Strukturelle Untersuchungen
der 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1

und der Aminotransferase LivB

DISSERTATION
zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

der

Naturwissenschaftlichen Fakultat | - Biowissenschaften

der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

vorgelegt

von Frau Ulrike Brauer,

geboren am 18.09.1981 in Jena

Gutachter/in:

1. Prof. Dr. Milton T. Stubbs

2. Prof. Dr. Renate Ulbrich-Hofmann

3. PD Dr. Udo Wehmeier

Datum der offentlichen Verteidigung: 27 Juni 2013






Inhaltsverzeichnis

INNAItSVEIZEICNNIS ... e 3
ADBDIIAUNGSVEIrZEICNNIS ... 6
TabellenNVerzZeiChNIS ........cooi e 8
Abkurzungen und SYmMDbOIE..........oooiiiiii 9
1 Aufbau der Arbeit ... 11
2 4-Cumarat:Coenzym A LIQase 1 ... 12
2 EINIEIUNG .o 12
2.1.1 Die Adenylat-bildende Enzymfamilie .............cccoooiiiiiiiiiiiiiiie e, 12
2.1.1.1 Kristallstrukturen der Klasse | der Adenylat-bildenden Familie .......... 15

2.1.2 Ligation von Proteinen.............ouueiiiii i 17
2.1.2.1 Intein-vermittelte Proteinligation................ccccoiiiiiie 18
2.1.2.2 Protease-vermittelte Proteinligation ..o 19

2.1.3 Die Cumarat:Coenzym A Ligase Familie..........cccccovviiiiiiiiiiiiiii. 21
2.1.4 Stand der Arbeiten und Zielsetzung ..........ooovviiiiiiiiiiiii e, 22
2.2 Ergebnisse und DiSKUSSION..........iiiiiiiiii e 25
2.2.1 Klonierung der 4CL1 hinge Varianten...........ccccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 25
2211 KIonierung der 4CL1 Varianten NYRH hinges CYRH hinge und CYRHA hinge - -- 27
2.2.1.2 Klonierung der 4CL1 Variante YRHAinge «-«veeeeeeeeremmmrieeeeee e 27

2.2.2 Expression der 4CL1 hinge Varianten ...........ccoooeeeiiiiiiiiiiiiiee e, 28
2.2.21 Expression der Varianten NYRH hinge> CYRH hinge> und CYRHA hinge - -« -=-=«+-- 28
2.2.2.2 Expression der Variante YRHAninge ...vvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiec e, 29

2.2.3 Reinigung der 4CL1 hinge Varianten.............ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 30
2.2.31 Reinigung der Varianten NYRH hinge, CYRH hinge und CYRHA hiNge «««exereeesns 30
2.2.3.2 Reinigung der Variante YRHAinge..---cvverrereeeeiiiiiiieeeeee e 34

2.2.4 Versuche zur Protease vermittelten Proteinligation mit den Varianten 4CL1
NYRH hinges CYRH hinge und CYRHA INQE e rree ettt e 35
2.2.4.1 Abspaltung des Strep-l1-tags. ... 35
2.2.4.2 Ligation mit Fluoreszenzfarbstoffen ...........cccccooiiiii i 38

2.2.5 Klonierung, Expression und Reinigung der 4CL1 /loop Varianten............. 40
2.2.5.1 Klonierung der 4CL1 Varianten YRHioop, NYRH 1oop UNA CyRH i00p -+ -+ 41
2.2.5.2 Expression der 4CL1 Varianten YRHioop, NYRH 1oop UNd CyRH lo0p-------- 42
2.2.5.3 Reinigung der 4CL1 Varianten YRHioop UNd NYRH 100p -++vveeeeevrmreeernne 45
2.2.6 Aktivitatstest der Varianten 4CL1 YRHAhinge und 4CL1 YRHioop ..ocvvveneene 47
2.2.7 Strukturelle Untersuchungen mittels Fluoreszenz- und CD-Messungen .. 48
2.2.8 AbschlieRende DiSKUSSION ........uuuiiiieieieeieiicie e e e e 49
3 AMINOtransferase LIVB .............iiiiiiiiiecee e 57
S EINIGIUNG . 57
3.1.1 Aminoglykosid-Antibiotika (AGA)........coooricee e, 57
3.1.1.1 Aufbau und Klassifizierung von Aminoglykosid-Antibiotika................. 58




4

3.1.1.2 Wirkungsweise von Aminoglykosid-Antibiotika und zunehmende

Resistenz von BaKterien ...........cooooviiiiiiiii e 61
3.1.2 AMINOtranSferasen ..........oovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
3.1.2.1 Vitamin B6-abhangige ENzyme................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienies 64
3.1.2.2 Aminotransferase LiVB ...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeiiineenieeenennnnenes 65

K I IR A 1= 1= 4 U T IR PP 66
3.2. Ergebnisse Aminotransferase LiVB ..o, 67
3.2.1 Expression und ReiNiQUNG........ooiiiiiiiiiii e 67
3.2.2 KristalliSation ........oooiieee e 68
3.2.3 Datensammlung, Strukturlésung und Refinement......................cooeeeenn, 70
3.2.4 Die Kristallstruktur von LiVB............oooiiiiiie e 75
3.2.4.1 LivB-Apo Struktur und LivB-I3C Struktur.............coooeeiiiiiiiiiiiees 77
3.2.4.2 LivB-PLP StrUKLUS .....eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 80
3.2.4.3 LivB-PLP-Paromomycin Struktur ............cccooeeiiiiiiiiicieeee e, 81
3.2.5 Diskussion der LivB Strukturen.............oooooiiiiii e 85
3.2.5.1 Vergleich der Gesamtstruktur mit anderen Aminotransferasen.......... 90
3.2.5.2 Vergleich der PLP-BinduNg.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 91
3.2.5.3 Aminodonorbindung in Aminotransferasen..........cccccccoeeviiiiiiiiiiiiinnnnn. 94
3.2.5.4 Vergleich der Substratbindung..................euuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 95
3.2.5.5 AbschlieRende Zusammenfassung........cccoeveeeeeieieeiiiicieeee e, 98
Materialien und Methoden ... 101
g Y = (=T 4 =1 11T o PN 101
411 GEIALE .. s 101
4.1.2 ChemiKali©N.......ueeeiii s 103
4.1.3 Medien, Puffer und LOSUNGEN .......ccooiiiiiiiiiiiee e 105
4.1.3.1 Medien und AntibiotiKa........ccooeeeeeieeei 105
4.1.3.2 PUEI oo 106
g G TG B I o 1= ¥ ] o [T o SRR 107
g O (= 108
4.1.5 Bakterienstamme und Plasmide...............uuuuiimiiiiiiiiiiiiiiee 109
4.1.6 OligoNUKIEOTIAE.........uuiiiiiiiii s 110
4.1.7 Enzyme und Standards ..........coooeeiiiiiiiiiieee e 110
|V =4 o T =Y o PR 112
4.2.1 Molekularbiologische Methoden ...............ccccooiiiie 112
4.2.1.1 Herstellung einer Sporenkultur flr Streptomyces lividans................ 112
4.2.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen..................ccccc 112
4.2.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien.....................c.oo. 113
4.2.1.4 Plasmidpraparation (Isolierung von Plasmid-DNA).......................... 114
4.2.1.5 Bestimmung der DNA-Konzentration mittels UV/Vis-Spektroskopie 114
4.2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese ... 115
4.2.1.7 RestriKtionSVerdau ..o 115
4.2.1.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)..........ccc 115
4.2.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten...........cccooovveeeiiiiiiiiee e 118
4.2.1.10 SEUENZIEIUNG ....ciiieeeeeee e 118
4.2.2 Proteintechnische Methoden ... 118
4.2.2.1 Expression von Wildtyp 4CL1 und Varianten in E. coli .................... 118

4



4.2.2.2 Expression von LivB in Streptomyces lividans...................cccccce....... 119

4.2.2.3 Zellernte und ZellaufSChlUSS ..........eeiiiiiiiiiiec e, 119
4.2.2.4 Natriumdesoxycholat (NaDoc)-Fallung ............ccccceeeeeiiiiiiiiieeee, 120
4.2.2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)..............c........ 120
4.2.2.6 Affinitatschromatographie .............ccccooiiiiiiii 121
4.2.2.7 Grolkenausschlusschromatographie (SEC) ..........cccoco. 123
4.2.2.8 ProteinkonzentrieruUng .........couuiiiiiiiii e 123
4.2.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV/Vis-Spektroskopie 123
4.2.2.10 FluoreszenzspeKtroSKOPI€ ........cccuvuiiiiiiiiiiiieieeeceeeee e, 124
4.2.2.11 CD-SPEKIrOSKOPIE ......uiieieeeeeieeeiieee e 125
4.2.2.12 Aktivitatstest fir 4CL1 Varianten...........ccccoo, 126
4.2.2.13 Protease - vermittelte Proteinligation .................cccc, 127
4.2.214 Kristallisation ... 127
4.2.2.15 Soaking EXPerimente.........coooiiiiiiiiii e 128
4.2.2.16 Datensammlung und -prozessierung ............uueeeeeeeeeeeeeeeeernnnieeeennn. 129
4.2.2.17 Strukturaufklarung und Verfeinerung ..., 130
5  LiteraturverzeiChnis ........ooooieiiiiie e 132
ANNANG . 141
DanKSAQUNG ... e e e e e e e e et e a e aaaaaeaaaan 174
LebeNSIaUT ... e eeaaeaaas 175
Eidesstattliche ErkIArung ..........cooooeiiiiiiiiee e 176




Abbildungsverzeichnis

Abb. 2-1: Reaktionsmechanismus der Adenylat-bildenden Enzymfamilie. ............... 12
Abb. 2-2: Reaktionsmechanismus ausgewahlter Adenylierungsenzyme.................. 14
Abb. 2-3: Konserviertes Sequenzmotiv der Klasse | der Adenylat-bildenden
ENZymfamilie. ... 14
Abb. 2-4: Kristallstrukturen der 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase und Luciferase. ......... 15
Abb. 2-5: IMPACT ™-Systems nach [David et al., 2004]. ..........cccoeeeeeeeiiiiiiiieeeee. 19
Abb. 2-6: Proteinligationsreaktion mit Hilfe der Trypsin-Variante

G0 ST R o R VA < 20
Abb. 2-7: Reaktionsmechanismus der 4-Cumarat:Coenzym A Ligase. .................... 21
Abb. 2-8: Substrate der 4CL1 aus Sojabohne. ... 22
Abb. 2-9: Aminosauresequenz der 4CL1 . ..o 23
Abb. 2-10: Modell der Mutationen anhand der Struktur von PheA............................ 25
Abb. 2-11: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte......................... 26
Abb. 2-12: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 NYRH hinges CYRH hinge und CYRHA hinge-
................................................................................................................................. 29
Abb. 2-13: SDS-PAGE der Expression von 4CL1T YRHAinge: .- veeeererummreeiiiiiieeenns 30
Abb. 2-14: SDS-PAGE der Reinigung der Variante NyRH hinge- --+++««cceeevrrrerriiiuirnaennns 31
Abb. 2-15: SDS-PAGE der Reinigung der Variante CyRrH hinge----++++«ceeesrrrreeerrsirrreeennns 32
Abb. 2-16: SDS-PAGE der Reinigung der Variante CyRHA hinge: -+++««cceerrvrrrerriiiiienaannns 33
Abb. 2-17: SDS-PAGE der Reinigung der Variante YRHAhinge. -+«vveeeeervrereeiiiiiineennns 34
Abb. 2-18: Western Blot der Abspaltung des Strep-Il-tags der 4CL1 Variante

NYRH 1o T T T T LT T 36

Abb. 2-19: Analyse der Abspaltung des Strep-IlI-tags der 4CL1 Variante Cyrna hinge- 37
Abb. 2-20: Fluoreszenzanalyse der SDS-PAGE der Modifizierung der 4CL1 Variante

NYRH hinge Mit 6-CarboXy-flUOrESCEIN. ... 38
Abb. 2-21: Massenspektrometrische Analyse der Modifizierung der Variante

CyRHA hinge Mit AMINODENZOESAUIE-Alas........ceeiiiiiiiiee e 39
Abb. 2-22: Schematische Darstellung der Konstrukte YRHioop, NYRH 1oop UNd CyRH i0op-
................................................................................................................................. 41
Abb. 2-23: SDS-PAGE der Expression von 4CL1T YRHioop: «oeeeeeruvrrmmieieieieieiiiiiee, 43
Abb. 2-24: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 NyrH ioop @Nd CyRH loop- +-++-vrrrrreeees 44
Abb. 2-25: SDS-PAGE der Reinigung der Variante YRHioop. ... oocvvvvreeeeeiiiiiiiiinnnee. 46
Abb. 2-26: SDS-PAGE der Reinigung der Variante NyYRH ioop- «--+-«+vrrrrrrreeeeeremirinnnennn. 47
Abb. 2-27: Fluoreszenzspektren und Fern-UV-CD Spektren der 4CL1 Varianten WT,
YRHhinge Und YRHo0p im nativen und denaturierten Zustand (6 M Gua).................... 49
Abb. 2-28: Alignment der Proteinsequenzen der 4CL1 von Populus tomentosa und
SOJADONNE. .. 51
Abb. 2-29: Gesamtstruktur der 4CL1 von Populus tomentosa...............cccc...ccuuuen.... 52
Abb. 2-30: AMP-Bindestelle der 4CL1 aus Populus tomentosa...........cccccccccceeeenn..... 53
Abb. 2-31: Ausschnitt aus dem Sequenzalignment von sequentiell verwandten 4CLs.
................................................................................................................................. 54
Abb. 2-32: Ausschnitt aus dem Sequenzalignment verwandter adeylat-bildender
Enzyme mit bekannter Struktur. ... 55
Abb. 2-33: Aminosauren 480-492 der P. tom 4CL1 Struktur .........ccccooeeeiiiiiiiininnnnn. 56
Abb. 3-1: Chemische Struktur von Streptamin (links) und Streptomycin (rechts). .... 58
Abb. 3-2: Chemische Struktur von 2-Deoxystreptamin (2-DOS, links) und Paromamin
(ECTe 1) RSP TRTPPTTRTRRORRN 59

6



Abb. 3-3: Antibiotika der 2-DOS KIaSSe€.........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 59
Abb. 3-4: Biosynthese von Aminoglykosid-Antibiotika am Beispiel von Lividomycin B.

................................................................................................................................. 60
Abb. 3-5: E. coli 16S-rRNA mit ParomomycCin ..., 61
Abb. 3-6: Transaminierungsreaktion..............cooouuiiiiiiiiii e 63
ADD. 3-7: IV-GENCIUSTEN. ... e 65
Abb. 3-8: Die Enzymreaktion vON LiVB. ........ccoooiiiiiiiii e 66
Abb. 3-9: SDS-PAGE der Expression und Reinigung von LivB........................ 67
Abb. 3-10: Proteinkristalle von LiVB. ... 69
Abb. 3-11: lodatome eines I3C Moleklls in der initialen Elektronendichte. .............. 72
Abb. 3-12: Elektronendichte des Alanin 230..........coooeiieiiiiiiii, 74
Abb. 3-13: Nummerierung von PLP und Paromomycin. ............cccco, 75
Abb. 3-14: Struktur eines Monomers von LiVB-APO. ..........c.ceeeeiiiiiiiiieiiiiieeeeeeieeeeees 78
Abb. 3-15: LivB-Apo DIimerstrukiur. ..........coooo i 79
Abb. 3-16: Darstellung des vermuteten aktiven Zentrums von LivB-Apo und LivB-I13C.

................................................................................................................................. 80
Abb. 3-17: Koordination des Kofaktors PLP im aktiven Zentrum von LivB. .............. 81
Abb. 3-18: Elektronendichte des externen Aldimins. ...........cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiciie e 82
Abb. 3-19: Oberflachendarstellung der LivB-PLP-Paromomycin Struktur. ............... 83
Abb. 3-20: Vergleich des aktiven Zentrums von LivB-PLP-Paromomycin in den
(o1 {o (=T a1V (o] aTe] g gT=T =T o PP URPPPPPPPTI 84
Abb. 3-21: Chemische Struktur der Substrate von LivB und NeoB........................... 85
Abb. 3-22: Reaktionschema ausgewahlter mit LivB verwandter Enzyme.................. 87
Abb. 3-23: Reaktionschema fur PseC, BtrR und TobS2..........ccccciiiiiiiiiiie 89
Abb. 3-24: Vergleich von LivB-PLP-Paromomycin, GSAM und TobS2. ................... 91
Abb. 3-26: Vergleich der Aminodonor Bindung...........coooooiiiiiiiieee 95
Abb. 3-27: Vergleich der Substratbindung. .............uiiiiiiiiiiic e 97
Abb. 3-28: Internes und externes Aldimin von LivB. ... 99
Abb. 3-29: Reaktionsschema der Transaminierungsreaktion von LivB. ................... 99
Abb. A-1: Sequenzalignment von sequentiell verwandten 4CLS ..............cccoennnne. 142
Abb. A-2: Sequenzalignment verwandter adenylat-bildender Enzyme mit bekannter
0 (1 U1 L | SRR 154
Abb. B-1: Sequenzalignment von LivB mit den 15 nachsten Verwandten.............. 161
Abb. B-2: Sequenzalignment der funf nachsten verwandten Enzyme mit LivB ...... 164
Abb. B-3: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den Ergebnissen der DALI-
T8 o 1 PRSP 165
Abb. B-4: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den 11 strukturell
verwandtesten Enzymen des Aminotransferase Faltungstyps Ill ........................... 170




Tabellenverzeichnis

Tab.1: Liste der benutzen AbBKUrZUNGEN ..........coouiiiiiiiii e 9
Tab.1: Liste der benutzen AbklUrzungen (Fortsetzung)...........cccoo . 10
Tab. 2-1: Auflistung der verwendeten 4CL1 Varianten sowie der Beschreibung der

entsprechenden MUtationNen. .........cooo i 26
Tab. 2-2: Ausbeute der 4CL1 Varianten nach Reinigung ..........ccccoveeeiiiiiiiiiieeiinnnnnn. 35

Tab. 2-3: Theoretische und gemessene molekulare Massen der
Reaktionskomponenten der Reaktion von CYRHA hinge mit Aminobenzoesaure-Alas

AN oy N £ T TP 39
Tab. 2-4: 4CL1 Varianten YRHioop, NyYRH 100p UNd CyrH 100p Mit Beschreibung der
entsprechenden MUtationen. .........cooo o 41
Tab. 2-5: Ausbeute der 4CL1 Varianten YRHio0p Und NvyrH 100p NAch Reinigung........ 47
Tab. 2-6: Spezifische AKEVItAL ..........cooiiri e 48
Tab. 3-1: Die sieben Faltungstypen der Vitamin Bs-abhangigen Enzymklasse nach
[Grishin €t @l., 1995]. ..oeeieiii e e e e e e e e et e e e e e e eeeeenees 65
Tab. 3-2: Statistik der LivB-Datensatze ... 71
Tab. 3-3: verwendete Liganden und ihre Konzentration und Einwirkzeit.................. 72
Tab. 3-4: Refinementstatistik der LivB-Datensatze..............cccceeeeieeeieeeeeeeeeee 73
Tab. 3-5: Statistik der Ramachandran-Analyse der LivB Datensatze........................ 73
Tab. 3-6: rmsd-Werte der einzelnen Monomere zueinander ..............cccooooeeeeeeivnnnnn. 77
Tab. 3-7: rmsd-Werte der DatenSatze ...........cooveeeerieeiii e 77
Tab. 3-8: Ergebnis der DALI-Suche fUr LivB............ooovviiiiiiiiicce e, 88
Tab. 3-9: Ergebnis des paarweisen strukturellen Alignments............cooeeeieiiieeee. 89
Tab. 4-1: Liste der verwendeten Chemikalien ............ccccoeeeeeii e 103
Tab. 4-1: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung) ..........ccccoeiiiiiiiiiiinnns 104
Tab. 4-2: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngeles..............c.ccceervrrnnnnn. 107
Tab. 4-3: Liste der verwendeten E. coli und S. lividans Zelllinien.............ccc.......... 109
Tab. 4-4: Liste der verwendeten Plasmide ............oooouuiiiiiii i, 109
Tab. 4-5: Liste der verwendeten Primer ............cooveveiiiiiiiii e 110
Tab. 4-6: Programm fir Mutagenese-PCR..............ooiiiiiiiiiiiiiicceee e, 116
Tab. 4-7: Programm fur die PCR mit Uberhangenden Primern................cccccoeinne 117
Tab. 4-8: Adsorptionskoeffizienten der Varianten von 4CL1 und LivB.................... 124
Tab. 4-9: verwendete Verbindungen fur Schweratomderivat-Soaking von LivB..... 129
Tab. 4-10: Liste der aufgenommene Datensatze von LivB.............ccccoeeiiiiiiniinnnnnn. 130
Tab. A-1: Liste von 4CL1 verwandten Enzyme mit bekannten Strukturdaten......... 153
Tab. B-1: Liste sequenziell mit LivB verwandter Enzyme.............ccccccceeeeeiiiiiiinnnnnn, 159




Abkirzungen und Symbole

Tab.1: Liste der benutzen Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

4CL 4-Cumarat:Coenzym A Ligase

ACS Acetyl:Coenzym A Synthetase

AGA Aminoglykosid Antibiotikum

Amp Ampicillin

AMP Adenosin-5’-Monophosphat

APS Ammoniumperoxosulfat

As Aminosauren

ATP Adenosintriphosphat

bp (kB) Basenpaare (Kilo-Basenpaare)

BSA Rinderserumalbumin

CBAL 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase

CBD Chitin binding domain, Chitin-Bindedomane
CIP Calf intestinal alkaline phosphatase

CoA / CoASH Coenzym A / reduzierte Form des Coenzym A
CVv Column volume, Saulenvolumen

Da (kDa) Dalton (Kilodalton)

ddH,O0 Doppeltdestilliertes Wasser

DhbE 2’-3’-Dihydroxybenzonat Adenylierungsdomain
DItA D-Alanin aktivierende Domane

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

£ Extinktionskoeffinzient

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EPL expressed protein ligation

EtOH Ethanol

g Zentrifugalkraft / Erdbeschleunigung

GSAM Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase
HEPES N-2-Hydroxylethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure
HPLC Hochdruckflissigkeitschromatographie

13C 5-Amino-2,4,6-triiod-Isophthalsdure (magic triangle Verbindung)
IPTG Isopropyl-B-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 Muiltiple cloning site

MeOH Methanol

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

MR molecular replacement, molekularer Ersatz
MW Molekulargewicht




Tab.1: Liste der benutzen Abkirzungen (Fortsetzung)

Abkiirzung 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

ODggo optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm

PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglycol

PheA Phenylalanin activation domain of Gramicidin S biosynthesis

PIPES Piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonsaure)

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- Hochdruckflissigkeitschromatographie

rpm Rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

rRNA Ribosomale Ribonukleinsaure

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 Trichloressigsaure

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine Hydrochlorid

TEMED N,N,N'N’-Tetramethyldiamin

TES N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsaure

TFA Trifluoressigsaure

TrisHCI Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Hydrochlorid

t-RNA Transfer-Ribonukleinsaure

U units

uv Ultraviolett

Vv Volt

viv volume per volume (Volumen pro Volumen)

VIS Sichtbares Licht

wiv weight per volume (Masse pro Volumen)

WT Wildtyp

Aus dem Englischen Ubernommene Begriffe, fur die kein aquivalenter deutscher
Begriff existiert, werden in kursiver Schreibweise dargestellt.
Abklrzungen fur Aminosauren (Einbuchstabencode bzw. Dreibuchstabencode)

werden gemal der biochemischen Literatur verwendet.
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Kapitel 1: Aufbau der Arbeit

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
Sekundarstoffwechsel der Sojabohne (Glycine max.), und zum anderen die
Aminotransferase LivB, welche zu einem Antibiotikum produzierendem Gencluster
aus dem Bakterium Streptomyces lividans gehort.

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, wahrend Abschnitt 3 die Einleitung, Ergebnisse und Diskussion der
Aminotransferase LivB beinhaltet. Da sich die verwendeteten Methoden sehr ahneln,
wurde ein gemeinsamer Material- und Methodenteil flir 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 ahnlichen zweistufigen Reaktionsmechanismus (Abb. 2-1). Im ersten
Reaktionsschritt (I) wird unter ATP-Verbrauch als Intermediat ein Adenylat gebildet,
wahrend im zweiten Reaktionsschritt (1) das adenylierte Substrat auf den Akzeptor
(Y) Ubertragen wird. Durch die Adenylierung wird ein Intermediat mit energiereicher
Bindung gebildet, welches durch das Akzeptormolekul leichter angegriffen werden
kann. Die Energie fur beide Reaktionsschritte wird hierbei durch die Hydrolyse von
Adenosintriphosphat (ATP) zu Pyrophosphat (PP;) und Adenosinmonophosphat
(AMP) sowie der anschliellfenden Hydrolyse des Pyrophosphates zu Phosphat
geliefert.

o) ATP AMP Y AMP
R

Y = R'SH, R'NH, R'OH bzw. O,

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

Adenylat-bildende Enyzme sind in allen prokaryontischen und eukaryontischen
Organismen vertreten. Die Enzymfamilie wurde zunachst aufgrund von sequenziellen
und strukturellen Ahnlichkeiten in drei Unterfamilien unterteilt [Fulda et al., 1994;
Gulick et al., 2004]. In die Unterfamilie | wurden die nicht-ribosomalen Peptid-
Synthetasen (NRPS) wie die Phenylalanin aktivierende Domane von Gramicidin S
(PheA), die D-Alanin aktivierende Domane (DItA) aus Bacillus subtilis und die 2,3-
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Dihydroxybenzoat-AMP-Ligase (DhbE) eingegliedert. Die Unterfamilie Il 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), wahrend Unterfamilie Il die Oxidoreductasen,
also die Gruppe der Luciferasen, umfasst. Durch Schmelz und Naismith wurde 2009
eine neue Ordnung eingefuhrt, welche mehr auf der den Enzymen gemeinsamen
chemischen Reaktion beruht und zwei weitere Enzymgruppen enthalt, die
Aminoacyl-tRNA Synthasen und die NRPS unabhangigen Siderophor (NIS)
Synthasen, die sich in ihrer Struktur von denen der Unterfamilien unterscheiden
[Schmelz et al., 2009]. Klasse | der Superfamilie der Adenylat-bildenden Enyzme
besteht aus den fruheren Unterfamilien | bis Ill als Unterklasse la, Ib und Ic. Die
Klasse Il enthalt die Aminoacyl-tRNA Synthasen und die Klasse Il die NRPS
unabhangigen Siderophor (NIS) Synthasen.

Obwohl sich der Reaktionsmechanismus sehr ahnelt, sind die von den Enzymen
verwendeten Substrate jedoch sehr verschieden. So ist z.B. die ACS von grol3er
Bedeutung fir 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 Fettsaurebiosynthese als auch fur 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
Gluhwurmchen wird hingegen durch die Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin Licht
emittiert (Abb. 2-2c¢) [White et al., 1971], das typische Leuchten der Kafer dient dem
Anlocken von potentiellen Partnern fur die Fortpflanzung [Stanger-Hall et al., 2007].
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ATP CoASH
OH ANP SCoA
Y \M:M OY ) Y
Essigsdure Acetyl-Co A
ATP PP, DhbB-SH AMP
0, OH P S-DhbB
OH DhbE OH DhbE OH
OH
2,3-Dihydroxybenzoesiure o o

s AMP
ATP PPi coz, H,Q
C) _‘e\—c o
H ! Luciferase Luciferase
ﬁ ,.ﬁf

Luciferin Ox oluciferin

Abb. 2-2: Reaktionsmechanismus ausgewahlter 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 Akzeptormolekile markiert, in blau die beteiligten Enzyme.

Alle Mitglieder der Klasse | haben jedoch neben dem Reaktionsmechanismus noch
ein weiteres Merkmal gemeinsam. So besitzen alle Enzyme eine bestimmte Sequenz
konservierter Aminosauren, 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].

1611(S,G)=8(G)-G—S, T)-T(S,E)-G(S)-X—P(M)-K-G(L.F},7,

Abb. 2-3: Konserviertes Sequenzmotiv der Klasse | der Adenylat-bildenden Enzymfamilie.
Fettgedruckt sind die am starksten konservierten Aminosauren dargestellt, in Klammer alternativ

vorkommende Aminosauren. Der Buchstabe X bezeichnet eine beliebige Aminosaure. 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 | der Adenylat-bildenden Familie

Ein weiteres Merkmal der Enzyme der Klasse | ist ein ahnliches Faltungsmuster, was
durch die Aufklarung 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 Fettsauren (LC-
FACS) aus Thermus thermophilus [Hisanaga et al., 2004] sowie der
Adenylierungsdomanen PheA [Conti et al., 1997], DhbE [May et al., 2002] und DItA
[Du et al., 2008; Yonus et al., 2008] den gleichen Aufbau auf (Abb. 2-4). Die Enzyme
lassen sich in zwei Domanen unterteilen, in eine gro3e N-terminale und eine kleine
C-terminale Domane. Beide sind durch einen kurzen loop, der sogenannten hinge
Region, miteinander verbunden. Die N-terminale Domane kann noch in drei

Subdomanen, zwei B-Faltblatter und ein a-barrel, untergliedert werden.

