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ABSTRACT

ABSTRACT
BOUZIANE ABBOUNI

Biochemical characterization of ribonucleotide reductase from Corynebacterium glutamicum

compared to the manganese enzyme of Corynebacterium ammoniagenes

Ribonucleotide reductases (RNRs) are common enzymes in al living organisms. They

catalyse the reduction of ribonucleotides to the corresponding 2"-deoxyribonucleotides and
play acentra rolein DNA replication and cell proliferation. A radical mechanism is involved
in this enzymatic reaction and diverse metallo-cofactors are required in different organisms in
order to generate a transient protein radical that initiates nucleotides reduction. The unusual
ribonucleotide reductase of C. ammoniagenes contains a manganese in the small subunit. In
this work the RNR of the closely related species C. glutamicum was studied in order to
characterize its metallo-cofactor (CG2 protein).

The molecular weight of the CG2 protein was determined after pre-enrichment by hydrophobic
interaction chromatography through Superose™12 gel filtration as 34 + 5 kDa, and
corresponds to the theoretical value calculated from the known amino acid sequence of the
cloned nrdF gene (34.6 kDa). The recent cloning and sequencing of the ribonucleotide
reductase genes (nrdeEF) of C. glutamicum and C. ammoniagenes allowed to design a
synthetic heptapeptide corresponding to the carboxy-terminal end of the CG2 protein. This
heptapeptide inhibited both coryneform RNRs. For a study of its radical and metal content the
CG2 protein was prepared by Superdex G-200 gel filtration and concentration under vacuum.
The radical scavengers hydroxyurea (HU) and p-methoxyphenol, known to inhibit the RNR-
activity of C. ammoniagenes, also inactivate the CG2 protein. The presence of a stable-free
radical in the active CG2 protein is shown indirectly by UV/visible difference spectroscopy
(HU inhibited CG2 protein subtracted from active sample). The strong attack of the chelating
agent EDTA on the RNR activity of C. glutamicum may indicate a weak binding of the metal
in the CG2 protein. Presence of manganese and absence of iron in the CG2 protein has been
demonstrated by inductively coupled plasma mass-spectrometry (ICP-MS). The biochemical
characterization of the new type of mamganese enzyme revealed the similarity to the RNR of
C. ammoniagenes.

K ey words: M anganese ribonucleotide reductase, inhibition by a carboxyterminal

heptapeptide and radical scavengers, presence of stable freeradical, metal-analysis



ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Bouziane Abbouni

Biochemische Charakterisierung der Ribonucleotid-Reduktase aus Corynebacterium
glutamicum im Vergleich zum Manganenzym aus Corynebacterium ammoniagenes
Ribonucleotid-Reduktasen (RRasen) sind universelle Enzyme lebender Zellen, diein einer
irreversiblen Reaktion die Reduktion von Ribonucleotiden zu den fir DNA-Replikation und
Zéellproliferation bendtigten 2°- Desoxyribonucleotiden katalysieren. Fir ihren radikalischen
Reaktionsmechanismus nutzen die RRasen unterschiedliche Metall-Cofaktoren, wobei bisher
nur fir das Enzym aus den Gram-positiven C. ammoniagenes eine manganhaltige kleine
Untereinheit beschrieben ist. Um auch die RRase aus der verwandten Art C. glutamicum zu
charakterisieren, wurde gezielt deren kleine Untereinheit, das CG2-Protein, gereinigt. Dessen
Reinigung durch analytische hydrophobe I nteraktionschromatographie und anschlief3ende
Gelfiltration mit Superose ™12 ermdglichte die Bestimmung des Molekulargewichts (34 + 5
kDa), welches mit der Berechnung aus den bekannten Aminosduresequenzen des nrdF Gens
(34,6 kDa) Ubereinstimmt. Die jiingste beschriebene Klonierung und Sequenzierung der
Gene der RRase (nrdEF) aus C. glutamicum und C. ammoniagenes ermoglicht die
Herstellung des synthetischen Heptapeptids, das dem C-terminalen Ende des CG2-Proteins
entspricht. Dieses Heptapeptid hemmt die RRase-Aktivitdt sowohl von C. glutamicum als
auch C. ammoniagenes. Das CG2-Protein wurde durch Gelfiltration mit Superdex G-200
gereinigt und unter Vakuum konzentriert um Radikal und Metallgehalt zu ermitteln. Die
Radikafanger Hydroxyharnstoff (HU) und p-Methoxyphenol, welche die RRase-Aktivitat
aus C. ammoniagenes hemmen, inaktivieren ebenfalls das CG2-Protein aus C. glutamicum.
Die Gegenwart des stabilen freilen Radikals im aktiven CG2-Protein aus C. glutamicum konnte
indirekt durch das UV /vis-Differenzspektrum (von aktiven und HU gehemmtem CG2-Protein)
nachgewiesen werden. Die starke Wirkung des chelatiserenden Agenz (EDTA) auf die
RRase-Aktivitéat aus C. glutamicum deutet an, dal? das Metall im CG2-Protein schwach
gebunden ist. Die Gegenwart von Mangan und die Abwesenheit von Eisen im CG2-Protein
wurde durch Inductively Coupled Plasma Mass-Spectrosmetry (ICP-MS-Analyse) nach-
gewiesen. Die biochemische Charakterisierung der neuen untersuchten RRase aus C.
glutamicum zeigte die Ahnlichkeit zu RRase aus C. ammoniagenes.

Schagworter: Mangan-Ribonucleotid-Reduktase, Hemmung mittels Radikalfangern
und C-terminalen Heptapeptid, Die Gegenwart von stabilen frelen Radikal,
M etallgehaltanalyse
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1. Einleitung

1.1 Coryneforme Bakterien

Die Gattung Corynebacterium wurde urspringlich von Lehmann und Neumann 1896
geschaffen, um Formen vom Typus des Corynebacterium diphteriae einzuordnen (PASCUAL
et a., 1995). Coryneforme Bakterien sind Gram-positive Bakterien, pleomorphe Stabchen mit
einem GC-Gehalt von 51-68%. Die folgenden Merkmale sind typisch fur die Gattung
Corynebacterium: meist aerob aneorob fakultativ, Katalase-positiv, unbeweglich und
chemoorganotroph und die dominierenden Zellwandzucker sind Arabinose und Galactose,
kurzkettige Mykolsduren mit 22-36 Kohlenstoffatomen und der Peptidoglucanaufbau der
Zellwand basiert auf Meso-diaminopimelinsaure (meso-A,pm) und bilden keine Endosporen
(COLLINS et al., 1986). Zu der Gruppe der Coryneforme Bakterien zdhlen Gordona,
Brevibacterium, Mycobacterium, Rhodococcus und Nocardia, wobei alein der Zellwand die
Mykolsaure enthalten. Die Bakterien enthalten Peptidoglucan und Arabinogalactan (COLLINS
et a.,1982a; TOMIYASO, 1982; CHEVALIER et a., 1988). Corynebacterium gehort
taxonomisch zu den Actinomyceten, die die Mykolsduren in der Zellwand in Abwesendheit von
Tuberkulostearinsaure enthalten (MARIENFELD et a., 1997). Die Zelwand der
Corynebacterium enthdt neben der Mykolsduren ene starke proteinhaltige Schicht
(MINNIKIN et al., 1984; NIKAIDO et a., 1993, RICHTER et a., 1985; PEYRET et 4.,
1993, JANG et a., 1997). Dieser Zellwandaufbau stellt einen Schutz gegeniiber den
enzymatischen Angriffen von Lysozym und Lysostaphin dar (KOMATSU, 1979). Die Gattung
Brevibacterium ammoniagenes wurde erst 1987 neu definiert und in der Gattung
Corynebacterium eingeordnet (COLLINS, 1987b). Corynebacterium glutamicum, der ein
Genomgroél3e von 3,080 Mbp enthélt (BATHE et al., 1996) und C. ammoniagenes zeigen eine
phanotypische und chemotaxonomische Ahnlichkeit, unterscheiden sich aber in der Fett-
sdurezusammensetzung, wobei C. ammoniagenes im Vergleich zu C. glutamicum 10-
Methyloktadekansdure  enthdlt (COLLINS e a., 1982, SUZUKI, 1981).
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1.2 Nutzung von C. glutamicum und C. ammoniagenes fur industrielle Zwecke

Die essentiellen Aminosduren wie L-Lysin, L-Threonin oder L-Methionin werden von
Menschen und vielen Nutztieren nicht synthetisiert. Die Versorgung erfolgt mit Nahrungs- und
Futtermitteln. Durch die Zugabe von essentiellen Aminosduren kann der Nahrwert wesentlich
erhoht werden (FIEDLER et d., 1973; BROER & KRAMER, 1991). Corynebacterium
glutamicum wurde 1957 as klassischer Aminosdure-produzentenstamm as Ergebnis des
Screeningverfahrens entdeckt (KINOSHITA et al., 1957). Subspecies dieses Bakteriums sind
C. glutamicum. ssp. flavum, und C. glutamicum ssp. lactofermentum (LIEBL et al., 1991).
Allerdings ist C. glutamicum der am haufigsten eingesetzte Stamm fur die Glutamin- und
Lysin-Produktion (HILLIGER et a., 1997) und E. coli fur die Threonin- und aromatische
Aminosaure-Produktion. Die Glutaminproduktion erfolgte bei Corynebacterium glutamicum
unter Biotinmangel (KINOSHITA et a., 1957; GUTMANN et a. 1992). Mit
unterschiedlichen Mutanten wurde jahrlich eine Menge von Glutaminsaure (700,000 t/a) und
Lysn (300,000 t/a) hergestellt (LEUCHTENBERGER, 1996). L-Glutaminsaure ist eine
Aminosaure, die in Form von Natriumglutamat as Geschmacksverstérker produziert wird.
Allein oder in Kombination mit 5-Nucleotiden wie Inosinmono-phosphat (IMP) und
Guanosinmonophosphat (GMP) hat es als Fleischaroma ahnliche Geschmackseigenschaften.
Die Produkte werden als Gewirze und Zusétze zu Fertiggerichten verwendet. Im Gegensatz
zur Lysinproduktion wird die Uberproduktion nicht durch eine Defektmutante sondern durch
einen Biotinmangel erreicht. Dieser Mangel wirkt sich auf die Menbranpermeabilitdt aus.
Einige interessante Aminosauren wie Alanin, Isoleucin, Prolin, Threonin und Tryptophan
wurden ebenfalls mit dem Stamm Corynebacterium glutamicum erzeugt (LEUCH-
TENBERGER, 1996). Corynebacterium flavum und lactofermentum bendtigen Essigsdure
und Ethanol as C-Quelle fur die LysinUberproduktion. L-Lysin ist eine Aminosdure der
Aspartat-Familie und wird Uber einen verzweigten Stoffwechselweg synthetisiert, Gber den
auch Homoserin, Methionin, Threonin und Isoleucin gebildet werden (EGGELING et 4.,
1998; EGGELING et a., 1997). Die Regulation der Biosynthese erfolgt in C. glutamicum
durch multi-valente Hemmung. Homoserin-Dehydrogenase fihrt zur Synthese von L-Threonin,
L-Isoleucin und Methionin und wird durch Methionin induziert (NARA et a., 1961, CREMER
et a., 1988). Die Hemmung der Homoserin-Dehydrogenase-Aktivitét fur die Lysin-

Biosynthese wurde durch die Hemmung der Aspartat-Kinase erzielt, wobel dieses Enzym
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dieser Bakterienart durch die gleichzeitige Gegenwart von Lysin und Threonin gehemmt wird
(NAKAYAMA et d., 1966; CREMER et a., 1988).

Die folgenden Merkmale sind typisch fur C. glutamicum:

- Keine Regulation der Transcription, der an der L-Lysinbiosynthese beteiligten Enzyme

in C. glutamicum

- C. glutamicum besitzen nur einen Aspartat-Kinase im Vergleich zu drel aquivalenten

|soenzyme in E. coli

- Eine Feedback-Kontrolle der Aspartat-Kinase erfolgt in C. glutamicum nur durch
L-Lysin und L-Threonin

- Eine verkirzte L-Lysin-Synthese tiber die Diaminopimelat-Dehydrogenasein C.

glutamicum bendtigt nur ein Enzym wahrend bei E. coli vier Enzyme benttigt werden.

Corynebacterium soll sowonhl fur die Aminoséaure- als auch fir die Nucleotid-Produktion
verwendet werden (Tab. 1), wobei die Nucleotide as Mittel zur Erhdhung des Nahwertes
zugefugt werden (KOMATA, 1976). Die abgeleiteten Mutanten aus C. glutamicum werden fir
die Produktion von Purin-Ribonucleoside 5"-Monophosphat, (IMP, XMP, GMP) als
Geschmackverstéarker eingesetzt (DEMAIN, 1978).
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Tab. 1. Die Aminsdure-Produktion in Corynebacterium glutamicum und Coryneform

Bakterien darstellen (KINOSHITA, 1985)

Stamme  Produkt benttigte Mikroorganismen

Wildtyp  L-Glutamin Corynebacterium glutamicum

Mutanten L-Arginin C. glutamicum, C. lilium, C. caleunae
L-Isoleucin C. acetoacidopholilum, Brevibacterium flavum
L-Histidin B. lactofermentum B. diviricatum
L-Leucin B. immariophilum, B. thiogenitalis
L-Lysin B. reseum, Microbacterium ammoniaphilum
L-Ornithin
L-Phenylaanin
L-Prolin
L-Threonin

L-Tryptophan
L-Tyrosin

Eine essentielle Voraussetzung fir die Nucleotidfermentation ist Manganmangel. Die
Fermentation von C. ammoniagenes durch den Manganmangel ruft eine Blockade der DNA-
Synthese hervor und as Folge en drastisches, unbaanciertes Wachstum mit
Morphologiednderung (FURUYA et a., 1970, OKA et a., 1968; THALER & DIEKMANN,
1979; AULING et dl., 1980). Die Mangankontrolle von Wachstum und DNA-Bildung in C.
ammoniagenes erfolgt bel der DNA-Vorstufensynthese durch eine Mn-RRase (Abb. 1)
(AULING et al., 1994; HOGENKAMP et al., 1989; VOET et a., 1990; WILLING et al.,
1988).
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Stoffwechsel der Zelle

Aminosduren, Formiat, NH, CO,; De-novo-Synthese

ATP, Ribose-5-phosphat

Salvage-
pathway

RNA
Ribonucleoside Ribonucleoside /
| Acleotide
‘ Ribonucleotide ‘
Basen Basen Hemmung durch
(auBer Thymin) - Manganmangel Nucleotid-
-Zuga%;e von Produktion

Deoxyribonucleotide

Abb. 1: Die schematische Darstellung des Nucleotidstoffwechselsvon C.
ammoniagenes, modifiziert nach AULING & FOLLMANN, 1994.

1.3 Einteilung der Ribonucleotid-Reduktasen

1.3.1 Ribonucleotid-Reduktase

Ribonucleotid-Reduktasen sind Enzyme, die in alen lebenden Zellen zu finden sind. Sie
katalysieren die Reduktion von Ribonucleotiden zu den entsprechenden 2-Deoxy-
ribonucleotiden, die fir DNA-Synthese veranwortlich sind (THELANDER & REICHARD,
1979; STUBBE, 1990a; LAMMERS & FOLLMANN, 1983; HOGENKAMP et a., 1987;
PROBST et al., 1989; ERIKSSON & SIOBERG, 1989). Diese Enzyme charakterisieren sich
durch eine komplexe allosterische Regulation, weil sie bei der DNA-V orstufensynthese fr die
Reduktion aler vier Ribonucleotiden veranwortlich sind und das bei der Kontrolle
verschiedener Nucleotideffektoren unterworfen sind (HOGENKAMP, 1984). Neben den
strukturellen Unterschieden der verschiedenen Klassen haben alle das gleiche Prinzip der

alosterischen Regulation.
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1. 3.2 Eintellung der Ribonucleotid-Reduktasen

Der einzige Syntheseweg fur die de novo Synthese von DNA-Vorstufen erfolgt durch eine
Ribonucleotid-Reduktase indem es die Reduktion von Ribonucleotiden zu den 2'-
Deoxyribonucleotiden katalysert (STUBBE, 1990a; REICHARD et a., 1983).
Ribonucleotid-Reduktase zeichnet sich aus verschiedenen Griinden als ein sehr intelligentes
Enzym aus. Dieses Enzym enthdlt eine sehr breite Substrat-Spezifitét, wobei es die Reduktion
von Purin und Pyrimidin Nucleotide katalysiert. Die Gegenwart einer balancierten Menge an
den vier dNTP in der Zelle ist fur die Replikation und Reparatur der DNA erforderlich
(THELANDER & REICHARD, 1979; ERIKSSON & SIOBERG, 1989, MEUTH, 1989).
Die Eintellung der Ribonucleotid-Reduktasen in vier verschiedene Klassen (Abb. 2) beruht auf
dem gpezifischen metallalhaltigen Cofaktor, der fur die Ermittlung jeder Enzymgruppe
verantwortlich ist (STUBBE & VAN DER DONK, 1995). Bezuglich des metallhaltigen
Cofaktors in der Ribonucleotid-Reduktase Uben die RRasen die gleiche Funktion aus.
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Abb. 2:

E. coli L. leichmannii
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/ Ly H
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H
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C. ammoniagenes anaerobic E. coli

Eintellung der Ribonucleotid-Reduktasen in vier Klassen auf Grund der Art der
metallhaltigen Cofaktoren mit dem Thiyl-Radikal in der Mitte, modifiziert nach
STUBBE & VAN DER DONK (1995).

Klasse |: Aerobe Fe-RRase

Die Ribonucleotid-Reduktase dieser Klasse kommmt bei Eukaryoten, ihren Viren und einigen

Prokaryonten vor. Die Ribonucleotid-Reduktase aus E. coli ist am besten untersucht worden;

se wurde as Prototyp der Klasse | dargestellt (REICHARD, 1993). Dieser Enzym-Typ

besteht aus zwel homodimeren Untereinheiten o<,3,Struktur (FONTECAVE et a., 1992,
ERIKSSON & SJOBERG, 1989; MANN et al., 1991). Die groRRere R1-Untereinheit (85,7
kDa je Monomer) enthdlt Substratbindungsstellen und Effektbindungsstelle und mehrere
redoxaktive Thiolgruppe (REICHARD, 1993; ABERG et al., 1989; STUBBE, 1990a), die die
Aktivitdt und spezifische-Aktivitét reguliert werden. Die kleine Untereinheit (43,4 kDa je
Monomer) enthalt ein zweikerniges Fe(l11)-Zentrum (SJIOBERG et dl., 1982; REICHARD,
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1993), die Uber ein u-Oxo-Briicke, die Carboxylgruppe verbunden sind. Das stabile Tyrosyl-
Radikal, das fur die RRase-Aktivitdt essentiell ist, wurde durch Site-directed mutagenesis auf
(Tyri) lokalisert (ORMO et al., 1995; LARSSEN & SIOBERG, 1986; NORDLUND et
a., 1990; EHRENBERG & REICHARD, 1972). Ribonucleotid-Reduktasen der Klasse |
benutzen NDPs als Substrat. Hydroxyharnstoff ist ein spezifischer Inhibitor fir die Hemmung
der RRase-Aktivitét. Die Reaktivierung der RRase wird durch den Sauerstoff hervorgerufen
(LARMANN et al., 1992).

Klassell: Co(B12)-RRase

B1,-RRase kommt hauptsachtlich in aeroben aber auch in anaeroben Prokaryoten vor. Das
Enzym dieser Klasse wurde zuerst aus Lactobacillus leichmannii isoliert und as Prototyp der
Klasse |l dargestellt (BLAKLEY & BARKER'S, 1964). Die Bj,-RRase hat eine Monomer
Struktur und eine Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht von (81,9 kDa) (Licht et a.,
1996). Die B1,-RRasen bevorzugen Nucleosidtriphosphate (NTP) als Substrat (COWLES et
a., 1969) und benttigen Adenosyl-cobalamin als Cofaktor (BLAKLEY, 1965). Dieses Enzym
enthdlt die Bindungsstelle fir Adenosyl-cobalamin, NTP, Dithiol Substrat fir die zwel
Nucleotid-Effektor (PANAGOU et a., 1972) und eine enzige Bindungsstelle fir
Deoxynucleosid-triphosphat. Die Adenosyl-cobalamin werden fur die Erzeugung des Tiyl-
Radikals, das fur die Nucleotide Reduktion veranwortlich ist, bendtigt (LICHT et al., 1996).
Das Enzym ist deutlich unempfindlich gegentiber Hydroxyharnstoff im Vergleich zur Klasse|.

Klassell1: Anaerobe Fe-RRase

Die anaerobe Fe-RRase wurde erst in 1989 aus E. coli isoliert und als Prototyp der Klasse |1
dargestellt (FONTECAVE et al., 1989; REICHARD, 1993). Die zweite anaerobe Fe-RRase
wurde in Methanobacterium thermoautotrophicum (HOGENKAMP et a., 1987; Sze et al.,
1992) und anderen anaeroben Mikroorganismen, Archaebacteria und Eubacteria gefunden
(REICHARD, 1997). Die anaerobe Fe-RRase bestent aus homodimeren Untereinheiten
o< [ Struktur, wobel das 3,-Protein notwendig fur die katalytische Aktivitét ist (SUN et al.,
1995). Das [3-Protein enthdt gebundene 4Fe-4S-Cluster in zwel  Polypeptidkette
(OLLAGNIER et a., 1996). Das o<,-Protein besteht aus einem Homodimer mit einem
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Molekulargewicht von 160 kDa (SUN et al., 1993) und enthélt zwei Glycyl-Radikal und keine
Metall (SUN et al., 1993; MULLIEZ et a., 1993; SUN et a., 1996). Das Fe-S-Protein wird
durch S-Adenosylmethionin aktiviert (REICHARD, 1993). Als Substrat bevorzugen die
aneoroben Fe-RRasen Nucleosid-triphosphate (NTP). Diese Enzymklassen werden durch
Sauerstoff gehemmt.

