Praktikum Zellbiochemie im Bereich Pflanzenbiochemie 24.1.2005 — 4.2.2005

Identifizierung des reaktiven Histidins im aktiven Zentrum der Phytophtora sojae GP42 Transglutaminase

1 EINLEITUNG

Aus dem Kulturfiltrat von Phytophthora sojae, einem pflanzenpathogenen Oomyceten wurde

ein 42kDa-Glykoprotein (GP42) mit Transglutaminase(TGase)-Aktivitat isoliert, dass schon

in geringen Konzentrationen eine Immunantwort in Pflanzen hervorruft.

Die Transglutaminasen (EC 2.3.2.13) umfassen Enzyme, die eine Acyltransferreaktion

zwischen der y-Carboxyamid-Gruppe eines proteingebundenen Glutaminrestes und der

e-Amino-Gruppe eines proteingebundenen Lysinrestes bzw. verschiedenen priméren Aminen
katalysiert. Diese irreversible Reaktion resultiert in der Ausbildung einer kovalenten
Isopeptidbindung der Aminosaurereste Glutamin und Lysin, die besonders proteinaseresistent
ist.

Der katalytische Mechanismus weist starke Ahnlichkeiten mit dem von Cysteinproteasen auf.
Es konnte gezeigt werden, dass TGasen ein aktives Zentrum besitzen, das aus einer
katalytischen Cys-His-Asp-Triade besteht, wobei das hoch reaktive Cystein ein
charakteristisches Merkmal aller TGasen ist.

Die Selektivitat gegeniiber dem 1. Substrat, dem Glutaminrest, ist relativ hoch, beziglich des
Acylakzeptors zeigen die TGasen jedoch nur geringe Spezifitat. Deshalb katalysieren TGasen
Nebenreaktionen wie Desamidierung, Amininkorporation und Esterifikation.

Da sie an der posttranskriptionellen Modifikation von Proteinen, durch die kovalente
Einbringung von primdren Aminen oder die Deamidation von Glutaminresten beteiligt sind,

vernetzen sie Proteine haufig zu unléslichen supramolekularen Strukturen.

Die TGase aus Phytophthora ist ein neues Mitglied innerhalb der TGase-Familie, weil sie
kaum Sequenzibereinstimmungen mit den anderen Vertretern aufweist, aber Uber sehr
ghnliche biochemische Eigenschaften verfiigt. Die Aktivitat der GP42 ist strikt Ca®*-abhéngig
und nicht durch Mg®* oder Mn®" substituierbar. Durch Chelatierung mit EDTA wird die
TGase-Aktivitat vollstandig gehemmt.

TGase-Inhibitoren wie Cu?*, lodacetamid, Cystamin und N-ethylmaleimid blockieren effektiv
die Aktivitat der GP42.

Die Sequenzunterschiede der GP42 zu den tierischen TGasen konnte zum einen eine Folge
des evolutiondren Abstandes der Oomyceten zu den Metazoa sein. Zum anderen kénnte sich
aufgrund der gleichen enzymatischen Aktivitat der GP42 durch konvergente Evolution eine

katalytische Triade entwickelt haben.
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1.A Zielsetzung

Die Transglutaminasen sind in Sdugetierorganismen an vielen physiologischen Prozessen
aulerst vielfaltig und komplex beteiligt. Da die Funktion und Relevanz der TGasen bis jetzt

nur in Ansatzen verstanden ist, sind sie ein begehrtes Forschungsthema.

In der Medizin liefert die Erforschung dieser Enzymklasse Ansétze gegen Krankheiten wie:
Krebs, Autoimmunreaktionen, neurodegenerative  Erkrankungen sowie chronisch
entziindliche Storungen bei rheumatischer Arthritis. Sie sind wichtig fiir die Eigenschaften
von Haut und Haaren und spielen eine Rolle bei der Zell-Matrix-Interaktion,

Gewebeintegritat und Apoptose.

GP42 ist z.B. auch in der Lage, wie die TGasen, Proteine tiber Transglutaminase-Aktivitat zu

vernetzen.

Da es bis jetzt jedoch noch keine 3D-Struktur des GP42 gibt, und kaum Sequenzhomologie zu
anderen Transglutaminasen vorhanden ist, bildet GP42 eine neuartige Gruppe innerhalb der

TGase-Enzymklasse. Dies macht die Forschung an diesem Glykoprotein sehr interessant.

