenten bestimmt (Cohen-
Addad et al., 1997, Oliver & Raman, 1995). Legt man dies zugrunde, hat GCS aus Pflanzen
eine Molmasse von ca. 1300 kD. Das Verhéltnis der Komponenten zueinander ist konstant.

Die externe Zugabe von GCS-Proteinen zu einem hoch konzentrierten pflanzlichen
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Mitochondrienextrakt fithrte zu keiner Komplex-Dissoziation. Auch das stochiometrische
Verhiltnis der GCS-Komponenten blieb dabei unverdndert (Oliver & Raman, 1995).

Bis zum heutigen Zeitpunkt gelang es nicht, einen mitochondrialen GCS-Proteinkomplex
in einem assoziierten Zustand zu reinigen. Deshalb ist tiber die GCS-Struktur bisher wenig
bekannt und iiber den Aufbau des vermeintlichen Komplexes kann nur spekuliert werden.
Die Bildung von bindren Komplexen zwischen H- und P-Proteinen sowie H- und T-Proteinen
wurde beobachtet (Cohen-Addad ez al., 1997, Oliver et al., 1990). Auch das Vorkommen von
H-Proteinen als Monomer oder Dimer ist bereits publiziert (Oliver, 1994). Das bisherige
Strukturmodell zum Aufbau pflanzlicher GCS beinhaltet deshalb einen strukturellen Kern von
vielen H-Protein-Dimeren, der den kompletten Komplex zusammenhélt. An diesen Kern

lagern sich alle restlichen GCS-Proteine an.

3. Zielstellung der Arbeit

Trotz der zentralen Bedeutung des GCS in allen lebenden Organismen bleiben viele Fragen
unbeantwortet. Die Konzentration der GCS-Proteine in Prokaryoten und vielen
Mitochondrien nicht-grilner Gewebe ist dullerst gering. Nach den Ergebnissen der
Filtrationsexperimente miissten deshalb die GCS-Proteine in einem dissoziierten Zustand
vorliegen. Diese Vorstellung steht in Konflikt mit den hohen GCS-Flussraten, z. B. bei E. coli
(Wilson et al., 1993), die moglicherweise nur schwerlich mit frei dissoziierten GCS-
Komponenten und Zwischenprodukten erreichbar wéren. Strukturmodelle von GCS-Proteinen
oder Co-Kristallisationen von zwei oder mehr Komponenten kénnten Einblick in den Aufbau
des Komplexes geben. In der PDB-Datenbank (Protein Data Bank) gibt es bereits
Strukturmodelle von GCS-Proteinen. Es gibt bisher nur eine bekannte P-Protein-Struktur aus
dem Bakterium Thermus thermophilus HB8 (Nakai et al., 2005). Dieses Protein hat einen
(a,B)-heterotetrameren Aufbau und ClustalX-Analysen lassen vermuten, dass sich der
Aufbau des heterotetrameren Enzyms von den homodimeren P-Proteinen unterscheidet
(Hasse et al., 2010).

Evolutiondre Untersuchungen ergaben, dass bis zu 18 % des Kerngenoms der
Modellpflanze Arabidopsis von dem cyanobakteriellen Endosymbionten stammen (Martin ef
al., 2002). Cyanobakterielle P-Proteine haben wie die pflanzlichen Glycin-Decarboxylasen
einen homodimeren Aufbau. Das P-Protein aus dem Modellorganismus Synechocystis sp.
PCC 6803 lasst sich in groBen Mengen als rekombinantes, biochemisch aktives Enzym
gewinnen (Hasse et al., 2007). Die Aufklarung der Struktur eines cyanobakteriellen
homodimeren P-Proteins wiirde deshalb neue Einsichten in die Funktionsweise homodimerer
Glycin-Decarboxylasen erméglichen und konnte damit zusétzliche Hinweise zum strukturellen
Aufbau eines eukaryotischen GCS-Komplexes liefern. Deshalb sollten in dieser Arbeit

folgende Aspekte betrachtet werden:
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Biochemische Charakterisierung des rekombinanten homodimeren P-Proteins aus
Synechocystis sp. PCC 6803.

Bis heute gelang keine heterologe Expression eines aktiven eukaryotischen P-Proteins. Die
Glycin-Decarboxylase aus Synechocystis besitzt eine hohe Ahnlichkeit zu eukaryotischen P-
Proteinen und kann rekombinant erhalten werden. In Experimenten soll untersucht werden, ob
die Biochemie der rekombinanten P- und H-Proteine aus Symechocystis denen der GCS-

Komponenten eukaryotischer Mitochondrien dhnelt.

Interagiert das cyanobakterielle P-Protein mit eukaryotischen H-Proteinen’!

In weiteren Experimenten soll analysiert werden, ob eine biochemische Interaktion des
cyanobakteriellen P-Proteins mit pflanzlichen H-Proteinen oder dem menschlichen H-Protein
moglich ist. Vergleiche der erhaltenen Parameter des Mischsystems mit dem
cyanobakteriellen System sollen aufzeigen, ob sich das P-Protein zur Charakterisierung von
eukaryotischen Glycin-Decarboxylasen eignet. Von besonderem Interesse unter den
homodimeren Enzymen ist, neben den an der Photorespiration teilnehmenden pflanzlichen P-
Proteinen, das P-Protein aus H. sapiens. Dessen Mutation fithrt hdufig zu einer schweren
humanen Erberkrankung (nichtketotische Hyperglycindmie, NKH). Sollte sich humane H-
Protein ein geeignetes Substrat fiir das Symechocystis P-Protein herausstellen, konnten die
Effekte von Mutationen im humanen P-Protein mit dem viel leichter verfiigbaren

cyanobakteriellen Enzym studiert werden.

Kristallisation und Strukturerfassung des homodimeren P-Proteins aus Synechocystis.

Die Kiristallisation von Proteinen erfordert das Suchen nach geeigneten Bedingungen, denen
man sich in zahlreichen Experimenten anndhern muss. Dies erfordert die Bereitstellung
ausreichender Mengen an Synechocystis P-Protein, dessen Synthese und Reinigung ohne
groflere Probleme moglich ist. Die Experimente zur Kristallisation und Strukturerfassung des
P-Proteins erfolgten in Kooperation Frau Prof. Inger Andersson der University of Agricultural

Sciences in Uppsala.
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4. Material und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1. Verwendete DNA-und Proteingrofienstandards

Tabelle 2: Verwendete DNA-Grofienstandards und Reaktionskits

GrofBienstandard

Hersteller

Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker

PUC-Mix Marker

Unstained Protein Molecular Weight Marker

LMW-SDS Marker Kit

Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)

GE Healthcare (Uppsala, SE)

4.1.2. Oligonukleotide

Tabelle 3: Ubersicht iiber verwendete Oligonukleotide (fw: sense Primer, antisense Primer)

Primer

Sequenz 5°>3°

Verwendungszweck

P6803 Xhol fw

P6803 Pvull rev

H6803 Ndel fw

H6803 BamHI rev

1096 Xhol fw

1096 EcoRI rev

AtGLDHI1 Ndel fw

AtGLDHI1** Ndel fw

AtGLDH1 BamHI rev

CTCGAGATGCCCAACCTAGAG

GAATTCTCAATAAATTTCCTC

CATATGGAACTGGAACATCC

GGATCCCTAATCTCCCGTCTC

CTCGAGATGAGTCAGGATTTT

GAATTCTTAAACCGCCCGTTT

CATATGTCCACAGTTTTGGA

CATATGTCCACAGCTGCAGTTTTGGA

GGATCCCTAGTGAGCAGCATCT

Expression von s/r0293 (P-
Protein) in pBAD-HisA

Expression von s/r0293 (P-
Protein) in pBAD-HisA

Expression von s/r0879 (H-
Protein) in pET-28a

Expression von s/r0879 (H-
Protein) in pET-28a

Expression von slri1096 (L-
Protein) in pPBAD-HisA

Expression von s/r1096 (L-
Protein) in pBAD-HisA

Expression von AtGLDH]1 (H-
Protein aus A. thaliana) in pET-
28a

Expression von AtGLDH1 (H-
Protein aus A. thaliana) in pET-
28a

Expression von AtGLDH1 (H-
Protein aus A. thaliana) in pET-
28a
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LPL-A Ndel fw CATATGTCCACATTACGCCTGCT Expression der LPL-A aus E. coli
in pET-28a

LPL-A HindlIIl rev AAGCTTCTACCTTACAGCCCCCG Expression der LPL-A aus E. coli
in pET-28a

H-Thermo Ndel fw CATATGACACTCACCTATCCT Expression von t/r1476
(H-Protein aus T. elongatus) in
pET-28a

H-Thermo BamHIrev GGATCCCTACGATCCTTCCAC Expression von t/r1476
(H-Protein aus T. elongatus) in
pET-28a

H-Human Nfel fw GCTAGCTCGGTGCGTAAATTC Expression des H-Proteins aus

H. sapiens in pET-28a

H-Human Xhol rev CTCGAGCTACTCCTCAATAGA Expression des H-Proteins aus
H. sapiens in pET-28a

4.1.3. Synthetisierte Plasmide

Die Herstellung der in dieser Dissertation angefertigten Plasmide ist im Anhang dieses Manuskriptes
beschrieben. Es wurden die in Tabelle 3 aufgefiihrten Oligonukleotide verwendet und die erstellten
Plasmide mittels PCR und Restriktionsanalysen tiberpriift. Des Weiteren wurde die korrekte Sequenz
der inserierten DNA durch Sequenzierung verifiziert. Die Plasmidkarten sind ebenfalls dem Anhang

dieser Dissertation angefiigt (9.4).

4.1.4. Bakterienkulturen und Kultivierungsmedien

Fir die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten molekularbiologischen Arbeiten wurden
ausschlieBlich Bakterienstimme der Art E. coli verwendet. Die Kultivierung von E. coli zum Zweck
der DNA-Klonierung erfolgte in LB-Medium bzw. auf LB-Platten (Maniatis et al, 1982). Zur
Proteinexpression wurde das Vollmedium 2YT verwendet (Maniatis et al., 1982). Fiir die Expression
von Selenomethionin-markiertem P-Protein wurde ein modifiziertes M9-Medium verwendet. Um eine
Proteinexpression mit dem pBAD-System zu erméglichen, wurde als C-Quelle Glycerol anstelle von
Glucose verwendet. Das zur Vorkultivierung genutzte M9-Medium (Maniatis et al., 1982)
unterscheidet sich von dem zur Proteinexpression verwendeten M9-Medium (Tabelle 4). Letzterem

wurden Arabinose zur Induktion der Proteinexpression und verschiedene Aminosduren beigefiigt.

Tabelle 4: M9-Medium zur Proteinexpression

M9-Medium (Maniatis e al., 1982)
Glycerol 0,4 % (W/v)
L-Lysin 100 mg

L-Phenylalanin 100 mg
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L-Threonin 100 mg
L-Isoleucin 50 mg
L-Leucin 50 mg
L-Valin 50 mg
L-Selenomethionin 60 mg
Arabinose 2g

4.1.5. Medienzusitze

Bei Bedarf wurden den Medien die in Tabelle 5 aufgefiihrten Zusitze beigemischt.

Tabelle 5: Zusiitze fiir Kultivierungsmedien

Medienzusatz Stammlésung Konzentration im Medium
Ampicillin 50 mg/ml in H,O 50 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml in H,O 50 pg/ml
Chloramphenicol 30 mg/ml in 100 % Ethanol 30 pg/ml
Anhydrotetracyclin 20 mg/ml in DMF 0,2 pg/ml

PLP 10 mM in H,O 0,2 mM

IPTG 1M 1 mM

X-Gal 20 mg/ml in DMF 50 ug/ml
a-Liponsédure 50 mg/ml in 100 % Ethanol 50 pg/ml

Die Stammldsungen wurden bei -20 °C gelagert.

4.2. Methoden

4.2.1. Mikrobiologische Methoden

4.2.1.1. Herstellung chemisch kompetenter E. coli zur Plasmid-Transformation

Die Herstellung chemisch-kompetenter £E. coli-Zellen erfolgte nach einem modifizierten
Standardprotokoll (Hanahan, 1983). Hierzu wurde eine E. coli Ubernachtkultur in ¥-Medium (Tabelle
6) mit einer Einzelkultur eines Rezipientenstammes beimpft und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. 1 ml
dieser Ubernachtkultur wurde in 100 ml ¥-Medium iiberimpft und bei 37 °C bis zu einer optischen
Dichte von 0,48 (ODsso) geschiittelt. AnschlieBend wurde die Kultur in einem Eisbad schockgekiihlt
und fiir weitere 10 min bei 0 °C inkubiert. Nach Zentrifugation der Zellen bei 4 °C (5 min,
3000 U/min) erfolgte die Resuspendierung des Zellpellets in 30 ml eiskaltem Puffer TIB1 (Tabelle 7).
Nach einer weiteren Inkubation bei 0 °C (5 min) fand ein erneuter Zentrifugationsschritt bei 4 °C
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(5 min, 3000 U/min) statt. Das erhaltene Zellpellet wurde in 4 ml eiskaltem TJB2-Puffer (Tabelle 7)
gelost, aliquotiert (100 pl), sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

Tabelle 6: Medium zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Y-Medium

Trypton 2%
Hefeextrakt 0,5 %
MgSO, 0,4 %
KCl1 10 mM

Tabelle 7: Puffer zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

TJB1 TJB2
RbCl 10 mM MOPS 10 mM
MnCl, x 4H,0 50 mM RbCl 10 mM
K-Acetat 30 mM CaCl, x 2H,0O 75 mM
CaCl, x 2H,O 10 mM Glycerol 15 %
pH 5,8, steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C pH 7,0, steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C

4.2.1.2. Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Zu den auf Eis aufgetauten kompetenten E. coli-Zellen (100 ul) wurde ein vollstindiger
Ligationsansatz (20 pl) oder 1 pg Plasmid-DNA gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock fiir 100 Sekunden bei 42 °C wurden die Zellen fiir 5 min auf Eis gekiihlt und
danach mit 1 ml LB-Medium versetzt. Nach 1-stiindiger Inkubation bei 37 °C wurden 50-1000 pl des
Ansatzes auf LB-Selektionsplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.2.2. Molekularbiologische Methoden

4.2.2.1. Schnelle Isolierung von genomischer DNA fiir PCR-Analysen

Von den auf Selektionsmedien gewachsenen Bakterienkolonien wurde mit einen sterilem Zahnstocher
Zellmaterial entfernt, in 50 ul sterilem Wasser resuspendiert und anschlieBend 5 min bei 100 °C
gekocht. Dieser Schritt fiithrt zur Zelllyse und damit zur Freisetzung der DNA, die fiir PCR-Analysen

eingesetzt wurde.
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4.2.2.2. Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde das GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Pharmacia Biotech,
Uppsala, SE) und das illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE-Healthcare, Uppsala, SE) nach den
Angaben der Hersteller benutzt. Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung dienten 3 ml einer
bakteriellen Ubernachtkultur.

4.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle 8: Puffer und Losungen zur Agarose-Gelelektrophorese

5 x TBE-Puffer (1 Liter) 5 x Stopplésung

Tris/HCI pH 8,0 54¢g EDTA 0,1 M
Borsédure 275¢g Glycerol 40 %
0,5M EDTA pH 8 20 ml SDS 0,1 %
CaCl, x 2H,0 10 mM Bromphenolblau 0,025 %

Der Agarosegehalt der Gele betrug, in Abhéngigkeit von der FragmentgroBe, 0,8-1,5 % (w/v). Die
Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit 0,5 x TBE (Tabelle 8). Vor dem Auftragen auf das
Agarosegel wurden die DNA-Proben mit 5 x Stopplosung (Tabelle 8) vermischt. Um die Groéfie und
Konzentration der DNA-Fragmente abschitzen zu konnen, kam ein DNA-Marker (Tabelle 2) zum

Einsatz.

4.2.3.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung sequenzspezifischer Bereiche von Nukleinsduren wurde mittels der Polymerase-
Kettenreaktion durchgefiihrt (Mullis et a/., 1992). Ein typischer PCR-Ansatz, wie er zur Amplifikation

verwendet wurde, setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 9: Zusammensetzung eines Standard PCR-Ansatzes

Komponente Konzentration
PCR-Mastermix (Qiagen, Hilden) 1x

Primer A 5 pmol (5 uM)
Primer B 5 pmol (5 uM)
DNA-Template 0,2 pg-2 ng

H,O ad. 10 ul
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4.2.3.2. Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR ist eine Methode zur schnellen Uberpriifung von Bakterienkolonien auf das
Vorhandensein eines Plasmids, eines DNA-Inserts oder einer Mutation. Fiir die Kolonie-PCR wurde
die DNA der Bakterienkolonien wie unter Punkt 4.2.2.1 beschrieben isoliert und ein PCR-Ansatz
durchgefiihrt.

4.2.4. DNA-Klonierung

4.2.4.1. TA-Klonierung

Das in dieser Arbeit verwendete Reaktionskit fiir die TA-Klonierung war das pGEM"-T Vektor
System (Promega, Mannheim). In dem bereits linearisiert vorliegenden pGEM-T Vektor mit 3'-dT-
Uberhingen wurden die mit der Taq-Polymerase amplifizierten PCR-Fragmente iiber Nacht bei 4 °C
ligiert und anschlieBend in chemisch-kompetente E. coli transformiert. Die Transformation wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

4.2.4.2. Ligation mit der T4-DNA-Ligase

Fiir die standardmiBig durchgefiihrte Ligation zweier DNA-Fragmente wurden diese nach
folgendem Schema (Tabelle 10) in einem molaren DNA-Fragment/Vektor-Verhéltnis von 5:1
gemischt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Das eingesetzte DNA-Fragment und der
verwendete Vektor wurden dafiir in der Regel mittels Gelelution aufgereinigt. Nach der
Transformation der Ligationsansdtze in chemisch kompetente E. coli wurden diese auf

Selektionsplatten ausplattiert und anschlieBend {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 10: Ligationsansatz mit der T4-Ligase

Komponente Menge
Insert/Vektor L:5

10 x Ligase-Puffer 2 ul
T4-DNA-Ligase 1l
H,O ad 20 pl

4.2.5. Isolierung von Mitochondrien aus P. sativum

P. sativum wurde in einem Gewéchshaus in kommerziell erwerblicher Blumenerde angezogen. Fir die
Isolierung der Mitochondrien wurden 50 g Pflanzenmaterial (Blatt und Stamm) von 2-3 Wochen alten

Pflanzen geerntet und wie beschrieben gereinigt (Douce ef al., 1987).
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4.2.6. Proteinbiochemische Methoden

4.2.6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE zum denaturierenden Auftrennen der Proteine wurde nach Laemmli durchgefiihrt
(Laemmli, 1970). Es handelt sich dabei um eine diskontinuierliche Elektrophorese, da zwischen einem

Sammelgel und einem Trenngel unterschieden wird.

4.2.6.2. SDS-PAGE mit dem PhastSystem™ (GE Healthcare, Uppsala, SE)

Das PhastSystem™ ermoglicht die schnelle und automatische Durchfiihrung einer SDS-PAGE,
nativen PAGE und isoelektrischen Fokussierung. Die fiir dieses System verwendeten Gele und
Pufferstrips konnen vom Hersteller erworben werden. Die aktive Kiihlung des Elektrophoresebereichs
ermoglicht die Anwendung sehr hoher Spannungen, wodurch die Dauer der Elektrophorese minimiert
wird. Zur Anfertigung einer SDS-Gelelektrophorese wurde ein PhastGel Gradient 8-25 % (GE
Healthcare, Uppsala, SE) und PhastGel buffer strips-SDS (GE Healthcare, Uppsala, SE) verwendet.

4.2.6.3. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native-PAGE)

Zum Nachweis der vollstdndigen Lipoylierung des H-Proteins wurde eine native PAGE durchgefiihrt,
mit der es moglich ist, Proteine nach Ladung und GroBe aufzutrennen. Da H-Apo- und Holo-Proteine
durch die Modifikation des Lysinrests eine Ladungsdifferenz aufweisen, ist eine Auftrennung in einer
nativen PAGE moglich. Die Proteine miissen wihrend der elektrophoretischen Trennung ihre native
Konformation behalten. Deshalb enthielten die verwendeten Lauf- als auch Probenpuffer keine
denaturierenden Agenzien wie B-Mercaptoethanol und SDS. Aus diesem Grund wurde ebenfalls auf
das Aufkochen der Proben vor der Gelapplikation verzichtet. Fiir die Durchfiihrung der Elektrophorese

wurde eine Stromstirke von 12 mA gewihlt.

4.2.6.4. Firbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie Brillant Blau G250

Die Coomassie-Farbung dient zum Nachweis von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen. Hierzu wurde
das Gel fiir 30 min in der Féarbelosung angefiarbt und die Proteine fixiert. Nach der Inkubation in einer
Entfirbelosung wurde das Gel tiber Nacht in H,O geschiittelt und anschlieBend fiir die weitere

Verwendung in Folie eingeschweif3t oder dokumentiert.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Losungen zum Anfiirben und Entfiirben von Polyacrylamid-Gelen

Férbelosung Konzentration
Methanol 40 %
Essigsédure 10 %

Coomassie Brillant Blau G250 (w/v) 0,25 %
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Entfirbungslésung Konzentration
Methanol 50 %
Essigsdure 10 %

4.2.6.5. Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen (semi-dry)

Ein Western-Blot ermoglicht den Nachweis eines Einzelproteins mittels Antikorper in einem
Proteingemisch. Hierfiir muss das Proteingemisch in einer SDS-PAGE (4.2.6.1) elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond™, Fa. Amersham, Freiburg) unter
Verwendung von Transferpuffer (Tabelle 12) iibertragen werden. Zur Uberpriifung des erfolgreichen
Proteintransfers wurde die Membran mit Ponceau-Rot-Losung (Tabelle 13) angefarbt. Hierfiir wurde
die Membran 2 min in der Farbelosung inkubiert und anschlieBend mehrmals mit H,O gespiilt, bis die
Proteine als rote Banden sichtbar wurden. Im Anschluss an die Ponceau-Fiarbung erfolgte die

Inkubation der Membran mit den entsprechenden Antikérpern.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Blotpuffers zum Transfer von Proteinen auf eine Membran

10 x Transferpuffer Konzentration 1 x Transferpuffer Volumen
Tris/HCI pH 7,5 0,48 M 10 x Transferpuffer 80 ml
Glycin 0,39 M Methanol 200 ml
SDS (w/v) 0,37 % H,0 720 ml

Tabelle 13: Zusammensetzung der Ponceau-Rot-Firbelosung

Ponceau-Rot-Firbelosung Konzentration

Ponceau S (w/v) 2%

Trichloressigsédure (w/v) 3%

4.2.6.6. Antikorperreaktionen

Im Anschluss an den Proteintransfer und die Ponceau-Farbung wurde die Nitrozellulosemembran fiir
2 h bei Raumtemperatur in Blockpuffer schiittelnd inkubiert, um freie Stellen der Membran mit
Protein zu sittigen. Der gegen ein Epitop des gesuchten Proteins gerichtete primédre Antikdrper wurde
in einer Verdiinnung von 1:2500 bis 1:3000 im Blockierungspuffer verdiinnt und {iber Nacht bei 4 °C
mit der Membran inkubiert. Zur Entfernung des unspezifisch gebundenen Antikorpers wurde die
Membran dann zweimal fiir 10 min mit TBST-T auf einem Kippschiittler bei Raumtemperatur
gewaschen. Nach dem Waschvorgang erfolgte die Inkubation mit dem in TBS verdiinnten (1:5000),
mit alkalischer Phosphatase gekoppelten anti-Kaninchen-Sekundérantikorpers fiir 2h  bei
Raumtemperatur. AbschlieBend wurde die Membran mit TBS-T ( 4 x 5 min) und TBS (1 x 10 min)
gewaschen.
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Tabelle 14: Puffer und Losungen fiir die Antikérperreaktion

Blockpuffer Konzentration TBS-T Konzentration
Tris/HCI pH 7,5 50 mM Tris/HCI pH 7,5 50 mM

NacCl 150 mM NaCl 150 mM
Magermilchpulver 5% Triton X-100 0,1 %

TBS Konzentration

Tris/HCI pH 7,5 50 mM

NaCl 150 mM

4.2.6.7. Alkalischer Phosphatase-Nachweis

Zur finalen Entwicklung der Membran wurde diese fiir mehrere Minuten in Detektionspuffer (Tabelle
15) inkubiert, anschlieBend mit Farbelosung (Tabelle 15) bedeckt und fiir 5-60 min im Dunkeln
entwickelt. Zum Abstoppen der Entwicklung wurde die Membran in H,O iiberfiihrt, danach zwischen
Filterpapier getrocknet und das Ergebnis dokumentiert.

Tabelle 15: Puffer und Losungen fiir die Antikdrperreaktion

Detektionspuffer Konzentration Firbelosung Volumen
Tris/HCI pH 9,5 100 mM Detektionspuffer 10 ml
NaCl 100 mM NBT-BCIP-Lésung 200 pul
MgCl, 50 mM

NBT-BCIP-Lisung Menge

NBT 94 mg
BCIP 47 mg
DMSO 3,35 ml
H,O 1,65 ml

4.2.6.8. Heterologe Synthese von Proteinen fiir biochemische Analysen

Die untersuchten pro- und eukaryotischen Proteine wurden durch heterologe Expression in E. coli
gewonnen. Hierzu wurden die Gene der jeweiligen Proteine in verschiedene Expressionsvektoren
kloniert und in den Wirtsorganismus transformiert. Als Kultivierungsmedien wurden LB und 2YT
verwendet. Fiir die Expression von H-Holoproteinen wurden dem Medium 0,24 mM a-Liponsdure
zugesetzt. Zur Gewinnung der Proteine wurden Expressionskulturen bei 37 °C bis zu einer ODggo= 0,6
kultiviert. AnschlieBend wurde die Temperatur auf 20 °C verringert und die Expression induziert. Die

Kulturen wurden tiber Nacht weiter kultiviert und anschlieBend geerntet.
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4.2.6.9. Heterologe Synthese von Proteinen zur Proteinkristallisation

Die Expressionsstimme zur Synthese von Proteinen fiir biochemische Analysen und zur
Proteinkristallisation waren identisch. Als Expressionsmedium wurde 2YT verwendet. Zur
Gewinnung der Proteine wurden Expressionskulturen mit einem Volumen von 8 Litern in einem
temperierbaren Inkubator bei 37 °C bis zu einer ODgyy = 0,6 kultiviert. Im Anschluss wurden die
Kulturen bei 4 °C inkubiert, bis die Temperatur des Kultivierungsmediums 20 °C betrug.
AnschlieBend wurde die Expression induziert und die Kulturen bei 16 °C im Inkubator fiir weitere
16 h kultiviert und darauf folgend geerntet.

4.2.6.10. Synthese von Selenomethionin-markiertem P-Protein

Bei der Rontgenstrukturanalyse wird ein Beugungsmuster des zu untersuchenden Proteinkristalls
erhalten. Bei dieser Methode gehen die Phaseninformationen der auf dem Detektor aufgetroffenen
Rontgenstrahlen verloren, wihrend die Informationen zur Frequenz und Amplitude aus dem
Beugungsmuster erhalten werden konnen. Zur Erzeugung der Elektronendichtekarte werden die
Phaseninformationen der Roéntgenstrahlen jedoch bendtigt. Um dieses Problem zu 16sen, werden

Proteine mit Schwermetallatomen markiert.

@] 0]
S Se
NH, NH,
L-Methionin L-Selenomethionin

Abb. 8: Vergleich der Aminoséiuren Methionin und Selenomethionin

Eine hiufig angewandte Methode ist die Substitution der im Protein vorkommenden Methionine durch
Selenomethionin. In Selenomethionin tritt anstelle des Schwefelatoms das Schwermetallatom Selen
(Abb. 8). Hierzu muss der Expressionsstamm in einem definierten Medium angezogen werden,
welches dem Bakterium extern Selenomethionin zur Verfiigung stellt. Dieses wird aufgenommen und
in die heterolog synthetisierten Proteine eingebaut. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die
Konformationen des nativen Proteins und des Substitutionsproteins identisch sind. Fiir die Erzeugung
des Selenomethionin-markierten P-Proteins wurde der Expressionsstamm BL21(AI) verwendet. Als
Kultivierungsmedium kam das modifizierte M9-Medium zum Einsatz. Als Kohlenstoffquelle diente

Glycerol. Dies ermoglicht im Gegensatz zu Glukose eine Induktion des Promotors mit Arabinose.

Aus einer FEinzelkolonie wurde eine Vorkultur (6 ml) des Expressionsstammes BL21(Al)
hergestellt, der das Plasmid pBAD-s/r0293 enthielt. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C bis zu einer
ODggo von 1 in 2YT-Medium. Die Vorkultur wurde anschlieBend bei 4 °C inkubiert, darauf folgend in
500 ml M9 Medium inokuliert und bei 37 °C bis ODgy = 0,6 inkubiert. Anschlielend wurde die
Kultur tiber Nacht bei 4 °C in der Kithlkammer gelagert. Mit jeweils 100 ml der M9-Vorkultur wurden
am ndchsten Tag 4 x 2 Liter M9-Medium beimpft. Diese finalen Kulturen wurden bei 37 °C bis zu
einer ODggy von 0,6 kultiviert und bei 4 °C gelagert, bis die Temperatur des Mediums auf 20 °C
gefallen war. Wahrend der Kithlung wurden dem M9-Medium Aminoséuren beigemengt (Tabelle 4).
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Danach wurde die Kultur fir weitere 30 min bei 20 °C im Inkubator inkubiert. Die Expression des P-
Proteins wurde durch Zusatz von 4 g L-Arabinose in 2 Liter Expressionskultur induziert. Die Kulturen
wurden anschlieBend fiir weitere 16 h bei 20 °C kultiviert und geerntet.

4.2.6.11. Aufreinigung von  pflanzlichen @ H-Proteinen @ ohne  Affinititstag  zur

Aktivitdtsbestimmung

H-Proteine sind saure Proteine. Dies wurde zur Aufreinigung von H-Proteinen ohne Affinitétstag
genutzt, da ein groBer Teil der Fremdproteine eines Gesamtextrakts bereits nach einer
Ionenaustauschchromatografie entfernt werden konnten. Zu Beginn der Aufreinigung wurde das
Bakterienpellet in 20 mM Bis-Tris-Puffer pH 6 resuspendiert, mit Ultraschall aufgeschlossen,
zentrifugiert (SS34, 20000 U/min, 4 °C, 30 min) und der erhaltene Uberstand mit einem Rotabilo®-
Spritzenfilter (0,2 pm, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) filtriert. Fiir die anschlieBenden FPLC-
Chromatografien wurde ein AKTAprime™ plus FPLC-System genutzt. Der filtrierte Gesamtextrakt
wurde mit einer Flussrate von 4 ml/min auf eine mit Q-Sepharose™ (GE Healthcare, Uppsala, SE)
befiillte Sdule (30 ml) aufgetragen, die vor der Anwendung mit Bis-Tris-Puffer pH 6 &quilibriert
wurde. Die Elution des Proteins erfolgte mit einem linearen Salzgradienten von 0-0,5 M NaCl tiber ein
Volumen von 400 ml.