Klassse |V: Mn-RRase

Die isolierte Mn-abhéngige Ribonucleotid-Reduktase aus Corynebacterium ammoniagenes
(WILLING et d ., 1988) ist der Prototyp der Klasse IV. Die Mn-RRase zeigt vom aul3eren
Aufbau eine groRe Ahnlichkeit mit der Fe-RRase der Klasse | aus E. coli. Dieser Enzym-Typ
verhdt sich in seiner Empfindlichkeit gegentiber Hydroxyharnstoff genauso wie die Klasse |
der Fe-abhangigen RRasen (WILLING, 1988), indem sie sich von den B;,-abhangigen RRasen
der Klasse I und von den anaeroben Klasse 111 trennen. Die Mn-RRase ist im Gegensatz zur
Fe-RRase aus E. coli durch Sauerstoff nur tellweise reaktiviert (WILLING et al ., 1988).
Dieses Enzym besteht aus zwei funktionellen Untereinheiten mit «<[3,Struktur. Die grof3e
Untereinheit CA1-Protein besteht aus einer monomeren mit einem Molekulargewicht von 80
kDa, sie enthdlt die Substratbindungstelle und Effektbindungsstelle und die kleine Untereinheit
CA2-Protein besteht aus einen Homodimeren mit einem Molekulargewicht von (50 kDa jede
Monomer) und jede Untereinheit enthélt ein Mn-Zentrum (WILLING et a ., 1988). Das
Vorhandensein des stabilen freien Radikals in der kleinen Untereinheit des CA2-Proteins von
C. ammoniagenes konnte durch ESR-spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden
(GRIEPENBURG et al., 1996). Die Mangan-RRase bevorzugt Nucleosid-diphosphate (NDP)
als Substrat.
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Tab. 2: Die unterschiedlichen

Funktion

Klassen der Ribonucleotid-Reduktasen und ihre Gene, ihre

RRase- Klasse Gene Unter- Funktion der Genprodukte
Typ einheiten
Fe-RRase la nrdA R1 Ribonucleotid-Reduktase in Enterobacteriaceae
nrdB R2 (CARLSON et al., 1984; JORDAN et a. 19944), in
Eukaryoten (z.B. H. sapiens (PARKER et a., 1991
M. musculus (CARAS et al. 1984, CARAS et 4l.
1983), A. thaliana (PHILIPPS et al., 1995) und deren
Viren
Fe? Ib nrdE RI1E Ribonucleotid-Reduktase in M. tuberculosis (YANG
nrdF R2F et a., 1997) und B. subtilis (SCOTTI et a., 1996);
keine Funktion in Enterobacteriaceae nachgewiesen
(JORDAN et a., 1994b)
B1o- [ nrdJ aerobe und/oder anaerobe Ribonucleotid-Reduktase in
abhangige verschiedenen Eubacteria (HOGENKAMP, 1984;
RRase BOOKER & Stubbe 1993; JORDAN et a., 1997b)
und Archaea (TAUER & BENNER 1997)
anarobe 1 nrdD anaerobe Ribonucleotid-Reduktase in E. coli
RRase (FONTECAVE et al., 1989)
Mn-RRase IV nrdE CAL/CGl Ribonucleotid-Reduktase in C. ammoniagenes und C.

nrdF CA2/CG2 glutamicum (OEHLMANN, W., 1998; diese Arbeit)
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1.4 Reaktionsmechanismus der Ribonucleotid-Reduktion.

Trotz der Unterschiede in den metallhaltigen Ribonucleotid-Reduktase Klassen fuhren alle eine
gemeinsame Aufgabe aus. Ribonucleotid-Reduktasen katalysieren in einer irreversiblen
Reaktion die Reduktion von Ribonucleotiden zu den 2"-Deoxyribonucleotiden. Die Reduktion
der Ribonucleotide aler Enzym-Typen wird durch einen radikalischen Reaktionsmechanismus
erzielt (STUBBE, 1990a, ASHLEY et al., 1985), wobel das Tiyl-Radikal innerhalb des aktiven
Zentrums des Proteins stattfindet. STUBBE und Mitarbeiter haben ein Modell des Reaktions-
mechanismus vorgestellt (Abb. 3), wobel eine Protein-Dithiogruppe am katalytischen Zentrum
as zweites Elektronen-Reduktant fungiert (STUBBE, 19904). Die Substratreduktion erfolgte
durch die Abstraktion des 3" -Wasserstoffatom durch das gebundene Radikal im Zentrum des
Proteins und dadurch wird 3'-Nucleotid-Radikal ausgebildet. Die Bildung dieses
Zwischenprodukts verursacht eine Sdure katalytiserte Spatung der 2'-C-OH-Bindung,
wodurch ein Radikal-Intermediat entsteht. Anschlie3end erfolgt die Oxidation zweier
Thiolgruppen, wobel das Protein reduziert wird. Die Reduktion des 2'-Deoxy-3"-Nucleotid-
Radikals durch XH und intermolekulare Reduktion der Enzym-Thiolgruppen regeneriert
wieder die aktive Form der Ribonucleotid-Reduktase (STUBBE & VAN DER DONK 1995;
SIOBERG et al., 1997, BRUSH et al., 1992, THELANDER, 1974).
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Abb.3: Reaktionsmechanismus der Ribonucleotid-Reduktion nach SIOBERG, 1997
1.5 Ribonucleotid-Reduktase-M utanten

Bisher konnte von LUO C. ammoniagenes fir die Charakteriserung der thermosensitiven
Mutanten CH31, CH32, CH33 as Wildtyp verwendet werden, wobel ale diese
thermosensitiven Mutanten eine Empfindlichkeit gegentiber Hydroxyharnstoff gezeigt hatten
(LUO et d., 1997). Neue Klone (ODA1-ODA11) wurden ebenfalls nach der Vorschrift von
LUO aus C. glutamicum isoliert, wobel dieser Gruppe von Klonen sowohl auf die
Thermosensitivtét als auch auf die Empfindlichkeit gegentiber dem Hydroxyharnstoff geprift

werden sollen.
1.6 Hemmung der Ribonucleotid-Reduktase

Die Zédlproliferation korreliert mit der RRase-Aktivitdt und der Strukturaufbau der
Ribonucleotid-Reduktase ist sehr komplexiert. Aus diesen Grunde ist dieses Enzym ein
attraktiver Wirkort und koénnte als Angriffspunkt fir die Bekampfung sowohl von pathogenen
Bakterien as auch von viraen Infektionen (DNA-Viren) verwendet werden (ROY et al., 1992;
TURK et a., 1986). Eine Aktivitatshemmung der Mn-RRase aus C. ammoniagenes konnte
fur industrielle Zwecke verwendet werden, wobei ein Manganmangel zur Hemmung der DNA
Replikation fuhrt und dadurch wird die Nucleotidproduktion verursacht. Viele Inhibitoren
wurden getestet, wobei alle durch die Hemmung der RRase eine Blockade der DNA-
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Vorstufensynthese bewirken und zur Hemmung der Vermehrung der Zellen fuhren. Fir
Hemmung der RRase-Aktivitét konnten bisher drei Strategien verfolgt werden, wobei jede
Strategie auf das bessere Begreifen des biochemischen Systems und der Nucleotid-
Metabolismus dieses Enzyms beruht (STUBBE & VAN DER DONK, 1995). Die grol3e R1-
Untereinheit der Ribonucleotid-Reduktase enthélt die Substratbindungsstelle, wobei die
RRase-Aktivitét in einer irreversiblen Reaktion durch den Einsatz von einigen Nucleotid-
analogen gehemmt werden konnte. Diese Nucleotid-Analoge enthalten eine Modifikation in
der Position 2" der Ribose (STUBBE & VAN DER DONK, 1995; ROBINS et a., 1995;
ABBRUZZESE et a., 1991, McCLARTYET AL., 1990). Solche Nucleotid-Analoge wie
Gemcitabin (2',2“-Difluoro-Deoxycycidine, dFdc) wurden fur die Tumorbehandlung
verwendet (ROBINS et a., 1995, Hertel et al., 1988). Gemcitabin hemmt zwel Prozesse
wéahrend der Zdltellung, die fir DNA-Synthese notwendig sind, die Nucleotidreduktion
(HEINEMANN et al., 1989; HEINEMANN et al., 1990) und die Kettenelongation wahrend
der DNA Replikation (HUANG et a., 1991). Die zwete Strategie der RRase-
Aktivitdtshemmung basiert sich auf der Inaktivierung der kleinen Untereinheit, die das
Tyrosyl-Radikal enthélt. Das Tyrosyl-Radikal befindet sich auf Tyrosin und in der Néhe der -
Oxo-Bricke des zweiatomigen-Eisen. Aus dem Grund, dal3 die Nucleotid-Reduktion auf das
Tyrosyl-Radikal angewiesen ist, kdnnte es als Wirkort fur Inhibition der RRase-Aktivitat
verwendet werden (LASSMAN et al., 1992; COLLEEN et a., 1985). Eine dritte Alternative
fur die Hemmung der RRase-Aktivitdt beruht darauf, dal3 die Untereinheiten der
Ribonucleotid-Reduktase so schwach miteinander verbunden sind und die Zusammensetzung
vollig an dem C-terminalen Ende der R2-Untereinheit liegt (CLIMEMT & SJOBERG, 1992,
COSENTINO et a., 1991; GAUDREAU et a., 1990; GAUDREAU et al., 1987, LAPLANTE
et al., 1994). Durch den Einsatz von dem synthetisierte Peptid, das dem C-terminalen Ende
entspricht, wird die Zusammensetzung des Holoenzyms verhindert und dadurch die RRase-
Aktivitét inhibiert (UHLIN & EKLUND, 1994).

Hydroxyhar nstoff

Hydroxyharnstoff (HU) blockiert die DNA-Synthese in viele Bakterien ohne da3 RNA
beeintrachtigt wird. Hydroxyharnstoff wurde als erster Untersuchter Inhibitor fir die
Hemmung der RRase-Aktivitéat verwendet (MOORE & HURLBERT, 1989, KRAKOFF et
a., 1968). Dieser Radikalfanger wurde fur die Blockade der DNA-Replikation und die
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Zéllproliferation eingesetzt, um der Reaktionsmechanismus dieses Systems zu verstehen. Die
Hemmung der RRase-Aktivitdt aus E. coli mit (HU) beruht darauf, dal3 das Tyrosyl-Radikal

der kleinen Untereinheit-R2 geldscht wird.
I

NH,-C-NH-OH

Abb. 4 : Struktur des Radikalféangers Hydroxyharnstoff
p-Alkoxyphenol-Derivate

P-Alkoxyphenol verursucht eine Hemmung der RRase-Aktivitét sowohl von E. coli as auch
von Maus durch die Inaktivierung von der metallhaltigen Untereinheit-R2 (POTSCH et dl,.
1994), wobe das Tyrosyl-Radikal geloscht wird. Das Loschen des Tyrosyl-Radikals der
kleinen Untereinheit in Ehrlich ascites Tumor Zellen (Carcinoma) der Maus durch p-
Alkoxyphenol beruht darauf, dal3 sich ein Elektrontransfer von dem Inhibitor zum Tyrosyl-
Radikal transportiert (NORDLUND et al., 1990). P-Alkoxyphenol stellt eine sehr wichtige
Gruppe von Inhibitoren der Ribonucleotid-Reduktasen dar und kann als erfolgreiches Mittel
fur die chemotherapeutische Behandlung in geringeren Dosen gegentiber Tumoren eingesetzt
werden. Die hohe Kapazitat der p-Alkoxyphenolphenole fir die Hemmung der RRase-
Aktivitdt konnte fur eine Entwicklung einer neuen Strategie fur die Bekampfung von HIV-1

verwendet werden (GAO et al., 1993).

Abb.5: Struktur des Radikalfangers p-Methoxyhenol




EINLEITUNG 20

Fe(IvH) Hydroxyharnstoff
" —3 Fe(ll) \ 4
Imet] Fe(IIT)
o
Eisen-Chelator
YH v
[reduzierte R2] i
[Aktive R2]
Fe(IT)
YH
[ApoR2]
Eisen-Chelator
Abb. 6: Modell der unterschiedlichen Redox-Eigenschaften zwischen dem Radikal-

Bindungsort und dem Metallzentrum von R2-Protein aus E. coli, Tyrl22; Y,
Tyrosyl-Radikal () nach FONTECAVE et al., (1990)

Die Behandlung des R2-Proteins der RRase aus E. coli mit Hydroxyharstoff verursacht durch
das L 6schen vom organischen Radikal eine Inaktivierung der RRase-Aktivitét und wurde als
MetR2-Protein genannt (BARLOW et al., 1983). Eine Inkubation des MetR2-Proteins mittels
starken reduzierten Agenz wie 1, 4-Dithiothreitol (DTT) bel einem alkalische pH verursacht
das Einbringen des Tyrosyl-Radikals im MetR2-Protein (FONTECAVE et a., 1990;
FONTECAVE et a., 1987). Die Herstellung von dem Apo-Protein der RRase aus E. coli
durch das chelatiserende Agenz verursacht einen Verlust sowohl vom Eisen as auch von dem
Tyrosyl-Radikal und dadurch eine Inaktivierung der RRase-Aktivitdt (ATKIN et al., 1973).
Die Inkubation des Apo-Proteins mit Fe (1) im Gegenwart vom Sauerstoff fuhrt zu einer
Reaktivierung des Tyrosyl-Radikals (siehe Abbildung 6).
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Problemstellung

Die Mn-Ribonucleotid-Reduktase (Mn-RRase) aus C. ammoniagenes enthdlt Mangan
(AULING et al., 1980; BLASCZYK, 1994, LUO et da., 1994, GRIEPENBURG, 1998,
WILLING et a., 1988) als essentielles Metall fur die Reduktion von Ribonucleotiden zu den
entsprechenden 2"-Deoxyribouncleotiden, die fir DNA-Replikation und damit auch fur die
Zéllproliferation benotigt werden. Es war interessant, die Verbreitung dieses Mangantyps
(Klasse 1V) bel anderen Gram-postiven Bakterien zu ermitteln. Aufgrund der nahen
Verwandtschaft des industriell far die Aminosdureproduktion genutzten Stamms C.
glutamicum mit C. ammoniagenes wurde untersucht. Zunéchst sollten thermosensitive- und
Hydroxyharnstoff sensitive (HU) Klone zur Verwendung fur eine parallel zu dieser Arbeit
beabsichtigten Genklonierung auf einen Defekt in der RRase geprift werden. Nachdem diese
Gene auf anderen Wege erhalten worden waren, wurde diese linie nicht mehr verfolgt. Das
Hauptziel der vorliegenden Arbeit war jetzt die Anreicherung der metallhaltigen-Untereinheit
(CG2-Protein) der RRase aus C. glutamicum, um das vermutete organische Radikal und das
Metallzentrum zu charakterisieren. Daflr standen zu Beginn dieser Arbeit nur sehr geringere
Kenntnisse Uber die Reinigung der Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum zur
Verfigung. Da aber hochgereinigtes Enzym fir eine chemische und physkalische
Charakterisierung benotigt werden, sollte eine Anreicherung durch die Verwendung von
FPLC-Techniken erreicht werden. Die Verfligbarkeit von Sequenzinformationen (siehe oben)
ermdglichte die Synthese von Carboxy-terminalen Heptapeptid der C. glutamicum RRase.
Damit sollte mittels biochemischer Komplementation die Hemmung der Enzym-Aktivitét fur
den Vergleich der RRase von beiden Coryneformen Arten geprift werden. Mit partiell
gereinigtem CG2-Protein sollten die Hinweise auf die Gegenwart eines stabilen freien Radikal
UV/Vis-spektroskopisch gefunden werden. Das partiell gereinigte CG2-Protein sollte ebenfalls
die Gegenwart der Mangan durch die Metallgehaltanalyse mittels | CP-M S-Analyse kléren.
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3. Material und M ethoden

3.1 Chemikalien

Alle Substanzen hatten, soweit nicht anders angegeben, den Reinheitsgrad “p.A* oder “reinst*

oder “fr biochemische Zwecke* und stammen aus den folgenden Firmen.

Amersham Bucher GmbH & Co. KG, Braunschweig

[5-*H]-CDP, Ammonium Salz (0,37-1,1 Thg/mmol, 10-30 Ci/mmol)

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Phosphatase, alkalische

Tris-2-amino-2-(hdroxymethyl)-1, 3-Prppandiol (Tris)

Difco Laboratoiries, Detroit, Mi., USA

Bacto-Agar

Bacto-Y east Extract
Bacto Tryptone
Bacto Y east Extrakt

E. Merck, Darmstadt

Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat; (NH,).SOg
Ammoniumsulfat; (NH,4).SO,
Borsaure; BH30;

Folin Reagenz
Kaliumdihydrogenphosphat; KH,PO,
Kaliumhydrophosphat; K,HPO,
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Natriumchlorid; NaCl

Natriumhydroxid; NaOH
Natriumthiosulfat-Pentahydrat; NaoS,0; 5H,0
Pepton aus Casein

Salzséure; HCI

Silbernitrat; AQNO3

Streptomycinsulfat (Ca1Hz9N7012)2.(H2S0,)3

Pharmacia LKB GmbH, Freiburg

2,5 -ADP-Sepharose 4B

Formaldehyd 35-37% (W/V)

HITrap™ Desalting Columm (Entsalzungsséulen)
hydrophobe | nteraktionschromatographie
Superdex G-200

Superose™ 12

Serva Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg

Acrylamid

Ammoniumpersulfat

Albumin bovine Fraction V, pH 7 (Rinderserumalbumin)
Aldolase (from Rabbit muscle, ca. 9U/mg protein)
Bisacrylamid

Coomassie Blue Brilliant, Serva Blau G 250
Ethidiumbromid

Glycerol (Glycerin)

Glycine, analytical grade; C,HsSO,
Hydroxyharnstoff

[3-L actoglubolin bovine cryst.

Kanamycinsulfat

Nalidixinsaure

2-Mercaptoethanol; C;HsOS



MATERIAL UND METHODEN

24

Rinderserumalbumin

SDS (Natriumdodecylsulfat)
TEMED (N, N, N°, N, -Tetramethylethylendiamin)

Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo., USA (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen)

5’-Cytidindiphosphat

2" -Desoxyadenosin-5"-triphosphat

2 -Desoxycytidin

2" -Desoxycytidin-5"-triphosphat

D,L-Dithiothreitol

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethanesulfonic Acid)

Zinsser Analytic, UK (Frankfurt)
Quicksafe A

Quickszint 501

Quickzint 2000.

L umasafe Plus (Groningen)



MATERIAL UND METHODEN

3.2 Mikroorganismen

Diein der vorliegende Arbeit verwendeten Mikroorganismen und ihre Eingenschaften.

3.2.1 Tabelleverwendete Bakterien und Plasmid

Stamm

genetische Eingenschaften

Herkunft

C. glutamicum

Aminosaure-Produktion

LIEBL & SCHEIN, 1990

ODA1l thermosensitive Mutanten Diese Arbeit

ODA2 nrd® C. glutamicum

ODA3

ODA4

ODAS5, ODAS8 thermosensitive Mutanten

ODAG6

ODA7Y

ODA9

ODA10

ODA11

Escherichia coli K-12: enthalt RP4 Derivat

E. coli S17-1 (chromosomal)
Mobiliserungsstamm
(Donorstamm)
Mobiliserungstamm

Plasmide:

pECM2 PECM2 enthélt JAGER et al., 1992
Kanamycin resistenz

pWCAS5 Kleine Untereinheit der RRase| (OEHLMANN, W., 1998)
von C. ammoniagenes

pWCG6 Grof3e Untereinheit der RRase| (OEHLMANN, W., 1998)

von C. glutamicum
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3.3 M edien und Pufferlésungen

3.3.1 Seed Medium (THALER & DIEKMANN, 1979)

D-Glucose monohydrat 209
Pepton aus Casein 10g
Hefe Extrakt 10g
NaCl 10g

entionisiertes Wasser ad 1000 ml.

Das Seed-Medium wurde mit 2N NaOH auf pH 7,6 eingestellt, fir 15 Minuten (30 Minuten
fur 10 L Fermenter) bel 121 °C autoklaviert. Die Glucose wurde getrennt autoklaviert und
unter sterilen Bedingungen zu den Ubrigen Mediumkomponeten zugegeben. Fur die
Herstellung von Agarplatten wurden 15 g/ Agar (Oxoid) zugefiigt.

3.3.2 LURIA BERTANI (LB-Medium) (MILLER 1972)

Bacto-Tryptone 10,09
Bacto Hefe Extrakt 50 ¢
NaCl 50 ¢

entionisiertes Wasser ad 1000 ml.

Das LB-Medium wurde mit 2N NaOH auf pH 7,6 eingestellt, fur 20 min bei 121°C
autoklaviert (Tecnomara Deutschland GmbH, Fernwald). Fur die Herstellung von LB-

Agarplatten wurde 15 g/L. Agar zugegeben.
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3. 3.3 Elektroporationsmedium fir Corynebakterien (HAYNES, BRITZ, 1989)

Trypton 10,09
Hefe Extrakt 50 g
NaCl 50 g
D-Glucose-Monohydrat 20 g
Glycin 25 % (WIv) (serilefiltriert)
Tweeen 800,1% (WIv) (sterilefiltriert)
| sonicotinsaurehydrazid 1,5 mg/ml (sterilefiltriert)

3.3.4 SOC-Regenerationsmedium (DOWER et al.,1988)

Trypton 2 %

Hefe Extrakt 0,5%

NaCl 10 mM
KCl 2,5mM
MgCl, 6H,0O 10 mM
MgSO, 7H,O 10 mM
Glucose 20 mM

3.3.5 Puffer-Losungen

Das benotigte Wasser wurde in einer Bidestillationsanlage (Typ BD 15, Westdeutsche
Quarzschmelze, Geesthacht) mit entionisiertem Wasser aus einer "E-pure”’-Anlage (Barnstead,

Dubugue, lowa, USA) hergestellt.

