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Abkürzungen und Symbole 
Tab.1: Liste der benutzen Abkürzungen 
Abkürzung Bedeutung 
4CL 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 
ACS Acetyl:Coenzym A Synthetase 
AGA Aminoglykosid Antibiotikum 
Amp Ampicillin 
AMP Adenosin-5’-Monophosphat 
APS Ammoniumperoxosulfat 
As Aminosäuren 
ATP Adenosintriphosphat 
bp (kB) Basenpaare (Kilo-Basenpaare) 
BSA Rinderserumalbumin  
CBAL 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase 
CBD Chitin binding domain, Chitin-Bindedomäne 
CIP Calf intestinal alkaline phosphatase 
CoA / CoASH Coenzym A / reduzierte Form des Coenzym A 
CV Column volume, Säulenvolumen 
Da (kDa) Dalton (Kilodalton) 
ddH2O Doppeltdestilliertes Wasser 
DhbE 2’-3’-Dihydroxybenzonat Adenylierungsdomain 
DltA D-Alanin aktivierende Domäne 
DNA  Desoxyribonukleinsäure  
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT Dithiothreitol 
ε Extinktionskoeffinzient 
E. coli  Escherichia coli  
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure  
EPL expressed protein ligation 
EtOH Ethanol 
g Zentrifugalkraft / Erdbeschleunigung 
GSAM Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase 
HEPES N-2-Hydroxylethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsäure 
HPLC Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
I3C 5-Amino-2,4,6-triiod-Isophthalsäure (magic triangle Verbindung) 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
Kan Kanamycin 
LB-Medium Luria-Bertani-Medium 
LC-FACS Long chain fatty acyl-CoA synthetase 
Luc Luciferase 
mA milli Ampere 
MAD multi wavelength anomalous dispersion 
mAU milli absorption unit 
MCS Multiple cloning site 
MeOH Methanol 
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 
MR molecular replacement, molekularer Ersatz 
MW Molekulargewicht 
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Tab.1: Liste der benutzen Abkürzungen (Fortsetzung) 
Abkürzung Bedeutung 
MWCO molecular weight cut off 
NCL Native chemical ligation 
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriacetat 
NIS NRPS independent siderophores 
NRPS Non ribosomal peptide synthetases, nicht-ribosomale Peptid-

Synthetase 
OD600  optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm 
PCR  polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 
PEG Polyethylenglycol 
PheA Phenylalanin activation domain of Gramicidin S biosynthesis 
PIPES Piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonsäure) 
PLP Pyridoxin-5’-phosphat 
PMP Pyridoxamin-5´-Phosphat 
PPi Pyrophosphat 
rmsd Root mean square deviation, Wurzel aus der mittleren quadratischen 

Verschiebung 
RP-HPLC reversed phase- Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
rpm Rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
rRNA Ribosomale Ribonukleinsäure 
RT Raumtemperatur 
S. lividans/lividus Streptomyces lividans/lividus 
SAD single wavelength anomalous dispersion 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SOC-Medium salt-optimized broth (SOB) + carbon Medium 
spp. Species pluralis 
SPPS Solid-phase peptide synthesis 
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TCA Trichloressigsäure 
TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine Hydrochlorid 
TEMED N,N,N´N´-Tetramethyldiamin 
TES N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsäure 
TFA Trifluoressigsäure 
TrisHCl Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Hydrochlorid 
t-RNA Transfer-Ribonukleinsäure 
U  units  
UV  Ultraviolett  
V Volt 
v/v  volume per volume (Volumen pro Volumen)  
VIS Sichtbares Licht 
w/v  weight per volume (Masse pro Volumen)  
WT Wildtyp 
 

Aus dem Englischen übernommene Begriffe, für die kein äquivalenter deutscher 

Begriff existiert, werden in kursiver Schreibweise dargestellt. 

Abkürzungen für Aminosäuren (Einbuchstabencode bzw. Dreibuchstabencode) 

werden gemäß der biochemischen Literatur verwendet. 
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1  Aufbau der Arbeit 
 

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Proteine bearbeitet. 

Zum einem die 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1, ein Enzym aus dem 

Sekundärstoffwechsel der Sojabohne (Glycine max.), und zum anderen die 

Aminotransferase LivB, welche zu einem Antibiotikum produzierendem Gencluster 

aus dem Bakterium Streptomyces lividans gehört. 

Um die Lesbarkeit der Arbeit zu verbessern, wurden die Einleitung und die 

Ergebnisse bzw. Diskussion der jeweiligen Enyzme in einen Abschnitt 

zusamengefasst. In Abschnitt 2 der Arbeit wird die 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1 

behandelt, während Abschnitt 3 die Einleitung, Ergebnisse und Diskussion der 

Aminotransferase LivB beinhaltet. Da sich die verwendeteten Methoden sehr ähneln, 

wurde ein gemeinsamer Material- und Methodenteil für beide Proteine angefertigt, 

welcher sich im Abschnitt 4 befindet. Auf die entsprechenden Methoden wird im 

jeweiligen Ergebnisteil verwiesen. 
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2  4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1 
 

2.1 Einleitung 
 

2.1.1 Die Adenylat-bildende Enzymfamilie 
 

Die Familie der Adenylat-bildenden Enzyme besteht aus Proteinen, bei welchen im 

Reaktionsverlauf ein Adenylat erzeugt wird. Alle Mitglieder dieser Familie besitzen 

einen ähnlichen zweistufigen Reaktionsmechanismus (Abb. 2-1). Im ersten 

Reaktionsschritt (I) wird unter ATP-Verbrauch als Intermediat ein Adenylat gebildet, 

während im zweiten Reaktionsschritt (II) das adenylierte Substrat auf den Akzeptor 

(Y) übertragen wird. Durch die Adenylierung wird ein Intermediat mit energiereicher 

Bindung gebildet, welches durch das Akzeptormolekül leichter angegriffen werden 

kann. Die Energie für beide Reaktionsschritte wird hierbei durch die Hydrolyse von 

Adenosintriphosphat (ATP) zu Pyrophosphat (PPi) und Adenosinmonophosphat 

(AMP) sowie der anschließenden Hydrolyse des Pyrophosphates zu Phosphat 

geliefert.  

 

 
Abb. 2-1: Reaktionsmechanismus der Adenylat-bildenden Enzymfamilie. 
 

Adenylat-bildende Enyzme sind in allen prokaryontischen und eukaryontischen 

Organismen vertreten. Die Enzymfamilie wurde zunächst aufgrund von sequenziellen 

und strukturellen Ähnlichkeiten in drei Unterfamilien unterteilt [Fulda et al., 1994; 

Gulick et al., 2004]. In die Unterfamilie I wurden die nicht-ribosomalen Peptid-

Synthetasen (NRPS) wie die Phenylalanin aktivierende Domäne von Gramicidin S 

(PheA), die D-Alanin aktivierende Domäne (DltA) aus Bacillus subtilis und die 2,3-
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Dihydroxybenzoat-AMP-Ligase (DhbE) eingegliedert. Die Unterfamilie II beinhaltet 

die Acyl- und Aryl Coenzym A Synthetasen wie z.B. die Acetyl:Coenzym A 

Synthetasen (ACSs), die 4-Cumarat:Coenzym A Ligasen (4CLs) und die 4-

Chlorobenzoyl-CoA Ligasen (CBALs), während Unterfamilie III die Oxidoreductasen, 

also die Gruppe der Luciferasen, umfasst. Durch Schmelz und Naismith wurde 2009 

eine neue Ordnung eingeführt, welche mehr auf der den Enzymen gemeinsamen 

chemischen Reaktion beruht und zwei weitere Enzymgruppen enthält, die 

Aminoacyl-tRNA Synthasen und die NRPS unabhängigen Siderophor (NIS) 

Synthasen, die sich in ihrer Struktur von denen der Unterfamilien unterscheiden 

[Schmelz et al., 2009]. Klasse I der Superfamilie der Adenylat-bildenden Enyzme 

besteht aus den früheren Unterfamilien I bis III als Unterklasse Ia, Ib und Ic. Die 

Klasse II enthält die Aminoacyl-tRNA Synthasen und die Klasse III die NRPS 

unabhängigen Siderophor (NIS) Synthasen. 

 

Obwohl sich der Reaktionsmechanismus sehr ähnelt, sind die von den Enzymen 

verwendeten Substrate jedoch sehr verschieden. So ist z.B. die ACS von großer 

Bedeutung für den Zellstoffwechsel bei Bakterien, Pflanzen und Tieren, da durch sie 

die Bildung von Acetyl-Coenzym A katalysiert wird (Abb. 2-2a). Acetyl-Coenzym A ist 

als energiereiche Verbindung ein wichtiger Bestandteil sowohl im 

Kohlenhydratstoffwechsel, bei der Fettsäurebiosynthese als auch für die Synthese 

von Isoproiden [Michal, 1999; Voet et al., 1995]. DhbE ist dagegen als Teil einer 

nicht-ribosomalen Peptidsynthase an der Synthese von Bacillibactin beteiligt, einem 

von Bakterien produziertem Siderophor, welches der Eisengewinnung aus der 

Umgebung dient (Abb. 2-2b) [May et al., 2001]. Bei der Luciferase aus den 

Glühwürmchen wird hingegen durch die Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin Licht 

emittiert (Abb. 2-2c) [White et al., 1971], das typische Leuchten der Käfer dient dem 

Anlocken von potentiellen Partnern für die Fortpflanzung [Stanger-Hall et al., 2007].  



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1 
 

 

14 
 

 

 
Abb. 2-2: Reaktionsmechanismus ausgewählter Adenylierungsenzyme. 
Dargestellt sind Vertreter der drei Unterklassen der Adenylat-bildenden Enzyme. In a) ist die Reaktion 
der Acetyl:Coenzym A Synthetase (ACS) zu sehen, b) zeigt den Reaktionsmechanismus der nicht-
ribosomalen Peptid-Synthetase DhbE und in c) ist die von der Luciferase (Luc) katalysierte Reaktion 
dargestellt. Jeweils in rot sind die Akzeptormoleküle markiert, in blau die beteiligten Enzyme. 
 

Alle Mitglieder der Klasse I haben jedoch neben dem Reaktionsmechanismus noch 

ein weiteres Merkmal gemeinsam. So besitzen alle Enzyme eine bestimmte Sequenz 

konservierter Aminosäuren, durch welche sie sich in diese Klasse einordnen lassen. 

Mit leichten Variationen kann diese Sequenz in allen Mitgliedern der Enzymklasse 

gefunden werden (Abb. 2-3) [Chang et al., 1997].  

 

 
Abb. 2-3: Konserviertes Sequenzmotiv der Klasse I der Adenylat-bildenden Enzymfamilie. 
Fettgedruckt sind die am stärksten konservierten Aminosäuren dargestellt, in Klammer alternativ 
vorkommende Aminosäuren. Der Buchstabe X bezeichnet eine beliebige Aminosäure. Die Zahlen 
beziehen sich auf die Sequenz der 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase (CBAL) aus Pseudomonas sp. 
[Chang et al., 1997]. 
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2.1.1.1 Kristallstrukturen der Klasse I der Adenylat-bildenden Familie 

 

Ein weiteres Merkmal der Enzyme der Klasse I ist ein ähnliches Faltungsmuster, was 

durch die Aufklärung der Kristallstrukturen einiger Mitglieder gezeigt werden konnte. 

So weisen die Strukturen der Luciferase [Conti et al., 1996], der Acetyl-

CoA Synthetasen aus Bakterien [Gulick et al., 2003] und Hefe [Jogl et al., 2004], der 

CBAL [Gulick et al., 2004], der Acyl-CoA Synthetase langkettiger Fettsäuren (LC-

FACS) aus Thermus thermophilus [Hisanaga et al., 2004] sowie der 

Adenylierungsdomänen PheA [Conti et al., 1997], DhbE [May et al., 2002] und DltA 

[Du et al., 2008; Yonus et al., 2008] den gleichen Aufbau auf (Abb. 2-4). Die Enzyme 

lassen sich in zwei Domänen unterteilen, in eine große N-terminale und eine kleine 

C-terminale Domäne. Beide sind durch einen kurzen loop, der sogenannten hinge 

Region, miteinander verbunden. Die N-terminale Domäne kann noch in drei 

Subdomänen, zwei β-Faltblätter und ein α-barrel, untergliedert werden. 

 

 
Abb. 2-4: Kristallstrukturen der 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase und Luciferase. 
Dargestellt sind die Kristallstrukturen der 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase aus Alcaligenes sp. in der für 
die Adenylierung (CBAL-A) und Thioesterbildung (CBAL-T) benötigten Konformation sowie der 
Luciferase (Luc) aus Photinus pyralis in der offenen Konformation. Es wurde eine strukturelle 
Überlangerung der N-terminalen Domäne der 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase auf die N-terminale 
Domäne der Luciferase vorgenommen. In dunkelgrün ist die große N-terminale Domäne dargestellt, in 
gelb die kleine C-terminale Domäne. In rot sind die zwei ersten β-Stränge der kleinen C-terminalen 
Domäne nach der hinge Region markiert, um die Bewegung der Domäne deutlicher darzustellen. Die 
PDB-Codes der Enzyme sind: 3cw8 (CBAL-A), 3cw9 (CBAL-T) [Reger et al., 2008] und 1lci (Luc) 
[Conti et al., 1996]. 
 

Die Größe der Domänen schwankt zwischen den Mitgliedern der Enzymfamilie, so ist 

die N-terminale Domäne zwischen 400-550 Aminosäuren groß, während die C-

terminale Domäne zwischen 100-140 Aminosäuren besitzt [Reger et al., 2008]. Beim 
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Vergleichen der Strukturen zeigte sich zudem, dass die kleine C-terminale Domäne 

in verschiedenen Orientierungen bezüglich der N-terminalen Domäne auftritt (siehe 

Abb. 2-4). Zusammen mit Untersuchungen der Auswirkung von bestimmten 

Punktmutationen auf die Aktivität von der Luciferase und CBAL [Branchini et al., 

2005; Reger et al., 2007] wurden als Erklärung für die unterschiedlichen 

Orientierungen der C-terminalen Domänen Konformationsänderungen während der 

Enzymreaktion postuliert [Reger et al., 2008; Gulick, 2009]. So steht die 

Konformation der ersten Teilreaktion (Abb. 2-4, CBAL-A) für die Bildung des 

Adenylatintermediats und wird durch die Strukturen der Luciferase von 

Luciola cruciata [Nakatsu et al., 2006], der Adenylierungsdomänen PheA [Conti et 

al., 1997], DhbE [May et al., 2002] sowie DltA aus B. subtilis [Yonus et al., 2008], der 

ACS aus Hefe [Jogl et al., 2004] und der CBAL [Gulick et al., 2004] präsentiert. In der 

Adenylierungskonformation (adenylation) ist das aktive Zentrum durch eine enge 

Zusammenlagerung beider Domänen vom umgebenden Lösungsmittel abgetrennt 

[Yonus et al., 2008; Gulick, 2009]. Die zweite Konformation entspricht dem zweiten 

Teilschritt der jeweiligen Enzymreaktion (Abb. 2-4, CBAL-T) und ist deshalb sehr 

unterschiedlich. Auch hier ist das aktive Zentrum vom Lösungsmittel separiert, 

jedoch ist die kleine Domäne um 140° im Vergleich zur ersten Konformation gedreht. 

Diese Konformation konnte bisher bei der bakteriellen ACS [Gulick et al., 2003], der 

LC-FACS [Hisanaga et al., 2004], DltA aus B. cereus [Du et al., 2008] und der CBAL 

[Reger et al., 2008] gefunden werden. Weitere Konformationen (Abb. 2-4, Luc) 

konnten bei Abwesenheit von Liganden in den Luciferasen aus Photinus pyralis 

[Conti et al., 1996; Franks et al., 1998] und der LC-FACS [Hisanaga et al., 2004] 

entdeckt werden, siehe [Yonus et al., 2008] und [Gulick, 2009]. Diese werden als 

„offene“ Konformationen bezeichnet, da die für die Enzymreaktion benötigten 

Aminosäurereste zu weit auseinanderliegen. Durch die Strukturen der CBAL in 

beiden Konformationen von Reger et al. konnte die These schließlich bestätigt 

werden [Reger et al., 2008; Wu et al., 2008]. 

Da Kristallstrukturen nur einen Blick auf die Konformation zu einem bestimmten 

Zeitpunkt zulassen, wären Untersuchungen mittels Fluoreszenz oder NMR sehr 

interessant, um die Konformationsänderung während der Enzymreaktion in Lösung 

zu verfolgen. Die üblichen NMR-Methoden können jedoch nur für kleinere Proteine 

mit einer Größe von unter 30 kDa genutzt werden. Die Mitglieder der Klasse I der 

adenylat-bildenden Enyzme sind mit molekularen Größen zwischen 55-65 kDa für 
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NMR-Untersuchungen zu groß. Eine Möglichkeit mit Hilfe der NMR dennoch 

strukturelle Erkenntnisse zu gewinnen, wäre die partielle Isotopenmarkierung der 

Enzyme. So könnten sich durch eine Markierung der kleinen C-terminalen Domäne 

und NMR-Messungen mit verschiedenen Substraten bzw. Substratanaloga 

Aussagen über die Konformationsänderungen während der Reaktion treffen lassen. 

Die partielle Isotopenmarkierung sollte hierbei mit Hilfe der Methode der Protease-

vermittelten Proteinligation (siehe Abschnitt 2.1.3.2) durchgeführt werden. 

 

2.1.2 Ligation von Proteinen 
 

Die Modifikation von Proteinen und Peptiden mit Fluoreszenzmarkern, nicht-

proteinogenen Aminosäuren oder die Markierung von Proteinen mit Isotopen stellen 

wichtige Werkzeuge bei der Untersuchung von Protein-Protein Wechselwirkungen 

und bei der strukturellen Aufklärung von Proteinen dar. Die Ligation von Proteinen ist 

hierbei eine häufig angewandte Methode, um Peptide oder Proteine miteinander zu 

verknüpfen.  

Isotopenmarkierte Peptide oder Proteine lassen sich mit Hilfe bakterieller 

Expressionssysteme produzieren [Marley et al., 2001; Jansson et al., 1996], 

allerdings kann die Einführung von nicht-proteinogenen Aminosäuren nur begrenzt 

auf diese Weise durchgeführt werden [Wang et al., 2002]. Dafür wird vor allem die 

Methode der Festphasensynthese (Solid-phase peptide synthesis (SPPS)) 

verwendet, wobei die Limitierung hier bei Peptiden mit einer Länge von 60 

Aminosäuren liegt. Dies kann durch die Methode der Proteinsynthese durch 

segmentierte Kondensation [Wallace, 1995] umgangen werden. Eine weitere 

Methode ist die Bromcyanspaltung und -religation, so konnte für Cytochrom c die 

Modifikation und Religation von Fragmenten gezeigt werden [Dyckes et al., 1974; 

Wallace, 1993]. Der Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass an der Schnittstelle ein 

Methionin vorhanden sein muss. 

Die Methode der native chemical ligation (NCL) wird zur Produktion längerer Peptide 

und kleiner Proteine von bis zu 120 Aminosäuren genutzt [Dawson et al., 1994]. Die 

Reaktion eines Peptids mit N-terminalen Cysteinrest mit einem Cα-Thioesterrest des 

zweiten Peptids erzeugt eine Amidbindung. Die Reaktion kann auch mehrfach 

ausgeführt werden um so längere Proteine zu synthetisieren [Becker et al., 2003]. 
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Eine Erweiterung der NCL erfolgt durch die Methode der expressed protein ligation 

(EPL), welche von Muir et al. [Muir et al., 1998] entwickelt wurde. Dabei wird die 

rekombinate Produktion von Proteinen mit Cα-Thioestern genutzt, um diese 

anschließend mit Peptiden mit einem N-terminalen Cystein zu verknüpfen. 

 

2.1.2.1 Intein-vermittelte Proteinligation 

 

Die Methode der Intein-vermittelten Proteinligation wurde zuerst von Evans et al. 

[Evans et al., 2000] beschrieben. Inteine sind Segmente eines Proteins, welche sich 

autokatalytisch aus diesem herausschneiden können [Gogarten et al., 2002]. Die 

verbleibenden Proteinsegmente (Exteine) werden durch das Intein wieder 

miteinander verbunden. Die Fähigkeit der Inteine wird im IMPACT™-System (New 

England Biolabs) mit der NCL kombiniert (Abb. 2-5) [Chong et al., 1997; Southworth 

et al., 1999]. Für die Produktion von Proteinen mit einem Cα-Thioester wird das 

Zielgen zunächst in einen Expressionsvektor kloniert, welcher N-terminal ein Intein 

und C-terminal eine Chitinbindedomäne (CBD) enthält. Mit Hilfe der CBD kann das 

exprimierte Fusionsprotein an eine Chitinhaltige Matrix gebunden werden und so 

gereinigt werden. Durch Inkubation der an die Matrix gebundenen Fusionsproteine 

mit einer Thiolverbindung kann die Spaltung des Inteins veranlasst werden und das 

Zielprotein als C-terminaler Thioester eluiert werden [David et al., 2004]. Das zweite 

Zielprotein kann auf ähnliche Weise mit einem N-terminalen Cystein versehen 

werden, dazu wird das Zielgen an den C-Terminus eines Inteins kloniert. Nach 

Reinigung von Fremdproteinen und Abspaltung des Inteins kann das Zielprotein 

fusioniert mit einem N-terminalen Cystein eluiert werden. Die Verknüpfung beider 

Zielproteine erfolgt anschließend über die NCL. 

 



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1 
 

 

19 
 

 
Abb. 2-5: IMPACT™-Systems nach [David et al., 2004]. 
Die Chitin-Bindedomäne wird mit CBD abgekürzt. 
 

2.1.2.2 Protease-vermittelte Proteinligation 

 

Die beschriebenen Methoden haben jedoch Nachteile: zum einem muss stets ein 

Thioester an dem C-Terminus des ersten Zielpeptids oder -proteins vorliegen, zum 

anderen wird in die Aminosäuresequenz ein zusätzliches Cystein eingebaut. An sich 

stellt der Einbau einer zusätzlichen Aminosäure kein großes Problem dar, da in den 

meisten Fällen die Struktur eines Proteins dadurch nur gering verändert wird. Liegt 

die zusätzliche Aminosäure jedoch an einer wichtigen Stelle, z.B. in der Nähe des 

aktiven Zentrums, so kann durch den Einbau die Funktion des Proteins durchaus 

beeinträchtigt werden. Der Einbau eines zusätzlichen Cysteins kann außerdem zu 

Problemen bei der Faltung des Proteins führen, da das vorhandene 

Disulfidbrückenmuster dadurch gestört werden kann und es zu falsch verknüpften 

Disulfidbrücken und eventuellen Fehlfaltungen kommen kann. 

In einer neuen Methode soll die schon sehr gut charakterisierte Protease Trypsin zur 

Proteinligation verwendet werden. Durch Untersuchungen von Trypsinmutanten 

konnte festgestellt werden, dass das Enzym unter bestimmten Bedingungen auch die 

Rückreaktion, also die Knüpfung einer Amidbindung, katalysiert [Wehofsky et al., 

2000; Rall et al., 2002; Wehofsky et al., 2003]. Zudem ist es der Arbeitsgruppe von 

Prof. F. Bordusa durch gezielte Mutagenese gelungen, eine Trypsin-Variante mit 

reduzierter Protease-Aktivität und modifizierter Erkennungssequenz zu entwickeln. 
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Die Trypsin-Variante K60E/N143H/E151H/D189K (Trypsinligase) erkennt spezifisch 

die Aminosäuresequenz Tyrosin-Arginin-Histidin (YRH) und schneidet diese nach 

dem Tyrosin [Liebscher et al., 2006; Liebscher et al., 2008]. Diese 

Erkennungssequenz wurde gewählt, weil sie laut Datenbankrecherchen in bisher 

bekannten Proteinsequenzen nur zu einem Prozentsatz von unter 0,5 % vorkommt 

und somit die Wahrscheinlichkeit unerwünschter Nebenreaktionen sehr gering ist 

[Liebscher et al., 2008].  

Die Trypsin-Variante, auch Restriktionsligase genannt, schneidet zunächst das 

Zielprotein an der Erkennungssequenz unter Bildung eines Acyl-Enzym-Intermediats 

(Abb 2-6, 1). Im zweiten Teilschritt der Reaktion (Abb.2-6, 2) wird durch den Angriff 

eines geeigneten Nukleophils die Rückreaktion, also die Ligation, katalysiert. 

Normalerweise liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite der Proteolyse, 

durch Zugabe des Nukleophils im Überschuss kann das Gleichgewicht auf die Seite 

der Ligation verschoben werden. Die Methode konnte schon erfolgreich zur 

Modifikation von Antikörperfragmenten mit Polyethylenglkol (PEG) angewandt 

werden, auch die Verknüpfung von zwei kleinen Parvulinen konnte nachgewiesen 

werden [Liebscher et al., 2006; Liebscher et al., 2008].  

 

 

 
Abb. 2-6: Proteinligationsreaktion mit Hilfe der Trypsin-Variante K60E/N143H/E151H/D189K. 
Im ersten Teilschritt (1) der Reaktion ist die Proteolyse, in Schritt (2) die Ligation zu sehen. Die 
Erkennungssequenz der Trypsin-Variante ist rot markiert. 
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2.1.3 Die Cumarat:Coenzym A Ligase Familie 
 

Die 4-Cumarat:CoA Ligase (4CL, E.C. 6.2.1.12) ist ein wichtiges Enzym im 

pflanzlichen Phenylpropanmetabolismus. In Pflanzen wird die Synthese vieler 

sekundärer Naturstoffe wie Farbpigmente, Signalstoffe oder Abwehrstoffe gegen 

Fraßfeinde durch den Phenylpropanmetabolismus geregelt [Ebel et al., 1984; 

Dharmatilake et al., 1992; Dixon et al., 1995]. Die 4CL produziert dabei wichtige 

Vorstufen für die Synthese von Lignin, Stilbenen, Cumarinen und Flavonoiden 

[Douglas, 1996]. 

Durch die 4CL wird die Bildung von Thioestern aus Zimtsäurederivaten katalysiert 

(Abb. 2-7). In Schritt I wird das Zimtsäurederivat adenyliert, dieser Teilschritt wird 

durch die Hydrolyse von ATP zu Pyrophosphat angetrieben. Durch den Angriff des 

Thiols von CoA auf die energiereiche Bindung des adenylierten Intermediats in 

Schritt II kann unter AMP-Abspaltung das Produkt gebildet werden [Knobloch et al., 

1975; Heller et al., 1993]. Die 4CL nutzt dabei verschiedene Zimtsäurederivate wie 

z.B. die 4-Cumarsäure, die Kaffeesäure, die Ferulasäure und die Sinapinsäure (Abb. 

2-8). 

 

 
Abb. 2-7: Reaktionsmechanismus der 4-Cumarat:Coenzym A Ligase. 
Im ersten Schritt (I) ist die Adenylierungsreaktion dargestellt, im zweiten Teilschritt (II) wird das 
Intermediat auf den Akzeptor CoA übertragen. 
 

4-Cumarat:CoA Ligasen treten in Pflanzen oft in Isoformen auf, so besitzen z.B. 

Kartoffel (Solanum tuberosum), Pinie (Pinus taeda), Himbeere (Rubus idaeus), 

Arabidopsis und Sojabohne (Glycine max) [Lozoya et al., 1988; Zhang et al., 1997; 

Kumar et al., 2003; Ehlting et al., 1999; Lindermayr et al., 2002] mehrere Isoformen 

von 4CL. Meist haben diese Isoformen die gleiche Substratspezifität, in einigen 

Fällen wie z.B. bei Arabidopsis und Sojabohne (Glycine max) zeigen die einzelnen 
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Isoformen aber auch unterschiedliche Substratspezifitäten [Ehlting et al., 1999; 

Lindermayr et al., 2002]. 

 

Die 4-Cumarat:CoenzymA Ligase 1 (4CL1) ist eine von vier in der Sojabohne 

vorkommenden Isoformen [Lindermayr et al., 2002]. Diese konnten mit Hilfe einer 

cDNA-Bank isoliert werden. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die 4CL1 neben 

den für 4CLs üblichen Substraten noch zwei weitere Substrate, die Sinapinsäure und 

die künstlich hergestellte 3,4-Dimethoxyzimtsäure, umsetzt (Abb. 2-8) [Lindermayr et 

al., 2003]. 

 

 
Abb. 2-8: Substrate der 4CL1 aus Sojabohne. 
 

2.1.4 Stand der Arbeiten und Zielsetzung 
 

Die 4CL1 wurde als Gegenstand der Untersuchungen ausgewählt, weil es für sie ein 

etabliertes Expressions- und Reinigungsprotokoll gibt, sich die Aktivität des Enzyms 

gut durch einen einfachen enzymatischen Test nachweisen lässt und es bisher noch 

keine strukturellen Ergebnisse von Mitgliedern der 4CL Familie gibt. Aufgrund ihrer 

Zugehörigkeit zur Familie der Adenylat-bildenden Enzyme und dem Vergleich der 

Sequenzen von strukturell aufgeklärten Mitgliedern mit der Aminosäuresequenz der 

4CL1 konnte eine Unterteilung der 4CL1 in zwei Domänen durchgeführt werden 

(Abb. 2-9). 
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Abb. 2-9: Aminosäuresequenz der 4CL1. 
Die N-terminale Domäne ist in dunkelgrün dargestellt, die C-terminale Domäne in gelb und die hinge 
Region ist rot markiert. 
 

Für die rekombinante Expression wurde die 4CL1 in den Vektor pQE30 mit einem N-

terminalen His6-tag kloniert. Die 4CL1 hat, inklusive Fusionstag, 563 Aminosäuren 

und ein Molekulargewicht von etwa 61 kDa. In Expressionsversuchen in E. coli 

konnte festgestellt werden, dass die 4CL1 sowohl als lösliches Protein als auch als 

unlösliches Protein produziert wird. Das Verhältnis von löslichem zu unlöslichem 

Protein kann jedoch durch Variation der Expressionsbedingungen beeinflusst werden 

[Höfer, 2004]. Ein Absenken der Expressionstemperatur sowie eine Erhöhung des 

pH-Wertes des Mediums führen hierbei zu einem größeren Anteil von löslich 

exprimierten Protein. Durch N. Höfer konnte zudem sowohl die Reinigung von löslich 

exprimierter 4CL1 als auch die Rückfaltung und anschließende Reinigung der in 

inclusion bodies vorliegenden 4CL1 etabliert werden [Höfer, 2004].  

Bisher durchgeführte Kristallisationsversuche der WT 4CL1 haben noch zu keinem 

Ergebnis geführt, weshalb auch andere Methoden wie die Strukturaufklärung mittels 

NMR in Betracht gezogen wurden, zudem diese auch Untersuchung von 

Konformationsänderungen während der Enzymreaktion ermöglichen. Die 4CL1 ist 

mit knapp 60 kDa für NMR-Untersuchungen leider zu groß. Dieses Problem soll mit 

Hilfe der partiellen Isotopenmarkierung der 4CL1 mittels der Methode der Protease-

vermittelten Proteinligation (siehe Abschnitt 2.1.3.2) umgangen werden. Dafür wurde 

zunächst eine Variante von 4CL1 hergestellt, welche die Erkennungssequenz YRH 

der Trypsin-Variante in der hinge Region besitzt. Die Aktivität der 4CL1 Variante 

Y436R437H438, welche als 4CL1 YRHhinge bezeichnet wurde, konnte ebenfalls 

nachgewiesen werden [Bräuer, 2005]. Bei ersten Versuchen zur Protease-

vermittelten Ligation mit dieser Variante zeigte sich jedoch, dass der für die 

Reinigung genutzte His6-tag die Reaktion störte, da er die für die Enzymreaktion 
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notwendigen Zn2+ Ionen komplexierte und die Trypsin-Variante infolgedessen ausfiel. 

Daraufhin wurde der His6-tag der 4CL1 Variante YRHhinge mit Thrombin abgespalten 

und die Variante mittels Größenausschlusschromatographie von Thrombin 

abgetrennt. Allerdings konnte anscheinend das Thrombin trotz der Unterschiede in 

der Größe beider Proteine (4CL1 YRHhinge 61 kDa, Thrombin 34 kDa) nicht 

vollständig abgetrennt werden, da die 4CL1 Variante nach der Reinigung im 

Reaktionspuffer abgebaut wurde. Die Verwendung von Proteasehemmern war nicht 

möglich, da davon auch die Trypsin-Variante gehemmt worden wäre [Bräuer, 2005]. 

 

Deshalb sollten in fortführenden Arbeiten im Rahmen der Dokterarbeit weitere 

Versuche zur partiellen Markierung der 4CL1 mit Hilfe der Protease-vermittelten 

Ligation durchgeführt werden. Hierfür mussten zunächst weitere Varianten von 4CL1 

hergestellt werden. Zum einem wurden für Untersuchungen der Enzymaktivität und 

der Faltung des Proteins Volllängen-Varianten mit der Erkennungsequenz für die 

Trypsin-Variante benötigt. Zu anderen erforderten weitere Versuche zur Protease-

vermittelten Ligation Varianten der einzelnen Domänen von 4CL1.  

