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1. Einleitung

1.1 DasdIt-Operon gram-positiver Bakterien

Eine der gebrauchlichsten Klassifikation von Bakier ist die Gram-Farbung. Der
Unterschied zwischen gram-positiven und gram—negatBakterien beruht dabei auf den
unterschiedlichen Zellhillen (Abbildung 1). Gransjiive Bakterien besitzen keine auf3ere
Zellmembran, und durch die Ethanolbehandlung wieddicke Zellwand dehydriert, so dass

der Farbstoff nicht ausgewaschen werden kann.

Lipopolysaccharide

Zellwand mit e e T s : "

Teichonsauren : e Sl = = AuBere Membran
Zellwand

Zellmembran Innere Membran

Abbildung 1: Die Zellhillen von gram-positiven (links) und gramagativen (rechts) Bakterien. Unten
entspricht jeweils dem Zellplasma und oben der Umgglder Zelle. Lipopolysaccharide und Teichonsauren
sind exemplarisch als Zick-Zack-Linien dargestelk, aliswarts ragen.

Bei gram-negativen Bakterien ist die dinne Zellwaod einer zweiten, auleren Membran
umgeben die mit Ethanol entfernt werden kann. Dedwvird der Farbstoffkomplex in der
Zellwand zugéanglich fir das Loésungsmittel und ebbsf entfernt. Die &ulRere
Membranschicht der gram-negativen Bakterien gsielft Kontakt zur Umwelt dar. In ihr sind
zum Beispiel die artspezifischen LipopolysacchadeS) verankert, die das menschliche
Immunsystem nutzt um Krankheitserreger zu erkennen.

Fur gram-positive Bakterien ist die Zellwand dereldlie Kontakt zur Umgebung. Da die
Zellwand laufend den sich verandernden BedingurdggnUmwelt angepasst werden muss,
besitzen gram-positive Bakterien einige Moglich&ejt die chemischen Eigenschaften der
Zellhille zu verandern. Eine dieser Mdglichkeitendsdie Teichonsaurengjchoic acids
TAs), Polymerketten, verankert in der Zellmembrgrofeichoic acidsLTAs) oder Zellwand
(wall-teichoic acidsWTAS), die in oder durch die komplette Zellwamithen konnen (Let
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al.,, 2009). In den meisten Fallen ist die monomere etémbheit der Teichonsauren

3-Phosphoglycerin, wie in Abbildung 2 dargestdliie Polymerisation erfolgt dabei Uber

Phosphodiesterbindungen der beiden endstandigesrs$affiatome. Dadurch ist die mittlere

Hydroxylgruppe frei, was der Teichonsaure eine tiegd_adung gibt. Da in der Zellwand

eine Vielzahl von Teichonsauren vorhanden sinddistZellwand als Ganzes auch negativ
geladen (Matiast al., 2008; Neuhaust al., 2003).

O 0 o)
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L . 45 -50
Gro-P Membrananker
mit D-Alanin

Abbildung 2: Der Aufbau von Teichonsduren am Beispiel von LTA. Meitsaduren sind ein Polymer aus
3-Phosphoglycerin  (Gro-P), hier mit D-Alanin alodifikation der freien Hydroxylgruppe und Fettsduds
Membrananker.

Haufig wird die ungebundene Hydroxylgruppe mit Sitbenten verknipft um die Ladung zu
beeinflussen. Diese Modifikation erlaubt eine Ampeg) der elektrochemischen
Eigenschaften der Zellwand. Zu den Substituentdnlepaunter anderem Hexosen und
bestimmte Aminosauren. Eine besondere Rolle falited denD-Alanin (D-Ala) zu, der bei
weitem haufigsten Modifizierung der Teichonséauren.

In allen gram-positiven Bakterien, die bisher ustieht wurden, konnten vier Proteine, die
alle vom dIt-Operon codiert werden, als verantwortlich fir ddeAlanylierung von
Teichonsauren identifiziert werden. Da die Namemr @ene und Proteine sich bei
verschiedenen Organismen unterscheiden, werden dlgefden die Bezeichnungen aus
Bacillus subtilisverwendet. Die vier Gene werden dl$A, dtB, dIitC und dlitD bezeichnet
(Abbildung 3). DasdIt-Operon beinhaltet auRerdem noch das @B, fur das allerdings
gezeigt wurde, dass eine Inaktivierung keinen Eféek die Alanylierung hat (Pereg al.,
1995).



ditA ditB ditC ditD ditE
1509 nt 1185 nt 234 nt 1176 nt 756 nt

2 - 2 2 2

Abbildung 3: DasdlIt-Operon im Genom voBacillus subtilis

Eine Rolle dedlt-Gene fur die Alanylierung von Teichonsauren wuedetmals zwei Jahre
vor der kompletten Sequenzierung des GenomsBamillus subtilis(Kunst et al., 1997), von
Perego et al., 1995 beschrieben. Basierend auf den Gensequehkoemten die
entsprechenden Proteine DItA, DItB, DItC und Dltbgaleitet werden, die in den darauf
folgenden Jahren biochemisch identifiziert wurd®el{abovet al., 1996; Peregeet al.,
1995). Abbildung 4 zeigt schematisch die Lokals@atiler DIt-Proteine in der Zelle.

()&

Abbildung 4: Die Lokalisation der Dlt-Proteine in der Zelle. DitAnd DItC sind l6sliche Proteine im
Zellplasma, wahrend DItB und DItD in der Zellmembrarankert sind. Die genaue Lokalisation von DItD is
bisher unbekannt.



Mutanten von gram-positiven Bakterien, bei den@e®ioder mehrere der Dlt-Proteine fehlen
oder defekt sind, zeigen Abweichungen im Phanotyp in der Uberlebensfahigkeit. Da die
Modifizierungen der Teichonsauren fir gram-positBa&kterien entscheidend sind um die
Ladung der Zelloberflache zu beeinflussen, restitieine Unterbrechung dieses
Mechanismus in einer verringerten Fahigkeit mit tioesiten Umweltbedingungen
umzugehen. So ist die pH-Toleranz verringert (Beydl., 2000; Velezet al., 2007), die
Autolyserate der Zellen erhoht (Velet al., 2007; Weckeet al., 1997) und die Bakterien
zeigen ein erhohtes Langenwachstum sowie fehlert@&dptenbildung (Veleet al., 2007).
Des Weiteren sind Bakterien mit defekierAlanylierung der Lipoteichonsauren weniger
virulent, da sie sich schlechter an Wirtszellenadigm konnen (Coxt al., 2009; Fittipaldiet
al.,, 2008) und die Anfalligkeit fur bestimmte antinokielle Substanzen (kationische
antimikrobielle Peptide CAMPs, Nisin, Vancomycin,etficillin, Drosomycin) erhéht ist
(Fittipaldi et al., 2008; Krameset al., 2008; Mayet al., 2005; Peschadt al., 1999; Peschel
et al., 2000; Tabuchet al., 2010; Velezt al., 2007; Weckeet al., 1997). Weiterhin konnte
in Drosophila melanogastegezeigt werden, dags-alanylierte WTAs die Produktion des
antimikrobiellen Peptides Drosomycin hemmen (Shurahi et al., 2010; Tabuchiet al.,
2010).

DItA und DItC sind beides l6sliche Proteine, die Zallplasma vorkommen (Perego al.,
1995; Debaboet al., 1996; Mayet al., 2005; Neuhaust al., 1996; Yonuset al., 2008).
DItA aktiviert D-Alanin unter Verwendung von ATP und Ubertragt esSRitC (Heatonret al.,
1992; Heatoret al., 1994; Mayet al., 2005; Yonuset al., 2008). Daraufhin wird entweder
mit D-Ala beladenes DItC odar-Ala durch die Zellmembran transportiert, weAla an die
Teichonsaure gebunden werden kann. Welcher deematkchanismeimn vivo vorkommit,
konnte bisher nicht endgultig geklart werden. Atrutur und Funktion von DItA und DItC,
die beide groRe Ahnlichkeiten zu Doméanen der Nicbhsomalen Peptidsynthetasen (NRPS)
zeigen, wird spater noch genauer eingegangen (Aisdn3, Abschnitt 1.4).

Im Gegensatz zu DItA und DItC sind die Eigenschaf®n DItB und DItD grof3tenteils
ungeklart. Sequenzuntersuchungen sagen voraus,Dit@s®in integrales Membranprotein
mit mindestens 12 Helices ist (Debabeival., 1996; Neuhaust al., 1996; Pereget al.,
1995). Aufgrund dieser Vorhersage wird angenomrdess DItB ein Transporter ist, def
Ala oder mitb-Ala beladenes DItC durch die Zellmembran zur Zetid befordert.

DItD konnte nur aus der Membranfraktion von Zellsoliert werden und ist fur die
D-Alanylierung von Teichonsauren essentiell (Debabbwal., 2000). Des Weiteren besitzt
DItD N-terminal zwanzig Aminoséuren mit hoher Hydhobizitat, die vermutlich in die
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Zellmembran inserieren (Perego al., 1995). Nicht endgtiltig geklart ist, ob DItD auérd
zytoplasmatischen Seite oder der extrazellularernte Sder Zellmembran vorkommt
(Abbildung 4). Moglicherweise katalysiert es dieddipagung vorb-Alanin von D-Ala-DItC

auf die Teichonsaure (Magt al., 2005; Neuhau®t al., 2003). Allerdings gibt es auch
Hypothesen, die besagen, dass die Ubertragung blifee anderer Proteine stattfindet
(Kiriukhin et al., 2001; Volkmanet al., 2001). DItD koénnte auch dazu dienen, falsch
beladenes DItC oder versehentlich mifAla beladene Acyl-Carrier-Proteine (ACPs) wieder
zu entladen (Debabat al., 2000).

Trotz der essentiellen Funktion der Proteine digperons und ihrer Bedeutung fur die
gram-positiven Bakterien, als auch ihrer mdgliclmeedizinischen Anwendung sind diese

Proteine bisher relativ wenig untersucht worden.

1.2. Nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)

Nichtribosomale Peptide sind eine sehr vielfalt@auppe von Substanzen. Dazu gehdren
zum Beispiel verschiedene Antibiotika wie Vancomyoind die Actinomycine oder
Cytostatika wie Bleomycin und die Epithilone. Unahbig von der medizinischen
Verwendung haben nichtribosomale Peptide aber aielfaltige andere Wirkungen. Sie
dienen zum Beispiel als Siderophoren, Toxine odgmBnte. Wie der Name schon sagt,
werden nichtribosomale Peptide, die in der Regeé didnge von bis zu 22 Aminosauren
haben, nicht von den Ribosomen synthetisiert. ibtibosomalen Peptide kdnnen dadurch
nicht-proteinogene Aminosauren wie zum BeispilAminosduren, methylierte oder
glykosilierte Aminosauren oder Hydroxycarbonsaummhalten (Donadioet al, 2007;
Finking et al, 2004a; Marahiett al, 1997; Schwarzest al, 2003; Siebeet al, 2003).

Fur jedes nichtribosomale Peptid gibt es einenditkbmplex, der auf die Produktion dieses
Peptides spezialisiert ist. Diese Proteinkomplganannt Nichtribosomale Peptidsynthetase
(NRPS), sind eine grol3e, vielfaltige Klasse vonéinen aus Bakterien und Pilzen (Chadlis
al., 2004; Donadi@t al, 2007; Lautrwet al, 2004; Schwarzest al, 2003; Siebeet al, 2003;
Sieberet al, 2005; Striekeet al, 2010; Walsh 2004; Webet al, 2001). Sie sind in der
Lage die extrem vielseitigen und teilweise auch imeisch einsetzbaren Nichtribosomale
Peptide zu synthetisieren, von denen einige in lbbg 5 gezeigt sind.



T

Surfactin he ’

.
[0)
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Abbildung 5: Einige Beispiele fur nichtribosomale Peptide. Cyplrin A ist ein Ring aus 11 Aminosauren,
unter anderem Aminobuttersdure und MethylthreoBsnhemmt die menschliche Immunabwehr. Gramicidin S
besteht aus einem Dekapeptid, das unter andereithi@rand b-Phenylalanin enthalt. Gramicidin S wird als
Antibiotika eingesetzt. Vancomycin wird ebenfalls &ntibiotika verwendet. Es ist mehrfach zyklisiemd
besteht aus sieben, teilweise modifizierten Amino=s& wie zum Beispiel Hydroxychlorotyrosin und
Hydroxyphenylglycin. Surfactin besitzt eine Ringsaieben Aminosauren, zwei davbrAminosauren, sowie
eine Fettsaure. Surfactin ist ein starkes Tensidwirdlebenfalls als Antibiotika verwendet.

Die Nichtribosomalen Peptidsynthetasen besteheresizelnen Modulen, von denen jedes
fur die Verarbeitung einer bestimmten Aminosaurstéaudig ist. In der Regel entspricht die
Anzahl der Module der Anzahl der Aminosauren intifen Produkt. Jedes Modul wiederum
besteht aus mehreren Doménen. Diese Doméanen kokowvalent verbunden als eine
Polypeptidkette oder als einzelne Proteine vorkomme

Die drei wichtigsten Domanen eines Moduls einer BR$nd die Adenylierungsdoméne
(A-Domane), die Transporterdomane (T-Domane) unce dKondensationsdoméne
(C-Domane). Jede bekannte NRPS enthalt jede diesemanen mindestens einmal. In
Abbildung 6 ist als Beispiel der Aufbau von SrfAgrdersten Untereinheit des Multienzym

Komplexes Surfactin-Synthetase dargestellt.
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Modul 1 Modul 3

Abbildung 6: Der modulare Aufbau von SrfA (nach Siebet al., 2003), A: Adenylierungsdomane,
C: Kondensationsdoméne, T: Transporterdoméne, E: Egierengsdoméane, FS: Fettsaure. An die T-Doméane
ist jeweils die wachsende Peptidkette gebundersktbdul verlangert diese Kette um eine Aminosaure.

Die A-Doméne katalysiert den ersten Schritt dertBgse von nichtribosomale Peptiden,
indem sie, unter Verwendung von ATP, das Aminosgubstrat durch Adenylierung aktiviert
und es dann auf die T-Domane ubertragt (AbbildupgD@a die A-Domanen als erstes mit
dem niedermolekularen Substrat in Kontakt kommediljt fihnen die Aufgabe der

Substratselektion zu. Die T-Doméne, auch Peptidyi€r-Protein (PCP) genannt, besitzt
den Kofaktor 4’-Phosphopantethein (PPant), an dessedstandiger Thiol-Gruppe die
Aminosaure gebunden wird (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Links Phosphopantethein, der Kofaktor von DItCsied®CPs und ACPs. Rechts Coenzym A,
das zur Modifikation von Proteinen mit PPant gehwizd.

Eine C-Domaéne katalysiert dann die Bildung einepti@eindung zwischen den aktivierten
Aminosauren von zwei verschiedenen PCPs. Diese |gdfd-Domane, PCP, C-Domane
erfolgt fir jede weitere beteiligte Aminosaure eittem auf diese Aminosaure spezialisierten
Modul. Die erste Struktur eines kompletten NRPS-Msddes 3. Moduls von SrfA, konnte
2008 gelost werden (Tanowt al., 2008) und ist in Abbildung 8 gezeigt.

Abbildung 8: Kristallstruktur des 3. Moduls von SrfA (PDB-Code3XQQ, Tanovicet al., 2008). Zu sehen sind
die A-Doméne (rot), die C-Domane (blau), das PCRingsowie die Thioesterase-Doméane (gelb), die das
fertige Substrat vom PCP trennt. Bereiche, diebdimménen verbinden sind weil3.
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NRPS wurden bisher nur in Bakterien und Pilzen iggém. In Pflanzen und Tieren konnten
keine Proteinkomplexe gefunden werden, die der sldaken Definition von NRPS
entsprechen. Allerdings existieren sowohl in PfeEanals auch in Tieren Proteinkomplexe, die
eine sehr dhnliche Funktion erfiilllen und in Teiéme sehr groRe Ahnlichkeit mit den NRPS
aus Pilzen und Bakterien haben. Das Protein Ebomy Brosophila melanogaster
synthetisiert aus [-Alanin und Dopamin R-Alanyl-Bopn (Richardtet al., 2003). Zur
Aktivierung von 3-Alanin nutzt Ebony eine A-Doméaued zum Transport eine T-Doméne.
Auch diese T-Doméane besitzt, wie T-Doméanen aus @sit und Pilzen als Kofaktor
4’-Phosphopantethein. Weitere Beispiele sind dieosanthese von Polylysin in
Saccharomyces cerevisiderch das Protein Lys2, das eine T-Domane bg¥tananakaet

al., 2008), oder das Protein U26 aus hoheren Eukarydies am Abbau von Lysin beteiligt
ist, und eine A- und eine T-Doméne besitzt (Kasakaal., 2003). In den letzten Jahren hat
sich gezeigt, dass die klassische Definition vorPSRiicht so strikt ist, wie angenommen. So
ist die Polylysin Synthetase Lys2 in Bakterien eAnt membrangebundene NRPS. Direkt
nach den ersten beiden Domdanen, einer A- und éirBomane, folgen drei Tandem-
Domanen aus je zwei Transmembranhelices und eki@or@ane.

Der modulare Aufbau von NRPS ist ein geeigneter afamuinkt, um durch gezielte
Kombination von Modulen und Doménen neue Produkterhalten. In den letzten Jahren
wurden viele Versuche in diese Richtung unternomr&asnwvurden neue Kenntnisse tber das
Zusammenwirken von Domanen und Modulen gewonnen uwmd man dieses
Zusammenwirken beeinflussen kann (Baltz 2006; Epaehet al., 2002; Fischbackt al.,
2007; Laiet al., 2006¢; Linneet al., 2001). So wurde versucht Doménen aus verschiedene
NRPS miteinander zu kombinieren, um neue Produkterkalten (Stachelhaes al., 1995).
Die Produktmenge war allerdings im Vergleich zuntinahen Produkt sehr gering.
Vielversprechender scheint der Ansatz zu sein, kettgpModule aneinander zu koppeln. Da
diese bereits die A-, T- und C-Doménen enthaltenadfeinander abgestimmt sind, sollte die
Reaktion effizienter sein. Aber auch bei diesensdehen lag die Ausbeute deutlich unter der
von naturlichen NRPS (Schneidstral., 1998). Vermutlich sind die Protein-Protein-Kortak
zwischen den einzelnen Modulen und Doméanen nocht igenug verstanden, um einen
effektiven Transfer der Substrate zu ermoglicheire Belosten Komplexstrukturen von
mehreren Domanen eines Modules haben dabei wertvdlinweise Uber die
Wechselwirkungen innerhalb eines Moduls gegebemeftet al., 2008; Samett al., 2007;
Tanovic et al., 2008). Trotzdem ist weiteres Wissen Uber die Weltirkungen der
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beteiligten Proteine notig um effektive, neue Konahionen von NRPS-Modulen zu
konstruieren.

Sowohl DItA als auch DItC zeigen bei Sequenz, Stnuknd Funktion sehr groRe Ahnlichkeit
mit NRPS-Domaéanen. DItA mit den Adenylierungsdomabi&C mit den PCP. Erkenntnisse
tber DItA und DItC sollten daher Ruckschlisse aig Higenschaften von A- und T-

Domanen von NRPS ermdglichen.

1.3. Adenylierungsdoménen und DItA

DItA ist ein circa 57 kDa grof3es Protein. Seine Kaam ist die Aktivierung von freiem
D-Alanin durch Adenylierung, und die Ubertragung a@en Akzeptor DItC (Mayet al.,
2005; Peregeet al., 1995; Yonuset al., 2008). Die zwei Teilreaktionen von DItA sind
typisch fur die Superfamilie der Adenylat-bildendenzyme (Schmelet al., 2009), deren
allgemeines Reaktionsschema in Abbildung 9 darlieiste

In einem ersten Reaktionsschritt, der Adenyliervmgd ein niedermolekulares Substrat unter
Verwendung von ATP aktiviert, also an AMP gebundeabei anorganisches Pyrophosphat
(PR) frei wird. Das so aktivierte Substrat wird datsiofin der zweiten Teilreaktion, der
Thiolierung, auf einen Akzeptor Ubertragen, wobas AAMP wieder freigesetzt wird. Beide

Teilreaktionen sind thermodynamisch reversibel.