Die Fraktionen wurden anschlieBend vereinigt und auf ein Volumen von 1 ml mit Vivaspin-20
Sdaulen (5 kD, GE Healthcare, Uppsala, SE) eingeengt. Das Konzentrat wurde danach auf ecine
GroBenausschlusssiule aufgetragen. Fiir diesen Reinigungsschritt wurde die 16/60 HiPrep™
Sephacryl™ S-100 Siule (GE Healthcare, Uppsala, SE) verwendet. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min.
Die Fraktionen, welche H-Proteine enthielten, wurden anschlieBend vereinigt und das H-Protein mit
Vivaspin-20 Sidulen konzentriert. Zur Lagerung wurden die Proteine in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.6.12. Reinigung von Synechocystis P-Protein zur Aktivititsbestimmung

Das Zellpellet wurde in Homogenisationspuffer (Tabelle 16) resuspendiert und anschlieBend in einem
Eisbad mit der Ultraschallspitze aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluss wurden die Zelltriimmer
durch Zentrifugation fiir 30 min bei 20000 U/min entfernt (4 °C, SS34). Alle nachfolgenden Schritte
wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Fiir die IMAC wurde Ni**-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, SE)
verwendet. Hierzu wurden 4 ml Ni**-Sepharose (50 %) in Chromatografiesiulchen gefiillt und mit
Homogenisationspuffer quilibriert. Der nach der Zentrifugation erhaltene Uberstand wurde
anschlieBend in die vorbereiteten Sdulchen gefiillt. Nachdem dieser vollstindig durchgelaufen war,
wurden unspezifisch gebundene Proteine durch einen Waschschritt entfernt. Hierzu wurde ein
Siulenvolumen (CV) Waschpuffer (Tabelle 16) verwendet. Nach dem Waschen der Ni**-Sepharose
erfolgte die Elution mit 3 x 1 ml Elutionspuffer (Tabelle 16). Die erhaltenen Fluate wurden
anschliefend mit Vivaspin-20 S#ulen konzentriert und mit PD-10 Saulchen nach Angaben des
Herstellers in 20 mM Tris/HC1 pH 7,8 umgepuffert. Zur Lagerung wurde das P-Protein in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 16: Puffer zur Reinigung von P-Protein fiir Aktivititsbestimmungen

Homogenisationspuffer Konzentration Waschpuffer Konzentration
Na-Phosphat pH 7,8 20 mM Na-Phosphat pH 7,8 20 mM
NaCl 500 mM NaCl 500 mM
Imidazol 40 mM Imidazol 80 mM
3-Mercaptoethanol 15 mM B-Mercaptoethanol 15 mM
PLP 200 pM PLP 200 uM
Elutionspuffer Konzentration

Na-Phosphat pH 7,8 20 mM

NaCl 500 mM

Imidazol 500 mM

3-Mercaptoethanol 15 mM

PLP 200 uM

4.2.6.13. Reinigung von Synechocystis P-Proteinen zur Kristallisation

Der durchgefiihrte Aufschluss, die Zentrifugation und die IMAC waren identisch zur Aufreinigung des
Synechocystis P-Proteins. Die verwendeten Homogenisationspuffer, Waschpuffer und Elutionspuffer
wiesen ebenfalls die gleiche Zusammensetzung auf, jedoch wurde kein Pyridoxalphosphat zugefiigt
(Tabelle 16). Nach der Elution wurden die erhaltenen Proteinldsungen vereinigt und durch
Zentrifugation mit Vivaspin-20 Sdulchen (GE, Healthcare, Uppsala, SE) konzentriert. Die
anschlieBende Umpufferung in Tris-Puffer A (Tabelle 17) erfolgte durch Nutzung von PD-10 Siulen.
Fiir die darauf folgend durchgefiihrten FPLC-Schritte wurde das AK TA™.-Purifier-System verwendet.
Das Tris-gepufferte P-Protein wurde nun an eine mit Tris-Puffer A &dquilibrierte MonoQ-Séule (8 ml,
GE Healthcare, Uppsala, SE) gebunden und anschlieBend mit Tris-Puffer B eluiert. Hierflir wurde ein
linearer Konzentrationsgradient von 0-50 % Tris-Puffer B tiber ein Volumen von 20 CVs gewihlt. Die
Fraktionen der P-Protein enthaltenden Peaks wurden vereinigt und mit Vivaspin-20 Konzentratoren
auf ein Volumen von 1 ml eingeengt. AnschlieBend wurde eine GréBenausschlusschromatografie mit
einer HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 prep grade-Siule (GE Healthcare, Uppsala, SE) durchgefiihrt,
die vor dem Auftragen des P-Proteins mit Tris-Puffer C dquilibriert wurde. Die P-Protein enthaltenden
Fraktionen wurden vereinigt. AnschlieBend erfolgte eine Konzentration des Proteins mit Vivaspin-20

Saulen auf 40 mg/ml. Das P-Protein-Eluat wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
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Tabelle 17: Puffer zur Reinigung und Lagerung von P-Protein zur Kristallisation

Tris-Puffer A Konzentration Tris-Puffer B Konzentration
Tris/HCI pH 7,5 20 mM Tris/HCI pH 7,5 20 mM

NaCl 50 mM NaCl 1M
-Mercaptoethanol 5mM -Mercaptoethanol 5mM
Tris-Puffer C Konzentration

Na-Phosphat pH 7,8 20 mM

NaCl 500 mM

3-Mercaptoethanol 10 mM

4.2.6.14. Aufreinigung von pro- und eukaryotischen H-Proteinen mit Histidin-Tag zur

Aktivitdtsbestimmung

Die Zellkulturen wurden in Homogenisationspuffer (Tabelle 16) resuspendiert und mit einer
Ultraschallspitze aufgeschlossen. In der anschlieBend durchgefiihrten Zentrifugation (SS34, 20000
U/min, 4 °C, 30 min) wurden die Zelltriimmer entfernt und der Uberstand in mit 4 ml Ni*"-Agarose
(50 %, Invitrogen, Leck, NL) gefullte und mit Homogenisationspuffer &quilibrierte
Chromatografiesdulen tiiberfiihrt. Im Anschluss daran erfolgte ein Waschschritt mit einem CV
Waschpuffer (Tabelle 18), um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Nach dem Waschen der
Sdulchen erfolgte die Elution mit 3 x 1 ml Elutionspuffer (Tabelle 18). Die Elutionsfraktionen wurden
vereinigt, anschlieBend mit Vivaspin-20 Sdulen konzentriert und mit PD-10 Sdulchen nach Angaben
des Herstellers in 20 mM Tris/HCl pH 7,8 umgepuffert. Zur Lagerung wurden die H-Proteine in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Alle

durchgefiihrten Aufreinigungsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Tabelle 18: Puffer zur Reinigung und Lagerung von H-Proteinen fiir Aktivititsbestimmungen

Homogenisationspuffer Konzentration Waschpuffer Konzentration
Tris/HCI pH 7,5 20 mM Tris/HCI pH 7,5 20 mM

NaCl 50 mM NaCl M

Imidazol 10 mM Imidazol 20-40 mM
Elutionspuffer Konzentration

Na-Phosphat pH 7,8 20 mM

NaCl 500 mM

Imidazol 300 mM
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4.2.6.15. Reinigung des Synechocystis L-Proteins mit Histidin-Tag zur Kristallisation

Zur Reinigung des L-Proteins wurde Protokoll zur Aufreinigung des Synechocystis P-Proteins
(4.2.6.13) verwendet. Den Puffern wurde jedoch kein Reduktionsdquivalent in Form von

B-Mercaptoethanol zugesetzt. Das Protein wurde bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

4.2.6.16. Aufreinigung der E. coli Lipoatligase-A (LPL-A) mit Histidin-Tag zur in vitro

Lipoylierung von H-Proteinen

Das zur Reinigung genutzte IMAC-Protokoll entspricht der beschriebenen Aufreinigung des
Synechocystis P-Proteins (4.2.6.13). Den verwendeten Puffer waren identisch, es wurde jedoch kein
PLP zugesetzt. Des Weiteren wurden alle Puffer entgast, da die LPL-A sehr oxidationsempfindlich ist.
Die eluierte LPL-A wurde vereinigt und mit Vivaspin-20 Sdulen konzentriert. Danach fand die
Umpufferung in LPL-A Lagerpuffer unter Verwendung von PD-10 Siulen statt (Tabelle 19). Das

Protein wurde anschlieend bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 19: Puffer zur Lagerung von E. coli LPL-A

LPL-A Lagerpuffer Konzentration
Na-Phosphat pH 7 20 mM

NaCl 50 mM
B-Mercaptoethanol 15 mM
Glycerol 50 %

4.2.6.17. Erstellung einer Eichgeraden zur Bestimmung der Molmassen von Proteinen

mittels Grofienausschlusschromatografie

Um die Molekiilgr6Ben von Proteinen anhand einer Gréfenausschlusschromatografie bestimmen zu
konnen, muss vorher eine fiir die Methode geeignete Sdule mit Proteinen geeicht werden, deren
Molmassen bekannt sind. Als Sdule wurde eine HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 prep grade-Siule
verwendet, die mit dem AKTAprime™ plus-System betrieben wurde. Die genutzten Proteine zur
Erstellung der Eichgeraden stammen aus dem Kit for Molecular Weights 12,000-200,000 (Tabelle 20,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen). Die Chromatografie wurde mit einem Tris-Puffer (Tabelle 21)
durchgefiihrt. Die Laufgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Der wihrend der Chromatografie aufgebaute
Druck betrug ca. 0,24 bar. Zum Auftragen der Proteine auf die Siule wurde ein Superloop™ (50 ml,
GE Healthcare, Uppsala, SE) genutzt. Das Probenvolumen betrug 1 ml. Die Elutionsvolumina V., der

Standardproteine wurden notiert und zur Erstellung der Eichgeraden genutzt.
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Tabelle 20: Proteine zur Eichung der Grofienausschlusssiule

Protein Molmasse in Da Log (Molmasse)
Blue Dextran (V,) 2000000 6,30
B-Amylase, Stikartoffel 200000 5,30
Alkoholdehydrogenase, Hefe 150000 5,18
BSA, Rind 66000 4,82
carbonic anhydrase , Erythrozyten 29000 4,46
Cytochrom c, Pferd 12000 4,08

Tabelle 21: Tris-Puffer zur Erstellung der Eichgeraden

Tris/HCI-Puffer Konzentration
Tris/HCI pH 7,5 20 mM
NaCl 50 mM

4.2.6.18. Bestimmung der Molmasse von Proteinen mit Groflenausschlusschromatografie

Zur Erfassung der Molekiilgrofie von Proteinen unbekannter Grofie mit
GroBenausschlusschromatografie wurde die unter Punkt 4.2.6.17 geeichte Séule verwendet. Der
genutzte Puffer, das FPLC-System sowie die angewandten Laufbedingungen waren identisch zu Punkt
4.2.6.17. Die Proteine, deren Molmassen bestimmt werden sollten, wurden vorgereinigt, in Tris-Puffer
aufgenommen und auf ein Volumen von 1 ml konzentriert. Danach wurden die Proteine auf die Saule

appliziert und V. bestimmt.

4.2.7. Massenspektrometrische Untersuchungen

Zur Proteinidentifikation und Uberpriifung der vollstindigen Lipoylierung der verwendeten H-
Proteine wurden massenspektrometrische Untersuchungen angefertigt. Diese wurden am
Biomedizinischen Forschungszentrum Rostock (BMFZ) in der Abteilung ,,Core Facility
Proteomanalytik von Dr. Stefan Mikkat durchgefiihrt. Hierzu wurden aus SDS-Gelen isolierte
Proteine sowie gereinigte Proteine mit einem Reflex III Massenspektrometer untersucht (Bruker
Daltonics, Bremen). Zur exakten Bestimmung der Proteinmasse wurden die Proteine mit einem
Aliquot des Proteinstandards I (Bruker Daltonics, Bremen) gemischt. Dies ermdglichte eine interne
Kalibrierung des Massenspektrometers und eine Bestimmung der Proteinmasse mit einem Fehler von
+ 1 Da.
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4.2.8. Enzymatische Ansiitze

4.2.8.1. Proteolytische Abtrennung des N-terminalen Histidin-Tags von H-Proteinen durch
Thrombin-Behandlung

Damit der Einfluss des N-terminalen Histidin-Tags auf die Substrateigenschaften ausgeschlossen
werden konnte, wurde dieser durch eine Thrombin-Behandlung entfernt. Hierzu wurde lyophilisiertes
Thrombin verwendet (Sigma Aldrich, Tauftkirchen). Dieses wurde in Thrombin-Lagerpuffer (Tabelle
22) resuspendiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Konzentration des
Enzyms betrug nach dem Losen in Lagerpuffer 0,5 - 1 U/ml. Das zu behandelnde H-Protein wurde mit
PD-10 Sédulen in 1-fachem Thrombin-Reaktionspuffer (Tabelle 22) umgepuffert. Fiir die Reaktion
wurde Thrombin in der Menge 1U/mg H-Protein beigemengt und fiir 16 h bei 20 °C inkubiert. Die
vollstindige Abspaltung des Histidin-Tags wurde in einer anschlieBend durchgefiihrten SDS-PAGE
tberpriift. Zur  Entfernung der Histidin-Tags wurden die H-Proteine mit einer

GroBenausschlusschromatografie oder IMAC nachgereinigt.

Tabelle 22: Puffer zur Lagerung von lyophilisiertem Thrombin und dem enzymatischen Ansatz einer
Thrombin-Spaltung

Thrombin-Lagerpuffer Konzentration 10 x Reaktionspuffer Konzentration
Natriumcitrat pH 6,8 50 mM Tris/HCI pH 8,4 200 mM

NaCl 200 mM NaCl 1I,5M

PEG 8000 1 mM CaCl, 25 mM
Glycerol 50 %

4.2.8.2. Invitro Lipoylierung von H-Proteinen mit LPL-A aus E. coli

Um als Substrat fiir die Glycin-Decarboxylierungsreaktion des P-Proteins dienen zu kdnnen, miissen
die verwendeten H-Proteine lipoyliert werden. Hierzu wurde den E. coli Kulturen zundchst Lipoat
zugefiihrt. Da der Wirtsorganismus selbst {iber Proteinkomplexe wie PDC und KDC sowie ein H-
Protein verfiigt, die nur nach Lipoylierung funktionstiichtig sind, ist E. coli selbst in der Lage
Zielproteine mit einem Lipoamidarm zu modifizieren. Durch die hohe Expressionsrate der H-Proteine
nach der Induktion der heterologen Genexpression wurden jedoch nicht alle heterolog exprimierten H-
Proteine modifiziert. Deshalb wurde ein in vitro Ansatz erstellt, der eine vollstindige Lipoylierung der
H-Proteine ermdglicht. Hierzu wurde das modifizierende Enzym LPL-A aus E. coli exprimiert. Dieses
Enzym kann unter Zusatz von ATP und Lipoat H-Proteine kovalent am Lysinrest modifizieren. Da die
LPL-A ein oxidationsempfindliches Enzym ist, wurde der Reaktionspuffer (Tabelle 23) vor der

Verwendung entgast.
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Tabelle 23: Reaktionspuffer (100-fach) zur in vitro Lipoylierung von H-Proteinen

100 x Reaktionspuffer Konzentration 1 x Reaktionspuffer Konzentration
MOPS/ Tris pH 7 M MOPS/ Tris pH 7 10 mM

MgCl, 0,5M MgCl, 5mM
B-Mercaptoethanol 0,5M 3-Mercaptoethanol 5mM

Das zu lipoylierende H-Protein wurde anschlieBend in einen entgasten Puffer mit PD-10 Saulen
tiberfiihrt. Der Reaktionsansatz wurde wie in Tabelle 24 beschrieben durchgefiihrt und fiir 2-3 h bei
37 °C inkubiert. Das Ansatzvolumen wurde so gewdhlt, dass eine H-Protein-Konzentration von
0,6 mg/ml erreicht wurde. Die vollstindige Lipoylierung des H-Proteins wurde in einer nativen PAGE
und einer massenspektrometrischen Untersuchung iiberpriift. Nach der Reaktion wurden die H-
Proteine zur Entfernung der LPL-A aus der Proteinlésung nachgereinigt. Hierzu wurden ein
Ionenaustausch mit Q-Sepharose™ und eine GroBenausschlusschromatografie durchgefiihrt.

Tabelle 24: Beispiel eines in vifro Lipoylierungsansatzes mit 20 mg H-Protein

Ansatz (0,6 mg/ml H-Protein = Endvolumen 33 ml) Menge Konzentration
100 x Reaktionspuffer 0,33 ml 10 mM
H-Protein (umgepuffert mit PD-10 in 1 x Reaktionspuffer) 3,5 ml 0,6 mg/ml
ATP-Lésung 1,65 ml 5SmM
Lipoatligase-A (aus E. coli) 0,277 ml 0,8 uM
(1)-a-lipoic-acid (0,24 M Stammlosung in Ethanol) 0,051 ml 400 uM

H,O ad.33ml = -

4.2.8.3. Aktivititsbestimmung des Synechocystis P-Proteins

Das P-Protein ist die GCS-Untereinheit, die Glycin decarboxylieren kann. Hierfiir muss das P-Protein
als Holoprotein vorliegen, das heif3t, im aktiven Zentrum muss ein PLP gebunden sein. Die Substrate
fiir diese Reaktion sind Glycin und das H-Protein, welches als Aminomethylen-Akzeptor fungiert. In
dieser Dissertation wurde die P-Protein-Aktivitit in vitro iber den sogenannten Bicarbonat-Austausch
gemessen, der unter oxidativen Bedingungen stattfinden kann. Der Bicarbonat-Austausch als
gemessene Aktivitit der Glycin-Decarboxylase wurde erstmals 1966 am Beispiel des P-Proteins aus
Peptococcus glycinophilus beschrieben (Klein & Sagers, 1966a). Der schematische Ablauf der
Reaktion ist in Abb. 9 dargestellt.

Beim Bicarbonat-Austausch handelt es sich um eine Reaktion, in der Glycin decarboxyliert und
anschliefend wieder synthetisiert wird. Auf diese Weise kann radioaktiv-markiertes '*CO, in Glycin
eingebaut werden. Die Menge des synthetisierten Glycins wird anschlieBend mit einem
Szintillationszdhler gemessen. In Tabelle 25 ist ein exemplarischer Enzymansatz zur Messung der P-
Protein-Aktivitidt wiedergegeben. Die Konzentrationen der P-Protein-Substrate wurden zur Ermittlung
der biochemischen Parameter variiert. Die Anséitze wurden mit Ausnahme des radioaktiv-markierten
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Bicarbonats auf Eis pipettiert und anschlieBend im Isotopenlabor fur 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

)

“CO0
s
CH,
~

H

“co,

NH,

Glycin Kohlendioxid
Abb. 9: Schematischer Ablauf des Bicarbonat-Austauschs.

Die Reaktion wurde durch Bicarbonat-Zugabe gestartet und in einem temperierten Heizblock bei
30 °C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden 80 pl 50%ige Trichloressigsdure in Szintillationsvials
(Sarstedt, Niimbrecht) pipettiert. Nach 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 250 ul des
Ansatzes in die Szintillationsvials mit Trichloressigsdure abgestoppt. Die Vials wurden anschlieBend
tiber Nacht auf eine Heizplatte gestellt (80 °C), um das restliche Kohlendioxid durch Eindampfung zu
entfernen.

Tabelle 25: Ansatz zur Messung der P-Protein-Aktivitit

Ansatz (Volumen 300 ul, 2,5 ng P-Protein) Menge Konzentration
Na-Phosphat pH 6 (1 M) 30 ul 100 mM
PLP-Lésung (1 mM, in H,O) 30 ul 100 pM
DTT-Losung (10 mM, in H,0) 30 pl 1 mM

Glycin (200 mM) xpl e
H-Protein xpl e
P-Protein (2,5 ng P-Protein) x ul 0,04 uM

H,O ad. 270 ul -
Bicarbonat (14C, 300 mM, 2,5 pnCi) 30 ul 30 mM

Am nichsten Tag wurden die Vials mit 500 pl H,O befiillt und geschiittelt, um das sdurestabile Glycin
zu 16sen. Nach der Zugabe von 5 ml Szintillationsflissigkeit wurden die Ansdtze mit einem
Szintillationszéhler (Tricarb 2100 TR Scintillation Analyzer, PerkinElmer, Waltham, USA)

vermessen.
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4.2.8.4. Dampfdiffusionsmethode

Die Dampfdiffusionsmethode ist eine effektive Technik zur Synthese von makromolekularen
Kristallen. Hierbei wird eine Proteinlésung mit einer Reservoirlosung vermengt, die dadurch verdiinnt
wird. Dieser Ansatz mit einem kleinen Volumen (1-10 pl) steht in einem abgeschlossenen System
tiber Dampfdruck mit einem grofen Reservoir des unverdinnten Fillungsmittels in Verbindung
(1 ml). Die hygroskopische Aquilibrierung des Systems, d. h. das Erreichen des Zustands, in dem kein
weiterer Nettoaustausch iiber die Gasphase stattfindet, vollzieht sich in der Regel innerhalb von 24-
48 h. Wihrend der Aquilibrierung erhohen sich die Protein- und Salzkonzentrationen im Ansatz und
die Proteinlosung geht in die Nukleationsphase iiber (Abb. 10, rechts). Nachdem sich die
Kristallisationskeime (Nuklei) gebildet haben verringert sich die Proteinkonzentration im Ansatz und
die Proteinlosung geht in die Kristallwachstumsphase iiber. Diese Ansdtze konnen als sogenannter
hanging- oder sitting-drop angesetzt werden (Abb. 10).

Deckglidschen Deckglidschen

N N

r‘;"\

Proteinlosung

Dichtmasse Dichtmasse

b

Proteinlosung

Reservoir
(Puffer und Prazipitant)

Reservoir
(Puffer und Prézipitant)

Hanging Drop Sitting Drop

Abb. 10: Schematische Darstellung des hanging- und sitting-drop-Dampfdiffusionsverfahrens. Eine
Proteinlosung wird mit einer Reservoirlosung vermischt und in einem geschlossenen Gefd3 iiber der im
Uberschuss vorhandenen Reservoirlosung platziert. Innerhalb von 1-2 Tagen stellt sich ein Aquilibrium ein.
Dabei wird dem Proteintropfen Wasser entzogen, wodurch die Protein und Salzkonzentration im Proteintropfen
steigen.

4.2.8.5. Screening nach geeigneten Kristallisationsbedingungen

Verschiedene Proteine zeigen in Losung unterschiedliche Eigenschaften. Es ist deshalb unmoglich,
das Phasendiagramm eines spezifischen Proteins vorherzusagen. Deshalb ist das Finden geeigneter
Kristallisationsbedingungen ein Prozess, der nach dem Prinzip ,,Versuch und Irrtum® durchgefiihrt
wird. Zahlreiche verschiedene Kristallisationsbedingungen, die fiir eine Vielzahl von Proteinen zur
Kristallbildung fiihrten, sind in sogenannten crystal screens zusammen gefasst. Diese sind
kommerziell erhéltlich und bieten eine einfache Moglichkeit, zahlreiche Kristallisationsbedingungen
zu testen. AuBerdem wurden parallel mehrere identische Ansétze angefertigt, um die Kristallisation
der Proteine bei verschiedenen Temperaturen zu untersuchen (4 °C, 16 °C, 20 °C). Die Ansitze
wurden als sitting-drop-Experimente in 96-WellPlatten mit 80 pl der crystal screen-Reservoir-
Losungen durchgefiihrt. AnschlieBend wurde 1 pl Proteinlosung mit 1 ul Reservoirlésung gemischt

und in die Vertiefung iiber die jeweilige Reservoirlosung pipettiert. Nach dem Ansatz einer
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ITM

vollstdndigen Platte wurde diese von oben mit VIEWseal “-Klebefolie (Greiner, Frickenhausen)

verschlossen.

4.2.8.6. Grid screen fiir die Verbesserung der Kristallqualitit

Nachdem vielversprechende Kristallisationsbedingungen gefunden wurden, mussten grid screens zur
Verbesserung der Kristallqualitdt durchgefiihrt werden. In diesen werden zwei Versuchsparameter
verindert, wihrend die anderen konstant bleiben. Auf diese Weise ndhert man sich den idealen

Kristallisationsbedingungen an.

Grid screens wurden mit dem ,,24-well EasyXtal Crystallization Tool* (Qiagen, Hilden) angesetzt.
Sie sind fur den Ansatz von hanging-drop-Experimenten konzipiert. Fiir einen Kristallisationsansatz
wurde 1 ml Reservoirlosung in das Well gegeben. Anschlieend wurden 2 pl Proteinlésung mit 2 pl

Reservoirlosung vermischt, danach auf ein Deckgldschen pipettiert und der Ansatz inkubiert.

4.2.8.7. P-Protein-Kristalle durch streak seeding

Die als streak seeding bezeichnete Methode ermoglicht die Kristallisation von Proteinen, ohne dass
die Nukleationsphase (Abb. 44) erreicht wird (D'Arcy et al, 2004). Durch die schlechte
Reproduzierbarkeit der P-Protein-Kristallisierung wurde dieses Verfahren eingesetzt, um P-Protein-
Kristalle zu vervielfiltigen. Bei dieser Methode wurde ein Kristall mithilfe eines /oops in eine frische
Reservoirlosung tberfithrt und mit einer Nadel oder Glaskapillare zerkleinert. Das Beimpfen des
Tropfens erfolgte mit einem dicken Haar (z.B. Katzenschnurrhaar), welches in die
Mikrokristalllosung getaucht wird (Abb. 11, 1). Auf diese Weise bleiben mikroskopisch kleine
Kristallpartikel an der Oberfliche des Haares haften. Das Haar wird anschliefend mittig durch einen
neuen Kristallisationstropfen gezogen (Abb. 11, 2). Dabei werden einige der am Haar haftenden
Mikrokristalle im Tropfen abgelegt. Diese dienen als Nukleationskern fiir das Wachstum neuer
Kristalle (Abb. 11, 3).

O, @ ©,
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Abb. 11: Vereinfachte Darstellung zur Durchfiihrung von streak seeding. 1: Mikrokristalle werden mithilfe
eines Haares von einem Kristall entfernt. 2: Das Haar mit den Mikrokristallen wird durch einen frisch
angesetzten Kristallisationstropfen gezogen. 3: Entlang der Linie, in der das Haar den Tropfen durchlief,
wachsen neue Kristalle heran.
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4.2.8.8. Aufnahmen kristallografischer Datensétze mit Synchrotronstrahlung

Die Vermessung der Proteinkristalle wurde an der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF,
Beamline ID 14-1 und ID 14-4) in Grenoble (Frankreich) durchgefiihrt. Die dort zu Verfiigung
gestellte Synchrotronstrahlung wird durch in einem magnetischen Feld abgelenkte Elektronen erzeugt,
welche sich nahezu mit Lichtgeschwindigkeit bewegen. Die erzeugten Rontgenstrahlen sind
hochparallel, monochromatisch und stark fokussiert. Die Energie der Strahlung ist um ein bis zwei
GroBenordnungen hoher als die eines Drehanodengenerators. Dies ermdglicht die Aufnahme eines
kompletten Datensatzes in nur wenigen Minuten. Die genauen Messparameter und

Detektionsverfahren sind im Ergebnisteil unter den einzelnen Experimenten beschrieben.

/
P

Abb. 12: Messaufbau and Geriite fiir rontgenkristallografische Analysen. Dargestellt sind die Apparaturen
in der Beamline ID14-4 (ESRF, Grenoble). Dieser Aufbau entspricht im Wesentlichen auch dem Aufbau einer
Drehanodengenerator-Apparatur. Bevor die Proben vermessen werden, befinden diese sich im sample changer
(1). Dieser wird automatisch mit fliissigem Stickstoff aus einem Versorgungstank (2) gekiihlt. Die
Rontgenstrahlung tritt in Punkt 5 aus, wird durch den Collimator geleitet (nicht zu sehen) und trifft anschlieend
auf den Kiristall, der auf dem Gonometerkopf (3) befestigt ist. Der Gonometerkopf ldsst sich iiber eine
Fernsteuerung justieren und ermoglicht eine Zentrierung des Kristalls im Rontgenstrahl. Durch den laminaren
Stickstoffstrom (4) betrdgt die Temperatur des Kristalls wihrend der Messung 100 K. Die am Proteinkristall
gebeugten Rontgenstrahlen werden an einem CCD-Detektor (6) aufgezeichnet.

4.2.8.9. Insilico Auswertung der Beugungsdaten

Die am ESRF in Grenoble erzeugten Daten wurden von Frau Prof. Inger Andersson und Frau Dr.
Evalena Andersson in Uppsala (Schweden) ausgewertet. Die zur Erstellung des P-Apoproteinmodells
verwendeten Daten stammen vom Datensatz des Apoprotein-Kristalls 33. Die Struktur wurde gelost
durch molecular replacement. Als Suchmolekiil diente das Modell des P-Proteins aus 7. thermophilus
(pdb:  1wyt). Die zur Strukturaufkldrung und Verfeinerung des Modells verwendeten
Computerprogramme sind in Tabelle 26 aufgelistet.
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Tabelle 26: Computerprogramme zur Strukturaufklirung und Verfeinerung des P-Protein-Modells

Programm Verwendung Referenz

Phaser Strukturaufklarung durch molecular replacement (McCoy et al., 2007)
ARP/WARP Automatische Erstellung eines ersten Proteinmodells (Perrakis et al., 1999)
Refmac5 structure refinement (Murshudov et al., 1997)
CCP4 Programmpaket, welches die Programme Phaser, (Collaborative, 1994)

ARP/WARP und Refmac5 beinhaltet
Phenix structure refinement, simulated annealing (Adams et al., 2002)

O model inspection and model building (Jones et al., 1991)
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5. Ergebnisse

5.1. Reinigung und Modifikation heterolog exprimierter Proteine

5.1.1. Reinigung pro- und eukaryotischer GCS-Proteine fiir enzymatische Messungen

Zur biochemischen Charakterisierung des Synechocystis P-Proteins wurde dessen
enzymatische Aktivitdt mit prokaryotischen und eukaryotischen H-Proteinen als Substrat
vermessen. Hierzu wurden die entsprechenden Gene in Expressionsvektoren kloniert und
anschlieBend tiber den N-terminal fusionierten His-Tag mittels IMAC aus einem
Proteinrohextrakt gereinigt. Die Gene der eukaryotischen H-Proteine wurden ohne die DNA-
Sequenz fiir das mitochondriale Targetprotein in die pET-Expressionsvektoren eingebaut.

Wie in der Abb. 13 dokumentiert, wurden das P- und die H-Proteine ohne Verunreinigungen

erhalten.
FtGDCH AtGDCH1 CoGLDG HuGLDH
kD M FtGDCH™ AtGDCH1™ SIr0879 S1r0293
116 ' -
66
45 =
35
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Abb. 13: SDS-PAGE zur Kontrolle der Reinigung des Synechocystis P-Proteins und pro- und
eukaryotischen H-Proteinen. (Proteinerkldrungen siche Tabelle 27)

Die durchgefiihrte Glycin-SDS-PAGE zeigte, dass die H-Proteine teilweise abweichend von
thren theoretisch zu erwartenden GroBen liefen. Wihrend das Laufverhalten der
eukaryotischen H-Proteine nur leicht abwich, zeigten die bakteriellen H-Proteine trotz
dhnlicher Molekularmassen ein deutlich verdndertes Migrationsverhalten im Acrylamidgel.
Die H-Proteine aus E. coli und Synechocystis liefen bei einer Molekularmasse von ca. 30 kD,
wihrend das H-Protein aus 7. elongatus viel kleiner als die theoretische Molmasse erschien
(nicht gezeigt). Das Monomer des homodimeren cyanobakteriellen P-Proteins aus

Synechocystis wurde bei der erwarteten Gréfle von ca. 110 kD detektiert.
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Tabelle 27: Liste der in Abb. 13 aufgetrennten Proteine. Die angegebenen acc. nr. entstammen der NCBI-
Datenbank. Das H-Protein AtGLDHI1** besitzt keine acc. nr., da es sich um eine mutierte Variante des H-
Proteins AtGLDHI handelt, die wéhrend dieser Dissertationsarbeit hergestellt wurde. Die Spalte ,,Aminosduren‘
gibt an, welche AS-Reste der vollstdndigen Sequenz in die Expressionsvektoren kloniert wurden. Die Gré8e in
Da ist die Molekularmasse der Proteine inklusive His-Tag.