85 mM KP Standardpuffer

KH,PO4/K;HPO, 85 mM

DTT 2 mMm
pH 6,6
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85 mM KP Standardpuffer flr permeabilisierten Zellen

KH,PO,/K,;HPO, 85 mM
DTT 2 mM
Sorhitol 0,6 M
pH 6,6
HEPES-Puffer

HEPES 0,1 M
KH,PO,/K,HPO, 85 mM
DTT 2 mM
pH 6,6

20 mM KP Standardpuffer (K P-Puffer)

KH,PO4/K;HPO, 20 mM
DTT 2 mM
PH 6,6

Der Puffer wurde aus den folgenden Teilen zusammen gesetzt

Stammldsung A: 1 M KH,PO, (Wasserfrel)
Stammlésung B: 1 M K;HPO, 3H,0

3. 3.6 Antibiotikazusatz

Der Ansatz und die Lagerung von Antibiotikastammlésungen erfolgte nach Maniatis et al.
1982). Kanamycin und Nalidixinsdure wurden in einer Konzentration von 50 mg/ml in Wasser
gelost. Die vollstandige Lodlichkeit der Nalidixinsdure erfolgt durch Zugabe von einigen
Tropfen NaOH. Die Antibiotika wurden steril filtriert (0,45 pm, Schleicher, Schiill FP0O30/2,
Dassel) und anschliefiend in der entsprechenden Endkonzentration zu dem autoklavierten
Medium zugegeben.
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3.4 M essung von pH-Wert und Trubung

Die potentiometrische Messung des pH-Wertes erfolgte mit einem pH-Meter, Modell pH 522,
mit Einstabmef3kette und Gelfillung, Typ E 50 (Wissenschaftlich Technische Werkstétten,
Wellheim i.0B). Die Tribungsmessungen von Bakteriensuspensionen wurden in einem
Eppendorfphotometer, Typ 1101 M, mit Rechteckblende 1770 (Eppendorf Geratebau
Netheler, Hinz GmbH, Hamburg) bel einer Wellenlange von 578 nm durchgeftihrt. Da die
Tribungsmessung nur in einem engen Bereich proportional zur Bakterien-konzentration ist,
wurden die Proben durch entsprechende Verdiinnungen im Bereiche 0,1-0,3 bestimmt. Eine

mit entsprechendem Medium gefillte Klvette diente as Referenz.

3.5 Die Stammerhaltung

Die Stdmme von C. glutamicum wurden auf Schrégagar-Rohrchen mit Seed-Medium bei 4°C
aufbewahrt und zur Erhaltung alle 6 Wochen tberimpft.

3.6 Anzucht und Zellernte von C. glutamicum

3.6.1 Anzucht in Kolben

3.6. 1.1 Vorkultur

Die Zellen von C. glutamicum wurden vom frischen Schragréhrchen in einem 500 bzw. 100
ml-Erlenmeyerkolben mit einer Schikane im Seed-Medium angeimpft anschlief3end erfolgte
eine Inkubation Uber Nacht bei einer Temperatur von 30°C auf der Rundschittelmaschine
(Typ RC 106, Infors AG, Basel,Schweiz) bel 120 Upm.

3.6. 1. 2 Vorkultur

Aus der Ubernachtkultur (UK) wurden die Zellen von C. glutamicum mit einer Start ODszgnm
von 0,5 in 500 bzw. 100 ml-Erlenmeyerkolben mit einer Schikane im Seed-Medium Gberimpft,

die Inkubation erfolgte fur 12 Stunden bel einer Temperatur von 30°C. Das Wachstum wurde

durch die Tribungsmessungen kontrolliert.
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3. 6. 2. Anzucht im Fermenter

Die Zellanzucht von C. glutamicum im Fermenter des Typs MF-14 (kompaktssystem von New
Brunswick Scientific Co., Inc., New Brunswick, NJ, USA) wurde aus der zweiten Vorkultur in
10 L Seed-Medium mit einer ODs7zgnm VOn 0,15. Als Antischaummittel wurde 0,5 ml
Desmophen 3600 (Bayer) 1:1 in Ethanol zugegeben. Die Inkubation erfolgte bel einer
Temperatur von 30°C und mit 4 L Luft/min bel 250 Upm. Die Zellen wurden nach 10 Stunden
Wachstum geerntet.

3.6.3 Zdlernte

Die Zdlernte von C. glutamicum erfolgte in der spétlogarithmischen Wachstumsphase bei
einer Temperatur von 4°C, dazu wurde Eisgranulat (aus entmineralisiertem Wasser) mit
flussigem Stickstoff gemischt. Die Zellsuspension wurde enthommen und anschlief3end in einer
Kuhlzentrifuge Cryofuge 6-6 (Heraeus Christ GmbH, Osterode) bei 3500 Upm fir 30 Minuten
und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in kaltem 85 mM KP-Puffer (pH 6,6) resuspendiert,
anschlieBend in einer Kihlzentrifuge (Sorval RC-5C, Du Pont De Nemours GmbH,
Deutschland) bei 7500 UPM und 4°C fur 20 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wurde danach
schnell in flussgem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Aus einem 10L-

Fermenter wurden mehr as 100 g Zellen gewonnen.

3.7 Permeabiliserung der Zellen

Sowohl Wildtypzellen C. glutamicum als auch die thermosensitiven Mutanten wurden nach der
Vorschrift von LUO (1994) permeabilisiert. Die Zellen wurden mit kaltem 85 mM KP-Puffer
(pH 7,2), 0,6 M Sorbitol zur Entfernung des Bestandteils des Mediums gewaschen und
anschlief3end auf eine ODs7gnm VON 50 eingestellt. Die Zellen wurden in FEP-ROhrchen aus
Teflon (Fluorinated ethylene propylene, Nalge Company, N. Y., USA) geflullt und mit
Diethylether (1:1, V/V) gemischt, anschlief3end eine Minute in der Hand leicht geschiittelt. Der
organische Uberstand wurde schnell abpippetiert und die permeabilisierten Zellen zweimal mit
85 mM KP-Puffer (pH 7,2), 2 mM DTT und 0,6 M Sorbitol gewaschen und auf eine ODs7gnm
von 25 gebracht, schnell in fliissigem Stickstoff eingefroren und bel -80°C aufbewahrt.
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3.8 Ribonucleotid-Reduktase-Aktivitatstest

Die gesamte Aktivitatsbestimmung erfolgte in 1,5 mil-Eppendorf-Gefél3en (safe-Lock,
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) nach der Vorschrift von LUO (1994). Der
Standardtest fur die Bestimmung der RRase-Aktivitat sowohl mit permeabilisierten Zellen als
auch mit angereicherter Mn-RRase enthielt in 85 mM KP-Puffer (pH 6,6) die folgenden
Substanzen (Endkonzentration):

CDP als Substrat :

DTT 6 mM

MgCL, 1 mM

dATP 50 pm

[5-*H]-CDP 0,25 UCi (spez. Aktivitat 10-30 Ci/nmol)
CDP 25 uM

GDP als Substrat :

DTT 6 mM

MgCl, 1 mM

dTTP 0,5 mM

[5-*H]-GDP 0,25 pCi(spez. Aktivitét 10-15 Ci/nmol)
GDP 25 uM

Praktisch wurde ein Stammldsung (Testmix) aus folgenden Komponenten zusammengesetzt
und anschlief3end bei -20 °C aufbewéhrt.

CDP als Substrat

120 mM DTT 5

20mM MgCl, 5 u

1 mM dATP 5 u
[5-*H]-CDP 1,25ul (0,25 uCi)

1 mM CDP 25ul
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GDP als Substrat

120 mM DTT 5 ul

10 mM dTTP 5 pL

20mM MgCl, 5 u
[5-*H]-GDP 1,25pl (0,25uCi)
1mM GDP 2,5 ul

Bevor der Testmix angesetzt wurde das [5-°H]-GDP im Vakuum von Ethanol befreit. Fiir eine
Messung einer geringren Enzymmenge wurde die Substratkonzentration auf 12,5 uM(1,25
nmol CDP) verringert oder kein ,Kaltes* CDP zugefigt, um noch mefdbare Umsdtze zu
erhalten. Fir den Leerwert wurde die Enzymldsung vor dem Test 3 Minuten gekocht oder der

Puffer eingesetzt.

3.8.1 Nachwesder RRase-Aktivitat

Zum Nachweis fur Ribonucleotid-Reduktase-Aktivitat wurde eine untersuchende Enzymlésung
auf 100 pl Testvolumen bel einer Temperatur von 2°C (Eiskuhlung) im Eppendorf-Reaktions-

gefald gestellt und das fehlende Differenzvolumen zuvor durch 85 mM Kp-Puffer (pH 6,6)
vervollstandigt wurde. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Testmix gestartet. Die
GeféRe wurden durch Whirltex grindlich gemischt und die Inkubation im Eppendorf-
Thermostat 5320 erfolgte bei 30°C fir 20 Minuten, die Reaktion wurde anschlief3end durch 3
Minuten Kochen gestoppt und anschlief3end sofort im Eisbad gekihit. Danach wurden 10 pl
Pronaselosung (25 pg/10 ul Standardpuffer, von Streptomyces griseus, Boehringer)
zugegeben, grundlich durchgemischt und die Inkubation erfolgte fur 90 Minuten bei 37°C, um
hitzestabile, (Nebenreaktion) Nucleotid N-glycosidase zu inaktivieren, die die unerwiinschte
Zucker-Basenspaltung verusachen. Die Reaktion wurde durch dreiminutiges Kochen gestoppt
und anschlieffend im Eisbad gekthlt. Zum Abbau von Nucleotiden zu Nucleosiden wurde
danach 10 pl 1,5 M Trig/HCI-Puffer pH 9,9 und 4 pl alkalische Phosphatase zugegeben und fur
90 Minuten bei 37°C inkubiert. Vor der HPLC-Trennung wurde die Testmischung fur 10 min

abzentrifugiert.
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3. 8.2 Biochemische Komplementationstest der Untereinheiten der Ribonucleotid-
Reduktase

Zum Nachweis fur Ribonucleotid-Reduktase-Aktivitdt durch den Komplementationstest
wurden die Untereinheiten bei einer Temperatur von 2°C (Eiskihlung) im Eppendorf-
Reaktionsgefald miteinander kombiniert und das fehlende Differenzvolumen zuvor durch 85
mM (pH 6,6) Kp-Puffer vervollstandigt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Testmix
gestartet.

3.8.3 Nachweisder RRase-Aktivitat mit C-terminalem Heptapeptid

Ein Heptapeptid, das das C-terminale Ende des CG2-Proteins von C. glutamicum entspricht,
wurde von der Firma SYNTEM (Nimes, Frankreich) hergestellt. Fir Enzymtest wurde ein
Heptapeptid zu der grol3en Untereinheit CG1-Protein zugegeben, anschlief3end erfolgte eine
Inkubation fUr 10 Minuten bei einer Temperatur von 0°C. Danach wurde das CG1-Protein mit
der kleinen Untereinheit CG2-Protein fur 10 Minuten bel 0 °C komplementiert und das
fehlende Differenzvolumen zuvor durch 85 mM (pH 6,6) Kp-Puffer vervollstandigt. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von Testmix gestartet.

3.8.4 Trennung des Ribonucleotid-Deoxyribonucleosdgemisches durch HPLC

Zur Trennung des im RRase-Test auftretetenden Nucleosidgemisches wurde das “Isocratic
Liguidchromatographie® System 330 der Firma Beckmann verwendet (Kolbenpumpen 110 A,
System Controller 420). Daran angeschlossen waren der variable Wavelengh Monitor, der
ASI 120 Autosampler und der High Temperatur Oven von Knauer sowie der Fraktionssamler
Frac 100 von Pharmacia und der D-2000 Chomato-Integrator von Merck.

Die Trennung erfolgte mit einer 300 x 4 mm Saule mit dem Anionaustauscher EUROKat H
von Knauer Saulentechnik (BERLIN) bei 37°C und einer 30 x 4 mm Vorsaule mit gleichen
Material. Die Trennung erfolgte bel 37°C und die Aufnahme des Elutionsdiagrammes bel 254
nm. EUROKat ist ein sulfoniertes, quervernetzes Styrol/Divinylbenzol-Copolymer in der
ionischen H-form mit einer typischen PartikelgréfRe von 10 um. Die Trennung erfolgte nach
dem Prinzip der Anionenaustausch-chromatographie in einem Boratpuffer , wobei die polaren

Hydroxylgruppen komplexiert werden und die Retardierung an dem Saulenmaterial durch



MATERIAL UND METHODEN 34

hydophobe Wechsaelwirkung kommt. Mit Boratpuffer komplexierte Ribonucleotide (Reste von
Substrat, welche nicht durch alkalische-Phosphatase gespalten wurde) und Ribonucleoside
(dephosphoryliertes Substrat) werden als Anionen ohne grol3e Verzogerung eluiert, wahrend
neutrale Deoxyribonucleoside (Produkt) und auch Nucleobasen (Purine und Pyrimidine als
Folge der Nebenreaktion) auf der Saule zurlickgehalten werden (Retardierung Uberwiegend
durch hydrophobe Wechselwirkungen).

Trennbedingungen fur Standardtests:

Puffer 0,1 M Borat/NHs, pH 8,0
FluRrate: 0,5 ml/min

CDP: Fraktionierung:

Die Gesamtdauer einer Trennung betrug 60 min und setzte sich wie folgt zusammen:

1. Fraktion (1,6-9,6 Minuten) CDP und Cytidin

2. Fraktion (9,6-17,6 Minuten) 2-d-Cytidin(Produktfraktion)
3. Fraktion (17,6-25,6 Minuten) Cytosin (Nebenfraktion)

4. Fraktion (25,6-33,6 Minuten) Nachlauf (Kontrolle)

GDP: Fraktionierung:

Die Gesamtdauer einer Trennung betrug 60 min und setzte sich wie folgt zusammen:

1. Fraktion (0,25-14,5 Minuten) GDP und Guanosin;

2. Fraktion (14,5-17 Minuten) Zwischenfraktion;

3. Fraktion (17-29  Minuten) d-Guanosin;

4. Fraktion (29-41  Minuten) Guanin

Der Fraktionsammler, UV-Detektor und “Chromato-Intergrator” werden gleichzeitig mit dem
System Kontroller Modell 420 gesteuert. Der Autosampler wiederum kontrolliert den
Kontroller. Anhand der Kapazitét des Fraktionsammlers lassen sich nur 11 Proben tber Nacht

getrennt werden. Die Radioaktivitdtsmenge der einzelnen Fraktionen wird nach der Zugabe
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von 10 ml Scintillationscocktail (Quicksafe A oder Quickzint 2000) im Flissigkeits-
zintillatioszahler bestimmt. Zur Auswertung des Testes werden die direkt gemessenen DPM-
werte der gesammelten Fraktionen zu Grunde gelegt. Der Leerwert wurde abgezogen. Die
Summe der Radioaktivitét aller getrennten Fraktionen eins Test-Aliquots (10ul) wurde gleich
100% gesetzt und darauf der Prozentsatz der Radioaktivitét in der Deoxyribonucleosid-
haltigen Fraktion berechnet. Dieser Prozentsatz ergab, mit der eingesetzten Substratmenge
multipliziert, den absoluten Umsatz pro Test. Fir die Angabe der spezifischen Enzymaktivitét
wurde dieser Umsatz auf eine Zeit von 1 Stunde und eine Proteinmenge von 1 mg ( oder 10™

Zellen) im Test bezogen : Die Angaben erfolgte in (nmol/mgh).

3.9 Zdlaufschlufld

Alle biochemischen Arbeiten wurden , wenn nicht anders vermerkt, bel 4°C durchgeftihrt. Als
Standardpuffer wurde 85 mM KP-Puffer (pH 6,6) mit 2 mM DTT verwendet. Fir den
Zellaufschlul? wurde Zellmaterial (in Puffer gewaschene , frische oder eingefrorene Zellen) in
eiskaltem HEPES-Puffer aufgenommen (1g Zdlen/1,5ml 0,1 M HEPES-Puffer, mit 2 mM
DTT, pH 6,6). Die Proben werden in NaCl-Eiswasserbad gekihlt, wodurch bei
Ultraschallbehandlung eine maximale Temperatur von 6°C nicht Uberschritten wird. Die
Zellsuspension wurden durch finfmal 30 Sekunden, mit 1 min Unterbrechung, mit Ultraschall
(Branson Sonifier B-12, Mikrospitze bei 70 Watt) vorbehandelt und anschlief3end nach
zweimaliger Passage in einer auf 4 °C vorgekthlen French-Press (French Pressure Cell Press

mit 20KManuel-Fill Cell, SLM Instruments Inc., Urbana IL, USA) be enem
Kammerinnendruck von 1000-1300 psi aufgeschlossen. Der Erfolg des Zellaufschlusses wurde
durch eine Proteinbestimmung nach (Kap. 3. 11) kontrolliert. Anschlief}end erfolgte eine
Abzentrifugation beoi 19000 UPM fiir 30 min, um der Zellfreie Uberstand als Roheextrakt fiir

die weitere Reinigung anzuwenden.

3.10 Proteinreinigungmethoden

3.11 Proteinbestimmungin Zellfreien Extrakten
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3.11. 1 Bradford Methode

Zur Bestimmung von lodlichen Proteine nach BRADFORD (1976) wurde folgendes Reagenz
angesetzt.

Das Bradford-Reagenz setzte sich wie folgt zusammen:

100 mg Coomeassie Brillant Blue G-250 (Sigma) wurden in 50 ml absol. Ethanol gelost,
daraufhin 100 ml 85%ige Phospharsdure zugegeben und auf 1 Liter Endvolumen mit
bidestilliertem Wasser aufgefiillt. Fur die Proteinbestimmungen aus Zellextrakten wurde die
0,1 ml Proteinldsung mit 5 ml Bradfordreagenz gemischt, 2 min bei Raumtemperatur inkubiert
und die Extinktion bei 595nm bestimmt. Als Standard-Proteinlésung diente
Rinderserumalbumin-Stammlosung mit einer Konzentration von 1 mg BSA Mililiter
bidetilliertem Wasser. Die Proteinkonzentrationen der Proben ergeben sich anhand einer

Eichreihe von BSA (einer von 0,1-1 mg/ml).

3.11. 2 Lowry Methode

Zur Bestimmung der [6dlichen Proteine nach LOWRY (1951) muf3te folgenden Losungen wie
folgt zusammengesetzt.

Die Lowry LAsungen wurden wie folgt zusammengesetzt:

Lésung I :10 g N&CO3in 100 ml 0,5M NaOH (2 mg/100 ml).

Loésung 1T :0,59 CuSose 7 H,Oin 100 ml 1 % (w/v) iger Nag Citrat e 2 H,O
Folin Reagenz

Losung 111 : 10 TeileLOosung I + 1 Teil Losung I1

Losung IV : 10 Teile A.bidist + 1 tell Folin-Reagenz.

Fur die Proteinbestimmung der Proben wurden 200 pl Losung II1 zu 200 pl Proteinlésung
zugegeben,anschlief3end nach intensivem Mischen erfolgte die Inkubation fir 10 Minuten bei
der Raumtemperatur. Danach wurden 600 pl Lésung 1V zugefugt und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion wurde in einem Pharmacia-Photometer bei einer
Wellenlange von 540 nm in Mikrokivette gegen entsprechenden Blindwert gemessen. Die

Probe sollte eine Proteinkonzentration zwischen 50-300 g Protein pro ml haben.
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Ab. 8.: Eine Kalibrierungsgerade fur die Standard-Proteinbestimmung nach der

Methode von Lowry.
3.12 Fallungen

3.12. 1 Streptomycinsulfat-Fallung

Der zellfreie Rohextrakt wurde mit einer Streptomycinsulfat-Stammlosung (20%ige in
Standard-Puffer) innerhalb von 30 Minuten unter Ruhren bis zur Endkonzentration von 1,5 %
tropfenweise zugegeben und anschlief3end weitere 30 min  nachgerdhrt. Dann wurde das
ausgefallene Material fur 20 min bei 19000 UPM (Sorvall SS34-Rotor) zentrifugiert, der

Uberstand zur weiteren Reinigung verwendet und das Pellet verworfen oder ggf. zur Kontrolle

in Standard-Puffer gel0st und getestet.
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3.12. 2 Ammoniumsulfat-Fallung

Es wurde eine fraktionierte Ammoniumsulfat-Féllung in den Bereichen 0-40% und 40-60%-
Séttigung durchgefihrt. Die Salzzugabe erfolgte auf Eis in einem Zeitraum von jeweils 30
Minuten. Um die Féllung zu vervollsténdigen wurde 30 Minuten nachgerthrt. Nach jedem
Falungsschritt schlofd sich eine Zentrifugation fur 30 Minuten bei 19000 UPM und bei 4°C.
Die Ribonucleotid-Reduktase wurde in der 40-60%ige-Fraktion nach der Zentrifugation
gewonnen. Die Proteinpellets wurden in 2-4 ml des Standardpuffers aufgenommem und vor
ihrer Verwendung im Enzymtest zweimal eine Stunde (mit Pufferwechsel) gegen jewells einen
Liter 85 mM KP-Puffer(pH 6,6) und 2mM DTT, bei 4°C dialysiert.

3.13 Dialyse

Es wurden Dialyseschlauche (Visking 20/32, & 16 mm) der Firma Serva (Heidelberg)
verwendet. Die Dialyseschldusche wurden vor Gebrauch zundchst 30 Minuten in einem Liter
bidegtillierten Wasser mit 5 mM EDTA gekocht, danach mit bidest. Wasser gespuilt und in
einem Liter bidestillierten Wasser fur weitere 30 Minuten gekocht und noch mehrmals
nachgesptilt, die Lagerung erfoglte bel 4°C. Die Proteinlésung wurden zur Abtrennung der
Salze und niedermolekularer Verunreinigungen gegen Standard-Puffer zwel Stunden bei 4°C

dialysiert.

3.14 Konzentrierung der Proteinein der GenVac

Das Protenmaterial mit ener geringeren Konzentration wurde stets in "GenVac"
(Vakuumpumpe Gene Vac CVP MK 1V 100 mit Spinfreezer SF 50 von Biometra (Goéttingen)
konzentriert, um der Verlust an der RRase-Aktivitét zu verhindern. Vor der Konzentrierung

der Proteine wurde der Deckel des Eppendorfes durchgeldchert.
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3.15 Chromatographie M ethoden

3. 15. 1 Hydrophaobe I nteraktionschromatographie

Fur die hydrophobe Interaktionschromatographie wurde eine Phenyl-Superose-Saule HR 5/5-
Séaule verwendet. Diese Saule sollte fur die Suche sowohl nach dem CG2-Protein als auch
CG1-Protein aus C. glutamicum angewandt werden. Fur die Hydrophobe Interaktions-
chromatographie wurde die Proteinlosung direkt vor der Probenaufgabe mit 3 M
Ammoniumsulfat in 85 mM KP-Puffer (pH 6,6), 2 mM DTT auf 1,5 M eingestellt. Wahrend
der Reinigung der Proteine wurde die Ammoniumsulfat-konzentration des Laufpuffers 85 mM
Kp-Puffer (pH 6,6) und 2 mM DTT von Anfang 1,5 M auf 0 M gesenkt. Die Proteine wurden
durch die hohen Salzkonzentration an die Sdulenmaterial gebunden. Die gebundenen Proteine
wurden anhand der Erniedrigung der Salzkonzentration eluiert. Bei der Verwendung der
analytische Phenyl-Superose-Saule (HR 5/5-Saule) wurde die maximale aufgetragene
Proteinmenge von 10 mg bei einer FulRrate von 0,25 mi/min in 1 ml Fraktionen aufgefangen.
Ein Gegendruck von 1,5 Mpa darf nicht Gberschritten. Die Salzkonzentration wurde wahrend
12 ml auf null gesenkt. Die aufgefangenen Fraktionen wurden zweimal 1 Stunde gegen 20 mM
KP-Puffer, pH 6,6 und 2 mM DTT bei 4°C dialysiert und anschlief3end in GenV Ac auf vierfach

konzentriert.

