NMR-spektroskopische Untersuchungen
der Excisionase aus Bakteriophage HK022 sowie des
Elektronentransferkomplexes des Cytochrom Css, und der

Cu,-Doméne aus Thermus thermophilus

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich
Chemische und Pharmazeutische Naturwissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitit
in Frankfurt am Main

von
Lucia Muresanu
aus Cluj-Napoca,

Rumaénien

Frankfurt am Main, 2005
(DF1)



vom Fachbereich: Chemische und Pharmazeutische Naturwissenschaften der Johann Wolfgang

Goethe-Universitdt als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. H. Schwalbe

Gutachter: Prof. Dr. H. Riiterjans
Prof. Dr. B. Ludwig

Datum der Disputation:




| nhaltsverzeichnis

1. Einleitung
2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterienstaimme
2.1.2 Plasmide

2.1.3 Chemikalien
2.1.4 Stammlosungen
2.1.5 Nihrmedien
2.1.6 Geriite

2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Bakterienstammbhaltung

2.2.2 Transformation
2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Expression und Aufreinigung der Excisionase

2.3.2 Expression und Aufreinigung des Cytochrom Css,

2.3.2.1 Periplasma-Priiparation
2.3.2.2 Saulenchromatographie
2.3.2.3 Kinetische Untersuchungen

2.3.3 Expression und Aufreinigung der Cu,-Domiine
2.4 NMR-spektroskopische Methoden

2.4.1 Excisionase
2.4.1.1 Probenvorbereitung
2.4.1.2 NMR-Experimente
2.4.1.3 Strukturrechnung

16

16
16
16
17
18
19
20

20

20
21

21

21

22

24
24
25

26

28

28
28
28
29



2.4.2 Cytochrom Css; und Cu,-Domiine 30

2.4.2.1 Probenvorbereitung 30

2.4.2.2 NMR-Experimente 32

2.4.2.3 Analyse der Kontaktregionen 32

2.4.2.4 Berechnung des Proteinkomplexes 33

3. Ergebnisse und Diskussion 35
3.1 Excisionase 35
3.1.1 Zuordnung der 'H-, ®N- und “C-Resonanzen 35

3.1.2 Strukturuntersuchung 44

3.2 Cytochrom Css, 53
3.2.1 Zuordnung der 'H- und °N-Resonanzen 53
3.2.1.1 Reduziertes Cytochrom Css; 53

3.2.1.2 Oxidiertes Cytochrom Css; 59

3.2.2 Funktionelle Untersuchungen 63

3.2.3 Histidintitrationen 64

3.2.4 Analyse der Kontaktoberfliche 65

3.3 Cus-Domaine 72
3.3.1 Zuordnung der 'H- und '°N-Resonanzen 72
3.3.1.1 Reduzierte Cus-Domiéine 72

3.3.1.2 Oxidierte Cux-Domaine 74

3.3.2 Histidintitrationen 79

3.3.3 Analyse der Kontaktoberflache 80

3.3.4 Kontakte zwischen der Cu,-Doméine und Cytochrom Css, 82

4. Zusammenfassung 92
5. Literaturverzeichnis 94
6. Abkiirzungsverzeichnis 104



1. Einleitung

In fast allen biologischen Prozessen sind Proteine anzutreffen, die vielfdltige Funktionen
ausfiihren, wie beispielsweise DNA-Rekombination, Elektronentransport, Metabolismus,
Immunabwehr, Zellwachstum, etc. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollten drei
Proteine mittels hochaufgeloster NMR-Spektroskopie strukturell untersucht werden: die
Excisionase (Xis) aus dem Bakteriophagen HongKong022, welche eine Rolle bei der DNA-
Rekombination spielt, sowie die Elektronentransportproteine Cytochrom Cssz und Cus-Doméne

aus dem hitzebestdndigen Bakterium Thermus thermophilus.

I. Excisionase

Bakteriophagen sind Viren, die Bakterienzellen wie z.B. Escherichia coli infizieren konnen. Sie
sind aus zwei Komponenten aufgebaut: einem Nukleinsduremolekiil und einer aus mehreren
Proteinbausteinen bestehenden Hiille. Entsprechend der Art der Nukleinsdure werden die
verschiedenen Bakteriophagen entweder in sogenannte DNA-haltige, wie die Bakteriophagen
A, T2, T4 und T7, oder in RNA-haltige, wie die Bakteriophagen f2, MS2 und R17, unterteilt.
Das Bakteriophage A beispielsweise gehort zu den temperenten Phagen, d.h., es kann
alternative Infektionswege einschlagen. Dies ist zum einen der lytische Zyklus, d.h. die
Vermehrung innerhalb der Wirtszelle und die Zerstorung der Zelle durch Lyse, und zum
anderen der lysogene Zyklus, d.h. der Einbau der Phagen-DNA in das Genom der Wirtszelle
verbunden mit einer tempordren Hemmung der Phagenvermehrung sowie der Lyse.

Die beiden eng miteinander verwandten Bakteriophagen A und HK022 (Dhillon et al., 1981)
verwenden im Laufe eines Lebenszyklus den gleichen Mechanismus fiir die Integration und
Excision ihrer Genome in der Wirtszelle. Die Excisionasen beider Bakteriophagen unter-
scheiden sich aulerdem in nur einem einzigen Aminosédurerest und konnen daher sowohl in
vitro als auch in vivo miteinander vertauscht werden (Yagil und Dolev, 1989).

Die Excisionase aus dem Bakteriophagen HK022 ist ein typisches DNA-bindendes Protein mit
vielen basischen Aminosduren. Es besteht aus insgesamt 72 Aminosdureresten und hat ein
Molekulargewicht von 8635 Da. Das Protein ist in vitro sehr instabil aufgrund seiner

ausgepragten Neigung zur Aggregatbildung, hervorgerufen durch intermolekulare Disulfid-



briicken des einzigen Cysteinrestes. Um die Bildung solcher Disulfidbriicken zu verhindern,
wurde das Cys28 durch ein Serin ersetzt (Rogov et al., 2003). Bei allen fiir die
Strukturaufklédrung der Excisionase relevanten Experimenten wurde in dieser Arbeit die C28S
Mutante verwendet.

Die Excisionase hat eine besondere Funktion in der genetischen Rekombination, bei der
groflere DNA-Fragmente umgeordnet werden, wodurch die Bildung neuer Genanordnungen auf
einem Chromosom ermdglicht wird. Bei diesen Umordnungen der Gensegmente unterscheidet
man zwischen Transposition, homologer Rekombination und sequenzspezifischer
Rekombination. Die sequenzspezifische Rekombination eines temperenten Bakteriophagen in
seinem bakteriellen Wirt ist fiir die Integration und Excision des Phagengenoms in und aus dem
bakteriellen Chromosom verantwortlich. Die Excisionase besitzt hierbei eine Schliisselrolle in
der Reorientierung der Rekombinationsrichtung.

Die DNA-Bindung der Excisionase erfolgt kooperativ an zwei Stellen, den durch 7 Basenpaare
getrennten Positionen X1 und X2. X1 ist die Bindungsstelle mit der hoheren Affinitit; wenn
diese besetzt ist, wird die Bindung an X2 erleichtert. Die X2 Bindungsstelle ist {iberlagert mit
der FIS Bindungsstelle F. Der zelluldre Proteinfaktor fiir umgekehrte Stimulation, FIS, fordert
zwar auch die Excision, kann aber die Excisionase letztendlich nicht ersetzen (Landy, 1989;
Nash, 1996).

Die Excisionase fordert aulerdem die Bindung von Integrase an deren zweiter spezifischer
Bindungsstelle, P2, welche eine niedrige Affinitdt gegeniiber Integrase zeigt (Bushman et al.,
1984). In der Regel sind 4 Integrasemolekiile an der komplizierten Rekombinationsreaktion
beteiligt (Abb. 1); sie generieren die korrekte rdumliche Anordnung fiir den DNA-Austausch.
Dies geschieht sowohl durch Wechselwirkungen untereinander als auch durch Wechsel-
wirkungen mit ihren verschiedenen DNA-Bindungsstellen (B, B, C, C’, P1, P'1, P2 und P*2).
DNA-DNA-Wechselwirkungen sind hierbei nicht von Bedeutung (Nunes-Diiby et al., 1989).
Der Verlauf dieser Reaktion wird wie folgt beschrieben (sieche Abb. 1): ein Integrasemolekiil
bindet zuerst mit seiner C-terminalen Doméne an B im Kern von attL und bildet dann eine
Briicke, indem sein N-Terminus an P2 auf attR bindet. Die zwei Hilfsproteine IHF und
Excisionase begilinstigen diesen Vorgang, indem sie die erforderlichen DNA-Kriimmungen
einfithren. Das bereits gebundene Integrasemolekiil erleichtert das Einfangen von zwei weiteren
Integrasemolekiilen, welche im Kernbereich mit ithren C-Termini an C auf attR bzw. an C* auf

attL binden. Die relativ schwache Protein-DNA-Bindung in der Kernregion wird durch stabile



Protein-Protein-Wechselwirkungen ausgeglichen. Das an C gebundene Integrasemolekiil kann
jetzt mit seinem N-Terminus an die P2 Bindungsstelle auf attL binden, wihrend das an C’
gebundene Molekiil mit P'1 wechselwirkt. Die B® Bindungsstelle wird in diesem Modell nicht
direkt in den Excisionsvorgang einbezogen, bietet aber Platz fiir noch ein viertes
Integrasemolekiil. Diese Anordnung stellt einen mdglichen Ausgangspunkt flir den sich

anschliefenden exzisiven Rekombinationsvorgang dar (Kim und Landy 1992).

Abb. 1: Modell fiir die Integrase-vermittelten Wechselwirkungen zwischen Arm- und Kernbindungsstellen von
attl. (orange) und attR (blau) wihrend der exzisiven Rekombination. IHF und Excisionase (Xis) fithren
Kriimmungen in attR und attL ein. Die bivalenten Integrasemolekiile (gelb) bildet intra- und intermolekulare
Briicken, indem die kleineren N-terminalen Doménen an die Arme und die grofleren C-terminalen Doménen, die
aullerdem das katalytisch aktive Zentrum enthalten, an die Kerne binden. [Abbildung adaptiert nach (Kim und
Landy, 1992).]



I1. Cytochrom Css,

In der mitochondrialen Atmungskette von Eukaryoten wird mit Hilfe verschiedener Enzyme,
die als Redoxkatalysatoren fungieren, der grofite Teil der fiir einen Organismus notwendigen
Energie gewonnen. Bakterien hingegen weisen analoge nicht-mitochondriale Atmungsketten
auf, bei denen das Zytosol die Rolle der mitochondrialen Matrix und die Zellmembran die
Aufgabe der inneren Mitochondrienmembran iibernehmen. Die Redoxkatalysatoren sind in den
meisten Fillen Metalloproteine wie beispielsweise Cytochrome, Flavoproteine oder Fragmente
eines groBBeren Enzymkomplexes. Im Laufe der Evolution haben sich diese Proteine nur wenig
verdndert; dies zeigt die Tatsache, dall sogar das Cytochrom C von einfachen Bakterien in der
Lage ist Elektronen auf nahezu jede beliebige eukaryotische Cytochrom c Oxidase zu
iibertragen. Die Charakterisierung von Elektronentransferproteinen aus einfachen Organismen
1Bt daher durchaus Riickschliisse auf analoge Proteine in der Atmungskette des Menschen zu.
Cytochrome sind Him-haltige Proteine, die mit einer reversiblen Anderung des Oxidations-
zustandes ihrer prosthetischen Gruppe assoziiert werden (Reedijk, 1992). Diese Redoxdnderung
ruft ein reversibles Gleichgewicht zwischen dem reduzierten Ferrohdm (Fe") und oxidierten
Ferriham (Fe’") Zustand des zentralen Eisenatoms hervor. Nach der Art wie die prosthetische
Héamgruppe an das Protein gebunden ist, teilt man die Cytochrome in fiinf Klassen ein: a, b, ¢, d
oder O.

Die c-Typ Cytochrome, welche in pro- und eukaryotischen Organismen vorkommen, sind
Substrate der terminalen Oxidasen in der oxidativen Phosphorylierung. Sie sind in der Regel
kleine 16sliche Proteine mit einem H&m c als prosthetische Gruppe, welche durch 2
Cysteinreste (Cysll und Cysl4), die in einem Cys-X-Y-Cys-His Motiv liegen, kovalent
gebunden wird, und deren zentrales Eisenatom von dem Histidinrest des gleichen Motivs
(His15) sowie einem Methionin (Met 69) als axiale Liganden koordiniert wird.

Das in dieser Arbeit untersuchte Cytochrom Css, aus T. thermophilus ist ein globuléres Protein,
bestehend aus 133 Aminosédureresten (14405 Da) und einem Ham c. Die Sekundérstruktur weist
7 a-Helices und 4 kurze p-Faltblattstrange auf (Abb. 2). Das C-terminale Ende besteht in den
letzten 25-30 Aminoséuren aus einer sogenannten Thermoklammer, die dem Protein vermutlich

einen Schutz vor hohen Temperaturen bietet.



Abb. 2: Riumliche Struktur des Cytochrom Css, aus T. thermophilus (Soulimane et al., 1997). Das Him
(Kugelmodell) liegt in einer Bindungstasche, umgeben von verschiedenen a-Helices (gelb/rot) und [-Faltblatt-

strdngen (zyan).

Es wurden mittels NMR bereits Strukturuntersuchungen an dem Cytochrom Css; aus
Paracoccus denitrificans durchgefiihrt (Reincke, 2000; Reincke et al, 2001) und
Wechselwirkungsstudien zwischen diesem entsprechenden Cytochrom Css; und der Cua—
Doméne der aaz-Oxidase unternommen (Wienk et al., 2003); da sich aber die Cua-Doméne aus
P. denitrificans wihrend der NMR-Messungen als zu instabil erwies, wurde nun zu dem
System aus T. thermophilus gewechselt.

Letzteres Bakterium ist extrem thermophil und kann bei 72 °C in Abhingigkeit vom
Sauerstoffpartialdruck zwei Oxidasen exprimieren, die C;aa;- und die bas-Oxidase; unter
sauerstoffarmen Bedingungen wird die bas-Typ Oxidase bevorzugt gebildet (Fee et al., 1980;
Soulimane et al., 1995). Bei dem c;aa;-Typ bilden das Cytochrom Css; und die Cytochrom C

Oxidase funktionale Doménen einer gemeinsamen strukturellen Einheit, wahrend bei der bas-



Oxidase das Cytochrom Css; im Periplasma als mobiler Elektronentransporter zur Untereinheit

II fungiert (Soulimane et al., 1997).

II1. Cus-Domiine

Oxidasen sind terminale Membranproteinkomplexe in der Atmungskette von pro- und
eukaryotischen aeroben Organismen, welche die Reduktion des molekularen Sauerstoffs zu
Wasser katalysieren und dabei reduziertes Cytochrom Cssp oxidieren. Die Untereinheiten I und
IT der komplexeren Cytochrom C Oxidasen in Sdugetieren sind homolog zu den beiden
Untereinheiten der baz-Oxidase aus dem Bakterium T. thermophilus. Hieraus kann gefolgert
werden, dal3 die Untereinheiten I und II ein funktionales Kernstiick dieser Oxidasen sind
(Saraste, 1990).

Die ba;-Typ Oxidase ist die kleinste bekannte Cytochrom c Oxidase (84,9 kDa, 764
Aminosaurereste). Sie besteht aus mehreren Untereinheiten (Abb. 3): Untereinheit I sitzt in der
Membran und enthdlt 2 Hdm Molekiile (Hdm a; und Ham b) sowie ein Cug-Zentrum,
Untereinheit II ragt in das Periplasma und ist durch einen Transmembrananker an die Membran
gebunden und Untereinheit Ila stellt eine einzelne Transmembranhelix mit bisher unbekannter
Funktion dar. Das binukledre Cus-Zentrum, iiber das die Elektronen vom Cytochrom Css, zur
Oxidase gelangen, befindet sich in Untereinheit II. Im Gegensatz zu anderen Cytochrom C
Oxidasen, die pro Elektron ein Proton durch die Membran transportieren konnen, pumpt die
ba;-Oxidase jedoch nur 0,5 Protonen pro Elektrontransfer (Kannt et al., 1998).

Die in dieser Arbeit untersuchte wasserlosliche Cua-Doméne, von der der Transmembrananker
entfernt wurde, besteht aus 136 Aminosdureresten (Ala34-Glul68 sowie einem N-terminalen
Methionin fiir die rekombinante Expression) und 2 Kupferatomen. Sie hat ein Molekular-
gewicht von 15062 Da (inklusive der beiden Kupferatome) und ist aus 10 B-Stringen und 2
kurzen a-Helices aufgebaut (Abb. 4).
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Abb. 3: Riumliche Struktur der bas;-Oxidase aus T. thermophilus (Soulimane et al., 2000). Die Untereinheiten I
(griin), 1T (orange) und Ila (hellblau) sind als Bander dargestellt. Zusitzlich sind die Himringe a; und b (rot) sowie
die Cu,- (lila) und Cug-Zentren (dunkelblau) erkennbar.

Das Cua-Zentrum ist asymmetrisch; eines der beiden Kupferatome ist tetraedrisch von 2
Thiolgruppen (Cys149 und Cys153), einem Imidazolstickstoft (His114) und einen Schwefel-
atom (Met160) koordiniert, wihrend das andere Kupfer trigonal mit den gleichen Thiolgruppen
und einem weiteren Imidazolstickstoff (His157) verbunden ist (Williams et al., 1999). Die
beiden Kupferionen liegen im reduzierten Zustand einwertig vor; makroskopisch ist in diesem

Zustand keinerlei Férbung im sichtbaren Licht zu erkennen. Im oxidierten Zustand, der einen
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lila Farbton zeigt, haben beide Metallionen im Mittel eine Ladung von +1,5; d.h., es liegt eine
gemischte Valenz beziiglich des Elektronenzustandes vor (Antholine et al., 1992; Kelly et al.,
1993).

Abb. 4: Raumliche Struktur der 16slichen Cuy-Doméne der ba;-Oxidase aus T. thermophilus (Williams et al.,
1999). Die 2 a-Helices (gelb/rot) und 10 B-Faltblattstringe (zyan) sind als Binder dargestellt. Die beiden Kupfer-

atome des Cuu-Zentrums sind als gelbe Kugeln eingezeichnet.

Die Funktion der Cus-Doméne besteht in der Weiterleitung von Elektronen vom Cytochrom
Css> zu den beiden Hamzentren in der Untereinheit I der baz;-Oxidase. Bis jetzt gab es bereits
einige Studien liber den Elektronentransportweg vom Cuas- zum Cug- Zentrum (Soulimane et
al., 2000) und weiter zum Hidm as. Es fehlen hingegen genaue Informationen iiber den ersten
Schritt dieses Weges, wenn das Elektron vom Cytochrom Css; zum Cua-Zentrum iibertragen

wird.
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Bei der Elektroneniibertragung zwischen zwei Proteinen spielen weitreichende elektrostatische
Wechselwirkungen eine grofle Rolle in der rdumlichen Orientierung der beiden Bindungs-
partner (Bendall, 1996). Hydrophobe Wechselwirkungen tiber kurze Distanzen sind dann fiir
die Feinjustierung der beiden Proteine und fiir die Spezifizitdit des Elektronentransfers
zustandig. Mit Hilfe von Mutagenesestudien, kinetischen Messungen, Kristallstrukturanalyse
und Wechselwirkungsuntersuchungen mittels NMR konnte man fiir die Cytochrom Css,/Cua-
Systeme aus P. denitrificans sowie T. thermophilus bereits einige Erkenntnisse hieriiber
gewinnen (Maneg et al., 2003; Soulimane et al., 2000). Anhand der NMR-Strukturen des
Cytochrom Css; aus P. denitrificans (Pristovsek et al., 2000) konnte anschlieBend gezeigt
werden, daB3 die Bindungsstelle der Cus-Domine an Cytochrom Css, hauptsdchlich durch
Lysinreste definiert wird (Wienk et al., 2003). Auf der Untereinheit II der aa;-Oxidase befinden
sich dementsprechend nahe der Bindungsstelle verschiedene saure Reste (Witt et al., 1998a und
b; Drosou et al., 2002a und b). AuBerdem wurde nachgewiesen, daf3 im P. denitrificans System
die Ionenstirke des Medium den Elektronentransfer zwischen Cytochrom Css, und der Cua-
Domine beeinfluBit (Maneg et al., 2003); d.h., in diesem Fall beruht der Elektronentransfer auf
elektrostatischen ~Wechselwirkungen. Bei dem Cytochrom Cssp/Cus-System aus T.
thermophilus hingegen fehlen diese geladenen Reste an der Molekiiloberfliche, weshalb die
Wechselwirkungen in diesem Fall hydrophober Natur zu sein scheinen (Abb. 5). Diese
Hydrophobizitit gibt der bas-Oxidase aus T. thermophilus eine hohe Spezifizitit gegeniiber
ithrem Cytochrom Css; Substrat (Williams et al., 1999). Eine Reaktion der Cus-Doméne aus
T. thermophilus mit dem Cytochrom Css, aus P. denitrificans findet daher beispielsweise nicht
statt (Reincke, 2000).

Desweiteren konnte an der Cua-Doméne aus P. denitrificans durch Punktmutationen gezeigt
werden, daBl der Elektronentransfer ohne Trpl121 nicht erfolgt, also dieser Tryptophanrest
essentiell ist (Drosou et al., 2002b). Der analoge Aminosdurerest in der ba;-Oxidase aus
T. thermophilus sollte das Phe88 sein. Kinetische Unteruchungen mit einer F88L Mutante
haben jedoch gezeigt, daB aufgrund dieser Mutation nur 50% der Aktivitdt verloren geht
(Maneg et al., 2003; Witt et al., 1998b). Mit anderen Worten, der aromatische Phenylring ist fiir
die Elektroneniibertragung im T. thermophilus System nicht unbedingt notwendig.
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Abb. 5: Graphische Darstellung der elektrostatischen Oberflachenpotentiale von Cytochrom Css, und der Cu,-
Domine (Maneg et al., 2003). Die sauren Aminosiuren (Asp und Glu) sind in Rot, die stark basischen Reste (Lys
und Arg) in Blau eingeférbt. Im P. denitrificans System (A und B) weist das Cytochrom Css, mehrere positiv
geladene Lysinreste rund um die Himspalte auf, wihrend in der Cus-Doméne negativ geladene Reste in der Néhe
des fiir die Elektroneniibertragung essentiellen Trp121 liegen. Im T. thermophilus System (C und D) sind hingegen

deutlich weniger geladene Reste an den potentiellen Interaktionsflichen um das Him bzw. Phe88 herum zu finden.
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Ziele der vorliegenden Arbeit waren die strukturellen Charakterisierungen der Proteine
Excisionase, Cytochrom Css; und Cus-Doméne mit Hilfe von NMR-Experimenten. Die hoch-
aufgeloste NMR-Spektroskopie ist neben der Rontgenstrukturanalyse insbesondere fiir die
Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen geeignet. Im Rahmen der Studie mit der
Excisionase sollte die dreidimensionale Struktur der aktiven Domaéne bestimmt werden, um die
physiologische Bedeutung des Proteins besser deuten und verstehen zu kénnen.

Zur Ermittlung des mdglichen Elektronentransferweges zwischen Cytochrom Css, und der Cua-
Domine aus T. thermophilus sollten die Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Redox-
partnern analysiert werden. Zu diesem Zweck wurden die 16slichen Fragmente beider Proteine
im Vorfeld fiir die heterologe Expression in E. coli kloniert (Maneg et al., 2003). Die
Interaktionsfldchen der beiden Fragmente im transient gebildeten Komplex konnten anhand von

Verdnderungen der chemischen Verschiebungswerte ermittelt werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterienstaimme

Der E. coli Stamm BL21(DE3)pLysS (Studier und Moffat, 1990) wurde von AGS GmbH,
Heidelberg, bezogen.

2.1.2 Plasmide

Excisionase:

Das Plasmid pPG14 C28S wurde von I. Kleinhaus hergestellt (unverdffentlichte Daten) und
durch Transformation in E. coli BL21(DE3)pLysS Zellen eingefiihrt. Diese Konstrukte
enthalten das Excisionase-Gen aus dem Bakteriophagen HK022 mit einen His-Tag und einer

Thrombinschnittstelle am N-Terminus des Proteins.