CBAL-A CBAL-T ¢ Luc

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 fur

die Adenylierung (CBAL-A) und Thioesterbildung (CBAL-T) bendtigten Konformation sowie der
Luciferase (Luc) aus Photinus pyralis in der offenen Konformation. Es wurde eine strukturelle
Uberlangerung der N-terminalen Doméane der 4-Chlorobenzoyl-CoA Ligase auf die N-terminale
Domane der Luciferase vorgenommen. In dunkelgrun ist die gro3e N-terminale Domane dargestellt, in
gelb die kleine C-terminale Doméane. In rot sind die zwei ersten p-Strange der kleinen C-terminalen
Domaéane nach der hinge Region markiert, um die Bewegung der Domane 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 GroRRe der Domanen schwankt zwischen den Mitgliedern der Enzymfamilie, so ist
die N-terminale Domane zwischen 400-550 Aminosauren grof3, wahrend die C-

terminale Domane zwischen 100-140 Aminosauren besitzt [Reger et al., 2008]. Beim
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Vergleichen der Strukturen zeigte sich zudem, dass die kleine C-terminale Doméane
in verschiedenen Orientierungen bezuglich der N-terminalen Domane auftritt (siehe
Abb. 2-4). Zusammen mit Untersuchungen der Auswirkung von bestimmten
Punktmutationen auf die Aktivitat von der Luciferase und CBAL [Branchini et al.,
2005; Reger et al., 2007] wurden als Erklarung fir die unterschiedlichen
Orientierungen der C-terminalen Domanen Konformationsanderungen wahrend der
Enzymreaktion postuliert [Reger et al, 2008; Gulick, 2009]. So steht die
Konformation der ersten Teilreaktion (Abb. 2-4, CBAL-A) fur die Bildung des
Adenylatintermediats und wird durch die Strukturen der Luciferase von
Luciola cruciata [Nakatsu et al., 2006], der Adenylierungsdomanen PheA [Conti et
al., 1997], DhbE [May et al., 2002] sowie DItA aus B. subtilis [Yonus et al., 2008], der
ACS aus Hefe [Jogl et al., 2004] und der CBAL [Gulick et al., 2004] prasentiert. In der
Adenylierungskonformation (adenylation) ist das aktive Zentrum durch eine enge
Zusammenlagerung beider Domanen vom umgebenden Losungsmittel 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 Ld&sungsmittel separiert,
jedoch ist die kleine Domane 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], DItA 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
,Loffene“ Konformationen bezeichnet, da die fur die Enzymreaktion bendtigten
Aminosaurereste zu weit auseinanderliegen. Durch die Strukturen der CBAL in
beiden Konformationen von Reger et al. konnte die These schliel3lich bestatigt
werden [Reger et al., 2008; Wu et al., 2008].

Da Kiristallstrukturen nur einen Blick auf die Konformation zu einem bestimmten
Zeitpunkt zulassen, waren Untersuchungen mittels Fluoreszenz oder NMR sehr
interessant, um die Konformationsanderung wahrend der Enzymreaktion in Losung
zu verfolgen. Die ublichen NMR-Methoden kdonnen jedoch nur fur kleinere Proteine
mit einer Groflke von unter 30 kDa genutzt werden. Die Mitglieder der Klasse | der

adenylat-bildenden Enyzme sind mit molekularen Grélken zwischen 55-65 kDa fur
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NMR-Untersuchungen zu gro. Eine Madglichkeit mit Hilfe der NMR dennoch
strukturelle Erkenntnisse zu gewinnen, ware die partielle Isotopenmarkierung der
Enzyme. So konnten sich durch eine Markierung der kleinen C-terminalen Domane
und NMR-Messungen mit verschiedenen Substraten bzw. Substratanaloga
Aussagen Uber die Konformationsanderungen wahrend der Reaktion treffen lassen.
Die partielle Isotopenmarkierung sollte hierbei mit Hilfe der Methode der Protease-
vermittelten Proteinligation (siehe Abschnitt 2.1.3.2) durchgefuhrt werden.

2.1.2 Ligation von Proteinen

Die Modifikation von Proteinen und Peptiden mit Fluoreszenzmarkern, nicht-
proteinogenen Aminosauren oder die Markierung von Proteinen mit Isotopen stellen
wichtige Werkzeuge bei der Untersuchung von Protein-Protein Wechselwirkungen
und bei der strukturellen Aufklarung von Proteinen dar. Die Ligation von Proteinen ist
hierbei eine haufig angewandte Methode, um Peptide oder Proteine miteinander zu
verknupfen.

Isotopenmarkierte Peptide oder Proteine lassen sich mit Hilfe bakterieller
Expressionssysteme produzieren [Marley et al., 2001; Jansson et al., 1996],
allerdings kann die Einfuhrung von nicht-proteinogenen Aminosauren nur begrenzt
auf diese Weise durchgefihrt werden [Wang et al., 2002]. Dafur wird vor allem die
Methode der Festphasensynthese (Solid-phase peptide synthesis (SPPS))
verwendet, wobei die Limitierung hier bei Peptiden mit einer Lange von 60
Aminosauren 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 flir 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 langerer Peptide
und kleiner Proteine von bis zu 120 Aminosauren genutzt [Dawson et al., 1994]. Die
Reaktion eines Peptids mit N-terminalen Cysteinrest mit einem Ca-Thioesterrest des
zweiten Peptids erzeugt eine Amidbindung. Die Reaktion kann auch mehrfach

ausgefuhrt werden um so langere 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 Ca-Thioestern genutzt, um diese

anschlie3end mit Peptiden mit einem N-terminalen Cystein zu verknupfen.

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 kdonnen [Gogarten et al., 2002]. Die
verbleibenden Proteinsegmente (Exteine) werden durch das Intein wieder
miteinander verbunden. Die Fahigkeit der Inteine wird im IMPACT™-System (New
England Biolabs) mit der NCL kombiniert (Abb. 2-5) [Chong et al., 1997; Southworth
et al.,, 1999]. Fur die Produktion von Proteinen mit einem Ca-Thioester wird das
Zielgen zunachst in einen Expressionsvektor kloniert, welcher N-terminal ein Intein
und C-terminal eine Chitinbindedomane (CBD) enthalt. 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 ahnliche 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 Verknipfung beider

Zielproteine erfolgt anschliel3end uber die NCL.
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Abb. 2-5: IMPACT™-Systems nach [David et al., 2004].

Die Chitin-Bindedoméane wird mit CBD abgekiirzt.

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 Aminosauresequenz ein zusatzliches Cystein eingebaut. An sich
stellt der Einbau einer zusatzlichen Aminosaure kein grol3es Problem dar, da in den
meisten Fallen die Struktur eines Proteins dadurch nur gering verandert wird. Liegt
die zusatzliche Aminosaure jedoch an einer wichtigen Stelle, z.B. in der Nahe des
aktiven Zentrums, so kann durch den Einbau die Funktion des Proteins durchaus
beeintrachtigt werden. Der Einbau eines zusatzlichen Cysteins kann aulierdem zu
Problemen bei der Faltung des Proteins fihren, da das vorhandene
Disulfidbrickenmuster dadurch gestort werden kann und es zu falsch verknupften
Disulfidbricken 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
Ruckreaktion, also die Knupfung 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-Aktivitat und modifizierter Erkennungssequenz zu entwickeln.
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Die Trypsin-Variante K60E/N143H/E151H/D189K (Trypsinligase) erkennt spezifisch
die Aminosauresequenz Tyrosin-Arginin-Histidin (YRH) und schneidet diese nach
dem Tyrosin [Liebscher et al., 2006; Liebscher et al, 2008]. Diese
Erkennungssequenz wurde gewahlt, weil sie laut Datenbankrecherchen in bisher
bekannten Proteinsequenzen nur zu einem Prozentsatz von unter 0,5 % vorkommt
und somit die Wahrscheinlichkeit unerwunschter Nebenreaktionen sehr gering ist
[Liebscher et al., 2008].

Die Trypsin-Variante, auch Restriktionsligase genannt, schneidet zunachst 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 Ruckreaktion, also die Ligation, katalysiert.
Normalerweise liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite der Proteolyse,
durch Zugabe des Nukleophils im Uberschuss kann das Gleichgewicht auf die Seite
der Ligation verschoben werden. Die Methode konnte schon erfolgreich zur
Modifikation von Antikorperfragmenten mit Polyethylenglkol (PEG) angewandt
werden, auch die Verknupfung von zwei kleinen Parvulinen konnte nachgewiesen
werden [Liebscher et al., 2006; Liebscher et al., 2008].

[ N-terminale Doméne |——YRH—— C-terminale Doméne

l 1
| N-terminale Domane |—Y RH —— C-terminale Domane |

‘( e

[ N-terminale Domane |——YRH——] Nukleophil ]

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
sekundarer Naturstoffe wie Farbpigmente, Signalstoffe oder Abwehrstoffe gegen
Fral’feinde durch den Phenylpropanmetabolismus geregelt [Ebel et al., 1984;
Dharmatilake et al., 1992; Dixon et al., 1995]. Die 4CL produziert dabei wichtige
Vorstufen fur die Synthese von Lignin, Stilbenen, Cumarinen und Flavonoiden
[Douglas, 1996].

Durch die 4CL wird die Bildung von Thioestern aus Zimtsaurederivaten katalysiert
(Abb. 2-7). In Schritt | wird das Zimtsaurederivat 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 Il kann unter AMP-Abspaltung das Produkt gebildet werden [Knobloch et al.,
1975; Heller et al., 1993]. Die 4CL nutzt dabei verschiedene Zimtsaurederivate wie
z.B. die 4-Cumarsaure, die Kaffeesaure, die Ferulasaure und die Sinapinsaure (Abb.
2-8).

O OH I o] MP Il o SCoA
ATP PP, CoASH AMP
/ Mg / \ J - /
4CL 4CL
R R, R? R, R’ R,
OH OH OH

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 Ubertragen.

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 Substratspezifitat, in einigen

Fallen wie z.B. bei Arabidopsis und Sojabohne (Glycine max) zeigen die einzelnen
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Isoformen aber auch unterschiedliche Substratspezifitaten [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. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die 4CL1 neben
den fur 4CLs Ublichen Substraten noch zwei weitere Substrate, die Sinapinsaure und
die kunstlich hergestellte 3,4-Dimethoxyzimtsaure, umsetzt (Abb. 2-8) [Lindermayr et
al., 2003].

" Name Ri | R. Rs
Zimts&ure H H H
/ 4-Cumarsaure H OH H
Kaffeesaure H OH CH
Ferulasaure H OH OCHs,
Sinapinsaure OCHs OH OCH;s
R7 Rz 3,4-Dimethoxyzimtsaure H OCHs OCHa,
)

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

2.1.4 Stand der Arbeiten und Zielsetzung

Die 4CL1 wurde als Gegenstand der Untersuchungen ausgewabhlt, weil es fur sie ein
etabliertes Expressions- und Reinigungsprotokoll gibt, sich die Aktivitat des Enzyms
gut durch einen einfachen enzymatischen Test nachweisen lasst und es bisher noch
keine strukturellen Ergebnisse von Mitgliedern der 4CL Familie gibt. Aufgrund ihrer
Zugehorigkeit zur Familie der Adenylat-bildenden Enzyme und dem Vergleich der
Sequenzen von strukturell aufgeklarten Mitgliedern mit der Aminosauresequenz der
4CL1 konnte eine Unterteilung der 4CL1 in zwei Domanen durchgeflhrt werden
(Abb. 2-9).
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YISQOVVEYK RICRVFFTDS IPKAPSGKIL REVLTARLNE

GLVVAN-5486

Abb. 2-9: Aminosauresequenz der 4CL1.
Die N-terminale Domane ist in dunkelgriin dargestellt, die C-terminale Doméane in gelb und die hinge

Region ist rot markiert.

Fur die rekombinante Expression wurde die 4CL1 in den Vektor pQE30 mit einem N-
terminalen Hisg-tag kloniert. Die 4CL1 hat, inklusive Fusionstag, 563 Aminosauren
und ein Molekulargewicht von etwa 61 kDa. In Expressionsversuchen in E. coli
konnte festgestellt werden, dass die 4CL1 sowohl als |8sliches Protein als auch als
unlésliches Protein produziert wird. Das Verhaltnis von léslichem zu unldslichem
Protein kann jedoch durch Variation der Expressionsbedingungen beeinflusst werden
[Hofer, 2004]. Ein Absenken der Expressionstemperatur sowie eine Erhdhung des
pH-Wertes des Mediums fuhren hierbei zu einem grof3eren Anteil von I8slich
exprimierten Protein. Durch N. Hofer konnte zudem sowohl die Reinigung von I6slich
exprimierter 4CL1 als auch die Ruckfaltung und anschlieRende Reinigung der in
inclusion bodies vorliegenden 4CL1 etabliert werden [Hofer, 2004].

Bisher durchgefuhrte Kristallisationsversuche der WT 4CL1 haben noch zu keinem
Ergebnis gefuhrt, weshalb auch andere Methoden wie die Strukturaufklarung mittels
NMR

Konformationsanderungen wahrend der Enzymreaktion ermoéglichen. Die 4CL1 ist

in Betracht gezogen wurden, zudem diese auch Untersuchung von
mit knapp 60 kDa fur NMR-Untersuchungen leider zu gro3. 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. Dafur wurde
zunachst eine Variante von 4CL1 hergestellt, welche die Erkennungssequenz YRH
der Trypsin-Variante in der hinge Region besitzt. Die Aktivitat der 4CL1 Variante
Ya36Ra37Ha3s, welche als 4CL1 YRHhnge bezeichnet wurde, konnte ebenfalls
2005]. Bei

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

nachgewiesen werden [Brauer, ersten Versuchen zur Protease-

Reinigung genutzte Hise-tag die Reaktion storte, da er die fur die Enzymreaktion

23



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1

notwendigen Zn?* lonen komplexierte und die Trypsin-Variante infolgedessen ausfiel.
Daraufhin wurde der Hise-tag der 4CL1 Variante YRHhinge mit Thrombin abgespalten
und die Variante mittels Grollenausschlusschromatographie von Thrombin
abgetrennt. Allerdings konnte anscheinend das Thrombin trotz der Unterschiede in
der Grofe beider Proteine (4CL1 YRHhinge 61 kDa, Thrombin 34 kDa) nicht
vollstandig abgetrennt werden, da die 4CL1 Variante nach der Reinigung im
Reaktionspuffer abgebaut wurde. Die Verwendung von Proteasehemmern war nicht

moglich, da davon auch die Trypsin-Variante gehemmt worden ware [Brauer, 20095].

Deshalb sollten in fortfihrenden Arbeiten im Rahmen der Dokterarbeit weitere
Versuche zur partiellen Markierung der 4CL1 mit Hilfe der Protease-vermittelten
Ligation durchgefuhrt werden. Hierfur mussten zunachst weitere Varianten von 4CL1
hergestellt werden. Zum einem wurden fur Untersuchungen der Enzymaktivitat und
der Faltung des Proteins Volllangen-Varianten mit der Erkennungsequenz fir die
Trypsin-Variante benotigt. Zu anderen erforderten weitere Versuche zur Protease-
vermittelten Ligation Varianten der einzelnen Domanen von 4CLA1.

Damit sollte sowohl dem Ziel der strukturellen Aufklarung der 4CL1 als auch der
Etablierung der Methode der Protease-vermittelten Ligation an grof3en Proteinen ein

Stuck naher gekommen werden.

24



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1

2.2 Ergebnisse und Diskussion

2.2.1 Klonierung der 4CL1 hinge Varianten

Wie in Abschnitt 2.1.4 bereits erwahnt, war es bisher nicht moglich gewesen, das
Volllangenkonstrukt 4CL1 YRHhinge (siche Abb. 2-10, 2-11 sowie Tab. 2-1) mit Hilfe
der veranderten Trypsinvariante K60E/N143H/E151H/D189K zu spalten. Flr weitere
Untersuchungen wurden nun Konstrukte der einzelnen Domanen mit der Sequenz
YRH in der hinge Region hergestellt (Abb. 2-11). Da der Hisg-tag die Trypsinvariante
stort, wurde ein Strep-ll-tag fur die Reinigung angeflgt. Die Trypsinvariante besitzt
zudem die Eigenschaft die Erkennungssequenz schlechter zu schneiden, wenn die
der YRH Sequenz folgende Aminosaure sehr grofd (Lysin/Argin) ist. Deshalb wurde
eine Vollangenvariante und eine Variante der C-terminalen Domane mit der Mutation
YRHA in der hinge Region hergestellt (Abb. 2-11 und Tab. 2-1).

ILE-329

ARG-42.

GLY-427

HIS-429

ARG-428

TYR-427

c)

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 Domane ist in grin, die C-terminale
Domaéne in gelb dargestellt. Zuséatzlich 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., 20085].
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4CL1WT E N-terminale Doméne 61,3 kDa

1 436 546
4CL1T YRHyinge N-terminale Doméine YRH 61,5 kDa
1 435 438 546
4CL1 Nypyj hinge N-terminale Dom&ne YRH 5‘;;" 48 8 kDa
ACL1 Crrpgypinge 13,5 kDa
4CL1T YRHA, o = N-terminale Doméne “erm. 61,3 kDa
4CL1 Cyma runge S YRHA 13,4 kDa
438 4% 548

Abb. 2-11: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte.
In grin ist die N-terminale Domane dargestellt, gelb die kleine C-terminale Doméane. Die hinge Region
mit der Erkennungssequenz Tyr-Arg-His bzw. Tyr-Arg-His-Ala ist in rot gefarbt.

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

Name der Beschreibung der Variante Mutationen Vektor
Variante
4CL1 WT 4-Coumarat:Coenzym A ligase - pQE30 | Diplomarbeit
Wildtyp (WT) Isoform 1 Nicole Hofer
4CL1 YRHpinge |WT mit YRH Sequenz in der hinge D436Y und pQE30 | Diplomarbeit
Region L438H Ulrike Brauer
4CL1 Nyruhinge | N-Terminus des 4CL1 WT Variante von D436Y und pET11a | Ulrike Brauer,
Aminosaure 2 - 435 + YRH Sequenz + L438H diese Arbeit
Strep-tag
4CL1 Cyruhinge | Strep-tag + YRH Sequenz + C- D436Y und pET11a
Terminus des 4CL1 WT  von L438H
Aminosaure 439-563
4CL1 YRHAinge | 4CL1 WT mit der Sequenz YRHA in der | D436Y, L438H | pQE30
hinge Region und K439A
4CL1 Cyruaninge | Strep-tag + YRH Sequenz + K439A + | D436Y, L438H | pET11a
C-Terminus des 4CL1 WT von und K439A
Aminosaure 440-563

Die fUr die Klonierung verwendeten Primer sind in Tabelle 4-5 im Abschnitt 4.1.6
aufgeflhrt. Fur alle hergestellten Varianten wurde die korrekte Sequenz anhand von

DNA-Sequenzierungen Uberpruft.
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2.2.1.1 Klonierung der 4CL1 Varianten Nvygru hinge; CyrH hinge UNA CyrHA hinge

Die Varianten Nyrrhinge, CyRHhinge UNd CyrHAhinge Wurden durch PCR mit
uberhangenden Primern hergestellt. Als template diente die DNA der WT 4CL1. Fur
NvyrH hinge Wurde N-terminal eine Nde | - Schnittstelle eingefligt und C-terminal ein
Strep-ll-tag zur Reinigung und eine BamH | - Schnittstelle integriert. Als Primer
wurden YRH_hinge N _for und YRH_hinge N rev verwendet. Fir die Varianten
CyRH hinge UNd CyrHa hinge Wurde N-terminal nach der Schnittstelle flr Nde | der Strep-
[I-tag integriert, wahrend C-terminal nur die BamH | - Schnittstelle eingeflgt wurde.
Fir 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 anschlieend mit den
Restriktionsenzymen Nde | und BamH | geschnitten und Uber das QlIAquick 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 YRHAinge

Die Variante 4CL1 YRHAninge wurde durch Einfihrung 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 fur die Amplifizierung verwendet.

Nach der Mutagenese wurden die template DNA mit dem Restriktionsenzym Dpn |
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 Hofer konnte mit Untersuchungen zur Expression der WT Variante zeigen,
dass diese nur zum Teil |6slich exprimiert wird und der Anteil des l6slichen Proteins
an der Expression von der Expressionstemperatur und dem pH-Wert des Mediums
abhangig ist [Hofer, 2004]. Als optimale Bedingungen fur einen groRtmaoglichen Anteil
von |éslichem Protein wurde von ihr die Expression Uber Nacht (~ 16h) bei einem pH-
Wert des Mediums von 8 und einer Temperatur von 30 °C angegeben.

Fir alle Varianten wurden zunachst Testexpressionen durchgeflhrt, um
Expressionsbedingungen fur jede Variante zu finden. Der pH-Wert wurde fur die
Testexpressionen auf einen Wert von 8 eingestellt. Die Expression wurde in den
E. coli Stammen BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS, Rosetta (DE3), Rosetta (DE3)
pLysS, BL21(DE3) Tuner und SG13009 (pREP4) getestet. Aulerdem wurde die
Konzentration des Induktionsmittels IPTG sowie die Expressionstemperatur und -

lange variiert.

2.2.2.1 Expression der Varianten Nyru hinge; CyrH hinge, UNA CyrHA hinge

Fir die drei 4CL1 Varianten Nvyruhinge, CyrHhinge UNd Cyruaninge konnte in
Testexpressionen kein Unterschied in der Expression zwischen den verschiedenen
E. coli Stammen festgestellt werden, deshalb wurden weitere Testexpressionen
jeweils mit dem Stamm BL21 (DE3) durchgefuhrt.

Die Variante 4CL1 NvrH ninge Z€igte die beste Expression bei Bedingungen, die denen
der WT Variante ahneln. So konnte der grof3te Anteil an Ioslichem Protein bei 25 °C
und einer niedrigen IPTG-Konzentration von 100 uM 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 Grol3teil des produzierten
Proteins als unldsliche inclusion bodies und nur ein vergleichsweise geringer Anteil
als l6sliches Protein gebildet, wie in Abbildung 2-12a zu erkennen ist. Die Menge des
I6slich exprimierten Proteins war jedoch ausreichend, um weitere Experimente

durchfihren zu kénnen.
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Abb. 2-12: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 Nygry hinges CyrH hinge UND Cygrua hinge-
a) 4CL1 Variante Nyry hinge, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 -

I6slicher Uberstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlésliche Fraktion 16 h nach Induktion, M - Marker;
b) 4CL1 Variante Cyry ninge, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 4 h nach Induktion, Spur 3 -
I6slicher Uberstand 4 h nach Induktion, Spur 4 - unlésliche Fraktion 4 h nach Induktion, M - Marker;
c) 4CL1 Variante Cyrua hinge; SPUr 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 4 h nach Induktion, Spur 3 -
I6slicher Uberstand 4 h nach Induktion, Spur 4 - unlésliche Fraktion 4 h nach Induktion, M — Marker.

Auch die beiden Varianten der C-terminalen Domane zeigten bei der Expression
sowohl einen l6slichen als auch unléslich exprimierten Proteinanteil (siehe Abb. 2-
12b und c). Fur die Varianten 4CL1 Cyrh hinge Und CyrHa hinge KONNten bei Expression
bei verschiedenen Temperaturen und auch mit unterschiedlichen IPTG-
Konzentrationen keine gravierenden Unterschiede im Verhaltnis von unléslich zu
I6slich exprimierten Protein gefunden werden. Die Expression erfolgte deshalb bei 37
°C und 1 mM Induktionsmittel Uber 4 Stunden. Die Zellausbeute war bei beiden
Varianten gleich und betrug 20 g Zellen aus 6 L Medium. Es konnte von beiden
Varianten genudgend [0slich exprimiertes Protein erhalten werden, um mit

weiterfuhrenden Versuchen fortfahren zu konnen.

2.2.2.2 Expression der Variante YRHAinge

Die Volllangenvariante 4CL1 YRHAninge zeigte die beste Expression im E. coli Stamm
Sg13009 [Gottesman et al., 1981], welcher durch das zusatzliche Plasmid pREP4

eine sehr gute Kontrolle der Induktion der Proteinexpression mit IPTG zulasst.
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Das beste Verhaltnis von I6slich zu unléslich exprimierten Protein wurde fur die
Variante YRHAinge bei einer Expressionstemperatur von 25 °C und 100 pM IPTG
gefunden (siehe Abb. 2-13). Nach Expression Uber Nacht (~16 h) konnten

24 g Zellen aus 6 L Medium geerntet werden.

KbaM 1 2 3 4
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Abb. 2-13: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 YRHAjnge.
4CL1 Variante YRHAinge, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 -

I6slicher Uberstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlésliche Fraktion 16 h nach Induktion, M - Marker

2.2.3 Reinigung der 4CL1 hinge Varianten

Die Varianten NyrHhinges CvRHhinge UNd  CyrHAhinge Wurden zunachst durch
Hochdruckdispersion aufgeschlossen, und der I8sliche Uberstand wurde mittels
Zentrifugation isoliert (siehe 4.2.2.3). AnschlieRend wurden die Proteine Uber eine
Streptactin Saule gereinigt (siehe 4.2.2.6). Je nach Reinigungsgrad der eluierten
Proteine wurde nach diesem Schritt eine GroRenausschlusschromatographie (siehe
4.2.2.7) durchgefuhrt. Bei dem Volllangenkonstrukt 4CL1 YRHAninge verlief die
Reinigung nach dem Zellaufschluss (iber eine Ni**-Affinitatschromatographie (siehe
4.2.2.6).

2.2.3.1 Reinigung der Varianten Nygru hinge, CyrH hinge UNA CyrHA hinge

Uber eine Streptactin-Saule konnte die Variante Nyruninge VON einem GrofRteil der

sich im Uberstand befindlichen E. coli Proteine abgetrennt werden (Abb. 2-14a). Da
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die Elutionsfraktionen jedoch noch Verunreinigungen enthielten, wurde zusatzlich
eine Gelfiltrationssaule zur Reinigung genutzt. Hiermit gelang es, NyrHhinge VON
Aggregaten und den restlichen Verunreinigungen (siehe Abb. 2-14b, Spur 2 und 4)
zu trennen. Die nach der GroRenausschlusschromatographie gesammelte
Proteinfraktion zeigte in der SDS-PAGE keine sichtbaren Verunreinigungen mehr
(siehe Abb. 2-14b, Spur 3). Fur die Variante Nyrnninge kOnnte eine Ausbeute von
4,2 mg Protein/L Expression berechnet werden (Tab. 2-2).

1 2 3 MEkDa kbapi 1 2 3 4
118
:1g$ o7
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— - BB
ﬁ -
-_ . v e
3
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I - 14
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Abb. 2-14: SDS-PAGE der Reinigung der Variante Nygrp hinge- )
a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante Nyru ninge, Spur 1 - 16slicher Uberstand nach Zellaufschluss,

Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3 -  Elutionsfraktion, M -  Marker; b)
GréRenausschlusschromatographie der 4CL1 Variante Nyry ninge, Spur 1 - konzentrierte Proteinprobe
nach Strep-tag Reinigung, Spur 2 - erster Peak der GréRenausschlusschromatographie (Aggregate),
Spur 3 - zweiter Peak der GréRenausschlusschromatographie (Elutionspeak), Spur 4 - dritter Peak der
Grolenausschlusschromatographie (Verunreinigung), M — Marker.

Sowohl die Variante Cyruninge als auch Cyruaninge zeigte nach dem ersten
Reinigungsschritt schon eine sehr gro3e Reinheit. Fur Cyruninge ist in den
Elutionsfraktionen nur eine zusatzliche Bande (Verunreinigung) bei etwa 30 kDa
zusehen (Abb. 2-15a, Spur 5-7), bei CvyrHaninge hingegen sind zwei zusatzliche
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 Hohe von 13,5 kDa zu sehen ist, kann eine Uberschreitung der
Saulenkapazitat ausgeschlossen werden. Anscheinend ist jedoch die Bindung des

Strep-ll-tags beider Varianten an die Streptactinsaule nicht sehr fest und durch zu

31



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1

langes Waschen der Saule kann bereits ein Teil des Proteins ausgewaschen

werden.
1 2 3 4 5 6 7 M KD 1 2 3 4 5 M kbDa
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Abb. 2-15: SDS-PAGE der Reinigung der Variante Cygrn hinge- )

a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante Cyrn ninge, Spur 1 - 16slicher Uberstand nach Zellaufschluss,
Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3+4 - Waschfraktionen, Spur 5-7- Elutionsfraktionen, M - Marker; b)
Grofenausschlusschromatographie der 4CL1 Variante Cygru hinge; Spur 1 - konzentrierte Proteinprobe
nach Strep-tag Reinigung, Spur 2 - Peak | der Gréfienausschlusschromatographie, Spur 3 - Peak |l
der GrdlRenausschlusschromatographie, Spur 4 - Peak lll der GrélRenausschlusschromatographie,
Spur 5 - Peak IV der GroRenausschlusschromatographie , M — Marker.