ATP PP Y AMP
OYOH W OYAMP ! z oﬁ/v
X X

X

Abbildung 9: Das allgemeine Reaktionsschema der Adenylat#ilde Enzyme. Im ersten Schritt wird das
Substrat X an einer Carboxylgruppe durch Adenytigraktiviert und im zweiten Schritt auf den Akzapi6
Ubertragen. Bei NRPS ist der Akzeptor das Phospttefieein der T-Domane.
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Die Klasse | der Adenylat-bildenden Enzyme werdehaad ihrer verwendeten Substrate in
drei Gruppen unterteilt. 1. die Luciferasen, 2. Aeyl-CoA Synthetasen (ACS) und 3. die
Adenylierungsdomanen der NRPS, zu denen auch DiltAzalgt wird. Der
Reaktionsmechanismus und die Struktur sind ben &légliedern der Klasse | sehr &hnlich,
sie unterscheiden sich allerdings in Bezug aufvéasendete Substrat und den Akzeptor, auf
den das Substrat Ubertragen wird. Auch die AminkERMA-Synthetasen katalysieren eine
Adenylierungsreaktion,  werden  jedoch  aufgrund  deh#r Sequenz- und
Strukturunterschiede als Klasse Il Adenylat-bilden@nzyme eingeordnet (Gulick 2009;
Schmelzet al., 2009; Webeet al., 2001).

Die Luciferasen, die kleinste Gruppe der Klasse dewnylat-bildenden Enzyme, nutzen
Luciferin als Substrat und als Akzeptor molekular&auerstoff. Ihre Reaktion ist
verantwortlich fur die Chemolumineszens der Leuéfdk (Inouye 2010). Die Acyl-CoA
Synthetasen nutzen Acetat, Propionat oder Fettséaise Substrat und Ubertragen sie auf
Coenzym A. In nahezu allen Organismen sind sienéisdlefir den Fettsaurestoffwechsel
(Jogl et al., 2004; Regeret al.,, 2007). Die dritte Gruppe sind die bereits erwahn#-
Domanen. Sie alle verwenden eine bestimmte Amimresals Substrat und Ubertragen diese
auf den Kofaktor 4’-Phosphopantethein (Abbildungeifjes PCPs (Kogliet al., 2009). Die
ACS und die A-Domanen sind die beiden zahlenméafigksten Gruppen und weisen
auRerdem zueinander eine groRere Ahnlichkeit beik®tr und Akzeptor auf als zu den
Luciferasen.

Als erste Struktur eines Klasse | Adenylat-bildan@®zyms wurde 1996 die Kristallstruktur
der Luciferase gelost (Conat al., 1996). Im Jahre 1997 folgte mit der Phenylalanin-
aktivierenden-Domane PheA der Gramicidin-S-SyngetausBacillus brevis die erste
Struktur einer Adenylierungsdoméne (Caettial., 1997). 2003 wurde dann die erste Struktur
einer ACS veroffentlicht (Gulicket al., 2003). Es zeigte sich, dass Klasse | Adenylat-
bildende Enzyme aus zwei Domanen aufgebaut sinér giro3en N-terminalen Subdoméne
mit ungefahr 400 Aminosauren und einer kleineretei@inalen Subdoméane mit ungefahr
100 Aminosauren. Verbunden sind diese beiden SuBdemtber eine so genantiege
Region (,Scharnier“-Region). Das aktive Zentrum diie Katalyse der beiden Teilreaktionen
befindet sich in der Kontaktflache der beiden Subéoen.
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Abbildung 10: Die Kristallstruktur von Luciferase wurde 1996sakrste Struktur eines Klasse |
Adenylat-bildenden Enzymes gel6st. Sie zeigt delutllie groRere N-terminale Doméane (blau, grin, ,gelb
orange) und die kleinere C-terminale Doméne (rétifgrund unzureichender Elektronendichte ist die
Verbindung zwischen N- und C-terminaler Doméne tichsehen (PDB-Code 1LCI, Coetial., 1996).

Die Sequenzidentitat von Klasse | Adenylat-bildendgzymen untereinander ist mit circa
20% relativ gering. Die Vielzahl der mittlerweileonhandenen Strukturen zeigt aber eine
groRe strukturelle Ahnlichkeit inklusive dem tygisn Aufbau aus 2 Subdoménen (Badhs
al., 2007; Contet al., 1996; Contet al., 1997; Duet al., 2008b; Gulicket al., 2003; Gulick

et al.,, 2004; Hisanagat al., 2004; Hughe=t al., 2011; Kocharet al., 2009; Mayet al.,
2002; Osmaret al., 2009; Regeet al., 2007; Regeet al., 2008; Shalet al., 2009; Wuet
al., 2007; Wuet al., 2009b; Zhangt al., 2011

Trotz dieser Gemeinsamkeiten beim grundlegendenhiteésmus ist die Vielseitigkeit in
Bezug auf die verwendeten Substrate enorm. Lusiéerdeschranken sich auf Luciferin und
ACS auf Acetat, Propionat oder Fettsduren. Die ArBpen der NRPS hingegen kdnnen,
angefangen mit den klassischen proteinogenen Armures, UberD-Enantiomere und
Aminosauren aus dem Sekundarstoffwechsel, bisinvbitig neuen, anscheinend nur fur die
NRPS synthetisierten Aminosauren, unzahlige veesldrie Varianten von Substraten
verwenden. Dazu besitzen alle A-Domanen in ihrerivak Zentrum speziell geformte

Bindungstaschen, die eine selektive Aktivierungeeimestimmten Aminosaure erméglichen.
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Aufgrund der groRen strukturellen Ahnlichkeit wisthgenommen, dass der grundlegende
Reaktionsmechanismus fir alle Klasse | Adenylatesiden Enzyme gleich ist. Verschiedene
Strukturen zeigen, dass die C-terminale Subdoméiteend der Reaktion ihre Orientierung
in Bezug auf die N-terminale Subdomane signifikiamlert (Gulick 2009). Sie rotiert um ca.
140°, von ihrer Position wéahrend der ersten Tehiiea um ihre Position wéhrend der
zweiten Teilreaktion einzunehmen. Durch verschied®tmmukturen mit Substraten, Produkten
und Inhibitoren konnten drei verschiedene Konforarman bestimmt werden: (i) eine offene
Konformation, wenn kein Substrat anwesend iskefile Adenylat-bildende Konformation bei
der das Substrat adenyliert wird, (iii) eine Thieesildenden Konformation, nachdem das
Substrat auf den Akzeptor Ubertragen worden isb{ldbng 11).

Abbildung 11: Die drei verschiedenen Konformationen von Adenplidenden Enzymen. Die N-terminalen
Domanen sind jeweils grin, die C-terminalen Doméalen gefarbt. (A) Die offene Konformation, dargpiét
am Beispiel der Luciferase (PDB-Code 1BAS3, Fraaksal., 1998). (B) Die Adenylat-bildende Konformation
(PDB Code 3CW8,Reget al., 2008) und (C) die Thioester-bildende Konformat{®DB Code 3CW9, Reger
et al., 2008) beide am Beispiel der 4-Chlorobenzoat:Cogake.
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Die grol3e Auswahl an vorhandenen Strukturen vorschéedenen Klasse | Adenylat-
bildenden Enzymen in allen drei Konformationen gpazeigt, dass dieser Mechanismus sehr
wahrscheinlich ist. Welche Konformationen ohne gelamne Substrate vorliegen ist dagegen
unklar. Mdglich ist das alleinige Vorhandenseinegifkonformation in Abwesenheit aller
Substrate und dass die Konformation sich nur &ndeshn die notigen Katalyseschritte
durchlaufen werden. Ebenso méglich, und aufgrundgde3en Flexibilitat der N-terminalen
und der C-terminalen Doméanen zueinander wahrsdblear] ist dass in Losung alle
Konformationen populiert werden. Dann wirden nue diroteine, die eine Reaktion
katalysieren die Konformationen in geordneter Rdfiblge durchlaufen, wahrend die
ungebundenen Proteine zufallig alle Konformatioegmehmen kénnen.

Die bekannten Strukturen von A-Domanen ermdoglichdsnweiterhin, bestimmte Regeln
beziglich der Substratselektivitat herzuleiten. Kbmnten die Aminosaurereste bestimmt
werden, die an der Substratbindung beteiligt sumd, anhand von Sequenzvergleichen wurde
gezeigt, dass bestimmte Reste im aktiven Zentrunséwiert sind, z.B. diejenigen welche
die Phosphatgruppen des ATPs binden. Andere Resjeden sind nicht konserviert, da sie
an der Bindung zum Aminosauresubstrat beteiligd ¢@ontiet al., 1997). Fir diese Reste
konnten allgemeine Regeln abgeleitet werden, anklanen die Spezifitat einer A-Doméane
vorhergesagt werden kann (Mayal., 2002; Stachelhawet al., 1999).

2008 konnten unabhangig voneinander zwei verschee#@istallstrukturen von DItA geldst
werden. Einmal von DItA auBacillus subtilisin Anwesenheit von AMP (Yonust al., 2008)
und aufRerdem von DItA alBacillus cereuamit D-Alanin-Adenylat (Duet al., 2008b). In
Abbildung 12 sind beide Strukturen gezeigt. 200%rken zwei weitere Strukturen von
Bacillus cereusDItA in Anwesenheit von ATP geldst werden (Osnetnal., 2009). Die
Kristallstrukturen zeigen, dass auch DItA die futasse | Adenylat-bildende Enzyme

bekannten verschiedenen Konformationen einnimmt.
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Abbildung 12: Kristallstrukturen von DItA. Links DItA ausacillus cereusin Anwesenheit vorp-Alanin
Adenylat (PDB Code 3DHV, Det al., 2008b) zeigt die Adenylat-bildende Konformatidechts DItA aus
Bacillus subtilisin Anwesenheit von AMP kristallisierte in der Thater-bildende Konformation (PDB-Code
3E7W, Yonuset al., 2008)..

Anhand der Kristallstrukturen konnten Aminosaurenaktiven Zentrum bestimmt werden,
welche die Substratspezifitat festlegen (AbbildWwd®). Fur die Reste Cystein 268, Aspartat
382, Glutamat 297 und Arginin 396 (Nummerierungt Bacillus subtilisDItA) konnte mit
Punktmutationen ein Einfluss auf die katalysierteaRion bestétigt werden (Det al.,
2008a; Osmaset al., 2009; Yonuset al., 2008). Zum Beispiel bewirkt die Mutation C268A
eine breitere Substratspezifitat, so dass die Altifir D-Aminobuttersaure deutlich erhdht
ist und auchL-Alanin undL-Aminobuttersdure umgesetzt werden. Passend daflyssein
268 ist in allen gram-positiven Bakterien konsemyi@ul3er inStreptococcusSpezies, die
stattdessen ein Aspartat besitzen (Yosiual., 2008).
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Abbildung 13: Das aktive Zentrum vomBacillus subtilis DItA (PDB Code 3E7W, Yonugt al., 2008).
Cystein 268 und AMP sind istick-Form dargestellt.

In zwei Kristallstrukturen vonBacillus subtilis DItA (Yonus et al, 2008) zeigen die

Aminosauren Glycin 108 bis Valin 114 besonders hBhEaktoren, was auf eine grof3e
Flexibilitdt dieser Reste hindeutet. Des Weiteneteragiert dieser Bereich mdglicherweise
mit DItC, wenn der Transfer von aktiviertebrAlanin auf DItC in der zweiten Teilreaktion

stattfindet.
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1.4, Peptidyl-Carrier-Proteine und DItC

DItC ist der Trager fur aktiviertes-Alanin, das zur Alanylierung von Teichonsaurenntlie
(Heatonet al., 1994; Kiriukhinet al., 2001). DItC besitzt eine molekulare Masse voreetd
kDa und den Kofaktor 4’-Phosphopantethein (PPaat),dessen endstandigem Schwefel
D-Alanin gebunden wird (Abbildung 7). Frihere Sequengleiche legen nahe dass sich die
PCPs aus den ACPs entwickelt haben. Acyl-Carrieteite (ACPs) Ubertragen in allen
Organismen die Acyl-Ketten bei der Fettsauresymth@yerset al., 2007; Chanet al.,
2010). Sowohl ACPs als auch PCPs brauchen fir Huektion PPant als Kofaktor, der
immer an ein 100% konserviertes Serin Uber einesptimdiesterbindung gekoppelt wird. Die
4’-Phosphopantethein-Transferasen nutzen Coenzy(€add) als Substrat, um die ACPs
bzw. PCPs mit PPant zu modifizieren. Es konnte igereerden, dass es fur ACPs und PCPs
verschiedene Transferasen gibt. Die Transferasememein drei verschiedene Klassen
eingeteilt, von denen eine spezifisch fur die A@Rswahrend die anderen beiden Klassen
vermutlich eine geringe Substratspezifitdt haberd wowohl ACPs als auch PCPs
modifizieren konnen (Finkingt al., 2004b; Lambalogt al., 1995; Mofidet al., 2002; Mootz

et al., 2001; Reuteet al., 1999).

Da sowohl ACPs als auch PCPs nur circa 10 kDa gin8, bieten sie sich fur NMR-
Messungen zur Strukturaufklarung an. Eine grof3el Zah NMR-Strukturen von ACPs
konnten bereits gelost werden (Alekseysval., 2007; Arthuret al., 2009; Crumpet al.,
1997; Evangt al., 2008; Evangt al., 2009; Findlowet al., 2003; Johnsoat al., 2006; Liet

al., 2003; Ploskoret al., 2008; Wonget al., 2002; Wuet al., 2009a; Xuet al., 2001). Aber
auch von PCPs wurden NMR-Strukturen verdéffentlifhtuehet al., 2008; Koglinet al.,
2006; Volkmarnet al., 2001; Webekt al., 2000). Auch Rontgenkristallstrukturen von ACPs
und PCPs konnten bereits geltst werden (Geylal., 2008; Drakeet al., 2006; Parriet al.,
2000; Rafiet al., 2006; Roujeinikovaet al., 2002; Roujeinikovaet al., 2007; Sameét al.,
2007; Tanovicet al., 2008). Die Strukturen zeigen, dass sich ACPs R@&s sehr ahnlich
sind. Alle CPs zeigen ein typisches globuléares Rliadis vier Helices, das auch als Acyl-
Carrier-Protein-artige Faltung bezeichnet wird. iidélist antiparallel zu Helix 11 und Helix
IV angeordnet, wobei Helix IV um circa 45° gekigpt. Die erste Struktur eines Carrier-
Proteins, die gelost werden konnte, ist in Abbilgldd gezeigt. NMR-Untersuchungen deuten
darauf hin, dass besonders Helix Il eine geringgdmnationelle Stabilitat aufweist (Andrec
et al., 1995) und sich die Strukturen von apo- und haof von PCPs unterscheiden
konnten (Kogliret al., 2006).
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N-Terminus

C-Terminus

Abbildung 14: Die erste Struktur eines ACP konnte 1990 mitilidR geldst werden. Zu sehen sind die vier
Helices (Helix I: blau, Helix 1I: gelb/griin, Helikl: orange, Helix IV: rot) und des Weiteren dagiSewelches
in vivo mit PPant modifiziert wird, alstick (PDB-Code 1ACP, Kinet al., 1989)

Im Gegensatz zu den A-Doméanen weisen die PCPs kekannte Spezifitat bezlglich ihres
Substrates auf. Die Selektion erfolgt hier wahrsdleh anhand der spezifischen Bindung
eines bestimmten PCPs an eine bestimmte A-Domé&ige eime bestimmte C-Doméne
(Marshall et al., 2002). In der Tat konnte gezeigt werden das Htwase-Domanen, eine
weitere Art von Domanen der NRPS, die Fahigkeiitbes falsch beladene PCPs von der
gebundenen Aminosaure zu trennen, was darauf rshwass diese Fehlbeladung haufiger
vorkommt (Schwarzeet al., 2002). Allerdings Ubertragen A-Domanen sehr ssletur auf
die in derselben NRPS benachbarten PCPs, und taugib Hinweise, dass A-Domanen und
PCPs spezifisch miteinander interagieren, so dass,fthlsche* PCP nicht beladen wird
(Drake et al., 2006; Zhouet al., 2007). AulRerdem ist zu beachten, dass die Modoie
NRPS oft als eine einzige Polypeptidkette vorkomnsendass die passenden A-, T- und C-
Domanen Uber Verbindungsregionen kovalent aneimageleunden sind. Dies verringert die
Moglichkeit der falschen Reaktion von Doméanen, maphssende Doméane schon in geringer
Distanz lokalisiert ist, und nicht erst durch Dgfan in der Zelle gefunden werden muss.

Die genaue Interaktion zwischen A-Doménen und PQ@Rsnoch unklar. Es wird
angenommen, dass das 4’-Phosphopantethein der IBRCRer zweiten Teilreaktion in das
aktive Zentrum der A-Domaéne eindringt (Yoretsal., 2008). Fur ACS liegen Strukturen vor,
die zeigen, wie Coenzym A gebunden wird (Regeral., 2007). Da Coenzym A der
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biochemische Vorlaufer von PPant ist, liegt es nalass PPant an die A-Domé&nen auf eine
ahnliche Art bindet. Die Details der eigentlichemdiing von PCPs und A-Domanen sind
jedoch nicht bekannt und ein endgultiger struktarddeweis steht noch aus.

Auch fur die Bewegung der C-terminalen Subdomé&ne @AeDomdanen liegt ein
Zusammenhang zur Bindung zwischen A-Domane und r&, konnte aber bisher noch
nicht bewiesen werden. Frihere Ergebnisse zeigess €ine Wechselwirkung zwischen den
beiden Proteinen stattfindet, die bewirkt dass passende PCPs von einer A-Domane
beladen werden. Wahrscheinlich wird die Wechselwitk Uber die interagierenden
Aminosauren auf der Oberflache der PCPs bestimmitafibnen derselben konnten, in
Malen, die Interaktion veréandern (Zhetal., 2007).

Die NMR-Struktur von Dcp, eines homologen Proteina DItC, wurde 2001 veréffentlicht
(Volkman et al., 2001). Dcp stammt aukactobacillus caseierfillt die Funktion von
Bacillus subtilisDItC und zeigt 44 % Sequenzidentitat mit diesene Btruktur von Dcp
bestétigte die Vermutung, dass auch DItCs ein kdmaega Vier-Helix Bindel bildet.
Allerdings ist Helix 11l nicht so ausgepragt deéni wie in Strukturen von ACPs (Abbildung
15). Volkmanet al., 2001 beschreiben auch einen méglichen Bindungamedn Dcp an ein
Monomer einer Teichonsaure. Sie zeigen einen kieagositiv geladenen Bereich auf der
Oberflache von Dcp, der bei ACPs nicht vorhandgnuisd daher eine spezifische Funktion
fur Dcp, wie die Bindung an Teichons&auren, besitzé@mnte. Dieser positive Bereich kénnte
die Ubertragung vorm-Ala auf eine freie Hydroxylgruppe von Teichonsaustrukturell
ermoglich. Heatonet al., 1994 beschreiben dass nmtAla beladenes DItC ohne die
Anwesenheit weiterer Proteine-Ala auf LTA Ubertragen kann. Kiriukhiret al., 2001
zeigten, dass, mit-Ala beladenes DItC in der Anwesenheit von LTAs taygsiert wird, mit
D-Ala beladenes ACP hingegen nicht. Weiterhin wupd@la von LTAs auf freies DItC

ubertragen.
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Abbildung 15: Die NMR-Struktur des DItC-Homologen auactobacillus caseiDcp. Helix | (blau), Helix Il
(gelb/grun), Helix 11l (orange) und Helix 1V (rogind wie in Abbildung 14 angeordnet. Der Faltunpasyist
derselbe wie bei ACPs bereits gefunden, allerdiisgsHelix 11l deutlich verkirzt. Serin 39 ist alstick
dargestellt. (1DV5, Volkmast al., 2001).
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1.5. Ziele dieser Arbeit

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war es, dgelschaften und Wechselwirkungen der
Proteine DItA und DItC ausBacillus subtilis naher zu charakterisieren. Um weitere
Informationen Uber die Substratbindung von DItA emhalten, sollten Aminosaurereste im
aktiven Zentrum von DItA gezielt mutiert werden. ZDasollten mittels Punktmutation

Cystein 268 gegen Aspartat und Prolin 204 gegenniAlaausgetauscht werden. FUr
Cystein 268 konnte schon friher eine Rolle bei &embstratbindung und —spezifitat
festgestellt werden. So ergab die Mutation zu Alagine grol3ere Aktivitat fir die Substrate
L-Alanin und D-Aminobuttersaure. Prolin 204 ist nicht Teil degian Zentrums sondern

circa 10A entfernt und Teil einer Helix, deren N-Terminusdams aktive Zentrum hinein ragt

(Abbildung 16). Durch die Mutation von Prolin 204 Alanin sollte diese Helix sterisch

entspannt werden, was moglicherweise zu einer gedl3&ffinitat von DItA fir nicht-native

Substrate fihren kdnnte.

