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1. Zusammenfassung

Methanobacterium thermoautotrophicum ist eéin methanogenes Archaeon, das mit CO,
und H, as dleniger Kohlenstoff- und Energiequelle unter Bildung von Methan wachsen
kann. Ein wichtiger Schritt der Methanogenese ausgehend von CO, und H; ist der Transfer
der Methylgruppe von N°-Methyltetrahydromethanopterin auf Coenzym M. Diese Reaktion ist
mit einer Energiekonservierung durch Natriumionentranslokation uber die Cytoplasma-

membran verbunden.

Verantwortlich fir den Methylgruppentransfer ist der membrangebundene Methyl-
transferasekomplex, der aus den acht Untereinheiten MtrABCDEFGH besteht. Die Funktio-
nen der einzelnen Untereinheiten waren bisher weitgehend unbekannt. Es konnte lediglich
MtrA als die Untereinheit identifiziert werden, die als prosthetische Gruppe 5=Hydroxy-

benzimidazolylcobamid tragt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, da3 die Untereinheit MtrH des membrange-
bundenen Methyltransferasekomplexes aus M. thermoautotrophicum durch lonenaustausch-
chromatographie vom (brigen Komplex getrennt werden kann und die katalytische Funktion
einer Methyltetrahydromethanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferase besitzt. Dieses Ergeb-
nis wird durch eine Reihe von Aminosauresequenzvergleichen von MtrH-Proteinen verschie-
dener methanogener Archaea mit unterschiedlichen Enzymen verschiedener Organismen, die

ebenfalls den Transfer einer Methylgruppe katalysieren, gestitzt.

Darlber hinaus wurden sowohl experimentelle als auch theoretische Hinweise gefun-
den, daR die Untereinheit MtrE ein integrales Membranprotein ist. Die mdgliche Funktion der
MtrE-Untereinheit als Methylcob(ll)alamin:Coenzym-M-Methyltransferase wird am Ende
dieser Arbeit mittels intensiver Vergleiche von MtrE-Untereinheiten mehrerer methanogener
Archaea mit Aminosauresequenzen anderer Enzyme, die eine dhnliche Reaktion katalysieren,
diskutiert. Zur Diskussion steht ebenfalls die Beteiligung der MtrE-Untereinheit am ProzeR
der Natriumionentranslokation, wobei andere Enzyme mit einer priméren Natriumpumpe zum

Vergleich herangezogen werden.
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[11. Einleitung

Methanogene Archaea sind eine heterogene Gruppe strikt anaerob lebender Mikro-
organismen, die einen der drei Hauptaste der Doméane der Archaea darstellen (Woese et al.,

1990). Archaea bilden neben den Eukarya und Bakteria die dritte Doméane des Lebens.

Die Methanbildung ist ein Prozel3, der in der Natur an anoxischen Standorten wie
Stmpfen, Reisfeldern, in Seewassersedimenten, in Faultirmen von Klédranlagen, im Pansen
von Wiederk&uern oder in Termitendarmen stattfindet. Ein gut untersuchtes Beispiel fur ein
methanogenes Archaeon ist Methanobacterium thermoautotrophicum, ein thermophiler Orga-
nismus mit einer Wachstumstemperatur von 65 °C, der mit H, und CO als alleiniger Kohlen-
stoff- und Energiequelle unter Bildung von Methan wachsen kann. Die Methanogenese aus-
gehend von H, und COs ist in Abbildung 1 gezeigt. Es wird deutlich, dal an den zahlreichen
Reaktionsschritten der Methanbildung eine Reihe von Enzymen beteiligt sind, deren moleku-

laren und katalytischen Eigenschaften von groliem Interesse sind.

1 Ener giemetabolismus methanogener Archaea

Die Methanogenese ausgehend von H, und CO, ist unter Standardbedingungen eine

stark exergone Reaktion (Reaktion 1).
(1)CO, + 4H; —> CH4 + 2H,0 AG®'=-130 kJ/mol

Berlcksichtigt man jedoch, dal3 unter natiirlichen Bedingungen nur ein Wasserstoff-
partialdruck von 1-10 Pa vorherrscht, betragt die Anderung der freien Enthalpie nur noch etwa
25 % dieses Werts (AG' = - 30 kJ/mol). Wegen dieses geringen Energiegewinns ist jede
Teilreaktion, die einen Beitrag zur Energiegewinnung oder zur Energiekonservierung leisten

kann, fiir den Energiemetabolismus methanogener Archaea von grof3er Bedeutung.

Noch deutlicher wird die Notwendigkeit von energiekonservierenden Reaktionen, weil

die Reduktion von CO; zu Beginn der Methanogenese endergon ist (Reaktion 2).

(2) COz + 2H; + MFR —> CHO-MFR  AG®°'=+16 kJ/mol
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Abb. 1: Stoffwechselweg der M ethanogenese aus H, und CO, in Methanobacterium thermoautotrophicum.
Abkirzungen: MFR, Methanofuran; H4MPT, Tetrahydromethanopterin; Fs0H,, reduziertes Coenzym F,y; H-S-
CoM, Coenzym M; H-S-CoB, Coenzym B; CoM-S-S-CoB, Heterodisulfid aus Coenzym M und Coenzym B; X,
unbekannter Elektronendonator. Enzyme: a) Formylmethanofuran-Dehydrogenase; b) Formyl-MFR:H;MPT-
Formyl-Transferase; c) N° N'°-Methenyl-H,MPT-Cyclohydrolase; d) Fsx-abhingige N°N'-Methylen-H,MPT-
Dehydrogenase; €) N° N'-Methylen-H,MPT-Reduktase; f) N°-Methyl-H,MPT:Coenzym-M-Methyltransferase;
g) Methylcoenzym-M-Reduktase; h) Coenzym-F—nicht-reduzierende-Hydrogenase; i) Coenzym-F4o-reduzie-

rende-Hydrogenase; j) Heterodisulfid-Reduktase.



Einleitung 5

Auch bei dieser Reaktion spielt der Wasserstoffpartialdruck eine Rolle, so daR die
Reaktion unter natiirlichen Bedingungen (siehe oben) mit AG' = +40 kJ/mol noch starker

endergon ist (Bertram und Thauer, 1994).

Die zum Energiegewinn der Methanogenese beitragenden Reaktionen kénnen in einen
oxidativen Teil, in dem Coenzym M (H-S-CoM) und Coenzym B (H-S-CoB) zum Heterodi-
sulfid (CoM-S-S-CoB) oxidiert werden und einen reduktiven Teil, in dem das Heterodisulfid
reduktiv zu Coenzym M und Coenzym B gespalten wird, aufgeteilt werden (Thauer, 1998)
(siehe auch Abb.1). Dabei spielt die Methylcoenzym-M-Reduktase im oxidativen Teil eine
wichtige Rolle (Reaktion 3).

(3) CH3-S-CoM + H-S-CoB —> CH, + CoM-S-S-CoB AG®'= -45 kJ/mol

Die katalysierte Reaktion ist, bedingt durch die Entstehung eines gasférmigen Pro-
dukts, nahezu irreversibel und nach bisherigem Wissen nicht mit einer energiekonservieren-
den Reaktion gekoppelt (Thauer et. al., 1993).

Anders sieht es bei der Reaktion aus, die von der Heterodisulfid-Reduktase katalysiert
wird (Reaktion 4).

(4) COM-S-S-CoB + 2[H] —> H-S-CoM + H-S-CoB AG®'= -40 kJ/mol

Die Reduktion des Heterodisulfids zu Coenzym B und Coenzym M ist nachweislich mit dem
Aufbau eines elektrochemischen H*-Potentials gekoppelt (Peinemann et al., 1990;
Deppenmeier et al., 1990a, b, 1991, 1996; Sparling et al., 1993). Dieser elektrochemische H*-
Gradient wird zur Synthese von ATP genutzt. Der genaue Mechanismus der ATP-Synthese ist
noch nicht untersucht. Im Genom von M. thermoautotrophicum Stamm AH sind nur fur eine
ATP-Synthase kodierende Gene gefunden worden (Smith et al., 1997). Bekannt ist jedoch
nicht, ob diese ATP-Synthase H'- oder Na*-abhangig ist, weil die lonengradienten Gber einen

Na*/H*-Antiporter ineinander umwandelbar sind. (Kaesler und Schénheit, 1989 a, b).

Trotzdem reichen die bisher erwahnten exergonen Reaktionen nicht aus, um unter na-
tirlichen Bedingungen gentigend Energie fur die ATP-Bildung zu gewinnen. Somit kommt
der N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltransferase, die die Bildung von
Methylcoenzym M (CHs-S-CoM) aus N°-Methyltetrahydromethanopterin (CHs-H4MPT) und
Coenzym M (H-S-CoM) katalysiert (Reaktion 5), eine besondere Bedeutung zu. Die kataly-
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sierte Reaktion ist exergon und mit der Energiekonservierung durch die Ausbildung eines
elektrochemischen Na'-Potentials tiber die Cytoplasmamembran gekoppelt (Deppenmeier et
al., 1996).

(5) CH3-H4MPT + H-S-CoM —> CH3-S-CoM + H4MPT AG®'= -30 kJ/mol

Die Frage, ob die Natriumionen letztendlich fiir einen Na'/H*-Antiporter verwendet
werden oder den ersten Schritt der Methanogenese durch reversen Elektronentransport

ermoglichen (Kaesler und Schénheit, 1989 a, b), steht noch offen.

2 Eigenschaften des N°-Methyltetrahydromethanopterin: Coenzym-M-
M ethyltr ansfer asekomplexes

Die Methyltransferase ist ein membranassoziierter Enzymkomplex, an den 5=Hy-

droxybenzimidazolylcobamid (Abb. 2) als prosthetische Gruppe fest gebunden ist.

Abb. 2: Strukturformel von 5'-Hydroxybenzimidazolylcobamid. Am zentralen Cobaltatom des Corrinrings
sind zwei axiale Liganden gebunden. Ein Hydroxylrest fungiert als oberer axialer (B-) Ligand und eine Base als
unterer axialer (a-) Ligand. Im gezeigten Fall ist die Base ein 5'-Hydroxybenzimidazolylrest. Er wird im en-

zymgebundenen Zustand im Fall des Methyltransferasekomplexes durch einen Histidinrest des Enzyms ersetzt.
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Die katalysierte Reaktion lauft in zwei Teilschritten ab. Zun&chst wird eine Methyl-
gruppe von N°-Methyltetrahydromethanopterin auf das Cobamid Ubertragen. Der zweite Teil-
schritt der Reaktion beinhaltet die Demethylierung der methylierten prosthetischen Gruppe

unter der Bildung von Methylcoenzym M (Abb. 3).

H,MPT E: CH,-[Cob(I11)] H-S-CoM

CH4H,MPT E: [Cob(1)] CH,-S-CoM

Abb. 3: Mechanismus der Bildung von Methylcoenzym M (CHs-S-CoM) aus Methyltetrahydro-
methanopterin (CH3z-H;MPT) und Coenzym M (H-S-CoM). H,MPT: Tetrahydromethanopterin; E:CHs-
[Caob(111)]: enzymgebundenes Methylcob(l11)alamin; E:[Cob(1)]: enzymgebundenes Cob(l)aamin.

Aus friiheren Untersuchungen war bekannt, daR der Methyltransferasekomplex die
Transferreaktionen nicht nur mit der enzymgebundenen prosthetischen Gruppe, sondern auch
mit extern zugegebenem Cob(l)alamin bzw. Methylcob(lI1)alamin katalysieren kann (Weiss et
al., 1994). Die zwei Teilreaktionen mit freiem Cob(l)alamin und Methylcob(lIl)alamin sind

im folgenden gezeigt (Reaktionen 6 und 7):

(6) CH3-H4MPT + Cob(l)alamin —> H4MPT + CHs-Cob(ll)alamin  (MT1-Aktivitat)

(7) CH3-Cab(lll)aamin + H-S-~CoM —> Cob(l)alamin + CH3-S-CoM  (MT2-Aktivitat)

Der Enzymkomplex der N>-M ethyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-M ethyltrans-
ferase ist aus acht verschiedenen Untereinheiten aufgebaut. Diese Untereinheiten werden als
MtrA-H bezeichnet und haben apparente molekulare Massen von 12 kDa (MtrF), 12,5 kDa
(MtrB), 13 kDa (MtrG), 21 kDa (MtrD), 23 kDa (MtrA), 24 kDa (MtrC), 28 kDa (MtrE) und
34 kDa (MtrH) (Harms et al., 1995). Die abgeschétzten Hydrophobizititen der Aminoséurese-
quenz jeder Untereinheit (Tab. 1) fihrten zur Erstellung eines Enzymmaodells (Abb. 4).
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Tab. 1: Abschatzung der Hydrophobizitaten der acht Untereinheiten des Methyltransferasekomplexes aus
M. thermoautotrophicum nach Harms et al. (1995). Fir diese Abschatzung wurden die Aminosauren Alanin,
Isoleucin, Leucin, Tryptophan und Valin als hydrophob eingestuft und ihr relativer Anteil zur Gesamtzahl der

Aminosauren jeder einzelnen Untereinheit berechnet.

Untereinheit Molekulare Hydrophobe

Masse (kDa) Aminosauren

MtrA 23 37,8 %
MtrB 12,5 43,6 %
MtrC 24 52,8 %
MtrD 21 47,2%
MtrE 28 43,1 %
MtrF 12 50,0 %
MtrG 13 42,3 %
MtrH 34 38,1%

Laut Tabelle 1 haben die Untereinheiten MtrA und MtrH die hydrophilsten
Eigenschaften. Deswegen befinden sie sich im topologischen Enzymmodell auf der
cytoplasmatischen Seite der Membran. Es wurde aulRerdem angenommen, daR eine dritte
grofle Untereinheit im Cytoplasma lokalisiert sein muf}, um den zweiten Teil der
Methyltransferreaktion (Reaktion 7) zu katalysieren. Somit kam die MtrE-Untereinheit mit
43,1 % an hydrophoben Aminoséuren eher in Frage als MtrC mit 52,8 % oder MtrD mit
47,2 %. Die hydrophoben Eigenschaften der funf Untereinheiten MtrB, MtrC, MtrD, MtrF
und MtrG wurden als so stark ausgepragt angenommen, dafl sie im Modell als integrale

Membranbestandteile gezeigt werden.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des MtrA-H-Komplexes in der Cytoplasmamembran von M. thermo-
autotrophicum. Die Topologie der Untereinheiten wurde anhand einer Abschatzung der Hydrophobizitaten der
Proteine abgeleitet (Harms, 1996).

Bisher am besten untersucht wurde die 23 kDa-Untereinheit MtrA. Es konnte gezeigt
werden, dal MtrA die Untereinheit ist, die das Corrinoid in einer Form tragt, in der die Base
des Nukleotidloops nicht als unterer axialer Ligand gebunden ist (Harms und Thauer, 1996a).
Im Cob(ll)amid- und Cob(lll)amidoxidationszustand fungiert ein Histidinrest der MtrA-Un-
tereinheit als unterer axialer Cobaltligand. Durch seitenspezifische Mutagenese wurde His-84
als das aktive Histidin identifiziert (Harms und Thauer, 1997). Allerdings weist die Amino-
sduresequenz von MtrA nicht das charakteristische Corrinoidbindemotiv. DXHXXG-X41-42-
SXL-X24.28-GG (Sauer und Thauer, 1998a) auf, das in allen anderen Corrinoidproteinen gefun-
den wurde, die die prosthetische Gruppe in der ,,Nukleotid-Loop-off/His-on* Konstitution tra-
gen (Marsh und Holloway, 1992; Ludwig und Matthews, 1997). Dazu gehoren die cobalamin-
abhangige Methionin-Synthase (Drennan et al., 1994), die Methylmalonyl-CoA-Mutase
(Mancia et al., 1996), die Glutamat-Mutase (Zelder et al., 1995; Chen und Marsh, 1997), die
Methylenglutarat-Mutase (Beatrix et al., 1994), die Methanol:Coenzym-M-Methyltransferase
(Sauer et al., 1997) und verschiedene Mono- oder Multimethylamin:Coenzym-M-Methyl-
transferasen (Paul und Krzycki, 1996; Burke und Krzycki, 1998).
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Uber die Funktion anderer Untereinheiten des Methyltransferasekomplexes lagen bis-
her nur Vermutungen vor, die auf der postulierten Topologie und auf Sequenzvergleichen mit
anderen Enzymen beruhten. So sind die laut Modell im Cytoplasma liegenden Untereinheiten
fiir an der Enzymreaktion beteiligte Substrate besser erreichbar, was daftr spricht, daR MtrA,

MtrE und MtrH die funktionellen katalytischen Untereinheiten sind.

MtrH weist Sequenzahnlichkeiten zu AcsE, einer cytoplasmatisch lokalisierten Me-
thyltransferase aus Clostridium thermoaceticum, auf (Roberts et al., 1994). AcskE katalysiert,
analog zur MtrH-Untereinheit aus M. thermoautotrophicum, den Transfer einer Methylgruppe
von N°-Methyltetrahydrofolat (CHs-H4F) auf ein proteingebundenes Corrinoidprotein, das
Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein. An dieser Stelle sei erwéhnt, daR Tetrahydromethanopterin
(H4MPT) als chemisches Analogon zu Tetrahydrofolat (H4F) betrachtet werden kann (Thauer
et al., 1996). Die wesentlichen Unterschiede dieser Molekule liegen in den Eigenschaften der
verschiedenen Seitenketten, die am Stickstoffatom N'° gebunden sind. Das Zentrum der
Methylierungsreaktion (N°) befindet sich jedoch bei beiden Pterinderivaten in nahezu
aquivalenter chemischer Umgebung. HsMPT unterscheidet sich hierbei von H4F aufgrund von
zwei neuen Stereozentren, die durch den Austausch jeweils eines Wasserstoffatoms gegen

eine Methylgruppe an zwei C-Atomen in B-Stellung (C’ und C®) erzeugt werden (Abb. 5).

o COO
|
7 o
\4 5 coo
HN3
2
U1
HN- N
O
HN3 4

P
!
HNT SN

Abb. 5. Strukturformeln von Tetrahydromethanopterin (H;MPT) und Tetrahydrofolat (H4F). Bei den
methylierten Derivaten befindet sich die Methylgruppe am N°-Stickstoffatom (siehe Text fiir weitere Erlaute-

rungen).
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Ferner wird fir CmuB, einem MtrH-Analogon aus dem Chlormethanstoffwechsel von
Methylobacterium sp. Stamm CM4, das kirzlich auf Genebene gefunden wurde (Vannelli et
al., 1999), eine Methylcob(lll)alamin:Tetrahydrofolataktivitat postuliert. Sowohl MtrH als
auch Acsk und CmuB zeigen Sequenzahnlichkeiten zu einer Doméne (Aminosaurereste 354-
649) der cobalaminabhdngigen Methionin-Synthase MetH aus Escherichia coli (Banerjee et
al., 1989). Fir diese Doméne von MetH wurde eine Bindestelle fir CHs-H4F postuliert
(Goulding et al., 1997). Somit lag die Vermutung nahe, dal MtrH die erste Teilreaktion, die
N°-Methyltetrahydromethanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferase-Reaktion, katalysiert.

Auf die Funktion der MtrE-Untereinheit gab es jedoch bisher nur wenige Hinweise.
Aufgrund der Grolie und postulierten Lage von MtrE wurde vermutet, dall MtrE die Deme-
thylierung des Corrinoids katalysieren kann. Hinzu kamen sehr schwache Sequenzhomologien
von etwa 13 % zu den Isoenzymen MtaA und MtbA, zwei Methylcobalamin:Coenzym-M-
Methyltransferasen aus M. barkeri, die zur Unterstiitzung der Theorie herangezogen wurden
(Harms und Thauer, 1996b; Harms, 1996). Inzwischen konnte gezeigt werden, dal} diese
Isoenzyme zinkabhangig sind und putative Zinkbindemotive besitzen (Sauer und Thauer,
1997). Eine mogliche Zinkbindestelle als zusatzlicher Hinweis auf die Funktion von MtrE

konnte allerdings noch nicht gefunden werden.

Es wird angenommen, daR die Untereinheit MtrD ein integraler Bestandteil der Mem-
bran und an der Na’-Translokation beteiligt ist (Lienard und Gottschalk, 1998). Diese An-
nahme beruht aber ausschlieBlich auf der Tatsache, dal? die Aminoséure-Sequenz von MtrD
gegeniber allen anderen Proteinen die prozentual hdchste Anzahl an konservierten Amino-

séuren aufweist und somit eine entscheidende Rolle spielen kénnte.

3 Vergleich verschiedener natriumionentranslozierender Enzyme

Wie bereits erwéhnt, gilt der membrangebundenen Methyltransferase aufgrund ihrer
energiekonservierenden Funktion besonderes Interesse. So konnte fur die Methyltransferase
aus M. thermoautotrophicum eine eindeutige Stimulierung der zweiten Teilreaktion, d. h. der
Demethylierung von Methylcob(lIl)alamin unter der Bildung von Methylcoenzym M, durch

Erhohung der Natriumionenkonzentration nachgewiesen werden (Gartner et al., 1994; Weiss
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et al., 1994). In Methanosarcina mazei Stamm G061, einem weiteren methanogenen Archaeon,
das ebenfalls den membrangebundenen Methyltransferasekomplex besitzt, gelang es sogar,
eine Translokation von Natriumionen durch die Rekonstitution des Methyltransferasekom-
plexes aus M. mazei in Liposomen nachzuweisen (Lienard et al., 1996). Diese Befunde lassen
vermuten, daR der Na*-translozierende Schritt mit der Demethylierung des enzymgebundenen

Corrinoids unter Bildung von Methylcoenzym M gekoppelt ist.

Da die Natriumionentranslokation bisher noch nicht im Hinblick auf ihren Mechanis-
mus untersucht wurde, ist es interessant, den membrangebundenen Methyltransferasekomplex
aus Archaea mit anderen energiekonservierenden Enzymen zu vergleichen, die ebenfalls mit
einer primaren Na'-Pumpe ausgestattet sind. Dazu gehért die Familie von membrangebun-
denen Decarboxylasen aus anaerob lebenden Bakterien, wie z. B. die Oxalacetat-Decarboxy-
lase, die eine Funktion in der Citratfermentation ausilibt und bisher sehr intensiv aus dem Or-
ganismus Klebsiella pneumonieae untersucht wurde (Dimroth, 1997). Die Methylmalonyl-
CoA-Decarboxylase ist am Abbau von Lactat zu Acetat, Propionat, CO, und H; (untersucht
aus Vidlonella parvula) oder von Succinat zu Propionat und CO, (untersucht aus Propionige-
nium modestum) beteiligt (Hilpert und Dimroth, 1982). Ein wichtiges Enzym in einigen
glutamatverwertenden Bakterien, wie z. B. Acidaminococcus fermentans oder Fusobacterium
nucleatum, ist die Glutaconyl-CoA-Decarboxylase (Buckel und Semmler, 1983). Die Malo-
nat-Decarboxylase, ein Enzym, das die Decarboxylierung von Malonat zu Acetat in Malono-
monas rubra (Dehning und Schink, 1989; Hilbi et al., 1992) katalysiert, gehort ebenfalls zu
dieser Gruppe. Allen Decarboxylasen gemein ist Biotin als prosthetische Gruppe, auf das in
einem ersten Reaktionsschritt die Carboxylgruppe tbertragen wird. Anschliel3end wird Car-
boxybiotin wieder decarboxyliert. Diese Reaktionsfolge kann analog zur Methylierung und
Demethylierung des Corrinoids duch die energiekonservierende Methyltransferase betrachtet
werden. Die genannten Decarboxylasen katalysieren alle eine exergone chemische Reaktion
(AG°'0-20 kJ / mol), die mit einem aktiven Transport von Na’-lonen durch die Membran

gekoppelt ist.

AuBerdem gibt es einige FiFo-ATPasen, die Na*-lonen statt H*-lonen zum Aufbau
eines lonengradienten verwenden und fiir Vergleiche mit der Na'-transportierenden Methyl-

transferase herangezogen werden kénnen (Dimroth, 1997).
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Eine dritte Gruppe von Enzymen fiir vergleichende Studien liefern mit Na*-Transport
gekoppelte NADH:Ubichinon-Oxidoreduktasen. Von diesen ist die Oxidoreduktase aus
Vibrio alginolyticus ein gut untersuchtes Beispiel. Diese Oxidoreduktase katalysiert, im
Gegensatz zur Oxidoreduktase der mitochondrialen Atmungskette, die zundchst einen
Protonengradienten aufbaut, der im AnschluB mit einem Na* / H*-Antiporter kombiniert wird,

einen direkten Na*-Transport (Dimroth, 1997).

