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i. Einleitung

Das gram-negative Bakterium Zymomonas mobilis wurde bereits 1928
in Pulgue, dem girenden Saft der Agave americana, beschrieben
(Lindner). 2ymomonas ist ein polar begeiBeltes, stdbchenfdrmiges
 Bakterium, das Glucose, Fructose und Saccharose zu Ethanol verga-
ren kann (Xluyver und Hoppenbrouwers 1931; Swings und DeLey 1977).
Obwohl Zymomonas mobilis anaerob ist, zeichnet es sich durch eine
relativ hohe Sauverstofftoleranz aus (Swings und DeLey 1977; Brin-
ger et al. 1984a), die durch das Vorhandensein einer rudimentéren
Atmungskette erkl&rt werden kann (Strohdeicher et al.). Bei hbhe-
rer ‘Sauerstoffzufuhr wird das Wachstum von Zymomonas jedoch ge-

hemmt (Bringer et al. 1984a).

Seit seiner Entdeckung wurde das Bakterium fiir eine Reihe von Un-
tersuchungen herangezogen, wobei der Schwerpunkt auf der Etha-
nolproduktion mit Zymomonas liegt (Lee et al. 1979; Rogers et al.
1982; Bringer et al. 1984b). Diese verl&uft mit Ausnahme des Glu-
coseabbaus nach dem gleichen Schema wie bei der Hefe Saccharomyces

cerevisiae, dem urspriinglich technisch verwendeten Ethanolprodu-

zZenten

Zymomonas mobilis baut Glucose iiber den Entner-Doudoroff-Weg ab.
Das entstehende Pyruvat wird in einer nicht-oxidativen Decarboxy-
lierung zu Acetaldehyd und CO, gespalten. Der Acetaldehyd wird in
einer anschlieBenden Reaktion durch die Alkoholdehydrogenase zu

Ethanol reduziert.

Im Vergleich zu der Hefegdrung ist die Ethanolbildung mit Zymomo-
nas um den Faktor 6 schneller (Lee et al. 1979), die Ethanolaus-
beute liegt ebenfalls um 5 % hdéher (Kluyver und Hoppenbrouwers
1931). Unter anaeroben Bedingungen bildet Zymomonas bis zu 1,9 Mol
Ethanol aus 1 Mol Glucose (Rogers et al. 1982}, d.h. ca. 95-98 %
des Substrates werden in Ethanol und CO, umgesetzt, wahrend nur
ein geringer Anteile des Substrates (2-5 %) in Zellmasse iiberfilhrt
wird. Einige Stdmme von Zymomonas kdnnen in Zuckerkonzentrationen
“von. - 30-40 % Glucose (Swings und DeLey 1977) wachsen.




Bei der Fermentation zeichnet sich Zymomonas vor allem durch die
fiir Bakterien untypisch hohe Ethanoltoleranz aus. Einige Stdmme
sind in der Lage, bei Ethanolkonzentrationen bis 120 gsl"l (Swings
und DelLey 1877; Roger et al. 1982) zu wachsen, wihrend die meisten
Bakterien bereits bei Konzentrationen von 1-2 % Ethanol gehemmt
‘werden. Diese hohe Ethanoltoleranz bedingt einen Schutzmechanismus
gegen die durch Alkohol verursachte Membranfluidit#t. Tatsichlich
kann eine stabilisierende Wirkung den in der Membran vorliegenden
Hopanoiden zugeschrieben werden (Bringer et al., 1985), die Ahn-

lichkeiten zu den Steroiden in Hefen aufzeigen.

Die hohe Umsatzgeschwindigkeit und die Produktausbeute machen die
Ethanolfermentation mit Zymomonas auch fiir die Biotechnologie in-
teressant, deren Interesse an Ethanol als chemischen Rohstoff und
Energietriger seit der KostenerhShung fossiler Brennstoffe ange-
stiegen ist. Die Wirtschaftlichkeit einer bakteriellen Ethanolpro-
duktion hdngt aber auch in entscheidendem MaRe von den Kosten des
eingesetzten Substrates ab, die im Falle von reinen Zuckern sehr
hoch ist, aber beispielweise bei Einsatz von Abfallprodukten er-
heblich verringert werden kann.

Zymomonas ist nicht in der Lage Pentosen zu vergdren, was den Ein-
satz Okonomischer Rohstoffe wie Stroh, Zuckerrohr und Holzabfille
fiir die Ethanolproduktion mit Zymomonas ausschlieBt. Versuche eine
Stammoptimierung mit genetischen und mikrobiologischen Methoden zu
erreichen blieben bisher erfolglos (Goodman et al. 1982; Skotnicki
et al. 1982; Rogers et al. 1984).

Dagegen kdnnen aber stdrkehaltige Riickstinde nach enzymatischer
Verzuckerung mit Zymomonas sechsmal schneller vergoren werden als
mit Hefe. Die Ausbeute bezogen auf Glucose ist um 5 % h&her als
bei gleichem Ansatz mit Hefe (Bringer und Sahm 1985).

Das Schliisselenzym fiir die Ethanolbildung ist'die'Pyruvatdecarb—
oxylase (PDC), die bereits 1911 von Neuberg und Karczag in Hefe-

extrakten beschrieben wurde.




Die PDC katalysiert die nicht oxidative Decarboxylierung von Pyru-
vat zu Acetaldehyd und CO, nach folgender Reaktionsgleichung:

Die fir die Umsetzung von Pyruvat notwendigen Cofaktoren Thiamin-
pyrophosphat (TPP) und Mg2+ wvurden bereits 1937 von Lohmann und

Schuster identifiziert.

Zahlreiche Untersuchungen der Hefe-PDC in drei unabhdngigen Ar-
beitsgruppen (Ullrich, Freiburg; Hopmann, Basel; Schellenberger,
Halle) ergaben Hinweise auf die Struktur und Wirkungsweise des
Hefeenzyms.

Die Hefe-PDC zerfidllt bei pH-Werten > 8 in 2 Untereinheiten, die
wiederum aus 2 unterschiedlichen Proteinketten (2aB-Struktur des
Enzyms) bestehen. Mit dem Zerfall in die Untereinheiten erfolgt
gleichzeitig die Dissoziation der Cofaktoren (Steyn-Parvé und We-
stenbrink 1944; Morey und Juni 1968; Ullrich 1974; Hopmann 1980;
Schellenberger et al. 1986). Die Ergebnisse von Rekombinationsex-
perimenten (Steyn-Parvé und Westenbrink 1944; Schellenberger 1967;
Ullrich und Wollmer 1971) zeigten, daB fiir die Bildung eines sta-
bilen Enzymkomplexes die Gegenwart beider Cofaktoren notwendig='
ist.

Ullrich et al. (1966) fanden 4 Bindungsstellen fiir Thiaminpyro-
phosphat, die glelchmaﬁlg auf beide Untereinheiten verteilt wer-"

den.

Aus Modellstudien zum Wirkungsmechanismus von Thiazoliumsalzen
wurden Vorstellungen zum Reaktionsmechanismus des Enzyms hergelei-
tet. Die enzymatische Umsetzung von a-Ketosduren erfolgt iber 3
Stufen, die Substratbindung, die irreversible Decarboxylierung und
die Spaltung der aktiven -C-C- Bindung (Schellenberger 1967). Als
Zw;schenprodukt der Decarboxyllerungsreaktlon wurde bereits 1561 -
:das 2-a-Hydroxyethyl- Thlamlnpyrophosphat (HETPP) “von Holzer und

“-Beaucamp nachgeWLesen und lsollert




a~Hydroxyethyl-Thiaminpyrophosphat

Durch Einsatz von TPP-Analogen wurde die Beteilligung einzelner
Atome an der Katalyse bestimmt. Die Fixierung des Substrates er-
folgt am Co-Atom des Thiazoliumringes, wéghrend die Aminogruppe in.
Cy-Position des Pyrimidinrings bel der Abldsung des Acetaldehyds
mitwirkt (Schellenberger et al. 1966; Schellenberger 1967).

Da bei Einsatz von Acetaldehyd als Substrat nur etwa 5-10 % derx
mit Pyruvat erzielten Enzymaktivitdt erreicht wurden, kam man zu
der Annahme, daB der eigentliche Ubergangszustand das a-Carbanion
von HETPP (aktiver Acetaldehyd) sein muB (Ullrich 1982). Diese An-
nahme setzt jedoch eine hydrophobe Umgebung des aktiven Zentrums
voraus, die das a~Carbanion stablisiert (Schellenberg 1967). Un-
tersuchungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff 2-p-Toluidino-naphtha-
lianwsulfonat (TNS) geben deutliche Hinweise auf eine hydrophobe
Umgebung der Bindungsstellen fiir -Substrat und Cosubstrat (Ullrich
und;Donner;lQ?Ob;.Ullrich 1982)... ' o : '

Wéhrend das TPP erst in Gegenwart von Mg2+'oder anderer zweiwerti-
ger Kationen fest an. das Enzym.gebunden wirdﬁ(Schellenbergermhndf-
Hiibner 1967), tritt eine feste Bindung von Pyruvat an das Enzym =
auch schon ohne die Gegenwart von;¥g2f auf;(Schellenberger;L967).




Die primdre Bindung des Pyruvats erfolgt unter Beteiligung der SH-

Gruppen am Enzym (Schellenberg 1967; Hiibner et al. 1988).

Mit Hilfe von Modifizierungsexperimenten konnten Hinweise filir eine

nogliche Beteiligung der Aminos&ure Tryptophan an der Bindung von
Substrat und Cofaktor gewonnen werden (Ullrich 1882).

Bei kinetischen Untersuchungen der Hefe-Pyruvatdecarboxylase wurde
ein sigmoider Kurvenverlauf beobachtet (Ullrich und Donner 1970a;
Boiteux und Hess 1370; Schellenberger und Hiibner 1967). Es wurden
Hill-Koeffizienten von 1,7 und 1,8 bestimmt (Ullrich und Donner
1970a), wodurch auf das Vorhandensein zweler katalytischer Zentren
geschlossen wurde (Juni 1961; Ullrich und Donner 1970a; Schellen-
berger und Hiilbner 1967). Auch die von Juni (1961) durchgefi
Hemmexperimente, in denen er zeigen konnte, daB die PDC sowohl
durch das Produkt Acetaldehyd, als auch durch einige Substrétana—

loge gehemmt werden kann, weisen darauf hin.

Eine Nebenreaktion der Pyruvatdecarboxylase ist die Acetoinbildung
in Gegenwart von Pyruvat und Acetaldehyd (Singer und Pensky 1952;
Schellenberger 1967). Die Bildung von Acetoin (Methylacetylcarbi-
nel) wird durch Anreicherung von Acetaldehyd bei der Decarboxylie-
rungsreaktion odexr durch die Zudosierung von Acetaldehyd zum N&hr-
medium ausgeldst. Diese Reaktion ist von besonderem Interesse,
wenn man, wie Hildebrandt und Klavehn bereits 1930 feststellten,
den Acetaldehyd durch Benzaldehyd ersetzt. Das daraus resultie-
rende Reaktionsprodukt, das Phenylacetylcarbinol, ist als Zwi-
schenprodukt in der Ephedrinsynthese interessant. Bel der indu-
striellen Herstellung von Phenylacetylcarbinol werden Hefen der
Gattung Saccharomyces verwendet (Budesinsky und Protiva 1961). Das
Verhdltnis der Decarboxylierung zur Acyloinbildung h&ngt von der
Stabilitdt des a-Carbanions und damit von der Lipophilie des akti-
ven Zentrums ab (Bringer-Meyer und Sahm 1988). Bel kurzer Lebens-
dauer des a-Carbanions erfolgt bevorzugt die Decarboxylierungsre-

aktion.

Die PDC wurde auBer in der Hefe und in Zymomonas noch in einer
Reihe von Pflanzen, besonders in keimenden Pflanzenteilen wie So-
jabohnensprossen (Mee 1949) und Weizenkeimen (Singer und Pensky




1852; Zehender et al. 1987), sowie in einigen Bakterien, =z.B. Er-

winia amylovora (Haq und Dawes 1971), Sarcina ventriculi (Stephen-
son und Dawes 1971) und Acetobacter suboxydans (King und Cheldelin
1954) beschrieben. Bei Tieren und den meisten Bakterien findet da-

gegen eine oxidative Decarboxylierung statt.

Bei Untersuchungen zur Struktur und zum Wirkungsmechanismus der
PDC aus Weizenkeimen wurden starke Ahnlichkeiten zur Hefe-PDC
festgestellt (Zehender 1984; Zehender und Ullrich 1984; Zehender

et al. 1887).
Die Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas wurde erstmals 1966 von

nen weiterer Arbeitsgruppen, die sich mit der Reinigung (Hoppner
und Doelle 1983: Brdu und Sahm 1986; Bringer-Meyer et al. 1986;
Neale et al. 1987a,b; Conway et al. 1987) und der Charakterisie-
rung des Enzyms befaften. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
lassen bereits Unterschiede zu den Enzymen aus Hefe und Weizenkei-
men erkennen, zeigen aber auch untereinander deutliche Unter-

schiede, was auf die unterschiedlichen Préparationen zuriickgefihrt

wird.

Ein Vergleich der Synthese von Phenylacetylcarbincl mit Zymomonas
und Hefe zeigt, daBl mit Hefe die 4-5 fache Menge Phenylacetylcar-
binol hergestellt werden kann (Bringer-Meyer und Sahm 1988), ob-
wohl Zymomonas eine ca. 5-fach hShere PDC-Aktivitdt besitzt.

Das Strukturgen der PDC wurde sowohl aus der Hefe (Kellermann et
al. 1986) als auch aus Zymomonas (Neale et al. 1987b; Conway et
al. 1987; Reynen 1988; Reynen und Sahm 1988) isoliert und sequen-
ziert. Die Clonierung und Expression des PDC-Gens in E.coli und
einige andere Organismen konnte erfolgreich durchgefiihrt werden
(Brdu und Sahm 1986; Neale et al. 1987a; Neale et al. 1988; Ingram
et al. 1987; Ingram und Conway 1988 ; Tolan und Finn 1987 a,b).
Damit war es nunmehr auch m8glich, die PDC aus Zymomonas mobilis
in E. coli (Neale et al. 1988), Erwinia chrysanthemi und Kleb-
siella planticola (Tolan und Finn 1987a,b) fiir die Alkoholpro-.

duktion aus Xylose zu verwenden.




Bei der Betrachtung der physiologischen Bedeutung der Pyruvatde-
carboxylase in Zymomonas findet man neben der Katalyse des ersten
Schrittes der Ethanolproduktion eine bedeutende Funktion des En-~
zyms bei der Aufrechterhaltung der Redoxbilanz durch die Bereit-
stellung groBer Mengen Acetaldehyd als Wasserstoffakzeptor fir die
Rilckgewinnung von NADT in der Ethanol bildenden Reaktion der Alko-
holdehydrogenase (ADH) (Abb. 1).

KPPG-WEG

ADP ATP

S

Glucose| = == «o =5 GDP | =» = == Pyruvat

/\\ |

NADY NADH, TPP, Mg

Ethanol | <= = Acetaldehyd

Abb. 1: Vereinfachter Stoffwechselweg fiir die Vergidrung von Glu-
cose zu Ethanol im Bakterium Zymomonas mobilis

(GDP=Glycerinaldehyd-3-phosphat}

¥aDt ist fiir die Reaktion vom Glycerinaldehyd-3-phosphat zum Pyru-
vat essentiell, die im KDPG-Weg den einzigen energieliefernden
Schritt darstellt.

Der hohe Anteil der PDC in Zymomonas von mehr als 5 % des gesamten
l8slichen Proteins unterstiitzt die Bedeutung des Enzyms fiir den
Organismus, stellt abexr gleichzeitig die Frage, ob die PDC unter
physiologischen Bedingungen noch weitere Aufgaben ilibernimmt, z.B.
im anabolischen Stoffwechsel von Zymomonas, bei dem noch eine

Reihe von Fragen wie die Synthese von Acetyl-CoA ungekldrt sind.




Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die enzymatische und protein-
chemische Charakterisierung eines homogenen Enzymprdparates aus
Zymomonas mobilis (ATCC 29191). Die Voraussetzung fiir diese Unter-
suchungen ist die Optimierung der Aufarbeitung der Pyruvatde-
carboxylase im Gramm-Mafstab, um die Bereitstellung ausreichender
Enzymmengen fiir die Charakterisierungsstudien und die Proteinse-
quenzierung zu gewdhrleisten. Ein homogenes Enzymprédparat wird
ebenfalls fiir die in Kooperation mit der GBF, Braunschwelig ge-
plante Kristallisation und anschlieBende R8ntgenstrukturanalyse
bendtigt.

Die Ergebnisse der Charakterisierungs- und Homologiestudien sollen

zum besseren Verstdndnis des Reaktionsmechanismus und zur Struk-

gineering an der PDC schaffen.

Der Einsatz der Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobils anstelle
des bereits gut untersuchten Enzyms aus Hefe wird mit der leichte-
ren Zugdnglichkeit fiir das Enzym aus dem Bakterium begrindet.

Hohe Proteaseaktivitdten im Rohextrakt von Hefen erschweren die

Isolierung ausreichender Enzymmengen.




2. HMaterial

2.1 Chemikalien

bDie Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Fluka, Neu Ulm

Acrylamid
Brenztraubensdure-Natriumsalz
Bromcyan

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue R 250
Coomassie Brilliant Blue G 250
5,5-Dithio~bis-(2-nitro~-benzoesdure)
1,4-Dithio-DL-threitol
Ethylendiamin

4~-Ethylmorpholin
Guanidinhydrochlorid
Glyoxylsdure-Natriumsalz
4-Hydroxymercuribenzoesdure~Natriumsalz
Jodessigsaure

Lysozym
2-Morpholinoethansulfonsdure
N,N’-Methylenbisacrylamid
Naphtholblauschwarz B
Polyvinylpyrrolidon
6-(4-Toluidino)-2-naphthalinsulfonsdure
N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
Trichloressigsdure
Trifluoressigsdure

Trypsin, TPCK behandelt
4-Vinylpyridin

Sigma,Deisenhofen

Asparaginsdure




1,2-Dianilincethan
Imidazol
Phenylpyruvat

V8-Protease
‘Serva, Heidelberg

Aminosdurestandard AS 10
Ammoniumpersulfat
Dodecylsulfat-Natriumsalz
Glycin

Kerosin

2-Hydroxy-({5-nitrobenzyl)~dimethylsulfonsdurebromid
1

——

Servalyt 3-10
Servalyt 3-7

FSA Laboratory Supplies, Loughborough

Acetonitril
Methanol

Aldrich, Steinheim
3-Cyclohexylamino~l-propansulfonsiure
Hils AG, Marl

Polyethylenglycol 1550
Polyethylenglycol 4000
Polyethylenglycol 6000

Boehringer, Mannheim
Alkcholdehydrogenase aus Hefe
Carboxypeptidase Y aus Hefe
Eichproteine Combithek MG 20000-340000

B-Nicotinamid-adenin-dinucleotid, reduziert -

Rinderserumalbumin
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Thrombin
Pharmacia/LKB, Freiburg

DEAE~Sephacel

CrRRCRIL
Repel-Silan

Sephadex G25 + G 50

Sepharose (C1-4B

Fertiggele fiir das Phast System
Pufferstreifen fiir das Phast System

Procion Yellow HE4-R
Procion Green HE4-BD

Applied Biosystems, Weiterstadt

Chemikalien fiir die automatische Sequenzanalyse

Chemikalien fiir die on-line-HPLC

Alle nicht aufgefilhrten Chemikalien wurden in p.A.-Qualitdt von

der Fa. Merck, Darmstadt bezogen.
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2.2 Organismus

In der vorliegenden Arbeit wurde das Bakterium Zymomonas mobilis
ATCC 29181 (ZM 6) fiir die Isolierung und Charakterisierung der
Pyruvatdecarboxylase eingesetzt.

Flir vergleichende Untersuchungen wurde das Enzym aus einem weite-
ren Zymomonasstamm (Zymomonas mobilis ATCC 31821, ZM4) isoliert.
Das Zellmaterial stammt in diesem Fall aus einer kontinuierlichen
Fermentation und wurde freundlicherweise von Frau M. Hermans,
Institut fiir Biotechnologie 1, Forschungszentrum Jilich, zur Ver-

fliigung gestellt.
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3. Methoden

3.1. Aktivitdtsbestimmung der Pvruvatdecarboxvlase

Die Bestimmung der PDC-Aktivitdt erfolgte mit einem gekoppelten

enzymatischen Test (Ullrich 1970) nach folgendem Reaktionsschema:

Pyruvat __EES_> Acetaldehyd + CO4

Acetaldehyd + NADH+H' _ADH . pthanol + NaADT

Durch einen Uberschufl von ADH wird die Reaktion der PDC limitie-
rend und damit die Abnahme der NADH-Konzentration direkt propor-
tional zu der gebildeten Menge Acetaldehyd. Man erhdlt so ein di-
rektes MaB fiir die Aktivitdt der Pyruvatdecarboxylase.

StammlSsungens

1) 0,1 ¥ tri-Natriumcitratpuffer pH 6 (20 mM MgSO,,
1,5 mM TPP)

2) 35,5 mM Na-Pyruvat in Puffer (39 mg/1l0 ml)

3) 0,38 m¥M NADH in Puffer (2,7 mg/1l0 ml)

4) ADH-L&sung 300 U/mg (100 mg/3,4 ml)

Die Reaktion wurde bei 340 nm (Shimadzu UV-VIS Recording Spectro-

photometer UV 160 mit temperierbarem Kiivettenhalter) iiber 1 min

verfolgt.

Testansatz:

"L&sung Volumen Endkonzentration
Na-Pyruvat 0,5 mi 16,9 mM

NADH 0,49 ml 0,18 mM

ADH 0,0l m1 84 . U/ml ..

‘Dexr Ansatz wird kr&ftig geschiittelt und bel'
. 30°C inkubiert. .

~.... Start der Reaktion mit 50 :pl PDC-LOsung. . .-
gesamtes Testvolumen 1,05 ml
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Die Aktivitidt wurde nach folgender Gleichung errechnet:

AE/min * V
U/ml = * f
E * d * v

|
:l
i

~Testvolumen

Probevolumen

Schichtdicke der Kiivette

molarer Extinktionskoeffizient filir NAPH (6,3 Lemmol~lecm

_1)

|—th‘<:<3
]

Verdiinnungsfaktor

Nach Beriicksichtigung der Konstanten ergab sich fiir die Berechnung

der Enzymaktivitdt  U/ml= AE/min * 3,49 * f.

Definition : Eine Enzymeinheit U (Unit) entspricht der Enzymmenge,
die 1 umol Pyruvat in einer Minute bei 30°C umsetszt.

Die Enzymldsung muBte fiir den Einsatz im Test so vexdiinnt werden,
daB die NADH-Abnahme linear erfolgte.

Um die NADH-Oxidase-Aktivitdt im Rohextrakt zu messen, wurde ein
MeBansatz ohne ADH und Na-Pyruvat durchgefiihrt.

Die Stammldsungen fiir den Enzymtest wurden immer frisch angesetzt!

3.2 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (1976)
durchgefiihrt. Der Test beruht auf dem meflbaren Farbumschlag von
rot nach blau, der durch die Bindung von Cocmassie Brilliant Blue
G 250 an Protein erfolgt. Die Auswertung der MeBergebnisse er-
folgte graphisch mittels einer Eichkurve {(Proteinkonzentration 10-

100 pg/ml) mit Rinderserumalbumin.

Herstellung des Bradford-Reagenzes:

100 mg Coomassie Brilliant Blue G 250 wurden in 50 ml 95 $igem
Ethanol gel&st. Diese Ldsung wurde mit 100 ml 85 $%$iger Phosphor-
siure versetzt und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt.:AnschlieBend
wurde -die L8sung mit H,0 bidest. auf 1 1 Volumen éufgefﬁllt und in
~eine dunkle Flasche gefiillt. Bei unvollstdndiger Losung des Farb—

Tstoffes wurde ‘das Reagenz filtriert.
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Testansatz Microprotein Assay:

0,1 ml Probe (Proteingehalt 10-100 pg/ml) wurden mit 0,9 ml Brad-
ford-Reagenz versetzt und gut durchmischt. Nach einer Reaktions-

zeit von 7 min erfolgte die photometrische Proteinbestimmung bei

595 nm. Der Blindwert wurde mit 0,1 ml des jeweiligen Puffers be-

3.3 Fermentation

Die Anzucht der Zellen erfolgte in Anlehnung an die von Bringer

et al. (1984b) untersuchten Bedingungen.

Zusammensetzung des Ndhrmediums:
1 % Yeast Extract
0,1 % KH5POy
0,1 % (NHg)o504
0,05 % MgS80,-7 Hy0

Die Glucosemenge wurde wie folgt eingesetzt:

Die Stammkultur (10 ml) enthielt 2 % Glucose, die Vorkultur 5 %
und die Hauptkultur 10 % Glucose. Der pH-Wert des Mediums wurde
mit HCl1 auf pH 5 eingestellt und wadhrend der Fermentation mit
konzentrierter NaOH (6 M) konstant gehalten. Die Vorkultur wurde
mit einer 16 h alten Stammkultur 10 %ig angeimpft und 8 h bei 30°C
inkubiert. Die Hauptkultur wurde 1 %$ig angeimpft. Die Zellernte
erfolgtelnach ca. 16 h (logarithmischen Wachstumsphase).

Fermentationsbedingungen:
Fermentervolumen 50 1 (bzw.300 1), Arbeitsvolumen 40 1 (200 1)
Riihrergeschwindigkeit: 100-150 rpm

Temperatur: 30°C
Fermentationsdauer: 16 h

pH-Wert: _ PH 5

Da_der'Organismus fakultativ anaerob ist; wurde die Fermentation
~ohne Sauerstoff-Begasung und mit geringer Rilhrergeschwindigkeit
‘durchgefiihrt. Auf eine Begasung mit Stickstoff zu Beginn der Fer-

- . mentation konnte verzichtet werden, da sich geringe Mengen Sauer-
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stoff nicht auf das Wachstum dieses Organismus auswirken (Bringer
et al. 1984a).

Nach der Fermentation wurden die Zellen in einem Separator (West-
falia KA2) vom Medium abgetrennt. Der konzentrierte Zellschlamm
wurde anschliefend zentrifugiert (Sorvall Zentrifuge) und zweimal
~mit Puffer gewaschen, um restliche Medium
den gewaschenen Zellen wurde eine 40 %ige (w/w) Zellsuspension in
10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 (0,1 mM TPP, 2 mM MgCl,, 0,1 mM
EDTA und 2 mM Mercaptoethanol) fiilr den Zellaufschluf hergestellt.

3.4 Isclierung und Reinigung der Pvyvruvatdecarboxvlase

3.4.1 ZellaufschlufB

Der Aufschluf dexr Bakterien erfolgte in einer Rilhrwerkskugelmiihle
zur kontinuierlichen Nafvermahlung (Typ Dyno Mill KDL-Special,
Willy A. Bachofen Maschinenfabrik, CH-Basel). Die Miihle war mit
einem doppelwandigen Mahlgefdf (0,6 1 Volumen) fiir Durchflufkiih-
lung ausgestattet.

Das Mahlgefdfs wurde zu 90 % (v/v) mit Glasperlen (Durchmesser

0,3 mm, Fa. Clauss, Nidderau) gefiillt. Die 40 %ige (w/w) Zellsus-
pension (3.3) wurde mit einer Durchflupgeschwindigkeit von 6 1/h
bei einer Drehzahl von 3000 U/min kontinuierlich aufgeschlossen.
Zur Beurteilung des Aufschlusses wurde nach jedem Durchgang ein
Aligquot der Suspension mikroskopiert und die PDC-Aktivitét be-
stimmt. Nach dem Aufschluff wurden ca. 400 ml 10 mM Xaliumphosphat-
puffer durch die Milhle gepumpt, um die im Mahlgef&df verbliebene

Suspension auszuspiilen.

3.4.2 Fliigssig-Fliissig=-Extraktion

Zur Abtrennung der bei der Nafvermahlung entstandenen sehr kleinen
Zelltrimmer wurde eine Extraktion in wédssrigen Zweiphasensystemen
durchgefithrt. .In Anlehnung an Hustedt et al (1985) und Kula (1987;
1988) -wurden Polyethylenglycol (PEG)/Salz-Systeme bevorzugt, da |

“eine Abtrennung der Zelltrimmer in die salzreiche Unterphase
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verglichen mit PEG/ Dextran-Systemen einfacher und vor allem voll-

stdndig erfolgt.

StammlIdsungens
" PEG : 50 %ige (w/w) PEG-Stammldsungen (verschiedene
Molekulargewichte) in H,0 bidest.
Salz: 30 bzw. 50 $%$ige (w/w) Kaliumphosphatldsungen

(verschiedene pH-Werte) in H,0 bidest.
Rohextrakt: aufgeschlossene Zellsuspension (Biomasse 40 % w/w)

Die Optimierung der Extraktionsbedingungen erfolgte in Vorversu-
chen (Gesamtgewicht 4 ¢g) in graduierten Zentrifugengldsern. Die
Ansdtze wurden, soweit méglich, durch Mischen entsprechender An-
teile der Stammldsungen hergestellt. Die Durchfithrung der Expe-
rimente erfolgte bei Raumtemperatur. Folgende Parameter wurden fir

die Optimierung von 2-Phasensystem I variiert:

1) Molekulargewicht PEG (1550, 3000, 4000, 6000 und 20000 Dalton)
2) PEG-Konzentration (PEG 1550 10-20 %)

3) Kaliumphosphat-Konzentration (1-10 %)

43} pH-Wert der Salzldsung (pH 6-7,5)

2 g Rohextrakt wurde mit den entsprechenden Gewichtsanteilen der
Phasenkomponenten versetzt und mit H,0 bidest. auf das Endgewicht
gebracht. Anschlieflend wurden die Ansdtze ca. 1 min auf einem
Whirlmix (Reax 2000, Fa. Heidolph) gemischt und zur Beschleunigung
der Phasentrennung in einer Tischzentrifuge (Sigma 301 K) zentri-
fugiert (5 min bei 3000 U/min).

Die Beurteilung der Phasensysteme erfolgte mittels Enzymtest und
Proteinbestimmung. Die Volumina der einzelnen Phasen wurden von
der Scalierung der graduierten Zentrifugenrdhrchen abgelesen.

Da beim Vergleich der verschiedenen PEG-Sorten die Stabilitdt der
PDC nur in PEG 1550 gewdhrleistet war, wurden weitere Optimier-

schritte auchvnur'mitldem]niedermolekularen'PEG durxchgefiihrt.
“Flir ‘das zweite 2-Phasensystem wurde die Kaliumphosphatzugabe (10-
16-%: w/v), der pH-Wert:der Salzlosung (pH 6~ 8) ‘und-die NaCl-Zugabe

.:(0 2 0 4:M) optlmlert
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Aus den Ergebnissen der Vorversuche ergab sich fiir die Aufarbei-

tung der PDC folgende Zusammensetzung der 2-Phasensysteme:

Extraktionssystem I:

Endkonzentration der Zusdtze:

Rehemtiakt _  SHORIST990 § 5078 (w/w)
PEG 1550 234 g . 13 % (w/w)
Kaliumphosphat pH 6 162 g 9 % (w/w)

(=24,55g K,HPO,+137,45g KH,PO,)

Nachdem die Komponenten zusammengegeben waren, wurde das System
durch Zugabe von H,0 bidest. auf das Endgewicht von 1800 g ge-

T2l ey £TY n Ty e

bracht, 30 min auf einem Rithrer (MR 2002, Fa. Heidolph)
und anschlieBend 15 min bei 8000 U/min zentrifugiert (Zentrifuge:
Sorvall RC-5B, Du Pont Instruments). Die Unterphase mit den abge-

trennten Festbestandteilen des Rohextraktes wurde verworfen.

gemiscntc

Extraktionssystem II:
Endkonzentrationen der Zusdtze:

Oberphase aus System I 1170 ml 50 % (v/v)
Kaliumphosphatzusatz pH 6 304,2 g 13 &% (w/v)
(=46,09g K,HPO,+258,11g KH,PO,)

NaCl 41,02 g 0,3 M

Die Phasenkomponenten wurden zusammengegeben und das System mit
Ho0 bidest. auf 2340 ml aufgefiillt.

