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Zusammenfassung

Glycosyltransferasen (GTs) sind an der Biosynthese von Oligosacchariden, Polysacchariden und
Glycokonjugaten beteiligt. Diese Biomolekiile erfiillen essentielle Funktionen, die von der
Strukturgebung iiber Energiespeicherung bis zur Signaltransduktion reichen. GTs kommen in
allen lebenden Organismen vor und ihre Gene machen etwa 1-2 % eines Genoms aus. Dies hebt
die grofie Bedeutung dieser Enzyme hervor. Sie katalysieren spezifisch den Transfer einer Zu-
ckereinheit von einem aktivierten Donorzucker auf einen Akzeptor, wobei die Reaktion unter
Inversion oder Retention der Konfiguration an dem glycosidischen Kohlenstoffatom stattfinden
kann. Wahrend der Mechanismus invertierender GTs weitestgehend aufgeklart ist, ist der kon-
figurationserhaltender GTs immer noch unbekannt. Kristallstrukturen zeigen, dass es zwei fle-
xible Schleifen gibt, die bei der Substratbindung Konformationsanderungen durchlaufen. Dies
kann als Wechsel von einem offenen in einen geschlossenen Zustand angesehen werden. Uber
die Dynamik der GTs im freien und gebundenen Zustand ist jedoch kaum etwas bekannt. Es ist
daher von grofsem Interesse, neue Erkenntnisse zu der Funktionsweise von GTs zu gewinnen.

Die Zugénglichkeit von GTs ist aufgrund ihrer haufigen Membranstédndigkeit nicht einfach.
Obwohl mittlerweile viele Tausend Gene bekannt sind, die fiir GTs codieren, sind nur knapp
hundert Strukturen aufgeklart. Die humane Blutgruppe B Galactosyltransferase (GTB) gehort
zu der geringen Anzahl humaner GTs, deren Struktur bekannt ist. Sie katalysiert den Transfer
einer Galactoseeinheit von UDP-a-D-Galactose (UDP-Gal) auf das H-Antigen und damit den
letzten Schritt der Synthese des Blutgruppe B-Antigens. Die Reaktion verlauft konfigurations-
erhaltend und benétigt ein bivalentes Kation, Mn* oder Mg?. Die Verfligbarkeit rekombinan-
ter, in E. coli exprimierbarer Gene, macht die GTB fiir systematische Studien zuganglich. Sie

kann daher auch als Modell fiir konfigurationserhaltende GTs angesehen werden.

Aus vorangehenden Untersuchungen ist bekannt, dass GTB in Abwesenheit eines Akzeptor-
substrats die Hydrolyse von UDP-Gal zu UDP und a-D-Gal katalysiert. Diese Reaktion verlauft
wie die Transferreaktion konfigurationserhaltend und bietet damit die Moglichkeit, bisher un-
bekannte und durch die natiirliche Transferreaktion nicht erschlieSbare Aspekte des Katalyse-
mechanismus zu untersuchen. Eine friihere Studie zeigte, dass sich die Hydrolysereaktion
durch ein Akzeptoranalog, das zwar wie der Akzeptor gebunden wird, aber nicht als solcher
fungiert, beschleunigen lasst. Diesem Befund wurde im ersten Teil der Arbeit mit der Bestim-
mung enzymkinetischer Konstanten nachgegangen, wofiir die Etablierung eines radiochemi-
schen Assays notwendig war. Die Studien wurden sowohl mit Mn?* als auch mit Mg* durchge-
fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die beobachtete Beschleunigung der Hydrolysereaktion
durch das Akzeptoranalog von einer reduzierten Michaelis-Konstante (Kj,) resultierte und es
keinen signifikanten Einfluss auf die maximale Umsatzrate (k) gab. Die Ky-Werte, die in Ge-
genwart von Mn?" ermittelt wurden, lagen bei ebenfalls gleichbleibendem k;,; etwa eine Gro-
Benordnung unter denen, die mit Mg bestimmt wurden. Ergebnisse aus dem zweiten Teil die-
ser Arbeit zeigten, dass bei der Substratbindung an die GTB positive kooperative Effekte auftre-

ten. Die Anwesenheit des einen Substrats erhoht die Affinitat des zweiten. Diese Resultate sind
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konsistent mit den aus den Kristallstrukturen bekannten Konformationsénderungen. Mit der
Einnahme der geschlossenen Konformation konnte die Ausbildung zuséatzlicher Wechselwir-
kungen beobachtet werden. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte kalorimetrische Untersu-
chungen ergaben, dass die Substratbindung mit negativen (giinstigen) Enthalpieanderungen
und positiven (ungiinstigen) Entropiednderungen erfolgt. Diese Art von Veranderungen konn-
ten auf die Ausbildung einer rigideren und kompakteren Proteinstruktur bei Ligandenbindung
zuriickzufiihren sein. Es lasst sich auf einen generellen Mechanismus schlieffen, mit dem GTs

eine gezielte Auswahl ihrer Substrate treffen konnen.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der Ligandenbindung an die GTB. Sie wurde durch
die Ermittlung von Affinitatskonstanten und thermodynamischen Parametern naher charakte-
risiert. Die Bestimmung fand mittels isothermer Titrationskalorimetrie, Oberfldchen-
Plasmonen-Resonanz-Spektroskopie und STD-NMR-Spektroskopie statt. Neben den bereits er-
wahnten kooperativen Effekten konnte gezeigt werden, dass die Donorbindung in Gegenwart
von Mn?* wesentlich affiner ist, als in Gegenwart von Mg*. Die Dissoziationskonstanten liegen
iibereinstimmend mit den Ky-Werten der Hydrolysereaktion mit Mn* im mikromolaren Be-
reich, wahrend sie mit Mg* im millimolaren Bereich liegen. Die Detektion eines Unterschieds
ist nicht unerwartet, da die Phosphatreste das bivalente Kation im aktiven Zentrum koordinie-
ren. Die Bindung des Akzeptorsubstrats wird nicht messbar durch das bivalente Kation beein-
flusst. Die mit den genannten Methoden bestimmten Konstanten zeigten untereinander und
auch mit den mittlerweile veroffentlichten Daten aus massenspektrometrischen Bindungsstu-
dien eine gute Ubereinstimmung. Mit den ermittelten Rahmenbedingungen steht nun ein Me-
thodenspektrum fiir weitere Studien der Liganden- und Inhibitorbindung an GTB und weitere

GTs zur Verfligung.

Dynamische Prozesse sind mafsgeblich fiir die Funktionsweise von Enzymen verantwortlich.
Eine geeignete Methode fiir ihre Untersuchung ist die NMR-Spektroskopie, mit der in atomarer
Auflésung und {iber eine Zeitskala von Pikosekunden bis Sekunden Bewegungen erfasst wer-
den konnen. Sie bietet dariiber hinaus die Mdglichkeit, Protein-Ligand-Wechselwirkungen von
der Proteinseite aus zu betrachten und damit Einblicke in den Katalysemechanismus zu gewah-
ren. Fiir diese biomolekularen NMR-Techniken ist eine zumindest partielle Zuordnung der Pro-
teinresonanzen zu den entsprechenden Aminosédureresten sowie eine gezielte Praparation iso-
topenmarkierter GTB erforderlich. Der dritte Teil dieser Arbeit widmet sich daher der Herstel-
lung isotopenmarkierter GTB-Proben und der Aufnahme erster Protein-NMR-Spektren. Es
wurden zundchst uniform N-, uniform ?H,"*N- und uniform ?H,"*C,"*N-markierte GTB herge-
stellt. Nach der Ermittlung geeigneter experimenteller Bedingungen, konnten Tripelresonanz-
experimente zur Signalzuordnung durchgefiihrt werden. Aufgrund dem fiir NMR-Verhéltnisse
mit 69 kDa recht grofSen GTB-Dimer waren Sensitivitit und Aufldosung der Spek-tren nicht de-
rart, dass mit ihnen allein eine Signalzuordnung vorgenommen werden konnte, wie es gewhn-
lich bei kleineren Proteinen unter 20-30 kDa der Fall ist. Es werden zusétzliche experimentelle
Strategien fiir die Signalzuordnung benétigt, wie die selektive Isotopenmarkierung und die
Verwendung paramagnetischer Relaxationsverstdrker. Ihre Anwendung wurde erprobt und

weitere Moglichkeiten wurden diskutiert.
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Abstract

Glycosyltransferases (GTs) are involved in the biosynthesis of oligosaccharides, polysaccharides
and glycoconjugates. These biomolecules have essential functions ranging from structural roles
and energy storage to signal transduction. GTs are present in all living organisms and are enco-
ded by 1-2 % of the genes of each genome, which further emphasizes the importance of this
class of enzymes. They catalyze the specific transfer of a sugar moiety from an activated donor
sugar to an acceptor either with retention or inversion of the configuration of the anomeric cen-
ter of the donor sugar. While the catalytic mechanism of inverting GTs is mainly understood,
the mechanism of retaining GTs is still a matter of debate. Crystal structures revealed two fle-
xible loops, which undergo conformational changes from an open to a closed conformation
upon substrate binding. In addition to these static structures nearly nothing is known about the
dynamics of GTs in the free and bound state. Therefore, it is of great interest to gain further in-
sights into the mode of action of GTs.

Because GTs are often membrane-bound they are usually not easily accessible. This can be seen
by the fact that although several thousand genes are known that encode GTs, only about hun-
dred structures are solved to date. The human blood group B galactosyltransferase (GTB) is one
of very few human GTs with a known structure. GIB is a retaining GT and catalyzes the last
step in the formation of blood group B antigens by transferring galactose from UDP-a-D-
galactose (UDP-Gal) to an H antigen acceptor. A bivalent cation, Mn?" or Mg?, is required for
enzymatic activity. As the synthesis of a recombinant and soluble form of GTB is possible in
E. coli, GTB is accessible for systematic studies. This enzyme could be seen as a model for retai-

ning GTs.

It is known from earlier studies that GTB catalyzes the hydrolysis of UDP-Gal to UDP and a-D-
Gal in the absence of an acceptor substrate, also with retention of the configuration of the ano-
meric center of the donor sugar. This reaction offers the opportunity to gain insights into so far
unknown aspects of the catalytic mechanism that are not accessible by analyzing the normal
transfer reaction. Previous experiments showed that binding of an acceptor analog accelerates
enzymatic hydrolysis. This acceptor analog binds in the same fashion as the natural acceptor,
but is not able to function as an acceptor due to the lack of the essential hydroxyl group at the
C3 position of the galactose moiety. In the first part of this thesis the influence of the acceptor
analog on enzymatic hydrolysis was quantitatively analyzed by determining enzyme kinetic
constants. For this purpose it was necessary to establish a radiochemical assay. Studies were
performed with Mn? and Mg*, respectively. It could be shown that the observed acceleration of
enzymatic hydrolysis was caused by the presence of the acceptor analog, which led to lower
Michaelis constants (K,;) whereas no significant influence on the turnover numbers (k) could
be detected. Ky, values determined in the presence of Mn*" were about one order of magnitude
lower than those determined with Mg*. ki, values were in the same range again. Results from
the second part of this thesis demonstrated positive cooperative effects occurring during sub-

strate binding to GTB. The presence of one substrate enhances the affinity for the second sub-
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strate. This is in agreement with conformational changes known from the crystal structures. In
the closed conformation additional interactions between enzyme and substrates were observed.
Isothermal titration calorimetry experiments showed that substrate binding results in negative
(favorable) enthalpy changes and positive (unfavorable) entropy changes. This observation can
be explained by the formation of a more rigid and compact protein structure upon ligand bin-

ding and may be a general feature of substrate binding to GTs.

The second part of this thesis deals with ligand binding to GTB that was further characterized
by determining affinity constants and thermodynamic parameters. For this purpose isothermal
titration calorimetry, surface plasmon resonance spectroscopy and STD-NMR spectroscopy
have been applied. In addition to the described cooperative effects it could be shown that donor
binding is much stronger in the presence of Mn* than in the presence of Mg?*. In accordance
with the Kj, values of the enzymatic hydrolysis reaction, dissociation constants are in the mi-
cromolar range with Mn?* and in the millimolar range with Mg*". The detection of a difference is
not unexpected as the phosphate moieties of the donor substrate coordinate the bivalent cation
in the active site. An influence of the bivalent cation on acceptor binding could not be detected.
Dissociation constants determined with the different methods were in good agreement with
each other and with values that have been determined by others with mass spectrometry du-
ring the course of these studies. With the conditions identified in this work there is now an ar-

ray of methods available to study ligand and inhibitor binding to GTB and other GTs.

Dynamic processes are mainly responsible for the function of enzymes. NMR spectroscopy
provides the opportunity to study dynamics over a wide range of timescales from picoseconds
to seconds at atomic resolution. Additionally, it is possible to identify ligand binding sites using
protein NMR experiments. In combination, such techniques can give insights into protein dy-
namics during catalysis. This would greatly enhance the understanding of the GT mechanism.
For such protein-based NMR techniques at least a partial assignment of the protein resonances
is required. Therefore, preparation of isotopically labeled GTB is needed. In the third part of this
thesis the synthesis of isotopically labeled GTB and the first protein NMR spectra are described.
Initially, uniformly N-, ?H,"”N- and ?H,"C,"’N-labeled GTB samples were prepared. After de-
termination of suitable experimental conditions triple resonance spectra were recorded for re-
sonance assignment. As the 69 kDa GTB dimer is a very large protein for NMR spectroscopy,
sensitivity and resolution of the spectra did not allow straightforward assignment as this is
usually possible for smaller proteins with molecular weights below 20-30 kDa. This study clear-
ly showed that protein assignment will require additional experimental strategies such as selec-
tive isotope labeling or paramagnetic relaxation enhancement. Therefore, a number of key-

experiments were performed to show the feasibility of these approaches.
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1.1 Glycobiologie

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit ,Zum Katalysemechanismus der humanen Blutgruppe B Galactosyl-
transferase” liefert wesentliche neue Erkenntnisse zu der Funktionsweise der humanen Blut-
gruppe B Galactosyltransferase (GTB) und bereitet den Weg fiir zukiinftige Untersuchungen
hin zu der Aufklarung des Katalysemechanismus dieser Klasse von Enzymen.

Die Darlegung erfolgt in vier Kapiteln. Einleitend wird die Bedeutung der GIB in den biologi-
schen Gesamtzusammenhang gebracht und der Stand der Forschung dargestellt. Das einleiten-
de Kapitel schlieft mit der Zielsetzung. Das zweite Kapitel ,Materialien und Methoden” be-
steht aus Erlauterungen der verwendeten Methoden und den Angaben der zugehorigen expe-
rimentellen Bedingungen. Im dritten Kapitel werden die Ergebnisse der Untersuchung von
kooperativen Effekten bei der Ligandenbindung und Katalyse, der Ermittlung thermodynami-
scher Parameter und zuletzt der Protein-NMR-Spektroskopie der GTB gezeigt und erldutert.
Die Ergebnisse werden im vierten Kapitel diskutiert, in dem abschlieflend ein Ausblick auf fort-

fithrende Projekte gegeben wird.

1.1 Glycobiologie

Die Glycobiologie befasst sich im weitesten Sinn mit der Rolle von Zuckern in biologischen Sys-
temen. Sie beschaftigt sich mit der Struktur, der Chemie, der Biosynthese und der Funktion von
Zuckerstrukturen, den Glycanen, und ihren Konjugaten sowie mit den Proteinen, die sie erken-
nen, auf- oder abbauen [1]. Kohlenhydrate stellen neben Proteinen, Nucleinsduren und Lipiden
eine der Hauptklassen der Biomolekiile dar. Die grofie Anzahl an natiirlich vorkommenden
Monosacchariden und die Mdglichkeit unterschiedliche glycosidische Bindungen zwischen ih-
nen auszubilden fiihrt zu einer enormen Vielfalt an Oligo- und Polysacchariden. Glycane kom-
men sowohl als separate Einheiten als auch in sogenannten Glycokonjugaten vor, in denen sie
kovalent an weitere Biomolekiile, z. B. Proteine oder Lipide, gebunden sind [2]. Wie ihre Struk-
turen sind die biologischen Funktionen von Glycanen sehr divers und reichen von nicht-
essentiellen hin zu lebenswichtigen Aufgaben. Auch konnen sie unterschiedliche Funktionen in
unterschiedlichen Zellen und Entwicklungsstadien besitzen, sodass eine Vorhersage ihrer Auf-
gabe dufserst schwierig und in vielen Féllen noch nicht bekannt ist. Einige generelle Funktionen
lassen sich dennoch benennen. Glycane kommen in allen lebenden Organismen vor. Sie sind
unter anderem wichtige strukturgebende Faktoren fiir Zellen und Zellverbande und iiberneh-
men sowohl bei eukaryotischen als auch bei prokaryotischen Zellen eine Schutzfunktion. Gly-
cane sind am Energiestoffwechsel beteiligt, beeinflussen Stabilitat und Struktur der Glycokon-
jugate und spielen eine zentrale Rolle bei molekularen und zelluldren Interaktionen [3]. Veradn-
derte Glycanmuster finden sich bei der Entstehung und Progression von Krankheiten wie
Krebserkrankungen wieder [1,4]. Dariiber hinaus stellen Glycane Epitope dar, die sowohl fiir
die Modulation der Immunantwort als auch fiir die Suszeptibilitat und Resistenz gegeniiber Pa-

thogenen wichtig sind [1,5,6]. Die meist sehr komplexe Struktur der Kohlenhydrate wird nicht
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durch eine Matrize bestimmt wie bei Proteinen und Nucleinsduren, sondern durch die Substrat-
und Reaktionsspezifitit einer groffen Anzahl individueller Enzyme. Unter ihnen befinden sich
Glycosidasen und Glycosyltransferasen (GTs) sowie eine Reihe weiterer Glycan-

modifizierender Enzyme.

1.2 Glycosyltransferasen

Obwohl man sich der Bedeutung der Kohlenhydrate fiir die unterschiedlichsten biologischen
Funktionen bewusst ist, war lange Zeit sehr wenig iiber die mechanistischen Details der GTs
bekannt. Erst durch rekombinante DNA-Technologien konnten die Probleme der geringen Ver-
fiigbarkeit und Stabilitdt weitestgehend iiberwunden werden, wodurch sich die Forschung an
GTs enorm weiterentwickelt hat [7]. Jedoch sind GTs im Vergleich zu den z.B. sehr gut be-

schriebenen Proteasen und Proteinkinasen immer noch wesentlich schlechter charakterisiert.

1.2.1 Katalysierte Reaktionen

GTs katalysieren den Transfer eines Monosaccharids von einem aktivierten Donorzucker auf
einen Akzeptor (Abbildung 1.1). Am haufigsten werden mit etwa 90 % Nucleotidzucker als ak-
tivierte Zucker verwendet, man findet aber auch Dolicholphosphatmonosaccharide und un-
substituierte Phosphatzucker [8]. Die ebenfalls zu den GTs gehdrenden Oligosaccharyltransfe-
rasen iibertragen ganze Oligosaccharideinheiten von einem Dolicholphosphat oder Undecapre-
nylpyrophosphat auf einen Akzeptor [9,10]. Als Akzeptorsubstrate fungieren Mono- oder Oli-
gosaccharide, Glycokonjugate, Lipide, Proteine, DNA oder weitere kleine organische Molekiile
[1]. Bei Proteinen unterscheidet man die Bindung von Glycanen an Amidgruppen von Aspara-
ginresten, die N-Glycosylierung, von der Bindung an Hydroxylgruppen von Serin- und Threo-
ninresten, der O-Glycosylierung.

GTs sind in der Regel spezifisch fiir ihr Donor- und Akzeptorsubstrat und bilden nur eine be-
stimmte Verkniipfung aus. Sie arbeiten regio- und stereospezifisch. Durch den sukzessiven Ein-
satz mehrerer GTs kann so eine Vielzahl unterschiedlicher Glycanstrukturen bzw. Glycokonju-

gate entstehen.

Akzeptor Glycosyltransferase Glycosylierter Akzeptor
+ v +
Glycosyl-Donor Nucleotid oder Isoprenoid-P

Abbildung 1.1: Allgemeine Darstellung einer Glycosylierungsreaktion. Als Glycosyl-Donoren dienen
unter anderem CMP-N-Acetylneuraminsaure, GDP-Fucose, GDP-Mannose, UDP-Glucose, UDP-Galactose,
UDP-Xylose, UDP-N-Acetylglucosamin, UDP-N-Acetylgalactosamin, UDP-Glucuronsaure, Dolichol-P-
Glucose, Dolichol-P-Mannose, Dolichol-P-P-(Glucose;-Mannosey-N-Acetylgalactosamin,) oder Undeca-
prenyl-P-P-N-Acetylmuraminsaure-pentapeptid-N-Acetylgalactosamin [1].
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1.2.2 Klassifikation und Strukturen

Waren es vor vier Jahren noch ca. 33.000, so sind bis heute tiber 80.000 offene Leseraster von
GTs identifiziert worden, die nach der Primarstruktur ihres Genprodukts in 91 Familien einge-
teilt werden (CAZy database; Stand Dezember 2011) [11-13]. Sie machen etwa 1-2 % eines jewei-
ligen Genoms aus [1], was die grofie Bedeutung dieser Enzymfamilie zusétzlich unterstreicht.
Trotz der grofien Sequenzdiversitat zeigen die 113 bisher ermittelten Strukturen bis auf wenige
Ausnahmen (CAZy, [14]) drei grundsatzliche Faltungsmuster, die GT-A, GT-B und GT-C ge-
nannt werden (CAZy database; Stand Dezember 2011) [15-18]. Auch fiir viele uncharakterisierte
GTs wird eine dieser Faltungsmuster vorhergesagt [16]. GTs vom GT-A Faltungstyp besitzen
zwei nah beieinander liegende Rossmann-dhnliche Faltungen, typische Nucleotidbindungsstel-
len, die aus einer charakteristischen Anordnung von a-Helices und B-Faltbldttern bestehen
(Abbildung 1.2). Durch die kompakte Anordnung ergibt sich nur eine Domaéne, jedoch sind die
Bindungsstellen von Donor und Akzeptor klar voneinander getrennt. Die meisten GT-A Enzy-
me haben ein konserviertes DXD-Motiv (Asp-X-Asp), welches ein fiir die Donorbindung not-
wendiges zweiwertiges Kation koordiniert [16,19]. GTs vom GT-B Faltungstyp besitzen eben-
falls zwei Rossmann-dhnliche Faltungen, die aber flexibler miteinander verbunden sind
(Abbildung 1.2). Zwischen den beiden Domaénen liegt eine Spalte, in der sich das aktive Zen-
trum befindet. GT-B Enzyme sind unabhangig von Metallionen. Der dritte Faltungstyp GT-C
wurde zundchst nur auf Basis von Sequenzanalysen vorhergesagt [18]. Mittlerweile wurden je-
doch Strukturen aufgeklart, die die Existenz dieser Faltung zeigen [20,21]. Enzyme vom GT-C-
Faltungstyp sind in der Plasma- oder ER-Membran lokalisiert, besitzen mehrere Transmem-
branhelices und verwenden hauptséchlich Lipidphosphatzucker als Donorsubstrate [16].

In eukaryotischen Zellen sind viele GTs im endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi
lokalisiert und dort an der Glycosylierung von Zelloberflichenmolekiilen und sekretorischen
Molekiilen beteiligt. Dariiber hinaus kommen GTs im Cytoplasma, an der Plasmamembran und
sogar im Zellkern vor [1,22].

Bis auf wenige Ausnahmen besitzen alle golgistaindigen GTs den gleichen Aufbau (Abbildung
1.3) [1,7]. Sie gehoren zu den Typ II Transmembranproteinen und bestehen aus einem kurzen

N-terminalen cytoplasmatischen Schwanz, einer Transmembrandomine gefolgt von einer

Abbildung 1.2: Grundsitzliche Faltungsmuster von GTs. Gezeigt sind katalytische GT-Doménen mit den
Faltungsmustern GT-A und GT-B am Beispiel der 3-1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Kaninchen
(GT-A; PDB ID: 1foa) und der B-Glucosyltransferase aus T4-Phagen (GT-B; PDB ID: 1j39) (nach: [1]). Ge-

bundene Nucleotidzucker sind rot dargestellt.
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membranstandige GT sekretierte GT

katalytische Domane

Stammregion
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vemoren NILLMUNS N R !!!l!!!!!!!!!l!!

Cytoplasma NH cytoplasmatische Domane
2

Abbildung 1.3: Typischer Aufbau einer golgistindigen GT.

Stammregion und einer grofien C-terminalen katalytischen Doméne, die in das Golgilumen
ragt. Losliche Formen dieser GTs sind in Sekreten und Korperfliissigkeiten wie Milch oder Se-
rum zu finden. Sie sind durch proteolytische Spaltung im Bereich der Stammregion aus den

membranstdndigen GTs entstanden.

1.2.3 Katalysemechanismen

GTs iibertragen ihren Donorzucker entweder unter Erhalt oder unter Umkehr der Konfigura-
tion am anomeren Kohlenstoffatom (Abbildung 1.4). Man unterscheidet danach zwischen in-
vertierenden und konfigurationserhaltenden GTs [23]. Diese Einteilung ist ganzlich unabhéingig
von dem gegebenen Faltungstyp (s. 1.2.2). Es wurden sowohl invertierende als auch konfigura-
tionserhaltende GTs mit GT-A-Faltung bzw. GT-B-Faltung identifiziert [12].

Der Mechanismus invertierender GTs ist gut untersucht [16]. Wie auch bei invertierenden Gly-
cosidasen lauft die Reaktion dhnlich einer einstufigen bimolekularen nucleophilen Substitution
(Sn2) ab (Abbildung 1.5). Die entsprechende Hydroxylgruppe des Akzeptors greift das anomere
Kohlenstoffatom des Donors nucleophil von der einen Seite an, wahrend sich die Abgangs-

gruppe des aktivierten Zuckers auf der entgegengesetzten Seite befindet. Eine bestimmte Sei-

OR,

Donorsubstrat 9
-0 0—P—O0R, .
- N\ O
0 HO~ ey — 07 By
o- F"— OR, 2
+ o invertierende GT
\ - ) )
O G\ konfigurationserhaltende GT
OR, \U\
Akzeptorsubstrat o HO ™ Ry \ 0
Il O P,
o— T_ OR,

(e]

Abbildung 1.4: Glycosylierungsreaktionen von invertierenden und konfigurationserhaltenden GTs. R,
und R, sind Reste von Donor- bzw. Akzeptorsubstrat. (nach [16])
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Abbildung 1.5: Katalysemechanismus invertierender GTs. Die Reaktion lduft Sy2-dhnlich iiber einen
Oxocarbenium-Tonen-dhnlichen Ubergangszustand ab. Gezeigt ist ein Beispiel einer metallionenabhéngi-

gen GT. R; und R, sind Reste von Donor- bzw. Akzeptorsubstrat. (nach [16])

tenkette im aktiven Zentrum der GT fungiert dabei als katalytische Base, die das Nucleophil
deprotoniert. Ein divalentes Kation oder ein weiterer Aminosdurerest stabilisiert als Lewis-
Séaure die Abgangsgruppe.

Der Katalysemechanismus konfigurationserhaltender GTs ist wesentlich schlechter charakteri-
siert und bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart. Diskutiert werden ein doppelter Sy2-
Mechanismus und ein Syi-dhnlicher Mechanismus (Abbildung 1.6) [16]. Bei einer doppelten
Substitution greift in einem ersten Schritt eine nucleophile Seitenkette des Enzyms das anomere
Kohlenstoffatom des Donorzuckers an und bildet ein Glycosyl-Enzym-Intermediat. In einem
zweiten Schritt greift der Akzeptor das Intermediat an und es wird ein Produkt freigesetzt, das
an dem {iibertragenen anomeren Kohlenstoffatom die gleiche Konfiguration wie das Substrat
besitzt (Abbildung 1.6 A). Bei einem Syi-Mechanismus (innere nucleophile Substitution) finden
der nucleophile Angriff der Hydroxylgruppe des Akzeptors auf das anomere Kohlenstoffatom
des Donors und der Bindungsbruch zu der Abgangsgruppe auf der gleichen Seite des Zucker-
rings statt. Diese Reaktion konnte konzertiert oder schrittweise iiber ein extrem kurzlebiges In-
termediat ablaufen (Abbildung 1.6 B, C) [24].

Erkenntnisse aus den Untersuchungen von Glycosidasen legen eine doppelte Substitutionsreak-
tion nahe [25]. Bei einigen GTs, wie der bovinen a-1,3-Galactosyltransferase (a-1,3-GalT) oder
den humanen Blutgruppen-GTs, wurden geeignete funktionelle Gruppen in den aktiven Zen-
tren identifiziert, die als Nucleophil dienen kénnten [26,27]. Studien mittels Massenspektrome-
trie (MS) [28], ,,chemical rescue” [29] und theoretischen Berechnungen [30] geben ebenfalls Hin-
weise auf die Bildung eines Glycosyl-Enzym-Intermediats. Die MS-Untersuchungen von Soya
et al. gehoren neben dhnlichen Experimenten von Lairson et al. [31] zu den wenigen, bei denen
sogar direkt ein Zwischenprodukt nachgewiesen wurde. Dem entgegen steht, dass die Experi-
mente mit Mutanten durchgefiihrt wurden und bisher kein einziges Zwischenprodukt mit ei-
nem Wildtyp detektiert wurde. Griinde hierfiir konnten sowohl unpassende Methoden oder
aber ein fehlendes nachweisbares Intermediat sein. Auch eine endgiiltige Identifikation eines
katalytischen Nucleophils ist bisher ausgeblieben [16]. Im Gegensatz zu den konfigurationser-

haltenden Glycosidasen, wurden bei den GTs keine konservierten Strukturmotive gefunden.
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einer metallionenabhédngigen GT. R; und R, sind Reste von Donor- bzw. Akzeptorsubstrat. (A) Doppelter
Sn2-Mechanismus, bei dem durch zweifache Inversion die Konfiguration des anomeren Kohlenstoffatoms

erhalten bleibt. (B), (C) Zwei vorgeschlagene Syi-dhnliche Mechanismen. Die Reaktion konnte schrittweise
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Vor allem aus diesem Grund wurde als Alternative der seltene Syi-dhnliche Mechanismus
[32,33] vorgeschlagen [16,34]. Theoretische Berechnungen am Beispiel der Lipopolysaccharyl-a-
1,4-Galactosyltransferase C (LgtC) zeigten die Plausibilitdt dieses Vorschlags [35]. Unterstiitzt
wird das Vorliegen eines Syi-dhnlichen Mechanismus unter anderem durch die Kristallstruktur
der LgtC [34] und durch Ergebnisse aus Untersuchungen weiterer GTs wie der Trehalose-
Phosphorylase [36] oder der Trehalose-6-Phosphat-Synthase (OtsA) [24,37,38]. Insbesondere die
neuesten Erkenntnisse aus verschiedenen Experimenten und Berechnungen mit der OtsA lie-
fern starke Hinweise auf einen Mechanismus mit Vorderseitenangriff.

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse kann der Mechanismus konfigurationserhaltender
GTs nicht als gekldrt angesehen werden. Ein Syi-dhnlicher Mechanismus, konzertiert oder
schrittweise, ist wahrscheinlich, jedoch bisher nur fiir wenige Enzyme untersucht. Dass even-
tuell andere GTs einen Sy2-dhnlichen Mechanismus besitzen ist nicht auszuschliefSen. Es ware
ebenso denkbar, dass Mechanismen vorliegen, die sowohl Sy2 als auch Syi bzw. Sy1-Charakter
haben [16]. Der schrittweise Syi-Mechanismus ist z. B. eine besondere Form des Sy1-Mechanis-

mus mit einem extrem kurzlebigen Intermediat.

1.2.4 Bedeutung von Glycosyltransferaseinhibitoren

Wie in den vorangehenden Abschnitten beschrieben, haben Glycane und GTs eine sehr grofSe
Bedeutung bei samtlichen biologischen Prozessen. Ihre Funktionen sind jedoch haufig nicht im
Detail bekannt. Ein Ansatz zur Untersuchung von Glycosylierungen und deren Rolle in Zellen,
Geweben oder Organismen stellt der Einsatz von GT-Inhibitoren bzw. GT-Modulatoren dar.
GT-Mutationen oder das Abschalten von GT-Genen sind in vielen Féllen letal. Dariiber hinaus
sind spezifische Inhibitoren sowohl fiir therapeutische Anwendungen [39] als auch bei der Pro-
duktion von Glycokonjugaten mit speziellen Glycosylierungsmustern [40] von Interesse.

Bisher konnten trotz zahlreicher Bemiihungen nur wenige Inhibitoren fiir GTs entwickelt wer-
den und noch weniger hochspezifische Inhibitoren sind bekannt [41,42]. Substratanaloga stellen
den iiberwiegenden Teil der Inhibitoren dar. Sie besetzen entweder die Donor- oder die Akzep-
torbindungsstelle. Dabei ist die Spezifitdt bei Akzeptorsubstratanaloga hoher als bei Donor-
substratanaloga, die Affinitdt meist geringer. Donorsubstratanaloga konnen ganze GT-Klassen,
z. B. Galactosyltransferasen, blockieren. Sofern die entdeckten bzw. synthetisierten Molekiile
iiberhaupt eine Bindung zeigten, lag die Affinitat meist bestenfalls im Bereich des natiirlichen
Ky-Wertes. Die Entwicklung neuer Ansatze ist demnach erforderlich. Bisubstratanaloga, die
beide Substratbindungsstellen belegen, konnten neben einer htheren Spezifitit auch eine besse-
re Bindungsaffinitat aufweisen [43]. In einer kiirzlich veroffentlichten Studie wird das Enzym in
einer katalytisch inaktiven Konformation blockiert [44]. Wahrend die meisten Inhibitoren an
das Enzym im Grundzustand binden, sind die Entwicklung von Ubergangszustandsanaloga
und Inhibitoren von katalytisch wichtigen Konformationsianderungen weitere vielversprechen-
de Ansatze [45]. Das Screening von Bibliotheken kleiner Molekiile ist eine Moglichkeit neue
Leitstrukturen fiir das Design von Inhibitoren zu identifizieren und in Bezug auf GTs bereits
angewendet worden [46-48]

Entscheidend fiir ein zielgerichtetes Inhibitordesign sind umfangreiche Kenntnisse {iber das

Zielenzym. Neben der Strukturaufklarung wird ein besseres Verstandnis des katalytischen Me-
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chanismus, der Kinetik und Thermodynamik der Ligandenbindung sowie der Konformations-

dynamik zu einer erfolgreicheren Entwicklung von GT-Inhibitoren fiihren.

1.3 Humane Blutgruppen A und B Glycosyltransferasen

Die grofie Bedeutung von Glycanen sowie die noch nicht vollstandig gekldrte Funktionsweise
machen GTs zu einem sehr wichtigen und interessanten Forschungsgebiet. Auch die mit der
Katalysereaktion in Zusammenhang stehenden Konformationsanderungen sind weitestgehend
unbekannt. In dieser Arbeit wird die humane Blutgruppe B Galactosyltransferase behandelt,
eine konfigurationserhaltende GT. Sie gehort zu einer der wenigen humanen GTs, deren Struk-
tur bekannt ist. Die Verfiigbarkeit rekombinanter, in E. coli exprimierbarer Gene machen dieses
spezielle Enzym fiir systematische Studien zuginglich. Die meisten humanen GTs konnen
(noch) nicht rekombinant hergestellt werden. Die humane Blutgruppe B Galactosyltransferase
dient daher auch als Modell fiir konfigurationserhaltende GTs und wird nun im Folgenden na-

her beschrieben.

1.3.1 Das ABO0-Histo-Blutgruppensystem

Das ABO-Histo-Blutgruppensystem gehort zu den wichtigsten Blutgruppensystemen der Trans-
fusionsmedizin. Das erstmals 1901 von Karl Landsteiner beschriebene und ein Jahr spater von
von Decastello und Sturli erweiterte System umfasst die vier Blutgruppen A, B, 0 (Null) und AB
[49,50]. Hierzu gehoren weitere Subgruppen, die auf diesen Haupttypen basieren [51]. Die
Blutgruppenantigene werden auf der Oberfliche von roten Blutkdrperchen exprimiert, aber
auch auf vielen weiteren Zellen verschiedener Epithelien. Dariiber hinaus sind einige Gewebe-
typen in der Lage, die Blutgruppendeterminanten zu sezernieren, sodass sie auch in Korper-
fliissigkeiten zu finden sind [1,52]. Individuen besitzen jeweils Antikorper in ihren Seren, die
gegen die fehlenden Blutgruppenantigene gerichtet sind. Diejenigen mit Blutgruppe A haben
anti-B-Antikorper, mit Blutgruppe B anti-A-Antikorper, mit Blutgruppe AB keine und mit Blut-
gruppe 0 sowohl anti-A als auch anti-B-Antikorper.

Mit der Identifizierung von Oligosacchariden als Determinanten des ABO-Systems wurde auch
die Grundlage zur Charakterisierung der an der Biosynthese beteiligten GTs gelegt [53,54]. Die
Blutgruppen A und B Glycosyltransferasen (GTA bzw. GTB fiir die humanen GTs) sind fiir die
Synthese der A- und B-Antigene verantwortlich [55,56]. GTA und GTB sind auf dem ABO-
Genlocus kodiert und verhalten sich kodominant zueinander. Sind beide Gene vorhanden, so
werden sowohl A- als auch B-Antigene synthetisiert und es entsteht Blutgruppe AB. Personen
mit der Blutgruppe 0 besitzen zwei defekte Allele, die durch Deletion oder Punktmutation aus
den ABO-Genen entstanden sind [57].

Das H-Antigen bildet das Grundgeriist der Histo-Blutgruppenantigene. Individuen, die nur das
H-Antigen bilden, haben Blutgruppe 0. Es besteht aus dem terminalen Disaccharid a-L-Fucp-
(1,2)-p-D-Galp, das auch als H-Disaccharid (H-Dis) bezeichnet wird, und ist mit Glycolipiden
oder Glycoproteinen verkniipft. Es werden fiinf grundlegende H-Antigenstrukturen unter-
schieden (s. Abbildung 1.7) [58].
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[1,58])

Die Enzyme GTA und GTB katalysieren den Transfer eines zuséatzlichen Monosaccharids auf
die Galactoseeinheit des H-Antigens und zwar unter Erhalt der Konfiguration an dem anome-
ren Kohlenstoffatom des Donorzuckers (Abbildung 1.8). Die GTA ist eine o-1,3-N-
Acetylgalactosaminyltransferase (a-1,3-GalNACT) und bildet das A-Antigen durch Ubertra-
gung des N-Acetyl-D-Galactosamins (GalNAc) von dem aktivierten Zucker UDP-N-Acetyl-a-D-
Galactosamin (UDP-GalNAc). Die GTB, eine «a-1,3-Galactosyltransferase, synthetisiert das B-
Antigen durch den Transfer der Galactoseeinheit von UDP-a-D-Galactose (UDP-Gal) auf das H-
Antigen. GTA und GTB sind hochspezifisch fiir die katalysierte a-1,3-Verkniipfung und in Be-
zug auf das Akzeptorsubstrat. Das H-Dis stellt dabei die kleinste Akzeptoreinheit dar. Fiir kine-

tische Studien steht das H-Dis mit einem Octylrest am reduzierenden Ende (H-Dis-octyl) zur
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Abbildung 1.8: Bildung der Blutgruppen A- und B-Antigene durch GTA bzw. GTB. Die Anwesenheit
eines divalenten Kations, Mn?" oder Mg?, ist fiir die Katalysereaktion essentiell.



1 Einleitung

Verfligung, das leicht gereinigt werden kann (Abbildung 1.12) [59,60]. In Bezug auf das Donor-
substrat konnten ganz geringe Kreuzreaktivitdten zwischen beiden Enzymen festgestellt wer-
den wie auch sehr geringe Ubertragungsraten fiir die entsprechenden Glucosederivate [61,62].
Da GTA und GTB zu den konfigurationserhaltenden GTs gehoren, ist ihr Mechanismus bisher
nicht geklart (s. 1.2.3). Zwar wurde ein mogliches Nucleophil (Glu 303 [27]) identifiziert, ein In-
termediat konnte bisher aber nur mit einer Cysteinmutante (Glu 303 Cys) detektiert werden
[28].

Die Kenntnisse iiber das ABO-Blutgruppensystem sind extrem wichtig bei Bluttransfusionen
und Transplantationen. Die weitere Bedeutung der Blutgruppenantigene ist hingegen nicht
ganz klar. Das Fehlen jeglicher Determinanten (keine Expression des H-Antigens) zeigt keine
phéanotypischen Auswirkungen. Es wurden jedoch verdnderte Expressionslevel bei der Patho-
genese, z. B. bei Krebs oder kardiovaskuldren Erkrankungen, entdeckt. Auch die Suszeptibilitat
fiir Infektionserreger kann je nach Blutgruppe unterschiedlich sein, sodass die Moglichkeit zum
Aufbau von Herdenimmunitéten besteht [63]. Das ABO-System ist nicht auf Menschen begrenzt,

sondern auch in anderen Organismen zu finden [51].

1.3.2 Strukturelle Eigenschaften

GTA und GTB sind membranstdndige und im Golgi lokalisierte GTs (s. 1.2.2 und Abbildung
1.3). Sie bestehen aus 354 Aminosdureresten und haben ein Molekulargewicht von ca. 41 kDa.
Wie andere GTs sind sie auch in 16slicher Form in Korperfliissigkeiten auffindbar und in dieser
Form enzymatisch aktiv [7]. Fiir systematische Studien stehen seit Mitte der 90er Jahre rekom-
binante Gene zur Verfligung, deren Produkte nur noch die 16sliche Doméne besitzen, welche
sich aus Teilen der Stammregion und der katalytischen Doméne zusammensetzt. Die etwa
35kDa grofien Enzyme sind in E. coli in ausreichender Menge synthetisierbar (ca. 95 mg pro Li-
ter Kultur) und verhalten sich beziiglich Substratspezifitit und Kinetik vergleichbar mit den
loslichen Formen von GTA und GTB, die aus humanen Seren isoliert wurden [64-66].

Mittels Massenspektrometrie wurde gezeigt, dass GTA und GTB in wéssriger neutraler Losung
und mindestens im Temperaturbereich von 15-60 °C als Homodimere vorliegen [67]. Monomere
konnten erst bei einem pH < 3,7 detektiert werden. Die beiden Einheiten sind nicht kovalent
miteinander verbunden und die Substratbindungsstellen eines Homodimers sind dquivalent
[68]. Dariiber hinaus zeigten auch Kristallstrukturen der Blutgruppen GTs das Vorliegen von
Dimeren (Abbildung 1.9 A) [69,70]. Die Eigenschaft der Oligomerisierung (Homo- und Hete-
rooligomerisierung) ist fiir GTs nicht ungewdhnlich [71]. Es wird unter anderem vermutet, dass
GTs auf diese Weise im Golgi verbleiben [72], aber auch ihre Effizienz und Prazision erhoht
werden [73]. Es wére demnach durchaus moglich, dass die Dimerisierung von GTA und GTB
nicht nur bei der rekombinanten 16slichen Doméne vorkommt, sondern auch im Golgi und dort
eine physiologische Funktion hat.

2002 wurden die ersten Rontgenstrukturen der rekombinanten GTA und GTB veroffentlicht
[27]. Sie gehdren zu den Metallionen-abhédngigen GTs vom GT-A-Faltungstyp (s. 1.2.2). Die je-
weilige katalytische Domaéne besteht aus zwei Halften, in deren Mitte das aktive Zentrum liegt.

Die Halften sind durch eine interne Schleife miteinander verbunden, die in den damaligen Kris-
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1.3 Humane Blutgruppen A und B Glycosyltransferasen

Abbildung 1.9: Kristallstrukturen der GTB. Dargestellt sind jeweils die 16slichen Domanen. Die Liganden
UDP und H-Dis-octyl sind rot dargestellt, Mn?* gelb. (A) GTB-Dimer (PDB ID: 2R]8), (B) GTB-Monomer
ohne Liganden (PDB ID: 2RIT) und (C) GTB-Monomer mit UDP und H-Dis-octyl (PDB ID: 2R]8).

tallstrukturen ebenso wenig aufgeldst werden konnte wie die letzten zehn Aminoséaurereste des
C-Terminus. Wahrend die N-terminale Halfte fiir die Bindung des Donorsubstrats verantwort-
lich ist, ist die C-terminale Hélfte an der Erkennung des H-Antigens beteiligt. Das konservierte
DXD-Motiv (hier: D*'V#2D?B) im aktiven Zentrum koordiniert ein bivalentes Kation, Mn?* oder
Mg?*, welches fiir die Bindung von UDP-GalNAc bzw. UDP-Gal und eine effiziente Katalyse
essentiell ist. Abbildung 1.9 zeigt 2008 veroffentlichte Kristallstrukturen der GTB ohne und mit
gebundenen Liganden.

Obwohl GTA und GTB verschiedene Donorsubstrate verwenden, unterscheiden sie sich nur in
vier von insgesamt 354 Aminosduren (GTA/GTB: Arg/Gly 176, Gly/Ser 235, Leu/Met 266 und
Gly/Ala 268) [57]. Diese Tatsache macht sie insbesondere fiir die Untersuchung von Struktur-
Funktionsbeziehungen interessant. Seit 2002 wurden zahlreiche weitere Kristallstrukturen ge-
10st, die zu einem besseren Verstdndnis des katalytischen Mechanismus und der Funktion der
vier kritischen Aminosduren von GTA und GTB gefiihrt haben [65,69,70,74,75]. Unter Beriick-
sichtigung von umfangreichen kinetischen Studien konnten die Aminosauren Leu/Met 266 und
Gly/Ala 268 als wichtig fiir die Donorbindung identifiziert werden [27,76], wahrend Gly/Ser 235
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1 Einleitung

und Leu/Met 266 einen Einfluss auf die Akzeptorbindung haben [77]. Die Rolle der vier bei
GTA und GTB unterschiedlichen Aminosaurereste wurde unter anderem mit Hilfe von Hybri-
den und Mutanten beider Enzyme untersucht. Die Hybride werden je nach Identitdt der vier
kritischen Aminosédurereste benannt. GTA wird als AAAA und GTB als BBBB bezeichnet. Dabei
steht jeder Buchstabe fiir einen kritischen Aminosédurerest in aufsteigender Reihenfolge. BAAA
ist danach eine GTA-Mutante, bei der Arg 176 gegen ein Gly ausgetauscht ist.

Die Funktion des Aminoséaurerests Arg/Gly 176 wurde erst 2008 durch Alfaro et al. beschrieben
[70]. Sie veroffentlichten Strukturen von GTB, ABBB und AABB, in denen sowohl die interne
Schleife, die etwa von Rest 176 bis 195 reicht, als auch die letzten neun C-terminalen Reste auf-
gelost werden konnten. Die Enzyme zeigten in diesen Bereichen eindeutige Konformationsan-
derungen wahrend der Substratbindung. Insgesamt wurden drei Zustiande beobachtet: ein of-
fener, ein halbgeschlossener und ein geschlossener Zustand (s. Abbildung 1.10). Ohne gebun-
dene Liganden sowie mit gebundenem Akzeptorsubstrat H-Dis-octyl befanden sich die Enzyme
in einer offenen Konformation. Zwei a-Helices bildeten die interne Schleife und die flexible C-
terminale Schleife lag ungeordnet vor und war nicht aufgeldst. Bei Bindung von UDP bewegte
sich die interne Schleife in Richtung des aktiven Zentrums und bildete Wechselwirkungen mit
UDP aus. Die zwei Helices verbanden sich dabei zu einer und es entstand die halbgeschlossene
Konformation. Waren sowohl UDP als auch H-Dis-octyl gebunden, befanden sich die Enzyme
im geschlossenen Zustand. Zusétzlich zu der internen Schleife war auch die C-terminale Schlei-
fe geordnet und lag ebenfalls iiber dem aktiven Zentrum. Sie bildete Kontakte mit Donor- und
Akzeptorsubstrat sowie mit der internen Schleife aus. Erst solch eine Anordnung soll eine effi-
ziente Katalyse ermdglichen.

Der Rest Arg/Gly 176 befindet sich am Rand der internen Schleife. Die Mutante BAAA zeigte
gegeniiber der GTA bei dhnlichen K,-Werten einen deutlich schnelleren Substratumsatz [76].
Zuriickzufiihren ist dies vermutlich auf eine hohere Flexibilitdt der internen Schleife durch das
Gly 176, die konsistent in allen Kristallstrukturen zu beobachten war [70]. Daraus resultieren

moglicherweise eine schnellere Produktfreisetzung sowie ein schnellerer Substrataustausch.