All diese Enzyme sind Multi-Untereinheiten-Komplexe, die in ein Membran- und ein
peripheres Kompartiment unterteilt werden kénnen. Das Membrankompartiment ist notwen-
dig, um den vektoriellen Na*-lonentransport zu katalysieren, wéhrend das periphere Kompar-
timent des Komplexes letztendlich an der Katalyse der eigentlichen chemischen Reaktion be-
teiligt ist. Eine Reihe von experimentellen Untersuchungen zeigen die Wichtigkeit saurer
Aminosdurereste an der Translokation der Kationen in mindestens einer der membrandurch-
spannenden Dominen der Na'-transportierenden Untereinheit. Saure Aminosaurereste dienen
dort als Bindestellen flr die Natriumionen. Eine essentielle Funktion fir die Natriumpumpe
bt z. B. das Aspartat D203 aus, das in einer von 11 putativen transmembranen Doménen der
am starksten hydrophoben B-Untereinheit der Oxalacetat-Decarboxylase aus K. pneumoniae
liegt (Di Berardino und Dimroth, 1996). Eine weitere Gemeinsamkeit ist, dal mit dem
Transport der lonen durch die Membran und der Katalyse der Reaktion eine
Konformationsédnderung im Protein einhergeht, die eine Kopplung der Reaktion mit der
vektoriellen lonentranslokation ermoglicht. Dies wurde am Beispiel der Oxalacetat-
Decarboxylase in einem Modell, das den mechanistischen Ablauf der Reaktion darstellt,

gezeigt (Di Berardino und Dimroth, 1996).
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V. Material und M ethoden

1 Verwendete Materialien

Chemikalien und Biochemikalien

Hydroxocob(l11)alamin und Methylcob(I1)alamin wurden von Sigma (Deisenhofen),
Dodecyl-f-D-maltosid von Fluka (De senhofen) bezogen. Tetrahydromethanopterin wurde aus
Methanobacterium thermoautotrophicum Stamm Marburg isoliert (Breitung et al., 1992) und
freundlicherweise von Frau J. Moll zur Verfugung gestellt. Tris und DTT waren von Biomol
(Hamburg). Titan(Il)citrat wurde aus Titan(ll)chlorid nach der Vorschrift von Goubeaud et
al. (1997) hergestellt. Restriktionsendonukleasen, DNA-modifizierende Enzyme, X-Gal (5-
Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galaktopyranosid), IPTG (Isopropyl-£-D-thiogalaktopyranosid),
die Nylon-Membran Hybond-N und die verwendeten Antibiotika wurden von Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen. Die Pfu-DNA-Polymerase, und der A-ZAP Il-Express-
Vektor-Kit stammten von Stratagene (Heidelberg). Der TA-Cloning-Kit war von Invitrogen.
Die Tag-DNA-Polymerase, der DIG-Luminescent-Detection-Kit und der DIG-
Oligonucleotide-Tailing Kit waren von Roche Diagnostics (Mannheim). Das Protein-Assay-
Farbkonzentrat wurde von Bio-Rad (Minchen) bezogen. Casaminosauren, Hefeextrakt,
Caseinhydrolysat und Agar stammten von der Firma Gibco (Eggenstein). Die genomische
DNA von M. thermoautotrophicum Stamm Marburg wurde freundlicherweise von A. Hoch-
heimer (Hochheimer et al., 1998), die A-ZAP-Express Genbank und die genomische DNA von
M. barkeri Stamm Fusaro von J. Vorholt (Vorholt et al., 1996) zur Verfugung gestellt. Alle
verwendeten Standardchemikalien, sofern sie nicht extra aufgefiihrt sind, und die Diinn-
schichtchromatographie-Alufolien (20x20 cm; Kieselgel 60) wurden von Merck (Darmstadt)

bezogen.

Gase
Die Gase N2 (99,996 %), H, (99,999 %), H,/CO, (80:20, 99,999 %:99,998 %) und
N>/CO, (80:20, 99,990 %:99,995 %) wurden von Messer Griesheim (Dusseldorf) bezogen.
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Saulen, Sdulenmaterialien und Protein-Konzentratoren

Alle verwendeten FPLC-S&ulen stammten von Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg). Die HPLC-Sdule LiChrosopher 100 RP-18 (4 mm x 125 mm, 5um) war von
Merck (Darmstadt). Die Amicon-Ultrafiltrationskammer, YM 30 Ultrafiltrationsmembranen und

Centricon-30 Mikrokonzentratoren sind Produkte der Firma Amicon (Witten).

Radioisotope

[**C]-Formaldehyd (0,37 MBg/umol; 1,85 MBq) wurden von ICN Biomedicals GmbH
(Belgien) bezogen. N°-[**C]-Methyltetrahydromethanopterin wurde aus [**C]-Formaldehyd
(74 Bg/nmol) und Tetrahydromethanopterin durch enzymatische Reduktion synthetisiert
(Fischer et al., 1992).

Mikroorganismen
Methanobacterium ther moautotrophicum Stamm Marburg (DSM 2133) wurde von der

Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen (DSM, Braunschweig) bezogen.

Anaerobe Loésungen

Die fur Enzymassays und Enzymreinigungen verwendeten Puffer wurden durch Mem-
branfilter (0,2 um; Gelmansciences, Michigan, USA) filtriert, unter N,-Begasung aufgekocht
und abgefullt und durch mehrmaliges Be- und Entgasen mit N, sowie Rihren tiber Nacht in
einem Anaerobenzelt (Coy, Ann Arbor, Michigan, USA) mit einer Ny/Hy-Atmosphére
(95%/5%) anaerobisiert. Die Zusammensetzung von Puffern wird bei der jeweiligen Methode

erwahnt.

Oligonukleotid-Primer
Synthetische Oligonukleotide waren von MWG Biotech (Minchen) oder von Meta-
bion (Martinsried) und sind in Tabelle 2 aufgefihrt.
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Tab. 2. Verwendete Oligonukleotid-Primer. Zur Klonierung benutzte Schnittstellen sind unterstrichen.

Primer Sequenz (5 > 3) Anlagerungs-
temper atur
mtrE-5° ATGGACCCTATGATAACAGGTTTAGG 61,6 °C
mtrE-3° (Hindlll) TAATAATGGAAGCTTTTATTCTTCCTCCTT 59,9 °C
pCal-mtrH-5° GACGACGACAAGATGTTTAGGTTTGATAAG 64,0 °C
pCal-mtrH-3* GGAACAAGACCCGTCTAGAGCAGCTTG 68,0 °C
pET-mtrE-5° (Ndel) GGAAGACATATGGACCCTATGATAACAGG 65,3 °C
pET-mtrE-3" (Xhol) TAATGGATCCTCGAGTTCTTCCTCC 63,0 °C
pCal-mtrE-5° GACGACGACAAGATGGACCCTATGATAAC 66,7 °C
pCal-mtrE-3* GGAACAAGACCCGTTTATTCTTCCTCCTTG 66,8 °C
mtrH-pET-5° (Ndel) GGCATATGTTTAGGTTTGATAAGG 57,6 °C
mtrH-pET-Ende (Xhol) GGCTCGAGCTAGAGCAGCTTGAAGAA 66,4 °C
mtrH-Trx (Ncol) GCCATGGGAATGTTTAGGTTTGATAAGG 63,7 °C
Start (Ndel) CCATATGTTCAAGTTTGACAAG 54,7 °C
Schluss (Xhol) CCTCTCGAGTTATGTCAGCTTGG 62,4 °C
Sonde aus mtrD CY5-AACATAGGAGGTACAATTGAAGGGT- 73,0°C
TCCACGACCCGAAATTCAAGA
mtrA (antisense) CY5-GGTAATTACCAGTACACAGTTCTTG 59,7 °C
mtrA (sense) CY5-CAAGAACTGTGTACTGGTAATTACC 59,7 °C
mtrD-anti-CY5 CY5-GCCAGCTGCACTGTACCGGTAC 65,8 °C
mtrE-anti-CY5 CY5-CCCGAGTACAACGGTCATC 58,8 °C
Anfang-CY5 CY5-TTGAATCCACCTTATTAC 46,9 °C
Ende-anti-CY5 CY5-GCAAAGGAAAATTTCCTC 49,1°C
mtrA-CY5 CY5-CCCTGCTTGGGTTATTAC 53,7 °C
H-anti CY5-GGACATCAATTTCCTCCTGC 57,3°C
F/G sense CY5-GCCCGCATGATGGACATAGG 61,4 °C
Sense-D/E CY5-GGCTTCAGCATGATTGACGC 59,4 °C
Anti-E CY5-GGGGAAACATCATTTGGGG 56,7 °C
Sense-E CY5-CGCATTAATGTGTTCGATAGG 55,9 °C
Anti-C CY5-GCACAGATCGCTCCAAGACC 61,4 °C
Fertig CY5-CCCACACCATAGACGTAGAC 59,4 °C
T7 Prom. (Standard flir pBK-Vektoren) CY5-GTAATACGACTCACTATAGGGC 56,0 °C
Rev Pr. (Standard fiir pBK-Vektoren)  CY5-ACAGGAAACAGCTATGACCTTG 62,0 °C
T7 Pro. (Standard fir pET-Vektoren)  CY5-TTAATACGACTCACTATAGGG 53,0°C
T7 Term. (Standard fiir pET-Vektoren) CY5-GCTAGTTATTGCTCAGCG 56,0 °C
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2  Verwendete Organismen und mikrobiologische M ethoden

2.1 Zichtung und Zellernte von M. thermoautotrophicum, A. nidulans

und E. coli

Methanobacterium thermoautotrophicum

M. thermoautotrophicum Stamm Marburg wurde unter anaeroben Bedingungen bei
65 °C auf einem Mineralsalzmedium mit H,/CO, als Energie- und Kohlenstoffquelle geziich-
tet. H,S diente als Schwefelquelle und zum Anaerobisieren des Mediums (Schonheit et al.,
1980). Als Kulturgefal? fand ein 15 | Glasfermenter mit 10 | Medium Verwendung. Das Me-
dium wurde mit 1000 Upm gerihrt, mit 1200 ml/min H2/CO2/HS (80 %/20 %/0,2 %) begast
und auf 65 °C temperiert. Sobald das Medium anaerob war, was durch Farbanderung des zu-
gefiigten Redoxindikators Resazurin (4 ml 0,2 %ige Ldsung) von violett nach farblos erkannt
werden konnte, wurde mit 0,5 | einer Vorkultur angeimpft. Nach dem Uberschreiten einer op-
tischen Dichte (Extinktionsmessung von mit Puffer verdiinnten Proben bei 578 nm) von 4
wurde die Kultur unter weiterer Begasung auf etwa 5 °C abgekihlt. Die Zellen wurden an-
aerob mit einer DurchfluRzentrifuge (Heraeus Contifuge 17RS, Heraeus Sepatech GmbH,
Osterode) bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 180 ml/min bei 15000 Upm abzentri-
fugiert. Fir Enzymreinigungen schloR sich ein AufschluR der erhaltenen Zellen direkt an die
Zellernte an. Uberschiissige Zellen wurden unter einer No-Atmosphare bei —20 oder —80 °C

gelagert.

Aspergillus nidulans

Das Medium zur Zucht von A. nidulans (Stamm SRF 200; Genotyp: pyrG89;
AargB::trpCAB; pyroA4; veAl; Suelmann et al., 1998) wurde nach Kéfer (1977) hergestellt
und mit Uracil (9 mM) vor dem Autoklavieren und Arginin (5 mM), Uridin (5 mM) und
Pyridoxalphosphat (3,8 uM) nach dem Autoklavieren supplementiert.

Escherichia coli

Alle in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stdmme und Plasmide sind in Tabelle 3 auf-
gefiihrt. E. coli wurde entweder auf Vollmedium (Luria Bertani) oder Minimalmedium (M9-
Mineralsalzmedium) aerob oder anaerob bei 37 °C geziichtet. Die Medien wurden, analog zu
Sambrook et al. (1989), hergestellt und je nach Versuchsansatz mit Antibiotika
supplementiert. Die Endkonzentrationen betrugen: 100 pg/ml fur Ampicillin, 50 pg/ml fir

Kanamycin und 34 pg/ml fir Chloramphenicol.
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Tabelle 3. Verwendete Escherichia coli Stamme und Plasmide.

Escherichia coli-
Stamm

Beschreibung

Referenz

XL1-Blue MRF* A(merd) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl  Stratagene (Heidelberg)
SUpE44 thi-1 recAl gyrA 96 relAl lac [F* proAB
lacl9Z4M15 Tn10 (Tet")]
BL21(DE3) F ompT hsdS(rgmg) gal dcm (DE3) Novagen (Heidelberg);
Studier et al., 1990
XLOLR A(merA) 183 A(merCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl thi-1  Stratagene (Heidelberg)
recAl gyrA 96 relAl lac [F* proAB laclZ4M15 Tn10
(Tet)] Su A
DH5a SUpPE44 Alac U169 (@80 lacZAM15), hsdR17 recAl ~ Hanahan, 1983;
endAl gyrA96 thi-1 relAl Sambrook et al., 1989
One Shot TOP10 F{lacl, Tn10(Tet")} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  Invitrogen
@80 lacZAMI15 AlacX74 deoR recAl araD139  (Groningen, Niederlande)
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str) endAl nupG
Plasmid
pBK-CMV Phagemid- Klonierungs- und Expressionsvektor  Stratagene (Heidelberg)

pBluescript KS+

pMB6

pPMB7

pCal-n-EK

pCal-mtrH

pCal-mtrE

pPET17b

pET17b-mtrH

pET32c

pET32c-mtrH

pMAL-c2

(4,5 kbp) mit hoher Kopienzahl, Kan'

Phagemid- Klonierungs- und Expressionsvektor
(2,96 kbp) mit hoher Kopienzahl, Amp'

pBK-CMV, aus der A-ZAP-Express-Genbank von
Methanosarcina barkeri mit 8 kbp-Sau3A-Fragment
(mtrD (teilweise)-mtrH + Genregion stromabwarts)

pBK-CMV, aus der A-ZAP-Express-Genbank von
Methanosarcina barkeri mit 4,5 kbp-Sau3A-Frag-
ment (mtrA (teilweise)-mtrE + Genregion stromauf-
Warts)

Klonierungs- und Expressionsvektor (5,6 kbp) mit
hoher Kopienzahl, Amp'

pCal-n-EK-Vektor, in den mtrH aus Methano-
bacterium thermoautotrophicum (Stamm Marburg)
kloniert wurde

pCal-n-EK-Vektor, in den mtrE aus Methano-
bacterium thermoautotrophicum (Stamm Marburg)
kloniert wurde

Klonierungs- und Expressionsvektor mit hoher Ko-
pienzahl, Amp'

PET17b-Vektor, in den mtrH aus Methanobacterium
thermoautotrophicum (Stamm  Marburg)  Kkloniert
wurde

Klonierungs- und Expressionsvektor, der das Gen
trxA tragt (5,9 kbp), Amp’

pET32c-Vektor, in den mtrH aus Methanobacterium
thermoautotrophicum (Stamm  Marburg) Kkloniert
wurde

Expressionsvektor zur Klonierung von Genen als Fu-
sion mit malE (6,6 kbp), Amp'

Stratagene (Heidelberg)

diese Arbeit

diese Arbeit

Stratagene (Heidelberg)

diese Arbeit

diese Arbeit

Seed (1987)

diese Arbeit

Novagen (Heidelberg)

diese Arbeit

New England Biolabs
(Schwalbach)
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Fortsetzung Tab. 3

Plasmid Beschreibung Referenz

pMal-mtrE PMAL-c2-Vektor, in den mtrE aus Methano-  diese Arbeit
bacterium thermoautotrophicum (Stamm Marburg)
kloniert wurde

PET24b Expressionsvektor zur Klonierung von Genen mit ~ Novagen (Heidelberg)
einem C-terminalen His-Tag (5,3 kbp), Kan'

PET24b-mtrE PET24b-Vektor, in den mtrE aus Methanobacterium  diese Arbeit
thermoautotrophicum (Stamm Marburg) kloniert
wurde

pH-MB pET17b-Vektor, in den mtrH aus Methanosarcina  diese Arbeit
barkeri kloniert wurde

pGroESL Veranderter pTG10-Vektor mit den Genen groEL und ~ Goloubinoff et al. (1989)
groESaus Escherichia coli

pCR®Blunt Vektor zur Klonierung eines Blunt-End-PCR-Pro-  Invitrogen (Groningen,
dukts (3,5 kbp), Kan' Niederlande)

pmtrH-T-Blunt pCR®Blunt-Vektor in den mtrH aus Methano-  diese Arbeit
bacterium thermoautotrophicum (Stamm Marburg)
kloniert wurde

pSNI11 Abgewandelter pBluescript KS-Vektor mit induzier-  Niklas Schier, Arbeits-
barem alcA-Promotor und argB (5,2 kbp), Amp' gruppe Fischer (nicht pu-

bliziert)
PSNI-H1 PSNI11-Vektor in den mtrH aus Methanobacterium

thermoautotrophicum (Stamm Marburg) kloniert
wurde

2.2 Herstellung von Zellextrakten

Etwa 50 g unmittelbar nach der Zellzucht geerntete M. thermoautotrophicum-Zellen
wurden in 80 ml anaerobem Puffer (je nach Methode) suspendiert und mittels Ultraschall
(Branson Sonifier B 15) in einem Anaerobenzelt (Coy, Ann Arbor, Michigan, USA) unter
einer No/Hx-Atmosphére (95%/5%) aufgeschlossen. Die resuspendierten Zellen wurden dazu
in einem eisgekihlten Rosettengefdl dreimal 8 min mit 200 Watt Leistung beschallt
(Intervallbeschallung). Zellfreier Extrakt wurde durch anaerobes Uberfilhren des Rohextrakts
in Polycarbonat-Zentrifugenréhrchen und 30-minutiger Zentrifugation bei 8000 x g und 4 °C
in einer L8-70 Ultrazentrifuge mit 70-Ti-Rotor (Beckman Instruments, Miinchen) erhalten.
Der jeweils erhaltene Uberstand wurde fiir Messungen und Enzymreinigungen verwendet. E.
coli-Zellen wurden analog mittels Ultraschall aufgeschlossen. Fur A. nidulans-Zellen wurde

dieses Verfahren in der Weise abgeéndert, dal} die Zellsuspension vor der Behandlung mit
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Ultraschall unter Verwendung eines Ultra-Turrax (Janke und Kunkel, IKA®Labortechnik)

homogenisiert wurde.

3  Molekularbiologische M ethoden

3.1 Préaparation, Restriktion und Detektion von DNA

Plasmid-DNA wurde in kleinem Malistab (4-ml-Kulturen) mit Hilfe des Jetprep-Rei-
nigungs-Kits (Genomed, Bad Oeynhausen) oder im groReren Mafstab (100-ml-Kulturen) mit
dem Plasmid-Reinigungs-Kit von Qiagen (Hilden) gereinigt. Die Bestimmung der Plasmid-
DNA-Konzentration und deren Reinheit erfolgte photometrisch bei 260 und 280 nm. Ein
AAzge-Wert von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml (Sambrook et al., 1989).

Die Restriktion der DNA erfolgte standardmaRig in 20 ul Gesamtvolumen, das
1 ul Restriktionsenzym (1 - 20 U/ul) enthielt. Die Inkubation erfolgte in den entsprechenden
Restriktionspuffern nach Angaben des Herstellers fir 2 - 5 Stunden bei 37 °C.

Die Detektion und Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 1%-igen
Agarosegelen (Sambrook et al., 1989) in TAE (Tris/Acetat/EDTA-Puffer; 40 mM Tris/Acetat
pH 8,0, 1 mM EDTA). Als GroRenstandard diente A-DNA, die mit BstEIl geschnitten worden
war, oder Smart-Ladder-Marker von Eurogentec (Seraing, Belgien). Die Gele wurden in
Ethidiumbromidlosung (2 ug/ml in Wasser) gefarbt und nach kurzem Waéssern im UV-

Durchlicht bei 302 nm photographiert.

3.2 Transformation von Escherichia coli

Elektrokompetente Zellen von E. coli wurden wie bei Ausubel et al. (1994) beschrie-
ben hergestellt. Die Zellen wurden in einer 10%-igen Glycerinlésung resuspendiert und bis
zur Verwendung bei —80 °C eingefroren. Die Elektrotransformation erfolgte mit dem BioRad
Gene Pulser 1l (BioRad, Miinchen) bei 1,8 kV. Die Transformation in One-Shot-TOP10-Zel-

len erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Invitrogen, Groningen, Niederlande).
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3.3 Transformation von Aspergillus nidulans

Die Transformation von A. nidulans wurde durchgefuhrt, indem A. nidulans-Hyphen
protoplastiert und die DNA mit Hilfe von Polyethylenglykol in die Protoplasten Ubertragen
wurde (Yelton et al., 1984). Es wurden 500 ml Medium (siehe unter 2.1) mit etwa 10°
Konidien inokuliert. Die Inkubation erfolgte ~12 Stunden bei 30 °C auf einem Schutteltisch
(300 Upm). Die so gewachsenen jungen Hyphen wurden durch Filtration geerntet, die
Zellwand in einer Novozymldsung (1 mg/ml) verdaut und die freien Protoplasten durch
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Aus einem 500 ml-Kulturansatz wurden mit dieser
Methode etwa 1x10° Protoplasten gewonnen. Pro Transformationsansatz wurden etwa 10°
Protoplasten und 10 ug pSNI11-H1 (Tab. 3) verwendet. Die transformierten Protoplasten
wurden auf osmotisch supplementiertem Medium (siehe unter 2.1) plattiert, das kein Arginin
enthielt, weil das verwendete Plasmid das Gen argB als Selektionsmarker (Aramayo et al.,
1989) trug. Der Promotor stand unter der Kontrolle von alcA (Alkohol-Dehydrogenase-Gen)
aus A. nidulans (Waring et al., 1989).

34 Southern-Blot-Hybridisierung

Die Methode der Southern-Blot-Hybridisierung wurde mit dem DIG-Luminescent-De-
tektion-Kit der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) durchgefiihrt. Die Markierung der

Sonde erfolgte mit dem DIG-Oligonucleotide-Tailing-Kit nach Angaben des Herstellers.

Mit Restriktionsendonukleasen behandelte DNA wurde durch Gelelektrophorese in
Agarosegelen getrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und im UV-Durchlicht photographiert.
AnschlieRend wurde die DNA mit Hilfe der Kapillarmethode (Sambrook et al., 1989) aus dem
Agarosegel auf eine ungeladene Nylonmembran (Hybond-N, Amersham Pharmacia Biotech)
Ubertragen und durch UV-Quervernetzung auf der Nylonmembran fixiert. Die Bedingungen

flr den Southern-Transfer wurden nach Angaben des Herstellers gewabhlt.

Die Southern-Blot-Membran wurde 1,5 Stunden bei 58 °C préhybridisiert (Ausubel et
al., 1994). Die mit Digoxigenin-dUTP markierte DNA-Sonde wurde in 15 ml Hybridi-
sierungslosung aufgenommen und Uber Nacht bei derselben Temperatur hybridisiert. Die De-
tektion erfolgte mittels Sichtbarmachen der Chemolumineszenzreaktion auf Roéntgenfilmen

(Fujifilm New RX) nach Angaben des Herstellers (Roche Diagnostics, Mannheim).
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3.5 Plaque-Hybridisierung

Es wurden Plattenlysate der entsprechenden genomischen Genbank hergestellt und
Uber Nacht inkubiert. Die Phagen-Plaques wurden auf Nylonmembranen (Hybond-N,
Amersham Pharmacia Biotech) tbertragen und die Membran nach Anleitung des Herstellers
behandelt. Die Phagen-DNA wurde durch UV-Quervernetzung auf der Membran fixiert.
Préhybridisierung, Hybridisierung und Detektion erfolgte wie bei der Southern-Blot-
Hybridisierung. Positive Plaques wurden vereinzelt und eine erneute Detektion mittels

Hybridisierung durchgefinhrt.

3.6 Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA

Die Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) erfolgte nach dem Protokoll fiir den
,» 1 hermo-Sequenase-Fluorescent-Labelled-Primer-Sequencing-Kit* (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) mit 5"-Cy5(ALF-red)-markierten Oligonukleotiden. In der Sequenzreaktion
wurde jeweils T7-DNA-Polymerase (Sequenase” 2.0) und 1-2pg DNA eingesetzt. Die
denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Sequenzreaktionen erfolgte mit Hilfe
eines ALF-Express-Sequencers von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) nach Angaben
des Herstellers. Zur Sequenzierung des mtr-Operons aus M. barkeri wurden Primer aus

Tabelle 2 verwendet, die am 5‘-Ende mit einer CY5-Modifikation versehen sind.

3.7 Klonierung der mtr-Gene aus M. barkeri

Eine heterologe Sonde fiir mtrD wurde aus dem mtrD-Gen von Methanosar cina mazel
abgeleitet (Lienard und Gottschalk, 1997). Die Oligonukleotidsequenz ist in Tabelle 2 unter
»oonde aus mtrD* aufgefiihrt. Die Sonde wurde am 3‘-Ende mit Digoxygenin-dUTP markiert
und die Spezifitat im Southern-Blot tberprift. Die 46-bp Gensonde wurde verwendet, um die
A-ZAP-Genbank (Sau3A) von M. barkeri (Vorholt et al., 1996) zu durchsuchen. Positive
Klone wurden durch Phagen-Hybridisierung identifiziert. Nach Excision und Rezirkulari-
sierung des pBK-CMV-Vektors wurden zwei positive Klone mit zwei unterschiedlichen
Phagemiden erhalten (pMB6, pMB7; Tab. 3), die zur Sequenzierung des mitr-Operons aus

M. barkeri verwendet wurden.
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3.8 Klonierung und Expression des mtrH- bzw. mtrE-Gens aus
M. thermoautotrophicum in E. coli

Die Plasmide in Tabelle 4 wurden produziert, indem zun&chst mtrH unter Verwendung
der angegebenen Primer (vgl. auch Tab. 2) mit genomischer DNA aus M. thermoauto-
trophicum Stamm Marburg als Template amplifiziert wurde. Die DNA wurde
freundlicherweise von A. Hochheimer zur Verfligung gestellt. Das jeweilige erhaltene PCR-
Produkt wurde unter Nutzung der angegebenen Schnittstelle fur Restriktionsenzyme (Tab. 2)
in den entsprechenden Vektor kloniert. Die Transformation der Plasmide erfolgte in
elektrokompetente oder chemisch kompetente E. coli-Zellen nach Vorschrift (Material und

Methoden 3.2). Die Expressionbedingungen wurden variabel gehandhabt (Ergebnisse 1.3.1).

