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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Modellor ganismus Corynebacterium glutamicum

Bei dem Mikroorganismus Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum) handelt es sich um
ein gram-positives, nichtpathogenes, nichtsporulierendes, unbewegliches sowie schnell- und
aerob wachsendes Bodenbakterium. Es gehort zum Stamm der Actinobacteria und ist u.a
nahe verwandt mit den Tier- und Humanpathogenen Corynebacterium diphtheriae,
Mycobacterium leprae und Mycobacterium tuberculosis.  Verantwortlich fir den

Gattungsnamen ,, Corynebacterium® (coryne griech.: Keule) ist die auere Form des

Prokaryoten, die in der Literatur als leicht gekrimmtes Stébchen mit spitz zulaufenden Enden
beschrieben worden ist (Schlegel 1992).

Abb. 1.1
REM-Aufnahme des Bakteriums C. glutamicum (KFZ Jilich)

Der Mikroorganismus wurde 1956 in Japan bei einer Suche nach Glutamat-produzierenden
Spezies entdeckt (Kinoshita et al. 1957), woraus sich der Artname ,,C. glutamicum® ableitet.
Hierbel handelte es sich hier um eine der esten gezielten Suche im Bereich der
Lebensmitteltechnologie. L-Glutamat musste fur industrielle Anwendungen fortan nicht mehr
zwangslaufig aus Soja oder Algen isoliert, sondern konnte nun in grof3en Mengen fermentativ
hergestellt werden. Die Produktion betragt heute weltweit ungefahr 1x10° Tonnen pro Jahr
(Sahm et al. 2000). Glutamat wird heute vor allem als Geschmacksverstérker verwendet.

-1-



1 Einleitung

Daneben wird auch L-Lysin in auerordentlich grof3en Mengen hergestellt. Die
Weltproduktion dieser Aminoséure betragt ca. 3x10° Tonnen pro Jahr (Sahm et al. 2000). Sie
spielt in der Nahrungsmittel- und Futterproduktion eine besondere Rolle, da pflanzliche
Proteine zumeist arm an Lysin sind. Inzwischen werden nahezu ale proteinogenen
Aminosduren sowie eine Reihe weiterer Substanzen wie Vitamine und Nukleotide mittels
fermentativer Prozesse mit Hilfe von C. glutamicum und nahe verwandten Mikroorganismen
hergestellt (http://www.genetik.uni-bielefeld.de/coryne/).

C. glutamicum hat sich bel der industriellen Fermentation in den meisten Fallen gegentber
anderen Mikroorganismen durchgesetzt, da das Bakterium in Flussigkultur zu einer
ausgesprochen hohen optischen Dichte (ODguo=100) heranwachsen kann, einen vielfétigen
anaplerotischen Stoffwechsel aufweist und viele Metabolite sowohl wachstumsgekoppelt als
auch entkoppelt produziert. Darlber hinaus kann C. glutamicum auf preiswerten
Kohlenstoffquellen wie z.B. Melassen oder Riickstéanden aus der Papierindustrie wachsen, die
auf viele andere Mikroorganismen toxisch wirken (Ikeda 2003).

Die aulerordentlich grofe Bedeutung des Bakteriums fur industrielle Anwendungen stellt
eine enorme Motivation fur die weitere Untersuchung dieses Bodenbakteriums dar. In der
Vergangenheit hat man sich vor allem auf die angewandte Forschung konzentriert, denn es
stand zunéchst im Vordergrund, die Ausbeute der synthetisierten Aminosauren zu erhéhen
(Reinscheid et al. 1991).

Nachdem das Genom des C. glutamicum-Wildtypstammes ATCC 13032 vollstandig
sequenziert worden ist (lkeda & Nakagawa 2003, Kalinowski et al. 2003), hat sich das
Bakterium nun auch endgultig in der Grundlagenforschung etabliert. Nach Annotation der
offenen Leseraster (ORFsS) gilt es jetzt, den Organismus ausgehend vom Transkriptom Uber
das Proteom bis hin zum Metabolom zu entschltisseln, um eines Tages die Funktionswei se der
gesamten Zelle verstehen zu kénnen. Auf Grund der geringen Genomgroéf3e von ca. 3000
ORFs (Escherichia coli: ~ 4500 ORFs) ist der Mikroorganismus hierfir bestens geeignet.

Schlieldich liegen eine Vielzahl von Informationen Uber Plasmide, genregulatorische
Elemente und Proteinexpression des nicht pathogenen Bakteriums vor. Da seine
proteolytische Aktivitat zudem vergleichsweise gering ist und es in kurzer Zeit (Hma ~0,35h™)
zu hohen Dichten anwachsen kann, ohne dabel Sporen zu bilden oder zu verklumpen, eignet

es sich als System zur heterologen Genexpression (Srivastava & Deb 2005).



1 Einleitung

1.2 Der Shikimatstoffwechselweg

Wie in der Folge ersichtlich, sind die in dieser Arbeit behandelten Shikimat/Quinat-
Dehydrogenasen (SYQDH) an den gleichnamigen Stoffwechselwegen beteiligt.

1.2.1 Vorkommen und Bedeutung des Shikimatstoffwechselweges

Der anabole Shikimatstoffwechselweg (kurz Shikimatweg) kommt in Pflanzen, Pilzen,
Bakterien (Herrmann & Weaver 1999) sowie einigen wichtigen pathogenen eukaryotischen
einzelligen Parasiten wie z.B. dem Maaria-Erreger Plasmodium vor (Roberts et al. 1998).
Dieser Stoffwechselweg ist bei allen genannten Organismen essentiell. Jedoch findet man ihn
nicht in mehrzelligen tierischen Lebewesen, den Metazoa (Roberts et al. 1998).

Die cDNAs von hoheren Pflanzen kodieren Proteine des Shikimatweges mit N-terminaen
Signalsequenzen fir den Plastidimport. Es wird folglich angenommen, dass dieser
Stoffwechselweg zumindest bis zur Bildung des Schiiisselmetaboliten Chorismat (siehe
Abb. 1.2) in den Plastiden stattfindet (Herrmann & Weaver 1999). In Mikroorganismen und
Pilzen geschieht diesim Cytoplasma (Roberts et al. 2002).

Da der Shikimatweg nicht in hoheren tierischen Organismen anzutreffen ist, leiten sich
vielversprechende Anwendungen ab. Enzyme aus diesem Stoffwechselweg sind interessante
Ziele fur die Entwicklung von Herbiziden (Kishore & Shah 1988) sowie antimikrobiellen
(Davies et al. 1994) und antiparasitaren (Roberts et al. 1998) Agenzien. Fir ein Enzym aus
dem Shikimatweg, der 5-Enol pyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase, ist bereits erfolgreich ein
Inhibitor, das Glyphosat, entwickelt worden. Es handelt sich hierbei um ein Herbizid mit
breitem Anwendungsspektum (Steinriicken & Arnheim 1980), das gegentiber Fischen, Vdgeln
und Sdugetieren praktisch keinerlel Toxizitdt aufweist (Smith & Oehme 1992). Nach tber
zwanzig Jahren extensiver Verwendung dieses Herbizids sind jedoch resistente Gréser
aufgetreten. Deshalb gibt es das Bestreben, die Vielfat der in diesen Stoffwechsel
eingreifenden Substanzen zu erhéhen (Bearson et al. 2002). In Mé&usen konnte eine auch fir
den Menschen geféhrliche Infektion des Parasiten Toxoplasma gondii, die zur sogenannten
Toxoplasmose fuhrt, mit Glyphosat kombiniert mit Pyrimethamin erfolgreich behandelt
werden (Roberts et al. 1998).
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Ein potentielles Zielenzym fir die Entwicklung eines Inhibitors des Shikimatweges ist die
Shikimat-Dehydrogenase. Bisherigen Untersuchungen zu Folge ist die Struktur dieses
Enzymes und hier besonders das aktive Zentrum hoch konserviert (Lindner et al. 2005). Da
C. glutamicum eine nahe Verwandtschaft zu pathogenen Mikroorganismen besitzt (siehe
Abschnitt 1.1), sind seine Proteine fur ein strukturbasiertes Wirkstoffdesign besonders
geeignet.

Die aromatischen Aminosauren werden in erster Linie Uber den Shikimatweg synthetisiert
(siehe Abschnitt 1.2.3). Es gibt dabel ein betrachtliches Interesse, die Details des Aminosaure-
Metabolismus von C. glutamicum zu verstehen, da dieser Organismus in industriellem
Mal3stab vor allem fir die Synthese von Proteinbausteinen verwendet wird.

1.2.2 Entdeckung des Shikimatstoffwechselweges

Anfang der 50er Jahre wurde gezeigt, dass Shikimat eine zentrale Rolle bei der Biosynthese
aromatischer Aminosduren spielt (Davies 1951). Fur dafur erforderliche Experimente wurden
eine Vielzahl mittels UV-Licht erzeugter auxotropher E. coli-Mutanten verwendet. Eine
Gruppe von Mutanten, zu deren Wachstum scheinbar sowohl die Zugabe von Phenylaanin,
Tyrosin, Tryptophan, p-Aminobenzoesdure und zu einem gewissen Mal3e auch p-
Hydroxybenzoesaure zwingend erforderlich war, konnten allein nach Zugabe von Shikimat in
einer Losung aus Minimalmedium kultiviert werden. Es wurde dariiber hinaus beobachtet,
dass Mutanten, bei denen die Synthese aromatischer Verbindungen in spéteren Schritten des
Stoffwechselweges blockiert ist, Shikimisaure anreichern. Wenig spdter wurden auch die
metabolische Vorlaufer Dehydroshikimat (Davies 1952) und Dehydroquinat (Davies 1953)
identifiziert. Mit Hilfe von enzymatischen Studien wurde bestétigt, dass alle drel Substanzen
metabolische Intermediate darstellen (Mitsuhashi et al. 1954, Yaniv & Gilvarg 1955) und
somit auch erstmalig Shikimat-Dehydrogenase-Aktivitét festgestellt. 1956 wurden erstmals
auch Untersuchungen zu friiheren Reaktionen im Shikimatweg verdffentlicht (Srinivasan et
al. 1956). Anhand von Experimenten mit radioaktiv markierten Metaboliten (**C-Methode)
konnte gezeigt werden, dass Shikimat aus Molekilen, die bei der Glykolyse und dem
Pentosephosphatweg enstehen, hervorgeht. Endgultig aufgeklart wurde der Shikimatweg
ausgehend von Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-Phosphat zu den aromatischen
Aminosduren aber erst 1965 in E. coli (Sprecher et al. 1965, Pittard & Wallace 1965). Es

konnte auch gezeigt werden, dass Shikimat von einigen Pilzen als alleinige Kohlenstoff- und
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Energiequelle genutzt werden kann (Cain et al. 1968, Ahmed & Giles 1969). Hierfur
bendtigen die Organismen entsprechende Dehydrogenasen fur Shikimat und Quinat, welche
1972 fur den Schwarzschimmel Aspergillus niger beschrieben worden sind (Cain 1972). Es
war sehr naheliegend, dass man neben Bakterien und Pilzen auch in Pflanzen nach dem
Shikimatweg suchte, da Shikimat und auch das chemisch @hnliche Quinat zuerst in Pflanzen
entdeckt worden sind. Es wurde vielfach bis in die 80er Jahre angenommen, dass der
Shikimatweg lediglich einen ,Block® zur Bildung aromatischer Aminosauren darstellt.
Allerdings wurde bereits 1955 entdeckt, dass Shikimat in Pflanzen ein Vorlaufer in der
Lignin-Biosynthese ist (Brown & Neish 1955). Etwa 15 Jahre spéter zeigten Dewick und
Haslam (1969), auf welche Weise Gallussdure aus Shikimat hervorgehen kann. Daraufhin
wurde in zahlreichen weiteren Arbeiten gezeigt, dass eine Vielzahl von Metaboliten mit Hilfe

des Shikimatweges produziert werden kann.
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1.2.3 Beschreibung des Shikimatstoffwechselweges

Der , Shikimatweg im engeren Sinne“ beschreibt die Reaktionsabfolge ausgehend von
Phosphoenolpyruvat (PEP) und Erythrose-4-Phosphat (E4P) in sieben Schritten Uber Shikimat
zu Chorismat (siehe Abb. 1.2).
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Abb. 1.2

Der anabole Shikimatweg im engeren Sinne und der teilweise Uberlappende katabole
Quinatweg. Im Shikimatweg werden Phosphoenolpyruvat und D-Erythrose-4-Phosphat in
sieben enzymatischen Schritten zu Chorismat umgewandelt. Die Shikimat-Dehydrogenase
(SDH) katalysiert den vierten Schritt. Quinat wird von der Quinat-Dehydrogenase (QDH)
oxidiert und in zwei weiteren Schritten zu Protocatechuat transformiert. Im sogenannten f3-
Ketoadipatweg wird dieser Metabolit dann zu Acetyl-CoA und Succinyl-CoA abgebaut.
(Abb. nach Lindner et al. 2005)
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Schritt 1. PEP + E4P — DAHP

Der erste Schritt des Shikimatweges, die praktisch irreversible ,, Schrittmacherreaktion® (engl.
committed step), besteht aus der Aldol-artigen Kondensation von Phosphoenol pyruvat und
Erythrose-4-Phosphat. Dabei ensteht 3-desoxy-D-arabino-heptul osonat-7-Phosphat (DAHP).
Als Grund fur die Irreversibilitét dirfte das hohe PhosphorylUbertragungspotential von PEP
mit AG®'=— 61,9 kJmol™ (zum Vergleich: ATP ** ADP AG®'=— 30,5 kJ mol™) betréchtlich
beitragen (Streyer 1996). Katalysiert wird die Kondensation durch die DAHP-Synthase (EC
2.5.1.54, friher EC 4.1.2.1.15).

Schritt 2: DAHP — DHQ

Im zweiten Schritt reagiet DAHP unter Abspaltung von Orthophosphat und NAD®-
Verbrauch zu der cyclischen Verbindung Dehydroquinat (DHQ). Dies erfordert eine
spezifische Oxidation, eine B-Eliminierung, eine Reduktion und schliefdich eine
intramolekulare Aldolkondensation. Die Reaktion wird durch die 3-Dehydroquinat-Synthase
(AroB, EC 4.6.1.3) katalysiert.

Schritt 3: DHQ — DHS

Das Enzym Dehydroquinat-Dehydratase (AroD, EC 4.2.1.10, veraltet: Dehydroquinase)
gpaltet von DHQ Wasser ab, so dass Dehydroshikimat (DHS) entsteht. Das Enzym ist somit
verantwortlich fur die Initiierung der Aromatenbildung, indem sie die erste der drei

erforderlichen Doppel bindungen einfihrt.

Shritt 4: DHS — SHK

Der vierte Schritt besteht aus der reversiblen Hydrierung von DHS zu Shikimat (SHK). Das
hierfir verantwortliche Enzym ist die Shikimat-Dehydrogenase (AroE, EC 1.1.1.25). Als
Cosubstrat wird gewdhnlich NADPH verwendet. Da diese Enzyme zusammen mit den NAD-
abhangigen Quinat-Dehydrogenasen den Schwerpunkt dieser Arbeit bilden, werden sie
gesondert betrachtet (siehe Abschnitt 1.4).

Schritt 5: SHK + ATP — S3P + ADP
Im fUnften Schritt wird die Phosphorylierung von Shikimat unter ATP-Verbrauch zu
Shikimat-3-Phosphat katalysiert.
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Schritt 6: S3P + PEP — EPSP

Im sechsten Schritt verbindet sich Shikimat-3-Phosphat mit Phosphoenolpyruvat unter
Abspaltung von Orthophosphat zu 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat (EPSP). Diese
Reaktion wird durch die EPSP-Synthase (AroA, EC 2.5.1.19) katalysiert.

Schritt 7: EPSP — CHA

Durch die formale 1,4-Eliminierung von Orthophosphat am EPSP ensteht Chorismat (CHA).
Diese Reaktion wird durch die CHA-Synthase (EC 4.6.1.4) katalysiert. Dieses Enzym fihrt
damit die zweite Doppelbindung in die hydroaromatische Verbindung ein. Der Name
,Chorismat” leitet sich von dem griechischen Ausdruck ,Gabel* ab. Ausgehend von dieser
Verbindung schlief3en sich verschiedenen Organismen eine grof3e Vielzahl von mdglichen
Folgereaktionen an (Bentley 1990).

Der , Shikimatweg im weiteren Sinne* fihrt ausgehend vom Phosphoenolpyruvat und
Erythrose-4-Phosphat Uber Chorismat zu den , Endprodukten” Phenylaanin, Tyrosin,
Tryptophan, Chinonen, Folaten, Vitamin E und K, etc. Er ist kaum eindeutig definierbar, da
die verschiedenen Organismen, in denen der Stoffwechselweg anzutreffen ist, hiertiber die
unterschiedlichsten Metaboliten synthetisieren. Hierzu z&hlen z.B. diverse sekundére
Pflanzenmetabolite, Mykotoxine oder Molekile von Bakterien, die fur die Speicherung und
Transport von Eisenionen verantwortlich sind (Siderophoren). Man definiert daher den
Shikimatweg in der Literatur hdufig auch as ,,Rumpf* (engl. main trunk) ausgehend von
Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-Phosphat zu den aromatischen Aminoséuren (siehe
Abb. 1.3). Dabei verzweigt sich der Syntheseweg erstmalig hinter dem Chorismat; es werden
Prephenat und Anthranilat gebildet. Die Synthese von Phenylaanin und Tyrosin verlauft Gber
die Prephenatroute, wobei eine weitere Verzweigung auftritt. Tryptophan wird dagegen Uber
die Anthranilatroute gebildet.
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1.2.4 Regulation des Shikimatstoffwechselweges

Der Shikimatweg ist stark verzweigt und es ist offensichtlich, dass in den entsprechenden
Organismen kein permanenter Bedarf an allen Endprodukte in konstantem Mengenverhdtnis
bestehen kann. Eine selektive Kontrolle der einzelnen Abzweigungen ist somit erforderlich,
um eine Vergeudung von Material und Stoffwechselenergie zu verhindern. Dies gilt
besonders fur den Shikimatweg, denn die Synthese von 1 mol Tryptophan erfordert 78 mol
ATP; bei Phenylalanin und Tyrosin sind es immerhin noch 65 bzw. 62 mol ATP. Dies ist
etwa doppelt so viel Energie wie fur die Synthese aller anderen Aminosauren aufgewandt
werden muss (Atkinson 1977). Hinzu kommt, dass Aminosauren Stickstoff enthalten, der fir
Organismen — aul3er den ,, Stickstoff-Fixierern - in der Natur in biologisch verwertbarer Form
nur in geringen Mengen vorhanden ist.

Zwar ist die Abfolge der Metabolite zumindest bei der Synthese der aromatischen
Aminosauren des Shikimatweges bei alen bisher in der Literatur beschriebenen Organismen
gleich, jedoch gibt es zwischen Pro- und Eukaryoten grof3e Unterschiede beziglich der
Regulation. So findet man in hoheren Pflanzen fast ausschliefdich Kontrolle auf
transkriptioneller Ebene, wohingegen dieser Weg bei Mikroorganismen vor alem durch
Enzyminhibition reguliert wird (Herrmann & Weaver 1999).

In C. glutamicum hemmt Tryptophan den ersten spezifischen Schritt seiner Synthese wie
auch Phenylaanin und Tyrosin (siehe Abb. 1.3). Zusdzlich hemmen die beiden
letztgenannten Aminosauren gemeinsam ebenfalls die Synthese ihres ersten spezifischen
Schrittes und eines von zwe Schrittmacherenzymen, eine DAHP-Synthase (lkeda &
Katsumata 1992). Es wurde eine weitere DAHP-Synthase annotiert (DDBJ) Diese Enzym
gewdhrleistet moglicherweise, dass er Shikimatweg bei Gberschisssigem Phenylalanin und
Tyrosin nicht vollstdndig zum Erliegen kommt. Eine Feedback-Regulation dieses Enzymes

durch Tryptophan ist zwar bisher nicht nachgewiesen worden, sieist jedoch naheliegend.
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Idedlisiertes Schema zur Rickkopplungshemmung des doppelt verzweigten Rumpfes des
Shikimatweges in C. glutamicum. Die aromatischen Aminosauren konnen selektiv
synthetisiert werden, indem der Mechanismus der kooperativen Riickkoppl ungshemmung und
der der Inhibition multipler Enzyme koordiniert wird. Es gibt zwei DAHP-Synthasen, die die
Schrittmacherreaktion katalysieren. Sie werden auf unterschiedliche Weise inhibiert. Weitere
Erklarungen siehe Text. Neben den Standardabkirzungen fir die aromatischen Aminosauren
wurden folgende Abkirzungen verwendet: ANT fur Anthranilat, CHA fir Chorismat, E4P fir
Erythrose-4-Phosphat, PEP fur Phosphoenolpyruvat, PHP fir Phenylpyruvat, PRE flr
Prephenat und PTY flr Prétyrosin.

Die DAHP-Synthase in E. coli ist bezogen auf ihre Kontrollmechanismen im Shikimatweg
das mit Abstand am besten charakterisierte Enzym. Im Wildtyp findet man anders als in
C. glutamicum drel verschiedenen DAHP-Synthasen AroA, AroF und AroG. Jedes dieser
Isoenzyme wird durch eine andere aromatische Aminosdure in Form einer negativen
Ruckkopplung alosterisch inhibiert (Akowski & Bauerle 1997, Ray & Bauerle 1991). AroF
ist tyrosin-, AroG phenylalanin- und AroA tryptophansensitiv. Zudem inhibiert Tryptophan in
beispielsweise E. coli die Anthranilat-Synthase, EC 4.1.3.27 (Baker & Crawford 1966),
Phenylalanin in vielen Mikroorganismen die Arogenat-Dehydratase, EC 4.2.1.91, und in
beispielsweise auch C. glutamicum Tyrosin die Prephenat-Dehydrogenase, EC 1.3.1.12
(Hagino & Nakayama 1974). Mit Hilfe enes solchen Inhibitionssystemes ko&nnen
Abzweigungen im Metabolismus bei der Synthese der aromatischen Aminosauren selektiv
abgeschaltet werden, ohne dass es zu einer grofReren Anreicherung von Intermediaten kommt.
Allerdings kann Tryptophan die AroA in E. coli nicht vollsténdig deaktivieren. Der Grund
hierfir besteht moglicherweise darin, dass die Zelle sicherstellen muss, dass auch bei
Uberschiissigen aromatischen Aminosduren gentigend Chorismat entstehen kann, um die
Synthese anderer Metaboliten aus dem Shikimatweg zu gewéhrleisten (Hermann & Weaver
1999). In Bacillus subtilis wird die Synthese Uber den Mechanismus der sequentiellen
Feedback-Kontrolle reguliert. Es werden dabei nur die ersten getrennten Schritte der
Phenylalanin-, Tyrosin- bzw. Tryptophansynthese durch die entsprechenden Aminosauren
inhibiert. Sind alle drei Metabolite im Uberschuss vorhanden, haufen sich Prephenat und
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Chorismat an. Diese inhibieren wiederum die erste gemeinsame Reaktion und somit die
DAHP-Synthase, wodurch der Shikimatweg schliefdlich vollsténdig abgeschaltet wird (Streyer
1996).

Esist somit offenbar, dass sich in Bakterien unterschiedliche Mechanismen zur Ldsung des
Regulationsproblems, das bel verzweigten Stoffwechselwegen auftritt, evolutiv durchgesetzt
haben.

Da aus Chorismat nicht nur die aromatischen Aminosauren, sondern je nach Organismus
noch eine Vielzahl weiterer Metaboliten synthetisiert werden, l&sst sich vermuten, dass es
weitere Regulierungsmdglichkeiten geben muss. Tatséchlich wurde in E. coli eine komplexe
Transkriptionskontrolle fur die Expression der drei Gene der DAHP-Synthasen beschrieben.
Dennoch stellt die Riickkopplungshemmung quantitativ den Hauptregulierungsmechanismus
invivo dar (Ogino et al. 1982).

Schliefdlich soll noch erwdhnt werden, dass die Aktivitét der Enzyme des Shikimatweges,
die die ersten beiden Schritte katalysieren, von divaente Kationen abhangt. (Baasov &
Knowles 1989). Experimente mit dem Chelatbildner EDTA haben zumindest bei der
Dehydroquinat-Synthase gezeigt, dass das Absinken des Enzymes be niedriger
lonenkonzentration reversibel ist (Bender et al. 1989). Dieses Enzym wird zudem von einem
Reaktionsprodukt, Orthophosphat, stimuliert (positive Rickkopplung) und es bendtigt
katalytische Mengen NAD (Herrmann & Weaver 1999).

Es lasst sich somit abschlief3end feststellen, dass die Regulation ausgesprochen komplex ist
und méglicherweise noch nicht alle Regul ationsmechani smen aufgeklart worden sind.
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1.3 Der Quinatstoffwechselweg

1.3.1 Vorkommen und Bedeutung des Quinatstoffwechselweges

Der katabole Quinatstoffwechselweg (kurz Quinatweg) wurde bisher in diversen Bakterien
und einigen Pilzen wie z.B. Hefen und anderen Ascomyceta beobachtet.

Der mikrobielle Abbau von aromatischen und hydroaromatischen Molekllen besitzt eine
enorme praktische Bedeutung. Hierbel spielen nicht nur giftige Substanzen eine Rolle, die
durch Kontamination in die Umwelt gelangen (z.B. Erddl), sondern auch das komplexe
Pflanzenpolymer Lignin, welches etwa 25% der Landbiomasse ausmacht. Wenn sich das
Makromolekll zersetzt, entstehen auch Quinat bzw. Derivate, welche die
Ausgangssubstanzen des Quinatweges darstellen. Die Verwertung dieses Zellwandstoffes und
anderer pflanzlicher Aromaten macht daher ene entscheidende Komponente des
Kohlenstoffkreislaufes auf der Erde aus (Harwood & Parales 1996).

1.3.2 Entdeckung des Quinatstoffwechselweges

Der Abbau von Quinat hat schon seit Beginn des 20. Jahrhunderts das Interesse von
Mikrobiologen erregt, lange bevor man begann, Untersuchungen Uber den Metabolismus
organischer Verbindungen durchzufihren. 1911 listete Beijerink mehrere Bakterien auf, die
Quinat as aleinige Kohlenstoffquelle nutzen kénnen. Er beobachtete ebenso die Bildung von
Protocatechuat (3,4-Dihydroxybenzoat), die mit der Verfarbung des Eisen(lll)-haltigen
Bakterienmediums zu einem tiefen Rot oder Schwarz einher ging. Das von Beijerink
beobachtete Phanomen wurde seither vielfach beobachtet und man geht seitdem davon aus,
dass Quinat zu Protocatechuat abgebaut wird (Kieslich 1976, Grund & Kutzner 1998).