3. 15. 2 Gdfiltration mit Superdex G-200

Die Superdex G-200 eignet dch for die Trennung von Proteine nach der
MolekulargewichtgrofRe (10-600 kDa). Vor der Reinigung der Proteine sollte die Saule
mindestens Uber 2 Volumina mit 85 mM KP-Puffer, pH 6,6 und 2 mM DTT equilibrieren. Bei
der Verwendung der Superdex G-200 Saule wurde die maximale aufgetragenen Proteine von
200 mg bei einer Fulrate von 0,8 mi/min (48 mi/min) in 2 ml Fraktionen aufgefangen. Ein
Gegendruck von 1 Mpawird nicht tGberschritten. Die Empfindlichkeit des UV-Monitors wurde
auf 2.0 eingestellt. Die gesamten Fraktionen wurden im flussigem Stickstoff schnell eingefroren
und bei -80°C aufbewahrt.
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3. 14. 3 Gdfiltration an einer Superose™12-Saule

Fir eine analytische Gelfiltration wurde eine Superose™12-Saule verwendet. Diese Séule
umfaldt ein Volumen von 23,56 ml und eignet sich fur die Trennung von Proteine der
MolekulargewichtgréRe (10°-310° kDa). Vor der Reinigung der Proteine sollten die Séule
mindestens tber 2 Volumina mit 85 mM KP-Puffer , pH 6,6 und 2 mM DTT equilibrieren. Bei
der Verwendung der Superose™12-Séaule HR 10%30 (Pharmacia, 1991) wurde die maximale
aufgetragenen Proteine von 20 mg bel einer Flurate von 0,3 ml/min (18ml/min) in 900 pl
Fraktionen aufgefangen. Die gesamten Fraktionen wurden im flissigem Stickstoff schnell
eingefroren und bel -80°C aufbewahrt.

3.16  Polyacrylamidgelelectrophorese der [6slichen Zelproteine

SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Diskontinuierliche SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (1973) durchgefiihrt.
Die Trennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen aufgrund der
unterschiedlichen Ladung und der Molekilargewicht. Die Konzentration des Acrylamides des
Trenngels betrug 16%. Fir en groRes Trenngel wurden folgenden Losungen

zusammengesetzt und anschlief3end unter Vakuum fir 10 min in einer Saugflasche entgast:

Acrylamid  30% 20 ml
Bisacrylamid 1% 275 ml
1M Trig/Hcl pH 8,7 145 ml
20 % SDS 0,1875 ml
Amoniumpersulfat 0,1875 mi

Fur die Polymerisation wurden 0,0325 ml TEMED zugegeben und anschlief3end in der
vorbereiten Gelplatte der GrofRe 160 X 180 X 1 mm gefillt. Die Losung wurde mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt und

danach das Sammelgel zugegossen.
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Der Sammelgel wurde wie folgt angesetzt:

30 % Acryalamid 1,67 ml
1 % Bisacrylamid 1,30 mi
0,25M TrigHcl,pH 6,8 50 ml
20% SDS 0,05 mi
H,O bidist 1,95 mi
Ammoniumpersulfat 0,05 ml
TEMED 0,01 ml

Der Probenkamm wurde sofort im Sammelgel eingefiihrt. Nach etwa 10 min ist das Sammelgel
auspolymerisiert. Beriicksichtigt werden mul3, dal3 das Gel vor der Anwendung in die geflllte
Doppelkammer mit Laufpuffer gesetzt wurde, indem die Luftblassen entfernt werden.

Laufpuffer SDS-PAGE

Der Laufpuffer wurdein 1 Liter H,O piges. Wie folgt angesetzt:

Tris 12,129
Glycin 752 ¢
SDS 1,00 g

Die Proben wurden fur die Silberfarbung auf eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml
eingestellt. Je 30 ul dieser Losung wurden in einem Eppendorf-Reaktionsgefald mit 10 pl
Probenaufnahmepuffers (PAP)fUr SDS-PAGE versetzt und fir 10 min gekocht, 5 min auf Eis
gekuhlt, anschlief3end erfolgte eine Abzentrifugation fur eine Minute. Als Molekulargewichts-
standard wird der Elektrophorese Standard Kit (Pharmacia-Freiburg) eingesetzt:

Phosphorylase b 94 kDa
Rinderserumalbumin 67 kDa
Ovabumin 43,0 kDa
Carboanhydrase 30,0 kDa

Trypsin-Inhibitor aus Sojabohnen 20,1 kDa
oc-Lactalbumin 144 kDa
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Mit der Pipette wurden 50 ul der Proben in die Taschen eingesetzt. Die Stromstarke wurde
von 20 mA auf 40 mA erhdht wenn das Trenngel erreicht wird. Wenn die Bromo-
phenolblaubande das untere Gelende erreicht, wird der Stromfluf ausgeschaltet und das Gel
aus der Platten gelot.

3.16.1 Coomassie-Féarbung

Das Gel wurde nach der Elektrophorese in einer Losung von 25% Methanol, 10 % Essigsaure
und 0,1 % Coomassie Brillant Blue G-250 (Serva) fur eine Stunde fixiert und geférbt. Das Gel
wurde in einer LAsung aus 25 % Methanol und 10 % Essigsdure entfarbt. Die Nachweisgrenze
fur die Coomassie-Farbung liegt im Bereich von 0,1 bis 2 ug Protein pro Bande.

3.16. 2 Silberfarbung ( Nach BIUM et al., 1987)

Fur die Durchfiihrung wurden folgenden Ldsungen immer frisch angesetzt:

Losung 1 50 % Methanol
12 % Essigsdure
0,5ml Formalin (37%)
Ldsung 2: 50 % Ethanol
Ldsung 3: 30 % Ethanol
Ldsung 4: NaS0s. 5 H,0 0,2 ¢l
Ldsung 5: AgNO; 2,00 g/l
37 % Formaldehyd 0,75 ml
L dsung 6: NaCOs 60,00 g/l
37 % Formaldehyd 05 ml

N&S,0s. 5 H,0 4,00 mg/l
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Ldsung 7: 10% Methanol

12 % Essigsdure

Das Gel wurde Uber Nacht auf einer Schittelmachine Cellosha (Renner, Darmstadt) mit 40
Schtiben pro Minuten fixiert. Anschlief3end wurde das Gel 40 Minuten in Losung 2 und 20 min
in Lésung 3 gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation fir eine Minute in Losung 4. Das Gel
wurde 3 mal fur 20 Seconden geschwenkt. Danach wurde das gewaschene Gel mit Ldsung 5
fur 20 min impragniert. Anschliel3end erfolgte ein neues zweimalige Waschen fir 20 sec in
Wasser und danach wurde in LAsung 6 solange entwickelt bis die Proteinbanden sichtbar sind.

Die Reaktion wurde fir 10 Minuten durch Losung 7 gestoppt. Vor dem Trocknen wurde das
Gel noch 2 mal fir 5 Minuten mit Wasser gewaschen, um die Lésung 7 zu entfernen. Das Gel
wurde anschlief3end photographiert und auf Flie3papier eine Stunde unter Vakuum mit dem
Geltrockner Typ VSGE 300-400 (Biometra, Gottingen) getrocknet. Alle Fixier und

Farbeschritte wurden in kleinen Entwickler-wannen durchgeftihrt.

3.17 UV/Vis-Spektroskopie

Fur die UV /Vis-Spektroskopie wurde das Uvicon 930-Spektrometer (Kontron) verwendet und
die Spektren in einem Bereich von 300-800 nm genommen. Fir die UV/Vis-Spektroskopie
wurden die CG2-Proteine aus der Gelfiltration mit Superdex G-200 nach dem konzentrieren in
der Amicon Zellen und der 85 mM Kp-Puffer, pH 6,6 mit 2 mM DTT (Leerwert)
aufgenommen und in eine Halbmikrokvette aus Quartz im Photometer mit Wasser bel einer
Temperatur von 8°C (externes Wasserbad mit Umwalzpumpe) gekihlt, anschlief3end in das
Mef3gerdt gegeben. Das konzentrierte CG2-Protein wurde danach mit 20 mM
Hydroxyharnstoff fir 10 min auf Eis inkubiert und anschlief}end fur die UV-Messung
eingesetzt.

3.18 ICP-MS-Spektroskopie

Die ICP-MS-Analyse wurden im Institut fir anorganische Chemie der Universitét Hannover
durchgefihrt, in dem das Mef3gerét VG Plasmsguad PQ2 Turbo zur Verfligung stand. Die
Messung erfordert keine besondere Vorbereitung der Probe. Die Metallanalyse des gereinigten
Proteins mittels préparative Gelfiltration wurden mit derGraphitrohrmethode durchgefihrt.
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Dafir wurden 100 pl der Probe in das Graphitrohr einpepettiert und mit den fogenden

Temperaturen verdampft.
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4.1 Charakteriserung von Mutanten aus C. glutamicum mit veranderter RRase

4.11 Screening von Klonen aus C. glutamicum auf Thermosenstivitat der
Ribonucleotid-Reduktion

Am Anfang dieser Arbeit stand die Gewinnung von Mutanten mit defekter Ribonucleotid-
Reduktase aus C. glutamicum. Daflir waren 11 Klone mit einem madglichen Defekt der
Ribonucleotid-Reduktase von W., OEHLMANN zur Verfligung gestellt worden, die nach der
Vorschrift LUO (1994) isoliert. Die Klone waren auf erhdhte Temperaturempfindlichkeit bzw.
HU-Sensitivitdt selektiert worden. Aus der phanotypischen Vorprifung hatten sich zwei
Kategorien von verdéchtigen Klonen ergeben:1) Die thermosensitiven Klone ODA1-ODAG,
die bei 27°C aber nicht bei 37°C wuchsen, die HU-sensitiven Klone ODA7-ODA11, die anders
als der Wildtyp, schon bei einer Konzentration von 1 mM Hydroxyharnstoff empfindlich sind
(W. OEHLMANN, personliche Mitteilung). Mit der Erwartung, dal3 auch die zweite Kategorie
der Klone ODA7-ODA11 thermosensitiv ist (Kap. 2), konnte auf die Thermosensitivitat
untersucht werden. Aufgrund der Verwandtschaft zwischen C. glutamicum und C.
ammoniagenes wurde C. glutamicum fUr die Charakterisierung der isolierten Klone ODA1-
ODA11 as Wildtyp vorgenommen. Fur ein erstes Screening wurden der Wildtyp und die
zweite Kategorien der Klone auf die Thermosensitivitét geprift. Dafr wurden die Zellen im
Seed-Medium bel 27°C bis zur spétlogarithmischen Phase angezogen und anschlief3end eine
weitere Stunde bei 37°C inkubiert, ein Enzymtest mit permeabiliserten Zellen durchgefuhrt.
Das Screening der ersten Kategorie zeigt eine sehr geringe RRase-Aktivitat sowohl bei 27°C
als auch nach der Erhdhung der Temperatur bel 37°C der Klone ODA1, ODA2, ODA3, ODA4
im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 9), so dal3 sie nicht als thermosensitive Mutante betrachtet
werden kann. Die RRase-Aktivitét des Klons ODAS betrégt die Halfte des Wildtyps sowohl

bel 27°C asauch bei 37°C und kann sie als thermosensitive M utante bezeichnet werden. Die
Untersuchung auf die Thermosensitivitét der RRase-Aktivitéat der zweiten Kategorie der Klone
im Vergleich zum Wildtyp zeigte eine hohere Aktivitdt sowohl bei 37°C als bei 27°C von den
Klone ODA8, ODAO. Im Unterschied dazu wiesen die Klone ODA7, ODA10 die Hélfte der
RRase-Aktivitat vom Wildtyp sowohl bei 27°C as auch bei 37°C auf.



ERGEBNISSE 46

12

-
o

Umsatz CDP [nmol/h]
oo

Abb. 9:

B RRase-Aktivitét bei 27°C
£ RRase-AKtivitét bei 37°C

1l

E

R163 I

opa7 M
opa1o M

oDA6 MU

ODA1
ODA2
ODA3
ODAS8
ODA9

§ opaa NI

Screening der Klone aus C. glutamicum auf Defekte in der Mn-Ribonucleotid-
Reduktase, angegeben als Gesamtaktivitét bei 27°C, 37°C in nmolh™* pro 3x10°
Zellen. Test fiir 20 min, pH 7,2 mit [5-°H]-CDP (0,25 uCi) als Substrat.
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Beziiglich des unterschiedlichen Verhaltens von Klonen im Vergleich zum Wildtyp war die
Ermittlung des Temperaturoptimums vom Wildtyp und eine zweite Vorprifung der Klone
ODA5, ODA7, ODA8 ODA10 notwendig. Dafiir sollte eine Ribonucleotid-Reduktion sowohl
vom Wildtyp als auch von den obengenannten vorgepriiften Klone flr einen Enzymtest bel
verschiedenen Temperaturen (27, 30, 33, 35, 37°C) durchgeftihrt werden. Die maximale
Aktivitdt des Klons ODA5 (0,197 nmol/h) wurde schon bei der ersten untersuchten
Temperatur 27°C erzielt (Abb. 10). Danach hat sich die Aktivitédt um das vierfache bel dem
Temperaturoptimum des Wildtyps, das bel 30°C liegt, verringert, wahrend bel den Ubrigen
untersuchten Temperaturen nur geringere Aktivitét festgestellt werden konnte. Die Abbildung
11 zeigt die Aktivitét der Ribonucleotid-Reduktion der Klone ODA7, ODA8 und ODA10. Der
Klon ODA10 wies eine vergleichbare Aktivitét bel den untersuchten Temperaturen wie der
Wildtyp auf. Die Aktivitét des Klons ODAS ist bei der ersten untersuchten Temperatur 27°C
hoher, bel 30°C ging die Aktivitéat auf die Halfte zuriick und bei den Ubrigen untersuchten
Temperaturen hat sie stark im Vergleich zum Wildtyp abgenommen, so dal3 sie as mittelere
thermosensitive Mutante betrachtet werden kann. Die Aktivitét des Klons ODA7 ist bei 27°C
maximal wahrend bei den Ubrigen untersuchten Temperaturen nur eine geringere Abnahme der
Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden konnte. Trotz der unerwinschten
geringeren RRase-Aktivitéat von C. glutamicum nach einer Stunde Inkubation bei 37°C (Abb.
9) hat sich ergeben, dal3 die Klone ODA7, ODA10 keine thermosensitive Mutanten sind,
wéhrend die Klone ODAS5, ODAS8 als thermosensitive M utanten betrachtet werden konnen.
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Vergleich der Temperaturabhéngigkeit der Ribonucleotid-Reduktion von C.
glutamicum (e—e) und dem Klon ODAS5 (»—), angegeben als Gesamt-

aktivitét in nmol'h®* pro 3x10° Zellen. Test fiir 20 min mit [5-*H]-CDP (0,25
MCi) als Substrat.
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Abb. 11: Vergleich der Temperaturabhangigkeit der Ribonucleotid-Reduktion von C.
glutamicum (a—a) und der Klone ODA7 (e—e), ODAS8 (v—v), ODA10
(m—m), angegeben als Gesamtaktivitét in nmol'h™ pro 3x10° Zellen. Test fiir 20
min mit [5-H]-CDP (0,25 pCi) als Substrat.
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4. 1. 2 Sendtivitéat von thermosensitiven Mutanten aus C. glutamicum gegentiber

Hydroxyharnstoff und p-Methoxyphenol im Vergleich mit dem Wildtyp

Fur eine weitere Charakterisierung der thermosensitiven Mutanten ODAS5, ODAS8 sollte die
Ribonucleotid-Reduktion sowohl gegeniber Hydroxyharnstoff als auch gegen p-
Methoxyphenol geprift werden. Fur die Ermittlung der Ribonucleotid-Reduktion der
thermosengitiven Mutanten ODA5, ODA8 im Vergleich zum Wildtyp wurden die
permeabiliserten Zellen mit steigenden Konzentrationen von Hydroxyharnstoff (1-5 mM)
behandelt, fir einen Enzymtest eingesetzt. Die Abbildung 12 zeigt, dal3 die thermosensitive
Mutante ODAS5 im Gegenwart von Hydroxyharnstoff keinen Unterschied der
Aktivitdtshemmung im Vergleich zum Wildtyp aufwies. Der Iso-Wert des Wildtyps betrégt 2,7
mM, wéhrend er bei der Mutante ODAS5 um 2,2 mM liegt, so dal3 diese nicht als HU-sensitive
Mutante betrachtet werden kann. Damit ist Mutante ODA8 wenig empfindlich gegenUber
Hydroxyharnstoff im Vergleich zum Wildtyp. Die Hemmung der Ribonucleotid-Reduktion
sowohl vom Wildtyp als auch von den bisher vorgepriften Mutante ODAS, ODAS8 konnte
durch steigenden Konzentrationen von p-Methoxyphenol (1-5 mM) gezeigt werden (Abb. 13),
wobel die Mutanten ODAS5, ODAS8 ein dhnliches Verhalten im Vergleich zum Wildtyp
aufwiesen. Der Iso-Wert des Wildtypes betrug 2,1 mM wéhrend von ODAS8 bei 2,2, ODAS bei
1,8 mM liegt, so daR sie keine Uberempfindlichkeit gegeniiber diesem Wirkstoff aufweisen

konnen.
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Relative RRase-Aktivitat [%]

Hydroxyharnstoff [mM]

Abb. 12: Die Hemmung der Ribonucleotid-Reduktion von dem Wildtyp C. glutamicum
(a—a) und den thermosentiven Mutanten (ODAS5 (e—se), ODAS (m—m) mit
steigenden Konzentrationen von Hydroxyharnstoff. Test fur 20 min bei 30°C
mit [5-°H]-CDP (0,25 pCi) as Substrat. Die Gesamtaktivitét ohne HU-
Behandlung wurde als 100% gesetzt.
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Die Hemmung der Ribonucleotid-Reduktion von dem Wildtyp C. glutamicum
(m—nm), den thermosensitiven Mutanten ODAS (e—e), ODA8 (a—a) mit
steigenden Konzen-trationen von p-Methoxyphenol. Test fir 20 min bei 30°C
mit [5-H]-CDP (0,25 uCi) als Substrat. Die Gesamtaktivitat ohne p-

M ethoxyphenol-Behandlung wurde als 100% gesetzt.
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4.2 Gewinnung von Biomasse mit hoher Ribonucleotid-Reduktase von C.

glutamicum

Fur die geplante Enzymreinigung wird ausreichend Biomasse mit hoher RRase-Aktivitét
benttigt. Daher mul3 zundchst der Aktivitéatsverlauf der Ribonucleotid-Reduktion wahrend des
Wachstums im Fermenter gepriift werden, um einen geeigneten Zeitpunkt fir die Zellernte zu
bestimmen. Das Wachstumsverhaten von C. glutamicum im Seed-Medium be einer

Temperatur von 30°C wird in Abbildung 14 gezeigt.

11.0
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Abb.14: RRase-Aktivitét (o—o) in Abhangigkeit vom Wachstumsverlauf (m—m)

des Stammes C. glutamicum im Seed-Mediumim 10 L-Fermenter (4 L
Luft/min, 250 Upm, 30°C), angegeben als Gesamtaktivitét in nmol'h™
pro 3x10° Zellen. Die Zellen wurden mit Ether (1:1, V:V) fir 1 min
permeabilisiert. Test fiir 20 min bei 30 °C mit [5-°H]-CDP (0,25 pCi)
als Substrat.

Gesamtaktivitat [nmolh™']
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Der Fermenter wurde mit einer ODszg,m VOn 0,38 angeimpft und die Zelldichte (ODs7gnm) hat
waéhrend der logarithmischen Phase von 0,38 auf 14 zugenommen, wobei diese Phase etwa 9
Stunden gedauert hat. Anschlief3end gingen die Zellen in die stationdre Phase Uber. Daraus
ergibt sich eine Verdopplungszeit von etwa 1,5 Stunden. Fur die Ermittlung des
Aktivitdtsmaximums der Ribonucleotid-Reduktion wurden die Zellen von C. glutamicum bei
verschiedenen Zelldichten geerntet und anschlief3end mit Ether fir 1 min nach der Vorschrift
von LUO (1994) permeabilisert. Die maximale Aktivitét der Ribonucleotid-Reduktion (0,95
nmol/h) wurde nach 7,6 Stunden Inkubation bei einer ODs7gn, VON 8,7 erzielt . Unmittelbar
danach fallt die RRase-Aktivitét steil ab, sie nimmt innerhalb einer halben Stunde um die Hélfte
ab und betrdgt nur noch 0,41 nmol/h. Wéhrend der stationdren Wachstumsphase hat die
Aktivitdt nochmals sehr stark bis auf einen geringen Restwert abgenommen. Das Verhalten der
Aktivitdt der Ribonucleotid-Reduktion zeigt, dal3 es sich um ein sogenanntes Peak-Enzym
handelt.

Als Schiuf¥folgerung ergibt sich aus diesem Experiment, dal3 die hochste Aktivitét der
Ribonucleotid-Reduktion im letzten Drittel der exponentiellen Wachstumsphase liegt. Damit
besteht fur die Bereitsstellung einer grof3en Menge von Ribonucleotid-Reduktase mit hoher
Aktivitdt von C. glutamicum bei Anzucht im 10L-Fermenter der Vortell, dal3 die Zellen fir

zukUnftige Anzuchten unmittelbar in der spétlogarithmischen Phase geerntet werden.