Tab. 4: Konstruierte Plasmide und die zur Konstruktion verwendeten Primer.

Plasmid Verwendete Primer
pCal-mtrH pCal-mtrH-5; pCal-mtrH-3*
pET32c-mtrH mtrH-Trx; mtrH-pET-Ende
pmtrH-T-Blunt mtrH-Trx; mtrH-pET-Ende
pET17b-mtrH mtrH-pET-5°;mtrH-pET-Ende
pMal-mtrE mtrE-5°; mtrE-3°

pCal-mtrE pCal-mtrE-5°; pCal-mtrE-3*
PET24b-mtrE PET-mtrE-5°; pET-mtrE-3°

3.9 Klonierung und Expression des mtrH-Gens aus M. thermoauto-
trophicumin A. nidulans

Zur Konstruktion des Vektors pSNI11-H1 wurde das mtrH-Gen aus dem Plasmid
pmtrH-T-Blunt durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym EcoRI ausgeschnitten und in
eine aquivalente Schnittstelle in den Vektor pSNI11 (Tab. 3) kloniert. Die Transformation des

Plasmids erfolgte wie unter Material und Methoden 3.3 angegeben.
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3.10 Coexpression von mtrH mit groEL und groES aus E. coli

Das Plasmid, das die Gene groEL und groES trug, wurde von Prof. Dr. Lorimer
freundlicherweise zur Verfligung gestellt (Goloubinoff et al., 1989; Lorimer und Todd, 1996).
Zur Coexpression von mtrH mit groEL und groES wurden kompetente BL21 (DE3) E. coli-
Zellen verwendet, die das Plasmid mit den Genen groEL und groES (Tab. 3) enthielten
(freundlicherweise von S. Heim zur Verfligung gestellt). In diese Zellen wurde das Plasmid
pPET17b-mtrH nach Vorschrift transformiert. Der resultierende E. coli-Stamm, der beide
Plasmide trug, wurde auf LB-Medium, das mit Ampicillin und Chloramphenicol
supplementiert war, bei 37 °C gezlchtet. Bei einer optischen Dichte von 0,68 wurde mit

0,3 mM IPTG induziert. Die anschlielende Wachstumszeit betrug noch etwa 3 Stunden.

3.11 Klonierung und Expression des mtrH-Gens aus M. barkeri in E. coli

Das Plasmid pH-MB wurde produziert, indem zunéchst mtrH unter Verwendung der
Primer Start und Schluf3 (vgl. Tab. 2) mit genomischer DNA aus M. barkeri (Material und
Methoden 3.7) als Template amplifiziert wurde. Das erhaltene PCR-Produkt wurde unter
Nutzung der angegebenen Schnittstelle fiir Restriktionsenzyme (Tab. 2) in den Vektor
PET17b kloniert. Die Transformation der Plasmide erfolgte in chemisch kompetente BL21
(DE3) E. coli-Zellen nach Vorschrift (Material und Methoden 3.2). Die Zellen wurden auf
LB-Medium, das mit Ampicillin supplementiert war, gezlchtet. Bei einer optischen Dichte
von 0,68 wurde mit 0,1 mM bzw. 0,3 mM IPTG induziert. Etwa 3 Stunden spater wurden die

Zellen geerntet.
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4 Biochemische M ethoden

4.1 Reinigung von Enzymen

Alle beschriebenen Arbeitsschritte erfolgten anaerob unter einer No/Ho-Atmosphére
(95 %/5 %) bei 20 °C in einem Anaerobenzelt (Coy, Ann Arbor, Michigan, USA), aus dem
Sauerstoff kontinuierlich durch Reduktion mit H, an einem Palladium-Katalysator (BASF,
Ludwigshafen) entfernt wurde. Die verwendeten S&ulen wurden an einer FPLC-Anlage
(Pharmacia, Freiburg) betrieben. Die Detektion von Protein erfolgte durch Messung der Ab-

sorption bei 280 nm.

4.1.1 Reinigung der Untereinheit MtrH aus M. thermoautotrophicum

M. thermoautotrophicum-Zellextrakt wurde wie unter 2.2 beschrieben hergestellt. Zur
Isolierung der Membranfraktion wurde der Zellextrakt bei 200000 x g und 4 °C fur 90 min
zentrifugiert. Das erhaltene Zentrifugationssediment wurde einmal mit Tris-Puffer (50 mM
Tris/HCI pH 7,6, 2 mM DTT) gewaschen und im AnschluR in 20 ml Tris-Puffer, der zuséatz-
lich 1,1 % Dodecyl-s-D-maltosid enthielt, homogenisiert. Die Suspension wurde Uber Nacht
bei 0°C leicht geruhrt. Die nicht solubilisierten Membranfragmente wurden durch 60-
mindtige Zentrifugation bei 200000 x g und 4 °C sedimentiert. Die solubilisierten Proteine
wurden auf eine Q-Sepharose-Sdule (HiLoad 16/10) geladen, die zuvor mit Tris-Puffer, der
mit 4 mM Dodecyl-5-D-maltosid supplementiert wurde (Puffer A), &quilibriert worden war.
Die Proteine wurden mit einer FluBrate von 3 ml/min mit folgenden NaCl-Konzentrationen in
Puffer A eluiert: 60 ml 0,20 M; 60 ml 0,26 M; 60 ml 0,30 M; 60 ml 0,34 M; 60 ml 0,38 M;
60 ml 0,44 M und 60 ml 2 M. Es wurden 5 ml-Fraktionen gesammelt. Der Enzymkomplex
MtrA-G wurde mit 0,30 M (Fraktionen 29-33) eluiert. Der Komplex MtrA-H und die
Untereinheit MtrH wurde in unterschiedlichen Fraktionen mit 0,38 M NaCl eluiert (MtrA-H:
Fraktionen 53 und 54; MtrH: Fraktionen 55-58).

4.1.2 Versuch der Reinigung der Untereinheit MtrE aus M. thermoautotrophicum

Beim Versuch der Reinigung der MtrE-Untereinheit aus M. thermoautotrophicum
wurden unterschiedliche Reinigungsstrategien verfolgt (Ergebnisse 4.1). Die miteinander

kombinierten Schritte werden hier getrennt aufgefiihrt. Der h&ufig verwendete Puffer mit der
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Zusammensetzung 50 mM Mops/KOH pH 7,0 wird in den folgenden Abschnitten als Mops-

Puffer bezeichnet.

Ammoniumsulfatfallung

M. thermoautotrophicum-Zellextrakt aus etwa 70 g Zellen (siehe unter 2.2) wurde
zunédchst bei 180000 x g und 4°C 25 min zentrifugiert. Zu dem resultierenden
Zentrifugationsiiberstand wurde unter Ruhren bei 0 °C innerhalb von 30 min eine gesattigte
(NH4)2SO4-Lbsung zugetropft, bis eine 70 %ige (bzw. als Variationen eine 60 %ige oder
30 %ige) Séattigung erreicht war. Die ausgefallten Proteine wurden durch Ultrazentrifugation
bei 180000 x g (25 min, 4 °C) abgetrennt. Das erhaltene Zentrifugationssediment wurde in
50 ml Mops-Puffer resuspendiert. Diese Suspension wurde in weiteren Reinigungsschritten

verwendet.

Phenylsephar ose (HiL oad 26/10)

Diese Séaule wurde stets nach einer (NH4)2SO4-Fallung verwendet. Vor dem Auftrag
auf die Sdaule wurde (NH,4)2SO,4 zur Proteinsuspension gegeben (1 M) und kurz gerthrt. Die
Séule wurde mit 1,4 M (NH4)2SO4 in Mops-Puffer (Puffer A) aquilibriert. Die Proteine wur-
den nach Waschen der Saule mit 60 ml Puffer A mittels eines linearen Gradienten mit 1,4-
0 M (NH,4)2SO,4 in Mops-Puffer in 300 ml (FraktionsgréRe: 5 ml, Flurate: 3 ml/min) eluiert.
Fur weitere Reinigungsschritte wurden die Proteinproben mittels Ultrafiltration ankonzentriert
und mit dem entsprechenden Puffer fir den nachfolgenden chromatographischen Schritt
verdlinnt. Eine Variation erfolgte unter Verwendung eines Stufengradienten mit Stufen a
40 ml mit den folgenden (NH4)>SO4-Konzentrationen in Mops-Puffer: 1,3 M; 1,2 M, 1,1 M;
1,0 M,0,9M, 0,8 M; 0,7 M; 0,6 M; 0,5M; 0,4 M;0,3M.

Mono Q (HR 10/10)
Die stark verdiinnte Proteinprobe wurde auf die mit Mops-Puffer aquilibrierte Saule
aufgetragen, mit diesem Puffer gewaschen und mit einem linearen Gradienten von 0 bis 1 M

NaCl in Mops-Puffer in 400 ml eluiert (FraktionsgréRRe: 5 ml, FluBrate: 3 ml/min).

Q-Sepharose (HiL oad 16/10)
Diese Saule wurde im Anschlul? an eine Phenylsepharose-Séaule verwendet. Die Saule

wurde mit Mops-Puffer &qilibriert und nach Auftrag der Proteinprobe mit 60 ml Mops-Puffer
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gewaschen. Die Proteine wurden mit einem linearen Gradienten von 0-2 M NaCl in Mops-

Puffer eluiert (Fraktionsgrée: 5 ml, FluBrate: 4 ml/min).

Hydroxylapatit (1,6 cm x 12 cm)

Die verdiinnte Probe wurde nach Chromatographie an Q-Sepharose auf die mit 10 mM
Kaliumphosphat-Puffer (pH 7) &quilibrierte S&ule aufgetragen. Eluiert wurden die Proteine
mit 10-500 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7) in 340 ml (Fraktionsgrofie: 3 ml, FluRrate:

3 ml/min).

DEAE-Sephar ose Fast-Flow (2,6 cm x 14 cm)

Auf diese Saule wurde der Ultrazentrifugationsiiberstand ohne vorangegangene
(NH,4)2SO,4-Féllung aufgetragen. Die S&ule wurde dafir mit Mops-Puffer dquilibriert. Nach
dem Auftrag wurde mit 100 ml Mops-Puffer gewaschen und mittels eines linearen Gradienten
mit 0-1 M NaCl in Mops-Puffer in 300 ml (Fraktionsgrélie: 5 ml, FluRRrate: 3 ml/min) eluiert.
Eine Variation erfolgte unter Verwendung eines Stufengradienten mit Stufen a 60 ml mit den
folgenden NaCl-Konzentrationen in Mops-Puffer: 0,1 M; 0,2 M, 0,3M; 0,4 M, 0,6 M, 0,8 M
und 2 M.

Superose 6 (3 cm x 48 cm)

Nach Chromatographie an Mono Q wurde die Proteinprobe auf 350 pul durch Ultrafil-
tration ankonzentriert. Davon wurden 300 pl auf die Gelfiltrationssaule, die mit Mops-Puffer
mit 100 mM (NH,).SO, &quilibriert worden war, aufgetragen. Die Elution der Proteine

erfolgte mit 60 ml des gleichen Puffers (FraktionsgrofRe: 2 ml, FluRrate: 0,2 ml/min).

4.1.3 Reinigung von Fusionsproteinen durch Affinitatschromatographie

Die Reinigung der MtrE—Maltosebindeprotein-Fusion erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers (New England Biolabs, Schwalbach/Taunus), die Reinigung der MtrH-Camodu-
linbindeprotein-Fusion nach dem Protokoll von Stratagene (Heldel berg).
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4.2  Bestimmung spezifischer Enzymaktivitaten

Die Bestimmungsmethoden unter Verwendung von radioaktiven Substanzen fanden
unter einer No/Hx-Atmosphére (95 %/5 %) bei 20 °C in einem Anaerobenzelt (siehe oben) in
1,5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaRen statt. Alle Reaktionen mit Cob(l)alamin bzw. Methyl-
cob(lalamin und deren anschliel’ende diinnschichtchromatographische Trennung wurden im

Dunkeln bzw. unter Rotlicht durchgefihrt.

4.2.1 N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltransferaseaktivitat
(MT-Aktivitat)

Ein 30 pl-Reaktionsansatz enthielt 50 mM Tris/HCI pH 7,6, 2mM DTT, 10 mM
MgCl,, 25mM ATP, 0,5 mM Titan(lll)citrat, 0,3 mM ¥CHs-HsMPT (70 Bg/nmol) und
0,5 mM H-S-CoM. Die Komponenten wurden bei Raumtemperatur zusammengegeben und
anschlieflend auf 60 °C erwarmt. Nach einer kurzen Inkubationszeit (etwa 20 s) wurde die Re-
aktion durch Zugabe von Protein (0,5 pg-10 pg) gestartet. In einem Zeitintervall zwischen
30 s und 60 s wurden je 2 ul des Reaktionsansatzes entnommen und auf Dinnschichtplatten
(DC-Alufolie; Kieselgel 60; Merck, Darmstadt) aufgetragen. Als Laufmittel zur Auftrennung
der radioaktiv markierten Substanzen #CHz-H;MPT und #CHs-S-CoM wurde n-Bu-
tanol:Essigsaure:Wasser (2:1:2 v/v) verwendet (Gartner et al., 1994). Die Laufzeit betrug
60-90 min. Nach der chromatographischen Trennung wurden die DC-Folien getrocknet und
anschlieBend auBerhalb des Anaerobenzeltes ein Storage Phosphor Screen (Molecular Dy-
namics, Sunnyvale CA, USA) uber Nacht aufgelegt. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines
Phosphorimagers™ (Storm 860, Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA). Der verwendete
Screen besteht aus feinen Kristallen von BaFBr:Eu?* in einer organischen Matrix. Durch
Strahlung der radioaktiven Substanzen wird Eu** zu Eu®* oxidiert, wahrend BaFBr zu BaFBr
reduziert wird. Diese Effekte der ionisierenden Strahlen werden auf dem Screen gespeichert.
Zur Detektion wird der Screen mit Licht der Wellenldnge 635 nm belichtet. Dieses wird ab-
sorbiert, wobei die zuvor geschilderten chemischen Prozesse umgekehrt werden. Dabei wird
Strahlung mit einer Wellenldnge von 390 nm emittiert, deren Intensitat proportional zu der zu
detektierenden radioaktiven Strahlung ist. Die Auswertung erfolgte mit dem dazu gehérenden
Computerprogramm ImageQuant” Der Ry-Wert wurde fur **CHs-H,MPT mit 0,2, der fir
1%CH3-S-CoM mit 0,7 bestimmt (vgl. auch 1.2.1).
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4.2.2 N°-Methyltetrahydromethanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferaseaktivitat
(MT1-Aktivitat)

Ein 30 pl-Reaktionsansatz enthielt 50 mM Tris/HCI pH 7,6, 2mM DTT, 10 mM
MgCl,, 25mM ATP, 0,5 mM Titan(lll)citrat, 0,3 mM *CH3-HsMPT (70 Bg/nmol) und
0,5 mM Cob(l)alamin. Die Komponenten wurden bei Raumtemperatur zusammengegeben
und anschlieRend auf 60 °C erwédrmt. Nach einer kurzen Inkubationszeit (etwa 20 s) wurde die
Reaktion durch Zugabe von Protein (0,5 ug-10 pg) gestartet. In einem Zeitintervall zwischen
30s und 60s wurden je 2pul des Reaktionsansatzes entnommen und auf eine
Dunnschichtplatte (DC-Alufolie; Kieselgel 60; Merck, Darmstadt) aufgetragen. Die Trennung
der radioaktiv markierten Substanzen erfolgte wie unter 4.2.1 beschrieben. Der Rs-Wert wurde
fur “*CH3-HsMPT mit 0,2, der fiir “*CHs-Cob(l)alamin mit 0,6 bestimmt (vgl. auch 1.2.1).

4.2.3 Methylcob(l1)alamin:Coenzym-M-Methyltransferaseaktivitat (MT2-Aktivitat)

Die photometrischen Tests wurden in mit Butylgummistopfen verschlielbaren Quarz-
kivetten (Schichtdicke: 1 cm; Volumen: 1,5ml) in einem Anaerobenzelt (siehe oben)
angesetzt. Coenzym M wurde als anoxische Ldsung mit Hilfe zuvor anaerobisierten
Unimetrix-Mikroliter-Spritzen ~ (Macherey-Nagel, Duren) zugegeben. Ein 0,8 ml-
Reaktionsansatz enthielt 50 mM Tris/HCI pH 7,6, 0,25 mM Methylcob(lll)alamin und 2 mM
Coenzym M. Nach Inkubation bei 60 °C wurde Enzym (1-100 pug) zugegeben und die
Demethylierung von Methylcob(lll)alamin photometrisch mit Hilfe eines Dioden Array
Photometers (Hewlett Packard, Duren) Uber die Abnahme der Extinktion bei 520 nm verfolgt
(Ae=6,2 mM™* ecm™) (vgl. auch 1.2.2).
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5 Analytische M ethoden

5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung von Protein wurde mit dem BioRad-Mikroassay durchgefiihrt (Bio-
Rad Laboratories, 1990). Das Testprinzip beruht auf der Verschiebung des Absorptionsma-
ximums von Coomassie®-Brillantblau R250 in saurer Lésung von 465 nm nach 595 nm durch
die Bindung des Farbstoffs an Protein (Bradford, 1976). Der Testansatz enthielt 0,8 ml Probe
bzw. Rinderserumalbumin als Standard (0 - 5 pug Protein/0,8 ml) und 0,2 ml BioRad Protein-
farbstoffreagenz. Die Absorption der Lésung wurde nach 20 min bei 595 nm am Spektral-

photometer bestimmit.

5.2 Protein-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen

Zur GroRenbestimmung von Untereinheiten und zur Reinheitskontrolle von Enzym-
praparationen wurden Polyacrylamid-Gelelektrophoresen unter denaturierenden Bedingungen
durchgefuhrt (Laemmli, 1970). Dazu wurden 15 %ige SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet.
Die Elektrophorese wurde in einer BioRad Elektrophorese-Apparatur (Mini Protean® I1; Bio-
Rad, Munchen) durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der Gele (90 mm x 65 mm

x 0,75 mm) ist in Tabelle 5 beschrieben.

Vor der Elektrophorese wurden die Proteinproben mit SDS-Probenpuffer (50 mM
Tris/HCI, pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 10 % (w/v) Glycerin, 100 mM DTT, 0,025 % (w/v) Brom-
phenolblau) 1:2 verdinnt und 3 min bei 100 °C denaturiert oder fir 5 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. VVon dieser Probel6sung wurden 15-25 pl (5 bis 15 pg Protein) pro
Geltasche aufgetragen und eine Spannung von 150-220 V angelegt, bis der Bromphenol-
blaumarker das untere Ende des Gels erreicht hatte. Der Tris/Glycin-Elektrodenpuffer pH 8,8
bestand aus 25 mM Tris, 250 mM Glycin und 0,1% (w/v) SDS. Als Molekularmassenstandard
diente der Low Molecular Weight Calibration Kit von Pharmacia (Freiburg) bestehend aus
Phosphorylase b (94 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa), Eialoumin (43 kDa), Carboanhy-
drase (30 kDa), Trypsin Inhibitor (Sojabohne; 20,1 kDa) und Lactaloumin (14,4 kDa).

Zum Sichtbarmachen der Proteinbanden wurden die Gele 15 min in einer Losung, die
aus 0,25 % (w/v) Coomassie®-Brillantblau R 250 in Wasser/Ethanol/Eisessig (40:50:10)
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bestand, bei 80 °C inkubiert. Das Entfernen von nicht proteingebundenem Farbstoff erfolgte
anschlieBend bei 80 °C mit einer Mischung aus Wasser/Ethanol/Essigsaure (80:10:10).

Tab. 5: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele.

Ldsung Trenngel (15 %ig) Sammelgel (4 %ig)
1 M Tris/HCI 3,6 ml (pH 8,8) 0,4 ml (pH 6,8)
destilliertes Wasser 1,6 ml 3,3ml

40% Acrylamid / 1,1% Bisacrylamid 3,2ml 0,42 ml

TEMED 5ul 5ul

APS, 10 %ig (w/v) 50 pl 30 i

5.3 Bestimmung von N-terminalen Aminosauresequenzen

Proteinproben wurden aus ungeférbten SDS-Polyacrylamidgelen durch Elektroblotting
in einer Semi Dry Transfer Zelle (Modell Trans-Blot SD, BioRad Laboratories, Munchen) auf
Polyvinylidendifluorid-Membranen  (ProBlott PVDF-Membran, Applied Biosystems,
Weiterstadt) tbertragen. Der Tris/Glycin-Transferpuffer bestand aus 25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 0,02 % SDS und 20 % Methanol. Der Elektrotransfer wurde bei einem konstanten
Strom von 0,8 mA/cm? tiber eine Dauer von 2 Stunden nach Vorschrift des Herstellers der
PVDF-Membranen durchgefiihrt. Auf die Membran transferierte Proteine wurden 1 min mit
0,1 % Coomassie®Brillantblau R 250, geldst in Wasser/Methanol/Essigsaure (59:40:1),
gefarbt. Das Entfernen von nicht proteingebundenem Farbstoff erfolgte durch Waschen mit
Wasser/Methanol (1:1). Anschliefend wurden die Membranen zur Entfernung des Glycins aus
dem Transferpuffer gewassert (48 Stunden; 5 L destilliertes Wasser, dreimal gewechselt). Die
Proteinbanden wurden ausgeschnitten und von Herrn Dr. D. Linder am Biochemischen Institut
des Fachbereichs Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitdt Gielen mit Hilfe eines
automatischen Gasphasensequenators nach der Edman-Methode (Hewick et al., 1981) N-

terminal ansequenziert.
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V. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbelt sollten die Untereinheiten MtrH und MtrE des
energiekonservierenden  N°-M ethyltetrahydromethanopterin: Coenzym-M-Methyltransferase-
komplexes (MtrA-H) aus Methanobacterium ther moautotrophicum naher auf ihre katalytische
Funktion hin untersucht werden. Im ersten Teil dieses Kapitels sind die Ergebnisse protein-
chemischer Untersuchungen beschrieben, die mit dem Enzymkomplex aus M. thermoauto-
trophicum durchgefihrt wurden. Gegenstand des zweiten Teils sind Ergebnisse zur Klonie-
rung und Sequenzierung des mtr-Operons und der Expression des mtrH-Gens aus M. barkeri.
Im dritten Abschnitt wurde eine Reihe von Aminosauresequenzvergleichen von Mtr-Unter-
einheiten aus mehreren Archaea mit anderen Enzymen verschiedener Organismen erarbeitet.
Der vierte Teil beschreibt Ergebnisse aus Versuchen zur Reinigung und Uberproduktion der

MtrE-Untereinheit aus M. thermoautotr ophicum.

1  MtrH aus Methanobacterium thermoautotrophicum

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, besteht die energiekonservierende N°-Me-
thyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltransferase aus M. thermoautotrophicum aus
acht verschiedenen Untereinheiten. In der Einleitung wurde ein Enzymmaodell vorgestellt, das
fur die Untereinheit MtrH die katalytische Funktion der N°-Methyltetrahydromethanopte-
rin:Cob(l)alamin-Methyltransferase postuliert. Die Untersuchungen zu dieser Annahme wer-

den im folgenden beschrieben.

1.1 Abtrennung der 34 kDa-Untereinheit MtrH vom Enzymkomplex

Die N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltransferase wurde als
Komplex, bestehend aus acht Untereinheiten, aus der Membranfraktion isoliert. Bei diesem
Verfahren wurden Zellen von M. thermoautotrophicum aufgeschlossen und einer Ultrazentri-
fugation unterzogen. Aus dem Membransediment konnte die Methyltransferase mit Dodecyl-
R-D-maltosid solubilisiert und anschlieend saulenchromatographisch gereinigt werden (Gart-
ner et al., 1993).
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Mehrere Proteinfraktionen enthielten nach Anionenaustauschchromatographie an Q-
Sepharose (siehe Materia und Methoden) nicht den gesamten Methyltransferasekomplex,
sondern nur die Untereinheiten MtrA-G. Die fehlende 34 kDa-Untereinheit MtrH konnte vom
Komplex separiert und in spéater eluierten Fraktionen gesammelt werden. Die gewonnenen
Fraktionen wurden durch SDS/PAGE analysiert (Abb. 6).

Zur Uberpriifung, ob es sich bei der 34 kDa-Untereinheit tatsachlich um MtrH han-
delte, wurde das Protein aminoterminal ansequenziert. Das Ergebnis lieferte eine 100 %ige
Ubereinstimmung mit der bekannten Sequenz von MtrH aus M. thermoautotrophicum (Harms
et al., 1995). Diese Beobachtung zeigte, daR MtrH offensichtlich nicht fest mit den anderen
Untereinheiten des Enzymkomplexes verbunden ist, sondern von diesem getrennt und gerei-

nigt werden kann.

