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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Die Entstehung von reaktiven Sauerstoffderivaten als Nebenprodukte im aeroben Stoffwechsel ist
unvermeidlich. Molekularer Sauerstoff besitzt zwei ungepaarte Elektronen mit parallelem Spin in
seinen Molekiilorbitalen (jeweils ein Elektron im nicht-bindenden n* Y und n* Z Orbital und ein
leeres Z Orbital). Daher ist Sauerstoff im Grundzustand gegeniiber den meisten Stoffen, mit
Ausnahme von Radikalen, unreaktiv. Doch bereits die Uberfiihrung von O, in den Singulettzustand
'0, (n-Elektronen mit antiparallelem Spin) erhoht seine Reaktivitit und stellt die biologisch relevante
angeregte Form des Sauerstoffmolekiils dar. Die Ubertragung eines Elektrons auf molekularen
Sauerstoff fiihrt zur Bildung des reaktiven Superoxidradikals O, , welches unter sauren Bedingungen
zu seiner protonierten Form HOO® (Hydroperoxyl-Radikal) iibergeht (BIELSKI, 1985; FARR &
KOGOMA, 1991). Durch die Ubertragung eines weiteren Elektrons wird H,O, gebildet, welches in
der Lage ist, reduzierte Eisen- und Kupfer-lonen zu oxidieren (Fenton-Reaktion) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1984; FARR & KOGOMA, 1991; STORZ & IMLAY, 1999). Das bei dieser
Reaktion entstehende Hydroxylradikal OH® mit einem Standardelektronenpotential von +2300 mV
gehort neben Ozon zu den reaktivsten Sauerstoff-Derivaten (FARR & KOGOMA, 1991; KWAN &
VOELKER, 2003).

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden in der Zelle von verschiedenen Komponenten und Enzymen
gebildet. So stellt z. B. die Autooxidation der Flavin-haltigen Enzyme NADH-Dehydrogenase 11,
Succinat-DH, Sulfit-Reduktase und Fumarat-Reduktase in Escherichia coli die Hauptquelle fiir die
Bildung von O, und H,0, dar (IMLAY & FRIDOVICH, 1991; MESSNER & IMLAY, 1999; STORZ
& IMLAY, 1999). Die Glutathion-Reduktase, als Beispiel fiir cytosolische Proteine, ist in der Lage
signifikante Mengen an Superoxidanion zu bilden (MASSEY, et al., 1969; IMLAY & FRIDOVICH,
1991). Als weiteres Beispiel ist Cytochrom P-450 aus Leberzellen von Sdugetieren zu nennen. P-450
reprasentiert bis zu 4% des Gesamtproteins und spielt eine wichtige Rolle bei der Erzeugung von ROS
(ESTABROOK & PETERSON, 1990). Auch nicht-enzymatische Reaktionen von O, mit
Ubichinonen, Katecholen, Thiolen und Flavinen spielen eine signifikante Rolle bei der Generierung
von O, in der Zelle (FARR & KOGOMA, 1991). Wasserstoffperoxid entsteht in der Zelle
hauptsichlich durch die von der Superoxid-Dismutase katalysierten Dismutation von O,~ zu H,O, und
0,, sowie durch die Ubertragung von zwei Elektronen auf molekularen Sauerstoff, die durch
verschiedene Oxidasen katalysiert wird (FARR & KOGOMA, 1991). Die Bildung des hochreaktiven
Hydroxylradikals erfolgt hauptsidchlich durch die Oxidation von reduzierten Eisen-lonen mit H,O, im
Zuge der Fenton-Reaktion (FARR & KOGOMA, 1991; STORZ & IMLAY, 1999; KWAN &
VOELKER, 2003). Neben dieser wichtigen Quelle fithren auch die Radiolyse des Wassers, sowie die
Absorption von Photonen einer Wellenldnge von 365 nm durch Tryptophan-Resten zur Entstehung

von OH® (HILL & ALLEN, 1978; VIEIRA, et al., 1999). Die Aktivierung von molekularem Sauerstoff
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zum Singulett-Sauerstoff erfolgt hauptsichlich durch die photosensitiven Reaktionen von O, mit
Riboflavinen und Photopigmenten, sowie durch die Spaltung von Superoxid und peroxidiertem
Glutathion (FOOTE, 1982, SIES, 1986; FUKUZAWA, 2000). Weiterhin wird '0, durch die Reaktion
von H,0, mit freiem oder gebundenem Cu®* gebildet. (FRELON, ef al., 2003). Ozon (O;) entsteht im
Zuge der Luftverschmutzung wihrend der Photoreaktion von molekularem Sauerstoff unter

Beteiligung von Kohlenwasserstoffen (FARR & KOGOMA, 1991).

ROS schidigen eine Vielzahl von Biomolekiilen, wie z. B. Lipide, Proteine und DNA, deren
biologische Funktionen dadurch beeintrichtigt werden. Durch das Superoxidanion O,  werden vor
allem Thiole, Ascorbate, Tocopherole und Katecholamine oxidiert (FRIDOVICH, 1989; HILL &
ALLEN, 1978; FARR & KOGOMA, 1991). Proteine, die ein [Fe-S]4-Cluster besitzen, sind besonders
sensitiv gegeniiber der Oxidation durch dieses reaktive Sauerstoffderivat (GARDNER &
FRIDOVICH, 1991; STORZ & IMLAY, 1999). Die bei weitem wichtigste Reaktion von O, in
diesem Zusammenhang stellt dessen spontane Dismutation zu H,O, und O, dar (FRIDOVICH, 1989).
Wie bereits erwihnt, reagiert ersteres schnell mit kontaminierenden Metall-Ionen und fithrt somit zu
der Entstehung des toxischen Hydroxylradikals (FARR & KOGOMA, 1991; STORZ & IMLAY,
1999; KWAN & VOELKER, 2003). Aber auch H,0, selbst stellt ein schwaches Oxidationsmittel dar.
Neben der Oxidation von Thiolgruppen in Proteinen bzw. reduziertem Glutathion ist es auch zur
direkten Reaktion mit Keto-Sduren beféhigt. Auf Grund seiner hohen Reaktivitdt reagiert das
HydroxlIradikal OH® mit Diffusions-limitierter Geschwindigkeit mit fast allen Biomolekiilen (SINGH
& SINGH, 1982; STORZ & IMLAY, 1999; COSTA SEAVER & IMLAY, 2001). So fiihren die
Reaktionen des Radikals mit DNA zur Blockierung der Replikation sowie zu Strangbriichen und
kénnen somit eine hohe Mutagenitdt bedingen (IDE, et al., 1985; BREIMER & LINDAHL, 1984;
IMLAY & LINN, 1986; BREEN & MURPHY, 1995; CADET, et al, 1997, POGOZELSKI &
TULLIUS, 1998). Neben der direkten Oxidation von Thiolgruppen und Aminen beinhalten die
Reaktionen von Biomolekiilen mit dem ebenfalls hochreaktiven Ozon die Bildung von Ozonoiden
(zyklischen Peroxiden), H;O, und Aldehyden, sowie die Reaktionen mit ungeséttigten Fettsduren
(Diene) (MENZEL, 1984; SQUADRITO, et al., 2000). Die Wirkung von Singulett-Sauerstoff auf
Biomolekiile belaufen sich auf Additionsreaktionen mit konjugierten Bindungen, Olefinen (Bildung
von Allylhydroperoxiden) und Dienen (Entstehung von Endoperoxiden), wie sie z. B. in ungesittigten
Fettsduren und Histidinen vorkommen (FOOTE, 1982; PIERLOT, et al., 2000). Singulett-Sauerstoff
gilt daher als Initiator der Lipidperoxidation (KAPPUS, 1985; FARR & KOGOMA, 1991; KIM, et al.,
2002). Ebenso wird die Schiadigung von DNA durch 'O, diskutiert (RAVANAT, et al., 2001)

Wie bereits eingangs erwéhnt, ist die Entstehung von ROS innerhalb des aeroben Stoffwechsels
unvermeidlich. Zum Schutz vor deren toxischer Wirkung haben aerob lebende Zellen vielfiltige
Mechanismen entwickelt. Die Entgiftung von ROS kann dabei sowohl auf enzymatischem Wege

durch die Enzyme Katalase und Superoxiddismutase (SOD), als auch auf nicht-enzymatischem Wege
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durch Antioxidantien, wie z. B. [B-Karotine, Glutathion, a-Tocopherol, Ascorbat und Bilirubin
erfolgen. Weiterhin kénnen bereits durch ROS entstandene Schiadigungen durch verschiedene Enzyme
behoben werden. Dazu gehdren z. B. DNA-Reparatur-Systeme, Glutathion-Peroxidasen,
Peroxiredoxine und Methioninsulfoxid-Reduktasen (JACOBSON, et al, 1989). Bereits im 19.
Jahrhundert wurde die Katalase als ein in der Natur weit verbreitetes Enzym erkannt (BERGMEYER,
1970). Dieses Fe-haltige Protein katalysiert die Disproportionierung von H,O, zu H,O und O, und ist
in aeroben bzw. aerotoleranten Organismen weit verbreitet. Man unterscheidet zwei Arten von Him-
Katalasen: monofunktionale Katalase, welche in Eukaryoten, Prokaryoten und Archaen vorkommt und
ausschlieBlich die Disproportionierungsreaktion katalysiert, sowie die in Prokaryoten und Archaen
gebildete bifunktionale Katalase-Peroxidase, die sowohl iiber eine Katalase-, als auch iiber eine
Peroxidase-Aktivitat verfligt (BROWN-PETERSON & SALIN, 1995; FRAAIE, et al., 1996;
LOEWEN, 1996; ROCHA & SMITH, 1997; TERZENBACH & BLAUT, 1998). Die Entgiftung des
Superoxidradikals erfolgt durch die Reaktion der Superoxid-Dismutase (SOD), welche die
Disproportionierung von O, zu H,O, und O, katalysiert (McCORD & FRIDOVICH, 1969). In
Abhéngigkeit von der Art der metallischen Co-Faktoren unterscheidet man Cu/Zn-, Mn-, Fe- und Ni-
SODs (YOUN, et al., 1996). Cu/Zn-haltige SODs konnten sowohl in Eukaryoten, als auch in
Bakterien identifiziert werden. In Mitochondrien und Prokaryoten wurden Mn-SODs detektiert, das
Vorkommen von Fe-SODs hingegen beschrénkte sich bislang auf Prokaryoten und Chloroplasten
(SMITH & DOOLITLE, 1992), kiirzlich wurde jedoch auch eine cytosolische Fe-haltige SOD in der
Hefe Rhodotorula glutinis identifiziert (RADCHAUDRI, et al., 2003). Ni-haltige SODs sind bislang
nur in Streptomyces Spezies beschrieben worden (YOUN, et al., 1996; KIM, et al., 1996; LECLERE,
etal., 1999).

Zur Entgiftung von Alkylhydroperoxiden (z. B. Lipidperoxide) in der Zelle sind spezielle Peroxidasen
in der Lage. Zu ihnen gehdren die bereits erwdhnten Ham-haltigen Katalase-Peroxidasen, Peroxidasen
mit Mangan oder Vanadium als prosthetische Gruppe, sowie die zu den Vertretern der
Pyridinnukleotid:Disulfid-Oxidoreduktasen homologen NADH-Peroxidasen (STEHLE, et al., 1993;
CLAIBORNE, et al., 1999). Als eine der wichtigsten gilt jedoch die in eukaryotischen und Gram-
negativen prokaryotischen Organismen vorkommende Glutathion-Peroxidase (Gpx). Dieses erstmals
1957 von (MILLS, 1957) beschriebene Enzym enthélt keine fiir Peroxidasen typischen prosthetischen
Gruppen wie Héme oder Flavine. Das redoxaktives Zentrum wird durch die Se -Gruppe eines
Selenocysteins reprasentiert (FORSTROM, et al., 1978; ARTHUR, 2000). Die Reduktion von
Hydroperoxiden erfolgt dabei unter Nutzung von zwei Molekiilen Glutathion als Elektronendonor
(FLOHE, 1989). Bislang unterscheidet man vier Vertreter der Selen-haltigen Siuger-Glutathion-
Peroxidasen. Gpx 1 oder auch cytosolische Gpx vermag ebenso wie Gpx 2 (gastrointestinale Gpx)
H,0, und eine Reihe organischer Peroxide (z. B. Fettsdurehydroperoxide) umzusetzen (SUNDE,
1989; CHU, et al., 1993; ARTHUR, 2000). Bei Gpx 3 handelt es sich um ein Plasmaprotein mit
ebenfalls antioxidativer Funktion TAKAHASHI, et al., 1987; ARTHUR, 2000). Gpx 4 ist eine
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Phospholipidhydroperoxid Glutathion-Peroxidase (PHGPx), die im Gegensatz zu den Gpx 1-3 ein
breites Spektrum an Lipidperoxiden reduzieren kann und ein wichtiges Membran-Reparatursystem in

Sduger-Organismen darstellt (URSINI, ef al., 1995).

1989 wurde von (JACOBSON, et al., 1989) erstmals in einem Enterobakterium ein NADP(H)-
abhéngiges Peroxidasesystem beschrieben, welches in der Lage war, sowohl H,O, als auch
Alkylhydroperoxide zu H,O bzw. den entsprechenden Alkoholen zu reduzieren. Bestandteil dieses
Enzymsystems ist ein ca. 22 kDa grofles Protein, welches aufler einem Thiol-haltigen redoxaktiven
Zentrum keine weiteren Co-Faktoren enthdlt und keinerlei Sequenzhomologien zu Katalasen,
Superoxid-Dismutasen oder Glutathion-Peroxidasen aufwies. Im Laufe der letzten zwei Jahrzehnten
konnte eine Vielzahl dieser als Peroxiredoxine bezeichneten Proteine in allen Doméinen des Lebens
identifiziert und charakterisiert werden (VERDOUCQ, et al., 1999). Peroxiredoxine katalysieren die
Reduktion von Peroxiden, bendtigen jedoch dhnlich wie Glutathion-Peroxidasen mindestens eine
weitere Enzymkomponente zur Ubertragung der fiir die Reduktion notwendigen Elektronen von
NADP(H) auf das Peroxiredoxin (JACOBSON, et al., 1989). Innerhalb der Peroxiredoxin-Familie
unterscheidet man zwei Cluster: 1-Cys- Peroxiredoxine (1-Cys-Prx) und 2-Cys-Peroxiredoxine (2-
Cys-Prx). Die letztgenannte Gruppe kann dabei in zwei weitere Klassen, den typischen und den
atypischen 2-Cys-Peroxiredoxinen eingeteilt werden (WOOD, et al, 2003). Alle Vertreter der
Peroxiredoxin-Familie enthalten ein konserviertes Cystein im N-terminalen Bereich der
Polypeptidkette, welches essentiell fiir die enzymatische Aktivitit ist (CHAE, et al., 1993; JEONG, et
al., 1999; KONG, et al., 2000). Die typischen 2-Cys-Peroxiredoxine (z. B. AhpC aus S. thyphimurium
oder das Thiol-spezifische Antioxidant aus Saccharomyces cerevisiae) besitzen hohe
Sequenzhomologien zu 1-Cys-Peroxiredoxinen, weisen jedoch zusitzlich einen zweiten, im C-
terminalen Abschnitt des Proteins lokalisierten reaktiven Cystein-Rest auf (CHAE, et al, 1993;
JACOBSON, et al, 1989). Atypische 2-Cys-Peroxiredoxine besitzen ebenfalls ein zweites
redoxaktives Cystein, dieses befindet sich jedoch auch im N-terminalen Bereich des Proteins. Zu
diesen Enzymen gehdren das Bacterioferritin-assoziierte Protein aus E. coli (JEONG, et al., 2000) und
PrxQ aus Sedum lineare (KONG, et al., 2000). Neben diesen wurden aullerdem Typ II-Peroxiredoxine
beschrieben, die ebenfalls ein N-terminal lokalisiertes essentiellens Cystein besitzen, jedoch nur
geringe Sequenzhomologie zu den bereits genannten Peroxiredoxin-Vertretern aufweisen. Sie werden
jedoch aufgrund ihrer dhnlichen Struktur und Reaktionsmechanismus ebenfalls in diese Proteinfamilie
eingeordnet (JEONG, et al, 1999). Je nach Art ihres Elektronendonors unterscheidet man im
allgemeinen Alkylhydroperoxid-Reduktasen und Thioredoxin-abhéngige Peroxidasen (KANG, et al.,
1998). Als Beispiele fiir Alkylhydroperoxid-Reduktasen gelten neben dem bereits erwdhnten
AhpC/AhpF-System aus S. thyphimurium (JACOBSON, et al., 1989) die entsprechenden Systeme aus
Bacillus subtilis (ANTELMAN, et al., 1996), Amphibacillus xylanus (NIIMURA, et al., 2000) und E.
coli (COSTA SEAVER & IMLAY, 2001). Die Reduktion des hier mit AhpC (Alkylhydroperoxid-

Reduktase Untereinheit C) bezeichneten Peroxiredoxins wird von einem ca. 55 kDa groflem FAD-
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haltigen, zu der Familie der NADH:Peroxiredoxin Oxidoreduktasen gehorenden Protein (AhpF)
iibernommen. Im Gegensatz dazu fungiert im Falle der Thioredoxin-abhingigen Peroxidasen das
Thioredoxin-System, welches aus Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase besteht, als
elektroneniibertragende Komponente. Als Beispiele fiir diese Enzymsysteme sind Thioredoxin-
abhingige Peroxidasen aus Saccaromyces cerevisiae (CHAE, et al, 1994), Mitochondrien
(WATABE, et al., 1997), Helicobacter pylori (BAKER, et al., 2001) und Chlamydomonas reinhardtii
(GOYER, et al., 2002) zu nennen. Neben diesen wurden kiirzlich auch pflanzliche und bakterielle
Glutaredoxin-abhingige Peroxiredoxine beschrieben (ROUHIER, et al., 2001; REYNOLDS, ef al.,
2002). Eine Besonderheit stellt das Tryparedoxin-Peroxidase-System aus Trypanosomen dar. In
diesem Fall erfolgt die Re-Reduktion der zur Familie der 2-Cys-Peroxiredoxine gehdrenden
Tryparedoxin-Peroxidase durch Tryparedoxin, einem dem Thioredoxin verwandten Proteins, das
wiederum durch die niedermolekulare Verbindung N, N*-bis(Glytathionyl)-Spermidin (Trypanothion)
reduziert wird (NOGOCEKE, et al., 1997, LUDEMANN, et al., 1998; LOPEZ, et al., 2000). Fiir
menschliche 1-Cys-Peroxiredoxine ist Glutathion als Elektronendonor identifiziert worden (FISHER,

etal., 1999; MANEVICH, et al., 2002).

Neben den bisher erwdhnten Enzymen existieren in der Zelle noch weitere Reparatursysteme fiir
bereits oxidativ geschidigte Biomolekiile. Zu diesen gehoren DNA-Reparatursysteme, wie die
Exonuklease III, DNA-Polymerasen, RecA (STORZ & IMLAY, 1999; TOUATI, 2000) und das
bakterielle unspezifische DNA-Binde-Protein Dps (ALMIRON, et al., 1992), sowie die ubiquitér
vorkommende Methioninsulfoxid-Reduktase. Letztere reduziert in Proteinen die durch ROS zu
Methioninsulfoxid oxidierten Methioninreste und stellt somit die Funktionsféhigkeit der geschiadigten
Proteine wieder her (MOSKOVITZ, et al., 1999). Bislang sind zwei Enzym-Formen bekannt, die
stereospezifisch entweder Methionin-S-sulfoxid (MsrA) oder Methionin-R-sulfoxid (SelR) umsetzen
(SHAROV, et al., 1999; MOSKOVITZ, et al., 2000). Wiahrend MsR keine Co-Faktoren aufweist,
handelt es sich bei SelR um ein Selenocystein-haltiges Protein (KRYUKOV, et al., 2002). Die
antioxidativen Eigenschaften der ebenfalls Selen-haltigen Sduger-Thioredoxin-Reduktase, die die
Ubertragung der Elektronen von NADPH auf oxidiertes Thioredoxin iibertriigt, beruhen in der
Hauptsache auf deren Fihigkeit, sowohl Lipidhydroperoxide (BJORNSTEDT, et al., 1995) als auch
H,0, zu reduzieren (ZHONG, et al., 2000a).

Die hohe Sensitivitdt obligat anaerober Prokaryoten gegeniiber Sauerstoff wurde zunidchst dem Fehlen
jeglicher Schutzmechanismen gegeniiber ROS zugeschrieben (McCORD, et al., 1971). Jedoch konnte
im Laufe der Zeit diese Theorie eindeutig durch die Detektion verschiedenster ROS-
Entgiftungsenzyme in obligat anaeroben Organismen widerlegt werden (UESUGI & YAJIMA, 1978).
So wurde z. B. in dem anaeroben Archaeon Methanobacterium thermoautotrophicum Marburg das
Gen fiir eine SOD (MEILE, et al., 1995) und in dem Bakterium Desulfovibrio vulgaris ein Katalase-
Gen (KITAMURA, et al., 2001) identifiziert. Beweise fiir das Vorhandensein entsprechender aktiver
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Proteine wurden fiir Methanosarcina barkeri erbracht (SHIMA, et al., 1999; BRIOUKHANOV, ef al.,
2000). Weiterhin konnten im Rahmen der Gesamtgenom-Sequenzierungen in den Genomen von
Clostridium perfringens (SHIMIZU, et al., 2002), Clostridium difficile (die DNA-Sequenz des
Genoms sind unter www.sanger.ac.uk verdffentlicht), Methanococcus jannaschii (BULT, et al., 1996)
und Pyrococcus furiosus (ROBB, et al., 2001) Bereiche mit hohen Homologien zu Peroxiredoxinen
detektiert werden. C. perfringens, und C. difficile verfiigen neben diesen auch iiber SOD-dhnliche
Gene (SHIMIZU, et al., 2002; www.sanger.ac.uk). Im Jahre 1999 wurde erstmals in strikt anaeroben,
Sulfat-reduzierenden Bakterien eine SOD-Aktivitit fiir ein als Desulfoferrodoxin bezeichnetes Protein
nachgewiesen (ROMAO, et al., 1999). Im gleichen Jahr konnte durch (JENNEY, et al., 1999) gezeigt
werden, daBl es sich bei dieser Art von Proteinen um eine offenbar nur in anaeroben Organismen
vorkommende Superoxid-Reduktase (SOR) handelt. Diese Proteine konnen bis zu zwei katalytische,
Eisen-haltige Zentren enthalten (COEHLO, et al., 1997) und katalysieren im Gegensatz zur SOD
hauptsichlich die Reduktion und nicht die Dismutation von O,  zu H,O, (JENNEY, et al, 1999).
Weiterhin konnten in Sulfat-reduzierenden Bakterien zwei Proteine (Nigerythrin und Rubrerythrin)
charakterisiert werden, die die Reduktion von H,O, zu H,0O katalysieren (COULTER & KURTZ,
2001). Als Elektronendonor fiir Rubrerythrin, Nigerythrin und SOR wird Rubredoxin diskutiert
(JENNEY, et al., 1999; COULTER & KURTZ, 2001).

Der im Rahmen vorliegender Arbeit untersuchte Organismus FEubacterium acidaminophilum ist ein
Gram-positives obligat anaerobes Bakterium (ZINDEL, et al., 1988), das dem Cluster XI der
Clostridien zugeordnet wird (BAENA, 1999). Es ist in der Lage, Glycin in einer gekoppelten
Oxidation-Reduktions-Reaktion, die als Stickland-Reaktion (STICKLAND, 1934) bezeichnet wird, zu
verwerten. Wahrend Glycin dabei sowohl als Elektronendonor als auch als Elektronenakzeptor dienen
kann, werden die Glycin-Derivate Sarkosin (N-Methylglycin) und Betain (N,N,N-Trimethylglycin)
ausschlieBlich als Elektronenakzeptoren genutzt (ZINDEL, et al.,, 1988). Durch den Glycin-
Decarboxylase-Komplex wird ein Teil des Glycins zu Ammoniak, CO, und Methylen-Tetrahydrofolat
oxidiert. Die dabei entstehenden Reduktionsdquivalente werden iiber die Thioredoxin-Reduktase und
Thioredoxin direkt auf den Glycin-Reduktase-Komplex iibertragen. (DIETRICHS, et al., 1991b;
ANDREESEN, 1994). Dieser besteht aus drei Komponenten, dem substratspezifischen Seleno-Protein
B (WAGNER, et al., 1999), Seleno-Protein A (DIETRICHS, et al, 1991b) sowie Protein C
(SCHRADER & ANDREESEN, 1992), die die reduktive Desaminierung des Glycins (bzw. Sarkosins
und Betains) zu Ammoniak (bzw. Methylamin und Tetramethylamin) und Acetylphosphat
katalysieren. Neben Seleno-Protein A und B der Glycin-Reduktase zeichnet sich E. acidaminophilum
durch das Vorhandensein weiterer Selenocystein-haltiger Proteine aus. Bislang konnten insgesamt
acht verschiedene Seleno-Proteine bzw. -Gene in diesem Organismus nachgewiesen werden. Dazu
gehorte ein 22 kDa groBes Protein, das anhand von Se-Markierung gereinigt und als mogliches
Peroxiredoxin identifiziert wurde. Das Gen dieses Proteins konnte kloniert und die Pridsenz des

Selenocystein-codierenden in frame UGA-Codon bestitigt werden. Weiterhin liel sich eine NADPH-
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abhingige Peroxidreduktion im Rohextrakt von FE. acidaminophilum nachweisen, deren daran
beteiligten Proteinkomponenten jedoch bislang nicht angereichert und charakterisiert werden konnten

(PARTHER, 1998; SOHLING, et al., 2001).

An dieser Stelle weiterfilhrende Untersuchungen mit E. acidaminophilum sollten Einblicke in die
Prozesse der Entgiftung von reaktiven Sauerstoffderivaten in dem obligat anaeroben Organismen
geben. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Reinigung und Charakterisierung des fiir die
Peroxidase-Aktivitdt verantwortlichen Proteins und der Aufklarung des Reaktionsmechanismus der

Peroxid-Reduktion.



MATERIALIEN &

METHODEN

2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.

Organismen und Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tab. 1: Ubersicht iiber verwendete Bakterienstimme

recAl, gyrd96relAl, lac[F’proAB,
lacl’ZA M15, Tn10(Tetr)]

Bakterienstamm Genotyp/Phenotyp Herkunft/ Referenz
Escherichia coli XL1-Blue-MRF" | A(mcrA) 183, A (mcrCB-hsdSMR- | Stratagene, Heidelberg
mrr)y 173, endAlsupE44, thi-1,

E. coli BL21-CodonPlus-RIL

E. coli B F— ompT hsdS(rB—mB-)
dem+ Tet' gal endA Hte [argU ileY

Stratagene, Heidelberg

leuW Cam']
E. coli MN1 F proC23 trp30 his51 lac28|(TORMAY, et al., 1994)
rpsL101 N selC163  A(srl-
recA)306::Tnl0
E. acidaminophilum Wildtyp (ZINDEL, et al., 1988)
DSM 3953
Die eingesetzten Plasmide sind in Tabelle 2 zusammengefafit.
Tab. 2: Ubersicht iiber verwendete Plasmide
Plasmid Merkmal Referenz
pASK-IBA 3 Expressionsvektor, Amp', fl-IG, bla, ori, t,, tet|IBA, Géttingen
repressor, tetA-Promotor/Operator, Strep-tag 11 C-
terminal
pASK-IBA 5 Expressionsvektor, Amp', fl-IG, bla, ori, t,, tet|IBA, Géttingen
repressor, tetA-Promotor/Operator, Strep-fag Il N-
terminal
pASBC4 pACYC184::selBg,, selCg,, in Richtung TcR- Promotor, | (GURSINSKY, 2002)
pML23 pUC18::3,5 kb HindllI-Fragment (LUBBERS &
ANDREESEN, 1993)
pDS9 pBluescriptSK(-)::7,45 kb EcoRI-Fragment (SONNTAG, 1998)
pPX2 pUC18::4,1 kbSau3 A-Fragment (SOHLING, et al., 2001)
pPrxU pASK-IBA3::prxU-orf (PrxU) diese Arbeit
pPrxU47C pASK-IBA3::mutierter prxU-orf, Austausch Secs; zu|diese Arbeit
Cys (PrxU47C)
pIBA5B pASK-IBAS5::grdB1-orf (GrdB) (REUTER, 2000)
pIBASMBU pASK-IBAS::mutierter grdBI-orf, Austausch Sec;so zu | (REUTER, 2000)
Cys (GrdB1U350C)
pGrdB1C353A | pASK-IBAS::mutierter grdBI-orf, Austausch Cys;s; zu | diese Arbeit
Ala (GrdB1C353A)
pGrdBIC356A | pASK-IBAS::mutierter grdBi-orf, Austausch Cys;ss zu | diese Arbeit
Ala (GrdB1C356A)
pGrdBE pASK-IBAS::mutierter grdBi-orf, Austausch Secsso zu | diese Arbeit
Cys, und grdFE als Transkriptionseinheit
pGrdBE25 pASK-IBAS::mutierter grdBI-orf, Austausch Secsso zu | diese Arbeit
Cys, und grdE-Bereich 0-722 als Transkriptionseinheit
pGrdBE22 pASK-IBAS5::mutierter grdBi-orf, Austausch Secss, zu | diese Arbeit
Cys, und grdE-Bereich 722-1283 als
Transkriptionseinheit
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Fortsetzung Tab. 2

pTrxA pASK-IBA3::trxA-orf diese Arbeit

pTrxB pASK-IBA3::trxB-orf diese Arbeit

2.1.1. Nihrmedien

2.1.2. LB (Luria Bertani)-Medium (SAMBROOK, et al., 1989)

LB-Medium wurde zur Anzucht aller verwendeten E. coli Stimme eingesetzt.

Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢
NaCl 10g
H,Odest. ad 11

2.1.3. Medium fiir die Anzucht von E. acidaminophilum (ZINDEL, et al., 1988)

Glycin 50,0 mM
KH2PO4 1,5 mM
NaCl 17,1 mM
KCl1 6,7 mM
MgSO4 x 7 Hzo 2,0 mM
CaCl, x 2 H,O (1 M) 1,0 mM
NH,4C1 4,7 mM
Resazurin (1g/1) 4,0 nM
Spurenelementldsung SL A (s. u.) 1 ml/l

Zugabe nach dem Autoklavieren:

NaHCO:; (8,4% (w/v)) 50,0 mM
D-(+)-Biotin (10 mg/ml) 82,0 nM
Na,S x 9 H,O (6% (w/v)) 2,7 mM

Die Herstellung des anaeroben Mediums erfolgte nach der von (BRYANT, 1972) modifizierten
Hungate-Technik unter N,-Atmosphére. Zum Entfernen des im Stickstoff enthaltenen Restsauerstoffs
wurde das Gas iiber einen auf ca. 400°C erhitzten Kupferkatalysator (Glasgerdtebau Ochs GmbH,
Bovenden) geleitet. Nach Zugabe der NaHCO;- und Biotinlosung wurde der pH-Wert mit 1 N bzw. 5
N HCI im Falle des 100 | Fermenters auf 7,4-7,6 eingestellt.
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Spurenelementlosung SI. A nach (HORMANN & ANDREESEN, 1989)

Substanz: Einwaage/Volumen:  Endkonzentration im Medium [M]:
FeCl, x 4 H,0 15¢g 7,5x10°
ZnCl, 0,07 g 5,15x 107
MnCl, x 4 H,O 0,lg 5,15x 107
H;BO; 0,006 g 9,75 x 10
CoCl, x 6 H,O 0,19 g 8,05x 10
CuCl, x 2 H,O 0,002 g 1,25x 10
NiCl, x H,O 0,024 g 1,05x 107
Na,WO, x 2 H,0 0,033 g 1,05x 107
Na,SeOs x 5 H,O 0,26 g 1,05x 10
Na,MoO, x 2 H,0 0,036 g 1,55x 107
HCI (25% (v/v)) 10 ml

H,Odest. ad 11

Zunidchst wurde das FeCl, in der angegebenen Menge HCI vollstindig gelost und mit H,Odest.
aufgefiillt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der restlichen Substanzen. Die Losung wurde

autoklaviert und konnte iiber einen ldngeren Zeitraum bei 4°C gelagert werden.

2.14. Medienzusitze

Tab. 3 : Medienzusitze

Zusatz Stammlésung Arbeitskonzentration
Ampicillin 125 mg/ml in H,O 125 pg/ml
Chloramphenicol 50 mg/ml in Ethanol 40 pg/ml
Tetracyclin 24 mg/ml in Ethanol/H,O 1:1 12 pg/ml

Die Medienzusiatze wurden nach dem Autoklavieren den abgekiihlten Medien zugegeben. Die
Stammlosungen der Medienzusitze wurden sterilfiltriert und konnten bei —20°C fiir lingere Zeit

gelagert werden.

2.2. Zellanzucht

2.2.1. Aerobe Zellanzucht

Die in Tab. 1 aufgefiihrten E. coli-Stimme wurden aerob bei 30°C oder 37°C in Glasr6hrchen oder
Erlenmeyerkolben auf einem Rundschiittler (Typ KS 500, Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik,
Staufen) bzw. einem Reziprokschiittler (Typ HS 500, Janke & Kunkel) bei 125-200 Upm in LB-
Medium kultiviert. Je nach Bedarf wurde Antibiotika in der entsprechenden Konzentration (s. 2.1.4.)

dem Medium zugesetzt.
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2.2.2. Anaerobe Anzuchten

Die Anzucht von E. acidaminophilum erfolgte unter anaeroben Bedingungen. Fiir Vorkulturen bzw.
Hauptkulturen zur RNA-Isolierung kamen Hungate-Rohrchen (16 x 125 mm, Glasgeridtebau Ochs
GmbH, Bovenden) zum Einsatz. Die Anzucht von groBeren Kulturvolumina erfolgte in 100 ml bzw.
1 1-Serumflaschen (Glasgerdtebau Ochs GmbH, Bovenden). Das Medium wurde mit 10% Inokulum
beimpft und bei 30 bzw. 37°C iiber Nacht ohne Schiitteln inkubiert. Die 100 l-Anzucht von
E. acidaminophilum erfolgte in einem 100 1 Fermenter des Instituts fiir Biotechnologie (MLU, Halle)

unter schwachem Riihren.

2.2.3. Messung des Bakterienwachstums

Das Bakterienwachstum wurde als Anderung der optischen Dichte bei 600 nm direkt in Hungate-
Rohrchen oder in Plastikkiivetten (Roth, Karlsruhe) mit einem Spekol 1200 (Analytik Jena GmbH,
Jena) bzw. Uvikon Spektrophotometer 930 (Kontron, Ziirich, Schweiz) bestimmt. Uberschritt die

ODggo den Wert von 0,5, wurde die Probe mit Nahrmedium entsprechend verdiinnt.

2.2.4. Stammhaltung

Anaerobe Kulturen von E. acidaminophilum konnten in Hungate-Rohrchen bei 4°C flir mind.
3 Monate als Inokulum fiir neue Kulturen verwendet werden. Fiir die ldngerfristige Lagerung der in
Tab. 1 aufgefiihrten E. coli-Stimme wurden Glyzerinkulturen angelegt. Dazu wurden 10 ml LB-
Medium (ggf. mit Antibiotikum (s. 2.1.4.)) mit einer Einzelkolonie inokuliert und bis zum Erreichen
der stationéren Phase bei 37°C kultiviert. 900 ul Kultur-Losung wurden 900 pl einer LB-Glyzerin-
Mischung (1:1) zugesetzt (Endkonzentration Glyzerin: 25% (v/v)). Diese Mischung wurde bei —80°C
eingefroren und konnte so liber mehrere Jahre gelagert werden. Eine kurzfristige Lagerung war auf

LB-Platten (ggf. mit Antibiotikum (s. 2.1.4.)) bei 4°C mdglich.

2.3. Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsiduren

2.3.1. Behandlung von Geriiten und Losungen

Alle Gerdte und hitzestabile Losungen wurden bei 121°C fiir 25 min autoklaviert. Nicht
autoklavierbare Geréte wurden mit 96%igem (v/v) Ethanol gespiilt, hitzelabile Losungen sterilfiltriert.
Fiir Arbeiten mit RNA wurden alle Losungen zuerst mit 0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC)
versetzt, 12 h bei 37°C inkubiert und anschlieend autoklaviert. DEPC inaktiviert RNasen durch
kovalente Modifikation (FEDORCSAK & EHRENBERG, 1966) und wird durch Autoklavieren zu
CO; und Ethanol zersetzt (KUMAR & LINDBERG, 1972). Nicht autoklavierbare Gefdalle wurden
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nacheinander mit 3% (v/v) H,O, und DEPC behandeltem H,Oq.s. ausgespiilt. Fiir die Arbeiten selbst

wurden stets Einweghandschuhe getragen.

2.3.2. Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus wilirigen DNA-Losungen wurde der Losung 1 Vol
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugesetzt, sorgfiltig gemischt und fiir 2 min bei
12000 Upm zentrifugiert. Der wiBrige Uberstand enthielt die gereinigte DNA. Um verbliebene
Phenolreste aus der Losung zu entfernen, wurde 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugesetzt,

griindlich gemischt und wie oben beschrieben zentrifugiert.

2.3.3. Mikrodialyse von DNA-Loésungen (MARUSYK & SEARGEANT, 1980)

Die Mikrodialyse diente zur Entsalzung von DNA-Losungen, speziell Ligationsansétzen, die zur
Elektroporation eingesetzt werden sollten. Dazu wurde steriles H,Odest. in eine sterile Petrischale
gefiillt und der Membranfilter (PorengréBe 0,025 pm, Millipore GmbH, Eschborn) mit der glinzenden
Seite nach oben auf die Fliissigkeitsoberfliche gelegt. Anschlieend wurde die zu entsalzende DNA-

Probe auf den Membranfilter pipettiert und nach 30 min wieder abgenommen.

2.34. Fallung von Nukleinsiduren

Die Fillung von Nukleinséuren diente zu ihrer weiteren Reinigung und Aufkonzentrierung. Fiir eine
Ethanolfdllung wurden der zu fdllenden Losung 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat pH 5,2 und
3 Vol 96% (v/v) eiskalter Ethanol zugesetzt. Nach 30 miniitiger Inkubation bei —80°C oder einer
Inkubation bei —20°C iiber Nacht wurde die Probe zentrifugiert (20 min, 13000 Upm, 4°C). Das
erhaltenen Pellet wurde mit 70% (v/v) eiskaltem Ethanol gewaschen und nach erneuter Zentrifugation
(5 min, 13000 Upm, 4°C) ca. 10 min bei 37°C getrocknet. Das Pellet wurde dann in sterilem H,Odest.
aufgenommen. Fiir die Aufarbeitung von Sequenzreaktionen wurde auf RT erwidrmter Ethanol
verwendet. Die Zentrifugationsschritte erfolgten ebenfalls bei 25°C. Bei der Isopropanolfillung wurde
statt Ethanol 0,7 Vol. Isopropanol zugesetzt und wie oben beschrieben verfahren. Dabei war keine

Inkubation erforderlich.

2.3.5. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiduren erfolgte photometrisch durch Messung der
Absorbtion bei 260 nm (Gene Quant, Pharmacia, Freiburg). Bei einer Absorption von 1 wurde von

folgenden Konzentrationen ausgegangen (SAMBROOK, et al., 1989):
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doppelstrangige DNA 50 pg/ml
RNA 40 pg/ml
Oligonukleotide 31 pg/ml

Die Reinheit von Nukleinséduren konnte ebenfalls durch photometrische Messungen bestimmt werden.
Bei Protein-freien Nukleinsdure-haltigen Losungen sollte das Verhiltnis ODygopm zu ODjgonm bei 1,8
liegen. Weiterhin konnte die Konzentration von Plasmiden oder DNA-Fragmenten im Agarosegel
(s. 2.5.1.) durch Vergleich der Bandenintensititen mit DNA bekannter Konzentration abgeschitzt
werden. Als Mengenstandard dienten ‘ds Control-DNA’ aus dem Autoread™ Sequencing Kit

(Pharmacia, Freiburg) sowie M13 DNA (Pharmacia, Freiburg).

2.4. Isolierung von Nukleinsiduren

24.1. Isolierung von Plasmid-DNA

2.4.1.1. Minipriparation von Plasmid-DNA aus E. coli (BIRNBOIM & DOLY, 1979)

Die Préparation von rekombinanten Plasmiden aus den in dieser Arbeit aufgefiihrten E. coli-Stimmen
beruhte auf dem Prinzip der alkalische Lyse in Gegenwart von SDS. Dazu wurden 3 ml einer
Ubernachtkultur bei 12000 Upm, 30 s zentrifugiert. Das entstandene Zellsediment wurde in 100 pl
Loésung 1 (50 mM Glucose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA, pHS8,0 (HCIl)) vollstindig resuspendiert.
Durch Zugabe von 200 pl Losung 2 (0,2 N NaOH, 1% (w/v) SDS) und vorsichtigem Mischen erfolgte
die Lysis der Zellen. Nach Neutralisation mit 150 ml eiskalter Losung 3 (3 M K-Acetat,
2 M Essigsédure) wurde vorsichtig gemischt und die Probe 3-5 min auf Eis inkubiert. Das Plasmid lag
nun in renaturierter Form vor. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 12000 Upm (5 min), um
prizipitierte chromosomale DNA und denaturierte Proteine abzutrennen. Der so gewonnene Uberstand
wurde durch Zugabe von 5 ul RNase-Stammlosung (10 mg/ml H,O, zur Entfernung von DNase vor
Gebrauch 10 min kochen) einem 15 miniitigem RNase-Verdau bei 37°C unterzogen. Um Proteinreste
aus der Losung zu entfernen, erfolgte anschliefend eine Phenol/Chloroform-Extraktion (s. 2.3.2.). Im
Anschluf3 daran wurde eine Fillung der Plasmid-DNA mit Isopropanol (s. 2.3.4.) durchgefiihrt und das

dadurch erhaltenen Pellet in 20-50 pl sterilem H,Odest. aufgenommen.

2.4.1.2. Minipriparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA fiir Sequenzierungen fand der E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I
und der E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit II (Peqlab, Erlangen) Anwendung. Die Priparation von
High-Copy-Plasmiden erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
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24.1.3. Midipriparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung praparativer Mengen von Plasmid-DNA wurde ein Plasmid Midi Kit (QIAGEN,
Hilden) verwendet. Es wurde nach einem modifizierten Protokoll des Herstellers gearbeitet. Dabei
wurde dem 3fachen Kulturvolumen (75 ml) die 3fache Puffermenge (P1-P3) zugesetzt. Die Séule
wurde jeweils mit einem Drittel des Uberstandes beladen und stets neu #dquilibriert. Das Pellet wurde
in 150 pl sterilem H,Odest. aufgenommen. Verbliebene DNA wurde durch erneute Zugabe von 150 pl
sterilem H,Odest. durch Schiitteln bei 30°C (1 h oder iiber Nacht) geldst.

2.4.2. Isolierung von Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum

Die Isolierung von RNA aus E. acidaminophilum erfolgte unter Verwendung des RNeasy ™ Total
RNA Kits (QIAGEN, Hilden). Dazu wurden 10 ml einer entsprechenden Kultur in der
logarithmischen Phase durch Zentrifugation bei 4000 x g geerntet. Die anschlieBende Praparation von
RNA erfolgte nach den Angaben des Herstellers und wurde im letzten Schritt mit 50 ul DEPC-H,0O
(s. 2.3.1.) eluiert. Die erhaltenen RNA wurde bei —80°C gelagert.

2.5. Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

2.5.1. Standard-Agarose-Gelelektrophorese

Diese Methode diente zur analytischen und priaparativen Auftrennung von DNA-Fragmenten. Je nach
Bedarf lag die Agarosekonzentration in TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM EDTA, pH8,0 (HCI)) bei
0,8-1,5% (w/v). Die DNA-Probe wurde mit 0,2 Vol. Stoplosung (0,25% (w/v) Bromphenolblau,
0,25% (w/v) Xylencyanol, 40% (v/v)) versetzt und bei einer Spannung von 80-95 V (je nach
Gelgrofe) in horizontalen Elektrophoresekammern (Peqlab, Erlangen) aufgetrennt. Als
Elektrophoresepuffer diente ebenfalls TAE-Puffer. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die
aufgetrennte DNA mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) angefarbt. Die Farbezeit betrug 15-20 min. Nach
kurzer Wisserung wurde das Gel mit einem Gelprint 2000 (MWG Biotech, Ebersberg) betrachtet und
fotografiert.

2.5.2. Isolierung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel

DNA-Fragmente, die zur Klonierung oder als Sonden fiir Hybridisierungen eingesetzt werden sollten,
wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und gereinigt. Dabei fand der Gel-Extraktions

Kit der Fa. Peqlab (Erlangen) Verwendung. Die Préparation erfolgte nach Herstellerangaben.
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2.5.3. Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Die Auftrennung von RNA-Proben erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mittels eines
Formaldehyd-haltigen (1% Formaldehyd (v/v) Endkonzentration) Agarosegels. Zur Herstellung eines
1%igen Gels wurde 1 g Agarose in 100 ml 1 x MOPS-Puffer durch Kochen gelost. Nach dem
Abkiihlen der Losung auf 50°C erfolgte die Zugabe von 1% (v/v) Formaldehyd. Zur
Probenvorbereitung wurden 6 pl RNA-Losung mit 12,5 pul Formamid, 2,5 pul 10 x MOPS-Puffer
(200 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat, 5 mM EDTA, pH7,0), sowie 4 pl Formaldehyd (37% (v/v))
versetzt, der Ansatz fiir 15 min bei 65°C inkubiert und danach sofort aus Eis abgekiihlt. Vor dem
Auftrag auf das Gel wurden den Proben RNA Probenpuffer (Sigma, Deisenhofen) im Verhéltnis 1:5
zugesetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 50 V fiir 2-3 h.

2.54. Groflenbestimmung von Nukleinsiuren

Zur Bestimmung der Grofle von DNA-Fragmenten wurde zusitzlich in jedem Agarosegel ein DNA-
GroBenstandard aufgetragen. Dazu diente A-DNA, die mit dem Restriktionsenzym Ps¢l vollstindig
verdaut wurde. Die GroBe der entsprechenden Fragmente betrug in kb (SAMBROOK, et al., 1989):
14,06/ 11,5/ 5,08/ 4,75/ 4,51/ 2,84/ 2,56/ 2,45/ 2,14/ 1,95/ 1,7/ 1,16/ 1,09/ 0,81/ 0,5/ 0,12.

9 weitere Fragment waren aufgrund ihrer geringen Gréfle im Gel nicht mehr sichtbar.

Herstellung des GroBenstandards:

Restriktionsansatz: A-DNA (0,3 pg/ul) 100 ul
Pstl-Puffer (10 x) 30 ul
Pstl 30 ul
H,Odest. ad 300 pl

Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurde dem Ansatz 60 pl Stoplosung (s. 2.5.1.) zugesetzt. Es
wurden 3-5 ul auf das Gel aufgetragen. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

Fir die GroBenbestimmung von mRNA-Fragmenten in Northern-Hybridisierungen wurde der
Digoxigenin-markierte RNA-Langenstandard I (Roche, Mannheim) verwendet. Die Grofle der
Fragmente betrug in kb: 7,4/ 5,3/ 2,8/ 1,9/ 1,6/ 1,0/ 0,6/ 0,4/ 0,3. Durch halblogarithmische Auftragung
der RNA-bzw. DNA-Fragmente gegen ihre Wanderungsstrecke im Gel konnten Eichgeraden erstellt

und somit die Grofle unbekannter Fragmente bestimmt werden.

2.6. Enzymatische Modifikation von DNA

2.6.1. Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Es wurden fiir den Verdau ca. 5 U Restriktionsenzym pro pg zu spaltender DNA eingesetzt.

Restriktionsendonukleasen und die entsprechende Puffer wurden von den Firmen MBI Fermentas
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(St. Leon Roth) und New England Biolabs (Frankfurt/Main) bezogen. Der Verdau erfolgte tiber Nacht

oder mind. 2 h bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur.

2.6.2. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden 1 pl linearisierter, dephosphorylierter Vektor (ca. 0,5 pg)
und das zu ligierende DNA-Fragment im 5-10 fachen UberschuB mit sterilem H,Odest. auf 26 pl
aufgefiillt, zur Freilegung der kohidsiven Enden 5 min bei 45°C inkubiert und danach sofort auf Eis
abgekiihlt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 3 pl 10 x Ligationspuffer und ca. 1 U T4-DNA-
Ligase (Roche, Mannheim). Der Ansatz wurde tiber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.6.3. Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin

Die Markierung erfolgte nach der Methode des ‘Random Primed Labeling” (FEINBERG &
VOGELSTEIN, 1983), bei der nach Denaturierung des Templates eine zufillige Mischung von
Hexanukleotiden angelagert wird, die als Primer fiir Klenow DNA-Polymerase dienen.

Somit werden Digoxigenin-markierte Nukleotide (DIG-ddUTP) in den neu synthetisierten DNA-
Strang eingebaut. Die Markierung erfolgte mit dem ‘DIG DNA Labeling Kit’ (Roche, Mannheim)
nach Angaben des Herstellers. Ausgangspunkt dafiir waren 15 pl eines durch Agarosegelextraktion

(s. 2.5.2.) gereinigten DNA-Fragmentes (ca. 1 pug).

2.7. Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.7.1. PCR mit Tag-DNA-Polymerase

Diese Methode diente zur Herstellung spezifischer DNA-Sonden fiir Hybridisierungen. Die
Standardreaktion erfolgte in einem Thermocycler (TRIO-Thermoblock) der Fa. Biometra, Gottingen.

Die einzelnen PCR-Zutaten wurden von der Fa. Peqlab, Erlangen bezogen.

PCR-Ansatz:

Template-DNA 50-200 ng
Primer 50 pmol
10 x Reaktionspuffer 5 ul
dNTP-Mix 0,25 mM
MgCl, 2-10 mM
Tag-DNA-Polymerase 0,5 U
H,Odest. ad 50 ul

Der Ansatz (ohne Tag-DNA-Polymerase) wurde zunédchst mit 100 pl Mineraldl iiberschichtet und
5 min bei 95°C im Thermocycler inkubiert (Hot start). Nach Zugabe des Enzyms erfolgten 30 Zyklen

mit folgenden Schritten:



MATERIALIEN & METHODEN 17

Denaturierung 95°C 60 s
Annealing 45-60°C 30s
Extension 72°C 60 s

Nach Beendigung der Zyklen erfolgte zusétzlich eine Inkubation von 2 min bei 72°C. Die
Extensionszeit betrug 1 min/1000 bp. Die Annealing-Temperatur wurde so gewdhlt, daf} sie ca. 10°C
unter der Schmelztemperatur der eingesetzten Primer lag. Zur Bestimmung der Schmelztemperatur
wurde die Regel nach (BERTRAM & GASSEN, 1991) genutzt:

Tm=2°C x Anzahl der A/T-Paare + 4°C x Anzahl der G/C-Paare

2.7.2. PCR mit Pwo-DNA-Polymerase

Aufgrund der proof-reading Funktion der Pwo-Polymerase wurde diese Methode zur Herstellung von
PCR-Fragmenten, die zur Klonierung in Expressionsvektoren dienen sollten, und zur Einfiihrung von
Punktmutationen angewendet. Um die Verkiirzung der Primer durch die 3 Exonukleaseaktivitit der
Pwo-Polymerase zu verhindern, wurden zunichst zwei Gemische (Mix I und II) fiir ein Endvolumen

von 50 pl wie folgt hergestellt:

Mix I

Template-DNA 50-200 ng
Primer 50 pmol
dNTP-Mix 0,25 mM
Mix II

10 x Reaktionspuffer 5wl
MgCl, 2-10 mM
Pwo-Polymerase 0,5 U
H,Odest. ad 50 pl

Mix I und Mix II wurden auf Eis zusammenpipettiert und sofort im Thermocycler (Biometra,
Gottingen) bei 94°C fiir 30 s inkubiert. AnschlieBend erfolgten 30 Zyklen (fiir Mutagenese 16-18
Zyklen) mit folgenden Schritten:

Denaturierung 94°C 30 s
Annealing 45-60°C 30 s
Extension 72°C 1-10 min

Extension-Zeiten und Annealing-Temperaturen wurden, wie unter 2.7.1. beschrieben, gewahlt.
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2.7.3. Primer extension

Die Bestimmmung von Transkriptionsstartpunkten erfolgte durch Kombination der Fragment-
Langenbestimmung mit einer modifizierten primer extension-Methode nach (BOORSTEIN &
CRAIG, 1989). Fiir die Reaktion wurden 2 pg Gesamt-RNA mit 1 pmol 6-FAM-markierten Primer
gemischt, 10 min bei 70°C und anschlieBend 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 4 pl M-MLV
RT 5 x Puffer (Promega, Mannheim) und 2 pul 10 mM dNTPsEs wurde der Reaktionsansatz zur
Primeranlagerung bei 48-50°C inkubiert. AnschlieBend wurde die reverse Transkription durch Zugabe
von 0,7 ul M-MLV RT RNase H(-) point mutant (200 U/ul; Promega, Mannheim) gestartet und fiir
1 h bei gleicher Temperatur inkubiert. Durch 5-miniitiges Erhitzen auf 95°C wurde die Reaktion
abgestoppt und die cDNA mit 2 ml 3 M Natrium-Acetat (pH5,2) und 60 ul) 96%igem (v/v) Ethanol
gefillt. Das nach Zentrifugation (14000 Upm, RT, 20 min) erhaltene Pellet wurde mit 80 %igem (v/v)
Ethanol gewaschen und anschlieBend getrocknet. Vor der Analyse durch denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese, die am ABI PRISM 377 (PE Applied Biosystems, Langen)
durchgefiihrt wurde, wurde das Pellet in loading buffer aufgenommen und denaturiert. Die Lange der
cDNAs wurde mit Hilfe des internen GeneScan-500 (ROX) Grofenstandards (Pe Applied Biosystems,
Langen) bestimmt, der den Ansétzen beigefiigt wurde. Die Auswertung der Fragmentldngen-Analyse

erfolgte mit GENESCAN2.1-Software.