1.3.3 Beschreibung des Quinatstoffwechselweges

Die Abfolge der Metaboliten im Quinatweg ist relativ einfach und unverzweigt. Im ersten
Schritt wird die Ausgangssubstanz Quinat wird von der NAD-abhangigen Quinat-
Dehydrogenase (EC1.1.1.24) an der 3-Hydroxylgruppe dehydriert, so dass Dehydroquinat
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entsteht (siehe Abb. 1.2). Neben der NAD-abhangigen Quinat-Dehydrogenase wurden auch
sogenannte Quinoproteine (EC 1.1.99.25) beschrieben, die zwar ebenfalls Quinat oxidieren,
aber Pyrrolochinolin-Chinon als Cosubstrat benttigen und membrangebunden sind (z.B.
Kleef & Duine 1988). Der zweite Schritt im Quinat- ist mit dem dritten des Shikimatwegs
identisch: Durch Wasserabspaltung am C1-Atom durch die Dehydroquinat-Dehydratase wird
die erste Doppelbindung in das Ringsystem eingefihrt. Schliefdlich trennen sich die beiden
Stoffwechselwege wieder; Dehydroquinat wird am C5-Atom dehydriert; dies ist bei
C. glutamicum vermutlich das gleiche Enzym. Um zum Endprodukt des Quinatweges zu
gelangen, muss das Dehydroshikimat am C3-Atom hydriert werden. Wahrscheinlich
geschieht dies durch eine nichtenzymatische Reaktion, eine Keto-Enol-Tautomerie, wobei das
Gleichgewicht hier auf der Seite des Aromaten liegt. Ein entsprechendes Enzym l&sst sich in
C. glutamicum (Februar 2006) mittels bioinformatischer Annotation nicht finden (DDBJ,
personliche Mitteilung Dr. Jens Warfsmann).

Schliefdich soll noch die seit Uber 100 Jahren bekannte Tatsache erwdhnt werden, dass
Altweltaffen (Catarrhini) enschliefdlich des Menschen Quinat zur Hippurséure
transformieren konnen. Experimente mit Rhesusaffen, deren Darmbakterien mit Antibiotika
supprimiert worden sind, zeigen enen Abbau von Quinat via Dehydroquinat,
Dehydroshikimat, Shikimat, zu schliefdlich Benzoat und Hippurat (Bentley 1990).

1.3.4 Regulation des Quinatstoffwechselweges

Obwonhl Quinat in der Natur vielfach in grof3er Menge vorhanden ist, kann die Substanzmenge
wegen des gehduften Auftretens im Laub und vielen Frichten stark von der Jahreszeit
abhéngen und somit deutlich variieren. Zumindest fir das Bodenbakterium C. glutamicum
gibt es offenbar Substrate, die ein schnelles Wachstum stérker beglnstigen als Quinat
(Choorapoikayil 2006). Es mag fur den Organismus daher sinnvoll erscheinen, die Gene fir
die Enzyme, die den Abbau von Quinat codieren, auf einem Operon zu organisieren (siehe
auch Abschnitt 1.4.3), das sowohl negativ als auch positiv kontrolliert wird. Somit dréngt sich
ein Vergleich mit dem lac-Operon auf (Jacob & Monod 1961)

Am besten ist die Regulation des Quinatwegs in gram-negativen Bakterien der Gattung der
Acinetobacteriae untersucht. Die Gene, welche die Enzyme fur die ersten drel Schritte des
Quinatwegs codieren (qui-Gene), wurden hier in der Nadhe eines Genes charakterisiert,

welches moglicherweise ein Porin codiert (Elsemore & Ornston 1995). Zusammen mit den
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Genen fur die B-Oxidation geradkettiger Dicarboxylsauren (dca-Gene), den Genen fir den
Protocatechuat-Abbau zu Succinyl- und Acetyl-CoA (pca-Gene), den Genen, die an der
Umwandlung von p-Hydroxybenzoat zu Protocatechuat beteiligt sind (pob-Gene) und den
Genen fir den Hydroxycinnamat bilden sie einen chromosomalen dca-pca-qui-pob-hca-
Supraoperongencluster. Dieser besitzt die Kapazitét, diverse Pflanzenprodukte abzubauen,
welche hauptsachlich in den B-K etoadi patstoffwechselweg eingeschleust werden (Kowal chuk
et al. 1994, Parke & Ornston 2003, Smith et al. 2003).

Innerhalb der offenen Leseraster der Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen von C. glutamicum
lasst sich aber ein derartiger Gencluster nicht finden (DDBJ), womit offensichtlich ist, dass es
nicht nur beim Shikimat-, sondern auch beim Quinatweg unterschiedliche

Regul ationsmechanismen innerhalb der Prokaryota geben muss.

1.4 Shikimat/Quinat-Dehydr ogenasen

Verschiedene Arbeitsgruppen (z.B. DDBJ, hauseigene Annotationen) haben mit
bioinformatischen Methoden drei offene Leseraster in C. glutamicum ausgemacht, die
vermutlich Shikimat-Dehydrogenasen bzw. Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen (S/QDH)
kodieren. Die Bezeichnung fur die potentiellen offenen Leseraster aus der DDBJ wird durch
eine eigene Nomenklatur ersetzt bzw. erganzt: Cgl0424 kodiert CglQDH, Cgl1629 kodiert
CglAroE und Cgl1132 kodiert CglSDH-L.

1.4.1 Reaktionen & Metabolite

Shikimat-Dehydrogenasen katalysieren unter NADPH-Verbrauch die stereospezifische
Hydrierung von 3-Dehydroshikimat zu Shikimat (siehe Abb. 1.4A). Dagegen katalysieren
Quinat-Dehydrogenasen (QDH) die Dehydrierung von Quinat zu 3-Dehydroquinat, wobei sie
NAD™ verbrauchen (siehe Abb 1.4B). Auf die zu diesen Enzymen gehorigen Metabolite wird
in den folgenden Kapiteln néher eingegangen.
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A oo 00" Abb. 1.4
Die Metabolite der S/QDH.
ﬁ +NapprrH SO0 Q +NADP"  (A) Die Shikimat-Dehydrogenase (SDH)
0~ Y YoH Ho ¥ OH reduziet in  vivo  Dehydroshikimat
on oH stereospezifisch  zu  Shikimat  unter
Dehydroshikimat Shikimat

NADPH-V erbrauch.

B (B) Die Quinat-Dehydrogenase (QDH)

HO,_ COO HO 00" oxidiert in vivo Quinat zu Dehydroquinat
apy  _QvH N NAD-Verbrauch.
+ —_— + + . . . .
} - Beide Reaktionen sind reversibel.
HO on o ol
(I)H OH
Quinat Dehydroquinat

1.4.1.1 Shikimisaure/ Shikimat

Die Shikimisaure (3R, 4S, 5R-Trihydroxy-1-cyclohexen-1-carbonséure) wurde erstmalig im
Jahre 1885 aus den giftigen Frichten des Japanischen Sternanis (lllicium religiosum,
synonym Illicium anisatum, japanisch: shikimi-no-ki) isoliert und identifiziert (Eykmann
1891). lhre Konfiguration und Konstitution wurde in den 30er Jahren von Fischer und
Dangschat (1934, 1935, 1937) aufgekléart. Spéter zeigen Kernresonanzspektroskopie-
Experimente (NMR), dass das Molekll eine Halbsesselkonformation besitzt (Hall 1964).
Genauere Untersuchungen beziiglich der Koordinaten der Atome und somit auch der
Bindungsléngen und —Winkel wurden von Abell und Mitarbeitern 1988 mit Hilfe der
Rontgenstrukturanal yse durchgefihrt.

Die Saure besitzt einen pKs-Wert von 4,15 bei 14,1°C (Rompp Naturstofflexikon). Die
Salze der Shikimisdure werden as Shikimate bezeichnet. Heute verwendet man die
Shikimisdure vor alem zur Synthese von Pharmazeutika wie z.B. der Neuraminidase-
Inhibitor Oseltamivirphosphat (Tamiflu®). Die Shikimisaure wird heute in erster Linie aus der
chinesischen Sternanisart Illicium verum, einer ungiftigen Gewlrzpflanze, isoliert. 30 kg
dieser Pflanze liefern 1kg Shikimisdure. Da diese Pflanze jedoch nur in bestimmten
Hochlandregionen Chinas wachst und sehr schwer zu kultivieren ist, wird diese Substanz
beispielsweise von dem Unternehmen Roche nicht nur importiert, sondern zusétzlich
fermentativ mittels gentechnisch verdnderten E. coli-Zellen produziert. Die Shikimisaure
kommt auch in Fichten- und Kiefernnadeln in grofReren Mengen vor; das kanadische
Unternehmen Biolyse Pharma Corporation plant, sie aus aten Weihnachtsbéaumen zu isolieren
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(Stern Shortnews 2.1.2006, Email-Mitteilung von John R. Fulton, Vizeprésident der Biolyse

Pharma Corporation).

1.4.1.2 Dehydroshikimisaur e/ Dehydr oshikimat

Die Dehydroshikimséure ((4S)-trans-4,5-Dihydroxy-3-o0x0-1-cyclohexencarbonsaure) wurde
erstmals 1952 von Davies aus Kulturfiltraten von E. coli-Mutanten isoliert. Die Struktur war
durch die Ahnlichkeit zur Shikimisiure bereits bekannt. Mit Hilfe der NMR—Spektroskopie
wurde 20 Jahre spéter die Halbsesselkonformation des Molekils gezeigt (Thompson &
Haslam 1974). Die Atomkoordinaten wurden mit Hilfe der Rontgenstrukturanal yse bestimmt.
Die Dehydroshikimisaure ist bis heute aus diversen Bakterien, Pilzen und Pflanzen isoliert

worden.

1.4.1.3 Chinasaure/ Quinat

Die Chinasaure (1a, 3a, 4a, 5B-Tetrahydroxycyclohexan-1-carbosdure) wurde als eines der
ersten organischen Pflanzenprodukte bereits im Jahre 1790 von Hofman entdeckt (Abell
1988). Sie kommt in Pflanzen hauptsachlich als freie Saure oder in veresterter Form vor; bei
hoheren Pflanzen (Spoermatophyta) besteht die Trockenmasse von Laub zu ca. 2% bis 10%
aus Quinat bzw. Quinatderivaten (Bentley 1990).

Die Molekulstruktur einschliefdlich der absoluten Konfiguration wurde in den 30er Jahren
aufgeklért (Fischer & Dangschat 1932, 1937). Hadam & Turner (1971) zeigten, dass das
Molekll in Lésung eine Sesselkonformation besitzt. Kristallographische Analysen wurden
schliefdlich durchgefihrt, um die einzelnen Atomkoordinaten exakt zu bestimmen. (Abell et
al. 1988b)

Bel 25°C betragt der pKs-Wert 3,58. Die Chinasdure wird heutzutage gelegentlich zur

Racemattrennung verwendet (ROmpp-Naturstofflexikon).
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1.4.1.4 Dehydrochinasaur e/ Dehydroquinat

Die Dehydrochinasdure ((1R)-(1a,3pB,4a)-1,3,4-Trihydroxy-3-oxo-cyclohexan-carbonsiure)
wurde kurz nach der Entdeckung von Dehydroshikimat von Davis und Mingioli (1953) in

Kulturfiltraten von E. coli gefunden. Sie besitzt eine molekulare Masse von 190,15 Da.

Im folgenden werden die vier Metaboliten nur noch als Basen bezeichnet (Shikimat, Quinat,
etc.).

1.4.1.5 Die Cosubstrate NAD und NADP

Nicotinsaureamid-Adenin-Dinuklectid (NAD) ist ein wichtiger Elektronenakzeptor bel
oxidativen Prozessen im Zellstoffwechsel. Er besitzt somit — von einigen Ausnahmen
abgesehen — katabole Funktion. Der reaktive Tell des NAD ist das C4-Atom des
Nicotinamidringsystems. Bei der Oxidation eines Substrates nimmt es stereospezifisch en
Proton und zwel Elektronen auf, was einem Hydridion entspricht, wodurch NADH entsteht
(siehe Abb. 1.5).

NH,

C
/ ‘N
O/ R -

<--- e -Fliche &=——

\ | +H

I
R

si-Flache —»

Abb. 1.5

Der Nikotinsdureamidring des NAD(P)s. Er besitzt zwei mdgliche Angriffsflachen fur ein
Substrat: die si- und die re-Flache. Die beiden Wasserstoffatome am C4-Atom der reduzierten
Form des Ringes sind diastereotop. Bei der enzymatischen Katalyse der Shikimat/Quinat-
Dehydrogenasen greift das Substrat jeweils die re-Flache an. Das Hg-Atom wird entweder
vom NAD*-lon aufgenommen (mit Quinat als Substrat) bzw. vom NADPH abgegeben (mit
Dehydroshikimat als Substrat).
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Bel dieser Dehydrogenierung wird brutto ein Hydridion direkt von dem zu oxidierenden
Substrat entfernt; das Proton der Hydroxylgruppe wird an die Umgebung abgegeben.

In anabolen Prozessen sind die Ausgangs- und Zwischenprodukte meist hoher oxidiert als

ihre Folge- und Endprodukte. Daher wird bel Biosynthesen in der Regel neben einem
energidiefernden Molekldl, meistens ATP, oft auch en schnel verflgbares
Reduktionsaguivalent benttigt, welches oft Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotidphosphat
(NADPH) ist. Die zusétzliche Phosphatgruppe, die mit der Hydroxylgruppe am C2’'-Atom der
Adenosylgruppe verestert ist, stellt einen Marker dar, der das Molekidl zu anabolen
Reaktionen dirigiert.
Obgleich sich NAD und NADP rein chemisch nur geringfligig voneinander unterscheiden und
ihr Standard-Redoxpotential, E’ o, demnach auch gleich ist (NAD(P)* + H™ + 2e "* NAD(P)H,
E©r=-0,32V), kommen ihnen doch in vivo meistens vollkommen unterschiedliche
Funktionen zu (Streyer 1996).

In der Zelle liegt ein labiles Fliel3gleichgewicht zwischen den beiden Cosubstraten vor. Dies
wird durch die NAD(P)-Transhydrogenase gewdahrleistet. Dieses integrale Membranprotein
katalysiert den stereospezifischen Transfer eines Hydridions von NAD zu NADP:

NAD" + NADPH D NADH + NADP*

Die Aktivitat des Enzymes ist zumeist an die protonenmotorische Kraft der Zelle gekoppelt.
Je grolRer die Potentiadifferenz des Protonengradienten ist, desto schneller werden
Hydridionen vom NADH auf das NADP" (ibertragen (Hatefi & Y amaguchi 1996).

1.4.2 Einteilung der Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen

S/QDH zahlen zur Superfamilie der Oxidoreduktasen, die NAD oder NADP als Cosubstrat
benétigen (EC 1.1.1.x). Diese Superfamilie wird in verschiedene Gruppen unterteilt. Hierzu
zahlen die kurzkettigen (Persson et al. 1991), die mittellangkettigen (Jornvall et al. 1981), die
langkettigen (Inoue et al. 1989), die eisenaktivierten Alkohol-Dehydrogenasen sowie die
Aldoketoreduktasen (Wilson et al. 1992). Zumindest die bakteriellen SYQDH lassen sich
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jedoch in keine dieser Familien problemlos einordnen, so dass es sinnvoll erscheint, ihnen

eine eigene zuzuteilen.

Die bekannten bakteriellen S/QDH unterscheiden sich bezlglich ihrer kinetischen
Eigenschaften. Es sind in der Literatur bisher mindestens drei verschiedene Formen

beschrieben worden:

|. Shikimat-Dehydrogenase oder AroE (EC 1.1.1.25)

Diese ,klassische®  Shikimat-Dehydrogenase besitzt eine hohe Substrat- und
Cosubstratspezifitat, d.h., es werden praktisch nur Shikimat und NADP® bzw.
Dehydroshikimat und NADPH umgesetzt.

I1. Shikimat-Dehydrogenaseartige oder SDH-L (EC 1.1.1.25)

Die SDH-L (engl. shikimate dehydrogenase-like) aus dem Mikroorganismus Haemophilus
influenzae unterscheidet sich beziglich ihrer kinetischen Eigenschaften lediglich von der
AroE dadurch, dass sie enige Grofenordnungen langsamer ist (siehe Tab. 1.1). Nach
Meinung von Singh et al. (2005) ist es nicht auszuschlief3en, dass Dehydroshikimat nicht das
natUrliche Substrat darstellt.

[11. Shikimat/Quinat-Dehydrogenase oder YdiB (EC 1.1.1.282)

Bei YdiB aus E. coli wurde sowohl eine signifikante enzymatische Aktivitat mit Shikimat als
auch mit Quinat bzw mit NADP" als auch mit NAD" gemessen (Benach et al. 2003, siche
Tab. 1.1).

V. Quinat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.24)

Die einzige bakterielle NAD- abhéngige Quinat-Dehydrogenase wurde in einer Mutante von
Klebsiella aerogenes (friher auch Aerobacter aerogenes) beschrieben. Das Enzym war
sowohl spezifisch fur Quinat als auch fir NAD™. Es lieR sich aber keine Oxidation von
Shikimat oder Reduktion von NADP' nachweisen (Davis et al. 1955). Da die Primér- und die
Tertiartruktur unbekannt sind, kdnnen keine weiteren Aussagen Uber die etwaige 3D-Struktur
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dieses Enzymes gemacht und somit auch nicht die Zugehorigkeit zur S/IQDH-Familie
eindeutig festgestellt werden.

In Eukaryota sind Quinat-Dehydrogenasen beschrieben worden, die neben Quinat auch
Shikimat dehydrieren kénnen (Cain 1972, Barea & Giles 1978).

Tab. 1.1: Kinetische Parameter SIQDH aus Prokaryoten und Archeen. Es wurden folgende
Abkirzungen verwendet: Eco fur Escherichia coli, Afu fir Archaeoglobus fulgidus, Mtu fur
Mycobakterium tuberculosis, Hin fir Haemophilus influenzae und Kae fir Klebsiella
aerogenes. Substrate, die in Klammern angegeben sind, wurden im Uberschuss eingesetzt.

Organismus  Substrat Keat Kwm Keat/ Km
Enzym [s!] [UM] [sTmM7Y
Eco AroE Shikimat 237 65 3646
Eco AroE NADP* 237 56 4232

Afu AroE Shikimat 323 170+ 0,03 1900

Afu AroE NADP* 361 190 + 0,01 1900
AfuAroE  NAD' 0,718 11400 + 0,40 63,0x 10°
Mtu AroE Dehydroshikimat 415+ 2,0 31+2 1340
Mtu AroE NADPH 450+ 2,0 10+1 4500
Mtu AroE Shikimat 8,20+ 0,50 50+ 0 164
Mtu AroE NADP* 22,0+ 0,30 2+2 1000
Eco YdiB Shikimat (NADP") 0,167 120 1,39
Eco YdiB Shikimat (NAD") 0,050 20 2,50
Eco YdiB Quinat (NADP") 0,050 555 0,909
EcoYdiB Quinat (NAD") 0,050 41 12,2
Eco YdiB NADP" (Quinat) 0,167 100 1,67
Eco YdiB NADP' (Shikimat) 0,050 500 0,100
Eco YdiB NAD™ (Quinat) 0,050 87 0,575
EcoYdiB NAD" (Shikimat) 0,050 116 0,431
Hin SDH-L  Shikimat 0,2 234+ 14 0,855
Hin SDH-L NADP' 0,2 37+ 6 5,40
Kae QDH Quinat X 490 X

Kae QDH NAD" X 14 X
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1.4.3 Verteilung der Geneim Genom von C. glutamicum

Die Gene der S'QDH von C. glutamicum sind Uber das gesamte Bakterienchromosom verteilt
(siehe Tab. 1.2).

Tab. 1.2: Lage der drei S'QDH-Gene im Chromosom von C. glutamicum. ES wurde die
Annotation der DDBJ verwendet. Das Gen der CglQDH liegt offensichtlich auf einem

Operon. Bei den beiden anderen S/QDH ist dies nicht so eindeutig.

Protein- Kategorie Genom-
bezeichnung position
Transkriptionsregul ator regulatorisches Protein 442482-441598 -
Permease Transport-/Bindeprotein 442758-444161 +
Zuckerphosphat-Epimerase DNA-Metabolismus 444185-446041 +
Dehydroquinat-Dehydratase Aminosduresynthese 446075-446524 +
CglQDH Aminosiur esynthese 446538-447389 +
? hypothetisches Protein 447670-447395 -

? Zellmembran 1171206-1171874 +
? hypothetisches Protein 1172462-1171866 -

Pyruvat-/ 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase
ABC-Transporter

hypothet. Membranprotein

CglSDH-L

Carboxylesterase Typ B

Energiemetabolismus

Transport- und Bindeprotein
hypothetisches Protein

Aminosaur ebiosynthese

Fettsdure- & Phospholipid-Metabolismus

1176271-1172498 -
1180048-1176305 -
1180837-1180118 -
1181675-1180869 -
1181993-1183606 +

ABC-Transporter Typ Il

CglAroE

periplasmal 6sliches Bindeprotein?
Resolvase ?
Alanyl-tRNA-Synthetase

ATPase ?

?

Aspartyl-tRNA-Synthetase
Metalloprotease ?

Transport- und Bindeprotein
Aminosaur ebiosynthese
hypothetisches Protein
hypothetisches Protein
Proteinbiosynthese
unbekannte Funktion
hypothetisches Protein
Proteinbiosynthese
hypothetisches Protein

1723826-1724581 +
1725439-1724609 -
1726625-1725456 -
1727170-1726622 -
1730048-1727382 -
1731542-1730163 -
1732822-1731596 -
1734811-1732985 -
1735056-1735949 +

Das offene Leseraster der CglQDH liegt unmittelbar in der Nahe eines Dehydroquinat-
Dehydratase Gens. Beide sind von einer kurzen, 13 Basenpaare (bp) umfassenden
intergenischen Region getrennt. Sie verlaufen zudem in die gleiche Richtung. Zwar sind die
Orientierung der ORFs und die Grof3e der intergenischen Region nicht alein entscheidende
Parameter fur die Zugehorigkeit zu einem Operon, jedoch die Tatsache, dass SYQDHs und
Dehydroquinat-Dehydratasen an dem/den gleichen Stoffwechselweg/en betelligt ist/sind,
macht es sehr wahrscheinlich, dass die beiden ORFs auf einem Operon liegen.

Bel dem einer weiteren CglSDH-L-ORF lasst sich kaum eine Voraussage machen, ob es
Teil eines Operonsist. Die intergenische Region zu einem in gleicher Richtung positioniertem

OREF, das eventuell ein Membranprotein codiert, betragt immerhin 33 bp.
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Der Abstand des CglAroE-Gens und des benachbarten auf dem gleichen DNA-Strang
betragt nur 18 bp. Wird berticksichtigt, dass auch DNA-kodierende Sequenzen in Bakterien
mit Promotorsequenzen Uberlappen konnen, ist eine Organisation der Gene in einem Operon

moglich.

1.4.4 Monomere, Dimere, ...

In den Schlauchpilzen (Ascomyceta) Neurospora crassa und Hefen sind funf der sieben an der
Synthese vom Chorismat beteiligten Enzyme as Multienzymkomplex, dem AROM-
Enzymkomplex, organisiert (AroB, AroD, AroE, AroK und AroA). Er besteht aus zwel
identischen, pentafunktionalen Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von etwa
165kDa (Coggins et al. 1987). In Pflanzen findet man die ,klassische® Shikimat-
Dehydrogenase, AroE in einem bifunktionadlen Enzymkomplex zusammen mit der
Dehydroquinat-Dehydratase (Coggins et al. 1985). In Bakterien und Archaea liegen SIQDH
als Monomere oder Homodimere vor (z.B. Singh et al. 2003, Chaudhuri & Coggins 1985).

1.4.5 Supersekundar- und Tertidrstruktur

Die Enzyme dieser Strukturfamilie bestehen aus einer N- und ener C-terminalen
Strukturdoméne. Sie werden von zwei o-Helices miteinander verbunden. Zwischen den
Domanen klafft eine tiefe Furche, die das aktive Zentrum beinhaltet (Benach et al. 2003).

Die N-terminde Doméne ist verantwortlich fur die Katalyse und, falls das Protein als
Homodimer vorliegt, auch fir die Dimerisierung. Die Domane besteht aus zwei Abschnitten
auf der Polypeptidkette; der erste besteht aus N- terminalen Residuen, das zweite aus einigen
Aminosdureresten am Carboxylende. Im Zentrum der Doméne befinden sich sechs f-
Faltblatter mit der Strangordnung B2-B1-p3-B5-p6-p4. Nur BS verlauft antiparallel zu den
anderen B-Faltblattern. Umgeben werden sie von a-Helices und bei einigen Proteinen auch
von einer 3;0-Helix. Die Doméane bildet ein offenes o-B-a-Sandwich, das sich in dieser Form
bisher als einzigartig herausgestellt hat. Ahnliche Faltungsmotive wurden bisher nur in der
Glycyl-tRNA-Synthetase (PDB-Code 1ATI) und in einem Enzym, das an der Synthese eines
Molybdan-Cofaktors (MogA, PDB-Code 1DI6) beteiligt ist (siehe Abb. 1.6).
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Die C-terminde oder Cosubstratbindungsdoméane bestent aus sechs paralelen f-
Faltblattern, der Strangordnung B9- B8- B7- B10- B11- B12. Sie sind so von vier a-Helices und
bei manchen Enzymen auch 3;o-Helices umgeben, dass sich wiederum eine Sandwich-artige
a-B-o-Struktur ergibt. Gemal3 Definition der SCOP-Datenbank handelt es sich hier um eine
klassische Rossman-Faltung.

Auf Grund der beiden dhnlichen Faltungsdomanen kann man bei dieser Proteinfamilie auch

von einer intramol ekularen Pseudosymmetrie sprechen.