4.3 Reinigung der Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum

Well Ribonucleotid-Reduktase nur in geringer Menge in Zellen vorkommt und ein sehr labiles
Enzym ist, war in den ersten Schritten die Bemihung fir die Optimierung der
Biomassegewinnung (Kap. 4. 2) notwendig. Eine erfolgreiche chemische und physikalische
Charakterisierung des Enzyms bendtigt ein hochgereinigtes Protein, daftir sind unterschiedliche
Wege unternommen worden. Im Laufe der Proteinreinigung ist zu erwarten, dal3 die Unter-
einheiten der Ribonucleotid-Reduktase entweder zusammenbleiben oder auseinandergehen und
dann in einzelnen Schritten weiter gereinigt werden missen. Die getrennten Untereinheiten
konnen fur sich allein keine Aktivitéten aufweisen. In diesem Fall mussen die Untereinheiten
durch das Hinzufiigen der fehlenden Untereinheit komplementiert werden, um ein aktives

Holoenzym auf Aktivitét testen zu kénnen.
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4.3.1 Hydrophobe Interaktionschromatographie von partiell gereinigter RRase

Bei der Reinigung der besser untersuchten Mn-RRase aus C. ammoniagenes erfolgte bisher im
ersten Schritt zur Trennung der Untereinheiten die Affinitdtschromatographie mit
anschlie3ender Gelfiltation (GRIEPENBURG et a., 1996). Be C. glutamicum hat A.
WALTER (1996) nur die kleine Untereinheit (CG2-Protein) mittels H.1.C gefunden. In der
vorliegenden Arbeit wurde die H.I.C-Saule fur die Suche sowohl nach dem CG2-Protein als
auch dem CG1-Protein aus C. glutamicum verwendet. Wegen der nahen Verwandtschaft
zwischen C. glutamicum und C. ammoniagenes, war es in dem ersten Schritt die Suche nach
dem metalhaltigen CG2-Protein notwendig, nachdem dsich die Untereinheiten der
Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum mit den RRase-Untereinheiten aus C.
ammoniagenes komplementieren lassen (WALTER 1996, OEHLMANN, 1998). Aus diesem
Grund war von Anfang an zu erwarten, dal3 es sich bei C. glutamicum ebenfalls um eine Mn-
RRase handelt. Zum Aktivitétstest fur die Suche nach dem CG2-Protein wurde das dialysierte
Proteinmaterial von H.I.C Fraktionen (Nr. 11-20) mit dem von OEHLMANN, zur Verfigung
gestellten CA1l1-Protein aus der Affinitdtschromatographie von C. ammoniagenes
komplementiert. Der Komplementationstest (Abb. 16) zeigte, dal3 das CG2-Protein von C.
glutamicum Uber einen Bereich von 3 Fraktionen (Nr. 17-19) eluiert wurde, wobei die Fraktion
Nr. 19 die héchste spezifische-Aktivitéat (0,51 nmol/mgh) enthielt. Hierbel hat sich die Aussage
ergeben, dad das CG2-Protein sch aus der H.I.C-sdule nach Absenkung der
Ammoniumsulfatkonzentration auf 30 bis 15 % I6st. Das CG2-Protein aus C. glutamicum nach
der Reinigung durch H.I.C wurde in den Fraktionen (Nr. 17-19) um einen Faktor von 4,25
(Tab. 3) angereichert. Das H.I.C eluierte CG2-Protein kénnte fir eine weitere

Charakterisierung der Ribonucleotid-Reduktase verwendet werden.
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Tab. 3: Anreicherung des CG2-Proteins nach hydrophober Interaktionschromatographie

Schritt Protein spezifische Gesamt Anreicherung-
mg Aktivitat Aktivitat Faktor
nmol - mg™*. h* nmol . h*
AS-Félung 22,0 mg 0,12 2,64 1.00
(40-60 %)
CG2-Protein 03,2 mg 0,51 1,63 4,25

4. 3.2 Biochemischer Komplementationstest der Untereinheiten von RRase

Die Tatsache, dal3 sich die Untereinheiten der Ribonucleotid-Reduktase nach der Trennung
miteinander komplementieren lassen, bietet die Mdglichkeit fir eine Suche nach dem
komplementéren Untereinheit CG1-Protein. Um zu ermitteln, bel welchen Fraktionen wird das
CG1-Protein eluiert, wurde der Komplementationstest der Untereinheiten miteinander ebenfalls
verwendet. Dafir wurde das H.1.C eluierte zusammengepoolte CG2-Protein Fraktionen (Nr.
17-19) mit den vermuteten CG1-Protein-Fraktionen (Nr. 18-23) aus der analytischen H.I.C
komplementiert. Die Abbildung 16 zeigt die Elution des CG1-Protein Uber einen Bereich von 3
Fraktionen (Nr. 20-22), wobel die Fraktion Nr. 21 die starkste spezifische-Aktivitéat (0,74
nmol'mgh) enthielt. Nach der Reinigung durch H.I.C-Saule wurde das gepoolte CG1-Protein
Fraktionen (Nr. 20-22) von C. glutamicum um einen Faktor von 6,16 (Tab. 4) angereichert.

Die Schluf¥folgerung dieses Experiment ist, dald das CG1-Protein starke Wechselwirkung mit
der Phenyl-Superose Séule im Vergleich zu dem CG2-Protein hat, weshalb es spéter aus der
Saule eluiert wurde. Damit ermoglicht H.I.C die Trennung der Untereinheiten der
Ribonucleotid-Reduktase als auch die Lieferung von genligend gereinigtem CG2-Protein

erfullen.
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Tab. 4: Anreicherung des CG1-Proteins nach hydrophober Interaktionschromatographie

Schritt Protein spezifische Gesamte Anreicherungs-
mg Aktivitat Aktivitat faktor
nmol ‘-mg™*-h* nmol . h*
AS-Féallung 2 mg 0,12 2,64 1.00
(40-60 %)

CG1-Protein 2,47 mg 0,74 1,82 6,16




ERGEBNISSE 58

— 0.8+ q2.5
< A —
o £
£ 20 ©
S 0.6 E
< 5
g / 1155
S 4 =
c
o 110 ¢
S c
3 [
= 0.2- 5
o A 40.5 1+
5 /
00 v I v I v I v I v I LI I v I v I v Y v I v I 00
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Fraktion Nr.
Abb. 16: Elution der RRase von C. glutamicum von Material aus der 40-60% NH,(SO,), ds

getrennte Untereinheiten CG2-Protein (v—v) und CG1-Protein (A—aA) durch H.I.C,

Proteinkonzentration (m—m). Zur CG2-Aktivitatsbestimmung Komplementationstest mit
dem CA1-Protein aus C. ammoniagenes. Saule : Phenyl-Superose HR, Volumen: 1 ml;
Puffer: 1,5 M NH4(SO,), 85 mM KP, pH 6,6 mit 2 mM DTT. Fuldrate; 0,25 ml/min.

4. 3.3 Gdfiltration mit Superdex G-200 und der biochemische Komplementationstest

der Unterenheiten der RRase

Die praparative Superdex G-200 Saule eignet sich fur die Trennung der Proteine nach dem
Molekulargewicht. Zum Aktivitétstest flr die Suche nach der Ribonucleotid-Reduktase wurde
am Anfang das Proteinmaterial aus den Fraktionen (Nr. 9-23) getestet. Die RRase aus C.
glutamicum wurde Uber einen Bereich von 8 Fraktionen (Nr. 13-20) (Abb. 17) eluiert, wobei
fast alle Fraktionen eine gleichniedrige spezifische-Aktivitdt (0,6 nmol/mgh) aufwiesen. Die
Tatsache, dal3 die Elution der RRase durch die Gelfiltration mit Superdex G-200 sehr welit tber
mehrere Fraktionen stattfindet, hat sich der Gedanke an eine Dissoziation in die zwei

Untereinheiten ergeben. Mit der Vermutung, dal3 die Gelfiltration mit Superdex G-200 einen
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Zerfdl der RRase hervorruft, wurde die Bemihung fr die Wiedergewinnung der dissoziierten
Untereinheiten erforderlich. Da die Bestdtigung dieser Hypothese alerdings durch einen
Aktivitdtstest nachgewiesen werden sollte, wurde fir die Suche nach dem metallhaltigen CG2-
Protein das Proteinmaterial aus den Fraktionen (Nr. 13-20) der obigen Gelfiltration mit dem
von OEHLMANN zur Verfiigung gestellten CA1-Protein aus der Affinitdtschromatographie
von C. ammoniagenes komplementiert. Die Abbildung 17 zeigt, dal3 das CG2-Protein tber
einen Bereich von 5 Fraktionen (Nr. 15-19) eluiert wurde, wobel die Fraktion Nr. 18 die
starkste spezifische-Aktivitét (6,33 nmol/mgh) enthielt. Das CG2-Protein wurde durch die
Reinigung mittels praparativer Gelfiltration um einen Faktor von 13 in der Fraktion Nr. 18
(Tab. 5) angereichert. Das CG2-Protein wurde durch die préparative Gelfiltration im Vergleich
zu der anayltischen H.1.C Saule (Kap. 4. 3. 2) stark angereichert. Diese Methode bietet einen
Vorteil fur die Bereitsstellung grof3erer Menge von Mn-RRase mit hoher Aktivitét. Nachdem
das metallhatige CG2-Protein gewonnen worden war, sollte es auch fur die Suche nach dem
CG1-Protein verwendet werden. Well das CG1-Protein ein grofRes Molekulargewicht im
Vergleich zu dem CG2-Protein besitzt, sollte durch die Reinigung mittels Gelfiltration mit
Superdex G-200 friher aus der Saule gelost werden. Deshalb wurde zum Aktivitétstest fur die
Suche nach der grof3en Untereinheit der Ribonucleotid-Reduktase das Proteinmaterial aus den
Fraktionen (Nr. 10-15) mit dem gereinigten CG2-Protein durch die Gelfiltration mit Superdex
G-200 komplementiert. Das CG1-Protein wurde Uber einen Bereich von 3 Fraktionen (Nr. 12-
14) eluiert, wobel eine ganze niedrige spezifische-Aktivitéat (1,03 nmol/mgh) aufwies. Damit
konnte die grofRe Untereinheit CG1-Protein nach der Reinigung durch die Gelfiltration mit
Superdex G-200 Saule um enen Faktor von 2,2 (Tab. 6) angereichert werden. Als
Schluf¥folgerung ergibt sich aus diesem Experiment, dal3 das CG2-Protein stark angereichert
ist, wahrend das CG1-Protein fast verloren gegangen ist.



ERGEBNISSE

60

Tab. 5: Anreicherung des CG2-Proteins nach Gelfiltration mit Superdex G-200
Schritt Protein spezifische-Aktivitat Gesamt- Ausbeute  Anreicherungs
nach Komplemtation Aktivitat faktor
mit CA1-Protein
mg nmol ‘-mg™*-h* nmol h*
NH4(S0,), 4310 0,46 198,2 100,0 1,0
(40-60 %)
Fr.Nr. 15 19,2 1,50 28,0 14,1 31
Fr.Nr. 16 19,2 3,10 58,0 29,2 6,7
Fr.Nr. 17 12,6 4,80 60,7 30,6 10,4
Fr.Nr. 18 11,8 6,30 74,8 37,7 13,0
Fr.Nr. 19 11,8 3,80 44,4 22,4 8,2
Fr.Nr. 20 115 3,80 44,4 22,4 8,2
Tab.6: Die Anreicherunug des CG1-Proteins nach der Gelfiltration mit Superdex G-200
Schritt Protein spezifische-Aktivitdt Gesamt- Ausbeute  Anreicherungs
K omplemtation Aktivitat faktor
mit CG2-Protein
mg nmol - mg*. h? nmol . h?
NH4(S0,), 43,0 mg 0,46 198,26 100,0 1,0
(40-60 %)
CG1- Protein 28,5 mg 1,03 29,30 14,7 2,2
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Abb. 17: Profil der Proteinelution (v—v) und Zerfall der RRase (0—o) aus der fraktioniert

Ammoniumsulfat-Fallung (40-60% NH4(SO4), von C. glutamicum wéhrend
der Gdlfiltration mit Superdex G-200. Die CG2-Aktivitét (e—e) wurde durch
Komplementation mit dem CA1-Protein aus C. ammoniagenes ermittelt. Die
CG1-Aktivitdt (a—a) wurde mit CG2-Protein aus der Gdfiltration von
Superdex G-200 komplementiert. Test fir 20 min bei 30°C mit [5-*H]-CDP
(0,25 pCi) as Substrat. Saule: Superdex G-200, Volumen: 124 ml; Puffer: 85
mM KP, pH 6,6 mit 2 mM DTT. Ful3rate; 0,8 ml/min.
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4.4 Bestimmung des M olekulargewichts der RRase-Untereinheiten

Die Superose™12 Siule eignet sich fir die Trennung der Proteine nach dem
Molekulargewicht. Die leichte Dissoziierbarkeit der Ribonucleotid-Reduktase aus C.
glutamicum in die Untereinheiten wahrend der Reinigung ist flr dieses Enzym charakteristisch.
Der RRase-Zerfall erleichtert einerseits die Bestimmung de Molekulargewichts der getrennten
Untereinheiten, andersaits erschwert die Bestimmung des Molekulargewichts des
Gesamtenzyms. Nach der Trennung der RRase-Untereinheiten durch analytische H.1.C wurde
das CG2-Protein Fraktionen (Nr. 17-19) zusammengepoolt, konzentriert und fur die
Molekulargewichtsbestimmung durch die Gelfiltration mit Superose™12 weiter gereinigt.
Beziiglich der Elution des CG2-Proteins durch die Gelfiltration mit Superose™ 12 wurden die
Proteine nur im geringeren Bereich der Fraktionen (Nr. 6-12) eluiert. Dadurch wurde zum
Aktivitdtstest fir die Suche nach dem eluierten gereinigten CG2-Protein das konzentrierte
Proteinmaterial aus den Fraktionen (Nr. 7-12) mit dem CG1-Protein Fraktion Nr. 21 aus der
analytischen H.I.C komplementiert. Die Abbildung 19 zeigt, dal’3 das metallhaltige CG2-Protein
Uber einen Bereich von 3 Fraktionen eluiert wurde, wobei die Fraktion Nr. 10 die starkste
RRase-Gesamtaktivitét ( 3,7 nmol/h) enthielt. Anhand der graphischen Eichkurve (Abb. 18)
ergibt sich, dai? das Molekulargewicht dieser kleinen Untereinheit (CG2-Protein) etwa 34 £ 5
kDa betragt.
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Abb. 18: Eichkurve fiir Superose™ 12, Abhéngigkeit der K.,-Werte verschiedener

Proteine von dem Molekulargewicht.

Elutionsvolumen (Ve) (halbmaximale Peakhthe)
Totvolum (Vo) 7 ml
Gesamtvolum (V1) 24 ml
Cytochrom C 155 ml
CG2-Protein 14,55 mi
[3-L actoglobulin 145 mi
Ovabumin 142 ml
Albumin 14 ml
Aldolase 129 ml

Als Molmarker dienten Stammldsungen von 3 mg/ml folgender proteine::

Aldolase (Kaninchenmuskel) 158 X 10°
Albumin Bovine 67 X 10°
Ovalbumin 45 X 10°
R-Lactoglobulin bovine 36,5 X 10°

Cytochrome C 12,4 X 10°
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Abb. 19: Elutionsprofil (e—e) von CG2-Protein aus C. glutamicum wahrend der

Gelfiltration mit Superose ™12 und Aktivititsbestimmung (v—v) nach
Komplementations-test von mit CG1-Protein (aus H.I.C). Saule
Superose™ 12, Volumen: 23,56 ml, Puffer: 85 mM Kp-Puffer, pH 6,6 mit 2
mM DTT. FluRrate; 0,3 ml/min. Test fir 20 min bei 30°C mit [5-H%-GDP
(0,25 uCi) als Substrat.

4.5 Hydrophaobe I nteraktionschromatographie des M etall-Cofaktors der
Ribonucleotid-Reduktase (CG2-Protein)

Fur die Berdtsstellung einer ausreichenden Menge von dem CG2-Protein aus C. glutamicum
ergab sich bisher die héchste Anreicherung durch die Gelfiltration mit Superdex G-200. Eine
chemische und physikalische-Bestimmung erfordert jedoch ein hochgereinigtes Protein. Fur
diesen Zweck sollte das CG2-Protein nach der Gelfiltration mit Superdex G-200 noch weiter
gereinigt werden. Im Kapitel (4. 3. 1) ist erlautert worden, dal3 das CG2-Protein von C.
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glutamicum sich aus der H.I.C-Saule nach Absenkung der Ammoniumsulfatkonzentration auf
30 bis 15 % l6st. Diese verfugbare Information wurde bei der erneuten H.I.C Reinigung des
CG2-Proteins genutzt, um das CG2-Protein leichter detektieren zu kénnen. Fir die Suche nach
dem metallhatigen CG2-Protein nach der Reinigung durch die H.I.C-Saule wurde das
Proteinmaterial zum Aktivitatstest beziiglich der obengenannten Salzkonzentration ausgewahlt
(Hierbei wurde das Programm umgeschrieben). Die eluierten Fraktionen (Nr. 21-23) wurden
mit dem von OEHLMANN zur Verfigung gestellten CAl-Protein aus der Affinités
chromatographie von C. ammoniagenes komplementiert. Das CG2-Protein wurde durch die
H.l.C-Séule Uber einen Bereich von 3 Fraktionen eluiert, wobei die Fraktion Nr. 22 die
starkste-Aktivitat enthielt (Abb. 20). Ebenfalls wurde das metallhaltige CG2-Protein nach
Absenkung der Ammoniumsulfatkonzentration auf 30 bis 15 % aus der H.l.C-Séule eluiert.
Die gepoolten Fraktionen (Nr. 21-23) des CG2-Proteins aus C. glutamicum wurden um einen
Faktor von 3,6 (Tab. 7) angereichert. Zur Kontrolle der Reinigung von dem CG2-Protein
wurden die aktiven Fraktionen der aus der Gelfiltration mit Superdex G-200 Fraktionen (Nr.
15-19) und analytische H.1.C Fraktionen (NR. 22-23) auf ein 16 % SDS-Polyacrylamid Gel
aufgetragen. Die Abbildung 21 zeigt verschiedene Bande, wobei wahrscheinlich eine Bande
bei der GroRRe von 38 kDa dem CG2-Protein entspricht. Fir die Protein-Sequenzierung wurde
diese Bande aus mehereren Geltaschen ausgeschnitten und auf ein neues 16% SDS

Polyacrylamid Gel wieder aufgetragen (Abb. 22), um genligend Protein zu erhalten.

Tab. 7: Anreicherung des CG2-Proteins nach Gelfiltration mit Superdex G-200 und
anschlief3ender analytischer hydrophober | nteraktionschromatographie

Schritt Protein spezifische-Aktivitdt Gesamt  Anreicherung-
mg nmol'mg™*. h* Aktivitat Faktor
nmol - h*
AS-Fallung (40-60 %) 431,00 0,46 198,26 1,0
CG2-Protein (Gelfiltration) 14, 00 3,90 53,18 8,2

CG2-Protein (H.1.C) 07,15 1,65 11,80 3,6
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Elutionsprofil (......... ) des CG2-Proteins aus C. glutamicum in der neuen
analytischen H.1.C nach der Gelfiltration mit Superdex G-200 und Aktivitéts-
bestimmung nach dem Komplementationstest mit dem CAl-Protein aus C.
ammoniagenes (v—v). Saule: Phenyl-Superose HR, Volumen: 1 ml; Puffer:
1,5 M NH4(SO,), 85 mM KP, pH 6,6; mit 2mM DTT. Flu3rate; 0,25 ml/min.
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Abb. 21:

mittels Gelfiltration mit Superdex G-200 und analytische H.I.C.

Spur 1-2:
Spur 3 .
Spur 4 .
Spur 5 :

Spur 6 :
Spur 7-9:

Abb. 22:
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SDS-Gelelektrophorese des CG2-Proteins nach der Renigung des CG2-
Proteins mittels Gelfiltration mit Superdex G-200 und anschlief3end analytische

H.I.C
Fraktion Nr. 22 ausH.1.C
Proteinmarker des SDS-Gels

CG2-Protein nach der Reinigung durch Gelfitration und analytischer H.I.C

(Fraktion Nr. 23)
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4.6 Charakteriserung von CG2-Protein mit spezifischen Inhibitoren

4.6.1 Hemmung der RRase-Aktivitat mit Hydroxyharnstoff und p-Methoxyphenol

Fur die Charakterisierung der kleinen Untereinheit CG2-Protein der RRase von C. glutamicum
sollte die Wirkung verschiedener spezifischer I nhibitoren untersucht werden. Unter der
Vermutung, dal3 es sich bel diesem Enzym ebenfalls um eine manganhaltige-RRase handelt,
basierten die Untersuchungen auf dem Kenntnisstand des metallhaltigen CA2-Proteins der Mn-
RRase aus C. ammoniagenes. So ist zum Beispiel das organische gebundene Radikal des
aktiven CA2-Proteins von C. ammoniagenes gegentiber den Radikalfanger Hydroxyharnstoff
empfindlich. Die Inaktivierung durch Hydroxyharnstoff beruht auf dem Ldschen dieses
Radikalesim CA2-Protein (GRIEPENBURG et al., 1996). Fir die Charakterisierung der
RRase aus C. glutamicum konnte bisher eine Ermittlung der RRase-Aktivitét auf Wirksamkeit
gegenuber Hydroxyharnstoff sowohl mit permeabilisierten Zellenim (Kap. 4. 1. 2) alsauch
mit dem angereicherten CG2-Protein durchgefihrt werden. Daftir wurden 100 ug CG2-Protein
aus den gepoolten Fraktionen (Nr. 15-19) der Gelfiltration mit Superdex G-200 mit steigenden
Konzentrationen von Hydroxyharnstoff (1-5 mM) behandelt. Nach der Wirkung des
Hemmstoffs auf das CG2-Protein wurde die fehlende grof3e Untereinheit CG1-Protein aus den
analytischen H.I.C Fraktionen (Nr. 25-26) zugegeben. Durch die Hemmung der RRase-
Aktivitdt mit Radikalfanger (HU) betragt der 1s,-Wert von permeabilisierten Zellen 2,7 mM,
von gereinigtem CG2-Protein 1,7 mM (Abb. 23). Das Enzym aus C. glutamicum verhdt sich
in seiner Empfindlichkeit gegentber dem Radikalfanger (HU) wie die Mn-RRase aus C.
ammoniagenes. Der primére Angriffpunkt von HU auf diesem Enzym ist das organische
Radikal, kann man ebenfalls vermuten, dal3 auch die RRase aus C. glutamicum ein organische
Radikal enthélt. Ein weiterer Inhibitor fir die Charakterisierung der RRase aus C. glutamicum
ist p-Methoxyphenol. Die Wirkung dieses Hemmstoffs auf das CG2-Proteinist in Abb. 24
dargestellt. Das Enzym wurde durch p-Methoxyphenol stark gehemmt, wobei der [s-Wert 0,5
mM betragt. Vergleicht man den Iso-Wert der Hemmung der RRase-Aktivitdt (CG2-Protein
aus der Gelfiltration mit Superdex G-200) mit dem entsprechenden Is,-Wert der Hemmung
der RRase-Aktivitétaus den permeabilisierten Zellen (Kap. 4. 1. 2), so sieht man, dal3 das
gereinigte CG2-Protein in seiner Empfindlichkeit gegentiber p-Methoxyphenol starker
inhibiert. Daraus ergibt sich, dal3 p-Methoxyphenol ein starkes Potentia fur die Hemmung der

RRase aus C. glutamicum besitzt.