Nach krdftiger Durchmischung wurde das 2-Phasensystem II in einen
2-1-Scheidetrichter gefiillt und bis zur vollstdndigen Phasentren--
nung bei Raumtemperatur belassen (Dauer ca. 2 h). Anschliefend

wurde die Unterphase abgetrennt.

3.4.3 Diafiltration

Die Diafiltration wurde mit einer Ultrafiltrationsmembran (SLY 30,
Fa. Amicon, Pumpe MVZ, Ismatic) durchgefiihrt. Die AusschluBgrenze
dieser Membran lag bei 30000 Dalton. Die Unterphase wuxrde auf 400
ml eingeengt und durch wiederholte Zugabe von Puffer zum Konzen-

 t:at.die'Leitféhigkeit auf 5,4 mS (Leitféhigkeitfder-Eufferldsung)
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herabgesetzt.
Bei kleineren Volumina erfolgte die Diafiltration in einem Spi-
ralmodul (Fa. Amicon) mit den Membranen ¥M 10 und YM 30.

3.4.4 Affinitdtschromatographie

Zur Feinreinigung der PDC wurde in Anlehnung an Neale et al.
(1887a) zundchst eine Farbstoffchromatographie eingesetzt. Die
Bindung der PDC an die Farbstoffsdule beruht auf bicspezifischen

Wechselwirkungen zwischen Enzym und Farbstoff, wobei dieser ein
Amicon 1880

{
bst

Substratanaloges fiir das Enzym darstellt

Fiir die Rei
H-E4BD und Procion Yellow H-E4R in einem "Zwei-S&ulen-Verfahren
eingesetzt. Der griine Farbstoff bindet bei pH 6 sehr viel Fremd-
protein, die PDC kann die Sdule unter diesen Bedingungen jedoch
ungehindert passieren (Negativ-S8ule). Im anschliefBenden Chromato-
graphielauf bindet die PDC bei pH 5,5 an die gelbe Farbstoffsidule
(Positiv=-Sdule).

Bei den Farbstoffen handelt es sich um Monochlor-Triazin-~Farb-
stoffe, d.h. sie besitzen einen monosubstituierten Triazinring.
Unter alkalischen Bedingungen erfolgt, ohne vorherige Aktivierung
des Gels, spontan die Bindung dieses aktiven Triazinrings an die-

Gelmatrix (Dean 1979; Lowe 1984).

Herstellung des Gelis: .
Das Farbstoffgel wurde in Anlehnung an Atkinson et al. (1981) her-
gestellt.

300 g Gel (Sepharose CL-4B, Pharmacia) wurden in 3 1 H50 dest.
suspendiert. 15 g Triazinfarbstoff wurden in 900 ml H,O dest. ge-
lést und mit 450 ml 4M NaCl und 45 ml 10 M NaOH zum Gel gegeben.
Nach 72 h Schiitteln bei Raumtemperatur wurde das Gel in eine S&dule
gefillt und zur Entfernung des ilberschiissigen Farbstoffs mit fol-
genden Ldsungen gewaschen: o

a). H,O dest.

b} Ethanol

c) Hy0 dest.

d) 1 M NaCl in 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,0

‘e) Hy0 dest.
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Anschlieflend wurde das Gel mit Puffer &guilibriert.
Bei Lagerung bei 4°C sind diese Farbstoffgele iiber eine Zeitspanne

von ca. 6 Monaten stabil (Baird et al. 1976; Dean 1979).

Farbstoffgehalt des Affinitétgels:

. Um die Affinit#tschromatographie fiir die Reinigung der Pyruvatde-
carboxylase zu optimieren, mufite zundchst die Kapazitdt der herge-
stellten Gele bestimmt werden. Die Kapazitdt hdngt in erster Linie
von der Ligandenkonzentration ab, die mittels S#durehydrolyse be-

stimmt wurde (Clonis et al. 1981).

Durchflihrung:

. | L T o o

30 mg Gel (Feuchtgewicht) wurden mit 50 %iger Essigsdure versetzt
und 15 min. bei 80°C inkubiert.

Der Farbstoffgehalt wurde durch Extinktionsmessung im Hydrolysat
ermittelt. Die molaren Extinktionskoeffizienten der Farbstoffe
(Lowe und Pearson 1984) liegen bei 20800 1/molecm bei 630 nm (Pro-
cion green) und 8900 l/molecm bei 365 nm (Procion yellow).

Kapazitdt der Farbstoffsdulen:

Die anschlieBende Bestimmung der Kapazitdt erfolgte fir beide Sdu-
lenmaterialien mittels Aufnahme sogenannter Durchbruchkurven (Ar-
nold et al. 1985a+b). Zwei Sdulen mit einem Gelvolumen von 5 ml
wurden solange beladen,; bis kein Protein mehr gebunden wurde. Das
Eluat wurde fraktioniert aufgefangen und auf Aktivitdt und Prote-
ingehalt uberpriift. Bei der Negativ-S&ule ist der Durchbruch er-
reicht, wenn der Proteingehalt im Eluat ansteigt, wdhrend der
Durchbruch bei der Positiv-S&ule durch das Auftreten PDC-aktiver:

Fraktionen angezeigt wird.

Zusanmensetzung der Chromatographieanlage:s

Sdule

Peristaltikpumpe Pl

Fraktionssammler Frac-100

Single Path Monitor UV 1, bestehend aus optischer Einheit und Kon-
trolleinheit (Filter 280 nm) S
Zweikanalschreiber REC-482

Alle Gerite stammen von der Fa. Pharmacia.
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Durchfthrungs

Die griine S&8ule wurde nach Neale et al. (1987a) mit 10 mM K-Mes-
Puffer pH 6 (30 mM NaCl, 2 mM MgCl, und 0,1 mM TPP) dquilibriert
und die entsalzte Probe (3.4.3) aufgetragen. Das aktive Eluat
wurde aufgefangen und der pH-Wert auf pH 5,5 eingestellt.

- Die gelbe S&ule wurde zundchst mit 10 mM X-Mes-Puffer pH 5,5 (30
mM NaCl, 0,1 mM TPP, 2 mM MgCl,) dquilibriert und mit der von der
griinen Sdule eluierten Probe beladen. Nach der Probenaufgabe wurde
mit ca. einem Sdulenvolumen Puffer pH 5,5 nachgewaschen, um nicht
gebundenes Protein von der S&ule zu eluieren.

Anschlieflend erfolgte die Elution der PDC mit 10 mM K-Mes-Puffexr
pH 6 (0,5 M NaCl, 0,1 mM TPP 2 mM MgCl,).

Die Chromatographie erfolgte bei Raumtemperatur mit einem Flufl von
12,5 ml/cm?sh.

Der Nachweis der PDC im Eluat erfolgte mittels Enzymtest (3.1).
Nach der Elution wurde das Enzym in einer Diafiltration (3.4.3)
entsalzt und auf ca. 100 ml konzentriert (¥M 10, Amicon). Die
Leitf&higkeit der EnzymlSsung wurde durch wiederholte Pufferzugabe
(10 mM HCL-Imidazol-Puffer pH 7, 0,1 mM TPP, 2 m¥ MgCl,) bis auf
den Pufferwert (14 mS) herabgesetzt.

3.4.5 Ionenaustauschchromatographie

Als Austauschermaterial wurde DEAE-Sephacel, ein schwacher Anio-
nenaustauscher, verwendet. Die Sdule (2,6 * 18,8 cm) wurde mit ei-
ner FluBgeschwindigkeit von 30 ml/h betrieben.

Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0-40 mM
MgC12 in 10 mM HCl-Imidazol~Puffer pH 7, 2 mM MgClz, 0,1 mM TPP,
(Neale et al. 1987a). v S

3.5 Analytische Chromatographieverfahren

‘3.5.1 Gelfiltration

“Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurde eine Gelchromatogra-

~phie an Sephacryl S 200 HR (Pharmacia) durchgefiihrt.
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0,6 mg (200 pl) Protein wurden auf die Sdule geladen und mit 50 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 7 (150 m¥ NaCl) eluiert. Die Chromatogra-

phie erfolgte mit der unter 3.4.4 erwdhnten Chromatographieanlage.
Abmessung der Sdule: 1,6 * 66 cm, Gelvolumen: 133 ml, FlulBige-
schwindigkeit: 60 ml/h

Fiir die Entfernung niedermolekularer Substanzen aus ProteinlOsun-
gen wurden die Gele Sephadex G 75 (Pharmacia) und Sephadex G 25
(Pharmacia) verwendet. Fiir eine vollstdndige Abtrennung der nie-
dermolekularen Substanzen durfte das Probevolumen maximal ein
Fiinftel des Gelvolumens betragen.

(Abmessung der S&ulen: 1,6 * 65 cm, Gelvolumen: 130 ml)

Die Elution erfolgte mit 50 mM HCl-Imidazol-Puffer pH 7 bei einer
FluBgeschwindigkeit von 200 ml/h (Handbuch Pharmacia}.

3.5.2 Fast-Protein-Liguid-Chromatographie {(FPLC)

Die FPLC wurde iiberwiegend zur Kontrolle der Reinheit des Enzyms
eingesetzt. Die vollautomatisierte Anlage (Fa. Pharmacia) bestand

aus folgenden Komponenten:

2 Pumpen P-=500
Controller LCC-500
UV l-Monitor bestehend aus optischer Einheit und Kontrolleinheit
Fraktionssammler Frac-100
Zweikanalschreiber REC-482
Fertigsdulen: Mono Q (Anionenaustauscher)
Superosesdulen (Gelfiltration)

Das gereinigte Enzym wurde an die mit 10 mM HCl-Imidazol-Puffer
dquilibrierte Mono Q-Sdule (5 mm * 100 mm) gebunden und mit einem
Salzgradienten 0-1 ¥ NaCl eluiert.

Die Trennbedingungen wurden dem Pharmacia-Handbuch entnommen und
auf die jeweilige Anwendung optimiert (siehe Ergebnisteil).

Alle fiir die FPLC verwendeten LOsungen wurden vor Gebrauch £il-

triert. (Celluloseacetatfilter 0,2 um) und entgast.
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3.5.3 High-Performance-Ligquid-Chromatographie (HPLC)

Die HPLC wurde liberwiegend fiir die analytische und prédparative
Trennung proteolytischer Fragmente eingesetzt.

Folgende Reversed-Phase-~S88ulen standen fiir die Trennung zur Verfii-
gangs _ _ .
MOS~Hypersil (C8), 5 um Material, 100 mm * 1,6 mm, MZ Analysen-
technik

Shandon WP-300-Butyl (C4), 5 um Material, 4,6 mm * 250 mm und
Shandon ODS-Hypersil (C18), 5 pm Material, 4,6 mm * 250 mm,

Fa. Gynkotek

Gradientenformer M 250 B, Gynkotek

Pumpe M 300 CS, Gynkotek

Probenaufgeber ASI 160, Gynkotek

UV-Vis Spektralphotometer SP 6 V, Shimadzu

Integrator CR 3 A, Shimadzu

Fir die prédparative Trennung wurde ein Fraktionssammler FRAC 100,

Fa. Pharmacia angeschlossen.

Die Trennung erfolgte mittels TFA-Acetonitril-Gradienten

Puffer A: 0,1 % TFA { Trifluoressigsiure)

Puffer B: 80 % Acetonitril in 0,095-0,1 % TFA

Die verwendeten Ldsungen wurden vor Gebrauch filtriert (Cellulose-
acetatfilter 0,2 um) und entgast. Die Acetonitrilldsung wurde in
einer dunklen Flasche aufbewahrt.

Die FluBgeschwindigkeit wurde je nach S&ule auf 0,1 ml/min (C8)
oder 0,4 ml/min {C4) eingestellt (Zusammensetzung des Gradienten
siehe Ergebnisteil). o
Probemenge 50 pl, Detektion bei 214 nm.

3.6 Elektrophoretische Methoden

3.6.1 SDS—Polvacrvlamidqelelektrophorese (SDS—PAGE)

- Die SDS-Elektrophorese nach Li&mmli (1970) wurde sowochl prédparativ
 (bei der Peptidisolierung in Verbindung mit dem Elektroblotting)
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als auch analytisch angewendet. Die Durchfilhrung der vertikalen
Elektrophorese erfolgte in der Protean II-Kammer der Fa. BioRad
{power supply Desatronic 3000/200, Desaga, Umwélzthermostat Mul-
titemp II, LKB).

Die homogenen Gele (Dicke 1 mm) wurden wie folgt hergestellt:

Reagengziens:

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCl-Puffer pH 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCl-Puffer pH 6,8

30 % Acrylamid: 0,8 % Bis-Acrylamid + 29,2 % Acrylamid
10 %ige SDS~-Stamml8sung in H,0 bidest.

TEMED = N,N,N’,N’-Tetramethylethvlendiamin

10 %ige Ammoniumpersulfatldsung in H,0 bidest.

Laufpuffer: 6,06 g Tris
28,83 g Glycin
20 ml SDS-Stammldsung
mit Ho0 deion. auf 2 1 auffiillen

Probenpuffer: 10 g Glycerin
2 ml SDS-Stammldsung
12,5 ml Sammelgelpuffer
0,1 g Bromphenolblau
mit H,O bidest. auf 100 ml auffillen

Vor Gebrauch wurden pro ml Probenpuffer 33 ul 2-Mercaptoethanol
{3 %) zugesetzt.

Die Reagenzien wuxrden bei 4°C gelagert.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Trenngele

Gelkonzentration|Trenngelpuffer|Acrylamid|SDS H,0/Glycerin
in % in ml in ml |in ml in ml
7,5 12,5 ~'12,5 0,5 | 24,5 H,0
10 12,5 16,7 0,5 20,3 "
12,5 12,5 20,85 0,5 16,15 Glyc.
15 ' 12,5 o o - 25 0,5 12 oo
20 12,5 33,35 0,5 3,65 "
22 12,5 36,65 0,5 0,35 "
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Gelherstellung:
Die Losungen fiir die Trenngele wurden nach den Angaben in der Ta-

belle zusammenpipettiert und entgast. Anschliefend wurden 50 ul
TEMED und 150 pl Ammoniumpersulfatldsung zugesetzt. Die Glasplat-
ten wurden mit Spacer (1 mm) in einen GieBst&nder (Fa. BioRad) ge-

Trenngel wurde fiir die Dauer der Polymerisation (ca. 30 min) mit
2-Propancl iiberschichtet. Danach wurde der Alkohol entfernt und

mit destilliertem Wasser nachgespilt.

Zusanmmensetzung des Sammelgels:

12,5 ml Sammelgelpuffer , 7,5 ml Acrylamid und 0,5 ml SDS-Stammls-
sung wurden mit 29,5 ml H,0 bidest. versetzt (Gelkonzentration ca.
4 %) und unter Rithren entgast. AnschlieBend wurden 50 ul TEMED und
150 pl Ammoniumpersulfatl8sung zugegeben, die Ldsung kurz geriihrt,
auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm eingeschoben. Die Po-
lymerisation des Sammelgels erfolgte in ca. 30 min bei Raumtempe-

ratur.

Vorbereitung dexr Probe:

Die Proben wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1-1 mg
Protein/ml) in Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C inku-
biert. Der Probenkamm wurde aus dem Gel entfernt, die Probetaschen
mit Laufpuffer gefiillt und dieser anschliefiend mit 50 -~ 100 pl
Probe (mit einer Hamilton-Spritze) unterschichtet.

Bei einigen Proben, z.B nach der Ameisensdurespaltung, relchte die
Pufferkapazitdt des Probenpuffers nicht aus, was durch den Um-
schlag des Indikatorfarbstoffs nach gelb angezeigt wurde. Diese
Proben mufiten durch Zugabe von Tris odexr verdiinnter KOH neutrali-
siert werden, bevor sie in die Probetaschen gespritzt werden konn-
ten.

Die Elektrophcrese wurde mit 80-100 V gestartet. Nach ca 2 h

hatte die Bromphenolblaubande das Trenngel erreicht. Im Trenngel
wurde die Spannung auf 200 V erhdht (Ausnahme: Spaltprodukte aus
der Ameisensdurespaltung wurden bei konstant 80 V iliber Nacht
getrennt). Der Lauf war beendet, wenn die Bromphenoclblaubande das
tEnde der Platten erreicht hat. Die Elektrophorese wurde bei 13°C
durchgefihrt. Die Detektion der Protein- und Peptidbanden erfolgte
~ mit Amidoschwarz (Towbin et al. 1979).
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3.6.1.1 Horizontale Elektrophorese mit dem Phast-Svyvstem

Fir die horizontale SDS-Elektrophorese wurde das Phast-System (Fa.
Pharmacia) benutzt. Fiir das Phast-System sind Fertiggele mit ver-
schiedenen Polyacrylamid-Gradienten (10-15 % und 8-25 %) und Puf-
 ferstreifen fiir die SDS-Elektrophorese erhdltlich. Vorteil des
Phast-Systems ist der schnelle, automatische Ablauf der Trennung
und der Farbung. Aufgrund der geringen Probenmenge wurde sie je-
doch nur fiir analytische Zwecke eingesetzt. Das Programm fiir die

Durchfiihrung der Trennung wurde dem Handbuch der Fa. Pharmacia

entnommen.

Trennprogrammn:

sample application down at 4.1 1 Vh
sample application up at 4.1 10 Vh

4.1 250 V 10 ma 3.0w 15°C 60 Vh
4.2 50 Vv 0,1 ma 0.5 W i5°¢C 0 Vh

Die Probenvorbereitung erfolgte wie bei der Vertikalelektrophorese

durch Inkubation mit Probenpuffer (5 min bei 95°C).

3.6.2 Isoelektrische Fokussierunag (IEF)

Die analytische isocelektrische Fokussierung wurde in Anlehnung an
Schickle und Horneff (1983) durchgefiihrt. Die Gele wurden mittels
KassettengieBtechnik hergestellt, wobei das Gel auf einer 'Folie

polymerisiert, an die es kovalent gebunden wird.

Reagenziens:

Anodenlésung: = 2,5 mmol Asparaginsdure
2,5 mmol Glutaminsdure
in 100 ml H,0 bidest.

Kathodenldsung: 2 %ige Ethylendiaminl8sung in H,0 bidest.

'10*%igefAmmoniumpersulfatldsung in #H50 bidest.
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Acrvlamidl&sung: 29,1 g Acrylamid
0,9 g N-N-Methylenbisacrylamid
100 ml H,0 bidest.

Gelhexrstelliung: 3 ml Acrylamidlésung
- _ 691 T Ampholyt I
12 ul TEMED

8 ml H20 bidest.

Die Reagenzien wurden zusammengefiigt, entgast und anschlieBend mit
einer Spritze in die vorbereitete Kassette gefiillt. Fiir die Her-
stellung der verschiedenen pH-Gradienten wurden unterschiedliche
Ampholyte verwendet:

Servalyt AG pH 3 - 10

Servalyt AG pH 3 - 7
Die Polymerisation erfolgte zundchst 1 h bei 60°C und anschlieBend

iiber Nacht bei 4°C.

Aufbau der GieBRkassette

JARRNERI RN AR NINN s 1
2/<\\\\ ] aassesssﬁ@eesaaaTI\‘\‘_\‘\‘—//B
LI/ 77 4

1 = Spacer (2 Parafilmstreifen (U-f8rmig) werden aufeinandergelegt
Dicke = 0,24 mm, bei Gelen fiir das Phast-System wexrden 4 '
Parafilmstreifen bendtigt, Dicke = 0.48 mm)

2 = Glasplatten

3 = Gel

4 = Folie (Gel Bond PAG film, LKB 125 * 260 mm)

Die Glasplatten mufiten vor dem Zusammenbau mehrfach mit Repel-Si-
lane silanisiert werden, damit das Gel nicht an der Glasplatte

‘haftet.
~Malle des Gels: 20 cm * 10 cm, Trennstrecke 9 cm
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Die Fokussierung erfolgte in der Flat Bed Kammer FBE 3000 der Fa.
Pharmacia mit dem power supply Desatronic 3000/200 (Desaga). Die
Elektrophoresekammer wurde wihrend der isoelektrischen Fokussie-
rung mit dem Kryostaten Multitemp II (LKB) auf 4°C temperiert. Zur
besseren Kdltelibertragung wurden 2-3 ml Kerosin auf die Kiihlplatte
~aufgebracht und das Gel luftblasenfrei aufgelegt. Dann wurden die
mit Anoden-~ und Kathodenldsung getré@nkten Elektrodenstreifen
(Elektrofocusing strips, LKB) auf das Gel gelegt. Zum Auftragen
der Proben wurden sogenannte Probenapplikatoren (Filterpapier-
streifen 0,5 * 1 cm, Pharmacia) auf das Gel aufgebracht, auf die
die Proben (20 wul) und der IEF-Standard (10 ul) pipettiexrt wurden.
Als Standard wurde das IEF-Calibration Kit der Fa. Pharmacia ver-

Folgende Sollwerte wurden am Netzgerdt vorgegeben:

Spannung 1000 Vv, Stromstdrke 4 mA, Leistung 4 Watt.
Die Fokussierung wurde bei einer Stromstdrke von 2 mA beendet.

3.6.2.1 Iscoelektrische Fokussierung mit dem Phast-System

Fliir die Anwendung des Phast-Systems zur isocelektrischen Fokussie-
rung wurden die Gele nach der unter 3.6.2 beschriebenen Methcde
hergestellt und anschlieBend auf das flir das Phast-System verwen-
dete MaB (4 * 4 cm) zurechtgeschnitten.

Die Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgte nach Vorschrift von

Pharmacia.

Trennprogramm IEF:

sample appl. down at 2.2 0 Vh
sample appl. up at 2.3 0 Vh
2.1 2000 Vv 2,5 mA 3,5 W 15°C 75 Vh
2.2 250 Vv 2,5 mA 3,5 W 15°¢C 15 Vh
2.3 2000 Vv 2,5 mA 3,5 W 15°C 410 Vh

3.6.3 Titrationskurve

Titrationskurven wurden mit der 2-dimensionalen Technik der iso~

_elektrischen Fokussierung im Phast-System erstellt.
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Die Gele fiir die Titrationskurven (Gradient pH 3 - pH 7) wurden

wie bei 3.6.2 hergestellt.

Durchftthrungs

Der erste Elektrophoreselauf wurde ohne Probe zur Ausbildung des
 gewiinschten pH-Gradienten durchgefithrt. Anschliefend wurde das Gel
um 90° im Uhrzeigersinn gedreht. Die Probe wurde in der Mitte des
Cels mit einem durchgehenden Probenapplikator aufgetragen und die

Titrationskurve aufgenommen.

Programm fiir die Aufnahme der Titrationskurve (Pharmacia)

sample appl. down at 5.3 ¢ Vh
sample appl. up at 5.3 6 Vh
5.1 2000 v 2,5 mA 3,5 W 15°C 150 Vh
5.2 0000 Vv 000 mA 000 W 0o°C 000 Vvh
5.3 1000 Vv 2,5 mA 0,2 W 15°C 40-60 Vh

3.6.4 Farbemethoden

Fiarbung mit Amidoschwarz
Fiérbelbsung: 0,1 % Amidoschwarz (Naphthol Blue Black) in
Entf8rber '

Entfidrber: 25 % Methanol
7 % Essigsdure
68 % H20 bidest.

Amidoschwarz wurde vor allem fiir die Fdrbung von SDS-PAGE-Gelen
und Transfermembranen verwendet.

Die Fiarbung wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Das Gel, bzw.
die Membran wurde fiir 5 min in FirbelSsung gelegt und anschliefiend

entfdrbt. Der Entfidrber mufite mehrfach gewechselt werden.
Fédrbung von SDS-Gelen im Phast-System

~Die Farbung im automatisierten Phast-System erfolgte mit 'Coomassie

Blau.
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Reagenzien:

Fdrbeldsung:
0,02 % Coomassie Blue R 250
in Entfdrber

“Waschs und Entfirbelfsung:
30 % Methanol

10 % Essigsdure
60 % H,y0 deion.

Schutzldsung:

Fédrbeprogramm fiir SDS~Gele (Pharmacia}):

Lidsung Zuleitung Ableitung Zeit Temperatur
1.1 Fdrbung 1 0 8 min 50°C
1.2 Entfdrber 2 0 5 min 50°C
1.3 Entfdrber 2 0 8 min 50°C
1.4 Entfédrber 2 0 10 min 50°C
1.5 Schutzldsung 3 0 5 min 50°C

Farbung von IEF-Gelen im Phast-System

Die Coomassiefdrbung von IEF-Gelen und Titrationskurven mit dem

Phast-System erfolgte ebenfalls nach Vorschrift von Pharmacia.

Reagenziens
Fixierldsung:

20 %ige Trichloressigsdure.

Wasch~ und Entfdrbeldsung:
30 % Methanol
10 % Essigsdure
60 % HyO deion.

‘Farbeldsung: . s
0,02 % Coomassie Blue R 250

in Entfdrber
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Programm zur Fdrbung von IEF-Gelen:

L&sung Zuleitung Ableitung Zeit Temperatur
1.1 Fixierung 1 1 5 min 20°C
1.2 Waschlsung 2 2 2 min _...20°C
1.3 Férbeldsung 3 0 10 min 50°C
1.4 Entfdrber 4 0 10 min 50°C

Fédrbung von Ultradiinnschichtgelen mit Coomassie Blue G 250
Farbeldsung: 0,1% Coomassie Brilliant Blue G 250
40 % Methanol

10 % Essigsdure

Entfdrber: 40 % Essigsdure
10 % Methanol

Zur Férbung wurden die Gele 15 min bei 60°C (geschlossene Férbe-
schale!) im Trockenschrank inkubiert. Die Entfdrbung erfolgte bei

Raumtemperatur.
Nach dem Entfdrben wurden die Gele bei Raumtemperatur getrocknet.

3.6.,4.1 Aktivitdtsfé&rbung im Gel

Die Aktivitdtsfdrbung der PDC (Zehender et al. 1983) erfolgte iber
die Fdllung von l,2-Dianilinoethan (DAE).

Die Féllung wird durch cyclische Kondensation wvon DAE mit Acetal-
dehyd hervorgerufen. Da DAE in wadssrigen, leicht alkalischen L&-
sungen instabil ist, wurde die Reaktion in essigsaurer Ldsung
durchgefiihrt.

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurde das Gel in einem 0,3 M
Citratpuffer pH 6 (20 mM TPP, 20 m¥ MgSO,, 50 mM Na-Pyruvat) zuxr
Rekombination der PDC mit den Cofaktoren 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieflend wurde- dle DAE—Losung (0;4:%'DAE*in a0
%iger Essigsidure) zugegeben. A h
Das.'im Cltratpuffer vorhandene Na-Pyruvat wird von der PDC wahrend
‘der Inkubatlon decarboxyllert Der dabel entstehende Acetaldehyd
 b1ldet ein Kondensationsprodukt mit DAE, das als weiBer Nieder-
féchlaQUSichtbar=wird{ Nach ca. 5 min konnten'aié-Enzymbanden als
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weille Prdzipitationslinien vor einem dunklen Hintergrund detek-

tiert werden.

3.7 Elektroblotting

Die Durchfiihrung des elektrischen Transfers erfolgte in Anlehnung
an die Vorschrift von LKB in der Nova-Blot-Kammer im Multiphor II-
System der Fa. LKB mit dem power supply Desatronic 500/400, Fa.

Desaga.

Blottingpuffer:

1) CAPS = 3-Cyclohexylamino-l-propansulfonsiure

Stamml&sung:
0,1 M CAPS pH 11 (eingestellt mit 2 n NaOH)
Lagerung bei RT

Vor Gebrauch werden 200 ml Stamml&sung mit 200 ml Methanol und
1600 ml H,0 bidest. verdiinnt.

2) NEM = N-Ethylmorpholin

Stammldsung:
0,25 M NEM pH 8,3 (eingestellt mit konz. Ameisensidure)
Lagerung bei 4°C

Die Stammlésung wurde fiir den Transfer 10-fach mit H,0 bidest.
verdiinnt.

Bei beiden Puffersystemen handelt es sich um kontinuierliche Puf-
fer, d.h. fiir Anode und Kathode werden die gleichen L&sungen .ver=.

wendet.

Blottingmembranens o .

Beim Blotting wurden je . nach Aufgabenstellung Nitrocellulose- (Po
rengrdBe 0,2 pum) oder PVDF (Polyvinyliden-Difluorid)-Membranen
(Porengriéfe 0,45 ym) verwendet. Sowohl die Nitrocellulosemembran
kSchleicher ﬁnd.Schﬁll)-éls'éuch'die PVDF-Membran (Immobilon,'Mil—*
lipore) binden Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
(Parekh et al. 1985; Matsudaira 1987), wobei die Hydrophobizitit ..




der PVDF-Membranen, und damit auch die Bindung der Proteine, um

ein Vielfaches hdher ist.

Vorbereitung von Gel und Transfermembrans
Das Gel und die Membranen muBten vor dem elektrischen Transfer in

 Pransferpuffer inkubiert werden. Dazu wurde das Gel nach dem Elek-

trophoreselauf fiir ca. 15 min in Transferpuffer gelegt. Die Nitro-
cellulosemembran wurde ebenfalls mit dem Transferpuffer benetzt.
Die Immobilon-Membran muBte vor Gebrauch fiir ca. 1 min in Methanol
getaucht werden (Millipore 1987). Danach wurde sie ebenfalls in
Transferpuffer gelegt.

Vorbereitung und D
Zundchst wurden Anoden- und Kathodenplatte mit H,0 bidest. ges&t-
tigt und drei mit Transferpuffer getrdnkte Filterpapiere auf die
Ancdenplatte gelegt. Auf diese Filter wurden anschlieflend vorsich-
tig die Membran, das Gel und nochmals drei puffergetrdnkte Filter
aufgelegt. Dabei muBte sorgfdltig beachtet werden, daf keine Luft-
blasen eingeschlossen wurden. Anschliefiend wurde die Blottingkam-
mer durch Auflegen der Kathodenplatte geschlossen.

Nachdem der Deckel der Multiphor II-Kammer aufgelegt war, wurde
die Stromzufuhr eingeschaltet. Der Transfer wurde mit einer Strom-
stirke von 1 mA/cm? durchgefiihrt. Die optimale Transferzeit (45
min) wurde in Vorversuchen ermittelt.

Die Fidrbung der Protein- und Peptidbanden erfolgte bei beiden
Transfermembranen mit Amidoschwarz (3.6.4).

Nach der Firbung wurden die Blots bei Raumtemperatur getrocknet.

Optimierung der Transferzeit:

Da die Transferzeit von dem Molekulargewicht der Proteine abhdngt,
wurde zur Optimierung der Transferzeit der Molekulargewichtsstan-
dard Combithek, Boehringer (Macroglobulin Pferd red. 170000, Phos-
phorylase b Kaninchenmuskel 97400, Glutamatdehydrogenase Rinderle-
ber 55400, Lactatdehydrogenase Schweinemuskel 36500 und Trypsinin-
hibitor Sojabohnen 20100) mehrfach auf ein SDS-Gel aufgetragen.
Nach der Trennung wurde das Gel geteilt (Jje 3 Proben) und die ein-
zelnen Gelabschnitte mit unterschiedlichen Transferzeiten (15, 30,
45, 60 und 75 min) geblottet. Anschliefend wurden die Membranen

 _ und;Gele mit Amidoschwarz gefdrbt und der Grad des Transfers an-
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hand der Firbung der Membran und der Restfidrbung im Gel mit einem
Scanner (Dual Wavelength Chromato Scanner CS$-930 und Data Recorder
DR~2, Shimadzu) bestimmt. Das Absorptionsmaximum fiir Amidoschwarz

liegt bei einer Wellenldnge von 580 nm.