2.7.4. Verwendete Primer

Die in den Experimenten verwendeten Primer wurden von Fa. Invitrogen (Karlsruhe), MWG Biotech
(Ebersberg) und Metabion (Miinchen) bezogen. Tab. 4 zeigt eine Zusammenfassung der in dieser

Arbeit verwendeten Primer.

Tab. 4 Zusammenfassung der verwendeten Primer

Orien- Sequenz Plasmid
Primer tierung

PRXA3F ﬁ/Vd. 5 -ATCGAGGGTCTCAAATGGTATCAGTTGGAAAGAA-3" pPX2
PRXA3R rev. 5’ -AACTATGGTCTCTGCGCTATCTTCAAAGGCTTCCTTTA-3" pPX2
PRXASF de 5" -GCCCCCGGTCTCAGCGCCATGGTATCAGTTGGARAAGAA-3 " pPX2
PRXASR rev. 5 -AAGATTGGTCTCTTATCACTAATCTTCAAAGGCTTCCT-3" pPX2
PXMUF ﬁ/Vd 5 -GACTTTACATTTGTCTGCGCCACTGAGGTTTCAGC-3" pPI'XU
PXMUR rev. 5" -GCTGAAACCTCAGTGGCGCAGACAAATGTAAAGTC-3" pPI'XU
TRXB-F fwd. 5’ -GAACAAGGTCTCTAATGGAAAATGTATACGATTT-3" pML23
TRXB-R rev. 5 -GACTAAGGTCTCAGCGCTCTCTTCGAAGTTAGCCTC-3" pML23
TRXA-F de 5 -GAACTCGGTCTCAAATGAGCGCATTACTAGTTGA-3" pML23
TRXA-R rev. 5 -CTCCACGGTCTCAGCGCTGCCAACGTGCTTAGCTATCA-3" pML23
GRDB353F de 5" -CTACATGAGGCACTGCTACTAGATGCGGTGC-3" pIBASB
GRDB353R rev. 5" -GCACCGCATCTAGTAGCAGTGCCTCATGTAG-3" pIBASB
GRDB356F de. 5" -GGCACTTGTACTAGAGCCGGTGCATCTATGG-3" pIBASB
GRDB356R rev. 5"-CCATAGATGCACCGGCTCTAGTACAAGTGCC-3" pIBASB
GrdB1 BEF ﬁ/Vd. 5 -ATATATGGTCTCAGCGCCAGCAAAATTAAAGTAGTTCA-3" pDSS
GrdBl_E/Link rev. 5 -ATATATGGTCTCACTCGTTATTTAATAGTTTCTTTCGAAT-3" pDSS
GrdE_B 1/Link fwd. 5" -ATATATGGTCTCACGAGGGCAAAAAATGCGTTTAGAAATTGGAAA-3" pDSS
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Fortsetzung Tab. 4

GrdE_BE R rev. 5" -ATATATGGTCTCACTCGTTATTTAATAGTTTCTTTCGAAT-3" pDSS

GrdE22F_Llnk de 5 -ATATATGGTCTCACGAGGGCAAAAAATGTGCGTTTCGTCATGCGA-3" pDSS

GrdE25R rev. 5 -ATATATGGTCTCATATCATTAGTTTCCGCTTAGTATGG-3" pDSS

PrXU734 rev. 5 -Fam-TTCCAACTGATACCATAAGAC-3"

STREPdOwn ﬁ/Vd 5" -GATAGAGAAAAGTGAAATG-3" pASK_IBA3
pASK-IBAS

STREPup rev. 5" -GTAGCGGTAAACGGCAGAC-3" pASK_IBA3
pASK-IBA5

Bsal-Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen dargestellt.

2.8. Herstellung und Selektion rekombinanter E. coli-Klone

2.8.1. Transformation durch Elektroporation (DOWER, et al., 1988)

2.8.1.1. Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden Kulturen der in Tab. 1 aufgefiihrten E. coli-Stimme bis
zu einer ODggp von 0,5-0,8 in 200 ml LB-Medium mit Tetracyclin (s. Tab. 3) bei 37°C angezogen.
Nach einer 20 miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen durch Zentrifugation (5000 Upm,
20 min, 4°C) geerntet und das Pellet nacheinander zweimal mit eiskaltem H,Odest. und einmal mit
eiskaltem 10% (v/v) Glyzerin gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschritten erfolgte jeweils
eine Zentrifugation (5000 Upm, 20 min, 4°C). Das Zellpellet wurde anschlieBend in 0,8 ml 10% (v/v)
Glyzerin aufgenommen, in 40 pl Aliquots aufgeteilt und bei —80°C gelagert.

2.8.1.2. Transformation

Die Elektroporation erfolgte mit einem Gene Pulser der Fa. Biorad, Miinchen. Pro Ansatz wurden
40 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-10 pl Plasmid-DNA versetzt und nach 1 min
Inkubation auf Eis in sterile, vorgekiihlte Elektroporationskiivetten (Peqlab, Erlangen,
Elektrodenabstand: 0,2 cm) iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 2,5 kV und 200 Q,
wobei eine Feldstarke von 12,5 kV/cm und Zeitkonstanten von 3,5-4,5 ms erreicht wurden. Sofort
nach dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und die Zellen 45 min bei 37°C inkubiert. In der
Regel wurden 50-200 pl des Ansatzes auf Selektivagar (s. 2.1.1.) ausplattiert. Sollte der Gesamtansatz
ausplattiert werden, wurden die Zellen zunéchst durch Zentrifugation (10000 Upm, 5 min, RT)
pelletiert und in 200 pl LB-Medium resuspendiert.
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2.9. Northern Hybridisierung

2.9.1. Auftrennung von RNA und Northern Blot

RNA aus E. acidaminophilum wurde wie unter 2.5.3. aufgetrennt und die Gele anschlieBend fiir
2 x 25 min in 20 x SSC (3M NaCl, 0,3 M Na-Citrat) gewaschen. Der Transfer von RNA auf positiv
geladene QIABRANE-Nylonmembranen (QIAGEN, Hilden) erfolgte fiir 3 h mit einem
Vacuumblotgerit (Appligene-Oncor, Heidelberg) bei einem Unterdruck von 60 mbar. Anschliefend
wurde die RNA durch zweiminiitige Bestrahlung mit UV-Licht (Transilluminator) mit der

Nylonmembran vernetzt.

2.9.2. Hybridisierung

Die Hybridisierung von Northern-Blots erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von (ENGLER-
BLUM, et al., 1993). Die Priahybridisierung auf Nylonmembranen fixierter DNA erfolgte 1-3 h
unterVerwendung eines High-SDS-Hybridisierungspuffers (0,25 M Na,HPO,, 1 mM EDTA,
20% (w/v) SDS, 0,5%(w/v) Blockierungs-Reagenz (Roche, Mannheim); pH7,2 (H3PO,4) bei 68°C.
AnschlieBend wurde bei der gleichen Temperatur fiir mind. 12 h mit DIG-markierten PCR-
Fragmenten (s. 2.6.3.) hybridisiert. Im Anschlul daran wurde die Membran 3 x 20 min bei
Hybridisierungstemperatur gewaschen (Waschpuffer: 20 mM Na,HPO,4, 1 mM EDTA, 1% (w/v) SDS;

pH7,2 (H;PO4) und mittels Chemiluminenszenznachweis detektiert.

2.9.3. Chemilumineszenznachweis

Dieser Nachweis erfolgte durch Kopplung von Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase (Roche,
Mannheim) an die DIG-markierte Sonde. Die Alkalische Phosphatase dephosphoryliert ein
Chemilumineszenzsubstrat (CDP-Star™ (Roche, Mannheim)), welches in ein instabiles Intermediat
zerfallt und dabei Licht emittiert. Dieses kann durch Belichtung eines Rontgenfilmes nachgewiesen
werden. Zur Durchfiihrung dieser Reaktion wurde die Membran kurz in Puffer 1 (0,1 M Maleinséure,
0,15 M NaCl, 1% (w/v) Tween 20; pH7,5 (NaOH)) dquilibriert und anschlieend in Puffer 2 (Puffer 1
mit 1% (w/v) Blockierungs-Reagenz (Roche, Mannheim)) 30 min zur Verhinderung unspezifischer
Bindung des Antikérperkonjugates inkubiert. Danach erfolgte eine 30 miniitige Behandlung mit Anti-
DIG-AP-Konjugat (0,5 ul je 10 ml Puffer 2). Nach zweimaligem Waschen (je 15 min) der Membran
mit Puffer 1 und kurzer Aquilibrierung in Puffer 3 (0,1 M Tris, 0,1 M NaCl; pH9,5 (HCI)) erfolgte die
Inkubation mit Substratlosung (1% (v/v) CDP-Star™ in Puffer 3) fiir 5 min. Alle Schritte wurden bei
RT durchgefiihrt. Die Membran wurde kurz auf Filterpapier getrocknet, anschlieend in Plastikfolie
eingeschweiflt und auf Rontgenfilm (Roche, Mannheim) fiir 30-60 min exponiert.
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2.10. Sequenzierung von DNA

2.10.1. Sequenzierung am ABI377-Sequencer

Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode nach
(SANGER, 1977) unter Verwendung des ‘Dye Terminator Reaction Mix’, ABI, Braunschweig) am
automatischen Sequenzierer ABI377 (Version 4.0) (ABI, Braunschweig). Entsprechend der Cycle
sequencing-Methode wurden Denaturierung der DNA, Annealing der Primer und Extension-Reaktion
20-40 mal wiederholt. Die verwendete Template-DNA lag fiir die Reaktion in H,Odest. gelost vor.

Folgender Ansatz wurde vorbereitet und mit 60 pl Mineraldl tiberschichtet:

Template-DNA 0,2-0,8 ug
Primer 10 pmol 1 pl
‘Dye Terminator Reaction Mix’ 2 ul
H,Odest. ad 20 pl

Die Reaktion wurde im Thermocycler (TRIO-Thermoblock, Biometra, Géttingen) mit 33 Zyklen unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Denaturierung 95°C 30 s
Annealing 45-60°C 15 s
Extension 60°C 4  min

Nach Beendigung der Reaktion wurde das Mineralol entfernt und die DNA bei RT einer
Ethanolféllung (s. 2.3.4.) unterzogen. Das getrocknete Pellet wurde in 4 pl Gelpuffer (Formamid,
25 mM EDTA pHS8,0 im Verhiltnis 5:1) gelost. Vor dem Auftragen auf das Sequenziergel wurde der
Ansatz fiir 2 min bei 90°C inkubiert und anschlieBend auf Eis abgekiihlt.

2.10.2.  Auswertung der Sequenzdaten

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgten mit der Software Chromas Version 1.43 (Brisbane,
Australia.). Weiterhin fanden die Analyseprogramme DNASIS (Version V5.00) und CLONE 4 (Clone
Manager-Version 4.0, Scientific & Educational Software, USA) Anwendung. Mit Hilfe der
Programme FASTA (PEARSON & LIPMAN, 1988), BLASTP 2.0.1. und BLASTX (ALTSCHUL, et
al., 1997) wurden die in den Datenbianken EMBL, SWISS-PROT, PIR, PDB und PRF erfafiten DNA-
bzw. Proteinsequenzen mit den DNA- bzw. Proteinsequenzen klonierter DNA-Fragmente verglichen.
Vollstindige Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm CLUSTAL W (THOMPSON, et al.,
1994) durchgefiihrt. Die Analyse von Terminationsstrukturen erfogte mit dem Program myfold
(WALTER, et al., 1994).
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2.11. Priparation von zellfreien Extrakten

2.11.1. Zellernte und Lagerung der Zellen

Die Bakterienzellernte erfolgte in der Regel gegen Ende der logarithmischen Wachstumsphase.
Kulturvolumina bis 2 1 wurden in einer Sorvall RC 2-B Zentrifuge (Dupont Instruments, Newton,
USA) bei 5000 Upm und 4°C zentrifugiert. Die Zellernte aus dem 100 1 Fermenter erfolgte mittels
einer Durchlaufzentrifuge (Biofuge 28RS, Heraeus Sepatech, Fellbach) bei 17000 Upm. Die so

erhaltenen Zellpellets wurden bei —20°C eingefroren oder sofort weiterverarbeitet.

2.11.2. Zellaufschluf

2.11.2.1.  Zellaufschlufl unter aeroben Bedingungen

Als Standardpuffer fiir den Zellaufschluf3 dienten in der Regel 50-100 mM Tris/HC1 pH7,5-8,0 bzw.
50 mM Kaliumphosphat pH7,0-7,5. Die Puffer enthielten je nach Experiment 1-2 mM EDTA und/oder
3 mM DTT. Je 1 g Zellen (Feuchtgewicht) wurden in 1 ml des jeweiligen AufschluBpuffers
resuspendiert und mit 1 mg/ml Lysozym, 0,1 mg/g Zellen DNasel, sowie 1 ul/ml 0,2 M PMSF (in
Isopropanol) zugesetzt und bei 37°C 30 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Aufschlufl der Zellen
mittels einer vorgekiihlten French-Press-Zelle (French®Pressure cell press SLM Instruments, Polytec
GmbH, Eschborn) mit 80 MPa (Mini-Zelle) oder bei grofleren Volumina als 3 ml mit 140 MPa (20K-

Zelle). Dieser Vorgang wurde 2-3 mal wiederholt.

2.11.2.2. Zellaufschluf3 unter anaeroben Bedingungen

Fiir den anaeroben Zellaufschlu3 wurden die unter 2.11.2.1. aufgefiihrten Standardpuffer zunichst in
Serumflaschen (Glasgerdtebau Ochs GmbH, Bovenden) gefiillt und durch 30 miniitiges Begasen mit
N, anaerobisiert. Die Resuspension der Zellen bzw. Zugabe der Zusétze (s. 2.11.2.1.) erfolgte in einer
Coy-Box (Toepffer Lab Systems, Goppingen) bei einem H,-Gehalt von >3% und einen
Sauerstoffanteil von 0 ppm. Wihrend des Aufschlusses mit der French Presse wurde die Suspension

beim Einfiillen in den French-Press-Zylinder und in die Serumflaschen mit N, begast.

2.11.2.3. Denaturierender Zell-Aufschlufl im kleinen Mafistab

Zur Uberpriifung von Expressionskulturen auf gebildetes heterologes Protein, wurden aus den
jeweiligen Kulturen (s. 2.2.1.) vor Induktion (1 ml) und nach 3 h Induktion (0,5 ml) Proben
entnommen, die Zellen durch Zentrifugation (2 min, 12000 Upm, RT) pelletiert und nach Entfernung
des Uberstandes in 20 ul 100 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pHS,0 resuspendiert. Nach Zugabe von
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20 ul SDS-Probenpuffer( s. 2.16.) erfolgte die Denaturierung bei 95°C fiir 5 min und anschlie8end der
Auftrag auf ein SDS-Polyacrylamidgel (s. 2.16.)

2.11.3.  Zentrifugation

Zur Abtrennung von Zelltrimmern wurde die aufgeschlossene Zellsuspension einer Zentrifugation bei
4°C fir 30 min und 30000 x g in einer SORVALL-Zentrifuge (Kendro, Hanau) unterzogen.
AnschlieBend erfolgte eine Ultrazentrifugation (18-60 M Ultrazentrifuge, Beckmann Instruments,
CA/USA) von 60 min bei 100000 x g und 4°C, um verbleibende Zelltriimmer aus der Losung zu

entfernen.

2.12. Bestimmung der Proteinkonzentration (BRADFORD, 1976,
modifiziert)

Zur Herstellung des Bradford-Reagenzes (70 mg Serva Blau G250, 50 ml Ethanol (96% (v/v), 100 ml
H;POy (85% (v/v), ad 1000 ml H,Odest.) wurde zunédchst der Farbstoff vollstidndig in Ethanol geldst.
Nach Zugabe der iibrigen Bestandteile wurde die Losung filtriert und lichtgeschiitzt aufbewahrt. In
einer Kunststoftkiivette (Roth, Karlsruhe) wurden zu 20 pl Probe 1 ml Bradford-Reagenz gegeben und
die Losung gut gemischt. Nach 5 min wurde die Absorption bei 590 nm gegen einen Leerwert
(H,Odest. bzw. Puffer der Probe) in einem Uvikon Spektralphotometer 930 (Kontron, Ziirich,
Schweiz) bzw. Spekol 1200 (Analytik Jena GmbH, Jena) gemessen. Betrug die ODsgy > 0,5 wurde die
Probe entsprechend verdiinnt. Die Proteinkonzentration konnte dann anhand einer mit BSA (0-20 pg)

erstellten Eichgeraden berechnet werden.

2.13. Messung von Enzymaktivitiiten

Photometrische Messungen wurden mit einem Uvikon 930 Spektralphotometer (Kontron, Eching)
bzw. mit einem Spekol 1200 (Analytik Jena GmbH, Jena) in 1 cm Kiivetten durchgefiihrt. Die
Bestimmung von Peroxidase-Aktivitit erfolgte aufgrund der interferierenden NADPH-Oxidase-
aktivitit der Thioredoxin-Reduktase anaerob in Glaskiivetten mit Gummisepten (Sigma, Deisenhofen).
Alle weiteren Enzymmessungen wurden in Plastikkiivetten (Roth, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die
Bestimmung der Enzymaktivitit erfolgte, sofern nicht anders vermerkt, im linearen Bereich nach
folgender Gleichung.
AE/min x V
- € xdxv

U
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AE/min Extinktionsénderung pro min

A" Gesamtvolumen [pl]

Spezifischer Extinktionskoeffizient [mM™ x cm™]
Schichtdicke der Kiivette [cm]

Probevolumen [ul]

< Qo

2.13.1. Bestimmung von NADPH-Oxidase-Aktivitit

Testansatz Tris/HCI bzw. K-Phosophat (pH7,5) 50 mM
Proteinprobe 5-50 pl
NADPH 150 uM

Gemessen wurde die Abnahme von NADPH (enappy=6,3 mM! x cm’l) bei 340 nm unter aeroben

Bedingungen in einem Gesamtvolumen von 1ml.

2.13.2.  Aktivititsmessung von Thioredoxin

Die Bestimmung der Aktivitit von rekombinatem Thioredoxin erfolgte mit dem
Komplementationstest nach (MEYER, et al., 1991). Gemessen wurde die Zunahme von NADPH bei

340 nm (exappu = 6,3 mM x cm’l) uber einen Zeitraum von 5 min.

Testansatz: Tris/HCI (pHS,5) 50 mM
EDTA 02 mM
Thioredoxin-Reduktase 5 U
NADP" 0,4 mM
DTT 5 mM
Thioredoxin x ul
H,Odest. ad 1 1

2.13.3. Messung von Peroxidase-Aktivitiit

2.13.3.1. Herstellung von Linolsdurehydroperoxid

Die Herstellung von Linolsdurehydroperoxid (LSP) erfolgte nach einer modifizierten Methode nach
(JEONG, et al., 2000). Dazu wurden 20 mM Linolsdure mit 20 pg/ml Lipoxidase aus Sojabohnen in
50 mM Tris/HCI pH 7,5 bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde spektophotometrisch bei
234 nm verfolgt und nach vollstindigem Substratumsatz die Konzentration von LSP durch Messung

der Extinktion bei 234 nm (g.5p=25000 M x cm‘l) bestimmt.
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2.13.3.2. Messung von Peroxidase-Aktivitit nach (LIM, et al., 1993)

Gemessen wurde die Reduktion von Peroxiden unter Zusatz eines kiinstlichen Elektronendonors,

indem nach Beendigung der Reaktion die Menge des nicht umgesetzten Peroxids bestimmt wurde.

Testansatz: Tris/HCI bzw. K-Phosophat (pH7,5) 50 mM
DTT 10 mM
Peroxid 0,5-1 mM

Die enzymatische Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 100 pl bei 37°C in einem Zeitraum
von 1-7 min. Nach Abstoppen der Reaktion mit 0,75 ml 12,5% (w/v) Trichloressigsdure, wurde der
Losung 0,2 ml 10 mM Fe(NHy)»(SO4), (gelost in 20 % (v/v) H,SO4) und 0,1 ml 2,5 M KSCN
zugesetzt. Durch Peroxid oxidiertes Fe*™ zu Fe'  reagiert mit KSCN zu einer roten
Komplexverbindung, deren bei 450 nm gemessene Intensitdt linear mit der Peroxidkonzentration
korrespondierte. Zur Bestimmung der Peroxidkonzentration wurde vor jeder MeBreihe eine
Eichgerade im Bereich von 0-0,25 mM Peroxid erstellt. Die Fe(NH4)>(SOy4),- und KSCN-L&sung

wurde stets frisch hergestellt.

2.13.3.3. Nachweis von Peroxiredoxin-Aktivitiat nach (KIM, et al., 1988), modif.

Das Prinzip des Nachweises beruht auf der Hemmung der DTT/Fe*"/O,-vermittelten Inaktivierung von
Glutamin-Synthetase aus E. coli. Durch DTT/Fe**/O, werden reaktive Sauerstoffderivate generiert, die
zur Spaltung und somit zur Inaktivierung von Glutamin-Synthetase fiihrten (KIM, et al., 1985).
Peroxiredoxine sind in der Lage, mittels DTT die reaktiven Sauerstoffspezies zu entgiften und somit
die Gluatminsynthetase vor Inaktivierung zu schiitzen (KIM, et al., 1988). Der Nachweis erfolgte in
einem Gesamtvolumen von 50 pl. Nach Zugabe von 30 pl frisch hergestellter Inaktivierungslosung
(10 mM DTT, 30 uM FeCls; die in der obigen Literatur angegebene Konzentration an FeCl; von 3 uM
reichte nur fiir eine 50 %ige Inaktivierung der Glutamin-Synthetase aus.) zu 20 pl Proteinlosung
(0,5 ng E. coli Glutamin-Synthetase (Sigma, Deisenhofen), 100-200 pg Rohextrakt in 50 mM
Tris/HCI pH7,5) erfolgte eine 30 miniitige Inkubation bei 30°C. Anschliefend wurde die Losung mit
1 ml y-Glutamyltransferase-Mix (0,4 mM ADP, 150 mM Glutamin, 10 mM K-Arsenat, 20 mM
NH,OH, 0,4 mM MnCl,, 100 mM Hepes, pH7,4) fiir weitere 30 min bei 30°C inkubiert und die
Glutamin-Synthetase-Aktivitdit nach Zugabe von 0,5 ml Stoplosung (55 g FeCl;, 20 ¢
Trichloressigsure, 21 ml 35% (v/v) HCI, ad 1 1 H,Odest.) bei 540 nm (y-Glutamylhydroxamat-Fe*'-

Komplex) bestimmt.

2.13.3.4. Messung von NADPH-abhiingiger Peroxidase-Aktivitit durch Komplementation

Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 1 ml. Dabei wurde die Abnahme von NADPH

(enappPu=0,3 mM! x cm'l) bei 340 nm unter anaeroben Bedingungen gemessen.
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Testansatz: Tris/HCI bzw. K-Phosophat (pH7,5) 50 mM
NADPH 150 uM
Thioredoxin-Reduktase 0,3-1,5 uM
Thioredoxin 0,3-1,5 uM
Protein A 0,3-1,5 uM
Proteinprobe 0,3-1,5 pM
Peroxid 0,25-1 mM

Es wurde zuerst NADPH vorgelegt und die einzelnen Komponenten (bis auf das Peroxid) in der
Reihenfolge ihre Reduktion hinzugegeben. Anschliefend erfolgte eine Messung der verbliebenen
NADPH-Oxidase-Aktivitdt der Thioredoxin-Reduktase zur Kontrolle des Restsauerstoffgehaltes. Erst
nachdem keine Extinktionsdnderung mehr zu beobachten war (d. h. kein O, im MeBansatz), wurde die

eigentliche Reaktion durch Zugabe des Peroxids gestartet.

2.134. Messung von Peroxinitrit-Reduktase-Aktivitat

Zur Messung von Peroxinitritreduktase-Aktivitdt fand der Enzymtest nach (BRYK, et al., 2000)
Anwendung. Das Prinzip des Nachweises beruht auf der Hemmung der durch Peroxinitrit vermittelten
Oxidation von Dihydrorhodamin. Bakterielle Peroxiredoxine sind in der Lage, Peroxinitrit zu entgiften
und damit Dihydrorhodamin vor Oxidation zu schiitzen. Um diesen Effekt zu beobachten, war die
Zugabe eines Elektronendonors nicht notwendig (BRYK, et al., 2000). Der Enzymtest wurde als
Endpunktbestimmung nach folgendem Ansatz bei RT durchgefiihrt:

Testansatz: Tris/HCl, bzw. K-Phosphat (pH7,5) 50 mM
Dihydrorhodamin 100 uM
Proteinprobe 2-1000 nM
Peroxinitrit 20 uM

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit des Peroxinitrits (Qbiogene-Alexis GmbH, Griinberg) wurde die
Losung kurz aufgetaut, aliquotiert und sofort wieder bei —80°C eingefroren. Fiir jede MeBreihe wurde
ein neues Tube aufgetaut und parallel eine Blindreaktion ohne Protein durchgefiihrt. Von dem
jeweiligen MeBansatz und der dazugehdrigen Blindprobe konnte anschliefend die Menge an

entstandenem Rhodamin bei 500 nm gemessen werden (€rpodamin=10800 cm™ mol™).

2.14. Methoden zur Proteinanreicherung

2.14.1. Chromatographie an Anionenaustausch-Materialien

Die Nettoladung eines Proteins ist abhidngig von der relativen Anzahl positiv und negativ geladener
Gruppen auf der Molekiiloberfliche. Bei Anionenaustauschern sind kationische Gruppen kovalent an

eine ungeladene Matrix gebunden, die in Wechselwirkung mit niedermolekularen Anionen
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(Gegenionen) stehen, welche durch Proteine mit negativer Nettoladung verdriangt werden konnen. Das
ionisch gebundene Protein kann durch Verdnderung des pH-Wertes bzw. Erh6hung der Konzentration
von freien lonen in der Losung wieder eluiert werden. Als Anionenaustauschmaterial wurde
Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Freiburg) verwendet. Die Chromatographieséule (50 x 300 mm,
Millipore GmbH, Eschborn) wurde mit dem bereits vorgequollenen Material luftblasenfrei gepackt
und mit mind. 5 Siulenvolumen (SV) Standardpuffer (in der Regel 50 mM Tris/HCI pH7,5-8,0) bei
einer FluBrate von 1 ml/min &dquilibriert. Nach Auftrag der Probe (FluBrate 1 ml/min) wurde mit
7-8 SV Standardpuffer gewaschen. Gebundenes Protein wurde mit einem KCl Gradienten im Bereich
von 0-1 M KCl eluiert (FluBrate 1 ml/min, 8 SV). Das Material wurde nach Verwendung nacheinander
mit 3 SV 3 M KCl, sowie 5 SV H,Odest. gewaschen und konnte anschliefend in 20% Ethanol bei 4°C

aufbewahrt werden.

2.14.2. Hydrophobe Interaktionschromatographie

Das Prinzip der hydrophoben Interaktionschromatographie beruht auf der durch hohe
Salzkonzentration bedingten Zunahme der Oberflichenspannung des Wassers (MELANDER &
HORVATH, 1977), wodurch hydrophobe Wechselwirkungen des Proteins mit dem Saulenmaterial
moglich werden. Als Chromatographiematerial wurde Butyl-Sepharose (Pharmacia, Freiburg)
verwendet. Die Chromatographiesdule (16 x 250 mm, Amicon, Beverly, MA/USA) wurde mit dem
bereits vorgequollenen Material luftblasenfrei gepackt und mit 5 SV Standardpuffer (in der Regel 1 M
(NH4),S04 in 50 mM Kaliumphosphat pH 7,0-7,5) ) bei einer Fluirate von 0,5-1 ml/min dquilibriert.
Nach Auftrag der Probe (FluBirate 0,5-1 ml/min) wurde mit 7-8 SV Standardpuffer gewaschen.
Gebundenes Protein wurde mit einem abfallenden Gradienten im Bereich von 1-0 M (NH4),SO4
eluiert (FluBrate 0,5-1 ml/min, 8 SV). Das Material wurde nach Verwendung nacheinander mit 5 SV
H,Odest. und 20% Isopropanol gewaschen und konnte anschliefend in letzterem bei 4°C aufbewahrt

werden.

2.14.3.  Gelpermeationschromatographie

Fir die Gelpermeationschromatographie (Gelfiltration) wurde Sephacryl HR200 (Pharmacia,
Freiburg) eingesetzt. Die Trennung der Proteine erfolgte dabei nach ihrer nativen GroBe bei einer

FluBrate von 0,1 ml/min. Als Puffer diente 50 mM K-Phosphat, pH7,5 + 3 mM DTT.

2.14.4.  Affinitatschromatographie

2.14.4.1. Chromatographie an Streptactin-Sepharose

Die Reinigung von rekombinaten Strep-tagll-Fusionsproteinen erfolgte mittels Streptactin-Sepharose

nach Angaben des Herstellers (Institut fiir Bioanalytik GmbH, Géttingen)
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2.14.4.2. Chromatographie an Anti-PrxU/ProteinA-Sepharose

Zunichst wurde der entsprechende Antikdrper durch nicht-kovalente Wechselwirkungen an ProteinA-
Sepharose (Pharmacia, Freiburg) gekoppelt. 50 mg der Sepharose-beads wurden dazu 5 x mit je 3 ml
H,Odest. gewaschen und mit 3 ml NET2-Puffer (50 mM Tris/HCI pH7.,4; 150 mM NacCl; 0,05% (v/v)
Nonidet P-40) 3 x 15 min dquilibriert. AnschlieBend wurden ca. 1 mg des entsprechenden Antikdrpers
zusammen mit den ProteinA-Sepharose-beads fiir 1 h bei RT inkubiert. Danach schloBen sich drei
Waschschritte fiir je 5 min mit NET2-Puffer an. Das so hergestellte Affinitdtsmaterial wurde
nachfolgend in eine Polypropylen-Leersdule (QIAGEN, Hilden) gefiillt und mit 10 mM K-Phosphat
pH7,2 &quilibriert. Danach erfolgte die Aufgabe der Proteinprobe, ein Waschschritt (5 SV) mit
Aquilibrierungspuffer und die Elution von gebundenem Protein mit 3,5 M MgCl, (in 10 mM
K-Phosphat pH7,2). Alle Chromatographieschritte erfolgten durch Gravitation.

2.15. Entsalzen und Einengen von Proteinlosungen

2.15.1. Dialyse

Zum Entsalzen von Proteinlosungen wurde eine snake-skin-Dialysemembran (Pierce, Rockford, USA)
mit den AusschluBgréBen 7 und 10 kDa verwendet. Die Dialyse erfolgte bei 4°C unter langsamen

Riihren und mehrmaligem Pufferwechsel fiir 12 h.

2.15.2. Entsalzen durch Chromatographie an Bio-Gel PD-10

Zum schnellen Entsalzen oder Umpuffern von geringen Mengen (bis zu 1 ml) an Proteinlosungen
wurden PD-10-Sdulen (Bio-Rad, Miinchen) verwendet. Das Funktionsprinzip beruht auf einer

Gelfiltration.

2.15.3. Centricon-Konzentratoren

Zur Konzentrierung und gleichzeitigen Entsalzung von Proteinlosungen wurden die
Ultrafiltrationseinheiten Centricon (Amicon, Beverly, MA, USA) mit den AusschluBgréen 3000,
10000 oder 30000 nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.154. Konzentrierung mittels (NHy),SO4-Féllung

Zunichst wurde das Protein der zu konzentrierenden Losung durch Zugabe von festem, gemdrsertem
(NH4),SO4 durch Riihren auf Eis fiir 1 h gefillt. Die Endkonzentration an (NH4),SO4 betrug dabei
80% (w/v). Anschlieend erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 30000 x g und 4°C. Der
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Uberstand wurde verworfen, das Pellet in dem gewiinschten Endvolumen aufgenommen und dialysiert

(s. 2.15.1.).

2.15.5.  Konzentrierung mittels Polyethylenglykol

Zum Einengen von anaeroben Proteinlosungen wurde eine zur besseren Handhabung in der Coy-Box
(Toepffer Lab Systems, GOppingen) eine Konzentrierung durch PEG durchgefiihrt. Dazu wurde die
Proteinlosung in einen Dialyseschlauch (snake-skin-Dialysemembran (Pierce, Rockford, USA))
gefiillt, verschlossen und einige Stunden bis zum Erhalt des gewiinschten Volumens auf festes PEG

(15-20000 g/mol) gelegt.

2.15.6. Chloroform-Methanol-Fillung (WESSEL & FLUGGE, 1984)

Um stark verdiinnte Proteinlosungen im SDS-Gel sichtbar machen zu konnen, wurde diese Methode
zur Konzentrierung der Proben angewendet. Dazu wurden 100 pl Probe mit 100 pl Chloroform
versetzt und gut geschiittelt. Nach Zugabe von 300 pl HOdest. wurde erneut geschiittelt und fiir 2 min
in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert (RT, 12000 Upm). AnschlieBend wurde
der Uberstand bis zur Interphase verworfen, und der verbliebenen Lésung 300 ul Methanol zugesetzt.
Nach erneuter Zentrifugation (s. 0.) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet getrocknet und in

SDS-Probenpuffer (s. 2.16.1.) aufgenommen.

2.16. Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Fiir die PAGE wurde eine Minigel Twin-Elektrophorese-Einheit mit 10 x 10 x 0,1 cm Platten oder
Multigel-Long-Elektrophorese-Einheit mit 14 x 14 x 0,1 cm (Biometra, Gottingen) verwendet.

2.16.1. SDS-PAGE nach LAEMMLI, 1970

Bei dieser Methode wurden die Proteine durch Kochen und Reduktion der Disulfid-Briickenbindungen
(durch das im SDS-Probenpuffer enthaltene Mercaptoethanol) denaturiert und im Gel ausschlieBlich
nach ihrer Grof3e aufgetrennt.

Herstellung von Polyacrylamidgelen:

Fiir das Trenngel wurden die Losungen nach folgendem Schema gemischt.
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Trenngel

Acrylamidkonzentration 10,0 12,5 15,0 17,5 %
Rotiphorese Gel30 (Roth, Karlsruhe) 2,0 2,5 3,0 3,5 ml
Trenngelpuffer 1,2 1,2 1,2 1,2 ml
0,5% (w/v) SDS-Lsg. 1,2 1,2 1,2 1,2 ml
H,Odest 1,6 1,1 0,6 0,1 ml
TEMED 5 5 5 5 ul
APS-Lsg. (10% (w/v) 30 30 30 30 ul

Die Losung wurde gut gemischt, gleichméBig zwischen die Gelelektrophoreseplatten gegossen und

mit H,Odest. tiberschichtet.

Sammelgel (5%ig)

Rotiphorese Gel30 (Roth, Karlsruhe) 0,33 ml
Sammelgepuffer 0,4 ml
0,5% (w/v) SDS-Lsg. 04 ml
H,Odest. 0,87 ml
TEMED 2 ol
APS-Lsg. (10% (w/v)) 10l

Nach Trocknung (Filterpapier) der Trenngeloberfliche wurde die Sammelgelldsung auf das
auspolymerisierte Trenngel geschichtet und der Kamm luftblasenfrei eingesetzt.

Probenvorbereitung und Auftrag:

Die Proteinproben wurden im Verhiltnis 1:1 mit 2 x Probenpuffer (2 ml Sammelgelpuffer; 0,2 g SDS;
5 ml Glyzerin; 0,5 ml Mercaptoethanol; 0,1 ml 1%iges (w/v) Bromphenolblau; 2,4 ml H,Odest.)
versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis abgekiihlt (Aufbewahrung der
Proben iiber einen ldngeren Zeitraum war bei —20°C moglich.). Nach Spiilen der Probentaschen mit
Elektrophoresepuffer (3 g Tris; 14,4 g Glycin; 1 g SDS; ad 1 1 H,Odest.) wurden 1-100 pg Protein
(Probenvolumen 10-20 ul) auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Als GroBenstandard diente der
Proteinmarker ¥ 7, der sich wie folgt zusammensetzt: Rinderalbumin 66 kDa; Ei-Albumin 45 kDa;
Glyzerinaldehyd-3-P-DH 36 kDa; Carboanhydrase 29 kDa; Trypsinogen 24 kDa; Trypsin-Inhibitor 20
kDa; Lactalbumin 14 kDa (Sigma, Deisenhofen). 10 pul wurden wie die {ibrigen Proben vorbereitet und
auf das Gel aufgetragen.

Elektrophoresebedingungen:

Die PAGE erfolgte in Elektrophoresepuffer. Nachdem die Proben 10 min bei 10 mA in das Sammelgel

hineingelaufen waren, erfolgte die Auftrennung der Proteine bei 25 mA pro Gel.

Trenngelpuffer Tris L5 M
pHS,8 (HCI)
Sammelgelpuffer Tris 0,5 M

pH6,8 (HCI)
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2.16.2. SDS-PAGE nach SCHAGGER & VON JAGOW, 1987

Diese Methode kam zum Einsatz, wenn Proteine geringer Grofle aufgetrennt werden sollte. Es wurden
zwei unterschiedliche Elektrophoresepuffer fiir Anode und Kathode verwendet. Die Herstellung der

Gele erfolgte wie unter 2.16.1. beschrieben. Fiir ein 10%iges Trenngel wurden folgende Losungen

gemischt.

AA/BAA-Losung

3 x Gelpuffer

40% (v/v) Glyzerin
H,Odest.

TEMED

APS-Lsg. (10% (w/v))

Die 4%ige Sammelgellosung fiir ein Gel setzte sich wie folgt zusammen.

AA/BAA-Losung

3 x Gelpuffer
H,Odest.

TEMED

APS-Lsg. (10% (w/v))

Probenvorbereitung und -auftrag, sowie Verwendung des Grofenstandards erfolgte wie unter 2.16.1.

Die Auftrennung der Proteinproben wurde im unten angegebenen Puffersystem bei 90 V fiir 2-3 h

durchgefiihrt.

AA/BAA-Losung Acrylamid
Bisacrylamid
H,Odest. ad

Gelpuffer (3 x) Tris
20% (w/v) SDS
H,Odest. ad
pHS8,45 (HCI)

Anodenpuffer Tris
pHS,9 (HCI)

Kathodenpuffer Tris
Tricin
20% (w/v) SDS
H,Odest. ad
pH8,25
(nicht einstellen)

2.16.3. Native Gradienten-PAGE

Mit dieser Methode wurden Proteine nach IThrer nativen GroBe aufgetrennt. Zur Herstellung linearer

Gradientengele mit Polyacrylamidkonzentrationen von 5-27,5% wurden folgende Losungen

verwendet:
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5% Acrylamid (Losung L) Rotiphorese Gel40 13 ml
(Roth, Karlsruhe)
2 M Tris/HCI, pH8,5 12,5 ml
H,Odest. ad 100 ml
27,5% Acrylamid (Losung S) Rothiphorese Gel40 76 ml
(Roth, Karlsruhe)
2 M Tris/HCI, pHS,5 12,5 ml
Glyzerin 8,6 ml
H,Odest. ad 100 ml

Fiir ein Gel wurden jeweils 3 ml der Losungen S und L in einen Gradientenmischer pipettiert und mit
je 1,5 ul TEMED, sowie 7,5 ul APS-Losung (10% (w/v)) versetzt. Die Kammern wurden ge6ffnet und
das Gel unter Rithren und unter Einsatz einer Peristaltikpumpe zwischen die Glasplatten gegossen.
Anschlieend wurde wie unter 2.16.1. verfahren. Das SDS im 5%igen Sammelgel wurde durch eine
entsprechende Menge H,Odest. ersetzt. Die Proben wurden mit nativem Probenpuffer (4 g Saccharose;
5 mg Bromphenolblau; H,Odest. ad 10 ml) versetzt und anschlieBend bei 100 V iiber Nacht
elektrophoretisch (Elektrophoresepuffer: 12,1 g Tris; 7,5 g Glycin; H,Odest. ad 1 1; pH 8,7 nicht
einstellen) aufgetrennt. Als GroBenstandard diente ‘High molecular weight” Marker: Thyroglobulin
669 kDa; Ferritin 440 kDa; Katalase 232 kDa; Lactat-DH 140 kDa; Rinderalbumin 67 kDa

(Pharmacia, Freiburg).

2.17. Transfer von Proteinen auf PVYDF-Membranen (Western-Blot) nach
TOVEY & BALDO, 1989

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen und zur Durchfiihrung der N-terminalen
Aminosdureanalyse wurden die durch PAGE (s. 2.16.) aufgetrennten Proteine auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran (Pierce, Rockford, USA) transferiert. Dazu wurde zunichst
das Gel 10 min in Transferpuffer ( 50 mM Borsdure pH9,0 (NaOH); 200 ml Methanol; H,Odest. ad
1 1) bei RT inkubiert. Gleichzeitig wurde eine PVDF-Membran auf Gelgrofe zugeschnitten und je
1 min in Methanol, sowie H,Odest. und anschlieBend in Transferpuffer geschwenkt. Der Transfer
erfolgte unter Verwendung der Fastblot B34-Apparatur (Biometra, Géttingen). Von der Anode aus

wurde folgende luftblasenfreie Schichtung vorgenommen:

- 3 x GB002 Gel Blotting-Papier (Biometra, Gottingen) in Transferpuffer getrénkt
- PVDF-Membran

- Gel

- 3 x GB002 Gel Blotting-Papier (Biometra, Gottingen) in Transferpuffer getrinkt

Der Transfer erfolgte bei 4°C 30-60 min bei einer Stromstédrke von 1,2-2,4 mA/cm.
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2.18. Proteinfirbungen in Polyacrylamidgelen und PVDF-Membranen

2.18.1. Proteinfairbung mit Coomassie nach WEBER & OSBORN, 1969

Die Polyacrylamidgele wurden fiir 10-30 min in Coomassie-Losung (2 g SERVA Blau R250; 0,5 g
SERVA Blau G250; 425 ml Ethanol; 50 ml Methanol; 100 ml Essigsdure; H,Odest. ad 1 1) unter
leichtem Bewegen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Entfernung des unspezifisch gebundenen
Farbstoffes durch Inkubation in Entfirbe-Losung 1 (70 ml Essigsdure; H,Odest. ad 1 1) in

Abhéngigkeit von Gelkonzentration und -typ fiir mehrere Stunden bzw. ii. N.

2.18.2. Silberfirbung nach BLUM, et al., 1987

Die Silberfairbung wurde aufgrund der hohen Empfindlichkeit speziell fiir das Sichtbarmachen

geringer Proteinmengen eingesetzt.

Schritt Losung Behandlungszeit
1) Fixieren 50% (v/v) Methanol 1 h oder iiber Nacht
12% (v/v) Essigsdure
0,5 ml Formaldehyd (37% (v/v))
2) Waschen 50% (v/v) Ethanol 3 x 10 min
3) Vorbehandlung 0,2 g/l Na,S,05 x 5 H,O 1 min
4) Spiilen H,Odest. 3x20s
5) Imprégnieren 2 g/l AgNO; 20 min
0,75 ml Formaldehyd (37% (v/v))
6) Spiilen H,Odest. 2x20s
7) Entwickeln 60 g/l Na,CO3 <10 min
0,5 ml Formaldehyd (37% (v/v))
4 mg/l N328203
8) Waschen H,Odest. 2x20s
9) Stoppen 50% (v/v) Methanol 15 min
12% Essigsdure
10) Waschen H,Odest. >20 min

Die Losungen 3) und 7) wurden bei 4°C gelagert, die Losung 5) wurde vor jedem Gebrauch frisch

hergestellt. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur unter Nutzung einer Laborwippe durchgefiihrt.

2.18.3. Proteinfirbung auf Blotmembranen

Diese Methode wurde angewendet, um die auf PVDF-Membranen transferierten Proteine flir die
N-terminale Aminosiureanalyse sichtbar zu machen. Dazu wurde die Membran einige Sekunden in
Coomassie-Losung (s. 2.18.1.) getaucht und anschlieBend mittels Entfarbelosung 2 (330 ml Methanol;
100 ml Essigsdure; H,Odest. ad 1 1) von unspezifisch gebundenem Farbstoff befreit.
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2.19. Markierung von Proteinen mit 4-Vinylpyridin

Zur massenspektroskopischen Untersuchung von Proteinen mufiten die Sulthydryl-Gruppen der
Cysteine zunidchst blockiert werden, um die unerwiinschte Ausbildung von Disulfid-
briickenbindungen wéhrend der Analyse zu verhindern. Dazu wurden 20 pl Proteinlosung durch
Zugabe von 52 pl Denaturierungslosung (8 M Guanidin/HCl-Losung; 25 mM DTT) und 17,5 pl Puffer
(1 M Tris/HCI, pHS8,5; 1 mM EDTA) bei RT fiir 15 min denaturiert. AnschlieBend erfolgte die
Markierung durch Zugabe von 2 pl 4-Vinylpyridin und Inkubation fiir 45 min bei RT.

2.20. pH-selektive Markierung von Seleno-Proteinen mit Iodoacetyl-LC-
Biotin

Die pH-selektive Markierung des Selenocysteins in Proteinen erfolgte aufgrund des niedrigen pK,-

Wertes der Selenol-Gruppe bei einem pH-Wert von 6,8. Einer 2,5 mg Protein enthaltenden, auf pH 6,8

eingestellten Losung wurden 24 ul einer 2,5 mM (gelost in DMF) EZ-Link™ lodoacetyl-LC-Biotin

(Pierce, Rockford, USA) zugesetzt und 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend konnte die

Probe direkt entweder auf ein PAG (s. 2.16.) oder fiir Enzymmessungen eingesetzt werden.

2.21. N-terminale Aminosiuresequenzierung und Massenbestimmung

Fiir die N-terminale Aninosdureanalyse wurden die Proteine zundchst mittels PAGE (s. 2.16.)
aufgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert (s. 2.17.), angefarbt (s. 2.18.3.) und die entsprechenden
Banden fiir die Analyse ausgeschnitten. Die N-terminalen Aminosdurenanalysen wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. Karl Peter Riicknagel (MPI, AG Prof. Fischer, Halle) durchgefiihrt.
Fiir die Massenbestimmung der Selenocystein-haltigen GrdB-Varianten wurden die Proteine zunéchst
mit 4-Vinylpyridin markiert (s. 2.19.) und in einem SDS-PAG (2.16.1.) aufgetrennt. AnschlieBend
wurde die relevante Proteinbande aus dem Gel ausgeschnitten. Alle nachfolgenden Schritte (Elution
des Proteins, Protease-Verdau mit Trypsin, Massenbestimmung der Peptide, Charakterisierung der
Isotopenverteilung) wurden freundlicherweise von Frau Dr. Angelika Schierhorn (Institut fiir

Biochemie, MLU Halle) durchgefiihrt.

2.22. Immunologische Methoden

2.22.1. Gewinnung von Antikorpern

Die Immunisierung der Kaninchen, Gewinnung von Serum, sowie Affinitétsreinigung und
anschlieBender Konjugation der Antikdrper mit HRP (horse radish peroxidase) wurde von der Firma

Davids Biotechnologie (Regensburg) durchgefiihrt. Fiir die Immunisierung des Kaninchens wurden
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100 pl rekombinantes, an Streptactin-Sepharose (s. 2.14.4.1.) gereinigtes Protein mit einer

Konzentration von 1 mg/ml eingesetzt.

2.22.2. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach dem Transfer von Proteinen auf die PVDF-Membran (s. 2.17.) wurde die Membran kurz mit
H,Odest. gespiilt und fiir zundchst fiir 30 min bei RT in Blockierungslosung (3% BSA (w/v);
0,5% (v/v) Tween 20; 50 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl, pH7,5, H,Odest. ad 1 1) inkubiert und
anschlieBend mit 1:1000 bzw. 1:10000 verdiinntem Antikorper (10 pl bzw. 1 pl affinitidtsgereiniger
HRP-konjugierter Antikdrper (s. 2.22.1.) in 50 mM Tris/HCL; 150 mM NaCl, pH7,5, H,Odest. ad
10 ml) fiir 1 h bei RT behandelt. Zur Entfernung des ungebundenen Antikorpers wurde die Membran
3 x 5 min mit 50 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl, pH7,5 gewaschen. Die nachfolgende Detektion der an
den Antikorper gekoppelten HRP konnte direkt auf der Membran erfolgen, wobei ein chromophores
Substrat durch HRP umgesetzt wurde. Dazu wurde die Membran in Detektionslosung (100 mM
Tris/HCI, pH&8,5; 0,015% (v/v) HyO,; 0,001% 4-Chlornaphtol) bis zum Sichtbarwerden der Banden
inkubiert, anschlieBend kurz mit H,Odest. gespiilt und getrocknet. Fiir den Nachweis geringer Mengen
an Antigen wurde der ‘GST Western Blotting Kit (Chemilumineszenz)’ (Roche, Mannheim)
angewendet. In diesem Falle wurde ein Chemilumineszenzsubstrat durch die Peroxidase unter
Lichtemission umgesetzt, welche durch Schwirzung eines Rontgenfilmes (Roche, Mannheim)

dokumentiert werden konnte. Die Detektion erfolgte nach Angaben des Herstellers

2.22.3. Immunoprézipitation

Fir die Immunoprezipitation wurden zunéchst die Antikdrper an ProteinA-Sepharose, wie unter
2.14.4.2. beschrieben, gekoppelt. Die beads wurden mit 50 mM Tris/HCI, pH7,5 &quilibriert, iiber
Spin-Sédulen (Biorad, Miinchen) durch Zentrifugation (12000 Upm, 2 min, RT) getrocknet und in
500 pl Proteinldsung aufgenommen. Es erfolgte eine Inkubation von 30 min leicht schiittelnd bei RT.
(Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Enzymaktivitdt gegeniiber Sauerstoff wurde dieser Schritt
unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt). Die Proteinlésung wurde anschlieBend durch Spin-
Sdulen von den ProteinA-Sepharose-beads separiert. Je nach Proteinkonzentration wurden die
Inkubation mit frischen beads bis zu 3 mal wiederholt. Die erhaltene Proteinlésung wurde direkt fiir

Enzymmessungen eingesetzt.

2.23. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht gesondert vermerkt von den Firmen SERVA
(Heidelberg), Merck (Darmstadt, Roche (Mannheim), Difco (Detroit, USA), Pierce (Rockford, USA),
Roth (Karlsruhe), Gibco (Eggenstein), Sigma (Deisenhofen) und Gerbu (Gaiberg) bezogen.
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3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

3.1. Enzymatische Untersuchungen mit Rohextrakt von
E. acidaminophilum

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, wurde in E. acidaminophilum ein Selenocystein-haltiges
Protein mit hohen Sequenzhomologien zu Peroxiredoxinen identifiziert (WAGNER, 1997). In
vorangegangenen Arbeiten konnte bereits das Vorhandensein einer NADPH-abhéngigen Peroxidase-
Aktivitdt im Rohextrakt von E. acidaminophilum (Abb. 1) mit 15 U/g fir H,O,, 12 U/g fiir
t-Butylhydroperoxid und 17 U/g fiir Cumolhydroperoxid nachgewiesen werden (PARTHER, 1998).
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2 3
Rohextrakt [ug]

Abb. 1: NADPH-abhiingige Peroxidreduktion

Das Diagramm zeigt die Zunahme der Extinktionsénderung bei 340 nm (Abnahme von NADPH) durch
Rohextrakt von E. acidaminophilum nach Zugabe von verschiedenen Peroxiden: 1 mM H,0, (0), | mM
Cumolhydroperoxid (A) und 1 mM ¢-Butylhydroperoxid () in Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 das Peroxidase-System von E. acidaminophilum aus mindestens
zwei Enzym-Komponenten besteht. Es wurde postuliert, dal das von (WAGNER, 1997) isolierte
Selenocystein-haltige Peroxiredoxin, das Thioredoxin und die Thioredoxin-Reduktase von
E. acidaminophilum an diesem System beteiligt sein konnten. Die Komplementation mit dem
Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase-System gelang jedoch nicht, so dal auch die Reinigung des
Peroxiredoxins anhand der NADPH-abhingigen Peroxidase-Aktivitit bislang nicht erfolgreich war
(PARTHER, 1998). Daher sollte zunéchst ein Testsystem entwickelt werden, welches eine direkte
Detektion des Peroxiredoxins ohne Komplementation ermdglichte. Eine Variante bot die Inhibierung
der DTT/Fe*"/O,-vermittelten Inaktivierung der Glutamin-Synthetase aus E. coli nach (KIM, et al.,
1988). Die Glutamin-Synthetase wird durch reaktive Sauerstoffspezies (generiert durch DTT und Fe’")

nicht-enzymatisch gespalten und somit inaktiviert (KIM, et al., 1985). Peroxiredoxine sind in der
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Lage, unter Nutzung von DTT die reaktiven Sauerstoffderivate zu entgiften. (KIM, et al., 1988;
KANG, et al., 1998). Die Priaparation von Rohextrakt der auf Glycin gezogenen E. acidaminophilum-
Zellen (s. 2.1.3.) erfolgte aufgrund der hohen Instabilitit der Peroxidase-Aktivitit (PARTHER, 1998)
unter anaeroben Bedingungen (s. 2.11.). Der Testansatz wurde, wie unter 2.13.3.3. beschrieben,
durchgefiihrt. Abb. 2 zeigt die verbleibende Glutamin-Synthetase-Aktivitit nach zeitlich variierender
aerober Inkubation mit DTT und Fe’". Ohne Protein bzw. unter Zugabe von 250 pg hitzeinaktiviertem
Rohextrakt (10 min, 100°C) sank die Glutamin-Synthetase-Aktivitit bereits nach 7 min
Inkubationszeit auf < 20%. Die Inkubation mit 250 ug nativem Rohextrakt fiihrte hingegen auch nach

17 min Inkubation nur zu einem Aktivitiatsverlust von 30%.
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Abb. 2: Schutz der Glutaminsyntethase aus E. coli vor DTT/Fe’"/O,-vermittelter Inaktivierung durch
Rohextrakt von E. acidaminophilum
ohne Protein (0), 250 pg Rohextrakt ([0); 250 pg hitzeinaktivierter Rohextrakt (A).