. A W

Y .
Abbildung 16: Die Position von Prolin 204 relativ zum aktiven Zemt von DItA. Die Helix mit Prolin 204 ist
hellblau geféarbt. AMP im aktiven Zentrum und Prdli®d sind irstick-Darstellung abgebildet.
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Um die Bindung von DItC ndher zu untersuchen sddlite flexibler Bereich von sieben
Aminosauren der N-terminalen Domane, der mdglickees® an der Bindung mit DItC
beteiligt ist, vollstandig zu Alanin mutiert werdeAlle generierten DItA-Mutanten sollten
dann exprimiert und gereinigt werden, um anschhel3edie Aktivitdit oder die

Wechselwirkung mit DItC mit der von DItA Wildtyp atergleichen.

Um die apo-Form von DItC fur weitere Untersuchungenmitieren, sollte Serin 36 von DItC
zu Alanin mutiert werden. Diese Mutante und der diyi sollten dann exprimiert und
gereinigt werden. Ein weiterer Schwerpunkt warenstiglistrukturen des Peptidyl-Carrier
Proteins DItC. Bisher war nur eine NMR-Struktur dg@o-Form eines DItC Homologen
bekannt. Die Kristallstrukturen von DItC S36A undsd Wildtyps sollten eventuelle
Unterschiede zwischen der apo- und der holo-Forfresgen. Sowohl fur DItC Wildtyp als

auch die S36A-Mutante sollte die Interaktion vortMmit DItA mit geeigneten Methoden
untersucht werden. NMR-Titrationen von DItA zu DI&ls auch die Kristallstrukturen des
DItA-DItC-Komplexes sollten genauere Kenntnisseritie Art der Bindung liefern.
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2. Materialien und Methoden

2.1.

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Geréate, Materialien und Chemikalien

Gerat

Hersteller

Absorptionsspektrometer

Ultrospec 4000 Amersham Pharmacia Biotech
Ultrospec 3300 pro Amersham Pharmacia Biotech
Jasco V-630 Jasco
Autoklav
Varioklav Varioklav
Bildverarbeitungssystem fur Protein-
Kristallisationsplatten
Oasis LS3 Protein Crystal Imaging System Veeco
Minstrel DT UV Rigaku

Chromatographieeinheiten
Aekta FPLC
Aekta Purifier

GE Healthcare
GE Healthcare

Gelelektrophoreseeinheiten
Easy Cast B1A (Agarose)
Hoefer SE 260 Gelkammer (SDS-PAGE)

Owl Separation Systems Inc.
Amersham Pharmacia Biotech

Heizblocke/Thermomixer
Block Heater
Thermomixer compact

Thermomixer comfort

Stuart Scientific
Eppendorf
Eppendorf

Homogenisator
Ultra Turrax T25

Janke&Kunkel Labortechnik

Inkubator fur Zellkultur
Schuttler SM30
Schuttler KS15
Inkubationshaube TH15
Inkubationshaube TH30

Edmund Buhler GmbH
Edmund Buhler GmbH
Edmund Buhler GmbH
Edmund Buhler GmbH
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Magnetrihrer

Bibby Magnetic Stirrer Bibby Sterilin

Reo basic C IKA-Werke
Mikroskope

M80 Leica

M165C Leica

MZ16 Leica

MZ75 Leica
NMR Spektrometer

600 Avance llI Bruker

800 Avance Il Bruker
PCR-Cycler

Mastercycler gradient Eppendorf

MyCycler Bio-Rad
pH-Meter

pH 526 Microprocessor pH-meter WTW

pH 211 Microprocessor pH-meter

HANNA instruments

Pipettierroboter
MicroSys SQ Cartesian Dispensing Syste

mZinsser Analytics (Genomic Solutions)

Rontgenstrahlgenerator

RA Micro007 Rigaku
Detektoren

R-AXIS IV++ Rigaku

Saturn 944+ Rigaku
Kryostrom

XSTREAM 2000 Rigaku
Rotatoren

Rotator SB2 Stuart Scientific
Stromversorgung

Electrophoresis Power Supply EPS 300

Amersham Pharmacia Biotech

Szintillationszahler
Tri-Carb 2100 TR

Packard Bioscience

Taumler
Polymax 1040

Heidolph
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Ultraschallsonde
UP 200s Ultraschallprozessor
VibraCell

Dr. Hielscher GmbH
Bioblock Scientific

Waagen
Analytical Plus
BP 4100S
TE3102 S

Ohaus
Sartorius

Sartorius

Western-Blot Apparatur

Semi-Phor Hoefer Scientific Instruments
TE77PWR GE Healthcare
Vortex

Vortex Genie 2

Scientific Industries

Zentrifugen
Biofuge pico
SIGMA 2-16 K
Speed Vac Plus SC 110A
Universal 32R
Avanti J-20
Avanti J-25
Centrifuge 5804R
Sigma 1-14
Mikro 120

Heraeus

Sartorius

Savant

Hettich Zentrifugen
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Eppendorf
Sartorius

Hettich

Tabelle 2: Verwendete Materialien

Material

Bezugsquelle

Antikorper
Maus Anti-Hig IgG, ungekoppelt
Ziege anti-Maus IgG, gekoppelt mit
Meerretich-Peroxidase
Ziege anti-Maus IgG, gekoppelt mit

Alkalischer Phosphatase

Roche Applied Science
Millipore

Millipore
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Chemolumineszenter Film

Lumi-Film Chemiluminescent Detection Filn

nRoche Applied Science

Chromatographiesaulen
HiTrap IMAC, 5 mi
(Affinitatschromatographie)
Superdex 75 prep grade 26/60

(GroRenausschlusschromatographie)

GE Healthcare

GE Healthcare

DNA Extraktions Kits
QIAprep Miniprep
QIAquick PCR Purification
High Pure PCR Cleanup Micro
NucleoBond Xtra Midi Kit
ZymoClean Gel DNA Recovery
peqGold Gel Extraction
GeneJET Plasmid Miniprep

Qiagen

Qiagen

Roche Applied Science
Macherey-Nagel

Zymo Research
peqglab

Fermentas

Immunoblotting Detektion

ECL Western Blotting Detection Reagents

Amersham Bioscience

Isotopenmarkierte Chemikalien
13C-Glucose

15N-Ammoniumchlorid

Spectra Stable Isotopes
Spectra Stable Isotopes

$2p_Tetrasodium Pyrophosphat PerkinElmer
Konzentrator Einheiten

Amicon Centriplus Millipore
Membran fir Immunoblotting

Immun-Blot PVDF Membran Bio-Rad

Protein Kristallisationskits

JBScreen Classic Kits 1-10, JBScreen JCSGJena Bioscience

++ Kits 1-4

Crystal Screen 1, Crystal Screen 2
Crystallization Basic Kit, Crystallization
Extension Kit, Crystallization Cryo Kit,
Crystallization Low lonic Kit

Morpheus, MemGold, MemSys,

MemPlusMemStart

Hampton Research
Sigma-Aldrich

Molecular Dimensions
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Protein-Kristallisationsplatten
96 well CrystalQuick Platte Greiner Bio-One
Swissci MRC 2well Kristallisationsplatte Jena Bioscience
Swissci MRC 3well Kristallisationsplatte Jena Bioscience
NeXtal 24well Kristallisationsplatte Qiagen

Samtliche weiteren verwendeten Chemikalien wurdefern nicht anders vermerkt, von den
Firmen Roth, Sigma-Aldrich, Merck, Invitrogen odépplichem im Reinheitsgrad p.a.
bezogen. Alle angegeben wassrigen Losungen wumshkdern nicht anders vermerkt, mit

bidestilliertem Wasser hergestellt.

2.2. Organismen, Plasmide, Oligonukleotide und Enzyme

Tabelle 3:Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Bezugsquelle
Escherichia coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZDM15 |nvitrogen
Top10 DlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697

galU galK rpsL (Str") endAl nupG

Escherichia coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl Stratagene
XL1 Blue lac [F" proAB laclqZ.M15 Tn10 (TetR)]
Escherichia coli F ompT hsdS(rs” mg) dem” (DE3) Novagen
BL21 (DE3)

Tabelle 4: Verwendete Plasmid-Vektoren

Verwendete Beschreibung Herkunft

Plasmid-Vektoren

pET-15b Expressionsvektor, N-terminaler Hisg, Novagen
Thrombin-Spaltstelle, Ampicillin Resistenz

pPET-15b/TEV Expressionsvektor, N-terminaler Hiag, TEV- modifizierter pET-15b
Spaltstelle, Ampicillin Resistenz

pET-19b Expressionsvektor, N-terminaler Hizg, Novagen

Enterokinase-Spaltstelle, Ampicillin Resistenz

-31-



pET-20b

Expressionsvektor, C-terminaler Hisg, pelB Gen
des Originalvektors wurde fur genutzte Konstru

entfernt, Ampicillin Resistenz

Novagen

pET-21a

Expressionsvektor, C-terminaler Hg, N-

terminaler T7tag, Ampicillin Resistenz

Novagen

pET-22b

Expressionsvektor, C-terminaler Hag, pelB Gen
des Originalvektors wurde fur genutzte Konstru

entfernt, Ampicillin Resistenz

Novagen

pPET-28a

Expressionsvektor, N-terminale His-

tag/ Thrombin-Spaltstelle/TTag Kombination

Novagen

pQE-60

Expressionsvektor, C-terminaler Hasg,

Ampicillin Resistenz

Qiagen

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von EurefMWG Operon bezogen.

Tabelle 5:Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (52 3)) Verwendungszweck
DItA C292D Generierung der DItA
GACACATTTATGTTTTGACGGAGAGGTCTT
vorwarts C292D Mutante
DItA C292D Synthese der DItA C292[
CTGTGTAAATACAAACTGCCTCTCCAAGAA
rickwarts Mutante
DItA P228A Synthese der DItA P228A
N CATGGACCTATATGCGTGCCTTCAATCAG
vorwarts Mutante
DItA P228A Synthese der DItA P228A
. N CTGATTGAAGGCACGCATATAGGTCCATG
rickwarts Mutante
DItA 7-Ala CTGATCCACGCAGCAGCAGCAGCAG Synthese der DItA 7-
vorwarts CAGCAGCGGCCGGCCAGCAGATTCA Alanin Mutante
DItA 7-Ala CTGAATCTGCTGGCCGGCCGCTGCT Synthese der DItA 7-
rickwarts GCTGCTGCTGCTGCTGCGTGGATCA Alanin Mutante
DItC S36A Synthese der DItC S36A
TTGCTTGATGCTTTTGGAACAGT
vorwarts Mutante
DItC S36A Synthese der DItC S36A
ACTGTTCCAAAAGCATCAAGCAA
rickwarts Mutante
DItB Nhel Synthese deditB
CTTAGTGCTAGCATGACGCCTTACAGCTCGTTTT
vorwarts Konstrukte
DItB Synthese deaditB
CGTTGACTCGAGATGGTGGTGATGAAATGGTTTT
rickwarts Konstrukte
DItD Wildtyp Ndel Synthese dalltD
GCGGGACATATGAAAAAGCGTTTTTTCGGTC
vorwarts Konstrukte
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DItD verkurzt Ndel Synthese dalltD
GCTAGACATATGACAGGCTTCATCACCGATA

vorwarts Konstrukte
DItD Xhol Synthese dalltD
CGAGATCTCGAGGGATGAAGTGACTTTTCCGGTT
rickwarts Konstrukte

Tabelle 6: Fir molekularbiologische Experimente verwendet Enzyme

Enzym Verwendung Bezugsquelle

Bsal, Ndel, Nhel, Xhol, BamHI Restriktionsverdaanv| New England Biochemicals
DNA

T4 DNA Ligase Ligation von DNA- | New England Biochemicals

Fragmenten

Tag-Polymerase Vervielfaltigung vonn New England Biochemical$

DNA
Pfu-Polymerase Vervielfaltigung von Stratagene
DNA
Phusion High-Fidelity DNA Vervielfaltigung von Finnzymes Reagents

Polymerase DNA

Dpnl Verdau von New England Biochemicals

methylierter DNA

Tabelle 7
2.3. Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden
2.3.1. Agarose-Gelelektrophorese

50x TAE-Puffer:2 M TRIS, 1 M Essigsaure 100 mM EDTA, pH 8,3
5x Agarose-Probenpuffes0 % (w/v) Glycerin, 0,2 % SDS (w/v),
0,05 % (w/v) Bromphenolblau, geldst in 1x TAE

Die GroRRe von Nukleinsduren wurde mittels Agarostel@ktrophorese bestimmt. Zur
Herstellung der Agarosegele wurde das entsprechidiadeeprozent (1 % oder 2 %) Agarose
in 1x TAE-Puffer gegeben und bis zur vollstandigerilosung erhitzt. Die Flussigkeit wurde

mit 2 % (v/v) Ethidiumbromidlésung (Stammlésung 1@g/ml) versetzt und in eine
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Gelkammer zum Auspolymerisieren gegeben. Die ziersnthende Lésung wurde mit
Agarosegel-Probenpuffer versetzt und in die Praisafiten des Agarosegels gegeben. Zur

gualitativen Analyse wurde ein Grél3enstandard asf@el mit aufgetragen.

2.3.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur Vervielfaltigung oder zur gerichteten Mutagemeson DNA wurde die Polymerase-
Ketten-Reaktion (polymerase chain reactipn PCR) genutzt. Die Reaktion nutzt die
Eigenschaften bestimmter DNA-Polymerasen aus thehitem Organismen, die bei
Temperaturen Uber 65 °C ihre héchste Aktivitat tzesi. Der Ablauf einer Standard-PCR ist

in Abbildung 17 dargestellt.

Exponentielle Zunahme an Produkt
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Abbildung 17: Schematische Darstellung einer PCR-Reaktion.
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Um die optimale Anlagerungstemperatur der Oligoeakitle zu ermitteln, wurde ein erster
Test mit einem Gradienten von 10 °C um die vom téles angegebene
Denaturierungstemperatur genutzt. Je nach verwendBblymerase, Oligonukleotide,
DNA-Vorlage und gewunschten Produkt wurden die ¢kolle in Bezug auf die optimalen
Temperaturen und Zeiten der einzelnen Schritte @aggs.

Gemein haben alle Protokolle das initiale Denatarieam Anfang der PCR bei ca. 95 °C fir
mindestens 30 Sekunden. Jeder einzelne Zyklus hetgm mit einem Denaturierungsschritt
bei 95 °C fur mindestens 10 Sekunden. Die Anlaggrder Oligonukleotide an die
DNA-Vorlage erfolgte bei geeigneter Temperaturdén Regel zwischen 55 °C und 75 °C, fur
mindestens 10 Sekunden. Die Verlangerungszeit Wha@rayig von der Polymerase und der
GroRe des gewlnschten Fragments. Fur Tag-Polymenaske 1 Minute pro Kilobase, fir
Pfu-Polymerase 2 Minuten pro Kilobase und fir PousBO Sekunden pro Kilobase
verwendet. Das jeweilige PCR-Protokoll wurde fidlgdreaktion optimiert um die geeigneten
Bedingungen zu ermitteln.

Fur die Mutagenese einzelner Aminosauren wurdei®tgonukleotide passend gewahlt und
die PCR wie oben beschrieben angepasst durchgefliach der PCR-Reaktion wurde der
Ansatz mit Dpnl verdaut. Dpnl hydrolysiert methylee DNA, so dass die unmutierten
Plasmide au&scherichia colidie methyliert sind, nicht in die Zellen transfoert wurden.

Um den Erfolg einer PCR zu bestimmen wurde mit deansformierten Zellen eine
Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde ein Teil eik@lonie mit einem Zahnstocher von
der Agarplatte in ein Eppendorfgefald mit sterilemOHUberfihrt. Nach Zugabe von
Oligonukleotiden, dNTPs, Puffer, DNA-Vorlage undr deag-Polymerase wurde die PCR
passend zu Oligonukleotiden und DNA-Vorlage durdhige, allerdings wurde der initiale
Denaturierungsschritt um 5 Minuten verlangert, une ellen aufzuschlieRen. Die
Anwesenheit  einer PCR-Produktbande mit der erwantet GroRe  nach
Agarose-Gelelektrophorese, zeigte die erfolgreibtamsformation.

Alternativ zur Kolonie-PCR wurde von einer Kolom@ach der Transformation eine 4 ml
LB-Kultur angezogen, mit der dann eine Plasmiddgoh mit einem geeignetekKit
durchgefuihrt wurde. Das erhaltene Plasmid wurde nden entsprechenden
Restriktionsenzymen verdaut und die Fragmente métrése-Gelelektrophorese analysiert.
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2.3.3. Konzentrationsbestimmung von nukleinsaurehaltigen Bsungen

Die Konzentration von Nukleinsauren in Losung wudigch die Absorption von UV-Licht
der Wellenlange 260 nm bestimmt. Dazu wurde dieubhgsn einer geeigneten Verdinnung
oder unverdunnt in eine Kuvette mit der Schichtdickem gegeben und in einem Photometer
die Absorption gemessen. Die DNA-Konzentration kans der gemessenen Absorption nach

dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet werderct@ie 1).
E=c*d*e Gleichung 1

E ... Absorption

C ... Konzentration der DNA (M)

d ... Schichtdicke (cm)

¢ ... Absorptionskoeffizient (M * cm™)

Anhand der bekannten Schichtdicke und des bekarkitsorptionskoeffizienten von DNA,
kann Gleichung 1 umgestellt werden um die Konzéomader DNA zu berechnen
(Gleichung 2).

¢ (DNA) = E * 50 pg/ml * Verdinnung Gleichung 2

2.3.4. Reinigung von DNA

Um DNA Fragmente und Plasmide zu reinigen wurldés verschiedener Hersteller benutzt
(Tabelle 2). AlleKits nutzen eine anionische Membran um die DNA zu bindé dann mit
Ethanol gewaschen wird. Die Elution erfolgt mitrdéan Wasser oder dem entsprechendem

Elutionspuffer aus derit.

2.3.5. Enzymatischer Restriktionsverdau von Nukleinsauren

Restriktionsenzyme der Firma New England Biochemi¢dEB) wurden genutzt um DNA
an bestimmten Stellen zu schneiden. Diese Enzykeneen eine bestimmte DNA-Sequenz

und schneiden die DNA an dieser Stelle oder in mimkefinierten Abstand. Anhand der
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bekannten Schnittstellen kdnnen gezielt Fragmeefeidrter Grof3e und mit bestimmten
Basen an den Enden erzeugt werden. Die erhaltersgménte kénnen elektrophoretisch
untersucht oder ligiert werden. Ein typischer Amshesteht aus 5 pug der DNA, dem
entsprechend verdinnten Puffer, BSA undnis des Enzyms. Einanit ist dabei die vom

Hersteller angegeben Menge Enzym, die 1 pg DNAinereStunde schneidet. Der Ansatz
wurde fur 2 h bei der optimalen Temperatur fur &asym, meist 37 °C, inkubiert und

anschlieBend mit einem DNA-Reinigunig gereinigt. Der Erfolg des Restriktionsverdaus

wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.3.6. Ligation von Nukleinséduren

Fur die Insertion von Genen in Plasmide, wurdenastwlie Gene als auch die Plasmide mit
den passenden Restriktionsenzymen verdaut. Die aderdvurden mit zwei Enzymen
durchgefihrt, die verschiedene DNA-Sequenzen spalt@ einen Einbau mit der korrekten
Leserichtung sicherzustellen. Nach dem Verdau wuRlasmid und Gen getrennt mit einem
DNA-Extraktions Kit gereinigt. Das Plasmid wurde dann mit Antarctico$fihatase
dephosphoryliert, um eine Selbstligation zu veramd Plasmid und Gen wurden im
Verhéltnis 1:3 zusammengegeben und bei Raumtenypénader Anwesenheit von T4-DNA-
Ligase fur eine halbe Stunde inkubiert. Mit einenittBl des Ansatzes erfolgte dann die erste
Transformation in XL1- und Topl0-Zellen. Der redtke Ansatz wurde bei 7 °C gelagert und
nach 24 Stunden und 48 Stunden wurden weitere fbramgtionen vorgenommen.

Transformanden wurden mittels Kolonie-PCR auf dmvAsenheit des Genes untersucht.

