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Abstract

Abstract

The stability of the L-HicDH and their mutants wagamined by differential Scanning
calorimetry. With the help of thermal induced demation of the protein the stability of the L-
HicDH was characterized thermodynamically and koadty. L-HicDH shows highest
stability at pH 6.0, which is close to its theotatipl = 5.06. Thermal induced denaturation of
the L-HicDH is scan rate dependent and an irrebkrgirocess. The whole L-HicDH could
unfold as a single cooperative unit and intersubateractions of this homotetrameric enzyme
must play a significant role in the stabilizationtiee whole enzyme. The activation energy of
thermal induced denaturing of the L-HicDH amourdas525-538 kJ mol-1. This value is
relative high compared with the literature valudstiee activation energy of proteins and
implies the L-HicDH is kinetically very stable.

The rational protein design for the increase efgtability of the I-HicDH was achieved by the
mutants Gly251Ala, Glu270Met, and Gly24Ala. Alr¢le mutants after the exchange of the
amino acids show very good values of amino acithet@nd angle of twist potentials. The
predictability of the program for the computatiohamino acid atomic and angle of twist
potentials is thereby satisfying. From the resutsthis work the following conclusion
concerning protein stabilization can be drawn: dligomerisation is an important strategy to
stabilize the protein. Hydrophobic interactionshaitthe contact between the subunits increase
the stability of the protein. (2) The stability thfe protein can be increased by certain surface
charge distributions. (3) The new developed computegram, CUPSAT, which compute the
energetics of the protein molecules for the rafigratein design, proved as a very helpful
tool.




Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die Stabilitdt der L-HicDH und ihrer Mutanten wurdgurch differentielle Scanning
Kalorimetrie untersucht. Mit Hilfe der thermal inderten Denaturierung des Proteins wurde
die Stabilitat der L-HicDH thermodynamisch und kiseh charakterisiert.

L-HicDH verhalt sich am stabilsten bei dem pH-Wegdn 6,0, der sich nah an seinem
theoretischen pl = 5,06 befindet. Die thermal indue Denaturierung der L-HicDH ist ein
irreversibler Prozess und abhangig von der Scanrate

Die Warmekapazitatsfunktion der L-HicDH zeigt einemzelnen Peak und die ganze L-
HicDH entfaltet sich sehr kooperativ. Das Verh@&thH/AH, in allen Mutanten zeigen eine
extreme Kooperativitat. Diese extreme Kooperativiéégibt sich aus dem gleichzeitigen
Zerfallen aller strukturellen Elemente und der ag8e&odhnlichen Entfaltung dieses grof3en
Proteins. Dies wiederum reflektiert die Stabilisiggsrolle der Oligomerisierung in diesem
homotetrameren Enzym.

Die Aktivierungsenergie der thermal induzierten Bxemierung der L-HicDH betragt 525-538
kJ mol*. Im Vergleich zu Literaturwerten ist dieser Wistativ hoch. Die L-HicDH ist daher
kinetisch betrachtet ein sehr stabiles Protein.

Das rationale Protein-Design zur ErhOhung der $tabider L-HicDH wurde durch die
Mutanten Gly251Ala, Glu270Met, und Gly244Ala ertiddlle drei Mutanten besal3en nach
dem Austausch der Aminoséuren sehr gute Werte gendsaure-Atom- und Torsionswinkel-
Potentiale. Die Zuverlassigkeit des Vorhersagemogns zur Berechnung von Aminosaure-
Atom- und Torsionswinkel-Potentialen ist damit zedienstellend.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann man folger®@hlussfolgerung fur die
Proteinstabilisierung ziehen: (1) Oligomerisieruisy eine wichtige Strategie, Proteine, zu
stabilisieren. Durch die Erhéhung der hydrophobeterbktionen in den Kontaktbereichen
zwischen den Untereinheiten kann die StabilitatRiedeins gesteigert werden. (2) Bestimmte
Oberflachen-Ladungsverteilungen kénnen die Stabilition Proteinen erhdhen. (3) Das
weiterentwickelte Computerprogramm CUPSAT, das HEiergetik der Proteinmolekule fir

das rationale Protein-Design berechnet, hat slkialsehr hilfreiches Werkzeug erwiesen.
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1. EINLEITUNG

Um zu Uberleben, missen Organismen in der Lage s&ih ihrer natirlichen Umgebung

anzupassen. Manche Organismen leben bei einemextohen Temperatur. Dies wirft die

Frage auf, wie diese Organismen die hohen Temperaticht nur tolerieren, sondern auch zu
ihrem Vorteil ausnutzen kénnen. Das Verstandnisr ithe hohe Temperaturresistenz von
thermophilen und hyperthermophilen Proteinen iseesell fir Studien von Protein-Faltungen
und —Stabilitat, und ist kritisch fur das Designr ddfizienten Enzyme, die bei hohen

Temperaturen wirken kénnen.

In den letzten Jahren sind die Mechanismen, dieedieme Stabilitat von Proteinen aus
hyperthermophilen Organismen bestimmen, intendierght worden. Bis heute resultieren
die meisten Daten zu diesem Thema aus Vergleicleendckidimensionalen Struktur von

thermostabilen Proteinen mit ihren mesophilen Kaimténten. Diese Vergleiche demonstrieren,
dass die Thermostabilitdt eines Proteins eine Bgeaft ist, die nur wenige strukturelle

Anderungen benétigt, die zur einen Optimierung isarender hydrophober und /oder

hydrophiler Interaktionen fuihrt (Spassetval, 1995; Jaenicke and Bohm, 1998).

Unter nativen Bedingungen liegen Proteine in degeRén einer gefalteten dreidimensionalen
Struktur vor, die ein energetisches Minimum aufivdide Faltung einer Aminoséauresequenz
zu einer dreidimensionalen Struktur und die dabd#istehende Energieminimierung und
biologische Funktion, sowie deren Zusammenhangd beute vielfaltig erforscht. Dabei

wurden einige Struktur- und Stabilitdtsvorhersagetfidden entwickelt, in denen man
versucht, aus der Sequenz die Struktur oder auStdegktur die Stabilitat vorherzusagen. Die
gezielte Mutagenese von Proteinen ermdéglicht, dhssProteinfaltung, Stabilitdt und die

Krafte, die die Faltung und Stabilitat bestimmemteusucht werden kénnen.

Unter Proteinstabilitdt kann man verstehen:

- Stabilitaét von Protein, die durch die Halbwertzeitder Zelle (regulierter und kinetisch

kontrollierter Prozess) definiert wird;
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- proteolytische Stabilitdh vivo oderin vitro ;

- Lagerzeit ohne Verlust der biologischen Aktivitat;

- Konformationale Stabilitdt (Thermodynamik): Schnpelakt oder Mittelpunkt der
Ubergangstemperatu(T,) und kalorimetrische Enthalpie-AnderungH sind die

thermodynamischen Parameter fur die konformatioStdéilitat.

Unter physiologischen Bedingungen betragt der Daoichittswert der konformationalen
Stabilitat eines Proteins20-50 KJ/mol. Die Griinde fur diese niedrige Stadilsind:
1. die biologische Aktivitat ben6tigt einen bestimmtrad an konformationaler Flexibilitat;

2. Protein muss abgebaut werden kénnen (besonderigividhregulatorische Proteine).

Die Konformationale Stabilitat von Proteinen hémgh den experimentellen Bedingungen ab
und kann durch Losungsmittel induzierten Falturigstfaltungstibergang, thermal induzierte
Entfaltung und Kalorimetrie bestimmt werden.

Ein zentrales Thema in der biotechnologischen farsg ist die Stabilisierung von Protein, in
der die biologische Aktivitat des Proteins besshaken wird. Insbesondere bei Enzymen hat
die Erhohung der Thermostabilitdt groRe BedeutBej. erhdhter Temperatur kdnnen die
Enzym-katalysierten Reaktionen schneller ablauf@merdem steigt die Loslichkeit von
Substraten und Produkten bei erhdhter Temperatuarah dies fiihrt zur Kostenersparnis in

der industriellen Anwendung von Enzymen.

ProTherm ist eine thermodynamische Datenbank furotefre und Mutanten.
(http://gibk26.bse.kyutech.ac.jp/jouhou/Prothermotfperm). In dieser Datenbank wurde der
aktuelle Forschungszustand Uber die Thermostadilisg von Proteinen in statistischen Daten
zusammengefasst. Aus diesen statistischen Datemekomir einen einfachen Uberblick tiber
den Forschungsstand in diesem Bereich gewinnen.

Daten der ProTherm, Stand 20. Sept. 2005:

Totale Anzahl von Eintragen 18539

Totale Anzahl aller Proteine 833
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Anzahl von Proteinen mit Mutationen 258
Anzahl von einzelnen Mutationen 8970
Anzahl von Wildtyp-Proteinen 7411
Anzahl von Mutationen in Helices 4177
Anzahl von Mutationen isheets 2693
Anzahl von Mutationen ifurns 1321
Anzahl von Mutationen ilCoils 2515

Anzahl von Eintragen von verdeckten,

nicht exponierten Aminosauren 4631
Anzahl von Eintragen von teilweise verdeckten,

nicht exponierten Aminosauren 2817

Anzahl von Eintrdgen von exponierten

Aminosauren 2839
Anzahl von Eintrdgen mit CD 7682
Anzahl von Eintrdgen mit DSC 5508

Anzahl von Eintragen durch thermale Entfaltung 11094
Anzahl von Eintrdgen durch GdnHCI-Denaturierung 4035
Anzahl von Eintragen durch Urea-Denaturierung 3105
Totale Anzahl von Referenzen 1587

1.1 Thermostabilitidt von Proteinen

Unter der Thermostabilitat eines Proteins verstedut die Eigenschaft eines Proteins, bei einer
bestimmten Temperatur seine Struktur und biologisEbnktion aufrecht zu erhalten. Eine
gefaltete Struktur eines Proteins hat einen rektvren, dicht gepackten Proteinkern, und die
aulReren Bereiche sind lockerer und flexibler. BendBung der Temperatur nimmt die
thermische Bewegung der flexiblen dulReren Teile Riedeins zu, die Gesamtstruktur des
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Proteins bleibt aber in einem bestimmten Tempedoateich erhalten. Bei
Temperaturerniedrigung erlangt das Protein seingBvenaKonformation zuriick. Dieser
Temperaturbereich liegt bei homologen Proteinen raasophilen Organismen bei 10-45°C,
aus thermophilen Organismen bei 60-80°C und auertiygrmophilen Organismen bei 85-
110°C. Bei weiterer Temperaturerhbhung nimmt derrthische Bewegung so stark zu, dass
die Balance zwischen Flexibilitat und Stabilitdtrstért wird und das Protein die
Wasserstoffbriicken- und Salzbriickenbindungen verlserdurch verliert das Protein seine
Gesamtstruktur, es kann eine irreversible, entiaPenaturierung eintreten.

Die Stabilitat eines Proteins kann mit unterschab@in Methoden experimentell bestimmt
werden. Die bei der Temperaturverdnderung entstEh&enaturierung und Renaturierung
konnen durch ein CD-Spektrometer verfolgt werdeie Bchmelztemperatur kann auch mit
dem CD-Spektrometer gemessen und durch einen eliralder indirekten Aktivitatstest bei
unterschiedlichen Temperaturen bestimmt werden.

Die Wechselwirkungen, die die Faltung eines Protbestimmen, sind die kovalenten
Bindungen (Peptidbindungen, Disulfidbriicken) unahbikovalenten Bindungen wie z.B.
hydrophober Effekt, Wasserstoffbrickenbindungene dian der Waals-Krafte und
elektrostatischen Wechselwirkungen.

Die Erhéhung der Thermostabilitdt von Proteinenvimt grof3em wirtschaftlichem Interesse.
Um Biokatalysatoren bei extremen Bedingungen ekizes, die Substratloslichkeit zu
erhohen und Enzymverbrauchskosten zu reduzierérdiddndustrie zunehmendes Interesse

an thermostabileren Enzymen.

1.2 Vorhersage der Thermostabilitat

Die Thermostabilisierung eines Enzyms stellt hoha&fofderungen an die Methoden des

Computer-Protein-Design dar, weil die Substrat-Getim des aktiven Zentrums und das
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molekular-dynamische Verhalten wahrend der enzgola¢in Reaktion oft sehr auf maximale
katalytische Effizienz ausgerichtet ist (Kraaital, 2003; Daniekt al, 2003). Daher muss die
Design-Methode in der Lage sein, fur thermostabienden Mutanten innerhalb einer
bestimmten Faltung jedéeranderung im Ruckgrat zu minimieren, der die I8trudes aktiven
Zentrums oder ihre Flexibilitat storen kdnnte (Kegian, A.et al, 2005).

Fur eine gezielte Erhdhung der Thermostabilitatkdukustausch einer einzelnen Aminosaure
ist die Anzahl der Austauschmoglichkeiten sehr grdl. Oliver Leven hat ein
Thermostabilitdtsvorhersageprogramm (Leven, O.9188twickelt, in dem der stabilisierende
Einfluss eines Aminosaureaustausches durch Beraghemes Aminosdure-Atom- und eines
Torsionswinkel-Potentials beurteilt werden. Die Htitsdnderung eines Proteins nach
Austausch einer Aminosaure lasst sich durch eibil8tdasprofil vorhersagen, indem die
Wechselwirkungsenergie zwischen einer Umgebungjaddr der zwanzig an dieser Stelle
potentiell einsetzbaren Aminosauren bestimmt undimer Tabelle (Profil) zusammengefasst
wird. Aus diesem Profil lassen sich die theoretisgbrhergesagten energetischen
Auswirkungen eines Aminosaureaustauschs ablesen.

In einer Proteinstruktur sind die Wechselwirkungdier Aminosauren sehr kompliziert. Um
diese Komplexitdt zu vereinfachen, wurde die Umgepbwiner Aminosaure in diesem
Programm wie folgt beschrieben: jede Aminoséureradiert nur mit denjenigen Aminoséuren
oder den Atomen, die ihre Umgebung bilden. Der |&s% der restlichen Struktur wird als
konstant betrachtet. Durch die Torsionswinkalindy der betrachteten Aminoséuren kann die
direkte Wechselwirkung zu Nachbarn in der Sequefasst werdend = Rotationswinkel um
die N-G,-Bindung; ¢ = Rotationswinkel um die 2C"-Bindung). Diese Wechselwirkungen
sind auf die né&chsten Nachbarn im Sequenzraum t#d¢h und die raumlichen
Wechselwirkungen werden nicht berticksichtigt. Ber &echnung der abstandsabhangigen
Aminoséaure-Atom-Potentiale wird die wechselwirkedainoséure als Kugel betrachtet. Die
Umgebungsatome werden schalenweise um den Mittkigler Seitenkette herum erfasst und
anteilig bericksichtigt.

Durch die Beschreibung de&pW¥ -Winkel kann der Verlauf des Proteinrtickgrats okt

werden, durch den die Proteinfaltung definiert\8egen der Abhangigkeit der Konformation
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von der Seitenkettenposition hat jede der zwanzignaséuren verschiederieW-Winkel-
Verteilungsmuster. Aus dieser Verteilung kann dener§iewert einer ®W-Winkel-

Kombination mit Hilfe eines wissensbasierten Patdsmiabgeschatzt werden.

1.3 Methode zur Stabilisierung von Proteinen

Die Erhdhung der Proteinstabilitat ist fur indusite biokatalytische Prozesse, aber auch fur
Arzneistoffe auf Proteinbasis von grof3em Interéb&ninget al, 1989). Von den Methoden
zur Erhéhung der Proteinstabilitat verwendet marstaees die folgenden:

1. Medium Engineeringin dieser Methode werden die Zugabe von Additivea Zucker,

Glycerin oder stabilisierenden Salzen (Geisow & odfpt1995), die Verwendung
organischer Losungsmittel (Klibanov, 1989; Fagdif95), und die Koexpression des
Proteins mit Chaperonen zur Unterdrickung der Agmien (Schliekeret al, 2002)

verwendet;

2. Chemische Modifizierungerder Proteine Die Aminosaureseitenketten werden durch

gruppenspezifische Reagenzien (Cupb al, 1980), kovalente Verknipfung mit
Polyethylenglykol oder Zuckerresten (RajalakshmiBé&ndaram, 1995) modifiziert. Auch
intra- oder intermolekulare Quervernetzung (Enn€l&n, 1978; Wong & Wong, 1992),

z.B. durch Ausbildung von Disulfidbriicken, kann 8iabilisierung genutzt werden.

3. Immobilisierung von ProteinenProteine kénnen auf einem Trager gebunden werden
(Ulbrich, 1989) oder in Polymerstrukturen eingeldpserden (Pereet al, 2002);

4. Protein-Engineeringbies ist eine Methode, in der man durch die rekoarten DNA-

Technologien die Primarsequenz der Proteine gedmaern kann. Dabei kdnnen erhebliche
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Stabilisierungseffekte erzielt werden (Shortle, 998In den letzten Jahren wurden viele
Proteine durch Protein-Engineering nach ihrer 8tabintensiv untersucht, und dabei wurden
einige wichtige Stabilisierungsfaktoren entdeckt.

1.4 Stabilisierungsfaktoren

Einige Stabilisierungsfaktoren (Sternetrr al 2000, Kumaret al. 2000), die in den meisten
Untersuchungen entdeckt und systematisch getestetew, sind (1) Erhéhung der Zahl der
Wasserstoffbriicken, (2) zusatzliche und gesteigele&trostatische Wechselwirkungen, (3)
optimierte hydrophobe Wechselwirkungen, (4) Erh@huaer Packungdichte durch Fillung
von Hohlrdumen in der Proteinstruktur (Ishikavea al 1993), (5) vergrolRerte polare
Oberflache im Vergleich mit einer nicht-polaren @léehe, (6) Erhohung dea-Helix-
Gehaltes und dem-Helix-Stabilitat, (7) vermehrte Bindungen mit Migtionen, (8) Erhdhte
Fixierung des Peptid-Endes zum Proteinkern, (9)t#usch von Resten mit energetisch
ungunstigeren Konformationen durch Glycin, (10) f&mung von in Lésungsmittel
exponierten Loops, (11) Einfuhrung von Prolinrestéiluslin et al, 2002), (12)
Multimerisierung und Quervernetzung (Saaeal, 1986), (13) Reduzierung der thermolabilen
Aminoséaurereste Asparagin, Glutamin, Cystein undthMeain im Protein. Viele dieser
Faktoren sind an Subtilisin (Bryan, 2000), Glukotmg (Saueret al., 2000), Glukose-
Isomerase (Hartleyet al, 2000) und a -Amylasen (Nielsen & Borchert, 2000) als
Modellenzymen erfolgreich angewendet worden undezeidass oft nur wenige ausgewahlte
Mutationen ndétig sind, um ein mesophiles in eirrti@philes Protein umzuwandeln (Arnold,
1998). Der groRte Stabilisierungseffekt durch efPenktmutation wurde bisher fur die
Triosephosphat-Isomerase ausishmaniabeschrieben und verursacht eine Erh6hung der
Schmelztemperatur um 26°C (Williarasal, 1999).
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1.5 L-2-Hydroxyisocaproat Dehydrogenase

Die L-2-Hydroxyisocaproat Dehydrogenase (L-HicDH,CE 1.1.1.27) aud.actobacillus

confususwurde erstmals von Schut al. gereinigt und charakterisiert (Schiéeal, 1984).

Dieses Enzym ist eine NAD(H)-abhangige Oxidoredsd&tand katalysiert die reversible und
stereospezifische Umwandlung von 2-Ketocarbonsaumen den entsprechenden 2-
Hydroxycarbonséauren. L-2-Hydroxyisocaproat ist @h@ste Substrat fur dieses Enzym und
deswegen wurde dieses Enzym von Schéttal als L-2-Hydroxyisocaproat-Dehydrogenase
(L-HicDH) benannt. L-HicDH ist ein Homotetramerenzy und jede Untereinheit hat ein
Molekulargewicht von 33 kDa. Die Summenformel datakysierten Reaktion stellt sich wie

folgt dar:

R-CO-COO + NADH + H' -5 . R-CHOH-COO + NAD*

Das Enzym wurde von Lercht al isoliert, sequenziert und in einem Expressiongwek
subkloniert (Lerchet al, 1989). Die Aminosduresequnz von L-HicDH, die vdem Gen
abgeleitet ist, hat eine insgesamt 30 % -ige Ittt der Aminosauresequenz von L-Lactat-
Dehydrogenase (L-LDH) aulsactobacillus caseiDie bei der Bindung von Koenzym und
Substrat beteiligten Aminosaurereste sind in détidDH hoch konserviert im Vergleich zu
prokaryotischen und eukaryotischen L-LDHs (Leethal, 1989). Feilet al. (1994) hat durch
die Homologie-Modelierungs-Technik ein Modell deiHicDH als Monomer erhalten und
einige L-HicDH Varianten auf der Basis von dieseraddll konstruiert. Funf unterschiedliche
Formen von Wild-Typ L-HicDH-Kristallen wurden von iddind (1993) gezichtet und
teilweise charakterisiert. Darauf wurden die Ronggeikturdaten eines L-HicDH Kristalls von
Niefind bis zur Auflésung von 2.2 A verfeinert uradroffentlicht (Niefindet al, 1995) (PDB-
Code: 1HYH). Das L-HicDH Monomer besteht aus zwein@nen: die NAD-bindende

Doméne und die katalytische Domane. Die gesamtiidireines Monomers hato+Helices,
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12 (-Stréange, eineractive site loop(Gly98 bis Argl12) und einefflexible surface loop
(Val217 bis Asp226). Die NADbindende Domane, die sich am N-terminalen Teilnolet,
besitzt den Rossman-fold. Sie besteht aus einetbl&alyon sechs parallelgBrStrangen §A,
BB, BC, BD, BE, BF) mit dreia-Helices @B, aC, a3G) auf der einen Seite und zveeHelices
(aD/E, alF) auf der anderen Seite. Das Zentrum der kasalytin Domé&ne besteht aus zwei
gedrehten, antiparallelgBrsheets eines besteht aus den Stran@&h) BH und J, die andere
besteht augK, BL und BM. Die sheetswerden von vier Helices2F, alG, a2G undaH

umgeben.
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Abbildung 1-1. Die gesamte Topologie von einem L-HicDH Monomee (8bbildung stammt
aus Niefind, K., Hecht, H-J. and Schomburg,JDMol. Biol (1995) 251, 256-281)
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1.6 Strukturmerkmale der L-HicDH

Die Strukturdaten von L-HicDH sind in der ProteiatBnbank (PDB, http://www.rcsb.org/)

erhaltlich.

Kontaktbereich zwischen Monomeren:

Der Kontaktbereich zwischen den vier Monomeren tégamerischen Enzyms ist grol3. Bei

der Untereinheit A und B sind ungeféhr 28% der mgfiaghen monomeren Oberflache an
Untereinheitskontakten beteiligt und bei der Untéreit C und D sind ungefahr 26% der

zuganglichen monomeren Oberflachen an Kontakteailiggt Im Durchschnitt verliert jede

Untereinheit durch die Interaktion ungefahr 27%éangjicher Oberflache zum L6sungsmittel.

Abbildung 1-2. Tetramer der L-HicDH

(PDB-Kurzel 1HYH, Niefindet al, 1995).

Aminosdurezusammensetzung:

Sekundarstruktur:

Jede Untereinheit besteht aus zwei Doménen. Die
NAD-Bindungsdoméne besteht aus sechs
parallelenB-Faltblatter BA, BB, BC, BD, BE, BF)

mit drei Helices B, aC, aG) auf einer Seite
und zwei (D/E, aF) auf der anderen Seite
(Rossmann-Faltung). Die katalytische Domane
besteht aus zwei hoch verdrehten antiparallelen
B-Faltblattern BG, BH, BJ und BK, BL, M) und

vier umgebenden HelicesiZF, al1G, a2G und
oH). (Niefindet al, 1995. Abbildung 1-1.)

10
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Kontaktflachen zwischen Proteinen sind oft hydrdroals die Losungsmittel exponierten
Proteinflachen aber weniger hydrophob als das &eares Proteins. In einer Studie waren
durchschnittlich 47% der interagierenden Aminosgeste hydrophobe, 31% polar und 22%
geladen (Uetz, Pet al, 2005). Stabile Komplexe haben Kontaktflachen hytlrophoben
Resten, wahrend die Kontaktflachen in instabilemiitexen eher polare Reste bevorzugen. In
der Aminosaurezusammensetzung der L-HicDH sind%2j8r Aminosaurereste hydrophobe,
24,5% geladen und 22,6% polar.

1.7 Der Reaktionsmechanismus der L-HicDH

Die Reaktion der L-HicDH hat einen geordneten, setjellen Mechanismus. Die geotffnete
Untereinheit bindet erst NADH und dann 2-Ketoisaoap, wobei sich de€Coenzym-Loop
schliel3t. Die Reaktion findet statt, wonach sichh @®enzym-Loopdffnet und erst L-2-
Hydroxyisocaproat und dann das NARntlasst. Die Oxidation von 2-Hydroxyisocaproat
lauft entsprechend in der umgekehrten Reihenfdige a

In allen vier Untereinheiten der L-HicDH enthaltsdaktive Zentrum ein NAD ein Substrat-
Molekul und ein Wassermolekil, homolog zum aktiv&ntrum von L-LDH. In diesem
internen, mit Wasser gefillten Hohlraum findet dReaktion statt. Die Reaktion von 2-
Ketoisocaproat zu L-2-Hydroxyisocaproat geschieht ldis198 im aktiven Zentrum (siehe
Abbildung 1-3). Dabei dient His198 als katalytisch@&ure und wird von Aspl71 stabilisiert,
wahrend Argl74 das Substrat fixiert (Niefird al, 1995). Zuerst bildet sich der binare
Komplex aus Enzym und NADH, und dann bindet diesméare Komplex das Substrat.
Waéhrend der Reaktion wird ein Hydridion vom NADHf @las C2-Atom des Substrats sowie
ein Proton von His189 auf den Carbonylsauerstoéfriiagen, so dass formal ein eingebaut

wird. Die Reaktion befindet sich im Gleichgewicht:

NADH + 2-Ketoisocaproat + protoniertes His198 NAD"+ 2-Hydroxyisocaproat +

ungeladenes His198

11
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Im Ubergangszustand ist daher die positive LadwesyHis198 zum Teil auf das Substrat und

das NADH verteilt (Dunret al, 1991).

NAD
H. N
2% -0
>. CHs CHs
/4 L \
— \ _— .
NG+ )Y o = .
—/ “H----- =0----- H------ Nl N—H-eeee O
5 g :
O O
Pl His19¢ Aspl7]
‘o
| I
H_NIEfN_H
H
Argl74

Abbildung 1-3. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der L-HicDidfiiM et al, 1995).
His198, Aspl171 und Argl74 bilden eine katalytisthiade.

1.8 Die biologische Bedeutung der L-HicDH

Die biologische Bedeutung der L-HicDH ist noch nieindeutig bestimmt. L-HicDH ist das

einzige

bekannte naturliche NAD(H)- abhéangige BEmzydas L-2-Hydroxyisocaproat

umsetzen kann. Aus dem Stoffwechselweg, an demEseym beteiligt ist, kann man

12
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vermuten, dass die L-HicDH eine Rolle bei der Lau8ynthese spielt, und dadurch bei der

NAD(H)-Regulation oder im Stickstoffhaushalt einelle spielt. 2-Oxoisocaproat kommt im
bakteriellen Leucin-Stoffwechsel vor. Die L-Leuddehydrogenase katalysiert die Reaktion

von 2-Oxoisocaproat zu Leucin (Daniel Schliepesd@itation. 2002).

MH, + NADH + H NAD *+ H,0

™~ L

3 ~CH, - e T
\/|/ Bakterien j
O ) H,,
H
allgemein £l
—
P HHH

e "0 7\ -0 o

Glutamat 2-Omoglutarat

2-Oxoisocaproat L-Leucin

Abbildung 1-4. Die Reaktion von 2-Oxoisocaproat zu Leucin. DierebReaktion wird von
der Leucin-Dehydrogenase katalysiert und kommtinuBakterien vor, die untere wird von
der Leucintransaminase katalysiert und ist einwibdg vorkommender Stoffwechselweg (nach
Michal, 1999).

1.9 Anwendung der L-HicDH

Die Anwendungsmaoglichkeit der L-2-Hydroxyisocapr@shydrogenase wurde von Wandrey
et al (1984) beschrieben. Die L-HicDH kann gemeinsam aer D-HicDH und einer L-
Aminoséure Dehydrogenase in einem Enzym-Membrarkt@eazur Produktion von L-

Aminoséuren in industriellem Mal3stab eingesetztierer(\Wandrey et al., 1984).

13
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Neben ihrer Funktion als Bausteine von ProteinebbehaAminosauren auch wichtige
biologische Funktionen, z.B. als Neurotransmitdorstufen davon oder als Baustein von
Peptidantibiotika (z.B. Aktinomycin, Gramicidin) dn—-hormonen (z.B. Insulin, LHR
Hormon). Unnatirliche Aminoséuren gewinnen zunetdraamBedeutung als Intermediate fr
neue Pharmazeutika, Lebensmittelzusatze und Agnuk&héen. Im Jahr 1995 wurde der
Anteil am Weltmarkt auf 3 Milliarden US geschatzt (Leuchtenberger, 1996), die sich im
Wesentlichen auf die Bereiche Lebensmittel (38%ajtefmittel (54%), Medizin und Kosmetik
(8%) verteilen (Burkovsket al.,1999).

Die industrielle Herstellung von Aminosauren erfolguf unterschiedlicher Weise und,
abhangig von der Natur und dem Bedarf an den jeyeeilAminosauren. Die Anwendung von
Extraktions- und Fermentationsverfahren beschréigh auf proteinogene Aminosauren,
wohingegen chemische und enzymatische Synthesedsgtl{yamada et al., 1988) vor allem
fur die Bereitstellung unnattrlicher Aminosaurereigeet sind. Unter den vier Methoden der
industriellen Herstellung von Aminosduren — cheiméscSynthese, Extraktion, enzymatische
Synthese, und Fermentation - erlangt der biotedgmsithe Prozess zunehmend

Aufmerksamkeit.

1.10 Proteinfaltung und Stabilitat vermittelnende Krafte

Kréfte, die Proteinfaltung, Interaktion und Stailivermitteln, sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst.

14
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Tabelle 1-1.Proteinfaltung, Interaktion und Stabilitat vermitide Krafte

Interaktion Effekt GrofRenordnung | Mechanismus

Elektrostatische |destabilisierend | klein erhohte Ladungsdichte des

Wechselwirkung gefalteten Zustands

lonen-Paarung stabilisierend intermediér ertailtkdtrelle Spezifitat im
gefalteten Zustand

Konfigurationale |destabilisierend | groR3 setzt Faltung einem kompakien

Enthalpie Zustand entgegen

H-Bindung stabilisierend intermediar erteilt studelle Spezifitat zu
interner Architektur

van der Waals stabilisierend klein erleichtert dgacken” der
Aminoséauren

Hydrophobe stabilisierend grof3 Begunstigt die Formung

Wechselwirkung kompakter globularer Strukturen

Die Hauptquelle von Stabilitat ist die hydrophobeteraktion und die hauptséchlich

destabilisierende Kraft ist die konfigurationaletitaipie des entfalteten Zustandes.

1.11 Genom-basierte Studien Uber Protein Thermoshaitat

Normalerweise sind die Studien Uber die Sequend-Strukturunterschiede in thermophilen
und mesophilen Proteinen erschwert durch mangeltéquenz- und Strukturdaten. Diese
Situation andert sich schnell durch die Verfugbdrken kompletten Genomsequenzen von
hyperthermophilen Organismen und durch die strekeiGenomik.

Chakravarty und Vardarajan haben die Aminoséauresesgn I6slicher Proteine im kompletten

Genom einiger thermophiler und mesophiler Organmsmaerglichen (Chakravartet al.,

15
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2000). Im Durchschnitt wurde gefunden, dass themtegroteine weniger Reste (26838)

als mesophile Proteine (3#016) enthalten. Der grof3e Anteil an geladenen Rg#tg, Lys,
His, Asp, Glu) und der geringe Anteil an ungelademesten (Ser, Thr, GIn, Asn, Cys) in
thermophilen Proteinen sind statistisch signifikadfftompson und Eisenberg haben auch eine
signifikante Tendenz fur kirzere Sequenzlangehenmophilen Proteinen beim Vergleich der
kompletten Genome einiger mesophiler, thermophilerd hyperthermophiler Organismen
beobachtet (Thompson and Eisenberg, 1999). SienHadebachtet, dass die in thermophilen
Proteinen vorzugsweise deletierten Sequenaeguence deletion sidesn Loop-Regionen
vorkommen, in den entsprechenden mesophilen Pestarorhanden sind. Daraus haben sie
geschlossen, dass dieeletion exponierter Loops ein natirlicher Mechanismus die
Erhéhung der Protein-Thermostabilitat ist, und mlg# zur Steigerung elektrostatischer
Interaktionen dient.