H-Protein Organismus acc. nr. Aminosduren  Grofle in Da (Monomer)
FtGLDH F. trinervia CAA88734 32-163 16335,1
FtGLDH™* F. trinervia P46485 32-165 164773
AtGLDHI1 A. thaliana NP _181080 35-165 16523,4
AtGLDHI™* A. thaliana ~ —=-mmeeeeeeeev 35-167 16665,5
CoGLDH E. coli NP 289472 2-129 161457
S1r0879 Synechocystis ~ NP_440920 1-132 16743,2
HuGLDH H. sapiens NP_004474 59-147 16266,0
TIr1476 T. elongatus BAC09230 13-139 15690,4

S1r0293 Synechocystis ~ NP_441838 1-983 111723.,9

5.1.1.1. Abspaltung des N-terminalen Histidin-Tags mittels Thrombin-Spaltung

H-Proteine dienen als P-Protein-Substrat und sind sowohl Aminomethylen- als auch
Elektronentibertrdager. Aufgrund ihrer geringen Molekiilmasse bestand die Mdoglichkeit, dass
die Fusion mit dem N-terminalen His-Tag zu einer Beeintrachtigung der H-Protein-Funktion
fithren konnte. Aufgrund dessen wurde ein Protokoll erarbeitet, das eine in vitro-Abspaltung
des fusionierten Peptids erlaubt. Im pET28a-Expressionsvektor ist kurz nach der
Hexahistidin-Sequenz eine Thrombin-Schnittstelle kodiert, sodass eine proteolytische
Abtrennung des His-Tags moglich ist. Mit Thrombin wurden die pflanzlichen H-
Fusionsproteine FtGLDH, AtGLDHI1 sowie das H-Protein HuGLDH und das Synechocystis
H-Protein SIr0879 behandelt. Die unterschiedlichen Laufeigenschaften der Fusionsproteine
(His) und Thrombin-Spaltprodukte (w/o0) sind deutlich in der SDS-PAGE erkennbar (Abb.
14). Das ungewohnliche Laufverhalten des Synechocystis H-Proteins (vgl. Abb. 13) bei einer
Molmasse von ca. 30 kD wurde auch hier beobachtet. Die Abtrennung des His-Tags fiihrte
zwar zu einer Verkleinerung des H-Proteins im Vergleich zum Fusionsprotein, jedoch spricht
auch hier die Migration im Acrylamidgel eher fiir die Bildung stabilen H-Protein-Dimeren.
Der His-Tag kann deshalb nicht fiir das ungewohnliche Laufverhalten des Synechocystis H-

Proteins verantwortlich sein.
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Abb. 14: SDS-PAGE nach einem Thrombin-Spaltungsexperiment mit pro- und eukaryotischen H-
Proteinen. Nebeneinander aufgetragen wurden die pflanzlichen H-Proteine FtGLDH (F. frinervia) und
AtGLDHI (4. thaliana) sowie das H-Protein HuGLDH aus H. sapiens und das Synechocystis H-Protein SIr0879
mit Histidin-Tag (His) bzw. die Thrombin-Spaltprodukte (w/0).

Eine Abtrennung des His-Tags am E. coli H-Protein war nicht moglich, da der hier
verwendete Expressionsvektor iliber keine Proteaseschnittstelle verfligte. Die Thrombin-
Spaltung des H-Fusionsproteins TIr1476 fiihrte dazu, dass das Spaltprodukt in einem
12,5%igen Acrylamidgel mit der Bromphenolblau-Lauffront mitlief (nicht gezeigt). Das
Ergebnis in Abb. 14 dokumentiert, dass alle N-terminalen Hexahistidin-Sequenzen der
pET28a-exprimierten H-Proteine sterisch fiir die Spaltung mit Thrombin zuginglich waren
und entfernt werden konnten. Die hierdurch gewonnenen Proteine verfiigten zwar nicht mehr
tiber einen vollstdndigen His-Tag, jedoch blieb eine vier Aminoséuren lange Sequenz als N-

terminale Extension erhalten (Gly-Ser-His-Met).

5.1.1.2. Expression und Reinigung von pflanzlichen H-Proteinen ohne Affinitiitstag

Die H-Proteine FtGLDH und FtGLDH"* aus F. frinervia entstehen durch alternatives
Spleiflen aus einer pri-mRNA (Kopriva et al., 1995), die sich durch den Einschub von zwei
zusitzlichen Alanin-Molekiilen nach den ersten beiden Aminosiduren des N-Terminus beim
Protein FtGLDH"" unterscheiden. Um einen biochemischen Effekt dieser Insertion auf die P-
Protein-Aktivitit zu verifizieren, wurde zusitzlich zu FtGLDH*”* das H-Protein AtGLDHI
aus Arabidopsis mutiert, indem ebenfalls zwei Alanin-Molekiile nach den ersten beiden
Aminosduren des reifen Proteins inseriert wurden (Herstellung siehe Hasse et al., 2009). Zur
Expression dieser pflanzlichen H-Proteine eignete sich das Plasmid pET28a nur bedingt, da
selbst nach der Abtrennung des N-terminalen His-Tags durch Thrombin noch 4 zusitzliche

Aminosduren am N-Terminus erhalten blieben. Fiir eine stichhaltige Bestitigung des
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Einflusses der Alanin-Molekiilinsertion in FtGLDH™* und der Mutante AtGLDH** war
jedoch eine Entfernung der restlichen 4 AS erforderlich, da nur auf diesem Weg die heterolog
exprimierten Proteine identisch zu den nativen pflanzlichen H-Proteinen waren. Deshalb
wurden diese H-Proteine zusdtzlich in das Expressionssystem pET3a kloniert, um

rekombinante Proteine ohne Affinitétstag zu gewinnen.

Tabelle 28: Isoelektrische Punkte und Molekularmassen der verwendeten pflanzlichen H-Proteine ohne

Transitpeptidsequenz
H-Protein isoelektrischer Punkt native Molekularmasse in Da
FtGLDH 4,91 14040,6
FtGLDH™* 4,91 141828
AtGLDHI1 4,73 14228,8
AtGLDH1** 4,73 14371,0

Native H-Proteine besitzen zwei Eigenschaften, die ihre Reinigung erleichtern. Durch die
relativ hohe Anzahl an sauren Aminosduren haben H-Proteine eine relativ starke negative
Nettoladung und andererseits sind sie mit einer durchschnittlichen Gréfe von ca. 15 kD
relativ klein. Daher lassen native H-Proteine ohne groBeren Aufwand aus einem
Proteinrohextrakt aufreinigen (Tabelle 28). Hierzu wurden die in pET3a klonierten H-Proteine
in E. coli exprimiert und anschlieBend an eine Q-Sepharose-Matrix gebunden. Durch den
niedrigen isoelektrischen Punkt der H-Proteine binden diese bei pH 6, wihrend ein groBer
Teil der Proteine im Rohextrakt durch die Saule laufen. Die Elution erfolgte anschlieBend mit

einem linearen Salzgradienten (Abb. 15).
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Abb. 15: (A) Reinigung von FtGLDH durch Ionenaustauschchromatografie mit Q-Sepharose aus einem
E. coli Proteinrohextrakt. (B) SDS-PAGE der erhaltenen Fraktionen. Das H-Protein wurde iiber einen
linearen NaCl-Gradienten eluiert. Die Fraktionen, welche FtGLDH enthalten (A, griin), wurden anschlieend in
einer SDS-PAGE aufgetrennt.
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Das H-Protein FtGLDH wurde von der Q-Sepharose-Matrix in den Fraktionen 14-20 bei einer
NaCl-Konzentration von ca. 160-240 mM in zwei Peaks eluiert (Abb. 15A). Dieses Ergebnis
deutete auf eine unvollstindige Lipoylierung des heterolog exprimierten H-Proteins hin.
Durch die kovalente Modifikation des konservierten Lysinrests mit Liponsdure wird das H-
Holoprotein elektronegativer und bindet stirker an die Q-Sepharose, sodass eine verzogerte
Elution von der Austauschersdule gegeniiber dem nicht-modifizierten H-Protein erfolgt. Die

zwei Formen des H-Apo- und Holoproteins waren ebenfalls in der anschlieBend
durchgefiihrten SDS-PAGE erkennbar (Abb. 15B).

Zur Absicherung der vollstindigen Lipoylierung des H-Proteins wurde den E. coli-
Kulturen wéhrend der Expression Liponsédure zugefiihrt. Diese wird wihrend der Kultivierung
direkt tiber die Zellmembran aufgenommen und mithilfe der LPL-A auf entsprechende
Zielproteine iibertragen (Morris et al., 1995). Trotzdem wurde nur etwa die Hilfte des
produzierten Proteins kovalent mit Liponsdure modifiziert (Abb. 15). Die nicht vollstindig
modifizierten H-Proteine eigneten sich nicht fiir biochemische Analysen. Es wurde deshalb
ein Protokoll etabliert, mit dem im Anschluss an die Reinigung eine in vitro Lipoylierung der
H-Proteine durchgefiihrt werden konnte (4.2.8.2).

Zur weiteren Reinigung wurden die H-Protein-Fraktionen vereinigt und eine
GroBenausschlusschromatografie (HiPrep™ Sephacryl™ S-100 Siule) durchgefiihrt. Durch
die geringe Grofle der H-Proteine wurden nach diesem Schritt Fraktionen erhalten, die nur
noch einen sehr geringen Anteil an Fremdproteinen enthielten (Abb. 16). Diese Fraktionen

wurden erneut vereinigt und fiir die nachfolgende in vitro Lipoylierung verwendet.
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Abb. 16: (A) Reinigung von FtGLDH durch Griéfienausschlusschromatografie mit HiPrep™ Sephacryl™
S-1. (B) SDS-PAGE der erhaltenen Fraktionen. Die Proteinfraktionen 16-22 wurden mit einer SDS-PAGE
tiberpriift. Die Fraktionen 18-20 (griin) wurden vereinigt und fiir die anschlieBenden Experimente verwendet.

Die Ergebnisse in der Abb. 15 und Abb. 16 zeigen anhand der exemplarischen Reinigung von
FtGLDH, dass es durch nur zwei Reinigungsschritte moglich war, heterolog exprimierte
pflanzliche H-Proteine ohne Affinitdtstag mit einem hohen Reinheitsgrad aus einem
bakteriellen Rohextrakt zu gewinnen. Alle in Tabelle 28 aufgefiihrten pflanzlichen H-Proteine
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wurden auf diese Weise gereinigt. Selbst bei der Kontrolle von gréBeren Proteinmengen

(4 ng, Abb. 17) in einem Acrylamidgel waren keine Fremdproteinbanden erkennbar.
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Abb. 17: SDS-PAGE zur Uberpriifung von pflanzlichen H-Proteinen ohne Affinititstag nach der
Reinigung aus einem bakteriellen Rohextrakt. Aufgetragen wurden verschiedene Mengen (0,5-4 pg) der
H-Protein-Isolate.

5.1.1.3. Invitro Lipoylierung von H-Proteinen

Als zentraler GCS-Bestandteil (Abb. 3) wird das H-Protein an einem hochkonservierten
Lysinrest kovalent iiber eine Amidbindung mit Liponsdure verbunden (Freudenberg &
Andreesen, 1989, Kopriva et al., 1996, Pares et al., 1995). Nur mit Liponsdure modifizierte
H-Proteine nehmen an der Reaktion des Bicarbonat-Austausches teil. H-Proteine ohne
Modifikation treten mit den lipoylierten Proteinen in kompetitive Konkurrenz und verfilschen
dadurch die gemessenen biochemischen Parameter (Neuburger et al., 2000). Insbesondere
wenn nur geringe Aktivititsunterschiede, wie beim Vergleich der pflanzlichen H-Protein-
SpleiBvarianten (FtGLDH und FtGLDH**, AtGLDHI und AtGLDH1"*) zu erwarten sind,
miissen die rekombinanten H-Proteine vollstindig lipoyliert vorliegen. Die erste Moglichkeit
zur Erzeugung von lipoyliertem H-Protein war die Zugabe von Liponsdure zu den
Expressionskulturen. Durch die hohe Expression der Fremdgene unter Kontrolle des T7-
Promotors wurden jedoch nicht alle Zielproteine lipoyliert (Abb. 15). Das E. coli eigene
Lipoylierungssystem war demnach nicht in der Lage, die heterolog exprimierten Zielproteine
vollstandig zu modifizieren (Miles & Guest, 1987). Daher wurde empfohlen, durch eine
Zugabe von Chloramphenicol die Proteinsynthese zu verlangsamen und die Modifikationsrate
des H-Proteins zu erhohen (Macherel et al., 1996). Diese Methode fiihrte hier jedoch nicht zu
dem gewiinschten Erfolg (nicht gezeigt).

Aus diesem Grund wurden alle verwendeten H-Proteine nach der Reinigung durch ein in
vitro Verfahren vollstindig lipoyliert. Man unterscheidet zwei Wege der Lipoylierung, den
endogenen und den exogenen Weg. Beim endogenen Weg wird die in der Fettsduresynthese
gebildete Octansdure an das Acyl-Carrier-Protein (ACP) gebunden. Diese wird durch das
Enzym LipA (Lipoat Synthase) sulfuniliert und damit in Liponsédure umgewandelt (Miller et
al., 2000, Yasuno & Wada, 2002). AnschlieBend wird die gebildete Liponsdure durch das
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Enzym LipB (Lipoyl-ACP: Protein N-Lipoyl-Transferase) kovalent auf das Apoprotein
tibertragen (Jordan & Cronan, 2003). Beim exogenen Weg wird das durch die Zellmembran
aufgenommene Lipoat durch die LPL-A unter ATP-Verbrauch direkt auf das Zielprotein
iibertragen (Morris et al., 1995). Fiir E. coli wurden sowohl die Gene /ip4 und lipB als auch
das Gen /pl4 beschrieben (Morris et al., 1995, Reed & Cronan, 1993).

5.1.1.3.1. Expression der E. coli Lipoat-Protein-Ligase-A (LPL-A)

Fiir in vitro Lipoylierungen von Zielproteinen eignet sich die Verwendung der LPL-A aus
E. coli. Dieses Enzym kann Liponsdure unter Verbrauch von ATP auf den konservierten
Lysinrest der H-Apoproteine iibertragen (Morris et al., 1995). Die LPL-A aus E. coli wurde in
der Vergangenheit bereits zur in vitro Lipoylierung von Zielproteinen verwendet und sollte

sich deshalb gut fiir die Modifikation exprimierter H-Proteine eignen (Gueguen et al., 1999).

Zur heterologen Expression wurde das /pl4-Gen aus E. coli in den Vektor pET28a kloniert.
Durch die Verwendung der Ndel-Schnittstelle wurde die LPL-A mit einem N-terminalen His-
Tag fusioniert, der eine Reinigung des rekombinanten Proteins mit IMAC ermoglichte. Die
Waschbedingungen wihrend der Reinigung konnten durch die starke Bindung des Proteins an
die Ni2+-Sepharose so stringent gehalten werden, dass die LPL-A bereits nach diesem
Reinigungsschritt sauber als 44 kD Fusionsprotein isoliert wurde (Abb. 18). Da das Enzym
sehr oxidationsempfindlich ist (Green et al., 1995), wurde allen Reinigungspuffern 15 mM B-
Mercaptoethanol zugesetzt.
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Abb. 18: SDS-PAGE zur Kontrolle der Reinheit der LPL-A. Die LPL-A aus E. coli wurde mit einem N-
terminalen His-Tag fusioniert und mit IMAC gereinigt. Aufgetrennt wurden verschiedene Mengen (1-5 pg) des
gereinigten Proteins.

5.1.1.3.2. Lipoylierung des H-Proteins FtGLDH

Die isolierte LPL-A aus E. coli wurde anschlieBend zur Lipoylierung von H-Proteinen
verwendet. Zur Veranschaulichung eines in vitro Lipoylierungsexperiments eignen sich die
H-Proteine FtGLDH und FtGLDH**. Hier waren die Apo- und Holoproteine durch die
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modifikationsbedingte Ladungsdifferenz in einer nativen PAGE klar voneinander
differenzierbar (Abb. 19). Zu Beginn des Versuchs wurde die schon beobachtete 50:50-
Verteilung der H-Apo- und Holoproteine dokumentiert (vgl. Abb. 15). Im weiteren Verlauf
des Versuchs wurde durch die LPL-A immer mehr H-Apoprotein modifiziert, was durch die
schwicher werdenden Apoprotein-Banden bei gleichzeitiger Zunahme der Holoprotein-
Banden sichtbar wurde. Eine halbe Stunde nach dem Start der Reaktion befand sich

ausschlieBlich lipoyliertes H-Protein im Ansatz.
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Abb. 19: Native-PAGE zur Uberpriifung der in vitro Lipoylierung des H-Proteins FtGLDH. Einem
Lipoylierungsansatz mit der LPL-A aus E. coli und dem H-Protein FtGLDH wurden in verschiedenen
Zeitabstinden Proben entnommen. Die LPL-A wurde deaktiviert (5 min bei 100 °C) und die Proteine
anschlieend in einer nativen PAGE aufgetrennt.

Zur Absicherung des Ergebnisses wurden Western-Blot Analysen durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Proteine in nativen Gelen getrennt und auf Membranen iibertragen. Eine Membran
wurde mit einem H-Protein-Antikorper (AK) inkubiert (Abb. 20A). Die Zunahme der
Lipoylierung des H-Proteins wurde mit einer weiteren Membran und der Verwendung eines
Liponsédure-AK nachgewiesen (Abb. 20B).
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Abb. 20: Western-Blot-Analysen zur Uberpriifung der in vitro Lipoylierung des H-Proteins FtGLDH.
Einem Lipoylierungsansatz mit der LPL-A aus E. coli und dem H-Protein FtGLDH wurden in verschiedenen
Zeitabstinden Proben entnommen und die LPL-A fiir 5 min bei 100 °C deaktiviert. Die Proteinansidtze wurden
anschlieBend in nativen Acrylamid-Gelen getrennt, auf Membranen geblottet und ein immunochemischer
Nachweis durchgefiihrt. Hierzu wurde Membran A mit einem H-Protein-AK und Membran B mit einem gegen
Lipoat gerichteten AK inkubiert.

Dieses Experiment bestitigte, dass es sich bei der heterolog exprimierten LPL-A aus E. coli
um ein funktionstiichtiges Enzym handelt, das zur in vitro Lipoylierung von H-Proteinen

verwendet werden konnte. Alle zur Bestimmung der P-Protein-Aktivitit verwendeten H-
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Proteine wurden im weiteren Verlauf der Dissertation nach der Reinigung vollstindig mit der
LPL-A in vitro lipoyliert. Danach wurden die H-Proteine durch Ionenaustausch- und

GroBenausschlusschromatografie nachgereinigt, um LPL-A sowie Liponsédure abzutrennen.

5.1.1.4. Massenspektrometrischer Nachweis der Lipoylierung von H-Proteinen

Die Uberpriifung einer erfolgreichen Liponsidure-Modifikation war nicht bei allen H-
Proteinen mit einer nativen PAGE moglich, da die Apo- und Holoproteine nicht klar
voneinander differenzierbar waren. Die beste Mboglichkeit zur Uberpriffung des
Lipoylierungsgrades dieser H-Proteine bot deshalb eine massenspektrometrische Analyse, mit

der auch der Reinheitsgrad der untersuchten Proteinlosung iiberpriift werden konnte.
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Abb. 21: Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchungen des H-Apo- und Holoproteins aus
Synechocystis. Das Apoprotein wies (ohne Liponsdure, oben) die korrekte molekulare Masse des mit einem His-
Tag ausgestatteten H-Proteins auf. Das Holoprotein mit der Liponsdure-Modifikation zeigt eine Massenzunahme
von 189 Da. Diese entspricht der Bindung von Liponséure an den konservierten Lysinrest des H-Proteins.

Fir die massenspektrometrische Analyse mussten die untersuchten H-Proteine nicht
proteolytisch verdaut werden, sondern konnten als vollstindige Molekiile ionisiert und im
elektrischen Feld beschleunigt werden (direkter Modus). Dieses Verfahren erlaubte die
Bestimmung der Gesamtmassen der vermessenen H-Protein-Molekiile, wie es am Beispiel der
H-Apo- und Holoproteine aus Synechocystis gezeigt ist (Abb. 21). Die ermittelte Masse des
Apoproteins von 16612 Da entsprach genau der theoretischen Molmasse. Das durch das
Starcodon ATG kodierte N-terminale Methionin wurde durch den Expressionsstamm entfernt.
Die ermittelte Masse des H-Holoproteins betrug 16801 Da. Die gemessene Massendifferenz
zwischen Apo- und Holoprotein betrdgt demnach 189 Da. Freie Liponsdure besitzt jedoch
eine Molmasse von 206,33 Da. Wihrend der Lipoylierung des H-Proteins wird eine
Amidbindung zwischen der Carboxylgruppe der Liponsdure und der Aminogruppe der Lysin-
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Seitenkette gebildet (Abb. 22). Dabei wird ein Wassermolekiil freigesetzt, was eine
Massenabnahme von 18 Da gegeniiber der Summierung der Einzelmolekiile ergibt
(Apoprotein + Liponsdure). Die Massenzunahme von nur 189 gegeniiber den 206 der freien
Liponsdure ist also durch die Freisetzung des Wassermolekiils erkldrbar. Mit den
massenspektrometrischen Analysen wurde die vollstindige Lipoylierung des Synechocystis
H-Proteins verifiziert (Abb. 21).
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Abb. 22: Schematische Darstellung der durch die LPL-A Kkatalysierten kovalenten Bindung der
Liponsidure an den konservierten Lysinrest der H-Proteine. Wihrend der Reaktion wird die Liponsdure
aktiviert. Dabei wird ATP zu AMP + PP; verbraucht. Bei der Bildung der Amidbindung wird ein Wassermolekiil
freigesetzt.

Die massenspektrometrischen Analysen der pflanzlichen Proteine ergaben ein identisches
Bild. Im Gegensatz zu dem Synechocystis H-Protein wurde jedoch auf die Uberpriifung der
jeweiligen H-Apoproteine verzichtet, da diese im Gegensatz zum Synechocystis H-Protein
nicht biochemisch charakterisiert wurden. Zusétzlich zum Grad der Lipoylierung wurde mit
den massenspektrometrischen Analysen die Insertion der zwei Alanin-Molekiile in die H-
Proteine FtGLDH"* und AtGLDHI1”" iiberpriift. Dies war durch eine MolmassenerhShung
von 142 Da gegeniiber FtGLDH bzw. AtGLDH1 nachweisbar (Abb. 23).
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Abb. 23: Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchungen der pflanzlichen H-Holoproteine. Die
heterolog in pET3a exprimierten H-Proteine besitzen keinen Affinitdtstag und sind damit identisch zu den reifen
mitochondrialen H-Proteinen. Das N-terminale Methionin wurde durch den Expressionsstamm entfernt. Bei
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allen Proteinen konnte eine vollstdndige Lipoylierung nachgewiesen werden. Ebenso war die Insertion der

beiden Alanin-Molekiile in FtGLDH** und AtGLDH1* durch die Massenzunahme von 142 Da nachweisbar.

5.1.2. Expression und Reinigung von Proteinen zur Kristallisation

Um weitere Erkenntnisse iiber die GCS-Funktion und eine evtl. Komplexbildung zu erhalten,

wurde die Kristallisierung von GCS-Proteinen angestrebt. Fiir dieses Ziel mussten spezielle

Reinigungsverfahren entwickelt werden,

Kristallbildung zu erzeugen.

um homogene Proteine mit Eignung zur
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5.1.2.1. Expression und Reinigung des L-Proteins

Nach der heterologen Expression des L-Proteins wurde nach dem initialen Reinigungsschritt
(IMAC) eine gelbe Proteinlosung von den Sdulen eluiert. Mit dem erhaltenen Isolat wurde
danach zunéchst ein lonenaustausch mit einer MonoQ-Séaule durchgefiihrt (Abb. 24). Das von
der Austauschersdule eluierte L-Protein war in seiner Ladung sehr homogen (Abb. 24). Das
Enzym eluierte in einem schmalen Konzentrationsbereich von ca. 17-20 % Puffer B, was
einer Konzentration von 170-200 mM NaCl entsprach. Die homogene Ladung des zu
kristallisierenden Proteins ist die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Proteinkristallisation, da

Proteine gleicher Ladung sich besser in einer Gitterstruktur anordnen kénnen.
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Abb. 24: Chromatogramm des Ionenaustausches mit dem Synechocystis L-Protein. Verwendet wurde eine
MonoQ- Siule mit einem Volumen von 1 ml. Zur Elution des L-Proteins wurde ein NaCl-Gradient von 0-0,5 M
verwendet. Die mit dem griinen Rahmen gekennzeichneten Proteinfraktionen wurden vereinigt, konzentriert und
anschlieBBend weiter genutzt.

Neben der Ladung spielt auch die ProteingroBe fiir die erfolgreiche Proteinkristallisation eine
entscheidende Rolle. Die Proteine sollten ausreichend homogen beziiglich der Molmasse sein.
Proteine mit mehreren Untereinheiten wie das L- und P-Protein konnten bei der Expression
und Reinigung in verschiedenen oligomeren Zustinden (Monomer, Dimer) vorkommen. Als
finaler Reinigungsschritt wurde daher eine GroBenausschlusschromatografie mit einer
Superdex-200 Sdule durchgefiihrt (Abb. 25), mit der auch etwaige Proteinaggregate aus der

Losung entfernt werden konnten.

Die aufgetrennte L-Proteinlosung enthielt aggregiertes Protein (Abb. 25, Fraktionen bei ca.
45 ml). Bei einem Elutionsvolumen von 60 ml war ein homogener Peak feststellbar. Die
Eluate dieses Peaks wurden fiir die weiteren Kristallisationsexperimente genutzt. Eine

Aussage iiber den oligomeren Status des eluierten L-Proteins war nicht mdéglich, da die
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verwendete  GroBenausschlusssdule nicht geeicht war. Wihrend des finalen
Konzentrationsschrittes durchwanderte das L-Protein keine Membran mit einer
AusschlussgroBBe von 100 kD, wodurch der dimere Status des gereinigten Proteins indirekt
nachgewiesen wurde. Die finale L-Protein-Losung war frei von Verunreinigungen mit
Fremdproteinen (Abb. 26).
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Abb. 25: Chromatogramm der Gréflenausschlusschromatografie mit dem Synechocystis L-Protein. Fir die
Chromatografie wurde eine HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade-Sdule genutzt. Das mit dem griinen Rahmen
markierte Eluat wurde vereinigt, konzentriert und fuir die kristallografischen Ansédtze verwendet.
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Abb. 26: SDS-PAGE des gereinigten L-Proteins

5.1.2.2. Expression, Reinigung und Reinigungsoptimierung des P-Proteins

Die erfolgreiche Reinigung des Synechocystis P-Proteins mittels IMAC wurde bereits unter
Punkt 5.1.1 gezeigt. Fiir diese Proteinisolate wurden jedoch keine geeigneten
Kristallisationsbedingungen gefunden. Deshalb wurde das Reinigungsprotokoll modifiziert
und zusitzlich eine Ionenaustausch- und GroBenausschlusschromatografie durchgefiihrt. Fiir
die Kultivierung der Expressionskulturen wurde anfangs LB-Medium genutzt. Die

Ladungsverteilung des aus diesen Kulturen isolierten P-Proteins war jedoch sehr heterogen
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(Abb. 27). Es wurden zwei Peaks (Peak A und B) erhalten, die fiir die weiteren

chromatografischen Analysen getrennt bearbeitet wurden.
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Abb. 27: Ionenaustauschchromatogramm mit dem Synechocystis P-Protein nach Expression in LB-
Medium. Es wurde eine MonoQ-Séule mit einem Volumen von 8 ml verwendet. Zur Elution des P-Proteins
wurde ein NaCl-Gradient von 0-0,5 M genutzt. Die Fraktionen A (griiner Rahmen) und B (roter Rahmen)
wurden vereinigt, konzentriert und anschlieBend weiter analysiert.
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Abb. 28: Groflenausschlusschromatografie mit dem Synechocystis P-Protein. Fiir die Chromatografie wurde
eine HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade-Sédule verwendet. In Bild A wurden die P-Protein-Fraktionen des
Peaks A aufgetrennt (Abb. 27, griin). Die rechte Seite (B) zeigt das Chromatogramm der P-Protein-Fraktionen
des Peaks B (Abb. 27, rot).

Die Fraktionen der Peaks A bzw. B (Abb. 27) wurden konzentriert und weiter mit einer
GroBenausschlusschromatografie aufgereinigt. Wahrend mit den Proteinmolekiilen des Peaks
A ein sehr homogenes Chromatogramm erhalten wurde (Abb. 28A), zeigte das
Chromatogramm des Peaks B ein verdndertes Bild. Die Proteinmolekiile dieses Isolats
enthielten deutlich mehr Proteinaggregate (Abb. 28B), die bei einem Volumen von ca. 40 ml
eluiert wurden. Darauf folgte ein Peak, der den grofiten Teil des P-Proteins enthielt und
identisch zu Peak A (Abb. 28) war. Die festgestellte Ladungsdifferenz des exprimierten P-
Proteins war fiir die folgenden Kristallisationsexperimente sehr ungiinstig. Durch die
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Auftrennung des Isolats in zwei Peaks mit unterschiedlicher Ladung verringerte sich die
Menge an nutzbarem Enzym und der finale Reinigungsschritt, die GroBenausschluss-

chromatografie, musste zweimal durchgefiihrt werden.

Zur Optimierung der P-Protein-Gewinnung wurde das Kultivierungsmedium 2YT getestet,
das deutlich mehr Néhrstoffe als LB-Medium enthilt. Als erster Reinigungsschritt nach der
Expression wurde eine IMAC mit dem Bakterienextrakt durchgefiihrt. Der im Anschluss
durchgefiihrte Ionenaustausch zeigte gegeniiber der Abb. 27 ein deutlich verdndertes Bild.
Fast das gesamte P-Protein wurde in nur einem Peak bei einem Salzgehalt von ca.
30-35 mS/cm eluiert (Abb. 29A). Die Fraktionen dieses Peaks (griner Rahmen) wurden
vereinigt, konzentriert und chromatografisch mit einer Superdex 200-Siule aufgetrennt (Abb.
29B). Das erhaltene Chromatgramm zeigte eine sehr homogene GroBenverteilung des

isolierten Proteins ohne ein Vorkommen von Proteinaggregaten.

Die mit dem griinen Rahmen markierten Fraktionen der Grofenausschlusschromatografie
(Abb. 29B) wurden anschlieBend vereinigt, konzentriert und sofort fiir
Kristallisationsexperimente verwendet. Im weiteren Verlauf wurde ausschlieBlich 2YT als

Expressionsmedium genutzt.
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Abb. 29: Chromatogramm der Ionenaustausch- (A) und GroBlenausschlusschromatografie (B) mit dem
Synechocystis P-Protein nach Expression in 2YT-Medium. Fiir den lonenaustausch wurde eine MonoQ-Séule
und fiir die GréBenausschlusschromatografie eine HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade-Sdule verwendet. Die
P-Protein-Fraktionen aus A (griner Rahmen) wurden vereinigt und in B weiter gereinigt. Die mit einem griinen
Rahmen markierten Fraktionen aus B wurden fiir die kristallografischen Ansétze verwendet.