2.3.7. Herstellung chemokompetentelEscherichia coli Zellen

LB-Medium: 1 % Trypton/Pepton (w/v), 1 % NaCl (w/v), 0,5 % Eexktrakt (w/v)

Um Plasmide in die verwendetdn coli Stamme zu transformieren, wurden von diesen
Stammen mittels Calciumchlorid chemokompetenteendtiergestellt.

Dazu wurden 50 ml LB Medium aus einer Uber Nachitu€unit den entsprechenden Zellen
angeimpft. Die Kultur wurde bei 37 °C inkubiertshsie eine optische Dichte (OD) von
circa 0,4 hatte. Die Zellen wurden dann fur 10 Memuauf Eis gekihlt und anschlie3end bei
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5000 g und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. DasI& wurde in 40 ml 0,1 M CagL6sung
resuspendiert und nachdem es 5 Minuten auf Eis hiiekiurde, erneut bei 5000 g fir
15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die pelletiertéallen wurden in 2 ml 0,1 M Cagllésung
resuspendiert und fur 2 Stunden auf Eis gekihln ZBchluss wurde 2 ml 50 % Glycerin-
Losung hinzu gegeben und die Mischung zu je 200npEppendorf-Gefal3e verteilt, in

flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C his Benutzung aufbewabhrt.

2.3.8. Transformation von Nukleinsauren in kompetenteEscherichia coli Zellen

LB-Agar-Platten: LB-Medium + 15 g/l Agar-Agar

Um die Zielproteine zu exprimieren wurden chemoketapte Zellen mit den gewiinschten
Plasmiden transformiert. Dazu wurden die Zelleelktinach dem Auftauen 30 min mit dem
Plasmid bei 4 °C inkubiert. Anschlielend erfolgten éditzeschock von 42 °C fir
90 Sekunden. Die Zellen wurden dann aus Eis abdiekiad anschlieend fur 45 min bei
37 °C inkubiert. Zum Schluss erfolgte das Auspga¢tn von 200 ul der Zellsuspension auf
eine LB-Agar-Platte mit den entsprechenden AntikétDie Platte wurde tber Nacht bei
37 °C inkubiert und die Kolonien am nachsten Tagpitechtet.

2.3.9. Vervielfaltigung von Plasmiden

Zur Vervielfaltigung wurden Plasmide in XL1- odeod10-Zellen transformiert. Von den so

erhaltenen Kolonien wurden Uber Nacht Kulturen iml4_B angesetzt, die am néchsten Tag

mittels Zentrifugation bei 5000 g fiur 20 Minuten egetet wurden. Mit einem DNA-

ReinigungKit wurden die Plasmide abschliel3end isoliert.
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2.3.10.  Sequenzierung von Plasmiden

Um die Sequenz von Plasmiden zu Uberprifen wurdese dsequenziert. Dazu wurde die
DNA-haltige Losung (0,5 pg/ul) an einen kommeteel Anbieter von DNA-
Sequenzierungen gesendet wo die Sequenzierung diiectiKettenabbruchmethode nach

Sanger et al., 1977 erfolgte.

2.3.11. Rekombinante Produktion von Proteinen in transformierten Escherichia coli
Zellen in LB-Medium

Die hier untersuchten Proteine wurden alle rekomnfitinn E. coli Zellen produziert. Dazu
wurden die transformierten Zellen in 4 ml LB-Mediunit den entsprechenden Antibiotika
bei 37 °C uber Nacht inkubiert. Von dieser Vorkultuurde dann am néachsten Tag die LB-
Medium Hauptkultur mit einer Verdinnung von 1:108geimpft. Wenn nicht anders
angegeben wurde die Hauptkultur dann bei 37 °Crigtéandigem Schiitteln inkubiert. Dabei
wurde regelmal3ig die optische Dichte der Suspengilemessen. Sobald die OD den
gewulnschten Wert erreicht hatte, wurde die Expoessnit der geeigneten Menge IPTG
induziert. Die Dauer der Expression variierte jemaxprimierten Protein. Je nach Bedarf
wurde zwischen 4 h und 24 h exprimiert. Auch diemperatur wahrend der Expression
wurde an das zu exprimierende Protein angepasstaridrte zwischen 4 °C und 37 °C.

Am Ende der Expression wurden die Zellen mittelstédfigation fur 20 Minuten bei 6000 g
pelletiert. Das Pellet wurde direkt weiter veratéeioder zur Lagerung bei -80 °C

eingefroren.

2.3.12. Rekombinante Produktion von Proteinen in transformierten Escherichia coli
Zellen in M9-Medium

10x M9-Puffer:59,2 g/l NaHPQy, 30 g/l KH,POy, 5 g/l NaCl
1000x MgSQ: 250g/l MgSQ * 7 H,O

1000x CaCl 14 g/l CaCl* 2 H,O

100x NH,CI: 100 g/l NH,CI

10x Glucose: 20-100 g/l
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Fur bestimmte Untersuchungen wurden speziell mdeki®roteinproben benétigt. Die
Expression dazu wurde in M9-Minimalmedium durchgefiDadurch kann, im Gegensatz zu
LB-Vollmedium, kontrolliert werden welche Chemikati die Zellen zum Wachstum nutzen.
Um Selenomethionin markiertes Protein zu erhalte&yrde M9-Medium mit den
Aminosauren Lysin, Phenylalanin, Threonin (je 10@/InMedium), Isoleucin, Leucin, Valin
(je 50 mg/l Medium) versetzt. Dadurch wird die Metiinsynthese in den Zellen inhibiert
(Vanduyne et al., 1993). Selenomethionin (60 mgédMm) wurde ebenfalls zugegeben,
welches von den Zellen dann anstelle von schwdtejeen Methionin in der Proteinsynthese
verwendet wurde.

Um **C markierte Proteine zu erhalten, wurde M9-Mediurit HC-Glucose anstelle von
unmarkierter Glucose versetzt. Die verwendete Mevaderte dabei zwischen 2-10 g/l
Medium und wurde fur jede Expression optimiert. [dptimierung erfolgte dabei mit
unmarkierter Glucose. UrPN-markiertes Protein zu erhalten wurde das M9-Medimit
>N-NH.CI (10 mg/l Medium) versetzt. UnPC/°N-markiertes Protein zu erhalten, wurde
sowohl**C-Glucose als auchiN-NH,Cl in den oben genannten Konzentrationen zugegeben.
Fur Expression in M9-Medium wurde die VorkulturliB-Medium wie bei einer Expression
mit LB-Medium {ber Nacht inkubiert. Um bei der Utsagung das M9-Medium nicht mit
LB-Medium zu kontaminieren, wurde die Vorkultur 00 g fir 20 min zentrifugiert und
das Zellpellet in M9-Medium resuspendiert. Mit diesSuspension wurde dann die
M9-Hauptkultur angeimpft. Die weiteren Expressicdingungen wie Temperatur, Dauer,
IPTG-Menge und Zellernte waren dann dieselben wieimer Expression mit LB-Medium

2.3.13. Zellaufschluss vonE. coli Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurddh coli Zellen mit Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen.
Bei dieser Methode zerstort die thermische und tisgokee Energie des Ultraschalls die
Zellwande der Bakterien.

Zuerst wurden die Zellen in geeigneten Puffer nesaodiert. Die Suspension wurde dann in
Eiswasser gestellt, um der Erwadrmung durch den cdhliiss entgegenzuwirken. Die
Ultraschallimpulse wurden mit einer konischen Wuaallsonde appliziert. Dabei wurden
Pulse von einer Sekunde Dauer, unterbrochen voertnadb Sekunden Pause verwendet, um

ein zu starkes Erhitzen der Probe zu vermeiden.
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2.4, Biochemische Methoden

2.4.1. Diskontinuierliche Polyacrylamid Gelelektrophorese

2x SDS-PAGE Sammelgelpuffer: 0,88 ml 30 % AcrylaiBigacrylamid, 0,8 ml 0,5 M
TRIS/HCI pH 6,8, 2,4 ml kD, 50 pl 10 % SDS, 50 pul 10 % APS, 3ul TEMED
2x SDS- PAGE Trenngelpuffer: 4,2 ml 30 % AcrylarBidacrylamid, 3,1 ml 1,5 M
TRIS/HCI pH 8,8, 0,9 ml kD, 60 ul 10 % SDS, 60 ul 10 % APS, 4 ul TEMED
3x SDS-PAGE Probenpuffer: 17,5 % 1 M TRIS/HCI pd,8,5 % Glycerin,
50 % SDS (aus 10 %iger Losung), 5 % 2-Mercaptoetha2,5 % Bromphenolblau
10x Laemmli-Laufpuffer fir SDS-PAGE: 250 mM TRIS42g 1,9 M Glycin,
1% (w/v) SDS, pH 8,9
Fairbanks A: 10 % Essigsaure (v/v), 25 % Isopropé&no),
0,05 % Coomassie-Blau (w/v)
Fairbanks D: 10 % Essigsaure (v/v)

Um die Reinheit und GroBe von Proteinen abschatzen konnen, wurde die
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gelelektropgwe nach Laemmli 1970 verwendet.
Dabei enthalt der Ladepuffer das Detergenz Natfodecylsulfat (SDS) und
2-Mercaptoethanol welches Disulfidbriicken reduzi€urch diese Chemikalien und eine
Erwarmung der Probe auf 95 °C fir 5 Minuten wurdenProteine in der Probe denaturiert.
Das Gel besteht aus quer vernetztem Acrylamid, ddessen Maschen die Proteine einer
Probe nach Gro3e aufgetrennt werden. Das verwefsgteestand aus einem Sammelgel mit
6,4 % Acrylamid um die Probe nach dem Auftragerzakbnzentrieren. Die Auftrennung der
Proteine in der Probe erfolgte im Trenngel, dasgeh erwarteter Grol3e der Proteine und
weiterer Verwendung des Geles eine Konzentration 8%, 12% oder 15% Acrylamid
enthielt. Die Proben wurden vorher mit Ladepuffer gassenden Konzentration gemischt. Im
Gel bewegen sich die Proteine entlang des elekiis&Stromes zur Anode, da sie durch die
Anlagerung von SDS eine negative Ladung besitzemrdRer das Protein, desto langsamer
konnen sie die Maschen des Polyacrylamidgels duerieq). Um die Proteinbanden sichtbar
zu machen, wurde das Gel mit Fairbanks A gefarlst ilberschussiges Farbemittel mit
Fairbanks D entfernt. Die Grolenbestimmung der eifiptobe erfolgte anhand eines

kommerziellen Proteingemisches aus verschiederiRest bekannter GroRRe.
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Um den Einfluss von Disulfidbricken zu untersuchemrden oxidierende Gele genutzt.
Dabei enthélt der Ladepuffer kein 2-Mercaptoethars® dass Disulfidbriicken nicht
aufgetrennt werden. Somit kénnen auch durch Cystjebildete Oligomere beobachtet

werden.

2.4.2. TRIS/TRICINE PAGE

10x Kathodenpuffer: 60,5 g TRIS/HCI, 89,6 g TRICINEO g SDS, add 500 mi,B

10x Anodenpuffer: 121 g TRIS/HCI, pH 8,9, add 500H30O

3x SDS-Probenpuffer: 1,5 ml 80% glycerol, 5ml (18B)S, 1,75 ml 10x
Kathodenpuffer, 1,25 ml Bromphenolblau, 0,5 pl 2rbégtoethanol

3x Gelpuffer: 181,5 g TRIS/HCI, 1,5 g SDS, pH 8,d48d 500 ml KO

Trenngel: 66,7 ul kO, 0,4 ml 80% Glycerin, 1,33 ml 3x Gel-Puffer, 20230%
Acrylamid/Bisacrylamid, 2 ul TEMED, 10ul APS

Sammelgel: 1,24 ml D, 0,5 ml 3x Gelpuffer, 0,26 ml 30% Acrylamid/Bisgamid, 2
ul TEMED, 5 pl APS

Da die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Geléteghorese nach Laemmli 1970 bei
Proteinen unter 20 kDa nur noch eine schlechter@umfiung der einzelnen Proteinbanden
ermdglicht, wurde fur die Untersuchungen von DIi€ TRIS/TRICINE-PAGE (Schagger et

al., 1988) genutzt. Das Sammelgel enthielt dab® #olyacrylamid, das Trenngel 16,5 %
Acrylamid.

2.4.3. Proteindetektion mittels Immunoblotting

10x Transferpuffer: 0,25 M TRIS/HCI, 1,92 M Glycin

1x Transferpuffer: 1/10 10x Transferpuffer, 20 %/{\WeOH

10x TBS: 500 mM TRIS/HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,6

1x TBST: 1/10 10x TBS + 0,1 % (v/v) Tween20

Blocklésung: 1/10 10x TBS + 1 % (w/v) Milchpulver

AP-Puffer: 100 mM NacCl, 100 mM TRIS/HCI, 5 mM MgQiH 9,5
NBT: 50 mg/ml in 70 % (v/v) DMF

BCIP: 50 mg/ml in 100 % (v/v) DMF
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Um Proteine auch in geringeren Mengen eindeutigdentifizieren, wurde Immunoblotting
genutzt. Dabei wird die Proteinprobe zuerst mitkaliginuierlicher Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlielBenelmitkem halbtrocken Verfahren in einer
Western-BlotApparatur, auf eine PVDF-Membran Ubertragen. In Beatting-Apparatur
migrieren die Proteine in Transferpuffer durch Ayda eines elektrischen Stromes aus dem
Gel in die Membran. Diese wurde dann zuerst mieremilchpulverhaltigen Blocklésung
inkubiert um unspezifische Bindungsstellen zu biexn. Danach erfolgte die Bindung des
primaren Antikorpers an passende Bindungsstellen Rooteinen auf der Membran in
Blockldsung. In der vorliegenden Arbeit wurde atsr@rer Antikorper ausschlief3lich Maus
Anti-Hisg 1gG, der die Abfolge von sechs Histidinen erkeandl bindet, wie sie im Hitag
vorkommt. Nachdem ungebundener priméarer Antikomoér mehreren Waschschritten mit
TBST entfernt wurde, erfolgte die Bindung des selan Antikdrpers in Blocklosung. Der
sekundare Antikérper stammt aus der Ziege, bindeftikdrper von Mausen und ist mit
einem Protein zum Nachweis gekoppelt. Das Nachwaisip war entweder Meerrettich
Peroxidase oder Alkalische Phosphatase. Je nachdetoher sekundare Antikdrper
verwendet wurde, unterschied sich das weitere \lmmge Wenn Meerrettich Peroxidase
genutzt wurde, erfolgte die Visualisierung der Ringsstellen mittels ECL-L6sung. Die an
den sekundaren Antikérper gekoppelte MeerrettiatoRéase setzt dabei das Luminol in der
ECL-L6sung zu 3-Aminophthalat um, wobei sichtbareght abgegeben wird. Bei
Alkalischer Phosphatase als sekundarem Antikdrped VBCIP von der Alkalischen
Phosphatase dephosphoryliert. Daraufhin dimerisiephosphoryliertes BCIP und reduziert
NBT, welches ein blaues unlésliches Prazipitatetild

2.4.4, Affinitatschromatographie

IMAC Auftragspuffer: 50 mM HEPES, 300 mM NacCl, 10vhimidazol pH 7,8
IMAC Elutionspuffer: 50 mM HEPES, 300 mM NacCl, 360 Imidazol pH 7,8

Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Protemeden rekombinant hergestellt und
besalRen zur vereinfachten Reinigung einen tatisfir Affinitdtschromatographie. Diese
Methode beruht auf der Anreicherung des Zielprateinf der Chromatographiesaule durch
spezifische Wechselwirkungen zwischen Zielproteimd uS&aulenmaterial. Dazu wird die
Affinitat von mehreren aufeinanderfolgenden Histegh zu zweiwertigen Metallen genutzt.
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Das Saulenmaterial enthalt einen Chelator, der éimken komplexiert. Proteine mit
mehreren aufeinanderfolgenden Histidinen wiederkomplexieren ebenfalls das Nickel. Die
Bindung ist dabei umso starker, je mehr Histidieéebigt sind. Das gebundene Protein wird
von der Saule entfernt, indem ein Puffer mit eil@hen Konzentration von Imidazol
aufgetragen wird. Das Imidazol verdrangt die Hiseddes Proteins vom Nickel-Komplex, so
dass das Protein von der Saule gewaschen wird.

Die Ubliche Lange eines solchen Hagys betragt zwischen sechs und zehn Histidinen, die
entweder am N-Terminus oder am C-Terminus des iRsotEngefigt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde immer ein sechs Histidine lartgg verwendet, der sich am C-Terminus

des jeweiligen Proteins befindet.

2.4.5. GroRRenausschlusschromatographies(ze exclusion chromatography SEC)

SEC Puffer50 mM HEPES, 300 mM NacCl, pH 7,8

Da die Proteinproben fur Kristallisationsversuchaeeegro3tmogliche Reinheit besitzen
sollten, wurde als finaler Reinigungsschritt di®&nausschlusschromatographie verwendet.
Bei dieser Reinigung wandern die Proteine durck &aule die aus einer pordésen Matrix aus
Agarose und Dextran besteht. Diese Matrix besibze® verschiedener Grél3e, in die Proteine
und Chemikalien eindringen kénnen. Dabei konnemk&le Molekiile auch in kleinere Poren
eindringen, wodurch sie insgesamt langer auf dateSzerbleiben als gré3ere Molekile. Im
Endeffekt wird eine aufgetragene Probe dadurch dget&rennt, dass groRere Molekile
frhere eluieren, da sie seltener in die PorenMatrix eindringen kénnen, und kleinere
Molekile spéater. Fur die Reinigung von DItA und ®ltvurden Superdex 75 prep grade

Séaulen verwendet.

2.4.6. Konzentrationserh6hung von Proteinldsungen

Um die Konzentration von Proteinlosungen zu erhéhvemrden Amicon Centriplus
Konzentratoren verwendet. Diese besitzen eine Mamldie Molekile bis zu einer
bestimmten GrofRe durch lasst und alle gréf3eren RWitdezurtck halt. Dabei wurde die
Durchlassigkeit der Membran entsprechend der GdéBegewiinschten Proteins gewahlt. Die
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Aufkonzentrierung erfolgt dabei in einer Zentrifulgei 5000 g um die Geschwindigkeit des
Vorgangs zu erhéhen. Wahrend der Aufkonzentrierumgrde stichprobenartig die

Proteinkonzentration bestimmt.

2.4.7. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Proteinldosungen wurde mittelder Absorption im
Wellenlangenbereich von 240-320 nm bestimmt. Derlavé der Absorption Uber den
gesamten gemessenen Bereich wurde genutzt um thédReder Probe abzuschatzen. Der
Absorptionswert bei 280 nm diente zur Berechnungkamzentration mithilfe des Lambert-

Beerschen Gesetz berechnet werden (Gleichung 3).
Exso=cCc*d*e¢ Gleichung 3

.. Absorption bei 280 nm
.. Konzentration der DNA (M)
.. Schichtdicke (cm)

¢ ... Absorptionskoeffizient (M * cm™)

E.
C.
d.

Der Absorptionskoeffizient eines Proteins in denatter Form kann anhand der Anzahl
von Tryptophan W, Tyrosin Y und Cystin C bestimnarden Gill et al., 1989.

€ 280= (NWx5500 M**cm™) + (nYx1490 M**cm™) + (hCx125 M**cm™)  Gleichung 4

Zur Berechnung des Absorptionskoeffizientes deenrsoichten Proteine wurde ProtParam
genutzt (Gasteiger et al., 2003). Vor der Messungde die Proteinprobe in einer 6 M
Guanidiniumhydrochloridlésung denaturiert.
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2.4.8. Aktivitatsmessung von DItA

Stopp-Losung: 3,78 % (v/v) Perchlorsdure, 100 mM@; * 10 H,O,
1,4 % Aktivkohlesuspension

Die Aktivitat von Adenylierungsdomanen wie DItA unBItA-Mutanten wurde mit

radioaktivem Pyrophosphaf?P-PR) gemessen. Dabei nutzt man die Reversibilitat der

Adenylierungsreaktion von DItA (Abbildung 18).