Die direkte Messung der Reduktion von Peroxiden unter Nutzung von DTT als Elektronendonor war
nach einer modifizierten Methode von LIM, et al., 1993 (s. 2.13.3.2.) moglich. So konnten fiir die in
einer Konzentration von 0,5 mM eingesetzten Substrate H,0,, Cumolhydroperoxid und
t-Butylhydroperoxid jeweils eine spezifische Enzymaktivitit von 150 (£ 10) U/g ermittelt werden.
Eine schwache Peroxidase-Aktivitdt konnte mit 20 (£ 2) U/g fiir Linolsdurehydroperoxid beobachtet
werden. Die zeitabhidngige Umsetzung von Peroxiden durch Rohextrakt ist am Beispiel von
Cumolhydroperoxid in Abb. 3 gezeigt. Ohne Protein, ohne DTT bzw. mit hitzeinaktiviertem

Rohextrakt erfolgte keine Peroxidreduktion.
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Abb. 3: DTT-abhéngige Reduktion von Cumolhydroperoxid durch Rohextrakt von E. acidaminophilum
100 pg Rohextrakt (¢), 200 png Rohextrakt (o), hitzeinaktivierter Rohextrakt (A), ohne Protein (x), ohne DTT (x).

3.2. pH-selektive Markierung von Seleno-Proteinen mit
EZ-Link™Iodoacetyl-LC-Biotin

Im AnschluB3 an die Aktivitditsmessungen im Rohextrakt von E. acidaminophilum sollte gezeigt
werden, ob ein Seleno-Protein fiir die gemessenen Peroxidase-Aktivititen verantwortlich war.
Selenocystein zeichnet sich durch eine hohere Nukleophilie im Vergleich zum Cystein aus. So liegt
die Selenol-Gruppe bei einem pH von 6,5 bereits ionisiert vor. Im Gegensatz dazu erfolgt die
vollstandige Deprotonierung bei Cysteinen erst ab einem pH-Wert von 8,0 (GORLATOV &
STADTMAN, 1998). Durch diese unterschiedlichen Eigenschaften ist es moglich, Seleno-Proteine
spezifisch mit lodacetat- bzw. Bromacetat-Derivaten zu carboxymethylieren und damit zu inaktivieren
(GORLATOV & STADTMAN, 1998; SUN, et al., 1999). Fiir den Nachweis wurde Rohextrakt aus
3 g auf Glycin angezogenen Zellen von E. acidaminophilum unter anaeroben Bedingungen pripariert
(s. 2.11.2.2)). Als AufschluB-Puffer diente 50 mM K-Phosphat-Puffer, pH6,8, 3 mM DTT. Der
Proteingehalt des Rohextraktes betrug 63 mg/ml. 3,5 mg Protein wurden einer Behandlung mit EZ-
Link™ Jodoacetyl-LC-Biotin (Pierce, Rockford, USA; im weiteren mit IAB abgekiirzt, s. 2.20.)
unterzogen und anschlieBend fiir Enzymaktivitdtsmessungen mit den Substraten Cumolhydroperoxid,
t-Butylhydroperoxid und H,O, nach der Methode von LIM, et al., 1993 (s. 2.13.3.2.) eingesetzt. Um
auszuschlieBen, dafl das Losungsmittel fiir IAB, DMF, einen EinfluBl auf die Enzymaktivitit hat,
wurde als Kontrolle ein Ansatz mit 28% (v/v) DMF ohne IAB mitgefiihrt. Der Tab. 5 ist zu
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entnehmen, daBl die Peroxidase-Aktivitit nach Behandlung mit IAB fiir alle Substrate auf ca. 20%
sank. DMF hatte dagegen keinen signifikanten Einflu3 auf die Enzymaktivitit.

Tab. 5: pH-selektive Inhibierung der Peroxidase-Aktivitit mit IAB

Substrat relative Enzymaktiv. | relative Enzymaktiv. | relative Enzymaktiv.

im RE [%] im RE nach im RE mit 28 %(v/v)
0,4 pM 1AB [%] DMF [%]
Cumolhydroperoxid 100 19 (+2,8) 93 (+4,0)
t-Butylhydroperoxid 100 19 (+ 1,0) 99 (+0,6)
H,0, 100’ 22 (+7,5) 95 (+0,6)

'100% entsprechen einer relativen Enzymaktivitit von 0,2 pmol/min (spez. Enzymaktivitit: 60 U/g)

Um die Bindung von IAB an die Proteine nachweisen zu konnen, wurde ein Teil des mit IAB
behandelten Ansatzes auf ein 12,5 %iges (w/v) PAG (2.16.19.) aufgetragen und anschlieBend auf eine
PVDF-Membran transferiert (2.17.). Aufgrund des Biotin-linkers von IAB konnten die markierten
Proteine mit Streptavidin-HRP-Konjugat immunologisch nachgewiesen werden (s. 2.22.2.). Auf diese
Weise wurden in E. acidaminophilum neun mit Biotin markierte Proteinbanden identifiziert. Ein
starkes Signal gaben zwei Proteine der GroB3e 22 und 17 kDa, weitere, allerdings schwéchere Signale
wurden bei 47, 45, 30, 23, 19, 10 und 9 kDa detektiert (s. Abb. 4). Der mit der Markierung
einhergehende Verlust der Peroxidase-Aktivitidt deutet auf die Katalyse dieser Reaktion durch ein

Seleno-Protein hin.
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Abb. 4: pH-selektive Markierung von Seleno-Proteinen in E. acidaminophilum

Transferierte Proteine aus einem 12,5%ige SDS-PAG auf PVDF-Membran. Detektion der biotinylierten Proteine
mit Streptavidin-HRP-Konjugat. Spur 1: 600 pg RE von E. acidaminophilum; Spur 2: 600 pg RE von
E. acidaminophilum nach Inkubation mit EZ-Link™ Jodoacetyl-LC-Biotin

3.3. Reinigung und Charakterisierung einer Peroxidase aus

E. acidaminophilum

Zur Messung von Peroxidase-Aktivitidten zwecks Lokalisierung des Proteins wéhrend der Reinigung

kam der Enzymtest nach LIM, et al., 1993 (s. 2.13.3.2.) zum Einsatz. Als Substrat diente stets
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0,5 mM Cumolhydroperoxid. Alle Reinigungsschritte erfolgten aufgrund der hohen
Sauerstoffempfindlichkeit der Peroxidase-Aktivitdt (PARTHER, 1998) unter anaeroben Bedingungen.

3.3.1. Chromatographie an Q-Sepharose

Zunichst wurden 30 g Zellen (Feuchtgewicht) von E. acidaminophilum unter anaeroben Bedingungen
in 50 mM Tris/HCL pH 7,5, 3 mM DTT aufgeschlossen (s. 2.11.2.2.). Der so gewonnene Rohextrakt
besal einen Proteingehalt von 32 mg/ml und eine spezifische Aktivitit von 0,12 U/mg. 40 ml
Rohextrakt (1280 mg, 154 U) wurden auf eine Q-Sepharose-Séule (Bettvolumen: 80 ml, Durchmesser:
5 cm) mit einer FluBrate von 1 ml/min aufgetragen. Nach dem Waschen mit AufschluBBpuffer
(5 Bettvolumen, Flufirate: 1 ml/min) wurde gebundenes Protein mittels eines KCI-Gradienten (0-1 M)
in AufschluBpuffer innerhalb von 8 Bettvolumen eluiert. Es schloB sich ein Nachspiilen mit einem
Bettvolumen 1 M KCI an. Eluiertes Protein wurde in 11 ml Fraktionen aufgefangen. Wie aus Abb. 5
ersichtlich ist, eluierte die Hauptaktivitat zwischen 0,3 und 0,4 M KCI innerhalb der Fraktionen 52-55
(40 ml). Diese Fraktionen wurden vereinigt und gegen 50 mM K-Phosphat-Puffer pH 7,5, 3 mM DTT
dialysiert.
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Abb. 5: Elutionsprofil der Peroxidase-Aktivitit nach Chromatographie an Q-Sepharose
®: Proteingehalt der Fraktionen; O: Enzymaktivitét in den entsprechenden Fraktionen.

3.3.2. Chromatographie an Butyl-Sepharose

Die vereinigten Fraktionen nach Q-Sepharose besaBlen einen Proteingehalt von 5,5 mg/ml und eine
spez. Enzymaktivitit von 0,4 U/mg. 40 ml (220 mg, 88 U) des Q-Sepharose-Pools wurden mit festem
(NH4),SO4 auf 1,5 M eingestellt und auf eine mit 1,5 M (NH4),SO4 in 50 mM K-Phosphat-Puffer
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pH 7,5, 3 mM DTT A&quilibrierte Butyl-Sepharose-Sdule (BV: 30 ml, Durchmesser 1,5 cm)
aufgetragen (FluBrate: 0,5 ml/min). AnschlieBend erfolgte das Waschen der Sdule mit 4 BV
Aquilibrierungspuffer. Gebundenes Protein eluierte innerhalb eines abfallenden (NH,),SO,4-Gradienten
von 1,5-0 M iiber 7 BV. Die Fraktionsgroe betrug 5 ml. Wie in Abb. 6 gezeigt, cluierte die
Hauptaktivitdt der Peroxidase bei einer (NHy),SOs-Konzentration von 0,5-0,6 M innerhalb der
Fraktionen 58-62 (25 ml).
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Abb. 6: Elutionsprofil der Peroxidase-Aktivitit nach Butyl-Sepharose
®: Proteingehalt in den Fraktionen; O0: Enzymaktivititen in den entsprechenden Fraktionen.

3.3.3. Gelpermeations-Chromatographie an Sephacryl 200 HR

Der aus der Anreicherung an Butyl-Sepharose erhaltene Pool besall einen Proteingehalt von 1,3 mg/ml
und eine spez. Enzymaktivitit von 0,9 U/mg (32 mg, 27 U). Fir die Durchfiihrung einer
Gelpermeations-Chromatographie mufite die Probe auf ein Volumen von 1 ml eingeengt werden. Da
die Anreicherung unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt wurde, kamen fiir die
Aufkonzentrierung nur eine (NH,),SO4-Féllung bzw. eine Konzentrierung mittels PEG in Frage
(s. 2.15.4. bzw. 2.15.5.). Anschlielend erfolgte eine Dialyse gegen 50 mM K-Phosphat pH 7,5, 3 mM
DTT. In beiden Fillen konnte in der aufkonzentrierten Probe stets ein Aktivitdtsverlust um 33 %
beobachtet werden. Die so erhaltene Proteinlosung (1 ml, 14,3 mg, 0,5 U/mg) wurde auf eine mit
Dialysepuffer dquilibrierte Gelpermeations-Saule (Sephacryl HR200, BV 50 ml) mit einer FluBrate
von 0,1 ml/min aufgetragen, mit 80 ml 50 mM K-Phosphat-Puffer, pH 7,5, 3 mM DTT eluiert und in
1 ml Fraktionen aufgefangen (s. Abb. 7). In den Fraktionen 10 und 11 war eine Peroxidase-Aktivitit

von 1,7 U/mg nachweisbar.
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Abb. 7: Elutionsprofil der Peroxidase-Aktivitit nach Gelpermeationschromatographie
®: Proteingehalt der Fraktionen; O0: Enzymaktivitét der entsprechenden Fraktionen.

Nach diesem Anreicherungsschritt lagen, wie in Abb. 8 gezeigt, 0,8 mg in Form von drei Haupt-
Proteinen der GroBlen 47, 29 und 22 kDa vor. Das kleinste Protein entsprach rein groBenméfig dem
erwarteten 22 kDa Seleno-Peroxiredoxin. Um dies zu verifizieren wurden die ersten 5 AS der drei
Proteine durch eine N-terminale Sequenzierung bestimmt (s. 2.21.). Die Proteine zeigten eindeutige
Sequenzhomologien zu den von (WAGNER, 1997) identifizierten drei Proteinkomponenten des
substratspezifischen Protein B der Glycin-Reduktase aus E. acidaminophilum, wobei das 47 kDa
Protein dem GrdB und das 25 kDa Protein dem N-terminales Spaltprodukt des Proproteins GrdE
entsprach. Das 22 kDa Protein war N-terminal blockiert, konnte aber nach Umsatz mit oPDA als
C-terminales Spaltprodukt von GrdE identifiziert werden (WAGNER, 1997). In Tab. 6 und Abb. 8 ist
die Reinigung von Protein B nochmals zusammenfassend dargestellt. Diese Anreicherung konnte im
Rahmen dieser Arbeit vier mal reproduziert werden. Allerdings schwankten die Anfangsaktivititen im
Rohextrakt zwischen 0,1 und 0,15 U/mg. Die Anreicherung lag jedoch vergleichbar zwischen 10-15-
fach.

Tab. 6: Anreicherung einer Cumolhydroperoxid- und DTT-abhingigen Peroxidase-Aktivitit aus
E. acidaminophilum

Reinigungsschritt Protein | Aktivitit | Spez. Aktivitit | Ausbeute | Anreicherung
[mg] [U] [U/mg] [Yo] [-fach]
Rohextrakt 1280 154 0,12 100 1
Q-Sepharose 220 88 0,4 57 3,3
Butyl-Sepharose 32 27 0,9 34 7.5
Gelfiltration 0,8 1,4 1,7 2 14
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Abb. 8: Anreicherung von Protein B aus E. acidaminophilum

12,5% SDS-PAGE; Spur 1: 100 ug Rohextrakt von E. acidaminophilum; Spur 2: 58 ug nach Chromatographie
an Q-Sepharose; Spur 3: 38 pg nach Chromatographie an Butyl-Sepharose; Spur 4: 30 pug nach (NH4),SO,-
Féllung; Spur 5: 8 pg nach Chromatographie an Sephacryl 200 HR.

3.34. Charakterisierung von Protein B hinsichtlich seiner Peroxidase-Aktivitat

Die enzymatischen Untersuchungen von Protein B aus E. acidaminophilum wurden mit dem nach der
Gelfiltration erhaltenen Proteinen (s. 3.3.3.) durchgefiihrt. Wenn nicht gesondert vermerkt, wurde zur
Bestimmung der Enzymaktivititen der Peroxidase-Test nach LIM, er al, 1993 unter Einsatz der
Substrate DTT (10 mM) und Cumolhydroperoxid (0,5 mM) bei 37°C und einem pH-Wert von 7,5

verwendet.

3.34.1. Bestimmung des Temperatur-Optimums

Fir die Bestimmung des Temperatur-Optimums betrug die eingesetzte Proteinmenge fiir die
Messungen von 20-30°C 4 ug und von 35-45°C 10 pg. Die hohere Proteinkonzentration ermdglichte
eine kiirzere Inkubationszeit. Diese war notwendig, da im entsprechenden Temperaturbereich eine
Abnahme von Cumolhydroperoxid auch ohne Zugabe von Protein innerhalb der fiir die Temperaturen
20-30°C verwendeten Reaktionszeit zu beobachten war. Die entsprechende Blindreaktion wurde fiir
alle Temperaturen bestimmt und von dem gemessenen Wert der Enzymaktivitits subtrahiert. Das
Temperaturoptimum betrug 35°C (s. Abb. 10), was in der Ndhe der optimalen Wachstumstemperatur
von E. acidaminophilum (34°C) lag. Die Auftragung des dekadischen Logarithmus der jeweiligen
spezifischen Aktivitit gegen die Reziproken der Inkubationstemperatur in Kelvin (Arrhenius-
Auftragung) ergab im linearen Bereich den Anstieg m = —10849 K. Nach der Gleichung Ex=-2,303 x
R x m, lieB sich fiir die von Protein B katalysierte Reaktion eine Aktivierungsenergie (E») von = 200

kJ x mol™ berechnen.
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Abb. 9: Temperatur-Optimum der von Protein B katalysierten Peroxid-Reduktion

3.34.2. Bestimmung des pH-Optimums

Fiir die Messungen zur Bestimmung des pH-Optimums wurden 7 pg Protein B eingesetzt. Das pH-
Optimum betrug 8,0 fiir Tris/HCl-Puffer und 7,5 fiir KP-Puffer (s. Abb. 10). Dabei zeigte jedoch das
Protein in KP-Puffer nur ca. 75 % der Enzymaktivitét, die unter Verwendung des Tris/HCI-Puffers
erhalten wurde. Weitere Messungen im alkalischen Bereich waren nicht méglich, da ab einem pH-
Wert von >9,0 eine rapide Abnahme von Cumolhydroperoxid ohne Zugabe von Protein innerhalb der

verwendeten Reaktionszeit zu beobachten war.
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Abb. 10: pH-Optimum der von Protein B katalysierten Peroxid-Reduktion
0: 50 mM KP, pH5,5-8,0; [J: 50 mM Tris/HCI; pHS8,0-8,5
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3.34.3. Charakterisierung des Substratspektrums

Zur Charakterisierung des Substratspektrums von Protein B wurden verschiedene Peroxide und
Elektronendonatoren im Enzymtest eingesetzt. Die Messung fiir das Substrat Peroxynitrit erfolgte wie
unter 2.13.4. beschrieben. Die spezifischen und relativen Enzymaktivititen sind fiir die verschiedenen
Peroxide in Tab. 7 dargestellt. So konnte fiir Cumolhydroperoxid die hochste spez. Aktivitit ermittelt
werden. Im Vergleich zu diesem wurden #-Butylhydroperoxid und H,O, nur mit einer Rate von ca. 50-
60% umgesetzt. Fiir Linolsdurehydroperoxid konnte keine Enzymaktivitidt beobachtet werden. Eine

Peroxinitrit-Reduktase-Aktivitiat von Protein B konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

Tab. 7: Substratspektrum von Protein B hinsichtlich seiner Peroxidase-Aktivitit

Peroxid Spez. Aktivitit [U/mg] Relative Aktivitiit [%]
Cumolhydroperoxid' 1,1 100
t-Butylhydroperoxid' 0,7 64
H,0,' 0,6 55

Linolséurehydroperoxid

Peroxynitrit’

'Die spez. und relativen Enzymaktivititen wurden mit 7 pg gereinigtem Protein bestimmt. Als Elektronendonor
diente DTT.

Die entsprechenden Enzymaktivititen fiir die verschiedenen Elektronendonatoren sind Tab. 8 zu

entnehmen. Die hochste spezifische Aktivitdt wurde fiir DTT bestimmt. Im Vergleich dazu waren die

relativen Aktivitidten mit den anderen getesteten Elektronendonatoren nur gering.

Tab. 8: Spektrum der Elektronendonatoren

¢ Donor’ Spez. Aktivitit [U/mg]’ Relative Aktivitiit [%o]”
DTT 1,1 100
DTE 0,4 36
2-Mercaptoethanol 0,2 18
Glutathion (red.) 0,1 9
L-Cystein 0,2 18

'Die Konzentration der eingesetzten Elektronendonatoren betrug 10 mM
’Die spez. und relativen Enzymaktivititen wurden mit 7 pg gereinigtem Protein bestimmt.
Als Substrat diente Cumolhydroperoxid.

3.3.5. Bestimmung der kinetischen Daten von Protein B

Zur Bestimmung der kinetischen Daten k;,, und V,,,x von Protein B hinsichtlich seiner Peroxidase-
Aktivitdt wurde die Reaktionsgeschwindgkeit in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration unter
konstanten Bedingungen gemessen. Als Substrate wurden Cumolhydroperoxid, #-Butylhydroperoxid
und H,0, eingesetzt. Der Einflull von verschiedenen DTT-Konzentrationen wurde nicht untersucht, da
DTT fiir Protein B keinen natiirlichen Elektronendonor darstellte und daher fiir die Charakterisierung
des Proteins nicht relevant war. Abweichend von dem, fiir die Bestimmung der Parameter
empfohlenen Substratkonzentrationsbereich von k,/10 bis 10 x k,, wurden die Substrate

Cumolhydroperoxid und #-Butylhydroperoxid zwischen einer Konzentration von k,/10 und 3 x ky,
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H,0, zwischen k.,/3 und 2 x k,, variiert. Messungen bei hoheren Substratkonzentrationen verlangten
eine erheblich lingere Reaktionszeit, so dal nicht mehr sichergestellt werden konnte, daf} die
ermittelten Mefwerte tatsdchlich auf die Umsetzung durch das Enzym zurlickzufiihren waren, da ab
einer Inkubationszeit von 8 min bei 37 °C bereits der Kontrollansatz ohne Protein eine deutliche
Abnahme von Peroxid zeigte. Dieses Problem betraf vor allem die Messungen mit H,O,, da hier auch
bei sehr niedrigen Konzentrationen der Zerfall des Substrates unter den MeBBbedingungen groBer war
als der Umsatz durch das Enzym. Daher wurde fiir H,O, fiir alle MeBpunkte eine Blindprobe ohne
Protein mitgefiihrt und die erhaltenen Werte entsprechend von der Reaktionsgeschwindigkeit des
Enzyms subtrahiert. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte nach drei verschiedenen
Methoden. Eine géngige Methode ist die reziproke Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen
die reziproke Substratkonzentration nach LINEWEAVER & BURK, 1934. Der Nachteil dieses
Verfahrens bestand jedoch darin, daf3 die MeBwerte, die fiir niedrige Substratkonzentrationen erhalten
werden, mit einem relativ groBen Fehler behaftet sind und deshalb leicht {iberbewertet werden.
Zusatzlich wurden zwei weitere Auswertungsmoglichkeiten, die Auftragung nach EADIE, 1942
(Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen den Quotienten aus Reaktionsgeschwindigkeit und
Substratkonzentration) und das Verfahren nach HANES, 1932 (Auftragung des Quotienten aus
Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonzentration) genutzt, da
diese mit kleineren Auswertefehlern behaftet sind. So wurde fiir Cumolhydroperoxid ein k,-Wert von
6 x 10" nach LINEWEAVER & BURK, 1934 bestimmt. Im Gegensatz dazu wurde nach EADIE,
1942 und HANES, 1932 ein ky, von 8 und 9 x 107 ermittelt. Fiir ~-Butylhydroperoxid und H,0, konnte
durch alle drei Methoden ein und derselbe k,,-Wert von 9 x 1072 bzw. 2,7 x10™" ermittelt werden.

Weitere kinetische Daten sind Tab. 9 zu entnehmen.

Tab. 9 Kinetische Daten der von Protein B katalysierten Peroxidase-Aktivitit

Substrat K, [mM]

Lineweaver-Burk Eadie Hanes
Cumolhydroperoxid 6,0 x 10”' 8,0x 107 9,0 x 10~
t-Butylhydroperoxid 9.0x 10~ 9,0x 10~ 9,0 x 10~
H,0, 2,6x 10" 2,7x 10" 2,7x 10"

Vimax [U X mg™']

Lineweaver-Burk Eadie Hanes
Cumolhydroperoxid 2,5 0,6 0,6
t-Butylhydroperoxid 0,5 0,5 0,5
H,0, 0,3 0,3 0,3

3.3.6. Schutz der Glutamin-Synthetase vor Fe*'/DTT/O,-vermittelter Inaktivierung

durch Protein B aus E. acidaminophilum

Durch diesen Nachweis sollte tiberpriift werden, ob Protein B aus E. acidaminophilum auch an der im
Rohextrakt beobachteten Protektion von Glutamin-Synthetase vor oxidativer, Fe''/DTT-vermittelter
Inaktivierung beteiligt ist. Der Enzymtest wurde, wie unter 2.13.3.3. beschrieben, durchgefiihrt. Die

eingesetzte Proteinmenge an gereinigtem Protein B betrug 13 pg. Als Kontrolle diente ein Testansatz
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mit 13 pg hitzeinaktiviertem Protein B (10 min, 100°C). Die ermittelten relativen Enzymaktivititen
sind in Tab. 10 zusammengefalt.

Tab. 10: Schutz der Glutamin-Synthetase vor Fe’*/DTT/O,-vermittelter Inaktivierung durch Protein B

Probe/MefBansatz relative Enzymaktivitiit der
Glutamin-Synthetase [%]
Glutamin-Synthetase 100
Glutamin-Synthetase + Fe*"/DTT/O, 0
Glutamin-Synthetase + Fe’ /DTT/O, + Protein B 70
Glutamin-Synthetase + Fe**/DTT/O, + Protein B 0
hitzeinaktiviert

Die Aktivitit der Glutamin-Synthetase ging nach 10 miniitiger Behandlung mit Fe’*/DTT/O,
vollstdndig verloren. Durch zusétzliche Anwesenheit von 13 pug Protein B im Testansatz verringerte
sich die Ausgangs-Aktivitdt nur um 30%. Hitzeinaktiviertes Protein B war dagegen nicht in der Lage

die vollstindige oxidative Inaktivierung der Glutamin-Synthetase zu verhindern.

3.3.7. Beteiligung von Protein B an der NADPH-abhéngigen Peroxidreduktion

Wie bereits in 3.1. beschrieben, verfiigte Rohextrakt von E. acidaminophilum neben der Fahigkeit,
Glutaminsynthease vor DTT/Fe*"/O,-vermittelter Inaktivierung zu schiitzen bzw. Peroxide unter
Nutzung von DTT als Elektronendonor zu reduzieren, auch iiber eine NADPH-abhéngige Peroxidase-
Aktivitdt. Es konnte gezeigt werden, dal sowohl die Reduktion der Peroxide mittels DTT, als auch die
Hemmung der Glutamin-Synthetase-Inaktivierung auf die Enzymaktivitit von Protein B der Glycin-
Reduktase aus E. acidaminophilum zuriickzufiihren war (s. 3.3.). Im folgenden sollte nun gepriift
werden, ob GrdB eine Komponente des an der NADPH-abhidngigen Peroxidase-Aktivitit aus
E. acidaminophilum beteiligten Enzymkomplexes darstellte. Da der natiirliche Elektronendonor fiir
diese Reaktion bislang nicht bekannt war, mufite ein Verfahren gefunden werden, GrdB spezifisch aus
dem Rohextrakt von E. acidaminophilum zu entfernen. Eine Moglichkeit dafiir bot eine
Immunoprézipitation mit gegen GrdB gerichteten polyklonalen Antikdrpern. Diese wurden von der
Fa. Davids Biotechnologie durch die Immunisierung von Kaninchen (s. 2.22.1.) bereitgestellt. Als
Antigen zur Immunisierung bzw. anschliefenden Affinitétsreinigung des Antikdrpers wurden 2 mg
des unter 3.5. beschriebenen, heterolog in E. coli exprimierten mit N-terminalen Strep-tagll-
fusionierten GrdBU350C eingesetzt. Die Immunoprézipitation erfolgte wie unter 2.22.3. dargestellt
unter Einsatz von 50 pg ProteinA-Sepharose-beads und 1,5 mg Anti-GrdB unter anaeroben
Bedingungen. Als Proteinlosung wurden 6,5 mg anaerob priparierter Rohextrakt von
E. acidaminophilum eingesetzt. Um eine Verfilschung der Ergebnisse durch eine eventuelle
Inaktivierung des Enzyms aufgrund der langen Inkubationszeit mit den Anti-GrdB-Sepharose-beads
auszuschliefen, wurden als Blindprobe 6,5 mg Rohextrakt mit ungekoppelter ProteinA-Sepharose
identisch zum Prézipitations-Ansatz behandelt. Als weitere Kontrolle diente Rohextrakt von
E. acidaminophilum, dem das Seleno-Peroxiredoxin (PrxUg,) fehlte, da dieses Protein urspriinglich als

Bestandteil des Enzymsytems, welches die NADPH-abhingige Peroxidreduktion im Rohextrakt



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE 48

katalysierte, vermutet wurde. Dazu wurde PrxUg, ebenfalls durch spezifische immunologische
Ausfillung mit entsprechenden Antikdrpern (s. 3.7.2.) entfernt. Es wurden 140 pug PrxU-Antikorper an
50 mg ProteinA-Sepharose gekoppelt (s. 2.22.3.) und die so erhaltenen beads mit 6,5 mg anaerob
prépariertem Rohextrakt fiir 2 h bei RT inkubiert (anaerob). Die anschlieBenden Enzymmessungen
erfolgten wie unter 2.13.3.4. beschrieben mit 0,5 M Cumolhydroperoxid. Fiir 2 mg Rohextrakt konnte
somit eine NADPH-abhingige Peroxidase-Aktivitit von 15 U/g ermittelt werden. Im Gegensatz dazu
betrug die spez. Enzymaktivitit von mit Anti-GrdB behandeltem Rohextrakt (2,7 mg) nur 0,7 U/g. Die
mit Anti-PrxU-AK behandelte Probe (2,5 mg) wies eine Aktivitdt von 18 U/g auf (s. Abb. 11). Um die
Vollstandigkeit der Immunoprézipitation zu tberpriifen, wurden von der jeweiligen Probe 20 pg auf
ein 12,5%iges SDS-PAG (s. 2.16.1.) aufgetragen, die Proteine anschlieend auf eine PVDF-Membran
transferiert (s. 2.17.) und das Vorhandensein von GrdB bzw. PrxUg, immunologisch nachgewiesen.
Aus Abb. 11 wird ersichtlich, daB3 PrxU komplett und GrdB nahezu vollstindig durch die Behandlung

mit den entsprechenden Antikdrpern aus dem Rohextrakt entfernt werden konnte.
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Abb. 11: Beteiligung von GrdB an der NADPH-abhiingigen Peroxidase-Aktivitit aus E. acidaminophilum
A: graphische Darstellung der NADPH-abhéngigen Peroxidase-Aktivitdt von Rohextrakt mit und ohne
Behandlung mit Anti-GrdB- bzw. Anti-PrxU-ProteinA-Sepharose-beads.

B: Western Blot und immunologischer Nachweis von GrdB und PrxU in den zu A korrespondierenden Proben.
Die Pfeile geben die Position von GrdB an.
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3.4. Untersuchungen zum nativen Elektronendonor von Protein B

Im Kapitel 3.3.7. konnte gezeigt werden, dal GrdB einen Bestandteil des Enzymkomplexes darstellte,
welcher die NADPH-abhéngige Peroxidase-Reaktion katalysierte. Dabei reagierte GrdB direkt mit den
Peroxiden, wobei DTT als kiinstlicher Elektronendonor genutzt wurde (s. 3.3.). Interessant war es nun,
den oder die natiirlichen Elektroneniibertrager, die das Bindeglied zwischen NADPH und GrdB
darstellten, zu identifizieren und ggf. zu charakterisieren. Erste Ansatzpunkte dafiir fanden sich in
einer Veroffentlichung von (NIIMURA, et al., 2000), in der eine H,O, bildende NADH-Oxidase aus
Amphibacillus xylanus beschriecben wurde, die neben ihrer Oxidase-Aktivitdit auch tber eine
Alkylhydroperoxid-Reduktase-Aktivitit ~ (AhpF-Aktivitit)  verfiigt und als solche die
elektroneniibertragende Komponente zwischen AhpC (Peroxiredoxin) und NADH in A. xylanus
darstellte. Diese Proteine gehoren neben den NADH-Dehydrogenasen zur Familie der
NADH:Peroxiredoxin-Oxidoreduktasen, die hohe Ahnlichkeiten zu Thioredoxin-Reduktasen besitzen.
Sie verfligen wie diese Uber ein redoxaktives Sequenzmotiv —CxxC— in der Nihe der
Pyridinnukleotid-Bindestellen sowie iiber ein weiteres, in Thioredoxin-Reduktasen nicht vorhandenes
—CxxC-Motiv im N-Terminus der Polypeptidkette (POOLE, et al., 2000). Da diese Proteine in der
Lage sind, die Reduktion von Disulfidbindungen unter Nutzung von NAD(P)H zu katalysieren
(POOLE, et al., 2000), konnte ein solches Protein ebenfalls an der durch Protein B vermittelten
NADPH-abhingigen Peroxidase-Aktivitit beteiligt sein. Da NADH:Peroxiredoxin-Oxidoreduktasen
von Gram-positiven Organismen meist eine hohe NAD(P)H-Oxidase-Aktivitit aufweisen (POOLE, et
al., 2000), sollte festgestellt werden, ob neben der Thioredoxin-Reduktase aus E. acidaminophilum,
deren Oxidase-Aktivitdt bereits bekannt war (MEYER, 1993), weitere Proteine mit entsprechender

Aktivitét in diesem Organismus existierten.

34.1. Reinigung einer NADPH-Oxidase aus E. acidaminophilum

Zunichst wurde Rohextrakt von E. acidaminophilum auf die Anwesenheit einer NADH bzw.
NADPH-Oxidase-Aktivitdt untersucht. Die Messung der Enzymaktivititen erfolgte wie unter 2.13.1.
beschrieben. Abb. 12 zeigt die Extraktproportionalitdt der Reaktion. Fiir NADH konnte eine spez.
Enzymaktivitit von 11 U/g und fiir NADPH von 45 U/g ermittelt werden.
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Abb. 12: Extraktproportionalitit von NADH- und NADPH-Oxidase-Aktivitit im Rohextrakt von
E. acidaminophilum
®: NADPH; o: NADH

Den Ausgangspunkt fiir die Anreicherung einer NADPH-Oxidase aus E. acidaminophilum bildete
Rohextrakt prépariert aus 5 g auf Glycin gezogenen Zellen (s. 2.11.2.1.) mit einem Proteingehalt von
100 mg/ml und einer spez. Enzymaktivitit von 0,016 U/mg. Es folgte zunichst ein
Anreicherungsschritt an Q-Sepharose. Dazu wurden 400 mg Protein auf eine mit 4 BV 50 mM
Tris/HCl, pH7,5 dquilibrierte Q-Sepharose-Saule (FluBrate: 1 ml/min) aufgetragen. Die Sdule wurde
mit 6 BV Aquilibrierungspuffer gewaschen und gebundenes Protein mit einem aufsteigenden KCl-
Gradienten von 0-1 M KCl in 50 mM Tris/HCI, pH7,5 eluiert. Die Flurate betrug 1 ml/min, die
FraktionsgroBe 10 ml. Protein-haltige Fraktionen wurden auf NADH- und NADPH-Oxidase-Aktivitat
hin {iberpriift. NADPH-Oxidase-Aktivitét eluierte bei einer KCI-Konzentration von 0,8 M innerhalb
der Fraktionen 59-61 (Daten nicht gezeigt) mit einer spez. Enzymaktivitdt von 0,7-0,5 U/mg. Eine fiir
NADH spezifische Oxidase-Aktivitit konnte in keiner der Fraktionen nachgewiesen werden. Die
Fraktionen 59-61 wurden vereinigt (19,5 mg Protein, 0,6 U/mg, 11,7 U), gegen 50 mM K-Phosphat
pH7,5 dialysiert, mit festem gemorserten (NHy4),SO, auf 1,5 M (NH,4),SO, eingestellt und auf eine mit
1,5 M (NH4),SO4 in 50 mM K-Phosphat, pH7,5 édquilibrierte Phenyl-Sepharose-Séule (20 ml BV)
aufgetragen. AnschlieBend wurde die Sdule mit 6 BV Aquilibrierungspuffer gewaschen und
gebundenes Protein mit einem fallenden Gradienten von 1,5-0 M (NH4),SOy eluiert. Fiir alle Schritte
betrug die FluBrate 1 ml/min und die Fraktionsgréfie 2,5 ml. Die NADPH-Oxidase-Aktivitdt eluierte
innerhalb der Fraktionen 69-72 bei 0,9 M (NH4),SO4 mit einer spezifischen Enzymaktivitit von
3-4,4 U/mg. Wie in Abb. 13 gezeigt, konnte durch die beschriebenen zwei Reinigungsschritte ein
Protein mit einer GroBe von 36 kDa bis zur Homogenitit angereichert werden. Die N-terminale
Aminosdureanalyse der ersten fiinf AS ergab eine 100%ige Identitdt zu den ersten fiinf AS der

Thioredoxin-Reduktase aus E. acidaminophilum. Demnach existierten in diesem Organismus neben



EXPERIMENTE & ERGEBNISSE

51

dieser keine weiteren Proteine mit prominenter NADPH-Oxidase-Aktivitit. Die

Tab. 11 zusammengefalit.
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Abb. 13 Anreicherung einer NADPH-Oxidase aus E. acidaminophilum
12,5%iges SDS-PAG; Spur 1: 6 ug Q-Sepharose-Pool; Spur 2: 2,5 ug Phenyl-Sepharose-Pool; Spur 3: 5 pg

Phenyl-Sepharose-Pool.

Tab. 11: Anreicherung einer NADPH-Oxidase aus E. acidaminophilum

Anreicherung ist in

Reinigungsschritt Protein | Aktivitit | Spez. Aktivitit | Ausbeute | Anreicherung
[mg] [U] [U/mg] [Yo] [-fach]
Rohextrakt 400 6,4 0,016 100 1
Q-Sepharose 19,5 11,7 0,6 4,8 37,5
Phenyl-Sepharose 1,4 5 3,6 0,4 225

3.4.2. Komplementation der NADPH-abhingigen Peroxidreduktion

Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase von E. acidaminophilum stellen ein zentrales Enzymsystem
innerhalb des Glycin-Stoffwechsels dieses Organismus dar (HARMS, et al., 1998)) und fungieren
dabei als essentielle Elektronendonatoren bei der reduktiven Desaminierung (DIETRICHS, et al.,
1991a, s. Einleitung). In fritheren Arbeiten wurde bereits versucht, die NADPH-abhingige Peroxidase-
Aktivitidt durch Komplementation mit dem Thioredoxin/Thioredoxin-Reduktase-System zu reinigen,
was jedoch nicht zum gewiinschten Erfolg filhrte (PARTHER, 1998). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollten nun mit dem bereits gereinigten, Peroxidase-Aktivitit besitzenden Protein B (s. 3.3.)
Komplementationstests mit Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase bzw. weiteren Proteinen
durchgefiihrt werden. Die direkte Reinigung der Proteine Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase aus
E. acidaminophilum war sehr zeitaufwendig und fiihrten im Fall des Thioredoxins nicht immer zum
gewiinschten Reinheitsgrad des Proteins (PARTHER, 1998). Ein weiteres Problem stellte die
enzymatische Instabilitdt der gereinigten Thioredoxin-Reduktase iiber einen lédngeren Zeitraum dar.
Um also moglichst effektiv beide Proteine enzymatisch aktiv bereitstellen zu konnen, sollten die Gene
trxA (Thioredoxin) und #xB (Thioredoxinreduktase) aus E. acidaminophilum in den Strep-tagll-
Vektor pASK-IBA3 (C-terminale Strep-tagll-Fusion) kloniert werden und rekombinant in E. coli
iiberexprimiert werden. Durch selektive Bindung des Strep-tagll tragenden Proteins an Streptactin-

Sepharose war eine Einschritt-Reinigung méglich (s. 2.14.4.1.).
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3.4.2.1. Expression von Thioredoxin und Thioredoxin Reduktase als Strep-tagll-

Fusionsproteine in E. coli

Zur Klonierung von #xA und #xB wurden die genannten Gene mit den Primerpaaren
TRXAF/TRXAR bzw. TRXBF/TRXBR, die eine Bsal-Restriktionsschnittstelle enthielten (s. Tab. 4)
amplifiziert (s. 2.7.2.). Als Template diente das Plasmid pML23 (s. Tab. 2). Die PCR resultierte in
Fragmenten der erwarteten Grofle von ca. 0,35 kb (t7xA) und 0,95 kb (#rxB). AnschlieBend wurden die
erhaltenen PCR-Produkte mit der Restriktionsendonuklease Bsal verdaut und in den ebenfalls mit Bsal
behandelten Vektor pASK-IBA3 gerichtet ligiert, sowie in E. coli XL1-Blue-MRF transformiert. Aus
jeweils fiinf entstandenen Kolonien wurden die Plasmide isoliert und die Inserts mittels Sequenzierung
auf die korrekte Ligation der Fragmente hin {iberpriift. Die positiven Stimme wurden anschlieBend
einer Testexpression im 10 ml-MafBstab (s. 2.11.2.3.) unterzogen. Im Fall von Thioredoxin konnte bei
allen getesteten Stimmen nach der Induktion eine zusétzliche Protein-Bande bei 14 kDa identifiziert
werden (Daten nicht gezeigt). Es wurde ein Plasmid ausgewéhlt und mit pTrxA bezeichnet. Fiir
Thioredoxin-Reduktase wurde hingegen kein exprimiertes Protein in der erwarteten Grofe von 36 kDa
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich zu E. coli (51,11% GC) besitzt E. acidaminophilum
einen geringeren GC-Gehalt (45,21%), welches eine andere Héufigkeit der Nutzung entsprechender
Codons bedingt (DORING, et al., 2001). Zu den von E. coli selten genutzten Codons gehdren CUA
(Leu), AUA (Ile), sowie AGA und AGG (Arg). trxB enthilt 27 der genannten Codons, daher wurden
die genannten fiinf positiven Plasmide in den Stamm E. coli BL21-CodonPlus-RIL (s. Tab. 1), welcher
zusitzlich die fiir die o.g. seltenen Codons entsprechenden tRNA-Gene plasmidkodiert besitzt,
transformiert und die Testexpression wiederholt. In diesem Fall konnte fiir jeden der fiinf untersuchten
Stamme ein zusétzliches Protein der GroBle von 36 kDa identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
Eines dieser Plasmid wurde ausgew#hlt und mit pTrxB bezeichnet. Fiir die Reinigung von
heterologem Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase wurden pTrxA bzw. pTrxB enthaltende Stimme
in 500 ml LB-Selektivmedium nach Inokulation mit 10 ml einer Ubernacht-Kultur bei 30 °C bis zu
einer ODsso von >0,5 kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Induktion des fet4-Promotors mit 0,2 pg/ml
AHT innerhalb von 3 h bei 30 °C. Nachfolgend wurden die Zellen geerntet und die Expression im
SDS-Gel {iiberpriift (s. 2.11.2.3.). Aus den Zellen wurde Rohextrakt wie unter 2.11.2.1. und 2.11.3.
beschrieben, pripariert und die Strep-tagll fusionierten Proteine durch Affinitdtschromatographie an
Streptactin-Sepharose gereinigt (s. 2.14.4.1.). Thioredoxin eluierte vollstindig innerhalb der zweiten
Elutionsfraktion, die einen Proteingehalt von 0,25 mg/ml aufwies. Das entsprach einem Proteingehalt
von ca. 100 pg/500 ml Kulturvolumen. Thioredoxin-Reduktase eluierte vollstindig innerhalb der
Fraktionen 2-3, die eine intensive Gelbfarbung (zurlickzufiilhren auf den FAD-Gehalt der
rekombinanten Thioredoxin-Reduktase). Der Proteingehalt betrug durchschnittlich 4,6 mg/ml. Da der
Rohextrakt auch nach Affinititsreinigung noch deutlich FAD-haltiges Protein enthielt (gelbliche
Féarbung), wurde er einer zweiten Passage {iber Streptactin-Sepharose unterzogen. Der Proteingehalt
der wiederum gelb gefarbten Fraktionen 2 und 3 betrug diesmal ca. 3,8 mg/ml, so dal von einem

Anteil an rekombinanten Protein von mindestens 8§ mg/500 ml Kulturvolumen ausgegangen werden
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konnte. Wie in Abb. 14 gezeigt, lag die Thioredoxin-Reduktase nach der Elution von Streptactin-
Sepaharose homogen vor. Die Reinigung von Thioredoxin resultierte in zwei Proteinbanden

vergleichbarer Intensitit mit den GroBen 14 und 15 kDa.
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Abb. 14 Reinigung von Strep-zagll fusioniertem Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase
17,5%iges SDS-PAG; Spur 1: 10 pl GroBenstandard X7, Spur2: 4 pg Thioredoxin (Fraktion 2); Spur 3: 2,5 pg
Thioredoxin-Reduktase (Fraktion 2).

Die gereinigte Thioredoxin-Reduktase wurde anschlieBend auf NADPH-Oxidase-Aktivitit (s. 2.13.1.)
hin {berpriift. 10 pg Protein besalen eine spezifische Enzymaktivitit von 1,1 U/mg. Zur
Untersuchung der Thioredoxin-Aktivitdt fand der Komplementationstest nach MEYER, et al., 1991
Anwendung (s. 2.13.2.). Die spezifische Enzymaktivitit betrug 0,5 U/mg. Die Aktivitit der
Thioredoxin-Reduktase war sowohl bei 4°C, —20°C als auch bei —80°C {iber einen lingeren Zeitraum
nicht stabil. Daher wurde fiir die Komplementations-Messungen stets am gleichen Tag gereinigtes

Protein eingesetzt.

3.4.2.2. Versuche zur Messung von NADPH-abhéingiger Peroxidase-Aktivitit

Die Messung von NADPH-abhingiger Peroxidase-Aktivitit erfolgte wie unter 2.13.3.4. beschrieben
mit 0,5 mM Cumolhydroperoxid als Substrat zundchst mit den Proteinen GrdB (gereinigt aus
E. acidaminophilum (s. 3.3.), rekombinanter Strep-fagll-fusionierter Thioredoxin-Reduktase und
fusioniertem Thioredoxin (s. 3.4.2.1.) unter anaeroben Bedingungen. Die enzymatische Aktivitdt der
beiden letztgenannten Proteine wurde vorab durch den Komplementationstest (MEYER, ef al., 1991,
s. 2.13.2.) iiberpriift. Eine NADPH-abhéngige Reduktion von Cumolhydroperoxid konnte jedoch fiir
die Proteinkombination GrdB, Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase nicht nachgewiesen werden.
Daher sollte versucht werden, durch andere Proteine, die theoretisch an der Reaktion beteiligt sein
konnten, diese zu komplementieren. Dabei kam zundchst Protein A der Glycin-Reduktase aus
E. acidaminophilum 1in Betracht. Dieses Seleno-Protein {ibertrdgt unter Oxidation einen
Carboxymethylrest (ARKOWITZ & ABELES, 1991) von Protein B auf Protein C. Die Reduktion der
dabei entstehenden Se-S-Briicke erfolgt durch NADPH {iber das Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase-
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System. (MEYER, 1993). Somit steht Protein A katalytisch sowohl mit Protein B als auch mit dem
Thioredoxin-System in Verbindung und konnte daher den fehlenden Elektroneniibertriger fiir die
NADPH-abhingige Peroxidreduktion darstellen. Aus E. acidaminophilum isoliertes Protein A sowie
rekombinantes, Strep-fagll-fusioniertes GrdAU44C wurde freundlicherweise von J. Jager (personliche
Mitteilung) bereitgestellt. Jedoch konnte auch durch zusidtzlichen Einsatz dieses Proteins zum
Testansatz keine Peroxidase-Aktivitét festgestellt werden. Im Rahmen der Arbeiten von (WAGNER,
1997) wurde ein 10 kDa Seleno-Protein mit bislang unbekannter Funktion aus E. acidaminophilum
isoliert. Eine durch Peptid-Map (WAGNER, 1997) und molekularbiologische Untersuchungen des
korrespondierenden Gens (LECHEL, 1999; GROBE, 2001) identifizierte redoxaktive Sequenz
—ACATUD- legte die Vermutung nahe, dall diese Protein eventuell an an Redox-Prozessen beteiligt
ist, z. B. einer Peroxidase-Aktivitit. Jedoch konnte auch nach Zugabe von rekombinantem Step-tagll-
fusioniertem PrpU33C (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von D. Grdbe; personliche
Mitteilung) zum Testansatz keine Peroxidase-Aktivitit beobachtet werden. In Tab. 12 sind die

untersuchten Kombinationen der Komponenten des Enzymtests zusammengefalt.

Tab. 12: Schematische Darstellung der Kombinationen von verschiedenen Komponenten im MeB3ansatz
fiilr NADPH-abhiéingigen Peroxidase-Aktivitiit.

Komponente Kombination

NADPH + + + + + + + + +
Cumolhydroperoxid - + + - + + + + +
GrdB' - i + _ - n n n mn
Thioredoxin-Reduktase' - - - + + + + T T
Thioredoxin' - - - + + ¥ + n T
ProteinA' - - - - - - T - +
GrdA1U44C - - - - - - - + -
PrpU33C' - - - - - _ _ -

"eingesetzt in dquimolaren Mengen

3.4.2.3. Bildung von H,0; durch Thioredoxin-Reduktase

Hinsichtlich ihrer Reaktionsprodukte wird in Bakterien zwischen H,O- und H,0,-bildenden NADH
bzw. NADPH-Oxidasen unterschieden (NISHIYAMA, et al, 2001). Wie in diesem Kapitel
beschrieben, konnte nur die Thioredoxin-Reduktase aus E. acidaminophilum anhand einer NADPH-
Oxidase-Aktivitidt angereichert werden. Hinsichtlich der Entstehung von ROS in dem obligat
anaeroben Organismus war es interessant, ob bei dieser Reaktion H,O oder H,O, gebildet wird. Fiir
diese Untersuchungen wurde die Oxidase-Aktivitit von 20 pg rekombinanter Thioredoxin-Reduktase
wie unter 2.13.1. beschrieben, ermittelt und der Verbrauch an NADPH (exappu = 6,3 mM ™ x crnfl)
berechnet. Zeitgleich wurden 100 pl dieser Reaktion mit 12,5 % TCA abgestoppt und die Menge an
gebildetem Peroxid durch die Oxidation von Fe(NH4)»(SO4), (s. 2.13.3.2.) bestimmt

(e [Fe(SCN),]" = 33 mM ! x cmﬁl). Dabei konnte die Entstehung von dquimolaren Mengen H,0O, im

Vergleich zu NADPH nachgewiesen werden (s. Tab. 13).
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Tab. 13: H,0,-Entstehung durch die NADPH-Oxidase-Aktivitit von Thioredoxin-Reduktase aus
E. acidaminophilum im Vergleich zum NADPH-Verbrauch.

NADPH Thioredoxin- NADPH-Verbrauch H,0,-Entstehung
Reduktase [nmol] [nmol]
+ — 0 0
— + 0 0
+ + 16,1 16,5

3.5. Heterologe Expression von GrdB-Varianten in E. coli

Wie im Kapitel 3.3. beschrieben wurde, konnte aus E. acidaminophilum Protein B der Glycin-
Reduktase, bestehend aus GrdB (47 kDa) und dem prozessierten Protein GrdE (25 und 22 kDa),
anhand einer Peroxidase-Aktivitit gereinigt werden. Die Fahigkeit, als Nebenaktivitdt Peroxide zu
reduzieren, ist fiir eine Reihe Selenocystein-haltiger Proteine, wie z. B. Séduger-Thioredoxin-Reduktase
(ZHONG, et al., 2000a), mit Selenocystein substituierte Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(BOSCHI-MULLER, et al., 1998) und das semisynthetische Seleno-Subtilisin (BELL, et al., 1993),
beschrieben worden. Speziell fiir die Thioredoxin-Reduktase wurde ein Reaktionsmechanismus
postuliert (ZHONG, et al., 2000a), an dem das Cystein und das Selenocystein des in Sdugetier-
Thioredoxin-Reduktasen konservierten N-terminalen —GCUG-Motivs sowie zwei weitere Cysteine
beteiligt sind. Die 47 kDa grof3e Untereinheit von Protein B aus E. acidaminophilum, GrdB, verfligt
iiber ein dhnliches konserviertes Motiv mit der Anordnung —UxxCxxC—. Daher sollten zunéchst die
rekombinanten Proteine GrdB und GrdBU350C (REUTER, 2000) auf Peroxidase-Aktivitit hin
untersucht, anschlielend die konservierten Cysteine im o. g. Motiv jeweils zu Alanin mutiert und die
Gene der daraus resultierenden Proteine GrdBC353A und GrdBC356A heterolog in E. coli
synthetisiert werden. AnschlieBende Aktivititsmessungen mit den gereinigten Proteinen sollten erste
Aufschliisse iiber den Reaktionsmechanismus von GrdB hinsichtlich seiner Peroxidase-Aktivitit

liefern.

3.5.1. Zielgerichtete Mutagenese der konservierten Cysteine zu Alanin

Das Wildtyp-Gen grdB (Plasmid pIBASB, s. Tab. 2) sowie das grdB-Gen mit der Mutation des fiir
Selenocystein codierenden TGA-Codons zum Cystein-Codon TGC (Plasmid pIBASMBU, s. Tab. 2)
lagen zu Beginn dieser Arbeiten bereits kloniert in den Expressionsvektor pASK-IBAS (N-terminaler
Strep-tagll) vor (REUTER, 2000). Als Ausgangspunkt der Mutagenese diente das Plasmid pIBASB
(REUTER, 2000, s. Tab. 2) sowie jeweils zu grdB und zu sich selbst komplementidre Primer-Paare
(GRDB353F/ GRDB353R bzw. GRDB356F/GRDB356R, s. Tab. 4), welche die gewiinschte Mutation
enthielten. Mittels PCR mit Pwo-DNA-Polymerase (s. 2.7.2.) wurde das gesamte Plasmid amplifiziert,
der Ansatz mit der methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut (selektive
Entfernung der Template-DNA) (s. 2.6.1.) und in E. coli XL1-Blue-MRF" transformiert (s. 2.8.1.). Um

jeweils ein Plasmid mit der richtigen Mutation zu erhalten, war es in diesem Fall notig, mehr als
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20 Plasmide zu isolieren und zu sequenzieren. Entsprechend ihrer Mutation wurden die resultierenden
Plasmide mit pGrdBC353A und pGrdBC356A bezeichnet. Wie bereits erwéhnt, besitzen die Gene der
Proteine GrdB, GrdBC353A und GrdBC356A jeweils ein in-frame TGA-Codon, welches in E. coli
drei Reaktionsabldufe induzieren kann: den Einbau von Selenocystein, den Abbruch der Translation,
was zu einem unvollstindigen Peptid fithren wiirde (SCOLNIK, et al., 1968) oder eine Suppression,
d. h. eine UGA-Erkennung durch tRNA'™, was in einem Einbau von Tryptophan und damit einer
vollstindigen Polypeptidkette resultieren wiirde (EGGERTSON & SOLL, 1988; HIRSH & GOLD,
1971). Der Einbau von Selenocystein konnte bislang allerdings in keinem Genprodukt von in E. coli
heterolog exprimierten Genen von E. acidaminophilum unter normalen Expressionsbedingungen
beobachtet werden. Parallel zu der vorliegenden Arbeit wurde durch (GURSINSKY, 2002) eine
Methode entwickelt, die es ermoéglichte, auch Gene von Selenocystein-haltigen Proteinen von
E. acidaminophilum korrekt in E. coli heterolog zu exprimieren. Voraussetzung dafiir war die
zusdtzliche Anwesenheit der Gene selB (Selenocystein-spezifischer Elongationsfaktor) und selC
(Selenocystein-spezifische tRNA) aus E. acidaminophilum, lokalisiert auf dem Plasmid pASBC4
(GURSINSKY, 2002). Daher wurden die Plasmide pGrdMBUS5, pGrdBC353A und pGrdBC356A in
den Stamm E. coli XL1-Blue-MRF’ transformiert, welcher bereits das Plasmid pASBC4 enthielt
(GURSINSKY, 2002, s. Tab. 2).