Cytochrom Css):

Fiir die heterologe Expression von Cytochrom Css; in E. coli wurden zwei Plasmide durch
Transformation in BL21(DE3)pLysS Zellen eingefiihrt. Das Plasmid pMA7 (Maneg, 2004)
basiert auf dem pET22b(+) Vektor (Novagen, Madison, WI, USA); es enthdlt neben der
genetischen Information des Proteins eine pelB-Leader Sequenz und eine Ampicillinresistenz.
Das zweite Plasmid pEC86 trigt das Hamreifungsgen ccmABCDEFGH fiir E. coli (Thony-

Meyer et al., 1995) und eine Chloramphenicolresistenz.

Cuxs-Domiine:
Fiir die heterologe Expression der 16slichen Cua-Doméne in E. coli wurde das Plasmid pMA10

(Maneg, 2004), das die genetische Information des Proteins trdgt, durch Transformation in
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BL21(DE3)pLysS Zellen eingefiihrt. Das pMA10 Plasmid basiert auf dem pET-3d Vektor
(Novagen, Madison, WI, USA) und enthélt eine Ampicillinresistenz.

2.1.3 Chemikalien

Chemikalien:
Ampicillin
Agarose
APS
Ascorbat
BIS-TRIS
CaCl,
Chloramphenicol
CuCl,

DM

DSS

EDTA
D-Glukose
IPTG
KH,PO4
Ks[Fe(CN)e]
L-Histidin
MgSO4
NaCl
Na,HPO,4
NH4Cl
Pefabloc SC
Thiamin
TEMED
TRIS

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Biomol, Ivesheim

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Biomol, Ivesheim

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
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Isotope:

D,0 (99,96%D)
SNH,4CI (98%N)
U-"C-Glukose (99%C)
U-"C-Glycerin (99%C)

Enzyme:

Lysozym

Sdulenmaterialien:
Superdex 75
Kationen-CM Sepharose
Sephacryl S-100
Sephadex G-25

2.1.4 Stammlosungen:

IPTG-Stammldsung

Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA
Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA
Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA
Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA

Biomol, Ivesheim

Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA
Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA
Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA
Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA

2,38 mg IPTG/100ml H,O

Antibiotika-Stammlosungen:

Antibiotikum Stammldsung Konzentration im Medium
Ampicillin 50mg/ml in 50% Glycerin 50ug/ml
Chloramphenicol 60mg/ml in Ethanol 60pg/ml

Alle Stammldsungen wurden bei -20 °C gelagert.

18



2.1.5 Niahrmedien:

Excisionase:
ECPM1-x Medium: 1 g/l NH4Cl, 40 g/l Glycerin und Spurenelemente. (Fiir isotopen-
angereicherte Medien wurden "NH,4C1, U-"*C-Glycerin und U-"C-Glukose verwendet.)

Cytochrom Css2 bzw. Cus-Doméine:

Die folgenden Angaben beziehen sich jeweils auf 1 | Volumen:

1) LB-Medium (Luria-Bertani-Medium):

Bactotrypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl S5¢g
pH 7,5

2) M9-Medium (Minimal-Medium):

KH,PO, 3g
Na,HPO4 6g
NacCl 05¢g
NH,4CI lg

Der pH-Wert der Losung wurde vor dem Autoklavieren auf 7.4 eingestellt. AnschlieBend

wurden folgende sterile Komponenten hinzugegeben:

IM MgSOq4 I ml
IM CaCl, I ml
NH4Cl lg

Glukose 4-5¢

(Fiir isotopenangereicherte Medien wurden ""NH4Cl und *C-Glukose oder U-"C-Glukose

verwendet.)
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2.1.6 Gerate:

Produkt Hersteller

Biofuge 13 Heraeus, Langenselbold

Brutschrank Heraeus, Langenselbold

FrenchPress SLM-Aminco, Urbana, Illinois, USA
Heizblock Eppendorf/HLC, Wesseling-Berzdorf

Inkubationsschiittler Multitron
Konzentratoren: Vivaspin (MWCO 5kDa)
Luftschiittler

NMR-Spektrometer: DMX 500, 600, 900
pH-Meter

Rotoren Ultrazentrifuge: Typ 60Ti, 40Ti
Spektralphotometer Uvicon 941
Ultraschallgerit 250

Ultrathurax

Ultrazentrifuge L-70

Infors AG, Bottmingen, Schweiz
VivaScience, Lincoln, UK

Heraeus, Langenselbold

Bruker BioSpin, Rheinstetten
Radiometer, Kopenhagen, Dédnemark
Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
Kontron, Hamburg

Branson, Danbury, CT, USA

Branson, Danbury, CT, USA
Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA

2.2 Molekularbiologische Methoden:

Es wurden fiir Cytochrom Css; und die Cus-Domédne im Allgemeinen die Vorschriften von

Britta Reincke (2000) bzw. Oliver Maneg (2004) verwendet mit einigen in den folgenden

Unterkapiteln beschriebenen Optimierungen.

2.2.1 Bakterienstammbhaltung

1) Glycerindauerkulturen:

Von einer 2 ml Ubernachtkultur wurden 1,5 ml bei Raumtemperatur fiir 3 min in einer

Tischzentrifuge (Biofuge 13) mit 6000 rpm zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 800 pl
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Gefriermedium (doppeltkonzentriertes LB-Medium mit 15% Glycerin) resuspendiert und bei —
80 °C eingefroren.

2) Bakterienstammplattenhaltung:
Die Bakterien einer Glycerindauerkultur wurden mit einer sterilen Impfose auf einer Agar-
Platte ausgestrichen. Die Platten wurden ca. 12-16 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und

danach bei 4 °C gelagert.

2.2.2 Transformation

Fiir die Transformation wurden 100 ul kompetente Zellen fiir 30 min auf Eis aufgetaut. Danach
wurde ein Aliquot Plasmidlosung (100-500 ng Plasmid) den Zellen zugegeben und gut
durchmischt. Die Mischung wurde fiir 30 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde der
Transformationsansatz 1 min lang bei 42 °C inkubiert (,,heat shock®) und kurz auf Eis gestellt.
Nach 2 min wurde er in 600-900 pl vorgewiarmtes LB-Medium (ohne Antibiotika) tiberfiihrt
und dann fiir 60 min bei 37 °C und 230 rpm (Heizblock) inkubiert. Es wurden 100 ul dieser
Erstkultur auf die Hélfte einer Agarplatte gestrichen; der Rest der Kultur wurde 5 min lang bei
6000 rpm zentrifugiert (Biofuge 13), der Uberstand entfernt, und die Zellen anschlieBend in 100
ul frischem LB-Medium resuspendiert, auf der anderen Hélfte der Platte ausgestrichen und 12-

16 h im Brutschrank zum Wachsen gebracht.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Expression und Aufreinigung der Excisionase

Die Proteinpréparation wurde wie folgt von I. Kleinhaus durchgefiihrt: Die Zellen wurden in 10
1 ECPMI1-x Medium im Fermenter mit Sauerstoffzufuhr geziichtet (ODgyo = 1,3 — 1,6).
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, in 4 1 ECPM1-x Medium ohne Stickstoff- oder
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Kohlenstoffquelle resuspendiert und 20 min lang damit gewaschen. Daraufhin wurden "NH,Cl
(1 g/), U-"C-Glucose (0,5 g/I) und U-"C-Glycerin (1,5 g/l) zugegeben und die Zellen im
neuen Medium fermentiert. Nach 20 min wurde mit IPTG (1 mM Endkonzentration) induziert,
die Zellen 165 min nach der Induktion geerntet und in einer French Press aufgeschlossen. (Zu
allen Wildtyp-Proben wurde 10 mM 2-Mercaptoethanol hinzugegeben, um die Cys28 Thiol-
gruppe des Proteins vor Oxidation zu schiitzen.) Das Lysat wurde auf einer Ni-NTA Séaule
aufgetragen und mit einem linearen 50-400 mM Imidazol-Gradienten eluiert. Das Protein
wurde anschlieBend mit Thrombin gespalten und danach mittels einer Gelfiltrationsdule (2,6 cm
x 60 cm Superdex 75) gereinigt. Die Homogenitdt der Proteinprobe wurde durch SDS-
Gelelektrophorese und Massenspektrometrie (MALDI-TOF) verifiziert. Die Fraktionen mit >
99% Excisionase-Gehalt wurden fiir die NMR-Probenvorbereitung gegen 50 mM Natrium-
phosphatpufter (pH 6,5; 100 mM NacCl; 0,2 mM EDTA; 0,03% NaN3) dialysiert.

2.3.2 Expression und Aufreinigung des Cytochrom Css,

Die Bakterienkulturen, mit denen die heterologe Expression durchgefiihrt wurde, enthielten ein
Plasmid, auf dem sich neben der genetischen Information des Proteins auch ein Ampicillin-
resistenzgen befand, sowie noch ein zweites Plasmid, welches neben dem Cytochrom c
Reifungsgen eine Chloramphenicolresistenz besall.

Zuerst wurden positive Klonkolonien von den im Brutschrank iiber Nacht gewachsenen Zellen
ausgewihlt. Zur Kontrolle des Plasmideinbaus und der Uberexpressionsfihigkeit wurden mit
einigen der Klonkolonien jeweils 2 Reagenzgldser, die beide 2 ml LB-Medium enthielten,
angeimpft. Eines der beiden Reagenzglédser jeder Klonkolonie wurde bei einer ODgoo = 0,5-1,0
induziert; das andere Reagenzglas blieb als Referenz nicht induziert. Jeweils 2, 4, 6 und 8 h
nach der Induktion wurden Ganzzellysate von jedem Klon vorbereitet und auf ein 12%iges
Ahn-Gel aufgetragen. Anhand dieses Gels wurde der beste positive Klon ausgewdhlt.
Interessanterweise exprimierten die Zellen das Cytochrom Css; im LB-Medium auch ohne
Induktion durch IPTG-Zugabe.

Der letztendlich ausgewéhlte positive Klon wurde mehrere Stunden in 2 ml LB-Medium

inkubiert; anschlieBend wurden die 2 ml in 200 ml steriles LB-Medium iiberfiihrt und mit
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200 ul Ampicillinlosung (50 mg/ml) sowie 200 pul Chloramphenicollésung (60 mg/ml) im
Luftschiittler (Multitron) bei 37 °C und 250 rpm {iber Nacht inkubiert. Fiir die Optimierung der
Expressionsausbeute wurden mehrere 200 ml Kulturen in LB-Medium angezogen; danach
wurden die Zellen in verschiedenen Medien (LB, M9, Fermenter, Hefe) weiter fermentiert.

Die beste Ausbeute wurde in LB-Medium erzielt, aber es kamen hierbei auf der
Kationenaustauschsdule 2 Peaks zum Vorschein. Die entsprechenden Fraktionen wurden
separat aufgereingt. Anhand von 1D NMR-Spektren schienen die zwei Proben unterschiedliche
Ham-Nachbarschaften aufzuweisen, obwohl sie auf dem SDS-Gel und im UV-Spektrum
identisch waren. Im M9-Medium war die Ausbeute zwar geringer, jedoch traten bei der
Aufreinigung nicht unterschiedliche Peaks auf.

Darauthin wurden im GroBBmafstab 5 1 Erlenmeyerkolben benutzt, die jeweils 2,5 1 M9-
Medium mit der entsprechenden Antibiotikakonzentration enthielten; sie wurden mit 15-25 ml
der tiber Nacht inkubierten Vorkultur angeimpft, 6-7 h fermentiert, danach zentrifugiert, in
frischem M9-Medium resuspendiert und weiter inkubiert. Etwa 30 min nach der Resuspension
erfolgte bei einer ODgg zwischen 2 und 3 die Induktion durch Zugabe einer sterilen IPTG-
Losung bis zu einer Endkonzentration von 0,4 mM IPTG. Sieben Stunden nach der Induktion
wurden die Bakterien durch Zentrifugation sedimentiert (5000 rpm, 4 °C, 15 min) und das
Zellpellet weiter bearbeitet wie im Unterkapitel 2.3.2.1 beschrieben.

Anreicherung mit *N-Isotopen

Die Anreicherung von Cytochrom Cssy mit 15N-Isotopen erfolgte durch Zugabe von SNH,CI
Salz. Nach Inkubation der 2,5 1 Bakterienkulturen fiir 6-7 h in nicht-angereichertem M9-
Medium wurden sie zentrifugiert, mit 500 ml M9-Medium ohne Stickstoffquelle gewaschen,
und danach in jeweils 2,5 1 mit ""NH,4CI angereichertem M9-Medium resuspendiert. Nach
30 min wurden sie mit IPTG (Endkonzentration 0,4 mM) induziert und genauso wie die nicht-
angereicherten Ansitze weiterbehandelt.

Aus 10 | Kultur wurde nach der Durchfiihrung aller Reinigungsschritte letztendlich eine 2 mM
Proteinprobe (14 mg/ml) erhalten, mit der die NMR-Experimente durchgefiihrt wurden. Fiir die
Messungen des reduzierten und oxidierten Cytochrom Css; wurden separate Préparationen
durchgefiihrt, um jeweils frische Proben zu erhalten, da das Protein bereits nach 3 Tagen im

NMR-Gerit erste Abbauprodukte und eine Veranderung des Redoxzustandes zeigte.
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Konzentrationsbestimmung

Charakteristischerweise erscheinen beim reduzierten Cytochrom Css; im UV/Vis-Spektrum eine
a-Bande bei 552 nm, eine B-Bande bei 520 nm und eine y-(Soret-)Absorptionsbande bei 415
nm. Die Konzentrationen der Cytochrom-Proben wurden daher photometrisch mit einen
Photometer (Uvicon 941) mittels UV/Vis-Differenzspektren (d.h. reduziert minus oxidiert) bei
einer Wellenldnge von 552 nm bestimmt. Als Extinktionskoeffizient wurde € = 21,0 mM'cm™
verwendet. Die Proteinlosung wurde erst mit 5 pl einer 1 M Kalium-hexacyanoferrat(III)-
Losung oxidiert und gemessen; danach wurde die Probe mit einer %4 Spatelspitze Natrium-

dithionit reduziert und das Differenzspektrum berechnet.

2.3.2.1 Periplasma-Priiparation

Das periplasmatische Protein wurde nach der Methode von Witholt et al. (1976) isoliert. Die
folgenden Angaben beziehen sich auf 1 Liter Kulturvolumen:

Das aus der Anzucht erhaltene Zellpellet wurde auf Eis in 20 ml Periplasmapuffer (100 mM
Tris-HCI; pH 8; 0,5 M Sucrose; 1 mM EDTA) resuspendiert und bei 4 °C iiber Nacht geriihrt.
Nach Zugabe von Lysozym (60 pg/ml) wurde eine halbe Stunde lang bei Raumtemperatur
gerithrt, um so das Peptidoglycangeriist anzudauen bzw. das Periplasma freizusetzen, und
anschliefend fiir 45 min bei 35000 % g und 4 °C ultrazentrifugiert. Um die genomische DNA zu
zerstoren, wurde das Zellpellet anschlieBend 3 min lang mit dem Ultrathurax behandelt. Vor
dem Auftragen auf die Kationenaustauschsdule wurde die Periplasmalosung auf pH 8,0

eingestellt und filtriert.

2.3.2.2 Saulenchromatographie

Fir die Reinigung des ldslichen Cytochrom Css; Fragments wurden nacheinander eine
Kationenaustausch- und eine Gelfiltrationssdule eingesetzt. Aufgrund der roten Farbe konnte
das Protein visuell detektiert werden. Mit Hilfe von SDS-Polyacrylamidgelen wurde die
Reinheit des Proteins iiberpriift. Die Sdulenaufreinigung verlief in mehreren Schritten bei 4 °C;
hierfiir wurden die folgenden Puffer verwendet:

Puffer 1: 50 mM Tris-HCI; pH 8,0; ImM EDTA

Puffer 2: 50 mM Tris-HCI; pH 8,0; ImM EDTA; 350 mM NaCl

Waschpuffer: 50 mM Tris-HCI; pH 8,0; ImM EDTA; 2 M NacCl
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1. Sdule: CM-Sepharose

An einer Kationenaustauschsédule binden jene Proteine, die bei dem gegebenen pH-Wert positiv
geladen sind. Die Affinitit der Bindung ist abhingig von den konkurrierenden Ionen.

Das Séaulenvolumen betrug 800 ml, der Durchmesser 6 cm. Die CM-Sepharose Sdule wurde mit
einem Sdulenvolumen Waschpuffer gewaschen, dann mit 4-5 Sdulenvolumina des Puffer 1
aquilibriert. Die Periplasmalosung wurde anschlieBend iiber den Stempel auf die Saule
aufgetragen. Um das Cytochrom Cssz von nicht-bindenden Verunreinigungen zu trennen, wurde
die Sédule mit einem Sdulenvolumen Puffer 1 gespiilt. Danach wurde mit Puffer 2 ein
Salzgradient (bis 350 mM NaCl) an der Séule angelegt und das Protein eluiert. Die
Laufgeschwindigkeit betrug 0,2-0,7 ml/min. (Cytochrom Css; eluiert unter diesen Bedingungen

bei einer Salzkonzentration zwischen 180 und 200 mM NaCl.)

2. Séiule: Sephacryl S-100

Die Gelfiltrations-Chromatographie trennt Molekiile nach ihrer GréBe und ihrer Form ab. Die
feste Phase besteht aus einer Gelmatrix mit konstanter molekularer Porenweite. Die Molekiile
mit einem groBeren Durchmesser als die Porenweite der Gelmatrix, wandern schneller durch
die Séule als kleinere Molekiile, die in den Poren langer aufgehalten werden.

Die Gelfiltrationssédule wurde mit 4 Sdulenvolumina des Puffer 1 &dquilibriert. Die Sephacryl
S-100 Saule hatte ein Volumen von 200 ml und einen Durchmesser von 2,5 cm. Die Protein-
probe wurde aufgetragen und mit Puffer 1 eluiert. Die FlieBgeschwindigkeit betrug 150 pl/min

und die GroBe der gesammelten Fraktionen 1,5-2 ml.

2.3.2.3 Kinetische Untersuchungen

Im Rahmen der Resonanzzuordnungen fiir das Cytochrom Css, (siehe 3.2.1) wurde festgestellt,
daBl die verwendeten Proteinproben eine spontane Alal23->Thr Mutation enthielten. Aus
diesem Grund wurde die Aktivitidt der A123T Mutante gegeniiber der ba;-Oxidase gemessen
und direkt mit den Aktivititen des Cytochrom Css; Wildtyps aus T. thermophilus und dem
heterolog in E. coli exprimierten Cytochrom Css, Wildtyps verglichen.

Hierfiir wurde jede der 3 Cytochrom Css, Formen aufkonzentriert und mit Dithionit reduziert.
Das iiberschiissige Reduktionsmittel wurde anschliefend mit einer G-25 Gelfiltrationsséule

(20 mM Tris/HCI; 0,2 g/l DM; ImM EDTA; 20 mM KCI; pH 7,5) entfernt. Fiir die Aktivitéts-
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messungen wurden die Konzentrationen aller 3 Cytochrom Css; Proben spektroskopisch
bestimmt und die Ldsungen soweit verdiinnt, dal die Konzentrationen gleich waren. Die
verwendete Proteinkonzentration lag somit bei 20 uM fiir alle Cytochrom Css, Proben, wihrend
die Konzentration der ba;-Oxidase Stammlosung 111 uM betrug. Fiir jede Aktivitdtsmessung
wurden jeweils 2 pl der 1:1000 verdiinnten baz-Oxidase Losung zu 98 ul einer der Cytochrom
Css» Proben (20 puM) hinzupipettiert. Fiir jede der 3 Cytochrom Css; Formen wurden 3
Messungen durchgefiihrt und die Wechselzahl fiir jede Messung bestimmt. Aus diesen Daten
wurden die jeweiligen Wechselzahlen berechnet und daraus der Mittelwert bestimmt

(Tabelle 7).

2.3.3 Expression und Aufreinigung der Cu,-Domiine

Fiir die heterologe Expression der 18slichen Cua-Domidne (Maneg et al., 2003) wurden neben
den von Marco Mukrasch (2003) ausgearbeiteten Optimierungen einige zusétzliche kleinere
Anderungen eingefiihrt.

Nach der Transformation wurde ein fiir die Uberexpression optimaler Zellklon entsprechend
der im Kapitel 2.3.2 beschriecbenen Vorgehensweise ausgewdihlt. Zellen aus einer 2 ml
Ubernachtkultur wurden am niichsten Tag in 200 ml LB-Medium bei 37 °C im Schiittler bis zu
einer Zelldichte ODgoo = 1-2 inkubiert und anschlieend in 1 1 frisches LB-Medium uberfiihrt.
Nachdem die Zellen die Exponentialphase erreicht hatten, wurden sie zentrifugiert (Biofuge,
6000 rpm, 4 °C, 15 min) und das Pellet in 250 ml M9-Minimalmedium resuspendiert. Die
Suspension wurde sofort erneut zentrifugiert (Biofuge, 6000 rpm, 4 °C, 15 min) und das Pellet
diesmal in 1 1 M9-Minimalmedium mit 1 g NH4Cl (wahlweise mit “N- oder 15N-Isotop) als
einziger Stickstoffquelle resuspendiert.

Auf diese Art und Weise war es mdglich, den groBten Teil der Zellmasse in einem
Nihrmedium ohne *N-Isotop zu erzeugen, was kostensparend ist. Die wiederholte Ubertragung
der Zellen auf frisches Medium sollte auBerdem Faktoren (Metabolite) entfernen, die hemmend
auf das Wachstum und die Proteinexpression wirken kdnnten, und gleichzeitig die Zellen
physiologisch (Ribosomenzahl) in die exponentielle Phase bringen. Wird an diesem Punkt nun

mit IPTG (0,4 mM Endkonzentration) induziert, so erfolgt kein starkes Zellwachstum mehr und
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es werden weniger zelleigene Proteine hergestellt. Stattdessen sollte eine verstérkte
Uberexpression des rekombinanten Proteins erzielt werden.

Die Inkubationszeit nach der Induktion betrug 7 Stunden bei 37 °C im Schiittler, worauthin die
Zellen geerntet wurden (15 min bei 6000 rpm in der Biofuge). Das Pellet wurde in 7,5 ml einer
50 mM Tris/HCI-Losung (pH 8) resuspendiert und mit 5 mg Pefabloc sowie 1 ml einer
Lysozymlosung (10 mg Lysozym/l ml H,O) versetzt. Diese Zellsuspension wurde
anschlieBend bei —80 °C fiir 12-16 h eingefroren. Durch das Lysozym und den Gefrierprozess
wird die Mureinschicht in der Zellwand der Bakterien stark angegriffen, weshalb die Zellen
beim Auftauen bereits teilweise lysiert waren.

Die weitere Aufarbeitung der Zellen orientierte sich stark an der von Slutter et al. (1996)
vorgeschlagenen Methodik: die aufgetaute Zellsuspension wurde dreimal fiir 60 s mit dem
Ultraschallgerit (Branson Sonifier, 40 %, Stufe 4) behandelt, um die Zellen aufzuschlieBen. Die
unloslichen Zellbestandteile wurden bei 30.000 rpm und 4 °C flir 45-60 min in der
Ultrazentrifuge sedimentiert. Das Pellet wurde verworfen, wihrend der Uberstand mit der
l16slichen Cua-Doméne (ca. 40 ml) 1:1 mit einem 50 mM Natriumacetatpuffer (pH 4,6)
verdiinnt und anschlieend 10 min lang bei 4 °C geriihrt wurde. Bei diesem niedrigen pH-Wert
féllt ein Teil der Proteine aus; die Cua-Doméne hingegen bleibt unter diesen Bedingungen in
Losung.