Abbildung 1.10: GTB in offener (grau) und geschlossener (blau) Konformation. UDP und H-Dis-octyl
sind rot, Mn?" sowie interne und C-terminale Schleife der geschlossenen Konformation sind gelb darge-
stellt. In der offenen Konformation sind die Reste 177-180 nicht aufgeldst, in der geschlossenen die Reste
180-181. Eine Bewegung in Richtung des aktiven Zentrums ist dennoch deutlich erkennbar (roter Pfeil).
(PDB IDs: 2RIT, 2R]8)
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1.3 Humane Blutgruppen A und B Glycosyltransferasen

Die Bedeutung von flexiblen Schleifen fiir die katalytische Reaktion wurde auch fiir andere GTs
beschrieben [78], unter anderem fiir die a-1,3-GalT, die gegeniiber GTA bzw. GTB die grofite
sequentielle und strukturelle Ahnlichkeit zeigt [79]. Kristallstrukturen zeigen gemittelte Zu-
stande und Beweglichkeiten sind daraus nur iiber Ordnungsgrade abschétzbar. Die Ergebnisse
legen jedoch nah, dass die (Konformations-)Dynamik der GTs, wie bei vielen anderen Enzy-
men, eine entscheidende Rolle bei der Katalyse spielt und ihre Aufkldarung wichtige Erkenntnis-

se iiber die Funktionsweise dieser Enzyme liefern wird.

1.3.3 Ligandenbindung

Wie oben beschrieben sind GTA und GTB hoch spezifisch fiir ihre Substrate und unterlaufen
induziert durch die Ligandenbindung Konformationsanderungen. Bisherige Erkenntnisse las-
sen annehmen, dass die Donorbindung der Akzeptorbindung vorangeht [70,78,80,81]. Kineti-
sche Daten zur Bindung der einzelnen Substrate wurden durch quantitative Auswertung von
STD-NMR-Experimenten (s. 2.9.1) gewonnen mit Dissoziationsraten von iiber 100 Hz fiir den
Akzeptor und ca. 10 Hz fiir den Donor [81]. Obwohl auch die Thermodynamik der Liganden-
bindung zum Verstandnis des Katalysemechanismus beitragen kann, sind allgemein fiir GTs

nur einige wenige Studien bekannt [82-86].

Ein fragmentbasierter NMR-spektroskopischer Ansatz identifizierte Uracil als kleinste Einheit
des Donorsubstrats UDP-Gal, die von der GTB erkannt wird [87]. Uracil, UMP und UDP wer-
den ebenfalls mit ansteigender Affinitdt und gleichen Bindungsepitopen wie UDP-Gal gebun-
den. Die UDP-Einheit sorgt mafigeblich fiir die Affinitat von UDP-Gal an die GTB, wahrend die
Galactoseeinheit die Spezifitat hervorruft. UDP-Gal wird in einer riickgefalteten Konformation
gebunden, die ohne Enzym NMR-spektroskopisch nicht detektierbar ist [81]. GTB bindet UDP-
Glc in gleicher Weise wie UDP-Gal, setzt diese jedoch nur in sehr geringem Mafse um [62,81,87].
Die Ursache ist nicht geklart, liegt aber vermutlich in den Bewegungen und Wechselwirkungen
der flexiblen Schleifen begriindet [70]. Etwas klarer stellt sich die Diskriminierung zwischen
UDP-Gal und UDP-GalNAc dar. Die GTA besitzt an der Stelle 266 einen Leucinrest, der kleiner
als der bei der GTB vorhandene Methioninrest ist und somit eine bessere Aufnahme des grofe-
ren GalNAc ermdglicht [27]. Wahrend die Affinitat von UDP-GalNAc an die GTB dadurch ver-
ringert wird, resultiert der Ausschluss von UDP-Gal durch die GTA wahrscheinlich ebenfalls
aus verhinderten korrekten Anordnungen von Enzym und Substrat.

Die Bindungskonstanten von Mg* und Mn?" an GTA und GTB sind nicht bekannt, sollten aber
nach ersten massenspektrometrischen Untersuchungen im millimolaren Bereich liegen [88].
STD-NMR-Experimente, die in der Lage sind schwache Bindungen (mM) zu detektieren, zeig-
ten auch in Abwesenheit der bivalenten Kationen eine Bindung von UDP-Gal an die GTB, je-
doch nur von der UDP-Einheit und vermutlich in einer anderen Konformation [81].

Das Akzeptorsubstrat H-Dis-octyl wird in der in Losung dominierenden Konformation gebun-
den [81]. Kristallstrukturen sowie STD-NMR-Experimente der GTB mit H-Dis-octyl zeigten eine
Dominanz des Galactoserests bei der Bindung [75,89]. Aus kinetischen Studien ist allerdings
bekannt, dass auch der Fucoserest wichtig fiir eine effiziente Reaktion ist [75]. In der geschlos-

senen Konformation, das heifst nur in Anwesenheit des Donors, werden zwei zusatzliche Was-
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1 Einleitung

serstoffbriickenbindungen zwischen der Fucoseeinheit und dem C-terminalen Loop ausgebildet

sowie eine essentielle Interaktion mit dem Donorsubstrat [70].

1.3.4 Enzymatische Hydrolyse von UDP-Galactose

In Abwesenheit eines Akzeptorsubstrats katalysiert die GTB die Hydrolyse von UDP-Gal zu
UDP und a-D-Gal (Abbildung 1.11) [27,90,91]. Die Reaktion erfolgt wie die natiirliche Transfer-
reaktion konfigurationserhaltend [92]. 3-D-Gal entsteht erst anschliefiend infolge von Mutarota-
tion. Diese enzymatische Hydrolyse kann auch als Transferreaktion angesehen werden, bei der
Wasser als unspezifischer Akzeptor dient, und bietet damit eine Moglichkeit, bisher unbekann-
te und durch die natiirliche Transferreaktion nicht erschliefibare Aspekte des Katalysemecha-
nismus der GTB zu untersuchen. Zudem verlauft die Hydrolysereaktion wesentlich langsamer
als die Transferreaktion.

In der vorangegangenen Masterarbeit [92] wurde der Einfluss eines Akzeptoranalogons, des a-
L-Fucp-(1,2)-p-D-(3-desoxy)-Galp-(1,0)-(CH,),CH; (3DD) (Abbildung 1.12), auf die enzymatische
Hydrolyse mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe
am C3 der Galactose fungiert 3DD nicht als Akzeptorsubstrat. 3DD ist ein bekannter kompetiti-
ver Inhibitor der GTB [59] und bindet in derselben Konformation wie das H-Dis-octyl [74].

In Anwesenheit des bivalenten Kations Mg* (Mn? kann aufgrund seines Paramagnetismus
nicht fiir NMR-Experimente verwendet werden) konnte eine bis zu zweifache Beschleunigung
der enzymatischen Hydrolyse von UDP-Gal durch das 3DD beobachtet werden (Abbildung
1.13 A und Tabelle 1.1). Dabei verstéarkte sich der Einfluss mit zunehmender 3DD-Konzentra-
tion. Diese Ergebnisse weisen auf einen kooperativen Effekt hin, der durch das 3DD verursacht

wurde. Vermutlich bewirkt die Bindung des Akzeptoranalogons, dass die GTB eine giinstigere

OH OH OH OH 0-D-Gal B-b-Gal
UDP-a-D-Gal ubp

Abbildung 1.11: Hydrolyse von UDP-Gal katalysiert durch die GTB. Die Reaktion findet unter Erhalt

der Konfiguration an dem anomeren Zentrum von a-D-Gal statt. 3-D-Gal entsteht anschliefend durch Mu-

tarotation. Die Anwesenheit eines bivalenten Kations, Mn?" oder Mgz*, ist fur die Reaktion essentiell.

HO OH HO OH
o) 0
HO ~_O-g H O-g
o) o)
HaC 72/ oH HaC 7l £ OH
HoOH HoOH
H-Dis-octyl 3DD R = (CH,);CH;

Abbildung 1.12: H-Dis-octyl und Akzeptoranalogon 3DD.
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Abbildung 1.13: Zeit-Umsatz-Kurven zur Analyse der GTB-katalysierten Hydrolyse von UDP-Gal bei
298 K. Die Proben enthielten zu Beginn der Reaktion 1 mM UDP-Gal, 26 uM GTB, 0-2 mM 3DD in 50 mM
Bis-Tris-d;o, pH 6,7, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM B-ME-d¢ und 20 uM TSP-d,. c(UDP-Gal) wurde an-
hand des NMR-Signals des anomeren Protons der Galactoseeinheit von UDP-Gal bestimmt. Die normier-
ten Werte sind gegen die Inkubationszeit aufgetragen und mit der Funktion c(UDP-Gal)=exp(-k,,, t) ange-
passt. Messungen ohne und mit 1 mM 3DD wurden in Doppelbestimmung, alle anderen in Einfachbe-

stimmung durchgefiihrt. (A) Saubere Proben und (B) Proben mit Spuren von Mn?".

Konformation, wie z. B. die fiir die Transferreaktion wichtige geschlossene Konformation, ein-
nimmt. Enthielten die Proben zusétzlich Spuren von Mn?*, die tiber die GTB-Reinigung und un-
zureichenden Pufferaustausch eingetragen wurden, war der Effekt der Beschleunigung nur
noch sehr schwach zu erkennen (Abbildung 1.13 B und Tabelle 1.1). Die Hydrolysereaktionen
verliefen in Gegenwart von Mn*" schneller als in Gegenwart von Mg?, so wie es auch bei der

nattirlichen Transferreaktion beobachtet wird.

Neben der enzymatischen Hydrolyse lauft in Anwesenheit von bivalenten Kationen immer
auch die wesentlich langsamere chemische Zersetzung von UDP-Gal zu UMP und Galactose-
1,2-Cyclophosphat (Gal-1,2-P) ab (Abbildung 1.14) [93]. Analog zu der enzymatischen Hydroly-
se wurden die Halbwertszeiten von UDP-Gal wihrend dieser Reaktion bei 298 K bestimmt [94].
Sie liegen bei etwa 40 Tagen mit 10 mM MgCl, und bei {iber 100 Tagen mit 100 uM MnCl,.

Tabelle 1.1: Apparente Ratenkonstanten k,,, und Halbwertszeiten t,, der GTB-katalysierten Hydrolyse
von UDP-Gal in An- und Abwesenheit des 3DD. Reaktionsbedingungen s. Legende der Abbildung 1.13.
Da die exponentielle Zerfallsfunktion nur bedingt die eigentliche, wesentlich kompliziertere Reaktion ab-

bildet, geben die Werte nur einen Trend wieder. Saubere Proben A und Proben B mit Spuren von Mn?".

Proben A Proben B
Koy /1! tin/h Koy /1! tip/h
ohne 3DD 0,029 + 0,0004 24,3 0,062 + 0,001 11,1
20 uM 3DD 0,040 + 0,001 17,5 0,075 + 0,003 9,2
100 uM 3DD 0,045 + 0,001 15,5 0,061 + 0,003 11,3
200 uM 3DD 0,070 + 0,003 9,9
1 mM 3DD 0,056 + 0,002 124 0,077 +£ 0,002 91
2mM 3DD 0,083 + 0,004 8,4
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Abbildung 1.14: Chemische Zersetzung von UDP-Gal.

1.4 Zielsetzung

Aus den vorangehenden Darstellungen erschliefst sich die enorme Bedeutung, die die Kenntnis
der molekularen Funktionsweise von Glycosyltransferasen fiir das Verstandnis biologischer
Prozesse und fiir die Entwicklung von Therapeutika hat. Aber auch die Schwierigkeiten auf
dem Weg dorthin sind erkennbar geworden. Obwohl mittlerweile viele Tausend Gene bekannt
sind, die fiir GTs codieren, sind nur knapp hundert Strukturen von GTs aufgeklart. Das haufig
membranstandige Vorliegen erschwert ihre Zuganglichkeit und es ist oft nicht einfach, die kata-
lysierte Reaktion zu identifizieren.

Die humane Blutgruppe B Galactosyltransferase gehort zu der kleinen Anzahl GTs und der
noch geringeren Anzahl humaner GTs, deren Struktur aufgeklart ist. Die Moglichkeit die 16sli-
che Domane der GTB rekombinant und im hohen Milligramm-Mafistab in E. coli herzustellen,
macht sie fiir umfangreiche Studien zuganglich. Sie kann unter anderem als Modell fiir die kon-

figurationserhaltenden GTs dienen, deren Reaktionsmechanismus immer noch ungeklart ist.

Die Arbeit ist im Wesentlichen in drei Abschnitte unterteilt. Zunédchst werden die unter 1.3.4
beschriebenen Ergebnisse zum Einfluss der Akzeptoranalogbindung auf die enzymatische
Hydrolyse des Donorsubstrats UDP-Gal aufgegriffen. Die Hydrolysereaktion ermdglicht durch
den Einsatz von Wasser als kleinstem moglichen Akzeptor die direkte Untersuchung des Ein-
flusses der Akzeptorbindung auf den katalytischen Prozess. Dieser Aspekt kann durch die
normale Transferreaktion nicht erschlossen werden und wird neue Erkenntnisse zu der Glyco-
syltransferreaktion liefern. Daher wird die enzymatische Hydrolyse durch die Bestimmung en-
zymkinetischer Konstanten quantifiziert, wofiir unter anderem die Etablierung eines radioche-
mischen Assays bedeutsam ist. Da nicht geklart ist, welches bivalente Kation das physiologi-

sche ist, werden sowohl Mn?" als auch Mg bei den Studien beriicksichtigt.

Im zweiten Abschnitt wird die Ligandenbindung an die GTB durch die Ermittlung von Affini-
tatskonstanten und thermodynamischen Parametern naher charakterisiert. Wie unter 1.3.3 ge-
schildert, gibt es nur wenige thermodynamische Studien mit GTs. Die Kenntnis der bindungsre-
levanten Grofien bildet jedoch mit die Grundlage fiir das Verstiandnis der Funktionsweise die-
ser Enzyme. Fiir die GTB sind bisher nur wenige Bindungskonstanten mit SPR-Spektroskopie

und STD-NMR-Spektroskopie zuverldssig bestimmt worden. Es handelte sich um Studien zur
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Akzeptorbindung, die im Institut fiir Chemie durchgefiihrt wurden. Publizierte Werte fiir das
Donorsubstrat und Fragmente des Donors resultieren aus kompetitiven STD-NMR-
Experimenten und basieren auf dem Kj-Wert der Glycosylierungsreaktion. Es gibt aber auch
die Moglichkeit, Bindungskonstanten mittels STD-NMR-Spektroskopie direkt zu ermitteln. Die-
se Studien ergdnzen die nachfolgend genannten. Klassische Methoden zur Bestimmung von
Bindungsparametern sind die Oberflachen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie  (SPR-
Spektroskopie) und die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC), die auch hier zum Einsatz
kommen werden. Dr. E. Munoz (Institut fiir Chemie) leistete bereits umfangreiche Vorarbeiten
fiir SPR-spektroskopische Untersuchungen der GTB, die Entwicklung eines Standardprotokolls
stand jedoch noch aus. Dariiber hinaus gab es widerspriichliche Ergebnisse, je nachdem ob GTB
immobilisiert wurde oder sich in der mobilen Phase befand, die vor der weiteren Verwendung
dieser Methode fiir andere Fragestellungen geklart werden miissen. Die ITC gibt neben Infor-
mationen iiber die Bindungsaffinitat auch Aufschluss {iber Enthalpie und Entropie der Wech-
selwirkung und wird fiir die Analyse von Ligandenbindungen an die GTB etabliert und einge-
setzt. In Zusammenhang mit dem ersten Abschnitt stehen Untersuchungen zur gegenseitigen
Beeinflussung von Donor- und Akzeptorbindung im Vordergrund. Aber auch die Rolle der
Identitat des bivalenten Kations wird untersucht. Die Ermittlung von Bindungskonstanten wei-
terer Liganden wie Substratanaloga und Substratfragmente werden ebenfalls Gegenstand die-

ses Abschnitts sein.

Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie konnen dynamische Prozesse in atomarer Auflosung und
iiber eine Zeitskala von Pikosekunden bis Sekunden erfasst werden [95]. Fiir die Aufklarung
der bisher nicht bekannten Konformationsdynamik von GTs stellt sie daher eine geeignete Me-
thode dar. Dariiber hinaus eroffnet sie die Moglichkeit, Protein-Ligand-Wechselwirkungen von
der Proteinseite aus zu betrachten und damit Einblicke in den Katalysemechanismus zu geben.
Fiir die genannten biomolekularen NMR-Techniken ist es unerlasslich, die Proteinresonanzen
zumindest teilweise und in den entscheidenden Bereichen den entsprechenden Aminosaureres-
ten zuzuordnen. Dies ist im Fall der als Dimer vorliegenden und damit 69 kDa groflen GTB
nicht trivial. Durch die Grofie des Proteins kommt es zu sehr vielen Signalen, starken Signal-
iiberlappungen und Intensitdtsverlusten in den Spektren. Eine gezielte Probenpréparation in
Form von uniformer und selektiver Isotopenmarkierung (*H,"””"N und/oder *C) der GTB ist in
jeder Hinsicht zwingend erforderlich.

Der dritte und letzte Abschnitt dieser Arbeit widmet sich der Herstellung isotopenmarkierter
GTB-Proben fiir die NMR-Spektroskopie. GTB lasst sich in Vollmedium gut synthetisieren und
uniform 2H,"”N-markierte GTB-Proben sind ebenfalls schon erfolgreich prédpariert worden. Je-
doch waren die Ausbeuten in den notwendigen Minimalmedien schlechter als im Vollmedium.
Fiir spezielle Zuordnungsexperimente, die Tripelresonanzexperimente, muss uniform
H,BC,"*N-markierte GTB in ausreichender Qualitdt und Menge hergestellt werden. Da die Zu-
ordnung der NMR-Signale durch selektive Aminosduremarkierung vereinfacht werden kann,
ist auch die Synthese solcher GTB-Proben Thema dieses Abschnitts. Weiterhin werden die Er-
mittlung geeigneter Bedingungen fiir die NMR-spektroskopischen Untersuchungen sowie die
Auswertung der NMR-Spektren dargestellt.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, wurde Reinstwasser verwendet, das mit dem SG-

Reinstwassersystem RS 90-4/UF oder Ultra Clear hergestellt wurde. In Tabelle 2.1 sind alle wei-

teren verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien.

Substanz Hersteller
2-Propanol Merck, Roth
3DD Prof. Dr. O. Hindsgaul, Kopen-

B-Mercaptoethanol, 2-Mercaptoethanol
B-Mercaptoethanol-d4 (98 % D)

Amine Coupling Kit: NHS-coupling solution, EDC-coupling

solution, 1 M Ethanolamine-HCl pH 8,5
Ammoniumchlorid (*NH,CI, 99 % °N)
Ammoniumchlorid (NH,CI)
Ammoniumpersulfat
Ampicillin Natriumsalz
Bis-Tris
Bis-Tris-d9 (98 % D)

BME Vitaminldsung (100 x)

Bovines Serumalbumin, Fraktion V, pH?7

Bradford-Reagenz Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat

Bromphenolblau

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, - 2 H,0O)

Casaminosduren, Caseinhydrolysat

Cholinchlorid

D-Biotin (Vitamin B, Vitamin H)

Deuteriumoxid (D,O) 100 % (99,97 % D)

Deuteriumoxid (D,0) 99,85 %

Deuteriumoxid (D,0) 99,9 %

D-(+)Glucose

D-Glucose (98 % u-1*C,, 98 % 1,2,3,4,5,6,6 D)

di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na,HPO, - 2 H,0)

D-Pantothensdure Hemicalciumsalz (Vitamin Bs)

DTT

Eco E. coli OD3 DN

hagen, Danemark/ W. Helle-
brandt (Institut fiir Chemie)
Sigma
CIL, Euriso-Top

Biacore

CIL

ICN Biomedicals, Merck
Sigma

Gerbu

Fluka

CIL, Euriso-Top
Sigma

Serva

Bio-Rad

Sigma

ICN Biomedicals, Merck
Merck

Fluka

Sigma
Euriso-Top
Euriso-Top
Euriso-Top
Merck
Euriso-Top
Merck

Merck

Sigma

Gerbu

Silantes
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EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex III)
Ethanol, vergallt

Folsdure (Vitamin By, Vitamin B,;, Vitamin M)
GelCode® Blue Stain Reagent

Glycerin

Glycin

Harnstoff

H-Dis-octyl

Hefeextrakt SERVAbacter®

IPTG

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

L-Lysin Hydrochlorid (95-99 % a-"°N)

L-Methionin (95-99 % °N)

L-Valin (97 % D, 97 % "°N)

L-Valin (98 % °N)

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, - 6 H,O)

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO, - 7 H,O)

Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat (MnCl, - 4 H,O)

Methanol

MOPS

myo-Inositol

Natriumacetat

Natriumazid (NaNj3)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
(NaH,PO, - 2 H,O)

Natriumhydroxid (NaOH)

NeutrAvidin®

Nicotinamid

Pepton (aus Casein, tryptisch verdaut)

Proteaseinhibitortabletten, cOmplete, EDTA-free

Proteinstandard Bovines Gammaglobulin

Proteinstandard SDS-PAGE Molecular Weight Standards,
Broad Range

Pyridoxalhydrochlorid

Riboflavin (Vitamin B,)

Rotiphorese® Gel 30
(Acrylamid:Bis-Acrylamid 37,5:1)

SDS

Szinti Mix Aquasafe 800

TEMED

Thiamin-Hydrochlorid (Vitamin B; Hydrochlorid)

Tris

Trypton (aus Casein, pankreatisch verdaut)

TSP Natriumsalz

TSP-d, Natriumsalz (98 % D)

UDP-6-biotinyl-Gal
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Biifa Chemikalien

Sigma

Pierce

Roth

Merck, Sigma

GERBU

W. Hellebrandt (Institut fiir
Chemie)

Serva

Gerbu

Merck, Roth

Euriso-Top

CIL

CIL

CIL

Merck, Roth

Merck

Merck

Biifa Chemikalien

Gerbu

Sigma

Merck

Merck

AppliChem, Merck, Roth

Merck

Merck

Pierce

Sigma

Roth

Roche Diagnostics
Pierce

Bio-Rad

Sigma
Sigma
Roth

Serva, Sigma

Zinsser Analytik

Sigma

Sigma

Merck, Roth

MP Biomedicals, Roth
Aldrich

Aldrich

Prof. Dr. L. Elling, Aachen
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UDP Dinatriumsalz Sigma

UDP-u-*C-a-D-Galactose Lithiumsalz Amersham Biosciences
UDP-a-D-Galactose Dinatriumsalz Prof. Dr. B. Ernst, Basel, Schweiz
UDP-a-D-Glucose Sigma

Uridin Sigma

Vitamin B, (Cyanocobalamin) Sigma

2.1.2 Gebrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verwendete Gebrauchsmaterialien.

Name Hersteller
Dialysekassetten, Slide-A-Lyzer, 10 kDa Thermo Scientific
Dialyseschlauch, SnakeSkin® Pleated, 10 kDa Thermo Scientific
Filtereinheit, Steritop™-GP, 500 ml, 0,22 um Millipore
Filterpapier Durapore Membran, PVDF, 0,45 um Millipore
Kaniilen, steril B/Braun
Kryordhrchen, CryoTubes™, 1,8 ml nunc
Kiivetten, Einmal-Viereck- Sarstedt
Mikrotestplatten, 96 Vertiefungen, flach Roth
Mini-Saulen, 5 ml Sigma
NMR-R&hrchen, 3 mm fiir Bruker Match™ System hilgenberg
NMR-Rohrchen, 5 mm fiir Bruker Match™ System hilgenberg
NMR-R&hrchen, 5 mm Shigemi fiir D,O, Bruker Shigemi
NMR-Rohrchen, 5 mm Single-Use Tubes Kontes
Papier, 0,34 um Whatman
pH-Universalindikatorpapier Merck
Pipetten, Einweg-, steril Sarstedt, TPP
Pipettenspitzen, epT.I.P.S. Eppendorf
Pipettenspitzen, MultiFlex, rund, 0,5-200 pl peqlab
Reagiergefafie, 1,5 ml, SafeSeal oder Easy Cap Sarstedt
Reagiergefafse, 2 ml, SafeSeal Sarstedt
Rohren 13 ml mit Zweistufen-Beliiftungsstopfen, PP Sarstedt
Rohren 13 ml, PS Sarstedt
Rohren mit konischem Boden und Schraubverschluss, 15 ml Sarstedt

und 50 ml, PP
Rohren mit Schraubverschluss, 5 ml, PP Sarstedt
Sensor Chip CM5 Biacore, GE Healthcare
Sensor Chip SA Biacore, GE Healthcare
Sep-Pak® Vac RC (100 mg) C18-Cartridges Waters
Spritzen, steril B/Braun, BD
Spritzenfilter, Millex®-GV, steril, PVDF, 0,22 uM Millipore
Spritzenfilter, Rotilabo®, steril, CME, 0,22 uM Carl Roth
Spritzenfilter, Rotilabo®, unsteril, CME, 0,8 uM Carl Roth
Szintillationsflaschen mit Deckel, PE, 20 ml PerkinElmer
Zentrifugen-Filtereinheit, Amicon® Ultra-4, 10 kDa Millipore
Zentrifugen-Filtereinheit, Vivaspin 15R, 10 kDa sartorius stedim biotech
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2.1.3 Saulenmaterialien

Tabelle 2.3: Verwendete Siulenmaterialien.

Material Hersteller
AGP® 1-X8 Resin (acetate, 200-400 dry mesh) Bio-Rad
SP Sepharose™ Fast Flow (FF) GE Healthcare

UDP-Hexanolamin-Sepharose Prof. Dr. M. M. Palcic, Kopenha-
gen, Danemark/ W. Helle-

brandt (Institut fiir Chemie)

2.1.4 Gerite

Tabelle 2.4: Verwendete Gerite.

Gerat

Hersteller

AKTA purifier 10:
CU-905, Frac-950, Mixer M-925, Monitor UV-900, Monitor
pH/C-900, Pump P-903, Valve INV-907, Valve PV-908

Autoklav 3850 ELV

Autoklav Laboklav MSV 55

Biacore 3000

Detektor Uvicord SII

Fliissigkeitsszintillationszahler Wallac 1409 Liquid Scintillation
Counter

Fraktionssammler SuperFrac™

French Press Cell Disrupter:
French-Pressure Cell Press, French Pressure Cell 40K, Rapid
Fill Kit

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD plus

Gefriertrocknungsanlage BETA A

Geltrockner Model 543

Glasfritte P3

Glasfritte P4

Inkubator innova 4330 Refridgerated Incubator Shaker

Inkubator Orbital Shaker Model 420

Isothermes Titrationskalorimeter VP-ITC

MRX Microplate Reader

NMR-Spektrometer Bruker Avance DRX-500/AVIII-500 mit
TCI-Kryoprobenkopf (Liibeck)

NMR-Spektrometer Bruker Avance II 600 mit TCI-
Kryoprobenkopf (Frankfurt)

NMR-Spektrometer Bruker Avance I 700 mit TXI-
Kryoprobenkopf (Hamburg)

NMR-Spektrometer Bruker Avance I 700 mit TXI-
Kryoprobenkopf (Frankfurt)

NMR-Spektrometer Bruker Avance I 800 mit TXI-
Kryoprobenkopf (Frankfurt)

NMR-Spektrometer Bruker Avance III 950 mit TCI-
Kryoprobenkopf (Frankfurt)
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GE Healthcare

tuttnauer Systec

SHP Steriltechnik AG
Biacore

Pharmacia Biotech
Wallac

Pharmacia Biotech
Thermo IEC

Christ
Christ
Bio-Rad

New Brunswick Scientific

Forma Scientific

MicroCal, GE Healthcare

Dynex Technologies

Bruker

Bruker

Bruker

Bruker

Bruker

Bruker
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Orbitalschiittler IKA KS 125 basic
pH-Meter pH 330

Pipetten Eppendorf Reference
Pipetten Eppendorf Research
Pipettierhilfe Pipetus® akku
Pumpe Econo Pump
Reinstwassersystem RS 90-4/UF

Reinstwassersystem Ultra Clear

Séaule XK 16/20 + Adapter
Saule XK 26/40 + Adapter

IKA Labortechnik

WTW

Eppendorf

Eppendorf

Hirschmann Laborgerate

Bio-Rad

SG Wasseraufbereitung und Re-
generierstation GmbH

SG Wasseraufbereitung und Re-
generierstation GmbH

Pharmacia Biotech

Pharmacia Biotech

Séulen Econo-Column® + Flow Adaptor Bio-Rad
Schreiber Rec 112, Rec 102 Pharmacia Biotech
SDS-PAGE-Zubehor Mini-PROTEAN® 3 Bio-Rad
Spannungsquelle Power Pac 300 Bio-Rad
Spektralphotometer NanoDrop ND-1000 peqlab
Spektralphotometer V550 UV/VIS Jasco
Thermomixer 5436 Eppendorf
Thermomixer comfort Eppendorf
Thermomixer Thermostat 5320 Eppendorf
Vakuum-Controller B161 Biichi
Vakuumkammer BAKER spe-12G J. T. Baker
Vakuumpumpe Duo 5 Pfeiffer Vakuum
Waage Adventurer™ Ohaus

Waage KERN GJ 610-2M Kern

Waage Mikrowaage MC 210 S Sartorius
Zentrifuge 5415 D Eppendorf
Zentrifuge 5810 Eppendorf
Zentrifuge Heraeus Pico 17 Thermo Scientific
Zentrifuge MiniSpin® Eppendorf
Zentrifuge Optima™ LE-80K Beckmann Coulter
Zentrifuge Sorvall RC 5B Plus, Rotor GS3, Rotor SA 600 Du Pont

2.1.5 Plasmid

Fiir die Synthese der sogenannten -10 GTB wurde das Plasmid pCWAlac verwendet, in das
Marcus et al. das entsprechende Gen fiir die -10 GTB klonierten (s. Abbildung 2.1) [65]. Diese
Gensequenz wird von den Restriktionsschnittstellen fiir EcoRI und HindlIII flankiert und besteht
aus von E. coli bevorzugten Codons [64]. Sie codiert die Aminosduren 64-354 der natiirlich vor-
kommenden, membranstidndigen GTB und liefert ein um den cytosolischen N-Terminus, die
Transmembranregion und um zehn weitere Aminosduren der Stammregion verkiirztes Pro-
dukt. Durch die Klonierung besitzt die -10 GTB am N-Terminus zusitzlich die Aminosauren M-
A-I-G-E-F-M.

Da in dieser Arbeit ausschliefllich mit der -10 GTB gearbeitet wurde, wird sie nachfolgend nur
noch als ,, GTB” bezeichnet.
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Terminator Hindlll

pCWAlac(-10GTB)

5857 bp

Replikationsursprung

Abbildung 2.1: Plasmidkarte von pCWAIlac mit dem Gen fiir die -10 GTB als Insert. Lacl codiert das
Repressorprotein Lacl, das durch IPTG inhibiert werden kann. Der zugehorige Promotor ist Ptac, der aus
der -35-Region des trp-Promotors und der -10-Region des lac-Promotors besteht. Das bla-Gen codiert die

[-Lactamase, die dem Wirt Ampicillinresistenz verleiht.

2.1.6 Bakterienstamm

Als Expressionsstamm wurde der E. coli K12 Stamm BL21 von Novagen verwendet (Genotyp: F-
ompT hsdSp(rgmg’) gal dem [96]). Diese Zellen wurden mit dem Plasmid pCWAlac(-10 GTB)
transformiert und ein ausgewahlter Klon als Glycerinkultur bei -80 °C gelagert [92].

2.2 Proteinsynthese

Alle Arbeiten mit Bakterienkulturen wurden steril an einer Bunsenbrennerflamme durchge-
fiihrt. Glasgerate wurden bei 134 °C fiir 15 min und Kunststoffmaterialien bei 134 °C fiir 15 min
oder bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Die S1-Abfalle wurden fiir 20 min bei 121 °C oder fiir
15 min bei 134 °C inaktiviert.

2.2.1 Kulturmedien

Die Kulturmedien wurden wie in Tabelle 2.5 und Tabelle 2.6 beschrieben angesetzt. Das TB-
Medium wurde von Dr. H. Peters (Institut fiir Chemie) speziell fiir die GTB-Synthese optimiert.
Fiir die Herstellung D,O-haltiger Salzlosungen (99,85 % oder 99,9 % D) wurden die Substanzen
in D,O gelost, lyophilisiert und erneut in D,O geldst. Die 100fache Vitaminlosung in D,O wurde
ebenfalls selber angesetzt und enthielt 0,01 mg/ml Riboflavin, je 0,1 mg/ml D-Biotin, Cholinchlo-
rid, Folsaure, Nicotinamid, D-Pantothensdure, Pyridoxalhydrochlorid, Thiaminhydrochlorid
und Vitamin B,,, 0,2 mg/ml myo-Inositol und 8,5 mg/ml NaCl. Fiir Medien mit H,O wurde die
kommerziell erhéltliche BME Vitaminlosung (100 x) verwendet. Hitzeempfindliche Substanzen
und Losungen mit D,O wurden mit einem 0,22 pm Filter steril filtriert, alle weiteren Losungen

wurden bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.
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Tabelle 2.5: Verwendete Vollmedien

. Angegeben ist jeweils die Zusammensetzung fiir 11.

Medium

Zusammensetzung

Luria-Bertani (LB)-Medium (pH 7)

Terrific Broth (TB)-Medium
(optimiert fiir GTB-Synthese)

10g
58
10g
ad 1000 ml

12¢

24¢g

4ml

6g

3g

lg

05g

ad 1000 ml

Trypton/Pepton
Hefeextrakt
NaCl

H,O

Trypton/Pepton
Hefeextrakt
Glycerin
Na,HPO,
KH,PO,

NH,CI

NaCl

H,O

direkt vor der Verwendung Zusatz folgender steriler Losungen:

1ml
1ml
0,5ml
10 ml
20 ml
1ml

1M MgSO,

0,1 M CaCl,

10 mg/ml Thiamin

20 % Glucose

20 % Casaminosduren

100 mg/ml Amp

Tabelle 2.6: Verwendete Minimalmedien. Angegeben sind die Zusammensetzungen fiir je 250 ml Mini-

malmedium, verwendet fiir vier unterschiedliche Markierungsmuster. Pro Ansatz einer Synthese selektiv

’N-markierter GTB wurde jeweils nur eine der unten in der Tabelle aufgelisteten Aminosduren eingesetzt.

Zusammensetzung u-°N u-H,">N u-’H,3C,'5N u-?H, sel. N
H,O 214 ml

D,0 (99,85 %/ 99,9 %) 164 ml 211 ml 239 ml
Eco E. coli OD3 DN 50 ml

Na,HPO, 15¢g 15¢g 15¢g 15¢g
KH,PO, 075g 075g 075g 075g
NaCl 0125g 0125g 0125g 0125g
NH,CI 025g
1% NH,Cl1 25 ml

1% ®ND,Cl1 25 ml 25 ml

1M MgCl, 250 pl 250 pl 250 pl 250 ul
0,1 M CaCl, 250 ul 250 ul 250 ul 250 l
1M MgSO, 1ml 1ml 1ml 1ml
20 % Glucose 5ml 5ml 5ml
10 % u-*H,*C-Glucose 10 ml

50 % Glycerin 2ml 2ml 2ml
20 mg/ml Thiamin 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul
100 x Vitaminlosung 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
100 mg/ml Amp 250 pl 250 ul 250 pl 250 ul
a-®N-L-Lysin 125 mg
5N- L-Methionin 57,5mg
I5N- L-Valin bzw. 2H,"°N- L-Valin 57,5mg
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2.2.2 Anlegen von Glycerinkulturen

Fiir die Lagerung der mit dem Plasmid pCWAlac(-10 GTB) transformierten E. coli BL21 wurden
Glycerinkulturen angelegt. Hierfiir wurden 3 ml LB-Medium mit 100 pig/ml Amp mit dem ent-
sprechenden Klon angeimpft und bei 37 °C und 230 rpm bis zu einer ODgy, von ca. 1 inkubiert.
Anschliefiend wurde die Kultur mit 1 ml sterilem 80 %igen Glycerin versetzt, zu je 1 ml in 1,8 ml
Kryordhrchen aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden bei

-80 °C gelagert.

2.2.3 Synthese von unmarkierter GTB

Die Herstellung von unmarkierter GTB wurde in Schiittelkolben mit Schikanen durchgefiihrt,
die maximal zu einem Viertel mit TB-Medium (s. Tabelle 2.5) befiillt waren. Das Bakterien-
wachstum wurde durch Messung der ODgy verfolgt, wofiir 100 ul Kultur mit 900 ul TB-
Medium verdiinnt wurden. Als Leerwert diente TB-Medium.

Fiir die Vorkultur wurden 50 ml TB-Medium mit dem entsprechenden GTB-Klon aus einer Gly-
cerinkultur angeimpft und {iber Nacht bei 30 °C und 230 rpm inkubiert. Mit dieser Kultur wur-
de eine Hauptkultur auf eine ODgy von 0,1 inokuliert und bei 30 °C und 230 rpm wachsen ge-
lassen. Die Expression des -10 GTB-Gens wurde bei einer ODg4 von 1 mit 1 mM IPTG induziert
und die Inkubation fiir 20-24 h fortgefiihrt. Dabei wurde der pH-Wert mit pH-Indikatorpapier
kontrolliert und bei Bedarf mit 10 M steriler Natronlauge auf pH 7 eingestellt. Die Zellen wur-
den durch 20-miniitige Zentrifugation bei 4225 x g und 4 °C geerntet und bei -20 °C eingefroren.

2.24 Synthese von isotopenmarkierter GTB

Die Synthese von isotopenmarkierter GTB erfolgte nach der Methode von Marley et al. [97], bei
der zunichst eine gewisse Zellmasse in Vollmedium erzeugt und erst anschlieflend in Mini-
malmedium die Synthese des rekombinanten Proteins induziert wird. Wenn nicht im Folgen-
den anders beschrieben, galten dabei die unter 2.2.3 erldauterten Bedingungen. Es wurde zu-
néchst eine 50 ml Vorkultur in TB-Medium angesetzt und inkubiert. Mit dieser wurde eine Star-
terkultur in TB-Medium auf eine ODgy, von 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 230 rpm inkubiert.
Die angestrebte ODgy der Starterkultur richtete sich nach den Volumina von Starter- und an-
schliefender Hauptkultur. Die Hauptkultur in Minimalmedium wurde stets mit einer ODgg
von 4 angesetzt, sodass z. B. fiir das Ansetzen einer 250 ml Hauptkultur, 11 Starterkultur mit ei-
ner ODy von 1 oder 250 ml Starterkultur mit einer ODyy, von 4 benotigt wurden. Um die Bakte-
rienkultur von Vollmedium auf Minimalmedium umzusetzen, wurden die Zellen durch Zentri-
fugation in sterilen Zentrifugenbechern bei 6000 x g und 8 °C fiir 15 min abgetrennt, in einer L6-
sung mit 6 g/l Na,HPO,, 3 g/l KH,PO,und 0,5 g/l NaCl in H,O resuspendiert und erneut zentri-
fugiert. Fiir die Herstellung deuterierter GTB wurden Resuspension und anschlieffende Zentri-
fugation mit D,O-haltiger Losung wiederholt. Das Bakterienpellet wurde in dem jeweiligen Mi-
nimalmedium (s. Tabelle 2.6) resuspendiert und in Schiittelkolben mit Schikanen {iiberfiihrt, so-
dass diese zu maximal einem Achtel befiillt waren. Die Kulturen fiir die entsprechenden Isoto-

penmarkierungen der GTB hatten folgende Volumina: uniform-"N (u-"N) 11, u-’H,"”N 500 ml,
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u-’H,"C,"®N 250 ml, u-’H, a-"®N-Lys 500 ml, u-*H, "N-Met 500 ml, u-*H, N-Val 500 ml und u-
?H,’H"®N-Val 250 ml. Zum Abbau noch unmarkierter Metabolite wurde 1-2h bei 37 °C und
230 rpm inkubiert, bevor mit 1 mM IPTG induziert wurde. Nach 3,5-7,5 h wurde die Tempera-
tur auf 30 °C reduziert und nochmal 1 mM ITPG sowie 100 ug/ml Amp hinzugegeben. Der pH-
Wert wurde bei Bedarf mit steriler 8 M NaOD auf pH 7 korrigiert. Die Zellen wurden nach 16-
17 h Kultivierung bei selektiver Markierung bzw. nach 18-20 h Kultivierung bei uniformer Mar-

kierung wie o. a. geerntet und bei -20 °C eingefroren.

2.3 Proteinreinigung

Das verwendete Reinigungsschema basiert auf einem Protokoll, das Seto et al. fiir die GTB-
Reinigung entwickelten [62]. Nach dem Zellaufschluss (s. 2.3.2) wurde das Enzym mittels Io-
nenaustauschchromatographie mit SP-Sepharose FF (s. 2.3.3) und anschlieffender Affinitats-
chromatographie mit UDP-Hexanolamin-Sepharose (s. 2.3.4) gereinigt. Die Saulenchromato-
graphien wurden entweder mit Hilfe einer einfachen Peristaltikpumpe (Econo Pump) mit ange-
schlossenem UV-Detektor, Schreiber und Fraktionssammler oder mit einem AKTA-System

durchgefiihrt. Alle Reinigungsschritte fanden mit gekiihlten Puffern bei 4 °C oder auf Eis statt.

2.3.1 Reinigungspuffer

Die Reinigungspuffer wurden mit H,O angesetzt und DTT erst kurz vor Gebrauch zugegeben
(s. Tabelle 2.7). Fiir die Proteinreinigung mit dem AKTA-System wurden die Puffer mit einem

0,45 um Filter filtriert und entgast.

2.3.2 Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde aufgetaut und in Resuspensionspuffer (s. Tabelle 2.7) resuspendiert (ca.
50 ml pro 10 g Pellet). Die Zellen wurden mit einer French Press bei einem Druck von 19.200 psi
aufgeschlossen. Dabei wurde die Zellsuspension zweimal durch die Presse gegeben. Die Zell-
fragmente wurden durch 1h Zentrifugation bei 110.000 x g und 4 °C abgetrennt und der Uber-
stand mittels Saulenchromatographie gereinigt. Vor dem Einsatz in das AKTA-System wurde

der Uberstand mit einem 0,8 pum Filter filtriert.

2.3.3 Ionenaustauschchromatographie mit SP-Sepharose

Die erste Stufe der GTB-Reinigung bestand aus einer Kationenaustauschchromatographie mit
SP-Sepharose FF als starkem Kationenaustauscher. Da die GTB einen theoretischen pl von 8,27
besitzt, lag sie bei dem pH-Wert der Puffer von 6,9 (s. 2.3.1) positiv geladen vor und band an
die negativ geladenen Sulfopropylgruppen der Sepharosematrix. Nach Herunterwaschen nega-
tiv geladener Molekiile konnte die Elution mit einem Puffer erhchter Salzkonzentration erfol-
gen.

Fir das Zelllysat aus 11 Kultur wurden etwa 150 ml SP-Sepharose FF eingesetzt und in eine
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Tabelle 2.7: Verwendete Reinigungspuffer. Der pH-Wert der Puffer betrug 6,7 bei 25 °C (6,9 bei 4 °C).

Puffer Zusammensetzung
Resuspensionspuffer 50mM MOPS

1mM EDTA

1mM DTT

1 Tablette Proteaseinhibitor/ 50 ml Puffer

SP-Sepharose-Waschpuffer 50mM MOPS
(SP-Waschpuffer) 1mM DTT
SP-Sepharose-Elutionspuffer 50mM MOPS

(SP-Elutionspuffer) 500mM NaCl
1mM DTT
UDP-Hexanolamin-Sepharose-Waschpuffer 50mM MOPS
(UDP-Hex-Waschpuffer) 500mM NaCl
5mM MnCl,
1mM DTT
UDP-Hexanolamin-Sepharose- 50mM MOPS
Elutionspuffer 500mM NaCl
(UDP-Hex-Elutionspulffer) 5mM MnCl,
8mM UDP
1mM DTT

Saule fiir das entsprechende System gepackt. Die im Folgenden angegebenen Flussraten bezie-
hen sich auf die Peristaltikpumpe, bei Verwendung des AKTA-Systems betrug die Flussrate
durchgehend 1ml/min. Der Ionenaustauscher wurde mit 2-3 Sdulenvolumina (SV) SP-
Waschpuffer mit einer Flussrate von 1-6 ml/min dquilibriert bevor das Zelllysat einmal mit 5-
6 ml/min und weitere drei- bis viermal mit 0,2-0,5 ml/min geladen wurde. AnschlieSend wurde
so lange mit SP-Waschpuffer bei 2-6 ml/min gewaschen bis die Extinktion des Durchflusses bei
280nm eine konstante Basislinie zeigte. Die Elution mit SP-Elutionspuffer erfolgte mit 5-
6 ml/min in Fraktionen von ca. 7-9 ml ebenfalls bis zu einer konstanten Basislinie. Die protein-
haltigen Fraktionen wurden mit Hilfe der Extinktion bei 280 nm und eines qualitativen Brad-
ford-Tests (s. 2.4.2) ermittelt und vereinigt.

Zur Regeneration wurde die SP-Sepharose FF in eine Glasfritte gefiillt und mit je 3 SV der fol-
genden Losungen in angegebener Reihenfolge behandelt: H,O, 8 M Harnstoff, H,O, 2M NaCl,
H,O, 1M NaOH, H,O bis pH 7, 30 % 2-Propanol, HO und 30 % Ethanol. Fiir die Lagerung bei
4 °C entweder in 20-30 % Ethanol oder in 50 mM MOPS mit 0,05 % NaN; (pH 6,9 bei 4 °C) wur-

de die Sdule meistens wieder gepackt.

2.3.4 Affinititschromatographie mit UDP-Hexanolamin-Sepharose

In der zweiten Stufe der GTB-Reinigung wurden alle iibrigen im SP-Sepharose-Eluat noch vor-
handenen Biomolekiile entfernt. Die GTB band hierbei an einen ihrer Liganden, UDP, das iiber

Hexanolamin an Sepharose gebunden war. Nach dem Waschen der Sdule konnte die GTB mit
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UDP eluiert werden. Die verwendeten Puffer sind unter 2.3.1 aufgefiihrt.

Es wurde eine Sdule des entsprechenden Systems mit etwa 15-20 ml UDP-Hexanolamin-
Sepharose (UDP-Hex) gepackt und mit 2-3 SV UDP-Hex-Waschpuffer bei einer Flussrate von
0,5 ml/min &dquilibriert. Diese und die im Folgenden angegebenen Flussraten beziehen sich auf
die Peristaltikpumpe, bei dem AKTA-System betrug die Flussrate durchgehend 0,4 ml/min. Die
vereinigten Fraktionen des SP-Sepharose-Eluats wurden mit 5 mM MnCl, versetzt und bei 0,1-
1ml/min auf die Sdule geladen. Nach dem Waschen mit UDP-Hex-Waschpuffer bei 0,1-
1ml/min bis zu einer konstanten Extinktion bei 280 nm wurde die GTB mit UDP-Hex-
Elutionspuffer bei 1 ml/min eluiert. Das Eluat wurde in 3-5 ml grofien Fraktionen so lange auf-
gefangen, bis kein Protein mehr von der Sdule kam. Die GTB-haltigen Fraktionen wurden mit-
tels eines qualitativen Bradford-Test (s. 2.4.2) ermittelt und vereinigt.

Die Regeneration der UDP-Hex fand in der Siule bei einer Flussrate von ca. 0,5 ml/min mit 10-
20 SV folgender Losungen statt: H,O, 8 M Harnstoff, H,O und 20 % Ethanol. Erfolgte die Lage-
rung bei 4 °C nicht in 20 % Ethanol, wurde die Saule nochmal mit H,O und anschliefSend mit
50 mM MOPS, 0,05 % NaNj (pH 6,9 bei 4 °C) gewaschen.

2.3.5 Dialyse

Das durch die Affinitatschromatographie in die GTB-Losung gelangte UDP musste vor dem
Einsatz in Experimente entfernt werden. Dies wurde durch Dialyse gegen den in Tabelle 2.8
aufgefiihrten GTB-Dialysepuffer erreicht. Die GTB-Losung wurde in einen Dialyseschlauch
oder Slide-A-Lyzer mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa gefiillt und zwei- bis dreimal fiir
24 h gegen 4-51 GTB-Dialysepuffer dialysiert. Die meisten isotopenmarkierten GTB-Proben soll-
ten direkt fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen zur Verfiigung stehen und wurden da-
her nach Zugabe von 8 mM EDTA zur Komplexierung des Mn*" fiir dreimal 24h gegen 1-41
Mg*-haltigen Phosphatpuffer (s. Tabelle 2.8) dialysiert, ohne vorherige Dialyse gegen GTB-
Dialysepuffer. Im Anschluss wurde die GTB-Losung mit einem 0,22 pm Filter filtriert und bei 4-
8 °C gelagert. Der Erfolg der Dialyse wurde mit einem NanoDrop Spektralphotometer iiber-
priift (s. 2.4.3).