3.5.2. Expression der grdB-Varianten und Reinigung der rekombinanten

Proteine

Die Expression der unter 3.5.1. beschriebenen grdB-Gene (rekombinante GrdB-Varianten mit
N-terminaler Strep-tagll-Fusion) wurde in einem Kulturvolumen von 0,5 1 bei 30 °C durchgefiihrt. Die
Induktion des fetA-Promotors erfolgte bei einer ODssy von >0,5 mit 0,2 pg/ml AHT. Weiterhin wurde
der Kultur 1 pg/ml Na,SeO; als Selen-Quelle zum Zeitpunkt der Induktion hinzugefiigt. Je nach
Beschaffenheit der Streptactin-Affinitdtsmatrix (s. 2.14.4.1.) konnten aus den Zellen bis zu 1,6 mg
GrdBU350C, 0,4 mg GrdBWT, 0,4 mg GrdBC353A, sowie 0,4 mg GrdBC356A isoliert werden. Wie
bereits durch (REUTER, 2000) beschrieben wurde, konnte rekombinantes GrdBU350C nicht zur
Homogenitit gereinigt werden. Dies konnte auch fiir die im Rahmen dieser Arbeiten exprimierten
rekombinaten Proteine GrdBWT, GrdBC353A und GrdBC356A beobachtet werden. Nach der
Affinitdtsreinigung an Streptactin-Sepharose (s. 2.14.4.1.) eluierten zwei Hauptbanden der Grofen 47
und 20 kDa sowie drei schwéchere Banden mit 44, 26 und 31 kDa von der Siule. Laut (REUTER,
2000) handelte es sich bei der 47 kDa-Bande um das intakte, mit N-terminalen Strep-tagll-fusioniertes
GrdB. Das 20 kDa-Protein besall ebenfalls einen N-terminalen Strep-tagll und wurde bereits im
Rohextrakt nachgewiesen. Um die von (REUTER, 2000) ermittelte Spaltstelle in GrdB zu {iberpriifen,
wurde das mit C-terminalen Strep-fagll fusionierte GrdBU350C in E. coli exprimiert und gereinigt.
An dem entstandenen 30 kDa Spaltprodukt (C-terminaler Strep-tagll) erfolgte die Sequenzierung der
ersten fiinf AS des N-Terminus (s. 2.21.). Ein weiteres, von (REUTER, 2000) erhaltene, 31 kDa-
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Protein konnte nicht detektiert werden. Abweichend von (REUTER, 2000) (Identitit zu den AS
195-199) konnte fiir das 30 kDa Protein (diese Arbeit) sowohl ein starkes Signal, dessen ersten fiinf
AS mit den AS 190-195 von GrdB identisch waren, als auch ein schwaches Signal, dessen
N-Terminus mit den AS 198-203 von GrdB iibereinstimmten, erhalten werden. Die jetzt ermittelten
AS-Sequenzen der N-Termini im Vergleich zu den von (REUTER, 2000) erhaltenen, die dazugehorige
AS-Sequenz von GrdB, sowie die berechneten Molekulargewichte sind in Tab. 14 dargestellt.

Tab. 14: N-terminale AS-Sequenz der 30 kDa GrdB-Fragmente mit C-terminalem Strep-tagll

erhaltene AS-Sequenzen

30 kDa Fragment *
GrdB (AS 181-206) MFKEDRGAKRAVAMLVKKLKGEEYET
NN

N-Terminus 28,2 kDa" AVAML |||

N-Terminus 27,4 kDa® LKGEE

GrdB (AS 181—206) MFKEDRGAKRAVAMLVKKLKGEEYET
RERN

N-Terminus 28,1° (30%) kDa (REUTER, 2000) KEDRG RERN

N-Terminus 29,4° (319) kDa (REUTER, 2000) LVKKL

*7 ug Protein (Elutionsfraktion der Affinititschromatographie an Streptactin-Sepharose), Auftrennung im
12,5%igen SDS-PAG

Paus den N-Termini abgeleitetes theoretisches Molekulargewicht des 30 kDa GrdB-Fragmentes mit C-terminal
fusioniertem Strep-zagll (starkes Signal)

‘aus den N-Termini abgeleitetes theoretisches Molekulargewicht des 30 kDa GrdB-Fragmentes mit C-terminal
fusionierten Strep-tagll (schwaches Signal)

GroBe des erhaltenen Fragmentes im 12,5%igen SDS-PAG.

3.5.3. Messung von Enzymaktivititen

Ziel dieses Experimentes war es, die Peroxidase-Aktivititen der verschiedenen GrdB-Varianten
miteinander zu vergleichen und dadurch erste Hinweise fiir einen moglichen Reaktionsmechanismus
zu erhalten. Die Bestimmung der spez. Enzymaktivititen wurde jedoch durch die im Kapitel 3.5.2.
beschriebene Spaltung der GrdB-Proteine erschwert, da die exakte Menge des intakten Proteins durch
das Vorhandensein des 22 kDa Spaltproduktes nicht ermittelt werden konnte. Um dennoch
vergleichbare Mengen an ungespaltenem Protein im Enzymtest einsetzen zu konnen, wurden zunéchst
die unter 3.5.2. erhaltenen Proteinldsungen zur Entfernung des Elutionsmittels Desthiobiotin {iber eine
PD10-Sdule entsalzt (s. 2.15.2.) und die Intensitdt der jeweiligen 47 kDa-Proteinbande in einem
12,5%igen SDS-PAG verglichen. Entsprechend der Abb. 15 wurden im Falle der Proteine GrdB,
GrdBU350C und GrdBC353A das 2fache, im Falle von GrdB356A das 4fache der im PAG
aufgetragenen Proteinmenge im Enzymtest nach (LIM, et al., 1993) eingesetzt. Als Substrat diente

0,5 mM Cumolhydroperoxid. Die Reaktion erfolgte bei 37°C in einem Zeitraum von 5 min.
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Abb. 15: Vergleich der Proteinmengen der intakten GrdB-Varianten

12,5%iges SDS-PAG; Spur 1: 10 pl ProteingroBenstandard X7; Spur 2: 9 pg GrdBU350C; Spur 3: 11 pg GrdB;
Spur 4: 9 pg GrdBC353A; Spur 5: 16 pg GrdBC356A.

Wie Tab. 15 und Abb. 16 zu entnehmen ist, besall das Wildtyp-Protein GrdB mit 6,2 nmol/min die
hochste relative Enzymaktivitit. Im Vergleich dazu wies die Cystein-Mutante GrdBU350C nur ca.
60% der Aktivitit des unmutierten Proteins auf. Der Austausch der Cysteine an Position 353 bzw. 356
zu Alanin hatte ein Absinken der Aktivitdt auf ca. 40% zur Folge. Hitzeinaktiviertes Protein zeigte

keine Aktivitdt (Daten nicht gezeigt).

Tab. 15: Relative Enzymaktivititen der verschiedenen GrdB-Varianten

Protein relative Enzymakt. [nmol/min]

GrdB 6,2+04
GrdBU350C 3,7£0,7
GrdBC353A 2,7+0,1
GrdBC356A 2,5%£0,2
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Abb. 16: Relative Enzymaktivititen verschiedener GrdB-Varianten bezogen auf den optisch gleichen
Gehalt des 47 kDa-Proteins (vgl. Abb. 15)
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3.54. Bestimmung des Selenocysteingehaltes durch Massenspektroskopie

Der Einbau von Selenocystein in die Polypeptidkette von heterolog in E. coli exprimierten Genen von
E. acidaminophilum ist zum einen von der Anwesenheit des Selenocystein-spezifischen.
Elongationsfaktors SelB (Genprodukt von selB), der Selenocystein-spezifischen tRNA (Genprodukt
von selC) aus E. acidaminophilum sowie der SECIS-Struktur (selenocysteine insertion sequence) der
zu translatierenden mRNA abhingig (GURSINSKY, 2002). Diese Struktur befindet sich unmittelbar
stromabwiérts des fiir das Selenocystein codierenden UGA-Codons und umfafit fiir das grdB-Gen
40 bp (einschlieBlich des UGA-Codons). Die Einfilhrung der Mutationen C;s3—>A und Css6—A
fiihrten somit auch zum Austausch von je zwei Basen in der SECIS-Struktur. Durch die Mutation
Css53—A kam es zu einem Paarungsverlust der Basen im unteren Bereich des SECIS-Stammes. Der
Austausch C;s¢—A fiihrte zu einem Verlust der Basenpaarung im oberen Stammabschnitt im Abstand

von einer Paarung vor dem apikalen Loop (s. Abb. 17).

G
G~U

GG U C-G G GU
C-G G-C C-G

G-C U-A C C

U-A A-U G A
A-U G-C A-U
G-C A-U G-C
A-U A A-U

A U A

U UG U

UeG Cc-G UG
C-G A-(] C-G
A-TU U A-U

U U U-A U U

G A C G A
U-A G A U-A
U-A U-A U-A

. C-G ) ) C-G . ; C-G )
5"-UGAGGUU AAA-3 5"-UGAGGUU AAA -3 5'-UGAGGUU AAA -3

grdBl grdBl grdBl

Wildtyp GrdBC353A GrdBC356A

Abb. 17: Verinderung der SECIS-Struktur in GrdB durch Mutationen der Cystein-Codons stromabwiirts
des UGA-Codons

Die durch gerichtete Mutagenese eingefiihrten Basenaustausche sind hervorgehoben (fett). Der durch die
Mutation verdnderte Bereich der SECIS-Struktur ist eingerahmt. Das UGA-Codon ist unterstrichen.

Der Austausch von drei aufeinanderfolgenden Nukleotiden im unteren Stamm-Bereich der SECIS-
Struktur, welche zum Verlust der Basenpaarungen und somit zu einer Verkiirzung der
Haarnadelstruktur fithren, konnen einen reduzierten Selenocysteineinbau in das Protein zur Folge
haben. Das gleiche gilt fiir Verdnderungen der Nukleotide im apikalen Loop der Struktur
(GURSINSKY, 2002). Infolgedessen mufte fiir die mutierten Varianten von GrdB: GrdBC353A und

GrdBC356A die Inkorporation von Selenocystein in die Proteine {iberpriift werden. Dazu wurden die
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Cysteine bzw. Selenocysteine in den Proteinen GrdB, GrdBC353A und GrdB356A mit 4-Vinylpyridin
zur Verhinderung der Bildung von wunspezifischen Disulfidbriicke, die wiahrend der
massenspektroskopischen Analyse gebildet werden konnen, markiert (s. 2.19.) und in einem SDS-
PAG (s. 2.16.1.) aufgetrennt. AnschlieBend wurden die jeweiligen Proteinbanden bei 47 kDa (intaktes
Protein) aus dem SDS-Gel ausgeschnitten. Die sich anschlieBende Proteinanalyse wurde
freundlicherweise von Frau Dr. A. Schierhorn (Institut fiir Biochemie, MLU Halle) durchgefiihrt. Die
aus dem PAG herausgelosten Proteine wurden einem proteolytischen Verdau mit Trypsin unterzogen
und die dabei entstandenen Peptide anschliefend durch Massenspektroskopie analysiert (s. 2.21.). Der
Nachweis des Selenocysteins erfolgte dabei {iber sein spezifisches Isotopenverteilungsmuster.
Beriicksichtigt man jedes Isotop aller im Peptid vorkommenden Elemente, so erhélt man fiir das
Gesamtmolekiil verschiedene Massen mit geringfiigigen Differenzen. Diese ergeben im Vergleich zur
Haufigkeit der Isotope ein entsprechendes Verteilungsmuster, welches fiir Selenocystein aufgrund des
natiirlichen Vorkommens von 6 Isotopen charakteristisch ist (s. Abb. 18). Die theoretisch kalkulierten
sowie die experimentell ermittelten Massen der jeweiligen Selenocystein-haltigen bzw. im Falle von
Tryptophan-Suppression des UGA-Codons die entsprechenden kalkulierten Massen fiir die
Tryptophan-haltigen Peptide sind in Tab. 16 dargestellt.

Tab. 16: Theoretische und experimentelle Massen der Selenocystein- und Tryptophan-haltigen GrdB-
Peptide nach Trypsin-Verdau

Protein Masse m/z [M+H"] des Sec-haltigen Masse m/z [M+H"] des Trp-haltigen-
Peptids haltigen Peptids (Suppression)
kalkuliert ermittelt kalkuliert ermittelt
GrdB 2382 2382,33 2418 -
GrdBC353A 2245 2245,05 2281 -
GrdBC356A 2382 - 2418 -

Fiir das Protein GrdB konnte das Vorhandensein eines Peptids mit der Masse 2382,33 und fiir das
Protein GrdBC353A ein Peptid mit der Masse 2245,05 nachgewiesen werden. Diese entsprach jeweils
der kalkulierten Masse des entsprechenden Selenocystein-haltigen Peptids. Eine Auflosung dieses
Signals ergab das fiir Selenocystein charakteristische Isotopenverteilungsmuster, so daf3 fiir GrdB und
GrdBC353A von einem Einbau des Selenocysteins in die Polypeptidkette ausgegangen werden konnte
(s. Abb. 18.). Im Fall von GrdBC356A wurde jedoch kein Peptid mit der kalkulierten Masse von 2382
detektiert, demnach wurde in dieses Protein offensichtlich kein Selenocystein eingebaut. Allerdings
konnte in diesem Fall auch kein Peptid detektiert werden, dessen molekulare Masse einer Suppression
des Selenocysteins durch Tryptophan entsprechen wiirden. In den Fillen GrdB und GrdBC353A
konnte ebenfalls kein entsprechendes Tryptophan-haltiges Peptid analysiert werden (s. Tab. 16).
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Abb. 18: Isotopenverteilung der Selenocystein-haltigen Peptide der Proteine GrdB und GrdBC353A

A: kalkulierte (A1) und ermittelte (A2) Isotopenverteilung des Peptids mit pyridylethyliertem Selenocystein des
Proteins GrdB; B: kalkulierte (B1) und ermittelte (B2) Isotopenverteilung des Peptids mit pyridylethyliertem
Selenocystein des Proteins GrdBC353A. Die kalkulierten Isotopenverteilungen wurden mit dem Programm
Isopro 3.0 erstellt.

3.6. Simultane Expression von grdB und grdE

Wie bereits durch WAGNER, et al., 1999 gezeigt werden konnte, besteht Protein B der Glycin-
Reduktase aus drei Untereinheiten mit der nativen Struktur onf,y,, wobei die 47 kDa grof3e
y-Untereinheit dem Genprodukt von grdB entspricht. Die 25 kDa groBe a- und die 22 kDa grofe
B-Untereinheit gehen aus einem gemeinsamen Proprotein, codiert durch grdE, hervor, das vermutlich
durch Cysteinolyse unter Bildung eines putativen Pyruvylrestes am 22 kDa Protein in E.
acidaminophilum gespalten wird (WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998). Eine physiologische Funktion
konnte fiir GrdE bzw. deren Spaltprodukte jedoch bislang nicht nachgewiesen werden. Die Reinigung
von rekombinanten, Strep-fagll fusionierten GrdB-Proteinen fiihrte nur zu geringen Mengen an
intaktem Protein (s. 3.5.2.). Im Zuge der Anreicherung von Protein B aus E. acidaminophilum wurde
die Spaltung von GrdB und der damit fast vollstindige Verlust des intakten Proteins jedoch nicht
beobachtet (s. 3.3.), was einen stabilisierenden Einflul von GrdE auf GrdB vermuten lie8. Durch eine
simultane Expression von grdB und grdE in E. coli sollte nun gepriift werden, ob die Prasenz von

GrdE ausreichte, den Anteil an intaktem rekombinanten GrdBU350C zu erh6hen. Da eine Spaltung
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des Proproteins GrdE aus E. acidaminophilum bislang in vitro nicht, bzw. fir GrdE aus C. sticklandii
nur unter unphysiologischen Bedingungen gelang (SONNTAG, 1998; BEDNARSKI, et al., 2001),
sollten die der 25 kDa (grdE25) sowie der 22 kDa (grdE22) Untereinheit entsprechenden Teilbereiche
von grdE ebenfalls simultan mit grdB exprimiert und der Einflul der produzierten Proteine auf die
Stabilitit von GrdBU350C untersucht werden. Abb. 19 zeigt dazu schematisch die theoretische

Genanordung des Klonierungsvorhabens.

grdE |

|
A | grdB > grdE25 | grdE[>
B | o >
S ———

Abb. 19: Schematische Darstellung des Klonierungsvorhabens zur simultanen Expression von grdB und
grdE bzw. der grdE-Teilbereiche

Gezeigt sind die Genanordnungen fiir die simultane Expression von grdB und grdE (A), grdB1 und grdE25 (B),
sowie grdB1 und grdE22 (C).

3.6.1.1. Klonierung von grdBI und grdE-Varianten in den Expressionsvektor pASK-IBAS

Fiir die Coexpression von grdB und den genannten grdE-Varianten wurden die Gene grdB, welches
die Mutation des Selenocystein-Codons TGA zu TGC (Cystein) enthielt, und die entsprechenden
grdE-Gene als Transkriptionseinheit (s. Abb. 20) in den Expressionsvektor pASK-IBA 5 (s. Tab. 2)
kloniert. Die Fusion des plasmidkodierten Strep-tagll-Peptids erfolgte dabei mit dem N-Terminus von
GrdBU350C. Die grdB- und die grdE-Gene wurden mittels PCR getrennt amplifiziert und iiber einen
Linker, bestehend aus 16 nt, ligiert (2.6.2.). Diese Linkersequenz enthielt die plasmidkodierte Sequenz
mit Ribosomenbindestelle, die sich zwischen dem TAG-Stopcodon des tet4-Repressorgens und dem

Startcodon des klonierten Gens befindet.
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—GCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGCGCC-
A S W S H P Q F E K G A

Strep-tag I

RBS RBS
-ATAAC GAGG GCAAAAA ATG gl’dB ATAAC GAGG GCAAAAA ATG gl"dE -
pASK -IBAS gdes
grdE22

Abb. 20: Transkriptionseinheit aus grdB (codiert fiir GrdBU350C) und grdE kloniert in pASK-IBAS
Schematische Darstellung der als Transkriptionseinheit klonierten Gene grdB und grdE im Expressionsvektor
pASK-IBAS5. Die 16 nt Linkersequenz entspricht der Sequenz zwischen dem TAG-Codon des tetd-
Repressorgens (nicht dargestellt) und dem ATG (fett) des Strep-fagll-Peptids (fusioniert mit dem grdB-
Genprodukt) und enthdlt eine Ribosomenbindestelle (RBS). Das Startcodon von grdE ist ebenfalls fett
hervorgehoben.

Die Gene grdB, grdE, grdE25 und grdE22 wurden mittels PCR unter Nutzung der Primerpaare
GrdBl BE F/GrdB1 _E/Link, GrdE Bl1/Link/GrdE BE R, GrdE B1/Link/GrdE25R  und
GrdE22F Link/GrdE BE R (s. Tab. 4) getrennt amplifiziert. Als Template dienten die Plasmide
pIBASMBU (grdB; s. Tab. 2) und pDS5 (grdE, grdE25, grdE22; s. Tab. 2). Die erhaltenen PCR-
Fragmente entsprachen mit 1,3 kb fiir grdB und grdE sowie 0,7 kb fiir grdE25 und 0,5 kb fiir grdE22
den erwarteten GroBen. Da die o.g. Primer eine Bsal Restriktionsschnittstelle besaien, konnte eine
gerichtete Ligation der mit Bsal verdauten PCR-Fragmente in den mit Bsal linearisierten
Expressionsvektor pASK-IBA5 (N-terminale Strep-tagll-Fusion) erfolgen. Die erhaltenen
Ligationsprodukte wurden zundchst in E. coli XL1-Blue-MRF’ transformiert und die aus den
Kolonien erhaltenen Plasmide mittels Restriktionsverdau bzw. Sequenzierung auf das korrekte Insert
iiberpriift. Die Plasmide wurden entsprechend mit pGrdBE, pGrdBE25 und pGrdBE22 (s. Tab. 2)
bezeichnet. Wie bereits erwihnt, besitzt E. coli im Vergleich zu E. acidaminophilum einen héheren
GC-Gehalt, wodurch eine andere Haufigkeit der Nutzung entsprechender Codons vorliegt (s. 3.4.2.1.,
DORING, et al., 2001). Da das grdE-Gen 38 dieser seltenen Codons enthielt, wurden die erhaltenen
Plasmide in den Stamm E. coli BL21-CodonPlus-RIL (s. Tab. 1) transformiert. Dieser Stamm enthélt
plasmidkodiert zusétzlich die fiir die bereits unter 3.4.2.1 genannten seltenen Codons entsprechenden

tRNA-Gene.
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3.6.2. Expression, Reinigung und Bestimmung der enzymatischen Aktivitit

Die simultane Expression von grdB und den entsprechenden grdE-Varianten wurde in einem
Kulturvolumen von 0,5 1 bei 30 °C durchgefiihrt. Die Induktion des tet4-Promotors erfolgte bei einer
ODss von >0,5 mit 0,2 pg/ml AHT in einem Zeitraum von 3 h. Zur Uberpriifung der Expression
wurde anschlieBend ein Zellaufschlul unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt und die
Rohextrakte in einem 12,5%igen SDS-PAG analysiert. Im Falle der simultanen Expression von grdB
und Gesamt-grdE konnte nach 3 h Induktion eine starke Proteinbande einer GroBe von ca. 47 kDa
detektiert werden, die zum Zeitpunkt t=0 der Induktion nicht vorhanden war. Entsprechend traten nach
3stlindiger Induktion der Expression von grdB und der grdE-Teilbereiche zusitzliche Proteinbanden
bei 25 kDa (grdE25) und 22 kDa (grdE22) auf. Eine zusitzliche Bande bei 47 kDa, die dem intakten
GrdBU350C entsprach, war in beiden Féllen nicht sichtbar (s. Abb. 21).

kDa 1
68 —
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29 —
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Abb. 21: Simultane Expression von grdB und grdE-Abschnitten in E. coli

12,5%iges SDS-Gel; Spur 1: 10 pl GroBenstandard X7, Spur 2: 10 pl Zellsuspension pGrdBE vor Induktion;
Spur 3: 10 pl Zellsuspension pGrdBE nach 3 h Induktion; Spur 4: 10 pl Zellsuspension pGrdBE25 vor
Induktion; Spur 5: 10 pl Zellsuspension pGrdBE25 nach 3 h Induktion; Spur 6: 10 pl Zellsuspension pGrdBE22
vor Induktion; Spur 7: 10 pl Zellsuspension pGrdBE22 nach 3 h Induktion.

Anschlieend wurden die Zellen aerob aufgeschlossen (s. 2.11.2.1.) und die rekombinanten Proteine
mittels Affinitétsreinigung an Streptactin-Sepharose (s. 2.14.4.1.) isoliert. Wie in Abb. 22 gezeigt,
konnten nach der simultanen Expression von grdB und Gesamt-grdE zwei Proteine mit einer Grofie
von 47 und 46 kDa angereichert werden, die den Proteinen GrdBU350C und GrdE (unprozessiert)
entsprachen. Ein 22 kDa grofles Spaltprodukt von GrdBU350C, wie es fiir die alleinige Expression
von GrdB erhalten wurde, war nicht vorhanden. Die Probe wies jedoch schwache Verunreinigungen
auf. Die aus 0,5 1 Kulturvolumen erhaltene Menge an rekombinantem Protein war sehr gering. Sie
betrug 50 pg. Nach der simultanen Expression von grdB und grdE25 konnte ein 47 kDa grof3es
Protein mit hohem Reinheitsgrad isoliert werden, das wiederum groflenméBig GrdBU350C entsprach
(s. Abb. 22). Die Menge an rekombinantem Protein betrug 150 pg/0,5 1 Kulturvolumen. Die
Reinigung nach simultaner Expression von grdB und grdE22 fiihrte zu einem stark verunreinigten,

47 kDa groB3en Protein. Von diesem wurden ca 100 pg/0,5 1 Kulturvolumen gebildet (s. Abb. 22).
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Abb. 22: Reinigung der rekombinanten Proteine nach simultaner Expression von grdBIl und grdE-
Varianten

12,5%iges SDS-PAG; Spur 1: 10 pl GroBenstandard £7; Spur 2: 9 pg GrdBU350C; Spur 3: 10 pg
GrdBU350C~GrdE; Spur 4: 5 ug GrdBU350C~GrdE25; Spur 5: 3 ug GrdBU350C~GrdE22.

Zur Messung von Enzymaktivititen wurden die Proteinlosungen im Anschluf3 an die Reinigung zur
Entfernung des Elutionsmittels Desthiobiotin iiber PDI10-Sdulen entsalzt, iiber Centricon-
Konzentratoren (s. 2.15.3.) eingeengt und konnten nun im Peroxidasetest nach (LIM, et al., 1993)
(s. 2.13.3.2.) eingesetzt werden. Als Substrat diente 0,5 mM Cumolhydroperoxid. Es konnte jedoch
auch unter Finsatz von ca. 70 pg Protein und einer Inkubationszeit von 7 min bei 37 °C keine
signifikante Enzymaktivitdt fiir die drei Proteinproben gemessen werden. Als Vergleich dienten 70 pg

rekombinantes GrdBU350C (s. 3.5.2.), welches eine Peroxidase-Aktivitit von ca. 50 U/g aufwies.

3.6.3. Bindung von 2-'"*C-Glycin an die GrdB-Varianten

Wie im Kapitel 3.6.2. beschrieben, wiesen die bei der Co-Expression mit grdE erhaltenen intakten
Proteine GrdBU350C~GrdE, GrdBU350C~GrdE25, GrdBU350C~GrdE22 im Gegensatz zu
GrdBU350C keine Peroxidase-Aktivitdt auf. Um zu untersuchen, ob der Verlust dieser Aktivitdt auf
eine prinzipielle Inaktivierung zuriickzufithren war, sollte gepriift werden, ob diese Proteine in der
Lage sind, ihr natiirliches Substrat Glycin zu binden. Im aktiven Zentrum von GrdB wird eine
Carbonylgruppe postuliert, die mit Glycin unter Ausbildung einer Schiff’schen Base reagiert
(MEYER, 1993; WAGNER, 1997), welche durch Reduktion mit NaBH,4 kovalent gebunden werden
kann (MEYER, 1993). Die Markierung der GrdB-Proteine erfolgte mit 2-'*C-Glycin. Dazu wurden
jeweils 50 pl der rekombinanten Proteine GrdBWT (30 pg), GrdBU350C (35 pg), GrdBU350C~GrdE
(15 pg), GrdBU350C~GrdE25 (15 pg) und GrdBU350C~22 (15 ug), sowie aus E. acidaminophilum
gereinigtes Protein B (40 pg) eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle dienten 500 pl (15 mg) Rohextrakt aus
E. acidaminophilum Die Proteinlosungen wurde anschlieBend mit 72 pM 2-"*C-Glycin (4 pCi) und
200 mM (Endkonzentration) NaBH,4 versetzt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Fiir jede Probe wurden

zwei Kontrollen mitgefiihrt. Zum einen wurde die jeweilige Proteinldsung fiir 5 min mit Substrat ohne
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Zugabe von NaBH, bei RT inkubiert, zum anderen erfolgte vor der Substratbindung eine Inaktivierung
der Carbonylgruppe durch Zugabe von 1,5 M (Endkonzentration) Hydroxylamin und 30 miniitige
Inkubation bei RT (Umwandlung der katalytisch aktiven Carbonylgruppe in ein katalytisch inaktives
Oxim) (HORMANN & ANDREESEN, 1989). 20 ul jeder Probe wurden anschlieBend mit 20 pl SDS-
Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend 20 ul im 12,5%iges SDS-PAG (s.
2.16.1.) aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie gefirbt. Nach Trocknung der Gele wurde zur
Detektion der mit 2-'*C-Glycin markierten Proteine ein Phosphor-Screen (Kodak, Rochester/USA)
aufgelegt und fiir 7 Tage exponiert. Die Auswertung der Signale erfolgte mit einem Phosphor-Imager
Storm 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Mit 2-"*C-Glycin und NaBH, behandelter
Rohextrakt zeigte eine deutliche Bande bei 47 kDa. Gereinigtes Protein B, sowie die untersuchten

rekombinanten GrdB-Varianten wiesen keine Markierung auf (Daten nicht gezeigt).

3.7. Untersuchungen zu PrxU

3.7.1. Molekularbiologische Untersuchungen der prxU-Genregion

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Isolierung des Gens prxU auf dem Plasmid pPX2 mit einem
Insert von 4123 bp (PARTHER, 1998). Dieses wurde unter Einbeziehung der Inserts der durch
Subklonierung erhaltenen Plasmide pPX2-1, pPX2-2 und pPX2-3 (PARTHER, 1998) mittels primer-
walking doppelstrangig sequenziert. Aus den erhaltenen Sequenzdaten ergab sich eine Genanordnung,
welche von der innerhalb der vorangegangenen Diplomarbeit beschriebenen (PARTHER, 1998)
abwich. Die korrigierte Anordnung, die unter (SOHLING, et al., 2001) verdffentlicht wurde, ist in
Abb. 23 schematisch dargestellt.

1000 bp

4123 bp

< orfD prxU orfA > <0er fur

Abb. 23: Schematische Darstellung der offenen Leserahmen auf dem Plasmid pPX2
Gezeigt ist die auf dem Insert des Plasmides pPX2 vorliegende Genregion. Die Lage der identifizierten offenen
Leserahmen sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Pfeilrichtung gibt die Transkriptionsrichtung an.
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3.7.1.1. Analyse der offenen Leserahmen

Die aus den doppelstringigen Sequenzdaten (Anhang A1) ermittelten Eigenschaften der identifizierten
Gene, codierten Proteine und intergenen Bereiche sind in Tab. 17 zusammengefaf3it. Fiir die
Bestimmung offener Leserahmen galten als Kriterien eine Lange des orfs von mindestens 200 bp, das
Vorhandensein der Startcodons ATG, TTG oder GTG bzw. der Stopcodons TGA, TAA oder TAG
(GOLD, 1988) sowie das Vorhandensein einer Shine-Dalgarno-Sequenz (SHINE & DALGARNO,

1974) im Bereich von 6-12 bp stromaufwérts des entsprechenden orfs.

Tab. 17: Eigenschaften der identifizierten Gene, hypothetischen Proteine und intergenen Bereiche

Genbezeichnung/orf orfD prxU orfA orfB fur
Leseraster -1 +2 +1 -3 -1
Anzahl der Basen 251 609 825 717 459
GC-Gehalt [mol%] 46,2 449 40,1 44,5 37,3
Startcodon ATG ATG ATG ATG ATG
Stopcodon - TAG TAG TAA TAA
Genprodukt OrfD PrxU OrfA OrfB Fur
Anzahl der Aminosduren 83 203 274 238 152
Theoretische Molekulare - 22,4 30,4 27,0 18,0
Masse [kDa]

Intergene Regionen orfD/prxU | PrxU/orfA orfA/orfB orfB/fur

Anzahl der Basen 487 140 368 209 >55
GC-Gehalt [mol%] 35,7 34,2 41,0 36,8

Anhand von Sequenzvergleichen mit Proteinen aus Genbanken (vgl. 2.10.2) zeigte das aus orf 2
(prxU) abgeleiteten Protein die hochsten Homologien zur Thioredoxin Peroxidase aus Ascaris suum
mit 45,6% Identitdt. Das Genprodukt des direkt stromabwirts befindlichen orf 3 (orf4) wies mit
43,6% Identitdt die hochste Homologie zu einem hypothetischen Protein (Nukleotid-bindend) aus
Desulfitobacterium hafniense auf. Ahnlichkeiten zu einem hypothetischen Protein, das im Rahmen der
Genomsequenzierung von Aquifex aeolicus postuliert wurde (DECKERT, et al., 1998), konnten fiir
das Genprodukt des orf 4 (orfB) erhalten werden. Das Translationsprodukt des orf 5 (fur) zeigte mit
29,4% Identitdt die hochste Homologie zum ferric-uptake-Regulatorprotein aus Clostridium
acetobutylicum. Das aus dem auf pPX2 unvollstindig kloniertem orf I (orfD) abgeleitete N-terminale
Protein-Fragment wies hohe Homologie zu einem hypothetischen Protein aus D. hafniense auf. Tab.

18 zeigt einen Uberblick iiber weitere aus dem Vergleich mit Sequenzdatenbanken erhaltenen Daten.

Tab. 18: Vergleich der aus den orfI-5 abgeleiteten Proteinsequenzen mit Proteinen aus Genbanken

orf Genprodukt Organismus Identitiit [%]' | Accession no.
orfD | Hypothetisches Protein | Desulfitobacterium hafniense 68,3° ZP 00098148
Hypothetisches Protein | Methanococcus jannaschii 64,9 NP 247429
Konserviertes Chlorobium tepidum TLS 62,17 NP 662223
hypothetisches Protein
Hypothetisches Protein | Clostridium thermocellum 56,17 ZP 00060173
Hypothetisches Protein | Geobacter metallireducens 50,62 ZP 00081548
prxU | Thioredoxin-Peroxidase | Ascaris suum 45,6 BAA90476
Peroxiredoxin Thermosynechococus elongatus BP1 45,3 NP 682244
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Fortsetzung Tab. 18

Peroxiredoxin Prochlorococcus marinus str MIT 442 ZP 00113173
9313
Hypothetisches Protein | Trichodesmium erythraeum IMS101 44,0 ZP 00074689
Peroxiredoxin Nostoc spec. PCC7120 43,9 NP 488681
orfA | Hypothetisches Protein | Desulfitobacterium hafniense 43,6 ZP 00098523
Nukleotid-bindendes Archeoglobus fulgidus 40,5 NP _071094.1
Protein
ATPase (MinD- | Clostridium acetobutylicum 40,7 NP_349583
Familie)
ATPase (MRP-Familie) | Clostridium tetani E88 37,5 NP 780962
ATPase Thermoanaerobacter tengcongensis 30,2 NP 621819
orfB | Hypothetisches Protein | Aquifex aeolicus 28,6 NP 213604
Hypothetisches Protein | Pyrococcus abbyssi 26,3 NP 126277
287 AS grofles Protein | Pyrococcus horikoshii 25,4 NP 143432
Hypothetisches Protein | Desulfovibrio desulfuricans 24,7 ZP 00128911
Konserviertes Thermotoga maritima 23,4 NP 227991
hypothetisches Protein
fur | Fur C. acetobutylicum 294 NP 348308
Fe*'/Zn* -uptake- Thermoanaerobacter tengcongensis 27,7 NP 623436
Regulator
Transkriptionsregulator | Listeria innocua 26,4 NP 471404
(Fur-Familie)
Transkriptionsregulator | Listeria monocytogenese EGD-e 26,1 NP 465480
(Fur-Familie)
Fe* -uptake-Regulator | Staphylococcus aureus Mu 50 26,1 NP 372022
homologes Protein

'Die Identititen wurden mit dem Programm LALIGN (www.expasy.org) berechnet.
’Die Identititen beziehen sich nur auf die vom klonierten Genbereich abgeleiteten Proteinsequenz.

3.7.1.2. Transkriptions- und Translationssignale

Innerhalb der AT-reichen intergenen Regionen der Gene prxU, orf4, orfB und orfD konnten jeweils
stromaufwirts Bereiche identifiziert werden, die hohe Homologien zu der Konsensussequenz von ¢ -
abhingigen E. coli-Promotoren (5'-TTGACA-7+1p,-TATAAT-3") (HARLEY & P., 1987) bzw. von
c”-abhingigen Bacillus subtilis-Promotoren (HELLMANN, 1995) aufwiesen (s. Anhang A1l). Uber
eine putative Promotor-Region des Gens fur konnte keine Aussage gemacht werden, da sich diese
Struktur offenbar auBerhalb der klonierten Genregion befand. Experimentelle Untersuchungen zum
Transkriptionsstartpunkt erfolgten ausschlieBlich an dem Gen prxU, auf das in den Kapiteln 3.7.1.3.
und 3.7.1.4. ndher eingegangen wird. Bereits im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit
(PARTHER, 1998) konnte fiir das Gen prxU 15 bp stromabwirts des Stopcodons TAG eine putative
mRNA-Sekundarstruktur ~ identifiziert werden, der eine Funktion als Rho-unabhingige
Terminationsstruktur zugesprochen werden kann (s. Abb. 24). Dafiir spricht das Vorhandensein einer
fiir diese Terminationssignale typischer Uracil-reichen Sequenz im 3 -Bereich (PLATT, 1986). Fiir die
anderen Gene innerhalb des klonierten Bereiches konnten auch nach Korrektur der Sequenzdaten
innerhalb der vorliegenden Arbeit keine weiteren Rho-unabhéngigen Terminationssignale identifiziert
werden. Alle innerhalb der untersuchten Genregion identifizierten Gene wiesen als Startcodon ATG

auf. Als Stopcodons dienten TAG (prxU, orfA) bzw. TAA (orfB, fur). Purinreiche Region im Abstand
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von 6-8 Basen stromaufwirts der Startcodons der jeweiligen Gene mit den Sequenzen 5-AACGAG-
3" (orfD), 5'-AGGAGA-3" (prxU), 5'-GGGGCG-3" (orfd), 5'-GAAAAA-3" (orfB), 5'-AAAGGG-3’
(fur) konnten als mogliche Ribosomen-Bindungsstellen (SHINE & DALGARNO, 1974) genutzt

werden.
U

A U

A A
G U
G-C
G-C
U-A
A-U
UueG
G-C
U-A
G-C
U-A
C-G
C-G
G-C
A-U
C-G

136QGAAAG UUUUUl4O4
AH= —100 kJ x mol

Abb. 24: Putative mRNA-Sekundérstruktur stromabwiirts von prxU (Termination)
Die Anderung der Freien Enthalpie wurde mit dem Programm mfold (WALTER, et al., 1994) berechnet.

3.7.1.3. Transkriptnachweis durch Northern-Hybridisierung

Peroxiredoxin-codierende Gene bilden zusammen mit den Genen, die die elektroneniibertragenden
Komponenten des Peroxidase-Systems codieren, oft ein Gen-Cluster (POOLE & ELLIS, 1996;
MATHIEU, et al, 1992). Da anhand der Sequenz-Analysen der prxU-Genregion von
E. acidaminophilum kein Hinweis auf die Codierung einer Elektronendonor-Proteinkomponente
gefunden werden konnte (s. 3.7.1.1.), sollte nun mittels Northern Hybrididisierung unter Nutzung
einer prxU-spezifischen Sonde die postulierte alleinige Transkription von prxU bestitigt werden. Zur
Bereitstellung der Sonde wurde ein 0,5 kb groes PCR-Fragment mit den Primern TPXF und TPXR
(s. Tab. 4) an dem Plasmid pPX2 (s. Tab. 2) amplifiziert (s. 2.7.1.) und anschlieBend mit Digoxigenin
markiert (s. 2.6.3.). Die Isolierung der Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum und die anschlieBende
Hybridisierung erfolgte wie unter 2.9. beschrieben bei einer Hybridisierungstemperatur von 68°C. Mit
der prxU-Sonde konnte ausschlieBlich ein Signal bei ca. 0,8 kb erhalten werden (Abb. 25), welches bei
einer ermittelten Gengréf3e von 609 bp (s. 3.7.1.1.) fiir eine monocistronische Transkription des prxU-

Gens sprach.
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Abb. 25: Northern-Hybridisierung von Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum mit einer prxU-spezifischen
DNA-Sonde

Spur 1: Digoxigenin-markierter Langenstandard I (Roche, Mannheim), Spur 2: 20 pg RNA hybridisiert mit
prxU-spezifischer DNA-Sonde

3.7.1.4. Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes durch primer extension

Um den Transkriptionsstartpunkt von prxU zu bestimmen, wurde eine primer-extension-Analyse
(s. 2.7.3.) durchgefiihrt. Der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte prxU-spezifische Primer
(PrxU734, s. Tab. 4) wurde komplementir zum 5°-Bereich des entsprechenden Gens beginnend mit
dem 13. Nukleotid stromabwirts des Startcodons gewahlt. Durch Analyse des primer-extension-
Ansatzes mit dem ABI PRISM 377 (PE Applied Biosystems, Langen) konnte ein 174 bp groBes
Fluoreszenz-markiertes cDNA-Fragment identifiziert werden (s. Abb. 19 und Abb. 26), von dem auf
einen Transkriptionsstart in einer Entfernung von 158 bp stromaufwérts des Startcodons geschlossen
werden konnte. In einem Abstand von sieben Nukleotiden in 5’-Richtung des so ermittelten Adenin-
Nukleotids befand sich eine mogliche Promotor-Sequenz 5'-TTGTTT,,, TATAAG-3’, die hohe
Homologien zur Konsensus-Sequenz 5 -TTGACA-7.;-TATAAT-3" ¢'’-abhingiger E. coli- bzw. -
abhingiger B. subtilis-Promotoren (HARLEY & P., 1987; HELLMANN, 1995) aufwies (s. Anhang
Al).
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Tab. 19: Fragmentgrofien der ROX- und cDNA-Signale

Signalnr.' Liinge [bp] Peakhohe
R6 75,00 777
R7 100,00 839
R9 139,00 751
R 11 150,00 759
R 13 160,00 768
cDNA-Probe 173,73 517
R 14 200,00 766
R 15 250,00 512
R 16 300,00 677
R 17 340,00 771
R 18 350,00 930
R 19 400,00 1044
R 20 450,00 838
R 21 490,00 941
R22 500,00 926

'R: Signale des verwendeten ROX-Liangenstandards, die Signalnr. korrespondieren mit Abb. 26.

a0 120 150 180 240 =F0 300 330 3E0 330 420 450 450 510
R18 R 19 R2Ig 5y
200 R7 R 20
T[R6 RoRIR 13 R14 R17
R 16
cDNA R1S
U_.h_L;_.A__LJ! h A A A MAQLLM“ I _...J_',x_LIL

Abb. 26: Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des prxU-Gens

Dargestellt sind die am ABI PRISM 377 (PE Applied Biosystems, Langen) erhaltenen Signale des
GroBenstandards ROX (rot) und das Signal des prxU-spezifischen cDNA-Fragmentes (blau). Die Y-Achse gibt
die Signal-Intensitit, die X-Achse die Fragmentlénge in bp an.

3.7.2. Heterologe Expression und Reinigung von PrxU und PrxU47C als

Strep-tagll-Fusionsproteine

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, das von (WAGNER, 1997) identifizierte Seleno-
Peroxiredoxin aus E. acidaminophilum zu reinigen. Wie im Kapitel 3.3. gezeigt, wurde jedoch
Protein B der Glycin-Reduktase anhand einer Peroxiredoxin-Aktivitit angereichert. Um dennoch das
PrxU-Protein charakterisieren zu konnen, sollte das entsprechende Gen als Strep-tagll-Fusionsprotein
heterolog in E.coli liberexprimiert und gereinigt werden. Dieses war jedoch zu Beginn dieser Arbeiten
fiir Gene, die fiir ein Selenocystein-haltiges Protein codierten nicht moglich. Wie bereits erwdhnt

(s. 3.5.), erfolgt der Einbau von Selenocystein in die Polypeptidkette in E. acidaminophilum co-
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translational und ist unter anderem von dem Vorhandensein der Selenocystein-spezifischen-tRNA
sowie dem Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor SelB abhéngig. Fiir die SelB-Erkennung ist
eine SECIS-Struktur notwendig, die stromabwirts des fiir Selenocystein codierenden UGA-Codons
lokalisiert ist. Da E. coli-SelB nicht in der Lage ist, die SECIS-Strukturen in Genen von E.
acidaminophilum zu erkennen, kommt es bei der heterologen Expression der entsprechenden Gene
nicht zum Einbau von Selenocystein, sondern entweder zur Suppression des UGA-Codons durch
Tryptophan (EGGERTSON & SOLL, 1988; HIRSH & GOLD, 1971) oder zum Abbruch der
Polypeptidkette (SCOLNIK, et al., 1968, vgl. Kapitel 3.5.). Um PrxU dennoch als funktionsféhiges
Protein in E. coli zu produzieren, wurde das prxU-Gen zunichst in die Strep-fagll-Vektoren pASK-
IBA3 und pASK-IBAS kloniert und anschlieBend das in frame TGA-Codon durch gerichtete
Mutagenese zu dem Cystein-Codon TGC umgewandelt. Zu einem spdteren Zeitpunkt der Arbeit war
es durch Anwendung einer von GURSINSKY, 2002 etablierten Methode moglich, auch Gene aus E.
acidaminophilum, die fiir Seleno-Proteine codieren, in E. coli zu exprimieren (s. 3.5.). Somit konnte
neben PrxU47C auch das Selenocystein-haltige PrxU als rekombinantes Protein in E. coli produziert

werden.

3.7.2.1. Klonierung von prxU in die Strep-fagll-Vektoren pASK-IBA3 und 5

Die Klonierung von prxU in die Vektoren pASK-IBA3 (C-terminaler Strep-tagll) und pASK-IBAS
(N-terminaler Strep-tagll) erfolgte nach Angaben des Herstellers (IBA, Gottingen). Zundchst wurde
prxU mit den Primerpaaren PRXA3F/PRXA3R (s. 2.7.4.) (Klonierung in pASK-IBA3) bzw.
PRXASF/PRXAS5R (Klonierung in pASK-IBAS), die jeweils eine Bsal-Schnittstelle enthielten,
amplifiziert (s. 2.7.). Als Template fiir die PCR diente das Plasmid pPX2-1 (s. 2.1.). Es wurde jeweils
ein PCR-Produkt in der erwarteten Gréfe von 0,6 kb erhalten (Daten nicht gezeigt). Anschlieend
wurden sowohl die Vektoren pASK-IBA3 und 5 als auch die gereinigten PCR-Produkte einem
Restriktionsverdau (2.6.1.) mit dem Restriktionsenzym Bsal unterzogen, entsprechend gerichtet ligiert
(s. 2.6.2., vgl. 3.4.2.1) und das Produkt in E. coli XL1-Blue-MRF" transformiert (s. 2.8.1.). Die
isolierten Plasmide der Transformanten enthielten das korrekt in frame klonierte prxU-Gen. Jeweils
ein Plasmid wurde ausgewihlt und entsprechend mit pPrxU5 (N-terminale Strep-fagll-Fusion) und

pPrxU (C-terminale Strep-tagll-Fusion) bezeichnet.

3.7.2.2. Gerichtete Mutagenese des UGA-Codons von PrxU zu UGC

Ausgangspunkt fiir die gerichtete Mutagenese bildete das in 3.7.2.1. erhaltene Plasmid pPrxU
(C-terminale Strep-fagll-Fusion). Die Punktmutation von TGA zu TGC erfolgte anhand des
Mutagenese-Protokolls der Fa. Stratagene (Heidelberg). Das Plasmid pPrxU wurde mit den Primern
PXMUF und PXMUR, die die gewiinschte Mutation enthielten, vollstdndig amplifiziert (s. 2.7.2.). Um
die Template-DNA spezifisch aus dem Ansatz zu entfernen, wurde dieser einem Verdau mit der

Restriktionsendonuklease Dpnl (s. 2.6.1.) unterzogen und anschlieBend in E. coli XL1-Blue-MRF’
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transformiert. 4 von 5 getesteten Transformanten enthielten das Plasmid pPrxU mit der gewiinschten

Mutation, im folgenden als pPrxU47C bezeichnet.

3.7.2.3. Heterologe Expression von prxU und prxU47C in E. coli

Zur Expression des mutierten prxU-Gens in E. coli XL1-Blue-MRF" wurden 500 ml LB-Medium
(125 pg/ml Ampicillin) mit einer Ubernachtkultur 2%ig angeimpft und bis zu einer ODss5p>0,5 bei
37°C kultiviert. Durch Zugabe von 0,2 pg/ml Anhydrotetracyclin (AHT) wurde die Expression
induziert und die Zellen nach 3 h geerntet. Die nach der Induktion auftretende Protein-Bande mit einer
molekularen Masse von ca. 24 kDa (Daten nicht gezeigt) entsprach der aus der Protein-Sequenz
abgeleiteten Masse des PrxU47C-Fusionsproteins von 23 kDa. Die mitgefiihrte Vektorkontrolle
(E. coli XL1-Blue-MRF'mit pASK-IBA3) zeigte kein zusétzliches Protein dieser GroBe. Im
Gegensatz dazu konnte eine schwache Expression von prxU in der zweiten Kontrolle (£. coli XL1-
Blue-MRF 'mit pPrxU) beobachtet werden (Daten nicht gezeigt, vgl. Abb. 27). Wie bereits erwihnt,
besitzt dieses Gen ein in-frame UGA-Codon, welches wie in den Kapiteln 3.5.2. und 3.7.2. bereits
ndher beschrieben in E. coli entweder den Abbruch der Translation (SCOLNIK, et al., 1968) oder die
Suppression mit Tryptophan (EGGERTSON & SOLL, 1988; HIRSH & GOLD, 1971) induzieren
kann. Daher wurde zundchst untersucht, ob die Expression von prxU ebenfalls auf eine Suppression
des UGA-Codons zuriickzufiihren ist. Zu diesem Zweck wurden die Plasmide pASK-IBA3, pPrxU
und pPrxU47C in die Asel/C-Mutante E. coli MN1 (s. Tab. 1) transformiert. Dieser Stamm enthilt kein
Gen fiir die Selenocystein-spezifische-tRNA und ist somit generell nicht in der Lage, Selenocystein in
die Polypeptidkette einzubauen. Die entsprechenden Gene wurden anschlieend sowohl in E. coli
MNI1 als auch in E. coli XL1-Blue-MRF’ unter oben genannten Bedingungen exprimiert und
anschlieBend im SDS-Gel analysiert (Abb. 27). Der immunologische Nachweis der Strep-tagll-
Fusionsproteine (2.22.2.) machte einen direkten Vergleich der Expressionsraten von PrxU und
PrxU47C in den beiden Stimmen moglich. Wie aus Abb. 27 zu entnehmen ist, wurden beide Proteine
in E. coli MNI1 schwicher exprimiert als in E. coli XLI1-Blue-MRF’. Das Verhiltnis der
Proteinmengen von PrxU im Vergleich zu PrxU47C war jedoch gleich, so daB auf eine Suppression

des UGA-Codons im Falle von PrxU geschlossen werden konnte.
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Abb. 27: Expression von PrxU und PrxU47C in E. coli XL1-Blue-MRF’ bzw. E. coli MN1

A) 12,5%ige SDS-PAGE; B) Western Blot und immunologischer Nachweis von Strep-fagll-Fusionsproteinen
mit Streptactin-HRP-Konjugat.

Spur 1-4: E. coli XL1-Blue-MRF’; pPrxU vor Induktion (1); pASK-IBA3 nach Induktion (2); pPrxU in nach
Induktion (3); pPrxU47C nach Induktion (4); Spur 5-8: E.coli MN1; pPrxU vor Induktion (5); pASK-IBA3 nach
Induktion (6); pPrxU nach Induktion (7); pPrxU47C nach Induktion (8)

Wie bereits erwéhnt war es durch Arbeiten von (GURSINSKY, 2002) zu einem spéteren Zeitpunkt
dieser Untersuchungen moglich, auch die Gene Selenocystein-haltiger Proteine von
E. acidaminophilum heterolog in E. coli zu exprimieren. Zur Uberproduktion von PrxU-Wildtyp-
Protein wurde demnach das Plasmid pPrxU in den Stamm E. coli XL1-Blue-MRF" mit dem Plasmid
pASBC4 (GURSINSKY, 2002, s. Tab. 2) transformiert (vgl. 3.5.). Zur anschlieBenden Expression von
prxU wurden 500 ml LB Medium (125 pg/ml Ampicillin, 40 pg/ml Chloramphenicol) mit einer
Vorkultur 2%ig angeimpft und bis zu einer ODss50>0,5 bei 30°C kultiviert. Die Induktion der
Expression erfolgte mit 0,2 pg/ml AHT und einer weiteren 3stiindigen Inkubation bei 30 °C. Zum
Zeitpunkt der Induktion wurde der Kultur zusédtzlich 1 uM Na,SeO; (Endkonzentration im Medium)
zugesetzt. Auch in diesem Fall konnte ein zum Zeitpunkt der Induktion nicht auftretendes Protein mit
einer molekularen Masse von ca. 24 kDa identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Unter den
genannten Bedingungen konnte durch (GURSINSKY, 2002) eine Inkorporation von Selenocystein

durch ”Se-Markierung des rekombinanten PrxU nachgewiesen werden.