5.1.2.3. Expression und Reinigung des Selenomethionin-markierten P-Proteins

Eine grofle Herausforderung bei der Erstellung eines Proteinstrukturmodells ist die Losung
des Phasenproblems. Zur Aufklirung der dreidimensionalen Elektronendichtekarte des zu
untersuchenden Proteins miissen die Amplituden, Frequenzen und Phasen aller auf dem
Detektor aufgetroffenen Rontgenstrahlen ermittelt werden. Wahrend die Amplituden und

Frequenzen direkt aus den Beugungsmustern entnommen werden kdnnen, miissen die Phasen
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durch weitere Experimente ermittelt werden. Eine Moglichkeit stellt die Synthese von
Substitutionsproteinen dar. Die gebrduchlichste Methode ist dabei der Einbau von
Selenomethionin. Das Ziel dabei ist die vollstindige Ersetzung aller im Proteinmolekiil
vorkommenden Methionine durch Selenomethionin. Dies wird sehr hiufig durch die
Verwendung eines Methionin-auxotrophen Expressionsstammes erreicht. Diesem wird
wihrend der heterologen Proteinsynthese tiber das Kultivierungsmedium Selenomethionin

bereitgestellt.

Fiir die Synthese des Substitutionsproteins wurde der Expressionsstamm BL21-Al in
Verbindung mit einem modifizierten M9-Minimalmedium verwendet. (Tabelle 4). Als C-
Quelle wurde aufgrund der Induzierbarkeit des Arabinose-Promotors nicht Glukose, sondern
Glycerol genutzt. Der erste Reinigungsschritt des Selenomethionin-markierten P-Proteins war
wiederum die IMAC. Mit dem gereinigten P-Protein wurde danach ein lonenaustausch
durchgefiihrt (Abb. 30A), bei dem erneut eine Ladungsdifferenz im vorliegenden Proteinisolat
sichtbar wurde. Wihrend des ersten Reinigungsschrittes (IMAC) wurde DNA co-eluiert.
Diese bindet jedoch stidrker an das Austauschermaterial als das P-Protein und konnte deshalb
aus der Proteinlosung entfernt werden. Die DNA wurde wihrend des Regenerationsschrittes
von der MonoQ-Saule eluiert (100 % Puffer B, Abb. 30A). Die Proteinfraktionen des griin
markierten Proteinpeaks wurden danach vereinigt und konzentriert. Anschlieend fand die
Untersuchung der Massenverteilung der Molekiile des isolierten Substitutionsproteins mit
einer Superdex 200-Sdule statt (Abb. 30B). Das Chromatogramm dieses finalen
Reinigungsschrittes offenbarte eine leichte Verunreinigung des Isolats mit Proteinaggregaten
(Elution bei ca. 40 ml). Danach folgt ein sehr homogener Peak, dessen Fraktionen vereinigt,

konzentriert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert wurden.
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Abb. 30: Chromatogramm der Ionenaustausch- (A) und GroéBenausschlusschromatografie (B) des
Selenomethionin-markierten Syrnechocystis P-Proteins. Fiir den lonenaustausch wurde eine MonoQ-Séule und
fur die Groflenausschlusschromatografie eine HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade-Siule verwendet. Die P-
Protein-Fraktionen aus A (griiner Rahmen) wurden vereinigt und im Chromatogramm B weiter aufgetrennt. Die
mit einem grinen Rahmen markierten Fraktionen aus B wurden vereinigt, konzentriert und fur die
kristallografischen Ansétze genutzt.
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Die zur Kontrolle des finalen Isolats durchgefiihrte SDS-PAGE (Abb. 31) zeigt hochgradig
aufgereinigtes Selenomethionin-P-Protein. Die erhaltene Losung war sehr homogen und frei

von Fremdproteinen.
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Abb. 31: SDS-PAGE des Selenomethionin-markierten P-Proteins. Zur elektrophoretischen Trennung wurde
das PhastSystem™ (GE Healthcare, Uppsala) mit einem Gradientengel (8-25 %) verwendet.

5.1.2.4. Untersuchung der Oligomerisierung von H-Proteinen mit Glycin- und Tricin-
SDS-PAGE

Die H-Protein-Oligomerisierung wurde mit den H-Proteinen aus Synechocystis und E. coli
sowie den pflanzlichen H-Proteinen FtGLDH und AtGLDHI1 aus F. frinervia bzw. A. thaliana
untersucht. Es ist bekannt, dass sich eine Tricin-SDS-PAGE zur Auftrennung von kleinen
Proteinen besser eignet als die Glycin-SDS-PAGE (Schagger, 2006). Dies liegt an der
unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilitdt der Folgeionen (Glycin bzw. Tricin)
gegeniiber der Mobilitit der aufgetrennten Proteine. Deshalb wurden fiir die folgenden
Experimente beide Systeme miteinander verglichen. Aulerdem wurden fiir jedes untersuchte
Protein vier verschiedene Ladepuffer verwendet. Darunter befanden sich drei speziell fiir
dieses Experiment angesetzte Ladepuffer: Puffer 1 (SDS) enthielt DTT und SDS zur
denaturierenden Auftrennung der Proteine. Puffer 2 (Nat.) enthielt keine denaturierenden
Agenzien und Puffer 3 (DTT) enthielt nur DTT, jedoch kein SDS. Zur Kontrolle dienten die
Standard-Protein-Ladepuffer fiir die jeweiligen Gelsysteme (3fach Laemmli bzw. 2fach
Tricin-Ladepuffer).
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Abb. 32: Glycin-SDS-PAGE (A) und Tricin-SDS-PAGE (B) mit verschiedenen verschiedenen pro- und
eukaryotischen H-Proteinen. Fiir die Auftrennung wurden verschiedene Ladepuffer verwendet. Zur Analyse
wurden die H-Proteine FtGLDH und AtGLDHI1 aus F. trinervia bzw. A. thaliana sowie die H-Proteine aus
Synechocystis und E. coli genutzt.

Die Verwendung des nativen Ladepuffers fiihrte bei den pflanzlichen H-Proteinen zum
Auftreten einer zusitzlichen Proteinbande in der Glycin-SDS-PAGE (Abb. 32A). Diese
zusitzlichen Proteinbanden hatten eine Grofe von ca. 35 kD und erinnerten damit an die
Ergebnisse der bakteriellen H-Proteine aus Abb. 13. Bei der Verwendung des SDS- bzw.
DTT-haltigen Probenpuffers zeigten die pflanzlichen H-Proteine ihr schon vorher
beobachtetes Laufverhalten (Abb. 13) Dagegen hatte die Nutzung unterschiedlicher
Ladepuffer auf das Migrationsverhalten des Synechocystis H-Proteins keinen Einfluss. Mit
dem H-Protein aus E. coli wurden bei Verwendung des nativen Probenpuffers weitere diffus
erscheinende Banden mit hoherer und teilweise auch geringerer Molmasse sichtbar. Mit dem
Standard-Laemmlipuffer wiesen alle untersuchten H-Proteine ihr schon vorher beobachtetes
Laufverhalten auf (Abb. 13).

Anschlieend wurden die gleichen Proteine mit einer Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt (Abb.
32B). Hier fiel die negative Beeinflussung des Laufverhaltens und die geringe Bandenschirfe
der Proteine bei der Verwendung der Laemmli-Puffer (SDS, Nat., DTT) auf. Erstaunlich war
jedoch, dass die H-Proteine aus Synechocystis und E. coli im Gegensatz zur Glycin-SDS-
PAGE bei einer Molmasse von ca. 20 kD migrierten. Dies entspricht in etwa der Grof3e eines
bakteriellen H-Protein-Monomers. Vor allem das elektrophoretische Laufverhalten des H-
Proteins aus E. coli war bei Verwendung der Laemmli-Puffer (SDS, Nat, DTT) sehr diffus.
Das E. coli H-Protein sowie die pflanzlichen H-Proteine wiesen mit dem nativen Probenpuffer
erneut ein deutlich verdndertes Laufverhalten auf. Wie bei der Glycin-SDS-PAGE (A) wurde



Ergebnisse 53

auch mit dem Tricin-SDS-System eine zusétzliche Bande auf der Hohe von ca. 35 kD
beobachtet. Durch Nutzung des Tricin-Standardladepuffers wurde eine deutlich verbesserte

Bandenschirfe der aufgetrennten Proteine erreicht.

Die gewonnenen Ergebnisse waren teilweise widerspriichlich. Wiirde das
Migrationsverhalten der bakteriellen H-Proteine in der Glycin-SDS-PAGE fiir eine
Dimerisierung sprechen, so zeigen die gleichen Proteine in der Tricin-SDS-PAGE die
Eigenschaften monomer H-Proteine. Auch mit den pflanzlichen H-Proteinen wurden
Hinweise auf eine Protein-Dimerisierung erhalten. Diese Ergebnisse erforderten zusétzliche

Experimente zur Aufklarung des Oligomerisierungsstatus der H-Proteine.

5.1.2.5. Untersuchung der H-Protein-Oligomerisierung mit Grofienausschlusschromato-

grafie

Die Grofenausschlusschromatografie ist eine bewidhrte Methode zur Bestimmung der
Molmassen von Makromolekiilen in ihrer nativen Form. Die Methode macht sich einen
inversen Siebeffekt zunutze, der durch die Verwendung eines pordsen Gels als Sdulenmatrix
entsteht. Dabei durchwandern grof3ere Molekiile die Matrix schneller als kleine Molekiile. Die
Nutzung dieser Methode bietet auBerdem die Moglichkeit, die Groe von unbekannten
Makromolekiilen zu bestimmen. Dafiir muss man die verwendete GroBenausschlusssiule
kalibrieren, indem die Elutionsvolumina von Proteinen mit bekannter GroBe bestimmt

werden.

Zur Massenanalyse wurde eine Superdex 200-Sdule mit einem Volumen von 120 ml
verwendet. Als Probenpuffer wurde ein Tris-Puffer mit niedrigem Salzgehalt (50 mM NacCl)
gewihlt und die Elutionsvolumina von Proteinen mit bekannter Molmasse bestimmt (Tabelle
29). Das Ausschlussvolumen der Sdule wurde mit Blue Dextran ermittelt. Dieses besitzt eine
Molmasse von 2000 kD und dringt deshalb nicht in die Poren der Matrix ein. Das
Elutionsvolumen von Blue Dextran wird deshalb auch als Ausschlussvolumen V,, bezeichnet.
Es beschreibt das Fliissigkeitsvolumen auflerhalb der Gelpartikel. Das Elutionsvolumen von

Molekiilen, die dem Siebeffekt unterliegen (Elutionsvolumen > V,)), wird mit V. abgekiirzt.
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Tabelle 29: Elutionsvolumina V., von Standardproteinen nach Auftrennung mit einer Superdex 200-Séule

zur Erstellung einer Eichgeraden. Das Ausschlussvolumen V, betrug 45,5 ml.

Protein V.in ml V./V, MW in Da logMW
B-Amylase 64,5 1,42 200000 5,30
Alkohol Dehydrogenase 69,5 1,53 150000 5,18
Albumin 76,5 1,68 66000 4,82
carbonic anhydrase 91 2 33000 4,46
Cytochrom ¢ 103,5 2,27 12400 4,09

Die berechneten Koeffizienten V/V, (x-Achse) der einzelnen Standardproteine wurden gegen
die Logarithmen ihrer Molmassen in einem xy-Punktdiagramm aufgetragen und eine lineare
Abhingigkeit erhalten (Abb. 33). Aus dieser wurde die Formel der Eichgerade zur
Bestimmung der Molmassen von unbekannten Proteinen ermittelt (y = -1,4102x + 7,2809).
Dabei miissen die Massen der zu untersuchenden Proteine innerhalb des Bereiches der
verwendeten Standardproteine liegen (12,4 kD — 200 kD). Wenn das unbekannte Protein unter
identischen Laufbedingungen (Flussrate, Druck, aufgetragenes Volumen, Puffer) aufgetrennt
wird, kann man aus dem erhaltenen Elutionsvolumen mithilfe der Eichgeraden logMW

berechnen.
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Abb. 33: Eichgerade der Groflienausschlusssiule Superdex 200. Zur Erstellung wurden folgende Proteine mit
bekannter Grofle verwendet: B-Amylase, Alkohol Dehydrogenase, Albumin, carbonic anhydrase und
Cytochrom c. Der Quotient aus dem Elutionsvolumen (Ve) und dem Ausschlussvolumen (Vo) wurde gegen den
Logarithmus der Massen aufgetragen. Die Formel der Eichgeraden sowie deren Bestimmtheitsma$l (R?) sind im

Kasten unter der Geraden angegeben.
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Tabelle 30: Retentionsvolumina sowie daraus berechnete Molmassen von H-Proteinen nach
grofBenchromatografischen Analysen

Protein V.in ml V./V, logMW MW in kD
F. trinervia GLDH 92 2,022 4,43 27
75,5 1,66 4,94 87
A. thaliana GLDH1 75,5 1,66 4,94 87
91 2 4,46 29
97,5 2,14 4,26 18
Synechocystis 88 1,93 4,56 35
E. coli 72 1,58 5,05 112
90 2 4,46 29

Nach der Eichung wurden die pflanzlichen H-Proteine FtGLDH und AtGLDHI sowie die
bakteriellen H-Proteine aus Synechocystis und E. coli analysiert (Tabelle 34, Abb. 34). Fiir
alle untersuchten H-Proteine wurde die Bildung von hochmolekularen Proteinaggregaten
nachgewiesen, deren Elutionsvolumina dem Ausschlussvolumen V, der verwendeten Séule
entsprachen. Die Auftrennung des H-Proteins FtGLDH ergab weiterhin einen Peak bei einem
Retentionsvolumen von 92 ml, der nahezu identisch mit dem H-Protein aus A. thaliana
(AtGLDH1) war. Die berechneten Molmassen betrugen 27 kD (FtGLDH) bzw. 29 kD
(AtGLDH1). Dieses Ergebnis wiirde fiir eine Dimerisierung beider H-Proteine unter nativen
Bedingungen sprechen. Wéhrend der chromatografischen Auftrennung des Arabidopsis H-
Proteins wurden dariiber hinaus noch weitere Peaks erhalten. Zum Beispiel bei einem
Elutionsvolumen von 75,5 ml. Ein identischer Peak deutet sich ebenso bei dem H-Protein
FtGLDH an. Die berechnete GroBe der Proteine dieses Peaks betrdgt ca. 87 kD. Des Weiteren
ergab die Auftrennung des H-Proteins AtGLDHI1 einen Peak bei 97,5 ml. Dieses
Elutionsvolumen entspricht einer Proteingréfe von 18 kD und damit einem monomeren H-
Protein. Die vermeintliche Dimerisierung der bakteriellen H-Proteine wurde ebenfalls mit der
GroBenausschlusschromatografie bestétigt. Anhand der der Chromatogramme der bakteriellen
H-Proteine von Synechocystis und E. coli wurden Molmassen von 35 kD (88 ml) bzw. 29 kD
(90 ml) berechnet. Wahrend der Auftrennung des E. coli H-Proteins wurde noch ein weiterer
Peak mit einem Retentionsvolumen von 72 ml ermittelt, der eine Molmasse von 112 kD
andeutet. Offensichtlich neigt dieses Protein stirker zur Bildung von hoher molekularen
Proteinaggregaten. Die mit diesem Experiment erhaltenen Ergebnisse legen allgemein die
Bildung von H-Protein-Dimeren oder hohermolekularer H-Proteinkomplexe unter nativen
Bedingungen nahe.
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Abb. 34: Grofienchromatografische Analysen zur Ermittlung der Molmassen von H-Proteinen. Untersucht
wurden die pflanzlichen H-Proteine FtGLDH und AtGLDH1 bzw. die bakteriellen H-Proteine aus Synechocystis
und E. coli.

5.2. Enzymatische Messungen

5.2.1. Aktivitit des Synechocystis P-Proteins mit dem Synechocystis H-Protein

Fir die Etablierung der Struktur-Funktionsanalyse war eine eingehende biochemische
Charakterisierung des Synechocystis P-Proteins erforderlich. Zu Beginn der Experimente
wurde das pH-Optimum der Austauschreaktion ermittelt. Erwartet wurde ein Optimum von
pH 8, was in etwa dem zytosolischen pH-Wert eines belichteten Cyanobakteriums entspricht
(Raven, 2006). Als Substrat fiir die Reaktion des P-Proteins wurden lipoyliertes H-Protein,
Glycin und '*C- verwendet. Das Optimum der Austauschreaktion wurde unerwartet bei pH 6
festgestellt (Abb. 35A). In einem weiteren Experiment wurde iiberpriift, ob die tiber den
Zeitraum von 1 h gemessene Reaktion einen linearen Verlauf hat. Dies wurde verifiziert
(Abb. 35B) und war eine Voraussetzung zur korrekten Bestimmung der biochemischen
Parameter des Synechocystis P-Proteins. Uberraschenderweise konnte auch ohne den Zusatz
von H-Protein Enzymaktivitit (0,015 pmol CO, g”' s™) gemessen werden. Diese war jedoch
im Vergleich zu einem Ansatz mit H-Protein als Aminomethylen-Akzeptor um etwa den
Faktor 100 geringer (1,26 umol CO, g"' s). Um diese P-Protein-Aktivitit ohne H-Protein-
Zusatz feststellen zu konnen, musste 20-mal mehr P-Protein eingesetzt werden als in
vergleichbaren Ansédtzen mit H-Protein (Abb. 35B, roter Graph). Zur Kontrolle wurden
ebenfalls Ansitze ohne Zusatz von Glycin vermessen, mit denen jedoch keine Enzymaktivitat

gemessen werden konnte.
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Abb. 35: Messungen der P-Protein-Aktivititen in Abhiingigkeit vom pH-Wert (A) und der Zeit (B) (Hasse
et al., 2007). A: Aktivitit des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,16 pM) mit H-Protein-Zusatz (4,6 uM,
Viereck) in Abhingigkeit vom pH-Wert. B: Aktivitdt des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,16 uM) mit
H-Protein-Zusatz (4,6 uM, Diamanten) und ohne H-Protein (Kreise) bei pH 6 in Abhéngigkeit von der Zeit. Der
eingeschobene rote Graph ist die Vergrof3erung der P-Protein-Aktivitidt ohne H-Protein (Vierecke). Ohne Zugabe
von Glycin konnte keine Enzymaktivitat gemessen werden (Dreiecke).
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Abb. 36: Messungen der P-Protein-Aktivitiit in Abhiingigkeit von Liponsiure (A) und dem H-Protein (B)
(Hasse et al., 2007). A: Aktivitdt des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (4,6 uM) mit Liponsdure als
Aminomethylen-Akzeptor. B: Aktivitidt des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,16 uM) mit heterolog
exprimiertem Synechocystis H-Protein ohne His-Tag (Diamanten), mit His-Tag (Vierecke) bzw. mit H-
Apoprotein inklusive His-Tag (Dreiecke) als Aminomethylen-Akzeptor.

Es wurde bereits in der Literatur beschrieben, dass Liponsdure zum Teil die Funktion des H-
Proteins tibernehmen kann (Kochi & Kikuchi, 1976). Um dies zu tiberpriifen, wurde die
Abhingigkeit der P-Protein-Aktivitdit von freier Liponsdure {iberpriift. Die maximale
Aktivitdt, die mit freier Liponsdure erhalten werden konnte, lag etwa um den Faktor 5-10 {iber
der  P-Protein-Aktivitit ohne  Aminomethylen-Akzeptor  (nicht  gezeigt). Die
Substratabhiangigkeit des P-Proteins von freier Liponsdure zeigte eine typische Michaelis-
Menten-Sattigungskinetik. Der K,,-Wert der Liponsdure betrug 2 mM (Abb. 36A). Die
hochste Enzymaktivitdt wurde jedoch in Kombination mit dem H-Protein erreicht. Die
biochemische Aktivitdit wurde mit drei unterschiedlichen Synechocystis H-Proteinen
untersucht. Zum einen wurde der Einfluss des N-terminal fusionierten His-Tags auf die
Enzymaktivitit durch die Verwendung eines entsprechenden H-Proteins gepriift. Zum
anderen wurde ein H-Protein vermessen, bei dem der Affinitdtstag entfernt wurde. Ebenfalls
verwendet wurde ein H-Apoprotein mit fusioniertem His-Tag. Die Substrateigenschaften der

verschiedenen H-Proteine wurden auBlerdem bei zwei unterschiedlichen pH-Werten
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vermessen. Zum einen bei einem pH-Wert von 8, was dem pH-Wert des cyanobakteriellen
Zytosols entspricht, und zum anderen bei pH 6, dem pH-Optimum der Austauschreaktion. Mit
allen verwendeten H-Proteinen wurden P-Protein-Aktivititen mit Michaelis-Menten-
Kinetiken festgestellt (Abb. 36B, Tabelle 31). Die hochste enzymatische Aktivitdt wurde mit
dem H-Protein ohne His-Tag erreicht (Vi = 1,2 pmol CO, g s™) bei einem berechneten
Kn-Wert von 0,47 uM fiir das H-Protein. Der V.x-Wert des H-Proteins mit His-Tag war ca.
35-45 % geringer (0,8 pmol CO, g s™', Tabelle 31). Damit konnte ein negativer Einfluss des
His-Tags auf die P-Protein-Aktivitdt festgestellt werden. Dies spiegelte sich auch im leicht
erhohten K;-Wert dieses H-Proteins gegeniiber dem H-Protein ohne Affinitdtstag wider
(Tabelle 31).

Tabelle 31: Kinetische Parameter des rekombinanten Synechocystis P-Proteins bei verschiedenen pH-
Werten mit unterschiedlichen H-Protein-Varianten bzw. ohne H-Protein. Lipo = lipoyliert, H-Apo = nicht
lipoyliert, w/o Tag = ohne His-Tag, Tag = mit His-Tag, w/o H-Protein = ohne H-Protein, n.b. = nicht bestimmt

H-Protein pH K, (Glycin) (mM) K., (H-Protein) (uM) V. (nmol CO,g"' s™)

w/o Tag, Lipo 6 3,21 £+ 0,26 0,47 £ 0,05 1,26 + 0,06
w/o Tag, Lipo 8 2,92 + 0,10 12,3 + 0,60 1,29 + 0,06
Tag, Lipo 6 3,05 + 0,23 1,0 £ 0,07 0,80 + 0,05
Tag, Lipo 8 3,14 £ 0,15 12,6 + 0,08 0,73 + 0,06
Tag, H-Apo 6 2,93 + 0,21 12,3 + 0,30 0,08 + 0,002
w/o H-Protein 6 2,84 + 0,19 n.b. 0,015 =+ 0,0004

Bei dem Vergleich der maximalen P-Protein-Enzymaktivititen in Abhéngigkeit von den
unterschiedlichen pH-Werten wurden keine Unterschiede festgestellt (Tabelle 31). Jedoch
dnderten sich die Substrateigenschaften der H-Proteine. Die gemessenen K.,-Werte fiir H-
Proteine mit und ohne Affinitdtstag waren bei pH 8 ca. 12fach hoher als bei pH 6. Die
maximale Enzymaktivitdt mit dem H-Apoprotein war sehr gering und ist wahrscheinlich auf
eine minimale Verunreinigung der Apoproteinlosung mit H-Holoprotein zurtickzufiihren. Der
Kn-Wert fiir Glycin betridgt 3 mM (Abb. 37, Tabelle 31) und blieb in Kombination mit allen
untersuchten H-Protein-Varianten sowie ohne Aminomethylen-Akzeptor konstant. Auch die
unterschiedlichen pH-Werte hatten keinen Einfluss auf den Glycin-K,,-Wert.
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Abb. 37: Messungen der P-Protein-Aktivitit in Abhéingigkeit von der Glycin-Konzentration (Hasse ef al.,

2007). Aktivitdt des rekombinanten Synechocystis P-Proteins in Abhéngigkeit von der Glycin-Konzentration bei
pH 6 (0,16 uM P-Protein, durchgezogene Linie) und pH 8 (4,6 uM P-Protein, gestrichelte Linie).

5.2.2. Nutzung des  Synechocystis P-Proteins zur Untersuchung der

Substrateigenschaften von artfremden pro- und eukaryotischen H-Proteinen

5.2.2.1. Untersuchung der H-Proteine FtGLDH und FtGLDH™** aus Flaveria trinervia

Nach der Charakterisierung der biochemischen Parameter des Synechocystis P-Proteins mit
dem cyanobakteriellen H-Protein sollte die Interaktion mit eukaryotischen H-Proteinen
untersucht werden. Es wurde schon frither von biochemischen Interaktionen artfremder P-
und H-Proteine berichtet (Kikuchi et al., 2008, Motokawa et al., 1977). Jedoch wurden diese
nicht biochemisch charakterisiert. Das homodimere Synechocystis P-Protein ist sehr &hnlich
zu anderen eukaryotischen P-Proteinen (Hasse ef al., 2010). Daher sollte es moglich sein, die
Substrateigenschaften eukaryotischer H-Proteine mit dem P-Protein aus Synechocystis zu

untersuchen.

Sehr interessante Kandidaten waren die H-Proteine FtGLDH und FtGLDH™* aus der Cs-
Pflanze Flaveria trinervia. Die Gattung Flaveria besteht aus Arten, die zu den Cs;, C;-Cs-
Intermedidren und Cs-Pflanzen gehoren (Bauwe & Chollet, 1986, Ku ef al., 1991). Deshalb
eignet sich diese Gattung sehr gut fiir evolutionidre Untersuchungen zur Entstehung der Cy4-
Photosynthese. Die Art F. trinervia besitzt zwei H-Proteine, die durch reguliertes alternatives
SpleiBen aus einer pra-mRNA entstehen (Kopriva et al, 1995). Wéhrend FtGLDH
vorwiegend in den heterotrophen Pflanzenorganen synthetisiert wird, kommt FtGLDH"*
hauptsédchlich in phototrophen Geweben vor. In dem H-Protein FtGLDH* sind, im
Gegensatz zu FtGLDH, zwei zusétzliche Alanin-Molekiile nach den ersten zwei AS am N-
Terminus des Proteins eingeschoben (Abb. 38). Ein mdéglicher Einfluss dieser Modifikation
auf die GCS-Aktivitdt sollte durch die Verwendung des Synechocystis P-Proteins festgestellt

werden.
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FtGLDH SS--VLDGLKYANSHEWVKHEG. . .
FtGLDH*» SSAAVLDGLKYANSHEWVKHEG. . .
AtGLDHl1 ST--VLEGLKYANSHEWVKHEG. ..
AtGLDH*» STAAVLEGLKYANSHEWVKHEG. .

Abb. 38: Vergleich der N-terminalen Sequenzen der reifen H-Proteine FtGLDH und FtGLDH"* aus der
C,-Pflanze F. trinervia sowie AtGLDH1 und AtGLDH1** aus A. thaliana. Das H-Protein AtGLDH"* wurde
durch gentechnische Methoden hergestellt.

Da der Affinititstag einen negativen Einfluss auf die Substrateigenschaften des Synechocystis
H-Proteins hat, wurde dieser bei allen folgenden Experimenten von den H-Proteinen entfernt.
Es wurden biochemische Aktivititen des Synechocystis P-Protein mit den H-Proteinen aus F.
trinervia ermittelt (Abb. 39A) und somit bestétigt, dass eukaryotische H-Proteine als Co-
Substrate fiir ein bakterielles P-Protein dienen kdnnen. Dariiber hinaus wurde ein Unterschied
zwischen den Michaelis-Menten-Kinetiken beider Flaveria H-Proteine festgestellt. Mit
FtGLDH™* (Vinax = 4,1 pmol mg™ min™), dem H-Protein der phototrophen Gewebe, konnten
deutlich hohere Enzymaktivititen als mit FtGLDH (Ve = 3,5 pmol mg” min™) erreicht
werden. Die erhaltenen K,-Werte beider H-Proteine waren jedoch nahezu identisch. Im
Vergleich mit dem Synechocystis H-Protein waren die K,,-Werte der Flaveria H-Proteine
dagegen um den Faktor 100 erhoht (Tabelle 32). Zur Kontrolle wurde das Synechocystis H-
Protein erneut mit dem optimiert aufgereinigten Synechocystis P-Protein vermessen. Die nun
ermittelten Enzymaktivitdten waren im Vergleich zu fritheren Messungen aus Punkt 5.2.1 um
den Faktor 70 hoher (Tabelle 32). Im Gegensatz dazu blieb der K., des Synechocystis H-

Proteins nahezu identisch.
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Abb. 39: Messungen der P-Protein-Aktivitit in Abhingigkeit von pflanzlichen H-Proteinen als Co-
Substrat. A: Aktivitit des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,4 uM dimeres P-Protein) in Abhéngigkeit
von den H-Proteinen FtGLDH (Viereck) und FtGLDH"* (Dreieck) von F. trinervia B: Aktivitit des
rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,4 uM dimeres P-Protein) in Abhéngigkeit vom H-Proteinl aus
A. thaliana (Viereck, AtGLDHI1) sowie dem durch gentechnische Methoden verdnderten H-Proteinl
(AtGLDH1"*). Der His-Tag der H-Proteine wurde mittels Thrombin-Behandlung entfernt.
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Mit diesen biochemischen Analysen wurde eine Verbesserung der P-Protein-Aktivitidt durch
die Insertion von zwei Alanin-Molekiilen am N-Terminus von FtGLDH"* gezeigt. Zur
Verifikation wurden in AtGLDHI ebenfalls zwei Alanin-Molekiile durch gentechnische
Methoden inseriert (Abb. 38, AtGLDH1**). Das H-Protein AtGLDHI sowie das nach dem
Vorbild von FtGLDH™* verinderte Protein AtGLDH"* wurden anschlieBend als Co-
Substrate zu dem Symechocystis P-Protein gegeben und die biochemischen Parameter
bestimmt (Abb. 39B). Mit dem H-Protein AtGLDH1** (Vpax = 5,9 pmol mg'1 min") wurden
deutlich hohere Enzymaktivititen als mit AtGLDH1 (Vipay = 4,7 pmol mg”' min™") gemessen.
Die ermittelten K,,-Werte der beiden Arabidopsis H-Proteine waren mit 70 uM (AtGLDHI)
bzw. 55 uM (AtGLDHI1"*) wiederum schr #hnlich und etwa um 50 % geringer als die Ky,-
Werte der Flaveria H-Proteine (Tabelle 32).

Tabelle 32: Kinetische Parameter des rekombinanten Synechocystis P-Proteins mit pflanzlichen H-
Proteinen als Co-Substrat. Es wurden H-Proteine verwendet, deren His-Tag durch Thrombin-Behandlung
nahezu vollstdndig entfernt war (+4). Diese Proteine haben gegentiber den nativen Proteinen einen N-terminalen
Uberhang von 4 AS. Um einen Einfluss dieser AS auszuschlieBen, wurden zusitzlich H-Proteine ohne

Affinitdtstag heterolog exprimiert und ebenfalls getestet.