Cambillau und Claverie haben auch den Aufbau vatelRren aus mesophilen, thermophilen,
und hyperthermophilen Organismen verglichen (Cdabibnd Claverie, 2000). Sie haben
auch eine signifikante Steigerung in dem Anteilageher Reste (Lys, Arg, Asp, Glu) fur
Proteine in Hyperthermophilen und in Thermophileolachtet. Eine Steigerung des Anteils
von geladenen Resten an dem Ldsungsmittel- exgeni&esten wurde auch von Haret\al.
berichtet (Hanet al, 1999).

1.12 Die Protein-Entfaltung

Die Entfaltung von Protein kann entweder reversibér irreversibel sein. Das einfachste
Modell, das beide Moglichkeiten umfasst, bestehts awei Schritten: (1) reversible

Denaturierung von dem nativen Protein (N) mit e@&ichgewichtskonstant&.~ k1 / ko, die

zu einem entfalteten oder teilweise entfaltetertahg (U) fihrt; und (2) irreversible Anderung

von dem entfalteten Zustand mit einer Geschwindigkenstante; die zum finalen Zustand

16
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(F) fuhrt, der nicht in der Lage ist, in den nativBustand zurtick zu gelangen. Dieses Modell

kann wie folgt dargestellt werden:

N Q@ID» unfr. F
2

Dieses Modell ist bekannt als Lumry-Eyring Modélugnry and Eyring 1954). Die méglichen
Prozesse, die der irreversible Schritt erzwingte wggregation, Autolyse, chemische
Anderung von Resten, sind von Klibanov und Aherscheeben worden (Klibanoet al,
1987; Aherret al, 1987). Abhangig von den Konstanterundks kbnnen zwei extreme Félle
identifiziert werden:

ks << ko: Die Entfaltung ist einwo-statereversibler Prozess. Detaillierte Informationeriiib
die Energetik und den Mechanismus der Entfaltumgnka ermittelt werden (Dikt al, 1989;
Privalov et al.,, 1982). Die Gibbsche Freie Energidd = Gy — Gy hangt mit der

Gleichgewichtskonstant€.q durch die Gleichung:
AG = - RTIn Kegq
zusammen, und kann auch umformuliert werden zu:
AG =AH - TAS
wobeiR die universelle Gas-Konstantedie TemperaturAH die Enthalpieanderung)S die

Entropieanderung sind.

ks >> k. Die Entfaltung ist ein two-state irreversibleroBess (Sanchez-Ruiz et al., 1988;
Sanchez-Ruiz, 1992). Gleichgewichtsthermodynamigateysen sind nicht anwendbar, und
nur die Enthalpie der Entfaltung kann gemessen everfis wird generell angenommen, dass
die Enthalpie-Anderung von U zu F vernachlassiggtaund mit der Enthalpie-Anderung von

N zu U vergleichbar ist.
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1.13Two-state reversible Entfaltung: Thermodynamik der konformationalen

Anderung von Proteinen

Protein-Stabilitat hangt von der freien Energie-@nohg zwischen dem gefalteten und
entfalteten Status ab und lasst sich nach den amefiihrten Gleichungen wie folgt

formulieren:
-RTInK=AG=AH -TAS

wobei R die universelle Gas-Konstant& die GleichgewichtskonstantehdG die freie
Energiednderung zwischen dem gefalteten und estdaltStatusAH die Enthalpieanderung
und AS die Entropiednderung vom gefalteten zum entfalteteriuStaind. Die Enthalpie-
Anderung, AH, bezieht sich auf die Bindungsenergie (Dispersigifte, elektrostatische
Interaktionen, van der Waals Potentiale und WakgéBriicken) wahrend hydrophobe
Interaktionen als Entropie-GroRe\S) beschrieben sind. Das Protein wird stabiler mit
Steigerung des negativen Wertes der freien Enedgieheil3t die freie Energie von entfaltetem
Protein (G) steigt relativ zu der freien Energie von gefatetoder nativem Protein (& Mit
anderen Worten, wenn die Bindungsenergie steigt diéeEntropie-Differenz zwischen beide
Zustande sinkt, wird das gefaltete Protein noclbilsta Die gefaltete Konformation des
Proteins befindet sich offenbar in einem relativgem freien Energie-Minimum, und
substantielle Storungen dieser gefalteten Konfaondiendtigen eine signifikante Steigerung

der freien Energie.
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1.14 Thermostabilitat und kinetische Stabilitat

Die Proteinstabilitat ist mit der Energetik von tiomolekilen eng verbunden. Die
differentielle scanningKalorimetrie (DSC) zur Untersuchung der thermaldumnerten
Denaturierung von Proteinen ist eine direkte unéizise Methode, die Proteinstabilitat zu

charakterisieren.

1.14.1 Bestimmung und Definition der Proteinstabitit

Die native Proteinstruktur ist durch die Primarktan, Sekundarstruktur, Terti&rstruktur und
Quartarstruktur in mehreren Ebenen festgelegt. rJplgsiologischen Bedingungen erreicht
das nativ-gefaltete Protein einen energetisch sgjien Zustand. Dieser native Zustand ist
durch eine Reihe von schwachen Wechselwirkungdmlistart. Dabei handelt es sich z.B. um
van der Waals-Krafte, Wasserstoffbriickenbindungetektrostatische und hydrophobe
Wechselwirkungen.

Bisher herrscht noch Unklarheit dartiber, welche NMgetwirkungen die Stabilitéat dominieren.
Nach Paceet al (Paceet al, 1996), spielen die Wasserstoffbriickenbindunged die
hydrophoben Wechselwirkungen die Hauptrolle bei Skabilitat. Perlet al behauptet, dass
die elektrostatischen Wechselwirkungen hauptverartlieh fir die Stabilitat sind (Pedt al,
2000). Im Gegensatz dazu glauben Cheil. (Chenet al, 2000), dass die van der Waals-
Kréfte fur die Stabilitdt von Protein entscheidesiret.

Denaturierende Bedingungen (z.B. hoher Druck, hbémperatur) fuhren zur Entfaltung der
Polypeptidkette, und dadurch zum Verlust der natiReoteinkonformation. Mit der Stabilitat
eines Proteins ist die Fahigkeit gemeint, dieseatlgierenden Einflisse innerhalb gewisser
Grenzen zu tolerieren und die native Konformatiofiecht zu erhalten.

Um die Stabilitat von Proteinen beurteilen zu kémneuss zwischen thermodynamischer und
kinetischer Stabilitat klar unterschieden werdehydikalische Biochemiker diskutieren mit

der Proteinstabilitéat vor allem die thermodynames@tabilitat eines Proteins, das sich rasch
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entfaltet und zuruckfaltet. Dieser Vorgang wird aeiafacht alstwo-state Mechanismus

betrachtet, der reversibel und kooperativ ablauft:

N (gefaltet) 15 - U (entfaltet)

wobeiK die Gleichgewichtskonstante fiir die Entfaltung ist

Die einfachsten, hinsichtlich ihrer Stabilitdt uf@ltung ausfuhrlich erforschten Proteine,
weisen eine rasche Reversibilitdt auf, wodurchedgeerimentelle Design und die theoretische
Bearbeitung der Daten vereinfacht sind.

In diesen Fallen, ergibt sich die Stabilitat dest€ins aus der Differenz der Gibbschen freien
Energie AG) des gefalteten (Gn) und entfalteten (Gu) Zustandie Faktoren, die die
Stabilitét beeinflussen, sind die relative freieeEjie des gefalteten Zustands (Gn) und des

entfalteten Zustands (Gu). Je groR&u ist, desto stabiler ist das Protein.
AGuU = Gu-Gn Gleichung (1)

Die Gibbsche freie Energie (G) besteht aus zwei3&no der Enthalpie (H) und der Entropie
(S):

G=H-TS Gleichung (2)

wobei T die Temperatur in Kelvin darstellt.
Die freie Energiedifferenz der Faltund\Gu) ist typischer Weise sehr klein, in der
GrolRenordnung von 5-15 kcal/mol fir ein globalestéin. Im Vergleich dazu betra§Gu fur

eine kovalente Bindung 30-100 kcal/mol.

1.14.2 Kinetische Stabilitat
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Die Kinetische Stabilitat ist ein Mal3 fur die Gesaidigkeit der Proteinentfaltung. Besonders
wichtig ist die Betrachtung dieser Charakteristik Proteine, die sich sehr langsam entfalten
oder irreversibel denaturieren. So kann eine inglle Denaturierung eintreten, wenn das
entfaltende Protein rasch einigen permanenten Angen unterworfen wird. Dabei kann es
sich z.B. um Aggregation oder proteolytische Ddgt@mn handeln.

In solchen Fallen ist die Differenz der freien Enerdes gefalteten und des entfalteten
Zustandes nicht entscheidend, da es sich um k&teohgewichtsprozess handelt. Wichtig ist
die Differenz der freiem Energie des gefaltetertédns und des Ubergangszustandes, die als
Aktivierungsenergie bezeichnet wird. Die Grof3e eliesDifferenz  bestimmt die

Geschwindigkeit der Entfaltung.

Im Falle von irreversiblen oder sich langsam etgfaden Proteinen ist die kinetische Stabilitat
oder die Geschwindigkeit der Entfaltung besondeichtlg. Ein kinetisch stabiles Protein

entfaltet sich langsamer als ein kinetisch inseabProtein. In kinetisch stabilen Proteinen ist
die Hirde der freien Energie hoher. Zur Entfaltusg es notig, im ersten Schritt die
Aktivierungsenergie aufzubringen, um von dem gefalt Zustand (N) in den

Ubergangszustand (UZ) zu gelangen.

Die thermodynamische und kinetische Stabilitat simd Abbildung 1-5 in einem

Energieschema dargestellt (Braxton, 1996).
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Freie Energie

v

Reaktionskoordinate

Abbildung. 1-5. Energieschema fur die Anderung der freien Energie Entfaltung
Unter Nativbedagungen ist die Entfaltung des Nativzustandes (Njert der
Entfaltungsiibergangszustand (UZ) zum entfaltetestafud (D) energetisch ungins
Die Differenzen der freien Enthalpien der Zustéabdschreiben die Stabilitat.

Die thermodynamische Beschreibung der Stabilgétzt ein reversibles Gleichgewicht
zwischen nativem (gefaltetem) und denaturiertentfgibatem) Protein. im Folgenden als N
und D bezeichnet. voraus (Zwei-Zustandsmodell):

N (D_%EHD* D (Schema 1-1)
F

Die freie Energie des EntfaltungsgleichgewicisG als Mald der thermodynamischen

Stabilitat ergibt sich aus den Gleichgewichtskotrzionen an N und D (Keq = [D]/[N]) bzw.
aus den Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltungril der Faltung K(Pace, 1990):

= - eo]e = - eole M = - eole &
AGeq= - ReTeln(Keg) RTIn([N]) ReTeIn( )

Dabei bezeichnet R die Gaskonstante und T die algsbemperatur. Ist in Schema (1-1) die
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Ruckfaltung nicht moglich, so kann nur die Entfatjgkinetik, d.h. die kinetische

Beschreibung der StabilitBetrachtet werden:

N O [‘Dﬁb D Schema (1-2)

Die Aktivierungsenergie der Entfaltung, Bls Maf3 der kinetischen Stabilitdt beschreibt die
Energiebarriere zwischen N und Entfaltungsiibergargiand (UZ) und ergibt sich aus der

Entfaltungskinetik nach der Eyring-Gleichung zu:

Kuth
KBIT

Ea= - ReTeln( )

Dabei stellt & die Boltzmann-Konstante (1.38140J - K% und h die Plank-Konstante
(6.626-1G* J - s) dar. (Eine analoge Beziehung gilt auchdiér Aktivierungsenergie der
FaltungA Gg). Die thermodynamische und die kinetische Stabiktehen dabei in folgender
Relation:

AG = E, - AGE

1.15 Grundlagen und Begriffe

1.15.1 Theoretische Grundlagen der Mikrokalorimetrie

Die Energie bestimmt, welche Molekile bei einerrslsehen Reaktion entstehen oder ob, und
in welche Richtung sowie mit welcher Geschwindiglene Reaktion ablauft. Energie ist die
Fahigkeit, Arbeit zu verrichten. Dabei gilt der Sater Energieerhaltung, der besagt, dass
Energie nie erschaffen oder vernichtet wird. Eslgtflediglich eine Umwandlung von einer

Erscheinungsform in eine andere oder ein Transoreinem Ort zum anderen.
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Jede chemische Reaktion ist mit der Aufnahme odeAtigabe von Warme verbunden (freie

EnthalpieAH der Reaktion). Die Warmeabgabe/-aufnahme wahedémel Reaktion kann als
Temperaturdnderung gemessen werden. Bei der diffelen scanningKalorimetrie (DSC)

wird die Warmeaufnahme/-abgabe als Funktion derpezatur gemessen.

Theoretische Grundlage

Bei Phasenibergéngen der ersten Ordnung wie zeBEuifaltung von Proteinen, wird die
Ubergangstemperatuf, erreicht, wenn die Warmekapazit&, ihren maximalen Wert
annimmt. Der Wert der kalorimetrischen Enthalpf#i{,) fir den Phasentbergang ist durch

Integration der Flache unter dem Peak bestimmbar.

OHear = j CpdT Gleichung (3)

Aus diesem Wert kann die Entropie des Phasenubgsdaestimmt werden:

AHcaI
Tm

4AS=

Gleichung (4)

Aus AHca, 4S und Ty, kbénnen thermodynamische Informationen Uber derséfidergang
ermittelt werden. Aber der Phasenibergang von Pexteenthalt nicht nur den initialen und
finalen Zustand, sondern in der Tat auch intermredastande (Lumry-Eyring Model). Daher
ist fur die Daten Analyse da®n-two-statéModell erforderlich. Eine Gleichgewichtskonstante
K charakterisiert diesen Prozess:

N (OTf- D

Die Temperaturabhangigkeit von der Gleichgewichtskante wird durch die van't Hoff
Gleichung deutlich:
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[aln ij _ AHw Gleichung (5)

aT ) RT2

Fur einentwo-state Ubergang der ersten Ordnung, ist die van't HofthBipie gleich der
kalorimetrischen EnthalpidH.s. Mit anderen Worten, der Warme-Effekt fiir den Waerg N

- D ist die kalorimetrische Enthalpie, die demergspend die Verteilung zwischen den zwei
Phasen bewirkt. WendH, 4 < 4Hc, ist, enthélt der Prozess einen thermodynamisclrabihsh
Zustand, wenndH,y > AHc, ist, bedeutet dies intermolekulare Wechselwirkumgeischen
den Protein-Monomeren.

Die van't Hoff Enthalpie kann direkt aus den katwtrischen Daten berechnet werden
(Sturtevant, 1987):

Cp max
AHon = ART 7 Gleichung (6)

wobeiC, "™ das Maximum voI€, bei T, ist.
AH:a hangt von der Peak-Flache ab, ufiid, ist durch die Peak-Scharfe spezifisiert. Ein
hoher 4H,; Wert entspricht einem scharfen Ubergang. Ein $ehdybergang ergibt einen

max

grol3en WertdH,, weil C, ™ entsprechend grof3 ist.

Mit der von Microcal angebotenen Software, Oridiann die Kurve vervollstandigt, und die

Werte vondHc,, AHvw und Ty, ermittelt werden.

1.15.2Begriffsdefinitionen

1. Warmekapazitit

_Zugefuhrt®varmemenge
Temperatuanstieg

O
I

Warmekapagzitat Gleichung (7)

>
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1. EINLEITUNG

wobei C die Warmekapazitag,die zugefiihrte Warmemenge, uddl der Temperaturanstieg
ist. Jede Substanz hat eine bestimmte WarmekapaBitéser Wert hédngt auch von der

Stoffmenge ab.

Spezifische Warmekapazitét: Cs = C/m (1KY
Molare Warmekapazitat: 3= C/n (JKmol b

2. Innere Energie

Die innere Energie U wird auch als Gesamtenergieibbnet und entspricht der Summe aller
kinetischen und potenziellen Energiebeitrdge dem#t, lonen und Molekile eines Systems.
Die innere Energie eines isolierten Systems isstantt.

In der Regel ist die Gesamtenergie eines Systeas bekannt, aber die Energieanderungen

AU sind problemlos messbar:

AU =w+q Gleichung (8)

Bei einer isothermen Expansion eines idealen Gasasrt sich U nicht, da der Energieverlust
in Form von Arbeit (w) als Warme (q) zugefuhrt w{glehe Abbildung 1-5):

g=-wund AU=0

(Gerhard Ecker, Wien Feb. 2005 Physikalische Chemie

3. Die Enthalpie

Ublicherweise laufen chemische Reaktionen in offe@&faRen, d.h. bei konstantem Druck
und nicht bei konstantem Volumen ab. Bei konstaribeock ist die Enthalpiednderung eines

Systems gleich der Ubertragenen Warmemenge.
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1. EINLEITUNG
Die exothermen Reaktionen fuhren zu einer Enthalpiahme. Die endothermen Reaktionen

bewirken eine Enthalpiezunahme.

Heat

Abbildung 1-6. Arbeit und Warme

4. Entropie

Die Anderung der Entropie einer Substanz entspdent Quotienten aus der Energie, die der
Substanz in Form von Warme reversibel zugefuhrdwind der Temperatur, bei der dieser
Prozess ablauft:

AS = qT Gleichung (9)

Die Warme (q) ist die ungerichtete Form von Enerdiee Arbeit (w) ist die gerichtete Form
von Energie.

5. Hydrophobe Interaktion

Hydrophobe Interaktionen sind eine ErscheinungsfdemWasserstoffbindungseigenschaften

des Wassers. Ausgehend von der empirischen Bealmagidass unpolare Molekule schlecht
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[6sbar in Wasser sind, kann diese Interaktion vawislich am besten veranschaulicht

werden als eine abstofRende Interaktion zwischenlargm Gruppen und Wasser. Dies erfolgt,
ehe eine direkte Attraktion zwischen diesen Grupgeitritt. Unpolare, hydrophobe Gruppen
im Wasser tendieren dazu, sich zusammenzuballesacbe dafir ist ihre AbstoRung gegen
Wasser. Eine direkte Affinitdt der Gruppen zueireandt nicht notig. Die Thermodynamik
dieser Interaktion ist interessant. Ausgehend voai&n kleiner unpolarer Molekile ist die
Abtrennung von zwei hydrophoben Gruppen im Wasserexothermer Prozess. Anders
gesagt, obwohl generell Arbeit benotigt wird, untee Gruppen abzutrennen, wird Warme in
diesem Prozess abgegeben. Dies ist meisten eirhefeistruktureller Umgestaltung von
Wassermolekiilen an ihrer molekularen Kontaktfladdiesem exothermen Effekt wirkt eine
signifikante und thermodynamisch ungiinstige AbnaldereEntropie entgegen, die auch den
Losungsmitteln eine strukturelle Umgestaltung znetdDer umgekehrte Prozess, bei dem die
Bildung der ,hydrophoben Bindung“ von unpolaren @yen erfolgt, ist somit ,Entropie
treibend” und passiert spontan, selbst wenn ertéedo ist. Enthalpie oder Wéarme solcher
Prozesse sind auch charakteristisch temperaturgith@§Cp-Effekt), und damit der starke

Beweis fur die Rolle solcher Interaktionen bei Bestein-Faltung.
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1.16 AUFGABENSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war es, die Thermostabilitatesigchaften der L-HicDH zu untersuchen und
ein rationales Protein-Design zur Erhéhung der mostabilitaét der L-HicDH anhand eines
Thermostabilitdtsprogrammes (Leven 1999) zu eestell

Die Thermostabilitatseigenschaften der L-HicDH teolldurch kalorimetrische Methoden bei
verschiedenen  Bedingungen untersucht werden, um urclad eine optimale
Thermostabilitdtsbedingung zu finden. In der L-HitDsollten einige gerichtete
Aminosaureaustausche anhand eines Thermostabilitdtersage-Programms und anhand
rationaler Uberlegungen hergestellt werden, dieegébger dem Wild-Typ eine erhohte
Thermostabilitdt aufweisen, ohne dass sie in imezymatischen Aktivitdt beeintrachtigt
werden. Durch die Mutationsexperimente und die rkaletrischen Untersuchungen sollte ein
Uberblick tiber die Energetik der Thermostabilitét d-HichDH und ihrer Mutanten erzeugt
werden und die praktische Anwendungsmdglichkeit Tresrmostabilitatsprogrammes gepruft
werden.

Zur Charakterisierung  spezifischer biomolekulak&echselwirkungen und biologischer
Aktivitat ist die Kenntnis von thermodynamischenrd®aetern erforderlich. Daher ist ein
Schwerpunkt dieser Arbeit, die thermodynamischeramater der L-HicDH zu bestimmen,
um die Stabilitat der L-HicDH zu charakterisieren.

Proteinstabilitat hat zwei Aspekte. Eine ist dienkomationale Stabilitdt (Thermodynamik)
und die andere ist die kinetische Stabilitat. Sdamenkt oder Mittelpunkt der
Ubergangstemperatu(T,), Gleichgewichtskonstante (K) und kalorimetriscEmthalpie-
AnderungAH sind die thermodynamischen Parameter der konfiwneden Stabilitat. Fur die
Charakterisierung der kinetischen Stabilitat soltte Aktivierungsenergie des thermal

induzierten Denaturierungsprozesses ermittelt werde
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 2-1.Verwendete Gerate

Technik Gerate Firma
Chromatographie Ni-NTA-Agarose Saule (selbe gepackpiagen

Suoerdex 200HR 10/60 Saule Pharmacia Biotech
Elektrophorese Power Pac 200 BioRad
Gelphotographie Photo-Print CNO8 LTF

DNA-Sequenzierung

ABIPRISM 310

PE Applied Biosyssem

Inkubator Schittelinkubator Certomat BS-1 B.Braun Biotech Int.
Schiittelinkubator Model G 25 New Brunswick Sci.
Brutschrank Function line Heraeus
Heizblock HB-130 Unitek

PCR Mastercycler 5330 (plus) Eppendorf

pH-Meter 766 Calimatic Knick

pH-Elektrode Typ Nr. 6280

Schott-Gerate (Hofheim)

UV/VIS-Spektral-

Ultrospec 2000 UV/VIS

Pharmacia Biotech

Photometer UV-2102 PC und UV-2401 PC Shimadzu
Vortex REAX 2000, REAX top Heidolph
Waage Laborwaage SBA 52 Scaltec
Analysenwaage FA-210-4 Faust
Wasserbad WB 7 Memmert
Zentrifugen RC 3B Plus und RC 5B Plus Sorvall
5417C mit Rotor F45-30-11 Eppendorf

30




2. MATERIAL UND METHODEN

5810R mit Rotor F34-6-38 Eppendorf

Biofuge Pico Heraeus

Z 383 K mit Rotor 220.78 V02 Hermle
Isothermale VP-ITC MicroCal, LLC
Titerationskalorimetrie Northampton, MA, USA
Differentielle Scanning | VP-DSC MicroCal, LLC
Kalorimetrie Northampton, MA, USA
Circular Dichroism JASCO Spectropolarimeter J-715 JASCO, Inc
(CD) Version Japan

Ultrafiltrationsrohrchen

Amicon Ultra PL-10 device

Amicon/Milipore

Zelllyse

French Pressure Cell Press

Sim-Aminco Spsc

Autoklav

Varioklav Dampfsterilisator

H+P (Obersaskheim)

Reinstwasseranlage

Seralpur DELTA UV

USF Seral

2.1.2 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien besa@en Reinheitsgrad zur Analyse und
wurden von den Firmen Merk, Sigma, Fluka, AldricitdlRoche bezogen. Restriktionsenzyme
und ihre Reaktionspuffer, Vent DNA-Polymerase, TMA Ligase, Klenow Enzym, DNA-
Marker stammen von der Firma New England Biolab¥iSR). Die Oligonukleotide wurden
bei Sigma angefertigt. Der Smal-Linker wurde vomr &&ma GIBCOBRL bezogen. lhre
Sequenzen sind in Tabellel aufgefihrt. Das Wasapmst aus einer Reinstwasseranlage und

hat eine Leitfahigkeit von 0,0585/cm.

2.1.3 Verwendete Puffer

Puffer fur die Agarosegelelektrophorese
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TE-Puffer: 10mM Tris, 2mM EDTA, pH 8.0

TAE-Puffer (x): 40 mM Tris-HCI, pH 8.0, 20 mM Essigsaure, 1 rAldTA
Probenauftragspuffer: 0,25% Bromphenol-blau, 0,2686&necyanol FF30% Glycin in
Wasser

Puffer flr die Proteinreinigung

Lysispuffer: 50 mM Natriumphosphat, pH 7.0, 30®rNaCl, 10 mM Imidazol
Waschpuffer: 50 mM Natriumphosphat, pH 7.0, 300 MaCl, 20 mM Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM Natriumphosphat, pH 7.0, 30M NaCl, 250 mM Imidazol

Puffer fur die SDS-PAGE

SDS-Auftragspuffer: (4): 8ml 60 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5 mM EDTA,
2 mip-Mercaptoethanol, 1 g SDS

4 mg Bromphenol-blau

SDS-Laufpuffer (NUPAGE MES SDS Laufpufer): 50 NMES
50 mM Tirs/HCI
0,1% SDS
1 mM EDTA
pH 7,3

2.1.4 Bakterien, Plasmide und Medien

E. coli-Stamme
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E. coli XL1-Blue: Stratagene, La Jolla, CA, USA, Bulloekal, (Bullocket al, 1987),
GenotypresAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl I@prBAB lacfzaM15 Tn10

(Tet)/

E. coli BL21( DE3)Novagen, Studie® Moffatt (Studier& Moffatt, 1986), Genotyp: FompT

gal hsdSb ¢, my) dcm (DES3)

Plasmide:

Das Plasmid pET-3d wurde von der Firma Novagen ¢pmz0

Plasmid pET-LhicDH (siehe Anhang Teil 2) = Temgpl&ir die Mutagenese

Das Plasmid pCHis-L-HicDH wurde von Shivani Cha#erkonstruiert (Chatterjeet al,
2005).

Medien:

LB-Medium: 10 g Pepton, 5 g Heft-Extrakt, 10 g NaCIL H,O, mit 5 M NaOH auf pH 7.0

eingestellt und autoklaviert.

LB-Agarplatten: 500 ml LB-Medium mit 8 g Agar-Agatersetzt und steril autoklaviert;
anschliel3end mit gewinschtem Antibiotikum verse&gtrile Petrischalen wurden damit unter

der Sterilbank gegossen.
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2.1.5 Verwendete Oligonukleotiden

Tabelle 2-2.0ligonukleotide fur die Mutagenese, Sequenzierwgy@ens und Sequenzierung
am Mutationsort

N72F: 5 -CGTGCGCTTCCAAGARGCCATTGCGTCTTGG- 3

5-CCAAGACGCAATGGCGTTTTGGAAGCGCACG- 3
E114L: 5-GCTGCTGGTAAACTTCAACAGGCAAAACGGTCA
CCGG- 3

5 -CCGGTGACCGTTTTGCTCTA GAAGTTTACCAG
Primer fur die CAGC-3

Mutagenese G126A: 5-CCAGATTCCTTCAAGTTTGTAGGACTGATTGCAC

CATGC- 3

5-GCATGGTGCAATCAGTCGQICAAACTTGAAGG
AATCTGG- 3

D184E : 5-CAGAACGTGGATCCAATTBAACGCCTCACC

AACTG-3

5 -CAGTTGGTGAGGCGTTTGAN GGATCCACG
TTCTG-3

G244E : 5 -CATAACTCGTGTAGCCCTITTARTTCAAGACCG

TGAAGCC- 3’

5-GGCTTCACGGTCTTGAATGAMGGGCTACACG
AGTTATG- 3

G251A: 5-GCTGACGTTGCAACAGEBTAACTCGTGTAGCCC- 3

5-GGGCTACACGAGTTATGGITTGCAACGTCAGC- 3

E270M : 5-GCGACGATTTGAGACAACCAACARGCATGCGC

GTCAGCC- 3’

5-GGCTGACGCGCATGCTATE GGTTGTCTCAAA
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TCGTCGC- 3

D302E: 5-CATCCGTCGTCAATTBAGCGTCGTTTCTGC- 3"
5-GCAGAAACGACGCTTGAATGACGACGGATG- 3°
T305E: 5 -GCTTTTCTTGCTCATCTTCGTCAAATCAAGCG
TCGTTTCTGCC- 3°
5-GGCAGAAACGACGCTTGATTTGACGGABATGA
GCAAGAAAAGC- 3°
D327K: 5 -GGATCCCCCGGGAGAGTGTTTTCACAATTTC
GTCG- 3
5-CGACGAAATTGTGAAAACACTCTCCCGGGG
GATCC- 3
Primer fur die Primer 1: 5 -GCTGATGCTGATGTTGTG- 3
Sequenzierung |Primer 2 : 5 -CTGATTGCACCATGCTGC- 3°
des Gens Primer 3: 5 -GCACGGTAACTCACAATTC- 3

T7-Promotor: 5 -TAATACGACTCACTATAGG- 3’
T7-Terminator: 5 -GCTAGTTATTGCTCAGCG- 3’

Primer flr die
Sequenzierung

am Mutationsort

seq pHL6-2: 5-CTGGGGAACATCAAGTTGC- 3"
seq pHL6-3: 5-CGGCCATCGAAGAGGAAGC- 3
T7-Promotor: 5 -TAATACGACTCACTATAGG- 3°

T7-Terminator: 5 -GCTAGTTATTGCTCAGCG- 3

Primer fur die
Einfuhrung der
Ncol- und Smal-
sitein L-HicDH

Gen

L-Hic-Start: 5°- CAATTTGGGGGATACCATGGCACA- 3
L-Hic-Stop: 5- CCACTTTTTGTCCCGGGAGAGTGTATCC- 3

Smal-Linker

5-d (pCCCCGGGG ) -3
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2.1.6 Kits

Tabelle 2-3.Verwendete Kits

Kits Firma

GFX™ Micro Plasmid Prep Kit amersham pharmacia biotech
QIAGEN Plasmid Midi Kit (25) QIAGEN

Big Dye Reaction Terminator Cycle PE Applied Biopsystem

Sequencing Kit

QuikChange" Site-Directed Mutagenesis KiStratagene

NukleoBond Plasmid Purification Kit Macherey-Nagel

Nucleotrap® Macherey-Nagel
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2.2. Methoden

2.2.1 Konstruktion des Vektors und Anpassung des &e

2.2.1.1 Transformation und Préparation des PlaspidsSmal:

0,449 des pET-3d Plasmids wurde mittels Hitzedchioc300u! kompetent&. Coli XL1-
blue Zellen transformiert und durch Vorkultur unddsnachtkultur vermehrt. Das Plasmid

wurde mit dem Nukleobond® Kit der Firma Machereygilgprapariert.

2.2.1.2 BanHI-Spaltung

10pg des Plasmids pET-3d wurden mit 6@B&arHI, 5ul NEB-Puffer 2 und 0.5ul BSA in
einem Gesamtvolumen von 50ul versetzt. Der Ansamxdev bei 37°C fur eine Stunde

inkubiert.

2.2.1.3 Klenow-Fill-in

Die Uberhadngenden Enden des Plasmids wurden mkielsowEnzym aufgefillt. Dazu
wurde das gespaltene Plasmid mit 1&lénowEnzym und dNTP-Mix (Endkonzentration 33
UM) versetzt und bei 25°C fir 15 min. inkubiert. Bnkel3end wurde 1ul EDTA (0.5M)
zugegeben und die Reaktion bei 75°C abgestoppt. GEgamtansatz wurde auf einem
Agarose-Gel aufgetragen und die Bande des Fragmesmtie dem Gel mit Hilfe des

Nucleotrap® Kitsnach Herstellerangaben isoliert.