Tabelle 2.8: Verwendete Dialysepuffer in H,O. Der pH-Wert der Puffer betrug 6,7 bei 25 °C.

Puffer Zusammensetzung
GTB-Dialysepuffer 50mM MOPS
100mM NaCl

5mM Mn(Cl,

1mM DTT
GTB-Phosphatpuffer 25mM Na,HPO,/NaH,PO,

5mM MgCl,

1mM B-ME
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2.4 Proteinanalytik

Um den Erfolg der Reinigung und die Qualitdt der GTB zu kontrollieren, wurden Reinheit,
Konzentration und Aktivitdt der jeweiligen Praparationen iiberpriift. Die Reinheit wurde grob
mit einer SDS-PAGE (s. 2.4.1) gezeigt und die Konzentration sowohl mit dem Bradford-Test als
auch mit einem NanoDrop Spektralphotometer bestimmt (s. 2.4.2 und 2.4.3). Die Enzymaktivi-

tat wurde mit einem radiochemischen Assay ermittelt (s. 2.4.4).

2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-PAGE, mit der Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden konnen,
wurde verwendet, um grobe Verunreinigungen (> 1-2 %) der GTB-Probe mit anderen Proteinen
auszuschliefien. Es wurde ein 12 %iges Polyacrylamid-Trenngel mit einem 6 %igen Sammelgel
nach dem Lammli-System eingesetzt (s. Tabelle 2.9) [98]. Die Proben wurden mit reduzieren-
dem bzw. nicht-reduzierendem Probenpuffer (s. Tabelle 2.10) versetzt und fiir 15 min bei 85 °C
denaturiert. Je nach Proteinkonzentration wurden 5-10 ul der Proben zusammen mit 5-10 pl ei-
nes Proteinstandards (6,5-200 kDa, Bio-Rad) auf das Gel aufgetragen. Als Elektrodenpuffer
diente eine Losung aus 6 g/l Tris, 28,8 g/l Glycin und 1 g/l SDS. Die Auftrennung der anioni-
schen Protein-SDS-Komplexe erfolgte bei einer Spannung von 80 V im Sammelgel und bei 130 V
im Trenngel. Das Gel wurde anschlieffend dreimal fiir etwa 15 min mit H,O gewaschen, min-
destens 1 h mit dem GelCode® Blue Stain Reagent (Coomassie-Farbstoff) gefarbt und mit H,O
wieder entfdarbt. Zur Dokumentation wurde das Gel im Geltrockner fiir 45 min bei 80 °C auf

Whatman-Papier getrocknet und eingescannt.

Tabelle 2.9: SDS-Polyacrylamid-Gele. Die Angaben beziehen sich auf die Herstellung von 2 Gelen. Die
Zugabe von TEMED erfolgte zuletzt, da es die Polymerisation startet.

Trenngel (12 %) Sammelgel (6 %)
Rotiphorese® Gel 30 4ml 1ml
1,5M Tris, pH 6,8 1,25ml
1,5M Tris, pH 8,8 2,5ml
H,O 3,2ml 2,58 ml
10 % SDS 100 pl 50 ul
87 % Glycerin 200 ul 100 pul
20 % Ammoniumpersulfat 50 pl 25ul
TEMED 10 ul 10 ul
Tabelle 2.10: 2 x Probenpuffer fiir SDS-PAGE.
reduzierend nicht-reduzierend
Glycerin 1,2ml 1,2ml
1,5M Tris, pH 6,8 1,2ml 1,2ml
10 % SDS 3ml 3ml
B-ME 0,5ml
Bromphenolblau 10 mg 10mg
Harnstoff 3g 3g
H,O ad 10 ml ad 10 ml
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2.4.2 Kolorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford basiert auf der Wechselwirkung des Farbstoffes Coo-
massie-Brillantblau G-250 mit Proteinen [99]. Durch die Bindung des Farbstoffes vorwiegend an
aromatische und basische Aminosauren, speziell an Arginine, verschiebt sich sein Absorptions-
maximum von 465 nm auf 595nm [100]. Mit dem bloffen Auge ist ein Farbumschlag von rot-
braun nach blau erkennbar.

Bei einem qualitativen Bradford-Test wurden 20 pl Probe mit 200 ul Bradford-Reagenz (Bio-Rad
Protein Assay Dye Reagent Concentrate) in einer Mikrotestplatte gemischt und die Farbung mit
dem Auge beobachtet.

Fiir den quantitativen Bradford-Test zur Bestimmung der GTB-Konzentration wurde Bovines
Gammaglobulin in Konzentrationen von 100, 200, 300, 400 und 500 pg/ml als Proteinstandard
eingesetzt. Die Probe wurde so verdiinnt, dass ihre Konzentration im Bereich der Standards lag.
Je 10 ul Puffer (Leerwert), Standard und Probe wurden mindestens in Doppelbestimmung mit
200 pl Bradford-Reagenz in einer Mikrotestplatte gemischt, fiir 15 min inkubiert und anschlie-
fiend die Extinktion bei 630 nm mit einem Mikroplattenleser gegen den Leerwert gemessen (ein
Filter fiir 595 nm war nicht vorhanden). Die GTB-Konzentration wurde mit Hilfe der Standard-

geraden ermittelt.

2.4.3 Spektroskopische Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration kann durch Messung der Extinktion bei 280 nm ermittelt werden. Die
Methode beruht darauf, dass Tryptophan und Tyrosin und in geringem Mafle Cystin Licht die-
ser Wellenldnge absorbieren. Fiir die Berechnung der Proteinkonzentration nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz (A=¢-c-d mit A = Absorption, & = molarer Absorptionskoeffizient in
1/(mol - cm), ¢ = Konzentration in mol/l und d = Schichtdicke in cm) wird der molare Absorp-
tionskoeffizient ¢ bei 280 nm benoétigt. Alternativ kann auch der Massenabsorptionskoeffizient
& in 1/(g - cm) eingesetzt werden, sodass die Konzentration in g/l erhalten wird. Fiir die GTB
kann &* mit 10 1/(g - cm) abgeschitzt werden [92].

Die Extinktionen der unverdiinnten Proben wurden mindestens in Dreifachbestimmung mit
einem NanoDrop Spektralphotometer gemessen. Das Probenvolumen betrug 1,5-2 ul und als
Leerwert diente der entsprechende Puffer.

Zusatzlich zu der Proteinkonzentration wurden die Proben mit dem NanoDrop auch auf Ver-
unreinigungen mit Nucleinsduren bzw. Nucleotiden, hier vorwiegend UDP aus der Reinigung,
gepriift. Zu erkennen sind diese an ihrer charakteristischen Absorption bei 260 nm. Ein Ver-

héltnis Ajs/Asso kleiner 0,6 deutet auf eine ausreichend reine Proteinprobe hin [101].

2.4.4 Aktivitatstest

Die GTB-Aktivitat wurde nach einem von Palcic et al. entwickelten radiochemischen Assay be-
stimmt [60]. Hierbei wird die durch die GTB katalysierte Synthese des B-Trisaccharids beobach-
tet. Uniform "“C-markierte Galactose wird von dem Donor UDP-Gal auf den Akzeptor H-Dis-
octyl iibertragen, der iiber seinen hydrophoben Octyl-Rest in wassriger Umgebung an eine C18-
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Reversed-Phase-Sdule (Sep-Pak® Vac RC C18 Cartridge) bindet. Nach Herunterwaschen des
nicht umgesetzten Donors wird mit Methanol eluiert und das Produkt mittels Fliissigkeitsszin-
tillationszahlung gemessen.

Die GTB-Proben wurden mit 1 x A/B-Puffer (s. Tabelle 2.11) auf ca. 5-8 nM verdiinnt, sodass in-
nerhalb der Inkubationszeit weniger als 10 % des Donors umgesetzt wurden. Wird diese Gren-
ze liberschritten, ist aufgrund der Substratverknappung keine Linearitat mehr zwischen Inku-
bationszeit und Produktbildung gewahrleistet; die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt ab und die
Messung ist nicht mehr aussagekriftig. 4 pul der verdiinnten Probe wurden mit 1 ul 10x A/B-
Puffer und 5 pl der Donor/Akzeptor-Losung versetzt (s. Tabelle 2.11), gut gemischt und 2 min
bei 16.000 x g zentrifugiert. Nach einer Inkubationszeit von exakt 10 min oder 15 min bei 37 °C
wurde die Reaktion durch Zugabe von 170 ul eiskaltem H,O gestoppt. Die C18-Reversed-
Phase-Saule, angeschlossen an eine Vakuumapparatur, wurde dreimal mit 2 ml Methanol ge-
waschen und zweimal mit 2 ml H,O &dquilibriert. Die Sdule wurde anschliefiend mit dem Reak-
tionsansatz beladen und trocken gesaugt. Nach zweimaligem Waschen mit 2 ml H,O wurden
die gebundenen Di- und Trisaccharide mit dreimal 2 ml Methanol in Szintillationsflaschen
eluiert, mit 6 ml Szintillationsfliissigkeit (Aquasafe 800) versetzt und gut gemischt. Die Radioak-
tivitat des gebildeten Produkts wurde in Zerfillen pro Minute (dpm) zweimal fiir je 1 min mit
einem Fliissigkeitsszintillationszéhler gemessen.

Aus der gemessenen Aktivitdt der Probe (Apiope in dpm) wurde unter Beriicksichtigung der ma-
ximalen Aktivitdt der Donor/Akzeptor-Losung (Am. in dpm), der Aktivitdt einer Probe ohne
GTB (Arcerwert in dpm), der Stoffmenge UDP-Gal (11ypp.ga in pmol), des eingesetzten Volumens
der Proteinlosung (0,004 ml/Verdiinnungsfaktor = Vp,) und der Inkubationszeit (¢ in min) die
Volumenaktivitat (VA in U/ml) berechnet:

_ (AProbe _ALeerwert ) * Mypp -Gal

VA
(Amax _ALeerwert ) * Vprobe * ¢

(GL 2.1)

Eine Unit (U) ist dabei definiert als der Umsatz von 1 pmol Substrat pro min. Aus der VA wur-
de durch Einbeziehung der Proteinkonzentration die spezifische Enzymaktivitdt in U/mg be-

stimmt.

Tabelle 2.11: Puffer und Stammldsung fiir den Aktivititstest. Die Konzentrationen von Donor und Ak-
zeptor lagen im Reaktionsansatz beim 9,9 bzw. 5,6fachen K, [65], sodass die ermittelte Reaktionsge-
schwindigkeit nahe v,,, lag. Das radioaktive UDP-Gal stammte aus zwei Chargen mit gleicher Volumen-

aktivitat aber unterschiedlicher Konzentration.

Zusammensetzung
10 x A/B-Puffer 500mM MOPS (pH7)
200mM  MnCl,
10mg/ml BSA

Donor/Akzeptor-Losung 992 uM /4,96 nmol  H-Dis-octyl
532 uM /2,66 nmol UDP-Gal
786Bq UDP-u-"“C-Gal
Charge 1: 13 uM / 0,065 nmol
Charge 2: 15 uM / 0,075 nmol
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2.5 Ligandenbindung

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die GTB 1:1 Bindungen mit Liganden eingeht, wobei
die Dimerisierung des Proteins die Bindungsstellen nicht beeinflusst [67,68,102].
Allgemein kann die 1:1 Bindung eines Liganden L an einen Rezeptor R durch folgende Reaktion

ausgedriickt werden:

kOn
R+L = RL (GL. 2.2)
korr

Die zeitliche Veranderung der Komplexkonzentration [RL] wird dabei beschrieben mit:

d[RL]
dt

= kon . [R] . [L] - knff . [RL] (Gl 23)

mit: k,, Assoziationsrate in s-M
ky Dissoziationsrate in s™
[L] Konzentration des freien Liganden in M

[R] Konzentration des freien Rezeptors in M

Unter Gleichgewichtsbedingungen liegen keine zeitabhéngigen Konzentrationsanderungen vor,
d.h. d[RL]/dt ist 0, wobei das System stets dynamisch bleibt. Nach dem Massenwirkungsgesetz

folgt fiir verdiinnte Losungen:

kosp  [R]-[L]
kon  [RL]

Ky = (GL. 2.4)

Kp ist die Dissoziationskonstante der Bindung und wird in M angegeben. Ihr Reziprok wird als
Assoziationskonstante K, bezeichnet. Fiir die Bestimmung von K, werden demnach [R], [L] und

[RL] benétigt, die wie folgt dargestellt werden konnen:
[R] = [R]o — [RL] (Gl. 2.5)
(L] = [L]o — [RL] (Gl. 2.6)

mit: [L], Gesamtkonzentration des Liganden in M

[R], Gesamtkonzentration des Rezeptors in M

Einsetzen von (Gl. 2.5) in (Gl. 2.4) liefert nach Umformung:

[R]o - [L]

R = e 10

(Gl 2.7)
Diese Gleichung wird nach ihrem Urheber auch Langmuir-Gleichung genannt [103].
Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden der Oberflachen-Plasmonen-Resonanzspektros-

kopie (s. 2.7) und STD-NMR-Spektroskopie (s. 2.9) ermdglichen es, die Konzentration [RL], die

gleich der Konzentration des gebundenen Rezeptors bzw. des gebundenen Liganden ist, expe-
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rimentell mit den SPR-Antworten in RU (engl. response units) bzw. dem STD-AF (STD-
Amplifikationsfaktor) zu korrelieren. Die maximal mogliche Belegung des Rezeptors spiegelt
sich in den Werten RU,,,, und STD-AF,,,, wider. Man erhélt nach (Gl. 2.7) die Gleichungen:

RU = RUppax - [L] |
= T (GL 2.8)
STD-AE,, - [L]
STD-AF = 2 max 11l (GL. 2.9)

Kp +[L]

Unter der Voraussetzung, dass der Ligand in einem sehr grofen Uberschuss zu dem Rezeptor
vorliegt und damit der Anteil des gebundenen Liganden die Gesamtkonzentration des Ligan-
den kaum verandert ([L] >> [RL]), kann fiir [L] das bekannte [L], eingesetzt werden. Die Anpas-
sung von (Gl. 2.8) bzw. (Gl. 2.9) an die bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen erhobenen
Messwerte liefert dann den Kp-Wert.

Die Gleichgewichtskonstante Kj, steht iiber die freie Bindungsenergie AG in Zusammenhang

mit der Bindungsenthalpie AH und der Entropie AS:

AG = RTInk, (Gl. 2.10)

AG = AH — TAS (Gl 2.11)

mit: AG  freie Bindungsenergie in J-mol
AH Bindungsenthalpie in J-mol™
AS  Entropie J-mol™-K"
R allgemeine Gaskonstante in J-mol!-K"

T Temperaturin K

AH und AS liefern Informationen {iber die treibenden Kréfte einer Rezeptor-Ligand-

Wechselwirkung und lassen sich mit der isothermen Titrationskalorimetrie ermitteln (s. 2.6).

2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie

2.6.1 Grundlagen der ITC

Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) bietet die Moglichkeit, in einem Experiment Bin-
dungsaffinitdt und Bindungsenthalpie und damit auch indirekt die Entropie zu bestimmen. Sie
gilt als Goldstandard fiir die Messung von Bindungsenergien [104].

Ein isothermes Titrationskalorimeter besteht aus zwei identischen Zellen, einer Referenz- und
einer Probenzelle, die sich in einer adiabatischen Hiille befinden [105]. Durch die Hiille ist eine
konstante Umgebungstemperatur gewéhrleistet. Die Referenzzelle wird mit dem entsprechen-
den Puffer oder H,O befiillt und die Probenzelle mit der Messlosung, die meist den Rezeptor
enthdlt. Der Referenzzelle wird wahrend des Experiments kontinuierlich eine konstante Refe-

renzleistung zugefiihrt, sodass sie sich ganz langsam erwarmt. Das Kalorimeter misst den Tem-
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Abbildung 2.2: Beispiel einer ITC-Messung. (A) Rohdaten und (B) differenzielle ITC-Bindungsisotherme.
Hierbei ist die integrierte Heizleistung Q dividiert durch die injizierte Stoffmenge des Liganden 1, aufge-
tragen gegen das molare Verhéltnis von Ligand zu Rezeptor. Die Differenz zwischen dem oberen und un-
teren Plateau ist AH, der Wendepunkt zeigt die Stochiometrie # an und die Steigung der Kurve am Wen-
depunkt reflektiert den K,-Wert.

peraturunterschied (AT) zwischen den beiden Zellen und hélt ihn durch Regulierung der Pro-
benzellenheizung wahrend der gesamten Messung konstant. Die Losung mit dem Bindungs-
partner wird aus einer automatischen Spritze, die gleichzeitig als Riihrer fungiert, schrittweise
in die Probenzelle injiziert. Durch die Bindungsreaktion kommt es bei endothermen Reaktionen
zu einer Warmeaufnahme, bei exothermen Reaktionen zu einer Warmeabgabe, die {iber die
Probenzellenheizung kompensiert werden. Die Differenz der Heizleistungen fiir Referenz- und
Probenzelle (AP) wird zeitabhédngig aufgezeichnet (s. Abbildung 2.2). Ihr Integral stellt die ent-
sprechend aufgenommene oder abgegebene Warmemenge Q dar und wird fiir die Auswertung
durch die bereits injizierte Stoffmenge des Liganden dividiert und gegen das molare Li-
gand:Rezeptor-Verhiltnis aufgetragen. Titriert wird etwa bis zu einem 2fachen Ligan-
dentiberschuss, wobei der Abstand zwischen den Injektionen so groff gewdahlt werden muss,

dass sich das Gleichgewicht einstellen und die Kurve wieder zur Basislinie zuriickkehren kann.

Neben dem Bindungsereignis konnen Temperaturverdnderungen auch durch die Injektion an
sich, durch Temperaturunterschiede zwischen Probenzelle und Spritze oder durch Verdiin-
nungseffekte auftreten. Kontrollmessungen bestehen daher aus Injektionen von Puffer in Puffer
und, befindet sich der Rezeptor in der Probenzelle, aus Injektionen von Puffer in die Rezeptor-
16sung und von der Ligandenldsung in Puffer. Da der Ligand wahrend eines Bindungsexperi-
ments wesentlich starker verdiinnt wird als der Rezeptor, stellt letztgenannte Leerwertbestim-
mung die wichtigere dar.

Nach Subtraktion der Leerwerte (genauere Angaben unter 2.6.2) lassen sich Kj (aus K,) und AH
durch Anpassung folgender Gleichungen an die differenzielle Bindungsisotherme bestimmen
[106-108]:

_ nlRloAHV, [Llo 1 [Llo 1 \2 4Ll
=" BRI J(l T nKA[R]O) n[R]OJ (Gl.212)
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AQ(D) = Q) +

% [W] _0Gi-1) (Gl 2.13)
0

mit: [L]y Gesamtkonzentration des Liganden in M
[R]y Gesamtkonzentration des Rezeptors in M
Vy aktives Probenzellvolumen
n  Anzahl identischer Bindungsstellen pro Molekiil

i laufende Nummer der Injektion

Dabei gilt allgemein fiir die Warmemenge Q:

[RL]
Q = n[R]oAHV, == (Gl. 2.14)
[R]o
Man erhalt (Gl. 2.12) durch Einsetzen von (GI. 2.5) und (Gl. 2.6) in (GI. 2.4), Aufldsen nach [RL]
und Einsetzen in (Gl. 2.14). Im Fall von n Rezeptorbindungsstellen wird [R], mit n multipliziert.
Es ist zu bertiicksichtigen, dass sich [L], und [R], im aktiven Zellvolumen bei jeder Injektion an-

dern und dementsprechend neu berechnet werden miissen.

2.6.2 ITC-Experimente

Die kalorimetrischen Experimente wurden mit einem VP-ITC der Firma MicroCal durchge-
fiihrt, wobei GTB in der Probenzelle und der jeweilige Ligand in der Spritze vorgelegt wurden.
Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 2.12 aufgefiihrt.

Die GTB wurde mit Zentrifugen-Filtereinheiten konzentriert. Gleichzeitig wurde auch der erste
Pufferaustausch durchgefiihrt. Die Zentrifugationen fanden bei 4 °C und 3220 x g statt. Fiir
Messungen mit Mg* wurden zuvor 10 mM EDTA zugegeben, um das im GTB-Dialysepuffer

Tabelle 2.12: Puffer fiir ITC-Messungen. Die ersten Messungen wurden bei pH 7 (25 °C) durchgefiihrt,
anschlieffend bei pH 6,7 (25 °C), da alle weiteren Experimente in dieser Arbeit bei pH 6,7 durchgefiihrt
wurden. Um Prézipitationen zu vermeiden, wurde aufierdem B-ME hinzugegeben. Kontrollexperimente
zeigten, dass das Reduktionsmittel keine Veranderung der Basislinie hervorrief. Nahere Angaben sind bei

den Darstellungen der entsprechenden Messungen zu finden (3.2.2).

Puffer Zusammensetzung
MOPS/- 50mM MOPS
100mM NaCl
+1mM B-ME
MOPS/Mg* 50mM MOPS
100mM NaCl
5mM MgCl,
1mM p-ME
MOPS/Mn* 50mM MOPS
100mM NaCl
5mM MnCl,
+ImM B-ME
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vorhandene Mn*" zu komplexieren. Anschliefend wurde die GTB-Losung in Dialysekassetten
dialysiert. Fiir die Messungen ist es sehr bedeutsam, dass alle Lésungen in Puffer einer Charge
vorliegen, da es andernfalls durch die Mischung der Puffer zu unerwiinschten Warmeeffekten
kommen kann. Nach dem Pufferaustausch wurden Konzentration (2.4.2), Aktivitat (2.4.4) und
der A/ Azg (s. 2.4.3) der GTB kontrolliert.

Eine Orientierung fiir die einzusetzende Proteinkonzentration liefert der von Wiseman et al.
eingefiihrte C-Faktor mit C = [R]/Kp [106]. Der C-Faktor sollte fiir eine zuverldssige Bestimmung
der thermodynamischen Parameter Werte zwischen 1 und 1000, idealerweise zwischen 10 und
50 annehmen.

Abhiangig von dem Kp-Wert wurden 200-430 uM GTB eingesetzt. Zum Befiillen der 1,4589 ml
groflen Zelle wurden ca. 1,8 ml Proteinlésung benétigt, d. h. pro Messung zwischen 12,4 mg
und 26,8 mg GTB. Die Ligandenkonzentrationen wurden so gewahlt, dass das finale molare Li-
gand:Protein-Verhaltnis bei etwa 2 lag. Details sind in den Legenden zu Abbildung 3.9 und Ab-
bildung A 4 bis Abbildung A 7 zu finden. Die Losungen wurden vor der Messung temperiert
und entgast, die Probenzelle gesaubert und vollstandig entleert und die Referenzzelle vor der
ersten Messung mit H,O gefiillt. Die Messparameter wurden wie in Tabelle 2.13 angegeben ein-
gestellt.

Die gemessenen Daten wurden mit einer ITC-Routine fiir das Programm Origin 7 ausgewertet.
Fiir die Bestimmung der Leerwerte wurden Puffer in Puffer und Ligand in Puffer injiziert. Die
Puffer-in-Puffer-Injektionen zeigten nur sehr kleine unsystematische Abweichungen in der
Heizleistung und mussten fiir die Auswertung nicht weiter beriicksichtigt werden (s. 3.2.2 und
Abbildung 3.8). Mittels linearer Regression wurde eine Gerade an die durch Ligandenverdiin-
nung hervorgerufenen Warmemengen angepasst, die anschliefend von den Messwerten des
eigentlichen Bindungsexperiments subtrahiert wurde. Mit Hilfe der Software wurden Ky, AH, n
und AS wie unter 2.6.1 beschrieben berechnet. Hierbei wurden auch die sich d@ndernden GTB-
und Ligandenkonzentrationen beriicksichtigt. Obwohl fiir die GTB eine 1:1-Bindung bekannt
ist, wurde der Stochiometriefaktor # als Variable behandelt. Sein Wert zeigt die tatsachlich akti-
ven Bindungsstellen. Eine Abweichung von 1 kommt vor allem durch nicht exakt bestimmbare

Konzentrationen von aktivem Protein zustande.

Tabelle 2.13: Parameter fiir ITC-Messungen.

Parameter Einstellung
Temperatur 25°C
Rithrgeschwindigkeit 307 rpm
Referenzleistung 10 pcal/s oder 20 ucal/s
Wartezeit vor der Messung 180s

Anzahl Injektionen 40 oder 49
Injektionsvolumina 1. Injektion: 2 ul

alle weiteren Injektionen: 5 pl oder 6 pl
Abstand zwischen den Injektionen 120s

Filterperiode pro Datenpunkt 2s

37



2 Materialien und Methoden

2.7 Oberflichen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie

2.7.1 Grundlagen der SPR-Spektroskopie

Die Oberfldchen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie (SPR, engl. surface plasmon resonance) ist
eine Methode zur Untersuchung von biomolekularen Wechselwirkungen [109-111]. Ein Bin-
dungspartner, der sogenannte Ligand, wird hierbei auf einer Oberfliche immobilisiert und mit
dem anderen in Losung vorliegenden Bindungspartner, dem Analyten, in Kontakt gebracht.

Ein gewohnlicher SPR-Biosensor besteht aus einem Glasprisma (optisch dichtes Medium) das
an eine mit Fliissigkeit durchstromte Flusszelle (Fc; optisch diinnes Medium) grenzt. Getrennt
werden beide durch einen diinnen Metallfilm, der meist aus Gold besteht und héufig zuséatzlich
mit einer Matrix beschichtet ist (Abbildung 2.3). Die Goldoberfldache wird iiber das Prisma mit
monochromatischem p-polarisierten Licht bestrahlt und zwar unter Winkeln, bei denen Total-
reflexion stattfindet. Durch die Totalreflexion entsteht ein sogenanntes evaneszentes Feld, das
exponentiell mit dem Abstand zur Oberfliche abnimmt. In Bezug auf den Sensorchip bedeutet
das, dass es nur etwa 300 nm in die Flusszelle hinein wirkt. Ist die Resonanzbedingung erfiillt,
konnen sogenannte Oberflachenplasmonen angeregt werden. Oberflachenplasmonen sind Wel-
len von oszillierenden Oberfldchenladungsdichten, die sich auf der Metalloberflache bewegen.
Durch die Interaktion wird das reflektierte Licht unter einem bestimmten Winkel, dem Reso-
nanzwinkel, geschwicht und es kann mit einer Photozelle ein Intensitdtsminimum detektiert
werden (Abbildung 2.4).

Der Resonanzwinkel ist unter anderem abhangig von der Temperatur, der Metallschicht, der
Wellenlédnge des einfallenden Lichts und den Brechungsindizes vom Prisma und der Losung,
die sich in unmittelbarer Nahe (s. 0.) der Metallschicht befindet. Werden Erstgenannte konstant
gehalten, spiegelt der Resonanzwinkel nur noch den Brechungsindex der Losung wider. Bei
Bindung eines Analyten an einen auf der Oberflache immobilisierten Liganden dndert sich der
Brechungsindex und somit auch der Resonanzwinkel. Die Position des Intensitatsminimums,
der SPR-Effekt, wird zeitabhédngig in Resonanzeinheiten (RU, engl. resonance units) aufgezeich-

net und als sogenanntes Sensorgramm angezeigt (s. Abbildung 2.5). Eine Anderung um 1 RU

Glasprisma

Detektionseinheit

Lichtquelle (Photozelle)

) [ )
Ligand
Flusszelle e e Y ° ° ) * Y
() [ ] Analyt @ e o [ ] [ ]

carboxymethylierte
Dextranmatrix

Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau eines SPR-Biosensors. Der SPR-Effekt verhilt sich abhangig vom
Brechungsindex der unmittelbar an den Metallfilm grenzenden Umgebung. Bei Bindung eines Analyten
verandert sich der SPR-Winkel, hier von I nach II. (nach [109])
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Intensitat
SPR-Signal

Einfallswinkel Zeit

Abbildung 2.4: (A) Intensitit des reflektierten Lichts in Abhingigkeit vom Einfallswinkel. Bei Veran-
derung des Brechungsindex in unmittelbarer Nahe der Chipoberfldche éndert sich die Position des Inten-
sitatsminimums, hier von I nach II. (B) Sensorgramm. Detektion der Intensitdtsminimumsposition in Ab-

héngigkeit von der Zeit.

entspricht ungefdhr einer Massenzunahme bzw. -abnahme auf der Sensoroberfliche von
1 pg/mm?. Um unspezifische Effekte, wie z. B. unspezifische Bindungen und konzentrationsab-
héngige Effekte, von den Bindungsereignissen trennen zu konnen, wird eine Referenzzelle ein-
gerichtet, deren Signal von dem der Messzelle subtrahiert wird.

In dieser Arbeit wurde als SPR-System das Biacore 3000 eingesetzt. Das Gerét bietet die Mog-
lichkeit bis zu vier Flusszellen gleichzeitig zu verwenden. Es besteht ein permanenter Losungs-
fluss, der nacheinander die Flusszellen durchstromt. Ist der Ligand bereits immobilisiert, fliefst
Laufpuffer durch die Zellen und in dem Sensorgramm wird die Basislinie angezeigt. Bei Injek-
tion eines Bindungspartners steigt das SPR-Signal an und erreicht bei ausreichend langer Injek-
tion ein Plateau; das System steht im (Flief3-)Gleichgewicht. Anschlieflend wird wieder auf
Laufpuffer umgeschaltet und das SPR-Signal sinkt wieder ab. Je nach System ist noch die Injek-
tion einer Regenerationslosung notwendig, damit der Chip frei vom Analyten ist und das Sig-
nal wieder zur Basislinie zuriickkehrt.

Werden die im Gleichgewicht gemessenen RU gegen die jeweiligen Konzentrationen des Ana-
lyten aufgetragen, erhdlt man eine Bindungsisotherme. Aus dieser lédsst sich durch Anpassung
der (Gl. 2.8) der Kp-Wert ermitteln.

25
20+

151

RU —»

10

0 50 100 150 = 200
t/s —

Abbildung 2.5: Beispiel eines Sensorgramms. Dargestellt sind die Differenzen zwischen Mess- und Refe-

renzzelle aufgezeichnet bei unterschiedlichen Konzentrationen.

39



2 Materialien und Methoden

2.7.2 SPR-Experimente

Die SPR-Experimente wurden mit einem Biacore 3000 Instrument bei 25 °C und in den in Tabel-
le 2.14 angegebenen Puffern durchgefiihrt.

Der GTB-Dialysepuffer der GTB-Proben wurde mit Zentrifugen-Filtereinheiten bei 4 °C und
3220 x g gegen einen SPR-Puffer ausgetauscht. Beim Wechsel zu Mg*-haltigem Puffer wurden
vorher 10 mM EDTA zugegeben, um das im GTB-Dialysepuffer vorhandene Mn?*" zu komple-
xieren. Nach dem Pufferaustausch wurden Konzentration (2.4.2), Aktivitdat (2.4.4) und der
Agsol Az (s. 2.4.3) der GTB kontrolliert. UDP-Gal, 3DD und D-Biotin wurden ebenfalls in diesen
Puffern gelost, UDP-6-biotinyl-Gal in H,O und NeutrAvidin® (NA) in 10 mM Natriumacetat-

puffer, pH 4. Alle Losungen wurden vor Gebrauch mit einem 0,22 um Filter fitriert.

Tabelle 2.14: Puffer fiir SPR-Messungen. Die Puffer hatten einen pH-Wert von 6,7 bei 25 °C und wurden

vor Gebrauch mit einem 0,22 um Filter filtriert und im Ultraschallbad entgast.

Puffer Zusammensetzung
MOPS/- 50mM MOPS
100mM NaCl
MOPS/Mg* 50mM MOPS
100mM NaCl
5mM MgCl,
MOPS/Mn* 50mM MOPS
100mM NaCl
5mM MnCl,

Es wurden zwei verschiedene experimentelle Anordnungen verwendet. Bei der einen wurde
GTB auf dem Sensorchip immobilisiert, bei der anderen das Substratanalogon UDP-6-biotinyl-
Gal (Abbildung 2.6).

Als Trager fiir die GTB diente ein CM5-Chip. Bei diesem Chip befindet sich carboxymethylier-
tes Dextran als Matrix auf der Goldoberflache. Nach dem Einsetzen wurde der Chip dreimal fiir
ca. 6 min mit Puffer gewaschen (Priming) und anschlieffend mit 70 % Glycerin normalisiert. Der
Chip, genauer die Carboxylgruppen wurden bei einer Flussrate von 5 pl/min mit einer 1:1 Mi-
schung aus 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid
(NHS) fiir 7 min aktiviert (Reagenzien aus Amine Coupling Kit von Biacore). Bei Zugabe der

GTB reagierten die entstandenen N-Hydroxysuccinimidester mit priméren Aminogruppen auf

0
HN NH
Q H
HNJ\/\/\/N\n/\/vtsS
HO _NH o
HOIX”O
HOo0-upP

Abbildung 2.6: UDP-6-biotinyl-Gal (UDP-6-biotin-e-amidocaproylhydrazino-a-D-Galactose).
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der Oberflache des Proteins (y-Aminogruppen von Lysinen oder dem N-Terminus) unter Bil-
dung von kovalenten Bindungen. Die Belegungsdichten betrugen 2563-4109 RU (s. Tabelle
2.15). Zur Deaktivierung der noch vorhandenen aktiven Ester wurde 1 M Ethanolaminhydro-
chlorid fiir 7 min bei gleicher Flussrate iiber die Zelle geleitet. Die Referenzzellen wurden nach
dem gleichen Verfahren eingerichtet. Sie bestanden entweder aus einer leeren Flusszelle, die
nur aktiviert und deaktiviert wurde, oder waren mit 3654-4048 RU NeutrAvidin® belegt (dhn-
lich der GTB-Belegungsdichten). Es wurden 10-12 Verdiinnungen von UDP-Gal mit Konzentra-
tionen zwischen 5 uM und 2 mM in MOPS/Mn?* und von 70 uM bis 8 mM in MOPS/Mg?* vorbe-
reitet. Die Analytlosungen wurden fiir 3 min bei einer Flussrate von 10 ul/min injiziert. Zwi-
schen den Injektionen wurde 10 min bei 10 pl/min mit Laufpuffer gewaschen. Pufferinjektionen
zur Kontrolle und zur moglichen Korrektur der Messwerte wurden zwischen den UDP-Gal-

Injektionen durchgefiihrt.

Fiir die Immobilisierung von UDP-6-biotinyl-Gal wurde ein Streptavidin (SA)-Chip verwendet,
ein Goldchip mit carboxymethyliertem Dextran, an das bereits Streptavidin gebunden war. Als
Laufpuffer wurde MOPS/- verwendet, um einer Zersetzung des UDP-6-biotinyl-Gal durch die
Anwesenheit bivalenter Kationen vorzubeugen. Priming und Normalisierung wurden wie oben
beschrieben durchgefiihrt, dazwischen wurde zusétzlich bei 5 pl/min dreimal 1 min mit 1M
NaCl/ 50 mM NaOH gespiilt. Die moglicherweise noch freien Carboxylfunktionen wurden in
Amide umgewandelt, indem bei 5 pl/min fiinfmal fiir 7 min mit EDC/NHS aktiviert und fiir
7 min mit Ethanolaminhydrochlorid deaktiviert wurde. Anschliefend wurden die Oberfldchen
bei einer Flussrate von 5 pl/min mit UDP-6-biotinyl-Gal gesattigt, das zu Belegungsdichten von
355-403 RU fiihrte (s. Tabelle 2.15). Bei dieser Art der Immobilisierung wird die sehr starke, na-
hezu irreversible Wechselwirkung zwischen Streptavidin und Biotin ausgenutzt. Die Referenz-
zelle wurde dementsprechend mit D-Biotin geséttigt, resultierend in Belegungsdichten um
100 RU. Die Zugabe von D-Biotin zu den belegten Messzellen ergab keine Anderung der Bele-
gungsdichten, was zusétzlich die bereits vollstindige Sattigung zeigte. Es wurden 10 verschie-
dene Konzentrationen von 20nM bis 5 uM bzw. von 75nM bis 50 uM GTB in MOPS/Mn?*-
Puffer angesetzt und bei Flussraten von 30 pl/min fiir 3 min injiziert. Messungen mit Akzep-
toranalog enthielten 2,5mM 3DD entsprechend einer Belegung der GTB von tiber 95 % bei ei-
nem angenommenen Kp-Wert von 110 uM. Zwischen den Analytinjektionen wurde 5 min mit
MOPS/Mn* gewaschen, dreimal 1 min mit 1 M NaCl in MOPS/Mn*-Puffer regeneriert und wei-
tere 3 min mit Laufpuffer gewaschen.

Die Experimente wurden mindestens in Doppelbestimmung durchgefiihrt und mit den Pro-

grammen BIAevaluation 3.2 und Origin 7 wie unter 2.7.1 beschrieben ausgewertet.

Tabelle 2.15: Verwendete SPR-Chips. Angegeben sind die Chiparten und die Belegungen der jeweiligen
Flusszellen (Fc).

Chip A -CM5 B - CM5 C-5SA

Fc1 leer leer 105 RU D-Biotin

Fc2 2563 RU GTB/Mn? 3969 RU GTB/Mg* 355 RU UDP-6-biotinyl-Gal
Fc3 3654 RU NA 4048 RU NA 99 RU D-Biotin

Fc4 4109 RU GTB/Mg* 3854 RU GTB/Mg* 403 RU UDP-6-biotinyl-Gal
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Puffereffekte wurden wenn notwendig von den SPR-Effekten des Analyten subtrahiert. Die
maximal moglichen Antworten RU ,u theor. Wurden nach (GI. 2.15) aus den Molekulargewichten
der Bindungspartner (M in g-mol™), der Anzahl Bindungsstellen n und der Belegungsdichte in
RU,,,.m, berechnet.

_ M(Analyt)

RUmax,theor - W ‘n- RUimm (Gl 215)

2.8 Enzymkinetik

In der vorliegenden Arbeit wird die GTB-katalysierte Hydrolyse des Donorsubstrats UDP-Gal
analysiert. H,O ist bei dieser Reaktion neben UDP-Gal das zweite Substrat. Da H,O in wéssriger
Losung in sehr grofem Uberschuss vorliegt und dessen Konzentration wihrend des Umsatzes
als konstant angenommen werden kann, ist die Hydrolyse eine Reaktion (pseudo) 1. Ordnung.
In den beiden folgenden Kapiteln werden die Kinetik dieser Reaktion ndher erldutert und die

Experimente zur Ermittlung der kinetischen Parameter beschrieben.

2.8.1 Grundlagen der Enzymkinetik

Das einfachste Modell einer enzymkatalysierten Reaktion nimmt die irreversible Umsetzung
eines Substrats S zu einem Produkt P an (Gl. 2.16) [112,113]. Das Substrat bindet mit der Ge-
schwindigkeitskonstanten k; unter Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes (ES) an das En-
zym E. ES kann dann entweder mit k; wieder in E und S zerfallen oder S wird mit k, zu dem
Produkt P umgesetzt und ebenfalls freigesetzt. Ob ein oder mehrere Produkte entstehen, ist bei

diesem von Michaelis und Menten entwickelten Modell nicht relevant.

ky k,
E+S = ES - E+P (GL. 2.16)
k_y

Der zeitliche Verlauf der Produktbildung ist in Abbildung 2.7 A dargestellt. Er lasst sich grob in
drei Phasen einteilen. Zu Beginn der Reaktion steigt die Produktbildungsrate an. Die Konzen-
trationen an freiem Enzym und Substrat nehmen ab wahrend die des ES-Komplexes und des
Produkts zunehmen. Diese erste Phase dauert meist weniger als eine Sekunde und ist schwer
zu untersuchen. Es schliefSt sich eine Phase an, in der die Rate der Produktbildung konstant und
der Kurvenverlauf daher linear ist. Dabei dndert sich die Konzentration des ES-Komplexes mit
der Zeit nicht; es herrschen Fliefigleichgewichtsbedingungen. Verknappt das Substrat, sinkt die

Produktbildungsrate wieder und die Kurve néhert sich der Sattigung.
In Abhéngigkeit der eingesetzten Substratkonzentrationen ergeben sich unterschiedliche Pro-

duktbildungsraten bzw. Reaktionsgeschwindigkeiten (s. Abbildung 2.7 B). Unter Fliefigleich-
gewichtsbedingungen (d[ES]/dt = 0) gilt:
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Abbildung 2.7: Michaelis-Menten-Kinetik. (A) Abhangigkeit der Produktkonzentration von der Zeit; die
erste Phase ist stark verlangert dargestellt, (B) Abhéngigkeit der Produktkonzentration von der Zeit und
unterschiedlichen eingesetzten Substratkonzentrationen und (C) Abhangigkeit der Umsatzgeschwindig-

keit von der Substratkonzentration.

ky-[E]1-[S1= k_y-[ES]+k, - [ES] (GL. 2.17)

mit: k;  Geschwindigkeitskonstante Bildung ES-Komplex in s*-M™!
ki Geschwindigkeitskonstante Zerfall ES-Komplex zu E und S in s
k, Geschwindigkeitskonstante Produktbildung in s
[E] Konzentration des freien Enzyms in M
[S] Konzentration des freien Substrats in M

[ES] Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes in M

Nach Ersetzen von [E] durch [E], - [ES] ergibt sich fiir die Reaktionsgeschwindigkeit v:

_dlP) _ ko - [E]y - [S]

_— kz . [ES] =

mit: [P] Konzentration des freien Produkts in M

[E], Ausgangskonzentration des Enzyms in M

Diese Gleichung kann weiter vereinfacht werden. Sind alle Bindungsstellen des Enzyms belegt,

also [ES] =[E],, wird die Geschwindigkeit der Reaktion maximal. Somit gilt fiir v,,,,:
Umax = k2 : [E]O (Gl 219)
Weiterhin ist die Konstante K,;, die Michaelis-Konstante, definiert als:

k_y+k,

Ku = —— (GL. 2.20)

Werden (Gl. 2.20) und (Gl. 2.19) in (Gl 2.18) eingesetzt, erhélt man die Michaelis-Menten-
Gleichung:

_ Unmax [S]

= TS (G 2.21)
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Die Gleichung dhnelt der in Kapitel 2.5 beschriebenen Bindungsgleichung (Gl. 2.7), jedoch gibt
K, nur im Grenzfall die Dissoziationskonstante von E und S an und zwar wenn k_; >> k,. K), hat
die Einheit einer Konzentration. Sein Wert gibt diejenige Konzentration an, bei der die halbma-
ximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Aus v,,, ldsst sich bei bekannter Enzymkon-
zentration nach (Gl. 2.19) die Geschwindigkeitskonstante k, bestimmen, die auch als Wechsel-
zahl ki, bezeichnet wird. Mit Hilfe des Quotienten ki, /K, lasst sich die katalytische Effizienz
des Umsatzes ableiten und damit auch die Substratspezifitit des Enzyms.

Fiir die experimentelle Bestimmung der relevanten Parameter Ky und v,,, gilt, dass die Sub-
stratkonzentration wesentlich hoher sein muss als die Enzymkonzentration, damit [S] ~[S], an-
genommen werden kann. Bei Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die eingesetzte
Substratkonzentration erhilt man die in Abbildung 2.7 C dargestellte Kurve, aus der durch An-

passung von (Gl. 2.21) K, und v,,,, bestimmt werden konnen.

2.8.2 Untersuchung der enzymatischen Hydrolyse von UDP-Galactose

Die enzymatische Hydrolyse von UDP-Gal wurde zunéchst in ihrem zeitlichen Verlauf mit ei-
nem radiochemischen Assay untersucht. Die Bedingungen waren dabei analog zu fritheren
NMR-Messungen. Anschliefend wurden mit dem gleichen radiochemischen Assay die enzym-
kinetischen Konstanten K,; und k, fiir diese Reaktion bestimmt. Bei beiden Versuchsreihen
wurde UDP-Gal eingesetzt, dessen Galactoseeinheit uniform “C-markiert war. Nicht umgesetz-
tes, wegen der Phosphatgruppen negativ geladenes UDP-Gal wurde mit einem Anionenaustau-
scher von dem Produkt Galactose abgetrennt, welches anschlieffend mittels Fliissigkeitsszintil-
lationszahlung quantifiziert wurde. Das zugrundeliegende Protokoll wurde in der Arbeits-
gruppe von Prof. M. M. Palcic (Carlsberg Laboratory, Kopenhagen, Danemark) entwickelt und

fiir diese Fragestellungen entsprechend angepasst.

Der GTB-Dialysepuffer der GTB-Proben wurde mit Zentrifugen-Filtereinheiten gegen einen
Hydrolyse-Puffer (s. Tabelle 2.16) ausgetauscht. Die Zentrifugationsschritte fanden bei 4 °C und
3220 x g statt. Wie in fritheren NMR-Experimenten wurde Bis-Tris-Puffer verwendet. Beim
Wechsel zu Mg*-haltigem Puffer wurden zuvor 10 mM EDTA zugegeben, um das im GTB-
Dialysepuffer vorhandene Mn? zu komplexieren. Nach dem Pufferaustausch wurden Konzen-
tration (2.4.2), Aktivitat (2.4.4) und der Ajs/Azs (s. 2.4.3) der GTB kontrolliert.

Tabelle 2.16: Puffer fiir Hydrolysemessungen. Der pH-Wert der Puffer betrug 6,7 bei 25 °C.

Puffer Zusammensetzung
Bis-Tris/Mg* 50mM  Bis-Tris
50mM NaCl
10mM MgCl,
1mM p-ME
Bis-Tris/Mn** 50mM Bis-Tris
50mM NaCl
10mM MnCl,
1mM pB-ME
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Als starker Anionenaustauscher mit quartdren Ammoniumgruppen wurde das Material AG1-
X8 von Bio-Rad eingesetzt. Da die Chlorid-Form verwendet werden sollte, wurde die im Insti-
tut vorhandene Acetat-Form durch Waschen mit 55V 1,5M NaCl-Losung auf Cl" umgesetzt.
Die Konvertierung wurde in einer P4 Glasfritte durchgefiihrt und das Material vorher und hin-
terher mit 3-5 SV H,O gewaschen und anschlieflend getrocknet. 0,4 g Anionenaustauscher (ent-
spricht 640 pmol Bindestellen) wurden in 5 ml Mini-Saulen gefiillt, in 2 ml Reagiergeféfle plat-
ziert und mit 1 ml H,O &quilibriert. Kurz vor der Verwendung wurden die Saulen fiir 5-10 s bei

43 x g zentrifugiert und in ein neues 2 ml Reagiergefafs gestellt.

Fiir das Testen der Sdulen sowie die Anpassung der Volumina zum Abstoppen der Reaktionen
und zum Waschen der Saulen wurden zwei verschiedene Losungen angesetzt. Die erste enthielt
1 mM UDP-Gal und 314 Bq UDP-u-"*C-Gal pro 5 pl in Bis-Tris/Mg*-Puffer, die zweite 0,83 mM
UDP-Gal, 314 Bq UDP-u-"C-Gal pro 6 pl und 27 uM GTB in Bis-Tris/Mg*-Puffer. Von der ers-
ten Losung wurden jeweils 5 ul eingesetzt, von der zweiten jeweils 6 pl. Die Experimente wur-
den sowohl mit der Chlorid-Form, als auch mit der Acetat-Form des Anionenaustauschers
durchgefiihrt. Die Ansidtze wurden wie in Tabelle 2.17 angegeben bei 25 °C inkubiert, zum Ab-
stoppen der Reaktion mit eiskaltem H,O versetzt und auf die vorbereiteten Saulen gegeben.
Nach 5-10-sekiindiger Zentrifugation bei 43 x g wurde nacheinander mit den angegebenen Vo-
lumina H,O gewaschen und zwischendurch 5-10 s bei 43 x g zentrifugiert. Nach der letzten Zu-
gabe erfolgte eine 15-sekiindige Zentrifugation. Der Durchfluss wurde bei den Volumina tiber
600 pl nach jeder, bei den anderen nach der letzten Zentrifugation in eine Szintillationsflasche
transferiert, auf 6 ml mit H,O aufgefiillt und mit 6 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt. Die Ak-
tivitdt der Proben wurde fiir zweimal 1 min mit einem Fliissigkeitsszintillationszdhler gemes-
sen. Zusatzlich wurde fiir jede Losung die maximale Aktivitat bestimmt. Hierfiir wurden 5 ul
bzw. 6 pul der Losungen mit 6 ml H,O und 6 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt und wie be-
schrieben gemessen.

Der Vergleich der Ionenaustauscher-Formen zeigte bei dem hier verwendeten Versuchsaufbau

keine Unterschiede (3.1.2). Nachfolgend wird nur die Chlorid-Form eingesetzt.