ERGEBNISSE 69

100

Relative RRase-Aktivitat [%]
6)
o
1

0 v T v T v T v T v 1
0 1 2 3 4 5

Hydroxyharnstoff [mM]

Abb. 23 Die Hemmung des Uber Gelfiltration mit Superdex G-200 angereicherten
CG2-Proteinsin Gegenwart steigender Konzentration von Hydroxyharnstoff
(m—m). Test fir 20 min bei 30°C mit [5->H]-CDP (0,25 uCi) als Substrat.
Das CG2-Protein wurde 10 min bel 0°C mit HU vorinkubiert, die RRase-
Aktivitdt anschlief3end im Komplementationstest mit CG1-Protein (aus H.1.C)
geprift und die Ausgangsaktivitdt ohne Inhibitorzugabe als 100 % gesetzt.
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Abb.24. Die Hemmung des Uber Gelfiltration mit Superdex G-200 angereicherten CG2-

Proteins in Gegenwart steigender Konzentration von p-Methoxyphenol
(m—m). Test fir 20 min bei 30°C mit [5->H]-CDP (0,25 uCi) as Substrat. Das
CG2-Protein wurde 10 min bel 0°C mit HU vorinkubiert, die RRase-Aktivitét
anschlief3end im Komplementationstest mit CG1-Protein (aus H.I.C) geprift
und die Ausgangsaktivitdt ohne Inhibitorzugabe als 100 % gesetzt.

4.6.2 UV/vis-Spektroskopie

Die zuvor beobachtete Senstivitédt des CG2-Proteins von C. glutamicum gegentiber dem
Radikalfanger Hydroxyharnstoff deutet darauf hin, dal3 dieser ein stabiles organisches Radikal
geloscht. Diese Inaktivierung erlaubt die Anwendung weiterer Untersuchungsmethoden, zum
Beispiel der UV/vis-Spektroskopie. So kann ermittelt werden, bei welchen Wellenldngen die
Absorption des CG2-Proteins mit spezifischen Hemmstoffen gestort wird. Zusétzlich kann die
UV /vis-Spektroskopie im langwelligen Bereich auch Hinweise zum Metalzentrum im CG2-
Protein ergeben. Damit beruht der gezielte Einsatz dieser Methode auf der moglichen Stérung
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bestimmter Absorptionsmaxima oder Schultern, die moéglichweise dem organische Radikal
oder dem Metall im CG2-Protein der hier untersuchten Ribonucleotid-Reduktase von C.
glutamicum entsprechen. Fir diese Untersuchungen wurden 3 mg/ml gerenigtes
konzentriertes aktives CG2-Protein durch Gelfiltration mit Superdex G-200 auf die UV/vis-
Spektroskopie aufgenommen. Fir die Vermeidung von unspezifischen Absorptionbanden
wurden die Spektren von dem enzymatisch inaktiven CG2-Protein durch 20 mM HU
subtrahiert. Das Spektrum von dem nativen CG2-Protein ist zusammen mit dem Spektrum von
HU-behandeltem CG2-Protein in (Abb. 25) dargestellt. Das Spektrum von dem nativen CG2-
Protein zeigte deutlich eine dominante Absorptionbande bei 415 nm und eine Schulter um 435
nm. Nach der HU-Behandlung von dem nativen CG2-Protein hat sich die Intensitét dieses
dominanten Absorptionbande verstérkt wahrend die Absorptionbande der Schulter
verschwacht. Das Differenzspektrum des CG2-Proteins ist in (Abb. 26) dargestellt, wobel
deutlich ein spezifisches Absorptionsmaximum bel 435 nm zu sehen ist. Dieses
Absorptionsmaximum zeigte eine Hinwels auf die Gegenwart eines organischen Radikal in der
kleinen Untereinheit. Fur die Ermittlung der Strukturdhnlichkeit sollte das Differenzspektrum
von C. glutamicum mit dem von GRIEPENBURG untersuchten Mn-RRase von C.
ammoniagenes verglichen werden. Der Vergleich zwischen den beiden UV/Vis-Spektren der
gereinigten RRase aus C. glutamicum mit der Mn-RRase C. ammoniagenes (OEHLMANN
et al., 1998) zeigte eine sehr starke Ahnlichkeit.
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Abb. 26 UV /vis-Differenzspektrum des metallhaltigen CG2-Proteins (3 mg/mL) von C.
glutamicum aus der Gelfiltration mit Superdex G-200. HU (20 mM) behandelte

Probe substrahiert von dem nativen Protein.

4.6.4 AnalysedesMetallgehalts des CG2-Proteins

Um eine Idee uUber die Telnahme der Metalle im den Reaktionsmechanismus der
Ribonucleotid-Reduktion zu erhalten, verwendet man oft Chelatoren, durch die auch eine
Zuordnung der Klassen der Ribonucleotid-Reduktase erfolgen kann. Mit der Vermutung, das
die Ribonucleotid-Reduktion von C. glutamicum durch ein Metall hervorruft wird, war die
Ermittlung der Chelatiserung von der metallhaltigen-RRase notwendig. Eine Verwendung von
chelatisierenden Agentien ist fur eine Charakterisierung des Metallzentrums der RRase von C.
glutamicum nitzlich. Dafir konnte eine Ermittlung der RRase-Aktivitat auf wirksamkeit
gegenuber chelatiserendem Agenz EDTA durchgefuihrt werden. Die Wirkung dieses
Hemmstoffs auf das CG2-Protein ist in (Abb. 27) dargestellt. Das Enzym wird durch
chelatiserenden Agenz (EDTA) stark gehemmt, wobel der Iso-Wert 2,4 mM betrégt. Die
Empfindlichkeit der RRase gegentiber EDTA zeigte, dal3 die Ribonucleotid-Reduktion von

600
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dem Metall abhangig ist. Um den Status der Ribonucleotid-Reduktase von C. glutamicum zu
kléaren, eventuell weiter zu charakterisieren und die RRase als Klasse 1V der Ribonucleotid-
Reduktase zuordnen, war eine Analyse des Metallgehalts des CG2-Proteins notwendig. Dafir
sollte eine quantitative Bestimmung des Mangangelhalts der Ribonucleotid-Reduktase
durchgefihrt werden. Fir die quantitative Analyse des Metallgehalts der Ribonucleotid-
Reduktase stand die ICP-MS-Analyse zur Verfigung. Diese Methode bietet die Bestimmung
der totalen vorhandenen Metalle im Protein. Auch fir diese Analyse bietet sich die ICP-MS-
Methode, da diese Element gleichzeitig in einem Mef3ddurchgang gemessen werden konnen.
Fur diese Messung wurden 100 pl angereicherte CG2-Protein aus den gepoolten Fraktionen
(Nr. 15-19) der Gédfiltration mit Superdex G-200 fir die ICP-MS-Analyse eingesetzt und
paralel dazu der 85 mM Kp-Puffer, pH 6,6 mit 2 mM DTT as Leerwert verwendet. Eine
entscheidende Bedingung fur diese Berechnung ist, dal3 das metallhaltige CG2-Protein und die
Leerwerte gleich aufgearbeitet werden, um die geringst mdgliche Verfélschung durch die
unterschiedliche Aufarbeitung von dem CG2-Protein und die Leerwerten zu vermeiden.
Paralel zu der Analyse vom Mangangehalt des CG2-Proteins wurden auch andere wichtige
Ubergangsmetalle (Fe, Co, Ni, Cu) gemessen. Die Abbildung 28 zeigt, dal? der Mangangehalt
des CG2-Proteins in einer grofden Menge (66,4 ng/mg Protein) vorkommt. Der Cu-Gehalt im
CG2-Protein betragt eine Menge (35,6 ng/mg Protein). Das CG2-Protein enthélt eine sehr
geringe Menge sowohl an Eisen-Gehdlt als auch an Ni-Gehalt und betrug etwa (5ng/mg
Protein).
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Abb.27: Die Hemmung des Uber Gelfiltration mit Superdex G-200 angereicherten

CG2-Proteinsin Gegenwart steigender Konzentration von EDTA (B—m). Test
fiir 20 min bel 30°C mit [5-*H]-CDP (0,25 pCi) als Substrat. Das CG2-Protein
wurde 10 min bel 0°C vorinkubiert, die RRase-Aktivitdt im Komplemen-
tationstest mit CG1-Protein (aus H.I.C) gepriift und die Ausgangsaktivitat
ohne Inhibitorzugabe als 100 % gesetzt.
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Abb. 28 | CP-MS-Analyse des metallhaltigen CG2-Proteins (3 mg/mL) von C.
glutamicum aus Gelfiltration mit Superdex G-200. Der Metallgehalt ist in ng
Metall/mg Protein angegeben.

4.6.5 DieHemmung der RRase-Aktivitat mit C-terminalem Heptapeptid

Ein neues Prinzip der Hemmung der Ribonucleotid-Reduktion wurde aufgrund der
wissenschaftlichen Erkenntnis entwickelt, dal3 die C-terminale Region der kleinen Untereinheit
der Klasse | RRasen entscheidend fir die Interaktion zwischen den beiden Untereinheiten ist.
Dementsprechend wurden Peptide, die den C-terminalen Regionen entsprechen, synthetisiert
und as neuartige kompetitive Inhibitoren der RRase-Aktivitdt eingesetzt (CLIMEMT &
SIOBERG, 1991, UHLIN & EKLUND, 1994; UHLIN & EKLUND, 1996). Nachdem
durch die Klonierung der RRase-Gene von C. glutamicum die Aminosduresequenzen der
beiden Untereinheiten (CG1- und CG2-Protein) verfligbar waren (OEHLMANN et al., 1998),
lief3 sich auch fir das Enzym aus diesem coryneformen Bakterium ein spezifisches Peptid
herstellen, das der C-terminalen Region der kleinen Untereinheit (CG2-Protein) entspricht. Das
entsprechende Heptapeptid (E-D-D-D-W-D-F) wurde auf Wirksamkeit gegen die RRasen
von C. glutamicum und C. ammoniagenes getestet. Die Wirkung von den steigenden

Konzentrationen des Heptapeptids auf die Interaktion zwischen den beiden Untereinheiten der
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Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum st in (Abb. 29) dargestellt. Die RRase-Aktivitat
wurde durch dieses Heptapeptid stark inhibiert, wobei der Iso-Wert 37 UM betragt. Eine
Hemmung der RRase-Aktivitét aus C. ammoniagenes durch steigenden Konzentrationen von
Heptapepitd wurde ebenfalls durchgefiihrt, wobei in diesem Fall die Mn-RRase als Holoenzym
eingesetzt wurde. Die Wirkung dieses Hemmstoffs auf die Mn-RRase konnte nur geringere
Empfindlichkeit nachgewiesen werden, wobei der Iso-Wert 94 uM betragt (Abb. 30).
Vergleicht man den Iso-Wert fur die gereinigten Untereinheiten der RRase aus C. glutamicum
mit dem Iso-Wert flr das Holoenzym aus C. ammoniagenes so sieht man, dal3 das Enzym aus
C. glutamicum in seiner Empfindlichkeit gegentiber dem Heptapeptid starker beintréachtigt,
wéhrend die Mn-RRase aus C. ammoniagenes schwach gehemmt. Aus diesen Versuch ergab
sich, dal? die Hemmung der RRase-Aktivitét durch das Heptapeptid spezifisch fur den Spezies
ist, wobel durch den Einsatz von Heptapeptid die Bildung von dem Holoenzym gehemmt
wird. Die Tat, dal3 das Heptapetid an der C-terminalen Region der grof3en Untereinheit
spezifisch bindet, eine Hemmung der RRase-Aktivitédt hervorruft, konnte es als Wirkort fir die

zukUnftige Beké&mpfung der pathogenen Mikroorganismen verwendet werden.



ERGEBNISSE 78

Relative RRase-Aktivitat [%]

AbDb.29:

100

a
o
|

l,, = 37 uM

0 20 40 60 80 100
Heptapeptid [pM]

Die Hemmung der RRase von C. glutamicum (s—a) mit spezifischem
Heptapeptid abgeleitet vom C-Terminus des CG2-Proteins. Die RRase-
Aktivitdt wurde im Komplementationstest mit angereicherten Untereinheiten
(CG2-Protein aus Gelfiltration, CG1-Protein aus H.1.C) in Gegenwart
steigender Konzentrationen von Heptapeptid (10-100 uM) geprift. Die
Ausgangsaktivitét ohne Heptapeptidzugabe wurde as 100 % gesetzt.
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Abb. 30: Die Hemmung der RRase von C. ammoniagenes (m—m) mit spezifischem

Heptapeptid abgeleitet vom C-Terminus des CG2-Proteins nach der

Reinigung durch Gelfiltration mit Superdex G-200. Die RRase-Aktivitat
wurde in Gegenwart steigender Konzentrationen von Heptapeptid (10-100
UM) geprift. Die Ausgangsaktivitat ohne Heptapeptidzugabe wurde als 100 %
gesetzt.
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5. Diskussion

Aus biochemischer Sicht stellen die Ribonucleotid-Reduktasen wegen ihrer komplexen
Metallkatalyse und ihrer regulatorischen Schltisselstellung im Zellteilungszyclus aller lebenden
Organismen aus biologischer Sicht eine besondere Klasse von Enzymen dar, indem sie fur
einen konstanten Vorrat an Vorstufenverbindungen fir die DNA-Synthese in den Zellen
sorgen. Eine neue RRase-Typ wurde in Salmonella typhimurium und Escherichia coli
gefunden (JORDAN et a., 1994a, JORDAN et al., 1994b; JORDAN et a., 1996), wobel
dieser Enzym-Typ mit den Enzyme der Klasse | eine starke Identitét der Aminosiure Sequenz,
die die hohe konservierte Aminosauren fur die Eisen-Ligand, Tyrosyl-Radikal und das aktive
Zentrum Cystein enthdlt, auszeichnet. Schliefdlich wurde die RRase der Klasse | nach der
Entdeckung der neuen Gen-Typen nrdEF dieses Enzyms und den neuen Weg fir die
alosterische Regulation der Aktivitéat in zwei laund Ib eingeteilt (JORDAN et al., 1996). Die
Klasse la der RRase ist sowohl bei Eukaryoten, Viren als auch bel einigen Prokaryoten wie E.
coli vorhanden, wahrend die Klasse Ib bei verschiedenen Prokaryonten, welche wie Salmonella
Typhimurium (JORDAN et al., 1994b) Lactobacillus lactis (JORDAN et a., 1996),
Mycoplasma genitalium (FRASER et al., 1995), Mycoplasma pneumonia (HIMMELREICH
et a., 1997) und Mycobacterium tuberculosis (YANG et a., 1994) gefunden wurden
(JORDAN et a., 1994a; JORDAN et a., 1994b; GARRIGA et al., 1996; ELIASSON et al.,
1996). Die homodimeren Untereinheiten (R1, R2) der Fe-RRase von der Klasse la wurden
von den folgenden nrdA und nrdB Gene und die homodimeren Untereinheiten (R1E, R2E) der
Klasse Ib von den nrdE und nrdF Gene codiert (JORDAN et al., 1996; ELIASSON et a.,
1996). Die Klasse Ib der RRase unterscheidet sich von der Klasse la der Enzyme, indem die
RRase-Aktivitét durch die dATP nicht inhibiert wird, in der Tat , dal3 dATP die Reduktion des
Substrats stimuliert (JORDAN et a., 1994b; ELIASSON et a., 1996). Durch die starke
Identitét der Aminosaure Sequenz zwischen der Mn-RRase aus C. ammoniagenes und der
Fe-RRase der Klasse Ib, die ein zwelkerniges Fe(lll)-Zentrum in der metalhaltigen
Untereinheit enthdt (JORDAN et a., 1994b) und ebenfalls die gefundenen konservierten
Aminosauren der Eisenbindungstellen der Fe-RRase (Klasse la, Ib) in der Mn-RRase
(FIESCHI et a., 1998) wurde die RRase aus C. ammoniagenes fur die Klasse Ib neue
zugeordnet (FIESCHI et al., 1998). Die DNA-Synthese ist bel enige Gram-positiven
Bakterien durch die Mangan beeinflult (WEBLEY et a., 1960; WEBLEY et a., 1962,
SCHIMPFF-WEILAND et al., 1981; PLONZIG & AULING, 1987; LAMMERS &
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FOLLMANN, 1983; WILLING et a., 1988). Die Verwandtschaft zwischen Mycobacterium
und Corynebacterium und andere Mykolsdure Bakterien (sehe Einleitung) lésst uns erwarten,
dal? die DNA-Synthese dieser Bakteriengruppe ebenfalls durch die Mangan beeinflulét. Die
homodimeren Untereinheiten (R1E, R2E) der RRase von Mycobacterium tuberculosis wurden
von den nrdE und nrdF Gene codiert (YANG et a., 1997) und ebenfalls die DNA-Synthese
in Bacillus subtilus erfolgt durch die Manganversorgung (MOHAMMED et a., 1998).
Dadurch hat sich die Erwartung ergeben, dal3 die RRasen der Klasse Ib eine Mangan in der
metallhaltigen Untereinheit enthalten. Die biochemisch untersuchten Ribonucleotid-Reduktasen
der Klasse Ib =1V (M n) zeichnen sich als eigne Klasse aus, der bisher nur das Mangan Cluster
in der kleinen Untereinheit, die analog zum E. coli der Klasse | Enzym ein zweikerniges
Fe(l11)-Cofaktor vorhanden ist (WILLING et a., 1988; GRIEPENBURG et al., 1996;
MOHAMMED et a., 1998; STUBBE & VAN DER DONK, 1995; STUBBE et a., 1998,
SCOTTI et a., 1996). Fur die Zuordnung der RRase aus C. glutamicum wird vergleichend
die Mn-RRase mit der Fe-RRase aus E. coli (Klasse |a) diskutiert, indem man sich nur  auf

das metallhaltige-Protein dieses Enzyms konzentriert.
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Tab. 8: Die unterschiedlichen Klassen der Ribonucleotid-Reduktasen und ihre Gene,

ihre Funktion.

RRase-Typ Klasse Gene Untereinheiten Funktion der Genprodukte

Fe-RRase la nrdA Rl Ribonucleotid-Reduktase in
nrdB R2 Enterobacteriaceae (CARLSON et al.,
1984; JORDAN et al. 1994a), in
Eukaryoten z.B. H. sapiens (PARKER et
a., 1991 M. musculus (CARAS et al. 1984,
CARAS et al. 1983), A. thaliana
(PHILIPPS et d., 1995) und deren Viren.