H-Protein K., (H-Protein) (uM) Vimax (umol CO, mg™ min™)
Synechocystis (+4) 1,6 £ 0,1 55 £+ 0,12
FtGLDH (+4) 103 + 12 35 + 0,17
FtGLDH"* (+4) 95 + 12 41 =+ 0,21
AtGLDHI1 (+4) 70 + 42 47 + 0,10
AtGLDHI1* (+4) 53 + 39 59 + 0,15
FtGLDH 128 + 87 38 + 0,16
FtGLDH** 109 + 9.1 44 + 0,15
AtGLDH1 51 + 438 49 + 0,16
AtGLDH1** 60 + 22 58 + 0,07

Die mit AtGLDHI1** durchgefiihrten Experimente erhiirten die Annahme, dass die Insertion
der Alanin-Molekiile zu einer Verbesserung der Eigenschaften als Co-Substrat fithrt. Um hier
einen artifiziellen Effekt des Mischsystems aus prokaryotischem P-Protein und
eukaryotischen H-Proteinen auszuschlieen, wurden diese Experimente nochmals mit einem
eukaryotischen P-Protein verifiziert. Da es bis heute nicht gelang, ein biochemisch aktives
eukaryotisches P-Protein heterolog zu exprimieren, wurden Mitochondrienextrakte aus Erbse
verwendet. GCS aus der mitochondrialen Matrix von Pisum sativum wurde bereits sehr gut
biochemisch charakterisiert (Bourguignon et al., 1988, Rebeille et al., 1994, Walker & Oliver,
1986). Dariiber hinaus war die Isolierung der Mitochondrien aus den Blattgeweben von Erbse

relativ einfach durchzufiihren. Die aus P. sativum geernteten Mitochondrien wurden schonend



Ergebnisse 62

lysiert und mit Tris/HCl-Puffer verdiinnt. Durch diesen Schritt dissoziieren die GCS-
Komponenten voneinander (Walker & Oliver, 1986). Das Lysat wurde anschlieBend iiber
Ultrafiltration konzentriert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

2507 w mit FtGLDH 12,54
2004 v ohne FtGLDH

0 T T T y T T .- 090 T T T T 1
0 25 50 7,5 10 12,5 15 17,5 20 0 10 20 30 40 50
Zeit in min. Glycin [mM]

Abb. 40: Kinetische Parameter des P-Proteins aus einem P. sativurn Matrixextrakt in Abhingigkeit von
der Zeit (A) und Glycin (B). A: Messung der Enzymaktivitit des P-Proteins aus P. sativum
Mitochondrienextrakt iiber einem Zeitraum von 20 min ohne Zugabe von externem H-Protein (Dreieck) bzw.
nach Zugabe von 50puM FtGLDH. B: Abhédngigkeit der P-Protein-Aktivitit des P. sativum
Mitochondrienextrakts von Glycin in Gegenwart von FtGLDH.

In den anschlieBend durchgefiihrten Experimenten wurde die Aktivitit des Erbsen-P-Proteins
bestimmt. Ohne Zugabe von externem H-Protein war die gemessene Enzymaktivitit sehr
gering (Vmax = 0,2 nmol CO, mg”' min™). Jedoch war es moglich, die Enzymaktivitit durch
Zugabe von pflanzlichem H-Protein um den Faktor 60 zu erhohen (Abb. 40A). Dieses
Ergebnis zeigt deutlich die H-Protein-Limitierung im verwendeten Matrixextrakt. Durch diese
Tatsache war es anschliefend moglich, die biochemischen Parameter eines pflanzlichen P-
Proteins in Abhéngigkeit von pflanzlichen H-Proteinen zu bestimmen. Die gemessenen
Enzymaktivititen waren tiber einen Zeitraum von 20 min linear. Der bestimmte K.,-Wert fiir
Glycin lag bei 7mM (Abb. 40B) und entsprach damit bereits publizierten Daten von
eukaryotischen P-Proteinen (Hiraga & Kikuchi, 1980, Sarojini & Oliver, 1983).

In den nachfolgenden Experimenten wurde die Abhéngigkeit des Erbsen-P-Proteins von
den H-Proteinen aus F. trinervia und A. thaliana bestimmt, die vorher bereits mit dem
Synechocystis P-Protein vermessen worden waren. Wie bei der Verwendung des
Synechocystis P-Proteins wurde auch mit dem pflanzlichen P-Protein festgestellt, dass mit
FtGLDH"* (Vmax = 11,2 nmol CO, mg'1 min'l) als Co-Substrat eine hohere Enzymaktivitét
als mit FtGLDH (9,4 nmol CO, mg" min™) erreicht wurde (Abb. 41A, Tabelle 33). Die mit
AtGLDHI™ (Vpax = 12,2 nmol CO, mg” min™) gemessenen Enzymaktivititen waren im
Vergleich zu AtGLDHI1 ebenfalls grofler (Abb. 41B, Tabelle 33). Die gemessenen K,,-Werte
fiir die pflanzlichen H-Proteine waren in Kombination mit dem pflanzlichen P-Protein
deutlich geringer als mit dem cyanobakteriellen Enzym (Tabelle 33).
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Abb. 41: Aktivitit des P-Proteins aus P. sativum in Abhingigkeit von pflanzlichen H-Proteinen als Co-
Substrat. A: Aktivitit in Abhdngigkeit von den F. trinervia H-Proteinen FtGLDH (Viereck, schwarz) und
FtGLDH"* (Dreieck, schwarz). B: Aktivitit in Abhingigkeit von AtGLDHI aus A. thaliana (Viereck, weiB) und
AtGLDHI1** (Dreieck, wei). Der His-Tag der H-Proteine wurde mittels Thrombin-Behandlung entfernt.

Tabelle 33: Kinetische Parameter des P-Proteins aus dem P. sativumm Mitochondrienextrakt in
Abhéngigkeit von pflanzlichen H-Proteinen als Co-Substrat. Es wurden H-Proteine verwendet, deren His-

Tag durch Thrombin-Behandlung nahezu vollstandig entfernt wurde (+4).

H-Protein K. (H-Protein) (uM) Vinax (mmol CO, g™ s™)
FtGLDH (+4) 204 + 2.1 94 + 0,3
FtGLDH"* (+4) 159 + 1,6 112 + 04
AtGLDHI (+4) 235 + 31 98 + 0,5
AtGLDHI1* (+4) 26,7 + 3,0 122 + 0,6

ohne H-Protein-Zusatz nicht appliziert 0,2 = 0,03

Alle bisherigen Ergebnisse ergaben, dass FtGLDH"* in Kombination mit einem pro- oder
eukaryotischem P-Protein ein besseres Co-Substrat als FtGLDH darstellt. Diese Ergebnisse
wurden mit dem artifiziellen H-Protein AtGLDH** aus A. thaliana verifiziert. Jedoch
enthielten die mit Thrombin behandelten H-Proteine einen artifiziellen Uberhang von vier
Aminosduren (Gly-Ser-His-Met), welcher sich in einem Abstand von nur zwei Aminosiuren
von der Alanin-Insertion befand. Deshalb konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der iibrig
gebliebene Teil des Affinitdtstags einen Einfluss auf die P-Protein-Aktivitdt ausiibt. Um dies
auszuschlieen, wurden die pflanzlichen H-Proteine aus F. trinervia und A. thaliana in einem
finalen Experiment ohne Affinititstag exprimiert. Nach deren Aufreinigung wurden die
biochemischen Parameter dieser H-Proteine mit dem Syrnechocystis P-Protein bestimmt (Abb.
42, Tabelle 32). Bei der Gegeniiberstellung der biochemischen Parameter dieser H-Proteine
stellte sich heraus, dass auch H-Proteine ohne Affinitétstag die zuvor beobachteten Ergebnisse
lieferten. Wiederum wurden mit den H-Proteinen, welche iiber die Alanin-Insertion verfiigten,

groBBere Enzymaktivitidten gemessen.
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Die in dieser Dissertation erzielten biochemischen Daten beweisen die Synthese eines
durch alternatives Spleilen verbesserten H-Proteins in den griinen Organen der C4-Pflanze F.
trinervia. Dieses Ergebnis konnte sowohl mit pro- als auch mit eukaryotischem P-Protein
erzielt werden. Mit dem artifiziell nach dem Vorbild von FtGLDH** hergestelltem H-Protein
aus A. thaliana (AtGLDH1**) wurden ebenfalls hohere Enzymaktivititen gemessen.
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Abb. 42: Messungen der Synechocystis P-Protein-Aktivitiit in Abhédngigkeit von pflanzlichen H-Proteinen
als Co-Substrat. A: Aktivitit des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,4 uM dimeres P-Protein) in
Abhingigkeit von den pflanzlichen H-Proteinen FtGLDH (Viereck, schwarz), FtGLDH"* (Dreieck, schwarz),
AtGLDH (Viereck, weil) und AtGLDH** (Dreieck, weil). Der Affinititstag wurde durch eine Thrombin-
Behandlung entfernt (+4). B: Aktivitit des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,4 pM dimeres P-Protein)
in Abhingigkeit von den pflanzlichen H-Proteinen FtGLDH (Viereck, schwarz), FtGLDH** (Dreieck, schwarz),
AtGLDH (Viereck, weiB) und AtGLDH”* (Dreieck, weiB), die ohne Affinititstag vorlagen.

5.2.2.2. Untersuchung der prokaryotischen H-Proteine aus 7. elongatus und E. coli
sowie des H-Proteins aus H. sapiens

Die im Punkt 5.2.2.1 durchgefiihrten Experimente bestdtigten die Eignung des
cyanobakteriellen P-Proteins fiir die Charakterisierung pflanzlicher H-Proteine. Des Weiteren
wurden die Substrateigenschaften der H-Proteine aus 7. elongatus, E. coli und H. sapiens
tiberpriift. Hierdurch sollte festgestellt werden, ob auch weitere pro- und eukaryotische H-
Proteine als Substrat fiir das prokaryotische P-Protein dienen konnen. Dies wiirde die
Hypothese erhédrten, dass sich das Symechocystis P-Protein als Modellprotein zur
Charakterisierung homodimerer P-Proteine im Allgemeinen eignet und eine dreidimensionale
Proteinstruktur dieses Enzyms wichtige Erkenntnisse tiber die Funktionsweise dieser Enzyme
ermdglicht.
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Abb. 43: Messungen der P-Protein-Aktivitit in Abhingigkeit von H-Proteinen aus Synechocystis,
T. elongatus, E. coli und H. sapiens. A: Aktivitit des rekombinanten Synechocystis P-Proteins (0,4 uM dimeres
P-Protein) in Abhingigkeit von den H-Proteinen aus Synechocystis (Kreis mit Kreuz), T. elongatus (Kreis) und
H. sapiens (Karo). Der Affinitdtstag wurde mit Thrombin entfernt (+4). B: Aktivitit des rekombinanten
Synechocystis P-Proteins (0,4 uM dimeres P-Protein) in Abhédngigkeit vom H-Protein aus E. coli (Viereck) mit
His-Tag-Fusion.

Die zur Untersuchung verwendeten H-Proteine aus 7. elongatus und H. sapiens wurden als
Fusionsproteine mit einem N-terminalen His-Tag exprimiert, der nach der Reinigung durch
eine Thrombin-Behandlung entfernt wurde. Beim H-Protein aus E. coli konnte die
Proteinfusion nicht entfernt werden. Als Referenzprotein wurde das bereits analysierte H-
Protein aus Synechocystis mitgefiihrt. Bei dem Vergleich der biochemischen Parameter der H-
Proteine aus Synechocystis, T. elongatus und H. sapiens ist erkennbar, dass die berechneten
Vmax-Werte des cyanobakteriellen P-Proteins sowie die K,-Werte der jeweiligen H-Proteine
nahezu identisch waren (Abb. 43A, Tabelle 34). Ahnliche V,.-Werte wurden bereits mit den
pflanzlichen H-Proteinen erreicht. Die zuvor ermittelten K,-Werte der pflanzlichen H-
Proteine waren im Vergleich zu den bakteriellen H-Proteinen allerdings deutlich groBer. Das
H-Protein aus H. sapiens besal} als einziges untersuchtes eukaryotisches H-Protein einen K-
Wert, der identisch zu denen der prokaryotischen H-Proteine war (Abb. 43 A, Tabelle 34). Die
biochemischen Eigenschaften des E. coli H-Proteins wichen etwas von denen der H-Proteine
aus Symnechocystis, T. elongatus und H. sapiens ab. Der ermittelte Vy.x-Wert des H-Proteins
aus E. coli war etwas geringer als die Werte der bereits untersuchten pro- und eukaryotischen
H-Proteine. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte der fusionierte His-Tag sein, der auch die

Substrateigenschaften anderer H-Proteine negativ beeinflusste (5.2.1).
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Tabelle 34: Kinetische Parameter des rekombinanten Synechocystis P-Proteins mit pro- und
eukaryotischen H-Proteinen als Co-Substrat. Es wurden H-Proteine verwendet, deren His-Tag durch
Thrombin-Behandlung nahezu vollstindig entfernt wurde (+4). Der His-Tag des E. coli H-Proteins konnte nicht

entfernt werden. Es wurde deshalb als Fusionsprotein eingesetzt.

H-Protein K., (H-Protein) (uM) Vimax (tmol CO, mg™" min™)
Synechocystis (+4) 1,57 + 0,10 553 = 0,12
H. sapiens (+4) 1,75 = 0,12 492 = 0,12
T. elongatus (+4) 1,72 += 0,11 539 = 0,12
E. coli His-Tag 0,40 <+ 0,02 3,84 + 0,06

5.3. Kristallisation von GCS-Proteinen

Neben der biochemischen Charakterisierung des P-Proteins aus Synechocystis war dessen
Kristallisierung der zweite Hauptschwerpunkt dieser Dissertation. Abgesehen von den
Arbeiten mit dem P-Protein aus Symechocystis wurde zusitzlich die Kristallisation des
Synechocystis L-Proteins versucht. Dies sollte die Wahrscheinlichkeit erhohen, erfolgreich

Proteinkristalle fiir eine Rontgenstrukturanalyse zu erhalten.

Die moderne Rontgenkristallografie ermoglicht einen Einblick in die dreidimensionale
Struktur von Proteinen. Sie gibt Anhaltspunkte auf die Funktionsweise von Proteinen und
ermoglicht damit sogar die Synthese neuer Therapeutika zur Behandlung schwerwiegender
Krankheiten. Der limitierende Schritt dieser Methode ist jedoch die Erzeugung von
Proteinkristallen. Der Prozess des Findens geeigneter Bedingungen zur Kristallisation eines
spezifischen Proteins kann sehr langwierig sein und beinhaltet die Uberpriifung vieler
verschiedener Bedingungen. Die Bildung von Kristallen kann in zwei Phasen unterteilt
werden, die Nukleation und das Wachstum der Kristalle aus den Nuklei (Chayen, 2005). Bei
der Kristallisation scheidet sich ein Stoff (hier Protein) nach initialer Keimbildung aus einer
tibersittigten Losung so lange aus, bis das thermodynamische Loslichkeitsprodukt erreicht ist.
Die Schwierigkeit besteht bei Proteinen allerdings darin, diesen Abscheidungsprozess so zu
kontrollieren, dass das Protein nicht als Prézipitat ausfillt, sondern seinen physikalischen und
chemischen Eigenschaften entsprechend, geordnete, periodische Strukturen ausbildet, also
kristallisiert.

Die Abb. 44 zeigt das Phasendiagramm einer Proteinlosung. Die Information iiber das
Verhalten einer spezifischen Proteinlésung im Phasendiagramm minimiert die Suche nach
geeigneten Kristallisationsbedingungen. Es gibt mehrere Parameter, welche die Kristallisation
eines Proteins beeinflussen. Dies sind unter anderem die Konzentration des Proteins, der pH-
Wert und der umgebende Puffer (Ionenstédrke). Entscheidend fiir die Anzahl und Grof3e der
Kristalle (zumeist reziprokes Verhéltnis) ist die Kristallisationskeimbildungsrate im Ansatz

und die Wachstumsgeschwindigkeit der Kristalle. In der Praxis wird oft eine hoch



Ergebnisse 67

konzentrierte oder tiibersittigte Proteinlosung mit einem Prézipitant versetzt. Dies erfolgte

wihrend dieser Dissertation mit der Dampfdiffusionsmethode.
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Abb. 44: Beispiel eines Phasendiagramms einer Proteinlésung. Aufgetragen ist die Proteinkonzentration
gegen die Konzentration des Féllungsmittels. Links: Die Loslichkeitskurve (griin) trennt das Diagramm in die
ungesittigte und die iibersittigte Zone. Die iibersittigte Zone wiederum wird getrennt durch die Nukleations-
und Wachstumszone. Rechts: Wihrend eines erfolgreichen Dampfdiffusionsexperiments durchschreitet die
Proteinlosung drei Zonen. Die Losung geht durch Erhéhung der Préazipitant- und Proteinkonzentration von der
ungesittigten Phase in die Nukleationsphase iiber. Dadurch verringert sich die Proteinkonzentration in der
l6slichen Phase und die Losung geht in die Wachstumsphase iiber, in der Kristalle ohne die Bildung neuer

Nuklei wachsen.
5.3.1. Kiristallisation des P-Proteins aus Synechocystis

5.3.1.1. Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen

Nach der Etablierung und Optimierung einer Reinigungsmethode fiir das Synechocystis P-
Protein wurden Kristallisationskits genutzt, um nach geeigneten Kristallisationsbedingungen
zu suchen. Die Bildung erster Mikrokristalle wurde mit dem PEG/Ion"™-Screen bei 20 °C
innerhalb von 2-5 Tagen beobachtet (Abb. 45). Es war bereits deutlich erkennbar, dass die
Tropfen des Reservoir-Protein-Gemisches mit einer Proteinhaut iiberzogen waren (Abb. 45B).
Viele der P-Protein-Mikrokristalle, das traf auch auf die spiter synthetisierten
dreidimensionalen P-Protein-Kristalle zu, wuchsen von dieser ausgehend in den Tropfen
hinein. Die mit den kommerziell erhéltlichen Kits erhaltene Kristallqualitéit reichte fiir die
Aufnahme eines rontgenkristallografischen Datensatzes nicht aus. Die Mikrokristalle waren
sehr klein, dinn und damit auBerordentlich zerbrechlich. Die Synthese der ersten
zweidimensionalen Kristalle (Abb. 45C) deutete an, dass die Erzeugung qualitativ

hochwertiger, fiir die Rontgenkristallografie nutzbarer Kristalle moglich war.
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Abb. 45: Mikroskopische Aufnahmen von P-Protein-Mikrokristallen. A: Diese Kristalle wurden mit der
Pufferlssung G10 (0,1 M Natrium-Format pH 7, 12 % w/v PEG 3350) des PEG/Ion™-Screen (Hampton
Research) erhalten. B: Diese Kristalle wurden mit der Pufferlosung A4 (0,3 M Lithiumchlorid, 20 % w/v PEG
3350) des PEG/Ion™-Screen (Hampton Research) synthetisiert. C: Diese Kristalle wurden mit der Pufferldsung
H9 (0,1 M HEPES pH 7,0; 0,15 M CsCl, 15 % w/v PEG 3350) des PEG/Ion"™-Screen (Hampton Research)
synthetisiert.

5.3.1.2. Untersuchung der prokaryotischen H-Proteine aus 7. elongatus und E. coli

sowie des H-Proteins aus H. sapiens

Die in Abb. 45 (C) verwendeten Kristallisationsbedingungen wurden als Basis fiir weitere
Experimente genutzt. Davon ausgehend wurden Optimierungsexperimente durchgefiihrt, die
identisch zu den Experimenten mit dem Synechocystis L-Protein waren. Durch die Variation
des pH-Werts, der PEG-Konzentration und der Cesiumchlorid-Konzentration gelang die

Erzeugung erster dreidimensionaler P-Protein-Kristalle (Abb. 46).

Abb. 46: Mikroskopische Aufnahmen erster dreidimensionaler P-Protein-Kristalle nach Optimierung der

Kristallisationsbedingungen. Die Kristalle konnten mit folgender Reservoirldsung im hanging-drop-Verfahren
erhalten werden: 0,1 M Tris/HCI pH 8, 15 % w/v PEG 3350, 0,2 M CsCl.

Der entscheidende Schritt fiir den Erhalt der dreidimensionalen Kristalle war die Anhebung
des pH-Werts auf 8. Die unter diesen Bedingungen vergroBerte Loslichkeit des P-Proteins
erforderte eine Erhohung der Proteinkonzentration von 10 mg/ml auf 40 mg/ml.

Nachfolgende Versuche, dhnliche Kristalle unter identischen Bedingungen zu erhalten,
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schlugen fehl. Deshalb wurde die Synthese weiterer Kristalle ausgehend von den

Bedingungen aus Abb. 46 durch streak seeding versucht.

Der entscheidende Schritt fiir den Erhalt der dreidimensionalen Kristalle war die
Anhebung des pH-Werts auf 8. Die unter diesen Bedingungen vergréBerte Loslichkeit des P-
Proteins erforderte eine Erhohung der Proteinkonzentration von 10 mg/ml auf 40 mg/ml.
Nachfolgende Versuche, @hnliche Kristalle unter identischen Bedingungen zu erhalten,
schlugen fehl. Deshalb wurde die Synthese weiterer Kristalle ausgehend von den

Bedingungen aus Abb. 46 durch streak seeding versucht.

5.3.1.3. Erzeugung von P-Protein-Kristallen durch streak seeding

Fiir die Durchfithrung wurde ein P-Protein-Kristall aus Abb. 46 mechanische zerstort. Die
daraus erhaltenen microsseeds wurden anschliefend fiir die Synthese neuer P-Protein-
Kristalle genutzt. Normalerweise werden die microseeds nach einer Inkubationszeit von 12-
24 h nach Mischung des Tropfens (Reservoir + Proteinlosung) in die Losung appliziert.
Jedoch bildete sich schon kurz nach dem Ansatz des Tropfens eine Proteinhaut. Aufgrund
dessen wurde das streak seeding bereits 1-2 h nach der Mischung des Tropfens durchgefiihrt.
Die Proteinhaut war zu diesem Zeitpunkt zwar bereits vorhanden, jedoch noch nicht stabil.
Eine Beimpfung des Tropfens zu einem spéteren Zeitpunkt fiithrte hdufig zur Zerstérung des
Tropfens. Die Abb. 47 dokumentiert das Ergebnis eines streak-seeding-Experiments mit dem
Synechocystis P-Protein. Es ist deutlich sichtbar wie entlang der Linie, in der das Haar durch
den Tropfen gezogen wurde, neue Kristalle entstanden. Die Verwendung dieser Methode

erlaubte es, viele Kristalle fiir rontgenkristallografische Beugungsexperimente zu erhalten.

Abb. 47: Mikroskopische Aufnahmen von P-Protein-Kristallen nach einem streak-seeding-Experiment.
Das Haar mit den Mikrokristallen wurde von links nach recht (Pfeil) durch den Tropfen gezogen.
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5.3.1.4. Erzeugung von P-Protein-Kristallen fiir X-Ray-Beugungsexperimente

Zur Gewinnung von Beugungsdaten wurden Kristalle des P-Apoproteins sowie des PLP-
komplexierten P-Proteins erzeugt. Alle bisher untersuchten P-Proteine binden die
prosthetische Gruppe PLP kovalent an einem konservierten Lysinrest im aktiven Zentrum des
Enzyms (Nakai ef al., 2005). Wiahrend des voranschreitenden Reinigungsprozesses verlor das
Synechocystis P-Protein seine gelbliche Farbung vollstdndig. Dieser Vorgang deutete den
Verlust des gebundenen PLP-Molekiils an. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass es sich

bei den Proteinisolaten um P-Apoenzym handelt.

Abb. 48: Mikroskopische Aufnahmen von P-Protein-Kristallen. Die Aufnahmen zeigen P-Apoprotein-
Kristalle (A-B). Weitere Kristalle wurden durch Zusatz des Inhibitors O-(Carboxymethyl)hydroxylamin
hemihydrochlorid (C-D), 200 uM PLP (E-F) oder Inhibitor und PLP (G-H) erzeugt.

Neben der Kristallisierung von P-Apoenzym (Abb. 48, A-B) wurde auch versucht, Kristalle
von P-Protein im Komplex mit einem Inhibitor zu kristallisieren. In der Literatur ist erwéhnt,
das O- (Carboxymethyl)hydroxylamin-hemihydrochlorid ein sehr effektiver Inhibitor des P-
Proteins ist, der im aktiven Zentrum binden soll (Sarojini & Oliver, 1985). Dieser Inhibitor

wurde in einer Konzentration von 1 mM zu dem P-Apoprotein gegeben, welches anschlieSend
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sofort fiir Kristallisationsexperimente verwendet wurde. Die auf diese Weise erhaltenen
Kristalle wurden als Inhibitorkristalle bezeichnet (Abb. 48, C-D). Des Weiteren wurde
versucht, P-Protein in Komplex mit PLP zu kristallisieren. Hierzu wurde das P-Apoprotein
30 min mit 200 uM PLP auf Eis inkubiert. Danach wurde die gelbliche Proteinlésung fiir
Kristallisationsexperimente eingesetzt und die Kristalle aus Abb. 48 (E-F) erhalten. Wéhrend
dieser Experimente fiel auf, dass in Gegenwart von PLP deutlich weniger Kristalle erhalten
wurden als mit dem P-Apo- oder Inhibitorprotein. Die PLP-Kristalle waren au3erdem kleiner
und das duflere Erscheinungsbild runder. Durch die PLP-Bindung an das aktive Zentrum
wurde eine starke gelbliche Farbung der Kristalle erwartet. Es war jedoch kein Unterschied
zwischen den PLP-Kristallen und der gelben Féarbung der umgebenden Reservoir-
Proteinlosung erkennbar. In weiteren Experimenten wurde P-Protein gleichzeitig mit PLP
sowie Inhibitor inkubiert und anschlieBend kristallisiert (Abb. 48, G-H). Nach Zugabe des
Inhibitors entfirbte sich die gelbe Proteinlésung. Dies konnte auf eine Bindung des O-
(Carboxymethyl)hydroxylamin-hemihydrochlorids an das sich im aktiven Zentrum
befindliche PLP-Molekiil oder dessen Verdrangung hinweisen.

5.3.1.5. Aufnahme kristallografischer Datensiitze von P-Protein-Kristallen

Die erhaltenen Kristalle des P-Apoproteins sowie die Komplexkristalle wurden anschlieSend
mit Synchrotronstrahlung am ESRF in Grenoble (Frankreich) unter kryokristallografischen
Bedingungen untersucht. Die gemessenen Beugungsdaten der Kristalle wurden bei einer
Temperatur von 100 K ermittelt. Dies hat den Vorteil, dass der Zerfall, der nach der
Bestrahlung des Kristalls mit Synchrotronstrahlung beginnt, nicht so schnell voranschreitet

wie bei Raumtemperatur (Haas & Rossmann, 1970, Low ef al., 1966).

Zur Durchfiihrung der kryokristallografischen Analysen wurden die Kristalle in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Um das Protein zu schiitzen, wurden die Kristalle zuvor in einer
kryoprotektiven Losung inkubiert, die der jeweiligen Reservoir-Losung unter Zusatz von
20 % Ethylenglykol bzw. Glycerol entsprach. Die Beugungsdaten wurden in Beamline ID14-
4 mit einem CCD-Detektor (ADSCQ315r) gemessen. Die verwendete Synchrotronstrahlung
hatte eine Wellenlinge von 0,98 A und der Speicherring wurde im 16-bunch-mode betrieben.
Die Stabilitédt der P-Protein-Kristalle war ausreichend, um jeweils einen oder zwei Datensitze
von einem einzigen Kristall zu erhalten. Insgesamt wurden Datensdtze von 9 Kristallen
aufgenommen (siche 9.4.5, Tabelle 39). Soweit moglich, wurde versucht, einen high-

resolution-Datensatz sowie einen low-resolution-Datensatz zu erfassen.
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5.3.1.6. Erste kristallografische Charakterisierung eines P-Apoprotein-Kristalls

Die Qualitdt der Datensédtze der P-Apoprotein-Kristalle war deutlich besser als die der
Komplex-Kristalle. Der beste Apoprotein-Kristall streute die Synchrotronstrahlung bis zu 2,1
Angstrom (Abb. 49).

Abb. 49: Beugungsmuster der Synchrotonstrahlung am P-Apoprotein-Kristall 33. Das Beugungsmuster
wurde aufgenommen in ID14-4 am ESRF (Grenoble, Frankreich). Die Oszillation betrug 0,5°.

Die erhaltenen Daten wurden mit den Programmen DENZO und SCALEPACK ausgewertet
(Otwinowski & Minor, 1997). Die untersuchten Apoprotein-Kristalle gehodrten zu einem
orthorhombischen System mit der Raumgruppe P222 und es wurden folgende

Gitterkonstanten ermittelt:

a=96A,b=136 A, c=179 A
a=B=y=90°

Der Apoprotein-Kristall 33 lieferte den besten Datensatz. Eine statistische Analyse der von
diesem Kristall erhaltenen Daten sowie seiner unit cell befindet sich in der Tabelle 35. Durch
die Analyse der systematisch fehlenden Reflexe konnte auf das Vorliegen einer Raumgruppe
mit mehreren Schraubachsen geschlossen werden. Die nach den erhaltenen Daten
wahrscheinlichste Raumgruppe war P2;2,2;, Nach der Berechnung des Matthews-
Koeffizienten befindet sich ein P-Protein-Homodimer in einer asymmetrischen Einheit
(Matthews, 1968). Zugrunde gelegt fiir die Berechnungen wurde die Masse von 215 kD fiir
das homodimere Synechocystis P-Protein.
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Tabelle 35: Statistiken der Datensammlung (Hasse ef al., 2010)

Die Nummern in den Klammern beziehen sich auf die Schale mit der hochsten Auflosung.

Natives P-Protein

Wellenliinge (A) 0.9795
beamline ID14-4, ESRF
Auflssung (A) 50-2.1 (2.18-2.10)
Raumgruppe P2,2,2,
Parameter der Elementarzelle

a(A) 96.30

b (A) 135.81

c(A) 179.08

o (°) 90

B () 90

v (%) 90
beobachtete Reflexe 3046 777
Zahl der unabhingigen Reflexe 136 942
Mosaizitit (°) 0.44
Redundanz 7.4 (7.5)
Vollstiandigkeit (%) 99.8 (100)
Rierge 0.078 (0.353)
durchschnittliche I/o(I) 29.90 (4.49)

TRmerge = Y 2 [li(hkl) — <I(hk1)>| / 2 2 Ii(hkl), dabei ist </(hkl)> die durchschnittliche Intensitét
der Symmetrie-equivalenten Reflexe.

5.3.1.7. Kristallisation des Selenomethionin-markiertem P-Proteins aus Synechocystis

Substitutionsderivate eines Kristalls werden benétigt, um das Phasenproblem wihrend der
Strukturbestimmung zu l6sen. Im Falle des Synechocystis P-Proteins stand zwar die homologe
Struktur des 7. thermophilus Enzyms fiir ein molecular replacement zur Verfliigung,
allerdings konnen Streuungsdaten von Substitutionsproteinen helfen ein spéteres
Strukturmodel, dass mit molecular replacement erhalten wurde, zu verifizieren. Dabei wird

die Methode des "isomorphen Ersatzes" angewendet.

Nach der Expression und Reinigung des Selenomethionin-markierten P-Proteins (5.1.2.3)
wurden Kristallisationsexperimente durchgefiihrt. Leider weichen die
Kristallisationsbedingungen der Substitutionsproteine hdufig von denen der nativen Proteine
ab. Dies machte die Suche nach neuen Kristallisationsbedingungen erforderlich. Kristalle des
Substitutionsproteins wurden durch die Absenkung des pH-Werts (pH 7) erhalten (Abb. 50).
Im Vergleich zu den Proteinen ohne Selenomethionin wuchsen diese jedoch langsamer und

hatten eine sehr geringe Grof3e.
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Abb. 50: Mikroskopische Aufnahmen von Kristallen mit Selenomethionin-markiertem P-Protein. Die
Kristalle konnten mit folgender Reservoir-Losung im hanging-drop Verfahren erhalten werden: 0,1 M HEPES
pH 7, 17 % w/v PEG 3350, 0,2 M CsCl.