3.8 Spaltungen der PDC

Die Spaltungen der Pyruvatdecarboxylase zur Peptidherstellung fiir
die Sequenzanalyse wurden mit verschiedenen chemischen und enzyma-
tischen Methoden durchgefiihrt. Die Trennung und Isolierung der
Spaltprodukte erfolgte mit SDS-PAGE und anschlieBendem elektri-
schen Transfer (Elektroblotting) oder mi

matographie an der HPLC.

3.8.1 Bromcyvanspaltung

Die Bromcyanspaltung wurde nach Fontana und Gross (1986) durchge-
fihrt.

4,5 mg Protein wurden in 1 ml 70 %$iger Ameisensdure geldst und mit
10 mg festem CNBr versetzt (Abzug!). Der Ansatz wurde im Dunkeln
bei Raumtemperatur inkubiert und nach 20 h durch Zugabe von 10 ml
H,0 gestoppt. Uberschiissiges Reagenz, sowie entstandene Nebenpro-
dukte wurden in einer Vakuumzentrifuge (Univapo 150 H, Uniequip)

entfernt.

3.8.2 Ameisensdurespaltung

Die Ameisensdurespaltung wurde in Anlehnung an die Vorschrift von
Landon (1977) durchgefiihrt.

2 mg Protein wurden in 75 %$iger Ameisensdure geldst und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Spaltung wurde durch Entfernen der Amei-
sensdure im Vakuum (Vakuumzentrifuge Univapo 150 H, -Uniequip) ge-

stoppt.
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3.8.3 Peptide-mapping mit limitierter Proteolyse

Die limitiexrte Proteclyse erfolgte in Anlehnung an Cleveland et
al. (1977). Bei dieser Methode erfolgt die proteclytische Spaltung
des Enzyms mit verschiedenen Proteasen wdhrend der SDS-Elektropho-
- rese im Sammelgel (Gelherstellung und Probenvorbereitung s.3.6.1).
Aus diesem Grund kdénnen nur Proteasen, die auch in Gegenwart ge-

ringer SDS-Konzentrationen noch aktiv sind, eingesetzt werden.

Konzentration der verwendeten Proteasen:
Trypsin - 0,4 mg/ml
V8-Protease -~ 0,1 mg/ml

Die Proteasen wurden in 125 mM Tris-HCl-Puffer pH 6,8, 0,1 % SDS,
1 mM EDTA und 1074 3 Bromphenolblau geldst.

Durchfiihrung:

30-50 pl Enzym (1 mg/ml) wurden in die Probentaschen gefiillt und
mit jeweils 20 ul Proteaseldsung iiberschichtet.

AnschlieBend wurde der Elektrophoreselauf gestartet und kurz vor
Eintritt der Bromphenolblaubande in das Trenngel flir die Dauer der
Proteolyse unterbrochen. Die Dauer der Unterbrechung (5-30 min)
war von der jeweiligen Protease und deren Konzentration abhidngig.
Nach der Proteolyse wurden die Spaltprodukte im Trenngel aufge-
trennt und die Banden mit Amidoschwarz gefdrbt oder zur Isolation
einzelner Peptide fiir die Seguenzanalyse auf eine PVDF-Membran ge-

blottet.
Elektrophoresebedingungern:

Sammelgel 300 VvV, 25 mA, 13°C
Trenngel 300 VvV, 80 maA, 13°C

3.8.4 Enzvmatische Spaltungen

Fiir die enzymatischen Spaltungen wurden die Proteasen Trypsin und
V8-Protease eingesetzt (Wilkinson 1986).
Das Enzym-Substrat-Verhdltnis wurde im Fall von Trypsin auf 1:100

-und bei der V8-Protease auf 1:50 eingestellt.
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Stamuldsungens:
Trypsins: 1 mg/ml in 10 mM HCL
V8-Protease: 1 mg/ml in 0,05 M Ammoniumacetatpuffer pH 4

Spaltung mit Trypsin:

“I g Protein wurde in T ml 0.1 ¥ Ammoniumhydrogencarbonatpuffer
pH 8 aufgenommen und mit Trypsin versetzt. Die Inkubation erfolgte
4 h bei 37°C. Durxrch Ansduern mit 0,1 ml 10 %iger TFA wurde die Re-
aktion gestoppt.

Trypsin spaltet spezifisch Bindungen vom Typ Arg-X und Lys-X, mit
Ausnahme von Arg-Pro und Lys-Pro. Diese Bindungen sind gegen den

Angriff von Trypsin resistent. (Ausnahme: in bestimmten Sequenzen

J1 1lrinmansmy 100640
LiRANS0OIL L1500 ) .

Spaltung mit VB8-Protease:
1 mg Protein wurde in 1 ml 50 mM Ammoniumacetatpuffer pH 4 geldst,

mit V8-Protease versetzt und iliber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
V8-Protease spaltet bei pH 4 spezifisch die Peptidbindung hinter

Glutaminsdure (Drapeau 1977).
Durch Absenken des pH-Wertes auf Werte < 3,5 wurde die Reaktion

gestoppt.

3.8.5 Enzvmatische Spaltungen auf Nitrocellulose

Die in situ Spaltung mit Trypsin und der VB8-Protease wurde in An-
lehnung an die Methode von Aebersold et al. (1%87) mit Trypsin und
der V8-Protease durchgefiihrt.

Stammldsungens

Trypsins 1 mg/ml in 100 mM Ammomniumhydrogen-
carbonatpuffer pH 8,0 / Acetonitril (95:5)

V8-Protease: 1 mg/ml in 50 mM Ammoniumacetatpuffer pH 4 /
Acetonitril (95:5) :

PVP-40: 0,5 % PVP-40 in 100 mM Essigsdure

TFA/Acetonitril: . 40 % Acetonitril in 0,1 % TFA
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Durchfiihrung:
Die PDC wurde zundchst einer Ameisensdurespaltung (3.8.2) unterzo-
gen. Die so erzeugten Spaltstiicke wurden mehrfach auf ein SDS-Gel
aufgetragen, getrennt und anschlieflend auf Nitrocellulose geblot-
tet (3.7). Nach dem Trocknen der Blottingmembran wurden 5-10
- gleiche Peptidbanden ausgeschnitten und in ein Eppendorf-GefiR
iberfiihrt. Um eine Anlagerung der Proteasen an die Membran zu ver-
hindern wurden die Membranstiicke mit 1,5 ml PVP-L8sung versetzt
und 30 min bei 37°C inkubiert.
Durch mehrmaliges Waschen mit H,0 bidest. wurde die {iberschiissige
PVP-L&sung anschliefBend wieder entfernt.
Fir die in situ-Spaltung auf der Membran wurden die Proben mit

h
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und iiber Nacht beli 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Proben eingefroren oder umgehend

INN u

- n - — —_
300 upl :20) versetszt

fiir die Trennung iber HPLC vorbereitet.

Die (frisch hergestellte oder aufgetaute) Probe wurde mit 30 upl

10 %iger TFA angesduert, auf einem Mixer (Reax 2000, Fa. Heidolph)
gemischt und 1 min bei 10000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und iiber HPLC getrennt.

Die zuriickgehaltenen Membranstiicke wurden nochmals mit 500 ul
TFA/Acetonitrillésung versetzt und 60 min bei 37°C inkubiert. An-
schliefiend wurde die Probe erneut zentrifugiert und jeweils

50 pl des Uberstands zur Analyse in die HPLC injiziert.

3.9 Bestimmung der Aminosiurezusammensetzung

3.9.1 Aminosdureanalyse eines sauren Totalhvdrolvsates

Die Aminosdureanalyse erfolgte mit dem Aminosdureanalysator

L.C 5001, Fa. Biotronic.

Es wurde eine saure Hydrolyse des Proteins mit 6 N HCl durchge-
fihrt (Moore und Stein 1963).

Die 6 N HCl wurde zur Stabilisierung der aromatischen Aminosduren
mit 1 % Phenol versetzt und mit Stickstoff begast.

Es wurden jeweils 100 pl Protein (2mg/ml) in einem Hydrolyserdhr-
.ZChen eingedampft und in ein HydrolysegefdB mit 400 pl 6 N HCl ge-
_Stellt. Das Gef&f wurde entgast und anschliefend bei 110°C inku-
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biert. Nach 24, 48 und 72 h wurden die Hydrolysen abgebrochen und
die restliche Salzsiure durch Evaporation (Vakuumzentrifuge Uni-
vapo 150 H, Uniequip) entfernt. Anschliefend wurden die Proben in
500 pl Probenpuffer (0,1 M Citratpuffer pH 2,2) aufgenommen und in
Eppendorfgefdfe iberfiihrt.

.ﬁgénfgénﬁﬁné deiIAminéééﬁrén.érfolgf an einer Ionenaustauscher-
sdule (BTCmNa+27lO, Fa. Biotronic) mittels Hydrolysat-Programm.
Die Auswertung der Aminosdureanalyse erfolgt mittels eines Stan-

dards durch Vergleich der Retentionszeiten und dexr Peakfl&chen.

3.9.2 Bestimmung des Cvsteingehaltes

Die Bestimmung des Cysteingehaltes der PDC erfolgte durch photome-
trischen Nachweis der SH-Gruppen mit 5,5 Dithio-bis-2-nitrobenzoe-
sdure (DTNB) (Ellman 1959).

Je 1 ml reduziertes und unbehandeltes Protein wurde in Anlehnung
an Miller und Metzger (1965) mit 5 % TCA versetzt und das Prézi-
pitat zentrifugiert. Das Prédzipitat wurde in je 200 pl 5 M Gua-
nidin-HCl-Losung aufgenommen und der Proteingehalt (3.2) gemessen.
Fiir die Cysteinbestimmung wurde die Proteinl&sung 1:5 und 1:10
 verdiinnt und jeweils 1 ml dieser Verdilinnungen mit dem gleichem Vo-

lumen der folgenden L8sung versetzt:

0,1 M Tris~HCl-Puffer pH ¢,1
5 M Guanidin-HCL
2,5¢10"% ¥ DTNB (0,1 g in 10 ml Puffer)

Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei Raumtemperatur. Nach 5, 10
und 20 min wurde die Extinktion der Ansdtze bei 412 nm im Recor-
ding Spektrophotometer UV 160 (Shimadzu) gemessen.

Der Cysteingehalt errechnet sich nach dem Lambert-Beer’schen Ge-

setzs.
E = Eeced

Der molare Extinktionskoeffizient betrdgt 13600 1 * mol=l % cm~1.
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3.9.3 Spektrophotometrische Bestimmung von Tryptophan

Die Bestimmung des Tryptophangehaltes erfolgte im Wesentlichen
nach der abgewandelten Methode von Edelhoch (1967).

Die Messung wurde bei 280 und 288 nm durchgefiihrt. Sie beruht auf
~der absorptiven Eigenschaft von Tryptophan im UV-Bereich. Zur
Uberpriifung der Methode wurde zundchst der Tryptophangehalt von
Lysozym bestimmt.

Denaturierungslésung:
6 M Guanidin-HCl in 10 mM HCl-Imidazol-Puffer pH 7

30 min. bei Raumtemperatur inkubiert.

Versuchsansatz Lysozym:

Es wurde eine 2,38 uM L&sung Lysozym in Denaturierungsldsung her-

gestellt und diese 30 min bei RT inkubiert. Anschlieflend wuxde die
Extinktion dieser L&sung bei 280 und 288 nm gegen die Denaturier-

18sung gemessen. Die Messung erfolgte in Halbmikrokiivetten (Volu-

men 1 ml) im Shimadzu UV 160 Spectrophotometer.

Versuchsansatz PDC:

Je 200 pl Holo- und Apo-PDC-L&sung (Proteingehalt 0,81 mg/ml und
0,66 mg/ml) wurden mit 800 pl Denaturierungsldsung versetzt und

30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Apoenzym siehe 3.13.86).
Danach wurde die Extinktion der Ansdtze analog zur Messung von Ly-

sozym bei 280 und 288 nm bestimmt.

3.10 N=-terminale Seguenzanalyse

Die N-terminale Sequenzanalyse wurde mittels modifiziertem Edman-
Abbau (1967) am Pulsed-Liquid-Sequenzer Modell 477 A (Fa. Applied
Biosystems, Welterstadt) nach Vorschrift durchgefiihrt.

Bei dexr automatisierten Sequenzanalyse werden die Proben in fliis-
-siger oder immobilisierter (an PVDF-Membran) Form in die Reakti-
-onskammer des Gerdtes eingebracht und dort die N-terminale Amino-

sdure nach Reaktion mit PITC abgespalten. Die so entstandene ATZ-
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Aminosdure wird zur Umlagerung in die stabilere PTH-Aminosdure in
die "conversion flask" iibertragen. Nach der Umlagerung erfolgt

"on-line" die Identifizierung der PTH-Aminosdure mittels HPLC (120
A, Fa, Applied Biosystems) durch Vergleich mit einem PTH-Aminosdu-
restandard (Applied Biosystems).

ndren Ammoniumsalz, behandelt (Matsudaira 1987). Damit kann das
schnelle Auswaschen der Proben verhindert werden.

Fliissige Proben konnten direkt auf ein so vorbehandeltes Filter
aufgegeben werden. Die Aufgabemenge lag je nach Proteinkonzentra-
tion zwischen 30 und 100 pl (ca. 10-100 pmol). Die Proben wurden

auf dem Filter duxch N,-Begasung getrocknet. Bei Volumina iiber 50

il muBte die Proke in
Auf PVDF-Membranen geblottete Proben wurden ausgeschnitten (GriBe
2 ¥ 5 mm), mit einer Kaniile perforiert und auf einem mit Polybren

behandelten Filter in die Reaktionskammer gelegt.

3.11 Bestimmung der C-terminalen Seguenz mit Carboxypeptidase ¥

Die Bestimmung der C-terminalen Sequenz erfolgte in Anlehnung an
Hayashi (1973).

Reagenzien:
Puffer: 50 mM Ammoniumacetat-Puffer pH 6
Carboxypeptidase ¥: 1 mg/ml CPY (aus Hefe) in H,0 bidest.

1 ml Proteinlédsung (1,5 mg/ml in Ammoniumacetat-Puffer pH 6) wurde
mit ca. 30 pl Carboxypeptidase Y versetzt und bei 30°C inkubiert.
Nach 0, 15, 30 und 60 min wurde jeweils ein Aliquot von 250 ul
entnommen und die Reaktion mit 300 pl Eisessig gestoppt. An-
schlieBend wurden die Proben in einer Vakuumzentrifuge (Univapo
150 H, Uniequip) getrocknet. Als Xontrolle wurden 250 pl Puffer
mit Carboxypeptidase Y inkubiert. Fir die anschlieBende automati-
sierte Aminosdureanalyse mit dem Analysator LC 5001, Fa. Biotronic
wurden die Proben in 0,2 ml 0,1 M Citratpuffer pH 2,2 aufgencmmen.
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3.12 Modifizierungsreaktionen

3.12.1 Reduktion

Die Reduktion und die anschlleﬁende Carboxymethyllerung wurden in

~ Anlehnung an Waxdal et al. (1968) durchgefiihrt. o
10-20 mg/ml Protein wurden zur Denaturierung in 0,05 M Ammonium-
hydrogencarbonatpuffer pH 8§ (6 M Guanidin-HCl und 2 mM EDTA) auf-
genommen, mit N, begast und 30 min bei 37°C inkubiert. Danach
wurde ein 50-fach molarer Uberschufl an DDT zugegeben. Der Ansatz
wurde erneut mit N, begast und 4 h bel Raumtemperatur inkubiert.

3.12.2 Carboxvmethvlierung

Das Protein wurde nach der Reduktion in Eis gekithlt und anschlie-
Bend mit 100 pl einer 50 mM Jodessigsdureldsung versetzt. Nach
Uberpriifen des pH-Wertes (evt. Einstellen auf pH 8) wurde die
Probe fiir 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurde die Reaktion mit 50 pl Mercaptoethanol gestoppt und
das Protein in verschiedenen Verdiinnungen (1:2, 1:5 und 1:10) fiiber
Nacht gegen Ammoniumhydrogencarbonatpuffer pH 8 dialysiert. Ein
Teil des reduzierten, modifizierten Proteins wurde anschlieflend

lyophilisiert, der Rest wurde durch Ultrafiltration (Centricon 10,

Fa Amicon) eingeengt.

3.12.3 Tryptophan-Modifikation

Die Tryptophan-Modifikation wurde im Wesentlichen nach der Methode
von Zehender (1984) durchgefilihrt. Die Modifizierung wurde mit dem
milden Reagenz (HNB)SMe,Br (2-Hydroxy-5-nitrobenzyl-dimethylsulfo-
niumbromid)} durchgefithrt (Ullrich 1982). '

Vor der Modifikation erfolgte zunéchst'eine.Maskierung der SH-
Gruppen nmit p-Mercuribenzoat. S e T

Je 3 ml Holoenzym und Apoenzym wurden mit 100 ul einer 1 mM PCMB-
Lésung versetzt und 1 h im Eisbad inkubiert (Proteingehalt der

Enzymldsungen: Holoenzym = 100 pg/ml; Apoenzym = 70 pg/ml).
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AnschlieBend wurde das geschiitzte Protein fir die Modifikation auf
Raumtemperatur angewdrmt, mit der finffachen Menge (HNB)SMe,Br
(w/w) versetzt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden die Ansdtze mit 0,5 g Amnmoniuvmsulfat 30 min im Eis-
bad gefdllt. Das Prédzipitat wurde zentrifugiert (5 min bei 8000

- U/min) und anschliefend in 1 ml XKaliumphosphatpuffer (50 mM pH
6,8) geldst.
Im ndchsten Schritt erfolgte die Regenerierung der SH-Gruppen mit
DTT. Jedem Ansatz wurden dazu 30 ul einer 0,1 M DTT-Ldsung zuge-
setzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur
wurden die Ansdtze gegen Puffer dialysiert.
Der Einfluf der Modifikation auf die Enzymaktivitdt wurde mit dem
Enzymtest (3.1) ermittelt. Zur Beriicksichtigung der Proteinverlu-
ste wdhrend der Modifikationsreaktion, wurde der Proteingehalt
nach jedem Arbeitsschritt ermittelt und die spezifische Aktivitédt

berechnet.

3.13 Charakterisierung der Pyruvatdecarboxvlase

3.13.1 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten

Zur Bestimmung des Ky-Wertes (Michaelis-Menten-Konstante) wurde
eine Substratsdttigungskurve fiir die PDC im Bereich von 0-100 mM
Pyruvat aufgenommen. Aus einer 2 M Stammldsung Na-Pyruvat wurden

entsprechende Verdiinnungen filir den Enzymtest hergestellt.

Testansatz:

L&sung ' Volumen - Endkonzentration
" Na-Pyruvat 0,25 ml 0-100 mM
NADH 0,45 ml 0,18 mM
ADH 0,01 ml 84 U/ml
Citrat-Puffer 0,20 ml 100 mM

.schﬁtteln und bel 30°C inkubieren

Start der Reaktion durch 50 pl PDC-L&sung -
. Gesamtvolumen des Testansatzes: 1 ml

Die Reaktionsbedingungen und die Durchfiihrung wurden aus 3.1 iiber-
_fhommen,
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Die Bestimmung des Ky-Wertes erfolgte sowohl graphisch als auch
durch Berechnung mit dem Computerprogramm OPTI (Ullrich Giesecke,

Institut fiir Biotechnologie 2, Forschungszentrum Jiilich).

© 3.13.2 EinfluB vom pH-Wert auf die PDC

Zur Messung der pH-Stabilitdt wurden jeweils 5 pug PDC in 1 ml der
verschiedenen Puffer aufgenommen und iiber einen Zeitraum von 14 h
(in Puffern ohne Zusatz von Cofaktoren) bzw. 28 h (in Puffern mit
Cofaktoren) inkubiert. W&hrend der Inkubation wurden nach unter-

schiedlichen Zeiten Proben genommen, um die Restaktivit&t der En-

. .
mmen Dam Assav wurden keine {o-

h¥+ays]
test 3.1} zu best en v wurden keine Co

faktoren zugefiigt um eine Regenerierung des Enzyms auszuschlieflen.

Verwendete Puffer:
50 mM Citrat- Phosphat pH 4-6,5
50 mM Phosphat-Puffer pH 7-8
50 mM Tris-HCl-Puffer pH S

Um das pH-Optimum der Enzymreaktion zu ermitteln wurde die Messung
der Enzymaktivitdt bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. '
Fiir den pH-Bereich zwischen pH 5 und pH 9,5 wurden folgende '
Pufferldsungen hergestellt:

100 mM Citrat-Puffer pH 4-6,5

100 mM Phosphat-Puffer pH 7-8,5
100 mM Tris-HCl-Puffer pH 8,5-9
i00 mM Glycin-Puffer pH 8,5-9,5

Alle Puffer enthielten 2 mM MgSOy und 1,5 mM TPP.

StammlSsungens:
Na-Pyruvats 38 mg/ml in H,0 bidest.

NADH: 2,7 mg/m¥t " " "

43




Testansatz:

Losung Volumen Endkonzentration
Puffer 891 ul 100 mM
Na-Pyruvat 50 npl 16,9 mM
_I\'EMH . 49 _jJ.l it e o . . 0,181‘1"&{ ..
ADH 10 ul 84 U/ml

mischen und bei 30°C inkubieren

Start der Reaktion mit 50 pul PDC-L&sung
Testvolumen 1,05 ml

3.13.3 Hemmung durch Phenvlpyruvat

Stammlidsung: 20 mM Phenylpyruvat in 0,1 M Citratpuffer pH 6

200 pl PDC wurden mit 800 pl dieser Ldsung versetzt (Verdiinnung
1:5) und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert (Endkonzentration
Phenylpyruvat 16 mM). Nach der Inkubation wurde das Enzym nochmals
1:40 in 0,1 M Citratpuffer pH 6 verdiinnt und die Enzymaktivitdt
(3.1) bei zunehmender Substratkonzentration bestimmt.

Als Kontrolle wurde eine 200-fache Verdiinnung der PDC in Citrat-
puffer hergestellt und die Aktivitdt bei steigender Pyruvatkonzen-

tration gemessen.

3.13.4 Xompetitive Hemmung der PDC durch den Fluoreszenzfarbstoff

2-p=-Toluidino-naphthalin-6-sulfonat {(TNS)

Fiir die Bestimmung der Abnahme des Pyruvatumsatzes durch TNS (nach
Zehender 1984) wurden folgende L&sungen hergestellt.

Stammldsungens

TNS ¢ 1 m¥ TNS in 0,1 M Citratpuffer pH 6
Na-Pyruvat: 2mM in 0,1 M Citratpuffer pH 6

NADH: 2.7mg in 1 ml 0,1 M Citratpuffer pH 6

-Dexr-Citratpuffer enthdlt 20 mM MgSO, und 1,5 mM TPP.
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Testansatzs:

Lésung Volumen Endkonzentration
Na-Pyruvat 250 pl 0-50 mM
NADH 49 ul 0,18 mM
T}IS - 0""42 00 P-l e “"At OO . Hmo}_
Puffer 641-241 pl 100 mM
ADH 10 pl 84 U/ml

mischen und bei 30°C inkubieren

Start der Reaktion mit 50 ul Enzym
Testvolumen: 1 ml

Reaktionsbedingungen und Durchfiihrung siehe 3.1

3.13.5% Irreversible Blockierung der PDC durch &lvoxvlsdure

Die Reaktion der PDC durch Glyoxylsdure wurde in Anlehnung an
Uhlemann und Schellenbexrger (1976) untersucht.

Stawmidsungen:

Glyoxylsdure: 0-=1 M in 0,1 M Citratpuffer pH 6 (20 mM MgSOy,
0,1 mM TPP)

Na-Pyruvat: 39 mg/ml Citratpuffer

NADH: 2,7 mg/ml "

Die PDC wurde im Test mit steigenden Konzentrationen Glyoxylsdure

(0-50 mM) versetzt und die verbleibende Aktivitdt bestimmt.

Testangatz:

~L&sung Volumen Endkonzentration
- -Na-Pyruvat 50 pl 16,9 mM

NADH 49 nl 0,18 mM

ADH 10 nl 84 U/ml

Glyoxylsdure 50 pl 0 - 50 mM

Puffer 791 ul 100 i

mischen und bei 30°C inkubieren

' 'Reaktionsstart mit 50 pl Enzym

Testvolumens 1 ml

Mefbedingung siehe 3.1
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3.13.6 Untexrsuchungen zur Rekombinationskinetik der PDC

Die Regenerierungsexperimente wurden bei 30°C durchgefiihrt.
Um eine Regenerierung der PDC wdhrend des Assays (3.1) zu vermei-
den, wurden alle Aktivitdtsbestimmungen wahrend der Regenerie-

'”fﬁnQSeéperiﬁéﬁEémiﬁmTéétahséfzéﬁmghﬂé”beaktdren duréhgefﬁhit.

3.13.6.1 Herstellung des Apoenzvms

Der vollst8ndige Aktivitdtsverlust der PDC durch Inkubation bei
pH-Werten > 8,5 (Bringer-Meyer et al. 1986) beruht auf der Disso-
ziation der Cofaktoren Mg“*  und TPP.

Flir die quantitative Abtrennung der Cofaktoren wurden je 1 ml
Holoenzym (Proteinkonzentration 3 mg/ml) mit 1 ml 50 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 8 versetzt und mit KOH auf pH 8,5 und 9 ti-
triert. Die Enzyml8sung wurde iliber Nacht bei 4°C inkubiert und am
ndchsten Tag die Cofaktoren durch Gelfiltration (PD10, Pharmacia)
abgetrennt. Das Eluat wurde in 1 ml Fraktionen aufgefangen und an-
schlieflend Aktivitdt und Proteingehalt bestimmt.

3.13.6.2 Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der Rekombination

Fir die Regenerierungsexperimente wurde folgender Puffer herge-
stellt:
100 mM Citratpuffer pH 6

5 m¥ MgS0,

1 mM TPP
Das Apoenzym (0,5 mg/ml) wurde mit Regenerierungspuffer verdiinnt
(1:200) und bei 30°C inkubiert. Nach 0.5, 2, 3, 5, 7, 10, 20 und
30 min wurden jeweils 50 pl Enzym entnommen und die Aktivitit
bestimmt. Ein zweiter Ansatz wurde mit dem gleichen Puffer, der

zusdtzlich 20 mM Pyruvat enthielt, durchgefiihrt.

3.13.6.3 Regenerierung in Abhdngigkeit der TPP-Konzentration

_Um_die Abh&ngigkeit der Regenerierung von der TPP-Konzentration zu
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messen (Schellenberger 1967), wurden folgende Regenerierungspuffer

mit konstanter Mg-Konzentration hergestellt.

1) 2 mM MgSO, in 0,1 M Citratpuffer pH 6 mit verschiedenen TPP-
Konzentrationen (0,01 mM - 4 mM)
2) 5 mM MgSO, in 0,1 M Citratpuffer pH 6 mit verschiedenen TPP-

Konzentrationen (0,01 mM -~ 4 mM)

Rekombinationsansatz:
Das Apoenzym wurde mit den verschiedenen Puffern verdiinnt (1:200)
und 30 min bei 30°C inkubiert. Anschliefiend wurde die Aktivitdt

bestimmt.

3.13.6.4 Abhdngikeit der Regenerierung der PDC von der Mg-

Keonzentration

Die Abh&ngigkeit der Rekombination des Apoenzyms von der Mg-Kon-
zentration wurde analog zu 3.13.6.3 in Regenerierungspuffer mit
zwel konstanten TPP-Konzentration bestimmt. Die Puffer setzten

sich wie folgt zusammen.

1) 0.1 mM TPP in 0,1 M Citratpuffer pH 6 mit verschiedenen
MgS0,-Konzentrationen (0,1 mM -10 mM)

2) 1 mM TPP in 0,1 M Citratpuffer pH 6 mit verschiedenen MgSOy -~
Konzentrationen (0,1 mM -~ 10 mM) - '

3.13.7 Lagerstabilitit der gereinigten PDC

Nachdem die PDC gereingt war, wurden verschiedene Lagermtglichkei-
ten getestet. Die ARktivitdt wurde ilber mehrere Wochen beobachtet”

(Enzymtest 3.1).

-Lagerung bei 4°C ohne Zusdtze
-Einfrieren ohne Zus#tze

. -Einfrieren in 50 % Glycerin
‘—=Sterilfiltration und Lagerung bei 4°C
.~Lyophilisation
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3.14 Photometrische Messungen

3.14.1 UV/VIS-Svektren von modifiziertem und unbehandeltem

Protein

Sowohl vom Tryptophan-modifizierten Enzym (3.12.4) als auch vom
unbehandelten Enzym wurden Absorptionsspektren im Bereich zwischen
250 und 450 nm aufgenommen. Als lLeerwert wurde 10 mM HCl-Imidazol-
Puffer pH 7 eingesetzt. Die Messung erfolgte im Shimadzu UV 160

Recording Spektrophotometer

3.14.2 Messung der Trvptophan-Fluoreszenz

Die Messung der Tryptophan-Fluoreszenz wurde mit einer Anregungs-
wellenldnge von 292 nm in Probevolumina von 3 ml durchgefiihrt
(Ullrich 1982). Es wurden Emissionsspektren vom Apo-, Holoenzym
und von modifiziertem Enzym (Proteingehalt je 50 pg/ml) aufgenom-
men. Die Ausfiihrung der Messung erfolgte im Spektrofluorophotome-

ter Modell RF 540, Fa. Shimadzu.

3.14.3 Fluoreszenzmessung von 2-p-Toluidino-naphthalin-6—

sulfonat (TNS) an Apo-und Holoenzvm

Zur Bestimmung der Lipophilie der Bindungsstellen der Pyruvatde-
carboxylase aus Zymomonas mobilis wurden Messung mit dem Fluores-
zenzfarbstoff TNS an Apo~ und Holo-PDC durchgefiihrt.

Die Messung verlief in Anlehnung an Ullrich und Donner (1970b) bei
einer Anregungswellenldnge von 366 nm, das Maximum der Emission
liegt bei 400 nm. '
Die Messung erfolgte in einer Kiivette mit 200 pl Probevolumen im

Fluoreszenzphotometer RF 540, Fa. Shimadzu.

StammlOsungen:
1) 1 mM TNS-LOsung in 50 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6,8

2) 0,81 mg Holoenzym/ml 50 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6,8 -
3) 0,66 mg Apoenzym/ml 50 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6,8 '
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Von der TNS-StammlOsung wurden Verdiinnungen (0-500 uM TNS) herge-~
stellt.

200 pl der jeweiligen Verdiinnung wurden mit 50 pl Enzyml8sung ver-
setzt, gemischt und sofort gemessen. Die Fluoreszenz der verschie-
denen TNS-Ldsungen ohne Enzym wurde nach Zugabe von 50 pl Puffer

bestimmt.

3.15 Homologiestudien

Die Suche nach homologen Sequenzen erfolgte mit dem Programm Gene-
Pro Version 4.2 1988, Copyright Riverside Scientific, Seattle. Den
Daten liegen die Proteinsequenz-Datenbank PIR, National Biomedi-
cal Research Foundation, Washington, DC, USA sowie die Homologie-
matrix nach Dayhoff et al. (1983) =zugrunde.

Die aus der Proteinsequenzierung ermittelte Sequenz wurde zunichst
mit den aus den Gensequenzen ibersetzten PDC-Sequenzen aus Zymomo-
nas mobilis ZM6 (Neale 1987b), aus Zymomonas ZM4 (Conway 1987) und
aus Hefe verglichen (Kellermann 1986). Anschlieflend wurde ein Ver~
gleich mit anderen bekannten Proteinsequenzen durchgefiihrt. Dabei
waren Enzyme, deren Reaktionsmechanismen Ahnlichkeiten zur PDC-Re-

3

aktion aufweisen von besonderem Interesse.