A Shikimat/Quinat-Dehydrogenase Abb. 1.6
Topologievergleiche
A) N-terminale Substrat-

)
- Bindungsdomane der S/QDH.
B) C-terminale Doméne der
glycyl-tRNA-Synthetase.
p5 C) Molybdan-Cof aktor-
Biosyntheseprotein MogA
B-Faltblétter sind in gelb und o-
N ¢loz -

Helices in blau dargestellt.
Etwaige 3;0-Helices sind nicht
gezeigt, da sie in den S'QDH mit

B SRS L unterschiedlichen  Héaufigkeiten
- auftreten und somit nicht as
charakteristische Elemente
i betrachtet werden kénnen.
N ¢ap
C

Molybdincotaktor-Syntheseprotein
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1.4.6. Bindungsmodus von NAD(P)

Die Positionierung des Cosubstrates scheint bei allen Proteinen aus der S/IQDH-Familie
analog abzulaufen (Ye et al. 2003). Alle NAD(P)sin S/IQDH zeigten anti-Konformation. Das
Cosubstrat wird vom Protein so gebunden, dass die Hydridlbertragung R-stereospezifisch
abléauft (siehe Abb. 1.5) (Benach et al. 2003, Michel et al. 2003, Ye et al. 2003).

Der Hauptketten-Sauerstoff eines hochkonservierten Glycins im C-terminalen Bereich der
Proteine bildet eine Wasserstoffbriicke mit der Aminogruppe des Nikotinsaureringes aus und
tragt so zur richtigen Orientierung desselben bei (siehe Abb. 1.7).

Die Erkennung des richtigen Cosubstrates erfolgt bei NADP-abhéngigen Dehydrogenasen
im allgemeinen mit Hilfe eines konservierten Arginins, dessen Seitenkette mit den Elektronen
im Ringsystem des Adenosins interagiert sowie einem Serin oder Threonin, das die
Phosphorylgruppe am C2'-Atom der Adenosylribose bindet (Lesk 1995). Diese
Veralgemeinerung gilt auch fur die Enzyme AroE und SDH-L (Michel et al. 2003, Singh et
al. 2005). Dagegen ist bei YdiB, die sowohl NADP als auch NAD binden kann, das Serin
bzw. Threonin durch einen Aspartatrest substituiert. Die geladene Seitenkette kann
Wasserstoffbriickenbindungen zu der 2'- und der 3'-Hydroxylgruppe der Adenosylribose
ausbilden und so NAD stabil binden. Damit YdiB NADP binden kann, reicht offenbar die
Interaktion des Arginins mit dem Adeninring aus. NAD-abhéangige Dehydrogenasen binden
ihr Cosubstrat im algemeinen mit Hilfe eines konservierten Aspartats (Lesk 1995). Eine
Proteinstruktur einer solchen SYQDH ist bisher nicht bekannt, so dass noch nicht geklart
werden konnte, ob diese Veralgemeinerung auch fir diese Proteinfamilie gilt.

Man findet in SIQDH eine charakteristische Schlaufe mit der Aminosduresequenz
GX/AGGXI/A. Sie interagiert mit dem Diphosphat des Cosubstrates und sorgt fur eine leichte
Kriimmung, was fir NAD(P)-abhangige Dehydrogenasen untblichist (Ye et al. 2003).

Schliefdich findet man ein konserviertes Threonin und ein semikonserviertes Methionin in
der C-terminalen Doméne, die vermutlich mit der Ribose des Nikotinamidmononukleotids

interagieren.
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Abb. 1.7

Bindung von NADP (gelb) an die AroE von E. cali (blau). Das konservierte Glycin237 geht
eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Carbonsaureamidgruppe des Proteins ein und tragt
dazu bei, den Nikotinamidringes optima zu positionieren. Die glycinreiche Schlaufe des
Enzyms bindet das Diphosphat und sorgt fir eine Biegung des NADPs. Das Threoninl51
bindet die Phosphorylgruppe am C2'-Atom der Adenosylribose und trégt somit zur
Differenzierung zwischen NADP und NAD bei. Die Seitenkette des Arginings150 interagiert
mit den n-Elektronen des Purinrings.

1.4.7 Bindungsmodus des Shikimates

Bisher liegen noch keine strukturbasierten Messdaten vor, die darauf hindeuten konnten, wie
das Quinat oder Dehydroshikimat von den Enzymen gebunden werden kdnnte.

Es wurden jedoch mit Hilfe von Modellierungsstudien zwel Hypothesen entwickelt, wie das
Shikimat/Dehydroshikimat binden konnte (siehe Abb. 1.8), wobei davon ausgegangen wird,
dass das Substratmolekil in etwa eine Halbsesselkonformation annimmt. Um das Modell A
zu erstellen (Michel et al. 2003), wurden ferner Enzymkinetik-Versuche berticksichtigt, die
mit Hilfe von substratdhnlichen Inhibitormolekilen an Erbsen-Keimlingen (Pisum sativum)
durchgefuihrt worden sind. Demnach ist die Hydroxylgruppe am C4-Atom des Substrates
entscheidend fir eine starke Bindung an das Enzym (Balinsky & Davies 1961);
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wahrscheinlich interagiert die Hydroxylgruppe mit einer geladenen Seitenkette (Bugg et al.
1988). Ferner ist fUr eine feste Bindung des Substrates an das Protein entweder eine
Interaktion der Carboxylatgruppe des Substrates oder der Hydroxylgruppe am C5-Atom
notwendig. Letztere Gruppe scheint aber kaum Auswirkungen auf die Substratspezifitét zu
haben (Balinsky & Davies 1961).

Um das Modell B zu entwickeln, haben Benach et al. (2003) das Shikimat gemal} bereits
etablierter Erkenntnisse Uber terndre Komplexe anderer Oxidoreduktasen (Ramaswamy et al.
1994) in das Enzym YdiB von E. coli modelliert. Es wurde dabel vor alem darauf Wert
gelegt, dass das ,reaktive® Hydridion des Substrates in die Ndhe des C4-Atoms des
Nikotinsaureamidringes des NAD(P)s gelangt.

Modell A Modell B
Lys™ Lys™
Asp'?7 Asp107
GIn2e2 GIn2s2
OFEENG OFEERN
NH;* NH,*
OH OH
& OH HoN o H,N 0
o)
\ OH
— (o]
oFEEs0 HO/\Ser22 Serf? S il
OH OH OH
Ser20
Tyr234 Tyr234

Abb. 1.8

Vermutete Bindungsmodi von 3-Dehydroshikimat in der AroE (Modell A) und von Shikimat
inYdiB (Modell B) jeweilsin E. coli. Eswird in beiden Modellen die Numerierung der Y diB
aus der PDB verwendet. Die angenommenen Substrat-Enzym-Interaktionen sind
grauschattiert dargestellt. Im Modell A binden die Hydroxylgruppen vom C4- und C5-Atom
des Dehydroshikimates die Seitenketten von Lys71, Aspl07 und GIn262. Die Seitenketten
von Ser20, GIn262 und Tyr234 interagieren mit der Carboxylatgruppe des Substrates. Im
Modell B bilden die Hydroxylgruppen der C3-, C4- und C5-Atome des Shikimates
Wasserstoffbriicken zu Aspl107, GIn262 und Tyr 234 aus (nach Lindner et al. 2005).
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Da die Bindungsmodi der Substrate an das Enzym noch nicht eindeutig geklart sind, haben
Aussagen Uber den detaillierten Reaktionsmechanismus einen spekulativen Charakter.
Dennoch sind hierzu bereits Uberlegungen angestellt und entsprechende Experimente
durchgefuihrt worden.

Die Identitét und raumliche Vertellung der Residuen, die im aktiven Zentrum vermutet
werden, weichen deutlich von denen bereits bekannter Oxidoreduktasen ab. Folglich kann
man davon ausgehen, dass sich der Reaktionsmechanismus der S'QDH von dem anderer
NADP(H)-abhangigen Enzyme im Detail unterscheidet.

Beim NAD(P)-Reaktionsmechanismus wird nicht nur ein Hydridion tbertragen, sondern es
muss auch ein Proton , verschoben* werden. Um diesen Vorgang zu erleichtern, kommen
besonders Residuen in Betracht, deren Seitenketten-pKs-Werte im Ideafall im Bereich des
pH-Optimums des Enzyms liegen. Es muss alerdings berlicksichtigt werden, dass die
Umgebung des Proteins den pKs-Wert stark beeinflussen kann und dass der pH-Wert auf die
Enzymaktivitét auch auf andere Weise wirken kann. Es kdnnte z.B. das Protein in akalischer
Umgebung denaturieren oder sich die Substrate zersetzen.

Das Aktivitdtsmaximum einiger S/QDH liegt in etwa im neutraen Bereich. Dies kénnte
dafur sprechen, dass ein Histidin am Reaktionsmechanismus beteiligt ist. Tatséchlich haben
Histidin-spezifische chemische Modifikationen mit Diethylpyrocarbonat eine Inaktivierung
der AroE von E. coli zur Folge (Krell et al. 1998). Zwei dieser Histidine konnten durch
Zugabe von Shikimat vor der Modifikation bewahrt werden, alerdings sind beide zu weit
vom aktiven Zentrum entfernt, selbst falls es zu einer starken Domanenbewegung kommen
sollte. AulRerdem sind die entsprechenden Histidine in der S/QDH-Familie nur méfdig
konserviert (Chackrewarthy 1996, Benach et al. 2003).

Es ist auch davon auszugehen, dass das pH-Optimum der meisten dieser Enzyme im
basischen liegt (z.B. Yaniv & Gilvarg 1955, diese Dissertation). Die bevorzugte alkalische
Umgebung der SIQDH deutet zwar darauf hin, dass die Residuen Lysin und Histidin an der
Katalyse betelligt sein konnten, jedoch kommen auch noch andere wie z.B. Aspartat je nach
Umgebung in Frage (Christendat et al. 1998). Tatsachlich kommen im vermuteten aktiven
Zentrum ein hochkonserviertes Aspartat und Lysin vor. Der Austausch eines dieser
Aminosduren fuhrt zu einem vollstandigen Funktionsverlust (Linder et al. 2005). Eine
katalytische Dyade bestehend aus diesen beiden Aminosauren scheint somit wahrscheinlich
zu sein (Singh et al. 2005).
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1.4.8 Nur eine scheinbare Enzymredundanz?

Gemal3 bioinformatischer Untersuchungen diverser Genome von Mikroorganismen (DDBJ)
treten SYQDH in den verschiedenen Organismen mit unterschiedlicher Haufigkeit auf. So
findet man beispielsweise in Methano(caldo)coccus jannaschii nur eine, im Wildtyp von
E. coli zwe, in C. glutamicum drei und in Pseudomonas putida sogar funf dieser Enzyme. Mit
der Entdeckung von YdiB (Benach et al. 2003) und SDH-L (Singh et al. 2003) zeigte sich,
dass es Subtypen in der Familie der SIQDH gibt. lThre Funktion in vivo ist noch nicht
eindeutig bestimmt und es stellt sich die Frage, ob noch mehr Subtypen dieser Enzyme
existieren. Somit ist auch nicht bekannt, ob es eine tatséchliche Enzymredundanz in einigen
Mikroorganismen gibt oder jedes dieser ,Isoformen® eine andere Funktion in der Zelle zu

erfullen hat.

-28-



1 Einleitung

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit besteht zunéchst in der Klonierung, Expression und Reinigung der drei
als Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen bioinformatisch annotierten offenen Leseraster bzw.
Enzyme aus Corynebacterium glutamicum. Besonders steht hier aber die biochemische
Charakterisierung mittels enzymkinetischer in vitro-Methoden sowie die strukturelle Analyse
der Enzyme im Vordergrund. Die Untersuchung der moglicherweise nur scheinbaren

Redundanz bildet den Schwerpunkt. Hieraus ergeben sich drei naheliegende Szenarien:

1) Moglich wére es, dass die Enzyme zwar dieselben Reaktionen im Shikimatweg
katalysieren, sie aber durch unterschiedliche metabolische Endprodukte inhibiert werden. In
diesem Fall wirde sich die Frage stellen, warum ausgerechnet Enzyme, die inmitten eines
einseitig verlaufenden Stoffwechselweges liegen, auf diese Weise reguliert werden. Man
musste in diesem Fall vermuten, dass der Shikimatweg von einem noch unbekannten
Stoffwechselweg gekreuzt wird, den es zu entdecken gilt. Ferner wére dann natlrlich zu
untersuchen, ob sich nicht entsprechende Enzyminhibitoren finden lief3en. Daran schldsse sich
eine strukturelle Untersuchung der Proteine an, v.a. um den Mechanismus der Inhibition néher

ZU untersuchen.

2.) Bereits wahrend dieser Promotionsarbeit haben andere Arbeitsgruppen gezeigt, dass es
nicht nur die , klassische® Shikimat-Dehydrogenase AroE gibt, sondern dariiber hinaus die
deutlich langsamere SDH-L und die vermutlich bifunktionale Y diB. Daher ist es naheliegend,
dass das scheinbar dreifache Auftreten der Enzyme auch darauf zurtickzuftihren sein konnte,
dass sie tatsachlich unterschiedliche Funktionen im Metabolismus der Zelle tibernehmen und
daher die vermutete Redundanz nur auf Fehler bzw. Ungenauigkeiten der bioinformatischen
Vorhersage zuriickzufihren ist. In diesem Fal wéare es winschenswert, die tatséchliche
Funktion im Stoffwechselweg zu identifizieren und Kriterien zu finden, mit deren Hilfe die
bioinformatische Annotation prézisiet werden konnte. Hierfir kdmen dann v.a
Untersuchungen der Primérstrukturen in Betracht, um charakteristische, konservierte
Aminosdurereste zu identifizieren, mit deren Hilfe die einzelnen Subtypen vonenander
unterschieden werden kénnen. Denkbar ist alerdings auch, dass nicht (nur) die Seitenketten
einzelner Aminosauren eine Rolle spielen, sondern dass die kinetischen Unterschiede der
verschiedenen Subtypen (zusétzlich) in der rumlichen Struktur begrindet sind. Um dies zu
untersuchen, muss eine Technik verwendet werden, mit deren Hilfe die Strukturen moglichst
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bis zur atomaren Auflésung gel6st werden kénnen. Hierfir sollen in dieser Arbeit vor allem

die Rontgenstrukturanal yse und bioinformatische Methoden genutzt werden.

3.) Es ist auch moglich, dass eine zweifache Redundanz vorliegt, wahrend das dritte Enzym
andere Aufgaben im Stoffwechsel zu erfillen hat. In diesem Fall ergeben sich Zielsetzungen,

die den Szenarien 1) und 2) entsprechen.

Da Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen eine bis dahin noch unbekannte Faltungsdomane im
Bereich den aktiven Zentrums besitzen und die dort konservierten Aminosduren von denen
bekannter NAD(P)-Dehydrogenasen abweichen, ist es durchaus maoglich, dass ein noch

unbekannter Reaktionsmechanismus bei den Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen vorliegt.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien, Materialien, Gerate und
EDV-Systeme

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien hatten p.a.-Qualitdt und wurden von den Herstellern Sigma,
Roth, Merck, Biomol oder Fluka bezogen. Die Komponenten fir die Bakterienmedien
stammen von Roth und Sigma

Das bendtigte Wasser wurde von einer Reinstwasseranlage aufbereitet und hatte eine
Leitfahigkeit von hochstens 50 pS cm™. Samtliche Losungen wurden durch eine 0,2 pm-
Membran (Sartorius, Gottingen) filtriert.

2.1.2 Mikroor ganismen, Bakterienndhrmedien, Pufferlosungen und

Oligonukleotide

Mikroor ganismen

C. glutamicum ATCC13032 Arbeitsgruppe Prof. Dr. Krdmer, Universitét zu Kéln
E. coli BL21(DE3) Novagen, Madison, USA

F ompT hsdSg (rs'mg”) gal(DE3) dcm
E. coli XL1-Blue Stratagene, Heidelberg

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rk’, mK™), supE44,
relAl, I, lac, [F proAB, laclgZzD M15, Tn19(Tetr)]

Bakterienndhrmedien

BHI-Medium 37 g Brain Heart Infusion ad 1 Liter H,O; autoklaviert
LB-Medium 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl ad 1 Liter H,O pH=7,0;
autoklaviert
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Fals Ampicillin zur Selektion erforderlich gewesen ist, wurde eine Endkonzentration des

Antibiotikums von 150 pg pro ml Medium verwendet.

Pufferldsungen

Préparation genomischer DNA

STE-Puffer 25 mM Trig/HCl; 25 mM EDTA pH=8,0; 50 mM Glucose, steril
filtriert (Porengrof3e: 0,2 pm)

PIC/I Phenol/Chloroform/lIsoamylakohol (Volumenverhdtnis 50:49:1)

Plasmidpraparation

Minipré&paration

Resuspensionspuffer 25 mM TrigHCI; 10 mM EDTA pH=8,0; 100 pg/ml RNaseA
Lysispuffer 0,2 M NaOH; 1% v/v SDS

Neutralisationspuffer 5 M Essigsdure/Kaliumacetat pH=5,5

Midipré&paration

P1 (Resuspension) 50 mM Tris/HCI; 10 mM EDTA pH=8,0; 100 pg/ml RNaseA
P2 (Lyse) 200 mM NaOH; 1% v/v SDS
P3 (Neutralisation) 3 M Essigsaure/Kaiumacetat pH=5,5

QBT (Aquilibrierung) 750 mM NaCl; 50 mM MOPS pH=7,0; 15% v/v Isopropanol
0,15% v/v Triton X-100°

QC (Waschen) 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS pH=7,0; 15% v/v Isopropanol
QF (Elution) 1,25 M NaCl ; 50 mM Trig/HCI pH=8,5 ; 15% v/v Isopropanal
|noue-Puffer

55 mM MnCly; 15 mM CaCl,; 250 mM KCl ; 0,5M PIPES pH=6,7
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Protei nilberexpression und -reinigung

Tev-Protease
Aquilibrierungspuffer

Resuspensionspuffer

Waschpuffer
Elutionspuffer
Didysepuffer

6 M Harnstoff; 100 mM NaH,PO,4; 10 mM Tris/HCI pH=8,0

6 M Guanidinium-HCI; 100 mM NaH,PO,; 10 mM Tris-HCl
pH=8,0

6 M Harnstoff; 100 mM NaH,PO,4; 10 mM Tris/HCI pH=6,3

6 M Harnstoff; 100 mM NaH,PO,4; 10 mM Tris/HCI pH=4,5
100 mM Trig/HCI pH=8,5; 500 mM NaCl; 5 mM DTT; 0,5 mM
EDTA; 50% v/v Glycerin

Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen

Lysispuffer
Waschpuffer
Elutionspuffer
Einengungspuffer
Gefiltrationspuffer

Enzymkinetik

50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; pH=8,0
50 mM NaH,PO,4; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH=8,0
50 mM NaH,PO,4; 300 mM NaCl; 250 mM Imidazol; pH=8,0
50 mM Trig/HCI pH=7,5; 500 mM NaCl; 20% Glycerin

100 mM Trig/HCI; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA pH=7,5

Reaktionspuffer A: 100 mM NaHCO3; pH=10,0
Reaktionspuffer B: 500 mM Tris/HCl pH= 8,6
Reaktionspuffer C: 500 mM Trig/HCI pH= 9,0

Oligonukleotide

Oligonukleotide fir den Adaptereinbau

NHisl 5 -CATGAGCGGCCATCACCATCACCATCACGGCTCTGAAAAC
CTGTATTTCCAGGGTGCCATGGCCCGGGGTTAACG-3
NHis2 5'-GATCCGTTAACCCCGGGCCATGGCACCCTGGAAATACAGG

TTTTCAGAGCCGTGATGGTGATGGTGATGGCCGCT-3'
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Oligonukleotide fur PCR-Mutagenese

QDHNHisl 5-GTAGAAAGCCCAAAATCATGAACGACAGTATTCTCCTCGG-3
QDHNHis2 5-GAAGCGTCGAGGTTTTACGGATCCTTTTAGAGGGACAGG-3
SDH276NHisl 5 -GATAAGGATCAGCGAATAACCATGGGTTCTCACATCACTC-3
SDH276NHis2 5 -GTTGAGGAGGTGGCGGATCCTTAGTGTTCTTCTGAGATG-3
SDH268NHisl 5-GCATGAGTATAAAATCACTGTCATGATCAACTACGTCGAC-3
SDH268NHis2 5-CTAAAAATAGGGGTGATCAATTTACTTGGAGAACTCCTC-3

Oligonukleotide fir die DNA-Seguenzierung
T7-Promotor 5-TAATACGACTCACTATAGG-3
T7-Terminator 5 -GCTAGTTATTGCTCAGCG-3

Plasmide
pET-3d Novagen, Madison, USA
pTPSN Prof. Jennifer Doudna, Universitét Yae, USA

2.1.3 Materialien, Geréte und EDV-Systeme

Die wichtigsten Geréte, Materialien und EDV -Systeme sind in den folgenden Tabellen 2.1,
2.2 und 2.3 zusammengefasst.

Tab. 2.1: Varwendete Geréte

Bezeichnung

Hersteller

Brutschrank Function line
Cryostream Cooler
Dynamische Lichtstreuung
DynaPro-801
EDV-Systeme
Octane mit Irix 6.5
PC mit SUSE-Linux 9.2
PC mit Windows XP
Elektrophorese
Powerpac 300 Power Supply
Flachendetektoren
DIP-2030H
MAR 345
FPLC-System
French Press Aminco

Heraeus, Hanau
Oxford Cryosystems, Oxford, England

Protein Solutions, Charlottesville VA, USA
Silicon Graphics, Miinchen

Novdll, Berlin

Microsoft, USA

BioRad, M Unchen

MAC Science, Y okohama, Japan

MAR Research, Norderstedt

Pharmacia, Uppsala, Schweden
SLM-Instruments, Rochester, USA
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I nkubati onsschttler
Certomat BS-1

Kupferdrehanoden

FR 591

Rotaflex RU-200 B
M assenspektrometrie

MALDI_MSBiflex Il (ToF)
Mikroskope

Stemi 2000-C

LeicaMZ 125
PCR-Mastercycler 5330
pH-Meter 766 Calimatic
Reinstwasseranlage Sera purDELTA
Spektral photometer Ultrospec 2000
Spiegelreflexkamera EOS 500N
Sterilbank HERA safe
UV-Hé&chenstrahler
Waagen

Analysenwaage FA-210-4

Laborwaage SBA 52
Vortex REAX 2000 und REAX top
Wasserbad WB7
Zentrifugen

RC 3B Plusund RC 5B Plus

5417 Cund 5810 R

Tab. 2.2: Sonstige Materialien

Braun, Melsungen

Nonius, Delft
Rigaku, Dusseldorf

Bruker, Bremen

Zeiss, Jena

Leica, Solms

Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin

SERAL, Ransbach-Baumbach
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Canon, Tokyo, Japan

Heraeus, Hanau

Faust, Koln

Faust, Koln

Scaltec, Heiligenstadt

Heidolph, Schwabach

Memmert, Schwabach

Sorvall, Newtown CT, USA
Eppendorf, Hamburg

Bezeichnung Hersteller
Bradford Proteinassay BioRad, Minchen
Cryoloops Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA

sonstige Cryowerkzeuge
Cryschem-Platten
Gelelektrophorese

NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gele

Gen Elute™ Minus EtBr Spin Columns

Goniometerkdpfe

Linbro-Schalen

Proteinrei nigungssaulen
Ni-NTA-Séulen (gravity flow)
Hi Load™ 16/60 Superdex™
200 Prep Grade 60cm

Plasmid Midi Kit (25)

Ultrafiltration

Amicon® Ultra-15 (10kDa)

Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA
Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Stoe, Darmstadt

Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA

Qiagen, Hilden

Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden

Qiagen, Hilden

Millipore, Eschborn
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Tab. 2.3: Computerprogramme

Programm (-Paket)

Referenz

Klonierung
Clone Manager

Enzymkinetik
SWIFT 1.05

Sequenz- & Strukturalignments
BLASTp
MAMMOTH
T-COFFEE

Phylogenetische Analyse
PHYLIP

Auswertung von Rontgendaten
CCP4-suite
CNS-suite
DSSP
DSSP2PDB
HKL-suite
MOLEMAN

Modellierung
AMBER 8
MOE
PREDATOR
SCWRL

Grafikprogramme
BRAGI
O
PyMOL

Proteinstrukturevaluierung
ERRATV2
PROCHECK v3.5.4
VERIFY3D

Scientific & Educational Software, Cary, North

Carolina, USA

Bunnage 1992, Pharmacia Biotech Ltd.

Altschul et al. (1990)
Olmeaet al. (2002)
Notredame et al. (2000)

Felsenstein (1989)

CCP4 (1994)

Brunger et al. (1998)

Kabsch & Sander (1983)

Stroud (2002)

Otwinowski & Minor (1997)

Kleywegt (1992-2004), Uppsala, Schweden

Case et al. (2004)

Chemical Computing Group, Kdln
Frishman & Argos (1997)

Bower et al. (1997)

Schomburg & Reichelt (1988)
Jones et al. (1991)
Del ano (2002)

Colovos & Y eates (1993)
Laskowski et al. (1993)
Eisenberg et al. (1997)
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2.2 Molekularbiologie

2.2.1 Klonierungsstrategie

In dieser Arbeit wurde ein Hiss-Tag verwendet, um die Proteinreinigungsprozedur zu
vereinfachen. Da ein solches Fusionspeptid aber auch die Aktivité der Shikimat/Quinat-
Dehydrogenasen aus C. glutamicum beeinflussen konnte, ist es vorteilhaft, wenn der Tag bel
Bedarf wieder abgespalten werden kann. Daher sollte zwischen der Tag-codierenden Sequenz
und der multiplen Klonierungsstelle (MCS) eine Nukleotidsequenz vorhanden sein, die eine
spezifische Schnittstelle fir eine entsprechende Protease codiert. Um enen solchen
Expressionsvektor zu konstruieren, wurde in das Plasmid pET-3d in 5 -Richtung zur MCS ein
Adapter ligiert, der einen Hiss-Tag gefolgt von der fur die spezifische Protease rTEV
Schnittstelle codiert (Hiss-rTev-Adapter):

S-G-H-H-H-H-H-H-G-S-E-N-L-Y-F-Q-G-A-native Proteinsequenz

grun: flexible Aminoséuren
blau: Hiss-Tag
rot:  spezifische Erkennungsstelle fir die Protease rTEV

Die Protease spaltet die Erkennungssequenz hinter dem Glutamin, so dass auch nach der
Abspaltung des Tags die beiden Aminosdurereste GA as Klonierungsartefakte N-terminal

von der natrlichen Proteinsequenz erhalten bleiben.

