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Einleitung 1

1 Einleitung

Phosphoryltransferreaktionen sind in der Natur weit verbreitet. Sie spielen bei vielen
Prozessen wie Energie- und Signaliibertragung, Regulation des Zellwachstums oder der
Aktivierung von Metaboliten eine Rolle [1]. Die chemische Reaktion wird in der Regel
von Enzymen vermittelt. Diese Enzyme werden als Kinasen bezeichnet. Sie konnen,
entsprechend ihrer Funktion, in verschiedene Gruppen -eingeteilt werden: die

Phosphohydrolasen, die Proteinkinasen und die Phosphotransferasen.

Phosphohydrolasen iibertragen einen Phosphatrest auf Wasser. Sie sind am Abbau und
der Synthese von Nukleotiden und Nukleinsduren [2], an der Signaliibertragung und der
Regulation des Zellwachstums [3] oder an der Proteinsynthese in der Zelle [4] beteiligt.
Proteinkinasen sind ebenfalls fiir die Signaliibertragung in Zellen und die Regulation
des Zellwachstums wichtig [5, 6]. Sie phosphorylieren und dephosphorylieren dabei
andere Proteine. Die Phosphotransferasen schlieB8lich iibertragen einen Phosphatrest von
einem hochenergetischen Donormolekiil - in der Regel ATP — auf Nukleosid- oder
Nukleotidakzeptormolekiile. Die Aktivierung dieser Metabolite [3, 7, 8, 9] zu
energiereichen Nukleosid-5’-triphosphaten, die am Ende der Aktivierungskaskade
stehen, ist sowohl fiir die Synthese von DNA als auch von RNA wichtig. Zusétzlich ist
Adenosin-5’-triphosphat ~ (ATP)  die  Hauptenergiequelle  fiir  endergone

Stoffwechselvorgénge in der Zelle.

Die  Phosphotransferasen = werden  nach  ihrer  Spezifitit  fir  den
Phosphorylgruppenakzeptor eingeteilt. Ist der Akzeptor ein Nukleosid, heifit die
entsprechende Kinase Nukleosidkinase; bei einem Nukleosidmonophosphat vermittelt
eine Nukleosidmonophosphatkinase (NMP-Kinase) und bei einem Nukleosiddiphosphat
eine Nukleosiddiphosphatkinase (NDP-Kinase) die Reaktion. Die hohe Spezifitit der
Nukleosid- und der NMP-Kinasen fiir den Phosphorylgruppenakzeptor kommt in ihren
Namen zum Ausdruck: Der Metabolit, der als Phosphorylgruppenakzeptor dient, wird
dem Namen der Kinase als Prifix vorangestellt. Die Kinase, die 2’-
Deoxythymidinmonophosphat ({TMP) als Substrat akzeptiert, heiit deswegen dTMP-
Kinase oder auch Thymidylatkinase. NDP-Kinasen sind in der Wahl ihrer Substrate

weit weniger spezifisch [10, 11].
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Im folgenden soll die Bedeutung der Phosphotransferasen am Beispiel einer speziellen
NMP-Kinase, der dTMP- bzw. Thymidylatkinase, beschriecben werden.
Thymidylatkinase (TmpK) katalysiert die Phosphorylierung von 2’-Deoxy-
thymidinmonophosphat (dTMP) zu 2’-Deoxythymidindiphosphat (dTDP) mit
Magnesium-Adenosintriphosphat (MgATP) als bevorzugtem Phosphoryldonor [12]
nach der in Abbildung 1 dargestellten Gleichung. Die Phosporyltransferreaktion ist
reversibel und erfordert MgATP bzw. MgADP und dTMP bzw. dTDP.

TmpK
MgATP + dTMP ~ MgADP + dTDP

—

Abb. 1: TmpK Kkatalysiert den reversiblen Phophoryltransfer zwischen MgATP und dTMP.

Fiir die Adenylatkinase (Myokinase, AmpK) wurde ein Substratbindungsmechanismus
abgeleitet [13, 14], der als random bi-bi Mechanismus (Abb. 2) bezeichnet wird. Das
Enzym mull zwei Bindungsstellen besitzen, weil zwei Substrate gleichzeitig gebunden
sind. Die Phosphatgruppe wird direkt zwischen den Nukleotiden iibertragen. Die
Bindung und Freisetzung der Substrate unterliegt keiner bestimmten Reihenfolge. Ein
Phosphoenzymintermediat tritt aufgrund der beobachteten stereochemischen Inversion
(Walden’sche Umkehr) nicht auf [15]. Auch fir Thymidylatkinase ist ein solcher

Bindungsmechanismus wahrscheinlich.

Der enzymatischen Reaktion der Thymidylatkinase kommt in der menschlichen Zelle
eine besondere Bedeutung zu. Dieses Enzym ist an der Verbindungsstelle der beiden
Synthesewege  fiir  2’-Deoxythymidintriphosphat  (dTTP)  lokalisiert.  Die
Ausgangspunkte fiir diese Synthesewege sind 2’-Deoxythymidin (de novo) oder 2’-
Deoxyuridinmonophosphat (sa/vage). Das erste gemeinsame Intermediat ist dTMP.
TmpK ist somit essentiell fiir die DNA-Synthese [16]. In Zellen mit einer hohen
Teilungsrate, wie in Krebszellen, ist die Thymidylatkinaseaktivitit hoch, so daf
Thymidylatkinaseinhibitoren als Antikrebsmedikamente Anwendung finden konnten
[17, 18]. Gesundes Gewebe wird wegen der niemals vollstdndigen Inhibierung und der

generell niedrigen Thymidylatkinaseaktivitit weniger beeinfluf3t.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des random bi-bi Mechanismus fiir ein Enzym E: ATP bzw. ADP
und das NMP bzw. NDP binden in beliebiger Reihenfolge an die entsprechenden

Bindungsstellen und werden in beliebiger Reihenfolge wieder freigesetzt.

Zusdtzlich zu dieser physiologischen Bedeutung spielt menschliche TmpK eine
wichtige Rolle bei der antiviralen Chemotherapie gegen AIDS (acquired
immunodeficiency syndrome). Nach der Beschreibung dieser Krankheit 1981 [19 - 21]
und der Entdeckung des Retrovirus HIV (human immunodeficiency virus) als Erreger
[22 - 25] wurde als eines der ersten wirksamen Medikamente gegen HIV das 3’-Azido-
2’,3’-dideoxythymidin (AZT, ZIDOVUDIN, RETROVIR, Abb. 3) beschrieben [26,
27], das ein an der 3’-Position der Ribose modifiziertes Thymidinanalog ist.

O 0O
CH; CHj
L L
HO— o N O HO— o N
HO N;
2’-Deoxythymidin 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin (AZT)

Abb. 3: Strukturformeln von 2’-Deoxythymidin und 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin.
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Neben diesem bekanntesten Therapeutikum, dessen erste Synthese schon 1964
durchgefiihrt wurde [28], gibt es noch eine Reihe anderer Thymidinanaloge, wie 2°,3’-
Dideoxy-2’,3’-didehydrothymidin ~ (d4T, STAVUDIN) oder 3’-Fluoro-2’,3’-
dideoxythymidin (FLT, ALOVUDIN). Sieben von acht Anti-HIV-Medikamenten, die
klinisch zur Behandlung der HIV-Infektion angewendet werden, sind Nukleosidanaloga

[29]. Dies ist ein eindrucksvoller Beweis fiir deren Bedeutung.

Die Wirkung aller nukleosidischen Anti-HIV-Medikamente beruht auf ihrer
Uberfiihrung in die aktive Triphosphatform in der Zelle und den daran anschlieBenden
Einbau in die wachsende DNA-Kette des Virus durch die Reverse Transkriptase des
HIV. Die fehlende 3’-OH-Gruppe verhindert die Bildung von fiir die DNA essentiellen
3°,5’-Phosphodiesterbindungen. ~ Anti-HIV-Medikamente sind quasi ,trojanische
Pferde®, die in ihrer aktiven Form als Inhibitor der viralen Replikation durch DNA-
Kettenabbruch wirken [30, 31]. Als Ausgangsverbindungen eignen sich nur die
Nukleoside, weil die notwendige Diffusion durch die Zellmembran keine Ladung des
Molekiils erlaubt. Somit sind alle Anti-HIV-Medikamente im strengen Sinne eigentlich
keine Medikamente, sondern nur Medikamentvorstufen (engl.: prodrug). Die
Aktivierung dieser Medikamentvorstufen geschieht dann durch zelluldre Kinasen [26,

27, 32]. Der Reaktionsweg am Beispiel von AZT ist in der Abbildung 4 verdeutlicht.

AZT Thymidinkinase )AZTMP%AZTDP NDP—Kinase )AZTTP

AbD. 4: Die Medikamentvorstufe AZT wird durch zelluldre Kinasen aktiviert.

AZT ist jedoch weit entfernt von einem idealen Therapeutikum. Obwohl das AZT-
Triphosphat ein Substrat fiir die HIV-1 Reverse Transkriptase ist [33, 34], ist die
Behandlung von AIDS mit AZT ineffizient. Der Grund ist die schlechte Aktivierung
von AZT durch die zelluliren Kinasen, wobei Thymidylatkinase, die den zweiten
Phosphorylierungsschritt  katalysiert, das ratenlimitierende Enzym in der
Aktivierungskaskade ist [27, 30, 35, 36]. Dadurch kommt es zur Akkumulation
millimolarer Konzentrationen des toxischen AZTMP [37 - 39], widhrend das aktive

Medikament AZTTP nur in geringen Mengen vorhanden ist.



Einleitung 5

Hohere Konzentrationen des ,,Prodrug® AZT in der Zelle fiihren nun aber nicht zu
hoheren AZTTP-Konzentrationen. Kinetische Daten, die aus Untersuchungen mit
S. cerevisiae-Thymidylatkinase (Hefe-Thymidylatkinase) gewonnen wurden, belegen,
daB AZTMP durch Bindung auf der Phosphoryldonorseite des Enzyms die
Kinaseaktivitét inhibiert [40]. Dadurch wird auch die dTTP-Synthese, die fiir den DNA-
Aufbau entscheidend ist, eingeschrinkt. Dies konnte ein moglicher Grund fiir die
Toxizitdt von AZTMP und die damit verbundenen ernsthaften Nebenwirkungen, wie
einer Storung der Reifung von Blutstammzellen [41] besonders im spiten Stadium der

Krankheit, sein.

AuBlerdem fiihrt das geringe AZTTP-Niveau in der Zelle vermutlich zu einer Resistenz
des HIV. Die Inhibierung des viralen Wachstums ist auf DNA-Kettenabbruch durch
Einbau von AZTTP durch die Reverse Transkriptase zurlickzufiihren. AZTTP hat aber
keinen kompetitiven Vorteil als Substrat fiir die Reverse Transkriptase gegeniiber dTTP
[42]. Die geringe Wahrscheinlichkeit eines Einbaus aufgrund der geringen AZTTP-
Konzentration wird jedoch kompensiert durch eine groe Anzahl von
Einbaumoglichkeiten des AZTTP an beliebigen Stellen der viralen DNA [43]. Bei einer
nur marginalen Verringerung der Einbaurate von AZTTP - durch Mutation in der
Reversen Transkriptase - wird diese Kompensation eingeschrinkt, und die Inhibierung
des Wachstums der viralen DNA wird dann bei einer gegebenen AZTTP-Konzentration
wesentlich schwécher sein. Die geringe Aktivierungsrate von AZT gibt dem Virus also

geniigend Zeit, resistente Mutanten zu selektieren.

Ein besseres Verstindnis der molekularen Vorginge der Thymidylatkinasereaktion
kann zur Entwicklung von wirksameren Behandlungsmoglichkeiten der HIV-Infektion
beitragen. Eine detaillierte kinetische und strukturelle Untersuchung dieses Enzyms aus
verschiedenen Organismen kann helfen, die Griinde fiir die schlechte Aktivierung von
Anti-HIV-Medikamenten aufzukldren. Nachfolgend sollen einige ausgewéhlte

kinetische und strukturelle Eigenschaften der Thymidylatkinase beschrieben werden.

Bisher sind nur wenig kinetische Informationen tiber die Thymidylatkinase bekannt. Sie
beschrianken sich auf steady-state Kinetiken (Messungen des FlieBgleichgewichts) mit
der Kinase aus der Leber von Hiihnerembryonen wegen der leichten Zuginglichkeit

[44, 45], aus S. cerevisiae [46] wegen der hohen Aminosdurelibereinstimmung zum
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menschlichen Enyzm, aus E. coli [46, 47] und Yersinia pestis, dem Pesterreger [47]. Die
Phosphorylierung von AZT wurde in menschlichen und Méusezellinien gemessen [48],
und schlieBlich sind erste Ratenkonstanten fiir die menschliche Thymidylatkinase

verOffentlicht worden [49].

Der Vergleich der steady-state Kinetiken von TmpK aus E. coli und S. cerevisiae [46]
zeigt deutlich, dal die schlechte Aktivierung von AZTMP nicht mit schlechten
Bindungseigenschaften des Analogs erkldrt werden kann. Die Bindungskonstanten fiir
die terndren Emzym-Substrat-Komplexe werden in steady-state Messungen durch die
Michaelis-Konstante in der Einheit [Ky] = M ausgedriickt. Die Ky-Werte fiir AZTMP
und dTMP im Komplex mit S. cerevisiae-TmpK sind nahezu gleich (6 uM und 9 uM).
Trotzdem ist die Gesamtratenkonstante (key) in der Einheit [ke] = s™ bei Sittigung des
Enzyms mit Substrat fir AZTMP 200 mal kleiner als fir dTMP (0.175 s und 35 s™).
Dadurch wird die katalytische Effizienz fiir AZTMP, die als das Verhiltnis L
M
definiert ist, um mehr als zwei GrofBenordnungen kleiner. Auf der anderen Seite bindet
E. coli-TmpK AZTMP im terndren Komplex zehnmal schlechter als dTMP (30 uM und
2.7 uM). Trotzdem ist die Gesamtratenkonstante k., flr dTMP und AZTMP fast
identisch (6 s und 15 s™), so daB der Unterschied in der katalytischen Effizienz nur

eine GroBenordnung betrigt.

Die kinetischen Unterschiede konnen auf struktureller Ebene interpretiert werden. Die
simultane Bindung zweier Substrate hat zur Synthese von Bisubstratanalogen gefiihrt
[50, 51], mit deren Hilfe die Bindung der Substrate ohne Phosphoryltransfer anhand von
Kristallstrukturen analysiert werden kann. Bisher wurden die Strukturen der bindren
Komplexe aus S. cerevisiae-Thymidylatkinase und dTMP bzw. AZTMP [40] sowie mit
dem Bisubstratanalog P'-(5’-Thymidyl)-P-(5’-adenosyl)pentaphosphat (TPsA) [46]
aufgeklart. Die Struktur der Thymidylatkinase aus E. coli mit den Bisubstratanalogen
P'-(5’-Thymidyl)-P’~(5’adenosyl)pentaphosphat (TPsA) und P'-[5’-(3’-Azido-2’,3’-
dideoxythymidyl]-P’-(5’-adenosyl)pentaphosphat (AZTPsA) [52] ist ebenfalls bekannt.
Die Strukturen der Thymidylatkinasen aus S. cerevisiae und E. coli mit den
Bisubstratanalogen und die daraus fiir d-TMP und AZTMP abgeleiteten Unterschiede

bei der Aktivierung sollen im folgenden ndher beschrieben werden.
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Bekannt sind die Kristallstrukturen von Adenylatkinase (AmpK) aus S. cerevisiae und
E. coli mit APsA [54, 55] und von Uridylatkinase (UmpK) aus D. discoideum mit UPsA
[56]. Im Gegensatz zu diesen Kinasen, die alle Monomere sind, ist Thymidylatkinase
ein Homodimer. Es gibt keine Ahnlichkeiten in der Aminosiuresequenz zwischen
TmpK [46] und den anderen NMP-Kinasen [56], und dennoch zeigt TmpK die gleiche
Sekundérstruktur wie die anderen NMP-Kinasen: fiinf parallele B-Faltblatter bilden eine
Art Hohle, die von a-Helices umgeben wird. Die Bindung zweier Monomere
aneinander wird durch eine duferst hydrophobe Oberflache (Inferface), bestehend aus

jeweils drei parallelen a-Helices der beiden Monomere, erreicht.

Das Nukleosidmonophosphat wird in einer Art Tasche gebunden, so daBl die
Nukleobase vollstindig von Aminosduren des Enzyms umgeben ist. Der
Phosphoryldonor wird gewohnlich von einem Enzymteil, dem sogenannten P-Loop
(Schleife), gebunden. Dies ist eine Aminosduresequenz (GX;X,X3X4GKS(T)T), die
hiufig in ATP- und GTP-bindenden Proteinen vorhanden ist [57]. Die Bindung der
Substrate fiihrt zu Konformationsdnderungen der Nukleosidmonophosphatkinasen [58],
bei denen sich der sogenannte Lid (Deckel) iiber dem Triphosphat schlieft. Dadurch
werden in der Regel katalytische Aminosduren (Arginine) aus dieser Region in das
aktive Zentrum gebracht und ermdglichen den Phosphoryltransfer [53]. Gleichzeitig
wird durch diesen als induced fit bezeichneten Mechanismus die Hydrolyse des

Phosphoryldonors verhindert [135].

Die Abbildung 5 zeigt ein Monomer der Thymidylatkinase aus S. cerevisiae mit TPsA
als Substrat. Diese TmpK weicht anscheinend von dem im vorherigen Abschnitt
beschriebenen Katalysemechanismus [53] ab. Hier ist die Reihenfolge der Aminosduren
im P-Loop (Aminosduren 12-19) GLDRTGKT. Die Bindung des ATP-Teils von TPsA
erfolgt durch Wechselwirkungen zwischen den Stickstoffatomen des Peptidriickgrats
(Thr 16 und Thr 19) und dem a-und B-Phosphat des Nukleotids. Das in allen P-Loops
strikt konservierte Lysin (Lys 18) bindet an die Sauerstoffatome des - und y-Phosphats
und stabilisiert mdglicherweise den Ubergangszustand [59 - 61]. Weiterhin erfolgt eine
Wechselwirkung von Arg 15 mit dem Sauerstoff des y-Phosphats. Arg 15 spielt eine
wichtige Rolle bei der Katalyse durch Bindung der zu tlibertragenden Phosphorylgruppe,

denn dieses Arginin ist die einzige basische Aminosdure in der Ndhe des aktiven
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Zentrums

das aktive

Abb. 5:

[53]. In der Lid-Region, die normalerweise die katalytischen Aminosduren in

Zentrum bringt, befindet sich im S. cerevisiae-Enzym kein Arginin.

Tertidrstruktur des monomeren TmpKg cerevisice-1 PsA-Komplexes: Die a-Helices sind rot, die
B-Faltblétter griin dargestellt; die die Strukturelemente verbindenden Loops sind cyan. Die
Lid-Region (gelb) nimmt durch Bindung von TPsA (Phosphoratome sind gelb,
Sauerstoffatome rot dargestellt) eine helicale Konformation ein, das Enzym befindet sich in
einem geschlossenen Zustand. Dadurch wird Wasser aus dem aktiven Zentrum
ausgeschlossen und die einfache Hydrolyse des Phosphoryldonors, der vom P-Loop
(dunkelblau) gebunden wird, verhindert. Die abgebildete Struktur mit TPsA stellt entweder
den ATP-dTMP oder den ADP-dTDP Zustand dar, denn TPsA ist kein Analog des
Ubergangszustands, sondern ein Bisubstrat- bzw. Biprodukt-Analog [56]. Magnesium ist

aufgrund der Kristallisationsbedingungen nicht vorhanden.

Zusitzlich bindet ein Magnesiumion im aktiven Zentrum. Dies ist in der Struktur in

Abbildung 5 aufgrund der Kristallisationsbedingungen nicht vorhanden, aber fiir die

Aktivitdt von Kinasen, z. B. Adenylatkinase, absolut notwendig [62]. In Analogie zu

anderen Kinasen [57] wird es wahrscheinlich vom B- und y-Phosphat des ATP und von
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Wassermolekiilen oktaedrisch koordiniert und so iiber ein Netzwerk vom Enzym
gebunden. Mg”*" puffert gewissermafien die negativen Ladungen des ATP, stabilisiert
gleichzeitig die negativen Ladungen im Ubergangszustand und sorgt fiir eine richtige

Positionierung der Phosphate des Donors und Akzeptors.

Der Adeninring zeigt hingegen nur zwei schwache Interaktionen mit dem Enzym, beide
durch die C6-Aminogruppe: diese wechselwirkt mit der Carbonylgruppe von Lys 187
und iiber ein Wassermolekiil mit Gln 21. Das ,,Briickenphosphat” (Ps), welches den
ATP- und den dTMP-Teil von TPsA verbindet, wird von Lys 37 gebunden. Dies konnte
auf eine mogliche Beteiligung dieser Aminosdure an der Stabilisierung des
Ubergangszustands hinweisen. Besonders wichtig fiir die schlechte Aktivierung von
AZTMP scheint die Wechselwirkung des 3°-Substituenten mit dem Aspartat 14 des P-
Loops zu sein [52]. Bei dem Substrat dTMP erfolgt die Bindung der 3’-OH-Gruppe
bidental tiber eine Wasserstoffbriickenbindung. Der Ersatz von dTMP durch AZTMP
filhrt zu einer Bewegung des kompletten P-Loops (rigid body movement). Er entfernt
sich um 0.5 A von der 3’-Azidogruppe des AZTMP durch sterische Wechselwirkung
mit dem Aspartat 14 des P-Loops. Das im P-Loop gebundene Triphosphat mul3 dieser
Bewegung folgen. In der Konsequenz ist die Positionierung des Phosphoryldonor-y-
Phosphats und die des a-Phosphats von AZTMP nicht mehr optimal fiir den Transfer
einer Phosphorylgruppe. Durch die Bewegung des P-Loops entsteht eine verzerrte
Enzymstruktur, die die Katalysegeschwindigkeit um den Faktor 200 herabsetzt [46].
Die Positionierung von AZTMP in der S. cerevisiae-Struktur entspricht bei einer
Uberlagerung allerdings nahezu perfekt der von dTMP. Die Wechselwirkungen von
AZTMP bzw. dTMP mit dem Enzym sind identisch. Dieser Befund ist in
Ubereinstimmung mit kinetischen Daten, denn die Ky-Werte von dTMP und AZTMP

sind nahezu gleich [46].

Im Gegensatz zu der S. cerevisiae-TmpK palit E. coli-TmpK in das beschriebene
Strukturschema der Kinasen. Die Abbildung 6 zeigt die TmpK aus E. coli - wieder ist
ein Monomer dargestellt - mit TPsA als Substrat in der geschlossenen Konformation,
die Abbildung 7 stellt den Komplex mit AZTPsA dar. Die Gesamtstruktur der E. coli-
TmpK ist der von S. cerevisiae sehr dhnlich. Die Bindung der Nukleotide ist ebenfalls
vergleichbar. Der E. coli-TmpK fehlen allerdings basische Aminosduren im P-Loop.

Anstelle des Arg 15 im P-Loop von S. cerevisiae findet sich hier ein Glycin. Dafiir gibt
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es im E. coli-Lid gleich vier Arginine [46]. Auffillig ist die nicht eindeutige
Positionierung der fiinf Phosphate bei den E. coli-Strukturen. Dieses Phédnomen ist
bekannt [54], und moglicherweise auf die Wechselwirkungen der Phosphate mit den
Argininen der Lid-Region und das durch die Kiristallisationsbedingungen fehlende

Magnesium zurilickzufiihren.

P-Loop

Abb. 6: Tertidrstruktur des monomeren TmpKy .,;,~-TPsA-Komplexes: Die a-Helices sind rot, die -
Faltblatter griin dargestellt; die die Strukturelemente verbindenden Loops sind cyan. Der P-
Loop (dunkelblau) bindet den Phosphoryldonor, die LID-Region (gelb) ist in der aktiven
Enzymkonformation geschlossen. Im aktiven Zentrum ist TPsA (die Phosphoratome sind
gelb, Sauerstoffatome rot und Stickstoffatome blau dargestellt) gebunden. Besonders
gekennzeichnet sind die 3’-OH-Gruppe der Ribose und das ,, Briickenphosphat* P;. Die 3°-

Position ist in AZT modifiziert und das P; liegt in zwei Konformationen vor.

Wichtige Erkenntnisse liefert der Vergleich der drei Komplexe untereinander. Die
Strukturen der E. coli-Komplexe mit TPsA und AZTPsA sind nahezu identisch. Die
Bindung von AZTPsA an E. coli-TmpK hat keine signifikante Bewegung des P-Loops
zur Folge. Die Beherbergung der groBen Azidogruppe fiihrt lediglich zu einer leichten
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Rotation der kompletten 3°-Azidodeoxyribose und der Seitenkette des Glutamats (Glu
12) im P-Loop. Die Wechselwirkung der Carboxylgruppe des Glutamats mit der 3’-
Gruppe ist aber nur side-on, also einseitig, und nicht bidental wie die von Asp 14 in S.
cerevisiae. Dadurch kann sich die Seitenkette relativ leicht auf die Bindung von
AZTMP einstellen [53]. Der Vergleich von TmpKs, cerevisice Und TmpKg 0. zeigt, dall
bei S. cerevisiae anscheinend hauptsichlich ein Arginin im P-Loop den
Ubergangszustand  stabilisiert. Basische Reste in der S. cerevisiae Lid-Region
wechselwirken nicht mit den Phosphaten [46]. Das E. coli-Enzym hat gleich vier
Arginine im Lid, von denen Arg 153 mit den Phosphaten interagiert. Dieses Lid-
Arginin in E. coli erfiillt also wahrscheinlich die Aufgabe des P-Loop-Arginins aus S.

cerevisiae.

1
Azido-
hynfidin

Abb. 7: Tertidrstruktur des monomeren TmpKz .,,-AZTPsA-Komplexes: Die a-Helices sind rot, die
B-Faltblétter griin dargestellt; die die Strukturelemente verbindenen Loops sind cyan. Die
Lid-Region (gelb) ist wieder geschlossen, der ATP-Teil des Bisubstratanalogs AZTPsA
(Phosphoratome sind gelb, Sauerstoffatome rot und Stickstoffatome blau dargestellt) wird
vom P-Loop (dunkelblau) gebunden. Besonders gekennzeichnet sind die modifizierte 3°-Ns-
Gruppe der Ribose und das ,,Briickenphosphat* P;.
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Entscheidend ist, daB der Mechanismus der Katalyse bei beiden Enzymen
unterschiedlich ist: die Wechselwirkungen der groBen Azidogruppe mit dem P-Loop der
S. cerevisiae-TmpK fiithren zu einer kompletten Bewegung des Loops und damit zu
einer Verzerrung der Enzymstruktur, so dal zum einen die Position des
Phosphoryldonors fiir den Transfer nicht mehr optimal ist. Zum anderen wird aber auch
der Ubergangszustand durch das katalytische Arg 15 nicht mehr wie bei der Bindung
von dTMP stabilisiert. Bei der E. coli-TmpK machen sich dagegen die durchaus
vorhandenen Stérungen des P-Loops bei Bindung von AZTMP kaum bemerkbar, da die
katalytischen Aminosduren nicht aus dieser Enzymregion, sondern aus dem Lid

kommen [53].

Allerdings fiihren Analogievergleiche und strukturelle Untersuchungen desselben
Enzyms aus verschiedenen Organismen (z. B. S. cerevisiae, E. coli, Maus) nicht
zwangsldufig zu befriedigenden Vorhersagen iiber die katalytischen Eigenschaften
dieses Enzyms aus einem dritten Organismus (z. B. Mensch) [47 - 49]. Dies soll kurz
am Beispiel der menschlichen TmpK und der aus S. cerevisiae verdeutlicht werden. Die
menschliche TmpK und die S. cerevisiae-TmpK besitzen eine hohe Aminosiureidentitit
(44%). Sie umfafit alle fiir die Katalyse und Bindung wichtigen Aminosduren [40].
Nach dem aus der S. cerevisiae-Struktur abgeleiteten, oben beschriebenen katalytischen
Mechanismus sollten alle Enzymmutanten, die kein Arginin im P-Loop haben,
eigentlich inaktiv sein, d. h. der Phosphoryltransfer sollte nicht stattfinden konnen. Es
zeigt sich aber, daB3 der Ersatz des Arginins im P-Loop durch ein Glycin nicht zu einem
inaktiven Enzym fiihrt. Diese Mutation fiihrt im S. cerevisiae-Enzym zu einer 200-
fachen Reduzierung der Phophorylierung von dTMP, wihrend genau dieselbe Mutation
im menschlichen Enzym praktisch keinen Einflul auf die Katalyseaktivitit hat: das
Wildtyp-Enyzm und die Mutante zeigen dieselbe steady-state-Aktivitit [49]. Trotzdem
ist es gelungen, durch strukturelle Vergleiche der Thymidylatkinasen aus E. coli,
S. cerevisiae und Mensch Mutationen in menschliche Wildtyp-TmpK so einzufiihren,

daB3 AZTMP besser aktiviert wird [49].

In der vorliegenden Arbeit soll nun menschliche Thymidylatkinase als der
entscheidende Faktor in der Aktivierungskaskade von Anti-HIV-Medikamenten am
Beispiel von dTMP und AZTMP mdéglichst vollstindig kinetisch charakterisiert werden.

Fiir diese Kinase aus verschiedenen Organismen sind bisher nur steady-state Daten und



Einleitung 13

Dissoziationskonstanten fiir die Bindung der Bisubstratanaloge bekannt [44 - 49, 53].
Steady-state Daten liefern jedoch nur die Geschwindigkeitskonstante des langsamsten
und damit ratenbestimmenden Schritts. Der Reaktionszyklus einer Kinase ist aber
wesentlich komplexer; neben der eigentlichen Reaktion, dem Phosphoryltransfer,
miissen die Substrate gebunden bzw. freigesetzt werden, und das Enzym mul} durch

strukturelle Anderungen die aktive Konformation erreichen bzw. verlassen [58].

Aufgrund der beobachteten Phdnomene reicht es nicht aus, nur strukturelle Einblicke in
ein Enzym zu gewinnen und die Geschwindigkeit des ratenlimitierenden Schritts zu
kennen. Fiihrt beispielsweise eine Mutation zur Anderung der Geschwindigkeit eines
schnellen, nicht ratenlimitierenden Reaktionsschritts, werden sich die steady-state
Ratenkonstanten fiir das Wildtyp-Enzym und die Mutante nicht signifikant
unterscheiden. Dies konnte bei dem Austausch des Arginins gegen ein Glycin im P-
Loop der menschlichen Thymidylatkinase der Fall sein. Grundséitzlich ist deshalb die
Anwendung transientenkinetischer MeBmethoden neben steady-state kinetischen
Untersuchungen zur moglichst  vollstindigen  Aufklarung von  kinetischen

Reaktionsmechanismen notwendig.

Auch die Kenntnis der Bindungskonstanten fiir Bisubstratanaloge reicht nicht fiir ein
rationales ,,Enzymdesign® aus. Man kann keine Schliisse fiir das Bindungsverhalten der
Nukleotide im bindren Komplex ziehen, da der Einflul des ,,Briickenphosphats* ohne
Vergleich mit den Nukleotiden im bindren Komplex nicht ermittelt werden kann. Die
Bindungskonstanten der Nukleotide liefern, zusammen mit den Affinititen im terniren
Komplex, einen Hinweis auf mogliche synergistische Effekte bei der Bindung der
Nukleotide und damit auf die katalytische Effizienz. Bei Anwendung geeigneter
kalorimetrischer Methoden lassen sich neben Bindungsdaten fiir den bindren Komplex
auch thermodynamische Daten ableiten. Bindungskonstanten sind ebenfalls mit

Fluoreszenzmethoden zugénglich, die somit eine gute Kontrollmoglichkeit bieten.

Nur die Kombination von Kinetik und Strukturaufklarung liefert ausreichende Daten
zur Aufkldrung des enzymatischen Mechanismus der humanen TmpK. Dessen Kenntnis
ist eine Voraussetzung fiir die Entwicklung eines Enzyms mit verbesserten
Phosphorylierungseigenschaften fir AZTMP zur Gentherapie von AIDS. Die

Konstruktion einer menschlichen TmpK ist entscheidend zur Verhinderung von
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Immunreaktionen des Patienten. Moglicherweise sind sogar Mutanten denkbar, die nur
noch AZTMP aktivieren. In diesem optimalen Fall wiirde dann ,korpereigene®
Wildtyp-TmpK dTMP in ausreichender Menge fiir die Synthese menschlicher DNA
erzeugen, wihrend modifizierte TmpK nur noch AZTMP zur Bekdmpfung der viralen
Infektion aktiviert. Die Kenntnis des enzymatischen Mechanismus kann ebenfalls die
Entwicklung und Synthese eines Bisubstratinhibitors fiir TmpK zur Behandlung von

Krebs unterstiitzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen in der hochstmdglichen

Reinheit bezogen; die Abkiirzungen sind im Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 7)

erldutert.

Firma

Chemikalie

Angewandte Gentechnik Systeme Ampicillin

GmbH (Heidelberg):
J. T. Baker (Deventer, NL):

Bio-Rad (Miinchen):

Boehringer (Mannheim):

Fluka (Neu-Ulm):
Gerbu (Gaiberg):
ICN (Eschwege):
Merck (Darmstadt):

MSD Isotopes (Montreal, CAN):

Riedel - de Haén (Seelze):
Roth (Karlsruhe):

Serva (Heidelberg):
Sigma-Aldrich (Taufkirchen):

Acetonitril (HPLC-grade), CaSO4, HCI (36%),
H;PO,4, KCI1, KCH3COO, KH,PO,4, KOH, NaOH
Bio-Rad Proteinassay Farbstoff Konzentrat

AP, G6P-DH, HK, LDH, NADH, NADP, PEP,
PK

Adenosin, TBAB, TCA, Trimethylphosphat
EDTA, Glycerin, IPTG, SDS, DTE, DTT

AZT, Thymidin, dTMP, dTDP

D,0, K,HPO4, Methanol

TSP

Ethanol, 2-Propanol, MgCl,, (NH4),SO4
Acrylamid-Bisacrylamid-Fertiglosung (30% - 8%
(w/v)), TRIS

Coomassie Blue R-250, MES, HEPES

ADP, ATP, BSA,
EDC,

1,4-Diaminobutan, 1,6-
Diaminohexan, PMSF, POCls,
Tetrabutylammoniumpyrophosphat ~ wasserfrei,

Tributylamin, Thrombin, reduziertes Glutathion

Tab. 1:

Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien und Reagenzien und deren Lieferanten.
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2.1.2  Bisubstratanaloge und fluoreszierende Bisubstratanaloge

Die Strukturformeln von P'-(5’-Thymidyl)-P>-(5’adenosyl)pentaphosphat (TPsA) und
P'-(5’-Thymidyl)-P’-(5’-adenosyl-(2’-3’-N-methylanthraniloyl))pentaphosphat (TPsA-
mant) sind in der Abbildung 8 dargestellt; beide Bisubstratanaloge wurden von der
Arbeitsgruppe Goody (MPI fiir molekulare Physiologie, Dortmund) zur Verfiigung
gestellt. Eine analoge Synthese fiir APsA und APsA-mant ist in der Literatur
beschrieben [51, 60].

‘ NH

) L )

Abb. 8: Molekiilstruktur der Bisubstratanaloge TPsA (links) und TPsA-mant (rechts).
2.1.3  Expressionsklone

Die Klone fiir alle untersuchten menschlichen Proteine und wt-TmpK aus der Maus
wurden von der Arbeitsgruppe Konrad (MPI fiir physikalische Chemie, Goéttingen) zur
Verfiigung gestellt. Alle Enzyme wurden in E. coli BL21 (DE3) Zellen iiberexprimiert.
Die Expressionsplasmide sind Derviate des pGEX-2T Vektors (Amersham Pharmacia
Biotech), die Expression der verwendeten Enzyme erfolgt als GST-Fusionsprotein
(Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein) mit einer Schnittstelle fiir die Protease
Thrombin zwischen der Glutathion-S-Transferase und TmpK [49]. Nach der

Proteasereaktion verbleibt eine Gly-Ser-His Extension am N-Terminus der Kinase.
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2.1.4 Verwendete Puffer und Saulenmaterialien

Die fiir Proteinreinigungen, Nukleotidreinigungen und Messungen verwendeten Puffer
sind an den entsprechenden Stellen im Methodenteil aufgefiihrt. Folgende

Sdulenmaterialen wurden fiir Reinigungen verwendet:

Glutathion Sepharose 4B (Proteine) Pharmacia (Uppsala, Schweden)
S75 (26/60)-Gelfiltration (Proteine) Pharmacia (Uppsala, Schweden)
Sephadex 25A-Anionentauscher (Nukleotide) Pharmacia (Uppsala, Schweden)

2.2 Methoden

2.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Proteinproben wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit
diskontinuierlichem Puffersystem [63] in BioRad Mini-2D Gelkammern auf ihre
Reinheit tiberpriift. Trenngelpuffer und Sammelgelpuffer wurden durch Zugabe von
50 pl 10% APS-Losung und 5 ul TEMED pro 10 ml Puffervolumen polymerisiert. Die
Proteinproben wurden dann mit denaturierendem Probenpuffer so gemischt, da3 die
finale Proteinkonzentration ca. 1 mg:ml” betrug, und 15 min bei 95°C erhitzt. 10 pl der
so erhaltenen Proteinprobe wurden auf das Gel aufgetragen und 45 min bei einer
konstanten Stomstérke von 40 mA pro Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem
Lauf wurde das Gel 15 min mit Féarbelosung behandelt und dann mit Entfarbelosung

entfarbt.

Trenngelpuffer: 15% Acrylamid, 0.4% Bisacrylamid, 375 mM TRIS/HCI pH 8.8,

0.1% SDS.

Sammelgelpuffer: 4.5% Acrylamid, 0.1% Bisacrylamid, 125 mM TRIS/HCI pH 6.8,
0.06% SDS.

Probenpuffer: 130 mM TRIS/HCI pH 6.8, 200 mM DTT, 4% SDS,

0.01% Bromphenolblau, 20% Glycerin.
Laufpuffer: 25 mM TRIS, 192 mM Glycin und 0.01% SDS.



Material und Methoden 18

Gewichtsstandard: (Pharmacia): Phosphorylase b (94 kDa); Rinderserumalbumin
(67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa),
Trypsininhibitor (20.1 kDa) sowie a-Lactalbumin (14.4 kDa).

Gel-Farbelosung:  0.1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 in 50% Methanol,
10% Essigséure.

Gel-Entfarbelosung: 5% Ethanol, 10% Essigsdure.
2.2.2 NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme aller NMR-Spektren (‘H-NMR, *'P-NMR) erfolgte mit dem
Spektrometer Avance DRX 500 von Bruker (Rheinstetten, Deutschland) bei
Raumtemperatur. Die chemischen Verschiebungen sind in -Werten mit Natrium-3-
Trimethylsilyl-2,2,3,3-d-propionat (TSP) als internem Standard fiir die 'H-NMR-
Spektren angegeben. Als interner Standard fiir die *'P-NMR-Spektren diente K3PO,.
Die *'P-NMR-Spektren wurden 'H-entkoppelt, um die Zuordnung zu erleichtern. Die
Signalmultiplizititen in den 'H-NMR und *'P-NMR-Spektren sind durch folgende

Symbole gekennzeichnet:
Symbol Signal

s Singulett

d Dublett

dd Dublett von Dubletts
t Triplett

q Quartett

m Multiplett

Tab. 2: Signalmultiplizitidten der NMR-Spektren.

2.2.3  Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Molekiilmassen synthetisierter Nukleotide wurden im Elektrospray-lonisations-
LCQ-Massenspektrometer (Finnigan, San Jose, Kalifornien, USA) im negativen
Ionenmodus tiberpriift. Dabei wurden ca. 1 pl einer 15 pM wissrigen Nukleotidldsung
aus einer goldbedampften Quarzkapillare von 1 pm Durchmesser verdampft [64]. Die

Molmasse des Nukleotids wurde durch den negativen lonenmodus direkt erhalten.
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2.24  HPLC-Analysen und -Reinigungen von Nukleotiden

Fiir alle HPLC-Applikationen wurde ein computergesteuertes System von Waters
(Milford, Massachusetts, USA), bestehend aus Pumpe, Autosampler, automatischer
Entgasereinheit, 2-Kanal-Absorptionsdetektor, Fluoreszenzdetektor, Fraktionssammler
und der Software Millennium® (Version 3.05) benutzt. Die einzelnen Laufprogramme
sind bei der jeweiligen Anwendung (quenched-flow, Proteinreinigung, Synthese)

beschrieben.
2.2.5 Nukleotidreinigung durch Anionenaustauschchromatographie

Fiir die Reinigung der Nukleotide und Proteine wurde ein Waters-Chromatographie-
System (Milford, Massachusetts, USA), bestehend aus Pumpe, 3-Kanal-Detektor,
Schreiber, Fraktionssammler und Wasserbad, benutzt. Die Reinigungsprotokolle sind

ebenfalls bei der entsprechenden Anwendung beschrieben.
2.2.6  Spektroskopische Methoden

2.2.6.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Konzentrationen von Proteinlésungen wurden mit der Methode von Bradford [65]
bestimmt. Diese Methode nutzt die Bindung von globulédren Proteinen an den Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Amax = 465 nm) und die daraus resultierende
Verschiebung des Absorptionsmaximums zu einer Wellenldnge A = 595 nm aus. Die
Absorption der Protein-Farbstoffmischung ist in einem Konzentrationsbereich von 1-

10 pg'ml” linear abhingig von der Proteinkonzentration und kann daher nach

Erstellung einer Eichgeraden mit einem Protein (BSA, &y,"°™ = 6.6) bekannter

Konzentration zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen angewendet werden. Nach
Zugabe des Proteins zur Bradfordlosung und einer Wartezeit von 10 min wurde die
Absorption bei A = 595 nm gemessen. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen im
DU 650 Einstrahlphotometer (Beckman, Palo Alto, USA) durchgefiihrt. Die
Umrechnung der Konzentration von der Einheit [mg‘ml'l] in die Einheit [M] erfolgte

mit der Molmasse eines TmpK-Monomers (23650 Da). Dabei wurde die Gly-Ser-His-
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Extension am N-Terminus der Kinase beriicksichtigt. Ohne diese Extension betragt die
Molmase eines Monomers 23320 Da. Alle Konzentrationsangaben wurden auf ein

Monomer bezogen.
2.2.6.2 Bestimmung von Nukleotidkonzentrationen
Nukleotidkonzentrationen wurden photometrisch (DU 650 Einstrahlphotometer

(Beckman, Palo Alto, USA)) bestimmt und mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes

nach Gleichung 1 berechnet:

(GL 1) A=g-c-d-v
A: Absorption
€ Extinktionskoeffizient in pM™-cm™

Konzentration des Nukleotids in uM
d: Schichtdicke der Kiivette in cm

V: Verdiinnungsfaktor

Fir die Berechnung der Konzentrationen wurden die in der Tabelle 3

zusammengestellten Extinktionskoeffizienten verwendet:

Nukleotid g [pM"-cm™']
nichtfluoreszierende Thymidinnukleotide [66] ermr=9710"
nichtfluoreszierende Adenosinnukleotide [66] erte=15.4-107

TPsA [67] eri® 221107

TPsA-mant” er’s=31.1-107
P-MAHA-TDP" em=27.10"
P-MABA-ADP ™ enii®=27-10"
P-MABA-ATP™" eNii®=2.7-10"

Cs-MABA-AMP [68] erts 18107

Tab. 3: Ubersicht iiber die Extinktionskoeffizienten der Nukleotide; (*): von Arbeitsgruppe Goody,
MPI fiir molekulare Physiologie, Dortmund; (**): siche Anmerkung S. 39)
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2.2.7 Enzymkinetik

2.2.7.1 Messung der Thymidylatkinaseaktivit:it

Die Messung der Thymidylatkinaseaktivitit wurde fiir die Umsetzung von ATP und
dTMP (Vorwirtsreaktion) zu ADP und dTDP an die Konvertierung von NADH zu
NAD [69] und fiir die Riickwértsreaktion, also die Bildung von ATP und dTMP aus
ADP und dTDP, an die Generierung von NADPH aus NADP gekoppelt [70]. In beiden
Féllen wurde ein Hilfsenzymsystem eingesetzt, die einzelnen Reaktionen sind in

Abbildung 9 dargestellt.