Damit sollte sowohl dem Ziel der strukturellen Aufklärung der 4CL1 als auch der 

Etablierung der Methode der Protease-vermittelten Ligation an großen Proteinen ein 

Stück näher gekommen werden. 
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2.2 Ergebnisse und Diskussion 
 

2.2.1 Klonierung der 4CL1 hinge Varianten 
 

Wie in Abschnitt 2.1.4 bereits erwähnt, war es bisher nicht möglich gewesen, das 

Volllängenkonstrukt 4CL1 YRHhinge (siehe Abb. 2-10, 2-11 sowie Tab. 2-1) mit Hilfe 

der veränderten Trypsinvariante K60E/N143H/E151H/D189K zu spalten. Für weitere 

Untersuchungen wurden nun Konstrukte der einzelnen Domänen mit der Sequenz 

YRH in der hinge Region hergestellt (Abb. 2-11). Da der His6-tag die Trypsinvariante 

stört, wurde ein Strep-II-tag für die Reinigung angefügt. Die Trypsinvariante besitzt 

zudem die Eigenschaft die Erkennungssequenz schlechter zu schneiden, wenn die 

der YRH Sequenz folgende Aminosäure sehr groß (Lysin/Argin) ist. Deshalb wurde 

eine Vollängenvariante und eine Variante der C-terminalen Domäne mit der Mutation 

YRHA in der hinge Region hergestellt (Abb. 2-11 und Tab. 2-1).  

 
Abb. 2-10: Modell der Mutationen anhand der Struktur von PheA. 
Darstellung der Mutageneseorte anhand der Struktur des verwandten Enzyms Phenylalanine 
activating domain of gramicidin synthetase 1 (PheA), pdb code: 1amu [Conti et al., 1997]. a) PheA 
wird in der Cartoondarstellung angezeigt. Die N-terminale Domäne ist in grün, die C-terminale 
Domäne in gelb dargestellt. Zusätzlich sind die Mutationsregionen markiert, die hinge Region in rot 
und die loop Region in blau. b) hinge Region von PheA in stick-Darstellung c) Modell der hinge Region 
von PheA mit der Erkennungssequenz Tyr-Arg-His in stick-Darstellung erstellt mit Pymol [Delano et 
al., 2005]. 
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Abb. 2-11: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. 
In grün ist die N-terminale Domäne dargestellt, gelb die kleine C-terminale Domäne. Die hinge Region 
mit der Erkennungssequenz Tyr-Arg-His bzw. Tyr-Arg-His-Ala ist in rot gefärbt. 
 

 
Tab. 2-1: Auflistung der verwendeten 4CL1 Varianten sowie der Beschreibung der 
entsprechenden Mutationen. 

Name der 
Variante 

Beschreibung der Variante Mutationen Vektor  

4CL1 WT 4-Coumarat:Coenzym A ligase 
Wildtyp (WT) Isoform 1 

--- pQE30 Diplomarbeit 
Nicole Höfer 

4CL1 YRHhinge WT mit YRH Sequenz in der hinge 
Region 

D436Y und 
L438H 

pQE30 Diplomarbeit 
Ulrike Bräuer 

4CL1 NYRH hinge N-Terminus des 4CL1 WT Variante von 
Aminosäure 2 - 435 + YRH Sequenz + 
Strep-tag 

D436Y und 
L438H 

pET11a Ulrike Bräuer,
diese Arbeit 

4CL1 CYRH hinge Strep-tag + YRH Sequenz + C-
Terminus des 4CL1 WT von 
Aminosäure 439-563 

D436Y und 
L438H 

pET11a 

4CL1 YRHAhinge 4CL1 WT mit der Sequenz YRHA in der 
hinge Region 

D436Y, L438H 
und K439A 

pQE30 

4CL1 CYRHA hinge Strep-tag + YRH Sequenz + K439A + 
C-Terminus des 4CL1 WT von 
Aminosäure 440-563 

D436Y, L438H 
und K439A 

pET11a 

 

Die für die Klonierung verwendeten Primer sind in Tabelle 4-5 im Abschnitt 4.1.6 

aufgeführt. Für alle hergestellten Varianten wurde die korrekte Sequenz anhand von 

DNA-Sequenzierungen überprüft.  

 

 



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1 
 

 

27 
 

 

2.2.1.1 Klonierung der 4CL1 Varianten NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge 

 

Die Varianten NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge wurden durch PCR mit 

überhängenden Primern hergestellt. Als template diente die DNA der WT 4CL1. Für 

NYRH hinge wurde N-terminal eine Nde I - Schnittstelle eingefügt und C-terminal ein 

Strep-II-tag zur Reinigung und eine BamH I - Schnittstelle integriert. Als Primer 

wurden YRH_hinge_N_for und YRH_hinge_N_rev verwendet. Für die Varianten 

CYRH hinge und CYRHA hinge wurde N-terminal nach der Schnittstelle für Nde I der Strep-

II-tag integriert, während C-terminal nur die BamH I - Schnittstelle eingefügt wurde. 

Für die Amplifizierung der Varianten konnte derselbe reverse Primer 

YRH_hinge_C_rev verwendet werden, als forward Primer diente YRH_hinge_C_for 

bzw. YRH_hinge_C2_for.  

Nach erfolgreicher Amplifizierung der Fragmente wurden diese anschließend mit den 

Restriktionsenzymen Nde I und BamH I geschnitten und über das QIAquick PCR 

Purification Kit gereinigt. Nach der Ligation in den Vektor pET11a wurden die 

Varianten in den E. coli Stamm XL1 blue transformiert und von einigen Klonen die 

Plasmid-DNA isoliert und zur Sequenzierung geschickt. 

 

2.2.1.2 Klonierung der 4CL1 Variante YRHAhinge 

 

Die Variante 4CL1 YRHAhinge wurde durch Einführung der Mutation K439A in die 

Sequenz der Variante 4CL1 YRHhinge im Vektor pQE30 mittels ortsgerichteter 

Mutagenese erzeugt. Dabei wurden die Primer YRHA_hinge_for und 

YRHA_hinge_rev für die Amplifizierung verwendet.  

Nach der Mutagenese wurden die template DNA mit dem Restriktionsenzym Dpn I 

abgebaut und die Plasmide mit dem QIAquick PCR Purification Kit gereinigt. Nach 

erfolgreicher Transformation wurde von einigen Klonen die Plasmid-DNA isoliert und 

sequenziert. 
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2.2.2 Expression der 4CL1 hinge Varianten 
 

Nicole Höfer konnte mit Untersuchungen zur Expression der WT Variante zeigen, 

dass diese nur zum Teil löslich exprimiert wird und der Anteil des löslichen Proteins 

an der Expression von der Expressionstemperatur und dem pH-Wert des Mediums 

abhängig ist [Höfer, 2004]. Als optimale Bedingungen für einen größtmöglichen Anteil 

von löslichem Protein wurde von ihr die Expression über Nacht (~ 16h) bei einem pH-

Wert des Mediums von 8 und einer Temperatur von 30 °C angegeben. 

Für alle Varianten wurden zunächst Testexpressionen durchgeführt, um 

Expressionsbedingungen für jede Variante zu finden. Der pH-Wert wurde für die 

Testexpressionen auf einen Wert von 8 eingestellt. Die Expression wurde in den 

E. coli Stämmen BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS, Rosetta (DE3), Rosetta (DE3) 

pLysS, BL21(DE3) Tuner und SG13009 (pREP4) getestet. Außerdem wurde die 

Konzentration des Induktionsmittels IPTG sowie die Expressionstemperatur und -

länge variiert.  

 

2.2.2.1 Expression der Varianten NYRH hinge, CYRH hinge, und CYRHA hinge 

 

Für die drei 4CL1 Varianten NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge konnte in 

Testexpressionen kein Unterschied in der Expression zwischen den verschiedenen 

E. coli Stämmen festgestellt werden, deshalb wurden weitere Testexpressionen 

jeweils mit dem Stamm BL21 (DE3) durchgeführt.  

Die Variante 4CL1 NYRH hinge zeigte die beste Expression bei Bedingungen, die denen 

der WT Variante ähneln. So konnte der größte Anteil an löslichem Protein bei 25 °C 

und einer niedrigen IPTG-Konzentration von 100 µM erzielt werden. Nach einer 

Expressionszeit von ~16 h betrug die Ausbeute aus 6 L Medium etwa 30 g Zellen. 

Trotz der optimierten Expressionsbedingungen wurde ein Großteil des produzierten 

Proteins als unlösliche inclusion bodies und nur ein vergleichsweise geringer Anteil 

als lösliches Protein gebildet, wie in Abbildung 2-12a zu erkennen ist. Die Menge des 

löslich exprimierten Proteins war jedoch ausreichend, um weitere Experimente 

durchführen zu können.  
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a)  b)  c)  
Abb. 2-12: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge. 
a) 4CL1 Variante NYRH hinge, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 - 
löslicher Überstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlösliche Fraktion 16 h nach Induktion, M - Marker; 
b) 4CL1 Variante CYRH hinge, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 4 h nach Induktion, Spur 3 - 
löslicher Überstand 4 h nach Induktion, Spur 4 - unlösliche Fraktion 4 h nach Induktion, M - Marker;   
c) 4CL1 Variante CYRHA hinge, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 4 h nach Induktion, Spur 3 - 
löslicher Überstand 4 h nach Induktion, Spur 4 - unlösliche Fraktion 4 h nach Induktion, M – Marker. 
 

Auch die beiden Varianten der C-terminalen Domäne zeigten bei der Expression 

sowohl einen löslichen als auch unlöslich exprimierten Proteinanteil (siehe Abb. 2-

12b und c). Für die Varianten 4CL1 CYRH hinge und CYRHA hinge konnten bei Expression 

bei verschiedenen Temperaturen und auch mit unterschiedlichen IPTG-

Konzentrationen keine gravierenden Unterschiede im Verhältnis von unlöslich zu 

löslich exprimierten Protein gefunden werden. Die Expression erfolgte deshalb bei 37 

°C und 1 mM Induktionsmittel über 4 Stunden. Die Zellausbeute war bei beiden 

Varianten gleich und betrug 20 g Zellen aus 6 L Medium. Es konnte von beiden 

Varianten genügend löslich exprimiertes Protein erhalten werden, um mit 

weiterführenden Versuchen fortfahren zu können.  

 

2.2.2.2 Expression der Variante YRHAhinge  

 

Die Volllängenvariante 4CL1 YRHAhinge zeigte die beste Expression im E. coli Stamm 

Sg13009 [Gottesman et al., 1981], welcher durch das zusätzliche Plasmid pREP4 

eine sehr gute Kontrolle der Induktion der Proteinexpression mit IPTG zulässt.  
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Das beste Verhältnis von löslich zu unlöslich exprimierten Protein wurde für die 

Variante YRHAhinge bei einer Expressionstemperatur von 25 °C und 100 µM IPTG 

gefunden (siehe Abb. 2-13). Nach Expression über Nacht (~16 h) konnten 

24 g Zellen aus 6 L Medium geerntet werden.  

 

a)  
Abb. 2-13: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 YRHAhinge. 
4CL1 Variante YRHAhinge, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 - 
löslicher Überstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlösliche Fraktion 16 h nach Induktion, M - Marker 
 

2.2.3 Reinigung der 4CL1 hinge Varianten 
 

Die Varianten NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge wurden zunächst durch 

Hochdruckdispersion aufgeschlossen, und der lösliche Überstand wurde mittels 

Zentrifugation isoliert (siehe 4.2.2.3). Anschließend wurden die Proteine über eine 

Streptactin Säule gereinigt (siehe 4.2.2.6). Je nach Reinigungsgrad der eluierten 

Proteine wurde nach diesem Schritt eine Größenausschlusschromatographie (siehe 

4.2.2.7) durchgeführt. Bei dem Volllängenkonstrukt 4CL1 YRHAhinge verlief die 

Reinigung nach dem Zellaufschluss über eine Ni2+-Affinitätschromatographie (siehe 

4.2.2.6). 

 

2.2.3.1 Reinigung der Varianten NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge  

 

Über eine Streptactin-Säule konnte die Variante NYRH hinge von einem Großteil der 

sich im Überstand befindlichen E. coli Proteine abgetrennt werden (Abb. 2-14a). Da 
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die Elutionsfraktionen jedoch noch Verunreinigungen enthielten, wurde zusätzlich 

eine Gelfiltrationssäule zur Reinigung genutzt. Hiermit gelang es, NYRH hinge von 

Aggregaten und den restlichen Verunreinigungen (siehe Abb. 2-14b, Spur 2 und 4) 

zu trennen. Die nach der Größenausschlusschromatographie gesammelte 

Proteinfraktion zeigte in der SDS-PAGE keine sichtbaren Verunreinigungen mehr 

(siehe Abb. 2-14b, Spur 3). Für die Variante NYRH hinge konnte eine Ausbeute von 

4,2 mg Protein/L Expression berechnet werden (Tab. 2-2). 

 

a)  b)  
Abb. 2-14: SDS-PAGE der Reinigung der Variante NYRH hinge. 
a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante NYRH hinge, Spur 1 - löslicher Überstand nach Zellaufschluss, 
Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3 - Elutionsfraktion, M - Marker; b) 
Größenausschlusschromatographie der 4CL1 Variante NYRH hinge, Spur 1 - konzentrierte Proteinprobe 
nach Strep-tag Reinigung, Spur 2 - erster Peak der Größenausschlusschromatographie (Aggregate), 
Spur 3 - zweiter Peak der Größenausschlusschromatographie (Elutionspeak), Spur 4 - dritter Peak der 
Größenausschlusschromatographie (Verunreinigung), M – Marker. 
 

Sowohl die Variante CYRH hinge als auch CYRHA hinge zeigte nach dem ersten 

Reinigungsschritt schon eine sehr große Reinheit. Für CYRH hinge ist in den 

Elutionsfraktionen nur eine zusätzliche Bande (Verunreinigung) bei etwa 30 kDa 

zusehen (Abb. 2-15a, Spur 5-7), bei CYRHA hinge hingegen sind zwei zusätzliche 

Banden bei etwa 20 und 30 kDa in der SDS-PAGE vorhanden (Abb. 2-16a, Spur 5). 

Bei beiden Varianten konnte in den Waschfraktionen der Reinigung (Abb. 2-15a und 

Abb. 2-16a, Spur 3+4) auch das Zielprotein nachgewiesen werden. Da in den 

Durchflussfraktionen der Reinigung (Abb. 2-15a und Abb. 2-16a, Spur 2) keine 

Bande auf der Höhe von 13,5 kDa zu sehen ist, kann eine Überschreitung der 

Säulenkapazität ausgeschlossen werden. Anscheinend ist jedoch die Bindung des 

Strep-II-tags beider Varianten an die Streptactinsäule nicht sehr fest und durch zu 
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langes Waschen der Säule kann bereits ein Teil des Proteins ausgewaschen 

werden.  

 

a)    b)  
Abb. 2-15: SDS-PAGE der Reinigung der Variante CYRH hinge. 
a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante CYRH hinge, Spur 1 - löslicher Überstand nach Zellaufschluss, 
Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3+4 - Waschfraktionen, Spur 5-7- Elutionsfraktionen, M - Marker; b) 
Größenausschlusschromatographie der 4CL1 Variante CYRH hinge, Spur 1 - konzentrierte Proteinprobe 
nach Strep-tag Reinigung, Spur 2 - Peak I der Größenausschlusschromatographie, Spur 3 - Peak II 
der Größenausschlusschromatographie, Spur 4 - Peak III der Größenausschlusschromatographie, 
Spur 5 - Peak IV der Größenausschlusschromatographie , M – Marker. 
 

Nachdem es bei ersten Versuchen zur Protease vermittelten Proteinligation mit der 

Variante CYRH hinge unerwartet niedrige Reaktionsumsätze gab (siehe 2.2.4.1), wurde 

für beide Varianten noch eine Größenausschlusschromatographie als zusätzliche 

Reinigung angeschlossen. Wie schon beim ersten Reinigungschritt verlief auch die 

Größenausschlusschromatographie bei beiden Varianten gleich. Der Verlauf der 

Größenausschlusschromatographie von CYRH hinge und CYRHA hinge (Abb. 2-17) zeigte, 

dass sich die Varianten in zwei Hauptpeaks (Abb. 2-16c, Peak II und III), einen 

Aggregationspeak (Abb. 2-16c Peak I) sowie einen weiteren kleinen Peak (Abb. 2-

16c Peak IV) auftrennen lassen. In der SDS-PAGE Analyse der Reinigung war in den 

Fraktionen des Peaks I nur wenig Protein vorhanden (Abb. 2-15b und 2-16b, Spur 2), 

wobei es sich wahrscheinlich um aggregiertes Protein oder größere Oligomere 

handelt. Die Fraktionen des Peak IV der Größenausschlusschromatographie (Abb. 2-

15b und 2-16b, Spur 5) enthielten ebenfalls nur sehr wenig Protein. Hierbei kann es 

sich aber auch um ein Artefakt im Gel handeln, da die sehr späte Elution des Peak IV 

eher auf niedermolekulare Substanzen wie Salze hinweist. Die beiden Hauptpeaks II 

und III enthielten beide das das gesuchte Protein (Abb. 2-15b und 2-16b, Spur 3 und 
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4). Das Laufverhaltens auf der Gelfiltrationssäule (Abb. 2-16c) lässt darauf schließen, 

dass es sich hierbei um Monomer- und Dimerspezies der Varianten CYRH hinge und 

CYRHA hinge handelt. Die Verunreinigungen, welche nach Streptactinsäule bei 30 kDa, 

und für CYRHA hinge zusätzlich bei 20 kDa, im Gel zu sehen waren, konnten durch die 

Größenausschlusschromatographie nicht vollständig entfernt werden. Für die 

Variante CYRH hinge war es möglich, die Dimer Fraktion von der 30 kDa Bande zu 

reinigen. Bei CYRHA hinge ließen sich die Verunreinigungen weder in der Dimer-Spezies 

noch der Monomer-Spezies entfernen. Eine mögliche Erklärung für die Banden 

könnten Verunreinigungen sein, die sehr stark an die Varianten binden und sich 

somit durch eine Größenausschlusschromatographie nicht abtrennen lassen. Die 

Ausbeute nach der Gelfiltrationssäule betrug für die Variante CYRH hinge 

20,6 mg Protein/L Expression und für die Variante CYRHA hinge 

9,5 mg Protein/L Expression (Tab. 2-2). 

 

a)  b)  c)  
Abb. 2-16: SDS-PAGE der Reinigung der Variante CYRHA hinge. 
a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante CYRHA hinge, Spur 1 - löslicher Überstand nach Zellaufschluss, 
Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3+4 - Waschfraktionen, Spur 5 - Elutionsfraktion, M - Marker; b) 
Größenausschlusschromatographie der 4CL1 Variante CYRHA hinge, Spur 1 - konzentrierte Proteinprobe 
nach Strep-tag Reinigung, Spur 2 - Peak I der Größenausschlusschromatographie, Spur 3 - Peak II 
der Größenausschlusschromatographie, Spur 4 - Peak III der Größenausschlusschromatographie, 
Spur 5 - Peak IV der Größenausschlusschromatographie, M – Marker. c) Laufschema der 
Größenausschlusschromatographie der Variante 4CL1 CYRHA hinge 
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2.2.3.2 Reinigung der Variante YRHAhinge 

 

Für die Reinigung des Volllängenkonstruktes YRHAhinge wurde das 

Reinigungsschema der WT Variante leicht optimiert.  

Die Variante YRHAhinge wurde im Puffer A, welcher 20 mM Imidazol enthielt, auf die 

Säule aufgetragen, damit die Bindung von Fremdprotein an die Säulenmatrix 

verringert wurde. Mit einer anschließenden Gradientenstufe auf 10 % Puffer B (etwa 

43 mM Imidazol) wurden weitere Verunreinigungen entfernt (siehe Abb. 2-17, Spur 

4). Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten über 10 CV auf 100 % Puffer 

B. Das Zielprotein eluierte dabei bei einer Imidazolkonzentration von ungefähr 80 

mM. In der SDS-PAGE Analyse zeigte sich, dass Elutionsfraktion neben dem 

Zielprotein YRHAhinge nur noch leichte Verunreinigungen aufwies (Abb. 2-17, Spur 5). 

Für den anschließenden Aktivitätstest war diese Reinheit ausreichend. Die Variante 

YRHAhinge zeigte nach der Affinitätschromatographie eine Ausbeute von 

5,3 mg Protein/L Expression (Tab. 2-2).  

 

 
Abb. 2-17: SDS-PAGE der Reinigung der Variante YRHAhinge. 
Ni2+-Affinitätschromatographie der 4CL1 Variante YRHAhinge, Spur 1 - löslicher Überstand nach 
Zellaufschluss, Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3 - Waschfraktion, Spur 4 - Peak I (10 % Gradient, 
43 mM Imidazol), Spur 5 – Peak II (26 % Gradient, 80 mM Imdiazol), M – Marker. 
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Tab. 2-2: Ausbeute der 4CL1 Varianten nach Reinigung 
Variante Ausbeute nach 

Affinitätschromatographie 
[mg/L Expression] 

Ausbeute nach 
Größenausschlusschromatographie

[mg/L Expression] 
4CL1 WT 28,7 27,0 
4CL1 YRHhinge 34,0 17,4 
4CL1 NYRH hinge 6,2 4,2 
4CL1 CYRH hinge 33,0 20,6 
4CL1 YRHAhinge 5,3 - 
4CL1 CYRHA hinge 23,2 9,5 
4CL1 YRHloop 27,3 24,3 
4CL1 NYRH loop 12,2 - 

 

2.2.4 Versuche zur Protease vermittelten Proteinligation mit den 
Varianten 4CL1 NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge 
 

Für die Versuche wurden die Variante NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hinge zunächst 

gegen den Puffer D (siehe 4.2.2.13) dialysiert, um das Reduktionsmittel DTT zu 

entfernen. Die verwendete Trypsin-Variante K60E/N143H/E151H/D189K [Liebscher 

et al., 2006; Liebscher et al., 2008] ist gegen DTT empfindlich und schon geringe 

Mengen von 5-10 mM können die Aktivität der Protease beeinträchtigen. Um den 

Puffer weiterhin unter reduzierenden Bedingungen zu halten, wurde stattdessen das 

Reduktionsmittel TCEP verwendet. Dies kann in geringeren Mengen eingesetzt 

werden, da es nicht durch Luftsauerstoff oxidiert werden kann. Für die ersten Tests 

wurde die Variante NYRH hinge auf 100 - 470 µM und die Varianten CYRH hinge und 

CYRHA hinge auf 100 - 1100 µM konzentriert und für die Versuche an Dr. S. Liebscher 

weitergegeben. 

 

2.2.4.1 Abspaltung des Strep-II-tags 

 

Als erster Schritt wurde getestet, ob die Trypsin-Variante in der Lage ist, den Strep-II-

tag von den 4CL1 Varianten abzuspalten. Damit liesse sich eine erste Aussage 

darüber treffen, ob die Schnittstelle gut zugänglich ist. Für die Variante NYRH hinge 

konnte über einen Western Blot mit einem Strep-II-tag-Antikörper nachgewiesen 
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werden (siehe Abb. 2-18), dass der Strep-II-tag abgespalten wird. Nach 30 Minuten 

ist deutlich zu erkennen, dass die Bande auf Höhe des Proteins mit Strep-II-tag 

schwächer ist. Allerdings scheint die Trypsinvariante auch nach einer Stunde die 

eingesetzte Menge des zu spaltenden Proteins noch nicht vollständig umgesetzt zu 

haben. Eine Erklärung hierfür könnte darin liegen, dass die Domäne mit 438 

Aminosäuren (siehe Abb. 2-11) recht groß ist und die Schnittstelle direkt an die 

Domäne anschließt, ohne weitere Aminosäuren als Spacer. Das kann dazu führen, 

dass die Trypsin-Variante die Schnittstelle nicht gut erreichen kann. Es lässt sich 

dadurch aber nicht erklären, warum der Umsatz nach 30 Minuten stagniert. Eventuell 

kann es sein, dass sich der Strep-II-tag bei einigen Proteinspecies im Inneren des 

Proteins versteckt und so nicht mehr zugänglich ist. Dies kann jedoch erst nach der 

Proteinreinigung erfolgt sein, da die Affinitätsreinigung über den Strep-II-tag läuft und 

das Protein nicht an die Säule gebunden hätte, wenn der Strep-II-tag nicht exponiert 

gewesen wäre.  

 

 
Abb. 2-18: Western Blot der Abspaltung des Strep-II-tags der 4CL1 Variante NYRH hinge (Dr. S. 
Liebscher). 
Analyse der Spaltreaktion von 4CL1 Variante NYRH hinge durch die Trypsin-Variante 
K60E/N143H/E151H/D189K mittels Western Blot mit Anti-Strep-II-tag Antikörper. Aufgetragen sind 
Proben der Reaktion zum Zeitpunkt 0, nach 30 min und nach 60 min. 
 

Die ersten Versuche für die kleine Domäne wurden zunächst mit der Variante 

CYRH hinge durchgeführt. Nach ersten Testversuchen zeigte sich jedoch, dass 

erhebliche Probleme auftraten. Durch einen zusätzlichen Reinigungsschritt, einer 

Größenausschlusschromatographie, konnten zwei Proteinspecies, eine Monomer- 

und eine Dimer-Species, voneinander getrennt werden (siehe Abschnitt 2.2.3). Da 

die Monomerspecies dem Zustand der WT Variante entspricht, wurden nachfolgende 

Versuche mit dieser Species durchgeführt. Dennoch blieben die Probleme mit der 

Umsetzung durch die Trypsin-Variante bestehen. Eine denkbare Ursache könnte die 

Aminosäure an Position 439 sein. Im WT und auch in der Variante CYRH hinge befindet 

sich an dieser Position ein Lysin, welches eine sterische Behinderung der Trypsin-
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Variante verursachen könnte. Die Variante CYRHA hinge hat an dieser Position eine 

Mutation zu einem Alanin. Mit dieser Variante konnte ein Umsatz durch die Trypsin-

Variante nachgewiesen werden. Es zeigten sich jedoch nach der Spaltung zwei 

Endprodukte, anscheinend konnte die Trypsin-Variante die Sequenz 

Y444/K445/G446 ebenfalls spalten, wodurch ein zweites kürzeres Produkt entstand 

(Abb. 2-19a Peak 1). Durch eine Veränderung der Trypsin-Variante von 

K60E/N143H/E151H/D189K zu K60E/N143H/E151H/D189S konnte die Affinität für 

die zweite Schnittstelle unterdrückt und eine vollständige Abspaltung des Strep-II-

tags nachgewiesen werden (siehe Abb. 2-19b).  

 

a)  

b)  
Abb. 2-19: Analyse der Abspaltung des Strep-II-tags der 4CL1 Variante CYRHA hinge (Dr. A. 
Schierhorn und S. Liebscher). 
a) Massenspektrometrische Analyse der Spaltung  der Variante CYRHA hinge mit der Trypsinvariante 
K60E/N143H/E151H/D189K b) SDS-PAGE Analyse der Spaltreaktion der 4CL1 Variante C2YRH hinge 
mit der Trypsin-Variante K60E/N143H/E151H/D189S, aufgetragen sind Proben der Reaktion zum 
Zeitpunkt 0, nach 30 min, nach 60 min und nach 90 min, Ref - Variante CYRHA hinge, M – Marker. 
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2.2.4.2 Ligation mit Fluoreszenzfarbstoffen 

 

Nachdem die Abspaltung des Strep-II-tags bei beiden Varianten NYRH hinge und 

CYRHA hinge erfolgreich war, sollte in einem zweiten Schritt die Modifizierung beider 

Varianten mit Fluoreszenzfarbstoffen nachgewiesen werden, bevor Versuche zur 

Ligation beider Domänen miteinander unternommen wurden.  

Für die Variante NYRH hinge konnte eine erfolgreiche Modifizierung mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-fluorescein durch Fluoreszenzanalyse nach SDS-

PAGE nachgewiesen werden, bereits nach 5 min ist eine leichte Bande bei etwa 

50 kDa zu sehen (siehe Abb. 2-20). Die Stärke der Bande nimmt im weiteren Verlauf 

der Reaktion zu. Eine vollständige Umsetzung des gesamten Ansatzes konnte 

jedoch nicht erreicht werden, was aber wahrscheinlich am schlechten 

Spaltungsverhalten der Variante NYRH hinge liegt (siehe 2.2.4.1).  

 
Abb. 2-20: Fluoreszenzanalyse der SDS-PAGE der Modifizierung der 4CL1 Variante NYRH hinge 
mit 6-Carboxy-fluorescein (Dr. S. Liebscher). 
Analyse der Modifizierungsreaktion der 4CL1 Variante NYRH hinge mit 6-Carboxy-fluorescein, 
aufgetragen sind Proben der Reaktion nach 5 min, nach 30 min, nach einer Stunde und nach zwei 
Stunden, M – Marker. 
 

Die Variante CYRHA hinge konnte hingegen fast vollständig mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Aminobenzoesäure-Ala3 (Abz-Ala3) umgesetzt werden (Abb. 2-

21). So ist in der massenspektrometrischen Analyse des Reaktionsansatzes fast 

ausschließlich ein Peak mit der Masse des Produkt Abz-Ala3-CYRHA hinge vorhanden 

(Abb. 2-21, Peak 1). Die gemessene molekulare Masse weicht dabei von der 
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theoretischen Masse von Abz-Ala3-CYRHA hinge nur um 2,6 Da ab (Tab. 2-3), was noch 

innerhalb des Toleranzbereiches des Massenspektrometers liegt.  

 
Tab. 2-3: Theoretische und gemessene molekulare Massen der Reaktionskomponenten der 
Reaktion von CYRHA hinge mit Aminobenzoesäure-Ala3 (Abz-Ala3). 
 theoretische 

molekulare Masse 
in (Da) 

gemessene 
molekulare Masse 

in (Da) 

Differenz 
in (Da) 

Peaknummer
 in  

Abb. 2-24 

Aminobenzoesäure- 
Ala3- CYRHA hinge 

12412,4 12415,0 (Peak1) 2,6 1 

CYRHA hinge,  
gespalten 

12080,0 12082,0 (Peak 2) 2,0 2 

CYRHA hinge,  
ungespalten 

13414,5 13418,0 (Peak 3) 3,5 3 

 

Im Ansatz konnten auch zu einem geringen Anteil die Massen der ungespaltenen 

Variante CYRHA hinge (Abb. 2-21, Peak 3) und der durch die Restriktionsligase 

gespaltenen Variante CYRHA hinge (Abb. 2-21, Peak 1) nachgewiesen werden. 

 

 
Abb. 2-21: Massenspektrometrische Analyse der Modifizierung der Variante CYRHA hinge mit 
Aminobenzoesäure-Ala3 (Dr. A. Schierhorn und Dr. S. Liebscher). 
 

Während die Variante CYRHA hinge sich von der Reaktionsligase sowohl gut spalten als 

auch religieren lässt, traten bei den bisherigen Versuchen bei der Variante NYRH hinge 

Probleme auf. So zeigte sich, dass die Variante NYRH hinge im Reaktionspuffer Puffer 

D (siehe 4.2.2.13) in hohen Konzentrationen von über 400 µM nicht mehr stabil ist 
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und ausfällt. Da der Reaktionspuffer für die Trypsin-Variante optimiert wurde, enthält 

er sowohl weniger Reduktionsmittel als auch eine geringere Konzentration an 

Natriumchlorid, beides wirkt aber stabilisierend auf die Proteinvarianten. Zudem war 

die Ausbeute der Ligationsreaktion von NYRH hinge mit dem Fluoreszenzfarbstoff 6-

Carboxy-fluorescein nicht sehr hoch, was bedeutet, dass im ersten Reaktionsschritt, 

dem Abspalten des Strep-II-tags, schon sehr viel mehr Protein eingesetzt werden 

müsste, um eine ausreichende Menge für den zweiten Schritt zu erhalten.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich beide Varianten einzeln durch 

Fluoreszenzfarbstoffe modifizieren lassen, wenn auch mit unterschiedlicher Effizienz. 

Die Ligation der großen N-terminalen Domäne NYRH hinge mit der kleinen C-terminalen 

Domäne CYRH hinge bzw. CYRHA hinge konnte jedoch in den bisherigen Experimenten 

nicht erfolgreich nachgewiesen werden. Möglicherweise ist die Schnittstelle in der 

hinge Region des Proteins für die Trypsin-Variante doch zu schlecht zugänglich. Für 

dieses Argument spricht auch die Tatsache, dass die Variante der größeren der 

beiden Domänen NYRH hinge sich ebenfalls nur schlecht umsetzen lässt. Deshalb 

wurden nach neuen Varianten mit der Schnittstelle in einer besser zugänglichen 

Region des Proteins gesucht.  