Nachdem es bei ersten Versuchen zur Protease vermittelten Proteinligation mit der
Variante CvrH ninge Unerwartet niedrige Reaktionsumsatze gab (siehe 2.2.4.1), wurde
fur beide Varianten noch eine GroRenausschlusschromatographie als zusatzliche
Reinigung angeschlossen. Wie schon beim ersten Reinigungschritt verlief auch die
GroRenausschlusschromatographie bei beiden Varianten gleich. Der Verlauf der
Grofenausschlusschromatographie von CyrH hinge UNd CyrHa hinge (Abb. 2-17) zeigte,
dass sich die Varianten in zwei Hauptpeaks (Abb. 2-16c¢, Peak Il und lll), einen
Aggregationspeak (Abb. 2-16¢c Peak I) sowie einen weiteren kleinen Peak (Abb. 2-
16¢ Peak 1V) auftrennen lassen. In der SDS-PAGE Analyse der Reinigung war in den
Fraktionen des Peaks | nur wenig Protein vorhanden (Abb. 2-15b und 2-16b, Spur 2),
wobei es sich wahrscheinlich um aggregiertes Protein oder grof3ere Oligomere
handelt. Die Fraktionen des Peak IV der Groflenausschlusschromatographie (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 spate Elution des Peak IV
eher auf niedermolekulare Substanzen wie Salze hinweist. Die beiden Hauptpeaks Il
und Il enthielten beide das das gesuchte Protein (Abb. 2-15b und 2-16b, Spur 3 und
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4). Das Laufverhaltens auf der Gelfiltrationssaule (Abb. 2-16c¢) lasst darauf schliel3en,
dass es sich hierbei um Monomer- und Dimerspezies der Varianten CyrH hinge Und
Cvyrua ninge handelt. Die Verunreinigungen, welche nach Streptactinsaule bei 30 kDa,
und fur Cyrua ninge ZUSatzlich bei 20 kDa, im Gel zu sehen waren, konnten durch die
GrolRenausschlusschromatographie nicht vollstandig entfernt werden. Fir die
Variante Cyrnninge War es moglich, die Dimer Fraktion von der 30 kDa Bande zu
reinigen. Bei Cvrua hinge liefden sich die Verunreinigungen weder in der Dimer-Spezies
noch der Monomer-Spezies entfernen. Eine mdgliche Erklarung fur die Banden
konnten Verunreinigungen sein, die sehr stark an die Varianten binden und sich
somit durch eine GroRenausschlusschromatographie nicht abtrennen lassen. Die
Ausbeute nach der Gelfiltrationssaule betrug fur die Variante CyrH hinge
20,6 mg Protein/L Expression und far die Variante CYRHA hinge
9,5 mg Protein/L Expression (Tab. 2-2).

kbapl 1 2 3 4 5 kba M 1 2 3 4 5
2000 <0 4 200
116 .
7 A : 1;?
GG - . E
: - 66
Py
— -
“ 1200
_!'- . Peak 1l
3
!r_- 3 00 Peak Il
215 ' i~
215 o
4 . 00
14 o ' 14 . ' | peak Peak IV
a) s'sk 3 » b) 6.6 C) [} ol -llc 5‘0 MIGIJ 100 120 142

Abb. 2-16: SDS-PAGE der Reinigung der Variante Cygua hinge- )
a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante Cvrra hinge; SpUr 1 - 16slicher Uberstand nach Zellaufschluss,

Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3+4 - Waschfraktionen, Spur 5 - Elutionsfraktion, M - Marker; b)
GroRenausschlusschromatographie der 4CL1 Variante Cyrpa hinges Spur 1 - konzentrierte Proteinprobe
nach Strep-tag Reinigung, Spur 2 - Peak | der GréRenausschlusschromatographie, Spur 3 - Peak |l
der Grolkenausschlusschromatographie, Spur 4 - Peak lll der Grélenausschlusschromatographie,
Spur 5 - Peak IV der Grélenausschlusschromatographie, M — Marker. c) Laufschema der
GréRenausschlusschromatographie der Variante 4CL1 Cygrua hinge
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2.2.3.2 Reinigung der Variante YRHAinge

Far die Reinigung des Volllangenkonstruktes YRHAninge wurde das
Reinigungsschema der WT Variante leicht optimiert.

Die Variante YRHAninge Wurde im Puffer A, welcher 20 mM Imidazol enthielt, auf die
Saule aufgetragen, damit die Bindung von Fremdprotein an die Saulenmatrix
verringert wurde. Mit einer anschlieRenden 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 uber 10 CV auf 100 % Puffer
B. Das Zielprotein eluierte dabei bei einer Imidazolkonzentration von ungefahr 80
mM. In der SDS-PAGE Analyse zeigte sich, dass Elutionsfraktion neben dem
Zielprotein YRHAninge Nur noch leichte Verunreinigungen aufwies (Abb. 2-17, Spur 5).
Far den anschlieRenden Aktivitatstest war diese Reinheit ausreichend. Die Variante
YRHAnnge zeigte nach der Affinitatschromatographie eine Ausbeute von
5,3 mg Protein/L Expression (Tab. 2-2).

kbapm 1 2 3 L-N-i 4 5
200 g
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Abb. 2-17: SDS-PAGE der Reinigung der Variante YRHAinge. )
Ni2+-Affinitétschromatographie der 4CL1 Variante YRHAyinge, Spur 1 - l6slicher Uberstand nach

Zellaufschluss, Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3 - Waschfraktion, Spur 4 - Peak | (10 % Gradient,
43 mM Imidazol), Spur 5 — Peak Il (26 % Gradient, 80 mM Imdiazol), M — Marker.
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Tab. 2-2: Ausbeute der 4CL1 Varianten nach Reinigung

Variante Ausbeute nach Ausbeute nach
Affinitatschromatographie GroRenausschlusschromatographie
[mg/L Expression] [mg/L Expression]

4CL1WT 28,7 27,0

4CL1 YRHhinge 34,0 17,4

4CL1 NyrH hinge 6,2 4,2

4CL1 CyRrH hinge 33,0 20,6

4CL1 YRHAinge 53 -

4CL1 CyRrHA hinge 23,2 9,5

4CL1 YRHioop 27,3 24,3

4CL1 NygrH toop 12,2 -

2.2.4 Versuche zur Protease vermittelten Proteinligation mit den
Varianten 4CL1 Nyry hinges Cyrr hinge UNA Cyrra hinge

Fir die Versuche wurden die Variante Nyr hinge, CYRH hinge UNd CyrHA hinge ZUN&Chst
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 konnen die Aktivitat der Protease beeintrachtigen. 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. Fur die ersten Tests
wurde die Variante Nyrphinge auf 100 - 470 yM und die Varianten Cygrh hinge UNd
CvyRrHA hinge @uf 100 - 1100 uM konzentriert und fur die Versuche an Dr. S. Liebscher

weitergegeben.

2.2.4.1 Abspaltung des Strep-lI-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
daruber treffen, ob die Schnittstelle gut zuganglich ist. Fur die Variante NyrH hinge

konnte Uber einen Western Blot mit einem Strep-ll-tag-Antikdrper nachgewiesen
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werden (siehe Abb. 2-18), dass der Strep-ll-tag abgespalten wird. Nach 30 Minuten
ist deutlich zu erkennen, dass die Bande auf Hohe des Proteins mit Strep-ll-tag
schwacher ist. Allerdings scheint die Trypsinvariante auch nach einer Stunde die
eingesetzte Menge des zu spaltenden Proteins noch nicht vollstandig umgesetzt zu
haben. Eine Erklarung hierfir kénnte darin liegen, dass die Domane mit 438
Aminosauren (siehe Abb. 2-11) recht groR ist und die Schnittstelle direkt an die
Domane anschliel3t, ohne weitere Aminosauren als Spacer. Das kann dazu fuhren,
dass die Trypsin-Variante die Schnittstelle nicht gut erreichen kann. Es Iasst sich
dadurch aber nicht erklaren, warum der Umsatz nach 30 Minuten stagniert. Eventuell
kann es sein, dass sich der Strep-ll-tag bei einigen Proteinspecies im Inneren des
Proteins versteckt und so nicht mehr zuganglich ist. Dies kann jedoch erst nach der
Proteinreinigung erfolgt sein, da die Affinitatsreinigung uber den Strep-lI-tag 1auft und
das Protein nicht an die Saule gebunden hatte, wenn der Strep-lI-tag nicht exponiert

gewesen ware.

+ — 4+ — <4+ — Trypsin-Variante

o o= «- = = & Nyghhinge 48 kDa

o 30 1h
Abb. 2-18: Western Blot der Abspaltung des Strep-ll-tags der 4CL1 Variante Nyguninge (Dr. S.

Liebscher).
Analyse der Spaltreaktion von 4CL1 Variante Nyruninge durch die Trypsin-Variante

K60E/N143H/E151H/D189K mittels Western Blot mit Anti-Strep-ll-tag Antikorper. Aufgetragen sind
Proben der Reaktion zum Zeitpunkt 0, nach 30 min und nach 60 min.

Die ersten Versuche fir die kleine Domane wurden zunachst mit der Variante
CyrHuhinge durchgefuhrt. Nach ersten Testversuchen zeigte sich jedoch, dass
erhebliche Probleme auftraten. Durch einen zusatzlichen Reinigungsschritt, einer
GrolRenausschlusschromatographie, 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 durchgefuhrt. Dennoch blieben die Probleme mit der
Umsetzung durch die Trypsin-Variante bestehen. Eine denkbare Ursache kénnte die
Aminosaure an Position 439 sein. Im WT und auch in der Variante CyrH ninge befindet

sich an dieser Position ein Lysin, welches eine sterische Behinderung der Trypsin-
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Variante verursachen konnte. Die Variante Cvruaninge 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 kirzeres Produkt entstand
(Abb. 2-19a Peak 1). Durch eine Veranderung der Trypsin-Variante von
K60E/N143H/E151H/D189K zu K60E/N143H/E151H/D189S konnte die Affinitat fir

die zweite Schnittstelle unterdrickt und eine vollstandige Abspaltung des Strep-II-

tags nachgewiesen werden (siehe Abb. 2-19b).
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Abb. 2-19: Analyse der Abspaltung des Strep-ll-tags der 4CL1 Variante Cygruaninge (Dr. A.
Schierhorn und S. Liebscher).
a) Massenspektrometrische Analyse der Spaltung der Variante Cyruaninge Mit der Trypsinvariante

K60E/N143H/E151H/D189K b) SDS-PAGE Analyse der Spaltreaktion der 4CL1 Variante C2ygr 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 Cyrpa hinge; M — Marker.
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2.2.4.2 Ligation mit Fluoreszenzfarbstoffen

Nachdem die Abspaltung des Strep-ll-tags bei beiden Varianten Nygrhhinge und
CyrHahinge erfolgreich war, sollte in einem zweiten Schritt die Modifizierung beider
Varianten mit Fluoreszenzfarbstoffen nachgewiesen werden, bevor Versuche zur
Ligation beider Domanen miteinander unternommen wurden.

Fir die Variante Nyruninge 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 Starke der Bande nimmt im weiteren Verlauf
der Reaktion zu. Eine vollstandige Umsetzung des gesamten Ansatzes konnte
jedoch nicht erreicht werden, was aber wahrscheinlich am schlechten

Spaltungsverhalten der Variante Nyrh ninge liegt (siehe 2.2.4.1).

a M 5 30 1h 2zh

8 &

L9}
b_..
Abb. 2-20: Fluoreszenzanalyse der SDS-PAGE der Modifizierung der 4CL1 Variante Nyrp hinge

mit 6-Carboxy-fluorescein (Dr. S. Liebscher).
Analyse der Modifizierungsreaktion der 4CL1 Variante Nyruninge 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 Cyruaninge konnte hingegen fast vollstandig mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Aminobenzoesaure-Ala; (Abz-Alas) umgesetzt werden (Abb. 2-
21). So ist in der massenspektrometrischen Analyse des Reaktionsansatzes fast
ausschliel3lich ein Peak mit der Masse des Produkt Abz-Alaz-CyrHa hinge VOrhanden

(Abb. 2-21, Peak 1). Die gemessene molekulare Masse weicht dabei von der
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theoretischen Masse von Abz-Alaz-Cvyrua 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 Aminobenzoeséure-Ala; (Abz-Alas).

theoretische gemessene Differenz | Peaknummer
molekulare Masse molekulare Masse in (Da) in
in (Da) in (Da) Abb. 2-24

Aminobenzoesaure- 12412,4 12415,0 (Peak1) 2,6 1
Alaz- CyrHa hinge
CYRHA hinges 12080,0 12082,0 (Peak 2) 2,0 2
gespalten
CvRrHA hinges 13414,5 13418,0 (Peak 3) 3,5 3
ungespalten

Im Ansatz konnten auch zu einem geringen Anteil die Massen der ungespaltenen
Variante Cyruaninge (Abb. 2-21, Peak 3) und der durch die Restriktionsligase
gespaltenen Variante Cyrra ninge (Abb. 2-21, Peak 1) nachgewiesen werden.

Abz C2
SLA486 5 (0.050) M1 [Ev-110393 t9] (Sp.1.000,400:1998,1.00,L55,R55); Crn (1:50) Scan ES+
Vi 1241500 1 9.93e6
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12387.00
12082.00 it
11070.00 12746.00
”925'0% | 13385.00..| 13747.00
[} T |h 1 1 1 e IL . T \‘ T ih Lul.l.I ‘II e T kJ‘ ] mass
7000 8000 3000 10000 11000 12000 13000 14000

Abb. 2-21: Massenspektrometrische Analyse der Modifizierung der Variante Cygruaninge Mit
Aminobenzoesaure-Alas (Dr. A. Schierhorn und Dr. S. Liebscher).

Wahrend die Variante Cyrna ninge Sich von der Reaktionsligase sowohl gut spalten als
auch religieren lasst, traten bei den bisherigen Versuchen bei der Variante NyrH hinge
Probleme auf. So zeigte sich, dass die Variante Nyrn ninge im Reaktionspuffer Puffer

D (siehe 4.2.2.13) in hohen Konzentrationen von tber 400 uM nicht mehr stabil ist
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und ausfallt. Da der Reaktionspuffer flr die Trypsin-Variante optimiert wurde, enthalt
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 Nygrmhinge Mit dem Fluoreszenzfarbstoff 6-
Carboxy-fluorescein nicht sehr hoch, was bedeutet, dass im ersten Reaktionsschritt,
dem Abspalten des Strep-ll-tags, schon sehr viel mehr Protein eingesetzt werden
musste, um eine ausreichende Menge fur den zweiten Schritt zu erhalten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich beide Varianten einzeln durch
Fluoreszenzfarbstoffe modifizieren lassen, wenn auch mit unterschiedlicher Effizienz.
Die Ligation der groRen N-terminalen Domane NyrH ninge Mit der kleinen C-terminalen
Domane Cyrhhinge bZW. CvyrHahinge kONnte jedoch in den bisherigen Experimenten
nicht erfolgreich nachgewiesen werden. Mdglicherweise ist die Schnittstelle in der
hinge Region des Proteins fur die Trypsin-Variante doch zu schlecht zuganglich. Fur
dieses Argument spricht auch die Tatsache, dass die Variante der grélReren der
beiden Domanen Nyrunhinge Sich ebenfalls nur schlecht umsetzen lasst. Deshalb
wurden nach neuen Varianten mit der Schnittstelle in einer besser zuganglichen

Region des Proteins gesucht.

2.2.5 Klonierung, Expression und Reinigung der 4CL1 loop
Varianten

Nach einer Analyse der WT 4CL1 Proteinsequenz mit mehreren
Sekundarstrukturvorhersageprogrammen (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 Kiristallstrukturen verwandter Enzyme aus der Familie der
adenylatbildenden Enzyme, wurden Varianten mit der Sequenz YRH in einer
vermutlich besser zuganglichen loop-Region (As 488-494) kloniert (Abb. 2-10a). Es
wurden sowohl Volllangenkonstrukte als auch Konstrukte der entsprechenden N-
bzw. C -terminalen Bereiche hergestellt (sieche Abb. 2-22 und Tab. 2-4).
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4CLT YRH,oop E N-terminale Doméne .YRH- 61,4 kDa

1 425 488 490 546

N-terminale Doméne \iihwal 54,4 kDa
1 436 486 490

Strep-
P | BoKDa

ACL1 Nypiioop | 120
ACL1 Cyryiionp

Abb. 2-22: Schematische Darstellung der Konstrukte YRH oop, Nyrr100p UND Cyri ioop-
In grin ist die N-terminale Domane dargestellt, gelb die kleine C-terminale Domane. Die

Erkennungssequenz Tyr-Arg-His in der loop-Region ist in blau dargestellt.

Tab. 2-4: 4CL1 Varianten YRHigop, NyrHiocop UNd Cyrricop Mit Beschreibung der entsprechenden

Mutationen.
Name der Beschreibung der Variante Mutationen Vektor
Variante
4CL1 YRHigop 4CL1 WT mit der Sequenz YRH in der | S488Y, N489R | pQE30 | Ulrike Brauer,

loop-Region (As 488-494) und G490H diese Arbeit
4CL1 NyrH ioop N-Terminus des 4CL1 WT Variante von | S488Y, N489R | pET11a

Aminosaure 2 - 487 + YRH Sequenz + und G490H

Strep-tag
4CL1 CyrH ioop Strep-tag + YRH Sequenz + C-| S488Y,N489R | pET11a

Terminus des  4CL1 WT  von und G490H

Aminosaure 488-546

Die Varianten wurden mittels DNA-Sequenzierungen auf die korrekte Sequenz
Uberpruft. In Tabelle 4-5 wurden die fir die Klonierung verwendetetn Primer

aufgefuhrt.

2.2.5.1 Klonierung der 4CL1 Varianten YRHioop, NyrH 100p UNd CyrH i00p

Die Variante YRH o0, wurde durch Mutation der Aminosaurereste 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 |
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 YRH o0, wurde durch PCR mit Gberhangenden Primern
die beiden Varianten Nyrhi0op UNd CvyrH100p hergestellt. Dafur wurde fur die Variante
NvyrH 10op N-terminal die Nde | - Schnittstelle und C-terminal die BamH | - Schnittstelle
sowie der Strep-ll-tag mittels der Primers YRH_hinge N _for und N_YRH_loop_rev
eingefugt. Fur Cvyruicop Wurde N-terminal die Schnittstelle fur Nde | integriert,
wahrend C-terminal nach der BamH | - Schnittstelle zusatzlich der Strep-ll-tag
eingefugt wurde. Als Primer wurden C_YRH_loop for und YRH_hinge C rev
verwendet.

Die amplifizierten Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen Nde | und BamH |
geschnitten und Uber das QlAquick PCR Purification Kit gereinigt. Anschlielend
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 YRHioop, NvyrH 1oop UNA CyrH l00p

Wie schon in Abschnitt 2.2.2 erwahnt, wurden zunachst Testexpressionen mit
mehreren Expressionsstammen durchgefihrt und aulerdem die Konzentration des
Induktionsmittels IPTG sowie die Expressionstemperatur und —lange variiert, um die

besten Expressionsbedingungen flr jede Variante zu finden.

Die Volllangenvariante 4CL1 YRHo0p zeigten die beste Expression im E. coli Stamm
Sg13009 [Gottesman et al., 1981]. Als bisher beste Expressionsbedingungen
konnten eine niedrige IPTG-Konzentration (200 uM) und Expressionstemperatur
(30 °C) festgestellt werden. Bei Expression fur 16 h zeigte die Variante eine
Ausbeute von ~20 g Zellen aus 6 L Medium. Die Analyse der Expression von YRHjeop
per SDS-PAGE (siehe Abb. 2-23) ergab jedoch nur eine verhaltnismallig geringe
Expressionsrate von I6slichem Protein. Im Vergleich zu Variante YRHAhinge
(Abschnitt 2.2.2.2), welche etwa zu Halfte |6sliches Protein exprimierte, liegt bei
YRHio0p die Ausbeute an |6slichem Protein wesentlich niedriger. Da die Ausbeute
jedoch fir weitere Untersuchungen ausreichend war, wurde aus Zeitgrinden 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 Verhaltnis zwischen 16slich und

unléslich exprimierten Protein fuhren wirden.
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Abb. 2-23: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 YRHjecp.
4CL1 Variante YRHq0p, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 -

I6slicher Uberstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlésliche Fraktion 16 h nach Induktion, M — Marker.

Die beste Expression der Variante Nyrnioop 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 uyM IPTG
uber 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 Nvrhioop trotz optimierter Bedingungen nur zu einem kleinen Anteil als
|6sliches Protein exprimiert wurde. Moglicherweise kann die Ausbeute an I6slichem
Protein durch niedrigere Expressionstemperaturen und niedrigere IPTG-
Konzentrationen noch verbessert werden. Ein Vergleich der Expressionsrate mit den
Vollangenkonstrukten oder der Variante Nyruninge (Abschnitt 2.2.2.1) zeigte
aulRerdem, dass NyrHioop IiNnsgesamt schlechter exprimiert wird. Da die
Proteinvariante nur einen Teil der C-terminalen Doméane besitzt, kann es sein, dass
dieser Teil nicht vollstandig gefaltet vorliegt. Dadurch lieRe sich die schlechte

Expression der Variante erklaren.
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Abb. 2-24: SDS-PAGE der Expression von 4CL1 Nygry j00p @Nd Cyri ioop-
a) 4CL1 Variante Nyru 00p, Spur 1 - Zellen vor Induktion, Spur 2 - Zellen 16 h nach Induktion, Spur 3 -

I6slicher Uberstand 16 h nach Induktion, Spur 4 - unlésliche Fraktion 16 h nach Induktion, M - Marker;
b) 4CL1 Variante CYRp i00p, 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 100p Z€igte in den Testexpressionen nur in zwei der verwendeten E.
coli Stammen eine Expression. So konnten fur die Klone C9 und C11 in der SDS-
PAGE nach Expression in den Stammen BL21(DE3) und BL21(DE3) Tuner eine
Bande auf der erwarteten Hohe (8 kDa) gefunden werden (siehe Abb. 2-24b). Die
Testexpression erfolgte bei 37 °C, einer IPTG-Konzentration von 100 uM Uber 4 h.
Bei Analyse der Expression auf ihren loslichen und unldslichen Anteil konnte
hingegen eine Bande der entsprechenden Hohe im SDS-Gel nicht wieder festgestellt
werden. Daflr kann es verschiedene Grinde geben. Zum einem ist es mdglich, dass
es sich bei der Bande im Gel (siehe Abb. 2-24b, Spuren 2, 4, 6 und 8) um ein
Artefakt der Farbung handelt und die Variante von den Zellen gar nicht exprimiert
wurde. Zum anderen ist es moglich, dass die Variante Cyrnioop Nicht stabil ist und
schnell abgebaut wird, da es sich nur um einen kleinen Teil der C-terminalen
Domane handelt. Die Variante ist nur 68 Aminosauren grof3 und liegt eventuell nicht

gefaltet vor, was einen schnellen Abbau durch Proteasen begunstigt.

44



Kapitel 2: 4-Cumarat:Coenzym A Ligase 1

2.2.5.3 Reinigung der 4CL1 Varianten YRHioop UNd NyrH 100p

Das  Volllangenkonstrukten  4CLA1 YRHioop ~ Wurden  zunachst  durch
Hochdruckdispersion aufgeschlossen, und der I6sliche Uberstand wurde mittels
Zentrifugation isoliert (siehe 4.2.2.3). Das Proteine wurde uber eine Ni%*-
Affinitatschromatographie (siehe 4.2.2.6) gereinigt und im Anschluss wurde eine
GrolRenausschlusschromatographie (siehe 4.2.2.7) durchgefihrt. Bei der Variante
4CL1 NyrHioop Verlief die Reinigung nach dem Zellaufschluss Uber eine Streptactin
Saule (siehe 4.2.2.6).

Far die Reinigung der Volllangenkonstrukte YRHo0p, Wurde das Reinigungsschema
der WT Variante leicht optimiert. Wie bei Variante YRHAninge (Abschnitt 2.2.3.2.),
wurde auch die 4CL1 Variante YRHoop mit 20 mM Imidazol im Auftragspuffer A auf
die Saule geladen und mit einer Gradientenstufe von 10 % (~43 mM Imidazol) von
Verunreinigungen gereinigt. Die Elution der Variante erfolgte ebenso Uber einen
linearen Gradienten Uber 10 CV auf 100 % Puffer B. Im Unterschied zur Variante
YRHAuinge €luierte die Proteinvariante YRH o0, schon bei einer Imidazolkonzentration
von etwa 60 mM Imidazol. Das Zielprotein zeigte nach der Ni**-
Affinitatschromatographie schon eine sehr grof3e Reinheit und in der SDS-PAGE
wurde lediglich eine weitere Bande (Abb. 2-25, Spur 3) gefunden werden. Da die
Variante fur CD- und Fluoreszenzmessungen verwendet werden sollte, wurde eine
GroRenausschlusschromatographie als zweiter Reinigungsschritt angeschlossen.
Die  Verunreinigung lie3 sich aber auch durch die nachfolgende
GrolRenausschlusschromatographie nicht entfernen (Abb. 2-25, Spur 4). Die
Ausbeute fir die Variante YRHe, 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 YRHqqp. )
4CL1 Variante YRHoop, Spur 1 - Zellen nach 16 h Expression, Spur 2 - léslicher Uberstand nach

Zellaufschluss, Spur 3 - Elutionspeak nach Ni2+-AfI’initétschromatographie, Spur 4 - Elutionspeak nach
GrélRenausschlusschromatographie, M — Marker.

Wie die Variante NyrH ninge (Abschnitt 2.2.3.1) zeigte auch die Variante NyrH 100p Nach
der Streptactinsaule bereits eine recht hohe Reinheit. In der SDS-PAGE Analyse ist
zu sehen, dass sich weder im Durchfluss der Saule (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 Saule bindet als die beiden Varianten Cyr hinge und
CvyrHahinge UNd sich nicht auswaschen lasst. Andererseits wird die Proteinvariante
NyrH10op Wesentlich schlechter exprimiert als die anderen Varianten, weshalb eine
Uberladung der Saule, und damit verbunden eine schlechtere Bindung an die
Saulenmatrix, bei der Verwendung der gleichen Zellmasse unwahrscheinlich ist. Die
Variante Nvruioop zeigte nach der Affinitdtschromatographie eine Ausbeute von
12,2 mg Protein/L Expression (Tab. 2-5).
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Abb. 2-26: SDS-PAGE der Reinigung der Variante Nygru ioop- )
a) Strep-tag Reinigung der 4CL1 Variante Nyguioop, Spur 1 - I6slicher Uberstand nach Zellaufschluss,

Spur 2 - Durchflussfraktion, Spur 3-5 - Waschfraktionen, Spur 6 - Elutionsfraktion, M — Marker.

Tab. 2-5: Ausbeute der 4CL1 Varianten YRHq0, und Nygruioop Nach Reinigung

Variante Ausbeute nach Ausbeute nach
Affinitatschromatographie GroRenausschlusschromatographie
[mg/L Expression] [mg/L Expression]
4CL1 YRHioop 27,3 24,3
4CL1 NygrH 1oop 12,2 -

2.2.6 Aktivitatstest der Varianten 4CL1 YRHAinge und 4CL1 YRHio0p

Fir den Aktivitatstest (siehe 4.2.2.12) der 4CL1 Variante YRHAhinge wurden
Enzymproben nach der Ni**-Affinitatsreinigung in einem Konzentrationsbereich von
0,1 bis 24 yM im Reaktionsansatz eingesetzt. Es konnte flr die Variante YRHAinge

jedoch keine Aktivitat festgestellt werden.

Die Aktivitatstests der Variante YRHio, wurden mit Enzymproben nach der
GrolRenaustauschchromatographie durchgefliihrt Die Konzentration der Variante
betrug dabei 4 uM und fiir die Reaktion mit p-Cumarsaure (€ = 21-103 M™-cm™) lieRy
sich fir die Variante eine spezifische Aktivitit von 1,11 10* U/mg ermitteln. Im
Vergleich mit den spezifischen Aktivitaten der WT Variante und der Variante
YRHhinge, beide ebenfalls nach der GréRenausschlusschromatographie gemessen,

zeigt sich, dass YRHiop etwa 60 % der Aktivitht des Wildtyps und das etwa
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Finffache der Aktivitdt der Variante YRHhinge besitzt (Tab. 2-6). Das Einfiigen der
Trypsin-Erkennungssequenz in die loop-Region As488-494, hat also geringere

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

Tab. 2-6: Spezifische Aktivitét

Variante Spezifische Aktivitat
in U/mg

4CL1T WT 1,87-+0,15 10™

4CL1 YRHiqo0p 1,11-+ 0,05 10™

4CL1 YRHpinge 0,23:+ 0,01 10

4CL1 YRHA Nicht bestimmbar

2.2.7 Strukturelle Untersuchungen mittels Fluoreszenz- und CD-
Messungen

Um einen Eindruck zugewinnen, ob die eingefugten Mutationen in den Varianten
YRHhinge Und YRHo0p €ine Auswirkung auf die dreidimensionale Struktur der Proteine
haben, wurden sowohl Fluoreszenz- als auch CD-Messungen fur beide Varianten
durchgefuhrt (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 Fluoreszenzspektiren wurden bei einer Proteinkonzentration von 3 yM und bei
einer Anregungswellenlange 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 YRHoo, fallt auf, dass diese
eine hohere Intensitat zeigen als die der WT und 4CL1 YRHhinge. Eine maogliche
Erklarung dafur konnte die Mutation Ser488Tyr sein. Diese liegt laut
Strukturvorhersagen in einem dem Medium zuganglichen loop-Bereich, womit die
Aminosaure Tyrosin exponiert ist und ihre Fluoreszenz nicht durch andere
umgebende Aminosauren gequencht werden kann. Die Variante YRHhinge enthalt
zwar ebenfalls ein zusatzliches Tyrosin (D436Y) im Vergleich zum WT, aber in der

hinge Region, welche genau zwischen den beiden Domanen liegt. Das Tyrosin ist
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also von vielen Aminosauren umgeben, welche die Fluoreszenz der Aminosaure

beeinflussen kdnnten.
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Abb. 2-27: Fluoreszenzspektren und Fern-UV-CD Spektren der 4CL1 Varianten WT, YRHpinge
und YRHieep im nativen und denaturierten Zustand (6 M Gua).
a) Fluoreszenzspektren, Anregungswellenlange 295 nm, Proteinkonzentration: 3 uM b) Fern-UV-CD

Spektren, Proteinkonzentration: 1mg/ml.

Die Proteinkonzentration der Varianten fur die CD-Messungen betrug 1 mg/ml. Die
CD-Spektren zeigen keine dominanten Unterschiede zwischen den einzelnen 4CLA1
Varianten (Abb. 2-27b). Daraus lasst sich schlielen, dass das Einfugen der
Mutationen keine schwerwiegenden Anderungen in der Struktur der Varianten
YRHhinge und YRHo0p Verursacht hat.