1

TmpIQMg2+

ATP + dTMP ADP + dTDP
Pyruvatkinase

ADP + PEP ATP + Pyruvat

Lactatdehydrogenase

Pyruvat + NADH Lactat + NAD
TmpIQMg2+

ADP + dTDP ATP + dTMP
Hexokinase

ATP + Glucose ADP + Glucose-6-P
Glucose-6-P-

Dehydrogenase
Glucose-6-P + NADP 6-Phosphogluconolacton + NADPH

Abb. 9: Schematische Darstellung der MeBlsysteme zur Bestimmung der Thymidylatkinaseaktivitat:
Sowohl bei der Messung der Geschwindigkeit der Vorwértsreaktion (Teil 1) als auch bei der
Riickwirtsreaktion (Teil 2) ist das MeBsignal die Anderung des Absorptionsverhaltens der
Nicotinamiddinukleotide bei A = 340 nm in der Einheit [AA] = min™".
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Das Absorptionsverhalten oxidierter bzw. reduzierter Nicotinamidadenindinukleotide
unterscheidet sich bei einer Wellenldnge von 340 nm stark, so daB3 diese Redoxreaktion
photometrisch gut verfolgt werden konnte. Die Thymidylatkinasereaktion war
langsamer als die der Hilfsenzyme, so daB mit diesen Hilfsenzymsystemen die
Geschwindigkeit der Thymidylatkinase als ratenlimitierendem Enzym ermittelt werden
konnte. Mit dem bekannten Extinktionskoeffizienten fiir die
Nicotinamidadenindinukleotide NADH und NADP (€340 nm = 6.22-107 uM'l-cm'l)
berechnete sich die Ratenkonstante fiir die Aktivitdt der Thymidylatkinase (Umsatzzahl)

nach Gleichung 2 aus der Absorptionsédnderung pro Minute:

.-

K (s_l )= AA(mln )

(Gl. 2) 3
60— ¢-[TmpK |- d
min

AA: Anderung der Absorption pro min bei A = 340 nm
€: Extinktionskoeffizient in pM™-cm™
[TmpK]: Konzentration der Thymidylatkinase in der Kiivette in uM
d: Schichtdicke der Kiivette in cm
k: Umsatzzahl in s™

Die Aktivitdt wurde in einer Kiivette in einem Reaktionsvolumen von 1 ml bei 25 °C
gemessen. In der folgenden Zusammenstellung sind die Reagenzien fiir den NADH-

Assay (Vorwirtsreaktion) und den NADP-Assay (Riickwértsreaktion) aufgefiihrt:

NADH-Puffer: 50 mM TRIS/HCI pH 7.5, 100 mM KCl, 0.4 mM PEP, 0.2 mM
NADH, 5 mM MgCl,.

Die Hilfsenzyme LDH/PK (c= 10 mg'ml™ fiir jedes Protein) wurden im Verhiltnis 2:5
gemischt; zu 1 ml Reaktionsvolumen wurden 10 pl (cgipg = 0.1 mg-ml'l) dieses

Gemisches hinzugefiigt.

NADP-Puffer: 100 mM TRIS/HCI pH 7.5, 0.5 mM NADP, 10 mM Glucose,
50 mM KCI, 5 mM MgCl.
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Das Hilfsenzymsystem HK/G6P-DH wurde als Ammoniumsulfatsuspension
(c = 3 mgml') eingesetzt; zu 1 ml Reaktionsvolumen wurden 3 pl der

Hilfsenzymmischung hinzugegeben (cfina; = 0.009 mg-ml'l).
2.2.7.2 Bestimmung von steady-state kinetischen Konstanten

Die beschriebenen Testlosungen konnten zur Bestimmung der enzymatischen Parameter
Ky (Michaelis-Konstante) und kg, (Umsatzzahl bei Substratsittigung) unter den
Bedingungen des FlieBgleichgewichts (steady-state) benutzt werden. Zur
Gewdhrleistung konstanter Konzentrationen bei allen Messungen war folgende
experimentelle Durchfiihrung vorteilhaft: Zu 500 pl eines zweifach konzentrierten
NADH- bzw. NADP-Assays wurden die Hilfsenzyme und die der gewiinschten
Nukleotidkonzentration entsprechenden Volumina hinzugegeben. AnschlieBend wurde
mit deionisiertem Wasser auf 1 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. TmpK wurde erst vor der
Messung in die Kiivette pipettiert, das der gewliinschten Konzentration entsprechende
Volumen war zu berilicksichtigen. Im Photometer (DU 650 Einstrahlphotometer
(Beckman, Palo Alto, USA)) wurde zundchst die Blindaktivitidt der Testlosung, d. h.
ohne TmpK, fir 3 min gemessen. Dann wurde TmpK hinzupipettiert und das
Absorptionssignal insgesamt 30 min verfolgt. Die Blindaktivitit wurde bei der
Auswertung vom MeBsignal subtrahiert. Die TmpK-Konzentration wurde so gewdhlt,
daB} die Absorptionsidnderung fiir die Vorwérts- und Riickwértsreaktion bei der hdchsten
Nukleotidkonzentration maximal AA =~ 0.1 min" betrug. Die Auswertung der steady-
state Messungen mit der Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 3) erfolgte wie beschrieben

(Appendix, Kapitel 8.1.1).

_ [S]
(Gl 3) kapp =k, K, +[S]

Anmerkungen:

1.) Bei einigen steady-state-Experimenten (hsTmpK,,vMgATP/AZTMP;
hsTmpK,/MgADP/AZTDP; hsTmpKgr200a/r10sy/MgADP/AZTDP; TmpKyuin/ MgADP/
AZTDP) waren zur Messung einer signifikanten  Absorptionsdnderung

Enzymkonzentrationen notwendig, die bei niedrigen Nukleotidkonzentrationen
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eigentlich nicht mit der Michaelis-Menten-Bedingung des FlieBgleichgewichts (d. h.
[S]» [E]) vereinbar waren. Vielmehr stellten diese Messungen bei niedrigen
Nukleotidkonzentrationen eher single turnover Messungen dar (Experimente, bei denen
der Kinasezyklus nur einmal durchlaufen wird). Die mit der analytischen Michaelis-
Menten-Gleichung und dem Programm GraFit (Version 3.01, Erithacus Software,
Staines, GB) erhaltenen Ergebnisse wurden deshalb mit dem zur Michaelis-Menten-
Gleichung fiihrenden Differentialgleichungssystem (GIl. 12 - 16, Appendix, Kapitel
8.1.2) und dem Programm Scientist (Version 2.0, MicroMath Incorp., Salt Lake City,
Utah, USA) iiberpriift. In allen Féllen konnten die mit der analytischen Michaelis-
Menten-Gleichung erhaltenen Ergebnisse bestétigt werden, wenn wirklich nur die

Anfangssteigung der Absorptionsdnderung zur Auswertung herangezogen wurde.

2) Bei TmpK-Konzentrationen, die kleiner als 1 mgml' waren, wurde zur
Stabilisierung 1 mg'ml” BSA zugesetzt. Diese TmpK-Verdiinnung konnte nicht mehr in

fliissigem Stickstoff schockgefroren werden.

3.) Bei der Bestimmung der katalytischen Ratenkonstanten fiir die Vorwértsreaktion
mit dTMP muBlite die gemessene Absorptionsinderung durch zwei dividiert werden,
weil das Hilfsenzymsystem LDH/PK nach eigenen Messungen mit einer NDP-Kinase
verunreinigt war, die das entstthende dTDP zum dTTP umsetzte und damit die
Absorptionsidnderung verdoppelte. Bei allen anderen Nukleosidmonophosphaten war
dieser zusétzliche Faktor nicht erforderlich; die entsprechenden Nukleosiddiphosphate
wurden entweder nicht oder im betrachteten Zeitfenster der Reaktion (30 min) nicht

weiter umgesetzt.
2.2.7.3 pH-Abhingigkeit der Thymidylatkinaseaktivitit

Fiir biochemische Untersuchungen an humaner TmpK war die Kenntnis des optimalen
pH-Werts in bezug auf die Aktivitidt notwendig. Diese wurde fiir die Vorwirtsreaktion
in einem pH-Bereich von 4.2 bis 10.7 mit der Methode der Anfangssteigung ermittelt,
weil das MeBsystem (NADH-Assay) aufgrund der Inaktivitidt der Hilfsenzyme nicht
verwendet werden konnte. Bei diesem Experiment wurden jeweils 150 uM MgATP und
100 uM dTMP mit 0.1 uM humaner wt-TmpK inkubiert und der Nukleotidgehalt der

Reaktionsmischung mit HPLC zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Danach wurde
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die Anfangssteigung der einfach exponentiell von der Zeit abhéngigen
Nukleotidkonzentrationen ermittelt und nach Normalisierung gegen den pH-Wert

aufgetragen (Abb. 10). Die maximale Aktivit lag bei pH 7.5.

pH-Wert

Abb. 10:  Aktivitétsprofil hsTmpK,: Alle Messungen wurden bei 25 °C in einem Puffer bestehend aus
100 mM KCl, 5 mM MgCl,,und 100 mM TRIS/HCI (pH = 9.5; 8.5; 7.5; 6.3) bzw. 100 mM
Kaliumacetat/Essigsdure (pH = 5.2; 4.2) durchgefiihrt. Der pH-Wert 10.7 wurde durch Zusatz
von 2 M KOH eingestellt. Die Kinase war gegeniiber basischen pH-Werten wesentlich

empfindlicher als gegeniiber sauren.

2.2.8 Messung schneller Kinetiken

2.2.8.1 Quantitative Nukleotidanalyse durch HPLC

Die Nukleotidanalysen wurden mit HPLC durchgefiihrt. Die Bedingungen fiir die
Analysen der quenched-flow Messungen und Gleichgewichtsexperimente sind im
folgenden beschrieben. Die HPLC-Séule stammte von Bischoff Analysentechnik und -
gerdte GmbH, Leonberg, Deutschland.

Saule: ODS Hypersil Reversed Phase C-18, 5 pm, 120 A, 250x4.6 mm
FluBrate: 1 ml'min”
Detektion: Absorption bei 254 nm

Laufmittel: 100 mM K,HPO4/KH,PO,4 pH 6.5; 10 mM TBAB



Material und Methoden 26

Die mittleren Retentionszeiten der einzelnen Nukleotide sind in der Tabelle 4

zusammengefalit:
Nukleotid mittlere Retentionszeit/min
dTMP 13.3
dTDP 30.3
ADP 454
ATP 106.2
AZTMP 85.1
AZTDP 199.6
Tab. 4: Zusammenstellung der mittleren Retentionszeiten der analysierten Nukleotide.

2.2.8.2 Bestimmung der Gleichgewichtskonstante in freier Losung

TmpK wurde mit der Nukleotidmischung bei 25 °C im quenched-flow Puffer (200 mM
KCl, 5 mM MgCl,, 50 mM TRIS/HCI pH 7.5) inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug
100 pl, die TmpK-Konzentration 10 pM und die der Nukleotide 1 mM. Nach 8 h
Reaktion wurden 50 pl des Uberstands wie beschrieben (Material und Methoden,
Kapitel 2.2.8.1) analysiert. Die erhaltenen Peakflichen wurden nach Eichung mit den
entsprechenden Nukleotiden bekannter Konzentration normalisiert und die
Gleichgewichtskonstante in freier Losung mit Gleichung 4 (Definition der

Gleichgewichtskonstante) berechnet:

_ [MgATP][NMP]

(GlL.4) “" [MgADP|[NDP]

2.2.8.3 Quenched-flow Messungen

Single turnover Experimente wurden an einem Kintek RQF-3 quenched-flow Gerét
(Abb. 11, Kintek Corporation, Althouse, Pennsylvania, USA) durchgefiihrt, die
Volumina der Reaktions-, Proben- und Austrittsschleifen waren geeicht. Bei einer
konstanten Reaktionstemperatur von 25 °C wurden TmpK (600 uM, 19.6 ul, Schleife
A) und die Nukleotide (400 uM, 17.7 ul, Schleife B) gemischt. Dabei wurden folgende
Nukleotidkombinationen verwendet: MgATP/dTMP, MgADP/dTDP, MgATP/AZTMP
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und MgADP/AZTDP. Die Reaktion wurde nach verschiedenen Zeiten durch
Hinzufiigen von 141.4 pl einer 100 mM Trichloressigsdurelosung (TCA) gestoppt
(quenchen). Das Protein denaturierte und fiel aus. Nach 15 min bei 0°C wurde die
Losung mit 21.3 pl einer kalten, 2 M Kaliumacetat-Losung neutralisiert. Das
ausgefallene Protein wurde durch Zentrifugation pelletiert und 150 ul des Uberstands
wurden mit HPLC analysiert (Material und Methoden, Kapitel 2.2.8.1). Die erhaltenen
Peakflichen wurden nach Eichung in eine Konzentration umgerechnet. Die
Datenpunkte konnten mit einer einfach exponentiellen Gleichung (Appendix, Kapitel

8.2) beschrieben werden.

Drive Syringes

3 5|
] &
Syringe Load Valves
B pr
Sample Loops _~ Sample Load Valves
Sample A — =(> 4 . ( -<— Sample B
Reaction
Flush —= Loop — —— Flush
Exit Line — ||

Abb. 11:  Schematische Darstellung des quenched-flow Gerits: In der linken und rechten Spritze (drive
syringes) befanden sich Puffer, in der Mitte war Quench-Lésung. Das Enzym wurde in die
Probenschleife A (Sample A), das Nukleotidgemisch in die Probenschleife B (Sample B)
gefiillt. Enzym und Nukleotidgemisch wurden in der Reaktionsschleife (Reaction Loop)
vereinigt. Die Reaktion wurde dann nach verschiedenen Reaktionszeiten durch Hinzufligen

von Quench-Ldsung gestoppt.

Quenched-flow Puffer: 200 mM KCI, 5 mM MgCl,, 50 mM TRIS/HCI pH 7.5.

Anmerkung: Die Bestimmung der enzymatischen Gleichgewichtskonstanten aus den

quenched-flow Experimenten war schwierig. Fiir die Berechnung dieser
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Gleichgewichtskonstanten waren absolute Peakflichen notwendig, die wegen der
starken Verdiinnung der Probeldsung im quenched-flow Gerit (Cnukicotide, final = 20 LM)
und einer nicht immer vollstindigen Grundlinientrennung der Peaks teilweise nicht
eindeutig bestimmt werden konnten. Eindeutig meBbar waren lediglich die relativen
Flicheninderungen. Deshalb wurden Gleichgewichtskonstanten am  Enzym
folgendermaBlen bestimmt: TmpK wurde mit der Nukleotidmischung bei 25 °C im
quenched-flow Puffer inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug 100 pl, die TmpK-
Konzentration 1.2 mM und die der Nukleotide 1 mM. Die drastische Erhéhung der
Konzentrationen fiithrte zu einer Verminderung des relativen Fehlers bei der
Gleichgewichtsnukleotidbestimmung. Das Protein wurde mit 5 pl einer 3 M
Trichloressigsdureldosung 15 min bei 0 °C gefillt. AnschlieBend wurde mit 15 pl einer
eiskalten 2 M Kaliumacetatlosung neutralisiert. Nach Zentrifugation wurden 50 pl des
Uberstands wie beschrieben mittels HPLC analysiert (Material und Methoden, Kapitel
2.2.8.1) und die enzymatische Gleichgewichtskonstante nach Gleichung 4 (Material und
Methoden, Kapitel 2.2.8.2) berechnet.

2.2.8.4 Stopped-flow Messungen

Stopped-flow Messungen wurden bei 25 °C mit einem SF-61 SX Single Mixing oder
einem SF-61 DX2 Double Mixing Apparat (HiTech Scientific, Salisbury, GB)
durchgefiihrt. Das MeBsignal war die Fluoreszenz von TPsA-mant (Excitation 360 nm;
Cut-off 418 nm) bzw. die von P-MAHA-TDP (Excitation 335 nm; Cut-off 418 nm).
Cut-off Filter schneiden das Emissionsspektrum unterhalb der angegebenen
Wellenldnge ab, um Streulicht- und Anregungslichteinfliisse zu minimieren. Dabei
wurde ein Standardfluoreszenzpuffer verwendet. Die Auswertung der Messungen ist im
Appendix, Kapitel 8.3 beschriecben. Im Ergebnisteil werden sowohl die
Spritzenkonzentration als auch die Mefizellenkonzentration des Substrats, die aufgrund
der verwendeten Geriteeinstellung nur die Hélfte der Spritzenkonzentration betrug,
angegeben. Dabei wird eine Schreibweise verwendet, bei der die Zahl vor der Klammer
der Spritzenkonzentration und die in der Klammer der MeBzellenkonzentration des
Substrats entspricht. So bedeutet beispielsweise die Angabe 4(2) puM, daBl die
Konzentration des Substrats in der Spritze 4 pM und die entsprechende Konzentration

in der MeBzelle 2 uM war.
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Standardfluoreszenzpuffer: 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM DTE,
100 mM KCI, 50 mM TRIS/HCI pH 7.5.

2.2.9  Gleichgewichtsfluoreszenzmessungen

Alle Gleichgewichtsfluoreszenzmessungen wurden bei 25 °C mit einem Aminco
Bowman Series 2 Fluorimeter oder einem Aminco Bowman 8100 (SLM, Urbana,
Illinois, USA) in einem  Standardfluoreszenzpuffer = durchgefiihrt.  Fiir
Fluoreszenzemissionsspektren wurde der Fluorophor im Absorptionsmaximum angeregt
und die Emission mit einer Detektionsrate von 1 nm's” bei einer Integrationszeit von
0.1 s gemessen. Fiir die Aufnahme von Fluoreszenzanregungsspektren wurde die
Excitationswellenldnge mit 1 nm-'s’ varifert und die Fluoreszenzemission im
Emissionsmaximum bei einer Integrationszeit von 0.1 s gemessen. Fiir zeitaufgeloste
Fluoreszenzmessungen wurde die N-Methylanthraniloylfluoreszenz angeregt (bei
TPsA-mant war die Exciationswellenldnge 360 nm, bei Pp)-MAHA-TDP 335 nm) und
die Emission bei 440 nm gemessen. Die Photomultiplier-Spannung lag je nach Stirke

der Fluoreszenzemission zwischen 600 und 1100 V.

Standardfluoreszenzpuffer: 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 2 mM DTE,
100 mM KCI, 50 mM TRIS/HCI pH 7.5.

2.2.9.1 Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir Fluorophore

Bei der Bindung eines fluoreszierenden Liganden an TmpK wurde eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitit beobachtet. Dieses Signal kann zur Bestimmung der
Dissoziationskonstante fiir dieses System mit Hilfe der quadratischen Gleichung
verwendet werden [60]. Nach einer Volumenkorrektur fiir das gemessene
Fluoreszensignal gemilB Gleichung 5 (F bedeutet Fluoreszenzintensitit, V steht fiir das

Volumen)

F -V,
(Gl 5) F __~ gemessen Gesamt

korrigiert — vV
Anfang
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kann wunter Beriicksichtigung der Massenerhaltung und der Definition der
Gleichgewichtskonstante das gemessene Fluoreszenzsignal wie in Gleichung 6

beschrieben werden (Appendix, Kapitel 8.3):

0'[L]o

[E],+[L]+K, [(E]+L]+K,)
2 \/ 4 ~[E]

[L],

(GL. 6) F=F,+(F . —F,)

max

Die verwendeten Symbole bedeuten:

F: gemessene Fluoreszenz bei einer bestimmten Proteinkonzentration
Frax: Sattigungsfluoreszenz

Fo: Grundfluoreszenz des freien Fluorophors

[E]o: Gesamtkonzentration des Enzyms in uM

[L]o: Gesamtkonzentration des Fluorophors in uM

Kaq: Dissoziationskonstante des Komplexes in uM

Die freien Parameter dieser Gleichung (Kgy, Fax, und Fyp) wurden mit dem Programm
GraFit (Version 3.01, Erithacus Software, Staines, Middlesex, GB) iterativ an die Daten
der Fluoreszenzmessung angepalt. Fy konnte auch fest vorgegeben werden, die iterative

Anpassung an die Daten der Messung war eine Kontrolle fiir ihre Richtigkeit.

2.2.9.2 Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir Nichtfluorophore

Die Kenntnis der Gleichgewichtsdissoziationskonstante fiir einen fluoreszierenden
Liganden erlaubt die Bestimmung der K4 fiir einen nichtfluoreszierenden Liganden, der
mit derselben Bindungsstelle kompetitiv wechselwirkt. Dazu wurde der Fluorophor-
TmpK-Komplex in einer Kiivette vorgelegt. Es wurde solange nichtfluoreszierender
Ligand hinzugegeben, bis die Fluoreszenzintensitit nach Volumenkorrektur (GI. 5,
Material und Methoden, Kapitel 2.2.9.1) praktisch nicht mehr abnahm. Die Herleitung
der Gleichung, die die Fluoreszenzintensitit in Abhdngigkeit von der Konzentration des
Kompetitors beschreibt, erfordert die Losung eines Polynoms dritten Grades (kubische
Gleichung [71]) und ist im Appendix (Kapitel 8.4.2) dargestellt. Die entsprechenden
Gleichungen waren in einem TurboPascal-Programm zusammengefal3t (Jochen

Reinstein, MPI fiir molekulare Physiologie, Dortmund, unveroffentlicht). Dieses
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Programm  ermoéglichte  mit  Hilfe  eines  nichtlinearen = Nelder-Mead
Minimierungsalgorithmus [72] die Berechnung der Dissoziationskonstante flir das

Nichtfluorophor mit Hilfe der bekannten K4 des Fluorophors.

2.2.10 Kalorimetrische Messungen

2.2.10.1 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Kalorimetrische = Messungen wurden mit einem  Microcal MCS ITC
Titrationskalorimeter (MicroCal, Northhamptom, Massachusetts, USA) durchgefiihrt. In
der MeBzelle wurden ungefédhr 150 uM TmpK in ITC-Puffer vorgelegt. Danach wurde
das Nukleotid (10-fach hohere Konzentration als das Enzym) im ITC-Puffer aus der
Titrationsspritze automatisch mit 1 pls” bei einer zeitlichen Aufldsung von 2 s und
einer Riithrergeschwindigkeit von 400 rpm in die MeBzelle pipettiert. Die Auswertung
der Daten erfolgte mit dem Programm Origin fiir ITC (Version 2.9, MicroCal Software
Incorp., Northhampton, Massachusetts, USA). Die Anpassung der freien Parameter (n,
K., AHp) an die Daten der Messung geschah mit Gleichung 7, deren Ableitung im
Appendix (Kapitel 8.5.1) beschrieben ist.

n-[E]-AH, -V L] 1 L] 1Y 4]
R . ‘”n-[EFn-Ka-[E]‘J[”n- ' ])_n

Q: Wiérmemenge in J

[E]: Gesamtkonzentration des Proteins in M

[L]: Gesamtkonzentration des Liganden in M

V: MefBvolumen der Zelle in |

AHg: molare Enthalpie der Ligandenbindung in J-mol™

n: Anzahl der aktiven Bindungsstellen des Proteins

Ka: Assoziationsgleichgewichtskonstante in M

ITC-Puffer: 200 mM KCI, 5 mM MgCl,, 50 mM TRIS/HCI pH 7.5,

10 Vol-% Glycerin.
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2.2.10.2 Differential scanning calorimetry (DSC)

Thermisch induzierte Entfaltung von TmpK wurde mit einem Microcal VP-DSC
Mikrokalorimeter (MicroCal, Northhamptom, Massachusetts, USA) gemessen. Dabei
wurden ca. 40 uM TmpK in der MeBzelle im DSC-Puffer mit einer Heizrate von
60 °C-h™" von 20 °C auf 100 °C erhitzt. Die Referenzzelle enthielt nur DSC-Puffer. Die
erhaltene Schmelzkurve wurde nach der Korrektur um die Referenzmessung (Puffer in
beiden Zellen) mit dem Programm MicroCal Origin fiir DSC (Version 4.1, MicroCal
Software Incorp., Northhampton, Massachusetts, USA) unter der Annahme ausgewertet,
dafl sich die Wéarmekapazitit des Enzyms bei konstantem Druck im nativen und
denaturierten Zustand nicht unterscheidet (Aqc, = 0). Dabei wurde ein
,Mehriibergangsmodell (non-two-state transition Modell), das durch die folgenden
Gleichungen 8 und 9 iterativ beschrieben werden kann (Appendix, Kapitel 8.5.2),

zugrundegelegt:

Gl 8) e, (1)=3 :

[_AIFT,VHJ (I-TT“)]

(GL 9) K,.(T)=e

I Anzahl der strukturellen Doménen eines Proteins

cp(T): Wirmekapazitit bei konstantem Druck in J -mol-K™!

Kni(T): Gleichgewichtskonstante des Schmelzprozesses fiir die i-te

strukturelle Einheit in J-mol K™’

AH ;: van’t Hoff’sche Schmelzenthalpie fiir die i-te strukturelle
Einheit in J-mol”’

HS .: kalorimetrische ~Schmelzenthalpie fiir die i-te strukturelle

Einheit in J-mol!

R: universelle Gaskonstante in J-mol™-K™!
T: aktuelle MeBtemperatur in K
Th: Schmelztemperatur des Enzyms in K

DSC-Puffer: 100 mM KCl, 20 mM HEPES/NaOH pH 7.5, 5 mM MgCl,.
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2.2.11 Synthesen

Feststoffe wurden, wenn nétig, wie in den Synthesevorschriften beschrieben getrocknet.
Die notwendigen Losungsmittel wurden nach Standardmethoden [73] absolutiert. Die
Phosphorylierung von AZT wurde ebenfalls in Anlehnung an eine Standardmethode

[74] durchgefiihrt.
2.2.11.1 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-mono- und 5’-triphosphat

(0] (0]
CH3 CH3
‘ NH ‘ NH
/K 1.) POCl;/Trimethylphosphat; 7.5 h; 0°C e /K
O - X

HO 0 N 2.) (NH(C4Hy)3)4P,0-/DMF; 6 min; 25 oc <PO3>n —O0 0 N 0

N3 N3

Triphosphat: n=3 und x=4
Monophosphat: n=1 und x=2

Abb 12:  Phosphorylierung von AZT zum Mono- und triphosphat.

In einem ausgegliihten Zweihalskolben mit Schwanzhahn und Septum wurden unter
Argonatmosphire 450 mg (1.7 mmol) iliber P,Os getrocknetes 3’-Azido-2’,3’-
dideoxythymidin in 4.5 ml trockenem Trimethylphosphat vorgelegt. Nach Abkiihlen auf
0°C wurden 2 g (1.2 ml / 12.76 mmol) Phosphorylchlorid durch das Septum
hinzugefiigt. Die Losung wurde 7.5 h bei 0 °C geriihrt und iiberschiissiges
Phosphorylchlorid bei 0 °C und 0.1 mbar innerhalb von 2 h abdestilliert. Danach wurde
die Reaktionsmischung auf 25 °C erwérmt und eine Losung von 4 g (9.6 mmol) tliber
P,0s getrocknetem Tributylammoniumpyrophosphat und 600 mg (285 pul / 3.2 mmol)
trockenem Tributylamin in 10 ml trockenem N,N-Dimethylformamid hinzugegeben.
Nach einer Reaktionszeit von 6 min bei 25 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 10
ml einer 250 mM Triethylammoniumhydrogencarbonat-Losung gestoppt. Nach 12 h
Hydrolyse bei 4 °C wurden zur Kontrolle 2 pl der Reaktionsmischung auf die HPLC-
Saule aufgetragen. Danach wurde der Reaktionsansatz durch

Anionenaustauschchromatographie bei 4 °C gereinigt (1 = 20 cm, d=2.5, 100 g
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Sephadex A 25; 0-1 M Gradient Triethylammoniumhydrogencarbonat). Die Eluate
zwischen 180 mM und 300 mM Triethylammoniumhydrogencarbonat (AZTMP) bzw.
400 mM und 560 mM (AZTTP) wurden i. Vak. bei 30 °C am Rotationsverdampfer
konzentriert und anschlieBend lyophylisiert; Ausb. 212 mg (390 pmol = 22 %)
Monophosphat und 532 mg (582.5 umol = 33 %) Triphosphat.

Monophosphat: C,,H4N,O,P (545) Triphosphat: C34H76N9O13P3(913)
p{'"H}-NMR (Monophosphat): § = -0.62 (s; a-Phosphat).

P'"H}-NMR (Triphosphat): § = -9.73 (t; p-Phosphat); -12.45 (d; a-Phosphat); -22.4
(d; y-Phosphat).

2.2.11.2 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-diphosphat

0O 0O
CH; CH;
‘ NH ‘ NH
S /K Myosin S1, 25 °C O /K
4 Yy ’ 3
)3 —o0 o N ° N

<PO3 > <PO3>2 —07 o 0

N3 N3
Abb. 13:  Hydrolyse von AZTTP durch das Muskelenzym Myosin S1 bei 25 °C.

Zu einer Losung von 425 mg (466 pmol) 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidintriphosphat in
24 ml Reaktionspuffer (50 mM TRIS/HCI pH 7.5; 100 mM KCI, 60 mM CaCl,) wurden
insgesamt 5 ml einer 44 uM Myosin S1-Lésung im Reaktionspuffer in 1 ml- Portionen
nach Oh, 8h, 24h, 32h und 48h zugegeben. Myosin S1 wurde von der Arbeitsgruppe
Geeves (Universitdt Canterbury) zur Verfligung gestellt. Nach insgesamt 120 h bei
25 °C ohne Riihren im Wasserbad wurden 10 g (167 mmol) Harnstoff hinzugefiigt. Das
wéhrend der Reaktion ausgefallene Calciumphosphat wurde pelletiert und der
Uberstand zur Abtrennung des denaturierten Myosins bei 4 °C mit einem Vivaspin-
Konzentrator (10 kDa MWCO, Vivascience Limited, Binbrook Hill, GB) bis zur
Trockene zentrifugiert. Danach wurde der Reaktionsansatz durch

Anionenaustauschchromatographie gereinigt (1 =20 cm, d=2.5, 100 g Sephadex A 25;
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0-1 M Gradient Triethylammoniumhydrogencarbonat). Das Eluat zwischen 310 mM
und 450 mM Triethylammoniumhydrogencarbonat wurde i. Vak. bei 30 °C am
Rotationsverdampfer konzentriert und anschlieBend lyophylisiert; Ausb. 142.5 mg
(196.5 pmol = 42 %) hellgelber Feststoff.

CsHs6NgO 1P (726)
MP'H}-NMR: § = -9.30 (d; a-Phosphat); -12.62 (d; p-Phosphat).

2.2.11.3 Reinigung und HPLC-Kontrolle der AZT-Phosphate

Reinigung:

Saule: Saule (@ = 2.5 cm) mit 100g Anionentauscher Sephadex A-25

FluBrate: 3 ml'min”

Detektion: 254 nm

Laufmittel: Puffer A: deionisiertes Wasser pH 7.5

Puffer B: 1 M Triethylammoniumhydrogencarbonat pH 7.5
Zeit(min) FluB(ml-min™) A(%) B(%)
Start 3 95 5
60 3 95 5

420 3 20 80
430 3 0 100
460 3 0 100
465 3 95 5
500 3 95 5

Tab.5:  Reinigungsprotokoll fiir die AZT-Derivate.

HPLC-Bedingungen:

Saule: ODS Hypersil Reversed Phase C-18, 5 um, 120 A, 250x4.6 mm

FluBrate: 1.5 ml'min™

Detektion: 254 nm

Retentionszeiten AZTMP: 142 min AZTDP: 16.0 min AZTTP: 17.4 min

Laufmittel: A: 100 mM K,HPO,/KH,PO,4 pH 6.5; 10 mM TBAB

B: 100 mM K,;HPO4/KH,PO4 pH 6.5; 10 mM TBAB; 50 % CH3;CN
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Zeit(min) FluB(ml-min™) A(%) B(%)
Start 1.5 100 0
3 1.5 100 0
33 1.5 0 100
34 1.5 100 0
40 1.5 100 0

Tab. 6: HPLC-Programm fiir die Reaktionskontrolle der AZT-Phosphatsynthesen.

2.2.11.4 PE-MAHA-Thymidin-5’-diphosphat

CH;, CH,
NH ‘ NH

N/K 1) EDC

| |
O PO; O—P—O—7P N
o —{ro) | | ey
0 0 g
o NHCH;
-
($H2)6 CH;

OH NH, OH

Abb 14:  Fluoreszenzmarkierung von dTDP an der f-Phosphatgruppe.

Zu einer Losung von 10 mg (23 umol) dTDP in 1 ml 100 mM MES/NaOH pH 6.7
wurden bei 50 °C 10 mg (52 umol) 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-
hydrochlorid und 100 pl einer 100 mM Suspension von N-(6’-Aminohexyl)-2-
(methylamino)benzoylamid in Acetonitril hinzugefiigt (zur Synthesestrategie
fluoreszierender Benzoylamide siehe [75-77]). Nach 3 h Reaktionszeit wurden weitere
10 mg (52 umol) 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid
hinzugegeben. Nach insgesamt 5 h Reaktionsdauer (HPLC-Kontrolle!) wurde der
Reaktionsansatz in fliissigem Stickstoff schockgefroren und nach dem Auftauen durch
HPLC gereinigt und anschlieBend lyophylisiert; Ausb. 8.6 mg (10.4 pmol = 45%)
farbloser Feststoft.

C3sHg7N7O11P; (823)
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'"H-NMR (D,0, 500 MHz; TSP): § = 1.29 (t; 18H; CHs; (CH;CH,);NH -Gegenion);
1.55 (m; 2H; 2’-H); 1.90 (m; 8H; (CH>)4); 1.99 (s; 3H; 5-CHj3); 2.83 (s; 3H; Aryl-
NCHjs); 3.21 (q; 12H; CHy; (CH3CH,);NH -Gegenion); 3.33 (m; 4H; N(CH,)); 3.52 (m;
1H; 3°-H); 3.75 (m; 1H; 4’-H); 4.13 (m; 2H; 5’-H); 6.29 (t; 1H; 1°’-H); 6.85 (m; 1H;
Aryl-4-H); 6.91 (d; 1H; Aryl-6-H); 7.43 (d; 1H; Aryl-3-H); 7.45 (m; 1H; Aryl-5-H);
7.72 (s; 1H; H-6).

3'P_NMR (D,0; 500 MHz, PO}"): & =-1.23 (d; a -Phosphat); -11.32 (d; p -Phosphat).

ESI-MS (negativer Ionenmodus): 632.1 g'mol”’, erwartet wurden 631.5 gmol™.

2.2.11.5 Pg-MABA-Adenosin-5’-diphosphat

NH, NH,
N N
</ j)\N </ ‘ Xy
N \N) 1.) EDC N \N) &® 2
o — -
O—€PO)3 0 Il’ 0 Il’ E E
) P —Pp—
0 2 @ 0 | | enyy
2) b So NHCH; H_II\]
(?Hz)zt CHj
HO OH NH, HO OH

Abb. 15:  Fluoreszenzmarkierung von ADP an der B-Phosphatgruppe.

Zu einer Losung von 100 mg (234 umol) ADP in 1 ml 100 mM MES/NaOH pH 6.7
wurden bei 50 °C 179.4 mg (936 umol) 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid und 99.5 mg (450 pmol) N-(4’-
Aminobutyl)-2-(methylamino)benzoylamid  hinzugefiigt  (zur  Synthesestrategie
fluoreszierender Benzoylamide siehe [75-77]). Nach 35 min Reaktionszeit (HPLC-
Kontrolle!) wurde der Reaktionsansatz in fliissigem Stickstoff schockgefroren und nach
dem Auftauen durch HPLC gereinigt und anschlieend lyophylisiert; Ausb. 60 mg
(72.1 umol 2 31%) farbloser Feststoff.

C34H42N19010P2 (834)
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'"H-NMR (D,0, 500 MHz; TSP): § = 1.29 (t; 18H; CHs; (CH;CH,);NH -Gegenion);
1.93 (m; 4H; (CHy),); 2.78 (s; 3H; Aryl-NCHs); 2.91 (m; 4H; N(CH),); 3.21 (q; 12H;
CH;; (CH3CH2)3NH+-Gegenion); 3.74 (m; 1H; 4’-H); 4.23 (m; 2H; 5°-H); 4.37 (m; 1H;
3’-H); 4.49 (m; 1H; 2°-H); 6.08 (d; 1H; 1’-H); 6.72 (m; 1H; Aryl-4-H); 6.79 (d; 1H;
Aryl-6-H); 7.30 (d; 1H; Aryl-3-H); 7.37 (m; 1H; Aryl-5-H); 8.16 (s; 1H; H-2); 8.47 (s;
1H; H-8).

SIP.NMR (D,0; 500 MHz, POi_ ): 8 =-1.24 (d; o -Phosphat); -11.29 (d; B -Phosphat).

ESI-MS (negativer Ionenmodus): 629.1 g'mol”’, erwartet wurden 629.4 g-mol™.

2.2.11.6 P,-MABA-Adenosin-5’-triphosphat
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Abb. 16:  Fluoreszenzmarkierung von ATP an der y-Phosphatgruppe.

Zu einer Losung von 100 mg (184 pumol) ATP in 1 ml 100 mM MES/NaOH pH 6.7
wurden bei 50 °C 139 mg (724 umol) (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid-
hydrochlorid und 88.4 mg (400 umol) N-(4’-Aminobutyl)-2-
(methylamino)benzoylamid hinzugefiigt (zur Synthesestrategie fluoreszierender
Benzoylamide siehe [75-77]). Nach 35 min Reaktionszeit (HPLC-Kontrolle!) wurde der
Reaktionsansatz in fliissigem Stickstoff schockgefroren und nach dem Auftauen durch
HPLC (ODS Hypersil Reversed Phase C-18, 5 uM, 120 A, 250x8 mm) gereinigt und
anschlieBend lyophylisiert; Ausb. 42.8 mg (42.3 pmol = 23%) farbloser Feststoff.

C4H73N11013P3 (1013)
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'"H-NMR (D,0, 500 MHz; TSP): § = 1.29 (t; 27H; CHs; (CH;CH,);NH -Gegenion);
1.92 (m; 4H; (CHy),); 2.78 (s; 3H; Aryl-NCHs); 2.91 (m; 4H; N(CH),); 3.21 (q; 18H;
CH;; (CH3CH2)3NH+-Gegenion); 3.78 (m; 1H; 4°-H); 4.26 (m; 2H; 5’-H); 4.38 (m; 1H;
3’-H); 4.53 (m; 1H; 2°-H); 6.08 (d; 1H; 1’-H); 6.71 (m; 1H; Aryl-4-H); 6.78 (d; 1H;
Aryl-6-H); 7.31 (d; 1H; Aryl-3-H); 7.35 (m; 1H; Aryl-5-H); 8.16 (s; 1H; H-2); 8.45 (s;
1H; H-8).

IP-NMR (D,0; 500 MHz, PO. ): & = -2.83 (d; a -Phosphat); -13.35 (d; y -Phosphat);
-24.73 (t; B-Phosphat)

ESI-MS (negativer Ionenmodus): 709.1 g'mol”’, erwartet wurden 708.4 gmol™.

Anmerkung: Die Bestimmung der Extinktionskoeffizienten der phosphatmodifizierten
Fluoreszenzverbindungen erfolgte wie beschrieben [76]. Die Extinktionskoeffizienten
fiir verschiedene fluoreszierende Nukleotidanaloge sind in Tabelle 5 (Kapitel 2.2.6.2;

Bestimmung von Nukleotidkonzentrationen) zusammengestellt.
2.2.11.7 HPLC-Reinigung und-Kontrolle der Fluorophore

HPLC-Bedingungen:

Saule: ODS Hypersil Reversed Phase C-18, 5 pm, 120 A, 250x8 mm
FluBrate: 2 ml'min’!
Detektion: Absorption bei 254 nm und 325 nm;

Fluoreszenzsexcitation/emission: 335 nm/ 440nm
Laufmittel: A: 100 mM Triethylammoniumacetat pH 7.0
B: 100 mM Triethylammoniumacetat pH 7.0; 70 % CH3;CN

Zeit(min) Fluf(ml'min™) A(%) B(%)
Start 2 70 30
7 2 70 30
7.1 2 0 100
12 2 0 100
12.1 2 70 30
20 2 70 30

Tab. 7: HPLC-Programm fiir die préparative Reinigung der phosphatmodifizierten Fluorophore.
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Nukleotid mittlere Retentionszeit/min

dTDP 3.8

P@-MAHA-TDP 7.5

ADP 3.8

Pp-MABA-ADP 7.6

ATP 3.8

Py-MABA-ATP 5.7
N-(4’-Aminobutyl)-2-(methylamino)benzoylamid 11.0
N-(6’-Aminohexyl)-2-(methylamino)benzoylamid 11.2

Tab. 8: Ubersicht iiber die mittleren Retentionszeiten der Substrate fiir das zur priparativen HPLC-

Reinigung verwendete Protokoll.
2.2.12 Proteinexpression und Proteinreinigung

In diesem Abschnitt wird die Expression und Reinigung von GST-TmpK beschrieben.
Die Reinigung von Proteinen erfolgte mit der in Abschnitt 2.2.5 beschriebenen Waters-
Chromatographie-Anlage. Die Nukleoside Adenosin und Thymidin wurden zur
Stabilisierung der Enzyme den Puffern zugesetzt. Die Nukleoside wurden vor
Verwendung des Enzyms in Messungen mit einer NAP™-5 Gelfiltrationsséule
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) entfernt. Alle verwendeten Laufmittel wurden vor

Benutzung filtriert und im Wasserstrahlvakuum entgast.