3.7.2.4. Reinigung von PrxU und PrxU47C an Streptactin-Sepharose

Fiir weitere proteinchemischen Untersuchungen, speziell fiir die Messung von Enzymaktivititen,
mufllten die Proteine im gereinigten Zustand vorliegen. Dazu wurden zunéchst die induzierten Zellen
(s. 3.7.2.3.) geerntet und aufgeschlossen (2.11.). Alle Schritte wurden mit 2,5 mM DTT enthaltendem
Puffer durchgefiihrt. Die Reinigung des Strep-tagll-Fusionsproteins mittels Affinitdtschromatographie
erfolgte an Streptactin-Sepharose wie unter 2.14.4.1. beschrieben. Nach Elution mit 2,5 mM
Desthiobiotin lagen PrxU und PrxU47C bereits in reiner Form vor. (Abb. 28). Die erhaltene

Gesamtproteinmenge an PrxU betrug 0,9 mg. Das entsprach einem Anteil von ca. 1% am E. coli-
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Gesamtprotein. Fiir PrxU47C konnte eine Proteinmenge von 3,4 mg erhalten werden, welches ca.

3,5% im Vergleich zum E. coli-Gesamtprotein ausmachte.
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Abb. 28: Reinigung von PrxU und PrxU47C an Streptactin-Sepharose
12,5%ige SDS-PAGE; Spur 1: 10 pl GroBenstandard X7; Spur 2: 10 pg PrxU (prxU exprimiert in E. coli XL1-
Blue-MRF 'mit pASBC4); Spur 3: 10 pg PrxU47C.

3.7.2.5. Enzymatische Charakterisierung von PrxU und PrxU47C

Fiir die Untersuchung der enzymatischen Aktivitit von PrxU und PrxU47C kam zunichst der
Enzymtest nach (LIM, et al, 1993) zur Anwendung. Wie bereits in den Kapitel 3.1. und 3.3.
beschrieben, besitzen Peroxiredoxine die Fihigkeit, Peroxide unter Nutzung eines Thiol-haltigen
Elektronendonors, beispielsweise DTT, zu reduzieren. Fiir Rohextrakt von E. acidaminophilum sowie
fir das gereinigte Protein B der Glycin-Reduktase konnte eine entsprechende Aktivitit fiir die
Substrate H,O,, Cumolhydroperoxid sowie #-Butylhydroperoxid nachgewiesen werden (s. 3.1. und
3.3.4.3.). Die Messung der enzymatischen Aktivitidten der PrxU-Proteine erfolgte wie unter 2.13.3.2.
beschrieben. Als Substrate dienten H,0,, #-Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxid in den
Konzentrationen 0,5 und 0,25 mM, sowie 0,25 mM Linolsdurehydroperoxid (Herstellung s. 2.13.3.1.).
Die Anwendung niedriger Substratkonzentrationen sollte dabei eine irreversible Oxidation des
redoxaktiven Cysteins bzw. Selenocysteins, wie es bereits fiir einige Peroxiredoxine beschrieben
wurde (DIETZ, et al., 2002; YANG, et al., 2002), verhindern. Fiir die Substrate H,O,,
t-Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxid konnte fiir die Proteine PrxU und PrxU47C auch unter
Einsatz von bis zu 200 pg Protein und einer Inkubationszeit von 7 min keine signifikante
enzymatische Aktivitdit beobachtet werden. Im Gegensatz dazu betrug der Umsatz von
Linolsdurehydroperoxid durch 12 pg PrxU ca. 0,6 U/mg. Als Kontrolle diente hitzeinaktiviertes
Protein (10 min, 100°C), welches keine entsprechende Peroxidreduktion mehr aufwies. Die Cystein-
Mutante PrxU47C zeigte auch unter Einsatz von 200 pg Protein keine enzymatische Aktivitit mit
Linolsdurehydroperoxid. Zur Charakterisierung der Peroxiredoxin-Aktivitdt von PrxU wurde zunichst
der Umsatz von 100 uM Linolsdurehydroperoxid in Abhingigkeit von der Proteinmenge bestimmit.
Wie in Abb. 29 ersichtlich ist, zeigte PrxU Abweichungen von der erwarteten Extraktproportionalitét.

So konnten fiir 1,5 und 3 pg Protein keine Aktivitét festgestellt werden. Weiterhin wurden bei héheren
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Proteinkonzentrationen ab ca. 15 pg Abweichungen von der Linearitét erhalten, die moglicherweise

auf eine Limitierung durch die Substrat-Konzentration zuriickzufiihren sein kdnnten.
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Abb. 29: Linolsiurehydroperoxid-Reduktion durch PrxU in Abhingigkeit von der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der kinetischen Daten k;, und V., war nicht moglich, da die Substratsittigung
bereits bei einer Linolsdurehydroperoxid-Konzentration von 40 uM erreicht war. Der empfohlene
Mefbereich zur k,-Wert-Berechnung von mindestens k.,/3 bis 10 x k;, erforderte demnach Messungen
bei einer abgeschéitzden Substratkonzentrationen von hochstens 10 pM. Die Extinktionsédnderung
innerhalb dieses Konzentrationsbereiches war jedoch durch die angewendete Methode (s. 2.13.3.2.)
nicht mehr meBbar bzw. wire mit zu hohen Ungenauigkeiten behaftet, so dal auf die Ermittlung der
kinetischen Daten verzichtet wurde.

Interessant war es nun, ob PrxU neben der DTT-abhingigen auch eine Thioredoxin-abhéingige
Peroxidase-Aktivitét, wie es erstmals fiir ein Peroxiredoxin aus Hefe (CHAE, et al., 1994) beschrieben
wurde, sowie eine Peroxinitrit-Reduktase-Aktivitit besal3, wie es fiir AhpC aus S. typhimurium gezeigt
werden konnte (BRYK, et al., 2000). Um zundchst zu priifen, ob in E. acidaminophilum eine
NADPH-abhingige Reduktion von Linolsdurehydroperoxid existiert, wurde der unter 2.13.3.4.
beschriebene Enzymtest mit Rohextrakt durchgefiihrt. Die ermittelte Enzymaktivitét betrug 0,25 U/mg
und war proportional zur eingesetzten Extraktmenge, wobei wie bereits fiir rekombinantes PrxU
gezeigt, eine Enzymaktivitit erst ab Einsatz von 3 ug gemessen werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Entsprechend wurde anschlieBend versucht, die NADPH-abhéngige Reaktion durch PrxU und das
Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase-System zu komplementieren. Dazu wurde die unter 2.13.3.4.
beschrieben Messung unter Nutzung der gereinigten und entsalzten rekombinanten Proteine
Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase (s. 3.4.2.1.) durchgefiihrt. Die enzymatische Aktivitit beider
Proteine wurde zunéchst mit dem Komplementationstest nach (MEYER, et al., 1991) (s. 2.13.2.)
iiberpriift. Als Substrat fiir die Peroxidase-Aktivitdt diente 250 uM Linolséurehydroperoxid. Unter

Einsatz von 14 pg PrxU (0,6 nmol) und &quimolaren Mengen Thioredoxin und Thioredoxin-
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Reduktase konnte jedoch keine NADPH-abhéngige Peroxidreduktion beobachtet werden. Da PrxU
keine Thioredoxin-abhingige Peroxidase-Aktivitit aufwies, erfolgte die Bestimmung des Temperatur-
und pH-Optimus fiir die durch PrxU katalysierte Reaktion unter Nutzung des unphysiologischen
Elektronendonors DTT.

3.7.2.5.1. Bestimmung des Temperatur-Optimums

Fir die Bestimmung des Temperatur-Optimums der DTT-abhidngigen Linolsdurehydroperoxid-
Reduktion betrug die eingesetzte Proteinmenge 12 pg PrxU. Die Messung erfolgte in einem Zeitraum
von 30 s im Anschlufl an eine 3miniitige Vorinkubation des Testansatzes (ohne Peroxid) bei der
entsprechenden Temperatur. Die Reaktion wurde mit 100 uM Linolsédurehydroperoxid gestartet. Da ab
einer Temperatur von 35°C eine leichte Abnahme des Substrates auch ohne Zugabe von Protein zu
beobachten war, wurde eine entsprechende Blindreaktion bestimmt und von der ermittelten
Enzymaktivitéit subtrahiert. Das Temperaturoptimum betrug ca. 35°C (Abb. 30), was im Bereich der
optimalen Wachstumstemperatur von 34 °C von E. acidaminophilum lag. Zur Berechnung der
Aktivierungsenergie (E,) wurde der dekadische Logarithmus der jeweiligen spezifischen
Enzymaktivitit gegen den reziproken Wert der Inkubationstemperatur in Kelvin (Arrhenius-Plot, vgl.
3.3.4.1) aufgetragen. Der Anstieg im linecaren Bereich betrug -2032 K, so daBl eine
Aktivierungsenergie von ca. 40 kJ x mol™ fiir die von PrxU katalysierte Reaktion berechnet werden

konnte.

0,8
0,7
0,6
0,5 |
04 |
03 |
02 |
0,1 |
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
15 20 25 30 35 40 45 50

spez. Enzymaktivitit [U/mg]

Temperatur [°C]

Abb. 30: Temperatur-Optimum der Linolsdurehydroperoxid-Reduktion durch PrxU

3.7.2.5.2. Bestimmung des pH-Optimums

Fir die Messungen zur Bestimmung des pH-Optimums wurden 14 pg PrxU und 100 uM
Linolsdurehydroperoxid eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 30 s, die Reaktionstemperatur 37°C. Das
pH-Optimum befand sich im schwach alkalischen Bereich bei 8,0 (s. Abb. 31). Es fiel auf, dal unter

Verwendung von K-Phosphat-Puffer mit einem pH-Wert von 7,5 das Protein nur 35% der im Tris-
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Puffer (pH7,5) erhaltenen Aktivitit aufwies, was eine Abhédngigkeit der Enzymaktivitdt von der Art
des Puffers vermuten lieB. Das Protein besal auch in HEPES-Puffer mit pH6,5 und pH7,0 keine
enzymatische Aktivitdt. In HEPES-Puffer pH7,5 konnte fiir PrxU eine spez. Enzymaktivitit von
0,2 U/mg ermittelt werden (Daten nicht gezeigt), die mit der in K-Phosphat-Puffer pH7,5 erhaltenen,

korrelierte.
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Abb. 31: pH-Optimum der Linolsiurehydroperoxid-Reduktion durch PrxU
[J: 50 mM K-Acetat; ®: 50 mM K-Phosphat; o: 50 mM Tris/HCI; x: 50 mM NaHCO;

3.7.2.5.3. Untersuchungen zur nativen Struktur von PrxU und PrxU47C

2-Cys-Peroxiredoxine liegen im allgemeinen als Homodimere (a;) vor und oligomerisieren in Losung
zu Dekameren der Struktur (o,)s (SCHRODER, et al., 2000; KITANO, et al., 1999; CHAUHAN &
MANDE, 2001; HIROTSU, et al., 1999; SCHRODER, et al., 1998). Dabei wurde beobachtet, daB nur
das reduzierte Enzym zur Aggregation befdhigt ist, und dal das Protein im oxidierten Zustand zur
Dissoziation in Dimere neigt (WOOD, et al., 2002). Eine Dimerisierung konnte ebenfalls fiir das
menschliche 1-Cys-Peroxiredoxin PrxVI nachgewiesen werden (CHOI, et al, 1998). Es wurde
postuliert, daf} die Aktivitit der Peroxiredoxine von der Ausbildung dieser Strukturen abhingig ist.
Interessant war es nun, ob das Seleno-Peroxiredoxin aus E. acidaminophilum ebenfalls zur Ausbildung
von Dimeren bzw. Dekameren in der Lage ist und ob der Austausch des Selenocysteins zu Cystein in
dem PrxU47C-Protein einen EinfluB3 auf die native Struktur des Proteins besitzt. Zundchst wurden
jeweils 3 pg PrxU und PrxU47C mit reduzierendem (700 mM Mercaptoethanol), nicht-reduzierendem
(ohne Mercaptoethanol) und oxidierendem (250 pM Linolsdurehydroperoxid) SDS-Probenpuffer
behandelt, 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend im SDS-Gel (s. 2.16.1.) aufgetrennt. Unter
reduzierenden und nichtreduzierenden Bedingungen wiesen beide Proteine ein Bande bei 24 kDa auf,
welches die monomere Form des Proteins darstellte. Ein theoretisches Dimer wiirde entsprechend bei

etwa 48 kDa erwartet werden. Die Oxidation durch Linolsdurehydroperoxid fiihrte jedoch in beiden
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Féllen nur zu einer Verschiebung der Bande auf ca. 26 kDa (Abb. 32). Ein entsprechendes Ergebnis

wurde auch erhalten, wenn 700 mM H,O, zur Oxidation eingesetzt wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 32: Verhalten von PrxU und PrxU47C unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen
12,5% SDS-PAG; Spur 1: 3 pg PrxU reduziert (700 mM Mercaptoethanol); Spur 2: 3 pg PrxU nicht reduziert,
Spur 3: PrxU oxidiert (250 uM Linolsdurehydroperoxid); Spur 4: 3 pg PrxU47C reduziert (700 mM
Mercaptoethanol); Spur 5: 3 pg PrxU47C nicht reduziert, Spur 6: PrxU47C oxidiert (250 uM Linol-
sdurehydroperoxid);

Fir die Analyse der Tertidrstruktur wurden jeweils 3 pg PrxU und PrxU47C in einem nativen
Gradienten-PAG mit einem Konzentrationsbereich von 5-27%  Acrylamid aufgetrennt

(s. Abb. 33).
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Abb. 33: Native Grofie der Proteine PrxU und PrxU47C
Natives Gradienten-PAG (5-27%); Spur 1: 10 ul HMW-GroBenstandard; Spur 2: 3 pg PrxU; Spur 3: 3 ug
PrxU47C.

Mit Hilfe der aus der halblogarithmischen Auftragung der Proteingrofen des Markers gegen deren
Laufstrecke im Gel abgeleiteten Formel lieB sich eine Grofie beider PrxU-Proteine von ca. 288 kDa
berechnen, was bei einer kalkulierten Grofle des einzelnen Proteinmolekiils von ca. 24 kDa rein
rechnerisch der Struktur eines Dodekamers, und nicht wie erwartet, eines Dekamers entsprechen

wiirde.
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3.7.2.6. Charakterisierung von nativem PrxU (PrxUyg,) aus E. acidaminophilum

3.7.2.6.1. Immunologischer Nachweis von PrxUg, im Rohextrakt

Zum Zeitpunkt dieser hier folgenden Untersuchungen war noch nicht bekannt, da3 PrxU eine DTT-
abhéngige Peroxidase-Aktivitit fiir Linolsdurehydroperoxid besitzt. Aufgrund der Anreicherung von
Protein B anhand einer Peroxidase-Aktivitdt wurde angenommen, dal eine Reinigung von PrxU aus
E. acidaminophilum (im folgenden mit PrxUg, bezeichnet) anhand einer enzymatischen Aktivitét nicht
moglich war. Deshalb wurde auf eine Antigen/Antikorper-Affinitdtschromatographie mit gegen PrxU
gerichteten Antikorpern zuriickgegriffen. Die dafiir bendtigten polyklonalen affinitdtsgereinigten AK
wurden von der Fa. Davids Biotechnologie (Regensburg) bereitgestellt. Die Immunisierung der
Kaninchen erfolgte dabei wie unter 2.22.1. beschrieben unter Einsatz von 100 ul gereinigter PrxU47C-
Losung (s. 3.7.2.3.) mit einem Proteingehalt von 1 mg/ml (dialysiert gegen 50 mM Tris/HCI pH 8,0,
s. 2.15.1). Ein Viertel der erhaltenen AK-Menge wurden zur Nutzung fiir Western Blot-Analysen mit
HRP konjugiert. Durch den immunologischen Nachweis sollte nun zunéchst die Lokalisation von
PrxU in E. acidaminophilum-Zellen bestimmt werden. Dazu wurden sowohl 200 pg Protein des
Rohextrakt als auch 200 pg Protein der Membranfraktion (aus Ultrafiltration (s. 2.11.3.) gewonnen, in
50 mM Tris/HCI pH 8,0; 150 mM NaCl resuspendiert) im SDS-PAG (s. 2.16.1.) aufgetrennt und die
Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert (s. 2.17.). Um nach anschlieBender Behandlung des
Blottes mit Anti-PrxU-AK/HRP (s. 2.22.2.) ein Signal detektieren zu konnen, mufite der AK in einer
1:2000-Verdiinnung eingesetzt werden. Jedoch reichte die Signalstirke nicht aus, um eine
Farbreaktion direkt auf der PVDF-Membran zu erhalten. Deshalb wurde auf die sensitivere
Chemilumineszenz-Detektion (s. 2.22.2.) zuriickgegriffen. Wie in Abb. 34 gezeigt, konnten mit den
AK zwei Proteinbanden der GroBen 23 und 29 kDa im Rohextrakt nachgewiesen werden. Erstere
reprasentierte groBenméBig das PrxUg,-Protein. Im suspendierten Membranpellet konnte keine Bande

detektiert werden, was eine cytosolische Lokalisation des PrxU-Proteins vermuten lieB3.
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Abb. 34: Immunologischer Nachweis von PrxU im Rohextrakt von E. acidaminophilum
Western Blot nach Anti-PrxU-AK/HRP-Behandlung. Spur 1: 200 pug Rohextrakt; Spur 2: 200 pg resuspendierte
Membranfraktion.
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3.7.2.6.2. Reinigung von PrxU an Anti-PrxU-ProteinA-Sepharose

Zunichst wurde 1 mg unkonjugierter Anti-PrxU-AK, wie unter 2.14.4.2. beschrieben, an 50 mg
ProteinA-Sepharose-beads, gekoppelt. Anschlieend erfolgte die Préparation von Rohextrakt aus 3 g
auf Glycin angezogenen E. acidaminophilum-Zellen (s. 2.11.2.1.). Nachfolgend wurden 75 mg
Rohextrakt flir 1 h zusammen mit den AK-Sepharose-beads bei RT inkubiert und dieser Schritt einmal
mit weiterem Rohextrakt (75 mg) wiederholt. Nach der Entfernung von ungebundenen Proteinen
wurde PrxU mit 3,5 M MgCl, (in 20 mM Tris/HCI pH7,5) innerhalb der Fraktionen 2-4 (je 200 ul)
eluiert. Die Elution durch hohe Salzkonzentrationen wurde gewahlt, da diese im Gegensatz zu den
meisten in Frage kommenden Elutionsbedingungen die schonendste Variante fiir das Protein darstellte.
Die Elutionsfraktionen wiesen einen sehr geringen Proteingehalt von 55 bzw. 22 pug/ml auf. Wie in
Abb. 35 A gezeigt, wurden nach der Elution drei Proteine der GréBen 23, 29 und 55 kDa erhalten.
Dabei entsprach das kleinste Protein groenméfig dem PrxU-Protein und das 29 kDa Protein dem
durch immunologischen Nachweis von PrxU im Rohextrakt erhaltenen zusétzlichen Signal. Das
Vorhandensein einer ca. 55 kDa groBen Bande ist mdglicherweise auf eine Ablosung des Fc-
Fragmentes des Antikorpers von der ProteinA-Sepharose zuriickzufiihren. Zur Uberpriifung der
vollstindigen Bindung von PrxUg, an den Antikdrper wurden 200 pg Rohextrakt vor und nach
Bindung an Anti-PrxU-ProteinA-Sepharose auf ein SDS-Gel aufgetragen, die Proteine auf eine PVDF-
Membran transferiert und das Vorhandensein von PrxUg, durch immunologischen Nachweis mit HRP-
konjugierten AK iiberpriift (s. Abb. 35 B). Da nach Behandlung des Rohextraktes mit den AK kein
PrxUg, detektiert werden konnte, wurde von einer vollstindigen Immunoprézipitation ausgegangen.
Demnach lieB3 sich unter Beriicksichtigung des Anteils am Fc-Frament ein Anteil an PrxU von weniger

als 0,06% am Gesamtprotein von E. acidaminophilum kalkulieren.
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Abb. 35: Reinigung von PrxUg, aus E. acidaminophilum durch Antigen/Antikorper Affinititschromato-
graphie

A: 12,5%iges SDS-PAG; Silberfarbung. Spur 1: 0,2 pg Protein der 2. Elutionsfraktion; Spur 2: 0,6 ug Protein
der 3. Elutionsfraktion; Spur 3: 0,2 pg Protein der 4. Elutionsfraktion.

B: Western Blot; immunologischer Nachweis mit Anti-PrxU-AK; Spur 1: 200 pg Rohextrakt vor Reinigung an
Anti-PrxU-ProteinA-Sepharose; Spur 2: 200 pg Protein im Rohextrakt nach Anti-PrxU-ProteinA-Sepharose.
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Zur eindeutigen Identifizierung der 23 und 29 kDa groflen Proteine sollten jeweils die N-terminalen
Aminosduresequenzen ermittelt werden. Dazu wurden die aus der Antigen/Antikorper-
Affinitdtschromatographie erhaltenen PrxU-haltigen Fraktionen {iber Centricon Konzentratoren
eingeengt (s. 2.15.3.) und 2 pg Protein wie unter 2.18.3. beschrieben fiir die Analyse vorbereitet. Fiir
beide Fille konnten jedoch keine Signale erhalten werden, was moglicherweise auf eine
unzureichende Menge an Protein zuriickzufiihren war. Mehrfache Versuche, einen hoheren Gehalt an
gereinigtem Protein zu erhalten, schlugen fehl, da unter Verwendung von gréBeren Rohextrakt-
mengen (bis zu 1000 mg, 30 g Zellen als Ausgangsmaterial) trotz sorgfaltigen Waschens der
Antigen/Antikdrper-Affinitdtschromatographie-Sdule mit 20 SV Waschpuffer bzw. Vorreinigung an
Anionenaustauschmaterialien (s. 2.14.1.) erhebliche Verunreinigungen vor allem im Bereich von 20-
30 kDa zu beobachten waren (Daten nicht gezeigt) und somit eine Aminosdureanalyse unter diesen

Bedingungen nicht méglich war.

Auch die Messung von Enzymaktivitit von PrxUg, gelangen nicht, da bei der Anreicherung nur
geringe Proteinmengen erhalten werden konnten, die zudem noch erhebliche Verunreinigungen
aufwiesen. Wie bereits im Kapitel 3.3.7. beschrieben, wurde durch spezifische immunologische
Ausfillung von PrxUg, indirekt nachgewiesen, da3 dieses Protein nicht an der NADPH-abhéngigen
Reduktion von Cumolhydroperoxid beteiligt ist.

3.7.2.6.3. Bestimmung der nativen Struktur

Aufgrund der bereits erwidhnten niedrigen Ausbeuten und hohen Verunreinigungen des angereicherten
PrxUg,-Proteins wurde auch fiir strukturelle Untersuchungen der immunologische Nachweis des
Proteins im Rohextrakt angewendet. Im Rahmen dieser Experimente war es interessant, welchen
Einflul verschiedene reduzierende und oxidierende Bedingungen auf das im Rohextrakt detektierte,
PrxU-Antikorper-bindende 29 kDa-Protein ausiibten. Dazu wurden zunéchst je 170 pg Protein von
anaerob pripariertem Rohextrakt mit nicht-reduzierendem (ohne 2-Mercaptoethanol), reduzierendem
(700 mM Mercaptoethanol, 700 mM DTT oder 700 mM Na-Dithionit) und oxidierendem (880 mM
H,0,) SDS-Probenpuffer behandelt, 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieBend im SDS-Gel
(s. 2.16.1.) aufgetrennt. Danach wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert (s. 2.17.)
und PrxUg, immunologisch mit Anti-PrxU-AK/HRP nachgewiesen (2.22.2.). In allen Proben wurden
jedoch nur zwei Banden der Gréfie 23 und 29 kDa nachgewiesen. Eine Verschiebung der 23 kDa-
Bande, wie es fiir PrxU und PrxU47C nachgewiesen wurde (s. 3.7.2.5.3.), konnte demnach nicht
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Zur Bestimmung der nativen Gréfe von PrxUg, wurden
170 pg Rohextrakt von E. acidaminophilum in einem nativen Gradienten-PAG, welches einen
Acrylamidkonzentrationsbereich von 5-27% umfalite, aufgetrennt (s. 2.16.3.) und die Proteine
anschliefend auf eine PVDF-Membran transferiert. Durch den immunologischen Nachweis von

PrxUg, mittels Anti-PrxU-AK/HRP konnte eine Bande identifiziert werden, die im Vergleich mit dem
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HMW-GroéBenstandard eine GroBe zwischen 232 kDa und 440 kDa besal3 (s. Abb. 36). Anhand der
aus der halblogarithmischen Auftragung der Proteingrofen des Markers gegen deren Laufstrecke im
Gel abgeleiteten Formel wurde in diesem Fall eine native Gréfe von 290 kDa berechnet. Dies
entsprach dem fiir die rekombinanten Proteine PrxU und PrxU47C ermittelten Wert von 288 kDa und

lie} ebenfalls auf ein Dodekamer des 23 kDa Protein schlief3en.
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Abb. 36: Native Grofie von PrxUg,
Natives Gradienten-PAG (5-27% Acrylamid): Spur: 170 pg Rohextrakt transferiert auf PVDF-Membran,
immunologischer Nachweis mit Anti-PrxU-AK/HRP.
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4. DISKUSSION

4.1. Eine Seleno-Protein-abhiingige Peroxidase-Aktivitiat im Rohextrakt

Eine NADPH-abhingige Peroxidase-Aktivitdit fiir die Substrate = Cumolhydroperoxid,
t-Butylhydroperoxid und H,O, im Rohextrakt des strikt anaeroben Organismus E. acidaminophilum
konnte bereits in fritheren Arbeiten gezeigt werden (PARTHER, 1998). Bislang wurde vermutet, daf3
fiir diese Reaktion ein von WAGNER, 1997 anhand von "*Se-Markierung isoliertes 22 kDa Seleno-
Protein mit Sequenzhomologien zu Peroxiredoxinen (s. Einleitung) verantwortlich war. Dieses gehorte
zu einer Familie von Proteinen, die in der Lage sind, Hydroperoxide unter Nutzung von Thioredoxin
oder NADH:Peroxiredoxin-Oxidoreduktasen zu reduzieren (CHA & KIM, 1995; CHAE, et al., 1994,
KWON, et al., 1994; POOLE, et al., 2000). Die zentrale Stellung des Thioredoxin-Thioredoxin-
Reduktase-Systems im Stoffwechsel von E. acidaminophilum (DIETRICHS, et al., 1991b;
(LUBBERS, 1993) lieB eine Beteiligung dieses Systems an der NADPH-abhingigen Peroxidreduktion
vermuten. Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, gelang eine Reinigung des Seleno-Peroxiredoxins
anhand einer durch Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase komplementierten NADPH-abhéngigen
Peroxidase-Aktivitit jedoch nicht (PARTHER, 1998).

Im Rahmen vorliegender Arbeit wurde gezeigt, dal Rohextrakt von E. acidaminophilum in der Lage
ist, die DTT/Fe’"/O,-vermittelte Inaktivierung der Glutamin-Synthetase aus E. coli zu verhindern
(s. 3.1.). Diese Fihigkeit wurde fiir Peroxiredoxine, Glutathion-Peroxidasen und Katalasen
beschrieben (KIM, ef al., 1988; KANG, et al., 1998; SEO, et al., 2000; JEONG, et al., 1999). Die
genannten Proteine reduzieren unter Nutzung von DTT bzw. disproportionieren das bei der durch Fe**
und DTT katalysierte Reduktion des Sauerstoffs entstandene H,0,. Damit verhindern sie die Bildung
von Hydroxylradikalen (Reaktion von H,O, mit dem an Glutamin-Synthetase gebundenen Fe*") sowie
die damit einhergehende Oxidation und Inaktivierung des Proteins (KIM, et al., 1985). Da
E. acidaminophilum keine Katalase (PARTHER, 1998) und kein Glutathion (B. SOHLING,
personliche Mitteilung) besitzt, konnte das Vorhandensein eines aktiven Peroxiredoxins im Rohextrakt
vermutet werden. Dafiir sprach auch die bei Anwesenheit von DTT gemessene zeitabhingige
Umsetzung von Cumolhydroperoxid durch Rohextrakt von E. acidaminophilum (s. 3.1). Diese
Aktivitat wurde erstmals von (LIM, et al., 1993) fiir ein Peroxiredoxin aus S. cerevisiae ermittelt und
erlaubte im Gegensatz zum Glutamin-Synthetase-Assay die Bestimmung von Enzymaktivititen.
Rohextrakt von E. acidaminophilum besal} eine spezifische Aktivitdt von ca. 150 U/g fiir die Substrate
H,0,, Cumolhydroperoxid, #-Butylhydroperoxid. Dieser Wert lag somit 10fach hoher als die fiir die
NADPH-abhingige Peroxidasereaktion ermittelten Aktivitdt von 15-17 U/g (PARTHER, 1998). In S.
typhimurium und den meisten anderen bakteriellen Peroxiredoxin-Systemen wird die Reduktion dieser
Proteine wie bereits erwidhnt durch NADH:Peroxiredoxin-Oxidoreduktasen (EC 1.6.4.-) katalysiert.
Zu dieser Enzymfamilie gehoren die zu Thioredoxin-Reduktasen homologen Flavoproteine AhpF,

NADH-Oxidasen (POOLE, et al., 2000) bzw. NADH-Dehydrogenasen (KOITABASH]I, et al., 2000).
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Sowohl fiir die NADH-Oxidase aus A. xylanus (NIIMURA, et al., 1995) als auch fiir AhpF aus
S. typhimurium (POOLE, et al., 2000) konnte gezeigt werden, dall der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Peroxiredoxin-Reduktion durch die Ubertragung der Elektronen von NADH auf FAD
reprasentiert wird. Die in E. acidaminophilum gemessene DTT-abhingige Reduktion von
Cumolhydroperoxid ist nach (LIM, et al., 1993) auf die Katalyse eines einzelnen Proteins
zuriickzufiihren. Unter der Voraussetzung, dal dieses Protein auch Bestandteil des fiir die NADPH-
abhéngige Peroxidreduktion verantwortlichen Enzymsystems ist, konnte es sich bei der Ubertragung
der Elektronen vom NADPH auf den FAD-Co-Faktor einer ebenfalls an dieser Reaktion beteiligten
NADPH-Oxidoreduktase (z. B. Thioredoxin-Reduktase) um den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Katalyse handeln, was die Unterschiede hinsichtlich der spezifischen Aktivititen fiir beide

Enzymmessungen erkldren wiirde.

Die Behandlung von Rohextrakt von E. acidaminophilum bei einem pH-Wert von 6,8 mit EZ-Link™
Iodoacetyl-LC-Biotin fiihrte zu einer Verringerung der DTT-abhingigen Peroxidreduktion auf 20%
fiir die Substrate Cumolhydroperoxid, -Butylhydroperoxid und H,O, (s. 3.2.). Brom- und Jodactat-
Derivate stellen elektrophile Reagentien dar, die die nukleophilen Selenol- und Thiol- Gruppen in
Proteinen alkylieren. Die Selenol-Gruppe des Selenocysteins mit einem pK,-Wert von 5,2 besitzt eine
hohere Nukleophilie als die Sulthydryl-Gruppe des Cysteins und liegt daher bereits bei
physiologischen Bedingungen als unprotonierte Selenol-Gruppe vor. Bis auf wenige Ausnahmen
weisen Cystein-Reste in Proteinen einen pK, Wert von 8,5 auf und sind demnach bei pH 7,0
protoniert (HATFIELD, et al., 1999; STADTMAN, 1996; WU, et al., 1998). Daher ist es moglich,
Selenocystein-haltige Proteine bei pH-Werten < 7,0 selektiv mit lodacetat oder Bromacetat
irreversibel zu alkylieren. So fiihrte beispielsweise die Behandlung von Selenocystein-haltiger
menschlicher Thioredoxin-Reduktase mit Brom[1-'*CJacetat zur fast vollstindigen Inhibierung ihrer
NADPH:Disulfid Oxidoreduktase-Aktivitit durch spezifische Alkylierung des fiir die Reaktion
essenticllen Selenocystein-Restes (GORLATOV & STADTMAN, 1998). Im Rohextrakt von
E. acidaminophilum konnten aufgrund des Biotin-Linkers 9 markierte Proteine der GroB3en 47, 45, 30,
23, 22, 19, 17, 10 und 9 kDa mit Streptactin-Antikérpern immunologisch nachgewiesen werden
(s. 3.2). Durch GURSINSKY, 2002 wurden bereits Selen-haltige Makromolekiile in
E. acidaminophilum durch in vivo-Inkorporation von "Se detektiert. Das auf diese Weise erhaltene
Bandenmuster entsprach weitestgehend dem mit Biotin markierten Proteinen. Demnach konnten auf
Grund der GroBe und Intensitit des Signals das Seleno-Protein A (16 kDa) und die
selenocysteinhaltige Untereinheit GrdB des Seleno-Protein B (47 kDa) der Glycin-Reduktase, sowie
ein 10 kDa Seleno-Protein mit bislang unbekannter Funktion zugeordnet werden. Ein im Gegensatz zu
(GURSINSKY, 2002) stark markiertes Protein bei 22 kDa konnte dem Seleno-Peroxiredoxin
entsprechen. Durch beide Markierungen nachgewiesene Proteine der Grofen 30 und 45 kDa konnten
bislang keinem bekannten Seleno-Protein von E. acidaminophilum zugeordnet werden (GURSINSKY,

2002). Moglicherweise handelt es sich bei dem erstgenannten Protein um das beim immunologischen
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Nachweis von PrxUg, zusitzlich detektierte Protein (beschrieben als 29 kDa-Protein, s. 3.7.2.6.1.).
Drei der mittels °Se detektierten Proteine wurden durch Behandlung mit EZ-Link™ Iodoacetyl-LC-
Biotin nicht nachgewiesen. Es handelte sich dabei um ein unbekanntes 12 kDa Protein, die
Selenophosphat-Synthetase und die Formiat-Dehydrogenase (GURSINSKY, 2002). Diese Proteine
wiesen nur schwache Signale im Autoradiogramm auf, was auf deren geringe Konzentration im
Rohextrakt zuriickzufiihren ist, die mdglicherweise fiir eine immunologische Detektion nicht
ausreichte. Drei Proteine der GroBen 9, 19 und 23 kDa, die im Autoradiogramm nicht auftraten,
konnten mit Biotin markiert werden. Moglicherweise handelt es sich bei diesen nicht um Seleno-
Proteine, sondern um Proteine, die ein Cystein mit niedrigem pK,, wie es z.B. fiir Tyrosin-
Phosphatasen oder Cystein-Proteasen beschrieben wurde, enthalten und damit der Alkylierung bei
niedrigem pH-Wert zugénglich sind (WU, et al., 1998). Die erhaltenen Ergebnisse legten nahe, daf3
die Katalyse der DTT-abhingigen Peroxidreduktion in E. acidaminophilum durch ein Seleno-Protein

erfolgte.

4.2. Die Peroxidase-Aktivitit von Protein B

Die Versuche zur Reinigung der im Rohextrakt von E. acidaminophilum beobachteten DTT-
abhingigen Peroxidase-Aktivitit resultierten in der Anreicherung von drei Proteinen, die eindeutig als
Untereinheiten des Protein Bgiycin der Glycin-Reduktase dieses Organismus identifiziert wurden.
E. acidaminophilum ist in der Lage, Glycin sowohl als Elektronendonor als auch als
Elektronenakzeptor in einer internen Sticklandreaktion (STICKLAND, 1934) zu nutzen. Die fiir die
Reduktion von Glycin benétigten Reduktionsdquivalente werden dabei aus der Oxidation eines Teils
des Glycins durch die Glycin-Decarboxylase gewonnen (FREUDENBERG & ANDREESEN, 1989a;
FREUDENBERG, et al., 1989b), als Ubertriiger dient das Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase-
System (DIETRICHS, et al., 1991b). Bei der Glycin-Reduktase handelt es sich um ein komplexes
Enzymsystem, bestehend aus dem substratspezifischen Protein B, dem Seleno-Protein A und dem
Protein C (DIETRICHS, et al, 1991b). Das substratbindende Protein setzt sich aus mehreren
Untereinheiten der Groflen 47 kDa (y), 25 kDa (B) und 22 kDa (o) zusammen (MEYER, et al., 1995;
WAGNER, et al., 1999). Dabei stellt das 47 kDa Protein (GrdB) ebenfalls ein Seleno-Protein dar
(WAGNER, et al.,, 1999). Weiterhin verfiigt dieses Protein iiber eine Carbonylgruppe, an dem
zundchst Glycin {iber eine Schiff'sche Base gebunden wird. Der daraus resultierende
Carboxymethylrest wird anschlieBend auf die Selenol-Gruppe des Selenocysteins iibertragen und auf
Protein A transferiert (WAGNER, et al., 1999). Die 25 kDa und 22 kDa Untereinheit von Protein B
entstammen einem Proprotein, dem Genprodukt des grdE-Gens, welches durch posttranslationale
Spaltung (vermutlich durch Cysteinolyse) unter Ausbildung einer Carbonylgruppe am N-Terminus des
22 kDa Proteins prozessiert wird (WAGNER, et al., 1999; BEDNARSKI, ef al., 2001). Uberraschend

war nun, dal Protein B neben seiner Funktion innerhalb der Glycin-Reduktion signifikante
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Enzymaktivitét als DTT-abhéngige Peroxidase aufwies und anhand dieser angereichert werden konnte

(s.3.3.4).

4.2.1. Vergleich der Reinigungsschemen fiir Protein B

Protein Bgiyein (im folgenden nur Protein B genannt) aus E. acidaminophilum wurde bereits im
Rahmen anderer Arbeiten anhand seiner Glycin-Reduktase-Aktivitidt gereinigt (MEYER, 1993;
WAGNER, 1997). Da das hier vorgestellte Reinigungsschema eine neue Variante zur Anreicherung
von Protein B darstellt, sollen an dieser Stelle die einzelnen Reinigungsschritte mit den von
WAGNER, 1997 aktualisierten Daten verglichen und diskutiert werden. Ein prinzipieller Unterschied
bestand im Gegensatz zu WAGNER, 1997 darin, da3 die Anreicherung der Peroxidase-Aktivitét unter
anaeroben Bedingungen, sowie unter Einsatz von 3 mM DTT in allen Puffersystemen durchgefiihrt
wurde. Ein weitere Unterschied umfafite die Lokalisierung Protein B-haltiger Fraktionen wéhrend der
Reinigung, die bei WAGNER, 1997 durch den Protein B-Komplementationstest in Anlehnung an den
Standard-Test der Glycin-Reduktase nach MEYER, et al., 1995 erfolgte.

Die Reinigung von Protein B durch WAGNER, 1997 umfafite drei Chromatographieschritte an zwei
unterschiedlichen Materialien. Der erste Anreicherungsschritt erfolgte ebenso wie im Rahmen dieser
Arbeit an Q-Sepharose, allerdings unter Anwendung unterschiedlicher Puffersysteme (WAGNER,
1997: 25 mM Imidazol/HCI, pH 6,7, 1 mM DTT; diese Arbeit: 50 mM Tris/HCI, pH7,5, 3 mM DTT).
Gebundenes Protein wurde in beiden Féllen mit einem ansteigenden NaCl-Gradienten eluiert. Das
Elutionsverhalten der Peroxidase-Aktivitdt unterschied sich geringfiigig von dem der Glycin-
Reduktase-Aktivitit von Protein B (WAGNER, 1997). Demnach eluierte die Peroxidase-Aktivitét erst
innerhalb von 0,3-0,4 M NacCl, die Glycin-Reduktase-Aktivitédt jedoch bereits zwischen 0,2 und 0,3 M
NaCl. Weiterhin wurde Protein B im Durchlauf detektiert (WAGNER, 1997), was fiir die Peroxidase-
Aktivitdt nicht der Fall war. Diese Unterschiede sind vermutlich auf den Einflufl der verschiedenen
Puffersysteme zuriickzufithren. Als zweiter Reinigungsschritt wurde in beiden Féllen eine
Chromatographie an hydrophoben Materialen (WAGNER, 1997: Phenyl-Sepharose; diese Arbeit:
Butyl-Sepharose) durchgefiihrt. Die eingesetzten Puffer unterschieden sich dabei hauptsichlich in der
zur Bindung des Proteins eingesetzten (NH,4),SO4-Konzentration, die bei WAGNER, 1997 ca. 2fach
hoher lag als die in dieser Arbeit verwendete von 1,5 M. Protein B (Glycin-Reduktase-Aktivitit)
eluierte dabei innerhalb eines fallenden (NH,),SO4-Gradienten bei 0,05-0 M, was zusétzlich den
Einsatz eines ansteigenden Ethylenglykoll-Gradienten bzw. einen zusétzlichen Waschschrittes mit
niedermolekularen Puffer erforderlich machte. Die Peroxidase-Aktivitit eluierte von Butyl-Sepharose
innerhalb des abfallenden (NH,4),SO4-Gradienten bereits bei 0,15-0,1 M (NH,),SO, vollstiandig, so daf3
eine Nach-Elution unter diesen Bedingungen nicht notig war und der Reinigungsschritt vereinfacht
wurde. Durch (WAGNER, 1997) wurde anschlieBend eine Re-Chromatographie an Q-Sepharose mit
30 mM Imidazol/HCI, pH 6,7, 1 mM DTT entsprechend des 1. Schrittes, allerdings unter Anwendung

eines groferen Gradientenvolumens, durchgefiihrt, was zu einer weitestgehenden Reinigung von
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Protein B fiihrte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Gelfiltration als letzter Anreicherungsschritt
gewdhlt, wodurch eine effektive Abtrennung der nach Butylsepharose noch aufgetretenen

Verunreinigungen von Protein B erzielt werden konnte.

Die Analyse von 8 pg der nach Gelfiltration erhaltenen Proteinlosung zeigte drei Hauptproteinbanden
bei ca. 47 kDa, 25 kDa und 22 kDa, wie sie fiir Protein B durch MEYER, et al., 1995 und WAGNER,
et al, 1999 erhalten wurden. Weiterhin wies diese Proteinldsung ca. sechs weitere schwache
Proteinbanden auf, die vermutlich auf Verunreinigungen zuriickzufiihren sind. Bei einer Auftrennung
von 25 ug des gereinigten Protein B traten neben den drei genannten Hauptprotein-Banden ca. 15
zusitzliche Proteine auf, die jedoch bei Einsatz von 1-2 ug Protein im SDS-Gel nicht nachweisbar
waren (WAGNER, 1997). Demnach ist der Reinheitsgrad von Protein B, das durch das in dieser
Arbeit vorgestellte Reinigungsschema angereichert wurde, mit dem von WAGNER, 1997
vergleichbar. Ein von WAGNER, 1997 und MEYER, 1993 beschriebenes 36 kDa grofles Protein,
welches als N-terminales Spaltprodukt der 47 kDa Untereinheit identifiziert werden konnte
(WAGNER, 1997), wurde innerhalb dieser Arbeit nicht detektiert. Moglicherweise hiangt die durch
WAGNER, 1997 beobachtete Proteolyseanfilligkeit von Protein B mit der Exposition des Proteins an
Luftsauerstoff zusammen. Von WAGNER, 1997 wurde eine relativ schnelle Inaktivierung von Protein
B im Hinblick auf die Glycin-Reduktase-Aktivitét beschrieben, die eine moglichst schnelle Reinigung
erforderlich machte. Unter anaeroben Bedingungen und unter Einsatz von 3 mM DTT konnte Protein
B jedoch iiber Monate bei —80°C ohne signifikanten Verlust der Peroxidase-Aktivitét gelagert werden,
was auf den ersten Blick in Bezug auf die von WAGNER, 1997 gemachte Beobachtung auf eine
oxidative Inaktivierung des Proteins deutet. Der EinfluB der anaeroben Bedingungen auf die Stabilitét
der Glycin-Reduktaseaktivitdt wurde jedoch nicht weiter untersucht. Allerdings ist an dieser Stelle
anzumerken, daB die 47 kDa Untereinheit des aus E. acidaminophilum gereinigten Protein B nicht mit
2-'"*C-Glycin markiert werden konnte, was vermutlich auf den Verlust der fiir die Ausbildung der
Schiff’'schen Base verantwortlichen Carbonylgruppe zuriickzufiihren war. Die Féhigkeit, Glycin zu
binden, ging dabei bereits nach dem zweiten Anreicherungsschritt an Butyl-Sepharose verloren (J.
Jager, personliche Mitteilung). Eine Glycin-Reduktase-Aktivitit des nach dem hier vorgestellten

Reinigungsschema erhaltenen Protein B ist demnach unwahrscheinlich.

Durch gringfiigige Modifikationen des Protokolls, beispielsweise die Durchfiihrung des zweiten
Anreicherungsschrittes an einem anderen hydrophoben Material, wie es durch (WAGNER, 1997)
verwendet wurde, sollte jedoch eine effiziente Anreicherung von aktiven Protein B auch hinsichtlich
seiner Glycin-Reduktase-Aktivitit moglich sein. Hilfreich ist dabei der relativ einfach
durchzufiihrenden Enzymtest der Peroxidase-Aktivitit zur Lokalisierung von Protein B wihrend der
einzelnen Reinigungsschritte. Erschwerend stellt sich allerdings die Durchfiihrung der Reinigung unter
anaeroben Bedingungen dar, insbesondere bei der Dialyse und beim Einengen von Proteinldsungen.

Die anaerobe Verfahrensweise ist im Hinblick auf den damit verbundenen sehr geringen Verlust der
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Peroxidase-Aktivitdt dennoch empfehlenswert und trigt mdglicherweise zum Erhalt der Glycin-

Reduktase-Aktivitat bei.

4.2.2. Der Reaktionsmechanismus der Peroxidase-Aktivitit

Neben seiner Aktivitdt als DTT-abhingige Peroxidase konnte Protein B ebenfalls die Beteiligung an
der im Rohextrakt von FE. acidaminophilum existierenden NADPH-abhingigen Reduktion von
Cumolhydroperoxid zugeordnet werden, die nach der spezifischen Ausfillung von GrdB mit Anti-
GrdB-Antikorpern nahezu vollstindig verloren ging (s. 3.3.7.). Im Zusammenhang mit den
Enzymaktivititen, die fiir die rekombinanten Proteine GrdB und GrdBU350C ermittelt werden
konnten (s. 3.5.3.), 148t sich die Peroxidase-Aktivitit demnach auf die Katalyse durch die 47 kDa
grofle y-Untereinheit von Protein B zurilickfiihren. Dies steht im Einklang mit der aus der Hemmung
der Peroxidase-Aktivitidt im Rohextrakt durch Iodoacetyl-LC-Biotin resultierenden Annahme, daf ein
Seleno-Protein an dieser Reaktion beteiligt ist (vgl. 4.1.). Proteine, die Selen in Form von
Selenocystein enthalten, sind im allgemeinen in Oxidations-Reduktions-Prozesse involviert
(STADTMAN, 1996). Ein gut untersuchtes Beispiel dafiir stellen die Glutathion-Peroxidasen aus
Saugern dar, die verschiedene Peroxide in Abhédngigkeit von Glutathion oder Thioredoxin reduzieren
(URSINI, et al., 1995; BRIGELIUS-FLOHE, 1999; TAKEBE, et al., 2002). Glutathion-Peroxidasen
existieren in verschiedenen Formen, die sich innerhalb ihrer Primérstruktur, Lokalisation und
Substratspezifitit unterscheiden (vgl. Einleitung, 4.4.3.). Die Pridsenz eines reaktiven und
zugénglichen Selenocystein-Restes ist dabei essentiell fiir die enzymatische Aktivitidt (URSINI, et al.,
1995), welche in dem niedrigen pK,-Wert (5,2) des Selenocysteins und der hohen Polarisierbarkeit der
Selenol-Gruppe begriindet ist. Aus diesen Eigenschaften heraus resultiert auch die Fahigkeit anderer
Seleno-Proteine, als Peroxidasen zu fungieren. Demnach konnte fiir das Seleno-Protein P, ein
humanes Plasmaprotein, welches bis zu 10 Selenocysteine enthilt, sowie die Se-haltige Thioredoxin-
Reduktase aus Sdugern Peroxidase-Aktivitdit nachgewiesen werden (SAITO, et al, 1999;
BJORNSTEDT, et al., 1995; ZHONG & HOLMGREN, 2000b). Zur Nachahmung einer solchen
Aktivitdt durch Proteine, die als Wildtyp keine Peroxidase-Aktivititen aufweisen, geniigt dabei der
Einbau eines Selenocystein-Restes in das aktive Zentrum des Enzyms unter der Voraussetzung, daf3
das Selenol in reaktiver und zugénglicher Form vorliegt und das aktive Zentrum eine Bindung des
Substrates gestattet (BOSCHI-MULLER, et al, 1998). Demnach hatte die Einfiilhrung eines
Selenocystein-Restes in das aktiven Zentrum von Subtilisin (BELL, et al., 1993), eines monoklonalen
Antikorpers (DING, et al., 1998), sowie der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
aus Bacillus stearothermophilus (BOSCHI-MULLER, et al., 1998) eine signifikante Peroxidase-

Aktivitét dieser Proteine zur Folge.

Betrachtet man die dem Selenocystein benachbarte Sequenz von GrdBl1, so fillt ein Motiv mit

—UxxCxxC— (LUBBERS & ANDREESEN, 1993; WAGNER, ef al., 1999) auf, welches in GrdB-
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Proteinen verschiedener Organismen hoch konserviert ist (£. acidaminophilum: WAGNER, et al.,
1999; Clostridium litorale: KREIMER & ANDREESEN, 1995; C. sticklandii: GRANTZDORFFER,
1997), iiber dessen enzymatische Relevanz jedoch bislang nur spekuliert werden konnte (WAGNER,
1997). Vom Aufbau erinnert dieses Motiv an die redoxaktiven Sequenzen von Protein A mit —CxxU—
(KREIMER & ANDREESEN, 1995), bzw. die —CxxC—Motive der Thioredoxine und Thioredoxin-
Reduktasen (HOLMGREN & BJORNSTEDT, 1995). Bislang fehlten jedoch experimentelle Beweise
fiir eine redoxaktive Funktion der beiden Cysteine (WAGNER, 1997). Enzymatische Untersuchungen
der rekombinanten Proteine GrdB, GrdBU350C (REUTER, 2000), sowie der im Rahmen dieser Arbeit
konstruierten GrdB-Varianten GrdBC353A und GrdBC356A hinsichtlich ihrer Peroxidase-Aktivitit

ergaben erstmals Hinweise auf eine mogliche Funktion dieser Cysteine.

Das rekombinante Wildtyp-Protein GrdB zeigte gegeniiber der Mutante GrdBU353C einen
Aktivitatsverlust um 40%, der im Vergleich zu dem mit der Cystein-Substitution einhergehenden
Aktivitdtsverlust von Seleno-Proteinen von bis zu 300fach eher gering war (MAIORINI, ef al., 1995;
ROCHER, et al., 1992; AXLEY, et al., 1991). Moglich wére jedoch, dal die am aktiven Zentrum
beteiligten Aminoséuren so konzipiert sind, daf3 sie das Cystein durch Erh6hung seiner Nukleophilie
aktivieren. Die Mutation des Cysteins an Position 353 zu Alanin hatte eine Verminderung der
Peroxidase-Aktivitidt um 60 % zur Folge, was auf den ersten Blick eine Beteiligung dieses Cysteins an
der Peroxidase-Aktivitdt vermuten lieB. Jedoch ist zu beachten, daBl es durch die Einfithrung der
Mutation direkt stromabwirts des fiir Selenocystein codierenden UGA-Codons zur strukturellen
Veranderung der fiir den Einbau des Selenocysteins essentiellen SECIS-Struktur der zu
translatierenden mRNA kam (s. 3.5.4.). Die Mutation des Css; fiihrte dabei zum Verlust einer
Basenpaarung im unteren Stammbereich der Struktur (s. Abb. 17). Laut GURSINSKY, 2002 ist ein
erheblich reduzierter Selenocysteineinbau jedoch erst ab einem Verlust der Basenpaarung von drei
aufeinanderfolgenden Nukleotiden zu beobachten. Durch massenspektroskopische Analysen konnten
fiir GrdB und GrdBC353A Peptide nachgewiesen werden, die mit den entsprechenden theoretisch
kalkulierten Massen korrespondierten und das typische Isotopenverteilungsmuster des Selens
aufwiesen. Peptide, die anstelle des Selenocysteins ein durch Suppression des UGA-Codons
eingebautes Tryptophan (EGGERTSON & SOLL, 1988; HIRSH & GOLD, 1971) enthielten, konnten
in beiden Féllen nicht detektiert werden. AuszuschlieBen ist jedoch nicht, dall eine Suppression durch
eine andere Aminosdure erfolgte. Diese Moglichkeit wird durch den Nachweis eines Cysteins
begriindet, welches unter Suppressionsbedingungen co-translational in das heterolog in E. coli
produzierte PrpU, ein vermutlich redoxaktives Seleno-Protein aus E. acidaminophilum, eingebaut
wurde (GROBE, 2001). Dagegen spricht jedoch der Nachweis einer Tryptophan-Suppression in dem
rekombinaten Protein A aus E. acidaminophilum (D. Grobe, personliche Mitteilung). Im Fall von
GrdBC353A konnte jedoch auch kein entsprechendes auf die Suppression von Cystein
zurlickzufithrendes Peptid nachgewiesen werden, so dal in diesem Fall unter Beriicksichtigung der

Nachweisgrenze von einem nahezu vollstindigen Einbau von Selenocystein in das Protein
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ausgegangen werden kann. Im Fall des Wildtyp-Proteins GrdB ist hinsichtlich einer Cystein-
Suppression keine Aussage moglich, da die Masse eines anderen Peptid-Fragments (Masse m/z
[M+H]=2334,48, s. Anhang A2) mit der kalkulierten Masse des Cystein-haltigen Peptids (Masse m/z
[M+H]=2335,11) korrelierte.