2.2.2 Herstellung des Hiss-r TEV-Adapters

Bevor der Hiss-rTEV-Adapter in den Expressionsvektor ligiert werden konnte, mussten die
beiden einzelstrangigen Oligonukleotide NHisl und NHis2 hybridisiert werden. Hierzu
wurden 4ul 1M NaCl, 15pul H>O und 3,8 pl beider je 100 uM Oligonukleotidlésungen
gemischt. Der Ansatz wurde 2 min lang bel 95°C erhitzt und langsam bei Raumtemperatur
abgekhlt.
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2.2.3 Herstellung kompetenter Zellen

Etwa 20 pl von E. coli-Bakterien der Stammes BL21(DE3) oder XL1-Blue einer Glycerin-
Dauerkultur wurden auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 30°C
(BL21(DE3)-Z€llen) bzw. 37°C (XL1-Blue-Zellen) inkubiert. Es wurde eine 20 ml-LB-
Vorkultur mit einer Bakterienkolonie angeimpft und bel 30°C, 200 rpm 12 h lang inkubiert.
Eine 250 ml-LB-Hauptkultur wurde mit 1 ml der Vorkultur angeimpft, bel 30°C, 200 rpm zu
einer ODguo=0,5 angezogen, 5 min auf Eis abgekihlt, die Zellen 15 min bei 2500 g, 4°C
15min lang zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 20 ml
eiskaltem Inoue-Puffer aufgenommen, 10 min auf Eis gekiihlt und erneut 15 min bei 2500 g,
4°C 15min lang zentrifugiert. Das Sediment wurde in 20 ml katem Inoue-Puffer
aufgenommen, bis zu einer Endkonzentration von 7% v/v mit DM SO versetzt, 10 min auf Eis
inkubiert, in 100 pl-Fraktionen aliquotiert, in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei minus
80°C gelagert.

2.2.4 Hitzeschock-Transformation

Ein 100 pl-Aliquot von kompetenten Zellen wurde kurz bei 30°C aufgetaut, auf Eis abgekiihlt
und mit ca. 100 ng Plasmid-DNA 20 min auf Eisinkubiert. Nach einem Hitzeschock bel 42°C
fur 90 sek wurde der Ansatz etwa eine Minute auf Eis abgekihit und mit 270 pl LB versetzt,
das auf 37°C temperiert worden ist. Der Transformationsansatz wird 45 min bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Bakterienzellen auf einer LB/Amp-Agarplatte ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden daraufhin in

FlGssigmedium dberfihrt, woflr zundchst 3 ml-Starterkulturen verwendet wurden.

2.2.5 Préparation der Vektor-DNA ausE. coli

2.2.5.1 DNA-Praparation aus 3 ml-Bakterienkultur (, Minipraparation*)

Die Plasmid-DNA, die mittels Minipréparation isoliert worden ist, diente ausschliefdich
analytischen Zwecken. Daher konnte auf Reinigungsschritte mittels
Anionenaustauschersaulen oder auf Phenol -Extraktionen verzichtet werden.
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Es wurde eine Bakterienkolonie von einer LB/Amp-Agarplatte gepickt und in 3 ml LB/Amp
Ubergefihrt. Die Bakterien wurden ca. 16 h bel 37°C inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde 5min bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Das
Pellet wurde mit 100 pl Resuspensionspuffer (50 mM  Tris, 10mM EDTA, 100 pg/ml
RNaseA, pH=8,0) resuspendiert. Nach Zugabe von 100 ul Lysispuffer wurde 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und 250 pl Neutralisationspuffer dazu gegeben. Der Zelldebris
wurde durch Zentrifugieren abgetrennt (14000 rpm, 6°C) und die DNA aus dem Uberstand
mittels Ethanolprézipitation gefdlt. HierfGr wurden der Lésung 40ul 3 M Natriumacetat-
Puffer pH=4,6 und 1 ml absolutem Ethanol beigefiigt. Der Uberstand wurde 15 min bei
20000 g, 6°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 300 pl 70%igem v/v Ethanol gewaschen und
an der Luft getrocknet.

2.2.5.2 DNA-Préparation aus 250 ml-Bakterienkultur (, Midipraparation*)

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe eines Kits der Firma Qiagen entsprechend des , QIAGEN®
Plasmid Purification Handbook® gereinigt.

Es wurde eine Kolonie von einer LB/Amp-Agarplatte gepickt und in 3ml LB/Amp
Ubergefuhrt. Diese Starterkultur wurde ca. 10 h bei 37°C, 220 rpm inkubiert. Sie wurde
verwendet, um eine 250 ml LB/Amp-Hauptkultur anzuimpfen, die ungeféhr 14 h bei 37°C,
220 rpm inkubiert worden ist. Die Zellen wurden bel 5900 g, 4°C zentrifugiert und in 4 ml
P1-Puffer resuspendiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 4 ml P2-Puffer eingeleitet. Es
wurde funf mal vorsichtig invertiert und 5 min bel Raumtemperatur inkubiert. Die
Neutralisation erfolgte durch Zugabe von 4 ml gekihltem P3-Puffer. Es wurde erneut finf
mal vorsichtig invertiert und ca. 15 min auf Eis inkubiert. Der Zelldebris wurde durch
Zentrifugation bei 27000 g, 4°C 1 h entfernt. Die DEAE-Anionenaustauschersaulen QIAGEN-
tip 100 wurden mit 4 ml QBT-Puffer aquilibriert. Es erfolgte die Beladung der Saulen mit
dem Uberstand aus der Zentrifugation. Die Saule wurde zweimal mit je 10 ml QC-Puffer
gewaschen. Anschliel?end wurde die Plasmid-DNA mit 5 ml QF-Puffer eluiert. Zur
Nukleinsdurel 6sung wurde 3,5 ml Isopropanol hinzugegeben und 30 min bei 27000 g, 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und zwei mal mit 70%igem v/v
Ethanol gewaschen, wobel jewells bel 27000 g, 4°C fur 15 min zentrifugiert worden ist. Das
DNA-Pellet wurde an der Luft getrocknet und in einer geeigneten Menge Wasser

aufgenommen.

-39-



2 Material und Methoden

2.2.6 Préaparation von genomischer DNA aus C. glutamicum

Es wurde eine Kultur von einer BHI-Agarplatte gepickt und in enen 100 ml-
Erlenmeyerkolben mit 20 ml BHI-Flussigmedium Ubergefiihrt. Die Zellen wurden ca. 15 bis
16 h bei 30°C, 150 rpm bis zu einer ODgy vVon 8 bis 9 inkubiert. Anschlief3end wurden die
Bakterienzellen 20 min abzentrifugiert (5900 g, 4°C) und mit 4 ml gekuhltem STE-Puffer
gewaschen. Die Zellen wurden in 4 ml gekihltem STE-Puffer durch starkes Schitteln
resuspendiert. Es wurden 50 mg Lysozym (Bohringer, Mannheim) in 1 ml STE-Puffer gel6st,
50ul RNaseA (10 mg/ml) zugegeben und 4h bel 37°C unter vorsichtigem Schwenken bel
37°C inkubiert. Es wurden 2 pl 5% (w/v) SDS und 7 ul Proteinase K (Roche) hinzu gegeben
und 1 h bel 37°C unter leichtem Schwenken (150 rpm) inkubiert. Mittels 7 ml P/C/I wurde die
Nukleinsdure durch leichtes Invertieren emulgiert. Durch sich anschlief3ende Zentrifugation
bei 7200 g, 6°C wurde die wassrige (obere) von der organischen Phase getrennt. Durch
Abnahme der wéssrigen Phase wurde die DNA von den verbleibenden Proteinen abgetrennt.
Um die Nukleinsdure aufzukonzentrieren und von P/C/I-Resten zu reinigen, wurde die DNA-
Losung mit 15 ml 100% Ethanol und 500 pl 3 M Natriumacetat-Puffer (pH=4,6) versetzt, bei
17000 g, 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und zweimal mit 3 ml kaltem 70%igem
viv Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde an der Luft getrocknet und in 3 ml Wasser
unter leichtem Schwenken bei 4°C fur etwa 10 h gel6st.

2.2.7 Konzentations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Die Konzentrationsbestimmung beruht auf einem Absorptionsmaximum bei 260 nm, wofr
die aromatischen Ringe der Nukleobasen verantwortlich sind. Eine Extinktion von 1,0
entspricht einer Massenkonzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA (dsDNA). Daraus
ergibt sich folgende Formel fir die Berechnung der Konzentration einer dsDNA-Probe:

C = E260 X 50 X Verdinnungsfaktor [jug/mi]

Die Reinheit der DNA berechnet sich durch den Quotienten der Extinktion bei 260 nm und
280 nm (Ezeo/Ezg0). Bei einer reinen DNA-Probe liegt dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0.
Geringere Werte weisen auf Verunreinigungen mit Protein oder Phenol, hthere auf RNA-

K ontaminationen hin.
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2.2.8 DNA-Restriktionsspaltungen

Die fur die Subklonierung notwendigen Restriktionsspaltungen erfolgten nach
Herstellerangaben (New England Biolabs, Ipswich, England). Fir analytische Gele wurden
ca. 1 pgund fur préparative Gele ca. 10 ug DNA verwendet.

2.2.9 Ligationsreaktionen

2.2.9.1 Ligation desHiss-r TEV-Adaptersin pET-3d

Eswurde zu 5 pl 14 uM Adapterlésung 4 pl geschnittenes pET-3d (insges. 1,4 mg Plasmid),
1,5 ul 10x-T4-DNA-Ligase-Reaktionspuffer und 1 pul T4-DNA-Ligase (400 NEB-Units) in
einem Gesamtvolumen von 15 pl gegeben. Puffer und Ligase stammen von der Firma New
England Biolabs, Ipswich, England. Der Ligationsansatz wurde ca. 12 h bei Raumtemperatur

inkubiert.

2.2.9.2 Ligation der Enzymein den Expressionsvektor pNHis

Um das mit Restriktionsendonukleasen entsprechend geschnittene PCR-Produkt in den
Expressionsvektor zu ligieren, wurden 0,5 pl geschnittene Vektor-DNA (ca. 1 ng), 10 pl
PCR-Produkt (ca. 20 ng), 1,3 ul 10x-T4-DNA-Ligase-Reaktionspuffer und 1 ul T4-DNA-
Ligase (400 NEB-Units) gemischt und ca. 8 h bei 16°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde
anschlief3end in XL1-Blue-Zellen transformiert.

2.2.10 PCR-Mutagenese

Um die Gene der drei Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen aus der genomischen DNA zu
amplifizieren und fur die Subklonierung passende Restriktionsschnittstellen einzufihren,
wurden jeweils analoge Reaktionsansdtze und das gleiche PCR-Programm verwendet. Der
PCR-Ansatz enthielt 2 pmol der jeweiligen Primer, 2,5 ug gDNA, 20 nmol dNTPs, 2,5 U Pfu
Turbo DNA-Polymerase (Stratagene) und 1x Pfu-Reaktionspuffer (Stratagene).
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Die PCR wurde mit folgendem Programm durchgefthrt:

zunéchst 2min 95°C (init. Denaturierung)
30 Zyklen 40 sek 95°C (Denaturierung)

20 sek 64°C (Hybridisierung)

1 min 60°C (Elongation)

anschlieend  Kuhlung bei 4°C

2.2.11 DNA-Sequenzierung

Es wurden 4 ug Plasmid-DNA, jeweils 10 pmol der Sequenzierungsprimer T7-Promotor und
T7-Terminator und 4 ul Big Dye-Mix (Big Dye Reaction Terminator Cycle Sequencing Kit,
PE Applied Biosystems, Weiterstadt) in einem Gesamtvolumen von 15 ul gemischt. Die PCR
wurde mit folgendem Programm durchgefihrt:

Zunéchst 4 min95°C (init. Denaturierung)
30 Zyklen 15 sek 95°C (Denaturierung)

15 sek 55°C (Hybridisierung)

4 min 60°C (Elongation)

anschliefend  Kuhlung bei 4°C

Der PCR-Ansatz wurde durch Ethanolféllung gereinigt. Er wurde mit 85 pl H,O, 10 ul 3M
Natriumacetatpuffer pH=5,2) und 250ul absolutem Ethanol gemischt, 30 min bei 23000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das DNA-Pellet mit 300 pl  70%igem v/v
Ethanol versetzt und erneut 5 min bei 23000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt,
das Pellet an der Luft getrocknet, in 25 pl H,O gel6st und in Sequenziergefélide Uberfihrt.

Die Untersuchung der unterschiedlichen Grof3en der farbstoffmarkierten DNA-Fragmente
erfolgte am Zentrum fur Molekulare Medizin Kéln (ZMMK) der Universitét zu Koln mittels
Kapillarelektrophorese.
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2.3 Proteintberexpression und -reinigung

2.3.1 Proteintiberexpression

Sowohl die spezifische Proteinase rTEV as auch die Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen aus
C. glutamicum wurden heterolog im E. coli—Stamm BL21(DE3) Uberexprimiert.

2.3.1.1 Expression rTEV-Protease

Es wurde eine entsprechend transformierte Bakterienkolonie des E. coli-Stammes BI21(DE3)
von einer LB/Amp-Agarplatte gepickt und in 3 ml LB/Amp-Flussigmedium tberfuhrt. Diese
Starterkultur wurde ca. 15 h bei 30°C, 120 rpm inkubiert. Sie wurde zum Animpfen einer
1L iter-L B/Amp-Hauptkultur verwendet, welche bel 37°C und 220 rpm bis zu einer ODgy=0,5
inkubiert worden ist. Es schloss sich die Induktion der Proteinexpression mit 500 ul 1 M
IPTG an. Nach 4 h wurde die Inkubation beendet; die Bakteriensuspension wurde 30 min bel
5900 g, 4°C zentrifugiert und in 25 ml 50 mM Tris/HCI pH=8,0; 300 mM NaCl resuspendiert.
Es folgte die Zugabe einer Proteaseinhibitor-Tablette der Firma Roche, die zuvor in 2 ml
Wasser gelést worden ist. Die Suspension wurde 1,5 h bel Raumtemperatur inkubiert und
anschlief3end bei -80°C eingefroren.

2.3.1.2 Expression der Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen

Es wurde eine Bakterienkolonie von einer Agarplatte gepickt und in 3ml LB/Amp
Starterkultur Uberfuhrt. Sie wurde ca. 15 h bei 30°C, 120 rpm inkubiert und daraufhin zum
Animpfen einer 1Liter-LB/Amp-Hauptkultut verwendet, die bei 37°C, 220 rpm zu einer
ODgp0=0,6 inkubiert worden ist. Daraufhin wurde die Induktion der Proteinexpression durch
Zugabe von 1 ml 1M IPTG induziert. Die Zellernte erfolgte bei einer ODgpo=1,2 fir die
CglQDH und die CglSDH276, bzw. ODgy=1,0 fur die SDH268. Die Bakterien wurden
30 min bel 5900 g, 4°C zentrifugiert und das Sediment bel -80°C eingefroren.
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2.3.2 Zellaufschluss

2.3.2.1Lyseder rTEV-Protease

Eine eingefrorene Bakteriensuspension, die zuvor mit dem Vektor pTPSN transformiert
worden war, wurde auf in einem Eis-Wasser-Gemisch aufgetaut und die Zellen mit der
French press bei einem Druck von ca. 170 MPa in der Druckzelle aufgeschlossen, wobei
dreimal passagiert wurde. Nach der Zugabe von 200 pl Tween20 wurde 1min stark
geschiittelt. Das Rohlysat wurde 30 min bei 10000 g, 4°C zentrifugiert und der Uberstand

verworfen.

2.3.2.2 Lyseder Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen

Die bel -80°C eingefrorenen Zellen wurden auf Eis aufgetaut und in 20 ml Lysispuffer
resuspendiert. Anschlief3end wurden die Zellen in der French press bei einem Druck von ca

170 MPalysiert. Der Vorgang wurde jewells dreimal wiederholt.

2.3.3 Proteinreinigung

2.3.3.1 Reinigung der rTEV-Protease

Zum unldslichen Anteil aus dem Rohlysat wurden 10 ml des Resuspensionspuffers gegeben.
Durch starkes Schitteln gefolgt von einer Inkubation bei 65°C, 45 min wurde die Protease
vollsténdig resuspendiert. Um unl6sliche Bestandteile abzutrennen, wurde 20 min bel
15000 g, 4°C zentrifugiert. Mit dem Uberstand wurde eine Ni-NTA-Gravitationssaule (3 ml
Saulenvolumen) beladen, die zuvor mit 30 ml Aquilibrierungspuffer gespiilt worden ist.
Danach wurde die Saule zunéchst vier ma jeweils mit 10 ml Aquilibrierungspuffer und
danach sechs mal mit Waschpuffer gesptilt. Danach wurde die rTEV-Protease mit einmal mit
0,3 ml Elutions- und schliefdlich mit vier mal mit 1 ml Elutionspuffer von der Saule gesplilt.
Nach Uberprifung der Fraktionen mittels SDS-PAGE wurden die ausgewahiten Fraktionen
mit der rTEV vereinigt und bel 4°C gegen 600 ml Dialysepuffer Gber Nacht renaturiert. Das
Dialysat wurde 20 min bei 15000 g, 4°C zentrifugiert und unldsliche Bestandteile erneut wie
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oben dialysiert. Beide Dialysate wurden vereinigt mit NaOH auf pH=8,0 eingestellt und bei
minus 80°C eingefroren.

2.3.3.2 Shikimat/Quinat-Dehydr ogenasen

Das Rohlysat wurde mindestens 1 h bel ca. 27000g, 4°C zentrifugiert. Die Ni-NTA-
Gravitationsssaule (2 ml Saulenvolumen) wurde mit 10 ml Lysispuffer aqulibriert und
anschlief3end mit dem klaren Lysat beladen. Die Séule wurde drei mal mit 10 ml Waschpuffer
gespult. Durch Zugabe von je zwei ma 10 ml Elutionspuffer konnten die Enzyme von der
Séaule gewaschen werden. Die Ausbeute und Reinheit der isolierten Enyzme lief3 sich mittels
photometrisch bzw. SDS-PAGE abschétzen.

Bei ungeniigender Reinheit des Proteins schloss sich an die Affinitatschromatographie die
Gel permeationschromatographie an. Hierflr wurde eine XK 70/16-Saule mit Superdex 200
prep grade als Sdulenmateria verwendet. Die Sdule wurde mit Gelfiltrationspuffer aquilibriert
und 1 ml der Proteinprobe (ca. 3 bis 7 mg Protein pro ml Einengungspuffer) bei ener

Flussrate von 0,5 ml/min aufgetrennt.
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2.4 Proteinanalytik

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe von zwei verschiedenen Verfahren bestimmt.
Die photometrische Bestimmung des Proteingehaltes bei einer Wellenlange von 280 nm
wurde mit Hilfe eines berechneten Extinktionskoeffizienten durchgefiihrt (Gasteiger et al.
2005). Zusétzlich wurde das Verfahren nach Bradford durchgefihrt (Bradford Proteinassay;
BioRad, Mlnchen). Als Proteinstandard wurde BSA verwendet.

2.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophor ese

Die Polyacrylamid-Gele etrophorese wurde mit Hilfe des Criterion Gelel ektrophoresesystems
von BioRad (Miinchen) und Nu-PAGE® 4-12% Bis-TrisGelen (Invitrogen, Karlsruhe)
durchgefthrt. Falls erforderlich wurden die zu analysierenden Proteinlésungen mit Wasser
verdunnt. Die Proben wurden nach Herstellerangaben mit SDS-Auftragspuffer (BioRad,
Minchen) versetzt und bei 95°C fur 5Smin inkubiert. Die Elektrophorese wurde mit
MES/Tris-Puffer nach Angaben des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die
aufgetrennten Proteine wurden durch Farbung mit Coomassie-Reagenz (Rotiphorese Blau R;
Karlsruhe) sichtbar gemacht. Um das Molekulargewicht grob zu bestimmen, wurde der
GroRenmarker Roti®-Mark 10-150 (Roth, Karlsruhe) verwendet. Er enthalt Proteine der
Grole 10 kDa, 20 kDa, 30 kDa, 40 kDa, 60 kDa, 80 kDa, 100 kDa und 150 kDa.

2.4.3 ESI-M assenspektrometrie

Um die Proteinproben in einem ESI-Massenspektrometer (Finnigan LCQ MS) vermessen zu
kénnen, wurden sie in 10 mM Natriumphosphat pH=7,0 umgepuffert und zu einer
Massenkonzentration von 10 pmol/pl mit demselben Puffer verdinnt. 100 ul der Probe

wurden gegen ein Methanol-Wasser-Gemisch 1:1 v/v mit 0,1%iger v/v Essigsaure dialysiert.
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2.4.4 Abspaltung desHiss-Tags

Der Spaltungsansatz hat folgende Zusammensetzung:

ca. 0,8 mg einer der Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen
40 ug rTEV-Protease

1mM DTT

50 mM Tris/HCI pH=8,0

0,5mM EDTA pH=8,0

ad 750 pl Wasser

Der Spaltungsansatz wurde 24 h bel 4°C inkubiert und anschlief3end mit 50 pl Ni-NTA-
Matrix (Qiagen) versetzt. Es wurde unter vorsichtigem Invertieren 15 min lang bei
Raumtemperatur inkubiert und bei 7000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig

abgenommen und fir analytische Versuche verwendet.

2.45 Kinetikversuche

Die Bestimmung der Enzymaktivitéten erfolgte photometrisch bei 30°C. Gemessen wurde die
Reduktion von NAD* bzw. NADP' bei einer Wellenlange von 340 nm in Quarzkiivetten mit
einem Gesamtvolumen von 1 ml. Der molare Extinktionskoeffizient enap@pn etragt 6,22 x
10° Mt cm™. Bei den Kinetikversuchen, die die Dauer von einer Minute nicht iiberschritten
haben, wurde der Extinktionswert jeweils nach 5 sek direkt vom Photometer abgelesen. Bel
den anderen Messungen wurde das Programm Reaction Kinetics aus dem Programmpaket
Swift Version 1.05 verwendet.

Es wurden jeweils die Anfangsgeschwindigkeiten vom linearen Teil der Umsatzkurve
verwendet. Fur die CglQDH wurde Reaktionspuffer A, fir CglAroE Reaktionspuffer B und
fur CglSDH-L Reaktionspuffer C verwendet. Die verwendeten Enzymkonzentrationen
betrugen ca. 5 nM fir die CglQDH und die CglAroE sowie 2 uM fir die CglSDH-L.

2.4.5.1 Bestimmung der kinetischen Parameter

Die NAD(P)*-Konzentrationen betrugen bei der Bestimmung der kinetischen Parameter der
drei Enzyme beziiglich der Substrate Shikimat und Quinat mindestens 1 mM, so dass eine
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Reaktion pseudo-erster Ordnung vorgelegen hat. Auf Grund von beobachteter
Substratiiberschusshemmung konnten die Maximalgeschwindigkeiten (Vma) der Enzyme
nicht gemessen, sondern  mussten  berechnet  werden. Die  verwendeten
Substratkonzentrationen lagen daher unterhalb der jeweiligen Michaelis-Konstanten der
Enzyme. Sie betrugen 0,4 bis 8 mM fur CglQDH (Cgl0424), 0,4 bis 12 mM fur CglAroE
(Cgl1629) und 0,4 bis 20 mM fur CglSDH-L (Cgl1132). Um die kinetischen Konstanten der
Cosubstrate  zu  bestimmen, wurden die  Reaktionsgeschwindigkeiten im
Konzentrationsbereich von 1 uM bis 1 mM gemessen. Die Konzentration der Substrate betrug
8 mM Shikimat bzw. Quinat fur CglQDH, 12 mM fur CglAroE und 20 mM fir CglSDH-L.

2.4.5.2 Bestimmung der Enzymspezifitaten

Bel der Bestimmung der Spezifitdten wurden die Substrate Shikimat, Quinat und L-Lactat
verwendet. Dem Substrat, bel welchem die jeweilige enzymatische Aktivitét am héchsten
war, wurde der Wert 100% zugeordnet. Analog wurde bel der Bestimmung der

Cosubstratspezifitdt vorgegangen.

2.4.5.3 Untersuchung der pH-Optima

Die Standardreaktionspuffer A, B und C wurden durch 500 MM Tris- und 100 mM
Carbonatpuffer mit unterschiedlichen pH-Werten ergéanzt. Indem auch die Aktivitéten der
Enzyme in sowohl im Tris- as auch im Carbonatpuffer bei gleichem pH-Wert gemessen
worden ist, wurde berlicksichtigt, dass die Proteine generell in diesen Losungen
unterschiedliche Aktivitéten besitzen. Aus den Aktivitatsdifferenzen wurde ein
Korrekturfaktor errechnet, der bel der Aktivitatsbestimmung berlicksichtigt worden ist. Es
wurden jewells die ,relativen Aktivitdten“ bestimmt, d.h., die Wechselzahlen bei den
entsprechenden pH-Werten. Der hochste Wert wurde bel jedem Enzym auf 100% gesetzt.
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2.4.5.4 Suche nach Enzyminhibitoren

Es wurden folgende Verbindungen auf ihre hemmenden Eigenschaften beziiglich der drel zu
untersuchenden Enzyme hin untersucht: Chorismat, Prephenat, Protokatechuat, Anthranilat,
Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und Tyrosin in Kombination sowie Phenylaanin, Tyrosin
und Tryptophan in Kombination. Die Konzentrationen dieser Metabolite lagen zwischen
5mM und 10 mM.

2.4.6 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration wurde ebenso wie die praparative durchgefuhrt mit dem einzigen
Unterschied, dass Dextranblau zugesetzt worden ist, um das Totvolumen der Sdule zu

bestimmen. Fur die Erstellung Eichkurve wurden folgende Proteine verwendet:

RNase A (12 kDa), BSA (66 kDa), Katalyse (240 kDa) und Ferritin (440 kDa).
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2.5 Proteinkristallisation

Die Kiristalisationsversuche wurden nach der Dampfdiffusionsmethode des sitzenden
Tropfens durchgefiihrt. Hierfir wurden Cryschem-Kristallisationsschalen mit integrierten
Kristallisationsbriicken verwendet (Hampton Research, Laguna Niguel, USA).

Die konzentrierten Proteinproben wurden jewells auf ca. 4 mg/ml verdinnt (Messung mit
der Methode Bradfords). Die Losungen wurden standig auf Eis gelagert oder im Khlschrank
bei 4°C aufbewahrt. Es wurde dabel stets versucht, die Proteine dem Licht so kurz wie
maoglich auszusetzen.