Fur die GP42 TGase wurde das reaktive Cystein 290 identifiziert. Dem Charge-Transfer-
Komplex gehdrt neben dem Cystein noch ein Histidin und ein Aspartat an. Die GP42 enthélt
jedoch sechs Histidine. GP42-Konstrukte mit einzelnen Aminosdureaustauschen wurden
hergestellt. Jedes Histidin wurde gegen Alanin ausgetauscht. Alanin kann keine
Wasserstoffbriickenbindungen wie das Histidin eingehen. Die Mutation, die das katalytische
Histidin betrifft, sollte zum totalen Verlust der enzymatischen Aktivitat fihren. Eigentlich
sollte gezeigt werden, ob sich ein reaktives Histidin identifizieren lasst.

Da jedoch keine His-Mutanten zur Verfuigung standen, fihrten wir den Versuch nur mit dem

Wildtyp (WT) und der negativen C290S-Kontrolle (Cystein290 durch Serin ersetzt) durch.

Um korrekt gefaltetes und gereiftes Protein zu erhalten, wurde GP42 aus Pichia methanolica
exprimiert. Dieses rekombinante Protein besaR die gleiche Aktivitat wie die TGase aus dem

Kulturfiltrat von Phytophthora sojae.




Praktikum Zellbiochemie im Bereich Pflanzenbiochemie 24.1.2005 — 4.2.2005

Identifizierung des reaktiven Histidins im aktiven Zentrum der Phytophtora sojae GP42 Transglutaminase

2 DURCHFUHRUNG

(i) Tag1
Es wurden je 4 Klone von einer positiven (WT GP42) und einer negativen (C290S GP42)

Kontrolle in 15 ml BMDY-Medium in einem 50 ml Falcon-Tube angeimpft und Gber Nacht

kultiviert.

(i) Tag 2: Induktion der Expression

Nach 23 h wurde die ODgoo gemessen (Tabelle 1). Dazu wurden 900 pl BMDY mit 100 pl
Hefe-Ubernachtkultur gemischt.

Tabelle 1: Ergebnisse der Extinktionsmessung der Uber-Nacht-Kultur

Probe ODsoo

WT GP42-1 0.738
WT GP42-2 0.615
WT GP42-3 0.375
WT GP42-4 0.469
C290S GP42-1 0.443
C290S GP42-2 0.393
C290S GP42-3 0.470
C290S GP42-4 0.594

Die Idealwerte sollten zwischen 0.2 und 1.0 liegen. Die Ubernachtkulturen wurden bei 1500 g
und 20 °C 5 min lang herunterzentrifugiert und 3 ml des Uberstandes in 15 ml Falcon-R6hren
in flissigem Stickstoff eingefroren, der restliche Uberstand wurde verworfen. Die Hefen
wurden in 5 ml BMMY-Medium resuspendiert und wieder geschuttelt.

(iii) Tag 3 und 4: 24h/48h-Probenentnahme

Von jeder Kultur wurden 500 pl entnommen, in 1.5 ml Eppendorfcups berfihrt, und bei
13200 rpm 2 min bei 20 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Nach Zugabe von 500 pl 10x Methanol wurden die Hefen weiter kultiviert. Nach

weiteren 24 h wurde diese Prozedur wiederholt.
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(iv) Tag 5: Aufarbeitung des Kulturfiltrats

Nach insgesamt 72 h wurden die Hefen bei 5000 rpm 15 min bei 20 °C abzentrifugiert und je
2.5 ml des Uberstands zur Entsalzung auf PD-10 Saulen aufgetragen, die zuvor mit 5 x 4 ml 5
mM Natriumacetat pH 5.2 &quilibriert wurden.

Nach Zugabe von 3.5 ml 5 mM Natriumacetat pH 5.2 wurde die Proteinprobe in 15 ml
Falcon-Rohrchen gesammelt, und in flussigem Stickstoff eingefroren und Uber das

Wochenende gefriergetrocknet.

(v) Tag 7: TGase-Aktivitatsbestimmung

Die Enzymaktivitdat wurde mit dem in vitro-Assay nach Slaughter et al. (1992) bestimmt.
Dieser macht sich die Aktivitat der Transglutaminase zu Nutze um Biotin-markierte primare
Amine an Casein kovalent zu binden. Ein Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat
bindet spezifisch an das gebundene Biotin. Alkalische Phosphatase setzt para-
Nitrophenylphosphat zu para-Nitrophenol um. Dies flhrt zu einer Zunahme der Absorption
bei 405 nm. Da die Aktivitit der Phosphatase, und nicht direkt die Aktivitat der

Transglutaminase gemessen wird ist dieser Assay ein indirekter Enzymtest.