Schritt 1: Zellzucht

Bakterien wurden in LB-Medium (10 g1 Trypton, 5 g'1" Hefe-Extrakt, 5 g-1" NaCl)
gezogen, dem das Antibiotikum Ampicillin (100 mg1") zugesetzt wurde. Die Zellzucht
erfolgte in einem Schiittelinkubator. Dabei wurde von einer Néhrplatte zunédchst eine
2.5 ml Vorkultur (Vorkultur 1) angeimpft. Nach Erreichen einer ODgoonm = 3
(9h bei 37 °C) wurden die Bakterien in 250 ml Medium (Vorkultur 2) kultiviert. Nach
weiteren 12h bei 37 °C und Erreichen einer ODgyo nm = 3 wurden sechs 2.5 1 Kulturen
mit ca. 25 ml der Vorkultur 2 angeimpft (ODgoo nm, anfang = 0.03). Nach Erreichen einer
ODgoonm = 0.6 bei 37 °C wurde die Temperatur filir die Proteinsynthese rechtzeitig auf
20 °C vermindert. Vor der Induktion mit 1 mM IPTG wurden erneut 100 mgl"

Ampicillin zugesetzt. Die Proteinsynthese wurde dann 18 h bei 20 °C durchgefiihrt. Die
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Bakterien wurden anschlieBend zentrifugiert (Sorvall RC-3B plus-Zentrifuge, H6000A-
Rotor, 5000 rpm, 4 °C; 20 min), durch Resuspension in ca. 10 ml 50 mM TRIS/HCI
pH 7.5 pro Liter Zellkultur und erneute Zentrifugation (Sorvall RC-3B plus-Zentrifuge,
H6000A-Rotor, 5000 rpm, 4 °C; 20 min) gewaschen, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C aufbewahrt (Ausbeute ca. 80 g Zellen).

Schritt 2: Zellaufschluf3

Die Bakterienzellen wurden im Aufschlu8puffer (150 mM KCIl, 50 mM TRIS/HCI
pH 7.5, 5 mM MgCl,, 5 mM EDTA, 2 mM PMSF, 10 Vol-% Glycerin) aufgetaut und
homogenisiert (Homogenisator von Novodirect GmbH, Kehl, Deutschland). Es wurden
ca. 3 ml Puffer pro Gramm Zellen verwendet. Der Zellaufschlu} erfolgte zweimal unter
Eiskiihlung im Microfluidizer (Microfluidics, Newton, Massachusetts, USA) bei einem
Druck von 600 kPa. Zelltrimmer wurden durch Ultrazentrifugation (Beckman-Ti-45
Rotor; 40000 rpm, 4°C, 60 min) pelletiert und der Uberstand weiterverarbeitet
(Proteinausbeute: ca. 5000 mg).

Schritt 3: Ammoniumsulfatfdllung

Die exprimierten GST-Fusionsproteine konnten nach eigenen experimentellen
Befunden nicht in fliissigem Stickstoff schockgefroren werden. Zur Lagerung wurde
jeweils eine Ammoniumsulfatfdllung bis zur 90 %-igen Séttigung durchgefiihrt. Dazu
wurde die entsprechende Menge Ammoniumsulfat unter vorsichtigem Riihren bei
Raumtemperatur zur Proteinlésung hinzugegeben. Zur Vervollstindigung der Fillung
wurde noch 30 min bei 4 °C nachgeriihrt und das gefillte Protein durch

Ultrazentrifugation (Beckman Ti-45-Rotor, 40000 rpm, 4 °C, 45 min) pelletiert.

Schritt 4: Glutathion-Sepharose 4B-Séule (40 ml Sdulenvolumen)

Die Reinigung mit der Glutathion-Sepharose 4B erfolgte bei 4 °C. Das
Ammoniumsulfatpellet (Zahl der Pellets war abhingig von der Menge des verwendeten
Sdulenmaterials und der abgeschdtzen Konzentration des GST-Fusionsproteins) wurde
in Puffer A geldst, zentrifugiert (Beckman Ti-45-Rotor, 40000 rpm, 4 °C, 45 min) und
auf die Sidule aufgetragen. Die Nukleotidbefreiung von TmpK (4 °C) wurde mit
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alkalischer Phosphatase in einem geschlossenen Pufferkreislauf erreicht. Fiir die
Stabilisierung des nukleotidfreien Proteins wurden Adenosin und Thymidin verwendet.
Die Proteinpeaks konnten deshalb nicht mit Hilfe des Absorptionsdetektors
aufgezeichnet werden. Die Elution des Proteins mufite mit der Bradford-Farbemethode
verfolgt werden. Die Zeit fiir die Reaktion mit Thrombin (widhrend der Reaktion wurde
wiederum ein geschlossener Pufferkreislauf innerhalb der Saule aufrechterhalten)
variierte in Abhédngigkeit von der Mutante. In der Tabelle ist deshalb eine
durchschnittliche Reaktionszeit angegeben. Fiir die Reinigung mit der Glutathion
Sepharose 4B wurden folgende Puffer und das in der Tabelle 9 beschriebene

Reinigungsprotokoll verwendet:

Puffer A: 150 mM KCl, 50 mM TRIS/HCI pH 7.5, 5 mM MgCl,, 5 mM EDTA,
2 mM PMSF, 10 Vol-% Glycerin.

Puffer B: 5 mM Thymidin, 5 mM Adenosin, 150 mM KCI, 50 mM TRIS/HCI
pH 7.5, 5 mM MgCl,, 5 mM EDTA, 10 Vol-% Glycerin.

Puffer C: 50 mM TRIS/HCI pH 7.5, 10 mM reduziertes Glutathion.

Puffer D: 50 mM TRIS/HCl pH 7.5, 3 M KCl.

Schritt Zeit  FlufBirate A B C D Anmerkung
(h) (mlmin™) (%) (%) (%) (%)
Start 0 3 100 0 0 0
Laden 0.5 3 100 0 0 0 V Aufirag=75 ml
Waschen 1 3 3 0 100 0 0 Bradford-Test
Nkt.-befreiung 15 1 0 100 0 0 10U AP ii. N.
Waschen 2 17 3 0 100 0 0 AP-Befreiung
Schneiden 21 2 0 100 0 0 50U Thrombin 4h
TmpK-Elution 21.5 3 0 100 0 0 Bradford-Test
GST-Elution  22.5 3 0 0 100 0
Hochsalz 24 3 0 0 0 100

Tab. 9: Reinigungsprotokoll fiir die Glutathion-Sepharose 4B.
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Das konzentrierte TmpK-Eluat, das jetzt in fliissigem Stickstoff schockgefroren werden
konnte, wurde zur Abtrennung von Thrombin noch einer S75-Gelfiltration unterzogen.
Eine Benzamidin-Sepharose 6B-Séule fiir die spezifische Entfernung der Serin-Protease
Thrombin war wegen des im Puffer enthaltenen Glycerins nach eigenen
experimentellen Befunden wirkungslos (Ausbeute nach der Glutathion-Sepharose 4B-

Séaule: ca. 900 mg).

Schritt 5: S75-Gelfiltration

Das Eluat der Glutathion-Sepharose 4B wurde nach dem Programm in Tabelle 10 mit
einer S75-Gelfiltrationssdule bei Raumtemperatur gereinigt (Ausbeute ca. 850 mg).

Dazu wurde folgender Puffer verwendet:

Puffer A: 200 mM KClI, 50 mM TRIS/HCI pH 7.5, 5 mM MgCl,
2 mM EDTA, 5 mM Thymidin, 5 mM Adenosin, 10 Vol-% Glycerin.

Zeit FluBirate A
Schritt ) Anmerkung
(min) (ml'min~) (%)

Start 0 2 100

Probenkollektion: 3 min pro Fraktion;

Pool: Fraktionen 25 - 28

Lauf 120 2 100

Tab. 10:  Reinigungsprotokoll fiir die S75-Gelfiltration.

Schritt 6: Dialyse gegen Lagerpuffer

Die TmpK-Fraktion der Gelfiltration wurde zweimal mindestens 4 h gegen jeweils 2 1
Lagerpuffer bei 4 °C unter Riihren des Lagerpuffers dialysiert. Die AusschluBgrofle des

verwendeten Dialyseschlauches war 12 kDa (Sigma, Taufkirchen, Deutschland).

Lagerpuffer: 25 mM KCI, 2 mM MgCl,, 20 mM TRIS/HCI pH 7.5, 5 mM Thymidin,
5 mM Adenosin, 10 Vol-% Glycerin.
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Schritt 7: Konzentration des Enzyms

TmpK wurde bei 4°C mit Vivaspin-Konzentratoren (10 kDa MWCO, Vivascience
Limited, Binbrook Hill, GroBbritanien) bei 4000 rpm auf 20 bis 30 mg'ml” Protein
konzentriert, aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aliquots

wurden bei —80 °C gelagert (Ausbeute: ca. 800 mg).

Schritt 8: Aktivitétstest

Die Aktivitit der einzelnen Enzyme wurde bei jeweils einer bestimmten
Konzentrationskombination von MgATP und dTMP im gekoppelten Enzymtest
(Kapitel 2.2.7.1) tiberpriift. Es ergaben sich die in der Tabelle 11 zusammengestellten

Aktivitdten:
TmpK [MgATP)/uM  [dTMP]/pM  K,pp/s"
hs, wt 50 50 0.46
hs, R200A 50 50 0.45
a)hs, R200A/R16G/E. coli small lid 100 100 0.44
bhs, R200A/R16G/E. coli large lid 50 50 0.88
hs, R200A/F105Y 100 100 0.16
murin, wt 50 50 1.24
Tab. 11:  Zusammenstellung der apparenten Umsatzzahlen verschiedener TmpK bei definierten

Nukleotidkonzentrationen. ¥: Die Aminosiuren '*AFGH'*® der humanen TmpK wurden
ersetzt  durch  ""'RARGEL"™® der E. coli-TmpK;  :Die  Aminosduren
*QLADAAKRGAFGH'* der humanen TmpK wurden ersetzt durch
"“TPEVGLKRARARGEL'* der E. coli-TmpK.
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3 Ergebnisse
3.1 Priaparative Reinigung von GST-Thymidylatkinasen

GST-Thymidylatkinasen wurden bisher lediglich im Batch-Verfahren gereinigt [78].
Fir die groBe Menge einer nukleotidfreien Thymidylatkinase, die fiir die meisten
kinetischen Untersuchungen (quenched-flow, ITC, stopped-flow,
Gleichgewichtsfluoreszenzmessungen) erforderlich war, mufite zunichst eine geeignete
préparative Reinigungsmethode entwickelt werden. Es zeigte sich, daB die
Standardreinigung fiir GST-Fusionsproteine (Ammoniumsulfatfallung, Glutatathion-
Sepharose 4B-Affinititssdule und GréBenausschluBchromatographie) nicht zu einem
nukleotidfreien Enzym fiihrte. Schwach gebundenes Nukleotid sollte durch die
Denaturierung mit Ammoniumsulfat entfernt werden konnen. Trotzdem lag der
Nukleotidgehalt noch  zwischen 15 % und 60 %. Auch eine
GroBenausschluBchromatographie ohne Mg”™ zur Schwichung der Enzym-Nukleotid-
Wechselwirkung zeigte nur bei der menschlichen wt-TmpK Erfolg. Der

Nukleotidgehalt konnte hier auf unter 5 % gesenkt werden.

Zum vollstindigen Nukleotidabbau wurde deswegen alkalische Phosphatase verwendet.
Die Molekulargewichte von alkalischer Phosphatase und TmpK sind aber nahezu
identisch, so dall die Nukleotidbefreiung auf der Glutathion-Sepharose 4B-Séule vor
Abspaltung des GST-Proteins durch Thrombin erfolgen mufite. In diesem Fall war
TmpK noch iiber das GST-Protein mit der Séule verbunden, so daf} die alkalische
Phosphatase ohne TmpK-Verlust eluiert werden konnte. Die Nukleotidfreiheit der mit
alkalischer Phosphatase behandelten Thymidylatkinasen wurde mit HPLC
nachgewiesen (Material und Methoden, Kapitel 2.2.8.1). Die nukleotidfreie TmpK
verlor jedoch pro Stunde ca. 5 % ihrer Aktivitit bei angenommener linearer
Abhingigkeit der Aktivititsabnahme von der Zeit. Sie mufite daher durch den Zusatz
von 10 Vol-% Glycerin sowie Adenosin und Thymidin auf eine Konzentration von
jeweils 5 mM zu allen bei der Reinigung verwendeten Puffern stabilisiert werden.

Danach war die nukleotidfreie TmpK bei —80 °C lagerfahig.
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TmpK und das GST-Fusionsprotein sind durch eine Aminosdurekette, die die
Erkennungssequenz fiir die Serinprotease Thrombin darstellt [49], verbunden. Die
Reaktionszeit mit Thrombin zur Trennung der Proteine variierte in Abhéngigkeit von
der Mutante. Bei den wt-Thymidylatkinasen aus Maus und Mensch hatte die
Reaktionszeit nur geringe Bedeutung. Sowohl 4 h als auch 18 h Proteasereaktion
fiilhrten nicht zu einem Abbau der Kinase. Die Mutanten der menschlichen
Thymidylatkinase waren anfalliger gegeniiber Sekunddrschnitten durch Thrombin. Dies
war ein Hinweis auf eine hohere Flexibilitdit bestimmter Regionen der
Mutantenproteine, die so filir die Protease zugdnglicher wurden. Bei langen
Reaktionszeiten konnte Thrombin dann auch unspezifische Schnitte verursachen. Bei
den im Rahmen dieser Arbeit gereinigten Mutanten (hsTmpKgroooariosy und
hsTmpKr200a/R16G/E coii small 1id) Wurden nach 4 h Reaktionszeit ausreichende Ausbeuten
ohne durch Thrombin verursachte Sekundérschnitte auch fiir Messungen erhalten, fiir
die sehr viel Protein bendtigt wurde (quenched-flow, ITC). So konnten beispielsweise

aus 80 g Zellen ca. 800 mg nukleotidfreie hsTmpK,, gewonnen werden.
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Abb. 17:  SDS-PAGE zur hsTmpK,-Reinigung: (M) Marker (Material und Methoden, Kapitel 2.2.1);
(1) Rohextrakt (GST-TmpK-Fusionsprotein, ca. 50 kDa); (2) Durchlauf Glutathion Sepharose
4B, (3) TmpK nach Glutathion Sepharose 4B, (4) GST-Protein nach Glutathion Sepharose
4B; (5) TmpK (Pfeil) nach Grofenausschluchromatographie (S75). Erkennbar ist, daB die
Abtrennung der TmpK vom GST-Protein durch Thrombin (Spur 4) nicht vollstdndig war. Die
TmpK-Fraktion (Spur 5) stellte sich nach der Gelfiltration als eine einzelne Bande dar, es
waren keine Verunreinigungen durch Thrombin oder alkalische Phosphatase zu erkennen.

Aufgetragen wurden ca. 10 ug pro Spur.
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3.2 Synthesen

3.2.1 Synthese der 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-phosphate

3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-monophosphat und 3’-Azido-2’,3’-dideoxy-
thymidin-5’-triphosphat waren aus dem Nukleosid nach der Methode von Ludwig [74]
sehr einfach zugénglich. Die Reaktionszeiten fiir die Bildung des Phosphorodichloridats
(Abbildung 18) als Intermediat [79] und die anschlieBende Phosphorylierung mit
Tributylammoniumpyrophosphat in trockenem DMF waren auergewdhnlich lang. Die
Bildung des Phosphorodichloridats benétigte 7.5 h und die Phosphorylierung 6 min bei
25°C. Als Vergleich sei beispielsweise die Phosphorylierung von Cg-(N’-
Methylanthraniloylaminobutyl)aminoadenosin [75] genannt. Das Phosphorodichloridat
bildete sich hier innerhalb 1 h, die Phosphorlyierung geschah in ca. 1 min bei 0 °C.
Auch die Ausbeuten dieser Reaktionen (22 % Mono- und 33 % Triphosphat) waren

deutlich geringer als bei Cg-(N’-Methylanthraniloylaminobutyl)aminoadenosin.

Hydrol
Yoby C9—p—0—P—0—P—OR

H OR Phosphoryl- Cl—

chlorid

Abb. 18:  Phosphorylierung von AZT: Die Hydrolyse des Phosphorodichloridats hat als
Reaktionsprodukt das Monophosphat, die Hydrolyse des sechsgliedrigen Ubergangszustands
[75] ergibt das Triphosphat.

Offensichtlich verminderte die 3’-Azidogruppe die Nukleophilie der 5’-Hydroxyl-
Gruppe. Eine mogliche Erkldrung ist ein negativer I-Effekt der Azidogruppe, der die

Elektronendichte an der 5’-Position beeinflult. Zusétzlich kann die nukleophile
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Substitutionsreaktion noch durch die unterschiedlichen Konformationen einer Ribose

und einer 2’-Deoxyribose (sog. sugar pucker) [80] sterisch beeintrichtigt werden.

Ein Nachteil dieser Reaktionfithrung war die nur indirekte Zuginglichkeit des 3’-Azido-
2’,3’-dideoxythymidin-5’-diphosphats. Da die Phosphorylierung einen sechsgliedrigen
Ubergangszustand durchlduft [74], kann nur das Pyrophosphation P,0;* als Nukleophil
fungieren. Mit dem Phosphation PO, als notwendigem reaktiven Teilchen zur Bildung
des Diphosphats miite ein viergliedriger Ubergangszustand durchlaufen werden, der
aber wahrscheinlich aufgrund der entstehenden hohen Baeyer-Spannung nicht gebildet
wird. Der Versuch, das Diphosphat trotzdem auf diesem Weg zu erzeugen, fiihrte
entsprechend einer HPLC-Analyse zu einem komplexen Produktgemisch, das nicht
ndher untersucht wurde. Als Moglichkeiten zur Synthese des Diphosphats standen ein
enzymatischer Abbau des Triphosphats oder eine Phosphorylierung des
Monophosphats, die literaturbekannt ist [81], zur Verfiigung. Wegen der schwierigen
Reaktionsfiihrung bei der Phosphorylierung eines Monophosphats wurde die erste
Syntheseroute, der enzymatische Abbau des 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-
triphosphats, gewihlt. Mit dem Fragment S1 des Muskelenzyms Myosin (zur
Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe Geeves, Universitidt Canterbury) konnte das
Triphosphat selektiv zum Diphosphat hydrolysiert werden. Der Zusatz von CaCl, zur
Reaktionslosung erwies sich als auBerordentlich wichtig. Die Bildung von
schwerldslichem Ca3(POg),, das die Entfernung eines Reaktionsprodukts (PO4”) aus
dem Gleichgewicht zur Folge hatte, trieb die Reaktion mit befriedigender Ausbeute
(44 %) in die gewiinschte Richtung. Die Reinigung der Azidothymidinderivate gelang
mit dem Anionenaustauscher Sephadex A-25 in einem linearen Gradienten bis 1 M

Triethylammoniumhydrogencarbonat.
3.2.2  Phosphatmodifizierte fluoreszierende Nukleotidanaloge

NMP-Kinasen haben eine sehr hohe durch die Nukleobase und die Ribose vermittelte
Spezifitit fiir das Nukleosidmonophosphat [76]. Die Einfiihrung eines fluoreszierenden
Substituenten zur Synthese einer spektroskopischen Sonde ist daher weder an der
Ribose noch an der Base moglich. Die einzig verbleibende Position fiir eine
Fluoreszenzmarkierung ist die Phosphatgruppe. Um den Fluorophor in der

Nukleotidbindungstasche fiir ATP bzw. ADP zur Vermeidung sterischer
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Wechselwirkungen  plazieren zu  konnen, ist die  Einfilhrung  einer
Kohlenwasserstoffkette als Verbindung (sog. linker) zwischen dem fluoreszierenden
Substituenten und der Phosphatgruppe notwendig. Die Synthese eines solchen
Fluorophors fiir UmpK, basierend auf Cytidin-5’-diphosphat, wurde in unserer
Arbeitsgruppe erfolgreich durchgefiihrt [76]. Auch fiir TmpK konnte im Rahmen dieser
Arbeit ein phosphatmodifiziertes fluoreszierendes Thymidin-5’-diphosphatanalog sowie
entsprechende Adenosin-5’-diphosphat und -5’-triphosphatanaloge synthetisiert werden
(Material und Methoden, Kapitel 2.2.11).
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Abb. 19:  Absorptionsspektrum von Pg-MAHA-TDP bei 25 °C und pH 7.5 (TRIS/HCI-Puffer):
Deutlich sind zwei Absorptionsmaxima (Ayax; = 335 nm; Apaxe =256 nm) zu erkennen. Das
Maximum bei A = 335 nm trat bei allen phosphatmodifizierten fluoreszierenden Nukleotiden

auf, wihrend die Wellenldnge fiir das zweite Absorptionsmaximum vom Nukleotid abhing.

Die Kopplung des fluoreszierenden Benzoylamids an die Nukleotide durch eine P-N-
Bindung gelang sehr einfach bei pH 6.7 mit EDC, einer Kopplungsmethode, die fiir
Arylamine und GTP bekannt ist [82]. Das einzige synthetische Problem war die hohe
Reversibilitidt der Reaktion bei der Reaktionstemperatur von 50 °C, so daB3 per HPLC
der richtige Moment zum Reaktionsabbruch durch Schockfrieren in fliissigem Stickstoff
gefunden werden mufSte. Die niedrigen Ausbeuten der Kopplungsreaktionen (20 —40 %)
liegen wahrscheinlich in dieser hohen Reversibilitit begriindet. Fluorophore wurden in
Messungen jedoch immer in relativ geringen Konzentrationen eingesetzt, so daf3 die
Synthesen und Reinigungen aus Zeitgriinden nicht weiter optimiert wurden. Alle

phosphatmodifizierten fluoreszierenden Nukleotide waren nach chromatographischer
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Aufarbeitung bei Raumtemperatur und neutralem pH-Wert stabil. Die Konstitution
konnte durch NMR-Analysen und Massenspektren bewiesen werden. Alle
synthetisierten Nukleotide zeigten ein charakteristisches Absorptionsspektrum mit zwei
Absorptionsmaxima (Abb. 19). Die Absorption bei A = 325 nm und pH = 7.5 bei einem
Extinktionskoeffizienten von & = 2.7-10° pM'em’ wurde zur prizisen

Konzentrationsbestimmung verwendet.

3.3 Gleichgewichtsbindungsanalyse der Fluorophore

Zur kinetischen Charakterisierung von Fluorophoren gehérten die Uberpriifung der
Spezifitit der Bindung durch Aufnahme von Emissions- und Excitationsspektren, die
Bestimmung der Dissoziationskonstanten durch Gleichgewichtsmessungen sowie die
Messung der Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten mittels stopped-flow
Technik. Das Excitations- und Emissionsverhalten fluoreszierender Chromophore hingt
stark von der lokalen Umgebung des Chromophors ab. Die Wechselwirkung einer
fluoreszierenden chromophoren Gruppe eines Liganden mit der enzymatischen
Umgebung kann daher als sensitives Signal fiir die Bindung dienen [83]. Die
Fluoreszenzausbeute steigt bei der Bindung des Signalgebers an ein Enzym, weil der
Fluorophor mit einem hydrophoben Teil des Enzyms wechselwirkt. Das Quenchen der
Fluoreszenz durch den im Wasser gelosten Sauerstoff wird dadurch verringert und die
Quantenausbeute steigt [84]. Der in dieser Arbeit verwendete Fluorophor, die N-
Methylanthraniloylgruppe (mant-Gruppe), wurde haufig fiir kinetische Untersuchungen
benutzt [68, 87, 88]. Die Kopplung dieser signalgebenden Gruppe an Substrate (dTDP,
ADP, ATP) bzw. Bisubstratanaloge (TPsA) lieB eine spezifische Bindung dieser
Fluorophore an TmpK erwarten. Bei einer Kompetition des nativen Substrats und des
Fluorophors um die gleiche Bindungsstelle konnte eine damit in Verbindung stehende
Signalédnderung zur Ermittlung der Affinitdt des Liganden und der Ratenkonstanten der

Bindung verwendet werden.
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3.3.1 TPsA-mant

3.3.1.1 Emissions- und Excitationsspektren
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Abb. 20:  Emissionsspektrum (links) und Excitationsspektrum (rechts) von 0.48 uM TPsA-mant (—),
0.48 uM TPsA-mant und 1pM hsTmpKy(--) sowie 0.48 pM TPsA-mant, 1pM hsTmpKy,
und 35 pM TPsA () in Standardfluoreszenzpuffer bei 25 °C: Die Datenpunkte wurden
jeweils mit Gl. 5 (Material und Methoden, Kapitel 2.2.9.1) volumenkorrigiert.

Zur Uberpriifung der spezifischen Bindung von TPsA-mant an menschliche wt-TmpK
wurden Emissions- und Excitationsspektren aufgenommen (Abb. 20). Die durch die
Bindung des Fluorophors an das Enzym verursachte Fluoreszenzerh6hung liel sich
durch einen UberschuB TPsA  vollstindig aufheben. Die gemessene
Fluoreszenzerhohung war damit spezifisch und konnte fiir eine Bindungsanalyse
verwendet werden. Eine leichte Verschiebung des Emissionsmaximums um 4 nm zu
einer kiirzeren Wellenlidnge (,,Blauverschiebung®) liel auf eine hydrophobe Umgebung
des Fluorophors schlieen [84]. Unter den gewdhlten Bedingungen (0.48 uM TPsA-
mant, 1 puM hsTmpKy,) war der Fluorophor zu ca. 70 % mit Enzym gesattigt, so da3 bei
einem vollstindig geséttigten Fluorophor eine Fluoreszenzzunahme um den Faktor 3 zu

erwarten war.
3.3.1.2 Dissoziationskonstante hsTmpK,,/TPsA-mant

Danach konnte die Bestimmung der Dissoziationskonstante fiir dieses System durch

eine Equilibriumsfluoreszenztitration erfolgen. Die Anwendung der quadratischen

Gleichung [60] (Appendix, Kapitel 8.4.1) lieferte K 725 %™ =336+ 38 nM, der
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angegebenen Fehler ergab sich aus der Datenanalyse mit dem Programm GraFit
(Version 3.01, Erithacus Software, Staines, GB). Dieser K4-Wert lag im Bereich der
Affinitét fluoreszierender Bisubstratanaloge fiir AmpK [85] und UmpK [86].

rel. mant-Fluoreszenz/AU

L R L L R L R
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[hsTmpK,,,]/uM
Abb. 21:  Fluoreszenztitration zur Bestimmung K E,Plfs?n;pﬁa“‘ . in Standardfluoreszenzpuffer bei

25 °C: Die Messung der mant-Fluoreszenz erfolgte bei [mant-TPsA] = 0.2 pM. Die
Konzentration des Fluorophors war nur halb so grofl wie die Dissoziationskonstante, so daf}

diese gut bestimmt war.

3.3.1.3 Ermittlung der Bindungsstochiometrie fiir TPsA-mant

Die Bestimmung der Bindungsstochiometrie gelang nach der Ermittlung der
Dissoziationskonstante mit einer active site Titration. Dadurch konnte die Anzahl
aktiver  Bindungsstellen fiir den  Fluorophor gemessen werden. Die
Anfangskonzentration von TPsA-mant betrug ungefiahr das 20-fache des Kg-Werts, so
daB nach jeder Enzymzugabe eine nahezu vollstindige Bindung des Enzyms
gewihrleistet wurde. Die active site Titration von hsTmpK,, ist in der Abbildung 22

gezeigt, das Enzym war 100% bindungsaktiv bei einer Bindungsstdchiometrie von 1:1.



Ergebnisse

53

D _

§4oo:

é _|

S 3007

S .

2 2007

LTT‘ _|

0 ]

s 100

g ]

Tﬁ O_||||||||||||||
0 10 20 30 40 50 60 70

[hsTmpK,,]/uM

Abb. 22:  Active site Titration von hsTmpK,,: Die Zugabe des Enzyms erfolgte bei 25°C und 6 pM
TPsA-mant in Standardfluoreszenzpuffer. Die Extrapolation der beiden Geraden ergab einen
Schnittpunkt bei [hsTmpK,,] = 13.8 pM. Die Konzentration des Fluorophors an diesem
Schnittpunkt betrug 5.9 uM, so dal zwei Monomere (= ein Dimer) TmpK ein Molekiil TPsA-
mant gebunden hatten.

332 Py-MAHA-TDP
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Abb. 23:  Emissionsspektrum (links) und Excitationsspektrum (rechts) von 0.52 uM Pg-MAHA-TDP

(—), 0.52 uM P-MAHA-TDP und 74 uM hsTmpK,(--) sowie 0.52 pM P-MAHA-TDP,
74 uM hsTmpK,, und 123 uM TPsA (----) in Standardfluoreszenzpuffer: Unter diesen
Bedingungen war der Fluorophor zu 60 % mit Enzym gesittigt, die Datenpunkte wurden mit

Gl. 5 (Material und Methoden, Kapitel 2.2.9.1) volumenkorrigiert.
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Die spezifische Bindung von Pg-MAHA-TDP an die menschliche wt-TmpK wurde
ebenfalls durch Emissions- und Excitationsspektren iiberpriift (Abb. 23). Die durch die
Bindung des Fluorophors an das Enzym verursachte Fluoreszenzerh6hung liel sich
durch einen UberschuB TPsA aufheben. Eine leichte Verschiebung des
Emissionsmaximums um 4 nm zu einer kiirzeren Wellenldnge (,,Blauverschiebung®)
lie3 wiederum auf eine hydrophobe Umgebung des Fluorophors schlieen [84]. Die 1.5-
fache Fluoreszenzerhdhung bei einer 60 %-igen Séttigung des Fluorophors mit Enzym

lieB auf eine ca. 3-fache Fluoreszenzzunahme bei vollstindiger Sattigung schliefen.

3.3.2.2 Dissoziationskonstante hsTmpK,,/Pg-MAHA-TDP

D4+

§4

=

g 37

2

2 2

!

=

s 17

=

T;;)()|||||||||||
0 20 40 60 80 100

[hsTmpK,,,]/uM

Abb. 24:  Fluoreszenztitration zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir P-MAHA-TDP bei
der Bindung an hsTmpK,, in Standardfluoreszenzpuffer mit Mg>* (o) und ohne Mg** (o):
Die Messung der mant-Fluoreszenz erfolgte bei [Pg-MAHA-TDP] = 1.03 uM und 25 °C. In
Anwesenheit von Mg*" war die Fluoreszenzausbeute hoher, es wurde eine maximal 4-fache
Fluoreszenzerhdhung beobachtet, wihrend die maximale Fluoreszenzerhohung ohne Mg**

nur das 2.3-Fache betrug.

Die Dissoziationskonstante fiir Pg-MAHA-TDP wurde sowohl in Anwesenheit als auch
in Abwesenheit von Mg®" bestimmt. Die mit der quadratischen Gleichung (Appendix,

Kapitel 8.4.1) bestimmten Dissoziationskonstanten waren fiir die Bindung unter

P(ﬁ )—MAHA —TDP
d,hsTmpK ,, + Mg?*

Beteiligung von Mg®" K 44 + 1 pM, ohne Mg”" ergab sich
P(B)—MAHA—TDP
d,hsTmpK ,,, — Mg**

=26 + 2 uM. Die groBen Dissoziationskonstanten fiir Pg-MAHA-TDP,
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die mit Dissoziationskonstanten fiir ein analoges fluoreszierendes CDP-Derivat fiir

UmpK iibereinstimmten (K4 =42 uM [76]), lieBen keine active site Titration zu.

333 Py-MABA-ADP und P.,,-MABA-ATP

Die Zugabe von hsTmpK,; zu Pg-MABA-ADP fiihrte zu keiner Signaldnderung.
Offensichtlich ist die Butylkette des Linkers zu kurz fiir eine giinstige Positionierung

des Fluoreszenzlabels in der NMP/NDP Bindungstasche. Fiir P,)-MABA-ATP konnte

eine schwache Affinitét (Kzf{l)s}mfi_ﬂp ~ 300 pM) abgeschitzt werden (Daten nicht

gezeigt). Beide Fluorophore erwiesen sich somit fiir die Untersuchung der A-
Bindestelle von TmpK als eher unbrauchbar im Vergleich zu TPsA-mant. Mit
P)-MABA-ATP konnte jedoch der ATPase-Zyklus des molekularen Chaperons Hsp90

aus S. cerevisiae analysiert werden [89].

3.34  Wechselwirkung von C8-MABA-AMP mit hsTmpK,

Bei den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen fiel auf, da die
Fluoreszenzausbeute des freien Fluorophors zu Beginn einer Messung stets etwas
niedriger war als die Fluoreszenz nach der Verdringung des Fluorophors durch einen
Kompetitor. Bei einer kompetitiven Verdringung hétten diese beiden Werte nach einer
Volumenkorrektur gleich sein miissen, denn nach Beendigung der Verdringung lige
wiederum freier Fluorophor vor. Als Kontrollexperiment wurde deshalb die Bindung
von C8-MABA-AMP [75] untersucht. Bei diesem Fluorophor ist die signalgebende
mant-Gruppe iiber einen Butyllinker mit der C8-Position von Adenosin-5’-
Monophosphat verbunden. Dieses Derivat sollte kein Signal zeigen, weil flir eine
fluoreszierende Gruppe an der C8-Position von AMP in der ADP/ATP Bindungstasche
kein Platz vorhanden ist. Aulerdem ist das Monophosphat aufgrund fehlender negativer
Ladungen das falsche Substrat fiir TmpK. Trotzdem zeigten die Emissions- und
Excitationsspektren (Abb. 25) einen Anstieg der Fluoreszenzausbeute bei der Mischung
von C8-MABA-AMP und hsTmpKy,. Diese Signalerhohung war jedoch irreversibel,
selbst ein 400-facher Uberschu an MgATP fiihrte zu keiner Signalverminderung.
Dieses Phinomen entstand wahrscheinlich durch eine unspezifische Wechselwirkung

der hydrophoben mant-Gruppe mit dem &uBerst hydrophoben Interface eines TmpK-
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Dimers. Die mant-Gruppe ist iiber einen sehr flexiblen Diaminoalkyl-Linker mit dem
Nukleotid verbunden, so daBl es hier keine sterischen Hinderungen fiir eine
unspezifische Wechselwirkung gab. Die Analyse der Bindung nichtfluoreszierender
Nukleotide wurde durch dieses Phdnomen, das in einem signifikanten Ausmal} nur bei

P@-MAHA-TDP vorhanden war, aulerordentlich erschwert.
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Abb. 25:  Emissionsspektrum (links) und Excitationsspektrum (rechts) von 5 uM C8-MABA-AMP
(—), 5 uM C8-MABA-AMP und 70 pM hsTmpK,.(--) sowie 5 uM C8-MABA-AMP,
70 uM hsTmpK,,; und 2 mM MgATP (----) in Standardfluoreszenzpuffer: Die unspezifische
Bindung von C8-MABA-AMP verursachte eine 20 %ige irreversible Fluoreszenzerhhung.
Die Datenpunkte wurden jeweils nach Gl. 5 (Kapitel 2.2.9.1) volumenkorrigiert.

3.4 Kinetische Analyse der Fluorophore

Nach der Ermittlung von Gleichgewichtsdaten war fiir eine vollstindige kinetische
Charakterisierung der Fluorophore die Kenntnis der Assoziations- und
Dissoziationsratenkonstanten wichtig. Diese kinetischen Parameter konnten in stopped-
flow Experimenten fiir die humane wt-TmpK bestimmt werden. Aus diesen
Experimenten konnte dann eine Aussage iiber den Bindungsmechanismus des

Fluorophors abgeleitet werden.
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Abb. 26:  Bestimmung der Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante fiir die Bindung von TPsA-
mant an menschliche wt-TmpK: Bei diesem Experiment wurden 0.4(0.2) uM TPsA-mant mit
2(1) uM, 4(2) uM und 8(4) uM hsTmpK,,, gemischt. Die einzelnen MeBkurven (sieche innere

Abbildung) konnten mit einer einfach exponentiellen Gleichung analysiert werden.

Fiir die kinetische Analyse der TPsA-mant Bindung an hsTmpK, wurden bei 25 °C in
Standardfluoreszenzpuffer steigende Enzymkonzentrationen mit einer konstanten
Fluorophorkonzentration im stopped-flow Gerit gemischt. Die zeitliche Anderung des
Signals konnte fiir jede Enzymkonzentration mit einer einfach exponentiellen Gleichung
beschrieben werden. Aus der Steigung der Auftragung der erhaltenen apparenten
Ratenkonstanten iiber der Enzymkonzentration wurde die Assoziationsratenkonstante
berechnet, der Achsenabschnitt lieferte die Dissoziationsratenkonstante (Abb. 26). Die
Ableitung der entsprechenden Geradengleichung ist im Appendix, Kapitel 8.3
beschrieben. Die lineare Abhéngigkeit der apparenten Ratenkonstanten von der

Enzymkonzentration belegte einen einfachen Einschrittbindungsmechanismus fiir

TPsA-mant. Die Assoziationsratenkonstante war K, 1p o pu = 51 + 2 uM s die
Dissoziationsratenkonstante K g tp p mae = 26 * 6 s'. Aus dem Quotienten
K [PeA-mant Lo — () 50 +().14 uM erhielt man die Dissoziationskonstante fiir die

dhsTmpK. ™ kg TP5 A —mant
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Bindung. Diese stimmte gut mit der in einer Gleichgewichtsmessung bestimmten

Dissoziationskonstante tiberein.

342 Py-MAHA-TDP
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Abb. 27:  Bestimmung der kinetischen Konstanten der Bindung von P-MAHA-TDP an hsTmpK,:
Im stopped-flow Gerit wurden 0.5(0.25) uM P-MAHA-TDP mit 2(1), 20(10), 40(20) und
65(37.5) uM Enzym gemischt und der zeitliche Fluoreszenzverlauf verfolgt (kleiner Graph,
von unten nach oben). Dieser konnte fiir jedes Experiment mit einer einfach exponentiellen

Gleichung beschrieben werden.

Die kinetische Analyse der Bindung von Pg)-MAHA-TDP an hsTmpK,; wurde wie die
fir TPsA-mant durchgefiihrt. Die Messung der apparenten Ratenkonstanten fiir die
Bindung wurde bei 25 °C in einem Standardfluoreszenzpuffer in Anwesenheit von Mg
durchgefiihrt. Die Auftragung der fiir verschiedene Enzymkonzentrationen erhaltenen
apparenten Ratenkonstanten iiber der TmpK-Konzentration ergab wiederum eine
Gerade (Abb. 27). Aus der Steigung wurde die Assoziationsratenkonstante

K P()-MAHA —TDP 1.66 £ 0.05 uM's" bestimmt, die Dissoziationsratenkonstante
K giss, P()-MAHA —TDP 70 £ 1 s ergab sich aus dem Ordinatenabschnitt. Die berechnete
Dissoziationskonstante fiir P-MAHA-TDP war K §,<;;;$§HAW“TDP =42 + 2 uM und

stimmte hervorragend mit der durch Equilibriumstitration erhaltenen iiberein. Die
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transientenkinetische =~ Analyse bewies auch fiir diesen Fluorophor einen

Einschrittbindungsmechanismus.

3.5 Ligandenbindungsanalyse

3.5.1 Fluoreszenzsspektroskopische Analyse

rel. mant-Fluoreszenz/AU

I B
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Abb. 28:  Verdringung von Pg-MAHA-TDP durch dTMP (o), dTDP (o), AZTMP (A) und AZTDP
(V) bei 25 °C: Die Konzentration des Fluorophors betrug bei jeder Messung 0.52 uM. Bei
dTDP wurde weniger Enzym verwendet (55 uM gegeniiber 90 uM bei den drei anderen
Verdringungen), so dal die Fluoreszenzintensitit des TmpK. P-MAHA-TDP-Komplexes

zu Beginn der Messung nicht das Niveau der anderen Experimente erreichte.

Mit den beiden Fluorophoren P@)-MAHA-TDP und TPsA-mant standen nun zwei
spezifisch verdrangbare Fluorophore einmal fiir den NMP/NDP-Bindungsplatz (Pg)-
MAHA-TDP) und einmal fir den ATP/ADP-Bindungsplatz (TPsA-mant) zur
Verfiigung. TPsA-mant eignete sich nicht flir eine fluoreszenzspektroskopische
Untersuchung der NMP/NDP-Bindestelle, denn durch T-Nukleotide wire nur der
Thymidinteil des Bisubstratanalogs aus seiner Bindungstasche verdrdngt worden und
nicht der signalgebende Adenosinanteil. Eine mdgliche Anderung des
Fluoreszenzsignals wére somit durch die Bildung eines terndren Komplexes
zustandegekommen und nur &uBerst schwer mit Hilfe einer global fit Analyse

interpretierbar gewesen.
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Fiir menschliche wt-TmpK waren in erster Linie die Dissoziationskonstanten fiir die
natiirlichen Substrate dTMP bzw. dTDP und die fir AZTMP bzw. AZTDP als Anti-
HIV-Prodrug von Bedeutung. Die Dissoziationskonstanten fiir dTMP und AZTMP
wurden in Standardfluoreszenzpuffer in Anwesenheit von Mg>™ bestimmt, die fiir dTDP
und AZTDP in Abwesenheit von Mg*". Die Anwesenheit von Magnesium hitte fiir die
Diphosphate zum einen wegen der Bildung von MgNDP zu einer falschen
Dissoziationskonstante gefiihrt, zum anderen fand zwischen den Diphosphaten in
Anwesenheit von Mg eine Reaktion

gemal der Gleichung

NDP+NDP «M£/mmK s \(MP+NTP  statt. Dadurch entstand ein Produktgemisch aus

Mono-, Di- wund Triphosphaten, das die Ermittlung einer sinnvollen
Dissoziationskonstante unmoglich machte. Die Gleichgewichtsverdringungstitrationen
wurden mit der kubischen Gleichung fiir eine kompetitive Verdrangung [71] (Appendix,
Kapitel 8.4.2) und den bekannten Dissoziationskonstanten fiir Pg-MAHA-TDP
ausgewertet. Bei allen Verdringungsexperimenten bestand das Problem, daf die
Fluoreszenz nach der Verdringung des Signalgebers wahrscheinlich aufgrund der
unspezifischen Wechselwirkungen des Fluorophors mit dem hydrophoben
Dimerinterface nicht vollstindig auf die Ausgangsfluoreszenz zuriickging. Obwohl
dieser Fluoreszenzunterschied nur klein war (ca. 5%), mufte fiir die Auswertung der
Verdrangungsexperimente (Abb. 28) ein weiterer freier Parameter, die Stochiometrie
des Nichtfluorophors, eingefiihrt werden. Die erhaltenen Dissoziationskonstanten Ky
und die stochiometrischen Faktoren n fiir die Mono- und Diphosphate der NMP/NDP-

Bindestelle sind in der Tabelle 12 zusammengefal3t.

Enzym hsTmpK.,,;
Nukleotid dTMP dTDP AZTMP AZTDP
Kq/pM 2743 20+1 8+3 19+1
n 8.2+0.5 7.7+0.8 8.3+0.4 9.3+0.2
Tab. 12: Zusammenstellung der durch Fluoreszenzspektroskopie erhaltenen Dissoziationskonstanten

und stochiometrischen Faktoren. Die angegebenen Standardabweichungen ergaben sich als

Fehler der Kurvenanpassung an die Mefdaten.