Fe? lb>lV nrdE  RI1E Ribonucleotid-Reduktase in M.
(Mn) nrdF  R2F tuberculosis (YANG et al., 1997) und
B. subtilis (SCOTTI et al., 1996); keine
RRase-Aktivitét in Enterobacteriaceae
nachgewiesen (JORDAN et a., 1994b) C.
ammoniagenes und C. glutamicum
(OEHLMANN et al., 1998, diese Arbeit)

Unter geeigneten Anzuchtbedingungen mufdten zuerst ausreichender Mengen der
Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum mit hoher Aktivitét bereitsgestellt werden. Nach
der Ermittlung der RRase-Aktivitét in Abhangigkeit von dem Wachstumsverlauf (Kapitel 4. 2)
missen die wachsenden Zellen fUr die zukUnftigen Anzucht in den optimalen Zeitpunkt
geerntet werden. In der Diplomarbeit von JENS HANSEN (1994) konnte die RRase-Aktivitat
in  Abhéngigkeit vom Wachstumsverhalten dargestellt werden. Die Zellen von C.
ammoniagenes sind ebenfals in der spétlogarithmischen Phase fir die Gewinnung einer
ausreichenden Biomasse mit hoherer RRase-Aktivitéat geeignet. Schliefdlich stellt sich heraus,
dal? Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum ein Peak-Enzym ist. Aus dem Vergleich des
Wachstumsverhaltens von C. glutamicum mit C. ammoniagenes hat sich diese Frage ergeben,

ob wahrend des Wachstums von C. glutamicum eine Korrelation zwischen dem Wachstum und
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der RRase-Aktivitdt nachgewiesen werden kann. In wachsenden Zellen von C. glutamicum
konnte ein Peak Anstieg der RRase-Aktivitdt in der spétlogarithmischen Phase ermittelt
werden (Kap. 4. 2). Die Kontinuitét des Zellzyklus beruht darauf, daf’ immer genligend DNA
in der Zellen vorhanden ist. Dariliber hinaus miissen die notwendigen Deoxyribonucleotiden fur
die DNA-Synthese zur Verfigung stehen. Well die Zellen besitzen keine Vorrat, aus dem sie
bei dem Bedarf liefern kbnnen sondern die Deoxyribonucleotiden wurden nur bei dem Bedarf
synthetisiert. Eine andere beteiligte Enzymen fur die Zellproliferation solche wie Tymidin
Kinase, Tymidylate Synthetase (LITTLEFIELD, 1966), Topoisomerase || (HECK et al., 1988)
sind in der exponentiellen Phase sehr aktiv. Der Peak Anstieg ist eine Folge einer de novo-
Proteinsynthese der Enzyme, die entweder auf der Ebene der Transkription oder der
Trandation reguliert sein kann. Die Ricknahme der RRase-Aktivitdt nach Ende der
exponentiellen Phase erfolgt durch die Inhibierung und katabolen Abbau. Das R1-Protein der
Ribonucleotid-Reduktase aus Maus ist in der proliferierenden Zellen nachweisbar
(ENGSTROM et al., 1984, MANN et al., 1991, LOWDON et al., 1973), wobei ihre Menge
wéahrend der unterschiedlichen Wachstumsphasen konstant bleibt. Die Aktivitdt des
Holoenzyms wird bel de novo-Proteinsynthese in der exponentiellen Wachstumsphase und
gpéter durch die Inaktivierung der kleinen Untereinheit R2-Protein reguliert (ERIKSSON et
al., 1984; ENGSTROM et a., 1985). Die konstante Menge von der grofRen Untereinheit R1-
Protein in wachsenden Zellen wéhrend der unterschiedlichen Wachstumsphasen bezieht sich
darauf, dal3 die Halbwertszeit der grof3en Untereinheit R1-Protein Gber 24 Stunden dauert
(MANN et al., 1988; Bjorklund et al., 1993; Bjorklund et al., 1990), wahrend der kleinen
Untereinheit R2-Protein nur 3 Stunden betrug (ERIKSSON et al., 1984). Die konstante Menge
an der Deoxyribonucleotid-Pool fir die Replikation der Zellen zeigte eine strenge Regulation
der Ribonucleotid-Reduktase wéhrend der Zdlltellung (LAMMERS & FOLLMANN, 1983;
THELANDER & REICHARD, 1979). Die RRase-Aktivitdt von C. glutamicum wies ein
dhnliches Verhalten im Vergleich zu C. ammoniagenes auf, wobei sich schon bei dem
Anzucht der Zellen die unmittelbare Erwartung ergibt, dal3 es sich ebenfalls bel C. glutamicum
um ein Mangan-Enzym handelt. Ribonucleotid-Reduktase stellt eine schwierige Handhabung
dar. Aufgrund ihres Vorkommens in geringerer Konzentration in der Zellen, ihrer
Enzymaktivitdt und der auftretenden Schwierigkeiten der Anreicherung und die leichte
Dissoziierbarkeit dieses Enzyms war von Anfang an notwendig eine ausreichende Biomasse
mit hoher Enzymaktivitét zur Reinigung der Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum zu

gewinnen. Anhand des é&hnlichen Verhaltens der Ribonucleotid-Reduktion zwischen
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C. ammoniagenes und C. glutamicum wurde mit den bisherigen Kenntnissen Uber den
Testbedingungen von C. ammoniagenes fur den Enzymtest der RRase aus C. glutamicum
verwendet. Bisher konnte von WALTER (1996) ein Enzymtest fir die RRase-Aktivitét aus C.
glutamicum mit dem Roheextrakt, mit dem partiell gereinigten Proteinmaterial nach der
Ammoniumsulfat-Fallung, Gelfiltration mit Superose™ 12 und analytische H.I.C durchgefiihrt
werden. Mit der Annahme, dal3 die Zellen von C. glutamicum ebenfalls erfolgreicher wie C.
ammoniagenes permeabilisiert werden kann, ermoglicht eine Messung der RRase-Aktivitét in
stu und vermeidet dabei auch noch eine RRase-Inaktivierung durch die Aufreinigungs-
vorgange. Neben der einfachen Durchfiihrung des Enzymtests mit den permeabilisierten Zellen
ergibt sich parallel ein aufwendige Zeitsparen. Dadurch wurde ein Screening der zahlreichen
isolierten thermosenstiven Mutanten aus C. glutamicum erleichtert. So dal3 man auf den
Zellaufschlul® und die partielle Aufreinigung der Ribonucleotid-Reduktase verzichten kann. Der
Enzymtest der RRase-Aktivitat wurde bel der neuen untersuchten Stamm C. glutamicum nur
auf die Temperatur fUr die Charakteriserung der thermosensitiven Mutanten optimiert
wéahrend die anderen Testbedingungen (pH, Temperatur, Substratkonzentration, und die
alosterischen Effektoren) nicht untersucht wurden. Gelungen war nach Screening und dem
Prifen von den verdéchtigen Klonen aus C. glutamicum auf die Thermosengtivitét eine
Gewinnung von zwel thermosensitiven Mutanten ODAS5, ODAS8. Die thermosensitiven
Mutanten ODA5, ODAS8 konnen Defekte in der DNA-Replikation, in der Ribonucleotid-
Reduktase enthédlten. Aus diesen Grinden war es notwendig die isolierten thermosensitiven
Mutanten ODADL5, ODAS8 weiter zu untersuchen. Die bisherigen Bemthungen fir die
Gewinnung von den thermosensitiven Mutanten, die ein Defekt im Ribonucleotid-Reduktase
Strukturgen haben, um die Gene der Ribonucleotid-Reduktase von C. glutamicum klonieren zu
konnen, wurden parale zu dieser Arbeit die Gene der Ribonucleotid-Reduktase von
OEHLMANN  (1998) gesucht. Seit der Zet, in der die Sequenzen der Gene der
Ribonucleotid-Reduktase sowohl von C. ammoniagenes as auch C. glutamicum gefunden
wurden, wurden die zwei isolierten thermosensitiven Mutanten ODAS5, ODAS8 sowohl fur die
Suche nach den Sequenzen von den Genen der Ribonucleotid-Reduktase nicht weiter

verwendet.

Am Anfang dieser Untersuchungen standen keine Informationen Uber die biochemischen
Charakterisierung dieses Enzyms zur Verfigung. Aufgrund der nahen Verwandtschaft von C.

glutamicum mit C. ammoniagenes waren die Experimenten mit dem neuen Stamm nach der



DISKUSSION 85

biochemischen Arbeit mit der manganhaltigen-RRase aus C. ammoniagenes angeknupft
(WILLING et al., 1988). Der Schliisselpunkt fir den Aufbau dieser Arbeit war die Annahme,
dal3 es sich bel C. glutamicum ebenfalls um eine Mn-RRase handelt. Well die Reduktion der
Ribonucleotiden zu den Deoxyribonucleotiden von dem Metallgehalt, organischen Radikal bei
der Fe-RRase und Mn-RRase abhangig ist, ist der intakte Zustand des organischen Radikals
notwendig fur die Reaktion. Die Stabilitét des Tyrosyl-Radikals in der NrdD-Untereinheit der
RRase der aeroben Fe-RRase aus E. coli dauert Uber mehrere Tage, wahrend die Halbwertszeit
des stabilen frelen Radikales im CA2-Protein aus C. ammoniagenes nur 1,5 Stunden betrug
(ATTKIN et al., 1973; GRIEPENBURG (1998). Die Diskussion dieser Arbeit wird einen
Vergleich der Ergebnissen des neuen untersuchten Stamm C. glutamicum mit den publicierten
Ergebnissen aus den Arbeiten von A. Willing (1988), K. BLASCZYK (1994) und U.
GRIEPENBURG (1998) und die Hemmung der RRase-Aktivitdt durch das synthetiserte
Heptapeptid aufgebaut. Verschiedene Reinigungsvorgange wurden fur die Gewinnung von
ausreichend Menge an der aktiven metallhaltigen-Untereinheit der RRase aus C. glutamicum
verwendet. Die Reinigung der Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum stellte ein
ernsthaftes Problem dar, weil die RRase-Untereinheiten einerseits leicht dissoziiertbar sind und
andersaits separat keine Aktivitdt nachweisen kénnen. Fur die Reinigung der Ribonucleotid-
Reduktase sind verschiedenen Wege vorgenommen worden. Die erste Moglichkeit ist, die
Untereinheiten in der Frihreinigung voneinander getrennt und anschliefiend Separat weiter
gereinigt werden. Die zweite Moglichkeit ist, die Untereinheiten der Ribonucleotid-Reduktase
gemeinsam in einer Fraktion eluiert werden. Vor der Reinigung der Ribonucleotid-Reduktasen
mUssen viele Faktoren berticksichtigt werden. Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum ist
temperaturempfindlich, dadurch ist zu empfehlen, dal3 die ganzen Reiningungsvorgange bel
einer niedrigen Temperatur durchgefiihrt werden missen, damit die RRase-Aktivitét nicht
verloren geht. Die Durchfiihrung der Reinigung von der Ribonucleotid-Reduktase aus dem
ndhverwandten Stamm C. ammoniagenes durch 2°, 5ADP Sepharose hat Uber mehreren
Stunden gedauert und von daher war die Suche nach einer neuen aternativen Methode
notwendig, um sowohl fir die Gefahr der Inaktivierung der Ribonucleotid-Reduktase aus C.
glutamicum zu minimiseren as auch die Zeit zu sparen. Mit den Zielen, mehrere
Reinigunsvorgange in kurzer Zeit zu schaffen und gleichzeitig das organische Radikal in
seinem intakten Zustand zu halten, damit die RRase-Aktivitét nicht verloren geht, wurde eine
Reinigung der Ribonucleotid-Reduktase direkt aus der ersten Anreicherung (40-60 %ige

Ammoniumsulfat-Fallung) tber die analytische H.I.C versucht. Die RRase-Untereinheiten aus
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C. glutamicum wurden nach der Reinigung durch die analytische H.I.C separat eluiert, indem
se alein keine Aktivitét aufweisen konnen. Fur den Nachweis der RRase-Aktivitét missen die
Untereinheit der RRase miteinander komplementiert werden. Ein Vortell der nahen
Verwandtschaft zwischen C. glutamicum und C. ammoniagenes ist, dal3 die RRase-
Untereinheiten sich auch im heterologen System komplementieren lassen, wobei eine Bildung
der funktionellen Hybrid-RRase sowohl aus CG2 und CA1 as auch CG1 und CA2 friher von
WALTER (1996) nachgewiesen werden konnte. Das CG2-Protein wurde nach dem
Komplementationstest der einzelnen Fraktionen aus der H.I.C mit dem heterologen CA1l-
Protein gefunden und das CG1-Protein nach dem Komplementationstest mit dem gefundenen
homologen CG2-Protein ermittelt. Bis dieser Zeitpunkt war die analytische H.1.C die einzige
erfolgreiche Methode fur die Anreicherung der RRase aus C. glutamicum. Das eluierten CG2-
Protein der RRase aus C. glutamicum aus der analytischen H.I.C-Saule wurde mit
Ammoniumsulfat beladen (siehe Kapitel 4. 3. 1) und die direkte Konzentrierung des
gereinigten CG2-Proteins aus H.l.C ohne Dialyse in der GenVac verursacht eine Hemmung
der RRase-Aktivitét. Die RRase-Aktivitat aus C. glutamicum ist gegeniber lonenstérke-
schwankungen des Kaliumphosphatpuffers sehr empfindlich. Die Einstellung des
Kaliumphosphatpuffers erfolgte durch eine Dialyse, jedoch die 2 stundige Dialyse des CG2-
Proteins fUr die Entfernung von dem Kaliumpohosphat nicht ausreichend ist und ein Verlust an
der RRase-Aktivitdt hervorruft. Eine zeitsparende Methode fur die Entzalzung des CG2-
Proteins aus der H.I.C konnte die Verwendung von HITrap™-Saulen sein, bei der die
Entzalzung innerhalb weniger Minuten erfolgt. RRase wurde durch die analytische H.1.C nur in
einer geringeren Menge angereichert und fur die metallhaltige-Analyse der Ribonucleotid-
Reduktase wurde eine ausreichende Menge vom Protein bendtigt. Bisher ist die Reinigung der
RRase durch die Gelfiltration mit superdex G-200 trotz des Zerfalles der RRase das einzige
Anreicherungsmittel, das die Gewinnung einer grofen Menge der metallhaltigen-Untereinheit
erleichert, wobei das metallhadtige CG2-Protein bel den Fraktionen (Nr. 15-19) starke
angereichert wird. Die Gelfiltration mit Superdex G-200 favorisert eine hohe
Reproduzierbarkeit mit guter Anreicherung (sehe Tab. 5) des CG2-Proteins der

Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum.

Die Hemmung der gereinigten RRase-Aktivitdt aus C. glutamicum mittels den eingesetzten
Inhibitoren, eignet sich fur die Klassifizierung der RRase z. B. werden die eisenhaltige RRase
aus E. coli (THELANDER & REICHARD, 1979; Fuchs et a., 1972), die manganhaltige
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RRase in C. ammoniagenes und C. glutamicum durch den Radikalfénger (HU) stark gehemmt
(AULING et a., 1980; WILLING et al., 19883, LUO et al., 1997; GRIEPENBURG (1998),
waéhrend die B,,-abhangigen RRasen gegentiber dem Radikalfanger (HU) unempfindlich sind
(LAMMERS & FOLLMANN, 1983). Ribonucleotid-Reduktasen benttigen fur ihre
vollstandige Funktion einerseits ein intaktes Radikal, anderseits ein Metalzentrum, wobel
tellweiser oder vollstandiger Verlust an einer der beiden zur Inaktivierung der RRase-Aktivitat
fuhrt. Aus der dreidimensionalen Struktur des R2-Proteins aus E. coli 1a3t sich ermitteln
einerseits der Zustand des R2-Proteins ohne das organische Radikal (MetR2-Protein)
(NORDLUND et al., 1990; NORDLUND & EKLUND, 1993) anderseits die Gegenwart des
organischen Tyrosyl-Radikals in der Tiefe der metallhatigen-Untereinheit 10 A° gezeigt
(NORDLUND et al., 1990; NORDLUND & Eklund, 1993) und die Distanz zwischen dem
Tyrosyl-Radikal (Tyr'??) und dem Eisen-Atom betrégt etwa 0,5 nm (ELLEINGAND et ..
1998). Ein wichtiger Parameter fir die stabile Haltung des Radikals ist die Hydrophobizitét
der Umgebung, die einen Schutz des stabilen freien Radikals gegeniiber fremden Angriffen
baut. Die Struktur der separaten RRase-Untereinheiten wurde krystallisert, wéahrend der
bewegliche Arm, der die Untereinheiten der RRase miteinander verbunden, ist abwesend,
deswegen wurde ein Modell der R1-R2 Interaktion postuliert, wobel die Distanz zwischen dem
aktiven Zentrum der grol3en Untereinheit R1 und die Trpygs der kleinen Untereinheit etwa

25 A° betragt (UHLIN & EKLUND, 1994). Die RRase-Struktur ermdglicht die Bestimmung
der spezifischen Radikaltransfer zwischen dem Tyrosyl-Radikal der kleinen Untereinheit und
dem aktiven Zentrum der grofRen Untereinheit R1-Protein (NORDLUND et al., 1990;
CLIMENT & SJIOBERG, 1992; NORDLUND & EKLUND, 1993; UHLIN & EKLUND,
1994; SIOBERG, 1994; ROVA et a., 1995 EKBERG et al., 1996), wobe der
Elektrontransfer zwischen dem Tyrosyl-Radikal (Tyriz,) der kleinen Untereinheit Uber das
Eisenzentrum und seine Ligande, die konservierten beteiligten Aminosaure Aspzsz, Trpas,
Tyrsse der kleinen Untereinheit mit dem folgenden Aminosaure der grof3en Untereinheit R1-
Protein Tyrzs;, Tyrzzo, anschlieflend zum Cysi;ze und Substrat erfolgt. In den aktiven Enzyme
ist die Aminosdure Tyrosin in der Wirklichkeit ein Tyrosyl- Radikal, das durch verschiedene
spektroskopischen Untersuchungen und die “Site-directed mutagenesis’ gezeigt wurde
(LARSSON & Sjoberg, 1986; SIOBERG et a., 1978). Das Tyrosyl-Radikal dient zur
Herstellung von katalytischen essentiellen Cysteinyl Radikal in der grof3en Untereinheit R1-
Protein durch "long range electron transfer”. Eine Reduktion der Ribonucleotide bendtigt eine

Oxidation des organischen Radikals, dal3 es sich durch “long-Range electron transfer” von der
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metallhaltigen-Untereinheit zur katalytischen-Untereinheit tbertragen wird. Hydroxyharnstoff
ist der Radikafanger und ein sehr effektiver Inhibitor fur die Hemmung des Radikals der
metallhaltigen-Untereinheit der RRase und eignet sich fir die Blockade der DNA-Synthese in
viele Organismen (LAMMERS & FOLLMANN, 1983). Eine Ermittlung einer Gegenwart
eines stabilen freien organischen Radikals in der metalhaltigen Untereinheit der RRase aus C.
glutamicum konnte durch die Wirkung des spezifischen Radikalfangers Hydroxyharnstoff
(HU) auf die Enzymextrakte der RRase aus der Ammoniumsulfat-Fallung (40-60 %
Séttigung- Iso-Wert 2,7 mM) und das angereicherte CG2-Protein mittels Gelfiltration mit
Superdex G-200 (Kap. 4. 6. 1) (Iso-Wert 1,7 mM) nachgewiesen werden, indem sich eine
Reduktion des Radikals erreignet und zur Folge eine Inaktivierung der RRase-Aktivitét. Die
Beintrachtung des radikalhaltigen-Proteins ist auf die Ladung und die Hydrophobizitét des
Radikalfangers angewiesen (GEREZ et al., 1997), wobei das organische Radikal stérker durch
die positiv geladene Radikalfanger (HU) beeintrachtigt wird. Ein weltere Radikalfangern
Derivate der p-Alkoxyphenole wurden fir die Charakteriserung der metalhaltigen
Untereinheit der RRase aus C. glutamicum verwendet, sie eignen sich as wichtige Inhibitoren
fir die Chemotherapie zur Behandlung von Melanomem (POTSCH et al., 1994), wobei diese
Wirkstoffe sehr stark auf das R2-Protein der Ribonucleotid-Reduktase sowohl aus
Saugerzellen als auch E. coli wirkt (RILEY, 1984; BELCHER et al., 1992; RUSTIN et al.
,1992). Die Loschung des organischen Radikals bendtigt einen Elektrontransfer von einem

122

reduzierten Inhibitor zum Tyrosyl-Radikal (Tyr™°) in der kleinen Untereinheit R2-Protein
(NORDLUND et al., 1990). Die Teilnahme des organischen Radikals der metallhaltigen
Untereinheit an der Ribonucleotid-Reduktion in C. glutamicum konnte ebenfalls durch die
Wirkung des p-Methoxyphenols sowohl auf die Enzymextrakte der RRase aus der
Ammoniumsulfat-Fallung (40-60 % Séttigung- Iso-Wert 2,2 mM) als auch das angereicherte
CG2-Protein mittels Gelfiltration mit Superdex G-200 (Kap. 4. 6. 1) (Iso-Wert 0,5 mM)
nachgewiesen werden. Die starke Hemmung der RRase-Aktivitdt aus C. glutamicum durch die
zunehmenden Konzentrationen vom hydrophobem Inhibotor p-Methoxyphenol zeigte die
Dominanz des Radikalsldschens in dem molekularen Mechanismus der Inhibition flr die
Inaktivierung der RRase-Aktivitdt. Das chelatiserende Agenz (EDTA) ist weder ein
spezifischer noch effektiver Inhibitor fir die Hemmung der RRase-Aktivitéat. Dieser Wirkstoff
eignet sich fur die Destabilissierung des Holenzyms durch die Entfernung von Metallionen.
Die Gegenwart des Metalls in der kleinen Untereinheit der RRase aus C. glutamicum konnte

durch die Wirkung von chelatiserendem Agenz (EDTA) auf die Enzymextrakte der RRase
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aus der Ammoniumsulfat-Féllung (40-60 % Séttigung- Iso-Wert 24 mM) und das
angereicherte CG2-Protein mittels Gelfiltration mit Superdex G-200 ermittelt werden. Eine
Chelatisierung der Mn-RRase von C. ammoniagenes konnte friher durch das chelatiserende
Agenz (EDTA) nachgewiesen werden (WILLING et al., 1988), wobel der Isp-Wert 10 mM
betrégt. Die Hemmung der RRase-Aktivitat beruht darauf, dal3 das Metall aus dem Protein
entfernt wird (WILLING et a., 1988). Der schwache Einflu3 des chelatiserenden Agenz
(EDTA) auf Mn-RRase-Aktivitat aus C. ammoniagenes erschwert die Herstellung von dem
Apo-Protein, das fur die Metalgehatsanayse notwendig war. Wéahrend die starke
Empfindlichkeit der RRase von C. glutamicum erleichtert die Metallgehaltsanalyse dieses
Enzym. Nach der Untersuchung der RRase-Aktivitdtshemmung aus C. glutamicum durch
verschiedenen Inhibitoren sollen die Halbhemmkonzentrationen (=Iso-Wert) mit dem (=Iso-
Wert) des verwandten Stamm C. ammoniagenes verglichen werden. Die Hemmversuche der
RRase-Aktivitat aus C. glutamicum sind mit dem angereicherten Proteinmaterial aus der
Gdlfiltration mit Superdex G-200 durchgefiihrt worden. Es konnte nachgewiesen werden, dal3
ein freles organisches Radikal, das unabhangig vom Metallzentrum im Protein gebunden ist, in
der Mn-RRase aus C. ammoniagenes (GRIEPENBURG et al., 1996; WILLING et al., 1988;
LUO et d., 1998). Bisher ist die biochemische Charakterisierung der metallhaltigen-RRase aus
C. glutamicum nicht vorliegbar, ein Vergleich der RRase-Aktivitdtshemmung durch das
chelatiserende Agenz EDTA zwischen C. ammoniagenes und C. glutamicum |83t sich
feststellen, dal? die RRase aus C. glutamicum stark empfindlich gegentiber EDTA, wobel der
Iso-Werte bei 2,4 mM liegt (Kap. 4. 6. 2). Wahrend RRase aus dem verwandten Stamm C.
ammoniagenes zeigte eine geringe Sengtivitét von EDTA 10 mM  (WILLING; 1988). Daraus
konnte die Vermutung erstellt werden, dal3 das Metall in C. glutamicum eine nicht so starke
Bindungsstelle im Vergleich zu C. ammoniagenes aufwies und dadurch kénnte das Metall

durch EDTA aus dem Protein leichter entfernt und ein Apo-Protein leichter hergestellt werden.
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Tab. 9:Vergleich der RRase-Aktivitdtshemmung von C. glutamicum und C. ammoniagenes

durch verschiedene Inhibitoren

Inhibitoren lso-Wert der RRase aus Is-Wert der RRase aus C. ammoniagenes

C .glutamicum

Hydr oxyhar nstoff 1,7mM — diese Arbeit [25mM (Willing et al., 1988)
p-M ethoxyphenol 05mM — dieseArbeit |53mM (GRIEPENBURG et al., 1996)
EDTA 24mM — dieseArbeit |10,0mM (Willing et al., 1988)