49




4, Ergebnisse

4.1 Isolierunq und Reiniqunq der Pvruvatdecarboxvlase

Fermentation

Zellaufbruch

Extraktion in wédssrigen Zweiphasensystemen
Phasensystem I +I1

Affinitdtschromatographie
Procion green H-E4BD - Negativ-S&ule
Procion yellow H-E4R - Positiv-Sdule

Ultra-/Diafiltration
Entsalzen und Xonzentrieren

THAnanon c‘i‘:ueﬂhav
[ i B 5w L § g )

Sterilfiltration
und Lagerung

Abb. 2: FlieBschema filir die optimierte Reinigung der Pyruvat-

decarboxylase aus Zymomonas mobilis ATCC 29191
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Die Reinigung der Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis wurde
zundchst nach der Methode von Neale et al. (1987a) durchgefiihrt.
Die Bereitstellung groBer Mengen gereinigten Enzyms fiir die pro-
teinchemische Charakterisierung erforderte jedoch die Optimierung
der Aufarbeitung, insbesondere des Zellaufschlusses und der Ab-
“trenning der Zelltitimnsr. . . S . .
Der Ablauf des optimierten Verfahrens ist im FlieBschema (Abb. 2)
dargestellt.

4.1.1 Fermentation

Die Zellen fiir die Aufarbeitung der Pyruvatdecarbeoxylase wurden
nach einer l6-stiindigen Fermentation geexrntet.

OB 550
[41]
i

Ollllilillt
0O 2 4 & 8 10 12 14 18 18 20

Fermentationsdauer [h]

Abb. 3: Wachstumskurve von Zymomeonas mobilis ZM6
(ATCC 29191), auf Mineralmedium mit 10 %
Glucose, Animpfdichte 1 %

p =0.175 h=1 T4=3.96 h

Da es sich im Fall der PDC um ein konstitutives Enzym handelt,
steigt die Enzymkonzentration parallel zum Anstieg der Zellmasse.
Der fiir die Aufarbeitung der PDC optimale Erntezeitpunkt wiirde

demnach bei maximaler Zellausbeute erreicht.
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Die Fermentation von Zymomonas wird jedoch bereits nach 16 h, also
in der logarithmischen Wachstumsphase (Abb. 3) beendet, da bei der
Aufarbeitung von Zellen aus der stationdren Phase nach dem Zell-
aufschliuf3 eine erheblich geringere Enzymaktivit&t im Rohextrakt
festgestellt wurde.

‘Dieses Resultat ist nicht wie bei Hefen (Ullrich und Freisler
1977) durch die Einwirkung von Proteinasen zu erkldren, sondern
auf die Wirkung wvon Ethanol zuriickzufithren. Zellen in der statio-
nédren Phase lysieren bei hoher Ethanolkonzentration (Lee et al.
1979; Bringer-Meyer et al. 1986), wodurch die Zellinhaltsstoffe
freigesetzt werden. Beim Abtrennen des Ndahrmediums und beim an-

schlieBRendem Waschen der Zellen werden somit aufler den Mediums-
Hinzu kommt die abnehmende Stabilitdt des Enzyms bei niedrigen pH-

Werten.
Zellausbeute: 400 g Feuchtgewicht = 10 g/l Fermentervolumen

4.1.2 Zellaufschlufl

Fiir den ZellaufschluB wurde eine 40 %ige (w/w) Zellsuspension
durch Aufschwemmen der Zellen (400 g) in Kaliumphosphatpuffer her-
gestellt.

Diese wurde wie beschrieben (3.4.1) durch wiederholte Passage in
einer Glasperlenmiihle kontinuierlich aufgeschlossen. Nach dem
dritten Durchgang konnten im mikroskopischen Bild keine intakten
Zellen mehr becobachtet werden. Die maximale Enzymausbeute lag beil
545 U/g Zellmasse, das entspricht einer Ausbeute von 5450 U/l Fer-
mentervolumen.

Die spezifische Aktivitdt der Pyruvatdecarboxylase im Rohextrakt

lag bei 9 U/mg.

4,1.3 Extraktion in widssrigen 2-Phasensystemen

Das Prinzip der Extraktion in wédssrigen 2-Phasensystemen ist schon
lédnger bekannt (Albertsson 1986) und findet bereits bei einer Rei-
he von. Enzymaufarbeitungen Verwendung (Hustedt et al. 1978; Kula
iet al.-1978; Kroner et al. 1982).
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Die Bedeutung der Methode liegt im Berxeich der Zelltriimmerabtren-
nung, und zeichnet sich im Vergleich zur Zentrifugation durch eine
hohe Kapazitdt aus (Hustedt et al. 1985). Diese beruht auf der
Uberfithrung der Fest-Fliissig-Trennung in eine Fliissig-Fliissig-
Trennung.

'Als Phasenbildner werden wegen ihrer h&heren Spezifitdt im Ver-
gleich zu PEG/Dextran-Systemen tiberwiegend PEG und Salz einge-
setzt.

Die Biomassekonzentration ist durch die Abnahme der Produktaus-
beute in der Oberphase bei zunehmender Biomassekonzentration limi-
tiert, sollte aber nicht zu niedrig sein (zwischen 20 und 35 %),
damit der Chemikalienverbrauch gering bleibt.

Flir die folgende Aufarbeitung wurde der konzentrierte Rohextrakt
mittels Extraktion in zwei aufeinander folgenden 2-Phasensystemen
gereinigt, deren Zusammensetzung in Vorversuchen optimiert wurde.
Als Auswahlkriterium bei der Optimierung wurde die Ausbeute der
Die Angabe der Aktivitdt in Units (U)
Der Ver-

PDC-Aktivitdt herangezogen.
bezieht sich auf das Gesamtvolumen der jeweiligen Phase.
teilungskoeffizient K (Kula 1987) errechnet sich nach folgender

Gleichung:
A
oben
X =
Aunten
Agpen = Aktivitdt in der Oberphase
Aupten = Aktivitdt in der Unterphase

Tabelle 2: Verteilung der PDC-Aktivitdt in Abh3ngigkeit vom
Molekulargewicht des eingesetzten PEG
(Konzentrationen: 20 % PEG, 12 % Salz pH 6)
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PEG g Oberphase | Unterphase K Vo /Vy
1550 408 U 0,15 U 2720 1,7
éOOO 270 U 0,75 U 360 1,5
6000 188 U 1,08 T 183 1

.ﬁ0_=;Volumen der Oberphase
V, =.Volumen der Unterphase




Die Aktivitdt der Probe fiir die Optimierung von Phasensystem I lag
bei 233 U/ml (= 466 U im Ansatz). Aus den Ergebnissen in Tabelle 2
wird deutlich, daB die Ausbeute der Pyruvatdecarboxylase in der
Oberphase mit steigendem Molekulargewicht wvon PEG abnimmt. Nur bei
Verwendung von PEG 1550 kann die Aktivit&t nahezu verlustfrei zu-
Flickgewonnen werden, . : R S -

Da in Gegenwart von hther molekularem PEG vermutlich eine Fdllung
der PDC eintritt, wird fiir alle weiteren Optimierschritte PEG 1550
verwendet.

Tabelle 3 zeigt die Abhdngigkeit der Enzymausbeute von der Konzen-
tration der Phasenkomponenten. Gute Ausbeuten werden mit 13-14 3%
PEG und 8-9%9 % Salz erhalten. Die hOchste Enzymausbeute in der

2 2 MEYY A 0 02 Oale
o) Ehg ho 3 = B 291

+ v A
urnaG - =< T e

k')
Pn

Tabelle 3: Ermittlung der optimalen PEG-Konzentration bei ver
schiedenen Kaliumphosphatkonzentrationen (2-10 %, pH 6)

% PEG PDC-Aktivitdt in der Oberphase

1550 6 % 7% 8 % 9 % 10 %
12 225 U 376 U 398 U 355 U 330 U
13 254 U 384 U 450 U 463 U 290 U
14 288 U 402 U 461 U 457 U 259 U
15 298 U 420 U 435 U 387 U 194 U
16 302 U 359 U 406 U 305 U 183 U

Durch Verdnderungen des pH-Wertes der Salzldsung werden durchweg
schlechtere Enzymausbeuten erzielt. Wdhrend bei pH 6 die Zelltriim-
mer vollstdndig in die Salzphase separieren, kann bei pH 7 eine
Verteilung iiber beide Phasen beobachtet werden. Mit Erhdhung des
pH-Wertes wird auBerdem eine Verteilung der Enzymaktivitdt iiber
beide Phasen festgestellt.

Daraus ergibt sich fiir die Aufreinigung der PDC ein optimaler pH-
Wert von 6. Dieser Wert entspricht auch anndhernd dem pH-Optimum
fir die Enzymaktivitdt und -stabilitdt (Kapitel 4.7.3).

Fiir die Optimierung des zweiten Zweiphasensystems wurde die Ober-
phase aus Phasensystem I mit verschiedenen Mengen Kaliumphosphat
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PH 6 versetzt (vgl. 3.4.2) und die Verteilung der Aktivitdt beob-
achtet. Dabei wurde der kleinste Verteilungskoeffizient (= h&chste
Enzymkonzentration in der Unterphase) bei Zusatz von 13 % Kalium-
phosphatsalz erreicht. Die Aktivitdt der eingesetzten Probe fiir
die folgenden Ansdtze lag bei 155 U/ml (= 310 U im Ansatz).

Tabelle 4: Verteilung der Aktivitdt dexr PDC im zweiten Zweiphasen-
system in Abhingigkeit vom Kaliumphosphatzusatsz

KPi D 6 (%) Po P .
12 164 U 146 U 1,12
13 91 U 216 U 0,42
14 139 U 178 U 0,78
15 215 U 163 U 2,08
A, = Aktivitdt in der Oberphase
A, = Aktivitdt in der Unterphase

Trotz eines Verteilungskoeffizienten von 0,42 verbleibt ein rela-
tiv grofBer Anteil des Enzyms in der PEG-reichen Oberphase. Diesex
kann erst durch Zusatz von 0,3 M Natriumchlorid nahezu vollstindig

in die Unterphase iiberfilhrt werden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Verteilungskoeffizient der Pyruvatdecarboxylase in
Gegenwart von NaCl (13 % Kaliumphosphat pH 6)

NaCl Konzentration A, A, X Vo /Yy
0,2 M 54 U 244 U 0,22 0,30
0,3 ¥ 1,5 U 302 U 0,005 0,31
0,4 ¥ 12 U 286 U 0,04 0,33
Vo, = Volumen der Oberphase
V, = Volumen der Unterphase

Flir das optimierte wissrige 2-Phasensystem II miissen der Oberphase
~aus 2-Phasensystem I demnach 13 % Kaliumphosphat pH 6 und 0,3 M
.NaCl zugefiigt werden. ”
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Im AnschlufBl an die Optimierung der Extraktionsbedingungen wurde

der durch Zellaufschluf hergestellte Rohextrakt mittels Extraktion

in wédssrigen 2-Phasensystemen gereinigt (vgl. 3.4.2). Der Ablauf

der Extraktion ist im folgenden Schema dargestellt.
Rohextrakt (PDC 9 U/mg)

+ PEG 1550

Zweiphasensystem I

Zentrifugation

Salzreiche Unterxphase PEG~reiche Oberphase

Zelltriimmer,Proteine Proteine (PDC 18 U/mg)
und Nucleinsduren
+KP: pH 6
+Nall

Zweiphasensystem II

Trennung
salzreiche Unterphase PEG-reiche
PDC ( 30 U/mg) Oberphase

Abb. 4: Extraktionsschema filir die Pyruvatdecarboxylase (PDC) aus

Zymomonas mobilis ATCC 29181

im Phasensystem I erfolgt die Abtrennung der festen Bestandteile
~des Rohextraktes. Die Zelltrlimmer werden in der salzreichen Untex-
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phase konzentriert, widhrend ausschlieBlich in der klaren PEG-rei-
chen Oberphase (Volumen 1170 ml) Enzymaktivitit vorhanden ist. Die
spezifische Aktivitidt konnte mit diesem Schritt bereits auf 18
U/mg, d.h. um den Faktor 2, gesteigert werden.

Zur Herstellung des zweiten Zweiphasensystem wurde der Oberphase I
13 % (w/v) Kaliumphosphat pH 6 und 0,3 M NaCl zugesetzt. Nach ca.
2 h war die Phasentrennung abgeschlossen und das Enzym vollstdndig
in der salzreichen Unterphase (Volumen 1790 ml) vorhanden. Die
spezifische Aktivitdt des Enzyms ist nach dem zweiten Extraktions-
schritt auf 30 U/mg angestiegen.

Bei lidngerer Standzeit bildet sich an der Phasengrenze des 2. Sy-
stems eine Zwischenphase aus gefdlltem Protein. Diese enthilt un-
ter den ausgewdhlten Bedingungen aber keine Pyruvatdecarboxylase.
Das Ergebnis der Auftrennung der Enzyml®sung nach den Extraktions-
schritten iber Ionenaustauschchromatographie (FPLC) ist in Abb. 5
dargestellt.
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Abb. 5: Ionenaustauschchromatographie auf der Mono-Q-S&ule HR 5/5
(FPLC}, Probe 50 pl Rohextrakt (nach der Diafiltration),
~Laufmittel: HCl-Imidazol-Puffer pH 7, FluBgeschwindigkeit:

1.ml/min
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4.1.4 Affinitdtschromatographie an Farbstoffogelen

Die Ligandenkonzentration der in vorliegender Arbeit hergestellten
Farbstoffgele lag bei 2,5 (Procion Green) und 2,6 (Procion Yellow)
mg Farbstoff/ml Sepharosegel. Diese Konzentrationen liegen in der
GroBenordnung, die von Atkinson (1981) fiir die Bindung von Tria-
zinfarbstoffen an Sepharosegele angegeben wird (1,6-2,8 mg Farb-
stoff/ml Sepharose C1-4B). Die Farbstoffkonzentration ist von we-
sentlicher Bedeutung fiir die Bindungskapazitdt der hergestellten
Farbstoffgele, die aus den aufgenommenen Durchbruchkurven (Arnold
et al. 1985a+b) ermittelt wurde. Fiir die negative S&ule (griiner
Farbstoff) ergab sich eine Kapazitdt von 24 mg Protein/ml Gel, fiir

Lle pUsL

T O Y =
LVE DRULT {(MTa

120+

100

on
o
I

80+

40+

Aktivitdt im Eluat [U/ml]

204

0 0 40 8 80 100
Elutionsvolumen [ml]
Abb. 6: Durchbruchkurve flir die Affinitatschroma-
tographie mit dem Farbstoffgel Procion

Yellow HE—4R —Aktivitdt der Probe 120 U/ml
(V =12,5 ml/cm?=h, Gelbett: 1 * 6,4 cm)

Die: Sdulenkapazitdt, vor allem der positiven Sdule hd&ngt auBerdem
 in hohem MaBe von der spezifischen Aktivitdt der Probe ab, da die

58




Farbstoffgele unter den eingestellten Bedingungen auch andere Pro-
teine binden k&nnen. Durch Einsatz zweier hintereinandergeschalte-

ter Sdulen kann die Spezifitdt der Bindung jedoch erhdéht werden

(Clonis und Lowe 1680).

Nach der Bestimmung der Kapazitdt des Farbstoffgels, wurden die
Sdulenvolumen so gewdhlt, daB ein Durchbruch wdhrend der Aufarbei-
tung bei beiden S&ulen gerade noch vermieden wurde. Damit wurde
gewdhrleistet, dafl eine maximale Anreicherung erreicht und der En-
zymverlust bei diesem Reinigungsschritt gering gehalten wird.

Sdulendimensionen: Procion green-S&ule 11 cm = 5,5 cm
2

0~

Procion vellow—-Si3nie 5 rm e om
Jrocion yellow saule 2 com cm,

Die Chromatographie erfolgte mit einer linearen Fluflgeschwindig-

keit von 12,5 ml/cm?eh.

Nach der Fliissig-Fliissig~Extraktion mulBlite fiir die anschlieBende
Feinreinigung der Pyruvatdecarboxylase zundchst eine Entsalzung
der Proteinldsung (vgl. 3.4.3) durchgefiihrt werden, da die Bindung
an die Affinit8tssdulen nur beil niedriger Ionenstidrke erfolgt. Der
dabei auftretende Aktivitdtsverlust von ca. 5 % der Gesamtaktivi-
tdt ist auf die Bindung der PDC an die Membran zuriickzufihren.

Bei der anschliefenden Chromatographie an der griinen Farbstoff-
sdule wurde ein hoher Anteil des Fremdproteins gebunden (Tab. 6).
Die spezifische Aktivitdt steigt auf 78 U/mg. Nach Einstellung des
pH-Wertes auf pH 5,5 (mit 5 %iger Essigsdure) wurde das aufgefan-
gene Eluat auf die gelbe Sdule aufgetragen.

Abb. 7 zelgt den Verlauf der Chromatographie an der gelben Saule.
Bereits kurz nach Beginn der Probenaufgabe zeigt sich ein Anstieqg
des Proteingehaltes im Eluat. Aus der Aktivitd&tsmessung ging je-~
doch hervor, daB es sich dabei ausschliefilich um Fremdprotein han-
delte und eine Elution der PDC erst nach Anderung von pH-Wert und
Tonenstdrke eintrat. Dabei eluiert die PDC zundchst in eilner
Hauptfraktion mit ca. 80 % der Gesamtaktivitdt, wdhrend das rest-
liche“Enzym anschlieflend nur sehr langsam von der Sdule gewaschen
werden kann. Bei ausreichender Elutionszeit kann das Enzym jedoch
verlustfrei von der Sdule eluiert werden. Nach der Affinitdtschro-

- matographie erreicht man eine spezifische Aktivitdt wvon:120 U/mg.
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24 KMES
pH 5,5

Probe

Elutionsvolumen [1]

7: Affinitdtschromatographie an Sepharose CL-4B gekoppelt mit
dem Triazinfarbstoff Procion Yellow HE-4R, schraffierte

RKurve : Pyruvatdecarboxylaseaktivitit

Abb.
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Abb 8 Anlonenaustauschchromatographle auf einer Mono Q-S&ule -
(HR 5/5 FPLC) Laufmittel: HCl-Imidazol-Puffer pH 7,

“Elution mit 1M NacCl, FluBgeschw;ndlgkelt 1. ml/mln, S

Probe. 50 ul PDC, 121 U/mg
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Die anschliefBende Trennung iiber die Mono Q-S8ule (Abb. 8) zeigt
aber deutlich, daB auch nach diesem Reinigungsschritt noch kein

homogenes Enzymprdparat vorliegt.

- 4.1.5 Iconenaustauschchromatographi

Mit Hilfe der Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel soll-
te die PDC vom restlichen Fremdprotein befreit werden. Nach Ent-~

salzen der Proteinldsung (Volumen 100 ml) wurde diese auf die Sdu-
le geladen und mittels MgCl,-Gradienten (0-40 mM) eluiert (Abb.9).

104
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o. - ,é
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0:5 . ' N ‘ lb : ‘.

Elutionsvolumen [1]

Abb. 5: Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel Lauf~
. mittel: HCl-Imidazol-Puffer pH 7: FluBgeschwindigkeit:
50 ml/h, schraffierte RKurve: PDC, S&dule: 2,6 * 20 cm,

Die PDC. wurde durch ca. 25 mM MgCl, von der Sdule eluiert. Eine

erneute Auftrennung liber die Mono Q-S&ule (Abb. :10) 2eigte:nunmehr

‘ein homogenes. Enzympriparat.
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Abb. 10: Anionenaustauschchromatographie auf der Mono Q-S&ule
(HR 5/5), FluBgeschwindigkeit 1 ml/min, Laufmittel:
HCl-TImidazol-Puffer pH 7 (ohne Cofaktoren), Probe: 50 ul
gereinigte PDC (Proteingehalt 1,1 mg/ml)

Mit diesem letzten Reinigungsschritt wurde eine weitere Anreiche-
rung erhalten. Die spezifische Aktivitdt des gereinigten Enzyms
erreicht damit einen Wert von 167 U/mg, der im Vergleich zu den
Angaben von Neale et al. (1987a), die eine spezifische Aktivitdt
von 120 U/mg angeben, auf eine hShere Reinheit des Enzympriparates

hinweist.

4.1.6 Quantitative Auswertung des Reinigunasprozesses

Die Aufarbeitungsergebnisse fiir die PDC ausgehend von 400 g Zell-

masse sind in Tabelle 6 dargestellt. o

Da die gesamte Aufarbeitung mit dem Holoenzym erfolgte,; wurden die
Cofaktoren Mg2+ und TPP in allen verwendeten Puffern zur Stabili-

sierung des Enzyms.éugefﬁgt.

Bei den einzelnen Aufarbeitungsschritten wurden Ausbeuten von'90'—
100.% erreicht. Man erhilt eine. Enzymausbeute von ca. 3 mg gerei-

nigter PDC/g Zellmasse (Feuchtgewicht) mit einer spezifischen

Aktivitat von 167 U/mg.
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Tabelle 6: Ergebnisse der Reinigung des Enzyms Pyruvatdecarboxylase aus Zymomohas mobilis
En ~ ATCC 29191 (eingesetzte Biomasse 400 g Feuchtgewicht)

ﬁ;Aufarbeitungsschritt

Proteingehalt|Aktivitédt|spez. Aktivitédt|Ausbeute Anreichérungs—

rgl {U] [U/mg] [%] faktor
zellaufschluB 24 218000 9 100 0
Zweiphasensystem I 12 220000 18 100 2
gweiphasensystem IT 7,3 220000 30 100 3,3
Diafiltration 6,5 209000 32 95 3{6
Affinit&tschromato- é
graphie (HE-4BD) 2,7 209000 78 95 8,7
Affinititschromato- | %
graphie (HE-4R) 1,75 209000 120 95 133
Diafiltration 1,67 202000 121 92 13,4
Tonénaustauschchro- 1,2 198000 167 90 18)6
matographie ’




Bei der Ubertragung der Aufarbeitung in grdfere MaBstdbe (2-4 kg
Zellmasse) konnten alle einzelnen Aufarbeitungsschritte problemlos
fiir die anfallenden Mengen angepafit werden. Die Volumina der Farb-
stoffsdulen wurden entsprechend der Kapazitdt der Gele vergrdBert.
Die FluBgeschwindigkeit wurde beibehalten (12,5 ml/cmZeh).
ausbeuten von = 3 mg gereinigtes Enzym/g Zellmasse erreicht. Bei
allen hergestellten Pré&paraten wurde eine spezifische Aktivitdt

> 160 U/mg erreicht.

Aus Grinden der Kosten- und Zeitersparnis wurden bei den weiteren
Aufarbeitungen nach dexr Affinitdtschromatographie an der gelben
Farbstoffsidule nur die Fraktionen mit der hdchsten Aktivitdt ver-
eint und n verwendet. Damit
wurde das Volumen fiir die Ultrafiltration )
chend reduziert, wodurch die Dauexr des Prozesses erheblich verrin-
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Diafiltration) entspre-

gert werden konnte.

4.1.7 Lagerundg des gereinigten Enzvms

Nachdem das gereinigte Enzymprédparat vorlag, muflte eine schonende
Methode zur Lagerung der PDC gefunden werden, bei der die Aktivi-
tdt des Enzyms nicht beeintrdchtigt wird.

Die Lagerung der Enzymldsung bei -18°C erwies sich dabei als voll-
kommen ungeeignet, da das Enzym nach dem Auftauen irreversibel
denaturiert war. Der Versuch durch schnelleres Einfrieren mit
flissigem Stickstoff zu besseren Ergebnissen zu gelangen, schlug
ebenfalls fehl. Erst nach Zugabe von 50 % Glycerin konnte eine La-
gerung bei -18°C iiber mehrere Monate ohne gréBeren Aktivitdtsver-
lust erfolgen (Abb. 11).

Der Nachteil dieser Lagerung ist jedoch die Ver&nderung der Enzym-
oberflédche durch Glycexin. Diese Verdnderung wirkt sich nicht auf
die Aktivitdt des Enzyms aus, schlieBt jedoch einen Einsatz dieses
Prdparates fiir die Kristallisation aus. Bei der Proteinbestimmung
mit Bradford-Reagenz (3.2) wurde in Anwesenheit von Glycerin nur
noch die Hi&lfte der vorhandenen Proteinkonzentration angezeigt,

wihrend die photometrische Bestimmung nahezu unbeeinflufit blieb.
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relative Aktivitat [%]

80
& Lagerung mit Giycerin bei —18°C
o Logerung bei 4°C
o Lyophilisat
70 A | | T ¥ T T
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Zeitraum der Lagerung [Wochen]

Abb.11: Stabilitat der gereinigten Pyruvatdecarb—
oxylase in Abhdngigkeit von verschiedenen
Lagerungsbedingungen

Die Lagerung der PDC bei 4°C als Lyophilisat hatte keinen Aktivi-
titsverlust zu Folge. Nach L&sen der PDC in Citratpuffer pH 6 (die
Cofaktoren muften im Uberschuf vorhanden sein, vergl. 4.5.7) konn-
te die urspriingliche spezifische Bktivitdt der PDC gemessen wer-
den. Allerdings war bei der Gefriertrocknung ein hohexr Protein-
und Aktivitdtsverlust (ca. 30 %) zu verzeichnen, der vermutlich
auf der Adsorption der PDC an der Glaswand beruht.

Als geeignete Methode erwies sich die Lagerung dexr PDC bel 4°C
nach Sterilfiltration (Abb. 11). Diese wurde mit verschiedenen
Filtern, Celluloseacetat, Cellulosenitrat, Teflon, PTFE (Polyte-
trafluoroethylen), von Millipore und Sartorius durchgefiihrt. Die.
besten Ergebnisse ergab die Sterilfiltration der Pyruvatdecarb-
oxylase mit Celluloseacetat-Filtern, 0,2 pm Porengrdfe, bei deren

Verwendung zwar geringe Proteinverluste, aber keine Inaktivierung

des Enzyms, wie sie bei den speziell fiir die Proteinfiltration an-

gebotenen PTFE-Filtern beobachtet wurde, auftrat. Die Verwendung

dex -anderen Filter fithrte zu schlechteren Ausbeuten.
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4.2 Beurteilung der Reinheit der PDC

Zur Beurteilung der Reinheit des Enzymprdparates wurden aufBer der

Bbb. 1Z2: Isoelektrische Fokussierung mit dem Phast System pH-Gra-
dient pH 3-7, 1+4 IEF-Standard, 2+3 PDC ZIM4, 5+6 PDC ZM6

Ionenaustauschchromatographie auf der Mono Q (Abb. 10) noch wei-
tere Methoden angewendet. Dazu gehlrte auch die isoelektrische
Fokussierung im pH-Gradienten pH 3-7. Nach der Aufreinigung der
PDC findet man mit Coomassiefdrbung (Abb. 12) nur noch eine
Proteinbande, die nach der Aktivitdtsf8rbung mit 1,2-Dianilino-
ethan (3.6.4.1) als weiBe Prédzipitationslinie (Abb.13) sichtbar:
wird. _ ' '
Die Aufnahme der Titrationskurve im pH-Gradient pH 3-7 (Abb. 14)
demonstriert ebenfalls die Homogenitdt des Enzympraparates. Auch
hier erhdlt man, wie fiir ein homogenes Produkt erwartet wird, eine’
einzelne durchgehende Kurve, deren Wendepunkt durch den iéoelek—

trischen Punkt der PDC bestimmt wird.
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Auch bei der SDS-PAGE in einem homogenen 12,5 %$igen Trenngel (Abb.
15) wird nach der Fiarbung mit Amidoschwarz nur eine Proteinbande
sichtbar. AuBer dem Beweis filir die Homogenitdt des Enzymprdparates

erhilt man mit diesem Ergebnis auch einen Hinweis auf die Quartar-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 15: SDS-PAGE der gereinigten PDC im Vergleich mit verschiede-
nen Molekulargewichtsmarkern: 1 Rinderserumalbumin,
2 Eichprotein Combithek, 3,4,7,8,11+12 verschiedene PDC-
Fraktionen (ZM6), 5 Glutamat-DH, 6 Phosphorylase b,
9 Lactat-DH, 10 Trypsininhibitor, 13 Cytochrom C

Bei der SDS-Elektrophorese werden die Proteinuntereinheiten aufge-
trennt. Die Anzahl der Untereinheiten des Enzyms kann aus dem Ver-
hdltnis der Molmassen der Untereinheiten zum Molekulargewicht des
nativen Proteins berechnet werden (4.4.2).

Fiir die PDC ergeben sich somit vier Untereinheiten, die zumindest
das gleiche Molekulargewicht besitzen, da sonst weitere Protein-
banden aufgetreten wiren.

Die Annahme, daB im Fall der Zymomonas-PDC homologe Untereinheiten
vorliegen, wird durxrch das Ergebnis der Aminosdureanalyse (vgl.

4.4.3) gestiitzt. Den Beweis fiir eine au-Struktur, im Gegensatz zur

68




apliy~Struktur von Hefe- und Weizenkeim-PDC (Xuo et al. 1986; Ze-
hender und Ullrich 1984; Zehender et al. 1987), liefert letztlich
die Sequenzanalyse (vgl.4.5.6).

4.3 Eristallisation der PDC

Fiir die Reinheit des Enzympréparates spricht auch die Kristalli-
sierbarkeit des Enzyms.

Bei den Versuchsansitzen mit der "hanging drop"-Methode (Dx. Hecht
und Dr. Hofmann, Institut fiir Makromolekulare Strukturforschung,
GBF Braunschweig) traten zundchst jedoch immer zwei unterschiedli-
che Kristallformen auf, kleine nadelfdrmige Kristalle, sowie klei-
nere rdumliche Kristalle, die fiir eine Rontgenstrukturanalyse un-
brauchbar waren. Das Auftreten dieser beiden Kristallformen wurde
nach den bisherigen Exgebnissen durch die beiden Cofaktoren qu+
und TPP beeinflufBt.

Erst durch Zugabe von CaCl, zum Kristallisationsansatz konnten
groBere, fir die Rontgentrukturanalyse geeignete Kristalle geziich-

tet werden (Abb. 16).

Abb. 16: Kristalle der PDC bei 64-facher VergrdBerung, burchmesser
der Kristalle ca. 0,2 mm, Kristallisationsbedingungen:
1,8 M Ammoniumsulfat in 50 mM Imidazolpuffer pH 8,
5 mM CaCl,
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Das Alter des Enzympréparates spielt offensichtlich bei der Kri-
stallisation ebenfalls eine groBe Rolle. Bei einem mehrere Monate
alten Enzymprdparat kann keine Kristallbildung mehr beobachtet
werden. Dafiir findet man bei der Trennung iber SDS-PAGE zwei En-

zvmbanden, von denen die eine ein geringfiigig niedrigeres Moleku-

DL

largewicht aufweist. Diese Bande liegt in sehr geringerer Konzen-
tration vor und unterscheidet sich von der ursprlinglichen PDC-
Bande nicht beziiglich der Anfangsseguenz.

Die Versuche zur Kristallisation, sowie die ROntgenstrukturanaly-
se, werden in der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung,

Abteilung Molekulare Strukturforschung weitergefiihrt.

4.4 Proteinchemische Charakterisierung der PDC

Im Anschluf an die Reinigung der PDC erfolgte zundchst eine Uber-

priifung des Molekulargewichts und des isoelektrischen Punktes.

4.4.1 Bestimmung des isoelekirischen Punktes

Der isoelektrische Punkt eines Proteins bezeichnet den piH-Wert,
bei dem die Gesamtladung des Proteins, und damit die Beweglichkeit
in einem elektrischen Feld, Null ist.

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde wegen der Schnel-
ligkeit und Einfachheit der Methode (Andrews 1986) mit der iso-
elektrischen Fokussierung in der Flachbettelektrophorese (3.6.2)
mit einem pH-Gradienten von pH 3-7 durchgefiihrt. Als IEF-Standard

wurde das pI Calibration Kit von Pharmacia verwendet.