In diesem Stadium der Préparation liegt die 16sliche Cuas-Domine noch ohne Cofaktoren vor.
Fiir den Einbau der beiden Kupferionen in das Apoprotein wurden pro ml der Protein-
suspension 15 pl einer 100 mM Cu(His),-Komplexldsung hinzugegeben und gut durchmischt.
Nach 10 min Riihren bei 4 °C wurde die Losung fiir weitere 10 min in einem Wasserbad auf
65 °C erhitzt. Bei diesem Schritt denaturieren fast alle E. coli Proteine, wihrend die Cua-
Doméne aus T. thermophilus unter diesen Bedingungen noch nativ bleibt. Die denaturierten
Proteine wurden nun 5 min bei 6000 rpm und 4 °C in der Megafuge sedimentiert. Der pH-Wert
des Uberstandes wurde mit 50%iger Essigsdure auf pH 4,6 nachgestellt. Da der theoretische
isoelektrische Punkt der Cus-Domine bei pl = 5,75 liegt, sollte sie folglich bei pH 4,6
kationisch geladen sein. Der lila gefiirbte Uberstand (oxidierter Zustand) wurde anschlieBend
filtriert und auf eine CM-Sepharose Kationenaustauschsdule aufgetragen. Nach zwei
Waschschritten mit 50 mM Natriumacetatpuffer (pH 4,6) wurde ein weiterer Waschschritt mit
30% einer 50 mM Natriumacetatlosung (pH 4,6) und 70% einer 20 mM Bis/Tris-Losung (pH
7,0) auf der Sdule durchgefiihrt. Danach folgte die Elution mit 20 mM Bis/Tris-Puffer (pH 7,5)
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und 100 mM NaCl. Mit Hilfe dieses Aufreinigungsschrittes wurde iiberschiissiges Cu(His), und
noch andere vorhandene Proteinverunreinigungen entfernt. Das Volumen des Eluats wurde
anschliefend mit Hilfe von Konzentratoren auf ca. 0,5-1 ml verringert, die aufkonzentrierte
Proteinlosung auf eine 40 ml Gelfiltrationsséule (Sephacryl S-100) aufgetragen und das Protein
mit 20 mM Bis/Tris-Puffer (pH 7,5) und 100 mM NaCl eluiert.

Im UV/Vis-Spektrum weist die oxidierte Cua-Doméne der bas-Oxidase aus T. thermophilus
mehrere Maxima bei den Wellenlédngen 360 nm, 480 nm, 530 nm und 790 nm auf (Slutter et al.,
1996). Die Cua-Konzentration wurde anhand des Maximums bei 530 nm ausgehend von einem

Extinktionskoeffizienten £ = 3,1 mM'cm™ bestimmt.

2.4 NMR-spektroskopische Methoden

2.4.1 Excisionase

2.4.1.1 Probenvorbereitung

Die NMR-Proben enthielten neben 50 mM Natriumphosphatpufter (pH 6,5), 100 mM NacCl,
0,2 mM EDTA, und 0,03% NaN; noch 1,0 mM DTT als Reduktionsmittel, 5% D,O als Lock-
substanz und 0,1 mM DSS als interne Referenzsubstanz (Rogov et al., 2003). Die eingeengten
Proteinproben 300 pl wurden mit Argon entgast und in 5 mm Shigemi-Rohrchen eingesetzt

(Shigemi, Allison Park, PA, USA).

2.4.1.2 NMR-Experimente

Alle NMR-Spektren fiir die Resonanzzuordnung wurden mit Bruker DMX 500 und DMX 600
Spektrometern bei 30 °C aufgenommen. Fiir die Identifizierung der NMR-aktiven Kerne des
Proteinriickgrats wurden ['°N, 'H]-TROSY-HNCO (Salzmann et al., 1998), (HCA)CO(CA)NH
(Lohr und Riterjans, 1995) und ["°N, 'H]-TROSY-HNCACB (Salzmann et al, 1999)
Experimente durchgefiihrt. Die Zuordnung der Seitenkettenresonanzen erfolgte mittels
HBHA(CBCA)(CO)NH (Grzesiek und Bax, 1993) H(CC)(CO)NH-TOCSY (Montelione et al.,
1992), (H)C(C)(CO)NH-TOCSY (Grzesiek et al., 1993) und "*N-editierten 3D TOCSY-HSQC
(Marion et al., 1989; Zhang et al., 1994) Spektren. Die 'H-Resonanzen der aromatischen Ringe
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wurden mit Hilfe von [IH, 1H]-TOCSY Spektren (Davis und Bax, 1985; Griesinger et al.,
1988), aufgenommen mit Spinlockzeiten von 59,3 oder 5,6 ms, sowie [lH, 1H]-NOESY
Spektren (Jeener et al., 1979), durchgefiihrt mit einer Mischzeit von 150 ms in H,O bzw. D,O,
ermittelt. Zur Bestimmung der Protonenabstinde wurde zusitzlich ein '*N-editiertes 3D
NOESY-HSQC Spektrum (Mischzeit = 100 ms) aufgenommen, sowie zwei verschiedene *C-
editierte 3D NOESY-HSQC Spektren (Mischzeit = 70 ms), zum einen fiir die HYHP
Korrelationen (NOESY-["*C, 'H]-HSQC) und zum anderen fiir die Methylgruppen (NOESY-
(CT)-["C, "H]-HSQC (Bax et al., 1990).

Die Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimente wurden bei 15 und 25 °C gemessen. Zuerst
wurde als Referenz ein ['H, "N]-HSQC Spektrum mit vollstindig protonierter Excisionase
aufgenommen. Danach wurde die Probe lyophilisiert und im gleichen Volumen eiskaltem D,O
resuspendiert. In den ersten 2 h wurden alle 15 min ['H, "N]-HSQC Spektren aufgenommen,
und danach alle 30 min bis die Amidprotonen vollstindig mit Deuterium ausgetauscht waren
(nach 12 h).

Die Prozessierung aller Spektren wurde an einem Silicon Graphics Rechner mit XWINNMR
(Bruker Bio-Spin, Rheinstetten) durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte ebenfalls an Silicon
Graphics Rechnern mit FELIX 97 (Accelrys, San Diego, CA, USA) und mit AURELIA 2.7.5
(Bruker Bio-Spin, Rheinstetten). Zur Sekundarstrukturvorhersage wurde ein Konsensus aus den
H%, C%, CP- und C’-Verschiebungswerten gemiB dem von Wishart und Sykes (1994)
entwickelten CSI Programm erstellt. Die NOE-Daten wurden den dreidimensionalen NOESY-
HSQC Spektren und den zweidimensionalen NOESY Spektren entnommen und anschlieend
mit dem Programm nmr2st (Pristovsek et al., 2000) semiautomatisch zugeordnet. Eine interne
Distanzkalibrierung, basierend auf den Intensitéten charakteristischer NOE-Konnektivititen in
den regulidren Sekundérstrukturelementen, wurde zur Einteilung der NOEs in verschiedene

Abstandskategorien (2.7, 3.5, 4.2, 5.0 und 6.0 A) verwendet.

2.4.1.3 Strukturrechnung

Die Tertidrstruktur der Excisionase wurde mit Hilfe des Programms DYANA (Giintert et al.,
1997) berechnet. Die DYANA-Bibliothek wurde dabei unverdndert gelassen, mit Ausnahme
des Pro32, das als cis-Konformer erkannt wurde. Im Falle von IsoAsp66 wurde darauf

verzichtet, eine Verdnderung der DYANA-Bibliothek vorzunehmen, da dieser Rest im
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unstrukturierten C-terminalen Ende der Excisionase liegt und letztendlich auch keine NOE-
Verletzungen hervorgerufen hat. Aus den berechneten Strukturen wurde anschliefend ein
Ensemble der 20 energetisch giinstigsten Strukturen ausgewihlt und damit die stereospezifische
Zuordnung der prochiralen Methylen- und Isopropylgruppen mit Hilfe des Programms
GLOMSA (Giintert et al., 1991) ermittelt.

Die Energieminimierung der DYANA-Konformeren wurde unter Berilicksichtigung der
experimentell ermittelten Abstandsbeschrinkungen mit dem DISCOVER-Modul des INSIGHT
97 Programmpakets (Accelrys, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Hierbei wurde das CVFF-
Kraftfelds (Dauber-Osguthorpe et al., 1988) verwendet. Die minimierten Strukturen wurden
desweiteren mit dem Programm PROCHECK-NMR (Laskowski, 2001) analysiert und mit
MOLMOL (Koradi et al., 1996) graphisch dargestellt.

2.4.2 Cytochrom Css; und Cu,-Domiine

2.4.2.1 Probenvorbereitung

Cytochrom Css;:

Die NMR-Messungen wurden mit 1-2 mM Proteinproben in 20 mM KH,PO, Puffer (pH 6,0)
durchgefiihrt. Die eingeengten Proben (560 pl) wurden mit 5 pl einer 1 M Ascorbatlosung
reduziert oder mit 5 pl einer 1 M Kalium-hexacyanoferrat(IIl)-Losung oxidiert. Bei den
oxidierten Proben wurde das iiberschiissige Kalium-hexacyanoferrat(II) mittels einer G-25
Gelfiltrationssdule und durch anschlieBendes Umpuffern entfernt. Zu jeder Probe wurden noch
5% D,0O als Locksubstanz und 0,05 mM DSS als interne Referenzsubstanz hinzugefiigt. (In
manchen Fillen war es notwendig, die NMR-Proben nach 2-3 Tagen MeBzeit erneut zu
reduzieren oder oxidieren und mit Hilfe einer kleinen G-25 Gelfiltrationsséule zu regenerieren
und gleichzeitig von tiberschiissigem Reduktions- bzw. Oxidationsmittel zu befreien.)

Zur Untersuchung der Interaktion von Cytochrom Css, mit der Cus-Domidne wurden die Proben
(560 ul in 20 mM KH,PO, Puffer, pH 6,0) wie folgt vorbereitet. (Der gewiinschte pH-Wert lief3
sich nicht immer durch Umpuffern exakt einstellen, so daf es notwendig war, die eingeengten

Proben mit HCI oder KOH schrittweise zu titrieren.)
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a) Reduzierter Zustand

Probe 1 > freies Protein: '°N-angereichertes Cytochrom Css, (0,4 mM) + 5 pul Ascorbat + 25 pl
D,0 mit DSS

Probe 2 - Proteinkomplex: '*N-angereichertes Cytochrom Css; (0,4 mM) + 5 ul Ascorbat + 25
pl D,O mit DSS + 1,6 mM nicht-markierte Cua-Doméne

b) Oxidierter Zustand

Probe 1 > freies Protein: '’N-angereichertes Cytochrom Css; (0,5 mM) + 5 pl Kalium-
hexacyanoferrat(Ill) + 25 pl D,O mit DSS

Probe 2 > Proteinkomplex: '“N-angereichertes Cytochrom Css; (0,5 mM) + 5 ul Kalium-
hexacyanoferrat(IIl) + 25 pl D,O mit DSS + 2,0 mM nicht-markierte Cus-Doméne

Cu-Domiine:

Die NMR-Messungen wurden mit 1-2 mM Proteinproben in 20 mM KH,PO, Puffer (pH 6,0)
durchgefiihrt. Die eingeengten Proben (560 pl) lagen nach der Proteinpriaparation vollstindig
oxidiert vor und wurden nur wenn notig mit 5 pl einer 1 M Ascorbatlésung reduziert. Zu jeder
Probe wurden noch 5% D,0 als Locksubstanz und 0,05 mM DSS als interne Referenzsubstanz
hinzugefiigt. (In manchen Fillen war es notwendig, die NMR-Proben nach einigen Tagen
Mel3zeit erneut zu regenerieren, wie zuvor fiir Cytochrom Css, beschrieben.)

Zur Untersuchung der Interaktion der Cus-Domédne mit Cytochrom Css; wurden die Proben
(560 ul in 20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0) wie folgt vorbereitet. (Der gewiinschte pH-
Wert liel sich nicht immer durch Umpuffern exakt einstellen, so dall es notwendig war, die

eingeengten Proben mit HCl oder KOH schrittweise zu titrieren.)

a) Reduzierter Zustand

Probe 1 > freies Protein: '“N-angereicherte Cus-Domine (0,5 mM) + 5 pl Ascorbat + 25 pl
D,0O mit DSS

Probe 2 > Proteinkomplex: '“N-angereicherte Cux-Doméne (0,5 mM) + 5 pl Ascorbat + 25 pl
D,0 mit DSS + 2,0 mM nicht-markiertes Cytochrom Css;
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b) Oxidierter Zustand

Probe 1 = freies Protein: '’N-angereicherte Cus-Domine (0,5 mM) + 1 pl Kalium-
hexacyanoferrat(Ill) + 25 pl D,O mit DSS

Probe 2 > Proteinkomplex: '“N-angereicherte Cus-Domine (0,5 mM) + 1 ul Kalium-
hexacyanoferrat(IIl) + 25 pl D,O mit DSS + 2,0 mM nicht-markiertes Cytochrom Css;

2.4.2.2 NMR-Experimente

Fiir die Resonanzzuordnung des Cytochrom Css; im reduzierten und oxidierten Zustand sowie
der Cua-Doméne im oxidierten Zustand wurden jeweils die folgenden NMR-Spektren mit
einem Bruker DMX 600 Spektrometer bei 25 °C aufgenommen: ['H, 'H]-TOCSY
(Spinlockzeiten = 80 oder 6 ms), (Davis und Bax, 1985; Griesinger et al., 1988), ['H, 'H]-
NOESY (Mischzeit = 150 ms) (Jeener et al., 1979), [°N, 'H]-TROSY (Pervushin et al., 1997),
['H, "N]-TOCSY-HSQC (Kay et al., 1989) und ['H, "N]-NOESY-HSQC (Zuiderweg und
Fesik, 1989). Die Zuordnung der reduzierten Cua-Doméne war bereits zuvor mit Hilfe von
Tripelresonanzexperimenten an einer doppelt-markierten Probe erfolgt (Mukrasch et al., 2004);
die Resonanzen der aromatischen Ringprotonen wurden fiir die reduzierte Cua-Doméne in der
hier vorliegenden Arbeit anhand von homonuklearen TOCSY und NOESY Spektren bestimmt.

Die Prozessierung der Spektren wurde auf einem Silicon Graphics Rechner mit XWINNMR
(Bruker Bio-Spin, Rheinstetten) durchgefiihrt. Die Auswertungen erfolgten mit dem Programm
AURELIA 2.7.5 (Bruker Bio-Spin, Rheinstetten) ebenfalls an einem Silicon Graphics Rechner.

2.4.2.3 Analyse der Kontaktregionen

Zur Untersuchung der Proteinkomplexe wurde im Vorfeld zu jeder Messung tiberpriift, daf3 die
Proben exakt den gleichen pH-Wert aufwiesen, um Verdnderungen in den chemischen
Verschiebungengswerten, die auf Titrationseffekten der Histidinringe beruhen, ausschlieBen zu
konnen. Es wurden [°N, '"H]-TROSY Experimente jeweils mit und ohne Komplexpartner an
einen Bruker DMX 900 Spektrometer bei 25 °C und pH 6 durchgefiihrt. Die Spektren wurden
an einem Silicon Graphics Rechner mit XWINNMR (Bruker Bio-Spin, Rheinstetten)
prozessiert und mit FELIX 97 (Accelrys, San Diego, CA, USA) analysiert. Die Verdnderungen
der N- und '"H-Verschiebungen des freien Proteins gegeniiber dem Proteinkomplex wurden in

folgende Formel (Mulder et al., 1999) eingesetzt:
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S gesamt = [(ASm)*+ (AdN/ 6.5)°]"

Die resultierende Gesamtverschiebungsénderung (J4csam;) Wurde anschlieBend gegen einen
Maximalwert normiert und als Farbdnderungen kodiert auf der entsprechenden Molekiil-

oberfliche (PDB ID: 1EHK bzw. 1DT1) eingezeichnet.

2.4.2.4 Berechnung des Proteinkomplexes

Die Strukturen des Komplexes zwischen Cytochrom Css; und der Cus-Domidne wurden mit
Hilfe des HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-protein DOCKing) Programms
(Dominguez et al., 2003) berechnet, das im CNS Programmpaket (Brunger et al., 1998)
implementiert ist. Zur Automatisierung benutzt HADDOCK "python" Skripte aus dem ARIA
Programm (Linge et al., 2001). Die HADDOCK-Rechnungen beruhen auf dem Prinzip, dal3
Protein-Protein-Wechselwirkungen zu Verdnderungen der chemischen Verschiebungswerte bei
Oberflachenresten flihren, die in direkten Kontakt mit dem Komplexpartner kommen. Diese
Verdnderungen der chemischen Verschiebungswerte leiten als sogenannte Wechselwirkungs-
beschrinkungen (AIRs = ambiguous interaction restraints) den Rechnungsprozess.

Als FEingabe fir die HADDOCK-Rechnungen wurden die Reste mit den grof3ten
Gesamtverschiebungsinderungen (Ogesamt) in allen 4 Differenzmessungen, d.h. N-markiertes
Cytochrom Css, mit und ohne Cus-Domine im reduzierten Zustand, >N-markiertes Cytochrom
Css» mit und ohne Cux-Domine im oxidierten Zustand, °N-markierte Cus-Doméne mit und
ohne Cytochrom Css; im reduzierten Zustand bzw. >N-markierte Cux-Doméne mit und ohne
Cytochrom Css; im oxidierten Zustand, als ,,aktive* Interaktionsbeschrankungen eingesetzt
(Dominguez et al., 2003). Oberflachenreste, die einem ,,aktiven Rest* direkt benachbart sind,
aber keine groe Gesamterschiebungsénderung (0gesamt) aufwiesen, wurden in der HADDOCK-
Rechnung als ,,passive* Interaktionsbeschrankungen verwendet. Die Aminosduren, die weniger
als 20% relative Oberflachenzuginglichkeit aufwiesen, wurden bei den Rechnungen hingegen
gar nicht in Betracht gezogen. Die Ldsungsmittelzugénglichkeit wurde mit dem Programm
NACCESS (Hubbard und Thornton, 1993) berechnet.

Als Strukturgrundlage wurden die Rontgenstrukturkoordinaten des Cytochroms Css, (PDB ID:
IDTI; Fee et. al., 2000) sowie der Cua-Doméne der ba;—Oxidase (PDB ID: 1EHK; Soulimane
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et al., 2000) in die Rechnungen eingesetzt. Es wurden 50 Strukturen des Cytochrom Css/Cua-
Komplexes mit dem starren Docking-Protokoll von HADDOCK berechnet; jene 20 Strukturen
mit dem kleinsten Fehler wurden anschliefend energieminimiert, wobei die Seitenketten der
aktiven und passiven Reste diesmal flexibel gehalten wurden. Die 10 besten Strukturen hiervon
wurden in einer aus TIP3P Wassermolekiilen bestehenden 8 A Schale erneut minimiert
(Jorgensen et al., 1983). Die endgiiltigen Komplexstrukturen wurden miteinander verglichen,
indem die AIR-Beschrinkungen, die Wechselwirkungsenergien und die im Komplex
abgedeckten hydrophoben Oberflichenanteile, letztere mit dem Surface-Racer 3.0 Programm
(Tsodikov et al., 2002) berechnet, analysiert wurden.

Der Elektronentransferweg vom Donor zum Akzeptor wurde mit dem Programm
GREENPATH Version 0.971 (Regan et al., 1993) als eine Kombination aus kovalenten
Bindungen, anderen interatomaren Wechselwirkungen und rdumlichen Elektronenspriingen, die
es dem Elektron ermdglichen die Distanz zwischen dem Donor und dem Akzeptor zu
tiberbriicken (‘electron tunneling'), berechnet. Das Programm GREENPATH basiert auf den
Theorien und Methoden von Beratan et al. (1991); hierbei wird ein Elektonentunnel-
Kopplungsfaktor (Tps) ermittelt, welcher die elektronische Wechselwirkung zwischen dem

Elektronendonor und -akzeptor wiedergibt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Excisionase

3.1.1 Zuordnung der 'H-, ®N- und “C-Resonanzen

Die Anreicherung von Proteinen mit den NMR-aktiven Isotopen *C und/oder "N erméglicht
die Aufnahme von mehrdimensionalen heteronuklearen NMR-Experimenten, um so leichter die
Zuordnung der 'H-, "*C- und '"N-Resonanzen des Makromolekiils zu erlangen (Grzesiek und
Bax, 1993). Die Zuordnungsstrategie basiert in diesem Fall hauptsiachlich auf skalaren hetero-
nuklearen Kopplungen iiber die Peptidbindungen sequentiell benachbarter Aminosdurereste
hinweg.

Da sich der Excisionase Wildtyp bei der Préparation als ein sehr unstabiles Protein erwies,
wurde eine Punktmutation (Cys28—>Ser) eingefiihrt, um intermolekulare Disulfidbriicken-
bildung zu verhindern. Diese Substitution von Cys nach Ser hat weder die Funktion noch die
thermodynamischen Eigenschaften des Proteins nennenswert veridndert (Rogov et al., 2003).
Aufgrund der verbesserten Stabilitit der C28S Mutante wurden MeBbedingungen von 30 °C
und pH 6,5 fiir die Aufnahme der NMR-Spektren gewihlt.

Es konnte fiir die C28S Mutante nahezu die komplette Resonanzzuordnung erhalten werden
(Tabelle 1), abgesechen von den '“C-Resonanzen der aromatischen Ringe und einiger
Carboxylatgruppen sowie den Amidresonanzen von einigen Argininseitenketten. Ein ['H, °N]-
HSQC Spektrum mit der Zuordnung der Amidresonanzen ist in (Abb. 6) dargestellt.

Das ['H, "N]-HSQC Spekrum der C28S Mutante ist nahezu identisch mit dem des Excisionase
Wildtyps (Abb. 7). Signifikante Differenzen in den chemischen Verschiebungswerten treten nur
in der unmittelbaren Nachbarschaft der Mutationsstelle, d.h. bei den Resten Arg26-Phe31 auf.
Die gegeniiber dem Wildtyp am stérksten verschobenen Amidresonanzen wurden mit Hilfe der
3D ['H, "N]-NOESY-HSQC Spektren eindeutig zugeordnet. Hierbei konnte auBerdem gezeigt
werden, daB3 die NOE-Muster der Reste rund um die Mutationsstelle auf eine nahezu gleiche

Struktur wie im Wildtyp schlieBen lassen (Rogov et al., 2003).
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Tabelle 1: 'H-, °N-, *C-Resonanzen der C28S Mutante der Excisionase bei 30 °C und pH 6.5. Stereospezifisch

eindeutig zugeordnete prochirale Gruppen sind fett gedruckt.