 

2.2.5 Klonierung, Expression und Reinigung der 4CL1 loop 
Varianten 
 

Nach einer Analyse der WT 4CL1 Proteinsequenz mit mehreren 

Sekundärstrukturvorhersageprogrammen (GOR [Garnier et al., 1996], Jprep [Cole et 

al., 2008], Porter [Pollastri et al., 2005] und Prof [Ouali et al., 2000]) und dem 

Vergleich der Kristallstrukturen verwandter Enzyme aus der Familie der 

adenylatbildenden Enzyme, wurden Varianten mit der Sequenz YRH in einer 

vermutlich besser zugänglichen loop-Region (As 488-494) kloniert (Abb. 2-10a). Es 

wurden sowohl Volllängenkonstrukte als auch Konstrukte der entsprechenden N- 

bzw. C -terminalen Bereiche hergestellt (siehe Abb. 2-22 und Tab. 2-4).  
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Abb. 2-22: Schematische Darstellung der Konstrukte YRHloop, NYRH loop und CYRH loop. 
In grün ist die N-terminale Domäne dargestellt, gelb die kleine C-terminale Domäne. Die 
Erkennungssequenz Tyr-Arg-His in der loop-Region ist in blau dargestellt. 
 
Tab. 2-4: 4CL1 Varianten YRHloop, NYRH loop und CYRH loop mit Beschreibung der entsprechenden 
Mutationen. 

Name der 
Variante 

Beschreibung der Variante Mutationen Vektor  

4CL1 YRHloop 4CL1 WT mit der Sequenz YRH in der 
loop-Region (As 488-494) 

S488Y, N489R 
und G490H 

pQE30 Ulrike Bräuer,
diese Arbeit 

4CL1 NYRH loop N-Terminus des 4CL1 WT Variante von 
Aminosäure 2 - 487 + YRH Sequenz + 
Strep-tag 

S488Y, N489R 
und G490H 

pET11a 

4CL1 CYRH loop Strep-tag + YRH Sequenz + C-
Terminus des 4CL1 WT von 
Aminosäure 488-546 

S488Y, N489R 
und G490H 

pET11a 

 

Die Varianten wurden mittels DNA-Sequenzierungen auf die korrekte Sequenz 

überprüft. In Tabelle 4-5 wurden die für die Klonierung verwendetetn Primer 

aufgeführt.  

 

2.2.5.1 Klonierung der 4CL1 Varianten YRHloop, NYRH loop und CYRH loop 

 

Die Variante YRHloop wurde durch Mutation der Aminosäurereste 488-490 von SNG 

zur YRH mittels ortsgerichteter Mutagenese hergestellt. Als template diente in 

diesem Fall die DNA des 4CL1 Wildtyps im Vektor pQE30 und es wurden die Primer 

YRH_loop_for und YRH_loop_rev benutzt.  

Nach der Mutagenese wurden die template DNA mit dem Restriktionsenzym Dpn I 

abgebaut und die Plasmide mit dem QIAquick PCR Purification Kit gereinigt. Nach 

erfolgreicher Transformation wurde von einigen Klonen die Plasmid-DNA isoliert und 

sequenziert. 
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Ausgehend von der Variante YRHloop wurde durch PCR mit überhängenden Primern 

die beiden Varianten NYRH loop und CYRH loop hergestellt. Dafür wurde für die Variante 

NYRH loop N-terminal die Nde I - Schnittstelle und C-terminal die BamH I - Schnittstelle 

sowie der Strep-II-tag mittels der Primers YRH_hinge_N_for und N_YRH_loop_rev 

eingefügt. Für CYRH loop wurde N-terminal die Schnittstelle für Nde I integriert, 

während C-terminal nach der BamH I - Schnittstelle zusätzlich der Strep-II-tag 

eingefügt wurde. Als Primer wurden C_YRH_loop_for und YRH_hinge_C_rev 

verwendet. 

Die amplifizierten Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen Nde I und BamH I 

geschnitten und über das QIAquick PCR Purification Kit gereinigt. Anschließend 

wurden die Varianten in den Vektor pET11a ligiert und in den E. coli Stamm XL1 blue 

transformiert. Von einigen Transformaten wurde die Plasmid-DNA isoliert und zur 

Sequenzierung geschickt. 

 

2.2.5.2 Expression der 4CL1 Varianten YRHloop, NYRH loop und CYRH loop 

 

Wie schon in Abschnitt 2.2.2 erwähnt, wurden zunächst Testexpressionen mit 

mehreren Expressionsstämmen durchgeführt und außerdem die Konzentration des 

Induktionsmittels IPTG sowie die Expressionstemperatur und –länge variiert, um die 

besten Expressionsbedingungen für jede Variante zu finden.  

 

Die Volllängenvariante 4CL1 YRHloop zeigten die beste Expression im E. coli Stamm 

Sg13009 [Gottesman et al., 1981]. Als bisher beste Expressionsbedingungen 

konnten eine niedrige IPTG-Konzentration (200 µM) und Expressionstemperatur 

(30 °C) festgestellt werden. Bei Expression für 16 h zeigte die Variante eine 

Ausbeute von ~20 g Zellen aus 6 L Medium. Die Analyse der Expression von YRHloop 

per SDS-PAGE (siehe Abb. 2-23) ergab jedoch nur eine verhältnismäßig geringe 

Expressionsrate von löslichem Protein. Im Vergleich zu Variante YRHAhinge 

(Abschnitt 2.2.2.2), welche etwa zu Hälfte lösliches Protein exprimierte, liegt bei 

YRHloop die Ausbeute an löslichem Protein wesentlich niedriger. Da die Ausbeute 

jedoch für weitere Untersuchungen ausreichend war, wurde aus Zeitgründen darauf 

verzichetet, die Expression weiter zu optimieren. Es ist anzunehmen, dass die 
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Senkung der Expressionstemperatur und die Verwendung von weniger 

Induktionsmittel auch hier zu einem besseren Verhältnis zwischen löslich und 

unlöslich exprimierten Protein führen würden.  

 

  
Abb. 2-23: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 YRHloop. 
4CL1 Variante YRHloop, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 - 
löslicher Überstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlösliche Fraktion 16 h nach Induktion, M – Marker. 
 

Die beste Expression der Variante NYRH loop konnte im E. coli Stamm BL21(DE3) 

Tuner erzielt werden. In diesem Stamm ist der Laktosetransporter deletiert, weshalb 

nach Zugabe des Induktionsmittels IPTG die Proteinexpression nur langsam startet. 

Die Variante wurde bei einer Expressionstemperatur von 30 °C und 100 µM IPTG 

über Nacht (~16 h) exprimiert und es konnte ein Zellpellet von 27 g Zellen aus 6 L 

Medium gewonnen werden. Nach Analyse der Expression (siehe Abb. 2-24a) zeigte 

sich, dass NYRH loop trotz optimierter Bedingungen nur zu einem kleinen Anteil als 

lösliches Protein exprimiert wurde. Möglicherweise kann die Ausbeute an löslichem 

Protein durch niedrigere Expressionstemperaturen und niedrigere IPTG-

Konzentrationen noch verbessert werden. Ein Vergleich der Expressionsrate mit den 

Vollängenkonstrukten oder der Variante NYRH hinge (Abschnitt 2.2.2.1) zeigte 

außerdem, dass NYRH loop insgesamt schlechter exprimiert wird. Da die 

Proteinvariante nur einen Teil der C-terminalen Domäne besitzt, kann es sein, dass 

dieser Teil nicht vollständig gefaltet vorliegt. Dadurch ließe sich die schlechte 

Expression der Variante erklären. 
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a)  b)  
Abb. 2-24: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 NYRH loop and CYRH loop. 
a) 4CL1 Variante NYRH loop, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 - 
löslicher Überstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlösliche Fraktion 16 h nach Induktion, M - Marker; 
b) 4CL1 Variante CYRH loop, Spur 1 + 2 Klon C9 E. coli Stamm BL21(DE3), 1- Zellen vor Induktion, 2 - 
Zellen 4 h nach Induktion, Spur 3 + 4 Klon C9 E. coli BL21(DE3) Tuner, 3 - Zellen vor Induktion, 4 - 
Zellen 4 h nach Induktion, Spur 5 + 6 Klon C11 E. coli Stamm BL21(DE3), 5- Zellen vor Induktion, 6 - 
Zellen 4 h nach Induktion, Spur 7 + 8 Klon C11 E. coli BL21(DE3) Tuner, 7 - Zellen vor Induktion, 8 - 
Zellen 4 h nach Induktion M – Marker. 
 

Die Variante CYRH loop zeigte in den Testexpressionen nur in zwei der verwendeten E. 

coli Stämmen eine Expression. So konnten für die Klone C9 und C11 in der SDS-

PAGE nach Expression in den Stämmen BL21(DE3) und BL21(DE3) Tuner eine 

Bande auf der erwarteten Höhe (8 kDa) gefunden werden (siehe Abb. 2-24b). Die 

Testexpression erfolgte bei 37 °C, einer IPTG-Konzentration von 100 µM über 4 h. 

Bei Analyse der Expression auf ihren löslichen und unlöslichen Anteil konnte 

hingegen eine Bande der entsprechenden Höhe im SDS-Gel nicht wieder festgestellt 

werden. Dafür kann es verschiedene Gründe geben. Zum einem ist es möglich, dass 

es sich bei der Bande im Gel (siehe Abb. 2-24b, Spuren 2, 4, 6 und 8) um ein 

Artefakt der Färbung handelt und die Variante von den Zellen gar nicht exprimiert 

wurde. Zum anderen ist es möglich, dass die Variante CYRH loop nicht stabil ist und 

schnell abgebaut wird, da es sich nur um einen kleinen Teil der C-terminalen 

Domäne handelt. Die Variante ist nur 68 Aminosäuren groß und liegt eventuell nicht 

gefaltet vor, was einen schnellen Abbau durch Proteasen begünstigt.  
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2.2.5.3 Reinigung der 4CL1 Varianten YRHloop und NYRH loop 

 

Das Volllängenkonstrukten 4CL1 YRHloop wurden zunächst durch 

Hochdruckdispersion aufgeschlossen, und der lösliche Überstand wurde mittels 

Zentrifugation isoliert (siehe 4.2.2.3). Das Proteine wurde über eine Ni2+-

Affinitätschromatographie (siehe 4.2.2.6) gereinigt und im Anschluss wurde eine 

Größenausschlusschromatographie (siehe 4.2.2.7) durchgeführt. Bei der Variante 

4CL1 NYRH loop verlief die Reinigung nach dem Zellaufschluss über eine Streptactin 

Säule (siehe 4.2.2.6). 

 

Für die Reinigung der Volllängenkonstrukte YRHloop wurde das Reinigungsschema 

der WT Variante leicht optimiert. Wie bei Variante YRHAhinge (Abschnitt 2.2.3.2.), 

wurde auch die 4CL1 Variante YRHloop mit 20 mM Imidazol im Auftragspuffer A auf 

die Säule geladen und mit einer Gradientenstufe von 10 % (~43 mM Imidazol) von 

Verunreinigungen gereinigt. Die Elution der Variante erfolgte ebenso über einen 

linearen Gradienten über 10 CV auf 100 % Puffer B. Im Unterschied zur Variante 

YRHAhinge eluierte die Proteinvariante YRHloop schon bei einer Imidazolkonzentration 

von etwa 60 mM Imidazol. Das Zielprotein zeigte nach der Ni2+-

Affinitätschromatographie schon eine sehr große Reinheit und in der SDS-PAGE 

wurde lediglich eine weitere Bande (Abb. 2-25, Spur 3) gefunden werden. Da die 

Variante für CD- und Fluoreszenzmessungen verwendet werden sollte, wurde eine 

Größenausschlusschromatographie als zweiter Reinigungsschritt angeschlossen. 

Die Verunreinigung ließ sich aber auch durch die nachfolgende 

Größenausschlusschromatographie nicht entfernen (Abb. 2-25, Spur 4). Die 

Ausbeute für die Variante YRHloop betrug nach der Gelfiltration 

24,3 mg Protein/L Expression (Tab. 2-5). 
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Abb. 2-25: SDS-PAGE der Reinigung der Variante YRHloop. 
4CL1 Variante YRHloop, Spur 1 - Zellen nach 16 h Expression, Spur 2 - löslicher Überstand nach 
Zellaufschluss, Spur 3 - Elutionspeak nach Ni2+-Affinitätschromatographie, Spur 4 - Elutionspeak nach 
Größenausschlusschromatographie, M – Marker. 
 

Wie die Variante NYRH hinge (Abschnitt 2.2.3.1) zeigte auch die Variante NYRH loop nach 

der Streptactinsäule bereits eine recht hohe Reinheit. In der SDS-PAGE Analyse ist 

zu sehen, dass sich weder im Durchfluss der Säule (Abb. 2-26a, Spur 2) noch in den 

Waschfraktionen (Abb. 2-26a, Spur 3-5), sondern nur in der Elutionsfraktion (Abb. 2-

26a, Spur 6) das gesuchte Protein befindet. Dies kann einerseits daran liegen, dass 

die Variante besser an die Säule bindet als die beiden Varianten CYRH hinge und 

CYRHA hinge und sich nicht auswaschen lässt. Andererseits wird die Proteinvariante 

NYRH loop wesentlich schlechter exprimiert als die anderen Varianten, weshalb eine 

Überladung der Säule, und damit verbunden eine schlechtere Bindung an die 

Säulenmatrix, bei der Verwendung der gleichen Zellmasse unwahrscheinlich ist. Die 

Variante NYRH loop zeigte nach der Affinitätschromatographie eine Ausbeute von 

12,2 mg Protein/L Expression (Tab. 2-5). 
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a)  
Abb. 2-26: SDS-PAGE der Reinigung der Variante NYRH loop. 
a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante NYRH loop, Spur 1 - löslicher Überstand nach Zellaufschluss, 
Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3-5 - Waschfraktionen, Spur 6 - Elutionsfraktion, M – Marker. 
 

Tab. 2-5: Ausbeute der 4CL1 Varianten YRHloop und NYRH loop nach Reinigung 
Variante Ausbeute nach 

Affinitätschromatographie 
[mg/L Expression] 

Ausbeute nach 
Größenausschlusschromatographie

[mg/L Expression] 
4CL1 YRHloop 27,3 24,3 
4CL1 NYRH loop 12,2 - 

 

2.2.6 Aktivitätstest der Varianten 4CL1 YRHAhinge und 4CL1 YRHloop 
 

Für den Aktivitätstest (siehe 4.2.2.12) der 4CL1 Variante YRHAhinge wurden 

Enzymproben nach der Ni2+-Affinitätsreinigung in einem Konzentrationsbereich von 

0,1 bis 24 µM im Reaktionsansatz eingesetzt. Es konnte für die Variante YRHAhinge 

jedoch keine Aktivität festgestellt werden.  

 

Die Aktivitätstests der Variante YRHloop wurden mit Enzymproben nach der 

Größenaustauschchromatographie durchgeführt Die Konzentration der Variante 

betrug dabei 4 µM und für die Reaktion mit p-Cumarsäure (ε = 21·103 M-1·cm-1) ließ 

sich für die Variante eine spezifische Aktivität von 1,11 10-4 U/mg ermitteln. Im 

Vergleich mit den spezifischen Aktivitäten der WT Variante und der Variante 

YRHhinge, beide ebenfalls nach der Größenausschlusschromatographie gemessen, 

zeigt sich, dass YRHloop etwa 60 % der Aktivität des Wildtyps und das etwa 
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Fünffache der Aktivität der Variante YRHhinge besitzt (Tab. 2-6). Das Einfügen der 

Trypsin-Erkennungssequenz in die loop-Region As488-494, hat also geringere 

Auswirkungen auf die Aktivität der Variante als die Mutation in der hinge-Region. 

 
Tab. 2-6: Spezifische Aktivität 

Variante Spezifische Aktivität 
in U/mg 

4CL1 WT 1,87·± 0,15 10-4 
4CL1 YRHloop 1,11·± 0,05 10-4 
4CL1 YRHhinge 0,23·± 0,01 10-4 
4CL1 YRHA Nicht bestimmbar 

 

2.2.7 Strukturelle Untersuchungen mittels Fluoreszenz- und CD-
Messungen 
 

Um einen Eindruck zugewinnen, ob die eingefügten Mutationen in den Varianten 

YRHhinge und YRHloop eine Auswirkung auf die dreidimensionale Struktur der Proteine 

haben, wurden sowohl Fluoreszenz- als auch CD-Messungen für beide Varianten 

durchgeführt (siehe 4.2.2.10 und 4.2.2.11). Die erhaltenen Spektren wurden mit den 

Spektren des WT von 4CL1 verglichen, welche unter den gleichen Bedingungen 

gemessen wurden.  

Die Fluoreszenzspektren wurden bei einer Proteinkonzentration von 3 µM und bei 

einer Anregungswellenlänge von 295 nm bzw. 280 nm gemessen. Da sowohl bei 

295 nm als auch bei 280 nm keine Verschiebung der Emissionsmaxima zu erkennen 

war, werden hier nur die Spektren bei 295 nM diskutiert (Abb. 2-27a). In den 

Spektren sind keine hervorstechenden Unterschiede zwischen den drei 4CL1 

Varianten festzustellen. Bei den Spektren der Variante YRHloop fällt auf, dass diese 

eine höhere Intensität zeigen als die der WT und 4CL1 YRHhinge. Eine mögliche 

Erklärung dafür könnte die Mutation Ser488Tyr sein. Diese liegt laut 

Strukturvorhersagen in einem dem Medium zugänglichen loop-Bereich, womit die 

Aminosäure Tyrosin exponiert ist und ihre Fluoreszenz nicht durch andere 

umgebende Aminosäuren gequencht werden kann. Die Variante YRHhinge enthält 

zwar ebenfalls ein zusätzliches Tyrosin (D436Y) im Vergleich zum WT, aber in der 

hinge Region, welche genau zwischen den beiden Domänen liegt. Das Tyrosin ist 
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also von vielen Aminosäuren umgeben, welche die Fluoreszenz der Aminosäure 

beeinflussen könnten.  

 

 
Abb. 2-27: Fluoreszenzspektren und Fern-UV-CD Spektren der 4CL1 Varianten WT, YRHhinge 
und YRHloop im nativen und denaturierten Zustand (6 M Gua). 
a) Fluoreszenzspektren, Anregungswellenlänge 295 nm, Proteinkonzentration: 3 µM b) Fern-UV-CD 
Spektren, Proteinkonzentration: 1mg/ml. 
 

Die Proteinkonzentration der Varianten für die CD-Messungen betrug 1 mg/ml. Die 

CD-Spektren zeigen keine dominanten Unterschiede zwischen den einzelnen 4CL1 

Varianten (Abb. 2-27b). Daraus lässt sich schließen, dass das Einfügen der 

Mutationen keine schwerwiegenden Änderungen in der Struktur der Varianten 

YRHhinge und YRHloop verursacht hat.  

 

2.2.8 Abschließende Diskussion 
 

Obwohl bisherige Versuche zur Protease vermittelten Proteinligation nicht erfolgreich 

verliefen, kann man aus diesen Versuchsergebnissen wichtige Hinweise für die 

Planung weiterer Experimente ziehen. Die Idee, die Trypsin-Erkennungsstelle in die 

hinge-Region des Proteins einzufügen, stellte sich im Fall der G. max 4CL1 als nicht 

sehr günstig heraus. Es traten Probleme bei der Expression der Variante NYRH hinge 

auf und für diese Variante ließen sich auch nur schlechte Ausbeuten bei der 

Umsetzung mit Fluoreszenzmarkern erzielen. Zudem zeigte sich, dass die Aktivität 

des Volllängenkonstruktes YRHhinge durch das Einfügen der Mutationen um etwa 

88% im Vergleich zum WT abnahm. Die Variante YRHAhinge zeigte schließlich 

überhaupt keine Aktivität mehr, was dem ursprünglichen Ziel der strukturellen 

Aufklärung des Enzymmechanismus abträglich ist. Weitere Arbeiten zur Protease 
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vermittelten Proteinligation sollten sich also auf die Varianten konzentrieren, welche 

die Erkennungssequenz in einem dem Lösungsmittel exponierten loop tragen. Das 

Vollängenkonstrukt YRHloop zeigt eine im Vergleich zum WT etwas geringere Aktivität 

von etwa 60%, jedoch ist diese fünffach höher als die der YRHhinge Variante. Zudem 

ist anzunehmen, dass es keine sterische Behinderung der Trypsin-Variante geben 

wird, da die der Erkennungssequenz nachfolgende Aminosäure ein Serin (S491) und 

damit eine kleine Aminosäure ist. Eine Fusion der Variante CYRH loop mit dem SUMO 

Protein könnte bei den bei der Expression auftretenden Problemen eventuell helfen. 

Das SUMO Protein ist ein etwa 100 Aminosäuren großes Protein, welches an der 

Regulation zellulärer Prozesse in Eukaryonten beteiligt ist [Müller et al., 2001]. Das 

Protein faltet schnell in seine native Form und kann dadurch Fusionsproteine als eine 

Art Chaperon vor dem Abbau durch Proteasen schützen [Butt et al., 2005]. Sollte 

sich also die Variante CYRH loop exprimieren und reinigen lassen, sind wahrscheinlich 

alle Voraussetzungen für eine erfolgreiche Religation der beiden Varianten NYRH loop 

und CYRH loop miteinander geschaffen. 

 

Nach Beendigung der praktischen Arbeiten wurde die Kristallstruktur einer 

verwandten 4CL1 aus Populus tomentosa veröffentlicht [Hu et al., 2010]. Die 4CL1 

aus Populus tomentosa (P. tom 4CL1) besitzt 536 Aminosäuren (Abb. 2-28) und 

zeigt gegenüber der Proteinsequenz von Sojabohnen 4CL1 (G. max 4CL1, 546 As) 

eine Sequenzidentität von 68 %. Die Proteinsequenz von G. max 4CL1 ist um 10 

Aminosäuren länger als die der P. tom 4CL1, was vor allem an zwei Stellen in der 

Sequenz zeigt. So besitzt die G. max 4CL1 einige zusätzliche Aminosäuren in der N-

terminalen Domäne und vier zusätzliche Aminosäuren am C-Terminus. Wie im 

Sequenzvergleich zu sehen ist, ist die Aminosäuresequenz DRL in der hinge Region 

bei beiden Enyzmen konserviert (Abb. 2-28, rote Markierung), während die 

Aminosäuren SNG der G. max 4CL1 in Populus tomentosa der Sequenz SEK 

entsprechen (Abb. 2-28, blaue Markierung). Durch die unterschiedliche Anzahl von 

Aminosäuren entspricht die Sequenz 436DRL438 aus G. max 4CL1 der Sequenz 

431DRL433 und die Sequenz 488SNG490 entspricht den Aminosäuren 483SEK485 

in Populus tomentosa.  
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Abb. 2-28: Alignment der Proteinsequenzen der 4CL1 von Populus tomentosa und Sojabohne. 
Die Proteinsequenzen der 4CL1 WT Varianten von Populus tomentosa und Sojabohne (Glycine max) 
wurden mit Hilfe des Programmes ClustalW [Thompson et al., 1994; Larkin et al., 2007] verglichen. 
Die Positionen der Mutationen der Varianten YRHhinge (rot) und YRHloop (blau) sind markiert. Ein Strich 
(-) symbolisiert eingefügte Lücken, ein * (Stern) identische Aminosäuren und ein : (Doppelpunkt) 
ähnliche Aminosäuren. 
 

Die Struktur weist wie erwartet eine Unterteilung in zwei Domänen auf, wobei die N-

terminale Domäne in Populus tomentosa bis zur Aminosäure 435 reicht und die 

Aminosäuren 436 bis 536 die C-terminale Domäne ausmachen (Abb. 2-29).  
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Abb. 2-29: Gesamtstruktur der 4CL1 von Populus tomentosa. 
Darstellung der Struktur des 4CL1 Enzyms aus Populus tomentosa, pdb code: 3a9v [Hu et al., 2010]. 
P. tom 4CL1 wird in der Cartoondarstellung gezeigt. Die N-terminale Domäne ist in grün, die C-
terminale Domäne in gelb dargestellt. Zusätzlich sind die Mutationsregionen markiert, die hinge 
Region in rot und die loop Region in blau. 
 

Von der P. tom 4CL1 konnte neben einer Apo-Struktur auch eine Struktur mit 

gebundenem AMP gelöst werden. Damit konnten Aminosäurereste identifiziert 

werden, die an der AMP-Bindung beteiligt sind. Das Adenin des AMP wird 

demzufolge von den Aminosäuren G306, S307, G329 und Y330 durch eine 

Kombination aus van – der – Waals - Wechselwirkungen und Wasserstoffbrücken-

bindungen koordiniert (Abb. 2-30a). Die Aminosäuren T333 und Q443 stabilisieren 

die Phosphatgruppe und die Aminosäurereste R432, K434 und K438 gehen 

Wasserstoffbrücken mit den Sauerstoffatomen der Ribose ein [Hu et al., 2010].  

In der Variante YRHhinge sind die Aminosäuren DRL zur YRH mutiert (Abb. 2-30b), 

und obwohl das wichtige Arginin432 noch vorhanden ist, zeigt die Variante eine 

wesentlich schlechtere Aktivität als der WT. Eventuell führen die recht großen 

Aminosäuren Tyrosin und Histidin zu strukturellen Änderungen in der Nähe des 

katalytischen Zentrums. Die nicht mehr vorhandene Aktivität der Variante YRHAhinge 

lässt sich nun ebenfalls erklären. Durch die Mutation des an der AMP Bindung 

beteiligten Lysins zu Alanin kann die Wasserstoffbrücke zwischen K434 und der O3′ 

Gruppe des AMPs nicht mehr ausgebildet werden. In Kombination mit den schon für 

die Variante YRHhinge auftretenden Problemen, hat dies anscheinend den 

vollständigen Verlust der Aktivität zur Folge. 
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Abb. 2-30: AMP-Bindestelle der 4CL1 aus Populus tomentosa. 
Dargestellt sind die an der AMP Bindung beteiligten Aminosäuren, sowie die Aminosäuren D431 und 
L433 von P. tom 4CL1, pdb code: 3a9v [Hu et al., 2010]. Die C-Atome der Aminosäuren aus der N-
terminalen Domäne sind dunkelgrün gefärbt, die aus der C-terminalen Domäne gelb und die der 
Aminosäuren 431-433 rot gefärbt. Die C-Atome des Substratintermediats AMP sind violett. Die Atome 
N, O, S und P sind in der Abbildung in blau, rot, gelb und orange dargestellt. a) Aminosäuresequenz  
von P. tom 4CL1, b) Modell der Erkennungssequenz Tyr-Arg-His in der hinge Region von P. tom 4CL1 
erstellt mit Pymol [Delano et al., 2005]. 
 

Ein Vergleich den Proteinsequenzen verwandter 4CLs mit der Sequenz von G. max. 

4CL1 (Abb. 2-31) zeigt zudem, das die hinge Region in allen untersuchten 4CLs fast 

vollständig konserviert ist. Alle 4CLs haben an der Position 439 von G. max. 4CL1 

ebenfalls ein Lysin, was die Vermutung bestättigt, dass das Lysin an der 

Koordination des AMPs während der Enzymreaktion beteiligt ist.  

Außerdem wurde die Sequenz von G. max. 4CL1 mit den Sequenzen von 

Mitgliedern der Klasse I der adenylate-bildenden Enzymfamilie, deren Kristallstruktur 

bereits bekannt ist, verglichen (Abb. 2-32), Dabei fiel auf, dass das Lysin 439 von 

G. max. 4CL1 nicht bei allen Mitgliedern konserviert ist. So besitzten die 4CLs und 

die Luciferasen das Lysin an dieser Position, ebenso wie einige Acyl-Coenzym A 

Ligasen und auch einige NRPS (DhbE, EntE). Andere Enzyme wie z.B. die 4-

Chlorobenzoyl Coenzyme A ligase (CBAL) und die NRPS DltA und PheA haben an 

dieser Position ein Aspartat. Das in der hinge Region gelegene Arginin 437 von 

G. max. 4CL1 ist jedoch bei allen untersuchten Enzymen konserviert. 
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Abb. 2-31: Ausschnitt aus dem Sequenzalignment von sequentiell verwandten 4CLs. 
Die Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des Programmes ClustalO [Sievers et al., 2011] verglichen. 
Die Position der Aminosäuren der hinge Region von 4CL1 G. max. Asp436, Arg437 und Leu438 sind 
in grün markiert, die Position des Arg439 in hellblau. Ein * (Stern) bedeutet eine vollständig 
konservierte Aminosäure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von Aminosäuren mit 
ähnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von ähnlichen 
Aminosäuren dar. Striche (-) bedeuten Lücken, die zu einem besseren Sequenzalignment führen. Für 
das vollständige Alignment inklusive der Erklärung der Abbkürzungen der verwendeten Enyzme siehe 
Anhang Abb. A-1. 



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1 
 

 

55 
 

 

 
Abb. 2-32: Ausschnitt aus dem Sequenzalignment verwandter adeylat-bildender Enzyme mit 
bekannter Struktur. 
Die Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des Programmes ClustalO [Sievers et al., 2011] verglichen. 
Das konservierte Arginin in der hinge Region, 4CL1 G. max. Asp436 ist in grün markiert, die Position 
des Arg439 in hellblau. Ein * (Stern) bedeutet eine vollständig konservierte Aminosäure, ein : 
(Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften an und 
ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von ähnlichen Aminosäuren dar. Striche (-) bedeuten 
Lücken, die zu einem besseren Sequenzalignment führen. Für das vollständige Alignment inklusive 
der Erklärung der Abbkürzungen der verwendeten Enzyme siehe Anhang Abb. A-2. 
 

Anhand der Struktur ist auch zu erkennen, dass sich die Position der Trypsin-

Erkennungssequenz der G. max 4CL1 Variante YRHloop tatsächlich in einem loop 

befindet (Abb. 2-29 und 2-33a). Die Aminosäuren Ser483, Glu484 und Lys485 der 

P. tom Struktur sind, wie zuvor angenommen, dem Medium zugewendet und gut 

erreichbar (Abb. 2-33a). Für die Varianten G. max 4CL1 NYRH loop und CYRH loop sollten 

sich demzufolge keine Probleme bezüglich der Erreichbarkeit der Trypsin-

Erkennungssequenz ergeben (Abb.2-33b).  
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Abb. 2-33: Aminosäuren 480-492 der P. tom 4CL1 Struktur  
Darstellung der Struktur des 4CL1 Enzyms aus Populus tomentosa, pdb code: 3a9v[Hu et al., 2010]. 
Populus 4CL1 wird gelb in der Cartoondarstellung angezeigt. Zusätzlich sind die Aminosäuren 482-
486 in Stickdarstellung dargestellt. Die Aminosäuren 483 – 485 sind blau gefärbt. Die Stickstoff- und 
Sauerstoffatome sind in der Abbildung in blau und rot dargestellt. a) Aminosäuresequenz 483SEK485 
von P. tom 4CL1, b) Modell der Erkennungssequenz Tyr-Arg-His in der loop Region von P. tom 4CL1 
erstellt mit Pymol [Delano et al., 2005]. 
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3  Aminotransferase LivB  
 

3.1 Einleitung  
 

3.1.1 Aminoglykosid-Antibiotika (AGA) 
 

Aminoglykosid-Antibiotika (AGA), welche vor allem von Vertretern der Bakterien der 

Ordnung Actinomycetales produziert werden, gehören zur Gruppe der 

Oligosaccharid-Antibiotika. Die meisten bisher entdeckten Aminoglykosid-Antibiotika 

wurden in den Gattungen Streptomyces und Micromonospora gefunden. 

Aminoglykosid-Antibiotika wirken sowohl gegen gramnegative Bakterien wie 

Escherichia coli, Enterobacter spp. und Pseudomonas spp., als auch gegen einige 

grampositive Bakterien, wie z.B. Staphylococcus aureus [Vakulenko et al., 2003]. 

Die Gruppe um Selman Waksman entdeckte 1943 das erste Aminoglykosid-

Antibiotikum Streptomycin im Stamm Streptomyces griseus [Schatz et al., 1944b]. 

Streptomycin war damit nicht nur das erste aus Bakterien isolierte Antibiotikum, 

sondern zudem auch das erste Antibiotikum, welches eine Wirkung gegen 

Mycobacterium tuberculosis, den Erreger der Tuberkulose, zeigte [Schatz et al., 

1944a]. Der Entdeckung von Streptomycin folgte die Erforschung weiterer 

Aminoglykosid-Antibiotika wie z.B. Neomycin [Waksman et al., 1949], Kanamycin B 

[Umezawa et al., 1957], Gentamycin [Black et al., 1963], Tobramycin [Higgins et al., 

1967] oder Lividomycin [Oda et al., 1971] und die Entwicklung halbsynthetischer 

Aminoglykosid-Antibiotika wie z.B. das Kanamycin-Derivat Arbekacin [Kondo et al., 

1973a; Kondo et al., 1973b] oder das Gentamycin-Derivat Isepamicin [Neu et al., 

1978]. Da diese Antibiotika geringere Nebenwirkungen und auch eine bessere 

Wirksamkeit zeigen, wurde Streptomycin nur noch selten verwendet [Vakulenko et 

al., 2003]. Heute wird es vor allem in einer Kombinationschemotherapie gegen 

arzneimittelresistente Tuberkulosestämme eingesetzt [Musser, 1995; Gillespie, 

2002].  
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3.1.1.1 Aufbau und Klassifizierung von Aminoglykosid-Antibiotika 

 

Aminoglykosid-Antibiotika bestehen aus einem Zuckeranteil (Glycon) und einem 

Nichtzuckeranteil (Aglycon). Die Antibiotika lassen sich anhand ihres Aglycons in 

verschiedene Klassen unterscheiden [Piepersberg et al., 2007]. Die meisten 

Antibiotika gehören entweder zur Klasse der Streptomycin verwandten 

Aminoglykosid-Antibiotika  oder der auf Paromamin basierenden Aminoglykosid-

Antibiotika.  