2.2.1.4 Ligation des aufgefillten Fragments undSted-Linkers

10ul des aufgefillten Fragments wurden mit $pid-Linker (1pug/ul), 1 U T4-DNA Ligase
und T4-DNA Ligasepuffer in einem Volumen von 15jengscht und bei RT drei Stunden

inkubiert. Dadurch entsteht eirgmd/Xmad-site, welche von BanHI-sitesflankiert wird.
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AnschlieRend wurden 5ul dieses Ansatzes in 180jebli XL1-blue kompetente Zellen durch

Hitzeschock-Methode transformiert. Der Transforoedansatz wurde auf einer LB/Amp-
Agarplatte ausgestrichen. Der nun veranderte Vekiat in der weiteren Arbeit unter dem
Namen pET-Smal geftuhrt.

2.2.1.5 Mini-Praparation von pET-Smal

Es wurden 20 Kolonien auf der Transformationselatisgewahlt und in 200 ml LB/Amp
Medium Gber Nacht vermehrt. Mittels alkalischgrse wurden Minipraparationen der
Plasmid-DNAs durchgefiihrt, und miRsti-Sma-Spaltung wurde auf Insertion des Smal-
Linkers geprift. Ein Plasmid mit dem erwarteten tRi&sonsmuster wurde mit Smal

nachgespalten und religiert. Es folgte eine Seqgaeamzy der Ligationsprodukte und ein Klon
mit einfacher Linkerinsertion wurde ausgewahlt.

2.2.1.6 Einfihrung dedcd-site und Sma-sitein das Gen

Durch PCR mitmismatchPrimern wurde ein&lcd-site am Anfang des Gens und eine Smal-
site am Ende des Gens eingefuhrt. Durch die Einfuhra®ey Smad-site wurde das Stop-
Codon des Gens gleichzeitig eliminiert. Das L-HicDH+Gealas in den Vektor pET-3d
subkloniert werden soll, ist zuvor von Lerch (Lerd®89) aus der genomischen DNA von
Lactobacillus casein den Vektor pHL6 Uberflhrt worden. Das Plasntidu@g) wurde mit 1l
L-Hic-Start-Oligonukleotid (100 pM/ul), L-Hic-Stop©Oligonukleotid (100 pM/ul), 2 ul
MgSQO, (100 mM), und 10ul Reaktionspuffer (10x) verséfasmidkarte siehe Anhang 3).
Der Ansatz wurde mit Wasser auf 99 pl aufgefiliich der initialen Denaturierung wurde 1
ul Vent Polymerasezu dem Reaktionsansatz hinzugegeben. Das PCR aRtogrist
folgendermalRen aufgebaut:

(1) 95°C 2 min.

(2) 95°C 40 sek.
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(3) 57°C 20 sek.
(4) 72°C 1 min. von (2)- bis (4% 35 Zyklen
(5) 8°C 00

Das amplifizierte Fragment wurde durch Ethanolfégu konzentriert und mit den

RestriktionsenzymeNcd und Xmd doppelt verdaut.

2.2.1.7 Inserierung des Gens in den Vektor

Das vonNcd und Smd-sites flankierte L-HicDH-Gen wurde in den ebetg&cd und Sma
geschnittenen Vektor pET-Smal inseriert. Aufgruminer komplementaren Uberhangenden
Enden hybridisierte das nachgeschnittene PCR-Fratgmé& den Enden des Vektors. Der
Ligationsansatz (9ul Fragment, 4ul Vektor, 1ul TMALigase,und 3.5ul T4-DNA-
Ligasepuffer) wurde bei 25°C 30 min. inkubiert. Anise3end wurde dieser Ligationsansatz in
XL1-blue transformiert und préaparierte Plasmid-DMAIrden durch Restriktionsanalyse auf

die Insertion des Gens hin untersucht.

2.2.2 Plasmidpraparation

Das Plasmid pETL-HicDH (Wildtyp) und seine Variamtevurden inE. coli XL1-blue
transformiert. 3ml Amp/LB-Medium wurden mit einemlod aus der Amp/LB-Platte
angeimpft und nach ca. 7 stindiger Inkubation FéC3wurden 2 ml dieser Vorkultur in eine
200 ml Hauptkultur gegeben. Die Hauptkultur wurdeeriNacht bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde bei 4°C, 45@dnr20 min. zentrifugiert. Die Plasmide
wurden mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit (25) prapari Das Qiagen Plasmid-
Préaparationsprotokoll basiert auf der modifiziersdkalischen Lyse. Das Plasmid bindet an
das QIAGEN Anionaustauscherharz unter geeignehiadrigsalz- und pH-Bedingungen
und kann durch ,Hochsalz*-Puffer eluiert werden.sahlieRend wurde das Eluat durch
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Isopropanolfallung konzentriert und entsalzt. Dasrarknete Plasmid wurde in Wasser

aufgenommen.

2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der DNA-LOsung kann photometrigEh 260 nm bestimmt werden. Zur
Uberpriifung der Reinheit der DNA-L6sung wurde adih Extinktion bei 280 nm bestimmt.
Eine reine DNA-LGsung besitzt einen so genanntantiRésquotienten &q¢Ezgo von 1.8- 2,0.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse des DNA-Fragments wurde ein 1% -igearAgegel mit dem Laufpuffer TAE (x1
konzentriert) verwendet. Die DNA-Fragmente werdeih ri&thidiumbromid fluoreszierend
markiert, angefarbt und fotografiert.

Der DNA-GréRenmarker ist der Marker “Lambda DNB&SE 11 Digest” von New England
Biolabs

2.2.5 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente ZellenH. coli XL1-Blue undE. coli BL21(DE3) ) wurden nach dem Protokoll
von Coheret al hergestellt (Coheat al, 1972). Es werden jeweils 100 ml LB-Medium mit 1
ml Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C auf derhiBiter inkubiert. Bei einer O3, von

0,5 bis 0,8 werden die Zellen bei 4000 rpm in dentdfuge RC 5B Plus (Firma Sorvall) 10
min abzentrifugiert. Die Pellets werden in 12,5eiskaltem 0,1 M CaGlresuspendiert und 45
min auf Eis inkubiert. Nach 10 min. Zentrifugatibei 4000 rpm werden die Zellen in 2 ml
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eiskaltem 0,1 M CaGlund 15% Glycerol (v/v) resuspendiert. Die Baktesigspension wird in
Aliquots (je 100ul) aufgeteilt und bei —80°C eingeén.

2.2.6 Hitzeschock-Transformation

Die bei -80°C aufbewahrten kompetenten Zellen wurdeh Eis 10 min aufgetaut. 100 ul
kompetente Zellen wurden mit Plasmid-L6sung (ca-1%0® ng Plasmid) gemischt und 20 min.
auf Eis inkubiert. Nach einer Minute Inkubation #&°C wurde der Ansatz 3 min. auf Eis
gekuhlt. Es wurden 400ul LB-Medium hinzugegeben ded Ansatz eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf einer LB/ARiptte ausgestrichen und Gber Nacht bei
37°C inkubiert.

2.2.7 Gerichtete Mutagenese

Die gerichtete Mutagenese des L-HicDH Gens im PiéspL-HicDH wurde mit dem
»,QuikChange Site-Directed Mutagenesis “Kitach Angaben des Herstellers Stratagene
durchgefihrt. In einer Mutagenese-Reaktion wurden@ pL-HicDH alsgemplate 125 ng der
beiden zueinander komplementaren Mutagenese-Prizrierl) Pfu-Turbo-DNA-Polymerase,
2.5ul dNTP Mix (10 mM) und 5 pl Reaktionspuffer K)0Ogegeben. Der Reaktionsansatz
wurde in einem PCR-Reaktionsgefal3 mit Wasser ayfl5ufgefillt. Die DNA wurde initial
bei 95°C 30 sek. denaturiert. AnschlieBend wurdeZylil8en (30 sek. bei 95°C, 1 min. bei
55°C, 11 min. bei 68°C) in der PCR-Maschine durcldauDabei binden die Primer an die
komplementéaren Sequenzen der Plasmid-DNA und weddech die Polymerase verlangert.
Durch die Replikation beider Plasmidstrange en&stehungeschlossene zirkulare
Doppelstrange. Aufgrund ihrer Methylierung konneme cElternstrdnge des mutierten

Plasmides durch die Restriktionsendonuklease Dpebkpaten werden. Nach der
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Transformation in die XL-1 Blue superkompetentetiefewerden die Einzelstrangbriiche der
mutierten Plasmidi vivo geschlossen.

Beim Primer-Design fiur die gerichtete Mutageneserdeu die folgende Faktoren
berucksichtigt:

(1) Beide Primer mussen die erwartete Mutation @teh, sind zueinander komplementar und
binden an die komplementéaren Strange des Plasmids.

(2) Die Primer sollen 25 bis 45 Basen lang sein diedSchmelztemperatur {J des Primers
soll héher als 78°C sein oder 78°C betragen.

(3) Die erwartete Mutation soll in der Mitte desniers liegen und an beiden Seiten 10 bis 15
Basen Komplementaritat zuiremplateaufweisen.

(4) Die E. coli AminosaureCodon-Usagemuss bei der Einfihrung der mutierten Codons

berucksichtigt werden.

2.2.8 Glycerin-Dauerkulturen

In einem Dauerkulturréhrchen wurden 300ul LB-MediGigcerin (1:1 v/v) mit 700ul Kultur

(Zellen in Medium) versetzt und bei -80°C eingefrore

2.2.9 Sequenzierung von DNA

Die  Sequenzierung  doppelstrangiger DNA  erfolgte  mifarbstoffmarkierten
Didesoxynukleotiden und thermostabiler DNA Polynseraach der Methode von Sangeal.
(Sanger et al.1977). In einem Reaktionsansatz wurden ca. 4pug DNA, pmol
Sequenzierungsprimer, 4ul PCR-Ready-Mix und deiernes und autoklaviertes Wasser in
einem Gesamtvolumen von 11ul gemischt. Die Seqaeammysreaktion wurde in einer PCR-
Maschine mit folgendem Programm: 15 sek. bei 95%Csek. bei 55°C, 4 min. bei 60°C mit
30 Zyklen durchgefiihrt. Die PCR-Anséatze wurden Ethianol geféllt: Die Anséatze wurden
mit 85 pl Wasser, 10ul 3M Natriumacetat pH 5.2 @Bul 100%-ige Ethanol leicht gemischt
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und bei Raumtemperatur 30 min. mit 14000 rpm zefiert. Der Uberstand wurde entfernt,
das Pellet mit 300ul 70%-igem Ethanol gewaschen emteut mit 14000 rpm 5 min.
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, delieé® an der Luft getrocknet, in 25ul TSR-
Puffer (Template Supression Reagent, SequenceApglied Biosystems) aufgenommen und
in Sequenzierungsgefalie uberfuhrt. Die Sequenzsi&anwurden vor der Sequenzierung eine
Minute bei 95°C denaturiert und in dem Sequenzie(dBIPRISM 310) Uber
Kapillargelelektrophorese analysiert.

Die Sequenzierungen zur ldentifizierung der Mutanteirden mit den Primern: seq pHL6-2;
Primer: seq pHL6-3 und T7-Promotor, T7-Terminatorctigefihrt.

Die Sequenzierungen des gesamten Gens wurden miPeern: Primer 1, Primer 2 und
Primer 3 in beiden Richtungen vollstandig und tdggvend durchgefihrt.

2.2.10 Expressionsplasmid

Das Expressionsplasmid pCHis-L-HicDH wurde von 8hivChatterjee konstruiert, wobei ein
Fusionsprotein entstand. Am C-Terminus befindet h sieine Aminosauresequenz
EXXYXQS/G, die von der rekombinantetabacco etch virustammenden Protease (rTEV)

erkannt wird. Sie ermdglicht die Abspaltung degéolden Hexahistidin-Tags.

2.2.11 T7-Expressionssystem

Das T7-RNA-Polymerase-Promotor-System eignet siesobders zur Uberexpression von
Genen inEscherichia coli(Tabor and Richardson, 1985). Die T7-RNA-Polymeres sehr
aktiv und sehr selektiv fur ihren eigenen Promolior Expressionsvektor pET-3d wird das zu
exprimierende Gen unter die Kontrolle des T7-Pramngestellt. Die Expression erfolgt ik
coli-Stamm BL21 (DES3). Dieser Stamm tragt das Gen férT&-RNA-Polymerae, welches

der Kontrolle des IPTG-induzierbar&ac-Promotors unterliegt. Die Induktion der Expresssio
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der T7-RNA-Polymerase und somit auch des rekombemaGens erfolgt durch Zugabe von

IPTG (Studier and Moffatt, 1986; Studegtral.,1990).

4 ™y
IPTG Induction
E. colil RNA * T7RNA
polmerase

HOST CELL
P for Expression

Abbildung 2-1. T7-Expressionssystem (Bildquelle: Novagen ) — In\drtszelle ist das Gen
fur die T7-RNA-Polymerase flankiert von DE3-DNA inBakteriengenom inseriert.
Entsprechend modifizierte Stamme sind an der Naemshsig DE3 erkennbar. Nach der
Induktion mit IPTG l6st sich ddac-Repressovon der Operatorregion des Zielgens und des
T7-RNA-Polymerasegens. Das Zielgen wird dann ddiehT 7-RNA-Polymerase transkribiert
werden.

2. 2. 12 Protein-Expression

Der E. coli Stamm BL21 (DE3) wurde fiir die Protein-Expressrenwendet. Sterilisiertes LB-

Medium (500 ml) wurde mit transformierten Zellengampft und mit Ampicillin in einer
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Konzentration von 150pg/ml versetzt. Dieser Exposssainsatz wurde bei 37°C im Schittler
mit 200 rpm inkubiert bis die Bakteriendichte eir@bsgs Wert zwischen 0,5 und 0,8 erreicht
hatte. Zu diesen Zeitpunkt befanden sich die Bakian der exponentiellen Wachstumsphase
und die Protein-Expression wurde durch Zugabe V@ |8l einer 1 molaren IsopropgHD-
thiogalacto-pyranosid Lésung (IPTG) induziert, sssldie Endkonzentration von IPTG in der
Expressionskultur 1 mM betrug. Die Kultur wurde tgehin 3 bis 4 Stunden inkubiert, um
eine ausreichende Expression zu gewahrleisten.rieBend wurden die Bakterien 30 min bei
4500 rpm, 4°C abzentrifugiert und das Bakterienediip bei —80°C eingefroren.

2.2.13 Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde in entsprechendem Puffer mgsodiert und die Zellen wurden mittels
»French Cell Pressaufgeschlossen (1500 psi, 3 Durchldufe). Die asfiplossenen Zellen
wurden sofort mit 13000 rpm, 4°C fur 30 min zengikrt und die Proteine wurden aus dem

Uberstand unmittelbar nach der Zentrifugation gegei

2.2.14 Proteinreinigung durch Metallchelat-Affinitdtschromatographie

Die Metallchelat-Affinitatschromatographidnm(mobilized Metal Affinity Chromatography
IMAC) beruht auf der Wechselwirkung von Cystein- eodHistidin-Seitenketten zu
Ubergangsmetallionen. Dies wird bei der rekombiearRroteinexpression ausgenutzt, in dem
Expressionsvektoren so konstruiert sind, dass sahss oder mehr Histidine an die zu
exprimierenden Proteine C- oder N- Terminal fusoein.

Die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte unterwémdung von Chelating Agarose, einer
Chromatographie-Matrix ~mit NTA-Gruppen als Chelatbern und N als
Ubergangsmetallionen. Nach Angabe des Herstellarsaveine 5ml Ni-NTA-Agarose Saule

mit der Chromatographie-Matrix aus Qiagen in eieeren Einwegsaule selber gepackt. Die
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l6sliche Proteinfraktion der entsprechenden Exjpoasgellen wurde mit einer Flussrate von
Iml/min auf eine vorher mit Lysispuffer aquilibrien 5ml Ni-NTA-Agarose Saule
aufgetragen. Die S&aule wurde zunachst mit 20ml dpydier und anschlielend mit 20ml
Waschpuffer gewaschen. Die Fusionsproteine wurdémimem Elutionspuffer, der Imidazol,
250mM, enthalt, eluiert. Regeneriert und gelagentde die Séule entsprechend den Angaben

des Herstellers.

2.2.15 Aktivitatsbestimmung der L-HicDH und ihrer Varianten

Die Enzymaktivitat von L-HicDH wurde nach der Besgibung von Schiittet al. (Schiitteet

al., 1984) durch photometrische Messung bestimmt. D&ariven des Testansatzes wurde auf
ein Mikroklvettenvolumen reduziert. Der Testansanthélt 1ml Testpuffer (0.1M
Kaliumphosphatpuffer, pH7.0), 40ul Substratlosung.6fhg/ml 2-Ketoisokaproat in
Testpuffer) sowie 20pul NADH-L6sung (10mg/ml in Weags Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 20ul Enzym gestartet. Man mischt detefsatz sofort. Die Extinktionsédnderung
wurde bei der Testtemperatur von 30°C uber 1 mirfolgs.

Das Pharmacia Biotech UV/Visible Spectrophotometnfolgt automatisch die durch den
Umsatz des NADH zu NAD verursachte Abnahme der Absorption bei 340 nm (1cm
Lichtweg).

Die Enzymaktivitat wurde mit folgender Formel béreet:

(VTest+VEnzym) [f [AE340 _ 108Qul [f [AE340 _ 8.682 x f xAEss  (U/mI)

[J NAD [VEnzym 622x 2044
VTest Testvolumen (1060ul)
VEnzym Enzymvolumen (20pul)
f Verdunnungsfaktor
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AE3z4 Extinktionsdnderung bei 340 nm

ONAD molarer Extinktionskoeffizient fir NADH/NAD(6.22 M*cm™)

Die Quarzkuvette wurde durch dilemperature Control Uniauf 30°C temperiert. Nach dem
Start wurden automatisch 12 @@—Messungen im Abstand von 5 Sekunden vorgenommen.
Die Daten wurden mit dem Programmpaket SWIFT (Phara) ausgewertet. Alle Messungen
wurden 3-mal mit unabhéngigen Verdinnungen durdligetind der Mittelwert bestimmt.

1 Unit [U] ist definiert als die Enzymmenge, die 1pmol Swatsinter Verbrauch von 1pmol
NADH in 1 Minute bei 30°C umsetzt. Bezieht man dinzymaktivitat auf eine
Volumeneinheit, spricht man von der Volumenaktivitfire Einheit ist [U/L] oder [U/ml].

Bezieht man die Aktivitat auf die Enzymmenge erhédin die spezifische Aktivitat [U/mg].

2.2.16 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte mitfelides ,Standard Assays“ von BioRad
nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976). Bsesay enthalt das Reagenz Coomasie
Brilliant Blue, das mit dem Protein einen gefarbi€éamplex bildet, welcher bei 595nm
absorbiert. Der Komplexbildung verlauft linear nsitnehmender Proteinkonzentration. Die
Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte anharglner Eichkurve  mit
Rinderserumalbumin. Es wurden 200ul BioRad-Reageitz800u!| Proteinldsung gemischt
und nach 5 min Inkubation bei RT die Extinktion E5nm gegen einen Blindwert,
bestehend aus 200 pl BioRad-Reagenz mit 80Q@, Hpektralphotometrisch gemessen. Fir
eine genaue Messung der Proteinkonzentration weddastimmungen durchgefiihrt, aus dem

Mittelwert wurde das Ergebnis berechnet.
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2.2.17 SDS-PAGE

Das NuPAGE Bis-Tris Elektrophorese System ist ein vorgeféessg pH neutrales,
diskontinuierliches SDS-Polyacrylamid mini-Gel Syst Der neutrale pH-Wert von 7,0
wahrend der Elektrophorese gewahrleistet eine nalgirBtabilitat sowohl der Proteine als
auch der Gelmatrix und bietet eine bessere Banflésang. Die Konzentration von

Acrylamid im Sammelgel betragt 4% und im Trenngél28o.

Probenvorbereitung:
-Proben (3 Volumen) werden mit 1 Volumen des SDS-Auftragsetdf(4) gemischt und
anschlieRend bei 95°C fur 5 min erhitzt;
-optimale Endkonzentration von Proteinen: 0.03 nhigh@notigt werden 20ul fur Gelauftrag
-Proteinmarker: Standard Roti-Mark 10-150 (FirfRath)
Trennungsbedingungen: Spannung 200V

Stromstéarke 120 mA

Laufzeit: ca. 30 min

Nach der Trennung wurden die Gele mit Coomassiebtabelosung (50% Ethanol; 10%
Essigsaure; 0,1% Coomassieblau) gefarbt, anschiiefdé einer Losung (8% Essigsaure, 25%
Ethanol) gewaschen. Als Proteinmarker wurde demdétadl Roti®-Mark 10-15QFirma: Roth

verwendet.
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MW [kD] Roti®-Mark 10-150 besteht aus einem Set gentechn
;gg hergestellter ~Proteine mit definierten, regelmaR
80 Molekulargewichten. Die Proteine sind nicht glykest und
60 zeigen sehr einheitliches Laufverhalten. Roti®-Maf150
1| - eignet sich daher hervorragend

Molekulargewichtsbestimmung. Die Proteinkonzentradn
2 sind so eingestellt, dass bei vorschriftsgemalefiragusehi
scharfe und deutliche Banden erzielt werden.
20 Minigelsystem (0,75mm Dicke) ist bei CoomasB#rbunc
die Auftragsmenge von 5ul ausreichend.
10

Abbildung 2-2. Roti®-Mark 10-150von der Firma Roth

2.2.18 Konzentrierung und Umpufferung von Proteinen

Fur die Konzentrierung und Umpufferung der Proteme&den die Ultrafiltrationsréhrchen
(Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Devices) der iFia Amicon Millipore verwendet. Die
Ultrafiltrationsrohrchen haben ein&ut-offWert von 10,000 KDa und die Filtration erfolgt
durch Zentrifugation bei 4°C und 408Qy.

2.2.19 Enzym-Assay

Die Wild-Typ L-HicDH und ihre Mutanten kénnen durdie katalytische KonstantenuKKcat
und KoKy ndher charakterisiert werden. Die Werte ergebeh sius der klassischen

Michaelis-Menten-Kinetik. Diese geht davon aus, sd&®i konstanter Enzymmenge die
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Substratkonzentration schrittweise angehoben wiid.dem Anstieg des Enzym-Substrat-
Komplexes (ES) nimmt die Reaktionsgeschwindigkigitialer Substratumsatz) zu. Wird die
Reaktionsgeschwindigkeit im Koordinatensystem alsmkiion der Substratkonzentration
aufgetragen, erhdlt man eine hyperbolische Kurvee aich asymptotisch der
Maximalgeschwindigkeit Max nahert. Bei maximalem initialen Substratumsatgtlieie
gesamte Enzymmenge als Enzym-Substrat-Komplex vBie dann bestehende
Substratsattigung bedingt, dass die Geschwindigkeit durch eine Erhdéhung der
Enzymkonzentration zu steigern ist. Die Konzentratiles Substrats, die zur Sattigung fuhrt,
ist fir jedes Enzym verschieden. Da sich jedoch e@erimentelle Bestimmung der
Sattigungskonzentration als schwierig erwies, #irMichaelis und Menten (1913) den
standardisierten Wert\Kein. Der auch als Michaeliskonstante bezeichngté\fert entspricht
der Substratkonzentration bei halbmaximaler Gesuotigkeit. Er stellt somit die
Substratkonzentration dar, bei der die Halfte deahandenen Enzyms mit Substrat gesattigt
ist.

V:Vmax{S]

Km+[9]

(Michaelis Menten Gleiclgiin

Mit Hilfe des Ky-Werts lassen sich Aussagen Uber die Substratétfides Enzyms treffen. Ist
der Ku-Wert hoch, bedeutet es, dass eine grol3e Substrgémmur Séttigung des Enzyms
erforderlich ist. Das Enzym besitzt eine gering@ntiit zum Substrat. Analog ergibt sich fur

ein starkes Bindungsbestreben zwischen Enzym uhstf ein geringer i-Wert.

Bestimmunq kinetischer Parameter

Die Ky- und ViaxWerte fur die L-HicDH und ihrer Mutanten werdensaiden experimentell
ermittelten Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten bersehiedenen Substratkonzentrationen
durch das Lineweaver-Burk-Diagramm ermittelt, inmdelie Michaelis-Menten-Gleichung
linearisiert ist. Jede Messung wurde dreimal gesresmid die kinetischen Parameter wurden

aus dem Mittelwert der drei Messungen ermittelt.
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Mit Hilfe der Ky- und VinaxWerte wird die Wechselzahl ermittelt. Sie gibt die Anzahl der

Reaktionen an, die jedes aktive Zentrum pro Zdigin(i.a. Sekunde) katalysiert.

V maxMw

1
[Eo]+ 60 5]

Keat=

wobei My das Molekulargewicht (Monomeiy] die Enzymkonzentration ist.

Das Verhéltnis I /Ky ist ein MalR fur die katalytische Effektivitat d&sizyms bzgl. des
jeweiligen Substrates. K kann verwendet werden, um die Spezifitdt einesyiisz zu
bewerten. Kleine lg-Werte bedeuten feste Bindung; groR3g-Werte bedeuten schwache
Bindung. Der KarWert ist eine Geschwindigkeitskonstante ersternOng), die ES- E + P
beschreibt, und ist bekannt als die Wechselzahi, evedie Anzahl von Substrat-Molekulen
beschreibt, die von einem Molekil Enzym pro Seleunthter optimalen Bedingungen
umgesetzt werden kann. DegKWert ist somit ein direktes Mal} des Umsatzes vobs8at
zum Produkt unter optimalen Bedingungen, d.h. bibis8at-gesattigtem Enzym.

Die Umsatzrate einer Reaktion ist von ihrem langdam Schritt begrenzt, daher ist degK
gleich der Geschwindigkeitskonstante des limitidesnSchritts.

Das Verhaltnis von l/ Ky ist ein geeignetes Mal3 fur die Enzym-Effizienzy egutes”
Enzym hat grofRe &/ Kv-Werte und dies resultiert aus einem groReg\Wert und einem
kleinem Ky-Wert.

2.2.20 Kalorimetrische Messungen

Die Anzahl kalorimetrischer Messungen an biologestiMacromolekilen hat in den letzten
Jahren aufgrund der Entwicklung und der Verfugbarkech empfindlicher Messgerate auf
dem Gebiet demDifferential Scanning CalorimetryDSC) und derlsothermal Titration
Calorimetry (ITC) erheblich zugenommen. Gerade diese direkt egsenen

thermodynamischen Daten sind wichtige Ergdnzungenden Daten, die durch andere
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Techniken  wie  optische  Absorption, Zirculardichroiss und  Magnetischer
Kernresonanzspektroskopie (NMR) auf indirektem Waggéanglich sind.

Jede chemische Reaktion ist mit der Aufnahme odeyaBe von Warme (freie Enthalpidd
der Reaktion) verbunden. Dies gilt fir Reaktionendenen kovalente Bindungen, nicht
kovalente Bindungen (H-Briicken, Dipol-Dipol), lomigingsprozesse (Deprotonierung),
Hydratisierung, Verdinnungen usw. beteiligt sinde Varmeabgabe/-aufnahme wahrend
einer Reaktion kann als Temperaturveranderung geaneserden. Die Enthalpiednderukig
von nicht kovalenten Reaktionen ist in der Regeingeund proportional zur Anzahl (molare
Konzentrationx Volumen) der reagierenden Molekile. In der Biocleearbeitet man oft mit
kleinen Mengen (mg) von Proteinen, und die moldvismgen sind entsprechend niedrig (10-
100 nmol). Daher ist die entstehende Warmeanderamch entsprechend gering. Mit
modernen Mikrokalorimetern ist es méglich eine gei Warmeanderung bis zu 1p°C zu

messen (1pcal = Warmemenge die notwendig ist urhWasser um 18 °C zu erwarmen!)

2.2.20.1 DifferentiellescanningKalorimetrie (DSC)

Differentielle scanningKalorimeter (DSC) sind weitverbreitet bei der Bestiung der
Thermodynamik von Phasenibergang und Konformatialeséing in biologischen Systemen,
bezogen auf Proteine, Nukleinsduren, und LipideCD8erwacht die Temperaturunterschiede
zwischen zwei Gefal3en als eine Funktion der Tentpenait einer bestimmten Scanrate, eins
von beiden enthélt die biologische Losung und daedeee Gefald enthalt eiriReference
Losung. Aus einem einzelnen differentialen kalotisehen Scan ist es mdglich, im Prinzip,
die folgenden thermodynamischen Informationen fine® konformationalen Ubergang zu
bestimmen: die Ubergangstemperatur, die Ubergatiyseie, die Warmekapazitatsanderung
des Ubergangs, die Kooperativitat, und die Stoitlsitie des Ubergangs. Irreversible
Ubergange in biologischen Systemen, die kinetismhtrolliert sind, kdnnen auch mit DSC

untersucht werden. Geschwindigkeitskonstante urtd/igkungsenergie fir die Entstehung des
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2. MATERIAL UND METHODEN
finalen irreversiblen Zustands konnen aus der okt kontrollierten Anderung bestimmt

werden.

2.2.20.2. Beschreibung des Geréates

Fur die Untersuchung der thermodynamischen Eigetisckder L-HicDH und der
Thermostabilitat der L-HicDH und ihrer Mutanten wardas Gerat VP-DSC-Microkalorimeter
(Firma: MicroCal) verwendet (Abbildung 2-3). Probed Referenz wurden vor der Messung
unter Vakuum vollstandig entgast. Die Daten wurdghdem Auswertungsprogramm$C

Data Anylsis in Origin 7.0.; Microcal Incorporat@dusgewertet.

Abbildung 2-3. Das Gerat VP-DSC-
Microkalorimeter der Firma MicroCal

2.2.20.3. DSC Grundlagen

Abbildung 2-4 zeigt den typischen Aufbau eines OB8€rumentes. In einem DSC Experiment

wird eine Protein-L6sung (Ublicherweise 1mg/ml oderinger in modernen Instrumenten)
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2. MATERIAL UND METHODEN
mit konstanter Rate in der Kalorimeter Zelle aufgieh Neben der Zelle ist eine identische

Referenz-Zelle, die nur Puffer enthalt. Der Untbrsd der Warme-Energie-Aufnahme
zwischen der Proben-Zelle und der Referenz-Zelie, fdr die Erhaltung der gleichen
Temperatur bendétigt wird, entspricht der Differeder Wéarme-Kapazitat. Aus der Differenz
der Warmekapazitaten ergeben sich die Informatiodiber die Energetik der thermal
induzierten Prozessen in der Probe. Es kdnnenamr denaue thermodynamische Daten kann

ermittelt werden, wenn die Konzentration der Pro&esikt gemessen wurde.

thermal
shield

Jacket (AT,)
| heater/cooler

feedback
heaters

(ATh)

Abbildung 2-4. Aufbau eines typischen DSC (adaptiert aus Alan @go000). Zwei
identischeSample(S) undReference(R) Zelle (jeweils 2ml Volume), die jeweils Pratei
Losung und Puffer enthalten, sind unter erhéhtémospherischen Druck (P) festgehalten.
Bei der up-scanOperation ist Strom zu dem Zentralheizer weitexiged worden, um die
Temperatur der Zellen mit konstanter Rate zu erhpiwéhrend das Erfassen der Temperatur-
Differenz (AT1) zwischen Sample und Referenz Zelle und zwiscietie und der
umliegenden adiabatischen HUIlATR) erfolgt. Das Feedback durch den ,Hullen-Heizer"
(jacket heater) erméglicht der thermalen Schild-peratur, sich der Temperatur der Zellen
anzupassen.
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2.2.20.4 Durchfiihrung der DSC-Messungen

Die Besonderheit des Gerétes:

Temperatur-Spanne: -10°C bis 130°C
Maximal Scanrate fir Erhitzung: 90°C/h

Maximal Scanrate fir Abkihlung: 60°C/h
Pufferauswabhl

1. Der Puffer soll einen pKa innerhalb von 0.5-1.0tgih des Arbeits pH haben.

2. Um die hervorgerufene Warme zu minimieren, soll deuffer eine niedrige
lonisationsenthalpie haben, daher sind der Phodpliéer, der Citrat-Puffer und der
Acitat-Puffer fur die DSC-Messung gut geeignet.

3. Weil DSC-Messungen in einer breiten Temperatur-8pasurchgefihrt werden, soll der

pH-Wert des Puffers eine geringe Temperatur-Ablgkagi haben.

Minimum Volumen/Konzentrationen

Man braucht ~1.2 mL der Lésung um die Zelle aufltefii

Typische Protein-Probenkonzentrationen sind 0.238y0mL.

Proben Vorbereitung:

Proteinldsung und Referenz-Losung missen das sbheti LOsungsmittel enthalten. Die
Abgleichung des Ldsungsmittels kann einfach dumllstandige Dialyse von Proteinen gegen
den Referenz-Puffer erfolgen. Der Referenz-Pufeites fir die Spilung der Zelle und zur

Probenverdiinnung bewahrt werden. Die sichtbaretikBamissen filtriert werden.
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Nach der Vorbereitung der Losungen sollen ihre peiH@/ sorgfaltig kontrolliert werden.