Die Reaktionszeit betrdgt 1 h, und die spezifische Aktivitat der GP42 und seiner Derivate

lasst sich in mOD/min/ug darstellen.

2.B Protokoll des TGase-Enzymtests

Die Mikrotiterplatte wurde schon am Freitag mit N,N-di-Methylcasein beschichtet.

Die Proben in Reihe D jeder Platte wurde mit 5 pl 0,4mM lodacetamid, das als Inhibitor
speziell fur Thiolgruppen fungiert, und den aktiven Cysteinrest acetyliert, fir 15 — 30 min
vorinkubiert.

Danach wurden 5 pl Enzym, bzw. Wasser als Negativkontrolle, zugegeben.

Die TGase-Reaktion wurde mit der Zugabe von 200 pl TGase-Substrat-Losung gestartet. Die
Reaktionsdauer betrug 1 h, und wurde durch 2maliges Waschen mit je 300 pl 200 mM EDTA
pH 8, pro well gestoppt.

Danach wurde mit 300 pl 200 mM Tris pH 8.5 gewaschen.

Darauf folgte die Immunomarkierung mit 200 pl ID-L6sung pro well. Nach 1 h bei RT wurde
wieder 2mal mit 300 pl 100 mM Tris pH 8.5 + 0.01% Triton X-100 und danach nochmals mit
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300 pl 100 mM Tris pH 8.5 gewaschen um nicht gebundenes Streptavidin-alkalische

Phosphatase-Konjugate zu entfernen.

Im Anschluss an die Waschschritte wurden 200ul pro well P-Ldsung dazugegeben, und 2 h

bei 405nm gemessen. In jede Reihe wurde eine andere TGase-Substrat-Lésung zugegeben:
A:

5 mM CaCl,

10 MM DTT

0.5 mM 5-(Biotinamido)pentylamin (BAPA)
100 mM Natriumacetat-Puffer (pH 5.2)

H,O dd

O O0OO0OO0Oo

w

5 mM MgCl,

1 mMEGTA

10 mM DTT

0.5 mM BAPA

100 mM NaAc-Puffer
H,0 dd

O O0OO0OO0O0O0o

Q

5 mM CacCl,

5mM EDTA

10 mM DTT

0.5 mM BAPA

100 mM NaAc-Puffer
H,0 dd

O O0OO0OO0O0®©°

<

5 mM CacCl,
lodacetamid

10 mM DTT

0.5 mM BAPA

100 mM NaAc-Puffer
H,0 dd

O O0OO0OO0O0Oo
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3 ERGEBNISSE

Das GP42 wurde in Pichia methanolica exprimiert. Dies ist zwar wesentlich ineffektiver, als

z.B. die Expression in Aspergillus oryzae, liefert aber ausreichend Protein fur die
Aktivitatsstudien.

Hier wurde ein indirekter colorimetrischer Assay zur Bestimmung von TGase-Aktivitat
genutzt. Dieser Test ist dulerst sensitiv, Enzymmengen im ng-Bereich kdnnen detektiert
werden und durch die Verwendung von mit N,N-Di-methylcasein beschichteten
Microtiterplatten ist ein hoher Durchsatz moglich.

Die verschiedenen Substratlosungen induzieren eine unterschiedliche Zunahme der OD bei
405nm.

Da GP42 eine Ca-abhangige Transglutaminase ist, sollte man mit Losung A die hdchste
Aktivitdt messen. Hier sind keine stérenden Faktoren beigemischt.

In Losung B wurden Ca?* gegen Mg®* ausgetauscht, und EGTA, welches ein spezifischer Ca-
lonenfanger ist, eingesetzt. Diese beiden Faktoren sollten zu einem Ruckgang der
Enzymaktivitat fihren.

In Losung C wurde EDTA anstelle von EGTA eingesetzt. EDTA bindet Metallionen viel
starker als EGTA. Darum erwartet man hier keine TGase-Aktivitat.

Losung D wurde lodacetamid als spezifischer Inhibitor fir Thiolgruppen zugesetzt. Auch hier
wird keine TGase-Aktivitat erwartet, weil das lodacetamid das Cystein acetyliert.
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Beispielhaft werden hier nur die Steigungen der 1. Mikrotiterplatte dargestellt:
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Abb.3.1. Absorptions/Zeit-Diagramm der spezifischen TGase-Aktivitat des
rekombinanten GP42. Es ist dargestellt die Aktivitat der negativen H,O-Probe
(schwarzer Graph), des gereinigten GP42 (roter Graph), des Wildtypproteins
(griner Graph) und der C290S-Mutante (blauer Graph) in den jeweiligen
Losungen A-D. Die Umsetzung der Phosphatase-Substrate wurde bei 405nm
Uber 2h vermessen. Im Diagramm ist die erste Minute der Messung angezeigt.
Die Werte sind Ergebnisse von Doppelbestimmungen.