Die am ESRF untersuchten Kristalle (ID14-4) des Substitutionsproteins waren nicht in der
Lage, Synchrotonstrahlung in ausreichendem Malle zu beugen. Die erhaltenen Datensétze

wurden deshalb nicht zur Gewinnung von Phaseninformationen verwendet.

5.3.1.8. Ermittlung der dreidimensionalen Proteinstruktur

Bei der Messung der Rontgenreflexe sind die Phasen der auf dem Detektor aufgetroffenen
Strahlung nicht direkt experimentell bestimmbar. Durch die schlechte Qualitit der Datensitze
des Selenomethionin-markierten P-Proteins wurden keine Phaseninformationen erhalten. Um
das Phasenproblem zu 16sen, wurde deshalb mit dem Programm Phaser (McCoy et al., 2007)
ein molecular replacement durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird die Phaseninformation des
kristallografischen Datensatzes eines Proteins verwendet, welches wahrscheinlich eine
dhnliche dreidimensionale Struktur wie das untersuchte Protein hat. Je hoher die
Sequenzidentitdt der Referenz zur Probe ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit eines
Erfolges. Ab 30-40 % Identitét lohnt sich ein Versuch. Als Suchmodel zur Gewinnung der
Phaseninformation des Synechocystis P-Proteins wurde die einzig bekannte P-Protein-Struktur
des Enzyms aus T. thermophilus genutzt (pdb: 1wyt; (Nakai et al., 2005). Dies ermoglichte
die erste Erstellung einer interpretierbaren Elektronendichtekarte. In diese wurden mit dem
Programmpaket ARP/WARP AS-Sequenzen des Synechocystis P-Proteins eingefiigt (Abb. 51,
Perrakis et al, 1999). Die weiteren Untersuchungen und Auswertungen zur
Strukturaufklarung des Synechocystis P-Proteins sind momentan Gegenstand der aktuellen
Arbeiten von Frau Dr. E. Andersson in Uppsala. Erste Erkenntnisse aus diesen Arbeiten

werden im Diskussionsteil dieser Dissertation vorgestellt und erortert.
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Abb. 51: Ausschnitt aus der nach molecular replacement erhaltenen Elektronendichtekarte des
Synechocystis P-Proteins. Als Suchmodell wurde das P-Protein aus 7. thermophilus genutzt (pdb: 1wyt).

5.3.2. Kiristallisation des L-Proteins aus Synechocystis

5.3.2.1. Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen

Fir die Ermittlung geeigneter Kristallisationsbedingungen wurden kommerziell erhéltliche
Kits genutzt. Die Bildung von ersten Mikrokristallen wurde bereits nach kurzer Zeit (2-3
Tage) beobachtet. Dabei handelte es sich vorwiegend um nadelformige Kristalle, die aus

einem Zentrum radial in alle Richtungen wuchsen.

Abb. 52: Mikroskopische Aufnahmen von nadelférmigen L-Protein-Kristallen. A: Diese Kristalle wurden
mit Pufferlésung B10 (0,1 M Bicine pH 9, 10 % w/v PEG 20000, 2 % v/v Dioxan) des JCSG+ Suite (Qiagen)
erhalten. B: Diese Kristalle wurden mit Pufferlésung E10 (0,1 M Bicine pH 9, 10 % w/v PEG 6000) des JCSG+
Suite (Qiagen) synthetisiert. C: Die Kristalle in Bild C wurden mit Pufferlosung H12 des Crystal Screen HT
(Hampton Research) erzeugt. Die Zusammensetzung dieser Reservoirlosung ist identisch zu der in Bild A
verwendeten Losung.
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Durch die gelbe Farbung der Mikrokristalle wurde davon ausgegangen, dass es sich um L-
Protein-Kristalle handelte. Die Ausbildung von nadelférmigen Kristallen ist auerdem fiir
Salzkristalle nicht iiblich. Die Pufferzusammensetzungen, mit denen die Nadelkristalle
erhalten wurden, waren sehr dhnlich (Abb. 52). Alle Reservoirlosungen wiesen einen
basischen pH-Wert von 9 auf und enthielten hochmolekulares Polyethylenglycol. Die
Synthese dieser nadelférmigen Kristalle war gut reproduzierbar. Die Bildung von
dreidimensionalen L-Protein-Kristallen wurde mit diesen Pufferbedingungen jedoch nicht

erreicht.

5.3.2.2. Optimierung der Kristallqualitit des Synechocystis L-Proteins

Nach  Erhalt der  Nadelkristalle des L-Proteins  wurde  versucht, die
Kristallisationsbedingungen zu optimieren. Der Ausgangspunkt dieser Optimierung waren die
fiir die Synthese der Mikrokristalle genutzten Reservoirlosungen. Durch die Verdanderung der
Zusammensetzung dieser Reservoirlosung sowie der gewihlten Inkubationsbedingungen
wurde versucht, sich den idealen Kristallisationsverhiltnissen anzundhern. In den dafiir
verwendeten zweidimensionalen Optimierungsscreens wurden jeweils zwei Bedingungen, wie
z. B. die Konzentration und der pH-Wert der prézipitierenden Agens, gedndert. Die
Konzentrationen aller weiteren Komponenten der Reservoirlosungen (z.B. Salze,
Proteinkonzentration) wurden konstant gehalten. Zusétzlich wurde das Tropfenvolumen

verdoppelt.

Mithilfe dieser Optimierungsexperimente gelang zunéchst die Reproduktion der L-Protein-
Mikrokristalle, die jedoch fiir eine rontgenkristallografische Untersuchung nicht geeignet
waren. Das Wachstum erster dreidimensionaler Kristalle fand erst nach einer ca.
sechsmonatigen Inkubation der Platten bei 20 °C statt. Die verwendeten Bedingungen und
Reservoirlosungen waren groftenteils zu den in Abb. 53 aufgefiihrten identisch. Es wurde
allerdings ein deutlich geringerer pH-Wert (pH 6) verwendet (Abb. 53). Die entstandenen
Kristalle waren teilweise ineinander verwachsen oder wiesen bereits Risse auf. Dennoch
wurden sie fiir die Aufnahme von rontgenkristallografischen Datensdtzen genutzt. Die
ineinander gewachsenen Kristalle aus Bild A (Abb. 53) wurden dafiir vorher mechanisch
voneinander getrennt. Danach wurden alle L-Protein-Kristalle fiir mehrere Sekunden in einer
Kryo-Losung inkubiert, anschlieBend mit einem Nylon-Loop geeigneter Grofle
aufgenommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und in einem auf ca. 77 K gekiihlten
Thermobehélter bis zur Aufnahme des Datensatzes gelagert. Die Zusammensetzung der
verwendeten Kryo-Losung war mit der Reservoirlosung identisch, mit der die jeweiligen
Kristalle erhalten werden konnten. Jedoch wurden der Kryolosung zusitzlich 20 %
Ethylenglycol (v/v) zugesetzt.
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Abb. 53: Mikroskopische Aufnahmen von dreidimensionalen L-Protein-Kristallen. A: Diese Kristalle
wurden mit 0,1 M MES pH 6,5; 10 % w/v PEG 6000 als Reservoir-Losung erhalten. Fiir die am ESRF in
Grenoble durchgefiihrten rontgenkristallografischen Untersuchungen wurden die Kristalle voneinander getrennt.
Hierzu wurde mechanischer Druck mit einer Nadelspitze auf den mit dem Pfeil markierten Punkt ausgeiibt. B:
Diese Kristalle wurden mit 0,1 M MES pH 6,0; 8 % w/v PEG 6000 als Reservoir-Losung erhalten. C: Diese
Kristalle wurden mit 0,1 M MES pH 6,5; 12 % w/v PEG 6000 als Reservoir-Losung erhalten.

Die rontgenkristallografischen Untersuchungen mit den dreidimensionalen L-Protein-
Kristallen wurden von Frau Dr. Evalena Andersson aus der AG Andersson am ESRF in
Grenoble  durchgefithrt.  Die  analysierten  L-Protein-Kristalle  streuten  die
Synchrotronstrahlung nur sehr schwach. Ein Datensatz eines L-Protein-Kristalls wurde aus

diesem Grund nicht aufgenommen.

In nachfolgenden Experimenten wurde eine erneute Verbesserung der Kristallqualitét
versucht. Dies konnte durch die langen Inkubationszeiten der Tropfen nicht abgeschlossen
werden. Auch durch streak seeding, einer hiaufig verwendeten Methode zur Verbesserung der
Qualitdt von Proteinkristallen, konnten keine Kristalle mit verbesserten Eigenschaften
synthetisiert werden.
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6. Diskussion

6.1. Die Biochemie des P-Proteins

GCS aller Organismen ist ein Multienzym-System und besteht aus vier Komponenten (P-,H-,
T- und L-Protein), welche die reversible Decarboxylierung von Glycin katalysieren. Als
Reaktionsprodukte entstehen CO,, CH3;-THF, NH3; und NADH. Deshalb wird GCS auch als
Glycin-Decarboxylase/Synthase bezeichnet (Andreesen, 1994). Die Glycin-Synthase-
Aktivitdt wurde bisher fiir die Organismen 4. globiformes (Kochi & Kikuchi, 1974, 1976),
C. acidiurici (Gariboldi & Drake, 1984) und E. acidaminophilum (Freudenberg & Andreesen,
1989) beschrieben.

Diese Dissertation beschriankt sich auf die Betrachtung der Biochemie des P- und H-
Proteins. Beide Proteine wurden heterolog exprimiert, gereinigt und anschliefend
charakterisiert. Damit ist das Synechocystis P-Protein auch die erste heterolog exprimierte
Glycin-Decarboxylase, die enzymatisch aktiv ist und ausfiihrlich biochemisch charakterisiert
wurde. Das P-Protein ist die eigentliche Glycin-decarboxylierende Untereinheit, die auch
ohne H-Protein die Bicarbonat-Austauschreaktion katalysieren kann. Die Syntheserate von
"C-Glycin war jedoch ohne Aminomethylen-Akzeptor nur sehr gering. Ein #hnliches
Ergebnis wurde ebenfalls mit dem P-Protein aus Mitochondrien der Hiihnerleber erhalten
(Hiraga & Kikuchi, 1980). Weitere Arbeitsgruppen konnten mit P-Proteinen aus
A. globiformis, P. glycinophilus, E. acidaminophilum und P. sativum nur eine P-Protein-
Aktivitdt im Beisein von Aminomethylen-Akzeptoren wie dem H-Protein oder Liponsédure
messen (Freudenberg & Andreesen, 1989, Kochi & Kikuchi, 1976, Robinson ef al., 1973,
Walker & Oliver, 1986). Der Grund fiir diese Diskrepanz liegt moglicherweise in der Menge
des eingesetzten Enzyms, denn nur mit einer hohen Konzentration des Synechocystis P-
Proteins im Messansatz gelang die Ermittlung der Enzymaktivitit ohne H-Protein. Wie bereits
mit P-Proteinen aus anderen Organismen bestétigt, wurde durch Zugabe des alternativen
Aminomethylen-Akzeptors Liponsdure eine hohere Enzymaktivitit erreicht (Hiraga &
Kikuchi, 1980, Kochi & Kikuchi, 1976, Robinson et al., 1973). Der erhaltene K,,-Wert fiir
Liponséure ist mit 2 mM vergleichbar mit den Daten aus 4. globiformis (16 mM) und Huhn
(3 mM) und damit viel groBer als die ermittelten K,-Werte der jeweiligen H-Poteine (Hiraga
& Kikuchi, 1980, Kochi & Kikuchi, 1976). Die maximale Enzymaktivitit des Synechocystis
P-Proteins mit 5,53 pmol mg' min' wurde nur in Kombination mit dem natiirlichen
Reaktionspartner, dem H-Protein, erreicht. Damit ist die Enzymaktivitit des P-Proteins aus
Synechocystis nahezu identisch mit bereits ermittelten Daten aus P. sativum und
E. acidaminophilum (Douce et al., 2001, Freudenberg & Andreesen, 1989, Klein & Sagers,
1966b). In Tabelle 36 sind die ermittelten biochemischen Parameter von P-Proteinen

verschiedener Organismen miteinander verglichen.
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Tabelle 36: Zusammenfassung biochemischer Parameter von P-Proteinen verschiedener Spezies. Zur

Aktivititsbestimmung wurde die Bicarbonat-Austauschreaktion verwendet. n.b. = nicht bestimmt

Art Typ Vinax in pmol K,,-Glycin K, -H-Protein Referenzen
min”' mg” in mM in pM
Synechocystis o 5,53 3,21 0,47 (Hasse et al.,
2009)
P. sativum o 5,08 1,7 9 (Douce et al.,
2001)
Huhn o n.b. 5.8 3,4 (Fujiwara &
Motokawa, 1983)
Ratte 0> 1,25x 10™ 2,8 mM n.b. (Sato et al., 1969)
E. acidaminophilum o B3, 1,86 n.b. 2 (Freudenberg &
Andreesen, 1989)
P. glycinophilus B3, 40 32 100 (Klein & Sagers,
1966b)
C. acidiurici o B3, 9,5 n.b. n.b. (Gariboldi &
(Zellextrakt) Drake, 1984)

Die auflerordentlich hohe Streuung der erhaltenen Daten fiir die P-Protein-Aktivitét aus den
verschiedenen Organismen offenbart die komplexe GCS-Struktur und die komplizierte in
vitro Bestimmung der biochemischen Parameter. Neben den von mir erhaltenen Ergebnissen
mit dem rekombinanten Enzym aus Synechocystis gibt es noch einen dhnlich vollstindigen
Datensatz fiir das gereinigte P-Protein aus P. sativum (Douce et al., 2001). Bei deren direktem
Vergleich stimmen die erhaltenen K- und V,«-Werte sehr gut iiberein. Offensichtlich
besitzen pflanzliche und cyanobakterielle P-Proteine nahezu identische biochemische

Eigenschaften.

Die zur Bestimmung der P-Protein-Aktivitdt genutzte Austauschreaktion war stark pH-
abhédngig. Das Optimum der Reaktion lag bei pH 6. Dies ist insofern erstaunlich, da der
physiologische pH von Synechocystis bei ca. 8 liegt (Berry et al., 2005). Der Grund fiir diese
Diskrepanz liegt am verwendeten Messsystem. Der vermessene Einbau des radioaktiv-
markierten Kohlenstoffs aus Bicarbonat in das Glycin ist eine nicht-physiologische Reaktion.
Das eigentliche Reaktionsprodukt der Decarboxylase-Reaktion ist CO;, und nicht Bicarbonat.
Demzufolge dient nicht Bicarbonat als Substrat fiir die fdlschlicherweise als Bicarbonat-
Austausch bezeichnete Reaktion, sondern CO; (Sarojini & Oliver, 1983). In einer wéssrigen
Losung bildet sich zwischen CO, und HCO;™ ein Gleichgewicht, das erst bei leicht sauren pH-
Werten auf der Seite des CO; liegt. Das pH-Optimum von P-Proteinen anderer Organismen

befand sich ebenfalls im neutralen bis leicht sauren Bereich. So wurde fiir die
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Austauschreaktionen der P-Proteine aus Huhn und Ratte ein pH-Optimum von 6,5 bzw. 6,8
festgestellt (Fujiwara & Motokawa, 1983, Motokawa & Kikuchi, 1974). Ein pH-Optimum
von 7 wurde fiir die Enzyme aus P. sativum, C. acidiurici und E. acidaminaphilum ermittelt
(Freudenberg & Andreesen, 1989, Gariboldi & Drake, 1984, Sarojini & Oliver, 1983). Bei
dem physiologischen pH 8 sank die Aktivitit des Symechocystis Enzyms auf 50 % im
Vergleich zum pH-Optimum. Das P- und H-Protein aus dem Cyanobakterium waren bei allen

vermessenen pH-Werten stabil. Dies wurde durch einen linearen Reaktionsverlauf verifiziert.

In dieser Dissertation wurden zum ersten Mal die Substrateigenschaften eines
rekombinanten H-Proteins mit N-terminalem Histidin-Tag in Bezug auf die Enzymaktivitit
eines P-Proteins tiberpriift. Bei dem Vergleich mit den identischen Protein ohne N-terminale
Extension ergab sich eine Abnahme der Aktivitit um 35-45 %. Dieser negative Einfluss einer
Proteinfusion scheint bei einem Protein dieser GrofBe nicht verwunderlich. Doch dieser
Befund konnte noch weitere Griinde haben. Aufgrund der hohen Sequenzidentitit des
Synechocystis H-Proteins von 47 % zum H-Protein aus P. sativum kann von einer nahezu
identischen Molekiilstruktur ausgegangen werden. Erhidrtet wird diese Annahme dadurch,
dass die Strukturmodelle der H-Proteine aus P. sativum und T. thermophilus nahezu identisch
sind (Nakai et al., 2003). Diese weisen zueinander eine Identitdt von 47 % auf. In dem
dreidimensionalen Modell des H-Proteins aus P. sativum (Abb. 54) ist die rdumliche Ndhe des
N-Terminus zum Lipoamidarm des Proteins ersichtlich. Durch eine angefiigte N-terminale
Extension besteht die Moglichkeit der Beeinflussung der Mobilitédt der Liponsdure, was einen

negativen Einfluss auf das Zusammenwirken mit dem P-Protein haben konnte.

Abb. 54: 3-D Struktur des H-Proteins aus P. sativum. Hervorgehoben sind die zwei N-terminalen AS sowie
der Lipoamidarm des oberen H-Proteins der asymmetrischen Einheit (Hasse ef al., 2009).
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Eine weitere Moglichkeit zur Erkldrung des negativen Einflusses der N-terminalen Extension
besteht in der Modifikation der Bindungseigenschaften des H-Proteins an das P-Protein. H-
Proteine sind relativ saure Proteine. Anhand der bereits bekannten Proteinstrukturen wurde
die Region II definiert, welche fiir die P-Protein-Bindung eine Rolle spielt (Nakai et al.,
2003). In diesem Bereich des Proteins hiufen sich Aminosduren mit negativ geladenen
Seitenketten (Abb. 56). In der Region II des H-Proteins aus 7. thermophilus (nahe des N-
Terminus) befinden sich vermehrt saure Aminosduren. Das H-Protein aus Synechocystis
besitzt am N-Terminus ebenfalls zwei negativ geladene Glutamatreste. Eine Beteiligung
dieser Aminosduren an der Region II ist deshalb sehr wahrscheinlich. Die N-terminale Fusion
mit einem polaren His-Tag konnte die Struktur derr Region II verdndern und somit die
Bindung an das P-Protein negativ beeinflussen. Unterstiitzt wird diese These durch den leicht
erhohten K,,-Wert des H-Proteins mit Affinitdtstag (1,0 uM) gegeniiber dem H-Protein ohne
Fusion (0,47 uM).

Eine relativ feste Bindung des H-Proteins an das P-Protein wurde bereits frither von
mehreren Arbeitsgruppen beschrieben. Besonders gut wurde die Interaktion der Proteine aus
der Leber von Vertebraten untersucht (Kikuchi & Hiraga, 1982). Mit Fluoreszenzstudien des
Enzyms aus Huhn wurde eine deutliche Verschiebung P-Protein-typischer
Absorptionsspektren nach Zugabe des H-Proteins festgestellt. Begriindet wurde dieser Effekt
mit einer Bindung des H-Proteins an das P-Protein, was zu einer Beeinflussung der P-Protein-
Struktur fiithrte. Mit zusétzlich durchgefiihrten Gelfiltrationsexperimenten wurde die relativ
feste Bindung beider Proteine verifiziert (Kikuchi & Hiraga, 1982). Bei der Auftrennung einer
Mixtur aus P- und H-Proteinen (Verhiltnis 1:6) wurde ein beachtlicher Teil des H-Proteins
zusammen mit dem P-Protein eluiert. Dieses Ergebnis wurde stark vom pH-Wert und der
Ionenkonzentration des verwendeten Proteinpuffers beeinflusst. Bei pH 6,6 wurde das P- und
H-Protein in einem Verhéltnis von 1:2 eluiert. Bei hoheren pH-Werten wurde immer weniger
Proteinkomplex erhalten. Eine relativ feste Bindung zwischen P- und H-Protein aus
Synechocystis wurde auch in den im Zeitraum dieser Dissertation durchgefiihrten
Experimenten festgestellt (nicht gezeigt). In einem pull-down-Experiment wurde
rekombinantes P-Protein an Ni*'-Sepharose gebunden. Als Pufferbedingung wurde ein
Niedrigsalzpuffer mit pH 6,5 gewéhlt. Nachdem eine Losung mit H-Protein iiber die Séule
lief, wurden nach mehreren Waschschritten geringe Mengen an H-Protein zusammen mit dem
gebundenen Enzym co-eluiert. Ein identisches Experiment mit dem P-Protein aus Huhn ergab
ein vergleichbares Ergebnis (Fujiwara & Motokawa, 1983). Indirekt bestdtigt wird die pH-
Abhingigkeit der H-Proteinbindung zusitzlich durch den erhohten K, des Synechocystis H-
Proteins bei pH 8 (12,3 uM) gegeniiber pH 6 (0,47 uM). Diese pH-Abhéngigkeit der Bindung
ist zusédtzlich eine mogliche Erklarung fiir das breite Spektrum der publizierten K,-Werte fiir
das H-Protein, da sich die verwendeten pH-Bedingungen teils deutlich unterscheiden (Tabelle
36). Die negative Beeinflussung der Proteininteraktionen bei hoheren Ionenkonzentrationen
liegt in der Maskierung der fiir die Bindung beider Proteine wichtigen
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Aminoséureseitenketten. Interaktionen zwischen den GCS-Proteinen wurden hdufig nur mit
der Verwendung von Niedrigsalzpuffern beobachtet (Kikuchi & Hiraga, 1982, Oliver et al.,
1990).

Bei allen getesteten Reaktionsbedingungen blieb der Glycin-K,-Wert stabil. Das Fehlen
von Aminomethylen-Akzeptor, Liponsdure als alternativer Akzeptor, die Zugabe von H-
Protein sowie unterschiedliche pH-Werte hatten darauf keinen Einfluss. Dieses Ergebnis
deutet an, dass beide Substrate unabhingig voneinander an das P-Protein binden und
anschliefend die chemische Reaktion katalysiert wird. Dieses Ergebnis steht im Konflikt mit
den Ergebnissen des P-Proteins aus Huhn, dessen Glycin-K;,-Wert von 15 mM auf 4 mM
nach der Zugabe von H-Protein gesenkt wurde (Kikuchi & Hiraga, 1982). Erstaunlicherweise
wurden mit dem gleichen Enzym von einer anderen Arbeitsgruppe gegensitzliche Ergebnisse
erhalten (Fujiwara & Motokawa, 1983).

Meine Resultate belegen, dass es moglich ist, aktives rekombinantes P- sowie H-Protein
aus Synechocystis zu erhalten. Wéhrend der durchgefiihrten Messungen verhielt sich das H-
Protein eher als Substrat und nicht als Bestandteil eines Komplexes. Der im Vergleich zu
pH 6 relativ hohe K,,-Wert des H-Proteins bei pH 8 ist moglicherweise ein Grund fiir den
beobachteten Uberschuss dieses Proteins in vivo. Die erhaltenen Daten zeigen dariiber hinaus,
dass die biochemischen Eigenschaften des cyanobakteriellen Systems denen vom P- und H-
Protein aus Vertebraten und Pflanzen sehr stark gleichen. Die rekombinanten GCS-Proteine
aus Synechocystis eignen sich deshalb zum Studium eukaryotischer GCS-Proteine in

struktureller sowie biochemischer Hinsicht.

6.2. Kooperation von H-Proteinen mit dem P-Protein aus Synechocystis

Das Gen s/l0879 kodiert fiir das H-Protein aus Synechocystis sp. PCC 6803, welches eine
Molmasse von 14,6 kD besitzt. Eine Auswahl von in der UniProt-Datenbank
(http://www.uniprot.org/) aufgefiihrten Proteinen, welche signifikante Ahnlichkeiten zu dem
H-Protein aus Synechocystis aufweisen, ist in Tabelle 37 aufgefiihrt. Zum Vergleich wurden
auch Proteine eukaryotischer Herkunft wie z. B. aus P. sativum, A. thaliana, F. trinervia und
H. sapiens herangezogen. Die hochste Identitdt zeigt das Protein aus Synechocystis zu H-
Proteinen cyanobakteriellen Ursprungs. Die Identitit zu vielen weiteren pro- und

eukaryotischen H-Proteinen ist hdufig geringer als 50 %.

Tabelle 37: Vergleich des H-Proteins aus Synechocystis mit Proteinen aus der UniProt-Datenbank

Organismus AS kD IP acc. nr. Identitit in %
Synechocystis sp. PCC 6803 132 14,6 3,92 P73560
Synechococcus sp. 132 14,8 3,88 B1XNI3 59

T. elongatus BP-1 127 13,5 3,87 Q8DIB2 58
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M. aeruginosa PCC 7806 131 14,4 3,98 A8YIB3 56
Anabaena sp. PCC 7120 130 14,4 3,92 Q8YNEF8 53
Acaryochloris marina 128 13,7 3,97 B0C921 51
X. campestris 131 14,0 4,03 Q8P6T9 51
B. subtilis 127 14,3 4,12 032174 49
T. thermophilus HBS 128 1401 4,09 Q5SKW9 46
C. botulinum Bf. 130 14,6 4,03 B1QLP6 45
E. coli K12 129 13,8 4,01 POA6T9 44
P. sativum 131 14,0 4,65 P16048 47
F. trinervia GLDH™ 134 14,2 491 P46485 47
A. thaliana GLDH1 131 14,2 4,73 Q42403 46
A. thaliana GLDH3 132 14,3 4,55 082179 51
H. sapiens 125 13,8 4,36 P23434 42

H-Proteine sind kleine, relativ saure und hitzestabile Proteine mit Liponsdure
(6,8-Dithioloctansdure) als funktionelle Gruppe (Andreesen, 1994, Fujiwara et al., 1979,
Robinson et al., 1973). Thre GroBe wurde fiir einige Pro- und Eukaryoten experimentell
ermittelt. Die Molmassen entsprechen oftmals den in silico berechneten Werten. So wurde fiir
das H-Protein aus E. acidaminophilum die errechnete Molmasse von 13 kD bestitigt
(Freudenberg & Andreesen, 1989). Die Proteine weiterer prokaryotischer Vertreter haben
dhnliche GroBen, z. B. aus P. glycinophilus und T. thermophilus mit 12,6 kD bzw. 14,1 kD
(Nakai et al., 2003, Robinson ef al., 1973). Untersuchte H-Proteine aus Eukaryoten sind z. B.
das Protein aus der Ratte mit einer Grof3e von 17 kD (Motokawa & Kikuchi, 1969), 13,9 kD
fiir das H-Protein aus dem Huhn und 14,1 kD fiir den Vertreter aus P. sativum (Kim & Oliver,
1990, Macherel et al., 1990). Diese Aufzdhlung ist zum einen ein Beleg fiir die ubiquitire
Verbreitung und zum anderen fiir das haufig beschriebene Vorkommen der H-Proteine als
Monomer. Die erhaltenen Ergebnisse in dieser Dissertation widersprechen jedoch letzterer
Aussage. Die durch Glycin-SDS-PAGE ermittelten Molmassen der bakteriellen H-Proteine
aus Synechocystis und E. coli mit ca. 35 bzw. 30 kD weichen stark von dem in silico
ermittelten Werten ab und sprechen eher fiir eine Dimerisierung der Polypeptide. Das
Ergebnis der durchgefiihrten Massenspektrometrie mit dem Synechocystis-Protein unterstiitzt
diese Annahme jedoch nicht. Fiir dieses Verfahren mussten die Proteinproben jedoch speziell
vorbereitet werden, wodurch Bindungen zwischen den H-Protein-Untereinheiten
aufgebrochen worden sein konnten(Dr. Stefan Mikkat, miindl. Mitteilg.). Die untersuchten
eukaryotischen H-Proteine aus A. thaliana, F. trinervia und H. sapiens liefen in der
durchgefiithrten SDS-Glycin-PAGE als Monomer. Zur weiteren Absicherung dieser

Ergebnisse wurden Massenbestimmungen mit einer geeichten Grofenausschlusssédule



Diskussion 84

durchgefiihrt. Diese bestdtigten das vorwiegend dimere Vorkommen des Synechocystis H-
Proteins. Die Ergebnisse des Proteins aus E. coli sprechen ebenso fiir das Vorkommen als
Dimer oder sogar fiir das Auftreten weiterer Oligomerisierungszustinde. Unter nativen
Bedingungen treten die pflanzlichen H-Proteine ebenfalls nicht ausschliefSlich als Monomer
auf. In der durchgefiihrten Glycin-SDS-PAGE mit dem nativem Ladepuffer wurden sowohl
dimere als auch monomere Zustinde der H-Proteine aus A. thaliana und F. trinervia
beobachtet. Diese Ergebnisse konnten wiederum durch Gelfiltrationsexperimente verifiziert
werden. Doch wihrend das F. trinervia Protein vorwiegend als Dimer vorkam, wurden fiir
das H-Protein aus 4. thaliana weitere oligomere Zusténde inklusive dem H-Protein-Monomer

bestimmt.

Was ist also der Grund dafiir, dass H-Proteine hdufig als monomere Proteine angesehen
werden? Hiufig wurde zur Bestimmung der ProteingroBe eine denaturierende SDS-PAGE
durchgefiihrt. Das Erfassen von Protein-Protein-Interaktionen ist auf diesem Wege
unmoglich, wie die Ergebnisse mit den pflanzlichen H-Proteinen belegen (Abb. 13, Abb. 32).
Erstaunlich ist es eher, dass die H-Proteine aus Synechocystis als auch E. coli selbst unter
diesen denaturierenden Bedingungen anscheinend in einem dimeren Zustand vorlagen. Es gibt
weitere unabhingig publizierte Daten fiir das oligomere Vorkommen von H-Proteinen. Das
wiéhrend dieser Arbeiten heterolog exprimierte H-Protein aus H. sapiens hatte in der SDS-
PAGE eine GroBle von 16 kD. Gelfiltrationsexperimente mit dem aus der humanen Leber
gereinigten H-Protein sprachen aber auch hier fiir das Vorkommen als Dimer (Hiraga ef al.,
1981). In Gelfiltrations- und SDS-PAGE-Experimenten wurden des Weiteren tetramere und
monomere Formen des H-Proteins aus P. glycinophilus erfasst. Die tetramere Form des
Proteins konnte dabei in beiden Féllen durch Zugabe von Reduktionsdquivalent in die
monomere Form {iberfithrt werden (Robinson et al., 1973). Diesbeziiglich wurde auch in
dieser Arbeit ein Einfluss von Reduktionsmitteln wie DTT oder B-Mercaptoethanol auf die
Oligomerisierung der pflanzlichen H-Proteine festgestellt (Abb. 32). Das Auftreten von
dimeren pflanzlichen H-Proteinen konnte dariiber hinaus unabhingig von den hier
durchgefiihrten Versuchen gezeigt werden (Oliver, 1994). Die erhaltenen und bereits
publizierten Ergebnisse lassen eine redoxabhidngige Oligomerisierung von pflanzlichen H-
Proteinen vermuten. Die dafiir bendtigten Thioredoxine kommen in pflanzlichen
Mitochondrien vor und die physikalischen Interaktionen dieser Proteine mit GCS-
Komponenten wurden bereits experimentell bestitigt (Balmer ez al., 2004, Marti et al., 2009).
Die Zugabe von Reduktionsmitteln hatte auf den Oligomerisierungsstatus des H-Proteins aus
Synechocystis jedoch keinen Einfluss. Im Gegensatz dazu wurde mit dem Protein aus E. coli
eine Beeinflussung des Oligomerisierungsstatus festgestellt. Im C-terminalen Bereich fast
aller pflanzlicher H-Proteine befindet sich ein konserviertes Cystein. Dieser Cysteinrest
konnte fiir die beobachtete redoxabhédngige Oligomerisierung pflanzlicher H-Proteine von
Bedeutung sein (Abb. 55). Die GCS-Regulation in Abhéngigkeit vom Redoxstatus der
mitochondrialen Matrix wurde experimentell bestétigt (Palmieri er al., 2010, Sarojini &
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Oliver, 1983). Durch die Zugabe von Reduktionsmitteln konnte die GCS-Aktivitit gesteigert
werden. Auch eine negative GCS-Regulation in A. thaliana durch Nitrosylierung der

Cysteinreste aller GCS-Komponenten wurde kiirzlich experimentell bestétigt (Palmieri et al.,
2010).
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Abb. 55: Aminosiure-Alignment verschiedener H-Proteine. Gezeigt ist ein mit ClustalX durchgefiihrtes
Alignment der prokaryotischen H-Proteine aus Synechocystis (UniProt P73560), T. elongatus BP-1 (UniProt
Q8DIB2), T. thermophilus (UniProt Q72LB0) und E. coli (UniProt B7LF90) bzw. der eukaryotischen H-Proteine
aus P. sativum (P16048), F. trinervia (CAA88734), H. sapiens (P24434) und A. thaliana (GLDHI1: UniProt
P25855; GLDH2: UniProt 082179). Blaue Rohren oberhalb der Sequenzen kennzeichnen a-Helices und rote
Pfeile B-Faltbldtter. Der fiir die kovalente Modifikation mit Liponsédure benétigte Lysinrest wurde schwarz
hinterlegt. AS, welche den mit der Aminomethylengruppe beladenen Lipoamidarm stabilisieren, sind griin
dargestellt (Cohen-Addad et al., 1997, Cohen-Addad er al., 1995, Nakai et al., 2003). Blau markierte AS sind
Teil der Region II der H-Proteine und konnten fiir die Interaktion mit dem P-Protein von Bedeutung sein (Nakai
et al., 2003). Im C-Terminus vieler pflanzlicher H-Proteine befindet sich ein konservierter Cysteinrest. Dieses
Cystein wurde gelb markiert.