AS N HN CcO Coa Ho andere C andere H andere N
Ml n.b. n.b. 174.6 | 559 | 4.37 33.38,3L.7y 1.830, 2.32y
Y2 119.1 8.17 1753 | 57.2 | 4.99 41.38 2.830, 2.78P, 6.885, 6.69¢
L3 122.3 9.66 177.4 | 533 | 497 4578, 26.9y, 1.83p1, 1.9082, 1.68y,
23.061, 26.582 0.8781, 0.9752
T4 111.7 8.85 1749 | 619 | 4.82 | 71.2B,22.2ycus 4910, 1.43ycm
L5 122.5 8.67 179.0 | 60.4 | 3.54 4298, 27.3y, 2.03B1, 1.94p2, 1.61y,
27.261, 25.682 1.0381, 0.9152
Q6 117.0 9.02 179.2 | 60.0 | 3.99 28.30, 34.4y 2.158, 2.108, 2.62y, 2.49y, 111.7¢
7.53¢, 6.99¢
E7 121.4 7.86 178.9 | 589 | 4.03 31.18, 37.2y 2.40B, 1.998,
2.40v1, 2.31y2
W8 | 120.4 9.05 1794 | 63.0 | 3.76 28.1P 2.80B1, 2.7482, 7.0951, 130.2¢e1
9.97¢1, 6.94¢€3, 7.1902,
7.14L3 7.14n2
N9 117.7 8.66 176.5 | 56.3 | 3.98 39.98 2.938, 2.72p3, 7.6851, 114.98
8.1082
Al0 | 116.6 7.60 178.5 | 54.1 | 4.01 18.6f3 1.508
RI11 | 1144 7.09 176.8 | 559 | 4.25 30.88, 27.1y, 1.64p1, 1.8802, 1.75y,
44.28 1.66y, 3.1181, 3.0852
QI12 | 1187 7.13 175.5 | 54.6 | 3.85 29.1B8, 33.1y 1.6231, 1.94p32, 1.85y1, 115.4¢
1.58y2, 6.31¢
R13 | 121.2 8.45 177.6 | 59.1 | 3.97 29.78, 274y, 1.83pB, 1.66y1, 1.74y2,
43.28 3.278
R14 | 116.5 7.99 177.6 | 52.6 | 4.70 31.18 1.67P, 1.498, 1.48y, 3.168
P15 - - 176.8 | 63.5 | 4.17 32.78, 27.7y, 1.69B1, 2.16B2, 1.99y,
51.00 3.4781, 3.5752
R16 | 123.7 8.90 176.8 | 51.6 | 4.98 32.68, 27.0y, 2.01p31, 1.35B2, 1.96y,
40.88 3.349, 3.258
S17 | 116.9 9.14 1753 | 58.7 | 4.40 63.90 4.12p1, 4.2632
L18 | 121.8 8.71 1793 | 585 | 3.83 4040, 27.1y, 1.82(3, 1.46p, 1.81y,
22.801, 25.452 0.8651, 1.0132
E19 | 116.7 8.48 1794 | 59.8 | 3.93 29.1B, 36.6y 2.048, 1.908, 2.36y, 2.28y
T20 | 120.0 7.62 174.1 | 66.6 | 3.53 | 67.5B, 21.6Ycus 4.048, 0.2%ycm3
V21 | 119.5 7.23 1782 | 66.5 | 3.10 31.3p, 23.2v1, 1.963, 1.07y1, 0.81y2
22.2y2
R22 | 117.0 8.42 179.2 | 60.6 | 3.71 30.28, 30.0y, 1.90p, 1.828, 1.85y, 1.53y,
43.60 3.275, 3.198
R23 | 1223 7.68 177.8 | 60.2 | 3.98 28.78, 27.7y, 2.208, 1.778, 1.59y, 3.429,
43.65 3.198
W24 | 120.2 8.28 179.3 | 585 | 4.56 28.9B 2.8801, 3.93B2, 7.0551, 130.2¢1
10.71¢1, 7.59¢3, 7.5202,
7.46(3,7.36Mm2
V25 | 118.0 8.09 1804 | 66.7 | 3.52 31.38, 20.6v1, 2.080, 0.26y1, 0.79y2
23.6y2
R26 | 122.8 8.06 178.5 | 59.6 | 4.14 30.28, 28.1y, 2.09B, 1.87y, 1.75y, 3.355,
43.8% 3.295
E27 | 117.5 8.35 1752 | 56.3 | 4.31 30.28, 36.9y 2.338, 2.088, 2.65y, 2.28y
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S28 | 111.9 7.96 1753 | 59.1 | 4.32 60.98 4208, 4.148
R29 | 1145 8.33 1742 | 552 | 4.40 30.88, 27.4y, 1.41B1, 2.26B2, 1.79y,
43.86 1.57y,3.279, 3.160
130 117.4 7.47 175.1 | 58.1 | 4.85 | 38.0B, 26.7ycm2, | 1.57B, 1.10Ycm2, 0.43YcHs,
F31 128.0 9.08 173.7 | 554 | 4.52 43.8p 2.77B1, 2.8582, 7.183,
7.33¢, 7.33C
P32 --- - n.b. 61.5 | 3.66 32.1B, 1.58B1, 1.96032, 1.40y,
25.3y, 49.78 1.29y, 3.0681, 3.4052
P33 --- --- n.b. 61.1 | 4.34 30.78, 27.8y, 1.84p1, 2.25B2, 2.11y,
50.00 2.08y, 3.549, 3.44%
P34 -—- -—- 1759 | 62.2 | 4.52 32.7B, 27.1y, 1.23B, 1.00P, 1.15y, 0.69y,
50.18 3.4001, 3.2352
V35 | 1199 8.60 175.0 | 60.8 | 4.22 34.38, 21.0v1, 1.830, 0.78y1, 0.75y2
20.6y2
K36 | 1264 8.52 175.8 | 56.1 | 4.33 33.58, 24.8y, 1.698, 1.408, 0.86y1,
29.39, 42.0¢ 1.02y2, 1.419, 2.71¢l,
2.79¢€2
D37 | 127.6 8.48 175.9 | 53.1 | 4.68 42.1B 2.19B1, 2.5582
G38 | 1144 8.59 175.9 | 47.0 | 3.58,
4.01
R39 | 125.8 8.95 175.8 | 563 | 4.26 30.88, 27.2y, 1.998, 1.76B, 1.64y, 3.245
43.36
E40 | 119.6 7.82 1749 | 54.6 | 4.63 32.48, 35.9y 2.178, 2.028, 2.39y, 2.31y
Y41 | 119.8 8.56 175.0 | 58.1 | 5.01 42.1B 2.82f1, 2.61f2, 6.883,
6.74¢
L42 | 121.8 9.14 1759 | 533 | 5.18 43.803, 26.8y, 1.53p1, 1.17B2, 1.47y,
22.981, 25.652 0.7681, 0.6752
F43 | 1235 | 10.04 | 1759 | 55.8 | 4.60 41.0B8 2.77B, 2.46P, 6.289, 6.28¢,
6.46(
H44 | 1244 9.07 177.6 | 58.7 | 4.02 31.58 2.87B1, 2.7382, 6.7452,
7.72¢l
E45 | 124.8 8.32 1772 | 59.6 | 4.09 29.18, 35.4y 2.108, 1.958, 2.21y, 2.15y
S46 | 115.7 9.62 175.0 | 58.2 | 4.67 64.10 4.090
A47 | 124.8 8.31 178.5 | 53.1 | 492 18.7B 1.428
V48 | 116.3 8.81 1742 | 593 | 5.16 36.7B, 21.7y1, 2.33B, 1.15y1, 1.02y2
18.6y2
K49 | 1229 8.52 176.7 | 555 | 4.90 32.68, 23.5y, 1.49B1, 1.3282, 0.73y,
28.50, 41.1¢ 0.28y, 0.4681, 0.3752,
2.25¢, 1.90¢
V50 | 125.8 8.80 175.0 | 60.9 | 4.27 33.98, 20.0v1, 1.996, 0.79v1, 0.85y2
21.7y2
D51 | 1239 8.37 176.1 | 539 | 4.63 41.98 2.4961, 2.7082
L52 | 122.6 8.33 177.1 | 555 | 4.26 42.58, 27.0v, 1.58(, 1.58y, 0.9241,
24.981, 23.382 0.8452
N53 | 118.5 8.49 174.7 | 53.3 | 4.65 38.8P 2.79B, 7.635, 6.898 113.38
R54 | 121.6 7.95 173.8 | 539 | 4.70 30.4P 1.85B, 1.690, 1.69y, 3.228
P55 --- - 177.0 | 63.2 | 4.47 32.1B, 27.5y, 2.280, 1.888, 2.00y, 3.759,
50.68 3.618
V56 | 120.7 8.32 176.4 | 62.6 | 4.14 32.6p, 20.6y1, 2.0783, 0.93y1, 0.91y2
21.4y2
T57 | 117.3 8.05 175.1 | 61.9 | 438 | 70.1B, 21.5Ycns 4260, 1.22yci3
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G58 | 111.1 8.47 174.7 | 45.7 | 4.04
S59 | 116.0 8.27 175.2 | 59.2 | 4.40 63.38 3.878
L60 | 124.0 8.22 177.6 | 559 | 4.30 42.0B, 27.1y, 1.648, 1.65y, 0.9381,
24.601, 23.982 0.8852
L6l | 121.2 7.96 177.6 | 559 | 4.26 4220, 27.2y, 1.65p, 1.65y, 0.9181,
25.061, 23.682 0.8652
K62 | 121.1 8.02 176.7 | 57.0 | 4.24 33.08, 24.9y, 1.80pB, 1.46y, 1.689,
29.39,42.2¢ 3.02¢1, 3.21€2
R63 | 121.4 8.16 176.6 | 56.7 | 4.32 30.7B, 27.1y, 1.818, 1.63y, 3.208
43.46
164 | 121.8 | 8.16 | 1760 | 61.1 | 4.18 | 38.6B, 27 37am | 1.86B, 147ycm, 1.20ycm,
17-6YCH3» 12.88 0-88YCH3: 0.850
R65 | 125.6 8.38 1749 | 559 | 442 31.1B8, 27.2y, 1.90B, 1.758, 1.64y, 3.215
43.65
N66 | 126.1 8.10 176.4 | 54.8 | 4.51 4148 2.79B, 2.728
G67 | 1139 8.39 174.7 | 45.7 | 3.95
K68 | 120.8 8.32 1769 | 56.5 | 4.34 33.28, 24.8y, 1.83B, 1.738, 1.42y, 1.733,
29.13, 42.0¢ 3.00e
K69 | 122.8 8.34 176.3 | 563 | 4.31 33.28, 24.8y, 1.83p, 1.738, 1.46y, 1.739,
29.29, 42.1¢ 3.02¢
A70 | 126.0 8.33 177.6 | 52.5 | 4.33 19.6f3 1.418
K71 | 121.2 8.31 175.8 | 56.5 | 4.37 33.28, 24.8y, 1.91B, 1.798, 1.48y, 1.739,
29.20, 42.2¢ 3.03¢
S72 | 122.8 7.99 178.7 | 60.0 | 4.33 64.96 3.918
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Abb. 6: ['H, "N]J-HSQC Spektrum der C28S Mutante der Excisionase bei 30 °C und pH 6.5. Das Signal des
Glu45 ist eingerahmt, weil es eine andere Position aufweist als in der Excisionase aus dem Bakteriophagen A. Alle
anderen Resonanzen sind identisch in den Excisionase Proteinen aus den Bakteriophagen HK022 und A (Rogov et

al., 2003).

Die sequenzielle Zuordnung der Resonanzen im Proteinriickgrat wurde mit Hilfe von
dreidimensionalen HNCO, (HCA)CO(CA)NH und HNCACB Tripelresonanzexperimenten
durchgefiihrt. Im HNCO Experiment wurden Korrelationssignale zwischen der Amidgruppe der
Aminosdure i und dem Carbonylkohlenstoff der Aminosdure i-1 detektiert. Hierzu
komplementdr wurden im (HCA)CO(CA)NH Experiment Konnektivititen zwischen der
Amidgruppe der Aminoséure i und den Carbonylkohlenstoffatomen sowohl der Aminoséure i-1
als auch der Aminoséure i erhalten. Zur Bestétigung der sequentiellen Verkniipfungen diente

das HNCACB Experiment, in dem Korrelationen zwischen der Amidgruppe der Aminoséaure i

39



und den C% und CP-Resonanzen sowohl der Aminosiure i als auch der Aminosiure i-1

beobachtet werden.
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Abb. 7: Uberlagerung eines Ausschnitts der ['H, "’N]-HSQC Spektren des Excisionase Wildtyps (in Rot) und der
C28S Mutante (in Schwarz). Die Késtchen am oberen Rand zeigen die Signale von Arg26, I1e30 und Phe31, die in

anderen Regionen des Spektrums zu finden sind.

Zusitzlich lieBen sich mit diesen Experimenten auch die 13CHg— und *CO- Resonanzen der
Asparagin- und Glutaminseitenketten bestimmen. Weitere Seitenkettenresonanzen wurden mit
Hilfe von HBHA(CBCA)(CO)NH (Korrelationen zwischen der Amidgruppen der Aminoséure i
und den H% und H"-Resonanzen der Aminoséure i-1), H(CC)(CO)NH-TOCSY (Korrelationen

zwischen der Amidgruppe der Aminoséure i und allen *C-gebundenen Protonenresonanzen des
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»Backbone“-Spinsystems der Aminosdure i-1) und (H)C(C)(CO)NH-TOCSY (Korrelationen
zwischen der Amidgruppe der Aminosdure i und allen "*C-Resonanzen des ,,Backbone“-
Spinsystems der Aminosdure i-1) Experimenten zugeordnet. Fiir die Identifizierung von
Seitenketten-Spinsystemen (z.B. aromatische Ringe) wurden entsprechend der klassischen
Zuordnungsstrategie (Wiithrich, 1986) in erster Linie zweidimensionale [lH, 'H]-TOCSY und
[IH, 1H]—NOESY Experimente verwendet.

Im Verlauf der Zuordnung wurde eine ungewohnliche Konnektivitdt zwischen Asn66 und
Gly67 bemerkt, durch die allerdings die Faltung und die Funktion des Proteins scheinbar nicht
beeintrachtigt wird. Hierbei handelte es sich um eine Isoaspartyl-Verkniipfung (Abb. 8). Diese
Art von Asn-X Konnektivitit wurde bereits flir verschiedene andere Proteine beschrieben

(Robinson und Robinson, 2001; Geiger und Clarke, 1987; Simonovic und Volz, 2002).

0 o) 0 o)
NH \>\_
2 o —» N — NH/W/\
5 I o) | S

-Asn-Gly- -Asp-succinimidyl-Gly- -IsoAsp-Gly-

Abb. 8: Bei der Isoaspartyl-Verkniipfung lagert sich der Asparaginrest zuerst in eine Succinimidylgruppe um und

bildet anschlieBend einen Isoaspartatrest.

Im Falle der Excisionase wurde die Isoaspartyl-Verkniipfung aufgrund von Vorzeichen-
dnderungen im ["°N, 'H]-TROSY-HNCACB Spektrum erkannt, nachdem im HNCO-Spektrum
(Abb. 9) die sequentielle Verkniipfung zwischen Asn66 und Gly67 {iiber die Carbonyl-

resonanzen im Proteinriickgrat fehlgeschlagen war.
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Abb. 9: Streifen aus den HNCO Spektrum der C28S Mutante. Die sequentielle Verkniipfung der Carbonyl-
resonanzen ist zwischen Asn66 und Gly67 unterbrochen. (Das negative Signal des Gly67 Carbonyl-kohlenstoffs ist
rot dargestellt).

Im HNCACB Spektrum (Abb. 10) sind iiblicherweise (mit Ausnahme der Glycine) die C*-
Signale positiv und die CP-Signale negativ. Im Falle von Gly67 hingegen zeigte die C°-
Resonanz des Restes 66 ein negatives Signal, wihrend die CP-Resonanz des Restes 66 ein

positives Vorzeichen aufwies.
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Abb. 10: Streifen aus dem HNCACB Spektrum der C28S Mutante. Aufgrund der Vorzeichenumkehr durch die
Isoaspartyl-Verkniipfung erscheint das CP-Signal des vorangehenden Aminosiurerestes im Gly67 Streifen positiv

und das entsprechende C*-Signal negativ. Die intraresiduellen Konnektivititen der C* und CP-Resonanzen des

o, ['H] (ppm)

Restes 66 zeigen hingegen die gewdhnlichen Vorzeichen.

Diese Vorzeichenumkehr deutet darauf hin, daB das CP-Atom des Restes 66 niher an Gly67 HN
liegt als sein C“-Atom, wie es nur bei einer Umformung zu Isoaspartat moglich ist. Eine

derartige Isomerisierung und Deamidierung von Asparaginresten kann einen nicht-
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enzymatischen Abbau des Proteins oder Peptids sowohl in vivo als auch in vitro nach sich
ziehen (Simonovic und Volz, 2002), was in biologischen Systemen mdglicherweise als
molekulare Uhr eine wichtige Rolle spielt (Tugarinov et al., 2002). Es ist zwar noch nicht
sicher, ob diese Asn/IsoAsp-Isomerisierung, gefolgt von Proteinabbau, in der Excisionase auch
in vivo stattfindet, aber diese Art von ,,negativer Regulation“ kdnnte bei den Bakteriophagen A
und HKO022 eine physiologische Bedeutung haben. Schon eine kleine Menge an Excisionase
kann in infizierten Zellen den Lebenszyklus des Phagen in den lytischen Zyklus uméindern. Es
wurde bereits gezeigt (Leffers und Gottesman, 1998), dafl die Excisionase Konzentration in
E.coli Zellen durch zelluldre Proteasen reguliert wird. Also konnte die Asn/IsoAsp-
Isomerisierung als ein Signal fiir den Selbstabbau des Proteins dienen. Bei der Protein-
praparation wurde tatsdchlich ein spontaner Abbau der Excisionase festgestellt (I. Kleinhaus,

nicht publizierte Ergebnisse).

3.1.2 Strukturuntersuchung

Durch eine statistische Untersuchung der chemischen Verschiebungswerte bestimmter Kerne ist
bereits eine grobe Abschitzung der Sekundirstrukturelemente moglich. Gemdfl dem
chemischen Verschiebungsindex (CSI = ,,chemical shift index*) kann man die in einem Protein
vorhandenen Sekundérstrukturelemente recht gut vorhersagen (Wishart und Sykes, 1994).
Dieses Verfahren beruht auf der Tatsache, daB die chemischen Verschiebungswerte der H’-,
C*, CP- und C’-Kerne abhingig von den ®- und P-Winkelverteilungen, d.h. der Sekundir-
struktur, der entsprechenden Aminosdurereste sind. Daher werden die He, B, Bk und Be
Verschiebungswerte mit den Standardverschiebungswerten der jeweiligen Aminosduretypen
verglichen. Resonanzfrequenzen, die eine B-Faltblattstruktur andeuten, erhalten hierbei einen
Index +1, wihrend fiir o-helikale Strukturen charakteristisch sind, durch einen Index -1
dargestellt werden. Die entsprechende CSI-Analyse der Excisionase (Abb. 11) ergab 3
Faltblatt- und 2 Helixregionen, die mit den Faltblattstrangen 31, f4 und 5 sowie den Helices
ol und o2 iibereinstimmen. Die beiden kurzen Faltblattstrainge 32 und B3 wurden durch die

CSI-Analyse jedoch nicht erkannt.
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Abb. 11: Sekundirstrukturanalyse der Excisionase. In der obersten Zeile ist der Konsensus der CSI-Analyse
dargestellt. Reste mit einem Index +1 reprisentieren [3-Faltblattstrukturen, wihrend ein Index -1 helikale Bereiche
andeutet. Die Faltblattstringe 32 und B3 wurden aufgrund ihrer Kiirze von dem Programm nicht erkannt. In der
mittleren Zeile ist die Sekunddrstruktur der gerechneten Excisionase Struktur in Form von Pfeilen (5 f-
Faltblattstrange) und Spiralen (2 a-Helices) schematisch dargestellt. In der unteren Zeile ist der zeitabhingige
Wasserstoff/Deuterium-Austausch der Amidprotonenresonanzen abgebildet. Anhand der langsam austauschenden

Amidprotonen im Proteinriickgrat wurden die Wasserstoffbriicken in den Sekundérstrukturelementen identifiziert.

Sekundarstrukturelemente in Proteinen, d.h. a-Helices und B-Faltblattstringe werden durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Einen indirekten experimentellen Hinweis auf
derartige Wasserstoffbriicken erhélt man durch Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimente.
Hierbei werden die labilen Protonen der Hydroxyl-, Thiol-, Amid-, und Iminogruppen durch
Deuteriumatome substituiert. Die Signale von langsam-austauschenden Protonen bleiben
jedoch tiiber ldngere Zeitspannen in den NMR-Spektren erkennbar. Dementsprechend wurden
langsam-austauschende ~ Amidprotonen ausschlieBlich in den regulidren Sekundir-
strukturelementen gefunden (Abb. 11), inklusive den Faltblattstrangen $2 und B3, welche durch

die CSI-Analyse nicht identifiziert werden waren. Die Wasserstoff/Deuterium-
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Austauschexperimente sowie eine detaillierte strukturelle Analyse der Excisionase-Daten
deuteten beispielsweise auf eine starke Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Amidproton
von Phe31 (Strang $2) und dem Carbonylkohlenstoff von Val 48 (Strang 5) hin.

Weitere Informationen iiber die Sekundarstruktur eines Proteins lassen sich aus den NOE-Daten
erhalten (Wiithrich, 1986). Jedes Sekundirstrukturelement weist nédmlich charakteristische
Abstinde zwischen den 'H-Kernen im Proteinriickgrat auf, die sich in den NOE-Intensititen
widerspiegeln (Abb. 12). Die B-Faltblattstringe sind beispielsweise durch sehr starke NOE-
Konnektivitdten zwischen H* der Aminosdure i und HN der Aminoséure i+1 charakterisiert
[dan(i, i+1)], wihrend die a-Helices durch starke NOEs zwischen HN der Aminosdure i und
HN der Aminosdure i+1 [dnn(i, i+1)] sowie bestimmte NOE-Konnektivititen zwischen

Protonen der Aminoséure i und den Aminosduren i+2, i+3 und i+4 gekennzeichnet sind.

10 20 30 40
MYLTLQEWNARQRRPRSLETVRRWVRESRIFPPPVKDGRE

dnn (i, i+1) — -— — —
AoNGy T+]) e — — [ p— [——

dyn(iyi+l)
dnn (i, i+2)

dox (i, i+2)
o (i, i+3)
dog (i, i+3)
o (i, i+4)

50 60 70
YLFHESAVKVDLNRPVTGSLLKRIRNGKKAKS

dNN(i) l+1)
ANy i+]) - — —— - — —

dgN(y i+])  — — -
dnn (i, 142)

dyn (i, i+2) —_

do NG, i+3)

dop (i, i+3)

dyn(, i+4)

Abb. 12: NOE-Muster der Excisionase. Faltblattstrukturen sind charakterisiert durch starke den(i, i+1)
Konnektivitaten, wihrend nur in helikalen Strukturen NOEs zwischen der Aminosiure i und den Aminosiduren

i+2, i+3 bzw. i+4 auftreten.
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Anhand der NOE-Verkniipfungen zwischen den Faltblattstringen ergab sich fiir die
Excisionase ein aus insgesamt flinf Stréngen bestehendes B-Faltblattmuster (Abb. 13). Das eine
antiparallele B-Faltblatt ist aus den Strdngen B2 und B5 aufgebaut, wihrend sich das andere
antiparallele B-Faltblatt aus den Strangen 3, B4 und B1 zusammensetzt. Die B-Faltblattstruktur
wird durch eine Triprolin-Sequenz und ein ,,-Bulge* Element unterbrochen. Die ,,3-Bulge”-
Struktur (Aminosduren 45—47), welche die B-Faltblattstrainge p4 und B5 verbindet, befindet

sich quasi gegeniiber dem Triprolin-Segment (Pro32-Pro33-Pro34).

Abb. 13: Schematische Darstellung der antiparallelen B-Faltblattstruktur der Excisionase. Die experimentell
beobachteten NOEs sind entsprechend ihrer Intensitdten durch dicke, diinne bzw. punktierte Doppelendpfeile
dargestellt. Wasserstoffbriicken, die anhand der Wasserstoff/Deuterium-Austauschexperimente abgeleitet wurden,
sind als gestrichelte griine Linien dargestellt. Die Atome im Proteinriickgrat sind nach der folgenden

Farbkodierung gefarbt: C in Grau, N in Blau, HN in Lila, O in Rot und H* in WeiB.

Um die Tertidrstruktur des Proteins zu berechnen, bendtigt man zusdtzliche Abstands-
informationen, die aus den 2D und 3D NOESY Spektren zu entnehmen sind. Der Kern-
Overhauser-Effekt beruht auf der 1/r° Abhingigkeit der Kreuzrelaxation zwischen benachbarten
'H-Kernen. Daher ist die Detektion einer NOE-Konnektivitit zwischen 2 Protonen gleich-

bedeutend mit einer rdumlichen Abstandsbeschriankung; je nach Intensitit oder Volumen des
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erhaltenen NOE-Signals, 14ft sich ein interatomarer Abstandswert im Bereich zwischen 2-6 A
zuordnen. Durch Kombination der experimentell ermittelten Abstandsbeschrankungen und der
fiir Molekiilstrukturen intrinsischen sterischen Einschriankungen (d.h. Bindungswinkel,
Bindungslédngen, etc.) kann man mittels Distanzgeometrierechnungen die Tertidrstruktur
bestimmen. Dementsprechend wurde durch Torsionswinkeldynamikrechnungen ein Struktur-
ensemble aus 100 Konformeren erzeugt. Hiervon wurden die 20 Konformeren mit der
niedrigsten Zielfunktion energieminimiert und miteinander verglichen.

Die ®/W-Winkelverteilungen im Proteinriickgrat dieser 20 Strukturen sind im Ramachandran-
Diagramm aufgetragen (Abb. 14). Die Analyse der ®- und ¥Y-Winkelverteilungen ergab, daf3
82,3% der Aminosiurereste in die bevorzugten, 14,5% in die zusétzlich erlaubten und 1,4% in
die weniger erlaubten Bereiche fallen. Nur 1,8% aller Reste aus dem Strukturensemble lagen in
den verbotenen Bereichen. Aufgrund des Fehlens von NOEs fiir die Reste Asp51 bis Ser72 war
der C-Terminus allerdings vollstindig ungeordnet. Aus diesem Grund werden in der
Strukturstatistik (Tabelle 2) die RMSD-Werte und Ramachandran-Verteilungen nur fiir den
strukturierten Teil des Proteins von Tyr2 bis Val50 angegeben.
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [ABL] 1021 82.3%
Residues in additional allowed regions [a.b.,p] 180 14.5%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 17 1.4%
Residues in disallowed regions 22 1.8%
Number of non-glycine and non-proline residues 1240 100.0%
MNurmber of end-residues (excl. Gly and Pro) 40
Number of glycine residues (shown as tiangles) 60
Number of proline residues 100
Total number of residues 1440

Based on an analysis of 118 structures of resclution of ot least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
Model numbers shown inside each data point.