In mOD/min ergeben sich folgende Saulen-Diagramme.
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Abb.3.2: Vergleich der verschiedenen Substratlésungen A-D mit den jeweiligen
Enzymen. Die spezifische TGase-Aktivitat der verschiedenen Enzymproben in
den verschiedenen Substratlésungen A-D wurden im colorimetrischen
Mikrotiterassay nach Slaughter et al.,(1992) gemessen. Die Werte sind
Ergebnisse von Doppelbestimmungen.

Betrachtet man nun die verschiedenen Enzyme gegeniiber denn verschiedenen Substrat-

Lésungen erhalt man folgende Diagramme.

Plattel

204

15+

10

mOD/min

H20 A
GP42 A
WTA
C290S A

Abb.3.3: Auftragung aller Proben gegen mOD/min. Die TGase-Aktivitat aller
Enzymproben (H,O, GP42, WT und C290S) in allen Substratldsungen A-D im direkten
Vergleich gegen mOD/min. Alle Werte sind Ergebnisse von Doppelbestimmungen
gemessen nach Slaughter et al. (1992) bei 405nm.

Die Aktivitat des WT gegentber dem gereinigten GP42 ist sehr viel geringer. In C erhalt man
fir GP42 untypische Werte, da hier die Aktivitat viel niedriger als in B sein misste, wegen

der héheren Affinitait des EDTA zu Mettalionen gegeniber dem, nur fiir Ca?*-lonen
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spezifischen, EGTA. In D erhalt man untypische Werte fiir den WT, da hier die Anwesenheit

des Inhibitor lodacetamid die TGase-Aktivitat sehr viel starker hemmen musste.

Zum Vergleich Platte 2:

304

L\

mOD/min

H20 A
GP42 A
WTA
C290S A

Abb.3.4: Auftragung aller Proben gegen mOD/min der zweiten Platte .Die TGase-
Aktivitat aller Enzymproben (H,O, GP42, WT und C290S) in allen Substratlosungen A-
D im direkten Vergleich gegen mOD/min. Alle Werte sind Ergebnisse von
Doppelbestimmungen gemessen nach Slaughter et al. (1992) bei 405nm.
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Nun kann man die GP42-Proben gegen mOD/min/ug auftragen:

1000

800

600

mOD/min/ug

400

B .
o . . .

GP42 A GP42B GP42C GP42D

Abb.3.5. TGase-Aktivitat des gereinigten GP42. Die spezifische TGase-Aktivitat wurde
im colorimetrischen Mikrotiterassay nach Slaughter et al., (1992) gemessen. Es
wurden 20 ng gereinigtes GP42 aufgetragen und auf mOD/min/ug extrapoliert. Die
Werte sind Ergebnisse von Doppelbestimmungen mit den jeweiligen
Substratlosungen A-D.

Die mit Ldsung A versetzten Proben besitzen die hdchste TGase-Aktivitat. Bei dem
gereinigten GP42 erhalt man in Losung A eine mOD/min/ug von 1072, in Lésung B 218, was
einer Aktivitat von 20,3% entspricht.

In Lésung C, 552. Dies entspricht 51,5% der Aktivitat unter optimalen Bedingungen.
Dieser Wert sollte jedoch deutlich niedriger sein, da hier EDTA eingesetzt wurde.
In Lésung D, mit dem Inhibitor, 41, also 3,8%.

Nimmt man die GP42-Werte als 100%-Werte, erhalt man fiir die TGase-Konzentrationen des

WT folgende Werte:

Ldsung GP42 [ng]
A 4,04
B 2,87
C 0,7
D 150,46
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4  DISKUSSION

Durch die Zugabe der Substratldsungen erwartete man eine schrittweise Abnahme der TGase-

Aktivitat von Lésung A zu Lésung D fir die Proben mit gereinigtemGP42 und dem WT-
Produkt. Mit jeder Substratlésung nimmt die Starke der Hemmung, durch Austausch von Ca?*
durch Mg?* und Zugabe von EGTA in Lésung B, Zugabe von EDTA in Lésung C und
schliesslich Zugabe von lodacetamid in Losung D, zu.