Taballe 7: Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pl) der PDC

Protein Rg-Wert pI

Amyloglucosidase - 0,88 ' 3,50
Trypsininhibitor (Sojabochnen) 0,70 4,55
B-Lactoglebulin A 0,51 5,20
Carbonsdureanhydrase B (Rind) 0,24 5,85
Carbonsdureanhydrase B (Mensch) 0,08 6,55
Pyruvatdecarboxylase 0,64 4,8

70




In Abb. 17 sind die Ry~Werte gegen die isoelektrischen Punkte auf-
getragen. Fiir die Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis er-
hdlt man aus dieser Auftragung einen pI von 4,8, der mit dem Lite-
raturwert von 4,87 (Bringer-Meyer et al. 1986) iibereinstimmt.
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Abb. 17: Bestimmung des isoelektrischen Punktes
der PDC durch IEF im pH—Gradienten pH 3=7

Regressionsgleichung:
Y= 7,16 — 7,88 X + 12,8 X¢ — 9,75 X3

4.4.2 Molekulargewichtsbestimmung

Das Molekulargewicht der Pyruvatdecarboxylase wurde mit zwei ver-
schiedenen Methoden, der Gelfiltration und der SDS-PAGE, bestimmt.
Fir den Einsatz der Gelfiltration (3.5.1) zur Bestimmung des nati-
ven Molekulargewichtes der PDC erfolgte zundchst die Kalibrierung
der Sdule mit'den'Standardproteinen Aldolase-Dimer (316000), Aldo-
lase (158000), R-Oxinitrilase (72000), Carboxyanhydrase B (29000);
Pferde-Myoglobin (17800), Wal-Myoglobin {17000) und Cytochrom c
{12300). Die Verteilungskoeffizienten (Kavj der Proteine verhalten. -
sich bei der Gelfiltration proportional zum Logarithmus des Mole-

‘kulargewichtes: (Abb. 18). -
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Abb. 18: Bestimmung des Molekulargewichtes der
notiven PDC mittels Gelfiltration an

Sephacryl S—200 HR, Regressionsgleichung:
Y= 0,821 — 0,295= X, Korrelation —0,898

Die Berechnung von K,,, erfolgt nach der Gleichung (Pharmacia):

Vo = Vp
RKav =
Ve = Vg
(Vg = Elutionsvolumen, Vi, = Ausschlufivolumen, V, = Sdulenvolumen)

Das AusschluBvolumen der S&dule (49 ml) wurde mit'Dextranblaufbewj-

stimmt.
Aus. der--Eichkurve ergibt sich fiir die native PDC ein Molekularge--
wicht von 209 +/- 10 kD (Kyy = 0,138). Der“Vergleich*mit dem von

Bringer-Meyer et al. (1986) an Sephadex G: 200 ermittelten Wert von
200 +/-"10 kD zeigt auch hier wieder gute Ubereinstimmung.

Dagegen ‘fanden Neale et al. (1987a) mittels Chromatographie an SR
SephacrylSS1200fein-Molekulargewicht”von:240lkD~+/—:5_kD;"'

Die Ermittlung des Molekulargewichtes in der SDS-PAGE erfolgt ..
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unter denaturierenden Bedingungen. Vorteil dieser Methode ist, daB
durch die Denaturierung die proteineigene Struktur verloren geht
und die Eigenladung der Proteine durch SDS {iberdeckt wird. Somit
hé&ngt die Trennung der Proteine nur noch von ihrem Molekularge-
wicht ab.
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Abb. 19: Molekulargewichtsbestimmung mit SDS—PAGE
Regressionsgleichung: Y= 2,22 — 1,03 = X
Korrelation —0,395

Tridgt man den Logarithmus des Molekulargewichtes gegen die Re-
Werte der Proteine auf (Abb.19), so stellt man fest, daB diese
sich umgekehrt proportional zum Molekulargewicht verhalten. Mit
Hilfe einer Eichkurve ist es m&glich das Molekulargewicht von Pro-
teinen zu bestimmen. Der Fehler der Methode liegt zwischen 5 und
10% (Weber und Osborn 1969).

Bei der Molekulargewichtsbestimmung im homogenen SDS-Gel (Abb. 19)
erhdlt man fiir die PDC-Untereinheiten (Rg-Wert 0,41) ein Moleku-
largewicht von 53000 +/- 3000 Dalton (59000+/-1000 D bei Neale et
al. 1987a, 56500+/~4000 D bei Bringer-Meyer et al. 1986).

Ein Vergleich der Molekulargewichte aus der SDS-PAGE mit dem Mole-
ikulargewicht der nativen PDC zeigt einen ca. 4-fach hdheren Wert
~fiir das native Enzym,ﬁder'éuf vier Untereinheiten:pro Enzymmolekiil
schlieBen l&Bt. |

73




Der relativ niedrige Wert bei der Gelfiltration ist vermutlich
durch eine Abweichung der Proteinstruktur von der idealen Kugel-

form (Stoke’scher Radius) zu erkldren.

4.4.3 Ergebnis der Aminosdureanalyse

Die Aminosdurezusammensetzung der PDC konnte fiir die meisten Ami-

nosiuren durch saure Totalhydrolyse mit anschliefender Aminosdure-
analyse ermittelt werden (Moore und Stein 1963). Fiir die Aminosdu-
ren Tryptophan und Cystein muBte auf andere Methoden (vgl. 4.4.3.1
und 4.4.3.2) ausgewichen werden, da diese bei der sauren Hydrolyse
zerstdrt, oder wie im Fall von Cysteil ins:
oxidiert werden (Darbre 1986). Auch die Aminosduren Threonin und

Serin werden unter den Bedingungen bereits teilweise zerstdrt (Se-

rin bis zu 10 % und Threonin ca 5 % innerhalb 24 h).

Tabelle 8: Aminos#urezusammensetzung der PDC aus Zymomonas mobilis
Ergebnisse der sauren Totalhydrolyse im Vergleich mit
den aus der Gensequenz (Neale et al. 1987b) und der

Proteinsequenz errechneten Konzentrationen

Aminosdure |DNA-Sequenz | DNA-Sequenz | Protein- Totalhydrolyse
(Neale) (Reynen) seguensz 24 h 48 h 72 h
Ala 85 85 86 85 85 86
Axrg 17 18 17 138 20 19
Asx 58 58 55 58 60 &0
Cys 7 7 7 T*
Glx 49 47 49 48 43 49
Gly - 46 44 45 46 45 45
 His 12 13 11 i3 12 11
Ile 28 28 28 22 24 24
Leu 50 49 50 48 48 49
Lys 36 37 36 35 36 36
Met 11 11 11 14 11 11
Phe 18 18 18 17 19 18
Pro 27 27 26 23 25 26
 Sexr 24 25 24 25 24 24
Thr : 27 27 28 27 .26 27
Trp _ 7 7 7 5 7%1
Tyr ' 21 22 21 1 22 18 20
“Val 44 - 44 44 | 38 42 42

_*, der Cystelngehalt wurde mlt Ellman~Reagenz bestlmmt  --
#1 photometrische Bestimmung des Tryptophangehaltes |
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Andere Aminosiuren werden innerhalb von 24 h nur unvollstidndig
hydrolysiert, da Peptidbindungen, an denen die Carboxylgruppe von
Aminos#uren mit sperrigen Seitengruppen beteiligt ist (Valin und
Isoleucin), langsamer gespalten werden. Dieser Umstand erfordert
eine Verlidngerung der Hydrolysedauer auf 48 und 72 h.

Die automatisierte Analyse erfolgte mit der Ninhydrin-Methode, die
darauf beruht, daB a-Aminosduren bei Erhitzen mit jeweils zwei Mo-
lekiilen Ninhydrin ein intensiv rot gefdrbtes Produkt (Ruhmann’s
Purpur) bilden. Aminos8uren mit substituierter a-Aminogruppe (Pro-
lin und Hydroxyprolin) bilden ein gelb gefdrbtes Derivat (Hirs
1967).

Das Ergebnis der Aminosdureanalyse ist in Tabelle 8 dargestellt.

J‘__ - ] s v amom m] e P e s on oy A om b
den mit den aus den Genseguenzen (Neale

11

Die ermitte r
et al. 1987b; Reynen 1988
zusammensetzung nach der in dieser Arbeit ermittelten Proteinse-

quenz verglichen. Dabei zeigen sich Abweichungen der Konzentratio-

lten Werte w

errechneten Werten und der aminosdure-

nen einiger Aminosduren, die insbesondere auf die untexrschiedliche
Hydrolysegeschwindigkeit zurilickzufiihren sind (Ile, Val). Der rela-
tive Fehler der eingesetzten Methode liegt bei ca. 3 %.

Die relativ hohe Abweichung beim Arginin kann nur mit einer St&-

rung in der Basislinie erkldrt wexrden.

4.4.3.1 Berechnung des Tryptophangehaltes

Flir die Bestimmung des Tryptophangehaltes nach Edelhoch (1567)
wurde die Absorption des denaturierten Proteins bei 280 und 288 mm
gemessen.

Tryptophan absorbiert bei diesen Wellenl&ngen aufgrund seines In-
dolringes. AuBer Tryptophan absorbiert aber auch das Tyrosin, des-
sen Anteil bei der Berechnung des Tryptophangehaltes beriicksich-
tigt werden muf.

Zur Xontrolle wurde die Methode zundchst am Lysozym angewendet.
Die Molaritdt der Probe errechnete sich aus dem Proteingehalt. Beli
der PDC wurde ein Molekulargewicht von 240000 (Neale et al. 1387b)
fﬁr~die.Berechnung zugrunde gelegt.

‘Die Extinktion bei den beiden Wellenldngen ergibt sich aus der An-
zahl der einzelnen Aminosdure (NTrpf MTyr) multipliziert mit dem
jeweiligen Extinktionkoeffizienten (€). Diese wurden von Edelhoch
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(1967) mit Modellsubstanzen aufgenommen.

Tabelle 9: MeBergebnisse flir die Tryptophanbestimmung

Probe Proteingehalt Eogg Esgg
Tigsozym | 538 g | 0,067 o083 |

Holo-PDC 0,69 uM 0,118 0,189

Apo~-PDC 0,57 uM 0,087 0,159

Fir die Berechnung der Tryptophankonzentration exgeben sich somit
folgende Gleichungen:

—~—
I.....J
S—r

E288 = “Trp 4815 + MTyr 385
E280 = NTIP 5690 + MTYr 1280 (2)

Nach Umformung erhdlt man

E E
288 280

3103 10318

Setzt man die gemessenen Werte in Gleichung 3 ein, so exgibt sich
fiir Lysozym ein Tryptophangehalt von 1,35 = 1072 mol, der mit
Hilfe der eingesetzten Molaritidt umgerechnet werden kann.

0,067 0,083
- = 2,16 = 1072 - 8,04 10~
3103 10318

Nppp =

1,35 o 1072 mol
eingesetzte Lysozymmenge = 2,38 umol

1,35 & 10™2

NTrp/mol Lysozym = = 5,7 Trp/mol Lysozym |
I 2,38 « 107° - G

Der filir das Lysozym errechnete Wert von 5,7 Trp/mol Lysozym'stimmt

gut mit dem Literaturwert von 6 Trp/mol Lysozym (Zehender 1984)

ﬁberein.'“
Fiir die Pyruvatdecarboxylase ergeben sich aus den MeBergebnissen
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Werte von 27,2 Trp/mol Holo-PDC und 27,8 Trp/mol Apo-PDC.

Da die PDC aus 4 identischen Untereinheiten aufgebaut ist, liegt
der wahrscheinlichere Wert fiir den Tryptophangehalt bei der ndch-
sten durch 4 teilbaren Zahl, d.h. bei 28 Trp/mol PDC und entspre-
chend 7 Tryptophan pro Untereinheit.

4.4,.3.2 Bestimmung des Cvsteingehaltes mit Ellman-Reagenz

Die Cysteinbestimmung fiir die PDC wuxrde mittels Ellman-Reagenz
(Ellmann 1959) durchgefiihrt. Sowohl reduziertes als auch unbehan-
deltes Enzym wurden mit DTNB versetzt. Bei der Reaktion entsteht

- 1 3 o Ane ol adrnm WAl las12
f8rbte 2-Nitro-5-Thiocbenzoat, das bei einer Wellenlirs

von 412 nm photometrisch bestimmt werden kann.

Die Cysteinkonzentration errechnet sich nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz. Der molare Extinktionskoeffizient ist € = 13600

mol=1 » cm“l(Means und Feeny, 1971).

C = —— mol

Die Reaktion war nach 10 miniitiger Inkubationszeit beendet. Zu
diesem Zeitpunkt zeigte das reduzierte Enzym eine Extinktion von
0,462, das unbehandelte Enzym von 0,464. Daraus errechneten sich

folgende Cysteinkonzentrationens:

0,464
= ————0n0y = 3,4 = 10“5 mol Cystein im Test

13600

Umgerechnet auf 1 mol PDC ergibt sich daraus fiir das nicht redu--
zierte Enzym (1,63 uM) ein Wert von

3,4 & 1073

= 20,8 mol Cystein/mol PDC,
1,63 « 1076 |

' @gs-entspricht 5 Cysteinmolekiilen pro Untereinheit.
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Nach gleicher Rechnung erhdlt man fiir das reduzierte Enzym

(1,18 puM) einen Cysteingehalt von

o
-
L
=3}
[y

C= ——— = 3,4 = 10"5 mol Cystein im Test

l.. sk
w
PN
o
<

3,4 ¢ 1073
= 28,8 mol Cystein/mol PDC,

1,18 s 10~

entsprechend 7 Cysteine/Untereinheit.

Die Berechnung dexr Cysteine erfolgte, wie bereits beim Tryptophan
beschrieben, unter der Annahme homologer Untereinheiten. Die Dif-
ferenz von 2 Cysteinen/Untereinheit zwischen dem reduzierten und
nativem Enzym 1l&dBt den SchluBl zu, daB pro Untereinheit eine Disul-

fidbriicke vorhanden ist.

4,.4.4 C~-terminalen Seguenz der PDC

Zur Bestimmung der C-terminalen Aminosduresequenz wurde das Enzym
Carboxypeptidase Y {(Hayashi 1976) eingesetzt. '

Die Carboxypeptidase Y aus Hefe ist ein unspezifisches Enzym, das
die meisten Aminosduren, eingeschlossen Prolin, bei pH 5,5-6,5

vom C-terminalen Ende eines Proteins abspalten kann.

Bei aromatischen und aliphatischen Resten erfolgt die Spaltung
sehr schnell, wdhrend der Ky-Wert von Arginin, Lysin und Histidin
um ein Vielfaches hbher liegt, d. h. die Spaltung wesentlich lang-
samer erfolgt.

Ein wichtiger Vorteil der Carboxypeptidase Y ist ihre Aktivitdt in
Gegenwart von 6 M Harnstoff (Hayashi et al. 1973). Diese Tatsache
ermbglicht es, auch bei verborgenen C-Termini die Sequenz nach

Auffalten des Proteins zu bestimmen.

Bel der PDC erfolgte der Spaltungsansatz ohne denaturierendes Rea-
genz (3.11). Nach der bekannten Genseguenz des Enzyms wurde fol-
gende Endsequenz erwartet: -Val-Asn-Lys-Leu-Leu T

78




Leu

® Lys

: |
Aminosdurekonzentration [pmol]

Reaktionszeit [min]

Abb. 20: Bestimmung der C—terminalen Aminosduren
mit Carboxypeptidase Y

Aus dem Ergebnis der C-terminalen Aminos&ureanalyse (Abb.20)
konnte die Sequenz -Val-Asn-Lys-Leu-Leu abgeleitet werden. Die
Identifizierung des zweiten Leucinrestes mit der enzymatischen
Bestimmung des C-Terminus ist unsicher, da bei dieser Methode nur
die Freisetzungsraten der einzelnen Aminosduren verglichen werden
k&nnen. Da Lysin langsamer gespalten wird und das Verh3ltnis
Leu:Lys ungef&hxr 2:1 betrdgt, spricht jedoch nichts gegen diese
Interpretation.

Die Sequenz des C-Terminus konnte auferdem durch das Ergebnis der

Sequenzanalyse von Peptid "V8-6" (4.5.6) bestdtigt werden.

4.4.5 N~terminalen Sequenz der PDC

Fiir die automatisierte Sequenzierung mittels Edman-Abbau ist bei
verschiedenen Methoden eine Immobilisierung der Probe erforder-
lich, um den Verlust dexr Probe bei Wasch- und Extraktionsschritten
mdbglichst gering zu halten. Dieser bestimmt weitgehend die minimal
~erforderliche Probemenge. fiir eine erfolgreiche Sequenzanalyse. = °
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Wihrend die Probenmengen bei der Fliissigfilmsequenzierung noch beil
ca. 25 umol Protein lagen {(Edman und Begg 1967), konnten diese
durch Neuentwicklungen drastisch reduziert werden. Flir die Analyse
mittels Gasphasensequenator sind beispielsweise nur noch Mengen
von wenigen pmol erforderlich.

' Die Erhéhung der Reaktionsrate und die Abnahme der Reaktionsdauer
beim Pulsed-Ligquid Sequenator im Vergleich zum Gasphasenseguenator
sind eine Folge der kurzen Flilssigkeitsimpulse, die gerade soviel
Reagenz transportieren, dal das Probenfiltexr benetzt wird. Die
Probe mufl bei diesem Verfahren im Gegensatz zum Gasphasenseque-
nator nicht mehr kovalent gebunden sein, da kein konstanter Rea-
genzienstrom flieBt, der eine schnelle Auswaschung dex Probe be-
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zien durch Begasung mit Argon entfernt.

Die Sequenzanalyse von 30 pl gereinigter Proteinl&sung (120 pmol)

erméglichte die Auswertung der ersten 45 Aminosduren der PDC-Se-
quenz wie folgt:
Ser-Tyr-Thr-Val-Gly-Thr-Tyr-Leu-Ala-Glu-Arg-Leu-Val-Gln-Ile-Gly-

Leu~Lys-His-~-His-Phe-Ala-Val-Ala-Gly-Asp-Tyr-aAsn-Leu-Val-Leu-Leu-
Asp-Asn-Leu-Leu-Leu-~-Asn-Lys—-Asn-Met-Glu-Gln-Val-Tyr-

Die steigende Hintergrundaktivitdt und das langsame Auswaschen des
Peptids fiihrten dazu, daB ab dem 45. Zyklus eine eindeutige Aus-
wertung nicht mehr mdglich war. Die Sequenzanalyse wurde abgebro-

chen.

4.5 Primdrstruktur der PDC

Die Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis setzt sich aus 4
identischen Untereinheiten mit einem aus der Gensequenz kalku-
lierten Molekulargewicht von jeweils 60746 Dalton zusammen. Da
jede Untereinheit aus 567 Aminosduren besteht, wird eine Fragmen-:
tierung durch die begrenzte Cyclenzahl bei der automatischen Se- -

quenzanalyse unumgdnglich.

Fiir die Fragmentierung wurden mehrere enzymatische und chemische
Methoden verwendet und die Peptide anschlieflend iiber HPLC oder
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mittels elektrophoretischexr Verfahren aufgetrennt. Mit Hilfe der
verschiedenen Spaltungen erhdlt man i{iberlappende Sequenzen, die
die Reihenfolge der Peptide, und damit die Primérstruktur des En-

zyms aufzeigen.

4.5.1 Ameisensdurespaltung

S 97000 D

POC - Seme
B R st - 55000 D
F3 - i 5 - 36000 D

Fl - N
e - 20000 D
: - 13000 D
1 2 3

Abb. 21: Immobilonmembran - Peptide einer Ameisensidurespaltung
nach Trennung mit SDS-PAGE in 12.5 % igem Trenngel und
anschlieBendem elektrischen Transfer, Fédrbung mit Amido-
schwarz, 1+2 Peptide der PDC, 3 Molekulargewichtstandard
(F1-F4: sequenzierte Peptide)

Die Spaltung mit Ameisensiure ist eine relativ milde Methode mit
der lediglich s#urelabile Bindungen wie die Asp-Pro Bindung ge-
spalten werden k®nnen. Nach der Gensequenz der PDC (Neale et al.
1987b) werden zwei solcher Spaltstellen erwartet.

Die PDC wurde mit Ameisensdure inkubiert und die Spaltprodukte
anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt. Danach erfolgte ein
45~ minilitiger elektrischer Transfer auf eine PVDF-Membran. Nach

der F&rbung mit Amidoschwarz erhdlt man 5 Hauptbanden (die PDC-
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Bande und 4 Spaltprodukte Fl-F4), was auf eine unvollstdndige
Spaltung des Enzyms schlieBen 1dBt (Abb. 21). Nach dem Trocknen
der Membran wurden die Peptide flir die Sequenzanalyse ausgeschnit-

ten.

4.5.2 Bromcvanspaltung

55000 b -
36000 D -
-B10
20000 D -
~B1l1
-B12
-B13

Abb. 22: SDS-Page einer Probe nach Spaltung mit Bromcyan in
15 %igem Trenngel nach F8rbung mit Amidoschwarsz,
1 Molekulargewichtstandard, 2,3+4 Probe in verschiedenen

Konzentrationen (B10-~13): sequenzierte Peptide)

Die chemische Spaltung hinter Methionin unter Einwirkung von Brom-
cyan ist eine spezifische Spaltung mit wenigen Nebenreaktionen.
Bromcyan reagiert unter milden Bedingungen mit dem Schwefelatom
der Methloninseitengruppe zum Iminolactonbromid unter Freisetzung
von Methylthiocyanat. Bei der anschlieBenden Hydrolyse des Imino-

82




lactonbromids entsteht das Peptidylhomoserinlacton und C-terminal

ein Peptid mit freier Aminogruppe (Means und Feeny, 1971).

Aufler mit Methionin reagiert Cyanbromid auch mit Cystein. Diese

Reaktion wurde durch vorhergehende Carboxymethylierung verhindert.

Flir die Trennung der Peptide wurden die Proben nach der Lyophili-
'sation in 0,5 ml Kaliumphosphatpuffer aufgenommen und mittels

SDS-PAGE und HPLC getrennt. Die Abbildungen 22+23 zeigen die

Ergebnisse der beiden Trennverfahren.
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Abb. 23: Reversed-Phase Chromatographie einer Probe nach Spaltung
mit Bromcyan, die Elution erfolgte mit einem Gradienten—
programm, Puffer A: 0,1 % TFA, Puffer B: 70 % Acetoni-
tril in 0,1 % TFA, S&ule: Shandon-WP-300-Butyl (C4)
(B1-B9: sequenzierte Peptide)

Die 11 Methionine in der Pyruvatdecarboxylase-Untereinheit fithren
zu einer Reihe kurzkettiger Peptide, die sich gut fiir die Seguenz-
analyse eignen. Bei der Elektrophorese (Abb. 22) wurde im Gegen-
satz zur HPLC jedoch keine vollsténdige Trennung der Peptide er-
reicht. Nach der Trennung iiber HPLC konnten die einzelnen Peptide
- sequenziert werden (Anhang A).
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4.5.3 Enzvmatische Spaltungen

Fiir die enzymatischen Spaltungen der PDC-Untereinheiten wurden

verschiedene Proteasen eingesetzt, um mdglichst viele unterschied-
liche Peptide, und damit ausreichend Uberlappungssequenzen, zu er-
KaTESH =~ : L _ e -
Die Auswahl der Proteasen erfolgte nach der Spezifitdt der Enzyme.
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Abb. 24: Reversed-Phase Chromatographie tryptischer Peptide
die Elution erfolgte mit einem Gradientenprogramm,
Puffer A: 0,1 % TFA, Puffer B: 70 % Acetonitril
in 0,1 % TFA, S&ule: Shandon-WP-300-Butyl (C4)
(T1-T5: sequenzierte Peptide)

Trypsin spaltet die Peptidbindung spezifisch hinter Arginin und
Lysin, mit Ausnahme der Bindungen Arg-Pro und Lys-Pro (Wilkinson
1986). In der Enzymuntereinheit sind laut Aminosdurezusammenset-
zung 17 Arginin- und 36 Lysinmolekiile vorhanden, d.h. bei voll-
stédndiger Spaltung der PDC entstehen bis:zu 54 verschiedene Pep--

tide mit geringem Molekulargewicht.
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Die Trennung dieser hohen Anzahl kleiner Peptide birgt eine Reihe
von experimentellen Schwierigkeiten, wie die starke Aggregations-
neigung der Peptide nach der Spaltung. Erst nach Verdiinnung der
PDC auf 1 mg/ml konnten gel8ste Peptide isoliert werden.

Trennt man

eine Vielzahl von Peptidfraktionen, die zum Teil mehrere Peptide
enthalten. Auch mit elektrophoretischen Methoden konnte aufgrund

des geringen Molekulargewichtes keine ausreichende Trennung der

Peptide erzielt werden.

v8-Protease:
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Abb. 25: Reversed-Phase Chromatographie einer Probe nach Spaltung
mit der V8-Protease, Elution erfolgte mit einem Gradien
tenprogramm, Puffer A: 0,1 % TFA, Puffer B: 70 % Aceto-
nitril in 0,1 % TFA, S&ule: Shandon-WP-300-Butyl (C4)
(V1-V9: sequenzierte Peptide)

Durch Spaltung mit der V8-Protease bei pH 4 erhdlt man maximal 40

verschiedene Peptide. Die V8-Protease spaltet im sauren Milieu
spezifisch die Peptidbindung am C-Terminus der GlutaminsBure mit
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Ausnahme der Bindungen Glu-Glu und Glu-Pro (Wilkinson 1986). Bei
der Trennung i{iber HPLC (Abb. 25) konnten verschiedene Peptide ein-
zeln isoliert werden. Leider gab es auch bei dieser Methode einige

Fraktionen, die mehr als ein Peptid enthielten.

4.5.3.1 "Peptide mapping" mit limitierter Proteolvse

Wie bereits erwdhnt (4.5.3), entstehen beim Einsatz der Proteasen
Trypsin und V8-Protease im allgemeinen viele kleine Peptide, die
bei ihrer Reindarstellung Schwierigkeiten bereiten. Um diese Pro-
blematik zu umgehen, wurden die Proteasen mit dem Ziel gré&fere
Peptide zu gewinnen, in einer limitierten Proteolyse (Cleveland
1977) eingesetzt.

Abb. 26: Immobilon "Blot" von Peptiden aus der limitierten
Proteolyse mit Trypsin (22 $%$iges Trenngel), Farbung mit

Amidoschwarz, (sequenziertes Peptid Té6)

Die Fragmente, die bei der Unterbrechung des Trennlaufs im Sammel-
gel durch Proteolyse entstehen (vgl. 3.8.3), werden bei dexr Fort-
setzung der Elektrophorese aufgetrennt und anschliefiend durch

elektrophoretischen Transfer auf eine PVDF-Membran ilibertragen. Da-
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bei erhilt man nach Anfirben der Membran mit Amidoschwarz je nach
Protease und Proteolysedauer ein spezifisches Bandenmuster im Be-
reich von 60000 Dalton bis ca. 5000 Dalton (Abb. 26 + 27).

Nach dem Trocknen der Membran werden auch hier wieder einzelne

. .Peptidbanden ausgeschnittren und fiir die Sequenzanalyse verwendet.

10

11
12

Abb. 27: Amidoschwarz gefdrbter Immobilon "Blot" von Peptiden aus
def limitierten Proteolyse mit der V8-Protease (22 %iges
Trenngel), 1+5 Molekulargewichtstandard (sequenzierte
Peptide V10-V12)

4,5.3.2 In situ Spaltung mit der VE-Protease und mit Trvpsin

Die in situ Spaltung nach Aebersold et al.(1987) bietet eine MOg-
lichkeit, groBe Peptide nach elektrophoretischexr Trennung nochmals
einer Spaltung zu unterziehen. Auch schwer 1l6sliche Peptide kdnnen
mit dieser Methode weiteren Spaltungen zugdnglich gemacht werden,

wenn sie i{iber SDS-PAGE auftrennbar sind.
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Nach der Trennung werden die Peptide auf eine Membran (Nitrocellu-
lose) transferiert, mit Amidoschwarz gefdrbt und die Einzelbanden
in der in situ Spaltung eingesetzt.

Die bei dieser Spaltung entstehenden Peptide werden von der Mem-
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Abb. 28: HPLC-Trennung der Spaltprodukte aus der in situ Spaltung
von Peptid F1 (Abb. 21) mit Trypsin, S8ule: Shandon-wP-
300-Butyl (C4), die Elution erfolgte mit einem Gradien-
tenprogramm, Puffer A: 0,1 % TFA, Puffer B: 70 % Acetoni
tril in 0,1 % TFA, (sequenzierte Peptide T7+T8)

Entgegen der Angabe von Aebersold et al. (1987) reichte das Ansdu-
ern der Proben im Fall der PDC jedoch nicht fiir die Elution der
Peptide von der Membran aus.

Es wurden verschiedene andere Elutionsmittel (Anhang B) getestet,
aber erst eine 3-stiindige Inkubation der Nitrocellulosemembran mit
40 % Acetonitril in 0,1 % TFA, bei 37°C fiithrte zur Elution der
Peptide.

Eine Elution von der Immobilon-Membran konnte selbst unter diesen

Bedingungen nicht erzielt werden, was wahrscheinlich auf die
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starke Bindung der Proteine an die PVDF-Membran (Matsudaira 1987)

zuriickzufihren ist.
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Abb. 28: HPLC-Trennung der Spaltprodukte aus der in situ Spaltung
von Peptid Fl1 (Abb. 21) mit der V8-Protease, Sdule:
Shandon -WP-300-Butyl (C4), die Elution erfolgte mittels
Gradientenprogramm, Puffer A: 0,1 % TFA, Puffer B:
70 % Acetonitril in 0,1 % TFA, (seqguenzierte Peptide:

V13-V17)

Die in situ Spaltung wurde an Peptiden aus der Ameisensdurespal-
tung (4.5.1) durchgefihrt. Die Ergebnisse der Peptidtrennung nach
einer solchen Spaltung sind am Beispiel vom Ameisensdurepeptid F1l
(Molekulargewicht ca. 25000 Dalton) in den Abbildungen 28 + 29 fiir
die Proteasen Trypsin und V8-Protease dargestellt.

Auch bei dieser Methode zeigt sich deutlich die h&here Anzahl
Spaltstellen fiir Trypsin, die wiederum eine Reindarstellung der
Peptide erschwerte. - |

~Bei der Sequenzanalyse wirkt sich dieses Ergebnis vor allem da-
“durch aus, daB bei tryptischen Peptiden im Gegensatz zu den V8-
~Peptiden. hdufig mehrere Peptide in einer Fraktion vorhanden sind
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und diese somit nur in einzelnen F&llen (bei ausreichender Konzen-

trationsdifferenz) ausgewertet werden konnen.

4.5.4 Ubersicht zur Peptidgewinnung

Aufer der Peptidtrennung iiber HPLC und Elektrophorese wurden noch
weitere chromatographische Verfahren (z.B. Ionenaustauschchromato-~
graphie und Gelfiltration) eingesetzt.

Die Ergebnisse dieser Versuche waren jedoch nicht iiberzeugend, da
entweder Probleme mit der L®slichkeit der Peptide auftraten, oder

aber keine ausreichende Trennung der Peptide erreicht wurde.

10—

ODs80 nm

10 - ' 20
Elutionsvolumen {ml)}
Abb. 30: Gelfiltration der Peptide aus der Ameisens&urespaltung

an einer Superose 12-~Sdule an der FPLC, Eluent. 9 %ige

Ameisensdure, Flufgeschwindigkeit 0,5 ml/min

Abb. 30 zeigt das Ergebnis einer Trennung von Peptiden aus der
Ameisensdurespaltung iber Gelfiltration. Auch hier treten anstelle
der 4 zu erwartenden Peptide nur 3 Peaks auf, wobei in keiner der
aufgefangenen Fraktionen ein einzelnes Peptid isoliert werden
konnte. | o ce _
Versuche;“Peptide-aus~der Mmeisensdurespaltung nach Tarr und Crabb
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(1983) mit einem Gradienten aus 6 M Ameisensdure/0,13 M Trimethyl-
amin, pH 1,5 und 4 M Ameisensdure/0,09 ¥ Trimethylamin in Propanol
iiber HPLC zu trennen, blieben ebenfalls erfolglos.