94 kDa
|67 kDa
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Abb. 6: SDSPAGE-Analyse des MtrA-H-K omplexes, des MtrA-G-K omplexes und des separierten MtrH-
Proteins nach Chromatographie an Q-Sepharose. Zur Analyse wurde ein 15 %iges Polyacrylamidgel ver-
wendet, das nach der Elektrophorese mit Coomassie®-Brillantblau R250 gefarbt wurde (Material und Methoden
5.1). Spur 1, MtrA-H-Komplex (7 pg Protein), mit 0,38 M NaCl eluiert; Spur 2, MtrA-G-Komplex (4 pg
Protein), mit 0,30 M NaCl eluiert; Spur 3, MtrH (1 pg Protein), mit 0,38 M NaCl eluiert; Spur M, Molekular-

massenstandards.
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1.2 Messung von Enzymaktivitaten

Um feststellen zu kdnnen, welche Funktion MtrH im Komplex tbernimmt, wurden

folgende Methyltransferaseaktivitaten gemessen (siehe auch Einleitung).

CHz-HsMPT + H-S-CoM —  H4MPT+CH3-CoM (MT-Aktivitat)
CHa-HsMPT + Cob() —  H4MPT+CHs-Cob(lll) (MT1-Aktivitat)
CHa-Cob(lll) + H-SCoM —  Cob(l)+CHs-CoM (MT2-Aktivitat)

Die genaue Durchfihrung der Messung der Enzymaktivitaten wurde bereits in 4.2
(Material und Methoden) beschrieben. Im folgenden soll exemplarisch jeweils ein Ergebnis

der Messungen gezeigt werden.

121 MT-und MT1-Aktivitatsmessungen

Die MT- und MT1-Aktivitat (Ergebnisse 1.2) wurde unter Verwendung von [*C]-
Methyltetrahydromethanopterin ~ (**CHs-H4MPT) und anschlieRender Trennung der
Reaktionsedukte und der Reaktionsprodukte mittels Dunnschichtchromatographie (DC)
bestimmt. Nach dem Trocknen der DC-Platten wurde ein Molecular Dynamics Storage
Phosphor Screen aufgelegt und tber Nacht in einer Kassette bei Raumtemperatur inkubiert. Es
war méglich, die **C-markierten Substanzen unter Verwendung eines Phosphorimagers™
(Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) sichtbar zu machen. Anhand des
Dunnschichtchromatogramms kann die zeitabhangige Methyltransferreaktion (ber die
Abnahme der [*C]-Methyltetrahydromethanopterinkonzentration und parallel tber die
Zunahme der [**C]-Methylcob(l1l)alamin (**CHs-Cob(l11))-Konzentration verfolgt werden.
Abbildung 7 zeigt das Ergebnis eines solchen Detektionsverfahrens. Die Bildung von [*'C]-
Methylcoenzym M (**CHs-S-CoM) wurde auf gleiche Weise detektiert. Trennbar sind die
beiden fur diese Reaktion mdoglichen radioaktiv markierten Produkte anhand ihrer Ri-Werte
(**CH3-H4MPT: 0,2; *CHs-Cob(lll): 0,6; *CH3-S-CoM: 0,7). Die quantitative Auswertung
der MelRergebnisse erfolgte mit dem Programm ImageQuaNT™ (Molecular Dynamics GmbH,
Krefeld).
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Abb. 7: Bildung von [*C]-Methylcob(I11)alamin aus N°-[**C]-M ethyltetrahydromethanopterin (**CHg-
HMPT) und Cob(l)alamin. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und die Reaktionsbedingungen
wurden unter 4.2 beschrieben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von MtrH (0,9 ug) gestartet. Zu den
angegebenen Zeiten wurden jeweils 2 ul des Reaktionsansatzes auf die Dunnschichtplatte aufgetragen. Die
Detektion der radioaktiv markierten Substanzen nach Dunnschichtchromatographie erfolgte unter Verwendung

eines Phosphorlimagers™.

1.2.2 MT2-Aktivitdtsmessungen

Zur Bestimmung der MT2-Aktivitat (Ergebnisse 1.2) wurden Methylcob(lIl)alamin als
Methylgruppendonor und Coenzym M als Methylgruppenakzeptor in die Reaktion eingesetzt.
Methylcob(lIl)alamin besitzt ein charakteristisches UV/VIS-Spektrum mit einem Absorp-
tionsmaximum bei 520 nm (Aeszo= 6,2 mM™cm™). Gemessen wurde die zeitabhangige Ab-
nahme der Extinktion bei 520 nm, die sich proportional zur Demethylierung von Methyl-
cob(ll)alamin bzw. zur Methylierung von Coenzym M verhielt. Ein Spektrum, das wahrend

des Ablaufs einer solchen Reaktion erhalten wurde, ist in Abbildung 8 gezeigt.
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Abb. 8: Verfolgung der Demethylierung von M ethylcob(l11)alamin in eéinem UV/VIS-Spektrum. Gezeigt ist
die Veranderung des Spektrums mit der Zeit bei Ablauf der MT2-Reaktion. Der Pfeil deutet die Veranderung der
Extinktion bei 520 nm an. Die Messung wurde in Zeitintervallen von 30 s Uber einen Zeitraum von 8 min

vorgenommen.

1.2.3 Katalyseder MT1-Reaktion durch MtrH

Zum Nachweis der katalytischen Féahigkeiten der vom Komplex abgetrennten Unter-
einheit MtrH wurden Aktivitatsmessungen mit dem etwa zu 50 % gereinigten Enzymkom-
plex, mit den MtrA-G-Fraktionen und der MtrH-Fraktion durchgefiihrt (siehe dazu Kapitel

1.1). In Tabelle 6 ist das Ergebnis der Aktivitdtsmessungen zusammengefalt.

Mit dem teilweise gereinigten Enzymkomplex kdnnen beide Teilreaktionen und die
gesamte Methyltransferasereaktion gemessen und quantifiziert werden. Wéhrend die spezi-
fischen Aktivitaten fiir die MT- und die MT1-Reaktion mit 1 U/mg bestimmt wurden, betrug
die spezifische MT2-Aktivitat nur 0,1 U/mg. Das Verhéltnis der spezifischen Aktivitaten von
MT- und MT1 zu MT2 steht im Einklang mit friheren Befunden, bei denen 3,1 U/mg fir die
MT- und 3,8 U/mg fur die MT1-Reaktion, jedoch nur 0,3 U/mg fir die MT2-Reaktion
bestimmt wurden (Weiss et al., 1994).
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Im Gegensatz dazu katalysiert der MtrA-G-Komplex jedoch weder die Methylierung
von Cob(l)alamin noch, ausgehend von N°-Methyltetrahydromethanopterin, die Bildung von
Methylcoenzym M. Die einzige unter den Standardmef3bedingungen nachweisbare Aktivitat
des MtrA-G-Komplexes ist die Demethylierung von Methylcob(lIl)alamin unter Bildung von
Methylcoenzym M (Tab. 6). Die fur den MtrA-G-Komplex im Vergleich zum MtrA-H-
Komplex ermittelte hohere spezifische MT2-Aktivitat ist darauf zurlckzufiuhren, da der
MtrA-H-Komplex stérker mit anderen Proteinen verunreinigt ist als der MtrA-G-Komplex
(Abb. 6).

Fur MtrH konnte weder eine MT- noch eine MT2-Aktivitdt gemessen werden. Die
Bildung von Methylcob(lll)alamin wurde jedoch mit MtrH eindeutig und reproduzierbar
nachgewiesen. Die im Vergleich zu der fiir den angereinigten MtrA-H-Komplex bestimmten
spezifischen Aktivitdt von 1 U/mg verhéltnismélRig geringe spezifische Aktivitat von
0,07 U/mg fir MtrH ist moglicherweise darauf zuriickzufuihren, daB eine hohe katalytische Ef-
fizienz der Methyltransferase den Kontakt der einzelnen Untereinheiten zueinander erfordert.

Auf diese Zusammenhange wird in der Diskussion noch genauer eingegangen.

Tab. 6: Spezifische Methyltransferaseaktivitaten von MtrA-H, MtrA-G und MtrH. Die folgenden Methyl-
transferaseaktivitdten wurden getestet: Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltransferase (MtrA-
H); Methyltetrahydromethanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferase (MT1); und Methylcob(lI1)alamin:Coen-
zym-M-Methyltransferase (MT2). Die chromatographische Trennung wurde wie in Material und Methoden be-
schrieben durchgefiihrt. Die gemessenen Fraktionen wurden, wie in Abbildung 6 gezeigt, mittels SDS/PAGE

analysiert. Daraus geht hervor, dal3 der MtrA-H-Komplex nur zu etwa 50 % gereinigt war.

Spezifische Aktivitat (U/mg)

Untereinheiten MT MT1 MT2
MtrA-H 1 1 0,1
MtrA-G <0,001 <0,001 0,2

MtrH <0,001 0,07 <0,001
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Fur die durch MtrH katalysierte MT1-Reaktion konnte gezeigt werden, daR die Stoff-
menge an gebildetem Methylcob(lIl)alamin von der in der Reaktion eingesetzten Menge an
Enzym direkt abhéngig ist (Abb. 9A). Abbildung 9B zeigt die lineare Abhédngigkeit der En-

zymaktivitat von der Proteinmenge.
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Abb. 9: MtrH katalysierte Methyltransferreaktion von N°-Methyltetrahydromethanopterin auf
Cob(l)alamin. (A) Zeitabhangige Bildung von Methylcob(l11)alamin aus N°-Methyltetrahydromethanopterin und
Cob(l)alamin. Es wurden die zuvor beschriebenen Aktivitdtsmessungen durchgefiinrt. Die jeweiligen
Reaktionsansatze enthielten MtrH in den angegebenen Konzentrationen. Die Quantifizierung der Mel3ergebnisse
erfolgte mit dem Computerprogramm ImageQuant™. (B) Abhéangigkeit der Methylcob(lll)alaminbildung
(nmol/min) von der zugegeben Menge an MtrH (ug).

Zusammenfassend 1aRt sich sagen, dal} diese MeRergebnisse ganz deutlich zeigen, dal
MtrH unter Einsatz von freiem Cob(I)alamin die Demethylierung von N°-Methyltetrahydro-
methanopterin unter Bildung von Methylcob(lll)alamin und Tetrahydromethanopterin kata-
lysiert. Eine weitere Folgerung ist, daB die Untereinheit MtrH eine Bindestelle flr das Pterin-

derivat besitzen muf3, um diesen Transfer zu katalysieren.
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1.2.4 Rekonstituierbarkeit von MtrA-G mit MtrH

Die bisher beschriebenen Ergebnisse haben gezeigt, dalR weder der MtrA-G-Komplex
noch die abgetrennte MtrH-Untereinheit beide Schritte der Methylierungsreaktion von Coen-
zym M, ausgehend von N°-Methyltetrahydromethanopterin, katalysieren kann. Folglich war es
interessant zu testen, ob es moglich ist, durch Vereinigung der getrennten Enzymfraktionen
MtrA-G und MtrH die vollstindige MT-Reaktion, die normalerweise durch den MtrA-H-
Komplex katalysiert wird, zu messen. Dazu wurden die beiden Fraktionen im gleichen
Mengenverhéltnis zusammengegeben und bei Raumtemperatur etwa 15 Minuten stehend in-
kubiert. Anschlielend wurde die MT-Reaktion getestet. Wahrend mit den beiden Einzelkom-
ponenten der Methyltransfer nicht mel3bar war, konnte mit dem rekonstituierten Enzymkom-
plex die Bildung von Methylcoenzym M eindeutig verfolgt werden. Die spezifische Aktivitat
fiir die gemessene MT-Reaktion wurde mit 10-20 mU/mg bestimmt. Das ist etwa 1 % der

spezifischen Aktivitat, die fiir den gesamten Enzymkomplex ermittelt wurde.

1.3 Heterologe Expression von mtrH

Die Ergebnisse zur Funktionsanalyse der MtrH-Untereinheit, die in den bisherigen
Kapiteln beschrieben sind, wurden ausschlieBlich in Versuchen mit dem Enzym aus
M. thermoautotrophicum erzielt. Die experimentellen Daten belegen, daR MtrH alleine die
Methylierung von Cob(l)alamin, ausgehend von N°-Methyltetrahydromethanopterin, kataly-
siert. Es war allerdings nicht vollig ausgeschlossen, daR die mittels Sadulenchromatographie
abgetrennte Untereinheit MtrH mit duRerst geringen Mengen des MtrA-H- oder MtrA-G-
Komplexes verunreinigt war. Sollte das der Fall sein, waren diese Verunreinigungen weder
bei der durchgefiihrten SDS/PAGE-Analyse sichtbar noch konnten sie nachweislich zur Ka-
talyse der MT-, MT1- oder MT2-Reaktion beitragen. Derart kleine Restmengen an Enzym-
komplex kénnten allerdings notwendig sein, die katalytische Funktion von MtrH zu aktivie-
ren. Das wirde bedeuten, daR MtrH zwar die MT1-Reaktion katalysiert, aber eventuell zur
Katalyse den Kontakt zu den anderen Untereinheiten bendtigt. Ahnliche Effekte wurden be-
reits fir die Methanol:Coenzym-M-Methyltransferase aus Methanosarcina barkeri beschrie-
ben (Sauer und Thauer, 1999). Folglich mufite ein Weg gefunden werden, um tatséchlich zu
beweisen, da MtrH, ohne in Verbindung mit den anderen Untereinheiten zu stehen, die MT1-

Reaktion katalysiert. Eine solche Mdglichkeit bot die heterologe Expression des mtrH-Gens
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aus M. thermoautotrophicum in Escherichia coli. E. coli besitzt kein Enzym, das die MT1-
Reaktion katalysieren kann. Sollte also nach der Expression von mirH in E. coli eine N>-Me-
thyltetrahydromethanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferaseaktivitat im Zellextrakt nachge-
wiesen werden koénnen, ware das der Beweis, dal} einzig MtrH und keine der anderen Un-
tereinheiten zur Katalyse der MT1-Reaktion benétigt wird. In den ersten Versuchen dazu
wurde MtrH als Fusionsprotein mit dem Maltosebindeprotein bzw. mit einem 6 x His-Tag

Uberproduziert. Diese fuhrten jedoch zu keinem Ergebnis (Harms, mindliche Mitteilung).

1.3.1 Heterologe Expression von mtrH in Escherichia coli

Zur Expression von mtrH in E. coli wurde das mtrH-Gen aus M. thermoautotrophicum

in verschiedene Expressionsvektoren kloniert (Material und Methoden 3.8).

Zundchst sollte das MtrH-Protein als Fusionsprotein mit Calmodulin Gberproduziert
werden. Das Fusionsprotein mit einer erwarteten molekularen Masse von 38 kDa war nach
SDS-Gelelektrophorese klar zu erkennen. Nach Aufschluf? der Zellen und anschlieRender
Zentrifugation wurden die in den Zentrifugationsuberstdnden und in den suspendierten Zentri-
fugationssedimenten enthaltenen Proteine durch SDS/PAGE aufgetrennt. Es war klar erkenn-
bar, daB das gesamte MtrH-Protein nicht in der I6slichen Fraktion, sondern im Zentrifuga-
tionssediment zu finden war (Abb. 10). Diese Tatsache liel vermuten, dal} das Gber-
produzierte Protein nicht in der nativ gefalteten Form vorlag. Es hatten sich wahrscheinlich
unspezifisch gefaltete Aggregate (Inclusion Bodies) gebildet, die den hydrophoben Charakter
des Proteins so weit verstarkten, da MtrH in einem wélrigen Medium nicht in I6slicher Form
vorliegt. Weder im Zentrifugationsiiberstand noch im Zentrifugationssediment konnte eine
MT1-Aktivitat gemessen werden, was die Annahme, dal3 sich Inclusion Bodies gebildet

haben, unterstitzt.
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Abb. 10: SDS/PAGE-Analyse der Uberproduktion von MtrH als Fusion mit Calmodulin in Escherichia
coli. Zur Analyse wurde ein 15 %iges Polyacrylamidgel verwendet, das nach der Elektrophorese mit
Coomassie®Brillantblau  R250 gefarbt wurde (siche Material und Methoden 5.1). Spur M,
Molekularmassenstandards; Spur 1, E. coli Zellextrakt (ZE) vor der Induktion mit IPTG; Spur 2, ZE nach
Induktion mit IPTG; Spur 3, Zentrifugationsuiberstand; Spur 4, Zentrifugationssediment.

Die Solubilisierung der Inclusion Bodies wurde zunéchst getestet, indem das Protein
mit verschiedenen Konzentrationen an Harnstoff denaturiert wurde. Mit steigender Harnstoff-
konzentration erhohte sich eindeutig der lésliche Anteil des Proteins (Abb. 11). Die Unter-
schiede bei Konzentrationen zwischen 4 M und 8 M Harnstoff waren allerdings gering. Fir
das folgende Experiment wurde das Protein mit 6 M Harnstoff denaturiert und anschliel3end
die Losung schlagartig auf eine Harnstoffkonzentration von 0,2 M verdinnt. Nach an-
schlielender Zentrifugation zeigte sich, dal? die groRte Menge an Fusionsprotein wieder in den
unléslichen Zustand Ubergegangen war. Doch ein Teil blieb 16slich und wurde Uber eine
Calmodulin-Affinitatssaule gereinigt. Anschlielende SDS-Gelelektrophorese zeigte, dal} der
erzielte Reinigungseffekt nur sehr gering war. Es hatte zwar auch ein Protein mit der erwarte-
ten molekularen Masse (38 kDa) am S&ulenmaterial gebunden, doch MT1-Aktivitat

(Ergebnisse 1.2) konnte mit dieser Fraktion nicht gemessen werden.
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Abb. 11: Solubilisierung des unldslichen in E. coli Uberproduzierten MtrH-Calmodulinfusionsproteins
(MtrHeCal). Zur Analyse wurde ein 15 %iges Polyacrylamidgel verwendet, das nach der Elektrophorese mit
Coomassie®Brillantblau R250 gefarbt wurde (siche Material und Methoden 5.1). Spur 1, Zentri-
fugationstiberstand des zellfreies Extraktes; Spur 2-5: Zentrifugationsiiberstande nach Behandlung mit Harnstoff,
Spur 2: 2 M, Spur 3: 4 M, Spur 4: 6 M, Spur 5: 8 M; Spur M: Molekularmassenstandards.

Diese Methode wurde zunéchst variiert, indem die Rickfaltung durch langsame Dia-
lyse mit Puffer oder mit Puffer unter Zugabe katalytischer Mengen an M. thermoauto-
trophicum Zellextrakt erfolgte. Tatséchlich blieb die Hauptmenge des tiberproduzierten Pro-
teins in beiden Féllen in der 16slichen Phase (Abb.12). Die Messung der erwarteten MT1-
Aktivitét schlug jedoch fehl.
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Abb. 12: SDS/PAGE des Rickfaltungsversuches mit dem MtrH-Calmodulinfusionsprotein (MtrHeCal).
Zur Analyse wurde ein 15 %iges Polyacrylamidgel verwendet, das nach der Elektrophorese mit Coomassie®-
Brillantblau R250 gefarbt wurde (sieche Material und Methoden 5.1). Spur 1, Zentrifugationsiiberstand nach
Denaturierung; Spur 2: Zentrifugationsiberstand nach Dialyse der Denaturierungslésung ohne Zugabe von
M. thermoautotrophicum Zellextrakt (siehe Text).
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In der zweiten Variationsmethode wurden die Inclusion Bodies mit 1 mM DTT und
2 M Guanidiniumhydrochlorid teilweise entfaltet. Die anschlieBende Ruckfaltung erfolgte
unter Zugabe von L-Arginin, welches einen positiven Effekt auf die Faltung von einigen
Proteinen austibt. Durch diese Behandlung wurde zumindest ein Teil des Proteins solubilisiert
und blieb nach Rickfaltung l6slich (Ergebnis nicht gezeigt). Wie im ersten Versuch flihrte
diese Methode zu inaktivem MtrH-Protein, das die Bildung von CHs-Cob(lll) aus CHs-
H4MPT nicht katalysieren konnte.

Zur Verhinderung der Bildung von Inclusion Bodies wurden die Versuchsbedingungen
wie folgt gedndert: erniedrigte IPTG-Konzentration zur Induktion der Zellen, langsameres
Zellwachstum bei 30 °C und 18 °C, Verwendung von Minimalmedium anstelle von Vollme-
dium (LB), Zucht der E. coli-Zellkultur unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C und 10 °C.
Das Ergebnis war jedoch in allen Fallen das gleiche: Die aufgefiihrten Anderungen der ex-

perimentellen Bedingungen verhinderten nicht die Bildung von Inclusion Bodies.

Abbildung 13 zeigt ein SDS-Gel von E. coli Zellextrakten, die deutlich berprodu-
ziertes MtrH-Protein enthalten. Im ersten Fall wurde ein Fusion von MtrH mit dem TrxeTag™
Thioredoxinprotein unter Verwendung des Vektors pET32c erzeugt. In der Literatur wurde
beschrieben, daR eine Fusion mit Thioredoxin die Loslichkeit eines Proteins steigert (LaVallie
et al., 1993; Novy et al., 1995). Das Genprodukt hatte die erwartete molekulare Masse von
46 kDa (MtrH= 34 kDa, Thioredoxin= 12 kDa).

Im zweiten Fall wurde das mtrH-Gen in den Vektor pET17b kloniert. Dieser Vektor
enthalt kein fiir ein Fusionsprotein kodierendes Gen. Dieser Versuch war notwendig um aus-
zuschliel3en, daR die Fusionsproteine in irgendeiner Weise die native Faltung von MtrH nega-

tiv beeinflussen. Die erwartete GroRe des Genprodukts betrug 34 kDa.

Auch in diesen Versuchen zeigt die SDS-Gelanalyse, daf} die tberproduzierten Pro-
teine nicht in der I6slichen Fraktion zu finden waren, also wieder nicht in nativ gefalteter und

aktiver Form isoliert werden konnten (Abb. 13).



Ergebnisse 44

M 1 2 3 4 M 5 6 7 8
94 kDa =
67 kDa ‘ ~

43 kDa

| €— MtrHeTrx (46 kDa)

30 kDal <4— MtrH (34 kDa)
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Abb. 13: SDS/PAGE-Analyse von in E. coli Uberproduziertem MtrH-Protein als Fusion mit Thioredoxin
und MtrH-Protein ohne Fusion. Zur Analyse wurde ein 15 %iges Polyacrylamidgel verwendet, das nach der
Elektrophorese mit Coomassie®-Brillantblau R250 gefarbt wurde (siehe Material und Methoden 5.1). Die
Uberproduktion von MtrH als Fusionsprotein mit Thioredoxin (mtrH-pET32c) ist in den Spuren 1 bis 4 gezeigt.
Die Uberproduktion von MtrH ohne Fusion (mtrH-pET17b) zeigen die Spuren 5-8. Spur M,
Molekularmassenstandards; Spur 1und 5, E. coli Zellextrakt (ZE) vor der Induktion mit IPTG; Spur 2 und 6, ZE
3h nach der Induktion mit 0,3mM IPTG; Spur 3 und 7, Zentrifugationssediment; Spur 4 und 8,
Zentrifugationsiiberstand.

Es ist bekannt, daR Chaperone, wie die Hitzeschockproteine GroEL und GroES aus
E. coli, die Faltungen von Proteinen positiv beeinflussen kénnen. Deshalb wurden die Gene
groEL und groES in E coli mit dem mtrH-Gen coexprimiert (siehe Material und Methoden
3.10). Aber auch die Anwesenheit der Chaperone konnte die Bildung von Inclusion Bodies
nicht verhindern (SDS/PAGE-Analyse nicht gezeigt).