Die Mutation von Cysteinsse zu Alanin flihrte zur Verdnderung von zwei Basenpaarungen im Bereich
des apikalen Loops der SECIS-Struktur, die nach (GURSINSKY, 2002) ebenfalls die Verminderung
des Einbaus von Selenocystein zur Folge haben. Fiir die SECIS-Struktur im fdhF-Gen aus E. coli
konnte gezeigt werden, dall Verdnderungen des dritten oder vierten Nukleotids vor dem apikalen Loop
zum vollstdndigen Verlust der Selenocystein-Inkorporation in das Genprodukt fithrte (LIU, et al,
1998). Entsprechend dieser Aussagen war fiir GrdBC356A durch Massenspektroskopie kein
Selenocystein-haltiges Peptid detektierbar. Es fehlte jedoch das erwartete Tryptophan-haltige Peptid,
was in Bezug auf das Vorhandensein einer intakten Polypeptidkette unwahrscheinlich erscheint.
Moglich wére auch hier, das die Suppression durch Cystein erfolgte, jedoch bestand in diesem Fall das
gleiche Problem der Detektion diese Peptids wie fiir die andere GrdB-Variante (s. Anhang A4). Eine
Quantifizierung des Selenocysteingehaltes ist {iber die hier angewendete Methode, besonders im
Hinblick auf die nur relativ bestimmten Proteinkonzentrationen (s. 3.5.3.) nicht moglich. Da jedoch,
wie bereits erwéhnt, bei der GrdBC353 A-Mutante offenbar von einem vollstindigen Selenocystein-
Einbau ausgegangen werden kann, 148t der fiir dieses Protein beobachtete Aktivititsverlust im
Vergleich zum Wildtyp-Protein auf eine Beteiligung des Cysteins an Position 353 an der Peroxidase-
Aktivitét schlieBen. Eine Aussage in Bezug auf Cystein an Position 356 kann unter den gegebenen

Umsténden nicht gemacht werden.

Die von WAGNER, 1997 vorgeschlagenen Funktionen der beiden Cysteine beziehen einen
redoxvermittelten Aktivierungs/Inaktivierungs-Prozef3 des Selenocysteins ein (s.
Abb. 37). In Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse kann eine mdgliche

Schutzfunktion der Cysteine vor oxidativer Inaktivierung des Selenocysteins postuliert werden.
Selenocysteine sind im allgemeinen sehr sauerstoffempfindlich und oxidieren schnell irreversibel zur
selenigen-Sédure. Die Ausbildung dieser Verbindung fiihrt dabei zum Verlust der enzymatischen
Aktivitit dieser Proteine. Die in vorangegangenen Arbeiten beobachtete Sauerstoffempfindlichkeit der
NADPH-abhingigen Peroxidreduktion im Rohextrakt von E. acidaminophilum unter aeroben
Bedingungen, in Abwesenheit von DTT (PARTHER, 1998), sowie der relativ schnelle
Aktivititsverlust der Glycin-Reduktase-Aktivitit von Protein B (WAGNER, 1997) sprechen fiir eine

oxidative Inaktivierung dieses Proteins.

Abb 37 zeigt einen moglichen Reaktionsmechanismus von GrdB in Anlehnung an den fiir Sauger-
Thioredoxin-Reduktase = und  Glutathion-Peroxidase = formulierten = Reaktionsverlauf  der
Peroxidreduktion (ZHONG, et al., 2000a; EPP, ef al., 1983). Zu Beginn des Reaktionszyklus liegen

das Selenocystein sowie die beiden benachbarten Cysteine im reduzierten Zustand vor (Dabei ist zu
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beachten, da3 die Angaben fiir die Beteiligung von Css¢ rein spekulativ sind). Anschlieend erfolgt die
Oxidation der Selenol-Gruppe zur selenenigen Séure durch das Peroxid. Nach Wasserabspaltung
entsteht moglicherweise ein gemischtes Selenyl-Sulfid und nachfolgend eine Disulfidbriicke zwischen

C;3s53 und Cssg, die durch DTT reduziert wird.

A
SH SH
N —= [ ]
—
-
See  SH +2[H] Se S
B —
350 — Se -, R-OOH R-OH ;5 |—se—oH
353—SH H+B_ 353 }— S H B~
356 — SH 356 |— SH
s
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DTT
; SH 1,0
‘ SH
350f—Se .. 350 F— |Se
wb—s R 33—S H'B
3s6—S 356 S_

Abb. 37: Vereinfachter postulierter Reaktionsmechanismus der DTT-abhéingigen Peroxidase-Aktivitit
von GrdB

A: Der von WAGNER, 1997 vorgeschlagene redoxaktive Aktivierungs/Inaktivierungs-Prozef3 des Seleno-
cysteins durch die benachbarten Cysteine.

B: Postulierter Reaktionsmechanismus der Peroxidreduktion durch GrdB und Involvierung der Cysteine in den
Schutz des Selenocysteins vor oxidativer Inaktivierung. B : Base.

Die Frage nach der Art des nativen Elektronendonors konnte bislang nicht gekldrt werden. Im
Hinblick auf den hier fomulierten mdglichen Reaktionsmechanismus liee das Vorliegen einer
Disulfid-Briicke die Beteiligung einer Komponente vermuten, die ein redoxaktives Motiv (—-CxxC-)
dhnlich dem der Thioredoxine und Thioredoxin-Reduktasen (HOLMGREN & BJORNSTEDT, 1995)
enthdlt. Die aus E. acidaminophilum bekannten Proteine, die ein solches Motiv aufweisen, sind die
substratspezifischen Proteine B der Glycin-, Sarkosin- und Betain-Reduktase (—UxxCxxC-)
(LUBBERS & ANDREESEN, 1993; WAGNER, et al, 1999; SONNTAG, 1998), Protein A
(-CxxU-) (KREIMER & ANDREESEN, 1995), Thioredoxin (—CxxC-), Thioredoxin-Reduktase
(-CxxC-) (LUBBERS, 1993) und PrpU (-CxxU-) (LECHEL, 1999). Unter Einbeziehung der vier
letztgenannten Proteine in unterschiedlichen Kombinationen konnte jedoch die NADPH-abhingige

Peroxidreduktion von Protein B nicht komplementiert werden. Untersuchungen mit verschiedenen
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Thiol-haltigen niedermolekularen Elektronendonatoren deuteten auf einen Di-Thiol-Charakter des
natiirlichen Elektronendonors hin, da fiir DTT und DTE im Vergleich die hochsten Enzymaktivititen
erhalten wurden. Dabei scheint die Stereochemie des Molekiils eine Rolle zu spielen, da mit DTE, der
meso-Form des DTT, im Gegensatz zu diesem eine deutlich geringere Aktivitét verzeichnet wurde.
Bei dem nativen Elektronendonor kdnnte es sich demnach um ein bislang unbekanntes redoxaktives
Protein handeln, moglich wére jedoch auch ein niedermolekulares redoxaktives Bio-Thiol,
vergleichbar mit Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin), Trypanothion (T(SH),, N', N°-
bis(glutathionyl)spermidin) (FAIRLAMB, 1985) oder Mycothiol (Ip-myo-inositol 2-(N-
acetylcysteinyl)amido-2 deoxy-a-D-gluco-pyranosid) (NEWTON, et al., 1996; NEWTON & FAHEY,
2002). Fiir das Vorkommen von besonderen Bio-Thiolen in E. acidaminophilum liegen bereits
Hinweise vor, liber die Art und die Struktur dieser putativen Verbindungen ist jedoch bislang noch

nichts bekannt (D. GROBE, personliche Mitteilung).

Anhand des postulierten Reaktionsmechanismus konnte auch der relativ geringe Aktivititsverlust von
GrdBC353A (-UxxAxxC-) im Vergleich zum Wildtyp-Protein erkliart werden. So konnte unter
Einbeziehung einer weiteren, als Protonendonor fungierenden Aminoséure die Wasserabspaltung zu
der Ausbildung einer Se;so—S;se-Briicke fiihren, die direkt von dem externen Elektronendonor
reduziert wird. Uberraschend war, da8 fiir GrdBC356A ebenfalls eine Enzymaktivitit nachgewiesen
werden konnte, die mit der fiir GrdBC353A erhaltenen vergleichbar war. Im Hinblick auf das fehlende
Selenocystein und die Mutation des zweiten Cysteins zu Alanin wére ein vollstandiger
Aktivititsverlust dieses Proteins zu erwarten gewesen. Erkldrbar wére dieser Aspekt allerdings durch
die vermutete, jedoch noch nicht bewiesene Suppression des UGA-Codons durch ein Cystein.
Demnach wiirde das Sequenzmotiv —CxxCxxA— lauten, wobei eine, GrdBC353A entsprechende

Reaktion erfolgen konnte.

4.2.3. Charakterisierung der Peroxidase-Aktivitit von Protein B

Protein B besitzt eine geringfiigig hohere Spezifitit gegeniiber den organischen Peroxiden
t-Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxid, was sich in dem 3fach hoheren K, -Wert fiir H,O,
duBert. Der entsprechende K,-Wert fiir Sduger-Thioredoxin-Reduktase (ZHONG & HOLMGREN,
2000b) belduft sich mit 2,5 mM dabei auf etwa das 10fache des flir Protein B erhaltenen, was auf eine
effiziente Funktion von Protein B als Peroxidase deutet. Dafiir sprechen auch die mit Cystein-haltigen
Peroxiredoxinen vergleichbaren spezifischen Enzymaktivititen dieses Proteins. Diese sind jedoch
erheblich niedriger als die der Selen-haltigen Glutathion-Peroxidasen (Gpx 4: MAIORINI, et al.,
1995). Bei den biochemischen Vergleichen von Protein B mit anderen Enzymen ist zu beachten, daf3
die hier erhaltene Daten im Gegensatz zu den anderen Proteinen stets unter Anwendung eines
artifiziellen Elektronendonors ermittelt wurden und damit nicht die Verhéltnisse unter nativen

Bedingungen widerspiegeln. Der Umsatz von H,O, durch Protein B erkldrt ebenfalls die Fahigkeit
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dieses Proteins, die Glutamin-Synthetase vor der DTT/Fe’"/O,-vermittelten Inaktivierung zu schiitzen
(vgl. 4.1.). Im Gegensatz zu den oben genannten Peroxiden war Protein B nicht in der Lage,
Linolsaurehydroperoxid umzusetzten, was moglicherweise mit der GroBe des Substrates und der damit
verbundenen Unzuginglichkeit fiir das aktive Zentrum zusammenhéngt. Auch eine Peroxinitrit-
Reduktase-Aktivitit konnte fiir Protein B nicht nachgewiesen werden. Peroxinitrit gehdrt zu den
reaktivsten chemischen Verbindungen (KOPPENOL, et al., 1992; HUGHES, 1999) und fiihrt zur
Oxidation bzw. Nitrierung von biologischen Makromolekiilen (LIPTON, et al, 1993). Eine
Umsetzung von Peroxinitrit durch Protein B wire im Hinblick auf die Substratgréfe theoretisch
moglich. Vermutlich wird jedoch das Protein durch diese hochreaktive Spezies inaktiviert. Der
optimale pH-Wert fiir die Peroxidase-Aktivitit von Protein B wurde bei ca. 8,0 bestimmt und ist somit
vergleichbar mit dem fiir Glutathion-Peroxidase (Gpx 4: MAIORINI, et al., 1995) und fiir das Seleno-
Peroxiredoxins aus E. acidaminophilum (s. 3.7.2.5.1.). Er wich jedoch geringfiigig von dem fiir die
DTT-abhéngige Glycin-Reduktase erhaltenen pH-Optimum von 7,0 (MEYER, 1993) ab. Im
Gegensatz dazu wich das Temperaturoptimum von 35°C fiir die Peroxidase-Aktivitdt von der fiir die
Glycin-Reduktase-Aktivitit von Protein B ermittelten 40°C (MEYER, 1993) ab, korrelierte jedoch mit
der optimalen Wachstumstemperatur von E. acidaminophilum von 34°C (ZINDEL, et al., 1988). Die
anhand der Temperaturkurve berechnete Aktivierungsenergie von ca. 200 kJ/mol lag dabei um das

Sfache hoher als die des Seleno-Peroxiredoxins.

4.3. Die Funktion von GrdE

Wie bereits erwihnt, wird das substratspezifische Protein Bgy.in der Glycin-Reduktase aus der 47 kDa
Untereinheit GrdB und den aus dem Proprotein GrdE hervorgehenden 25 und 22 kDa Untereinheiten
gebildet. Gleiches gilt fiir das Sarkosin-spezifische Protein Bgukosin, Welches sich aus GrdF und dem
prozessierten GrdE-analogen Protein GrdG zusammensetzt. Ein den Proteinen GrdB und GrdF
entsprechendes Protein existiert auch als Untereinheit des Proteins Bgewin (GrdH). Das ebenfalls
vorhandene GrdE und GrdG-Homologe (Grdl) liegt in diesem Fall jedoch ungespalten vor (MEYER,
1993; WAGNER, 1997). Die Proteine GrdB, GrdF und GrdH verfiigen iiber eine Carbonylgruppe, an
der im Fall von GrdB und GrdF die Substratbindung iiber eine Schiff’sche Base postuliert wird
(MEYER, 1993; WAGNER, 1997). Fiir die aus der Spaltung hervorgegangenen 22 kDa
Untereinheiten von GrdE und GrdG konnte eine N-terminal lokalisierte Carbonylgruppe (postuliert
wurde eine durch cysteinolytische Spaltung des Proproteins gebildete Pyruvyl-Gruppe) nachgewiesen
werden, die offensichtlich nicht an der Bindung des jeweiligen Substrates beteiligt ist (WAGNER,
1997). Im Fall der Betain-spezifischen Untereinheit Grdl konnte keine Spaltung und somit keine
Carbonyl-Funktion nachgewiesen werden. Hinsichtlich dieser hier aufgefiihrten Aspekte stellt sich die
Frage nach der Funktion der Proproteine GrdE und GrdG sowie des Proteins Grdl.
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Durch (REUTER, 2000) wurde bereits beschrieben, da3 die rekombinanten Strep-tagll-Fusionen der
47 kDa Untereinheit GrdB (GrdBU350C) iiber Affinitdtschromatographie an Streptactin-Sepharose
nicht homogen erhalten werden konnten. Demnach waren stets unabhingig von der Position, an
welcher der Strep-fagll fusioniert war, zwei weitere Proteine vorhanden, die sich jedoch kaum in
ihrem Molekulargewicht unterschieden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieses auch fiir die
Selenocystein-haltigen rekombinanten N-terminal fusionierten Proteine GrdB (Wildtyp) und
GrdBC353A, sowie fiir das Protein GrdBC356A (enthielt kein Selenocystein) beobachtet. Im SDS-Gel
konnte jedoch im Gegensatz zu REUTER, 2000 nur eine zusétzliche Bande bei 22 kDa detektiert
werden. Dieses galt ebenfalls fiir das C-terminal fusionierte GrdBU350C, die GroBe des Fragmentes
betrug hier ca. 30 kDa. Zur Bestitigung der bereits ermittelten Spaltstelle (REUTER, 2000) wurden
von dem 30 kDa GrdBU350C-Fragment der C-terminalen Strep-tagll-Fusion die ersten 5
Aminosduren der N-Termini bestimmt. Dabei konnten zwei Signale detektiert werden, die auf Protein-
Fragmente mit einem berechneten Molekulargewicht von 28,2 und 27,4 kDa zuriickzufiihren waren.
Demnach kann auch hier vom Vorliegen zweier Spaltprodukte ausgegangen werden, die sich
hinsichtlich ihrer molekularen Masse nur geringfiigig unterschieden, was im Einklang mit der von
(REUTER, 2000) gemachten Beobachtung stand. Die Sequenz der N-Termini wich jedoch von den
durch (REUTER, 2000) ermittelten geringfiigig ab (s. Tab. 14). Mogliche Ursachen fiir die Entstehung
dieser GrdB-Fragmente sind bereits durch (REUTER, 2000) ausfiihrlich diskutiert worden. Nach
(REUTER, 2000) konnte demzufolge die Entstehung des 28 kDa-Fragmentes auf das Vorhandensein
eines internen Translationsstartes zuriickzufiihren sein. Eine weitere Moglichkeit zur Bildung der 28
und 29 kDa-Fragmente besteht in der Spaltung von GrdB durch eine Endoprotease. Eine
autokatalytische Fragmentierung des Proteins wird von (REUTER, 2000) jedoch ausgeschlossen. Die
in dieser Arbeit ermittelten Fragmente von 27 und 28 kDa koénnen nicht von dem Vorhandensein eines
internen Translationsstartes abgeleitet werden, da keine fiir diesen Vorgang notwendigen Strukturen
der DNA-Sequenz (Startcodon, bzw. Ribosomenbindestelle) vorhanden waren. Vielmehr wiirde eine
spezifische proteolytischen Spaltung von GrdBU350C durch Endoproteasen, wie es durch (REUTER,
2000) bereits postuliert wurde, in Frage kommen. Fiir diese Theorie sprechen die unterschiedlichen N-
Termini der erhaltenen Spaltprodukte. Der in dieser Arbeit als Expressionsstamm verwendete E. coli
XL1-Blue-MRF’ weist andere Endoproteasen auf, als der von REUTER, 2000 genutzten E. coli BL21
(Produktinformation der Fa. Stratagene, Heidelberg), wodurch eine abweichende Spezifitit der

Protein-Spaltung moglich wire.

Im Zusammenhang mit der Anreicherung von Protein Bgiy.in wurden zwei Proteine der Groé3en 30 und
36 kDa beobachtet, deren N-terminale Aminosduresequenzen zum N-Terminus der 47 kDa-
Untereinheit von Protein B korrespondierten und auf dessen Spaltung zuriickgefiihrt wurden
(WAGNER, 1997). Proteine dieser GroBe traten auch bei der Reinigung der rekombinanten GrdB-
Varianten auf (s. 3.5.2.). Da GrdB in diesem Fall N-terminal mit dem Strep-tagll fusioniert war,
konnten diese Fragmente den von WAGNER, 1997 beobachteten Spaltprodukten entsprechen. Laut
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WAGNER, 1997 existierte weiterhin ein mit "*Se-markiertes 30 kDa Protein, welches sich aufgrund
des Selenocysteins an Position 350 nicht vom N-Terminus der 47 kDa Untereinheit ableiten lie. Nach
(REUTER, 2000) konnte dieses Fragment einem der rekombinanten GrdB-Fragmente mit C-

terminalen Strep-tagll entsprechen.

Der Gehalt der Spaltprodukte, die bei der Anreicherung von Protein Bgy.in beobachtet wurden, war im
Vergleich zu dem 22 kDa-Fragment der rekombinanten GrdB-Varianten gering, so daf} eine
stabilisierende und schiitzende Funktion des prozessierten GrdE-Proteins vermutet wurde. Um einen
entsprechenden Einflul nachzuweisen, wurde das Gen grdE sowie die Gen-Fragmente grdE25 und
grdE22, die fir die entsprechenden Prozessierungsprodukte codierten, jeweils als
Transkriptionseinheit mit grdB (Translationsprodukt: GrdBU350C) kloniert und simultan exprimiert.
Nach 3stiindiger Expression konnten im Rohextrakt jeweils zusitzliche Proteine der GroBe 46 kDa
(grdE), 25 kDa (grdE25) und 22 kDa (grdE22) detektiert werden, die in etwa den jeweiligen Grof3en
der GrdE-Varianten entsprachen. Nach Reinigung der Translationsprodukte an Streptactin-Sepharose
(s. 3.6.), konnte in allen drei Fillen eine Hauptbande bei 47 kDa, die zu dem intakten GrdBU350C
korrespondierte, erhalten werden. Die Probe bei der Gesamt-grdE simultan mit grdB exprimiert
wurden, enthielt zusdtzlich ein Protein der GroBe 46 kDa, welches dem unprozessierten GrdE
entsprach. Neben zum Teil erheblichen Verunreinigungen konnten jedoch in keiner der drei
untersuchten Proben zusétzliche Proteinbanden detektiert werden, die auf eine definierte Spaltung von
GrdBU350C  zuriickzufiihren waren. Diese Beobachtung bestétigte die Vermutung einer
stabilisierenden Funktion von GrdE. Der Schutz vor der Spaltung des GrdBU350C-Proteins schien
dabei in erster Linie auf einer nicht-kovalenten Bindung von GrdE an GrdB zu beruhen, die
vermutlich die Zugénglichkeit einer Endoprotease verhinderte. Die Affinitit dieser Bindung schien
dabei fiir Gesamt-GrdE, sowie fiir das nativ prozessierte GrdE hoher zu sein, als fiir die Fragmente
GrdE25 und GrdE22, da diese Proteine nicht zusammen mit GrdBU350C an Streptactin-Sepahrose co-

eluierten. Fiir GrdE wire daher in diesem Zusammenhang eine Chaperon-ahnliche Aktivitit denkbar.

Chaperone verhindern in erster Linie die Bildung von unldslichen intra- und intermolekularen
Proteinaggregaten, indem sie ungefaltetes bzw. partiell gefaltetes Protein stabilisieren. Gut untersuchte
Beispiele fiir bakterielle cytoplasmatische Chaperone sind das GroEL/S-System, das DnaK/JGrpE-
System, Hsp90 und Hsp33 (JAKOB, et al, 1999) aus E. coli. Weitere Beispiele sind die
prokaryotischen periplasmatisch lokalisierten Dsb-Proteine (disulphide bond), die in die korrekte
Ausbildung der Disulfid-Bindungen in Proteinen involviert sind (BARDWELL, et al, 1991;
KAMITANLI, et al., 1992). Das zu dieser Familie gehdrende DsbA besitzt korrespondierend zu einer
Vielzahl von Oxidoreduktasen zwei aktive Cystein-Reste im katalytischen Zentrum (RAINA &
MISSIAKAS, 1997), die im oxidierten Zustand schnell mit dem zu faltenden Protein unter Ausbildung
einer korrekten Disulfid-Bindung reagieren (COLLET, 2002). Neben diesem existieren weitere Dsb-

Proteine (DsbC und DsbG), die die Disulfid-Isomerisation in Proteinen, die multiplen S—S-Bindungen
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ausbilden, katalysieren (ZAPUN, et al., 1993; BADER, et al., 2000; BESSETTE, et al., 1999; SHAO,
et al., 2000). Die Aminosdure-Sequenzen der Proteine GrdE, GrdG und Grdl aus E. acidaminophilum
(SONNTAG, 1998) weisen keine Ahnlichkeiten zu molekularen Chaperonen auf, so daB eine Funktion
der GrdE-homologen Proteine hinsichtlich einer ‘klassischen’ Chaperon-Aktivitit ausgeschlossen
werden kann. Gegen eine allgemeine Funktion als Chaperon spricht auch in diesem Zusammenhang,
dal3 das gereinigte intakte GrdBU350C keine enzymatische Aktivitét als Peroxidase aufwies (s. 3.6.2.).
Ebenso konnten diese Proteine nicht mit 2-'*C-Glycin (s. 3.6.3.) markiert werden, was auf das Fehlen
einer aktiven Carbonylgruppe zuriickzufithren war. Diese Verbindung scheint sehr empfindlich zu
sein, da die Bindung von 2-'"C-Glycin an GrdB nur im Rohextrakt und nach dem ersten
Anreicherungsschritt von Protein B an Q-Sepharose beobachtet werden konnte (J. Jager, personliche
Mitteilung). Daher ist eine Inaktivierung einer moglicherweise vorhandenen Carbonylgruppe in
rekombinanten GrdB-Proteinen nicht auszuschlieBen. Moglich wire jedoch auch, dal ein
Zusammenhang zwischen der aktiven Carbonylgruppe der 22 kDa Untereinheit des nativ prozessierten

GrdE und der Ausbildung einer entsprechenden Struktur in der 47 kDa Untereinheit GrdB besteht.

Aus der Deblockierungsreaktion mit oPDA, sowie aus der positiven Reaktion mit Fluorescein-
Thiosemicarbazid (FTSC) ergab sich ein Hinweis auf das Vorliegen einer reaktiven Carbonylgruppe
am N-Terminus der 22 kDa Untereinheit von Protein Bgiycin und Protein Bgaiosin (WAGNER, 1997).
Auf Grund der hohen Reaktivitidt wurde ein Pyruvylgruppe postuliert (WAGNER, 1997), die durch
Cysteinolyse in Anlehnung an die Entstehung von N-terminalen Pyruvylgruppen in Decarboxylasen
(Serinolyse) (van POELJE & SNELL, 1990; HACKERT & PEGG, 1998), gebildet werden konnte
(SONNTAG, 1998; WAGNER, 1997). Die Aminoséure-Sequenz der putativen Spaltstelle ist in den
Proproteinen GrdE und GrdG aus E. acidaminophilum (SONNTAG, 1998) sowie dem GrdE aus C.
sticklandii (GRANTZDORFFER, 1997) mit dem Motiv ~SGNCV- hoch konserviert. Fiir die
Sulthydrylgruppe des gezeigten Cysteins wird dabei ein nukleophiler Angriff am C-Atom einer
Carbonylgruppe der Peptidbindung unter Bildung eines Thioesters postuliert. Die -Eliminierung des
Thioesters wiirde dabei zur Entstehung eines Dehydroalanins fiihren, das zur Pyruvylgruppe
hydrolysieren kann (SONNTAG, 1998). Der Nachweis einer entsprechenden autokatalytischen
Spaltung gelang fiir rekombinantes His-tag fusioniertes GrdE aus E. acidaminophilum auch unter
Zusatz von katalytischen Mengen an Rohextrakt nicht (SONNTAG, 1998). Eine erfolgreiche
Prozessierung von rekombinanten GrdE aus C. sticklandii erfolgte nur unter unphysiologischen
Bedingungen unter Einsatz von 200 mM NaBH,. Auflerdem konnte fiir dieses Protein gezeigt werden,
daB die Spaltung N-terminal eines Cysteins erfolgt, was die Theorie einer Prozessierung durch

Cysteinolyse unterstiitzte (BEDNARSK], et al., 2001).

Uber die Entstehung einer Carbonylgruppen im der 47 kDa Untereinheit GrdB wurden bereits
verschiedene Theorien diskutiert. Demnach wurde von REUTER, 2000 die Bildung einer

Carbonylgruppe durch posttranslationale Modifikation eines Peptidylarginins vorgeschlagen. Ein
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dafiir in Frage kommender Aminosédure-Rest stellt ein in GrdB-homologen Proteinen konserviertes
Arginin an Position 355 dar, dessen Modifikation hinsichtlich seiner Nédhe zum katalytisch aktiven
Selenocystein an Position 350 sinnvoll erscheint (s. Abb. 38). Von REUTER, 2000 wurde das
Vorhandensein einer Peptidylarginin-Deiminase (PAD) in E. acidaminophilum postuliert, die die
Umwandlung von Arginin zu Citrullin katalysiert. Beispiele fiir bakterielle PAD’s sind jedoch bislang

nicht bekannt.

GrdB1 Ea GVDAVILTSTUGTCTRCGASM 360

GrdF Ea GVGAVILTSTUGTCTRCGATM 360
GrdH _Ea GVDGVIMTSTUGTCTRCGATM 359
GrdB_Cl GVDAVILTSTUGTCTRCGATM 360
GrdB Cs KVDAVILTSTUGTCTRCGATM 360

* Xk KAk kkkAkKhkkkkk X

Abb. 38: Sequenzvergleich verschiedener GrdB-homologer Proteine (Ausschnitt)

GrdB1_Ea: 47 kDa-Untereinheit von Protein Bgiyein aus E. acidaminophilum (SONNTAG, 1998); GrdF_Ea:
47 kDa-Untereinheit von Protein Bgyuyosin aus E. acidaminophilum (SONNTAG, 1998), GrdH_Ea 45 kDa-
Untereinheit von Protein Bpi, aus E. acidaminophilum (SONNTAG, 1998); GrdB_Cl bzw. GrdB_Cs: 47 kDa-
Untereinheit von Protein Bgyin aus C. litorale (KREIMER & ANDREESEN, 1995) bzw. C. sticklandii
(GRANTZDORFFER, 1997). Identische Aminoséuren sind durch einen Stern gekennzeichnet. Die Aminosiuren
Ussg, Css3 und Cjs6 des —UxxCxxC-Motives sind fett hervorgehoben. Ein fiir eine Modifizierung postulierter
Argininrest ist rot gekennzeichnet.

Im Hinblick auf den Reaktionsmechanismus von Pyruvyl-haltigen Enzymen wire eine Beteiligung der
22 kDa Untereinheit an einer entsprechenden Deiminierungsreaktion moglich. Bei Pyruvyl-haltigen
Enzymen handelt es sich meist um Decarboxylasen, z. B. fiir Histidin, S-Adenosylmethionin,
Phosphatidylserin, Aspartat und Arginin (van POELJE & SNELL, 1990; HACKERT & PEGG, 1998;
GRAHAM, et al., 2002). Der Decarboxylierungsproze3 umfallt vier Schritte: Bildung einer
Schiff’schen Base durch den nukleophilen Angriff der Carbonylgruppe auf eine Aminogruppe;
Abspaltung von CO,; Abspaltung eines Protons und Hydrolyse der Schiff’schen Base. Die
Reprotonierung des a-Kohlenstoffs des Co-Faktors fiihrt dabei zur Decarboxylierungs-abhingigen
Transaminierung (HACKERT & PEGG, 1998). In Anlehnung an diesen Mechanismus kann eine
theoretische Katalyse der Arginin-Deiminierung durch die 22 kDa Untereinheit formuliert werden.
Durch die N-terminale Pyruvylgruppe des prozessierten GrdE-Proteins konnte ein nukleophiler
Angriff auf die Aminogruppe des Arginins unter Ausbildung einer Schiff’schen Base erfolgen. Eine
Protonierung des a—Kohlenstoffs der Carbonylgruppe der 22 kDa Untereinheit konnte anschlieBend

die Transaminierung des Arginins bewirken (s. Abb. 39).
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Abb. 39: Maégliche Entstehung einer Carbonylgruppe in GrdB durch die Deiminierung eines
Argininrestes durch die Katalyse einer Carbonylgruppe der 22 kDa Untereinheit von Protein B
Die durch die Katalyse entstandenen Ureido-Gruppe ist rot eingerahmt.

Eine weitere von REUTER, 200 angedachte Theorie erlaubt die autokatalytische Imidazolon-Bildung,
die in Anlehnung an SCHWEDE, et al, 199 mit der Zyklisierung, Kondensierung und
Dehydratisierung einer Tripeptidsequenz innerhalb eines Proteins erfolgt. Dabei werden die
autokatalytisch ablaufenden Reaktionsschritte durch das N-Atom eines reaktiven Glycins eingeleitet,
welches sich im C-terminalen Teil des Tripeptids befindet. Der Angriff erfolgt auf das Carbonyl-C-
Atom der Peptidbindung, welches sich von der Aminoséure im N-terminalen Bereich des Tripeptids
ableitet. Entsprechende Mechanismen sind beispielsweise fir die Histidin-Ammonium Lyase aus
Pseudomonas putida (SCHWEDE, et al., 1999), sowie fiir die Ausbildung der fluorophoren Gruppe
des griin fluoreszierenden Proteins (CODY, et al., 1993; MARTYNOV, et al., 2001) beschrieben
worden. Fiir eine mogliche Zyklisierung innerhalb von GrdB wiirde das, in direkter Nachbarschaft des
Selenocystein lokalisierte, hochkonservierte Tripeptid —T547S345T349— in Frage kommen (s. Abb. 38).
An der Carbonylgruppe des daraus entstandenen 4-Hydroxyethyl-imidazol-5-on wire die Bindung von
Glycin bzw. Sarkosin unter Ausbildung einer Schiff’schen Base mdglich (s. Abb. 40). Die
Ubertragung des Carboxymethylrestes konnten anschlieBend auf das direkt benachbarte Selenocystein

erfolgen.
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Abb. 40: Mogliche autokatalytische Bildung einer Carbonylgruppe als Bestandteil eines Imidazolons in
GrdB.
Die gebildete Carbonylgruppe ist rot eingerahmt. R entspricht dem links mit grau gekennzeichneten Rest.

Fiir einen rein autokatalytischen Mechanismus spricht das Vorliegen einer Carbonylgruppe in dem
Betain-spezifischen GrdH, da das entsprechende GrdE-Homologe Grdl unprozessiert vorliegt und
durch FTSC nicht markiert werden konnte (WAGNER, 1997). Es bleibt jedoch fraglich, warum GrdH
eventuell eine Carbonylgruppe besitzt, da die Hemmversuche mit Hydroxylamin (MEYER, 1993) die
Beteiligung einer solchen Gruppe an der Betain-Reduktion, im Unterschied zu Protein Bgiycin und
Protein Bsakosin, ausschlieBen. Denkbar wire in diesem Zusammenhang, dal die putative
Carbonylgruppe in GrdH nicht mit der fiir die Substratbindung essentielle Verbindung in GrdB und
GrdF identisch ist. Der hier postulierte autokatalytische Mechanismus zur Ausbildung einer Substrat-
bindenden Carbonylgruppe wére jedoch fiir alle drei Proteine gleich, da der dafiir vorgeschlagenen
Sequenzbereich in GrdB, GrdF und GrdH hochkonserviert ist. Denkbar wére jedoch ein aktivierender
EinfluB3 von prozessiertem GrdE bzw. GrdG auf die autokatalytische Bildung der Carbonylgruppe. Im

Gegensatz dazu konnte unprozessiertes Grdl einen entsprechenden Mechanismus in GrdH verhindern.

Ein weiteres Beispiel einer katalytisch aktiven Carbonylverbindung in Proteinen stellt das o-
Formylglycin dar. Eine solche Struktur konnte bislang nur in Arylsulfatasen nachgewiesen werden, die
die Hydrolisierung von Kohlenwasserstoffen und nicht-aromatischen Sulfatestern katalysieren
(SELMER, 2002). Ein in diesen Proteinen konserviertes Motiv mit —C/SxPxRxxxx(T)G— umfal3t
einen Cystein /bzw. Serin-Rest, der posttranslational zu einem oa-Formylglycin-Rest umgewandelt
wird (SCMIDT, et al., 1995; SELMER, 2002). Uber die Bildung dieser Gruppe aus Cystein ist bislang
nur wenig bekannt. Diskutiert wird zum einen die direkte Oxidation der Thiolgruppe zum Thioaldehyd
(in wéBriger Losung Thioaldehydhydrat). Die spontane Freisetzung von H,S wiirde anschlieend zur
Bildung von a-Formylglycin fiihren. Zum anderen wére eine Spaltung des Cysteins durch eine
spezifische Oxidase/Hydrolase denkbar (SELMER, 2002). Fiir die Bildung des a-Formylglycin aus
Serin ist ein zusidtzliches Protein (AtsB) notwendig, welches zu der Superfamilie der S-
Adenosylmethionin (SAM)-abhéngigen Radikal-generierenden Proteine gehort (SOFIA, et al., 2001).
AtsB oxidiert das Serin unter Bildung eines Oxyradikals, die anschlieBende Abstrahierung eines H-

Atoms konnte zum a-Formylglycin fithren (SELMER, 2002).
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In dem, das Selenocystein umfassende, hochkonservierte Sequenzmotiv der GrdB-homologen Proteine
finden sich ein Serin-Rest (Position 348 bzw. 347, s. Abb. 38), sowie zwei Cystein-Reste (Position
353 und 356), die fiir eine Umwandlung in einen a-Formylglycin-Rest prinzipiell in Frage kommen
konnten (s. Abb. 38, ). Im Hinblick auf die Cysteine wurde bereits im vorrangegangenen Kapitel eine
Schutzfunktion im Zusammenhang mit der oxidativen Inaktivierung des Selenocysteins diskutiert
(vgl. 4.2.2). Die Umwandlung des Serin-Restes wiirde wie bei Arylsulfatsen vermutlich eine weitere
Proteinkomponente erforderlich machen und kdnnte daher spezisch nur bei GrdB und GrdF erfolgen.
Eine Beteiligung der prozessierten GrdE-Fragmente an einer solchen Modifikation ist jedoch
unwahrscheinlich, da keinerlei Ahnlichkeit dieses Proteins zu dem bereits erwihnten AtsB-Proteinen
besteht. Das Fehlen eines unbekannten fiir eine Prozessierung notwendigen Faktors kénnte jedoch die
Ergebnisse hinsichtlich der 2-'*C-Glycin-Markierung von GrdB erkldren. Diese erfolgte nur im

Rohextrakt und nicht an den mit GrdE bzw. GrdE-Fragmenten simultan iiberexprimiertem Protein.

}'IﬁwaiNl

OH H ¥ oH H

Abb. 41: Putatives o-Formylglycins an Position 348 bzw. 347 der GrdB-homologen Proteine
Die Carbonylgruppe ist rot eingerahmt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal GrdE einen stabilisierenden und schiitzenden Einfluf3 auf
GrdB ausiibt. Die Ausbildung katalytisch inaktiver GrdE-Varianten (keine Carbonylgruppe) ist dabei
moglicherweise fiir den Verlust der Peroxidase-Aktivitit von GrdBU350C (simultane Uberexpression
von GrdBU350C und GrdE-Varianten, s. 3.6.2.) verantwortlich. Moglicherweise kommt es durch die
Bindung von inaktivem GrdE zur inkorrekten Faltung der GrdBU350C-Polypeptidkette und damit zur
verminderten Zugénglichkeit des katalytischen Cysteins. Im Hinblick auf das native Protein B kann
dieses jedoch als einen ersten Hinweis auf eine Chaperon-Aktivitit des nativ prozessierten GrdE-
Proteins gedeutet werden, die moglicherweise im Zusammenhang mit der Ausbildung einer flir die
Substratbindung essentiellen Carbonylverbindung steht. Beweise liegen jedoch fiir diese Theorie
bislang nicht vor. Erste Schritte zur Klérung dieses Aspektes wiirden dabei im Nachweis von
Carbonylgruppen in den rekombinanten GrdB-Proteinen mit FTSC liegen. Als Negativ-Kontrolle

wiirde sich die FTSC-Markierung mit Hydroxylamin behandeltem Protein anbieten.
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4.4. Das Seleno-Peroxiredoxin

4.4.1. Charakterisierung des prxU-Genproduktes

Aus E. acidaminophilum konnte das Gen eines Peroxiredoxins kloniert werden, dessen abgeleitete
N-terminale Aminoséuresequenz (M;VSVGKKAPDFEMAGFYKGE,() mit der von WAGNER, 199
ermittelten N-terminalen Sequenz eines 22 kDa Seleno-Proteins identisch war (PARTHER, 1998). Die
Charakterisierung des prxU-Genproduktes in der vorangegangenen Diplomarbeit erlaubte die
Einordnung dieses Proteins in die Familie der Peroxiredoxine (PARTHER, 1998). Da zum damaligen
Zeitpunkt die klonierte Genregion nur einzelstridngig sequenziert wurde, soll nun mit den im Rahmen
der vorliegenden Arbeit korrigierten Sequenzdaten eine erneute Charakterisierung des prxU-

Genproduktes erfolgen.

Peroxiredoxine wurden in allen Organismengruppen identifiziert und stellen eine phylogenetisch alte
Gruppe von Enzymen mit katalytischer Funktion innerhalb der Entgiftung von toxischen Peroxiden
dar (CHAE, et al., 1993; STORZ, et al., 1989; LIM, et al., 1993; PROSPER], et al., 1993). Sie sind in
der Lage, Alkylhydroperoxide, H,O, und Peroxinitrit unter Nutzung eines Thiol-haltigen
Elektronendonors, wie Thioredoxin, Glutaredoxin, Tryparedoxin oder NADH:Peroxiredoxin
Oxidoreduktasen zu H,O und dem entsprechenden Alkohol zu reduzieren (JACOBSON, ef al., 1989;
BRYK, et al., 2000; NOGOCEKE, et al., 1997; CHAE, et al., 1994, ROUHIER, ef al., 2001). Sie
enthalten keine Co-Faktoren wie z. B. Metall-Ionen oder Hamgruppen, ihre einzigen redoxaktiven
Reste sind Cysteine. Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, erfolgt die Einteilung dieser Proteine in
1-Cys-Peroxiredoxine (1-Cys-Prx) und 2-Cys-Peroxiredoxine, wobei innerhalb der letztgenannten
Gruppe nochmals zwischen typischen und atypischen 2-Cys-Peroxiredoxinen unterschieden wird
(WOQD, et al., 2003). Alle diese Proteine enthalten im N-terminalen Bereich der Polypeptidkette ein
Cystein, das essentiell fiir die enzymatische Aktivitét ist (CHAE, et al., 1993; JEONG, et al., 1999;
KONG, et al, 2000; HOFMANN, et al, 2002). Typische 2-Cys-Peroxiredoxine besitzen im
Gegensatz zu 1-Cys-Peroxiredoxinen einen zweiten, an der Katalyse beteiligten Cystein-Rest, der im
C-terminalen Abschnitt der Polypeptidkette lokalisiert ist. Beide Gruppen weisen untereinander hohe
Sequenz-Homologien auf (CHAE, ef al., 1993; JACOBSON, et al., 1989; WOOD, et al., 2003). Die
zu der Gruppe der atypische 2-Cys-Peroxiredoxine gehdrenden Bcp-homologen Proteine besitzen
ebenfalls zwei Cysteine, die sich beide im N-terminalen Bereich der Polypeptidkette in einem Abstand
von vier Aminosduren befinden und erforderlich fiir die Thioredoxin-abhingige Peroxidase-Aktivitit
sind (KONG, et al., 2000). Auch bei den Vertretern der Typ II-Prx ist das N-terminale Cystein
konserviert (vgl. Einleitung). Fiir bisher bekannte Proteine dieses Clusters existiert innerhalb der
Polypeptidkette ebenfalls ein zweites Cystein, dessen Position jedoch nicht mit dem entsprechenden
Cystein der 2-Cys-Peroxiredoxine bzw. Bep-homologen Proteine korrespondiert, fiir die enzymatische

Aktivitdt jedoch essentiell ist (JEONG, ef al, 1999). In Abb. 42 sind die, das katalytisch aktive,
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N-terminale Cystein umfassenden Sequenzmotive der verschieden Peroxiredoxin-Formen

vergleichend dargestellt.

typisches 2-Cys-Prx (AhpC_St) PADFTFVCPTELGDV 54
1-Cys-Prx (PrxVI_Hs) PRDETPVCITELGRA 54
atypisches 2-Cys-Prx (Bep Ec) PKAMTPGCTIRQACGL 52
Typll-Prx  (Typll Sc) PAAFSPTCIVSHIPG 69

Abb. 42: Vergleichende Darstellung des, das katalytisch essentiellen, N-terminalen Cystein umfassende
Sequenzmotiv der verschiedenen Peroxiredoxin-Formen.

Prx: Peroxiredoxin; AhpC _St: Alkylhydroperoxid-Reduktase Untereinheit C aus S. thyphimurium (STORZ, et
al., 1989), PrxVI_Hs: Peroxiredoxin VI aus Homo sapiens (KANG, et al., 1998); Bcp Ec: Bacterioferritin-
assoziiertes Protein aus E. coli (JEONG, et al., 2000); Typll Sc: Typll-Peroxiredoxin aus S. cerevisiae (JEONG,
et al., 1999). Die katalytisch aktiven Cysteine sind rot dargestellt, identische Aminosduren innerhalb der
Sequenzen sind grau unterlegt.

Das prxU-Gen aus E. acidaminophilum codiert fiir ein Protein mit einer Ldnge von 203 AS und einer
theoretischen molekularen Masse von 22,4 kDa (accession: EMBL CAB71140.1; SOHLING, et al.,
2001). In Tab. 20 sind mit dem Datenbank-Programm BLAST (ALTSCHUL, et al., 1997, www.
ncbi.nlm.nih.gov.) erhaltene Proteine mit signifkanter Homologie zu der AS-Sequenz des prxU-
Genprodukts zusammengefalit. Die hochsten Identititen wurden dabei mit 45,6 % fiir ein
Peroxiredoxin aus dem Nematoden A. suum, sowie mit 45,1% fir ein Prx-Protein aus dem
Cyanobakterium 7. elongatus mit 45,1% Identitdt erhalten. Desweiteren zeigten die jeweiligen PDX2-
Proteine aus M. musculus und H. sapiens ebenfalls hohe Homologien zum prxU-Genprodukt. Die
Ahnlichkeit zu verschiedenen bakteriellen Peroxiredoxinen war dagegen geringer. Eine #hnliche
Beobachtung wurde fiir das Peroxiredoxin Cp20 aus C. pasteurianum gemacht. Dieses Protein zeigte
hohere Homologien zu dem menschlichen Prx II mit 58% Identitdt als zu denen der meisten
Eubakterien (REYNOLDS, ef al., 2002). Auch das entsprechende Enzym aus dem humanpathogenen
Organismus C. difficile (die DNA-Sequenzdaten wurden der Veroffentlichung unter
www.sanger.ac.uk entnommen), der ebenso wie E. acidaminophilum in das Cluster XI der Clostridien
eingeordnet wird, wies nur eine vergleichsweise geringe Identitdt von 34,1 % gegeniiber PrxU auf.
Diese Angabe kann jedoch nur unter Vorbehalt diskutiert werden, da zum Zeitpunkt dieser
Untersuchungen (11.02.2003 bzw. 27.04.2003) das Genomprojekt von C. difficile noch nicht
vollstandig abgeschlossen war. Homologien zu PrxU zeigte der 5'-Bereich eines offenen Leserahmens
mit 2127 bp, der damit 1515 bp ldnger als das prxU-Gen aus E. acidaminophilum war. Die abgeleitete
Aminosdure-Sequenz des 3'-Bereiches dieses Leserahmens zeigte hohe Homologien zu Chitinase-
Proteinen, so dafl von einer, aus einem Sequenzierfehler resultierenden Leseraster-Verschiebung
ausgegangen werden konnte. Da dadurch die exakte Liange des, fiir das putative Peroxiredoxin
codierenden offenen Leserahmen nicht festgelegt werden konnte, wurde eine dem prxU-Gen
entsprechenden Grofle von 609 bp angenommen und die davon abgeleitete Aminosiure-Sequenz fiir

die Untersuchungen herangezogen.
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Tab. 20 Vergleich von PrxU aus E. acidaminophilum mit homologen Proteinen aus Datenbanken

Organismus Protein | accession no. Referenz Identitit [%]1
A. suum Prx BAA90476 (TSUJI, et al., 2000) 45,6
T. elongatus Prx NP 682244 (NAKAMURA, et al., 2002) 45,1
Mus musculus PDX2 Q61171 (ICHIMIYA, et al., 1997) 435
H. sapiens PDX2 NP_005800 (SHAU, et al., 1994) 42,5
Pyrococcus furiosus AhpC NP 578451 (ROBB, et al., 2001) 42,0
C. perfringenes AhpC NP 561698 (SHIMIZU, et al., 2002) 40,0
S. cerevisiae TSA 1 A47362 (CHAE, et al., 1993) 39,7
B. subtilis AhpC NP 391889 (KUNST, et al., 1997) 38,4
S. typhimurium AhpC P19479 (STORZ, et al., 1989) 37,9
E. coli AhpC P26427 (SMILLIE, et al., 1992) 37,9
C. pasteurianum Cp20 P23161 (MATHIEU, et al., 1992) 37,7
Crithidia. fasciculata | TXNPx | AAC15095 (NOGOCEKE, et al., 1997) 36,1
C. difficile Prx — www.sanger.ac.uk 34,1
Sulfolobus solfataricus | TDXH | P95895 (SHE, et al., 2001) 34,8
Arabidopsis thaliana 2C-Prx | AAM62760 (HAAS, et al., 2002) 32,1
Spinacia oleracea Bas 1 CAA63910 (BAIER & DIETZ, 1996) 31,3
Archeoglobus fulgidus | TDXH | 029969 (KLENK, et al., 1997) 28,4
Homo sapiens PrxVI NP 004896 (KANG, et al., 1998) 28,3

"Die Identitéiten wurden unter Nutzung des Programmes LALIGN (www.expasy.org) berechnet

? zum Zeitpunkt der Untersuchungen (11.02.2003) war das Genomprojekt noch nicht abgeschlossen. Durch das
Vorhandenseins eines Leserasterverschiebung ergeben sich vermutlich Abweichungen von den erhaltenen
Daten.

Verwendete Abkiirzungen: Prx: Peroxiredoxin; PDX: Peroxidase; AhpC: Alkylhydroperoxid-Reduktase
Untereinheit C; TSA: Thiol-spezifisches Antioxidant; Cp20: Genprodukt des c¢p20-Gens; TXNPx:
Tryparedoxin-Peroxidase; TDXH: Thioredoxin-abhéngige Peroxidase; 2C-Prx: 2-Cys-Peroxiredoxin, Basl:
Genprodukt des bas!-Gens.

Abb. 43 zeigt ein Alignment der in Tab. 20 aufgefiihrten Proteine im Vergleich zu PrxU aus
E. acidaminophilum. Es wird ersichtlich, dall nur einige wenige Aminosédurereste innerhalb der hier
aufgefiihrten 1-Cys-und 2-Cys-Peroxiredoxine streng konserviert sind. Zu diesen gehort das
hochkonservierte V4CP(T)-Sequenz-Motiv (angegeben ist stets die Position der entsprechenden
Aminoséure in PrxU aus E. acidaminophilum) im N-terminalen Bereich der Polypeptid-Kette, dessen
Cystein-Rest fiir die enzymatische Aktivitit essentiell ist (CHAE, ef al., 1993; ELLIS & POOLE,
1997a; MONTEMARTINYI, ef al., 1999; FLOHE, ef al., 2002a). PrxU aus E. acidaminophilum besitzt
anstelle dieses katalytisch aktiven Cysteins ein Selenocystein, das durch ein in-frame UGA-Codon
codiert wird und stellt damit das bislang einzige bekannte Selenocystein-haltige Peroxiredoxin dar.
PrxU besitzt zwar kein weiteres Cysteins im C-terminalen Bereich des Proteins, kann aber auf den
ersten Blick nicht eindeutig einem Peroxiredoxin-Cluster zugeordnet werden. 1-Cys-Peroxiredoxine
scheinen generell an der Position nach dem Cystein ein Threonin aufzuweisen. Im Gegensatz dazu
besitzen typische 2-Cys-Peroxiredoxine ein Prolin an dieser Position. Im Fall von PrxU aus
E. acidaminophilum ist ein Alanin an dieser Stelle lokalisiert, das mit dem Unterschied der atomaren
GroBe des Selens im Vergleich zum Schwefel im Zusammenhang stehen kdnnte. So besitzt
beispielsweise die zyklische Aminosdure (bzw. Iminosdure) Prolin durch ihren Pyrrolidinring eine

relative starre Konformation und tibt dadurch eine deutlichen Einfluf3 auf die Architektur des Proteins
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aus. Ein Selenocystein wiirde moglicherweise in der entspechenden Konformation zu sterischen

Behinderungen aufgrund seiner durch das Selen-Atom bedingten atomaren GroB3e fiihren.

Untersuchungen der Kristallstruktur von einem 2-Cys-Peroxiredoxin (TPx-B) aus menschlichen
Erythrocyten haben gezeigt, daBB die Aminosdure-Reste Puy, Tyg, Ri27, Ryso, die zu den Aminosduren
P40, Tas, Rin3, sowie Ryye in PrxU aus E. acidaminophilum korrespondieren, direkt an der Ausbildung
des katalytisch aktiven Zentrums beteiligt sind (SCHRODER, ef al., 2000). Ahnliches wurde auch fiir
das menschliche 1-Cys-Peroxiredoxin PrxVI postuliert, indem die Interaktion des R,3; (in PrxU Rj,3)
zu einer Absenkung des pK, des katalytischen C4; und damit zur Erhéhung seiner Nukleophilizitét
fiihrt (CHOI, et al., 1998), was mit der postulierten Bildung einer katalytischen Triade durch Csp, Ryyg
und T4 (in PrxU C47, Riz und Ty) im TXNPx aus dem Trypanosomen Leishmania donovani

(FLOHE, et al., 2002b) im Einklang steht.