Bei Mn-RRase aus C. ammoniagenes und C. glutamicum handelt es sich um eine eigne Klasse
von Enzymen, die sich von den anderen Klassen unterscheidet. Sowohl die Mn-RRase as auch
die Fe-RRase einigen sich in den konservierten Doménen der katalytischen Untereinheit.
Anderseits unterscheiden sich der Fe-RRase und Mn-RRase in dem Molekulargewicht und die
Aminosaure Homologie ist nur 30%. Durch die Heptapeptide, die der C-terminale Region der
kleinen Untereinheit entspricht, konnte eine Verhinderung der Bildung vom Holoenzym
verursacht werden (YANG et al., 1990), wobei die RRase-Aktivitét zuerst bel Herpes simplex
virus mit dem acetylierten Nonapeptid ACYAGAV-VNDL gehemmt wurde. Der [s-Wert
betragt 10-20 uM (DUTIA et al., 1986; COHEN et al., 1986; MCCLEMENTS et al., 1988;
PARADIS et a., 1988). Daraus hat sich ergeben, dal3 das C-terminalen Ende des R2-Proteins
eine grofRe Bedeutung fur die Bindung an der R1-Untereinheit und fir die Hemmung der
RRase-Aktivitdt haben (CLIMENT & SJOBERG, 1991, GAUDREAU et al., 1987,
GAUDREAU et al., 1990). In E. coli spielt das C-terminale Ende des metallhaltigen-Proteins
der RRase eine zentrale Rolle fur die Bildung des Holoenzyms der RRase. Dariiber hinaus
konnte ein Nachweis fur die Abhangigkeit der Interaktion der RRase-Untereinheiten (R1, R2)
an dem C-terminalen erbracht werden (CLIMEMT & SIOBERG, 1991). Nachweisbar ist, daf?
das synthetisierte Peptid aus dem C-terminalen Ende der metallhaltigen-Untereinheit aus E.
coli die Interaktion zwischen der Untereinheiten hemmen konnte (Iso-Wert=20 uM), wéhrend
die Behandlung der RRase-Aktivitdét der Sadugetiere durch dasselbe Peptid mit der

Konzentration von 50 uM keine Hemmung aufweisen konnte. In E. coli konnte sogar
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nachgewiesen werden, dal3 die invariablen Aminosauren Glutamin 350 und Tyrosin 356 des C-
terminalen Endes der metallhaltigen-Untereinheit der RRase nicht Elemente der Bindung
sondern fUr die Elektrontransfer Weg zwischen den Untereinheiten notwendig sind (CLIMENT
& SJOBERG, 1992). Die Hemmung der Ribonucleotid-Reduktion durch die Heptapeptide
wurde ebenfalls in Mycobacterium tuberculosis nachgewiesen, wobel die Kapazitdt der
Hemmung durch die Verdnderung der Heptapeptide im Vergleich zum naturlichen C-
Terminus R2F abnimmt, well die veranderten Heptapeptide schlecht an der C-terminale R1E-
Untereinheit binden konnte (YANG et al., 1997). Die Tatsache, dal3 die C-terminale Ende der
metallhaltigen-Untereinheit fir die Bindung an der katalytischen Untereinheit veranwortlich ist,
werden verschiedene interessante Fragen gestellt. Spielt das C-terminale Ende eine strukturelle
oder eine katalytische Rolle und was fir eine Funktion wird von den Aminosiuren dieser
Region ausgelibt? Das C-terminale Ende der metallhaltigen Untereinheit hat ein dominante
Anweisung in der Interaktion zwischen den Untereinheiten der Ribonucleotid-Reduktase aus
E. coli miteinander (GAUDREAU et a., 1987). Die Untereinheiten der RRase aus C.
glutamicum sind so schwach miteinander verbunden, so dal3 sie bisher nach der Reinigung
sowohl mittels Gelfiltration mit Superdex G-200 als auch mit analytischer H.1.C separat eluiert
wurden. Das synthetisierte Heptapeptid aus C. glutamicum hat 85,7 % Homologie zu dem C-
terminalen Ende des CA2-Proteins aus C. ammoniagenes. Ein Aminosauresequenzvergleich
des C-terminalen Endes des metallhaltigen CG2-Proteins zwischen C. glutamicum und C.

ammoniagenes ist im folgenden dargestellt:

C. glutamicum E-D-D-D-W-D-F
C. ammoniagenes T-D-D-D-W-D-F

Nach der Ermittlung der RRase-Aktivitdtshemmung durch das abgeleitete synthetisierte
Heptapeptid aus der C-terminalen Ende des metallhaltigen-Untereinheit aus C. glutamicum, hat
sich diese Aussage ergeben, dal’ das synthetisierte Heptapetid ein spezifischer Inhibitor fir die
Hemmung der RRase-Aktivitét ist.
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M oOglicher Hemmechanismus der Ribonucleotid-Reduktasen

durch C-terminale Peptide

@-
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Abb. 32: Modell der Hemmung der Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum durch
das synthetisierte Heptapeptid modifiziert nach DUTIA et a ., 1986.

Die kinetische Untersuchung (Kap. 4. 6. 5) der RRase-Aktivitétshemmung durch das C-
terminale Ende der metallhaltigen-Untereinheit Heptapeptid ermdglicht eine Vertiefung der
Kenntnisse tber dem Mechanismus der Hemmung und die Lieferung eines starken Nachwelis,
daf3 das C-terminale Ende der Ribonucleotid-Reduktase an der Interaktion der Untereinheiten
tellnimmt und fUr die Bildung von der Brlicke des organischen Radikaltransfers veranwortlich
ist. Die Tatsache, dal3 die RRase-Aktivitéat nur spefizisch fir den Speciesin vitro durch das
synthetisierte Heptapeptid gehemmt wird, stellt Ribonucleotid-Reduktase eine sehr attraktive
Wirkort Molekule fur die Bekampfung sowohl von Tumorzellen als auch von pathogenen
Mikroorganismen und DNA Viren dar. Die Hemmung der RRase-Aktivitat wurde bisher durch
das synthetisierte Heptapeptid in vitro untersucht. Fir die mogliche Hemmung der RRase-
Aktivitédt in den lebenden Zellen werden verschiedenen interessanten Fragen gestellt. In
welcher Wachstumsphase werden das synthetisierte C-terminale Peptide fur die Hemmung der
RRase-Aktivitat der Iebenden Zellen eingesetzt. Mit welchem Mechanismus werden die
Peptide in den Zellen transportiert.
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Das System der Ribonucleotid-Reduktion konnte durch die dreidimensionale Struktur der
RRase-Untereinheiten besser verstanden werden (NORDLUND et al., 1990; NORDLUND &
EKLUND, 1993; UHLIN & EKLUND, 1994; UHLIN & EKLUND, 1996; ERIKSSON et

., 1997). In diesem System ist das aktive Zentrum des R1-Proteins mit dem stabilen Tyrosyl-
Radika des R2-Proteins Uber “long rang electron transfer* fir den Aufbau des
Radikaltransferweges gebunden, wobei die konservierten Aminosdure der kleinen Untereinheit
(R2-Protein) Tyriz, ASPss, Hisizs, ASP2s7, Trpas, TYrsss und der grofen Untereinheit (R1-
Protein) Tyrzzo, Tyz, Cysuse beteligt sind. Spéer konnte die Existenz eines
Radikaltransfersweges in der Ribonucleotid-Reduktase aus E. coli durch die Kombination von
dreidimensionale Struktur der RRase und “Site-directed mutagenesis® nachgewiesen werden
(Ekberg et al., 1998). Das Tyrosyl-Radikal des R2-Proteins aus E. coli wird durch den
Radikafangern (HU) reduziert, der Eisengehalt bleibt intakt (BARLOW et al., 1983),
wéahrend im R2-Protein aus Maus sowohl das freie organische Radika (NYHOLM et 4.,
1993) als auch das Eisen durch diesen Hemmstoff reduziert werden (McCLARTY et d .,
1990) . In der Fe-RRase aus E. coli bilden die folgenden Aminoséure-reste Pheyos, Phex, und
lle;s, eine hydrophobe Tasche, die eine grofie Bedeutung fur die Stabilitdt des Tyrosyl-
Radikals haben und wahrscheinlich zum Schutz des Radikals vor H,O dienen (LOGAN et al.,
1998; ORMO et a , 1995). Hierbei konnte nachgewiesen werden, daR ein Austausch dieser
hydrophoben Aminosaure durch "site-directed mutagenesis' verringert die NrdF2-Aktivitét in
E. coli (ORMO et a , 1995). Sowoh! die Reduktion des Tyrosyl-Radikals mit dem intakten
Zustand der Fe (I11) als auch die Reduktion von Fe (I11) mit dem Ldschen des Tyrosyl-
Radikals fuhrt zur Inaktivierung der Ribonucleotid-Reduktase (Fontecave et al., 1990). Das
dominante Vorkommen von dem zweikernigen Fe(l11)-Zentrum in metR2-Protein aus Maus
tritt bei der Absorption 320 nm und 380 nm (DAVYDOQOV et d., 1997), jedoch sind diese
beide Absorption breit und wenig intensiv hier im Vergleich zum metR2-Protein aus E. coli
(DAVYDOV e 4a. 1997). Durch die Behandlung des aktiven R2-Proteins mit
Hydroxyharnstoff sowohl von E. coli as auch von Maus bleibt die Absorption bei 380 nm
durch die Tellnahme des zwelkernigen Fe(l1l)-Zentrums intakt wéhrend bei 414 nm, wo das
Tyrosyl-Radikal  auftritt, verschwand (DAVYDOV e a., 1997). Auch de
Teilcharakteriserung des metalhaltigen-Proteins der Ribonucleotid-Reduktase aus C.
glutamicum konnte durch das Absorptionspektrum erzielt werden (Kap. 4. 6. 2). Die
Absorptionspektren des mittels Gelfiltration mit Superdex G-200 aktiven gereinigten CG2-

Proteins aus C. glutamicum zeigte ein Schulter zwischen 340-500 nm, mit dem
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Hauptmaximum bei 415 nm. Die Behandlung des CG2-Proteins aus C. glutamicum mit dem
Radikalfanger (HU) verursacht eine deutliche Verdnderung des Spektrums, wobel das
organische stabile freie Radikal geloscht wird. Das stabile organische Radikal konnte durch
das Maximum der Absorption vom aktiven gereinigten CG2-Protein und mit 20 mM HU
gehemmter neuen RRase aus C. glutamicum bel 435 nm aus dem Differenzspektrum ermittelt
werden (Kap. 4. 6. 2). Jedoch wurden weitere undeutliche Veranderung im UV/Vis
Spektrum beobachtet. Daraus hat sich ergeben, dal3 das Mangan-Zentrum aus C. glutamicum
in seiner Empfindlichkeit gegenliber dem Radikalfanger (HU) genauso wie das Eisen-Zentrum
aus E. coli verhdlt und vollig intakt bleibt (DAVYDOQV et a., 1997, diese Arbeit). Das Uber
die Gefiltration mit Superose™12 gereinigte CA2-Protein der Mn-RRase aus C.
ammoniagenes zeigte ein dhnliches Absorptionspektrum wie C. glutamicum (GRIEPENBURG
et al., 1996), wobei neben dem Hauptpeak bei 410 nm tritt noch eine weitere bel 437 nm auf.
Uber ein Differenzspektrum (CA2-Protein ohne und mit 100 mM HU) konnte das
Absorptionsmaximum bel 437 nm ene deutliche Ausssage Uber die Gegenwart vom
organischen stabilen freien Radikal in der Mn-RRase aus C. ammoniagenes nachgewiesen
werden (AULING et al., 1997; GRIEPENBURG, 1998; OEHLMANN, et al., 1998). Das
Absorptionspektrum der Fe-RRase aus Arabidopsis thaliana zeigte Uber einen Bereich von
300-600 nm vier Bande bei  den folgenden Wellenlange 325 nm, 370 nm und 390 nm, 410 nm,
wobel die ersten Bande fir das Eisenzentrum geeignet sind wahrend die lUbrigen Bande das
Tyrosyl-Radikal entsprechen (SAUGE-MERLE et al., 1997; LARSSON & SIOBERG, 1986;
SJOBERG, 1997). Ebenfals konnte durch das Absorptionspektrum des nativen und HU-
behandelten NrdF-Proteins der Fe-RRase aus E. coli nach der Erscheinung der Peake bel den
folgenden Wellenlange 325 nm, 370 nm, 390 nm, 410 nm, 500 nm und bei 600 nm und eine
Verschwindung der Peake bei 390 nm und 410 nm des HU-behandelten Proteins nachgewiesen
werden, dal3 das Tyrosyl-Radikal durch HU beeintrachtigt wird und die Eisenhaltige-RRase
nicht entfernt wird (PETERSSON et a., 1980). Das Absorptionspektrum der RRase in Herpes
virus zeigten Bande Uber einen Bereich von 300-600 nm, die sowohl fir Eisen als auch das
Tyrosyl-Radikal charakteristisch mit den Beteiligung aromatischen Aminosauren sind (MANN
et a., 1991, OCHIAI et al., 1990). Es handelt sich sowohl bel der Fe-RRase als auch bei Mn-
RRase um ein &hnliches gebundenes Protein-Radikal. Da diese Messungen mit partiell
gereinigtem CA2 durchgefiihrt wurden, kann es durch die Verunreinigungen zu der leichten
Verschiebung im Vergleich mit dem Fe-Enzym gekommen sein und es sich sehr wohl um

gleichartige Radikale in Fe- und Mn-RRase handeln.
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Die UV/Vis-gpektroskopische Analyse des CG2-Proteins aus C. glutamicum zeigte deutliche
Unterschiede zwischen dem Absorptionspektrum der metalhaltigen Untereinheit der Mn-
RRase aus C. glutamicum und dem Fe-RRase aus E. coli. Aus der Differenzspektren des
aktiven gereinigten CG2-Proteins aus C. glutamicum, die im Kapitel (4. 6. 2) bereits erwadhnt
wurde, traten neben dem maximalen Differenzspektrum der Mn-RRase bel 435 nm
(OEHLMANN et al., 1998, diese Arbeit) noch weitere Peake bei den 480 nm, 527 nm und
567 nm auf, welche durch das manganhatige CG2-Protein der RRase aus C. glutamicum
verursacht sein konnten. Das maximale Differenzspektrum der metallhaltigen Untereinheit der
Fe-RRase tritt in einem Bereich von 410-415 nm auf (PETERSSON et a., 1980; MANN et
a., 1991). Willing konnte ertsmal ein Manganspektrum der RRase aus C. ammoniagenes
nachweisen und vermutete, dal3 dieses System ein gebundenes Mangan in der kleinen
Untereinheit enthélt. BLASCZYK (1994) berechnete auf der Basis der ICP-M S-Spektroskopie
ein mononucleares Manganzentrum pro Untereinheit CA2-Protein in C. ammoniagenes.
WILLING et a (1988a) und BLASCZYK (1994) vermuteten aufgrund langerer
durchgefihrter Dialyse, dal3 das Mangan fest im CA2-Protein sitzt und sehr stark in der
kleinen Untereinheit der RRase gebunden. Wie breit diskutiert wurde, dal3 die UV/Vis
Spektroskopische Ubereinstimmung der Mn-RRase aus C. ammoniagenes (WILLING et al.,
1988) mit der Mn-Pseudokatalase aus Lactobacillus plantarum (KONO & FRIDOVICH,
1983; QUE & TRUE, 1990; FRANKO et al., 1986) , die Mn-Katalase von Thermus
thermophilus (BARYNIN et al., 1986), die Mn-Superoxide Dismutase aus Thermus
thermophilus (STALLINGS et a., 1985), Bacillus stearothermophilus (PARKER & BLAKE,
1988) und der Mitochondrien der menschlichen Leber (WAGNER et a., 1989) und
Concanavain A (MARKHAM et al., 1981, HARDMAN et al., 1982), indem sie einkernige
Mn-Zentrum enthlten. Die Gegenwart von Eisen im aktiven R2-Protein der RRase aus E. coli
verhindert die Bindung des Mn**-lonen wenn das aktive R2-Protein mit dem Mangan inkubiert
(ATTA et a., 1992). Die Chelatiserung vom Eisen des aktiven R2—Proteins aus E. coli fur
die Herstellung vom Apo-Protein in vitro fuhrt zum Verlust vom Eisen und zum Ldschen des
Tyrosyl-Radikals und zur Folge eine Inaktivierung der RRase-Aktivitdt (PETERSSON et d ;
1980). Das Apo-R2-Protein wird durch die Inkubation mit Fe (II) im Gegenwart vom
Sauerstoff reaktiviert (ATTA et a., 1992, Pertersson et al., 1980). Wahrend der Reaktion
bindet das Eisen im aktiven Zentrum der Polypeptidkette und wird in situ zu Fe (Il1)
zusammen mit dem Tyrosyl-Radikal oxidiert (ATTA et a., 1992). Die Fe (Il) Eisenzentrum
wurde unter anaeoben Bedingungen und das Tyrosyl-Radikal durch die Eisen-Oxidation
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hergestellt. Im aktiven R2-Protein wird das Fe™ schnell in Fe*® oxidiert (MANN et al., 1991).
Das aktive Zentrum Tyri, des R2-Proteins wurde durch “Site directed mutagenesis’ zu
Phenylalanin mutiert (LARSSON & Soberg, 1986). Diese Mutante enthdt in vivo die
normale zweikernige Eisen, jedoch fehit ihr das frele Tyrosyl-Radikal, so dal3 das Enzym
inaktive wird (LARSSON et a., 1988). Die Verwendung von der sensitiven EPR-
Spektroskopische Untersuchungen von zwei kernige Mangan zeigte, dal3 das ApoR2-Protein
eine Hohe Affinitdt sowohl fir das Eisen als auch fUr das Mangan hat und das R2-Protein
enthalt ebenfalls vier Metallbindungstelle, wobel zwel Bindungstelle fiir jede Polypeptidekette.
Das frele Mn™ und das Mangangebunden-Protein wiesen verschiedene EPR-Spektren auf
(ATTA et a., 1992). EPR-Charakteristik des Mn-R2-Proteins zeigte, dal3 das gebundene-
mangan-Protein ist stabil bel den zwelkernige Mn (1) Zustand, dadurch wird sowohl eine
Aktivierung von Dioxygen als auch eine Herstellung von dem Tyrosyl-Radikal nicht verursacht
(ATTA et a., 1992). In Mycobacterium tuberculosis das Tyrosyl-Radikal ist mehr stabil als
in E. coli (LIU et al., 1998). Eine Reaktivierung des Tyrosyl-Radikals des ApoNrdF2-Proteins
aus Mycobacterium tuberculosis konnte nach der Inkubation mit den Fe-lonen im Gegenwart
von Sauerstoff erzielt werden, wéahrend die Inkubation mit den folgenden Metallionen Mn*,
Ni*?, Co™, zZn™, Cd*, und Mg keine Regeneration des Radikals verursacht (LIU et al.,
1998).
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Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dal’ die Ribonucleotid-Reduktase aus C. glutamicum

wie das Enzym aus C. ammoniagenes der Klasse IV zuordnen ist, da nur Mangan und kein
Eisen in der kleinen Untereinheit nachgewiesen wurde. Darlber hinaus erdffnet die Klonierung
der Gene der RRasen die Mdglichkeit, bisher ungel6ste Probleme der Metallbindung in beiden
Mn-RRasen zu bearbeiten. Zunéchst soll eine Uberexpression der metallhaltigen Untereinheit
(CG2-Protein) der Ribonucleotid-Reduktase erzielt werden. Damit kann endlich genligend
gereinigtes aktives CG2-Protein fur die chemische und physikalische Untersuchungen zur
Verfligung gestellt werden, um Uber ICP-MS- und ESR-Spektroskopie I nformationen Gber den
Metallgehalt und die Struktur des Metallzentrums der neuen Mn-RRase aus C. glutamicum zu
erhalten. Unter der Voraus-setzung, daf? diese Uberexpression gelingt und eine hthere
Proteinausbeute als bisher erreicht werden kann, miissen auch die bisher vorgestellten
Ergebnisse der UV /vis-Spektroskopie und der | CP-M S-Spektroskopie wiederholt werden. Die
ESR-Spektroskopie ist eine sehr wichtige Untersuchungmethode von Radikalen und Metall in
Proteinen. Die ESR-Analyse ermdglicht eine Zuordnung verschiedener paramagnetischer
Zentren gebundene Radikal und die Metallionen. Die hier vorgestellten Hemmung der RRase-
Aktivitdt aus C. glutamicum durch das Heptapeptid, das dem C-terminalen Ende der kleinen
Untereinheit der Ribonucleotid-Reduktase entspricht, konnte fur die Entwicklung einer neuen
chromato-graphischen Methode zur Reinigung der katalytischen Untereinheit (CG1-Protein)
verwendet werden. Dieses Heptapeptid wirde man zur Vorbereitung einer Affinitatmatrix
einsetzen konnen, da es an der C-terminalen Region der katalytischen Untereinheit der
Ribonucleotid-Reduktase bindet. Beispielweise wurden rekombinant hergestellte Apo-Proteine
ausE. coli (ATTA et al., 1992) und Arabidopsisthaliana ( SAUGE-MERLE et a., 1997)

mit verschiedenen Metallionen in Gegenwart von Sauerstoff inkubiert. Dawurde in beiden
Falen die Reaktivierung des Tyrosyl-Radikals nur durch die Gegenwart von Eisen
hervorgerufen. Im Gegensatz dazu wurde eine Reaktivierung des Apo-Proteins der Mn-RRase
ausschlief3lich mit Mangan in C. ammoniagenes (AULING et a., 1980, BLASCZYK, 1994;
LUO, 1994) und in Bacillus subtilus (MOHAMED et al., 1998) bisher nur in vivo
beobachtet. Rekombinantes Apo-Protein kdnnte durch Behandlung der metallhaltigen
Untereinheit der Mn-RRase mit den chelatisierenden Agentien hergestellt werden, das CG2-
Protein durch die Entfernung des Metall-1ons schonend inaktivieren. Durch die anschlief3ende

Innkubation mit verschiedenen Metall-lonen wie Mn*?, Fe*?, Ni*?, Co*?, Zn*?, Mg"in
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Gegenwart von Sauerstoff kdnnte eine Reaktivierung erzielt werden, wobel das organische
Radika und damit auch das Apo-Protein nur im Gegenwart des richtigen Metalls in den

aktiven Zustand zurickverwandelt wirde.
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