Wenn sie gréRer als 0.05 pH Einheit abweichen, danss man die Losungen nachtréglich
einstellen.

Losungskonzentrationen sollen nach der finalen ¥iaitung bestimmt werden. Exakte
Bestimmung der thermodynamischen Parameter istnmaglich, wenn die Konzentrationen

genau bekannt sind.

Einheiten

Die SI-Einheit fur Energie ist Joul (J). Somit@é herkdmmliche Einheit KJ/Mol fir molare
thermodynamische Energie wie zum Beispiel Enthaldie oder freie Energie (G) und J/Mol
K flr molaren Entropie (S) oder Warmekapazitat (Gder in den USA verwendet man noch
das altere System von Einheiten, das auf der Kaloasiert und das differentieldganning
Kalorimeter der Firma Microcal ist in diesen Eirtieai calibriert.

Zur Umrechnung:

1 Kalorie = 4.184 J ; die Gas-Konstante R = 1.987Mol™ K™ = 8.314 J . Mot K™

2.2.20.5. Analyse der DSC-Daten

Die DSC-Daten wurden mit der Origin-Software (versi7.0, Microcal Software Inc., USA)
analysiert. Die Temperatur am Mittelpunkt der EtiagsiibergéngeTf,), die kalorimetrische
Enthalpie AH:,) und die van't-Hoff-Enthalpie4H,;) der Denaturierung wurden ermittelt.
Eine Base-Linie zwischen Pre- und Post-Ubergangsteg wurde aus dem Endotherme
subtrahiert, um die Peakflache zu berechnen, di&alerimetrischen Enthalpie der Entfaltung

entspricht. Die entsprechende van’t-Hoff-Enthalpiede mit folgender Gleichung berechnet:

ARy, = 4RTm2Cp, mad AHcal
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wobeiCp maxdie maximal Peak-Hohe in der Peakflache des UbgsgyamdT,, die Temperatur
an C, maxreprasentiert. Die cooperative Ratio (CR) ist dwlh Beziehung CR ZHn /4AHca
definiert und wurde verwendet, um die Anzahl deifadschritte in dem Entfaltungsprozess
abzuschéatzen.

Tm (tatsachlich die Ubergangsteperatur) ist definagt die Temperatur, bei der 50% der
Proteinmolekiile entfaltet sind. In einem idealenaipisch reversible@-stateGleichgewicht
ist T, die Temperatur, bei der jedes Protein-Molekil idéfte seiner Zeit gefaltet und die
andere Halfte ungefaltet vorliegt. Ein hohes-Wert weist darauf hin, dass das Protein eine
hohe Stabilitat besitzt.

Die calorimetrische EnthalpiAHcal) ist die integrierte Flache unter dem Thermograeak®
der die Warme-Energie-Aufnahme der Probe beim Ubreygabbildet. Ein groResHcal
bedeutet, dass eine groRe Menge Energie fur difaliumg bendtigt wird, sowie, dass das
Protein im nativen Zustand eine hohe strukturefébiitat besitzt.

Die van't Hoff Enthalpie AHvy) ist eine GroRe zur Abschatzung der Enthalpieléissrgangs
und basiert auf einem vermuteten Modell fiir den rghegsprozess. Diese GroRe ist
unabhangig von der Menge an Protein. Es ist ein Maf3Kooperativitat des Ubergangs: je
groRer die Kooperativitat, desto scharfer der Uaeggund desto groRexHyy. Ein breiter
Ubergang liefert hingegen ein niedrigedyy.

Die experimentell bestimmte Enthalpie-Anderung v@mteinentfaltungen reprasentiert die
Summe der Enthalpien, die durch die Hydratation rder Wasser exponierten polaren und
unpolaren Gruppen, der Unterbrechung der van-dealdAateraktionen zwischen polaren und
unpolaren Gruppen und dem Zerbrechen der Wasdbisthingen zustande kommt (Privalov
and Makhatadze, 1992; Privalov and Makhatadze, 1993
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2.2.20.6. Parameter fir die Ermittelung der Alktivngsenergie

Nach Literaturangaben wurden die TemperaturpunkteBereich vonT, - 2< T < Ty, + 2
ausgewahlt (Stirpet al, 2005 und Idakievat al, 2005). Der Parametél, wurde aus den
Rohdaten imworksheetabgelesen (Abbildung 2-5). Die Parameter Qt undu@den aus der
Peakflache integriert (Abbildung 2-6 und Abbildu2yd).

ji# Microcal Origin - UNTITLED - [Sa
2] File Edt View Plot Column Ma

temp[X] cplY)
1 _| 30.79999 4.2636E-5
2 31  2.89146E-5
3 | 31.20001  6.99336E-5
4 | 31.40002 3.04161E-5
5 | 31.60004 4.9134E-5
6_| 31.80005 5.97788E-5
7 | 32.00006 7.35419E-5

Abbildung 2-5. DSC-Daten invorksheet
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a0 = Script Window EN
File[Text] Edit Hide
Integy of HAABASdsc_cp from @
O an i =958 —> 127 F
% T Range = 54_A%9897 —> p5.83441 |
= Area=294A51 84913
£ Tm =592_9857
= Ti-2=4_45%193
= =
o 20
& i ol

Temperature (°Cj

Abbildung 2-6. Die totale Warme-Energie-Aufnahme der Probe wirccduie Flache unter
dem Thermogram-Peak integriert (Area = Qt).

Wheda Subikaci
= Script Window E3

File(Text] Edit Hide

&0

]

B
=]
|

Integ of A0EAASdsc_cp from @

i = 958 —> 1865

T Range = 54_8%897 ——> 57_95817
Area=58114_24868

Tm =57_.95817%

Ti-2=1.23%11

Cp ke alimoles®o)
1

- o B
. ] v N

S

Temperature |:°Cj

Abbildung 2-7. Die Warme-Energie-Aufnahme (Q) der Probe bei eibestimmten
Temperatur (T) wird durch die Flache unter dem Togram-Peak integriert (Area = Q;
schraffierter Bereich)
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2.2.21 Schmelzpunktbestimmung mi€Circular-Dichroismus (CD)

Mit einem circularen Dichroismus-Spektrometer (CBr&)kann man den Schmelzpunkt von
Proteinen bestimmen. Bei dieser Schmelzpunktanalysest man das CD-Signal einer
Proteinlésung bei einer bestimmten Wellenlange.ddabtzt man meist die Auflésung der
Helix-Struktur des Proteins bei 222 no3¢Protein). Die Existenz eines isodichoren Punktes
zeigt, dass es sich bei einem solchen Uberganginem eirekten Ubergang zwischen zwei
Zustanden handelt.

Die Messungen erfolgen in 5mM Kaliumphosphat-Puft@er pH-Wert liegt bei 7,0 und die
Proteinkonzentration betragt 0.2 mg/ml. Es werd@du5 Probe in einer 1 mm breiten Kivette
gemessen. Das CD-Signal wird bei 222 nm verfolgn 3chmelzpunkt erhalt man aus dem
Maximum der ersten Ableitung des CD-Spektrums. [Iaten-Gerausch* wurde mit der

Jasco j-715oftware-Spectra Analyggeglattet.

Folgende Parameter wurden eingestellt:

Temperaturbereich: 20 - 80°C Temperataligrd: 60°C/h
Empfindlichkeit: 100 mdeg Auflésung: oa
Bandweite: 1nm Wellenlange: 222 nm
Response: 1ls Stickstofffluss: 5 L/min
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3. ERGEBNISSE

3.1 Konstruktion von Plasmiden zur Expression des iHicDH —Wildtyp
Proteins und von L-HicDH-Varianten

3.1.1 Konstruktion des Vektors pET-Smal

Zur Konstruktion eines L-HicDH-Expressionsvektorarde das Plasmid pET-3d mit BamHI
gespalten. Das Analytische Gel zeigt die entspredd3ande des BamHI gespaltenen pET-
3d.

Abbildung 3-1. Analytisches Gel fir das Plasmid pET-3d. Spur aspaltener pET-3d; Spur
2: mit Ncol gespaltener pET-3d; Spur 3: mit Bamidsgaltener pET-3d; Spur 4: mit Hindlll
gespaltener pET-3d; Spur 5: mit Xbal und Pstl gikspar pET-3d; Spur 6: DNA Marker:
A/BstEIL.
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Die BamHI geschnittene pET-3d-DNA wurde mit Klen&mzym zur Erzeugung von
»=aufgefullten* DNA-Enden inkubiert und nach der @lektrophorese aus der ausgeschnittenen
Agarose-Bande gel-extrahiert (Nucleotrap Kit).

Das so gereinigte Vektorfragment wurde mit einem aBhinker der Sequenz
d(pCCCCGGGQ) ligiert. Das entstandene Plasmid walsipET-Smal bezeichnet.

M P

Abbildung 3-2. Pstl-Smal-Spaltung des Plasmides pET-Smal. M: DNAR8nmarker
A/BstEll; P: Plasmid-Smal.

Wie auf dem Gel zu sehen ist, erbrachte eine Smaltuit Pstl und Smal das erwinschte

Spaltungsmuster.

3.1.2 Insertion des L-HicDH-Gens in das Plasmid pE-Bmal

Das L-HicDH Gen wurde durch PCRismatchPrimer amplifiziert, wodurch das Gen am
Anfang eine Ncokite und am Ende eine Smal/Xmsite erhielt. Das Stop-Codon des Gens

wurde durch Einfihrung der Smal/Xmsite eliminiert.
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Das Smal-/Ncol-geschnittene L-HicDH-Genfragmentdeuin den Smal-/Ncol-geschnittenen

Vektor pET-Smal inseriert. Das resultierende Plaspi T-L-HicDH wurde sequenziert.
Ein analytisches Gel zeigt, dass der Einbau descDH-Gens in den Vektor gelungen ist. Der
Vektor ist 5540 bps grof3 und das Restriktionsmustégt die erwarteten Banden (4.5 kb und

1kb. Plasmidkarte siehe Anhang).

Spurl: DNA-Gr6RRenmarker;

Spur2: mit Ncol und

Smal geschnittene Transkriptionsvektor

Spur3: ungeschnittene Transkriptionsvektor

(PET-L-HicDH)

Abbildung 3-3. Analytisches Gel: Ncol-/Smal-Spaltung des Plasmptes-L-HicDH

Das Sequenzierungsergebnis des L-HicDH Gens zags die Konstruktion des Vektors, die
Anpassungen des Gens durch PCR und die Subklogigelongen sind (siehe Anhang).

3.1.3 Insertion der L-HicDH-Varianten in den Vektor pC-His

Da sich die Expression und Aufreinigung der L-Hichtittels des Vektors pET-L-HicDH und

dem Reinigungsprotokoll nach (Schittetr al, 1984) als problematisch erwies, wurden
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Vektoren zur C- und N-terminalen Fusion eines Hestatintags konstruiert (Chatterjet al,

2005). Da die Tetramer-Struktur der L-HicDH (Abhilth 1-2) darauf schliel3en lasst, dass der
C-Terminus der Monomere frei zuganglich ist, wudkr Vektor pC-His zur C-terminalen
Histag-Fusion ausgewahlt. Durch die Anwesenhegrelitkennungs-Sequenz fur die Protease

des ,Tabacco etch virus = TEV* macht dieser Expoesyvektor auch die Abspaltung des

Hexahistidintags nach der Protein-Expression mhbglic

3.2 Expression der L-HicDH und ihrer Varianten

3.2.1 Theoretisch ermittelte Protein-Parameter dek-HciDH-Wildtyp-Proteins

Die Protein-Parameter der L-HicDH mit C-terminalé#istag wurden mit dem Programm
ProtParam von ExPASy berechnet.

Aminoséure-Sequenz der L-HicDH n@tterminal His-tagund TEV-site

1 11 21 31 4 1 51

I I I I I
1 ARKIGIIGLG NVGAAVAHGL IAQGVADDYV FIDANEAKVK A DQIDFQDAM ANLEAHGNIV 60
61 INDWAALADA DVVISTLGNI KLQQDNPTGD RFAELKFTSS M VQSVGTNLK ESGFHGVLVV 120
121 ISNPVDVITA LFQHVTGFPA HKVIGTGTLL DTARMQRAVG E AFDLDPRSY SGYNLGEHGN 180
181 SQFVAWSTVR VMGQPIVTLA DAGDIDLAAI EEEARKGGFT VLNGKGYTSY GVATSAIRIA 240
241 KAVMADAHAE LVVSNRRDDM GMYLSYPAII GRDGVLAETT IDLTTDEQEK LLQSRDYIQQ 300
301 RFDEIVDTLG TSRENLYFQG GSHHHHHH

Anzahl von Aminosauren: 328
Molekulargewicht: 35269.5
Theoretischer pl: 5.06

Aminosédurenzusammensetzung:

Ala (A) 37 11.3%
Arg (R) 14 4.3%
Asn (N) 14 4.3%
Asp (D) 27 8.2%
Cys (C) 0 0.0%
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GIn (Q) 15 4.6%
Glu (E) 15 4.6%
Gly (G) 32 9.8%
His (H) 13 4.0%
lle (1) 22 6.7%
Leu (L) 26 7.9%
Lys (K) 11 3.4%
Met (M) 7 2.1%
Phe (F) 12 3.7%
Pro (P) 6 1.8%
Ser (S) 17 5.2%
Thr (T) 20 6.1%
Trp (W) 2 0.6%
Tyr (Y) 8 2.4%
Val (V) 30 9.1%
Asx (B) 0 0.0%
Glx (2) 0 0.0%
Xaa (X) 0 0.0%

Gesamte Anzahl von negativ geladenen Reste (Asluyr G = 42
Gesamte Anzahl von positiv geladenen Reste (Alrgs): 25

3.2.2 Mutationsplanung und Herstellung der L-HicDHVarianten

Um die Thermostabilitdt durch Punktmutationen ddditDH zu erh6hen, wurden die unten
aufgefiihrten Mutanten ausgewahlt. Dabei wurde dageidstrukturanalyseprogramm BRAGI
und die Programme zur Berechnung der AminosaureaMRotentiale (AAP) und
Torsionswinkel-Potentiale (TWP) benutzt. Als Sturkbodell wurde die L-HicDH Struktur
(Niefind et al 1995, protein data bank accession file: IHYH)mardet. Alle ausgewahlten
Positionen liegen aufRerhalb des aktiven Zentrurasdass die Wechselwirkung mit dem

Substrat so gering wie mdglich beeinflusst wird.
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Tabelle 3-1.Aminosaure-Atom-Potentiale und Torsionswinkel-Pag#mach Austausch von
Aminosauren in den Mutanten

Nr. |Mutante |AAP AAP-Bereicheder 20 TWP TWP-Bereich
nach Aminoséauren nach der 20
Austausch Austausch Aminosauren

1 | G244E -59.82 -59.82 - 242,53 -1,32 -1,38- 0

2 | D327K -78.79 -78.79 » 649.88 -0,10 -0,29 -~ 1,06

3 | G126A -3.17 -3.17 - 54.29 -1,36 -1,36 - 0

4 | D302E -29.59 -31.49 - 323.26 0,60 0~ 1,43

5 [N72F -209.63 -209.63~ 67.81 0,59 0~ 2,06

6 |E270M -207.35 -218.41-11.03 0,08 -0,48 - 1,11

7 | D184E -25.26 -25.26 - 302.04 1,08 -2,12 » 11,62

8 | T305E -262.64 -274.41- 598.92 -0,81 -0,88- 0

9 |G251A -33.08 -145.80- 157.05 -1,27 -1,27- 0

Erlauterung:

Die Namensgebung der Mutanten richtet sich nachAd@nosaure, die ausgetauscht werden
soll (erster Buchstabe), der entsprechenden Posittelche durch die Zahl angegeben wird,
und der eingesetzten Aminosaure (zweiter Buchstabe)

Die Zahlen in der Spalte ,AAP nach Austausch® sdid Aminoséure-Atom-Potentiale von
den eingesetzten Aminosauren an dieser Position.

Mit dem AAP-Bereich der 20 Aminoséauren wird die Bplareite der Aminosaure-Atom-
Potentiale aller 20 Aminoséuren angegeben.

Je kleiner der Wert ist, desto grof3er ist die Welineslichkeit, dass der Aminoséureaustausch

stabilisierend wirkt. Gleiches gilt fir die Torsswinkel-Potentiale.
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Der TWP-Bereich der 20 Aminosauren bezeichnet digan8breite von allen 20

Torsionswinkel-Potentialen an dieser Position

Rationale Aspekte zur Planung von Mutanten mit erhtiter Thermostabilitat

Nr.1: G244E

Das negativ geladene Glu 244 mit den Nachbarrdsterb8, Lys 245 und Asp 62 bildet eine
relativ hydrophile Umgebung. Die elektrostatisché/echselwirkungen zwischen diesen
geladenen Resten kénnten die Thermostabilitat edicDH erhohen. Das Aminoséure-Atom-

Potential-Programm und das Torsionswinkel-Prograraigen relativ gute Werte.

Nr.2: D327K

Das negativ geladene Asp 327 befindet sich am @iihers der-Helix H (Nomenklatur siehe
Karsten Niefindet al 1995) und der Austausch gegen das positiv gelatdgaekdnnte das
Dipolmoment der a-Helix kompensieren. Auch das Amiosaure-Atom-Paoéntund

Torsionswinkel-Programm zeigen gunstige Werte.

Nr.3: G126A

Gly 126 befindet sich in dem-Helix D/E (Nomenklatur siehe Niefindt al). Glycin hat die
Neigung wie Prolireverse turngu bilden. Alanin ist generell geeignet fikHelices und in
dieser hydrophoben Umgebung ist genug Platz vodraridaher stabilisiert der Austausch die
a-Helix D/E. Der Austausch zeigt auch ein glnstigesnosaure-Atom- und Torsionswinkel-

Potential.

Nr.4: D302E und Nr.7: D184E
Asp 302 und Asp 184 liegen auf der Oberflache degyms. Aufgrund der langeren

Seitenkette von Glutamat gegeniber Aspartat wiedaektrostatische Wechselwirkung mit
Arg 210 und Arg 292 im Oberflachenbereich des Erzyerhoht. Bei beiden Aminosaure-
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Austauschen ergeben sich gunstige Aminosaure-Atoterflale. Die Steigerung der
elektrostatischen Wechselwirkung auf der Proteirftdighe ist eine interessante und relativ
neue Strategjaum die Thermostabilitat des Proteins zu erhéhen.

Nr.5: N72F und Nr.6: E270M
Asn 72 und Glu 270 befinden sich im Kontaktberawalischen den Monomeren der L-HicDH.

Phenylalanin und Methionin haben hydrophobe Se#t#ak und die Aminosauren-Austausche

konnten durch die Erhéhung der Hydrophobizitat iontakt-Bereich die Thermostabilitat des
Enzyms erhdhen. Beide Austausche haben gute Aminegé&om-Potential Werte.

Nr.8: T305E

Das negativ geladene Glutamat kompensiert das Dipolent dem-Helix H und erhoht die
Anzahl der geladenen Seitenketten auf dem Obedl@mdreich des Enzyms. Weiterhin
bewirkt der Austausch verbesserte Werte fur das nAséure-Atom-Potential und

Torsionswinkel- Potential.

Nr.9: G251A

Glycin 251 liegt im Kontaktbereich zwischen den Mareren der L-HicDH und in dex-
Helix 3G. Alanin ist generell glinstiger als Glyama-Helices und hat guinstigere Aminoséaure-
Atom- und Torsionswinkel-Potential Werte auf dies&wsition. Der vorhandene Platz ist

ausreichend flr den Austausch.

68



3. ERGEBNISSE

3.2.3 SDS-PAGE fur Wild-Typ L-HicDH und ihrer Mutan ten

Die Protein-Expression von Wild-Typ L-HicDH und érMutanten wurde mit SDS-PAGE
kontrolliert. Das Gelfoto (Abbildung 3-4) zeigt,sfanahezu alle Proteine eine einzige Bande

aufweisen und diese Ergebnisse als Reinheitskdémtl@nen konnen.

12 3 45 6 7 8 9101
Gel-1 Gel-2

. — 60KD
w <«— A0KD

[Sp———— “ < 30KD
<+«— 20KD

«— 10KD

Abbildung 3-4. SDS-Polyacrylamidgele fir die Wild-Typ L-HicDH uiitre MutantenGel-1:
Spur 1: Roti-Mark; Spur 2: Wild-Typ; Spur 3: Thr3Bki;  Spur 4:Asp302Glu; Spur
5:Gly251Ala; Spur 6:Aspl84Glu; Spur 7:Glyl26Al&el-22 Spur 8:Asp327Lys; Spur
9:Glu270Met; Spur 10:Gly244Glu; Spur 11:Asn72PBgur 12: Roti-Mark. (Auftrag der
Proteine in einer Konzentration von 30ug/Probe).

3.3 Enzymaktivitat der L-HicDH und ihrer Varianten

3.3.1 Enzymaktivitat der L-HicDH in Abhangigkeit von pH-Wert
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Der Enzymassay wurde in 100 mM Kaliumphosphat-Pufts 30°C bei verschiedenen pH-

Werten durchgefiihrt. Die Enzymaktivitdt der Wildpry-HicDH ist in Abbildung 3-5
dargestellt. Abbildung 3-5. zeigt, dass die Akavitler Wild-Typ L-HicDH ein pH-Optimum
bei pH 7.5 hat und bei unter pH 5 oder Uber pHh@mrierheblichen Aktivitatsverlust erleidet.

Tabelle 3-2. Enzymaktivitat (spezifische Aktivitat: U/mg) der MWiTyp L-HicDH bei
verschiedenen pH-Werten (Rohdaten si@Heim Anhang)

pH-Wert spezifische Aktivitat: U/mg pH-Wert spesithe Aktivitat: U/mg

5,0 34+0,14 7,5 177+ 0,41

5,9 40+ 0,34 8,0 140+ 0,30

6,0 60+ 0,51 8,5 126+ 0,62

6,5 96+ 0,08 9,0 76+0,75

7,0 169+ 0,36

200
180 T
160 T
140 T
120 T
100 T
80 1
60
40

Spezifische Aktivitat (U/mg)

20 7

4 5 6 7 8 9 10

pH-Wert

Abbildung 3-5. Enzymaktivitatskurve der Wild-Typ L-HicDH bei 309d verschiedenen
pH-Werten

3.3.2 Enzymaktivitat der L-HicDH in Abh&angigkeit von der Temperatur
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Der Enzymassay wurde in 100 mM Kaliumphosphat-PuffegH 7.5 bei verschiedenen

Temperaturen durchgefihrt. Die Enzymloésungen wurdeei den entsprechenden

Temperaturen fur 10 Minuten vorinkubiert. Der Enagsy wurde in einer temperierten
Kivette bei der entsprechenden Temperatur durchgefDie Enzymaktivitat von L-HicDH
Wild-Typ ist in Abbildung 3-6 dargestellt. Abbildgn3-6 zeigt, dass die Aktivitat der L-
HicDH Wild-Typ ein Temperatur-Optimum bei 37°C hahd bei Temperatur tber 42°C
erheblichen Aktivitatsverlust erleidet.

Tabelle 3-3 Enzymaktivitat (spezifische Aktivitat: U/mg) dewild-Typ L-HicDH bei
verschiedenen Temperaturen (Rohdaten stetteim Anhang)

Temperatur spezifische Aktivitdt | Temperatur speelie Aktivitat
20°C 129+ 1,38 U/mg 37°C 185+ 2,10 U/mg
27°C 157+ 2,10 U/mg 42°C 138+ 0,70 U/mg
32°C 161+ 1,88 U/mg 49°C 4+ 0,014 U/mg
200
180 1
2 160 -
2 140
€ 120 1

Spezifische Aktivitat
(o2}
o

15 20 25 30 35 40 45 50
Temperatur (T)

Abbildung 3-6. Enzymaktivitdtskurve der Wild-Typ L-HicDH bei veldsedenen
Temperaturen
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3.3.3 Enzymaktivitat (spezifische Aktivitat in U/mg der Wild-Typ L-HicDH und
ihrer Varianten in Abhangigkeit vom pH-Wert

Die Enzymaktivitat der Wild-Typ L-HicDH und ihrer tanten ist abhangig von pH-
Bedingungen. Die spezifische Aktivitat der L-HicDkhd ihrer Mutanten wurde bei pH 6,0,
pH 7,0 und pH 8.0 gemessen.

Tabelle 3-4.Enzymaktivitat (spezifische Aktivitat: U/mg) derHlicDH und ihrer Mutanten
bei verschiedenen pH-Bedingungen (RohdatenmatsehéA. 5 im Anhang)

Enzym bei pH 6.0 bei pH 7.0 bei pH 8.0
Wild-Typ 60+ 0,51 169t 0,36 140+ 0,30
Thr305Glu 24.2+ 1,48 59.7# 0,42 54+ 0,65
Aspl184Glu 202+ 2,10 184+ 11,50 10% 6,40
Asp302Glu 163,9+ 8,84 160,6t 10,20 98t 9,80
Gly251Ala 131+ 1,15 167+ 9,60 110+ 3,90
Glyl26Ala 148+ 2,70 143+ 2,70 83+ 1,20
Asp327Lys 207,5+ 5,28 202+ 4,44 241+ 14,20
Glu270Met 105,9+ 8,06 182+ 10,40 14% 11,40
Gly244Glu 133,4+ 8,60 72,8: 7,70 1,4 0,07
Asn72Phe 10,9+ 0,70 3,2 0,18 1,4+ 0,30

Zum besseren Vergleich der Enzymaktivitdten vondWiyp und Mutanten werden in der
folgenden Abbildung die Werte graphisch dargest@lie unterschiedlichen farbigen Saulen

zeigen die Enzymaktivitaten bei unterschiedlicheirBedingungen.
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Abbildung 3-7. Enzym-Aktivitdt der Wild Typ L-HicDH und ihrer Mutden bei
unterschiedlichen pH-Bedingungen (blaue Saulepbkb.0; braune Saule: bei pH 7.0; gelbe

Séaule: bei pH 8.0)

3.4 Enzym-Assay fur L-HicDH und ihrer Mutanten

Die Wild-Typ L-HicDH und ihre Mutanten wurden in hfiicht auf die kinetischen Konstanten

Kwm, Keatund Keat/ Ky ndher charakterisiert.
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Tabelle 3-5.Kinetische Parameter der L-HicDH Wild-Typ und ihMutanten
(Rohdatenmaterial siel#e 6 im Anhang)

Enzym Vimax (©mol.min.ml™) [Ky (uM)  |Keat (SY)  [Kead Km (5™™M )
L-HicDH Wild-Typ |3848.45 56.23 160.35 2,85 x°10
Thr305Glu 2264.5 74 105.7 1,43 x°10
Asp302Glu 3373.52 58.15 158.83 2,73%10
Gly251Ala 5091,29 89,53 194 2,17 x*10
Asp184Glu 3133,68 34,8 145 4,17 X10
Gly126Ala 5796,5 105,43 172,5 1,64 10
Asp327Lys 14330.75 202,49 622,92 3,08 %10
Glu270Met 6141,41 80,99 245,88 3,04 X10
Gly244Glu 11795,47 441,13 279,70 6,34 X 10
Asn72Phe 85,21 56,82 2,72 4,79 X 10
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Abbildung 3-8. Vergleich der enzymatischen Effizienzen der WildaTy-HicDH und ihrer
Mutanten, charakterisiert durch dig.KKy -Werte

3.5 Thermostabillitat der L-HicDH bei der Asnwesenheti von NADH

Die Thermostabilitat der Wild-Typ L-HicDH und eirgg Mutanten der L-HicDH wurden bei

unterschiedlichen Bedingungen mit DSC untersuchtiar der Schmelzpunkt des Enzyms in
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unterschiedlichen pH-Bedingungen,

Konzentrationen gemessen wurde.

Tabelle 3-6.Mit DSC gemessenéeh,-Werte der Wild-Typ L-HicDH bei verschiedenen pH-

in  Anwesenheitn vBIADH mit verschiedenen

Werten mit verschiedenen Konzentration von NADH

NADH-Konzentration | bei pH 6,0 bei pH 7,0 bei pH 8,0
(mM)
0 61,66+ 0,0132 52,9% 0,0085 45,16 0,0067
0,5 65,34+ 0,0116 59,1% 0,0051 46,8% 0,0043
1,0 67,06+ 0,0076 61,1% 0,0069 50,6& 0,0083
2,0 68,09+ 0,0073 62,13 0,0076 53,1% 0,0075
3,0 68,93+ 0,0066 63,9@ 0,0064 53,95 0,0084
75
70 Sy
65 7,.9/k
/
& 60' _— ~*bei pH 6.0
E / ™ beipH 7.0
55 / bei pH 8.C
50
45
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

NADH Konzentration ( mM )

Abbildung 3-9. Die Thermostabilitdt der Wild-Typ L-HicDH bei vefsedenen pH-Werten
mit verschiedenen Konzentrationen von NADH
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3.6 Thermale Entfaltung der L-HicDH und ihrer Mutan ten

3.6.1. Thermostabilitatsparameter der L-HicDH und hrer Mutanten

Die thermale Entfaltung der L-HicDH und ihrer Mutan wurde mit DSC gemessen und die
thermodynamischen Parameter der L-HicDH und ihretaviten wurden mit dem Programm
Origin ausgewertet. Die thermale Entfaltung der iclPH und ihrer Mutanten wurde bei
unterschiedlichen pH-Bedingungen (pH 6.0, pH 7.8 pH 8.0) gemessen und jede Messung
wurde dreimal durchgefuhrt. Die thermodynamischemaReter wurden aus der einzelnen
Mess-Datei ausgewertet und nachfolgend wurden dieurcii3chittswerte der

thermodynamischen Parameter ermittelt.