————————————————— MSLINTKIKPFKNQAFK--NGEFIEVTEKDTEG-RWSVFFEFYP 40
————————————————— MSLINTKIKPFKNQAFK--NGEFIEITEKDTEG-RWSVFFEFYP 40
————————————————— MSLIGKEVLPFEAKAFK--NGEFIDVTNEDLKG-QWSVFCFYP 40
——————————————— MOMSLINKKVLDFKVQAYQ--NGEFKEVTSEDLKG-HWSVEVEFYP 42
————————————————— MIRVGEVVPDFEADAYFPEKDEIGKLRISDYRG-KWVVLAFYP 42
————————————————— MVSVGKKAPDFEMAGFY--KGEFKTFRLSEYLG-KWVVLCFYP 40
————————————— MASGNAQIGKSAPDFTATAVV--DGAFKEIKLSDYRG-KYVVLFFYP 44
————————————— MASGNARIGKPAPDFKATAVV--DGAFKEVKLSDYKG-KYVVLFFYP 44
————————————— MS--KAMIGKPAPEFTATAVV--DGDFKSISLSDYKG-KYVVLFFYP 42
————————————— MV---AQVQKQAPTFKKTAVV--DGVFDEVSLDKYKG-KYVVLAFIP 41
————————————— MSCGAAKLNHPAPEFDDMALMP-NGTFKKVSLSSYKG-KYVVLFFYP 45
SRSASRRNFAVKAQADDLPLVGNKAPDFEAEAVE--DQEFIKVKLSEYIGKKYVILFFYP 117
-—-STSRRSFAVKAQADDLPLVGNKAPDFEAEAVE--DQEFIKVKLSDYIGKKYVILFFYP 112
—————————————— MSECLRVGQPAPDFEAVAVY--DQEFKTIKLSDYRG-KYVVLFFYP 43
———————————————— MERLVGKPAPEFEMKAVKGDGRGFTEVKLGDYKG-KWLVMFFYP 43

TDXH _S§  —---——----—- MSEERIPLIGERFPEMEVITTQG--—--- RIKLPDDYKGRWEVLFSHP 42
TDXH Af  ————mmm oo mm o MKLPEAFKGKWEFVLFSHP 18
Prx Cd  -—-——-——-——-—- MPNLPSLGSKAPDFKANTTNG-—--—- PIRLSD-YKGNWIVLFSHP 39

PrxVI Hs -—--—=——=====—-- MPGGLLLGDVAPNFEANTTVG-——-—-—-— RIRFHDFLGDSWGILFSHP 40

*

PTELGDVADHYEELQKLGVDVYSVSTDTHFTHKAWHSS--SETIA----KIKY 94
PTELGDVADHYEELQKLGVDVYAVSTDTHFTHKAWHSS--SETIA----KIKY 94
PTELEDLQEQYAALKELGVEVYSVSTDTHFVHKGWHDS--SEKIS----KITY 94
PTELGELADNYESFKEIGCEVYSISTDTHFVHKAWADA--SDTIG----KIKY 96
PTELEELAEYYEEFKKEGAEIISVSTDTAYVHKAWHDT--SPAIK----KVRF 96
TEVSAVAEKYPEFQKLGVEVLSVSVDSVFVHKMWNDNELSKMVEG---GIPF 97
PTEIIAFSDHAEDFRKLGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPRKEGGLG---PLNI 101
PTEITIAFTTVKRTSAKLGCEVLGVSVDSQFTHLAWINTPRKEGGLG---PLNI 101
PTEIIAFSEHVGEFKKLGVEVLAASTDSQFSHLAWINTPRKQGGLG---EMKI 99
PTEIIAFSEAAKKFEEQGAQVLFASTDSEYSLLAWTNIPRKEGGLG---PINI 98
PTEIIQFSDDAKRFAEINTEVISCSCDSEYSHLQWTSVDRKKGGLG---PMATI 102
PTEITAFSDRYEEFEKLNTEVLGVSVDSVEFSHLAWVQTDRKSGGLG---DLNY 174
PTEITAFSDRHSEFEKLNTEVLGVSVDSVFSHLAWVQTDRKSGGLG---DLNY 169
PTEIVAFSDRYDEFAKLNTEILGVSVDSQFSHLAWTQTDRKAGGVG---DLKY 100
PTEITGFSKRAEEFRDLKAELLAVSCDSQYSHETWINQDIKQGGLG---KINF 100

TDXH:SS TTEFYSFAKKYEEFKKLNTELIGLSVDSNISHIEWIMWIEKNLKVE----IPF 98
TDXH Af TTEFVAFONRYDEFRKLNCELIGLSIDQVFSHIKWIEWIKEKLDIE----IEF 74
Prx Cd TTEFLCFAKYYDEFKKRNTELIGLSVDSNSSHLAWMYNISLLTGVE----IPF 95
PrxVI Hs TTELGRAAKLAPEFAKRNVKLIALSIDSVEDHLAWSKDINAYNSEEPTEKLPE 100

ke Kk kK . *x K * .
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AMIGDPTGALTRNFDNMREDEGLAD-————— RATFVVDPQGITQATEVTAEGIGRDASDL 148
AMIGDPTGALTRNFDNMREDEGLAD-——-—— RATFVVDPQGITQATEVTAEGIGRDASDL 148
AMIGDPSQTISRNFDVLDEETGLAD-——-—— RGTFIIDPDGVIQTVEINAGGIGRDASNL 148
PMLADPTGKLARDFEVMIEEEGLAL-—-—-— RGSFVINPEGEIKAYETHDNGIGRNAEEL 150
PMLADPAGKICRLFGTYIEDEGISW-—-—-— RATFIIDPDGKVVHMEMHDNSIGRSAKEI 150
PMLSDGGGNVGTLYGVYDPEAGVEN--—- -~ RGRFLIDPDGIIQGYEVLILPVGRNVSET 151
PLLADVTKSLSQNYGVLKNDEGIAY-—-—-— RGLFIIDAKGVLRQITVNDLPVGRSVDEA 155
PLLADVTRRLSEDYGVLKNDEGIAY-—-—-— RGLFIIDGKGVLRQITVNDLPVGRSVDEA 155
PTISDNNHQISRDYGVLKEDDGIAY-—-—-— RGLFIIDPKGILRQITVNDLPVGRSVTET 153
PLLADTNHSLSRDYGVLIEEEGVAL-—-—-— RGLFIIDPKGVIRHITINDLPVGRNVDEA 152
PMLADKTKGIARAYGVLDEDSGVAY-—-—-— RGVFIIDPNGKLRQITIINDMPIGRNVEEV 156
PLVSDITKSISKSFGVLIPDQGIAL-—-—-— RGLFIIDKEGVIQHSTINNLGIGRSVDET 228
PLISDVTKSISKSFGVLIHDQGIAL-—-—-— RGLFIIDKEGVIQHSTINNLGIGRSVDET 223
PLVSDLKKDISTAYNVLT-EEGVAL-—-—-— RGLFIIDKEGIIQHATINNLAFGRSVDET 153
- PIASDKTTEVSTKYGIQIEEEGISL-—-—-— RGLFIIDPEGIVRYSVVHDLNVGRSVDET 154
TDXH Ss  PIIADPMGNVAKRLGMIH-AQSSTA----TVRAVFVVDDKGVVRLILYYPMEIGRNIDEI 153
TDXH Af  PVIADDTGRVAEMLGLIH-PAKGTN----TVRAVFIVDPEAVIRAVIYYPQELGRNMDEI 129
AhpC Cd  PIIEDRDMRIAKLYGMISKPMSDTS----TVRSVFIIDNNQILRTILYYPLTTGRNIPEI 151
PrxVI Hs PIIDDRNRELAILLGMLDPAEKDEKGMPVTARVVEVFGPDKKLKLSILYPATTGRNFDEI 160
* . * * . . * %
LRKIKAAQYVAAHPG-EVEPAKWKE----GEATLAPSLDLVGKI-—-————-———-—-—- 187
LRKIKAAQYVASHPG-EVEPAKWKE----GEATLAPSLDLVGKI - —=——-—-—-———-—= 187
VNKVKAAQYVRONPG-EVEPAKWEE--—-GGETLTPSLDLVGKI = ——————=—=—=-—— 187
LRKVQAAQFVAEHGD-QVEPAKWKP—---GEETLAPSLDLIGKL-—-—-——-—-—-—-—- 189
LRRLRAAKFVRENPG-VVEPASWEP—---GKEALKVSLDLVGKI-—-——————-—-—-—- 189
LRQIQAFQLVRETKGAEVAPSGWKP-- - -GKKTLKPGPGLVGNVYKEWSVKEAFED---- 203
LRLVQAFQYTD-EHG-EV@PAGWKP----GSDTIKPNVDDSKEYFSKHN-—-—-—-—-—~ 198
LRLVQAFQYTD—EHG—E%IPAAWKP————GRDTIKPNVDDSKEYFSKHN ——————————— 198
LRLVQAFQFVD-KHG-EVEPAGWTP----GADT IKPGVKESKAYFEKH-—-——-—-—-—— 195
LRLVEAFQWTD-KNG-TVLPENWTP----GAATIKPTVEDSKEYFEAANK—-————-—-—- 196
IRLVEALQFVE-EHG-EVEPANWKK-—--GDAKKK—-——-—-—-— EGH--—-——-—-—-- 188
MRTLQALQYVQENPD-EVEPAGWKP----GEKSMKPDPKLSKEYFSAT ~——————————— 271
MRTLQALQYTG-NPD-EVEPAGWKP----GEKSMKPDPKLSKEYFSAT ~——————————— 265
LRVLQATIQYVQTHPD-EVEPAGWHP----GDKTMNPDPVKSKVYFEAVG-—-—-—-—=--~ 197
_ LRVLKAFQTGG-—---— MEALDWHE-—-—GDDNL-—=—=—=—=————————————————— 178
Prx Ss LRATRALQLVD--KAGVVTPANWPNNELIGDKVINPAPRT IKDAKMRLGQP-—-—-—- FD 204
Prx Af LRAVKALQVSD--QNGVAMPANWPNNELVGDAVIIPPPTISEAEAKERLEKAKAGDISCYD 187
Prx_Cd LRIVDALQTSD--RDNIVTPANW----FPGMPVILPYPKNYKELKNRVNSCN-KKYSCM 203
PrxVI_Hs LRVVISLQLTA--EKRVATPVDWKD----GDSVMVLPTIPEEEAKKLFPKG—--—-- VET 208
. . . . * *

Abb. 43: Ausschnitt aus dem Alignment von PrxU aus E. acidaminophilum und anderen Peroxiredoxinen
St: S. typhimurium; Ec: E. coli; Bs: B. subtilis; Cp: C. perfringens; Pf: P. furiosus; Ea: E. acidaminophilum; Mm:
M. musculus; Hs: H. sapiens; As: A. suum; Sc: S. cerevisiae; Cf: C. fasciculata; At: A. thaliana; So: S. oleracea;
Te: T. elongatus; Cpa: C. pasteurianum; Ss: S. solfataricus; Af: A. fulgidus; Cd: C. difficile.

Die Bezeichnungen der Vertreter der 2-Cys-Peroxiredoxine sind dunkelgrau, die der 1-Cys-Peroxiredoxine
hellgrau unterlegt. Die AS-Sequenz des PrxU aus E. acidaminophilum ist fett hervorgehoben. Die redoxaktiven
Cysteine sind dunkelgrau unterlegt. Weitere an der enzymatischen Reaktion beteiligten konservierten
Aminosdure-Reste sind hellgrau unterlegt.

Das Fehlen eines fiir 2-Cys-Peroxiredoxine typischen in die Katalyse involvierten Cysteins im
C-terminalen Bereich der Polypeptidkette in PrxU aus E. acidaminophilum 148t eine Zugehorigkeit
zum Cluster der 1-Cys-Peroxiredoxine vermuten. Die Sequenzidentititen zu 2 Cys-Peroxiredoxinen
sind jedoch hoher als zu 1-Cys-Peroxiredoxinen (s. Tab. 20), welches besonders fiir den, das
Selenocystein-umgebenden, Sequenz-Bereich (F;g bis Esg) gilt. Weiterhin féllt auf, da PrxU ein
Cystein an Position 37 aufweist, welches auch das 2-Cys-Peroxiredoxin AhpC aus B. subtilis besitzt.
Uber eine mogliche Involvierung diese Cysteins in die Peroxiredoxin-Reduktion ist jedoch bislang

nicht bekannt. Im Phylogramm (erstellt mit dem Programm ClustalW; www.expasy.ch; Matrix:
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Blossom, Gap distances: on) wird PrxU jedoch zusammen mit dem menschlichen 1-Cys-
Peroxiredoxin PrxVI und dem putativen 1-Cys Peroxiredoxin aus C. difficile in ein Cluster
eingeordnet, welches einen hoheren Verwandtschaftsgrad zu den AhpC-Proteinen (2-Cys-
Peroxiredoxine) aus E. coli, S. typhimurium und B. subtilis als zu den archaealen 1-Cys-
Peroxiredoxinen aus S. solfataricus und A. fulgidus besitzt. Aus diesen Griinden 146t sich PrxU nicht
eindeutig in eines der Peroxiredoxin-Cluster einordnen. Moglicherweise stellt es eine neuartige Form
von Peroxiredoxinen dar. Dafiir spricht auch der Selenocysteingehalt dieses Proteins sowie das
Vorkommen eines Alanins anstelle der hochkonservierten Prolins bzw. Threonins in direkter

Nachbarschaft des katalytischen Selenocysteins (s. 0.).

 — Prull Ea

l I PrxCd
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AhpC Ba
| | | AhpC 3t
AhpC Ee

Tsal 3¢
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— PmTe
AhpC PF
Pru3s
I Prefs
I THIFPx CF
Pro&f
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Abb. 44: Phylogramm ausgewihlter Peroxiredoxine

Erstellt mit dem Programm Clustal W (www.expasy.org); Matrix: blossum, Gap distances :on.

Die fiir die Erstellung des Phylogramms verwendeten Peroxiredoxine sind identisch mit denen, die in Tab. 20
aufgefiihrt sind und deren Sequenzen im Alignment in Abb. 43 dargestellt sind (hORF6 ist die alte Bezeichnung
fiir PrxVI aus H. sapiens).

4.4.2. Charakterisierung der prxU-Genregion aus E. acidaminophilum

Fiir das prxU-Genprodukt aus E. acidaminophilum wurde im Rahmen dieser Arbeit eine DTT-
abhéngige Linolsdurehydroperoxid-Reduktase-Aktivitit nachgewiesen. Der natlirliche
Elektronendonor des Peroxiredoxins konnte jedoch bislang nicht identifiziert werden. Durch die
Korrektur der Sequenzdaten ergab sich eine Organisation der Genumgebung des prxU-Gens aus
E. acidaminophilum, die von der in der vorangegangene Diplomarbeit beschriebenen (PARTHER,
1998) abwich. Die aktuellen, korrigierten Daten sind unter SOHLING, et al., 2001 veroffentlicht. An
dieser Stelle soll nun gepriift werden, ob sich anhand der neuen, aus molekularbiologischen Analysen
abgeleiteten Erkenntnisse unter Einbeziehung aktueller Literaturdaten Hinweise auf den nativen
Elektronendonor von PrxU bzw. auf das Vorhandensein anderer an der antioxidativen Funktion von
PrxU beteiligter Proteine ergeben. So sind beispielsweise in einer Vielzahl von bakteriellen Genomen,

dazu gehoren S. thyphimurium, E. coli, Streptococcus mutans und Thermus aquaticus die Gene des
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Peroxiredoxins (AhpC, Prx) und der entsprechenden NADH:Peroxiredoxin-Oxidoreduktase (AhpF,
Nox1, PrxR) als Operon organisiert, wobei das Gen fiir die Reduktasekomponente direkt stromabwiérts
des Peroxiredoxin-Gens lokalisiert ist (STORZ, et al, 1989; REYNOLDS, et al., 2002). Eine
entsprechende Anordnung findet man auch in Bacillus subtilis (BSAT, et al., 1996) und Xanthomonas
campestris (MONKOLUSK, et al., 1997)). C. pasteurianum verfiigt {iber ein aus zwei Komponenten
bestehendes Peroxiredoxin-Reduktase-System, dessen Gene stromaufwérts des Peroxiredoxin-Gens

lokalisiert sind (MATHIEU, et al., 1992; REYNOLDS, et al., 2002).

Das prxU-Gen aus E. acidaminophilum stellt mit hoher Wahrscheinlichkeit ein einzelnes Strukturgen
dar, da eine monocistronische Transkription dieses Gens nachgewiesen werden konnte (s. 3.7.1.3.).
Innerhalb der prxU-Genregion konnte auch kein entsprechender offener Leserahmen ermittelt werden,
der fiir eine mogliche NADH:Peroxiredoxin-Oxidoreduktase codiert. In einer Vielzahl bakterieller
Genome, in denen ebenfalls das Gen fiir ein solches Protein fehlt, sind Gene fiir Proteine, die an der
Antwort auf oxidativen Stress beteiligt sind, in der direkten Genumgebung eines Peroxiredoxin-Gens
lokalisiert. Beispielsweise konnte in Campylobacter jejuni stromaufwarts des aipC-Gens ein Gen fiir
ein Ferredoxin identifiziert werden, dessen Genprodukt als Elektroneniibertrdger innerhalb des
Peroxidasesystems diskutiert wird (BAILLON, et al, 1999). Mycobacterium tuberculosis weist
stromabwiérts von ahpC ein Gen (ahpD) auf, dessen Produkt auch Alkylhydroperoxid-Reduktase-
Aktivitét zeigt, jedoch keine Sequenzhomologien zu bekannten Peroxiredoxinen besitzt (HILLAS, et
al., 2000; NUNN, et al., 2002). In M. jannaschii ist ahpC in unmittelbarer Nihe der Gene fiir
Ruberythrin sowie Rubredoxin lokalisiert (BULT, et al., 1996). In C. perfringens befindet sich ein
Thioredoxin-Reduktase-Gens stromabwirts von ahpC (SHIMIZU, et al., 2002). Die Genome von
Thermotoga maritima (NELSON, et al., 1999), Pyrococcus abyssi (www.sanger.ac.uk), P. horikoshii
(KAWARABAYAS]I, et al., 1998), P. furiosus (ROBB, et al., 2001), Chlorobium tepidum (EISEN, et
al., 2002) sowie von dem mit E. acidaminophilum nahe verwandten Organismus, C. difficile
(www.sanger.ac.uk) wiesen jedoch weder Gene fiir NADH:Peroxiredoxin-Oxidoreduktasen noch fiir
bekannte, in die oxidative Stressantwort involvierte Proteine in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem
Peroxiredoxin-Gen auf, welches mit der Situation in E. acidaminophilum vergleichbar ist. So konnte
direkt stromaufwairts von prxU ein offener Leserahmen in gleicher Transkriptionsrichtung identifiziert
werden, der ein Nukleotid-bindendes Protein (Nbp) mit hohen Homologien zu Proteinen der Mrp-
Familie (multidrug resistance protein) codiert (s. Tab. 21). Fiir dieses Gen konnte stromaufwérts des
Startcodons im Abstand von 7 bp eine Ribosomenbindungsstelle, sowie eine Promotorstruktur im
Abstand von 24 bp postuliert werden. Das abgeleitete Genprodukt besal 274 AS und damit eine

molekulare Masse von 30,4 kDa.

Aus der Literatur sind keine Hinweise auf einen Bezug von Mrp-Proteinen zu Peroxiredoxinen oder
der Beteiligung an der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies bekannt. Bei diesen Polypeptiden

handelt es sich vielmehr um Nukleotid-bindende, membranstindige Proteine, die innerhalb der ABC-
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Transporter-Familie zu einer Gruppe von Proteinen gehdren, die sich sowohl strukturell als auch
funktionell unterscheiden (CAI, et al, 2001). Zu ihnen gehoren beispielsweise der Cadmium-
Resistenz-Faktor YCF1 (SZCZYPKA, et al., 1994, TOMMASINI, et al., 1996) das Oligomycin-
Resistenz-Protein YORI (KATZMANN, et al., 1995) aus Hefe und die menschlichen Sulfonyl-
Harnstoff-Rezeptoren SUR1 und SUR2 (AGUILAR-BRYAN, et al., 1995, INAGAK], et al., 1996).
Als Beispiel fiir ein bakterielles Mrp-dhnliches Protein wire das gut untersuchte MinD-Protein aus
E. coli zu nennen. Dieses als ATPase fungierende Protein gehdrt zu einem aus drei Proteinen
bestehenden System (MinC, MinD, MinE), welches die Zellteilung in E. coli steuert. Die
entsprechenden Gene dieser Proteine sind in einem Operon organisiert (AKERLUND, et al., 2002).
Eine vergleichbare Funktion des Nbp-Proteins in E. acidaminophilum ist demnach unwahrscheinlich,
da in dessen Genumgebung keine fiir MinC- oder MinE-dhnliche Proteine codierenden offenen
Leserahmen vorhanden sind. Ein Alignment des Nbp-Proteins aus E. acidaminophilum mit den in
Tab. 21 aufgefiihrten Mrp-Proteinen anderer Organismen (Abb. 45) zeigte das Vorhandensein einer
hochkonservierten ATP-Bindungsstelle mit dem WALKER A-Motiv GxxGxGKS/T (WALKER, et
al., 1982; HAYASH]I, et al., 2001; WATANABE, ef al., 2002). Fiir E. coli MinD wurde eine zweite
Nukleotid-Bindestelle (WALKER B-Motiv) an der Positin 118-121 mit —-DxPA— (s. Abb. 45)
identifiziert (HAYASHI, et al., 2001). Nbp aus E. acidaminophilum, sowie die weiteren in Abb. 45
gezeigten Mrp-Proteine weisen in dem entsprechenden Seqeunzbereich ein modifiziertes putatives

WALKER B-Motif mit -DxPP— auf.

Tab. 21: Vergleich des Nukleotid-bindenden Proteins (Nbp) aus E. acidaminophilum mit homologen
Proteinen aus Datenbanken.

Organismus Protein accession no. Referenz Identitit [%]1
C. difficile Mrp — www.sanger.ac.uk 39,4
C. perfringens Mrp NP 563428 (SHIMIZU, et al., 2002) 37,8
M. jannaschii Mrp NP 247256 (BULT, et al., 1996) 37,3
S. cerevisiae Mrp CAA64779 (VITALE, et al., 1996) 25,7
E. coli MinD P18197 (deBOER, et al., 1989) 17,4

'Die Identititen wurden unter Nutzung des Programmes LALIGN (www.expasy.org) berechnet.

Mrp Cd  ——==-—-—-—-—-——— - MADCNSCPSKGNCNSQS—=-~-- N 18
MrP Cp W === ———mm o m s MGSCASCANKDKCSSASKDGGCS 23
Nbp Ea  —-—--—--—-—— -
Mrp Mj  —————————mmm—m— o MAECDGKCDTCPSKNTCPDTKK---LL 24
Mrp Sc MTEILPHVNDEVLPAEYELNQPEPEHCPGPESDMAGKSDACGGCANKEICESLPK---GP 57
MinD Ec  -==----————mm e

WALKER A-Motiv

Mrp Cd CSIENNPNNKFG---KIIGVMSGKGGVGKSTVTALLANKLNKMG-YKVGILDSDITGPSI 74
MrP Cp SSVPAKLGTNYGNIKNVIGVISGKGGVGKSTVTGILATQLAKKG-YKVGVLDADITGPSM 82
Nbp Ea MDFEKANTNEYTNIKKVIAIMSGKGGVGKSSVTSLLAVSLIKKG-FKVGILDGDMGGTSI 59
Mrp Mj AQODAKIRENMSKIKHKIVILSGKGGVGKSTVIVNLAAALNLMG-KKVGVLDADIHGPNI 83
Mrp Sc SPDIPLITDNLSGIEHKILVLSGKGGVGKSTFAAMLSWALSADEDLQVGAMDLDICGPSL 117
MinD Ec  —-—=———————-—- MARIIVVTSGKGGVGKTTSSAAIATGLAQKG-KKTVVIDFDIGLRNL 46

* e kkkkkkkk oo oo . .. * . ek Kk e .
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Mrp Cd PRLMGVKN—-——-—-- VKAYSDGS--YIYPVENSNNIKVMSINLMIDDENEPVVWRGPLLGGV 127
MrP Cp PRFFGINEKRADIVAMDSEGKQVKFVPVKTELGIKVISMNLLMEVEDDPVIWRGPMVTGV 142
Nbp Ea PKIFGITG-—---- EKSNTSSK--GIEPVTTPSGIKVMSLSFLMEKEDSPVIWRGLLISKT 112
Mrp Mj PKMLGVEN-—---- TQPMAGPA--GIFPIVTKDGIKTMSIGYLLPDDKTPVIWRGPKVSGA 136
Mrp Sc PHMLGCIK--—--— ETVHESNS—--GWTPVYVTDNLATMSIQYMLPEDDSAIIWRGSKKNLL 170

MinD Ec DLIMGCER-———- RVVYDFVNVIQGDATLNQALIKDKRTENLYILPASQTRDKDALTREG 101

sk

WALKER B-Motiv

Mrp Cd VKQFYTDVLWEELDYLLIDMPPGTGDVALTVMQSIP---ISGIVMVSVP-——-——-—--— 173
MrP Cp LNQMFKDTDWEELDYLLIDMPPGTSDITLTVMQTFP---IKELVIVSTP—-——-——-——— 188
Nbp Ea LRQFYTDFLWGDLDYLLIDFPPGTSDLPLTMIHSLPG-GWHNNCFVPARSCKPGYRARIR 171
Mrp Mj IRQFLSDVVWGELDYLLIDTPPGTGDEQLTIMQSIPD--IDGAIIVTTP-——-——-—--— 183
Mrp_ Sc IKKFLKDVDWDKLDYLVIDTPPGTSDEHISINKYMRESGIDGALVVTTP-——-————=-— 219
MinD Ec  VAKVLDDLKAMDFEFIVCDSPAGIETGALMALYFAD----- EAIITTNP-——-——-—--- 145
. X e e e e *x Kk % .
Mrp Cd -QDLVSMIVSKAVNMAKKMNINVLGVIENMSYIQCPDCSKKIKLFEG--ESTEKFLDDLD 230
MrP Cp -QDMVSMIVKKLVTMAHKMNVCVRGVVENMAY IEC-ECGKKMRVFSK--KSSEEHAEYLG 244
Nbp Ea NHGHSCMIVKKSADMAKRMDVPILGIIENMSYYECPDCKKRINIFGK-—-SKTEKISKEMR 229
Mrp Mj -EEVSVLDVKKSIMMAKMLNIPIIGIIENMSGFVCPYCNKVVDIFGR--GGGEKAAKELG 240
Mrp Sc -QEVALLDVRKEIDFCKKAGINILGLVENMSGFVCPNCKGESQIFKATTGGGEALCKELG 278
MinD Ec  -EVSSVRDSDRILGILASKSRRAENGEEPIKEHLLLTRYNPGRVSRGDMLSMEDVLEILR 204
. . *x . . * .
Mrp Cd LELLGELPMTKEIIDITHNGVTEISDDLDSILT--—-- NVVEKIK--—--—-——-——-—- 270
MrP Cp LPLIGELPINLDLTEALENGKAEEYVAENPLYS--—-- LIFEGLY---—--—-——-——-- 284
Nbp Ea IELIAHMPIDPKLAELCDEGAIEEYYNINRALVNLLSDEVLKKLS—=-—=——=—==—--— 274
Mrp Mj VEFLGRIPLDIKAREASDKGIPMV--LLDCKAS-EEFKKIVKRIVEKVEGKKE——-—--— 290
Mrp_Sc IKFLGSVPLDPRIGKSCDMGESFLDNYPDSPAS-SAVLNVVEALRDAVGDV--——-—=--— 328
MinD Ec  IKLVGVIPEDQSVLRASNQGEPVILDINADAGK--AYADTVERLLGEERPFRFIEEEKKG 262

.k * .

Abb. 45: Ausschnitt aus dem Alignment des Nbp-Proteins aus E. acidaminophilum mit ausgewéihlten Mrp-
Proteinen anderer Organismen.

Nbp Ea: Nukleotid-bindendes Protein aus E. acidaminophilum (accession: EMBL CAB71140.1); Cd: C.
difficile; Cp: C. perfringens; Ec: E. coli; Sc: S. cerevisiae; Mrp: multi-drug resistance protein. ldentische
Aminosiuren sind mit einem Stern, dhnliche Aminosiduren mit Punkten gekennzeichnet. Das WALKER A- und
das putative WALKER B-Motiv sind grau unterlegt.

Moglicherweise handelt es sich bei Nbp um eine in Transportprozesse involvierte ATPase. Dafiir
spricht, dal im Genom von C. difficile direkt stromabwirts eines fiir ein Mrp-homologes Protein
codierenden Gens ein offener Leserahmen existiert, dessen Genprodukt Ahnlichkeiten zu
Na-abhéngigen Transportproteinen aufweist. Das stromabwérts von nbp befindliche Gen codiert
offenbar fiir ein Protein mit Ahnlichkeiten zu einem hypothetischen Protein, das in einer Vielzahl von
Organismen vorkommt, dessen Funktion jedoch bislang nicht bekannt ist, weshalb auch kein

eventueller Zusammenhang mit dem Nbp-Protein abgeleitet werden kann.

Ein in entgegengesetzter Transkriptionsrichtung lokalisierter offener Leserahmen 2718 bp
stromabwiirts des prxU-Stopcodons codiert fiir ein Protein, welches starke Ahnlichkeiten zu ferric
uptake regulator-Proteinen (Fur-Proteine) aufweist. Das korrespondierende Protein umfaflt eine Lange
von 152 Aminosduren und besitzt eine theoretische Masse von 18,0 kDa. Fiir dieses Gen konnte eine

Ribosomenbindestelle 7 bp stromaufwérts des Startcodons identifiziert werden. Eine mogliche
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Promotorsequenz lag auBerhalb des klonierten Bereiches. Fur-Proteine gehoren zu einer Familie von
Metall-abhéngigen Polypeptiden, die in E. coli und einer Reihe anderer Bakterien die intrazellulédre
Fe’*-Konzentration der Zelle durch Repression der Gen-Expression regulieren. Unter anaeroben
Bedingungen und bei physiologischem pH-Wert ist Fe’* 1slich und kann von der Zelle leicht
aufgenommen werden. In Gegenwart von Sauerstoff wird Fe*” sehr schnell zu Fe* oxidiert, welches
bei neutralem pH unldsliche Hydroxide bildet und der Zelle nicht mehr zur Verfiigung steht. Unter
Eisen-reichen Bedingungen bindet das Fur-Protein als Dimer die divalenten Fe*"-Ionen. Die daraus
resultierende Anderung der Proteinkonformation macht eine Bindung des Fur-Proteins an eine
spezifische DNA-Sequenz (Fur-Box) moglich (POHL, e al., 2003) und fiihrt zur Inhibierung der
Transkription der Eisen-regulierten Gene (ESCOLAR, et al, 1999). Neben diesen Proteinen, die
hauptsichlich in die Regulation der Fe*"-Homdostase der Zelle involviert sind und fiir die auch eine
Beteiligung sowohl an der Siure-Toleranz, als auch am Schutz vor oxidativem sowie NO-Stref3
postuliert wurde (HALL & FOSTER, 1996;CRAWFORD & GOLDBERG, 1998), existieren zwei
weitere Gruppen von Fur-homologen Proteinen, die sich hinsichtlich ihrer Funktion unterscheiden. Zu
der einen gehoren die PerR-Proteine, die die an der oxidativen Stre-Antwort beteiligten Gene
regulieren und Fe’"- bzw. Mn*"-Ionen als Co-Repressor binden kénnen (BSAT, et al., 1998,
HORSBURGH, et al., 2001; FUAGTHONG, et al., 2002, van VLIET, et al., 1999). Bei der dritten
Gruppe handelt es sich um Zn*" bindende Proteine (Zur), die die Aufnahme von Zn>* in die Zelle

regulieren (PATZER & HANTKE, 1998; GABALLA & HELMANN, 1998).

In B. subtilis existieren ebenso wie in Staphylococcus aureus drei Fur-Homologe, die die Gen-
Expression in Abhéngigkeit von Eisen (Fur), Zink (Zur) und H,O, (PerR) regulieren (BSAT, et al.,
1998; GABALLA & HELMANN, 1998; HORSBURGH, ef al., 2001). Zu den direkt von PerR negativ
regulierten Genen in B. subtilis gehort neben katA (Katalase), mrg (Dps-dhnliches DNA-bindendes
Protein), hemAXCDBL (Ham-Biosynthese-Operon, zos4 (Zink-Aufnahme-System) perR und fur auch
das ahpCF-Operon welches fiir Proteine des Alkylhydroperoxid-Reduktase-Systems codiert. Auch in
C. jejuni wurde unter anderem ein PerR-homologes Regulatorprotein identifiziert, welches die Gene
der Alkylhydroperoxidase AhpC, sowie der Katalase KatA in Abhingigkeit der Fe*"-Konzentration
reguliert (van VLIET, et al., 1999). Die Transkriptionskontrolle durch ein Fur-dhnliches Protein wurde
auch fir das Gen des Virulenzfaktors KatG, einer Katalase-Peroxidase in M. tuberculosis
nachgewiesen. In diesem Fall besitzt Fur jedoch im Gegensatz zu PerR keinen Einflul auf die
Transkription der Sauerstoffstre3-Gene aipC und sodA dieses Organismus (PYM, et al., 2001). Eine
Beteiligung eines Fur-Proteins an der oxidativen Streantwort ist auch fiir £. coli beschrieben worden,
dessen fur-Gen durch den durch H,O, induzierbaren Transkriptionsregulator OxyR gesteuert wird
(ZHENG, et al, 1999). Eine Regulation der Superoxid-Dismutase-Gene sodA und sodB dieses
Organismus durch ein Fur-Protein wurde bereits 1990 von NIEDERHOFFER, et al, 1990
nachgewiesen. Wie bereits erwihnt, erfolgt die Bindung der Fur-Proteine innerhalb der Promotor-

Region des regulierten Gens an einer Fur-spezifischen Operator-Sequenz (FUAGTHONG, ef al.,
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2002; NIEDERHOFFER, et al., 1990). Diese umfafit in E£. coli 19 bp und kann als palindromische
Sequenz, bestehend aus zwei 9 bp groflen inverted repeats, interpretiert werden (ESCOLAR, et al.,
1999, s. Abb. 46 BIl). Die Sequenz-Abfolge kann jedoch auch als Kombination von drei
aufeinanderfolgenden Hexameren (zwei gerichtete und ein invertiertes) verstanden werden, fiir die
sich eine allgemeine Consensussequenz mit NAT*/tAT ableiten 148t (DALET, et al, 1999,
s. Abb. 46 B2). Eine entsprechende Operator-Sequenz fiir die Erkennung durch das Fur-homologe
Protein PerR (Per-Box) konnte fiir eine Reihe von Gram-positiven Bakterien in Assoziation mit
oxidativen Stress-Genen identifiziert werden (BSAT, et al., 1998). Als Beispiel sei B. subtilis genannt,
dessen 15 bp umfassende Per-Box-Consensussequenz TTATAATnATTATAA somit aus zwei
gegenlaufigen Heptameren (7-1-7) besteht (FUAGTHONG, et al., 2002, s. Abb. 46). Trotz der hohen
Ahnlichkeiten zwischen Fur- und Per-Box ist letztere fiir die Bindung von PerR spezifisch und wird
vom Fur-Regulator-Protein nicht erkannt (BAICHOO & HELMANN, 2002). Die Promotorregion von
prxU aus E. acidaminophilum wies einen 17 bp umfassenden DNA-Bereich auf, der hohe Ahnlichkeit
zu genannten Operator-Sequenzen besall (s. Abb. 46 A). Aus dieser lieBen sich ebenfalls zwei
Heptamere ableiten, von denen jeweils 5 bp identisch waren und gegenldufig in der Anordnung 7-1-7
orientiert waren (s. Abb. 46 B). Die Sequenzabfolge ATTAAS/; “/r wies dabei eher eine
Sequenzdhnlichkeit zu der aus der B. subtilis Per-Box abgeleiteten Heptamersequenz als zu den

entsprechenden Fur-Operatoren auf (s. Abb. 46 C).

A) Promotorregion des prxU-Gens aus E. acidaminophilum
-35 -10
5 TATTTGTITTCAAGTACAATATTCAGGGTATTAAGATAATTAATAGGGCTTCAGC 37

B) Fur-und PerR-Operator-Sequenzen

—
E. coli 1) GATAATGATAATCATTATC

CTATTACTATTAGTAATAG
‘—

2)  GATAATGATAATCATTATC

CTATTACTATTAGTAATAG
4—

7. ——
B. subtilis TTATAATNATTATAA
AATATTANTAATATT
«—

——_
E. acidaminophilum ATTAAGATAATTAAT

TAATTCTATTAATTA
‘—

C) Vergleich der Per-box aus B. subtilis mit der putativen Per-box des prxU-Gens

B. subtilis TTAT AAT NA TTA TAA

E. acidaminophilum ATTAAGATAATTAAT

Abb. 46.: Putative Fur-Operator-Sequenz im Promotorbereich von prxU
Legende umseitig.
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Legende Abb. 47:

A: Promotorbereich des prxU-Gens aus E. acidaminophilum: die —10 und —-35 Region ist unterstrichen, der
Transkriptionsstartpunkt fett gedruckt und die putative Per-Box-Sequenz grau unterlegt.

B: Vergleich der Fur-Consensussequenz aus E. coli (1): zwei entgegengesetzte repeats; 2): drei repeats; zwei
gerichtet, eins entgegengesetzt) und der Per-Box aus B. subtilis mit einer putativen PerR-Operator-Sequenz des
prxU-Gens aus E. acidaminophilum. Die repetetiven Sequenzen sind durch Pfeile gegenzeichnet, die
Orientierung der Sequenzabfolge angeben.

C: Sequenzvergleich der putativen Per-Box des PrxU-Gens aus E. acidaminophilum mit der Per-Box
Consensussequenz aus B. subtilis.

Das Vorhandensein einer putativen Per-Box stromaufwérts des prxU-Gens, sowie die fiir PrxU
beobachtete Aktivitit als Linolsdurehydroperoxid-Reduktase und damit dessen Involvierung in eine
oxidative Streantwort lassen eine Regulation durch ein PerR-Protein sinnvoll erscheinen. Ob es sich
bei diesem Protein jedoch um das Genprodukt des stromabwirts von PrxU gelegenen fur-Gens
handelt, kann anhand von Sequenzanalysen allein nicht geklirt werden. Fiir eine Beteiligung spricht
die Tatsache, dal3 in B. subtilis und M. tuberculosis die entsprechenden Regulatorgene ebenfalls in
unmittelbarer Genumgebung eines regulierten Gens, im Fall von B. subtilis des ahpCF-Operons
(BSAT, et al., 1998) und in Fall von M. tuberculosis des fiir den Virulenzfaktor kodierenden katG-
Gens, lokalisiert sind (PYM, et al., 2001). An den Beispielen von E. coli, B. subtilis und C. jejuni,
sowie an einer Reihe mikrobieller Gesamtgenome wurde gezeigt, dal die Organismen mehr als eins
der bereits erwiahnten Fur-Homologen exprimieren kdnnen. Die Vertreter der Gruppen Fur, PerR und
Zur weisen untereinander hohe Homologien in ihrer Primirstruktur auf, so daf eine funktionelle
Zuordnung aufgrund ihrer Sequenzeigenschaften nicht moglich ist. Vergleicht man die abgeleitete
Proteinsequenz des Fur-Proteins aus E. acidaminophilum mit ausgewéhlten Fur-, PerR- und Zur-
Proteinen verschiedener Organismen, erhdlt man die hochsten Identititen zu einem Fur-homologen
Protein (Furl) aus dem mit E. acidaminophilum nahe verwandten C. difficile, sowie zu dem bereits
erwidhnten Fur- und Zur-Protein aus B. subtilis (s. Tab. 22). Im Genom von C. difficile
(www.sanger.ac.uk) konnte ein weiteres fiir ein Fur-homologes Protein (Fur2) codierendes Gen
identifiziert werden, in dessen unmittelbarer Genumgebung ein Gen fiir Ruberythrin, ein H,O,-
reduzierendes Protein und somit in die Antwort auf oxidativen Stress involviertes Protein (COULTER

& KURTZ, 2001), lokalisiert ist. Dieses ist mit der Situation in E. acidaminophilum vergleichbar .

Tab. 22: Vergleich der Fur-Proteine aus E. acidaminophilum und anderen Organismen

Organismus Protein | accession no. Referenz Identitit [%]1
C. difficile Furl - www.sanger.aci.uk 25,9
B. subtilis Fur P54574 (BSAT, et al., 1998) 25,6
B. subtilis Zur P54479 (GABALLA & HELMANN, 1998) 22.9
C. jejuni Fur NP 281590 |(PARKHILL, et al., 2000) 22,6
B. subtilis PerR P71086 (BSAT, et al., 1998) 22,1
C. difficile Fur2 — www.sanger.aci.uk 21,7
C. jejuni PerR NP 281513 | (PARKHILL, et al., 2000) 20,1
E. coli Fur CAA26429 (ZHENG, et al., 1999) 16,3

'Die Identititen wurden mit dem Programm LALIGN (www.expasy.ch) berechnet.
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Abb. 47 zeigt ein Alignment der in Tab. 22 aufgefiihrten Proteine im Vergleich zum Fur-homologen-
Protein aus E. acidaminophilum. Im allgemeinen besitzen Fur-Proteine eine konservierte N-terminale
DNA-Binde-Doméne (COY & NEILANDS, 1991; STOJILKOVICH & HANDTKE, 1995) und im
C-terminalen Bereich eine Metall-Bindungsstelle fiir ein Zn>"-Ion, welches fiir die native Struktur des
Proteins essentiell ist, sowie eine Bindungsdoméne fiir das regulatorische Metall-lon (HERBIG &
Helmann, 2001; POHL, et al., 2003; MONGKOLUSK & HELMANN, 2002). Im Sequenzvergleich
wies das Fur-Protein aus E. acidaminophilum korrespondierend zu anderen Fur-Homologen
konservierte Sequenzabschnitte (CxxCG, CxxC), sowie eine Histidin-reiche Region auf, die als
putative Metallbindungsstellen (Fe*’, Zn’*oder Mn®") in Frage kommen (s. Abb. 47). Unter
Anwendung des Computerprogramms NPS@release3.0 (www.npsa-pbil.ibcp.fr) konnte im mittleren
Bereich des Proteins ein Sequenzbereich identifiziert werden, der ein mogliches helix-turn-helix-
Motiv, also eine putative DNA-Bindestelle, umfalite (s. Abb. 47). Die Homologien zu entsprechenden
charakteristischen Motiven war jedoch nicht signifikant, so dal eine DNA-bindende und damit
Transkriptions-regulierende Funktion dieses Proteins fraglich ist. Hinzu kommt, daB3 der identifizierte
Bereich eines moglichen helix-turn-helix-Motivs von der Position in anderen Fur-Homologen abwich

(s. Abb. 47).

Fur Bs ~  —-====--= MENRIDRIKKQLHSSSYKLTPOQREATVRVLLENEEDHLSAEDVYLLVKEKSP- 52
Furl Cd  —--—-———- MANTMDLLKDKLKETGFKITPOQRRAIVEILLKHDHSHLSSEEIYDLVRVDCP- 52
Fur Ec =~ —-—====—————- MTDNNTALKKAGLKVTLPRLKILEVLQEPDNHHVSAEDLYKRLIDMGE- 48
Fur Cj MLIENVEYDVLLERFKKILRQGGLKYTKQREVLLKTLYHSDT-HYTPESLYMEIKQAEPD 59
Fur2 Cd = —-=--=-=———————————————— MKFSKQRELILNEIL-NNPVHPTADYLYENLKKDNP- 35
PerR Bs  —-==-=--- MAAHELKEALETLKETGVRITPOQRHAILEYLV-NSMAHPTADDIYKALEGKFP- 52
PerR Cj  —-———=-——————- MELLOMLKKHELKATPOQRLCVLKILK--RHEHPNIDELYIEIKKEYP- 45
Zur Bs  ————————= MNVQEALNLLKGNGYKYTNKREDMLQLFADSDR-YLTAKNVLSALNDDYP- 49
Fur Ba  --——- METEKKIFEIEELLKSNGYKLTHPREVIVRLEV-QTSEHLKPEDIYNKVR--NE- 51
* . . . . .
Fur Bs —EIGLATVYRTLELLTELKVVDKINFGDG-VSRYDLR-KEGAAHFHHHLVCMEFGAVDEI 109
Furl Cd —EIGLATVYRTMQLLDEIGLISKLNLDDG-CIRYEISLHKED(HNHHHLICKNCGKIMEA 110
Fur Ec —EIGLATVYRVLNQFDDAGIVTRHNFEGG-KSVFELT-——-— QOQHHHDA----—-—-——- 89
Fur Cj LNVGIATVYRTLNLLEEAEMVTSISFGSA-GKKYELA--—--NKPHHDHMIICKNCGKIIEF 114
Fur2 C —NLSLGTVYRNLAQLTEHGFIRKVSIPGY-PDRFDGR-——-- IDNHYHIICEVCEEVYDL 88
PerR B —NMSVATVYNNLRVFRESGLVKELTYGDA-SSRFDEV—-——-— TSDHYHAIICENCGKIVDE 105
PerR C —SISLATVYKNLNTLOQEQGLVVEINVLNQ-KTCYDIY-—-—--- HEEHIHVVCTKCGEGIEDL 98
Zur Bs —GLSFDTIYRNLSLYEELGILETTELSGEKLFRFKCS----FIHHHHHFICLACGKTKEI 104

Fur Ea -DVSIPTGDRSIEIFKKIGITKEVVINNE==RYYELS-IFSQKKFHSHFJCSVCGKIKED 107

* . . * %
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Fur Bs EG----DLLEDVEEI IERDWKFKIKDHRLTFHGICHRCNGK-ETE--— 149
Furl cd KE----DLLDNIEKEIQSLYKFKILDHDVKFYGLCDECNGVSDSEE-- 152
Fur EC =~ === = mm o mmmm e e

Fur Cj EN----PIIERQQALIAKEHGFKLTGHLMOLYGVICGDCNNQKAKVKI- 157
Fur2 Cd ES----EVLNNLQELISDETDIKITSYNISFKGICNNCKRCSQVG--- 129
PerR Bs HY----PGLDEVEQLAAHVTGFKVSHHRLEIYGVICQEC|SKKENH---— 145
PerR Cj SF----KDAKLYEYQEHLEKKIGNLVNHLSVCAYVDNCKKCH--——-— 136
Zur Bs ES----CPMD---KLCDDLDGYQVSGHKFEIYGTCPDC[TAENQENTTA 145
Fur Ea NDRRIFKDMLMQRDY IEETYNDVIDDVTVVMRGVICSSCKKDVNVA--- 152

Abb. 47: Alignment des Fur-homologen Proteins aus E. acidaminophilum und anderer Fur-Proteine
Fur_Bs: Fur-Protein B. subtilis; Furl Cd: putatives Furl-Protein C. difficile; Fur_Ec: Fur-Protein E. coli
Fur_Cj: Fur-Protein C. jejuni; Fur2 Cd: putatives Fur2-Protein C. difficile; PerR_Bs: PerR-Protein B. subtilis;
PerR _Cj: PerR-Protein C. jejuni; Zur Bs: Zur-Protein B. subtilis; Fur Ea: putatives Fur-Protein E.
acidaminophilum. Das helix-turn-helix-Motiv der Fur-homologen Proteine ist hellgrau unterlegt. Eine putative
DNA-Bindedomédne im Fur-Protein von E. acidaminophilum is dunkelgrau unterlegt. Die konservierten
Sequenzmotive CxxCG, CxxC, sowie die Histidin-reiche Region sind eingerahmt.

Uber die molekulare Wirkungsweise der Fur-homologen PerR-Proteine hinsichtlich ihrer Funktion als
Peroxid-Sensor ist bislang noch nicht viel bekannt. Es wird postuliert, daf beispielsweise durch H,O,
die an der regulatorischen oder an der strukturellen Metallbindung beteiligten Cysteine zu Disulfid-
Briicken oxidiert und damit die Bindungsaffinitdt zum regulatorischen Metallion gesenkt wird, was
wiederum eine Anderung der Proteinkonformation und Dissoziation des Regulatorproteins von der
DNA-Operator-Sequenz zur Folge hat (HERBIG & HELMANN, 2001; MONGKOLUSK &
HELMANN, 2002). Die Anderungen des Redox-Status von Cysteinen als Sensor fiir Peroxide findet
man auch in dem zur LysR-Familie gehorende Transkriptionsregulator OxyR, der in die Regulation
Peroxid-induzierter Gene involviert ist. OxyR ist besonders in E. coli gut untersucht, in dem er unter
anderem die Expression der Gene katG, ahpC/F und dps, sowie grxA (Glutaredoxin), fur und oxyS
kontrolliert (ZHENG & STORZ, 2000; MONGKOLUSK & HELMANN, 2002). OxyR besitzt zwei
redoxaktive Cysteine, die durch H,O, zu einer Disulfid-Briicke oxidiert werden. Die aus der Oxidation
resultierenden Konfomationsédnderung fiihrt zur Verdnderung der DNA-Bindung von OxyR und damit
zur Aktivierung der Gen-Expression (ZHENG, et al., 1998; MONGKOLUSK & HELMANN, 2002).
Als weiteres Beispiel in diesem Zusammenhang sind die OhrR-verwandten Proteine (organic
hydroperoxide resistance) aus Xantomonas campestris und B. subtilis zu nennen. Diese Proteine sind
ebenfalls in die Regulation Sauerstoff-StreB-induzierter Gene involviert, besitzen jedoch nur einen
konservierten Cystein-Rest, dessen SH-Gruppe durch Peroxide zur Sulfen-Séure oxidiert wird. Die
damit einhergehende Konformationsdnderung fiihrt zum Verlust der DNA-Bindung und damit der
Repressorwirkung (FUANGTHONG & HELMANN, 2002; MONGKOLUSK & HELMANN, 2002).

In Bezug auf die Wirkungsweise Fur-Homologer Proteine bestehen noch eine weitere Moglichkeit.
Demnach wird auch die direkte Oxidation des regulatorisch gebundenen Metallions durch H,O,
diskutiert. Neben der daraus resultierenden Dissoziation des oxidierten lons kdnnte eine lokale
Produktion von Hydroxylradikalen (generiert durch die Reaktion von H,0, mit gebundenem Fe) zur
Oxidation von mehreren Aminosdure-Resten in der Ndhe der Metallbindungsstelle und damit zur
Inaktivierung des Proteins und zur Derepression des regulierten Gens fiihren (MONGKOLUSK &
HELMANN, 2002). Fiir diese Theorie spricht die durch AUTREAUX, et al., 2002 nachgewiesene
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direkte Nitrosylierung des regulatorischen Fe*"-Ions durch NO im Fur-Protein aus E. coli, welches

vermutlich in die Regulation von NO-stressinduzierten Enzymen involviert ist.

4.4.3. PrxU-Eine Linolsdurehydroperoxid-Reduktase

Untersuchungen mit Rohextrakt von E. acidaminophilum zeigten das Vorhandensein einer NADPH-
abhingigen Peroxidase-Aktivitit fiir die Substrate H,O,, Cumolhydroperoxid und #-Butylhydroperoxid
(PARTHER, 1998; SOHLING, et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine entsprechende
Aktivitdt auch fiir das Fettsdure-Derivat Linolsdurehydroperoxid nachgewiesen werden. Diese betrug
0,25 U/mg im Rohextrakt und war um das ca. 16-fache hoher als die Aktivitdten, die fiir die Substrate
H,0,, Cumolhydroperoxid und ¢Butylhydroperoxid bestimmt wurden. Die DTT-abhingige
Linolensdurehydroperoxid-Reduktase-Aktivitdit von Rohextrakt belief sich jedoch nur auf ca.
0,025 U/mg im Vergleich zu 0,15 U/mg fiir die Substrate H,0,, #-Butylhydroperoxid und
Cumolhydroperoxid, welches moglicherweise auf die niedrigere Affinitit des artifiziellen
Elektronendonors DTT im Vergleich zum bislang noch unbekannten nativen Elektronendonor
zuriickzufiihren sein konnte. Die DTT-abhingige Reduktion von H,0,, Cumolhydroperoxid und
t-Butylhydroperoxid sowie die NADPH-abhéngige Peroxidreduktion von Cumolhydroperoxid erfolgte
dabei durch Protein B (bzw. dessen Selenocystein-haltige Untereinheit GrdB) des Glycin-Reduktase-
Komplexes (s. 3.3.), auf dessen Reinigung und Charakterisierung hinsichtlich seiner Peroxidase-
Aktivitdt bereits im Kapitel 4.2. ndher eingegangen wurde. Das rekombinante Seleno-Peroxiredoxin
PrxU zeigte jedoch im Hinblick auf die genannten Substrate keine enzymatische Aktivitdt. Im
Gegensatz zu Protein B war es jedoch in der Lage, die DTT-abhidngige Reduktion von

Linolsdurehydroperoxid zu katalysieren.

Bei der Linolsdure (9,12-Octadecadiensédure), handelt es sich um eine 2fach ungesittigte, 18 C-Atome
enthaltende Fettsdure. Die gezielte Peroxidation mittels der verwendeten 9-Lipoxygenase aus
Sojabohnen erfolgte dabei am Cy-Atom der Fettsdure. Lipidperoxide bzw. Fettsdureperoxide entstehen
in vivo zum einen auf enzymatischem Wege ebenfalls durch die Reaktion von Lipoxygenasen oder a-
Dioxygenasen (FEUSSNER, et al., 2001 und zum anderen durch die nichtenzymatische Reaktion
beispielsweise von Singulett-Sauerstoff, Ozon, HOO®- und OH’-Radikalen (FARR & KOGOMA,
1991; FEUSSNER & WASTERNACK, 2002). Diese Substanzen gelten als Initiatoren der
Lipidperoxidation und fiihren dadurch zur oxidativen Schidigung von Zell-Membranen (FARR &
KOGOMA, 1991; KIM, et al, 2002). Die Lipidperoxidation umfaflt drei Schritte: Initiation,
Verbreitung und Termination. Die bereits erwéhnte Initiation der Reaktion resultiert in der
Abstrahierung eines Wasserstoffatoms an einer C=C-Bindung, welches zur Ausbildung eines
Fettsdure-Radikals fiithrt. Diese Radikal ist in der Lage z. B. mit molekularem Sauerstoff unter Bildung
eines Lipid-Peroxy-Radikals (ROO®) weiterzureagieren, welches wiederum als Initiator fiir die

Peroxidation eines weiteren Fettsdure-Molekiils durch Abspaltung eines Wasserstoffatoms (Bildung
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von ROOH) fungieren kann (s. Abb. 48) (FARR & KOGOMA, 1991; FEUSSNER &
WASTERNACK, 2002). Auch die Ubertragung eines Elektrons von NADH auf das Hydroperoxid
resultiert in der Bildung von Lipid-Radikalen (KAPPUS, 1985; FARR & KOGOMA, 1991).