Abb. 14: Ramachandran-Diagramm der 20 energieminimierten Excisionase (Xis) Konformeren. Es sind die ®-
und ¥-Winkel aller Aminoséurereste gegeneinander aufgetragen. Die dunklen Regionen sind energetisch giinstiger

und stellen daher bevorzugte Bereiche dar. Die Zahlen in den Késtchen bzw. Dreiecken geben das jeweilige

Konformer wieder.
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Tabelle 2: Strukturstatistik fiir die 20 energieminimierten Konformeren.

Gesamtzahl der Abstandsbeschrinkungen 902 (34)"
Intraresiduell (i=j) 141
Sequentiell (|i—j[=1) 256
“Medium-range” (1<|ij [ <4) 256 (20)°
“Long-range”( | i—j | >4) 249 (14)*

Verletzungen der Abstandsbeschrinkungen

0,20-0,30 A 21
0,30-0,40 A 3
maximale Verletzung (A) 0,36

RMSD-Werte (A)

Riickgratatome” (2-50) 0.83+0.14
Alle Schweratome (Reste 2—50) 1.86+0.18
Riickgratatome” (Reste 2—11;18-50) 0.71+0.13
Alle Schweratome (Reste 2—11;18-50) 1.68+0.19

Ramachandran-Verteilung (%)°

Reste in bevorzugten Regionen 83,9
Reste in zusétzlich erlaubten Regionen 13,1
Reste in weniger erlaubten Regionen 1,6
Reste in nicht erlaubten Regionen 1,5

* Die Zahl der einbezogenen Wasserstoffbindungsbeschrinkungen ist in Klammern eingegeben;
°N,C% C;
¢ Werte nur fiir den strukturierten Teil (Reste 2-50).

Das Strukturensemble der 20 besten Excisionase Konformeren (Abb. 15) wies einen RMSD-
Wert der Riickgratatome von 0.83+0.14A auf. Ohne Beriicksichtigung des wenig geordneten
,,L-Loop* (Glu 12 = Ser 17) lag der RMSD-Wert noch etwas niedriger bei 0.71£0.13A.
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Abb. 15: Strukturensemble der 20 energieminimierten Excisionase Konformeren. Der unstrukturierte C-Terminus

ist in diesem Stereobild nicht dargestellt.

Die einzelnen Strukturelemente der Excisionase Struktur sind in Abb. 16 anhand des
Konformers mit der niedrigsten Gesamtenergie schematisch dargestellt. Die beiden a-Helices
sind nahezu im rechten Winkel zueinander angeordnet, wobei Helix al (Leu 5 = Argll) tiber
den ,,L-Loop* direkt mit Helix 02 (Leul8 = Glu27) verbunden ist. Desweiteren bilden die -
Faltblattstrange 1 (Tyr2 - Thr4), p4 (Tyr4dl -> His44) und B3 (Val35 = Lys36) ein
antiparalleles (-Faltblatt, wobei die Reste Asp37 = Glu40 zwischen den Strdngen B3 und p4
einen ,,3-Turn* (T) formen.

Das zweite B-Faltblatt besteht aus den Stringen B2 (Ile30 = Phe31) und B5 (Vald8 - Lys49).
Hierbei ist der Strang BS5 iiber ein ,,-Bulge* Element mit Strang 4 verbunden und Strang (32
iiber das Triprolinsegment (Pro32 - Pro34) mit Strang B3. Pro32 weist dabei eine Cis
Konformation auf, wihrend Pro33 und Pro34 beide trans Konformationen besitzen. Bis jetzt
existieren nur 6 Proteinstrukturen in der Brookhaven Datenbank, die ein derartiges
Triprolinmotiv, mit dem ersten Prolin in cis Konformation, aufweisen. Diese 6 Strukturen sind
die Cytochrom ¢ Oxidase (PDB ID: 1AR1, 20CC und 10CO), die endo-B-N-Acetyl-
glucosaminidase F1 (2EBN), das basische Myelinprotein (1QCL), die Protocatechuate-4,5-
dioxygenase (1BOU und 1B4U), die Thiaminase I (2THI), und das zytotoxische T-
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Lymphozyten-assoziierte Antigen 4 (1DQT, 1I85 und 1I8L). Alle diese Proteine weisen eine
cistrans-trans Triprolinsequenz auf, auler dem zuletzt genannten Antigen 4, welches eine Cis-
trans-cis Konfiguration besitzt. Interessanterweise befinden sich diese Triprolinsegmente in
allen Fillen stets an der Proteinoberfliche, direkt an der Interaktionsstelle mit dem jeweiligen
Bindungspartner. In dhnlicher Weise konnte das Pro32-Pro33-Pro34 Motiv in der Excisionase
bei der Protein-Protein-Wechselwirkung mit Liganden, wie z.B. FIS oder einem weiteren

Excisionase Molekiil, eine Rolle spielen.

Abb. 16: Schematische Darstellung der Strukturelemente der Excisionase. Die B-Faltblattstrange sind in Zyan und
die a-Helices in Gelb und Rot dargestellt.
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3.2 Cytochrom Css,

3.2.1 Zuordnung der "H- und "*N-Resonanzen

Fiir kleinere Proteine bis 15 kDa gibt es eine klassische Zuordnungsstrategie (Wiithrich, 1986),
bei der prinzipiell keine isotopenmarkierten Proben bendtigt werden. Hierbei werden die
Aminosduren iiber NOE-Konnektivititen sequentiell miteinander verkniipft, nachdem die
Aminosduren mittels skalarer Kopplungsexperimente (TOCSY und COSY) in Protonen-
spinsysteme unterteilt worden sind. Im Falle des Cytochrom Css; wurde '*N-angereichertes
Protein eingesetzt, um die Zuordnung zu erleichtern. Das rekombinante Protein enthielt N-
terminal zwei zusétzliche Aminosduren (Met-1 und Ala0) gegeniiber der Sequenz des reifen

Cytochrom Css, (Swiss-Prot Datenbank: P04164).

3.2.1.1 Reduziertes Cytochrom Css;

Die Resonanzen des reduzierten Cytochrom Css; konnten, insbesondere die fiir die
Untersuchung der Protein-Protein-Wechselwirkungen wichtigen Amidresonanzen, nahezu
vollstindig zugeordnet werden. Im reduzierten, diamagnetischen Cytochrom Css, sind aufgrund
der Ringstromeffekte verschiedener aromatischer Systeme einige recht ungewohnliche
chemische Verschiebungen zu beobachten, wie z.B. die Amidprotonenresonanz des Leul 16 bei
4,35 ppm. Im [°N, '"H]-TROSY Spektrum (Abb. 17) ist das Leul 16 rechts vom Wassersignal
zu finden. Die 'H- und "’N- Resonanzen des reduzierten Cytochrom Css; sind in Tabelle 3

aufgelistet.
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Tabelle 3: Resonanzzuordnung des reduzierten Cytochrom Cssp aus T. thermophilus bei pH 6,0 und 25 °C. Nicht
eindeutig zugeordnete Resonanzen sind kursiv geschrieben; fett gedruckte Resonanzen sind stereospezifisch

zugeordnet (n.b. = nicht bestimmt). Die Sekundirspinsysteme sind mit Apostroph gekennzeichnet.

AS N HN Ha andere H andereN
M-1 n.b. n.b. n.b. 2.14¢
A0 125.4 8.30 433 1.418
A0’ 125.4 8.36 4.38 1418
Ql 120.5 8.54 4.38 2.13P, 2.04p, 2.45y, 7.62¢, 6.89¢ 112.5
Qr’ 119.8 8.37 4.38 2.138, 2.04B, 2.45y, 7.62¢, 6.89¢ 112.5
A2 125.2 8.49 4.38 1.28B
D3 121.4 8.56 4.78 2.94pB, 2.63f3
G4 112.5 9.07 | 3.93,3.43
AS 122.8 7.98 2.94 1.378
K6 118.9 7.50 4.15 2.00B, 1.56y, 1.775, 3.04¢
17 121.4 8.07 3.97 2.008, 1.68ycrp, 1.05YcHs, 0.938
Y8 118.4 8.22 4.38 2.988, 2.678, 7.0981, 7.0252, 6.13¢1, 6.83¢2
A9 122.1 7.50 4.11 1.64B
Q10 114.6 8.53 4.56 2.588, 2.85y, 2.74y, 7.76¢, 6.76¢ 110.2
Cll1 119.3 8.10 5.68 2.38p, 1.82f3
Al2 119.8 7.44 2.98 1.198
G13 106.7 8.74 3.79
Cl4 114.4 6.57 3.75 0.83B, 0.71B
HI15 114.4 5.83 245 1.448, 1.18p, 9.02581, 0.3582, 0.81¢l 161.451
Ql6 105.3 6.50 4.29 2.630, 2.098, 1.41y, 1.20y, 6.84¢, 6.31¢ 116.5
Q17 125.9 9.44 4.24 2.208, 2.46y, 2.55y, 7.57¢, 6.94¢ 1114
NI18 | 1125 | 7.78 4.78 2.98B, 2.72B, 7.428, 6.68 109.9
G19 103.4 7.16 | 2.54,1.46
Q20 118.4 7.83 3.88 1.648, 2.00y, 7.32¢, 6.71¢ 1114
G21 105.7 7.44 | 3.25,2.76
122 117.9 8.43 4.54 1.82p, 1.20ycmo, 0.86YcH3, 0.928
P23 - 4.28 2.19pB, 1.863, 2.08y, 1.92y, 3.709, 3.65d
G24 111.8 7.21 4.06, 3.12
A25 123.3 8.31 4.56 0.65B
F26 116.0 8.22 5.05 1.828, 0.838, 7.508, 7.92¢, 7.67C
P27 - 3.48 0.888, 0.6283, 0.83y, 0.71y, 3.115, 1.978
P28 --- 3.30 1.84f, 1.48y, 2.798
L29 113.7 7.45 4.11 1.098, 1.058, -0.25y, -0.369, -0.585
A30 124.7 7.58 4.24 0.708
G31 120.3 10.71 | 4.15,3.57
H32 119.3 7.92 5.14 2.90PB, 2.58f3, 7.1182, 8.48¢1
V33 125.0 8.53 3.48 2.008, 1.10y, 0.96y
A34 122.4 10.57 3.75 1.46[3
E35 114.4 6.97 4.06 2.508, 2.198, 2.62y, 2.41y
136 118.4 7.27 3.66 2.008, 1.50yc2, 1.19Ychs, 0.880
L37 116.0 8.57 4.11 1.648, 1.92y, 1.133, 0.778
A38 118.2 7.40 433 1.598
K39 117.2 7.70 4.64 2.138, 1.918, 1.50y, 1.803, 3.03¢
E40 126.8 9.04 4.29 2.098, 2.40y
G41 115.3 9.07 | 442,4.15
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G42 | 113.0 | 8.96 | 4.60,3.79

R43 | 120.7 | 8.57 4.20 1.71PB, 1.98y, 1.50y, 3.219, 3.123, 8.82¢ 83.4
E44 | 1165 | 8.11 3.93 2.26B, 1.95B, 2.58y, 2.38y

Y45 | 1189 | 8.14 4.11 3.30B, 6.935, 6.79¢

L46 | 1165 | 7.84 3.70 2.27B, 1.50y, 1.238

147 1153 | 7.09 3.30 2.13B, 0.56Yci2, 0.92ycns, 1.008

L48 | 118.6 | 8.40 3.88 2.36B, 1.37y, 1.108, 1.008

V49 | 1184 | 7.99 2.90 1.55p, 0.42y, -0.68y

L50 | 117.7 | 6.61 3.21 1.64B, 1.058, 1.52y, 0.693, 0.578

L51 1158 | 8.17 3.52 0.96B, -0.33p, 1.40y, 0.508, 0.383

Y52 | 117.5 | 8.46 4.74 2.85PB, 2.67B, 7.163, 6.76¢

G53 | 1125 | 7.99 | 3.48,2.36

L54 | 1109 | 7.23 4.42 0.70B, 1.28y, 1.535, 1.128

Q55 121.0 | 6.85 4.96 2.13B, 1.68B, 2.22y, 7.61¢, 6.87¢ 111.8
G56 | 107.8 | 8.40 3.88

Q57 | 1203 | 8.54 532 2.15B, 2.04B, 2.36y, 7.66¢, 7.07¢ 112.8
158 120.7 | 9.16 4.96 1.89B, 1.50Ycro, 1.34Ycn, 0.99Ycs, 1.118

E59 | 1224 | 9.32 5.54 1.958, 1.80B, 2.05y

V6o | 123.3 | 9.16 4.11 1.83PB, 0.56y, 0.04y

K61 | 131.3 | 10.26 3.97 1.68B, 1.41y, 2.043, 2.89¢

G62 | 103.6 | 8.78 | 4.11,3.70

M63 | 119.8 | 7.82 4.74 2.43PB, 2.04B, 2.36y, 1.86y, 2.01c

K64 | 1214 | 823 5.01 1.68B, 1.46y, 1.37y, 1.558, 2.94¢

Y65 | 120.7 | 9.28 438 3.21B, 2.94B, 6.858, 6.62¢

N66 119.6 9.08 5.27 3.03P, 2.72B, 7.699, 6.808 109.9
G67 | 1109 | 8.17 | 5.05,4.38

V68 | 120.0 | 8.85 4.29 2.00B, 0.88y, 0.62y

M69 n.b. 8.04 2.05 0.13B, 0.058, -2.06y, -2.35y, -2.91¢

S70 | 1250 | 7.36 3.52 3.16B, 2.908

S71 108.8 | 7.04 3.39 3.21B

F72 | 128.0 | 8.96 4.51 3.30B, 2.27B, 6.658, 6.65¢, 7.73(

A73 | 1184 | 17.50 3.70 1.41B

Q74 | 1158 | 8.90 4.20 2.04B, 2.54y, 2.22y, 7.69¢, 6.62¢ 110.2
L75 | 123.1 | 7.90 4.38 2.09B, 1.64y, 1.058, 0.938

K76 | 1189 | 9.12 4.24 1.50B, 1.64y, 2.313, 3.05¢, 2.97¢

D77 | 1247 | 922 4.29 3.07B, 2.498

E78 | 116.0 | 10.05 4.02 2.09B, 2.40y

E79 | 1205 | 7.26 3.97 1.95B, 2.81y, 2.31y

180 120.7 | 8.18 3.61 1.89B, 1.71ycu, 0.69ycns, 0.578

A81 | 119.6 | 824 3.66 1.198

A82 | 1165 | 7.62 442 1.50B

V83 | 1214 | 8.65 438 2.27B, 1.66y, 1.32y

L84 | 1252 | 8.12 4.29 1.37B, 0.208, 1.59y, 0.758, 0.083

N85 | 117.5 | 8.48 5.01 3.08p, 3.028, 7.513, 7.463 113.7
H86 | 122.1 8.47 4.06 3.43B, 2.76B, 5.8182, 7.45¢1

187 112.3 | 8.61 3.75 2.208, 2.26ycu, 1.36Ycns, 1.458

A88 | 119.6 | 8.04 4.11 1.418

T89 | 103.6 | 7.35 4.51 4.068, 1.14ycxs

A90 | 128.0 | 8.80 3.39 -0.78B

W9l | 1144 | 836 4.87 3.43B, 3.03B, 6.9851, 9.60¢1, 7.39¢3, 6.88L2, 128.5

6.56(3, 6.30n2
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G92 | 1064 | 735 | 4.20,3.88

D93 | 123.1 | 8.4l 4.11 3.03B, 2.048

A94 | 117.9 | 8.44 3.43 0.70B

K95 | 1144 | 7.18 4.06 1.91B, 1.798, 1.51y, 1.46y, 1.703, 3.03¢

K9 | 116.0 | 7.71 433 2.09B, 1.86B, 1.46y, 1.41y, 1.663, 1.608, 2.98¢

V97 | 119.8 | 7.36 4.24 2.22b, 0.92y

K98 | 127.5 | 8.67 4.24 1.82B, 1.54y, 1.41y, 1.745, 3.03¢

G99 | 113.0 | 9.01 | 3.953.86

F100 | 1203 | 7.88 4.11 3.16B, 2.81B, 7.048, 7.30¢, 7.29C

K101 | 128.7 | 6.68 4.47 1.31PB, 1.25y, 1.22y, 1.558, 2.90¢

P102 4.09 2.31PB, 1.998, 1.92y, 1.75y, 3.633, 3.428

F103 | 122.8 | 10.24 447 3.12B, 2.63B, 7.358, 7.40¢, 7.35¢

T104 | 1109 | 826 4.75 4.65B, 1.23ycns

A105 | 123.5 | 8.95 3.79 1.46

E106 | 1163 | 8.60 3.97 2.09B, 1.958, 2.43y, 2.30y

E107 | 1193 | 7.59 4.02 2.34B, 2.138, 2.41v, 2.38y

V108 | 118.6 | 7.18 3.70 2.27B, 1.01y, 0.97y

K109 | 1193 | 821 3.72 2.09B, 1.82B, 1.42y, 1.33y, 1.735, 2.98¢

K110 | 1158 | 7.57 4.06 1.91B, 1.50y, 1.745, 1.678, 3.00¢

L111 | 117.0 | 7.36 4.51 1.86B, 1.68y, 1.075, 0.978

RI12 | 122.1 | 7.87 4.20 2.09B, 1.91y, 1.64y, 3.218, 3.125, 9.13¢ 86.0
Al13 | 117.7 | 7.28 4.29 1.50B

K114 | 116.7 | 7.15 4.15 1.668, 1.50y, 1.37y, 1.655, 2.94¢

K115 | 1163 | 7.95 3.66 1.71B, 1.37y, 1.698, 3.03¢

L116 | 117.7 | 435 4.56 1.39B, 1.12y, 0.775, 0.628

T117 | 111.8 | 8.48 4.69 3.61B, 1.28ycm3

P118 4.13 1.97B, 1.55B, 2.13y, 1.93y, 3.838

Q119 | 115.1 | 7.78 424 2.13B, 2.02B, 2.58y, 2.45y, 7.48¢, 6.76¢ 111.6
Q120 | 121.0 | 7.89 4.24 2.08B, 2.50y, 7.53¢, 6.76¢ 111.1
VI21 | 1240 | 8.12 3.52 2.58B, 1.05y

L122 | 1224 | 771 4.20 2.36B, 2.008, 1.68y, 1.243, 1.058

T123 | 1158 | 7.81 3.88 4.51B, 1.32ycm3

El124 | 1210 | 7.88 4.11 2.33B, 2.06B, 2.55y

RI25 | 1245 | 8.49 3.11 2.40B, 2.02y, 1.90y, 3.573, 3.308, 10.33¢ 89.0
K126 | 1179 | 8.28 4.24 2.068, 2.00B, 1.60y, 1.843, 1.785, 3.07¢

K127 | 120.7 | 7.93 4.11 2.04B, 1.998, 1.50y, 1.775, 2.87¢

L128 | 116.5 | 7.57 4.29 2.05B, 1.468, 1.97y, 0.793, 0.708

G129 | 103.9 | 7.86 | 4.24,3.79

L130 | 1200 | 7.16 4.51 1.75B, 1.60y, 0.925, 0.908

K131 | 1303 | 8.55 4.24 1.75B, 1.69B, 1.49y, 1.46y, 1.855, 3.03¢
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Abb. 17: [N, '"H]-TROSY Spektrum des Cytochrom Css, im reduzierten Zustand bei pH 6,0 und 25 °C.

15N

Auch im Falle des Hamrings traten ungewdhnliche Verschiebungswerte der Protonen auf. Die

Nomenklatur der Hémprotonen ist in Abb. 18 wiedergegeben; die Zuordnung der ent-

sprechenden Protonenresonanzen ist in Tabelle 4 aufgelistet. Die Resonanzzuordnung der

Hamresonanzen erfolgte iiber NOE Daten.
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HOOC COOH

Abb. 18: Chemische Struktur des Hdm c aus Cytochrom Css,. Die Protonennamen sind in Rot angegeben.

Tabelle 4: Zuordnung der 'H-Resonanzen des reduzierten Him c bei pH 6,0 und 25 °C. Nicht eindeutig

zugeordnete Resonanzen sind kursiv geschrieben.

Protonenname Chem. Verschiebung
(ppm)
HHA 9.30
HHB 9.13
HHC 9.62
HHD 9.86
HAAI/HAA2 4.34, 3.66
HBA1/HBA2 3.22,2.87
HAB 4.97
HBB 0.88
HAC 6.02
HBC 241
HADI/HAD2 4.36,4.10
HBDI1/HBD2 2.91,2.58
H2D 12.38
HMA 3.05
HMB 3.54
HMC 3.93
HMD 3.82
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3.2.1.2 Oxidiertes Cytochrom Css;

Da im oxidierten Zustand das Cytochrom Css; paramagnetisch ist, waren stirkere
Resonanzverschiebungen und Linienverbreiterungen zu erwarten. Die Signale der Amid-
resonanzen des oxidierten Cytochrom Css; aus T. thermophilus sind im [ISN, 1H]-TROSY
Spektrum (Abb. 19) dargestellt.

Die komplette Zuordnung der 'H- und '"N-Resonanzen konnte nach der klassischen

Zuordnungsstrategie (Wiithrich, 1986) durchgefiihrt werden und ist in Tabelle 5 aufgelistet.
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Abb. 19: [ISN, 1H]-TROSY Spektrum des Cytochrom Css, im oxidierten Zustand bei pH 6,0 und 25 °C.
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Tabelle 5: Resonanzzuordnung des oxidierten Cytochrom Css, aus T. thermophilus bei pH 6,0 und 25 °C. Nicht
eindeutig zugeordnete Resonanzen sind kursiv geschrieben; Fett gedruckte Resonanzen sind stereospezifisch

zugeordnet, (n.b. = nicht bestimmt). Die Sekundirspinsysteme sind mit Apostroph gekennzeichnet.