Fiir die Aufnahme von Zeit-Umsatz-Kurven der Hydrolyse wurden zwei Reaktionen mit je
100 pl angesetzt. Der erste Ansatz bestand aus 1 mM UDP-Gal, 15,725 kBq UDP-u-"*C-Gal und

Tabelle 2.17: Ansitze zur I"Jberprﬁfung des Versuchsaufbaus. Ansatze 1-4 sind ohne, Ansatze 5-8 mit

GTB. Die angegebenen Volumina zum Waschen wurden nacheinander eingesetzt.

Ansatz 1 2 3 4 5 6 7 8

Form des Ionen-  Acetat Acetat Chlorid Chlorid  Acetat Acetat Chlorid  Chlorid
austauschers

Probenvolumen 5l 5ul 5ul 5ul 6ul 6 ul 6ul 6l

Inkubation - - - - 5,75h 5,75h 5,75h 5,75h

V(H,0) zum 100 pl 600 pl 100 pl 600 pl 100 pl 600 pl 100 ul 600 pl
Abstoppen

V(H,0) zum 400 ul 600 pl 400 pl 600 pl 400 ul 600 pl 400 pl 600 pl
Waschen 400 pl 800 ul 400 pl 800 ul 400 pl 800 ul 400 pl 800 ul

1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl
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27 uM GTB in Bis-Tris/Mg*-Puffer, der zweite enthielt zusétzlich 1 mM 3DD. Die Inkubation
fand in einem Thermoblock bei 25 °C statt. Zu verschiedenen Zeitpunkten (s. Anhang Tabelle A
1) wurden Proben von 5 pl entnommen, mit 100 pl eiskaltem H,O versetzt und auf die vorberei-
teten Sdulen gegeben. Nach 5-10-sekiindiger Zentrifugation bei 43 x g wurde das Produkt durch
zweimalige Zugabe von 400 pl H,O und 5-10-sekiindige Zentrifugation bei 43 x g von der Saule
gewaschen. Im letzten Schritt wurde fiir 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde in eine Szintil-
lationsflasche transferiert und mit 5ml H,O sowie 6 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt. Die
Aktivitdt der Probe wurde zweimal fiir 1 min in einem Fliissigkeitsszintillationszdhler gemes-
sen. Fiir beide Reaktionen wurde die maximale Aktivitat pro Probe bestimmt sowie ein entspre-
chender Leerwert ohne GTB, der von den Messwerten subtrahiert wurde. Die korrigierten
Messwerte wurden in Galactosekonzentrationen umgerechnet, woran mit Origin 7 folgende

Gleichung angepasst wurde:
c(Gal) = c(Gal) g, (1 —e7*t) (Gl. 2.22)

mit: k Ratenkonstante in h!
t Zeitinh

Die maximal erreichbare Galactosekonzentration betrug 1 mM und wurde entsprechend einge-
setzt. Die exponentielle Funktion beriicksichtigt weder die Anfangsphase der Reaktion noch die
inhibierende, kompetitive Wirkung der Produkte. Fiir einen qualitativen Vergleich der beiden
Ansiétze reichte sie aber aus. Die Halbwertszeit t;, wurde iiber den Zusammenhang ¢, = 0,69 k

ermittelt.

Die enzymkinetischen Parameter wurden sowohl in Bis-Tris/Mg*-Puffer als auch in Bis-
Tris/Mn*-Puffer bestimmt. Um den Einfluss der Akzeptorbindung auf die Hydrolyse zu unter-
suchen, wurden zusitzlich Messreihen in Anwesenheit des Akzeptoranalogons 3DD durchge-
fiihrt. Es wurden jeweils 7 Proben mit UDP-Gal-Konzentrationen im Bereich von mindestens
0,5-1,6 x Ky angesetzt und zwar durch eine Reihe von 1:1 Verdiinnungen. Proben mit den héch-
sten Konzentrationen enthielten 2,1-2,5 kBq UDP-u-"*C-Gal. Die GTB-Konzentrationen betrugen
0,025-2,3 uM und die des 3DD 2,5-10 mM, um eine mindestens 95 %ige Belegung des Enzyms
zu erreichen. Genauere Angaben sind in den Legenden von Abbildung 3.3 bis Abbildung 3.6 zu
finden. Stammldsungen wurden jeweils so hergestellt, dass zu 4 ul UDP-Gal 4 ul GTB-Losung
und 4 pl H,O bzw. 3DD pipettiert werden konnten. Einzig Proben mit Mn?* und 3DD umfassten
nicht das Gesamtvolumen von 12 pl, sondern 246 ul. Dies riihrte von der Notwendigkeit her,
trotz sehr niedriger UDP-Gal-Konzentrationen eine messbare Aktivitdt zu erreichen. Inkubiert
wurde bei 25°C bis zu einem Substratumsatz von maximal 10 %. Das radioaktiv markierte
Reaktionsprodukt wurde wie oben beschrieben vom Substrat getrennt und quantifiziert. Die
Aktivitat wurde fiinfmal fiir 1 min mit einem Fliissigkeitsszintillationszdhler gemessen. Zusitz-
lich wurden der Hintergrund sowie Leerwerte fiir jede Verdiinnung (ohne GTB) ermittelt und
von den Messwerten subtrahiert. K, und v,,,, wurden durch Anpassung der Michaelis-Menten-
Gleichung an die korrigierten Messwerte erhalten (s. 2.8.1). k,; wurde aus v,,,, unter Beriicksich-
tigung der GTB-Konzentration und der maximalen Aktivitit der hochsten UDP-Gal-

Konzentration berechnet. Die nicht-lineare Regression wurde mit Origin 7 durchgefiihrt.
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2.9 NMR-Spektroskopie

Seit 1946 die ersten Kernresonanzsignale nachgewiesen wurden [114,115], entwickelte sich die
Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) zu einer der
wichtigsten Analysemethoden in der Chemie und spater auch in der Strukturbiologie. Neben
der Rontgenkristallographie ist die NMR-Spektroskopie eine Methode zur Strukturaufklarung
von kleinen und grofien Molekiilen auf atomarer Ebene. Dariiber hinaus findet sie unter ande-
rem breite Anwendung bei der Untersuchung von Molekiildynamiken [95], Protein-Ligand-
[116] und Protein-Protein-Wechselwirkungen [117], sowie bei Metabolismusstudien [118].
Durch das Arbeiten in Losung ist die Moglichkeit gegeben, die Experimente unter annahernd
physiologischen Bedingungen durchzufiihren.

In dieser Arbeit wurde die NMR-Spektroskopie bei verschiedenen Fragestellungen eingesetzt.
Zum einen wurde analysiert, ob das Substratanalogon UDP-6-biotinyl-Gal an die GTB bindet
und von ihr umgesetzt wird. Weiterhin wurden Experimente ausgewertet, die von R. Schonherr
(Universitat zu Liibeck) im Rahmen seines Wahlpflichtpraktikums zur Bestimmung von Bin-
dungskonstanten durchgefiihrt wurden. Diese wurden als Vergleich zu den mit ITC und SPR
ermittelten und in der Literatur beschriebenen Kp-Werten herangezogen. Einen Grofiteil der
Experimente stellte die Protein-NMR-spektroskopische Untersuchung der GTB dar. Hierbei
wurden die Proteinsignale isotopenmarkierter GTB aufgenommen und ausgewertet.

Im Folgenden werden nun die Grundlagen dieser Experimente erlautert und anschlieffend die

experimentellen Details beschrieben.

29.1 Theoretische Grundlagen der NMR-Spektroskopie

In einem NMR-Experiment konnen Atomkerne mit einem Kernspin ungleich null detektiert
werden. Eine charakteristische GrofSe fiir jedes Isotop, das gyromagnetische Verhltnis y, be-
stimmt die Empfindlichkeit der Kerne. In Anwesenheit eines statischen homogenen Magnetfel-
des B richten sich die Spins aus und nehmen dabei nur ganz bestimmte Orientierungen an. Die
wichtigsten Kerne fiir die NMR-Spektroskopie von Biomolekiilen sind 'H, ®C, und “N. Thre
Kernspins nehmen im Magnetfeld zwei Zustdnde mit geringfiigig unterschiedlichen Energien
ein, die in einer makroskopischen Probe minimal verschieden besetzt sind. Die Energiedifferenz
ist abhdngig vom y des jeweiligen Kerns und B,. Ein grofleres Feld B, bewirkt eine starkere Auf-
spaltung der Energieniveaus. Es ergibt sich eine makroskopische Magnetisierung in Richtung
des Feldes By, definitionsgemaf§ in z-Richtung. Transversale Magnetisierungen in x- und y-
Richtung sind nicht vorhanden, da die magnetischen Momente hier keine Vorzugsrichtung
aufweisen. Zwischen den Zustdnden konnen durch elektromagnetische Wellen mit der Reso-
nanzfrequenz des Kerns Uberginge induziert werden. Sie liegen bei iiblichen Magnetfeldstar-
ken im Bereich von Radiowellen und erzeugen transversale x- bzw. y-Magnetisierung und ver-
ringerte z-Magnetisierung durch Umbesetzung der Energieniveaus. Die angeregten Spins emit-
tieren Energie und induzieren eine Spannung in der Empféngerspule, die gemessen wird. Man
erhalt ein Signal in der Zeitdomaéne, den sogenannten FID (engl. free induction decay). Das ei-
gentliche NMR-Spektrum in der Frequenzdoméne wird durch eine Fouriertransformation (FT)

erreicht.
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Die Spins kehren nach kurzer Zeit (meist im Sekundenbereich) wieder in ihren Gleichgewichts-
zustand zuriick. Diesen Vorgang nennt man Relaxation. Es werden zwei Relaxationsphanome-
ne unterschieden und zwar die Spin-Gitter-Relaxation mit der Zeitkonstante T; und die Spin-
Spin-Relaxation mit der Zeitkonstante T,. Unter der longitudinalen Relaxation T; versteht man
die Wiederherstellung der z-Magnetisierung. Die Energie wird dabei in Form von Warme an
die Umgebung abgegeben. Der Verlust der x-y-Magnetisierung durch Dephasierung der Spins
wird als transversale Relaxation T, bezeichnet. Dieser Effekt beruht auf der Wechselwirkung
von Spins untereinander und auf Magnetfeldinhomogenitaten. Auf die genauen Relaxations-
mechanismen soll hier nicht weiter eingegangen werden, da sie fiir das weitere Verstandnis der
Experimente nicht entscheidend sind. Wichtig ist allerdings, dass T, umgekehrt proportional zu
der Linienbreite des NMR-Signals ist. Ein kurzes T, fiihrt zu einer grofien Linienbreite. T; und
T, hdngen von der sogenannten Korrelationszeit ab, die die Rotationsgeschwindigkeit eines Mo-
lekiils und damit indirekt auch seine Grofie beschreibt. Bei kleinen Molekiilen sind T; und T,
gleich grof3, wohingegen bei groffen Molekiilen wie Proteinen T, sehr kurz wird und die Signale

dementsprechend breit.

1D-NMR-Spektroskopie und spektrale Parameter

Bei der heute verwendeten Impuls-Spektroskopie werden mit einem kurzen (us) Radiofre-
quenzimpuls mit hoher Leistung, gleichzeitig alle Kerne einer Sorte angeregt. Je kiirzer dieser
Puls ist, desto grofler wird das abgedeckte Frequenzband. In Abbildung 2.8 ist das einfachste
eindimensionale FT-NMR-Experiment dargestellt. Durch die Verwendung ganzer Pulssequen-
zen und verschiedener Wartezeiten zwischen den Pulsen konnen unterschiedlichste Phanome-
ne detektiert werden. Um das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der Messung zu erhohen, wird das
Experiment beliebig oft wiederholt (angegeben als Anzahl Scans) und die Daten addiert. Zwi-
schen den Scans muss eine Wartezeit eingefiigt werden, damit das System wieder seinen
Gleichgewichtszustand erreichen kann. Vor der FT kann der FID mit einer sogenannten Fens-
terfunktion multipliziert werden, die entweder die Empfindlichkeit oder die Auflosung des
Spektrums betont.

Bei 1D-NMR-Experimenten erhdlt man im Spektrum Signale von Kernen einer Sorte bei ver-
schiedenen (Resonanz-)Frequenzen. Dies rithrt von den unterschiedlichen chemischen Umge-
bungen her, der die Kerne eines Molekiils ausgesetzt sind. Der entsprechende Parameter ist die
chemische Verschiebung 6 und bestimmt die Position der Signale in einem NMR-Spektrum.

Um Spektren, die bei unterschiedlichen Magnetfeldstarken aufgenommen wurden, vergleich-

RF-Puls
| 7% - L
/\V/\ > i :
\/ \/ Zeit Frequenz 0 [ppm]

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung eines einfachen eindimensionalen NMR-Experiments. Der
kurze Radiofrequenzpuls (RF-Puls) regt alle Kerne einer Sorte an. Der aufgezeichnete FID beschreibt die
Summe aller Resonanzen, die mit der Zeit exponentiell abklingen. Durch eine FT erhélt man ein Spektrum

in der Frequenzdomane.
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bar zu machen, wird 6 nicht in Hertz sondern in ppm angegeben. Als Referenz wird die Stan-
dardfrequenz einer Referenzsubstanz verwendet. Definitionsgemaf liegt das Signal der Me-
thylprotonen von TMS bei 0 ppm. Eine weitere bei wassrigen Proteinlosungen giangige Refe-
renzsubstanz ist das TSP, das fiir diese Arbeit verwendet wurde und dessen Methylprotonen
ebenfalls bei 0 ppm liegen.

Kerne konnen {iiber Bindungen hinweg miteinander koppeln. Im Spektrum ist die Kopplung
durch eine Aufspaltung der Signale in Multipletts sichtbar. Die Distanz der Linien eines Multi-

pletts wird Kopplungskonstante | genannt und ist unabhédngig vom anliegenden Magnetfeld.

Das HSQC-Experiment

Das HSQC (engl. heteronuclear single quantum correlation)-Experiment ist ein zweidimensio-
nales NMR-Experiment [119]. Durch die Einfiihrung einer zweiten Frequenzdomaéne sind die
Signale besser separiert. Die Signalintensitdten sind in der dritten Dimension aufgetragen. Bei
einem HSQC-Experiment werden Protonen mit Heteroatomen korreliert, die {iber eine Bindung
miteinander koppeln. Die Magnetisierung wird von dem Proton auf den Heterokern und wie-
der zuriick iibertragen. Wahrenddessen findet eine Markierung der Protonenfrequenzen mit
denen der Heterokerne statt. Ein fiir Proteine haufig eingesetztes NMR-Experiment ist das
'H,"*N-HSQC, das auch fiir die GTB verwendet wurde. Stickstofffrequenzen werden hierbei mit
denen der gebundenen Amidprotonen korreliert. Im Spektrum sind daher idealerweise die NH-
Gruppen des Proteinriickgrats und der Aminosédurereste Arg, His und Trp sowie die NH,-
Gruppen von Arg, Asn, Lys und GIn als Signale zu sehen. Die aus der Kopplung entstandenen
Signalaufspaltungen - eine NH-Gruppe erzeugt vier Signale angeordnet wie die Ecken eines
Quadrates - werden durch eine Entkopplung wahrend der Aufnahme des FID zerstort, sodass
nur ein Signal in der Mitte des gedachten Quadrates auftaucht.

Da "N eine natiirliche Haufigkeit von nur ca. 0,4 % besitzt, miissen die Proben vorher mit die-
sem Isotop markiert werden (s. 2.2.4). Zur weiteren Vereinfachung der Spektren ist es moglich,
das Protein nicht uniform zu markieren sondern nur ganz bestimmte Aminosauren (selektive

Isotopenmarkierung).

Die TROSY-Technik

Molekiile mit einer Grofle tiber 30-40 kDa konnen mit konventionellen NMR-Techniken kaum
noch untersucht werden, da die Spektren aufgrund sehr schneller transversaler Relaxation
breite Linien (s.o0.) und damit verbunden schlechte Sensitivitit und Auflosung zeigen [120].
Hinzu kommen Signaliiberlagerungen aufgrund vieler Resonanzen. Diese konnen durch geziel-
te Isotopenmarkierungen und mehrdimensionale Experimente (s.u.) verringert werden. Da
Protonen eine der Hauptursachen fiir Relaxationsprozesse sind, bewirkt eine Deuterierung eine
Verbesserung des Spektrums. Fiir Molekiile {iber 50 kDa, wie das GTB-Dimer, reichen diese
Techniken jedoch nicht aus [121]. Hierfiir wurde eine Methode entwickelt, die effizient die
transversale Relaxation reduziert, sodass scharfere Signale mit hoherer Empfindlichkeit aufge-
nommen werden konnen. Sie wird engl. als transverse relaxation-optimized spectroscopy
(TROSY) bezeichnet [122]. Ohne Entkopplung erzeugen NH-Gruppen in einem 2D hetereonuc-
learen Experiment vier Signale, die wie die Ecken eines Quadrates angeordnet sind. In grofien

Molekiilen haben diese vier Signale aufgrund bestimmter Relaxationsprozesse unterschiedliche
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Linienbreiten. Mit der TROSY-Technik kann die scharfste Linie selektiert werden. Verbessert
wird dieser Effekt noch durch hohere Feldstirken (Optimum liegt bei 1 GHz-Spektrometern)
und Deuterierung des Proteins [123]. Die TROSY-Sequenz kann mit vielen weiteren NMR-
Experimenten verbunden werden. So findet sie bei HSQC-Experimenten und auch bei den

nachfolgend besprochenen Tripelresonanzexperimenten Anwendung [124].

Tripelresonanzexperimente

Fiir weitergehende Untersuchungen von Proteinen mittels NMR-Spektroskopie ist eine Zuord-
nung der Signale in dem zugehdrigen HSQC-Spektrum unerldsslich. Bei grofieren Proteinen
(>15kDa) werden zu diesem Zweck sogenannte Tripelresonanzexperimente durchgefiihrt [125].
Hierfiir werden "*C, "N-markierte Proteine benétigt. Grofle Proteine wie die 69 kDa GTB miis-
sen zusatzlich noch deuteriert werden, um vor allem die effiziente 'H-C*Relaxation zu verhin-
dern [126]. Tripelresonanzexperimente sind 3D-Experimente, die drei verschiedene Kerne 'H,
BC und ®N miteinander korrelieren. Das oben besprochene 2D-Spektrum wird durch Einfiih-
rung der dritten Dimension noch weiter entzerrt. Mit Hilfe spezieller Pulssequenzen, bei denen
sich die unterschiedlichen Kopplungskonstanten innerhalb des Proteins zunutze gemacht wer-
den (s. Abbildung 2.10), konnen in einem Spektrum ganz bestimmte Korrelationen dargestellt

werden.

HNCA T T HN(CO)CA R T
H—C—H . H—T—H
i

‘.

Resti-1 Rest i

HNCO T T HN(CA)CO R

H—C—H H— C—H H— C—H
| I |»

Resti-1 Resti

Abbildung 2.9: Verwendete Tripelresonanzexperimente. Schematisch gezeigt sind die Aminosédurereste
i-1 und i eines Proteins. Die detektierten Kerne sind dunkelblau markiert, Kerne, die nur Magnetisie-
rungsiibertrdger sind, sind hellblau unterlegt und die Wege des Magnetisierungstransfers mit Pfeilen ge-

kennzeichnet.
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Abbildung 2.10: Skalare Kopplungskonstanten eines Proteins. Angegeben sind gemittelte Konstanten
[127,128].

In dieser Arbeit wurden fiinf verschiedene Tripelresonanzexperimente durchgefiihrt, die in
Abbildung 2.9 dargestellt sind. Die Benennung der Experimente erfolgt nach dem Transfer der
Magnetisierung, wobei nicht detektierte Kerne in Klammern stehen. Zum Beispiel werden beim
HNCA das Amidproton des Aminosaurerests (AS-Rest) i, der Stickstoffkern des Rests i und die
C*-Kerne der Reste i und i-1 miteinander korreliert. Man erhalt zwei Signale mit identischen 'H-
und "N-Frequenzen und verschiedenen C-Verschiebungen. In einem HN(CO)CA sind
Amidproton und Stickstoffkern des AS-Rests i nur mit dem C* des Rests i-1 verkniipft. Durch
Kombination dieser beiden Spektren, wie auch der des HNCO mit dem HN(CA)CO lasst sich
das Proteinriickgrat sequenziell zuordnen. Das HNCACB liefert neben den Informationen des
HNCA zusitzlich die Verkniipfung zu den CF-Kernen der AS-Reste i und i-1. Hierdurch wird

eine Identifikation der AS erleichtert.

STD-NMR-Spektroskopie

Die Sattigungstransfer-Differenz (STD)-NMR-Spektroskopie hat sich zu einer etablierten Me-
thode fiir die Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen entwickelt. Sie findet unter
anderem Anwendung bei der Identifikation von Bindungspartnern aus Substanzbibliotheken
[129] sowie der Bestimmung von Bindungsepitopen [130] und Bindungskonstanten [131].

Bei der STD-NMR-Spektroskopie wird das Protein selektiv durch bestimmte Pulssequenzen ge-
sattigt. Die Sattigungsfrequenz (On-Resonanz-Frequenz) muss dabei entfernt von den Reso-
nanzfrequenzen des Liganden liegen. Aufgrund der kurzen T,-Relaxation breitet sich die Satti-
gung iiber die sogenannte Spindiffusion schnell und effizient im gesamten Protein aus. Bindet
nun ein Ligand an das Protein wird die Séttigung auf die Ligandenprotonen iibertragen
(Abbildung 2.11). Die Effizienz des Transfers hangt sowohl vom Abstand zur Proteinoberfldche
als auch von der Dauer der Bindung ab. Da sich die Liganden in stindigem Austausch zwi-
schen gebundenem und ungebundenem Zustand befinden, akkumulieren die geséttigten Li-
ganden in der Losung und konnen dort detektiert werden. Durch einen grofien Ligandeniiber-
schuss wird die Wahrscheinlichkeit des wiederholten Bindens vernachlédssigbar gering. Das er-
haltene Spektrum ist in der Regel ein 1D-Protonenspektrum und wird als On-Resonanz-
Spektrum bezeichnet. In diesem Spektrum zeigen die Ligandenprotonen, die in engem Kontakt
zum Protein standen, verminderte Signalintensitdten. Um diese identifizieren zu kénnen, wird
zusétzlich ein sogenanntes Off-Resonanz-Spektrum aufgenommen. Die Pulssequenz ist bis auf

die Frequenz des Séttigungspulses identisch zum On-Resonanz-Experiment. Die Frequenz des
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Abbildung 2.11: Schematische Darstellung eines STD-NMR-Experiments. Gezeigt ist der Zustand wah-
rend des On-Resonanz-Experiments. (nach [130])

Sattigungspulses liegt auflerhalb der Resonanzen von Protein und Ligand. Durch Subtraktion
des On-Resonanz-Spektrums vom Off-Resonanz-Spektrum erhédlt man das STD-Spektrum, in

dem nur Signale von bindenden Molekiilen zu sehen sind [116,129].

Fiir die Bestimmung von Bindungsepitopen oder Kp-Werten ist eine Quantifizierung der Signa-
le notwendig. Die STD-Effekte werden relativ zu den Signalintensititen im Off-Resonanz-
Spektrum bestimmt. Man erhalt die prozentuale Sattigung des jeweiligen Protons. Da der An-
teil an gesattigtem Ligand mit zunehmendem Ligandeniiberschuss abnimmt, werden fiir eine
Vergleichbarkeit der bei unterschiedlichen Ligandeniiberschiissen bestimmten STD-Effekte,
diese mit dem jeweiligen Uberschuss multipliziert. Man erhalt den STD-Amplifikationsfaktor
(STD-AF) [130] (GI. 2.23).

10 - Isat

STD-AF =

- Ligandentiberschuss (Gl 2.23)
0

mit: [, Signalintensitat im Off-Resonanz-Spektrum
I,  Signalintensitdt im On-Resonanzspektrum

I- I, Signalintensitdt im STD-Spektrum

Die Bestimmung der STD-AF bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen liefert fiir jedes de-
tektierbare Proton eine Bindungsisotherme, aus der mit Hilfe von Gleichung (Gl. 2.9) der Kp-
Wert ermittelt werden kann. Der niedrigste Kp-Wert, der fiir einen Liganden mit STD-NMR-
Spektroskopie bestimmt wird, stellt eine obere Abschitzung des ,realen” Kp-Werts dar [132].

2.9.2 NMR-Experimente mit UDP-6-biotinyl-Gal

UDP-6-biotinyl-Gal wurde als Ligand bei SPR-Messungen eingesetzt (s. 2.7.2). Mittels NMR-
Spektroskopie wurde iiberpriift, ob das Molekiil von der GTB gebunden wird und als Donor-
substrat fungiert. Die Zuordnung der Signale wurde bereits von Dr. E. Munoz (Universitiat zu
Liibeck) durchgefiihrt und ist auch in der Literatur zu finden [133].

Der GTB-Dialysepuffer der GTB-Probe wurde nach Zugabe von 10 mM EDTA mit Zentrifugen-
Filtereinheiten bei 4°C und wiederholter Zentrifugation bei 3220xg gegen den NMR-

Probenpuffer (Tabelle 2.18) ausgetauscht. Es wurden insgesamt 3 Proben mit einem Volumen
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Tabelle 2.18: Puffer fiir NMR-Experimente mit UDP-6-biotinyl-Gal. Der pH-Wert betrug 6,7 bei 25 °C.

TSP wurde als interner Standard verwendet und 99,97 %iges D,O als Losungsmittel.

Puffer Zusammensetzung
NMR-Bis-Tris-Puffer (D,O) 50mM Bis-Tris-dy
100mM NaCl
5mM MgCl,

ImM B-ME-d,
200 M TSP-d,

von 200 pl in 3 mm NMR-Rohrchen angesetzt. Eine Referenzprobe mit 1 mM H-Dis-octyl und
1 mM UDP-6-biotinyl-Gal, eine Kontrolle mit 20 uM GTB, 1 mM UDP-Gal und 1 mM H-Dis-
octyl, und die eigentliche Probe mit 20 uM GTB, 1 mM H-Dis-octyl und 1 mM UDP-6-biotinyl-
Gal. Die Proben wurden nach 2h und nach 13 Tagen Inkubation bei Raumtemperatur gemes-
sen. Die Messungen wurden bei 298 K mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer durchgefiihrt.
Von allen Proben wurden Protonenspektren mit dem Bruker Pulsprogramm zg mit 64 Scans
und 32768 Datenpunkten aufgenommen. Die spektrale Breite betrug 6 kHz. Bevor der FID fou-
riertransformiert wurde, wurde er auf 65536 Datenpunkte mit Nullen aufgefiillt und mit einer
exponentiellen Fensterfunktion (EM; Linienverbreiterungsfaktor Lb von 1) multipliziert.

Von den Proben mit UDP-6-biotinyl-Gal wurden zuséatzlich STD-NMR-Spektren mit dem Bru-
ker Pulsprogramm stddiff.3 aufgenommen. On-Resonanz- und Off-Resonanz-Spektren wurden
jeweils mit 512 Scans und 24576 Datenpunkten bei einer Sattigungszeit von 2 s und einer War-
tezeit zwischen den Scans von 3 s aufgenommen. Die On-Resonanz-Frequenz wurde auf -1 ppm
und die Off-Resonanz-Frequenz auf 80 ppm gesetzt. Die GTB wurde mit einer Kaskade von
Gauf3-Pulsen mit einer Pulslange von 50 ms und einer Stérke von 49 Hz gesittigt. Die spektrale
Breite betrug 7 kHz. Nach Differenzbildung wurden die FIDs auf 32768 Datenpunkte mit Nul-
len aufgefiillt, mit einer exponentiellen Fensterfunktionen (Lb 3) multipliziert und fouriertrans-

formiert.

2.9.3 Bestimmung von Kp-Werten mittels STD-NMR-Spektroskopie

Die Experimente zur Bestimmung der Kp-Werte von Uridin, UMP, UDP, UDP-Gal und UDP-
Glc wurden von R. Schonherr (wissenschaftliche Hilfskraft, Universitat zu Liibeck) durchge-
fithrt. Die Daten wurden fiir diese Arbeit zum Vergleich mit SPR- und ITC-Daten sowie mit den

in der Literatur beschriebenen Konstanten ausgewertet.

Tabelle 2.19: Puffer fiir STD-NMR-Experimente. Der pH-Wert betrug 6,7 bei 25 °C. TSP wurde als inter-
ner Standard verwendet und 99,97 %iges D,O als Losungsmittel.

Puffer Zusammensetzung
STD-NMR- Bis-Tris-Puffer (D,0) 50mM  Bis-Tris-d;o
50mM NaCl
5mM MgCl,

1mM  B-ME-d,
200uM  TSP-d,
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Die NMR-Proben wurden in dem in Tabelle 2.19 angegebenen Puffer angesetzt. Vor dem Puf-
feraustausch mit Zentrifugen-Filtereinheiten bei 4 °C und 3220xg wurden der GTB-Losung
10 mM EDTA zugesetzt. Die 180 ul grofien NMR-Proben enthielten 20 uM GTB und acht ver-
schiedene Konzentrationen von 50 pM - 5 mM des entsprechenden Liganden (s. Legenden von
Abbildung A 8 - Abbildung A 12). Die Spektren wurden in 3 mm NMR-Rohrchen bei 298 K mit
einem 500 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen. Es wurde das Bruker Pulsprogramm
stddiff.3 verwendet. Die GTB wurde fiir 2 s mit einer Kaskade von Gauf3-Pulsen gesattigt, deren
einzelne Pulse eine Lange von 50 ms und eine Stdrke von 49 Hz besafien. Die On-Resonanz-
Frequenz lag bei -1 ppm und die Off-Resonanz-Frequenz bei 80 ppm. Die spektrale Breite wur-
de auf 6 kHz festgelegt und die Anzahl Datenpunkte auf 16384. Proben mit Ligandenkonzentra-
tionen von 50 und 100 uM wurden mit 2048 Scans (1024 Scans On-Resonanz, 1024 Scans Off-
Resonanz) aufgenommen, alle iibrigen mit 1024 Scans. Vor der FT wurde der FID auf 32768 Da-
tenpunkte mit Nullen aufgefiillt und mit einer exponentiellen Fensterfunktion (Lb 1-3 Hz, s. Un-
terschriften Abbildung A 8 - Abbildung A 12) multipliziert. Die relativen STD-Effekte wurden
durch Skalierung des Off-Resonanz-Spektrums auf das STD-Spektrum bestimmt. Die weitere
Auswertung erfolgte wie oben angegeben mit den Programmen Topspin 2.1 (Bruker) und Ori-

gin7.

29.4 Protein-NMR-Experimente mit der GTB

Kontrolle der GTB und Ermittlung experimenteller Bedingungen

Die ersten Protein-NMR-Experimente wurden zur Qualitdtskontrolle und zur Bestimmung ei-
niger entscheidender Parameter durchgefiihrt. Es wurden sowohl “N- als auch ?H,"N-
markierte GTB-Proben bei Temperaturen von 298 K, 305K, 310K, 315K und 323 K gemessen.
Aufgenommen wurden 'H,"””"N-TROSY-HSQC-Spektren an 500 MHz und/oder 700 MHz NMR-
Spektrometern. Weiterhin wurden die Puffer NMR-Bis-Tris-Puffer und NMR-Phosphatpuffer
sowie 3mm NMR-Rohrchen und 5 mm Shigemi-Rohrchen miteinander verglichen. Die Auf-

nahmeparameter sind in Tabelle 2.20 und Tabelle 2.21 zu finden.

Tabelle 2.20: Puffer fiir Protein-NMR-Experimente. Der pH-Wert betrug 6,7 bei 298 K (Bis-Tris-Puffer
hatte davon ausgehend bei 323 K einen pH-Wert von 6,2, Phosphatpuffer von 6,6). 100-1000 uM TSP-d,
wurden als interner Standard verwendet. Das Losungsmittel bestand aus 90 % H,O/ 10 % D,O oder 95 %
H,O/ 5 % D,0. Einige Proben enthielten kein MgCl, bzw. 3-ME. Die genauen Zusammensetzungen sind
bei der Darstellung der jeweiligen Experimente zu finden (3.3.1, 3.3.2.).

Puffer Zusammensetzung
NMR-Bis-Tris-Puffer (H,O/D,O) 50mM Bis-Tris
100mM NaCl
+5mM Mg(Cl,
+1mM B-ME
NMR-Phosphatpuffer (H,O/D,0) 25mM  Na,HPO,/NaH,PO,
5mM MgCl,

1mM B-ME oder 3-ME-d,
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Tabelle 2.21: Aufgenommene 'H,>N-TROSY-HSQC-Spektren der GTB zur Ermittlung geeigneter expe-
rimenteller Parameter. Angegeben sind jeweils Zusammensetzung der Proben und Aufnahme- sowie
Prozessierungsparameter. Abkiirzungen BT fiir NMR-Bis-Tris-Puffer, P fiir NMR-Phosphatpuffer, GM fiir
Gauf3-Multiplikation, QSINE fiir quadratische Sinusfunktion. Die Zahlen hinter GM und QSINE geben die
Verschiebung der Maxima an. Die Spektren wurden mit dem Bruker Pulsprogramm trosyetf3gpsi aufge-

nommen.
Probe u->N-GTB (1) ~ u-N-GTB (2)
¢ (GTB)/uM 290 ~ 810
Puffer BT - B-ME - MgCl,, BT +#-ME-MgCl, P, 10% D,0
10 % D,O 10 % D,O
NMR-Rohrchen 3mm ~ 3 mm
T/K 310 323 298; 323
'H-Frequenz Spektrometer / MHz 500 700 500
Scans 32 64 24
Anz. Datenpunkte 2048 x 256 4096 x 256 2048 x 256
spektrale Breite ("H/™N) / ppm 16/40 16/50 16/32
Mitte des Spektrums ("H/®N) / ppm  4,7/115 ~ 4,7/122
Prozessierung ("H/*N) GM 0,1/QSINE 3 ~ GM 0,1/QSINE 3
Probe u-*H,"®N-GTB ~ ~ ~
¢ (GTB)/uM 210 450 410 430
Puffer BT+ B-ME + MgCl,,  ~ P,10% D,0 ~
10 % D,O
NMR-R&hrchen 3 mm ~ 3mm 5mm
Shigemi
T/K 298 ; 310; 323 298 ~ ~
'H-Frequenz Spektrometer / MHz 700 500 ~ ~
Scans 64 (alle T) 24 ~ ~
96 (nur 298 K)
Anz. Datenpunkte 4096 x 256 2048 x 256 ~ ~
spektrale Breite (‘"H/"*N) / ppm 16/32 ~ ~ ~
Mitte des Spektrums ("H/®N) / ppm  4,7/122 ~ ~ ~
Prozessierung (H/*N) GM 0,1/QSINE 3 ~ ~ ~

Pufferaustausch und Konzentrierung der GTB-Probe fanden mit Zentrifugen-Filtereinheiten bei
4 °C und 3220 x g statt. Sofern nicht in einem vorangegangenen Schritt durchgefiihrt (s. 2.3.5),
wurde vorher noch vorhandenes Mn* durch Zugabe von 10 mM EDTA komplexiert. Die Pro-
teinkonzentration wurde mit einem NanoDrop Spektralphotometer (s. 2.4.3) iiberpriift. Proben-
volumina betrugen 180 pl in 3 mm NMR-Rohrchen und 280 pl in 5 mm Shigemi-Réhrchen.

Die Spektren wurden entweder mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer oder einem 700 MHz
NMR-Spektrometer aufgenommen. Fiir Protonenspektren wurden die Bruker Pulsprogramme
zggpwb5 oder zgesgp verwendet, die eine Unterdriickung des Wassersignals beinhalten. Die
Aufnahme erfolgte mit 32 oder 64 Scans, 32768 Datenpunkten und einer spektralen Breite von
8 kHz. Die FIDs wurden auf 65536 Datenpunkte mit Nullen aufgefiillt und mit einer exponen-
tiellen Fensterfunktion (EM mit Lb 1 Hz bzw. 3 Hz bei der Probe *N-GTB (1)) multipliziert. Die
2D-Spektren wurden mit dem Bruker Pulsprogramm trosyetf3gpsi gemessen (s. Tabelle 2.21).
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Die Prozessierung erfolgte wie angegeben mit dem Programm Topspin 2.1. Bei der Referenzie-
rung wurde folgendermaflen vorgegangen: Das TSP-Signal wurde in dem 1D-'H-NMR-
Spektrum auf 0 ppm referenziert. Diese Referenzierung wurde in das 2D-Experiment iibertra-
gen und fir die Berechnung der N-Verschiebungen iiber das Frequenzverhiltnis
15N/"H=0,101329118 [134] herangezogen. Aufgrund des besonderen Aufnahmemodus der TRO-
SY-Spektren (s. 0.) wurden die Signale anschlieBend um % Jyy, d. h. um 46 Hz, verschoben. 'H-

Signale werden zu tieferem Feld, ’N-Signale zu hoherem Feld verschoben.

'H,""N-TROSY-HSQC-Spektren der u-*H und selektiv *N-markierten GTB wurden in NMR-
Phosphatpuffer mit 1 mM -ME-d,, 100 uM TSP-d, und 5 % D,O bei 298 K und pH 6,7 mit ei-
nem 500 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen. Die Auflosung betrug 2048 x 256 Datenpunk-
te und die spektrale Breite 16 ppm fiir 'H und 32 ppm fiir ®N. Die Mitte des Spektrums wurde
auf 4,7 ppm bzw. 122 ppm gelegt. 180 uM u-’H,a-"N-Lys-GTB wurde mit 440 Scans gemessen
und die Spektren mit EM und einem Lb von 20 Hz prozessiert. Eine Probe mit 430 uM u-*H,”N-
Met-GTB wurde mit 152 Scans aufgenommen und vor der FT in der direkten Dimension mit ei-
ner um 0,1 Einheiten verschobenen Gaufi-Funktion multipliziert und in der indirekten Dimen-
sion mit einer um 3/2m verschobenen quadrierten Sinusfunktion (QSINE 3). Proben mit 400 uM
u-’H,"”N-Val-GTB bzw. 420 uM u-’H,’H"N-Val-GTB wurden mit 164 Scans aufgenommen und
die Spektren mit einem QSINE 2 in der direkten und einem QSINE 3 in der indirekten Dimen-

sion prozessiert.

Zuordnungsexperimente

Fiir die Zuordnung der GTB-Signale zu den entsprechenden Aminosaureresten wurden folgen-
de Proben verwendet: u-°N-GTB, u-"H,®N-GTB, u-’H,"*C,"*N-GTB und u-’H,a-"N-Lys-GTB.
Die Messungen wurden in NMR-Phosphatpuffer (s. Tabelle 2.20) bei 298 K durchgefiihrt. Puf-
feraustausch und Konzentrierung der GTB-Probe fanden mit Zentrifugen-Filtereinheiten bei
4°C und 3220 x g statt. Die Proteinkonzentration wurde mit einem NanoDrop Spektralphoto-
meter bestimmt (2.4.3). Die Probenvolumina betrugen 180-200 pl in 3 mm NMR-R6hrchen und
ca. 300 pl in 5 mm Shigemi-Rohrchen. Von allen Proben wurden 'H,”’N-TROSY-HSQC-Spektren
aufgenommen. Die Aufnahme- und Prozessierungsparameter fiir die u-’N-GTB und u-*H,""N-
GTB sind in Tabelle 2.21 angegeben. Von der 250 uM u-’H,**C,”"N-markierten GTB wurden
'H,"N-TROSY-HSQC-Spektren und Tripelresonanzexperimente von Dr. F. Lohr an der Goethe
Universitdat Frankfurt (Institut fiir Biophysikalische Chemie, Prof. Dr. V. Détsch) durchgefiihrt
(Tabelle 2.22). 'H,"®N-TROSY-HSQC-Spektren wurden bei 950 MHz mit 16 Scans, 2048 x 768 Da-
tenpunkten, spektralen Breiten von 16 und 50 ppm bei einer Spektrenmitte von 4,7 und 119 ppm
und bei 800 MHz mit 16 Scans, 1536 x 512 Datenpunkten, spektralen Breiten von 17 und 50 ppm
bei einer Spektrenmitte von ebenfalls 4,7 und 119 ppm aufgenommen. Die Prozessierung erfolg-
te mit einem QSINE 2 in beiden Dimensionen.

Tripelresonanzexperimente wurden in jeder Dimension mit QSINE 2 multipliziert und fourier-
transformiert. Die Referenzierung der "H- und N-Verschiebungen erfolgte wie oben angege-
ben. Fiur die Referenzierung der C-Verschiebungen wird das Frequenzverhiltnis
3C/'"H=0,251449530 [134] verwendet. Ausgewertet wurden die Spektren mit Topspin 2.1 und
CCPNmr Analysis 2.1.
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Tabelle 2.22: Durchgefiihrte Tripelresonanzexperimente. Die Probe enthielt ca. 250 uM u-*H,"*C,">N-GTB
in NMR-Phosphatpuffer, pH 6,7 mit 90 % H,O/ 10% D,O und 1 mM TSP. Spektren wurden bei 298 K in
5mm Shigemi-Réhrchen und mit Spektrometern der angegebenen Protonenfrequenz (v(’H)) aufgenom-
men. Die von Dr. Frank Lohr modifizierten Pulsprogramme enthielten eine TROSY-Sequenz sowie bei Be-

darf eine Deuteriumentkopplung und wurden entsprechend mit tr und 2h bezeichnet.

Experiment v(H) / Datenpunkte spektrale Breite Mitte des Spektrums
(Pulsprogramm) MHz Scans  (*H x ®N x 13C) (*H/BC/®N) /ppm  ('H/®C/®N) / ppm
HNCA 800 8 1024 x 192 x 128  13/28/26 4,7 /53 /119
(hncatrwg?2h.fl)

HN(CO)CA 600 4 800 x 128 x 52 13/29/26 4,7 /54 /119
(hncocatrwg_2H.fl)

HNCO 700 8 1024 x 160 x 100  13/16/26 4,7 /174 /119
(hncotrwg.fl)

HN(CA)CO 800 16 1024 x 192 x 78 13/16/26 4,7 /174 /119
(hncacotrwg?2h.fl)

HNCACB 950 8 1536 x 192 x 180 13/61,5/26 4,7 /38 /119
(hncacbtrwg?2h.fl)

Um den Effekt geringer Konzentrationen von Mn* auf das NMR-Spektrum zu untersuchen
wurden Losungen von 300 uM u-®N-GTB (1) in 50 mM Bis-Tris, pH 6,2 bei 323K, 100 mM
NaCl, 1mM B-ME, 200 uM TSP-d; und 10 % D,O mit 300 uM MnCl, bzw. mit 300 uM MnCl,
und 1mM UDP versetzt. NMR-Experimente wurden wie in Tabelle 2.21 angegeben bei
700 MHz durchgefiihrt und entsprechend prozessiert.
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3 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich nach den Fragestellungen dieser Arbeit in drei Abschnitte. Zu-
nachst werden die Ergebnisse aus Untersuchungen zur enzymatischen Hydrolyse von UDP-
Galactose dargestellt. Anschliefend wird auf die ndhere Charakterisierung der Ligandenbin-
dung an die GTB mittels SPR-Spektroskopie, ITC und STD-NMR-Spektroskopie eingegangen.
Der letzte Abschnitt zeigt die Ergebnisse der Isotopenmarkierung der GTB sowie die Aufnahme
und Auswertung der zugehdrigen NMR-Spektren. Die fiir die Experimente hergestellten GTB-
Proben werden jeweils zu Beginn eines jeden Abschnitts beschrieben und sind durchlaufend

nummeriert. Die Diskussion der Ergebnisse erfolgt in Kapitel 4.

3.1 Enzymatische Hydrolyse von UDP-Galactose

Das Donorsubstrat UDP-Gal wird in Abwesenheit eines Akzeptorsubstrats von der GTB zu
UDP und a-D-Gal hydrolysiert (s. 1.3.4). Die Anwesenheit eines bivalenten Kations ist fiir die
Reaktion essentiell. In vorangegangenen Studien, die in Anwesenheit von Mg und mit NMR-
Spektroskopie durchgefiihrt wurden, wurde beobachtet, dass die Bindung des Akzeptoranalo-
gons 3DD die Hydrolysereaktion beschleunigt [92]. Diese Ergebnisse sollten iiberpriift werden
und zwar mit einem radiochemischen Assay, der zunichst etabliert werden musste. Anschlie-
fiend wurde die Hydrolysereaktion durch die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter Ky
und k, quantifiziert und die Studien mit der Untersuchung der Mn?-abhingigen Reaktion ver-

vollstandigt.

3.1.1 Prdparation der GTB

Es wurden insgesamt drei GTB-Praparationen fiir die Untersuchung der Hydrolysereaktion
eingesetzt (Tabelle 3.1). Die GTB wurde wie unter 2.2.3 und 2.3 angegeben in jeweils 11 TB-
Medium in E. coli synthetisiert und mittels Sdulenchromatographie an einer einfachen Peristal-
tikpumpe (GTB (1) und (2)) oder dem AKTA-System (GTB (3)) gereinigt. Die Qualitét der Pra-
parationen wurde anhand von SDS-PAGEs (2.4.1) und Aktivitatstests (2.4.4) tiberpriift. Mit ei-
nem Nanodrop Spektralphotometer wurden die Proben auf Verunreinigungen mit Nucleinsdu-
ren bzw. Nucleotiden, hier vorwiegend UDP aus der Reinigung, getestet (2.4.3) und der Pro-
teingehalt mit einem Bradford-Test mit BGG als Standard bestimmt (2.4.2). Fiir die Hydrolyse-
messungen wurde der GTB-Dialysepuffer, in dem die GTB gelagert wurde, tiber Zentrifugen-
Filtereinheiten gegen einen Bis-Tris-Puffer ausgetauscht, der aus 50 mM Bis-Tris, 50 mM NaCl,
10 mM MgCl, bzw. MnCl, und 1 mM B-ME bestand (Bis-Tris/Mg? bzw. Bis-Tris/Mn?*, s. 2.8.2).
Nach dem Umpuffern wurden Aktivitat, Konzentration und der A,s/A;s der GTB tiberpriift.
Die gemessenen Parameter sind in Tabelle 3.1, die Bilder der SDS-PAGEs in Abbildung 3.1 dar-
gestellt.

Die Ausbeuten lagen zwischen 68 mg und 83 mg pro Liter Kultur. Die spezifische Aktivitat der
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Tabelle 3.1: Bei den Hydrolysemessungen eingesetzte GTB-Priparationen. Angegeben sind die Ausbeu-
ten pro Liter Kultur sowie die spezifischen Aktivititen und die Quotienten A,q/Asg der Proben in GTB-
Dialysepuffer und nach dem Umpuffern in die Messpulffer Bis-Tris/Mg? und Bis-Tris/Mn*. GTB (2) wurde

zusammen mit M. Kock (Universitat zu Liibeck) im Rahmen seines Praktikums prapariert.

GTB (1) GTB (2) GTB (3)
Ausbeute 77 mg/1 83 mg/l 68 mg/l
spezifische Aktivitat 17 U/mg 18 U/mg 13 U/mg
Aneo/Argo 0,7 0,64 0,61
nach Umpuffern:
spezifische Aktivitat Bis-Tris/Mg* 17 U/mg 5U/mg
Aol Ango 0,51 0,55
spezifische Aktivitit  Bis-Tris/Mn?> 19 U/mg 7U/mg
Angol Asgo 0,56 0,56
GTB(1) GTB(2) GTB(3) .o
I s 200 kDa - 200 02 o 116 IED:
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Abbildung 3.1: SDS-PAGE-Bilder der verwendeten GTB-Priparationen. Aufgetragen wurden denatu-
rierte GTB-Proben in nicht reduzierendem (n. r.) und reduzierendem (r.) Probenpuffer, sowie ein Protein-
standard (S). Die Bande der monomeren GTB mit einem Molekulargewicht von 34,6 kDa liegt etwas ober-
halb der 31 kDa Bande des Proteinstandards und ist in allen Spuren gut sichtbar. Ohne Reduktionsmittel
sind neben dieser Bande weitere Banden zu erkennen, die etwa bei Vielfachen des Molekulargewichts
monomerer GTB auftreten. Sie sind durch GTB-Oligomerisierungen iiber intermolekulare Disulfidbriicken

entstanden.

GTB (3) war mit 13 U/mg deutlich geringer als die der beiden anderen Praparationen. Nach
dem Umpuffern sank die spezifische Aktivitat auf 5 bzw. 7 U/mg, wihrend bei GTB (1) und
GTB (2) nur geringe Unterschiede festzustellen waren. Die Quotienten A,s/Azs von unter 0,6
weisen auf nucleinsdurefreie Proben hin und die Bilder der SDS-PAGEs zeigen nur Banden der
GTB. Die GTB wurde demnach gut gereinigt und war auch nach dem Umpuffern noch aktiv,

jedoch mit unterschiedlichen spezifischen Aktivitaten.