Der notwendige stochiometrische Faktor n, der die Anzahl der gebundenen
Nukleotidmolekiile pro TmpK-Monomer widerspiegelt, ist fiir eine sinnvolle

Stochiometrie zu groB3. Unter Beriicksichtigung der fiir die Auswertungen verwendeten
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TmpK-Monomerkonzentrationen und der zusidtzlichen Annahme, daB3 die Mono- und
Diphosphate sowohl in der T- als auch in der A-Bindungsstelle Platz finden konnen,
hitte ein maximaler stochiometrischer Faktor 2 erwartet werden konnen. Zur
Uberpriifung der stochiometrischen Faktoren wurde deshalb die Auswertung der
Verdringungsexperimente aufgrund der folgenden Uberlegung geidndert. Wenn
tatsdchlich acht Nukleotidmolekiile pro TmpK-Monomer binden wiirden, miiite TmpK
acht aktive Nukleotidbindestellen haben. Somit hétte die Verminderung der aktiven
Nukleotidbindestellen gerade um diesen Faktor 8, der dann bei der Datenanalyse
konstant gehalten wurde, zu den in Tabelle 12 zusammengestellten
Dissoziationskonstanten fiihren miissen. Dies war nicht der Fall, man erhielt aber - im
Rahmen des Fehlers - diese Dissoziationskonstanten, wenn anstelle der Anzahl der
bindenden Nukleotidmolekiile pro TmpK-Monomer die Anzahl der aktiven
Nukleotidbindestellen als Variable in die Auswertung eingefiihrt wurde. Der Wert
dieser Variablen betrug nie 1/8, sondern war immer deutlich kleiner (Gréenordung
10°). Wahrscheinlich erforderte die vermutete unspezifische Wechselwirkung des
Fluorophors mit dem in hoher Konzentration vorliegenden Enzym die Einfiihrung eines

beliebigen zusétzlichen Korrekturfaktors ohne biochemische Bedeutung.

Die Dissoziationskonstante fiir MgATP wurde mit Hilfe einer Verdrangung von TPsA-

mant gemessen. Fiir MgATP ergab sich nach der Datenanalyse mit der kubischen
Gleichung Kg?ﬁ;}ngwt =15+ 3 uM (Abb. 29). Bei der Verdringung von TPsA-mant mit

MgATP wurde nicht ganz das Grundsignal des freien Fluorophors erreicht (Differenz =
5%), allerdings mufite zur Auswertung kein stdchiometrischer Faktor einbezogen
werden. Der Grund ist moglicherweise die deutlich geringere Enzymkonzentration bei
diesem Versuch. Die Wahrscheinlichkeit einer unspezifischen Wechselwirkung
zwischen Fluorophor und Enzym war somit wesentlich geringer. Eine analoge
Bestimmung der Dissoziationskonstante fiir MgADP war ungenauer, weil
unerwarteterweise MgADP und ADP zu AMP und MgATP reagierten. Diese Reaktion
fand jedoch aufgrund der verwendeten geringen TmpK-Konzentration

([hsTmpKy¢] =0.3 uM) im Fluoreszenzexperiment laut HPLC-Analyse kaum statt, so

daB der erhaltene Wert K", =27 + 2 uM zumindest als guter Anhaltspunkt

dienen konnte.
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rel. mant-Fluoreszenz/AU
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Abb. 29:  Verdringung von TPsA-mant durch MgATP (o) und MgADP (o): In einer
Fluoreszenzkiivette wurde ein Komplex aus jeweils 0.3 uM TPsA-mant und 0.3 uM
hsTmpK,, (bei MgATP) bzw. 0.5 pM hsTmpKy, (bei MgADP) in Standardfluoreszenzpuffer
bei 25 °C vorgelegt und bis zum Erreichen eines konstanten Signals nach Volumenkorrektur

mit beiden Nukleotiden titriert.

Die Gleichgewichtsanalyse der Verdringung von TPsA-mant durch TPsA schlieBlich
filhrte zu der Dissoziationskonstante fiir das nichtfluoreszierende Bisubstratanalog

(Abb. 30). Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante dieser Bindung nach der

Datenanalyse mit der kubischen Gleichung wurde zu K ;"% =210 = 30 nM

bestimmt. Die vergleichbare Dissoziationskonstante fiir die Bindung von TPsA an
TmpKg o (Kg = 20 nM [53]) ist deutlich kleiner. Die Affinitdit von TPsA an
TmpKs. cerevisiee (Ka = 95 nM [46]) ist eher im Bereich der fiir das menschliche Enzym
gemessenen Dissoziationskonstante. Diese Unterschiede beruhen wahrscheinlich auf
der schon in der Einleitung erwéhnten, voneinander abweichenden Aminosaurestruktur
der Lid-Region von eukariontischer und prokariontischer TmpK. Grundsétzlich war die
Bindung von TPsA an das menschliche Enzym fiir ein Bisubstratanalog eher schwach.
APsA hat beispielsweise eine Affinitdt zu AmpKg .,;; von 15 nM [60] und fiir UPsA ist
der Ky4-Wert fiir die Bindung an UmpKp giscoideun 40 nM [76], obwohl die
Dissoziationskonstanten fiir die einzelnen Nukleotide bei UmpKp, siscoidenn Wesentlich

grofer sind als bei hsTmpKy, [76].
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rel. mant-Fluoreszenz/AU
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Abb. 30:  Bestimmung der Dissoziationskonstante fiir das System TPsA/hsTmpK,: In einer
Fluoreszenzkiivette wurde in Standardfluoreszenzpuffer bei 25 °C ein Komplex aus jeweils
0.5 uM TPs;A-mant und hsTmpK,, vorgelegt und bis zum Erreichen eines konstanten

Fluoreszenzsignals nach Volumenkorrektur mit dem Kompetitor TP;sA titriert.

3.5.2 Kalorimetrische Analyse

Sowohl die notwendigen stochiometrischen Faktoren als auch der Unterschied zwischen
dem Grundsignal des freien Fluorophors vor und nach der Verdringung machten eine
unabhiingige Uberpriifung der Bindungskonstanten fiir den biniren Komplex mit
isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) notwendig. Dabei wird die bei der Bindung
freiwerdende Wéarme, die direkt proportional zu der Menge des gebildeten Komplexes
(d. h. zur Assoziationskonstante) ist, gemessen. Moglicherweise hatten die
stochiometrischen Faktoren doch eine biologische Bedeutung und waren nicht
ausschlieBlich auf Artefakte zuriickzufiihren. Zuséatzlich zu den Assoziationskonstanten
und stochiometrischen Faktoren liefert die ITC [90] auch die Bindungsenthalpie AHg
fiir die Bindung der einzelnen Nukleotide, so dafl die thermodynamischen GrofBen
Bindungsentropie und Bindungsenergie berechnet werden konnen. Diese Methode
wurde auf viele Makromolekiile wie Muskelproteine [91, 92] und GTP-bindende
Proteine [93] ebenso angewendet wie auf den ProzeB3 der Proteinfaltung [94] und auf
Protein-Protein-Wechselwirkungen [95]. Der einzige Nachteil dieser Methode bestand
in dem sehr hohen Proteinverbrauch, der fiir gute Daten im Sinne eines Signal-

Rauschverhéltnisses fiir TmpK bei ca. 10 mg pro Messung lag.
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In der Abbildung 31 ist exemplarisch das kalorimetrische Signal der Zugabe von dTMP
zu einer hsTmpK,-Losung dargestellt. Die pro Titrationsschritt freiwerdende Wiarme
nahm mit zunehmender Sittigung des Enzyms ab. Nach der Berechnung der bei jedem
Schritt freiwerdenden Bindungsenthalpie durch Integration der Flache und Normierung
auf die Stoffmenge konnten die Daten mit einem einfachen Bindungsmodell, das die
Identitét aller Bindungsstellen fiir das entsprechende Substrat voraussetzt, ausgewertet

werden (Appendix, Kapitel 8.5.1).
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Abb. 31:  Darstellung der Originaldaten einer ITC-Messung: Das Kalorimeter mifit den pro Sekunde
erforderlichen Strom, der notwendig ist, um die Temperatur in der MeBzelle konstant zu
halten. In diesem Experiment wurde eine dTMP-Losung mit einer Konzentration von
1.775 mM bei 25 °C zu einer 166.2 uM hsTmpK,-Losung in 30 Schritten zu jeweils 8 pl

hinzugegeben.

Die beschriebene kalorimetrische Bindungsanalyse wurde fiir die vier wichtigsten
Substrate der NMP/NDP-Bindestelle (dTMP, dTDP, AZTMP, AZTDP) sowie fiir
MgATP und TPsA durchgefiihrt (Abb. 32). Aus der Assoziationskonstante erhielt man
mit Gleichung 67 (Appendix, Kapitel 8.5.1) die Gibbs’sche Bindungsenergie. Mit Hilfe
der Bindungsenthalpie AHg konnte dann die Bindungsentropie nach Gleichung 68
(Appendix, Kapitel 8.5.1) berechnet werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13

zusammengefalit.
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Abb. 32:  Kalorimetrische Analyse der Bindung von dTMP (o), dTDP (o), AZTMP (A), AZTDP (V),
MgATP (0) und TPsA (O) an hsTmpK,,. bei 25 °C in ITC-Puffer: Aufgetragen wurde die
Bindungsenthalpie pro Titrationsschritt iiber dem molaren Verhéltnis
[Nukleotid]/[hsTmpK-Monomer] in der MeBzelle. Die in der MeBzelle (V =1.3656 ml)
vorgelegte Enzymkonzentration betrug bei jeder Titration ca. 150 uM, die Konzentration in

der Spritze war 10-fach hoher.

Enzym hsTmpK.,,
dTMP dTDP AZTMP AZTDP MgATP TP;A
Substrat
+ Mg2+ _ Mg2+ + Mg2+ _ Mgz + Mg2+ + Mg2+
Ko/pM 24+1 26+1 5.6+0.4 23+1 17.940.5 | 0.39+0.03
[NKt.)/[TmpK] | 0.23£0.01 | 0.27+£0.01 | 0.58+0.01 | 0.55+0.01 | 0.39£0.01 | 0.58+0.01
AHg/kJ-mol” -(67+3) -(36+2) | -(36.6+0.5) | -(25.1£0.5) | «(55.9+0.7) | -(48.5+0.2)
AGg/kJ-mol" | -(26.4%0.1) | -(26.2£0.1) | -(30.0£0.2) | -(26.5+0.2) | -(27.0£0.1) | -(36.6+0.2)
ASp/J-mol' K" | -(136+10) -(3347) -(21+4) +(5+2) -(97£3) -(40£2)

Tab. 13:  Zusammenfassung der kalorimetrisch bestimmten Bindungsdaten. Die angegebenen Fehler
fiir die MeBgroBen K, [Nkt.]/[TmpK] und AHg ergaben sich aus der Kurvenanpassung an die
MeBdaten, die tibrigen durch Gauf3’sche Fehlerfortpflanzung.

Die kalorimetrisch bestimmten Dissoziationskonstanten stimmten sehr gut mit denen
aus den fluoreszenzspektroskopischen Experimenten iiberein. Bei dieser direkt
durchgefiihrten Bindungsanalyse ergab sich eine andere Bindungsstochiometrie als mit
Hilfe der fluoreszenzspektroskopischen Methoden. Auf zwei Dimere TmpK kamen
jeweils ein Molekiill d-TMP und dTDP, bei AZTMP/AZTDP war das Verhéltnis, wie bei
MgATP, jeweils ein Substratmolekiil pro Dimer. Die zwischen MgADP und ADP
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stattfindende  Reaktion machte eine kalorimetrische = Bestimmung  dieser
Dissoziationskonstante unmdglich, weil diese Reaktion aufgrund der gegeniiber der
Fluoreszenzmessung 300-fach hoheren TmpK-Konzentration wesentlich schneller war
und zudem das ITC-Experiment ungefihr 3 mal ldnger dauerte als das
Fluoreszenzexperiment. Die Nukleotidpaare - TMP/dTDP und AZTMP/AZTDP zeigten
bei den kalorimetrischen Experimenten ein konsistentes Bild. Die Anzahl der
gebundenen Eduktmolekiile entsprach der der Produktmolekiile. In diesem
Zusammenhang stellte sich natiirlich die Frage, ob die Abweichungen von einer 1:1-
Bindungsstochiometrie durch die Anwesenheit von inaktivem Protein hervorgerufen
wurde. Alle hier gezeigten Titrationen wurden aber mit Enzym aus derselben
Priparation durchgefiihrt. Vorhandenes inaktives Enzym wire in dieser Prdparation
statistisch verteilt gewesen, und somit hétten die gemessenen Stochiometrien fiir alle
Nukleotide dann gleich sein miissen. Aulerdem hatten alle Enzympréparationen in
Rahmen des durch die Konzentrationsbestimmungsmethode (Bradford) verursachten
Fehlers gleiche steady-state Aktivitét, und auch eine active site Titration belegte 100 %-
ige Bindungsaktivitdt. Bei keiner Enzympraparation (insgesamt vier) wurde ein Hinweis
darauf erhalten, dal ein Teil des Proteins inaktiv war, es sei denn, dafl in allen

Priparationen durch einen Zufall der Anteil inaktiven Enzyms immer gleich grof3 war.

Die kalorimetrische Analyse ergab ferner, dal die Bindung der einzelnen Substrate
eindeutig enthalpisch begiinstig war. Die nahezu doppelt so grofle Bindungsenthalpie
fir dTMP im Vergleich zu den anderen Substraten belegte eine grofBere Anzahl von
Wechselwirkungen dieses Substrats mit TmpK. Bis auf die Bindung von AZTDP waren
alle Bindungsprozesse entropisch nicht favorisiert, wie es fiir Bindungsvorgéinge zu
erwarten ist. Die neu entstehenden Protein-Substrat-Wechselwirkungen verringern die
Flexibilitdt des Enzyms, das System erreicht einen Zustand hoherer Ordnung und damit
geringerer Entropie. Unerwartet war der positive entropische Beitrag fiir die Bindung
von AZTDP. Dieser generelle Effekt wurde jedoch in einigen Verdffentlichungen
beschrieben [93, 96]. Als mogliche Griinde wurden strukturelle Umlagerungen des
Enzyms [93], eine groBe - durch die Bindung induzierte - Anderung der
Wirmekapazitit des Enzyms [96] oder auch eine erhohte Flexibilitit bestimmter
Regionen des Liganden innerhalb des Komplexes [97] genannt. Zusétzlich sind auch
unterschiedliche Interaktionen der Substrate mit den Wassermolekiillen in der

Bindungstasche denkbar. AZTDP verdrangt moglicherweise Wassermolekiile, was eine
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positive Entropiednderung zur Folge hitte. Die Konformationsianderung, die durch die
Bindung verursacht wird, hitte in diesem Fall einen geringeren Entropieverlust bewirkt,
der durch die beschriebene positive Entropiednderung nicht ausgeglichen werden

konnte. Die Kristallstruktur konnte hier moglicherweise zur Aufkldrung beitragen.

Die kalorimetrische Analyse zeigte auch, da3 TPsA ein sehr schlechtes Bisubstratanalog
darstellt. Die Abschétzung der Dissoziationskonstante fiir TPsA ergab Kq = 1 nM
(Appendix, Kapitel 8.7). Die experimentell ermittelte Bindungsaffinitit aus der
Fluoreszenz- und der kalorimetrischen Messung (Mittelwert: K4 = 300 £ 90 nM) war
300-fach geringer. Offensichtlich reicht der mit einer kovalenten Verbindung zweier
Substrate durch eine kiinstliche Phosphatkette geschaffene entropische Vorteil fiir das
Bisubstratanalog [98] nicht aus, um den enthalpischen Nachteil im Vergleich mit
MgATP bzw. dTMP zu kompensieren. Moglicherweise passen zwar der ATP- und der
dTMP-Teil des Analogs gut in die jeweilige Bindungstasche, die Phosphatkette kann
dann jedoch nur mit Miihe von der Lid-Region aufgenommen werden. Durch die
zusétzliche, negativ geladene Phosphatgruppe entstehen weitere nichtbindende

elektrostatische Wechselwirkungen, die zu Lasten der Bindungsenthalpie gehen.

3.6 Steady-state Kinetik

3.6.1 Vergleich verschiedener Datenanalysemethoden

Im folgenden sollen die Ergebnisse der steady-state Experimente verschiedener TmpK
mit verschiedenen Substraten beschrieben werden. Alle angegebenen k- und Ky-
Werte wurden mit der analytischen Michaelis-Menten-Gleichung und der ,,Replot®-
Methode (Appendix, Kapitel 8.1.1 und 8.1.2) gewonnen. Die Datenanalyse mit der
Michaelis-Menten-Gleichung fiir ein bireaktantes Enzym (Gl. 19, Appendix, Kapitel
8.1.2) lieferte keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Die erhaltenen Michaelis-
Konstanten waren schlecht reproduzierbar und hingen sehr stark von den Startwerten
fiir die Kurvenanpassung ab. Die drei experimentellem Parameter k.p,, [Si1] und [Ss]
spannten eine dreidimensionale Oberfliche auf (Abb. 33), auf der es offensichtlich
mehrere lokale Minima gab. Der Minimierungsalgorithmus des Programms Scientist
(Version 2.0, MicroMath Incorp., Salt Lake City, USA) erlaubte kein Verlassen eines

einmal erreichten lokalen Minimums, so daf} diese Auswertemethode unbrauchbar war.
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Abb. 33:  Dreidimensionale Darstellung der steady-state Parameter k,y,, [S;] und [S,]: Die Abbildung

zeigt die MeBergebnisse mit 232 nM hsTmpK,,, und MgATP/dTMP (2 uM bis 50 uM) bei
25°C im NADH-Assay. Die Bestimmung der steady-state Konstanten kg, gelang in
Ubereinstimmung mit den Daten der ,Replot“-Methode. Die Ky-Werte fiir die Substrate

variierten allerdings stark in Abhingigkeit von den gewéhlten Anfangswerten.

Auch die Datenanalyse mit der integrierten Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 36,
Appendix, Kapitel 8.1.6) zur Kontrolle der ,,Replot“-Daten fiir das Substrat, dessen
Konzentration sich zeitlich dndert, war nicht in allen Fillen moglich, obwohl die
Absorptionsmessungen (Abb. 34) prinzipiell alle Informationen {iber die steady-state
kinetischen Parameter k. und Ky, enthalten. Eine typische MeBkurve, auf die die
integrierte Michaelis-Menten-Gleichung angewendet werden konnte, ist in Abbildung
34 dargestellt. Eine zufriedenstellende Auswertung gelang nur, wenn geniigend Punkte
im Knick gemessen wurden und vor allem die Kurven fiir t—eo einen konstanten Wert
fiir die optische Dichte erreichten. Geniigend Punkte im Knick sind wichtig, weil hier
der Ky-Wert definiert ist. Der steile Anfangsbereich beschreibt die katalytische
Ratenkonstante kg, und die Amplitude die Endkonzentration des Produkts. Die
Probleme dieser Auswertemethode lagen in der Blindaktivitit des Assays. Fiir viele
Messungen wurde die optische Dichte fiir t—eo kleiner als sie es flir die eingesetzte
Nukleotidkonzentration hétte werden diirfen. Zusitzlich verhinderte die angewendete
MeBmethode die Aufnahme einer grofleren Datenmenge im Knick. Es wurden immer
sechs verschiedene Kombinationen von Substratkonzentrationen gleichzeitig gemessen,
so dafB3 die Zeitspanne zwischen den einzelnen Messungen ca. 13 s betrug. Dadurch war

der Knick oft nicht ausreichend fiir die Datenanpassung mit der integrierten Michaelis-
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Menten-Gleichung bestimmt, was in einer grolen Schwankung der Ky-Werte fiir ein
Substrat zum Ausdruck kam. Dies hitte geédndert werden kdnnen, wenn jede Probe
einzeln gemessen worden wire. Der Aufwand war im Verhéltnis zum neuen
Informationsgehalt jedoch zu hoch, so daf} diese Experimente nicht mehr durchgefiihrt
wurden. Am besten reproduzierbar war immer die maximale katalytische
Ratenkonstante, offensichtlich reichten die wenigen Punkte im Bereich der maximalen

Steigung fiir eine gute Berechnung aus.
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Abb 34:  Darstellung der photometrischen Absorptionsabnahme bei der Umsetzung von 20 pM
MgATP und 10 pM dTMP mit 232 nM hsTmpK,, bei 25 °C im NADH-Assay: Die
Zeitspanne zwischen den einzelnen Punkten der Kurve betrug aufgrund der angewendeten
MeBmethode 13 s. Da in jeweils 6 Kiivetten die Reaktionsgeschwindigkeit gleichzeitig
gemessen wurde, konnte diese Zeitspanne nicht verkleinert und damit die Anzahl der

gemessenen Datenpunkte in diesem Experiment nicht vergroBert werden.

Die mit der analytischen Michaelis-Menten-Gleichung (GI. 3, Appendix, Kapitel 8.1.2)
gewonnenen steady-state Konstanten bei Enzym-Nukleotid-Konzentrationen, fiir die die
Bedingungen des FlieBgleichgewichts bei kleinen Nukleotidkonzentrationen nicht
erfiillt waren (Material und Methoden, Kapitel 2.2.7.2, Anmerkung 1), wurden mit dem
Differentialgleichungssystem (Gl. 12-16, Appendix, Kapitel 8.1.2) iiberpriift. Mit der
Gleichung 17 (Appendix, Kapitel 8.1.2) wurde die katalytische Ratenkonstante (kc,)
und mit Gleichung 18 (Appendix, Kapitel 8.1.2) der Ky-Wert fiir das entsprechende
Thymidinderivat berechnet. In allen Féllen konnten die mit der analytischen Michaelis-

Menten-Gleichung erhaltenen Ergebnisse bestitigt werden. Der Grund hierfiir ist
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moglicherweise die Linearitit der Anfangssteigung der erhaltenen exponentiellen

Kurvenverldufe (Abb. 35).
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Abb. 35:  Gemessene Datenpunkte (o) der Umsetzung von 18.75 uM AZTMP und 50 uM MgATP
durch 23.18 pM hsTmpK,, bei 25 °C im NADH-Puffer und Datenanalyse mit dem DGS
(durchgezogene Linie): Der mit Gleichung 17 berechnete k ,-Wert war 0.009 = 0.002 s™', der
Ky-Wert fiir AZTMP war 6 £2 uM. Die ,,Replot“-Analyse ergab k., = 0.012 + 0.001 s und
Kyazrme = 12 = 3 uM. Im Rahmen des Fehlers war die Ubereinstimmung der Daten mit den

beiden Analysenmethoden ausreichend.
3.6.2  Steady-state Kinetik verschiedener Enzyme und Substrate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sehr detaillierte steady-state Untersuchungen der Vor-
und Riickwirtsreaktion mit verschiedenen TmpK und Substraten durchgefiihrt. Alle
steady-state Messungen erfolgten bei 25 °C. Fiir die Vorwértsreaktion wurden folgende
Thymidinderivate eingesetzt (Abb. 36): 2’-Deoxythymidinmonophosphat (dTMP), 3’-
Azido-2’,3’-dideoxythymidinmonophosphat (AZTMP), 2’,3’-Didehydro-2’,3’-
dideoxythymidinmonophosphat ~ (d4TMP),  3’-Fluoro-2’,3’-dideoxythymidinmono-
phosphat (FLTMP), Thymidinpenciclovirmonophosphat (TPCVMP),
Azidothymidinpenciclovirmonophosphat (AZTPCVMP), Thymidinganciclovir-
monophosphat (TGCVMP), 2’-Endo-3’-exo-methanocarba-AZTMP (sog. southern-
Konformation; S-MCAZTMP) und 2’-Exo-3’-endo-methanocarba-AZTMP (sog.
northern-Konformation, N-MCAZTMP). Phosphoryldonor war jeweils MgATP. Die

Griinde fiir die Untersuchung der steady-state Kinetik mit diesen Substraten sind bei der
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Darstellung der jeweiligen Ergebnisse beschrieben. Die Riickwértsreaktion wurde nur

mit dTDP bzw. AZTDP mit MgADP als zweitem Substrat untersucht.
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Abb. 36:  Strukturformeln der in der Vorwirtsreaktion eingesetzten Nukleosidmonophosphate: Bei
beiden bicyclischen Thymidinderivaten (S-MCAZTMP und N-MCAZTMP) wurde die
Position der Ribose, an der normalerweise ein Sauerstoffatom positioniert ist, durch (O)

markiert.
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3.6.2.1 Steady-state verschiedener wt-TmpK mit dTMP, AZTMP, d4TMP,
FLTMP

In diesem Abschnitt sollen die steady-state Kinetiken der Substrate dTMP, AZTMP,
d4TMP und FLTMP mit wt-Thymidylatkinasen aus Mensch, Maus, S. cerevisiae und E.
coli beschrieben werden. Bisher wurden diese Kinetiken nur mit TmpKs cerevisizes
TmpKg o und dTMP bzw. AZTMP gemessen [46]. Die Substrate d4TMP und FLTMP
sind interessante Verbindungen, weil ihre Nukleoside ebenfalls, wie AZT, zur
klinischen Behandlung der HIV-Infektion eingesetzt werden. Der kinetische Vergleich
verschiedener Thymidylatkinasen untereinander konnte, auf lange Sicht gesehen,
Erkenntnisse zur Verbesserung der menschlichen Thymidylatkinase im Hinblick auf die

Aktivierung von Anti-HIV-Medikamenten bringen.
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Abb. 37:  Auftragung der bei 25 °C im NADH-Assay ermittelten apparenten k-Werte gegen die
Nukleotidkonzentration: Im linken Graph war die dTMP-Konzentration bei jeder Me3kurve
konstant, im rechten Graph die MgATP-Konzentration. Die Nukleotidkonzentrationen des
variablen Substrats waren 2 uM (o), 3 uM (+), 5 UM (x), 10 uM (A), 20 uM (o) und
50 uM (¥*). Die hsTmpK,,-Konzentration betrug 232 nM. Im rechten Graph war bei geringen
MgATP-Konzentrationen (2 uM, 3 uM und 5 pM) und hohen dTMP-Konzentrationen
(20 uM und 50 pM) deutlich eine Substratinhibierung durch dTMP zu erkennen. Die
apparente Ratenkonstante wurde hier bei hoheren dTMP-Konzentrationen kleiner. Mit

steigenden MgATP-Konzentrationen verlor sich dieser Einflul von dTMP.
Die Anwendung der analytischen Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 3, Appendix,
Kapitel 8.1.2) auf ein Enzym, das zwei Substrate simultan bindet, erfordert, daf die

Konzentration eines Substrats bei jeder MeBreihe konstant gehalten wird. Die

Affinititen der einzelnen Substrate waren unterschiedlich, so daB gilinstige
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Konzentrationsbereiche fiir die Nukleotide in Vorversuchen ermittelt werden muflten.
Zusétzlich mufiten die Verdiinnungen der TmpK, die eine Konzentration unter
1 mgml' (ca. 50 uM) aufwiesen, durch die Zugabe von 1 mgml' BSA stabilisiert
werden. Ohne diese Stabilisierung trat ein Aktivitdtsverlust auf, der wahrscheinlich auf
Adsorptionseffekte an Glas- und Plastikoberflichen zuriickzufiihren ist [99]. Die
erhaltenen Datenpunkte aller Messungen konnten mit der analytischen Michaelis-
Menten-Gleichung beschrieben werden. In Abbildung 37 wurden exemplarisch die

erhaltenen MeBergebnisse fiir die Reaktion von dTMP mit MgATP und hsTmpKy,

dargestellt.
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Abb. 38:  Analyse der apparenten Keapp-Werte mit der ,Replot“-Methode: Bei 25 °C war
Keatmeate = 0.72 £ 0.06 57" (linker Graph) und keyqrmp = 0.68 + 0.04 s (rechter Graph). Die
extrapolierten maximalen katalytischen Ratenkonstanten fiir MgATP und dTMP stimmten
sehr gut tiberein, als Mittelwert berechnete sich k., = 0.70 + 0.02 s”. Die Ky-Werte waren

Kmarmp = 6 £ 1 uM und Ky pmgate = 4.3 £ 0.8 pM. Die angegebenen Fehler ergaben sich aus

der Datenanalyse mit dem Programm GraFit.

Die Abbildung 38 zeigt die Replot-Analyse (Appendix, Kapitel 8.1.1) der Kcagapp-Werte
aus Abbildung 37. Der Mittelwert der fir MgATP bzw. dTMP berechneten
katalytischen Ratenkonstante war k. = 0.70 + 0.02 s der angegebene Fehler
errechnete sich aus der Standardabweichung des Mittelwerts. In Abbildung 39 ist der
Replot der apparenten Ky-Werte aus Abbildung 37 fir MgATP (linker Graph) und
dTMP (rechter Graph) dargestellt. Die mit der ,,Replot“-Methode fiir die vier Enzyme
und Nukleotide ermittelten katalytischen Ratenkonstanten, die Ky-Werte
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(Bindungskonstanten im terndren Komplex) und die daraus erhaltenen katalytischen

at

Effizienzen Kea sind in Tabelle 14 zusammengefalit.
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Abb. 39:  Replot-Analyse der apparenten Ky-Werte: Der Verlauf der Ky-Werte zeigte mit steigenden
Nukleotidkonzentrationen im untersuchten Konzentrationsbereich von 2 pM bis 50 pM
weder fiir dTMP noch fiir MgATP einen Verlauf, der eine Aussage iiber das
Bindungsverhalten im bindren Komplex ermoglichte. Der Mittelwert der apparenten Ky-
Werte ergab fiir dTMP eine Michaeliskonstante von 4 = 1 uM, und fiir MgATP 5+ 1 uM.
Diese stimmen sehr gut mit den aus der Analyse der Keuapp-Werte erhaltenen

Michaeliskonstanten tiberein.

Grundsitzlich sind Thymidylatkinasen in ihrer maximalen Umsatzgeschwindigkeit
deutlich langsamer als andere Kinasen. So zeigt beispielsweise humane AmpK eine
maximale katalytische Ratenkonstante k., = 586 s fiir die Umsetzung von ATP und
AMP [100], UmpK aus dem Gehirn von Schweinen setzt ATP und UMP mit ke, =
174 s um [101] und GmpK aus Hefe hat einen ke-Wert von 394 s [102]. Auffillig
war, bei nahezu identischer Aminosduresequenz der Thymidylatkinasen aus Mensch,
Maus und Hefe, ein deutlicher Unterschied in der maximalen Katalyserate mit dem
natiirlichen Substrat dTMP. Das Maus-Enzym war viermal schneller als das
menschliche, das Hefe-Enzym sogar flinfzigmal. Die k.,-Werte scheinen offenbar mit
der Wachstumsgeschwindigkeit des Wirtsorganismus korreliert zu sein. Wiahrend die
Kyv-Werte fiir dTMP bei den untersuchten Thymidylatkinasen in der selben
GroBenordnung lagen (= 10 uM), differierten diese fiir MgATP um mehr als eine
GroBenordnung. Die Affinititen der erwidhnten NMP-Kinasen (humane AmpK, UmpK
aus Schweinehirn und GmpK aus Hefe) fiir die Substrate AMP, UMP und GMP sind
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deutlich geringer (Faktor 10 im Vergleich zu dTMP und TmpK), worin die gréeren
Umsatzzahlen begriindet liegen. Die unterschiedlichen Ky-Werte fiir ATP sollten in der
Zelle jedoch keinen EinfluB} auf die maximale Katalyserate haben. Bei einer zelluldren
ATP-Konzentration von ungefdahr 4 mM [103] sollte TmpK mit ATP gesittigt sein und
damit prinzipiell die maximale Katalyserate erreichen konnen. Der Austausch von
dTMP durch Thymidinderivate im terndren Komplex reduzierte den k.,,-Wert um bis zu

zwei GrofBenordnungen.

wtTmpK | steady-state Nukleotid
kinetische | dTMP MgATP | AZTMP MgATP | d4TMP MgATP | FLTMP ~MgATP
Konstante
Kea/s™ 0.70 0.012 0.08 0.03
TmpKy, Kw/pM 5 5 12 69 12 33 8.2 27

k
K—”‘/M"S"'l()'3 140 140 1 0.17 6.3 23 3.7 1.1

M

Kea/s”" 2.8 0.15 0.98 0.24
TmpK Kyw/uM 15 55 7 825 13 396 24 1455

k
K—CM/M"S"'WS 187 51 22 0.18 75 2.5 9.9 0.16

M

Kea/s™ 354! 0.175 1.48 1.27
TmpKseoensne | KW/HM gléel 190l glT 3001 | 154 467 43 860

kcat -l -1 -3
Ky M1 3889 184 | 29 06 | 96 32 | 30 15

M

Kea/s” 151! 6% 1.64 1.1
TmpK oo Ky/uM | 27160 glel 36l 501461 | 44 25 53 1100

k

M0 5555 1875 1 200 120 37 66 21 1

M

Tab. 14:  Ubersicht iiber die steady-state kinetischen Konstanten von TmpK aus Mensch, Maus,
S.cerevisiae und E. coli mit den Substraten dTMP, AZTMP, d4TMP und FLTMP.

Gleichzeitig wurde die Affinitdt der Monophosphate der Anti-HIV-Medikamente im
Vergleich zu dTMP um bis zu einer GroBenordnung und die von ATP um bis zu zwei
GroBenordnungen geschwicht. Damit verbunden war eine geringere Effizienz aller
TmpK bei der Aktivierung von Anti-HIV-Medikamenten. Aus den gemessenen
katalytischen Effizienzen fiir die Thymidinderivate wird klar, daf fiir jedes Anti-HIV-

Medikament eine speziell flir dieses Derivat optimierte Kinase bendtigt wird. So
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verminderte beispielsweise die Bindung von AZTMP an menschliche TmpK die
katalytische Effizienz von ATP fast um den Faktor 1000, die Bindung von FLTMP
reduzierte diesen Wert aber nur um den Faktor 100. Die Mutanten der menschlichen
Thymidylatkinase, die zur Verfiigungen standen [49], wurden fiir die verbesserte
Aktivierung von AZTMP entwickelt, so dal die transientenkinetischen Experimente,

die spiter beschrieben werden, nur mit dTMP und AZTMP durchgefiihrt wurden.
3.6.2.2 Steady-state hsTmpK,; mit TPCVMP, AZTPCVMP, TGCVMP

In diesem Abschnitt sollen die steady-state Ergebnisse der humanen wt-TmpK mit den
Substraten TPCVMP, AZTPCVMP und TGCVMP beschriecben werden (Abb. 36).
Diese Substrate basieren auf den offenkettigen Guanosinanalogen Penciclovir und
Ganciclovir, die als Anti-Herpes Medikamente eingesetzt werden [104, 105] und von
der Arbeitsgruppe von Prof. Chris Meier (Universitit Hamburg) zur Verfiigung gestellt
wurden. Der Grund fiir die Untersuchung dieser offenkettigen Thymidinderivate war die
Vermutung, dal der ratenlimitierende Schritt in der AZTMP-Aktivierung durch
hsTmpKy, der Phosphoryltransfer, also der chemische Schritt, sein konnte. Sollten die
a-Phosphatgruppe von AZTMP und die y-Phosphatgruppe des ATP infolge der durch
den P-Loop-Shift ausgeldsten Verzerrung der Enzymstruktur nicht optimal zueinander
positioniert sein, hitte dieser Effekt durch eine flexiblere Struktur der Ribose, die sich

der Verzerrung anpassen kann, ausgeglichen werden konnen.

Die Abstufung der Aktivitdt (Tab. 15) war wie erwartet: TGCVMP, das sowohl die OH-
Gruppe als auch den Ether-Sauerstoff der Ribose hat, wurde etwas schneller umgesetzt
als TPCVMP, das nur noch die OH-Gruppe hat. Die Aktivitit von AZTPCVMP war mit
dem NADH-Assay nicht mehr meBbar, sie lag im Bereich der Blindaktivitit (107s™).
Interessant waren die nahezu identischen apparenten k.,-Werte von TPCVMP und
TGCVMP. Der Ringsauerstoff der (aufgelosten) Ribose, der einzige Unterschied bei
beiden Monophosphaten, hat offensichtlich kaum EinfluB3 auf die Positionierung der
Phosphatgruppe. Es gibt hier keine wichtigen Wasserstoffbriickenbindungen, was durch
die Kristallstruktur von TmpKs, cerevisiae mit TPsA bestétigt wird [46]. Viel wichtiger fiir
die richtige Position ist die 3’-OH-Gruppe. TPCVMP zeigte eine Aktivitit in der
GroBenordung 107s”, wihrend die Umsatzzahl fir AZTPCVMP nicht mehr meBbar

war.
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Enzym steady-state Nukleotid
kinetische TGCVMP MgATP TPCVMP MgATP AZTPCVMP MgATP
Konstante (1000 uM (1000 uM | (1000 uM (150 uM (1000 uM (1000 uM
MgATP)  TGCVMP) | MgATP) TPCVMP) MgATP) AZTPCVMP)
Keatapo/S™ =~ 0.008 = 0.002 n. d.
hsTmpK,, K app/ kM ~ 1300 ~ 30 ~20 ~200 n. d. n. d.
kca(.app /M—l -1
Koo § =6 ~ 300 ~170 ~10 n. d. n. d.
Lapp
Tab. 15: Ubersicht iiber die steady-state Messungen mit Thymidinderivaten mit offenkettiger Ribose:

Bei diesen Substraten wurde wegen der geringen Verfiigbarkeit keine 6x6-Matrix (siche
Appendix, Kapitel 8.1.1) gemessen. In der Klammer ist die konstante Konzentration des

zweiten Substrats angegeben.

3.6.2.3 Steady-state hsTmpK,,; mit S-MCAZTMP und N-MCAZTMP

Die steady-state Messungen mit den AZTMP-Derivaten mit fixierter
Ribosekonformation wurden im wesentlichen aus zwei Griinden durchgefiihrt. Zum
einen zeigt das Thymidinderivat mit einer in der northern-Konformation geblockten
Ribose Anti-Herpes-Aktivitit [106, 107], und das Triphosphat von N-MCAZT wird als
starker Inhibitor der Reversen Transkriptase des HIV beschrieben [108]. Allerdings
miifite N-MCAZT, wie alle Anti-HIV-Medikamte, durch zelluldre Kinasen ausreichend
aktiviert werden. Zum anderen konnten geblockte Nukleoside und Nukleotide
prinzipiell auch zur Bestimmung der von Enzymen bevorzugten Ribosekonformation
(sugar pucker) benutzt werden. Die Reverse Transkriptase des HIV-1 beispielsweise
unterscheidet strikt zwischen beiden Konformationen. Das Substrat fiir die Reverse
Transkriptase ist die C3’-endo Konformation (N-MCAZT-5’-triphosphat), die C2’-endo
Konformation (S-MCAZT-5’-triphosphat) wird nicht in die virale DNA eingebaut
[109]. Eine falsche Konformation der Ribose von AZTMP kann somit ebenfalls ein
Grund fiir die unzureichende Aktivierung dieses Medikaments sein. In diesem Fall
sollte eines von beiden geblockten Substraten deutliche steady-state kinetische Vorteile
gegeniiber dem anderen aufweisen. Auf der anderen Seite wére, wenn eines der beiden
geblockten, strukturell absolut geordneten Substrate die richtige Ribosestruktur hat,
dieses Nukleotid sicherlich schneller umgesetzt worden als ungeblocktes AZTMP mit
einer flexibleren Struktur. Die MeBergebnisse mit N-MCAZTMP und S-MCAZTMP,

die ebenfalls von der Arbeitsgruppe von Prof. Chris Meier (Universitit Hamburg) zur
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Verfligung gestellt wurden, sind in der Tabelle 16 zusammengestellt. Die geringen
Substanzmengen verhinderten wiederum die Messung einer 6x6-Matrix, so dal3 nur
apparente ke,-Werte angegeben werden konnen. Aufgrund der gemessen apparenten
Kyv-Werte kann jedoch davon ausgegangen werden, dal humane wt-TmpK
weitestgehend mit Substrat geséttigt war und die apparenten steady-state Konstanten
recht nahe an den katalytischen Konstanten liegen. Die Nukleoside der AZTMP-
Derivate mit geblockter Konformation sind als Anti-HIV-Medikamente génzlich
ungeeignet. Thre Gesamtphosphorylierungsgeschwindigeit durch menschliche wt-TmpK

ist im Vergleich zum AZTMP noch einmal 20 bis 40-fach reduziert.

Enzym | steady-state Nukleotid
kinetische N-MCAZTMP MgATP S-MCAZTMP MgATP
Konstante (1000 uM (1000 uM N- (1000 uM (1000 uM S-
MgATP) MCAZTMP) MgATP) MCAZTMP)
Keatapp/S™ =~ 0.0003 =~ 0.0006
hsTmpK,, Kn,app/ UM <5 ~ 200 ~ 30 =~ 100
S ! > 40 ~1.5 ~ 20 ~6
M.app
Tab. 16:  Steady-state Ergebnisse der Nukleotide mit fixierter Ribose-Konformation: In der Klammer

ist die konstant gehaltene Konzentration des zweiten Substrats angegeben.

3.6.2.4 Steady-state hsTmpK-Mutanten mit - TMP und AZTMP

Im Verlauf dieser Arbeit gelang es, Mutanten der menschlichen Thymidylatkinase zu
entwickeln, die AZTMP besser aktivieren als der Wildtyp [49]. Allerdings wurden nur
apparente k.,-Werte bei einer jeweils konstanten Konzentration von MgATP und dTMP
bzw. AZTMP bestimmt. Fiir die Ableitung eines kinetischen Mechanismus war jedoch
eine moglichst exakte Kenntnis der katalytischen Ratenkonstanten notig, weil sonst die
Konsistenz des abgeleiteten Mechanismus nicht iiberpriift werden kann. In Tabelle 17
wurden die mit einer 6x6-Matrix durch Extrapolation erhaltenen steady-state
kinetischen Konstanten zusammengefalit. Mit menschlichen TmpK-Mutanten wurden
nur das natiirliche Substrat dTMP und das monophosphorylierte Anti-HIV-Medikament
AZTMP untersucht.



Ergebnisse 79
hsTmpK steady-state Nukleotid
kinetische dTMP MgATP AZTMP MgATP
Konstante
Keal/s™ 0.70 0.012
ot Kw/iM 5 5 12 69
k t
LMoY | 140 140 1.0 0.17
Keat/s™ 0.17 0.25
k
— M0 40 74 66 39
Kead/s™ 0.49 0.10
9 R200A/R16G/E.coli small lid Kyw/uM 4.4 6.2 32 128
k
—MsT107 111 79 3.1 0.8
Kead/s™ 1.1 1.2
YR2004/R16G/E.coli large lid Kw/uM 22 3 8.7 13
k
—2 Mst107 50 370 148 99

Tab. 17:  Ergebnisse der steady-state kinetischen Experimente (6x6-Matrix) mit den Mutanten der

menschlichen Thymidylatkinase, zum Vergleich ist noch einmal der Wildtyp aufgefiihrt:
?: Die Aminosduren 'AFGH'"*® der humanen TmpK wurden ersetzt durch *'RARGEL'"®
der E. coli-TmpK; ”: Die Aminosiuren *QLADAAKRGAFGH'* der humanen TmpK
wurden ersetzt durch '*TPEVGLKRARARGEL" der E. coli-TmpK.

Zunichst wurde bei allen Enzymmutanten Arginin 200 gegen die Aminosdure Alanin
ausgetauscht. Diese Mutation bewirkte keine Anderung in der steady-state Aktivitit mit
dTMP und AZTMP und war aus proteinkristallographischen Griinden notwendig, weil
sich Arg 200 an der Oberfliche des Proteins befindet und mit dem Nukleotid eines
symmetrieverwandten Molekiils wechselwirkte [110]. Einige Mutanten zeigten eine
hohere katalytische Ratenkonstante fir AZTMP als der Wildtyp. Wichtig war, dal3
gleichzeitig das Verhéltnis der katalytischen Ratenkonstante von dTMP und AZTMP

kcat,dTMP

fiir die Mutanten nicht groBer wurde als fiir den Wildtyp. Das Endprodukt der

kcat,AZTMP
Aktivierungskaskade — AZTTP - muB3 mit dTTP um die Bindungsstelle der Reversen

Transkriptase, die das Triphosphat in die wachsende virale DNA einbaut, kompetieren.
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Wiirde die Erhdhung von Kcaiarmp genauso grof3 sein wie die von Kea azrvp, kOnnte zwar
die AZTTP-Konzentration erhoht werden, im gleichen Malle wiirde aber auch die
dTTP-Konzentration steigen, so dafl der kompetitive Vorteil einer hoheren AZTTP-
Konzentration verloren gehen wiirde. Im folgenden werden die Mutanten mit einer

hoheren Aktivitit in Bezug auf AZTMP néher beschrieben.