2.2.8 AbschlielRende Diskussion

Obwohl bisherige Versuche zur Protease vermittelten Proteinligation nicht erfolgreich
verliefen, kann man aus diesen Versuchsergebnissen wichtige Hinweise fur die
Planung weiterer Experimente ziehen. Die Idee, die Trypsin-Erkennungsstelle in die
hinge-Region des Proteins einzufligen, stellte sich im Fall der G. max 4CL1 als nicht
sehr gunstig heraus. Es traten Probleme bei der Expression der Variante NvyrH hinge
auf und fur diese Variante lieBen sich auch nur schlechte Ausbeuten bei der
Umsetzung mit Fluoreszenzmarkern erzielen. Zudem zeigte sich, dass die Aktivitat
des Vollldangenkonstruktes YRHhinge durch das Einfligen der Mutationen um etwa
88% im Vergleich zum WT abnahm. Die Variante YRHAnnge zeigte schliellich
uberhaupt keine Aktivitat mehr, was dem urspringlichen Ziel der strukturellen

Aufklarung des Enzymmechanismus abtraglich ist. Weitere Arbeiten zur Protease
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vermittelten Proteinligation sollten sich also auf die Varianten konzentrieren, welche
die Erkennungssequenz in einem dem Losungsmittel exponierten loop tragen. Das
Vollangenkonstrukt YRHo0p zeigt eine im Vergleich zum WT etwas geringere Aktivitat
von etwa 60%, jedoch ist diese flnffach hoher als die der YRHhinge Variante. Zudem
ist anzunehmen, dass es keine sterische Behinderung der Trypsin-Variante geben
wird, da die der Erkennungssequenz nachfolgende Aminosaure ein Serin (S491) und
damit eine kleine Aminosaure ist. Eine Fusion der Variante CyrH 100p mit dem SUMO
Protein konnte bei den bei der Expression auftretenden Problemen eventuell helfen.
Das SUMO Protein ist ein etwa 100 Aminosauren gro3es Protein, welches an der
Regulation zellularer Prozesse in Eukaryonten beteiligt ist [Muller et al., 2001]. Das
Protein faltet schnell in seine native Form und kann dadurch Fusionsproteine als eine
Art Chaperon vor dem Abbau durch Proteasen schutzen [Butt et al., 2005]. Sollte
sich also die Variante Cvyrui00p €Xprimieren und reinigen lassen, sind wahrscheinlich
alle Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Religation der beiden Varianten NyrH ioop

und CyrH 0op Miteinander geschaffen.

Nach Beendigung der praktischen Arbeiten wurde die Kristallstruktur einer
verwandten 4CL1 aus Populus tomentosa veroffentlicht [Hu et al., 2010]. Die 4CL1
aus Populus tomentosa (P.tom 4CL1) besitzt 536 Aminosauren (Abb. 2-28) und
zeigt gegenuber der Proteinsequenz von Sojabohnen 4CL1 (G. max 4CL1, 546 As)
eine Sequenzidentitat von 68 %. Die Proteinsequenz von G. max 4CL1 ist um 10
Aminosauren langer als die der P. tom 4CL1, was vor allem an zwei Stellen in der
Sequenz zeigt. So besitzt die G. max 4CL1 einige zusatzliche Aminosauren in der N-
terminalen Domane und vier zusatzliche Aminosauren am C-Terminus. Wie im
Sequenzvergleich zu sehen ist, ist die Aminosauresequenz DRL in der hinge Region
bei beiden Enyzmen konserviert (Abb. 2-28, rote Markierung), wahrend die
Aminosauren SNG der G. max 4CL1 in Populus tomentosa der Sequenz SEK
entsprechen (Abb. 2-28, blaue Markierung). Durch die unterschiedliche Anzahl von
Aminosauren entspricht die Sequenz 436DRL438 aus G. max 4CL1 der Sequenz
431DRL433 und die Sequenz 488SNG490 entspricht den Aminosauren 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 YRHyinge (rot) und YRH,oo, (blau) sind markiert. Ein Strich

(-) symbolisiert eingefiigte Liicken, ein * (Stern) identische Aminosauren und ein :

ahnliche Aminosauren.

(Doppelpunkt)

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

terminale Domane in Populus tomentosa bis zur Aminosaure 435 reicht und die

Aminosauren 436 bis 536 die C-terminale Domane 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 Doméane ist in grun, die C-
terminale Doméne in gelb dargestellt. Zusatzlich 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 geldst werden. Damit konnten Aminosaurereste identifiziert
werden, die an der AMP-Bindung beteiligt sind. Das Adenin des AMP wird
demzufolge von den Aminosauren G306, S307, G329 und Y330 durch eine
Kombination aus van — der — Waals - Wechselwirkungen und Wasserstoffbricken-
bindungen koordiniert (Abb. 2-30a). Die Aminosauren T333 und Q443 stabilisieren
die Phosphatgruppe und die Aminosaurereste R432, K434 und K438 gehen
Wasserstoffbricken mit den Sauerstoffatomen der Ribose ein [Hu et al., 2010].

In der Variante YRHhinge Sind die Aminosauren DRL zur YRH mutiert (Abb. 2-30b),
und obwohl das wichtige Arginin432 noch vorhanden ist, zeigt die Variante eine
wesentlich schlechtere Aktivitat als der WT. Eventuell fihren die recht grolen
Aminosauren Tyrosin und Histidin zu strukturellen Anderungen in der Nahe des
katalytischen Zentrums. Die nicht mehr vorhandene Aktivitat der Variante YRHAninge
lasst sich nun ebenfalls erklaren. Durch die Mutation des an der AMP Bindung
beteiligten Lysins zu Alanin kann die Wasserstoffbricke zwischen K434 und der O3’
Gruppe des AMPs nicht mehr ausgebildet werden. In Kombination mit den schon fir
die Variante YRHnnge auftretenden Problemen, hat dies anscheinend den

vollstandigen Verlust der Aktivitat zur Folge.
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Abb. 2-30: AMP-Bindestelle der 4CL1 aus Populus tomentosa.
Dargestellt sind die an der AMP Bindung beteiligten Aminosauren, sowie die Aminosauren D431 und

L433 von P. tom 4CL1, pdb code: 3a9v [Hu et al., 2010]. Die C-Atome der Aminosauren aus der N-
terminalen Domane sind dunkelgriin gefarbt, die aus der C-terminalen Domane gelb und die der
Aminosauren 431-433 rot gefarbt. 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) Aminosauresequenz
von P. tom 4CL1, b) Modell der Erkennungssequenz Tyr-Arg-His in der hinge Region von P. fom 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
vollstandig konserviert ist. Alle 4CLs haben an der Position 439 von G. max. 4CL1
ebenfalls ein Lysin, was die Vermutung bestattigt, dass das Lysin an der
Koordination des AMPs wahrend der Enzymreaktion beteiligt ist.

Aullerdem wurde die Sequenz von G.max. 4CL1 mit den Sequenzen von
Mitgliedern der Klasse | der adenylate-bildenden Enzymfamilie, deren Kiristallstruktur
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 DItA 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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4CL1_soybn VMKGYLNDPEATERTVDKEGWLHTGDIGFIDDDDELFI ELIKYKGFQVAPRELEA 456
4CL2_rubid IMKGYLNDPEATENTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELF L IKYKGFQVAPRELER 456
4CL1_leule VMKGYLNDPEATKITIDEEGWLHIGDIGHVDDDDEVEWVY EIIKYKGFQVAPRELER 454
4CL2_sorau IMKGYLNDPEATERTVDKQGWLHTGDIGYIDGDDELFI KELIKYKGFQVAPAELEA 458
4CL5_popto IMKGYLNDPEATERTIDNDGWLHTGDIGYIDDDDELFI IKYKGFQVAPARELEA 456
4CL1_poptr IMKGYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFI KELIKYKGFQVAPAELER 456
4CL1_pophy IMKGYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFI LKELIKYKGFQVAPAELER 456
CoAL_ricco IMKGYLNDPEATERTIDKEGWLHTGDVGYIDGDDELFT CLIKYNGFQVAPAELER 463
4CL2_pophy IMKGYLNDPEATERTIDKDGWLHTGDIGYIDE-DELFI LKELIKYKGFQVAPAELER 455
4CL1_corca IMKGYLNDPEATARTIDKDGWLHTGDIGYIDDDDELF IKYKGFQVAPAELER 458
4CL4_popto IMKGYLNDPEATERTIDKDGWLHIGDIGYIDE-DELFI {ELIKYKGFQVAPAELES 455
4CL1 cinos IMKGYLNDPEATKMTIDKEGWLHTGDIGEVDDDDEIFIVDRIKELIKYKGFQVAPAELEA 451

4 CLl:euc ca IMKGYLNDPEATANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFTI IKYKGFQVAPAELEA 456

4CL3_poptr IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFI KELIKYKGFQVAPRELER 455
4CL_popde IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFI 4 IKYKGFQVAPAELEA 450
4CL_eucgl IMKGYLNDPEATANTIDKEGWLHIGDIGYIDDDDELFI ELIKYKGFQVAPRELER 456
4CL_popto IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFI . IKYKGFQVAPAELEA 451
4CL3_popnl IMKGYLNDPEATSRTIDKQGWLHTGDIGYIDDDDELF IKYKGFQVAPAELEA 455
4CL_hibca IMKGYLNDPEATKRTIDKEGWLHTGDIGYIDEDNELFI {ELIKYKGFQVAPAELEA 452
4CL_poptrm IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELET LKELIKYKGFQVAPTELER 450
4CL2 tobac IMKGYLNDPEATARTIDKEGWLYTGDIGYIDDDDELFI ELIKYKGFQVAPAELERA 454
4 CL_;anpl IMKGYLNDPEATART IDKEGRLHTGDIGYIDDDDELFT RKELIKYKGFQVAPAELEA 463
4CL_paufo IMKGYLNDLESTEGTIDKDGWLHTGDIGFIDTDDELF LKEIIKYKGFQVAPAELER 455
4CL1_tobac IMKGYLNDPEATTRTIDKEGWLHIGDIGFIDEDDELFI ELIKYKGFQVAPAEIER 459

4CL_amofr IMKGYLNDQEATQRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELEL NKELIKYKGFQVAPAELEA 451
4CL2_soltu IMKGYLNDPEATARTIEKEGWLHTGDIGEFIDDDDELFI ELIKYKGFQVAPAELER 457
4CL3_popto IMKGYLNDPEATSRTIDNDGWLHTGDIGEIDDDDELFT ELIKYKGFQVAPAELEA 455
4CL2_poptr IMKGYLNDPEATSRTIDNDGWLHTGDIGFIDDDDELET J IKYKGFQVAPAELEA 455

4CL_gynbi IMKGYLNDPESTKNTIDADGWLHTGDIGLIDDDDELFT (ELIKYKGFQVAPRELEAR 454
4CL_pethy IMKGYLNDPAATTRTIDKEGWLHTGDIGYIDNDDELFI KELIKYKGFQVAPAELER 456
4CL1_soltu IMKGYLNDPEATARTIEKEGWLHTGDIGEFIDDDDELFI KELIKYKGFQVAPAELER 457
4CL1l_petcr IMKGYLNDPESTRITIDEEGWLHTGDIGFIDDDDELFI IIKYKGFQVAPAELER 455
4CL_soltu IMKGYLNDPEATARTIEEEGWLHTGDIGEIDDDDELEI KELIKYKGFQVAPAELEA 457
4CL2_capan IMKGYLNDLESTTRTIDKEGWLHTGDMGEIDNDDELFT LKELIKYKGFQVAPAELEA 454
4CL2_rutgr IMKGYLNDPEATNRTIDKDGWLHTGDVGYIDDDEELFT ELIKYKGFQVAPAELEA 469
4CL_tobac IMKGYLNDPEATARTIDKEGWLYTGDIGYIDDDDELFI KELIKYKGFQVAPAELER 454
4CL2_salmi IMKGYLNDPESTKNTIDEDGWLHIGDIGFIDADDELFI EIIKYKGFQVAPAEIEA 454
4CL2_petcr IMKGYLNDPESTRITIDEEGWLHTIGDIGFIDDDDELEFI KELLKYKGFQVAPAELER 455
4CL1_araly IMKGYLNNPAATAETIDKDGWLHTGDIGLIDDDDELFI KELIKYKGFQVAPAELER 471
4CL_betlu IMKGYINDPEATASTIDKEGWLHTGDIGLIDDDDELFI LIKYKGFQVAPAELEA 454
4CL betpl IMKGYINDPEATASTIDKEGWLHTGDIGLIDDNDELFIVDRUKELIKYKGFQVAPAELER 454
4 CLT_ara th IMKGYLNNPAATAETIDKDGWLHTGDIGLIDDDDELFI {ELIKYKGFQVAPAELEA 475
4CL1_melof IMKGYLNDLESTKRTIDHDGWLHTGDIGFIDADDELFI {EIIKYKGFQVAPAEIER 454
4CL2_arath IMKGYLNDPLATASTIDKDGWLHTGDVGFIDDDDELFI L IKYKGFQVAPAELES 468
4CL_galor IMKGYLNDEEATERTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFI LIKYKGFQVAPAELEA 461
4CL2_scuba IMKGYLNDPESTARTIDKEGWLHTGDIGEIDDDDELEI KEIIKYKGFQVAPAEIEA 458
4CL1_scuba IMKGYLNDPESTARTIAKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDREKEITKYKGFQVAPAETEA 458
4CL1_pinma IMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVGYIDDDEEIFI WKEIIKYKGFQVAPAELEA 454
4CL_pinta IMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVEYIDDDEEIFT WKEITKYKGFQVAPRELER 454
4CL_pinra IMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVGYIDDDEEIFI WKEIIKYKGFQVAPAELEA 454

rhkhkd ke k. ke ihkk kK ok rhek kK ARk Rk ARhAREN KKk

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 Aminosauren der hinge Region von 4CL1 G. max. Asp436, Arg437 und Leu438 sind
in GFlIA markiert, die Position des Arg439 in hellblau. Ein * (Stern) bedeutet eine vollstandig
konservierte Aminosaure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von Aminosauren mit
ahnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von ahnlichen
Aminosauren dar. Striche (-) bedeuten Liicken, die zu einem besseren Sequenzalignment flihren. Fir
das vollstandige Alignment inklusive der Erklarung der Abbklrzungen der verwendeten Enyzme siehe
Anhang Abb. A-1.
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4CL1_soybn --VDREGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRL--KELIKYKGFQVAPAELEALLIAHPNISDA 467

4CL1_popto =-=IDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRL-~-KELIKYKGEFQVAPAELEALLIAHPEISDA 462

Luci_luccr —--IDEEGWLHETGDIGYYDEEKHFFIVDRL--KSLIKYKGYQVPPAELESVLLOHPSIFDA 469
Luci_phopy ==IDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRL--KSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDA 467
Luci_lamtu ——IDKDGWLHSGDIAYYDKDGHFFIVDRL--KSLIKYKGYQVPFAELESILLOHPFIFDA 467
LCFACS_arcfu --EKGRKFFRTIGDVGFIDEEGFLEFQDRV-~-KEVIKYKGYTIAPFELEALLMKHEAVMDV 465

FACS myctu -=-F-DNGWFRTGDIGEIDDEGYLY IKDRL--KDMIISGGENVYPAEIESVIIGVEGVSEY 427
MaColA_rhopa -=FRDDGFFITGDLGKIDERGYVEILGREG-~-KDLVITGGENVYPKEIESEIDAMPGVVES 427
LCFACS_rhopa ——-F-RNGWHHTGDMGRFDADGYLFYAGRAPEKELIKTGGENVYPAEVEGALKQHPAIADA 429
LCFACS theth =-LTPDGFFRIGDIAVWDEEGYVEIKDRL--KDLIKSGGEWISSVDLENALMGHPEKVKER 463
DhbE_bacsu -=-FTEDGFYRTGDIVRLTRDGY IVVEGRA--KDQINRGGEKVAAEEVENHLLAHPAVHDA 458
EntE_eccli ==FDANGFYCSGDLISIDPEGY ITVQGEE=-=-KDQINRGGEKIAAEEIENLLLRHPAVIYA 460

BeColk burxe =-=F-LGEWIRSGDKYCRLPNGCYVYAGRS~-DDMLKVSGQYVSPVEVEMVLVQHDAVLER 457

MenE_staau ==F=ENGYFNTGDIAEIDHEGYVMIYDRR=-~KDLIISGGENIYPYQIETVAKQFPGISDA 424
AEMPbp_metac -=W-HDGYYHTGDMAWMDEDGY LWEFVGRA--DDIIKTSGYKVGPFEVESALIQHPAVLEC 483
ACS_salty =-===FKNMYFSGDGARRDEDGYYWITGRV=--DDVLNVSGHRLGTAEIESALVAHPKIAEA 545

FACZ_stroe =-=FTEDGFFRTGDMAVRDPDGYVRIVGRK-ATDLIKSGGYKIGAGEIENALLEHPEVREAR 414
CBAL alcsp ==L=QDGWYRTSDVAVWIPEGTIVRILGRV=-=-DDMIISGGENIEPSEIERVLGTAPGVAEYV 427
ACE_veast —-===YPGYYFTGDGAAKDKDGY INILGRV--DDVVNVSGHRLSTAEIEARIIEDPIVAEC 604
DltA_hacee -=IDGERAYKTGDAGYV-ENGLLFYNGRL--DFQIKLEGYRMELEEIEHHLRACSYVEGA 427
DltA strpl -=FKGQPAYRTGDIGSLTEDNILLYGGRL--DFQIKYAGYRIELEDVSQQLNQSEPMVASA 430
DLlta strpé --FKGQPAYHTGDIGSLTEDNILLYGGRL--DFQIKYAGYRIELEDVSQQLNQSPMVASA 430
Phei anemi PFVPGEKLYKTGDQARWLSDGNIEYLGRI--DNQVKIRGHRVELEEVESILLKHMYISET 458
Dlta bacsu --HEGQWAYRTGDAGFI-QDGQIFCQGRL--DFQIKLHGYRMELEEIEFHVRQSQYVRSA 426
. . & : L . :

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 grun markiert, die Position
des Arg439 in hellblau. Ein * (Stern) bedeutet eine vollstandig konservierte Aminosaure, ein :
(Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von Aminosduren mit ahnlichen Eigenschaften an und
ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von ahnlichen Aminosduren dar. Striche (-) bedeuten
Licken, die zu einem besseren Sequenzalignment fuhren. Fir das vollstdndige Alignment inklusive
der Erklarung der Abbkirzungen 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 YRHoo, tatséchlich in einem loop
befindet (Abb. 2-29 und 2-33a). Die Aminosauren Ser483, Glu484 und Lys485 der
P. tom Struktur sind, wie zuvor angenommen, dem Medium zugewendet und gut
erreichbar (Abb. 2-33a). Fur die Varianten G. max 4CL1 NyrH 100p UNd CyRrH i00p SOllten
sich demzufolge keine Probleme bezlglich der Erreichbarkeit der Trypsin-

Erkennungssequenz ergeben (Abb.2-33b).
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Abb. 2-33: Aminosauren 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. Zusatzlich sind die Aminosauren 482-
486 in Stickdarstellung dargestellt. Die Aminosauren 483 — 485 sind blau gefarbt. Die Stickstoff- und
Sauerstoffatome sind in der Abbildung in blau und rot dargestellt. a) Aminosauresequenz 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, gehéren 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 Tuberkulosestamme 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 gehéren 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 zahlen die Streptomycine (STRs) (Abb. 3-1), die
Spectinomycine (SPCs) und die Kasugamycine (KASs). Den Mitgliedern dieser
Klasse ist das Aglycon Streptamin gemein.

S
R, o

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

Die Klasse der auf Paromamin basierenden Aminoglykosid-Antibiotika besitzt ein
Aglycon, welches nicht vollstandig substituiert ist. Dieses Aglycon ist 2-
Deoxystreptamin (2-DOS), und alle Antibiotika dieser Klasse haben zudem das
Intermediat Paromamin wahrend der Synthese gemein (siehe Abb. 3-2). Die Klasse
lasst 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 gehoren die Neomycine (NEOs, z.B.
Neomycin (NEO), Paromomycin (PAR), Lividomycin (LIV)), Ribostamycin (RIB) und
Butirosine (BTRs) und zu den 4,6-disubstituierten AGAs zahlen Gentamycin (GEN),
die Kanamycine (KANs) und Tobramycin (TOB).
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CH,OH
HO

HO
NH, NH NH,

HO 0
HO NHa HO NH5

OH OH
Abb. 3-2: Chemische Struktur von 2-Deoxystreptamin (2-DOS, links) und Paromamin (rechts).

Parcmamin

7N\

4,5-disubstituierte 2-DOS-Subgruppe 4,6-disubstituierte 2-D0S-Subgruppe

Beispiel: Paromomycin Beispiel: Tobramycin
CH,NH,

W ‘ mz H/”““}
CH,OH
HO Hz
Hy

Q OH

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

Auler 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 verlauft in Bakterien Uber Enzymgruppen, welche in
Genclustern organisiert sind [Piepersberg et al., 2007]. Das Ausgangssubstrat ist D-
Glukose-6-Phosphat, welches zunachst zyklisiert wird und dann in mehreren
Schritten zu einem Aglycon, z.B. Streptamin oder 2-Deoxystreptamin (2-DOS)
umgewandelt wird. AnschlieBend erfolgt eine Glykosylierung, bei der eine
Zuckereinheit auf das Aglycon Ubertragen wird. Durch weitere Modifizierungen und
zusatzliche Glykosylierungen entsteht schlieldlich das entsprechende Endprodukt des
Genclusters (Abb. 3-4).

59



Kapitel 3: Aminotransferase LivB

Glukose-6-Phosphat

OH NH NH

2 z
Paromamin mm“”

OH

CHOH l
HO CH,OH
HO o
HO
HHZO NH, Ho
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OH HO o mﬂﬂz
CHOH OH
HO
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NH, OH OH
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HO
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o
HO
H
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CHOH
HO
HO.

NH; NH,

(0]
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OH

LivB
CHNH,

HO
HO. 0 OH
Hz

Paromomygin

LividemycinB
SHaNH

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 grin und der dritte in schwarz eingefarbt. Abbildung modifiziert nach Piepersberg et al., 2007

[Piepersberg et al., 2007].
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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 hoheren Fehlerrate bei der Synthese von Proteinen [Magnet et al.,
2005; Pape et al., 2000].

Im 70S Ribosom gibt es drei Bindestellen fur 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 flr die A-Bindestelle ist.
Der genaue Bindungsmechanismus von Aminoglykosid-Antibiotika konnte durch
zahlreiche NMR- und Rontgenkristallstrukturen aufgeklart 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 komplementaren 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
komplementaren und nicht komplementaren Aminoacyl-tRNAs unterscheiden, was
dazu fuhrt, dass falsche Aminosauren eingebaut werden und somit nichtfunktionelle
oder fehlgefaltete Proteine produziert werden. Dies fuhrt letztendlich zum Tod der
Zelle.

Wie bei anderen Antibiotika-Klassen hat auch bei den AGAs die intensive
medizinische Verwendung bei vielen Bakterienstammen zu Resistenzentwicklungen
gefuhrt [European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2009;
Vakulenko et al., 2003]. Es gibt viele verschiedene Mdoglichkeiten, wie Bakterien die
Wirkung von AGAs behindern kénnen [Arya, 2007]. Zum einen kdnnen 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 fur 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
Bakterienstamme, 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 haufigsten treten jedoch resistente
Bakterienstamme auf, welche AGA-modifizierende Enzyme besitzen und so die
Antibiotika durch Modifikationen an Amino- oder Hydroxygruppen unwirksam machen
konnen [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 hinzufugt. Anhand dessen werden die

Aminotransferasen in bestimmte Gruppen eingeteilt. Die Enzyme der S/S1-Gruppe
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sind an zwei Transaminierungsreaktionen wahrend 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 Donormoleklil. 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 fur 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 fur
die Reaktion benotigte Intermediat mit einer Aldehydgruppe an der zu
modifizerenden Position wird zuvor von Oxidoreduktasen, den Q-Enzymen,
produziert. Die Strukturen flr zwei Aminotransferasen aus AGA produzierenden
Genclustern konnten schon geldst 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 aufgeklart werden [Popovic et al., 2006]. Zum
anderen konnte die Struktur eines S2-Enzyms, der Aminotransferase TobS2 aus
dem Tobramycin produzierenden Gencluster von Streptomyces tenebrarius, gelost
werden [Hennig, 2009]. Eine Kristallstruktur einer Aminotransferase aus der Gruppe

der B-Enyzme konnte bisher noch nicht aufgeklart werden.

Aminotransferasen (ATs) (EC 2.6.1), auch Transaminasen genannt, katalysieren die
Ubertragung von Aminogruppen von einem Donormolekil auf ein Akzeptormolekiil
(Abb 3-6). Sie gehoren zu den Vitamin Bg-abhangigen Enzymen und besitzen
Pyridoxal-5'-Phosphat als Kofaktor. Als Donor der Aminogruppe wird in den meisten

Fallen eine Aminosaure genutzt, wie L-Glutamat, L-Glutamin, L-Aspartat oder L-

Asparagin.
?QOH ?GGH PLP ?GGH ﬁ:ﬂﬂl—l
qu—tI:-H + f|:=n — ;l."zu + qu—tlz—H
R, Ry Rq R

Abb. 3-6: Transaminierungsreaktion
In blau ist die Aminosaure 1 bzw. nach der Transaminierung die a-Ketosdure 1 dargestellt, in rot

entsprechend Aminosaure 2 und o-Ketosdure 2. Abgewandelt nach Voet et al. 1995 [Voet et al.,
1995].
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Neben der Aminoglykosid-Antibiotika Synthese, kommen Aminotransferasen auch im

Aminosaurestoffwechsel vor.

3.1.2.1 Vitamin B6-abhangige Enzyme

Die Klasse der Vitamin Bgs-abhangigen Enzyme, auch Pyridoxal-5-Phosphat-
abhangige Enzyme genannt, ist an einer Vielzahl von verschiedenen Reaktionen im
Aminosaurestoffwechsel beteiligt. Zu dieser Enzymklasse gehoren
Aminotransferasen, Decarboxylasen, Racemasen, a-, -, y-Synthasen und -, y-
Lyasen [Vacca et al., 2008]. Alle diese Enzyme besitzen den Kofaktor Pyridoxal-5°-
Phosphat (PLP), welcher Uber eine Schiffsche Base Bindung (internes Aldimin) an
das Enzym gebunden ist. Die kovalente Bindung erfolgt Uber die e-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 zunachst in drei Familien - a, B und y - unterteilt [Alexander
et al., 1994]. Die meisten Enzyme werden zur a-Familie gezahlt, wahrend sich in die
B- und y-Familie nur wenige Enzyme einordnen lassen. Da die a-Familie mit den
Aminotransferasen die gréldte Gruppe darstellt, wurde die Gruppe nochmals in
mehrere Untergruppen (I, Il, Ill und IV) eingeteilt [Mehta et al., 1993]. Durch eine
Vielzahl geldster  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 Bg-abhdngigen Enzymklasse nach [Grishin et
al., 1995].

Faltungstyp Beispiele

I Aminotransferasen Gruppe |, II, Il , V u.a.

Il Tryptophan Synthase u.a.

i Eukaryontische Ornithin Decarboxylase u.a.

v Aminotransferase Gruppe IV u.a.

V Glycogen Phosphorylase
nicht klassifiziert Succinyldiaminopimelat Aminotransferase
nicht klassifiziert Valin-pyruvat Aminotransferase

Dabei vereint der Faltungstyp | fast alle Aminotransferasen, wahrend die B-Familie
jetzt dem Faltungstyp Il entspricht. Der Faltungstyp | wurde von Kack et al. [Kack 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 gehort. 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 gehort zu den B-Enzymen der AGA Aminotransferasen.

#E § © M T ¥ FF B L B Z I B & A Xe ¥V L

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 anschlieend mit Hilfe weitere

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

cH.OH
“"m L-Glutamat  a-Ketoglutarat WM
A, N,
=T

NH,
0 mﬂﬂl
oH
_Q Transaminierung CH.NH. _Q

HO 0 OH
NH,

a6 -Oxoparomo mygcin Paromomygin

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 Strukturaufklarung der
Aminotransferase LivB sowie die Aufklarung des Mechanismus. Daflir sollten neben
der Kiristallstruktur von LivB, wenn moglich auch Kristallstrukturen von LivB im
Komplex mit dem Kofaktor PLP und Reaktionssubstraten bzw. -produkten wie z.B. L-
Glutamat produziert werden

Die Aminotransferase LivB lasst sich als His-tag Fusionsprotein I6slich in
Streptomyces spp. rekombinant exprimieren und eine erste Reinigungstrategie Uber
Ni2+-Affinitétschromotographie konnte bereits etabliert werden [Clausnitzer, 2010].
Aulerdem wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. U. Wehmeier, Abteilung chemische
Mikrobiologie, Universitat Wuppertal, schon Untersuchungen zur Substratspezifitat
der Aminotransferase durchgefuhrt [Clausnitzer, 2010; Clausnitzer et al., 2011]. Mit
Hilfe der geldsten Strukturen sollte zudem versucht werden, die gefundenen

Substratspezifitaten 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 Universitat Wuppertal,
durchgefuhrt. Da die Expression und eine Reinigungsstrategie dort schon etabliert
waren [Clausnitzer, 2010], wurde uns zunachst gereinigtes Protein fur die
Kristallisation zugesendet. Es stellte sich jedoch heraus, dass LivB im
Lagerungspuffer nicht Uber einen langeren Zeitraum stabil war. Deshalb wurden fur
weitere Arbeiten Zellpellets von LivB-Expressionen versandt.

Zudem wurden uns die Plasmide fur die Anzucht Uberlassen. 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 fur LivB sehr unterschiedlich und von der Effizienz der
Protoplastentransformation und dem Alter der Transformaten abhangig. Aus einer 50

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

a M1 2 3 kba M 1 2 3 4 5
0 220
gr ol
L.} oc i -
S e 45 " o -
45 L
31 - |
2186
216 -t
14
14
a) 5.52 b) 8.5'

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 Ni**-
Affinitatschromatographie von LivB, Spur 1 - Idslicher Uberstand 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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Fur die Ni**-Affinitatsreinigung von LivB wurde das bestehende ,Batch“-Protokoll fiir
eine Saulenreinigung mittels Akta abgewandelt und angepasst (siehe 4.2.2.6). Der
Zellaufschluss wurde in Puffer A durchgefuhrt, welcher 10 mM Imidazol enthalt, um
eine Bindung von Fremdproteinen zu unterdricken (siehe Abschnitt 4.2.2.6).
Anschlie®end wurde das losliche Protein durch Zentrifugation von den unléslichen
Zellbestandteilen abgetrennt. Nach dem Auftragen der Proteinlosung auf die 1 ml
HisTrap™ HP Saule 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 Hohe von
LivB (N-Hisqo-LivB: 46 kDa) zu erkennen, beim anschliellenden Waschen mit 34 mM
Imidazol ist jedoch keine Bande zu sehen (Abb. 3-9b, Spur4). Durch den
zusatzlichen Waschschritt liel3 sich ein GroRteil der Verunreinigungen abtrennen, so
dass die Elutionsfraktion nur sehr wenig Verunreinigungen neben dem gewunschten
Zielprotein enthielt (Spur 5). Die Bande auf Hohe von LivB in den
Durchflussfraktionen kann auf ein Uberladen der Saulenkapazitat hinweisen, da die
Bande jedoch nicht sehr stark ausgepragt ist, kann der Anteil an
verlorengegangenem Protein als gering betrachtet und vernachlassigt 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 Proteinlésung wurde
deshalb sofort nach der Ni?*-Affinitdtschromatographie konzentriert und fir die
Kristallisationsansatze vorbereitet. Bei der Konzentrierung konnte beobachtet
werden, dass die Proteinldsung mit zunehmender Konzentration eine rosa Farbung

annahm.