3.1.2 Radiochemische Assays

Etablierung des Protokolls
Das Protokoll zur Analyse der enzymatischen Hydrolyse mittels radiochemischer Assays
stammt aus der Arbeitsgruppe von Prof. M. M.. Palcic (Carlsberg Laboratory, Kopenhagen, Da-
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nemark). Hierbei wird UDP-Gal mit radioaktiv markierter Galactoseeinheit eingesetzt. Nach
der Inkubation mit GTB wird nicht umgesetztes, durch die Phosphatgruppen negativ geladenes
UDP-Gal mit einem Anionenaustauscher von dem Produkt Gal abgetrennt, das anschlieflend
mittels Fliissigkeitsszintillationszahlung quantifiziert wird (s. 2.8.2). Fiir eine einfache Handha-
bung vieler Proben wurde das Protokoll an einigen Stellen modifiziert. So wurden zentrifugier-
bare Mini-Saulen verwendet, um den Fliissigkeitsdurchlauf zu beschleunigen. Die Saulen wur-
den definiert mit 0,4 g Sdulenmaterial gepackt. Dies entspricht etwa 640 umol Bindestellen und
iibersteigt damit deutlich die maximal eingesetzten 48 nmol UDP-Gal. Um eine Vergleichbar-
keit zu Studien am Carlsberg Institut zu ermoglichen, wurde der im Institut fiir Chemie vor-
handene Anionenaustauscher in Acetat-Form in die selektivere Chlorid-Form umgewandelt.
Dennoch wurde ein Vergleich der Formen durchgefiihrt. Desweiteren wurde tiberpriift, ob das
Abstoppen der Reaktion mit 100 ul anstatt 600 pl und ein zweimaliges Waschen mit je 400 ul
anstatt nacheinander mit 600 pl, 800 pl und 1000 pl ausreichend ist. In Hinblick auf die begrenz-
te Aufnahmekapazitat des 2 ml Reagiergefdfies ist die Handhabung der kleineren Volumina
wesentlich einfacher und sicherer. Es wurden zwei UDP-Gal-Losungen hergestellt, eine ohne
und eine mit GTB (s. 2.8.2). Die erste Losung diente der Bestimmung der Leerwerte. Da die
zweite Losung GTB enthielt, wurde UDP-Gal hydrolysiert und es konnte die Separation der Ga-
lactose getestet werden. Die Ergebnisse der Experimente sind in Tabelle 3.2 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen Leerwerte, die nur geringfiigig hoher lagen als der Hintergrund, der er-
fahrungsgemafs zwischen 20 und 40 dpm liegt. Sie machten unter 0,6 % der eingesetzten Aktivi-
tat aus. Ein Unterschied zwischen den Formen ist bei dem hier verwendeten Versuchsaufbau
nicht zu erkennen. Das Waschen mit insgesamt 2,4 ml H,O resultierte im Vergleich zu dem Wa-
schen mit 0,8ml in etwas hoheren Aktivititen. Die Abweichungen betrugen 37 dpm bzw.
4 dpm bei den Leerwertmessungen und 197 dpm bzw. 48 dpm bei der Detektion von Galactose.

Mit Ausnahme der Ansétze 1 und 2 lagen die Unterschiede damit bei maximal 5 %.

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Experimente zur Anpassung des radiochemischen Hydrolyseassays. Losung
1 enthielt je 5ul Ansatz 1mM UDP-Gal und 314 Bq UDP-u-"“C-Gal in Bis-Tris/Mg?*-Puffer. Losung 2
enthielt pro 6 ul Ansatz 0,83 mM UDP-Gal, 314 Bq UDP-u-"*C-Gal und 27 pM GTB (1) in Bis-Tris/Mg*-
Puffer und wurde fiir 5,75 h bei 25 °C inkubiert. Angegeben sind die verwendeten Anionenaustauscher-
Formen, die Volumina zum Abstoppen der Reaktion und zum Waschen, sowie die Aktivitdten Ap,, der

Proben und die maximalen Aktivitdten A,,,, der Losungen.

Ansatz 1 2 3 4 5 6 7 8

Losung 1 1 1 1 2 2 2 2

Apax / dpm 17754 17754 17754 17754 17206 17206 17206 17206

Form des Ionen-  Acetat Acetat Chlorid Chlorid  Acetat Acetat Chlorid  Chlorid
austauschers

V(H,0) zum 100 pl 600 pl 100 pl 600 pl 100 pl 600 pl 100 ul 600 pl
Abstoppen

V(H,0) zum 400 ul 600 pl 400 pl 600 pl 400 ul 600 pl 400 pl 600 pl
Waschen 400 pl 800 ul 400 pl 800 ul 400 pl 800 ul 400 pl 800 ul

1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl
Aprobe / dpm 67 104 78 82 3694 3891 3668 3716
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3 Ergebnisse

Zeitlicher Verlauf der enzymatischen Hydrolyse

Zundichst sollten die Ergebnisse der NMR-Messungen (1.3.4) mit Hilfe des radiochemischen As-
says {iiberpriift werden. Hierfiir wurden analog zu diesen Messungen zwei Reaktionen mit
identischen Konzentrationen an UDP-Gal und einer dhnlichen GTB-Konzentration (27 uM an-
statt 26 uM; mit dem Nanodrop wurde in beiden Fillen 20 uM gemessen) in Bis-Tris/Mg?*-
Puffer angesetzt (s. Tabelle 2.16 und 2.8.2). Ein Ansatz enthielt zusatzlich das Akzeptoranalogon
3DD. Die Inkubation fand bei 25 °C und pH 6,7 statt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen, deren Aktivitat und damit Galactosegehalt mit dem Hydrolyseassay ermit-
telt wurden (s. Anhang Tabelle A 1). Die um den Leerwert korrigierten und in die Galactose-
konzentrationen umgerechneten Messwerte wurden gegen die Zeit aufgetragen und daran eine
exponentielle Funktion (Gl. 2.22) angepasst (Abbildung 3.2). An dieser Stelle ist anzumerken,
dass die Funktion nicht die tatsachliche Reaktion beschreibt, da sie unter anderem nicht die in-
hibierende, kompetitive Wirkung der Produkte beriicksichtigt. Fiir einen qualitativen Vergleich
ist sie dennoch ausreichend (Tabelle 3.3).

Aus dem Graphen ist deutlich zu entnehmen, dass die Hydrolysereaktion mit 3DD zu Beginn
deutlich schneller verlief als ohne. Die Probe mit 3DD erreichte fast die maximal mdgliche Ga-

lactosekonzentration von 1 mM. Die bestimmten Parameter k,,, und t;, unterstiitzen diese Be-

app
obachtung. Somit konnte der zuvor mit NMR-Spektroskopie detektierte Effekt mit dem radio-

chemischen Hydrolyseassay bestatigt werden.

1,0 — -
0/./;7/ . °*
. P
T 0,8 - / —* .
Y P
Z 06 J &
~
% 0,4 ’/
>
PR
02 ‘:‘ + ohne3DD
¢ 1mM3DD
0,0 T T T T
0 20 40 60 80

Abbildung 3.2: Zeit-Umsatz-Kurven zur Analyse der enzymatischen Hydrolyse von UDP-Gal durch die
GTB. Die Inkubation fand bei 25 °C statt. Die Proben enthielten zu Beginn der Reaktion 1 mM UDP-Gal,
27 uM GTB (1), 0 bzw. 1 mM 3DD in 50 mM Bis-Tris, pH 6,7, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl und 1 mM -ME.
Die Kurvenanpassung erfolgte mit der Funktion c(Gal)=c(Gal),..(1-exp(-k,,-t)), (Gl. 2.22), mit c(Gal),,e=
1 mM.

Tabelle 3.3: Apparente Ratenkonstanten k,,, und Halbwertszeiten ¢;, der GTB-katalysierten Hydrolyse
von UDP-Gal in An- und Abwesenheit des 3DD. Angegeben ist zusitzlich der Korrelationskoeffizient
der Kurvenanpassung R? Reaktionsbedingungen s. Legende der Abbildung 3.2. Da die exponentielle
Funktion nur bedingt die eigentliche, wesentlich kompliziertere Reaktion abbildet, geben die aufgefiihrten

Werte nur einen Trend wieder. Angaben mit Standardfehler der Einzelbestimmung.

Kapp / 17! tip/h R?
ohne 3DD 0,030 + 0,001 229 0,984
1 mM 3DD 0,092 + 0,002 7,6 0,998

62



3.1 Enzymatische Hydrolyse von UDP-Galactose

Bestimmung enzymkinetischer Konstanten

Die durch die GTB katalysierte Hydrolyse von UDP-Gal und der beschleunigende Einfluss des
3DD sollten nun durch die Bestimmung enzymkinetischer Konstanten naher charakterisiert
werden. Bestimmt wurden Ky, und k;,; in Gegenwart von Mg* bzw. Mn*" ohne und mit 3DD. Es
wurde angenommen, dass die Reaktion einer Kinetik folgt, die durch die Michaelis-Menten-
Gleichung (s. 2.8.1 und (Gl. 2.21)) dargestellt werden kann.

Experimente mit Mg? wurden mit der GTB-Praparation (1) und Experimente mit Mn? mit der
GTB-Praparation (2) durchgefiihrt. Es wurden Verdiinnungsreihen mit jeweils sieben Verdiin-
nungen von UDP-Gal in Bis-Tris/Mg?*-Puffer bzw. in Bis-Tris/Mn**-Puffer (s. Tabelle 2.16) ange-
setzt. Die Verdiinnungen wurden so gewdahlt, dass sie nach Moglichkeit ein Achtel bis das
8fache des K,-Werts ausmachten. GTB-Konzentrationen und Inkubationszeiten wurden ent-
sprechend angepasst, sodass die Inkubationszeiten von einigen Minuten bis zu wenigen Stun-
den reichten und insgesamt eine Produktbildung detektiert werden konnte. So wurde auch ge-
wabhrleistet, dass die chemische Zersetzung von UDP-Gal nur in sehr geringem Mafle ablief (s.
1.3.4). Bei den Experimenten mit Akzeptoranalogon wurde die GTB mit 3DD-Konzentrationen
von 2,5 bis 10 mM zu mindestens 95 % gesattigt. Die Reaktionen fanden wie die vorangehend
beschriebenen Experimente bei 25 °C und pH 6,7 statt und die Produktbildung wurde anschlie-
Bend mittels radiochemischem Assay quantifiziert (s. 2.8.2).

Die Auswertung der Daten mittels Michaelis-Menten-Gleichung setzt voraus, dass das Substrat
in groBem Uberschuss vorliegt und sich die Substratkonzentration durch die Bindung an das
Enzym und wiahrend der Reaktion nur geringfiigig verdndert. Der Umsatz sollte zu maximal
5% erfolgt sein, damit noch Fliefigleichgewichtsbedingungen herrschen (s. 2.8.1) [135]. Diese
Bedingung war mit ein paar geringeren Abweichungen und bis auf eine Ausnahme weitestge-
hend erfiillt (s. Tabelle A 2 - Tabelle A 5). Die Ermittlung der Bindungskonstanten zeigte jedoch
(Tabelle 3.6), dass bei den Experimenten mit Mg* und 3DD bis zu 6 %, bei den Experimenten
mit Mn* bis zu 3 % und bei den Experimenten mit Mn** und 3DD bis zu 2 % des UDP-Gal in

gebundenem Zustand vorlag. Die Bestimmungen wurden daher mit geringeren GTB-Konzen-
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Abbildung 3.3: Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hydrolyse von UDP-
Gal bei 25 °C in Anwesenheit von Mg*. Proben enthielten 50 mM Bis-Tris, pH 6,7, 10 mM MgCl,, 50 mM
NaCl, 1 mM B-ME und (A) bei Messung 1 2,3 uM GTB (1) und 15,625-1000 uM UDP-Gal und (B) bei Mes-
sung 2 2 uM GTB (3) und 62,5-4000 pM UDP-Gal. Die Michaelis-Menten-Gleichung wurde an die Daten
mit einem R? > 0,991 angepasst.
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Abbildung 3.4: Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hydrolyse von UDP-
Gal bei 25°C in Anwesenheit von Mg* und 3DD. Proben enthielten 50 mM Bis-Tris, pH 6,7, 10 mM
MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM 3-ME, 1-64 uM UDP-Gal und (A) bei Messung 1 1,6 uM GTB (1) und 10 mM
3DD und (B) bei den Messungen 2 (hellblau) und 3 (dunkelblau) 0,1 uM GTB (3) und 5 mM 3DD. Die Mi-
chaelis-Menten-Gleichung wurde an die Daten mit einem R? > 0,998 angepasst. Bei Messung 2 wurde der

Wert bei 1 uM fiir die Auswertung nicht beriicksichtigt, weil er negativ war.
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Abbildung 3.5: Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hydrolyse von UDP-
Gal bei 25 °C in Anwesenheit von Mn?. Proben enthielten 50 mM Bis-Tris, pH 6,7, 10 mM MnCl,, 50 mM
NaCl, 1mM B-ME, 0,625-40 uM UDP-Gal und (A) bei Messung 1 0,5uM GTB (2) und (B) bei Messung 2
0,1 uM GTB (3). Die Michaelis-Menten-Gleichung wurde an die Daten mit einem R?> 0,993 angepasst. Der
Messwert bei 10 uM in Messung 2 wurde bei der Auswertung nicht beriicksichtigt.

trationen wiederholt, sodass UDP-Gal zu maximal 0,5 % gebunden vorlag. Hierfiir wurde die
GTB-Praparation (3) verwendet.

Die Ergebnisse der Experimente sind in Abbildung 3.3 - Abbildung 3.6 sowie in Tabelle 3.4 zu-
sammengefasst. Die Messdaten sind im Anhang in Tabelle A 2 - Tabelle A 5 zu finden. Eine
Uberpriifung, ob die ermittelte maximale Aktivitit der hochsten UDP-Gal-Konzentration auch
tatsdchlich erreicht werden konnte, ergab nach 48-stiindiger Inkubation mit GTB einen 94%igen

Umsatz.
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3.1 Enzymatische Hydrolyse von UDP-Galactose
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Abbildung 3.6: Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hydrolyse von UDP-
Gal bei 25°C in Anwesenheit von Mn?* und 3DD. Proben enthielten 50 mM Bis-Tris, pH 6,7, 10 mM
MnCl,, 50 mM NaCl, 1mM B-ME, 12,5-800 nM UDP-Gal, 25nM GTB und 2,5mM 3DD. Die Michaelis-
Menten-Gleichung wurde an die Daten mit einem R? > 0,993 angepasst. Der Messwert bei 100 nM wurde

bei der Auswertung nicht beriicksichtigt.

Tabelle 3.4: Enzymkinetische Parameter der GTB-katalysierten Hydrolyse von UDP-Gal bei 25 °C und
pH6,7. Das Ergebnis der wiederholten Bestimmung ist in der zweiten Reihe bzw. zweiten und dritten
Reihe angegeben. Es wurden insgesamt drei verschiedene GTB-Prdparationen mit unterschiedlichen spezi-
fischen Aktivitdten in verschiedenen Konzentrationen sowie Losungen mit nicht ganz identischen Aktivi-

tdten eingesetzt. Hieraus resultieren die Unterschiede in v,,,. Angaben mit Standardfehler der Einzelbe-

stimmung.

KM/ HM Oimax / dpm'h-l kkat / h-l
Mg2+ 454 + 74 348 + 26 1,2

952 + 126 42 +2 0,6
Mg2+ +3DD 7,5+0,4 6197 £ 97 1,8

57+3 2317 1,0

26 +2 144 +5 0,6
Mn? 40+04 3968 + 115 2,3

17 +2 37+2 0,1
Mn? + 3DD 0,023 + 0,002 7469 + 123 1,9

Anhand der Korrelationskoeffizienten von grofser 0,991 und der wenigen Ausreifier ist zu er-
kennen, dass sich die Michaelis-Menten-Gleichung gut an die Messwerte anpassen liefs. Die
Fehler der K,,-Werte liegen zwischen 5 % und 16 % und die von v,,,, zwischen 2 % und 8 %. Die
Unterschiede zwischen den Ky,-Werten der beiden Messreihen sind deutlich groier und errei-
chen im Fall der Experimente mit Mg* und 3DD fast das 8fache. Der k;,-Wert befindet sich hin-
gegen bis auf einen Ausreifler von 0,1 h? im Rahmen von 0,6-2,3 h’. Grundsétzlich waren die
Werte der zweiten Messreihe, die mit GTB einer deutlich geringeren spezifischen Aktivitat
durchgefiihrt wurde, zu hoheren K, und niedrigeren k;,-Werten verschoben. Messungen mit
Mn?" und 3DD konnten aufgrund des hohen Ligandenbedarfs nicht wiederholt werden.

Die enzymkinetischen Konstanten zeigen eindeutig, dass die Anwesenheit des Akzeptoranalo-
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3 Ergebnisse

gons 3DD den Kj-Wert verringert, wahrend die Wechselzahl k;,; anndhernd gleich bleibt. In ei-
nigen Fallen wurden mehrere Versuchsreihen benétigt, um die richtigen experimentellen Be-
dingungen zu ermitteln. Die daraus bestimmten weitaus unsichereren K,-Werte unterstiitzen
dieses Resultat sowie die in Tabelle 3.4 aufgefiihrten Parameter (Tabelle A 6). Weiterhin ist
deutlich ein Einfluss des bivalenten Kations zu erkennen. Wéahrend ein Austausch des bivalen-
ten Kations keine Auswirkung auf den k;,-Wert hat, fithrt die Anwesenheit von 10 mM MnCl,

anstatt von MgCl, zu einer Verkleinerung des Kj,-Werts um einen Faktor von mindestens 50.

3.2 Charakterisierung der Ligandenbindung an die GTB

Die Kenntnis von Bindungskonstanten und thermodynamischen Parametern fithrt zu einem de-
taillierteren Verstandnis der Funktionsweise eines Enzyms und unterstiitzt die Entwicklung
von Inhibitoren. Hinweise auf die Affinitdten der GTB liefern die Ky-Werte enzymkinetischer
Untersuchungen und kompetitive STD-NMR-Experimente. Eine Bestimmung bindungsrelevan-
ter Groflen unter genauer Diskriminierung zwischen den bivalenten Kationen Mg* und Mn*" ist
bisher noch nicht durchgefiihrt worden. Im Folgenden werden die Ergebnisse vorgestellt, die
mittels SPR-Spektroskopie, ITC und STD-NMR-Spektroskopie erzielt worden sind. Ein Schwer-
punkt der Studie lag auf der Untersuchung der kooperativen Effekte bei der Substratbindung.

3.2.1 Prdparation der GTB

Fiir die Charakterisierung der Ligandenbindung wurden insgesamt fiinf verschiedene GTB-
Préparationen verwendet. Eine davon ist die bereits unter 3.1.1 beschriebene GTB (2), die in
dem SPR-Puffer MOPS/Mn*" eine spezifische Aktivitat von 12,5 U/mg und einen Ajs/Az von
0,59 aufwies. Die weiteren GTB-Proben wurden wie unter 2.2.3 und 2.3 angegeben in TB-
Medium in E. coli synthetisiert und mittels Sdulenchromatographie an einer einfachen Peristal-
tikpumpe gereinigt. Die Qualitdt der Praparationen wurde mit SDS-PAGEs (s. 2.4.1) und Akti-
vitdtstests (s. 2.4.4) {iberpriift. Ein Bradford-Test mit BGG als Standard wurde zur Bestimmung
des Proteingehalts verwendet (s. 2.4.2) und mit einem Nanodrop Spektralphotometer wurden
die Proben auf Verunreinigungen mit Nucleinsduren bzw. Nucleotiden, hier vorwiegend UDP
aus der Reinigung, getestet (s. 2.4.3). Fiir die Experimente wurde der GTB-Dialysepuffer, in
dem die GTB gelagert wurde, sorgfaltig gegen den entsprechenden Messpuffer ausgetauscht.
Néhere Angaben hierzu finden sich im Methodenteil bei den jeweiligen Experimenten. Nach
Pufferaustausch wurden Aktivitat, Konzentration und der Ajs/A,s der GTB iiberpriift. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 3.5 und Abbildung 3.7 dargestellt.

Die Ausbeuten lagen bis auf die GTB-Praparation (5) zum Teil deutlich {iber 100 mg pro Liter
Kultur und damit auch iiber den Ausbeuten der unter 3.1.1 beschriebenen Proben. Die spezifi-
schen Aktivitdten nach dem Pufferaustausch mit Werten zwischen 10 U/mg und 17 U/mg zei-
gen, dass die eingesetzten GTB-Proben aktiv waren, wenngleich unterschiedlich. Alle bestimm-
ten Quotienten Ay /Azs lagen unter 0,6 und weisen auf nucleinsdurefreie Proben hin. Da die
Bilder der SDS-PAGEs nur Banden der GTB zeigen, kann geschlossen werden, dass die GTB gut

gereinigt wurde und aktiv war.
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3.2 Charakterisierung der Ligandenbindung an die GTB

Tabelle 3.5: Bei den Bindungsstudien eingesetzte GTB-Praparationen. Angegeben sind die Ausbeuten
pro Liter Kultur sowie die spezifischen Aktivititen und die Quotienten A,;/A,z der Proben in GTB-
Dialysepuffer und nach dem Umpulffern in die jeweiligen Messpuffer (n. b. = nicht bestimmt). Préparatio-
nen GTB (5) und (6) wurden von Dr. H. Peters und C. Blunk (beide Institut fiir Chemie) zur Verfiigung

gestellt.
GTB (4) GTB (5) GTB (6) GTB (7)
Ausbeute 128 mg/1 54 mg/l 105 mg/1 153 mg/1
spez. Aktivitat 16 U/mg 10 U/mg 14 U/mg 13 U/mg
Ao/ Ao 0,64 0,7 n. b. 0,67
nach Umpuffern:
spez. Aktivitat MOPS/Mg*  17U/mg 15U/mg
Aneo/ Anso 0,54 0,57
spez. Aktivitat MOPS/Mn* 16 U/mg 10 U/mg 13 U/mg 14 U/mg
Asgo/Aago 0,56 0,56 0,59 0,55
spez. Aktivitat MOPS/- 13 U/mg
Asgol Azso 0,55
GTB (4) GTB(5) GTB (6) GTB (7)
200 tg: " 200kDa oo | — - 200 kDa
i BN M S g =g U
66 kDa w4 66kDa i — —— 66 kDa
45 kDa 45kDa 45kDa

31kDa 31kDa

o L™ <«—GTB -t o " .- .- <«—GTB

r. n.r. r. nr. r. nr. S n.r.r. S nr. T n.r. r. S nr. r.

ST Rl

Abbildung 3.7: SDS-PAGE-Bilder der verwendeten GTB-Priparationen. Aufgetragen wurden denatu-
rierte GTB-Proben in nicht reduzierendem (n. r.) und reduzierendem (r.) Probenpuffer, sowie ein Protein-
standard (S). GTB (5) und (6) wurden auf dem gleichen Gel laufen gelassen. GTB (7) ist eine Mischung aus
vier Praparationen, von denen zwei Gele gemacht wurden. Die Bande der monomeren GTB mit einem
Molekulargewicht von 34,6 kDa liegt etwas oberhalb der 31 kDa Bande des Proteinstandards und ist in al-
len Spuren gut sichtbar. Ohne Reduktionsmittel sind neben dieser Bande meist weitere Banden zu erken-
nen, die etwa bei Vielfachen des Molekulargewichts monomerer GTB auftreten. Sie sind durch GTB-

Oligomerisierungen iiber intermolekulare Disulfidbriicken entstanden.

3.2.2 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist eine Methode zur Bestimmung von Bindungsaffi-
nitdten und Bindungsenthalpien und damit auch Entropien (s. 2.6.1). Sie wurde eingesetzt, um
die Interaktion zwischen GTB und ihren Liganden néher zu charakterisieren (s. 2.6.2). Als Li-
ganden wurden UDP, UDP-Gal, UDP-Glc und das Akzeptorsubstrat H-Dis-octyl verwendet.
Bei UDP-Gal ist zu beachten, dass es wéahrend des etwa 2,5-stiindigen Experiments auch hydro-
lysiert wird. Fiir die Untersuchung der kooperativen Effekte wurden daher UDP und H-Dis-

octyl gewdhlt. Hierbei wurde die GTB mit dem einen Bindungspartner in der Probenzelle vor-
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3 Ergebnisse

gelegt und mit dem anderen titriert. Der Sattigungsgrad der vorgelegten GTB betrug mindes-
tens 96 %, berechnet mit den hier bestimmten Kp-Werten. Die Messungen fanden bei 25 °C und
bei pH-Werten von 7 und 6,7 statt. Bindungskonstanten wurden sowohl in Mn?- als auch Mg*-
haltigem Puffer bestimmt. Versuche, die Affinitat von Mn* und Mg* zu der GTB zu bestim-
men, waren nicht erfolgreich. Hierfiir wurden 428 uM GTB (7) in MOPS/- -Puffer bei pH 6,7 mit
einer 5 mM MnCl,-Losung titriert. Es waren keine Warmeveranderungen messbar. Gleiches war
bei der Verwendung einer 4,25 mM UDP-Losung zu sehen. Es konnte in Abwesenheit eines bi-
valenten Kations in diesem Konzentrationsbereich mit ITC keine Bindung von UDP an die GTB
detektiert werden.

Grundsatzlich waren einige Punkte bei den ITC-Experimenten zu beachten: Die Proben fiir ein
Experiment mussten in demselben Puffer vorliegen und wurden kurz vor dem Einsatz entgast
und temperiert. Es musste kontrolliert werden, ob die blofie Injektion von Puffer in Puffer
Warmeveranderungen in entscheidendem Ausmafie hervorruft. Dies konnte sowohl fiir
MOPS/Mn* als auch fiir MOPS/Mg?* verneint werden. Bis auf 2-3 Ausreifier von 49 Injektionen
bewegte sich die Differenz der Heizleistungen von Referenz- und Probenzelle (AP) im Bereich
von + 0,01 pcal-s* unsystematisch um 0 pcal-s’ (Abbildung 3.8). Die weiteren Messdaten muss-
ten daher nicht um diesen Leerwert korrigiert werden. Dartiiber hinaus musste darauf geachtet
werden, dass die GIB wiahrend einer Messung stabil in Losung bleibt. Die Bildung von Aggre-
gaten bzw. Prazipitaten senkt die Proteinkonzentration und ist mit extrem groflen Signalaus-
schldgen im Graphen zu erkennen, sodass die Messung abgebrochen werden muss. Abhéngig
von dem Kp-Wert mussten zum Teil hohe GTB-Konzentrationen von iiber 400 uM in der Pro-
benzelle vorgelegt werden. Wie fiir ITC-Messungen empfohlen, wurden die ersten Experimente
ohne Reduktionsmittel durchgefiihrt. Da es jedoch héufig bereits kurz nach Beginn einer Mes-
sung zu Prézipitationen kam, wurde der Einsatz von 1 mM B-ME gepriift, ein regelmafig fiir
die GTB eingesetztes Reduktionsmittel. Sowohl bei der Puffer-in-Puffer-Injektion (Abbildung
3.8) als auch bei folgenden Messungen (s. z. B. Abbildung 3.9 B) fielen keine Unregelmafsigkei-
ten oder Besonderheiten auf. Daher wurden alle weiteren ITC-Experimente mit 1mM (-ME
durchgefiihrt. Die GTB-Losungen blieben dadurch stabiler, jedoch konnte 3-ME die Prazipita-
tionsneigung der GTB bei diesen hohen Konzentrationen nicht immer ganz unterbinden. Einige
Messkurven zeigen zum Ende des Experiments wieder grofier werdende Signale (s. z. B. Abbil-
dung A 6B, D), die mitunter den Anzeigebereich weit {iberschreiten (nicht gezeigt) und ein
Hinweis auf eine beginnende Prézipitation der Probe sind. Bei der Einstellung der Messpara-
meter war zu beachten, dass die Referenzleistung entsprechend des grofiten AP zu setzen war.
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0,014 . 1 008
5, 0,00 < h iy
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3 5P 3 < 0,001
Py ~ & “\‘
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Abbildung 3.8: Titrationen von Puffer in Puffer. Es wurden 49 Titrationen a 5 ul durchgefiihrt. (A)
MOPS/Mn* ohne -ME, (B) MOPS/Mn?* mit 3-ME und (C) MOPS/Mg?* ohne (3-ME.
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Abbildung 3.9: Ergebnisse von ITC-Experimenten bei 25 °C. Durchgefiihrt wurden die Messungen in
50 mM MOPS, 100 mM NaCl, 5 mM MnCl, und (A) mit 283 uM GTB (5) und 3,33 mM UDP bei pH 7, (B)
mit 1 mM B-ME, 200 uM GTB (7), 2,7 mM H-Dis-octyl und 2,3 mM UDP bei pH 6,7. Die Ergebnisse der Re-

ferenzmessungen ohne GTB sind in grau dargestellt.

Die anfangs eingestellten 10 pical-s™ reichten bei einigen Experimenten nicht aus. Eine Erhhung
auf 20 pcal-s? sicherte bei allen weiteren Experimenten die Detektion.

Durchfiihrung und Auswertung der Experimente erfolgten wie unter 2.6 beschrieben. Exempla-
risch sind in Abbildung 3.9 zwei Ergebnisse von ITC-Messungen dargestellt, alle weiteren sind
im Anhang zu finden (Abbildung A 4 - Abbildung A 7). Die ermittelten Konstanten sind in Ta-
belle 3.6 zusammengefasst. Stochiometriefaktor n und C-Faktor sind in den Abbildungen ange-

geben.

Wie bereits unter 2.6.1 beschrieben, nahert sich eine ideale Titrationskurve am Anfang und am
Ende einem konstanten Wert. Diese vollstindige Kurve wird in der Regel bei C-Faktoren (s.
2.6.2) tiber 10 erhalten, wie auch die hier dargestellten Ergebnisse zeigen. Messungen mit C-
Faktoren unter 10 wie bei UDP-Glc und H-Dis-octyl ergaben nur den oberen bzw. hinteren Ab-
schnitt. Die Kurvenanpassung ist in diesen Fillen mit einer grofleren Unsicherheit behaftet.
Aufgrund des grofien Ressourcenbedarfs konnten aber nicht alle Messungen in Mehrfachbe-
stimmung durchgefiihrt werden. Fiir eine Messung wurden zwischen 12,4 und 26,8 mg GTB
und mehrere Milligramm Ligand bendtigt. Generell war eine sehr gute Reproduzierbarkeit bei
der Bestimmung der Kp-Werte (und damit auch von AG) gegeben. AH und damit auch

TAS wichen in den Doppelbestimmungen starker voneinander ab. Die grofite Differenz ist bei
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3 Ergebnisse

der Messung mit H-Dis-octyl in Anwesenheit von UDP und Mn?* zu beobachten. Sie betragt 25
kJ-mol” fiir AH und damit 45 %. Die Reduktion des pH von 7 auf 6,7 scheint durchgehend eine
geringe Verbesserung der Affinitdt bewirkt zu haben. Da sich die Unterschiede aber im Bereich
des Fehlers befinden, kann hierzu keine gesicherte Aussage gemacht werden. Die Stochiome-
triefaktoren liegen zwischen 0,17 und 0,69. Eine Korrelation zwischen n und den verwendeten
Préparationen und deren spezifischen Aktivitdten ist nicht zu erkennen. Aus Experimenten mit
GTB (5), der Praparation mit der niedrigsten spezifischen Aktivitat, wurden &hnliche Werte fiir
n erhalten, wie fiir GTB (7). Sie lagen bei 0,51 und 0,46 fiir GIB (5) und bei 0,38-0,52 fiir GTB (7).
GTB (6) sind mit 0,17-0,33 die niedrigsten Werte fiir n zugeordnet, jedoch auch der hochste
Wert mit 0,69. Es war nicht moglich, die Dissoziationskonstante fiir UDP an die GTB in Anwe-
senheit von Mg* zu bestimmten. Aufgrund der niedrigen Affinitit waren sehr hohe GTB-
Konzentrationen erforderlich, bei denen es zu schnell zu Prazipitationen kam.

Durchgehend zeigen die thermodynamischen Parameter, dass die Bindungen mit negativen
(glinstigen) Enthalpiednderungen und positiven (ungiinstigen) Entropieanderungen ablaufen.
Dariiber hinaus ist eindeutig positive Kooperativitét bei der Bindung von UDP und H-Dis-octyl

gegeben. Der Effekt auf die Affinitat betrégt etwa eine Grofienordnung.

Tabelle 3.6: Ubersicht iiber die thermodynamischen Parameter, die mit ITC bei 25 °C bestimmt wurden.
H-Dis in dieser Tabelle entspricht dem H-Dis-octyl. In Klammern stehende Liganden wurden in Konzen-
trationen, die zu einer mindestens 96 %igen Sattigung der GTB fiihrten, vorgelegt. Von H-Dis und UDP-
Glc konnte keine komplette Bindungskurve aufgenommen werden. Ergebnisse von UDP-Gal beinhalten

eine gleichzeitig stattfindende Hydrolysereaktion. Angaben mit Standardfehler der Einzelbestimmung.

Ligand M pH AH/KJ-mol' -TAS /KJ-mol!  AG/KJ-mol’ Kp /uM
UDP Mn** 7 -53+0,4 26 -27 20+0,4
UDP Mn* 7 -52+0,5 25 -27 21+0,6
UDP Mn* 6,7 -57+0,5 30 -27 17+0,8
UDP (H-Dis) Mn» 7 -88+0,3 55 34 1,4 +0,05
UDP (H-Dis) Mn* 6,7 96+0,4 62 -34 1,2+0,06
UDP-Gal Mn* 7 -42+1,3 15 -27 18+1,1
UDP-Glc Mn* 7 -90+6,2 66 -23 77 +2,6
H-Dis Mn* 7 -26+0,8 3,8 -23 0,11-10°+4
H-Dis Mn* 6,7 -33+2,7 10 -23 0,10 -10°+ 10
H-Dis (UDP) Mn* 7 -55+0,09 24 -32 3,0+0,05
H-Dis (UDP) Mn* 6,7 -80+0,09 48 -32 2,6+0,3
UDP (H-Dis) Mg* 6,7 -90+0,2 64 -26 27+0,2
H-Dis Mg>* 6,7 -31+0,5 6,8 -24 71+£2,2
H-Dis Mg* 6,7 -32+0,6 8,7 -24 70+£1,7
H-Dis (UDP) Mg 6,7 -75+0,6 46 -30 6,7+04
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3.2 Charakterisierung der Ligandenbindung an die GTB

3.2.3 Oberflichen-Plasmonen-Resonanzspektroskopie

Mit der SPR-Spektroskopie (s. 2.7.1) wurde die Bindung des Donorsubstrats UDP-Gal an die
GTB bei 25 °C und pH 6,7 untersucht. Es wurden sowohl Experimente mit immobilisierter GTB
als auch Experimente mit immobilisierter UDP-Gal durchgefiihrt (s. 2.7.2). Fiir die Kopplung
von UDP-Gal an den Sensor-Chip wurde eine biotinylierte Verbindung verwendet, UDP-6-
biotinyl-Gal (Abbildung 2.6), das von Prof. Dr. L. Elling (RWTH Aachen) zur Verfiigung gestellt
wurde. Es sollte als Donorsubstrat verschiedener GTs fungieren [133]. Dr. E. Munoz hatte be-
reits mittels STD-NMR-Spektroskopie (2.9.1) nachgewiesen, dass UDP-6-biotinyl-Gal von der
GTB gebunden wird und zwar mit einem &hnlichen Bindungsepitop wie UDP-Gal (Abbildung
4.2) [136]. Vor den SPR-Experimenten sollte ebenfalls mit NMR-Spektroskopie die Bindung be-
statigt und untersucht werden, ob UDP-6-biotinyl-Gal ein Donorsubstrat fiir die GTB ist und
die biotinylierte Galactoseeinheit auf das Akzeptorsubstrat H-Dis-octyl {ibertragen wird (2.9.2).
Die Auswertung des STD-NMR-Experiments zeigt, dass UDP-6-biotinyl-Gal an die GTB bindet
(Abbildung 3.10). Fiir das ebenfalls in der Probe vorhandene H-Dis-octyl ist auch Bindung de-
tektierbar. Die Spektren zeigen aufierdem, dass alle Einheiten der Liganden gebunden werden.
Von UDP-6-biotinyl-Gal sind sowohl STD-Signale des UDPs und der Galactose sichtbar als
auch von dem Biotin. H-Dis-octyl zeigt STD-Signale der Fucose- und Galactoseeinheit sowie
vom Octylrest. Eine direkte Anregung der Ligandenprotonen ist nach dem STD-Spektrum der
Probe ohne GTB auszuschliefien. Die Spektren in Abbildung 3.11 zeigen, dass die GTB das na-
tiirliche Substrat UDP-Gal innerhalb von zwei Stunden nahezu vollstindig umgesetzt hat, wih-
rend sich in der Probe mit UDP-6-biotinyl-Gal nach 13 Tagen kaum Verdnderungen zeigten.
Der Unterschied zwischen den Spektren besteht in zwei Signalen, die nicht zugeordnet wurden,
aber bei denen ausgeschlossen ist, dass sie von einem Glycosylierungsprodukt stammen. UDP-
6-biotinyl-Gal dient demnach nicht als Substrat fiir die GTIB, zeigt aber Bindung mit UDP-Gal-
dhnlichem Bindungsepitop.

UDP-6-biotinyl-Gal
+ H-Dis-octyl + GTB

UDP-6-biotinyl-Ga

<— &/ ppm
Abbildung 3.10: STD-NMR-Spektren von 1 mM UDP-6-biotinyl-Gal und 1 mM H-Dis-octyl mit und
ohne 20 uM GTB. (A), (C) Off-Resonanz-Spektren, (B), (D) STD-Spektren. Der Puffer enthielt 50 mM Bis-
Tris-dys, pH 6,7, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM B-ME-d¢ und 200 uM TSP-d, als Referenz. Einige Li-
gandensignale sind gekennzeichnet, dabei steht A fiir das H-Dis-octyl und D fiir UDP-6-biotinyl-Gal.
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Abbildung 3.11: 'H-NMR-Spektren nach Inkubation von 1 mM UDP-6-biotinyl-Gal bzw. UDP-Gal mit
20 uM GTB und 1 mM H-Dis-octyl bei 25 °C. Die Inkubationszeiten sind angegeben. Die Referenzprobe
(rot) ist ohne GTB. Der Puffer enthielt 50 mM Bis-Tris-d;s, pH 6,7, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM f-
ME-d, und 200 uM TSP-d, als Referenz. Einige Ligandensignale sind gekennzeichnet, dabei steht A fiir H-
Dis-octyl, D fiir UDP-6-biotinyl-Gal und P fiir das entstandene B-Trisaccharid-octyl. Unterschiede zwi-

schen den Spektren B und C sind mit einem * gekennzeichnet.

Fiir die Immobilisierung von UDP-6-biotinyl-Gal wurde ein Streptavidin-Chip verwendet (s.
2.7.2 und Tabelle 2.15). Der Einsatz eines Goldchips auf dem tiber HS-PEG-COOH NeutrAvidin
immobilisiert worden war, war nicht erfolgreich. Als Referenz diente eine mit D-Biotin belegte
Flusszelle. In der mobilen Phase befand sich GTB bzw. eine mit 3DD zu mindestens 95 % gesit-
tigte GTB in MOPS/Mn?*-Puffer. Die Konzentrationen der insgesamt 10 Verdiinnungen lagen
um den Kp-Wert. Tests mit unterschiedlichen Flussraten und Kontaktzeiten im Bereich von 10-
100 pl/min und 2-5min ergaben, dass eine Flussrate von 30 pl/min und eine Kontaktzeit von
3 min fiir dieses System gute und die Sattigung erreichende SPR-Antworten lieferten. Dariiber
hinaus wurde festgestellt, dass eine Regenerierung mit 1 M NaCl zwischen den Injektionen
notwendig war, um die GTB von der Chipoberfliche zu entfernen. Beispielhaft sind in Abbil-
dung 3.12 zwei Sensorgramme der Messungen abgebildet. Alle weiteren befinden sich im An-
hang (Abbildung A 1). Es handelt sich hierbei immer um die Differenz von Proben- und Refe-
renzzelle. Die Sensorgramme zeigen SPR-Antworten, die wiahrend der GTB-Injektion nahezu
den Sattigungsbereich erreichten. In diesem Bereich befand sich das System im Gleichgewicht
und es konnten pro Konzentration die entsprechenden Gleichgewichtsantworten ermittelt wer-
den. Die resultierenden Bindungsisothermen sind in Abbildung 3.13 und Abbildung 3.14 dar-
gestellt. Zur Ermittlung der Kp-Werte wurde die Langmuir-Gleichung angepasst (Tabelle 3.7).
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Abbildung 3.12: Exemplarische Sensorgramme der Bindung von GTB an immobilisiertes UDP-6-
biotinyl-Gal in Ab- (A) und Anwesenheit (B) des 3DD bei 25 °C. Die Puffer enthielten 50 mM MOPS,
pH 6,7, 100 mM NaCl und 5 mM MnCl,. (A) Messung 2, Fc 2-1 und GTB (4) in zehn Konzentrationen von
75nM - 15 uM und (B) Messung 1 mit 2,5 mM 3DD, Fc 4-3 und GTB (4) in zehn Konzentrationen von
20nM - 5 uM.

Bei allen Messungen erreichte RU,,,, nur etwa 1-4 % der theoretischen RU. Die SPR-Antworten
lagen nach Korrektur um die Antworten der Referenzzelle in einem Bereich von 7-521 RU und
damit deutlich {iber dem Rauschen. Die Daten der Messreihen 1-4, die ohne 3DD durchgefiihrt
wurden, werden mit einem hohen Korrelationskoeffizienten von iiber 0,994 von der Langmuir-
Gleichung beschrieben. Der resultierende Kp-Wert von 1,7 pM ist mit einem Standardfehler von
unter 6 % belegt. Im Gegensatz dazu erfolgte die Kurvenanpassung an die Daten der beiden
Messreihen mit 3DD mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,978. Die Messwerte streuen we-
sentlich stirker um die Kurve und beschreiben einen zweiphasigen Ablauf. Ob dieser durch
Messfehler zustande gekommen ist oder ein reales Phdnomen darstellt, kann an dieser Stelle
nicht geklart werden. Der Kp-Wert von 0,85 uM besitzt einen Fehler von fast 13 %. Grundsatz-
lich zeigen die Experimente, dass die Anwesenheit des 3DD eine geringfiigige Verbesserung
der Bindung von GTB an UDP-6-biotinyl-Gal hervorruft.

Tabelle 3.7: Ergebnisse der SPR-Experimente zur Bestimmung des Kp,-Werts von GTB an immobilisier-
tes UDP-6-biotinyl-Gal bei 25°C und pH 6,7. Vier Messungen ohne und zwei Messungen mit 2,5 mM
3DD wurden mit einem SA-Chip und einem Puffer mit 50 mM MOPS, 100 mM NaCl und 5 mM MnCl,
durchgefiihrt. Die Kurvenanpassungen erfolgten global an die Messreihen. Angaben mit Standardfehler.

Analyt M Fc RU,ox, theor RU,.« Kp / uM
GTB Mn?* 2-1 13072 176 £0,7 1,7+0,1
130+ 0,5
83+1,2
4-3 14840 608 + 11
GTB/3DD Mn? 4-3 14840-15021 491 +17 0,85+0,11
430+ 16
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Abbildung 3.13: Bindungsisothermen der Interaktion von GTB und immobilisiertem UDP-6-biotinyl-
Gal bei 25 °C. Der Puffer enthielt 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM NaCl und 5 mM MnCl,. GTB (4) wurde in
zehn Konzentrationen von 75nM - 50 uM (Messung 1) bzw. von 75nM - 15 uM (Messungen 2-4) einge-
setzt. Der umrandete Bereich ist vergrofSert in (B) dargestellt. Die Kurvenanpassung erfolgte global mit

einem R? > 0,994. Der grau markierte Wert von Messung 1 wurde bei der Auswertung nicht berticksichtigt.
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Abbildung 3.14: Bindungsisothermen der Interaktion von GTB und immobilisiertem UDP-6-biotinyl-
Gal in Anwesenheit des 3DD bei 25 °C. Der Puffer enthielt 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM NaCl und
5mM MnCl,. GTB (4) wurde in zehn Konzentrationen von 20 nM - 5 uM und mit 2,5 mM 3DD eingesetzt.

Der umrandete Bereich ist vergrofSert in (B) dargestellt. Die Kurvenanpassung erfolgte global mit einem R?

>(0,978.

Fiir eine weitere Studie wurde GTB iiber primare Aminogruppen auf einem Chip mit carboxy-
methyliertem Dextran immobilisert. Eine Analyse fritherer SPR-Experimente mit der GTB er-
gab, dass Chipbelegungen im Bereich von 2000-4000 RU gute Ergebnisse zeigten. Hohere Bele-
gungsdichten resultierten vor allem in negativen Differenzsignalen. Die Chipoberflache wurde
daher mit ca. 2500-4100 RU GTB belegt. Insgesamt wurden je zwei Flusszellen zweier Sensor-
chips (A und B) mit GTB belegt (s. Tabelle 2.15). Flusszelle 2 des Chips A wurde mit GTB (2) be-
legt, alle weiteren mit GTB (4). Die Verwendung einer geeigneten Referenzzelle ist fiir die SPR-
Messungen wichtig, da hierdurch die Messwerte um den Anteil unspezifischer Effekte korri-

giert werden konnen. Es wurden zwei unterschiedlich behandelte Referenzzellen getestet. Die
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3.2 Charakterisierung der Ligandenbindung an die GTB

Referenzzellen wurden entweder nur aktiviert und deaktiviert oder waren ahnlich der GTB-
Belegungsdichte mit NeutrAvidin® belegt. Mit diesem Aufbau wurden Kp-Werte von UDP-Gal
an die GTB sowohl mit Mg?* als auch mit Mn?" bestimmt. Abbildung 3.15 zeigt exemplarisch
zwei Sensorgramme, alle weiteren sind im Anhang zu finden (Abbildung A 2, Abbildung A 3).
Die Sensorgramme haben die Form von Rechteckkurven, was auf schnelle Assoziations- und
Dissoziationsraten hinweist. Eine Auswertung der Gleichgewichtsantworten war daher gut
durchfiihrbar. Die Differenz zwischen Mess- und Referenzzelle war mit maximal 20 RU recht
gering und die ermittelten maximalen Antworten lagen zwischen 26 % und 34 % der theoreti-
schen maximalen Antworten. Eine spezielle Regenerierung des Chips war nicht notwendig, um
UDP-Gal von der Oberflache zu entfernen. Waschen mit Laufpuffer fiir 10 min bei 10 pl/min
war ausreichend. Die zwischen den UDP-Gal-Injektionen durchgefiihrten Pufferinjektionen
zeigten bei den Messungen mit leerer Referenzzelle konstante Werte, sodass alle Gleichge-
wichtsantworten um den gleichen Wert korrigiert werden konnten. Wurde eine mit NeutrAvi-
din® belegte Referenzzelle verwendet, wurden die durch die Pufferinjektion hervorgerufenen
Antworten wihrend der Messreihe immer geringer (Abbildung A 3) und zwar mit einer nicht
vernachldssigbaren Differenz von insgesamt etwa 2 RU. Die Antworten auf UDP-Gal lagen im
Bereich von 0,3-18,6 RU. Daher wurde die UDP-Gal-Antwort jeweils um die Anwort des zuvor
injizierten Puffers korrigiert. Durch Auftragung der SPR-Effekte gegen die UDP-Gal-
Konzentration wurden Bindungsisothermen erhalten, die mit der Langmuir-Gleichung ange-
passt wurden (Abbildung 3.16, Abbildung 3.17). Ein Vergleich der Ergebnisse unter Berticksich-
tigung der beiden Referenzzellen zeigt keine Unterschiede. Grofsere Abweichungen waren zwi-
schen den beiden Chips auszumachen. In einer Einfachbestimmung mit Mg* und UDP-Gal
wurde mit Chip A ein Kp-Wert von 1,2 + 0,1 mM ermittelt, mit Chip B in einer Doppelbestim-
mung ein Wert von 1,7 + 0,05 mM (Tabelle 3.8). Der Kp-Wert mit einer leeren Zelle als Referenz
und Chip B betragt 1,8 + 0,09 mM. Diese Messung wurde als Dreifachbestimmung durchge-

fithrt. Die Experimente mit Mn*-haltigem Puffer lieferten einen Kp-Wert von 47 + 4 uM. Dieser

ist deutlich geringer als der mit Mg?". Die Art des bivalenten Kations hat demnach einen grofien
Einfluss auf die Bindungsaffinitat des Donorsubstrats UDP-Gal an die GTB.