Der Austausch nur einer einzigen Aminoséure (Phenylalanin 105 gegen Tyrosin) fiihrte
zu einer zwanzigfachen Verbesserung der katalytischen Aktivitdit mit AZTMP
(Tab. 17). Gleichzeitig zeigte diese Mutante verbesserte Bindungseigenschaften fiir die
Nukleotide im terndren Kompelx (Ky-Werte), so dall die katalytische Effizienz im
Vergleich zum Wildtyp um ein (fiir AZTMP) bzw. zwei (fir MgATP)
GroBenordnungen gesteigert werden konnte. Mit der schnelleren AZTMP-Aktivierung
war eine Verminderung des k.,-Wertes fiir d-TMP um den Faktor vier verbunden, so

k
daBf das Verhiltnis —=™ mit 0.68 zwei GroBenordnungen kleiner war als fiir den
cat, AZTMP

kcat,dTMP

Wildtyp mit mit 61.

cat, AZTMP

Auch die ,,small lid“-Mutante (R200A/R16G/E. coli small lid ) aktivierte AZTMP
besser als der Wildtyp. Die Phosphorylierungsgeschwindigkeit fiir d TMP war nur wenig

kcat,dTMP

reduziert. Das Verhiltnis = 4.9 war hier nur um einen Faktor 10 kleiner als

cat, AZTMP
fiir den Wildtyp. Wéhrend sich die Ky-Werte fiir i TMP und MgATP kaum verédnderten,
verschlechterten sich die Bindungseigenschaften fir AZTMP und MgATP gegeniiber
dem Wildtyp noch einmal. Daher unterschied sich die katalytische Effizienz dieser
Mutante mit AZTMP und MgATP nicht von der fiir den Wildtyp. Sowohl der k.,.~-Wert
als auch die Ky-Werte fiir AZTMP und MgATP konnten durch den Austausch der
kompletten menschlichen Lid-Region gegen die der E. coli-TmpK (,,large lid“-Mutante,
R200A/R16G/E. coli large lid) noch einmal verbessert werden. Die katalytische
Effizienz fiir AZTMP war 150-fach groBer als bei dem Wildtyp-Enzym, die fiir MgATP
sogar 600-fach. Bei beiden Lid-Mutanten muflte Arg 16 gegen Glycin ausgetauscht
werden, um eine sterische Wechselwirkung dieses P-Loop-Arginins mit den Argininen
aus dem E. coli-Lid und die damit verbundene Inaktivierung des Enzyms zu verhindern

[49].
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3.6.2.5 Bestimmung der Gleichgewichtskonstante in freier Losung

Die Kenntnis der chemischen Gleichgewichtskonstante einer Reaktion war fiir die
enzymkinetischen Untersuchungen mit TmpK auBBerordentlich wichtig, weil iiber die
Haldane-Gleichung [111] die Michaeliskonstanten fiir den terndren Komplex, die
Dissoziationskonstanten fiir den bindren Komplex und die Katalyseraten fiir die Vor-
bzw. Riickwértsreaktion in Beziehung stehen. Unter der Annahme, dal TmpK einem
rapid equilibrium random bi-bi-Mechanismus gehorcht, ist folgende Haldane-

Beziehung giiltig [112]:

Keq feie Losung = kcat, \% K M, NDP K d,MgADP — kcat, % I<d, NDP K M, MgADP
, kcat, rKd, NMP I<M, MgATP kcat,rKd, NMP I<M, MgATP

— kcat, v K d,NDP K M, MgADP — kcat, v K M, NDP K d,MgADP

kcat, rKM, NMP Kd, MgATP kcat,rKM, NMP I<d, MgATP

Hierin sind keaev und ke die maximale katalytische Ratenkonstante fiir die Vor- bzw.
Riickwirtsreaktion, K4 die Dissoziationskonstante und Ky die Michaelis-Konstante. Die
Gleichgewichtskonstanten sind unabhdngig von Enzym, denn das Enzym TmpK
verandert als Katalysator per Definition nicht die Lage des Gleichgewichts, sondern
erhoht nur die Geschwindigkeit bis zur Einstellung des Gleichgewichts. In der Tabelle
18 sind die Gleichgewichtskonstanten fiir die Umsetzung von dTMP und von AZTMP
zusammengefalit. Diese Gleichgewichtskonstanten nahe eins stimmten gut mit denen

fiir andere NMP-Kinasen, beispielsweise AmpK [113], iiberein.

Nukleotid MgATP/dTMP MgATP/AZTMP
K. 0.85 0.87

Tab. 18:  Gleichgewichtskonstanten in freier Losung fiir dTMP und AZTMP.

3.6.2.6 Steady-state der Riickwirtsreaktion von hsTmpK mit dTDP und
AZTDP

Bei der Riickwirtsreaktion mufte zwischen MgADP und magnesiumfreiem dTDP bzw.
AZTDP unterschieden werden. TmpK akzeptiert nur MgADP auf der ATP/ADP-
Bindestelle, und nur magnesiumfreies NDP auf der NMP/NDP-Bindestelle. Fiihrt man
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nun die Riickwirtsreaktion im NADP-Puffer bei einer konstanten Mg*'-Konzentration
durch, so bilden sich immer MgADP und MgNDP. Fiir die Bestimmung der maximalen
Ratenkonstante k., spielte diese Tatsache wegen der Extrapolation auf unendliche
Nukleotidkonzentrationen keine so grofe Rolle, denn die einzelnen MeBkurven
verliefen aufgrund der geringeren Konzentration der aktiven Spezies lediglich flacher.
Die gemessenen apparenten Ky-Werte waren jetzt aber zu grof. Deswegen wurde fiir
jede Nukleotidkonzentration mit Hilfe der quadratischen Gleichung fiir die
Komplexbildung (Gl. 32) [60] (Appendix, Kapitel 8.1.4) die Konzentration von
MgADP bzw. MgNDP berechnet. Voraussetzung fiir die Berechnung der
Konzentrationen mit der quadratischen Gleichung war die Kenntnis der
Dissoziationskonstante von MgNDP. Sie ist abhingig vom pH-Wert, der Ionenstirke
und der Temperatur. Fiir die Bildung von Mg”" und ADP aus MgADP bei 30 °C und pH

7.4 ist K[**** =350uM [114]. Diese Dissoziationskonstante wurde als Niherung fiir

die Auswertung der Daten benutzt. Fiir MgdTDP und MgAZTDP wurde derselbe Wert
angenommen, weil die Dissoziationskonstante nur vom Grad der Phosphorylierung
abhingt (NMP, NDP bzw NTP). Danach wurden die apparenten Ratenkonstanten gegen
die Konzentration [MgADP] bzw. gegen [NDP] = [NDP], — [MgNDP] aufgetragen, so
daB nach dieser Korrektur die Affinititen experimentell zumindest abgeschitzt werden

konnten.

Die Bestimmung der tatsdchlichen Ky-Werte wurde weiterhin durch eine inhédrente
Eigenschaft des Hilfsenzymsystems HK/G6P-DH erschwert. Aufgrund der
nichtlinearen Verzégerungsphase dieses gekoppelten Tests von ca. 40 s [115] wurde ein
betrachtlicher Teil der Diphosphate schon verbraucht, bevor die Messung der
Hydrolyserate  erfolgen konnte. Dies spielte besonders bei niedrigen
Nukleotidkonzentrationen eine Rolle, denn es bestand die Gefahr, dafl die Bedingungen
des FlieBgleichgewichts nicht mehr erfiillt waren. Die apparenten Michaelis-Konstanten
fir die einzelnen Substratkonzentrationen konnten somit falsch sein. Der kg.-Wert
wurde nicht beeinfluflt, denn fiir die Extrapolation der maximalen Ratenkonstante waren
nur die Geschwindigkeiten bei hohen Substratkonzentrationen wichtig, bei denen die

steady-state-Bedingungen trotz der nichtlinearen Verzogerung gegeben waren.

Eine Uberpriifung der Ky-Werte der Riickwirtsreaktion war, zumindest fiir das

Wildtyp-Enzym, aber mit Hilfe der Haldane-Gleichung, die im vorherigen Kapitel
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beschrieben wurde, moglich. Den Ky-Werte fiir MgADP erhielt man mit Hilfe der kg~
Werte fiir die Vor- und Riickwirtsreaktion und der Ky bzw. Ky-Werte fiir die Edukte

der  Vorwirtsreaktion. ~ Mit  der  Dissoziationskonstante  fir =~ MgADP

(K., =27 uM) konnten die Michaeliskonstanten der Nukleosiddiphosphate

berechnet werden (Tab. 19).

Nukleotid dTDP/MgADP AZTDP/MgADP

steady state Knm.arpp/pM Kwm,mganr/tM Ky azrop/puM Kwm Mmgapr/ptM
kinetische gem ber gem ber gem ber gem ber
Konstante
hsTmpK, 1.4 0.6 2.3 0.6 1.0 1.8 105 1.3

Tab. 19:  Gegeniiberstellung der gemessenen und berechneten steady-state kinetische Konstanten fiir
die Reaktion von hsTmpK,, mit dTDP bzw AZTDP. Ky npp konnte mit dem Ky-Wert und
dem Ky-Wert fiir MgATP bzw. fiir NMP berechnet werden, der angegebene Zahlenwert

wurde durch Mittelung erhalten. (gem: gemessen; ber: berechnet).

Die gemessenen und berechneten Ky-Werte fiir die Riickwértsreaktion unterschieden
sich teilweise sehr deutlich. Der Unterschied des gemessenen und des berechneten Ky-
Werts fiir MgADP im terndren Komplex mit AZTDP und hsTmpK,,; betrug einen
Faktor 80. Fiir die Umsetzung von AZTDP wurde neben der analytischen Michaelis-
Menten-Gleichung (Gl. 3, Appendix, Kapitel 8.1.2) auch das entsprechende
Differentialgleichungssystem (GIl. 12-16, Appendix, Kapitel 8.1.2) benutzt. Obwohl
beide Analysemethoden denselben Ky-Wert fiir AZTDP lieferten, unterschied sich der
berechnete Ky-Wert um einen Faktor 2. Offensichtlich beeinflufite der nichtlineare
Verlauf der Absorptionskurven die Auswertung stark, so dal wohl eher die berechneten
Km-Werte den wahren Affinititen entsprechen. Fiir die Mutanten der menschlichen
TmpK standen keine Bindungsdaten fiir den bindren Komplex zur Verfligung. Die
gemessenen Affinitdten (Tab. 20) fiir die terndren Komplexe konnten daher nicht mit
den Gleichgewichtsdaten und der Haldane-Gleichung iiberpriift werden. Diese
Affinititen konnen somit nur als Anhaltspunkte dienen und werden aufgrund der
bestechenden  Unsicherheiten nicht weiter kommentiert. Die katalytischen
Ratenkonstanten fiir dTDP waren bei allen menschlichen TmpK identisch. TmpK aus
der Maus setzte dTDP wieder schneller um als humane TmpK (Faktor 7). Klare
Unterschiede zeigten sich bei der Reaktion von AZTDP mit MgADP. Das menschliche
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Wildtyp-Enzym war 100 mal langsamer in der Umsetzung von AZTDP als die beste
Mutante (,,large lid“-Mutante).

steady-state Nukleotid
TmpK kinetische
dTDP MgADP AZTDP MgADP
Konstante
Kea/s™ 0.11 0.0012
hsTmpK,,
Kn/pM 0.6 0.6 1.8 1.3
kcat/s-l 0.14+0.01 0.018+0.001
hsTmpK pogoa/riosy
Kyu/pM 1.2 24 2.4 1.4
) kcat/s-l 0.14+0.01 0.0021+0.0001
©hsTmpK g2004/R166/E.coli small lid
Kw/pM 1.5 4.0 0.4 7
) Keals™ 0.17+0.01 0.26+0.01
hsTmpKp2004/R16G/E.coli large lid
Kw/uM 1.3 3.2 3.6 7.8
) Keat/s™ 0.72+0.02 0.018+0.001
murin TmpK .,
Kw/pM 22 21 3.3 98

Tab. 20:  Ergebnisse der steady-state kinetischen Experimente der Riickwértsreaktion (6x6-Matrix) mit
verschiedenen menschlichen TmpK-Mutanten und der wt-TmpK aus der Maus: ¥: Die
Aminosduren '"“AFGH'* der humanen TmpK wurden ersetzt durch "'RARGEL'® der
E. coli-TmpK; *: Die Aminosiuren **QLADAAKRGAFGH'* der humanen TmpK wurden
ersetzt durch "TPEVGLKRARARGEL'® der E. coli-TmpK.

3.6.2.7 Kooperativitiit der Bindungsstellen

Der Begriff Kooperativitit (Symbol a) beschreibt den Einfluf der Bindung des ersten
Substrats auf die Substrataffinitit der zweiten Bindungsstelle [116]. Wird die
Substrataffinitit der zweiten Bindestelle bei besetzter erster Bindestelle groBer, spricht
man von einem synergistischen Effekt, im anderen Fall von einem antagonistischen.
Nach den Gesetzen der Thermodynamik (mikroskopische Reversibilitit) mul3 der

Faktor o fiir beide Substrate gleich sein. Mathematisch ist o folgendermallen

M, ternér

definiert: o = . Kooperative Bindungsereignisse sind bei Phosphotransferasen

d,bindr
keine Seltenheit. So wurde beispielsweise bei der Bindung von MgATP und AMP an
Hiihnchen-Adenylatkinase ein Synergismus beschrieben [117], widhrend menschliche

Thymidinkinase 1 und 2 sowohl mit Thymidin als auch mit AZT negative
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Kooperativitdt zeigte [118, 119]. Bei der menschlichen 2’-Deoxycytidinkinase waren
die Affinititen im terndren Komplex gegeniiber dem binédren vermindert [120 — 122],

und schlieBlich hatte auch die Substratbindung bei der hexameren UmpKg o

kooperative Eigenschaften [123].

S MgATP | dTMP | MgATP | AZTMP || MgADP dTDP MgADP | AZTDP
S dTMP | MgATP | AZTMP | MgATP dTDP MgADP AZTDP MgADP
Kasi 16 26 16 7 27 23 27 22
Kwsi 5 5 69 12 0.6 0.6 1.3 1.8
s 0.3 0.2 4 2 0.022 0.026 0.04 0.06
o 0.25+0.05 3+1 0.024 + 0.002 0.06 £ 0.02
Tab. 21:  Ubersicht iiber die Kooperativititsfaktoren fir hsTmpK,, mit dTMP/dTDP bzw.

AZTMP/AZTDP. @ ist der Mittelwert der Kooperativititsfaktoren beider Substrate.

Auch bei TmpK war eine sehr starke Kooperativitit zwischen den Bindungsstellen
vorhanden. Besonders auffillig war der gegenldufige Effekt fiir d-TMP und AZTMP.
Bei dTMP war die Bindung synergistisch, wéhrend sie bei AZTMP eindeutig
antagonistisch war. In der Tabelle 21 wurden die fiir die Berechnung der Kooperativitét
relevanten Daten noch einmal zusammengestellt. S, ist das Substrat auf der ersten
Bindungsstelle, S, das auf der zweiten Bindungsstelle. Die Bindungsaffinititen, die als
Mittelwert aus fluoreszenzspektroskopischer und kalorimetrischer Messung erhalten

wurden, sind jeweils nur filir das Substrat S; aufgelistet.

3.6.2.8 Inhibierung der Vorwiirtsreaktion

Bei den
Substratinhibierung durch dTMP bzw. AZTMP festgestellt. Die katalytische Aktivitat

fiel bei dTMP- und AZTMP-Konzentrationen, die liber deren Ky-Werte hinausgingen,

steady-state Experimenten mit menschlicher wt-TmpK wurde eine

ab. Dieser Effekt wurde bei der Adenylatkinase aus Kaninchen [12] und der
Pyrimidinmonophosphatkinase aus dem Knochenmark von Ratten [124] ebenfalls
beobachtet und mit einer Kompetition zwischen AMP (bei der Adenylatkinase) bzw.
UMP (bei der Pyrimidinmonophosphatkinase) und MgATP um die ATP-Bindungsstelle

erklart. Die entsprechenden MeBpunkte wurden bei der Auswertung mit der
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analytischen Michaelis-Menten-Gleichung nicht beriicksichtigt. Die Bestimmung der
Inhibierungskonstante K; war nur mit Gleichung 25 und dem Computerprogramm
Scientist moglich (Appendix, Kapitel 8.1.3). Die Berechnung von K; erforderte
Informationen iiber die Kooperativitit der Bindungsstellen (Tab. 21). Die erhaltenen

Inhibierungskonstanten sind in der Tabelle 22 zusammengestellt.

hsTmpK Konstante Nukleotid
dTMP AZTMP
o 0.25 3
wt
Ki/uM 10+4 25002000

Tab. 22:  Inhibierung der katalytischen Aktivitit der humanen wt-TmpK durch die Konkurrenz von
dTMP bzw. AZTMP und MgATP um die ATP-Bindestelle: Die angegebenen Fehler wurden
mit dem Computerprogramm Scientist ermittelt und stellen die Abweichung der mit dem
Modell simulierten von den gemessen Daten dar. Der groe Fehler flir K; azrwvp ist in der
Messung begriindet. Die verwendeten Nukleotidkonzentrationen ([MgATP].x = 1000 pM
und [AZTMP],uc = 500 uM) waren zu gering, um die Inhibierungskonstante genauer

bestimmen zu kénnen.

Die Inhibierung der menschlichen TmpK-Aktivitit durch dTMP war sehr stark,
wihrend die durch AZTMP, trotz des grofBen Fehlers, mindestens 50 mal schwicher
war. Fiir die Thymidylatkinase aus S. cerevisiae wurde eine Inhibierungskonstante fiir
AZTMP von 30 uM beschrieben [40]. Als ein Grund fiir die schlechte Aktivierung von
AZTMP wurde deshalb die Inhibierung durch millimolare Konzentrationen dieses Anti-
HIV-Medikaments angenommen. Dieser Effekt ist bei der menschlichen
Thmyidylatkinase zwar mindestens 20-fach schwicher, doch aufgrund der hohen
AZTMP-Konzentrationen in der Zelle [125] erscheint eine Inhibierung immer noch

wahrscheinlich.

3.7 Nukleotidassoziations- und -dissoziationsratenkonstanten

Fiir die Bestimmung eines kinetischen Mechanismus waren auch die Assoziations- und
Dissoziationsratenkonstanten der Nukleotide von Interesse. In dieser Arbeit ist
zumindest eine Abschétzung dieser Ratenkonstanten fiir die bindren Enzym-Nukleotid-
Komplexe aus hsTmpK,; mit MgATP, MgADP, dTMP, dTDP, AZTMP und AZTDP
gelungen. Die Ermittlung dieser Parameter fir MgATP und MgADP war
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verhéltnismifBig einfach. MgATP bzw. MgADP konnten aus den bindren Komplexen
mit hsTmpK,; durch TPsA-mant verdringt werden, weil dieser Fluorophor eine sehr
grofle Affinitdt zu TmpK (K4 = 336 nM) und eine hohe Assoziationsratenkonstante
(Kass = 51 uM's™) hatte.
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Abb. 40:  Verdringung von jeweils 600(300) uM MgADP (—) bzw. MgATP (-----) aus einem
Komplex mit 0.2(0.1) uM hsTmpK,,; durch (100)50 uM TPsA-mant bei 25 °C in
Standardfluoreszenzpuffer: Der hohe Uberschu8 an Fluorophor fiihrte zu einer 90%-igen
Sattigung des Enzyms nach der Verdringung, wodurch eine erneute Verdrangung des

Fluorophors durch das Nukleotid nahezu verhindert wurde.

Zundchst wurden die Konzentrationen an TmpK und Nukleotid mit Hilfe der
quadratischen Gleichung und den bekannten Dissoziationskonstanten so eingestellt, daf3
eine mindestens 95 %-ige Sattigung des Enzyms vorlag. Danach wurde das Nukleotid
mit einem UberschuB TPsA-mant verdringt (Abb. 40). Beide Fluoreszenzkurven
konnten mit einer zweifach exponentiellen Gleichung ausgewertet werden. Die erste,
auflerordentlich schnelle Phase der Reaktion (kap, = 700 1) spiegelte die Bindung des
Fluorophors an noch vorhandenes freies Enzym wider. Die effektive
Assoziationsratenkonstante fiir TPsA-mant war bei den gewdhlten Konzentrationen
ca. 2500 s”'. Aufgrund der Totzeit des stopped-flow Gerits von ca. 2 ms konnte diese
Rate nicht genauer bestimmt werden. Die nach der Verdringung von MgADP bzw.
MgATP vorhandene 90 %-ige Séttigung des Enzyms mit Fluorophor stellte nahezu
sicher, dal das Nukleotid nicht erneut binden konnte. Damit konnte die apparante

zweite Ratenkonstante mit einem geringen Fehler als Dissoziationsratenkonstante von
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MgADP bzw. MgATP interpretiert werden, denn sie sollte nicht mehr die Summe aus
Bindung und Verdringung des Fluorophors repréisentieren, sondern nur dessen
tatsdchlich mogliche Assoziationsratenkonstante. Diese wurde aber limitiert durch die
Dissoziationsratenkonstante des Nukleotids, denn der Flurophor konnte nicht schneller
assoziieren als das Nukleotid dissoziierte. Uber die bekannten Dissoziationskonstanten
fiir MgADP und MgATP konnten dann ebenfalls die Assoziationsratenkonstanten fiir
diese beiden Nukleotide berechnet werden (Tab.23)

Enzym hsTmpK,,
Nukleotid MgADP MgATP
Ko/pM 272 162
Kaise/s”" 29.2+0.4 29+1
Kos/uM's™ 1.4+0.1 1.8+0.3
Tab. 23: Bindung und Freisetzung von Nukleotiden der A-Bindestelle.
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Abb. 41:  Fluoreszenzverlauf der Kompetition von Py-MAHA-TDP und dTMP um die Bindung an
humane wt-TmpK: Bei 25 °C wurden in Standardfluoreszenzpuffer 0.5(0.25) uM TmpK in
Spritze 1 mit 5(2.5) puM P@E-MAHA-TDP und steigenden dTMP-Konzentrationen
(0.2(0.1) uM (o), 0.8(0.4) uM (o), 2(1) uM (A), 5(2.5) uM (V), 10(5) uM (®)) in Spritze 2

gemischt.

Die Untersuchung der T-Bindestelle war wesentlich komplexer. Pg-MAHA-TDP war
aufgrund der schlechten Bindungseigenschaften nicht als Verdrianger der Nukleotide
geeignet. Deswegen wurde zunidchst ein Kompetitionsexperiment im stopped-flow

Gerdt durchgefiihrt. In einer Spritze befand sich TmpK, in der anderen konstante
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Konzentrationen Pg-MAHA-TDP mit verschiedenen dTMP-Konzentrationen. Diese

wurden dann gemischt und der Zeitverlauf der Fluoreszenz untersucht (Abb. 41).

Es wurden zweiphasige MeBkurve erhalten, bei der die Fluoreszenz zunichst anstieg
und nach Erreichen eines Vorgleichgewichts wieder sank. Aufgrund der durch die
Konzentrationen bestimmten hoheren effektiven Ratenkonstante assoziierte zunichst
der Fluorophor und verursachte eine Fluoreszenzerhohung. Dieses wurde dann aber
wegen der geringeren Affinitdt im Vergleich mit dTMP und der steigenden dTMP-
Konzentrationen schlielich verdridngt. Die Datenanalyse wurde mit einer global-fit

Prozedur fiir folgendes einfaches kompetitives Verdrangungsmodell versucht:

kass,MAHA

TmpK + P(3-MAHA-TDP TmpK.P5-MAHA-TDP

kdiss,MAHA

kass,dTMP

TmpK + dTMP —/——=== TmpK.dTMP

Kdiss,aT™mP

Dies gelang nicht, und das Modell wurde sowohl um stochiometrische Faktoren fiir den
Fluorophor und fiir dTMP als auch um die Bildung eines terndren Komplexes erweitert.
Diese Modelle besaBen jedoch zu viele Freiheitsgerade bei zu wenig sicher bekannten

Ratenkonstanten, so daB3 die global-fit Auswertung nicht moglich war.

Beide apparenten Ratenkonstanten zeigten aber eine einfache Abhidngigkeit von der
dTMP-Konzentration: Der Auftrag von Kap,1 Uiber der dTMP-Konzentration ergab eine
Gerade und kgpp> hing hyperbolisch von der dTMP-Konzentration ab (Abb. 42). Die
Amplituden der zeitlichen Fluoreszenzverldufe wurden mit steigender dTMP-
Konzentration kleiner. Dies war zu erwarten, denn es konnte nur die Bindung und
Freisetzung des Fluorophors detektiert werden, und mit steigender d TMP-Konzentration
band immer weniger Fluorophor. In einer Verdffentlichung iiber die Kompetition eines
Fluorophors (¢-ATP) und ATP bei der Bindung an G-Aktin [126] wurde ebenfalls eine
lineare Abhénigigkeit der apparenten Ratenkonstante von der ATP-Konzentration
beobachtet. Bei einer konstanten Flurophorkonzentration ergab sich aus dem
Achsenabschnitt der Auftragung von Kk, Uber der ATP-Konzentration die
Assoziationsratenkonstante fiir e-ATP und aus der Steigung die fir ATP. Die
kinetischen Voraussetzungen im Fall der TmpK unterschieden sich aber deutlich von

denen im Fall des G-Aktin: Hier waren sowohl die Assoziationsratenkonstante von &-
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ATP als auch die von ATP um drei bis vier GroBenordnungen grofer als die
entsprechenden Dissoziationsratenkonstanten. Die beobachtete Ratenkonstante des
Experiments setzte sich nun aus den insgesamt vier Ratenkonstanten fiir den Fluorophor
bzw. den Kompetitor zusammen, und aufgrund der groflen Unterschiede konnten die
Dissoziationsratenkonstanten fiir den Fluorophor und den Kompetitor vernachléssigt
werden. Im Fall der TmpK trafen diese Vereinfachungen jedoch nicht zu. Die
Dissoziationsratenkonstante fiir Pg-MAHA-TDP war vierzig mal groBer als die
Assoziationsratenkonstante. Aufgrund der gemessenen Dissoziationskonstante schien
das Verhiltnis fiir dTMP &hnlich zu sein. Die Amplitude der Analyse von Kpp
entsprach jedoch der Dissoziationsratenkonstante von P@g-MAHA-TDP. Die Steigung
der Analyse von k,,,1 war moglicherweise die Assoziationsratenkonstante fiir dTMP.
Diese kinetische Bedeutung der Steigung und des Ordinatenabschnitts (kapp1) bzw. der
Amplitude (kapp2) konnte jedoch nicht abgeleitet werden.
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Abb. 42:  Konzentrationsabhingigkeit der  beiden  beobachteten Ratenkonstanten des
Kompetitionsexperiments: k., (linker Graph) zeigte eine lineare Abhéngigkeit von der
dTMP-Konzentration mit einer Steigung m=17+1 uM™'s" und einem Ordinatenabschnitt
y = 121 +4 s, Die Amplitude der Auftragung von Kapp2 Uiber der dTMP-Konzentration
(rechter Graph) betrug 91 15 5™

Ein weiteres stopped-flow Experiment legte die Vermutung nahe, daBl der
Verdrangungsmechanismus des Fluorophors nicht kompetitiv war. Bei diesem
Experiment wurde P@g-MAHA-TDP im stopped-flow Gerdt mit steigenden
Konzentrationen der vier Nukleotide dTMP, dTDP, AZTMP und AZTDP verdringt,
wobei die beobachteten Ratenkonstanten mit steigender Nukleotidkonzentration

zunahmen (Abb. 43).
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Abb. 43:  Zeitaufgeldste Verdringung von Pg-MAHA-TDP durch dTMP (o), dTDP (o), AZTMP (A)
und AZTDP (V): Die Konzentration des Fluorophors betrug bei jeder Messung 1(0.5) uM.
Die Messung wurde in Standardfluoreszenzpuffer durchgefiihrt. Alle Mekurven wurden mit

einer hyperbolischen Gleichung analysiert.

Aus der iiber der Dissoziationsratenkonstante des Fluorophors liegenden beobachteten
maximalen Ratenkonstante konnte auf einen assoziativen Verdringungsmechanismus,
bei dem sich ein terndrer Komplex bildet, geschlossen werden [127]. Die Nukleotide
schienen in Gegenwart des Fluorophors am zweiten, nicht besetzten Monomer zu
binden und die Dissoziation von Pg-MAHA-TDP  durch  strukturelle
Wechselwirkungen zu beschleunigen. Dieser Befund erdffnete allerdings die
Moglichkeit, die Assoziationsratenkonstanten fiir die vier T-Nukleotide zumindest
abzuschitzen. Bei niedrigen Nukleotidkonzentrationen (z. B. 0.1 uM) wurde davon
ausgegangen, da3 die Dissoziation von Pg-MAHA-TDP noch nicht limitierend war,
sondern echer die Assoziation des T-Nukleotids, weil die maximale beobachtete
Dissoziationsratenkonstante fiir den Fluorophor erst bei sehr viel hdoheren T-
Nukleotidkonzentrationen erreicht wurde (50 - 200 uM). Eine erneute Bindung des
Fluorophors sollte aufgrund der geringen effektiven Assoziationsratenkonstante
Kass.erf = 1 s nicht sehr stark in die apparente Ratenkonstante eingehen. Damit beschrieb
die Anfangssteigung der hyperbolischen Kurve, die durch Ableitung der zugehdrigen
Gleichung erhalten wurde, in guter Ndherung die Assoziationsratenkonstante fiir das T-
Nukleotid. Mit den bekannten Dissoziationskonstanten konnten dann auch die

Dissoziationsratenkonstanten abgeschitzt werden (Tab. 24).
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Enzym hsTmpK,,,
Nukleotid dTMP dTDP AZTMP AZTDP
Kq/pM 26 23 7 22
Kys/pM's™ ~ 15 ~5 ~20 =~ 60
Kaiss/S™ ~ 400 ~ 120 ~ 140 ~ 1300

Tab. 24:  Zusammenstellung der abgeschéitzten Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten fiir die
T-Nukleotide bei [T-Nukleotid]yepene = 0.1 puM: Die Dissoziationskonstanten wurden
innerhalb der Fehlergrenzen als Mittelwert aus den fluoreszenzspektroskopischen und

kalorimetrischen Bestimmungen berechnet.

3.8 Quenched-flow Kinetik

Zur weiteren Analyse des kinetischen Mechanismus der Kinasereaktion wurden mit
humaner wt-TmpK sowie mit zwei Mutanten (hsTmpKgroooariosy und
hsTmpKr200a/R16G/E. coii small 1id), die AZTMP besser aktivieren als der Wildtyp,
Experimente  durchgefiihrt, die die  Substratfreisetzung als  moglichen
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt ausschalteten. Bei diesen single turnover
Experimenten wurde mit einem anderthalbfachen Enzymiiberschul3 gearbeitet. Dieser
UberschuBB  gewihrleistete aufgrund der bekannten Bindungskonstanten im
mikromolaren Bereich eine nahezu vollstindige Bindung der eingesetzten Nukleotide
an das Enzym im terniren Komplex. Als Substrate wurden dTMP/dTDP bzw.
AZTMP/AZTDP untersucht. Der Reaktionspartner war MgATP fiir die Monophosphate
und MgADP fiir die Diphosphate. Die Reaktion wurde durch das Mischen von TmpK
und dem entsprechenden Nukleotidgemisch gestartet und nach verschiedenen
Reaktionszeiten durch Zugabe von Trichloressigsdure gestoppt. Der Nukleotidgehalt
wurde dann mittels HPLC untersucht. Vorexperimente zeigten jedoch, dal3 die single
turnover Geschwindigkeit in der Regel zu gro war, um diese Versuche im
Handmischverfahren durchzufiihren. Deswegen wurde eine Technik, die als quenched-
flow Technik bezeichnet wird, benutzt. Dabei geschieht das Mischen, also der
Reaktionsstart, und das Stoppen der Reaktion automatisch mit einem quenched-flow
Gerit. Diese Technik wurde unter anderem zur Bestimmung kinetischer Daten bei der
Signaliibertragung, bei DNA-Enzym-Wechselwirkungen, bei Untersuchungen von

Muskelenzymen oder bei der Proteinphosphorylierung verwendet [128 - 133]. Das
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quenched-flow Gerdt der Firma Kintek (Material und Methoden, Kapitel 2.2.8.3)

erlaubte dabei die Messung minimaler Reaktionszeiten von 2 ms.

3.8.1 Quenched-flow Kinetik mit hsTmpK,,,

3.8.1.1 Umsetzung von dTMP/dTDP
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Abb. 44:  Single turnover Analyse der Vorwirtsreaktion (linker Graph) und der Riickwirtsreaktion
(rechter Graph) von hsTmpK,,, mit dTMP bzw. dTDP: Die erhaltenen Datenpunkte wurden
mit einer einfach exponentiellen Gleichung analysiert, die im Text angegebenen Fehler
ergaben sich als Standardabweichung des Mittelwerts der vier Ratenkonstanten fiir die

Nukleotide (ATP (o); ADP (o); dTMP (A); dTDP (V)).

In der Abbildung 44 sind die mit der quenched-flow Technik erhaltenen single turnover
Ergebnisse der humanen wt-TmpK fiir die Vorwirtsreaktion und die Riickwartsreaktion
dargestellt. Durch die single turnover Bedingungen wurde die Produktfreisetzung als
moglicher ratenlimitierender Schritt ausgeschaltet. Der ProzeB der Produktfreisetzung
umfaBte sowohl die Konformationsinderung beim Ubergang vom aktiven in den
inaktiven Komplex als auch die Dissoziation der Produkte. Diese Dissoziation war aber
schnell, was auch bei anderen Kinasen beobachtet wurde. So dissoziierte beispielsweise
ATP aus einem Komplex mit UmpKp_giscoideum Mit einer Ratenkonstante von mindestens

20000 s [134]. Die Umsetzung der Substrate geschah im Falle der Vorwirtsreaktion

mit K., =14%1s™, bei der Riickwirtsreaktion mit k., =3.3+0.8s™'. Dies

bedeutete eine Beschleunigung der Reaktion um mehr als eine GréBenordnung

gegeniiber der steady-state Geschwindigkeit.
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3.8.1.2 Umsetzung von AZTMP/AZTDP
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Abb. 45: Single turnover Analyse der Vorwirtsreaktion (linker Graph) und der Riickwirtsreaktion

(rechter Graph) von hsTmpK,; mit AZTMP bzw. AZTDP: Die erhaltenen Datenpunkte
wurden mit einer einfach exponentiellen Gleichung analysiert, die im Text angegebenen
Fehler ergaben sich als Standardabweichung des Mittelwerts der Ratenkonstanten fiir die

vier Nukleotide. (ATP (o); ADP (0); AZTMP (A); AZTDP (V)).

Als nidchstes wurde ein single turnover Experiment mit AZTMP bzw. AZTDP
durchgefiihrt, um mogliche Erkenntnisse iiber den ratenlimitierenden Schritt fiir dieses
monophosphorylierte Anti-HIV-Medikament zu erhalten (Abb. 45). Trotz Ausschaltung
der Produktfreisetzung als moglichem ratenlimitierendem Schritt entsprachen die

erhaltenen Ratenkonstanten der quenched-flow Experimente denen der steady-state

Messungen. Fiir die Vorwirtsreaktion wurde k =0.008+0.002s™" und fiir die

quench

Riickwirtsreaktion  k =0.0021+0.0005s "' gemessen. Daraus konnte sofort

quench
gefolgert werden, dal3 der entscheidende kinetische Schritt bei der Umsetzung von
AZTMP/AZTDP nicht der Ubergang vom aktiven in den inaktiven Enzymzustand, also
das Offnen der Lid-Region des Enzyms, war. Aufgrund der hohen effektiven
Assoziationsratenkonstanten der Nukleotide schied zudem die Bindung der Nukleotide

als geschwindigkeitsbestimmender Schritt aus.
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3.8.1.3 Nukleotidverdriangung aus dem Gleichgewicht

rel. mant-Fluoreszenz/AU
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o 1 2 35 10 15

t/s

Abb. 46:  Verdringung der Gleichgewichtsmischungen von ATP/ADP/dTMP/dTDP durch (10)5 pM
(o) bzw. (20)10 uM (o) TPsA-mant und von ATP/ADP/AZTMP/AZTDP durch (10)5 uM
(A) bzw. (20)10 uM (V) TPsA-mant aus einem Komplex mit humaner wt-TmpK: Fiir die
Reaktion von dTMP mit MgATP wurden jeweils 150(75) uM MgATP und dTMP mit
0.5(0.25) uM hsTmpK,; 30 min bei 25 °C bis zur Einstellung des Gleichgewichts inkubiert.
Fir die Umsetzung von AZTMP und MgATP wurden 3000(1500) pM MgATP und
400(200) uyM AZTMP  mit 0.5(0.25) puM  hsTmpK,, 3 h bei 25 °C in

Standardfluoreszenzpuffer bis zur Einstellung des Gleichgewichts inkubiert.

Danach wurde in stopped-flow Experimenten ein Gemisch aus ATP/ADP/dTMP/dTDP
bzw. ATP/ADP/AZTMP/AZTDP nach Einstellung des Gleichgewichts mit TPsA-mant
aus einem Komplex mit humaner wt-TmpK verdrangt (chase Experiment). Durch diese
Experimente konnten Erkenntnisse iiber die Geschwindigkeit der Produktfreisetzung
erhalten werden, denn die gemessenen apparenten Ratenkonstanten waren eben durch
die Produktfreisetzung bestimmt. TPsA-mant konnte nicht schneller assoziieren als die
Nukleotide dissoziieren. Sollten sich die entsprechenden Ratenkonstanten bei mit
Nukleotid geséttigtem Enzym fiir die Vorwirts- und die Riickwirtsreaktion voneinander
unterscheiden, war eine zweiphasige Kurve zu erwarten. Die Verdrangung erfolgte mit
zwei Fluorophorkonzentrationen (5 uM und 10 pM). Bei beiden Konzentrationen
betrug der Sattigungsgrad des Enzyms nach der Verdringung mehr als 90 %. Eine
erneute Assoziation der Nukleotide lag somit im Rahmen des MeBfehlers, so da3 die

gemessenen Ratenkonstanten in guter Ndherung als Ratenkonstanten fiir die
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Produktfreisetzung aus dem ternidren Komplex interpretiert werden konnten (Abb. 46).
Sowohl die Verdringung von dTMP/dTDP als auch von AZTMP/AZTDP zeigten
zweiphasige Fluoreszenzverldufe. Die Mittelwerte der Ratenkonstanten fiir
dTMP/dTDP waren k,pp1 = 1.0 £ 0.1 s” und Kapp2 = 0.16 = 0.02 s, Fiir AZTMP/AZTDP
ergab sich kapp1 = 11 +£2 s und Kappr = 1.1 £0.2 st

3.8.1.4 Arbeitsmodell fiir die TmpK-Reaktion

+ ATP kisol

E * NMP E:EATP° NMP ET'ATP° NMP
iso-1 y
+ NMP + NMP
E Ee* ATP
+ ATP
k-c kc
+ ADP
E E * ADP
+ NDP + NDP
kiso-2 +
E* NDP —— E{ADP° NDP EeADPe NDP
+ ADP kisoZ

Abb. 47:  Arbeitsmodell fiir die TmpK-Reaktion: Bei NMP-Kinasen werden im allgemeinen durch
Substratbindung und -freisetzung verursachte offene (f) und geschlossene (%)
Enzymstrukturen beobachtet (induced fit Mechanismus), wodurch die einfache Hydrolyse des
Phosphoryldonors (ATPase-Aktivitdt) nahezu verhindert wird. Fiir menschliche wt-TmpK

betrug beispiclsweise diese ATPase-Aktivitét ca. (turnover-Zahl = 2.7-107 s) der

000
steady-state Aktivitt.

Um einen Zusammenhang zwischen den steady-state kinetischen Konstanten (k.. und
Kum), den Bindungskonstanten im bindren Komplex (Kg4), den quenched-flow und
stopped-flow Daten erkennen zu konnen, war zunichst ein kinetisches Arbeitsmodell
fir die TmpK-Reaktion notwendig. Auf der Basis des fiir AmpK aus Kaninchen
abgeleiteten random bi-bi-Mechanismus [12] und dem Konzept des induced fit [135]
wurde das in Abbildung 47 dargestellte Arbeitsmodell fiir die TmpK-Reaktion
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zugrundegelegt. Die Annahme eines dhnlichen Mechanismus fiir TmpK war sinnvoll,
weil TmpK und AmpK funktionell absolut identisch sind: Es werden zwei Substrate
gleichzeitig gebunden, die chemische Reaktion ist dieselbe (nukleophile Substitution,
Snz2-Mechanismus) und die Reaktion ist reversibel. Aus den Experimenten wurden keine
Hinweise auf ein geordneten Bindungsmechanismus erhalten. Fiir alle Nukleotide

konnten unabhéngig voneinander Affinititen gemessen werden.

3.8.1.5 Kinetischer Mechanismus der humanen wt-TmpK

Mit den in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen kinetischen Ergebnissen
konnte nun fiir menschliche wt-TmpK ein Mechanismus auf der Grundlage des
minimalen Reaktionsschemas bei offenen und geschlossenen Enzymkonformationen
abgeleitet werden. Diese Ableitung soll exemplarisch fiir den humanen Wildtyp mit
dTMP und AZTMP detailliert durchgefiihrt werden, fiir die R200A/F105Y-Mutante
bzw. die R200A/R16G/E. coli small lid-Mutante war die Ableitung analog. Die fiir die
Ratenkonstanten verwendete Nomenklatur entspricht der in Abbildung 47, in der
Abbildung 48 ist der kinetische Mechanismus fiir menschliche wt-TmpK mit dTMP und
AZTMP schematisch dargestellt.

Experiment steady state single turnover stopped flow Equilibrium
Nukleotid Keatv Keatr | Kquenchy | Kquenchr | Kehasel | Kehase2 | KeqEnzym
dTMP/dTDP 0.7 0.11 14 33 1 0.16 0.75
AZTMP/AZTDP 0.012 0.0012 0.008 0.002 11 1.1 0.95
Tab. 25:  Zusammenfassung der experimentell ermittelten Ratenkonstanten fiir die Vorwirtsreaktion

(mit MgATP) und die Riickwirtsreaktion (mit ADP) von hsTmpK,, sowie der

entsprechenden chemischen Gleichgewichtskonstanten am Enzym.