Tabelle 3-7. Thermostabilitadtsparameter der L-HicDH und ihrer tdfuen (Ergebnisse der
DSC-Messungen fur allen Mutanten; Protein-Konzéiaina 1mg/ml, Puffer: Elutionspuffer;
bei pH 6.0, pH 7.0 und pH 8.0; Scan-Rate: 60°Gh#; Enthalpie-AnderungAHv: van‘t-Hoff-
Enthalpie-Anderung)

Protein pH-Wert |File Tm(°C) |AH AHv AH/AHv
(Kal/Mol) | (Kal/Mol)

Asp327Lys | pH 7.0 240405a.ds¢  55.36 1.98E5 1.93E5 | 0261.
Asp327Lys | pH 7.0 240405b.ds¢  55.39 1.97E5 1.94E5 | 0151.
Asp327Lys | pH 7.0 250405.dsc 55.35 1.96E5 1.928E5] 0171.
Asp327Lys | pH 6.0 250405a.ds¢  62.81 2.13E5 2.21E5 | 9640.
Asp327Lys | pH 6.0 250405b.dsg¢  62.74 2.11E5 2.182E5 .9670
Asp327Lys | pH 6.0 260405.dsc 62.87 2.15E5 2.20E5 77.9
Asp327Lys | pH 8.0 270405.dsc 43.80 2.39E5 2.42E5 88.9
Asp327Lys | pH 8.0 260405a.dsg  43.82 2.45E5 2.44E5 | 0041.
Asp327Lys | pH 8.0 270405a.dsq¢  43.88 2.37E5 2.4E5 880.9
Wild-Typ |pH 8.0 270405b.dsc| 44.05 2.22E5 2.29E5 69.9
Wild-Typ |pH 8.0 280405.dsc 44.12 2.24E5 2.25E5 6.99
Wild-Typ |pH 8.0 280405a.dsc| 44.03 2.16E5 2.20E5 82.9
Wild-Typ [pH 7.0 280405b.dsc| 55.07 2.07E5 2.06E5 03.0
Wild-Typ |[pH 7.0 280405c.dsc| 55.05 2.06E5 2.01E5 23.0
Wild-Typ |[pH 7.0 280405d.dsc| 55.12 1.96E5 1.98E5 90.9
Wild-Typ |pH 6.0 290405.dsc 62.50 2.21E5 2.26E5 8.97
Wild-Typ |pH 6.0 290405a.dsc| 62.53 2.22E5 2.27E5 78.9
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Wild-Typ |[pH 6.0 290405b.dsc| 62.62 2.22E5 2.27E5 78.9
Gly244Glu | pH 7.0 300405a.dsq  48.08 2.1E5 2.08E5 1QL.0
Gly244Glu | pH 7.0 010505.dsc 48.11 2.16E5 2.10E5 29.0
Gly244Glu | pH 7.0 010505a.ds¢  48.31 2.1E5 2.14E5 810.9
Gly244Glu | pH 6.0 010505b.dsg  49.10 2.48E5 2.49E5 | 99®.
Gly244Glu | pH 6.0 020505.dsc 49.04 2.42E5 2.41E5 04L..0
Gly244Glu | pH 6.0 020505b.dsg  49.16 2.48E5 2.44E5 | 014.
Gly244Glu | pH 8.0 020505c.dsc,  46.21 2.16E5 2.24E5 | 964.
Gly244Glu | pH 8.0 020505d.dsg  46.15 2.23E5 2.21E5 | 004.
Gly244Glu | pH 8.0 030505.dsc 46.06 2.27E5 2.19E5 37.0
Gly251Ala | pH 7.0 030505a.dsc| 61.29 2.72E5 2.68E5 | 014.
Gly251Ala | pH 7.0 030505b.dsc| 61.26 2.69E5 2.69E5 | 00d4.
Gly251Ala | pH 7.0 030505c.dsc| 61.25 2.61E5 2.68E5 | 974.
Gly251Ala | pH 6.0 030505d.dsc| 65.79 2.7E5 2.71E5 9®.9
Gly251Ala | pH 6.0 040505.dsc 65.85 2.82E5 2.73E5 33.0
Gly251Ala | pH 6.0 040505a.dsc| 65.77 2.8E5 2.73E5 26..0
Gly251Ala | pH 8.0 040505b.dsc| 48.37 1.58E5 1.58E5 | 00Q.
Gly251Ala | pH 8.0 050505.dsc 48.40 1.55E5 1.52E5 2@.0
Gly251Ala | pH 8.0 050505a.dsc| 48.39 1.47E5 1.51E5 | 974.
Glu270Met | pH 7.0 060505.dsc 55.27 2.16E5 2.17E5 99.9
Glu270Met | pH 7.0 060505a.dsq 55.34 2.21E5 2.16E5 | 0231.
Glu270Met | pH 7.0 060505b.dsg  55.36 2.2E5 2.15E5 231..0
Glu270Met | pH 6.0 070505.dsc 60.81 2.58E5 2.51E5 281.0
Glu270Met | pH 6.0 070505a.dsq¢ 60.81 2.52E5 2.52E5 | 000L.
Glu270Met | pH 6.0 080505.dsc 60.89 2.53E5 2.55E5 92.9
Glu270Met | pH 8.0 080505a.dsq 41.82 1.88E5 1.89E5 | 9990.
Glu270Met | pH 8.0 090505.dsc 41.76 1.89E5 1.85E5 221.0
Glu270Met | pH 8.0 090505a.dsq 41.78 1.85E5 1.87E5 | 989.
Thr305Glu | pH 7.0 090505b.dsq  54.96 1.98E5 1.96E5 | 010L.
Thr305Glu | pH 7.0 090505c.dsq 54.84 1.96E5 1.92E5 | 0211.
Thr305GIlu | pH 7.0 100505.dsc 54.81 1.90E5 1.94E5 79.9
Thr305Glu | pH 8.0 100505a.dsq  44.02 2.00E5 2.08E5 | 962.
Thr305Glu | pH 8.0 100505b.dsq  44.06 2.03E5 2.04E5 | 999.
Thr305GIlu | pH 8.0 100505c.dsg 44.01 2.10E5 2.05E5 | 024..
Thr305Glu | pH 6.0 110505.dsc 62.47 2.31E5 2.25E5 27..0
Thr305Glu | pH 6.0 110505a.dsq 62.47 2.27E5 2.27E5 | 000QL.
Thr305Glu | pH 6.0 110505b.dsq 62.42 2.27E5 2.23E5 | 014l.
Glyl26Ala | pH 7.0 120505.dsc 53.80 1.92E5 1.98E5 | 970.
Glyl26Ala | pH 7.0 120505a.dsc 53.72 1.94E5 1.92E5 | .014
Glyl26Ala | pH 7.0 120505b.ds¢ 53.82 1.94E5 1.97E5 | .989
Glyl26Ala | pH 6.0 120505c.dsc| 61.67 2.22E5 2.27E5 | .97®
Glyl26Ala | pH 6.0 130505.dsc 61.64 2.23E5 2.24E5 | 996.
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Glyl26Ala | pH 6.0 130505a.ds¢q  61.56 2.24E5 2.24E5 | .00
Glyl26Ala | pH 8.0 130505b.ds¢  42.01 1.75E5 1.75E5 | .00
Glyl26Ala | pH 8.0 130505c.dsc| 41.72 1.78E5 1.76E5 | .011
Glyl26Ala | pH 8.0 140505.dsc 41.74 1.70E5 1.74E5 97D.
Asp302Glu | pH 8.0 140505a.ds¢  42.67 1.95E5 1.98E5 | 9850.
Asp302Glu | pH 8.0 150505.dsc 42.59 2.03E5 1.97E5 30L.0
Asp302Glu | pH 8.0 150505a.ds¢  42.49 1.92E5 1.94E5 | 9900.
Asp302Glu | pH 7.0 150505b.ds¢  52.09 1.84E5 1.81E5 | 0171.
Asp302Glu | pH 7.0 160505.dsc 52.19 1.86E5 1.86E5 00L.0
Asp302Glu | pH 7.0 160505a.ds¢  52.20 1.81E5 1.85E5 | 9780.
Asp302Glu | pH 6.0 160505b.ds¢  60.23 2.20E5 2.15E5 | 0231.
Asp302Glu | pH 6.0 170505.dsc 60.05 2.09E5 2.12E5 860.9
Asp302Glu | pH 6.0 170505a.ds¢  60.23 2.11E5 2.15E5 | 9810.
Aspl184Glu | pH 6.0 170505b.ds¢  59.63 2.35E5 2.29E5 | 024l.
Aspl184Glu | pH 6.0 170505c.dsq¢ 59.57 2.33E5 2.26E5 | 0311.
Aspl184Glu | pH 6.0 170505d.ds¢  59.60 2.33E5 2.29E4 | 0171.
Aspl84Glu | pH 7.0 180505.dsc 52.28 1.93E5 1.94E5 95).9
Aspl84Glu | pH 7.0 180505a.ds¢  52.09 1.96E5 1.90E5 | 0321.
Aspl84Glu | pH 7.0 180505b.ds¢  52.22 1.96E5 1.91E5 | 026l.
Aspl184Glu | pH 8.0 190505.dsc 41.57 2.02E5 1.96E5 311.0
Aspl184Glu | pH 8.0 190505a.ds¢  41.61 2.03E5 1.97E5 | 0301.
Aspl184Glu | pH 8.0 190505b.ds¢  41.59 1.95E5 1.98E5 | 9890.
Asn72Phe | pH 8.0 190505c.ds¢  39.13 1.47E5 1.40E5 501.0
Asn72Phe | pH 8.0 200505.dsc 39.14 1.35E5 1.45E5 10.93
Asn72Phe | pH 8.0 200505a.ds¢  39.29 1.42E5 1.42E5 001.0
Asn72Phe | pH 6.0 200505b.ds¢  44.21 1.31E5 1.29E5 161.0
Asn72Phe | pH 6.0 200505c.ds¢  44.43 1.27E5 1.30E5 770.9
Asn72Phe | pH 6.0 210505.dsc 44.35 1.17E5 1.16E5 91.00
Asn72Phe | pH 7.0 220505.des 43.59 1.46E5 1.47E5 30.99
Asn72Phe | pH 7.0 220505a.ds¢  43.55 1.49E5 1.40E5 641.0
Asn72Phe | pH 7.0 230505.dsc 43.38 1.30E5 1.32E5 50.98
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Tabelle 3-8. Der Durchschnittswert der drei Messungen (Proteamz€ntration: 1mg/ml,
Puffer: Elutionspuffer; Scan-Rate: 60°C/kH: Enthalpie-Anderung;AHv: van't-Hoff-

Enthalpie-Anderung)

Durchschnittswert der drei Messungen

Protein pH-Wert |Tm (°C) AH AHv AH/AHv
(Kal/Mol) (Kal/Mol)
Asp327Lys | pH6.0 |62.81+ 0,065 | 2.13E% 0,020E5| 2.20E% 0,039E5|0.969
Asp327Lys | pH 7.0 |55.37+0,021 | 1.97E% 0,010E5| 1.93E% 0,006E5 |1.019
Asp327Lys | pH 8.0 |43.83+ 0,042 | 2.40E% 0,042E5| 2.42E% 0,020E5|0.993
Wild-Typ [pH 6.0 |62.55+ 0,062 | 2.22E% 0,006E5| 2.27E% 0,006E5|0.978
Wild-Typ  |[pH 7.0 |55.08+ 0,036 | 2.03EZ 0,061E5| 2.02E% 0,040E5 |1.007
Wild-Typ pH 8.0 44.07+ 0,047 | 2.21E5 0,042E5| 2.25E% 0,045E5|0.982
Gly244Glu | pH 6.0 ]49.10+ 0,060 | 2.46E% 0,035E5| 2.45E% 0,040E5 | 1.005
Gly244Glu | pH7.0 |48.17+0,125| 2.12E% 0,035E5| 2.11E% 0,031E5 |1.007
Gly244Glu | pH 8.0 |46.14+ 0,075 | 2.22E5% 0,056E5| 2.21E% 0,025E5 | 1.003
Gly251Ala | pH 6.0 |65.80+ 0,042 | 2.77E% 0,064E5| 2.72E% 0,012E5|1.018
Gly251Ala | pH7.0 |61.27+0,021| 2.67E% 0,057E5| 2.68E% 0,006E5 |0.996
Gly251Ala | pH 8.0 ]48.39+0,015| 1.53E% 0,057E5| 1.54E% 0,038E5 |0.998
Glu270Met | pH 6.0 |60.84+ 0,046 | 2.54E% 0,032E5| 2.53E% 0,021E5 | 1.007
Glu270Met | pH 7.0 |55.32+ 0,047 | 2.19E% 0,026E5| 2.16E% 0,010E5|1.014
Glu270Met | pH 8.0 |41.79+ 0,031 | 1.87E% 0,021E5| 1.87E% 0,020E5 | 1.002
Thr305Glu | pH 6.0 |62.45+ 0,029 | 2.28E% 0,023E5| 2.25E% 0,020E5|1.015
Thr305Glu | pH7.0 |54.87+ 0,079 | 1.95E% 0,042E5| 1.94E% 0,020E5|1.003
Thr305Glu | pH 8.0 |44.03+ 0,026 | 2.04E% 0,051E5| 2.06E% 0,021E5 |0.994
Glyl26Ala | pH6.0 |61.62+ 0,057 | 2.23E% 0,010E5| 2.25E% 0,017E5|0.991
Glyl26Ala | pH 7.0 |53.78+ 0,053 | 1.93E% 0,012E5| 1.96E% 0,032E5 |0.988
Glyl26Ala | pH8.0 [41.82+0,162 | 1.74E% 0,040E5| 1.75E% 0,010E5 |0.996
Asp302Glu | pH6.0 |60.17+ 0,104 | 2.13E% 0,059E5| 2.14E% 0,017E5|0.997
Asp302Glu | pH 7.0 |52.16+ 0,061 | 1.84E% 0,025E5| 1.84E% 0,026E5|0.998
Asp302Glu | pH 8.0 |42.58+ 0,090 | 1.97E% 0,057E5| 1.96E% 0,021E5|1.002
Asp184Glu | pH 6.0 |59.60+ 0,030 | 2.34E% 0,012E5| 2.28E% 0,017E5|1.025
Asp184Glu| pH 7.0 |52.20+ 0,097 | 1.95E% 0,017E5| 1.92E% 0,021E5|1.018
Asp184Glu | pH 8.0 |41.59+ 0,020 | 2.00EZ 0,043E5| 1.97E% 0,010E5|1.015
Asn72Phe | pH6.0 |44.33+0,111 | 1.25E% 0,072E5| 1.25E% 0,078E5 |1.000
Asn72Phe | pH7.0 |4351+0,112 | 1.42E% 0,102E5| 1.40E% 0,075E5|1.014
Asn72Phe | pH 8.0 |39.19+ 0,090 | 1.41E% 0,060E5| 1.42E% 0,025E5 |0.994
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3.6.2 pH-Abhangigkeit

Die thermale Denaturierung der L-HicDH und ihrertihten ist pH abh&ngig. Die thermale
Stabilitat von L-HicDH und ihrer Mutanten wurde mSC bei verschiedenen pH-Werten (pH
6.0, pH 7.0 and pH 8.0) untersucht.

707

657

60

55

50

457

Schmelzpunkt ()

40

35

Abbildung 3-10. Schmelzpunkte (f) der L-HicDH und ihrer Mutanten bei pH 6.0 (blaue
Saule), pH 7.0 (rote Saule) und pH 8.0 (weil3e J§Dlaten siehe Tabelle 3-8)
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2,8
2,67
2,47

2,27

Enthalpieanderung ( XE5 Kcal/mol )

Abbildung 3-11. Enthalpiednderung der L-HicDH und ihrer Mutanten pkel 6.0 (blaue
Séaule), pH 7.0 (rote Saule) und pH 8.0 (weil3e J§Dlaten siehe Tabelle 3-8)

3.6.3. Reproduzierbarkeit der DSC-Messung

Die Reproduzierbarkeit und die Genauigkeit der DM€Ssungen konnen aus den
Messergebnissen vom Wild-Typ erfasst werden.

Die Grof3e und die Quelle der Fehler aller Messurigdyen gezeigt, dass sie untér014°C
bei Tm und+1% bei beiden Enthalpien liegen. Diese statistisckehler, die durch die

Software bei der Auswertung des einzelnen Thernmgra produziert wurden, sind im
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Allgemeinen sehr niedrig, da sie die experimentellaten mit einer theoretischen Kurve

vergleicht (Andreas Matouschedt al, 1994). Die Genauigkeit der Messungen wurde
kontrolliert, indem die Messungen dreimal mit déichen Probe durchgefihrt wurden. Die
Reproduzierbarkeit der DSC-Messungen bei gleichediigungen kann auch durch die
Uberlagerung der Messkurven veranschaulicht wegdbhildung 3-12).

J D0ie dreiMessungen der
wrild-Twp L-Hiz DOH
W0 A bheipH?.0 mit1K/min
—_ imgsml;
'DE 4
o
[=}
E 20
w
i
=,
=3
a
o
B T T T T T T
o S0 &0 Ta

Tem perature (DC_"]

Abbildung 3-12. Reproduzierbarkeit der DSC-Messungen bei gleichehirgungen.
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3.7 CD-Messungen der L-HicDH und ihrer Mutanten zweks Tm-

Bestimmung

Um die mit DSC gemessenen Schmelzpunkte des L-Hivlld-Typs und dessen Mutanten
zu uberprifen, wurden der L-HicDH Wild-Typ und geiMutanten im gleichen Puffer (5 mM

Kaliumphosphat-Puffer) und bei verschiedenen pHuBgthgen vermessen.

Tabelle 3-9. Ubereinstimmung der DSC- und CD-Messung im gleiclirarifer: 5 mM
Kaliumphosphat-Puffer

Protein PH-Wert | Tmin der CD-Messung| Tmin der DSC-Messung
Thr305Glu 7,0 59.4 59.63

Asp327Lys 8,0 54.8 55.94

Asp327Lys 7,0 58.6 59.31

Gly251Ala 6.0 58,8 59,82

Wild-Typ 7.0 60,2 59,65

Wild-Typ 8.0 56,2 55.94

Wild-Typ 6.0 56,8 57,23

Gly126Ala 8.0 53,4 54.82

Asp302Glu 7.0 58,6 58,00
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1. Mutante Thr305Glu

Thr305Glu; 0.73mg/ml in
5mM Kaliumphosphat; pH 7.0
T 59.63 +0.01048

m

Cp (kcal/mole/°C)

Temperature (°C)

Abbildung 3-13. DSC-Messung der Mutante Thr305GIlu in 5 mM Kaliumgtwatpuffer, pH
7.0 (Die theoretische, durch das Programm Origngegebene Kurve ist in Rot abgebildet)

a
®
)]

1.4
1k

CD[mdeg] 0.5 [

-0.1
358

357

HT[V] 356

I | | I

355
20 40 60 80

Temperature [C]

Abbildung 3-14. CD-Messung von Mutante Thr305Glu in 5 mM Kaliumpbloat-Puffer, pH
7.0
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2. Mutante Asp327Lys

Asp327Lys; 0.83mg/ml in

T, 59.31 +0.01660

5mM Kaliumphosphat, pH 7.0

o
9
o
£
= 501
o
<
o
O
0

Temperature (°C)

Abbildung 3-15. DSC-Messung von Mutante Asp327Lys in 5 mM Kaliumgttoat-Puffer,
pH 7.0 (Die theoretische durch das Programm Origingegebene Kurve ist in Rot abgebildet)

15

CD[mdeg] !
0.5

376.3
376

HT[V] 375

374

0cQ [ C
D00 C

20

Abbildung 3-16. CD-Messung von Mutante Asp327Lys in 5 mM Kaliumppteet-Puffer, pH

7.0

40 60 80
Temperature
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80
20 1 Asp327Lys; 0.98mg/ml in
60 1 5mM Kaliumphosphatpuffer, pH 8.0

T, 55.94 +0.01217

Cp (kcal/mole/°C)

40 50 60 70 80

Temperature (°C)

Abbildung 3-17. DSC-Messung von Mutante Asp327Lys in 5 mM Kaliumgtiwat-Puffer,
pH 8.0

54.8C

22

CD[mdeq] L |

01 |

374
3735 %
HT[V] -

373 [
372.8

‘ L ‘
20 40 60 80
Temperature [C]

Abbildung 3-18. CD-Messung von Mutante Asp327Lys in 5 mM Kaliumpbteet-Puffer, pH
8.0
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3. Wild-Typ L-HicDH

704

60+ Wild-Typ L-HicDH in

50 5mM Kaliumphosphat, pH 7.0
T~ 5965 20.01057

Cp (kcal/mole/°C)

50 60 70 80

Temperature (°C)

Abbildung 3-19. DSC-Messung der Wild-Typ L-HicDH in 5 mM Kaliumplgsat-Puffer, pH
7.0

1 60.2C

0.5
CD[mdeg]

-0.1
351.8 |
3515 |
HT[V
M 56y W\AM
350.6 ! | I |
20 40 60 80

Temperature [C]

Abbildung 3-20. CD-Messung der Wild-Typ L-HicDH in 5 mM Kaliumphdsgt-Puffer, pH
7.0
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3.8 Charakterisierung der Denaturierung der Wild-Typ L-HicDH und ihrer

Mutanten

Die Denaturierung der Wild-Typ L-HicDH und ihrer Munten wurde durch die differentielle

scanningKalorimetrie untersucht und charakterisiert.

3.8.1 Abhangigkeit der Ubergangstemperatur von deBcan-Rate

Bei der thermalen Entfaltung der Wild-Typ L-HicDHhdi ihrer Mutanten wurde gefunden,
dass die thermal induzierte Entfaltung abhéngigvst der Scan-Rate bei der die DSC-
Messung vorgenommen wird. Dies ist ein Hinweis dfrdass es sich bei der Entfaltung um

einen zwei-Schritt irreversibelen Denaturierunggpss handelt.

Scanrate und Schmelzpunkt

56,5
56 -
55,5
55 -
54,5
54 -
53,5 1
53 1
52,5 1
52 -
51,5

Tm (<)

0 20 40 60 80 100

scan rate ( C/min)

Abbildung 3-21. Abhangigkeit der thermal induzierten Entfaltung \der Scan-Rate bei der
DSC-Messung der Wild-TypL-HicDH
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Tabelle 3-10.Scan-Rateaind T,,, von DSC-Messungen der Entfaltung des L-HicDH Wilgp-
Proteins

Scanrate Tm (°C)
15°C/h 52.14
30°C/h 53.45
60°C/h 55.14
90°C/h 55.89

Wild-Typ L-HicDH;

T Tmgrsml, pH 7.0;
Abhaengikeit von

scan-rate

zcan-rate:; 60

zcan-rate; 30
20 4

scan-rate: 90

scan-rate: 14

Cp (kcalfmalel™C)

Temperature (QEJ

Abbildung 3-22. Uberlagerung deDSC-Spektren der Entfaltung der Wild-Typ L-HicDHibe
unterschiedlichescan-Rate
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3.8.2 Irreversibilitat

Ublicherweise wird eine Reversibilitat der Denatming gezeigt, indem nach dem Abkiihlen
der bereits im DSC vermessenen Probe ein weiteran Surchgefuhrt wird. Ist die zweite

Kurve vergleichbar mit der ersten ist die Entfajuaversibel (Sanz, Jkt al, 1993).

Auch in meiner Arbeit wurde die Reversibilitdt gefty indem das Protein sowohl nach
vollstandiger Denaturierung als auch nach dem Ehibis zumrl,, zunachst abgekuhlt und

dann noch einmal gescannt wurde. Das zweite Thaanogzeigt keinen thermalen Effekt.
Das bedeutet, dass die thermal induzierte Denatungevon L-HicDH und ihrer Mutanten

irreversibel ist und es kein thermodynamisches dBlggwicht in diesem Prozess gibt.
Unmittelbar nach dem endothermalen Peak der Ewmtigltvon Proteinen ist die Spur der

irreversiblen und exothermalen Aggregation sichtbar

100 4

" Entfaltung

whild-Typ L-HicDH; Aggregation

/

-100 1magfml;, pH 7.0
Scan-Rate: 90~ Cth

-200 4

Cp (koalimolefC)

=300 4

Temperature (DEJ

Abbildung 3-23. Die thermale Denaturierung der Wild-Typ L-HicDH @ 7.0 zeigt einer
typischen exothermerSpur direkt nach dem endothermen Entfaltungspeak hoder
Temperatur.
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110
100
a0 ]

g0 ] GlyZalala, Entfaltung
70 e
£0 ] imgfml, pH 7.0;

50 ]
0]
30
20
10
o]
-10 4
20 ]
=30 4
-0
=0
<0
70

Aggregation

Cp fkcalimoles®s)

o =0 &0 70 30

Temperature (QCJ

Abbildung 3-24. Die thermale Denaturierung von Gly251Ala bei pH Zeigt einen typischen
exothermen Verlauf direkt nach dem endothermenalintfgspeak bei hoher Temperatur.

3.8.3. Extreme Kooperativitat

Das VerhaltnisAH/AH, ist ein Indikator fur die Kooperativitat der Erttang. Die Nahe dieses
Verhéltnisses zu 1 ist ein Kriterium eines Ein-$tiberganges. Das heilt, dass die
Konzentration aller Intermediate zwischen dem ratiund denaturierten Zustand sehr niedrig
ist und die Denaturierung dem Prinzip vall;pr-nothingd’ folgt. Alle DSC-Messungen zeigen
eine extreme Kooperativitdt der thermal induziertentfaltung der L-HicDH und ihrer
Mutanten (Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8).
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3.8.4 Aktivierungsenergie der Entfaltung der Wild-Typ L-HicDH

Ermittlung der Aktivierungsenergie mit der Arrhesinalyse

Es wurde vermutet, dass die thermal induziertedhntig der L-HicDH ein irreversibler

Prozess ist und durch die Entfalltungskonstarkmetisch bestimmt ist:

N (If - D

wobei N der native Zustand, D der entfaltete Zustamdk eine kinetische Konstante der 1.
Ordnung sind, die sich nach der Arrhenius-Gleichunij der Temperatur andert. J. M.
Sanchez-Ruiet al(1988) hat eine mathematische Ausarbeitung flrediddodel gemacht und
nach dieser mathematischen Ausarbeitung gibt esareiMethoden fur die Berechnung der
Aktivierungsenergie dieses kinetischen Prozessasc{®z-Ruzet al, 1988; Kishore, Net al.
1998; Stirpeet al, 2005). Um die Aktivierungsenergie zu ermittelnrden die von Sanchez-
Ruiz et al. beschriebenen Methoden (Sanchez-Ruzl, 1988) angewendet (siehe Anhakg

8 Theoretische Grundlagen). Im Folgenden sind 3 bth zur Bestimmung der
Aktivierungsenergie beim Wild-Typ L-HicDH —Proteimd ihrer Mutanten zur Anwendung

gekommen.

Methode 1:

Die Geschwindigkeitskonstante dieses Prozessesifii bestimmten Temperatur kann durch

die Anwendung folgender Gleichung ermittelt werden:

k=vG/(Q-Q)

wobei v (K/min) die Scan-RateC, die Uberschiissige Warme-Kapazi@t,die totale Warme
des Prozesses urf@ die absorbierte Warme bei einer bestimmten Tenwpesind. Mit den
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Parametern C,, Q, Q wund mit der oben erwahnten Gleichung kann die

Gleichgewichtskonstant& bei verschiedenerscarRaten berechnet werden (Daten siehe
Anhang 7). Damit kann ein Arrhenius Plot mit knversus 1/T hergestellt werden, und
daraufhin kann ein Wert fir die Aktivierungsener(f® aus der Steigung des Arrhenius Plots
berechnet werden. Im Arrhenius Plot ist die Stegguyleich E/R. Der Mittelwert der
Aktivierungsenergie der thermalen Entfaltung deddWiyp L-HicDH liegt bei 476,18t 38
kJ/mol (Abbildung 3-25).

SO

3,01 3,06

InK

1T (x10°K™)

Abbildung 3-25. Arrhenius Plot der DSC-Daten mit unterschiedlich@oan-Raten. Die
Messungen wurden bei pH 7.0 mit der Protein-Konagioh 1.00mg/ml durchgefihrt.
Datenpunkte der unterschiedlicheranRaten: @) 1,5 K/min; (A) 1,0 K/min; (@) 0,5 K/min;
(®) 0,25 K/min (Rohdaten siehe im AnhaAg).
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Methode 2:

Nach diesem kinetischen Modell wird die absorbi®&me mit der Temperatur in Beziehung

gebracht:
IN[InQ; /(Q Q)] = E/R(UTm—1/T)

daher sollte ein Plot von [ImQ; /(Q—Q)] versus UT eine gerade Linie ergeben und die
Steigung dieser Grade ist E/R Vier Graden wurden aus den DSC-Daten mit vier
unterschiedlichen Scan-Raten hergestellt, die dagtufittliche Aktivierungsenergie betrug

dabei 584,72 14 kJ/mol (Abbildung 3-26).

NN

3,04 3,08 3,12

In(In(Q /(Qt-Q)))

1T (x10°K™)

Abbildung 3-26. Plot von In[ In Q;/ (Q: — Q)] versusl/T . Die vier Graden wurden aus vier
DSC Scansberechnet, die bei unterschiedlicteranRate 1.5 K/min{l), 1 K/min(A), 0.5
K/min(®) und 0.25 K/min®) gemessen wurden (Rohdaten siehe im Anaiy

95



3. ERGEBNISSE

Methode 3:

Aus der Warmekapazit&," bei T, kann die Aktivierungsenergie nach folgender Gleighu

berechnet werden:
E=RTW G/ (Q-Qn)=eRF G/ Q

Mittels dieser Gleichung kann die Aktivierungsenergus den DSC-Daten berechnet werden,
die aus vier Messungen mit unterschiedlickeanRaten (1.5 K/min, 1 K/min, 0.5 K/min und
0.25 K/min) entnommen wurden. AnschlieBend wurdene ei durchschnittliche
Aktivierungsenergie von 553,348 kJ/mol ermittelt.

Die gesamte Ermittlung der Aktivierungsenergie ttermal induzierten L-HicDH wurde in
Tabelle 4-5 aufgelistet. Nach Literaturangaben wardie Temperaturpunkte im Bereich von

Tm-2<T< Ty + 2 ausgewdhlt (siehe Methodenteil, Seite 58).

Tabelle 3-11.Ermittlung der Aktivierungsenergie der Wild-Typ LidDH mittels Arrhenius-
Analyse (Einheit fur Aktivierungsenergie: kJ/Mol)

Vv (K/min) Methode 1 Methode 2 Methode 3
0,25 520,43 604,89 564,19
0,5 471,78 582,51 552,56
1,0 483,90 575,71 550,81
15 428,62 576,04 545,78
Mittelwert 476,18+ 38 584, 7% 14 553,34t 8
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3.8.5 Aktivierungsenergie der Entfaltung der Mutanen der L-HicDH

Ermittlung der Aktivierungsenergie der Mutantentelg Arrhenius-Analyse

Die Aktivierungsenergie der Mutanten der L-HicDHnden aus den DSC-Daten ermittelt. Die
DSC-Messungen wurden mit der Protein-Konzentration 1mg/ml und der Scan-Rate von
60°C/h (1K/min) bei pH 7,0 durchgefiihrt. Die Bereahg der Geschwindigkeitskonstante K

erfolgte nach der Gleichung:

K=vG/(Q&-Q

Die Aktivierungsenergie ) der Mutanten wurde mit drei unterschiedlichen héeten
berechnet und dann wurde der Mittelwert ermittelt:

(1) Methode 1: Berechnung der Aktivierungsenergeniit der Steigung des Arrhenius-Plots:
Steigung des Arrhenius-Plots £/R (siehe Seite 93)

(2) Methode 2: Berechnung der Aktivierungsenergie dem Plot von [inQ; /(Q—Q)] versus
UT (siehe Seite 95)

(3) Methode 3: Berechnung der Aktivierungsenergjenit der Gleichung E = eR Tnszm 1Q
(siehe Seite 96)

Tabelle 3-12.Bestimmung der Aktivierungsenergie der Mutanten @esArrhenius-Analyse
mit verschiedenen Methoden (Einheit: kJ/Mol; S&ate: 1K/min; Rohdaten siehe im
AnhangA.7).

Protein Methode 1 Methode 2 Methode 3 Mittelwert
Gly251Ala |641,23 750,44 748,00 713,22+ 62
Gly244Glu | 581,22 560,91 584,60 575,58+ 13
Asp327Lys |480,06 554,18 540,02 524,75+ 39
Glu270Met  |557,84 615,46 622,15 598,48+ 35
Glyl26Ala 487,92 579,49 556,88 541,43+ 48
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Thr305Glu (497,46 585,65 553,56 545,56+ 45
Asp302Glu |483,40 518,93 507,74 503,36+ 18
Aspl84Glu |467,48 558,61 538,26 521,45+ 48
Ans72Phe 316,51 416,56 386,38 373,15+ 51

Methode 1: Aus dem Plot Ink gegen 1/T
Methode 2: Aus dem Plot In(In(Qt/(Qt-Q))) gegen 1/T
Methode 3: mit der Gleichung = eRC', T’ / Q

Die durch rationales Protein-Design fiur eine Sisieilung des Wildtyp-Proteins

vorhergesagten Mutationen Gly251Ala, Gly244Glu u@du270Met fuhrten mit einer

Erhéhung der Aktivierungsenergie von 90-180kJ/n3d;86 kJ/mol bzw. 60-77 kJ/Mol zu
einer deutlichen kinetischen Stabilisierung. Muta@y251Ala weist einen deutlich erhdhten
Tm-Wert auf.

Im Gegensatz dazu wurde das Enzym L-HicDH durch Migation Asn72Phe mit einer

Verringerung der Aktivierungsenergie von 150-16%Mol destabilisiert. Die Ubrigen

vorhergesagten Mutationen zeigten keinen Effektdaikinetische Stabilitdt des Proteins.
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Aktivierungsenergie (kJ/Mol)

. QU ™ >
&\ ng‘b *(1/ \(\{b VQQ'» \\9/

Abbildung 3-27.Vergleich der Aktivierungsenergie der Wild-Typ LéfiH und ihrer
Mutanten
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3.8.6 Stabilitatsberechnung mit CUPSAT

CUPSAT (Cologne UniversityProtein Stability Analysis Toplist ein Werkzeug zum

Vorhersagen der Anderungen in der Proteinstabitigth Punktmutationen. Dieses Werkzeug
ist eine verbesserte Version des Vorhersageprogsawom Leven (Leven, 1999) und wurde
von Parthiban Vijayarangakannan weiter entwick@®isgertation, Uni-Koln, 2005). Das
Vorhersagemodell verwendet Aminosaure-Atompoteatiald Torsionswinkelverteilung, um
die Aminosaureumgebung des Mutationsortes zu beesch Aul3erdem kann das
Vorhersagemodell in der Aminosdureumgebung Losuitgdruganglichkeit und
Sekundéarstrukturbesonderheiten des Proteins bachtigen.

Die Mutanten der L-HicDH wurden mit diesem Werkzeagplysiert, dadurch wurden die
Losungsmittelzuganglichkeit, der Effekt der Mutaticauf die Stabilitat und diAAG
vorhergesagt.