Kristalisationstropfen wurden manuell aus Protein- und Reservoirldsung im
Volumenverhdltnis 1:1 gemischt. Additividsungen wurden in einigen Félen dem Tropfen
zugesetzt, jedoch wurden an der Reservoirlésung wahrend eines Versuches keine
Veranderungen vorgenommen. Die Kristallisationsansdtze wurden bei 4°C oder 20°C
inkubiert. Die Ergebnisse der Experimente wurden in regelmaiigen Absténden unter dem
Stereomikroskop untersucht, protokolliert und gegebenenfalls photographisch dokumentiert.
Initiale Kristallisationsexperimente wurden nach dem Schema der unvollstdndigen
faktoriellen Suche (engl. sparse matrix screen; Jancarik & Kim 1991) mit kommerziell
erhdltlichen Losungen, den sogenannten Kristallisationsscreens (Hampton Research, Laguna
Niguel, USA; Jena Bioscience, Jena) durchgefthrt. Wurde eine Bedingung identifiziert, bei
der kristallines Protein beobachtet werden konnten, erfolgte eine Optimierung durch
systematische Variation der Kristallisationsparameter.

Da die Kristalle der CglQDH unter Bedingungen hergestellt werden konnten, die einen
hohen Anteill sowohl an Glycerin als auch an MPD enthielten, war die Zugabe von
Cryoprotektant nicht erforderlich. Dagegen mussten die Kristalle der CglSDH-L in einen
sogenannten Cryopuffer (0,5M HEPES pH=7,4, 0,25M TrigHCl pH=7,5, 60 mM NaCl,
75 mM MgCly, 12% v/v Glycerin, 10% PEG400) Ubergefiihrt werden, wo sie auf Grund ihrer
Instabilitét in dieser Losung allerdings nur wenige Sekunden in nicht-eingefrorenem Zustand
verbleiben durften.

Die Kristalle wurden mit einer feinen Nylonschlaufe, dem sogenannten Loop, aus der
Mutterlauge bzw. aus der Cryol6sung herausgefischt und in flissigen Stickstoff getaucht.
Somit wurden sie bel 100K schockgefroren und standen fir sich anschlief3ende

Tieftemperaturmessungen zur Verfligung.
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2.6 Diffraktionsexperimente

2.6.1 Allgemeines

Samtliche Kristalle wurden an einer der beiden institutseigenen Rontgenanlagen ,, Nonius'
oder ,Rigaku“ mit Kupfer-K,-Strahlung vorldufig charakterisiert und auf ihr

Diffraktionsverhalten hin untersucht.

2.6.2 Der Datensatz der CglQDH

Es wurde ein vollstandiger Datensatz eines CglQDH-Kristalls an DORIS-Speicherring des
Deutschen Elektronen Synchrotrons (DESY) an der Messstation BW7B der European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) der Aul3enstation Hamburg gemessen. Dieser Platz
verfugt Uber die stérkste Strahlungsquelle des EMBL. Er ist ausgestattet mit einem MAR IP
345 mm-Flachenzéhldetektor (Mar Research GmbH, Norderstedt).

Eine geeignete Messstrategie wurde mit dem Programm best (Popov & Bourenkov 2003)
ermittelt, d.h., der Kristall-Detektor-Abstand und der Rotationswinkel pro Aufnahme wurden
den Vorschlégen der Software entsprechend angepasst. Die einzelnen Messparameter kénnen
der Tabelle 2.4 entnommen werden. Das Diffraktionsexperiment wurde bei einer Temperatur

von 100 K mit Hilfe von flussigem Stickstoff durchgefiihrt.

Tab. 2.4: Messparameter fur den Datensatz der CglQDH

Raumgruppe Cc2
Wellenlange 0,843 A
Kristall-Detektor-Abstand 299,73 mm
Anzahl der Diffraktionsbilder 150
Rotation pro Bild 1,2°
Gesamtrotation 180°
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2.7 Datenreduktion

Die Rontgendiffraktionbilder des gemessenen CglQDH-Datensatzes wurden mit den
Programmen DENZO und SCALEPACK aus dem HKL-Programmpaket (Otwinowski &
Minor 1997) indiziert, integriert und skaliert. Die Datei, die nach dem Skalieren ausgegeben
wurde, ist mit dem Programm SCALEPACK2MTZ aus dem CCP4-Programmpaket
konvertiert worden. Die Packungsdichte wurde mit MATTHEWS COEFF (Kantardjieff &
Rupp 2003) berechnet.

2.8 Strukturlosung der CglQDH

Nachdem der native Datensatz ausgewertet worden ist, musste das Phasenproblem geldst
werden. Die Struktur der CglQDH wurde mit Hilfe des Molekularen Ersatzes gelost. Als
Suchmodell diente die Struktur der Shikimat-Dehydrogenase aus Methanococcus jannaschii
(PDB-Code INVT). Es wurde mit Hilfe des Programmes MOLEMAN (Kleywegt et al. 2001)
in ein Polyalaninmodell Uberfihrt, wobel die Glycinreste jedoch erhalten blieben. Die
Wassermolekile und das NADP wurden geloscht. Die Berechnungen zur Suche der
Rotationswinkel (im realen Raum) und Translationsvektoren (im reziproken Raum) wurden
mit dem Programm CNS (Brunger et al. 1998) in einem Auflésungsbereich von 6,0 A bis
10,0 A durchgefiihrt.

Die Aminosauresequenzidentitdt zwischen der CglQDH und der Shikimat-Dehydrogenase

aus Methanococcus jannaschii betragt ca. 32%.
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2.9 Modellbau und Verfeinerung

Das erste Modell der CglQDH wurde mit Hilfe von Methoden des Molekularen Ersatzes
erhalten. Es basierte auf einem Datensatz mit einer Auflésung von biszu 1,6 A. Es ergab sich
eine physikalisch mdgliche Kristallpackung.

Der eigentliche Modellbau einschliefdlich Aminosdureaustausch  geschah  durch
Kombination eines automatisierten Modellbaus mit dem Programm ARP/WARP (Perrakis et
al. 1999) und manuellen Modellbautechniken mit Hilfe des Graphikprogramms O (Jones et
al. 1991).

Um das Modell zu verfeinern, wurden iterative Zyklen von manueller Anpassung mit dem
Programm O (Jones et al. 1991) und molekulare Verfeinerungstechniken mit dem Programm
REFMACS5 (CCP4 1994) durchgefihrt. Wahrend der letzten Phasen des
Verfeinerungsprozesses wurden Wassermolekile mit ARP/WARP (Perrakis et al. 1999)
eingefugt.
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2.10 Homologe M odellierung der CglAroE und der
CglSDH-L

Um die Modelle der Tertiarstrukturen der CglAroE und der CglSDH-L zu erstellen, wurde die
Methode der vergleichenden Proteinstrukturmodellierung (Homologe Modellierung,
Homology Modelling) verwendet. Als Vorlage (Template) dienten fur die CglAroE die
Shikimat-Dehydrogenase (AroE) aus E. coli (PDB-Code INYT) und fur die CglSDH-L die
Rontgenstruktur der CglQDH. Als Entscheidungsparameter fur die Auswahl eines geeigneten
Templates dienten neben der Sequenzidentitét zum Zielmolekil (Target) auch die Qualitét des
Templates (u.a. R-Wert, Auflésung, Ramachandran-Plot), die Anzahl an , Deletionen* und
»Insertionen“, die sich beim Sequenzvergleich mit dem Target ergeben und ene
vergleichbare Kettenlénge von Ziel- und Vorlagemolekil. Ferner wurde die Abfolge der
Sekundarstrukturen des Templates mit der vermeintlichen des Targets berticksichtigt. Letztere
wurde mit dem Programm PREDATOR (Frishman & Argos 1997) berechnet. Aus dem
Zielmolekul INYT wurden ale Polypeptidketten bis auf digenige, welche den niedrigsten
Gesamttemperaturfaktor von alen besal3, geloscht: Kette A. Es wurden alle Wasser- und
andere Heteromol ekile aus beiden Targets entfernt.

Die vorhandenen Insertionen und Deletionen wurden durch den Austausch von Strukturen
bestimmter Aminosduresequenzen (Loops) mit Hilfe des Programmes BRAGI (Schomburg &
Reichelt 1988) ausgeglichen. Die Kettenlédngen wurde der des Targets angepasst. Mit dem
Programm SCWRL (Bower et al. 1997) wurden die Seitenketten des Modells entfernt und
durch digenigen des Targets ausgetauscht.

Die beiden entstandenen Modelle wurden mit Hilfe des Programmpakets AMBERS auf ein
energetisch niedrigeres Niveau gebracht. Hierfir wurden ihnen Wasserstoffatome zugefigt,
welche von einer Wasserbox (WATBOX216 5) umgeben wurden. Fir ale Berechnungen mit
AMBERS8 wurde das Kraftfeld ff99 (Cornell et al. 1995) verwendet. Die Proteine wurden
fixiert und mit den Wassermolekilen eine Energieminimierung durchgefihrt. An diesen
Aquilibrierungsschritt schloss sich eine Ernergieminimierung des Protein/Wasser-K omplexes
mit 2000 Zyklen an. Es folgte eine Molekulardynamikrechnung (10000 Zyklen bei 300 K)

und eine erneute Energieminimierung, wie bereits beschrieben.
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2.11 Moddllierung der ternaren Komplexe

Die Cosubstrate wurden in die drei Tertidrstrukturen der CglQDH, der CglAroE und der
CglSDH-L modelliert, indem sie mit einer homologen Tertiarstruktur (Template), bei der die
Lage des NADPs experimentell bestimmt worden ist, mit dem Programm PyMOL (DelLano
2002) Uberlagert worden sind. Fur die CglQDH wurde die Shikimat-Dehydrogenase aus
Methanococcus jannaschii (PDB-Code 1INV T) und fir die CglAroE sowie die CglSDH-L die
Shikimat-Dehydrogenase AroE aus E. coli (PDB-Code INYT) als Vorlage verwendet.
Zunéchst wurden die Wassermolekille aus den Templates manuell entfernt. Da INYT und
INVT as Tetramer bzw. Dimer in der asymmetrischen Einheit kristallisiert wurden, sind dle
Polypeptidketten bis auf eine ebenfalls manuell entfernt worden. Die Ubrig gebliebene wies
nach Begutachtung mit den Graphikprogrammen PyMOL (DeLano 2002) und BRAGI
(Schomburg & Reichelt 1988) verglichen mit den geldschten Ketten jeweils die beste
Ubereinstimmung zum Zielmolekill im Bereich der Cosubstratbindung auf. Nach der
Uberlagerung (Superposition) jedes der drei Modelle mit dem jeweiligen Template wurden
diese geloscht, wobel aber das Cosubstrat erhalten blieb. Bei dem CglQDH/NADP-Modell
wurde die Phosphorylgruppe am C2'-Atom der Adenosylribose geldscht, so dass ein
CglQDH/NAD-Modell generiert worden ist.

Das Substrat Quinat wurde in der Sesselkonformation mit dem Programm MOE der
Chemical Computing Group, Koln erstellt. Die habsesselartigen Idealgeometrien der
Metabolite Shikimat und Dehydroshikimat wurden der HIC-Up (Hetero-compound
Information Centre — Uppsala)-Datenbank entnommen.

Die Substrate (Quinat und Shikimat bei der CglQDH und Shikimat bei der CglAroE und
CglSDH-L) wurden manuell in die Protein/NAD(P)-Modelle mit Hilfe der Programme
PyMOL (Delano 2002) und O (Jones et al. 1991) gelegt.

In Arbeiten, die sich auf diese Dissertation anschlief3enden, wurden mit dem dimeren
CglQDH/NAD- sowie den tertidren Cgl/NAD/Quinat- und Cgl/NAD/Shikimat-Komplexen
mit dem AMBER-Programmpaket Molekulardynamiken und Energieminimierungen
durchgefuhrt (unpublizierte Daten).
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2.12 Validierung und Dar stellung der Modelle

Wahrend der Verfeinerung der Struktur der CglQDH wurde das jeweils aktuelle Modell durch
die Validierungsroutinen der verwendeten Programme auf ihre stereochemische Validitét hin
Uberpriuft. Insbesonders um die Qualitédt der drei Endmodelle der Apostrukturen und der
Komplexe zu bewerten, wurden die Programme PROCHECK (Laskowski et al. 1993),
ERRAT und VERIFY-3D verwendet. Die Sekundarstrukturen der drel finalen Modelle
wurden mit dem Programm DSSP (Kabsch & Sander 1983) berechnet und mit dem Skript
DSSP2PDB (Stroud 2002) reduziert und in ein fir Graphikprogramme lesbares Format
konvertiert. Die entsprechenden Ausgabedateien wurden manuell in die Strukturdateien der
Proteine (,, pdb-Files*) kopiert.

Die Abbildungen der Molekilmodelle wurden mit dem Programm PyMOL (DelLano 2002)
erstellt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Modifikation des Expressionsvektors

Die erfolgreiche Insertion des Hiss-rTev-Adapters in den Expressionsvektor pET-3d wurde
mittels DNA-Sequenzierung Uberprift. Der Vektor erhielt die Bezeichnung pNHis (Chatterjee
et al. 2005).

3.2 Klonierung der Shikimat/Quinat-Dehydrogenase-Gene

Um die drei Expressionsvektoren zu komplettieren, wurde zunéchst die genomische DNA aus
C. glutamicum isoliert. Die Ausbeute betrug ca. 0,2 ug DNA pro 50 ml Bakteriensuspension
bzw. pro 0,35 g Feuchtmasse der Zellen. Der Reinheitskoeffizient Exeo/Ezgo hatte ungefahr den
Wert 1,8. Die Gene der SIQDH wurden mittels PCR-Mutagenese amplifiziert (siehe Abb.
3.1).

Abb. 3.1

Agarose-DNA-Gel der dree PCR-Produkte. Spur 1. DNA
GrolRenmarker 2 DNA BstE II Digest (NEB), Spur 2: CglQDH-
Gen, Spur3. CglAroE-Gen, Spur4: CglSDH-L-Gen. Die
erwarteten Bandengrofien betragen 894 bp (Spur 2), 852 bp
(Spur3) und 849bp (Spur4). Die DNA wurde mit
Ethidiumbromid gefarbt.

Die PCR-Produkte wurden mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen verdaut und in den
ebenfalls geschnittenen Vektor pNHis ligiert. E. coli-Zellen, die mit Hilfe des Inoue-
Protokolls , ultrakompetent” gemacht worden waren, wurden mit den Ligationsansétzen
transformiert. Durch Anziehen der Bakterienzellen wurden nicht nur diese vermehrt, sondern
auch die transformierten Expressionsvektoren, welche mittels DNA-Gelelektrophorese
anaysiert wurden (siehe Abb. 3.2).
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kb1234

Abb. 3.2

Analytisches Agarose-DNA-Gel der drei
Expressionsvektoren. Se wurden mit dem
Restriktionsenzym BspHI gespalten. Spur 1. DNA

GrolRBenmarker 4 DNA BstE Il Digest (NEB), Spur 2:
CglQDH-Vektor, Spur3. CglAroE-Vektor, Spur 4:
CglSDH-L-Vektor. Die erwarteten DNA-Fragmente haben
jeweils eine Grofe von 0,1kb, 1,0kb und 2,7kb.
Zusétzlich tritt bei dem CglQDH-V ektor das Fragment der
Grofe 1695 bp, bei CglAroE 1672 bp und bei CglSDH-L
1647 bp auf. Die DNA wurde mit Ethidiumbromid gefarbt.

Bel erfolgreicher Insertion des PCR-Produktes wurden die Expressionsvektoren durch DNA-

Sequenzierung auf etwaige Mutationen, die wéhrend der PCR-Reaktion aufgetreten sein

konnten, hin untersucht. Obwohl die verwendete DNA-Polymerase eine Korrekturlese-

Funktion (proof reading function) besal3, musste die Ligation in einigen Féllen wiederholt

werden. Die Sequenzierung der S'QDH fihrte zu den Proteinsequenzen, die in Abbildung 3.3
dargestellt sind.

51
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251
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251

MBGHHHHHHG
RATVYRRI DT
EVSEQATQLG
QVGAGGVGNA
GVDARG EDV
Pl ETELLKAA
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MBGHHHHHHG
LGLDQWEYDR
ERACAI GSAN
GSGGTARPA

HLHI EADVWV
L KAVGGHVML

SENLYFQGAM NDSI LLGLI G
LGSRASGQDL KTLLDAALYL
AVNTWI DAT GHTTGHNTDV
VAYALVTHGV QKLQVADLDT
| AMADGVWNA TPMGVPAHPG
RALGCETLDG TRMAI HQAVD

SENLYFQGAM GSHI THRAAV
FECTGDMLPG | VSGADETYC
TLLRTATGAR ADNTDVDG R
WALI EAGVAR | TVLNRSDRT
STVPSAAI AG LEDTLAI APV
AHQSYGQFEQ FTGVDAPRDA

QGLDLSRTPA
GFNGLNI THP
SGFGRGMVEEG
SRAQALADVI

TAFDVSCLTK
AFRLFTGLEP

LGSPI EHSKS
GFSVTMPSKF
GALGELLGEA
AELQTLFDET
LDVI YDPWPT
MREALEESLG

MSGHHHHHHG SENLYFQGAM NYVDRETTLC | SLAARPSNH

ELGLNYLYKA
SAERI RSVNT
MANAVWAALA
VTPMGVWNGPD

VAPADI TAAV AG RGLNI RG
I VANDGHLVG YNTDYTAVYH
EYGLSGTVWA RNHTTGSALA
QDVWSFGEDE VDRADVI FDC

AGVSMPYKSD
LLEEHRVNPN
SRYGWEYSAT
VAFPVETPLI

| DGGEVAALQ AAEQFHLYTG VLPTNDQ | A AEEFSK

MHEAEGLAQG
YKQAVLPLLD
LPNAKL DSW
NNAVGREAW
DHW/GDVWYM
DVSRVRETFL

PVLHNTGYKA
AALEFADEVT
SLAGKHAI VI
PTTLAYAPLE
PLVEVTRAKG
| SEEH

GVRFHNWLYA
VI PLI DELHP
ARVAI KGSGG
VPEDAKI LVN
KLAKEKGKQT

Abb. 3.3

Primérstrukturen der drei gentechnisch veranderten Enzyme. Von oben nach unten: CglQDH,
CglAroE und CglSDH-L. Die von den Fusionstags kodierten Aminosduren sind fett gedruckt.
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3.3 Proteinuberexpression und -reinigung

3.3.1rTEV-Protease

1 Liter Bakteriensuspension lieferte eine Zellfeuchtmasse von ca. 6 g. Trotz verhdtnismaiig
geringer Reinheit der rTev-Protease war sie geeignet fur weitergehende Experimente, da sich
die zu schneidenden S/QDH leicht aus dem Spaltungsansatz reinigen lief3en (siehe Abschnitt
3.3.3). Die Ausbeute der vereinigten Fraktionen betrug etwa 12mg Protein pro Liter
Bakteriensuspension.

Es wurden Expressions- und Reinigungsanleitungen aus der Literatur verwendet (Lucast et
al. 2001). Es war somit davon auszugehen, dass die beiden Protokolle schon optimiert worden
sind. HierfUr spricht auch, dass es sich um eine denaturierende Reinigung gehandelt hat, was
generell eine hohe Ausbeute und Reinheit an Protein ermdglicht. Durch Zugabe von Glycerin
(Endkonzentration 50% v/v) in den Diaysepuffer konnte jedoch die Aktivitdt der Protease
zusdtzlich positiv  beeinflusst werden, was mit einem ,Testsubstrat“, ener L-2-

Hydroxyisocaproat-Dehydrogenase, gezeigt werden konnte (Chatterjee et al. 2005).
3.3.2 Shikimat/Quinat-Dehydr ogenasen aus dem L ysat

1 Liter Bakteriensuspension lieferte eine Zellfeuchtmasse von ca. 2,5 bis 3 g (fur CglQDH
und CglAroE) bzw. ca. 1,3 bis 1,8 g (fur CglSDH-L). Nachdem die Zellen aufgeschlossen und
unldsliche Bestandteile aus dem Rohlysat durch Zentrifugieren entfernt wurden, lief3en sich
drei Dehydrogenasen mittels Nickel-Affinitétschromatographie reinigen. Sie wurden mittels
SDS-PAGE auf ihre Reinheit hin untersucht (siehe Abb. 3.4).

kDa 1 2 3 4 Abb. 3.4

138 SDSPAGE der dréi SIQDH nach der  Ni-Affinitits-
30 chromatographie. Die Spuren wurden ein wenig mit der
60 Proteinprobe Uberladen, um etwaige Verunreinigungen
40 - besser erkennen zu kdnnen.

Spur 1: GrofRenmarker Roti-Mark 10-150, Roth
307 S W W Sou2 10ugCgiQDH (MW 31862 Da)
20 Spur 3: 10 pg CglAroE (MW 31471 Da)
Spur 4: 10 ug CglSDH-L (MW 31051 Da)
Um die Massenkonzentration der Proteine zu bestimmen,
10 wurde die Bradford-M ethode verwendet.
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In den meisten Fallen konnte fur kinetische Experimente auf weitere Reinigungsschritte
verzichtet werden. Um Kristallisationsversuche durchzufiihren, schloss sich in einigen Féllen
an die Affinitétschromatographie eine Gelfiltration an, wonach die Reinheit der Enzyme in
jedem Fall auch fur die Kristallisation ausreichend gewesen ist. Schliefdich fuhrte 1 Liter
Bakteriensuspension zu ca. 4 bis 6 mg (fur CgiQDH und CglAroE) bzw. 2 bis 3mg (fur
CglSDH-L) reinem Protein.

An dieser Stelle muss bemerkt werden, dass das Expressions- und Reinigungsprotokoll
moglicherwel se noch verbessert werden kann. Die Bearbeitung der S'QDH aus C. glutamicum
ist auf ein Vorgehen, das auf einen ,Medium-Durchsatz“ basiert, zurlickzufihren. Aus
zeitlichen Griinden konnte daher nicht jeder einzelne Schritt von der Klonierung der DNA-
Sequenzen bis hin zur Bestimmung der Proteinstrukturen vollsténdig optimiert werden.
Tatsachlich konnte nachtréglich bel der CglQDH beobachtet werden, dass eine
Inkubationstemperatur der Bakterien von 20°C nach der Induktion der Proteinexpression zu

einer hoheren Ausbeute an aktivem Enzym fuhrt (Daten nicht gezeigt).

3.3.3 Shikimat/Quinat-Dehydr ogenasen aus dem Spaltungsansatz

Nachdem die Fusionstags der S/QDH durch die rTEV-Protease entfernt worden waren,
wurden die Dehydrogenasen aus dem Spaltungsansatz gereinigt. Durch SDS-PAGE konnte
gezeigt werden, dass die drei Enzyme fur weitere Experimente ausreichend rein gewesen sind
(Daten nicht gezeigt). Es wurden ferner Elektrospray-lonisations-M assenspektrometrie-
Experimente (ESI-MS) durchgefiihrt, um neben der Reinheit auch die Effizienz der Protease
zu analysieren. Es hat sich dabel gezeigt, dass die gentechnisch veranderte CglQDH relativ
spezifisch gespalten wurde, d.h., vor alem die erwarteten Klonierungsartefakte GA N-
termina vor der nativen Proteinsequenz blieben erhalten (siehe Abb. 3.5). Ein weiterer Peak,
der sich aus dem Rauschsignal nur unmerklich absetzte, konnte identifiziert werden. Es
handelt sich dabei aller Wahrscheinlichkeit nach um die CgIQDH mit den N-terminalen
Klonierungsartefakten Y FQGA.

Bel der CglAroE fand man neben dem erwarteten Spaltungsprodukt (siehe Abschnitt 2.2.1)
zwei weitere Produkte: die CglAroE ohne artifizielle Aminosauren und das Enzym, bei dem

nur das Methionin des Fusionstags abgespalten worden ist (siehe Abb 3.5).
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Die Spatungseffizienz der CglSDH-L lief3 sich nicht untersuchen, da sie in einem fir die
Massenspektrometrie erforderlichen Niedrigsaz-Puffer auf3erordentlich schlecht |6dlich ist
und somit nicht auf die fir derartige Experimente erforderliche Konzentration angereichert
werden konnte.

Aus den Spaltungsversuchen mit den beiden SYQDH geht hervor, dass die Spezifitdt der
r'TEV-Protease deutlich von ihrem Substratmolekil abhéngt. Dabel spielt offenbar nicht nur
die Aminosaure-Erkennungssequenz eine Rolle, sondern auch andere Faktoren wie z.B. die
Zuganglichkeit zu dieser Sequenz.

33333

33333

relative Intensitit
relative Intensitat

25 25

i [
A e e e e e e e e I e e L e e e e S A A e DA g e e e et M e e e e g Mt b e At ety Mt e g
20000 22000 24000 26000 28000 30000 32000 34000 36000 38000 40000 27000 28000 23000 30000 31000 32000 33000 34000 35000

Molekulargewicht [Da] Molekulargewicht [Da]

Abb. 35

ESI-MS Monomere der CglQDH (A) und der CglAroE (B) nach Spaltung mit der rTEV-
Protease. Die gespaltene CglQDH besitzt mit den erwarteten Klonierungsartefakten GA ein
Molekulargewicht von 29825 Da. Kaum merklich aus den Rauschsignalen erhebt sich ein
Peak bel 30258 Da. Es handelt sich dabei hochstwahrscheinlich um die CglQDH mit den
artifiziellen Residuen YFQGA. Die abweichenden Massen von je ca. 5 bis 6 Da liegen
innerhalb der Fehlergrenzen. Weniger spezifisch as die CglQDH wurde die CglAroE
gespalten. Es sind neben dem erwarteten Spaltungsprodukt (29333 Da), das man nur in ~25%
des Molektilpools findet, zwei weitere Produkte auszumachen. Das erste kommt mit einer
Haufigkeit von ~60% vor; es sind hier sémtliche Residuen des Fusionstags abgespalten
(29305 Da) und in ~15% der Falle wurde nur ein Methionin entfernt (31353 Da). Die
bestimmten Molekulargewichte der CglAroE stimmen exakt mit den theoretisch ermittelten
Uberein.
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3.4 Enzymkinetik

Bisher konnten drel Proteine aus C. glutamicum exprimiert werden, von denen aber noch
nicht geklart ist, ob es sich tatséchlich um S/QDH handelt. Daher mussten geeignete
Bedingungen gefunden werden, mit denen die drei Proteine enzymkinetisch untersucht
werden konnten.