3.2.2 Kristallisation

Far die Kristallisation im 96-well Ansatz wurde die Proteinldsung konzentriert und far
30 min bei 4 °C und 22000 g zentrifugiert, um Aggregate abzutrennen (siehe
4.2.2.14). LivB befand sich im Puffer B der Ni**-Affinititsreinigung 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 Fallen
um Nadeln und Nadelblschel 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:

| JCSG++D10: 0,1 M MES; 0,2 M CaAcetat; 40 % w/v PEG300; pH 6,5
I HF G3: 0,1 M NaCitrat; 20 % w/v PEG4000; pH 8,8
I HR B8: 0,2 M NaAcetat; 0,2 M (NH4)2S0O4; 25 % w/v PEG4000; pH 4,6

Durch microseeding und streakseeding Versuche konnte eine erfolgreiche
Reproduktion der Kristalle im 24-well Mal3stab fiur Bedingung | erreicht werden. Die
Proteinkristalle wuchsen als kleine Stabchen bzw. Rhomboeder. Durch Variation der
Proteinkonzentration und des pH-Wertes gelang es schliellich, groRere Kristalle von
LivB zu produzieren (Abb. 3-10b+c).

a) b)

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

c)

Die groften Proteinkristalle mit ~0,1 um Seitenldnge 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.

69



Kapitel 3: Aminotransferase LivB

3.2.3 Datensammlung, Strukturlésung und Refinement

Es wurden von LivB verschiedene Datensatze aufgenommen (siehe Tab. 3-2 und
Abschnitt 4.2.2.16). Die Datenaufnahme erfolgte hierbei zunachst am
Roéntgendrehanodengenerator der Arbeitsgruppe und dann auch am Synchrotron
BESSY-2 an der beamline 14.2 in Berlin.

Die mit der Kupferanode (A = 1,5418A) gemessenen Kristalle gehdren alle zur
Raumgruppe P212121 und streuten bis zu einer maximalen Auflésung von etwa
2,1 A. Zunachst wurde versucht, die Struktur von LivB mittels der Methode des
molekularen Ersatzes (molecular replacement, MR) zu l6sen (siehe 4.2.2.17). Dazu
wurde eine BLAST Suche [Altschul et al., 1990] mit der Aminosauresequenz von
LivB gegen die Protein Data Bank (PDB) durchgeflihrt. 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 fur das MR ausgewahlt. Es wurden
PHASER Laufe [McCoy et al., 2007] mit den einzelnen Modellen, mit allen drei
Modellen zusammen und auch mit einem verkurzten Modell, welches nur Bereiche
enthielt, die zehn Uberlagerte Strukturen gemeinsam hatten, durchgeflihrt. Trotz
mehrerer Versuche mit unterschiedlichen Modellen war die Strukturlosung mittels
MR fur den LivB-Apo-Datensatz nicht erfolgreich.

Mit den Kristallen wurden nun soaking-Experimente durchgefihrt (sieche 4.2.2.15),
um die Phasen experimentell zu bestimmen. Dabei zeigte sich, dass bei soaking mit
den Schweratomderivaten Kaliumtetrachloroplatinat (K2PtCls) und Quecksilberchlorid
(HgCl,) die LivB Kristalle anfingen, sich leicht aufzulésen, was sich dann auch in
einer schlechteren Auflésung widerspiegelte. Bei Kaliumiodid (KI) trat dieser Effekt
nicht auf. Es wurde in diesem Fall auch keine Abhangigkeit von der Inkubationszeit
beobachtet. Bei Inkubation mit der magic triangle Verbindung (13C, 5-Amino-2,4,6-

triiod-Isophthalsaure, Abb. 3-11a) zeigten die Kristalle keine sichtbaren
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Veranderungen, es konnte jedoch festgestellt werden, dass durch eine kurze
Inkubationszeit (30 s) bei einer niedrigen Konzentration von 50 mM die beste
Auflésung erzielt werden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vier besten Datensatze dargestellt und

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

Tab. 3-2: Statistik der LivB-Datenséatze
In Klammern sind die Werte der aufRersten Auflésungsschale angegeben.

LivB Datensatz LivB-13C LivB-apo LivB-PLP LivB-PLP-
Paromomycin
Roéntgenquelle Kupferanode BESSY BL14.2 BESSY BL14.2 Kupferanode
Wellenlange (A) 1.5418 0.9184 0.9184 1.5418
Auflésung (A) 30-2.3 33.71-1.49 33.47 -1.93 19.75-21
(2.38 - 2.3) (1.53 -1.49) (1.98 - 1.93) (2.2-2.1)
Raumgruppe P212121 P212121 P212121 P212121
Einheitszelle
a, b, c(A) 81.5,82.5,1194 | 81.7,829,119.5 | 79.7,81.1,118.6 | 81.2,82.4,119.2
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Rim (= Rmeas) 0.12 (0.47) 0.07 (0.73) 0.10 (0.57) 0.13 (0.64)
Rano 0.06 (0.15) - - -
Rano/Rpim 24(1.7) - - -
I/ ol 18.0 (6.8) 15.5 (2.0) 11.8 (2.7) 12.3 (2.9)
Vollstandigkeit (%) 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 Strukturldsung erfolgte schlieRlich mit der Methode single wavelength anomalous
dispersion (SAD) (siehe 4.2.2.17). Es wurde ein Datensatz von einem mit 13C
inkubierten Kristall (LivB-I3C) mit einer Kupferanode (A = 1,5418A) aufgenommen
[Beck et al., 2009; Beck et al., 2008a], in der initialen anomalen Dichte konnten die
lodatome von zwei I3C Molekilen als regelmassige 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. AnschlieRend 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 Aminosauresequenz 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. AnschlieRend 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: lodatome eines I3C Molekils in der initialen Elektronendichte.
a) Strukturformel und anomale Dichte eines 13C Molekiils aus [Beck et al., 2008a] b) lodatome eines

I3C Molekiiles in der initialen anomalen Elektronendichte des LivB-I3C Datensatzes
(Kontourlevel = 5 o).

Fir Kristallstrukturen im Komplex mit dem Kofaktor PLP, dem Aminodonor bzw. dem
Produkt von LivB, wurde ein Ligandensoaking durchgefuhrt (siehe Abschnitt
4.2.2.15). Das soaking gestaltete sich schwierig, da die Substanzen sich nur in
niedrigen Konzentrationen im Kiristallisationspuffer I6sen lieRen. Es wurden

verschiedene Kombinationen von Liganden fur 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 Uber einen langeren Zeitraum
inkubiert wurden, die beste Bindung erreicht werden. Zudem zeigten die Kristalle

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

ergaben langere 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 geldst werden. Die Statistiken der Datensatze nach endgultiger

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

3-4 und 3-5 dargestellt.

Tab. 3-4: Refinementstatistik der LivB-Datenséatze

LivB Datensatz LivB-I13C LivB-apo LivB-PLP LivB-PLP-
Paromomycin
Anzahl der Reflexe 49797/2525 132133/6607 58130/2905 48060/2531
(Gesamt/Testset)
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 - - - 42/42
(Monomer A / B)
I3C (Monomer A / B) 48/32 - - -
Imidazol - 10 - -
Ca 2 2 3 1
Ethylenglykol - 4 - -
Cl - 1 - -
Wasser 591 727 563 350
[Rjzrchschnittlicher B-Faktor 21,84 12,61 20,57 22,33
(A%)
Ryork/Riree 19,79/ 25,52 14,61/ 18,40 17,47 1 22,71 19,55/ 25,11
Abweichung vom Standard
rmsd Bindungsléngen (A) 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 Datensatze
Die Analyse der Datensatze erfolgte mit PROCHECK [Laskowski et al., 1993]. In Klammern sind die
Prozente an der Gesamtstruktur angegeben.

Datensatz Anzahl der Anzahl der Anzal der Aminosauren
Aminosauren in den Aminosauren in in verbotenen
bevorzugten Regionen erlaubten Regionen Regionen

LivB-Apo 803 (98,6) 9 2

LivB-13C 801 (98,1) 12 1

LivB-PLP 794 (97,5) 17 3

LivB-PLP- 794 (97,5) 17 3
Paromomycin
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Die Qualitat von Kristallstrukturen lasst sich mit Hilfe bestimmter Kriterien - Ruork, Riree
und ihrer Differenz (Arwork-riree < 5 %), dem durchschnittlichen Gesamt-B-Faktor und
dem Ramachandran-Plot - beurteilen. Fir die vier vorliegenden Datensatze von LivB-
Apo, LivB-I3C, LivB-PLP und LivB-PLP-Paromomycin lasst sich feststellen, dass sie
zu guten R-Werten verfeinert werden konnten. Die B-Faktoren liegen fur alle
Datensatze in dem der Auflosung entsprechenden Bereich. Auch der
Ramachandran-Plot zeigt fur die Strukturen nur einige wenige Aminosauren in noch
erlaubten Regionen und nur maximal drei Aminosauren in verbotenen Regionen an.
Das heildt, in jedem Datensatz liegen mindestens 97,5% der Diederwinkel in den
bevorzugten Winkelregionen, was die gute Qualitat der Datensatze belegt (Tab. 3-5).
So liegt die Aminosaure Ala230 - bei den drei Datensatzen 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 Aminosauren 229 bis 232 des Monomers A des LivB-PLP Datensatzes mit ihrer

Elektronendichte (2fo-fc, Kontourlevel = 1 ¢). Die Kohlenstoffatome des Alanins sind gelb, die der
Ubrigen Aminosauren griin gefarbt. 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 Datensatze LivB-Apo, LivB-PLP und
LivB-PLP-Paromomycin ausflhrlich 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 Paromomyecin.
a) Die Struktur von PLP aus dem LivB-PLP Datensatz ist entsprechend der Atome eingefarbt: 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.

Far den LivB-Apo Datensatz konnten im Monomer A und B jeweils die Aminosauren
von 6 bis 414 eindeutig durch die ermittelte Elektronendichte beschrieben werden.
Zudem  konnten in der Kristallstruktur zwei Imidazolmolekule, ein
Ethylenglykolmolekill, 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 A (Tab. 3-6). Im LivB-I3C Datensatz sind die Monomer A und B mit
den Aminosauren 6-414 durch die Elektronendichte klar definiert. AulRerdem wurden
noch funf I3C-Moleklle und zwei Calciumatome in der Kiristallstruktur gefunden
(Tab. 3-4). Bei der Uberlagerung des Monomers A auf Monomer B betrug der rmsad-
Wert 0,241 A (Tab. 3-6). Der Vergleich der Gesamtstruktur mit der Gesamtstruktur
von LivB-Apo ergab einen rmsd-Wert von 0,203 A (Tab. 3-7). Beim LivB-PLP
Datensatz waren neben den Aminosauren 6-414 der Monomere A und B auch zwei
PLP-Moleklle sowie drei Calciumatome durch die Elektronendichte definiert. Der
rmsd-Wert der Uberlagerung der Monomere betragt 0,310 A (Tab. 3-6). Bei einem
Vergleich der Gesamtstrukturen von LivB-PLP mit LivB-Apo ergab sich ein rmsd-
Wert von 0,303A und fiir den Vergleich von LivB-PLP mit LivB-13C der Wert 0,250 A
(Tab. 3-7). Wie in den anderen Datensatzen wurden auch fur den Datensatz LivB-
PLP-Paromomycin die Aminosauren 6-414 der Monomere A und B eindeutig durch
die Elektronendichte beschrieben. Weiterhin wurden in diesem Datensatz zwei
kovalent mit den PLP-Molekilen verknupfte Paromomycin-Moleklle (externe
Aldimine) und ein Calciumatom gefunden. Fur den Vergleich der Monomere A und B
von LivB-PLP-Paromomycin ergab sich ein rmsd-Wert von 0,258 A (Tab. 3-6). Die
Uberlagerungen der Gesamtstruktur des Datensatzes mit den Strukturen von LivB-
Apo, LivB-I3C und LivB-PLP ergeben entsprechend die Werte 0,244 A, 0,192 A und
0,238 A (Tab. 3-7). Zusammenfassend lasst sich zeigen, dass die rmsd-Werte aller
LivB-Datensatze zwischen 0,192 A und 0,303 A schwanken (Tab. 3-7). Dies zeigt,
dass nur sehr geringfigige Anderungen zwischen den einzelnen Datenséatzen
bestehen. Fur den Vergleich der Monomere zueinander konnten rmds-Werte
zwischen 0,187 A und 0,314 A gefunden werden (Tab. 3-6).
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Tab. 3-6: rmsd-Werte der einzelnen Monomere zueinander
Die Analyse der Datenséatze erfolgte mit Pymol [Delano et al., 2005]. Die rmsd-Werte sind in A
angegeben.

ApoA | ApoB | 13CA | I13CB | PLPA | PLPB Pa'?;'z'_ A Pa'?ér';'_ 5

Apo A ; 0200 | 0260 | 0187 | 0269 | 0294 | 0206 | 0278
Apo B 0,200 - 0278 | 0472 | 0314 | 0227 | 0265 | 0208
13C A 0260 | 0278 i 0241 | 0254 | 0293 | 0187 | 0,288
13C B 0,187 | 0172 | 0241 3 0,314 | 0208 | 0253 | 0,186
PLP A 0269 | 0314 | 0254 | 0314 - 0310 | 0255 | 0316
PLPB 0294 | 0227 | 0293 | 0208 | 0310 - 0,255 | 0,205
o | 0208 | 0265 | 0187 | 0253 | 0255 | 0255 ; 0,258
ﬁ';f;'m. 5 | 0278 | 0208 | 0288 | 0186 | 0316 | 0205 | 0,258 ;

Tab. 3-7: rmsd-Werte der Datenséatze
Die Analyse der Datensatze erfolgte mit Pymol [Delano et al., 2005].

LivB-Apo LivB-I13C LivB-PLP LivB-PLP-
Paromomycin
LivB-Apo - 0,203A 0,303A 0,244A
LivB-13C 0,203A - 0,250A 0,192A
LivB-PLP 0,303A 0,250A - 0,238A
LivB-PLP- 0,244A 0,192A 0,238A ]
Paromomycin

3.2.4.1 LivB-Apo Struktur und LivB-I3C Struktur

Wie in Abschnitt 3.2.4 schon erwahnt, konnten in jedem Datensatz zwei Monomere,
die ein Homodimer bilden, gefunden werden. Die Monomere zeigen dabei die
typische Unterteilung der Aminotransferasen in drei Domanen, eine N-terminale
Domane (blau), eine Kofaktor-bindende Domane (gelb) und eine C-terminale
Domaéne (rot) (Abb. 3-14).

Die N-terminale Domane von LivB beginnt mit einem unstrukturierten /oop-Bereich,
gefolgt von einem kleinen dreistrangigen B-Faltblatt, bestehend aus den B-Strangen
B1 1, B2 | und B3 1, und endet dann nach einem weiterem loop in einer a-Helix (a1).
Die Kofaktor-bindende Domane ist grof3er und besteht aus einem siebenstrangigen
B-Faltblatt und funf flankierenden Helices (a2-a6), welche Uber turn- und loop-

Bereiche miteinander verbunden sind. Das B-Faltblatt hat die Anordnung 34 1, 10 |,
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B9 1, B8 1, B7 1, B5 1 und B6 1. Die Faltung entspricht einem 3-Layer(afa) Sandwich,
genauer dem Faltungstyp Type | PLP-dependent aspartate aminotransferase-like
(Major domain) (CATH Code: 3.40.640.10 [Cuff et al., 2011]). An die Kofaktor-
bindende Domane schlielt sich die C-terminale Domane an, welche aus funf o-
Helices (a7-a11) und einem dreistrangigen B-Faltblatt (311-13) besteht. An die erste
a-Helix a7 schlielen sich direkt die ersten zwei B-Strange 11 1, B12 | des [-
Faltblattes an, dann folgt die a-Helix a8 und nach einem kurzen loop der dritte B-
Strang 131 an. Den Abschluss der Domane bilden die drei a-Helices a9, a10 und
al11, die Uber loop-Bereiche miteinander verbunden sind. Die Faltung der Doméane
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 Doméane

ist blau, die groBe Kofaktor-bindende Doméne gelb und die C-terminale Doméane rot gefarbt. Im
aktiven Zentrum ist der Kofaktor PLP aus der LivB-PLP Struktur (stick-Darstellung, Kohlenstoffatome
grun, 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 Imidazolmolekil (stick-Darstellung,
Kohlenstoff rosa gefarbt, Stickstoff blau). In stick-Darstellung ist ein Ethylenglykolmolekul (Kohlenstoff
grun gefarbt, 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.ntml) [Krissinel et al., 2007] ergab eine
Kontaktflache von 3345,2A2, welche durch Wasserstoff- und Salzbriicken zwischen
den beiden Monomeren stabilisiert wird. Die Position der Imidazolmolekule 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-I13C zeigte, dass sich sowohl die
Imidazolmolekile, als auch die in der LivB-I13C-Struktur gebundenen 13C-Molekdlle 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 Aminosduren im 4 A Radius um das Imidazol- bzw. das 13C-Molekilil in stick-Darstellung

gezeigt. LivB-Apo ist wie in Abb. 3-15 eingefarbt, das LivB-I3C Monomer A in braun, das Monomer B
sandfarben. Die Stickstoffatome sind blau, Sauerstoffatome rot und lodatome violett gefarbt. Die
Sekundarstruktur ist transparent als Carfoon dargestellt. a) aktives Zentrum des LivB-Apo
Monomers B mit Imdiazol (rosa) b) aktives Zentrum des LivB-I3C Monomers B mit I3C-Molekdl
(orange).

3.2.4.2 LivB-PLP Struktur

In der Kristallstruktur von LivB-PLP befinden sich zwei Pyridoxal-5'-Phosphat-
Molekule (PLP) an der gleichen Position (Abb. 3-17b), wo sich bei LivB-Apo die
beiden Imidazol Molekule befinden. Es handelt sich dabi tatsachlich um die aktiven
Zentren des LivB Dimers. Beide PLP-Molekile 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 Uber
Wasserstoffbrickenbindungen, van der Waals Bindungen und Salzbricken von
Aminosauren aus beiden Monomeren (Abb.3-17b). Die Phosphatgruppe des PLPs
wird dabei durch die Aminosauren Glycin104, Threonin105 aus dem einen Monomer
sowie dem Threonin258 aus dem anderen Monomer gebunden. Die Aminosaure
Tyrosin129 geht Udber ein Wassermolekll 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 Uber ein Wassermolekul eine

Wasserstoffbrickenbindung mit dem Sauerstoff O3 der Kofaktors.

LYS-207

Lys-231 PHE-257

L ;g 11‘5—231
a) - b)

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

Aminosaure Lysin231, ist die Elektronendichte (2fofc konturiert bei 1 o) gezeigt. b) Darstellung der an
der Bindung des PLP beteiligten Aminosaurereste und Wassermolekile. Das Monomer A von LivB-
PLP ist in dunkelblau, Monomer B in hellblau dargestellt. Als transparente sticks sind die Aminosauren
105 und 129 aus Monomer B und 258 aus Monomer A von LivB-Apo gezeigt, welche bei Bindung des
Kofaktor PLP die grof3ten Veranderungen. 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 Positionsanderungen einiger Aminosauren
festgestellt werden (Abb. 3-17b). Die grofdten Unterschiede sind bei dem
Threonin258 aus dem zweiten Monomer zu sehen, der Seitenkettensauerstoff
bewegt sich bei Bindung des PLPs um etwa 4 A, um fiir die Phosphatgruppe Platz zu
schaffen. Aullerdem ruckt das Tyrosin129 bei Bindung des Kofaktors naher an
diesen heran, um eine Wechselwirkung zu ermoglichen und das N des Lysins dreht
sich um fast 180°, um die Schiffsche 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-Moleklle festgestellt werden, die kovalent mit dem Kofaktor PLP

verknlpft sind und das sogenannte externe Aldimin bilden (Abb. 3-18). Es konnte
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jedoch nicht fur das gesamte Paromomycinmolekil 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 lasst flr
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 Molekulen gut definiert. Die verhaltnismafig schlechte Sichtbarkeit
der Paromomycinmolekule in der Elektronendichte Iasst sich durch die Position im
Protein erklaren. Bei Betrachtung der Oberflache von LivB zeigt sich, dass nicht das
gesamte Paromomycin in die Aushohlung des aktiven Zentrums passt (Abb. 3-19).
Die Ringe 1 und 2 ragen aus dem Enzym heraus und sind nicht durch

Wechselwirkungen fixiert, sondern fur das Losungsmittel zuganglich.

Abb. 3-18: Elektronendichte des externen Aldimins.
Darstellung des externen Aldimins von LivB-PLP-Paromomycin, die Elektronendichte (2fofc konturiert

bei 1 o) ist als graues Netz angezeigt. Die Kohlenstoffatome des Paromomycins sind violett gefarbt,
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: Oberflachendarstellung der LivB-PLP-Paromomycin Struktur.
Von der LivB-PLP-Paromomycin Struktur ist die Oberflache dargestellt. Das externe Aldimin ist in

stick-Form gezeigt, Farbgebung wie in Abb. 3-18. Das Monomer A ist dunkelgriin gefarbt und das
Monomer B hellgriin. a) Gesamtansicht der Oberflache, b) Blick auf das gebundene Paromomycin im
aktiven Zentrum von Monomer B.

Ein Blick auf die Bindung von Paromomycin in beiden Monomeren bestatigt, dass es
fast ausschliellich durch Wechselwirkungen der beiden Ringe 3 und 4 mit den
Aminosauren 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 geandert. Auch die
Koordinierung des Paromomycinteils des externen Aldimins unterscheidet sich
zwischen den beiden Monomeren kaum.

Die Bindung von Paromomycin im Monomer A erfolgt GUber Wechselwirkungen mit
den Aminosauren Tyrosin129, Lysin207, Lysin231, Aspartat344, Asparagin345,
Asparagin391, Valin392 und Aspartat394 aus dem Monomer A (Abb. 3-20a). Dabei
stabilisiert das NC des Lysins231 die Schiffsche Base Bindung zwischen PLP und
Paromomycin. Die Bindung des Rings 4 erfolgt Uber die Wasserstoffbriicken von
034 zu NC von Lysin207 und O&1 von Aspartat344 sowie von 044 Uber ein
Wassermolekil zum N&2 von Asparagin345. Zudem bildet N24 Bindungen zu den
0062 von Aspartat344 und dem Hauptkettensauerstoff von Valin392 aus. Ring 3 wird
durch Wasserstofforicken von 023 mit dem Hauptkettensauerstoff von
Asparagin391 und den 001/62 von Aspartat394, sowie durch eine stacking
Interaktion mit Tyrosin129 in Position gehalten.

Im Monomer B wird das Paromomycin Uber Wasserstoffbrickenbindungen und
Salzbricken zu den Aminosauren Threonin13, Tyrosin129, Lysin207, Lysin231,

Asparagin391, Valin392 und Aspartat394 aus dem Monomer B und der Aminosaure
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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 zusatzlich 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 A um das externe Aldimin dargestellt. Die

Farbgebung ist wie in Abb. 3-19 dargestellt. Der Teil des Paromomycinmolekiils, fir den keine
Elektronendichte gefunden wurde, ist weill eingefarbt. Fir die Koordinierung wichtige Aminosauren
sind gekennzeichnet. a) Monomer A des LivB-PLP-Paromomycin Datensatzes, b) Monomer B.

Mit der Struktur von LivB mit dem externen Aldimin kénnen die von D. Clausnitzer
gefundenen Ergebnisse der Aktivitatstests strukturell bestatigt 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
zusatzliche 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 zusatzliche 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 eingefliigt wird. a) 6"-Oxoparomomycin, b) 6"-
Oxoneomycin C.

3.2.5 Diskussion der LivB Strukturen

Im folgenden Abschnitt werden die geldsten Strukturen mit den Kristallstrukturen von
verwandten Enzymen verglichen. Daflr wurde zunachst 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) durchgefuhrt. Es wurde das
Monomer B dieses Datensatzes verwendet, da hier die Elektronendichte fur das
Paromomycin besser definiert war als in Monomer A, siehe Abb. 3-18. Die Suche
ergab 932 Ergebnisse, wobei bei Dimeren oder héheren Oligomeren jedes Monomer
einzeln angegeben wird, aulerdem wiederholen sich viele Proteine, da diese in
mehreren pdb-Dateinen mit z.B. unterschiedlichen Liganden oder unterschiedlicher
Auflésung vorliegen. Die DALI-Suchmaschine erlaubt eine Eingrenzung der
Ergebnisse, so dass alle Treffer, die mehr als 90% Sequenzidentitadt zueinander
haben, ausgeschlossen werden konnen. Dadurch wurde die Ergebnisliste auf 204
Treffer beschrankt. AnschlieRend wurden diejenigen Proteine, bei denen es sich um
dasselbe Protein nur aus unterschiedlichen Organismen handelte, herausgesucht.
Hiervon wurde jeweils nur das Protein mit dem hochsten DALI-Z-score [Holm et al.,
2008] fur die Ergebnisliste verwendet, so dass eine Liste mit 22 verschiedenen
Proteinen Ubrig 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 abhangigen
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Aminotransferasen gehoéren. Die Superfamilie wird in der PFAM Datenbank in 15
Familien unterteilt. LivB gehort wie die nachsten 11 Proteine zur Klasse Il der
Aminotransferasen (Tab. 3-8).

Aus den DALI Ergebnissen wurden vier Enzyme ausgewahlt, zwei Enzyme der
Klasse lll, die Glutamat-1-semialdehyd 2,1-aminomutase (GSAM) (Abb. 3-21a)
[Hennig et al., 1994; Hennig et al., 1997] und die Diaminopelargonsaure Synthase
(DAPA) (Abb. 3-21b) [Kack et al., 1999], sowie zwei Enzyme der Klasse DegT, die 3-
Amino-5-hydroxybenzoesaure 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 aufgeklart werden. Aul3erdem wurde
noch die Struktur der Aspartat Aminotransferase (A_AT) (3-21c) [Malashkevich et al.,
1993] sowie das Enzym PseC aus dem Pseudaminsaure-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 ausgewahlter mit LivB verwandter Enzyme
Es sind die chemischen Reaktionen fur funf mit LivB verwandte Enzyme dargestellt. In rot sind die
wahrend der Reaktion auftretenden Anderungen markiert. a) Reaktion der Glutamate-1-Semialdehyd
2,1 aminomutase (GSAM), b) Reaktion der 7,8-Diamino-Pelargonsaure Aminotransferase (DAPA), c)
Reaktion der Aspartat Aminotransferase (A_AT), d) Reaktion der 3-Amino-5-Hydroxybenzoesaure
Synthase (AHBA), e) Reaktion der GDP-4-keto-6-deoxymannose-3-dehydratase (ColD).
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Tab. 3-8: Ergebnis der DALI-Suche fir LivB

Der z-score ist der sogenannte DALI-Z-score, ein Wert der angibt, wie sehr die Proteine einander

ahneln. Dabei zeigen Werte (iber 2 eine signifikante Ahnlichkeit der Strukturen an [Holm et al., 2008].
nalign entspricht der Anzahl der abgeglichenen Aminosduren und nres gibt die Gesamtzahl der

Aminosauren 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
Aminosauren und nres gibt die Gesamtzahl der Aminosauren in der pdb-Datei des entsprechenden
Proteins.

rJ Sequenz- pdb- Lysinsim PFAM
Name Abklirzung z-score| rmsd | fall |nres| Identhtt aktlven |PLP_Aminotran
code .
[%] Zentrum Familie:

DYBPLE- | LB - - - |a08| - - 231 I
aromomycin
PseC PseC 20,7 3,1 | 286|374 13 2fnu 183 DegT
TobS2 TobS2 184 | 3.4 |286 | 414 1 - 198 I_ll/DegT
Aspartat
Aminotrans- A AT 17,7 4 | 306|402 8 1maqg 258 Ll
ferase
BuR BaR 172 | 36 |385|4M1 B 2cTt 192 DegT

O H Q FMP

H
3
a) h NAc & upp

UDP-2-Acetamido-2,6-Dideoxy- UDP-4-Amino-4,6-Dideoxy-p-L-AlNAc

p-L-Arabino-4-hexufcse

Z-Deoxy-scyllo-lnosltol Deoxy-scyffo-lnosamm

(2-DOI) {2-00IA)
L- gluﬁmlne n-ketnglutaramnte
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Abb. 3-23: Reaktionschema fir PseC, BtrR und TobS2
Es sind die chemischen Reaktionen fir PseC, BtrR und TobS2 dargestellt. In rot sind die wahrend der

Reaktion auftretenden Anderungen 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 Sequenzidentitat zwischen 24 - 8 % und rmsd-Werte zwischen 2,2 -
4,0 A (Tab. 3-8 und 3-9). Von den ausgewahlten Enzymen zeigt die GSAM mit einen
rmds-Wert von 2,2 A und der Sequenzidentitat vobn 21 % die gréRte Verwandtschaft
zu LivB, gefolgt von DAPA (3,1 A; 20 %), der PseC (3,1 A; 13 %) sowie der AHBA
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(3,5 A; 15 %). Die beiden Enzyme aus der AGA-Biosynthese, TobS2 (3,4 A; 11 %)
und BtrR (3,6 A; 8 %), zeigen jedoch zusammen mit ColD (3,3 A; 11%) und der
Aspartat Aminotransferase (4,0 A; 8 %) die geringste Verwandtschaft zu LivB.