AMP

o on ATP PP, 0
HC” “NH, 2 H,C™ "NH,

DItA

Abbildung 18: Das Reaktionsschema der ersten Teilreaktion vol DIt

Dem Reaktionsansatz aus Protein in SEC-Puffer, ATRianin und PPwird zusatzlich*?P-
markiertes PPzugegeben. Wahrend der Ruckreaktion wird dieses da ATP eingebaut.
Dadurch entsteh?P-ATP. Durch Zugabe der aktivkohlehaltigen Stopptisswird das ATP
ausgefallt. Mittels Zentrifugation (20 min bei 2@ g) wird die Aktivkohlefraktion mit
3p_ATP anschlieBend von der Lésung getrennt2@aPR in der fliissigen Phase verbleibt ist
im Pellet nur umgesetzte¥P-ATP vorhanden. Das Pellet wird zweimal mit Wasser
gewaschen und erneut abzentrifugiert und zum Sehlirs Szintilationsflissigkeit
resuspendiert. Mit einem Szintilationszéhler karmRiadioaktivitat und damit der Anteil von
radioaktiven ATP gemessen werden. Der Anteil anesatgten ATP korreliert direkt linear
mit der Aktivitat von DItA.

2.4.9. Kristallisation von Proteinen

Um Proteine zu kristallisieren, wurde die Dampfasibnsmethode genutzt. Dabei wird die
Proteinprobe mit einem Kiristallisationspuffer, dier der Regel einen Puffer und ein
Prazipitans enthalt, gemischt und in ein geschiesseSystem mit einem Reservoir aus
reinem Kristallisationspuffer gegeben. Der Kontaltischen der verdiinnten Proteinprobe

-46 -



und Reservoir besteht dabei nur Uber die Gaspbegirch diffundiert Wasserdampf aus der
Proteinprobe in das Reservoir, wodurch die Protmakntration kontinuierlich zunimmt.
Durch diese Methode ist sichergestellt, dass daeikonzentration am Anfang nicht zu
hoch ist und das Protein ausfallt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode dessitee Tropfens genutzt. Dabei befinden
sich die Proteinprobe erhdht auf einem Plateau dasl Reservoir in einem raumlich
getrennten Abschnitt, aber verbunden Uber die GesphKonkret wurden die in Tabelle 2
angegebenen Platten verwendet.

Fur erste Kristallisationsversuche wurden dabeiv@8l Platten und ein Pipettierroboter
verwendet, um alle Bedingungen der Kristallisatiitss(Tabelle 2) zu testen. Die Platten
wurden mit einem Bildverarbeitungssystem untersuaimt geeignete Bedingungen zu finden.
Bedingungen, bei denen Kristallisation beobachtden konnte, wurden in 24ell Platten
von Hand angesetzt. Dabei wurden gezielt einzelredirjungen variiert, um die

Kristallisation zu optimieren.

2.5. Biophysikalische Methoden

2.5.1. Rontgenkristallographie

Geeignete Proteinkristalle wurden mit dem im Haogha&ndenen Roéntgengenerator auf ihre
Rontgenstreuungsqualitat getestet. Wenn moglicldevdann sofort ein kompletter Datensatz
aufgenommen. Um eine bessere Datenqualitdt zutenhaber gezielt nach der anomalen
Beugung fur die Phasenermittiung zu suchen wurdegiggete Kristalle am Synchroton
(BESSY, Beamline 14.1) gemessen.

Die erhaltenen Datensatze wurden mittels XDS (KlalZ310) oder MOSFLM (Battye et al.,
2011) reduziert. Fur experimentelle Phasierung e 8#ELX (Sheldrick 2008) in hkl2map
(Papeet al., 2004) verwendet. Bei Phasierung mit MolekularemsaE wurden Phaser
(Mccoy et al.,, 2007) und BALBES (Longet al., 2008) in CCP4 (Winret al., 2011)
verwendet. Das Verfeinern der Struktur erfolgte Rétfmac5 (Murshudoet al., 1997) aus
CCP4 (Winret al., 2011), PHENIX (Adams et al., 2010) und Coot (Eewstt al., 2004).
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2.5.2. NMR-Spektroskopie

Alle NMR-Messungen wurden in Kooperation mit debAitsgruppe von Jochen Balbach am
Institut fur Physik, Martin-Luther-Universitat Halwittenberg durchgefuhrt.

Die **C- und/oderN-markierten, sowie alle unmarkierten Proteinprobemden in 50 mM
HEPES, 300 mM NaCl, pH 7,8 mit 10 % (v/v}@® bei 298 K gemessen. Als erstes wurden
Standard Triple Resonanz Spektren (HNCA, HNCACAB,N(BO)CACB) mit
13C/**N-markiertem DItC S36A und DItC_wt aufgenommen ure d&reuzsignale der
Spektren den Aminoséauren von DItC zuzuordnen. Nachdie Position der Kreuzsignale der
einzelnen Aminosauren fir DItC bestimmt wurden, rkert>N-markiertes Protein genutzt
werden um H/*®N-HSQC-Spektren aufzunehmen. Titrationsexperimewigrden unter
Verwendung vor°N-markierten DItC und unmarkiertem DItA durchgefiiibabei wurde
DItA schrittweise zu DItC titriert, bis mindesteam Verhéltnis von 1:1 erreicht war und nach
jeder Zugabe eirfH/**N-HSQC-Spektrum aufgenommen. Titrationen mit Swttstr oder
Inhibitoren wurden auf dieselbe Weise durchgefihrt.

Die Messdaten wurden mit Topspin 2.1 (Bruker Binypaufgenommen, mit NMRPipe
(Delaglio et al., 1995) prozessiert und mit NMRViélohnson et al., 1994) analysiert.

-48 -



3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. DItA

3.1.1. Proteinexpression und —reinigung von Wildtyp DItA

Die Transformation des bereits vorhandenen Plasyp@E60dItA wt in BL21 (DE3) Zellen
und die Induktion mit 1 mM IPTG resultierten in déberexpression von DItA_wt in den
Zellen. Nach dem Zellaufschluss mittels Ultrasdietilandlung befand sich DItA wt
groltenteils in der l6slichen Fraktion.

Die Nickel-Affinitatschromatographie als erster Rgungsschritt war erfolgreich und
entfernte ungefahr 90 % aller Verunreinigungen. tit GréRenausschlusschromatographie
als zweitem Reinigungsschritt konnte DItA_wt alszeine Bande im SDS-Polyacrylamid
Gel, also ungefahr 99 % Reinheit erhalten werder® ABusbeute betrug circa 70 mg
gereinigtes DItA pro Liter Medium. In Abbildung i& die Expression und Reinigung von
DItA_wt gezeigt.
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Abbildung 19: 12% SDS-Polyacrylamidgel mit Expression und Reingy von DItA wt (56 kDa); M:
Proteinstandard in Kilodalton, 1: Zellen vor Indwktj 2: unldsliche Fraktion nach Zellaufschluss,&lithe
Fraktion nach Zellaufschluss, 4: Durchfluss nach imtfitschromatographie, 5: Waschfraktion nach
Affinitditschromatographie, 6: Elution nach  Affinisghromatographie, 7 Elution nach
GrofRenausschlusschromatographie
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3.1.2. Konstruktion, Expression und Reinigung der DItA-Mutanten

Um die Reste Cystein 268 zu Aspartat beziehungswierslin 204 zu Alanin zu andern,
sowie den flexiblen Bereich der N-terminalen Domama DItA gegen sieben Alanine
auszutauschen, wurde jeweils eine Mutagenese PQGRdeni in Tabelle 5, Kapitel 2.2
angegebenen Oligonukleotiden durchgefuhrt. In aligillen konnte das Standard PCR
Protokoll genutzt werden, um ausreichende Mengetienbes Plasmid zu erhalten. Als
Beispiel ist in Abbildung 20 das Ergebnis nach B&R und Dpnl-Verdau fiur die Mutanten
DItA C268D und DItA P204A gezeigt.

M[bp] 1 2

6000
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4000~T
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-

2000 B
1500 ;
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Abbildung 20: 1% Agarosegel nach Mutagenese PCR und Dpnl VatdaDItA-Mutanten; M: DNA-
GroRenstandard in Basenpaaren, 1: 10 ul des PCR:assfiir DItA Mutante P204A, 2: 10 ul des
PCR-Ansatzes fir DItA Mutante C268D

Die Sequenzierung nach der Reinigung bestatigtegevelinschten Mutationen. Mit den so
erhaltenen mutierten Plasmiden konnte erfolgreagte Transformation irE. coli XL1
durchgefuhrt werden. Aus diesen Zellen wurden deésiRide in grof3eren Mengen isoliert.
Fur eine Expression wurden die Plasmide in BL213DEellen transformiert. In Bezug auf
Expression und Reinigung konnte mit derselben Mighaie bei DItA Wildtyp mit einer
Reinheit von 99 % erhalten werden. Auch die Ausbeudr dieselbe wie beim Wildtyp, aul3er
bei der 7-Ala-Mutante von DItA. Hier war die Ausheunit 60 mg gereinigtem DItA 7-Ala
pro Liter Medium geringer als beim Wildtyp.
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3.1.3. Aktivitatstests der DItA-Varianten anhand des®’P-ATP-PP-Austausch

Die Messungen mit dem Wildtyp von DItA konnten Biereits bekannte Spezifitat fiirAla
vor allen anderen getesteten Aminosauren bestatijéonus et al., 2008). Fur
D-Aminobuttersaurep-Cystein,D-Serin und in geringerem Malf3stab fur Glycin koneitee
messbare, allerdings deutlich geringere Aktivitast§estellt werden (Abbildung 22). Die
C268D-Mutante zeigte eine allgemein verringerteiAkit (Abbildung 21), aber eine hohere
Spezifitat furd-Alanin (Abbildung 22).

1600
1400 -~
1200 ~

B DitA_wt _
1000 ~ [ DItA C268D
800 - =1 DItA P204A

600 -
400 ~

200 - ]_‘

50"

40 A
30 ~
20

Aktivitat in tausend Zerféllen pro Minute

10 +

ohne D-Ala

Substrat

Abbildung 21: Vergleich der Aktivitaten von DItA_wt und der Munizen DItA C268D und DItA P204 mit dem
Substrab-Alanin angegeben in gemessenen Zerféallen pro Minute

Die Mutation des Prolin 204 zu Alanin verringertie dktivitat (Abbildung 21), hatte aber
nahezu keine Auswirkungen auf die Spezifitdt vomADIdie der des Wildtyps entsprach
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Die prozentualen Aktivititen von DItA_wt, DItA &8D und DItA P204, normiert nach der
Aktivitat fur p-Alanin. Abu: Aminobuttersaure.

Die Mutationsstudien mit DItA in Bezug auf die Strasspezifitat bestatigen den Einfluss der
untersuchten Reste auf die Aktivitat der Enzymest€in 268 spielt eine wichtige Rolle fur
die spezifischen Bindung vamAlanin (Duet al., 2008b; Osmaset al., 2009; Yonust al.,
2008). Die Mutation zu Aspartat, das BtreptococcusSpezies anstelle des Cysteins
vorkommt, zeigt dass auch Aspartat eine hohe Seitgkt fir D-Alanin ermdoglicht.
Allerdings ist die Aktivitdt von DItA C268D verrirggt. Ob auch DItA austreptococcus
Spezies eine verringerte Aktivitat gegentber DIt&s Bacillus subtiliszeigt, missen weitere
Untersuchungen ermitteln.

Prolin 204 ist nicht direkt an der Selektion vaonAla beteiligt. Aber die Ergebnisse
demonstrieren einen Effekt der Mutation zu Alammaem sie die Aktivitat verringern. Ob die
gewinschte Beeinflussung der mutierten Helix et&lgst mit den Aktivititsmessungen nicht

zu klaren. Hier konnte die Kristallstruktur weitaformationen liefern.
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3.2. DItC

3.2.1. Expression und Reinigung von DItC in der Wildtyp-Fom und der
S36A-Mutante

Sowohl der Wildtyp als auch die S36A-Mutante voriausBacillus subtiliskonnten in
E. coliBL21 (DE3) mittels des Vektors pQE-60 und unterwendung von 1mM IPTG als
Induktor exprimiert werden. Mit Nickel-Affinitatscbmatographie und
GrolRenausschlusschromatographie konnte DItC isalierden. Abbildung 23 zeigt, dass die

Affinitatschromatographie nahezu alle Verunreinigen entfernte.
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Abbildung 23: 12 % SDS-PAGE der Expression und Reinigung vof Ditt (11 kDa); M: Proteinstandard in
Kilodalton, 1: Zellen vor Induktion, 2: unléslichedktion nach Zellaufschluss, 3: Durchfluss der
Affinitatschromatographie, 4: Elution der Affinitétsromatographie, 5: Elution der
GroRenausschlusschromatographie

Mit der folgenden GréRRenausschlusschromatograpimatlen die Proteine zu 99 % Reinheit
isoliert werden. Die Ausbeute an gereinigtem Protetrug circa 85 mg pro Liter Medium.
Fur die Wildtypform von DItC konnte eine Dimerisieig Uber Disulfidverbriickung
beobachtet werden. Dimer und Monomer konnten mib3nausschlusschromatographie
getrennt werden (Daten nicht gezeigt). Im RahmenAdbeit von Huma Yonus konnte mit
HPLC und Massenspektrometrie gezeigt werden, d#€s Wt nach der Reinigung zu 99 %

in der holo-Form vorliegt.
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Um Selenomethionin-markiertes DItC S36A zu erhaltemurde die Expression in
M9-Medium vorgenommen. Ebenso wurden ti&/*°N, bzw. *®N-markierten Formen des
Wildtyps und der S36A-Mutante in M9-Medium exprimtie

Sowohl Selenomethionin-markiertes DItC S36A, alshadie *C/*°N, bzw. >N markierten
Formen des Wildtypes und der S36A-Mutante konnten denselben Methoden und zu

derselben Ausbeute wie die unmarkierten Formenimignt und gereinigt werden.

3.2.2. Kristallisation und Strukturlésung von DItC S36A

Die Strukturaufklarung mit nativen Proteinkristalleinter Verwendung von Molekularem
Ersatz war nicht erfolgreich. Daher wurde Phasigriber Multiple anomale Dispersion
(MAD) mittels Selenomethionin-markiertem DItC S3@Agestrebt. Zum Phasieren wird bei
dieser Methode ungefahr ein Selenatom fur 100 Asdocereste bendtigt. Das 80
Aminosauren groRe DItC besitzt als einziges Methiotas N-terminale Startmethionin,
welches daher zum Phasieren ausreichend sein. sollte

Das Protein in SEC-Puffer, in einer Konzentrati@m 15 mg/ml, wurde in 200 nl Tropfen,
gemischt im 1:1 Verhaltnis mit Kristallisationspeiff angesetzt. Proteinkristalle von
Selenomethionin-markiertem DItC S36A (Abbildung Z&nnten nach dem Screening in 96

well Platten in drei verschiedenen Bedingungen beobtwualgrden.

Abbildung 24: Kristalle von Selenomethionin-markiertem DItC S3@&istallisationspuffer 100 mM BIS/TRIS
pH 5,5; 25 % w/v PEG 3350).
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Alle Kristalle wuchsen in 100 mM BIS/TRIS pH 5,55 26 w/v PEG 3350. Auch wenn
derselbe Puffer 200 mM NaCl oder 200 mM MgE@hthielt konnten Kristalle beobachtet
werden. Die sichtbare Kristallform war in allen idigedingungen gleich. Die Kristalle
konnten direkt von deBcreeningPlatte genommen und zur Aufnahme der Beugungsdaten
verwendet werden. Erste Messungen mit dem RoOntgénhshgsgenerator innerhalb der
Abteilung ergaben die Raumgruppe sowie die Abmeagsunder Einheitszelle. Die
Messungen am BESSY ermdoglichten die Lokalisieruingse Selenatomes im N-terminalen
Methionin. Die dadurch erhaltene Elektronendichte awusreichend, um die Proteinstruktur
zum groRten Teil automatisiert zu positionierent Manueller Verfeinerung konnten alle 86
Aminosauren in die Elektronendichte eingebaut werd€abelle 8 gibt die Daten zur

Strukturlésung der S36A-Mutante von DItC wieder.
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A. Datensammlung peak inflection remote = nativ
(hochaufgel6st)
Rontgengenerator BESSY BESSY BESSY
BL 14.1 BL 14.1 BL 14.1
Wellenlange\ in A 0,97976 0,9799 0,91841
Temperatur in K 100 100 100
Raumgruppe P2
(Molekile/asymmetrische Q)
Einheit)
Konstanten der Einheitszelle
a, b, cinA 34,52 34,53 34,58
37,16 37,17 37,21
37,66 37,67 37,69
a, B, yin® 90,00 90,00 90,00
114,84 114,83 114,82
90,00 90,00 90,00
Aufldsungsbereich i 100 — 2,81 100-2,8 100 — 1,04
(2.88-2.81) (2,87-2,8) (1,07 - 1,04)
Nr. einzigartige Reflexe 4006 (316) 3977 (309) 1DEIBI5)
Multiplizitat 2,2 (2,2) 2,2(2,2) 3,6 (3,4)
Vollstéandigkeit in % 96,4 (99,1) 94.4 (96,6) 96%14)
I /ol 36,1 (33,3) 42,3 (38,4) 13,9 (2,5)
Rieas iN % 2,9 (2,8) 2,4 (2,5) 6,6 (66,6)
B. Verfeinerung
Rerystin % - - 12,5
Riree IN % - - 15,6
r.m.s.d. Bindungslangen i - - 0,016
r.m.s.d. Bindungswinkel in ° - - 1,44
Mittlerer B-Faktor inA> - - 14,58
Ramachandran Plot in %
Bevorzugt - - 98,51
Erlaubt - - 1,49
Nicht erlaubt - - 0

Tabelle 8: Datenstatistik fir die Struktur von DItC S36A. Swof@icht anders angegeben sind Werte in

Klammern fiir den hochsten Auflosungsberei®eas= |l - <I>| /E<I>

Reryst = Z|[Fobs| - fFcalc||E|[Fobs|
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Die Struktur von DItC S36A ist in Abbildung 25 gégte Die sehr gute Elektronendichte
ermdglichte dabei den Einbau aller Reste inklusiee kompletten C-terminalen Hisgs
sowie alternativer Seitenkettenkonformationen (Ahbig 26). Da DItC S36A nicht mit
Phosphopantethein modifiziert werden kann, istkdgaktor nicht anwesend.

Helix IV

N-Terminus

C-Terminus

Abbildung 25: (A) DItC S36A zeigt die typische Vier-Helix Faitg eines Peptidyl-Carrier-Proteins. Alanin 36
(stick-Darstellung), N- und C-Terminus, sowie Helices Idvd beschriftet. Der Farbverlauf ist von blau ldm
Terminus zu rot am C-Terminus. (B) Struktur eines ACQPDB-Code 1T8K,Qiwet al., 2004) und (C) eines
PCPs (unten, PDB-Code 2VSQ, Tano®ial., 2008) mit demselben Farbverlauf.

Die Struktur der DItC-Mutante S36A zeigt den schHin ACPs und PCPs beschriebenen
Faltungstyp aus einem Biindel von vier Helices. Daldlden die Reste Phenylalanin 3 bis
Cystein 15 die Helix I, Helix 1l erstreckt sich védanin 36 bis Phenylalanin 50 und Helix IV
wird von den Aminosauren Prolin 67 bis Leucin 7bitgket. Helix 1l ist, wie schon die
NMR-Struktur von Dcp (Volkmaret al., 2001) deutlich kirzer als die Helix 1ll von ACPs
und wird nur von Isoleucin 56, Threonin 57 und @Giaat 58 gebildet.
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Abbildung 26: Die 2fofc-Elektronendichte (blaues Netz, konturlest 1) der Reste Arginin 61 bis Asparagin
68 der Struktur von DItC S36A. Die gute Elektronehde zeigt auch alternative Konformationen wie bei
Phenylalanin 59.

Insgesamt besitzt die Struktur durchgehend niedBegeaktoren, der Durchschnitt betragt
14,8 K. Die Werte des Peptidriickgrats betragen maximahiEinige polare Seitenketten
an der Proteinoberflaiche besitzen Werte bis zu 7?0 ébenso die des N-terminalen
Methionins. Aber selbst die Atome des C-terminatéstidins zeigen geringe Werte unter
10 A2. Dies deutet auf eine geringe thermische Beweglangeinzelnen Atome im Molekdil
und somit eine stabile Konformation hin.

Dies liegt unter anderem auch daran, dass diedtistides C-Terminus stark an polaren
Wechselwirkungen mit benachbarten DItC-MolekulenHKnistallgitter beteiligt sind, wobei
die Interaktionen ausschlie3lich Uber die Atome @esteinrickgrats erfolgt. Durch die
raumgruppenbedingte Anordnung der Molekile im létigitter konzentrieren sich die
Interaktionen zwischen den DItC-Molekilen auf w@ntaktflachen. Auch der N-Terminus
mit dem Selenomethionin ist an Kristallkontaktentedgt. Das Proteininnere ist vom
Lésungsmittel komplett abgeschirmt und bestehtsté@tidig aus hydrophoben Aminoséauren.