Bei den Streptomycin verwandten Aminoglykosid-Antibiotika ist das Aglycon 

vollsubstituiert, d.h. jeder Kohlenstoff besitzt eine Hydroxygruppe oder einen anderen 

Subsitutenten. Zu dieser Gruppe zählen die Streptomycine (STRs) (Abb. 3-1), die 

Spectinomycine (SPCs) und die Kasugamycine (KASs). Den Mitgliedern dieser 

Klasse ist das Aglycon Streptamin gemein. 

 

        
Abb. 3-1: Chemische Struktur von Streptamin (links) und Streptomycin (rechts). 
 

Die Klasse der auf Paromamin basierenden Aminoglykosid-Antibiotika besitzt ein 

Aglycon, welches nicht vollständig substituiert ist. Dieses Aglycon ist 2-

Deoxystreptamin (2-DOS), und alle Antibiotika dieser Klasse haben zudem das 

Intermediat Paromamin während der Synthese gemein (siehe Abb. 3-2). Die Klasse 

lässt sich anhand der Positionen der Zuckerringe in zwei Untergruppen unterteilen, 

zum einem die 4,5-disubstituierte und die 4,6-disubstituierte 2-DOS-Subgruppe (Abb. 

3-3). Zu den 4,5-disubstituierten AGAs gehören die Neomycine (NEOs, z.B. 

Neomycin (NEO), Paromomycin (PAR), Lividomycin (LIV)), Ribostamycin (RIB) und 

Butirosine (BTRs) und zu den 4,6-disubstituierten AGAs zählen Gentamycin (GEN), 

die Kanamycine (KANs) und Tobramycin (TOB). 
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Abb. 3-2: Chemische Struktur von 2-Deoxystreptamin (2-DOS, links) und Paromamin (rechts). 
 

 
Abb. 3-3: Antibiotika der 2-DOS Klasse. 
 

Außer diesen beiden Klassen gibt es noch weitere Klassen von Aminoglykosid-

Antibiotika, wie die monosubstituierten 2-DOS AGAs (z.B. Apramycin, Hygromycin B) 

oder die Klasse der Fortimicinverwandten Pseudodisaccharide (z.B. Fortimicin, 

Istamycin). 

 

Die Synthese der Antibiotika verläuft in Bakterien über Enzymgruppen, welche in 

Genclustern organisiert sind [Piepersberg et al., 2007]. Das Ausgangssubstrat ist D-

Glukose-6-Phosphat, welches zunächst zyklisiert wird und dann in mehreren 

Schritten zu einem Aglycon, z.B. Streptamin oder 2-Deoxystreptamin (2-DOS) 

umgewandelt wird. Anschließend erfolgt eine Glykosylierung, bei der eine 

Zuckereinheit auf das Aglycon übertragen wird. Durch weitere Modifizierungen und 

zusätzliche Glykosylierungen entsteht schließlich das entsprechende Endprodukt des 

Genclusters (Abb. 3-4). 
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Abb. 3-4: Biosynthese von Aminoglykosid-Antibiotika am Beispiel von Lividomycin B. 
Das Aglycon 2-Deoxystreptamin (2-DOS) ist in blau dargestellt, der erste Zuckerring in rot, der zweite 
in grün und der dritte in schwarz eingefärbt. Abbildung modifiziert nach Piepersberg et al., 2007 
[Piepersberg et al., 2007]. 
 



Kapitel 3: Aminotransferase LivB 
 

 

61 
 

 

3.1.1.2 Wirkungsweise von Aminoglykosid-Antibiotika und zunehmende 
Resistenz von Bakterien  

 

Die Wirkungsweise von Aminoglykosid-Antibiotika beruht auf ihrer Bindung an die 

30S Untereinheit des bakteriellen 70S Ribosoms [Moazed et al., 1987] und der damit 

verursachten höheren Fehlerrate bei der Synthese von Proteinen [Magnet et al., 

2005; Pape et al., 2000].  

Im 70S Ribosom gibt es drei Bindestellen für t-RNAs: die A- (Aminoacyl), P- 

(Peptidyl-) und E- (Exit-) Bindestelle [Green et al., 1997]. Die AGAs interagieren 

speziell mit der 16S-rRNA des Ribosoms, welche wichtig für die A-Bindestelle ist. 

Der genaue Bindungsmechanismus von Aminoglykosid-Antibiotika konnte durch 

zahlreiche NMR- und Röntgenkristallstrukturen aufgeklärt werden [Ban et al., 2000; 

Ogle et al., 2005; Vicens et al., 2001; Brodersen et al., 2000; Carter et al., 2000; 

Lynch et al., 2003; Wimberly et al., 2000; Harms et al., 2001; Schluezen et al., 2000; 

Kondo et al., 2007; Vicens et al., 2002].  

 

 
Abb. 3-5: E. coli 16S-rRNA mit Paromomycin 
Ausschnitt der 16S rRNA von E. coli im Komplex mit dem Aminoglykosid-Antibiotika Paromomycin, 
pdb-code: 1jt7 [Vicens et al., 2001]. Die rRNA ist in cartoon-Darstellung gezeigt, Paromomycin als 
gelbe stick-Darstellung. 
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Durch die Antibiotika wird der Zustand simuliert, welcher normalerweise bei Bindung 

einer komplementären Aminoacyl-tRNA auftritt (Abb. 3-5) [Ogle et al., 2001; Ogle et 

al., 2002; Carter et al., 2000; Vicens et al., 2001]. Durch dauerhafte Stabilisierung 

des „ON“ Zustand der A-Bindestelle kann das Ribosom nicht mehr zwischen 

komplementären und nicht komplementären Aminoacyl-tRNAs unterscheiden, was 

dazu führt, dass falsche Aminosäuren eingebaut werden und somit nichtfunktionelle 

oder fehlgefaltete Proteine produziert werden. Dies führt letztendlich zum Tod der 

Zelle. 

 

Wie bei anderen Antibiotika-Klassen hat auch bei den AGAs die intensive 

medizinische Verwendung bei vielen Bakterienstämmen zu Resistenzentwicklungen 

geführt [European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2009; 

Vakulenko et al., 2003]. Es gibt viele verschiedene Möglichkeiten, wie Bakterien die 

Wirkung von AGAs behindern können [Arya, 2007]. Zum einen können anaerobe und 

fakultativ anaerobe Bakterien, wie z.B. Clostridium spp., durch ein niedriges 

Transmembranpotential die Aufnahme von AGAs verringern bzw. verhindern [Bryan 

et al., 1979]. Eine weitere Methode ist die Entwicklung von Efflux-Systemen für ein 

schnelles Ausschleusen der AGAs aus der Zelle, wie es vor allem gramnegative 

Bakterien wie E. coli anwenden [Rosenberg et al., 2000]. Es gibt auch 

Bakterienstämme, welche durch Mutationen in der 16S rRNA oder durch die 

Methylierung der rRNA eine Resistenz gegen AGAs erlangen [Prammananan et al., 

1998; Galimand et al., 2003]. Am häufigsten treten jedoch resistente 

Bakterienstämme auf, welche AGA-modifizierende Enzyme besitzen und so die 

Antibiotika durch Modifikationen an Amino- oder Hydroxygruppen unwirksam machen 

können [Llano-Sotelo et al., 2002].  

 

3.1.2 Aminotransferasen 
 

Aminotransferasen spielen bei der Synthese von Aminoglykosid Antibiotika in 

Bakterien eine wichtige Rolle. Dabei sind oft mehrere Aminotransferasen bei der 

Synthese eines Produktes beteiligt, wobei jede Aminotransferase an einer 

bestimmten Position eine Aminogruppe hinzufügt. Anhand dessen werden die 

Aminotransferasen in bestimmte Gruppen eingeteilt. Die Enzyme der S/S1-Gruppe 
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sind an zwei Transaminierungsreaktionen während der Produktion von 2-DOS 

beteiligt, sie sind bifunktionell und nutzen L-Glutamin als Aminodonor. Die S2 Gruppe 

katalysiert die Transaminierung von komplexeren Intermediaten, bestehend aus dem 

Aglycon und einem bis mehreren Zuckerringen. Diese Enzymgruppe ist 

monofunktionell und nutzt ebenfalls L-Glutamin als Donormolekül. Die dritte Gruppe, 

die B-Enzyme, sind wie die S/S1-Enzyme bifunktionell, verwenden aber L-Glutamat 

als Aminodonor. Diese Gruppe von Enzymen ist verantwortlich für die Modifikation 

von AGA-Intermediaten mit Aminogruppen am Kohlenstoff 6 des ersten (6′) und 

dritten (6′′′) Zuckerrings [Piepersberg et al., 2007; Clausnitzer et al., 2011]. Das für 

die Reaktion benötigte Intermediat mit einer Aldehydgruppe an der zu 

modifizerenden Position wird zuvor von Oxidoreduktasen, den Q-Enzymen, 

produziert. Die Strukturen für zwei Aminotransferasen aus AGA produzierenden 

Genclustern konnten schon gelöst werden. Dabei handelt es sich zum einem um 

eine S1-Aminotransferase aus dem Butirosin-produzierenden Gencluster aus 

Bacillus circulans. Die Struktur von BtrR konnte sowohl im Komplex mit PLP als auch 

in seiner PMP gebundenen Form aufgeklärt werden [Popovic et al., 2006]. Zum 

anderen konnte die Struktur eines S2-Enzyms, der Aminotransferase TobS2 aus 

dem Tobramycin produzierenden Gencluster von Streptomyces tenebrarius, gelöst 

werden [Hennig, 2009]. Eine Kristallstruktur einer Aminotransferase aus der Gruppe 

der B-Enyzme konnte bisher noch nicht aufgeklärt werden. 

 

Aminotransferasen (ATs) (EC 2.6.1), auch Transaminasen genannt, katalysieren die 

Übertragung von Aminogruppen von einem Donormolekül auf ein Akzeptormolekül 

(Abb 3-6). Sie gehören zu den Vitamin B6-abhängigen Enzymen und besitzen 

Pyridoxal-5‘-Phosphat als Kofaktor. Als Donor der Aminogruppe wird in den meisten 

Fällen eine Aminosäure genutzt, wie L-Glutamat, L-Glutamin, L-Aspartat oder L-

Asparagin.  

 
Abb. 3-6: Transaminierungsreaktion 
In blau ist die Aminosäure 1 bzw. nach der Transaminierung die α-Ketosäure 1 dargestellt, in rot 
entsprechend Aminosäure 2 und α-Ketosäure 2. Abgewandelt nach Voet et al. 1995 [Voet et al., 
1995]. 
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Neben der Aminoglykosid-Antibiotika Synthese, kommen Aminotransferasen auch im 

Aminosäurestoffwechsel vor.  

 

3.1.2.1 Vitamin B6-abhängige Enzyme  

 

Die Klasse der Vitamin B6-abhängigen Enzyme, auch Pyridoxal-5‘-Phosphat-

abhängige Enzyme genannt, ist an einer Vielzahl von verschiedenen Reaktionen im 

Aminosäurestoffwechsel beteiligt. Zu dieser Enzymklasse gehören 

Aminotransferasen, Decarboxylasen, Racemasen, α-, β-, γ-Synthasen und β-, γ-

Lyasen [Vacca et al., 2008]. Alle diese Enzyme besitzen den Kofaktor Pyridoxal-5‘-

Phosphat (PLP), welcher über eine Schiff’sche Base Bindung (internes Aldimin) an 

das Enzym gebunden ist. Die kovalente Bindung erfolgt über die ε-Aminogruppe 

eines sich im Aktiven Zentrums befindlichen Lysins. Die einzige bisher bekannte 

Ausnahme ist die GDP-4-Keto-6-Deoxy-D-Mannose-3-Dehydratase (ColD) [Cook et 

al., 2006; Cook et al., 2008], bei der ein Histidin im aktiven Zentrum vorliegt und der 

Kofaktor nicht kovalent gebunden wird. 

Die Enzymklasse wurde zunächst in drei Familien - α, β und γ - unterteilt [Alexander 

et al., 1994]. Die meisten Enzyme werden zur α-Familie gezählt, während sich in die 

β- und γ-Familie nur wenige Enzyme einordnen lassen. Da die α-Familie mit den 

Aminotransferasen die größte Gruppe darstellt, wurde die Gruppe nochmals in 

mehrere Untergruppen (I, II, III und IV) eingeteilt [Mehta et al., 1993]. Durch eine 

Vielzahl gelöster Strukturen [Jansonius, 1998] wurde basierend auf 

Strukturvergleichen, Strukturvorhersagen und Sequenzvergleichen eine genauere 

Klassifizierung in sieben Faltungstypen vorgenommen (siehe Tab. 3-1) [Grishin et al., 

1995].  
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Tab. 3-1: Die sieben Faltungstypen der Vitamin B6-abhängigen Enzymklasse nach [Grishin et 
al., 1995]. 

Faltungstyp Beispiele 

I Aminotransferasen Gruppe I, II, III , V u.a. 

II Tryptophan Synthase u.a. 

III Eukaryontische Ornithin Decarboxylase u.a. 

IV Aminotransferase Gruppe IV u.a. 

V Glycogen Phosphorylase 

nicht klassifiziert Succinyldiaminopimelat Aminotransferase 

nicht klassifiziert Valin-pyruvat Aminotransferase 

Dabei vereint der Faltungstyp I fast alle Aminotransferasen, während die β-Familie 

jetzt dem Faltungstyp II entspricht. Der Faltungstyp I wurde von Käck et al. [Käck et 

al., 1999] noch in sechs weitere Subklassen unterteilt. 

 

3.1.2.2 Aminotransferase LivB 

 

LivB ist eine Aminotransferase aus dem liv-Gencluster von S. lividus CBS 844.73 

(Accession Code AJ748832) [Piepersberg et al., 2007] (Abb. 3-7). Der Gencluster 

produziert das Aminoglykosid-Antibiotikum Lividomycin B [Oda et al., 1971], das zur 

Gruppe der 4,5-disubstituierten 2-DOS Aminoglykosid-Antibiotika gehört. In Tests 

zeigte Lividomycin B antibakterielle Wirkung bei Tuberkulose [Shimizu, 1974; 

Tsukamura, 1972; Yamamoto et al., 1973] sowie bei Infektionen der Harn- 

[Kumazawa et al., 1973; Kurokawa et al., 1972; Mita et al., 1972; Tokito et al., 1972] 

und Atemwege [Aoyagi et al., 1975; Kondo et al., 1975; Tsukamura, 1975]. Die 

Aminotransferase LivB gehört zu den B-Enzymen der AGA Aminotransferasen. 

 

 
Abb. 3-7: liv-Gencluster. 
Die Position der Aminotransferase LivB im Gencluster ist rot markiert. Abbildung aus Piepersberg et 
al., 2007 [Piepersberg et al., 2007]. 
 

LivB katalysiert die Transaminierung an der 6′′′ Position von 6′′′-Oxoparomomycin zu 

Paromomycin unter Nutzung von L-Glutamat als Aminodonor (Abb. 3-8). 
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Paromomycin, welches selbst schon ein AGA ist, wird anschließend mit Hilfe weitere 

Enzyme des Genclusters zu Lividomycin B weiterverarbeitet (Abb. 3-4). 

 

 
Abb. 3-8: Die Enzymreaktion von LivB. 
Die 6′′′ Position, an der die Aminotransferase LivB angreift, ist rot markiert. 
 

3.1.3 Zielsetzung 
 

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Kristallisation und Strukturaufklärung der 

Aminotransferase LivB sowie die Aufklärung des Mechanismus. Dafür sollten neben 

der Kristallstruktur von LivB, wenn möglich auch Kristallstrukturen von LivB im 

Komplex mit dem Kofaktor PLP und Reaktionssubstraten bzw. -produkten wie z.B. L-

Glutamat produziert werden 

Die Aminotransferase LivB lässt sich als His-tag Fusionsprotein löslich in 

Streptomyces spp. rekombinant exprimieren und eine erste Reinigungstrategie über 

Ni2+-Affinitätschromotographie konnte bereits etabliert werden [Clausnitzer, 2010]. 

Außerdem wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. U. Wehmeier, Abteilung chemische 

Mikrobiologie, Universität Wuppertal, schon Untersuchungen zur Substratspezifität 

der Aminotransferase durchgeführt [Clausnitzer, 2010; Clausnitzer et al., 2011]. Mit 

Hilfe der gelösten Strukturen sollte zudem versucht werden, die gefundenen 

Substratspezifitäten von D. Clausnitzer strukturell zu analysieren.  
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3.2. Ergebnisse Aminotransferase LivB 
 

3.2.1 Expression und Reinigung 
 

Die Kristallisation von LivB wurde als Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe von 

Dr. U. Wehmeier, Abteilung chemische Mikrobiologie der Universität Wuppertal, 

durchgeführt. Da die Expression und eine Reinigungsstrategie dort schon etabliert 

waren [Clausnitzer, 2010], wurde uns zunächst gereinigtes Protein für die 

Kristallisation zugesendet. Es stellte sich jedoch heraus, dass LivB im 

Lagerungspuffer nicht über einen längeren Zeitraum stabil war. Deshalb wurden für 

weitere Arbeiten Zellpellets von LivB-Expressionen versandt.  

Zudem wurden uns die Plasmide für die Anzucht überlassen. Damit konnte die 

Expression von LivB in dem Zellstamm Streptomyces lividans TK24 in unserem 

Labor etabliert werden (siehe Abschnitt 4.2.2.2) (Abb. 3-9a). Die Expressionsrate und 

damit auch die Ausbeute war für LivB sehr unterschiedlich und von der Effizienz der 

Protoplastentransformation und dem Alter der Transformaten abhängig. Aus einer 50 

ml Kultur von S. lividans TK24 konnten etwa 3 g Zellen gewonnen werden. 

 

a)  b)  
Abb. 3-9: SDS-PAGE der Expression und Reinigung von LivB. 
a) Expression von LivB in Streptomyces lividans TK 64 Zellen, Spur 1-3 - Zellen von verschiedenen 
Kolonien der Protoplastentransformation nach 5d Expression, M - Marker, b) Analyse der Ni2+-
Affinitätschromatographie von LivB, Spur 1 - löslicher Überstand nach Zellaufschluss, Spur 2+3 - 
Durchflussfraktionen, Spur 4 - Waschschritt (10 % B, 34 mM Imidazol), Spur 5 – Elutionsschritt 
(100 % B, 250 mM Imidazol), M – Marker. 
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Für die Ni2+-Affinitätsreinigung von LivB wurde das bestehende „Batch“-Protokoll für 

eine Säulenreinigung mittels Äkta abgewandelt und angepasst (siehe 4.2.2.6). Der 

Zellaufschluss wurde in Puffer A durchgeführt, welcher 10 mM Imidazol enthält, um 

eine Bindung von Fremdproteinen zu unterdrücken (siehe Abschnitt 4.2.2.6). 

Anschließend wurde das lösliche Protein durch Zentrifugation von den unlöslichen 

Zellbestandteilen abgetrennt. Nach dem Auftragen der Proteinlösung auf die 1 ml 

HisTrap™ HP Säule wurde diese mit einer Gradientenstufe von 10 % Puffer B 

gewaschen, um Verunreinigungen zu entfernen und das Zielprotein mit 100 % 

Puffer B eluiert.  

In der SDS-PAGE Analyse der Reinigung ist in der ersten und zweiten 

Durchflussfraktion (Abb. 3-9b, Spur 2 + 3) eine schwache Bande auf der Höhe von 

LivB (N-His10-LivB: 46 kDa) zu erkennen, beim anschließenden Waschen mit 34 mM 

Imidazol ist jedoch keine Bande zu sehen (Abb. 3-9b, Spur 4). Durch den 

zusätzlichen Waschschritt ließ sich ein Großteil der Verunreinigungen abtrennen, so 

dass die Elutionsfraktion nur sehr wenig Verunreinigungen neben dem gewünschten 

Zielprotein enthielt (Spur 5). Die Bande auf Höhe von LivB in den 

Durchflussfraktionen kann auf ein Überladen der Säulenkapazität hinweisen, da die 

Bande jedoch nicht sehr stark ausgeprägt ist, kann der Anteil an 

verlorengegangenem Protein als gering betrachtet und vernachlässigt werden. LivB 

war im Reinigungspuffer trotz der enthaltenen 10 % v/v Glycerin nicht sehr stabil und 

begann oft schon kurz nach der Reinigung auszufallen. Die Proteinlösung wurde 

deshalb sofort nach der Ni2+-Affinitätschromatographie konzentriert und für die 

Kristallisationsansätze vorbereitet. Bei der Konzentrierung konnte beobachtet 

werden, dass die Proteinlösung mit zunehmender Konzentration eine rosa Färbung 

annahm.  

 

3.2.2 Kristallisation 
 

Für die Kristallisation im 96-well Ansatz wurde die Proteinlösung konzentriert und für 

30 min bei 4 °C und 22000 g zentrifugiert, um Aggregate abzutrennen (siehe 

4.2.2.14). LivB befand sich im Puffer B der Ni2+-Affinitätsreinigung und hatte eine 

Konzentration von ~8 mg/ml. Es wurden Kristallisationsplatten mit allen acht 

Kristallisationskits (siehe Abschnitt 4.1.4), bei insgesamt 768 verschiedenen 
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Pufferbedingungen, angesetzt. Nach einigen Wochen konnten unter mehreren 

Pufferbedingungen Kristalle gefunden werden, wobei es sich in den meisten Fällen 

um Nadeln und Nadelbüschel handelte. In einigen Pufferbedingungen zeigten sich 

jedoch auch kleine Einzelkristalle (Abb. 3-10a). Bei einigen handelte es sich um 

Salzkristalle, andere waren eventuell zu klein um bei der Aufnahme von Testbildern 

am Generator ein Streubild zu ergeben. Unter drei Pufferbedingungen wurden 

Proteinkristalle erhalten, die schwach streuten: 

 

I JCSG++ D10: 0,1 M MES; 0,2 M CaAcetat; 40 % w/v PEG300; pH 6,5 

II HF G3: 0,1 M NaCitrat; 20 % w/v PEG4000; pH 8,8 

III HR B8: 0,2 M NaAcetat; 0,2 M (NH4)2SO4; 25 % w/v PEG4000; pH 4,6

 

Durch microseeding und streakseeding Versuche konnte eine erfolgreiche 

Reproduktion der Kristalle im 24-well Maßstab für Bedingung I erreicht werden. Die 

Proteinkristalle wuchsen als kleine Stäbchen bzw. Rhomboeder. Durch Variation der 

Proteinkonzentration und des pH-Wertes gelang es schließlich, größere Kristalle von 

LivB zu produzieren (Abb. 3-10b+c).  

 

a)  b)  c)  
Abb. 3-10: Proteinkristalle von LivB. 
a) Kristall von 96-well Kristallisationsansatz b) + c) Kristalle von 24-well Kristallisationsansätzen. 
 

Die größten Proteinkristalle mit ~0,1 µm Seitenlänge wuchsen nach 2 Tagen bei 

20 °C bei einer Proteinkonzentration von 5 mg/ml in 0,1 M MES; 0,2 M CaAcetat; 

40 % w/v PEG300; pH 6,2.  
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3.2.3 Datensammlung, Strukturlösung und Refinement 
 

Es wurden von LivB verschiedene Datensätze aufgenommen (siehe Tab. 3-2 und 

Abschnitt 4.2.2.16). Die Datenaufnahme erfolgte hierbei zunächst am 

Röntgendrehanodengenerator der Arbeitsgruppe und dann auch am Synchrotron 

BESSY-2 an der beamline 14.2 in Berlin. 

 

Die mit der Kupferanode (λ = 1,5418Å) gemessenen Kristalle gehören alle zur 

Raumgruppe P212121 und streuten bis zu einer maximalen Auflösung von etwa 

2,1 Å. Zunächst wurde versucht, die Struktur von LivB mittels der Methode des 

molekularen Ersatzes (molecular replacement, MR) zu lösen (siehe 4.2.2.17). Dazu 

wurde eine BLAST Suche [Altschul et al., 1990] mit der Aminosäuresequenz von 

LivB gegen die Protein Data Bank (PDB) durchgeführt. Aus den Suchergebnissen 

wurden die Strukturen der Glutamat-1-semialdehyd 2,1-aminomutase (GSAM) (pdb-

code: 2hoy [Stetefeld et al., 2006]) aus Synechococcus elongatus, der 

Acetylornithine Aminotransferase (ACOAT) (pdb-code: 1vef) aus Thermus 

thermophilus und der 4-Aminobutyrat Aminotransferase (GABA AT) (pdb-code: 2szs 

[Liu et al., 2005]) aus Escherichia coli als Modelle für das MR ausgewählt. Es wurden 

PHASER Läufe [McCoy et al., 2007] mit den einzelnen Modellen, mit allen drei 

Modellen zusammen und auch mit einem verkürzten Modell, welches nur Bereiche 

enthielt, die zehn überlagerte Strukturen gemeinsam hatten, durchgeführt. Trotz 

mehrerer Versuche mit unterschiedlichen Modellen war die Strukturlösung mittels 

MR für den LivB-Apo-Datensatz nicht erfolgreich.  

 

Mit den Kristallen wurden nun soaking-Experimente durchgeführt (siehe 4.2.2.15), 

um die Phasen experimentell zu bestimmen. Dabei zeigte sich, dass bei soaking mit 

den Schweratomderivaten Kaliumtetrachloroplatinat (K2PtCl4) und Quecksilberchlorid 

(HgCl2) die LivB Kristalle anfingen, sich leicht aufzulösen, was sich dann auch in 

einer schlechteren Auflösung widerspiegelte. Bei Kaliumiodid (KI) trat dieser Effekt 

nicht auf. Es wurde in diesem Fall auch keine Abhängigkeit von der Inkubationszeit 

beobachtet. Bei Inkubation mit der magic triangle Verbindung (I3C, 5-Amino-2,4,6-

triiod-Isophthalsäure, Abb. 3-11a) zeigten die Kristalle keine sichtbaren 
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Veränderungen, es konnte jedoch festgestellt werden, dass durch eine kurze 

Inkubationszeit (30 s) bei einer niedrigen Konzentration von 50 mM die beste 

Auflösung erzielt werden. 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vier besten Datensätze dargestellt und 

diskutiert. Die Statistik der Datensammlung ist in Tabelle 3-2 dargestellt. 

 
Tab. 3-2: Statistik der LivB-Datensätze 
In Klammern sind die Werte der äußersten Auflösungsschale angegeben. 
LivB Datensatz LivB-I3C LivB-apo LivB-PLP LivB-PLP-

Paromomycin 
Röntgenquelle Kupferanode BESSY BL14.2 BESSY BL14.2 Kupferanode 
Wellenlänge (Å) 1.5418 0.9184 0.9184 1.5418 
Auflösung (Å) 30 – 2.3 

(2.38 – 2.3) 
33.71 – 1.49 
(1.53 -1.49) 

33.47 – 1.93 
(1.98 – 1.93) 

19.75 – 2.1 
(2.2 – 2.1) 

Raumgruppe P212121 P212121 P212121 P212121 

Einheitszelle  
      a, b, c (Å) 81.5, 82.5, 119.4 81.7, 82.9, 119.5 79.7, 81.1, 118.6 81.2, 82.4, 119.2 
      α, β, γ (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 
Rrim  (= Rmeas) 0.12 (0.47) 0.07 (0.73) 0.10 (0.57) 0.13 (0.64) 
Rano 0.06 (0.15) - - - 
Rano/Rpim 2.4 (1.7) - - - 
I / σI 18.0 (6.8) 15.5 (2.0) 11.8 (2.7) 12.3 (2.9) 
Vollständigkeit (%) 99.9 (100.0) 

 
99.6 (96.9) 99.4 (98.5) 99.5 (99.6) 

Redundanz 14.9 (14.5) 4.3 (3.3) 3.9 (3.5) 4.6 (3.9) 
 

Die Strukturlösung erfolgte schließlich mit der Methode single wavelength anomalous 

dispersion (SAD) (siehe 4.2.2.17). Es wurde ein Datensatz von einem mit I3C 

inkubierten Kristall (LivB-I3C) mit einer Kupferanode (λ = 1,5418Å) aufgenommen 

[Beck et al., 2009; Beck et al., 2008a], in der initialen anomalen Dichte konnten die 

Iodatome von zwei I3C Molekülen als regelmässige Dreiecke gefunden werden (Abb. 

3-11b). Mit Hilfe der anomalen Phasen und dem Programm SHELX C/D [Sheldrick, 

2008] konnte aus dem LivB-I3C Datensatzes eine erste Anfangselektronendichte 

berechnet werden. Anschließend erfolgten abwechselnd Prozesse von 

Dichtemodifikation und Hauptkettenfindung mit dem Programm SHELX E [Sheldrick, 

2010], bis eine gut definierte Polyalaninkette identifiziert wurde. Diese enthielt schon 

etwa 75 % des Proteins und bestand aus 39 Fragmenten. Mit Hilfe des am BESSY 

gemessenen LivB-Apo Datensatzes und der Aminosäuresequenz von LivB konnte 

aus dieser Polyalaninkette im Programm ARP/wARP [Langer et al., 2008] ein erstes 

Proteinmodell erstellt werden. Dieses Modell bestand aus 14 Fragmenten und 
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beinhaltete schon etwa 90 % des Proteins. Anschließend wurde das Modell noch 

manuell mit den Programmen COOT [Emsley et al., 2004] und Refmac5 [Murshudov 

et al., 1999] des CCP4 Programmpaketes erweitert und verfeinert. In der 

asymmetrischen Einheit des Kristalls wurden zwei Monomere von LivB gefunden, die  

ein Homodimer bilden. 

 
Abb. 3-11: Iodatome eines I3C Moleküls in der initialen Elektronendichte. 
a) Strukturformel und anomale Dichte eines I3C Moleküls aus [Beck et al., 2008a] b) Iodatome eines 
I3C Moleküles in der initialen anomalen Elektronendichte des LivB-I3C Datensatzes 
(Kontourlevel = 5 σ). 
 

Für Kristallstrukturen im Komplex mit dem Kofaktor PLP, dem Aminodonor bzw. dem 

Produkt von LivB, wurde ein Ligandensoaking durchgeführt (siehe Abschnitt 

4.2.2.15). Das soaking gestaltete sich schwierig, da die Substanzen sich nur in 

niedrigen Konzentrationen im Kristallisationspuffer lösen ließen. Es wurden 

verschiedene Kombinationen von Liganden für das Soaken verwendet (Tab. 3-3): 

 
Tab. 3-3: verwendete Liganden und ihre Konzentration und Einwirkzeit 

Liganden Konzentration Einwirkzeit 
PLP 25 mM 30min – 4d 
L-Glutamat 50 mM 1h – 6d 
L-Glutamin 50 mM 1h – 4d 
PLP + L-Glutamat 12,5 mM/25 mM 30min – 4d 
PLP + L-Glutamin 12,5 mM/25 mM 30min – 5d 
PLP + Paromomycin 12,5 mM/25 mM 30min – 5d 
PLP + L-Glutamat + Paromomycin 8,3 mM/16,7 mM/8,3 mM 30min – 7d 
PLP + L-Glutamin + Paromomycin 8,3 mM/16,7 mM/8,3 mM 30min – 7d 

 

Bei der Inkubation mit PLP konnte in Kristallen, welche über einen längeren Zeitraum 

inkubiert wurden, die beste Bindung erreicht werden. Zudem zeigten die Kristalle 

nach der Inkubation eine leichte Gelbfärbung. Das Produkt Paromomycin konnte nur 
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in Kombination mit dem Kofaktor PLP in den Kristallen gefunden werden, auch hier 

ergaben längere Inkubationszeiten eine bessere Bindung. Der Aminodonor L-

Glutamat bzw. das Analogon L-Glutamin konnte in keinem Kristall, weder bei 

Inkubation allein oder in Kombination mit den anderen Liganden nachgewiesen 

werden.  

 

Die Strukturen LivB-PLP und LivB-PLP-Paromomycin konnten mit LivB-Apo als 

Modell durch MR gelöst werden. Die Statistiken der Datensätze nach endgültiger 

Verfeinerung sowie die Ergebnisse der Ramachandran-Analyse sind in den Tabellen 

3-4 und 3-5 dargestellt. 