Zunichst wurde durch steady-state Analyse die Ratenkonstante des langsamsten und
damit geschwindigkeitsbestimmenden Schritts flir die Umsetzung von dTMP und
AZTMP (Vorwirtsreaktion) bzw. die Umsetzung von dTDP und AZTDP
(Riickwartsreaktion) gemessen (Tab. 25). Die entsprechenden Ratenkonstanten erhielten
das Symbol keuyv bzw. kear. Der zweite Schritt bestand aus einer single turnover
Analyse der Kinetik der Vorwirts- und der Riickwértsreaktion. Dabei war die

Enzymkonzentration groBer als die Nukleotidkonzentration (im Experiment 300 uM
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Enzym und 200 uM Nukleotid). Durch die hohe Affinitét aller Nukleotide im terndren
Komplex wurde so eine nahezu vollstandige Bindung gewihrleistet. Die Nukleotide
konnten in einem einzigen Reaktionszyklus umgesetzt werden. Die Produktfreisetzung
spielte dann fiir die Ratenkonstante des single turnover Experiments keine Rolle mehr
und schied als mdglicher geschwindigkeitsbestimmender Schritt aus. Die einfach
exponentielle Angleichung der durch HPLC ermittelten, zu verschiedenen Zeitpunkten
vorhandenen Nukleotidkonzentrationen lieferte Ratenkonstanten, die fiir die Vor- bzw.

Riickwirtsreaktion als Kquench,y bZW. Kquenchr (Tab. 25) bezeichnet wurden.

Die unter single turnover Bedingungen fiir die Vor- bzw. Riickwirtsreaktion
gemessenen Ratenkonstanten waren innerhalb der Fehlergrenzen nicht identisch und
konnten deshalb nicht derselben Reaktion zugeordnet werden. Die beobachtete
Ratenkonstante wire bei der Messung derselben Reaktion unabhédngig von der Richtung
gewesen, weil es sich bei der beobachteten Reaktion um eine Einstellung ins
Gleichgewicht gehandelt hitte. Die beobachtete Rate hitte sich in diesem Fall als die
Summe der Ratenkonstanten der Vor- und Riickwirtsreaktion ergeben und hétte deshalb
in beiden Richtungen gleich sein miissen. Damit repriasentierten die quench-flow Daten
nicht die Geschwindigkeit des Phosphoryltransfers (k. bzw k), sondern sowohl mit
dTMP/dTDP als auch mit AZTMP/AZTDP eine Konformationsédnderung des Enzyms
(kiso1, Kiso-1 bzW Kiso2, Kiso-2). Diese Konformationsdnderung entsprach dem Ubergang
von der offenen inaktiven in die geschlossene aktive Form des Enzyms oder umgekehrt,

also hauptsichlich der Bewegung der Lid-Region neben einer des P-Loops.

Die Zuordnung der Ratenkonstanten aus den single turnover Experimenten zur
Konformationsinderung (reprisentierten diese Daten das Offnen oder das SchlieBen des
Enzyms?) geschah mit Hilfe von chase-Experimenten (Tab 25). Dazu wurden die
Nukleotide im Gleichgewicht mit TPsA-mant vom gesittigten Enzym verdringt.
Sowohl fiir TMP/TDP als auch fiir AZTMP/AZTDP wurden biphasige Kurven erhalten.
In beiden Féllen wurde mit zwei verschiedenen Fluorophorkonzentrationen verdriangt,

um sicherzustellen, dafl die Verdrangung vollstdndig und moglichst irreversibel war.

Zusitzlich war fiir die Ableitung des kinetischen Mechanismus noch die Kenntnis der
chemischen Gleichgewichtskonstanten am Enzym wichtig. Diese waren prinzipiell aus

den quenched-flow Experimenten zuginglich, wurden jedoch aufgrund bestehender
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experimenteller Schwierigkeiten (Material und Methoden, Kapitel 2.2.8.3) in einem
unabhéngigen Experiment bei 25 °C durch Gleichgewichtsnukleotidanalyse mit HPLC
ermittelt. Zur besseren Ubersicht wurden alle relevanten Daten noch einmal in Tabelle
25  zusammengefallit. Die  Gleichgewichtskonstante  wurde  definiert als

K _ [MgaTP][NMP]
“wtam = [MgADP|[NDP]

Fir dTMP bzw. dTDP entsprachen die observierten Ratenkonstanten bei der
Verdrangung durch TPsA-mant sehr gut den durch steady-state Analyse ermittelten Kea-
Werten (Kehaser = Keaty Und Kenase2 = Keatr). Die Verdrangung mit mant-APsT geschah aus
der geschlossenen Konformation. Der Vergleich mit den steady-state-Raten machte es
deshalb wahrscheinlich, daB kepaser der Offnung des Enzyms auf der Diphosphatseite
(Kehaser = Kisoz = Keay = 0.7 s'l) und Kepaser der Offnung des Enzyms auf der
Monophosphatseite entsprach (Kchasez = Kiso-1 = Kearr = 0.11 s'l). Damit stellten die
Ratenkonstanten aus dem quenched-flow Experiment die Geschwindigkeit fiir den
Ubergang in die aktive Konformation dar, und es war Kisxs1 = Kquenchy = 14 s und
Kiso-2 = Kquenchy = 3.3 s, Fir die Umsetzung von dTMP bzw. dTDP war damit die
Zuordnung der steady-state und der single turnover Ratenkonstanten eindeutig. Der
ratenlimitierende Schritt ist sowohl fiir die Vorwirts- als auch fiir die
Riickwirtsreaktion der Ubergang vom geschlossenen aktiven in den offenen inaktiven

Komplex (kiso» bzw. Kkiso.1). Die Plausibilitdt dieser Zuordnung konnte anhand der

—C

Gleichgewichtskonstante fiir den chemischen Schritt (K = 1;

) iiberpriift werden. War

das chemische Gleichgewicht am Emzym -Kcqgnzym - bekannt, konnte K. mit GI. 82
(Appendix, Kapitel 8.6) berechnet werden. Mit Keqgnzym = 0.75 berechnete sich K. =
0.91. Dieser Wert fiir die chemische Gleichgewichtskonstante war sinnvoll, denn es gab
keinen Grund anzunehmen, weshalb der Phosphatiibertrag in eine von beiden

Reaktionsrichtungen schneller sein sollte als in die andere.
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Abb. 48: Darstellung des kinetischen Mechanis humaner wt-TmpK mit dTMP/dTDP und
{AZTMP/AZTDP}. Die Zahlen in geschweiften Klammern stehen fiir den Zyklus mit
AZTMP/AZTDP, die ohne geschweifte Klammer fiir dTMP/dTDP. Der Zahlenwert fiir den

Kooperativititsfaktor a ist definiert als o =K—M (1: offene, inaktive Enzymkonformation;
d

1: geschlossene, aktive Enzymkonformation).

Fiir AZTMP/AZTDP sahen die Ergebnisse anders aus: Hier entsprachen im Rahmen der
Fehler die Ratenkonstanten aus den quenched-flow-Experimenten den k.,.-Werten aus
der steady-state-Analyse, es war Kquenchy = Keay = 0.012 s'  und
Kquench,r = Keaty = 0.0012 s\ Die Verdriangung der Nukleotide im Gleichgewicht aus der
geschlossenen Enzymkonformation mit TPsA-mant ergab wesentlich groBere
Ratenkonstanten (Tab. 25), die Verdringung der Nukleotide aus dem Komplex geschah
also deutlich schneller als im FlieBgleichgewicht. Da im quenched-flow Experiment aus
den schon genannten Griinden (Ungleichheit der beobacheten Ratenkonstanten) nicht

die Geschwindigkeit der chemischen Reaktion gemessen worden sein konnte, mufiten
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die quenched-flow Daten das SchlieBen der Lid-Region darstellen. Damit war folgende
zwangsldufige Zuordnung gegeben: Kiso1 = Kquench,y = Keat,y = 0.012 s und kigon = Kquench,r
= Keatr = 0.0012 s\, Der ratenlimitierende Schritt fiir die AZTMP-Phosphorylierung ist
also das Schlieen der Lid-Domine iiber den Substraten. Diese enzymdynamischen
Ergebnisse wurden durch die Kristallstruktur bestitigt [136]. Diese zeigte fiir den
TmpK-Komplex mit AZTMP und dem nicht hydrolysierbaren ATP-Derivat AppNHp
eine eindeutig offene Konformation. Die Zuordnung der stopped-flow Ratenkonstanten
zur Vorwirts- bzw. Riickwirtsreaktion war auf den ersten Blick nicht moglich und
konnte nur deduktiv erfolgen. Dazu muflte man annehmen, dafl die
Gleichgewichtskonstante fiir den chemischen Schritt -K - in der Groenordnung 1 war.
Dies erschien aus denen bei dTMP/dTDP erwidhnten Griinden logisch. Mit der
bekannten Gleichgewichtskonstanten am Enzym Keqgnzym = 0.95 errechnete sich eine
sinnvolle chemische Gleichgewichtskonstante bezogen auf das minimale
Reaktionsschema (Abb. 47) nur bei folgender Zuordnung: ki, = 11 s und
kisx = 1.1 s, Die berechnete Gleichgewichtskonstante K. betrug dann K¢ = 1.04 (Gl
82, Appendix, Kapitel 8.6). In der Abbildung 48 wurde die Zuordnung der

Ratenkonstanten noch einmal graphisch verdeutlicht.
3.8.2  Quenched-flow Kinetik mit hsTmpK-Mutanten

Interessant war ein mechanistischer Vergleich zwischen der menschlichen wt-TmpK
und den Kinasen, die durch Mutationen in ihren kinetischen Eigenschaften verandert
wurden. Dabei konnten nur die hsTmpKgopoa/riosy und die hsTmpKroooa/r16G/E. coli small id
ndher untersucht werden. Fiir diese Mutanten konnten aus Zeitgriinden keine
Dissoziationskonstanten bzw. Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten bestimmt
werden. Die mechanistische Interpretation der kinetischen Daten erfolgte deshalb unter
der Annahme, daBl auch bei den Mutanten die Bildung der bindren und ternédren
Komplexe sehr schnell war. Die Ableitung eines kinetischen Mechanismus schlieBlich

erfolgte mit denselben Uberlegungen, die fiir humane wt-TmpK beschrieben wurden.



Ergebnisse 102

3.8.2.1 hSTmpKRZOOA/FIOSY

Fiir die Vorwirtsreaktion von hsTmpKg200a/r10sy mit dTMP ergab sich aus dem single

turnover [Experiment eine mittlere Ratenkonstante k =130+17s™", die

quench,v

Riickwirtsreaktion mit dTDP lieferte k =96+3s™". Die mit der quenched-flow

quench,r
Technik ermittelten Ratenkonstanten waren damit um eine Gréf3enordnung schneller als
die quenched-flow Ratenkonstanten, die fiir menschliche wt-TmpK erhalten wurden.
Die k.,-Werte aus den steady-state Experimenten mit dieser Mutante waren fast drei
GroBenordnungen kleiner als die aus den single turnover Experimenten, so dall auch bei
der Phenylalanin-Mutante mit dTMP/dTDP der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
die Offnung der Lid-Region des Enzyms war. Die single turnover Reaktion dieser
Mutante mit AZTMP bzw. AZTDP war wesentlich langsamer als mit dem natiirlichen
Substrat, aber noch immer schneller als die des humanen wt-Enzyms mit dem

monophosphorylierten Anti-HIV-Medikament. Die mathematische Analyse der

Datenpunkte ergab fiir die Vorwirtsreaktion k =4.8+0.1s”" und fiir die

quench,v

Riickwirtsreaktion k =0.07+0.01s™". Im Gegensatz zur wt-TmpK waren die

quench,r
single turnover Ratenkonstanten mit AZTMP/AZTDP grofler als die steady-state
Konstanten. Damit hatte durch eine einzelne Punktmutation ein Wechsel der
Enzymdynamik stattgefunden: War bei der wt-TmpK mit AZTMP/AZTDP noch die
Konformationsidnderung, die zum aktiven Komplex fiihrte, der ratenlimitierende Schritt,
so war es bei der Phenylalanin-Mutante die Konformationsdnderung vor der

Produktfreisetzung.

3.8.2.2  hsTmpKRr200A/R16G/E. coli small lid

Unter single turnover Bedingungen wurde fiir die Reaktion dieser Mutante mit dTMP

cine Ratenkonstante k =36+10s™ und fir die Reaktion mit dTDP

quench,v

k =2.7%£0.6s”" gemessen. Diese Geschwindigkeitskonstanten waren deutlich

quench,r
grofler als die steady-state Ratenkonstanten fiir diese Mutante, so dafl wiederum von
einer Ratenlimitierung durch die vor der Produktfreisetzung erfolgenden
Konformationsédnderung ausgegangen werden konnte. Der einfach exponentielle

Angleich der Datenpunkte des single turnover Experiments mit AZTMP/AZTDP ergab
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fir die Vorwirtsreaktion die Geschwindigkeitskonstante k =0.98+0.03 s und

quench,v

fir die Riickwirtsreaktion k =0.014%0.004s™". Auch bei dieser TmpK-Mutante

quench,r

wurde die Gesamtaktivitit mit AZTMP/AZTDP durch den Ubergang vom aktiven in

den inaktiven Zustand bestimmt.

3.8.2.3 Kinetischer Mechanismus der hsTmpK-Mutanten

Zur besseren Ubersicht wurden die fiir die Ableitung der kinetischen Mechanismen der

Mutanten wichtigen Ratenkonstanten noch einmal zusammengefal3t (Tab. 26).

Experiment steady state single turnover Equilibrium
Enzym
Nukleotid kcat,v kcat,r kquench,v kquench,r Keq,Enzym
dTMP/dTDP 0.17 0.14 130 96 0.80
R200A/F105Y
AZTMP/AZTDP 0.25 0.018 4.8 0.07 0.19
R200A/R16G/ dTMP/dTDP 0.49 0.14 36 3.7 0.89
E. coli small lid AZTMP/AZTDP 0.10 0.0021 0.98 0.014 0.10
Tab. 26: Zusammenfassung der ermittelten Konstanten fiir die Umsetzung von dTMP/dTDP bzw.

AZTMP/AZTDP durch hsTmpK-Mutanten. Die Gleichgewichtskonstante wurde wieder

_ [MgATP][NMP]
«wrkam = IMgADP][NDP]

definiert als K
Die F105Y-Mutation fiihrte gegeniiber wt-TmpK zu einer Verlangsamung der Offnung
und zu einer Beschleunigung des SchlieBens der Lid-Region (Abb. 49). Der
ratenlimitierende Schritt war sowohl fiir dTMP/dTDP als auch AZTMP/AZTDP die
Konformationsdnderung vor der Produktfreisetzung. Die Gleichgewichtskonstante fiir
den chemischen Schritt berechnete sich zu K¢ = 0.80 fir dATMP/dTDP bzw. K¢ = 0.89
fir AZTMP/AZTDP (Gl. 82, Appendix, Kapitel 8.6), wodurch die Giiltigkeit des
abgeleiteten Mechanismus bestitigt wurde. Ein dhnliches Ergebnis erhielt man fiir die
,,small lid“-Mutante (Abb. 50). Die Geschwindigkeitskonstanten fiir das Offnen und
SchlieBen der Lid-Region mit dTMP/dTDP unterschieden sich kaum vom Wildtyp-
Enzym. Die Berechnung der chemischen Gleichgewichtskonstante ergab fiir
dTMP/dTDP Kc=0.92. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt mit diesen
Nukleotiden war wie bei den beiden anderen untersuchten TmpK der Ubergang von der

geschlossenen aktiven in die offene inaktive Enzymkonformation (kis,.; bzw. Kis).
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Kigog = 130 {4.8} 57!

E ¢ NMP E:EMgATPONMP EtATP' NMP
Kigoy = 0.14 {0.018} s™!
kiso-l
ol = =0.001 {0.004}
isol
E E* MgATP K.
k-c
K= =0.80 {0.87}
E = E e MgADP K,
/
ki<0-2
oy = 22 =565 {0.28}
is02
Kison = 96 {0.07} 571 +
E * NDP E:EMgADPO NMP EeADP* NDP

Kigop =0.17 {025} 57!

Abb. 49:  Darstellung des kinetischen Mechanis der humanen R200A/F105Y -Mutante mit d-TMP/dTDP
und {AZTMP/AZTDP}. Die Zahlen in geschweiften Klammern stehen fiir den Zyklus mit
AZTMP/AZTDP, die ohne geschweifte Klammer fir dTMP/dTDP (i: offene, inaktive

Enzymkonformation; {: geschlossene, aktive Enzymkonformation).

Der Austausch der Lid-Region des menschlichen Enzyms und der Ersatz durch die
E. coli Lid-Region fiihrte mit AZTMP/AZTDP zu einer Beschleunigung des Ubergangs
in den aktiven Komplex und zu einer Verlangsamung der Produktfreisetzung. Der
Effekt bei der ,,small lid“-Mutante war aber nicht so dramatisch wie bei der F105Y-
Mutante. Die berechnete chemische Gleichgewichtskonstante fiir AZTMP/AZTDP war
K¢ = 0.82. Die Verschiebung des Gleichgewichts am Enzym mit AZTMP/AZTDP
gegeniiber dem Wildtyp palite in das mechanistische Bild der Mutantenproteine. Die
extreme Beschleunigung des SchlieBbewegung der Lid-Region mit AZTMP (400-fach
bei der F105Y-Mutante bzw. 100-fach bei der ,,small lid*“-Mutante) in Verbindung mit
einer dramatischen Verlangsamung der entsprechenden Riickreaktion (600-fach bei der
F105Y-Mutante bzw. 5000-fach bei der“small 1id“-Mutante) fing den aktiven Komplex
beider Mutanten mit AZTMP quasi ein. Die Gleichgewichtskonstante fiir das Schlieen
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der Lid-Region beider Mutanten mit AZTMP war deshalb auch im Vergleich mit dem

Wildtyp um mebhr als fiinf GréB8enordnungen hin zu den Produkten verschoben.

kisor = 36 {0.98} 5! T
E * NMP E:EMgATP°NMP E°*ATPe NMP

‘ 1 kiso-l =0.14 {00021} S_1 y
k.
Ko =—21=0.004 {0.002}
A kisol
E ~ E e MgATP K
k
K.=—%=10 {081}
kC
E E * MgADP .
1
k.
Kiso2 =2 _ 7.6 {014}
kisoZ
Kison = 3.7 {0.014} 57!

EtADP‘ NDP

E e NDP E-JEMgADPO NMP

Kigon = 0.49 {0.10} 5!

Abb. 50:  Darstellung des kinetischen Mechanis der humanen R200A/R16G/E. coli small lid-Mutante
mit dTMP/dTDP und {AZTMP/AZTDP}. Die Zahlen in geschweiften Klammern stehen fiir
den Zyklus mit AZTMP/AZTDP, die ohne geschweifte Klammer fiir dTMP/dTDP (§: offene,

inaktive Enzymkonformation; 7: geschlossene, aktive Enzymkonformation).

3.9 Thermische Stabilitat von Thymidylatkinasen

Die thermische Stabilitit der Thymidylatkinasen aus E. coli, S. cerevisiae, Maus und
Mensch wurde mit Hilfe der differential scanning calorimetry (DSC) [137, 138]
untersucht. Diese Technik wurde unter anderem zur Untersuchung von DNA-
Wechselwirkungen [139], zur Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen
Biomolekiilen [141] und in Proteinfaltungsstudien [142, 143] eingesetzt. Die
Wiérmeaufnahme einer Enzymlosung wird gegen eine Referenz gemessen, so dal3 neben

dem Schmelzpunkt des Proteins grundsitzlich auch thermodynamische Daten
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(Schmelzenthalpie und Wairmekapazidt des Proteins) zugédnglich sind. Die
Zuverldssigkeit dieser Daten beruht jedoch auf der Reversibilitét des Schmelzvorgangs,
weil diese flir die Ableitung der zur Auswertung der Schmelzkurven erforderlichen
Gleichungen (siche Appendix, Kapitel 8.5.2) vorausgesetzt wird. Die Schmelzprozesse
aller untersuchten Thymidylatkinasen waren jedoch irreversibel, so daf3 die erhaltenen

Schmelzenthalpien bestenfalls einen Anhaltspunkt geben konnten.
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Abb. 51:  DSC-Schmelzkurve von hsTmpK,, in HEPES/NaOH-Puffer pH 7.5: Die Wérmeaufnahme
des Proteins pro Grad Temperaturdnderung wurde um den Beitrag des Puffers und die
Basislinie  korrigiert. Nach der Normalisierung auf die Enzymkonzentration
(cTmpk = 0.85 mg/ml = 36.6 pM) konnten die erhaltenen Schmelzkurven fiir verschiedene
TmpK mit einem ,,Mehriibergangsmodell”“ (siche Appendix, Kapitel 8.5.2) ausgewertet

werden ((—) MeBkurve; (-+--) mit dem ,,Mehriibergangsmodell* angepalite Schmelzkurve).

In der Abbildung 51 wurde die Originalschmelzkurve (links) und die auf die
Enzymkonzentration normalisierte Schmelzkurve (rechts) von humaner wt-TmpK
dargestellt. Der Unterschied in der Basislinie aller Schmelzkurven vor und nach der
Denaturierung war ein Hinweis auf eine unterschiedliche Warmekapazitét der nativen
und der denaturierten Proteine. Trotz dieser Unterschiede konnten die Messungen nicht
mit einem Modell, das auch die Bestimmung der Warmekapazitét erlaubte, ausgewertet
werden. Alle Messungen muflten mit einem ,,Mehriibergangsmodell* (rnon-two-state
transition Modell) ausgewertet werden. Grundsatzlich bedeutet dies, daB3 alle Proteine
nicht abrupt kollabierten und ihre strukturellen und funktionellen Charakteristiken nicht
gleichzeitig verloren gingen [138], der Schmelzvorgang also wenig kooperativ war.
Dies war mit der dimeren Struktur und mehreren Bindungsstellen fiir Substrate in

Einklang. Die erhaltenen Schmelzkurven unterstiitzen diese Einschitzung. Bei einem
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unendlich kooperativen Schmelzvorgang wiirde man unendlich hohe und schmale
Schmelzpeaks erwarten, weil die Struktur des Enzyms bei einer scharf definierten
Schmelztemperatur verloren gehen wiirden. Bei allen Proteinen war jedoch die van’t
Hoft’sche Enthalpie (effektive Enthalpie) wesentlich gréBer als die kalorimetrische
(Tab. 27). Das Verhiltnis AH /AH, beider Enthalpien gibt prinzipiell Auskunft iiber
die Anzahl der Eduktmolekiile, die wiahrend eines thermisch induzierten strukturellen
Ubergangs miteinander kooperieren. Die groBen Verhiltnisse fiir TmpK deuteten, im

Gegensatz zum verwendeten Modell und den Schmelzkurven, auf hoch kooperative

Schmelziibergiinge hin [143].

TmpK human, wt | R200A/F105Y Small Lid E.coli,wt | S.cervisiae, wt Maus, wt”
Tw/°C 50 37 50 59 56 50
AH" /kJ-mol™ 752 515 859 670 758 637
m
-1 115 59 73 221 211 109
AH, /kJ-mol
v 6.3 9.1 11.1 3.0 3.6 59
AH} /AHE,

Tab.27:  Zusammenstellung der Schmelzpunkte und der van’t Hoff’schen bzw. kalorimetrischen
Enthalpien verschiedener Thymidylatkinasen (*: enthielt ca. 20 Mol-% dTMP; alle anderen

Kinasen waren nukleotidfrei).

Eine sinnvolle Erkldrung fiir diesen Gegensatz ergibt sich aus der Irreversibilitdt der
Schmelzvorgénge. Die thermische Entfaltung aller untersuchten TmpK fiihrte zur
Aggregation und Prézipitation der denaturierten Proteine. Die Aggregation ist aber ein
kinetisch kontrollierter exothermer Prozess [143]. Die bei der TmpK-Aggregation
freigesetzte Wérme unterstiitzte quasi intrinsisch im Sinne des Experiments den
Schmelzproze3 des Enzyms, und die vom Kalorimeter aufgezeichnete zugefiihrte

Wirmemenge, die durch die kalorimetrische Enthalpie AH; beschrieben wird, war

dadurch zu klein. Die van’t Hoff’sche Enthalpie jedoch war als rein thermodynamische

GroBe, die sich aus der Temperaturabhénigigkeit der Gleichgewichtskonstanten ergibt,
unabhéngig von energetischen Beitragen der Aggregation. Das Verhiltnis AH' /AH,

war somit zu gro3 und konnte deshalb nicht als Hinweis auf hochkooperative

Schmelzvorgdnge interpretiert werden.

Bei den menschlichen Mutanten-Proteinen fielen -den gleichen energetischen Beitrag

der Aggregation zur gemessenen Warmeaufnahme bei verschiedenen TmpK
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vorausgesetzt- die reduzierten kalorimetrischen Enthalpien gegeniiber dem Wildtyp auf.
Die Phenylalanin- und die small lid-Mutante sind offensichtlich durch eine geringere
Anzahl von intramolekularen Wechselwirkungen flexibler, worin ein mdglicher Grund
fiir die verbesserte katalytische Aktivitdt dieser Mutanten liegt. Die Schmelzpunkte der
Enzyme lagen in der Regel im Bereich zwischen 50 °C und 60 °C. Nur die
Phenylalanin-Mutante zeigte einen deutlich verringerten Schmelzpunkt von 37 °C.
Trotzdem sollte diese Mutante fiir gentherapeutische Anwendungen geeignet sein, denn
der Schmelzpunkt wird in einer Zelle durch die Anwesenheit von Nukleotiden

sicherlich wesentlich hoher sein.
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4 Diskussion
4.1 Expression und Reinigung von TmpK

Die Expression von Thymidylatkinase als GST-Fusionsprotein in E. coli Zellen ergab
eine sehr hohe Proteinausbeute (bis 800 mg pro 80 g ZellnaBgewicht). TmpK war
offensichtlich fiir den Wirtsorganismus nicht toxisch. Die Standardreinigung fiir ein
GST-Fusionsprotein (Ammoniumsulfatfiallung, Glutathion-Sepharose 4B Affinitéts-
sdule, Abspaltung des GST-Fusionsproteins und anschlieBende GroBenausschlul3-
chromatographie) fiihrte zu einer sehr sauberen TmpK (> 99%), die in Abhéngigkeit
von der Herkunft und von der Mutation einen unterschiedlichen Restnukleotidgehalt
(dTMP und ADP) hatte (humane wt-TmpK: ~ 15 %; R200A/F105Y-Mutante: ~60 %;
R200A/R16G/E. coli small lid: ~ 40 %; murine wt-TmpK: ~ 30 %). Dieser Befund ist
duBerst erstaunlich, denn Thymidylatkinasen aus E. coli und S. cerevisiae , deren
Nukleotidaffinitdten mit denen der untersuchten TmpK vergleichbar sind (= 10 uM),
sind nach chromatographischer Aufarbeitung ebenso nukleotidfrei wie AmpK aus E.
coli und UmpK aus D. discoideum [144]. Dieser Befund zeigt aber auch, wie stark
offensichtlich die Nukleotide das Enzym und speziell die active site beeinflussen.
Moglicherweise ist die Expression der untersuchten TmpK als GST-Fusionsprotein
indirekt fiir dieses Phidnomen verantwortlich. Die Reinigungsprotokolle fiir
nichtfusionierte NMP-Kinasen enthalten im Gegensatz zu dem fir GST-TmpK
ausgearbeiteten Protokoll jeweils einen chromatographischen Reinigungsschritt mit
einem Anionentauscher. Ein unterschiedliches Elutionsverhalten von Nukleotiden und
Enzym konnte die Nukleotidfreiheit dieser NMP-Kinasen zur Folge haben, wéhrend die
Nukleotidbefreiung von humaner TmpK mit dem nukleotidabbauenden Enzym

Alkalische Phosphatase erfolgen mufite.

Die Nukleotidfreiheit von Enzymen ist grundsitzlich fiir viele kinetische und
strukturelle Untersuchungen von auflerordentlicher Bedeutung, um eindeutig definierte
Ratenkonstanten und strukurelle Zustdnde zu erhalten. So reduzierte sich beispielsweise
die Assoziationsratenkonstante von TPsA-mant fiir die Bindung an nukleotidhaltige
humane wt-TmpK im Gegensatz zur Bindung an nukleotidfreie um einen Faktor 2

(Kass, nukleotidhaltig = 22 },ll\/[_l'S_1 VS. Kass, nukleotidfrei = 1 ]J.M_l'S_l). Der Restnukleotidgehalt
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beeinflulte die Dissoziationsratenkonstante sogar um einen Faktor 20
(Kdiss, nuklcotidhaltig = 1.5 s vs. Kdiss, nukleotidfrei = 26 s'l), so daB sich zwischen den durch die
Ratenkonstanten der Bindung berechneten Dissoziationskonstanten fiir TPsA-mant ein
10-facher Unterschied ergab (Kg, nukicotidhatic = 68 nM vs. Ky nukicotiagfiei = 500 nM). Die
Dissoziationskonstante von 500 nM  konnte in einem unabhidngigen
Gleichgewichtsexperiment mit nukleotidfreier TmpK (K4 = 336 nM) bestétigt werden.
Die unter single turnover Bedingungen gemessenen Ratenkonstanten unterschieden sich
ebenfalls erheblich fiir nukleotidhaltige und nukleotidfreie TmpK. Fiir nukleotidhaltige
humane wt-TmpK war Kquench vorwirts = 4 s und Kquench riickwarts = 0.8 s'l, wihrend sich fir
nukleotidfreie TmpK die Ratenkonstanten  Kguenchvorwars = 14 s'  und
Kquench,riickwrts = 3.3 gt ergaben. Aufgrund des Restnukleotidgehalts konnten
offensichtlich nur Mischratenkonstanten gemessen werden. Der Restnukleotidgehalt
erschwerte auch die Interpretation der Elektronendichte bei
Rontgenbeugungsexperimenten zur Bestimmung der Kristallstruktur. Fiir die
Kristallisationsmutante hsTmpKg;p0a wurde in einem Komplex mit dTMP und dem
nichthydrolysierbaren ATP-Analog AppNHp neben diesen beiden erwarteten
Nukleotiden auch ADP gefunden. Dieses ADP stammte wahrscheinlich aus der
Enzympriparation, die noch ohne den Einsatz von alkalischer Phosphatase durchgefiihrt

wurde [110].

42  Py-MAHA-TDP

Fluoreszierende Verbindungen sind als Reporter fiir Gleichgewichtsstudien und
kinetische Untersuchungen von nukleotidbindenden Proteinen von auBlerordentlicher
Bedeutung. Dazu wurden Nukleotide und Nukleoside sowohl an der Base, wie bei
Ethenoadenosin [145 - 147], 2-Aminopurinribosiden [148] oder C8-MABA-ADP [68],
als auch an der Ribose, wie bei Trinitrophenyl- [149] und Mant-Nukleotiden [84],
modifiziert. Auch phosphatmodifizierte Nukleotide sind bekannt, hauptsidchlich als
caged-Verbindungen [150 - 153], aber auch als Substratanaloge [82, 154] und
fluoreszierende  Sonden [155]. Die Entwicklung und Synthese eines
phosphatmodifizierten fluoreszierenden CDP-Analogs fiir UmpK in unserer
Arbeitsgruppe erlaubte die vorher nicht mdgliche direkte Bestimmung von
Bindungskonstanten der NMP/NDP-Bindestelle [76]. Der gewéhlte konvergente

Syntheseweg, bei dem zunédchst aus 1-Methyl-1,3-benzoxazin-2,4-dion und einem
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Diaminoalkan ein fluoreszierendes Benzoylamid erzeugt wurde [75], eroffnet
hinsichtlich des Fluorophors und des Linkers eine groBe Bandbreite von
Variationsmoglichkeiten. Die einzige Anforderung an den Fluorophor besteht in der
Zuginglichkeit fiir einen nukleophilen Angriff durch eine Aminogruppe des Linkers.
Durch die Wahl verschiedener Linker sowie verschiedener Phosphate (Mono-, Di-, oder
Triphosphat) konnen weitere strukturelle Erfordernisse anderer Proteine, bei denen die
active site wie bei NMP-Kinasen ,kanalartig” ist, berilicksichtigt werden.
Moglicherweise konnen phosphatmodifizierte fluoreszierende Sonden zur quantitativen
Bestimmung von Affinititen von caged-Verbindungen genutzt werden, weil die

Modifizierung der Phosphatgruppe die Hydrolyse des Fluorophors verhindert.

Die vorgestellte Synthesestrategie [75, 76] wurde fiir die Préparation eines bei
Raumtemperatur und neutralem pH-Wert stabilen fluoreszierenden dTDP-Analogs (P -
MAHA-TDP) fiir TmpK erfolgreich iibernommen und konnte auch hier fiir die
erstmalige Bestimmung von Dissoziationskonstanten fiir die NMP/NDP-Bindestelle von
TmpK angewendet werden. Ferner war mit Pg)-MAHA-TDP eine Abschétzung der
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten fiir nichtfluoreszierende Nukleotide
(dTMP, dTDP, AZTMP, AZTDP) mdglich. Die Bestimmung von
Dissoziationskonstanten gestaltete sich fiir humane wt-TmpK schwierig. Zum einen
muBte bei den Nukleosiddiphosphaten dTDP und AZTDP darauf geachtet werden, daf3
alle Gleichgewichtsmessungen in Abwesenheit von Mg”" durchgefithrt wurden.
Nukleosiddiphosphate binden in der magnesiumfreien Form an die NMP/NDP-
Bindestelle von TmpK, in Gegenwart von Mg" findet zusitzlich die Kinasereaktion mit
den Nukleosiddiphosphaten statt. Verdrdngungsexperimente mit Monophosphaten
wurden dagegen in Standardfluoreszenzpuffer mit Mg®" durchgefiihrt. Deswegen
muBten zwei Affinititen fiir P-MAHA-TDP mit und ohne Mg®" bestimmt werden. Die
groflere Affinitdit von P@p-MAHA-TDP zu TmpK in Abwesenheit von Mg**

( P(B)—MAHA—TDP
d,hsTmpK ,, —Mg?*

P(3)~MAHA -TDP
d,hsTmpK ,, + Mg?*

=26 uM vs. K =44 uM) ist mit der Substratspezifitit von

TmpK erklarbar. AuBerdem bereitete die vermutete Wechselwirkung des
Diaminohexyllinkers von Pg-MAHA-TDP mit dem hydrophoben Interface eines
TmpK-Dimers und vor allem die assoziative Verdriangung des Fluorophors erhebliche
Probleme bei der Datenanalyse. Die Bildung eines terndren Komplexes aus TmpK,

Fluorophor und Nukleotid, die nur aufgrund der dimeren Struktur des Enzyms moglich
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ist, erforderte die Anpassung der kubischen Gleichung [60] fiir einen kompetitven
Verdrangungsmechanismus durch Einflihrung eines Korrekturfaktors. Die prinzipielle
Anwendbarkeit des kompetitiven Modells mit dieser eingefiihrten Korrektur wurde
jedoch durch die unabhéngige Messung der Dissoziationskonstanten mittels isothermer

Titrationskalorimetrie bestétigt.

Die prizise Konzentrationsbestimmung, die eine Voraussetzung fiir den Einsatz eines
Fluorophors in quantitativen Messungen ist, gelang iiber den Extinktionskoeffizienten
bei A = 325 nm (&8> =2.7-10°uM ™" -cm™). Dieser Extinktionskoeffizient ist mit
dem fir C8-MABA-Nukleotide bei 325 nm vergleichbar [68]. Das
Absorptionsmaxiumum fiir C8-MABA-Nukleotide liegt bei 335 nm, wéhrend dieselbe
fluoreszierende mant-Gruppe an der Ribose ein Absorptionsmaximum um 350 nm zeigt
[84]. Die Position der mant-Gruppe beeinfluBt damit sehr stark das
Absorptionsverhalten von fluoreszierenden Nukleotiden. Zudem ist der molare
Extinktionskoeffizient im  Absorptionsmaximum von Alkyl-Mant-Nukleotiden
interessanterweise nur halb so grof wie der von Ribose-Mant-Nukleotiden
(2.7-10° uM" cm™ fiir Pp-MABA-CDP [76] und C8-MABA-AMP [68] versus
5.7-10° pM™"-cm™ fiir mant-GTP und 5.8:10° uM™"-cm™ fiir mant-ATP [84]).

4.3 Nukleotidbindung von humaner wt-TmpK

4.3.1 Kooperative Nukleotidbindung von dTMP und AZTMP

Nach der Synthese des neuen spezifischen Fluorophors Pg-MAHA-TDP konnten
bindre TmpK-Nukleotid-Komplexe detailliert untersucht werden und mit den aus
steady-state Messungen zugdnglichen Bindungsaffinititen im terndren Komplex
verglichen werden. Die Dissoziationskonstanten fiir MgATP und MgADP sind in der
GroBenordnung vergleichbar mit anderen NMP-Kinasen, wéhrend die Bandbreite der
Dissoziationskonstanten fiir NMP und NDP grundsitzlich groBer ist. Die Ky-Werte von
NMP-Kinasen im terndren Komplex mit den nativen Substraten variieren ebenfalls sehr
stark. Eine Ubersicht iiber ausgewihlte literaturbekannte Daten verschiedener NMP-

Kinasen gibt die Tabelle 28:
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NMPK TmpK AmpK GmpK UmpK UmpK
human E. coli S. cerevisiae D. discoideum E. coli
Zitat diese Arbeit [156] [102] [76] [123]
Konstante K4 Ky K4 Ky K4 Ky Ky Kwum Ky Kwum
Nukleotid uM
MgATP 16 5 85 71 90 204 23 -- - 120
MgADP 27 0.6 - -- 84 97 53 -- - -
dTMP 26 5 - - - -- -- - -- --
dTDP 23 0.6 - - - -- -- - -- --
AMP -- - - 26 -- - - -- - -
ADP -- - 4 4 - -- -- - -- --
GMP -- - - -- 29 91 - -- -- --
GDP -- -- -- -- 120 97 - -- - -
UMP -- - - -- -- - 3000 -- -- 50
UDP -- -- -- -- -- - 640 -- - -
CMP -- - - -- -- - 140 -- -- --
CDP -- - - -- -- - 68 -- - -
Tab. 28:  Ubersicht iiber Dissoziations- und Michaelis-Konstanten verschiedener NMP-Kinasen mit

den Substraten. Die angegebenen Ky-Werte bezichen sich auf den terndren Komplex mit den

natiirlichen Substraten.

Wurden fiir die Analyse der Nukleotidbindung noch die in dieser Arbeit erhaltenen
Daten fiir AZTMP/AZTDP im Komplex mit humaner wt-TmpK herangezogen
(Ergebnisse, Kapitel 3.6.2.7, Tab. 21), fiel sowohl mit dTMP als auch mit AZTMP eine
deutliche Kooperatitiviat auf. Fiir dTMP konnte eine synergistische und fir AZTMP
eine antagonistische Bindung (ogrvp = 0.25 und aazrvp = 3) festgestellt werden.
Moglicherweise gibt es einen ,.intrinsischen Mechanismus, der die Bindung der
Substrate tiber die Lid-Region und den P-Loop miteinander koppelt. Eine Verdnderung
der Position des P-Loops (P-Loop-Shift), wie sie bei der Bindung von AZTMP an
TmpKs, cerevisice DeObachtet wurde [46], konnte so die negative Kooperativitit fiir dieses

Anti-HIV-Medikament und die

erkliren. Die Enzymstruktur ist gestort,
,,JKommunikation® zwischen beiden Monomeren funktioniert nicht mehr. Denkbar ist
auch eine durch die dimere Struktur von TmpK vermittelte allosterische Kontrolle, die
fiir hexamere UmpK aus E. coli beschrieben wurde [123]. Die Bindung des natiirlichen
Substrats dTMP in Verbindung mit strukturellen Wechselwirkungen zwischen beiden

Monomeren verbessert die Bindung des Phosphoryldonors aufgrund der optimalen
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Geometrie des Enzyms, wihrend infolge des durch AZTMP induzierten P-Loop-Shifts
und der damit verbundenen gestdrten Geometrie die allosterische Wechselwirkung

zwischen beiden Monomeren unterbunden wird.

Bei der Riickreaktion war die Kooperatividt bei beiden Substraten (ogrpp = 0.024 und
aazrpop = 0.06) synergistisch. Der Synergismus fiir dTDP kann als Analogie zur
Vorwirtsreaktion gesehen werden, wihrend der synergistische Effekt bei der Bindung
von AZTDP unerwartet war. Fiir eine genauere Erkldrungen der kooperativen
Substratbindungen von TmpK ist jedoch ein wesentlich detaillierteres Verstindnis der
Regulation dieser Kinase notwendig, denn der Oligomerisierungsgrad alleine bietet
keine ausreichende Grundlage fiir eine mechanistische Interpretation der Kooperativitit.
Guanylatkinase aus S. cerevisiae [102] und Hiihnchen-Adenylatkinase [117] sind
Monomere und trotzdem ist die Substratbindung kooperativ, wihrend andere monomere
NMP-Kinasen (AmpKg coi [156] oder UmpKp, giscoideum [144]) keine kooperativen
Substratbindungseigenschaften zeigen. Auf der anderen Seite sind oligomere Enzyme
hiufig kooperativ in ihrer Substratbindung, beispielsweise TmpKs. cerevisiae [46],

GmpKGg, coii [157] oder UmpKE. co1i [123].

4.3.2  Akzeptanz anderer Nukleotide

Die Akzeptanz von FLTMP und d4TMP durch humane wt-TmpK ist, wie nicht anders
erwartet, schlecht. Die maximale Umsatzzahl lag in der Gr6enordnung von AZTMP
(ke = 107 s™), wihrend die Michaelis-Konstanten fiir MgATP im terndren Komplex
mit FLTMP und d4TMP groBer waren als fiir MgATP im terndren Komplex mit dTMP.
Grundsitzlich konnte hierfiir, wie bei AZTMP, ein P-Loop-Shift verantwortlich sein
[46], der in der Struktur des Thymidinderivats begriindet liegt: FLTMP hat in der 3’-
Position das stark elektronegative Fluoratom und bei d4TMP ist die Ribose durch die
Einfiihrung der Doppelbindung zwischen der 2’ und der 3’-Position partiell planarisiert.
Diese Anti-HIV-Medikamente verursachen wahrscheinlich dhnlich wie AZTMP eine
Verzerrung der Enzymstruktur, die durch den P-Loop-Shift auf Kosten einer
verminderten Aktivitdt ausgeglichen werden kann. Allerdings kann allein auf der
Grundlage der steady-state Messungen nicht beurteilt werden, welcher enzymatische

Teilschritt bei dem jeweiligen Thymidinderivat kinetisch beeinflufit wird.
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Die Ergebnisse mit den offenkettigen Thymdinderivaten TGCVMP und AZTPCVMP
(Ergebnisse, Kapitel 3.6.2, Abb. 36) waren nach den steady-state Messungen ohne
Kenntnis des kinetischen Mechanismus ein Hinweis darauf, dal die Reduzierung der
Aktivitdit mit AZTMP ihre Ursache nicht in einer Verlangsamung des chemischen
Schritts hat. TGCVMP hat alle strukturellen Merkmale einer 2’-Deoxyribose
(Ringsauerstoff und 3’-OH-Gruppe) und kann so die notwendigen Wechselwirkungen
mit dem Enzym eingehen. Aufgrund der Flexibilitit des Phosphatrests hitte man
deshalb eine Aktivitdt in der Gro3enordnung von dTMP erwarten konnen, weil der frei
bewegliche Phosphatrest durch das an der Reaktion beteiligte Magnesium und die damit
vermittelten Enzym-Nukleotid-Wechselwirkungen optimal auf die Enzymstruktur hétte
eingestellt werden konnen. Dennoch lag die Katalyserate nur im Bereich von AZTMP.
Das offenkettige AZT-Derivat, AZTPCVMP, wurde anscheinend {tiberhaupt nicht
umgesetzt. Zwar fehlt bei diesem Derivat der Ether-Sauerstoff der Ribose, doch hitte
die gewonnene Flexibilitit der Kohlenwasserstoftkette sicherlich auch mit einem Ether-

Sauerstoff nicht ausgereicht, um die Umsatzgeschwindigkeit wesentlich zu vergroBern.