Mutante Glu270Met

Kette | SS Element| Losungsmittel- | Effekt der| vorhergesagtAAG
zuganglichkeit Mutation

A Faltblatt 18,89 % destabilisierend 4,93

B Faltblatt 17,74 % destabilisierend 6,4

C Faltblatt 18,32 % destabilisierend 5,88

D Faltblatt 18,32 % destabilisierend 5,32

Mutante Gly251Ala

Kette | SS Element| LoOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtAAG
zuganglichkeit Mutation

A Helix 0,0 % stabilisierend -3,37

B Helix 0,0 % stabilisierend -3,5

C Helix 0,0 % stabilisierend -3,27

D Helix 0,0 % stabilisierend -4,01
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Mutante Gly244Glu

Kette | SS Element| LOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtAAG
zuganglichkeit Mutation

A Helix 22,87 % destabilisierend 1.84

B Helix 17,79 % destabilisierend 2,43

C Helix 17,79 % stabilisierend -7,71

D Helix 19,06 % stabilisierend -4,97

Mutante Asp327Lys

Kette | SS Element| LoOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtAAG
zuganglichkeit Mutation

A sonstig 61,76 % stabilisierend -1.65

B

C sonstig 92,3 % stabilisierend -1.55

D Helix 95,07 % stabilisierend -0,3

Mutante Thr305Glu

Kette | SS Element| LoOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtaAG
zuganglichkeit Mutation

A Helix 77,87 % destabilisierend 0,11

B Helix 74,98 % stabilisierend -0,26

C Helix 86,52 % destabilisierend 0,03

D Helix 75,7 % stabilisierend -0,49

Mutante Gly126Ala

Kette | SS Element| LoOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtAAG
zugéanglichkeit Mutation

A Helix 0,0 % stabilisierend -0,67

B Helix 0,0 % stabilisierend -0,89

C Helix 0,0 % stabilisierend -1,41

D Helix 0,0 % stabilisierend -1,6
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Mutante Asp302Glu

Kette | SS Element| LOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtAAG
zuganglichkeit Mutation

A sonstig 80,5 % stabilisierend -0,56

B sonstig 73,56 % stabilisierend -0,92

C sonstig 70,09 % stabilisierend -0,61

D sonstig 65,93 % destabilisierend 0,47

Mutante Asp184Glu

Kette | SS Element| LOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtaAG
zuganglichkeit Mutation

A sonstig 74,25 % stabilisierend -1,08

B sonstig 77,03 % stabilisierend -0,91

C sonstig 77,72 % stabilisierend -1,84

D sonstig 78,42 % stabilisierend -1,16

Mutante Asn72Phe

Kette | SS Element| LOsungsmittel- | Effekt der vorhergesagtAAG
zuganglichkeit Mutation

A Helix 4,1 % stabilisierend -1,33

B sonstig 5,46 % destabilisierend 2,29

C Helix 4,78 % stabilisierend -1,57

D sonstig 4,1 % stabilisierend -1,11

0 Erlauterung SS Element = Sekundarstrukturelement; sonstigicht nHelix
Faltblatt;
Einheit furAAG: Kcal/Mol

und nicht

AG: Die Differenz der Gibbsschen freien Energh&) des gefalteten (Gn) und entfalteten

(Gu) ZustandedG = Gy — G\). Je groReAG ist, desto stabiler ist das gefaltete Protein.

AAG: Die Differenz der Gibbsschen freien Energie Metente AGuutantd Und des Wild-Typs

(AGwild-Typ): AAG = AGmutante - AGwiid-Typ- J€ groBeNAG ist, desto stabiler ist die Mutante.
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Nach der CUPSAT-Berechnung, wenn d&G —Wert innerhallt 0,5 Bereich liegt, kann
keine Aussage Uber den Effekt der Mutationen gietnofverden.

Tabelle 3-13.Durchschnittswerte der Daten aus CUPSAT

Mutante |Losungsmittel- | Effekt der Mutation vorhergesagteAAG
Zuganglichkeit (Kcal/Mol)

Glu270Met| 18,32 % destabilisierend 5,63

Gly251Ala | 0,0 % stabilisierend -3,54

Gly244Glu| 19,38 % In den Untereinheiten A, B:2,10

destabilisierend;
In den Untereinheiten C, D:
stabilisierend
Asp327Lys| 83,0 % stabilisierend -1,17

Thr305Glu | 78,77 % In den Untereinheiten B, [D:0,15
stabilisierend;
In den Untereinheiten A, C:
destabilisierend
Glyl26Ala | 0,0 % stabilisierend -1,14

Asp302Glu| 72,52 % In den Untereinheiten A, B, 0,41
stabilisierend;
In der Untereinheit D:
destabilisierend
Aspl84Glu| 76,86 % stabilisierend -1,25

Asn72Phe | 4,61 % In den Untereinheiten A, C, D:0,43
stabilisierend;
In der Untereinheit B:
destabilisierend
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4. DISKUSSION

4.1 Konstruktion des Vektors und Anpassung des Gens

Das Plasmid pET-3d wurde durch BamHI-Spaltung, &¥esill-in und Ligation mit Smal-
Linker umkonstruiert. Eine Smal-Schnittstelle wurde in &a&smid eingebaut. Das Ergebnis
der Sequenzierung des neuen Plasmids zeigte, daise dKonstruktion erfolgreich
durchgefiihrt wurde. Die Einfihrung der Nate und Smalsite in das Gen und das Einfligen
des Gens in den Vektor wurde ebenfalls durch Seteemg Uberprift. Da die
Restriktionsenzyme Smal und Xmal gleiche Schnitesteund Schnittmuster haben, kénnen
diese beiden Enzyme gleichwertig verwendet werd&ie nachfolgenden Protein-

Expressionen zeigen, dass dieses Plasmid einmuuisgtzender Expressionsvektor ist.

4.2 Konstruktion des Expressionsvektors fur L-HicDHmit His-Tag

Expressionsvektoren fur L-HicDH Wild-Typ und derellutanten mit C-terminalen
Hexahistidin-Tag wurden von Shivani Chattergeal konstruiert (Chatterjeet al, 2005). In
dieser Dissertation wurden die L-HicDH und ihre Ehten mit diesen Expressionsvektoren
exprimiert. Betrachtet man die Struktur der L-HicRICSB Protein-Datan Bank; Accession
No. 1HYH) scheint der Anhang des His-Tags an defeNninus ungeeignet, da dieser in dem
Kontaktbereich der Monomere des Tetramers verboigije®er C-Terminus von L-HicDH ist
jedoch Losungsmittel-exponiert und frei zuganglich.

Die Protein-Reinigung der L-HicDH ohne Tag ist aehdig und schlie3t Ammonium-Sulfat-
Fallung, Entsalzung, Anionaustauscher-Chromatogeaphd Gel-Filtration (Feiet al 1994)

ein. Der C-terminale His-Tag ermdglicht eine zudgastellende Reinigung in einem Schritt
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mittels Affinititschromatographie. Die Parameter tdeHicDH sind im Ergebnisteil dieser

Arbeit unter Punkt 4.2 dargestellt.

4.3 Expression und Reinigung der L-HicDH und ihrerMutanten

Die Wild-Typ L-HicDH und ihre Mutanten wurden B. Coli BL21(DE3) exprimiert. Es liegt
als l6sliches Protein im Cytoplasma vor, wobei @i#dung von Einschlusskérpern, so
genannterinclusion Bodiesnicht beobachtet wurde. Daher befand sich dagr&gnmch dem
Aufschluss der Zellen mit Hilfe der ,French-Pressid anschlielender Zentrifugation im
Uberstand des Zell-Lysats. An dem C-Terminus dedVWyp L-HicDH und deren Mutanten
wurde ein His—Tag angehéngt, was ermoglichte dayr&nn einem Schritt zu reinigen. Die
Reinigung des Enzyms aus dem Zell-Lysat erfolgter éne Affinitatschromatographie an Ni-
NTA-Agarose. Die durch Ni-NTA-Agarose gereinigte laviiyp L-HicDH und deren
Mutanten wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel ewnéggen. Nach der Trennung wurde
das Gel mit Coomassie-Blau gefarbt, und zeigte eingzelne Bande bei etwa 35 KDa. Die
Reinheit der L-HicDH und ihrer Mutanten ist somifrzedenstellend.

4.4 Enzymaktivitat
4.4.1 Spezifische Enzymaktivitdt der L-HicDH Wild-Typ und deren Mutanten in
Abhéangigkeit vom pH-Wert

Die Eigenschaften von Proteinen kdnnen durch dialé physikalische und chemische

Umgebung beeinflusst werden, in der sie sich befindVichtige Faktoren sind pH-Wert,
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Salze, Losungsmittel und Temperatur. Der Faktory dee Aktivitdt vieler Enzyme
hauptsachlich beeinflusst, ist der pH-Wert, da BEmzydie fur die katalytischen Funktionen
geeigneten Protonierungszustande bendtigen. Déasgeh ganz entscheidend vom jeweiligen
pH-Wert ab. Bei stark basischen oder sauren Bedimgu konnen die Proteine erheblich
destabilisiert werden, wodurch das aktive Zentruss &nzyms die flr seine katalytischen
Eigenschaften geeigneten Protonierungszustandesedss Struktur verliert. Daher zeigt die
Wild-Typ L-HicDH bei Bedingungen unter pH 5 bzw. dibpH 9 einen erheblichen
Aktivitatsverlust. Bei einem pH-Wert unterhalb vos und oberhalb von 9 wurde
Aggregationen der Wild-Typ L-HicDH und ihrer Mutant beobachtet. In Tabelle 3-2 und
Abbildung 3-7 sind die spezifischen Aktivitaten vvild-Typ L-HicDH und ihren Mutanten
bei verschiedenen pH-Bedingungen zu sehen. Im ¥letglhat die Mutante Asp327Lys die
hochste Aktivitdt bei pH 6.0, pH 7.0 und pH 8.0nHEsrund hierfur ist, dass das positiv
geladene Lys das Dipolmoment derHelix kompensiert und diese Kompensierung und die
Einfuhrung einer positiven Ladung in diesem Beraiah fir den katalytischen Mechanismus
geeigneten Protonierungszustande begunstigt. Diamii Asp184Glu und Glu270Met zeigen
erhohte Aktivitat bei allen pH-Bedingungen. Die areh vier Mutanten Gly251Ala,
Gly126Ala, Gly244Glu und Asp302Glu besitzen bei B eine héhere Aktivitat als die Wild-
Typ L-HicDH. Bei den Mutanten Thr305Glu und Ans72HRmben sich die Enzymaktivitaten
durch den Austausch von Aminosauren erheblich nvgerit. Fir Mutante Asn72Phe ist es
moglich, dass die Enzymstruktur durch die grol3eeBkette von Phenylalanin erheblich
beeinflusst wird. In Mutante Thr305GIlu wurde eihrd@onin durch ein negativ geladenes
Glutamat ausgetauscht. Die mdgliche Ursache furdi®ergleich zum Wild-Typ erniedrigte
Aktivitat ist, dass die negativ geladene Seitergkeit dieser Position mit dem Asp306 und
Glu307 zu einer unginstigen Ladungsverteilung inaker dera-Helix H fahrt, wodurch die
Struktur der katalytischen Doméane erheblich gedrnwied.
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4.4.2 Auswirkung der Temperatur auf die Enzymaktiviat der L-HicDH Wild-Typ
und ihre Thermostabilitat

Die Auswirkung der Temperatur auf die Enzymaktivitkhd Thermostabilitdt des Enzyms
liefert unterschiedliche Informationen Uber das y#Enz Die Temperaturabhéngigkeit der
Enzymaktivitdt der L-HicDH wurde untersucht (Abhillg 3-6.) und die maximale
Temperatur, bei der das Enzym seine Aktivitat eemakann, wurde in der Nahe von 50°C
gefunden. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Selelfithl gemessenen Ergebnis (Schigte
al, 1984) uberein. Unter diesen Bedingungen zeigtitesym in DSC-Messungen eingg—
Wert von 59.65°C. Dies bedeutet, dass der Schmektpdes Enzyms und die maximale
Temperatur der Enzymaktivitat unterschiedlich simd die Temperatur bereits grol3en Effekt
auf die Enzymaktivitat hat, bevor sie den Schmeitkperreicht, also bevor das Enzym durch
thermale Entfaltung seine Aktivitat verliert.

4.4.3 Effekt von Mutationen auf die kinetischen Paaimeter

Tabelle 3-3 und Abbildung 3-8 reprasentieren dagREleichgewicht gteady-state der
katalytischen Eigenschaften der Wild-Typ L-HicDHduihrer Mutanten. Alle Mutanten zeigen
unterschiedliche Enzym-Aktivitaten, im Vergleichnzu_-HicDH-Wild-Typ Enzym, obwohl
die gezielten Mutationen aufRerhalb das aktiven rdemd liegen. Thermostabilisierung eines
Enzyms stellt eine Herausforderung fur das Prdbmeign dar, weil die Substrat-Geometrie
des aktiven Zentrums und das molekular-dynamiscbehalten wahrend der enzymatischen
Reaktion oft sehr auf maximale katalytische Effi@eausgerichtet ist (Krawtt al, 2003,
Daniel et al, 2003). Daher muss die Design-Methode in der Laggn, flr
thermostabilisierende Mutanten jed&hift in der Hauptkette innerhalb einer bestimmten
Faltung zu minimieren, die die Struktur des aktiv&mntrums oder ihre Flexibilitat stéren

konnte. Aus den Ergebnissen Uber die katalytisdbigenschaften der Mutanten kann man

107



4. DISKUSSION
sagen, dass die Mutanten Asp327Lys, Glu270Met, &lpda, Glyl26Ala, Aspl184Glu und

Asp302Glu diese strukturellen Anforderungen erfiille
Der Ky-Wert der Mutanten liegt oberhalb des,XVerts der Wild-Typ L-HicDH. Dieses

Ergebnis bedeutet, dass die Bindungsaffinititen Metanten zum Substrat durch den
Austausch der jeweiligen Aminosaure im VergleichmzWild-Typ gesunken sind. Nur die
Mutante Asp184Glu zeigt eine verbesserte BindurigéEit zum Substrat mit einemyKWert
von 34,8 uM.

Der KearWert der Mutanten wurde durch den Austausch derindsiure unterschiedlich
beeinflusst. Bei den Mutanten Thr305Glu, Aspl84Gid Asn72Phe ist der JMgWert
gesunken; bei den Mutanten Asp327Lsy, Glu270Mey2&lAla, Glyl26Ala und Gly244Glu
ist er gestiegen.

Die Mutante Asn72Phe zeigt einen kleinen Wert dexximalen Umsatzgeschwindigkeit,
obwohl die Bindungsaffinitat des Enzyms zum Subsifanlich der der Wild-Typ L-HicDH
ist. Die Mutante besitzt durch die geringere Umsdaézeine verminderte Enzym-Effizienz. Die
Mutante Gly244Glu besitzt eine geringe Bindungsatfit zum Substrat, wodurch die Mutante
eine geringe Enzym-Effizienz zeigt.

Die Mutanten Asp327Lys, Aspl84Glu und Glu270Met geei hohe maximale
Umsatzgeschwindigkeiten, wodurch sie hohere Enzfimi€nzen besitzen als der Wild-Typ.
Die Mutanten Asp302Glu und Gyl251Ala zeigen eineyn-Effizienz im Bereich des Wild-
Typs.

Aus dem Vergleich von -, Kcar und Keof Ky Wert der Mutanten mit dem Wild-Typ ist zu
sehen, dass sechs Mutanten fur die Thermostahillgledes Enzyms unter vergleichbaren
katalytischen Eigenschaften geeignet sind. DieséaMan sind: Glyl126Ala, Asp184Gilu,
Gly251Ala, Glu270Met, Asp302Glu und Asp327Lys.
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4.5 Der Effekt der Anwesenheit des Liganden (NADH) auf die
Thermostabilitat der L-HicDH

Der T,-Shift steigt mit der Ligandkonzentration selbst Uber 8e&hmelztemperatur ohne

Ligand. Dieser Effekt tritt selbst dann auf, weras dProtein bereits mit Liganden gesattigt ist.
Eine Erklarung konnte sein, dass die Bindungen aveis Ligand und Protein das Protein in
einer stabilen Konformation halt. Wenn dies dei Réire, dann wirde jedoch keine weitere
Stabilisierung entstehen, sobald alle Proteine tigs&ind. Aus thermodynamischer Sicht
ergibt sich die gesteigerte Stabilitat aus der tzlishen freien Energie, die zum Zeitpunkt der
Entfaltung fir die Entfernung des Liganden aus derotein bendétigt wird. Diese freie

Energie besitzt eine Komponente, die sich aus derogie des Mischens von abgel6sten
Liganden in der Losung ergibt. Dieser Wert h&dnghtwvon der Proteinkonformation aber von

der relativen Konzentration des freien Ligandeden Losung ab.

4.6 Thermale Entfaltung der L-HicDH und ihrer Mutan ten

Die thermale Entfaltung der L-HicDH und ihrer Mutan wurde mit der differentiellen
ScanningKalorimetrie  bei  verschiedenen pH-Bedingungen rsueht und die
thermodynamischen Paramefgy, AHq, undAH,4 ermittelt. Mit Hilfe dieser Werte kann die
Thermostabilitat der L-HicDH und ihrer Mutanten giechen werden.

Ein groResAH bedeutet, dass eine groRe Menge von EnergieidiEmtfaltung bendtigt wird,
dies wiederum bedeutet, dass das Protein im na#wstand eine hohe strukturelle Stabilitat

besitzt. Ein hoher Tm deutet ebenfalls an, das®datein eine hohe Stabilitéat besitzt.
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Im Vergleich zum Wild-Typ hat die Mutante Gly251Atei allen drei pH-Bedingungen durch
erhohte Ty-Werte eine erhdhte Thermostabilitdt gezeigt, némlbei pH 6,0 mit einer
Erhéhung von 3,25°C auf 65,80°C, bei pH 7,0 mit96(1 auf 61,27°C und bei pH 8,0 mit
4,32°C auf 48,39°C. In diesem Vergleich reicht 8gannweite der Temperaturunterschiede
von 44,07°C (Wild-Typ bei pH 8,0) bis 65,80°C (GbiAla bei pH 6,0) bei den
verschiedenen pH-Bedingungen. Das Thermostabilisgadesign der L-HicDH hat bei
Mutante Gly251Ala erfolgreich zu einem erhéhten Belzpunkt gefihrt. Gleichzeitig hat
diese Mutante fur eine industrielle Anwendung geetg katalytische Eigenschaften.

Die anderen sechs Mutanten Asp327Lys, Glu270Ma303Glu, Gly126Ala, Asp320GIlu und
Aspl84Glu besitzen nahezu gleiche SchmelzpunktedeteWild-Typ bei den verschiedenen
pH-Bedingungen.

Die Mutante Asn72Phe hat niedrigere Schmelzpun&tedbn pH-Bedingungen als der Wild-
Typ, Mutante Gly244Glu hat einen hdoheren Schmelkpumit 46,14°C bei pH 8,0 als der
Wild-Typ, aber bei pH 7,0 und pH 6,0 einen niedngge Schmelzpunkt als das L-HicDH-
Wildtyp-Protein.

Auf die kalorimetrische Enthalpie bezogen zeigea Miutanten Gly251Ala und Glu270Met
deutliche Steigerungen der EnthalpiednderungempHe6,0 und pH 7,0, bei pH 8,0 jedoch
liegt die Enthalpiednderungen niedriger als beind¥Viyp.

Weitere bemerkenswerte Erh6éhungen der Enthalpiednde sind bei den Mutanten

Asp327Lys bei pH 8,0, Gly244Glu bei pH 6,0, Thr305Gei pH 6.0 und Asp184Glu bei pH

6,0 zu sehen. Bei der Mutante Asp327Lys ist veditéim dass die Einfuhrung der positiven
Ladung an der Oberflache die Thermostabilitat deitdvite im sauren Milieu erhéht ist. Bei
den Mutanten Gly244Glu, Thr305GIlu und Aspl184Glu Ha Einfihrung der negativen

Ladung an der Oberflache des Enzyms eine stabdisiie Wirkung bei basischen

Bedingungen.

Die Mutante Asn72Phe zeigt im Vergleich zum WildpTsehr niedrige Enthalpiednderungen
und Ty bei allen pH-Bedingungen. Offensichtlich ist digal8litat des Proteins durch den

Aminoséaure-Austausch erheblich nachgelassen. Pdlanyt hat eine groRe aromatische
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Seitenkette. Diese grol3e Seitenkette konnte diepkéite Packung des Proteins stéren und
dadurch die Verlauf der Hauptkette geandert weikdam. Diese Strukturanderung fuhrt auch

zu einem erheblichen Aktivitatsverlust in dieserti&hie.

Krafte, die zur Proteinstabilitdt beitragen, sind &veit diskutiertes Thema. Diese Kréafte
schlieRen beispielsweise die elektrostatischen W&alrkungen ein. Ungunstige
Ladungsverteilungen auf der Proteinoberflache kiinmer Destabilisierung von Proteinen
fuhren. Andererseits kénnen die elektrostatischathelwirkungen zur Proteinstabilisierung
beitragen, indem ionische Wechselwirkungen (Sal#w®ii) zwischen solchen Resten

ausgebildet werden, die gegenseitig geladen sind.

4.7. CD-Messungen

Um die mit DSC gemessenen Schmelzpunkte der Wilgd{MHicDH und ihrer Mutanten zu
Uberprifen, wurden die Schmelzpunkte der Wild-TyplicDH und einiger Mutanten mit
DSC und CD in gleichem Puffer (5mM Kaliumphosphahe Salz) bei verschiedenen pH-
Bedingungen gemessen. Die erhaltenen Ergebnissmsti fur die einzelnen Proteine tberein.
Alle CD-Messungen wurden mitp-scan(20 — 80°C) unddown-scan(80 — 20°C) in beide
Richtungen durchgefiihrt, wobei keine Messungduivn-scansodichoren Punkten gefunden

wurden. Hiermit ist die Irreversibilitat der Dena&rung Uberpruft worden.

4.8 Charakterisierung der Denaturierung der Wild-Typ L-HicDH

Fur eine vollstandige Charakterisierung eines Rrstbendtigt man Informationen tber die
Energetik des Systems. Diese Information kann mitiifeH von thermalen

Denaturierungsuntersuchungen erhalten werden. rBiffeelle Scanning Kalorimetrie (DSC)
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ist ein Beispiel fur eine effiziente Methode zur skhatzung der Proteinstabilitat und der
Interaktion zwischen Untereinheiten (Privaketval, 1986, Ladbury and Chowdhry, 1998).

pH-Abhéangigkeit

Das differentielle scanningKalorimetrie (DSC) ermdglicht eine direkte Erfansog des
Einflusses vom pH auf die Thermostabilitdt von Birmén. Ein Faktor, der die Aktivitat vieler
Enzyme in groiem Malde beeinflusst, ist der pH-WEiir solche Enzyme gilt, dass die
katalytischen Reste in ihrem aktiven pH Bereichgiieigneten Protonierungszustande haben.
Mit den raschen Fortschritten in der strukturellBiologie kann der Mechanismus der
biologischen Funktionen von Proteinen durch die ekolaren Krafte beschrieben werden.
Jedoch garantiert die Erkenntnisse der Proteink&iruallein keine exakte Vorhersage der
Funktion und biologischen Aktivitat.

Zur volligen Charakterisierung spezifischer bioeknllarer Wechselwirkungen und der
biologischen Aktivitat werden thermodynamische Reeter bendtigt. Thermodynamik liefert

Informationen Uber energische Krafte, die die bitakolaren Wechselwirkungen antreiben.

ScanrRate Abhangigkeit

Die ScanRate-Abhangigkeit kann als ein Indikator fir em@mindest zum Teil kinetische
Kontrolle eines Schmelzprozesses betrachtet weldas.Lumry-Eyring-Reaktionsschema ist
ein Modell, das fur die Modellierung der irrevetsitb Denaturierung verwendet werden kann.
In diesen Modell fihrt ein natives Protein (N) zwdlbergange durch: eine
Gleichgewichtsiibergang zu einem entfalteten Zus(aiddie einen kinetischen Ubergang zu

einem irreversibel denaturierten Zustand (F) duiriatif

N Kro uoleo E

Irreversibilitat

112



4. DISKUSSION

Da die thermal induzierte Denaturierung von L-HicDHd seiner Mutanten irreversibel ist
und es kein thermodynamisches Gleichgewicht inedie®rozess gibt, kann die Gibbsche-
Energie nicht aus dem ersten Scan extrahiert wei@enchez-Ruiet al, 1988). Die thermal
induzierte Entfaltung kleiner, monomerer, globutdPeoteine ist meistens reversibel und kann
durch ihre Stabilitat thermodynamisch charakterisreerden (Privalov, P.L., 1979; Murphy
and Freire, 1992). In dieser Arbeit wurde die Si@bider L-HicDH und ihrer Mutanten durch
irreversible Denaturierung in Hinblick auf ihre ktrsche Stabilitat hin charakterisiert. Aus der
Analyse der DSC-Daten mit dem ,Ein-Schritt irrevelsn Modell* kénnen auch die
thermodynamischen Parameter, z.B. der Schmelzpumktdie Enthalpie-Anderung ermittelt

werden.

Extreme Kooperativitat

Es wird allgemein angenommen, dass extreme Koapk#atnur in den kleinen Molekilen
mit dichter Verpackung der Gruppen erzielt wirdiyBlov, P.L, 199ZProtein Folding. Dieses
ist offensichtlich nicht der Fall fur die grol3e riodere L-HicDH. Diese extreme
Kooperativitat ergibt sich aus dem gleichzeitigemfZllen aller strukturellen Elemente und der
aulBergewdhnlichen Entfaltung dieses groRen Psot@MAmico, S.,et al, 2001). Dies

wiederum reflektiert die Stabilisierungsrolle ddigdmerisierung in diesem Enzym.

Ursache fir die irreversible Denaturierung

Ursache fur die irreversible Proteindenaturierungnrike die Aggregation von Protein,
Deaminierung von Asparagin und/oder Glutaminrestisomerisierung von Prolinresten,
Abtrennung von Untereinheiten, sowie Autolyse gdéihernet al, 1985; Zaleet al, 1986;

Abbildung 5-1). Irreversible Denaturierung wird geell auf diese Veradnderungen
zuruckgefihrt und schliel3t das Protein in einemtahd (der finale Zustand: F) ein. In diesem
finalen denaturierten Zustand ist das Protein nightdie Lage zur nativen Struktur
zurlckzufalten (Sanchez-Ruiz, 1995; Klibaneival, 1987). Obwohl die thermal induzierte
Denaturierung keine Reversibilitat besitzt, kanrs ddSC-Thermogram fur die thermale
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Denaturierung einiger Proteine anhand der van f-Btdichung interpretiert werden (Manly
et al, 1985; Edgeet al, 1985; Huet al, 1987). Eine Voraussetzung hierfir ist, dass eine
irreversible Anderung des entfalteten Zustandes kitinem Warmeeffekt bei einer
Temperatur eintritt, die hoher ist als die Temparabei der sich der kalorimetrische Ubergang
ereignet (Sanchez-Ruét al.,, 1988).

— 200

— 100

(kJ K ||'.l:||'I }

5
I

Exothermue

Ageregation

Excess I'.':

— -10:0

| L1 [ 1
20 40 &0

Temperature {C)

Abbildung 4-1. Irreversible Denaturierung von Protein durch Agagtean (Ubernommen aus
Alan Cooper, 2000)

Die Reversibilitat der thermalen Denaturierung ldéticDH und seiner Mutanten wurde durch
einenRescangeprift, bei der das Protein sowohl nach vdélliDenaturierung als auch nach
der Erhitzung bis zum JJund der darauf folgenden langsamen Abkihlung esitenes mal

gemessen wurde. Das zweite Thermogramm zeigtikéhermalen Effekt. Im Thermogramm
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der ersten Messung ist jedoch eine typische exwoiheAggregationsspur erkennbar
(Abbildung 3-23 und Abbildung 3-24 im Ergebnistgil.

Thermodynamische Stabilitdt und kinetische Staitbilit

Proteinstabilitdt umfasst sowohl thermodynamischHe auch kinetische Aspekte. Die
thermodynamische Stabilitat von Proteinen konnenpwertig (harginal) sein (Fershtet al.,
1999; Tavernagt al., 2002). Die meisten globuldren Proteine sind gremig/ stabil mit
einemAG (Differenz der freien Energie zwischen dem gefelt und entfalteten Zustand) von
ca. —10 kcal/mol, was gesteigerte Funktionalitats@dlt, da grenzwertige Stabilitat mit
gesteigerter Proteinflexibilitat korreliert werdkénnte (Tavernaet al, 2002). Die kinetische
Stabilitdt eines Proteins resultiert aus der Emdngide, die zwischen gefaltetem und
entfaltetem Zustand existiert. Ist diese Hurde hoctacht dies die Entfaltungsreaktion
langsam, wodurch der gefaltete Zustand des Prosahist dann stabilisiert wird, wenn die
thermodynamische Stabilitdt gering ist (Forearl, 2004). Forreet al. haben auf molekularer
Ebene gezeigt, dass Protein-Oligomerisierung eiaéiriche Strategie ist, um kinetische
Stabilitat zu erreichen (Forret al, 2004).

Ein Effekt der Proteinkonzentration auf dép-Wert der Denaturierung der tetrameren L-
HicDH wurde nicht beobachtet. Dies bedeutet, dasissoziation der Tetramere vor dem
Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt nicht stadiét. Nach dem Geschwindigkeits-
bestimmenden Ubergangspeak ist kein weiterer PeakDSC-Thermogram beobachtet
worden. Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dassgadaltete Tetramer direkt und spontan zu
den entfalteten Monomeren umgewandelt wurde. DaBt hmit anderen Worten, dass die
thermal induzierte Denaturierung von L-HicDH engd aher Dissoziation der Untereinheiten

verbunden ist.

Aktivierungsenergie des kinetisch bestimmendenifishr

Die Aktivierungsenergie der thermalen Entfaltung #eild-Typ L-HicDH wurde mit drei

unterschiedlichen Methoden bestimmt. Die Werte Aldivierungsenergie wurden mit einem
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Mittelwert von 538,10t 55,88 kJ/Mol bestimmt (Tabelle 3-9). Diese Abweishzeigt, dass
das Ein-Schritt-Modell kein realistisches Modelsblkereibt (Kurganowet al., 1997; Sanchez-
Ruiz et al, 1988; Lyubareet al, 1998; Stirpeet al, 2005). Andererseits ist das irreversible
Ein-Schritt-Modell ein Sonder Fall des Lumry-EyriMpdells. Bei diesem Fall sollte ein
zusatzlicher Intermediat-Schritt berlcksichtigt eesr. Dieser kann sowohl reversibel wie
irreversibel sein (Stirpet al, 2005). Stirpeet al analysierten das klassische Lumry-Eyring-
Modell in zwei Schritten. Die mit dem reversiblechStt assoziierte Enthalpie-Anderung
(AHy) und die mit dem irreversiblen Schritt assoziieBethalpie-Anderung/Hg) wurden
durch eine optimale Kurvenanpassung ermittelt. Z'm#r groRen Abweichung konnte der
Ausgangswert der Aktivierungsenergie bei diesevknanpassung aus der Arrhenius-Analyse
abgeschatzt werden (Stirpeal, 2005; Guzzi, Ret al., 1996).

In dieser Arbeit wurde die Aktivierungsenergie tleermal induzierten Denaturierung der L-
HicDH von 538,10 kJ/Mol mit Hilfe der Arrhenius-Alyae abgeschéatzt. Dieser Wert stellt den
Mittelwert der Methoden 1, 2 und 3 dar.

Hydrophobizitat in Zusammenhang mit der tetram&teoktur

Durch die rasch steigenden strukturellen Infornraiotiber Proteine, ist ersichtlich geworden,
dass hydrophobe Effekte dominant treibende Krafteder Protein-Faltung sind (Sandeep
Kumar et al., 2000 und Dill, K. A. 1990). Daher wird vermutetass thermophile Proteine

wesentlich hydrophober sind (Haney al, 1997) und im Vergleich zu ihren mesophilen
Gegenstiicken ein grol3erer Teil der Oberflache anthvon Oligomerisierung bedeckt ist
(Salmineret al., 1996).