 
Tab. 3-4: Refinementstatistik der LivB-Datensätze 
LivB Datensatz LivB-I3C LivB-apo LivB-PLP LivB-PLP-

Paromomycin 
Anzahl der Reflexe 
(Gesamt/Testset) 

49797/2525 132133/6607 58130/2905 48060/2531 

Anzahl der Atome  
  Gesamt 6921 7283 6909 6667 
  Protein 6248 6539 6313 6202 
  LivB (Monomer A / B) 3124/3124 3297/3242 3144/3169 3101/3101 
  PLP (Monomer A / B) - - 15/15 15/15 
 Paromomycin  
(Monomer A / B) 

- - - 42/42 

  I3C (Monomer A / B) 48/32 - - - 
  Imidazol - 10 - - 
  Ca 2 2 3 1 
  Ethylenglykol - 4 - - 
  Cl - 1 - - 
  Wasser 591 727 563 350 

 
Durchschnittlicher B-Faktor 
(Å2) 

21,84 12,61 20,57 22,33 

Rwork/Rfree  19,79 / 25,52 14,61 / 18,40 17,47 / 22,71 19,55 / 25,11 
Abweichung vom Standard  
rmsd Bindungslängen (Å) 0,007 0,006 0,007 0,007 
rmsd Bindungswinkel (°) 1,088 1,046 1,092 1,114 
 
Tab. 3-5: Statistik der Ramachandran-Analyse der LivB Datensätze 
Die Analyse der Datensätze erfolgte mit PROCHECK [Laskowski et al., 1993]. In Klammern sind die 
Prozente an der Gesamtstruktur angegeben. 
Datensatz Anzahl der 

Aminosäuren in den 
bevorzugten Regionen 

Anzahl der 
Aminosäuren in 

erlaubten Regionen 

Anzal der Aminosäuren 
in verbotenen 

Regionen 
LivB-Apo 803 (98,6) 9 2 
LivB-I3C 801 (98,1) 12 1 
LivB-PLP 794 (97,5) 17 3 
LivB-PLP-
Paromomycin 

794 (97,5) 17 3 



Kapitel 3: Aminotransferase LivB 
 

 

74 
 

 

Die Qualität von Kristallstrukturen lässt sich mit Hilfe bestimmter Kriterien - Rwork, Rfree 

und ihrer Differenz (∆Rwork-Rfree < 5 %), dem durchschnittlichen Gesamt-B-Faktor und 

dem Ramachandran-Plot - beurteilen. Für die vier vorliegenden Datensätze von LivB-

Apo, LivB-I3C, LivB-PLP und LivB-PLP-Paromomycin lässt sich feststellen, dass sie 

zu guten R-Werten verfeinert werden konnten. Die B-Faktoren liegen für alle 

Datensätze in dem der Auflösung entsprechenden Bereich. Auch der 

Ramachandran-Plot zeigt für die Strukturen nur einige wenige Aminosäuren in noch 

erlaubten Regionen und nur maximal drei Aminosäuren in verbotenen Regionen an. 

Das heißt, in jedem Datensatz liegen mindestens 97,5% der Diederwinkel in den 

bevorzugten Winkelregionen, was die gute Qualität der Datensätze belegt (Tab. 3-5). 

So liegt die Aminosäure Ala230 - bei den drei Datensätzen LivB-Apo, LivB-PLP und 

LivB-PLP-Paromomycin in beiden Monomeren und beim Datensatz LivB-I3C nur im 

Monomer A - in den verbotenen Regionen des Ramachandran Plots, ist aber durch 

die Elektronendichte klar definiert (Abb. 3-12).  

 

 
Abb. 3-12: Elektronendichte des Alanin 230. 
Dargestellt sind die Aminosäuren 229 bis 232 des Monomers A des LivB-PLP Datensatzes mit ihrer 
Elektronendichte (2fo-fc, Kontourlevel = 1 σ). Die Kohlenstoffatome des Alanins sind gelb, die der 
übrigen Aminosäuren grün gefärbt. Stickstoff- und Sauerstoffatome sind blau bzw. rot dargestellt.  
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3.2.4 Die Kristallstruktur von LivB 
 

Im folgenden Abschnitt sollen die Strukturen der Datensätze LivB-Apo, LivB-PLP und 

LivB-PLP-Paromomycin ausführlich beschrieben werden. In Abbildung 3-13 ist die 

Nummerierung des Kofaktors PLP und des Produkts Paromomycin, wie sie im 

weiteren Verlauf der Arbeit benutzt werden, dargestellt (Abb. 3-13). 

 

 
Abb. 3-13: Nummerierung von PLP und Paromomycin. 
a) Die Struktur von PLP aus dem LivB-PLP Datensatz ist entsprechend der Atome eingefärbt: C - 
gelb, O - rot, N - blau und P - orange. b) Chemische Darstellung von Paromomycin, die 
Kohlenstoffatome der Ringe 2 - 4 sind entsprechend mit Strichen (Ring 2 = ′, Ring 3 = ′′ und 
Ring 4 = ′′′) numeriert. In rot ist die 6′′′ Position mit der transferierten Aminogruppe markiert. c) 
Dargestellt ist die Struktur von Paromomycin aus dem LivB-PLP-Paromomycin Datensatz 
entsprechend der Atome: C - magenta, O - rot und N – blau. 
 

Für den LivB-Apo Datensatz konnten im Monomer A und B jeweils die Aminosäuren 

von 6 bis 414 eindeutig durch die ermittelte Elektronendichte beschrieben werden. 

Zudem konnten in der Kristallstruktur zwei Imidazolmoleküle, ein 

Ethylenglykolmolekül, zwei Calciumionen und ein Chloridion gefunden werden 

(Tab. 3-4 und Abb. 3-15). Die Monomere A und B haben zueinander einen rmsd-
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Wert von 0,200 Å (Tab. 3-6). Im LivB-I3C Datensatz sind die Monomer A und B mit 

den Aminosäuren 6-414 durch die Elektronendichte klar definiert. Außerdem wurden 

noch fünf I3C-Moleküle und zwei Calciumatome in der Kristallstruktur gefunden 

(Tab. 3-4). Bei der Überlagerung des Monomers A auf Monomer B betrug der rmsd-

Wert 0,241 Å (Tab. 3-6). Der Vergleich der Gesamtstruktur mit der Gesamtstruktur 

von LivB-Apo ergab einen rmsd-Wert von 0,203 Å (Tab. 3-7). Beim LivB-PLP 

Datensatz waren neben den Aminosäuren 6-414 der Monomere A und B auch zwei 

PLP-Moleküle sowie drei Calciumatome durch die Elektronendichte definiert. Der 

rmsd-Wert der Überlagerung der Monomere beträgt 0,310 Å (Tab. 3-6). Bei einem 

Vergleich der Gesamtstrukturen von LivB-PLP mit LivB-Apo ergab sich ein rmsd-

Wert von 0,303Å und für den Vergleich von LivB-PLP mit LivB-I3C der Wert 0,250 Å 

(Tab. 3-7). Wie in den anderen Datensätzen wurden auch für den Datensatz LivB-

PLP-Paromomycin die Aminosäuren 6-414 der Monomere A und B eindeutig durch 

die Elektronendichte beschrieben. Weiterhin wurden in diesem Datensatz zwei 

kovalent mit den PLP-Molekülen verknüpfte Paromomycin-Moleküle (externe 

Aldimine) und ein Calciumatom gefunden. Für den Vergleich der Monomere A und B 

von LivB-PLP-Paromomycin ergab sich ein rmsd-Wert von 0,258 Å (Tab. 3-6). Die 

Überlagerungen der Gesamtstruktur des Datensatzes mit den Strukturen von LivB-

Apo, LivB-I3C und LivB-PLP ergeben entsprechend die Werte 0,244 Å, 0,192 Å und 

0,238 Å (Tab. 3-7). Zusammenfassend lässt sich zeigen, dass die rmsd-Werte aller 

LivB-Datensätze zwischen 0,192 Å und 0,303 Å schwanken (Tab. 3-7). Dies zeigt, 

dass nur sehr geringfügige Änderungen zwischen den einzelnen Datensätzen 

bestehen. Für den Vergleich der Monomere zueinander konnten rmds-Werte 

zwischen 0,187 Å und 0,314 Å gefunden werden (Tab. 3-6). 



Kapitel 3: Aminotransferase LivB 
 

 

77 
 

 
Tab. 3-6: rmsd-Werte der einzelnen Monomere zueinander 
Die Analyse der Datensätze erfolgte mit Pymol [Delano et al., 2005]. Die rmsd-Werte sind in Å 
angegeben. 

 Apo A Apo B I3C A I3C B PLP A PLP B PLP-
Parom. A 

PLP-
Parom. B

Apo A - 0,200 0,260 0,187 0,269 0,294 0,206 0,278 
Apo B 0,200 - 0,278 0,172 0,314 0,227 0,265 0,208 
I3C A 0,260 0,278 - 0,241 0,254 0,293 0,187 0,288 
I3C B 0,187 0,172 0,241 - 0,314 0,208 0,253 0,186 
PLP A 0,269 0,314 0,254 0,314 - 0,310 0,255 0,316 
PLP B 0,294 0,227 0,293 0,208 0,310 - 0,255 0,205 
PLP-
Parom. A 0,206 0,265 0,187 0,253 0,255 0,255 - 0,258 

PLP-
Parom. B 0,278 0,208 0,288 0,186 0,316 0,205 0,258 - 

 
Tab. 3-7: rmsd-Werte der Datensätze 
Die Analyse der Datensätze erfolgte mit Pymol [Delano et al., 2005].  
 LivB-Apo LivB-I3C LivB-PLP LivB-PLP-

Paromomycin 
LivB-Apo - 0,203Å 0,303Å 0,244Å 
LivB-I3C 0,203Å - 0,250Å 0,192Å 
LivB-PLP 0,303Å 0,250Å - 0,238Å 
LivB-PLP-
Paromomycin 0,244Å 0,192Å 0,238Å - 

 

3.2.4.1 LivB-Apo Struktur und LivB-I3C Struktur 

 

Wie in Abschnitt 3.2.4 schon erwähnt, konnten in jedem Datensatz zwei Monomere, 

die ein Homodimer bilden, gefunden werden. Die Monomere zeigen dabei die 

typische Unterteilung der Aminotransferasen in drei Domänen, eine N-terminale 

Domäne (blau), eine Kofaktor-bindende Domäne (gelb) und eine C-terminale 

Domäne (rot) (Abb. 3-14).  

Die N-terminale Domäne von LivB beginnt mit einem unstrukturierten loop-Bereich, 

gefolgt von einem kleinen dreisträngigen β-Faltblatt, bestehend aus den β-Strängen 

β1 ↑, β2 ↓ und β3 ↑, und endet dann nach einem weiterem loop in einer α-Helix (α1). 

Die Kofaktor-bindende Domäne ist größer und besteht aus einem siebensträngigen 

β-Faltblatt und fünf flankierenden Helices (α2-α6), welche über turn- und loop- 

Bereiche miteinander verbunden sind. Das β-Faltblatt hat die Anordnung β4 ↑, β10 ↓, 
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β9 ↑, β8 ↑, β7 ↑, β5 ↑ und β6 ↑. Die Faltung entspricht einem 3-Layer(αβα) Sandwich, 

genauer dem Faltungstyp Type I PLP-dependent aspartate aminotransferase-like 

(Major domain) (CATH Code: 3.40.640.10 [Cuff et al., 2011]). An die Kofaktor-

bindende Domäne schließt sich die C-terminale Domäne an, welche aus fünf α-

Helices (α7-α11) und einem dreisträngigen β-Faltblatt (β11-β13) besteht. An die erste 

α-Helix α7 schließen sich direkt die ersten zwei β-Stränge β11 ↑, β12 ↓ des β-

Faltblattes an, dann folgt die α-Helix α8 und nach einem kurzen loop der dritte β-

Strang β13↑ an. Den Abschluss der Domäne bilden die drei α-Helices α9, α10 und 

α11, die über loop-Bereiche miteinander verbunden sind. Die Faltung der Domäne 

entspricht dabei einem Alpha-Beta Complex, (CATH Code: 3.90.1150.10 [Cuff et al., 

2011])  

 

 
Abb. 3-14: Struktur eines Monomers von LivB-Apo. 
Das Monomer A der LivB-Apo Struktur ist in der Cartoon-Darstellung gezeigt, die N-terminale Domäne 
ist blau, die große Kofaktor-bindende Domäne gelb und die C-terminale Domäne rot gefärbt. Im 
aktiven Zentrum ist der Kofaktor PLP aus der LivB-PLP Struktur (stick-Darstellung, Kohlenstoffatome 
grün, Sauerstoffatome rot, Stickstoffatome blau, Phosphoratome orange) gezeigt. 
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Abb. 3-15: LivB-Apo Dimerstruktur. 
LivB-Apo Struktur (Cartoon-Darstellung, Monomer A dunkelgrau, Monomer B hellgrau), im Bereich 
des aktiven Zentrums der Monomere befindet sich jeweils ein Imidazolmolekül (stick-Darstellung, 
Kohlenstoff rosa gefärbt, Stickstoff blau). In stick-Darstellung ist ein Ethylenglykolmolekül (Kohlenstoff 
grün gefärbt, Sauerstoff rot) gezeigt und als Kugeln sind zwei Calciumionen (rot) und ein Chloridion 
(blau) dargestellt. 
 

Die Analyse des Dimers (Abb. 3-15) mit dem PISA Server 

(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/prot_int/pistart.html) [Krissinel et al., 2007] ergab eine 

Kontaktfläche von 3345,2Å2, welche durch Wasserstoff- und Salzbrücken zwischen 

den beiden Monomeren stabilisiert wird. Die Position der Imidazolmoleküle liegt 

dabei im Bereich des vermuteten aktiven Zentrums der Monomere von LivB (siehe 

Abb. 3-15).  

Die Faltung von LivB-I3C entspricht der der LivB-Apo Struktur und ein Vergleich des 

vermuteten aktiven Zentrums von LivB-Apo mit LivB-I3C zeigte, dass sich sowohl die 

Imidazolmoleküle, als auch die in der LivB-I3C-Struktur gebundenen I3C-Moleküle in 

etwa der gleichen Position befinden (Abb. 3-16a und b).  
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Abb. 3-16: Darstellung des vermuteten aktiven Zentrums von LivB-Apo und LivB-I3C. 
Es sind die Aminosäuren im 4 Å Radius um das Imidazol- bzw. das I3C-Molekül in stick-Darstellung 
gezeigt. LivB-Apo ist wie in Abb. 3-15 eingefärbt, das LivB-I3C Monomer A in braun, das Monomer B 
sandfarben. Die Stickstoffatome sind blau, Sauerstoffatome rot und Iodatome violett gefärbt. Die 
Sekundärstruktur ist transparent als Cartoon dargestellt. a) aktives Zentrum des LivB-Apo 
Monomers B mit Imdiazol (rosa) b) aktives Zentrum des LivB-I3C Monomers B mit I3C-Molekül 
(orange). 
 

3.2.4.2 LivB-PLP Struktur 

 

In der Kristallstruktur von LivB-PLP befinden sich zwei Pyridoxal-5‘-Phosphat-

Moleküle (PLP) an der gleichen Position (Abb. 3-17b), wo sich bei LivB-Apo die 

beiden Imidazol Moleküle befinden. Es handelt sich dabi tatsächlich um die aktiven 

Zentren des LivB Dimers. Beide PLP-Moleküle sind kovalent an das Lysin 231 

gebunden, was durch die Elektronendichte eindeutig gezeigt wird (Abb. 3-17a). 

Diese kovalente Verbindung des PLP mit einem Lysin im aktiven Zentrum wird als 

internes Aldimin bezeichnet. Die weitere Koordination erfolgt über 

Wasserstoffbrückenbindungen, van der Waals Bindungen und Salzbrücken von 

Aminosäuren aus beiden Monomeren (Abb.3-17b). Die Phosphatgruppe des PLPs 

wird dabei durch die Aminosäuren Glycin104, Threonin105 aus dem einen Monomer 

sowie dem Threonin258 aus dem anderen Monomer gebunden. Die Aminosäure 

Tyrosin129 geht über ein Wassermolekül ebenfalls eine Bindung zur 

Phosphatgruppe ein. Der Stickstoff N1 des PLPs wird durch den 

Hauptkettensauerstoff des Tyrosin129 und durch die Seitenkettensauerstoffe des 
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Aspartat204 koordiniert. Das Lysin207 bildet über ein Wassermolekül eine 

Wasserstoffbrückenbindung mit dem Sauerstoff O3 der Kofaktors.  

 

 
Abb. 3-17: Koordination des Kofaktors PLP im aktiven Zentrum von LivB. 
Darstellung des aktiven Zentrums von LivB-PLP. a) Vom internen Aldimin, aus PLP und der 
Aminosäure Lysin231, ist die Elektronendichte (2fofc konturiert bei 1 σ) gezeigt. b) Darstellung der an 
der Bindung des PLP beteiligten Aminosäurereste und Wassermoleküle. Das Monomer A von LivB-
PLP ist in dunkelblau, Monomer B in hellblau dargestellt. Als transparente sticks sind die Aminosäuren 
105 und 129 aus Monomer B und 258 aus Monomer A von LivB-Apo gezeigt, welche bei Bindung des 
Kofaktor PLP die größten Veränderungen. Die Farbgebung von LivB-Apo entspricht Abb. 3-15. 
 

Beim genauen Vergleich des aktiven Zentrums der LivB-Apo Struktur mit dem der 

LivB-PLP Struktur konnten leichte Positionsänderungen einiger Aminosäuren 

festgestellt werden (Abb. 3-17b). Die größten Unterschiede sind bei dem 

Threonin258 aus dem zweiten Monomer zu sehen, der Seitenkettensauerstoff 

bewegt sich bei Bindung des PLPs um etwa 4 Å, um für die Phosphatgruppe Platz zu 

schaffen. Außerdem rückt das Tyrosin129 bei Bindung des Kofaktors näher an 

diesen heran, um eine Wechselwirkung zu ermöglichen und das Nζ des Lysins dreht 

sich um fast 180°, um die Schiff’sche Base Bindung mit dem C4A Atom des PLPs 

einzugehen.  

 

3.2.4.3 LivB-PLP-Paromomycin Struktur 

 

Im aktiven Zentrum des LivB-PLP-Paromomycin Datensatzes konnten zwei 

Paromomycin-Moleküle festgestellt werden, die kovalent mit dem Kofaktor PLP 

verknüpft sind und das sogenannte externe Aldimin bilden (Abb. 3-18). Es konnte 
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jedoch nicht für das gesamte Paromomycinmolekül Elektronendichte gefunden 

werden. So ist in Monomer A nur das PLP und der Ring 4 sowie ein Teil des Ringes 

3 durch die Elektronendichte definiert (Abb. 3-18a). Im Monomer B dagegen sind, 

neben dem PLP, die Ringe 3 und 4 sowie ein Teil des Rings 1 in der 

Elektronendichte sichtbar (Abb. 3-18b). Die vorhandene Elektronendichte lässt für 

die Ringe 1 und 2 des Paromomycins in Monomer A und B eine leicht 

unterschiedliche Anordnung zu (Abb. 3-18). Die kovalente Bindung an das PLP ist 

jedoch bei beiden Molekülen gut definiert. Die verhältnismäßig schlechte Sichtbarkeit 

der Paromomycinmoleküle in der Elektronendichte lässt sich durch die Position im 

Protein erklären. Bei Betrachtung der Oberfläche von LivB zeigt sich, dass nicht das 

gesamte Paromomycin in die Aushöhlung des aktiven Zentrums passt (Abb. 3-19). 

Die Ringe 1 und 2 ragen aus dem Enzym heraus und sind nicht durch 

Wechselwirkungen fixiert, sondern für das Lösungsmittel zugänglich.  

 

 
Abb. 3-18: Elektronendichte des externen Aldimins. 
Darstellung des externen Aldimins von LivB-PLP-Paromomycin, die Elektronendichte (2fofc konturiert 
bei 1 σ) ist als graues Netz angezeigt. Die Kohlenstoffatome des Paromomycins sind violett gefärbt, 
die des PLPs gelb. Sauerstoffatome in rot, Stickstoffatome in blau sowie Phosphoratome in orange. a) 
externes Aldimin aus dem Monomer A und b) externes Aldimin aus dem Monomer B des Datensatzes. 
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Abb. 3-19: Oberflächendarstellung der LivB-PLP-Paromomycin Struktur. 
Von der LivB-PLP-Paromomycin Struktur ist die Oberfläche dargestellt. Das externe Aldimin ist in 
stick-Form gezeigt, Farbgebung wie in Abb. 3-18. Das Monomer A ist dunkelgrün gefärbt und das 
Monomer B hellgrün. a) Gesamtansicht der Oberfläche, b) Blick auf das gebundene Paromomycin im 
aktiven Zentrum von Monomer B. 
 

Ein Blick auf die Bindung von Paromomycin in beiden Monomeren bestätigt, dass es 

fast ausschließlich durch Wechselwirkungen der beiden Ringe 3 und 4 mit den 

Aminosäuren des Enzyms im aktiven Zentrum gebunden ist. Bis auf die fehlende 

kovalente Bindung zum Lysin 231 hat sich an der Anordnung des PLPs im aktiven 

Zentrum im Vergleich zur Struktur von LivB-PLP nichts geändert. Auch die 

Koordinierung des Paromomycinteils des externen Aldimins unterscheidet sich 

zwischen den beiden Monomeren kaum.  

Die Bindung von Paromomycin im Monomer A erfolgt über Wechselwirkungen mit 

den Aminosäuren Tyrosin129, Lysin207, Lysin231, Aspartat344, Asparagin345, 

Asparagin391, Valin392 und Aspartat394 aus dem Monomer A (Abb. 3-20a). Dabei 

stabilisiert das Nζ des Lysins231 die Schiff’sche Base Bindung zwischen PLP und 

Paromomycin. Die Bindung des Rings 4 erfolgt über die Wasserstoffbrücken von 

O34 zu Nζ von Lysin207 und Oδ1 von Aspartat344 sowie von O44 über ein 

Wassermolekül zum Nδ2 von Asparagin345. Zudem bildet N24 Bindungen zu den 

Oδ2 von Aspartat344 und dem Hauptkettensauerstoff von Valin392 aus. Ring 3 wird 

durch Wasserstoffbrücken von O23 mit dem Hauptkettensauerstoff von 

Asparagin391 und den Oδ1/δ2 von Aspartat394, sowie durch eine stacking 

Interaktion mit Tyrosin129 in Position gehalten.  

Im Monomer B wird das Paromomycin über Wasserstoffbrückenbindungen und 

Salzbrücken zu den Aminosäuren Threonin13, Tyrosin129, Lysin207, Lysin231, 

Asparagin391, Valin392 und Aspartat394 aus dem Monomer B und der Aminosäure 
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Glutamat254 aus dem Monomer A im aktiven Zentrum gehalten (Abb. 3-20b). Die 

Bindung ist dabei wie im Monomer A, nur dass der Ribosering 3 zusätzlich durch 

eine Wechselwirkung von O53 des Paromomycins mit dem Seitenkettensauerstoff 

des Threonin13 koordiniert wird.  

 

 
Abb. 3-20: Vergleich des aktiven Zentrums von LivB-PLP-Paromomycin in den beiden 
Monomeren. 
Es ist das aktive Zentrum in einem Bereich von 3,5 Å um das externe Aldimin dargestellt. Die 
Farbgebung ist wie in Abb. 3-19 dargestellt. Der Teil des Paromomycinmoleküls, für den keine 
Elektronendichte gefunden wurde, ist weiß eingefärbt. Für die Koordinierung wichtige Aminosäuren 
sind gekennzeichnet. a) Monomer A des LivB-PLP-Paromomycin Datensatzes, b) Monomer B. 
 

Mit der Struktur von LivB mit dem externen Aldimin können die von D. Clausnitzer 

gefundenen Ergebnisse der Aktivitätstests strukturell bestätigt werden [Clausnitzer, 

2010; Clausnitzer et al., 2011]. So stimmt die Aussage, dass LivB auch das Substrat 

von NeoB 6′′′-Oxoneomycin C als Reaktionssubstrat verwenden kann. 6′′′-

Oxoneomycin C unterscheidet sich von 6′′′-Oxoparomomycin nur durch eine 

zusätzliche Aminogruppe an Position sechs des ersten Zuckerringes (Abb. 3-21). Da 

aber in LivB nur die Zuckerringe drei und vier gut koordiniert sind, ist anzunehmen, 

dass die zusätzliche Aminogruppe auf die Reaktion keinen Einfluss hat. 
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Abb. 3-21: Chemische Struktur der Substrate von LivB und NeoB. 
Es sind die Strukturen von 6′′′-Oxoparomomycin, dem Substrat von LivB, und 6′′′-Oxoneomycin C, 
dem Substrat von NeoB, dargestellt. In blau ist der Unterschied zwischen beiden Strukturen gezeigt, 
in rot die 6′′′-Position, an der die Aminogruppe eingefügt wird. a) 6′′′-Oxoparomomycin, b) 6′′′-
Oxoneomycin C. 
 

3.2.5 Diskussion der LivB Strukturen 
 

Im folgenden Abschnitt werden die gelösten Strukturen mit den Kristallstrukturen von 

verwandten Enzymen verglichen. Dafür wurde zunächst eine DALI-Suche [Holm et 

al., 2008; Holm et al., 2010] mit dem Monomer B des LivB-PLP-Paromomycin 

Datensatzes gegen die Protein Data Bank (PDB) durchgeführt. Es wurde das 

Monomer B dieses Datensatzes verwendet, da hier die Elektronendichte für das 

Paromomycin besser definiert war als in Monomer A, siehe Abb. 3-18. Die Suche 

ergab 932 Ergebnisse, wobei bei Dimeren oder höheren Oligomeren jedes Monomer 

einzeln angegeben wird, außerdem wiederholen sich viele Proteine, da diese in 

mehreren pdb-Dateinen mit z.B. unterschiedlichen Liganden oder unterschiedlicher 

Auflösung vorliegen. Die DALI-Suchmaschine erlaubt eine Eingrenzung der 

Ergebnisse, so dass alle Treffer, die mehr als 90% Sequenzidentität zueinander 

haben, ausgeschlossen werden können. Dadurch wurde die Ergebnisliste auf 204 

Treffer beschränkt. Anschließend wurden diejenigen Proteine, bei denen es sich um 

dasselbe Protein nur aus unterschiedlichen Organismen handelte, herausgesucht. 

Hiervon wurde jeweils nur das Protein mit dem höchsten DALI-Z-score [Holm et al., 

2008] für die Ergebnisliste verwendet, so dass eine Liste mit 22 verschiedenen 

Proteinen übrig blieb (siehe Tabelle 3-8).  

Mit Hilfe der PFAM (Protein Families) Datenbank [Finn et al., 2010; Punta et al., 

2012] konnte die Ergebnisse verschiedenen Faltungsfamilien zugeordnet werden. 

Dabei zeigte sich, dass alle Ergebnisse zur Superfamilie der PLP abhängigen 
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Aminotransferasen gehören. Die Superfamilie wird in der PFAM Datenbank in 15 

Familien unterteilt. LivB gehört wie die nächsten 11 Proteine zur Klasse III der 

Aminotransferasen (Tab. 3-8).  

Aus den DALI Ergebnissen wurden vier Enzyme ausgewählt, zwei Enzyme der 

Klasse III, die Glutamat-1-semialdehyd 2,1-aminomutase (GSAM) (Abb. 3-21a) 

[Hennig et al., 1994; Hennig et al., 1997] und die Diaminopelargonsäure Synthase 

(DAPA) (Abb. 3-21b) [Käck et al., 1999], sowie zwei Enzyme der Klasse DegT, die 3-

Amino-5-hydroxybenzoesäure Synthase (AHBA) (Abb. 3-21d) [Eads et al., 1999] und 

die GDP-4-Keto-6-Deoxy-D-Mannose-3-Dehydratase (ColD) (3-21e) [Cook et al., 

2006; Cook et al., 2008] (siehe Tabelle 3-8 und Abb. 3-21). Von allen vier Enzymen 

konnten Strukturen mit einem externen Aldimin aufgeklärt werden. Außerdem wurde 

noch die Struktur der Aspartat Aminotransferase (A_AT) (3-21c) [Malashkevich et al., 

1993] sowie das Enzym PseC aus dem Pseudaminsäure-Stoffwechsel (Abb. 3-22a) 

[Schoenhofen et al., 2006] zum Vergleich herangezogen. Aus der AGA-Biosynthese 

werden die S1 Aminotransferase BtrR (3-22b) [Popovic et al., 2006] und die S2 

Aminotransferase TobS2 (Abb. 3-22c) [Hennig, 2009] verwendet (siehe Abschnitt 

3.1.2.1).  
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Abb. 3-22: Reaktionschema ausgewählter mit LivB verwandter Enzyme 
Es sind die chemischen Reaktionen für fünf mit LivB verwandte Enzyme dargestellt. In rot sind die 
während der Reaktion auftretenden Änderungen markiert. a) Reaktion der Glutamate-1-Semialdehyd 
2,1 aminomutase (GSAM), b) Reaktion der 7,8-Diamino-Pelargonsäure Aminotransferase (DAPA), c) 
Reaktion der Aspartat Aminotransferase (A_AT), d) Reaktion der 3-Amino-5-Hydroxybenzoesäure 
Synthase (AHBA), e) Reaktion der GDP-4-keto-6-deoxymannose-3-dehydratase (ColD).
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Tab. 3-8: Ergebnis der DALI-Suche für LivB 
Der z-score ist der sogenannte DALI-Z-score, ein Wert der angibt, wie sehr die Proteine einander 
ähneln. Dabei zeigen Werte über 2 eine signifikante Ähnlichkeit der Strukturen an [Holm et al., 2008]. 
nalign entspricht der Anzahl der abgeglichenen Aminosäuren und nres gibt die Gesamtzahl der 
Aminosäuren in der pdb-Datei des entsprechenden Proteins. 
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Tab. 3-9: Ergebnis des paarweisen strukturellen Alignments  
Paarweises Alignment von LivB mit PseC, TobS2, BtrR und Aspartat Aminotransferase mit dem DALI 
Server. Der z-score ist der sogenannte DALI-Z-score, nalign entspricht der Anzahl der abgeglichenen 
Aminosäuren und nres gibt die Gesamtzahl der Aminosäuren in der pdb-Datei des entsprechenden 
Proteins. 

 
 

 
Abb. 3-23: Reaktionschema für PseC, BtrR und TobS2 
Es sind die chemischen Reaktionen für PseC, BtrR und TobS2 dargestellt. In rot sind die während der 
Reaktion auftretenden Änderungen markiert. a) Reaktion PseC, b) Reaktion von BtrR und c) Reaktion 
von TobS2. 
 

Wie aus dem strukturellen Alignment der Dali-Suche erkenntlich wird, zeigen die 

Enzyme eine Sequenzidentität zwischen 24 - 8 % und rmsd-Werte zwischen 2,2 -

 4,0 Å (Tab. 3-8 und 3-9). Von den ausgewählten Enzymen zeigt die GSAM mit einen 

rmds-Wert von 2,2 Å und der Sequenzidentität vobn 21 % die größte Verwandtschaft 

zu LivB, gefolgt von DAPA (3,1 Å; 20 %), der PseC (3,1 Å; 13 %) sowie der AHBA 
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(3,5 Å; 15 %). Die beiden Enzyme aus der AGA-Biosynthese, TobS2 (3,4 Å; 11 %) 

und BtrR (3,6 Å; 8 %), zeigen jedoch zusammen mit ColD (3,3 Å; 11%) und der 

Aspartat Aminotransferase (4,0 Å; 8 %) die geringste Verwandtschaft zu LivB.  

 

Eine Datenbankrecherche nach sequenziell verwandten Enzymen in Expasy ergab 

eine große Anzahl von Proteinen, welche eine höhere Sequenzidentität besitzen, von 

denen es jedoch noch keine strukturellen Daten gibt (Anhang, Tab. B-1). Ein 

Sequenzvergleich der 14 sequenziell ähnlichsten Enzyme zeigt, dass die an der 

Bindung von PLP, des Aminodonors und des Substrates beteiligten Aminosäuren nur 

schwach oder gar nicht konserviert sind (Anhang, Abb. B-1). Bei einem Vergleich der 

fünf sequenziell ähnlichsten Enzyme, von denen vier an der Synthese von 

Aminoglykosid Antibiotika beteiligt sind und die eine Sequenzidentität zwischen 79-

54 % aufweisen, stellte sich heraus, dass die an der Bindung beteiligten 

Aminosäuren jedoch vollständig bzw. stark konserviert sind (Anhang, Abb. B-2).  

 

3.2.5.1 Vergleich der Gesamtstruktur mit anderen Aminotransferasen 

 

Hier soll für zwei verwandte Strukturen, GSAM und TobS2, die Überlagerung der 

Monomere mit LivB untersucht werden (Abb. 3-24). GSAM wurde wegen der engen 

Verwandtschaft und TobS2 wegen der Ähnlichkeit der Produkte ausgewählt.  

Die Strukturen bestehen aus vielen α-Helices und haben auch das siebensträngige 

β-Faltblatt und die flankierenden α-Helices der PLP-bindenden Domäne gemeinsam. 