Somit wverbleiben fiir die Peptidisolierung im Fall der PDC die be-
reits beschriebenen Trennungen {iber HPLC und iiber Elektrophorese
in Verbindung mit Elektroblotting. Die kombinierte Anwendung bei-
der Methoden fiihrte fiir das Enzym Pyruvatdecarboxylase zur Isolie-
rung einer ausreichenden Anzahl verschiedener Peptide fiir die Be-
stimmung der Prim#rstruktur. Die Bedingungen zur Isolierung se-
guenzierbarer Peptide wurden fiir beide Methoden optimiert.

Fliir eine erfolgreiche Trennung von Peptiden i{iber HPLC wird in der
Literatur h3ufig die Anwendung eines TFA-Acetonitril Gz
vorgeschlagen (Steffensen und Anderson 1987; Aebersold et al.
1987), der auch bei der Trennung der PDC-Peptide erfolgreich ein-
gesetzt werden konnte, wenn gewdhrleistet wurde, daf die L&slich-
keitsgrenze der Peptide nicht iiberschritten wurde. Die Steilheit
des Gradienten mufite fiir die jeweiligen Proben (siehe Abbildungen)
optimiert werden.

Der beste Trennerfolg konnte mit einexr C4-S3ule bei einer Flufge-

schwindigkeit von 0,4 ml/min erzielt wexrden.

Die Auswahl der Transfermembran bei anschliefender Sequenzierung
wurde zugunsten der Immobilon-Membran getroffen, deren exfolgrei-
che Anwendung bereits mehrfach publiziert wurde (Matsudaira 1987;
Nokihara 1988; Miczka und Kula 1985; Yuen et al. 13588).

Da die Transferrate grdferer Proteine in Gegenwart von Methanol
herabgesetzt wird (Eckerskorn et al. 1988}, wurde in der vorlie-
genden Arbeit vorwiegend NEM-Puffer fiir den Transfer verwendet.
Dieser zeichnet sich vor allem durch eine geringe Hintergrundakti-
vitdt aus (Yuen et al.1988). '

Eine ausreichende Ubertragung grdferer Proteine konnte nach einer
Blottingzeit von 45 min erreicht werden. Kleinere Peptide sind bhe-
reits nach 15 ~ 30 min vollstdndig lbertragen (Abb. 31).

Eine Verlidngerung der Blottingdauer auf 75 Minuten fiihrt zu keiner
wesentlichen Erhéhung des Transfers grofier Proteine.

Aus dem Verlauf der Kurve fiir die Nitrocellulosemembran (Abb. 3la)
wird deutlich, daf bei kleinen Peptiden eine Verldngerung der
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Blottingzeit zu einem Verlust fiihren kann. Bei Verwendung der Im-

mobilonmembran traten solche Verluste nicht auf.
40
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Abb. 31: ZzZeitlicher Verlauf der Ubertragung von Proteinen mittels:

elektrischem Transfer, a: auf Nitrocellulose, b: auf Immobilon

Flir die Detektion der Peptide auf der Membran wurde Amidoschwarz
ausgewdhlt, da mit dieser Methode eine vollstdndige Entfarbung des

Hintergrundes erreicht werden kann.

Abb. 32 gibt eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten
proteolytlschen Verfahren und der Methoden zur Isolierung der ein-

zelnen Pept;de fiir den Einsatz in der Sequenzanalyse.
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4.5.5 Sequenzierbarkeit der isolierten Peptide

Die Sequenzierung der Peptide erfolgte wie unter 4.4.5 beschrieben
mit dem automatisierten Edman-Abbau im Pulsed-Ligquid-Sequenzer.
Die Analyse der PTH-Aminosduren erfolgt mittels on-line HPLC.

"Je nach Spaltung und Trennungsmethode konnten in Bezug auf die Sé-
quenzierbarkeit der Peptide deutliche Unterschiede beobachtet wer-
den.

Wéhrend nach der Trennung liber "reversed phase" an der HPLC gerade
bei den enzymatischen Spaltungen aufgrund der Vielzahl von kleinen
Peptiden (Abb. 24+25) hdufig Fraktionen mit mehreren Peptiden auf-

traten, konnten bei den géblotteten Proben fast immer einzelne

Sequenzanalyse lieferten.

Die Li&nge der resultierenden Sequenzen wurde bei beiden Methoden
durch die Probenkonzentration vorgegeben. Proben, die itiber HPLC
gereinigt wurden, enthielten hdufig kurze Peptide (bis zu 20 Ami-
nosduren), die vollstdndig sequenziert werden konnten.

Bei Vorhandensein mehrerer Peptide in einer Fraktion bestimmte die
Ronzentrationsdifferenz die Sequenzierbarkeit dieser Probe. Nur
bei deutlichen Konzentrationsunterschieden konnte die Sequenz von
zwel Peptiden parallel ausgewertet werden. In anderen Fédllen war
die Auswertung nicht durchfiihrbar und die Proben wurden verworfen.
Bel den geblotteten Proben traten im allgemeinen ldngere Sequenzen
auf. Die maximale Cyclenzahl, die beil der Sequenzanalyse von ge-
blotteten Prcben ausgewertet werden konnte, lag bei 40 Aminos&uren
(Miczka und Kula 1989) mit einer errechneten Probemenge (initial

yvield) von 18 pmol.

Tabelle 10: Repetitive und initial yield bei der Seguenzanalyse
geblotteter Proben aus der Ameisensdurespaltung

Proben theoretical initial repetitive maximale
yield (pmol}) yvield (%) Zyklenzahl
F 1 85 91* 21
F 2 26 80 19
F 3 33 94 33
¥4 18 95 " 40

 *-Probelauf ohne Polybren
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Die Ausbeute der einzelnen Aminosduren im Verlauf der Sequenzana-
lyse (repetitive yield) lag bei > 90 %. Diese Ergebnisse liefen
sich jedoch auch bei geblotteten Proben nur nach Vorbehandlung der
Glasfaserfilter mit Polybren (vgl. 3.10) erzielen. Proben auf un-
behandelten Filtern wurden im Gegensatz zu Angaben von Matsudaira

"{1987Y innerhalb kurzer Zeit ausgewaschen. Bel diesén Proben er-
reichte die repetitive yield nur 80 % (Tabelle 10).

Die Anwendung polybrenbehandelter Filter zeigt aber auch einen
Nachteil. Einige Aminosduren, dazu gehfren Arginin, Tryptophan,
Histidin, Glutaminsdure und Asparaginsdure, werden nicht optimal

Caer und Rossier 1988).

Eine Beeintrichtigung der Sequenzanalyse durch die vorausgehende
Fdrbung der Blottingmembran mit Amidoschwarz konnte nicht beobach-
tet werden. Hingegen ermdglicht eine vorherige Detektion der Ban-
den sogar die Priparation dicht beieinander liegender Peptidbanden

(insbesondere bei der limitierten Proteolyse) fiir die Sequenzana-

lyse.

4,.5.6 Brgebnis der Sequenzanalvse

Bei der Seguenzierung der verschiedenen Peptide der PDC wurde die
Aminosdure Cystein nicht nachgewiesen. An Positionen, wo Cystein
erwartet wurde, konnte keine Aminosdure identifiziert werden, da
die Ausbeute an PTH-Cystein nicht filir eine Detektion ausreicht.
Das durch den Verlust der H,S-Seitenkette entstehende PTH-Dehy-
droalanin kann bei einer Wellenlénge von 313 nm nachgewiesen wer-
den (Hunkapiller 1985). Aufgrund der kurzen Lebensdauer dieses De-
rivates f&llt es aber auch fiir eine Identifizierung von Cystein
aus. Hinzu kommt, daf PTH-Dehydroalanin auch aus Serin gebildet
werden kann.

"Ein stabiles Cysteinderivat, das B-4-Pyridylethylcystein (PTH-M),
entsteht hingegen bei der Alkylierung mit 4-Vinylpyridin. Die Elu-
~ tion dieses Derivates zwischen PTH-Valin und DPTU mufBl durch ge-
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eignete Pufferzusammensetzung optimiert werden (Zum Zeitpunkt der

Sequenzierung aus technischen Griinden nicht méglich).

Die Identifizierung von PTH-Tryptophan war, vor allem aufgrund der
in allen Zyklen auftretenden relativ hohen Hintergrundadsorption
(laut Auskunft von Applied Biosystems liegt eine Verunreinigung
der Reagenzien vor), nicht immer eindeutig mglich.

Eine Auswertung von Tryptophan ist nux iiber das Verhdltnis vom
Tryptophan~Peak zum DPTU-Peak (Diphenylthioharnstoff) mdglich.
Dieses liegt in Abwesenheit von Tryptophan bei 1:100 und steigt in
bei Vorhandensein von Tryptophan im Zyklus auf ca. 1:30 an.

Probleme bei der Identifizierung von Tryptophan in geblotteten

Proben resultieren aus der Zerstdru
Elektrophorese oder beim elektrophoretischen Transfer (Matsudaira
1987). Auch in diesem Fall bricht die Sequenzanalyse nicht ab,

sondern zeigt,; wie beim Cystein, den weiteren Abbau des Peptids.

Der Nachweis von Homoserinlacton, das bei der Bromcyanspaltung aus
Methionin entsteht, konnte in der Seguenzanalyse nicht gefiihrt
werden. Die Konzentrationen der Aminosduren am Ende des Peptids
reichen aufgrund des zunehmenden Peptidverlust durch Extraktion
mit Abnahme der PeptidgréBe fiir eine exakte Zuordnung bei der
chromatographischen Analyse nicht mehr aus.

Die Ergebnisse der Sequenzanalysen sind in Anhang A dargestellt.

AuBler den aufgefilhrten Sequenzen wurden eine Reihe weiterer Se-~
quenzanalysen gestartet, die aber aus Kostengriinden nach den er-
sten 5 Zyklen abgebrochen wurden, wenn der Abbau mehrerer Peptide
(in gleicher Konzentration) oder eine Ubereinstimmung mit bereits
vorhandenen Daten festgestellt wurde.

Dieses Vorgehen war besonders bei Peptiden aus der limitierten
Proteolyse notwendig, da hier, im Gegensatz zu den Erwartungen,
bei der Sequenzanalyse mehrfach die Anfangssequenz der PDC (Miczka

und Kula 1989) identifiziert wurde. -
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33: Oxdnung der sequenzierten Peptide mit Hilfe der Gen-

sequenz (Neale et al.
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Haufig trat mit zunehmendem Alter der Laufpuffer eine Verschiebung
der Retentionszeiten auf. Eine Auswertung der Chromatogramme konn-
te aber auch in diesen Fdllen durchgefiihrt werden, da alle Chroma-
togramme (Anhang D) neben den Aminosduren immer zwei zusdtzliche
Peaks enthalten, deren Lage zu den Aminosduren konstant bleibt.

""" Bei diesen Substangen handelt es sich um zwei Nebenprodukte des
Edman-Abbaus, den N,N-Dimethyl-N-Phenyl-Thioharnstoff (DMPTU)
(Retentionszeit ca. 10 min) und N,N-Diphenyl-Thioharnstoff (DPTU)
(Retentionszeit ca. 22 min).

Abb. 33 zeigt die Anordnung der ermittelten Teilsequenzen an Hand
der bekannten Gensequenz der Pyruvatdecarboxylase (Neale et al.
70 ££) ist die Pri

LI Z1g aur wenwg ri-

TQQ?b)u Ric aunf wani
mdrsequenz durch unabhi&ngige, iiberlappende Peptiddaten reprisen-

tiert und abgesichert.

4.6 Homologiestudien

Nach der Bestimmung der Proteinsequenz der PDC wurde diese mit den
aus der Gensequenz (Neale et al. 1987b) iibersetzten Daten der PDC
aus Zymomonas mobilis ATCC 29191 verglichen. Das Alignment zeigt
99 % Ubereinstimmung (Abb. 34).

In den Position 232, 254, 255 und 506 konnte die iibersetzte Se-
quenz jedoch nicht bestdtigt werden. Ein Vergleich der fiir die je-
weiligen Aminosduren codierenden Tripletts im genetischen Code
zeigt, dafl sich diese in allen 4 Fillen lediglich in einer Base
unterscheiden, was auf mdgliche Fehler bei der DNA-Sequenzierung
hinweist.

Die spidter publizierte PDC-Gensequenz (Reynen 1988, Reynen und
Sahm 1988) vom gleichen Zymomonasstamm weicht ebenfalls in den
Positionen 254 und 255 von der Proteinsequenz ab, die in diesen
Positionen ein eindeutiges Ergebnis aufweist (Anhang E).

Daneben findet man noch weitere Abweichungen der aus der Gense-
quenz abgeleiteten Primdrstruktur in den Positionen 77, 156, 157,
199 ‘und 340.
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SYTVGTYLAERLVQIGLKHHFAVAGDYNLVLLDNLLLNKNMEQVYCCNELNCGFSAEGYA 60

------------------------------------------------------------
............................................................

SYTVGTYLAERLVQIGLKHHFAVAGDYNLVLLDNLLLNKNMEQVYCCNELNCGFSAEGYA 60
RAKGAAAAVVTYSVGALSAFDAIGGAYAENLPVILISGAPNNNDHAAGEVLHHALGKTDY 120
RAKGAAAAVVTYSVGALSATDATGOAYAENLEVT LIS CAPNNNDHAAGHVLAFALGKTDY 120
HYQLEMAKNITAAAEAIYTPEEAPAKIDHVIKTALREKKPVYLEI TASMPCAADPEDPA 386
ﬁééLﬁﬁAkﬁiéAﬁAéAiiéééﬁAéAkibé%ikééiéﬁgké&éiéiAé&iAéﬁé&AAéééA 180
SALFNDEASDEASLNAAVEETLKFIANRDEKVAVLVGSKLRAACGAEEAAVKFADALGGAVA 240
SALFNDEASDEAS LNAAVEETLKF IANRDKVAVLVGSKIRARGAEEARVKFTOALGCAVA 240
TMAALKSFFPEENPHY ICGTSWGEVSYPGVERTMKEADAVIATAPVFNDYSTTGWTDIPDP 300
TMAAAKSFFPEENANY IGTSHGEVSYPGVEKTHKEADAYVIALAPVENDYSTIGHTDIPDE 300
KKLVLAEPRSVVVNGIRFPSVHELKDYLTRLAQKVSKKTGALDFFKSINAGELKKAAPADP . 360
KKLVLAEPRSVVVNGIRF PSVHLKDY LT RLAGKYSKKTCALDF FRS LNAGELKKAAPADE 360
SAPLVNAEIARQVEALLTPNTTVIAETGDSWFNAQRMKLPNGARVEYEMQWGHIGWSVPA 420
S PLUNAETARQVEALLTPNTTVT AETGDSHFNAGRMKL PNCARVEY ENONGHT GHSTPA 420
AFPGYAVGAPERRNIIMVGDGSFQLTAQEVAQMVRLKLPVIIFLINNYGYTIEVMIEDGPY 480
AFGYAVGAPERRNTIMVGDGS FOLTAQEVAQMVRLKLPVI T FLINNYGYTIEVMIEDGPY 480
NNTEKNWDYAGLMEVFNGNGGYDSGAGKGLKAKTGGELAEATKVALANTDGPTLIECFIGR 540
NNT RNHDYAGLMEVENGNGEY DSCAAKGLKARPCCELARAT KVATANTDCPTLIECFIGR 540
EDCTEELVKWGKRVAAANSRKPVNKLL 567
EDCTEELVKWGKRVAAANSRKPVNKLL 567

Abb. 34: Alignment der ermittelten Proteinsequenz an die aus der
Gensequenz (Neale et &l. 1587b) ilbersetzte Sequenz

Homologiestudien mit bekannten PDC-Sequenzen anderer Organismen
zeigten geringere Homologien, selbst dann, wenn wie beim Enzym aus
dem Stamm Zymomonas mobilis ATCC 31821 (ZM4) bei der Charakteri-
sierung der beiden Enzyme keine nennenswerten Unterschiede fest-
stellbar sind (4.8), oder wie bei der Hefe-PDC groBe Ahnlichkeiten
beim Reaktionsmechanismus vorhanden sind (Hoppner und Doelle). o
Mit der Sequenz aus ZM4 (Conway et al. 1987) findet man noch 95 %
Ubereinstimmung (Abb. 35), wogegen der Vergleich mit den Sequenz-
daten aus Hefe (Kellermann et al. 1986) nur noch 28 % Homologie
(Abb. 35a) zeigt.
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SYTVGTYLAA-LVQIGLKHHFAVAGDYNLVLLDNLLLNKNMEQVYCCNELNCGFSAEGYA 59

................................................

.........
.................................................

.........

SYTVGTYLAERLVQIGLKHHFAVAGDYNLVLLDNLLILNKNMEQVYCCNELNCGFSAEGYA 60
RAKADAAAVVTYSVGALSAFDAIGGAYAENLPVILISGAPNNNDHAAGHVLHHALGKTDY 119
RAKGAAAAVVTYSVCALSAFDATGOAYAENLOVE Ll SCAPNNN DEAAGHVLIALGKTDY 120
HYQLEMAKNITAAAEATYTPEEAPAKIDHVIKTALREKKPVYLEIACNIASMPCAAPGPA 179
Y OLEMAKNTTAAAEALYTPEEADAKT DHY I KO AL REKKPYY LETACNIASHPCAAPGDA 180 :
SALFNDEASDEASLNAAVEETLKFIANRDKVAVLVGSKI RAAGAEEAAVKFADALGGAVA 239
S ALFNDEASDEAS LNAAVEET LK TANRDKVAVLY GO KL RAACAEBARVKE TOALCOAYVA 240
TMAAAKSFF-QKKTALHRYLMGEVSYPGVEKTMKEADAVIAILAPVFNDYSTTGWTDIPDP 298
TMAAAKSFFPEENANYIGTSHGEVSY PEVEKTHKEADAVIALAPYFNDYSTRGHTDIPDE 300
KEKLVLAEPRSVVVNGVRFPSVHLKDYLTRLAQKVSKKTGALDFFKSLNAGELKKAAPADP 358
KKLVLAEPRSVVVNGTRFPSVHLKDY LTRLAGKVS KKTCALDF FRS LNACELEKAAPADE 360
SAPLVNAEIARQVEALLWPNTTVIAETGDSWFNAQRMKLPNGARVEYEMQWGHIGWSVPA 418
SAPLVNAETARQVEALLTPNTTVIARTGDSHENAGRIKLANGARVEY EMONGHIGHSYPA . 420
AFGYAVGAPERRNILMVGDGSFQLTAQEVAQMVRLKLPVIIFLINNYGYTIEVMIHDGPY 478
AFGYAVGAPERRNT LMVGDGSFOLTAOEVAGMVRLKLPV T TP INNYGYPTEVITIDERY 480
NNIKNWDYAGLMEVFNGNGGYDSGAGKGLKAKTGGELAEATIKVALANTDGPTLIECFIGR 538
NN T KNHDYAGT MEVENGNGGY DS AR KCLKAKTGARL ARA TKVALANTOGPTLIECEICR 540
EDCTEELVEWGKRVAARQQP 558
;béfﬁéi&kﬁékﬁ&ééANSRKPVNKLL 567

Abb. 35: Alignment der Proteinsequenz von Zymomonas mobilis ZM6
mit der aus der Gensequenz (Conway et al. 1987) iibersetz-

ten PDC-Sequenz aus Zymomonas mobilis ZM4

Weitere Homologiestudien mit bekannten Sequenzen zeigten vor allem
ﬁbereinstimmungen mit Teilsequenzen der Acetolactat-Synthase und
der Pyruvatdehydrogenase, wobel der Hauptantell der Uberelnstlm—
mung im C-terminalen Ende der PDC zu finden ist, der 4 der 7 Tryp-

tophanreste enthilt.
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werden,
sdure Methionin substituiert ist (Abb. 34),
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Seguenz aus Hefe (Kellermann et al. 1986)

Modifikation von Tryptophan (vgl.4.7.5).
Bezliglich der Tryptophane gibt es bei der PDC-Sequenz von Zymomo-
nas und der Hefe Ubereinstimmungen in den Position 411 und 486
(Abb. 35a), die, wegen der grofien Ahnlichkeit des Reaktionsmecha-

der-beiden-Enzyme aber praktisch nicht unterscheiden.
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60
118
119
178
179
237
2398
297
299
357
356
416
416
472
476
530
531
567

54¢

Abb. 35a: Alignment der Proteinsequenz von Zymomonas mit der PDC-

Einen Hinweis auf die Beteiligung von Tryptophan am Reaktionsme-

chanismus der PDC erh#lt man durch den Aktivitdtsverlust nach der

nismus der beiden Enzyme, auf eine m&gliche Beteiligung dieser
beiden Aminosduren an der katalytischen Aktivitdt hinweisen.
_Eine Beteiligung von Tryptophan 261 kann weitgehend ausgeschlossen
da diese Aminosdure in der PDC aus ZM4 durch die Amino-
sich die Aktivitédten




4.7 Enzvmatische Untersuchungen

Neben der Sequenzierung der Pyruvatdecarboxylase wurden eine Reihe
enzymatischer Untersuchungen mit dem gereinigten Enzvm durchge-
fihrt.

PDC (70 U/ml) im Berxeich von 0-100 mM Pyruvat aufgenocmmen (Abb.
36). Wiéhrend bereits bei einer Substratkonzentration > 20 mM Py-
ruvat Substrathemmung auftritt, kann bei kleinen Substratkonzen-
trationen ein sigmoider Kurvenverlauf beobachtet werden (Abb.
36a), der auf kooperative Eigenschaften des Enzyms hinweist.

In dex doppelt reziproken'Auftragung der Werte (Lineweaver-Burk-
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chung der RKurve bei hoher Substratkonzentration verdeutlicht
(Abb.37). Diese Auftragung eignet sich jedoch nicht fiir die Be-
stimmung des Ky-Wertes, da hier bei niedriger Substratkonzentra-
tion bereits kleine Fehler zu grofBen Abweichungen in der Abbildung
filhren (Cornish-Bowden 197%a+b).
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- Abb. 36: Bestimmung der Michaeliskonstanten von -
Pyruvat im V/S—Diagramm PDC (ZMG)
 Aktivitét = 70 U/ml
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Aktivitdt [U/mi]
¢

20

0 : , -
0 1 2

Substratkonzentration [mM]

Abb. 36a: Bestimmung der Michaeliskonstanten von
Pyruvat im V/S—Diagramm - Ausschnittver—
grdsserung flr geringe Substratkonzen—
trationen — PDC (ZM6) = 70 U/m|

Die bessere Form der linearisierten Darstellung der Michaelis-
Gleichung ist die Auftragung nach Hanes (1932). Aus dieser Auftra-
gung erhdlt man -Ky als Schnittpunkt mit der X-Achse.

Nach der Regressionsgleichung erhdlt man fiir die PDC aus dieser
Auftragung einen Ky-Wert von 0,36 (Abb. 38), der gut mit dem
mittels Gauss-Newton-Algorithmus errechneten Wert von 0,38 mM
libereinstimmt.

Die Abweichungen der Werte bei niedrigen Substratkonzentrationen
im Hanes-Plot zeigen kooperative Effekte an. Diese wurden in der
Literatur bereits fiir das Hefeenzym (Juni 1961; Boiteux und Hess
1970; Ullrich und Donner 1970a) und auch fiir das Weizenkeimenzym
(Zehender et al. 1983, Zehender 1984) beschrieben. Hier wurden
Hillkoeffizienten (ng) von 1,7-1,8 fiir das Hefeenzym:und 1,95 fiir
das Enzym aus Weizenkeimen angegeben _

Aus dem Hill-Plot fiir die PDC aus Zymomonas (Abb. 39) wurde gra-
phisch ein Hillkoeffizient wvon 1,8 ermittelt (Hill 1913). Ein
Hillkoeffizient >: l deutet auf: elne Akthlerung des Enzyms- durch
das Substrat hin. S ' ' ' ' :
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Abb. 38: Hill—-Plot fir den Pyruvatumsatz mit dem
Enzym Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas
mobilis (ZM6)

Bei seinen Versuchen mit dem Substratanalogen Pyruvamid konnte
Schellenberger (1986) eine Aktivierung der Hefe-PDC durch das Sub-
stratanaloge zeigen. Dabei stellte er fest, dafl das Enzym in Ge-
genwart von Pyruvamid von der sigmoiden Kinetik zu einer hyperbo-
len Kinetik wechselt. Pyruvamid selbst wird nicht durch die PDC

umgesetzt.

4.7.1 Fluoreszenzmessungen mit 2-p-Toluidinc-naphthalin-6-sulfonat

Der lipophile Farbstoff TNS wurde in vorliegenden Studien (Ullrich
und Donner 1970b; Zehender 1984) als kompetitiver Hemmstoff fir
die Hefe-und die Weizenkeim-PDC beschrieben.

TNS ist ein Fluoreszenfarbstoff der erst 1n llpophller Umgebung
fluoresziert. Inkublert man das Holo- und Apo Enzym aus Zymomonas
mobilis mit7stelgender ‘Menge TNS, 'so stellt. man auch hier eine Zu-

nahme der relativen Fluoreszenz fest, die auf das Vorllegen hydron

phober Gruppen an der “actlve 51te" hlnwelst
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Abb. 40: Fluoreszenzmessung an Apo— und Holo—FDC

mit dem Fluoreszenzfarbstoff TNS

Dabei ist die relative Fluoreszenz in Gegenwart des Apoenzyms

doppelt so hoch wie beim Holoenzym (Abb. 40).
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Abb. 41 zeigt den Verlauf der Hemmung des Zymomonas-Enzyms durch
den Fluoreszenzfarbstoff TNS.

Durch die Anwesenheit des kompetitiven Inhibitors wird der Ky ~Wert
des "Enzyms erhdSht (Abb. 42}, d.h. das Enzym braucht mehr Substrat,
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Abb. 42: Hones—Dicgramm — Hemmung des Pyruvetum~—
satzes durch den Fluoreszenzfarbstoff TNS
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Abb. 43:_Sekund6rdiogmmm zum Hanes—Diagramm der
Hemmung mit TNS
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um sein Aktivitdtsmaximum zu erreichen. Bei sehr hohen Substrat-
konzentrationen kann der hemmende Effekt aufgehoben werden. Im
Fall der PDC kann Vmax wegen der auftretenden Substrathemmung je-
doch nicht mehr erreicht werden. Aus dem Sekundidrdiagramm des
Hanes-Plots (Abb. 43) erh&lt man die Dissoziationskonstante des
“Inhibitorkomplexes Ky. Sie pbetrdgt 80 puM TNS fiir das Enzym aus
zymomonas, und liegt damit im Vergleich zu den Enzymen aus Hefe
(K;=30 pM TNS) und Weizenkeimen (K;=39 pM TNS) mehr als doppelt so
hoch, d.h. das Enzym besitzt weniger hydrophobe Anteile in der
Bindungsstelle als die entsprechenden Enzyme aus Hefe und Weizen-

keimen.

4.7.2 Hemmung der PDC durch Substratanaloge

Verschiedene Arbeitsgruppen (Schellenberger, Universit#t Halle und
Ullrich, Universitdt Freiburg) beschrieben die irreversible Hem-
mung der PDC aus Hefe und aus Weizenkeimen durch Inkubation mit
Glyoxylsdure. Die Glyoxylsiure bindet an das katalytische Zentrum
und wird von der PDC decarboxyliert. Dabei bildet sich analog zur
Reaktion mit Pyruvat ein "aktiver Formaldehyd" (Uhlemann und

400

3504
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Restaktivitat [U/mi]

100

504 e

¥

, , , , ‘

g 1 2 3
Glyoxylsdure [mM]

Abb. 44: Verlauf der Hemmung der PDC—Aktivitdt bei

Inkubation mit steigenden Konzentrationen
Giyoxylisdure
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Schellenberger 1967). Da keine AblSsung des Formaldehyds erfolgt,
bleibt das Coenzym fiir die weitere Aufnahme von Substratmolekiilen
blockiert.

Eine Inkubation der PDC aus Zymomonas mobilis mit steigenden Kon-

_zentrationen Glyoxylsdure fiihrte ebenfalls zum Verlust.der Enzym-

aktivitdt (Abb. 44). Eine nahezu vollstd@ndige Hemmung der PDC ist
bei Inkubation mit 3 mM Glyoxylsdure zu beobachten. Auch bei Zu-
gabe hoher Pyruvatkonzentrationen erfolgte keine Reaktivierung.
Thomas et al. (1990) untersuchte die Hemmung der PDC aus ZymoOmonas
mobilis bei einer Reihe weiterer Substratanaloge. Neben der irre-
versiblen Hemmung des Bakterienenzyms durch Glyoxylsdure (28 %)
stellte er eine Hemmung der Enzymaktivitdt durch 3-Hydroxypyruvat
(60 %), 3-Brompyruvat (26 %), 3-Fluorpyruvat (13 %), 2-Oxo-4-Me-
thylvalerat (33 %), 2-Oxo-3-Methylvalerat (11 %), 2-Oxobutyrat

(26 %) und Aceton (12 %) fest. Im Fall vom 3-Hydroxypyruvat konnte
er durch Entfernen des Substratanalogen eine vollstdndige Reakti-
vierung des Enzyms messen.

Auch in Gegenwart von Phenylpyruvat kann eine Beeintrdchtigung der
PDC~Aktivitdt beobachtet werden (Abb. 45). Sie filhrt zu einer

56 %igen Hemmung des Enzyms. Der Verlauf der Substratsidttigung
dndert sich jedoch nicht durch die Anwesenheit von Phenylpyruvat.

70
o ohne Phenylpyruvat

] 0 mit Phenylpyruvat
co-

Aktivitdat [U/mit]

. ¥ i T L) 3
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0

‘Substratkonzentration [mM]

-Abb. 45: Hemmung der Pyruvatdecarboxylase durch
Vorinkubation mit Phenylpyruvat
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4,7.3 pH-COptimum und pH-Stabilitidt der PDC

Flir die Lagerung, die Kristallisation sowie die Aktivititsbestim-
mungen und die Regenerierungsexperimente ist eine Untersuchungen
der pH-Wert-Abhingigkeit des Enzyms unerl#dflich. 4
“Bei der Bestimmung des pH-Optimums £ das Zymomonas-Enzym erhilt
man in Ubereinstimmung mit den Angaben von Neale et al. (1987a)
ein pH-Optimum von pH 5,5-6,5 (Abb. 46). Messungen bei pH-Werten
< pH 5 konnten nicht ausgewertet werden, da die Triibung des Assays
im Sauren eine photometrische Auswertung nicht zul#Bt.
Einen vollstédndigen Verlust der Enzymaktivitit beobachtet man bei

pH~Werten > pH 8,5.
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Abb. 46: pH—-0Optimum der Pyruvaidecarboxylase cus
Zymomonas mobilis (ZM6)

Bei der Untersuchung der pH-Stabilitdt des Enzyms (Abb. 47+47a)
zeigt sich, daB die Stabilitdt der PDC bei pH-Werten von pH 5-6,
also im Bereich des pH-Optimums, ihren hSchsten Wert erreicht.