Eine Datenbankrecherche nach sequenziell verwandten Enzymen in Expasy ergab
eine grol3e Anzahl von Proteinen, welche eine hohere Sequenzidentitat besitzen, von
denen es jedoch noch keine strukturellen Daten gibt (Anhang, Tab. B-1). Ein
Sequenzvergleich der 14 sequenziell ahnlichsten Enzyme zeigt, dass die an der
Bindung von PLP, des Aminodonors und des Substrates beteiligten Aminosauren nur
schwach oder gar nicht konserviert sind (Anhang, Abb. B-1). Bei einem Vergleich der
funf sequenziell ahnlichsten Enzyme, von denen vier an der Synthese von
Aminoglykosid Antibiotika beteiligt sind und die eine Sequenzidentitdt zwischen 79-
54 % aufweisen, stellte sich heraus, dass die an der Bindung beteiligten

Aminosauren jedoch vollstandig bzw. stark konserviert sind (Anhang, Abb. B-2).

3.2.5.1 Vergleich der Gesamtstruktur mit anderen Aminotransferasen

Hier soll fiir zwei verwandte Strukturen, GSAM und TobS2, die Uberlagerung der
Monomere mit LivB untersucht werden (Abb. 3-24). GSAM wurde wegen der engen
Verwandtschaft und TobS2 wegen der Ahnlichkeit der Produkte ausgewahlt.

Die Strukturen bestehen aus vielen a-Helices und haben auch das siebenstrangige
B-Faltblatt und die flankierenden a-Helices der PLP-bindenden Domane gemeinsam.
Untersucht man die beiden Uberlagerungen aber genauer, fallt auf, dass die Struktur
der GSAM tatsachlich viel besser mit LivB Ubereinstimmt als TobS2. Bei GSAM
stimmt die Position der meisten a-Helices in der N-terminalen und PLP-bindenden
Domaéne uUberein (Abb. 3-24a). GroRere Abweichungen gibt es hier vor allem in den
loop-Bereichen und bei einzelnen a-Helices, wie z.B. der N-terminalen Helix. Der
Vergleich mit TobS2 zeigt dagegen wesentlich groliere Abweichungen. So liegen die
a-Helices in anderen Winkeln im Vergleich zu LivB und auch in der PLP-bindenden
Domaéne zeigen sich grolRere Abweichungen bezlglich der Position der a-Helices.
Auch fallen hier mehr loop- und turn- Bereiche ins Auge, die an ganz anderer
Position liegen. Die verwandtschaftliche Nahe zeigt sich also auch deutlich in der

Gesamtstruktur der Monomere.
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AR X

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 dunkelgriin angefarbt, wahrend GSAM und TobS2 in grau dargestellt sind. In
Klammern sind die pdb-Codes bzw. die Namen der Datenséatze 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) fallt 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 kdnnte. So
haben LivB, GSAM und DAPA ein Tyrosin, welches in etwa 90° zum Pyridoxalring
von PLP angeordnet ist, und die Phosphatgruppe wird zusatzlich 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. AuRerdem 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 gehoren LivB, GSAM und DAPA zu Familie Il der PLP
abhangigen Aminotransfeasen (Tab. 3-8), wahrend die anderen Enzyme zur Familie
DegT zahlen (Tab. 3-8 und 3-9). Die AHBA gehdrt zwar auch zur DegT Familie, hat
aber von den ausgewahlten Enzymen nach der DAPA die grofdten strukturellen

Gemeinsamkeiten mit LivB.
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Abb. 3-25: Vergleich der PLP Bindung.
Dargestellt sind die Aminosauren im Umkreis

von 3.5A um den Kofaktor PLP. Die Farbgebung
entspricht der in Abschnitt 4.2.4 angegebenen.
Die pdb-Codes bzw. Namen der Datensatze
sind in Klammern angegeben: a) LivB (LivB-
Apo), b) GSAM (4gsa) [Hennig et al., 1997], c)
DAPA (1qj5) [Kack 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 hauptsachlich L-Glutamat und L-Glutamin bzw. L-
Aspartat als Aminodonor genutzt. Leider gibt es nur wenige Kristallstrukturen, in
denen der Aminodonor oder das Produkt a-Ketoglutarat vorhanden sind. Fir 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 a-Ketoglutamarats, die 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-
Carboxylsaure (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 ungefahr an der Position, wo auch die Substrate in Abb. 3-26
liegen. Bei TobS2 erfolgt die Koordinierung von PHC Uber die Seitenkette des
Glutamat195 sowie Uber die Seitenketten des Arginin227 und Arginin245 aus dem
zweiten Monomer; aul3erdem gibt es eine stacking Interaktion mit dem Tryptophan98
(Abb. 3-26b). Die Bindung des Donors erfolgt bei der Asp AT ahnlich wie bei TobS2,
auch hier wird die Aminosaure L-Glutamat hauptsachlich durch zwei Arginine,
Arg292 aus dem Monomer B und Arg386 aus dem Monomer A, sowie dem
Tryptophan140 aus Monomer A gebunden (Abb. 3-26¢). Bei ColD dagegen erfolgt
die Aminodonorbindung hauptsachlich durch die Koordination mit den aromatischen
Aminosauren 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 fur LivB die Aminosauren dargestellt, die sich um PHC aus TobS2
befinden. Die Koordination fir LivB kdnnte Uber 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 Hohlung, die als Bindungstasche fur den

Aminodonor dienen konnte.
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c) Aspartat AT d) LivB

Abb. 3-26: Vergleich der Aminodonor Bindung.
Dargestellt sind die Aminosauren im Umkreis von 3.5A um den jeweiligen Aminodonor (Kohelstoffe

rosa, stick-Darstellung). Die pdb-Codes bzw. Namen der Datensatze und der Namen des
Aminodonors sind in Klammern angegeben: a) ColD (2gmu, L-Glu)[Cook et al., 2006], b) TobS2
(TobS-GlIn, 2-Pyrrolidon-5-Hydroxy-5-Carboxylsaure) [Hennig, 2009], c) Asp AT (1maq, L-Glu)
[Malashkevich et al., 1993], d) LivB (LivB-PLP-Paromomycin).

3.2.5.4 Vergleich der Substratbindung

Wahrend viele PLP-Komplexstrukturen bekannt sind, wuredn noch nicht so viele
Kristallstrukturen gelost, die ein Substrat oder Produkt der Transaminierungsreaktion
enthalten. Fur 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-
Aminopelargonsaure 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 fallt 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 Aminosauren zeigte sich, dass bei GSAM, DAPA, AHBA und PseC
aromatische Aminosauren wie Tyrosin oder Tryptophan an der Bindung beteiligt sind.
So haben GSAM und DAPA ein Tryptophan in der Nahe des Substrates (Abb. 3-27 b
und c), wahrend sich in der AHBA und PseC ein Tyrosinrest in raumlicher Nahe zum
Substrat befindet (Abb. 3-27d und e). In LivB gibt es an der ungefahren Position der
aromatischen Aminosauren ebenfalls ein Tyrosin, Tyr341. In TobS2 hingegen scheint
die Bindung des Substrates nicht durch aromatische Aminosauren unterstitzt 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 Uber konservierte
Aminosauren machen, da die von den Enzymen verwendeten Substrate sehr
unterschiedlich sind, jedoch fallt auf, dass bei allen Enzymen aromatische
Aminosauren eine Rolle bei der Koordinierung der Substrate spielen.
Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die Substratbindung innerhalb der
untersuchten Enyzme nicht konserviert ist, da die genutzten Substrate in ihrer Form

und GroRe zu sehr variieren, um eine gemeinsame Bindungsweise zu zulassen.
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Abb. 3-27: Vergleich der Substratbindung.

Dargestellt sind die Aminoséuren im Umkreis von 3.5A um das jeweilige Substrat/Produkt bzw.
Substratanalogon. Die pdb-Codes bzw. Namen der Datensatze 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-Aminopelargonsaure) [Kack 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 Abschlielende Zusammenfassung

Die Kristallstruktur von LivB reprasentiert 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. Fur die GSAM sind
Strukturen aus  zwei Organismen, Synechococcus  elongatus  und
Thermosynechococcus elongatus, geldost 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], wahrend
sich das Dimer der Struktur aus Thermosynechococcus elongatus als symmetrisches
Dimer herausstellte [Schulze et al., 2006]. Alle von LivB geldsten Strukturen stellen
symmetrische Dimere dar, auch wenn in der LivB-PLP-Paromomycin Struktur die
Eletronendichte fur 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) naher zu beleuchten. Dabei handelt es sich zum
einem um das interne Aldimin, der kovalenten Verknipfung von PLP an die
Aminosaure 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 ({-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 a-
Ketoglutarat zu Pyridoxin-5-Phosphat (PMP) umgesetzt wird. Im zweiten Teil der
Reaktion bindet das PMP uber eine Schiffsche Base Bindung an das Substrat 6"'-
Oxoparomomycin, wobei das externes Aldimin (Abb. 3-28b) ausgebildet wird.
Anschlie®end wird das Produkt Paromomycin abgespalten und dabei der Kofaktor

PLP regeneriert, um flr 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 hauptsachlich Uber die Zuckerringe drei
und vier des Aminoglykosid-Antbiotikums geschieht. Dies spricht dafur, dass auch
andere Substrate von LivB umgesetzt werden kénnten, die z.B. aus weniger oder

mehr Ringen bestehen.

CH,OH
\/g "-p- \Jq oH HO NH,
a) E-lysz31 b) ,

Abb. 3-28: Internes und externes Aldimin von LivB.
a) internes Aldimin, der Kofaktor PLP ist Uber eine Schiffsche Base Bindung mit dem Lysinrest 231

verbunden, b) externes Aldimin, die Schiffsche Base Bindung besteht zwischen dem Kofaktor PLP
und dem Substrat 6"-Oxoparomomycin. PLP ist blau dargestellit.

5'Phosphat (PLF) 0. 10 : oH
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S °
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P’o #oH
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Ho -
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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
aufzuklaren, weshalb die genaue Position der Aminodonor-Bindetasche im aktiven
Zentrum von LivB nur vermutet werden kann. Mdglicherweise kann durch weitere
Kristallisationsversuche eine Pufferbedingung gefunden werden, bei der sich der
Aminodonor L-Glutamat in héherer Konzentration als 50 mM |dsen Iasst.

Biochemische Daten zeigten ebenfalls, dass die Substratspezifitat nicht bei den B-
Enzymen (LivB, NeoB) des AGA-Clusters liegt, sondern die Dehydratasen LivQ und
NeoQ spezifisch zwischen den Substraten unterscheiden kdnnen [Clausnitzer, 2010;
Clausnitzer et al., 2011]. Fur ein besseres Verstandnis der Substratspezifitdt von
LivB ware 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 kurzeren Substraten zu kristallisieren, konnte weiteren
Aufschluss darlber geben, welche Aminosauren spezifisch fur die Bindung von 6"-

Oxoparomomycin sind.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Gerate

Zentrifugen:
Tischzentrifuge 1-14 (Sartorius), Biofuge pico (Heraeus), Kuhlzentrifuge Universal 32 R

(Hettich), Kihlzentrifuge 2-16K (Sigma Zentrifugen), Kihlzentrifuge 5804-R (Eppendorf),
Zentrifuge Avanti J-20, J-25 und J-30 (Beckman).

Schuttler, Mixer und Inkubatoren:

Polymax 1040 (Heidolph), Vortex Genie 2 (Scientific Industries), Thermomixer compact
(Eppendorf), Thermomixer comfort (Eppendorf), Inkubator TH30 und Schittler SM30
(Edmund Buhler).

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 Geréate:
AKTA FPLC (Pharmacia) mit Fraktionskollektor Frac-950, AKTApurifier bzw. AKTAexplorer
mit Fraktionskollektor Frac-900 (Pharmacia), Pumpe P-1 (Pharmacia).

Chromatographiesaulen 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 Saule 1 ml bzw. 5 ml (Amersham Biosciences, GE), Ni-
Sepharose™ High Performance (GE), StrepTactin® Superflow® (IBA).

Gerate zur Strukturaufklarung:

Pipettierroboter Cartesian Honeybee X8 + Cartesian Software (Zinsser Analytic),
Roéntgendrehanodengenerator Rigaku Micromax 007 (Rigaku), Detektor Saturn 944+ CCD
(Rigaku) oder Rigaku R-axis IV++ (Rigaku), Imagesystem Desktop Minstrel UV (Rigaku),
Microskop MSV266 (Leica).

101



Kapitel 4: Material und Methoden

Sonstige Gerate:

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), Riuhrer CB161 und CB162
(BIBBY, Barloworld scientific), Pipetten Eppendorf Research (0,5-10, 2-20, 10-100, 20-200,
100-1000, 500-5000 pl) (Eppendorf), Rotilabo®-Spritzenfilter 0,22 pm und 0,45 pm (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)ethansulfonsaure (MES) Merck
4-Hydroxyazobenzene-2-Carboxyl-Saure (HABA) Sigma

5-Amino-2,4,6-triiod-Isophthalsaure (13C)
Aceton

Adenosintriphosphat (ATP)
Agar-Agar

Agarose

Aktivkohle
Ammoniumperoxosulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Bradford Reagenz
Bromphenolblau
Calciumacetat
Calciumchlorid

CASO Boullion
Chloramphenicol

Coenzym A

Coomassie Brilliantblau G250
D-Desthiobiotin

D-Glukose

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiotreitol (DTT)

Eisensulfat

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd

Glycerin

Glycin

Guanidin Hydrochlorid
Harnstoff

Hefeextrakt

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumiodid

Kaliumsulfat
Kaliumtetrachloroplatinat
Kanamycin

L-Glutamin

L-Glutaminsaure

Jena Bioscience
Roth

Sigma

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Sigma/Roth
BioRad
Roth

Merck
Merck

Roth

Roth

Sigma
Merck

IBA

Roth

Sigma
Fluka

Roth

Merck
Merck
Chemikalienausgabe
Roth

Sigma

Roth
Chemikalienausgabe
Roth

NiGu Chemie GmbH
Roth

Roth

Merck
Aldrich
Roth/Sigma
Roth

Roth

Roth

Roth

Merck
Sigma

Roth

Roth
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Tab. 4-1: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung)

Produkt Hersteller
Magermilchpulver Applichem
Magnesiumchlorid Merck
Magnesiumsulfat Roth
Maleinsaure Roth
Manganchlorid Roth
N,N,N‘,N‘-Tetramethyldiamin (TEMED) Roth
N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsaure (TES) Roth
N-2-Hydroxylethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonsaure (HEPES) Roth
Natriumacetat Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumcitrat Roth
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck

Natriumhydroxid

Natriumthiosulfat

Nickel(ll)sulfat

Paromomycin

p-Cumarsaure
Piperanzin-N,N-bis(2-ethansulfonsaure) (PIPES)
Polyethylenglycol (PEG)

Pyridoxin Hydrochlorid

Quecksilber(Il)-chlorid

Rotiphorese (30 % Acrylamid / 0.8 % N,N"-Methylenbisacrylamid)
Saccharose

Salzsaure (HCI)

Silbernitrat

Streptomycin

Tetracyclin

Thiostrepton

Trichloressigsaure (TCA)

Trifluoressigsaure (TFA)
Tris(2-carboxyethyl)phosphine Hydrochlorid (TCEP)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trypton

Tween20

Zinksulfat

B-Mercaptoethanol

Alle verwendeten Chemikalien hatten, wenn nicht anderes

Reinheitsgrad von (p.a.).

Chemikalienausgabe
Roth
Roth
Sigma
Merck
Roth
Sigma
Roth
Merck
Roth
Roth
Riedel de Haen
Roth
Roth
Roth
Novagen
Fluka
Roth
Fluka
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck

erwahnt, den hochsten
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4.1.3 Medien, Puffer und Losungen

4.1.3.1 Medien und Antibiotika

Medien:
LB — Medium
SOC — Medium

TSB — Medium
TSB/PEG8000 - Medium

KA — Agar
LB — Agar

SPMR - Agar + CaCl,

1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v) NaCl

2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM
KCI; 10 mM MgCly; 10 mM MgSOy; 20 mM Glucose

3 % (w/v) CASO Bouillon

3 % (w/v) Trypton Soja Broth, 5 % (w/v) PEG 8000
nach dem Autoklavieren:
0,5 % (w/v) Glycin, 5 mM MgCl,

5 % (w/v) Kartoffelbreipulver, 2 % (w/v) Agar, Leitungswasser

1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt; 1 % (w/v) NaCl; 1 %
(w/v) Agar-Agar

10,3 % (w/v) Saccharose, 0,5 % (w/v) D-Glukose, 0,5 % (w/v)
Hefeextrakt, 1 % (w/v) MgCl,, 2 % (v/v) 1M TES Lésung pH 7.6,
0,2 % (v/v) Spurenelement-Ldsung, 2 % (w/v) Agar

nach dem Autoklavieren:

0,2 % (v/v) CaCl, (5 M)

Der gewlinschte pH-Wert wurde mit NaOH oder HCI vor dem Autoklavieren der Medien

eingestellt. Alle Medien wurden bei 120 °C dampfsterilisiert. Nichthitzestabile Lésungen

wurden mit einem Spritzenvorsatz (Rotilabo®-Spritzenfilter, Roth, 0,22um) steril filtriert und

anschliellend dazugegeben.

Antibiotika-Stamml6sungen:

Ampicillin
Chloramphenicol
Kanamycin
Streptomycin
Tetracyclin
Thiostrepton

100 mg/ml in ddH,O

50 mg/ml in EtOH

50 mg/ml in ddH,0

20 mg/ml in ddH,0O

12,5 mg/ml in EtOH oder MeOH
25 mg/ml in DMSO

Die entsprechenden Antibiotika wurden dem Medium, wenn nicht anders angegeben, im

Verhaltnis 1:1000 zugegeben.
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IPTG-L6sung:
IPTG-Stammldsung 1 M in sterilem ddH,O

Pyridoxin Hydrochlorid:

Pyridoxin-Hydrochlorid-Lésung 10 mg/ml in sterilem ddH,O

4.1.3.2 Puffer

Gelelektrophoresepuffer:

SDS-PAGE:

Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCI ; pH 6,8
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris-HCI ; pH 8,8

10x Lammli-Laufpuffer 25 mM TrisHCI; 200 mM Glycin;

0,3 mM SDS; pH 8,9

3x Probenpuffer fir SDS-Acrylamid-Gele 1,75 ml Sammelgelpuffer; 5 ml 10 % SDS; 1,5 ml
Glycerin;1,25 ml Bromphenolblau; 0,5 ml 3-

Mercaptoethanol
Probenpuffer fur nicht-reduzierende 1,75 ml Sammelgelpuffer; 5 ml 10 % SDS; 1,5 ml
SDS-Acrylamid-Gele Glycerin;1,25 ml Bromphenolblau
Horizontalelektrophorese:
50x TAE Puffer 2 M TrisHCI; 1 M Essigséaure; 0,1 M EDTA; pH 8,3
5x Probenpuffer fir Agarose-Gele 50 % (w/v) Glycerin; 0,25 % (v/v) Bromphenolblau

in 1x TAE Puffer

Sonstige Puffer:

Puffer fir Aktivitatstest 4CL1 200 mM TrisHCI; pH 8
Resuspensionspuffer 1 M NaCl; 50 mM TrisHCI; 10 mM B-Mercaptoethanol; pH 8
Puffer fir Protoplastentransformation:

Puffer P 300 mM Saccharose; 1,45 mM K,SO4; 10 mM MgCly; 0,2 % (viv)
Spurenelement-Lésung; 0,4 mM KH,PO,; 250 mM CaCl, x 2 H,0; 25
mM TES pH 7.2 (NaOH)

Puffer T 75 mM Saccharose; 1,45 mM K,SOy; 0,2 % (v/v) Spurenelement-
Lésung; 100mM CacCly; 5 % (v/v) Puffer TM
Puffer TM 1 M Tris pH 8 (Maleinsaure), steril filtrieren
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4.1.3.3 Losungen

Kompetente Zellen / Stammkulturen

0,1M CaCl,
50 % (v/v) Glycerin

Spurenelement-Losung:

3,5mM ZnS0O,
3,5mM FeSO,
5mM MnCl,
7 mM CaC|2 2 Hgo

Gelelektrophorese:

SDS-PAGE nach Lammli [Laemmli, 1970]

Zur Herstellung von SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden folgende Lésungen verwendet:

0,5 % SDS-L6sung (Stammldsung 10 % (w/v))

10 % APS

Rotiphorese (30 % Acrylamid / 0.8 % N,N -Methylenbisacrylamid)

TEMED

Tab. 4-2: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngeles (Angaben fur 4 SDS-Acrylamid-Gele)

Acrylamidkonzentration 5% 10 % 12,5 % 15 %
Rotiphorese in ml 1,33 8,0 10,0 12,0
0,5 M TrisHCI; pH 6,8 in ml 1,6 - - -

1,88 M TrisHCI; pH 8,8 in ml - 4,8 4,8 4,8
ddH,0O in ml 3,47 6,4 4.4 3,4
0,5 % SDS Lésung in ml 1,6 4,8 4,8 4.8
TEMED in i 8,0 20 20 20

10 % APS-Losung in pl 40 120 120 120
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Losungen zum Farben von SDS-Gelen mit Coomassie-Blau (nach

Fairbanks

[Fairbanks et al., 1971])

Fairbanks I: 25 % (viv) 2-Propanol, 10 % (v/v) Essigsaure,
0,05 % (w/v) Brillant Blau G 250

Fairbanks Il 10 % (v/v) Essigsaure

Lésung zum Trocknen von SDS-Gelen: 5 % Glycerin in ddH,0

Agarose-Gelelektrophorese:

Ethidiumbromid-Lésung:
Stammldsung: 1 % (10 mg/ml)

Endkonzentration von Ethidiumbromid im Agarose-Gel: 0,001 %.

4.1.4 Kits

QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
GeneJET™ Plasmid MiniPrep Kit Fermentas
QIlAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QlAquick 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 lonic 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 Bakterienstdmme und Plasmide

Zelllinien:

Tab. 4-3: Liste der verwendeten E. coli und S. lividans Zelllinien

Stamm Genotyp Bezugsquelle/Referenz
E. coliBL21(DE3) F ompT hsdSg(remg’) gal decm (DE3) Stratagene
E. coli BL21(DE3) F ompT hsdSg(rs mg’) gal decm (DE3) pLysS Novagen
pLysS (Cam®)
E. coli BL21(DE3) F~, ompT, hsdSs (rs~, mg”) gal, dem, lacY1 (DE3) | Novagen
Tuner
E. coli Rosetta (DE3) | F- ompT hsdSg(rg mg’) gal dem (DE3) pRARE Novagen
(Cam®)
E. coli Rosetta (DE3) | F- ompT hsdSg(rg mg’) gal dem (DE3) pLysS Novagen

pLysS

pRARE (Cam®)

E. coli SG13009

Nal® Str® Rif° Thi” Lac” Ara® Gal* MtI F RecA*

Qiagen [Gottesman et al.,

(PREP4) Uvr* Lon® pREP4 (Km®) 1981]

E. coli Top10 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 lacX74 | Invitrogene
recA1 ara139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endA1 nupG

E. coli XL1 blue recA1, endA1, gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 | Stratagene

lac [F'proAB lacl* ZAM15 Tn10 (tet')]

S. lividans 66 TK24

SLP2Z’, 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- Novagen
Schnittstelle, T7-Promoter, Ampicillin-
Resistenz
pET15bTEV Vektor pET15b + TEV Schnittstelle --

zwischen His-tag und MCS
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pQE30 N-terminal 6x His-tag, T5-promoter/lac- Qiagen
Operator, Ampicillin-Resistenz
pUWLHis bla tsr Perme ColE1-ori plJ101-0ri Wehmeier, unveroffentlicht
pUWL201PW bla tsr P,z ColE1-ori plJ101-o0ri 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 zunachst in sterilem Wasser zu einer Konzentration von 100 pM gelést und vor der

Verwendung 1:10 verdinnt.

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 CAAATA CA

YRH_hinge_C_rev

CCC GGATCC TAATTG GCC ACC ACC

YRH_hinge_N_for

GGA ATT CCA TAT GGC ACC TTC TCC ACAAGA A

YRH_hinge_N_rev

GCG GGATCCTTATTT 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 GTATTT GAT CAATTC TGC ATG CCG ATA AAC AAT GAA

YRH_loop_for

GCATTT 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 AAATGC

C_YRH_loop_for

GGA ATT CCA TAT GTG GAG CCATCC GCA GTT TGA AAAATACCG TCA
TTC TGA GAT AGC CGA G

N_YRH_loop_rev

GCC GGATCCTTATTT TTC AAA CTG CGG ATG ACT CCA AGC ATG CCG
GTA CCT TAC AAC AAATGC

4.1.7 Enzyme und Standards

Restriktionsenzyme:

BamH | New England Biolabs
Dpn | New England Biolabs
Hind 1 New England Biolabs
Kpn | New England Biolabs
Nde | New England Biolabs
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Polymerasen:

Tag DNA-Polymerase
PfuTurbo DNA-Polymerase

Ligase:
T4 DNA Ligase

Alkalische Phosphatase:
CIP

Sonstiges:
Avidin

BSA
Lysozym
Thrombin

SDS PAGE Standards, broad range
100 bp DNA ladder
1 kB DNA ladder

dNTPs Mix 100 mM (pro dNTP 25 mM)

New England Biolabs
Stratagene/Fermentas

New England Biolabs

New England Biolabs

IBA

New England Biolabs/Sigma
Sigma/Roth

Merck/Sigma

Biorad
New England Biolabs
New England Biolabs

Stratagene/Invitrogen
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4.2 Methoden

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Herstellung einer Sporenkultur fur Streptomyces lividans

Eine Kolonie TK 24 wurde auf einer KA-Agarplatte ausgestrichen und fur 3 Tage bei
30 °C inkubiert. Anschlieend 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 Wattestabchen vorsichtig aus dem Myzel gel6st. Die
Lésung wurde dann durch eine sterile mit Watte gefullte Spritze filtriert und fur 20 min
bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet in 500 - 1000 pl einer 20 % (v/v) Glycerinlésung resuspendiert und bei -20 °C
gelagert.

4.2.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

Fir E. coli:

Aus einer Einzelkolonie wurde Uber Nacht bei 37 °C eine 4 ml Vorkultur
herangezogen. Die Hauptkultur (50 ml) wurde mit den entsprechenden Antibiotika
versetzt und mit der Ubernachtkultur angeimpft (1:100). Die Kultur wurde schiittelnd
bei 37 °C inkubiert bis eine optische Dichte ODgo von 0,4-0,6 erreicht wurde. Nach
einer Inkubationsphase auf Eis (10 min), wurden die Zellen anschlielfend durch
Zentrifugation (15 min, 5000 g, 4 °C) geerntet, in 40 ml 0,1 M CaCl,-Lésung
resuspendiert und fur 5min auf Eis gelagert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (15 min, 5000 g, 4 °C) wurde das Zellpellet in 2 ml 0,1 M CaCl,-
Ldsung resuspendiert und fur 2 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden nun mit 2 mli
50 % Glycerin gemischt, zu 200 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80 °C gelagert.
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Fir Streptomyces lividans:

Die Herstellung von Protoplasten von Streptomyces lividans fur die Transformation
erfolgte nach der Methode von Babcock und Kendrick [Babcock et al., 1988].

Mit 5 ul einer Sporenkultur von TK 24 wurden zweimal je 20 ml TSB/PEGS8000
Medium in Reagenzglaser angeimpft. Den Ro&hrchen wurde eine Metallspirale
beigefugt, um die Entstehung groRer Zellhaufen zu verhindern. Die Streptomyces
Kultur wurde fur 36-48 h unter Schutteln bei 30 °C inkubiert und anschliefend unter
dem Mikroskop auf Reinheit geprift. 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
Saccharoseldosung 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 geflillte Spritze filtriert, um Myzelrickstande und kleinere Zellhaufen zu
entfernen. Das Filtrat wurde fur 20 min bei 4 °C und 3000 g zentrifugiert und das
Pellet in 1 ml Puffer P resuspendiert. Die Protoplasten wurden in 100 ul Aliquots
aufgeteilt und Uber Nacht bei -20 °C tiefgeforen. Die weitere Lagerung erfolgte bei -
80 °C.

4.2.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Fur E. coli:

Ein Aliquot kompetenter Zellen des entsprechenden E.coli - Stammes wurde mit 0,5 -
10 ul DNA (max. 2 ng) versetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde
fur 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt und anschlielend auf Eis abgekuhlt. Die Zellen
wurden mit 800 yl Medium (LB oder SOC) versetzt und flr 45 min unter Schattteln
bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurde ein Teil des Ansatzes auf Agarplatten mit

entsprechenden Antibiotika ausplattiert.
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Fir Streptomyces lividans:

Eine Aliquot Protoplasten wurde aufgetaut und bei 3500 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Protoplasten vorsichtig mit 100 ul Puffer P
resuspendiert. Anschlielend wurden 5 - 10 yl DNA hinzugegeben und schnell mit
200 ul 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 Thiostreptonlosung (15 uM) uberschichtet und far
weitere 2-3 Tage bei 30 °C bebrutet.

4.2.1.4 Plasmidpré&paration (Isolierung von Plasmid-DNA)

Fur die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli wurde zunachst eine 4 ml
Ubernachtkultur (37 °C) herangezogen und die Zellen durch Zentrifugation fiir 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 ul sterilem ddH,0 eluiert
und die Konzentration und Reinheit spektroskopisch Uberprift (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 ddH,O aufgenommen. Aus dem
Absorptionswert bei 260 nm lasst sich die Konzentration der DNA nach folgender

Formel berechnen:

C[ng//ul]:Azeo'V'F Gl. 4-1

V = Verdlnnungsfaktor
F = Multiplikationsfaktor (dsDNA = 50)

Anhand des Verhaltnisses der Absorptiuon bei 260 nm (Aze0) zu 280 nm (Aysgp) lasst
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. Dafur wurden 0,8 - 1,5 % (w/v) Agaroselosung in 50 mi
1x TAE-Puffer durch Erhitzen gelost, mit 0,5 ul der 1 %igen
Ethidiumbromidstammlésung versetzt und zu polymerisieren in Gelkammern
gegossen. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einer Horizontal-
Elektrophoresekammer bei 90 V, 500 mA, 90 W tber 30-90 min.