Untersucht man die beiden Überlagerungen aber genauer, fällt auf, dass die Struktur 

der GSAM tatsächlich viel besser mit LivB übereinstimmt als TobS2. Bei GSAM 

stimmt die Position der meisten α-Helices in der N-terminalen und PLP-bindenden 

Domäne überein (Abb. 3-24a). Größere Abweichungen gibt es hier vor allem in den 

loop-Bereichen und bei einzelnen α-Helices, wie z.B. der N-terminalen Helix. Der 

Vergleich mit TobS2 zeigt dagegen wesentlich größere Abweichungen. So liegen die 

α-Helices in anderen Winkeln im Vergleich zu LivB und auch in der PLP-bindenden 

Domäne zeigen sich größere Abweichungen bezüglich der Position der α-Helices. 

Auch fallen hier mehr loop- und turn- Bereiche ins Auge, die an ganz anderer 

Position liegen. Die verwandtschaftliche Nähe zeigt sich also auch deutlich in der 

Gesamtstruktur der Monomere. 
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Abb. 3-24: Vergleich von LivB-PLP-Paromomycin, GSAM und TobS2. 
a) Alignment von GSAM (4gsa) und LivB (LivB-PLP), b) Alignment von TobS2 (TobS2PLPg) mit LivB 
(LivB-PLP). LivB ist stets dunkelgrün angefärbt, während GSAM und TobS2 in grau dargestellt sind. In 
Klammern sind die pdb-Codes bzw. die Namen der Datensätze angeben. 
 

3.2.5.2 Vergleich der PLP-Bindung 

 

Das PLP ist in allen PLP-bindenden Enyzmen zur Ausbildung des internen Aldimins 

an ein Lysin gekoppelt, die einzige bekannte Ausnahme ist hierbei die ColD, bei der 

an dieser Position ein Histidin vorliegt (Abb. 3-25e). Obwohl alle den gleichen 

Kofaktor binden, ist nur dieser Lysinrest und ein Aspartat, welches das N1 von PLP 

koordiniert, bei allen Enzymen konserviert. Beim Vergleich der PLP-Bindung von 

LivB mit GSAM, DAPA, AHBA, ColD, TobS2 und BtrR (Abb. 3-25 a-g) fällt allerdings 

auf, dass die Enzyme noch weitere Gemeinsamkeiten haben. So wird bei allen hier 

dargestellten Proteinen die Phosphatgruppe durch Hauptkettenstickstoffe von einem 

Glycin und einem darauffolgenden Threonin (Abb. 3-25a, b, d und f) bzw. Serin (Abb. 

3-25c, e und g) koordiniert.  
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Anhand weiterer Merkmale kann man die sieben Enzyme in zwei Gruppen einteilen, 

wobei die AHBA eine Art Verbindung zwischen beiden Gruppen bilden könnte. So 

haben LivB, GSAM und DAPA ein Tyrosin, welches in etwa 90° zum Pyridoxalring 

von PLP angeordnet ist, und die Phosphatgruppe wird zusätzlich durch ein Threonin 

des zweiten Monomers fixiert (Abb. 3-25 a-c). Bei ColD, TobS2 und BtrR befindet 

sich an der Position des Tyrosins ein Tryptophan, und die Phosphatgruppe des PLPs 

wird durch ein Asparagin koordiniert (Abb. 3-25 e-g). Die AHBA hat an dieser 

Position ebenfalls ein Asparagin und statt eines Tryptophans liegt bei diesem Enzym 

ein Phenylalanin vor. Außerdem besitzen die ColD, TobS2, BtrR sowie die AHBA 

einen Serinrest, welcher an der Koordinierung des Phosphates beteiligt ist. Diese 

Beobachtungen korrelieren auch mit dem Faltungstyp und dem 

Verwandtschaftsgrad, so gehören LivB, GSAM und DAPA zu Familie III der PLP 

abhängigen Aminotransfeasen (Tab. 3-8), während die anderen Enzyme zur Familie 

DegT zählen (Tab. 3-8 und 3-9). Die AHBA gehört zwar auch zur DegT Familie, hat 

aber von den ausgewählten Enzymen nach der DAPA die größten strukturellen 

Gemeinsamkeiten mit LivB. 
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Abb. 3-25: Vergleich der PLP Bindung. 
Dargestellt sind die Aminosäuren im Umkreis 
von 3.5Å um den Kofaktor PLP. Die Farbgebung 
entspricht der in Abschnitt 4.2.4 angegebenen. 
Die pdb-Codes bzw. Namen der Datensätze 
sind in Klammern angegeben: a) LivB (LivB-
Apo), b) GSAM (4gsa) [Hennig et al., 1997], c) 
DAPA (1qj5) [Käck et al., 1999], d) AHBA (1b9h) 
[Eads et al., 1999], e) ColD, hydratisiertes PLP 
(3bn1) [Cook et al., 2008], f) TobS2 (TobS-
PLPg) [Hennig, 2009] und g) BtrR (2c7t) 
[Popovic et al., 2006]. 
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3.2.5.3 Aminodonorbindung in Aminotransferasen 

 

Von Aminotransferasen werden hauptsächlich L-Glutamat und L-Glutamin bzw. L-

Aspartat als Aminodonor genutzt. Leider gibt es nur wenige Kristallstrukturen, in 

denen der Aminodonor oder das Produkt α-Ketoglutarat vorhanden sind. Für einen 

Vergleich des aktiven Zentrums in Hinsicht auf die Bindetasche des Aminodonors 

wurden die Strukturen von TobS2, ColD und der Aspartat Aminotransferase (Asp AT) 

[Malashkevich et al., 1993] verwendet (Abb. 3-26). In der Struktur von TobS2 konnte 

die zyklisierte Form des α-Ketoglutamarats, die 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-

Carboxylsäure (PHC) gefunden werden (Abb. 3-26 b). In ColD und der Asp AT liegt 

jeweils ein Glutamat als externes Aldimin gebunden an das PLP vor (Abb. 3-26a 

und c).  

Bei allen drei Strukturen scheint die Lage des Aminodonors etwas unterhalb des 

PLPs zu liegen, also ungefähr an der Position, wo auch die Substrate in Abb. 3-26 

liegen. Bei TobS2 erfolgt die Koordinierung von PHC über die Seitenkette des 

Glutamat195 sowie über die Seitenketten des Arginin227 und Arginin245 aus dem 

zweiten Monomer; außerdem gibt es eine stacking Interaktion mit dem Tryptophan98 

(Abb. 3-26b). Die Bindung des Donors erfolgt bei der Asp AT ähnlich wie bei TobS2, 

auch hier wird die Aminosäure L-Glutamat hauptsächlich durch zwei Arginine, 

Arg292 aus dem Monomer B und Arg386 aus dem Monomer A, sowie dem 

Tryptophan140 aus Monomer A gebunden (Abb. 3-26c). Bei ColD dagegen erfolgt 

die Aminodonorbindung hauptsächlich durch die Koordination mit den aromatischen 

Aminosäuren Tryptophan88, Histidin188 und Phenylalanin185 sowie Histidin215 aus 

dem zweiten Monomer. Die Seitenkettensauerstoffe des L-Glutamats werden zudem 

noch vom Arginin250 aus dem zweiten Monomer koordiniert (Abb. 3-26a).  

In Abb. 3-26d sind für LivB die Aminosäuren dargestellt, die sich um PHC aus TobS2 

befinden. Die Koordination für LivB könnte über die Hauptkettenstickstoffe von 

Ser256, Phe257 und Thr258 aus dem zweiten Monomer sowie durch die Seitenkette 

von Arginin48 erfolgen (Abb. 3-26d). In der Struktur von LivB-PLP-Paromomycin ist 

zumindest an dieser Position eine freie Höhlung, die als Bindungstasche für den 

Aminodonor dienen könnte. 
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Abb. 3-26: Vergleich der Aminodonor Bindung. 
Dargestellt sind die Aminosäuren im Umkreis von 3.5Å um den jeweiligen Aminodonor (Kohelstoffe 
rosa, stick-Darstellung). Die pdb-Codes bzw. Namen der Datensätze und der Namen des 
Aminodonors sind in Klammern angegeben: a) ColD (2gmu, L-Glu)[Cook et al., 2006], b) TobS2 
(TobS-Gln, 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsäure) [Hennig, 2009], c) Asp AT (1maq, L-Glu) 
[Malashkevich et al., 1993], d) LivB (LivB-PLP-Paromomycin). 
 

3.2.5.4 Vergleich der Substratbindung 

 

Während viele PLP-Komplexstrukturen bekannt sind, wuredn noch nicht so viele 

Kristallstrukturen gelöst, die ein Substrat oder Produkt der Transaminierungsreaktion 

enthalten. Für den Vergleich der Substratbindung werden die Strukturen von TobS2, 

PseC [Schoenhofen et al., 2006] und DAPA mit ihrem jeweiligen Substrat und die 
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GSAM und AHBA mit einem Substratanalogon, dem Inhibitor Gabaculin, verwendet 

(Abb. 3-27). In TobS2 liegt das Aminoglykosid-Antibiotikum Tobramycin als externes 

Aldimin gebunden an PLP vor (Abb 3-27f). In der Struktur der PseC wurde ebenfalls 

ein externes Aldimin zwischen PLP und Uridin-Diphosphat-N-Acetylglucosamin 

gefunden (Abb. 3-27e). Bei der DAPA befindet sich das Substrat 7-Keto-8-

Aminopelargonsäure im aktiven Zentrum, allerdings liegt das PLP hier noch als 

internes Aldimin mit der kovalenten Bindung an den Lysinrest vor (Abb. 3-27c).  

Bei allen Strukturen fällt auf, dass LivB das einzige Enzym dieser Gruppe ist, bei 

dem sich das Substrat im Bezug zum Kofaktor PLP nach oben orientiert (Abb. 3-

27a). Bei allen anderen scheint die Orientierung der Substratbindetasche seitlich 

zum Kofaktor zu liegen (Abb. 3-27 b-f). Bei einem Vergleich der an der Bindung 

beteiligten Aminosäuren zeigte sich, dass bei GSAM, DAPA, AHBA und PseC 

aromatische Aminosäuren wie Tyrosin oder Tryptophan an der Bindung beteiligt sind. 

So haben GSAM und DAPA ein Tryptophan in der Nähe des Substrates (Abb. 3-27 b 

und c), während sich in der AHBA und PseC ein Tyrosinrest in räumlicher Nähe zum 

Substrat befindet (Abb. 3-27d und e). In LivB gibt es an der ungefähren Position der 

aromatischen Aminosäuren ebenfalls ein Tyrosin, Tyr341. In TobS2 hingegen scheint 

die Bindung des Substrates nicht durch aromatische Aminosäuren unterstützt zu 

werden. Im Umfeld des Substrats Tobramycin befindet sich in diesem Bereich 

lediglich ein Glutamat (Abb. 3-27f). Zwar lassen sich von den Substratbindetaschen 

der untersuchten Enzymen keine eindeutigen Aussagen über konservierte 

Aminosäuren machen, da die von den Enzymen verwendeten Substrate sehr 

unterschiedlich sind, jedoch fällt auf, dass bei allen Enzymen aromatische 

Aminosäuren eine Rolle bei der Koordinierung der Substrate spielen. 

Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass die Substratbindung innerhalb der 

untersuchten Enyzme nicht konserviert ist, da die genutzten Substrate in ihrer Form 

und Größe zu sehr variieren, um eine gemeinsame Bindungsweise zu zulassen. 
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Abb. 3-27: Vergleich der Substratbindung. 
Dargestellt sind die Aminosäuren im Umkreis von 3.5Å um das jeweilige Substrat/Produkt bzw. 
Substratanalogon. Die pdb-Codes bzw. Namen der Datensätze und die Namen der Substrate sind in 
Klammern angegeben: a) LivB (LivB-PLP-Paromomycin, Paromomycin), b) GSAM (3gsb, Gabculin) 
[Hennig et al., 1997], c) DAPA (1qj3, 7-Keto-8-Aminopelargonsäure) [Käck et al., 1999], d) AHBA 
(1b9i, Gabaculin) [Eads et al., 1999], e) PseC (2fnu, Uridin-Diphosphat-N-Acetylglucosamin) 
[Schoenhofen et al., 2006] und f) TobS2 (TobS-PLPTM) [Hennig, 2009]. Die Produkte sind in stick-
Form dargestellt, a) Paromomycin in violett, b-f) Ligand in rosa. 
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3.2.5.5 Abschließende Zusammenfassung 

 

Die Kristallstruktur von LivB repräsentiert die erste Struktur einer Aminotransferase 

der Gruppe B der Aminoglykosid-Antibiotika. LivB zeigt jedoch eine Struktur, deren 

Faltung weniger zu den aus der AGA-Biosynsthese stammenden Aminotransferasen 

BtrR und TobS2 passt, sondern eher zu Aminotransferasen und -mutasen wie 

GSAM, die allerdings sehr viel kleinere Substrate verarbeiten. Für die GSAM sind 

Strukturen aus zwei Organismen, Synechococcus elongatus und 

Thermosynechococcus elongatus, gelöst worden. Dabei zeigte die Kristallstruktur 

aus Synechococcus elongatus eine asymmetrisches Dimer, wobei in einem 

Monomer PLP gebunden war und im anderen PMP [Hennig et al., 1997], während 

sich das Dimer der Struktur aus Thermosynechococcus elongatus als symmetrisches 

Dimer herausstellte [Schulze et al., 2006]. Alle von LivB gelösten Strukturen stellen 

symmetrische Dimere dar, auch wenn in der LivB-PLP-Paromomycin Struktur die 

Eletronendichte für das Produkt Paromomycin in beiden Monomeren unterschiedlich 

gut definiert ist.  

 

Mit den vorliegenden Strukturen von LivB ist es zudem gelungen, zwei Schritte des 

Reaktionsmechanismus (Abb. 3-29) näher zu beleuchten. Dabei handelt es sich zum 

einem um das interne Aldimin, der kovalenten Verknüpfung von PLP an die 

Aminosäure Lysin231 (Abb. 3-28a). Durch Soaking mit dem Produkt der Reaktion, 

Paromomycin, konnte zudem eine Kristallstruktur des externen Aldimin, bestehend 

aus PLP und Paromomycin erhalten werden (Abb. 3-28b). Zu Beginn der Reaktion 

liegt der Kofaktor als internes Aldimin gebunden an der ζ-Aminogruppe des 

Lysinrestes 231 im LivB Holoenzym vor (Abb. 3-28a). Der Aminodonor L-Glutamat 

reagiert mit dem Kofaktor PLP zu einem Ketimin, welcher unter Freisetzung von α-

Ketoglutarat zu Pyridoxin-5‘-Phosphat (PMP) umgesetzt wird. Im zweiten Teil der 

Reaktion bindet das PMP über eine Schiff’sche Base Bindung an das Substrat 6′′′-

Oxoparomomycin, wobei das externes Aldimin (Abb. 3-28b) ausgebildet wird. 

Anschließend wird das Produkt Paromomycin abgespalten und dabei der Kofaktor 

PLP regeneriert, um für weitere Reaktionen bereit zu stehen (Abb. 3-29).  
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Durch die LivB-Kristallstruktur mit dem exteren Aldimin konnte gezeigt werden, dass 

die Koordinierung des Substrates von LivB hauptsächlich über die Zuckerringe drei 

und vier des Aminoglykosid-Antbiotikums geschieht. Dies spricht dafür, dass auch 

andere Substrate von LivB umgesetzt werden könnten, die z.B. aus weniger oder 

mehr Ringen bestehen. 

 

a)  b)  
Abb. 3-28: Internes und externes Aldimin von LivB. 
a) internes Aldimin, der Kofaktor PLP ist über eine Schiff’sche Base Bindung mit dem Lysinrest 231 
verbunden, b) externes Aldimin, die Schiff’sche Base Bindung besteht zwischen dem Kofaktor PLP 
und dem Substrat 6′′′-Oxoparomomycin. PLP ist blau dargestellt. 
 

 
Abb. 3-29: Reaktionsschema der Transaminierungsreaktion von LivB. 
In blau ist der Kofaktor PLP bzw. PMP dargestellt, die 6′′′ Position ist rot markiert. 
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Leider ist es bisher nicht gelungen, eine Struktur mit dem Aminodonor L-Glutamat 

aufzuklären, weshalb die genaue Position der Aminodonor-Bindetasche im aktiven 

Zentrum von LivB nur vermutet werden kann. Möglicherweise kann durch weitere 

Kristallisationsversuche eine Pufferbedingung gefunden werden, bei der sich der 

Aminodonor L-Glutamat in höherer Konzentration als 50 mM lösen lässt.  

Biochemische Daten zeigten ebenfalls, dass die Substratspezifität nicht bei den B-

Enzymen (LivB, NeoB) des AGA-Clusters liegt, sondern die Dehydratasen LivQ und 

NeoQ spezifisch zwischen den Substraten unterscheiden können [Clausnitzer, 2010; 

Clausnitzer et al., 2011]. Für ein besseres Verständnis der Substratspezifität von 

LivB wäre jedoch die Struktur von NeoB sehr interessant, vor allem in Kombination 

mit dem Produkt Neomycin C. Auch Versuche LivB mit dem Substrat von NeoB, 6′′′-

Oxoneomycin C, oder kürzeren Substraten zu kristallisieren, könnte weiteren 

Aufschluss darüber geben, welche Aminosäuren spezifisch für die Bindung von 6′′′-

Oxoparomomycin sind.  
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4  Materialien und Methoden 
 

4.1 Materialien 
 

4.1.1 Geräte 
 
Zentrifugen: 
Tischzentrifuge 1-14 (Sartorius), Biofuge pico (Heraeus), Kühlzentrifuge Universal 32 R 
(Hettich), Kühlzentrifuge 2-16K (Sigma Zentrifugen), Kühlzentrifuge 5804-R (Eppendorf), 
Zentrifuge Avanti J-20, J-25 und J-30 (Beckman). 
 
Schüttler, Mixer und Inkubatoren: 
Polymax 1040 (Heidolph), Vortex Genie 2 (Scientific Industries), Thermomixer compact 
(Eppendorf), Thermomixer comfort (Eppendorf), Inkubator TH30 und Schüttler SM30 
(Edmund Bühler). 
 
Spektrometer: 
UV/Vis Spektrometer Ultrospec 4000 (Pharmacia), UV/Vis Spektrometer Ultrospec 3000 (GE 
Healthcare), UV/Vis V-630 (Jasco), Spektralpolarimeter J-810 (Jasco), FluoroMax – 3 (Jobin 
Yvon SPEX, Horiba). 
 
Elektrophoreseapparaturen: 
Gelelektrophoreseapparatur Hoefer SE 260 (Amersham), Dual Gel Caster Hoefer 
(Amersham), Electrophoresis Power Supply EPS 300 (Pharmacia), Horizontalelektrophorese 
Easy cast Modell B1A (OWL), Maxi Power Supply E835 (Consort). 
 
Chromatographische Geräte: 
ÄKTA FPLC (Pharmacia) mit Fraktionskollektor Frac-950, ÄKTApurifier bzw. ÄKTAexplorer 
mit Fraktionskollektor Frac-900 (Pharmacia), Pumpe P-1 (Pharmacia). 
 
Chromatographiesäulen und -material: 
Superdex200 HiLoad prep grade 16/60 (Amersham Biosciences, GE), Superdex200 HiLoad 
prep grade 26/60 (Amersham Biosciences, GE), Superdex75 HiLoad prep grade 16/120 
(Amersham Biosciences, GE), Superdex75 HiLoad prep grade 26/120 (Amersham 
Biosciences, GE), HisTrap™ HP Säule 1 ml bzw. 5 ml (Amersham Biosciences, GE), Ni-
Sepharose™ High Performance (GE), StrepTactin® Superflow® (IBA). 
 
Geräte zur Strukturaufklärung: 
Pipettierroboter Cartesian Honeybee X8 + Cartesian Software (Zinsser Analytic), 
Röntgendrehanodengenerator Rigaku Micromax 007 (Rigaku), Detektor Saturn 944+ CCD 
(Rigaku) oder Rigaku R-axis IV++ (Rigaku), Imagesystem Desktop Minstrel UV (Rigaku), 
Microskop MSV266 (Leica). 
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Sonstige Geräte: 
Gaulin-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV), Autoklav Varioklav (H und P 
Labortechnik), Laminarflowbox HERA safe (Heraeus Instruments), pH Meter pH 526 (WTW), 
Membranpumpe ME2 (Vacuubrand), Ultraschallprozessor UP 200 S (Hielscher Ultrasonics), 
Analytical plus Feinwaage (OHAUS), BP 4100 S (Sartorius), Rührer CB161 und CB162 
(BIBBY, Barloworld scientific), Pipetten Eppendorf Research (0,5-10, 2-20, 10-100, 20-200, 
100-1000, 500-5000 µl) (Eppendorf), Rotilabo®-Spritzenfilter 0,22 µm und 0,45 µm (Roth), 
Zentrifugen Filtereinheiten Amicon Ultra-4 und -15 (3, 5, 10 und 30 MWCO) (Millipore), 
Dialysemembranen Spectra/Por® 1-4 (Roth). 
 
verwendete Programme: 
Microsoft Office (Word, Excel, Powerpoint), Sigma Plot, CorelDraw, CorelDraw Photopaint, 
Generunner, ClustalW [Larkin et al., 2007], ClustalO [Sievers et al., 2011], Cartesian 
Software (Zinsser Analytic), CrystalClear software (Rigaku), HKL2000 [Otwinowski et al., 
1997], XDS [Kabsch, 2010], CCP4 software package (PHASER [McCoy et al., 2007], 
Refmac5 [Murshudov et al., 1999], PROCHECK [Laskowski et al., 1993]), SHELX C/D/E 
[Sheldrick, 2010], ARP/wARP [Langer et al., 2008], PHENIX [Adams et al., 2010], COOT 
[Emsley et al., 2004], Pymol [Delano et al., 2005], VMD [Humphrey et al., 1996], MolProbity 
[Chen et al., 2010]. 
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4.1.2 Chemikalien 
 
Tab. 4-1: Liste der verwendeten Chemikalien 
Produkt Hersteller 
2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) Merck 
4-Hydroxyazobenzene-2-Carboxyl-Säure (HABA) Sigma 
5-Amino-2,4,6-triiod-Isophthalsäure (I3C) Jena Bioscience 
Aceton  Roth 
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma 
Agar-Agar Roth 
Agarose Roth 
Aktivkohle Roth 
Ammoniumperoxosulfat (APS) Roth 
Ammoniumsulfat Roth 
Ampicillin Sigma/Roth 
Bradford Reagenz BioRad 
Bromphenolblau Roth 
Calciumacetat Merck 
Calciumchlorid Merck 
CASO Boullion  Roth 
Chloramphenicol Roth 
Coenzym A Sigma 
Coomassie Brilliantblau G250 Merck 
D-Desthiobiotin IBA 
D-Glukose Roth 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma 
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka 
Dithiotreitol (DTT) Roth 
Eisensulfat Merck 
Essigsäure Merck 
Ethanol Chemikalienausgabe 
Ethidiumbromid Roth 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma 
Formaldehyd Roth 
Glycerin Chemikalienausgabe 
Glycin Roth 
Guanidin Hydrochlorid NiGu Chemie GmbH 
Harnstoff Roth 
Hefeextrakt Roth 
Imidazol Merck 
Isopropanol Aldrich 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roth/Sigma 
Kaliumchlorid Roth 
Kaliumdihydrogenphosphat Roth 
Kaliumiodid Roth 
Kaliumsulfat Roth 
Kaliumtetrachloroplatinat Merck 
Kanamycin Sigma 
L-Glutamin Roth 
L-Glutaminsäure Roth 
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Tab. 4-1: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung) 
Produkt Hersteller 
Magermilchpulver Applichem 
Magnesiumchlorid Merck 
Magnesiumsulfat Roth 
Maleinsäure Roth 
Manganchlorid Roth 
N,N,N‘,N‘-Tetramethyldiamin (TEMED) Roth 
N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsäure (TES) Roth 
N-2-Hydroxylethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonsäure (HEPES) Roth 
Natriumacetat Roth 
Natriumchlorid Roth 
Natriumcitrat Roth 
Natriumdihydrogenphosphat Merck 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck 
Natriumhydroxid Chemikalienausgabe 
Natriumthiosulfat Roth 
Nickel(II)sulfat Roth 
Paromomycin Sigma 
p-Cumarsäure Merck 
Piperanzin-N,N-bis(2-ethansulfonsäure) (PIPES) Roth 
Polyethylenglycol (PEG) Sigma 
Pyridoxin Hydrochlorid Roth 
Quecksilber(II)-chlorid Merck 
Rotiphorese (30 % Acrylamid / 0.8 % N,N΄-Methylenbisacrylamid) Roth 
Saccharose Roth 
Salzsäure (HCl) Riedel de Häen 
Silbernitrat Roth 
Streptomycin Roth 
Tetracyclin Roth 
Thiostrepton Novagen 
Trichloressigsäure (TCA) Fluka 
Trifluoressigsäure (TFA) Roth 
Tris(2-carboxyethyl)phosphine Hydrochlorid (TCEP) Fluka 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Roth 
Trypton Roth 
Tween20 Roth 
Zinksulfat Roth 
β-Mercaptoethanol Merck 
Alle verwendeten Chemikalien hatten, wenn nicht anderes erwähnt, den höchsten 

Reinheitsgrad von (p.a.). 
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4.1.3 Medien, Puffer und Lösungen 
 

4.1.3.1 Medien und Antibiotika 

 

Medien: 

LB – Medium 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v) NaCl 

SOC – Medium 2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM 
KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM Glucose 

TSB – Medium 3 % (w/v) CASO Bouillon 

TSB/PEG8000 - Medium 3 % (w/v) Trypton Soja Broth, 5 % (w/v) PEG 8000 
nach dem Autoklavieren: 
0,5 % (w/v) Glycin, 5 mM MgCl2 

 
KA – Agar 5 % (w/v) Kartoffelbreipulver, 2 % (w/v) Agar, Leitungswasser 

LB – Agar 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt; 1 % (w/v) NaCl; 1 % 
(w/v) Agar-Agar 

SPMR - Agar + CaCl2 10,3 % (w/v) Saccharose, 0,5 % (w/v) D-Glukose, 0,5 % (w/v) 
Hefeextrakt, 1 % (w/v) MgCl2, 2 % (v/v) 1M TES Lösung pH 7.6, 
0,2 % (v/v) Spurenelement-Lösung, 2 % (w/v) Agar 
nach dem Autoklavieren: 
0,2 % (v/v) CaCl2 (5 M) 

 

Der gewünschte pH-Wert wurde mit NaOH oder HCl vor dem Autoklavieren der Medien 

eingestellt. Alle Medien wurden bei 120 °C dampfsterilisiert. Nichthitzestabile Lösungen 

wurden mit einem Spritzenvorsatz (Rotilabo®-Spritzenfilter, Roth, 0,22µm) steril filtriert und 

anschließend dazugegeben. 

 

Antibiotika-Stammlösungen: 

 

Ampicillin 100 mg/ml in ddH2O 
Chloramphenicol 50 mg/ml in EtOH 
Kanamycin 50 mg/ml in ddH2O 
Streptomycin 20 mg/ml in ddH2O 
Tetracyclin 12,5 mg/ml in EtOH oder MeOH 
Thiostrepton 25 mg/ml in DMSO 
 

Die entsprechenden Antibiotika wurden dem Medium, wenn nicht anders angegeben, im 

Verhältnis 1:1000 zugegeben. 
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IPTG-Lösung: 
IPTG-Stammlösung 1 M in sterilem ddH2O 
 

Pyridoxin Hydrochlorid: 
Pyridoxin-Hydrochlorid-Lösung 10 mg/ml in sterilem ddH2O 
 

4.1.3.2 Puffer 

 

Gelelektrophoresepuffer: 

 

SDS-PAGE: 
Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCl ; pH 6,8 
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris-HCl ; pH 8,8 
10x Lämmli-Laufpuffer 25 mM TrisHCl; 200 mM Glycin;  

0,3 mM SDS; pH 8,9 
3x Probenpuffer für SDS-Acrylamid-Gele 1,75 ml Sammelgelpuffer; 5 ml 10 % SDS; 1,5 ml 

Glycerin;1,25 ml Bromphenolblau; 0,5 ml ß-
Mercaptoethanol 

Probenpuffer für nicht-reduzierende 
SDS-Acrylamid-Gele 

1,75 ml Sammelgelpuffer; 5 ml 10 % SDS; 1,5 ml 
Glycerin;1,25 ml Bromphenolblau 

 
Horizontalelektrophorese: 
50x TAE Puffer 2 M TrisHCl; 1 M Essigsäure; 0,1 M EDTA; pH 8,3 
5x Probenpuffer für Agarose-Gele 50 % (w/v) Glycerin; 0,25 % (v/v) Bromphenolblau 

in 1x TAE Puffer 
 

Sonstige Puffer: 

 

Puffer für Aktivitätstest 4CL1 200 mM TrisHCl; pH 8 

Resuspensionspuffer 1 M NaCl; 50 mM TrisHCl; 10 mM β-Mercaptoethanol; pH 8 

Puffer für Protoplastentransformation: 

Puffer P 300 mM Saccharose; 1,45 mM K2SO4; 10 mM MgCl2; 0,2 % (v/v) 
Spurenelement-Lösung; 0,4 mM  KH2PO4; 250 mM CaCl2 x 2 H2O; 25 
mM TES pH 7.2 (NaOH) 

Puffer T 75 mM Saccharose; 1,45 mM K2SO4; 0,2 % (v/v) Spurenelement-
Lösung; 100mM CaCl2; 5 % (v/v) Puffer TM 

Puffer TM 1 M Tris pH 8 (Maleinsäure), steril filtrieren 
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4.1.3.3 Lösungen 

 

Kompetente Zellen / Stammkulturen 

 
0,1 M CaCl2 

50 % (v/v) Glycerin 
 

Spurenelement-Lösung: 

 
3,5 mM ZnSO4 
3,5 mM FeSO4 
5 mM MnCl2 
7 mM CaCl2 2 H2O 
 

Gelelektrophorese: 

 

SDS-PAGE nach Lämmli [Laemmli, 1970] 
 

Zur Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden folgende Lösungen verwendet: 

 
0,5 % SDS-Lösung (Stammlösung 10 % (w/v)) 
10 % APS 
Rotiphorese (30 % Acrylamid / 0.8 % N,N΄-Methylenbisacrylamid)
TEMED 
 

 
Tab. 4-2: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngeles (Angaben für 4 SDS-Acrylamid-Gele) 
Acrylamidkonzentration 5 % 10 % 12,5 % 15 % 

Rotiphorese in ml 1,33 8,0 10,0 12,0 
0,5 M TrisHCl; pH 6,8 in ml 1,6 - - - 
1,88 M TrisHCl; pH 8,8 in ml - 4,8 4,8 4,8 
ddH2O in ml 3,47 6,4 4,4 3,4 
0,5 % SDS Lösung in ml 1,6 4,8 4,8 4,8 
TEMED in µl 8,0 20 20 20 
10 % APS-Lösung in µl 40 120 120 120 
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Lösungen zum Färben von SDS-Gelen mit Coomassie-Blau (nach Fairbanks 

[Fairbanks et al., 1971]) 

 
Fairbanks I: 25 % (v/v) 2-Propanol, 10 % (v/v) Essigsäure, 

0,05 % (w/v) Brillant Blau G 250 
 
Fairbanks II: 10 % (v/v) Essigsäure 
 
Lösung zum Trocknen von SDS-Gelen: 5 % Glycerin in ddH2O 
 

 

Agarose-Gelelektrophorese: 

 

Ethidiumbromid-Lösung:  
Stammlösung: 1 % (10 mg/ml) 
 

Endkonzentration von Ethidiumbromid im Agarose-Gel: 0,001 %. 