50 0 50 100 150 200 250 E o0 | 50 | 100 = 150 = 200
t/s — t/s —
Abbildung 3.15: Exemplarische Sensorgramme fiir die Bestimmung der Kp-Werte von UDP-Gal an im-
mobilisierte GTB bei 25 °C. Der Puffer enthielt 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM NaCl und 5 mM MnCl,
bzw. 5 mM MgClL,. (A) Messung 1 mit Mn? (Fc 2-1, Chip A), die mit zw0lf Konzentrationen UDP-Gal von
5 uM - 2 mM durchgefiihrt wurde sowie (B) Messung 1 mit Mg? (Fc 2-1, Chip B), die mit elf Konzentratio-
nen UDP-Gal von 70 uM - 8 mM durchgefiihrt wurde. Als Referenz diente eine leere Fec.
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Abbildung 3.16: Bindungsisothermen der Interaktion zwischen UDP-Gal und immobilisierter GTB bei
25°C in Anwesenheit von Mg*. Der Puffer enthielt 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM NaCl und 5mM
MgCl,. UDP-Gal wurde in zehn bzw. elf Konzentrationen von 70 uM - 8 mM eingesetzt. Der umrandete
Bereich ist vergrofiert in (B) dargestellt. Messungen wurden in einer Dreifachbestimmung mit einer leeren
Fc als Referenz (Messungen 1-3, Chip B, Fc 2-1) sowie einer Einfachbestimmung (Messung 4, Chip A, Fc 4-
3) und einer Doppelbestimmung (Messungen 5-6, Chip B, Fc 4-3) mit NA als Referenz durchgefiihrt. Die

Kurvenanpassungen erfolgten mit einem R? groier 0,997, 0,988 bzw. 0,995. Fehlerbalken sind angegeben.

A 2015 B 20-
3 e .
— - I I
15 o~ R 15 Yol
e P e .
2 104, / 2 104,
g ¢
- o /o
g ¢ Messung 1:RU =18 o/ /*
5 ,“ max 54 ’,
E ¢  Messung 2: RUmaxz 14 ,‘/
} K =47 +4 M . F
0 500 1000 1500 2000 0 100 200 300 400 500
¢(UDP-Gal) [ yMm —> ¢(UDP-Gal) [ pMm —>

Abbildung 3.17: Bindungsisothermen der Interaktion zwischen UDP-Gal und immobilisierter GTB bei
25°C in Anwesenheit von Mn*. Der Puffer enthielt 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM NaCl und 5mM
MnCl,. UDP-Gal wurde in zwolf Konzentrationen von 5 uM - 2 mM eingesetzt. Der umrandete Bereich ist
vergrofiert in (B) dargestellt. Die Kurvenanpassung erfolgte global mit einem R? > 0,983. Der grau markier-

te Wert von Messung 1 wurde bei der Auswertung nicht beriicksichtigt.

Tabelle 3.8: Zusammenfassung der Ergebnisse der SPR-Experimente zur Bestimmung des Kp-Werts von
UDP-Gal an immobilisierte GTB bei 25 °C und pH 6,7. Der Puffer enthielt 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM
NaCl und 5 mM MnCl, bzw. 5 mM MgCl,.

Chip M Messungen Fc Referenz RU jax. theor RU, .« Kp

A - CM5 Mn? 1-2 2-1 leere Zelle 45 18+03 47+4puM
14+0,3

B - CM5 Mg 1-3 2-1 leere Zelle 70 22+0,2 1,8+0,06 mM

A - CM5 Mg?* 4 4-3 NA 72 19+0,8 1,2+0,1mM

B - CM5 Mg? 5-6 4-3 NA 68 23+04 1,7+0,09 mM
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3.3 Protein-NMR-Spektroskopie

3.2.4 STD-NMR-Spektroskopie

Mittels STD-NMR-Spektroskopie (s. 2.9.1) wurden die Kp-Werte von Uridin, UMP, UDP, UDP-
Gal und UDP-GIc an die GTB bestimmt (s. 2.9.3). Die Messungen fanden in Anwesenheit von
Mg? bei pH 6,7 und 298 K statt und wurden von R. Schonherr durchgefiihrt. Die in der Litera-
tur von A. Blume beschriebenen Kp-Werte wurden durch kompetitive Titrationen erhalten [87]
und sollten mit diesen direkt bestimmten verglichen werden. Es wurden Proben mit 20 uM GTB
und acht verschiedenen Ligandenkonzentrationen in STD-NMR-Bis-Tris-Puffer (s. Tabelle 2.19)
angesetzt und gemessen. Die Spektren wurden wie unter 2.9.3 beschrieben ausgewertet. Bin-
dungsisothermen wurden von so vielen Protonen eines Liganden wie mdoglich bestimmt. Sig-
naliiberlappungen oder nicht sichtbare STD-NMR-Signale in Spektren von Proben mit nie-
drigen Ligandenkonzentrationen hielt die Anzahl jedoch gering. Es wurden keine Bindungsiso-
thermen von Protonen erstellt, die bei weniger als vier Proben verschiedener Konzentrationen
Signale zeigten. Bei UMP und UDP konnten nur die {iberlappenden Signale von H1 der Ribose
und dem H5 des Uracil ausgewertet werden. Bei Uridin, UDP-Gal und UDP-Glc waren es
insgesamt fiinf Protonen. Die Bindungsisothermen sind zusammen mit den Ergebnissen der
Kurvenanpassungen und den Strukturen der Liganden im Anhang zu finden (Abbildung A 8 -
Abbildung A 12). Die in Tabelle 2.9 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass Uridin und
UMP mit 2,5 mM die schlechtesten Binder sind. Die zweite Phosphatgruppe des UDP fiihrt zu
einer hoheren Affinitat, die auch UDP-Gal und UDP-Glc aufweisen. Deutliche Affinitdtsunter-

schiede sind zwischen den drei Letztgenannten nicht zu erkennen.

Tabelle 3.9: Mit STD-NMR-Spektroskopie bestimmte K,-Werte. Angegeben sind die niedrigsten Kp-
Werte, die fiir einen Liganden in diesem Experiment ermittelt wurden. Die entsprechenden Protonen sind
zusammen mit der Anzahl ausgewerteter Messpunkte und dem Korrelationskoeffizienten der Kurvenan-

passung mit der Langmuir-Gleichung aufgefiihrt.

Ligand Proton Messpunkte R? Kp/ mM
Uridin H3g 6 0,986 2,5+0,6
UMP Hilg/H5y 5 0,993 2,5+0,6
UDP? H1g/H5y 5 0,995 0,43 £ 0,04
5 0,992 0,91 +0,12
UDP-Gal H1g/H5y 7 0,997 0,72 £0,05
UDP-Glc H2p/H3g 8 0,993 0,53 £ 0,05

2s. Abbildung A 10

3.3 Protein-NMR-Spektroskopie

Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie konnen Proteine auf atomarer Ebene untersucht werden.
Hierfiir werden isotopenmarkierte Proteine sowie eine je nach Fragestellung zumindest partiel-
le Zuordnung der Signale in den NMR-Spektren benotigt. Um auch die GTIB fiir NMR-
spektroskopische Studien zuganglich zu machen, sollte zunachst die Herstellung isotopenmar-
kierter Proben erfolgen. Desweiteren wurden geeignete Bedingungen fiir die NMR-
spektroskopischen Untersuchungen ermittelt. Anschliefend erfolgte die Aufnahme und Aus-

wertung von Spektren fiir die Signalzuordnung.
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3 Ergebnisse

3.3.1 Prdparation der GTB

Fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen wurden insgesamt acht GTB-Praparationen ver-
wendet. Zwei u-""N-markierte GTB-Proben wurden eingesetzt, um die Notwendigkeit einer
Deuterierung und die Moglichkeiten einer solchen Probe zu priifen. Die u-’H,"N-markierte
GTB wurde als Vergleich zu der u-’N-markierten Probe und fiir die Ermittlung der experimen-
tellen Bedingungen verwendet. Tripelresonanzexperimente fiir die Zuordnung der Proteinsig-
nale in den NMR-Spektren erforderten eine u-’H,"*C,"’N-markierte GTB. Um die Identifikation
der Aminosduren zu erleichtern, wurden zusatzlich vier uniform deuterierte Proben hergestellt,
bei denen eine Aminosadure "N-markiert war. Bei der Auswahl der Aminosduren war darauf zu
achten, dass sie nicht {iber den Stoffwechsel der Bakterienzellen zu anderen Aminosauren um-
gebaut werden und sogenannte Kreuzmarkierungen auftreten. Lys und Met befinden sich am
Ende der Aminoséurestoffwechselkette und sollten daher geeignet sein [137]. Sie wurden aus-
gewdhlt, da sie nur mit einer geringen Haufigkeit in der gesamten GTB aber in der interessan-
ten internen Schleife vorkommen. Es gibt 13 Lysine und 11 Methionine der insgesamt 298 Ami-
nosdurereste. Lys und Met waren selber nur "N-markiert, aber nicht deuteriert. Um die Aus-
wirkung einer zusétzlichen Deuterierung der "N-markierten Aminosdure zu ermitteln, wurde
Val verwendet. Fiir Val ist zwar bekannt, dass es in begrenztem Mafe fiir Kreuzmarkierungen
bei Ala, Leu und Glu sorgt [138], jedoch gehort es zu den giinstigeren der insgesamt sehr teuren
isotopenmarkierten Aminosduren und wurde daher ausgewahlt. Eine Reduktion der Signalan-
zahl im Vergleich zu uniform makierter GTB war auf jeden Fall zu erwarten.

Die Synthese der isotopenmarkierten GTB fand in Minimalmedium statt, dem neben Salzen, Vi-
taminen und Antibiotika, Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle sowie Glucose und Glycerin
als Kohlenstoffquelle zugesetzt waren (s. 2.2.1). Je nach Markierung wurden “"NH,Cl und ®C-
markierte Glucose verwendet, sowie D,O anstatt H,O. Der Deuterierungsgrad lasst sich durch
die Zugabe deuterierter Glucose steigern [139], die hier nur fiir die Herstellung der dreifach
markierten GTB eingesetzt wurde, da bei den anderen durchgefiihrten Experimenten eine
100 %ige Deuterierung nicht unbedingt erforderlich war. Bei der Synthese der u-*H,"N-
markierten GTB wurden zusatzlich 20 % eines kommerziell erhaltlichen 2H,*N-markierten
reichhaltigen Mediums zugesetzt, das hauptsachlich aus Aminosduren besteht und die Protein-
ausbeute steigern sollte.

Die Synthese der GTB wurde wie unter 2.2.4 beschrieben durchgefiihrt. Fiir die Reinigung mit-
tels Saulenchromatographie wurde fiir die uniform markierte GTB eine einfache Peristaltik-
pumpe und fiir selektiv markierte GTB ein AKTA-System verwendet (2.3). Da die isotopenmar-
kierte GTB ausschliefSlich fiir NMR-spektroskopische Experimente verwendet werden sollte,
wurden einige Praparationen direkt nach der Elution anstatt gegen GTB-Dialysepuffer gegen
Mg*-haltigen GTB-Phosphatpuffer dialysiert (2.3.5). Die Qualitat einer Praparation wurde mit
einer SDS-PAGE (2.4.1) und einem Aktivitatstest (2.4.4) {iberpriift. Zur Bestimmung des Pro-
teingehalts wurde ein Bradford-Test mit BGG als Standard verwendet (2.4.2) und mit einem
Nanodrop Spektralphotometer wurden die Proben auf Verunreinigungen mit Nucleinsduren
bzw. Nucleotiden, hier vorwiegend UDP aus der Reinigung, getestet (2.4.3). Nach der Konzen-
trierung einer GTB-Probe mit Zentrifugen-Filtereinheiten und eventuellem gleichzeitigen Puf-

ferwechsel wurden Konzentration und Aj/Azs mit einem Nanodrop Spektralphotometer iiber-
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3.3 Protein-NMR-Spektroskopie

priift. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.10 und Abbildung 3.18 dargestellt.

Die GTB-Ausbeuten lagen bezogen auf 250 ml Kultur zwischen 7,1 und 19 mg. Die hochste
Ausbeute wurde demnach mit dem zusitzlich angereicherten Medium erzielt, die geringste mit
Medium ohne Glycerin und mit u-*H,*C-Glucose. Die synthetisierten und gereinigten Mengen
reichten jeweils fiir die Herstellung von mindestens einer NMR-Probe aus, fiir die etwa 5mg
bendtigt werden. Spezifische Aktivitdten im Bereich von 7-19 U/mg zeigen, dass die GTB aktiv
war, jedoch der Anteil aktiven Proteins am Gesamtproteingehalt der Probe recht unterschied-
lich ausfiel. Die Quotienten A,s/A,s lagen bei fiinf Prdparationen nach Umpuffern und Kon-
zentrierung unter 0,6 und weisen auf nucleinsdurefreie Proben hin. Bei drei Praparationen lag
der Ajg/Asgo knapp iiber 0,6, was sich auf kleine Verunreinigungen mit UDP zurtickfiihren las-
sen konnte. Da bei der Proteinkonzentrierung haufig Verluste {iber 30 % auftraten, die GTB-
Menge limitiert war und im Vergleich zu dem Proteingehalt sehr geringe Mengen an Nuclein-
sauren die NMR-Messungen nicht storen, wurde in diesen Féllen auf eine weitere Reinigung
verzichtet. Die Bilder der SDS-PAGEs zeigen nur Banden der GTB. Daraus kann geschlossen

werden, dass die GTB gut gereinigt wurde und aktiv war.

u->N-GTB (2) u-?H,>N-GTB u-2H,13C,'>N-GTB
b 200 kDa = 200kDa
w200 kDa 116 kpa e
s 116 kDa \ 97 kDa = T97kDa
W 97kDa 66 kDa s 66 kDa
W 66kDa
45 kDa 45 kDa
45kDa
- — <«—GTB
y | <— GTB
o — <—GTB e 31kDa W 31kDa
31kDa
— s
— — e
n.r. r S nr. r. S nr. r. S
u-?H,a->N-Lys-GTB u-2H,*N-Met-GTB u-2H,*N-Val-GTB u-?H,2H'*N-Val-GTB
200 kDa 200 kDa W 200 kDa % 200kDa
— lég tg: 116 kDa w116 kDa % 116kDa
S 66 kDa P 97kDa W 97kDa S 97kDa
L 45kDa s 66kDa \  55kDa '  55kDa
<— GTB 4 o 45kDa 7 kD 37 kDa
- - - Sl feap—— % L d X Il
oD Sy ¢ (¢—qGTB 29kDa 29 kDa
W 31kDa
—
el - - -
nr. r. S n.r. r. S nr.r. S nr.r. S

Abbildung 3.18: SDS-PAGE-Bilder der verwendeten GTB-Priaparationen. Aufgetragen wurden denatu-
rierte GTB-Proben in nicht reduzierendem (n. r.) und reduzierendem (r.) Probenpuffer, sowie ein Protein-
standard (S). Von der u-®N-GTB (1) existiert kein Gel mehr. Die Bande der monomeren 34,6 kDa schweren
GTB ist mit einem Pfeil gekennzeichnet und deutlich in allen Bildern zu erkennen. Ohne Reduktionsmittel
sind bei der u->N-GTB (2) und der u-*H,’N-GTB weitere Banden zu erkennen, die etwa bei Vielfachen des
Molekulargewichts monomerer GTB auftreten. Sie sind durch GTB-Oligomerisierungen tiber intermoleku-

lare Disulfidbriicken entstanden.
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.10: GTB-Priparationen fiir NMR-Spektroskopie. Angegeben sind die Ausbeuten pro angesetz-
tem Volumen Kultur sowie die spezifischen Aktivitaten und die Quotienten A,q/A,5 der Proben nach der
Reinigung und nach dem Umpuffern in die Messpuffer NMR-Bis-Tris-Puffer (H,O) (NMR-BT) und NMR-
Phosphatpuffer (H,O) (NMR-P). u-®N-GTB (1) wurde von R. Schénherr (Universitat zu Liibeck) im Rah-
men seines Praktikums prépariert.

u-®N-GTB (1) u-®N-GTB (2) u-*H/SN-GTB  u-’H,"”C,”N-GTB

Ausbeute 61 mg/l 62 mg/l 38mg/0,51 7,1mg/0,251
spez. Aktivitat 8U/mg 19 U/mg 16 U/mg 10 U/mg
Aol Asso 0,57 0,64 0,58

nach Umpuffern:

Aneo/ Anso NMR-BT 0,58 0,54 0,55-0,56
Aneo/ Ao NMR-P 0,54 0,59
u-’H, u-’H, u-’H, u-’H,
a-®N-Lys-GTB  'N-Met-GTB ®N-Val-GTB 2H®N-Val-GTB
Ausbeute 19mg/0,51 23 mg/0,51 17 mg/0,51 14 mg/0,251
spez. Aktivitat 12 U/mg 12 U/mg 7U/mg 8 U/mg
Aneo/ Anso 0,65 0,62 0,67

nach Umpuffern:
Ao/ Ao NMR-P 0,57 0,62 0,61 0,63

Die NMR-Spektroskopie bietet die Mdoglichkeit, die isotopenmarkierte GTB weitergehend zu
charakterisieren. Abbildung 3.19 und Abbildung 3.21 A und B zeigen eindimensionale Proto-
nenspektren ausgewdhlter GTB-Praparationen. Alle weiteren 1D-"H-NMR-Spektren sind im
Anhang zu finden (Abbildung A 13). Die Amidprotonen des Proteinriickgrats, die mit dem Lo-
sungsmittel H,O austauschen, sind in allen Spektren im Bereich zwischen 10 und 7 ppm zu er-
kennen. Uberlagernd in einem Bereich zwischen 8 und 6 ppm sind die Signale der Amid- und
aromatischen Protonen der meisten AS-Seitenketten zu erwarten. Das Spektrum des Abschnitts
von 10 bis 6 ppm ist von allen deuterierten GTB-Proben dhnlich. Unterschiede gibt es zu den
Spektren der beiden u-""N-markierten GTB-Proben, die aber untereinander wiederum ver-
gleichbare Spektren zeigen. Der Effekt der Deuterierung ist deutlich im Bereich von 4 bis
-0,5 ppm zu erkennen. Hier erscheinen fiir gewthnlich die Signale der aliphatischen Protonen
der Seitenketten, die nicht mit dem Losungsmittel austauschen kénnen. Durch die Deuterie-
rung befinden sich an diesen Stellen Deuteronen, die bei einem 1D-'H-NMR-Experiment nicht
detektiert werden, sodass sich die Signalintensitdt im Vergleich zu den Spektren nicht deute-
rierter Proben verringert. Eine 100 % deuterierte Probe wiirde dort keine Signale zeigen. In den
Spektren der u-"H-markierten GTB-Proben sind trotz der Synthese in 100 % D,O und der fiir die
u-?H,BC,”N-markierte GTB zusatzlich verwendeten u-*H,*C-Glucose noch deutlich Signale zu
erkennen. Aus einem Vergleich mit Spektren der u-*N-GTB ldsst sich ein Deuterierungsgrad
von etwa 80 % (+ 10 %) abschéatzen.
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Abbildung 3.19: 1D-'"H-NMR-Spektren von isotopenmarkierter GTB. Alle Spektren wurden mit Was-

serunterdriickung an einem 500 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen. Aufnahmeparameter s. 2.9.4. (A)
250 pM u-*H,"*C,"®N-GTB in 25 mM Na-P-Puffer, pH 6,7, 5 mM MgCl,, 1 mM 3-ME-d,;, 1 mM TSP und 10 %
D,0O bei 298 K. (B) 410 uM u-’H,®N-GTB in 25 mM Na-P-Puffer, pH 6,7, 5 mM MgCl,, 1 mM p-ME, 100 uM
TSP-d, und 10 % D,0O bei 298 K. (C) 810 uM u-"*N-GTB, Puffer wie in (B) bei 323 K und pH 6,6. Eingezeich-
net sind aufSerdem gewohnliche chemische Verschiebungen der unterschiedlichen Protonen eines Proteins
[128].

Ob die selektive Aminosduremarkierung erfolgreich war, kann mit 'H,”N-TROSY-HSQC-
Experimenten tiberpriift werden. Erwartet wird nur die entsprechende Anzahl Signale der N-
markierten Aminosdure. Abbildung 3.20 zeigt die 'H,"”N-TROSY-HSQC-Spektren der '*N-Lys-
und “N-Met-markierten deuterierten GIB. Das Spektrum der u-*H,a-’N-Lys-GTB enthalt 13
Signale, die den 13 Lysinen der GTB entsprechen konnten. Die sehr breiten Signale kommen
durch die Verwendung eines Linienverbreiterungsfaktors von 20 Hz zustande, der notwendig
war, um iiberhaupt Signale im Spektrum zu sehen. Vier kleine Signale liegen teilweise unter-
halb der Signale der u-*H,""N-Met-GTB und sind daher schwer zu erkennen. Die Anzahl der
Signale in dem Spektrum der u-’H,"”"N-Met-GTB tiibersteigt mit ca. 65 weit die erwarteten 11.
Methionin scheint demnach fiir den Aufbau weiterer Aminosduren verwendet worden zu sein.
Das Spektrum dieser Probe ist daher nicht fiir die Signalzuordnung geeignet. Dass die GTB in
beiden Proben gefaltet vorlag, kann aus den gut verteilten Signalen geschlossen werden.
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Abbildung 3.20: 'H,N-TROSY-HSQC-Spektren von uniform ?H und selektiv a-Lys- bzw. Met-"*N-
markierter GTB. Die Spektren wurden mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 298 K und pH 6,7 in
25mM Na-P-Puffer, 5 mM MgCl,, 1 mM B-ME-d,, 100 uM TSP-d; und 5% D,O aufgenommen. Weitere
Aufnahmeparameter s. 2.9.4. (A) 180 uM u-’H,a-"°N-Lys-GTB, (B) 430 uM u-’H,’N-Met-GTB.

Fiir die Herstellung weiterer selektiv markierter GTB-Proben war es interessant zu untersuchen,
inwiefern sich eine Markierung der Aminosduren nicht nur mit '*N, sondern zusatzlich mit *H
auf die Proteinspektren auswirkt. Die Protonen in den Seitenketten bieten Moglichkeiten zur
Relaxation, die durch eine Deuterierung unterbunden werden konnte, sodass die Linien schar-
fer werden wiirden und die Signalintensitdt zunehmen wiirde. Da die restliche GTB bereits
deuteriert wurde, stellte sich die Frage, ob sich eine Verbesserung durch die eine weitere Ami-
nosaure erzielen lieBe. Es wurden selektiv >N- und 2H,®N-Val-markierte deuterierte GTB-
Proben mit anndhernd gleichen Konzentrationen angesetzt und unter identischen Bedingungen
NMR-spektroskopisch gemessen. Die 1D-'H-NMR-Spektren zeigen die oben bereits beschriebe-
nen Charakteristika (Abbildung 3.21 A, B). Gut zu erkennen ist der Unterschied zwischen den
beiden Spektren im Bereich von 1-0,5 ppm, in dem die Signale der Methylprotonen liegen.
Durch den Einsatz von deuteriertem Val kommt es hier zu einer deutlichen Signalreduktion.
Die 'H,""N-NMR-Spektren der beiden Praparationen sind bis auf wenige Ausnahmen nahezu
identisch (Abbildung 3.21 C). Die Signale der u-*H, ZH"*N-Val-GTB sind insgesamt etwas inten-
siver und klarer umrissen, zudem sind sowohl zusitzliche Signale sichtbar, als auch Signale
verschwunden. Beide Praparationen zeigen weitaus mehr Signale als von den insgesamt 31 Va-
linen hervorgerufen werden konnen. Es wurden 97 Signale gezdhlt. Wie erwartet kam es zu

Kreuzmarkierungen.
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Abbildung 3.21: NMR-Spektren von u-2H,>N-Val-GTB und u-?H, 2H®N-Val-GTB bei 298 K und pH 6,7.
Aufgenommen mit einem 500 MHz NMR-Spektrometer, Parameter s. 2.9.4. Die Proben enthielten 400 uM
u-’H,"®N-Val-GTB bzw. 420 uM u-*H, *H ®N-Val-GTB in 25 mM Na-P-Puffer, 5 mM MgCl,, 1 mM p-ME-d,,
100 uM TSP-d, und 5% D,O. (A) 1D-'H-NMR-Spektren mit Wasserunterdriickung, (B) 'H,>N-TROSY-
HSQC-Spektren. Das blaue Spektrum ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit um 0,1 ppm verschoben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass isotopenmarkierte GTB in ausreichender Menge und
als aktives Protein hergestellt werden konnte. Der Deuterierungsgrad der deuterierten GTB-
Proben lag grob abgeschétzt bei etwa 80 %. Ohne das sichtbare Auftreten von Kreuzmarkierun-
gen konnte nur GTB mit selektiv ”"N-markiertem Lys synthetisiert werden. Met und Val sorgten
fiir zahlreiche Kreuzmarkierungen. Die Markierung mit einer deuterierten Aminosdure bewirk-

te nur eine geringere Verbesserung des NMR-Spektrums.
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3.3.2 Ermittlung geeigneter experimenteller Bedingungen

Fiir weitergehende NMR-Studien ist es bedeutsam, einige grundlegende experimentelle Bedin-
gungen zu testen. Hierfiir wurden Experimente bei unterschiedlichen Temperaturen durchge-
fiithrt, zwei verschiedene Puffer und NMR-Rohrchen ausprobiert (2.9.4). Es stellte sich dartiber
hinaus die Frage, ob auch einfach "N-markierte-GTB fiir NMR-Experimente verwendet werden
kann. Hierfiir wurden Spektren von u-""N-GTB bei Temperaturen zwischen 298 K und 323 K
aufgenommen (Abbildung 3.22). Es ist deutlich zu erkennen, dass eine Erh6hung der Tempera-
tur eine Verbesserung des Spektrums bewirkte. Messungen bei 298 K und 310 K lieferten unzu-
reichende Ergebnisse mit wenigen und breiten Signalen. Das Spektrum bei 323 K zeigt hingegen
wesentlich mehr (etwa 143) und vergleichbar gut aufgeloste Signale. Die Ergebnisse der Mes-
sungen bei 305K und 315K sind der Ubersichtlichkeit halber nicht gezeigt, reihen sich aber in
die dargestellte Abfolge ein.

Ein Vergleich der nicht deuterierten u-"N-GTB mit einer deuterierten u-'"N-GTB zeigt bei an-
nahernd gleichen Bedingungen Spektren gleichen Musters (Abbildung 3.23). Die u-*H,"N-GTB
lag mit 210 uM etwas geringer konzentriert vor als die u-"N-GTB (290 uM), deren Puffer kein
MgCl, enthielt. Feldstdarke, Anzahl der Scans, Temperatur und Prozessierung waren bei beiden
Experimenten identisch, die nicht deuterierte GTB wurde allerdings mit einer grofseren spektra-
len Breite in der "N-Dimension gemessen. Bei detaillierterer Betrachtung der Spektren wird
auffallig, dass die deuterierte Probe wesentlich mehr und intensivere Signale erzeugte als die

nicht deuterierte.
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Abbildung 3.22: 'H,">N-TROSY-HSQC-Spektren von u-°N-GTB bei 298 K, 310 K und 323 K. (A) 810 uM
u-"N-GTB (2) in 25 mM Na-P-Puffer, pH6,7, 5 mM MgCl,, 1mM (-ME, 100 uM TSP-d, und 10 % DO,
aufgenommen bei 298 K und 500 MHz und 290 uM u-"*N-GTB (1) in 50 mM Bis-Tris, pH 6,5, 100 mM NaCl,
200 uM TSP-d, und 10 % D,O bei 310 K und 500 MHz. (B) u-"N-GTB (2) wie in (A) bei pH 6,6, 323 K und
500 MHz sowie u->’N-GTB (1) wie in (A) mit 1 mM B-ME bei pH 6,2, 323 K und 700 MHz.
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Abbildung 3.23: 'H,®N-TROSY-HSQC-Spektren von u-®*N-GTB und u-’H,”N-GTB bei 323K und
700 MHz. Proben enthielten 290 uM u-""N-GTB (1) wie in Abbildung 3.22 A angegeben bzw. 210 uM u-°H,
5N-GTB in 50 mM Bis-Tris, pH 6,2, 100 mM NaCl, 5mM MgCl,, 1 mM B-ME, 1 mM TSP-d, und 10 % D,O.
Weitere Aufnahmeparameter s. Tabelle 2.21. Das rote Spektrum ist um 0,2 ppm verschoben abgebildet.
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Abbildung 3.24: "H,"N-TROSY-HSQC-Spektren von u-’H,*N-GTB bei 298 K, 310 K und 323 K. Aufge-
nommen bei 700 MHz, weitere Aufnahmeparameter s. Tabelle 2.21. Probenzusammensetzung mit 210 uM
u-’H, ®°N-GTB s. Abbildung 3.23.
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Erfahrungen im Umgang mit der GTB zeigten, dass Temperaturen um die 8 °C eine Lagerungs-
dauer von einem halben Jahr und mehr ohne signifikante Protein- und Aktivitatsverluste er-
moglichten. Hohere Temperaturen fiihrten zu vermehrter Bildung von Aggregaten, die nicht
wieder gelost werden konnten. Diese Neigung gab es auch bei zunehmender Konzentration der
GTB. Bei Betrachtung der GTB-Proben nach den NMR-Messungen, die bis zu vier Stunden
dauerten, spiegelte sich dieses Bild wider. In den Proben, die bei 323 K gemessen wurden, war
deutlicher Niederschlag erkennbar. Dieser war nach Messungen bei niedrigerer Temperatur ge-
ringer. Vor allem die Aufnahme von dreidimensionalen Spektren fiir die Signalzuordnung
dauert wesentlich langer und liegt gewohnlich im Bereich von ein paar Tagen bis zu einer Wo-
che. Es ist daher wichtig, die GTB iiber mindestens einen solchen Zeitraum, moglichst ldnger,
ohne signifikante Verluste in Losung zu halten. Experimente mit u-’H,"’N-GTB bei Temperatu-
ren zwischen 298 K und 323 K sollten kldren, ob Messungen auch bei niedrigeren Termperatu-
ren moglich sind. Diese Frage kann klar bejaht werden. Bei 298 K, 310 K und 323 K aufgenom-
mene Spektren zeigen vergleichbare Auflésungen und Signalintensitdten (Abbildung 3.24). Es
sind zahlreiche Signalverschiebungen zu erkennen, die unterschiedlich stark ausfielen, aber
nachverfolgbar blieben. Einige Signale haben sich gar nicht verschoben, andere wenige sind nur
in einem oder zwei Spektren zu sehen. Insgesamt kann festgehalten werden, dass eine Durch-
fithrung der NMR-Experimente mit u-*H,""N-GTB bei 298 K moglich ist.

Ein weiterer Punkt, den es zu untersuchen galt, war die Zusammensetzung des Puffers. In GTB-
Studien, die nicht mit NMR-Spektroskopie durchgefiihrt wurden, fand MOPS mit MnCl, breite
Anwendung. Mn*" kann aufgrund seiner paramagnetischen Eigenschaften nicht in den benéotig-
ten Konzentrationen fiir NMR-Messungen eingesetzt werden. Die Signale werden sehr breit
und sind dadurch nicht mehr zu sehen. Daher wird anstatt Mn** Mg?*" als bivalentes Kation
verwendet. Die GTB-Aktivitdt wird dadurch verringert, jedoch nicht zerstort. MOPS ist keine
gangige NMR-Puffersubstanz. Es wurde daher bisher deuteriertes Bis-Tris verwendet, das den
erwiinschten pH-Bereich um das Optimum fiir die GTB von pH 6,5 abdeckt. Nicht deuteriertes
Bis-Tris ist wesentlich preisgiinstiger, ruft allerdings in Protonenspektren aufgrund der hohen
Konzentration riesige Signale hervor, die nicht zusatzlich zum Wassersignal unterdriickt wer-
den konnen. In heteronuclearen Experimenten ist der Puffer kein Problem, da die Puffersub-
stanz keine entsprechenden Kerne besitzt, jedoch kann es unter anderem durch Wechselwir-
kungen mit dem Protein zu schlechteren Spektren kommen. Desweiteren sollte bei der Ver-
wendung von Kryoprobenkopfen darauf geachtet werden, die Salzkonzentration moglichst ge-
ring zu halten [140], was mit zunehmender Feldstarke noch wichtiger wird [141]. Kryoproben-
kopfe haben gegeniiber nicht gekiihlten Probenkdpfen eine hohere Sensitivitdt, die jedoch
durch einen hohen Salzgehalt wieder verringert wird. Aus diesen Griinden wurde untersucht,
ob der zuvor fiir NMR-Studien verwendete Bis-Tris-Puffer mit 50-100 mM NaCl und 5-10 mM
MgCl, durch einen 25mM Natriumphosphatpuffer mit 5mM MgCl, ersetzt werden kann.
Phosphatpuffer puffert in dem bendtigten Bereich um pH 6,7 und ist ein gangiger NMR-Pulffer,
da er aufgrund seiner austauschenden Protonen nicht deuteriert erworben werden muss. Ab-
bildung 3.25 zeigt Spektren von GTB sowohl in Bis-Tris als auch in Phosphatpuffer. Bis auf we-
nige Ausnahmen sind die Spektren identisch. Kontrollen einer in Phosphatpuffer gelagerten
Probe ergaben ebenfalls keine Auffalligkeiten, sodass daraus zu schlieflen ist, dass auch Expe-

rimente in diesem Puffer durchgefiihrt werden kdnnen.
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Abbildung 3.25: 'H,®N-TROSY-HSQC-Spektren von u-’H,>N-GTB in Phosphat- und Bis-Tris-Puffer
bei 298 K. Experimente wurden wie angegeben bei 500 MHz oder 700 MHz und in 3 mm NMR-Réhrchen
bzw. 5 mm Shigemi-NMR-Rohrchen bei pH 6,7 durchgefiihrt. Proben enthielten 410-450 uM u-*H, ’N-GTB
in 50 mM Bis-Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM (-ME, 100 uM TSP-d, und 10 % D,O oder in 25 mM
Na-P-Puffer mit 5 mM MgCl,, 1 mM 8-ME, 100 uM TSP-d, und 10 % D,O. Details s. Tabelle 2.21.

Zuletzt wurde die Verwendung von 5mm Shigemi-Rohrchen mit der von 3mm NMR-
Rohrchen verglichen. 3 mm NMR-Rohrchen haben den Vorteil, dass sich wenig Salz im aktiven
Probenvolumen des Probenkopfes befindet und das Probenvolumen mit 180 pl im Gegensatz
zu normalen 5 mm NMR-R6hrchen mit ca. 500 ul recht gering ist. Nachteil ist, dass auch ver-
gleichbar wenig Probe im aktiven Volumen ist. Shigemi-Rohrchen besitzen Einséitze aus spe-
ziellem Glas, das eine vergleichbare magnetische Suszeptibilitdt besitzt wie D,O. Hierdurch
wird das benétigte Probenvolumen von 5 mm NMR-Rohrchen auf ca. 280 pl verringert. In Ab-
bildung 3.25 ist als unterstes Spektrum eine Aufnahme in Shigemi-Rohrchen gezeigt, die an ei-
nigen Stellen zusitzliche Signale bzw. intensivere Signale aufweist.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass NMR-Experimente mit u-’H,""N-GTB bei 298 K und in
25 mM Phosphatpuffer mit 5 mM MgCl, durchfiihrbar sind und der Einsatz von 5 mm Shigemi-
Rohrchen zu einem Intensitatsgewinn fiihrt. Es ist dariiber hinaus in begrenztem Rahmen mog-

lich nicht deuterierte u->N-markierte GTB bei 323 K fiir NMR-Experimente einzusetzen.

3.3.3 Aufnahme und Auswertung von Spektren fiir die Signalzuordnung

Wie im Abschnitt , Tripelresonanzexperimente” des Kapitels 2.9.1 beschrieben, dienen Zuord-
nungsexperimente der Zuordnung der Signale eines HSQC-Spektrums zu den entsprechenden
Aminosdureresten eines Proteins. Fiir groflere Proteine (> 15kDa) finden Tripelresonanzexpe-

rimente Anwendung, die auch mit der GTB aufgenommen werden sollten. Es wurde eine ca.
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Abbildung 3.26: 'H,”*N-TROSY-HSQC-Spektren von u-’H,*N-GTB bei 700 MHz und u-’H,"*C, "N-GTB
bei 800 und 950 MHz. Experimente wurden bei 298 K und pH 6,7 durchgefiihrt, weitere Aufnahmepara-
meter s. 2.9.4. Die Proben enthielten 210 uM u-*H,""N-GTB in 50 mM Bis-Tris, pH 6,7, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 1 mM B-ME, 1 mM TSP-d, und 10 % D,O bzw. 250 uM u-’H,"*C,®N-GTB in 25 mM Na-P-Puffer mit
5mM MgCl,, 1 mM B-ME-ds, 1 mM TSP und 10 % D,0O.

250 uM Probe mit u-’H,*C,"N-GTB in NMR-Phosphatpuffer mit einem pH von 6,7 in Shigemi-
Rohrchen angesetzt. Eigentlich sollte eine hohere Konzentration erzielt werden, jedoch gab es
bei der Proteinkonzentrierung Verluste von fast 50 %, sodass diese fiir Protein-NMR-
Experimente geringe Konzentration verwendet werden musste. 'H,'"N-TROSY-HSQC-Spektren
bilden die Grundlage fiir die Signalzuordnung und wurden unter anderem mit 2048 x 768 Da-
tenpunkten mit einem 950 MHz NMR-Spektrometer aufgenommen (Abbildung 3.26). Dartiber
hinaus erfolgte eine Messung mit einem 800 MHz NMR-Spektrometer mit 1536 x512 Daten-
punkten (2.9.4). Beide Spektren zeigen im Vergleich zu denjenigen, die bei 500 MHz oder auch
700 MHz aufgenommen wurden, wie erwartet eine verhaltnisméafiig gute Auflosung der Signa-
le. Es ist jedoch auch zu erkennen, dass es Bereiche mit starken Signaliiberlagerungen gibt.
Insgesamt konnten in dem bei 950 MHz aufgenommenen Spektrum 308 Signale und in dem bei
800 MHz aufgenommenen Spektrum 283 Signale gezahlt werden. Erwartet wurden 281 Signale
des Proteinriickgrats (298 Reste minus 17 Proline) sowie zusatzliche Signale der 15 GIn-, 7 Asn-,
10 His-, 6 Trp-, 21 Arg- und 13 Lys-Reste.

Die Aufnahme der Tripelresonanzexperimente erfolgte an der Goethe Universitdt Frankfurt
und wurde von Dr. F. Lohr durchgefiihrt. Die Spektren, deren Messzeit etwa eine Woche be-
trug, sind in Abbildung 3.27 dargestellt. Ihre 'H,"’N-Projektion ist zu dem 'H,"”N-TROSY-HSQC
deckungsgleich. Es ist auf den ersten Blick erkennbar, dass die Anzahl der sichtbaren Signale

weit unter der maximal moglichen liegt. Die Sensitivitit der einzelnen Experimente ist zudem
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Abbildung 3.27: Tripelresonanzexperimente der u-’H,*C,>N-GTB bei 298K und pH 6,7. Der Puffer
enthielt 25 mM Na-P-Puffer mit 5 mM MgCl,, 1 mM (3-ME-ds, 1 mM TSP und 10 % D,O. Aufnahmeparame-

ter s. Tabelle 2.22. Positive Signale sind blau, negative Signale rot dargestellt.

unterschiedlich. Durch das HNCA-Experiment werden das Amidproton eines Aminosaure-
rests, der Stickstoffkern dieses Rests und die C*-Kerne des gleichen und des vorangehenden
AS-Rests miteinander korreliert. Man erhélt zwei Signale mit identischen 'H- und "N-
Frequenzen und verschiedenen *C-Verschiebungen. Fiir dieses Experiment wurden 291 Signale
gezahlt, 156 davon zeigen Verkniipfungen von je zwei C*-Kernen. Das HN(CO)CA gibt nur die
Korrelationen zwischen 'H und N mit dem C*Kern des vorangehenden AS-Rests wieder. Hier

konnten 156 Signale detektiert werden. Die negativen Signale sind Restsignale von den Seiten-
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3 Ergebnisse

ketten, die auBerhalb der aufgenommenen *"*C-Region liegen und deshalb reinfalteten.
HN(CA)CO und HNCO korrelieren jeweils das Carbonyl-C (CO) anstatt das C* mit 'H und "N.
Es wurden 222 Signale in dem HNCO-Spektrum und 91 Signale in dem HN(CA)CO-Spektrum
gezdhlt. In dem HN(CA)CO zeigten insgesamt 42 Signale Verkniipfungen von je zwei COs. Das
HNCACB zeigt ebenfalls mit etwa 105 nur sehr wenige Signale. Dieses Experiment ist vor allem
fur die Identifikation der Aminosdurereste wichtig, da die chemischen Verschiebungen der CF-
Kerne charakteristischer sind als die der anderen besprochenen Kerne. In dem dargestellten
Spektrum sind resultierend aus dem Pulsprogramm die CP-korrelierten Signale negativ, die C*-
korrelierten positiv. Aufgrund der wenigen Signale und Korrelationen konnte mit diesen Spek-
tren alleine keine Signalzuordnung erfolgen. Es mussten weitere Strategien in Betracht gezogen
werden.
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Abbildung 3.28: 'H,>"N-TROSY-HSQC-Spektren bei 298 K und pH 6,7 von uniform ’H- und selektiv a-
®N-Lys-, ®N-Met- und ?H,®N-Val-markierter GTB sowie von u-’H,*C,®N-GTB. Aufgenommen bei
950 MHz (uniform markierte GTB) und 500 MHz in NMR-Phosphatpuffer. Details s. Legenden der Abbil-
dung 3.20, Abbildung 3.21 und Abbildung 3.26 sowie unter 2.9.4.
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Abbildung 3.29: 'H,"*"N-TROSY-HSQC-Spektren von u-*N-GTB mit und ohne Mn* und UDP bei 323 K
und pH6,2. Proben enthielten 290 uM u-®"N-GTB (1) in 50 mM Bis-Tris, 100 mM NaCl, 1mM p-ME,
200 uM TSP-d, und 10 % D,O mit oder ohne 300 uM MnCl, und 1mM UDP. Spektren wurden bei
700 MHz aufgenommen, Details s. 2.9.4.

In Abschnitt 3.3.1 wurde bereits die Praparation von selektiv N- und uniform *H-markierter
GTB beschrieben, deren Spektren die Zuordnung der Signale erleichtern sollten. Es wurde fest-
gestellt, dass nur die u-"H,a-°N-Lys-GTB ohne sichtbare Kreuzmarkierungen synthetisiert
werden konnte. Abbildung 3.28 stellt das bei 950 MHz aufgenomme 'H,"N-TROSY-HSQC-
Spektrum der u-*H,®C,”’N-GTB zusammen mit den Spektren der selektiv markierten GTB dar
und zeigt, dass sich die Signale aller selektiv markierten Proben bis auf wenige Ausnahmen mit

denen der uniform markierten Probe decken.

Eine weitere Strategie fiir die Erleichterung einer Zuordnung ist die Verwendung von para-
magnetischen Relaxationsbeschleunigern [142]. Es wurde bereits erlautert, dass die Anwesen-
heit des paramagnetischen Mn?*-Ions, die Relaxation beschleunigt und dadurch sehr breite,
nicht mehr sichtbare Signale im Spektrum entstehen. In geringen Konzentrationen hinzugege-
ben, kann allerdings ein abstandsabhéngiger Einfluss beobachtet werden. Kerne, die sich naher
an dem Relaxationsbeschleuniger befinden, werden stéarker beeinflusst, als weiter entfernt lie-
gende. Sind Struktur und die Bindungsstelle bekannt, wie im Fall der GTB, ist eine Diskriminie-
rung zwischen Signalen von nah und entfernt liegenden AS-Resten moglich. R. Schonherr hat
im Rahmen seines Praktikums NMR-Proben mit u-*N-GTB und geringen Konzentrationen von
Mn* hergestellt. Die Zugabe von etwa dquimolaren Mengen Mn?*" fiihrte zunéchst zu kaum
Veranderungen im Spektrum (Abbildung 3.29). Hieraus lasst sich folgern, dass Mn?** keine star-
ke Bindung zur GTB eingeht. Erst das Hinzuftigen von 1 mM UDP bewirkte den erwarteten Ef-
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fekt. Zahlreiche Signale wurden ausgeldscht. Ein Vergleich der Spektren aus Abbildung 3.28
und Abbildung 3.29 ergab nach dem Hinzuziehen der Kristallstruktur, dass das gekennzeichne-
te Signal wahrscheinlich von Lys346 stammt. Es ist das einzige Lys-Signal, das durch Zugabe
von Mn? und UDP verschwand. In der Kristallstruktur war zu sehen, dass es als einziges Lys
recht nah am aktiven Zentrum und damit am Mn*lag. Eine weitere Zuordnung war nicht mog-

lich, da dieses Signal in den Tripelresonanzspektren nicht zu sehen war.
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4.1 Praparation von unmarkierter GTB

4 Diskussion

Glycosyltransferasen bilden eine grofle Enzymfamilie, die an der Biosynthese von Oligosaccha-
riden, Polysacchariden und Glycokonjugaten beteiligt ist (s. 1.2). Diese Biomolekiile erfiillen es-
sentielle Funktionen, die von der Strukturgebung iiber Energiespeicherung bis zur Signaltrans-
duktion reichen (s. 1.1). Ihre ubiquitdre Prasenz in allen lebenden Organismen hebt die grofle
Bedeutung dieser Enzymsuperfamilie hervor. Der Mechanismus der katalysierten Glycosylie-
rungsreaktion ist nur fiir einen Teil der GTs, die invertierenden GTs, weitestgehend geklart,
wohingegen der Mechanismus der konfigurationserhaltenden GTs immer noch unbekannt ist
(s. 1.2.3). Mit dem Reaktionsmechanismus in Zusammenhang stehend sind Konformationsan-
derungen, die das Enzym wéahrend der Katalyse durchlduft. Zwar sind flexible Schleifen identi-
fiziert worden, die sich bei Substratbindung von einer offenen in eine geschlossene Konforma-
tion begeben, jedoch ist iiber die Dynamik kaum etwas bekannt (1.3.2). Es ist demnach von gro-
fiem Interesse, neue Erkenntnisse zu den Eigenschaften und der Funktionsweise von GTs zu
gewinnen. Diese Arbeit befasst sich mit der humanen Blutgruppe B Galactosyltransferase, einer
konfigurationserhaltenden GT vom GT-A-Faltungstyp, deren 16sliche Doméne rekombinant in
E. coli synthetisierbar ist und deren Strukur mittels Rontgenkristallographie aufgeklart wurde
(1.3). Es wurden sowohl enzymkinetische Untersuchungen als auch umfangreiche Studien zur
Ligandenbindung durchgefiihrt, die zu einem besseren Verstandnis der Funktionsweise dieses
Enzyms beitragen sollten. Dariiber hinaus sollte die GTB iiber die Herstellung isotopenmarkier-
ter GIB-Proben fiir Protein-NMR-Experimente zuganglich gemacht werden. Die Ergebnisse

werden nun im Folgenden diskutiert.

4.1 Praparation von unmarkierter GTB

Grundlegend fiir alle Studien war eine sorgféltige und mengenmafiig ausreichende Praparation
der GTB. Unmarkierte GTB wurde in insgesamt sieben Chargen mit einer durchschnittlichen
Ausbeute von 95mg pro Liter Vollmedium synthetisiert und gereinigt. Der Reinigungserfolg
konnte jeweils mit einer SDS-PAGE und der Bestimmung des Quotienten A;/A,5 nachgewie-
sen werden (s. 3.1.1 und 3.2.1). Die mit hohen Proteinmengen, ca. 5-10 ug, beladenen Gele zeig-
ten unter reduzierenden Bedingungen nur die Bande der monomeren GTB, sodass grobe Ver-
unreinigungen mit anderen Proteinen ausgeschlossen werden konnten (Abbildung 3.1, Abbil-
dung 3.7). Die Sensitivitdt der Gelfarbelosung betrédgt laut Hersteller fiir die meisten Proteine
25ng pro Bande. Spatestens nach dem Austausch des GTB-Dialysepuffers mit dem gewahlten
Messpuffer lag der Ajs/Ass der Proben unter 0,6, sodass von weitestgehend nucleinsaurefreien
Proben ausgegangen werden konnte (s. 2.4.3). Aktivititstests zeigten mit spezifischen Aktivita-
ten zwischen 5 und 18 U/mg, dass aktive GTB in der Probe vorlag. Die Unterschiede konnen
verschiedene Ursachen haben. Obwohl die Messungen mindestens in Doppelbestimmung
durchgefithrt wurden, sind sowohl Proteinbestimmung als auch Aktivitatstest mit Fehlern be-

haftet. Beim Aktivitatstest ist eine Abweichung von etwa 10 % nicht selten. Desweiteren ist zu
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berticksichtigen, dass bei der Proteinbestimmung nicht zwischen aktiven und inaktiven Mole-
kiilen unterschieden werden kann und damit auch inaktive Molekiile zu der Proteinkonzentra-
tion beitrugen, die anschlieflend fiir die Berechnung der spezifischen Aktivitdt herangezogen
wurde. Grobe Prazipitate wurden aus diesem Grund zuvor durch Filtration entfernt.