1.3.2 Heterologe Expression von mtrH in Aspergillus nidulans

Neben der Expression von mtrH in einem prokaryontischen System wurde auch ein
eukaryontisches System gewahlt. Dafur wurde das mtrH-Gen aus M. thermoautotrophicum in
eine speziell flr die Expression in A. nidulans vorgesehenes Plasmid kloniert und das Kon-
strukt in A. nidulans transformiert (siehe Material und Methoden 3.3). Es resultierten sechs
Pilzkolonien, die das Plasmid mit mtrH aus M. thermoautotrophicum tragen sollten. Zur
Sicherheit wurden alle auf Flussigmedium Uberimpft, die Zellen mit 100 mM Threonin
induziert und schlielich Zellextrakte hergestellt. Nach SDS-Gelelektrophorese der
Zellextrakte war kein Uberproduziertes Protein zu erkennen (Gel nicht gezeigt). Dies
bedeutete allerdings nicht zwangslaufig, dal} das Protein eventuell nicht doch in geringen
Mengen produziert worden war. Deshalb wurden alle Extrakte auf N°-
Methyltetrahydromethanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferaseaktivitat — getestet.  Jedoch

konnte in keinem eine MT1-Aktivitat nachgewiesen werden.
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2 MtrH aus Methanosarcina barkeri

In der Membranfraktion von Methanosarcina barkeri konnte bereits frilher N°-Me-
thyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltransferaseaktivitdt nachgewiesen werden
(Fischer et al., 1992). Sequenziert und biochemisch néher charakterisiert wurden bisher
allerdings nur die l6slichen Methanol:Coenzym M und Mono-, Di-, Tri- und Tetramethyl-
amin:Coenzym-M-Methyltransferasen aus M. barkeri (Sauer und Thauer 1998b). Gute
Erfolge bei der heterologen Expression von Genen aus M. barkeri in E. coli wurden z. B. fur
die Methanol:Coenzym-M-Methyltransferase erzielt (Harms und Thauer, 1996b; LeClerc und
Grahame, 1996). AuBerdem ist ein genetisches System fir Archaea der Gattung
Methanosarcina entwickelt worden, das die Durchfiihrung genetischer Analysen ermdglicht
(Metcalf et al., 1997). Unter diesen Voraussetzungen war es naheliegend, das Gen der
membrangebundenen N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltransferase aus

M. barkeri zu klonieren und zu sequenzieren.

2.1 Klonierung und Sequenzierung des mtr-Operons aus M. barkeri

Zur Klonierung des mtr-Gens aus M. barkeri wurde sich zunutze gemacht, daR die Se-
quenz des mtr-Operons aus einem weiteren Archaeon der Familie der Methanosar cinaceae,
Methanosarcina mazei, bereits vollstandig sequenziert vorlag (Lienard et al., 1997). Von der
mtrD-Sequenz aus M. mazei wurde ein im Vergleich mit den mtrD-Sequenzen aus Methano-
pyrus kandleri, Methanococcus jannaschii und Methanobacterium thermoautotr ophicum hoch
konservierter Bereich gewahlt, um die heterologe Sonde 5*-AACATAGGAGGTACAATT-
GAAGGGTTCCACGACCCGAAATTCAAGA-3“ abzuleiten. Die Sonde wurde mit Digoxi-
genin-dUTP markiert und in einer Southern-Blot-Hybridisierung mit chromosomaler M. bar-
keri-DNA eingesetzt. Spezifische Signale wurden erhalten, wenn die Hybridisierung und die
nachfolgenden Waschschritte bei 58 °C (Material und Methoden 3.4) erfolgten. Mit dieser
Sonde wurde unter den ermittelten Hybridisierungsbedingungen eine A-ZAP-Express-Gen-
bank (Sau3Al) von M. barkeri durchsucht. Das Ergebnis waren sechs positive Klone, wovon
zwei Uberlappend das gesamte mtr-Operon enthielten (Abb. 14). Die resultierenden Plasmide
pMB6 und pMB7 wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, iber den ganzen mtr-
Genbereich sequenziert. Die Sequenz des mtr-Gens aus M. barkeri ist unter der Nummer
AJ132817 bei der EMBL-Sequenzdatenbank verfiigbar.
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0 Soi1de 4,928 kbp
I - |
mtr E D > C B> A >|E>|ZB> H >
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| | pMB7 (04,5 kbp)

Abb. 14: Ubersicht tiber die Anordnung der acht Gene des mtr-Operons in M. barkeri. Die Gene wurden
kloniert und sequenziert. Die Sequenz ist unter der Nummer AJ132817 bei der EMBL-Sequenzdatenbank abge-
legt. Oberhalb der Gene ist der sequenzierte Bereich angegeben, in dem sich auch die Sequenz der abgeleiteten
Sonde befindet. Unterhalb der Gene sind die Uberlappenden Klone, die zur Sequenzierung des gesamten Operons

verwendet wurden, schematisch gezeigt.

Die Ahnlichkeiten der DNA-Sequenz der mtr-Gene aus M. barkeri und aus M. mazei,
die als Vorlage fur die Sequenzierung gedient hatte, betrugen 83-91 % fur mtrA und mtrC-H
und 71 % fur mtrB. Die Anordnung der mtr-Gene in M. barkeri war die gleiche, die in M.
barkeri und anderen methanogenen Archaea gefunden wurde. Einzige Ausnahme stellt mo-
mentan das mtr-Operon aus M. kandleri dar, in dem das mtrF-Gen fehlt (Harms und Thauer,
1997).
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2.2 Analyse der abgeleiteten Primarstrukturen der Mtr-Untereinheiten
aus M. barkeri

Aus der DNA-Sequenz der N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyl-
transferase aus M. barkeri wurde die Primérstruktur der Aminosauren fiir jede der acht Unter-
einheiten abgeleitet. Mit dieser Grundlage wurden einige Eigenschaften der resultierenden
Proteine in Tabelle 7 zusammengefalt. Unter anderem sind die Hydrophobizitaten der Poly-
peptide angegeben. Je negativer der errechnete Wert ist, desto hoher ist die Hydrophobizitat

des Proteins einzustufen.

Ganz deutlich hervorgehoben ist hierbei die Untereinheit MtrH, die sowohl die grofite
als auch, mit einem Wert von +12,98, die hydrophilste Untereinheit ist. Diese Eigenschaft
paldt gut zu den bisher beschriebenen Ergebnissen. MtrH 1&Rt sich einerseit leichter als die an-
deren Untereinheiten vom Komplex abtrennen. Andererseits ist es zur Auslibung der kataly-
tischen Funktion von Vorteil, wenn die Untereinheit nicht in der Membran integriert ist. Dies
ermaoglicht eine erleichterte Substratbindung und den Kontakt zur Untereinheit MtrA, die den
Methylgruppenakzeptor fiur die Reaktion als prosthetische Gruppe tragt. Auch in Hinsicht auf
die energiekonservierende Funktion und das Postulat einer Natriumionentranlokation tber die
Cytoplasmamembran ist die Lokalisation der MtrH-Untereinheit im Cytoplasma mdglich. Die
Natriumionenabhéngigkeit konnte nur fir die MT2-Reaktion nachgewiesen werden (Gartner
et al., 1994; Weiss et al., 1994).

Die MtrA-Untereinheit, die als Trager der prosthetische Gruppe an der katalytischen
Reaktion beteiligt sein muB, ist nur vergleichsweise schwach hydrophob. Diese schwache hy-
drophobe Auspragung gilt ebenfalls fir die kleinsten Untereinheiten MtrB, MtrF und MtrG,
wéhrend die groReren Untereinheiten MtrC, MtrD und MtrE einen stark hydrophoben Cha-
rakter aufweisen. Der Vergleich mit Mtr-Untereinheiten anderer methanogener Archaea
(Tab. 8) in Hinblick auf die isoelektrischen Punkte und die berechneten Hydrophobizitaten
bestétigen dieses Ergebnis. Auf die betrachteten Eigenschaften wird in der Diskussion im

Zusammenhang mit der Erstellung eines Enzymmaodells intensiver eingegangen werden.
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Tab. 7. Eigenschaften der acht Mtr-Untereinheiten aus M. barkeri. Zur Erstellung der Tabelle wurde das
Lasergene-Computerprogramm DNA Star (London, England) verwendet. Die Hydrophobizitaten der Protein-
molekiile entsprechen der Summe der Aminoséurehydropathien nach Kyte und Doolittle (1982) mit einem ,,span
setting” von 9.

Unterein- Molek. Amino-  Saure Basische  Isoelek- Ladung Hydro-

heit Masse sauren  Amino- Amino- trischer bei pH7 phobizitat
(kDa) sauren sauren Punkt
MtrA 25,41 240 34 22 4,91 -11,14 -15,3
MtrB 11,92 108 12 7 4.27 -5,08 -18,7
MtrC 26,82 267 14 11 5,63 -2,64 -259,1
MtrD 25,15 250 10 8 6,32 -1,45 -243,8
MtrE 32,51 302 21 16 5,61 -4,39 -148,6
MtrF 7,98 73 6 6 6,49 -0,09 -45,3
MtrG 8,01 72 10 9 519 -1,08 -20,2

MtrH 34,26 316 43 27 4,55 -15,45 +13,0
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Tab. 8: Isoelektrische Punkte (IP) und Hydrophobizitaten (HP) der acht Mtr-Untereinheiten aus
verschiedenen methanogenen Archaea. M. therm. (MR): Methanobacterium thermoautotrophicum Stamm
Marburg; M. therm. (AH): Methanobacterium thermoautotrophicum Stamm AH; M. kandleri: Methanopyrus
kandleri; M. jannaschii: Methanococcus jannaschii; M. mazei: Methanosarcina mazei Stamm Go6; M. barkeri:
Methanosarcina barkei Stamm Fusaro. Zur Erstellung der Tabelle wurde das Lasergene-Computerprogramm
DNA Star (London, England) verwendet. Die Hydrophobizitaten der Proteinmolekiile entsprechen der Summe

der Aminosaurehydropathien nach Kyte und Doolittle (1982) mit einem ,,span setting* von 9.

MtrA MtrB MtrC MtrD MtrE MtrF MtrG MtrH
IP/HP IPIHP IP/HP IP/HP IP/HP IPIHP IP/HP IP/HP

M. therm. (MR)  4,4/+13 3,8/-54  8)5/-287 6,6/-241  6,2/-172 11,0/-53  4,7/-21 4,3/+26

M. therm. (AH) 4,4/+11 3,7/-46 8,5/-270  6,6/-241  6,2/-170 11,5/-52  4,6/-21 4,3/+26

M. kandleri 4,0/-23 4,2/-47 5,8/-272  7,2/-189  6,1/-143 = -------- 5,0/-8 4,2/+47
M. jannaschii 4,6/-22 4,6/-45  8,1/-259 6,6/-228 6,9/-185 6,6/-26  5,3/-21 4,7/+20
M. mazei 5,5/14 4,4/-13  4,8/-288  7,2/-259  5,6/-147 5,0/-51  4,8/-19 5,1/+24
M. barkeri 4,9/-15 4,3/-19 5,6/-259  6,3/-244 56/-149 6,5/-45  572/-20  4,55/+13

In einem Katalog (Abbildung 15) im AnschluR an diese Seite befinden sich Amino-
sauresequenzvergleiche jeder der acht Untereinheiten aus M. barkeri mit den MtrA-H-Amino-
séuresequenzen von Methanosarcina mazei (Lienard und Gottschalk, 1998), Methanobac-
terium thermoautotrophicum (Stamm Marburg und AH) (Harms et al., 1995; Smith et al.,
1997), Methanococcus jannaschii (Bult et al., 1996) und Methanopyrus kandleri (Harms und
Thauer, 1997). Die Sequenzidentitaten der Untereinheiten aus den verschiedenen Organismen
sind insgesamt sehr hoch. Im Vergleich zu den einzelnen M. barkeri-Untereinheiten liegen die
Ahnlichkeiten fir M. mazei bei 73 bis 91 %, fiir beide M. thermoautotr ophicum-Stamme bei
33 bis 56 % und fiir M. jannaschii und M. kandleri zwischen 27 und 54 %. Die Ahnlichkeiten
sind bei den Untereinheiten MtrC, MtrD und MtrE etwas starker ausgepragt, was wahr-

scheinlich auf der grofRen Anzahl von hydrophoben Aminosaureresten beruht.
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MtrA

M bar ker i - - MADIK|K E[P A|IP[GWP | L|K G[E Y|E[VGDVKNC[V|[L[V|]I [T|c[GS[HL P G 38
M mazei - - MADIK|/RE|PAPGWPI LIKR|EY/E|VGDYKNS|VI[LIV[I |TIC|GS|HL PG 38
Mtherm (M) M- - VEIK/KS|PAE|GWPVV/NGDY|I|VGDPESP|VIAIAITITILIAS|H- 1| E 37
Mtherm(aH V - - VE|K/K S|P AE/GWPVV/NGDY|I |VGDPESP|VAAT|TILIASIH- 1| E 37
M j ann. MS MA N|K|IRE|P AIPIGWP I V|SGIEY|VIVGNPESC|V|GV|IVITILIGS|HGL E 40
Mkandleri M- - PE|K/AE|PAE[GWP V V|EGDY|VIVGDPEAP|VHV|/V|ITILIGS|H- | E 37
M bar ker i QP I[LID[AGA]- - - -[A]lVTIGS[CIK T[EINL G1[EK|V[V AHI[T|S[NP|N[I RY| 74
M nazei KPI|LIDIAGA- - - -|AlICT|G/S|C|K T[EfNL G1|E K/ V|V AHI|I|SINPID|Il RY| 74
Mtherm (MR DI P|VIEIAGA|- - - - |All AIGP|CIKT|EINL GI|E[K/MI ANL|I|S|NPIN/I RF| 73
Mtherm (aH DV P|VIE|JAGA|- - - - |All A|GP|CIK TI[E[NL G1I|E K/ MI ANL|I|SINPIN|I| RF| 73
M j ann. QAC|I [DIAGA[- - - - |A|l AIGP|ICIHT|EINL G1I|EK/V|VANY/|I|SINPIN/I RF| 76
Mkandleri E DI |L|K/AAGEDKV|AIl AGP|CIKT[E[NI GI[E[KV|l AINV|I|ANP/N|I RF| 77
M bar ker i L[L VIT[G|S[E[VIK[G[HT T GQSVMSLHANGVIKDNR- -[T|S[GA|L[GA T P| 112
M mazei LIL V|T|G|S|E[VIKIGIHI TGQSMMSLHANGVIKENR- -|l|A|GA|LIGAI P| 112
Mtherm (MR L|lI L|C|G/S|E[VIQGIHI TGQSI EALHQNGVIDPDKRN|I|I|GAT|GAI P| 113
Mtherm (AH) L|lI L|C|G|S|E[VIQGIHI TGQS!I EALHQNGVIDPDKRN|I|I|GAT|GAI P| 113
M j ann. M[I L|C|G|S|E[V|QGIHI TGQCFKALWE|NGI|G- DDGG|I|I |GAK|GAI P| 115
M kandleri G|V L|C|G/A|E|V|/T|GIHL TGQCFKAMYE|NGVIDPDSGE|l |l |GAE|GAI P| 117
M bar ker i Y V[EEINL|NED[AT|A[RF|IQE[Q- VDV V|IN[L L[DJT[ED MG A[T]T s K[V|K[E]L[A] 151
M mazei Y VIEfNLIN A AAV|ARFQG|Q- VQ|VV|NILL|DJTIEDMGAI|l |TSK|VR|E|L|A|l 151
Mtherm (MJ|Y I [EfNI|PDE|IGI|ERFIQK|QL - E|l VIN|LI|DJV|IE D ADAI|l |[KAK|VIK|E[C|I| 152
Mtherm (aH)|Y I [EfN1|P DE|GI|E|R F|QK|QL- E|l VINIL I|DV|EDADAI|lI |KAK|VK|E|C|I| 152
M j ann. FLIEfN VINKE|AV|EIRFIRR|Q! VEIVVIDILI|DC|IED!I GK|I|T QA|l|K|E[C|L| 155
Mkandleri |Y L|E[NI1|/PEE|AV/ERYRDQI VELVDLI|DVIEDVDE| VKA| E[EC|V| 157
M bar ker i SIK[DP GA|/FIDIAE P MI [VIE[I|SEE - GEE[EJE E G G A[V|R[P V|S G[E]I [A]V]I] 190
M nazei SKIDP GA/FIDIAEPL V|V|IE|I | SEE- GE E|E|[E EGGV|VIRIP VIS G|E[I |AV|L| 190
Mtherm (MR E|K|[DlP GAFIEEEEAMI |l |KIVEE G- GEE|EJE GE - E|V|K|P V|A P|E|T|A[L|I| 190
Mtherm (aH) E|K|DJP GAFIEEEEAMV|I |KIVEE G- GE E|EJE GE - E|V|K|P V|A P|[E|T|A[L|I| 190
M j ann. SIKIDP GA/I [ DEDPF I |l |EILIEGGKGGG|E|EEEGV|I|K|PI|TP|EMA[I [I| 195
Mkandleri E|K|D|P GAYE[EGPMT|I|S|LIEEE- EEE|EJL AEV A|GMP V/SA|E TV T|V| 196
M bar ker i RSIRILKA[T/[EARMMDI [GINL N[K|F HS[GVHA[GK|I E[GAIMI GLTVTI 230
M mazei RSIRILKA[I|EARMMDI |GNL N|K|F HS|GVHA|GKIVE[GAMI GLTI T1 230
Mtherm (MR E AIRIMRN|I [QT QVKMI |GSTNRMFAIGMY SIGK|VQGI|MI GLA- - - 227
Mtherm (aH E AIRRIMR N[l [QT QVKMI |GST NRMF A[GMY S|GK|VQGI|MI GLA- - - 227
M j ann. ESRMRL|[I|GNEMCYN|GLLAKWQA|GYYN|GK|II| QGI|----ATGL 231
Mkandleri E Y|R/l NDIVRVGVK S| |GIAMQ|RYMA|GYLSGRTMGL|LI GI I SGM 236
M bar ker i SLLG|L|---|LLILGR 241
M mazei SLLG|L|- - -|LLILG-R 240
Mtherm (M) - - FTIL|TL G|l L|[L LV 239
Mtherm(aH - - FT|ILITL G|l LILLVY 239
M j ann. FLML|LII MG|l L|MF 244
Mkandleri | FL FILIPMV|VLI GGV 250
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MtrB

M bar ker i MSN---[IIRI APELN[L/]VNECPE[TGT|TCER- K[E|S[I|CYSNEP[V| 36
M mazei MSI - --|VVRI APEI NILIVNETE|SGN|VTCER- KIC|S/I|/CYSNEP|V| 36
Mtherm. (M) |MENLPL|VKI APEYNILTLOPSTCGNI|GAALCRE|V|I|I LSNVDE|| 40
Mtherm (aH |MENMLPL|VKI APEYN|LITLCPS|TGNI|GCAALCGRIEV|I|I LSNVECE|l]| 40
Mjann. MATYVFI|D--CNIPLVYTVETGV|[I|TKGFG-|C|L|ILIFVDVSP|I| 37
M kandl er i MAIl - - -|VILI DPESC|I|/ANCAV|TCGAVIA- EWSE|C/VIVTLDVNPI|L| 36
M bar ker i FIEIR[VICK[LC/AI[AlIDDLVNSLS[PISNPLLN[SWP|GREINTSYNA[GF 76
M mazei Flelr|ViIC KL C|AI [ADDLVNSLS/PISKPLLNTWPGRENTSYI Alcll 76
Mtherm. (M) N|g[cli [AALE/ATIADDLI NSLE|PITTI PECG|S|Y|PIGREGVYLTA|GK 80
Mtherm (aH  N|glcli|AE|L ElATIADDLI NSLE|PITTTPLD|S|YPIGREGVYLTA|GK 80
Mjann. Elg[c|i |[KKIL E[TLIV/DAYEHSLEC|PRYPPLN|SFIPNRDCGVYAI S|GY 77
M kandl eri v|El k|V|E E|[L E[CY[VINDNNRANC|P/STTTWCG|TILIP|GIRE/GVHET A|CIF 76
M bar keri YCNTFY[GV LAFSC[LILIA[LV[I|]YI ASLNRGV=- - - -V 109
M nazei YSNSFY|cl LAFSCGILILIALII|IYI TR- - - -« - - - - - L 103
Mtherm. (M) | 1t N1 vv|gF L1 1 --|LIFALLIL 101
Mtherm (AH) - nv v vlcF L1 1 - -|LIF|AIL LIL|Y 101
Mjann. FKSAFF|GF Lel VALILIAL TILleVK- - - - - - oo - F 104
M kand eri LTNFAH|CF TVNI VALVAIFTILLAAVYKLHALRLLGL 113
MtrF

M bar ker i MKVAEEYDKGVPMML A[PJQMGA[T|DATIV[E|S | R[Y|RA QL TIA[RINQ 40
M mazei M- - AEEHEKGVPMVLAP- MGA|I|IDAT|V|E[SI RYJRAOQ|LI|ARNQ 37
Mtherm (M) M- - - - - - - - - 1 | LSNK|PINI RG|I | KNV|VIE[DT K|]Y/RNOQ|L I|G|R DG 31
Mtherm (aH M- - - - - - - - - 1 | LSNK|PI[NI RG|I KRV|V|E[DT K|]Y/RNOQ|L 1|G|R DG 31
M j ann. M- - - -----GVEVSNKPNVSS|I|QSY|V|E[DL E|Y/KVG|LI|TIRINR 32
M bar ker i KILIDS[GIVAATGMI[GIFAA[GFLFSLLMVIVLPLL----FW 74
M mazei KILIDFIGGVAAPD- I |GFAAGLLFSLLMVIVLPVA----VGL 70
Mtherm (MR) RIL/FAIGILI ATRI SIGI AI|/GFLLAVLLVGVPAMMSI LGVI 69
Mtherm (aH R|L|F AlGIL1 ATRI SIGII AI|GFLLAVLLVGVPAMMSI LGVI Z 69
M j ann. G|L|E S|GT ESAGTK|GLI I|GGVVSAI VLMGI PLALYFL- MK 69
MtrG

M bar ker i M- - DIGKA- -[PIAAFVEPGIEFNE[VMK[RL D|K[T DIE[KT E|F vV N S[E|]V 36
M mazei M- -|DIGKA- -|PIAAFVEPG|EIFNE|VMK|IRL D|Q|I DIE|KVE|FV NS|ElV 36
Mtherm (MR) M S E|E[EK T TI|P[RVLVSAD|E[FNKANE|KLDE|Il EIEIKVEFTVG|EY 40
Mtherm (2H) (M S E|E[DK T TI|P[RVL VSAD|E[F NKANERL DDl E[EIKVEFTVG|EY 40
M j ann. MSEDEKL - -|P[QVI MDPA|D|YEA|LIKK|IRL DIEIL E[KIKVEINTNA|E[L 38
M kandl eri MAEEESVPKMVAPED[IREHSRLDEIERRLDFVWGEV 38
M bar ker i A[QKI1[GIKK[VGRDI GI LY GG|F[I GLIL[L|IFL[I]YTV[V[SSMFM 73
M mazei AlQR1|GIKKIVGRDI GI LYGG V|l GLILILIFL[I|YVQli|]ssMF----- 71
Mtherm (M) S|QR1|GQQ[I GRDI GI LYGI|V]I GL{I[I|[LAVTNI|LIFAGLLKGLL 80
Mtherm (AH) S|QR1|GQQ[I GRDI GI LYGI|V]I GL{I[I|[LAVTNI|LIFAGLLKGLL 80
M j ann. FIQLA|GKKIVGRDI GI LYGL|V|I GI|[I|L|SYI|LPAILIl KI 1 QI LSL 78
Mkandleri  Y|QRF|GKR[I GRDI GI LYGL|V]Il GL|Y[L|cCML|YI L|L|GVAFR 75
M bar keri 73
M mazei e V| 72
Mtherm (MR KSLF G- L 86
Mtherm (AH) K SL F GL 87
M j ann. KVLVQQ 85

M kandl eri 75
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MtrD

M bar ker i MI DAILIGN[I T|WM[AJL I T[I GGIVIL[I|SWSIVIHIFVPVGGAPAAMA|Q 40
M nazei MI DAI|LIGN|I LIWMVIF1 ||l GG|V|L|I|PGG|GISIFVPVGGAPAAMAQ 40
Mtherm (MR (M- - DP|L|L -|L I|GA|l|- - TIAGG|V|L|I|GGG|VHIFVPVGGAPAAMA|T 35
Mtherm (aH) (M- - DP|L|L -|[L I|GA|l|- - TIAGG|V|L|I|GGG|VHIFVPVGGAPAAMA|T 35
M j ann. - - DI|V[SA[l VIPL|I|/EMT|l AGIAI|IINAS|VIHFI PVGGAPAAMAT 38
M kand! eri - - DK|L|I AVL|VL|I|-- TILGS|I/MVNVGVHYVPVGGAPAAMAT 36
M bar ker i A[T GI GT|G[T|V Q[L AJA[GIA[GL|T GL|]VSIAGFMMNVTD---- NLPLJ[I] 76
M nazei AITGV GT|-|T|VQ|L AIT|GA|GL|TGL|VSIAGFIMMNVTD----NFPLJ|l|75
Mtherm (M) AT GV GT|G|T|IAML AAGA|GLITGL|I TIAAIAMMTGQSPL------ M|I| 69
Mtherm (AH AT GV GT|G|T|A ML A/A|G|A|GIL|TGL|I TIAAIAMMTGQSPL------ M|I| 69
M j ann. S|ITGV GT|G|T|T QL A/A|GA|G/FITGL MGAAVMASNVGLSPI GMALIJI| 78
M kandl eri AT GV GT|G|T|T QL A|A|G/S|GLITGL|I TIAAAMSQKPFL------V|[I]|70
M bar ker i L AS[GS[VIGAMIMI[AVTMI VGSI[VYVYGVGVVIPSSAIKVKV[DP| 116
M nmazei VASIGAVIGAMI MIAVTMI VGTWI YVYGVGCV|PSSA|KVKV|DP| 115
Mtherm (M) MA A[GAlVIGSMLIMI|GI TMLVGINL|Il YVFGVGTVI|PVSAIKVSV|[DPH 109
Mtherm (AH MA A[GIAlVIGSMLIMI|GI TMLVGINL|Il YVYGVGTVI|PVSAIKVAV|[DPH 109
M j ann. MI S|GAV[SSMI ML|GVTMLI GQL|Il YVFGVGVV|PAADK|CEI|DP| 118
M kandl eri L WN|G/AILIGAATMMAI TMLVGNF|l YVYGVGCP|P/CSA|KVDK|[DP| 110
M bar ker i I TIKYR[QDL[YVS|Q[GT|E[G[HHGL PTV|S[YVSGI | GGGL GG|I [GGSL 156
M mazei | TKYR|QDL|YVS|QGT|E|GIHG!I PTV|SIFVSGVI GAAL GG|I |GG/SL 155
Mtherm (MR || TITGME|QEK|YV T|P|GT|E|GIHGLPTVICIFVSGI | GGAL GG|I |GGGL 149
Mtherm (aH) |[L TIGME|QEK|YVT|P|GT|E|GHGLPTVICFVSGI | GGALGG|I |GGGL 149
M j ann. | TKDP|QKP|IYVTIPIGT|T|GIHHGVPTV|CIFVSGLI GAALGG|I |GGAL 158
M kandl eri | TTGWDQEA|YVTPGTEGHG!I PTV/SFVSGI LGGLL GG|S|GGAM 150
M bar ker i VY|YSILIl EVGMSAGLEAV|GVTNS|VITGHEL V AV[AA|I F[A]l [GI [F] 196
M nazei I Y/YSILIl EVGVSVGLERV|IGVTSAVITGNSLVAV|AA/Il FIA/l [GI |F| 195
Mtherm (MR) [I YIWA[LINEALKTLSYGAMG- AAG|V|- - - - - - - -|AA[l FIA|V|G|I |F| 180
Mtherm (aH [I YIWA[LINEALKTLSYGAI |G- AAG|V|- - - - - - - -|AA[l FIA|V|G|I |F| 180
M j ann. AY|l AILIRK- - - - - - - - - LIGLDPG|V|- - - - - - - -|AGML|AV|GF|F| 181
M kandl eri VY|YAL--------YKVL|GMSAA|L|--------]AGI L|AMGF|F| 174
M bar ker i FIVNAVI|P[SYNI GGTI[E[GF[HDOP K FIKIK|WP K[AV V]SS L[V|AS[I|MC 236
M nazei LIVNAVI|PISYNI GGTI|E[GFIHDOP K F|K|IKWP KIAV1|SSV|VIAS|I|LC 235
Mtherm (MR F|Il NAVI|A|ISYNI GGTI|[E[GFI[HDP K F/K|R[l GR|GI VI ACL|I |AS|I|VA 220
Mtherm (aH F|Il NAVI|A|ISYNI GGTI|E[GFI[HDP K F/K|R[l GR|GI VI ACL|I |AS|I|VA 220
M j ann. FIl NAVLIAISYNI GGTI|E[GFIHDP K F|KIKKMP N|GV I|AST|V|AS|LILF 221
M kandl eri YIANAVLASYNI GGTI|E[GY[HDPKF|TIRLPKAVV/CSL|V|FG|I|VA 214
M bar ker i All VAVVAI AQLGGI 251
M nazei All VVAVI Al AQLGG- | 249
Mtherm (MR GIALISTLLVYG- GVF 234
Mtherm(AH GIALISTLLVYG- GVFX 234
M j ann. Gl I|SVLMV- - - - - L 231
M kandl eri SIVIIAYYL--S-TLM 226
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MtrE