 

 

4.1.4 Kits 
 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen 
GeneJET™ Plasmid MiniPrep Kit Fermentas 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 
 

Kristallisation-Kits: 

 
Factorial solutions 1-96  AG Stubbs  
Crystal Screen 1 + 2 Hampton Research 
Crystallization Basic Kit for Proteins Sigma 
Crystallization Extension Kit for Proteins Sigma 
Crystallization Low Ionic Kit for Proteins Sigma 
Crystallization Cryo Kit for Proteins Sigma 
Crystallization Basic Kit for Membrane Proteins Sigma 
JBScreen Bulk 1-10 Jena Bioscience GmbH 
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4.1.5 Bakterienstämme und Plasmide 
 

Zelllinien: 

 
Tab. 4-3: Liste der verwendeten E. coli  und S. lividans Zelllinien 
Stamm Genotyp Bezugsquelle/Referenz 
E. coli BL21(DE3) F- ompT hsdSB(rB

-mB
-) gal dcm (DE3) Stratagene 

E. coli BL21(DE3) 
pLysS 

F- ompT hsdSB(rB
-mB

-) gal dcm (DE3) pLysS 
(CamR) 

Novagen 

E. coli BL21(DE3) 
Tuner 

F–, ompT-, hsdSB (rB
–, mB

–) gal, dcm, lacY1 (DE3) Novagen 

E. coli Rosetta (DE3) F- ompT hsdSB(rB
-mB

-) gal dcm (DE3) pRARE 
(CamR) 

Novagen 

E. coli Rosetta (DE3) 
pLysS 

F- ompT hsdSB(rB
-mB

-) gal dcm (DE3) pLysS 
pRARE (CamR) 

Novagen 

E. coli SG13009 
(pREP4) 

NalS StrS RifS Thi- Lac- Ara+ Gal+ Mtl- F- RecA+ 
Uvr+ Lon+ pREP4 (KmR) 

Qiagen [Gottesman et al., 
1981] 

 
E. coli Top10 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 lacX74 

recA1 ara139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 
endA1 nupG 

Invitrogene 

E. coli XL1 blue recA1, endA1, gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F’proAB lacIq Z∆M15 Tn10 (tetr)]  

Stratagene 

 
S. lividans 66 TK24 SLP2-, SLP3- Hopwood et al., 1985 

[Hopwood, 1985] 
S. lividans 66 TK23  spc-1 SLP2- SLP3- Kieser et al. 2000 [Kieser, 

2000] 
S. lividans 66 TK64  pro-2 str-6 SLP2- SLP3- Kieser et al. 2000 [Kieser, 

2000] 

 

Vektoren: 

 
Tab. 4-4: Liste der verwendeten Plasmide 
Plasmid Beschreibung Bezugsquelle 
pET11a T7-Promoter, Ampicillin-Resistenz Novagen 
pET15b N-terminal 6x His-tag, Thrombin-

Schnittstelle, T7-Promoter, Ampicillin-
Resistenz 

Novagen 

pET15bTEV Vektor pET15b + TEV Schnittstelle 
zwischen His-tag und MCS 

-- 
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pQE30 N-terminal 6x His-tag, T5-promoter/lac-
Operator, Ampicillin-Resistenz 

Qiagen 

pUWLHis  bla tsr PermE ColE1-ori pIJ101-ori Wehmeier, unveröffentlicht 
pUWL201PW  bla tsr PermE ColE1-ori pIJ101-ori Doumith et al. 2000 [Doumith et 

al., 2000] 

 

4.1.6 Oligonukleotide 
 

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Eurofins 

(Ebersberg) bzw. der Firma MetaBion (Martinsried) synthetisiert. Die lyophilisierten Primer 

wurden zunächst in sterilem Wasser zu einer Konzentration von 100 pM gelöst und vor der 

Verwendung 1:10 verdünnt. 

 
Tab. 4-5: Liste der verwendeten Primer 
Primer Sequenz 5‘ – 3‘ 

YRH_hinge_C_for GGA ATT CCA TAT GTC GAG CCA TCC GCA GTT TGA AAA ATA CCG GCA 
TAA GGA ATT GAT CAA A 

YRH_hinge_C2_for GGA ATT CCA TAT GTC GAG CCA TCC GCA GTT TGA AAA ATA CCG GCA 
TGC AGA ATT GAT CAA ATA CA 

YRH_hinge_C_rev CCC GGA TCC TAA TTG GCC ACC ACC 
YRH_hinge_N_for GGA ATT CCA TAT GGC ACC TTC TCC ACA AGA A 

YRH_hinge_N_rev GCG GGA TCC TTA TTT TTC AAA CTG CGG ATG ACT CCA AGC ATG CCG 
GTA AAC AAT GAA 

YRHA_hinge_for TTC ATT GTT TAT CGG CAT GCA GAA TTG ATC AAA TAC AAA 
YRHA_hinge_rev TTT GTA TTT GAT CAA TTC TGC ATG CCG ATA AAC AAT GAA 
YRH_loop_for GCA TTT GTT GTA AGG TAC CGT CAT TCT GAG ATA GCC GAG 
YRH_loop_rev CTC GGC TAT CTC AGA ATG ACG GTA CCT TAC AAC AAA TGC 

C_YRH_loop_for GGA ATT CCA TAT GTG GAG CCA TCC GCA GTT TGA AAA ATA CCG TCA 
TTC TGA GAT AGC CGA G 

N_YRH_loop_rev GCC GGA TCC TTA TTT TTC AAA CTG CGG ATG ACT CCA AGC ATG CCG 
GTA CCT TAC AAC AAA TGC 

 

 

4.1.7 Enzyme und Standards 
 

Restriktionsenzyme: 
BamH I New England Biolabs 
Dpn I New England Biolabs 
Hind III New England Biolabs 
Kpn I New England Biolabs 
Nde I New England Biolabs 
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Polymerasen: 
Taq DNA-Polymerase New England Biolabs 
PfuTurbo DNA-Polymerase Stratagene/Fermentas 
 

Ligase: 
T4 DNA Ligase New England Biolabs 
 

Alkalische Phosphatase: 
CIP New England Biolabs 
 

Sonstiges: 
Avidin IBA 
BSA New England Biolabs/Sigma 
Lysozym Sigma/Roth 
Thrombin Merck/Sigma 
 
SDS PAGE Standards, broad range Biorad 
100 bp DNA ladder New England Biolabs 
1 kB DNA ladder New England Biolabs 
 
dNTPs Mix 100 mM (pro dNTP 25 mM) Stratagene/Invitrogen 
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4.2 Methoden 
 

4.2.1 Molekularbiologische Methoden 
 

4.2.1.1 Herstellung einer Sporenkultur für Streptomyces lividans 

 

Eine Kolonie TK 24 wurde auf einer KA-Agarplatte ausgestrichen und für 3 Tage bei 

30 °C inkubiert. Anschließend wurde die Platte weitere 2-3 Tage bei RT inkubiert, bis 

sich Sporen bildeten. Auf die Agarplatte wurden 1,5 ml steriles Wasser pipettiert und 

die Sporen mit einem sterilem Wattestäbchen vorsichtig aus dem Myzel gelöst. Die 

Lösung wurde dann durch eine sterile mit Watte gefüllte Spritze filtriert und für 20 min 

bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das 

Pellet in 500 - 1000 µl einer 20 % (v/v) Glycerinlösung resuspendiert und bei -20 °C 

gelagert. 

 

4.2.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen 

 

Für E. coli: 

Aus einer Einzelkolonie wurde über Nacht bei 37 °C eine 4 ml Vorkultur 

herangezogen. Die Hauptkultur (50 ml) wurde mit den entsprechenden Antibiotika 

versetzt und mit der Übernachtkultur angeimpft (1:100). Die Kultur wurde schüttelnd 

bei 37 °C inkubiert bis eine optische Dichte OD600 von 0,4-0,6 erreicht wurde. Nach 

einer Inkubationsphase auf Eis (10 min), wurden die Zellen anschließend durch 

Zentrifugation (15 min, 5000 g, 4 °C) geerntet, in 40 ml 0,1 M CaCl2-Lösung 

resuspendiert und für 5 min auf Eis gelagert. Nach einem weiteren 

Zentrifugationsschritt (15 min, 5000 g, 4 °C) wurde das Zellpellet in 2 ml 0,1 M CaCl2-

Lösung resuspendiert und für 2 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden nun mit 2 ml 

50 % Glycerin gemischt, zu 200 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren 

und bei -80 °C gelagert. 
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Für Streptomyces lividans: 

Die Herstellung von Protoplasten von Streptomyces lividans für die Transformation 

erfolgte nach der Methode von Babcock und Kendrick [Babcock et al., 1988]. 

Mit 5 µl einer Sporenkultur von TK 24 wurden zweimal je 20 ml TSB/PEG8000 

Medium in Reagenzgläser angeimpft. Den Röhrchen wurde eine Metallspirale 

beigefügt, um die Entstehung großer Zellhaufen zu verhindern. Die Streptomyces 

Kultur wurde für 36-48 h unter Schütteln bei 30 °C inkubiert und anschließend unter 

dem Mikroskop auf Reinheit geprüft. Es wurden 40 ml der Kultur durch Zentrifugation 

(15 min, 4 °C, 3000 g) geerntet und zweimal mit je 30 ml einer 10,3 %igen 

Saccharoselösung gewaschen. Das Pellet wurde in 8 ml Puffer P mit 1 mg/ml 

Lysozym resuspendiert und bei 37 °C im Wasserbad inkubiert bis die 

Protoplastierung unter dem Mikroskop sichtbar war. Es wurden weitere 8 ml Puffer P 

(ohne Lysozym) zugegeben und die Protoplastensuspension durch eine sterile mit 

Watte gefüllte Spritze filtriert, um Myzelrückstände und kleinere Zellhaufen zu 

entfernen. Das Filtrat wurde für 20 min bei 4 °C und 3000 g zentrifugiert und das 

Pellet in 1 ml Puffer P resuspendiert. Die Protoplasten wurden in 100 µl Aliquots 

aufgeteilt und über Nacht bei -20 °C tiefgeforen. Die weitere Lagerung erfolgte bei -

80 °C.  

 

4.2.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien 

 

Für E. coli: 

Ein Aliquot kompetenter Zellen des entsprechenden E.coli - Stammes wurde mit 0,5 -

 10 µl DNA (max. 2 ng) versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde 

für 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt. Die Zellen 

wurden mit 800 µl Medium (LB oder SOC) versetzt und für 45 min unter Schüttteln 

bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde ein Teil des Ansatzes auf Agarplatten mit 

entsprechenden Antibiotika ausplattiert. 
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Für Streptomyces lividans: 

Eine Aliquot Protoplasten wurde aufgetaut und bei 3500 g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgenommen und die Protoplasten vorsichtig mit 100 µl Puffer P 

resuspendiert. Anschließend wurden 5 - 10 µl DNA hinzugegeben und schnell mit 

200 µl T/PEG1000-Puffer gemischt. Nach Zugabe von 1 ml Puffer P wurde die 

Suspension auf eine KA-Agarplatte ausplattiert und bei 30 °C inkubiert. Nach 36-40 h 

wurde die Agarplatte mit 2 ml einer Thiostreptonlösung (15 µM) überschichtet und für 

weitere 2-3 Tage bei 30 °C bebrütet.  

 

4.2.1.4 Plasmidpräparation (Isolierung von Plasmid-DNA) 

 

Für die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli wurde zunächst eine 4 ml 

Übernachtkultur (37 °C) herangezogen und die Zellen durch Zentrifugation für 10 min 

bei 5000 g sedimentiert. Das Zellpellet wurde entsprechend der Anleitung des 

QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen) bzw. des GeneJET™ Plasmid MiniPrep Kits 

(Fermentas) behandelt. Die Plasmid-DNA wurde in 30 - 50 µl sterilem ddH2O eluiert 

und die Konzentration und Reinheit spektroskopisch überprüft (Abs. 4.2.1.5). 

 

4.2.1.5 Bestimmung der DNA-Konzentration mittels UV/Vis-Spektroskopie 

 

Es wurde eine Spektrum von 240 - 340 nm gegen ddH2O aufgenommen. Aus dem 

Absorptionswert bei 260 nm lässt sich die Konzentration der DNA nach folgender 

Formel berechnen: 

 

[ ] FVAlngc ⋅⋅= 260μ                 Gl. 4-1 

 

V = Verdünnungsfaktor 

F = Multiplikationsfaktor (dsDNA = 50) 

 

Anhand des Verhältnisses der Absorptiuon bei 260 nm (A260) zu 280 nm (A280) lässt 

sich die Reinheit der DNA feststellen, der optimale Wert liegt zwischen 1,8 - 2,0.  
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4.2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse und Reinigung von DNA-

Fragmenten verwendet. Dafür wurden 0,8 - 1,5 % (w/v) Agaroselösung in 50 ml 

1x TAE-Puffer durch Erhitzen gelöst, mit 0,5 µl der 1 %igen 

Ethidiumbromidstammlösung versetzt und zu polymerisieren in Gelkammern 

gegossen. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einer Horizontal-

Elektrophoresekammer bei 90 V, 500 mA, 90 W über 30-90 min. 

Ethidiumbromid ist eine aromatische Verbindung, welche zwischen die Basen der 

DNA interkaliert. Deshalb kann die DNA durch Anregung mit UV-Licht über die 

Fluoreszenz detektiert werden.  

 

4.2.1.7 Restriktionsverdau 

 

Die Methode des Restriktionsverdaus wurde sowohl analytisch zur Qualitätskontrolle 

und zur Überprüfung auf positive Ligationsklone, als auch präparativ, zum Verdau 

von Plasmiden und PCR-Fragmenten für Ligationreaktionen, angewandt. Im 

analytischen Maßstab wurde der Verdau im Volumen von 10-20 µl entsprechend der 

Herstellerangaben (NEB bzw. Fermentas) mit den entsprechenden 

Restriktionsendonukleasen angesetzt und für 1-16h bei 37 °C inkubiert. Die 

Glycerinkonzentration im Ansatz wurde unter 10 % gehalten. Zur Analyse wurde der 

Verdau mit Probenpuffer versetzt und auf ein Agarose-Gel aufgetragen. 

Für die präparative Anwendung der Methode wurden Ansätze von bis zu 50 µl 

durchgeführt, welche anschließend über das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 

gereinigt wurden und die DNA in 10-30 µl sterilem ddH2O eluiert. 

 

4.2.1.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [Mullis, 1990] wurde im Verlauf dieser Arbeit 

zur Vervielfältigung von DNA-Fragmenten sowie zum Einfügen von Mutationen in 

Plasmid-DNA genutzt. Als Polymerase wurde die PfuTurbo-DNA-Polymerase bzw. 

die Taq-Polymerase entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Die 
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Verlängerungszeit des PCR-Programmes ergab sich aus der Länge des Plasmids 

und der Synthesegeschwindigkeit der Polymerase (PfuTurbo 500 bp/min bzw. Taq 

2000 bp/min). Die optimale Temperatur für die Anlagerung der Primer wurde in 

Vorversuchen durch eine PCR mit Temperaturgradienten ermittelt. Die in dieser 

Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 3-5 aufgelistet. 

 

Ortsgerichtete Mutagenese 

 

Die QuikChange®-Methode (Stratagene) wird genutzt, um Basenpaare in einem 

Plasmid auszutauschen, zu deletieren oder hinzuzufügen.  

 

Ansatz: 1 µl template DNA 

5 µl 10x PfuTurbo Puffer 

5 µl Primer for 

5 µl Primer rev 

5 µl dNTPs (10 mM) 

1 µl PfuTurbo DNA-Polymerase 

ad 50 µl ddH2O 

 

Die Amplifizierung erfolgte in einem Thermocycler unter Verwendung des folgenden 

Programms (Tab. 4-6).  

 
Tab. 4-6: Programm für Mutagenese-PCR 
Reaktionsschritt Zeit Temperatur Wiederholungen 
Initiale Denaturierung 1 min 95 °C  
Denaturierung 
Anlagerung der Primer 
Verlängerung 

30 sec  
1 min 
variabel 

95 °C  
variabel 
72 °C  

terminale Verlängerung 5 min  72 °C  
Lagerung ∞ 10 °C  
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Der PCR Ansatz wurde anschließend mit Dpn I verdaut, um die template DNA 

abzubauen, und über das QIAquick PCR Purification Kit gereinigt. Die Plasmid-DNA 

wurde in den Klonierungsstamm XL1 blue transformiert und die Klone mittels 

Sequenzierung auf eine erfolgreiche Mutagenese untersucht.  

 

Mutagenese durch PCR mit überhängenden Primern 

 

Diese Methode beruht darauf, dass die PCR Reaktion auch funktioniert, wenn der 

Primer nicht vollständig an der Sequenz bindet. Dadurch kann man an den Enden 

des DNA-Fragments u.a. Schnittstellen für Restriktionsenzyme, 

Erkennungssequenzen für Proteasen oder Mutationen einfügen. Die PCR wurde mit 

dem in Tabelle 4-7 dargestellten Programm durchgeführt. 

 

Ansatz: 5 µl template DNA 

  1 µl PfuTurbo DNA-Polymerase 

5 µl 10x PfuTurbo Puffer 

5 µl Primer 1 

5 µl Primer 2 

2,5 µl dNTPs (10 mM) 

ad 50 µl ddH2O 

 
Tab. 4-7: Programm für die PCR mit überhängenden Primern 
Reaktionsschritt Zeit Temperatur Wiederholungen 
Initiale Denaturierung 1 min 95 °C  
Denaturierung 
Anlagerung der Primer 
Verlängerung 

30 sec  
1 min 
variabel 

95 °C  
variabel 
72 °C  

Terminale Verlängerung 5 min  72 °C  
Lagerung ∞ 10 °C  
 

Nach der PCR wurden die DNA-Fragmente mit den entsprechenden 

Restriktionsenzymen geschnitten und über das QIAquick PCR Purification Kit 

gereinigt und konzentriert.  
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4.2.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten 

 

Für den Ligationsansatz wurden der Vektor und das Insert in verschiedenen 

Verhältnissen (1:2 – 1:8) gemischt und entsprechend den Herstellerangaben Ligase 

Puffer und T4-Ligase dazugegeben. Der gesamte Ansatz wurde für 24-48 h bei 4 °C 

inkubiert und anschließend 2-10 µl für die Transformation in E.coli eingesetzt. Das 

Volumen des Ansatzes betrug max. 20 µl.  

 

4.2.1.10 Seqenzierung 

 

Zur Sequenzierung wurden die DNA-Proben an die Firma MWG Eurofins, Ebersbach 

geschickt. Dafür wurden zuvor ~ 1-2 µg DNA mit Hilfe einer SpeedVac Apparatur 

eingedampft. Als Sequenzierprimer wurden die entsprechenden Standardprimer für 

pET-Vektoren bzw. pQE-Vektoren verwendet. 

 

4.2.2 Proteintechnische Methoden 
 

4.2.2.1 Expression von Wildtyp 4CL1 und Varianten in E. coli 

 

Für Testexpressionen wurden 50 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika 

angesetzt. Die Hauptkultur wurde mit 1 ml aus einer 4 ml Vorkultur angeimpft und 

unter Schütteln (150 rpm) bei 37 °C inkubiert. Die Induktion erfolgte bei einer OD600 

von 0,5 - 0,7 durch Zugabe von IPTG (100 - 1000 µM). Anschließend wurden die 

Kulturen für weitere 4 - 16 h bei 25 - 37 °C inkubiert. 

 

Die Expression im größeren Maßstab erfolgte in 5 L Kolben à 1,5 L LB-Medium mit 

entsprechenden Antibiotika. Die Inokulation erfolgte mit 15 - 30 ml einer 100 ml 

Vorkultur und die Hauptkultur wurde anschließend bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. 

Bei einer OD600 von 0,5 - 0,7 wurde die Expression mit 100 - 1000 µM IPTG induziert 

und über Nacht (~ 16h) bei 25 - 30 °C und 150 rpm geschüttelt. 
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4.2.2.2 Expression von LivB in Streptomyces lividans 

 

Für Testexpressionen wurde LivB in Reagenzgläsern mit ~20 ml TSB Medium und 

Thiostrepton (100 - 250 µM) sowohl als Antibiotika als auch als Induktionsmittel 

angezogen. Da LivB Pyridoxal-5‘-phosphat als Kofaktor braucht, wurde zum Medium 

Pyridoxin-Hydrochlorid (Endkonzentration 10 µM) hinzugefügt. Die Inokulation 

erfolgte durch Zugabe einer Einzelkolonie von einer Protoplasten-

Transformationsplatte. Die Kultur wurde bei 30 °C und unter Schütteln (200 rpm) für 

max. 72 h inkubiert. 

 

Für eine Expression im größeren Maßstab wurden Vorkulturen à 20 ml für max. 60 h 

angezogen und mikroskopisch auf ihre Reinheit untersucht. Die Vorkulturen wurden 

anschließend bei 3000 g in sterilem Falcons für 10-15 min bei 4 °C zentrifugiert und 

das Pellet mit frischem TSB-Medium gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet 

wurde nun in 4-5 ml frischem TSB-Medium resuspendiert und in den vorbereiteten 

Erlenmeyerkolben (TSB-Medium, 10 µM Pyridoxin-Hydrochlorid, 100 - 250 µM 

Thiostrepton) für die Hauptkultur transferiert. Die Hauptkultur wurde bei 30 °C und 

200 rpm für bis zu 72 h inkubiert und daraufhin geerntet.  

 

4.2.2.3 Zellernte und Zellaufschluss 

 

Für E. coli: 

 

Die Zellernte der Testexpression erfolgte durch Zentrifugation (8000 g, 4 °C, 30 min) 

und das Zellpellet wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. Die 

Zellen wurden in 5 ml Resuspensionspuffer aufgenommen, mittels Ultraschall auf Eis 

aufgeschlossen und anschließend bei 9400 g und 4 °C für 30 min zentrifugiert. 

Die Hauptkultur wurde durch Zentrifugation bei 8000 g und 4 °C für 30 min geerntet 

und das Zellpellet bei -20 °C gelagert. Um die Zellen aufzuschliessen, wurde das 

Zellpellet in ~ 40 ml 4CL1 Puffer A resuspendiert. Die Suspension wurde für 20 min 

mit Lysozym (2 mg/g Zellen) auf Eis inkubiert und danach durch 

Hochdruckdispersion (Gaulin, ~700 bar) aufgeschlossen. Die Probe wurde bei 45000 

g und 4 °C für 1 h zentrifugiert um die unlöslichen Zellbestandteile abzutrennen.  
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Für Streptomyces lividans: 

 

Die Kulturen wurden in Aliquots à 50 ml bei 3000 g und 4 °C für 20 - 30 min in 

sterilen Falcons zentrifugiert und das Pellet anschließend bis zur weiteren 

Verwendung bei -20 °C gelagert. Für den Zellaufschluss wurde das Zellpellet in 5 ml 

des LivB Reinigungspuffers A aufgenommen und die Zellen mittels Ultraschall 

(10 x 20 sec) auf Eis aufgeschlossen. Der lösliche Überstand wurde durch 

Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C für 30 min von den unlöslichen Zellbestandteilen 

abgetrennt. 

 

4.2.2.4 Natriumdesoxycholat (NaDoc)-Fällung 

 

Zur Konzentrierung von Proteinlösungen für die SDS-PAGE wurde die 

Natriumdesoxycholat (NaDoc)-Fällung verwendet. Die zu fällende Proteinlösung 

(max. 100 µl) wurde zunächst auf ein Volumen von 1 ml mit Wasser aufgefüllt und 

dann mit 1/10 Volumen (100 µl) 1%iger NaDoc-Lösung versetzt und gemischt. 

Darauf folgte die Zugabe von 1/5 Volumen (200 µl) 10%iger TCA-Lösung und der 

Ansatz wurde nochmals gemischt. Die Probe wurde für 10 min bei 10000 g 

zentrifugiert und das Pellet anschließend mit eiskaltem Aceton gewaschen. Nach 

erneuter Zentrifugation für 15 min bei 10000 g wurde das Pellet getrocknet und in 

Probenpuffer für die SDS-PAGE aufgenommen. 

 

4.2.2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Es wurde die Methode der diskontinuierlichen SDS-PAGE [Laemmli, 1970] 

angewendet. Die Gele bestanden aus einem Sammelgel mit einer 

Acrylamidkonzentration von 5 % und einem Trenngel, welches eine 

Acrylamidkonzentration zwischen 10 und 15 % hatte. Zur Analyse der Expression 

wurde das Zellpellet aus 1/OD600 ml Medium in 30 - 50 μl reduzierenden Ladepuffer 

resuspendiert, bei 95 °C für 5 - 10 min inkubiert , kurz zentrifugiert und anschließend 

5 - 20 μl der Probe auf ein SDS-Gel geladen. 
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Zur Analyse von Proteinproben wurden 2 - 10 μg Protein aufgetragen. Die 

elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Stromstärke von 25 mA pro Gel. 

Anschließend erfolgte die Detektion der Proteinbanden mittels Coomassie [Wong et 

al., 2000]- bzw. Silberfärbung [Nesterenko et al., 1994]. 

 

4.2.2.6 Affinitätschromatographie 

 

Alle 4CL1-Konstrukte, welche in deM Vektor pQE30 kloniert wurden, besitzen einen 

N-terminalen Hexa-Histidin-tag (His6-tag) und konnten mit Hilfe der 

Ni2+ Affinitätschromatographie gereinigt werden. Konstrukte im Vektor pET11a 

besitzen einen Strep-II-tag und können über eine StrepTactin® Superflow® Säule 

gereinigt werden. 

Die LivB-Konstrukte besitzen ebenfalls einen His-tag, das Konstrukt im Vektor 

pUWLHis einen N-terminalen und die Variante im Vektor pUWL201PW einen C-

terminalen His6-tag. 

Die Reinigung aller Varianten erfolgte bei einer Temperatur von 4 - 8 °. 

 

Reinigung über Ni2+-Affinitätschromatographie 

 

Zur Reinigung wurden HisTrap™ HP Säulen in verschiedener Anzahl und Größe 

(1 ml oder 5 ml) verwendet. Das Säulenmaterial wurde zunächst mit 3 - 4 

Säulenvolumen Puffer A äquilibriert. Der Probenauftrag erfolgte mit Hilfe einer 

Probenschleife (superloop) bei einer Flußgeschwindigkeit von max. 1 ml/min, damit 

die Proteine gut an die Säulenmatrix binden konnten. Die Säule wurde anschließend 

mit Puffer A gewaschen bis die Basislinie wieder erreicht war. Die Elution des 

gebunden Proteins erfolgte mit Hilfe des in Puffer B enthaltenen Imidazols, auf jede 

Proteinvariante optimal zugeschnitten, entweder mit einem Stufengradienten, einem 

linearen Gradienten über 5 - 10 Säulenvolumen oder einer Kombination aus beidem.  
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Puffer für Reinigung der 4CL1-Varianten: 

Puffer A 50 mM TrisHCl; 500 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 3 mM DTT, pH 8 
Puffer B 50 mM TrisHCl; 500 mM NaCl; 250 mM Imidazol; 3 mM DTT, pH 8 
 

Puffer für LivB-Reinigung: 

Puffer A 50 mM TrisHCl, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 % (w/v) Glycerol, 
pH 8  

Puffer B 50 mM TrisHCl, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 10 % (w/v) Glycerol, 
pH 8  

 

Reinigung über Strep-tag Affinitätschromatographie 

 

Das Zelllysat wurde zunächst mit einer 10 mg/ml Avidinlösung (25 - 50 µl Lösung 

pro g Zellmasse) versetzt und für 30 - 45 min bei 4 °C inkubiert, um biotinylierte 

Proteine, welche dauerhaft an das Säulenmaterial binden, zu blockieren. Inzwischen 

wurde die StrepTactin® Superflow® Säule (Säulenvolumen: ~ 20 ml) mit 3 - 4 

Säulenvolumen Puffer W äquilibriert werden. Nachdem das Zelllysat bei 45000 g und 

4 °C für 1 h zentrifugiert wurde, um die unlöslichen Zellbestandteile abzutrennen, 

wurde der Überstand bei einer Flußgeschwindigkeit von 0,25 - 0,5 ml/min auf Säule 

aufgetragen. Anschließend wurde die Säule mit 0,6 - 0,65 Säulenvolumen Puffer W 

gewaschen. Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte mit d-Desthiobiothin durch 

einen Stufengradienten auf 100 % Puffer E. Das Protein wurde mit 1,25 

Säulenvolumen Puffer E eluiert. Die Regeneration der Säulenmatrix erfolgte 

anschließend durch Spülen der Säule mit 2-3 CV Puffer R und Lagerung in diesem 

Puffer. 

 

Puffer für die Reinigung der 4CL1-Varianten: 
Puffer W 100 mM TrisHCl, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM DTT, pH 8 
Puffer E 100 mM TrisHCl, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM DTT,  

2,5 mM d-Desthiobiotin, pH 8 
Puffer R 100 mM TrisHCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM HABA, pH 8 
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4.2.2.7 Größenausschlusschromatographie (SEC) 

 

Die Methode der Größenausschlusschromatographie oder Gelfiltration besteht in der 

Auftrennung der Proteine anhand ihrer Größe. Je nach Molekulargewicht der 

Proteinvariante und der Größe des Ansatzes wurden unterschiedliche Säulen 

verwendet. In dieser Arbeit wurden die Säulen Superdex 75 HiLoad prep grade 

26/120, Superdex 75 HiLoad prep grade 16/120, Superdex 200 HiLoad prep grade 

26/60 sowie Superdex 200 HiLoad prep grade 16/60 für die 

Größenausschlusschromatographie genutzt. 

 

Die Säule wurde zunächst mit mindestens 2 Säulenvolumen des Puffers G 

äquilibriert und anschließend die Proteinprobe über einen loop aufgetragen. Die 

Elution erfolgte mit einer Flußgeschwindigkeit von 1 - 1,5 ml/min (je nach Säule) über 

2 Säulenvolumen. 

 

Puffer für Größenausschlusschromatographie: 

Puffer G 50 mM TrisHCl; 500 mM NaCl; 3 mM DTT, pH 8 
 

4.2.2.8 Proteinkonzentrierung 

 

Für die Konzentrierung von Proteinlösungen wurden Zentrifugen Filtereinheiten 

Amicon Ultra-4 bzw. -15 mit einem Ausschlussvolumen von 3, 5, 10 und 30 MWCO 

verwendet. Die Ausschlussgrenze wurde entsprechend der zu konzentrierenden 

Proteine gewählt. 

 

4.2.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV/Vis-Spektroskopie 

 

Der molare Absorptionskoeffizient ε bei 280 nm lässt sich über die 

Aminosäuresequenz berechnen [Wetlaufer, 1962] und ist für jedes Protein spezifisch. 

In dieser Arbeit wurden die Absorptionskoeffizienten mit Hilfe des Programmes 

Protparam des ExPASy Proteomics Servers 

(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) [Gasteiger et al., 2005] berechnet.  
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Anhand des Lambert-Beerschen Gesetzes (Gl. 4-2) ließ sich aus der ermittelten 

Absorption die Konzentration der Proteinprobe errechnen. 

 

ε⋅⋅= dcA                  Gl. 4-2 

 

A = gemessene Absorption 

ε = molarer Absorptionskoeffizient (M-1 cm-1) 

c = molare Konzentration der Probe (M) 

d = Küvettenschichtdicke (cm) 

 

Die Adsorptionskoeffizienten für die in dieser Arbeit verwendeten Proteinvarianten 

sind in Tab. 4-8 aufgeführt. 

 
Tab. 4-8: Adsorptionskoeffizienten der Varianten von 4CL1 und LivB  

Proteinvarianten ε280nm in (M-1 · cm-1)
4CL1 WT 27850 
4CL1 YRHhinge 29340 
4CL1 CYRH hinge 11460 
4CL1 CYRHA hinge 11460 
4CL1 NYRH hinge 30370 
4CL1 YRHAhinge 29340 
4CL1 YRHloop 29340 
4CL1 NYRH loop 31860 
4CL1 CYRH loop 9970 
LivB 64400 

 

4.2.2.10 Fluoreszenzspektroskopie 

 

Zum Vergleich der Gesamtstruktur wurden von den Volllängenvarianten 4CL1 WT, 

4CL1 YRH hinge und 4CL1 YRH loop Fluoreszenzspektren gemessen. Die 

Messungen erfolgten an einem Fluorimeter Fluoromax-3 (Jobin Yvon SPEX, Horiba) 

mit Pelthierelement. Die Proteinkonzentration betrug 3 µM. Die Proben wurden bei 

einer Temperatur von 25 °C in einer reduzierten Fluoreszenz-Quarzküvette 

(d = 1 cm, Hellma) untersucht. Für die Messungen wurden Proben sowohl von 

nativen als auch denaturiertem Protein verwendet. Die Messung der nativen 

Proteinproben erfolgte in Puffer 1 (20 mM TrisHCl, 150 mM NaCl, 10 mM DTT, pH 8), 
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für die denaturierten Proben wurden die Varianten konzentriert und mit Puffer 2 (8 M 

Gua, 20 mM TrisHCl, 150 mM NaCl, 10 mM DTT, pH 8) auf die entsprechende 

Proteinkonzentration und eine Denaturanzkonzentration von 6 M GuanidiumHCl 

eingestellt. Die Proteinproben wurden über Nacht (~ 16 h) bei 4 °C und vor Beginn 

der Messung für 10 min bei 25 °C inkubiert. Es wurden die Intensitäten der Emission 

für 300 - 400 nm aufgezeichnet. Gemessen wurde bei einer Anregungswellenlänge 

von 295 nm bzw. 280 nm. Die Spaltbreite der Anregung betrug 1 nm und die 

Integrationszeit bei jeder Wellenlänge betrug 0,5 s. Es wurden jeweils 5 Spektren 

akkumuliert. Die Spektren wurden um die Fluoreszenz des Puffers korrigiert. 

 

4.2.2.11 CD-Spektroskopie 

 

Um die Sekundärstruktur der Volllängenkonstrukte zu vergleichen, wurden Fern-UV-

CD-Spektren von den Varianten 4CL1 WT, YRH hinge und YRH loop aufgenommen. 