Die steady-state-Messungen mit den AZTMP-Derivaten mit geblockter Konformation
lieBen keine eindeutige Bevorzugung einer bestimmten Ribosekonformation (2’-endo
bzw. 3’-endo) erkennen. Im Falle einer Bevorzugung einer bestimmten Ribosestruktur
wire das Substrat mit der richtigen Konformation schneller umgesetzt worden als
AZTMP, weil das Enzym die Ribose nicht mehr in eine fiir die Reaktion adidquate
Konformation pressen muf3. Eine solche Bevorzugung konnte jedoch nicht festgestellt
werden, so dal der Grund fiir die verminderte AZTMP-Aktivierung nicht in einer
falschen Ribosestruktur zu suchen ist. Moglicherweise ist aber der P-Loop-Shift durch
die zusitzliche Methylengruppe an der Ribose so stark, dal3 eine hohere Spezifitit fiir
eine von beiden Konformationen gar nicht aufgefallen wére. Die Verzerrung der
Enzymstruktur und die dadurch verursachte Reduzierung der Geschwindigkeit eines
enzymatischen Schritts wiirde in diesem Fall einer moglichen hoheren Aktivitdt der
humanen wt-TmpK mit dem einen oder anderen Substrat entgegenlaufen. Die
Konformationen des 2’-endo und des 3’-endo Substrats stellen mdglicherweise zu
extreme Grenzstrukturen dar und die tatséchlich erforderliche Konformation der

AZTMP-Ribose liegt zwischen beiden Grenzkonformationen.
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4.4 Kinetischer Mechanismus humaner wt-TmpK

Mit der menschlichen Thymidylatkinase wurde zum ersten Mal eine NMP-Kinase
nahezu vollstindig bis auf die Geschwindigkeit des chemischen Schritts
(Phosphoryltransfer) kinetisch charakterisiert und die durch die Nukleotidbindung
induzierten strukturellen Anderungen aufgeldst. Die Kinetik von NMP-Kinasen wurde
bisher fast ausschlieBlich auf der Grundlage von steady-state Experimenten untersucht,
es sind keine kinetischen Daten fiir die bei NMP-Kinasen stattfindenden
Konformationsianderungen bekannt. Fiir die bestcharakterisierte NMP-Kinase, die
Adenylatkinase, sind beispielsweise nur Anhaltspunkte tiiber Assoziations- und
Dissoziationsratenkonstanten, die durch Isotopenaustauschexperimente [13, 158] oder
3'P_NMR-Studien [159] erhalten wurden, zugidnglich, wihrend bei UmpKp, giscoidenm di€
Ratenkonstanten fiir die Nukleotidbindung (kgiss > 20000 s fiir ATP [134]) zu groB3
sind, um mit kinetischen Methoden erfalit werden zu konnen. Mit den erhaltenen
kinetischen Daten konnte fiir menschliche wt-TmpK sowohl mit dTMP als auch mit
AZTMP ein Mechanismus auf der Grundlage eines minimalen Reaktionsschemas mit
offenen inaktiven und geschlossenen aktiven Enzymkonformationen (Ergebnisse,
Kapitel 3.8.1.5, Abb. 48) abgeleitet werden. Die Benennung der Ratenkonstanten in den
folgenden Kapiteln orientiert sich an der Abbildung 48.

4.4.1 Mechanismus mit dTMP/dTDP

Die Bildung der bindren Nukleotid-Enzym-Komplexe erfolgt verhdltnismaBig schnell.
Die Bindung des zweiten Nukleotids (Entstehung des terndren Komplexes) ist sowohl
fiir die Vor- als auch fiir die Riickwirtsreaktion synergistisch. Die Bestimmung der
Ratenkonstanten fiir diesen enzymatischen Teilschritt war unmdoglich, weil es kein
kinetisch auswertbares Signal fiir die Bildung des terniren Komplexes gab. Deshalb
kann der Synergismus entweder durch eine Erhohung des Assoziationsrate in den
terndren Komplex oder eine Verminderung der Dissoziationsrate aus dem terndren
Komplex verursacht werden. Allerdings scheinen die Assoziations- und
Dissoziationsratenkonstanten im Vergleich mit anderen NMP-Kinasen wie

UmpKp. discoideun [134] €her niedrig zu sein.
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Die Bindung von MgATP und dTMP fiihrt zu einer Konformationsédnderung, die das
Enzym durch eine hauptsidchliche Bewegung des Lids in Verbindung mit einer des P-
Loops von der offenen in die aktive Form bringt. Diese Konformationsinderung
(kisor = 14 s™) wird ermédglicht durch den Zusammenbruch eines Netzwerks aus
Wassermolekiilen und eine Rotation der Seitenkette von Asp 15, die durch eine
Interaktion mit dem 7y-Phospat von MgATP ausgelost wird. Die Stabilisierung der
offenen Enzymkonformation geht verloren, und TmpK kann die aktive, geschlossene
Konformation einnehmen. Im Ubergangszustand gibt es eine Wechselwirkung von Arg
97 mit der Phosphatgruppe von dTMP. Diese Wechselwirkung bringt die y-
Phosphatgruppe von MgATP und die a-Phosphatgruppe von dTMP in eine optimale
Geometrie fiir die folgende nukleophile Substitutionsreaktion. Die Interaktion von Arg
97 mit Asp 15, GIn 157 und der 3’-OH-Gruppe von dTMP wirkt wie eine Klammer, die
die aktive Konformation aufrecht erhilt [110]. Die deutlich kleinere Ratenkonstante kig,.
1=0.11s" fiir den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Riickwértsreaktion, mit
der der aktive Eduktkomplex (mit MgATP und dTMP) in den inaktiven Eduktkomplex
iibergeht, kann mit dieser strukturellen Information erkldrt werden. Die
Klammerwirkung der miteinander wechselwirkenden Aminosduren und der 3’-OH-

Gruppe wird kinetisch durch die Verschiebung des Gleichgewichts zur geschlossenen
Enzymkonformation hin deutlich (Kjso; =E—i =& =0.008 fiir die Vorwiértsreaktion).

isol
Die Strukturdnderung, die vom geschlossenen zum offenen Produktkomplex mit
MgADP und dTDP fiihrt (kis,, =0.7 s'l), ist der ratenlimitierende Schritt bei der
Phosphorylierung von dTMP, nicht der chemische Schritt. Der strukturelle Grund
hierfiir ist wiederum das Einfangen des Enzyms in der aktiven Konformation durch die
Wechselwirkung von Aspl5, Arg 97, Gln 157 und der 3’-OH-Gruppe des Produkts

dTDP, wodurch sich auch hier das Gleichgewicht zum geschlossenen Komplex hin

i
verschiebt (Kison :% = K 0.2). Auch der Synergismus der Bindung von dTMP

is0-2
und MgATP ist moglicherweise eine Folge der beschriebenen Klammerwirkung und der
damit verbundenen Stabilisierung der geschlossenen Enzymkonformation. In der
Abbildung 52 ist die Struktur humaner wt-TmpK im terndren Komplex mit dem

nichthydrolysierbaren ATP-Analog AppNHp und dTMP dargestellt [110]. Die
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wesentlichen Aminosduren sowie die 3’-OH-Gruppe von dTMP sind zur

Verdeutlichung der raumlichen Nahe besonders gekennzeichnet.

Abb. 52:  Tertidrstruktur eines terndren Komplexes aus hsTmpK,,-dTMP-AppNHp [110]: a-Helices
sind rot, B-Faltbldtter griin dargestellt, die die Strukturelemente verbindenden Loops sind
cyan. Die Wechselwirkungen der Aminosduren Asp 15 (im P-Loop), Arg 97, Gln 157 und
der 3’OH-Gruppe von dTMP halten das Enzym wie eine Klammer in der aktiven
Konformation, wodurch sich die Konformationsinderung vor der eigentlichen

Produktfreisetzung als ratenlimitierender Schritt erklart.

4.4.2 Mechanismus mit AZTMP/AZTDP

Die Bildung der bindren Komplexe ist, wie bei dTMP bzw. dTDP, ebenfalls schnell.
Interessanterweise zeigt AZTMP im Vergleich mit den vier untersuchten
Thymidinnukleotiden die grof3te Affinitét im bindren Komplex zur humanen wt-TmpK.
Im Gegensatz zur Bindung von dTMP ist die Bindung des monophosphorylierten Anti-
HIV-Medikaments AZTMP im terndren Komplex jedoch antagonistisch. Der
ratenlimitierende Schritt bei der Reaktion von AZTMP bzw. AZTDP mit MgATP bzw.
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MgADP ist sowohl fiir die Umsetzung der Edukte als auch der Produkte das SchlieBen
der Lid-Region des Enzyms, d. h. der Ubergang in die aktive Konformation
(kiso1 = 0.012 st und ko =0.0012 s'l). Demgegeniiber werden die geschlossenen
Edukt- und Produktkonformationen des Enzyms regelrecht gesprengt (kiso.; = 11 s™ und

Kiso» = 1.1 ). Die Gleichgewichtskonstanten fiir die Konformationsinderung liegen

+
4

jeweils weit auf der Seite der inaktiven Konformationen (Kjs, ZF =~ 1000).

Die kristallographische Analyse eines Komplexes aus hsTmpK,:, AZTMP und dem
nichthydrolysierbaren ATP-Analog AppNHp liefert die stukturelle Erkldrung fiir diese
kinetischen Befunde [136]. TmpK bleibt in diesem Komplex vorwiegend in einer
offenen Konformation, weil das SchlieBen der Lid-Region eine Kollision zwischen
Asp 15 und der 3’-Azidogruppe von AZTMP verursacht. Asp 15 behidlt im Komplex
mit AZTMP und AppNHp dieselbe Position wie im offenen inaktiven Enzymzustand.
Das SchlieBen der Lid-Region wird jedoch nicht vollig verhindert, wie die 60-fach
reduzierte, aber mefbare Katalyserate mit AZTMP und MgATP beweist.
Moglicherweise macht die Azidogruppe die geschlossene aktive Konformation lediglich
energetisch ungiinstiger, denn die wichtige Wechselwirkung von Asp 15 mit der 3’-OH-
Gruppe von dTMP, die in AZTMP fehlt und zusammen mit anderen Wechselwirkungen
bei der Bindung von dTMP wie eine Klammer wirkt, kann nicht stattfinden. Der
Antagonismus bei der Bildung des terndren Komplexes ist wahrscheinlich mit diesem
strukturellen Ergebnis erkldarbar. Die Bindung eines der beiden Nukleotide MgATP
bzw. AZTMP ruft eine Art halbgeschlossenen Zustand des Enzyms hervor. Die
Bindung des zweiten Nukleotids verursacht die beschriebenen hindernden sterischen
Wechselwirkungen: Das Enzym muf} eine eher offene verzerrte Konformation, die
energetisch ungiinstig ist, einnechmen. Die verminderte Aktivierung von AZTMP beruht
also nicht, wie in einer fritheren Arbeit angenommen wurde [40], auf der Reduzierung
der Geschwindigkeit der chemischen Reaktion durch eine Bewegung des P-Loops. Die
Geschwindigkeit des Phosphoryltransfers bei der Aktivierung von AZTMP ist
moglicherweise geringer als bei der Umsetzung von dTMP, sie wird aber nicht

limitierend.
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4.4.3 Der induced fit als ratenlimitierende Konformationsinderung

Bei der Aktivierung von AZTMP ist der ratenlimitierende Schritt eine als induced fit
bezeichnete Konformationsianderung, also der ProzeB, an dessen Ende das aktive
Zentrum von TmpK komplementédr zum Substrat AZTMP ist. Dieses Phdnomen wurde
auch bei DNA-Polymerasen, z. B. bei DNA Polymerase 1 aus E. coli [160], bei
bakteriophager T7 DNA Polymerase [161] und menschlicher DNA Polymerase B [162],
beobachtet. Dabei bindet das 2°‘-Deoxynukleosidtriphosphat (dNTP) in einem
Zweischrittbindungsmechanismus an den bindren Komplex aus DNA und der
Polymerase. Der erste Bindungsschritt bringt das dNTP schnell in das aktive Zentrum
der Polymerase. Durch die Substratbindung wird eine Konformationsdnderung
induziert, die die Polymerase in eine geschlossene aktive Form bringt. Diese
Konformationsidnderung ist der ratenlimitierende Schritt bei der DNA-Synthese [163].
Das primére Kriterium fiir die Selektion des dNTP’s ist die korrekte Ausbildung aller
Watson-Crick-Wechselwirkungen [163], wobei aber auch die durch die Ribose und die
Triphosphatgruppe verursachten Wechselwirkungen eine Rolle spielen [164]. Erst nach
der ,,Uberpriifung* aller Wechselwirkungen wird der Einbau des richtigen dNTP’s in
die DNA erlaubt. Durch die Bindung eines falschen dNTP’s wird die Geschwindigkeit
der Konformationsidnderung noch einmal 2000 bis 4000-fach reduziert [163]. Die mit
dieser Geschwindigkeitsreduzierung einhergehende Verschiebung der Verhéltnisse der
entsprechenden Ratenkonstanten (kinetic partitioning) gibt der Exonuclease-
Untereinheit einer Polymerase geniigend Zeit, das falsche dNTP durch Hydrolyse aus
der wachsenden DNA-Kette zu entfernen. Befindet sich das richtige INTP im aktiven
Zentrum, ist die Geschwindigkeit der Konformationsdnderung grofBer als die
Exonukleaseaktivitit und das ANTP wird polymerisiert [163]. Mit diesem Mechanismus
unterscheiden wahrscheinlich menschliche Polymerasen zwischen dTTP und AZTTP
und verhindern den Einbau von AZTTP in menschliche DNA und den daraus
resultierenden Kettenabbruch. Die Reverse Transkriptase, die DNA-Polymerase des
HIV, verfiigt nicht iiber solch einen ausgeprigten , Korrekturmechanismus®. Bei
Verwendung von RNA als Vorlage fiir die virale DNA-Synthese wurde keine
ratenlimitierende Konformationsinderung, die eine genaue Uberpriifung des dNTP’s
und damit die Entfernung eines Mismatch-Paares moglich macht, festgestellt [165]. Der

Grund hierfiir ist moglicherweise, da3 Reverse Transkriptase sowohl DNA/RNA- als
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auch DNA/DNA-Doppelhelices binden muf3 und deshalb die Geometrie der
Basenpaarung nicht in demselben MaB3 zur Diskriminierung von falschen dTNP’s
nutzen kann wie menschliche Polymerasen, die nur fiir DNA-Replikation bendtigt
werden [163]. In der Konsequenz wird sowohl dTTP als auch AZTTP in die wachsende
virale DNA-Kette eingebaut. Es ist interessant festzustellen, dal menschliche TmpK
und menschliche Polymerase mit einem prinzipiell dhnlichen Mechanismus zwischen

Thymidin und Azidothymidin unterscheiden.

4.5 Kinetischer Mechanismus der Mutantenproteine

4.5.1 hsTmpKgzpoariosy

Der Austausch von Phenylalanin 105 gegen Tyrosin fiihrt zu einer 30-fach schnelleren
Phosphorylierung von AZTMP bei einer gleichzeitig 4-fach verminderten
Phosphorylierungsgeschwindigkeit von dTMP. In diesem Zusammenhang erfiillt die
Phenylalaninmutante die Anforderungen an ein Enzym, das moglicherweise zur
Beschleunigung der AZT-Aktivierung bei HIV-Patienten dienen kann. Der kinetische
Mechanismus bei der Umsetzung von dTMP bzw. dTDP hat sich gegeniiber dem
menschlichen wt-Enzym nicht grundsétzlich geéndert. Das SchlieBen der Lid-Region
geschieht schneller (kiso; = 130 s und kion = 96 s'l), wihrend das Offnen des Lids bei
der Vorwirtsreaktion langsamer wird (kiso» = 0.17 s™). Der ratenlimitierende Schritt in

der dTMP-Aktivierung ist die Konformationsinderung, die zur Produktfreisetzung

i
fiihrt. Die Gleichgewichtskonstanten fiir die Konformationsdnderungen (Kis, = %)

liegen in der GréBenordnung 107,

Die F105Y-Mutation bewirkt mit AZTMP bzw. AZTDP im Vergleich zum wt-Enzym
kinetisch eine Verschiebung des ratenlimitierenden Schritts. Bei dieser Mutante ist auch
mit AZTMP bzw. AZTDP die Konformationsdnderung, die vor der Produktfreisetzung
liegt, geschwindigkeitsbestimmend (ks> = 0.25 5™ und kigo.; = 0.018 ™). Das SchlieBen
der Lid-Region ist wesentlich schneller geworden (kis,; = 4.8 s und kison = 0.07 s'l).
Infolgedessen sind auch die Gleichgewichtskonstanten fiir die
Konformationsdnderungen deutlich zum geschlossenen Komplex hin verschoben. Der

strukturelle Grund hierfiir ist wahrscheinlich eine Destabilisierung der offenen und eine
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Stabilisierung der geschlossenen Konformation [136]. Im wt-Enzym wird die offene
Konformation durch ein Netzwerk von sieben Wassermolekiilen stabilisiert. Die
Hydroxylgruppe von Tyr 105 kommt sehr nahe an eines dieser Wassermolekiile heran
und stort dieses Netzwerk, so daBl die offene Enzymkonformation nicht mehr
ausreichend stabilisiert werden kann. Zusidtzlich verankert Tyr 105 durch eine
Wechselwirkung der Hydroxylgruppe mit Gln 157 diese Aminoséure in einer Position,
die eine besonders starke Wechselwirkung mit Asp 15 erlaubt. Die geschlossene
Enzymkonformation ist nun auch mit AZTMP favorisiert, weil die mdglichen
Wechselwirkungen eine dhnliche Klammerwirkung haben wie bei wt-TmpK mit dTMP
bzw. dTDP. Der gegeniiber dem wt-Enzym deutlich verringerte Schmelzpunkt des
nukleotidfreien Enzyms (Tmriosy =37° C vs. Tmwt =50° C) deutet auf eine hdhere
Flexibilitdt der menschlichen F105Y-Mutante hin, was moglicherweise eine zusédtzlich
Erklarung fiir die verbesserte AZTMP-Aktivierung gibt. Die sterisch anspruchsvolle 3°-
Azidogruppe kann von dem Enzym besser aufgenommen und in die Enzymstruktur

eingebaut werden.

Die Einflihrung der Aminosédure Tyrosin ist eine Adaption von TmpKs, cerevisice [49].
Hier wechselwirkt die OH-Gruppe von Tyr 102 (entspricht der Position 105 im
menschlichen Enzym) mit einer fiir den katalytischen Mechanismus wichtigen
Aminoséure (Asp 14). Die Beschleunigung der SchlieBbewegung durch die Aminosiure
Tyrosin ist ein Hinweis darauf, da bei TmpKg cerevisicee die  notwendigen
Konformationsdnderungen natiirlicherweise schneller sind. Nimmt man fiir
TmpKs, cerevisice dieselbe GroBenordung fiir die Isomerisierung wie bei der menschlichen
F105Y-Mutante an (ki ~10° s) und vergleicht diese Geschwindigkeit mit der
maximalen Katalysegeschwindigkeit (ko= 10's™), ist moglicherweise auch die
Umsetzung von dTMP durch TmpKy cerevisice durch die vor der Produktfreisetzung

notwendige Konformationsdnderung limitiert.

4.5.2 hsTmpKr200a/R16G/E. coli small lid

Der kinetische Mechanismus der ,,small lid”’-Mutante mit dTMP bzw. dTDP
unterscheidet sich bis auf eine 3-fache Beschleunigung der zum aktiven Komplex mit
MgATP und dTMP fithrenden Konformationsdnderung (kis,; =36 s'l) nicht von dem des

wt-Enzyms. Die strukturelle Erkldrung hierfiir ist wiederum eine Stabilisierung der
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geschlossenen Enzymkonformation durch die Lid-Region von TmpKg .. [136]. Das
Enzym scheint durch die Einfithrung des E. coli Lids flexibler geworden zu sein. Diese
Hypothese wird zum einen durch die stirkere Proteaseempfindlichkeit der ,,small 1id”-
Mutante und zum anderen durch die geringere kalorimetrische Schmelzenthalpie im
Vergleich zum Wildtyp gestiitzt. Erstaunlicherweise driickt sich die geringere
Wirmeaufnahmefahigkeit dieser Mutante aber nicht in einem niedrigeren Schmelzpunkt
aus. Die gewonnene Flexibilitit dieser Mutante gleicht offenbar die sterische Hinderung
durch die Azidogruppe von AZTMP aus. Die E. coli-Lidregion stabilisiert mit AZTMP

die geschlossene, katalytisch aktive Enzymkonformation.

4.6 Ausblick

Menschliche TmpK wurde in dieser Arbeit nahezu vollstindig kinetisch charakterisiert.
Nicht ndher untersucht wurde die Beeinflussung der Aktivitdt von humaner TmpK bei
einem Austausch des notwendigen Mg*"-Ions durch andere divalente Metallionen, die
fiir TmpK aus vielen Organismen beschrieben wurde. Dabei ist die Austauschbarkeit
des Metallions individuell von der TmpK abhidngig [12, 165, 166]. Ungeklart blieb auch
die Relevanz der mit isothermer Titrationskalorimetrie erhaltenen Stochiometrien,
insbesondere mit dTMP und dTDP. Der erhaltene stdchiometrische Faktor 0.25 fiir
beide Nukleotide bedeutet, daB zwei Dimere TmpK lediglich ein Nukleotidmolekiil
binden wiirden. Diese Bindungsstochiometrie ist, speziell in einer Zelle, aufgrund der
hohen Nukleotidaffinitit von TmpK allerdings nur schwer vorstellbar und wurde
moglicherweise nur mit isolierter TmpK im Experiment beobachtet. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Regulation der TmpK-Aktivitit. Die im
Vergleich zu anderen NMP-Kinasen sehr geringe Gesamtaktivit ist ein Hinweis auf
eine zelluldre Aktivitdtsregulation. Diese Aktivititsregulierung ist sicherlich notwendig,
denn Thymidin wird als Triphosphat in einer Zelle nur fiir die Synthese von DNA
gebraucht [167]. DNA-Synthese und damit eine verstarkte TmpK-Aktivitit ist fiir eine
Zelle aber nur wéahrend der Teilung notwendig, in allen anderen Stadien eines Zellebens
wére dTTP-Synthese eine Verschwendung von Resourcen. Fiir die Regulation der
Aktividt ist ein dhnlicher Mechanismus wie bei der Ribonukleotidreduktase denkbar.
Dieses Enzym reduziert Ribonukleotide zu Deoxyribonukleotiden. Die Aktivitit wird
durch die Bindung von Ribo- oder Deoxyribonukleotiden gesteuert [168]. Die
Bedeutung von TmpK fiir die DNA-Synthese 148t eine &hnliche Regulation der
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Aktivitdt moglich erscheinen. Je mehr DNA-Bausteine wie beispielsweise 2°-dATP in
einer Zelle sind, desto grofler konnte die TmpK-Aktivitdt sein, um eine ausreichende
Menge dTTP zur Verfligung zu stellen. Fiir die Beantwortung der Frage nach der
TmpK-Regulation mufl also systematisch die  Spezifitit  verschiedener
Phosporyldonoren und -akzeptoren untersucht werden, ferner mufl auch die Bedeutung
der dimeren TmpK-Struktur sowohl fiir die Regulation als auch fiir die Kooperativitit,
iiber deren mdégliche Griinde schon spekuliert wurde, detailliert analysiert werden. Die
oligomere Struktur von TmpK konnte Wechselwirkungen mit nukleotidischen oder

enzymatischen Effektoren begiinstigen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde menschliche Thymidylatkinase (TmpK) vollstindig
kinetisch charakterisiert. TmpK spielt sowohl bei der Therapie der HIV-Infektion als
auch im Kampf gegen Krebs eine herausragende Rolle als Zielenzym fiir antivirale und
cytostatische Medikamente. Die Aufmerksamkeit wurde speziell auf den kinetischen
Mechanismus der Aktivierung des antiviralen Agens 3’-Azido-2’,3’-dideoxy-
thymidinmonophosphat (AZTMP), dem monophosphorylierten Analog des
bestbekannten  Anti-HIV-Medikaments  3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin ~ (AZT,
Zidovudin, Retrovir), und des natiirlichen Substrats 2’-Deoxythymidinmonophosphat
(dTMP), dem Vorldufer des fiir die DNA-Synthese essentiellen 2’-
Deoxythymidintriphosphats (dTTP), durch humane wt-TmpK gerichtet. Daneben wurde
der kinetische Mechanismus von zwei Mutanten humaner TmpK (hsTmpKraooariosy
und hsTmpKRroooa/r16G/145-148 E. coli 1id), die AZTMP besser aktivieren als der Wildtyp,
untersucht. Die kinetischen Daten konnten auf der Grundlage eines fiir NMP-Kinasen
akzeptierten minimalen Reaktionsschemas mit durch einen induced fit Mechanismus
hervorgerufenen offenen und geschlossenen Konformationen interpretiert werden. Der
Vergleich des kinetischen Mechanismus von humaner wt-TmpK mit dTMP und
AZTMP ergab, dall der Grund fiir die schlechte Aktivierung von AZTMP in diesem
induced fit Mechanismus zu suchen ist. Die Geschwindigkeit der fiir das Erreichen des
geschlossenen aktiven Enzymzustands notwendigen Konformationsénderung ist bei der
Umsetzung von AZTMP im Vergleich zu dTMP 1000-fach reduziert. Diese
Konformationsdnderungen konnten durch die eingefiihrten Mutationen wesentlich
beschleunigt werden. In diesem Zusammenhang erlaubten quenched-flow Experimente
in Vebindung mit steady-state Experimenten die erstmalige prézise Bestimmung der
Geschwindigkeiten von Konformationsdnderungen bei einer NMP-Kinase. Neben
enzymdynamischen Ergebnissen konnten auch statische Gleichgewichtsdaten iiber die
Nukleotidbindungseigenschaften von TmpK mit Hilfe kalorimetrischer (isotherme
Titrationskalorimetrie, ITC) und fluoreszenzspektroskopischer Methoden erhalten
werden. Fiir die fluoreszenzspektroskopische Bestimmung von Dissoziationskonstanten
wurde neben dem bekannten fluoreszierenden Bisubstratanalog P'-(5°-Thymidyl)-P’-
(5’-adenosyl-(2’-3’-N-methylanthraniloyl))pentaphosphat ~ (TPsA-mant) fir  die
Untersuchung der ATP/ADP-Bindestelle von TmpK das in dieser Arbeit entwickelte
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und  synthetisierte neue  Fluorophor  P)-(N’-Methylanthraniloylaminohexyl)-
aminothymidin-5’-diphosphat (P@g-MAHA-TDP) verwendet. Damit war erstmalig
fluoreszenzspektroskopisch die Bestimmung von Dissoziationskonstanten fiir Substrate
der NMP/NDP-Bindestelle mdglich. Ferner konnten mit Hilfe dieser Fluorophore auch
die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten flir bindre Enzym-Nukleotid-
Komplexe ermittelt werden. In Verbindung mit den Bindungsdaten fiir die terniren
Komplexe (Michaelis-Konstanten) ergab sich fiir die Umsetzung von dTMP durch
humane wt-TmpK eine positive und fiir AZTMP eine negative Kooperativitit. Neben
diesen detaillierten Studien an humaner TmpK konnten als Vergleich auch steady-state
kinetische Parameter (Ky und ke,-Werte) der partiell aktivierten Monophosphate von
3’-Fluoro-2’,3’-dideoxythymidin ~ (FLT, Alovudin) und 2’,3’-Dideoxy-2’,3’-
didehydrothymidin (d4T, Stavudin) mit Thymidylatkinasen aus E. coli, S. cerevisae und

Maus bestimmt werden.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

o Kooperativitdtsfaktor

Abb Abbildung

A Angstrom

A Absorption

AA Absorptionsédnderung

ADP Adenosin-5’-diphosphat

AIDS aquired immunodeficiency syndrome

AmpK Adenylatkinase

AP alkalische Phosphatase

AppNHp B,y-Imidoadenosin-5’-triphosphat

AP:A P'-(5’-Adenosyl)-P’~(5’adenosyl)pentaphosphat
AP;A-mant P'-(5’-Adenosyl)-P’~(5’adenosyl-(2’-3’-N-methylanthraniloyl))pentaphosphat
APS Ammoniumperoxosulfat

Arg L-Arginin

Asp L-Aspartat

ATP Adenosin-5’-triphosphat

AZT 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin

AZTDP 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-diphosphat
AZTMP 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-monophosphat
AZTPsA P'-[5°-(3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidyl]-P’-(5’-adenosyl)pentaphosphat
AZTTP 3’-Azido-2’,3’-dideoxythymidin-5’-triphosphat
BSA Albumin aus Rinderserum (bovine serum albumine)
c Konzentration

C Kohlenstoff

C8-MABA-AMP 8-(N’-Methylanthraniloylaminobutyl)aminoadenosin-5’-monophosphat
CaS0O, Calciumsulfat

CDP Cytidindiphosphat

Cp Wirmekapazitét bei konstantem Druck

d Schichtdicke

D. discoideum Dictyostelium discoideum (Schleimpilz)

2’-dATP 2’-Deoxyadenosintriphosphat

D,O Deuteriumoxid

DGS Differentialgleichungssystem

DNA Deoxyribonukleinséure

DMF N,N-Dimethylformamid

DSC differential scanning calorimetry

d4T 2’,3’-Dideoxy-2’,3’-didehydrothymidin

dTDP 2’-Deoxythymidin-5’-diphosphat

d4TMP 2’,3’-Dideoxy-2’,3’-didehydrothymidin-5’-monophospat
DTE Dithioerythritol

dTMP 2’-Deoxythymidin-5’-monophosphat

DTT Dithiotreitol

dTTP 2’-Deoxythymidin-5’-triphosphat

E Enzym

e-ATP 1,N°-ethenoadenosin-5’-triphosphat

€ Extinktionskoeffizient

E. coli Escherichia coli

EDC 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ESI-MS Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie

F Fluoreszenz

FLT 3’-Fluoro-2’,3’-dideoxythymidin

FLTMP 3’-Fluoro-2’,3’-dideoxythymidin-5’-monophosphat
AGg freie Enthalpie (Gibbs’sche Bindungsenthalpie)
G6P-DH Glucose-6-Phosphat-dehydrogenase



Abkirzungsverzeichnis 138

Gl

Gln
Glu
GST
GTP
AH
AH’
AH:,
H;PO,
HCI
HEPES
HIV
HK
HPLC
hs
IPTG
ITC

i. Vak.
¢

0
K,HPO,
K;5PO,
k
k

app

K,
Keat
kcat,app

Kea

Km
KCH;COO
KCl
kDa
Ky
K.

Keq, freie Losung

€q

Keq, Enzym
KH,PO,
K;

kJ

Kwm
KM,app
Km,i
KOH

1

L

LDH

A

Lys

uM

M

mA
mant-Gruppe
MES

M g2+
MgADP

Gleichung

L-Glutamin

L-Glutamat
Glutathion-S-Transferase
Guanosin-5’-triphosphat
Enthalpie

van’t Hoff’sche Schmelzenthalpie

kalorimetrische Schmelzenthalpie

Phosphorséure

Salzsdure

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsiure

human immunodeficiency virus

Hexokinase

high performance liquid chromatography

homo sapiens

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

isotherme Titrationskalorimetrie (isothermal titration calorimetry)
Anzahl der strukturellen Doménen eines Proteins

im Vakuum

Amplitude

Korrekturfaktor fiir hyperbolische Analyse der Ky op,-Werte
Dikaliumhydrogenphosphat

Kaliumphosphat

Ratenkonstante allgemein

apparente (scheinbare) Ratenkonstante allgemein
Assoziationsgleichgewichtskonstante

maximale Ratenkonstante bei mit zwei Substraten gesattigtem Enzym
apparente Ratenkonstante bei mit einem Substrat gesdttigtem Enzym
katalytische Effizienz bei mit zwei Substraten geséttigtem Enzym

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kilodalton (1kDa = 1000 g-mol™)
Dissoziationsgleichgewichtskonstante

Gleichgewichtskonstante allgemein

Gleichgewichtskonstante in freier Losung
Gleichgewichtskonstante am Enzym
Kaliumdihydrogenphosphat

Inhibierungskonstante

Kilojoule

Michaelis-Konstante bei mit zwei Substraten geséttigtem Enzym
Michaelis-Konstante bei mit einem Substrat gesittigtem Enzym
Schmelzgleichgewichtskonstante der i-ten strukturellen Proteindomone
Kaliumhydroxid

Lange

Ligand

Lactathedydrogenase

Wellenldnge

L-Lysin

Mikromolar

Molar

Milliampére

N-Methylanthraniloylgruppe
2-(N-Morpholinoethan)sulfonsiure

zweifach positiv geladenes Magnesiumion
Magnesiumadenosin-5’-diphosphat
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MgATP
MgCl,

min

murin
MWCO

n

N

NAD
NADH
NADP
NADPH
NaOH
(NH4)2SO4
NDP

NMP

NTP

nm

(0]

OD

P

P,0Os5
Pg-MABA-ADP
P-MAHA-TDP
Py-MABA-ATP
PEP

PK

PMSF
POCl;

Q

R
Riickwirtsreaktion
ASgp

]

S. cerevisiae
SDS
SDS-PAGE
®

T

T

Tab

TBAB

TCA
TEMED
Thr

TmpK

TPsA
TPsA-mant
TRIS

TSP

Tyr

UmpK
UPsA

v

\%

v
Vorwirtsreaktion
w/v

wt

Magnesiumadenosin-5’-triphosphat

Magnesiumchlorid

Minuten

Maus

moleclular weight cut off (AusschluBgréfie bei der Proteinkonzentration)
Anzahl der pro Enzymmonomer gebundenen Nukleotidmolekiile
Stickstoff

Nicotinamidadenindinukleotid, oxidierte Form
Nicotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form
Nicotinamidadenindinukleotid-phosphat, oxidierte Form
Nicotinamidadenindinukleotid-phosphat, reduzierte Form
Natriumhydroxid

Ammoniumsulfat

Nukleosiddiphosphat

Nukleosidmonophosphat

Nukleosidtriphosphat

Nanometer

Sauerstoff

optische Dichte

Produkt

Diphosphorpentoxid

P -(N’-Methylanthraniloylaminobutyl)aminoadenosin-5’-diphosphat
P -(N’-Methylanthraniloylaminohexyl)aminothymidin-5’-diphosphat
P)-(N’-Methylanthraniloylaminobutyl)aminoadenosin-5’-triphosphat
Phosphoenolpyruvat

Pyruvatkinase

Phenylmethylsulfonylfluorid

Phosphorylchlorid

Wirme

Universelle Gaskonstante (8.314 J-mol-K™")

MgADP + NDP — MgATP + NMP

Bindungsentropie

Sekunde

Saccharomyces cerevisiae

Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Bindungsgrad

Temperatur

Schmelztemperatur

Tabelle

Tetrabutylammoniumbromid

Trichloressigsdure

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

L-Threonin

Thymidylatkinase
P'-(5’-Thymidyl)-P’~(5’adenosyl)pentaphosphat
P'-(5>-Thymidyl)-P*-(5’adenosyl-(2’-3’-N-methylanthraniloyl))pentaphosphat
Tris(hydroxymethyl)aminoethan
Natrium-3-Trimethylsilyl-2,2,3,3-d4-propionat

L-Tyrosin

Uridylatkinase

P'-(5’-Uridyl)-P*-(5’adenosyl)pentaphosphat
Reaktionsgeschwindigkeit

Volumen

Verdiinnungsfaktor

MgATP + NMP — MgADP + NDP

Masse pro Volumen (weight per volume)

Wildtyp
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8 Appendix

Im folgenden Kapitel sollen die Auswertungen von Messungen und die Herleitungen
der verwendeten Gleichungen beschrieben werden. Zur besseren Ubersicht soll
zundchst noch einmal kurz beschrieben werden, welche Informationen man mit den

verschiedenen Meflmethoden erhielt.

Die steady-state Messungen (Kapitel 8.1) ermdglichten die Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten fiir den ratenlimitierenden Schritt. Man erhielt eine
,»Gesamtgeschwindigkeitskonstante” kc,; und die Affinititen der Nukleotide im ternédren
Komplex (Ky), so dall Aussagen iiber die katalytische Effizienz eines Proteins moglich
wurden. Aullerdem konnte bei einer Substratinhibierung die Inhibierungskonstante (Kj)
berechnet werden. Die quenched-flow Messungen (Kapitel 8.2) schalteten die
Produktfreisetzung als ratenlimitierenden Reaktionsschritt aus. Bei den untersuchten
menschlichen Thymidylatkinasen konnten so die Geschwindigkeitskonstanten fiir die
Konformationsédnderungen, die zur offenen bzw. geschlossenen Enzymform fiihrten,
bestimmt werden. Mit den stopped-flow Messungen (Kapitel 8.3) wurde die Kinetik der
Bindung von Fluorophoren an die menschliche wt-TmpK gemessen, woraus
Informationen {iiber den Bindungsmechanismus abgeleitet werden konnten.
Verdrangungsexperimente ermoglichten mindestens die Abschédtzung von Assoziations-
und Dissoziationsratenkonstanten fiir Nichtfluorophore. In Gleichgewichtsmessungen
konnte die Stdrke einer Enzym-Ligand Wechselwirkung gemessen werden. Dazu
wurden fluoreszenzspektroskopische (Kapitel 8.4) und kalorimetrische (Kapitel 8.5)
Methoden verwendet. Bei der Equilibriumsfluoreszenzspektroskopie wurde mit Hilfe
eines fluoreszierenden Liganden, der als Sonde diente, die Bindungsstirke fiir einen
Nichtfluorophor bestimmt. Aus den Affinititen im bindren und terndren Komplex
konnte die Kooperativitit von Bindungsvorgdngen bestimmt werden. Die isotherme
kalorimetrische Titration (Kapitel 8.5) ermdglichte die direkte Messung der Affinitdt flir
Nichtfluorophore. Mit DSC-Experimenten (Kapitel 8.5) konnte die thermische Stabilitdt
von Proteinen bestimmt werden. AuBlerdem lieBen die Schmelzenthalpien Aussagen

iber die Kooperativitit von Schmelzvorgingen zu.
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8.1 Steady-state Messungen

8.1.1 Auswertung der steady-state Messungen (,,Replot-Methode”)

Nach Beendigung der Messung wurde die Anfangssteigung der erhaltenen MeBkurven
(Abb. 53) bestimmt.

5 L2
< ]
& 1.087
& ]
2 1.047]
< _

1_

1 I 1 I 1 I 1 |

0 10 20 30 40

t/min

Abb. 53 Darstellung eines typischen steady-state MeBsignals fiir die Vorwiartsreaktion bei einer
gegebenen MgATP-Konzentration (2 uM) und dTMP-Konzentration (10 uM): Nach der
vollstindigen Umsetzung des Nukleosidmonophosphats wurde keine Absorptionsdnderung
mehr beobachtet. Die Anfangssteigung in der Einheit min' wurde bestimmt und mit
Gleichung 2 (Kapitel 2.2.7.1) in die fiir diese Kombination von Nukleotidkonzentrationen
giiltige Ratenkonstante k umgerechnet.

Fiir die Bestimmung der steady-state Parameter wurden fiir die Vorwirtsreaktion
(Riickwirtsreaktion) sechs MgATP (MgADP) mit sechs NMP (NDP) Konzentrationen
kombiniert (,,6x6-Matrix™). Zu jeder MgATP (MgADP) Konzentration und jeder NMP
(NDP) Konzentration wurden so sechs, insgesamt also 36, k-Werte erhalten. Die
Analyse dieser k-Werte mit der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 3, Kapitel
2.2.7.2) und dem Programm GraFit (Version 3.01, Erithacus Software, Staines, UK)
lieferte dann die zu dieser Nukleotid-Konzentration gehérende apparente, katalytische
Ratenkonstanten kcaiapp Sowie die apparente Michaelis-Konstante (Bindungskonstante

fiir den terndren Komplex) Ky qpp (Abb. 54).
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0.67]
kcat,app
_ 0.4
o .
0.27]
OT T T 17 T 1 1T 1 T 1T T
0 20 40 60

Kovapp [MgATP]/uM

Abb. 54: Zu eciner konstanten dTMP-Konzentration (50 uM) gehorten sechs apparente
Ratenkonstanten (k,p,) bei verschiedenen MgATP-Konzentrationen (2, 3, 5, 10, 20, 50 pM).
Die Auswertung der k,,,-Werte mit der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 3, Kapitel
2.2.7.2) lieferte einen apparenten Keyapp-Wert und Kygpp-Wert fiir MgATP, die zu der

vorgegebenen dTMP-Konzentration gehorten.

S
(Gl. 10) Kls\/ll,app :Kd,Sl - (Kd,sl - KM>SI ) [ 2]

[S,]
[S, +o

(GL. 11) K3

M,app

= Kal,s1 + (KM,S1 - Kal,s1 )

Die apparenten Raten- und Bindungskonstanten (Kcagapp Und Ky app), die man so fiir ein
Nukleotid erhielt (z. B. MgATP), konnten dann iiber der Konzentration des Nukleotids,
dessen Konzentration konstant war (z. B. dTMP), aufgetragen werden (Abb. 55). Die
erneute  Anwendung der Michaelis-Menten-Gleichung auf die apparenten
Ratenkonstanten lieferte den k.,-Wert bei Séttigung des Enzyms mit beiden Substraten
und den Ky-Wert fiir das Nukleotid im terndren Komplex. Die Auftragung der
apparenten Ky-Werte fiir dieses Nukleotid ergab dann fiir unendliche
Nukleotidkonzentrationen die Michaelis-Konstante Ky, Bei einer ausgeprigten
Kooperativitit konnten die Auftragungen der apparenten Michaeliskonstanten iiber
einer Nukleotidkonzentration mit einer hyperbolischen Gleichung analysiert werden.

Fiir synergistische Effekte gilt Gleichung 10, fiir antagonistische Gleichung 11, wobei
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¥ ein Korrekturfaktor fiir die hyperbolische Datenanalyse ist und die Kriimmung der

Kurve bestimmt.

_ 10—

kcat 0.6* N
| o~ ° 87

2 04 2 6
| 27
{1 s s O S B R B R ) s s B B B B B
0 20 40 60 0 20 40 60
Kyarve  [dTMP]/uM [MgATP]/uM

Abb. 55:  Der linke Graph zeigt die Analyse der apparenten Ratenkonstanten Ky app. Zu den sechs
dTMP-Konzentrationen gab es jeweils eine apparente Ratenkonstante. Die Extrapolation auf
eine unendliche dTMP-Konzentration mit der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 3,
Kapitel 2.2.7.2) ermdglichte dann die Bestimmung der maximalen Ratenkonstante bei
Sattigung des Enzyms mit beiden Substraten (k) und die der dTMP-Konzentration, bei der
die Umsatzzahl halbmaximal war (Ky). Die apparenten Michaeliskonstanten (K .pp) ergaben
bei Extrapolation gegen unendliche MgATP-Konzentrationen ebenfalls die Konzentration
von dTMP, bei der die Umsatzzahl halbmaximal war (rechter Graph). Bei ausgeprigten
synergistischen oder antagonistischen Effekten konnte die Auftragung der apparenten
Michaeliskonstanten hyperbolisch (Gleichungen 10 und 11) analysiert werden. In diesem Fall
konnte der y-Achsenabschnitt als Bindungskonstante fiir den bindren Komplex (hier TmpK-

dTMP) und damit als K4-Wert interpretiert werden.