Demzufolge existieren im Protein auch keinerlei ¥éasolekile oder Wasserstoffbriicken.

- 58 -



Der berechnete isoelektrische Punkt (pl) von Di&gtl bei 4,5. Dies bedingt eine insgesamt
negativ geladene Oberflache. Allerdings gibt esitpogeladene Aminosauren, die einen
Bereich negativen Ladung umgeben. Die positivetieBtaverden von den Resten Lysin 4,
Lysin 21, Arginin 49, Lysin 78 und Arginin 79 getét werden (Abbildung 27). Die positiv

geladenen Stellen liegen fast genau auf der gegeligdrenden Seite von Alanin 36 und

damit der Bindestelle fim-Alanin im Wildtyp.

Abbildung 27: Die Ladungsverteilung auf der Oberflache von DItG&A3Histidin 86 ist zur Orientierung
eingefligt. Serin 36 liegt auf der Riickseite. Ddlistg erzeigt mit Coot (Emslest al., 2004)

Ob diese Bereichm vivo eine Rolle spielt ist unklar. Das Alanin 36 wirdligtéandig von der
groBen negativ geladenen Flache, die den gro3ténd@ie Oberflache von DItC bedeckt,
umgeben. Einzige Ausnahme ist die positive Ladumig A&rginin 61, die sich direkt neben
Alanin 36 befindet.
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3.2.3. Kristallisation und Strukturlésungen von DItC Wildt yp

DItC konnte bereits in der Arbeit von Huma Yonusstallisiert werden. Es gelang jedoch
nicht die gemessenen Rontgenbeugungsdaten zurti8tasking zu verwenden, da keine
geeigneten Phasen verfugbar waren, obwohl alleziZeit vorhandenen Kristall- und NMR-
Strukturen von CPs als Modelle fur Molekularen Exseersucht wurden. Mit der Struktur der
S36A-Mutante von DItC stand jedoch ein Modell zurerfdgung welches zur
Strukturbestimmung mittels Molekularem Ersatz verdet werden konnte. Die Daten zur
Struktur von DItC_wt | sind in Tabelle 9 angegeben.

Die Suche nach Kristallen des Wildtyps von DItC Rahmen dieser Arbeit ergab zuerst
relativ kleine Kristalle, die jedoch keine ausr@pnbden Beugungsdaten lieferten. In den
Bedingungen (i) 100 mM BIS/TRIS pH 5,5; 200 mM Ammanacetat; 25 % w/v PEG 3350
sowie (ii) 95 mM Natriumcitrat pH 5,6; 19 % v/v 2dpanol; 19 % w/v PEG 4000; 5 % v/v
Glycerin, unter denen Kristalle im 9%ell Mal3stab wuchsen, wurde daher ein groRReres
Volumen in einer 24well Platte angesetzt wurden. Die Kristallisationsveinguwurden
angesetzt wie flr DItC S36A beschrieben. Unter déeidBedingungen wuchsen groliere
Kristalle (Abbildung 28), die direkt in der Abterlg vermessen werden konnten. Die
Auswertung der Daten ergab, dass diese Kristale @indere Raumgruppe und andere
Zellkonstanten aufwiesen als die Kristalle von DME Kristallform 1.

Ebenso wie die Kristalle der Wildtyp Form |, konmlie Struktur von DItC_wt II mithilfe der
Struktur von DItC S36A als Modell fur den Molekwar Ersatz berechnet werden. Die
Ergebnisse von Datensammlung und Strukturldsung @_wt Il sind in Tabelle 9 zu

sehen.

o

Abbildung 28: Kristalle von DItC_wt Kristallform Il (Kristallistonspuffer 95 mM Natriumcitrat pH 5,6; 19 %
v/v 2-Propanol; 19 % w/v PEG 4000; 5 % v/v Glycgrin
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A. Datensammlung DItC_wt Form | DItC_wt Form I
Réntgengenerator BESSY Rigaku RA Micro007
BL 14.1 in der Abteilung
Wellenlange in A 0,9184 1,5418
Temperatur in K 100 100
Raumgruppe P6,22 P622
(Molekile/asymmetrische (2) Q)
Einheit)
Konstanten der Einheitszelle
a, b, cinA 72,68 49,21
72,68 49,21
110,3 146,26
a, B, yin® 90 90
90 90
120 120
Auflésungsbereich ik 2391-2.2 40,93 - 1,95
(2,24 -2,2) (2,0-1,95)
Nr. einzigartige Reflexe 9264 (442) 8344 (1174)
Multiplizitat 11,2 (11,5) 19,5 (19,8)
Vollstandigkeit in % 99,9 (100) 100 (100)
I /ol 18,7 (3,8) 27,4 (6,0)
Rieas in % 9,6 (80,6) 8,8 (56)
B. Verfeinerung
Reryst in % 20,9 19,0
Riree IN % 23,6 24,0
r.m.s.d. Bindungslangen i 0,002 0,016
r.m.s.d. Bindungswinkel in ° 0,534 1,44
Mittlerer B-Faktor inA2 38,76 32,55
Ramachandran Plot in %
Bevorzugt 96,1 94,8
Erlaubt 3,9 5,2
Nicht erlaubt 0 0

Tabelle 9: Datenstatistik fir die Strukturen von DItC_wt. Sof@icht anders angegeben sind Werte in
Klammern fiir den hochsten AuflosungsbereiBieas= |l - <I>| /Z<I>
Reryst = Z|[Fobs| - fFcalc||E[Fobs|
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Die erste Kristallform der holo-Form von DItC_wild®te sich in der Raumgruppe 28 und
zeigt zwei Molekile DItC in der asymmetrischen EihDaher wurde eine Verfeinerung
unter Ausnutzung von nicht-kristallographischer &yetrieoperationen durchgefihrt. Die
zweite Kristallform der holo-Form von DItC_wt, mider Raumgruppe BB2, besitzt im
Gegensatz zur ersten Kristallform nur ein MolekitDpro asymmetrischer Einheit. Wie die
Struktur von DItC S36A, zeigt auch die holo-Formsde¢/ildtypes von DItC in beiden
Kristallstrukturen ein verdrehtes, antiparallelesliidBiindel, wie es fir Carrier-Proteine
typisch ist (Abbildung 29).

Phospo -
serin 36

PPant
an Ser36

Abbildung 29: Die Kristallstrukturen von DItC_wt. (A) Die Strtk von DItC_wt Kristallform |, (B) Die
Struktur von DItC_wt Il. Phosphoserin 36 beziehumgise Serin 36 mit PPant sind alsck dargestellt. Der
Farbverlauf ist von blau am N-Terminus zu rot am @aliBus.

Die Helices werden bei beiden Wildtypstrukturen demselben Aminoséureresten gebildet
wie bei der S36A-Struktur. Auch die Proteinobeffi@cer beiden Kristallstrukturen der holo-
Form von DItC ist zum grof3ten Teil negativ geladéfie bei der Struktur der S36A-Mutante,
zieht sich die negativ geladene Flache nahezu wsrgdaamte Molekul. Auch der positive
Bereich mit negativer Ladung in der Mitte ist zinase. Allerdings besitzt Arginin 49 in den
Strukturen von DItC_wt | und Il eine andere Konfation, als in der Struktur von DItC
S36A. Die von diesem Arginin 49 erzeugt positivediluag ist daher in der Struktur von
Wildtyp Form | circa 4A, und in der Wildtyp Form II Struktur circa &, weiter von der
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Ladung von Lysin 78 entfernt. Auch bei den Strukturdes Wildtyps von DItC ist das
Proteininnere aus hydrophoben Resten aufgebautvasderfrei. Insgesamt zeigen alle drei
Strukturen von DItC eine sehr groRe Ahnlichkeit GAng II, Abbildung 44). Die iber alle
Aminosauren gemittelte Abweichungp¢t mean square deviationmnsd) betragt 0,79 beim
Vergleich von DItC S36A und Wildtyp Form I, 0,78iliadtC S36A und Wildtyp Form Il und
0,72 zwischen bei den beiden Wildtyp Formen.

Fur beide Wildtyp Kristallformen konnte die Anwebeit des Kofaktors Phosphopantethein
festgestellt werden. In der Kristallform | konntedpch nur ein Phosphoserin eingebaut
werden, da der Rest des Kofaktors zu flexibel wargass die Elektronendichte nicht fur ein
vollstdndiges Modellieren des Kofaktors ausreichite.der Kristallform Il konnte der
Kofaktor vollstéandig eingebaut werden, da die Sdelatome der Phosphopantetheine zweier
benachbarter DItC-Molekile eine Disulfidbriicke alagien, wodurch die Flexibilitat

vermutlich eingeschréankt wurde (Abbildung 30).

Abbildung 30: Anhand der 2Fo-Fc Elektronendichte (blaues Netz,tli@rt bei 1 o) des Kofaktors
Phosphopantetheirstick Darstellung) ist zu erkennen, dass zwischen demirtalen Schwefelatomen der
Kofaktoren zweier benachbarter DItC Molekile (rodwgriin) eine Verknupfung besteht.
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Der Dimer in einer Einheitszelle in Kristallformund der durch die Disulfidverbrickung
gebildete Dimer in Kristallform Il unterscheiderisiin ihrer Orientierung. In Form | sind die
beiden DItC-Moleklle antiparallel angeordnet, inrfoll hingegen ist die Anordnung
parallel, mit einem Molekil um 90 ° gegenuber demdemen verdreht. (Abbildung 31).
Durch die unterschiedliche Dimerisierung tritt diBisulfidbriicke als Form des
Kristallkontaktes nicht in den Kristallen der Kafiform | auf. Dies wére allerdings
zumindest theoretisch mdglich gewesen, da auckesedKristallform die Kofaktoren zweier
benachbarter DItC-Molekile, allerdings nicht dies deristallographischen Dimers, nahe
genug beieinander positioniert sind. Auch bei aaddfristallkontakten unterscheiden sich

die beiden Kristallformen.

Abbildung 31: Die Dimerisierung von DItC in Wildtyp Kristallformh und 1l. Links der kristallographische
Dimer in Kristallform I, bei dem die zwei Molektémtiparallel angeordnet sind. In Kristallform Iéchts, ist ein
Molekdl um circa 90 ° gegeniber dem anderen vetdsghdass es in Draufsicht zu sehen ist. Phosphose
beziehungsweise PPant sindsitick Form dargestellt. Der Farbverlauf ist von blau BATerminus zu rot am
C-Terminus.

In Kristallform | beschrénken sich die Kontakte &idlix 1V und dieloop-Region zwischen
Helix 1 und Helix Il. Dazu kommen die Kontakte zefen den beiden Molekulen in einer
asymmetrischen Einheit, die entlang der Helicetetl beiden Molekile verteilt sind. Mit vier
Aminosaureresten auf beiden Seiten, Phenylalanin GJdtamat 41, Asparagin 48 und
Arginin 49, ist die Summe der Wechselwirkungen ziwen den zwei Molekilen einer
asymmetrischen Einheit relativ schwach. In Kristath Il hingegen finden sich die meisten
Kontakte auf der Seite, die dem Kofaktor gegenilegt. Die Interaktionen dort finden
hauptséachlich durch Aminosauren d@spszwischen Helix | und Helix Il statt.

Durch die fixierte Orientierung des Kofaktors irr d&istallform Il ergeben sich auch einige
Anderungen bei anderen Aminosduren. So bildet digeSkette von Arginin 61 eine
Wasserstoffbriicke zur Phosphatgruppe des Phospietipains aus. Es ist moglich, dass
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Arginin 61 in Kristallform Il die PhosphatgruppesdBPant tber ionische Wechselwirkungen
stabilisiert. Diese Wasserstoffbriicke existiertl@r Kristallform | nicht, da das Phosphoserin
eine andere Konformation einnimmt und daher weitar Arginin 61 entfernt ist. Weiterhin
ist zu beobachten, wie Phenylalanin 37 vom KofalktoKristallform 1l beiseite geschoben
wird. Wéahrend Phenylalanin 37 in der S36A Strukind in der Kristallform | nahezu die
gleiche Konformation besitzt, ist die Seitenkettan WPhenylalanin 37 in Kristallform 1l um
circa 90° um die @-CB-Bindung gedreht (Abbildung 32).

PPant

Abbildung 32: Unterschiede im Bereich der Kofaktoren zwisché@Dwt | (griin), DItC_wt Il (rot) und
DItC S36A (cyan). Zu sehen sind neben den KofaktgrPant in rot und Phosphoserin (SEP) in grin) die
jeweiligen Reste Phenylalanin 37 und Arginin 61e Destrichelte Linie stellt die Wasserstoffbriickeseiven
Arginin 61 und PPant dar, die nur in DItC_wt Il kommt.

Alle drei Strukturen von DItC zeigen die gleicheltkiag wie die NMR-Struktur von Dcp
(Volkman et al., 2001), des Homologen von DItC alsctobacillus rhamnosusDie
bedeutendsten Unterschiede zwischen den hier piggen Strukturen liegen in der
Modifikation durch den Kofaktor Phosphopantethémder S36A-Mutante ist der Kofaktor
nicht vorhanden, da das zu modifizierende Seriregegn Alanin ausgetauscht wurde, und
das Alanin nicht modifiziert werden kann. Die beid8trukturen des Wildtyps von DItC
hingegen kristallisierten in der holo-Form. Obwatér Kofaktor in beiden Strukturen
anwesend ist, zeigt er unterschiedliches Verhalierder Wildtyp Form |, konnte nur der
Phosphatrest, der direkt an das Serin gebundemislie Struktur eingebaut werden. Alle
weiteren Atome des Kofaktors konnten wegen unzbezider Elektronendichte an den
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betroffenen Stellen nicht hinzugefugt werden. Diestet auf eine sehr hohe Flexibilitat des
Kofaktors hin. Aufgrund der Funktion von CarriemRinen ist diese Flexibilitdt notwendig,
da die Fracht am Ende des Kofaktors Uber grol3ealish von einem Reaktionsort zum
nachsten transportiert werden muss. Die WildtypnFdr hingegen zeigt den Kofaktor in
einer klar definierten Form. Durch die Disulfidveibkung der Kofaktoren von zwei
benachbarten DItC-Molekullen ist die Beweglichkadt &ofaktoren stark eingeschréankt. Die
Nahe der Guanidinogruppe von Arginin 61 zum KofaktoForm Il deutet darliber hinaus
auf Wasserstoffbriicken mit der Phosphatgruppe d#akifors hin. Dies wurde auch schon
bei ACPs mittelsmolecular dynamicsSimulationen beobachtet (Cha al., 2010) und
konnte auf eine Stabilisierung der negativen Ladaieg Kofaktors durch das Arginin
hindeuten. Die beiden hier gezeigten Strukturen kelo-Form zeigen einerseits die
Flexibilitdt des Kofaktors, in Wildtyp Form I, bésigen aber auch die chemische Struktur
und die Reaktivitat der terminalen Thiolgruppe 8&®sphopantetheins, in Wildtyp Form II.
Dabei ist allerdings zu beachten, dass die Disegfidriickung von zwei Kofaktoren in der
Wildtyp Form II héchstwahrscheinlich ein Kristalisonsartefakt ist. Es gibt keine Hinweise
darauf, dass DIt@n vivo als Dimer vorkommtln vitro kann eine Dimerisierung von holo-
DItC in oxidierendem Milieu mittels oxidierender SEPAGE und
GroRRenauschlusschromatographie beobachtet werdgazéntrifugationsuntersuchungen in
reduzierendem Milieu konnten hingegen keinen Hisvaif Dimerisierung unabhangig von
der Disulfidverbrickung liefern. Aber die Tatsach#ass im Zellplasma reduzierende
Bedingungen herrschen und DItC-Dimere nicht melir inrer Fracht beladen werden
konnten, zeigt dass DItC hochstwahrscheinlich nuncldl die Kristallisation dimerisiert ist
oder bevorzugt Dimere kristallisieren. Des Weitekennte keine kovalente Dimerisierung in
DItC_wt Form | beobachtet werden. Obwohl DItC in fbrm | als kristallographisches
Dimer in der asymmetrischen Einheit vorkommt, isttahier ein natirliches Vorkommen als
Dimer unwahrscheinlich, da die Wechselwirkungenszhen den beiden Molekilen durch
nur vier Aminosaurereste verursacht werden, wasnar sehr niedrigen Affinitat resultieren
wurde.

Ein weiterer auffalliger Unterschied zwischen deei thier vorgestellten Strukturen von DItC
ist die Konformation von Phenylalanin 37, wie aurctiAbbildung 32 gezeigt. Phenylalanin 37
ist gleichzeitig auch der einzige Aminosaurerestr dich bei den drei hier gezeigten
Strukturen deutlich unterscheidet. In der Struktom Wildtyp Form | ist der Benzylring des
Phenylalanins gegentber der Konformation in derASBitante um 45° gedreht. In der

Struktur von wt Form Il hingegen ist die gesamtée®gette um 90° um died=CB-Bindung
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gedreht, der Benzylring hat aber dieselbe Oriamtigiwie Wildtyp Form II. Fir ACPs wurde
von Roujeinikovaet al., 2002 vorgeschlagen, dass Phenylalanin 37, beznjsineise die
homologe Aminosaure, eine Rolle in der Kofaktorgigibrung spielen. In den DItC-
Strukturen ist zu erkennen, dass der Kofaktor Plaganyin 37 in eine andere Position dréangt.
In der Struktur von DItC S36A, in der kein Kofaktanwesend ist, und in der Struktur der
Wildtyp Form Il, in der der Kofaktor sehr flexibisit, befindet sich Phenylalanin 37 in nahezu
derselben Konformation. In der Struktur von Wildfyprm Il hingegen ist der Kofaktor durch
die Disulfidbriicke zu einem benachbarten Molekuleiner Orientierung fixiert. Dadurch
wird vermutlich die Seitenkette von PhenylalaninaBig ihrer Konformation gedrangt.

3.2.4. NMR-Messungen mit DItC_wt und DItC S36A

Die groRBe Ahnlichkeit der DItC Kristallstrukturerolée mit dem Verhalten in Losung
verglichen werden. Dazu wurden, in Kooperation aeit Arbeitsgruppe von Jochen Balbach
am Institut for Physik, Martin-Luther-Universitat ale-Wittenberg, NMR-Messungen
durchgefiihrt. Sowohl fiir den Wildtyp als auch d86&-Mutante wurden zuerst mitC/*°N
markiertem Protein Triple Resonanz Spektren HNCAJOGACAB und HN(CO)CACB
aufgenommen, um die Signale den einzelnen Aminesauruordnen zu konnen.
AnschlieBend wurdetH->N-HSQC Spektren aufgenommen um die Proben zu \iehgie.

Fur die S36A-Mutante konnten alle Kreuzsignale Asséiuren zugeordnet werden, allerdings
konnte kein Signal fur Alanin 36 gefunden werdemtiang I, Abbildung 46). Auch fur den
Wildtyp konnten alle Signale erfolgreich zugeordmnve¢rden. Zusatzlich konnten zwei
Stickstoffsignale fur den Kofaktor gefunden werdéinhang Il, Abbildung 47). Eine
Uberlagerung der Spektren von DItC S36A und desitils zeigt, dass die Strukturen des
Wildtyps und der S36A-Mutante in Losung keine digganten Unterschiede aufweisen
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: Uberlagerung deiH-N-HSQC-Spektren von holo-DItC_wt (rot) und DItC $3@&chwarz).