Es wurde das J-810 CD-Spektrometer (Jasco) mit dem Temperaturregler PTC-4235 

(Jasco) für die Messungen verwendet. Die Aufnahme der Spektren erfolgte von 190-

250 nm in 1 nm Schritten mit einer Geschwindigkeit von 50 nm/min. Für ein 

Spektrum wurden 60 Einzelspektren akkumiliert. Die verwendeten Quarzküvetten 

(Hellma) hatten eine Schichtdicke von 0,1 mm bzw. 0,5 mm. Die Konzentration der 

Proteinproben nativ und denaturiert betrug 1 mg/ml. Die Proteinvarianten wurden 

gegen den CD-Puffer 1 (100 mM TrisHCl, 250 mM NaCl, 2 mM TCEP, pH 8) 

dialysiert und konzentriert. Für die CD-Messung von denaturierten Proteinproben 

wurden die Proteinvarianten zunächst konzentriert und anschließend mit dem CD-

Puffer 2 (100 mM TrisHCl, 8 M Gua, 250 mM NaCl, 2 mM TCEP, pH 8), der 8 M 

GuanidinHCl enthielt, auf eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml und eine 

Denaturanzkonzentration 6 M GuanidiumHCl verdünnt. Um eine vollständige 

Denaturierung zu gewährleisten, wurden die Proben vor der Messung über Nacht (~ 

16 h) bei 4 °C inkubiert. 

Von den Varianten 4CL1 WT und YRH loop wurden nativ und denaturiert 

Dreifachbestimmungen durchgeführt, für die Variante 4CL1 YRH hinge nur eine 

Zweifachbestimmung. Die erhaltenen Spektren wurden gemittelt, als Referenz wurde 

ein gemessenes Spektrum des Puffers von den Proteinspektren abgezogen. Die CD-
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Signale wurden in molare Ellipzität pro Aminosäure umgerechnet (Gl. 4-3) [Kelly et 

al., 2005].  

 

           Gl. 4-3 

 

 = molare Elliptizität pro Aminosäure 

 = Ellipzität 

M = molekulare Masse der Proteinprobe 

d = Schichtdicke der Küvette 

c = Konzentration der Proteinprobe 

N = Anzahl der Aminosäuren 

 

4.2.2.12 Aktivitätstest für 4CL1 Varianten 

 

Die 4 Cumarat:Coenzym A Ligase katalysiert die Bildung von Zimtsäure-CoA-Estern 

aus Zimtsäurederivaten. Durch Messung der Zunahme der Extinktion kann die 

Aktivität direkt spektralphotometrisch [Knobloch et al., 1975] verfolgt werden, wobei 

die zu messende Wellenlänge abhängig vom Substrat [Gross et al., 1966] (p-

Cumarsäure 333 nm, Kaffeesäure 346 nm) ist.  

Für die Aktivitätsmessungen wurde zunächst ein Reaktionsmix, bestehend aus ATP, 

MgCl2 und p-Cumarsäure, hergestellt und ebenso wie die Enzymproben und die 

Coenzym A Lösung auf Eis gelagert. Die Messungen erfolgten bei 30 °C, weshalb 

der Ansatz (Reaktionspuffer, Reaktionsmix sowie Enzymprobe) vor dem 

Reaktionsstart für 5 min bei 30 °C inkubiert wurde und anschließend die Reaktion 

durch Zugabe von Koenzym A gestartet wurde. Die Reaktion wurde über einen 

Zeitraum von 5 min in 1 s Intervallen aufgezeichnet. Die Referenzmessung erfolgte 

mit Reaktionspuffer anstelle von Protein. Als Enzymprobe wurde sowohl der 

Rohextrakt als auch gereinigtes Protein verwendet. 
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Der Reaktionsansatz (500 µl) enthielt: 

50 µl   50 mM ATP (in H2O) 

25 µl     2 mM CoA (in H2O) 

25 µl 100 mM MgCl2 (in H2O) 

25 µl   10 mM p-Cumarsäure (in EtOH) 

5-50 µl  Proteinprobe 

325-370 µl 200 mM TrisHCl, pH 8 

 

4.2.2.13 Protease - vermittelte Proteinligation 

 

Die Experimente zur Protease-vermittelten Proteinligation wurden in Kooperation mit 

der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Frank Bordusa, Abteilung Naturstoffchemie, 

Universität Halle-Wittenberg in der die Trypsin-Variante K60E/N143H/E151H/D189K 

entwickelt wurde, durchgeführt. Die Versuche wurden von Dr. Sandra Liebscher 

ausgeführt [Liebscher et al., 2008; Liebscher et al., 2006]. Die Auswertung der 

Ligationsversuche erfolgte durch SDS-PAGE Analyse, Detektion von 

Fluoreszenzmarkern bzw. massenspektrometrisch.  

Für die Versuche wurden die 4CL1 Varianten zunächst gegen den Puffer D dialysiert 

und anschließend konzentriert. 

 

Dialysepuffer: 

Puffer D 100 mM TrisHCl, 250 mM NaCl, 2 mM TCEP, pH 8 
 

4.2.2.14 Kristallisation 

 

96-well Kristallisations-Screening 

 

Für die Kristallisation wurde die Proteinprobe auf 2 - 20 mg/ml konzentriert, und 

größere Aggregate wurden durch Zentrifugation bei 22000 g für 30 min bei 4 °C 

entfernt. Die sitting-drop Kristallisationsexperimente wurden in 96-well plates 

(CrystalQuick™, Standard Profile, Flat Bottom, Greiner) bei 14 °C an einem 

Pipettierroboter Microsys SQ (Cartesian) mit einer Tropfengröße von je 200 nl für 
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Protein- und Reservoirlösung unter Verwendung vorhandener Kristallisationskits 

(siehe 3.1.4) angesetzt. Als Negativkontrolle wurde der Puffer der Proteinlösung 

verwendet. Das Imaging wurde durch ein Desktop Minstrel UV (Rigaku). Die Platten 

wurden dabei zunächst täglich und dann in größeren Abständen auf Kristallbildung 

untersucht. 

 

24-well Feinscreening 

 

Das Screening nach besseren und größeren Kristallen erfolgte im 24 well Maßstab 

(EasyXtalTool, Qiagen) mit der hanging drop-Methode. Für die gefundenen 

Kristallisationsbedingungen wurde ein Feinscreening angesetzt. Je nach Puffer 

wurde entweder der pH-Wert, die Präzipitanzkonzentration und / oder 

Proteinkonzentration variiert. Hierzu wurden für jede Pufferbedingung 500 μl 

Reservoir und 2-5 µl Tropfen (1-2 μl Protein + 1-3 µl Puffer) angesetzt. 

 

4.2.2.15 Soaking Experimente 

 

Schweratomderivat-Soaking 

 

Mit Hilfe des Schweratomderivat-Soakings sollte das Phasenproblem gelöst werden. 

Hierbei wurden die Proteinkristalle in Schweratomhaltigem Kristallisationspuffer 

inkubiert, um eine Aufnahme der Schweratome in den Kristall zu erreichen 

(soaking)[Garman et al., 2003; Joyce et al., 2010]. Für die Methode wurden 

Kaliumiodid (KI), Kaliumtetrachloroplatinat (K2PtCl4), Quecksilberchlorid (HgCl2) und 

die magic triangle Verbindung (5-Amino-2,4,6-triiod-Isophthalsäure, I3C; [Beck et al., 

2008b; Beck et al., 2009]) eingesetzt. Die Schweratomverbindungen K2PtCl4 und 

HgCl2 lagen als 100 mM Stammlösungen vor. Von I3C wurde eine 1 M Lösung in 3 M 

LiOH hergestellt und von KI wurde 1 M Stammlösung im Kristallisationspuffer 

hergestellt. Die Stammlösungen wurden für das soaking mit dem 

Kristallisationspuffer gemischt. Anschließend wurde ein Kristall in einem 3 - 5 µl 

großen Tropfen des jeweiligen Kristallisationspuffers bei 20 °C inkubiert. Die 

verwendeten Inkubationszeiten und die Endkonzentration der Schweratomderivate 

im Kristallisationspuffer sind in Tab. 4-9 aufgeführt. 
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Tab. 4-9: verwendete Verbindungen für Schweratomderivat-Soaking von LivB 

Verbindung verwendete Konzentration Inkubationszeit 
KI 0,5 - 1 M 30 h – 96 h 
K2PtCl4 10 mM 30 h – 96 h 
HgCl2 10 mM 30 h – 96 h 
I3C 50 - 200 mM 30 sec - 30 min 

 

Liganden-Soaking 

 

Durch das Überführen von Kristallen in Tropfen mit Kristallisationspuffer, welche 

denkbare Interaktionspartner wie Kofaktoren, Substrate oder Produkte enthalten, soll 

erreicht werden, dass der Kristall diese Liganden aufnimmt (soaking). Dies dient der 

Aufklärung von möglichen Bindungsstellen und kann Protein-Ligand-Interaktionen 

aufzeigen. Die erhaltenen LivB Kristalle wurden mit dem Kofaktor Pyridoxal-5’-

phosphat (PLP), dem Aminodonor L-Glutamat bzw. L-Glutamin und/oder dem 

Endprodukt Paromomycin inkubiert.  

Für die soaking Experimente wurden von PLP, Paromomycin und L-Glutamat bzw. L-

Glutamin Lösungen hergestellt. Für PLP und Paromomycin wurden je 25 mM im 

Kristallisationspuffer gelöst. L-Glutamat und L-Glutamin wurden mit einer 

Konzentration von 50 mM, ebenfalls im Kristallisationspuffer, angesetzt. Für 

Kombinationen der Komponenten wurden die einzelnen Lösungen vor dem soaking 

Experiment gemischt. Für jeden Versuch wurde ein LivB Kristall in einen 3 µl Tropfen 

überführt, der entweder den Kofaktor PLP, das Substrat L-Glutamat bzw. L-Glutamin, 

das Reaktionsendprodukt Paromomycin oder eine Kombination dieser Liganden 

enthielt. Die Kristalle wurden zwischen 30 s und 4 d im Tropfen inkubiert, die 

Temperatur betrug dabei 20 °C. Anschließend wurden die Kristalle entweder sofort 

vermessen oder für spätere Experimente in flüssigem Stickstoff gelagert. 

 

4.2.2.16 Datensammlung und -prozessierung 

 

Die Kristalle von LivB wurden in einem 0,1 mm loop auf dem Goniometerkopf eines 

Röntgendrehanodengenerators (MicroMax 007 (Rigaku), λ = 1.54182 Å) montiert und 

bei -180 °C schockgefroren. Es wurde kein zusätzlicher Kryoschutz verwendet, da 

der Kristallisationspuffer bereits 40 % (w/v) PEG300 enthielt und keine Eisringe bei 
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Testbildern auftraten. Die Detektion erfolgte mittels eines Saturn 944+ CCD  

Detektors bzw. einer R-axis IV++ Imaging Plate (Rigaku). Es wurden kurze 

Ozillationsschritte von 0,25 bis 0,5° und ein Kristall-Detektor-Abstand von 50 - 120 

mm verwendet. Der Kristall wurde für eine Einzelaufnahme 30 - 120 sec lang 

belichtet. 

Einige Datensätze wurden zudem am Synchrotron BESSY-2 in Berlin, an der 

beamline 14.1 (λ = 0,9184 Å), mit einem Mosaic MARCCD 225 mm-Detektor 

(MarResearch) vermessen. 

Die aufgenommenen Datensätze (siehe Tab. 4-10) wurden für die Indizierung, 

Integration und Skalierung entweder mit D*Trek [Pflugrath, 1999], HKL2000 

[Otwinowski et al., 1997] oder XDS [Kabsch, 2010] prozessiert.  

 
Tab. 4-10: Liste der aufgenommene Datensätze von LivB 

Name Liganden im Kristallisationspuffer 
LivB-Apo -- 
LivB-I3C magic triangle Verbindung (I3C) 
LivB-PLP Kofaktor PLP 
LivB-L-Glu L-Glutaminat 
LivB-L-Gln L-Glutamin 
LivB-Paromomycin Paromomycin 
LivB-PLP-L-Glu PLP, L-Glutaminat 
LivB-PLP-L-Gln PLP, L-Glutamin 
LivB-PLP-Paromomycin PLP, Paromomycin 

 

4.2.2.17 Strukturaufklärung und Verfeinerung 

 

Single wavelength anomalous dispersion (SAD) 

 

Der LivB-Apo Datensatz wurde mit Hilfe der Methode des Single wavelength 

anomalous dispersion (SAD) gelöst [Dauter et al., 2002; Rhodes, 2006; Dodson, 

2003]. Bei dieser Methode wird ausgenutzt, dass Schweratome, wie z.B. Blei, Platin 

oder Iod, die Fähigkeit besitzen Röntgenstrahlung einer bestimmten Wellenlänge zu 

absorbieren. Dies kann genutzt werden, um das Phasenproblem zu lösen. Bei der 

Methode des SAD wird im Gegensatz zum MAD (multi wavelength anomalous 

dispersion) nur bei einer Wellenlänge gemessen. Der Datensatz konnte mit Hilfe des 

LivB-I3C Datensatzes und unter Nutzung der Programme SHELX C/D/E (beta 
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version 2009/4) [Sheldrick, 2008; Sheldrick, 2010] sowie ARP/wARP [Langer et al., 

2008] aufgeklärt werden. 

 

Molekularer Ersatz (MR) 

 

Alle weiteren Datensätze konnten durch die Methode des molekularen Ersatzes 

(molecular replacement, MR) mit dem Programm PHASER [McCoy et al., 2007] aus 

dem Programmpaket CCP4 gelöst werden. Als Suchmodell diente die Struktur des 

LivB-Apo Datensatzes.  

 

Verfeinerung 

 

Das Einpassen des atomaren Modells in die gemessene Elektronendichte erfolgte 

mit dem Programm COOT [Emsley et al., 2004]. Für die Verfeinerung wurden die 

Programme Refmac5 [Murshudov et al., 1999] (CCP4) und PHENIX [Adams et al., 

2010] benutzt. Mit den Programmen PROCHECK [Laskowski et al., 1993] und 

MolProbity [Chen et al., 2010] wurden die Modelle auf ihre Richtigkeit überprüft.  
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Abb. A-1: Sequenzalignment von sequentiell verwandten 4CLs 
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Abb. A-1: Sequenzalignment von sequentiell verwandten 4CLs 
Das Alignment wurde mit ClustalO [Sievers et al., 2011] durchgeführt. Ein * (Stern) bedeutet eine 
vollständig konservierte Aminosäure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von 
Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von 
ähnlichen Aminosäuren dar. Striche (–) bedeuten Lücken, die zu einem besseren Sequenzalignment 
führen. 4CL1-5 steht für 4 Cumarat:Coenzym A Ligase Isoformen 1 bis 5, CoAL für Coenzym A 
Ligase. Die Abkürzungen stehen für folgenden Organismen: soybn - Glycine max,  rubid - Rubus 
idaeus, leule - Leucaena leucocephala, sorau - Sorbus aucuparia, popto - Populus tomentosa, poptr - 
Populus trichocarpa, pophy - Populus Hybride, ricco - Ricinus communis, corca - Corchorus 
capsularis, cinos - Cinnamomum osmophloeum, eucca - Eucalyptus camaldulensis, popde - Populus 
deltoides, eucgl - Eucalyptus globulus, popni - Populus nigra, hibca - Hibiscus cannabinus, poptrm - 
Populus tremuloides, tobac - Nicotiana tabacum, paufo - Paulownia fortune, vanpl - Vanilla planifolia, 
amofr - Amorpha fruticosa, soltu - Solanum tuberosum, gynbi - Gynura bicolor, pethy - Petunia 
hybrida, petcr - Petroselinum crispum, capan - Capsicum annuum, rutgr - Ruta graveolens, salmi - 
Salvia miltiorrhiza, betlu - Betula luminifera, araly - Arabidopsis lyrata, betpl - Betula platyphylla, arath 
- Arabidopsis thaliana, melof - Melissa officinalis, galor - Galega orientalis, scuba - Scutellaria 
baicalensis, pinma - Pinus massoniana, pinta - Pinus taeda and pinra - Pinus radiata. 
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Tab. A-1: Liste von 4CL1 verwandten Enzyme mit bekannten Strukturdaten 

UniProt 
Accession 

number Description 
Max 

score 
Total 
score 

Query 
coverage E value 

Max 
ident 

Q941M3 
4-coumarate:CoA ligase, [Populus tomentosa 
(Chinese white poplar)] 743 743 97% 0.0 69% 

P13129 
Luciferin 4-monooxygenase; Luciferase [Luciola 
cruciata (Japanese firefly)]  287 287 89% 3,00E-93 36% 

P08659 
Luciferin 4-monooxygenase; Luciferase [Photinus 
pyralis (North American firefly)] 286 286 88% 9,00E-93 35% 

Q5UFR2 Luciferase [Lampyris turkestanicus (Iranian firefly)] 271 288 90% 4,00E-87 60% 

O30147 
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase (FadD-1) 
[Archaeoglobus fulgidus] 238 255 91% 7,00E-75 31% 

O53306 
probable chain-fatty-acid-CoA ligase FADD13 
[Mycobacterium tuberculosis] 210 210 88% 1,00E-64 32% 

Q6ND88 
Malonyl CoA synthetase [Rhodopseudomonas 
palustris] 182 182 93% 7,00E-55 28% 

Q6NAE3 
Putative long-chain-fatty-acid CoA ligase  
[Rhodopseudomonas palustris] 176 176 92% 2,00E-52 31% 

Q5SKN9 
medium-chain-fatty-acid--CoA ligase [Thermus 
thermophilus HB8] 175 175 95% 6,00E-52 27% 

P40871 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase [Bacillus subtilis] 152 168 93% 3,00E-44 32% 

P10378 

2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase component of 
enterobactin synthase multienzyme complex 
[Escherichia coli str. K-12] 141 141 91% 2,00E-40 26% 

Q13WK3 
Benzoate-coenzyme A ligase [Burkholderia 
xenovorans] 137 137 93% 3,00E-39 27% 

P63526 
O-succinylbenzoic acid--CoA ligase 
[Staphylococcus aureus] 130 130 65% 5,00E-37 29% 

Q8TLW1 AMP-binding protein [Methanosarcina acetivorans] 130 130 88% 1,00E-36 26% 
Q8ZKF6 acetyl-CoA synthetase [Salmonella enterica ]  124 124 93% 4,00E-34 23% 

Q9L0A2 
Putative fatty acid synthase [Streptomyces 
coelicolor] 122 122 63% 3,00E-34 28% 

Q8GN86 4-chlorobenzoyl CoA ligase [Alcaligenes sp.] 120 120 88% 2,00E-33 25% 

Q01574 
Acetyl-coenzyme A synthetase 1 [Saccharomyces 
cerevisiae S288c] 111 159 90% 6,00E-30 32% 

Q81G39 
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 1 
(DltA) [Bacillus cereus]  92.0 107 84% 6,00E-24 75% 

Q99ZA6 
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 1 
(DltA) [Streptococcus pyogenes M1]  89.0 89.0 74% 5,00E-23 24% 

Q5XBN5 
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 1 
(DltA) [Streptococcus pyogenes M6] 89.0 89.0 74% 5,00E-23 24% 

P0C061 

Gramicidin S synthase 1; includes ATP-dependent 
D-phenylalanine adenylase (D-PheA); [Brevibacillus 
brevis] 83.6 100 89% 9,00E-21 24% 

P39581 
D-alanine:D-alanyl-carrier protein ligase (DltA) 
[Bacillus subtilis, Peptide, 503 aa]  82.0 82.0 91% 8,00E-21 25% 

 
Tab. A-1: Liste von 4CL1 verwandten Enzyme mit bekannten Strukturdaten 
Die Liste wurde durch eine Blast-Suche [Altschul et al., 1990] mit der Aminosäuresequenz von 4CL1 
aus Glycine max. gegen die Protein Data Base (PDB) ermittelt. Die Proteine sind absteigend nach 
dem Score bzw. der Sequenzidenität geordnet.  
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Abb. A-2: Sequenzalignment verwandter adenylat-bildender Enzyme mit bekannter Struktur. 
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Abb. A-2: Sequenzalignment verwandter adenylat-bildender Enzyme mit bekannter Struktur. 
Das Alignment wurde mit ClustalO [Sievers et al., 2011] durchgeführt. Ein * (Stern) bedeutet eine 
vollständig konservierte Aminosäure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von 
Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von 
ähnlichen Aminosäuren dar. Striche (–) bedeuten Lücken, die zu einem besseren Sequenzalignment 
führen. Die Abkürzungen stehen für folgenden Proteine (siehe auch Tab. A-1): 4CL1_soybn -4CL1 
[Glycine max], 4CL1_popto – 4CL1 [Populus tomentosa], Luci_luccr - Luciferase [Luciola cruciata], 
Luci_phopy -  Luciferase [Photinus pyralis], Luci_lamtu - Luciferase [Lampyris turkestanicus], 
LCFACS_arcfu - Long-chain-fatty-acid-CoA ligase [Archaeoglobus fulgidus], FACS_myctu - Fatty-
acid-CoA ligase [Mycobacterium tuberculosis], MaCoA_rhopa - Malonyl CoA synthetase 
[Rhodopseudomonas palustris], LCFACS_rhopa - Long-chain-fatty-acid CoA ligase  
[Rhodopseudomonas palustris], LCFACS_theth - Medium-chain-fatty-acid-CoA ligase [Thermus 
thermophilus HB8], DhbE_bacsu - 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase [Bacillus subtilis], EntE_ecoli - 
2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase [Escherichia coli str. K-12], BeCoA_burxe - Benzoate-coenzyme A 
ligase [Burkholderia xenovorans], MenE_staau - O-succinylbenzoic acid--CoA ligase [Staphylococcus 
aureus], AMPbp_metac - AMP-binding protein [Methanosarcina acetivorans], ACS_salty - acetyl-CoA 
synthetase [Salmonella enterica], FACS_strco - Fatty acid synthase [Streptomyces coelicolor], 
CBAL_alcsp - 4-chlorobenzoyl CoA ligase [Alcaligenes sp.], ACS_yeast - Acetyl-coenzyme A 
synthetase 1 [Saccharomyces cerevisiae S288c], DltA_bacce - D-alanine ligase subunit 1 (DltA) 
[Bacillus cereus], DltA_strp1 - D-alanine ligase subunit 1 (DltA) [Streptococcus pyogenes M1], 
DltA_strp6 - D-alanine ligase subunit 1 (DltA) [Streptococcus pyogenes M6], PheA_anemi - ATP-
dependent D-phenylalanine adenylase (D-PheA) [Brevibacillus brevis], DltA_bacsu - D-alanine protein 
ligase (DltA) [Bacillus subtilis] 
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Tab. B-1: Liste sequenziell mit LivB verwandter Enzyme 
 

UniProt 
Entry Protein names Organism Length Identity Score Gene names 

Q2MF60 Putative 6'-aminotransferase Streptomyces 
lividus 416 100,00% 2151 livB 

Q2MFN0 Putative paromomycin 6'-
aminotransferase 

Streptomyces 
rimosus 417 79,00% 1740 parB 

Q53U08 
Aminotransferase (Putative 
bifunctional neomycin 6'-and 6'''-
aminotransferase, NeoB) 

Streptomyces 
fradiae 416 71,00% 1538 neoN neoB 

Q4R0X2 
Putative glutamate-1-semialdehyde 
aminotransferase (Putative 
ribostamycin 6'-aminotransferase) 

Streptomyces 
ribosidificus 416 68,00% 1492 rbmH ribB 

Q70KD9 Gentamicin (Hexosaminyl-6-) 
aminotransferase I (GntW)  

Micromonospora 
echinospora 417 55,00% 1142 gacK genB1 

gntW 

C9W371 Aminotransferase Micromonospora 
inyonensis 417 54,00% 1142 sis5 

F5LRC5 Aminotransferase, class III Paenibacillus sp, 
HGF7 432 32,00% 532 HMPREF9413

_2344 

Q4H4F5 
Possible aminotransferase 
(Putative hexosaminyl-6'-
aminotransferase) 

Bacillus circulans 432 32,00% 530 btrB 

C4YVL7 Putative aminotransferase 
Rickettsia 

endosymbiont of 
Ixodes scapularis

420 29,00% 528 REIS_1503 

Q70KE6 

Glutamate-1-semialdehyde 
aminotransferase-like protein 
(GntL) (Putative gentamicin 
aminotransferase II) 

Micromonospora 
echinospora 414 37,00% 522 gacE genB2 

gntL 

Q6QVT7 GntH (Putative gentamicin 
aminotransferase IV) 

Micromonospora 
echinospora 445 30,00% 373 gntH genB4 

Q70KE2 Glutamate-1-semialdehyde 
aminotransferase-like protein 

Micromonospora 
echinospora 444 30,00% 372 gacB 

Q70IX9 Putative aminoglycoside 6'-
aminotransferase, TobB 

Streptoalloteichus 
tenebrarius 395 33,00% 356 tobB 

Q70KE4 
Glutamate-1-semialdehyde 
aminotransferase-like protein 
(GntJ) 

Micromonospora 
echinospora 450 30,00% 351 gacC gntJ 

Q2MG50 Putative gentamicin 
aminotransferase III 

Micromonospora 
echinospora 490 30,00% 351 genB3 

Q0X0F8 Putative aminotransferase Streptoalloteichus 
hindustanus 395 34,00% 347 alloD 

Q6L741 
Aminotransferase (Putative 
glutamate-1-semialdehyde 2,1 
aminomutase) 

Streptomyces 
kanamyceticus 392 33,00% 344 kanB kacL 

Q2UZE0 Putative AGA 6'-aminotransferase Streptomyces 
tenjimariensis 448 28,00% 337 istB 

C9W384 Aminotransferase Micromonospora 
inyonensis 451 29,00% 330 sis18 

Q2MG01 Putative fortimicin 6'-
aminotransferase 

Micromonospora 
olivasterospora 442 28,00% 328 forB 

Q2J7L8 Aminotransferase (EC 2,6,1,-) Frankia sp,  444 28,00% 300 Francci3_3369

C4RFU1 Aminotransferase Micromonospora 
sp,  412 29,00% 293 MCAG_00530

E7QX19 Aminotransferase class-III Haladaptatus 
paucihalophilus 438 31,00% 289 ZOD2009_167

88 

Q73SQ3 Glutamate-1-semialdehyde 2,1-
aminomutase (GSA)  

Mycobacterium 
paratuberculosis 445 31,00% 288 hemL 

MAP_4020 
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F7P687 Glutamate-1-semialdehyde-2,1-
aminomutase 

Mycobacterium 
avium 445 31,00% 288 MAPs_40210 

A0QLG2 Glutamate-1-semialdehyde 2,1-
aminomutase (GSA)  

Mycobacterium 
avium 445 31,00% 283 hemL 

MAV_4621 

F9QJP0 Glutamate-1-semialdehyde 
aminotransferase  

Mycobacterium 
colombiense 449 30,00% 272 MCOL_08823

D1C8D4 Aminotransferase class-III Sphaerobacter 
thermophilus 429 28,00% 270 Sthe_2663 

D3FEK1 Aminotransferase class-III Conexibacter 
woesei 427 31,00% 268 Cwoe_1246 

 
Tab. B-1: Liste sequenziell mit LivB verwandter Enzyme 
Die Liste wurde durch eine Blast-Suche [Altschul et al., 1990] mit der Aminosäuresequenz von LivB 
aus Streptomyces lividus ermittelt. Die Proteine sind absteigend nach dem Score bzw. der 
Sequenzidenität geordnet. UniProt Entry – Eintrag in die UniProt-Datenbank, length – Länge der 
Aminosäuresequenz, Identity – Sequenzidentität. 
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Abb. B-1: Sequenzalignment von LivB mit den 15 nächsten Verwandten 
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Abb. B-1: Sequenzalignment von LivB mit den 15 sequentiell nächsten Verwandten 
Es sind die nächsten 15 sequentiell mit LivB verwandten Enzyme dargestellt, siehe auch Tab. B-1. 
Markiert sind die Positionen der an der Bindung des Kofaktors PLP beteiligten Aminosäuren von LivB, 
das konservierte Lysin (LivB Lys231) in grün, sowie weitere für die PLP Bindung wichtige Reste in 
hellblau. Desweiteren sind die Positionen von an der Bindung des Paromomycin beteiligten 
Aimonosäuren in orange gekennzeichnet. Das Alignment wurde mit ClustalO [Sievers et al., 2011] 
durchgeführt. Ein * (Stern) bedeutet eine vollständig konservierte Aminosäure, ein : (Doppelpunkt) 
zeigt die starke Konservierung von Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) 
stellt die schwache Konservierung von ähnlichen Aminosäuren dar. Striche (-) bedeuten Lücken, die 
zu einem besseren Sequenzalignment führen. 
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Abb. B-2: Sequenzalignment der fünf nächsten verwandten Enzyme mit LivB 

 
 

Abb. B-2: Sequenzalignment der fünf nächsten verwandten Enzyme mit LivB 
Alignment der fünf nächsten Verwandten von LivB (siehe Tab. B-1). Das Alignment wurde mit 
ClustalO [Sievers et al., 2011] durchgeführt. Farbgebung wie in Abb. B-1. Ein * (Stern) bedeutet eine 
vollständig konservierte Aminosäure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von 
Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von 
ähnlichen Aminosäuren dar. Striche (-) bedeuten Lücken, die zu einem besseren Sequenzalignment 
führen.  
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Abb. B-3: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den Ergebnissen der DALI-Suche 
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Abb. B-3: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den Ergebnissen der DALI-Suche 
Dargestellt sind die Enzyme: LivB, Glutamate-1-semialdehyde 2,1 aminomutase (GSAM, 2hoy.pdb), 
Acetylornithine Aminotransferase (AO_AT, 2pb0.pdb), Ornithine Aminotranferase (O_AT, 1oat.pdb), 4-
Aminobutyrate Aminotransferase (GABA, 1sf2.pdb), D-Phenylglycine Aminotransferase (PG_AT, 
2cy8.pdb), α-Amino-ε-Caprolactam Racemase (AC_racemase, 3dxv.pdb), 2,2 Dialkylglycine 
Decarboxylase (DA_DC, 1ds7.pdb), bakterielle Aminotransferase Klasse III aus Deinococcus sp. 
(bac_AT, 3i4j.pdb), 7,8-Diamino-pelargonsäure Aminotransferase (DAPA, 1dty.pdb), ω-Transaminase 
(omega_TA, 4a6t.pdb), Lysine-ε Aminotransferase (lysine_AT, 2cjd.pdb), Serin Palmitoyltransferase 
(SPT, 2x8u.pdb), 2-Amino-3-Ketobutyrat Coenzym A Ligase (KBL, 1fc4.pdb), 5-Aminolevulinat 
Synthase (ALAS, bwo.pdb), 8-Amino-7-Oxonanoat Synthase (KAPA, 1bs0.pdb), Sphingosin-1-
phosphat Lyase (SPL, 3mau.pdb), 3-Hydroxykynurein Transaminase (3-HKT, 2ch1.pdb), Aspartat 
Aminotransferase (A_AT, 2z9w.pdb), Ureidoglycin Glyoxylat Aminotransfease (UG_AT, 3nnk.pdb), 3-
Amino-5-Hydroxybenzoesäure Synthase (AHBA, 1b9h.pdb), Aminotransferase WbpE (WbpE, 
3nu7.pdb) und GDP-4-keto-6-deoxymannose-3-dehydratase (ColD, 3gr9) (siehe auch Tab. 3-8). Das 
Alignment wurde mit der DALI Server [Holm et al., 2010] durchgeführt. Striche (–) bedeuten Lücken, 
die zu einem besseren Sequenzalignment führen. Ein * (Stern) bedeutet eine vollständig konservierte 
Aminosäure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von Aminosäuren mit ähnlichen 
Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von ähnlichen Aminosäuren 
dar.  
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Abb. B-4: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den 11 strukturell verwandtesten 
Enzymen des Aminotransferase Faltungstyps III 
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Abb. B-4: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den 11 strukturell verwandtesten 
Enzymen des Aminotransferase Faltungstyps III 
Dargestellt sind die Enzyme: LivB, Glutamate-1-semialdehyde 2,1 aminomutase (GSAM, 2hoy.pdb), 
Acetylornithine Aminotransferase (AO_AT, 2pb0.pdb), Ornithine Aminotranferase (O_AT, 1oat.pdb), 4-
Aminobutyrate Aminotransferase (GABA, 1sf2.pdb), D-Phenylglycine Aminotransferase (PG_AT, 
2cy8.pdb), α-Amino-ε-Caprolactam Racemase (AC_racemase, 3dxv.pdb), 2,2 Dialkylglycine 
Decarboxylase (DA_DC, 1ds7.pdb), bakterielle Aminotransferase Klasse III aus Deinococcus sp. 
(bac_AT, 3i4j.pdb), 7,8-Diamino-pelargonsäure Aminotransferase (DAPA, 1dty.pdb), ω-Transaminase 
(omega_TA, 4a6t.pdb) und Lysine-ε Aminotransferase (lysine_AT, 2cjd.pdb) (siehe auch Tab. 3-8). 
Das Lysin, welches die kovalente Bindung zum PLP eingeht und in allen 11 Enzymen konserviert ist, 
ist grün dargestellt. In blau sind die Positionen der Aminosäuren markiert, welche bei LivB zur Bindung 
des PLPs beitragenDas Alignment wurde mit dem DALI Server [Holm et al., 2010] durchgeführt. 
Striche (–) bedeuten Lücken, die zu einem besseren Sequenzalignment führen. Ein * (Stern) bedeutet 
eine vollständig konservierte Aminosäure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von 
Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von 
ähnlichen Aminosäuren dar. 
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