Die steady-state kinetischen Konstanten wurden also durch doppelte Anwendung der
Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 3, Kapitel 2.2.7.2) erhalten. Bei der
Ermittlung der apparenten maximalen Ratenkonstanten und Michaeliskonstanten (Kcatapp
und Ky app) wurde die Sittigung des Enzyms mit einem Substrat beriicksichtigt. Die
Analyse der apparenten Raten-und Bindungskonstanten betrachtete dann die Sittigung

des Enzyms mit dem zweiten Substrat (ks und Ky).

8.1.2  Analytische Michaelis-Menten-Gleichung

In diesem Abschnitt wird die Ableitung der analytischen Michaelis-Menten-Gleichung

skizziert. Die einfachste enzymkatalysierte Reaktion beinhaltet die Substratbindung, die
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eigentliche Reaktion und die Produktdissoziation. Die Reaktionsfolge ist in Abbildung

56 dargestellt:
kl k2 k3
E+S —4/——> ES —/7—— EP —/]/—> E+P
ki k) ks

Abb 56:  Das Substrat (S) bindet an das Enzym. AnschlieBend bildet sich der Enzym-Substrat-
Komplex (ES), der durch die Reaktion in den Enzym-Produkt-Komplex (EP) iibergeht.
Danach dissoziiert das Produkt vom Enyzm, und es liegt wieder freies Enzym (E) und

Produkt (P) vor. ES und EP werden als zentrale Komplexe bezeichnet.

Die experimentellen Randbedingungen werden so gewahlt, daB3 drei vereinfachende

Annahmen gemacht werden kdnnen:

1.)  Zu Beginn der Reaktion liegt das Substrat in groBem UberschuB8 vor ([S] » [E])
und kann somit als konstant betrachtet werden. Daher kann die lineare Anfangssteigung
(Abb. 53) fir diese Konzentrationen als  maximale  beobachtete

Reaktionsgeschwindigkeit angesehen werden.

2.) Das Produkt der Reaktion wird durch die experimentellen Bedingungen immer
wieder aus dem Gleichgewicht entfernt, so daB3 die Reaktion des Produkts mit dem

Enzym (k 3) vernachléssigt werden kann.

3.)) Durch den groBen UberschuB des Substrats ([S] » [E]) koénnen alle
Differentialgleichungsterme, in denen die Anderung der Enzymkonzentration als

Parameter steht, gleich 0 gesetzt werden (Bodenstein’sches Stationaritétsprinzip).

Das Differentialgleichungssystem (DGS) lautet:

(Gl. 12) %:- [EIs]+k_, [ES]+k, [EP];O

(GL 13) %:-k1 [E]S]+k_, [ES]
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Gl 14) @:klm][s]_k_l [ES]-k, [ES}k L [EP]=0

(GL 15) %:kz [ES]-k_, [EP]-k, [Ep]éo
d[p]_

(GL 16) T_1<3[EP]

Die analytische Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 3, Kapitel 2.2.7.2) wird durch
Auflosung dieses Differentialgleichungssystems (z. B. durch GauB-Eliminierung)

erhalten:

(Gl 3) vV, =V

mitv,, =k, [E], und v, =k_,[E],

Die katalytische Ratenkonstante k., (Umsatzzahl bei Substratséttigung) ist definiert
durch

_ k+2k+3
“ k+2 + k—z + k+3

(GL. 17)

und fiir den Ky-Wert gilt die Beziehung:

_ k—lk—z +k—lk+3 +k+2k+3

Gl. 18 K
( : ; ky(ky, vk, +k;)

Streng genommen ist die vorangegangene Ableitung der Michaelis-Menten-Gleichung
nur fiir ein unireaktantes System, d.h., ein System, bei dem das Enzym nur ein Substrat
bindet, giiltig. Fiir ein bireaktantes System wie TmpK fiihrt eine dhnliche Betrachtung

mit Hilfe der entsprechenden Differentialgleichungen zu der Gleichung 19:
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) ke 5,15,

(GL. 19) op =
” aKys Kys, +oKyg [Sl ]+(1KM,51 [Sz]+ [Sl][SZ]

a ist der Kooperativititsfaktor, der den Einflu3 des Substrats S; auf die Bindung des
Substrats S, und umgekehrt beschreibt. Bei steady-state Experimenten mit einem
bireaktanten Enzym wird die Konzentration eines Substrats (z. B. [S;]) konstant
gehalten, wihrend die des anderen ( z. B. [S,]) variiert wird. Dadurch reduziert sich die
Michaelis-Menten-Gleichung 19 fiir einen random bi-bi Mechanismus auf Gleichung 3.

Dies soll im folgenden kurz dargestellt werden:

Zunéchst wird Gleichung 19 durch [S;] gekiirzt und umgestellt. Dies ergibt Gleichung
20:

(Gl 20) k — kcat [SZ]

P K K
(XKM,SZ ( [gI’T +1]+ [Sz ][a [SMjSI +1]
1 1
I<M,Sl

Zdhler und Nenner auf der rechten Seite der Gleichung werden durch a[

5,

+1

gekiirzt, es ergibt sich Gleichung 21:

k

cat,app

Ko [S,] s, ]

aKye + [Sl]

a[SI]KM,Sz[ITSMjI +1)+[sz]

aKys + [Sl]

(GL. 21)

app

Kmt,app

Die mit Klammern gekennzeichneten Terme sind bei einer gegebenen Konzentration
[Si] konstant und nach Umschreiben wird eine Gleichung (Gleichung 22) erhalten, die
mit der analytischen Michaelis-Menten-Gleichung fiir ein Substrat identisch ist. Der
einzige Unterschied ist, daB in der Gleichung 22 apparente Raten- und

Bindungskonstanten stehen, die von der Konzentration [S;] abhingig sind.
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[S ]
Gl. 22 k. =k —
( ) P caLapp K [82 ]

M,app
8.1.3 Berechnung von Inhibierungskonstanten

Die Inhibierungskonstante K; fiir ein Substrat (z. B. NMP) kann prinzipiell mit der
Michaelis-Menten-Gleichung fiir einen random bi-bi-Mechanismus (Gl. 19) berechnet
werden. Ist S; der Inhibitor, mufl der Ky-Wert von S, mit einem Faktor multipliziert

werden, der diese Inhibierung berticksichtigt. Dieser Faktor ist [112]

(GL. 23) |

iS1

K ist die Inhibierungskonstante, die die Stirke der Substratinhibierung beschreibt. Ist K;
klein, wird die Inhibierung schon bei kleinen S;-Konzentrationen erreicht. Fiir steigende
Substratkonzentrationen wird I damit schnell groBer. Die Michaeliskonstante fiir das
zweite Substrat erhoht sich um genau diesen Faktor I, was eine schlechtere Bindung des
zweiten Substrats bedeutet. Bei einer sehr grofen Inhibierungskonstante Kj ist der
Zahlenwert des Faktors I praktisch 1. Die Bindung des zweiten Substrats wird kaum
beeinfluft. Durch Multiplikation der Ky-Werte fiir das zweite Substrat (Kys2) in

Gleichung 19 mit I ergibt sich:

(GL24)k = ke [S, ]IS, ]

" aKM,Sl KM,sz [1"' I[<Sl] }" U'KM,S2 [1"' I[<Sl] }[Sl]"‘ (XKM,SI [Sz ]+ [Sl ][Sz]

i,S1 i,S1

[s,]

iS1

Ausklammern von a K, (l + J und [S;] im Nenner liefert:

(GL25) k, = ke [S,]18,]

Ko 1 i . 485

app
iS1
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Die Michaelis-Menten-Gleichung 25 bei kompetitiver Inhibierung durch S; wurde als
Scientist-Gleichungsdatei (Version 2.0, MicroMath Incorp., Salt Lake City, USA)
geschrieben (Abb 57). Der Kooperativititsfaktor o, der mit den erhaltenen

Bindungsdaten fiir den bindren und terndren Komplex berechnet werden konnte

(Q:W} wurde bei der Minimierungsprozedur konstant gehalten. Dadurch
d,Nukleotid

wurde die Zahl der Freiheitsgrade bei der Analyse der Daten um 1 vermindert, so daf3

die Anpassung der Parameter an die Datenpunkte besser wurde.

// NMP kinases substrate 1 is inhibitor

IndVars: S1,S2

DepVars: kobs

Params: Km1, Km2, Ki, kcat,alpha
kobs=(kcat*S1*S2)/(((alpha*Km2)*(1+(S1/Ki))*(Km1+S1))+(S2*((alpha*Km1)+S1)))
0<Kml

0<Km2

O<kcat

0<Ki

O<alpha

Abb 57: Scientist-Gleichungsdatei fiir die ,,global-fit”-Berechnung der Inhibierungskonstante K;.
8.1.4  Nukleotidkonzentrationen in der Riickwiirtsreaktion

Die Korrektur der Nukleotidkonzentrationen erfolgte mit der quadratischen Gleichung,
die die Konzentration eines Komplexes in Abhdngigkeit von den Konzentrationen und

der Dissoziationskonstante angibt (Gleichung 26 bzw. 27).

~[mg**],-[aDP],

(GL. 26) [yigapp]- Mz b +[ADP, 3501 | \/ (g™, +[ADP], +350 pM )
2 7

(Gl 27) [NDP] = [NDP], - [MgNDP ]=[NDP], - [Mgﬁ]n +[N2P]o +350uM + \/([Mgz*lﬁ[NDf]O +350 HM)Z [Mg“L'[NDP]o

Die quadratische Gleichung ergibt sich durch Kombination der Massenerhaltung
(GI. 28) und des Massenwirkungsgesetzes (Gl. 29)

[NDP], =[NDP ]+ [MgNDP]

(@129 Mg ], =[Mg* |+ [MeNDP]
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_[Mg* }[NpP]

(Gl. 29) K, MaNDP]

Einsetzen von GI. 28 in GI. 29 liefert dann:

(G, 30) o _ (g ], ~[mgNDP ] (NDP], ~[MgNDP)
' ’ [MgNDP]

Diese Gleichung kann zu einer quadratischen Gleichung umgeformt werden:
(GL.31)  [MgNDPJ —[MgNDP]-(K, +[Mg], +[NDP], )+ [Mg], -[NDP], =0

mit den beiden folgenden Losungen fiir [MgNDP]:

(G1. 32)[MgNDP ]= [Mg 2+]0 + [I;IDP]O Ky, \/([Mg2+]o + [IiDP l +Kd)z

~[mg?*],-Inor],

Nur die Gleichung mit dem negativen Vorzeichen vor der Wurzel ist physikalisch

sinnvoll. Mit ihr kann die Konzentration von MgNDP berechnet werden.

8.1.5 Auswertung von steady-state Messungen mit dem DGS

Fiir die Uberpriifung der Enzym-Nukleotid-Kombinationen, bei denen die steady-state

Bedingungen, zumindest bei kleinen Nukleotidkonzentrationen, nicht erfiillt waren

(Material und Methoden, Kapitel 2.2.7.2), wurde das DGS (Gleichungen 12 bis 16,

Kapitel 8.1.2) in das Computerprogramm Scientist (Version 2.0, MicroMath Incorp.,
Salt Lake City, USA) eingegeben (Abb. 57). So konnte direkt die photometrische

Originalmessung, also die Absorptionsinderung in Abhéngigkeit von der Zeit,

ausgewertet werden.

// MM-modell with differential equations

IndVars: t

DepVars:ODt, S, ES, P, E, EP

Params: k3, k1, k_1,k2,k 2, ODinit, Eo,So,ESo,Po,EPo
E’=-(k1*E*S)+(k_1*ES)+(k3*ES)
S’=-(k1*E*S)+(k_1*ES)
ES’=(k1*E*S)-(k_1*ES)-(k2*ES)+(k_2*EP)
EP’=(k2*ES)-(k_2*EP)-(k3*EP)
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P’=(k3*EP)
ODt=0Dinit-(P*0.00622)
//Parameter Values
k3=0.01
k1=.01

k 1=.05
k2=0.1

k 2=0.05
Eo0=23.18
So=18.75
//Initial Values
t=0

E=Eo
S=So
ESo=0
ES=ESo
Po=0

P=Po
EPo=0
EP=EPo
//constraints
0<k3

0<kl
0<k 1
0<k2
0<k 2
0<ODinit
0<E<Eo
0<ES<Eo
0<S<So
0<P<So
0<Eo

0<So

0<Po
0<ESo
0<EP<Eo
0<EPo

Abb 57:  Darstellung des DGS (Gleichungen 12 bis 16) fiir das Programm Scientist. Die optische

Dichte zu Beginn der Messung sowie die Anfangskonzentrationen wurden wihrend der

Minimierungsprozedur konstant gehalten. Die Enzymkonzentration Ey und die Konzentration

des NMP/NDP (S,) muBlten entsprechend den Anfangsbedingungen variiert werden.

Die katalytische Ratenkonstante und die Michaelis-Konstante fiir NMP/NDP konnten

dann mit den Gleichungen 17 und 18 berechnet werden.

8.1.6  Integrierte Michealis-Menten-Gleichung

Die integrierte Form der Michaelis-Menten-Gleichung wird durch Integration der

analytischen Gleichung erhalten:
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__dls]_ [s]
(Gl 3) Vaop = it =V__ K, +[S]

Eine Trennung der Variablen d[S] und dt sowie die Integration zwischen zwei
beliebigen Zeitpunkten und den dazugehorigen Substratkonzentrationen fiihrt zu

Gleichung 33:

(Gl. 33) v j dt=— j +[S
to [s],

Der Term auf der rechten Gleichungsseite kann separiert werden,
t [S]t [S]t
(Gl. 34) v jdt:—KM j dis]_ j d[s]

und nach Integration ergibt sich:

_ [s],
(Gl. 35) v (t-t,)=—KIn al —([s],-Is],)

Mit In 5] =—In [S]O [S],-[s]. =[P]., v,. =k.[E], und ty = 0 lautet die integrierte

S

Michaelis-Menten-Gleichung:

(GL. 36) k., [E]t :KMln@+ [P],

[s],

Die Produktkonzentration kann leicht mit Hilfe der Absorptionsdnderung und des
Extinktionskoeffizienten der Nicotinamidadenindinukleotide ausgerechnet werden und
als Scientist-Gleichungsdatei (Version 2.0, MicroMath Incorp., Salt Lake City, USA)
geschrieben werden (Abb. 58).

. =A,— -0. cme
(GL 37) A, =A,—[P] -0.00622yM "'cm™
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// Integrated Michaelis Menten Equation
IndVars: t

DepVars: ODt

Params: Km,kcat,ODinit,So,Eo
ODt=0Dinit-Pt*0.00622
Km*(In(So/(So-Pt)))+Pt=kcat*Eo*t
// parameter values and constraints
kcat=0.7

Km=10

ODinit=0.8

S0=20

Eo=0.2

O<kcat

0<So

0<Pt<So

0<Km

0<ODinit<2

0<Eo

Abb 58: Scientist-Gleichungsdatei fiir die integrierte Michaelis-Menten-Gleichung.

8.2 Auswertung von quenched-flow Messungen
47 47
N _ 3
=z 7 =4
g 27 [0) g 27
B £ ®
Offset] lt
) L O B | () N Y O B O
0 50 100 150 0 50 100 150
t/s t/s

Abb. 59:  Simulation des zeitlichen Verlaufs der Edukt- (links) und Produktkonzentration (rechts): Die
Gleichung fiir die Edukte (Gl. 38) ist durch die drei Parameter Amplitude @,
Ratenkonstante k und den Minimalwert der Konzentration bei unendlicher Zeit (Offset)
bestimmt. Die zeitliche Zunahme der Produktkonzentration (Gl. 39) wird durch die beiden

Parameter Amplitude ¢ und Ratenkonstante k definiert

Die Konzentration von Eduktnukleotiden nimmt in quenched-flow Experimenten ab,
die von Produktnukleotiden zu (Abb. 59). Deshalb sind zwei einfach exponentielle
Gleichungen erforderlich: Mit der Gleichung 38 kann die Konzentration von

Eduktnukleotiden und mit Gleichung 39 die von Produktnukleotiden analysiert werden.
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Die Konzentration der Produkte zu Reaktionsbeginn ist 0, die entsprechende Gleichung

mulB also den Koordinatenursprung einschlie3en.

(GL. 38) [Edukt] =@-e™ +Offset
(Gl. 39) [Produkt], =¢-(1—¢™)
8.3 Auswertung von stopped-flow Messungen

Fiir die Einschrittbindung eines Liganden an ein Enzym gilt das in Abbildung 60

dargestellte Schema:

Ky
E+L EL
k
Abb 60: Schematische Darstellung eines Einschrittbindungsmechanismus.

Wird als Ligand nun ein fluoreszierendes Nukleotid oder Bisubstratanalog verwendet,
so wird die Konzentration dieses Signalgebers im stopped-flow Experiment konstant
gehalten. Durch Variation der Enzymkonzentration erhdlt man ein Bindungssignal
(Fluoreszenzzunahme), das fiir eine Einschrittbindung mit einer einfach exponentiellen
Gleichung beschrieben werden kann. Dabei ist die beobachtete Ratenkonstante kapp,
abhédngig von der Enzymkonzentration. Ist die Enzymkonzentration sehr viel groBBer als
die Ligandenkonzentration ([E] » [L]], kann die Konzentration des freien Enzyms als
nahezu konstant angesehen werden und in die Geschwindigkeitskonstante der
Assoziationsreaktion k;; eingerechnet werden, so daf} sich eine Reaktion pseudo-erster

Ordnung ergibt. Dann gilt ndherungsweise:

ka[E]

ki

L EL

Abb. 61:  Reduzierung des Einschrittbindungsmechanismus auf eine Reaktion pseudo-erster Ordnung.

Mit k+1[E] = k ergeben sich folgende Geschwindigkeitsgesetze:
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dL]_
(Gl. 40) S —k[L]+k_, [EL]
(Gl. 41) %:k[u—k_1 [EL]

Die Gleichungen 40 und 41 konnen mit Hilfe einer Laplace-Transformation umgeformt

werden. Es ergibt sich ein Ausdruck fiir [EL] in Anhéngigkeit von der Zeit t:

Kapp
————
=k, [E] +k )t

k., [E],
k+1 [E]O + k—l

14

(Gl 42) [EL]=[L], l-¢

Die Amplitude ¢ ist dabei genauso wie die beobachtete Ratenkonstante Kapp
ausschlieBlich von der Enzymkonzentration abhéngig. Der Exponent der e-Funktion

stellt eine Gerade mit folgender Gleichung dar:
(GL. 43) ko =k [E] +k

Bei der Auftragung der beobachteten Ratenkonstane kg, iiber der Enzymkonzentration
[E]o kann bei einem Einschrittbindungsmechanismus also aus der Steigung der Geraden
die  Assoziationsratenkonstante ki; und aus dem = Achsenabschnitt die
Dissoziationsratenkonstante k.; berechnet werden. Die Gleichgewichtskonstante der

Bindung eines Fluorophors an ein Enzym ist dann:

k
Gl. 44 K,=—
( ) "
8.4 Auswertung von Gleichgewichtsmessungen

8.4.1 Bindung eines Enzyms an einen Fluorophor

Bei der Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten fiir die Bindung eines Enzyms an
einen Fluorophor wird der fluoreszierende Ligand vorgelegt. Die Konzentration des

Enzyms wird schrittweise erhoht und die Fluoreszenzzunahme gemessen. Die
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quadratische Gleichung fiir die Komplexbildung wurde schon abgeleitet (Gl. 32, Kapitel
8.1.). Jetzt muB nur noch die MeBgrofle - die Zunahme der Fluoreszenzemission - zum
Bindungsgrad [EL]/[L], in Bezug gesetzt werden, weil davon die Fluoreszenzausbeute
abhingt. Die Fluoreszenzzunahme AF pro MeBschritt ist proportional zum
Bindungsgrad, wobei die Proportionalitidtskonstante die Fluoreszenzzunahme AF .y ist,

die bei Sattigung (Bindungsgrad = 1) gemessen wird (Gl. 45):

(Gl. 45) AF =AF [EL]

max [L ]0

Die gemessene Gesamtfluoreszenz bei jedem MeBschritt (F) setzt sich additiv aus der
Grundfluoreszenz des freien fluoreszierenden Liganden (Fy) und der
Fluoreszenzidnderung bei jedem MefBschritt (AF) zusammen. Beriicksichtigt man noch,
daB3 AF.x die Differenz aus der Séttigungsfluoreszenz Fp,.x und der Grundfluoreszenz

ist, gilt Gleichung 46:

(GL. 46) F=F, +AF=F, +AF @:Fﬁ(ﬂm ~-F,)

max [L]O

[EL]
[L],

Formt man diese Gleichung nach [EL] um und setzt den erhaltenen Ausdruck in die
quadratische Gleichung fiir die Komplexbildung ein, ergibt sich Gleichung 6 (Kapitel
2.2.9.1)

[E], +[L], +K, . \/([E]o +[L], +K,) ELRLL

2 4

L],

(Gl. 6)F=F, +(F,, —F,)

max

8.4.2 Kompetitive Verdrangung eines Fluorophors

E+ Ll e ELI E + L2 ‘—_‘ EL2

Abb 62: Schema fiir einen kompetitiven Verdrangungsmechanismus.
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Die Abbildung 62 beschreibt ein System, bei dem zwei Liganden L; und L, um dieselbe

Bindungsstelle eines Enzyms konkurrieren.

Die Gleichgewichtskonstanten fiir die beiden Reaktionen sind

_[E]L ] _[E]L,]
(Gl. 47) K, = EL] und K ,="r—%

wobei L; der fluoreszierende Ligand sei. Zur Auswertung der experimentellen Daten
wird, wie bei der Bindung eines Enzyms an einen Fluorophor, ein expliziter Ausdruck

fiir [EL,] benotigt. Unter Beriicksichtigung der Massenerhaltung ergibt sich:

(GL. 48) [E], =[E]+[EL, ]+ [EL,]
(GL. 49) [L,]=[L, ]+[EL, ]
(GL. 50) [L,],=[L,]+[EL,]

Die Gleichungen 48 bis 50 fiihren mit den Dissoziationskonstanten aus Gleichung 47 zu

einem Polynom dritten Grades der Form
(GL. 51) [EL, [ +a, [EL, [ +a, [EL, J+a, =0
mit folgenden Koeffizienten a;, a, und a3

_ [E]o (Kd,z B Kd,l )+ [Ll ]0 (2Kd,2 B Kd,l )+ [Lz ]0 Kd,l - Kd,12 + Kd,le,Z

(Gl 52)a, =
1 Kd,l _Kd,z
GLS3) a _[BLIL Ky, 2K )-[L FR G L LK, (L] 4K
2 Kd,l _Kd,z
E] [L K
(Gl. 54) o, = EbIL LK,

Kd,l _Kd,z
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Dieses Polynom dritten Grades hat drei Losungen. Nach Einfilhrung der folgenden

Definitionen

Ea12+3a2 und RE2af—9a1a2+27a3

(GL. 55) Q 5 o

miissen zwei Fille unterschieden werden. Ist Q>-R* > 0, ergeben sich mit folgender

Definition

(Gl. 56) o= arccos[

R
}QS
die drei Losungen der kubischen Gleichung zu

(GL. 57) [EL,] =-2/Q COS(%)_E‘_I

3
(Gl. 58) [EL,], =-2Q cos(q) ;2" )—%
(Gl. 59) [EL,] =-2/Q cos(q) 24" )—a?l .

Fiir den Fall Q*-R* < 0 existiert nur eine Losung:

(GL. 60) [EL,]=-sign(R (1/R2—Q3+|R|)%+ Q : _%
R -Q" +R)}
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8.5 Kalorimetrische Messungen

8.5.1 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Bei der isothermen kalorimetrischen Titration wird die Warmednderung wihrend eines
Bindungsprozesses gemessen. Diese Wairmednderung ist iiber Gleichung 7, deren
Ableitung beschrieben werden soll, mit der Assoziationsgleichgewichtskonstanten K,,
der Anzahl aktiver Ligandenbindungsstellen des Enzyms n und der molaren

Ligandenbindungsenthalpie AHg verkniipft.

In Abbildung 60 ist die Bindung eines Liganden an ein Enzym dargestellt. Die

Assoziationsgleichgewichtskonstante fiir diese Bindung ist:

[EL] [EL]

S TR (L - [ELE]

(Gl. 61)

Nach Definition eines Bindungsgrads ® mit

(Gl. 62) =

kann die Gleichung 62 nach [EL] aufgelost werden und in Gleichung 61 eingesetzt

werden:

(Gl. 63) K =9

t(1-e)L]

Fiir den Liganden L kann eine Massenbilanz unter Berlicksichtigung der Zahl der

aktiven Ligandenbindungsstellen n des Enzyms aufgestellt werden:
(GL. 64) [L], =[L]+n[EL]=[L]+n®E,

Auflésung der Gleichungen 63 und 64 nach [L] auf und Gleichsetzen fiihrt zu einer
quadratischen Gleichung in ® (GI. 65):
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(Gl. 65) @2—®(1+ L] P J+ L) =0

n[E}, n[ELK, | n[E]
Die bei der Bindung gemessene Wérme Q ist proportional zur Stoffmenge des
Makromolekiils ([E]o'V) in der MeBzelle, wobei die Proportionalititsfaktoren die
molare Bindungsenthalpie AHp, der Bindungsgrad ® und die Anzahl der
Ligandenbindungsstellen n sind (GI. 66):

(GL. 66) Q=n-0-AH,-[E],-V

Durch Auflésen der quadratischen Gleichung 65 nach dem Bindungsgrad ® und
Einsetzen in Gleichung 66 ergibt sich Gleichung 7:

n-[E]-AH, -V L] | L] 1Y 4]
(GL. 7)Q= : : 1+n-[E]+n-K '[E]_\/(l+n'[E]+n'Ka'[E]] o]

K., AHg und n konnen iterativ an die Daten der kalorimetrischen Messung angepal3t
werden. Mit Hilfe von K, kann auch die freie Bindungsenergie AGg (Gibbs-Energie)
berechnet werden (Gl. 67):

(Gl. 67) AGy =-RTInK,
Mit AGg und AHp kann schlielich die Bindungsentropie berechnet werden (Gl. 68):

_AG, —AH,

(Gl. 68) AS, = =

Die Dissoziationskonstante K4 des Bindungsprozesses ist letztlich gegeben als der

Kehrwert der Assoziationskonstanten K, (Gl. 69):

(GL. 69) K,=—
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8.5.2  Differential scanning calorimetry (DSC)

4000~
E ]
9
. 2000
@) _|
g
£ |
° 0_ A,
T
T T [ ™7 1T [ 1T T T ] 1
0 40 80 120
T/oC

Abb 63:  Darstellung einer simulierten DSC-Schmelzkurve: T,, gibt die Schmelztemperatur an, die
aufgrund der Asymmetrie der Schmelzkurve nicht identisch ist mit der Temperatur, bei der
die maximale Wérmeabsorption auftritt. A4c, ist die Schmelzwirmekapazitit. Die Fliche
unter dem Schmelzpeak beschreibt die gesamte kalorimetrische Enthalpie der Denaturierung,
wihrend das Produkt aus der Peakhohe bei einer bestimmten Temperatur (z. B. Ty;) und der

entsprechenden Temperatur die van’t Hoff’sche Enthalpie angibt.

Fiir Thymidylatkinasen wurde ein ,,Mehriibergangsmodell* (non-two-state transition
Modell) ohne Anderung der Wirmekapazitit (Aqc, = 0) bei dem Schmelziibergang fiir
die thermisch induzierte Denaturierung zugrundegelegt. Nur fiir einige kleine globulére
Proteine kann ein ,,Zweiiibergangsmodell (two-state transition Modell) angenommen
werden, welches das gesamte Protein als ein einheitliches, kooperatives System
betrachtet [137, 138]. Die Ableitung der Gleichungen, die ein solches

,»Mehriibergangsmodell* iterativ beschreiben, soll skizziert werden.

Besteht ein Protein aus mehreren strukturellen Doménen A, B, C usw., die alle
unabhingig voneinander vom gefalteten (A, B, C usw.) in den entfalteten (A’, B’, C’
usw.) Zustand ibergehen, kann die Gleichgewichtskonstante K,,; fiir den

Schmelziibergang jeder Doméne durch das molare Verhiltnis des entfalteten (f,.) und

des gefalteten Anteils (fa) an der Gesamtproteinkonzentration beschrieben werden:
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f. f. f.
(GL70) K, =K, ;="K o =—usw.

e T

Die Enthalpie ist eine extensive Grofle, so dal die gesamte kalorimetrische molare
Schmelzenthalpie fiir dieses System dann als die Summe aller kalorimetrischen

Enthalpien der schon entfalteten Anteile der einzelnen Doménen gegeben ist:

(GL. 71) Hj =H{ +f AH; , +f AH]  +..

Der erste Term HY, bedeutet die Enthalpie des nativen Proteins, der beriicksichtigt

werden muf3, weil alle Enthalpiednderungen AH; relativ zum nativen gefalteten

Protein gemessen werden. Durch Ableitung der Gleichung 71 nach der Temperatur

berechnet sich die molare Wéirmekapazitit ¢, , des Systems (Gl. 72)

N dH¢ dif .AH®¢ df .
(GL 72) Com™ dH,, | _ LI (A '"’A) +o=Cpan | FoAC, oy FAH, | =2 |+
dT A dT dT dT

Wird nun berticksichtigt, daB f, =1-f . gilt, ergibt sich mit der Definition der

Gleichgewichtskonstante aus Gleichung 70:

I<m,A

Gl. 73 f =——mA
( ) A 1+K, .

Die Ableitung von Gleichung 73 nach der Temperatur und Erweiterung mit Ky, o liefert:

GL74) (91 (dKaa ) Kaa (K ) K, (dNK,,
dr ) (1+K,, | dT | (+K,, J|KaadT | (+K,,F| dT

Die Ableitung auf der rechten Seite der Gleichung ist aus der elementaren

Thermodynamik als ,,van’t Hoff’sche Gleichung* bekannt:

dInk AH®
(Gl. 75) [ s J— mA

dT | RT?
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Das Einsetzen der Gleichungen 73 bis 75 in Gleichung 72 ergibt dann die sowohl fiir
das Zweiiibergangsmodell als auch fiir das Mehriibergangsmodell giiltige Gleichung 76,

wenn alle Parameter bei derselben Temperatur bestimmt werden.

I<m,AACp,m,A + Km,AAHI\;l,AAH;l,A
1+K,.  (1+K,,JRT

(Gl. 76) Com =Cpn T

p,m

Die Annahme, daf3 sich die Warmekapazititen des nativen und des entfalteten Proteins
nicht unterscheiden, fithrt dazu, da3 auf der rechten Seite der Gleichung alle Terme, in
denen die Wirmekapazitdt auftritt, gleich 0 gesetzt werden konnen. Die zusitzliche
Beriicksichtigung der Temperaturabhdngigkeit der Gleichgewichtskonstante ergibt
Gleichung 8:

z K _.(T)AH) HE.
Gl. 8 c (T)=Y = mi__mi
(G5 (1) ZA‘ 1+K,,(T)f RT?

Die Gleichgewichtskonstante K,,; (Gl. 9) berechnet sich nach Variablentrennung durch
Integration der van’t Hoff’schen Gleichung 75 von einer beliebigen Temperatur T bis
zur Schmelztemperatur T, auf der einen Seite und den zugehodrigen
Schmelzgleichgewichtskonstanten Ky, ; und 1 auf der anderen Seite der Gleichung. Die
zu T, gehorende Schmelzgleichgewichtskonstante ist 1, weil bei Erreichen der

Schmelztemperatur der Anteil von gefaltetem und entfaltetem Protein gleich ist:

(Gl. 9) K,.(T)= e[

Wichtig ist die Unterscheidung zwischen der molaren kalorimetrischen und der molaren
van’t Hoff’schen Enthalpiednderung. Die molare kalorimetrische Enthalpieéinderung ist
die Gesamtenthalpiednderung des Schmelzprozesses, die durch die Fliche unter dem
auf die Proteinkonzentration normalisierten Schmelzpeak (Abb. 63) gegeben ist. Die
molare van’t Hoff’sche Enthalpie ist die bei einer gegebenen Temperatur absorbierte
molare Warme (z.B. bei der Schmelztemperatur das Produkt Acy(Ty) Ti) und damit ein

direktes MaB fiir die temperaturinduzierte Reaktion.
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8.6 Gleichgewichtskonstante fiir den Phosphoryltransfer

Die kinetischen Daten aller menschlichen TmpK-Mutanten konnten mit einem
minimalen Reaktionsschema, das die notwendigen Konformationsidnderungen und den
chemischen  Schritt enthdlt (Abb. 64), beschriecben werden. Fiir die

Gleichgewichtskonstanten gilt:

A A k
(Gl 78) Ke isol = @ = klso_l 7 Ke is02 = g = leO—2 7 I<C = @ = -
* B] kisol ¢ [D] kisoz [C] kc
A kisol B
kiso—l
k. || ke
kiso-2
D C
kisoZ

Abb. 64:  Das minimale kinetische Reaktionsschema einer NMP-Kinase umfaft vier Zustinde: A und
D sind die offenen, inaktiven Konformationen, B und C die geschlossenen, aktiven
Konformationen. Alle vier Zustdnde haben Substrat gebunden. Zwischen den Zustinden A
und B bzw. C und D finden jeweils reversible Konformationsinderungen statt, der

eigentliche chemische Schritt liegt zwischen B und C.

Bei der Bestimmung der enzymatischen Gleichgewichtskonstante konnte nicht
zwischen den einzelnen Konformationszustinden, sondern nur zwischen den
Nukleotidzustdnden unterschieden werden. A und B bzw. C und D haben dieselben
Nukleotide gebunden (A und B MgATP und NMP bzw. C und D MgADP und NDP).
Die Analyse der Nukleotidkonzentrationen am Enzym liefert somit die Summen der

Konzentrationen von A und B bzw. C und D.

_[a]+[B]
(GL. 79) Keaam = [Ty D]

Mit Hilfe der Gleichgewichtskonstanten fiir die Konformationsianderungen ist:
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+[B] wnd [c]+[D]=[c]s Ll

eq,iso2

(GL.80)  [A]+[B]=[BK

eq,isol

Einsetzen von Gleichung 80 in Gleichung 79 fiihrt zu:

_[al+[B]_ BK. i +[B]  Bli+K )

wkem ]+ D] [C]+£ - [C{l 1 }
K -

(GL 81) K

eq,is02 cquiso?

[B]

Wird noch beriicksichtigt, dal =5 =K_ ist, kann Gleichung 81 nach K¢ umgeformt

[c]

werden:
I+ 1
(Gl. 82) K.=K &
. C eq,Enzym 1 +Keq’isol
8.7 Bindungsverhalten eines Bisubstratanalogs

Die freie Bindungsenergie (AGg) eines Bisubstratanalogs (z. B. TPsA), das aus zwei
Nukleotidteilen (ATP und dTMP) besteht, ergibt sich nicht additiv aus der freien
Bindungsenergie der Einzelkomponenten. Die resultierende Dimension der
Assoziationskonstante K, wire M~, was fiir die Bindungskonstante eines Liganden
keinen physikalischen Sinn hat. Der thermodynamische Grund fiir die Unzuldssigkeit
dieses Ansatzes ist, daBl zusdtzlich zu den freien Bindungsenergien der
Einzelkomponenten noch der energetische Beitrag des Linkers (Phosphatkette)
beriicksichtigt werden mufB3 [98]. Um die Assoziationskonstante fiir ein ideales
Bisubstratanalog zumindest abschétzen zu kénnen, wurde ein Ansatz iibernommen, der
fiir die Bindung des zweikopfigen Myosins an Aktin-Filamente vorgestellt wurde [169].
Unter der Annahme, daB zunidchst ein Teil des Bisubstratanalogs mit der
Affinitdtskonstante des freien Nukleotids an das Enzym bindet und im zweiten Schritt
der andere Teil des Analogs mit einer Gleichgewichtskonstante, die sich aus dem
Produkt der Affinitdtskonstante des freien Nukleotids und der effektiven Konzentration

dieses Nukleotids berechnet, ergibt sich das in Abbildung 65 gezeigte Modell:



Appendix 165

A Ka,A A Ka,T Cr A

T

Abb. 65:  Bindung von TPsA (T==A) an TmpK (E). K, 5 ist die Assoziationskonstante von MgATP,
K,r die von dTMP und cr ist die effektive Konzentration des T-Anteils von TPsA.

Durchgezogene Linien bedeuten kovalente, gestrichelte Linien nicht kovalente Bindungen.

Fiir die Assoziationskonstanten gilt:

R NS N RN RN
T El----s T
(GL83)  Kyges= K, p = A

El

A A
| Y E e \

T

Durch Einsetzen von K, o und (K, 1°cr) in K, ges erhélt man die Assoziationskonstante

fiir die Bindung von TPsA an TmpK (Gl. 84):

(Gl. 84) Ko = Kon (14K, 1 -cr)

Fiir die Berechung der effektiven T-Konzentration wurde ein Modell ibernommen, bei
dem eine funktionelle Komponente (z. B. A) des Bisubstratanalogs am Protein
gebunden ist, wihrend sich die zweite funktionelle Komponente (T) innerhalb eines
Raumelements (Viertelkugel) befindet, dessen Volumen durch die halbe Lénge r des
Analogs bestimmt wird [170]. Mit Hilfe der Stoffmenge (nr) der Komponente T, der
Avogadrozahl N, und dem Volumen einer Viertelkugel (V) ergibt sich:

NT

N
(Gl. 85) ¢, =t o Naw Ny
v 1 5 N,mar

gnr

Die Anzahl Nt der T-Komponente in dieser Viertelkugel ist Nt = 1 und die nach
Bindungswinkeln und -lingen abgeschiitzte halbe Linge r von APsA betriigt etwa 16 A
[170]. Diese halbe Lange wurde in guter Niherung fiir TPsA iibernommen, so dal3 sich
eine effektive T-Konzentration ¢t = 0.387-M und K4 = 1 nM ergibt.



Ich danke...

Prof. Dr. Roger S. Goody fiir die Aufnahme in seine Abteilung, die Ubernahme

des Erstgutachtens sowie die stets effektive Unterstiitzung meiner Arbeit.

Prof. Dr. W. Kreiser fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens und die stets
wohlwollende Begleitung wihrend des Studiums, der Diplomarbeit und der

Promotion.

herzlich Dr. Joachim Reinstein fiir die Uberlassung des sehr interessanten Themas
und die hervorragende Betreuung. Sein stete Unterstiitzung und das Interesse am
Fortgang dieser Arbeit sowie unzéhlige Tips, Tricks und Erkldrungen in Sachen
Kinetik haben mir als einem Doktoranden, der nur die Chemie kannte, sehr
geholfen, ,jiiber den Tellerrand zu sehen®, was eine auBerordentlich gute

Erfahrung war.

Dr. Ralf Brundiers und Dr. Manfred Konrad vom MPI fiir physikalische Chemie
in Goéttingen fiir die bereitwillige Uberlassung der nach vielen Versuchen
erhaltenen TmpK-Klone, die eine Voraussetzung fiir das Gelingen dieser Arbeit
waren, und deren Bereitschaft, mir eine kurze dreiwdchige Einfiihrung in die

Molekularbiologie zu geben.

herzlich meinen Gruppenkollegen - den ehemaligen und noch existierenden -
Petra Herde, Yvonne Gromping, Sandra Schlee, Gina Dumitru und Lars
Packschies fiir die gute Arbeitsatmosphére und das bereitwillige Korrekturlesen.
Besonderer Dank geht an Petra Herde fiir die Unterstiitzung bei kinetischen

Messungen.

herzlich meinen Freunden The Hiep Nguyen und Dr. Frank Sobotka fiir die
mittlerweile leider viel zu selten gewordenen Treffen und Telefonate aufgrund der
doch durch verschiedene Griinde drastisch reduzierten wirklich freien Zeit, was

der Freundschaft iiber Jahre hinweg aber keinen Abbruch getan hat.

sehr meiner Frau Natalja fiir Thr stindiges Verstdndnis, wenn es ,,mal wieder ein
billchen spiter wurde* und ihre Unterstiitzung, sowie meinem Sohn Julian fiir sehr
viele sonnige und lustige Momente und dafiir, da3 mir bei der Beobachtung seiner
Entwicklung stets bewullt wurde, warum sich ,,dieser ganze Zirkus* iiber 9 Jahre

hinweg trotz immer wieder autkommender Zweifel am Ende doch gelohnt hat;



vergessen mochte ich an dieser Stelle nicht unser zweites Kind, das zu dem
Zeitpunkt, zu dem diese Zeilen geschrieben wurden, zwar noch nicht geboren war,
aber doch Papa ,,schon auf Trab gebracht hat* und ihn dazu ermunterte, schnell

und ziigig mit der Arbeit fertig zu werden.

meiner  Mutter, die mich  nach zwischenzeitlich schwierigen
zwischenmenschlichen Beziehungen gerade mit der Beseitigung dieser
Schwierigkeiten sehr unterstiitzt hat und ganz ganz herzlich Onkel Horst, der nach
dem Tode meines Vaters wie ein Vater zu mir war und mich in allem nur Denk-
und Undenkbaren unterstiitzt hat, wobei ich eine Erinnerung an meinen Papa nicht

vergessen mochte.

Onkel Viktor, Onkel Arnold, Onkel Arthur, (Schwieger)mama, Josef, Oma und
und und... fiir die Unterstiitzung und dafiir, dall ich auch wéhrend der stressigen
Zeit nie das Wesentliche aus den Augen verloren habe: Entspannen und
Abschalten sind genau so wichtig wie ziigiges Arbeiten - in diesem Sinne naBait

mocxaliun.



Lebenslauf

Name:
geboren:
Familienstand:
1976 - 1980
1980 - 1989
1989

1989 - 1991
1991 - 1997
Oktober 1993
Januar 1996

5.1996 - 3.1997

8.1997 - 8.2000

VEIT, Thomas Jiirgen Holger

19. Juni 1970 in Duisburg-Meiderich
verheiratet, 1 Kind

Kastellgrundschule in Oberhausen
Sophie-Scholl-Gymnasium in Oberhausen
Abitur

Zivildienst

Chemiestudium an der Universitidt Dortmund
Diplomvorpriifung in Chemie
Diplomhauptpriifung

Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund;
Diplomarbeit: Synthese des fluoreszierenden Nukleotid-
analogons 8-(N‘-Methylanthraniloylaminobutyl)amino-
adenosin-5’-phosphat und Charakterisierung der
Nukleotidbindungstasche des molekularen Chaperons DnaK
aus E. coli (Betreuer: Prof. Dr. W. Kreiser, Dr. J. Reinstein,

Prof. Dr. R. S. Goody)

Promotion am Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie

in Dortmund



		2000-08-28T15:47:59+0100
	Dortmund
	Universitaetsbibliothek Dortmund - Eldorado
	<Keine>