M bar ker i MEPLI - SMGVLAL|I[GVAATI AGAS/E[OL[ES[ GSQSNPNSQ 39
M nazei MEPLI - GMGVLAL|I|GVAATI AGAS|E|DL|E SO GSQSNPNSQ 39
Mtherm (M) IMDPMI TGLIGVVALMGAAATI AGAAE[DL|ES|IQVGSQSNPNSQ 40
Mtherm (aH) MDPMI TGLIGVVALMGAAATI| AGAAIE|QLIES|[QVGSQSNPNSQ 40
M j ann. MDATLI ALIGALAL|SIGALATVAG|CA|E|DL|ES|[QVGSQSNPNSQ 40
M kandl eri M- VGFTEI|GLAAAMGALATI AGAF|E|[DAIESIDVGSQSNPNSQ 39
M bar ker i VOLAPQMMFP[AR|I FINKAT SJHP/IPSNAL MCS[l GAIA[VIAT[VILI 79
M mazei VQLAPQMMEFP|IHR|II FINKAI SJEPPSNALMCS|I GAA[I|AT|VILIT 79
Mtherm (M) [VQLAPQMGHL|HRI IINKAVSHHPVAYGTWCG|l AGS|VAF|VILM 80
Mtherm (AH) [VQLAPQMGHL|HRI IINKAVSGHHEPVAYGTWCG|l AGS|VAY|VILM 80
M j ann. VOQLAPQMGNI|HRYFINKAI SHPVSYGLYVAVAGT|VAY|AI M 80
M kandl eri VQLAPQMMNF|HR|YFNKAI SGHP/VSYMLYGA|l AGT|V|T WV/MM 79
M bar ker i SEFTMSP[LIF[AL V|F[GS[L T]A[AIC[VHAT[FAV[TISTMGR|C[A|]SQSR- 118
M mazei SEFTVSPILIFIAL V|F|GS|VI|A|ASIVHAT|FA|[VITATMGRCIASQSR- 118
Mtherm (M) NSMQLPV|I|MAI Al|GAIVI|AAMVHTT|YAVITTSHMGR/I |[V/ISQS Q- 119
Mtherm(aH QS MQL P V|I|MAI AV|GAIVI|AAMVHTT|YA[VITTSHMGR/I |[V/SQS Q- 119
M j ann. Q- MGL NP[I|LIALI|L|GA|IGV|AAFIVHGA|YA[I|SIAYL|GRI|VGQSKN 119
M kandl eri TKFGLPF|ILIA|JAAA/V|GV|GV|N|AILIIl HMV|F A[T|ITTAHL|GR/MAISAAE- 118
M bar ker i FIK Q[P 1 Y|L[O MR S[HII T P[IMGY[AE[I]T T[F|CI[L]VVS[YLIMTV- - - 155
M nazei FIKQ/P I Y/L[DM[I|RSIHTPA|Il |MG|Y|AF|I|T T|F/C VLIl VS|YL/MTV- - - 155
Mtherm (MR) |[FINQ|P L F{MD ML|V Q/H/L GP|I|A|GH|GF|I|VT|FICTIV/GL S|[YLMTLPI P 159
Mtherm (aH) |[FINQ|P L FfMD M/L|V Q/H/L GP|I |A|G/H|GF|I|VT|FICI|V/|GL S[YLMTLPI P 159
M j ann. FIGQ|P VYWD V|VIMS|H L GP|I |V|GH|GF|I|AV|F/CMVIL MA|Y L|- - - ANT 156
Mkandleri |F|GH|P I Y/L[QV|V/L S|HL GP|I|A|GF|GG|I |[ATIF/AI|V/SLAYI|-- - QWA 155
M bar ker i VILGHPFPL|TMLAIF[l WGIT T1 GAI GSSTGIVHYGAE RE[F QQ[F| 195
M mazei VILGHIPFPL|TMLAIFIIl WGI TI GAI GSSTGIVHYGAERE|FQQ|F| 195
Mtherm (MR) [GF AHPFPL|PL|ILAVILWGI TI GAI GSSTGBVHY GAERE|YQQ|Y| 199
Mtherm (aH) [GF AHPFPL|PL|ILAVILWGI TI GAI GSSTGBVHY GAERE|YQQ|Y| 199
M j ann. IlILGN/PFEPL|IPL|I ALl FGI TVGAI GSSTGINVHYGAERE|YQK|Y| 196
M kandl eri LILKHPFPL|PL|ILAALWGVTVGAI GSSTGIVHYGAER|L|YQH|Y| 195
M bar ker i E[F G S[GL|INJA]S N S[GIN[1]V R Y[AJE|S[GL R/D G F[D]N S WF[C|A[KIF[G G P V[T| 235
M mazei E|F G|S|GL|IN|A/S NS|GN|I|VRY|A|IE/S|GL RINGF|D|N S WF|C|S|KIF|GGP T|T| 235
Mtherm (M) P|F G|G|GI|P|VIAIl H|GD|I |TTK|A|EILIGA RNS M[D|V V HIF|C|AIKY|GGPL|T| 239
Mtherm (AH) P|F G|G|GI|P|V|Al H|G/D|I |TTK|A|E|L|IGA RNS M[D|V V H|F|C|AIKY|GGPL|T| 239
M j ann. P|F G|G|G V|P|V|ANH|GD|I|DI K|A|E|Y|GL RINGM|D|S S Y|F|C|S|IRIL|GGV L|T| 236
M kandl eri P|F G/G|GV|/P|V/AAH|GN|I |TRK|A[E[T|GI RINSMD|SV Y|F[C[AKFGNPL|T 235
M bar ker i GLA[FGMT[VFILGSWI TTI FDPAKG- - - - - - L-- GWL S[VI|AG 267
M mazei Gl AFGMT|VFILGSWI TTI FDPAQG- - - - - - LSMGWL S|VI|AG 269
Mtherm (MR) |G F AIFGAI|VFILSFWNTI VFGI TGG- - - - - - - - - - - -]l 1|SG 266
Mtherm (aH |GIF AIF GAI [VFILSFWNTI VFGI TGG- - - - - - - - - - - - -l 1|SG 266
M j ann. GLCIFGLI|VFILDGIWRGVLGDI LKGGQGGSVI TASI I S|l V]I G 276
M kandl eri GLCFGLVIVFFSTWAGLF------GQWGAVI AMGLVT|LGC- 268
M bar ker i I' VI VFI LI TITWNWKMEBV YARKA[YGP[YIJKEDKTEEASA 303
M mazei VI I VLI LI I|WNWK[I|EVQARKAYGPYKEDKAEEAS- A 304
Mtherm (M) L1 | VLLLI|I I|[LNN|RLIEVF|ARNR|YGP|YKEEE 296
Mtherm(aH) L1 | VLLL|I I|LNNR|LIElVFARNR|YGP|YKEDE--------Y 296
M j ann. LI 1 VAI LAI|Il NR|K|VIEVF|ARNK|YGP|YTK 304
M kandl er i --=-----LI/VSNRV|EKKARES|YGTYEDVEMDEI CDPV 299
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Darin sind die

Der Aminosauresequenzvergleich wurde mit dem Lasergene-

Eine Ausnahme ist der Sequenzvergleich der MtrH-Untereinheiten.

. M. therm. (AH): Methanobacterium thermoautotrophicum Stamm AH, M. mazei: Methanosarcina
Methanococcus jannaschii.

Abb. 15: Vergleich der aus der DNA-Sequenz abgeleiteten Proteinprimarstrukturen verschiedener
unterlegt sind die Aminoséurereste, die in der Diskussion in Zusammenhang mit einem putativen Zinkbindemotiv
Aminosédurereste grau unterlegt, die im Vergleich mit den putativen Methyltetrahydrofolatbindedoménen der
MetH-Proteine (Abb. 16), identisch sind. M. therm. (MR): Methanobacterium thermoautotrophicum Stamm

methanogener Archaea. ldentische und chemisch dquivalente Aminoséuren sind schwarz umrandet. Grau
mazei Stamm Go61, M. barkeri: Methanosarcina barkei Stamm Fusaro, M. kandleri: Methanopyrus kandleri,

Computerprogramm DNA Star (London, England) unter Verwendung der Clustal-Methode durchgefiihrt.

erwahnt werden.

M. jannaschii:

Marburg,
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2.3 Heterologe Expression von mtrH aus M. barkeri in E. coli

Es ist anzunehmen, dalR MtrH-Proteine aus verschiedenen Archaea die gleiche kataly-
tische Funktion besitzen, weil sie sehr &hnliche Eigenschaften aufweisen (Tabelle 9, Ergeb-
nisse 3). Mit einer Expression des M. barkeri mtrH-Gens, aus der ein aktives Protein resul-
tiert, konnte folglich die Funktion der MtrH-Untereinheit nachgewiesen werden. Sowohl
M. barkeri als auch E. coli sind mesophile Organismen mit einer Wachstumstemperatur von
37 °C. Die Vermutung liegt nahe, daB sich diese Tatsache positiv auf die Faltung eines Uber-

produzierten Proteins auswirken konnte.

Das mtrH-Gen aus M. barkeri wurde in den Vektor pET17b kloniert (Material und
Methoden 3.11) und in E. coli exprimiert. Das Resultat war unlésliches MtrH-Protein, das
vermutlich nicht in nativer Form gefaltet war (vgl. 1.3.1). Dementsprechend konnten keine

katalytischen Methyltransferaseaktivitaten gemessen werden.
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3  Analyse der Primarstruktur als Hinweis auf die Funktion
der Untereinheit MtrH

Die bisher geschilderten Ergebnisse zeigten, dal3 die Untereinheit MtrH der energie-
konservierenden Methyltransferase aus dem MtrA-H-Komplex die Bindedoméne fir CHs-
H4MPT enthélt (Ergebnisse 1.2.3) und die Methylierung von freiem Cob(l)alamin in vitro und
des proteingebundenen Corrinoids in vivo katalysieren muRR. Diese Folgerungen wurden, wie
in der Einleitung bereits angedeutet, von Ergebnissen aus Aminosauresequenzvergleichen mit
dem AcsE-Protein aus Clostridium thermoaceticum, dem CmuB-Protein aus Methylo-
bacterium sp. Stamm CM4 und der CH3z-H4F-Bindestelle des MetH-Proteins aus E. coli unter-

stutzt. Die Ergebnisse der Priméarstrukturvergleiche werden im folgenden présentiert.

Vorangehend soll der MtrH-Sequenzvergleich aus Abbildung 15 anhand einiger
Zahlenwerte dokumentiert werden. Aus den Daten in Tabelle 9 IaBt sich entnehmen, dal? die
molekularen Massen der Enzyme aus den verschiedenen methanogenen Archaea nahezu iden-
tisch sind. Auch die Sequenzidentitat auf der Ebene der Aminoséuren ist zwischen den meso-
philen Archaea M. barkeri und M. mazei, den thermophilen Archaea M. thermoautotrophicum
und M. jannaschii und dem hyperthermophilen Archaeon M. kandleri sehr hoch. Die Unter-
schiede bezlglich der Aminosédurezusammensetzung, des isoelektrischen Punkts, der Ladung
bei einem pH-Wert von 7 und der Hydrophobizitéat sind gering. Aufgrund dieser Eigenschaf-
ten ist zu vermuten, dal’ die MtrH-Untereinheiten aus verschiedenen Archaea auch auf kataly-

tischer Ebene miteinander vergleichbar sind.
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Tab. 9: Eigenschaften der MtrH-Untereinheiten aus ver schiedenen methanogenen Archaea. Die Werte wurden mit Hilfe des Lasergene-Computerprogramms DNA Star,
(London, England) verwendet. Die Hydrophobizitaten der Proteinmolekdile entsprechen der Summe der Aminosdurehydropathien nach Kyte und Doolittle (1982) mit einem ,,span

setting* von 9.

Organismus Molekulare Masse Aminosaure- Anzahl saurer Anzahl basischer Isoelektrischer  Ladung  Hydrophobizitat
(kDa) identitat Aminosauren Aminosauren Punkt bei pH7
(%)
M. thermoautotro- 33,5 100 49 25 4,34 -23,30 +25,5
phicum (Marburg)
M. ther moautotro- 33,6 97 49 25 4,33 -23,30 +25,9
phicum (AH)
M. kandleri 35,0 50 63 24 416 -38,21 +46,5
M. jannaschii 34,6 63 47 31 4,70 -15,3 +19,9
M. mazel 33,9 49 39 30 5,08 -8,32 +24,2

M. barkeri 34,3 ol 43 27 4,55 -15.45 +13,0
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Fur eine bessere Ubersichtlichkeit in Vergleichen mit anderen Proteinen wurden zu-
néchst die Sequenzen aller MtrH-Proteine (Abb. 15) zu einer gemeinsamen Konsensusse-
quenz zusammengefalt, die bei schwach konservierten Aminosauren der Mehrheit der tber-

einstimmenden Aminosauren entsprach.

Analog wurde mit den Aminosauresequenzen der jeweiligen putativen CHs-H4F-Bin-
dedomaéne der MetH-Proteine von Escherichia coli (Banerjee et al., 1989), Pseudomonas pu-
tida (Holtwick et al., 1997), Mycobacterium tuberculosis (Cole et al., 1998), Mycobacterium
leprae (Smith, 1994), Synechocystis species (Kaneko et al., 1996), Caenorhabditis e egans
(The C. elegans Sequencing Consortium, 1998), Rattus norvegicus (Yamada et al., 1998) und
Homo sapiens (Li et al., 1996) verfahren. Die Sequenzen wurden zunéchst miteinander ver-
glichen, indem die Festlegung der putativen Bindedoméanen unter Verwendung des Blast-Al-
gorithmus (Altschul et al., 1990) erfolgte, indem die putative CH3z-H4F-Bindedoméne von
MetH aus E. coli als Vorlage diente. Tabelle 10 zeigt die ausgewdahlten Aminosédure-
sequenzbereiche der vollstandigen MetH-Sequenzen und Abb. 16 den Aminosauresequenz-
vergleich. Die ermittelten Sequenzidentitdten sind mit 32-90 % in Anbetracht der Unter-

schiedlichkeiten der Organismen relativ hoch.

Tab. 10: Aminosauresequenzbereiche fir die angenommenen Methyltetrahydrofolatbindestellen. Die Se-
guenzbereiche wurden unter Verwendung des Blast-Algorithmus (Altschul et al., 1990) anhand der bekannten

putativen M ethyltetrahydrofolatbindestelle von MetH aus E. coli ermittelt.

Organismus Anzahl der Amino-  Anfang der putativen  Ende der putativen
séuren von MetH Bindestelle Bindestelle
E. coli 1227 354 649
P. putida 607 357 607
M. tuberculosis 1192 346 625
M. leprae 1183 331 610
Synechocystis sp. 1195 340 626
C. elegans 1249 360 650
R. norvegicus 1253 359 656

H. sapiens 1265 371 651
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Eodi ... SLFVNVIGER JAKFKRUI KEEKYSE I'T DI|N48
Mleree ... ... _____ T .. I|GER SKVFREAMI AEDYQKQLDI A LLDLC &
Mtuercdosis. ... ... ... ______. I|GER SKGFREAMI AEDYQKQL/DI A LLDLC &
P pwida ... ____.___. SLFVNVGER SAKFARLUI REENYTE VI DI|N 48
S 33 -------------- FLI|I|GER SKKCROLULNAE SL | LDVIN 46
Cdegas . __________._. FVNI|GER JRRFCNLUI KNENYDTAI OV | LDVIN 46
R FUVGQCLB -------------- FVNI|GER JKKFAKLI MAGNYEE VL DI |N 46
H sap LSGLEPFRI GPYTNFVNI|GER §RKFAKLI MAGNYEE VL DVN 60
E cd ML DAEAAMVRFLNLTJAGEPDI ARVPI Ml DSSKWDVI EKGLKCI ¢ 3| SMKE 108
M | GRNGVADMK- - - ALLAGRLATVSTLPI MLDSTIEI PVLQ 3VNYED 100
M t cuoas GRDGVADMK- - - ALASRLATSSTLPI MLDSTIETAVLQ SVNYED 100
P pulda ML DSQAAMVRFLNMI|AGEPDI SRVPI Ml DSSKGEVI E 31 SMKE 108
S GRDGVRDMK- - - ELIASRLVNNVT|LPL MLDS T|EWQKME STNYED 18
C LLDGPYAMSKFLRL|I|{SSEPDVAK|I PVCI DSSDFDVI | A 31 SLKH 106
R norvegcus ML DGPSAMTKFCNF|I|ASEPDI AKVPLCI DSSNFAVI E 9|1 SLKH 106
H sz ML DGPSAMTRFCNL|I|ASEPDI AKVPL CI DSSNFAVI E 31 SLKH 10
E cd - - - VDAEI HHAKL L RRY[GAAVVVMAFD DTRARKI E FPPED 16
M | DGPESRFVKTMELVAEHGAAVVALTI|D RTVEKKVE VDKSA 160
M t cuoas DGPESRFAKTMALVAEHGAAVVALTI|D RTAQKKVE VDESS 160
P puida - - - VEQEKHHARL CKRY|GAAVVVIMAFD DTAARKKE FPPED 16
S g) - - - EERRYKVLEI AKEY|GAGI|VI|GTI|D RTADKKFE | PATE 150
C degas - - - EEKEKERARI | KRY|GAAVVVIMAFD AETDPKFE FNPND 163
R norvegcus |G- - - EEDALEKARKI KKFGAAVVVIMAFD TETDVKVS FNPND 163
H sxpies - - - EDDALEKARKI KKYGAAMVVMAFD TETDTKI R AYHL|LVKKLIGFNPND 177
E co M FOPNI FA QDF c HAL!| SIGGVINVSFSFRGNDP 25
M | IILI|DCLTF I ET I AVQTTILGL SNI SFGLN- - PS 218
M t cuogslu TLTF I ET I DVQTTILGLYNI SFGLN- - PA 218
P puida I/l FOPNI FA VDF CA HAL TSIGGVINVSFSFRGNNP 25
S IIFEDPLALP KAT | RR DCHI LILGVSNVSFGLN- - PA 277
C é"egms Il FDANI L MY F AR GAHVS|GGVINI SFSFRGMEA 4]
R norvegcus |I|I FOPNI L I NF TR GVRI S|GGL SNL SFAFRGMDA 4]
H sepers I/l FOPNI L I NF TK GARI S|GGL SNL SFSFRGMEA 237
E cd | HAVELYYAI RNGMDMGI VNAGQL Al YDDL PAELRDAVEDVI LNRRDDGTERLLELAEKY 2%
M | LNSVFLUHECQEAGLDSAI VHASKI LPI NRI PEEQRQAALDLVYDRR- - - - - R----- EGY 268
M t CUOS|SLNSVFLHECQE LDSAIl VHASKI LPMNRI PEEQRNVALDLVYDRR- - - - - R----- EDY 28
P pu | HSVFLUFHAI SNGLTMGI VNAGL L EI 251
S g? LNSI FUHECMQVGMDAAI VSANKI LPLAKI DPEQQQVCLDLI YDRREFEGER- - - - - CTY 2%
C degps MHSVFLUFYAI KAGMDMGI VNAGALPVYEDI DKPLLQLLEDLLFNRDPEATEKLLVAAQEM 283
R norvegcls MHGVFLYHAI KFGMDMGI VNAGSLPVYDDI HKDLLQLCEDL| WNRDAEATEKLLRYAQTH 283
H sapers MHGVFLYHAI KSGM 51
E cd R- - GSKTDDTAN- - A 2%
M I DPL QKL MWL FKG 260
Mt ngwSDPLQELMRLFEG 20
: 51
S gj DPLTKLTTLFEGKTT 267
C degas KKDGKKA- - - - - - - D 21
R norvegcus GKGGKKVI QT DEWRN 28
H sapes =1

Abb. 16: Sequenzvergleich von putativen Methyltetrahydrofolatbindedoméanen der cobalaminabhéngigen
Methionin-Synthase MetH verschiedener Organismen. Identische und chemisch dquivalente Aminosauren
sind umrandet. Grau unterlegt sind die Aminosauren, die in allen genannten Organismen auch im Vergleich mit
den MtrH-Proteinen (Abb. 15) identisch sind. E. coli: Escherichia coli, M. leprae: Mycobacterium leprae, M. tu-
berculosis. Mycobacterium tuberculosis, P. putida: Pseudomonas putida, S. sp.: Synechocystis species, C. ele-
gans: Caenorhabditis elegans, R. norvegicus. Rattus norvegicus, H. sapiens. Homo sapiens. Der Aminosaurese-
quenzvergleich wurde mit dem Lasergene-Computerprogramm DNA Star (London, England) unter Verwendung
der Clustal-Methode durchgefiihrt.

Der Vergleich der MtrH-Konsensussequenz mit Acse, CmuB und der MetH-Kon-
sensussequenz ist in Abbildung 17 gezeigt.