Initiation
A[H-]

/ a./:\ -t
0,
‘0O—0 \i
) R R
[He] /T\
/ \ H Verbreitung
Termination Verbreitun,
H—0—O
H—0—O +

Abb. 48: Schematische Darstellung der Fettsiiureperoxidation am Beispiel einer 1,4-Pentadien-Einheit

Lipid-Alkoxy-Radikale sind in der Lage, C—C-Bindungen unter Bildung von ungesittigten Fettsdure-
Aldehyden und -Alkyl-Radikalen zu spalten. Diese Reaktion resultiert in kurz-kettigen Molekiilen,
sowie in der Bildung von Ketonen, Epoxiden und Alkanen (BENEDETTI, et al., 1984; KAPPUS,
1985; MEAD, 1976; FARR & KOGOMA, 1991; YOON, et al., 2002). Die Verkiirzung der Fettsaure-
Ketten bzw. die Zunahme der Ladung fiihrt zur Verdnderung der Beweglichkeit innerhalb der
Membran und zu einem Verlust der strukturellen Integritit der Membran (MEAD, 1976;
McELHANEY, 1985), die essentiell fiir Transportprozesse und die Aufrechterhaltung der osmotischen
Balance ist (DILLS, et al, 1990). Ein weiterer Punkt ist die Mutagenitit der durch die
Lipidperoxidation entstandenen Intermediate und Endprodukte. So resultiert beispielweise die direkte
Reaktion von Epoxiden, 4-Hydroxyalkenalen und anderen Aldehyden mit DNA in der Alkylierung
von Basen (SEGEBACK, 1983; FARR & KOGOMA, 1991; YOON, et al., 2002), sowie in der
Bildung von inter- bzw. intramolekularen Vernetzungen (SUMMERFEILD & TAPPEL, 1983; (FARR
& KOGOMA, 1991). Auch kann es durch die Reaktion der genannten Produkte zur Inaktivierung von
Proteinen kommen (CHIO & TAPPEL, 1969; YOON, et al., 2002).
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Aufgrund der massiven Schéidigung durch Lipidperoxidation haben Zellen wirksame spezifische
Mechanismen zur Entgiftung von Fettsdure- bzw. Phospholipidhydroperoxiden entwickelt, die
hauptsichlich in eukaryotischen Systemen gut untersucht sind. Zu diesen gehoren beispielsweise die
vier Selenocystein-haltigen Sauger-Glutathion-Peroxidasen, von denen die cytosolischen Vertreter
Gpx | und 2 ein breites Substrat-Spektrum von H,0, bis zu Cholesterol- und ldngerkettigen
Fettsdurehydroperoxiden besitzen (SUNDE, 1989; CHU, et al., 1993). Bei Gpx 3 handelt es sich um
ein Plasmaprotein mit ebenfalls antioxidativer Funktion (TAKAHASHI, et al., 1987; ARTHUR,
2000). Gpx 4 oder meist auch als Phospholipidhydroperoxid-Glutathion-Peroxidase bezeichnet,
vermag im Gegensatz zu Gpx1-3 ein breites Spektrum an Lipidperoxiden umzusetzten und stellt dabei
ein wichtiges Membran-Reparatursystem in Siuger-Organismen dar (URSINI, er al., 1995). Die
Féhigkeit zur Reduktion von organischen Peroxiden und Lipidhydroperoxiden in Sdugern ist auch fiir
Glutathion-S-Transferasen (HAYES & STRANGE, 1995; HAYES & Mc LELLAN, 1999) bzw. fiir
die menschliche Thioredoxin-Reduktase beschrieben worden (BJIORNSTEDT, et al., 1995).

Im Gegensatz zu eukaryotischen sind bakterielle Zellmembranen hauptsdchlich aus geséttigten oder
einfach ungesittigten Fettsduren aufgebaut, was die Bildung von Lipidperoxiden generell minimiert.
Jedoch sprechen einige Beispiele fiir das Vorhandensein eines entsprechenden bakteriellen
Reparatursystems, in das haupsédchlich Peroxiredoxine bzw. Peroxiredoxin-dhnliche Proteine
involviert sind. Ein aus E. coli isoliertes Bacterioferritin-assoziiertes Protein, ein Vertreter der
Peroxiredoxin-Familie, besall die hochste enzymatische Aktivitit fiir Linolsdurehydroperoxid im
Vergleich zu den Substraten H,O, und #-Butylhydroperoxid (JEONG, et al., 2000). Dieses Protein
besitzt ein redoxaktives Cystein, weist jedoch nur geringe Homologien zu den ‘klassischen’ 1-Cys-
Peroxiredoxinen auf. Eine ebenfalls in E. coli identifizierte, periplasmatisch lokalisierte Thiol-
Peroxidase (CHA & KIM, 1995) ist in der Lage, 15-Hydroperoxyeicosatetraensidure (15 HPETE),
allerdings nur in Konzentrationen von 2-6 uM, umzusetzen (BAKER & POOLE, 2003). Das AhpC-
Protein aus M. tuberculosis zeigte die hochste enzymatische Aktivitit fiir Cholesterolhydroperoxid
und fiir Cumolhydroperoxid, jedoch nur eine schwache Affinitit zu H,O, (HILLAS, et al., 2000).
PrxU aus E. acidaminophilum stellt neben genannten Proteinen ein weiteres Beispiel flir eine
bakerielle Fettsdureperoxid-Reduktase dar und spricht fiir die Existenz eines Lipid-Reparatur-
Mechanismus in dem strikt anaeroben Organismus. Im Gegensatz zu den oben genannten Proteinen
aus E. coli und M. tuberculosis, die ein breites Substrat-Spektrum besitzen, zeigte PrxU nur eine
enzymatische Aktivitit mit dem Fettsdurehydroperoxid und nicht wie iiblicherweise erwartet mit
H,0,, Cumolhydroperoxid und #-Butylhydroperoxid. Moglicherweise ist fiir diese Substrate ebenfalls
eine sehr geringe enzymatische Aktivitdit vorhanden, die jedoch innerhalb der verwendeten
Substratkonzentrationen mit dem genutzten Enzymtest nicht detektierbar war. Die fehlende Aktivitét
konnte auf das Vorhandensein einer Substratbindestelle, die spezifisch fiir hydrophobe, aliphatische,

organische Hydroperoxide ist, zuriickzufiihren sein.
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PrxU enthélt im Gegensatz zu den oben aufgefiihrten Peroxiredoxinen im katalytischen Zentrum ein
Selenocystein, welches mdglicherweise in Verbindung mit anderen Abweichungen in diesem Segment
die Sperzifitit der Substratbindung beeinfluft (vgl. 4.4.1.). Die essentielle Bedeutung des
Selenocysteins fiir die enzymatische Aktivitit von PrxU wurde durch den vollstindigen Verlust der
Aktivitdt durch den Austausch des Selenocysteins zu Cystein gezeigt (s. 3.7.2.5.). Im allgmeinen ist
stets ein erhebliches Absinken der Aktivitdt von Seleno-Proteinen nach Austausch der Selenol-Gruppe
zu einer Thiol-Gruppe zu beobachten (AXLEY, ef al., 1991; (BERRY, et al., 1991; ROCHER, et al.,
1992; URSINI, et al., 1995) welches auf den geringeren nukleophilen Charakter, sowie die
verminderte Dissoziationsfahigkeit der SH-Gruppe gegeniiber der Selenol-Gruppe zuriickzufiihren ist.
Demnach hitte man einerseits ein pH-Optimum im neutralen bzw. schwach sauren Bereich fiir das
Seleno-Peroxiredoxin aus E. acidaminophilum erwarten konnen. Im Gegensatz dazu wurde jedoch die
héchste enzymatische Aktivitit bei einem pH Wert von ca. 8,0 erhalten (s. 3.7.2.5.2.). Ahnliches ist
auch fiir die Selenocystein-haltige Gpx 4 und die entsprechende Cystein-Mutante durch MAIORINI,
et al., 1995 beschriecben worden. Beide Enzyme wiesen ein pH-Optimum bei 8,2 auf, welches
nahelegt, dall die pH-Abhingigkeit dieser Enzyme nicht allein durch die Dissoziationsfahigkeit des
Nukleophils, in diesem Fall des Selenocysteins begriindet ist (ROCHER, ef al., 1992), sondern auch
von dem Vorhandensein anderer Aminosduren abhingt. So konnte fiir Gpx 4 gezeigt werden, daf3
innerhalb der katalytischen Triade (bestehend aus dem Selenocystein- bzw. Cystein-Rest, einem
Glutamin- und einem Tryptophan-Rest) sowohl das Selenocystein, als auch das durch Mutation

eingefiihrte Cystein bei intrazellulirem pH-Wert dissoziert vorlagen (MAIORINI, et al., 1995).

Ein direkter Vergleich der fiir PrxU erhaltenen Enzymaktivitdten mit aus der Literatur bekannten
Daten ist nicht mdglich, da die Aktivitidten der entsprechenden Proteine stets unter Einbeziehung des
nativen Enzymsystems, des Thioredoxin-System oder des Glutathion-Systems bestimmt wurden
(FISHER, et al, 1999; JEONG, et al, 2000; CHU, et al, 1993). Die unterschiedlichen
Enzymaktivititen der DTT- bzw. der NADPH-abhingigen Reduktion von Linolséurehydroperoxid im
Rohextrakt von E. acidaminophilum (DTT: 0,025 U/mg, NADPH: 0,25U/mg) verdeutlichen den
EinfluB3 der unterschiedlichen Elektronendonatoren auf die Aktivitdt. Wie bereits erwihnt, benotigen
Peroxiredoxine mindestens eine weitere Enzymkomponente, um das im Zuge der Enzymreaktion
oxidierte Protein zu reduzieren und einem neuen Reaktionszyklus zuzufiihren (JACOBSON, et al.,
1989). Die Ubertragung der Elektronen von NAD(P)H erfolgt dabei entweder durch ein zur Familie
der NADH:Peroxiredoxin Oxidoreduktasen gehdrendes Protein, wie es erstmals fiir das AhpC/AhpF-
System aus S. typhimurium beschriecben wurde (JACOBSON, et al, 1989), oder durch das
Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase-System (CHAE, et al., 1994). Fir menschliche 1-Cys-
Peroxiredoxine ist, vergleichbar mit Glutathion-Peroxidasen, das Glutathion als Elektronendonor
identifiziert worden (FISHER, et al, 1999; MANEVICH, et al.,, 2002). Die Re-Reduktion der
Tryparedoxin-Peroxidase erfolgt durch das fiir Trypanosomen spezifische Thioredoxin-dhnliche

Tryparedoxin, das wiederum durch Trypathionin und einer NADPH-abhingigen Trypanothionin-
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Reduktase reduziert wird (d. h. das System zur Reduktion umfalt drei Komponenten) (NOGOCEKE,
et al.,, 1997). Auch Glutaredoxin ist kiirzlich als natiirlicher Elektronendonor pflanzlicher und

bakterieller Peroxiredoxine beschrieben worden (ROUHIER, et al., 2001; REYNOLDS, et al., 2002).

Das Vorhandensein einer NADPH-abhéngigen Linolsédurehydroperoxid-Reduktase im Rohextrakt von
E. acidaminophilum sowie die Kenntnisse liber die zentrale Stellung des Thioredoxin-Thioredoxin-
Reduktase-Systems im Stoffwechsel dieses Organismus (DIETRICHS, et al., 1991b; LUBBERS &
ANDREESEN, 1993) lieBen eine Beteiligung der Proteine an dieser Reaktion vermuten. Die
Reduktion von Linolsdurehydroperoxid durch PrxU konnte jedoch in vitro nicht mit aktivem,
rekombinanten Thioredoxin, Thioredoxin-Reduktase und NADPH komplementiert werden
(s. 3.7.2.5.). Ein moglicher Grund dafiir kénnte in der irreversiblen Oxidation einer oder mehrerer
Protein-Komponenten durch das eingesetzte Peroxid (100 uM) bestehen. Mdoglich wére auch das
Fehlen eines zusitzlichen Faktors, beispielsweise eines niedermolekularen Bio-Thiols, vergleichbar
mit dem Glutathion bei der Reduktion menschlicher 1-Cys-Peroxiredoxine (MANEVICH, et al., 2002;
FISHER, et al., 1999) bzw. dem in Mycobakterien vorkommenden Myco-Thiol (NEWTON, et al.,
1996, NEWTON & FAHEY, 2002), dessen Beteiligung an der Reduktion von AhpC aus
M. tuberculosis diskutiert wird (CHAUHAN & MANDE, 2001). Fiir eine solche Theorie spricht der
postulierte, von 2-Cys-Peroxiredoxinen abweichende Reaktionsmechanismus der 1-Cys-
Peroxiredoxine. Zundchst wird in beiden Féllen das N-terminale Cystein durch das Substrat zur
Sulfen-Saure (-SOH) oxidiert (HIROTSU, et al., 1999; SCHRODER, e al., 2000; CHOI, et al., 1998;
POOLE, et al., 1997). Im Falle der 2-Cys-Peroxiredoxine reagiert die SH-Gruppe des zweiten,
C-terminalen Cysteins eines anderen Proteinmolekiils mit der —SOH-Gruppe unter Wasserabspaltung
und Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbindung. Diese wird dann durch Di-Thiole wie z. B.

Thioredoxin oder NADH:Peroxiredoxin Oxidoreduktasen reduziert (HOFMANN, et al., 2002).

Die Mutation des distalen Cysteins zu Serin fithrte bei 2-Cys-Peroxiredoxinen zum Verlust der
Thioredoxin-abhidngigen Peroxidase-Aktivitit (CHAE, et al., 1993; MONTEMARTINI, et al., 1999;
FLOHE, et al., 2002b; ELLIS & POOLE, 1997a). Die Fihigkeit, die durch Fe*"/DTT/O,-vermittelte
Inaktivierung der Glutamin-Synthetase zu verhindern, blieb in diesen Mutanten jedoch erhalten
(CHAE, et al, 1993; FLOHE, et al., 2002b). Offensichtlich vermag, im Gegensatz zu einem
niedermolekularen Elektronendonor wie DTT, das Thioredoxin nicht direkt mit der -SOH-Gruppe zu
reagieren (HOFMANN, et al., 2002). Dieses steht im Einklang mit dem fiir 1-Cys-Peroxiredoxine
postulierten Reaktionsmechanismus. Auch hier erfolgt zunidchst die Peroxidation iiber Ausbildung
einer intermolekularen Disulfid-Bindung, jedoch im Gegensatz zu 2-Cys-Peroxiredoxinen nicht mit
einem weiteren Peroxiredoxin-Molekiil, sondern mit einem verfiigbaren Thiol, welches dabei
zusitzlich als reduzierende Komponente fungiert (HOFMANN, et al, 2002). In diesem
Zusammenhang wurde fiir einige dieser Peroxiredoxine, ein niedermolekulares Thiol, das Glutathion

als Elektronendonor nachgewiesen (FISHER, et al, 1999; KAWAZU, et al, 2000). Als
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prokaryotisches Beispiel sei Chromatium gracile genannt. In diesem Organismus existiert ein
Peroxiredoxin-Glutaredoxin-Chimérenprotein, welches das in diesen Spezies vorkommende

Glutathionamid als Elektronendonor nutzt (VERGAUWEN, et al., 2001).

Der 1-Cys-Peroxiredoxin-Charakter von PrxU aus E. acidaminophilum a6t vermuten, daf
Thioredoxin auch in diesem Fall nicht direkt mit dem Seleno-Peroxiredoxin reagieren kann, sondern
moglicherweise eine bislang unbekannte, niedermolekulare Thiol-haltige Verbindung (Bio-Thiol)
benoétigt. E. acidaminophilum besitzt wie viele andere Gram-positive Baktereien kein Glutathion
(B. SOHLING, personliche Mitteilung), jedoch gibt es Hinweise auf das Vorhandensein von
dhnlichen, niedermolekularen Verbindungen im Rohextrakt dieses Organismus (D. GROBE,
personliche Mitteilung). Abb. 49 zeigt einen moglichen Reaktionsmechanismus fiir das Seleno-
Peroxiredoxin aus E. acidaminophilum. Demnach wird die Selenol-Gruppe des Selenocysteins von
PrxU durch Linolsdurehydroperoxid (R-OOH) zur selenenigen Saure (-Se-OH) oxidiert. Durch die
Reaktion mit einem geeigneten Elektronendonor, moglicherweise einem niedermolekularen Bio-Thiol
(R-SH, bzw. HS-R-SH) kommt es zur H,O-Abspaltung und zunichst zur Ausbildung eines Selenyl-
Sulfids. Die Reduktion dieser Bindung kann anschlieend durch ein weiteres Molekiil des Thiols (im
Fall eines Mono-Thiols) oder durch eine weitere SH-Gruppe desselben Molekiils (Di-Thiol) erfolgen.
Die erstgenannte Mdglichkeit korrespondiert mit dem Reaktionsmechanismus von Glutathion-
Peroxidasen (EPP, et al., 1983) und Glutathion-abhéngigen Peroxiredoxinen (FISHER, et al., 1999;
MANEVICH, et al., 2002).
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Abb. 49: Schematische Darstellung des postulierten Reaktionsmechanismus von PrxU in Anlehnung an
HOFMANN et al. 2002

Die Reduktion der selenenigen Saure durch A): eine Mono-Thiol-haltige Verbindung und B): einem Dithiol.

B : Base; R: Rest.

4.4.4. Die native Struktur von PrxU

Struktur und Reaktionsmechanismus sind inzwischen vor allem fiir Vertreter der 2-Cys-
Peroxiredoxine gut untersucht. 2-Cys-Peroxiredoxine existieren stets als Homodimere, deren
Monomere in einer head to tail-Anordnung lokalisiert sind und somit leicht eine Disulfid-Bindung
zwischen dem N-terminalen Cystein der einen Untereinheit und dem C-terminalen Cystein der
anderen Untereinheit ausbilden konnen (CHAE, et al., 1994; HIROTSU, et al., 1999; SCHRODER, et
al., 2000; ELLIS & POOLE, 1997a). Zu dieser Bindung kommt es wie bereits im Kapitel 4.4.3.
beschrieben wihrend des Reaktionszyklus, in dem zunidchst die durch einen hochkonservierten
Argininrest (vgl. 4.4.1.) aktivierte Sulthydryl-Gruppe des proximalen Cysteins durch das Peroxid-
Substrat zur Sulfen-Saure (~SOH) oxidiert wird (HIROTSU, et al., 1999; SCHRODER, et al., 2000;
CHOI, et al., 1998; ELLIS & POOLE, 1997b) und anschlieBend mit der Sulthydryl-Gruppe des
distalen Cysteins der anderen Untereinheit unter H,O-Abspaltung eine Disulfid-Briicke ausbildet
(HOFMANN, et al., 2002). Nach Anzahl ihrer redoxaktiven Zentren sind die Homodimere der 2-Cys-
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Peroxiredoxine in der Lage zwei Molekiile Peroxid-Substrat zu reduzieren und zwei Disulfid-Briicken
auszubilden (DIETZ, et al., 2002). Fiir das menschliche 1-Cys-Peroxirdoxin PrxVI (KANG, et al.,
1998) wurden durch Kristallstrukturanalysen ebenfalls fest assoziierte Dimere identifiziert, die jedoch
nicht tiber kovalente Bindungen verfiigen (CHOI, et al., 1998). Fiir die rekombinanten Proteine PrxU
und PrxU47C aus E. acidaminophilum konnte nur eine geringe Verdnderungen der Proteinstruktur
unter oxidierenden Bedingungen beobachtet werden. Die nach Oxidation erhaltene ca. 26 kDa grofie
Bande lieB darauf schlieBen, das PrxU und PrxU47C keine Dimere, die auf kovalente Bindungen
zuriickzufiihren sind, ausbilden, was mit dem 1-Cys-Peroxiredoxin-Charakter dieses Proteins im
Einklang steht. In Bezug auf die Ursache der beobachtete geringfiigigen Verschiebung der Protein-

Bande kann jedoch keine Aussage gemacht werden.

An einer Reihe von Beispielen konnte gezeigt werden, dal Peroxiredoxine im nativen Zustand als
Dekamere vorliegen (SCHRODER, et al., 1998; HIROTSU, et al., 1999; KITANO, et al., 1999;
CHAUHAN & MANDE, 2001; ALPHEY, 2000; WOOD, et al., 2002). Ein Modell der Tryparedoxin-
Peroxidase aus C. fasciculata beschreibt die Ausbildung eines aus fliinf Dimeren bestehenden
kondensierten Rings mit 10 Reaktionszentren (ALPHEY, 2000; HOFMANN, et al., 2002). Fiir die
rekombinanten Proteine PrxU und PrxU47C konnte durch Untersuchungen im nativen Gradienten-
PAG eine native Struktur von 288 kDa ermittelt werden. Bei einer kalkulierten Monomergréfe von
23,650 kDa (PrxU) bzw. 23,603 kDa (PrxU47C) entspricht dies der nativen Gréf3e eines Dodecamers
im Gegensatz zu der fiir 2-Cys-Peroxiredoxinen beschriebenen Dekamer-Struktur. Da fiir Vertreter der
1-Cys-Peroxiredoxine jedoch bislang keine nativen Strukturdaten bekannt sind, kann in dieser
Hinsicht kein direkter Vergleich vorgenommen werden (Eine Ausnahme bildet das von CHOI, ef al.,
1998 untersuchte 1-Cys-Peroxiredoxin PrxVI, fiir das jedoch keine Aussage hinsichtlich einer
Dekamer-Struktur gemacht wurde). Fir AhpC aus 4. xylanus konnte gezeigt werden, dafl die
Oligomerisierung des Proteins eine Voraussetzung fiir dessen enzymatische Aktivitét ist (KITANO, et
al., 1999). Dieser Zusammenhang wurde auch fiir weitere Peroxiredoxine demonstriert. So filihrte
beispielsweise die Verdiinnung der Tryparedoxin-Peroxidase aus C. fasciculata und anderer TXNPx-
Spezies zur Dissoziation der aktiven Dekamer-Struktur und zum Verlust der Enzymaktivitit (FLOHE,
et al., 2002a). Die Zerstorung der Dekamerstruktur resultierte auch im Fall von AhpC aus
M. tuberculosis in der Verminderung seiner Aktivitit (CHAUHAN & MANDE, 2001). Dem
entsprechend scheint die Ausbildung der oligomerisierten Struktur von PrxU aus E. acidaminophilum
ebenfalls essentiell fiir dessen enzymatische Aktivitit zu sein. So konnte fiir Proteinkonzentrationen
von < 60 pg/ml im Enzymtest keine Peroxid-Reduktion durch PrxU beobachtet werden (s. 3.7.2.5.),
was moglicherweise auf die aus der Verdiinnung des Proteins resultierende Dissoziation der
Oligomerstruktur zuriickzufiihren ist. Uberraschenderweise konnte auch fiir das nicht-rekombinante
PrxUg, eine native GroBe von ca. 290 kDa detektiert werden, da der immunologische Nachweis von
zwei mit Anti-PrxU-AK interagierenden Proteinen einer Grofle von 23 und 29 kDa (s. 3.7.2.6.1.)

ebenfalls zwei Banden unterschiedlicher Grof3e im nativen Zustand erwarten lief3. Die 29 kDa-Bande
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konnte leider nicht niher analysiert werden (s. 3.7.2.6.2.), so daB} {iber eine mogliche Bedeutung an
dieser Stelle nur spekuliert werden kann. Im Hinblick auf das Vorhandensein nur einer Bande im
nativen Zustand kann vermutet werden, daf3 es sich bei dem 29 kDa Protein um ein PrxUg,-Dimer
handelt, welches allerdings von der erwarteten GroBe von 46 kDa zu sehr abweicht. Fiir ein 2-Cys-
Peroxiredoxin aus Gerste, dessen monomere Grofle 28 kDa betrdgt, wurden verschiedene
Oxidationsstufen im denaturierenden SDS-PAG untersucht. Die GroBe der entstandenen Dimere
variierte, je nach Anzahl der ausgebildeten Disulfid-Bindungen zwischen 50-54 kDa. Diese
DimergroBen wichen allerdings nur geringfiigig von der erwarteteten Grofe ab (DIETZ, et al., 2002).
Durch kovalente Interaktion der Protein-Monomere kann es jedoch offensichtlich zur Veranderung der
ProteingroBe kommen. Ein weiteres Indiz fiir einen moglichen Dimer-Charakter des 29 kDa-Proteins
ist die Detektion dieser beiden Banden sowohl bei der pH-selektiven Markierung mit Iodoacetyl-LC-
Biotin (s. 3.2.) als auch durch die radioaktive Markierung mit °Se (GURSINSKY, 2002). Gegen eine
solche Theorie spricht jedoch die Beobachtung, dal} keinerlei Verdnderung des Bandenmusters auch
bei Behandlung des Rohextraktes mit 700 mM Na-Dithionit eintrat (s. 3.7.2.6.3.), sowie das Fehlen
der 29 kDa Bande bei der Oxidation von rekombinanten PrxU bzw. PrxU47C (s. 3.7.2.5.3.). Moglich
ist auch das Vorhandensein eines weiteren Peroxiredoxin-Homologen (Bcp-Homolog oder Typ II-
Peroxiredoxin) im Rohextrakt von E. acidaminophilum, welches mit dem gegen PrxU gerichteten
Antikorper aufgrund der Ausbildung einer teilweisen dhnlichen Oberflachenstruktur kreuzreagiert und
ebenfalls ein Selen-haltiges Protein darstellt. Das Vorkommen von mehreren Peroxiredoxin-
Homologen ist fiir eine Reihe von Organismen beschrieben worden. So enthélt z. B. E. coli ein AhpC
(COSTA SEAVER & IMLAY, 2001), ein Typ II-Peroxiredoxin (VERDOUCQ, et al., 1999), ein Bep-
Protein (JEONG, et al., 2000) und eine periplasmatische Thiol-Peroxidase (CHA & KIM, 1995), die
alle in die Familie der Peroxiredoxine einzuordnen sind. Das Vorhandensein eines zweiten, mit PrxU
interagierendem, doch davon immunologisch verschiedenen Peroxiredoxins in E. acidaminophilum
wiirde auch die im nativen Zustand erhaltene einzige Bande erkldren. Unter der Vorraussetzung, daf3
das postulierte zweite Peroxiredoxin eine Dekamerstruktur ausbildet, wiirde diese vermutlich in einer
Gr6Ble von ca. 290 kDa resultieren, was der nativen Grofle von PrxU und PrxU47C mit 288 kDa
entspricht. Bislang sind in der Literatur jedoch keine Peroxiredoxine mit nativer Dodekamer-Struktur
beschrieben worden. Da die Bestimmung der nativen GroBe der PrxU-Proteine nur anhand eines
Polyacrylamid-Gradienten-Geles erfolgte, ist eine Uberpriifung dieser Daten durch weitere

Experimente unbedingt erforderlich (vgl. 4.6.).

4.5. Abschlielende Betrachtungen zur Entstehung und Entgiftung von
reaktiven Sauerstoffspezies in anaeroben Mikroorganismen

1971 postulierte (McCORD, et al., 1971), daB3 das Fehlen von ROS-Entgiftungsmechanismen, wie
z. B. SODs, Katalasen und Peroxidasen, in anaerob lebenden Mikroorganismen den Grund fiir deren

Unfdhigkeit darstellt, in Anwesenheit von O, zu wachsen. Einige Jahre spiter wurde durch
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(POSTGATE, 1984) beschrieben, dal Sulfat-reduzierende, als anaerob eingestufte Bakterien zwar
unfdhig sind, sich unter Luftsauerstoff zu vermehren, die oxygenen Bedingungen jedoch iiberleben. In
den letzten Jahren konnten eine Reihe von ROS-Entgiftungsenzymen auch in strikt anaeroben
Lebewesen sowohl auf genetischer, als auch auf Protein-Ebene nachgewiesen werden. Die anaerobe
Lebensweise wird vielmehr in Abhéngigkeit ihrer Antwort auf oxidativen Stress von extrem
sauerstoffempfindlich (z. B. Methanogene) iiber aerotolerant (z. B. sulfatreduzierende Bakterien,
Desulfovibrio) bis zu mikroaerophil (z. B. Desulfovibrio vulgaris Hildenborough) (JENNEY, et al.,
1999), definiert. Im Gegensatz zu anaeroben Mikroorganismen nutzen aerob lebende Organismen

sowie fakultativ anaerobe Bakterien in Anwesenheit von O, diesen als terminalen Elektronenakzeptor.

Aus der Ubertragung von jeweils einem Elektronen innerhalb der Reduktionsschritte von O, zu H,0O
resultiert die Bildung von H,0,, sowie des Superoxid-Anions 0, (FRIDOVICH, 1975; MORRIS,
1980; KWAN & VOELKER, 2003). Diese ROS reagieren innerhalb der Zelle zu weiteren toxischen
Sauerstoffderivaten und fithren so zur oxidativen Schidigung von Membranen, Proteinen und
Nukleinsduren (vgl. Einleitung). Auch wenn anaerobe Mikroorganismen O, innerhalb ihres
Stoffwechsels nicht nutzen, so leben sie doch in Okosystemen, die zeitweise dem Luftsauerstoff
ausgesetzt sind (JENNEY, et al., 1999). O, diffundiert durch die Zellmembranen und reagiert in der
anaerob lebenden Zelle mit Thiolen, Flavinen und Fe-S-Proteinen zu reaktiven O,-Derivaten. Auch
durch die NAD(P)H-Oxidase-Aktivitdten einiger Flavin-haltiger Enzyme entsteht durch die Reduktion
von Sauerstoff H,O, (STORZ & IMLAY, 1999). Aus E. acidamniophilum, dem hier untersuchten
Organismus, konnte ebenfalls eine NADPH-Oxidase gereinigt werden, die die Reduktion von O, unter
Bildung von H,0O, katalysiert (s. 3.4.1. und 3.4.2.3.). Dieses Enzym war identisch mit der
Thioredoxin-Reduktase dieses Organismus. Thioredoxin-Reduktasen gehdren zu der Familie der
Pyridinnukleotid:Disulfid-Oxidoreduktasen (WILLIAMS, 1992; MARTINEZ-GALISTEO, et al.,
1992), in die auch Glutathion-Reduktasen (WILLIAMS, 1976), Lipoamid-Dehydrogenasen
(MATTEV], et al, 1991), Trypanothion-Reduktasen (KURIYAN, et al, 1991), sowie NADH-
Peroxidasen (STEHLE, ef al., 1993; CLAIBORNE, et al., 1999) eingeordnet werden. Zu den ebenfalls
mit  Thioredoxin-Reduktasen verwandten Enzymen gehoren die NADH:Peroxiredoxin-
Oxidoreduktasen (POOLE, et al, 2000). Eine Reihe dieser Proteine weist NADH-Oxidase-
(NIIMURA, et al., 1993; COCCO, et al., 1988; HIGUCH]I, et al., 1993) bzw. NADH-Dehydrogenase-
Aktivitat (XU, et al., 1989) auf.

E. acidaminophilum toleriert nur sehr geringe O,-Konzentrationen. So fiihrte bereits die Kultivierung
in Medium ohne Reduktionsmittel zu einem erheblich verminderten Wachstum (RUDOLF, 2003).
Jedoch konnte beobachtet werden, dal3 in der stationdren Phase befindliche Zellen in der Lage waren,
auch hoheren O,-Gehalt zu iiberleben und nach Uberimpfen dieser Zellen in anaerobes Medium ein
normales Wachstum stattfindet (allgemeine Beobachtungen bei der Kultivierung von

E. acidaminophilum). Im Zusammenhang mit der Prisenz einer H,O, produzierenden NADPH-
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Oxidase lieBe sich daraus bereits das Vorhandensein wirksamer Schutzmechanismen gegen ROS
ableiten, welches im Rahmen dieser Arbeit auch bestétigt werden konnte (s. 4.2. und 4.4.). Dabei ist
besonders zu beachten, dal bei den postulierten Reduktionen von Peroxiden sowohl durch Protein B,
als auch durch das Selenoperoxiredoxin PrxU kein molekularer Sauerstoff entsteht, wie es bei den
durch Katalase und SOD katalysierten Disproportionierungs-Reaktionen der Fall ist. Beziiglich der
Entgiftung von reaktiven O,-Spezies, speziell in anaeroben Organismen, ist dies ein wichtiger Punkt,
da der dabei entstehende molekulare Sauerstoff zur Bildung von neuen ROS fiihrt (JENNEY, et al.,
1999). Es konnte zwar in verschiedenen obligat anaeroben Mikroorganismen die Prasenz von Katalase
und SOD nachgewiesen werden (BRIOUKHANOYV, et al., 2000; SHIMA, et al., 1999; MEILE, et al.,
1995; AMANQO, et al., 1990; KITAMURA, et al., 2001), die bedeutendste Rolle im Rahmen der
oxidativen StreBantwort in Anaeroben wird jedoch den Superoxid-Reduktasen (SOR), zu denen
Desulfoferrodoxine und Neelaredoxin gehoren, zugeschrieben (JENNEY, ef al., 1999; FOURNIER, et
al., 2003). Dieses bislang ausschlieBlich in anaeroben Organismen detektierte Eisen-haltige Enzym
katalysiert die Reduktion von O,  zu H,O,, als Elektronendonor dient Rubredoxin, ein monomeres
Redox-Protein mit einem Eisen-Zentrum (s. Abb. 50). (ADAMS, et al., 2002), das wiederum durch
die NAD(P)H:Rubredoxin Oxidoreduktase (NROR) reduziert wird (JENNEY, ef al., 1999).

In D. gigas existieren zwei weitere Rubredoxin-abhingige Proteine: NADH:Rubredoxin-
Oxidoreduktase (NRO) (CHEN, et al., 1993a) und Rubredoxin:O,-Oxidoreduktase (ROO) (CHEN, et
al., 1993b), die homolog zum Flavorubredoxin aus E. coli ist (GOMES, et al., 2002). NRO reduziert
dabei molekularen Sauerstoff zu H,O,, ROO reduziert O, zu H,O. Eine Bedeutung innerhalb einer
oxidativen StreBantwort ist bislang fiir diese Proteine jedoch nicht eindeutig bewiesen (ADAMS, et
al., 2002). Durch die SOR-katalysierte Reaktion entsteht kein molekularer Sauerstoff, jedoch H,O,,
das ebenfalls zur Generation von ROS in der Zelle fiihrt. Die Frage nach der Entgiftung dieser
Substanz ist noch umstritten (ADAMS, et al., 2002). Allerdings wird die Beteiligung von Rubrerythrin
(bzw. Nigerythrin) in diesem Zusammenhang diskutiert. Dieses ebenfalls Fe-haltige Protein (ohne
Ham) wird als Rubredoxin:Peroxid-Oxidoreduktase beschrieben (LUMPPIO, et al., 2001) und ist in
die NADH-abhéngige Peroxidreduktion in D. gigas involviert (COULTER, et al., 2000; LUMPPIO, et
al., 1997; PRICKRILL, et al., 1991). Rubrerythrin besitzt aulerdem die Aktivitit einer O,-Reduktase
(GOMES, et al., 2001) und einer Ferroxidase (COULTER, et al., 2000). Die Beteiligung von
Rubrerythrin an der Umsetzung des durch die SOR entstandenen H,0, ist bislang nicht bewiesen.
Denkbar wire an dieser Stelle die Involvierung von Peroxiredoxinen und NADH-Peroxidasen
(s. Abb. 50), fiir deren Vorhandensein die Prisenz entsprechender Gene, die im Rahmen der Genom-
Sequenzierungen in einer Vielzahl von anaeroben Mikroorganismen entdeckt wurden, spricht
(ADAMS, et al., 2002). Auch das Genom des mit E. acidaminophilum nahe verwandten Organismus
C. difficile (www. sanger. ac.uk) enthidlt neben einem putativen Peroxiredoxin-Gen (s. 4.4.1.) einen

offenen 1332 bp umfassenden orf, der fiir eine NADH-Peroxidase codieren konnte.
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Erste Hinweise fiir das Vorhandensein einer SOR wurden auch fiir £. acidaminophilum erhalten. So
konnte im Rahmen eines Praktikums ein zu SOR-Genen homologer Genbereich von chromosomaler
DNA aus E. acidaminophilum amplifiziert werden. Eine entsprechende SOR-Aktivitit im Rohextrakt
wurde ebenfalls beobachtet, konnte jedoch bislang nicht angereichert werden (BOS, 2002). Demnach
wire ein wie in Abb. 50 gezeigter, von JENNEY, et al, 1999 vorgeschlagener ROS-
Entgiftungsmechanismus in anaeroben Organismen auch fiir E. acidaminophilum denkbar. Die in
dieser Arbeit erhaltenen Daten wiirden allerdings gegen eine Beteiligung des Seleno-Peroxiredoxins

sprechen, da es offenbar nicht in der Lage ist, H,O, umzusetzen.

Peroxiredoxin
XH, X
o SOR
O,— O, + 2H* H,0, 2H,0
Rb,, Rb,, NADH NAD

NADH-Peroxidasen
NROR
|

I/, NAD@PH !/, NAD(P)

Abb. 50: Postulierter Mechanismus fiir die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies in anaeroben
Mikroorganismen (JENNEY, et al., 1999).

SOR: Superoxid-Reduktase; NROR: NAD(P)H:Rubredoxin Oxidoreduktase; Rb: Rubredoxin; red: reduziert; ox:
oxidiert; XH,: Elektronendonor

4.6. Ausblick

In vorliegender Arbeit sind erste Untersuchungen und Ergebnisse zu einer moglichen Antwort auf
SauerstoffstreB auf molekularer Ebene in dem anaeroben Organismus E. acidaminophilum
dokumentiert. Um jedoch ein klares Verstindnis hinsichtlich der Prozesse zur Entgiftung reaktiver
Sauerstoff-Spezies zu erlangen, sind eine Reihe weiterer Untersuchungen in diese Richtung
notwendig. Im Rahmen dieses Kapitels sollen daher einige weiterfilhrende Experimente zu dieser

Problematik vorgeschlagen werden.

Die ersten Charakterisierungen von PrxU bieten eine Reihe von Ansatzpunkte zu weiteren
Untersuchungen. Hauptaugenmerk sollte dabei auf die Aufklarung des nativen Elektronendonors und
damit auf die Rekonstitution der NADPH-abhédngigen Reduktion von Linolsdurehydroperoxid des
Rohextraktes von E. acidaminophilum durch die daran beteiligten Proteinkomponenten sein.
Spezifische immunologische Ausfiallungen mit gegen Thioredoxin, Thioredoxin-Reduktase sowie
PrxU gerichteten Antkorpern sollten die Beteiligung dieser Proteinkomponenten an dieser Reaktion
eindeutig zeigen. Weiterhin sollte der EinfluB verschiedener kommerziell erhiltlichen

Elektronendonatoren  (Glutathion, DTE, Cystein, N-Acetyl-Cystein, usw.) auf die
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Linolsdurehydroperoxid-Reduktion von PrxU untersucht werden, um auf prinzipielle
Strukturmerkmale des nativen Elektronendonors schlieBen zu konnen. Parallel dazu wire die
Weiterfiihrung der etablierten HPLC-Analysen zur Identifizierung von niedermolekularen Thiol-
Verbindungen hilfreich. An die Aufkldrung der Komponenten, die zur NADPH-abhéngigen Reduktion
des Peroxids notwendig sind, konnten sich eine Reihe biochemischer Untersuchungen (z. B. Kinetik)
anschlielen, da mit dem nativen System direkte Vergleiche mit Literaturdaten moglich wéren.

Interessant wiéren auch Untersuchungen zum weiteren Peroxid-Substrat-Spektrum von PrxU, z. B.
durch Einsatz von mehrfach ungesittigten Fettsdurenhydroperoxiden sowie Phospholipid-

hydroperoxiden.

Interessant wire weiterhin die Analyse der im immunologischen Nachweis von PrxU zusitzlich
detektierte Bande von 29 kDa. Eine Auftrennung von Rohextrakt in einen 2D-Gel sollte eine
hinreichende Auflésung der Spots erlauben. Die Lokalisation der gesuchten Proteine konnte dabei
immunologisch erfolgen. Um jedoch fiir massenspektroskopische, oder N-terminale Aminosiure-
Analysen notwendige Proteinmenge zu erhalten, miifite eine erhebliche Menge an Rohextrakt
eingesetzt werden. Deshalb sollte zunidchst die Menge an PrxU unter verschiedenen Sauerstoffstref3-

Bedingungen im 2D-Gel untersucht werden.

Ein weiterer Punkt betrifft die native Struktur des PrxU-Proteins. Interessant wire es, ob durch
kristallographische Untersuchungen die in dieser Arbeit postulierte Dodekamerstruktur bestitigt
werden kann. Lohnend wiren Versuche zur Kristallisation prinzipiell deswegen, weil PrxU das bislang

einzige bekannte Selenocystein-haltige Peroxiredoxin darstellt.

Die Identifizierung einer putativen Fur (bzw. PerR)-Operator-Sequenz im Promotor-Bereich des prxU-
Gens lassen eine Regulation dieses Gens durch ein Fur-homologes Protein vermuten. Zunéchst sollte
der EinfluB von entsprechenden Stre3faktoren (z. B. Eisen- und Zink-Limitierung) auf die Expression
von PrxU im 2D-Gel untersucht werden (Lokalisation durch immunologischer Nachweis). Lohnend
wéren auch Bindungsstudien (footprinting) des in der Genumgebung von prxU identifizierten fur-
Genproduktes. Dafiir wéren zunichst die Klonierung dieses Gens in geeignete Expressionsvektoren

sowie die funktionelle heterologe Expression in E. coli erforderlich.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

1.

Der Rohextrakt von E. acidaminophilum wies eine DTT-abhingige Peroxidase-Aktivitét fir die
Substrate H,0,, ¢-Butylhydroperoxid und Cumolhydroperoxid mit einer spezifischen
Enzymaktivitit von 0,15 U/mg sowie fiir Linolsdurehydroperoxid mit 0,025 U/mg auf. Durch
Zugabe von Rohextrakt konnte weiterhin die oxidative Fe*'/DTT-vermittelte Inaktivierung der
Glutaminsynthetase fast vollstindig gehemmt werden. Die pH-selektive Markierung des
Rohextraktes von E. acidaminophilum durch EZ-Link™ lodoacetyl-LC-Biotin resultierte in der
Markierung von neun Proteinen, von denen 6 bekannten Seleno-Proteinen iiber die Masse
zugeordnet werden konnten. Die Modifizierung bewirkte auch einem Verlust der DTT-abhingigen

Peroxidase-Aktivitét, die somit von einem Seleno-Protein katalysiert werden sollte.

Die Anreicherung der DTT-abhéngigen Peroxidase-Aktivitit aus auf Glycin angezogenen Zellen
von E. acidaminophilum erfolgte in drei Chromatographieschritten an Q-Sepharose, Butyl-
Sepharose und Sephadex 200HR. Die erhaltene Proteinlosung enthielt drei Hauptproteinbanden
mit Molekulargewichten von 47, 25 und 22 kDa. Diese konnten durch N-terminale Aminoséure-
Bestimmungen und Sequenzvergleiche den Untereinheiten des substratspezifischen Protein B der
Glycin-Reduktase: GrdB (47 kDa) und den prozessierten GrdE-Untereinheiten von 25 und 22 kDa

zugeordnet werden. Der Anreicherungsfaktor betrug 14.

Das iiber die Peroxidase-Aktivitét gereinigte Protein B besal} eine spezifische Enzymaktivitét fiir
H,0, von 0,6 U/mg, fir Cumolhydroperoxid von 1,1 U/mg und fiir -Buytylhydroperoxid von
0,7 U/mg. Linolsdurehydroperoxid (0,1mM) und Peroxnitrit (20 uM) wurden durch Protein B
nicht umgesetzt. Die Affinitdten fiir die organischen Peroxide lagen dabei geringfiigig hoher als
fir H,O, (kn(CHP): 8 x 10% mM, ky,(BHP): 9 x 107 mM, k,(H,0,): 0,27 mM). Das fiir die
Peroxidase-Aktivitdt erhaltenen pH-Optimum fiir Protein B betrug 8,0. Die optimale Temperatur
betrug 35 °C, aus der Temperaturkurve konnte eine Aktivierungsenergie von 69 kJ/mol kalkuliert

werden.

Das gereinigte Protein B war in der Lage, die Fe’"/DTT/O,-vermittelte vollstindige Inaktivierung
der Glutaminsynthetase zu verhindern. Durch Zugabe von 13 pg Protein B behielt die
Glutaminsynthetase eine Restaktivitit von 70%.

Die Immunoprézipitation von GrdB im Rohextrakt mit GrdB-spezifischen Antikdrpern resultierte
in dem vollstindigen Verlust der NADPH-abhéngigen Reduktion von Cumolhydroperoxid und
bewies somit die Beteiligung von Protein B an dieser Reaktion. Der an dieser Katalyse beteiligte
direkte natiirliche Elektronendonor konnte nicht identifiziert werden. Aktives rekombinantes
Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase, sowie die Zugabe der putativen redoxaktiven Proteine
GrdA1U44C und PrpU33C komplementierten die fiir Protein B nachgewiesen NADPH-abhéngige

Peroxidreduktion in vitro nicht. Es wird ein noch unbekannter niedermolekularer Elektronendonor
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postuliert, der in Anlehnung an die relativ hohen Enzymaktivititen fiir DTE und DTT im
Vergleich zu 2-Mercaptoethanol, Glutathion (red.) und L-Cystein vermutlich einen Di-Thiol-
Charakter besitzt.

5. Zur Priifung einer Beteiligung der beiden Cysteine-Reste in dem konservierten Sequenz-Motiv
von GrdB -UxxCxxC- an der Peroxidase-Aktivitit wurden die Cystein-Codons des in den
Expressionsvektor pASK-IBAS5 klonierten grdB-Gens durch in vitro-Mutagenese jeweils zu
Alanin-Codons umgewandelt. Das Proteine GrdB, GrdBU350C, GrdBC353A und GrdBC356A in
E. coli XL1-Blue-MRF’ (im Fall der Selenocystein-haltigen Proteine enthielt dieser zusétzlich das
Plasmid pASBC4) heterolog iiberexprimiert und iiber Affinitdtschromatographie angereichert.
Eine homogene Reinigung gelang jedoch nicht. Neben den jeweiligen intakten GrdB-Proteinen
(47 kDa) wurde stets eine starke zusitzliche Bande bei ca. 22 kDa beobachtet. Die zwei
Spaltstellen wurde in einem getrennten Experiment durch N-terminale Sequenzierung des bei
C-terminal fusioniertem GrdBU350C erhaltenen ca. 30 kDa Spaltproduktes ermittelt und wiesen
auf den gleichen Sequenzbereich hin, der bereits von REUTER, 200) ermittelt wurde.

Die im heterologen System erhaltene relative DTT-abhéngige Peroxidaseaktivitit fiir
Cumolhydroperoxid betrug fiir GrdB 6,2 nmol/min und GrdBU350C 3,7 nmol/min. Die Mutanten
GrdBC353A und GrdBC356 wiesen nur eine relative Aktivitit von 2,7 nmol/min bzw.
2,5 nmol/min auf. Durch proteolytischen Verdau der Proteine mit Trypsin und anschlieBender
massenspektroskopischer Analyse der Fragmente konnte fiir die Proteine GrdB und GrdBC353A
der Einbau von Selenocystein in die Polypeptidkette nachgewiesen werden. Darauthin wurde eine
Beteiligung des Cysteins an Position 353 an der Peroxidase-Reaktion postuliert und ein moglicher

Reaktionsmechanismus formuliert.

6. Da die Zerfallsprodukte hauptsichlich bei heterologer Expression beobachtet wurden, sollte ein
EinfluB3 von GrdE-Produkten auf die Stabilitdt von GrdBU350C gepriift werden. Die Gene grdB
und grdE bzw. grdB und die jeweiligen, den 22 kDa und 25 kDa Untereinheiten von Protein B
entsprechenden grdE-Fragmenten wurden als Transkriptionseinheit in den Expressionsvektor
PASK-IBAS kloniert und simultan in E. coli BL21-CodonPlus-RIL exprimiert. In allen drei Féllen
war eine Anreicherung von ausschlieBlich intaktem GrdBU350C durch Affinitdtsreinigung
moglich. Nur Gesamt-GrdE co-eluierte mit GrdBU350C, eine Prozessierung in die beiden
Untereinheiten erfolgte jedoch nicht. Die auf diese Weise erhaltenen GrdBU350C-Proteine wiesen

keine Peroxidase-Aktivitit auf und lieBen sich auch nicht mit 2-'"*C-Glycin markieren.

7. Das Plasmid pPX2, dessen Insert die Genumgebung des prxU-Gens (Seleno-Peroxiredoxin)
umfaBte, wurde doppelstringig sequenziert. Es konnten drei vollstindige Gene (orf4, orfB und
fur) stromabwirts von prxU identifiziert werden, dessen Translationsprodukte Homologien zu

Nukleotid-bindenden Proteinen der Mrp bzw. MinD-Familie (orf4), konservierten hypothetischen
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10.

Proteinen (orfB) sowie Fur-(ferric uptake regulator) Proteinen (fur) aufwiesen. Fiir prxU wurde
eine monocistronische Transkription nachgewiesen. Der Transkriptionsstartpunkt befand sich in
einer Entfernung von 158 bp stromaufwirts des prxU-Startcodons, die Lange der mRNA betrug
0,8 kb. Innerhalb der Promotor-Region wurde eine palindromische Sequenz identifiziert, die hohe
Homologien zur Konsensussequenz PerR- bzw. Fur-regulierter Operator-Sequenzen besall und

dieVermutung auf eine Regulation des prxU-Gens durch eine Fur-dhnliches Protein erlaubte.

Das Gen prxU wurde in den Expressionsvektor pASK-IBA3 kloniert und das fiir Selenocystein
codierende in frame UGA-Codon durch gerichtete Mutation zu UGC (Cystein) umgewandelt.
Beide Gene lielen sich in E. coli XL1-Blue-MRF" (enthielt bei prxU zusitzlich das Plasmid
PpASBC4) exprimieren und die Strep-tagll-fusionierten Proteine PrxU und PrxU47C mittels
Affinitidtschromatographie bis zur Homogenitét anreichern. PrxU setzte Linolsdurehydroperoxid
unter Nutzung von DTT mit einer spezifischen Enzymaktivitit von 0,6 U/mg um. Fiir die
Substrate H,O,, -Butylhydroperoxid, Cumolhydroperoxid und Peroxinitrit wurde keine Aktivitit
beobachtet. Die Rekonstitution der NADPH-abhédngigen Reduktion von Linolsdurehydroperoxid
im Rohextrakt mit den rekombinanten Proteinen PrxU, Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase
gelang nicht. Postuliert wird auch hier das Fehlen eines niedermolekularen Faktors. Die Mutante
PrxU47C zeigte keine enzymatische Reaktion mit DTT und Linolsdurehydroperoxid. Die
Oxidation von PrxU und PrxU47C mit 250 uM Linolséurehydroperoxid bzw. 250 uM H,O, fiihrte
zu einer Verschiebung der Proteinbande von 24 auf 26 kDa im dentaurierenden SDS-PAG. Die

native GroBe beider Proteine betrug 288 kDa, was einer Dodekamerstruktur entsprechen wiirde.

Immunologischen Untersuchungen mit gegen PrxU47C gerichteten Antikdrpern ergaben eine
cytoplasmatische Lokalisation von PrxU. Dabei wurden im Rohextrakt von E. acidaminophilum
zwei Proteine der Grofle 23 und 29 kDa detektiert, die im nativen Gel in einer einzigen 290 kDa
groBen Bande resultierten. Diese entspricht einem Dodekamer des 23 kDa Proteins bzw. einem
Dekamer des 29 kDa Proteins. Die Anreicherung beider Proteine aus E. acidaminophilum gelang
kaum mittels Affinititschromatographie mit gegen PrxU47C gerichteten polyklonalen
Antikdrpern. Aufgrund der erheblichen Verunreinigungen sowie der erhaltenen geringen
Proteinmenge waren eine Bestimmung der N-Termini beider Proteine sowie enzymatische

Messungen nicht moglich

Die Anreicherung einer NADPH-Oxidase aus E. acidaminophilum erfolgte in zwei
Chromatographieschritten an Q-Sepharose und Phenyl-Sepharose bis zur Homogenitdt. Das
36 kDa grofle Protein besall eine spezifische Enzymaktivitit von 3,6 U/mg und wurde als
Thioredoxin-Reduktase identifiziert. Die spezifische NADPH-Oxidaseaktivitit rekombinanter
Strep-tagll fusionierter Thioredoxin-Reduktase betrug 1,1 U/mg. Die Reaktion erfolgte unter
Bildung von H,0,.
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ANHANG

Abb. Al: DNA-Sequenz des Plasmides pPX2

orfD (N-Terminus)-hypothetisches Protein; prxU-Seleno-Peroxiredoxin; orf4-MRP-homologes Protein; orfB-
hypothetisches Protein; fur-Fur.

Die Startcodonen sind einfach, putative Ribosomenbindestellen doppelt und postulierte Promotorsequenzen
gepunktet unterstrichen. Die Pfeile nach der Genbezeichnug geben die Transkriptionsrichtung an. Eine Rho-
unabhéngige Terminationsstruktur stromabwirts des prxU-Gens ist mit >>> <<<. gekennzeichnet, der
Transkriptionsstartpunkt fiir prxU ist fett hervorgehoben. Eine putative Fur- (bzw. PerR-) Operator-Sequenz ist
eingerahmt.

Abb. A2: Massenspektroskopische Analyse des Proteins GrdB

Abb. A3: Massenspektroskopische Analyse des Proteins GrdBC353A

Abb.A4: Massenspektroskopische Analyse des Proteins GrdBC356A
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I v V E
CTATTGCTGA

vV K N
AGGACTGAAA

T L K
ACGCAGTCGA

TTCCTGGCCT
ARGGACCGGA

K I I
AGAAAATAAT

Y Y I D
TAATATATAT

Y G N
ATATCGGTAA

TCGCCAGACA
AGCGGTCTGT

G I K
ACGGCTAAAA

E P K
AGGAGCCCGA

S K L L
TCTAAACTCG

TGATCCTCTA
ACTAGGAGAT

F I E I
GAATTTTTAG

L H E
ATTCTACGAG

E E I
TTGAGAAGTT

GAGTCGACCT
CTCAGCTGGA

Abb. Al: DNA-Sequenz des Plasmides pPX2
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AGATACGACG CCAGAGGGCA CCCCTACGAC TGTAGAAGTA

s T Q V F L R v I VvV E R P H

CGATCAAACT TGTTTGTCGG AATGTTAGTG GAGAGATCCT
Jur (<)

E F I K K E T E M GT TTTCACCCTT

AGAGTTTTTA GAAAAAGAGT CAAAGGTACA AAAGTGGGAA

GCA
CGT
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49
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