Einige Strukturvergleiche an mesophilen und thedmiep Proteinen haben &hnliche

Ergebnisse gezeigt, wozu reduzierte Oberflachenaimel gestiegene Anzahl von verdeckten
Resten (d.h. dichte Packung des Proteins) gehKertaktflachen zwischen Proteinen sind oft
hydrophober als ihre Aul3enseiten; aber wenigerdplisb als das Innere eines Proteins. In

einer Studie waren 47% der interagierenden Aminesaste hydrophob, 31% polar und 22%
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geladen (Uetz, Pet al, 2005). Stabile Komplexe haben Kontaktflachen hytlrophoben
Resten, wahrend die Kontaktflachen in instabilemigexen eher polare Reste bevorzugen. In
der Aminosaurezusammensetzung der L-HicDH sind%2aj@r Aminosaurereste hydrophob,
24,5% geladen und 22,6% polar. Dieser h6here Aatellydrophoben Aminosaureresten kann
durch Tetramerisierung in dem Kontaktbereich odecld Einbettung im Inneren des Proteins

erklart werden.

Der Groliteil der Stabilitatsforschung ist auf diertnodynamische Charakterisierung kleiner,
monomerer, globulérer Proteine fokussiert (PrivalewL., 1979; Murphy and Freire, 1992).
Wegen des hohen Malies an Irreversibilitat der Eatfg und der Komplexitat des gesamten
Prozesses, gibt es wenige Untersuchungen zu oligonf&oteinen.

In den letzten Jahren sind die Mechanismen, die hdiee Stabilitdt von Proteinen aus
hyperthermophilen Organismen verursachen, integr$orscht worden. Ein Grol3teil der bisher
erhaltenen Daten stammt aus thermophilen Proteideren dreidimensionale Struktur mit
ihren mesophilen Gegenstiicken verglichen wordenDgtse Vergleiche zeigen, dass die
Thermostabilitit eines Proteins eine Eigenschaftdie nur winzige strukturelle Anderungen
bendtigt, wodurch eine Optimierung stabilisierendgmdrophober und /oder hydrophiler
Interaktionen erreicht wird (Spasset al, 1995; Jaenicke and Bohm, 1998). Interaktionen
zwischen den Untereinheiten stabilisieren das ges#&rotein. Steikt al. berichten, dass die
Wechselwirkungen der Untereinheiten einen signifika Beitrag zur Stabilisierung von
dimeren Proteinen liefern (Steif & al. 1993). Aus der gesamten Untersuchung der thermal
induzierten Denaturierung der L-HicDH und ihrer loten kann man eine Schlussfolgerung
ziehen. Es gibt namlich einen engen Zusammenhaisghen Stabilitdt und Hydrophobizitat:
man kann durch Erh6hung der Hydrophobizitat im létiiereich zwischen den Tetrameren
eine gesteigerte Stabilitat der L-HicDH erzielem Beweis fur diesen Zusammenhang stellt
die Stabilisierung der L-HicDH durch die Mutantety®51Ala undGlu270Met dar. Bei der
Mutante Gly251Ala und der Mutante Glu270Met befinsieh die Position der Mutationen in
den Kontaktstellen der Tetramere. Die kleinen hgHoben Aminosauren Alanin und
Methionin erhéhen die Hydrophobizitat dieses Béresc Aufgrund der Dissoziation der
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Tetramere, die zur irreversiblen Denaturierung fihat die Stabilisierung der tetrameren

Struktur hochste Prioritat bei dem Protein-Design Erh6hung der Thermostabilitat der L-
HicDH. Fir eine weitere Stabilisierung der L-Hiclider eine Stabilisierung von oligomeren
Proteinen ist diese Strategie bedeutend.

4.9 Vergleich der Stabilitat der Wild-Typ L-HicDH u nd ihrer Mutanten

4.9.1 Vergleich der Mutanten mit den Statistischeaten ausProTherm

Die thermodynamische DatenbaRkoThermgibt statistische Daten Uber die Haufigkeit von
Aminoséaureresten an der Mutationsstelle (Tabelld 4n. Aus diesen Daten kann man einen
Uberblick tiber den gezielten Austausch der Aminmsé@wgewinnen. Hieraus ergeben sich
einige Favoriten fur die Thermostabilisierung vantBinen.
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Tabelle 4-1.Haufigkeit der Aminosaurereste an den MutationksiglAus ProTherm)

To
Gly |Ala [Val [Leu [lle [Cys|Met |Phe|Tyr [Trp [Pro|Ser [Thr |Asn |GIn [Asp [Glu |Lys |Arg |His
Gly |- 20555 ||5 0 |9 0 102 |6 || 9 |54 |2 |4 24 (26 | 17| 6 15| 5
Ala (76 |--- |108|54 (22 |19 |[26 |21 | 7 10(72 |66 (46 |6 1516 | 7 | 21| 4 8
Val (66 [361|--- [230(233(38 (62 |76 |29 (15 (6 |44 (78 (25 |0 (24 |11 8 | 22| 11
Leu |26 |260(105(--- |76 (37 |(38 (50 |2 | 4 | 17| 4 | 14 1 4 13 28 3 10 3
||IIe 29 |178(356|208 |--- |23 |62 |87 |11 |6 7 |20 |57 |3 0 (6 19 |9 0 0
||Cys 4 |123|16 |26 |1 |- |2 2 2 1 0 [100|86 |0 0 (O 4 |0 0 0
IMet 17 |50 |33 11943 |1 |- |17 [o Jo |o o |6 [1 | o 6] 6] 16 3] 2
Phe |5 |115|16 |100 (14 |3 10 |- |60 (42 (O (16 |3 17| 0 | 4 2 5 0 5
Tyr 25 (82 |4 |24 |2 19 |1 |165|-- (58 |4 (10 |4 |6 8 9 1| 4 2 9
FromTrp [0 (24 (O |14 |0 | 3 0 (66 |57 |- |0 |0 O |O 5 |0 0 |oO 1] 7
Pro |60 |125(5 (17 |2 |5 0 4 (2|4 |- (29 |8 |4 5 |4 312 |53
Ser (25 |163|17 |12 (10| 20| 2 13| 6| 2| 6|- |24 (|14 |[4 |61 |5 |8 |20 |17
Thr |31 |153/90 |9 53 |25 ||7 1519 (0 || 3 (92 |--- (18 |14 |16 (58 |1 29 |17
Asn (30 1115 5 47 |1 11 | 4 O| 0| O 26/ 9||- |4 (88 |14 |2 11 |9
GIn (31 (45 |2 |[22 |3 | 3 2 31 4| O 9f 5| 1| 2|-- |7 24 (14 (12 || 4
Asp (40 (136/8 |9 6 |[27 |4 7 |3 || 5| 10/ 20, 10124 |11 |-- (33 |8 |9 (21
Glu |41 (202|56 |36 |4 |8 15 (23| 26| 3| 6| 15 10 1158 |23 |--- |25 |27 |11
Lys |80 (14120 |8 19 |7 34 || 43| 18| 27| 20 9 14 201 17 120 |--- |58 |35
Arg |36 |96 [0 |7 0 19 |15 | 3 0|0 1| 8 21 0 1 065 |25 |--- |65
His |37 |89 (4 (46 |0 |4 0 5 12| 2 || 20/ 6| 21 44 2b 18 12 ¢4 |-2-

0-50: Blau; 51-100: Magenta >100: Rot

Laut dieser statistischen Daten sind die MutantdyilZsAla und Gly251Ala. Bevorzugte
Kandidaten fur eine erhdhte Thermostabilitat (Thhéi2).

Tabelle 4-2.Haufigkeit der ausgewdahlten Mutanten in ProTherm

Mutanten Haufigkeit in ProThermp  Mutanten HaufigkaiProTherm
Asp327Lys 8 Glyl26Ala 205

Gly244Glu 17 Asp302Glu 33

Thr305Glu 58 Asn72Phe 4

Asp184Glu 33 Gly251Ala 205

Glu270Met 15

O Erlauterung: ProTherm gibt die Haufigkeit des Aminosaure-Austauschesr afieht in

Abhangigkeit von der Position an.
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4.9.2 Typische Aktivierungsenergie fur die Proteinetfaltung

Im Vergleich zu typischen Aktivierungsenergien é@mtfaltung von nativen Proteinen, die in
den letzten Jahren in der Literatur beschrieberderorsind, ist die Aktivierungsenergie von
525-538 KJ.mot der Wild-Typ L-HicDH relativ hoch (Arnouldet al, 1998; Baier and
McClements, 2001; Banerjee and Kishore, 2004; Begt al, 2000; Bellet al, 1995; Dast
al., 1998; Fangpt al, 2003; Karet al, 2002; Kaushilet al, 2002; Kidricet al, 2002; Mehtaet
al., 2003a,b; Shimet al, 1998). Der Uberblick von Literaturwerten zeidass native Proteine
eine Aktivierungsenergie der Proteinentfaltung gelhem Bereich von 100-500 kJ/mol
besitzen. Das heil3t, dass der native tetramereaddister L-HicDH kinetisch sehr stabil ist.
Die Mutationen Gly251Ala, Gly244Glu und Glu270Meéthfen zu einer weiteren Erhéhung
der kinetischen Stabilitéat. Vor allem fuhrt die Mtion Gly251Ala nicht nur zur kinetischen

Stabilisierung, sondern auch zur héheren Thermiisiab
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4.9.3 Strategie zur Stabilisierung von Proteinen

Die Strategie zur Stabilisierung von Proteinenngden letzten Jahren immer weiter entwickelt
worden. In dieser Arbeit wurde die Stabilisierurap\L-HicDH durch spezifische Mutagenese
vorgenommen. Die Strategie, die dahinter stand, diarErh6éhung der Hydrophobizitat im

Kontaktbereich zwischen den Tetrameren oder inmerem des Proteins. Am Beispiel der
Mutanten Gly251Ala und Glu270Met fuhrte diese $tgée nicht nur zur kinetischen

Stabilisierung, sondern auch zur ThermostabilisigriDie Erh6hung der Aktivierungsenergie
bei den Mutanten Gly251Ala und Glu270Met zusammaérder Erhéhung vom Schmelzpunkt
der Mutante Gly251Ala und der Erh6hung der kalotimehen Enthalpieanderung bei den
Mutanten Gly251Ala und Glu270Met sind Beweise féncErfolg dieser Strategie. Dartiber
hinaus behielten die stabilisierten L-HicDH Variamihre Enzymaktivitat (Abbildung 3-7 und

Abbildung 3-8).

4.9.4 Vorhersageprogramme fur die Stabilitat von Poteinen

Das angewendete Vorhersageprogramm CUPSAT und dagralhm von Leven zur
Berechnung der Aminosdure-Atom- und Torsionswirfkefentiale zeigten eine gute
Ubereinstimmung mit den Messergebnissen der umtietsn Mutanten. Dadurch bestéatigte
sich die Vorhersagegenauigkeit dieser Programmekdfs sich somit als sehr hilfreich
erweisen, um nach weiteren Stabilisierungsmaoglitekeder L-HicDH oder anderer Proteine
mittels Aminosaureaustauschs zu suchen.

In CUPSAT wird Lo6sungsmittel-Zugénglichkeit als Mafler Kompaktheit verwendet
(volumg. CUPSAT kann dieses verbessern, indem esA@m-Packung als Mal3 der
Kompaktheit verwendet. Dies konnte effizient seurn die Raumbeanspruchung der
Aminoséuren zwischen dem Wild-Typ und den Mutarzenunterscheiden. Zum Beispiel
beansprucht die Aminosaure Phenylalanin der Mutahs@e72Phe wegen ihrer grof3en

aromatischen Seitenkette einen gréReren Raum elsmdiWildtyp vorliegende Aminosaure

121



4. DISKUSSION
Asparagin. Diese Volumenanderung kénnte nicht im Berechnung der Anderung der

Gibbschen freien Energie in Betracht gezogen werdender man die LOdsungsmittel-
Zuganglichkeit verwendet.

In der Mutante Glu270Met befinden sich die Mutasiorte in den Untereinheiten innerhalb 20
A. CUPSAT hat dieAAG jeder Untereinheiten im Tetramer getrennt berethbie
Mutationsorte befinden sich in den Kontaktbereicherschen den Monomeren. Das bedeutet,
dass die Mutation in der einzelnen Untereinheitrzeestabilisierend wirken kann, aber in der
als gesamtes betrachteten tetrameren Struktur deineh Erh6hung der Hydrophobizitat des

Kontaktbereiches einen stabilisierenden Effekteeigann.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die L-2-Hydroxyisocaproat Dehydrogenase (L-HicDH,CE 1.1.1.27) ausLactobacillus
confususist eine NAD(H)-abhangige Oxidoreduktase und kafalt die reversible und
stereospezifische Umwandlung von 2-Ketocarbonsdumen den entsprechenden 2-
Hydroxycarbonsauren. Die homotetramere L-HicDH, dam ihren C-Terminus ein
Hexahistidin-Tag angehangt wurde, wurde durch b&ige Expression ifEscherichia Coli

produziert und gereinigt. Die molekulare MasseumeB85 KDa pro Untereinheit.

Die thermal induzierte Denaturierung der L-HicDH rdel durch differentiellescanning
Kalorimetrie untersucht. Das Ergebnis dieser Unigrang zeigt an, dass die thermal
induzierte Denaturierung dieses Enzyms irreversibédl derT,, von derScanrateabhéngig ist.
Dies deutet an, dass der Denaturierungsprozesk-H&aDH mindestens zum Teil kinetisch
kontrolliert wird. Die WarmekapazitatsfunktionenrdeHicDH zeigen einen einzelnen Peak
mit dem Tm-Wert zwischen 52,14°C und 55.89°C bei @0, abhangig von den
unterschiedlichen Scangeschwindigkeiten.

Dieser thermale Denaturierungsprozess konnte ddesh Lumry-Eyring-Modell N.U - F

analysiert werden. Im extremen Fall des Lumry-BgrModells kann dieser Prozess durch das

einfache kinetische Schema beschrieben werden:(IN. D, in demk eine kinetische

Konstante der ersten Ordnung, N der native Zustand,D der denaturierte Zustand sind. Die
Geschwindigkeitskonstante der Proteinentfaltungdeuals eine kinetische Konstante der
ersten Ordnung anhand der Arrhenius-Gleichung areaty Aus der Arrhenius-Analyse wurde

ein Wert von 537 kJ/Mol als Aktivierungsenergiestie Prozesses berechnet.

Ein Einfluss der Proteinkonzentration auf dBspWert der Denaturierung der tetrameren L-
HicDH wurde nicht beobachtet. Dies bedeutet, dasddsoziation der Tetrameren vor dem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt nicht staitin Nach dem

geschwindigkeitsbestimmenden Ubergangspeak ist keiterer Peak im DSC-Thermogram

beobachtet worden. Dies fiihrt zu der Schlussfolygrdass das gefaltete Tetramer direkt und
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spontan zum entfalteten Monomer umgewandelt wias Beil3t mit anderen Worten, dass die
thermal induzierte Denaturierung von L-HicDH engd ihér Dissoziation der Untereinheiten

verbunden ist.

Verglichen mit den Literaturwerten liegt die Ak&vungsenergie zwischen den gefalteten und
entfalteten Zustanden sehr hoch und dies bedeidss der native tetramere Zustand der L-
HicDH kinetisch sehr stabil ist. Dies macht denfa&ltiingsprozess der L-HicDH sehr langsam
und stabilisiert dadurch den gefalteten Zustand_eldicDH.

Auch der Einfluss des pH-Wertes auf die Thermostabider L-HicDH wurde mit der
differentiellen scanningKalorimetrie untersucht. Die Abh&ngigkeit d&s (Mittelpunkt des
Uberganges) der L-HicDH vom pH-Wert wurde bei eibestimmten Scangeschwindigkeit
mit variierenden pH-Bedingungen untersucht. Die\WHr-Abhéngigkeit der Thermostabilitat
und der Aktivitat der L-HicDH wurden miteinanderrgbchen. Bei pH 6,0 besitzt die L-
HicDH die hochste Thermostabilitat. Hier zeigt dieHicDH auch eine relativ grol3e
Enzymaktivitat. Diese Bedingung liegt auch sehr mahdem theoretischen isoelektrischen
Punkt (pl = 5,06) des Enzyms. Diese Beobachturmgnsti mit der allgemeinen Meinung
uberein, dass die hochste Thermostabilitat vonelRren in der Nahe von deren isoelektrischen
Punkten liegt. Die Ubergangstemperatur (Tm) erktreich von 44.07°C bei pH 8,0 bis auf
62.55°C bei pH 6,0. Daruber hinaus hat die Anwesindes Liganden (NADH) einen
Stabilisierungseffekt an der L-HicDH.

Um die L-HicDH zu thermostabilisieren, wurden emigezielte Mutationen in diesem Enzym
durchgefuhrt, indem der Austausch der Aminosdurenit mHilfe  eines
Thermostabilitdtsvorhersageprogramms ausgewdahltdevurDie Thermostabilitat  aller
Mutanten wurde mit der differentiellescanningKalorimetrie untersucht. Die thermal
induzierte Denaturierung der Mutanten war irreuskiDie Warmekapazitatsfunktionen aller
Mutanten zeigen ebenfalls einen einzelnen PeakalladMutanten entfalten sich als einzelne
kooperative Einheit. Das Verhaltmd4/AH, aller Mutanten zeigt eine extreme Kooperativitat.

Diese extreme Kooperativitat ergibt sich aus desicgkeitigen Zerfallen aller strukturellen
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Elemente und der aulRergewdhnlichen Entfaltung ediegrofRen Proteins. Dies wiederum

reflektiert die Stabilisierungsrolle der Oligomégizing in diesem Enzym.

Die Mutante Gly251Ala zeigt von den angefertigteatdhten die hdchste Thermostabilitat mit
einem T,—Wert von 61.27°C bei pH 7,0, der im Vergleich der Wild-Typ L-HicDH bei der
gleichen Bedingung um 6.19°C hoéher ist. Unter ksodiem Aspekt hat diese Mutante auch
eine hohe kinetische Stabilitat mit einem Aktiviegsenergiewert von ca. 713 kJ/Mol. Dieser
Wert ist ca. 175 kJ/Mol hoher als der Mittelwert &déild-Typ L-HicDH.

Die  Mutanten Gly251Ala  und  Glu270Met  wurden jeweilsmit  hohen
Aktivierungsenergiewerten von 713 kJ/Mol und 598Mdal stabilisiert. In diesen Mutanten
befinden sich die Mutationsorte im Kontaktbereigr Monomere. Der Austausch gegen die
kleinen und hydrophoben Aminosauren verstarkt dieraktion der Untereinheiten. Die hohe
Aktivierungsenergie ergibt sich aus der hydrophobéachselwirkung der Untereinheiten,
wobei der Mechanismus der irreversiblen Denatungraler L-HicDH als die Folge der
Dissoziation der Untereinheiten definiert werdemrkaDie Interaktion der Untereinheiten
spielt damit eine bedeutende Rolle in der Stabilisig des gesamten Enzyms. Die Mutante
Gly244Glu wurde ebenfalls mit eine hoheren Aktiuregsenergie von 575 kJ/Mol stabilisiert.
Die negativ geladene Glu244 verstarkt die elekttosthe Wechselwirkung zwischen Lys58,
Lys245 und Asp62 in einer relativ hydrophilen Umged). Die Losungsmittelzuganglichkeiten
dieser Reste zeigen, dass die Oberflachen-Ladurigduagen die Stabilitdt von Proteinen
erhdhen kdnnen. Alle drei Mutanten besitzen sete glerte der Aminosaure-Atom-Potentiale
und Torsionswinkel-Potentiale nach dem Austausch Aminosauren. Die Vorhersage-
Genauigkeit des Programms ist zufriedenstellendhAdie Vorhersage des CUPSATSs Uber die
Thermostabilitat der L-HicDH stimmt mit der Ergebse dieser Arbeit ein.
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A. 5. Mess-Daten der Enzymaktivitat

Tabelle A-1 Bestimmung der Enzymaktivitat

Protein pH | Slopel Slope2 Slope3 Konz|f Volum.-Akt. | Spezif.-
(mg/ml) (U/ml) Akt.
(U/mg)
Wild-Typ |6 0,1990 0,1956| 0,1973 11,5 400|685+ 5,90 | 60+ 0,51
Wild-Typ |7 0,5600 0,5607| 0,5623 11,5 400|1948+ 4,09 | 169 0,36
Wild-Typ |8 0,4595 0,4615| 0,4603 11,5 4001|1613+ 3,50 | 140t 0,30
Gly251Ala | 6 0,2403 0,2286| 0,2244 15,3 1002006+ 71,5 | 131+ 1,15
Gly251Ala | 7 0,3112 0,2773| 0,294Q0 15,3 1002554+ 147 | 167+ 9,6
Gly251Ala | 8 0,1860 0,1980| 0,1980 15,3 10001684+ 60 110+ 3,9
Asp184Glu | 6 0,2924 0,2961 0,2901 12,6 100@543+ 26,3 | 202+ 2,1
Asp184Glu | 7 0,2578 0,2574) 10,2865 12,6 100@321+ 145 | 184+ 11,5
Asp184Glu | 8 0,1635 0,1474 0,1476 12,6 100Q327+ 80,2 | 105 6,4
Glyl26Ala | 6 0,3276 0,3396| 0,3360 19,6 1002903+ 53,5 | 148t 2,7
Glyl26Ala | 7 0,3174 0,3296| 0,321 19,6 1002803+ 53,8 | 143t 2,7
Glyl26Ala | 8 0,1908 0,1860, 0,186Q0 19,6 10001629+ 24 83+1,2
Gly244Glu | 6 0,4054 0,3695| 0,3590 24,6 1008282+ 211 | 133t 8,6
Gly244Glu | 7 0,2040 0,2292| 0,1860 24,6 10001792+ 188 | 73+ 7,7
Gly244Glu | 8 0,0396 0,0380| 0,0420 24,6 100 35+ 1,75 1,4+ 0,07
Asn72Phe | 6 0,2400 0,2124 0,234p0 18,3 100199+ 12,6 | 10,85 0,7
Asn72Phe | 7 0,0720 0,0660 0,0648 18,3 10059+ 3,3 3,2+ 0,18
Asn72Phe | 8 0,0234 0,0360 0,0300 18,3 10026+ 5,5 1,4+ 0,30
Glu270Met | 6 0,1923 0,1752] 0,1656 14,57 1000543+ 117 | 106t 8,06
Glu270Met | 7 0,3180 0,2859 10,3141 14,57 100@657+ 152 | 182+ 10,4
Glu270Met | 8 0,2563 0,2660 0,2290 14,57 100@174+ 166,6/ 149+ 11,4
Asp327Lys | 6 0,3144 0,3180 0,3300 13,42 100@785+ 70,9 | 207,%5,28
Asp327Lys | 7 0,3048 0,3133 10,3184 13,42 100@710+ 59,6 | 202t 4,44
Asp327Lys | 8 0,3763 0,3925 10,3489 13,42 1003235+ 191 | 241+ 14,2
Thr305Glu | 6 0,0678 0,0666| 0,074% 12,5 500302+ 18,5 | 24,2+1,48
Thr305Glu | 7 0,1717 0,1712] 0,173% 12,5 500747+5,25 | 59,4 0,42
Thr305Glu | 8 0,1547 0,1543 0,577 12,5 500676+ 8,07 | 54,1+ 0,65
Asp302Glu | 6 0,2244 0,2484| 0,2296 12,4 100032+ 110 | 164+ 8,84
Asp302Glu | 7 0,2237 0,2185 0,2460 12,4 1000992+ 127 | 161+ 10,2
Asp302Glu | 8 0,1305 0,1332 0,1560 12,4 100@215+ 122 | 98+ 9,80

OKonz.: Enzymkonzentration; f : Verdiinnungsfaktor
Volum.-Akt.: Volumen-Aktivitat ( U/ml); SpezifAkt.: Spezifische Aktivitat (U/mg)
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Tabelle A-2 Mess-Daten der Enzymaktivitdt der Wild-Typ L-HicDbki

Temperaturen ( f = x40QE] = 13,18mg/ml)

Temperatur | Spezifische Aktivitat Slopel Slope?2 8Bp
20°C 129+ 1,38 U/mg 0,4907 0,4996 0,4783
27°C 157+ 2,10 U/mg 0,5924 0,6107 0,5851
32°C 161+ 1,88 U/mg 0,5979 0,6131 0,621

37°C 185+ 2,10 U/mg 0,7148 0,6983 0,6936
42°C 138+ 0,70 U/mg 0,5202 0,5216 0,5297
49°C 4+ 0,014 U/mg 0,0115 0,0166 0,0179

verschiedenen

Tabelle A-3 Mess-Daten der Enzymaktivitat der Wild-Typ L-HicDOb¢i verschiedenen pH-
Werten ( f = x400fE] = 11,5mg/ml)

PH-Wert Slopel Slope2 Slope3 Spez.Akt. (U/m
5,0 0,1130 0,1128 0,1121 34+0,14

55 0,1311 0,1295 0,1289 40+ 0,34

6,0 0,1990 0,1956 0,1973 60+ 0,51

6,5 0,3173 0,3168 0,3171 96+ 0,08

7,0 0,5600 0,5607 0,5623 169+ 0,36

7,5 0,5859 0,5880 0,5884 177+ 0,41

8,0 0,4595 0,4615 0,4603 140+ 0,30

8,5 0,4201 0,4174 0,4161 126+ 0,62

9,0 0,2483 0,2519 0,2531 76+ 0,75
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A. 6. Mess-Daten der Enzymkinetik

Gly126Ala
[S] (mM) 0.625 | 0.8 1.25 15 2.0 2.5
[§] in Kiivette (uM) | 23,15 | 29,63 46,3 55,56 74,07 92.6
1/[S] (uM™) 0,043 | 0,034 0,022 0,018 0,0135 0.011
Enzymverdinnung | 1000x 1000x| 1000x 1000x 1000x 1000x
AEz40-1 0,1145|0,1596 | 0,2059 0,2244 0,2803 0,3276
AE340-2 0,1200|0,1519 | 0,1897 0,2196 0,2484 0,3396
AE340-3 0,1200|0,1500 | 0,1980 0,2102 0,2733 0,3360
AEz4 ( Mittelwert) 10,1182/0,1538 | 0,1979 0,2181 0,2673 0,3344
1/V, 0,0009|0,00074|0,000582| 0,00052810,0004309 |0,0003444
74497 | 8929 3 21 53
max= 5796,5U /ml ; k= 105,43uM

Keat = Vina/ [E] = 5796,5pmol/60s.ml _ 5796,5pumol/60s.ml _ 1725 &
19,6mg/ml 560pmol/L
Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,9923
Standardabweichung = 0,00003162
Gly251Ala
[S] (mM) 0.625 | 0.8 1.25 15 2.0 2.5
[§] in Klivette (uM) | 23,15 | 29,63 46,3 55,56 74,07 92.6
1/[S] (uM™) 0,043 | 0,034 0,022 0,018 0,0135 0.011
Enzymverdinnung | 1000x 1000x| 1000x 1000x 1000x 1000x
AE3z40-1 0,1200(0,1594 | 0,1916 0,2340 0,2538 0,3112
AE3z40-2 0,1200(0,1560 | 0,1897 0,2330 0,2423 0,2773
AE3z40-3 0,1080(0,1560 | 0,1890 0,2280 0,2724 0,2940
AEz4o ( Mittelwert) 0,1160|0,1571 | 0,1901 0,2317 0,2562 0,2942
1/V, 0,0009(0,00073|0,000605 | 0,0004971 | 0,0004495 | 0,0003915
92979 | 3041 917 31 91 19
max= 5091.29U /ml ; k= 89.53uM
5091.29pmol/60s.ml _ 5091,29pumol/60s.ml
Kcat = Vmax/ [E] = all = all =194 &
15.3mg/mi 437,141mol/L
Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,9870

Standardabweichung = 0,00003999
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Aspl184Glu
[S] (mM) 0.625 | 0.8 1.25 15 2.0 2.5
[S] in Kuvette (uM) | 23,15 | 29,63 46,3 55,56 74,07 92.6
1/[S] (uM™) 0,043 | 0,034 0,022 0,018 0,0135 0.011
Enzymverdinnung | 1000x 1000x| 1000x 1000x 1000x 1000x
AE340-1 0,1440|0,1615 | 0,2111 0,2172 0,2354 0,2578
AE340-2 0,1474|0,1602 | 0,2025 0,2112 0,2520 0,2574
AE340-3 0,1454|0,1710 | 0,1997 0,2184 0,2532 0,2865
AEzqo ( Mittelwert) |0,1456(0,1642 | 0,2044 0,2156 0,2469 0,2672
1/V, 0,0007|0,00070|0,000563|0,0005343 | 0,000466% 0,000431
911 15 5

Vmax= 3133.68 U /ml ; k=348 uM
Koot = Vina/ [E] = 3133,68pumol/60s.ml _ 3133,68umol/60s.ml _ 1459

12.6mg/ml 360pmol/L
Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,9959

Standardabweichung = 0,00000996

Asn72Phe
[S] (mM) 0.625 0.8 15 2.5 5.0
[§] in Klvette (uM) | 23,15 29,63 55,56 92.6 185,2
1/[S] (uM™) 0,043 0,034 0,018 0.011 0,0054
Enzymverdinnung | 100x 100x 100x 100x 100x
AEz40-1 0,0302 0,0373 0,0418 0,0720 0,0714
AE3z40-2 0,0300 0,0342 0,0417 0,0660 0,0737
AE340-3 0,0240 0,0342 0,0459 0,0648 0,0780
AEzq ( Mittelwert) 10,0281 0,0352 0,0431 0,0676 0,0744
1/V, 0,040992| 0,032724| 0,026725 0,017030 0,015482
Vmax=85.21 U /ml ; I = 56,82 uM
Koot = Vina/ [E] = 85,21umol/60s.ml _ 85,21umol/60s.ml 2728

18.3mg/mi 522,86.mol/L
Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,9822

Standardabweichung = 0,00232657

1
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Gly244Glu
[S] (mM) 0.3125 0.625 0.8 1.25 25
[S] in Kuvette (uM) | 11,57 23,15 29,63 46,3 92.6
1/[S] (uM™) 0,086 0,043 0,034 0,022 0.011
Enzymverdinnung | 1000x 1000x 1000x 1000x 1000x
AE340-1 0,0192 0,0396 0,0804 0,1560 0,2040
AE;z40-2 0,0180 0,0480 0,0804 0,1464 0,2292
AE340-3 0,0180 0,0458 0,0837 0,1356 0,1860
AEzq ( Mittelwert) 10,0184 0,0445 0,0815 0,1460 0,2064
Volumenaktivitat 159,74 386,33 707,56 1267,52 1791,90
(U/ml)
1/V, 0,006260| 0,002588 | 0,001413 0,000789 0,0005
max= 11795,47 U /ml ; K=441,13 uM
Keat = Vina/ [E] = 11795.47pmol/60s.ml _ 11795,47pmol/60s.ml _ 279.70 &
24,6mg/ml 702,8.mol/L
Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,97267
Standardabweichung = 0,0001452
Glu270Met
[S] (mM) 0.625 0.8 1.25 2.5
[§] in Klvette (uM) | 23,15 29,63 46,3 92.6
1/[S] (uM™) 0,043 0,034 0,022 0.011
Enzymverdinnung | 1000x 1000x 1000x 1000x
AE340-1 0,1376 0,2088 0,2940 0,3360
AE340-2 0,1507 0,2040 0,2565 0,3216
AE340-3 0,1592 0,1920 0,2850 0,3444
AEzqo (Mittelwert)  0,1492 0,2016 0,2785 0,3340
1/V, 0,000772 | 0,0005714 0,0004136 0,003449
Vmax=6141.41 U /ml ; Kk =80,99 uM
Keat = Vina/ [E] = 6141,41pmol/ 60s.ml _ 6141,41pmol/60s.ml = 245,88 &
14,57gm/ml 416,29umol/L
Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,9705

Standardabweichung = 0,00005602
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Asp327Lys
[S] (mM) 0.3125 0.625 0.8 1.25 25
[S] in Kuvette (uM) | 11,57 23,15 29,63 46,3 92.6
1/[S] (uM™) 0,086 0,043 0,034 0,022 0.011
Enzymverdinnung | 2000x 2000x 1000x 1000x 1000x
AEz40-1 0,0396 0,0963 0,2364 0,3864 0,4839
AE;z40-2 0,0445 0,0886 0,2472 0,3756 0,4636
AE340-3 0,0468 0,1031 0,2210 0,3624 0,4564
AEzq4 ( Mittelwert) | 0,04363 0,096 0,2352 0,3749 0,46796
1/V, 0,00132 0,0005999 0,00049 0,0003072  0,0002461
Vmax = 14330,75 U /ml ; K =202,49 uM
Koot = Vina/ [E] = 14330,75pmol/60s.ml _ 14330,75umol/60s.ml _ 622.92 &
13,42gm/ml 383,43umol/L

Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,9803

Standardabweichung = 0,00007466
Asp302Glu
[S] (mM) 0.3125 0.625 0.8 1.25 2.5 5.0
[S] in Klvette (uM) | 11,57 23,15 29,63 46,3 92.6 185,2
1/[S] (uM™) 0,086 0,043 0,034 0,022 0.011 0,0054
AE340-1 0,072 0,1140 0,1320 0,1636 0,2198 0,2952
AEz40-2 0,060 0,1080 0,1272 0,1608 0,2460 0,3029
AE340-3 0,0636 0,1140 0,1140 0,1860 0,2315 0,3720
AEzq ( Mittelwert) | 0,0652 0,1120 0,1244 0,1701 0,2324 0,3234
1/V, 0,0017666| 0,0010284 0,0009259 0,0006772 0,0004956008562
Vmax=3373.52 U /ml ; kK =58,15 uM

Kcat = Vmax/ [E] =

3373.52umol/60s.ml _ 3373.52pmol/60s.ml

Lineare Regression:

12.4gm/ml

Korrelationskoeff.