Ergebnisse 61
MrH MFKFDKEQI VLDl AGVIKI|G|G QPGEYPTVLAGTIFYAGHKI40
AcsE ML - - ----- - - -1l I GIEIRI|N - - - - - - - - MFGDI |KIR 17
MrH |V|IE DIE K|IGI F K|AJA[AJE A L]l KITIQEEL|SDAT|GNPH|VV|QII|FGGTP 80
Acsg |A|l Q|E R|- - - PIAIPIVIQ E WA RIRIQE E GG A R A|LID L N|V GIP|IA]lV QDK V 54
MrH E|[A|]l VR Y|L D|IF V G|IDV T|D|A|P F L|I |DIS T|S|GIE|IAIR A|J[AAAKIYATEVGL 120
AcsE SIAIME WL|V E|IV T Q|E V SIN|L|T L C|L|D]S T|N|lI |K|A]l EJAGL KIKCK - - - 90
MrH A D|IR A[l YN S|I [N AlS | |[DIE S|E|-|I|D A|LIK E S D|L|ISIAAI|l V L|IAF|NJP MDP 159
Acse - N|R A|MI [N S|T|N AlE R|E|K V|E|K|L|F P|L|A V E H|G|A[A LI GL|T M|N|]- - - - 125
MrH TVEG GI|[LEVGGGG|I|IDKIGML Efl AAIECGI KY LI |D V|AIV|T 199
AcsE TIGIIPKDSDTRI|ILIAFIAMEL|VAAADEFGL MEID L|Y|l |D 161
MrH LGGAGAGAAVRSSFAVKAKEFG|L|PV|G|GG|I HNJ|V PIS|A|lWD LIR E F 239
AcsE Li]- - ------ - - - - - - - - - |L|{P]AIN|V A|]Q D HIA PIE|[VIL K T|IL|Q QI 183
MrH KIK T|IL|K E|A H M|V|C D|V|G SINJ[L VA QM|A GIGD F V|LIY GP | E NJAIN 278
AcsE KIML|A|D P|A VIL G[L|S N|V[S QINNCQNRPILIINRTF|LIAMAMA C|G|L 223
MrH M1 F PIA|VI]A VID I |F G E|IAAIKD- -|L G|V E A|VIEDHP|F|T|K|IL L 312
AcsE MSAIADACDEAL ETIAAITAEII|LLINQT|V]Y CDS|F|VIKIMFKTR 262
MrH [MFIK FID K E QI VI|L|D|I A|lG|V|K]I |[G|G|Q PIGIE Y P T VIL AGT I F Y|A G|H|K|I] 40
CmuB |[MN|IK YIHE - - - - ]I [N|L G|K|V|S|I |G|G|P LIGGA RTGM|IL VGS I F Y|DKIH|S]|I| 36
MrH VEBE—KGIFDKAAAEALIKTQEELSDATGNPHVVQIFGGT79
CmuB V|S|D|A F A|G|T|F DIE E RIA]JA K|L I |T RV N|IDIT HA K Y|G|MQ M|A|F D|V|I |A A S| 76
MrH P|E A|ll VIRY L|D|F VIGD VI|T DA P|FL D S|T|SIGE AR A|A|A AIK Y|A|TIE V G| 119
CmuB G|E AIMD|K F L|R|F VS AR|T DL P[MM N A|TIE|G D AR V|Q|G L|E T|IA|[A|IE L G| 116
MrH |L ADR|A[l Y|IN|S|I NJAS I |DE|SIEIl DAL KIESDL SIAA|Il'|IVLAFINPM|DP| 159
CruB |[I L D R|C|lI Y|A|S|IL NNEDT|E E|IFIEl EAL KIKHKP G|AV|M|I|l L AY|DYV A|D P| 156
MrH [TIV[E GIK[T GlI [L E]lv GG G G[T|D[KIGIML ET AlAEC[E[T]K Y[P LT D|JV[A V]T P 199
CrmuB |T|P|E G|T|V A|[M|I E|- - - - N|V|F|IRIPIML DAI|- - -|GV|E A[PI| V D|IC|GV|MD 189
MrH L G A G|A|G|AJA V|R|IS S F|IA V K|A K|F G P|lV GG GI |HIN|JV P S A D WL RE|F 239
ChuB - P P S|l |G|]I|T NIRIA Il K|L V R|E T|Y G P|A G G A V|AINIC F P Q T GIL K D|L 228
MrH K|K|T L EKKAIHMVCDVGSNLVA—QMAGGDFVLYGPIENAN278
CmuB G|K|D F NfL|IS - - - - - - -|L|IG|JA S|IL L|S| RF H|GGDFL|H|Y G|L|V E|IRTYV 261
MrH MJ|II|F P V AIM[V DI FI G|E|A AlIK|D L|G|V|E A - - - - - - - - - - - - - - - 303
CmuB P|IA|A H V AlISIGE V F L G|F|A A|IQIE L|ID|IG/|H TILIPRPHPVL SMFKLAVP 301
MrH - EDH F T K|L|L 312
ChuB ATGP AV A|A|E 311
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O

MrH MFKFDKEQI VLDI AG GQPGEYP VIL AGT|l FIY AIGHK]|lI | 40
MtH F--------------|VINJ GER- - - - - NIVAGSKKIFAIEL I 21
MrH |VEIDEKGI [FDKJAAAEA|IL | KT LSDAT NPHVVQI|FIGGTP 80
MetH |JAEIN- - - -|YDEJALID- - [VAK]V MGAQV DV NMDD DGV 55
MrH EJAl VIRYLIDF|VG- - - P DSTISGEAARAIAAAK|YATE 117
Met H AJAMKIRFLINL| ASEP PI M DSSIEFAVI EAGLK|C- - - 92
MrH VGL|AD|RA| [YINS A[S I [DIE|S|E|l DA|LIKE SD|L|- - - - - SIAAI V|L 152
MetH - - [L|QGIKIC|I [VINS]I |- - |S LIK|E|GIE|IE RF|LIE KAR|L|I KEY GAJAV V V|M 128
MrH JAFINPMDP- -|TVEG LEVGGGGI DKGEML E|l JAAIEICIFHI KY 190
MetH |AFIDEEGQAR|T ADK VE ------- CIERAY NI |L|T E|E|VIGF NP 161
MrH PLJ[DVAVTPIL|GAGAGAJAVIRISSIFAVIK- - - - - - - - 221
MetH NDJ|Il FDPNI LT AT IEEHNNYGIDFIEAIRV GA201
MrH -|GGGI|H PS DWL REF KEAKA H VICD|[VI§S NL V 260
MetH L [S|IGGV|S SFSfHRGMP A ARE HSVF|L HEI KIAIGMD M- 239
MrH QMA|GGEDF|V|L|Y|GP ENANMIFPAVAMVD E AKD 3 299
Met H I VNJAGKLI|L|PY|D D PEE---LRQAALDL YDDR AT ERJL L276
MrH |VEAV|EDH|PIF TIKL|L 312
MetH [AE[TY|D- -[PILGKLITLFEG 291

Abb. 17: Aminosauresequenzvergleich der Konsensussequenz der MtrH-Proteine mit anderen Proteinen.

MtrH reprasentiert die Konsensussequenz aus sechs MtrH-Sequenzen (siehe Text). (A) Vergleich mit AcsE aus
Clostridium thermoaceticum; (B) Vergleich mit CmuB aus Methylobacterium species Stamm CM4; (C)
Vergleich mit der Konsensussequenz der putativen CHs-H,F-Bindestellen der MetH-Proteine aus acht
Organismen (siehe Text). ldentische und chemisch dhnliche Aminosduren sind umrandet. Grau unterlegt sind
Aminoséuren, die in allen 14 MtrH- bzw. MetH-Sequenzen identisch sind. Der Aminosauresequenzvergleich
wurde mit dem Lasergene-Computerprogramm DNA Star (London, England) unter Verwendung der Clustal-
Methode durchgefiihrt.

Die Konsensussequenzen von MtrH und MetH (Abb. 17C) weisen eine Identitat von
21,3 % und eine Ahnlichkeit von 37,3 % zueinander auf. Die 9 hoch konservierten Amino-
séuren, die in den 14 verglichenen Sequenzen vorkommen, sind moglicherweise ein Hinweis

auf ein &hnliches oder gemeinsames Pterinderivat-Bindemotiv. Der Vergleich von AcsE und
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MtrH (Abb. 17A) ergibt eine ldentitit von 21 % und eine Ahnlichkeit von 36 %, wahrend
30 % Identitat und 50 % Ahnlichkeit im Vergleich von CmuB und MtrH (Abb. 17B) ermittelt
wurden. In den beiden zuletzt genannten Sequenzvergleichen findet sich nur ein Teil der 9
konservierten Aminoséurereste aus MtrH und MetH wieder. Dazu findet sich eine néahere Er-
lauterung in der Diskussion. Insgesamt sind aber die Ahnlichkeiten dieser Enzyme so hoch,

dal? zumindest auf eine vergleichbare katalytische Funktion geschlossen werden kann.

4  MtrE aus M. thermoautotrophicum

In der Einleitung wurde bereits erwahnt, daR flr die Untereinheit MtrE des energie-
konservierenden Methyltransferasekomplexes aufgrund ihrer G6l3e und weniger stark ausge-
pragten hydrophoben Eigenschaften die Funktion als Katalysator der Methylierung von Coen-

zym M aus Methylcob(l)alamin postuliert wurde.

4.1 Versuch der Reinigung von MtrE aus M. thermoautotrophicum

Versuche mit Methanobacterium bryantii haben gezeigt, dal3 es ein Enzym in der 16s-
lichen Fraktion des zellfreien Extrakts gibt, das die Methylierung von Coenzym M mit Me-
thylcobalamin als Methylgruppendonor katalysiert (Taylor und Wolfe, 1974). Folglich war es
nicht unwahrscheinlich, dal? diese Aktivitat auch im Igslichen Teil zellfreier Extrakte aus M.
thermoautotrophicum nachweisbar ist. Diese Aktivitat kénnte von der MtrE-Untereinheit her-
rihren, falls sie wirklich die Demethylierung des Corrinoids unter Bildung von Methylcoen-

zym M Katalysiert.

Tatsachlich konnte im Uberstand nach einer Ultrazentrifugation des zellfreien Extrakts
aus M. thermoautotrophicum eine Aktivitat von etwa 10 mU/mg Protein nachgewiesen wer-

den.

Zur Reinigung des MtrE-Proteins aus dem Zentrifugationstiberstand wurden verschie-
dene Methoden angewendet (Material und Methoden 4.1.2). Erster Reinigungsschritt in einem
Teil der durchgefiihrten Versuche war eine Proteinfallung mit Ammoniumsulfat. Die MT2-

Aktivitdt konnte nach anschlielender Ultrazentrifugation im Zentrifugationssediment
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detektiert werden (Spezifische Aktivitat: 1-10 mU/mg). Das Sediment wurde in Puffer resus-
pendiert und verschiedene saulenchromatographische Trennverfahren angeschlossen. Eine
Auflistung von angewendeten Reinigungsstrategien befindet sich unter den Punkten 1.-5. In
der anschlieBenden Tabelle 11 sind verwendete Sdulenmaterialien und deren Trennprinzipien

aufgefihrt.

1.) (NHg4)2SO,4-Féllung — Phenylsepharose — MonoQ

2.) (NHy4)2SO4-Fallung — Phenylsepharose — Hydroxylapatit — MonoQ
3.) (NH4)2SO4-Fallung — Phenylsepharose — Q-Sepharose

4.) DEAE-Sepharose — Mono Q—Superose 6— Phenylsepharose

5.) DEAE-Sepharose— Q-Sepharose

Tab. 11: Verwendete Sdulenmaterialien und deren Trennprinzipien fir die FPLC.

Séulenmaterial Trennprinzip

DEAE-Sepharose Anionenaustauschchromatographie
Q-Sepharose Anionenaustauschchromatographie
MonoQ Anionenaustauschchromatographie
Phenylsepharose Hydrophobe Interaktionschromatographie
Hydroxylapatit Affinitatschromatographie

Superose 6 Gelfiltrationschromatographie

Die einzelnen Schritte wurden auerdem durch unterschiedliche Salzgradienten (linear
oder stufig) oder durch die Wiederholung eines Schritts mit den enzymatisch aktiven Fraktio-

nen in sich variiert.

Im Laufe der einzelnen Reinigungsschritte konnten spezifische MT2-Aktivitaten von
maximal 100 mU/mg gemessen werden. Analysen der jeweiligen Proteinzusammensetzung
durch SDS-Gelelektrophorese ergaben allerdings keinen deutlichen Hinweis auf eine Anrei-

cherung des 28 kDa Proteins MtrE oder eines anderen Proteins, das diese katalytische Fahig-
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keit besitzt. Am jeweils angegebenen letzten Schritt der Reinigungsstrategien stand der Ver-
lust jeglicher MT2-Aktivitat.

4.2 Versuch der Uberexpression von mtrE in E. coli

Einen anderen Ansatz, die katalytische Funktion des MtrE-Proteins aufzukléren, bot
die heterologe Uberexpression des mtrE-Gens in E. coli. Das Gen wurde in verschiedene Ex-
pressionsvektoren kloniert (Material und Methoden 3.8). Zuné&chst sollte das MtrE-Protein als
eine Fusion mit dem Maltosebindeprotein in E. coli Uberproduziert werden. Aber weder bei
Induktion mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen (0.1 mM und 0,3 mM) noch bei ver-
schiedenen Wachstumstemperaturen (30 °C und 37 °C) oder verlangerten Induktionszeiten (1
bis 4,5 Stunden) wurde das Protein sichtbar tiberproduziert (Abb. 18).

1 2 3 4 5 6

94 kDa
67 kDa

43 kDa
30 kDa

20 kDa
14 kDa

Abb. 18: SDS/PAGE-Analyse der Uberproduktion von MtrE als Fusion mit dem Maltosebindeprotein in
E. coli. Zur Analyse wurde ein 15 %iges Polyacrylamidgel verwendet, das nach der Elektrophorese mit
Coomassie®-Brillantblau R250 gefarbt wurde (Material und Methoden 5.1). Spur 1: Proteinextrakt uninduzierter
E. coli-Zellen; Spur 2: mit 0,1 mM IPTG induzierte Zellen nach 1 h; Spur 3: mit 0,3 M IPTG induzierte Zellen
nach 1 h; Spur 4: mit 0,1 mM IPTG induzierte Zellen nach 2 h; Spur 5: mit 0,3 mM IPTG induzierte Zellen nach
2h.

Da das Protein mdglicherweise in nur geringen Mengen produziert worden sein
kénnte, wurde der gewonnene zellfreie Extrakt tber eine Amyloseharz-Séule gereinigt. Es
wurde allerdings kein Protein mit der erwarteten molekularen Masse der MtrE-Maltosebinde-

protein-Fusion von der S&ule eluiert.
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Um die Kopplung mit einem Fusionsprotein zu vermeiden, wurde das mtrE-Gen mit
einem 6 x His-Tag kloniert. Wieder ergab die SDS-Gelanalyse kein sichtbar Gberproduziertes
Protein (Ergebnis nicht gezeigt). Trotzdem wurde versucht, das Protein unter Verwendung ei-
ner Nickel-Agarosesédule zu reinigen. Es hatte zwar unter anderem ein Protein mit der mole-
kularen Masse von etwa 28 kDa am Saulenmaterial gebunden, allerdings konnte keine MT2-

Aktivitat nachgewiesen werden.

Als dritte Variante flir ein Expressionssystem wurde die Uberproduktion von MtrE als
Fusion mit dem Calmodulinbindeprotein gewahlt. Doch auch hierbei konnten keine Hinweise
darauf gefunden werden, dal3 MtrE tberproduziert werden kann oder die Demethylierung von

Methylcobalamin unter der Bildung von Methylcoenzym M Kkatalysiert.
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VI. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ergebnisse zur Funktionsermittlung der beiden Un-
tereinheiten MtrH und MtrE des energiekonservierenden N°-Methyltetrahydromethanopte-
rin:Coenzym-M-Methyltransferasekomplexes aus M. thermoautotrophicum und anderer
methanogener Archaea vorgestellt. Im folgenden sollen Funktion und Struktur der Unterein-
heit MtrH als N°-Methyltetrahydromethanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferase und der
Untereinheit MtrE als Methylcob(I11)alamin:Coenzym-M-Methyltransferase basierend auf den
erzielten Ergebnissen und Analysen der Primérstruktur diskutiert werden. Dazu werden zum
einen Vergleiche zur Topologie und Eigenschaften aller anderen Mtr-Untereinheiten und Ver-
gleiche mit der Primarstruktur anderer Enzyme im Hinblick auf ihre mdgliche Funktion bzw.
als essentieller Bestandteil fur die Natriumionentranslokation herangezogen. Abschliel3end

soll diese Diskussion zur Erstellung eines neuen topologischen Enzymmodells fuhren.

1 Topologische Struktur der acht Untereinheiten MtrA-H des
M ethyltr ansfer asekomplexes aus M. thermoautotrophicum

Wie bereits einleitend erwahnt, spielt die N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coen-
zym-M-Methyltransferase eine wichtige Rolle im Energiemetabolismus methanogener Ar-
chaea. Das Enzym ist mit einer Energiekonservierung durch ein elektrochemisches Na'-
Potential ber die Cytoplasmamembran gekoppelt. Deshalb mufl der Enzymkomplex
notwendigerweise zumindest zum Teil ein integraler Membranbestandteil sein. Basierend auf
den bekannten Primarstrukturen der einzelnen Untereinheiten war es moglich, durch
Anwendung eines Computerprogramms Voraussagen Uber die Existenz von transmembranen
Helices zu machen (Methode nach Sonnhammer et al., 1998). Die Ergebnisse sind in
Abbildung 19 zusammengestellt. Fir diese Darstellungsform wurde weder die Grofie der
Untereinheiten malstabsgetreu angegeben noch ihre Lage zueinander beriicksichtigt. Das
Modell soll lediglich aufzeigen, ob und wieviele transmembrane Helices die Untereinheiten
besitzen. Es zeigt sich, dal die Untereinheiten MtrA, MtrB, MtrF und MtrG jeweils durch
eine transmembrane Helix in der Membran verankert sind. Die Untereinheiten MtrC, MtrD
und MtrE sind integrale Membranproteine mit 6 (MtrD und MtrE) bzw. 7 (MtrC)

transmembranen Helices.
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Allerdings trifft das Computerprogramm keine sicheren Aussagen Uber die Lage der
restlichen Teile der Proteine, so dall deren Zuordnung zum Cytoplasma nicht als
Absolutposition gesehen werden darf. Die Zuordnung der Proteintermini und Loops zur
cytoplasmatischen Seite hin erfolgte, soweit moglich, anhand der “positive inside rule” nach
von Heijne (1992).

Bei diesem Vergleich wird der Unterschied der Untereinheit MtrH zu allen anderen
Untereinheiten sehr stark deutlich. Sie besitzt keine transmembrane Helix und kann somit als
cytoplasmatisch lokalisiertes Protein betrachtet werden. Dies korreliert gut mit den Protein-

eigenschaften, die in den Tabellen 7,8 und 9 aufgefiihrt sind.

N
MtrA MtrC MtrE MtrG
(23kDa) (24 kDa) (28kDa) ¢ (13kDa)
S ! AT

& ANy R WAl .
CM
N N f N N N
MtrB MtrF
(12,5 kDa) ¢ MtrD (12 kDa)
(21 kDa)
c
Cytoplasma MirH
(34 kDa)

Abb. 19. Topologie der acht Untereinheiten MtrA-H. Zur Erstellung dieses Modells wurde das Programm
TMHMM1.0 verwendet (Prediction Server, Center for Biological Sequence anaysis (CBS)). Die
cytoplasmatischen Helices und Loops entsprechen in dieser Darstellung relativ zu den Membranhelices nicht
ihrer tatsachlichen GroRe. Abkiurzungen: CM, Cytoplasmamembran; C, C-terminales Ende; N, N-terminales
Ende.

2 Die katalytische Funktion der Untereinheit MtrH

In Kapitel 1 des Ergebnisteils dieser Arbeit wurde gezeigt, dal’ die Untereinheit MtrH
vom Ubrigen Komplex aus M. thermoautotrophicum abgetrennt werden konnte, wahrend alle
anderen Untereinheiten als MtrA-G-Komplex fest miteinander verbunden blieben. Diese

Beobachtung steht im Einklang mit dem Befund des topologischen Modells der MtrA-H-
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Proteins (Abb. 19). Dort ist MtrH die einzige Untereinheit, die keine transmembranen Helices
besitzt und damit einen stark hydrophilen Charakter aufweist. Dies stltzt aulerdem die
berechnete Hydrophobizitat von MtrH im Vergleich zu den anderer Untereinheiten aus M.
barkeri (Tab. 7). Diese Eigenschaft ist vermutlich auf alle bekannten MtrH-Untereinheiten
verschiedener methanogener Archaea ubertragbar. Ihre Ahnlichkeit konnte anhand von
Aminosauresequenzvergleichen und tabellarischen Daten gezeigt werden (Abb. 15; Tab. 8,
Tab. 9).

Die vom Komplex separierte Untereinheit MtrH zeigte N°-Methyltetrahydrome-
thanopterin:Cob(l)alamin-Methyltransferaseaktivitat, wahrend der Restkomplex die Fahigkeit
zur Katalyse dieser Reaktion nach Abtrennung der MtrH-Untereinheit verloren hatte
(Ergebnisse 1.2.3). Dies kann nur in sofern interpretiert werden, dal MtrH fir die Katalyse
dieser Methyltransferreaktion essentiell ist. Allerdings konnte eine Verunreinigung der MtrH-
Préparation mit noch geringen Mengen anderer Mtr-Untereinheiten nicht ausgeschlossen
werden. Folglich ist eine Aussage dariiber, ob MtrH génzlich ohne Mitwirkung der anderen
Untereinheiten zur Katalyse der Reaktion befahigt ist oder den Kontakt zu mindestens einer
der anderen Untereinheiten braucht, nicht mit letzter Sicherheit machbar. Ein Beispiel fiir
einen solchen kooperativen Effekt weist ein anderes Corrinoidprotein, die Metha-
nol:Coenzym-M-Methyltransferase aus Methanosarcina barkeri auf. Dieses Enzymsystem
besteht aus den Untereinheiten MtaA, MtaB und MtaC, wobei die letztgenannte die prostheti-
sche Gruppe tragt (Sauer et al., 1997). Das Corrinoid wird durch MtaB ausgehend von
Methanol methyliert, wahrend MtaA die Demethylierung der prosthetischen Gruppe kataly-
siert. Fir MtaB konnte gezeigt werden, dal3 dessen Aktivitat durch Zugabe von MtaA um ein
Vielfaches gesteigert wird, wahrend die MtaA-Aktivitat in Anwesenheit von MtaB und

Methanol stimuliert wird (Sauer und Thauer, 1999).

Eine endgultige Aussage uber die alleinige katalytische Funktion von MtrH im Me-
thylguppentransfer von CHs-H4sMPT auf Cob(l)alamin hatte nur durch die Uberproduktion
von aktivem MtrH-Protein in einem Organismus, der keine Enzyme mit dieser katalytischen
Fahigkeit besitzt, erfolgen kénnen. Es gibt zwei Erklarungsansatze, warum dies nicht gelang.
Eine Mdoglichkeit ist, dall MtrH tatsachlich nicht alleine in der Lage ist, diese katalytische
Funktion auszuuben. Die andere ist, daB die groflen Unterschiede zwischen Proteinen aus

Archaea und Bakteria bei den Expressionsversuchen eine Rolle gespielt haben kénnten.
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Um dennoch die Versuche zur Funktion der Untereinheit MtrH zu unterstitzen, wur-
den alternativ Aminoséuresequenzvergleiche mit der putativen CHs-HsF-Bindedoméne der
cobalaminabh&ngigen Methionin-Synthase MetH aus E. coli und anderen Organismen durch-
gefiihrt, die signifikante Ahnlichkeiten zu MtrH aufweisen (Abb. 17C). Das gleiche gilt fur
die Sequenzvergleiche mit den Methyltransferasen Acsk aus C. thermoaceticum (Roberts et
al., 1994) (Abb. 17A) und CmuB, einem MtrH-Analogon, das kirzlich in Methylobacterium
sp. Stamm CM4 gefunden wurde (Vannelli et al., 1999) (Abb. 17B). Aus all diesen Amino-
séuresequenzen konnten letztlich nur zwei konservierte Aminoséurereste herausgearbeitet
werden, die in allen Sequenzvergleichen konserviert waren (S-xn,-P). Ein mogliches konser-
viertes gemeinsames Bindemotiv fiir Pterinderivate ist damit nicht sehr wahrscheinlich. Da in
den Vergleichen Enzyme unterschiedlicher Stoffwechselwege betrachtet wurden, ist dies aber

auch nicht zwangslaufig erforderlich.

3 Die Struktur der Untereinheit MtrE

Die Untereinheit MtrE wurde in dem in der Einleitung beschriebenen Enzymmodell
(Abb. 4) als ein hydrophiles Protein dargestellt, das vollstandig im Cytoplasma lokalisiert ist
und den Methylgruppentransfer von Methylcob(lIl)alamin auf Coenzym M katalysiert (Harms,
1996). Die Lokalisation im Cytoplasma geschah aufgrund von Abschétzungen der relativen
Hydrophobizitdten aus dem prozentualen Gehalt an den Aminosduren Alanin, Isoleucin,
Leucin, Tryptophan und Valin. Diese Abschatzung fuhrt jedoch in die Irre, was der Vergleich
der Werte in Tabelle 1 mit denen in Tabelle 8 zeigt. Die Berechnung der Hydrophobizitaten
aus den Hydropathien der einzelnen Aminosauren ergibt, dal MtrE ein stark hydrophobes
Protein ist (Tab. 8). Die Voraussagen der Quartarstruktur besagen zudem, dall MtrE Uber

sechs transmembrane Helices verfiigt (Abb. 19).

AuBerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit Versuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse
zur Unterstiitzung der Theorie, dall MtrE ein integrales Membranprotein ist, beitragen. Zum
einen ist es nicht gelungen, MtrE aus der I6slichen Proteinfraktion zellfreier Extrakte aus M.
thermoautotrophicum zu reinigen. Die anfangliche geringe Aktivitat, die in der loslichen
Proteinfraktion gemessen wurde, konnte von wenigen Enzymfragmenten herriihren, die wah-
rend des Zellaufschlusses aus der Membran gerissen wurden. Zum anderen konnte MtrE im

Gegensatz zur MtrH-Untereinheit nicht in E. coli tberproduziert werden. Auch diese Beob-
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achtung trégt zu der Annahme bei, daf es sich bei MtrE um eine membranstandige Unterein-
heit handelt, da bei der Uberproduktion von Membranenzymen aufgrund ihrer stark hydro-

phoben Eigenschaften haufiger Probleme auftreten.

4 Die Funktion der Untereinheit MtrE

Experimentelle Befunde zur Funktion der Untereinheit MtrE konnten bisher nicht er-
bracht werden. Allerdings ist es anhand der Primaérstruktur dieses Proteins moglich, dessen
Funktion zu diskutieren. Der erste Schritt der Ubertragung einer Methylgruppe auf Coen-
zym M ist zun&chst die Aktivierung der Thiolgruppe des Coenzyms zum Thiolat, ohne die die
Transferreaktion nicht erfolgen kann (Matthews und Goulding, 1997; Hogenkamp, 1987). Es
gibt eine Reihe von Arbeiten, in denen gezeigt wurde, dal} Zinkionen an der Aktivierung von
Thiolgruppen beteiligt sind. Dazu zahlt das Ada-Protein aus E. coli (Myers et al., 1993, 1994),
die cobalaminunabhéngige Methionin-Synthase MetE aus E. coli (Gonzélez et al., 1996), die
cobalaminabhéngige Methionin-Synthase MetH aus E. coli (Goulding und Matthews, 1997;
Peariso et al., 1998) und die Methanol:Coenzym-M-Methyltransferase aus M. barkeri (Sauer
und Thauer, 1997). In Analogie zu den Reaktionen, die diese Enzyme katalysieren, kann auch
ein dhnlicher Mechanismus fir die energiekonservierende Methyltransferase aus M. thermo-

autotrophicum angenommen werden.