Ethidiumbromid ist eine aromatische Verbindung, welche zwischen die Basen der
DNA interkaliert. Deshalb kann die DNA durch Anregung mit UV-Licht Uber die

Fluoreszenz detektiert werden.

4.2.1.7 Restriktionsverdau

Die Methode des Restriktionsverdaus wurde sowohl analytisch zur Qualitatskontrolle
und zur Uberpriifung auf positive Ligationsklone, als auch praparativ, zum Verdau
von Plasmiden und PCR-Fragmenten fur Ligationreaktionen, angewandt. Im
analytischen Mal3stab wurde der Verdau im Volumen von 10-20 pl entsprechend der
Herstellerangaben (NEB  bzw. Fermentas) mit den  entsprechenden
Restriktionsendonukleasen angesetzt und fur 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.

FUr die praparative Anwendung der Methode wurden Ansatze von bis zu 50 pl
durchgefuhrt, welche anschlieRend Uber das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
gereinigt wurden und die DNA in 10-30 pl sterilem ddH,O eluiert.

4.2.1.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [Mullis, 1990] wurde im Verlauf dieser Arbeit
zur Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten sowie zum Einfigen von Mutationen in
Plasmid-DNA genutzt. Als Polymerase wurde die PfuTurbo-DNA-Polymerase bzw.

die Tag-Polymerase entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Die
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Verlangerungszeit des PCR-Programmes ergab sich aus der Lange des Plasmids
und der Synthesegeschwindigkeit der Polymerase (PfuTurbo 500 bp/min bzw. Taq
2000 bp/min). Die optimale Temperatur fur 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 hinzuzufigen.

Ansatz: 1 ul template DNA
5 ul 10x PfuTurbo Puffer
5 ul Primer for
5 yl Primer rev
5 ul dNTPs (10 mM)
1 ul PfuTurbo DNA-Polymerase
ad 50 pl ddH20

Die Amplifizierung erfolgte in einem Thermocycler unter Verwendung des folgenden

Programms (Tab. 4-6).

Tab. 4-6: Programm fir Mutagenese-PCR

Reaktionsschritt Zeit Temperatur Wiederholungen
Initiale Denaturierung 1 min 95 °C

Denaturierung 30 sec 95 °C j
Anlagerung der Primer 1 min variabel 18x
Verlangerung variabel 72 °C

terminale Verlangerung 5 min 72 °C

Lagerung 0 10 °C
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Der PCR Ansatz wurde anschlieBend mit Dpn | verdaut, um die template DNA
abzubauen, und Uber 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 iiberhdngenden Primern

Diese Methode beruht darauf, dass die PCR Reaktion auch funktioniert, wenn der
Primer nicht vollstandig an der Sequenz bindet. Dadurch kann man an den Enden
des DNA-Fragments u.a. Schnittstellen fur Restriktionsenzyme,
Erkennungssequenzen fur Proteasen oder Mutationen einfugen. Die PCR wurde mit

dem in Tabelle 4-7 dargestellten Programm durchgefuhrt.

Ansatz: 5 ul template DNA
1 ul PfuTurbo DNA-Polymerase
5 ul 10x PfuTurbo Puffer
5 ul Primer 1
5 ul Primer 2
2,5 ul dNTPs (10 mM)
ad 50 pl ddH,0

Tab. 4-7: Programm fur die PCR mit uberh&ngenden Primern

Reaktionsschritt Zeit Temperatur Wiederholungen
Initiale Denaturierung 1 min 95 °C

Denaturierung 30 sec 95 °C <
Anlagerung der Primer 1 min variabel 30x
Verlangerung variabel 72 °C

Terminale Verlangerung | 5 min 72 °C

Lagerung 0 10 °C

Nach der PCR wurden die DNA-Fragmente mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen geschnitten und Uber das QIAquick PCR Purification Kit

gereinigt und konzentriert.
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4.2.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten

FUr den Ligationsansatz wurden der Vektor und das Insert in verschiedenen
Verhaltnissen (1:2 — 1:8) gemischt und entsprechend den Herstellerangaben Ligase
Puffer und T4-Ligase dazugegeben. Der gesamte Ansatz wurde fur 24-48 h bei 4 °C
inkubiert und anschlielfend 2-10 pl fir die Transformation in E.coli eingesetzt. Das

Volumen des Ansatzes betrug max. 20 pl.

4.2.1.10 Segenzierung

Zur Sequenzierung wurden die DNA-Proben an die Firma MWG Eurofins, Ebersbach
geschickt. Dafur wurden zuvor ~ 1-2 uyg DNA mit Hilfe einer SpeedVac Apparatur
eingedampft. Als Sequenzierprimer wurden die entsprechenden Standardprimer fur

pET-Vektoren bzw. pQE-Vektoren verwendet.

4.2.2 Proteintechnische Methoden

4.2.2.1 Expression von Wildtyp 4CL1 und Varianten in E. coli

Fur 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 Schutteln (150 rpm) bei 37 °C inkubiert. Die Induktion erfolgte bei einer ODggo
von 0,5 - 0,7 durch Zugabe von IPTG (100 - 1000 uM). Anschliefend wurden die
Kulturen fur weitere 4 - 16 h bei 25 - 37 °C inkubiert.

Die Expression im grof3eren Malstab erfolgte in 5 L Kolben a 1,5 L LB-Medium mit
entsprechenden Antibiotika. Die Inokulation erfolgte mit 15 - 30 ml einer 100 ml
Vorkultur und die Hauptkultur wurde anschlief3end bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.
Bei einer ODgg von 0,5 - 0,7 wurde die Expression mit 100 - 1000 uyM IPTG induziert
und Uber Nacht (~ 16h) bei 25 - 30 °C und 150 rpm geschuttelt.
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4.2.2.2 Expression von LivB in Streptomyces lividans

Flr Testexpressionen wurde LivB in Reagenzglasern mit ~20 ml TSB Medium und
Thiostrepton (100 - 250 yM) sowohl als Antibiotika als auch als Induktionsmittel
angezogen. Da LivB Pyridoxal-5°-phosphat als Kofaktor braucht, wurde zum Medium
Pyridoxin-Hydrochlorid (Endkonzentration 10 upM) hinzugeflgt. Die Inokulation
erfolgte durch  Zugabe einer Einzelkolonie von einer Protoplasten-
Transformationsplatte. Die Kultur wurde bei 30 °C und unter Schutteln (200 rpm) fur
max. 72 h inkubiert.

Fir eine Expression im groReren Mal3stab wurden Vorkulturen a 20 ml fir max. 60 h
angezogen und mikroskopisch auf ihre Reinheit untersucht. Die Vorkulturen wurden
anschlie3end bei 3000 g in sterilem Falcons fur 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 uM Pyridoxin-Hydrochlorid, 100 - 250 pM
Thiostrepton) fur die Hauptkultur transferiert. Die Hauptkultur wurde bei 30 °C und
200 rpm fir bis zu 72 h inkubiert und daraufhin geerntet.

4.2.2.3 Zellernte und Zellaufschluss

Fur 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 anschlief3end bei 9400 g und 4 °C fur 30 min zentrifugiert.

Die Hauptkultur wurde durch Zentrifugation bei 8000 g und 4 °C fur 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 fur 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 fur 1 h zentrifugiert um die unldslichen Zellbestandteile abzutrennen.
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Fur Streptomyces lividans:

Die Kulturen wurden in Aliquots a 50 ml bei 3000 g und 4 °C fir 20 - 30 min in
sterilen Falcons zentrifugiert und das Pellet anschlieBend bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert. Fur 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 lIésliche Uberstand wurde durch
Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C fur 30 min von den unldslichen Zellbestandteilen

abgetrennt.

4.2.2.4 Natriumdesoxycholat (NaDoc)-Fallung

Zur Konzentrierung von Proteinldosungen fur die SDS-PAGE wurde die
Natriumdesoxycholat (NaDoc)-Fallung verwendet. Die zu fallende Proteinldésung
(max. 100 pl) wurde zunachst auf ein Volumen von 1 ml mit Wasser aufgefullt und
dann mit 1/10 Volumen (100 pl) 1%iger NaDoc-LOsung versetzt und gemischt.
Darauf folgte die Zugabe von 1/5 Volumen (200 pl) 10%iger TCA-L6sung und der
Ansatz wurde nochmals gemischt. Die Probe wurde fir 10 min bei 10000 g
zentrifugiert und das Pellet anschlieRend mit eiskaltem Aceton gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation fur 15 min bei 10000 g wurde das Pellet getrocknet und in

Probenpuffer fur 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/ODgoo ml Medium in 30 - 50 ul reduzierenden Ladepuffer
resuspendiert, bei 95 °C fur 5 - 10 min inkubiert , kurz zentrifugiert und anschliel3end
5 - 20 pl der Probe auf ein SDS-Gel geladen.
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Zur Analyse von Proteinproben wurden 2-10 pg Protein aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Stromstarke von 25 mA pro Gel.
AnschlieRend erfolgte die Detektion der Proteinbanden mittels Coomassie [Wong et
al., 2000]- bzw. Silberfarbung [Nesterenko et al., 1994].

4.2.2.6 Affinitdtschromatographie

Alle 4CL1-Konstrukte, welche in deM Vektor pQE30 kloniert wurden, besitzen einen
N-terminalen  Hexa-Histidin-tag  (Hiss-ftag) und konnten mit Hilfe der
Ni** Affinitatschromatographie gereinigt werden. Konstrukte im Vektor pET11a
besitzen einen Strep-ll-fag und kénnen Uber eine StrepTactin® Superflow® Saule
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 Hisg-tag.

Die Reinigung aller Varianten erfolgte bei einer Temperatur von 4 - 8 °.

Reinigung tiber Ni**-Affinitatschromatographie

Zur Reinigung wurden HisTrap™ HP Saulen in verschiedener Anzahl und Gréle
(1 ml oder 5ml) verwendet. Das Saulenmaterial wurde zunachst mit 3-4
Saulenvolumen Puffer A aquilibriert. Der Probenauftrag erfolgte mit Hilfe einer
Probenschleife (superloop) bei einer Fluldgeschwindigkeit von max. 1 ml/min, damit
die Proteine gut an die Saulenmatrix binden konnten. Die Saule wurde anschlieRend
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 Uber 5 - 10 Saulenvolumen oder einer Kombination aus beidem.
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Puffer fur Reinigung der 4CL1-Varianten:

Puffer A 50 mM TrisHCI; 500 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 3 mM DTT, pH 8
Puffer B 50 mM TrisHCI; 500 mM NaCl; 250 mM Imidazol; 3 mM DTT, pH 8

Puffer fur LivB-Reinigung:
Puffer A 50 mM TrisHCI, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 % (w/v) Glycerol,
pH 8

Puffer B 50 mM TrisHCI, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol, 10 % (w/v) Glycerol,
pH 8

Reinigung Uber Strep-tag Affinitdtschromatographie

Das Zelllysat wurde zunachst mit einer 10 mg/ml Avidinlésung (25 - 50 pl Lésung
pro g Zellmasse) versetzt und fur 30 - 45 min bei 4 °C inkubiert, um biotinylierte
Proteine, welche dauerhaft an das Saulenmaterial binden, zu blockieren. Inzwischen
wurde die StrepTactin® Superflow® Saule (Saulenvolumen: ~ 20 ml) mit 3-4
Saulenvolumen Puffer W aquilibriert werden. Nachdem das Zelllysat bei 45000 g und
4 °C far 1 h zentrifugiert wurde, um die unléslichen Zellbestandteile abzutrennen,
wurde der Uberstand bei einer FluRgeschwindigkeit von 0,25 - 0,5 ml/min auf Saule
aufgetragen. AnschlieRend wurde die Saule mit 0,6 - 0,65 Saulenvolumen 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
Saulenvolumen Puffer E eluiert. Die Regeneration der Saulenmatrix erfolgte
anschliellend durch Spulen der Saule mit 2-3 CV Puffer R und Lagerung in diesem
Puffer.

Puffer fur die Reinigung der 4CL1-Varianten:
Puffer W 100 mM TrisHCI, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM DTT, pH 8

Puffer E 100 mM TrisHCI, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM DTT,
2,5 mM d-Desthiobiotin, pH 8

Puffer R 100 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM HABA, pH 8
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4.2.2.7 GréRBenausschlusschromatographie (SEC)

Die Methode der Grolkenausschlusschromatographie oder Gelfiltration besteht in der
Auftrennung der Proteine anhand ihrer GroRe. Je nach Molekulargewicht der
Proteinvariante und der Groe des Ansatzes wurden unterschiedliche Saulen
verwendet. In dieser Arbeit wurden die Saulen 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 fur die
GroRenausschlusschromatographie genutzt.

Die Saule wurde zunachst mit mindestens 2 Saulenvolumen des Puffers G
aquilibriert und anschlieliend die Proteinprobe Uber einen loop aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit einer FluRgeschwindigkeit von 1 - 1,5 ml/min (je nach Saule) tUber

2 Saulenvolumen.

Puffer fur Grélkenausschlusschromatographie:

Puffer G 50 mM TrisHCI; 500 mM NaCl; 3 mM DTT, pH 8

4.2.2.8 Proteinkonzentrierung

Far die Konzentrierung von Proteinlosungen 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 gewahlt.

4.2.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV/Vis-Spektroskopie

Der molare Absorptionskoeffizient € bei 280 nm Ilasst sich Uber die
Aminosauresequenz berechnen [Wetlaufer, 1962] und ist flr 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) lie® sich aus der ermittelten

Absorption die Konzentration der Proteinprobe errechnen.
A=c-d-¢ Gl. 4-2

A = gemessene Absorption
¢ = molarer Absorptionskoeffizient (M" cm™)
¢ = molare Konzentration der Probe (M)

d = Klvettenschichtdicke (cm)

Die Adsorptionskoeffizienten flr die in dieser Arbeit verwendeten Proteinvarianten
sind in Tab. 4-8 aufgefuhrt.

Tab. 4-8: Adsorptionskoeffizienten der Varianten von 4CL1 und LivB

Proteinvarianten E280nm IN (M - cm™")
4CL1WT 27850
4CL1 YRHhpinge 29340
4CL1 CyRrH hinge 11460
4CL1 CygrHa hinge 11460
4CL1 NyRi ninge 30370
4CL1 YRHAinge 29340
4CL1 YRHigep 29340
4CL1 NygrH loop 31860
4CL1 Cyrittoop 9970
LivB 64400

4.2.2.10 Fluoreszenzspektroskopie

Zum Vergleich der Gesamtstruktur wurden von den Volllangenvarianten 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 uM. Die Proben wurden bei
einer Temperatur von 25°C in einer reduzierten Fluoreszenz-Quarzkivette
(d =1cm, Hellma) untersucht. Fir die Messungen wurden Proben sowohl von
nativen als auch denaturiertem Protein verwendet. Die Messung der nativen
Proteinproben erfolgte in Puffer 1 (20 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 10 mM DTT, pH 8),
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fur die denaturierten Proben wurden die Varianten konzentriert und mit Puffer 2 (8 M
Gua, 20 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 10 mM DTT, pH 8) auf die entsprechende
Proteinkonzentration und eine Denaturanzkonzentration von 6 M GuanidiumHCI
eingestellt. Die Proteinproben wurden Uber Nacht (~ 16 h) bei 4 °C und vor Beginn
der Messung fir 10 min bei 25 °C inkubiert. Es wurden die Intensitaten der Emission
fur 300 - 400 nm aufgezeichnet. Gemessen wurde bei einer Anregungswellenlange
von 295 nm bzw. 280 nm. Die Spaltbreite der Anregung betrug 1 nm und die
Integrationszeit bei jeder Wellenlange betrug 0,5s. Es wurden jeweils 5 Spektren

akkumuliert. Die Spektren wurden um die Fluoreszenz des Puffers korrigiert.

4.2.2.11 CD-Spektroskopie

Um die Sekundarstruktur der Volllangenkonstrukte 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) fur die Messungen verwendet. Die Aufnahme der Spektren erfolgte von 190-
250 nm in 1 nm Schritten mit einer Geschwindigkeit von 50 nm/min. Fur ein
Spektrum wurden 60 Einzelspektren akkumiliert. Die verwendeten Quarzkuvetten
(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 TrisHCI, 250 mM NaCl, 2 mM TCEP, pH 8)
dialysiert und konzentriert. Fur die CD-Messung von denaturierten Proteinproben
wurden die Proteinvarianten zunachst konzentriert und anschlieBend mit dem CD-
Puffer 2 (100 mM TrisHCI, 8 M Gua, 250 mM NaCl, 2 mM TCEP, pH 8), der 8 M
GuanidinHCI enthielt, auf eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml und eine
Denaturanzkonzentration 6 M GuanidiumHCI verdinnt. Um eine vollstandige
Denaturierung zu gewabhrleisten, wurden die Proben vor der Messung Uber Nacht (~
16 h) bei 4 °C inkubiert.

Von den Varianten 4CL1 WT und YRH loop wurden nativ und denaturiert
Dreifachbestimmungen durchgefuhrt, fur 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 Ellipzitat pro Aminosaure umgerechnet (Gl. 4-3) [Kelly et
al., 2008].

0 deg-cm? -dmol™'] 6 - M[mg - mmol™]
MRC Aa " 10 -d[cm]  c[mg -mI-1]-N

Gl. 4-3

Omrc = molare Elliptizitat pro Aminosaure
® = Ellipzitat

M = molekulare Masse der Proteinprobe
d = Schichtdicke der Kuvette

¢ = Konzentration der Proteinprobe

N = Anzahl der Aminosauren

4.2.2.12 Aktivitatstest fur 4CL1 Varianten

Die 4 Cumarat:Coenzym A Ligase katalysiert die Bildung von Zimtsdure-CoA-Estern
aus Zimtsaurederivaten. Durch Messung der Zunahme der Extinktion kann die
Aktivitat direkt spektralphotometrisch [Knobloch et al., 1975] verfolgt werden, wobei
die zu messende Wellenlange abhangig vom Substrat [Gross et al., 1966] (p-
Cumarsaure 333 nm, Kaffeesaure 346 nm) ist.

Fir die Aktivitatsmessungen wurde zunachst ein Reaktionsmix, bestehend aus ATP,
MgCl, und p-Cumarsaure, hergestellt und ebenso wie die Enzymproben und die
Coenzym A Losung auf Eis gelagert. Die Messungen erfolgten bei 30 °C, weshalb
der Ansatz (Reaktionspuffer, Reaktionsmix sowie Enzymprobe) vor dem
Reaktionsstart fur 5 min bei 30 °C inkubiert wurde und anschlieRend die Reaktion
durch Zugabe von Koenzym A gestartet wurde. Die Reaktion wurde Uber 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 ul) enthielt:

50yl 50 mM ATP (in H20)
25 yl 2mM CoA (in H20)
25yl 100 mM MgCl; (in H20)
25ul 10 mM p-Cumarsaure (in EtOH)
5-50 pl Proteinprobe
325-370 yIl 200 mM TrisHCI, 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,
Universitat Halle-Wittenberg in der die Trypsin-Variante K6OE/N143H/E151H/D189K
entwickelt wurde, durchgefuhrt. Die Versuche wurden von Dr. Sandra Liebscher
ausgefuhrt [Liebscher et al., 2008; Liebscher et al., 2006]. Die Auswertung der
Ligationsversuche erfolgte durch SDS-PAGE Analyse, Detektion von
Fluoreszenzmarkern bzw. massenspektrometrisch.

Fir die Versuche wurden die 4CL1 Varianten zunachst gegen den Puffer D dialysiert

und anschlielend konzentriert.

Dialysepuffer:
Puffer D 100 mM TrisHCI, 250 mM NaCl, 2 mM TCEP, pH 8

4.2.2.14 Kristallisation

96-well Kristallisations-Screening

Fir die Kristallisation wurde die Proteinprobe auf 2 - 20 mg/ml konzentriert, und
grolRere Aggregate wurden durch Zentrifugation bei 22000 g fir 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 TropfengréRe von je 200 nl fir
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Protein- und Reservoirlosung unter Verwendung vorhandener Kristallisationskits
(siehe 3.1.4) angesetzt. Als Negativkontrolle wurde der Puffer der Proteinldsung
verwendet. Das Imaging wurde durch ein Desktop Minstrel UV (Rigaku). Die Platten
wurden dabei zunachst taglich und dann in groReren Abstanden auf Kristallbildung

untersucht.

24-well Feinscreening

Das Screening nach besseren und gréflieren Kristallen erfolgte im 24 well Mal3stab
(EasyXtalTool, Qiagen) mit der hanging drop-Methode. Fir die gefundenen
Kristallisationsbedingungen wurde ein Feinscreening angesetzt. Je nach Puffer
wurde entweder der pH-Wert, die Prazipitanzkonzentration und/oder
Proteinkonzentration variiert. Hierzu wurden flr jede Pufferbedingung 500 ul

Reservoir und 2-5 ul Tropfen (1-2 ul Protein + 1-3 pl Puffer) angesetzt.

4.2.2.15 Soaking Experimente

Schweratomderivat-Soaking

Mit Hilfe des Schweratomderivat-Soakings sollte das Phasenproblem geldst 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]. Fir die Methode wurden
Kaliumiodid (KI), Kaliumtetrachloroplatinat (K2PtCls), Quecksilberchlorid (HgCl2) und
die magic triangle Verbindung (5-Amino-2,4,6-triiod-Isophthalsaure, 13C; [Beck et al.,
2008b; Beck et al., 2009]) eingesetzt. Die Schweratomverbindungen K,PtCls und
HgCl, lagen als 100 mM Stammldésungen vor. Von I3C wurde eine 1 M Lésung in 3 M
LiOH hergestellt und von Kl wurde 1 M Stammlésung im Kristallisationspuffer
hergestellt. Die Stammldsungen wurden flUr das soaking mit dem
Kristallisationspuffer gemischt. Anschlieend wurde ein Kristall in einem 3 -5 pl
grollen Tropfen des jeweiligen Kristallisationspuffers bei 20 °C inkubiert. Die
verwendeten Inkubationszeiten und die Endkonzentration der Schweratomderivate

im Kristallisationspuffer sind in Tab. 4-9 aufgefuhrt.

128



Kapitel 4: Material und Methoden

Tab. 4-9: verwendete Verbindungen flir Schweratomderivat-Soaking von LivB

Verbindung verwendete Konzentration Inkubationszeit
KI 05-1M 30h-96h
K,PtCl, 10 mM 30h-96h
HgCl, 10 mM 30h-96h
13C 50 - 200 mM 30 sec - 30 min

Liganden-Soaking

Durch das Uberfiihren 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
Aufklarung von moglichen 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.

Fir die soaking Experimente wurden von PLP, Paromomycin und L-Glutamat bzw. L-
Glutamin Ldésungen hergestellt. Fir PLP und Paromomycin wurden je 25 mM im
Kristallisationspuffer gelost. L-Glutamat und L-Glutamin wurden mit einer
Konzentration von 50 mM, ebenfalls im Kristallisationspuffer, angesetzt. Fur
Kombinationen der Komponenten wurden die einzelnen Lésungen vor dem soaking
Experiment gemischt. Fur jeden Versuch wurde ein LivB Kristall in einen 3 ul Tropfen
uberfuhrt, 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. Anschlielend wurden die Kristalle entweder sofort

vermessen oder fur spatere Experimente in flissigem Stickstoff gelagert.

4.2.2.16 Datensammlung und -prozessierung

Die Kristalle von LivB wurden in einem 0,1 mm /oop auf dem Goniometerkopf eines
Réntgendrehanodengenerators (MicroMax 007 (Rigaku), A = 1.54182 A) montiert und
bei -180 °C schockgefroren. Es wurde kein zusatzlicher 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 flr eine Einzelaufnahme 30 - 120 sec lang
belichtet.

Einige Datensatze wurden zudem am Synchrotron BESSY-2 in Berlin, an der
beamline 14.1 (A=0,9184 A), mit einem Mosaic MARCCD 225 mm-Detektor
(MarResearch) vermessen.

Die aufgenommenen Datensatze (siehe Tab. 4-10) wurden fur 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 Datensétze von LivB

Name Liganden im Kristallisationspuffer
LivB-Apo --

LivB-13C magic triangle Verbindung (13C)
LivB-PLP Kofaktor PLP

LivB-L-Glu L-Glutaminat

LivB-L-Gin L-Glutamin

LivB-Paromomycin Paromomycin

LivB-PLP-L-Glu PLP, L-Glutaminat
LivB-PLP-L-GIn PLP, L-Glutamin
LivB-PLP-Paromomycin | PLP, Paromomycin

4.2.2.17 Strukturaufklarung und Verfeinerung

Single wavelength anomalous dispersion (SAD)

Der LivB-Apo Datensatz wurde mit Hilfe der Methode des Single wavelength
anomalous dispersion (SAD) geldst [Dauter et al., 2002; Rhodes, 2006; Dodson,
2003]. Bei dieser Methode wird ausgenutzt, dass Schweratome, wie z.B. Blei, Platin
oder lod, die Fahigkeit besitzen Rontgenstrahlung einer bestimmten Wellenlange zu
absorbieren. Dies kann genutzt werden, um das Phasenproblem zu |6sen. Bei der
Methode des SAD wird im Gegensatz zum MAD (multi wavelength anomalous
dispersion) nur bei einer Wellenlange 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] aufgeklart werden.