Die Anwesenheit der Cofaktoren im Inkubationspuffer ist dabei von
grofier Bedeutung. Wird die PDC ohne Cofaktoren inkubiert, so nimmt
ihre Aktivitdt bereits nach kurzer Zeit ab (Abb. 47a), wihrend das
Enzym in Anwesenheit von Mg2+ und TPP iiber einen Zeitraum von meh-
reren Monaten stabil bleibt (vergl. Abb. 11).
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Abb. 47: Bestimmung der pH-—Staobilitat der PDC
in Puffer mit den Cofaktoren TPP + Mg2+
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Abb. 47a: Bestimmung der pH-—Stabilitat in Puffer
ohne Cofaktoren
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4.7.4 Rekombinationsexperimente

Steyn-Parvé und Westenbrink beschrieben bereits 1944 die reversi-

ble Dissoziation der Holo-PDC aus Hefe bei pH-Werten > pH 8.

e S _
Apoenzym + Mg2+ + TPP S Holoenzym

Die Rekombination des Holoenzyms erfolgt in Gegenwart von Cofak-
toriiberschull bei pH 6,8 in einer sehr schnellen Reaktion. Bereits
in den ersten 5 Minuten konnte 90 % der Aktivit&dt regeneriert wer-
den. Bei der Hefe-PDC werden 3-4 TPP-Molekiile und ebensc viele Mg-
Ionen pro Proteinmolekiil gebunden (Ullrich 1966). Die Regenerie-
rung des Hefeenzyms wird neben den Cofaktoren auch durch das Sub-
strat beeinfluBt (Schellenberger et al. 1966; Ullrich und Wollmer
1971).

Auch im Fall dexr PDC aus Zymomonas konnte das Apoenzym durch Inku-
bation bei pH-Werten > 8,5 gewonnen werden. Die Inkubation er-
folgte iiber Nacht bei 4°C. Nach Entfernen der Cofaktoren durch
Gelfiltration war keine Aktivitdt mehr mefibar. Der Proteingehalt

lag bei 0,65 mg/ml.
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Abb. 48: Regenerierung der Pyruvatdecarboxylase
inkubation 30 min bei 30°C
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Beobachtet man den zeitlichen Verlauf der Regenerierung des Zymo=-
monasenzyms (Abb. 48), so zeigt sich auch hier, wie bei der Hefe-
PDC, zundchst ein schneller Anstieqg der Aktivtdt in den ersten 5
Minuten bis auf ca. 85 % der Aktivitdt. Eine vollstédndige Reakti-
vierung des Enzyms ist aber erst nach ca. 30 Minuten erreicht.
tik. Mit steigender Cofaktor-Konzentration steigt die Aktivitat
auf ihren maximalen Wert an, d.h. das Apoenzym liegt wieder voll-
stdndig als Holoenzym vor. Alle Bindungsorte am Enzym sind gesdt-
tigt. Eine Regenerierung erfolgt aber bei der Zymomonas-PDC nur in
Gegenwart eines Cofaktoriiberschusses (5 mM MgS0,, imM TPP). Ein

Ansatz mit dguimolaren Mengen der Cofaktoren zeigte, wie schon

beim Hefppnsvvm !Ct(*‘nn1lp'nhm-rrwar 1Q(~'.'7\ aunch nach einer Inkubations-

- PO LR ¥ L I I § § L Wil LI ST Al e ta i LSS

zeit von 20 h noch keine Aktivitidt.
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Abb. 48a: Vergleich der Rekombinationsgeschwindig—
keit mit und ohne Pyruvat

Der EinfluB wvon Pyruvat auf die Rekombination der PDC macht sich
durch den Anstieg der Rekombinationsgeschwindigkeit (Abb. 48 a)

um den Faktor 3 bemerkbar.
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In den Abbildungen 49+50 ist der Verlauf der Regenerierung in Ab-
hangigkeit unterschiedlicher Cofaktorkonzentrationen dargestellt.
Die apparenten Ky-Werte fiir die Regenerierung #ndern sich sowohl

2+

flir Mg als auch fiir TPP, mit der Konzentration des zweiten Co-

faktors, d.h. die Regenerierung beziliglich dex Cofaktoren vexrlduft,
anders als bei dem Hefeenzym (Schellenberger 1967), nicht unabhin-
gig voneinander.

Der Vergleich der ermittelten Ky-Werte mit den von Bringer-Meyer
et al. (1986) bestimmten Wexten zeigt wiederum die Abhdngigkeit
der Regenerierungsgeschwindigkeit vom Substrat. In Gegenwart von
17 mM Pyruvat betragen die ermittelten Ky-Werte von TPP und Mg2+

1,28 und 24 pM, wihrend unter vergleichbaren Bedingungen ohne

P}?vvﬁrn'i- f athh 4.9-{.-'—:“ 3\ die E=Wert

uuuuu \LW&—’O JU)

(Ky 7pp= 60 uM, Ky mg2+ = 490 pM).
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Abb. 49 . Doppelt—reziproke Auftragung der Regene—
rierung der PDC in Abhangigkeit von der
M92+3—Konzenﬁﬁﬂon
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Abb. 50 : Doppelt—reziproke Aufiragung der Regene-
rierung der PDC in Abhgnglgkett der TPP—

Konzentration

4,7.5 Einfluf der Modifikation von Cvstein und Tryptophan auf die
Enzymaktivitit '

In dexr Literatur wird fiir die Hefe-PDC und -fiir das Weizenkeimenzym
der Einflufl von Cystein und Tryptophan auf die katalytische Akti-
vitdt beschrieben (Ullrich 1982; Zehender;1984). Eine Beeinflus-
sung des Zymomonas-Enzyms sollte daraufhiﬁfauch zundchst fiir diese

beiden Aminosfuren untersucht werden.

ZunéchstIWurde eine Modifizierung von:Tryptophan mit (HNB)SMe,Br
durchgefiihrt. 2-Hydroxy-5-nitrobenzyl-dimethyl-sulfoniumbromid ist
ein mildes'Reagenz'fﬁr die spezifische Modifizierung von Trypto-
phan. Die h&ufig auftretende Nebenreaktion mit Cystein wurde durch
Maskierung der SH-Gruppen ﬁit”PCMB'ausgeschlossen.

Nach der Modifizierung zeigt das Absorptionsspektrum des Enzyms

_zwel neue Maxima bei ca. 320 und:410 nm (Abb. 51), die den bei der .

Modifikation entstandenen Tryptophanderlvaten zuzuordnen Slnd
(Ullrlch 1982) ' o
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Abb. 351: Absorptionsspektren von Apo- und Holo-PDC aus Zymomonas

mobilis ~ 1 natives Holoenzym, 2 natives Apoenzym

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdten nach den einzelnen Mo-
difikationsschritten zeigt, dalB sowohl Tryptophan als auch Cystein
fiir die katalytische Funktion der PDC wichtig sind.
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Abb 52 ‘EinfluR der Modtflzserung von Cysteln und

- Tryptophan auf die’ Enzymaktivitdt der PDC
. aus Zymomoncs mobzlts (ZMS) N
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Bereits nach Maskierung der SH-Gruppen ist ein erheblicher Aktivi-
tdtsverlust zu verzeichnen (Abb. 52), widhrend nach der Modifizie-
rung dexr Tryptophan-Reste die Aktivit#dt fast vollstidndig ver-
schwindet. Ein Vergleich der Modifikation bei Apo- und Holo-PDC
zeigt beim Apoenzym einen deutlich hdheren Aktivitdtsverlust.
~ﬁas~H6iceizym“aus Weizenkeimen (Zehender 1984) kornnte nach der Ab-
spaltung der SH-Schutzgruppe wieder vollstdndig reaktiviert wer-
den. Offensichtlich bieten die Cofaktoren dem Holoenzym einen
Schutz vor dem Angriff des Modifizierungsreagenzes. Allerdings
konnte bei der Zymomonas-PDC im Gegensatz zu den Erwartungen keine
vollstdndige Reaktivierung beobachtet werden. Nach Abspaltung der
SH-Schutzgruppen mit DTT wurde beim Apoenzym nur noch 25 % der
Ausgangsaktivitdt gemessen, wihrend das Holoenzym zu 55 % reakti-

viert werden konnte.
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Abb. 535 Tryptophan-Fluoreszenzspektren von nativer und Trypto-
“'bhan—modifizierter Apo- und Holo-PDC, 0,05 mg Protein/ml,
_..-..= 1 modifiziertes Holoenzym, 2 modifiziertes Apoenzym,
__; _3_natives Holoenzym, 4 natives Apoenzym
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Der Vergleich der Tryptophan-Fluoreszenz von Apo- und Holoenzym
vor und nach der Modifikation zeigt eine deutlich hdhere Fluores-
zenz beim Apoenzym. Nach der Modifikation der Tryptophan-Molekiile
sinkt die Fluoreszenz auf das Niveau des modifizierten Holoenzym
ab (Abb. 53).

~Die hthere Tryptophan-Fluoreszenz vom Apoenzym macht die Beteili-
gung der Aminosdure Tryptophan an der Bindung der Cofaktoren deut-
lich. Fiir das Hefeenzym wurden analoge Ergebnisse von Ullrich

(1982) beschrieben.

501
VN
]
o
[43]
iRy
D 4p- :
~
o]
-
r_i
£
O
o
-
5 20
r—-i
0]
o \
W 400nm

Abb. 53a: Tryptophan-Fluoreszenz vom Holoenzym (2) im Vergleich
zur irreversibel gehemmten PDC (1),
Proteingehalt: 0,05 mg/ml

Auch die irreversible Bindung von Glyoxylsdure bewirkt eine Ex-

niedrigung der Tryptophan-Fluoreszenz (Abb. 53a).

4.8 Untersuchungen der PDC aus Zymomonas mobilis ATCC 31821

Die Unterschiede der Genseqguenzen der beiden Zymomonasenzyme aus
den Stammen ZM4 und ZM6 filhren zu Abweichungen der Primirstruktur
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und sogar zu einer unterschiedlichen L#nge der Proteinuntereinhei-
ten. Diese Unterschiede filhren nicht zu einex Inaktivierung des
Enzyms, kénnen aber einen Einfluf auf die Eigenschaften der PDC
haben, der in folgenden Ergebnissen dargelegt werden soll.

—Das Enzym aus IM4 wurde zundchst nach dem fir die PDC aus ZME
optimierten Verfahren gereinigt. Fiir die Aufarbeitung standen 70 g
Zellmasse aus einer kontinuierlichen RKultur zur Verfiigung.

Die in Tabelle 11 dargestellten Ergebnisse zeigen den Verlauf der

Reinigung.

Tabelle 11l: Ergebnisse der Reinigung der PDC aus Zymomonas mobilis
ATCC 31821 im Vergleich zum Stamm ATCC 29191

Reinigungsschritt Reinigungsfaktoren|spez. Aktivitdt U/mg
ZM4 Zmé ZMé ZM6

ZellaufschlufB 1 1 8 9

Extraktion in wassrigen

Zweiphasensystemen 2,5 3,3 20 30

Diafiltration 3 4 25 32

Affinitdtschromatogra-
phie an H-E4BD 8,5 9 76 78

Affinitdtschromatogra-
phie an H-E4R 15 13,4 120 120

Ionenaustauschchroma-
tographie 22,5 18,6 180 167

Die spezifische Aktivitdt des gereinigten Enzyms aus ZM4 konnte
mit 180 U/mg bestimmt werden. Die Gesamtausbeute des Enzyms lag
mit 0,5 mg/g Zellmasse im Vergleich zum Enzym aus ZM 6 (3 mg/g)
jedoch sehr niedrig. Die Ursache dafiir ist wahrscheinlich in der
starken Schleimbildung der Zellsuspension zu suchen, die einem
optimalen AufschlufB entgegenwirkt.

Die anschliefende enzymatische Charakterisierung der PDC aus 2ZM4
erfolgte nach gleichen Ans&tzen wie bei dem Enzym aus ZM6.

Einen Vergleich der kinetischen Daten beider Enzyme zeigt Tab. 12.
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Tabelle 12: Vergleich der Daten fiir die Enzyme aus ZM4

und ZM6

ZHé ZM6
Ky-Wert 0,47 mM 0,38 mM
K;-Wert 70 M 80 M
Hillkoeffizient | =~ = 1,78 | . 1.8
pl 4,75 4,8

Trotz der strukturellen Unterschiede der beiden Enzyme
viele Ubereinstimmungen der kinetischen Daten. Die PDC
zeigt einen sigmoiden Rurvenverlauf und wird ebenfalls
Substratkonzentraticnen > 20 mM gehemmt.

Ein deutlicher Unterschied ist jedoch hinsichtlich der
feststellbar.
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5. Diskussion

Reinigung der PDC

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung der Aufreini-

P e T N NpU it S I . S S SN P JPH_ % VI Je

-gung-der-Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas Wobilis im Gramm-
Mafistab. Die Feinreinigung basiert auf der von Neale et al.
(1987a) entwickelten Methode, die hinsichtlich der Ausbeute und
der Homogenitdt des Produktes iiberarbeitet wurde.

Tabelle 13 zeigt die Gegeniiberstellung der Methode nach Neale et
al. (1987a) mit dem in dieser Arbeit optimierten Verfahren.

Tabelle 13: Vergleich der Aufreinigungsverfahren nach Neale et al.
(1987a) mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode

Arbeitsschritt Neale et al. optimiertes Verfahren

Zellaufbruch enzymatisch mechanisch duxch
NafBvermahlung

Abtrennung der Zentrifugation Extraktion in wissrigen

Zellfragmente Zweiphasensystemen

Abtrennung von

Affinitdtschromato~

Affinitdtschromato-

Fremdprotein graphie an H-E4BD graphie an H-E4BD
Affinitdtsbindung |Affinit&tschromato-|Affinititschromato~
der PDC graphie an H-E4R - |graphie an H-E4R
Konzentrierung Ammoniumsulfat- Ultra/Diafiltration
der Enzyml&sung f&1llung

Abtrennung des

Jonenaustauschchro-|Ionenaustauschchro-
Fremdproteing '

matographie matographie

Die wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Methoden sind der
Zellaufbruch durch Einsatz der NaBvermahlung in einer Ruhrwerksku—
gelmiihle und die daran anschlleﬁende Extraktlon in wassrlgen
Z-Phasensystemen., ' '

Der Einsatz der Extraktion in wdssrigen Phasensystemen zur Abtren-
-nung der festen Bestandteile nach dem ZellaufschluB hat eine Reihe
“-von Vorteilen gegeniiber der bei Neale et al. (1987a) verwendeten
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Zentrifugation. Die Anwendung der Fliissig-Fliissig-~Extraktion er-
fordert keinen groBen apparativen Aufwand und das Kosten-Lei-
stungsverhdltnis liegt im Vergleich zu anderen Methoden deutlich
ginstiger (Kula 1987).
Ein wesentlicher Vorzug ist jedoch die gleichzeitig mit der Ab-
“trennung dér Zelltrimmer stattfindende Separierung von DNA, Poly-’
sacchariden und Fremdprotein (Kroner et al. 1982, Kula 1988). Der
Einsatz der Extraktionssysteme in "Downstream-Prozessen" ist ohne
grofle Probleme m&glich (Kula 1587+1988).
Im Fall der PDC erweist sich die Extraktion in wédssrigen Phasen-
systemen flir die Abtrennung der Zellfragmente als Methode der
Wahl. Der Verteilungskoeffizient K (A pon/Aypten) nimmt fir die
Pyruvatdecarboxylase Werte grdBer 100 (Phasensystem I), bzw. klei-
ner 0,01 (Phasensystem II) an, d.h. die Pyruvatdecarboxylase kann,
wie es fiir groBe Makromolekiile beschrieben wird (Kula et al.1578),
in beiden Extraktionssystemen vollst&ndig in einer der beiden Pha-
senkomponenten nachgewiesen werden (einseitige Verteilung). Die
Ausbeute bei Einsatz der Extraktion liegt im Fall der PDC in bei-

den Phasensystemen bei 100 % (Tabelle 6).

Die anschlieBende Affinitdtschromatographie an den Farbstoffsdu-

len, sowie die Ionenaustauschchromatographie wurden unverdndert

iibernommen.

Die Anreicherung dexr PDC um den Faktor 3, die durch Einsatz der
Extraktion in wdssrigen 2-Phasensystemen erreicht wurde, bewirkt
eine Erhthung der Kapazitdt der Farbstoffsdulen. Dadurch kdnnen im
Vergleich zu Neale et al. (1987a) die Reinigungsfaktoren fiir die
grine Affinitdtssdule von 4 auf 8,7 und entsprechend fir die gelbe
Affinitdtssdule von 9 auf 13,3 erh&ht werden.

Erkldrbar ist diese ErhShung mit den Bindungseigenschaften der
Farbstoffe. Triazinfarbstoffe besitzen keine hohe Spezifitdt, son-
dern konnen als gruppenspezifische Adsorbenzien fiir die Protein-
reinigung eingesetzt werden, wobei der polysulfonierte Ring die
natlirlichen biologischen Heterocyclen ersetzt (Clonis und Lowe
1980; 1981). Je geringer der Anteil an bindungsfdihigem Fremdpro-
tein ‘in der EnzymlGsung ist, umso mehr Bindungsstellen-stehen fir

die Reinigung des Enzyms zur Verfigung.
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Fiir die Konzentrierung des Enzyms nach der Farbstoffchromatogra-
phie wurde anstelle der von Neale et al. (1987a) verwendeten Ammo-
niumsulfatfdllung der Einsatz der Ultrafiltration bevorzugt, die
einen zusdtzlichen Reinigungseffekt (z.B. Entsalzung) erzielt
(Flaschel et al. 1983), wdhrend Fidllungsreaktionen oft schlecht
‘reproduzierbar sind und im technischen MaBstab zudem hiufiqg Akti-
vitdtsverluste aufweisen. Zudem erspart man im Vergleich zum Ver-
fahren nach Neale et al. einen Arbeitsschritt, da gleichzeitig die
fir die darauffolgende Ionenaustauschchromatographie notwendige
Entsalzung erfolgt.

Das in dieser Arbeit optimierte Reinigungsverfahren erforderte
einen Zeitaufwand von 6—7 Tagen und fithrte zu einem homogenen Pra-
parat. Die Enzymausbeuten lagen bei 3 mg PDC/g Zellmasse.

Die Homogenitdt des Enzyms konnte durch chromatographische und
elektrophoretische Methoden, sowie durch die Aminosiureanalyse be-
legt werden, wenngleich alle diese Verfahren keinen eindeutigen
Beweis fiir die Reinheit des Pr#parates liefern. Gleiches gilt auch
fiir die Kristallisierbarkeit des Enzyms, die aber eine hohe Rein-
heit des Enzyms bedingt. Der zwingende Beweis fiir ein homogenes
Prdparat konnte letztendlich durch die homogene N-terminale Se-
guenzanalyse erbracht werden.

Dennoch konnte die von Neale et al. (1987a) beschriebene Bildung
von Mikrokristallen nach Zugabe von Ammoniumsulfat zum konzen-
trierten gereinigten Enzym (30mg Protein/ml) in dieser Arbeit
nicht reproduziert werden, obwohl eine h8here spezifische Aktivi-

tdt des Enzympréparates erreicht wurde.

Ein Vergleich verschiedener Reinigungsverfahren fiir die Pyruvatde-
carboxylase aus Zymomonas mobilis (Tabelle 14) zeigt deutliche Un-
terschiede hinsichtlich Ausbeute und Reinheit der Produkte.

Der hohe Anreicherungsfaktor bei der Aufarbeitung von Hoppner und
Doelle (1983).geht auf die sehr niedrige spezifische Aktivitdt des
Rohextraktes zurilick.

Dieses'Ergebnis ist jedoch nicht unmittelbar mit den anderen Daten
vergleichbar, da in dieser Arbeit der Stamm Zymomonas mobilis ATCC
10988 verwendet wurde, wdhrend bei allen anderen Arbeiten der
Stamm ATCC 29151 zugrunde lag.
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Tabelle 14: Ergebnisse verschiedener Reinigungsverfahren fiir das
Enzym Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis

Aufarbeitung spez. Aktivitdt |[spez. Aktivitit]Anreicherungs-|Ausbeute
des Rohextraktes der PDC faktor Z
[ Hoppneriboelle| 0.3 Ujmg | 134 ujmg | e 5 1
Neale et al. 8 U/mg 120 U/mg 15 88
Bringer et al. 10,9 Uflmg 181 U/lmg 16,6 22,6
eigene Daten 9 U/mg 167 Ulmg 18,6 80

Betrachtet man die Enzymausbeuten in den verschiedenen Aufarbei-
tungsverfahren so zeigen sich ebenfalls deutliche Unterschiede.
Bringer-Meyer et al. (1986) erreicht nur eine Enzymausbeute von
22,6 %, wdhrend in den anderen Aufarbeitungen Ausbeuten zwischen
75~-90 % erreicht werden konnten. Die h&here spezifische Aktivitdt
dieses Enzympréparates ist mbglicherweise auf Unterschiede der Ge-
nauigkeit von Proteinassays bei verschiedenen Proteinkonzentratio-

nen zurlickzufiihren.

Seguenzanalvse

Die Kenntnis der Primdrstruktur von Proteinen ist eine wichtige
Voraussetzung filir angestrebte Studien zum Protein Engineering und
flir die Auswertung der ROntgenstrukturanalyse. Die Bestimmung der
Primdrstruktur kann sowohl durch Analyse der Genseguenz (Maxam und
Gilbert 1977; Sanger 1977) als auch mittels Proteinsequenzierung
nach dem Edman-Abbau erfolgen.

Obwohl die_Methode der Gensequenzierung schneller Ergebnisse lie-
fert, mufl vielfach auf die automatisierte N-terminale Sequenzana-
lyse nach Edman ausgewichen werden, vor allem, wenn das Gen noch
‘nicht isoliert werden konnte, oder wenn, wie im Fall der Pyruvat-
{decarboxylase'die Gensequenzen, bestimmt in zwel voneinander unab-
hﬁngigen'Arbeitsgruppen (Neale et al. 1987b; Reynen und Sahm
1988), Unterschiede aufweisen.
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Mit dem N-terminalen Edmanabbau kénnen durch die unvollstindige
Ausbeute der einzelnen Abbauschritte (repetitive yield) und auf-
grund des zunehmenden Hintergrunds nur Teilseguenzen mit begrenz-
ter Ldnge bestimmt werden. Die optimale GroBe der Sequenzen wird
neben der aktuellen Sequenz auch durch das Gerdt und die Methode
‘zur Peptidisolierung vorgegeben und variiert je nach Alter der
Chenikalien und der S&ule bei fliissigen Proben zwischen 40 und 60
Aminos&uren. Im Vergleich dazu kdnnen bei der Seguenzierung ge-
blotteter Proben maximal 40 Zyklen ausgewertet werden (Miczka und
Kula 1989).

Das Hauptproblem der Proteinsequenzierung ist trotz groBer Fort-
schritte nach wie vor die Isolierung ausreichender Mengen sequen-

nalen Sequenzanalyse im Allgemeinen problemlos verlduft.
Durch die Bestimmung der Sequenz {iberlappender Peptide kann die
vollstdndige Sequenz des Enzyms ermittelt werden.

Die meisten bisher publizierten Arbeiten beschreiben die Trennung
der Peptide liber reversed phase Chromatographie an der HPLC (Stef-
fenson und Anderson 1987; Tarr und Crabb 1983; Aecbersold et al.
15387). Erst in den letzten Jahren wurde eine neue Methode, die
Trennung iiber SDS-Elektrophorese mit anschlieBendem elektrophore-
tischen Transfer (Matsudaira 1987: Eckerskorn et al. 1988;: Noki-
hara 1988, Yuen et al. 1988; Miczka und Kula 1889) fiir die Isolie-
rung sequenzierbarer Peptide beschrieben. Diese konnte auch im
Fall der PDC erfolgreich eingesetzt werden.

Besonders wichtig war diese Methode bei der Trennung von Peptiden
aus der Ameisensdurespaltung. Da pro Untereinheit nur zwei Spalt~
stellen vorhanden sind, entstehen sehr grofie Peptide, die sich da-
durch -auszeichnen, daB sie nur in konzentrierter Ameisensiure l18s-
lich sind. Die Trennung der Peptide konnte weder mit HPLC (Tarr
und Crabb 1983), noch mittels Gelfiltration (Abb. 28) erreicht
werden. Weitere chromatographische Verfahren erwiesen sich auf-
grund des sauren pH~Wertes als ebenso ungeeignet. Eine erfolgrei-
che Trennung war nur mittels SDS-PAGE méglich. SDS und Mercap-
toethanol verhindern die Aggregation der Peptide und ermdglichen
damit auch eine Auftrennung schlecht l8slicher Peptide. Der
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Einsatz solcher Peptide fiir die Sequenzanalyse wird durch den
elektrophoretischen Transfer auf eine inerte Membran erméglicht.
Dabel wird das SDS vollstd&ndig entfernt, so dafl bei der anschlie-
Benden Sequenzanalyse keine Stdrungen hervorgerufen werden. Die
fiir die Lagebestimmung der Peptide auf der Membran hilfreiche

- Fdrbung mit Amidoschwarz kann problemlos angewendet werden, da
Amidoschwarz keine Artefakte bei der Auswertung der Aminosidurese-
quenz verursacht.

Aufgrund ihrer Li&nge konnten die Peptide aus der Ameisensdurespal-
tung nicht vollstdndig analysiert werden. Erst die in situ Spal-
tung mit Trypsin und der V8-Protease erm8glichte die Sequenzierung
geniigend kleiner Peptide und damit die Ermittlung der vollsténdi-
gen Seguenz. Bei der Auswahl der in der in situ Spaltung verwende-
ten Proteasen muf vor allem die Aktivitdt in Gegenwart von Aceto-
nitril gewdhrleistet sein, da die Spaltung in Puffer mit 5 % Ace-
tonitril erfolgt, um einer schnellen Aggregation der entstehenden

Peptide entgegen zu wirken.

Die Ergebnisse der enzymatischen Spaltungen waren nicht in allen
Fillen zufriedenstellend. Bei der Spaltung der ganzen PDC-Unter-
einheit entstehen aufgrund der zahlreichen vorhandenen Spalt-
stellen so viele Peptide, daB bei Trennversuchen mit HPLC nur we-
nige Einzelpeptide isoliert werden konnten, die direkt sequenzier-
bar waren. Erst bei Vorschalten einer weiteren Spaltung konnte wie
im Fall der in situ Spaltung der Ameisensdurepeptide die Anzahl
der Fragmente so stark reduziert werden, dad eine erfolgreiche
Trennung der Peptide an reversed-phase-Sdulen mdglich wurde.
Versuche die enzymatischen Peptide elektrophoretisch zu trennen
scheiterten an dem niedrigen Molekulargewicht der Peptide. Nur bei
der limitierten Proteolyse konnten sowohl tryptische als auch V8-
Peptide mit h&heren Molekulargewichten mittels Elektrophorese
isoliert werden.

Thrombin besitzt eine hthere Spezifitdt als die beiden anderern
Proteasen, was zu einer geringeren Anzahl lé&ngerer Peptide fiihren
sollte. Leider wird hdufig beobachtet, daBl Thrombin je nach vor-
liegendem Protein selbst unter extremen Bedingungen nicht alle
méglichen Bindungen spaltet:(Uehara et al. 1979). Spaltungsversu-
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che an der PDC lieferten keine Peptide, obwohl laut Gensequenz
mehrere spaltbare Sequenzen vorhanden sein sollten.

Aufler den bereits aufgefithrten Spaltungen konnte bei der PDC auch
die Bromcyanspaltung erfolgreich durchgefiihrt werden. Die entstan-
“denen Peptide” liefen §ich sowohl mit HPLC als auch mittéls Elek-"
trophorese auftrennen und anschliefiend sequenzieren. Aufgrund des
relativ kleinen Molekulargewichtes der Bromcyanpeptide konnte bei

fast allen die Gesamtsequenz, mit Ausnahme vom Homoserinlacton,

bestimmt werden.

Der Vexrsuch, Peptide aus einer konzentrierten BnzymlSsung zu

. s . .
scheiterte an der schlechten L&slichkeit der Peptide.

F = L}

Erst der Einsatz verdlinnter EnzymlSsungen (max. Proteinkonzentra-
tion < Img/ml) fithrte zu einer erfolgreichen Isolierung von Pepti-

gewinnen

den.

Die geringere L&slichkeitsgrenze der Peptide im Vergleich zur
nativen PDC (L&slichkeitsgrenze ca. 30 mg/ml) kann mit dem recht
hohen Anteil hydrophober Aminosduren (1/3 der gesamten Aminosiuren
= 187) erkldrt werden. Dieser setzt die L&slichkeit in wissriger
Umgebung deutlich herab, vor allem dann, wenn die hydrophoben
Reste nach Auffaltung des Proteins oder durch Fragmentierung des
Proteins mit dem wdssrigen Ldsungsmittel in Kontakt kommen.

Mit Hilfe der isolierten Peptide konnte die Sequenz in weiten Tei-
len durch iiberlappende Sequenzen bestitigt werden. Das Ergebnis
zeigt, mit Ausnahme der Aminosiuren in den Positionen 232, 254,
255 und 506, eine deutliche Ubereinstimmung mit der aus der Gen-
sequenz nach Neale et al. (1987b) abgeleiteten Primdrstruktur des
Enzyms. Auch zur spdter publizierten Gensequenz (Reynen und Sahm
1988) wurden einige Abweichungen festgestellt.

Ein Vergleich der Primdrstruktur der beiden Zymomonasstimme ATCC
29191 (zM6) und ATCC 31821 (ZM4), =zeigt dagegen nur 95 % Homolo-
gie. Dennoch konnten bei der enzymatischen Charakterisierung die-
ser beiden Enzyme keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich des
Reaktionsmechanismus festgestellt werden, woraus gefolgert werden
-kann, ‘daB-der abweichende Bereich der Sequenz keine wichtige Funk-
tion filir den Reaktionsmechanismus besitzt.
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Der Sequenzunterschied zur Hefe~-PDC ist mit nur 28 % Homologie
noch gr8fer, obwohl auch hier groBe Ahnlichkeiten im Reaktionsme-
chanismus beobachtet wurden (Bringer-Meyer et al. 1986; Hoppner
und Doelle 1983; Neale et al. 1987a+b).

Die Homologie zur Hefe beschrankt sich fast ausschlieBlich auf die

- Anfangs- und die Endsequenz der Enzyme (Abb. 35a), wobei der End-
sequenz aufgrund des Tryptophangehaltes wahrscheinlich mehr Bedeu-
tung zukommt. Eine Beteiligung von Tryptophan an der katalytischen
Aktivitdt wurde bei der PDC aus Hefe und Weizenkeimen beobachtet
(Ullrich 1982; Zehendexr 1984).

Auch bei der PDC aus Zymomonas mobilis konnte durch Modifikation
+

werden.

Die Beteiligung von Tryptophan in Position 261 (Abb. 35+35a) wird
aber ausgeschlossen, da hier keine Ubereinstimmung mit den Sequen-
zen aus Zymomonas mobilis ZM4 und aus Hefe festgestellt wurde,
wahrend das Auftreten der Tryptophanmolekiile in den Positionen 411
und 486 in allen drei Sequenzen filr eine Beteiligung dieser Amino-

sduren am Reaktionsmechanismus spricht.

Die Bedeutung der Endseguenz der PDC wird durch weitere Homologie-
studien hervorgehoben. Ein Vergleich mit den Seguenzen anderer
TPP-abhingiger Enzyme wie die Acetolactatsynthase, die Pyruvat-
oxidase, die Komponente El1 aus dem Pyruvatdehydrogenasekomplex wvon
BE. coli, die 2-Oxoglutaratdehydrogenase und die Formaldehydtrans-
ketolase (Green 1989; Hawkins et al. 1989) zeigt einen ca. 50 Ami-
nosduren umfassenden Bereich, der in allen Sequenzen stark konser-
viert ist. Dieser Bereich umfaBt in der Proteinsequenz der Zymomo-
mas-PDC die Aminosduren 429-472.

Hawkins et al. (198%9) schlossen aus der gemeinsamen TPP-Abhdngig-
keit der untersuchten Enzyme, dall es sich bei dem homologen Be-
reich mbéglicherweise um die TPP-Bindungsstelle handelt.