Die nachfolgenden Experimente wurden sowohl in Mn*- als auch in Mg*-haltigem Puffer
durchgefiihrt. Hierfiir gab es mehrere Griinde. Zum einen ist nicht abschlieflend geklart, wel-
ches bivalente Kation in vivo verwendet wird. Fiir viele GTs wird Mn*" angenommen, wie z. B.
fiir die invertierende bovine 3-1,4-GalT [143,144]. Aber auch andere bivalente Kationen werden
neben Mn?* diskutiert, unter anderem Zn?' fiir die mit der GTB nah verwandten a-1,3-GalT
[90,145]. Zum anderen wurden die meisten GTB-Studien mit Mn?*" durchgefiihrt. Dies ist bei
NMR-Experimenten aufgrund der relaxationsbeschleunigenden Eigenschaft des Mn?*" nicht
moglich. Fiir NMR-Studien wurde deshalb Mg* eingesetzt. Die Aktivitat der GTB ist mit Mg**
zwar wesentlich geringer als mit Mn*, aber nicht ganzlich verloren [87]. Es sollte daher unter
anderem untersucht werden, welche unterschiedlichen Einfliisse die beiden Kationen auf Bin-
dung und Katalyse haben. Da die Reinigung der GTB mit Mn*-haltigen Puffern erfolgte, war
ein sauberer Austausch gegen Mg?* fiir reproduzierbare Ergebnisse ganz entscheidend. Vorhe-
rige Experimente zeigten, dass eine blofie Dialyse hierfiir nicht ausreicht [92]. Sichtbar gemacht
werden konnten Reste von Mn* mit NMR-Spektroskopie z. B. von GTB mit UDP-Gal. Die An-
wesenheit von Mn?* fiihrte zu einer erkennbaren Linienverbreiterung der UDP-Gal-Signale. Erst
nach Zugabe mindestens dquimolarer Mengen EDTA und intensivem Austausch des Puffers

mit Zentrifugen-Filtereinheiten konnte eine Mn*-freie Probe erhalten werden.

4.2 Enzymatische Hydrolyse von UDP-Galactose

In Abwesenheit eines Akzeptorsubstrats katalysiert die GTB die Hydrolyse des Donorsubstrats
UDP-Gal zu UDP und a-D-Gal (s. 1.3.4). In vorangehenden Studien konnte mittels NMR-
Spektrokopie gezeigt werden, dass die Reaktion wie die natiirliche Transferreaktion konfigura-
tionserhaltend ablauft und die Anwesenheit des Akzeptoranalogons 3DD eine Beschleunigung
der Hydrolyse hervorruft. Die enzymatische Hydrolyse bietet damit die Moglichkeit bisher un-
bekannte und durch die natiirliche Transferreaktion nicht erschlieSbare Aspekte des Katalyse-
mechanismus der GTB zu untersuchen. Die Ergebnisse der NMR-Untersuchungen sollten zu-
néchst mit Hilfe eines radiochemischen Assays bestatigt werden. UDP-Gal mit radioaktiv mar-
kierter Galactoseeinheit wurde zusammen mit der GTB inkubiert. Anschlieffend wurde das
nicht umgesetzte UDP-Gal mit einem Anionenaustauscher von dem Produkt Gal abgetrennt.
Dieses konnte durch Fliissigkeitsszintillationszahlung quantifiziert werden. Das in der Arbeits-
gruppe von Prof. M. M. Palcic (Carlsberg Laboratory, Kopenhagen, Danemark) entwickelte Pro-
tokoll wurde fiir diese Fragestellungen und den Einsatz im Institut fiir Chemie der Universitat
zu Liibeck entsprechend angepasst (3.1.2). Fiir eine einfachere Handhabung vieler Proben wur-
den unter anderem zentrifugierbare Mini-Saulen verwendet, wodurch der Fliissigkeitsdurch-
lauf beschleunigt wurde ohne dass signifikante Mengen an UDP-Gal ungebunden durch die
Séaule gelaufen sind. Die sowohl mit der Acetat-Form des Ionenaustauschers als auch mit der

Chlorid-Form gemessenen Leerwerte betrugen unter 0,6 % der eingesetzten Aktivitdt und lagen
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mit 67-104 dpm nur geringfiigig hoher als der Hintergrund, der erfahrungsgemafs zwischen 20
und 40 dpm liegt. Zuséatzlich wurde eine Reaktion mit UDP-Gal und GTB angesetzt, um he-
rauszufinden, welche Volumina zum Herunterwaschen der Galactose notwendig sind. Es wur-
den Volumina von 0,8 ml und 2,4 ml H,O getestet. Die begrenzte Aufnahmekapazitat des 2 ml
Reagiergefafses berticksichtigend ist die Handhabung des kleineren Volumens wesentlich einfa-
cher und sicherer. Es wird zwischen den Waschschritten kein Transfer des radioaktiven Mate-
rials in die Szintillationsflaschen beno6tigt. Das Waschen mit dem grofieren Volumen resultierte
in etwas hoheren Aktivititen, die mit maximal 5 % Abweichung allerdings erfahrungsgemaf im
Bereich des Fehlers der Messung lagen. Ebenfalls im Rahmen des experimentellen Fehlers lag
der Unterschied von 37 dpm zwischen den Leerwerten, entsprechend einer Abweichung von
55 %. Fiir eine gesicherte Aussage waren weitere Experimente notwendig gewesen. Aufgrund
des begrenzten radioaktiven Materials und der schnelleren und sichereren Arbeitsweise durch
nur einen Transfer des Durchflusses, wurde an dieser Stelle die Verwendung der kleineren Vo-
lumina festgelegt. Die folgenden Experimente zeigten, dass mit diesem Assay nach langer In-
kubation ein anndhernd vollstindiger Umsatz von UDP-Gal nachgewiesen werden konnte.
Dies weist darauf hin, dass auch mit 0,8 ml H,O das Produkt Gal vollstindig von der Saule ge-
waschen wird. Zwischen den beiden Formen des Anionenaustauschers konnten fiir diesen As-
say keine Unterschiede festgestellt werden. Im Folgenden wurde daher die Chlorid-Form des
Ionenaustauschers verwendet, sowie mit 100 ul H,O die Reaktion gestoppt und die Séule
zweimal mit je 400 ul H,O gewaschen.

Die Uberpriifung der mit NMR-Spektroskopie erhaltenen Ergebnisse erfolgte mit zwei zu den
NMR-Ansitzen analogen Proben. Die eine enthielt GTB und UDP-Gal in Mg*-haltigem Puffer,
die andere zusétzlich das Akzeptoranalogon 3DD. Der Reaktionsverlauf wurde mit Zeit-
Umsatz-Kurven aufgezeichnet, aus denen durch Anpassung einer exponentiellen Zerfallsfunk-
tion apparente Ratenkonstanten und Halbwertszeiten bestimmt wurden. Die Funktion be-
schreibt nicht die wirkliche, wesentliche komplizierter Reaktion, da sie unter anderem nicht die
Produktinhibition beriicksichtigt, sondern dient der Veranschaulichung. Ein Vergleich der ap-
parenten Konstanten (Tabelle 1.1, Tabelle 3.3) zeigt, dass mit beiden Verfahren dhnliche Ergeb-
nisse erhalten wurden. Die Halbwertszeiten lagen zwischen 23 h und 24 h ohne sowie 6 h und
12 h mit 1 mM 3DD. Der Effekt der Reaktionsbeschleunigung durch 3DD wurde hiermit besta-
tigt.

Fiir eine nahere Charakterisierung der Hydrolysereaktion und des Einflusses des Akzeptorana-
logons wurden die enzymkinetischen Konstanten Ky und ki, ermittelt und zwar sowohl in Ge-
genwart von Mg? als auch von Mn*(3.1.2). Die Bestimmung erfolgte mit dem besprochenen ra-
diochemischen Assay iiber die Auswertung von Umsatzraten bei unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen. Die Umsatzraten wurden unter FliefSgleichgewichtsbedingungen gemessen.
Mit der Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung an die Messwerte wurden Ky, und k;, er-
halten. Die Michaelis-Menten-Kinetik stellt den einfachsten Ablauf einer enzymkatalysierten
Reaktion dar (2.8.1). Obwohl die Bedingung einer irreversiblen Produktbildung fiir die GTB-
katalysierte Hydrolysereaktion erfiillt ist, ist es mdglich, dass die Reaktion nicht iiber einen
Schritt, sondern iiber mehrere Schritte ablauft. Auch in diesem Fall bleibt die Michaelis-Menten-

Gleichung giiltig. Ky, und ky, bestehen dann aus einer komplexen Kombination von Raten- und
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Gleichgewichtskonstanten [135].

Beim Versuchsaufbau mussten einige Aspekte beriicksichtigt werden. Um Fliefigleichgewichts-
bedingungen zu gewdéhrleisten, durfte der Umsatz nur zu maximal 5 % abgelaufen sein. Dies
wurde bis auf ein paar geringe Abweichungen und einen Ausreifler erfiillt. GTB-
Konzentrationen und Inkubationszeiten wurden so angepasst, dass die Inkubationszeiten von
einigen Minuten bis zu wenigen Stunden reichten, wodurch ein signifikanter Einfluss der che-
mischen Zersetzung von UDP-Gal unterbunden wurde. Die Substratkonzentrationen sollten
deutlich iiber der Enzymkonzentration liegen und etwa ein Zehntel bis das Zehnfache des K-
Werts ausmachen. Fiir die Auswertung mit der Michaelis-Menten-Gleichung ist es wichtig, dass
sich die Substratkonzentration durch Bindung an das Enzym nur unmerklich verandert. Nach
der Ermittlung von Bindungskonstanten wurde festgestellt, dass diese Bedingung nicht ganz
erfiillt wurde und der Anteil an gebundenem Substrat bis zu 6 % (bei Experimenten mit Mg*
und 3DD) ausmachte. Bei einer Wiederholung der Messreihen mit geringeren Enzymkonzentra-
tionen konnte der Anteil auf maximal 0,5 % reduziert werden. Eine weitere Reduktion war auf-
grund der sehr langsam ablaufenden Reaktion und der begrenzten Ressourcen an radioaktivem
Material nicht moglich. An dieser Stelle ist noch anzumerken, dass sich trotz der ausreichenden
Kapazitit des Ionenaustauschers, die Leerwerte konzentrationsabhangig veranderten. Daher
musste fiir jede Verdiinnung ein Leerwert angefertigt werden.

Die gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten lieflen sich mit Korrelationskoeffizienten von
grofier 0,991 sehr gut von der Michaelis-Menten-Gleichung beschreiben (Abbildung 3.3 - Abbil-
dung 3.6). Die Standardfehler der Ky;- und v,,,,-Werte lagen mit 5-16 % bzw. 2-8 % innerhalb des
iiblichen experimentellen Fehlers. Die zweite Messreihe lieferte deutlich grolere Ky-Werte, die
fiir die Reaktion mit Mg? und 3DD fast das 8fache erreichten (Tabelle 3.4). Grofenordnung und
Reihenfolge blieben jedoch erhalten. Ware die erste Messreihe wegen der hohen Enzymkon-
zentrationen nicht unter Fliefigleichgewichtsbedingungen aufgenommen worden, wéaren nie-
drigere Werte in der zweiten Messreihe zu erwarten gewesen [112]. Erfahrungsgemafs sind
trotz guter Messkurven der Einzelmessungen, Abweichungen in dieser Grofie nicht ungewdhn-
lich. Neben moglichen Unstimmigkeiten zwischen realen und theoretischen Konzentrationen
darf vermutet werden, dass die Aktivitaten der einzelnen GTB-Molekiile eventuell nicht so grofs
waren, wie bei der ersten Messreihe. Es wurden verschiedene GTB-Prdparationen eingesetzt.
Unterschiede in v,,, sind auf verschiedene spezifische Aktivititen und Konzentrationen der
GTB zuriickzufiihren. Hinzu kommt, dass nicht 100 %ig gleiche Aktivitaten eingesetzt wurden.
Uy Wurde zur Einschdtzung des Fehlers angegeben, besitzt aber ohne Beriicksichtigung des
Substrateinsatzes keine Aussagekraft. Erst die daraus ermittelten Wechselzahlen ki, liefern all-
gemeine Konstanten der Reaktion. Fiir die Hydrolysereaktion wurden k,-Werte von 0,6-2,3h’!
und 0,1 h' als abweichendem Wert ermittelt. Sie waren damit fiir alle vier untersuchten Bedin-
gungen (Mn?/Mg?*; + 3DD) anndhernd gleich und im Vergleich zu der Transferreaktion mit ei-
nem ki, von 6,5s™ sehr gering [66]. Im Gegensatz dazu bewirkte die Anwesenheit des 3DD in
nahezu GTB-sittigenden Konzentrationen eine deutliche Verringerung des K,,-Werts von min-
destens einer Grofienordnung. Dariiber hinaus ist ein Einfluss des bivalenten Kations auf den
Ky-Wert zu erkennen. Die Gegenwart von Mn*" anstatt von Mg*" fiihrte zu einer Reduktion um
mindestens einen Faktor von 50.

Ein Vergleich der Dissoziationsrate von GTB und UDP-Gal im Bereich von 10 s mit den Um-
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satzraten im Bereich von 1-2 h ldsst Folgendes schlieSen: Durch die wesentlich hohere Disso-
ziationsrate kann angenommen werden, dass sich zumindest in Abwesenheit des 3DD die Ky-
Werte im Bereich der Kp-Werte befinden (s. 2.8.1). Der Einfluss der Akzeptorbindung auf die
Bindungsaffinitdt des Donorsubstrats sollte daher mit Hilfe der isothermen Titrationskalorime-

trie weitergehend untersucht werden.

4.3 Charakterisierung der Ligandenbindung

Die Kenntnis bindungsrelevanter Parameter ist grundlegend fiir die Aufkldrung der Funk-
tionsweise der GTB sowie fiir die Entwicklung von Inhibitoren (1.2.4). Fiir die GTB sind Bin-
dungskonstanten bisher nur aus kompetitiven STD-NMR-Experimenten bekannt (1.3.3). Sie
identifizierten UDP als die mafigeblich die Affinitdt bestimmende Einheit von UDP-Gal [87].
Die angegebenen Bindungskonstanten wurden jedoch relativ zum Ky-Wert der Transferreak-
tion bestimmt. Bei weiteren direkten STD-NMR-Experimenten und SPR-spektroskopischen Un-
tersuchungen, die mit Mg? durchgefithrt wurden, war nicht auszuschliefen, dass noch Mn* in
der Probe vorhanden war. Eine direkte Ermittlung von Bindungskonstanten mit genauer Un-
terscheidung zwischen Mn* und Mg?* stand demnach noch aus und wurde im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt. Als Methoden wurden ITC, SPR-Spektroskopie und STD-NMR-
Spektroskopie gewabhlt.

Die ITC bietet die Moglichkeit neben Bindungsaffinitdten auch Bindungsenthalpien und Entro-
pien zu bestimmen (2.6.1). Eine Charakterisierung der Bindung an die GTB wurde mit den Li-
ganden UDP, UDP-Gal, UDP-Glc und H-Dis-octyl sowohl in Mn*- als auch in Mg*-haltigem
Puffer durchgefiihrt (3.2.2). Weil UDP-Gal wahrend der Messung hydrolysiert wird und auch
diese Reaktion einen Beitrag zu den gemessenen Warmemengen liefert, wurde die Untersu-
chung des kooperativen Effekts mit UDP und H-Dis-octyl vorgenommen.

Am zuverlassigsten waren Experimente, die unter folgenden Bedingungen durchgefithrt wur-
den: a) GTB und Ligand befanden sich in exakt demselben Puffer und bei der gleichen Tempe-
ratur, b) 3-ME war zugesetzt, um Prazipitation der GTB zu vermindern, c) die Referenzleistung
war entsprechend auf die maximal frei werdende Warmemenge eingestellt und d) der C-Faktor
lag tiber 10, sodass die gesamte Bindungskurve gemessen werden konnte. Vor allem die Einhal-
tung der letzten Bedingung begrenzt die Bestimmung von Bindungskonstanten mittels ITC fiir
die GTB nach oben auf einen Kp von etwa 100 uM. Hier miisste fiir sehr gute Ergebnisse eine
GTB-Konzentration von 1 mM eingesetzt werden, die bisher noch nicht erreicht werden konnte.
Aufgrund dieser Beschrankung und auflerhalb der Empfindlichkeit des Gerits liegenden War-
meverdnderungen, konnte mit den eingesetzten 428 uM GTB keine Bindung von Mn?* oder
Mg?* detektiert werden. Gleiches galt fiir die Bindung von UDP in Abwesenheit eines bivalen-
ten Kations. Dass UDP auch ohne bivalentes Kation an die GTB bindet, ist aus STD-NMR-
Experimenten bekannt [81], mit denen auch millimolare Bindungen untersucht werden kénnen.
Die untere Grenze fiir ITC-Messungen liegt im niedrigen nanomolaren Bereich und stellt fiir
Untersuchungen der GTB kein Problem dar, weil noch keine so starken Binder identifiziert

wurden. Insgesamt hat die Durchfiihrung eines Experiments mit GTB und einem VP-ITC einen
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K,(Donor)
GTB + Donor — GTB/Donor
K,=20+0,7 uM
+ AH=-52+1kJ-mol? +
Akzeptor Akzeptor

K,= 0,11 + 0,004 mM
AH=-26+0,8 ki-mol?

K,=3,0+0,05uM

Ky(Akzeptor) AH =-55 + 0,09 kI-molt

K,(Akzeptor/Donor)

K,(Donor/Akzeptor)

GTB/Akzeptor + Donor GTB/Donor/Akzeptor

K,=1,4 0,05 uM
AH=-88+0,3 kl-mol?

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Bindung von Donor- und Akzeptorsubstrat an die GTB.
Die Abbildung zeigt die Zusammenhénge der Kp-Werte, nicht die Reihenfolge, in der Donor und Akzep-
tor an die GTB binden. Das vorgelegte Substrat steht zuletzt. Angegebene Werte beziehen sich auf Expe-
rimente mit Mn?* bei pH 7.

hohen Ressourcenbedarf. Fiir nur eine Messung wurden zwischen 12 und fast 27 mg GTB und
mehrere Milligramm Ligand benétigt.

Kp-Werte konnten mittels ITC mit einer sehr guten Reproduzierbarkeit bestimmt werden (s.
Tabelle 3.6). Die Abweichungen bei den Doppelbestimmungen lagen bei unter 20 %. Grofiere
Unterschiede waren bei AH und damit auch TAS zu verzeichnen. Sie betrugen bei der Messung
mit H-Dis-octyl in Anwesenheit von UDP und Mn* bis zu 45 % bzw. 100 %, in absoluten Wer-
ten 25 bzw. 24 k]-mol™.

Eine Verringerung des pH-Werts von 7 auf 6,7 schien eine Erhéhung der Affinitat bewirkt zu
haben. Dies wire im Hinblick auf das pH-Optimum der Transferreaktion von pH 6,5 durchaus
nachvollziehbar. Jedoch liegen die Unterschiede im Bereich des Messfehlers, sodass hierzu kei-
ne gesicherte Aussage gemacht werden kann.

Deutlich zu erkennen war der positive kooperative Effekt bei der Bindung von UDP und H-Dis-
octyl. Der Kp-Wert der Bindung von UDP in Gegenwart von Mn* wurde durch das H-Dis-octyl
um einen Faktor von 14 verringert, der Kp-Wert der Bindung von H-Dis-octyl durch die Zugabe
von UDP um einen Faktor zwischen 37 und 38 in Gegenwart von Mn? und um einen Faktor
von 10 in Gegenwart von Mg*. Die Bindungskonstanten der Substrate mit und ohne des jeweils
anderen Substrats stehen miteinander in Zusammenhang (Abbildung 4.1) [146]. Beeinflusst die
Bindung des Donors die Bindung des Akzeptors, so muss die Bindung des Akzeptors die Bin-
dung des Donors in gleichem Mafie beeinflussen. Analog dazu miissen die Differenzen zwi-
schen den Bindungsenthalpien mit und ohne des jeweils anderen Substrats fiir beide Reihenfol-
gen iibereinstimmen. Beides ist aus dem Grundsatz der Energieerhaltung ersichtlich. Fiir die
Bindung in Anwesenheit von Mn? konnen diese Zusammenhéange nachverfolgt werden. Fiir
AH stimmen die Differenzen sehr gut iiberein. Bei den Kp-Werten gibt es geringe Abweichun-
gen zu den idealen Bedingungen im Rahmen eines Faktors von 2,6-2,7. Begriindet liegt diese
Abweichung vermutlich in experimentellen Fehlern, die aus den zwei Bestimmungen bei unter-

schiedlichem pH nicht erkennbar sind.

Insgesamt kann geschlossen werden, dass die Beschleunigung der Hydrolysereaktion und der
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geringere K,-Wert in Anwesenheit des 3DD weitestgehend auf eine erhdhte Bindungsaffinitat
zum Donorsubstrat UDP-Gal zuriickzufiihren ist. Die Zeit-Umsatz-Kurven (Abbildung 1.13,
Abbildung 3.2) lassen sich nun folgendermafien erkldren: Bei einem K,,-Wert fiir UDP-Gal in
Gegenwart von Mg* von 0,45 mM setzte die GTB die am Anfang der Reaktion vorhandenen
1 mM UDP-Gal mit einer Geschwindigkeit von ca. 69 % der maximalen Geschwindigkeit um.
Mit dem 3DD wurde diese Geschwindigkeit auf mindestens 95 % gesteigert. Durch Spuren von
Mn* wurden aufgrund eines niedrigeren K, auch ohne 3DD mit der Startkonzentration von
1 mM hohe Umsatzraten erreicht, sodass der Effekt des 3DD kaum sichtbar war. Es darf ange-
nommen werden, dass positive Kooperativitat auch bei der normalen Transferreaktion auftritt.
Die thermodynamischen Parameter zeigen uneingeschrankt, dass die Bindungen mit negativen
(glinstigen) Enthalpiednderungen und positiven (ungiinstigen) Entropiednderungen einhergin-
gen.

Wie einleitend schon angemerkt, gibt es nicht viele thermodynamische Untersuchungen von
GTs (1.3.3). Fiir die GTB selber liegt mittlerweile eine Studie vor, bei der mittels MS tempera-
turabhangig Kp-Werte des H-Dis-octyl in An- und Abwesenheit von UDP und Mn*" bestimmt
wurden [102]. Die ITC-Messungen unterstiitzend konnte bei 24 °C in Anwesenheit von UDP ei-
ne 9fach geringere Dissoziationskonstante festgestellt werden. Uber van't Hoff-Plots (die eine
Temperaturabhéangigkeit von AH nicht beriicksichtigen) wurden AH und AS bestimmt. Die Er-
gebnisse stimmen zwar nicht vollkommen mit denen der ITC iiberein, geben aber ein dhnliches
Bild wieder. Weitere ITC-Studien sind fiir die verwandte bovine a-1,3-GalT [82], die humane £3-
1,4-GalT 7 [83] sowie fiir die humane a-1,4-N-Acetylhexosaminyltransferase [85] publiziert; al-
les GTs mit UDP-aktiviertem Donorzucker. In keinem Fall konnten vollstandige Bindungskur-
ven aufgenommen werden. Die ermittelten Werte fiir Donorsubstrat und UDP stimmen jedoch
von der Grofienordnung her mit den Werten der GTB {iberein. Es wurde dariiber hinaus in
zwei der genannten Studien gezeigt, dass die Detektion einer Akzeptorbindung nur in Anwe-
senheit von UDP moglich war. Dies weist darauf hin, dass kooperative Effekte bei der Sub-
strabindung eine generelle Eigenschaft von GTs sind.

Anhand der Kristallstrukturen von GTB mit Donor- und/oder Akzeptorliganden kann nach-
vollzogen werden, wie der kooperative Effekt zustande kommt. Die Substrate werden jeweils
iiber ein Netzwerk an Wasserstoffbriicken gebunden und die Phosphatreste des UDP koordi-
nieren das zweiwertige Kation Mn?* [70]. Die Ausbildung dieser Bindungen ist enthalpisch be-
glinstigt. Dariiber hinaus ist in den Kristallstrukturen sichtbar, dass die Bindung des Donor-
substrats oder beider Substrate zu konformationellen Verdnderungen im Bereich der flexiblen
Schleifen fiihrt (s. Abbildung 1.10, 1.3.2). Diese sind bei Bindung des Akzeptorsubstrats nicht zu
beobachten. Sind beide Substrate an die GTB gebunden, bilden sich zusatzliche Wasserstoffbrii-
cken zwischen den Substraten und den Schleifen aus, worin vermutlich die affinere Bindung
ihre Ursache hat. Es kann spekuliert werden, dass die Entropieverluste neben dem Anteil, den
die Liganden haben, von dem Ordnen dieser Schleifen herriihren. Es ist an dieser Stelle anzu-
fithren, dass die Abldufe innerhalb des Enzyms bei Substratbindung und Katalyse wesentlich
komplexer sind und mafigeblich von dynamischen Prozessen des gesamten Proteins bestimmt
werden [147,148]. Es wurde demonstriert, dass Ligandenbindung und Freisetzung von Bin-
dungsenergie mit einem Verlust an Entropie im Rezeptor einhergeht [149]. Dies geschieht durch

die Einnahme einer kompakteren und rigideren Struktur, die wiederum die Bindung des Li-

99



4 Diskussion

ganden begiinstigt. Dariiber hinaus wird angenommen, dass Enzyme Bindungsenthalpie fiir
die Katalyse nutzen [150] und der Ubergangszustand der Substrate starker an das Enzym bin-
det als die Substrate selber [151]. Auch dies wiirde mit einer Reduktion der Enzymbewegungen
einhergehen. Fiir die GTB wurde gezeigt, dass das Donorsubstrat UDP-Gal in einer riickgefalte-
ten Konformation gebunden wird, die im freien Zustand nicht detektiert werden konnte [81]. Es
ist denkbar, dass dieser Zustand hoherer Energie von der GTB iiber die Ausbildung von Was-
serstoffbriickenbindungen und eine kompaktere Enzymstruktur im Gegensatz zu der in Losung
vorhandenen Konformation stabilisiert wird und dies durch die Akzeptorbindung weiter ver-
starkt wird. Studien zur Konformationsdynamik in atomarer Auflosung, wie zum Beispiel mit-
tels NMR-Spektroskopie, wiirden hier interessante Einblicke in die Funktionsweise der GTB

geben.

Eine weitere hadufig eingesetzte Methode zur Bestimmung von Bindungsaffinitaten ist die SPR-
Spektroskopie (2.7). In dieser Arbeit wurde die Bindung des Donorsubstrats UDP-Gal an die
GTB bei 25 °C und pH 6,7 untersucht (3.2.3). Es wurden sowohl Experimente mit immobilisier-
tem UDP-Gal als auch mit immobilisierter GTB durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den langen ITC-
Messungen waren GTB und UDP-Gal nur wenige Minuten in Kontakt, sodass die enzymatische
Hydrolyse nur in extrem geringen MafSe abgelaufen sein konnte. Der Losungsfluss verhinderte
zusétzlich, dass die moglichen Produkte zum Messsignal beitrugen. Friihere Experimente mit
UDP-Gal in Gegenwart von Mg* ergaben widerspriichliche Ergebnisse. Mit immobilisierter
GTB und UDP-Gal als Analyt wurden Kp-Werte im millimolaren Bereich gemessen, mit immo-
bilisiertem UDP-6-biotinyl-Gal (s. Abbildung 2.6) im mikromolaren Bereich. Dies sollte mit der
nun vorhandenen Kenntnis iiber eine sorgféltige GTB-Praparation tiberpriift werden. Vermutet
wurde, dass restliches Mn*" in den GTB-Proben zu diesem Ergebnis fiihrte. Zudem sollten in
Hinblick auf zukiinftige Untersuchungen einige grundlegende Parameter festgelegt werden.
Dies war trotz umfangreicher Studien von Dr. E. Munoz (Institut fiir Chemie) unter anderem
wegen der widerspriichlichen Daten noch nicht abschliefSend geschehen.

Fiir die Kopplung von UDP-Gal an einen Sensor-Chip wurde eine biotinylierte Verbindung
verwendet, das UDP-6-biotinyl-Gal. Es ist publiziert, dass es als Donorsubstrat verschiedener
GTs fungiert [133]. Vor dem Einsatz in SPR-Experimente wurde mittels NMR-Spektroskopie
iiberpriift, ob GTB UDP-6-biotinyl-Gal bindet und als Donorsubstrat verwendet. Dr. E. Munoz
hatte bereits ein Bindungsepitop fiir die Bindung von UDP-6-biotinyl-Gal an die GTB erstellt
(Abbildung 4.2) [136]. Dies war vergleichbar mit dem von UDP-Gal [87]. Die Bindung konnte
fiir die hier verwendete Substanzcharge bestdtigt werden (3.2.3). Fiir das ebenfalls in der Probe
vorhandene H-Dis-octyl wurde auch Bindung detektiert. Hier ist anzumerken, dass dies nicht
bedeutet, dass auch beide gleichzeitig binden kénnen. Ein Umsatz von UDP-6-biotinyl-Gal
konnte auch nach 13-tdgiger Inkubation nicht nachgewiesen werden. Schon Biilter et al. de-
monstrierten, dass die bovine (3-1,4-Galactosyltransferase 1 im Gegensatz zu den humanen (-
1,4-Galactosyltransferasen 2-4 UDP-6-biotinyl-Gal nicht umsetzte. Dies ist ein Hinweis, dass es
nicht generell analog zu UDP-Gal eingesetzt werden kann.

Fiir die SPR-Experimente wurden zwei Flusszellen eines Streptavidin-Chips mit UDP-6-
biotinyl-Gal sattigend belegt (2.7.2, 3.2.3). Als Referenzzelle dienten mit D-Biotin belegte Fluss-

zellen. Die Messungen wurden mit GTB sowie mit GTB, die mit 3DD geséttigt worden war, in
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Abbildung 4.2: Bindungsepitope von (A) UDP-Gal und (B) UDP-6-biotinyl-Gal ermittelt mit STD-
NMR-Spektroskopie. Daten aus [87] fiir UDP-Gal und [136] fiir UDP-6-biotinyl-Gal. Aufnahmen erfolg-
ten unter gleichen Bedingungen bei 15 °C, pH 6,7 und mit einer Sittigungszeit von 2 s. Die Kreise stellen
die relative Sattigung dar, die die Protonen an den entsprechenden Positionen erfahren haben und spie-
geln die Ndhe zur Bindungsstelle wider. Ein engerer Kontakt resultiert in groieren STD-Effekten. Keine

Kreise sind bei Protonen, deren Signale nicht ausgewertet werden konnten.

Gegenwart von Mn*" durchgefiihrt. Eine Flussrate der GTB-Losung von 30 pl/min mit einer
Kontaktzeit von 3 min und einer anschliefenden Regenerierung mit 1 M NaCl ergaben charak-
teristische Sensorgramme (Abbildung 3.12, Abbildung A 1). Da sie die Sattigungsphase erreich-
ten, konnten die Gleichgewichtsantworten gut bestimmt werden. Daraus wurden unter Ver-
wendung der Langmuir-Gleichung die Kp-Werte sowie die maximalen SPR-Antworten RU .,
ermittelt. Die Kurvenanpassung war im Fall von GTB ohne 3DD sehr gut, mit 3DD mafiig. Die
Messwerte streuten um die Kurve und beschrieben eher einen zweiphasigen Ablauf. Ob dieser
durch experimentelle Fehler zustande kam oder ein reales Phanomen durch die Kombination
mit 3DD darstellt, wurde nicht geklart. RU,,, erreichte nur etwa 1-4 % der theoretischen RU.
Vermutlich liegt das darin begriindet, dass nicht alle UDP-6-biotinyl-Gal-Molekiile zugéanglich
waren. Streptavidin ist ein 53 kDa grofses Tetramer, mit je einer Biotinbindestelle pro Einheit.
Dariiber hinaus besteht der Chip aus einer dreidimensionalen Dextran-Matrix, in und auf der
das Streptavidin immobilisiert wurde. Es ist demnach durchaus moglich, dass ein Grofteil des
gebundenen UDP-6-biotinyl-Gal gar nicht erreicht werden konnte.

Die Kp-Werte betrugen 1,7 pM ohne und 0,85 pM mit 3DD und waren mit Standardfehlern von
6 % bzw. 13 % belegt. Im Vergleich zu den ITC-Messungen wurden mit diesem SPR-Aufbau
insgesamt geringere Bindungskonstanten erhalten (s. Tabelle 4.1). Zudem ist kaum ein Unter-
schied zwischen der Ab- und Anwesenheit des 3DD erkennbar. Ein Faktor von 2 ist fiir Bin-

dungsstudien ein sehr geringer Unterschied.
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Abbildung 4.3: Geschlossene Konformation von AABB mit UDP-Gal und 3DD. Gezeigt ist das aktive
Zentrum aus zwei Perspektiven. Die Proteinoberfldche ist grau dargestellt mit hervorgehobener interner
(hellblau) und C-terminaler (dunkelblau) Schleife. UDP-Gal ist in rot, 3DD in griin und Mn?" in gelb abge-
bildet. Der Pfeil kennzeichnet die Hydroxylgruppe an Position 6 der Galactose von UDP-Gal, welche bei
UDP-6-biotinyl-Gal durch einen Biotinrest mit Linker ersetzt ist. (PDB ID: 2R]7)

Die Ursache hierfiir konnte die gleiche sein, wie die fiir die nicht katalysierte Transferreaktion.
Die SPR-Experimente in Kombination mit dem Bindungsepitop belegen, dass UDP-6-biotinyl-
Gal spezifisch von der GTB gebunden wird. Das Bindungsepitop zeigt weiterhin, dass sich auch
die Biotineinheit nah zu der Proteinoberfldche befindet und vermutlich Wechselwirkungen mit
ihr eingeht, demnach zur Bindungsaffinitit beitragt. Wird davon ausgegangen, dass UDP-6-
biotinyl-Gal in gleicher Weise wie UDP-Gal an die GTB bindet, kann aus der einzigen Kristall-
struktur mit UDP-Gal (AABB mit UDP-Gal und 3DD) entnommen werden, dass die Einnahme
der geschlossenen Konformation zusammen mit der Bindung des Akzeptors wegen des Linkers
und des Biotinrests wahrscheinlich sterisch nicht moglich ist (Abbildung 4.3) [70]. Zu der Hy-
droxylgruppe an Position 6 der Galactose von UDP-Gal bildet His301 normalerweise eine Was-
serstoffbriicke aus. Vermutlich ist diese auch nicht in der gleichen Art - wenn tiberhaupt - zu
dem Amid in UDP-6-biotinyl-Gal aufgebaut. Ist die Schlielung der C-terminalen Schleife nicht
moglich, kann auch die Bindung von 3DD zu keiner Verbesserung der Affinitdt beitragen. Die
normalerweise ablaufenden Konformationsanderungen kénnten nicht in dem MafSe stattfinden,

wie bei der Bindung von UDP-Gal und einem Akzeptor.

Die Immobilisierung von Liganden auf einen Chip ist nicht immer moglich. Fiir die GTB wére
dariiber hinaus ein SPR-Aufbau sinnvoll, mit dem viele verschiedene Liganden in einem direk-
ten Assay getestet werden konnen. Daher wurde GTB auf einem Chip immobilisiert. Die Ver-
wendung eines CM5-Chips, der mit 2500-4100 RU GTB belegt war, erwies sich als passend. Als
Puffer wurde 50 mM MOPS gewahlt, dem 100 mM NaCl und 5 mM MgCl, bzw. MnCl, zuge-
setzt waren. Auch hierbei gab es keine Auffdlligkeiten. Die Flussrate wurde auf 10 pl/min ge-
setzt und fiihrte bei einer 3-miniitigen Injektion von UDP-Gal zu rechteckigen Sensorgrammen.

Das Gleichgewicht stellte sich demnach sehr schnell ein. Eine Regenerierung nach der UDP-
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Gal-Injektion war nicht notwendig. Es wurde lediglich mit Puffer gewaschen. Als Referenzzel-
len wurden leere Zellen, die nur aktiviert und deaktiviert wurden, und mit NeutrAvidin® be-
legte Zellen eingerichtet. Ein Vergleich der damit erhaltenen Kp-Werte zeigte keine Unterschie-
de. Sie waren zwischen den verschiedenen Chips grofier. Jedoch war zu beobachten, dass zur
Kontrolle wahrend der Messreihe gemachte Pufferinjektionen mit NA als Referenz keine kons-
tanten Antworten zeigten. Sie wurden mit zunehmender Messdauer immer negativer. Die
Verwendung einer leeren Referenzzelle erwies sich daher als besser. Die Langmuir-Gleichung
liefs sich mit Korrelationskoeffizienten von iiber 0,98 an die SPR-Antworten anpassen. Fiir UDP-
Gal in Gegenwart von Mn?" konnte ein Kp-Wert von 47 uM ermittelt werden, in Gegenwart von
Mg?* ein Wert von durchschnittlich 1,7 mM. Hiermit zeigte sich erneut, dass die Affinitat von
UDP-Gal in Anwesenheit von Mn?* wesentlich grofer ist als mit Mg?. Die Vermutung zu Be-
ginn des Abschnitts zu der Ursache der widerspriichlichen Ergebnisse, konnte somit bestatigt
werden. Sie liegt in der Praparation der GTB und nicht an der Immobilisierungsmethode. Es ist
ebenso moglich mit immobilisierter GTB mikromolare Bindungen zu erhalten.

Die SPR-Spektroskopie bietet auch die Moglichkeit, Bindungskinetiken iiber die Ermittlung von
on- und off-Raten zu untersuchen. Diese Auswertung ist mit den hier erhaltenen rechteckigen
Sensorgrammen (Abbildung 3.12, Abbildung 3.15) nicht mdglich und nach Kenntnis der Disso-
ziationsraten auch nicht zu erwarten gewesen. Sie liegen bei etwa 10 Hz fiir den Donor und bei
100 Hz fiir den Akzeptor [81]. Vom Hersteller wird ein deutlich niedrigerer Messbereich von
0,1-5-10° Hz angegeben. Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Ermittlung von Kp-
Werten mittels SPR-Spektroskopie unter den hier verwendeten Bedingungen gut funktioniert

hat und in dieser Weise auch fiir weitere Studien verwendet werden kann.

Als dritte Methode zur Bestimmung von Bindungskonstanten wurde die STD-NMR-
Spektroskopie verwendet (2.9.1). Da es nicht moglich ist, Mn?* in millimolaren Konzentrationen
einzusetzen, wurden die Messungen nur mit Mg als bivalentem Kation durchgefiihrt. Es wur-
den Kp-Werte von UDP-Gal, UDP-Glc und den Fragmenten UDP, UMP und Uridin mit der
GTB bestimmt (3.2.4). Hierfiir wurden STD-NMR-Spektren mit unterschiedlichen Liganden-
konzentrationen aufgenommen und die daraus abgelesenen und anschlieffend normierten STD-
Effekte gegen die Konzentration aufgetragen. Durch Anpassung der Langmuir-Bindungs-
gleichung wurden die Kp-Werte erhalten. Bei der Auswertung der Spektren konnte festgestellt
werden, dass das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis vor allem bei den geringen Konzentrationen
schlecht war. Daher konnten nicht immer alle eingesetzten Konzentrationen beriicksichtigt
werden. Eine ldngere Messzeit wire hier von Vorteil, jedoch nicht umsetzbar gewesen. Fiir eine
Verdopplung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses hitten die Proben viermal so lang gemessen
werden miissen, was eine Erhohung von zwei auf acht Stunden bedeutet hatte. Ausgewertet
werden konnten jeweils nur bestimmte Signale, aber immer das iiberlappende Signal des H1
der Ribose und des H5 des Uracils. Ein Vergleich mit den verdffentlichten Bindungsepitopen
zeigt tibereinstimmend, dass diese Protonen auch dort die meiste Sattigung erfahren haben und
somit nah an Protonen der Proteinoberfldache lagen [87]. Einige Signale waren aufgrund von
Signaliiberlappungen nicht auswertbar, andere waren in vielen Spektren nicht sichtbar. So
stand nur eine begrenzte Anzahl fiir die Bestimmung des Kp-Werts zur Verfiigung. Es wurden

Bindungskonstanten im hohen mikromolaren bis niedrigen millimolaren Bereich erhalten. Uri-
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din und UMP zeigten mit 2,5 mM die niedrigste Affinitdt. Die zweite Phosphatgruppe erhchte
die Affinitat von UDP, UDP-Gal und UDP-Glc. Sie ist an der Koordination des Mg?*" beteiligt.
Wie in der Literatur beschrieben, fiihrten auch hier ein zusatzliches Gal oder Glc nicht zu einer
groflen Verdanderung der Affinitdt (1.3.3) [87]. Desweiteren zeigt ein Vergleich mit den durch
kompetitive STD-NMR-Experimente erhaltenen Kp-Werten von der Reihenfolge her ein wei-
testgehend tiibereinstimmendes Ergebnis. Die Referenz, die damals fiir die Berechnung der Kp-
Werte herangezogen wurde, war - wie nun bekannt - nicht korrekt. Allerdings war der K der
Transferreaktion der einzig bekannte Wert.

Die Bestimmung von Bindungsaffinitdten mittels STD-NMR-Spektroskopie liefert nur einen
Néherungswert. Dies ist unter anderem daran zu sehen, dass die Auswertung der unterschied-
lichen Protonen auch unterschiedliche Kp-Werte ergab (Abbildung A 8 - Abbildung A 12). An-
gulo et al. zeigten, dass die Grofse des Kp-Werts auch abhéngig von der Sattigungszeit sein kann
[132]. Ist der Kp-Wert eines kompetitiven Liganden bekannt, kann ein kompetitives Titrations-

experiment hier Abhilfe schaffen.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit aus der Anwendung von drei verschiedenen Methoden, der
ITC, der SPR-Spektroskopie und der STD-NMR-Spektroskopie, Bindungskonstanten bezogen.
Mit allen Methoden konnten aussagekréftige Ergebnisse erzielt werden. Es wurden jedoch auch
die Vor- und Nachteile deutlich. Die ITC gilt nach wie vor als Goldstandard fiir die Bestim-
mung von Bindungskonstanten und lieferte fiir diese Arbeit reproduzierbare Ergebnisse. Sie
bietet den grofien Vorteil, dass gleichzeitig auch Informationen tiber Bindungsenthalpie und
-entropie gewonnen werden konnen. Aufierdem kann ohne Markierung und in Losung gearbei-
tet werden. Eine Messung dauerte ca. 2,5h und die anschliefSfende Datenauswertung geht eini-
germafien ziigig. Die Nachteile bei der Untersuchung der GTB wurden jedoch auch klar. Insge-
samt war der Bedarf an GTB und Ligand sehr hoch. Zudem waren Messungen mit Donorsub-
stratfragmenten in Gegenwart von Mg?* aufgrund der schwachen Bindungen nicht moglich.
Hierfiir waren noch wesentlich hohere, mit der GTB nicht erreichbare, Konzentrationen not-
wendig gewesen oder aber ein starker bindender kompetitiver Ligand, den es bisher aber nicht
gibt.

Fiir SPR-Spektroskopie sind wesentlich geringere Probenmengen notwendig, insbesondere von
dem immobilisierten Bindungspartner. Die Experimente kénnen automatisiert durchgefiihrt
werden, sodass bei einem funktionierenden Versuchsaufbau viele Analyten vermessen werden
konnen. Der Zeitaufwand am Gerit ist ab diesem Punkt gering, eine komplette Bindungsiso-
therme kann innerhalb von etwa einer Stunde aufgenommen werden. Allerdings finden die
Reaktionen nicht frei in Losung, sondern an einer Oberfléche statt. Hinzu kommt, dass unspezi-
fische Wechselwirkungen mit der Chipoberflache auftreten und die Wahl der Referenzzelle gut
getroffen sein muss. Es war moglich, Kp-Werte fiir die GTB sowohl im mikromolaren Bereich
(mit Mn?*) als auch im millimolaren Bereich (mit Mg?) zu bestimmen.

Mit STD-NMR-Spektroskopie konnen nur Messungen in Gegenwart von Mg? durchgefiihrt
werden. Sie bietet allerdings den Vorteil, dass auch die Bindung niedrig affiner Liganden unter-
sucht werden kann. Die Experimente konnen in Lésung und ohne Markierung der Bindungs-
partner durchgefiihrt werden, erfordern jedoch eine aufwéndigere Probenpréparation, da in

deuteriertem Puffer gemessen werden muss. Der Verbrauch an Probe ist dhnlich zu SPR recht

104



4.3 Charakterisierung der Ligandenbindung

gering. Je nachdem, ob fiir jede Konzentration eine Probe angesetzt oder eine Titration durchge-
fiihrt werden soll, etwas mehr oder weniger. Wurden zuvor alle Proben angesetzt, so ist eine
automatisierte Messung mit Probenwechsler moglich. Die Messzeit ist insgesamt sehr lang. Fiir
einen Messpunkt wird mindestens eine Stunde benétigt.

Die Kp-Werte sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst und den aus der Literatur bekannten, bzw.
ebenfalls im Institut fiir Chemie ermittelten Konstanten gegeniibergestellt. Die Messungen fan-
den nicht immer unter gleichen Bedingungen statt. Abbildung 4.4 gibt eine Ubersicht {iber die
Verteilung der bisher erhobenen Daten. Aus dieser ist noch einmal gut der Einfluss des bivalen-
ten Kations auf die Donorbindung bzw. Donoranalogbindung sichtbar. Die Bindung des Ak-
zeptors scheint hingegen nicht ausschlaggebend beeinflusst zu werden. Dies ist nicht verwun-
derlich, da die Phosphatreste des Donors die Bindungen mit dem Metallion eingehen. Hier
wird Mn?** klar bevorzugt. Die niedrigsten Kp-Werte wurden in Anwesenheit beider Substrate
erhalten. Dies wurde bereits oben erldutert. Uridin, UMP und UDP werden in Gegenwart von
Mg? mit steigender Affinitdt gebunden. Es kommen Einheiten hinzu, die die Bindung mafigeb-
lich mitbestimmen. Ebenfalls gut aus dem Diagramm ersichtlich ist, dass die Galactose- bzw.
Glucoseeinheit, werden sie ohne Akzeptor gebunden, keinen weiteren Beitrag zur Affinitat leis-
ten. Der Vergleich der unterschiedlichen Techniken miteinander zeigt insgesamt sehr gute
Ubereinstimmungen. Der einzig groSere Unterschied liegt in einem Faktor von 10 zwischen der
mit SPR und MS ermittelten Dissoziationskonstante von UDP in Gegenwart von Mn?*". Alle an-
deren bewegen sich unterhalb eines Faktors von 2,8.

AbschliefSend kann also festgehalten werden, dass alle vier Methoden fiir die Untersuchung der
GTB zur Verfiigung stehen und {ibereinstimmende Ergebnisse liefern. Auf dieser Grundlage ist
es moglich, weitere Studien zur Ligandenbindung durchzufiihren. Auch fiir die Entwicklung

von Inhibitoren ist die Verfiigbarkeit geeigneter Testsysteme von grofier Bedeutung.
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Abbildung 4.4: Ubersicht iiber die mit ITC, SPR und STD-NMR bei 25 °C bestimmten Dissoziations-
konstanten der GTB. Gezeigt sind Kp-Bereiche + eine Standardabweichung bzw. einen Standardfehler.
Der pH betrug 6,7-7.

105



4 Diskussion

Tabelle 4.1: Dissoziationskonstanten Kj, fiir die Interaktion zwischen GTB und Substratanaloga bzw.
Substratfragmenten, bestimmt mit ITC, SPR und STD-NMR bei 25 °C. Messungen wurden in Anwesen-
heit von Mn? oder Mg? und pH 6,7 oder 7 durchgefiihrt. Zum Vergleich sind Kp-Werte aufgelistet, die mit
MS bei 24 °C und pH 7 bestimmt wurden [67].