Die NMR-Spektren von DItC_wt und DItC S36A zeigelass sich die Konformationen von
apo- und holo-DItC auch in L6sung nicht untersceeid Leider ist es anhand der
vorliegenden Daten nicht mdglich zu sagen, ob digebnisse bezuglich der ahnlichen
Strukturen von apo- und holo-DItC auch auf andeeeri€r-Proteine Ubertragen werden
konnen. NMR-Untersuchungen weisen auf eine konftiomelle Anderung von CPs durch
die Bindung von anderen Proteinen hin (Kogénh al., 2006). Andererseits wurde diese
Flexibilitdit noch nicht mittels Roéntgenkristallstturen bestatigt werden. Im Gegenteil
zeigten alle im Komplex kristallisierten CPs diéselKonformation (Drakeet al., 2006;
Samel et al., 2007; Tanovicet al.,, 2008). FiUr bakterielle ACPs wurden verschiedene
Konformationen durch Beladung mit der Fracht festigit werden (Andreet al., 1995; Kim

et al.,, 1989; Kim et al., 2006; Roujeinikovaet al., 2002; Roujeinikovaet al., 2007;
Zornetzeret al., 2006). Um die konformationellen Anderungen vors@R klaren sind daher
weitere Strukturen von Komplexen aus Carrier-Pnatieimit und ohne Fracht sowie ihren

- 68 -



Interaktionspartnern notwendig. Wahrscheinlich &t Modell zur Beschreibung der
konformationelle Anderungen bei allen CPs ungegigh€Ps aus Typ | Fettsauresynthasen
verhalten sich anders als ACPs aus Typ Il Fettsgntkasen, beide verhalten sich anders als
Aryl-Carrier-Proteine aus Polyketid-Synthasen u@PB aus NRPS verhalten sich wiederrum
anders (Chaet al., 2010). So scheint es eine Rolle zu spielen, olC& Teil einer gré3eren
Polypeptidkette mit weiteren funktionellen Domaristy oder ob es sich als eigenstandiges
Protein frei bewegen kann. FiUr die erstgenanntep@uwdaren vermutlich grél3ere
konformationelle Anderungen nétig um alle Interakipartner zu erreichen. Ungebundene
CPs miussten hingegen keine so gro3e konformateoRkibilitat aufweisen.

Die unterschiedliche Flexibilitat liegt vermutlietuch an den unterschiedlichen Umgebungen,
in denen Carrier-Proteine ihre Rolle austiben. GBsal$ einzelnes Protein vorliegen, wie
DItC oder die ACPs aus Typ | FettsduresynthaserBakterien kdonnen leichter durch
Bewegung des ganzen Molekuls die Reaktionsortéceee und mussen daher keine so grol3e
innere Flexibilitat aufweisen. Hingegen sind Pegti@arrier-Proteine Teil eines grofRen
Polypeptides und daher durch kovalente Bindungehrar Beweglichkeit eingeschrankt. Sie
mussen also flexibler sein um die verschiedenerktResorte der anderen Module der NRPS
zu erreichen.

An welchem Reaktionsort und wie DItCs ihre Fraclheder abgeben ist bisher unklar. Von
Volkmanet al., 2001 wurde die Existenz eines RKEWD-Motiv, besdbgn und eine Rolle
bei der Bindung an LTAs vorgeschlagen. Dieses Mogisteht bei Dcp aus den Aminosauren,
die Helix 11l ausbilden. Ein Bereich positiver Latpum DItCs Arginin 61 wirde demzufolge
an die negative Ladung der LTA binden. Allerdingsdieser positive Bereich bei den hier
gezeigten DItC-Strukturen deutlich kleiner als den NMR-Strukturen, die Volkmaet al.,
2001 fur das DItC-Homologe Dcp ermittelt haben. DI#C die Sequenz RDVWN anstatt
RKEWD besitzt, fehlt die positive Ladung von LysiBs konnte experimentell bewiesen
werden, dass mib-Alanin beladenes DItC alleine an LTAs binden kgholkman et al.,
2001), aber welche Rolle das RKEWD-Motiv dabei kpg& immer noch unklar. Auffallig
ist, dass die Reste des RKEWD-Motivs zwar in denk®tir von Dcp die Helix Il bilden, in
den hier vorgestellten Strukturen von DItC hingegeder Region nach Helix 11l liegen, die
von den Resten Isoleucin 55, Threonin 56 und Glatési gebildet wird. Die vorgeschlagene
Bindungsstelle fur Teichonsauren und Helix 11l kemm@lso auch bei den hier vorgestellten
DItC-Strukturen gefunden werden. Allerdings bild#iase Reste keine helikale Struktur aus.
Fur die Interaktionen von DItCs kdnnte es eher ghtig sein, ob die beteiligten Reste eine

Helix bilden oder nicht. Zudem zeigt Arginin 61 l2itC eine andere Konformation als bei
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Dcp, so dass der Bereich positiver Ladung bei Dié@Qtlich kleiner ausféllt als bei Dcp. All
diese Madglichkeiten schlieen sich natlirlich nichgegenseitig aus. Weitere
Interaktionsstudien sind nétig, um zu zeigen waldkadl zutrifft.

Sequenzvergleiche zwischen DItCs, ACPs und PCPgatlgesh eine Verwandtschaft
zwischen allen drei Carrier-Proteinen. Das Senmndas der Kofaktor gebunden wird ist bei
allen Carrier-Proteinen zu 100 % konserviert. Adeh Bereich von ungefahr 5 Aminosauren
vor und nach der Kofaktorbindungsstelle ist hoctgyakonserviert. Aber bei den drei
Gruppen von CPs sind jeweils andere Sequenzen ikosmde die zwar innerhalb einer
Gruppe, aber nicht zu der Sequenz anderer Grug@berich sind. Es zeigte sich auch, dass
DItCs mit ACPs enger verwandt sind als mit PCPshgkig 1l, Abbildung 48). PCPs besitzen
direkt vor dem modifizierten Serin zwei 100%ig kengerte Glycine gefolgt von einem hoch
konservierten Histidin. ACPs und DItCs hingegendrabinen hydrophoben Rest gefolgt von
einem sehr stark konservierten Aspartat. Nach demsdevierten Serin ahneln sich PCPs und
ACPs mehr, denn sie besitzen dort alle einen hydiopn Rest wie Valin, Leucin oder
Isoleucin. DItCs hingegen haben dort fast alle eath konserviertes Phenylalanin. Die
groRere Ahnlichkeit zwischen DItCs und ACPs wurdehavon einem Strukturvergleich mit
verschiedenen Strukturen von DItCs, ACPs und PQRer Benutzung des DALI-Servers
(Holm et al., 2008) bestatigt. Allerdings wird dabach die Sequenz der Proteine verglichen,
was das Ergebnis beeinflusst haben kdnnte. Diktaten zeigen, dass ACPs und DItCs eine
nahezu identische Faltung besitzen und sich nuHbkx 11l und der PPant-Bindestelle leicht
unterscheiden.

Die grof3en Struktur- und Sequenzahnlichkeiten zeiggass sich DItCs vermutlich
unabhéngig von den PCPs aus den ACPs entwicke#tnhatler DItCs ein friher Vorlaufer
der PCPs sind. Aufgrund der hohen KonservierungPdeteine desllt-Operons (Neuhaust

al., 2003), das fur gram-positiven Bakterien Uberlsechtig ist, muss es sich schon sehr
frih entwickelt haben, mdglicherweise vor den NRR&ch fiir DItA konnte eine sehr enge
Verwandtschaft mit den ACS festgestellt werden. ZB@emspiel wird Coenzym A von DItA
am effektivsten von allen NRPS A-Doméanen acyliedinfe et al., 2007). Auch
Sequenzvergleiche zeigen, dass DItA ndher mit déB Aerwandt ist als mit den NRPS A-
Domanen (Linnest al., 2007). Da sowohl DItA als auch DItC naher mit dRroteinen aus der
Fettsauresynthese verwandt sind als mit den Doma&usnNRPS, ist es logisch davon
auszugehen, dass sich alsOperon direkt aus Proteinen der Fettsauresynthetséac&elt
hat.
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3.3. Die Interaktion von DItA mit DItC

3.3.1. NMR-Titrationen von DItA zu DItC

Um die Interaktion von DItC mit seinem Bindungspart DItA zu untersuchen, wurde der
Wildtyp von DItA zu Wildtyp DItC (holo-Form), sowieu DItC S36A (entspricht apo-Form)
titriert, und die Signale de$N-markierten DItC gemessen. Die Veranderungen wurde
mittels der Anderung de¥N/*H-HSQC-Spektrums nach jedem Titrationsschritt egtit
Aminosauren von DItC, die mit DItA interagieren wién eine Abnahme der Signalintensitat
zeigen. Konformationelle Anderungen des markie#Cs wiirden zur Beobachtung von
vorher nicht vorhandenen Kreuzsignalen fuhren.

Im Vergleich der Spektren nach beendeter Titraio zwischen Wildtyp DItC und DItC
S36A deutliche Unterschiede zu erkennen (Abbilda#igind Abbildung 35). Die Signale der
Aminosaurereste Isoleucin 56 bis Aspartat 62 nehsmwohl bei DItC S36A als auch bei
DItC_wt ab. Zusatzlich ist beim Wildtyp auch noclines Signalabnahme der Reste
Phenylalanin 37 bis Leucin 44, Valin 54, Valin G8v&e Tryptophan 64 zu beobachten. Die
einzelnen Signale nehmen nur ab und werden nigktlkieben, so dass an anderer Stelle neue
Signale erscheinen. Dies weist darauf hin, das<C Diahrend der Bindung keine

Konformationsénderung durchlauft
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Abbildung 34: *H-"N-HSQC-Spektrum vor (schwarz) und nach (rot) derafidn von DItA zu DItC S36A.
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Abbildung 35: *H-*N-HSQC Spektrum vor (schwarz) und nach (rot) derafiin von DItA zu holo-DItC_wt
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In Abbildung 36 ist am Beispiel von Glutamat 58 ggt wie das Signal bestimmter
Aminosauren von DItC bei steigender Konzentratiam \DItA schwécher wird. Bei einer
Stéchiometrie DItC S36A zu DItA von 2:1 verschwihakls Kreuzsignal fur Glutamat 58
vollstdndig. Einen weiteren Hinweis auf die Komgigstung von DItC und DItA geben die
veranderten Relaxationszeiten. Wahrend DItC in dgro- bzw. holo-Form eine
Relaxationszeit von 10,3 ns bzw. 8,9 ns hat, kesier Komplex aus DItC und DItA
Relaxationszeiten von 15,7 ns fur apo-DItC bzw.01@s bei holo-DItC_wt. Die erhthten
Werte der Komplexe lassen sich mit dem langsamdraameln von DItC durch das

gebundene DItA erklaren.
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Abbildung 36: Die Abnahme der Signalintensitét von Glu58 in(&36A.

Obwohl die Interaktion von DItC mit DItA sowohl fitie S36A-Mutante als auch die holo-
Form von DItC mittels NMR nachgewiesen wurde, sehdie Affinitat nicht sehr grol3 zu
sein. Die NMR Messungen ergaben einep-Wert im Bereich 100 pM.
GrolRenausschlusschromatographie trennte DItC urnid\, Ddhne eine Komplexbildung
anzuzeigen (Daten nicht gezeigt).

Da DItA wahrend der Aktivierung und Ubertragung vorAla auf DItC verschiedene
Konformationen durchlauft, sollte der Effekt derrkormation von DItA auf die Interaktion
mit DItC wurde untersucht. Dafur wurde die Titraian Anwesenheit eines Inhibitors fur
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DItA durchgefuhrt. Bisher liegen keine Informationé@ber das Verhaltnis der verschiedenen
Konformationen von DItA in Ldsung vor. Zur Vereiofaung wird daher von einer
gleichmafigen Verteilung auf die drei Konformatioreusgegangen. Ein Inhibitor der nur
von einer bestimmten Konformation gebunden wirdprké das Verhaltnis der einzelnen
Spezies andern, und dies wiederum konnte die Bop@unDItC beeinflussen, das theoretisch
nur von der Konformation erkannt werden solltemliala-AMP auf DItC Ubertragt.

Dafur wurden zwei Inhibitoren von DItA untersuchtO-[N-(D-Alanyl)-sulfamoylladenosin
ist ein Inhibitor, der den Ubergangszustand Dieslanyl-Adenylats imitiert, aber nicht von
DItA hydrolysiert werden kann. Dieser Inhibitor kel also die Konformation von DItA
zugunsten einer Konformation verschieben, die DItC bindet.
Adenosine-5-[{,-B)-methyleno]triphosphat (AMPCPP) ist ein ATP-Anadog das ebenfalls
von DItA nicht hydrolysiert werden kann, da es aelstdes Sauerstoff zwischen der ersten
und zweiten Phosphatgruppe eine Methylgruppe hesitbies sollte das
Konformationsgleichgewicht zugunsten einer Konfaiora verschieben, die nicht an DItC
bindet.

Die Zugabe von 5’-O-[NH-Alanyl)-sulfamoylladenosin hatte keinen messbaréfekiE auf
die NMR-Signale. DItC verhielt sich in Bezug aukdBindung an DItA genauso wie in
Abwesenheit des Inhibitors. Auch die Zugabe von ANMP resultierte in keiner Veranderung
(Daten nicht gezeigt). Dies kann mehrere GrundehaBntweder kommt DItA in Lésung in
mehreren Konformationen vor oder mehr als eine Kenformationen wahrend des
Reaktionszyklus kann DItC binden. Aber da die Bmglwon DItC an DItA nicht durch
Inhibitoren beeinflusst werden konnte, bleibt vafig unklar, wie genau die Bindung ablauft

und wieso es zwei verschiedene Bindungsbereictie gib

Anhand der DItA 7-Ala-Mutante sollte untersucht dem, ob die Wechselwirkung von DItA
und DItC durch die Mutationen beeinflusst werdea.v&urde dieselbe Vorgehensweise wie
fur die Titrationen mit dem Wildtyp von DItA verwdat. Bei den Messungen wurde nur
isotopenmarkiertes DItC verwendet, daher konnteimekéSignale fur DItA aufgezeichnet
werden. Auf eine Verdnderung der Bindung kann aiso Uber die Signale von DItC
geschlussfolgert werden.

Die ausgewerteten Daten dét-""N-HSQC Spektren zeigten allerdings keine Untersthie
zu den Titrationen mit DItA_wt (Daten nicht gezgigdowohl fur die apo- als auch die holo-
Form von DItC war bei denselben Aminosauren wield&\ wt eine Abnahme der Signale
mit zunehmender Konzentration der DItA 7-Ala-Mutat beobachten.
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Offensichtlich bindet die erste Bindungsregion aigein an DItA, wahrend die Region nach
Serin 36 nur bei holo-DItC eine Bindung eingehtlole vermutlich fur die Insertion des
Phosphopanthetheins in das aktive Zentrum von Bérantwortlich ist. Die Reste 54, 63 und
64 verstarken diese Bindung Uber die WechselwirkomigResten an der Oberflache von
DItA.

3.3.2. Kristallisation und Strukturaufklarung des DItC-DIt A Komplexes

Um genauere Informationen tber die Art der Inteaskzwischen DItC und DItA zu erhalten,
wurde versucht beide Proteine zusammen zu krgtin. Dazu wurden holo-DItC_wt und
DItA in den Verhaltnissen 1:1, 2:1 und 3:1 gemisthh den Einfluss von ATP urmtAla zu
bestimmen, wurden Versuche ohne die beiden SubgtraDItA, nur mit einem der Substrate
und mit beiden Substraten, angesetzt. Dabei zsigke dass nur in den Ansatzen mit ATP
und D-Ala Proteinkristalle wuchsen. Ebenso war ein 1&théltnis von DItA zu DItC nétig:
bei einem 1:1 Verhaltnis konnten keine Kristallet&chtet werden.

Die verwendeten Kristalle bildeten sich in einemskallisationspuffer mit 0,1 M Imidazol,
0,1 M MES, 0,02 M 1,6-Hexandiol, 0,02 M 1-Butan6|p2 M 1,2-Propandiol, 0,02 M 2-
Propanol, 0,02 M 1,4-Butandiol, 0,02 M 1,3-Propahdl2,5% MPD, 12,5% PEG 1000 und
12,5% PEG 3350. Alle Kristalle wurden mit dem Rdamtgenerator innerhalb der Abteilung
vermessen und besal3en dieselbe Raumgrupe2PRFir die Strukturaufklarung wurde die
Struktur von DItA als Modell fir Molekularen Ersatzaittels BALBES (Longet al., 2008)
genutzt. Die so erhaltenen Daten zeigten einenegrd@&reich positiver Elektronendichte in
den die Struktur von DItC erfolgreich eingebaut desr konnte. In Tabelle 10 sind die Daten
zur Struktur des DItA-DItC-Komplexes angegeben
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A. Datensammlung

DItA-DItC-Komplex

Réntgengenerator Rigaku RA Micro007
in der Abteilung
Wellenlange. in A 1,5418
Temperatur in K 100
Raumgruppe P2,2,2;
(Molekile/asymmetrische Q)
Finheit’
Konstanten der Einheitszelle
a, b, cind 64,03
95,01
99,29
o, B, yin° 90
90
90
Aufldsungsbereich ih 39,23 -2,35
(2,48 — 2,35)

Nr. einzigartige Reflexe

25944 (3713)

Multiplizitat 6,0 (4,8)
Vollstandigkeit in % 100 (99,9)
I /ol 7,7 (2,3)
Rimeas IN % 16,7 (53,8)
B. Verfeinerung
Reryst i % 24,63
Riree IN % 25,97
r.m.s.d. Bindungslangen i 0,006
r.m.s.d. Bindungswinkel in ° 0,909
Mittlerer B-Faktor inA2 40,47
Ramachandran Plot in %

Bevorzugt 95,5

Erlaubt 4,5

Nicht erlaubt 0

Tabelle 10: Datenstatistik fiir die Struktur des DItA-DItC-Kotages. Sofern nicht anders angegeben sind Werte
in Klammern fuir den hochsten AuflosungsbereiBleas= 2|l - <I>| /Z<I>
Reryst = Z|[Fobs| - fFcalc||E[Fobs|
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Der Gesamtkomplex zeigt eine unerwartete Interaktion DItC mit DItA. DItC bindet nicht
zwischen der N-terminalen und C-terminalen Domé&woa DItA, sondern nur an der
N-terminalen Doméane (Abbildung 37). Diese Bindumgdét in relativ groRer Entfernung
vom aktiven Zentrum von DItA statt. Serin 36 vort@ist circa 40 A vom AMP im aktiven
Zentrum DItAs entfernt. Damit das aktiviebeAlanin vom aktiven Zentrum DItAs zu DItC
gelangen kann, musste DItC naher am aktiven ZentmmDItA binden. Die Rolle der hier

gefunden Bindung ist daher unklar.

Abbildung 37: Der Komplex aus DItA (N-terminale Domane in gri@ferminale Domane in blau) und DItC
(rot). AMP im aktiven Zentrum von DItA und DItC SerB6 sind alstick dargestellt.

Die beobachtete Bindung von DItC erfolgt hingegerssahlieRlich mit der N-terminalen
Doméane von DItA (Abbildung 38). Dabei betragt digeraktionsflache zwischen DItA und
DItC circa 400 A. Auch ist die Anzahl von eindeutig an der Wechsdiung beteiligten
Resten recht gering (Abbildung 39).
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Abbildung 38: Die Kontaktflache von DItA (grin; durchsichtigartoonDarstellung) und DItC (magenta, cyan,
rot, gelb; Oberflachendarstellung) im Komplex. DI&36A ist magenta geféarbt. Laut NMR interagieren
Bereiche in rot und gelb bei holo-DItC_wt mit DItBei DItC S36A interagieren nur Bereiche in gelli BitA.

Zu erkennen ist, dass die Wechselwirkung zum gréResniiber Aminosauren von DItCs Helix 1l und Heli
IV, sowie Aminosauren direkt vor Helix 1ll, erfolgt

Abbildung 39: Interagierende Reste von DItA und DItC in der deistélistruktur des DItA-DItC-Komplexes.
DItC ist cyan gefarbt, DItA grun. InteragierendesResind alsticksdargestellt und mit Namen versehen.
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Asparagin 129 bildet Wasserstoffbriicken mit Argibih von DItC. Glutamat 128 von DItA
ragt in ebenfalls in DItC hinein und interagierttiltC Arginin 61. Das nicht mit PPant
modifizierte Serin 36 von DIC geht Wasserstoffli@itbindungen mit den
Carbonylsauerstoffatomen des Peptidrickgrates Mata@at 125 sowie Glutamat 128 von
DItA ein. Valin 40 und Leucin 44 von DItC bildennein kleinen hydrophoben Bereich an der
Oberflache von DItC, an den Alanin 107 von DItA d@m konnte. Bis auf Serin 36 sind alle
Reste von DItC auch laut NMR-Titrationen an deetaktion beteiligt.