AS N HN Ho andere H andere N
M-1 n.b. n.b. 4.44 n.b.
A0 125.2 8.27 430 1.378
AO’ 125.2 8.30 430 1.378
A0’ 125.7 8.41 4.30 1.378
Ql 120.3 8.46 427 2.05B, 1.93B, 2.35y, 7.68¢, 6.96¢ 110.9
QI 119.6 8.30 4.27 2.058, 1.93B, 2.35y, 7.67¢, 6.93¢ 110.9
Q1” 119.9 8.33 427 2.05B, 1.93pB, 2.35y, 7.64¢, 6.89¢ 110.9
A2 125.0 8.38 4.26 1.148
A2 124.8 8.32 4.22 1.148
A2” 125.5 8.49 4.26 1.148
D3 121.3 8.43 4.62 2.78B, 2.498
G4 112.1 8.89 3.59, 3.06
A5 122.4 7.78 2.71 1.298
K6 118.4 7.32 4.02 1.85B, 1.43y, 1.29y, 1.658, 2.94¢
17 121.0 7.84 3.59 1.46PB, 1.32ycm, 0.37ycws, 0.618
Y8 117.7 7.78 3.41 2.49B, 6.0381, 7.1352, 5.80¢1, 7.36€2
A9 122.9 7.32 4.12 1.538
Q10 113.8 8.01 4.20 2.15B, 1.62B, 2.30y, 7.38¢, 6.44¢ 109.8
Cl1 117.3 7.59 431 1.67B, 1.38B
Al2 121.7 7.63 431 1.678
G13 108.6 9.65 4.37
Cl4 114.5 8.55 6.23 n.b.
H15 116.3 6.30 3.31 n.b.
Ql6 110.2 8.98 5.37 3.69PB, 2.92B, 3.10y, 2.78y, 7.69¢, 7.40¢ 116.8
Q17 126.9 10.15 4.79 2.48B, 2.79y, 7.77¢, 7.08¢ 111.2
NI18 113.1 8.37 5.13 3.308, 3.06B, 7.725, 7.058 109.8
G19 103.7 7.96 3.69,2.10
Q20 119.4 8.74 4.60 2.44B, 2.198, 2.49y, 2.15y, 7.63¢, 6.99¢ 111.9
G21 106.0 8.86 4.74
122 118.2 9.23 5.01 2.23B, 2.32yci, 1.87ycma, 1.07ycns, 1.408
P23 4.38 1.97B, 2.13y, 4.068, 3.918
G24 111.6 7.16 3.93,2.91
A25 122.4 8.11 4.04 0.478
F26 114.9 8.41 4.00 3.51PB1, 3.01PB2, 6.675, 7.33¢, 7.37¢
P27 2.99 1.36, -0.96y, -1.29y, -0.568
P28 4.68 2.07P, 1.98y, 3.815, 3.758
L29 113.5 8.75 441 1.86p, 1.11B, 2.50y, -0.3451, -0.8052
A30 124.8 8.07 4.41 1.04B
G31 120.6 | 10.78 | 4.28,3.59
H32 119.9 7.90 5.03 2.83PB, 2.66B, 6.8582, 8.10¢1
V33 123.6 8.41 3.21 1.828, 0.64y1, 0.70y2
A34 122.2 10.38 3.67 1.438
E35 114.5 6.91 4.02 2.37B, 2.57y, 2.15y
136 118.2 7.23 3.59 1.83B, 1.36Ycim, 0.77¥erma, 1.08ycms, 0.658
L37 115.6 8.47 4.02 1.84P, 1.53B, 1.78y, 1.018, 0.638
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A38 118.0 7.34 4.28 1.558

K39 117.0 7.66 4.60 2.10B, 1.91B, 1.48y, 1.785, 3.01¢

E40 126.7 9.05 4.26 2.10B, 2.39y

G41 115.2 9.09 | 4.46,4.22

G42 113.1 8.98 | 4.60,3.78

R43 120.8 8.61 4.07 1.93B, 1.85B, 1.63y, 1.40y, 3.173, 3.043, 8.80¢ 83.4
E44 116.8 8.23 3.98 2.36B, 2.06p, 2.68y, 2.43y

Y45 118.9 8.29 4.38 3.49B1, 3.39pB2, 7.24581, 7.02582, 6.91¢1, 7.38¢2

L46 116.6 7.94 3.78 2.13B, 1.10B, 2.14y, 0.8981, 0.7852

147 115.6 7.21 3.30 2.25B, 2.01Ycpo, 1.00ycns, 0.478

L48 119.4 8.82 436 2.82B, 1.92B, 2.59y, 1.418, 1.285

V49 118.7 8.83 5.18 3.21B, 2.06y

L50 118.9 7.51 4.70 1.77B, 1.00B, 0.85y, -0.7831, -0.4452

L51 117.0 8.86 3.98 1.436, 0.09B, 1.63y, 0.708, 0.558

Y52 116.6 9.43 5.51 3.53pB, 3.42B, 7.643, 7.06¢

G53 112.6 9.69 | 6.23,5.61

L54 1123 9.64 5.57 3.608, 2.968, 2.80y, 2.11381, 1.6852

Q55 121.7 7.32 4.89 1.91B, 2.32y, 2.22y, 7.63¢, 6.94¢ 111.4
G56 107.0 7.69 | 4.70,3.69

Q57 120.3 8.41 4.94 1.94B, 1.82B, 2.10y, 7.47¢, 6.90¢ 1123
158 119.9 8.67 4.70 1.49B, 0.81ycp, 0.66Ycns, -0.078

E59 122.0 9.09 5.27 1.78B, 1.63B, 1.87y

V60 122.9 8.93 3.93 1.628, -0.05y1, 0.14y2

K61 131.1 10.18 3.93 2.06B, 1.67B, 1.40y, 1.758, 2.97¢

G62 103.4 8.73 | 4.07,3.59

M63 | 119.6 7.72 4.62 1.968, 1.72B, 2.36y, 2.28y, 2.2%

K64 121.5 8.11 4.65 1.48B, 1.39B, 1.28y, 1.17y, 1.483, 2.82¢

Y65 119.9 8.83 3.83 2.01B, 6.208, 6.38¢

N66 118.9 8.36 4.60 2.63B,2.34B, 7.413, 6.578 109.5
G67 109.1 6.78 | 4.02,2.73

V63 117.5 7.37 3.93 1.57B, 0.59y

M69 | 124.8 8.74 2.39 n.b.

S70 111.6 8.42 5.06 4.058, 3.92

S71 111.9 8.41 5.08 4388, 4.028

F72 126.4 9.64 4.65 3.02B, 2.25B, 6.86, 6.24¢, 6.18(

A73 118.4 7.84 3.88 1.678

Q74 115.6 9.01 4.22 2.03B, 2.51y, 2.18y, 7.60¢, 6.52¢ 110.0
L75 122.4 7.74 4.22 1.868, 1.32B, 1.73y, 0.708, 0.378

K76 118.7 9.01 4.22 2.18B, 1.34y, 1.583, 2.98¢

D77 124.8 9.21 4.17 2.968, 2.44B

E78 115.9 9.99 3.88 1.968, 2.30y

E79 120.1 7.06 3.69 2.54B, 2.15B, 2.04y, 1.64y

180 120.3 7.98 3.06 1.75B, 1.51Ycu, 0.42ycns, 0.528

A8l 119.1 8.03 3.40 1.008

A82 116.1 7.35 4.17 1.248

V83 120.1 8.10 3.74 1.47B, 0.14y1, 0.44y2

L84 124.3 7.46 3.37 0.90p, 0.86y, -0.223, -0.265

N85 117.3 8.08 4.70 2.81B, 2.77B, 7.343, 7.295 113.1
H86 121.5 8.06 3.78 2.87B, 2.44B, 5.4182, 7.37¢1

187 110.9 7.90 3.45 1.58B, 1.26ycr, 0.99yc, 0-28Ycus, -0.328

A88 119.4 7.63 3.88 1.148
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T89 103.2 7.14 4.41 3.93B, 1.00ycu3

A90 127.6 8.62 3.35 -0.81B

W91 114.0 8.33 4.94 3.54B, 3.11B, 7.1581, 9.84¢l, 7.46¢3, 7.1702, 128.8
6.513, 6.4512

G92 106.3 7.33 4.22,3.88

D93 122.7 8.35 4.07 2.92B, 1.96B

A94 117.7 8.35 3.35 0.578

K95 114.2 7.14 4.02 1.87B, 1.74B, 1.46y, 1.42y, 1.663, 3.02¢

K96 115.6 7.67 431 2.068, 1.83P, 1.44y, 1.40y, 1.655, 1.598, 2.97¢

V97 119.9 7.32 4.22 2.15B, 0.87y

K98 127.6 8.66 4.17 1.78B, 1.49y, 1.39y, 1.693, 3.02¢

G99 113.1 8.98 | 4.60,3.79

F100 | 119.9 7.81 4.02 3.11PB, 2.73B, 6.943, 6.89¢, 7.11(

K101 | 128.5 6.62 441 1.23B, 1.16y, 1.483, 2.82¢

P102 3.95 2.18B, 1.61B, 1.90y, 1.80y, 3.543, 3.343

F103 | 1224 10.09 436 2.87B, 2.44B, 7.148, 7.17¢, 7.11¢

T104 | 110.7 8.15 4.64 4.608, 1.15ycu3

A105 | 123.1 8.87 3.69 1.388

E106 | 116.1 8.55 3.97 2.07B, 1.968, 2.39y, 2.28y

E107 | 119.1 7.55 4.00 2.37B, 2.108, 2.29y

V108 | 1182 7.15 3.69 2.25B, 0.96y, 0.92y

K109 | 1194 8.22 3.76 2.098, 1.82B, 1.48y, 1.35y, 1.718, 3.00¢

K110 | 115.6 7.58 4.10 1.96PB, 1.54y, 1.748, 1.678, 3.02¢

L111 | 1168 7.44 4.65 1.968, 1.84P, 1.90y, 1.178, 1.083

R112 | 122.0 7.96 436 2.198, 1.98B, 1.98y, 1.75y, 3.315, 3.183, 9.14¢ 86.1

Al13 | 1175 7.38 4.36 1.58B

Kl14 | 116.8 7.30 4.29 1.83B, 1.62y, 1.53y, 1.798, 3.08¢

K115 | 116.8 8.15 3.93 1.86B, 1.53y, 1.818, 3.16¢

L116 | 118.0 4.69 4.81 1.76B, 1.18B, 1.37y, 1.025, 0.858

T117 | 111.9 8.79 5.08 5.08B, 1.50Ycu3

P118 4.84 2.13B, 2.85y, 2.78y, 4.403, 4.238

Q119 | 1154 8.19 444 2.30B, 2.168, 2.70y, 2.55y, 7.58¢, 6.88¢ 1114

Q120 | 121.0 8.20 443 2.77B, 2.30B, 2.65y, 7.66¢, 6.88¢ 1112

VI21 | 123.8 8.55 3.95 3.31B, 1.93y, 1.78y

L122 | 1224 7.99 4.41 2.52B, 2.14B, 1.73y, 1.235, 1.018

T123 | 1159 8.02 3.98 4.65B, 1.38ycns

E124 | 1208 8.08 4.22 2.77B, 2.84y, 2.53y

RI25 | 1243 8.62 3.21 2.498, 2.208, 1.71y, 1.00y, 3.548, 3.233, 9.94¢, 88.7¢
9.56n2

K126 | 118.0 8.32 4.26 2.10B, 1.60y, 1.825, 3.05¢

K127 | 120.6 7.96 4.12 2.10B, 1.80B, 1.56y, 1.785, 3.04¢

L128 | 116.3 7.60 431 2.06B, 1.46p, 2.03y, 0.815, 0.708

G129 | 103.7 7.86 | 4.22,3.78

L130 | 119.6 7.11 4.46 1.67B, 1.55y, 0.863

K131 | 1302 8.51 4.17 1.77B, 1.658, 1.43y, 1.39y, 1.643, 2.97¢
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Die Resonanzzuordnung des Hams erfolgte wiederum iiber NOE-Daten. Im Falle des oxidierten
Hidms traten jedoch aufgrund des paramagnetischen Zustandes sehr ungewdhnliche
Verschiebungswerte der Protonen auf, wie z.B. das HMC bei 34,1 ppm und das HBB bei
-1,42 ppm. Es konnten daher auch nicht alle Himresonanzen identifiziert werden. In Tabelle 6

sind die zugeordneten Hamresonanzen fiir den oxidierten Zustand aufgelistet.

Tabelle 6: Zuordnung der 'H-Resonanzen des oxidierten Ham c. Nicht eindeutig zugeordnete Resonanzen sind

kursiv geschrieben.

Protonenname Chem. Verschiebung

(ppm)

HMA 32.79

HMB 13.00

HMC 34.10

HMD 17.52

HBB -1.42

HBC 331

3.2.2 Funktionelle Untersuchungen

Im Verlauf der Resonanzzuordnungen wurde festgestellt, dal die Aminosdure Alal23 des
Cytochrom Css; durch eine spontane Mutation in ein Threonin umgewandelt worden war. Diese
Punktmutation konnte auch durch eine DNA-Sequenzanalyse nachtrdglich bestitigt werden.
Aus diesem Grund wurden enzymkinetische Aktivitditsmessungen durchgefiihrt, um
festzustellen, ob diese A123T Mutation das Protein funktionell beeintrachtigt.

Zur Bestimmung der Elektronentransferaktivitit wurde die Oxidation des reduzierten
Cytochrom Css; durch Wildtyp bas-Oxidase bei 552 nm kinetisch untersucht. Es wurden hierbei
drei verschiedene Cytochrom Css; Proben parallel behandelt: (1) die heterolog in E. coli
exprimierte A123T Mutante, (2) das heterolog in E. coli exprimierte ,,Wildtyp* Protein und (3)
das homolog in T. thermophilus exprimierte ,,Wildtyp* Protein.

Fiir jede dieser Cytochrom Css; Proben wurden 3 Aktivitdtsmessungen durchgefiihrt. Die
erhaltenen Wechselzahlen geben die Anzahl der Reaktionszyklen an, die das Enzym pro

Zeiteinheit katalysiert, wodurch die katalytische Wirksamkeit des Enzyms wiedergegeben wird.
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Die Aktivititsmessungen haben gezeigt (Tabelle 7), daB die Wechselzahlen der A123T Mutante
nicht signifikant vom Wildtyp abweichen, sondern in der gleichen GréBenordnung liegen. Die
hier gemessenen Werte stimmen auBlerdem mit den Literaturwerten (Giuffre et al., 1999)
iiberein, bei denen dhnliche Messungen mit den gleichen Reaktionspartnern durchgefiihrt
worden waren. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, da3 die A123T Mutante ein

vollstdndig funktionsfdahiges Cytochrom Css, darstellt.

Tabelle 7: Katalytische Wirksamkeit verschiedener Formen des Cytochrom Css;. Die Wechselzahlen (WZ)

ergeben Mittelwerte aus jeweils 3 Einzelmessungen.

Cytochrom Css; Form WZ (s'l) WZ (s'l)

64,78
Homolog exprimierter Wildtyp 71,05 79,95 +21,08
104,02

66,29
Heterolog exprimierte A123T Mutante 68,96 73,49 £10,25
85,22
66,63
Heterolog exprimierter Wildtyp 70,35 74,60 + 10,75
86,83

3.2.3 Histidintitrationen

Histidin kann bei pH-Verschiebung seinen Ladungszustand dndern, wenn der Imidazolring in
der Seitenkette protoniert bzw. deprotoniert wird. In der Literatur findet man fiir das freie
Histidin einen pK,-Wert fiir die Seitenkette zwischen 6,0 - 6,8 (Koolman und Roéhm, 1998;
Campbell und Dwek, 1988). Histidine konnen daher, wenn sie in der Bindungstasche oder im
aktiven Zentrum eines Proteins auftreten, als pH-sensitive Sonden fiir Liganden- oder Substrat-
bindung fungieren, da der Protonierungsgrad des Imidazolringes wiederum dessen Ringstrom-
effekt beeinfluflt.

Es wurden deshalb Histidintitrationsmessungen im reduzierten und oxidierten Zustand
durchgefiihrt, um zu ermitteln, welche pKs-Werte die Histidinreste des Cytochrom Css, jeweils

. . . . 52 1 . . .
aufweisen. Die chemischen Verschiebungswerte der H*- und H®'-Resonanzen sind fiir die
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Histidine 15, 32 und 86 in der Tabelle 8 pH-abhingig aufgetragen. Die grofften Verdnderungen
wurden im pH-Bereich 6-8 flir His32 beobachtet, welches iiber eine Wasserstoftbriicke mit dem
Propionat A des Hamrings verbunden ist. His15, einer der beiden axialen Eisenliganden, zeigt
im reduzierten Zustand nur geringe Resonanzverdnderungen in diesem pH-Bereich, wihrend im
oxidierten Cytochrom Css, die Imidazolresonanzen aufgrund der Nidhe zum paramagnetischen

Eisenkern nicht detektiert werden konnten.

Tabelle 8: Histidintitrationen des reduzierten und oxidierten Cytochrom Css,. Die Protonenresonanzen (in ppm)
des reduzierten Proteins sind rot dargestellt; blau gefirbte Verschiebungswerte representieren das oxidierte

Cytochrom Css, (n.b. = nicht bestimmt).

Oxidations- | pH H15 H15 H32 H32 HS6 HS6
zustand (H52) (Hel) (H52) (Hel) (H52) (Hel)
reduziert 586 | 0.358 0.818 7.142 8.576 5.819 7.485
631 | 0350 0.811 7.113 8.477 5.810 7.451

6.92 | 0337 0.798 7.032 8.188 5.792 7.432

730 | 0329 0.787 6.979 7.992 5.779 7.429

792 | 0316 0.770 6.900 7.702 5.762 7422

oxidiert 591 | n.b. n.b. 6.884 8.349 5.441 7.405
636 | n.b. n.b. 6.860 8.136 5.424 7.376

6.98 | n.b. n.b. 6.820 7.785 5.401 7.358

738 | nb. n.b. 6.800 7.641 5.387 7.352

784 | nb. n.b. 6.789 7.549 5.379 7.347

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde bei der im folgenden Abschnitt beschriebenen Mapping-
Analyse sichergestellt, dal die NMR-Messungen des freien und komplexierten Cytochrom Css»
immer bei exakt dem gleichen pH-Wert durchgefiihrt wurden, um eine falsche Interpretation

der Verschiebungsinderungen aufgrund von pH-Unterschieden zu vermeiden.

3.2.4 Analyse der Kontaktoberfliche

Um strukturelle Informationen iiber die Wechselwirkungen des Cytochrom Css; mit seinem

Elektronentranferpartner, der Cytochrom ¢ Oxidase, zu erhalten, wurde eine Mapping-Analyse
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(,,chemical shift perturbation mapping™) mittels NMR durchgefiihrt. Hierzu wurde die
wasserlosliche Cua-Doméne der Oxidase als Reaktionspartner des Cytochrom Css, eingesetzt.
Es wurden die chemische Verschicbungswerte der Amidgruppen des '“N-angereicherten
Cytochrom Css; in [15N, 1H]-TROSY Spektren, die einmal in Abwesenheit und einmal in
Gegenwart der Cua-Domine aufgenommen worden waren, miteinander verglichen (Abb. 20).
Wegen der sehr kurzlebigen Interaktion zwischen den beiden Proteinen waren die

Verianderungen der Signalpositionen in Gegenwart der Cua-Doméne allerdings nur sehr gering.

F 5, [ppm] 8y[ppm|
@ F120.4 @ K126 - 118.0
G31 !

F121.0 L 118.6

- 121.6 L 119.1

A34 E' 122.1 L 119.7

@ F103 |
@ L 122.7

LARAS RARAALLALS BAMEAS T T T
10.7 10.6 10.5 10.4 10.3 10.2 ﬁz[pme 83 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 62||1|1m|

- 120.2

Abb. 20: Mapping-Analyse des reduzierten Cytochrom Css, in Abwesenheit (rot) und in Gegenwart (blau) der Cu,-
Domine. Die hier gezeigten Ausschnitte aus den iiberlagerten ['°N, "H]-TROSY Spektren lassen erkennen, daf die
meisten Signale keine signifikanten Verschiebungen aufweisen. Die groften Verdnderungen treten in diesen

Regionen fiir Ala34 (linkes Bild) und His32 (rechtes Bild) auf.

Die berechneten Gesamtverschiebungsinderungen (Ad) der einzelner Aminosédurereste sind in
Abb. 21 fiir den reduzierten und den oxidierten Zustand gegeneinander aufgetragen. In der
Regel sind in beiden Redoxzustinden die gleichen Sequenzabschnitte betroffen, wobei die

Gesamtverschiebungsidnderungen im oxidierten Zustand meist etwas groB3er sind.
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Abb. 21: Balkendiagramm der Amidresonanzidnderungen im Proteinriickgrat des Cytochrom Css, aufgrund der
transienten Komplexbildung mit der Cuy-Doméne. Die Gesamtverschiebungsinderungen (Ad) der Amidgruppen-
resonanzen sind fiir den reduzierten Zustand nach oben (in Rot) und fiir den oxidierten Zustand nach unten (in

Blau) dargestellt.

Um die Oberfldchenregionen, welche bei der Protein-Protein-Wechselwirkung mit der Cua-
Doméne beeinfluft werden, genauer charakterisieren zu konnen, wurden die Gesamt-
verschiebungsidnderungen anhand der dreidimensionalen Struktur des Cytochrom Cssy
dargestellt (Abb. 22). Es ist erkennbar, da3 die meisten der stark verschobenen Reste auf der
,Vorderseite® des Cytochrom Css; um die Hamspalte herum angeordnet sind. Dennoch treten
auch auf der Riickseite Verschiebungseffekte auf, insbesondere im reduzierten Zustand, in dem
gerade die hinter dem Hamring gelegenen Reste Ala34 und His32 am starksten beeinfluf3t sind.
Dieses Ergebnis ist analog zum Cytochrom Css, aus P. denitrificans (Wienk et al., 2003), bei
dem ebenfalls die groften Verschiebungsidnderungen im reduzierten Zustand fiir die Reste G54,

G55 und D56 hinter dem Hamring beobachtet wurden.
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Abb. 22: Vorder- und Riickseite (rechts) des Cytochrom Css, aus T. thermophilus. Die Gesamtverschiebungs-

dnderungen aufgrund der Komplexbildung mit der Cus-Domine sind nach Farbintensitit abgestuft dargestellt
(oben: reduzierter Zustand in Rot; unten: oxidierter Zustand in Blau). Zur besseren Ubersicht sind nicht nur die
Amidgruppen sondern die gesamten Aminoséurereste eingefirbt. Die am stérksten betroffenen Reste sind jeweils

beschriftet; das Ham ist griin koloriert.

Das Hém ist Cofaktor der Cytochrome und wichtiger Katalysator des Elektronentransfers; es
besteht aus einer planaren Porphyrinstruktur mit einem Eisenatom in der Mitte. Es ist bekannt,
daB das ,Jow-spin“ Ham im oxidierten Zustand ein ungepaartes Elektron besitzt, welches im
reduzierten Zustand gepaart vorliegt. Tatsdchlich betrdgt aber die Ladungsédnderung am
Eisenatom in einem formalen Redoxvorgang nur 0,1-0,2 Elektronen, also 10-20% gegeniiber

der eigentlichen Differenz von einem ganzen Elektron (Johansson et al., 2002a). Der restliche
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Teil der Ladung verteilt sich iiber das gesamte Porphyrinsystem. Diese extensive Verteilung der
Ladung ist notwendig, damit sich das Hidm an die Dielektrizititseigenschaften des Proteins
anpal}t. Eine ganzzahlige Verianderung der Ladung des Eisenatoms wiirde die elektrostatischen
Verhiltnisse im Proteininneren zu extrem verschieben. Durch quantenmechanische
Berechnungen fiir ein Him a Modell (Johansson et al., 2002a und b) konnte auch gezeigt
werden, daB3 aufgrund der Elektronenpaarung bei der Reduktion des Eisenatoms die effektive
Delokalisierung der Elektronen bis aulerhalb des Porphirinrings und seiner Liganden erfolgt.
Dies ist zu erkldren durch die gegenseitige AbstoBung der 3d- Elektronen (Coulombenergie),

wodurch das zusitzliche Elektron bis an die Peripherie des Himsystems delokalisiert wird.

e oX
5 | red

Fluoreszenz
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Abb. 23: Fluoreszenzspektren des reduzierten und oxidierten Cytochrom Css, aus P. denitrificans (Reincke, 2000).
Das Maximum der Fluoreszenzemission ist im oxidierten Zustand um 20 nm zu niedrigeren Wellenldngen hin
verschoben. Diese Bande wird durch den einzigen Tryptophanrest (Trp57) hervorgerufen, wohingegen im Falle

des Cytochrom Css, aus T. thermophilus an Stelle dieses Tryptophans ein Histidinrest (His32) zu finden ist.
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Einen experimentellen Hinweis auf eine solche Delokalisierung der Elektronenladung iiber die
Grenzen des Porphyrinrings hinaus lieferten bereits die Fluoreszenzspektren des Cytochrom
Css; aus P. denitrificans (Abb. 23). Hierbei wurde festgestellt, da sich die elektronischen
Eigenschaften des Trp57 durch den Redoxprozess signifikant verdndern (20 nm Verschiebung
des Emissionsmaximums), obwohl die Strukturen des reduzierten und oxidierten Cytochrom
Css» in diesem Bereich identisch sind (Harrenga et al., 2000). Auch die deutliche
Intensitétsabnahme des Emissionssignals im reduzierten Zustand konnte auf eine verstarkte
elektronische Wechselwirkung zwischen Trp57 und dem Hémring hindeuten, wodurch die
Tryptophanfluoreszenz teilweise geldscht wird. Tatsdchlich liegt dieser Tryptophanrest in der
Héamspalte direkt hinter dem Porphyrinring und ist mit diesem durch eine Wasserstoffbriicke
zum Propionat A verbunden (Abb. 24A). Anscheinend reicht also der elektronische Einfluf3
einer Ladungsidnderung im Hédmring liber das Propionat A und die Wasserstoftbriicke bis zum
Trp57 Indolring.