Da die exakten Versuchsbedingungen der enzymatischen Assays fur die drei SIQDH aus
C. glutamicum noch nicht ausgearbeitet waren, musste auch untersucht werden, ob die Zugabe
diverser Additive in den Reaktionsansatz Einfluss auf die Enzymaktivitét besitzt. Hier kamen
vor alem divalente Kationen wie z.B. Zink in Frage. Es hat sich aber herausgestellt, dass die
Zugabe solcher Metallionen die Aktivitdt nicht erhoht und ferner, dass EDTA nicht
inhibitorisch wirkt.

Anhand von zunéchst qualitativen Analysen mit verschieden (Co)-Substraten konnte gezeigt
werden, dass tatsachlich Shikimat-Dehydrogenasen bzw. funktional verwandte Enzyme

vorliegen, so dass die entsprechenden kinetischen Parameter bestimmt werden konnten.

3.4.1 Kinetische Parameter

Der Fusionstag konnte unter Umstanden die enzymatische Aktivitét beeinflussen, z.B. indem
er das aktive Zentrum blockiert. Deshalb wurde er fur die Bestimmung der kinetischen
Parameter mit der rTEV -Protease abgespalten. Es hat sich aber gezeigt, dass die enzymatische
Aktivitdt durch den Tag praktisch nicht (CglQDH und CglSDH-L) bzw. nur gering (CglAroE,
ca. 90% Aktivitdt mit Fusionstag) beeintrachtigt wird.

Die CglQDH besitzt sowohl eine deutliche Affinitét zu Quinat als auch zu Shikimat. Mit
Shikimat as Substrat besitzt sie eine hthere Wechselzahl als mit Quinat, jedoch ist mit
diesem auf Grund der niedrigeren Michaelis-Konstante die katalytische Effizienz etwa um
den Faktor 3,3 hoher (vergleiche Tab. 3.1). Anhand der kinetischen Parameter kann man
feststellen, dass es sich hier um eine NAD-abhéngige Quinat-Dehydrogenase mit ebenfalls
deutlicher Affinitat zu Shikimat handelt. Ein solches Enzym ist in Prokaryoten bisher noch

nicht beschrieben worden.
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Das Enzym CglAroE besitzt mit Shikimat die hochste katalytische Effizienz aller drel
Enzyme mit diesem Substrat. Sie ist aber um den Faktor vier bis funf geringer as bel der
AroE von Mycobacterium tuberculosis und um den Faktor 50 bis 100 langsamer as bel
Aeroglobus fulgidus bzw. E. coli (siehe Tab. 1.1 und Tab. 3.1).

Die CgISDH-L weist einen extrem niedrigen key-Wert auf (siehe Tab. 3.1). Gemal3 einem
Abgleich mit der BRENDA (Schomburg et al. 2002) 1&sst sie sich kaum mit Wechsel zahlen,
die dieser Datenbank zu entnehmen sind, vergleichen. Es liegt in diesem Fall nahe, dass das
Enzym bel der Expression und/oder der Proteinreinigung dramatisch an Aktivitét verliert.
Aufféllig ist auch die schlechte Léslichkeit des Proteins in Puffern mit geringer Salz- oder
Glycerinkonzentration. Man muss dem jedoch gegentiberstellen, dass das Protein, nachdem es
gereinigt worden ist, seine enzymatische Aktivitdt beibehdlt, wenn man es Uber enen
langeren Zeitraum bel 4°C lagert oder umpuffert. Wie spéter noch ausfuhrlich erldutert wird,
besitzt das Protein auferordentlich gute Kristallisationseigenschaften (siehe Kapitel 3.6), was
ebenfalls gegen ein Denaturieren oder zu schnellem Préazipitieren in einem geeigneten Puffer
spricht.

Leider ist es bisher schwer moglich, die Aktivitét der Shikimat-Dehydrogenasen ausgehend
vom Dehydroshikimat (Richtung der in vivo-Reaktion) zu messen, da dieser Metabolit
kommerziell nicht erhdtlich ist. Man findet in der Literatur gelegentlich den Hinweis, dass
die kinetischen Konstanten beider Reaktionsrichtungen der Shikimat-Dehydrogenasen dhnlich
sind (z.B. Singh et al. 2005). Auch wenn sich die katalytischen Effizienzen der in vitro-
Reaktionen der AroE von Haemophilus influenzae bei Shikimat und Dehydroshikimat um
beinahe Faktor 10 unterscheiden (siehe Tab. 1.1), ist kaum davon auszugehen, dass die
kinetischen Parameter der SDH-L ausgehend vom Dehydroshikimat mit denen der AroE-
Enzyme vergleichbar sein konnten, da hier mehrere Grol3enordnungen eine Rolle spielen.

Es konnte natlrlich auch so sein, dass das Protein eine anderes Substrat oder Cosubstrat
bendtigt als die ,, echten” Shikimat-Dehydrogenasen (siehe Abschnitt 3.4.2).
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Tab. 3.1: Kinetische Parameter der drel Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen aus C. glutamicum.
Um die enzymatische Aktivitat der CglQDH in Abhangigkeit von der NAD'-Konzentration
Zu messen, wurde Quinat als Substrat eingesetzt.

Enzym Substrat Kcat Kwm Keat ! K

CglQDH Shikimat 852+ 15,6s* 46,6 + 10,7 mM 1,83s'mM™
Quinat 619+ 4,2s? 10,2+ 2,0mM 6,07s'mM™
NAD* 852+ 156s* 99,7+ 17,3 uM 854,56 s'mM™

CglAroE Shikimat 9,56+ 0,11 s* 259,6 + 2,2 UM 36,83stmMm™
NADP" 9,56+ 0,11s* 18,3+ 2,6 uM 522,40 s*mM™

CglSDH-L  Shikimat (26,0 + 2,6) x10°s* 30,18+ 9,10 mM 8,61x10°'s*mm™
NADP* (26,0 +2,6) x10°s? 1,88+0,82uM 13,83 x 10*s*mM™

3.4.2 Spezifitaten der Enzyme

Nachdem die Substratspezifitdten fur die Entwicklung der Enzymassays erst quditativ

untersucht worden waren, sollten sie anschlief3end quantitativ bestimmt werden.

3.4.2.1 Substratspezifitaten

Quinat ist dem Metaboliten Shikimat chemisch sehr @nlich (siehe Abb. 1.4), so dass es sich
fur Spezifitdtsversuche gut eignet. Allerdings ist Quinat v.a. auf Grund seiner zusétzlichen
Hydroxylgruppe ein wenig grof3er als Shikimat. Moglich wére daher, dass Quinat fur das
aktive Zentrum der Shikimat-Dehydrogenasen zu grofd ist, weshalb sich keine Aktivitét
nachweisen lief3e. Es ist daher notwenig, die Spezifitdt der Enzyme gegentiber kleineren
Substraten zu untersuchen, weshalb das Molekul L-Lactat fur die anstehenden Versuche
verwendet wurde.

Jedes der Enzyme besitzt die héchste Aktivitéat mit Shikimat als Substrat (siehe Tab. 3.2).
Bel der Verwendung von Quinat as Substrat ist bel der CglQDH aber noch eine deutliche
Aktivitét zu verzeichnen. Mit L-Lactat wurde eine vernachlassigbare bzw. keine Aktivitét

gemessen.
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Tab. 3.2: Substratspezifitdten der drei SYQDH aus C. glutamicum. Bel gegebenem Enzym
wurde jewells der hochsten Aktivitét (gemessen als key) der Wert 100 zugeordnet. Jede
Messung wurde mindestens zweimal wiederholt und hieraus das arithmetische Mittel sowie
die Standardabweichung bestimmt. Wenn keine Aktivitét gemessen wurde, sind in der Tabelle
die Detektionsgrenzen angegeben, was durch das Symbol ,, < angezeigt wird.

Enzym Shikimat Quinat L-Lactat
CglQDH 100,0 + 18,3 726 +67 1,26 x 10°+ 0,21 x 107
CglAroE 100,0+ 4,7 0,023+ 0,001 <6,4x10°
CglSDH-L 1000+ 3.2 0,025 + 0,007 <98x10°

Aufféalig ist, das die CglQDH nicht nur mit Quinat deutlich aktiv ist, sondern auch dass sie
eine (wenn auch nur rudimentéare) enzymatische Aktivité mit L-Lactat zeigt. Ihre Spezifitat
gegentiber Substraten scheint, verglichen mit anderen Mitgliedern der S/QDH-Familie,
generell ein wenig herabgesetzt zu sein. Eine mégliche Erkl&rung fir die relativ geringe
Substratspezifitdt der CglQDH mag darin bestehen, dass ihre Aktivitdt gegeniber
Dehydroshikimat in der Zelle keine Rolle spielt: Wenn der Zelle durch die Verflgbarkeit
grol3er Mengen an Quinat viel Energie zur Verfiigung steht, dann ist es auch sinnvoll, dass sie
sich vermehrt und hierfir Aminosduren produziert. Tatsachlich weist die Entdeckung des
Enzyms YdiB in E. coli darauf hin, dass hier die vermutliche Bifunktionalitét (sowohl anabol
als auch katabol) nicht unbedingt schédlich fir den Organismus sein muss.

Die hohe Substratspezifitdt der CglAroE ist charakteristisch fur AroE-Enzyme, aber
dasselbe Verhaten der SDH-L weist darauf hin, dass sie tatsachlich eine Shikimat-
Dehydrogenase ist.

3.4.2.2 Cosubstratspezifitaten

Da Stoffwechselwege in Organismen im Regelfall streng reguliert werden missen, gibt es
beispielsweise das Phanomen, dass chemisch extrem &hnliche Cosubstrate in zelluldren
Redoxreaktionen vollkommen unterschiedliche Funktionen Ubernehmen (siehe Abschnitt
1.4.1.5). Daher war es erforderlich, die Spezifitéten der Enzyme beziiglich ihrer Cosubstrate
nadher zu untersuchen. Wegen des bereits bekannten Bindungsmodus von NAD(P) der
S/IQDH-Familie (Michel et al. 2003) genugt es, sich dabel auf diese beiden Molekile zu
beschranken.

- 65 -



3 Ergebnisse und Diskussion

Alledrel Enzyme sind hoch spezifisch gegentiber ihrem Cosubstrat (siehe Tab. 3.3). Diesist
fir die AroE und die SDH-L charakteristisch. Es zeigte sich endgtiltig, dass die CglQDH kein
YdiB-Enzym (siehe Abschnitt 1.4.2) ist, sondern eine NAD-abhangige Quinat-
Dehydrogenase. Ein solches Enzym mit gleichzeitiger Affinitdt zu Shikimat wurde bisher

noch nicht in Prokaryoten beschrieben.

Tab. 3.3: Cosubstratspezifitéten der drel S/IQDH aus C. glutamicum. Eswurde in allen Féllen
Shikimat als Substrat gewahlt. Die angegebenen relativen Werte wurden aus Wechselzahlen
berechnet. Jede M essung wurde mindestens zweimal wiederholt und das arithmetisches Mittel
sowie die Standardabwei chung bestimmt.

Enzym NADP' NAD*
CglQDH 0,36 + 0,04 100,0+ 3,3
CglAroE 100,0+ 7,1 0,32+ 0,01
CglSDH-L 100,0+ 5,0 0,13 + 0,02

3.4.3 pH-Optima

Es wurden die pH-Optima der Enzyme nicht nur bestimmt, um optimale Bedingungen fir die
Bestimmung der kinetischen Parameter zu erhalten o.4a., sondern auch, um nach Lésung der
Strukturen maoglicherweise Aussagen Uber den Reaktionsmechanismus treffen zu kénnen und
bei der CglQDH abzuschétzen, welches Substrat in vivo eine grofiere Rolle spielt: (Dehydro-)
Shikimat oder Quinat.

Alle drei Enzyme besitzen ein pH-Optimum im akalischen Milieu (siehe Tab. 3.4).
Auffalig ist, dass die Aktivitétskurve der CglQDH mit Shikimat gegentiber der mit Quinat in
Richtung basischer pH-Werte verschoben ist (siehe Abb. 3.6). Dies fuhrt dazu, dass die
relative Aktivitdt mit Quinat in leicht alkalischer Umgebung hoher ist als mit Shikimat und da
der pH-Wert im Cytoplasma von Mikroorganismen je nach Umgebung ca. 7,5 betrégt, spricht
dies neben den kinetischen Parametern und der Cosubstratspezifitét dafur, dass die CglQDH
Quinat in vivo as nattrliches Substrat bevorzugt.
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Tab. 3.4: pH-Optima der drei S'QDH aus C. glutamicum. Jede Messung wurde mindestens
zweimal wiederholt und das arithmetisches Mittel bestimmt.

Enzym pH-Optimum Substrat Cosubstrat
CglQDH 9,0 Quinat NAD*
10,0 Shikimat NAD"
CglAroE 8,6 Shikimat NADP"
CglSDH-L 9,0 Shikimat NADP"

relative Aktivitat
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Abb. 3.6

pH-Optimumskurven der CglQDH. Die gefillten Kastchen geben die relative Aktivitét mit
Shikimat als Substrat und die hohlen die mit Quinat an. Die Fehlerbalken reprasentieren den
lc-Bereich.
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3.4.4 Inhibitorensuche

Sollten die CglAroE und die SDH-L tatsachlich an der gleichen Stelle im Shikimatweg liegen,
dann wére es naheliegend, dass zumindest die hochaktive AroE reguliert wird. Tatséchlich ist
es kaum auszuschlief3en, dass ihr Gen auf einem Operon liegt (siehe Abschnitt 1.4.3).
Dagegen stellt sich bei der geringen katalytischen Effizienz der SDH-L die Frage, ob eine
Regulierung hier Uberhaupt notwenig ist. Ihre Aktivitét sollte den Metabolismus der Zelle
kaum nachhaltig stéren konnen. Immerhin konnte die Inhibition ihrer Synthese dazu
beitragen, Aminosauren zu sparen.

Die Suche nach Inhibitoren ist in allen Féllen erfolglos geblieben: Die SYQDH werden nicht
durch aromatische Aminosauren (auch nicht durch Kombination dieser) gehemmt. Die
Metaboliten Protokatechuat und Anthranilat und die Branchpoint-Substrate Chorismat und
Prephenat inhibierten ebenfalls nicht.

S/QDH liegen in der Mitte des Shikimatweges (siehe Abb. 1.2). Es macht somit zunéchst
keinen Sinn, wenn diese reguliert werden, es sai denn, es liegt eine noch unbekannte
Abzweigung von diesem Stoffwechselweg vor, bei dem sie die Schrittmacherenzyme (siehe
Abschnitt 1.2.3, Schritt 1) darstellen sollten. Hierzu muss aber festgestellt werden, dass
S/QDHs reversible Reaktionen katalysieren. Dies ist jedoch fir Schrittmacherenzyme
atypisch (Streyer 1996).

Es erscheint insgesamt unwahrscheinlich zu sein, dass eine Enzymredundanz vorliegt, die
durch Feedbackinhibition begrindet ist. In diesem Fal wére es naheliegend, wenn die
» Hauptshikimat-Dehydrogenase® CglAroE durch aromatische Aminoséuren inhibierbart wird,
was aber nicht der Fall ist. Zudem miusste das Enzym praktisch vollstéandig abgeschaltet
werden konnen, damit die Aktivitét der SDH-L irgendwelche Auswirkungen haben kann. In
diesem Fall wére aber die Synthese der aromatischen Aminosduren nicht mehr moglich. Da
C. glutamicum keine Dauersporen bilden kann, ist es unwahrscheinlich, dass der Organismus
einen solchen Zustand anstrebt.

Allein mit Hilfe von kinetischen in vitro-Versuchen und Strukturanalysen lasst sich die
Frage nicht beantworten, welche Funktion die SDH-L besitzt. Hierfur ist die totale
Abschaltung des Gens in Verbindung mit Untersuchungen des Metabolismus erforderlich.
Solche Experimente sind bereits durchgefuihrt worden (Choorapoikayil 2006), wobel eine
abschlief3ende Auswertung noch nicht stattgefunden hat.
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3.5 Analytische Gelfiltration

Analytische Gelfiltrationsexperimente liefern relativ ungenaue Ergebnisse bezlglich der zu
untersuchenden Proteinmasse, denn es muss bei spiel sweise postuliert werden, dass zwischen
den zu untersuchenden Molekilen und dem Saulenmaterial keine physikalischen
Wechselwirkungen auftreten, was aber nur im ldeafal auch zutrifft. Sie haben jedoch
gegentiber einer Grofenbestimmung mittels SDS-PAGE oder Massenspektrometrie den
Vorteil, dass das Protein in nativem Zustand vermessen werden kann. Daher ist die Methode
gut geeignet, wenn Proteine auf ihre (etwaige) Quartarstruktur hin untersucht werden sollen.
Um das Molekulargewicht der drei S/'QDH zu bestimmen, wurde der Fusionstag mit der
ITEV-Protease abgespalten. Es wurden drei Eichldufe durchgeftihrt und daraus eine
Regressionsgerade berechnet. Zwischen dem Zehnerlogarithmus des Molekulargewichts
(logio MW) und dem Retentionsvolumen besteht ein linearer Zusammenhang, so dass die

molekularen Massen der drei Enzyme im nativen Zustand bestimmt werden kdnnen.

Tab. 3.5: Molekulargewichte der drei S'QDH aus C. glutamicum. Sie wurden sowohl mittels
Gelfiltration (MWeyp) bestimmt al's auch aus den Primérstruktur berechnet (MW ine).

Enzym MW e MWiheo
CglQDH 58,7 kDa 59,7 kDa (Dimer)
CglAroE 36,1 kDa 29,4 kDa (Monomer)
CglSDH-L 68,4 kDa 58,0 kDa (Dimer)

Es ergibt sich aus den Gelfiltrationsexperimenten, dass die CglQDH sowie die CglSDH-L
Homodimere sind, wahrend die CglAroE ein Monomer darstellt. Gegenuber friheren
Annahmen (Chaudhuri & Coggins 1985) scheint sich abzuzeichnen, dass Proteine aus der
S/QDH-Familie zumeist als Homodimere und nicht als Monomere vorliegen. Auffadlig dabel
ist, dass die vier in der Literatur beschriebenen Proteine dieser Familie, die keine AroE-
Enzyme sind, ausschliefdlich in dimerer Form vorliegen (Michel et al. 2003, Singh et al. 2003,
diese Dissertation). Die bisher beschriebenen ,echten Shikimat-Dehydrogenasen® sind
entweder mono- oder dimere Proteine.

Abschlief3end muss aber festgestellt werden, dass noch nicht gentigend Daten vorliegen, um
aus dieser Beobachtung zur zunehmenden (bei AroEs) bzw. vollstandigen
Homodimerisierung (bei nicht-AroE-Shikimat-Dehydrogenasen) eine allgemein gltige
Tendenz abzuleiten.
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3.6 Kristallisation

3.6.1 Kristallisation der CglQDH

Es konnten Einkristalle der CgIQDH be 20°C gewonnen werden, die sich fur
Diffraktionsmessungen eigneten. Die Reservoirlésung enthielt 100 mM Na-Acetat pH=4,6;
200 mM NaCl; 20% v/v MPD. Es handelt sich dabei um eine optimierte Bedingung aus der
kommerziell erhdltlichen Kristalisationsdsung Nr. 10 des Crystal Screen 2™ der Firma
Hampton Research, Laguna Niguel, USA. Der Kristalisationstropfen setzte sich nach dem
Pipettieren aus 2 pl NADH (2 pg/ml), 2 pl Reservoirlosung und 2 pl Proteinlosung (50 mM
Tris/HCI; 500 mM NaCl; 1 mM NaNg; 20% v/v Glycerin pH=7,5 und 3,8 mg/ml Protein)
zusammen. Nach ca. funf Monaten wurde ein grof3er Proteinkristall sowie mehrere kleinere
entdeckt (siehe Abb. 3.7). Der groRRe Kristall erreichte Kantenlangen von ungefdhr
1,1x0,1x 0,1 mm.

Abb. 3.7

Grol3er, verwachsener Kristall der CglQDH (ca. 1,1 x 0,1 x 0,2 mm) und ein kleiner
benachbarter. Ein Splitter des grof3en Kristalls wurde verwendet, um die Proteinstruktur zu
bestimmen.
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3.6.2 Kristallisation der CglAroE

Das Kristallisationsverhalten der CglAroE ist auf3erordentlich schlecht. Es konnte mit keiner
der verwendeten kommerziellen Kristallisationsldsungen Strukturen beobachtet werden, die
auf eine Kristallbildung hétten schlief3en lassen kdnnen. Daher lag der Schwerpunkt der

Bemtuihungen an dieser Stelle auf den anderen beiden Proteinen.

3.6.3 Kristallisation der CglSDH-L

Die CglQDH zeigte ein auf¥erordentlich gutes Kristallisationsverhaten. Jedoch neigte sie
praktisch nur zur Bildung von zumeist verzweigten faserartigen bzw. nadelférmigen
Strukturen. Schliefdlich war es bel 20°C moglich, aus den Nadeln reproduzierbar kleine,
tellweise solitére stdbchenformige Kristalle mit einem Durchmesser von etwa 0,01 mm zu
ziichten, die innerhalb weniger Tage heranwuchsen (siehe Abb.3.8, links). Hierfir wurde 1 ml
Reservoirldsung eingesetzt, die 250 mM HEPES pH=7,4; 150 mM MgCl,; 13% v/v PEG400
enthielt. Der Kristallisationstropfen bestand zu Versuchsbeginn aus 2 ul Reservoirlésung und
2 ul Proteinl6sung bestehend aus 50 mM Tris/HCI pH=7,5; 100 mM NaCl; 20% v/v Glycerol
und 3,9 mg/ml Protein.

Aus zeitlichen Grunden konnte dieser vielversprechende Ansatz nicht weiter verfolgt
werden. Flr weitere Optimierungen bieten sich hier vor allem sogenannte Makroseeding-

Experimente an.

Unter ahnlichen Versuchsbedingungen lief3en sich Kristalle ziichten, die grof3 genug waren,
um sie vermessen zu konnen. Sie unterscheiden sich durch die vorangegengen nur dadurch,
dass 0,3 ml Reservoirldsung aus 100 mM HEPES pH=7,4; 150 mM M(gCl5; 13% v/v PEG400
verwendet wurde (siehe Abb. 3.7, rechts).
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Abb. 3.8

Kristalline Strukturen der CglSDH-L. Links: Neben sehr feinen, faserartigen Strukturen sind

stébchenformige Kristalle zu erkennen. Sie haben einen Durchmesser von ca. 0,01 mm.
Rechts: Kleiner Kristall von ca. 0,2 x 0,1 x 0,1 mm Grof3e.
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3.7 Diffraktionsmessungen

3.7.1 Diffraktionsmessung eines Kristalls der CglQDH

Bereits Testmessungen an der hauseigenen , Rigaku-Anlage* zeigten, dass die Kristale der
CglQDH die Rontgenstrahlung auf3erordentlich gut streuten. Es wurde ein Datensatz am
Messplatz BW7B am DESY in Hamburg aufgenommen. Die Abbildung 3.9 zeigt

exemplarisch eine Aufnahme der Messungen.

Abb. 3.9

Eine typische Diffraktionsaufnahme der CglQDH. In der VergrofRerung (rechtes Bild) ist zu
erkennen, dass einige Rontgenreflexe einen ,, Schweif* bilden, was vermutlich auf die relativ
hohe Mosaizitét (0,9°) des Kristalles zurtickzufiihren ist. Der Datensatz wurde am Messplatz
der BW7B am Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) in Hamburg gemessen.

Die Indizierung mit dem Programm DENZO ergab, dass der Kristall zur monoklinen
Raumgruppe (C2) mit den Parametern a=118.77 A, b=63.17 A, c=35.67 A, p=92.26° der
Einheitszelle gehort. Hieraus errechnete sich eine mdgliche Packungsdichte von
Vu = 2,08 A® Da', was einem Solvensgehalt von etwa 41% entspricht. Das Signal/Rausch-
Verhdtnisse (I/c), die Vollstandigkeiten und die fusionierten R-Werte (Rmerge) aler
Auflésungsschalenist in sind in Tab. 3.6 angegeben.
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Tab. 3.6: Statistik zu den einzelnen Aufldsungsschalen des nativen Datensatzes der CglQDH.
Der Datensatz beinhaltet 262272 Rontgenreflexe, von denen 32327 unique sind, was einer
Redundanz von ca. 8,1 entspricht.

Aufldsungsschalen [A] /o Vollstandigkeit Rmerge

99,00-3,53 34,1 98,9 6,1
3,53-2,80 27,7 98,8 6,9
2,80-2,45 19,5 98,6 9,6
2,45-2,22 154 98,5 11,7
2,22-2,06 11,8 98,4 144
2,06-1,94 8,0 98,8 18,0
1,94-1,84 55 97,7 24,3
1,84-1,76 3,8 97,9 29,7
1,76-1,70 2,8 97,4 37,3
1,70-1,64 1,7 74,5 59,1
ale 17,5 95,9 9,5

3.7.2 Diffraktionsmessung einesKristallsder CglSDH-L

Die Kristalle der CglSDH-L zeigten an der instituseigenen Rontgenanlage ,, Nonius* ein sehr
schlechtes Diffraktionsverhalten (siehe Abb. 3.10). Die gemachte Testaufnahme lief3 sich bis
etwa 7 A prozessieren. Ein Grund hierfiir mag in der GroRe der Einheitszelle des Kristalls
bestehen; sie besitzt die Zellparameter a=62,34 A, b=153,75 A, ¢=244,37 A, 0=94,16°,
[=88,72°, y=84,67°. Das dazugehorige Bravais-Gitter ist vermutlich primitiv orthorhombisch.

Es ist fraglich, ob der vermessene Kristall selbst an einem sehr leistungsfahigen Synchrotron
wie z.B. dem in Grenoble Daten liefern kann, die zu einer strukturellen Auflésung von

mindestens 3 A filhren. Es lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

1.) Der Kristall besteht aus Protein.
2.) Der Cryopuffer hat die Bildung von Eisringen verhindert und den Kristall nicht
zerstort.

3.) Der Kristall beugt die Rontgenstrahlen, wenn auch nur schwach.
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Mitunter ist es maoglich, das Diffraktionsverhaten von Proteinkristallen deutlich zu

verbessern, indem man sie dehydratisiert (Haebel et al. 2001). Ein solches Experiment kénnte
sich hier anschlief3en.

Abb. 3.10

Eine Diffraktionsaufnahme der CglSDH-L. Der Kristall streut sehr schwach. Die Aufnahme

wurde an der hauseigenen , Nonius-Anlage® durchgefihrt. Sie lie sich nur bis knapp 7 A
prozessieren.
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3.8 Strukturlésung und Verfeinerung

Es wurde en vollstandiger Datensatz der CglQDH erhalten, der mit Hilfe des Molekularen
Ersatzes gel6st werden konnte. Als Suchmodell wurde ein Polyalaninmodell der Shikimat-
Dehydrogenase von Methanococcus jannaschii (PDB-Code 1INV T) mit einer Sequenzidentitat

von ca. 32% verwendet.