Bei der Wasser-Probe durfte man ebenfalls keine Aktivitat erwarten, da hier kein Enzym
enthalten ist.

Ebenso sollte die C290S-Probe keine TGase-Aktivitat aufweisen, da ohne das katalytische
Cystein keine Enzymaktvitat vorhanden ist.

Wie erwartet zeigt die C290S-Mutante keine TGase-Aktivitat mit keiner Substratldsung.
Dies bestatigt, dal das C290 die Funktion des katalytischen Cysteins inne hat.
Auch zeigt das gereinigte GP42-Enzym die hochste Aktivitat mit jeder Substratlésung.

Einzige Ausnahme ist Substratldsung D mit dem Inhibitor. Hier zeigt der Wildtyp jeweils
eine viel starkere Aktivitdt. Dies lasst darauf schlieRen, dass im WT-Produkt noch viele
andere Proteine mit enthalten sind, und dafir die Konzentration des lodacetamids zur

Hemmung zu niedrig gewahlt wurde.

Auch erstaunlich ist, dass bei Losung C (mit EDTA) die Aktivitat des gereinigten GP42
jeweils hoher liegt als dies bei Losung B der Fall ist. Eigentlich sollte es umgekehrt sein.
Dieses Ergebnis kann an Pipettierfehlern oder Fehlern bei der Verdlinnung der eingesetzten
Ldsung, insbesondere des EDTA, liegen.

Die Wildtypreihe zeigt gute Werte fur die Lésungen A, B und C. Die Aktivitdt nimmt mit
jeder Losung ab.

In Losung D misste jedoch eine sehr viel grossere Menge an GP42 enthalten sein, als in den
restlichen WT-wells. Dieser Werte lasst sich wohl eher darauf zurlckfihren, dass hier das
lodacetamid vergessen wurde.

Um die Proteinmenge der C290S-Mutante angeben zu koénnen, hatte man einen Western-Blot
durchfiihren missen.

Zur Auswertung wurde nur die erste Platte benutzt, da die Werte schon bei der néchsten

Messung der 2. Platte, nach ca. 2 Stunden, stark abnahmen.

11



Praktikum Zellbiochemie im Bereich Pflanzenbiochemie 24.1.2005 — 4.2.2005

Identifizierung des reaktiven Histidins im aktiven Zentrum der Phytophtora sojae GP42 Transglutaminase

Zum eigentlichen Ziel dieses Versuches, der Identifizierung des reaktiven Histidins, ist zu
sagen, dass durch den nukleophilen Angriff des katalytischen Histidins auf das katalytische
Cystein, das Cystein hoch reaktiv wird. Grenzstruktur ist ein Thiol-Imidazolium-lonenpaar,
welches durch eine Wasserstoffbriickenbindung aus dem katalytischen Aspartat stabilisiert
wird. Die drei Aminosduren verbinden sich tber H-Briuckenbindungen zu einem lonenrelais,
wobei das Cystein eine negative Partialladung erhalt. Das Histidin ist essentiell bei der

Aktivierung des Cysteins.

Durch den Austausch des Histidin durch Alanin fehlt die aktivierende Wirkung auf das
katalytische Cystein.

Beim Austausch des H291 geht die Enzymaktivitdt zwar um 94% zuriick, die direkte

Nachbarschaft zum C290 schliesst jedoch aus, das es zur katalytischen Triade gehort.

Die H194A-Mutation zeigt noch iber 20% Restaktivitat gegenliber dem WT. Daher lasst auch

sie sich ausschliessen.

Bei der H491A-Mutante wurde zwar ein vollstandiges Fehlen der TGase-Aktivitat entdeckt,
diese wird aber wohl eher der gestdrten Proteinstabilitat zugeordnet, da sie wie die Histidine
H309 und H354 direkt neben einer geladenen Aminoséure liegen, und somit deren Sequenz
eher etwas mit den Proteasen gemein hat. VVollstdndig auszuschliessen ist es jedoch nicht.

Eine Beteiligung des H354 an der katalytischen Triade der GP42 ist dagegen auszuschliessen,
da dieses Derivat sogar eine hohere Aktivitét als der WT aufweist.

Da das H309 nicht unter den GP42-Homologen konserviert ist, ist auch dessen Beteiligung an
der Triade unwahrscheinlich.

Somit bleiben die beiden Histidine H368, weil es nicht exprimiert wurde, und das H491, weil
es keine Restaktivitat verzeichnete noch im Rennen und es bedarf weiteren Untersuchungen

zur ldentifizierung des katalytischen Histidins der GP42.
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