Desweiteren traten die stirksten Verschiebungseffekte bei der Untersuchung des reduzierten
Cytochrom Css»/Cus Komplexes aus P. denitrificans an den zum Trp57 direkt benachbarten
Resten G54, G55 und D56 auf. Im oxidierten Komplex wurden in dieser Region keine
nennenswerten Verdnderungen der Amidresonanzen beobachtet (Wienk et al., 2003). Der
gleiche Effekt wurde nun aber auch beim Cytochrom Css;/Cua System aus T. thermophilus
beobachtet: die hinter dem Hidmring gelegenen Reste H32 und A34 wiesen die stirksten
Verschiebungseftekte in Gegenwart des Redoxpartners auf, aber wiederum nur im reduzierten
Zustand. In der oxidierten Form hingegen zeigten diese beiden Reste keine nennenswerten
Anderungen bei der Komplexbildung. Hierbei ist der His32 Imidazolring, analog dem Trp57 in
P. denitrificans, iiber eine Wasserstoffbriicke direkt an das Propionat A gebunden (Abb. 24B).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dafl der transiente Kontakt der beiden Redoxpartner am
Eingang der Hamspalte entweder zu mechanisch oder elektronisch induzierten Verdnderungen
auf der Riickseite des Hims fiihren. Da dieser Effekt jedoch nur im reduzierten Zustand auftritt,
obwohl die Verschiebungseffekte im oxidierten Zustand ansonsten generell grof3er ausfallen, ist
davon auszugehen, dall er elektronischer Natur ist. Anscheinend fiihrt, wenn die beiden
Redoxpartner im reduzierten Zustand aufeinander treffen, der Elektroneniiberschuf3 auf beiden
Seiten des Cytochrom Cssp/Cus Systems zu einer Reorganisation der Elektronenverteilung im

Porphyrinsystem bis iiber die Propionate hinaus.
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Abb. 24: Raumliche Anordnung am Propionat A in Cytochrom Css, aus P. denitrificans (A) und T. thermophilus
(B). In beiden Proteinen bildet die Carboxylatgruppe des Propionat A Wasserstoffbriicken zu einer Arginin-
seitenkette und einem aromatischen Ring. Die Reste mit den stirksten Sekundireffekten bei der Komplexbildung
im reduzierten Zustand (G54, G55 und D56 in P. denitrificans bzw. H32 und A34 in T. thermophilus) liegen in

unmittelbarer Nachbarschaft zu den aromatischen Seitenketten.
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3.3 Cus-Domaine

Wie in der Einleitung bereits erwidhnt, wurde von der Untereinheit II der bas;-Oxidase der
Transmembrananker entfernt. Dies bedeutet, daBB die urspriingliche Proteinsequenz um 32
Aminosduren verkiirzt wurde. Da hierzu der Einbau einer Schnittstelle fiir ein Restriktions-
enzym in die Sequenz notwendig war, wurde anstelle von Ile33 in der 16slichen Cus-Doméne
ein Methionin (Met33) am N-Terminus eingefligt. Die Aminosdurenumerierung, die in dieser

Arbeit verwendet wird, entspricht der vollstdndigen Untereinheit II.

3.3.1 Zuordnung der 'H- und '"N-Resonanzen

3.3.1.1 Reduzierte Cus-Doméne

Die Resonanzzuordnung der reduzierten Cus-Domédne wurde bereits frither mit Hilfe von
Tripelresonanzexperimenten bestimmt (Mukrasch et al., 2004) und in der BioMagResBank
(BMRB-5819) deponiert. Ein [°N, 'H]-TROSY Spektrum mit den Amidresonanzen ist in
Abb. 25 gezeigt. Die aromatischen Protonenresonanzen wurden jetzt fiir den reduzierten
Zustand nachtriglich mittels 2D [lH, 1H]-TOCSY und [lH, 1H]-NOESY Spektren bestimmt
(Tabelle 9). Interessanterweise konnten lediglich die Resonanzen der Phe88 Ringprotonen nicht
detektiert werden. Der Phe88 Ring liegt an der Molekiiloberfliche in unmittelbarer
Nachbarschaft zum Cua-Zentrum und wurde zuvor (Soulimane et al., 2000) als
wahrscheinlicher Faktor beim Elektronentransfer vom Cytochrom Css; zur Cua-Doméne

postuliert.
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Tabelle 9: 'H-Resonanzen der aromatischen Ringprotonen der reduzierten Cus-Domine bei pH 6,0 und 25 °C. Die
neu zugeordneten Verschiebungswerte sind fett gedruckt; nicht eindeutig zugeordnete Resonanzen sind kursiv

dargestellt (n.b. = nicht bestimmt).

AS Ringprotonen
Y35 7.119, 6.81¢
H40 7.1382, 8.13¢l
W64 6.8081, 9.60¢1, 7.93€3, 7.01L2, 7.05L3, 7.15n2
Y79 6.660, 6.46¢
Y82 6.235, 6.22¢
F86 6.629, 6.95¢, 7.13(
F88 n.b.
Y90 6.649, 6.26¢

F105 7.198, 7.19¢, 7.23¢
H114 6.6682, 6.97¢1, 11.78¢2
F116 6.825, 6.35¢, 5.98(
H117 6.8352, 8.28¢1

Y137 6.003, 6.48¢

F139 7.183, 7.18¢, 7.20¢
Y145 7.143, 6.67¢

Y152 6.864, 6.81¢

H157 7.3182, 7.38¢1

F161 7.158, 7.34¢, 7.33¢
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Abb. 25: [N, 'H]-TROSY Spektrum der Cus-Doméne im reduzierten Zustand bei pH 6,0 und 25 °C.

3.3.1.2 Oxidierte Cus-Domaéane

Die Zuordnung der Cua-Resonanzen im oxidierten Zustand wurde durch die Tatsache
erschwert, da3 die oxidierte Cua-Domine paramagnetisch ist. Einige Aminosduren, wie z.B. die
Zentralliganden der Kupferatome sowie manche benachbarten Reste, wiesen neben starken
Linienverbreitungen auch sehr ungewohnliche chemische Verschiebungswerte auf, die bis zu
300 ppm in der Protonendimension betragen (Bertini et al., 1996). Dennoch konnte fiir das
Proteinriickgrat nahezu die komplette Zuordnung der 'H- und '"N-Resonanzen bestimmt
werden (Abb. 26). Die chemischen Verschiebungswerte der oxidierten Form sind in Tabelle 10

aufgelistet.
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Tabelle 10: Resonanzzuordnung der oxidierten Cus-Doméne aus T. thermophilus bei pH 6,0 und 25 °C. Nicht
eindeutig zugeordnete Resonanzen sind kursiv geschrieben; Fett gedruckte Resonanzen sind stereospezifisch

zugeordnet, (n.b. = nicht bestimmt). Die Sekundirspinsysteme sind mit Apostroph gekennzeichnet.

AS N HN Ha andere H andere N
M33 n.b. n.b. n.b. n.b.

A34 n.b. n.b. n.b. n.b.

Y35 n.b. n.b. 4.67 3.02P3,2.988, 7.119, 6.80¢

T36 n.b. 8.14 4.30 4.10B, 1.15Ycus

L37 n.b. 8.19 4.31 1.608, 1.61v, 0.949, 0.896

A38 | nb. | 8.34 436 | 1388
T39 nb. | 8.04 429 | 4198, 117y

H40 | nb. | 841 476 | 3.23,3.168
T41 nb. | 8.18 430 | 4.18B, 1.17ycus
A42 | 1267 | 841 438 1418

G43 | 1088 | 8.37 3.93
Va4 [ 1199 | 822 412 | 2.038,0.91y, 0.89y

145 | 1273 | 837 4.48 1.87B, 0.95Ycis, 1.52¥crn, 1.20Ycin, 0.858
P46 4.40 | 2.30B, 1.94B, 2.06y, 1.98y, 3.955, 3.685
A47 | 1246 | 839 432 1.41B

G48 | 108.1 | 8.40 3.98

K49 | 120.8 | 8.19 438 1.87B, 1.77B, 1.45y, 1.41y, 1.693, 3.01¢

L50 | 123.6 | 823 4.43 1.68B, 1.64p, 1.65y, 0.978, 0.935
E51 | 1242 | 8.69 443 [ 2.13B,2.008, 2.34y, 2.20y

R52 | 123.0 | 823 4.96 1.88B, 1.72B, 1.68y, 1.60y, 3.235, 7.34¢ 85.0
V53 | 117.6 | 8.09 438 1.81B, 0.59y1, 0.40y2
D54 | 1232 | 832 497 | 3.14B, 2.498

P55 430 | 2.24p, 2.06y, 1.94y, 4.165, 3.995

T56 | 108.5 | 8.43 426 | 4.27B, 1.30ycus

T57 | 1083 | 7.43 474 | 4558, 1.07ycms

V58 | 121.8 | 7.12 421 | 2.05B, 0.77y1, 0.68y2

R59 | 1154 | 8.24 426 | 1.87B, 1.53B, 1.39y, 2.938, 7.02¢ 84.5

Q60 | 1164 | 7.78 443 | 2.08B, 2.39y, 2.26y

E61 | 1182 | 8.09 457 | 2.028,1.92B, 2.217, 2.15¢

G62 | 113.1 | 895 | 4.71,3.81

P63 3.68 | 0.64B, -0.29B, 1.28y, 101y, 3.638, 3.458

w64 | 1173 | 8.76 432 [ 3.25,2.94B, 6.7981, 9.59%1, 7.91¢3, 7.00C2, 128.5
7.04(3,7.13n2

A65 | 120.1 | 7.23 3.93 1.068

D66 | 1146 | 7.73 522 | 2.80B,2.41B

P67 430 | 2.23B,2.13B,2.02y, 4.118, 3.828

A68 | 1196 | 8.18 432 1518

Q69 | 117.0 | 7.75 471 2.47B, 1.68B, 2.24y, 2.13y, 7.84¢, 6.76¢ 112.7

A70 | 1215 | 7.02 438 1.798

V71 | 1140 | 7.88 471 [ 2.198, 0.90y1, 1.04y2

V72 | 129.1 | 9.56 443 | 2.07, 0.92y1, 1.04y2

Q73 | 1288 | 9.17 415 1.85B, 1.81B, 2.18y, 1.99y, 6.90¢, 6.61¢ 108.6

T74 | 1193 | 829 439 [ 4.448, 1.12ycs

G75 | 1112 | 8.02 | 4.26,3.81

P76 417 | 1.888, 2.12y, 1.97y, 3.555
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N77 117.1 | 8.67 4.88 2.97B, 2.45B, 7.653, 6.858 111.5
Q78 118.7 | 6.98 5.61 1.74B, 1.468, 2.24y, 7.88¢, 6.80¢ 113.5
Y79 124.7 | 8.92 5.10 2.52B, 6.658, 6.45¢
T80 121.2 | 9.62 5.11 3.76B, 0.56Ycu3
V81 125.6 | 8.75 5.10 1.636, 0.80y1, 0.56y2
Y82 129.6 | 9.12 4.66 2.41B, 1.31B, 6.213, 6.21¢
V83 124.1 | 8.74 533 1.93B, 1.09y
V83’ | 124.1 | 8.70 5.33 1.936, 1.09y
L84 128.3 | 9.64 522 1.91B, 1.70B, 1.67y, 0.568
A85 130.5 | 8.69 4.54 1.068
F86 116.9 | 7.68 5.22 2.98B, 2.15B, 6.578, 7.00¢, 7.21¢
A87 125.5 | 10.49 3.65 0.138
F88 1284 | 7.94 5.39 3.02B,2.758
G89 113.0 | 8.07 3.44
Y90 113.1 | 8.19 5.33 2.75B, 2.52B, 6.663, 6.29¢
Q91 121.2 | 9.23 4.83 2.24B, 2.48y
Q1’| 1213 | 9.12 4.83 2.24f.2.48y
P92 4.76 2.47B, 2.128, 1.99y, 1.83y, 4.073, 3.495
N93 113.2 | 8.27 5.12 3.23B,3.108
P94 5.26 2.23B, 1.79B, 1.97y, 1.82y, 3.703, 3.538
195 119.9 | 8.36 4.10 1.798, 0.90ycw3
E96 128.7 | 8.44 5.50 1.90B, 1.74B, 2.07y, 1.93y
V97 1152 | 8.48 4.66 1.82B, 0.61y1, 0.45y2
P98 4.68 2.20B, 1.76, 1.59y, 149y, 3.113, 2.728
Q99 121.4 | 8.50 3.91 1.87B, 2.38y, 2.07y, 7.76¢, 6.70¢ 109.6
G100 | 1122 | 8.74 | 4.15,3.37
A101 | 1223 | 7.01 4.54 1.34B
E102 | 123.0 | 8.27 4.32 1.868, 2.07y, 1.99y
1103 1304 | 9.13 4.83 2.288, -0.05Ycns, 2.38Yc, 1.24Ycu, 0.683
V104 | 1273 | 9.01 4.38 2.19B, 0.66y, 0.63y
F105 | 124.8 | 9.54 4.99 2.99B, 2.40B, 7.163, 7.16¢, 7.25C
K106 | 122.9 | 8.98 5.11 1.60B, 1.51B, 1.10y, 1.05y, 1.465, 2.88¢, 2.73¢
1107 | 1252 | 9.41 5.78 1.408, 0.76ycn3, 1.23Yc, -0.06Ych), -0.238
1107° | 1252 | 9.41 5.78 1.40B, 0.66Ycu3, 1.23Ycmn, -0.06Ycrn, -0.238
T108 | 1189 | 8.22 4.59 3.50B, 5.53Yom, -0.46Ycus
T108> | 118.8 | 8.10 4.58 3.45, 5.61Yom, -0.50Ycus
T108” | 118.8 | 8.16 4.59 3.50B, 5.53Yom, -0.46Ycs
S109 | 115.1 | 7.14 6.23 3.85B, 3.088
S109° | 114.8 | 7.28 6.32 3.958, 3.14B
P110 - - n.b. n.b.
D111 | 120.5 | 8.75 4.77 2.88B, 2.63p
DI11’ | 120.5 | 8.68 4.77 2.88B,2.63B8
V112 | 122.0 | 11.81 4.66 2.42B, 0.86y1, 0.48y2
1113 120.5 | 7.67 4.49 1.57B, 1.09ycus
HI14 | 120.8 | 8.64 5.16 2.368, 31.9952, 24.47¢2
G115 n.b. n.b. n.b.
Fl116 | 1243 | 9.21 4.43 3.09B, 2.44B, 6.673, 6.29¢, 5.93C
HI17 | 1262 | 8.07 5.46 3.23pB, 3.08B, 6.7432
H117> | 126.4 | 8.04 5.50 3.23B, 3.08B, 6.7432
V118 | 123.6 | 6.33 4.27 1.77B, 0.72y1, 0.16y2
V118 | 124.0 | 6.10 4.23 1.778, 0.72y1, 0.16y2
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E119 131.1 8.90 3.87 2.168, 1.988, 2.26y

G120 111.0 | 9.02 | 4.39,3.84

T121 109.4 | 7.85 4.99 3.65PB, 0.76Ycus

N122 115.7 | 7.84 4.96 3.1803, 2.880, 7.639, 6.865 110.4
1123 121.2 | 8.53 3.81 1.49B, 0.83ycn3, 1.01ycmo, 0.61ycmy, 0.195
N124 1314 | 9.13 5.09 2.933, 2.54B

N124° 131.5 | 9.31 5.27 2.930, 2.54p

V125 120.5 | 8.30 4.76 2.248, 1.00y, 0.97y

V125° 120.5 | 8.36 4.71 2.24B, 1.00y, 0.97y

E126 126.8 | 8.79 4.70 2.08(, 2.35y

V127 124.9 | 9.02 4.07 1.81f3, 0.78y1, 0.68y2

vI27 125.0 | 9.13 4.07 1.813, 0.78y1, 0.68y2

L128 128.1 | 9.19 4.86 1.508, 1.62y, 0.935

P129 - --- 4.70 1.763

G130 1124 | 9.15 | 4.24,4.02

El131 117.8 | 7.84 5.05 1.808, 1.738, 2.07y, 1.95y

E131° 117.8 | 7.80 5.05 1.808, 1.738, 2.07y, 1.95y
E131” | 117.8 | 7.73 5.05 1.80pB, 1.738, 2.07y, 1.95y

V132 126.5 | 8.85 4.52 2.108, 1.06y, 0.88y

S133 127.3 | 9.71 4.94 3.908, 3.74

T134 121.8 | 8.89 5.72 3.980B, 1.12ycus

V135 126.1 8.85 4.54 2.1163, 1.01y

R136 125.6 | 8.62 5.95 1.748, 1.68B, 1.59y, 1.49y, 3.135, 7.20¢ 84.7
Y137 125.7 | 9.63 4.38 2.86[, 2.30P, 5.999, 6.47¢

T138 120.7 | 6.76 4.71 3.530, 0.78Ycw3

F139 1259 | 8.95 4.43 3.148, 2.808, 7.159, 7.15¢, 7.20{

K140 122.8 | 8.62 4.43 1.99B, 1.74P, 1.43y, 1.32y, 1.645, 2.93¢
R141 117.9 | 7.84 5.05 1.968, 1.798, 1.73y, 3.300, 3.2690, 7.24¢ 84.3
R141’ 117.9 | 7.81 5.05 1.9603, 1.798, 1.73y, 3.300, 3.269, 7.24¢ 84.3
P142 -—- -—- 4.39 2.060, 1.85y, 3.949, 3.685

G143 108.1 8.68 | 4.38,3.76

G143’ 108.1 8.73 | 4.38,3.76

El144 118.8 | 8.13 5.22 1.850, 2.24y, 2.02y

Y145 1252 | 9.69 4.71 2.64P, 2.60B, 7.115, 6.64¢

R146 1234 | 895 4.66 1.640, 1.79y, 1.47y, 2.975, 2.913, 7.00¢ 83.7
1147 123.7 8.30 4.33 0586, —058'YCH3, 114YCH2, 'O-OSYCHZy 0.326
1148 119.8 | 8.78 5.09 1.008

C149 n.b. n.b. n.b. n.b.

N150 n.b. n.b. n.b. n.b.

Ql151 n.b. n.b. n.b. n.b.

Y152 n.b. n.b. n.b. n.b.

C153 n.b. n.b. n.b. n.b.

G154 1044 | 7.14 | 5.20, 4.38

L155 1094 | 7.85 4.95 3.598, 1.48y, 0.795, 0.756

G156 1053 | 570 | 3.72,0.91

H157 117.6 | 851 4.55 3.96(3, 1.653

QI158 122.3 | 8.51 4.17 1.72B, 2.17y, 1.96y

Q158 1223 | 842 4.17 1.728, 2.17y, 1.96y

N159 117.7 | 8.44 4.66 2.80P

M160 120.7 | 7.49 4.38 2.15B, 1.74P, 2.48y, 1.38y, 1.42¢

Fl161 121.3 | 8.19 5.72 3.318, 3.14P, 7.349, 7.44¢, 7.41C

F161’ 118.5 | 8.21 6.04 3.408, 3.228, 7.349, 7.44¢, 7.41C
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123.0

G162 110.2 9.19 4.72,3.66
G162° 110.5 9.22 472, 3.66
G162” 109.5 9.20 4.72, 3.66
T163 115.3 8.05 5.11 3.810, 1.18ycns3
1164 | 1267 | 9.19 4.88 1.57B, 0.38ycus
1164° 126.6 9.25 4.88 1.57B, 0.38Ycus
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V166 | 1282 | 9.07 471 [ 2.24B, 01791, 0.73y2
K167 | 1294 | 8.88 438 | 1.85B, 1.62B, 134y, 1.555, 2.83¢, 2.79%
E168 | 1269 | 839 4.03 1.91B, 2.24y
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Abb. 26: [°N, 'H]-TROSY Spektrum der Cu,-Domine im oxidierten Zustand bei pH 6,0 und 25 °C.
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3.3.2 Histidintitrationen

Die Cua-Doméne hat 4 Histidinreste (His40, His114, His117 und His157). Hiervon zeigten
zwei (His40 und His117) in der reduzierten Form ein deutliches Titrationsverhalten im pH-
Bereich 5,5-8,0 (Tabelle 11). Die Imidazolresonanzen der beiden Zentralliganden des Cua-
Zentrums, His114 und His157, konnten hingegen in den homonuklearen 2D NMR-Spektren
aufgrund von Uberlagerungen mit anderen aromatischen Resonanzen nicht identifiziert werden.
Im oxidierten, paramagnetischen Zustand wiederum waren die Ringprotonenresonanzen dieser
beiden Zentralliganden des Cua-Zentrums nicht detektierbar. Auch die aromatischen 'H-
Resonanzen der beiden anderen Histidine konnten in der oxidierten Cux-Doméne nicht
eindeutig identifiziert werden. Daher wurden die Histidinresonanzen im oxidierten Zustand

nicht weiter pH-abhangig verfolgt.

Tabelle 11: Histidinresonanzen der Cus-Doméne im reduzierten Zustand in Abhdngigkeit des pH-Werts (n.b. =

nicht bestimmt).

pH H40 H40 H114 | HI114 H117 H117 HI57 | HI157
(H52) (Hel) (H82) | (Hel) (H52) (Hel) (H82) | (Hel)
5.72 7.230 8.408 n.b. n.b. 6.936 8.531 n.b. n.b.
6.26 7.144 8.183 n.b. n.b. 6.844 8.313 n.b. n.b.
6.65 7.074 7.995 n.b. n.b. 6.764 8.107 n.b. n.b.
7.22 7.004 7.810 n.b. n.b. 6.680 7.893 n.b. n.b.
7.75 6.973 7.729 n.b. n.b. 6.642 7.797 n.b. n.b.

Das beobachtete Titrationsverhalten hat gezeigt, da auch im Falle der Cua-Doméne
sichergestellt sein sollte, dal die Spektren der Komplexmessungen bei identischen pH-Werten
durchgefiihrt werden, um Verschiebungseffekte aufgrund von verdnderten Ringstromeffekten

der Imidazolringe ausschlieen zu kénnen.
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3.3.3 Analyse der Kontaktoberfliche

Zur Untersuchung der Kontaktoberfliche der bas;-Oxidase im Komplex mit seinem
Redoxpartner wurde die '“N-angereicherte Cus-Domine mit einem vierfachen Uberschuff an
Cytochrom Css; versetzt. Analog zu der Studie am Cytochrom Css; (siehe Kapitel 3.2.4), wurden
die Gesamtverschiebungsinderungen Ad nun fiir die Aminosdurereste der Cus-Doméne

ermittelt (Abb. 27). Auch in diesem Fall waren die Effekte im oxidierten Zustand groBer.
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Abb. 27: Balkendiagramm der Gesamtverschiebungséinderungen (Ad) aller Aminosiurereste in der Cuy-Doméne
aufgrund von Komplexbildung mit Cytochrom Css,. Die Verschiebungswerte ergeben sich aus einer Kombination
der 'H- und '"N-Resonanzverschicbungen der Amidgruppen im Proteinriickgrat. Die Ergebnisse fiir den

reduzierten (in Rot) und den oxidierten Zustand (in Blau) sind hier gegeneinander aufgetragen.

Die Verteilung der betroffenen Reste in der dreidimensionalen Struktur (Abb. 28) zeigt, daf3
viele Aminosduren auf der ,Unterseite des Molekiils, die in der vollstindigen Oxidase

entweder mit der Untereinheit I oder der Lipidmembran in direkten Kontakt stehen, starke
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Verschiebungen aufwiesen. Es ist daher anzunehmen, daf3 diese Region in der 16slichen Cua-
Doméne eine zusitzliche Interaktionsfliche darstellt, welche im biologischen System aus-
geschlossen werden kann. Desweiteren traten jedoch auch in einer Region nahe dem Cua-
Zentrum deutliche Verschiebungseffekte auf; hier waren insbesondere die Reste A87, F88,
G156, H157, Q158 und N159 betroffen.

Abb. 28: Struktur der Cup-Doméne aus T. thermophilus. Die Gesamtverschiebungsdnderungen aufgrund der

Komplexbildung mit Cytochrom Css, wurden nach Farbintensitit abgestuft dargestellt (oben: reduzierter Zustand in
Rot; unten: oxidierter Zustand in Blau). Zur besseren Ubersicht wurden nicht nur die Amidgruppen sondern die
gesamten Aminosdurereste eingefarbt. Die am stirksten betroffenen Aminosduren sind beschriftet. Die zusatzlich
betroffenen Aminoséurereste A85, G115 und V127 liegen im Proteininneren und sind daher nicht markiert. Die
beiden Kupferatome des Cua-Zentrums (gelb) liegen ebenfalls im Proteininneren. Die Untereinheit I grenzt von
unten an die Cus-Domiéne; der nicht eingefdrbte, nach unten verlaufende Fortsatz stellt den Rest des abge-

schnittenen Transmembranankers dar.
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3.3.4 Kontakte zwischen der Cu,-Domiine und Cytochrom Css;

Die Bestimmung der rdumlichen Anordnung von Cytochrom Css; und der bas-Oxidase im
Elektronentransferkomplex basiert auf den chemischen Verschiebungseffekten der Ober-
flachenreste. Diejenigen Reste mit den stirksten Gesamtverschiebungswerten (Ad) sowohl im
Cytochrom Css; als auch in der Cus-Doméne wurden als ,,Interaktionsbeschrankungen® (AIRs =
ambiguous interaction restraints) in die ,,Docking“-Rechnung eingesetzt. Als ,,aktive Reste
wurden ausschlielich Aminosdurereste mit einer relativen Losungsmittelzugénglichkeit von
20% oder mehr eingesetzt. Zusitzlich wurden sogenannte ,,passive Reste” in der Rechnung
verwendet, welche direkte Nachbarn der aktiven Reste sein miissen und ebenfalls mindestens
20% relative Losungsmittelzugénglichkeit aufweisen. Desweiteren wurden Oberfldchenreste,
die zu weit von der anzunehmenden Kontaktzone entfernt angeordnet sind, von der Rechnung
ausgeschlossen. Auf diese Weise wurden die im Folgenden beschriebenen Selektionen
vorgenommen.