Die bisher aufgelosten Strukturen der H-Proteine aus P. sativum und T. thermophilus werden
als hybrid-barrel sandwich Struktur beschrieben, die aus zwei antiparallelen B-Faltblittern
besteht, welche um 140° gedreht sind. Die beiden aus sechs bzw. drei B-Strdngen bestehenden
Faltblétter sind durch einen flexiblen /loop einer hairpin Struktur, die aus einer a-Helix
besteht, verbunden (Cohen-Addad et al., 1997, Cohen-Addad et al., 1995, Nakai et al., 2003,
Pares et al., 1994, Pares et al., 1995). Liponséure, als funktionelle Gruppe des Proteins, ist mit
der e-Aminogruppe eines in dieser Struktur befindlichen Lysinrests tiber eine Amidbindung
verkniipft. Dadurch ist der Lipoamidarm an der Oberfliche der H-Proteine lokalisiert. Der
Lysinrest aller bisher beschriebenen H-Proteine ist hoch konserviert (Abb. 55, schwarz
unterlegt) und essenziell fiir die Funktionalitit des Proteins (Cohen-Addad et al., 1995,
Fujiwara et al., 1986, Nakai et al., 2003, Pares et al., 1994, Pares et al., 1995).
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Die sich an der Oberfldche des Proteins befindende oxidierte bzw. reduzierte Form des
Lipoamidarms ist frei beweglich. Wird dieser vom P-Protein mit einer Aminomethylengruppe
beladen, kommt es zu einer Drehung um 90° (Cohen-Addad ef al., 1995). Dadurch findet eine
Umlagerung der prosthetischen Gruppe in eine Vertiefung des Proteins statt.
Wechselwirkungen mit einem stark konservierten Glutamatrest (Abb. 55, griin unterlegt)
stabilisieren den Lipoamidarm in dieser Position. Durch Wasserstoffbriickenbindungen und
hydrophoben Wechselwirkungen mit den Aminosiure-Resten Serlz, 11627, Ala31, Leu’ 5, Ala®
und Asp®’ (bezogen auf das Protein aus P. sativum) wird die Aminomethylengruppe vor
nukleophilen Angriffen von OH'-lIonen aus der umgebenden Losung geschiitzt, was die
nichtenzymatische Umwandlung zu NH;3 und Formaldehyd verhindert (Cohen-Addad et al.,
1997, Cohen-Addad et al., 1995, Nakai et al., 2003, Pares et al., 1994, Pares et al., 1995).
Eine zusitzliche Stabilisierung erfolgt bei pflanzlichen H-Proteinen durch die Interaktion mit
His™. Dieser Rest ist aber nur wenig konserviert, was den Lipoamidarm pflanzlicher H-
Proteine im Vergleich zu anderen Proteinen, wie z. B. dem Protein aus 7. thermophilus,
weniger beweglich macht (Nakai ef al., 2003).

Viele der im letzten Absatz beschriebenen Aminosiuren sind stark konserviert oder durch
Aminosduren mit identischen biochemischen Eigenschaften substituiert. Dies 14sst vermuten,
dass die Aminomethylen tragende funktionelle Gruppe bei allen H-Proteinen geschiitzt in
einer Vertiefung des Proteins liegt. Die H-Proteine aus P. sativum sowie T. thermophilus sind,
wie bereits erwéhnt, zu 47 % identisch und deren 3-D-Struktur ist nahezu gleich (Nakai ef al.,
2003). Das H-Protein aus Synechocystis besitzt zu beiden Proteinen eine Identitit von 47 %
bzw. 46 %. Eine dhnliche Struktur des cyanobakteriellen H-Proteins zu den bisher bekannten

Strukturen aus P. sativum und T. thermophilus ist deshalb zu vermuten.

Es wurde bereits in fritheren Arbeiten publiziert, dass P- und H-Protein aus der
Hiihnerleber von den korrespondierenden Proteinen aus 4. globiformis ersetzt werden konnen
(Hayasaka et al., 1980). Dies bewies, dass ein eukaryotisches H-Protein durch ein
prokaryotisches H-Protein ersetzt werden kann. Genaue biochemische Analysen zum
Austausch von pro- bzw. eukaryotischen GCS-Komponenten liegen aber bis heute nicht vor.
Aus diesem Grund wurde das rekombinante cyanobakterielle P-Protein mit weiteren H-
Proteinen beider Dominen in Enzymtests kombiniert. Mit allen getesteten H-Proteinen
wurden biochemische Aktivititen in Form von Michaelis-Menten-Kinetiken gemessen.
Dartiber hinaus liegen alle ermittelten V,,-Werte in einem Bereich von 3,5 — 5,5 umol min™!
mg"' und waren somit nahezu identisch. Dies unterstiitzt wiederum die These, dass trotz der
groflen evolutiondren Abstinde zwischen den untersuchten Organismen die Struktur der H-

Proteine nahezu identisch geblieben sein muss.

Grof3e Unterschiede gab es hingegen beziiglich der gemessenen K,,-Werte der H-Proteine.
Wiéhrend das Symechocystis P-Protein in vitro schon bei geringen Konzentrationen von
prokaryotischen H-Proteinen geséttigt war, mussten die pflanzlichen H-Proteine in groBem

Uberschuss im Enzymansatz vorhanden sein, um eine Séttigung der Reaktion zu erzielen. Die
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ermittelten K,,-Werte der pflanzlichen H-Proteine {iberstiegen die der bakteriellen H-Proteine
um den Faktor 100. H-Proteine werden als Co-Substrat der anderen GCS-Proteine, speziell
aber des P-Proteins, angesehen (Fujiwara & Motokawa, 1983, Kim & Oliver, 1990, Nakai e?
al., 2005, Oliver ef al., 1990). Die erhaltenen K,,-Werte sind dabei das Ergebnis verschiedener
Ereignisse. Dazu gehort zum einen die Bindung des H-Proteins an das P-Protein, zum anderen
die Katalyse der Reaktion und die Dissoziation des H-Proteins vom P-Protein. Dies bedeutet
wiederum, dass die groBeren K;-Werte der pflanzlichen Proteine auf schwichere

Wechselwirkungen mit dem bakteriellen P-Protein zuriickzufiihren sein konnten.

P. sativum T. thermophilus

Abb. 56: Modelle der molekularen Oberflichen der H-Proteine aus P. sativum und T. thermophilus. Die
negativ geladenen Aminosduren wurden rot markiert. Die Region II der H-Proteine ist mit einem schwarzen
Kreis gekennzeichnet. Zur Erstellung der Bilder wurde der Swiss-PDB-Viewer genutzt (http://spdbv.vital-it.ch/).

In einem in silico Modell wurde die Interaktion des H-Proteins mit dem P-Protein aus
T. thermophilus simuliert (Nakai et al., 2005). Das Enzym besitzt einen Kanal, der mit der
Liponsdure des H-Proteins iiber hydrophobe Wechselwirkungen interagiert. An der
Oberflache des P-Proteins umgeben den Kanal konservierte, positiv geladene Aminosduren
(Nakai et al., 2005). Diese stehen bei der Bindung beider Proteine mit negativ geladenen
Aminosduren des H-Proteins in Wechselwirkung. Bei der Betrachtung der in silico ermittelten
isoelektrischen Punkte der H-Proteine aus Tabelle 37 wird ersichtlich, dass prokaryotische H-
Proteine generell etwas saurer sind als ihre eukaryotischen Verwandten. Durch die oft
identische Anzahl der Aminosduren der reifen Proteine miissen die niedrigeren
isoelektrischen Punkte auf eine groBere Anzahl an negativ geladenen Aminoséduren
zuriickzufithren sein. Anhand der bekannten H-Protein-Strukturen wurden mehrere
konservierte Aminosduren identifiziert, die mit dem P-Protein in Wechselwirkung treten
konnten (Abb. 55). Beim Vergleich der Strukturmodelle der H-Proteine aus P. sativum (PDB:
1HTP) und 7. thermophilus (PDB: 10NL) zeigt sich eine grof8ere Anzahl saurer Aminoséduren
in der Region II des prokaryotischen H-Proteins (Abb. 56). Dies korreliert mit dem
niedrigeren isoelektrischen Punkt des Proteins aus 7. thermophilus (Tabelle 37).
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Anhand der bekannten Proteinstrukturen wurden 3-D-Modelle einiger der in dieser
Dissertation exprimierten H-Proteine berechnet (http://www.uniprot.org/uniprot). Bei einem
Vergleich der Regionen II der Strukturmodelle wird eine groBere Anzahl saurer Aminosduren
bei den prokaryotischen H-Proteinen sichtbar (Abb. 57). Dies stimmt wiederum mit den
generell niedrigeren isoelektrischen Punkten der prokaryotischen H-Proteine iiberein. Die
Auswertung dieser Strukturmodelle ldsst die Spekulation zu, dass der P-Protein-bindende
Bereich prokaryotischer H-Proteine mehr negativ geladene Aminosduren enthilt, was
wiederum zu einer stirkeren Bindung an das P-Protein fithrt. Die in vifro gemessenen Daten

wiirden diese Theorie bestdtigen.

E trinervia Synechocystis sp.

Abb. 57: In silico erstellte Modelle der H-Proteine aus F. trinervia, Synechocystis und A. thaliana durch
Vergleich mit bereits bekannten Strukturen. Die Struktur des H-Proteins aus E. coli wurde Kkiirzlich
aufgeklirt (PDB: 3A7L). Die negativ geladenen Aminosduren wurden rot markiert. Die Region II der
H-Proteine ist mit einem schwarzen Kreis gekennzeichnet. Zur Erstellung der Bilder wurde der Swiss-PDB-
Viewer genutzt (http://spdbv.vital-it.ch/).

Eine Ausnahme ist das menschliche H-Protein. Als einziges der hier untersuchten
eukaryotischen H-Proteine hat es zu den prokaryotischen Proteinen einen nahezu identischen
Kn-Wert. Der isoelektrische Punkt des Proteins ist zwar im Vergleich zu anderen

eukaryotischen H-Proteinen sehr gering (Tabelle 37), jedoch konnte mit dem in silico
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erstellten Strukturmodell kein deutlicher Unterschied in der Anzahl saurer Aminosiuren in
der Region II zu den pflanzlichen H-Proteinen festgestellt werden. Eine ClustalX-Analyse der
H-Proteine von Wirbeltieren zeigt aber im Gegensatz zu den pflanzlichen H-Proteinen eine
ndhere Verwandtschaft zu den prokaryotischen H-Proteinen (Abb. 58). Dies konnte eine
mogliche Erklarung fiir die starke Differenz zwischen den K,,-Werten des humanen und der

pflanzlichen H-Proteine sein.

6.3. Modifikation der GCS-Aktivitit durch alternatives Spleifien des H-

Proteins in F. trinervia

Die Interaktion des cyanobakteriellen P-Proteins mit allen untersuchten H-Proteinen
unterstreicht die Eignung dieses Enzyms als Modellprotein fiir eukaryotische P-Proteine.
Diese Aussage wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass es moglich war, biochemische
Unterschiede zwischen den H-Proteinen FtGLDH und FtGLDH"” aus F. trinervia zu messen.
Diese Cs-Art der Gattung Flaveria verfiigt iber nur ein H-Protein-Gen. Nach dessen
Transkription werden durch Nutzung zweier splice-Akzeptorstellen (alternatives Spleilen) die
oben erwéhnten H-Proteine gebildet (Kopriva ef al., 1995). Dieser Vorgang findet ebenfalls in
anderen fortgeschrittenen Cy-Arten dieser Gattung wie F. palmeri, F. bidentis und
F. australasica statt (Kopriva et al., 1996). Weitere Flaveria-Arten mit C; oder C;—Cy4
intermedidrer Photosynthese dagegen haben nur ein H-Protein oder verfiigen iiber eine H-
Protein-Multigenfamilie (Kopriva & Bauwe, 1995, Kopriva et al., 1996). Schon frither wurde
dartiber spekuliert, dass die Modifikation der H-Proteine durch alternatives Spleien die
Gesamtleistung des GCS modifizieren konnte. Meine Ergebnisse bestdtigen zumindest eine
um ca. 20 % erhdhte Aktivitit des Proteins FtGLDH™ gegeniiber FtGLDH und damit eine
bessere Substrateigenschaft von FtGLDH** fiir das P-Protein (Hasse ef al., 2009). Dieser
Effekt wurde ebenfalls durch eine artifizielle Mutation des H-Proteins AtGLDHI1 aus
A. thaliana bestétigt und beweist zusétzlich, dass die Insertion von zwei Alanin-Molekiilen
am N-Terminus der reifen pflanzlichen H-Proteine die Leistungsfihigkeit des Synechocystis
P-Proteins erhoht. Dariiber hinaus wurden diese Ergebnisse auch in Kombination mit dem
pflanzlichen P-Protein aus P. sativum bestétigt. Hierzu wurde ein Mitochondrienextrakt
vermessen, dem das zu untersuchende Co-Substrat beigemengt wurde, was zu einer positiven
Beeinflussung der P-Protein-Aktivitdt im Extrakt fithrt (Hasse et al., 2009, Walker & Oliver,
1986).

Warum konnte sich diese Modifikation des H-Proteins vorteilhaft auswirken? Am
Untersuchungsobjekt Populus wurde die Rolle des GCS fiir den pflanzlichen C;-Stoffwechsel
in heterotrophen Geweben untersucht. Die GCS-Konzentration ist dort nahe der
Detektionsgrenze (Bourguignon et al., 1993). Dennoch ist bekannt, dass GCS in diesen
Geweben in Kooperation mit der SHMT C;-Kohlenstoffeinheiten fiir zahlreiche Biosynthesen
bereitstellt (Mouillon ef al., 1999). Dabei wird Serin von einer zytosolischen SHMT in Glycin
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konvertiert, welches anschliefend in die Mitochondrien transportiert und tiber GCS und
SHMT wieder zu Serin umgewandelt wird. Serin wird danach wiederum in das Zytosol
transportiert. Damit wird ein C;-Einheiten generierender Reaktionszyklus (Glycin-Serin-
Zyklus) geschlossen (Mouillon et al., 1999). Pflanzen wie P. trichocarpa benétigen in den
heterotrophen Geweben besonders viel C;-Kohlenstoff fiir die Synthese von Lignin.
Erstaunlicherweise kodiert diese Pflanze zwei H-Proteine PtGDH1 und PtGDH2, welche sich
phylogenetisch von denen in den photosynthetisch aktiven Geweben vorkommenden H-
Proteinen PtGDH3 und PtGDH4 unterscheiden (Rajinikanth ez al., 2007). Betrachtet man die
H-Proteine aus Pflanzen wie O. sativa, S. bicolor, A. thaliana, M. truncatula und V. vinifera
wird deutlich, dass es zwei Gruppen von pflanzlichen H-Proteinen gibt (Abb. 58). Die im
Blattmesophyll an der Photorespiration beteiligten H-Proteine sowie die in den heterotrophen
Geweben exprimierten H-Proteine bilden dabei jeweils ein eigenstindiges phylogenetisches
Cluster. Die Betrachtung dieses Stammbaums ldsst dariiber hinaus eine néhere
Verwandtschaft der H-Proteine aus den heterotrophen Geweben (hier C;-H-Proteine genannt)
zu den bakteriellen H-Proteinen vermuten. Die in den photosynthetischen Geweben
synthetisierten H-Proteine werden auch als Klasse 1 H-Proteine oder photorespiratorische H-
Proteine bezeichnet, wihrend die H-Proteine aus heterotrophen Geweben als Klasse 2 oder
C,-H-Proteine betitelt werden (Rajinikanth et al., 2007). In A4. thaliana ist die Expression der
Klasse 1 H-Proteine AtGLDHI1 und AtGLDH2 und des Klasse 2 H-Proteins AtGLDH3
unterschiedlich reguliert (Abb. 7). Dies trifft ebenso auf die H-Proteine aus P. trichocarpa zu.
Dabei werden die Proteine der Klasse 1 vorwiegend in den griinen Blattorganen synthetisiert,
wihrend die Klasse 2 H-Proteine in den heterotrophen Geweben exprimiert werden. Durch
die fehlenden Expressionsdaten weiterer Pflanzen ist jedoch eine Verallgemeinerung dieser
Genregulation fiir alle Pflanzen mit Klasse 1 bzw. 2 H-Proteinen nicht méglich. Zusétzlich zu
den Expressionsdaten gibt es dariiber hinaus bei genauer Betrachtung kleine Unterschiede in
der P-Protein bindenden Region 2 der H-Proteine AtGLDHI1 und AtGLDH3. So ist
feststellbar, dass AtGLDH3 in diesem Bereich iiber mehr negativ geladene Aminosduren als
AtGLDHI1 verfiigt (Abb. 59). Der isoelektrische Punkt von AtGLDH3 ist gegeniiber
AtGLDHI1 ebenfalls etwas geringer (Tabelle 37). Dies konnte eine stirkere und damit bessere
Bindung von AtGLDH3 an das P-Protein ermo6glichen, was insbesondere bei geringen GCS-
Konzentrationen in Wurzelmitochondrien vorteilhaft wére. Dies lédsst sich bis jetzt zwar nicht
beweisen, jedoch konnte diese These durch die Bestimmung eines niedrigeren K,,-Wertes von
AtGLDH3 gegeniiber AtGLDH1 in weiteren Tests erhirtet werden.
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Abb. 58: Unrooted phylogenetischer Stammbaum von H-Proteinen verschiedener pro- und eukaryotischer
Organismen erzeugt durch ein Protein-Alignment mit dem Programm ClustalX (Larkin ez al, 2007). Der
Stammbaum wurde mit dem Programm TreeView (Page, 1996) angefertigt. Fiir die phylogenetische Analyse
wurden die H-Proteine folgender pro- und eukaryotischen Organismen genutzt: Anabaena sp. PCC 7120
(Q8YNEB), A. thaliana (AtGLDHI: P25855; AtGLDH2: Q9LQLO; AtGLDH3: Q82179), B. subtilis (032174),
B. taurus (P20821), C. botulinum (ATFRV4), E. coli (BTLF90), F. trinervia (P46485), G. max (C6TOB7,
C6TIJS), H. sapiens (P23434), M. truncatula (BTFM93, Q2MGQ?2), M. aeruginosa (BOLRIJS), M. musculus
(Q9CY75), O. sativa (A2Z9BS8, A2X1E0, B8B163), P. sativum (P16048), P. trichocarpa (PtGDHI1: B91Q46;
PtGDH2: B9ICPS5; PtGDH3: A9PG07; PtGDH4: BOMTZ6), P. marinus (A3PFF7), P. aeruginosa (Q91136),
R. norvegicus (Q9QYUS), S. bicolor (C5XW40, C5YTR0), S. aureus (Q6GB23), S. malthophilia (B2FR20),
Synechocystis sp. PCC 6803 (P73560), T. elongatus BP1 (Q8DIB2), T. maritima (QOWYSS5), T. thermophilus
(Q72LBO), V. vinifera (D11194, D11IKQ7, D1IL51), X. laevis (Q242S1).
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AtGLDH1 AtGLDH3

Abb. 59: In silico erstellte Modelle der H-Proteine AtGLDH1 und AtGLDH3 aus A. thaliana durch
Vergleich mit bereits bekannten Strukturen. Die negativ geladenen Aminosduren wurden rot markiert. Die
Region II der H-Proteine ist mit einem schwarzen Kreis gekennzeichnet. Zur Erstellung der Bilder wurde der
Swiss-PDB-Viewer genutzt (http://spdbv.vital-it.ch/).

Die beiden Spleilformen des H-Proteins aus F. trinervia gehoren zur Klasse 1.
Interessanterweise wird das alternative Spleiflen der prai-mRNA reguliert (Kopriva et al.,
1995). FtGLDH wird vorwiegend in den heterotrophen Pflanzengeweben exprimiert, wahrend
in den photosynthetisch aktiven Geweben der Pflanze hauptsichlich FtGLDH"* gebildet
wird. Damit sind Parallelen zur differenziellen Regulation von Klasse 1 und Klasse 2 H-
Proteinen erkennbar. Somit konnte das alternative Spleilen der H-Proteine aus F. trinervia
eine andere Art der H-Protein-Anpassung an die Bediirfnisse eines in photosynthetischen

bzw. heterotrophen Geweben lokalisierten GCS sein.

Die Erzeugung von unterschiedlichen H-Proteinen durch alternatives Spleiflen scheint zum
jetzigen Zeitpunkt nur ein Merkmal der weiter fortgeschrittenen Cy-Arten der Gattung
Flaveria zu sein. In den Genomen der Cy-Arten Z. mays sowie S. bicolor gibt es keine
Indizien fiir ein alternatives Spleilen von H-Proteinen. Das Genom von S. bicolor kodiert
dariiber hinaus zwei H-Proteine, wobei C5YT80 der Klasse 1 und C5XW40 der Klasse 2

zugeordnet werden kann (Abb. 58). Das Maisgenom kodiert ebenfalls mehrere H-Proteine.

In dieser Dissertation konnte mit den H-Protein FtGLDH"* eine 20%ige Steigerung der P-
Protein-Aktivitdt gegeniiber FtGLDH gemessen werden. Gegeniiber Cs-Pflanzen ist der
photorespiratorische Fluss von Kohlenstoffeinheiten in C4-Pflanzen sehr gering. Deshalb ist
die GCS-Konzentration in diesen Pflanzen selbst in photosynthetischen Geweben sehr gering.
Dennoch ist die Photorespiration in diesen Pflanzen ein essenzieller Reaktionszyklus (Zelitch
et al., 2009). Dartiber hinaus steigt die Photorespirationsrate in C4-Pflanzen bei osmotischem
Stress und hohen Temperaturen deutlich an (Osmond & Harris, 1971). Bei diesen
Bedingungen konnte ein H-Protein, welches die Gesamtleistung des GCS positiv beeinflusst,
von Vorteil sein und eine Limitierung des photorespiratorischen Stoffwechsels verhindern.

Durch Zusatz von rekombinantem H-Protein konnte auch die P-Protein-Aktivitit in
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Mitochondrienextrakten aus Erbse gesteigert werden (Hasse et al., 2009). Inwieweit das ein
Hinweis auf eine limitierende Rolle der H-Proteinmenge fiir die in vivo GCS-Aktivitét

darstellt, bedarf weiterer Untersuchungen.

Uber die Ursache der Aktivititssteigerung durch die Insertion der zwei Alanin-Molekiile
am N-Terminus des H-Proteins FtGLDH™* kann ebenfalls nur spekuliert werden. Jedoch
bewegt sich der N-Terminus des Proteins durch die Insertion der zwei Alanin-Molekiile in
Richtung des His’*. Diese Aminoséure stabilisiert in Pflanzen den Liponsiurerest iiber die
Ausbildung von Wasserstoftbriicken (Nakai et al., 2003, Pares et al., 1994, Pares et al., 1995).
Es ist deshalb eine Beeinflussung von His*® denkbar. Dies konnte die Beweglichkeit des
Liponsdurearms positiv beeinflussen. Weiterhin ist der N-Terminus ein Teil der Region II und
konnte somit auch die Ladungsarchitektur an der Oberfldche und damit die P-Protein-Bindung

beeinflussen.

6.4. Die Struktur des P-Proteins aus Synechocystis sp. PCC 6803

Neben der biochemischen Charakterisierung des P-Proteins war ein weiteres Hauptziel dieser
Dissertation die Aufkldrung der Proteinstruktur des Synechocystis P-Proteins und damit die
Bestimmung der ersten dreidimensionalen Struktur eines homodimeren P-Proteins. Das
Enzym wird in Synechocystis vom Leserahmen s/r0293 kodiert. In der Tabelle 38 sind einige
der in der Uni-Prot-Datenbank enthaltenen Proteine aufgelistet, die signifikante Ahnlichkeiten

zum P-Protein aus Synechocystis aufweisen.

Das P-Protein ist ubiquitér verbreitet und wurde bereits aus einer Vielzahl von Pro- und
Eukaryoten isoliert. Viele prokaryotische Proteine wie z. B. das Enzym aus 7. thermophilus
haben den Aufbau eines a,,-Tetramers. Die a-Untereinheit hat eine Grofle von 47,1 kD. Die
B-Untereinheit ist 52,7 kD grof3 (Nakai et al., 2003, Nakai et al., 2005). Die molekulare Masse
des Gesamtproteins betrdgt daher 200 kD. Dieses P-Protein ist bislang das Einzige, dessen
Proteinstruktur bekannt ist. Weitere beschriebene P-Proteine mit heterotetramerem Aufbau
sind die Enzyme aus E. acidaminophilum, A. aeolicus, B. subtilis, A. globiformis,
P. glycinophilus und C. acidiurici (Deckert et al., 1998, Freudenberg & Andreesen, 1989,
Gariboldi & Drake, 1984, Klein & Sagers, 1966b, Kochi & Kikuchi, 1974, Kunst et al.,
1997). Homodimere bakterielle P-Proteine wurden in E. coli (Okamura-lkeda et al., 1993),
M. tuberculosis (Cole et al., 1998), S. typhimurium (Stauffer et al., 1989) und Synechocystis
(Hasse et al., 2007) beschrieben. Eukaryoten besitzen dagegen generell P-Proteine mit
homodimerem Aufbau. Diese Proteine sind fiir ihre mitochondriale Lokalisation mit einem
35-86 Aminosduren langen leader peptide am N-Terminus fusioniert. Die Grofe der
eukaryotischen Monomere ist mit denen der prokaryotischen Monomere bzw. af-Dimere
vergleichbar. So wurde u. a. fiir das humane P-Protein eine Grée von 112 kD und fiir das
Enzym aus Huhn eine GroBe von 111,8 kD fiir die jeweiligen Monomere bestimmt (Hiraga &
Kikuchi, 1980, Kume et al., 1991). Beschriebene pflanzliche Enzyme sind das P-Protein aus
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P. sativum (Oliver et al., 1990, Turner et al., 1993) mit einer Grée von 105 kD fiir das
Monomer und zwei der fiinf in F. pringlii vorkommenden P-Proteine (Bauwe et al., 1995).
Letztere besitzen eine molekulare Masse von 106 kD und haben eine /eader-Sequenz von 33
bzw. 36 Aminosduren. Das leader peptide aus P. sativum ist mit 86 Aminosduren

aullergewohnlich lang.

Tabelle 38: Vergleich der Proteinsequenz des P-Proteins aus Synechocystis mit Proteinen aus der UniProt-
Datenbank

Organismus AS kD acc. nr. Identitit in %
Synechocystis sp. PCC 6803 983 107,3 P74416

M. aeruginosa 981 107,0 A8YBW4 72,3
Anabaena sp. PCC 7120 983 107,7 Q8YNF9 70,4
Synechococcus sp. 982 107,6 BIXNLS5 68,6
T. elongates BP1 954 103,8 Q8DIIB 65,7
A. thaliana P-Protein 1 972 105,5 080988 57,5
F. trinervia 971 105,9 049852 57,1
H. sapiens 985 109,1 P23378 54,7
E. coli 957 104,4 B7LF89 54,5
T. thermophilus o+ 911 100 a: Q5SKWS; B: P62030 37

In der phylogenetischen Analyse der Abb. 60 grenzen sich die heterotetrameren P-Proteine
deutlich von den homodimeren P-Proteinen ab. Das homodimere P-Protein aus Synechocystis
weist gegeniiber dem Enzym aus 7. thermophilus einen héheren Verwandtschaftsgrad zu den
pflanzlichen und tierischen Enzymen auf. Auch die Unterschiede in der Anzahl der
Aminosduren und vor allem der heterotetramere Aufbau des 7. thermophilus P-Proteins
verleithen dem Ausdruck. Eine cyanobakterielle P-Protein-Struktur kann deshalb bessere
Aussagen tiber die Funktionsweise homodimerer P-Proteine liefern und zusétzlich vielleicht
sogar bessere Einblicke in den Aufbau eines vermeintlichen GCS-Komplexes liefern. Dariiber
hinaus konnte mit dem enzymatisch aktiven P-Protein aus Symechocystis eine detaillierte

Struktur-Funktions-Analyse in vitro durchgefiihrt werden.
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Abb. 60: Phylogenetischer Stammbaum von P-Proteinen (Hasse ef al, 2010) mit homo- und
heterotetramerem Aufbau verschiedener pro- und eukaryotischer Organismen, erzeugt durch ein Protein-
Alignment mit dem Programm ClustalX (Larkin es al, 2007). Fir den Vergleich der homo- und
heterotetrameren Enzyme wurden die a-Untereinheiten und mit den jeweiligen B-Untereinheiten fusioniert. Der
Stammbaum wurde mit dem Programm TreeView angefertigt (Page, 1996). Die Glutamatdecarboxylase aus
E. coli (NP_287662) wurde als outgroup definiert. Fiir die phylogenetische Analyse wurden die P-Proteine
folgender pro- und eukaryotischer Organismen genutzt: Synechocystis sp. PCC 6803 (P74416), T. elongatus BP1
(NP _682393), Anabaena sp. PCC 7120 (NP _488647), O. sativa (AAQ24377), A. thaliana (BAE98954),
P. sativum (P26969), S. tuberosum (049954), F. anomala (049850), V. vinifera (XP_002279590), M. musculus
(NP_613061), B. taurus (XP_869239), H. sapiens (NP_000161), R. norvegicus (NP_001101053),
T. thermophilus HB8 (a: YP _143791; B: YP _143792), Bacillus sp. (a: ZP_01725792; B: ZP_01725793),
C. botulinum (a: YP_001253239; B: YP_001253240).