3.8.1 Kreuzrotationssuche

Die Kreuzrotationssuche wurde erfolgreich im Auflosungsbereich 15 A bis 6 A im realen
Raum mit Hilfe des Programmes CNS (Brunger et al. 1998) durchgefiihrt. Die besten funf
L 6sungen, die das Programm vorgeschlagen hat, sind in der Tabelle 3.7 aufgelistet.

Tab. 3.7: Die besten funf Ergebnisse der Kreuzrotationssuche des Datensatzes der CglQDH
mit dem Suchmodell INVT. Die Lésung Nr.1 setzt sich mit einem deutlich héheren RF-Wert
von den anderen ab. Fir die Berechnung des RF-Wertes erhielt die Konstante ,, EPSIlon* den
Wert 0,25.

Losung Nr. thetal theta2 theta3 RF-Wert
1 100,880° 50,000° 269,630° 1,0249
2 129,921° 85,000° 165,215° 0,8745
3 130,089° 60,000° 207,927° 0,8479
4 107,658° 60,000° 263,334° 0,8212
5 131,995° 70,000° 198,972° 0,8186
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3.8.2 Trandationssuche

Die Trandationssuche wurde im Auflésungsbereich 15A bis 6 A im reziproken Raum
ausgehend von den Eulerwinkeln thetal = 100,880°, theta2 = 50,000° und theta3 = 269,630°
mit Hilfe des Programms CNS durchgefthrt. Die funf besten Ergebnisse dieser Suche sind in
der Tabelle 3.8 aufgelistet.

Tab. 3.8: Die ersten funf Ergebnisse der Trandationssuche. Der Korrelationskoeffizient gibt
an, wie hoch die Ubereinstimmung zwischen den Messdaten und dem Suchmodell ist. Eine
hohe Packungsdichte bedeutet, dass eine minimale Uberlappung des Proteins mit sich selbst
stattfindet.

Losung thetal theta? theta3 transx transy transz Korrelationss Packungs-

N, [°] [°] [°] [A] [A]  [A]  koeffizient  dichte

1 100,88 50,00 269,63 2543 000 7,89 0,235 0,5009
2 2992 8500 16522 1,36 000 1578 0,162 0,3839
3 130,09 60,00 207,93 3342 000 5092 0,162 0,4354
4 107,66 60,00 26333 11,72 000 394 0,185 0,3981
5 131,00 70,00 19897 37,31 000 7,89 0,150 0,4113

3.8.3 Starre-K orper-Verfeinerung

Die Losung Nr. 1 aus der Trandationssuche (siehe Abschnitt 3.8.2) wurde fir die sich
anschlieffende starre-Korper-Verfeinerung mit dem Programm CNS verwendet. Dabei sank
der R-Wert (Ryork) Von 54,4% auf 52,8% und der freie R-Wert (Ryree) VON 54,7% auf 53,46%.

3.8.4 Moddlbau

Der Modellbau erfolgte mit dem Programm ARP/WARP (Perrakis et al. 1999) parallel wurde
mit dem Programm REFMACS (CCP4 1994) verfeinert (restrained refinement). Es wurden
insgesamt 350 iterative Zyklen durchlaufen, hierbei sanken der Ryok auf 15,9% und der Riree
auf 20,3%. ARP/WARP hat ale Atome unterhab 1,0 sigma in der 2mFoDFc-
Elektronendichtekarte geléscht und alle oberhalb von 3,2 sigma in der mFoDFc-Karte
eingefugt.
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3.8.5 Letzte Verfeinerungen und Wasser einbau

Weitere Verfeinerungen wurden manuell mit den Programmen O und REFMAC5 (CCP4
1994) iterativ durchgeftihrt. Jeder Verfeinerungsschritt mit REFMACS umfasste 10 Zyklen.
Schliefdich wurden die Wassermolekiile eingebaut. Dies geschah wiederum mit REFMACS
(10 Zyklen) und ARP/WARP (5 Zyklen).

Offenbar sind die Positionen der N- und der C-Termini der CglQDH nicht gut definiert,
denn die Aminosaurereste 1 bis 21 sowie der letzte, 302 sind nicht in der Elektronendichte zu
erkennen. Die Residuen 1 bis 19 gehdren zum Fusionstag. Ebenfalls nicht auszumachen war
das NADH, was aber auf Grund des geringen molaren Verhdtnisses NAD zu Protein
(0,025:1) auch nicht zu erwarten gewesen ist. Die statistischen Parameter der verfeinerten
CglQDH-Struktur ist in der Tabelle 3.9 zusammengefasst.

Tab. 3.9: Statistische Parameter der verfeinerten CglQDH-Struktur.

Raumgruppe C2
Molekule pro asymmetrischer Einheit 1
Anzahl der Atome (ohne Wasserstoffatome) 2058
Anzahl der Wassermolektile 180
fehlende Residuen 1-21, 302
Auflésungsbereich [A] 7,99-1,64
R-Werte [%0]

RWork 17,4

Riree 20,1
isotroper Gesamt-B-Faktor [A?] 17,44
RM S-Abweichungen von Idealwerten

Bindungslangen [A] 0,028

Bindungswinkel [°] 2,713
K orrelationskoeffizienten [%]

|Fo-Fel 96,4

|Fo' Fclfree 94,8
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3.9 Validierung der 3D-M odelle

Nachdem die Tertidrstrukturmodelle der drei S/IQDH aus C. glutamicum erstellt worden sind,
ist es notwendig, ihre Qualitdt zu bewerten. Da die 3D-Struktur der CglQDH
kristall ographisch bestimmt worden ist, liegen hierzu bereits Statistiken vor (siehe Tab. 3.9).

Generell gibt es zwel Moglichkeiten, eine Proteinstruktur zu validieren: ,intern* oder
~extern® (Fiser & Sali 2003). Bel der internen Validierung spielt die Selbstbeschaffenheit des
Moleklls die Hauptrolle. Neben der Auswertung der Messdaten werden beispielsweise
sterische Konflikte oder ldealgeometrien betrachtet. Oft spielen dabel  statistische
Erwadgungen eine Rolle. Dabei werden bel der externen Validierung Informationen hinzu
gezogen, die sich nicht aus der Berechnung des Modells ergeben. Es wird dann beispielsweise
untersucht, ob ein zum Protein gehdriger Ligand seine Funktion erfiillen kann, etc.

Fehler in der Stereochemie sind generell selten und weniger informativ als Fehler, die man
aus der externen Validierung erhélt. Diese sind allerdings schwer zu definieren und erfordern

oft biochemisches Hintergrundwissen beziiglich des betrachteten Protelnmol ekils.

3.9.1interne Validierung

Die kristallographischen Statistiken aus der Verfeinerung (siehe Tab. 3.9) deuten bereits auf
die hohe Qualitét der berechneten Elektronendichtekarten der CglQDH hin. Solche Karten zu
untersuchen, ist ausgesprochen nitzlich, um die Qualitét des ,, Rontgenmodells® eingehender
bewerten zu konnen. Ein Ausschnitt einer 2FoFc-Elektonendichte ist exemplarisch in
ADbb.3.11 dargestellt. Derartige Dichten haben allerdings den Nachteil, dass sie sich schlecht
zu datistisch leicht erfassbaren Grollen zusammenfassen lassen. Wenn die
Elektronendichtekarten unvollsténdig sind oder sich nur schwer interpretieren lassen, ist es
vielfach nitzlich, die interne Validierung mit Hilfe entsprechender Programme auszuweiten.
Dagegen mussen derartige Programme fir die Validierung modellierter Proteinstrukturen
zwangslaufig verwendet werden, weil Messdaten fehlen.

Um die Quadlitd der Hauptketten der drei Proteine zu untersuchen, wurde der
Ramachandran-Plot mit dem Programm PROCHECK (Laskowski et al. 1993) berechnet
(siehe Abb. 3.12). Diese Methode der Validierung beruht auf Statistiken und es kann durchaus
vorkommen, dass einzelne Aminosaurereste sich nicht in den , bevorzugten* oder , erweitert

erlaubten” Regionen befinden. Dennoch kann ein gehduftes Auftreten einzelner Residuen in
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den ,freigebig” und ,nicht erlaubten” Bereichen darauf hinweisen, dass (noch) Fehler im
Modell vorliegen. Die Quadité des Peptidrickgrades der CglQDH macht einen
ausgezeichneten Eindruck, wéhrend die der anderen beiden Enzyme zwar geringer aber
immer noch sehr gut zu sein scheint.

Das Programm ERRATV2 berechnet charakteristische atomare Wechselwirkungen

innerhalb von Proteinstrukturen (Colovos & Yeates 1993). Die Untersuchung der drei
Proteinmodelle bestétigte das Ergebnis des Ramachandran-Plots. Auch hier ist die Qualitét
der Kristallstruktur deutlich hoher als die der beiden anderen Modelle (siehe Abb. 3.13).

Abb. 3.11

2F F-Elektronendichte (blau) im Bereich des aktiven Zentrums der CglQDH. Neben den
scharf definierten Dichten des Proteins sind auch ,,leere Kugeln“ zu erkennen. Sie gehdren zu
Sauerstoffatomen von gebundenem Wasser. Der sigma-Wert der 2F,F.-Dichte wurde hier auf
1,5 gesetzt.
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Abb. 3.12

Ramachandran-Plots der drei Strukturmodelle der CglQDH (A), CglAroE (B) und CglSDH-L
(©).
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Abb. 3.13

ERRATV2-Plots der drei Strukturmodelle: CglQDH (A), CglAroE (B) und CglSDH-L (C).
Demnach besitzt die Kristallstruktur die mit Abstand beste Qualitét. Das Modell CglAroE
besitzt einen geringeren Fehler als das Modell CglSDH-L. Diese Ergebnisse sind mit dem
Ramachandran-Plot in Einklang zu bringen.
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3.9.2 externe Validierung der CglAroE und der CglSDH-L

Wegen der hohen Qualitét der Elektronendichtekarten und der guten Verfeinerungsstatistiken
wurde die CglQDH fortan nicht mehr als zu validierendes Modell angesehen, sondern als
zusétzliche Schablone fir die Betrachtung der 3D-Strukturen von CglAroE und CglSDH-L
verwendet.

Fur die externe Validierung wurden Qualitdtskriterien definiert, die an die folgenden

Bedingungen fir jedes der zwel Modelle geknuipft worden sind:

1) Es muss en Protein mit zwel Doméanen vorliegen, welche durch eine tiefe Spalte
voneinander getrennt werden. Verbunden werden die beiden Doméanen durch zwei ao-
Helices.

2.) Der Aminoterminus des Modells muss die fur S/QDH typische Supersekundéarstruktur
besitzen (siehe Abschnitt 1.4.5).

3.) Der Carboxyterminus des Modells muss eine Rossman-Faltung nach der Definition
der SCOP-Datenbank besitzen.

4) Be enem multiplen Proteinstrukturalignment mit alen bekannten bakteriellen
(einschliefdich Archea) SYQDH miissen die konservierten Residuen der Modelle mit

denen der experimentel| aufgeklarten Strukturen tibereinstimmen (siehe Abb.3.14).

Um zu Uberprifen, ob die Bedingungen 3 und 4 erfullt werden konnten, wurde das
» Referenzprogramm“ DSSP (Kabsch & Sander 1983) verwendet.

CalAroE
zu 1.: Bedingung Nr. 1 wurde erflllt (siehe Abb. 3.13).

zu 2.: Esfehlt das B-Faltblatt Nr. 4 (siehe Abb. 1.6 & Abb. 3.13). Das nicht erkannte Faltblatt
Nr.4 ist verhdtnismaig schwer zu modellieren, da es nur aus ein bis zwel
Aminosiureresten bestent und bereits leichte Anderungen der Hauptkette dazu
fuhren, dass es nicht mehr vom Programm DSSP (Kabsch & Sander 1983) erkannt
werden kann. Die betreffenden Aminosauren liegen zudem so weit aul3erhalb des
aktiven Zentrums, dass beispielsweise Betrachtungen einer etwaigen Substratbindung
kaum beeintrachtigt sein sollten.

zu 3.: Das dem Carboxyterminus zugewandte B-Faltblait sowie eine a-Helix fehlen in der
Rossman-Faltung (siehe Abb. 3.14)
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zu 4.: Die konservierten Residuen nehmen mit zwel Ausnahmen die richtigen Stellen im
Protein ein. Zum einen ist die Position eines Tyrosins um eine Position in Richtung C-
Terminus verschoben (siehe Abb. 3.21). Dies scheint aber nicht so kritisch zu sein, da
die Residue vom vermeintlichen aktiven Zentrum ca. 6 bis 7 A entfernt sein diirfte
(nicht gezeigt). Des weiteren ist die hoch konservierte Residuenabfolge ,NTD* um
zwei Positionen in Richtung N-Terminus geriickt (siehe Abb. 3.21). Im Bereich 240 bis
250 scheint es einen deutlichen Fehler zu geben, da hier mehrere — eigentlich
konservierte Residuen — fehlen, wobel sich das Alignment durch Verschieben einer

» Deletionsregion” leicht zur Deckung bringen lief2e.

CqalSDH-L
zu 1.: Bedingung Nr. 1 wurde erfillt (sehe Abb 3.14).

zu 2.: Es fehlt das B-Faltblatt Nr. 4 (siehe Abb. 1.6 & Abb. 3.14). Das fur die CglAroE
bemerkte gilt hier ebenfalls.
zu 3.: Die Rossman-Faltung ist intakt (siehe Abb. 3.14).
zu 4.: Die konservierten Residuen sind an den richtigen Stellen im Protein lokalisiert (siehe
Abb. 3.21).
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Abb. 3.14

Ubersicht tiber die
Sekundarstrukturen der
CglQDH (A), der CglAroE
(B) und der CglSDH-L (C).
B-Fatblétter sind in gelb
und a-Helices in rot oder
violett dargestellt. Der
linke Teil jedes Models
stellt den N-Terminus mit
dem typischen S/QDH-
Motiv und der rechte den
C-Terminus mit der
Rossman-Faltung dar.
Verbunden werden die
beiden Domanen durch
zwel  o-Helices (violett).
Bei der CglAroE ist eine
Helix kurz unterbrochen.
Zudem fehlt eine Helix in
der Rossman-Faltung.
Beiden theoretischen
Modellen fehlt en pB-
Fatblatt des S/QDH-
typischen Motivs.
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3.9.3 Vollstandigkeit der Modélle

Es wurden die Modelle auf ihre Vollstandigkeit (fehlende Aminosdurereste) hin untersucht.
Das Ergebnisist der Tabelle 3.9 zu entnehmen.

Tab. 3.10: Fehlende Residuen der drei Modelle. Es wurde jeweils die Aminosauresequenz

betrachtet, die sich unmittelbar aus dem genetischen Code der dazugehdrigen Gene ergibt.

Modell Residuenanzahl fehlende Residuen Anzahl fehlender Residuen
CglQDH 283 1-2, 283 3
CglAroE 276 1-5, 272-276 10
CglSDH-L 268 1-2, 268 3

Fehlende Aminosaurereste spielen bei den drei Modellen kaum eine Rolle, da die
endstdndigen Residuen der S/QDHs frei beweglich sind und kaum Einfluss auf die
enzymatische Aktivitét haben dirften. Dies wird auch dadurch belegt, dass das Abspalten der
Fusionstags der drei in dieser Arbeit untersuchten Proteine kaum zu einem Aktivitétsverlust
gefuhrt hat (siehe Abschnitt 3.4.1).

3.10.4 abschlie’}ende Bewertung der Validierung

Die Qualitét der Rontgenstruktur der CglQDH ist ausgezeichnet, wahrend die der beiden
anderen Modelle wesentlich geringer ist. Letzlich sind aber auch sie immerhin weitgehend
ausreichend, um sie fir ein multiples Strukturalignment zu verwenden (siehe Kapitel 3.11).
Fur detailliertere Substratmodel lierungsstudien reicht ihre Qualitét allerdings nicht aus.

Es ist auffdlig, dass die Bewertungen der internen und die externen Validierung bel den
beiden modellierten Strukturen CglAroE und CglSDH-L gegensétzlich sind. Auch wenn die
externe Vaidierung bei theoretischen Strukturen aufRerordentlich wichtig ist, muss verhindert
werden, dass sie Wunschmodellen angendhert werden und dabel energetische (und

entropische) Betrachtungen aus dem Blickfeld geraten.
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3.10 Die Homodimer e Struktur der CglQDH

Wie aus den analytischen Gelfiltrationsversuchen hervorgeht (siehe Kapitel 3.5), ist die
CglQDH ein Homodimer. Dies steht nicht im Widerspruch zu der Tatsache, dass das Protein
as Monomer in der asymmetrischen Einheit kristallisiert. Wenn man die
Symmetriedquivalente mit einbezieht, ergibt sich ein Dimer. Die Kontaktfldche zwischen
beiden Polypeptidketten wurde mit dem Programm PISA (Krissinedl & Henrick 2005)
berechnet; sie betragt 1208,0 A2,

Abb. 3.15
Die Quartérstruktur der CglQDH. Zwe Polypeptidketten (rot und blau) bilden ein
Homodimer, wobei sich die Kontaktfladchen im Bereich der N-Domanen befinden.
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3.11 Worin liegen strukturelle Gemeinsamkeiten und
Unterschiede der SSQDH?

Bisher lasst sich folgern, dass die Enzyme der S/QDH-Familie zwar charakteristische
Supersekundér- und Tertidrstrukturen besitzen (siehe Abschnitt 1.4.5), es jedoch dramatische
Unterschiede bezliglich der enzymatischen Aktivitét (Substrat- und Cosubstratspezifitét sowie
katalytische Effizienz) zwischen den einzelnen Subfamilien gibt (siehe Abschnitt 1.4.2,
Kapitel 3.4), was auf vollkommen unterschiedliche Funktionen in C. glutamicum schlief3en
lasst. Ziel dieses Kapitdl ist es, die strukturellen Unterschiede ndher zu analysieren, um die
Ursachen fir diese Aktitivitatsunterschiede erkl&ren zu kénnen.

3.11.1 Geringe Sequenzidentitat, hohe strukturelle Konservierung

Wenn man bedenkt, wie sehr sich die Faltungsmotive der S'QDH &hneln und wie gering die
Positionen der a-Kohlenstoffatome voneinander abweichen, dann ist es bemerkenswert, wie
unterschiedlich die Primérstrukturen der Enzyme sind (siehe Tab. 3.11). Die SIQDH-Familie
ist ein hervorragendes Beispiel fir das Axiom, dass Proteinstrukturen im allgemeinen stérker
konserviert sind als ihre Sequenzen. Es muss dabei natirlich beachtet werden, dass auf den
Molekilen ein hoher Selektionsdruck lastet und ein Aminosdureaustausch wahrend der
Evolution damit keinesfalls , statistisch” erfolgt.

Es ist aus Tab. 3.11 klar ersichtlich, dass die Sequenzidentitét zwischen den paralogen
Proteinen im Mittel nicht hoher ist als die zwischen zwel beliebigen Mitgliedern der SIQDH-
Familie. Dasselbe scheint aber mit Ausnahme der beiden SDH-L fir Orthologe ebenfalls zu
gelten. Es gibt folglich weder einen deutlichen Zusammenhang zwischen Sequenzidentitét
und phylogenetischer Verwandtschaft noch zwischen Sequenzidentitdt und Zugehdrigkeit zur
jewelligen funktionalen Subfamilie.

Es ergibt sich aus dem Sequenzidentitét/Struktur-Vergleich ferner, dass es einen ,,normalen”
Zusammenhang gibt, d.h., je hdher die Sequenzidentitét desto hoher ist auch die strukturelle
Ahnlichkeit (siehe Abb. 3.16). Daraus lasst sich folgern, dass sich die verschiedenen
Subtypen der S/'QDH beztiglich ihrer Faltung héchstens im Detail voneinander unterscheiden

konnen.
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Tab. 3.11: Vergleich der Primédr- und Tertidrstrukturen verschiedener S/QDH. Die
Sequenzidentitdten (Seq. 1d.) betragen im Durchschnitt 28,6% + 0,6%, die Abweichungen der
dignierten C,-Atome der Peptidkette mit Mittel (RMSD-Werte) 31 A + 1,6 A. Bei
Rontgenstrukturen wurden — sofern vorhanden - auch die strukturellen Unterschiede
verschiedener SIQDH-Ketten innerhalb einer asymmetrischen Einheit betrachtet. Dort betrug
der RMSD bereits im Durchschnitt 0,9 A. Die in der Tabelle angegebenen Werte sind somit
als ziemlich gering anzusehen. Die RMSD-Werte wurden mit dem Progranm PyMOL
(DeLano 2002) erstellt. Es wurden die Abkirzungen Cgl fur C. glutamicum, Eco fur E. coli,
Hin fur Haemophilus influenzae und Mja fir Methanococcus jannaschii verwendet. Weltere

Erkl&rungen siehe Text gegeben.
Seq.-1d. Cal Eco Cal Eco Mja Hin Cal Hin
RMSD | QDH YdiB AroE AroE AroE AroE | SDH-L | SDH-L
Cdl
QDH X
Eco 26,0 %
YdiB | 1,84A X
Cdl 27,3% | 26,8%
AroE | 513A | 514A X
Eco 261% | 272% | 249%
AroE | 263A | 314A | 184A X
Mja 322% | 355% | 258% | 30,9%
AroE | 140A | 146A | 357A | 1,99A X
Hin 26,7% | 276% | 23,77% | 489% | 29,7 %
AroE | 3,04A | 242A | 342A | 1,70A | 239A X
Cal 2712% | 278% | 242% | 233% | 30,6% | 248%
SDH-L | 1,79A | 540A | 615A | 318A | 384A | 310A X
Hin 266% | 281% | 249% | 225% | 29,0% | 251% | 454 %
SDH-L | 197A | 212A | 439A | 334A | 233A | 392A | 389A X
Abb. 3.16
" Abhéangigkeit der Konservierung der C,-
] . Atome von der Aminosauresequenz-
1 identitst bei den S/QDH. Diese
5 Abbildung ergibt sich direkt aus der
& Tabelle 3.11. Im Bereich zwischen ca.
a . ] 25% und 30% scheint es eine
5 L.t ) exponentielle Zunahme der strukturellen
sy o Konservierung bei steigender
" Sequenzidentitét zu geben. Dieser
2+ e, . Bereich ist generell fur die Suche eines
. o geeigneten Molekllvorlagemodells
T ' ' ' ' ' ' (Template) sowohl beim Molekularen

Ersatz ads auch be der Homologen
Modéllierung Kritisch. Schwarze
Késtchen bedeuten, dass zwel Rontgenstrukturen miteinander verglichen wurden und rote,
dass es sich um zwel theoretische Modelle gehandelt hat. Im letzteren Fall ist davon
auszugehen, dass der RM SD-Wert auf Grund von Modellierungsfehlern etwas hoher ist.

Sequenzidentitit [%o]
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3.11.2 Bindung von NAD(P)

Das NAD lief3 sich gemal3 den Kriterien Abschnitt 1.4.6 problemlos in die Apostruktur der
CglQDH modellieren (siehe Abb. 3.17). Mehr Schwierigkeiten ergaben sich mit den beiden
theoretischen Modellen. Bei der CglAroE traten schwéchere van-der-Waals-Abstol3ungen im
Bereich der Sdureamidgruppe und bel der CglSDH-L wesentlich stérkere in der Region des
Pyrophosphats und des Nikotinsdureamids auf. Dies war insbesonders der Fall, wenn die
typische SIQDH-Konformation des NADPs (vergleiche Abb. 1.5) streng eingehalten wurde
(Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.17

Tertiarstruktur der CglQDH mit modelliertem NAD. Der linke Teil des Proteins stellt den N-
Terminus und der rechte den C-Terminus des Proteins dar. Der Nikotinsdureamidring des
Cosubstrates ragt tief in das aktive Zentrum hinein. Rechts davon ist die
Substratbindungsstelle. Die verschiedenen Farben des Proteinmol ekiils geben die sogenannten
Temperaturfaktoren einzelner Atome wieder. Blau bedeutet in diesem Fall, dass die
betreffenden Atome unbeweglich (,kalt*) sind. Uber die Farbpalette griin, gelb, orange und
rot nimmt die Beweglichkeit der Atome zu.
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3.11.3 Bindung von Quinat und Shikimat

Es wurden bisher zwar noch nie Elektronendichten eines Substrates in einer S/QDH
beobachtet, jedoch gibt es eine Reithe von exprimentellen Ergebnissen, die Hinwelse darauf
geben, wie es im Enzym positioniert ist (siehe Abschnitt 1.4.7). Die Uberlagerung von
Proteinstrukturen dieser Familie zeigt, dass die Lage einiger Aminosaureseitenketten im
aktiven Zentrum konserviert ist (siehe Abb. 3.18).

b

Abb. 3.18

Konservierung von Seitenketten des aktiven Zentrums der SIQDH. Es ist naheliegend, dass
diese an der Substratbindung beteiligt sind. Es wurden die Farben grin fir CglQDH, cyan fir
Methanococcus jannaschii, orange fir E. coli YdiB bzw. fleischfarben fir AroE und gelb fir
Haemophilus influenzae AroE bzw. violett fur SDH-L verwendet. Die Numerierung der
Residuen bezieht sich auf die CglQDH.
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Die Konservierung der Seitenkette der S/QDH im aktiven Zentrum fuhrt zwangslaufig zur
Annahme, dass Shikimat und das chemisch sehr &hnliche Quinat durch die gleichen Residuen
auf analoge Weise gebunden werden. Die beiden Liganden wurden auf Grund der in
Abschnitt 1.4.7 angegebenen Experimente in das aktive Zentrum modelliert, wobei sich in
beiden Falen ndherungsweise das dort diskutierte, Modell A“ ergab (siehe Abb. 1.8 & Abb.
3.19).

Das Quinat ist auf Grund seiner zusétzlichen Hydroxylgruppe am C1-Atom sperriger als das
Shikimat. Die in Abb. 3.19A gezeigte Bindungmaoglichkeit fur dieses Substrat ist so jedoch
fur  Shikimat nicht moglich, wel es dort zu van-der-Waals-Absto3ungen der
Carboxylatgruppe dieses Substrates mit der Seitenkette des Serins 36 geben wirde. Es ist
daher sehr wahrscheinlich, dass das Shikimat etwas ,tiefer in dem aktiven Zentrum
gebunden wird. Auch wenn vermutlich die gleichen konservierten Residuen die analogen
funktionellen Gruppen beider Substrate binden, muss man folglich davon ausgehen, dass

Shikimat im Enzym gegentber Quinat verschoben und/oder verdreht ist.