Substrat M2 ITC SPR® STD-NMR? MSbe

UDP Mn2 17+ 1 M 55 + 4 pM¢ 53+1,1uM
20+ 0,7 pMP

UDP (H-Dis-octyl)s Mn?* 1,2+0,06 uM®*
1,4+0,05 pMPe

UDP-Gal Mn2 18+ 1 puMbei 47+ 4 M 50+ 18 uM

UDP-6-biotinyl-Gal =~ Mn?* 1,7+0,1 uM

UDP-6-biotinyl-Gal =~ Mn?* 0,85+0,11 uM

(3DD)5

UDP-Gle Mn2 77 +3 uMbeh 84+ 5 LMe 83+21 uM

H-Dis-octyl Mn? 0,10 +0,01 mMa<h 59+ 10 uM
0,11 + 0,004 mMPeh

H-Dis-octyl (UDP)5  Mn® 2,6 +0,3 uM>e 6,7+1,3 uM
3,0+ 0,05 pM®e

Uridin Mg? 1,7 +0,1 mM< 2,5+ 0,6 mM®

UMP Mg 1,0+ 0,1 mM¢ 2,5+0,6 mM®

uDP Mg> £ 0,71 +0,09 mM? 0,43 + 0,04 mM*

0,91 0,12 mM*
UDP (H-Dis-octyl)®  Mg?  27+0,2 uM*®

UDP-Gal Mg 1,7+0,2mM 0,72 + 0,05 mMe
UDP-Glc Mg* 1,0 £0,1 mM¢ 0,53 + 0,05 mM¢
H-Dis-octyl Mg*  70+1uM?h 67 +1 uM* 93 +16 puM*!

H-Dis-octyl (UDP)8  Mg>* 6,704 uM®
@ Messungen bei pH 6,7; ® Messungen bei pH 7; © Werte aus [67]; ¢ Wert von L. L. Grimm (Institut fiir Che-

mie), bestimmt mit analogem Versuchsaufbau; ¢ Einfachbestimmung; f Messung wegen starker Prazipita-

tionen bei bendtigten sehr hohen GTB-Konzentrationen nicht mdoglich; & Sittigung der entsprechenden
Bindungsstellen der GTB lag bei > 95 %; " nur oberer Teil der Bindungskurve; J keine reine Bindungskon-
stante, da UDP-Gal wihrend der Messung auch hydrolysiert wurde; * Wert von Dr. E. Munoz; ! Wert von
A. Gohlke ohne Mg?, bei 301 K [89]

4.4 Protein-NMR-Spektroskopie

Bei der Diskussion der Ligandenbindung und der damit in Zusammenhang stehenden konfor-
mationellen Verdnderungen im Enzym ist noch einmal deutlich geworden, welch reichhaltige
Informationen die Aufklarung der Konformationsdynamik von GTs liefern wiirde. Die NMR-
Spektroskopie bietet die Moglichkeit, dynamische Prozesse iiber eine grofie Zeitskala von Piko-
sekunden bis zu Sekunden in atomarer Auflosung zu erfassen [95]. Zusétzlich konnen Protein-
Ligand-Wechselwirkungen von der Proteinseite aus untersucht werden [152,153]. Dies konnte
in Hinblick auf den katalytischen Reaktionsmechanismus einmal interessante Aspekte liefern.
Fiir die NMR-spektroskopische Untersuchung von Proteinen ist eine Isotopenmarkierung sowie

die Zuordnung der Signale eines Spektrums zu den entsprechenden Aminosaureresten erfor-
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derlich.

Um auch die GTB fiir NMR-spektroskopische Studien zuganglich zu machen, wurden zunéchst
isotopenmarkierte Proben hergestellt. Diese umfassten u-’N-, u-’H,"”N- und u-*H,"*C,""N-GTB
sowie u-*H- und selektiv mit a-">N-Lys-, ®"N-Met-, ®°N-Val- oder *H,""N-Val-markierte GTB. Die
Synthese der isotopenmarkierten GTB fand in Minimalmedium statt, sodass wie erwartet die
Ausbeuten nicht so hoch waren, wie in Vollmedium (3.3.1). Sie lagen im Gegensatz zu den
durchschnittlich 95 mg pro Liter Kultur zwischen 28 mg und 76 mg pro Liter Kultur. Angesetzt
wurden aufgrund begrenzter Ressourcen allerdings nur 250 ml oder 500 ml. Dies reichte min-
destens fiir die Herstellung einer NMR-Probe aus, fiir die etwa 5 mg GTB bendétigt wird. Die
hochste Ausbeute wurde mit einem Medium erzielt, dem kommerziell erhiltliches, isotopen-
markiertes Medium zugesetzt wurde. Dieses Medium ist reichhaltiger und trug damit zu einer
besseren Expression bei. Die geringste Ausbeute wurde mit dem nahrstoffarmsten Medium er-
zielt. Es beinhaltete kein Glycerin, sondern nur u-’H,"”C-Glucose als Kohlenstoffquelle. Die
Qualitatskontrollen der Praparationen zeigten, dass die GTB gut gereinigt wurde und aktiv
war. Wie unter 4.1 bereits festgestellt, streuten die spezifischen Aktivitaten mit 7-19 U/mg stark.
Der Deuterierungsgrad der uniform *H-markierten GTB-Praparationen lag, grob aus den Pro-
tonenspektren abgeschatzt, bei etwa 80 % (+ 10 %). Dieser Anteil konnte erwartet werden. Erst
durch die Verwendung von deuterierter Glucose, soll der Deuterierungsgrad auf 100 % gestei-
gert werden konnen [139]. Daher ist es verwunderlich, dass genau bei der mit u-*H-Glucose
synthetisierten Probe, der Deuterierungsgrad anscheinend geringer ausfiel. Eine Ursache hier-
fiir ist nicht bekannt. Bei dem verwendeten Protokoll wurden die Zellen zundchst in Vollme-
dium angezogen und nach Waschen in Minimalmedium {iberfiihrt [97]. Hierdurch konnten
unmarkierte Substanzen iibertragen worden sein. Eine andere Mdoglichkeit wére, die Zellen vor
der Induktion bereits auf Minimalmedium anzuziehen. Dies hat jedoch den Nachteil, dass ein
grofles Volumen an markiertem Medium benétigt wird und die Zellen extrem schlecht wach-
sen. Damit sinkt auch die Ausbeute. Allerdings ist aus der Literatur bekannt, dass mit der Me-
thode nach Marley et al. ein dhnlicher Deuterierungsgrad erreicht werden kann wie durch die
Synthese ausschliefilich in Minimalmedium [137]. Da die tibrigen GTB-Praparationen mit einem
guten Deuterierungsgrad hergestellt werden konnten, sollte von dieser Vorgehensweise nicht
abgewichen werden. Fiir hohere Ausbeuten konnte eine generelle Verwendung bzw. der Zu-
satz von reichhaltigem, isotopenmarkierten Medium {iberlegt werden.

Die selektive N-Markierung der Aminosduren war nur mit Lys erfolgreich. Aus den NMR-
Spektren war abzulesen, dass der Einsatz von Met und Val zu zahlreichen Kreuzmarkierungen
fithrte. Wahrend dieser Effekt fiir Val bekannt ist, war er fiir Met nicht unbedingt zu erwarten
[138]. Met steht am Ende des Aminosaurestoffwechsels. Es wird spater noch darauf eingegan-
gen, dass selektiv markierte GTB-Proben fiir die Signalzuordnung dufierst wichtig sind. Daher
ist es von Bedeutung, Bedingungen zu schaffen unter denen keine Kreuzmarkierungen auftre-
ten. Hierfiir gibt es zahlreiche Strategien. Unter anderem konnen E. coli Staimme verwendet
werden, die defizient sind fiir Enzyme, die die zu markierende Aminosaure fiir den Aufbau
weiterer Aminosauren verwenden oder auxotrophe Stamme. Es sind zahlreiche E. coli Mutanten
erhéltlich [138]. Desweiteren besteht die Moglichkeit, alle anderen Aminosduren unmarkiert in

hohem Mafie dem Medium zuzugeben [154]. Eine Deuterierung ist hierbei ausgeschlossen, weil
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die kommerzielle Verfiigbarkeit deuterierter Aminosduren begrenzt ist und wenn moglich, ex-
trem kostenintensiv. Fiaux et al. umgingen dieses Problem, indem sie angereichertes u-’H-
markiertes Medium verwendeten. Ein dhnliches Medium wurde bereits fiir die Synthese von u-
H,"N-GTB eingesetzt (s. 0.). Die "N-markierte Aminosédure bzw. 2H,"’N-markierte Aminosdure
wird zusétzlich zu dem Medium gegeben, wobei die Dosierung kritisch sein soll [137]. An die-
ser Stelle ist anzumerken, dass eine Deuterierung der ausgewdhlten Aminosdure, hier *N-Val,
keinen entscheidenden Effekt auf die Qualitat des Spektrums hatte und somit nicht zwingend
erforderlich ist. Eine weitere Strategie fiir die Synthese von selektiv isotopenmarkierten Protei-
nen ist die zellfreie Expression [155]. Sie besitzt den groflen Vorteil, dass nur wenig Substanz
benétigt wird und eine Kreuzmarkierung nicht auftreten kann. Aber auch hier ist eine Deuterie-

rung wahrscheinlich nur schwer moglich.

Vor der Aufnahme von Spektren fiir die Signalzuordnung wurden einige wichtige experimen-
telle Bedingungen getestet und festgelegt (3.3.2). Dies erfolgte iiber die Aufnahme von 'H,""N-
TROSY-HSQC-Spektren von u-"N-GTB und u-?’H,”N-GTB. Die Experimente wurden bei Tem-
peraturen zwischen 298 K und 323 K in unterschiedlichen Puffern und unterschiedlichen NMR-
Rohrchen durchgefiihrt. u-"N-GTB lieferte erst bei einer Temperatur von 323 K ein einigerma-
fen aufgelostes Spektrum. Die Signalanzahl betrug etwas weniger als die Halfte der erwarteten
Anzahl. Im Vergleich dazu konnten mit der u-*H,"””"N-GTB {iiber den gesamten untersuchten
Temperaturbereich gute Spektren mit einer grofleren Anzahl an Signalen erhalten werden. So-
wohl der Temperatureffekt als auch der Einfluss der Deuterierung ist auf Relaxationseigen-
schaften zuriickzufiihren. Grofle Molekiile mit langen Korrelationszeiten haben eine effiziente
transversale Relaxation (2.9.1). Daraus folgen breite Signale. Hieran sind mafigeblich Protonen
beteiligt, weshalb eine Deuterierung zu langsamerer transversaler Relaxation und damit zu
schmaleren Signalen fiihrt. Eine Temperaturerh6hung bewirkt eine Reduktion der Korrela-
tionszeit, wodurch ebenfalls wieder schmalere Signale hervorgerufen werden. Fiir den Einsatz
bei Tripelresonanzexperimenten ist eine deuterierte Probe aus mehreren Griinden vorzuziehen.
Die Moglichkeit bei einer niedrigeren Temperatur messen zu kénnen ist positiv fiir die Stabilitat
der ohnehin hoch konzentrierten Probe. GTB neigt zu verstarkter Aggregation je hoher die
Temperaturen sind. In Hinblick auf die langen Experimente ist dies ein wichtiger Punkt. Zudem
waren in den Spektren der u-""N-GTB auch bei 323 K bei weitem nicht alle Signale zu sehen, die
Sensitivitat demnach gering. Proteine in der Gréfenordnung der GTB werden mit der TROSY-
Technik aufgenommen. Auch diese hat einen grofieren Effekt bei deuterierten Proteinen [121].

Neben der Ermittlung geeigneter Messtemperaturen wurde gezeigt, dass Experimente in
25 mM Phosphatpuffer ohne NaCl und in 50 mM Bis-Tris-Puffer mit 100 mM NaCl vergleichba-
re Ergebnisse liefern. Der gewahlte Phosphatpuffer beinhaltete weniger Salz und bis auf das
ohnehin vorhandene H,O keine NMR-aktiven Kerne. Er erzeugt demnach im Gegensatz zu
nicht deuteriertem Bis-Tris auch kein Signal im 1D Protonenspektrum. Ein hoher Salzgehalt
senkt die Sensitivitdt der verwendeten Kryoprobenkdpfe und wirkt sich damit negativ auf das
Spektrum aus [140,141]. Wie erwartet fiithrte der Einsatz von 5 mm Shigemi-R6hrchen zu einem
Intensitatsgewinn, da sich im aktiven Volumen der Probe mehr Molekiile befinden. Sie haben
gegeniiber herkdmmlichen 5 mm NMR-Rohrchen den Vorteil, dass ein geringeres Probenvolu-

men benoétigt wird.
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4.4 Protein-NMR-Spektroskopie

Nach diesen Erkenntnissen wurde eine u-*H,"C,'”"N-markierte GTB-Probe in Phosphatpuffer
und 5mm Shigemi-Rohrchen fiir die Aufnahme von Spektren fiir die Signalzuordnung ver-
wendet (3.3.3). Die Grundlage fiir eine Signalzuordnung bildet das 'H,"*N-(TROSY-)HSQC-
Spektrum. Die Signale dieses Spektrums sollen den Aminosdureresten des Proteins mit Hilfe
weiterer Experimente zugeordnet werden. Ein entsprechendes Spektrum, aufgenommen bei
950 MHz, zeigte die grofite Anzahl an Signalen aller bisher aufgenommenen GTB-Spektren.
Identifiziert wurden 308 von erwarteten 281 Signalen des Riickgrats und weiteren Signalen der
Seitenketten von Arg, Asn, Gln, His, Lys und Trp. Zudem sind trotz des sehr hohen Feldes von
950 MHz einige Regionen nicht richtig aufgelost. Hiermit werden auch die Schwierigkeiten
sichtbar, die die NMR-spektroskopische Untersuchung eines solch grofien Proteins mit sich
bringt. Hohere Magnetfeldstarken resultieren in der Regel in hoherer Sensitivitat und besserer
Auflésung. Ein 950 MHz NMR-Spektrometer besitzt jedoch schon die zweitgrofite Feldstarke,
die momentan moglich ist. Es gibt weltweit bisher nur sehr wenige NMR-Spektrometer mit ei-
ner Protonenfrequenz von 1 GHz. Zumal ist es wahrscheinlich, dass die Signale so stark iiberla-
gern, dass sie auch mit hoheren Feldstarken nicht anstandig aufgelost werden kénnen.

Um die Signaliiberlappungen zu reduzieren und sequentielle Verkniipfungen zwischen den
Atomen des Proteinriickgrats zu erhalten, wurden dreidimensionale Tripelresonanzexperimen-
te durchgefiihrt (2.9.1, 3.3.3). Je nach Experiment waren Sensitivitdt und damit Anzahl der Sig-
nale im Spektrum unterschiedlich. Das HNCO als sensitivstes Experiment zeigte mit 222 Signa-
len die verhéaltnisméfiig grofite Anzahl. Das fiir die sequentielle Zuordnung notwendige kom-
plementére Spektrum, das HN(CA)CO-Spektrum beinhaltete hingegen nur 91 Signale von ver-
mutlich 49 Amiden. Jedes 'H-"’N-Paar sollte mit zwei COs korreliert sein und damit zwei Signa-
le ergeben. Das fiir die Identifikation der Aminosduren wichtige HNCACB enthélt mit 105
ebenfalls wenige Resonanzen. Trotzdem konnten in den Spektren einige Korrelationen identifi-
ziert werden. Jedoch ist es bei den zum Teil sehr nah beieinander liegenden Signalen nicht ein-
fach, eindeutige Zuordnungen zu einem vorangehenden Rest zu treffen. Aus diesen Ergebnis-
sen konnen zwei grundlegende Feststellungen gemacht werden: Es ist zum einen nicht moglich,
eine Zuordnung allein auf Basis der Tripelresonanzspektren zu machen. Sie besitzen jedoch ei-
ne Qualitdt, die es ermoglicht, in Kombination mit anderen Strategien wertvolle zusatzliche In-
formationen zu der Abfolge der Aminosdurereste zu liefern. An dieser Stelle sei noch einmal
erwdhnt, dass es nicht das Ziel ist, die Signale der GTB vollstandig zuzuordnen und eine Struk-
tur zu bestimmen. Es ist notwendig, entscheidende Bereiche zuzuordnen, um Dynamikstudien
und Untersuchungen von Protein-Ligand-Wechselwirkungen durchfithren zu konnen.

Es gibt zahlreiche weitere Moglichkeiten, die Signalzuordnung zu unterstiitzen. Hierzu gehort
auch das schon angesprochene selektive Markieren von Aminosaureresten. Das Problem der
Kreuzmarkierung und Methoden diese zu unterbinden wurden oben angefiihrt. Es konnte be-
reits eine selektiv a-"’N-Lys-markierte GTB erfolgreich hergestellt werden. Von den dreizehn
Signalen wurden sechs Signale eindeutig Signalen der uniform markierten GTB zugeordnet.
Auf die jeweilige Position kann hiermit allerdings nicht geschlossen werden. Es gibt mittlerwei-
le viele verschiedene Strategien, durch selektive Markierung von bestimmten Aminoséureres-
ten eine Signalzuordnung zu erhalten. Erweitert wurden diese durch die Einfithrung der zell-
freien Expression [155]. Neben der Markierung von nur einer Aminosédure konnen z. B. durch

gezielte Kombination mehrerer Aminosauren sequentielle Zuordnungen gemacht werden [156].
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4 Diskussion

Fiir grofsere Proteine ist ein Markierungsschema bereits erfolgreich angewendet worden, bei
dem die Methylgruppen von Leu, Val und Ile protoniert sind, eventuell auch ®C markiert, bei
einem ansonsten uniform 2H,*C,*N-markierten Protein [157-159].

Eine weitere Erleichterung der Signalzuordung kann durch den Einsatz von paramagnetischen
Relaxationsverstarkern kommen [142,160]. Durch die Verwendung von paramagnetischen Io-
nen, wie Mn* oder Lanthanoiden, konnen mit Hilfe der Struktur Signalzuordnungen vorge-
nommen werden. Hierbei macht man sich zunutze, dass der Effekt abstandsabhéngig ist. Da die
GTB eine Metallionen-abhéngige GT ist, liegt nahe, das auch fiir die Signalzuordnung zu nut-
zen. Eine zuséatzliche Markierung mit einem Relaxationsverstarker ist nicht notwendig. In ei-
nem ersten Versuch konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass die Zugabe von Mn?*
in Kombination mit UDP einen Verlust von einigen Signalen bewirkt. Diese gehdren wahr-
scheinlich zu Aminos&uren, die in der Nahe des aktiven Zentrums liegen und damit auch in der
Néhe zum Mn?*. Die Reichweite des Mn? kann bis zu 35 A grof sein, die Abstandsabhéngigkeit
ist r®. Eine quantitative Auswertung des Effekts in Kombination mit selektiv markierter GTB
konnte entscheidend zu einer erfolgreichen Signalzuordnung beitragen.

An dieser Stelle kann zusammengefasst werden, dass Tripelresonanzspektren mit u-"H,"C,"”N-
GTB aufgenommen werden konnten, eine Signalzuordnung allein mit diesen Spektren jedoch
nicht moglich war. Daher wurden zwei weitere Strategien ausprobiert, die sich beide als viel-
versprechende Ansatze bezeichnen lassen. Neben diesen konnten weitere Methoden zum Ein-
satz kommen. Unter anderem kénnen mit H/D-Austauschexperimenten Amidprotonen iiber
ihre Austauschraten mit dem Losungsmittel identifiziert werden [161]. Protonen, die z. B. Was-
serstoffbriicken ausbilden, tauschen nur sehr langsam aus, Protonen, die sich an der Oberfldche
des Proteins befinden, schnell. Neben den probenbezogenen Methoden ist es auch mdglich,
uber weitere NMR-Techniken zusatzliche Informationen zu erhalten. Mit einer u-?H,®N-
markierten GTB-Probe konnten zum Beispiel 4D HMQC-NOESY-HMQC (oder TROSY)-
Spektren aufgenommen werden, die die NHs des eigenen Aminosédurerests mit denen der be-
nachbarten korrelieren. Es gibt demnach zahlreiche Moglichkeiten, eine Signalzuordnung der
69 kDa grofien GTB zu erreichen. Allen Strategien ist gemein, dass sie sowohl was die Prdpara-
tion der Proben als auch die Aufnahme und Auswertung der Spektren anbelangt, sehr zeitin-

tensiv sind und in neuen Projekten bearbeitet werden miissen.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei der Substratbindung an die GTB
positive kooperative Effekte auftreten. Diese spiegeln sich in den Michaelis-Konstanten der en-
zymatischen Hydrolyse des Donorsubstrats in An- und Abwesenheit eines Akzeptoranalogons
wider. Die Resultate sind konsistent mit Konformationsanderungen, die von Alfaro et al. in
Kristallstrukturen der humanen Blutgruppen Glycosyltransferasen nach Substratbindung be-
obachtet wurden. Die Substratbindung erfolgt mit negativen (giinstigen) Enthalpiednderungen
und positiven (ungiinstigen) Entropiednderungen. Diese Art von Verdnderungen konnten auf
die Ausbildung einer rigideren und kompakteren Proteinstruktur bei der Ligandenbindung zu-

riickzufithren sein. Zusammengenommen lasst das auf einen Mechanismus schlieffen, mit dem
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Glycosyltransferasen eine ganz gezielte Auswahl der Substrate treffen konnen. Es ware nun
interessant, Kenntnisse iiber die Dynamik der GTB im freien und gebundenen Zustand zu er-
langen. Hierfiir stehen grundsatzlich verschiedene Methoden zur Verfligung, unter anderem
die Fluoreszenzspektroskopie [162,163] und die NMR-Spektroskopie [95,158], in begrenztem
Mafie aber zum Beispiel auch spezielle Anwendungen der Rontgenbeugung [164] und Mas-
senspektrometrie [165]. Erste Versuche mittels (Einzelmolekiil-)Fluoreszenzspektroskopie Be-
wegungen der GTB zu untersuchen, wurden bereits durchgefiihrt [166]. Ein Ziel ist, die Bewe-
gungen der flexiblen Schleifen ndher zu charakterisieren. Die NMR-Spektroskopie bietet den
Vorteil, dass dynamische Prozesse auch in atomarer Auflésung erfasst werden konnen. Sie bie-
tet die Moglichkeit, in Losung und unter Gleichgewichtsbedingungen Bewegungen iiber eine
Zeitskala von Pikosekunden bis zu Sekunden zu untersuchen [167,168]. Der fiir Konforma-
tionsdnderungen von Proteinen und enzymatische Katalyse relevante Bereich liegt meist bei
Mikrosekunden bis Millisekunden und es ist aufgrund der vorliegenden kinetischen Daten an-
zunehmen, dass auch die globaleren Konformationsénderungen der GTB in diesem Zeitbereich
liegen. Fiir die Erfassung dieser dynamischen Prozesse finden beispielsweise sogenannte Rela-
xationsdispersionsmessungen Anwendung [169,170]. Nach einer erfolgten partiellen Signalzu-
ordnung der GTB wére der Einsatz dieser Experimente fiir die ersten Dynamikuntersuchungen

sinnvoll.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Bindungskonstanten der GTB mittels isothermer Titrations-
kalorimetrie, Oberfldchen-Plasmonen-Resonanz-Spektroskopie und STD-NMR-Spektroskopie
bestimmt. Neben den kooperativen Effekten konnte demonstriert werden, dass die Donorbin-
dung in Gegenwart von Mn*" wesentlich affiner ist als in Gegenwart von Mg*. Die Dissozia-
tionskonstanten unterscheiden sich in mindestens einer Groéfsenordnung. Dieser Effekt tritt auch
beim Substratumsatz auf. Bei der enzymatischen Hydrolyse des Donorsubstrats wird durch
Austausch des bivalenten Kations nur ein Einfluss auf die Michaelis-Konstante beobachtet. Die
Bindung des Akzeptorsubstrats scheint davon nicht beeinflusst zu sein. Es bildet keine direkten
Interaktionen mit dem bivalenten Kation aus. Die Bindungsexperimente zeigten, dass alle ver-
wendeten Methoden iibereinstimmende Ergebnisse liefern. Innerhalb der ermittelten Rahmen-
bedingungen stehen sie nun weiteren Studien zur Liganden- und Inhibitorbindung der huma-

nen Blutgruppen Glycosyltransferasen sowie anderer Glycosyltransferasen zur Verfiigung.

Der dritte Teil der Arbeit widmete sich der Isotopenmarkierung der GTB sowie ersten NMR-
spektroskopischen Untersuchungen. Uniform ""N- und uniform ?H,"’N-markierte GTB konnten
erfolgreich hergestellt werden. Mit diesen Proben wurde gezeigt, dass eine Deuterierung der
GTB in niedrigeren moglichen Messtemperaturen (298 K) sowie hoherer Auflosung und Sensi-
tivitat resultiert. Experimente mit u-’N-GTB konnen jedoch in begrenztem Rahmen bei 323 K
durchgefiihrt werden. Als Puffersubstanzen erwiesen sich sowohl Phosphatpuffer als auch Bis-
Tris-Puffer als verwendbar. u-’H,”C,"N-GTB wurde ebenfalls erfolgreich, jedoch mit geringe-
rem Deuterierungsgrad, synthetisiert und fiir Tripelresonanzexperimente eingesetzt. Das GTB-
Dimer ist mit 69 kDa fiir die NMR-Spektroskopie ein grofies Protein. Mit den insgesamt fiinf
aufgenommenen Spektren war es daher trotz des Einsatzes sehr hoher Feldstdrken alleinig

nicht moglich, eine Zuordnung der Signale zu den Aminosédureresten vorzunehmen, wie es
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4 Diskussion

normalerweise bei kleineren Proteinen unter 20-30 kDa der Fall ist. Die Spektren beinhalten je-
doch wertvolle Informationen, mit denen in Kombination mit weiteren Experimenten, Signal-
zuordnungen erfolgen konnen. Strategien fiir weiterfithrende Experimente wurden diskutiert.
Unter anderem die selektive Markierung von Aminosaureresten, die mit Lysin, Methionin und
Valin vorgenommen wurde. Der Einsatz von Methionin und Valin sorgte fiir Kreuzmarkierun-
gen, sodass nur das Spektrum der a-*N-Lys-GTB zur Unterstiitzung der Signalzuordnung he-
rangezogen werden kann. Da iiber selektiv markierte GTB viele Informationen bezogen werden
konnen, wurden mogliche weitere Markierungsstrategien besprochen. Die Zugabe eines para-
magnetischen Ions, des Mn?*, bewirkte aufgrund seiner relaxationsbeschleunigenden Eigen-
schaft die Ausloschung zahlreicher Signale. Quantitative Auswertungen dieses Einflusses wiir-
den zusammen mit der Kristallstruktur ebenfalls Informationen fiir die Signalzuordnung lie-
fern. Eine zumindest partielle Zuordnung der GTB-Signale wird die Moglichkeit er6ffnen, Un-
tersuchungen sowohl zur Dynamik (s. 0.) als auch zum Mechanismus der GTB durchfiihren zu
kénnen und damit neue Erkenntnisse zu der Funktionsweise der metallionenabhangigen konfi-

gurationserhaltenden GTs liefern. In dieser Arbeit konnte hierfiir die Grundlage gelegt werden.
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Tabelle A 1: Messwerte des zeitlichen Verlaufs der enzymatischen Hydrolyse von UDP-Gal durch die
GTB bei 25 °C. Angegeben sind die gemessenen und um den Leerwert Aj cerwert KoOrrigierten Aktivitdten
Apyobe SoWie die daraus berechneten Galactosekonzentrationen. Die Proben enthielten zu Beginn der Reak-
tion 1 mM UDP-Gal, 27 uM GTB (1), 0 bzw. 1 mM 3DD in 50 mM Bis-Tris, pH 6,7, 10 mM MgCl,, 50 mM
NaCl und 1 mM (-ME.

ohne 3DD 1 mM 3DD
t/h Aprobe / korr. Apiope /| ¢(Gal) / Aprope / korr. Apiope /  c(Gal) /
dpm dpm mM dpm dpm mM

Apsorser 167 0 163 0

0,02 319 153 0,004 632 468 0,011
0,5 1344 1177 0,027 2239 2076 0,047
1,0 2148 1982 0,046 4022 3859 0,088
2,0 3842 3676 0,084 7511 7348 0,167
3,0 5429 5263 0,121 10511 10347 0,236
4,0 6857 6691 0,154 13456 13293 0,303
5,0 8238 8072 0,186 16249 16086 0,367
7,0 10110 9943 0,229 20785 20622 0,470
9,0 12667 12501 0,287 25193 25030 0,571
13,5 15994 15828 0,364 32946 32783 0,747
23,5 23323 23156 0,532 39520 39357 0,897
25,0 23654 23488 0,540 38569 38405 0,875
28,0 24982 24816 0,570 40558 40395 0,921
32,0 26284 26117 0,600 40161 39998 0,912
35,75 28036 27870 0,641 41179 41016 0,935
48,0 33093 32927 0,757 41752 41589 0,948
57,0 34708 34542 0,794 43105 42942 0,979
78,5 34990 34823 0,800 43877 43713 0,996
Ao 43503 43503 1,000 43870 43870 1,000

127



6 Anhang

Tabelle A 2: Messergebnisse zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hyd-
rolyse von UDP-Gal in Bis-Tris/Mg*-Puffer bei 25 °C. Die GTB-Konzentration betrug 2,3 pM (Messung
1) bzw. 2 uM (Messung 2). Die Aktivitdt der Probe ohne UDP-Gal entspricht der Aktivitdt des Hinter-
grunds und wurde bereits von allen Messwerten subtrahiert. Bei der korrigierten Aktivitat (korr. Apqpe)
wurde die entsprechende Leerwertaktivitat Ajcewer Subtrahiert, die ohne GTB mit dem Assay gemessen

wurde. Die Reaktionsgeschwindigkeit v wird durch Division von korr. App. durch die Inkubationszeit ¢

erhalten.

o(UDP-Gal) | Auu/ t / min Aprobe | Alcerwert | korr. Aprpe / v/ dpm-h?!
uM dpm dpm dpm dpm

Messung 1:
0 21,8
15,625 2070 85 24,1 10,0 14,1 10,0
31,25 90 53,0 51 47,8 31,9
62,5 90 93,4 26,1 67,3 44,8
125 90 176,7 48,1 128,6 85,7
250 180 462,8 112,5 350,4 116,8
500 180 713,9 193,2 520,7 173,6
1000 131663 180 1161,7 425,2 736,5 245,5
Messung 2:
0 22,6
62,5 1985 880 53,0 6,5 46,5 3,2
125 1248 133,1 22,8 110,2 53
250 1300 236,7 28,7 208,0 9,6
500 1300 385,1 62,8 322,4 14,9
1000 1310 561,2 134,8 426,4 19,5
2000 1310 900,1 249,0 651,2 29,8
4000 151213 1325 1283,6 533,0 750,5 34,0

Tabelle A 3: Messergebnisse zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hyd-
rolyse von UDP-Gal in Bis-Tris/Mg*-Puffer mit 3DD bei 25°C. Die GTB-Konzentration betrug
1,6 uM (Messung 1) bzw. 0,1 pM (Messungen 2 und 3) und die 3DD-Konzentrationen 10 mM (Messung 1)
bzw. 5 mM (Messungen 2 und 3). Die Aktivitdt der Probe ohne UDP-Gal entspricht der Aktivitat des Hin-
tergrunds und wurde bereits von allen Messwerten subtrahiert. Bei der korrigierten Aktivitat (korr. Apope)
wurde die entsprechende Leerwertaktivitét Apeewer Subtrahiert, die ohne GTB mit dem Assay gemessen

wurde. Die Reaktionsgeschwindigkeit v wurde durch Division von korr. Ap,p. durch die Inkubationszeit ¢

erhalten.

c(UDP-Gal) | A,/ t / min Aprope / Al cerwert | korr. Appe / v/ dpm-h?
uM dpm dpm dpm dpm

Messung 1:
0 27,3
1 1902 1 16,0 2,5 13,5 808,8
2 3 68,8 9,7 59,1 1182,0
4 5 205,0 18,4 186,6 2239,7
8 10 588,5 50,5 538,0 3227,8
16 20 1503,8 106,3 1397,6 4192,7
32 75 6407,5 199,6 6207,9 4966,3
64 136747 75 7425,1 4254 6999,7 5599,7
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Messung 2:

0 0

1 1984

2

4

8

16

32

64 148065
Messung 3:

0 22,6

1 1981

2

4

8

16

32

64 153394

210
485
485
490
505
505

880
925
925
931
931
949
949

36,6
69,2
188,4
312,9
570,6
1007,8
1548,7

108,3
165,4
304,0
640,3
968,2
1500,5
2129,6

37,7
37,0
60,0
82,1
152,4
316,9
514,1

20,0
26,3
33,8
73,0
127,3
268,1
505,4

-1,0
32,2
128,5
230,9
418,2
690,9
1034,6

88,3
139,1
270,3
567,3
840,9
1232,5
1624,2

6,0
9,0
17,5
36,6
54,2
77,9
102,7

Tabelle A 4: Messergebnisse zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hyd-
rolyse von UDP-Gal in Bis-Tris/Mn?**-Puffer bei 25 °C. Die GTB-Konzentration betrug 0,5 pM (Messung
1) bzw. 0,1 pM (Messung 2). Die Aktivitdt der Probe ohne UDP-Gal entspricht der Aktivitat des Hinter-

grunds und wurde bereits von allen Messwerten subtrahiert. Bei der korrigierten Aktivitat (korr. Ap,pe)

wurde die entsprechende Leerwertaktivitét Apcewer Subtrahiert, die ohne GTB mit dem Assay gemessen

wurde. Die Reaktionsgeschwindigkeit v wird durch Division von korr. Ap,q,. durch die Inkubationszeit ¢

erhalten.

c(UDP-Gal) | A/ t/ min Abprope / Alecerwert | kott. Apipe / v/ dpm-h
uM dpm dpm dpm dpm

Messung 1:
0 25,4
0,625 1868 5 43,0 -1,2 44,2 530,9
1,25 10 152,9 51 147,9 887,3
2,5 15 425,3 20,9 404,4 1617,5
5 30 1079,1 28,9 1050,1 2100,3
10 45 2210,1 69,3 2140,8 2854,4
20 45 2726,9 133,2 2593,6 3458,2
40 137898 60 3763,9 268,5 34954 34954
Messung 2:
0 18,9
0,625 1910 880 26,2 18,9 7,3 0,5
1,25 1248 67,9 20,9 471 2,3
2,5 1340 147,6 46,3 101,2 4,5
5 1380 302,0 98,7 203,3 8,8
10 1380 336,5 170,9 165,5 7,2
20 1385 836,1 349,7 486,4 21,1
40 150655 1385 1266,2 662,4 603,9 26,2
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Tabelle A 5: Messergebnisse zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter der GTB-katalysierten Hyd-
rolyse von UDP-Gal in Bis-Tris/Mn*-Puffer mit 3DD bei 25 °C. Die GTB-Konzentration betrug 0,025 uM
und die 3DD-Konzentrationen 2,5 mM. Die Aktivitdt der Probe ohne UDP-Gal entspricht der Aktivitit des
Hintergrunds und wurde bereits von allen Messwerten subtrahiert. Bei der korrigierten Aktivitat (korr.
Aproe) Wurde die entsprechende Leerwertaktivitdt Ay eerwen subtrahiert, die ohne GTB mit dem Assay ge-
messen wurde. Die Reaktionsgeschwindigkeit v wurde durch Division von korr. Ap,p. durch die Inkuba-

tionszeit t erhalten.

c¢(UDP-Gal) /I nM A,/ t/ min Aprope / Alcerwert / korr. Aprpe v/ dpm-h
dpm dpm dpm / dpm

0 25,9

12,5 1886 3 133,3 6,0 127,3 2546,4

25 3 223,5 21,5 202,0 4040,0

50 5 461,4 29,8 431,5 5178,5

100 10 970,9 54,2 916,6 5499,8

200 20 2278,0 131,8 2146,1 6438,4

400 30 3793,1 228,3 3564,7 7129,5

800 125733 45 6010,9 470,9 5540,0 7386,7

Tabelle A 6: Nicht weiter beriicksichtigte Ky-Werte der enzymatischen Hydrolyse. Sie wurden aus Mes-
sungen ermittelt, bei denen der Konzentrationsbereich von UDP-Gal nicht um den K,-Wert lag, die
Messwerte zu stark streuten, sodass der Fehler zu grofs war oder der Umsatz {iber 10 % lag.
Ky / pM
Mg? 378 £110
553 + 251

Mg? +3DD 98+2,0
7,1+1,8

Mn?* 52+1,4
42+0,5

Mn?* + 3DD 0,07 + 0,009
0,05+ 0,005
0,03 + 0,004
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Abbildung A 1: Sensorgramme der Bindung von GTB an immobilisiertes UDP-6-biotinyl-Gal in Ab-
(A)-(C) und Anwesenheit (D) des 3DD bei 25 °C. Die Puffer enthielten 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM
NaCl und 5 mM MnCl,. (A) Messung 1, Fc 2-1 und GTB (4) in zehn Konzentrationen von 75nM - 50 uM,
(B) Messung 3, Fc 2-1 und GTB (4) in zehn Konzentrationen von 75nM - 15 uM. Die ersten 3 Messwerte
wurden nicht ausgewertet, da die Antworten negativ waren. (C) Messung 4, Fc 4-3 und GTB (4) in zehn
Konzentrationen von 75nM - 15 uM, (D) Messung 2 mit 2,5 mM 3DD, Fc 4-3 und GTB (4) in zehn Kon-

zentrationen von 20 nM - 5 uM.
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Abbildung A 2: Sensorgramme der Bindung von UDP-Gal an immobilisierte GTB bei 25 °C unter Ver-
wendung einer leeren Referenzzelle. Die Puffer enthielten 50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM NaCl und
5mM MnCl, bzw. MgCl,. (A) Messung 2 mit Mn* (Fc 2-1, Chip A) mit zwo6lf Konzentrationen UDP-Gal

von 5 uM - 2mM, (B), (C) Messungen 2 und 3 mit Mg* (Fc 2-1, Chip B) mit elf Konzentrationen UDP-Gal
von 70 uM - 8 mM.
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Abbildung A 3: Sensorgramme der Bindung von UDP-Gal an immobilisierte GTB bei 25 °C unter Ver-
wendung einer mit NeutrAvidin® belegten Referenzzelle. Der Puffer enthielt 50 mM MOPS, pH6,7,
100 mM NaCl und 5 mM MgCl,. (B), (D) und (F) zeigen die Sensorgramme der jeweils vor der Analytin-
jektion durchgefiihrten Pufferinjektion. Die Signale wurden mit zunehmender Messdauer immer negati-
ver. Die ensprechenden Sensorgramme der Analytinjektionen sind in (A), (C) bzw. (E) dargestellt. (A)
Messung 4 mit Mg?* (Fc 4-3, Chip A) mit zehn Konzentrationen UDP-Gal von 70 uM - 8 mM, (C), (E) Mes-
sungen 5 und 6 mit Mg? (Fc 4-3, Chip B) mit elf Konzentrationen UDP-Gal von 70 uM - 8 mM.
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Abbildung A 4: Ergebnisse von ITC-Experimenten bei 25 °C. Durchgefithrt wurden die Messungen in
50 mM MOPS, 100 mM NaCl, 5mM MnCl, und (A) mit 390 uM GTB (6) und 4,58 mM UDP bei pH?7,
(B) mit 430 uM GTB (7) und 4,25 mM UDP bei pH 6,7, (C) mit 390 uM GTB (6), 2,6 mM H-Dis-octyl und
4,58 mM UDP bei pH 7. Die Ergebnisse der Referenzmessungen ohne GTB sind in grau dargestellt.
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Abbildung A 5: Ergebnisse von ITC-Experimenten bei 25 °C. Durchgefithrt wurden die Messungen in
50 mM MOPS, pH7, 100 mM NaCl, 5mM MnCl, mit 214,5 pM GTB (6) und (A) 2,5 mM UDP-Gal, (B)
2,5 mM UDP-Glc.
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Abbildung A 6: Ergebnisse von ITC-Experimenten bei 25 °C. Durchgefiihrt wurden die Messungen in
50 mM MOPS, 100 mM NaCl, 5 mM MnCl, und (A) mit 283 uM GTB (5) und 3,33 mM H-Dis-octyl bei pH 7,
(B) mit 1 mM B-ME, 400 uM GTB (7) und 4,7 mM H-Dis-octyl bei pH 6,7, (C) mit 390 uM GTB (6), 6,3 mM
UDP und 4,58 mM H-Dis-octyl bei pH?7, (D) mit 1 mM -ME, 300 uM GTB (7), 1,5 mM UDP und 3,5 mM
H-Dis-octyl bei pH 6,7. Die Ergebnisse einbezogener Referenzmessungen ohne GTB sind in grau darge-

stellt.

136



6 Anhang

A t / min — B t/ min —
0 20 40 60 80 100 5 0 20 40 60 80 100
T T T T T T T T T T T T
0_ f TvvYy |
L . -
t
%y 51 § “
. d _5_ -
© ©
9 Q
n < 104 1
~ | ~
-15 1 - -154 u
-20 T T T T T T -20 T T T T T
b ] " -
S 5. § B 5. ;f ]
E E .
1] n . 2+ ® . 2+
L 10 ks UDP (H-Dis) + Mg”" _ £ 10 ®  H-Dis (UDP) + Mg
~ /
- ’ K =27+0,2 M o [ k=67:x0apum
c -
g 151 .r". n=0,39+0,0007 - S -15- " n=0,38%0,002
| c=15 ,,rf C=60
'20 T T T T T T T T T T T T T
0,0 05 1,0 1 5 20 25 -0,5 0,0 0,5 1 0 1,5 2,0
n n —> n n —>
C t/ min — D t / min —
1 0 20 40 60 80 100 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
L 0+ l A Ty ( 7
0d ! i ﬂ‘ ( (I W Ty
' 2] T rw o “1 i
F"cp -1 H ‘-_<‘9 ‘ H
T ] s -1 T
g 24 1 3 ‘
~ 1 ~
a 3] i Q
~ | ~
-4 i -2 1 E
-5 T T T T T 1 T T T T T T
0_ o -
» / o
< -1+ . il
s | S -1 4
£ 5] ] E
5 . T .
<, ; H-Dis + Mg’ £ H-Dis + Mg”
~ 27 . = ]
L g K=71+22uM v -3 K=70+17 uM -
S -4+ _ - < _ 1
g ; n = 0,42 +0,005 S 4. ; n=0,45+0,006 |
54 C=6 4 C=3 ]
T T T T T T T T T T T -5 T T
-005 00 05 1,0 ] 1,5 2,0 25 -0,5 0,0 O, 5 1, 0 1, 5 2 0 2,5
nl.nR‘ — n.n g

Abbildung A 7: Ergebnisse von ITC-Experimenten bei 25 °C. Durchgefithrt wurden die Messungen in
50 mM MOPS, pH 6,7, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM p-ME und (A) mit 400 pM GTB (7), 3,8 mM H-
Dis-octyl und 4,7 mM UDP, (B) mit 400 uM GTB (7), 19,6 mM UDP und 4,7 mM H-Dis-octyl, (C) mit
400 uM GTB (7) und 4,7 mM H-Dis-octyl, (D) mit 230 uM GTB (7) und 2,68 mM H-Dis-octyl.
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Abbildung A 8: Bindungsisothermen der Interaktion von Uridin und GTB bei 298 K und pH 6,7. STD-
NMR-Experimente wurden mit 20 uM GTB und Uridin in acht verschiedenen Konzentrationen von 100-
5000 uM in 50 mM Bis-Tris-d;e, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM p-ME-d,, 200 uM TSP-d, und D,0O durch-
gefiihrt. Die Spektren wurden mit EM und einem Lb von 2 Hz prozessiert. Die Probe mit 300 uM Uridin
wurde bei der Analyse nicht beriicksichtigt, da die erhaltenen STD-AFs durchgangig zu hoch waren ().
Die Signale von H1y und H5y tiberlappten zum Teil und wurden auch gemeinsam ausgewertet. Das Signal
H3g in der Probe mit 500 uM Uridin konnte nicht ausgewertet werden. Die Kp-Werte der auswertbaren
Protonen sind mit Standardfehler und dem R? der Kurvenanpassung angegeben. Aus der roten Kurve

wurde der in Tabelle 3.9 angegebene Kp-Wert erhalten.
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Abbildung A 9: Bindungsisothermen der Interaktion von UMP und GTB bei 298 K und pH 6,7. STD-
NMR-Experimente wurden mit 20 uM GTB und UMP in acht verschiedenen Konzentrationen von 50-
2000 uM in 50 mM Bis-Tris-d;e, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM -ME-d,, 200 uM TSP-d, und D,O durch-
gefiihrt. Die Spektren wurden mit EM und einem Lb von 3 Hz bzw. 1 Hz fiir die Analyse des Hly prozes-
siert. Die Proben mit 50, 100 und 150 uM UMP, sowie das Signal H1y des Spektrums mit 200 pM UMP
waren nicht auswertbar. Die Signale von H1; und H5y iiberlappten und wurden auch gemeinsam ausge-
wertet. Die Kp-Werte der auswertbaren Protonen sind mit Standardfehler und dem R? der Kurvenanpas-

sung angegeben. Aus der roten Kurve wurde der in Tabelle 3.9 angegebene Kp-Wert erhalten.
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Abbildung A 10: Bindungsisothermen der Interaktion von UDP und GTB bei 298 K und pH 6,7. STD-
NMR-Experimente wurden mit 20 uM GTB und UDP in acht verschiedenen Konzentrationen von 50-
2000 uM in 50 mM Bis-Tris-d;e, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM -ME-d,, 200 uM TSP-d, und D,O durch-
gefiihrt. Die Spektren wurden mit EM und einem Lb von 3 Hz prozessiert. Die Probe mit 50 uM UDP war
nicht auswertbar und die Probe mit 150 pM UDP () wurde aufgrund der Abweichung nicht in die Analy-
se einbezogen. Es scheint, dass entweder die Probe mit 1 mM oder die mit 2 mM UDP ein AusreifSer ist,
jedoch kann aus dieser Messung nicht geschlossen werden, welche der beiden. Die Kp-Werte der auswert-
baren Protonen H1z und H5y, die aufgrund Signaliiberlappungen gemeinsam ausgewertet wurden, sind
mit Standardfehler und dem R? der Kurvenanpassung angegeben. Beide Kp,-Werte sind in Tabelle 3.9 an-

gegeben.
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6 Anhang
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Abbildung A 11: Bindungsisothermen der Interaktion von UDP-Gal und GTB bei 298 K und pH6,7.
STD-NMR-Experimente wurden mit 20 uM GTB und UDP-Gal in acht verschiedenen Konzentrationen
von 50-2000 pM in 50 mM Bis-Tris-d;s, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM B-ME-d,, 200 pM TSP-d, und D,O
durchgefiihrt. Die Spektren wurden mit einem Lb von 3 Hz prozessiert. Die beiden Dubletts von H1; und
H5y tiberlappten und gaben ein Signal mit zwei Maxima, die als Hl1z/H5y a und b gekennzeichnet und
ausgewertet wurden. Die Signale H1z/H5y a () und H4g (") der Probe mit 200 uM UDP-Gal wurden auf-
grund der Abweichung nicht in die Analyse einbezogen und das Signal H4y der Probe mit 50 uM UDP-
Gal war nicht auswertbar. Die Kp-Werte der auswertbaren Protonen sind mit Standardfehler und dem R?
der Kurvenanpassung angegeben. Aus der roten Kurve wurde der in Tabelle 3.9 angegebene Kp-Wert er-
halten.
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Abbildung A 12: Bindungsisothermen der Interaktion von UDP-Glc und GTB bei 298 K und pH 6,7.
STD-NMR-Experimente wurden mit 20 uM GTB und UDP-Glc in acht verschiedenen Konzentrationen von
50-2000 pM in 50 mM Bis-Tris-d;, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 1 mM B-ME-d, 200 uM TSP-d, und D,O
durchgefiihrt. Die Spektren wurden mit einem Lb von 3 Hz prozessiert. Die beiden Dubletts von H1 und
H5y tiberlappten und gaben ein Signal mit zwei Maxima, die als Hl1z/H5y a und b gekennzeichnet und
ausgewertet wurden. Signal H4y der Proben mit 50 und 100 uM UDP-Glc konnte nicht ausgewertet wer-
den. Die Kp-Werte der auswertbaren Protonen sind mit Standardfehler und dem R? der Kurvenanpassung
angegeben. Aus der roten Kurve wurde der in Tabelle 3.9 angegebene Kp-Wert erhalten.
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6 Anhang
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Abbildung A 13: 1D-'H-NMR-Spektren von isotopenmarkierter GTB. Alle Spektren wurden mit Was-
serunterdriickung an einem 500 MHz NMR-Spektrometer bei 298 K und pH 6,7 aufgenommen. Aufnah-
meparameter s. 2.9.4. (A) 180 uM u-*H,a-"®°N-Lys-GTB in 25 mM Na-P-Puffer, 5 mM MgCl,, 1 mM B-ME-d;,
100 uM TSP-d, und 5% D,O. (B) 430 uM u-’H,N-Met-GTB, Puffer wie (A). (C) 200 uM u-*N-GTB in
50 mM Bis-Tris, 100 mM NaCl, 1 mM B-ME und 10 % D,0O.
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