Im Zusammenhang mit einer katalytischen Funktion von Zinkionen ist eine Reihe von
potentiellen Zinkbindemotiven bekannt. Zinkionen werden in Enzymen meist durch vier
Liganden gebunden. In vielen Fallen sind dies Aminosaurereste, die Sauerstoff-, Stickstoff-
oder Schwefelatome tragen, die Uber ihre freien Elektronenpaare eine Bindung mit dem
Zinkion eingehen konnen (Vallee und Auld, 1990). Bevorzugte Aminosauren daftir sind
Aspartat, Glutamat, Cystein und Histidin in der Prioritatenfolge: His>>Glu>Asp = Cys.
Neben diesen gibt es Enzyme, in denen der vierte Ligand als Wasser identifiziert werden
konnte. Fir die Identifikation eines Zinkbindemotivs in den Untereinheiten der
Methyltransferase war es sinnvoll, den Vergleich mit oben genannten Enzymen vorzunehmen,

Tabelle 12 zeigt eine Auflistung der potentiellen Zinkbindemotive vergleichbarer Enzyme.
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Tab. 12: Potentielle Zinkbindemotive ver schiedener Enzyme. Enzyme: MetH, cobalaminabhangige Methio-
nin-Synthase aus E. coli; MetE, cobalaminunabhéngige Methionin-Synthase aus E. coli; MtaA, MtbA, Me-
thylcob(l11)alamin;:Coenzym-M-Methyltransferase (Isoenzyme) aus M. barkeri; MtaB, Methanol:Cob(l)alamin-
Methyltransferase aus M. barkeri.

Enzym Potentielles Zinkbindemotiv Literatur

MetH C*-x,-GGCC*G Goulding et al., 1997;
Peariso et al., 1998

MetE H-x-C-x,-C Gonzalez et al., 1996;
Peariso et al., 1998

MtaA, MthA H2*-x-C**8-x,,-C3% LeClerc und Grahame, 1996

MtaB S-X3-EVXH-x-Q-Xg-HXE-Xg-H Sauer, 1999

Anhand der gezeigten potentiellen Zinkbindemotive wird deutlich, dal’ die Variations-
breite der an der Zinkbindung beteiligten Liganden sehr grof3 ist. Obwohl die Enzyme ver-
gleichbare Reaktionen katalysieren, kann kein einheitliches Motiv gefunden werden. Dem-
nach ist es nicht zu erwarten, dal ein ganz bestimmtes Motiv in einer Mtr-Untereinheit vor-
liegt, zumal alle genannten Methyltransferasen nicht wie die membrangebundene Methyl-
transferase mit Energiekonservierung gekoppelt sind. Ein auffélliges Merkmal der Motive ist,
dal} jeweils zwei beteiligte Aminosaurereste eng benachbart sind, wéahrend einer oder mehrere
weiter entfernt liegen. Diese Beobachtung konnte auch fiir verschiedene andere Enzyme ge-
macht werden, z. B. fur die Carboxypeptidasen A und B aus dem Rinderpankreas oder Ther-
molysine aus verschiedenen Bakterien (Vallee und Auld, 1990). Die kurzen Absténde betra-

gen 1-3 Aminosaurereste, wahrend die langen etwa 20 bis 120 Reste enthalten.

Die folgenden Erwagungen sollen auf ein potentielles Zinkbindemotiv in einer der acht
Untereinheiten der membrangebundenen Methyltransferase und damit auf die Untereinheit

hinfiihren, die die Methylierung von Coenzym M Kkatalysiert.

Betrachtet man die Aminosauresequenzvergleiche der N>-Methyltetrahydromethanop-
terin:Coenzym-M-Methyltransferaseuntereinheiten verschiedener methanogener Archaea im

Hinblick auf hochkonservierte Aminosaurereste, die fiir eine Bindung von Zinkionen in Frage
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kommen, so kdnnen direkt einige Untereinheiten von der Diskussion ausgeschlossen werden
(Abb. 15). Darunter fallen MtrB und MtrF, die jeweils als einzigen Aminosaurerest, der als
Zinkligand in Frage kommt, einen konservierten Glutamatrest haben (Abb. 15). Aus den
zuvor beschriebenen Zinkbindemotiven geht aber hervor, dal} mindestens 3 Liganden zur Ver-
flgung stehen mussen. MtrH kann nicht der Katalysator der MT2-Reaktion sein, weil der
Enzymkomplex MtrA-G ohne MtrH den Transfer der Methylgruppe auf Coenzym M kataly-
siert (siehe Ergebnisteil 1.2.3).

In den MtrG-Sequenzen sind zwei Aspartatreste und ein Glutamatrest konserviert, die
Zink binden koénnten (Abb. 15). Allerdings sind die Abstande dazwischen gleich (je 11
Aminosaurereste) und insgesamt viel geringer als bei den oben erwéhnten Zinkbindemotiven.
Aulerdem ist diese Untereinheit so klein, dall schwer vorzustellen ist, daR sie grof3e tberlap-
pende Bereiche mit der MtrA-Untereinheit haben koénnte, um die Methylgruppe von der

prosthetischen Gruppe aufzunehmen und auf Coenzym M zu Ubertragen.

Es ist nicht auszuschlieRen, daR MtrA als Trager der prosthetischen Gruppe selbst den
Methylgruppentransfer auf Coenzym M Katalysiert. Z. B. besteht die Dimethylamin:Coenzym-
M-Methyltransferase aus M. barkeri nur aus einer 50 kDa grofRen corrinoidtragenden
Untereinheit und dem MT2-Isoenzym MtbA, einer Methylcob(lIl)alamin:Coenzym-M-Me-
thyltransferase (Wassenaar et al., 1998). Ein anderes Beispiel ist die Dimethylsul-
fid:Coenzym-M-Methyltransferase, die aus den beiden Untereinheiten MtsA (41 kDa) und
dem Corrinoidprotein MtsB (30 kDa) besteht. Bei diesem Enzymsystem katalysiert MtsA so-
wohl die Methylierung als auch die Demethylierung des Corrinoids (Tallant und Krzycki,
1996; Tallant und Krzycki 1997, Paul und Krzycki 1996). Es mussen also nicht unbedingt drei
Untereinheiten an einer solchen Zweistufenreaktion beteiligt sein. Fir die Zinkbindung an
MtrA kommen 8 Glutamat-, 3 Aspartat-, 2 Histidinreste und 1 Cysteinrest in Frage (Abb. 15).
His-84 ist nachweislich als unterer axialer Ligand des Cobaltatoms an der Bindung der
prosthetischen Gruppe beteiligt und féllt damit aus der Betrachtung heraus (Harms und
Thauer, 1997; Sauer und Thauer, 1998a). Es mul3 auBerdem erwogen werden, dal? mehrere der
konservierten Aminosaurereste an der Bindung des Corrinoids beteiligt sind und deshalb nicht
auch noch fur die Bindung eines Zinkions zur Verfligung stehen. AulRerdem sind die oben er-
wéhnten Untereinheiten, die jeweils zwei Reaktionen katalysieren, mit 41 kDa und 50 kDa
wesentlich groBer als MtrA (23 kDa), was ebenfalls gegen eine Doppelfunktion von MtrA

spricht . Trotzdem kann aufgrund der grof3en Anzahl an konservierten Aminosaureresten in
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der Primérstruktur von MtrA, die potentiell an der Bindung von Zink und somit an der Akti-
vierung von Coenzym M beteiligt sein kdnnen, nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dal3
MtrA als Trager der prosthetischen Gruppe auch die Katalyse des Methylgruppentransfers auf

Coenzym M Ubernimmt.

Den Untereinheiten MtrC, MtrD und MtrE kommt bei der Diskussion Uber ein po-
tentielles Zinkbindemotiv eine besondere Bedeutung zu, weil sie in Relation zu den anderen
Untereinheiten eine grélRere apparente Molekularmasse besitzen und eine Reihe von berech-
neten transmembranen Helices aufweisen. Diese Helices sind notwendig, wenn im Zusam-
menhang mit der MT2-Reaktion eine Kopplung mit der Natriumionentranslokation tber die
Cytoplasmamembran diskutiert werden soll. Dies wird aber im folgenden noch als eigener
Diskussionspunkt aufgefiihrt. Zur Verdeutlichung der Strukturen dieser Untereinheiten wur-
den toplogische Modelle anhand der Primarstruktur dargestellt (Abb. 20). In diesen Abbil-
dungen markieren Pfeile die konservierten Aminoséurereste (vgl. Abb. 15), die moglicher-

weise Zinkionen binden kdnnen.

Bei der MtrC-Untereinheit sind dies His-185, Glu-195 und Glu-266, die auf der
cytoplasmatischen Seite der Membran liegen. Der Abstand zwischen His-185 und Glu-195 ist
zwar groRer als die vorher beschriebenen Abstande, aber nur aufgrund dieser Tatsache sollte
dieses Motiv nicht ausgeschlossen werden. Allerdings erscheint das Motiv durch die

Lokalisation von Glu-195 am carboxyterminalen Ende des Proteins eher fraglich.

MtrD weist 5 potentielle Aminosaurereste fur die Zinkbindung auf (Abb.15 und Abb.
20), die in zwei verschiedenen Loops positioniert sind. Wie in den meisten Fallen zuvor gilt
auch hier, dal} die Abstande zwischen den Resten nicht dem Muster einiger bekannter Motive
entsprechen. Desweiteren sind die Loops mit einer Aminosdurekettenlange von 34 und 20
Aminosduren relativ klein, wodurch ein intensiver Kontakt mit der MtrA-Untereinheit mog-

licherweise erschwert waére.
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O hydrophob
MtrC O polar
@ sauer
@ basisch
@ Cysein

Abb. 20: Topologische Modelle der Untereinheiten MtrC, MtrD und MtrE aus M. thermoautotrophicum.
Pfeile markieren Aminosdurereste, die im Zusammenhang mit einem Zinkbindemotiv diskutiert werden (siehe

Text). CM, Cytoplasmamembran.
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Das topologische Modell von MtrE bietet unter den bisherigen Gesichtspunkten die
beste Mdglichkeit, ein potentielles Zinkbindemotiv zu finden: Asp-26, Glu-28, His-51, Glu-
61, Asp-127, Glu-218, Asp-226, Cys-231 und Glu-281. Diese Aminoséurereste befinden sich
am N-terminalen bzw. C-terminalen Ende des Proteins in zwei verschiedenen Loops, von
denen nur einer auf der cytoplasmatischen Seite der Membran liegen kann (Abb. 20). Da die
Zuordnung der Aminosauren ins Cytoplasma nur auf theoretischen Berechnungen beruht,

mussen die konservierten Aminosauren auf beiden Seiten diskutiert werden.

Unter der Annahme, dal3 der C-Terminus nicht auf der potentiellen cytoplasmatischen
Seite der Membran liegt, sind 5 Aminosédurereste konserviert, von denen 3 in einem Loop
zusammen vorkommen. Die Abstéande dieser 3 Aminoséurereste untereinander sind jedoch
relativ gering, so dal3 sie mit den putativen Motiven aus Tabelle 12 nicht in Einklang gebracht
werden konnen. Es ware aber z. B. eine Wechselwirkung mit Asp-127 oder Glu-281, die auf
der gleichen Seite der Membran liegen, durchaus moglich. Demnach kann die Beteiligung

dieser Reste an der Zinkbindung nicht ausgeschlossen werden.

Es stehen aber mehr Argumente zur Verfligung, die fur das putative Zinkbindemotiv
Asp?®-x-Glu®®-x,,-His®*-GIu®* im ersten, 62 Aminosaurereste umfassenden Loop, der im
Cytoplasma liegt, sprechen. Auf dieser nun folgenden Argumentation basiert letztendlich auch

die Darstellung dieses Loops auf der cytoplasmatischen Seite der Membran.

Erstens erfiillt dieses Motiv als Teil der MtrE-Untereinheit die Forderung nach einem
kurzen und einem langen Abstand zwischen den einzelnen Resten, wie er durch Vergleiche
mit &hnlichen Enzymen festgestellt wurde. Zweitens umfalit dieser Loop 62 Aminoséurereste,
die moglicherweise grélRere Uberlappende Bereiche mit dem MtrA-Protein bilden kénnen, was
zur Katalyse der Reaktion erforderlich sein sollte. Drittens wurde ein Sequenzvergleich mit
zwei weiteren MtrE-Untereinheiten aus Methanothermus fervidus (Weil et al., 1997) und
Methanococcus vannielii (No6lling et al., 1996) vorgenommen. Dieser Vergleich war bei den
anderen Untereinheiten nicht maoglich, weil sie aus diesen beiden Organismen noch nicht

verdffentlicht sind.
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Die Sequenz aus M. vannielii ist zwar nur zum Teil bekannt (bis Aminosdurerest 85),

aber Abbildung 21 zeigt ganz deutlich, dal nur die zuvor erwahnten vier Aminosaurereste

konserviert sind. Der konservierte Aspartatrest liegt in einem Loop auf der anderen Seite der

Membran und kann deshalb aufler acht gelassen werden.

M. therm. (MR)M D P|M | TGLGVﬂALMGAAATI AAAEDLESDVGSQSNPNSQ 40
M. fervidus MDP/AVAISL GI LALTTAAI 1|GQTI EDETNI GSQSNPNSQ 40
M. vannielii MDPTLI SLGALALAGAAATVSCAEDLESDVGSQSNPNSQ 40
M.therm.(MR)VQLAPQMGMLHRI I INKA|VISGIEIPVAY GT/WCG|I AGSVAFVM 80
M. fervidus VQLAPQMGNLI|HIRFIFNKAI|AGIEIPIFIAY CTIFICGV|S|GAI TVIATL 80
M. vannielii VQL@PQMGNIHRYFNKAISGEPVSYGLYVAVAGSVAW I 76
M.therm.(MR)SMQLPVIMAIAIGAV AAMVHTT|YAVITISHMGR|I VSQSQ|F 120
M. fervidus Y- LHLPAVI|ALAI GAAI|TTLI WLAY]ST|TTAYL|GRIVSGSAT|F| 119
M.vannielii  [NJA GL N - - - - - - - - -« - -« - o - oo oo oo oo 76
M. therm. (MR)IN Q P|L [F|M|D|[ML|V QH|[L GP 1 AGH|GIFI V|T|FC|TVIGLS|YLMTL P|I P|G 160
M. fervidus NQPV|FILIDIMLITENLGPI AGHAFI VIFIFCMT|GVA|YLMTL PVK|G 159
M.vannielii - - - - - - - - - o L L L Lo o L L L L Lo oL oo e o oo oo Lo L 76
M.therm. (MR)EF AHP F PIL[PI[LL AV L[WG|I[TT GAT GS|ST[GPVIHY GAE|IRE|]lYQQY P 200
M.fervidus |[F AHPFEP|I |P/[VI GMI WG/MT1 GAI GS/AVIGIJV|Y Y GAEAEFVHKEK 199
M. vannielii - - - - - - - - - - - - o - - L T T 79
M.therm.(MR)F GGG1 PV A[I[HGD1 T|T|K|AE[L GA RN S[MD[V|V H[F|C A[K Y G G[P|L[T G| 240
M.fervidus |F GGGl PV A/SIHGDI T/RIK/GV|L GAR|SP|ME|V|GN|F|TVIKY GS|P|I|T G| 239
M.vannielii =~ - - - - - - - - - oo o oo oo oo oo oo oo oo oo oo o e e 79
M.therm. (MR)F[AF GAI VFLSFWNTI VFGI TGGI | SGLI I VLL[LT|I[LJNNRL 280
M. fervidus MAF G- - - - - - - - = - = - - - - - - oo - LIJV[LS- - - 248
M.vannielii - - - - - - - - - - - - e oo e e e e e e s e s e s s e e e e e 84
M.therm. (MR)E V F AIRINR|Y|GP YKE EE 296
M. fervidus -1 TIRRGV|Y]- - - - - NI E 257
M. vannielii - - - - - - - - - - - - - - - - 85

Abb. 21: Vergleich der Aminosduresequenzen von MtrE aus M. thermoautotrophicum, M. fervidus und ei-
nem Teil der Sequenz aus M. vannielii. Abkirzungen: M. therm. (MR), Methanobacterium thermoautotrophi-
cum Stamm Marburg; M. fervidus, Methanothermus fervidus, M. vannielii, Methanococcus vannidlii. Die
Aminosaurereste, die konserviert sind und flr die Beteiligung an der Bindung von Zinkionen in Frage kommen,
sind grau unterlegt. Der Aminoséuresequenzvergleich wurde mit dem Lasergene-Computerprogramm DNA Star
(London, England) unter Verwendung der Clustal-Methode durchgefiihrt.

Viertens konnte fur eine Aminopeptidase aus Aeromonas proteolyticus und eine Car-
boxypeptidase G2 aus Pseudomonas sp. durch Rontgenstrukturanalyse die Beteiligung von
Aspartat, Glutamat, Histidin und Wasser an der Zinkbindung nachgewiesen werden (Lips-
comb und Stréater, 1996), was beweist, dal3 nicht zwangslaufig ein Cysteinrest zugegen sein

muB, so wie es die potentiellen Motive in Tabelle 12 suggerieren.

Falst man all diese Hinweise zusammen, so tragen sie zur Festigung der Annahme bei,

dall MtrE eine Methylcob(lI1)alamin:Coenzym-M-Methyltransferase ist.
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5 Die Natriumionentranslokation

Die Besonderheit der N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym-M-Methyltrans-
ferase liegt in ihrer energiekonservierenden Funktion. Bereits in der Einleitung wurden einige
Enzyme erwéhnt, deren katalytische Funktionen ebenfalls mit Energiekonservierung durch
Natriumionentranslokation gekoppelt sind. Insbesondere wurde auf die Bedeutung des As-
partatrests D-203 in einer transmembranen Helix der B-Untereinheit der Oxalacetat-Decar-
boxylase aus K. pneumoniae eingegangen, der nachweislich essentiell fiir den Natriumionen-
transport ist (Di Berardino und Dimroth, 1996). Ebenso wurden in der Glutaconyl-CoA-
Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans zwei Aspartatreste (Asp-97 und Asp-145) in
putativen transmembranen Helices gefunden, die in einem Aminosauresequenzvergleich mit
den jeweils Na'-translozierenden Untereinheiten der Methylmalonyl-CoA-Decarboxylasen
aus Veillonella parvula und Propionigenium modestum, der Oxalacetat-Decarboxylasen aus
Klebsiella pneumonieae und Salmonella typhimurium und einem offenen Leserahmen aus Ar-
chaeoglobus fulgidus hoch konserviert sind. Die Mitwirkung eines dieser Aspartatreste an der
Natriumionentranslokation wurde vorausgesagt, konnte aber noch nicht wie im Fall des Asp-
203 der Oxalacetat-Decarboxylase aus K. pneumoniae experimentell durch seitenspezifische
Mutagenese gezeigt werden (Braune et al., 1999). Ein weiteres Beispiel fur die Beteiligung
eines Aspartatrests am Transport positiver lonen ist die C-Kette der ATPase aus E. coli. Bei
diesem Enzym filhrte die Mutation von Asp-61 in einen Glycin- oder Asparaginrest zum
Verlust der Fahigkeit zur H*-Translokation (Hoppe und Sebald, 1984). Auch die Position 61

liegt in einer von zwei membrandurchspannenden Doménen des Enzyms.

Die Untereinheit MtrE der in dieser Arbeit untersuchten energiekonservierenden Me-
thyltransferase tragt als einzige Untereinheit des Enzymkomplexes einen Aspartatrest (Asp-
187) in einer der sechs kalkulierten transmembranen Helices (Abb. 20). Unter Beriicksich-
tigung der zuvor geschilderten Erkenntnisse kénnte eine Beteiligung dieser Aminoséure, und
letztendlich von MtrE generell, an der Natriumionentranslokation méglich sein. Ein weiterer
Beleg zur Unterstltzung dieser Theorie ist die Tatsache, dal} dieser Aspartatrest in allen ver-
glichenen MtrE-Proteinsequenzen methanogener Archaea in einem hoch konservierten Se-
guenzbereich liegt (Abb. 15 und Abb. 21).

Die Betrachtung der Lage dieses wichtigen Aspartatrests innerhalb der mem-

brandurchspannenden Domaéne fuihrt ebenfalls zu bereinstimmenden Ergebnissen (Abb. 22).
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Der Aspartatrest in der Helix ist immer von 18 bis 22 Aminoséuren umgeben, von denen die

Mehrheit auf der N-terminalen Seite des Proteins liegt.

MtrE N-...AVLWS Tl GAl GSSTGD'®"VHYGAE. . . . . -C
GCDB 1 N-..... | FPPLI FMGVGAMTD *’FGPLI A. . . . . -C
GCDB 2 N ASAl G | GGAD*°GPTSI YLAS. . - C
OADB N AAAl G | GGAD?GPTAI YLSG. . - C

Abb. 22: Putative transmembrane Helices mit einem Aspartatrest. Es sind nur die Aminoséurereste gezeigt,
die eine putative transmembrane Helix bilden. Abkirzungen: MtrE, Untereinheit MtrE der energiekonservieren-
den Methyltransferase aus M. thermoautotrophicum; GCDB 1, 1. mdgliche transmembrane Helix der B-Unter-
einheit der Glutaconyl-CoA-Decarboxylase aus A. fermentans, GCDB 2, 2. mdgliche transmembrane Helix der
B-Untereinheit der Glutaconyl-CoA-Decarboxylase aus A. fermentans, OADB, B-Untereinheit der Oxalacetat-

Decarboxylase aus K. pneumoniae; N-Terminus des Proteins; C, C-Terminus des Proteins.

Sowohl alle schon zuvor im Hinblick auf ein moégliches Zinkbindemotiv in einer
cytoplasmatischen Aminosaurekette diskutierten Hinweise als auch der Aspartatrest in einer
der membrandurchspannenden Doménen der Untereinheit MtrE sprechen dafir, daR MtrE die
Bildung von Methylcoenzym M aus Methylcob(lIl)alamin und Coenzym M katalysiert und in
erheblichem Male an der Translokation von Natriumionen durch die Membran beteiligt ist.
Einen Hinweis darauf, dal} diese beiden Prozesse unmittelbar miteinander gekoppelt sind, ga-
ben bereits Versuche von Gartner et al. (1994) und Weiss et al. (1994), in denen gezeigt
wurde, daR die Methylierung von Coenzym M ausgehend von Methylcob(lll)alamin (MT2-

Reaktion) durch Na'-lonen stimulierbar ist.
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6 Ein neues topologisches Modell flr den energiekonservierenden
Methyltransferasekomplex aus M. thermoautotrophicum

Die experimentellen Befunde und theoretischen Uberlegungen sollen nun abschlieRend
in einem neuen Enzymmodell zusammengefalit werden (Abb. 23).

-
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Abb. 23: Modell der N°-M ethyltetrahydromethanopterin: Coenzym-M-M ethyltransferase aus M. thermo-
autotrophicum. Die Flachen der einzelnen Untereinheiten wurden anhand der molekularen Massen berechnet
und malistabsgetreu wiedergegeben (MtrA: 25,6 kDa, MtrB: 10,7 kDa, MtrC: 27,1 kDa, MtrD: 22,7 kDa, MtrE:
31,2 kDa, MtrF: 7,4 kDa, MtrG: 10,8 kDa, MtrH: 33,5 kDa). Die Funktionen der Untereinheiten, soweit bekannt,
sind angegeben. Abkurzungen: Co: 5'-Hydroxybenzimidazolylcobamid; D: Aspartatrest in einer transmembranen

Helix; R: Seitenkette des Tetrahydromethanopteringerists (vgl. Abb. 5).

Nach diesem Modell sind die Untereinheiten MtrA, MtrB, MtrF und MtrG mittels ei-
ner transmembranen Helix in der Cytoplasmamembran verankert. MtrA tragt die prosthetische
Gruppe und steht in Kontakt mit den beiden funktionell wichtigen Untereinheiten MtrH und
MtrE. MtrH Kkatalysiert die Methylierung von Cob(l)alamin ausgehend von N°-Methyltetrahy-
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dromethanopterin. Diese Untereinheit hat keine transmembranen Antelle und liegt komplett
im Cytoplasma. MtrE ist ein integrales Membranprotein mit mehreren Aminosaureketten, die
aullerhalb der Cytoplasmamembran liegen. Die vermutete Funktion fir diese Untereinheit ist
zum einen die Katalyse der Methyltransferreaktion von Methylcob(lIl)alamin auf Coenzym M
und zum anderen die Beteiligung an der gekoppelten Natriumionentranslokation Gber einen
Aspartatrest in einer der transmembranen Helices. Die Untereinheiten MtrC und MtrD sind
ebenfalls integrale Membranproteine. lhre Funktionen konnten bislang allerdings noch nicht

geklart werden.
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