Trotz der relativ grofen Unterschiede zwischen den homodimeren und heterotetrameren
Enzymen gibt es eine 37%ige Identitdt zwischen den P-Proteinen aus Synechocystis und
T. thermophilus (Hasse et al., 2010). Dies ldsst vermuten, dass es in beiden Enzymen
Bereiche mit einer identischen Faltung geben konnte. Aufgrund dessen wurde die
Phaseninformation der P-Proteinstruktur aus 7. thermophilus fiir ein molecular replacement
genutzt. Mit den Daten aus den durchgefithrten Beugungsexperimenten und den
Phaseninformationen des heterotetrameren Enzyms konnte die Struktur des Synechocystis P-
Proteins aufgeklart werden (Abb. 61). Dargestellt sind die bisher modellierten Bereiche (ca.
959%) des cyanobakteriellen P-Proteins. Einige Proteindomidnen mit schwachen

Beugungsinformationen sind noch nicht sichtbar. Dazu zdhlen mobile Bereiche des Proteins
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in der Nihe des aktiven Zentrums sowie einige Teile an der Oberfliche des Proteins (I.

Andersson, miindl. Mitteilg.).

Abb. 61: Strukturmodell des homodimeren P-Proteins aus Synechocystis sp. PCC 6803. Beide Monomere
sind mit unterschiedlichen Farben markiert. Der N- und C-Terminus beider Untereinheiten wurde mit einem
Pfeil gekennzeichnet.

Durch das noch nicht vollstindig durchgefiihrte refinement des Proteins kann die Auswertung
der P-Protein-Struktur noch nicht im Detail erfolgen. Dennoch lassen sich bereits Aussagen
treffen und Vergleiche mit der Struktur aus 7. thermophilus durchfithren. Eindeutig sichtbar
ist der homodimere Aufbau des cyanobakteriellen Enzyms (Abb. 61). Beide Untereinheiten
interagieren in einem groflen Bereich entlang der Symmetrieachse miteinander. Damit wird

deutlich, dass homodimere P-Proteine nur als Dimer 16slich vorkommen konnen.

Wie bereits erwéhnt, ist das P-Protein ein PLP-abhingiges Enzym. Diese werden in die
Faltungstypklassen (I-V) eingeteilt, wobei das P-Protein aufgrund von Sequenzhomologien
zur Klasse 1 zu zéhlen ist (Grishin et al., 1995, Jansonius, 1998, Mehta & Christen, 2000).
Die Enzyme dieser Faltungsklasse wurden bisher immer als Homodimer beschrieben. Die -
und B-Untereinheiten der tetrameren Proteine weisen starke Sequenzéhnlichkeiten zu den
N-terminalen bzw. C-terminalen Bereichen der aus nur einer Untereinheit bestehenden
Proteine auf. Auch untereinander sind die a- und B-Untereinheiten mit einer Identitdt von
26 % sehr dhnlich. Deshalb wird postuliert, dass beide Untereinheiten durch Genspaltung und
anschliefende Verdnderung entstanden sind. Dies ging mit dem Verlust eines aktiven
Zentrums in der o-Untereinheit einher (Andreesen, 1994, Nakai et al., 2005). Die

Kristallstruktur des aus einem o,B,-Tetramer bestehenden P-Proteins wird deshalb auch als
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Homotetramer und nicht als Heterotetramer bezeichnet (Nakai et al., 2003, Nakai et al.,
2005).

Abb. 62: Uberlagerung der Strukturen eines Monomers des P-Proteins aus Synechocystis (grau) sowie
eines o 63;,-Dimers des Enzyms aus 7. thermophilus (a: blau; : rot). Die N- und C-terminalen Enden der

Proteinuntereinheiten aus 7. thermophilus sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Die Abb. 62 =zeigt einen Vergleich der Strukturen eines P-Protein-Monomers des
Synechocystis Enzyms mit einem o, 8;-Dimer des P-Proteins aus 7. thermophilus. Wie bereits
vermutet wurde, gibt es in beiden Proteinen Bereiche mit nahezu identischer Faltung. Dazu
gehoren vor allem die zentralen Teile des Proteins, die das aktive Zentrum beinhalten. Beide
Proteine katalysieren in vivo in Gegenwart des H-Proteins die Decarboxylierung von Glycin.
Dies erklart trotz der relativ groBBen phylogenetischen Unterschiede eine dhnliche Faltung der
aktiven Zentren beider Enzyme. Bei einer genaueren Betrachtung sieht man im zentralen
Bereich jedoch auch leichte Differenzen in der Orientierung sowie der Lange einiger Helices.
GroBlere Unterschiede gibt es in den &dufleren Bereichen beider Proteine. Dazu gehdren
wiederum Differenzen in der Orientierung und Ladnge einzelner Helices. Besonders sticht
hervor, dass das cyanobakterielle P-Protein einige zusdtzliche duBlere /loops besitzt, welche
dem Enzym aus T. thermophilus fehlen. Das C-terminale Ende der a-Untereinheit (A437,
Abb. 62) sowie der N-Terminus der B-Untereinheit (B2, Abb. 62) liegen beim 7. thermophilus
P-Protein weit auseinander. Aufgrund des homodimeren Aufbaus wird dieser Bereich beim
Synechocystis Enzym durch einen loop verbunden. Dies erkldrt ebenso, dass die homodimeren
P-Proteine mehr Aminosduren und damit eine etwas groflere molekulare Masse besitzen
(Tabelle 38).
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Das tetramere P-Protein aus 7. thermophilus besitzt zwei aktive Zentren, die jeweils an der
Grenzfliche zwischen der o- und B-Untereinheit lokalisiert sind. Der Boden der aktiven
Zentren wird hauptsdchlich durch Aminosduren der B-Untereinheit (GlysmB, AlamB, Glu574ﬁ,
His®™8  Qop6068 5488 6528 Asp677B Ala  Asn®®  His®®  Asn™® His™® und

7048

Lys™"), der obere Bereich hingegen nur von einer kleinen Doméne der B-Untereinheit

(Ser’"™® undCys*'*") und einer groBen Domine der o-Untereinheit (Tyr”®, Thr’®, Tyr’*®,
GIn*®* Tyr’®®, Thr'*® und Thr'?'®) gebildet. Diese Bereiche sind bei allen Pro- und
Eukaryoten hoch konserviert (Nakai et al., 2005). Die prosthetische Gruppe PLP tritt durch
extensive nichtkovalente Bindungen mit den Aminosdureresten der aktiven Zentren in
Wechselwirkung und ist im aktiven Zustand durch ein internes Aldimin (Schiff’sche Base)
mit einem hoch konservierten Lysinrest verbunden. Die Phosphatgruppe des PLP ist in einer
Vielzahl von Wasserstoftbriicken und Ionenpaarungen involviert und fixiert so den PLP im
aktiven Zentrum (Nakai et al., 2005). Besonders wichtig fiir die Fixierung des PLP sind einige
Aminoséuren des oberen Teils vom aktiven Zentrum (Tyr”®, Thr'**®, Thr'*'®). Dieser Bereich
ist in der Abb. 63 dargestellt. Das Thr'**® des T. thermophilus P-Proteins ist in den
homodimeren P-Proteinen der Cyanobakterien und Eukaryoten durch ein Cystein substituiert
(Abb. 63). Die Positionen des fiir die PLP-Bindung essenziellen Lysins sowie der
stabilisierenden Aminosduren sind verglichen mit dem heterotetrameren P-Protein nahezu
identisch.

Die abschlieBende Auswertung der Beugungsdaten wird weitere Vergleiche mit dem
Enzym aus T. thermophilus zulassen. Dies wird weitere Einblicke in die Funktionsweise und
Regulation eukaryotischer P-Proteine ermoglichen.

Lys726(266) ﬂ

Abb. 63: Vergleich der aktiven Zentren der P-Proteine aus Synechocystis (gelb) und 7. thermophilus
(grau) mit dem konservierten Lysinrest und den Aminosiuren Cys353, Thr** und Tyrm.
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7. Zusammenfassung

Ziel dieser Dissertation war die biochemische und strukturelle Charakterisierung des
P-Proteins aus Synechocystis. Dieses Enzym ist Teil des GCS und katalysiert zusammen mit
dem H-Protein die Decarboxylierung von Glycin. GCS ist ubiquitér verbreitet. In Prokaryoten
ist GCS im Zytosol, in Eukaryoten in der mitochondrialen Matrix lokalisiert. In Pflanzen
nimmt es durch die Beteiligung am photorespiratorischen C,-Zyklus eine besondere Rolle ein.
P-Protein-Mutationen fithren in Eukaryoten hiufig zu letalen Phianotypen. Menschen mit der
Erbkrankheit ,,nichtketotische Hyperglycindmie* haben erhohte Glycinkonzentrationen im
Blut und Gehirn. Diese Krankheit wird in 80 % aller bekannten Fille durch Mutationen des P-
Proteins verursacht und endet hiufig mit schweren Schidigungen bzw. dem Tod der
betroffenen Personen. Daher sind die biochemische Charakterisierung sowie die strukturelle
Aufkldrung eines eukaryotischen P-Proteins von wissenschaftlichem und praktischem
Interesse. Bis heute gelang es jedoch nicht, ein enzymatisch aktives eukaryotisches P-Protein
heterolog zu exprimieren. Letzteres ist jedoch Voraussetzung fiir die Gewinnung
ausreichender Proteinmengen zur Durchfiihrung struktureller Untersuchungen. Deshalb wurde
in dieser Dissertation das enzymatisch aktive, rekombinante P-Protein aus Synechocystis
biochemisch und strukturell charakterisiert. Dieses hat wie alle eukaryotischen P-Proteine
einen homodimeren Aufbau und ist phylogenetisch mit den pflanzlichen und tierischen P-

Proteinen nah verwandt.

Die mit dem rekombinanten P-Protein aus Synechocystis erhaltenen biochemischen Werte
dhneln denen anderer pro- und eukaryotischer P-Proteine (Hasse et al., 2007). Besonders
bemerkenswert ist die Ubereinstimmung der biochemischen Parameter mit dem P-Protein aus
P. sativum. Dies unterstreicht wiederum die These, dass alle heutigen pflanzlichen P-Proteine
von dem cyanobakteriellen Endosymbionten abstammen konnten. Neben dem Synechocystis
H-Protein kann das Enzym auch viele weitere pro- und eukaryotische H-Proteine als Substrat
verwenden. Dies unterstreicht wiederum die Eignung dieses Enzyms als Modellprotein zur
Charakterisierung aller P-Proteine mit homodimerem Aufbau sowie deren Interaktion mit
weiteren GCS-Proteinen. Wihrend der Interaktionsstudien mit eukaryotischen H-Proteinen
wurde festgestellt, dass die durch alternatives Spleilen gebildeten H-Proteine FtGLDH und
FtGLDH*" unterschiedliche Substrateigenschaften aufweisen. Damit konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass dieser in allen weiter fortgeschrittenen Cs-Arten der Gattung
Flaveria reguliert durchgefiihrte Prozess, zu einer Modifikation der P-Protein-Aktivitét fiihrt
(Hasse et al., 2009). Weiterhin wurden strukturelle Besonderheiten in den verschiedenen H-
Proteinen analysiert, die deren Substrateigenschaften sowie das Vorliegen von oligomeren H-
Protein-Zusténden erkldren konnten.

Im weiteren Verlauf der Arbeiten wurde das Synechocystis P-Protein am BMC in Uppsala,
Schweden, kristallisiert. Die erzeugten Kristalle eigneten sich zur Aufnahme von

Beugungsdaten mit einer Auflésung von ca. 2,0 A (Hasse et al., 2010). Durch Nutzung der
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Phaseninformation des P-Proteins aus 7. thermophilus gelang die Auflosung der ersten
Struktur eines homodimeren P-Proteins. Im Vergleich mit der bereits publizierten Struktur
dieses heterotetrameren P-Proteins ergaben sich strukturelle Ahnlichkeiten im zentralen
Bereich der aktiven Zentren. Im &ulleren Bereich weisen beide Proteine dagegen grof3e

Unterschiede auf.

Da die Struktur und Biochemie des Synechocystis P-Proteins denen der eukaryotischen
Enzyme auflerordentlich dhnlich ist, wurde mit den Ergebnissen dieser Arbeit ein geeignetes
Werkzeug fiir die Untersuchung homodimerer P-Proteine geschaffen. Durch die erhaltene
Struktur und die umfassenden biochemischen Datensétze mit sowohl prokaryotischen als auch
eukaryotischen H-Proteinen koénnen zukiinftig ausfiihrliche Struktur-Funktionsananlysen

durchgefiihrt werden.
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Abstract The multi-enzyme complex glycine decarboxylase is
important for one-carbon metabolism, essential for the photore-
spiratory glycolate cycle of plants, and comprises four different
polypeptides, P-, H-, T-, and L-protein. We report on the
production and properties of recombinant P-protein from the
cyanobacterium Synechocystis and also describe features of
recombinant H-protein from the same organism. The P-protein
shows enzymatic activity with lipoylated H-protein and very
low activity with H-apoprotein or lipoate as artificial cofactors.
Its affinity towards glycine is unaffected by the presence and nat-
ure of the methyleneamine acceptor molecule. The cyanobacte-
rial H-protein apparently forms stable dimers.

© 2007 Federation of European Biochemical Societies. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Glycine decarboxylase; P-protein; H-protein;
Cyanobacteria; Syrechocystis

1. Introduction

Glycine decarboxylase (GDC) is a multi-enzyme complex
which cooperates with serine hydroxymethyltransferase
(SHMT) in the reversible glycine—serine interconversion [1],
which is essential for carbon acquisition in methylotrophic
prokaryotes and one-carbon metabolism of eukaryotes. In
eukaryotes, GDC occurs only in mitochondria while SHMT-
isoforms are also present outside this organelle. The GDC-cat-
alyzed oxidative decarboxylation of glycine is accompanied by
the methenylation of tetrahydrofolate (THF) to CH,-THF, an
important one-carbon donor. GDC and SHMT are also essen-
tial enzymes for the plant photorespiratory Cs-cycle. This
high-throughput pathway salvages 2-phosphoglycolate synthe-
sized by Rubisco thus being a vital auxiliary mechanism that
enables plants to live in an oxygen-containing atmosphere. It
is hence not surprising that defects in GDC result in serious
metabolic disturbances in all eukaryotes. GDC mutations in
humans, e.g., cause the yet un-curable genetic disease non-
ketotic hyperglycinemia [2] and plants with strongly reduced

*Corresponding author. Fax: +49 (0) 3814986112,
E-mail address: hermann.bauwe@uni-rostock.de (H. Bauwe).

Abbreviations: GDC, glycine decarboxylase; SHMT, serine hydroxy-
methyltransferase; THF, tetrahydrofolate

levels of GDC [3] or SHMT [4] cannot survive in normal air.
Cyanobacteria possess a carbon-concentrating mechanism that
reduces, but not abolishes, photorespiratory processes. While
deletion of GDC results in distinct glycine accumulation, these
photosynthetic bacteria are more flexible than plants and can
survive without GDC [5]. This is due to the additional presence
of a bacterial-like glycerate pathway, which can bypass several
enzymatic reactions of the photorespiratory C,-cycle including
the GDC-catalysed reaction [6].

The complete GDC reaction cycle requires three different en-
zymes, P-, T-, and L-protein, and a small lipoylated aminom-
ethylene carrier protein [reviewed in [1]]. The protein-bound
lipoic acid of this latter protein, H-protein, plays a key role
as both electron acceptor and aminomethyl carrier when it
interacts as a mobile substrate one after the other with P-, T-,
and L-protein. The pyridoxalphosphate-containing P-protein
is the actual glycine-decarboxylating subunit; CO; is released
and the remaining aminomethylene group becomes bound to
the oxidized lipoamide arm of H-protein. Next, T-protein liber-
ates NH; from the H-protein-bound aminomethylene moiety
and transfers the methylene group to THF to yield CH»-
THEF. The then fully reduced lipoamide group of H-protein is
finally reoxidized by L-protein, an NAD*-dependent lipoamide
dehydrogenase, under simultaneous production of NADH [7].

Although a stoichiometry of 4 P-protein:27 H-protein:9 T-
protein:2 L-protein has been determined [8], the detailed struc-
ture of the multi-enzyme complex is not known, Stable P,H,
[9] and T;H, [10] associations have been demonstrated, but
structural interaction between H- and L-protein does not occur
[11]. Moreover, crystal structures for eukaryotic H- [12], L-
[13], and T-protein [14] have been obtained. All these studies
employed recombinant overexpression systems to obtain the
necessary amounts of purified protein. Such data are not yet
available for P-protein from eukaryotic sources but only from
the eubacterium Thermus thermophilus [15]. 1t is hypothesized
that this prokaryotic (o™ p%),-tetrameric P-protein and the
eukaryotic ap-type dimeric P-protein share a similar three-
dimensional structure; however, for unclear reasons, recombi-
nant overexpression of eukaryotic P-protein is difficult to
achieve (unpublished data from our laboratory).

Cyanobacteria are the ancestors of plant chloroplasts and
delivered many genes to plant genomes [16]. In contrast to
the T. thermophilus protein, cyanobacterial P-protein does
not comprise two subunits and is thus better comparable to
its eukaryotic homologs. Here, we report a method to produce
large amounts of highly purified recombinant cyanobacterial

0014-5793/$32.00 © 2007 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Several thousand plant genes are known to produce multiple transcripts,
but the precise function of most of the alternatively encoded proteins is not
known. Alternative splicing has been reported for the H-protein subunit of
glycine decarboxylase in the genus Flaveria. H-protein has no catalytic
activity itself but is a substrate of the three enzymatically active subunits,
P-, T- and L-protein. In Cy4 species of Flaveria, two H-proteins originate
from single genes in an organ-dependent manner. Here, we report on differ-
ences between the two alternative H-protein variants with respect to their
interaction with the glycine-decarboxylating subunit, P-protein. Steady-state
kinetic analyses of the alternative Flaveria H-proteins and artificially pro-
duced ‘alternative’ Arabidopsis H-proteins, using either pea mitochondrial
matrix extracts or recombinant cyanobacterial P-protein, consistently dem-
onstrate that the alternative insertion of two alanine residues at the N-ter-
minus of the H-protein elevates the activity of P-protein by 20% in vitro,
and could promote glycine decarboxylase activity in vivo.

Introduction

Several thousand plant genes are known to produce

folate, methylene-tetrahydrofolate and NADH are

multiple transcripts, but the precise function of most
of the alternatively encoded proteins is not known [1].
Alternative splicing has also been observed for H-pro-
tein, a component of the ubiquitous multi-enzyme sys-
tem glycine decarboxylase (GDC, EC 1.44.2) [2,3].
GDC is essential for photorespiratory and one-carbon
metabolism, and the vital function of this enzyme
complex is indicated by the fact that its inactivation is
fatal to plants [4] and animals [5].

The GDC H-protein (GLDH) has no catalytic activ-
ity itself but interacts via its lipoyl arm one after the
other with the three other GDC subunits, P-, T- and
L-protein. As a result of the GDC reaction cycle,
which requires the coenzymes NAD™ and tetrahydro-

Abbreviations

generated and CO», and NHj; are released [6].

Plant H-proteins are often encoded by small multi-
gene families, and the individual H-proteins suppos-
edly fulfil various functions in plant metabolism [7-9].
Some plants, however, harbour only one H-protein
gene, and we have previously reported that Cy4 species
of the genus Flaveria produce two H-proteins in an
organ-dependent manner by alternative 3” splice site
selection [2,10]. The alternatively encoded H-protein,
FlGLDHAA1 harbours two additional alanine residues
very close to its N-terminus, and is by far the most
dominant H-protein type in leaf mitochondria of these
plants. Because of photorespiratory metabolism, leaf
mitochondria contain much more GDC than root

GDC, glycine decarboxylase; GLDH, GDC H-protein; GLDH™ alternative H-protein; LplA, lipoate-protein ligase.

FEBS Journal 276 (2009) 6385-6991 @ 2009 The Authors Journal compilation @ 2009 FEBS

6985



Anhang (Hasse et al., 2010) 113

crystallization communications

;‘tmcc;ur‘;fB'LIO;y ’ Crystallization and preliminary X-ray diffraction
and Crystallization analyses of the homodimeric glycine decarboxylase
ComminaLGns (P-protein) from the cyanobacterium Synechocystis
ISSN 1744-3091

sp. PCC 6803
Dirk Hasse,* Martin Hagemann,” Glycine decarboxylase, or P-protein, is a major enzyme that is involved in the C,
Inger Andersson®* and Hermann metabolism of all organisms and in the photorespiratory pathway of plants and
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1. Introduction

Glycine decarboxylase (EC 1.4.4.2), or P-protein, is part of the glycine-
cleavage system (GCS), which is widely distributed in bacteria, plants
and animals. The GCS cooperates with serine hydroxymethyl-
transferase in the reversible glycine—serine interconversion (Douce et
al., 2001) and catalyses the oxidative cleavage of glycine to CO,,
NH} and a methylene group (~CH»-) in a multistep reaction. The
methylene group is accepted by tetrahydrofolate to yield methylene
tetrahydrofolate, a major cofactor in one-carbon metabolism. Hence,
it is not surprising that defects in the GCS result in serious metabolic
disturbances in eukaryotes. In humans, absence of glycine decar-
boxylase activity results in an enhanced accumulation of glycine in
the blood, leading to nonketotic hyperglycinaemia. This disease is
often caused by mutations in the P-protein subunit (Kume er al., 1988;
Kure e al., 1998). The GCS is also essential in the plant photo-
respiratory C, cycle, which salvages 2-phosphoglycolate resulting
from the oxygenation reaction catalysed by ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (RubisCO) under atmospheric conditions. In
Arabidopsis thaliana lack of P-protein also causes lethality under
nonphotorespiratory conditions, underlining the fact that GSC
activity is also essential for plant C; metabolism (Engel et al., 2007).
Cyanobacteria possess a carbon-concentrating mechanism that
reduces but does not abolish photorespiration (Eisenhut et al., 2008).
In Synechocystis sp. PCC 6803 GCS deletion leads to glycine accu-
mulation. However, because of its greater metabolic flexibility this
organism can survive without a GCS (Hagemann et al., 2005; Eisen-
hut et al., 2006).

The complete GCS reaction cycle requires the cooperation of three
different enzymes (P-protein, T-protein and L-protein) and the small
heat-stable H-protein. The latter acts as an electron acceptor and an
aminomethyl carrier and functions as a mobile substrate of P-protein,
T-protein and L-protein. P-protein is the actual glycine-decarboxyl-
ating enzyme and uses pyridoxal 5'-phosphate (PLP) as a cofactor;
CO; is released in the reaction and the residual aminomethyl group is
bound to the oxidized lipoamide arm of H-protein. Next, T-protein or
aminomethyltransferase (EC 2.1.2.10) catalyzes the transfer of the
© 2010 International Union of Crystallography methylene group from the H-protein-bound aminomethyl moiety to
All rights reserved tetrahydrofolate. T-protein releases NH; and regenerates the fully

Acta Cryst. (2010). F66, 187-191 doi:10.1107/51744309109052828 187
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9.4. Klonierte Plasmide

9.4.1. Expressionsplasmide mit Basis pPBAD-HisA

1000

pBR322 ori PBAD-slr0293 sir0293His pBAD-slr1096 sir1096His

_ s 7049 Bp w0

4000

- 5505 Bp

Poull

Abb. 64: Expressionsplasmide pBAD-slr0293 und pBAD pBAD-slr1096. Dargestellt sind die
Expressionsplasmide pBAD-s/r0293 (A) und pBAD-s/r1096 (B). In Plasmid A wurde das Gen fiir das P-Protein
aus Synechocystis sp. PCC 6803 (s/r0293) tiber die Restriktionsschnittstellen Xhol und Pvull in die MCS
kloniert. Plasmid B beinhaltet das Gen fiir das L-Protein aus Synechocystis sp. PCC 6803 (sir1096), welches
iiber die Restriktionsschnittstellen X#ol und EcoRI in die MCS kloniert wurde. Uber die vorhandene Antibiotika-
Resistenz (Amp") und den mit E. coli kompatiblen origin (pBR322) werden beide Plasmide stabil im
Wirtsorganismus repliziert. Bei beiden Plasmiden sind die Gene mit einem N-terminalen Polyhistidin-Tag
fusioniert, der eine Aufreinigung iiber IMAC ermdglicht. Die Induktion der Expression erfolgt durch Zusatz von
0,02% Arabinose zum Kultivierungsmedium.
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9.4.2. Expressionsplasmide mit Basis pET-28a
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Abb. 65: Expressionsplasmide pET-slr0879, pET-tlr1476, pET-FtGLDH, pET-FtGLDH**, pET-
AtGLDH1, pET-AtGLDH1**, pET-HuGLDH und pET-LPL-A. In die Plasmide A-G wurden H-Proteine
unterschiedlicher Herkunft tiber Ndel- und BamHI-Schnittstellen (A-F) bzw. Nhel und Xhol in die MCS von
pET28a kloniert. In Plasmid A befindet sich das Gen slr0879 aus Synechocystis sp. PCC 6803. Das
Expressionsplasmid pET-tlr1476 beinhaltet das H-Protein-Gen aus dem thermophilen Cyanobakterium
Thermosynechococcus elongatus BP-1 (tlr1476). Die Plasmide C und D enthalten die beiden H-Proteine aus
Flaveria trinervia. Diese Pflanze gehort zu den C,-Arten der Gattung Flaveria. Der inserierte open reading
frame (ORF) in Plasmid C kodiert fir das kiirzere H-Protein (FtGLDH), wihrend Plasmid D die kodierende
Sequenz des H-Proteins FtGLDH"* beinhaltet. Letzteres unterscheidet sich von FtGLDH nur durch die Insertion
von zwei zusétzlichen Alanin-Molekiilen nach den ersten beiden Serin-Molekiilen am N-Terminus des Proteins.
In das Expressionsplasmid E wurde die kodierende Sequenz des H-Proteins 1 (AtGLDHI1) aus Arabidopsis
thaliana kloniert. Die inserierte DNA-Sequenz in Plasmid F kodiert fiir ein mutiertes AtGLDH1-Protein. Analog
zu FtGLDH™* wurden der kodierenden Sequenz 6 Basenpaare eingefiigt, welche zwei zusitzliche Alanin-
Molekiile nach den ersten beiden Aminosiuren am N-Terminus des Proteins kodieren (AtGLDH1"). Das
Plasmid G beinhaltet die kodierende Sequence des H-Proteins aus Homo sapiens. Das Gen der Lipoatligase-A
aus E. coli, ein Enzym welches das H-Protein mit Lipoat modifiziert, wurde tber die Ndel und HindlIII-
Schnittstellen in die MCS von Plasmid H kloniert. Alle inserierten Gene der Plasmide A-H sind mit einem N-
terminalen Polyhistidin-Tag fusioniert, der eine Aufreinigung tiber IMAC ermdéglicht. Die Expression aller
Proteine wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG zum Kultivierungsmedium induziert.
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9.4.3. Expressionsplasmide mit Basis pET-28a
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Abb. 66: Expressionsplasmide pET3a-FtGLDH, pET3a-FtGLDH**, pET3a-AtGLDHI1 und pET-
AtGLDH1**, Die Plasmide A-D beinhalten die ORFs der Plasmide C-F der Abbildung 13. Die Fragmente
wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel und BamHI aus den entsprechenden Expressionsplasmiden
geschnitten und tiber identische Restriktionsschnittstellen in pET3a kloniert. Die exprimierten Proteine sind ohne
Affinititstag ausgestattet. Die Expression aller Proteine wird durch Zugabe von 1 mM IPTG zum
Kultivierungsmedium induziert.
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9.4.4. Expressionsplasmid mit Basis pCA24N
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Abb. 67: Das Expressionsplasmid pCA24N-CoGLDH. Dieses Plasmid stammt aus dem Expressionsklon
JW2872 der ASKA-Serie. Uber die Stul-Schnittstelle des Vektors wurde das H-Protein-Gen aus E. coli inseriert.
Durch die Verwendung dieser Schnittstelle wird das Protein N-terminal mit einem Polyhistidintag fusioniert,
welcher die Aufreinigung tiber IMAC ermdéglicht. Die Expression des H-Proteins (CoGLDH) erfolgt durch

Zugabe von 1 mM IPTG zum Kultivierungsmedium.

9.5. Liste der am ESRF aufgenommenen Datensiitze

Tabelle 39: Datensiitze von verschiedenen P-Protein-Kristallen (ID-14-4, Grenoble, Frankreich). Von allen

untersuchten Kristallen wurde ein high-resolution-Datensatz (HR) sowie ein low-resolution-Datensatz (LR)

erzeugt. Start: Winkel zum Start der Messung des Datensatzes, os. range: Oszillationsgrad, exp. time: Dauer der

Bestrahlung pro Bild, images: Anzahl der aufgenommenen Bilder

P-Protein

Kiristallisationsbedingungen

HR-Datensatz

LR-Datensatz

P-Apoprotein 1

P-Apoprotein 2

0,1 M Tris pH 7,75
0,2 M CsCl

19 % w/v PEG 3350

0,1 M Tris pH 7,75
0,2 M CsCl
22 % w/v PEG 3350

Start: 290°

os. range: 1°
exp. time: 1 s
images: 180
Auflosung: 2 A
Start: 0°

os. range: 0,5°
exp. time: 0,5 s
images: 360

Auflosung: 2 A

Start: 290°

os. range: 2°
exp. time: 0,3 s
images: 90
Auflssung: 3,5 A
Start: 0°

os. range: 1,5°
exp. time: 0,3 s
images: 120

Auflésung: 3,5 A
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P-Apoprotein 3

P-Inhibitor 1

P-PLP 1

P-PLP 2

P-Inhibitor +

PLP 1

P-Inhibitor +
PLP 2

0,1 M Tris pH 7,75
0,3 M LiCl
17 % w/v PEG 3350

0,1 M Tris pH 7,75
0,2 M CsCl
15 % w/v PEG 3350

0,1 M Tris pH 7,75
0,2 M CsCl
19 % w/v PEG 3350

0,1 M Tris pH 7,75
0,2 M CsCl
19 % w/v PEG 3350

0,1 M Tris pH 7,75
0,25 M CsCl

19 % w/v PEG 3350

0,1 M Tris pH 7,75
0,25 M CsCl
19 % w/v PEG 3350

Start: 40°

os. range: 0,5°
exp. time: 0,5 s
images: 360
Auflosung: 2 A
Start: 0°

os. range: 1°
exp. time: 1 s
images: 180
Auflosung: 2 A
Start: 350°

os. range: 0,5°
exp. time: 0,5 s
images: 360
Auflssung: 2 A
Start: -30°

os. range: 1°
exp. time: 0,75 s
images: 180
Auflosung: 2 A
Start: 0°

os. range: 1°
exp. time: 1's
images: 180
Auflosung: 2 A
Start: 0°

os. range: 1°
exp. time: 0,75 s
images: 360
Auflssung: 2 A

Start: 40°

os. range: 2°
exp. time: 0,3 s
images: 90
Auflssung: 3,5 A
Start: 0°

os. range: 2°
exp. time: 0,5 s
images: 90
Auflésung: 3,5 A
Start: 350°

os. range: 2°
exp. time: 0,4 s
images: 90
Auflésung: 3,5 A
Start: -30°

os. range: 2°
exp. time: 0,5 s
images: 90
Auflésung: 3,5 A
Start: 0°

os. range: 2°
exp. time: 0,3 s
images: 90
Auflssung: 3,5 A

nicht gemessen
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