Leider konnte in der Komplexstruktur keine Elekeadichte gefunden werden, die auf ein
Vorhandensein des Kofaktors PPant hinweisen wilvtieden vorhandenen Daten ist nicht
zu klaren, ob DItC nicht modifiziert wurde oder die Elektronendichte nicht ausreicht, um
den sehr flexiblen Kofaktor zum Modell hinzuzufiigémAbbildung 40 ist eine Uberlagerung
des DItA-DItC-Komplexes mit freiem DItA und der Istallstruktur von DItC S36A gezeigt.
Abgesehen von der Abwesenheit des Kofaktors istStiiektur von DItC im Komplex mit
einem rmsd von 0,6 ahnlich zur ungebundenen Strwkin DItC. Wie auch schon die NMR-
Messungen mit DItC, zeigt die Kristallstruktur déemplexes dass sich die Konformation

von DItC durch Interaktion mit DItA als Bindungspar nicht andert.

Abbildung 40: Uberlagerung des DItA-DItC-Komplexes (griin) migigkm DItA (rot) und DItC S36A (blau).
Die Konformation von DItC wird durch die Wechselking mit DItA nicht veréandert. Bei DItA zeigt die
Region von Aminosaure 105 bis 130 eine veréndeot&@dtmation.
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Auch die Struktur von DItA im Komplex zeigt keineutlichen Konformationséanderungen im
Vergleich zur bereits bekannten Struktur von Dltkeiae. Der rmsd zwischen freien DItA
und DItA im Komplex betragt 0,6. Die gro3ten Untdniede sind bei den Resten 105 bis 130
zu finden (Abbildung 41). Der Bereich 106 bis 1Ergte bei der Struktur des freien DItA nur
schwache Elektronendichte. In der Komplexstrukstirdieser Bereich etwas kompakter und
zeigt eine bessere Elektronendichte. Der Unterdchigschen freiem und Komplex-DItA im
Bereich Aminosaure 105 bis 130 deutet auf eine drmig dieser Region zur DItC-Bindung
hin. Der genaue Effekt ist unklar, aber aus Abbilglu40 ist eine ,Verschiebung®
des Bereiches in Richtung C-terminale Doméane zarer&n.
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Abbildung 41: Unterschiede der &Atome von DItA in freier Form und in der Komplexstur.

Diese Verédnderung beschrankt sich nicht nur aufraséuren in direkter Nahe zu DItC. So
zeigen die Reste 105 bis 120 durch einen allosteis Effekt ebenfalls deutliche
Unterschiede zwischen freiem und Komplex-DItA, obwsie im Komplex nicht direkt an

der Wechselwirkung beteiligt sind.

Die Kiristallstruktur des DItA-DItC-Komplexes pasau den Ergebnissen der NMR-
Titrationen. Die beiden Bindungsregionen von DIt ermittelt wurden, sind auch bei der
Kristallstruktur nahe an DItA. Die Erkenntnisse filoke Bindung von DItC passen zu den
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bisherigen Erkenntnissen tber die Interaktionen®@arrier-Proteinen. So bilden die Reste 56
bis 62 DItCs Helix Ill und den Bereich davor, derACPs Teil von Helix IIl ist. Die Reste 37
bis 44, die nur bei der holo-Form binden, befindam am Anfang von Helix II, direkt nach
dem Serin 36, dass mit dem Kofaktor modifiziert Y&lin 54 befindet sich zwischen Helix Il
und Helix IIl, Valin 63 und Tryptophan 64 hingegeinter Helix Ill. Bei verschiedenen ACPs
und PCPs wurde sowohl fur Helix Il als auch Helik dchon friher eine Rolle fur die
Wechselwirkung mit anderen Proteinen gefunden (Faieal., 2008; Laiet al., 2006a; Lai

et al., 2006¢; Laiet al., 2006b; Mofidet al., 2002; Sameét al., 2007; Worshanet al.,
2003; Zhanget al., 2001; Zhanget al., 2003; Zhouet al., 2006; Zhouet al., 2007). Die
Beteiligung von Helix Il und Helix Il von DItC amler Interaktion mit DItA konnte mit
NMR-Titrationen von DItA zu DItC bestatigt werden.

In der Kristallstruktur des Komplexes findet dienBung zwischen DItA und DItC nur tber
einige wenige Aminosaurereste statt. Dies wirdéh alie schwache Bindung erklaren, die
mit NMR-Titration, Gréf3enausschlusschromatograpimé nativer PAGE beobachtet wurde.
Aber dabei muss beachtet werden, dass eine Ubengate-Alanins vom aktiven Zentrum
des DItA auf den Kofaktor von DItC bei diesem Bingsmodell nahezu unmaglich ist.

Als grobes Modell, wie PPant mit DItA interagier&dnnte, konnen die Strukturen der
ACS herangezogen werden (Regeral., 2007). Dabei ist zu sehen, wie Coenzym A, der
Vorlaufer von Phosphopantethein, in das Adenylatenide Enzym inseriert. Da der
grundlegende Reaktionsmechanismus der ACS derstliage bei DItA, ist es anzunehmen
dass Phosphopantethein von DItC in das aktive dentron DItA auf eine ahnliche Weise
vordringen konnte. Daraus folgt, dass die Seitdaketdie nahe bei Serin 36 liegen, in
direkten Kontakt mit Aminosauren von DItA kommen rdéin. In der gefundenen
Kristallstruktur ist diese Form der Insertion aflexgs nicht moéglich, da sich DItC zu weit
vom aktiven Zentrum von DItA befindet. Da der Reéaksmechanismus sowie die
Lokalisation des aktiven Zentrums von DItA eindgudentifiziert wurden (Dwet al., 2008b;
Osmanet al., 2009; Yonuset al.,, 2008), muss davon ausgegangen werden, dass die
Ubertragung de®-Alanins in der hier gezeigten Form des Komplex@&htnvorkommen
kann. Ob DItA noch weitere Bindungsstellen fur Dh@t oder DItC seine Position wahrend
der Reaktion &ndert ist unklar. Da die NMR-Titraga ein 1:2 Verhaltnis von DItA zu DItC,
sowohl bei DItC S36A als auch beim Wildtyp, zeig&dre es auch mdglich, dass zwei
Molekile DItC an ein DItA binden. Dann wirde eint®lin der Art binden wie es in der
Kristallstruktur gesehen werden kann. Die Bindayediir das andere DItC ist unklar, musste

aber wahrscheinlich nahe dem aktiven Zentrum liegen
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4, Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteinpraguklesdit-Operons untersucht und
charakterisiert. Dabei wurden proteinbiochemischetidden genutzt, um die Proteine
herzustellen und zu reinigen. Die so gewonnenenei® wurden biophysikalisch und in
Bezug auf ihre Wechselwirkungen beschrieben.

Anhand bereits vorhandener Kristallstrukturen vdtARQvurden Aminosauren im oder nahe
beim aktiven Zentrum identifiziert, die Einflussfadie Substratspezifitait haben kdnnten.
Mittels Punktmutanten von DItA wurde dieser Einfludann experimentell untersucht. Die
Ergebnisse zeigen eine Beteiligung der mutiertestdRan der von Adenylierungsdomanen
katalysierten Reaktion.

Weiterhin wurden, ausgehend von den vorher bekanKtéstallstrukturen von DItA, die
Aminosauren Glycin 108 bis Valin 114 in der DItAATa-Mutante zu Alaninen mutiert. Diese
Reste, die in der Nahe der wahrscheinlichen Birglerefir DItC liegen, weisen in der
Struktur eine hohe Flexibilitat auf und kénnten élamoglicherweise an der Bindung zu DItC
beteiligt sein. Diese Mutante zeigte aber in NMRdationsexperimenten keinerlei
verandertes Bindungsverhalten zu DItC gegeniber Dé/ Wildtyp. In der Struktur des
DItC-DItA-Komplexes wurde fur diese Region eine $msdefinierte Elektronendichte und
ein allosterischer Effekt durch die DItC-Bindundgalen.

Von DItC wurde die Kristallstruktur in mehreren Rwn geldst. Mit DItC S36A wurde die
apo-Form imitiert, die nicht mit dem Kofaktor Phbgpantethein modifiziert ist. Fur die
Daten von zwei verschiedenen Kristallformen dewokHedrm von DItC wurden ebenfalls die
Strukturen gelost. Alle drei Strukturen zeigen eiientische Konformation. NMR-
Messungen mit*C/*®N markierten Proben bestatigten, dass DItC in déo-Form dieselbe
Konformation besitzt wie DItC S36A, das der apofR@ntspricht.

Die Interaktion von DItC und DItA wurde mit NMR-Tation untersucht. Dabei konnten zwei
verschiedene Binderegionen von DItC bestimmt werdbke an der Interaktion mit DItA
beteiligt sind. Durch Titration von DItA zu DItC wden die an der Interaktion beteiligten
Reste identifiziert, sowie das stochiometrische hdénis und eine Dissoziationskonstante
abgeschéatzt. Dabei zeigte sich, dass apo-DItC nturemer Regionen bindet, holo-DItC

hingegen noch mit einer weiteren Region.
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DItA und DItC konnten als Komplex kristallisiert dndie Struktur gelost werden. Diese
Struktur zeigt eine neue Art der Bindung zwischeen dbeiden Proteinen. Die

Interaktionsbereiche, die mit NMR bestimmt wurdeassen zu der Struktur des Komplexes.

Zusammen mit den vielen bekannten Strukturen voenitht-bildenden Enzymen zeigen
diese Ergebnisse, dass viele Details des Zusamménspwischen Adenylat-bildenden
Enzymen und den Carrier-Proteinen noch nicht aciseeid verstanden sind. Offensichtlich
sind die spezifischen Reste, die die Wechselwirkuaigirsachen, noch nicht klar definiert.
Diese Arbeit konnte wichtige Binderegionen von Dlt@ntifizieren. Auch wurde eine Art
der Interaktion von DItA und DItC gezeigt, die migherweise bei anderen oder allen
Adenylat-bildenden Enzymen und CPs vorkommt. Dietuelle Theorie Uber die
Wechselwirkung und Reaktion von Adenylat-bildendénzymen und CPs sieht diese
Bindung jedoch nicht vor, und es ist unklar, worudient. Weitere Untersuchungen werden
klaren mussen, welche Rolle dieser Proteinkompfs&lts Die hier vorgestellte Arbeit hat
dafur grundlegende Informationen geliefert und n®iehtungen aufgezeigt, in die weiter
geforscht werden sollte. Und da die bisher wenig¢ensuchten Proteine DItB und DItD
erfolgreich rekombinant hergestellt werden konntgoilte es zukinftig moéglich sein, die
Interaktion aller vier Dlt-Proteine weiter zu urgechen
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6. Anhang

Anhang I: Klonierung und Expression von DItD und DkB

Fur spatere Untersuchungen der WechselwirkungenDiti2 und DItD wurden geeignete
Konstrukte zur Expression dieser beiden Membraepretgeneriert.

So wurde die DNA-Sequenz vaittB ausBacillus subtilisin die Vektoren pET-15b, pET-15b
TEV, pET-19b, pET-21a und pET-28b kloniert. Alle Rferen besitzen einen Hiag. Die
Klonierung erfolgte mit den in Tabelle 5, Kapitel22angegeben Oligonukleotiden unter
Verwendung der Restriktionsenzyme Nhel und Xhole Mektoren wurden in BL21 (DE3)
Zellen unter verschiedenen Temperaturen und mgcheedenen IPTG-Konzentrationen auf
Expression getestet. Untersucht wurden Temperatwen4 °C und 37 °C, sowie IPTG-
Konzentrationen von 0,1 mM, 0,2 mM und 0,5 mM. Affektivste Expressionsbedingungen
wurde eine Induktion mit 1 mM IPTG bei einer ophisa Dichte von ungeféahr 1 und einer
Expression tuber Nacht bei 30 °C gefunden.

Bei keinem Expressionsversuch konnte DItB in einemt Commassie gefarbten SDS-
Polyacrylamidgel detektiert werden. Daher wutdemunoblottingmit einem anti-Hidag
Antikorper zur Detektion verwendet. Mittels dieddethode konnte eine sehr schwache
Expression von DItB gefunden werden (Abbildung ®¢merkenswerterweise konnte fur
alle verwendeten Konstrukte mit DItB schwache Egpi@n beobachtet werden. Dabei war

die Expression mit pET-15b am starksten und mit{2B8& am schwachsten.
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Abbildung 42: Immunoblotting-Membran zum Nachweis der Expressiom DItB (43 kDa); M:
Proteinstandard in Kilodalton, 1: leer, 2: pETXt, 3: pET-15b TEVMItB, 4: pET-19bdItB, 5: pET-21adltB,
6: pET-28adItB. Die Detektion erfolgte mit Alkalischer Phosphatas
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Fur DItD wurden zwei verschiedene Varianten gemeriEinmal wurde das vollstandige
Protein verwendet. Als zweites wurde eine Mutardgaegiert, die um die N-terminalen 26
Aminosauren verkirzt wurde. Diese 26 Aminosaurend sihydrophob und dienen
wahrscheinlich als Membrananker fur DItD. Durch @asfernen dieser Aminosauren sollte
eine losliche Form von DItD geschaffen werden,icheZellplasma vorkommt und damit in
groBerer Menge produziert werden und leichter gegei werden kann. Fir die
Volllangenform von DItD, im weiteren DItD_wt genanmvurden das GedItD ausBacillus
subtilisin die Vektoren pET-15b, pET-15b TEV, pET-19b, pElb, pET-21a, pET-22b und
pET-28a kloniert. Die um 26 Aminoséuren verkurztatdhte, im weiteren DItD_tr genannt,
wurde in den Vektor pET-20b kloniert. Die Untersush der Expressionsbedingungen
erfolgte auf die gleiche Art wie bei DItB. Die gtéiMenge an exprimierten DItD und
DItD_tr wurde bei einer Induktion mit 1 mM IPTG baner optischen Dichte von ungefahr 1,
und darauf folgend einer Inkubation Gber Nacht 3&i°C erhalten. Auch hier konnte die
erfolgreiche Expression nur mit Immunoblotting d¢iert werden, obwohl die Banden
deutlich ausgepragter waren als bei DItB, was #@né astarkere Expression hindeutet. Ein
Immunoblot eines Expressionstest von DItD_wt untDDtr ist in Abbildung 43 gezeigt. Fir
DItD_wt konnte mit pET-20b, pET-21a, pET-22b und TpEBa Expression festgestellt
werden. Auch die N-terminal verkirzte Variante DItD konnte in pET-20b erfolgreich

exprimiert werden.
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Abbildung 43: Immunoblotting-Membran zum Nachweis der Expressiom DItD (43 kDa); M:
Proteinstandard in Kilodalton, 1: pET-188D_wt, 2: pET-21alltD_wt, 3: pET-28alltB, 4: pET-28adItD_wt,
5: pET-15b TEVMIB, 6: pET-20bdItD_tr, 7: pET-190dItD_wt, 8: pET-190dItB, 9: pET-22bdItD_wt. Die
Detektion erfolgte mit Alkalischer Phosphatase.
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Anhang Il: Zusatzliche Abbildungen

Abbildung 44: Strukturelle Uberlagerung der drei Strukturen vagebundenem DItC. DItC S36A ist rot dargestelltdDwt Form | in gelb und DItC_wt Form Il in cyaneD
Kofaktor PPant der Struktur von DItC_wt Il ist ZDrientierung alstick dargestellt.
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Abbildung 45: Die Standardabweichung der einzelnen Aminosaueshesteiner Uberlagerung der drei Strukturen vaic DI
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Abbildung 46: Das'H-*N-HSQC Spektrum von DItC S36A
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Abbildung 47: Das*H-"*N-HSQC Spektrum von holo-DItC_wt
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ACP|Q3Z323|ACP_SHISS
ACP|E7UHT1|EFUHTL_ECOLX
ACP|C45Y82|C4SYEB2_YERIN
ACP|D2YDP2|D2YDP2_VIBMI

e — ACP|ABF1CI|AGF1CS_SALTE

o ACP|ASCWQO|ASCWQO_VESOH
ACPIQE1WIT|ACP_BACAN

ACP|B35FS2|B35FS2_TRIAD
ACP|F1ZDP2|FLZDP2_SSPHH

{ ACP|C3WSW1|C3WSV1_SFUSO
ACP|GOEZHS[QO62K5_SSYNE

ACP|FORVS4|FORVS4_SPHGE
ACP|D4KASE|D4KAIS_SFIRM
ACP|B512KE|B5I2KE_SACTO
- ACP|C7CZ26|CTCZZ6_ENTFA
{ ACP|AZYII8|AZYIIE_ORYSI
ACP|ESAHXE |ESAHXE_CHLPL
— DC|FODIV7 |FODSWT_STAAU
— | '_{ DKC|CBAZYS|CBAZYS_STAAU
CRC[B7HKS3|DLTC_BACC?
N L‘DI{:C|BBJ932|BSJQSZ_BACAH

DItC|P29575|DLTC_BACSU
| DItC|E2VSNZ|E2VSNZ_ENTFA

! DRC|C7CUGE|CTCUGE_ENTFA

[——— DKC|BSQMPZ|ESQMP3_LACRH
DItC|QO03DW 3| QOZDW3_PEDPA
{ |DItC|E3RATE|E3RATE_SLACO
DItC | QO4HOE|QO4HOE_CENCE

DItC |B2DUNT[B2DUNT_STRPN

DHRC|F3UM73|F3UM73_STRSA

DItC [EEKTDZ[EBKTDZ_STRPA
DIC|FLZ1I3|FLZ1I3_95STRE
DIC|ESV2E6|ESVEEE_SBACL

DIEC|B1KXPS [B1KXPI_CLOBM

L PCP|Q2SGH4|Q25GH4_HAHCH
PCP|DOLQVS|DOLQVS_HALOL
PCP|CEUZEZ|CEUSEZ_BURPS

PCP|Q5LYS5|Q5LVSS_SILPO
PCP|C9ZCYE|COZCYE_STREW
PCP|QOSUNZ|QOSUNZ_STIAD

PCP|Q1ICF7|Q1ICF7_PSEE4
a PCP|ASUST3|ASUST3_MYCTA
PCP|QO9164|Q09164_TOLIN
{ PCP|C2NB42|C2NB4Z_BACCE
PCP|Q4BKCL|Q48KCL_PSEL4
PCP|ASESKS |ASBSHE_HERAZ
PCP|D2QVLE|D2QVLE_SPILD
PCP|CZQCHO|C2QCND_BACCE

PCP|F3FWSE|F3FWSE_PSESK
—’—,_( PCP|ESASTO|ESASTO _BURRH

Abbildung 48: Phylogenetischer Baum von DItCs, ACPs und PCP. AEEB#®s und DItCs bilden je eine eigene Gruppe.$i6d naher mit ACPs verwandt als mit PCPs.
Vergleich erstellt mit T-Coffee (Moretti et al., @0) und graphisch aufbereitet mit ATV (Zmasek et2001).
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Anhang lll: Verwendete Abktrzungen und Fachbegriffe

Abu Aminobuttersaure

ACP Acyl-Carrier-Protein

ACS Acyl-Coenzym A-Synthase

Ala Alanin

AMP Adenosin-Monophosphat

Arg Arginin

Asn Asparagin

ATP Adenosin-Triphosphat

Asp Aspartat

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphat

CAMP cationicantimicrobial peptidgKationisches
antimikrobielles Peptid)

CoA Coenzym A

Cys Cystein

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonucleic aci@Desoxyribonukleinséure)

GIn Glutamin

Glu Glutamat

Gro-P 3-Phosphoglycerin

Gly Gylcin

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonséure

His Histidin

IgG Immunoglobulin G

lle Isoleucin

IMAC immobilized metal ion affinitghromatography
(Affinitatschromatographie mit immobilisierten
Metalilonen)

IPTG Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid

LB lysogeny broth

Leu Leucin

LPS Lipopolysaccharid

LTA lipoteichoic acid(Lipoteichonséaure)

Lys Lysin

MAD Multiple anomale Dispersion

Met Methionin

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NMR Nuklearmagnetresonanz

NRPS Nichtribosomale Peptidsynthetasen
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NTP Nukleosidtriphosphate

oD Optische Dichte

PCP Peptidyl-Carrier-Protein

PCR polymerase chain reaction
(Polymerasekettenreaktion)

PDB Proteindatenbank

Phe Phenylalanin

PPant 4'-Phosphopantethein

PR Pyrophosphat

Pro Prolin

PVDF Polyvinylidenfluorid

SDS sodium dodecly sulfai@atriumdodecylsulfat)

SEC size exclusion chromatography
(GréRenausschlusschromatographie)

Ser Serin

TA teichoic acid(Teichonséaure)

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Thr Threonin

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

tRNA Transfer-Ribonukleinséure

Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

wt Wildtyp

WTA wall teichoic acid(Zellwandteichonsaure)

Val Valin
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