Beim Cytochrom Css; im reduzierten Zustand wiesen die Reste Ala34, His32, Gly24, Ser70,
GlInl6, Hisl5, Leul 16, Leu29, Cys14 und Lys98 die groflten Gesamtverschiebungsédnderungen
AJ (bis 0,008 ppm) auf. Von diesen Resten wurden Ala34, His32, Hisl5, Leul 16, Leu29 und
Cysl4 wegen einer zu geringer Oberfldchenzugénglichkeit (< 20%) eliminiert sowie auch
Lys98 wegen seiner Lage auf der Riickseite des Molekiils. GIn16 wurde lediglich als passiver
Rest eingestuft, da er nur 28,7% relative Oberflachenzuginglichkeit aufweist. Die Reste Gly24
und Ser70 mit jeweils iiber 40% relativer Oberflachenzuginglichkeit wurden als aktive Reste
ausgewdhlt.

Beim Cytochrom Css; im oxidierten Zustand wiesen die Reste Lys115, GIn57, Alal13, Gly56,
Alal05, GIn119, Asnl8, GIn120, Glyl13, Gly24 und Val68 die grofiten Gesamtverschiebungs-
anderungen A (bis 0,0124 ppm) auf. Von diesen Resten wurde Alal05 wegen seiner Lage auf
der Riickseite des Molekiils eliminiert und Gly56 (23,4% relative Oberflachenzuganglichkeit)
als passiver Rest eingestuft. Alle anderen Reste haben iiber 40% relative Oberfldchen-
zugénglichkeit und wurden daher als aktive Reste ausgewihlt.

Bei der Cus-Domine im reduzierten Zustand wiesen die Reste Gly120, Argl41, Ile45, Glu51,
Arg52, Glul26, Leu50, Phe88, Asnl59, GInl58, Argl46, Lys140 und His157 die groften
Gesamtverschiebungsinderungen Ad (bis 0,01 ppm) auf. Von diesen Resten wurden Gly120,
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Ile45 und Glul26 wegen ihrer Lage an der Grenzfliche zur Untereinheit I der Oxidase
eliminiert. Die Reste Argl41, Glu51, Arg52, Leu50 und Lys140 wurden ebenfalls heraus-
gefiltert, da ihre Seitenketten in der bas-Oxidase vermutlich in die Lipidmembran eintauchen
und nur in der loslichen Cua-Doméne frei zugénglich sind. His157 und GInl158 wurden
ebenfalls vernachldssigt, da sie keine signifikanten Oberflaichenzuginglichkeiten (< 20%)
besitzen. Nur Phe88, Argl46 und Asnl59 (mit relativen Oberflaichenzugénglichkeiten iiber
20%) wurden als aktive Reste ausgewahlt.

Bei der Cua-Domine im oxidierten Zustand wiesen die Reste Asnl22, Valll2, Hisl57,
Asnl59, Glyl15, Gly156, Val127, Ala85, His117 und Ala87 die groBBten Gesamtverschiebungs-
anderungen AJ (bis 0,02 ppm) auf. Von diesen Resten wurden Vall12, His157, Gly115, Val127
und Ala85 aufgrund ihrer zu geringen Oberflichenzuginglichkeiten (< 20%) eliminiert.
Desweiteren wurden auch Asnl122 und His117, welche an der Grenzfliche zur Untereinheit I
der Oxidase liegen, vernachldssigt. Ala87, Gly156 und Asnl159 (mit relativen Oberfléchen-
zuginglichkeiten liber 20%) wurden hingegen als aktive Reste eingestuft.

Aufgrund dieser Selektionskriterien wurden letztendlich die in Tabelle 12 aufgelisteten aktiven

und passiven Reste in die Docking-Rechnung eingebracht.

Tabelle 12: Aktive und passive Reste in der Docking-Rechnung mit Cytochrom Css, und der Cua-Doméne aus T.

thermophilus.

Molekiil aktive Reste passive Reste

Cytochrom Css; G13,N18, G24, Q57, V68, S70, | C11, Ql6,Q17, Q20, 122, P23, A25, F26, Q55, G56,
Al13,K115,Q119, Q120 M63, K64, N66, G67, S71, W91, K109, K110, R112,

K114, T117,P118, T123, E124

Cu,-Domine | A87, F88, R146, G156, N159 F86, E119, E144, L155, F161
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In einem ersten Rechenzyklus mit den Rontgenkoordinaten der beiden Redoxpartnermolekiile
(1IDT1 fir Cytochrom Css; und 1EHK fiir die Cua-Domédne) wurden in starrer Form 50
Komplexstrukturen ermittelt. Hiervon wurden die 20 Strukturen mit den niedrigsten AIR-
Verletzungen weiter verfeinert, wobei nun die Seitenketten der aktiven und passiven Reste als
flexibel behandelt wurden. Aus diesem Ensemble wurden anschlieBend wiederum die 10
energetisch giinstigsten Strukturen ausgewaihlt und in einer Schale von Wassermolekiilen erneut
energieminimiert. Die Statistik der 10 endgiiltigen Komplexstrukturen ist in Tabelle 13
aufgelistet. Die relative Orientierung des Cytochrom Css; Molekiils zur Cua-Doméne in den

unterschiedlichen Komplexstrukturen ist in Abb. 29 wiedergegeben.

Tabelle 13: Statistik der 10 berechneten Strukturen des Elektronentranferkomplexes zwischen Cytochrom Css, und

der Cus-Doméne aus T. thermophilus.

Distanz Intermolekulare Energie Bedeckte Elektronentransfer | RMSD*
Fe-Cu (kcal/mol) Oberfléche A)
A) (A?)
Nr. Total | vdW* | elektr.” | AIR Weglinge (A) | log[Tpa’°
1 15,59 | -102,3 | -52,4 -64.4 14,5 1377 19,60 -11,2 -
2 15,78 | -110,0 | -59,5 -67,5 17,0 1535 19,55 -11,2 2,31
3 15,87 | -123,6 | -63,1 -80,3 19,7 1563 19,96 -11,8 4,54
4 16,03 91,9 | -53,9 -56,4 18,3 1602 20,07 -11,9 3,21
5 16,05 -86,1 -44.7 -59,3 17,9 1426 20,34 -12,3 2,34
6 16,18 -98,9 | -52,4 -64,8 18,4 1488 22,13 -11,8 1,57
7 16,31 -93,2 | -54,3 -53,5 14,6 1314 20,83 -11,7 2,72
8 16,32 =783 | -55,0 -42,1 18,8 1495 19,96 -11,8 3,33
9 16,61 -92,2 | -59,2 -49,6 16,7 1360 20,54 -11,4 3,82
10 | 16,77 -79,0 | -452 -52,2 18,3 1354 24,87 -12,8 2,35

 van der Waals
® elektrostatisch
¢ Elektronentunnel-Kopplungsfaktor

¢ RMSD-Werte des Cytochrom Css, Riickgrats relativ zur Struktur Nr. 1 nach Uberlagerung der Cus-Dominen
aller Konformeren
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Abb. 29: Stereobild der Komplexstrukturen Nr. 1-10 aus Tabelle 13. Die Cus-Doméne (unten) wurde fiir alle 10
Konformeren iibereinandergelegt; das Cytochrom Css, (oben) nimmt leicht unterschiedliche Orientierungen bei der

Komplexbildung an.

Die Struktur Nr. 1 zeigt den kiirzesten Abstand zwischen den Metallzentren und die geringsten
AIR Verletzungen. Die Strukturen Nr. 2 und 3 weisen ebenfalls Fe-Cu Abstinde unter 16 A
und Gesamtenergien unter -100 kcal/mol auf. Aufgrund dieser Befunde wurden die Strukturen
Nr. 1-3 als am wahrscheinlichsten fiir den Cytochrom Css,/Cus Komplex ausgewihlt. Betrachtet
man die Position des Cytochrom Css; in den Strukturen 1-3, so sind die Strukturen 1 und 2 am
dhnlichsten, wihrend die Strukturen 1 und 3 groflere Unterschiede aufweisen (Tab. 14). In
Tabelle 15 sind die Aminosdurekontakte zwischen Cytochrom Css; und der Cus-Doméne in
Struktur Nr. 1 dargestellt. Dabei besteht in den Strukturen Nr. 1-3 ca. 50% der durch die

Komplexbildung bedeckten Oberflichen aus unpolaren Anteilen. Die Struktur 1 mit der
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rekonstituierten Untereinheit I ist in Abb. 30 dargestellt. Die beiden Metallzentren des Donors
und Akzeptors liegen 15,6 A auseinander. In der Kontaktzone zwischen den beiden Redox-
partnern bertihrt der Himring des Cytochrom Css, die Oberfliche der Cua-Doméne nahe dem
Cua-Zentrum. Hierbei werden relativ gro3e unpolare Oberfldchen abgedeckt, insbesondere in
der Region mit den Phenylalaninresten 86 und 88. Die letzteren beiden Reste liegen in der Cua-
Doméne aus T. thermophilus in vergleichbaren Positionen wie die Reste Trp121 und Tyr122
(Soulimane et al., 2000), die in der Cua-Doméne aus P. denitrificans eine Rolle bei der

Elektroneniibertragung spielen sollen (Witt et al., 1998a und b).

Tabelle 14: RMSD-Werte des Cytochrom Css, Riickgrats in den Komplexstrukturen Nr. 1-3.

Struktur 2 3
1 2,31 4,54
2 -— 2,55

Tabelle 15: Intermolekulare Interaktionsmatrix zwischen Cytochrom Css, und der Cuy—Doméne in Struktur Nr. 1
aus Tabelle 13. Die Anzahl der atomaren Kontakte, die niher als 2,8 A liegen, sind fiir die jeweiligen Reste auf

den Interaktionsoberflichen angezeigt.

CuA
| PHE ALA PHE GLY TYR GLN ASN ARG LEU GLY GLN ASN PHE
| 86 87 88 89 90 91 93 146 155 156 158 159 161

CyteCssy |———————mmmmmmm
GLY 13 | 1 1

ILE 22 | 9

GLY 24 | 1

ALA 25 | 1

PHE 26 | 1 3 1

GLN 55 | 2 2 3

GLY 56 | 4
GLN 57 | 1
ASN 66 | 3 3 3
GLY 67 | 3

VAL 68 | 7 5 5

SER 70 | 1 3

SER 71 | 1

LYs 115 | 1

THR 117 | 8

PRO 118 | 5

H&m | 3
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Abb. 30: Elektronentransferkomplex der ba;-Oxidase mit dem Cytochrom Css; aus T. thermophilus. Das
Cytochrom Css; ist in Rot dargestellt, das dazugehdrige Ham in Griin (Fe in Orange), die Untereinheit II mit der
Cua-Domine in Gelb, das dazugehorige Cua-Zentrum in Magenta und die Untereinheit I in Blau. Die rdumliche

Orientierung der Proteine entspricht der berechneten Struktur Nr. 1 aus Tabelle 13.
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Das Programm GREENPATH, welches auf dem ,,Pathway‘“-Modell basiert, wurde fiir einen
Vergleich der Elektronentransfereffizienzen der verschiedenen Komplexstrukturen eingesetzt.
Dieses Programm durchsucht das Netzwerk der gebundenen und nicht-gebundenen Kontakte
innerhalb der Proteinmatrix nach dem Elektronenpfad, der die maximale Elektronentunnel-
Kopplung zwischen den Donor und den Akzeptor (d.h., dem Eisenatom des Héms von
Cytochrom Css; und dem binuklearen Kupfer-Zentrum der Cus-Doméne) aufweist. Die
abgeschitzten ,,Elektronentunnel-Kopplungsfaktoren der 10 berechneten Strukturen unter-
scheiden sich nur sehr geringfiigig (log | Tpa | > Werte von -11,2 bis -12,8). Jedoch sind die
Weglingen des Elektronentransfers in den Strukturen Nr. 1 und 2 am geringsten (19,6 A).

Der Elektronentransferweg (Abb. 31) ist in den Strukturen Nr. 1-3 gleich. Ausgehend vom
Eisenatom des Hams in Cytochrom Css, fiihrt der Weg im Hdm entlang den Atomen NC, C4C,
C3C, CAC und CBC zum HBC2. Von dort wird das Elektron zum Sauerstoffatom des Ala87 in
der Cus-Domine iibertragen und lauft weiter entlang des Proteinriickgrats bis zum HN-Atom
des Phe88. An dieser Stelle tunnelt das Elektron zum HEIl-Atom des Hisl14, einem
Zentralliganden des Cua-Zentrums. Uber CE1 und ND1 gelangt das Elektron schlieBlich zu

einem der beiden Kupferatome.
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Abb. 31: Elektronentransferweg vom Eisenatom (orange) des Cytochrom Css; Porphyrinrings bis zum Cu,-
Zentrum (magenta) in der Untereinheit II der bas-Oxidase aus T. thermophilus. Der Elektronenpfad ist mit einer
weilen Linie entlang der Bindungen gezeichnet und mit gepunkteter Linie an jenen Stellen, an denen das Elektron
durch den Raum (Distanz in A) iibertragen wird. Die rdumliche Orientierung der Reste entspricht der berechneten
Struktur Nr. 1 aus Tabelle 13. Der Porphyrinring ist kovalent an die Schwefelatome (gelb) von Cys11 und Cys14
gebunden. Wasserstoffatome (zyan) sind nur abgebildet, wenn sie einen Teil des Elektronentransferweges

darstellen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die Kontaktoberflichen der beiden
Elektronentransferproteine relativ flach sind, und da die AIRs verschiedene Kontakt-
Kombinationen zwischen den aktiven und passiven Resten der Redoxpartner zulassen. Das
bedeutet, da} letztendlich keine einzelne Losung durch die Berechnungen erzeugt wurde. Keine
der Komplexstrukturen ermoglicht das vollstindige Entfernen der mit den AIRs assoziierten
potentiellen Energie. Der Energiewert bleibt daher deutlich kleiner als die van der Waals oder
elektrostatischen Terme (Tabelle 13). Insofern sind die energetisch giinstigsten Strukturen Nr.
1-3 alle gleich wahrscheinlich. Eine exakt definierte rdumliche Orientierung der beiden
Redoxpartner ist auch eher unwahrscheinlich, da die Komplexbildung nur transient ist. Der
Elektronentransfer von Cytochrom Css, zu Cus-Domine soll laut EPR Messungen sehr schnell
ablaufen; es wurde festgestellt, daB Elektronen bis zu einer Distanz von 14 A zwischen zwei
Redoxpartnern mit einer Rate von 1013 bis 107 pro Sekunde tunneln (Page et al., 1999).

Der Elektronentransferweg der Struktur Nr. 1 involviert unter anderem die Reste Ala87 und
Phe88 der Cua-Domiine, welche beide im Komplex mit Cytochrom Css, deutliche Anderungen
der chemischen Verschiebungswerte aufweisen. Hierbei durchlduft das Elektron jedoch nicht
den Phenylring des Phe88, sondern lediglich dessen Proteinriickgrat. Dies erkldrt auch das
Ergebnis einer Mutagenesestudie, bei der Phe88 durch ein Leucin ersetzt wurde. Diese
Mutation fiihrte nur zu einer Abnahme der Elektronentransferaktivitdt um ca. 50% (Maneg et
al., 2003). Mit anderen Worten, die Seitenkette dieses Restes ist nicht essentiell fiir die
Elektroneniibertragung im T. thermophilus System ist, wohingegen im P. denitrificans System
der analoge Trpl121 Rest in der Cus-Domine offensichtlich unersetzlich fiir die Elektronen-
transferreaktion ist.

Die Tatsache, daB die F88L Mutation in der Cus-Doméne von T. thermophilus den Elektronen-
transfer zwar verringert aber nicht vollstindig unterbindet, kann verschiedene Ursachen haben.
Zum einen konnte die Verdnderung der Oberfldchenverhiltnisse dazu fithren, dafl die Protein-
Protein-Wechselwirkungen eine reduzierte Bindungsaffinitit zur Folge haben. Andererseits
wire es auch denkbar, dall der aromatische Ring des Phe88 einen alternativen Weg fiir den
Elektronentransfer darstellt. Die Mindestabstinde vom Hédmring zum Phenylalaninring und
weiter zum Cua-Zentrum betragen 6,5 bzw. 6,0 A; diese Distanzen miifite das Elektron durch
den Raum zuriicklegen, da keine weiteren Reste dazwischen liegen. Die gesamte Wegldnge des
Elektronentransfers zwischen den Metallzentren wire in diesem Fall jedoch um ca. 2,5 A

kiirzer als in dem hier dargestellten Elektronentransferweg (Abb. 31). Mit diesem alternativen
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Ubertragungsweg konnte das Ergebnis der oben beschriebenen Mutationsstudie wie folgt
erklart werden: parallele Elektronentransferwege sowohl iiber die aromatischen Ringsysteme
als auch durch nicht-konjugierte Bindungen wiirden durch das Entfernen des Phe88 Rings nur
partiell unterbunden werden. Die 50%ige Abnahme der Elektronentransferaktivitét in der F88L
Mutante deutet daher moglicherweise auf eine etwa gleiche Wahrscheinlichkeit flir beide Wege
hin. Einen zusitzlichen Einflu des Phe86 Rings auf den Elektronentransfer konnte aufgrund
von kinetischen Untersuchungen entsprechender F86L und F86L/F88L Mutanten bereits zuvor

ausgeschlossen werden (Maneg, 2004).
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Strukturen der Excisionase (Xis) aus dem Bakterio-
phagen HK022 sowie des Proteinkomplexes zwischen Cytochrom Css; und der Cua-Doméne
aus T. thermophilus mittels NMR in wéssriger Losung bestimmt.

Im Falle der Excisionase wurde mit Hilfe isotopenmarkierter Proteinproben die vollstdndige
Zuordnung der 'H-, °N- und "*C-Resonanzen durchgefiihrt. Hierauf basierend wurden anhand
verschiedener zwei- und dreidimensionaler NOESY Spektren insgesamt 902 Abstands-
beschrankungen identifiziert, mit deren Hilfe die rdumliche Struktur des Proteins bestimmt
werden konnte. Die Strukturrechnungen ergaben letztendlich ein Strukturensemble von 20
Konformeren, die aus 2 a-Helices und 5 B-Faltblattstrangen aufgebaut sind. Die B-Faltblatt-
stringe bilden 2 antiparalelle B-Faltblitter, wiahrend die beiden o-Helices eine L-Formation
darstellen. Die letzten 12 Aminosdurereste am C-Terminus zeigten keine NOEs und besallen
folglich auch keine geordnete Struktur. Dennoch ist dieser C-terminale Teil der Sequenz
moglicherweise von physiologischem Interesse, da fiir den Rest 66 eine Asn/IsoAsp-
Isomerisierung beobachtet wurde, welche eine Rolle bei der Autoregulation dieses Proteins in
vivo spielen konnte. Ein weiteres markantes Strukturelement der Excisionase ist das
Triprolinsegment Pro32-Pro33-Pro34, das die beiden B-Faltblétter miteinander verbindet. Diese
drei Prolinreste liegen in einer cis-trans-trans Konformation vor; aufgrund von Liganden-
wechselwirkungen verschiedener anderer Proteine, die ein solches Motiv besitzen, liegt die
Vermutung nahe, da3 diese Region in der spezifischen Protein-Protein-Interaktion, die wéhrend
der exzisiven Rekombination stattfindet, eine Schliisselrolle spielen konnte.

Zur Untersuchung der Wechselwirkung von Cytochrom Css, mit der Cua-Doméne wurden beide
16slichen Fragmente mit dem '"N-Isotop angereichert. Daraufhin konnten fiir jedes Protein
heteronukleare NMR-Experimente durchgefiihrt werden, die eine vollstindige Zuordnung der
Amidresonanzen sowohl im reduzierten als auch im paramagnetischen oxidierten Zustand
ermoglichte. Basierend auf diesen Resonanzzuordnungen konnten Verdnderungen der
chemischen Verschiebungswerte aufgrund von Oberflichenkontakten mit dem jeweiligen
Redoxpartner mittels 2D ['°N, 'H]-TROSY Experimenten in beiden Redoxzustinden ermittelt
werden. Die betroffenen Aminosaurereste, welche an der Molekiiloberflache die Kontaktzone

definieren, wurden fiir eine Docking-Rechnung herausgezogen, um letztendlich die rdumliche
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Struktur des Elektronentransferkomplexes zwischen Cytochrom Css; und der bas-Oxidase zu
bestimmen.

Interessanterweise traten beim Cytochrom Css, zusitzlich zu den Verschiebungseffekten auf der
Molekiiloberfliche im reduzierten Zustand auch noch sehr dominante Sekundéreffekte im
hinteren Teil der Himspalte an der Stelle auf, wo das Propionat A iiber Wasserstoffbriicken-
bindungen mit dem Protein verbunden ist. Analog zu dem System aus P. denitrificans befindet
sich auch im Cytochrom Css; aus T. thermophilus in dieser Position ein aromatischer Ring, der
vermutlich von elektronischen Verdnderungen im Hamring beeinfluft wird und diese Effekte
durch seinen somit verdnderten Ringstrom an die unmittelbare Umgebung weitergibt. Diese
experimentellen Daten unterstiitzen die Elektronendelokalisierungstheorie von Wikstrém und
Mitarbeitern (Johansson et al., 2002a und b), wonach im reduzierten Ham ein Teil der
Elektronenladung bis in die Peripherie des Hamrings delokalisiert ist, einschlieBlich der nicht-
konjugierten Propionatreste.

Aus vorangegangenen Studien ergab sich bereits, da der Elektronentransferkomplex in
T. thermophilus auf hydrophoben Wechselwirkungen beruht, im Gegensatz zum P.
denitrificans System, in dem die Interaktion elektrostatischer Natur ist (Maneg et al., 2003).
Tatsachlich weist die in dieser Arbeit bestimmte Struktur des Elektronentranferkomplexes
einen hohen Anteil (ca. 40%) an unpolaren Kontaktoberfldchen auf. Das Cytochrom Css, bindet
dabei an die Cua-Domine nahe dem Cua-Zentrum, so dall der Abstand zwischen den
Metallzentren von Donor und Akzeptor 15,6 A betrigt. Der Himring des Cytochrom Css;
beriihrt die Cua-Doméne im Bereich von Phe86 und Phe88, wie bereits von Soulimane et al.
(2000) aufgrund der Sequenzhomologie mit dem P. denitrificans System postuliert worden war.
Wie jedoch aus dem berechneten Elektronentransferweg hervorgeht, ist die aromatische
Seitenkette des Phe88 nicht unbedingt in die Elektroneniibertragung einbezogen. Der ca. 19-20
A lange Weg des Elektrons fiihrt wahrscheinlich vom Him iiber das Proteinriickgrat der Cua-
Reste Ala87 und Phe88 zum Cua-Zentralliganden His114 und schlieBlich zum binuklearen
Kupferzentrum. Dies erklart auch, wieso eine F88L Mutation der Cus-Doméne (Maneg et al.,
2003) nur zu einer 50%igen Abnahme der Aktivitit gefiihrt hat. Hiermit ist nun fiir das
T. thermophilus System der gesamte Weg der Elektroneniibertragung vom Cytochrom Css; iiber
die Cua-Domiéne zur Untereinheit I der ba;-Oxidase in den Grundziigen aufgekldrt, da der
Elektronentransfer vom Cus- zum Cug-Zentrum bereits zuvor beschrieben worden war

(Soulimane et al., 2000).
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6. Abkiirzungsverzeichnis
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