-Charakterisierunq dexr PDC

Trotz der erheblichen Unterschiede in der Struktur, besonders im

Vergleich zum Hefeenzym, sind bei den Ergebnissen der enzymati-
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schen Charakterisierung beziiglich der kooperativen Effekte, der
Hemmbarkeit und des Dissoziations- und Rekombinationsverhaltens
viele Ubereinstimmungen (Tabelle 15) feststellbar, die auf einen
zumindestens sehr &hnlichen Reaktionsmechanismus schlieBen lassen.

Dag zymomonas-Enzym ist, wie die Enzyme aus Hefe und Weizenkeimen,
ein tetrameres Enzym. Die PDC aus Zymomonas besteht allerdings aus
vier homologen Untereinheiten (4o~Struktur) mit einem Molekularge-
wicht von 60749 Dalton, wdhrend die beiden anderen Enzyme aus
unterschiedlichen Proteinuntereinheiten (@nBy-Struktur) aufgebaut
sind, deren Molekulargewichte sich geringfiigig unterscheiden
(63000+65000 bei Hefe- (Ullrich und Freisler 1977) und 61000+65000
bei Weizenkeim-PDC (Zehender 1984))

Allerdings konnte bisher nicht geklart werden, ob die kleinere
B-Untereinheit durch proteolytische Aktivit#t aus der a-Unterein-
heit entsteht (Ullrich 1982) oder auf das Vorhandesein von einer
zweiten, teilweise unterschiedlichen DNA-Sequenz zuriickzufiihren
ist (Zehender und Ullrich 1984). Die relativ groBen Unterschiede
in der Aminosdurezusammensetzung von o- und B-Kette deuten zwar
darauf hin, bisher konnte aber kein eindeutiger Hinweis auf das
Vorhandensein von zwei unterschiedlichen PDC-Genen gefunden wer-
den.

Kellermann et al. (1986) gelang die Isolierung und Sequenzierung
eines PDC-Gens aus Hefe. Das daraus resultierende Molekulargewicht

der Untereinheit ergab sich zu 60008 Dalton.

Hinsichtlich der Ky-Werte zeigen die Enzyme mehr oder weniger
groBe Unterschiede (Tabelle 15). Die PDC aus Zymomonas zeichnet
sich (Ausnahme Stamm ATCC 10988) im Vergleich zu den Enzymen aus
Hefe und Weizenkeimen durch sehr geringe Ky-Werte aus. Die hd&here
Affinitdt zum Substrat kann mit der wichtigen Funktion der PDC im
Organismus bei der Aufrechterhaltung der Redoxbilanz erklért
werden. r |

Eine Hemmuhg'des Enzyms durch das Substrat wird bei allen Enzymen
beobachtet. Bei dem bakteriellen Enzym tritt sie bereits bei Pyru-
vatkonzentratlonen > 20 mM ein, widhrend bei den Enzymen aus Hefe
und Welzenkelmen erst Pyruvatkonzentratlonen oberhalb 100 mM eine

‘Substrathemmung hervorrufen (%Zehender 1984).
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Tabelle 15 : Vergleich der charakteristischen Enzymdaten der PDC

aus verschiedenen Organismen, bzw. verschiedenen Aufarbeitungen

Organismus Molekulargewicht Ky pI spezifische} Hill-
{Quelle) nativl denaturiert mM Aktivitdt |koeffizient

{Zymomonas
ATCC 29191 209000 59000 0.38 4.8 167 Ulmg 1.8
(Miczka)

Zymomonas
ATCC 291¢%1 200000 56000 0.4 4.87 181 Ufmg n.b.

{Bringer)

Zymomonas
ATCC 29191 240000 59000 0.3 n.b. 120 Ufmg 1.0
(Neale)

Zymomonas
ATCC 31821 n.b. 55000 0.47 4.75 180 U/mg 1.78
{Miczka)

Zymomonas
ATCC 10988 218700 31000 4.4 n.b. 134 Ufmg 1.0

(Hoppner)

Weizenkeim
(Zehender) 252000 61+65000 3.0 4.9 80 U/mg 1.9

Hefe
{(Ulirich) 256000 63+65000 1.0 4.8 80 U/mg 1.8

1 2

die Molekulargewichte wurden mittels Gelfiltration™ und SDS-Elektrophorese

bestimmt
{n.b.=nicht bestimmt)

Kooperative Effekte wurden fiir die Hefe-PDC (Juni 1961; Boiteux
und Hess 1970; Ullrich und Donner 1970a) und auch fiir die PDC aus
Weizenkeimen (Zehender et al. 1983; Zehender 1984) beschrieben. |
Neale et al. {1987a) und Hoppner und Doelle (1983) beschreiben fiir
die Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas eine Michaelis-Menten-
Kinetik.

In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen auch bei der PDC aus
Zymomonas eine sigmoide Kinetik der Substratsdttigung beobachtet.
bieses'gilt sowohl filir das Enzym aus ZM6 als auch fiir die PDC aus
ZMé.'In_der Auftragung nach Hanes (Abb. 38) werden kooperative Ef-
.fekteﬁdﬁrch Abweichungen der Kurve bei niedrigen Substratkonzen-~
tration angezeigt (Cornish-Bowden 197%a+b). Die aus dem Hill-Plot

‘resultierenden Hillkoeffizienten unterscheiden sich nur unwesent-
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lich von den fir Hefe-PDC und Weizenkeimenzym beschriebenen Daten
(Tabelle 15).

Untersuchungen mit Substratanalogen zeigten, daB bei der PDC aus
Zymomonas, ebenso wie bei den Enzymen aus Hefe und Weizenkeimen,
'eine irreversible Hemmung durch Glyoxylsdure auftritt. Dié Ablo-~
sung des bei der Decarboxylierung entstehenden Formaldehyds wird
vermutlich, wie filir das Hefeenzym beschrieben (Uhlemann und Schel-
lenberger 1967), durch die hydrophobe Umgebung des katalytischen
Zentrums verhindert. Somit bleibt das katalytische Zentrum fiir die
Aufnahme weiterer Substratmolekiile blockiert.

Daneben wird das Zymomonas-Enzym durch eine Reihe weiterer Sub-

a = R dac I_HvdAdrowvouvrnvart reversibpel occhemmt
e gehemmo

SHoelde UGS JI—Iiiylaila Lilaval. LEeVeELlo T4
4 =7 F

{(Thomas et al. 1990). In der vorliegenden Arbeit konnte eine Er-

niedrigung wvon Viha fiir den Pyruvatumsatz in Gegenwart von Phenyl-

pyruvat beobachtetxwerden.

Eine kompetitive Hemmung des Enzyms tritt in Gegenwart des Fluo-
reszenzfarbstoffs Z-p-Toluidinonaphthalin-6-sulfonat auf. Die er-
héhte Fluoreszenz vom Apoenzym im Vergleich zum Holoenzym deutet
auf eine Bindung an das katalytische Zentrum hin.

Der kompetitive Hemmeffekt durch TNS wurde auch schon fiir das He-
feenzym (Ullrich und Donner 1970b) und die PDC aus Weizenkeimen
(Zehender 1984) beschrieben. Es wurden Inhibitorkonstanten von 30
und 39 pM TNS festgestellt. Die Inhibitorkonstante fiir das Enzym
aus Zymomonas ist mit 80 pM TNS ungef&hr doppelt so hoch. Bringer-
Meyer und Sahm (1988) beschreiben sogar einen 3-fach hdheren
K;-Wert (100 uM) fiir TNS.

Die Bindung von TNS an die "active site" weist auf eine hydrophobe
Umgebung des katalytischen Zentrums der PDC hin. Diese hat eine
wesentliche Funktion bei der Stabilisierung des a-Carbanions, das
bei der Decarboxylierungsreaktion und auch bei der Acetoinbildung
als Zwischenprodukt gebildet wird. Bei kurzer Lebensdauer des c-
Carbanions erfolgt bevorzugt die Hauptreaktion der PDC (Schellen-
berger 1567). Fiir die Acetoinbildung ist eine lingere Lebenszeit
der aktiven Zwischenverbindung erforderlich. Durch die geringere
Hydrophobizitdt wird diese jedoch verkilirzt, was mbglicherweise die
schlechtere Acetoinbildung bei Zymomonas mobilis im Vergleich zur
Hefe bewirkt. Die geringere Lipophilie des aktiven Zentrums geht
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auch aus den im Vergleich zur Hefe-PDC h8heren Ky-Werten fiir
léngerkettige a-Ketosduren hervor (Bringer-Meyer und Sahm 1988).

Hinsichtlich der Dissoziation und Regenerierung der Enzymaktivitdt
findet man deutliche Ubereinstimmungen mit den fiir die Hefe-PDC
RS FEERETLERESR Daten. — —  — o o e e e e

Beide Enzyme zelgen den vollstdndigen Aktivitdtsverlust durch Dis-
soziation der Cofaktoren bei Inkubation in Puffern mit pH-Werten

> pH 8,5. In Rekombinationsexperimenten kann durch Inkubation in
Puffer (pH 6) mit CofaktoriiberschuB eine schnelle Rekombination
des Enzyms in den ersten 5 Minuten beobachtet werden. Die Aus-

gangsaktivitdt kann vollstdndig wiederhergestellt werden.

geben, daB die beiden Cofaktoren in sehr schnellen reversiblen Re-
aktionen an das Apocenzym gebunden werden. AnschliefBend exfolgt in
einer langsamen irreversiblen Reaktion die Zyklisierung dieses Ad-
duktes zum stabilen Holoenzymkomplex. Durch die Gegenwart von Py-
ruvat wird diese Zyklisierungsreaktion beglinstigt (Schellenberger
und Hilbner 1966; Schellenberger 1967).

Beziiglich dexr Cofaktoren verlduft die Rekombination des Holoenzyms
bei der PDC aus Hefe in unabhd&ngigen Reaktionen (Schellenberger
1967).

Bei dem Enyzm aus Zymomonas konnte dagegen eine abhdngige Regene-
rierung beziiglich der Cofaktoren beobachtet werden. Diese zeigt
sich bei der Auswertung der apparenten Ky-Werte fiir TPP und Mg2+
in Abh&ngigkeit der Mg2+m, bzw. der TPP-Konzentration.

Der Vergleich der apparenten Ky-Werte fiir die Cofaktoren mit den
in der Literatur publizierten Werten (Bringer-Meyer et al. 1986)
183t einen beschleunigenden EinfluB von Pyruvat auf den Verlauf
der Regenerierung erkennen.

Eine  ErhShung der Rekombinationsgeschwindigkeit der PDC aus Zymo-
monas mobilis durch Pyruvat kann mit der bereits fiir das Hefeenzym
beschriebenen Begiinstigung der Zyklisierungsreaktion bei der Rege-

nerierung des Holoenzyms erkldrt werden.

.ﬁit Hilfe von Modifizierungsexperimenten kann die Rolle einzelnerxr

Aminosauren.bei-dgr_Enzymreaktion untersucht werden.
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Solche Untersuchungen wurden bereits fiixr die Pyruvatdecarboxylase
aus Hefe und Weizenkeimen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zeigen eine Beteiligung der Aminosduxren Tryptophan
und Cystein an der katalytischen Aktivit&t der PDC (Ullrich 1982;
Zehender 1984). Der Verlust der Aktivierbarkeit durch das Substrat

nismus der Substrataktivierung hin. Eine Beteiligung an der Bin-
dung der Cofaktoren wird aufgrund der gleichzeitigen Inaktivierung
von Apo- und Holoenzym durch Modifikation der SH-Gruppen ausge-
schlossen (Schellenberger et al. 1986; Hilbner et al. 1988).
Dagegen deuten die Ergebnisse der Untersuchungen tryptophan-modi-
fizierter PDC auf eine Béteiligung dieser Aminosdure an der Bin-
dung der Cofaktoren hin. Das Holoenzym wird durch die Tryptophan-
Modifikation nicht beeintrdchtigt. Das Apoenzym, bei dem die
Bindungsstellen fiir die Cofaktoren nicht geschiitzt sind, wird hin-
gegen bei der Hefe-PDC vollstdndig und bei dem Enzym aus Weizen-
keimen zu 50 % inaktiviert.

Auch beim Enzym aus Zymomonas wird eine Inhibierung der Enzymakti-
vitdt durch Modifizierung von Cystein und Tryptophan becbachtet.
Die Hemmung der Enzymaktivitdt durch Maskierung der SH-Gruppen
kann, wie erwartet, bei Apoenzym und Holoenzym beobachtet werden.
Nach der Modifizierung von Tryptophan weist das Holoenzym im Ge-
gensatz zu den Erwartungen aber nur noch eine Restaktivitdt von

55 % auf. Die Aktivitdt vom Apoenzym geht auf 25 % zuriick.
SchlieBt man eine Schddigung des Enzyms durch die Modifikation
aus, so kann das Ergebnis fiir das Holoenzym eine mdgliche Beteili-
gung von Tryptophan an der Bindung vom Substrat bedeuten. Diese
Hypothese wird auch durch das Ergebnis der Fluoreszenzmessung vom

Holoenzym im Vergleich zur irreversibel gehemmten PDC gestitzt.

Die vorliegenden Ergebnisse der Homologiestudien und Modifizie-
rungsexperimente konnen jedoch nur Hinweise auf die m8gliche Funk-
tion einzelner Aminosduren und Strukturen geben. Eine vollstdndige
Auflésung der Struktur des aktiven Zentrums kann nur durch die
“R&ntgenstrukturanalyse erfolgen. Diese wird, nachdem es gelungen
ist ausreichend grofe Kristalle der PDC zu ziichten, in der Ar-
beitsgruppe fiir makromolekulare Strukturforschung der GBF Braun-

schweig durchgefiihrt.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung der Isolie-
rung und Reinigung des Enzyms Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas
mobilis ATCC 291%1 im Gramm-MafBstab sowie die enzymatische und

- proteinchemische Charakterisierung des gereinigten Enzyms.

Das optimierte Reinigungsverfahren basierte auf dem von Neale et
al. (1987a) entwickelten Verfahren, das im Wesentlichen die Anwen-
dung von Triazinfarbstoffen in der Affinit&tschromatographie bein-
haltet.
Das Verfahren wurde hinsichtlich der Enzymgewinnung im grofien

t ichst der enzvmatische Zellauf-
bruch durch den effektiveren mechanischen Zellaufbruch (NaBvermah-
lung in einer Riihrwerkskugelmiihle) ersetzt. Daran anschlieflend er-
folgte die Abtrennung der Zelltriimmer durch Extraktion in widssri-
gen Zweiphasensystemen, die eine gleichzeitige Anreicherung des
Enzyms bewirkte. Die Feinreinigung des Enzyms erfolgte durch Affi-
nitdtschromatographie und Ionenaustauschchromatographie.
Die optimierte Aufarbeitung fiihrte zu Enzymausbeuten im Grammbe-
reich. Die Ausbeuten der einzelnen Aufarbeitungsschritte lagen mit
Ausnahme der Diafiltration bei anndhernd 100 %.
Die spezifische Aktivitdt des gereinigten Enzyms konnte im Ver-
gleich zum urspriinglichen Verfahren von 120 U/mg auf 167 U/mg ge-

steigert werden.

Die Reinheit des hergestellten Enzympréparates konnte durch elek-
trophoretische und chromatographische Trennverfahren belegt
werden. Weitere Hinweise ergaben die Kristallisierbarkeit des
Enzyms und die Aminosdureanalyse. Den zwingenden Beweis filir die
Homogenitdt des Enzyms lieferte letztendlich die N-terminale

-Sequenzanalyse=

Die Sequenzanalyse erfolgte mittels automatisiertem Edman-Abbau an
einem pulsed-ligquid Sequenator. Das Enzym wurde mittels chemischer
und énzymatischer Methoden, u.a. in der limitierten Proteolyse und
der in situ Spaltung, fragmentiert und die entstandenen Peptide
iber reversed-phase Chromatographie an der HPLC oder durch SDS-
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PAGE und Elektroblotting auf PVDF-Membranen isoliert. Nach Firbung
der Membranen mit Amidoschwarz konnten die Peptide ausgeschnitten
und direkt in die Sequenzanalyse eingesetzt werden. Proben aus der
HPLC wurden in fliissiger Form aufgegeben.

Loslichkeitsprobleme bei der Peptidherstellung konnten durch ge-
‘'zielte Kombination ‘der beiden Trennverfahren gelost werden.

Die Identifizierung der PTH-Aminosiuren nach dem Edman-abbau er-

folgte mittels on-line HPLC.

burch den Vergleich mit der Proteinsequenz kann die von Neale et
al. (1987b) publizierte Sequenz bis auf 4 Positionen bestitigt

werden.

Die Ergebnisse von Homologieuntersuchungen ergeben besonders grofle
Ubereinstimmung mit der Sequenz der PDC aus Zymomonas mobilis ATCC
31821, wdhrend trotz groBer Ahnlichkeit des Reaktionsmechanismus

nur noch geringere Homologie zum Hefeenzym gefunden wird.

Aus den Molekulargewichtsbestimmungen ergaben sich fiir das native
Enzym ein Molekulargewicht von 209000 +/- 10000 Dalton und fiir die
Untereinheit 59000 +/-3000 Dalton. Aus der Sequenz errechneten
sich die Molekulargewichte fiir die Untereinheit zu 60749 und fiir
das tetramere Enzym zu 242996 Dalton. Der groBe Unterschied bei
der Gelfiltration ist mit der Abweichung des Enzyms von der
idealen Kugelform zu erkliren.

Der isoelektrische Punkt der PDC liegt im Sauren bei pPH 4,8.

Das StabilitAtsoptimum des Enzyms liegt bei pH 5,5, wihrend das
Optimum dexr Enzymaktivitdt zwischen pH 5,5 und 6,5 gemessen wird.

Die ermittelte Michaelis-Menten-Konstante der PDC fiir Pyruvat
weicht mit 0,38 mM nur geringfiigig von der bereits von Bringer-
Meyer, Schimz und Sahm (1986) bestimmten Konstante ab. Eine Hem-
mung durch das Substrat konnte bereits bei Substratkonzentrationen
von 20 mM Pyruvat beobachtet werden. Aus dem Hill-Diagramm ergab
sich fiir das Enzym ein Hill-Koeffizient von 1,8.
Regenerierungsexperimente zeigten, daB nach einer vollst#ndigen
Inaktivierung bei pH-Werten > pH 8,5 die Aktivitdt durch Inkuba-
tion bei CofaktorilberschuB nahezu vollstindig zuriickgewonnen wer-

den kann. Die Regenerierungsgeschwindigkeit wird durch die Gegen-
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wart vom Substrat erhtht. Ebenso beobachtet man in Gegenwart von
Pyruvat eine erhshte Affinitdt des Enzyms zu den beiden Cofaktoren

TPP und Mg2t.

Das Enzym l&Bt sich, wie auch fiir das Hefeenzym beschrieben (Uhle-
mMEHA Und T Sehellenberger 1967 "durch Glyoxylsdure "irreversibel hem=
men. Ein kompetitiver Hemmeffekt wird bei Zugabe vom Fluoreszenz-
farbstoff TNS, der vor allem an lipophile Bereiche bindet, beob-
achtet. Dieser weist auf eine lipophile Umgebung des aktiven
Zentrums hin.

Durch Modifizierungsexperimente konnte eine Beteiligung der Amino-
sduren Cystein und Tryptophan an der katalytischen Reaktion ermit-

telt werden.

Parallele Untersuchungen zur Enzymaktivitdt aus den Stémmen ZM4
und %M6é ergaben trotz gewisser Unterschiede in der Struktur keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Kinetik der Enzymreak-
tion. Die Ergebnisse zeigten auch bei der PDC aus ZM4 den fiir
allosterische Enzyme typischen sigmoiden Kurvenverlauf. Der er-
mittelte Hill-Koeffizient lag bei 1,78. Lediglich der Ky-Wert lag
mit 0,47 mM hSher als beim Enzym aus ZM6.

Ein Vergleich mit Daten vom Hefeenzym zeigt trotz der geringen
Homologie der Primdrstruktur Ubereinstimmungen, die auf einen
dhnlichen Reaktionsmechanismus- bei beiden Enzymen schlieflen

lassen.
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Anhang A

Ergebnisse der Seguenzanalvsen:

Peptide aus der "in situ=Spaltung' sind mit *1_gekennzeichnet., #2_ .. .

kennzeichnet Peptide, die durch Elekrophorese mit anschlieBendem
elektrischen Transfer, bzw. mittels limitierter Proteolyse

gewonnen wurden.

Tryptische Peptide:

T 1) Thr-Asp-Tyr-His-Tyr-Gln-Leu-Glu-Met-Ala-

T 2) Asn-Ile-Thr-Ala-Ala-Ala-Glu-Ala-Ile-Tyr-Thr-Pro-Glu-~-Glu-Ala-
Pro-Ala-

T 3) Ser-Trp-Gly-Glu-Val-Ser-Tyr-Pro-Gly-Val-Glu

T 4) Ser-Tyr-Thr-Val-Gly-Thr-Tyr-Leu-Ala-Glu-Arg-leu-Val-Gln-Ile-
Gly-Leu~Lys

T 5) Asn-Ile-Leu-Met-Val-Gly-Asp-Gly-Ser-Phe-Gln-Leu-Thr-Ala-Gln-
Glu~val-

T 6) Ser-Val-val-Val-Asn-Gly-Ile-Arg-Phe-Pro-Ser-Val-His-Leu-Lys-
Asp-Tyr-Leu-Thr-Arg-Leu-Ala~Gln-Lys-Val-Ser-Lys-Lys (*2)

T 7) Glu-Asp-(~)~Thr-Glu-Glu-Leu-Val-Lys (*1)

T 8) Thr-Gly-Ala-Leu-Asp-Phe- Phe-Lys-Ser—Leu—Asn-Ala-Gly—Glu-Leu-
(*1)

V8-Peptides

V 1) Lys-Lys-Pro-Val-Tyr-Leu-Glu

vV 2) Val- Phe-Asn-Gly—Asanly—Gly—Tyr—Asp Ser-Gly—Ala—Ala-Lys-Gly»
iLeu—Lys-Ala—Lys-Thr Gly-Gly-Glu .«

Vv 3) Ala-Leu~Leu~Thr-Pro-Asn-Thr-Thr-Val-Ile-Ala-Glu

V 4) Leu-Lys-Lys-Ala-Ala-Pro-Ala-Asp-Pro-Ser-Ala-Pro-Leu-Val-Asn-
Ala~-Glu

vV 5) Ala-aAla-Val-Lys~Phe-Thr-Asp-Ala-Leu-Gly-Gly~-Ala-Val-Ala-Thr-

~V.6) Leu-Val-Lys-Trp-Gly-Lys-Arg-Val-Ala-Ala-Ala-Asn-Ser-Arg-Lys-
' Pro—Val~Asn—LysmLeu—Leu-
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vV 7)

v 8)

V10)

V11)

Vi2)

ot
L
e

V14)

V15)

V16)
V17)

Ala-Pro-Ala~-Lys-Ile-Asp-His~Val-Ile-Lys-Thr-Ala-Leu-Axrg-Glu
Asn-Leu~Pro-Val-Ile-Leu-Ile-Ser-Gly-Ala-Pro-Asn-~-Asn-Asn-Asp-
His-Ala-Ala-Gly-His-Val-Leu-His-His-Ala-Leu-Gly-Lys-Thr-Asp~-
Tyr-His-Tyr-Gln-Leu~Glu

Thr-Leu-Lys-Phe~-Ile-Ala-Asn-Arg-Asp-Lys-Val-Ala-Val-Leu-Val-
Gly-ser-Lys-Leu-Arg-Ala-Ala-Gly-Ala-Glu-~-Glu

Ser-Tyr-Thr-Val-Gly-Thr-Tyr-Leu-Ala-Glu-Arg-Leu-Val-Gln-Ile-
Gly-Leu-Lys-His-His-Phe-Ala-Val-Ala-Gly-Asp-Tyr-Asn-Leu-Val-
Leu-Leu-Asp-Asn- (*2)

Thr-Gly-Asp-Ser-Trp-Phe-Asn-Ala-Gln-Arg~Met-Lys-Leu-Pro~Asn-
Gly~Ala-Arg- (*2)

Met-Ala-Lys-Asn-Ile-Thr-Ala-Ala-Ala-Glu (*2)

Asp-Gly-Pro-Tyr-Asn-Asn-Ile~Lys-Asn~(-)}=-Asp-Tyr-Ala-Gly-Leu-
Met-Glu-Val-Phe-Asn- (*1)

Val-Phe-Asn-Gly-Asn-Gly-Gly-Tyr-Asp-Ser-Gly-Ala-Ala~-Lys-Gly-
Leu-Lys-Ala~Lys-Thr-Gly-Gly-Glu-Leu~Ala-Glu (*1)

Ala-~Ile-Lys-Val-Ala-Leu-Ala~Asn-Thr-Asp-Gly-Pro-Thr-Leu-Ile-
Glu (*1)

(-)=Phe-Ile-Gly-Arg-Glu (*1)

Met-Gln-Trp-Gly~His-Ile=Gly~Trp-Ser-Val-Pro-Ala- (*1)

Peptide aus der Ameisensiurespaltung:

F1)

F2)

F3)

F4)

Pro-Ser-Ala-Pro-Leu~Val-Asn-Ala-Glu~Ile-Ala-Arg-Gln-Val-Glu-
Ala~-Leu-Leu-Thr-Pro-Asn-Thr- (*2)

Pro-Lys-Lys-Leu-Val-Leu-Ala~-Glu-Pro-Arg-Ser~Val-Val-Val-Asn-
Gly-Ile-Arg-Phe-  (*2)

Ser-Tyr-Thr-Val-Gly-Thr-Tyr-Leu~Ala-Glu-Arg-Leu-Val-Gln-Ile-
Gly-Leu-~Lys-His~His-Phe-Ala-Val-Ala-Gly-Asp-Tyr-Asn-Leu-Val-
Leu-Leu-Asp- (*2)

-Ser-Tyr-Thr-Val-Gly-Thr-Tyr-Leu-Ala-Glu-Arg-Leu-Val-Gln-Ile-

Gly-Leu~Lys-His-His~-Phe-Ala-Val-Ala-Gly-Asp-Tyr-Asn-Leu-Val-
Leu-Leu-Asp-Asn-Leu-Leu-Leu-Asn- Lys—Asn—Met (- )—Gln-Val Tyr-_
(-)=(-)-Asn-Glu~Leu- - (*2) 3 :
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Peptide aus der Bromcyanspaltung:

B 1)

B10)

B11)

Ile-His-Asp-Gly-Pro-Tyr-Asn-Asn-Ile-Lys-Asn-Trp-Asp-Tyr-Ala-
Gly-Leu-(Met)

Lys-Leu-Pro-Asn-Gly-~Ala-Arg-Val-Glu-Tyr-Glu-(Met)

Gly-Leu-Lys-Ala-Lys-Thr-Gly-Gly-Glu-~

Ala-Lys-Asn-Ile-Thr-Ala-Ala-Ala-Glu-Ala-Ile~-Tyr~Thr-Pro-Glu-
Glu~-Ala-Pro-Ala-Lys-Ile-Asp-His-Val-Ile-Lys-Thr-Ala-Leu-Arg-
Glu-Lys-Lys-Pro-Val-Tyr-Leu-Glu-Ile-Ala-(-)-Asn-Ile-Ala~Sexr-
(Met)

Val-Gly-Asp-Gly-Ser-Phe-Gln-Leu~Thr-Ala~-Gln-Glu-Val-Ala-Gln=-
(¥et)

Gln~-Trp-Gly-His-Ile-Gly-Trp-Ser~-Val-Pro-Ala-Ala-Phe-Gly-Tyr-
Ala~-Val-Gly-Ala-Pro-Glu-Arg-Arg-Asn-Ile-

Pro-{-)-Ala-Ala-Pro-Gly-Pro-Ala-Ser-Ala-Leu~Phe-Asn-Asp-Glu-
Ala-Ser~Asp-Glu-Ala-Ser-Leu-Asn-Ala-Ala-Val-Glu-Glu-Thr-Leu-
Lys-Phe-Ile~-Ala~-Asn-Arg-Asp-Lys-~Val-Ala-Val-Leu-

Val-Arg-Leu-Lys~Leu~-Pro-Val-Ile-~Ile-Phe-Leu~Ile-Asn-Asn-Tyr-
Gly-Tyr-Thr-Ile-Glu-Val-(Met)

Glu-Gln-Val-Tyr-(-)-(-)-Asn-Glu-Leu-Asn=-(-)}=-Gly-Phe~Ser-Ala-
Glu-Gly-Tyr-Ala-Arg-Ala-Lys-Gly-Ala-Ala~Ala-Ala-Val-Val-Thr-
Tyr-Ser-Val-Gly-Ala-Leu-Ser-Ala~Phe-Asp-Ala-Ile-Gly-Gly-Ala-
Tyr-Ala-Glu-Asn-Leu-

Lys~Glu-Ala~Asp-Ala-Val-Ile-Ala-Leu-Ala-Pro-Val-Phe-Asn-Asp-
Tyr-Ser-Thr-Thr-Gly-(=-)=-Thr-Asp-Ile-Pro-Asp-Pro- (*2)

Ala-Ala-Ala-Lys~Ser-Phe-Phe-Pro-Glu-Glu-Asn-Ala-Asn-Tyr-Ile-

Gly-Thr-Sexr~(-)-~Gly-Glu-Val-Ser-Tyr-Pro~Gly-Val-Glu-Lys-Thr-
(Met) (*2)
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Anhang B

LOsungsmittel fiir die Elution der Peptide nach der in situ Spal-
tung

Eluent Inkubations- Elutionserfolg bei
zeit Immobilon-Membran Nitrocellulose|
HC1 30 min negativ negativ
20 % Acetonitril 30 min negativ negativ
in 0,1 % TFA, RT
40 % Acetonitril 30 min negativ gering
in 0,1 % TFA, RT
20 % Propanol 30 min negativ negativ
RT
40 % Propanol 30 min negativ gering
RT
40 % Propanol 3 h negativ gering
30 °C
40 % Acetonitril 3h negativ vollstéandig
in 0,1 % TFA
30°C
20 % Aceton 3 h Hembran ist Membran
30°C geschrumpft aufgeldst
negativ
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Anhang C

PTH-Standard ~ Calibrierungslauf fiir die on-line HPLC bei der

Sequenzanalyse
CALIBRATION # { [ 3! Mar 1989 1:51pm ] 3.0180 AU
baseline corrected dafa
«}».L e + _rt, +
4
. +
<+
+ +
+
+
+ l
H )
¥
+ l LAL
T Y R PR
PEAK TABULATION : ( 1@2% injection } Calibration : NORMAL-1
Peak R.Time C.Time Height Pmgl | Peak R.Time £.Time Height Pmol
I0 - (min} (min) (uAl? I I0 f(min} (min} {ufild)
ASP 5.15 &§.18 25855 75.08 | 13.38 1233
ASN  5.47 5.47 29337 75.00 | 14.70 14456
SER E.28B 6.28 2760 75.80 | 15.@8 1853
6LN  6.57 B.57 21369 75.80 ¢ ARG 165.83 15.83 8835 75.08
THR  7.07 7.987 B548 75.86 | PRO 16.56 186,50 28481 75.9@
6LY  7.47  7.47 19203 75.86 | HET 17.18 17.18 21351 75.60
6Ly 8.17 8B.t7 26946 75.88 { VAL  17.83 17.53 23517 75.20
onR 8.65 B.BS 5784 75.86 | 17.88 812
2.67 388 H 18.22 1617
16.25 201 VOPTY 19013 18,13 17010 75.00
AL 16.52 18,52 18548 T5.€2 ¢ 19.62 453 s
HIS 12.868 12.89 18746 75.6808 | {3.88 531
i2.77 2528 ! TRP 28.25 28.25 36195 75,60
12.98 2712 { PHE 20.87 20.97 36348 75.08
TYR 13.47 13.47 22932 75.80 | ILE 21.43 21.43 22074 75.88

153




Anhang D

N-terminale Sequenzanalyse (Zyklus l- 15) des geblotteten Peptids

Bll aus der Bromcyanspaltung
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