=0,99739

354umol/L

Standardabweichung = 0,00002882

=158.83 S
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Wild-Typ

[S] (mM) 0.3125 0.625 0.8 1.25 2.5

[S] in Kuvette (LM) 11,57 23,15 29,63 46,3 92,6
1/[S] (uM™) 0,086 0,043 0,034 0,022 0,011
Enzymverdinnung 1000x 1000x 1000x 1000x 1000x
AEz40-1 0,0756 0,1380 0,1512 0,2160 0,2693
AEz40 -2 0,0876 0,1200 0,1596 0,2273 0,2628
AE340-3 0,0660 0,1200 0,1352 0,2124 0,2546
AE3z40 ( Mittelwert) 0,0764 0,1260 0,1487 0,2186 0,2622
1/V, 0,0015077 0,0009142| 0,0007748 0,000527 0,0004393
Vmax= 3848.45 U /ml ; Kk =56.23 uM

3848.45umol/60s.ml _ 3848.45umol/ 60s.ml

Keat = Vimax/ [E] = =160.35 S
cat max/ [E] 14mg/ml 400pmol/L

Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,99385

Standardabweichung = 0,00003824
Thr305Glu
[S] (mM) 0.625 0.8 1.25 2.5
[S] in Kivette (LM) 23,15 29,63 46,3 92,6
1/[S] (uM™) 0,043 0,034 0,022 0,011
AE340-1 0,1200 0,1740 0,2364 0,2609
AE340-2 0,1104 0,1563 0,1920 0,2565
AEz40-3 0,1116 0,1800 0,2160 0,2379
AE340 ( Mittelwert) 0,1140 0,1701 0,2148 0,2518
Volumenaktivitat (U/ml) | 494,86 738,38 932,4 1093
1/V, 0,002021 0,001354 0,001073 0,000915
Vmax= 2264.5 U /ml ; K= 74uM
Koot = Vina/ [E] = 2264.5pmol/ 60s.ml _ 2264.5pmol/ 60s.ml _1057 <

12.5gm/ml 357umol/L

Lineare Regression: Korrelationskoeff. =0,87363

Standardabweichung = 0,000212679
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A. 7. DCS-Daten fur die Ermittlung der Aktivierungsenergie

1. Wild-Typ L-HicDH

File: 310505.dsc

Scan-Rate ¥ = 15°C/h =0.25 K/min; Q; = 189504,04; @= 99656,35

Tm=51,81°C = 324,96K; G = 44804,57

Temp |Q Q G Ink (UT)10°%/ K™
49,84 189504,04 | 28989,39 | 23582,14  0,03673  -3,30420963
50,79 189504,04 | 57972,29 | 37205,24 0,07072 -2,64010878
51,23 189504,04 | 75429,33 | 41480,54  0,09091 -2,39790828
51,81 189504,04 | 99656,35 | 44804,57  0,12467 -2,0821,0773
52,36 189504,04 | 125181,94] 43561,63  0,16931 -1,776R0721
52,81 189504,04 | 144090,04| 39576,23 0,21786 -1,52380679
53,82 189504,04 | 175886,72] 22263,83 0,40874 -0,894%,0584

File: 300505b.dsc
Scan-Rate ¥ = 30°C/h =0.5 K/min; Q; = 205189,22; @ = 109549,25
Tm=53,33 °C = 326,48 K; § = 47071,70

Temp |Q Q G Ink (UT)10°/ K™
51,31 205189,22 | 32757,24 | 25854,55  0,07497 -2,59086820
52,31 205189,22 | 65232,58 | 39522,12 0,14119 -1,9578D726
52,83 205189,22 | 87133,07 | 44513,71 0,18893 -1,6685D677
53,33 205189,22 | 109549,25] 47071,70  0,246Q09  -1,40280630
53,83 205189,22 | 133780,07] 46113,59 0,32288 -1,1303D583
54,37 205189,22 | 157118,31] 40272,61 0,41889 -0,87(8,8532
55,31 205189,22 | 187308,87] 22595,07 0,63184 -0,4593P445
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File: 300505a.dsc

Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 204229,61; @= 117050,22

Tm= 55,07 °C = 328,22 K; G = 46209,62

Temp |Q Q [o k Ink (UT)10°/ K™
53,08 204229,61 | 38226,38 | 2878596  0,17341  -1,75P3,p653
54,06 204229,61 | 72266,38 | 40748,07 0,30878 -1,1753,0561
54,56 204229,61 | 93904,38 | 44675,36  0,40494  -0,904RD515
55,07 204229,61 | 117050,22| 46209,62  0,53005 -0,6343,8467
55,58 204229,61 | 140256,52] 44540,21 0,69623  -0,36280420
56,08 204229,61 | 161501,78] 38820,05  0,90834 -0,095%0374
57,06 204229,61 | 190610,20] 20374,01  1,49595  0,402380284

File: 300505.dsc
Scan-Rate w = 90°C/h =1,5 K/min; Q; = 197738,51 ; Q= 107173,72
Tm= 56,14 °C = 329,29 K; G = 44044,70

Temp |Q Q [ k Ink (UT)10°/ K™
54,13 197738,51 | 32168,51 | 26140,21] 0,23682 -1,440885548
55,13 197738,51 | 64652,27 | 38367,10 0,43243 -0,838384618
55,74 197738,51 | 89487,74 | 43172,88 0,59823 -0,513%,04053
56,14 197738,51 | 107173,72] 44044,70  0,72950 -0,315203684
56,64 197738,51 | 128875,39] 4195855 0,91396 -0,08903223
57,14 197738,51 | 148762,59] 36723,58 1,12474 0,1173602764
58,09 197738,51 | 176864,58)/ 2152958 1,54711 0,4363901896

2. Gly251Ala

File: 030505a.dsc

Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 270542,47 ; @=161982,13;

Tm=61,56 °C = 334,71 K; § = 79935,92

Temp |Q Q [o k Ink (UT)10°%/ K™
59,59 270542,47 | 37881,82 | 36427,84 0,15697 -1,854280535
60,56 270542,47 | 86976,19 | 64721,04 0,35298  -1,04P299661
61,07 270542,47 | 122803,81] 76092,30  0,51505 -0,663%509204
61,56 270542,47 | 161982,13] 7993592 0,73633  -0,306D88766
62,00 270542,47 | 196049,88] 73840,0§ 0,99124 -0,008808374
62,54 | 270542,47 | 230852,46] 54304,99 1,36823 0,3132297894
63,52 270542,47 | 262876,74] 15191,13  1,98169  0,683297027
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3. Gly244Ala

File: 300405a.dsc
Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 223073,00 ; @= 116639,49;
Tm= 48,18 °C = 321,33 K; § = 55891,54

Temp |Q Q [o k Ink (UT)10°/ K™
46,19 223073 34379,78 | 23290,26] 0,12343 -2,0921 1343
47,20 223073 66831,41 | 42162,48/ 0,26985 -1,3099 13842
47,71 223073 90976,51 | 51990,01] 0,39358 -0,9325 6821
48,18 223073 116639,49| 5589154/ 0,52513 -0,6441 1287
48,68 223073 144158,43| 51396,40] 0,65129 -0,4288 0733
49,15 223073 166152,41| 41879,48/ 0,73575 -0,3069 0230
50,15 223073 196216,35| 20377,53] 0,75875 -0,2761 933

4. Asp327Lys

File: 240405a.dsc
Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 202185,14 ; @= 118753,63;
Tm = 55,68 °C = 328,83 K; G = 44684,75

Temp |Q Q [o k Ink (UT)10°/ K™
53,76 202185,14 | 43441,94 | 29410,42] 0,18527 -1,685385895
54,67 202185,14 | 75055,95 39703,67] 0,31231 -1,1637,65045
55,20 202185,14 | 97598,17 | 43747,460 0,41829 -0,87[594553
55,68 202185,14 | 118753,63] 44684,75 0,53559 -0,624304109
56,22 202185,14 | 142312,50] 42290,577 0,70634 -0,347%563610
56,65 202185,14 | 159689,60/ 37083,46 0,87264 -0,136283214
57,62 202185,14 | 187642,21| 19761,84  1,35886  0,3068502325

5. Glu270Met

File: 060505.dsc
Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q;= 217816 ; @ = 122842,80;
Tm = 55,49 °C = 328,64 K; G = 55524,32

Temp |Q Q [o k Ink (UT)10°%/ K™
53,61 217816 36609,95 | 30944,36] 0,17077 -1,76744603®
54,58 217816 74776,08 | 47615,41] 0,33288 -1,09997513®
55,02 217816 96723,10 | 53401,03] 0,44099 -0,81873473M
55,49 217816 122842,80| 55524,32] 0,58463 -0,5367D4284
56,03 217816 151977,53| 52789,33] 0,80180 -0,220903785
56,57 217816 178385,70| 4387350 1,11269 0,10678 3288
57,40 217816 205851,50| 21994,38) 1,83830 0,60884 253@
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6. Gly126Ala

File: 120505.dsc

Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 198217,74; @ = 113454,08;

Tm=54,18 °C = 327,33 K; &= 45590,16

Temp |Q Q [o k Ink (UT)10°/ K™
52,23 198217,74 | 37451,73 | 2794151 0,1739 -1,749807333
53,21 198217,74 | 71024,41 | 40380,90 0,317§ -1,147396430
53,71 198217,74 | 92306,47 | 43480,41 0,4105 -0,890295931
54,18 198217,74 | 113454,08) 45590,16 0,537 -0,62(3,85502
54,72 198217,74 | 137368,59] 42756,78  0,7027 -0,35P804999
55,13 198217,74 | 153907,03] 38046,22  0,8586 -0,15P3,94618
56,07 198217,74 | 182113,17] 20941,45  1,3003 0,2626303738

7. Thr305Glu

File: 090505b.dsc

Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 199046,24; @ = 107203,50;

Tm=55,11 °C = 328,26 K; G = 45250,64

Temp |Q Q [ k Ink (UT)10°/ K™
53,15 199046,24 | 33673,49 26287,46  0,158959 -1,8390,06466
54,16 199046,24 | 66714,80 38998,65  0,29470 -1,221385521
54,67 199046,24 | 8773551 | 43282,85 0,38885 -0,944%D5045
55,11 199046,24 | 107203,50] 45250,64  0,49270 -0,707®64637
55,62 199046,24 | 130007,79] 4441950 0,643 -0,440894164
56,05 199046,24 | 148697,20| 40534,01 0,80506 -0,216803767
57,03 199046,24 | 180424,71| 23666,38 1,27091  0,2393402865

8. Asp302Glu

File: 160505.dsc

Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 197862,22; @ = 118468,24;

Tm=52,52 °C = 325,67 K; §©=41916,85

Temp |Q [o k Ink (UT)10°%/ K™
50,63 197862,22 | 47001,74 | 30218 0,20030 -1,60792883D
51,51 197862,22 | 77216,71 | 38464,31] 0,31892 -1,1431,88015
52,01 197862,22 | 97490,75 | 41336,18 0,41183 -0,887387541
52,52 197862,22 | 118468,24| 41916,85 0,52796  -0,6383,87059
53,09 197862,22 | 141712,79] 38880,85 0,69245 -0,36[/&D6523
53,58 197862,22 | 159796,68 33307,45 0,87500 -0,133%B6063
54,42 197862,22 | 182466,70 20158,72  1,30939  0,2698805278
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9. Aspl84Glu

File: 180505.dsc
Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 198730,79 ; @= 112053,23;
Tm= 52,42 °C = 325,57 K; G = 44659,28

Temp |Q [o k Ink (UT)10°/ K™
50,51 198730,79 | 38221,29 | 2851262 0,17764 -1,728808966
51,42 198730,79 | 69180,17 | 39108,21 0,30188 -1,197F48100
51,95 198730,79 | 91386,22 | 42987,03  0,40046 -0,915387598
52,42 198730,79 | 112053,23] 44659,28 0,51523 -0,6633,87154
52,93 198730,79 | 134318,21] 4244156 0,65890 -0,41/73,86673
53,43 198730,79 | 154397,74] 37347,71  0,84243  -0,17[12,66204
54,33 198730,79 | 181355,33] 22178,30 1,27642  0,2443805362

10.Asn72Phe

File: 220505.dsc
Scan-Rate ¥ = 60°C/h =1 K/min; Q; = 148285,33; @ = 74455,50;
Tm= 43,56 °C = 316,71 K; G = 25277,06

Temp |Q [o k Ink (UT)10°/ K™
41,63 148285,33 | 30033,62 17380,20  0,14698 -1,917387682
42,61 148285,33 | 50065,26 | 23478,41  0,2390 -1,4311,36696
43,12 148285,33 | 62553,86 | 25133,72 0,29317 -1,227®16186
43,59 148285,33 | 7445550 | 25277,06 0,34237 -1,071B15716
44,13 148285,33 | 87914,22 | 24078,62 0,39884 -0,919495179
44,57 148285,33 | 98315,11 | 22874,37] 0,45776 -0,78[1314743
45,49 148285,33 | 117059,62] 17926,70  0,5741 -0,554®33834
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A. 8. Theoretische Grundlagen

1. Irreversible Denaturierung

Die thermal induzierte Ubergang der L-HicDH undeihMutanten sind irreversible und
abhangig von derScanRate. Dies weist darauf hin, dass die Denaturgrkmetisch

Kontrolliert wird. Generell ist die thermale Denaéuung von Proteinen ein Begriff, der im
Lumry-Eyring Modell diskutiert wird (Lumry and Eyrg, 1954). In diesem Modell folgt

reversiblen Entfaltungsschritts ein irreversiblematurierungsschritt:

N Q@D uof_ F Gleichung (1)
n

wobei N, U undF jeweils die nativen, entfalteten oder teilweisdataten, und denaturierten
Zustande (oder finalen Zustand) des Proteins dndch das Auftreten einer irreversiblen

Teilreaktion kommt es zu keiner Gleichgewichtsettighg. Somit muss fur die Beschreibung

A

Freie Fnergie
Z

Realktionskoordinate

Abbildung A-1. Schematische Darstellung der irreversiblen Denatuinig von Proteinen
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der Stabilitat die Kinetik betrachtet werden. N&leichung (2) ist die zeitliche Abnahme von
N unter stark denaturierenden Bedingungen nur dualieh Entfaltung bestimmt (Zal&
Klibanov, 1983). Damit reduziert sich Gleichung &Uf Gleichung (2). Gilt K>> K, ist fur
die zeitliche Abnahme von N auch unter schwach wemaenden Bedingungen nur die
Entfaltung geschwindigkeitsbestimmend, und Gleichun(2) kann unter allen
Denaturierungsbedingungen zur Beschreibung derlmtiy verwendet werden. Daher kann
die irreversible und Scan-Rate abhangige thermtdhBumng der L-HicDH und ihrer Mutanten,
basierend auf einfachsten so genannten-state kinetic modanalysiert werden, obwohl bei

diesen Entfaltungsprozessen es sich um Ungleicluigsprozesse handelt:

N Of- D Gleichu(®)

Dastwo-statekinetische Modell ist ein begrenzend Fall des Lwifyying Modells, bei dem
nur zwei signifikante populierte macroskopischetZode (initialer oder nativer Zustahdund

der finale oder denaturierte ZustaByl berticksichtigt werden. Der Ubergamgischen den
beiden wird durch eine starke temperaturabhangiggckBvindigkeitskonstant&) der ersten
Ordnung bestimmt (Sanchez-Ruiz, 1992; Milagti al., 1994; Kurganov,et al, 1997;

Lyubarevet al, 1998; Lyubareet al, 1999).

2. Arrhenius Gleichung

Die kinetisch kontrollierten und irreversiblen Pesge konnen mit der Arrhenius Gleichung
analysiert werden. Die Geschwindigkeitskonstant&alkn als eine kinetische Konstante der
ersten Ordnung betrachtet werden, die sich nach Alehenius Gleichung mit der
Temperatursteigerung &ndert. Bei den kalorimetesdiMessungen wurde angenommen, dass

die Messungen bei einer niedrigen Temperatur destawerden, damit die

155



ANHANG
Reaktionsgeschwindigkeit vernachlassigbar ist uiredkbnzentration des nativen Zustandes

mit der totalen Proteinkonzentration gleich zusetze
Eine mathematische Ausarbeitung dieses Modells gliold es, die Aktivierungsenergie des

kinetischen Prozesses in verschiedener Art und &miherechnen.

Es ist eine bekannte Tatsache, dass eine Steigerdeg Temperatur die
Reaktionsgeschwindigkeit erhoht. Diese Beziehungsdven der Reaktionsgeschwindigkeit

und ihrer Temperatur kann durch die Arrhenius Gileng quantitativ bestimmt werden:

Ea
K=Ae RT Gleichung (3)
wobei Ea die Aktivierungsenergie, R Gaskonstant&l@J/mol-K), T die absolute Temperatur
in Kelvins, und A der Frequenzfaktor ist. Dabeiilktgich der Frequenzfaktor aus folgender
Gleichung:

A=p- Z Gleichung (4)

wobei Z die Kollisionsrate und p ein sterischer tbakst.

Z erweist sich als nur schwach abhangig von derpkeatur. Daher ist der Frequenzfaktor
eine Konstante, die fur jede Reaktion spezifisth is

Die Arrhenius Gleichung basiert auf der Kollisidmetrie, die annimmt, dass Partikel sowonhl
mit der korrekten Orientierung als auch mit audrender kinetischer Energie kollidieren
mussen, damit das Edukt ins Produkt umgesetzt wekalen.

Die Arrhenius Gleichung ist oft in der logarithmi®n Form geschrieben:

K = - =2+ InA Gleichung (5)
RT

Ein Plot von Ik versus1/T ergibt eine gerade Linie mit der bekannten Form ymx + b,
wobei x =1T; y=1Ink; m=-Ea/R; b =InA.
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Die Aktivierungsenergie Ea kann aus der Steigurdeniinie bestimmt werden:
Ea=-m-R

1/T

InK

Abbildung A-2. Arrhenius Plot

3. Ermittlung von Aktivierungsenergie Ea: Mathematische Ausarbeitung des
kinetischen Modells fur die Denaturierung von L-HidDH

Bei Betrachtung der thermal induzierten Denaturigruon L-HicDH und ihrer Mutanten als
ein extreme Fall von Lumry-Eyring Models, bei deasdrotein aus seinem nativen Zustand
durch Erhitzen mit eineé8canRate vorv (K/min) in den denaturierten Zustand Ubergehtnkan

dies durch einen kinetische Prozess der erstenu@giibestimmt werden:

N [I¥- D

wobei k eine kinetische Konstante der ersten Ordnungds, sich nach der Arrhenius

Gleichung mit der Temperatur &ndert.
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Sanchez-Ruizt al. haben eine mathematische Ausarbeitung von diédedel durchgefuhrt,

die es ermdglicht, die Aktivierungsenergie auf ehisdenen Wegen zu berechnen (Sanchez-
Ruizet al, 1988).

Um besser zu vergleichen, kann es betrachtet werddsiss es keine netto
Warmekapazitatsanderung bei der Denaturierung §dmit gilt:

N Cp=C, (D)-Cy (N) =0. Gleichung (6)
(A) Fur eine bestimmte Temperatur (T), ergibt sichabeolvierte Warme Q als schraffierter

Bereich (Abbildung 2-6). Dieser Wert und die total¢drme des Prozesses kodnnen

folgender Mal3en formuliert werden:
Q=[D]AHV Gleichung (7)
Qi =CcAHV Gleichung (8)

wobei [D] die molare Konzentration des denaturierten Zugtariei der Temperatdr, ¢ die
totale molare Konzentration des Proteins in $@mpleZelle, V das Zellvolumen, undH die
totale Warme (Enthalpie) des Prozesses pro MokeRragt. DerQ-Wert entspricht daher der
totalen Flache unter der Ubergangskurve (Abbild2qi).

Fir einen kinetischen Prozess der ersten Ordndggdamit:
d[N] /dt =-k[N] Gleichung (9)
Da die Scan-Rate v =Tddt ist, gilt:

k= [r\\/ﬂ % Gleichung (10)
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wobei[N] die Konzentration des nativen Zustandes bei derpeeaturT ist. Dieser Wert kann
auch wie folgt formuliert werden:
[N]=c-[D] =(Q:- Q/AHV Gleichung (11)

und daher gilt:

dN]_ -1 do_ -G

dT AHV dT  AHV

Gleichung (12)

Durch Einsetzen in Gleichung (10) ergibt sich:

k=vG /(Q—Q Gleichung (13)

Diese Gleichung wurde fur die Erzeugung Aeshenius Plotsverwendet.

(B) Aus Gleichung (10) und deirrhenius Beziehung kann folgende Gleichung abgeleitet

werden:

din[N]
dT

S
v

<|>

exp(E/ R7) Gleichung (14)
Der Wert von dIn[N] / d T?wird die Gleichung erneuert abgeleitet, und ergibh:

d2|n[N]:_§£eXp(E/RD_£dln[N]

= Gleichung (15)
dT2 v RT2 RT2 dT

aber auch

d2in[N] _ 1 d2N] 1 (d[N]jz Gleichung (16)

at2  [N] dt2 [Nl2\dT
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Wird Gleichung (12) nach Jumgestellt, erhalt man:

Cp= ~van 9N
dT

Gleichung (17)
gilt T =Tp, ergibt sich dC,/ dT = 0 und dahefd2[N]/dT2r -1, = 0.

Werden die Gleichung (15) und (16) zusammenge(tgst = T, erhalt man Gleichung (18):

E 1 (dN]} _ 1 (d[N]) .
RT2 [N]( pres jrm = [N]Z ( = ij Gleichung (18)
oder
E _ (din[N] _
RT2 (—dT ij Gleichung (19)

Unter Bericksichtigung der Gleichung (14) erhalthnaais der Gleichung (19) die Gleichung
(20):
v _ AR

—— = —exp( E/RT, Gleichung (20
TS5 E p( ) g (20)

Mit der damit erhaltenen Gleichung (20) kann digivikrungsenergie berechnet werden.

(C) Die Ableitung der Gleichung (14) innerhalb ei&eichung, die die Konzentration des
nativen Zustandes als eine Funktion der Tempebsimhaltet, bendtigt die Berechnung des so
genannten Arrhenius Integrals. Dies muss zahlergnédBgeleitet (Norris, 1981) oder durch
einige Anndherungen ausgefuhrt werden.TRdlr jede Temperatur durch = T, + AT in
Bezug gebracht werden kann, und sich diaylor-Expansion von M aufgrund des

kalorimetrischen UbergangsT << T, auf 1/ T, vereinfacht, ergibt sich die Gleichung (21):

YT=U T+ (d UT)/ d0)m(T = To) = U Ty - AT/ T Gleichung (21)
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Durch Einsetzen von Gleichung (21) in Gleichung)(@dd Verwenden von Gleichung (20)

bekommt man:

DIN[N]/d T =-A/vexp(-E/ RTexd( E / RT?) AT] = - W expWAT) Gleichung (22)

wobeiW=A/vexp(-E/RT) =E/RT? (siehe Gleichung 20) ist.
Nach Integration miATy = Ty - T, WobeiTy vernachlassigbare Grolie ist, erhalt man:

In [N] /[N]o = exp WATy) —exp WAT) Gleichung (23)

WennT, genug niedrig ist, gilt fir den Temperatur-Bereiels kalorimetrischen Ubergangs:
exp WAT) >>exp WATy ) (AchtungAT, < 0), ergibt sich:

[NJo _ _|E [T —ij .
In N] = expWAT) = ex 2l T2 Gleichung (24)

Somit wird unter Verwendung von Gleichung (7 unch&3h folgende Gleichung erhalten:

[[NN]]O _ & Gleichung (25)

Unter Beriicksichtigung des engen Bereiches desdidhgs T - Tn)/Tw = 1MTm — 1T

(Gleichung 21), bekommt man anschliel3end

In(ln QE‘Q]: E(Ti—%j Gleichung (26)

FurT = Ty, vereinfacht sich die Gleichung(26) zu:

In Q =1 &:e Gleichung (27)
Q-Q Q-Q
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(D)Bei T = Ty, unter Beriicksichtigung der Gleichung (14) und (20yibt sich die Gleichung
(13) zu:

vGom _ Ev
Q—-Qm RTm2

Gleichung (28)

Durch Einsetzen von Gleichung (28) und Anwendung @&ichung (27) bekommt man

anschliel3end:

E = RTm2Com _ eRT2Cim
Qt —Qm Q

Gleichung (29)

Obwohl diese mathematische Ausarbeitung untersitteth Anndhrungen und verschiedenen
experimentalen Informationen enthalt, wurde es Ihesite von dem Biowissenschaftler

verwendet, die Aktiveierungsenergie des kinetisdPierzesses zu ermitteln.

4. Effekt der Ligand-Bindung auf die Faltungsthermalynamik

Das Prinzip von Le Chatelier impliziert, dass wemm Ligand vorzugsweise an ein gefaltetes
Protein bindet, sich die Faltung des Proteins ksadoit und die Entfaltung wird stufenweise

mit steigender Ligand-Konzentration reduziert. Ukedet gilt, dass die vorzugsweise an das
entfaltete Protein bindenden Liganden die Faltuestabilisieren und die Entfaltung starken.
Fur den einfachen Fall, dass ein Ligand-Molekul gpgzifisch nur an dem nativen gefalteten

Protein (N) bindet, gilt das folgende Gleichgewicht

Ligand-Bindung: N+Lo NL

Kin = [NJ[L] /[NL] Gleichung (30)

162



ANHANG

Entfaltung: No U

Ko = [U] / [N] Gleichung (31)

wobei K_p die Dissoziationskonstante fir die Ligand-Bindumgdas nativen Protein urih

die Gleichgewichtskonstante der Entfaltung furRiatein ohne Ligand ist.

Bei der Anwesenheit von Ligand wird die effektivéei@hgewichtskonstante der Entfaltung
(Kun) durch das Verhéltnis der totalen Konzentration emtfalteten und gefalteten Spezies
gebildet:

Kat = [U]/[N] #[NL] = Ko/ (L +[L]/Kin) = KoKin/[L]  Gleichung (32)

Die grobe Form gilt bei einer hohen Konzentrationfeeien Liganden. Sie zeigt dassnK
sinkt und die gefaltete Form mit steigender Lig&mhzentration noch stabiler wird.
Als freie Energie angegeben, gilt:

AGunf = - RT.In (anf) :AGunf’O + RT.ln ( 1 +[L] / KL'N)

=~ AGunt 0 + AGPdiss, N+ RT.In[L]  ( fir hoherjL]) Gleichung (33)

wobei AG,¢ odie freie Energie der Entfaltung des Proteins obigand undAGP® diss, N = -
RT.In (K_ n) die Standard Gibbsche freie Energie fur die Diggmn des Ligands aus seinen
Bindungsstellen am nativen Protein ist. Daher kdenStabilisierungseffekt von gebundenen
Liganden veranschaulicht werden. Es ergibt sich @ers zusatzlichen freien Energie, die
bendtigt wird, um den Liganden vor der Entfalturiyzuw@6sen, und dem zuséatzliche Beitrag
(RT.In [L]) aus der Entropie der Mischung der frei gelassehegzanden und dem

LAsungsmittel.
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Bei naher der hohen Ligand-Konzentration kann dégefEnergie in Enthalpie und Entropie

folgender MalRen geteilt werden:

AHunt = AHyn o + AHOdiss,N Gleichung (34)

und ASint = ASyno + ASP gissn - R.IML] Gleichung (35)

wobeiAH, ¢ die Enthalpiednderung der Entfaltung des Protdik, odie Enthalpieanderung
der Entfaltung des Proteins ohne LigantH°® dgiss, N die Standard Enthalpiednderung fir die
Dissoziation des Ligands aus seinen Bindungsstelannativen Protein istAS, ist die
Entropiednderung der Entfaltung des ProteifsS, s oist die Entropiednderung der Entfaltung
des Proteins ohne Ligan&S° dgiss, N- R.NL] ist die Standard Entropiednderung fur die
Dissoziation des Ligands aus seinen Bindungsstaltemativen Protein.

Fur kleine Liganden kann die Warme der Dissoziatmrvergleich zur Warme der Entfaltung
des Proteins ziemlich gering, und damit, im kal@&inschen Experiment schwer zu
differenzieren sein. Besonderes weiid, s wegenACp —Effekts mit Temperatur variierend
ist, ist die Warme der Dissoziation des Ligandsstzu differenzieren. Der Entropie-Effekt,
besonders der aus der Grol3e der Ligand-Mischurig[ (/R). entstehende Anteil, wird in diesen
Fall sehr entscheidend.

Der Effekt der Ligand-Bindung (entweder an N odénon Proteinen bei Jim Fall schwach

bindender Liganden wie folgt verallgemeinert werden

ATwm/Tm = + (NRTm o/AHunt 0)-In(L +[L]/K.) Gleichung (36)

wobei AT, = T - T o die Verschiebung der Ubergangstemperatur der Emfaund n die
Anzahl der Ligand-Bindungsstellen an das Protalar{iisch angenommen) sind. Das Zeichen
* zeigt ob der Ligand die gefaltete oder entfalteiem stabilisiert.

Bei geringer Konzentration schwach bindender Ligen@L]/K_. < 1) wird eine annahernd

lineare Ligand-Konzentration erhalten:

164



ANHANG

ATo/Tm = £nRTho[L] / (KL. AHunf 0) Gleichung (37)

Man muss beachten, dass dig-Merschiebung mit steigender Ligand-Konzentratiogas
Uber den Wert steigen kann, bei dem die Proteitist&ndig an Ligand gebunden sind. Dies
ist eine Erscheinungsform der dominanten Entrom#r8ge von Mischungen auf die bereits

eingegangen wurde.
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dass sie - abgesehen von oben angegebenen Tdididrien — noch nicht verdffentlicht
worden ist, sowie, dass ich eine solche Veroffenting vor Abschluss des
Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde. DidiBesungen dieser Promotionsordnung
sind mir bekannt. Die von mir vorgelegte Dissedtiist von Herrn Prof. Dr. Dietmar

Schomburg betreut worden.

Bao Lide
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ANHANG

A. 13. Lebenslauf

Personliche Daten
Name:

Geschlecht:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:
Staatsangehorigkeit:
Schulbildung

Sept. 1970- Juli 1975
Sept. 1975-Juli 1980

Studium

Sept. 1980 —Juli 1985
Juli 1992 — Sept. 1993
Marz 1998 — Sept. 1999

Mai 2000 —Juni 2006

Berufliche Téatigkeiten

Juli  1985-—Mai 1989
Mai 1989 — Marz 1994
Marz 1994 — Nov. 1997

Januar 2002 — Marz 2004

Bade (Bold Sharnod)

martmlic

23. Dezenil9&1

West Ugim die Innere Mongolei, VR China
verheirags, Kind

chinesisch

Grundschulgviest Ujumgqin
Mittelschule ie&/Ujumgin

Padagogische Usitét der Inneren Mongolei
Studienfach: Biologie

Masterstudium arlhéversitat Wuhan
Studienfach: Biochemie

Deutschkursafigsiandischen Studenten
an der Universitat Bonn

Promotionsatodan dem Institut fir Biochemie,
Universitat zu Koln

Biologielehrerdam mongolischen Gymnasium
der Stadt Hohhot

Professorassisaerder Fakultat Biologie der
Padagogischen Hochschule der Inneren Mongolei

Dozent fur Bioche an der padagogischen
Hochschule der Inneren Mongolei

wissenschaftlicher Mitiégban dem Institut far
Biochemie, Universitat zu Koln
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