B | -
« ; Thr38
Ser36 «° 344 R
BSAT  ~. F22A y

GIn277

Abb. 3.19

Potentielle Bindungsmodi von Quinat (A) und Shikimat (B) in der CglQDH, die sich im
Detail unterscheiden. Die Substrate und der Nikotinsaureamidteil des NADs sind jewells
hauptséchlich in gelb und das Protein in grin dargestellt. Das Kohlenstoffatome des
Substrates und des NAD, an welchen die Reaktionen stattfinden, sind cyan gefarbt. Die
gestrichelten Linien reprasentieren die Abstande zwischen den Atomen; eine Bindung muss
nicht zwangsléufig eingegangen werden. Da eine Doméanenbewegung nicht ausgeschlossen
werden kann, ist es vorstellbar, dass es bel Entfernungen zwischen den Atomen, die zu lang
fur eine potentielle Bindung zu sein scheinen, im Holoenzym doch zu einer anziehenden
Wechselwirkung kommt. Weitere Erklarungen sind im Text gegeben.
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Wie Singh et al. (2005) vermuten, ist es wahrscheinlich, dass zwischen der N- und C-
terminalen Doméne der S/QDH Fexibilitét besteht und es zwei Scharnierregionen gibt. Somit
ist es vorstellbar, dass sich die Grofie des aktiven Zentrums durch die Bindung von Substrat
und Cosubstrat verandert, wodurch sich die Atomabsténde zwischen Enzym und Ligand noch

(ein wenig) verandern wiirden.

3.11.4 Welcher Reaktionsmechanismus ist wahr scheinlich?

Unter der Annahme, dass Quinat in der Sesselkonformation gebunden wird, erscheint
folgender Reaktionsmechanismus fur die CglQDH wahrscheinlich: Nach der Bindung des
Substrates und NAD® bildet der Sauerstoff der 3'-Hydroxylgruppe des Quinates eine
Wasserstoffbriickenbindung zur Seitenkette des konservierten Threonins88 aus. Hierdurch
wird die Bindung des Wasserstoffatoms der 3'-Hydroxylgruppe geschwéacht und somit die
Abstraktion eines Protons erleichtert. Die deprotonierte Aminogruppe der hochkonservierten
Lysin92-Seitenkette fungiert dabei as Protonenakzeptor. Gleichzeitig nimmt das NAD™ ein
Hydridion von der H-C3-Bindung des Quinates auf.

Ebenso sollte dieser Mechanismus bel dem Enzym YdiB funktionieren, wenn es Quinat
oxidiert und in umgekehrter Richtung bei den Shikimat-Dehydrogenasen, wobei dann davon
auszugehen ist, dass das Dehydroshikimat in halbsesselartiger Konformation gebunden wird.

3.11.5Wiewird die Substratspezifitat gewahrleistet?

Die unterschiedlichen Substratspezifitdten zwischen den Mitgliedern der S/IQDH-Familie ist
bemerkenswert. Bel der AroE und SDH-L wurde praktisch keine enzymatische Aktivitét
beobachtet, wenn Quinat as Substrat verwendet wurde. Jedoch bei YdiB und besonders bei
der QDH éandert sich dies vollstandig. Die katal ytische Effizienz mit Quinat ist deutlich héher
als mit Shikimat (siehe Abschnitt 1.4.2, Tab. 3.1).

Insbesonders wegen der zusétzlichen Hydroxylgruppe am C1-Atom des Ringes ist Quinat ein
wenig groRer als Shikimat und somit auch , sperriger”. Es ist somit naheliegend, dass die
Substratspezifitdt des Enzymes mit der GrofRe bzw. dem Volumen des aktiven Zentrums

zusammenhangt. Diese Vermutung bestétigt sich, wenn man die konservierten
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Aminosdureseitenketten der verschiedenen S/IQDH Ubereinanderlagert. AroE-Analoga der
Threonin 88-Seitenkette von CglQDH ragen wesentlich tiefer in das aktive Zentrum hinein,
wodurch sich das Volumen verringert (siehe Abb. 3.20). Gegenlber dieser Residue ist in der
CglQDH die kleine Aminosaure Alanin 274 zu finden. Bel spezifischeren SYQDH befinden
sich dort grof3ere, hydrophobe Aminosduren wie Isoleucin oder Phenylalanin (siehe Abb.
3.20), wodurch wiederum das V olumen des aktiven Zentrums reduziert wird.

Das relativ breite aktive Zentrum der CglQDH koénnte dazu fuhren, dass die Bindungen der
Seitenketten im aktiven Zentrum zum Shikimat ein wenig langer und somit schwécher sind
als bei den anderen S/IQDH. Hierdurch konnte sich die Affinitdt verringern, was sich durch
den verhdtnismaliig hohen Ky-Wert bemerkbar macht.

Schliefdich muss wiederum berticksichtigt werden, dass eine Doméanenbewegung moglich
ist (Singh et al. 2005), wodurch sich die Breite des aktiven Zentrums é&ndern konnte. Es
erscheint aber auch dann unwahrscheinlich, dass sich an der Tendenz innerhalb der
GrolRenabstufung der aktiven Zentren ,,QDH > Y diB > SDH-L > AroE" etwas &ndern wiirde.

Abb. 3.20

Vermutete Ursachen fir die verschiedenen Substratspezifitéten der CglQDH (A) und der
AroE von E. coli (B). Der Abstand zwischen dem jewells begrenzenden Threonin und der
gegenuberliegenden Aminosaure Alanin bzw. Leucin (Darstellung der Residuen in magenta)
ist bei der AroE deutlich geringer. Die analogen Abstande in YdiB betragen durchschnittlich
9,9 A undin SDH-L 96 A.
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3.12 L assen sich die ver schiedenen Subfamilien der SQDH
mit bioinformatischen Methoden voneinander unter-

scheiden?

Ein multipler Abgleich verschiedener Primérstrukturen von Proteinen (multiples
Sequenzalignment) eignet sich, um den Grad der Konservierung von Aminosaureresten zu
untersuchen. Es ist allgemein bekannt, dass einer hohen Konservierung eine besondere
Bedeutung zukommt. Diese kann allein in der Faltung des Proteins begriindet sein; in einigen
Fallen sind (andere) biologische Eigenschaften des Proteins daftir verantwortlich wie z.B. der
erforderliche Reaktionsmechanismus von Enzymen. Ein multiples Sequenzalignment ist somit
ein wichtiges Hilfsmittel, um Proteine zu untersuchen.

Sind bereits die 3D-Strukturen zu vergleichender Sequenzen bekannt, ist es mdglich, einen
multiplen strukturbasierten Abgleich vorzunehmen, welcher wesentlich préziser als ein
gewohnliches Sequenzalignment ist. Dies wurde bei den SYQDH mit Hilfe des Programmes
MAMMOTH (Olmea et al. 2002) durchgefiihrt. Es lief3en sich eine Reihe von konservierten
Residuen ausmachen. Diese lief3en sich nicht nur fir die externe Validierung der CglAroE
und CglSDH-L nutzen; das Alignment eignete sich auch hervorragend zur Unterscheidung der
einzelnen Mitglieder der S'QDH-Familie.

3.12.1 Unterscheidung per Cosubstratspezifitat

Wenn die Enzyme mit bioinformatischen Methoden auf ihre Cosubstratspezifitét hin
unterschieden werden konnen, ist es moglich, die QDH und YdiB aus der SIQDH-Familie
vorherzusagen. Wenn in einem bestimmten Bereich die Residuenabfolge DXD auftritt (siehe
Abb. 3.21), ist dies ein deutliches Zeichen dafur, dass das Enzym NAD als Cosubstrat
benttigt und somit katabole Funktion besitzt. Ein Aspartatrest bindet dabei die 2'- und/oder
3’ -Hydroxylgruppe der Adenosylribose. Sollte es sich bei dem Cosubstrat um NADP handeln,
kéme es zur Coulombschen Abstof3ung zwischen der Phosphorylgruppe des NADP und der
Carboxylatgruppe des Aspartats. Das Vorhandensein dieser Aminosdure bedeutet, dass das
betreffende Enzym eine NA D-abhangige Quinat-Dehydrogenase ist.

Die Abfolge RD in dieser Erkennungsregion ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass das

Enzym sowohl NAD als auch NADP binden kann. Das Arginin interagiert mit den =-
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Elektronen des Adenosylrings des Cosubstrates (siehe Abschnitt 1.4.6) in jedem Fall derart,
dass auch eine elektrostatische Abstof3ung bel NADP-Bindung Uberkompensiert werden kann.
NAD wird dagegen ohnehin gebunden.

Die Abfolge RT oder seltener RS in dem Erkennungsbereich deutet darauf hin, dass das
Enzym NADP as Cofaktor benttigt und somit entweder zur AroE- oder zur SDH-L-
Subfamilie zahlt. Von dieser Regel gibt es jedoch offensichtlich Ausnahmen; so ist bei der
SDH-L von Haemophilus influenzae das Serin, welches cosubstratbindend ist, im
» Fingerprintbereich” zu finden. Dagegen ist gemal3 der Modellierungsstudien das Serin der
CglAroE und der CglSDH-L in der glycinreichen Schlaufe nicht an der Bindung von NADP
beteiligt.

Es ist somit davon auszugehen, dass die Cosubstratspezifitdt nur von wenigen
Aminosaureresten abhangt. Diese Annahme lief3e sich mittels ortsgerichteter Mutagenese
Uberprifen. Ein analoges Experiment wurde bereits durchgefihrt, indem eine NADP-
abhangige Lactat-Dehydrogenase in ein NAD-abhéngiges Enzym umgewandelt werden
konnte (Luyten et al. 1989). Ferner wurde eine NADP-abhangige Alkohol-Dehydrogenase
durch Austausch von einem Alanin zu enem Aspartat in en Enzym mit dualer
Cosubstratspezifitét transformiert (Schlieben et al. 2005).

3.12.2 Unter scheidung von AroE und SDH-L

Anhand der unterschiedlichen Cosubtratbindungsmuster ist es mdglich, adle S/QDH-
Familienmitglieder zu unterscheiden bis auf AroE und SDH-L, die beide NADP bendtigen.
Der SDH-L fehlen jedoch bestimmte Aminosdurereste im aktiven Zentrum, die bel allen
anderen S/QDH vorhanden sind (siehe Abb. 3.21). Diese Residuen besitzen ale
Hydroxylgruppen, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit Wasserstoffbrickenbindungen zur
Carboxylatgruppe und bei Quinat auch zu der zusdtzlichen Hydroxylgruppe am C1-Atom
aushilden. Die Affinitét der Substrate zur SDH-L muss somit deutlich herabgesetzt sein.

Den beiden betrachteten SDH-L fehlt ein Methionin, welches jedoch generell nur malig
konserviert, aber sofern in den Enzymen vorhanden, an der Cosubstratbindung beteiligt sein

sollte.
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Eco¥diBE TDC-—-——-VVIVIDLADQQAFAFATASADIL THNGTEVGMEPL-ENESLVND ISLLHPGLLY
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CglAroE DPWPTP--——-- LVEVTRAEG-LEAVGGHVMLAHQ Y GOFEQF TGMDAPRDAMREAT EES
EcoAroE YIMPFYOQEG-ETPFLAWCEQRGIERNADGLGMLVAQAAHAFLIWHEVLE DVERPV IKCLQEE
MijairoE MDLIXN-PLETVLLEEAK-EVHAKTINGLGML ITQGAVAFEIWTGVEFNIEVMENATIIDE
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Abb. 3.21

Multiples strukturelles Alignment der S/IQDHs. Konservierte Aminosdurereste sind grau
schattiert oder farbig dargestellt. Fettgedruckte Residuen (S19, S/T21, S/T71, K75, D113,
Y 245, Q275) dirften an der Substratbindung beteiligt sein. Gelb markierte Reste sind in dem
entsprechenden Bereich charakteristisch fur Quinat-Dehydrogenasen (QDH), blaue fur YdiB,
grune fir AroE oder SDH-L und rote fur SDH-L. Es wurden maximal drei Residuen vom C-
Terminus entfernt. Weitere Erlarungen sind im Text gegeben.
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3.13 Wedche Vewandtschaftsverhaltnisse bestehen
zwischen den SSQDH?

Da es maoglich ist, die verschiedenen Subfamilien der S/QDH mittels multiplem
Sequenzalignment voneinander zu unterscheiden (siehe Kapitel 3.12), ist man nicht alein auf
kinetische Daten angewiesen und kann somit auf ene Vielzahl von DNA- und
Proteinsequenzen zurtickgreifen, um die Enzyme phylogenetisch zu untersuchen.

Wenn man die hohe strukturelle Konservierung dieser Enzymfamilie betrachtet (siehe Tab.
3.11 & Abb. 3.18), ist zu vermuten, dass es einen gemeinsamen Vorfahr fur ale diese
Enzyme gibt. Da der Shikimatweg den Hauptsynthesepfad fir die Synthese der aromatischen
Aminosduren darstellt, ist davon auszugehen, dass er sehr alt ist. Quinat hingegen as
Zersetzungsprodukt hoherer Pflanzen dirfte sich wie sein gleichnamiger Stoffwechselweg
deutlich spéter in der Evolution entwickelt haben. Man kénnte also vermuten, dass die QDH
und auch Y diB aus den SDH hervorgegengen sind. Mit dem Programm PHY LIP (Felsenstein
1989) wurde ein unverwurzelter phylogenetischer Baum, der auf der Anayse von
Proteinsequenzen eines multiplen Alignments basiert, erstellt. Es ist danach nicht davon
auszugehen, dass die Trennung der einzelnen S/QDH-Subfamilien vom Hauptpfad der SDH
im Laufe der Evolution nur einmal erfolgt ist (siehe Abb. 3.22). Im Extremfall scheint neben
einer relativ geringflgigen Variation der Groéfe des aktiven Zentrums (siehe Abschnitt 3.11.4)
nur der Austausch weniger Aminosduen auszureichen, um die Funktionalitét des Enzyms
vollkommen zu verandern (anabol D katabol). Dafolglich trotz hoher Sequenzverwandtschaft
eine unterschiedliche Funktionalitdt mdglich ist, ist davon auszugehen, dass diese Enzyme im
Laufe der Evolution schnell von einer SIQDH-Subfamilie zu einer anderen wechseln kdnnen.

Es wurde ein multiples Sequenzalignment mit den Primérstrukturen der SQDH-Familie, die
aus der BRENDA (Schomburg et al. 2002) verfligbar gewesen sind, durchgefthrt. Es wurden
daraus ca. 100 Proteinsequenzen geméald den ,Regeln” der Abschnitte 3.12.1 und 3.12.2
annotiert. Hieraus ging hervor, dass die Gruppe der AroE-Enzyme mit einer Haufigkeit von
ca 86% gegenuber den anderen Enzymen klar dominiert. Es folgen weit abgeschlagen die
QDH mit ~6%, YdiB mit ~5% und SDH-L mit ~3%. Diese Zahlen kénnen jedoch nur eine
grobe Tendenz angeben, well in den Datenbanken oft mehrere Organismen vorkommen, die
untereinander eng verwandt sind. Dadurch kommt es zu einer gewissen Verzerrung, wenn
man die Haufigkeit des Auftretens bestimmter Enzyme auf die Gesamtheit aller Prokaryoten

und Archaen extrapoliert. Dieses Problem wurde zum Teil dadurch verringert, dass von
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extrem verwandten Organismen nur ein Vertreter fir die Analyse der Primarsequenzen
ausgewahlt worden ist.

QDH

Ririzobium spec.

Bradyrhizobium

T Carynehacterium

0.50 afficiens
’ o2 Carynehacterium

glutamicum
0.03

Lactobacillus

planicrm

040

Lactobacillus L)

planicrm

Abb. 3.22

Unverwurzelter phylogenetischer Baum mit Mitgliedern der SIQDH-Familie. Die Klasse
AroE ist griin, die der SDH-L rot, die von YdiB blau und die der QDH gelb dargestellt. Eine
sich eindeutig abzeichnende Clusterung ist nicht zuerkennen. Die Zahlenwerte geben die
relativen Absténde der Sequenzunterschiede wieder und entsprechen der Lange der einzelnen
Aste. Die Mengenverhaltnisse sind verzerrt dargestellt. AroE tritt wesentlich haufiger auf als
die anderen S/QDH-Subfamilien. Die fir diese Abbildung verwendeten Enzyme lagen
entweder kinetische Daten vor oder sie wurden geméd der oben beschriebenen Weise
annotiert.

-99-



3 Ergebnisse und Diskussion

3.14 Ausblick

Waéhrend dieser Arbeit wurden zwe Shikimat- und eine NAD-abhédngige Quinat-
Dehydrogenase enzymkinetisch charakterisiert und die 3D-Strukturen mittels Homologer
Modellierung vorhergesagt bzw. durch Réntgenstrukturanalyse aufgekléart. Die sich aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergebenden neuen Fragestellungen sollen hier noch

einmal herausgestellt werden.

in vitro-Evolution

Es hat den Anschein, als ob die unterschiedliche Funktionalitdt der verschiedenen SIQDH-
Subfamilien hauptsachlich durch einige wenige Unterschiede in ihrer Aminosauresequenz zu
erkléren ist. Es sollte beispielsweise moglich sein, eine SDH-L mittels ortsgerichteter
Mutagenese in eine AroE umzuwandeln. Es kdnnte auch die Cosubstratspezifitdt der Enzyme
verandert werden, um aus einem Biokatalysator mit anaboler Funktion einen mit kataboler
herzustellen und umgekehrt. Die Substatspezifitét spielt bei dieser Enzymfamilie eine
entscheidende Rolle bezlglich der Funktion in vivo. Beispielsweise konnte die Grolde des
aktiven Zentrums der CglQDH durch Austausch eines Alanins (Nr. 274) durch eine grof3ere
hydrophobe Aminoséure wie z.B. Leucin oder Isoleucin verkleinert werden, wodurch die

Affinitdt zum Quinat sinken sollte.

Reaktionsmechanismus

Uber den Resktionsmechanismus bei der S/IQDH-Familie lassen sich noch keine exakten
Angaben machen. Winschenswert waren strukturelle Messdaten bezlglich  der
Substratbindung. Auf Grund der hohen Ky-Werte der CglQDH bezlglich Quinat und
Shikimat dirfte die CglSDH-L fir derartige Experimente geeigneter sein, wobei fir dieses
Enzym noch geeignete Kristallisationsbedingungen gefunden bzw. diese optimiert werden
missen. Alternativ. kénnte man auch ene S/QDH mit bereits vorhandenem
Kristallisationsprotokoll nehmen, bei welcher der Ky-Wert ebenfalls wesentlich niedriger as
bei der CglQDH ist, wie z.B YdiB aus E. coli. Neben Elektronendichten von Substraten im
aktiven Zentrum wéren solche von Analoga des Ubergangszustandes wiinschenswert. Eine
ortsgerichtete Mutagenese erscheint dagegen zu diesem Zeitpunkt fur die Untersuchung des

Reaktionsmechanismus wenig sinnvoll.
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Funktion der Dehydrogenasen in vivo
Die in dieser Arbeit bestimmten kinetischen Parameter beziehen sich auf in vitro-
Experimente. Es wére sinnvall, die dazugehdrigen Gene in C. glutamicum auszuschalten und
den daraus resultierenden Phanotyp mit dem Wildtyp ausfthrlich zu vergleichen. Es kénnte
ebenfalls versucht werden, einen Phanotyp, der durch einen SYQDH-Knock out hervorgerufen
worden ist, durch Zugabe spezieller Additiva ins Medium zu revidieren. Es sind bereits die
Gene der CglAroE und CglSDH-L ausgeschaltet worden und die ersten Auswertungen eines
solchen Knock out-Experiments (Choorapoikayil 2005) decken sich mit den in vitro-
Kinetikexperimenten: Das Metabolomprofil der AroE-Mutante variiert wesentlich stérker
vom Wildtyp als das der SDH-L-Mutante. Letztere sind in ihrem Wachstum im Vergleich
zum Wildtyp zudem nicht beeintréchtigt, wohingegen die AroE-Mutante nur noch ein
marginales Wachstum aufwel st.

Somit erscheint die AroE bzw. deren Mutante fir weitergehende Analysen geeigneter
(,aussagekréftiger”) zu sein. Allerdings konnte die ,,unscheinbare® SDH-L aber an einem
bisher noch unbekannten Stoffwechselweg betelligt sein, so dass die Untersuchung dieses

Gensg/Enzyms sehr vielversprechend sein konnte.
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4 Zusammenfassung

Es wurden die drei ads Shikimat-Dehydrogenasen annotierten offenen Leseraster aus
C. glutamicum in einen E. coli-Expressionsvektor kloniert, die Proteine heterolog exprimiert,
gereinigt und enzymkinetisch charakterisiert. Das durch das Gen cgl0424 codierte Protein
wurde kristallisiert und die Rontgenstruktur bis zu einer Auflésung von 1,6 A gelost. Die
Tertiarstrukturen der anderen beiden Proteine wurden mittels bioinformatischer Methoden
(Homology Modelling) vorhergesagt.

Es zeigte sich, dass von einer Enzymredundanz, wie sie beispielsweise bei den DAHP-
Synthasen in E. coli auftreten, nicht die Rede sein kann. Bei einem der vermeintlichen
Shikimat-Dehydrogenasen handelt es sich um eine NAD-abhéngige Quinat-Dehydrogenase,
d.h. um ein Enzym, welches am Abbau von zyklischen Verbindungen beteiligt ist, anstatt an
ihrer Synthese mitzuwirken. Ein solches Protein, das neben der Affinitdt zum Quinat auch
eine zum Shikimat aufweist, wurde bisher ausschliefdlich in Eukaryoten beschrieben. Bei den
anderen beiden Enzymen handelt es sich um ein AroE- und um ein SDH-L-analoges Protein.
Da die Funktion der SDH-L in vivo bisher unklar ist, konnte nicht mit letzter Sicherheit
festgestellt werden, ob hier eine zweifache Enzymredundanz vorliegt. Metabolite, die
inhibitorisch auf die AroE oder die SDH-L wirken, wurden nicht gefunden. Auf Grund der
geringen katalytischen Effizienz der SDH-L wird spekuliert, dass sie eine andere Funktion im
Stoffwechselweg einnimmt. Dem muss man jedoch gegentiberstellen, dass sie sich
topologisch von den anderen bakteriellen Shikimat/Quinat-Dehydrogenasen  kaum
unterscheidet und das Enzym eine hohe Substratspezifitdt besitzt, was fur eine Shikimat-
Dehydrogenase-Funktion spricht. In diesem Fall ist das Vorhandensein einer unbekannten
Abweigung vom Shikimatweg naheliegend.

Aus der Anayse der drei Strukturen und der bereits bekannter Shikimat/Quinat-
Dehydrogenasen ergab sich, dass die , Breite" des aktiven Zentrums fur die Substratspezifitét
verantwortlich sein durfte.

Zusammen mit der Identifizierung konservierter Residuen der nunmehr vier bekannten
Subtypen der bakteriellen Shikimat/Quinat-Dehydrogenasefamilie konnten die jewells fur die
Funktion charakteristischen Aminosauren ausfindig gemacht werden. Damit sind diese
Enzyme nun mittels bioinformatischer Annotation voneinander zu unterscheiden.

Modellierungen unterstiitzen bei der Quinat-Dehydrogenase das bisher in der Literatur
bevorzugte ,,Modell A* der Substratbindung. Shikimat und Quinat sollten auf analoge Weise
gebunden werden. Beim Resktionsmechanismus durfte dem hochkonservierten Lysin im
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Bereich des aktiven Zentrums eine Schlissafunktion zukommen, indem es fir die
Verschiebung eines Protons verantwortlich ist, welches neben einem Hydridion auf das
Dehydroshikimat Ubertragen bzw. vom Quinat entfernt wird.
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6 Anhang

K urzzusammenfassung

Enzymkinetische Experimente haben gezeigt, dass sich die Genprodukte der drei
vermeintlichen Shikimat-Dehydrogenase-kodierenden offenen Leseraster in C. glutamicum
erheblich voneinander unterscheiden. Zwei der Genprodukte dneln den in der Literatur
bereits beschriebenen Enzymen AroE und SDH-L. Das dritte Genprodukt ist eine NAD-
abhangige Quinat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.24) mit gleichzeitiger Affinitdt zu Shikimat.
Mittels Anayse der Primar- und Tertidrstrukturen der nunmehr vier Subtypen
Shikimat/Quinat-Dehydrogenase-Familie aus Prokaryoten und Archeen liefien sich die
Unterschiede zu den anderen Mitgliedern dieser Familie herausstellen, so dass es nun maglich
ist, die verschiedenen Enzyme durch bioinformatische Annotation voneinander zu
unterscheiden. Modellierungsstudien unterstiitzen den Substratbindungsmodus, der in der
Literatur als Modell A bezeichnet wird.
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Abstract

In Corynebacterium glutamicum, three open reading frames (ORFs) are predicted by
bioinformatical means to encode shikimate dehydrogenases (SDH, E.C. 1.1.1.25). These
ORFs were cloned, overexpressed, purified and characterized with enzymatic assays. One of
them isvery similar to the classical shikimate dehydrogenase AroE (EC 1.1.1.25). The second
one is comparable with the so-called SDH-L (EC 1.1.1.25), which has also been described in
Haemophilus influenzae. The third one is an NAD dependent quinate dehydrogenase (EC
1.1.1.24) with concurrent affinity to shikimate. This kind of catabolic enzyme has only been
decribed in some eukaryota, before. Hence, it can be excluded that these three proteins are
isoenzymes.

Analysis of the tertiary structure via homolgy modelling (AroE and SDH-L) and X-ray
crystallography (quinate dehydrogenase) lead to the assumption that the width of the active
site are responsible for the substrate specificity as well as a special residue in the region of the
active site.

Together with the identification of the conserved residues being responsible for cosubstrate
recognition, the characteristical amino acids for any member of the shikimate/quinate
dehydrogenase could be identified. Therefore, it is now possible to distinguish between these
enzymes with multiple sequence alignments.

Modelling trials with shikimate as well as quinate support the “model A” for substrate
binding which can be found in literature. It is very likely that the highly conserved lysine in
the active site plays the decisive key role in the catal ytic mechanism by transfering a proton.
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