Molekularer Ersatz (MR)

Alle weiteren Datensatze konnten durch die Methode des molekularen Ersatzes
(molecular replacement, MR) mit dem Programm PHASER [McCoy et al., 2007] aus
dem Programmpaket CCP4 geldst 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]. Fur 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 Uberpruft.
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Abb. A-1: Sequenzalignment von sequentiell verwandten 4CLs

4CL1_soybn =-============-== MAPSPQEIIFRSPLPDIPIPTHLPLYSYCFQONLSQFHDRPCLIDG
4CL2_rubid -----=-==----- MENKHODDHEFIFRSKLPDIYIPNHLPLHTYCFENISQFHDRPCLING
4CL1_leule -============-=- METPSMEFIFRSKLPDIYIPDHLPLHSYVFENLSQVKDRPCLIDG
4CL2_sorau -------------= MEHHHKDDEFIFRSKLSDIYXPNHLPLHTYCFENISQFMDRPCLING
4CL5_popto -----=------- MEAVNDQAQEFIFRSKLPDIHIPNHLPLHTYCFENLSRFKDNPCLING
4CL1_poptr -=-=========- MEAENDQAQEFIFRSKLPDIHIPNHLPLHTYCFENLSREKDNPCLING
ACL1_pophy =-=-========--- MEAKNDQAQEFIFRSKLPDIHIPNHLPLHTYCFENLSRFKDNPCLING
CoAL ricco ----MEDAKIDNNTNNNIHHQEFIFRSKLPDIYIPNHLPLHTYCFENISQFKDNACLING
4CL2_pophy =-=-==-=====-=--- MEANKDQVQEFIFRSKLPDIYIPNHLPLHTYCFEKLSQFKDNPCLING
4CL1l_corca =-==-==-----= MAPQAPELPQEDFIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISKVASKPCLING
4CL4_popto --=-=-=====-=--- MEANKDOQVKEFIFRSKLPDIYIANHLPLHTYCFEKLSQFKDNPCLING
ACL1_cinos ==-===========-==-= MESPKDHIFKSKLPDIYIPNHIPLHSYCFONIHHFADRPCIIDG
4CL1 eucca —----------- MEAKPSEQPREFIFRSKLPDIYIPDNLSLHAYCFENISEFADRPCVING
4CL3:p0ptr ———————————— MDATIMNSQEEFIFRSKLPDIYIPKNLPLHSYVLENLSKYSSKPCLING
4CL_popde ========-=======---= MNPQEFIFRSKLPDIYIPKNLPLHSYVLENLSKYSSKPCLING
4CL_eucgl ----------- MEAKPSEQPREFIFRSKLPDIYIPDNLSLHAYCFENISEFADRPCVING
4CL_popto ======-==-=-=------- MNPQEEFIFRSKLPDIYIPKNLPLHSYVLENLSNHSSKPCLING
4CL3_popni =-=-=-=-======--- MDATIMNPQEEFIFRSKLPDIYIPKNLPLHSYVLENLSKYSSKPCLING
4CL_hibca ==========---= MEANQDGHEFIFRSSLPDINIPNHLPLHTYCFENLSNFKDGPCLINA
4CL_poptrm -----=-=========--- MNPQEFIFRSKLPDIYIPKNLPLHSYVLENLSKHSSKPCLING
4CL2_tobac -==-=-======---= MEKDTKQVDIIFRSKLPDIYIPNHLPLHSYCFENISEESSRPCLING
4CL_vanpl =-=--=------ MAAAVATEEQKKDITFRSKLPDIYIPKNLPLHSYCFENISKFSSRPCLING
ACL paufo =-=--=-==-==----- METTITKQEDITFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISKFSTRPCLING
4CL1_tobac =-------- MPMETTTETKQSGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISEFSSRPCLING
4CL_amofr =-----=-==----- MAFETEEPKEFIFRSKLPEIPISKHLPLHSYCFENLSEFGSRPCLISA
4CL2 soltu ---------- MPMDIETKQSGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENLSEENSRPCLIDG
4CL3:pOpto ———————————— MDTITKQKEEFIFRSKLPDIDIPRGLPLHSYVFENFSKYPSKPCLING
4CL2 poptr -----=-==----- MDTITKQKEEFIFRSKLPDIDIPKGLPLHSYVFENFSKYPSKPCLING
4CL_gynbi -----==-=-===---- MTPAPEKEITFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISKFSDRPCLIDG
4CL_pethy --=------ MPMETE---TNQGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISEFSSRPCLING
4CL1_soltu ---=------- MPMDTETKQSGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENLSEFNSRPCLIDG
4CL1_petcr ------------ MGDCVAPKEDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHTYCFENISKVGDKSCLING
4CL soltu ---------- MPMDTETKQSGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENLSEENSRPCLIDG
4CL§;papan ———————— MPME-==--= NETRDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISEFNSRPCLIDG
4CL2_rutgr MEVQIQTQIQTQAPGRTQSDETIIYRSKLPDIDIPNHLPLHSYCFQNISRIADRPCLING
4CL_tobac =========-=---= MEKDTKHGDIIFRSKLPDIYIPNHLPLHSYCFENISEFSSRPCLING
4CL2_salmi =-=-=-========--= MEVPTMPEEIVFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISKESSRPCIING
4CL2_petcr ------=------ MGDCVAPKEDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHTYCFENISKVGDKSCLING
4CL1_araly MAPQ----EEVMEKQSNNNNSDVIFRSKLPDIYIPNHLSLHDYTFQNISEFATKPCLING
4CL betlu ------------- MAIQAKEQEFIFRSKLPDIYIPKHLPIHSYCFENISKVGSRPCLING
4CL:betpl ————————————— MATQAKEQEFIFRSKLPDIYIPKHLPTHSYCFENISKVGSRPCLING
4CL1_arath MAPQEQAVSQVMEKQSNNNNSDVIFRSKLPDIYIPNHLSLHDYTFONISEFATKPCLING
4CL1_melof -------------= MENPAGQEEITFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISKFSTRPCLING
4CL2_arath MTTQDVIVN--DONDQKQCSNDVIFRSRLPDIYIPNHLPLHDYIFENISEFAAKPCLING
4CL_galor ===-=-=====-=--- MAPFEQDKNEITFRSKLPDIYIPNHLPLHSYVFONLSEFGSRPCLINA
4CL2 scuba =-----=-=-=-===--- METVENHGDVIFQSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISEHRTKPCLING
4CL1:scuba ————————————— METVENHGDVIFQSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISEHRTKPCLING
4CL1l_pinma -==========-== MANGIKKVEHLYRSKLPDIEISDHLPLHSYCFERVAEFADRPCLIDG
4CL_pinta =------=------ MANGIKKVEHLYRSKLPDIEISDHLPLHSYCFERVAEFADRPCLIDG
ACL pinra =--=--=-==-=----= MANGIKKVEHLYRSKLPDIEISDHLPLHSYCFERVAEFADRPCLIDG
R N 4 - % . . . * . . * %

45
48
45
47
48
48
48
56
48
50
48
44
49
48
43
49
44
48
47
43
47
51
48
52
48
50
48
48
46
49
50
48
50
47
60
47
47
48
56
47
47
60
47
58
48
47
47
47
47
47
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4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL_ricco
4CL2_ pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4ACL3_poptr
4CL_popde
4CL_eucgl
4CL_popto
4CL3_popni
4CL_hibca
4CL_poptrm
4CL2 tobac
4CL_;anpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
4CL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2_poptr
4CL_gynbi
4CL_pethy
4CL1_soltu
4CL1_petcr
4CL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
4CL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4CL1_araly
4CL_betlu
4CL betpl
4CLT;arath
4CL1_melof
4CL2_arath
4CL _galor
4CL2_scuba
4CL1_scuba
4CL1_pinma
4ACL pinta
4CL_pinra

DTGETLTYADVDLAARRTASGLHKIGIRQGDVIMLVLRNCPQFATAFLGATHRGAVVTTA
NTGETFTYAEVELTSRRVAAGLDKLGIQONDVVMLLLONCPEFAFAFLGASYIGAMSTTA
DTGETLTYADVELTARRVAAGLTKLGIQQGDVIMLVLRNCPQFALAFLGASFAGAAVTTA
NNGDTFTYADVELTSRKVAAGLHKIGIHQTDVIMLLLONCPEFVFAFLGASNIGAVVTTA
PTGEIHTYAEVELTSRKVASGLSKLGIKQGDVILLLLONSPEFVFAFLGASIIGAISTTA
PTGEIHTYADVELTSRKVASGLNKLGIKQGDVILLLLONSPEFVFAFLGASTIIGATISTTA
PTGEIHTYAEVELTSRKVASGLNKLGIKQGDVILLLLONSPEFVFAFLGASIIGAISTTA
ATGDVYTYADVELTSRKVAAGLHKLGIKQNEVIMILLONSPEFVFAFLGASVLGAISTTA
PTGDIYTYADVELTSRKVASGLYKLGLQQGDVILLLLONSPEFVFAFLGASFIGAISSTA
TTGQIYTYEEVELTARRVAAGLHKLGVQQOROVIMLLLPNTPEFVLSFLGASFLGAVCTAA
PTGDIYTYADVELTSRKVASGLYKFGLQQOGDVILLLLONSPEFVFAFLGASFIGAISSTA
ATGDIFTYADVELTSRKVAAGLHHLGVEKGDVIMILLPNCPEFVFAFLGASYRGATTTTA
ATGRTYTYAEVELISRRVSAGLNGLGVGQGDVIMLLLONCPEFVFAFLGASYRGAISTTA
ANGDVCTYADVELTARRVASGLNKIGIQQGDVIMLFLPSSPEFVLAFLGASHRGAIVTAA
ANGDVYTYADVELTARRVASGLNKIGIQQGDVIMLFLPSSPEFVLAFLGASHRGAITTAA
ATGQTYTYAEVELISRRVSAGLNGLGVGQGDVIMLLLRNCPEFVFAFLGASYRGAISTTA
ANGDVYTYADVELTARRVASGLNKIGIQQGDVIMLFLPSSPEFVLAFLGASHRGATIITAA
ANGDVYTYADVELTARRVASGLNKIGIQQGDVIMLFLPSSPEFVLAFLGASHRGAITTAA
PTGRVYTYAQVHLTCRKVAAGLNKLGIQQGDVIMLLLHNSPEFVFAFLGASFRGAITTTA
ANGDVYTYADVELTARRVASGLNKIGIQQGDVIMLFLPSSPEFVLAFLGASHRGAMITAA
ANKQIYTYADVELNSRKVAAGLHKQGIQPKDTIMILLPNSPEFVFAFIGASYLGAISTMA
ATDEIFTYADVELISRRVGSGLSKLGIKQGDTIMILLPNSPEFVFAFLGASFIGSISTMA
ATNEVYTYEEVELIARKVATGLSKLGIQQGDTILLLLPNSPEYVFAFLGASYIGAISTMA
ANDQIYTYAEVELTCRKVAVGLNKLGIQQKDTIMILLPNSPEFVFAFMGASYLGAISTMA
PTGDVYTYYDVELTARRVASGLNKLGVQQGDVIMLLLPNSPEFVFSFLGASYRGAMITAA
ANDRIYTYAEVELTSRKVAVGLNKLGIQQKDTIMILLPNCPEFVFAFIGASYLGAISTMA
ANGDIYTYSDVELTARRAASGLNKLGIQQGDVIMLILPSSPEFVLAFLGASHRGAITTAA
ANGDVYTYADVELTARRAASGLNKLGIQQGDVIMLILPSSPEFVLAFLGASHRGAITTAA
ASGQEYTYADVELTSRKVASALHQOGINKGDVIMILLPNSPEFVYAFTIGASYLGAISTMA
ANNHIYTYADVELTSRKVAAGLNKLGIQQKDTIMILLPNSPEFVFAFMGASYLGAISTMA
ANDRIYTYAEVELTSRKVAVGLNKLGIQQKDTIMILLPNCPEFVFAFIGASYLGAISTMA
ATGETFTYSQVELLSRKVASGLNKLGIQQGDTIMLLLPNSPEYFFAFLGASYRGAISTMA
ANDRIYTYAEVELTSRKVAVGLNKLGIQQKDTIMILLPNCPEFVFAFIGASYLGAISTMA
ANDQIYSYAEVELTSRKVAVGLNKLGVQQKDTIMILLPNSPEFVFAFMGASYLGAISTMA
SNGHILTYGEVERTARSTIGAGLNKLGVGQRDVIMLLLPNTPEFVLAFLGASYRGAVSTAA
ANKQIYTYADVELSSRKVAAGLHKOGIQQOKDTIMILLPNSPEFVFAFIGASYLGAISTMA
ATGDVYTYEEVEMTARKVASGLSQVGIQQGETIMLLLPNTPEYIFAFLGASYIGAVSTMA
ATGETFTYSQVELLSRKVASGLNKLGIQQGDTIMLLLPNSPEYFFAFLGASYRGAISTMA
PTGHVYTYSDVHVISRRIAAGFHKLGVNHNDVVMLLLPNCPEFVLSFLAASFRGAIATAA
LTGKVYTYYDVELTARKVASGLSKLGIQKGDVVMLLLPNSPEFAFVFLGASYLGAMTTAA
LTGKVYTYYDVELTARKVASGLSKLGIQKGDVVMLLLPNSPEFAFVFLGASYLGAMTTAA
PTGHVYTYSDVHVISRQIAANFHKLGVNQNDVVMLLLPNCPEFVLSFLAASFRGATATAA
ATGDVYTYEEVELTARKVATGLSQLGIQQGETIMLLLPNSPEYVFAFLGASYIGAVSTMA
PTGEVYTYADVHVTSRKLAAGLHNLGVKQHDVVMILLPNSPEVVLTFLAASFIGAITTSA
PTGKVYTYFDVELTARKVASGLNKLGLKQGDVIMILLPNSPEFVFSFLAASYTL.GATATAA
ATNEVHTYEEVELISRKVAAGLSHLGLHHGDTIMILLPNSPEFVFAFLGASYIGAVSTMA
ATNEVHTYEEVELISRKVAAGLSHLGLHHGDTIMILLPNSPEFVFAFLGASYIGAVSTMA
ATDRTYSFSEVELISRKVAAGLAKLGLQQGQVVMLLLPNCIEFAFVFMGASVRGAIVTTA
ATDRTYCFSEVELISRKVAAGLAKLGLQQGOVVMLLLPNCIEFAFVFMGASVRGAIVTTA
ATDRTYCFSEVELISRKVAAGLAKLGLQQGQVVMLLLPNCIEFAFVFMGASVRGAIVTTA

RS * . * - sk - k- k- k- - ok
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108
105
107
108
108
108
116
108
110
108
104
109
108
103
108
104
108
107
103
107
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108
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108
110
108
108
106
109
110
108
110
107
120
107
107
108
116
107
107
120
107
118
108
107
107
107
107
107
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4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL_ricco
4CL2_pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4CL3_poptr
4CL_popde
4CL_eucgl
4CL_popto
4CL3 popni
4CL_hibca
4CL_poptrm
4CL2_tobac
4CL_vanpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
4ACL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2_poptr
4CL_gynbi
4CL_pethy
4CL1_soltu
4CL1_petcr
4CL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
4ACL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4CL1_araly
4CL_betlu
4CL betpl
4CLT;arath
4CL1_melof
4CL2_arath
4CL_galor
4CL2_scuba
4CL1_scuba
4CL1_pinma
4CL_pinta
4CL_pinra

NPFYTPAELAKQATATKTRLVITQSAYVEKIKSFADSSSDVMVMCIDDDFS==-YENDGVL

NPFYTPAEVAKQAKASNAKLIITQSAYVDKVKDFAKLND-VKVMCVDETSS——---- EDVL
NPLSTPAELAKQATASKSKLIITQAAFVEKIKDFADKR-GVSLMCIDSTFP---ETEGIS
NPEYTPAEMAKQGRASNAELIITQSAYVDKVEDFALKND-VQIMVVDNAET-EKDGNTYH
NPFYTPAEVAKQATASKAKLITTQAVYAERKVQOFVKENDHVKIVIVDSPP--~-=-~ ENYL
NPFYTPAEVAKQATASKAKLIITQAVYAEKVOQOFVKENDHVKIVIVDSPP====== ENYL
NPFYTPAEVAKQATASKAKLIITQAVYAEKVQEFVKENVHVKIVIVDSPP-——-—-=-= ENYL
NPFYTPAEIKKQASASNAKLITTQAAYVEKVKDFANENG-IKIMTIDSPPPALDDCRDCL
NPFYTSAETAKQATASKAKLIITHAAYAEKVOQOFAQENDHVKIMTIDSLT====== ENCL
NPFFTAPEVAKQAKASNARIITTQASYVDKVKEFAQENVDVKVMCID-=-—-=-~-- SAPEGCL
NPFYTSAETAKQATASKAKLIITQAAFAEKVQOFAQENDHVKIMTIDSLT====== DNCL
NPEFYTPQEVSKQAKACNACVVITQSQYVDKLRDLMOESD-VKVVCIDKAV====—~ EGCM
NPFYTPGEIAKQASAAQAKIVITQAAYADKVRPFAEENG-LRVVCIDTAP-----~ EGCL
NPFSTPAELAKHAKASRAKLLITQACYYDKVKDFARES-DVKVMCVD====== SAPDGCL
NPFSTPAELAKHAKASRAKLLITQACYYEKVKDFARES-DVKVMCVD~===~-~ SAPDGCL
NPFYTPGEIAKQASAAQAKTIVITQAAYADKVRPFAEENG-VKVVCIDTAP====== EGCL
NPFSTPAELAKHAKASRAKLLITQACYYEKVKDFARES-DVKVMCVD====== SAPDGCL
NPFSTPAELAKHAKASRAKLLITQACYHEKVKDFARES-DVKVMCVD=====~ SAPDGCL
NPFFTPAEIAKQASASKTRLFITQAVYAEKVENFALDKD-IKIITIDTTP--~---~- EGCL
NPFSTPAELAKHAKASRAKLLITQACYYEKVKDFARES-DVKVMCVD-===~-~— SAPDGAS
NPLFTPAEVVKQAKASSAKIIVTQACHVNKVKDYAFEND-VKIICIDSAPE====== GCL
NPFFTSTEVIKQAKASNAKLIITQOGCYVDKVEDYACENG-VKIISIDTTTTA-DDAANIL
NPFFTPAEVIKQAKASNAKLITTQACYVEKVRDYALEKG-VKVMCIDAPS-A-——-~ DCL
NPLFTPAEVVKQAKASSAKIIITQSCFVGKVKDYASEND-VKVICIDSAPE====== GCL
NPFFTSAETAKQAKASNTKLLITQASYYDKVKDLDVK-=---- LVFVDS---P---PDGHM
NPLFTPAEVVKQAKASSAKIVITQACFAGKVKDYATEND-LKVICVDSAPE=-===== GCV
NPFSTPAELAKQAKASKAKLLITQACYYDKVKDYAQEN-DVKVMCVD=-===~~— SAPDVCL
NPFSTPAELAKQAKASKAKLLITQACYYDKVKDYAQQON-DVKVMCVD-=—-—-~-- SAPDVCL
NPFFTAAETTKQAKASNAKIIITQSAHVSKVKRFSSENS-ITIVCIDSAPE=-===== GCL
NPLFTPAEVVKQAKASNAKLITITQACFVNKVKDYAFDNN-LNVICIDSAPE-—-=--~ GCI
NPLFTPAEVVKQAKASSAKIVITQACFAGKVKDYAIEND-LKVICVDSVPE-===-—~- GCV
NPFFTSAEVIKQLKASQAKLIITQACYVDKVKDYAAEKN-IQIICIDDAP-Q===== DCL
NPLFTPAEVVKQAKASSAKIIITQACFAGKVKDYATEND-LKVICVDSAPE=-===== GCV
NPLFTPAEVLKOQAKASSAKIIITLACYIGKVKDYATEND-VKLICIDSAPE-=-==--~ GCI
NPFFTAAETQKOVKASGAKLITITQACHVDKLKDIP====-EVKIMCID=====- SPPDGCL
NPLFTAAEVVKOQVKASGAKI IVTQACHVNKVKDYALENN-VKIICIDSAPE-===== GCL
NPFFTPAEVIKQAKASAAKLITTQOACYVDKVRDYAAEAG-AKVVCIDAPP-A-—---~ GCL
NPFFTSAEVIKQLKASLAKLITTQACYVDKVKDYAAEKN-IQIICIDDAP-Q-==-—~ DCL
NPFFTPAETAKQAKASNTKLIITESRYVDKIKSLONDD-GVVIVCIDDNESV-PIPDGCL
NPFCTAGEVSKQAKSANAKIVVTQACYYDRVKDYANENG-VKIICIDSPPE--—-—--- DCL
NPFCTAGEVSKQAKSANAKIVVTQACYYDRVKDYTNENG-VKIICIDSPPE=-===== DCL
NPFFTPAETAKQAKASNTKLIITEARYVDKIKPLONDD-GVVIVCIDDNESV-PIPEGCL
NPFFAPAEVIKQAKASAAKLIITQACYVDKVGDYASDNG-VKVMCIDAPP-P-—---- GCL

NPFFTPAEISKQAKASAAKLIVTQSRYVDKIKNLONDG-VLI-V---TTDSD-AIPENCL
NPFFTASEIGKQAKASNAKIMITQACYYEKVKELLNDINDHKMVLIDSLETT---DDQVV
NPFFTPAEVIKQAKASNAKLITTQACYVKKVWDYAVENG-VKVMCVDSPP-P-EAAGECL

NPFFTPAEVIKQAKASNAKLIITQACYVKKVWDYAVENG-VKVMCVDSPP-P-EAAGECL
NPFYKPGEIAKQAKAAGARIIVILAAYVEKLADLQSHD--VLVITIDDAPK-~---~- EGCQ
NPFYKPGEIAKQAKAAGARIIVTLAAYVEKLADI.QSHD--VLVITIDDAPK-~--~-~- EGCQ
NPFYKPGETAKQAKAAGARIIVTLAAYVEKLADLQSHD==VLVITIDDAPK===== EGCQ
*% - * - k- . T .. .

163
162
161
165
162
162
162
175
162
164
162
157
162
161
156
162
157
161
160
156
160
169
161
165
157
163
161
161
159
162
163
161
163
160
170
160
160
161
174
160
160
178
160
172
165
164
164
160
160
160
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4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL ricco
4CL2_pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4CL3_poptr
4CL_popde
4CL_eucqgl
4ACL_popto
4CL3_popni
4CL_hibca
4ACL_poptrm
4CL2_tobac
4CL_vanpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
4CL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2_poptr
4CL_gynbi
ACL_pethy
4CL1_soltu
4CL1_petcr
4CL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
4CL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4CL1_araly
4CL_betlu
4CL_betpl
4CL1_arath
4CL1l_melof
4CL2_arath
4CL_galor
4CL2_scuba
4CL1 scuba
4CL1_pinma
4CL_pinta
4CL_pinra

HFSTLSNADET===== EAPAVKINPDELVALPFSSGTSGLPKGVMLSHEKNLVTTIAQLVD
HFSELMSADES===== ETPAVKINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSLLTQADEA--—---— CMPAVKISPDDVVALPYSSGTSGFPKGVMLTHKNLVTSVAQLVD
HFSELTSADEN----- DIPAVKINPENVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTNSDED----- DIPAVEINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTNSDED----- DIPAVEINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTNSDED----- DIPAVEINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTKADEN-=-=-- DIPAVKINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKSLVTSVAQQOVD
HFSELTSSDEN-=-=-- EIPTVKIKPDDIMALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTQADEN=-=-==-- DLPEVEINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTSSDEN-=-=-- EIPAVKIKPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELAEADES===== ELPEVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLITSVAQQVD
HFSELMQADEN===== AAPAADVKPDDVLALPYSSGTTGLPKGVMLTHRGQVTSVAQQVD
HFSELTQADEN=-===- EVPQVDFSPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLITSVAQQVD
HFSELTQADEN----- EVPQVDFSPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLITSVAQQVD
HFSELMQADEN====-- AAPAADVKPDDVLALPYSSGTTGLPKGVMLTHRGQVTSVAQQVD
HFSELTQADEN====-- EAPQVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLITSVAQQVD
HFSELTQADEN====-- EVPQVDFSPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLITSVAQQVD
HFSELTRVHED=-=-=-- ETPAVKINPDDVVALPFSSGTTGLPKGVMLTHKSLVTSVAQHVG
LFRAHTQADEN=-===-- EVPQVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLITSVAQQVD

HFSVLTQ-ANE---HDI-PEVEIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTG-ADE---NEM-PKVEISPDGVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
QFSELTS-ADE---RDM-PAVKIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTQ=-SDE---HEI-PEVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HYSELRE-ADE--=SDM-PEVKTNPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLSHKGLATSTIAQQVD

HFSELIQ=-SDE---HEI-PDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSDLTQADDD===== DMPQVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHRGLITSVAQQOVD
HFSELTQADDN====-- DMPQVDIRPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLITSVAQQVD

HYSELLS-GDE---SKL-PEVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTQ-ADE---HDI-PDVKIQSDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELIQ-SDE---HEI-PDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSKLME-ADE---SEM-PEVVINSDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELIQ-SDE---HEI-PDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTQ-SDE---HEI-PDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTDQSVQEEELEFVDSVEILPDDVVSLPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSVLTQ-ADE---HDI-PEVEIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
TFSELTA-ADE---REM-PAVKIHPEDAVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSKLME-ADE-==SEM-PEVVIDSDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
RFTELTQSTTE--SSDVIDSVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTK-ADE---NDV-AEVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSELTK-ADE---NDV-AEVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
RFTELTOSTTE--ASEVIDSVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD

PFSELTS-ADE---RDM-PAVKIHPEDAVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
RESELTQSEEP--RVDSI-PEKISPEDVVALPFSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVD
HFSKLSEEADE---NELPEEVKINPEDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVSSIAQQVD
EFSQLTS-ADE~-~--GDM-PEVEINSDDVVALPYSSGTTGLPKAVMLTHKGLVTSVAQQVD
EFSQLTS-ADE~---GDM-PEVEINSDDVVALPYSSGTTGLPKALMLTHKGLVTSVAQQVD
HISVLTEADET-=-=-- QCPAVKIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVSSVAQQVD
HISVLTEADET----- QCPAVKIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVSSVAQQVD
HISVLTEADET----- QCPAVTIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVSSVAQQVD

srkkkkkk -k kk -kk-ok- trrkk ok
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217
230
217
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212
217
216
211
217
212
216
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211
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218
216
216
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218
216
218
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230
215
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216
232
215
215
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215
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219
219
215
215
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4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL ricco
4CL2_pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4CL3_poptr
4CL_popde
4CL_eucqgl
4CL_popto
4CL3_popni
4CL_hibca
4CL_poptrm
ACL2_tobac
4CL_vanpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
4CL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2_poptr
ACL_gynbi
ACL_pethy
ACL1_soltu
ACL1_petcr
ACL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
4CL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4CL1_araly
4CL_betlu
4CL betpl
4CLT;arath
ACL1 melof
4CL2_arath
4ACL _galor
4CL2_scuba
4CL1 scuba
4CL1_pinma
4CL_pinta
4CL_pinra

GENPHQYTHSEDVLLCVLPMFHIYATLNSTILLCGIRSGAAVLILOKFEITTLLELIEKYKV
GENPNLYFHKEDVILCVLPLFHIYSLNSVFLCGLRVGAATLIMOKFEINKLLELVEKEKV
GENPNQYTTSDDVHICVLPMFHIYATLNSTILLCCIRAGAATLTMGKYDIATLLKMIKTYKV
GENPNLYFHSEDVILCVLPLFHIYSLNSVFLCGLRVGAATLIMOKFEITKLLELVENYKV
GENPNLYFHEKDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGSAILLMOKFEIVTLMELVOKYKV
GENPNLYFHEKDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGSAILLMOKFEIVTLMELVOKYKV
GENPNLYFHEKDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGSAILLMOKFEIVTLMELVOKYKV
GENPNLYFHEKDVILCLLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAATLIMOKFEITALMELVQKYKV
GENPNLYFHERDVILCVLPLFHIYSLNSVFLCGLRAGSAILVMOKFDTVSLMDLVQKYKV
GENPNLYFHSDDVILCTLPLFHIYALNSIMLCGLRAGAAILIMOKFEIGLLLDLIQKYKI
GENPNLYFHERDVILCVLPLFHIYSLNSVFLCGLRAGSAILLMOKFETVALMDLVQKYKV
GDNPNLYFKKEDVVLCLLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAAILIMOKFDIVALMELVQKYKV
GDNPNLYFHKEDVILCTLPLFHIYSLNSVMFCALRVGAAILIMOKFEIMALMELVQRYRV
GDNPNLYFHSEDVILCVLPMFHIYALNSIMLCGLRVGASILIMPKFDIGTLLGLIEKYKV
GDNPNLYFHSEDVILCVLPMFHIYATLNSTML.CGRRVGASILIMPKFDIGTLLGLIEKYKV
GDNPNLYHHKEDVILCTLPLFHIYSLNSVMFCALRVGAATLIMOKFEIVALMELVORYRV
GDNPNLYFHSEDVILCVLPMFHIYATLNSTMLCGLRVGAPILIMPKFEIGSLLGLIEKYKV
GDNPNLYFHSEDVILCVLPMFHIYATLNSTMLCGLRVGASILIMPKFDIGTLLGLIEKYKV
GDNPNIYFHERDVILCLLPLFHIYSLNCILLCSLRAGAATLIMOKFEILPLTELVEKYSV
GDNPNLYFHSEDVILCVLPMFHIYATLNSMML.CGLRVGASILIMPKFEIGSLLGLIEKYKV
GENPNLYIHSEDVMLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAATLIMOKFDIVSFLELIQRYKV
GENPNLYMHSDDVLLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRAGSGILIMOKFEIVPFLELIQKYKV
GENPNLYIHSEDVMLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAAILIMOKFDIVPFLELIQKYKV
GENANLYMHSEDVLMCVLPLFHIYSLNSILLCGLRVGAAILIMOKFDIAPFLELIQKYKV
GENPNLYFHNEDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRAKAATLLMPKFEINALLGLIQKHRV
GENANLYMHSDDVLMCVLPLFHIYSLNSVLLCATLRVGAATILIMOKFDIAQFLELIPKHKV
GDNPNLYFHREDVILCVLPMFHIYATLNSTML.CGLRAGAAILIMPKFEIGSLLGLIEKYKV
GDNPNLYFHSEDVILCVLPMFHIYATLNSTMLCGLRVGAATLTIMPKFEIGSLLGLIEKYKV
GENPNLWIHSEDVLICVLPLFHIYSLNSTILLCGLRAGAATLIMOKFDIVPFLQLIEKYKV
GENANLYMHSEDVILMCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAATLIMOKFDIVQFCELIEKYKV
GENANLYMHSDDVIMCVLPLFHIYSLNSVLLCALRVGAATLIMOKFDIAQFLELIPKHKV
GDNPNLYMHSEDVMICILPLFHIYSLNAVLCCGLRAGVTILIMOKFDIVPFLELIQKYKV
GENANLYMHSDDVIMCVLPLFHIYSLNSVLLCALRVGAATLIMOKFDIAQFLELIPKHKV
GENANLYMHSEDVIMCCLPLFHIYSLNSVLLCGLRIGAATLIMOKFDIVHFLELIQKYKV
GENPNLYFHSEDVILCVLPLFHIYATLNSTIMLCSLRAGAATILIMOKFEINSLLRLTERYKV
GENRNLYIHSEDVLLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAATLTIMOKFDIVPFLELIQNYKV
GENPNLYIHSEDVMLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAATLIMOKFEIVPFLDLMORYKV
GDNPNLYMHSEDVMICILPLFHIYSLNAVLCCGLRAGVTILIMOKFDIVPFLELIQKYKV
GENPNLYFHSDDVILCVLPMFHIYATLNSTMLCGLRVGAATLITMPKFEINLLLELTIQRCKV
GENPNLYYHSEDVILCVLPLFHIYSLNSVFLCGLRAGASILILPKFEIVSLLQLIQKHKV
GENPNLYYHSEDVILCVLPLFHIYSLNSVFLCGLRAGASILILPKFEIVSLLQLIQKHKV
GENPNLYFHSDDVILCVLPMFHIYATLNSTML.CGLRVGAATILTIMPKFEINLLLELTIQRCKV
GENPNLYIHSEDVMLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAATLIMOKFDIVPFLELMOKYKV
GENPNLYFNRDDVILCVLPMFHIYATLNSTML.CSLRVGATILIMPKFEITLLLEQIQRCKV
GENPNLYYKCEDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRAKATILLMPKFDINVFLNLVNKHGV
GENPNLYIHSDDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAAILIMOKFDIVPFLELIQRYKV
GENPNLYIHSDDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAAILIMOKFDIVPFLELIQRYKV
GENPNLYFHSEDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCALRAGAATLIMOKFNLTTCLELIQKYKV
GENPNLYFHSDDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCALRAGAATLIMOKFNLTTCLELIQKYKV

GENPNLYFHSDDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCALRAGAATLIMOKFNLTTCLELIQKYKV
* -k kk ok kk-kkkk-okk -k * * * . :

278
277
276
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290
277
279
277
272
277
276
271
277
272
276
275
271
275
284
276
280
272
278
276
276
274
2717
278
276
278
275
290
275
275
276
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275
275
296
275
289
282
279
279
275
275
275
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4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL_ricco
4CL2_pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4CL3_poptr
4CL_popde
4CL_eucgl
4ACL_popto
4CL3_popni
4CL_hibca
4CL_poptrm
4CL2_tobac
4CL_vanpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
ACL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2 poptr
4CL_gynbi
4CL_pethy
4CL1_soltu
4CL1_petcr
4CL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
4CL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4CL1_araly
4ACL _betlu
4CL betpl
4CLT;§rath
4CL1_melof
4CL2_arath
4CL_galor
4CL2_scuba
4CL1_scuba
4CL1_pinma
4CL_pinta
4ACL_pinra

TVASFVPPIVLALVKS-GETHRYDLSSTRAVVTGAAPLGGELQEAVKARLPHATFGQGYG
TIAPFVPPIVLSIAKC-PDLHRYDLSSTRMVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYG
TMASFVPPILLNIVKS-EEVDRHDLSSIRTIVIGAAPVSVELEQALRAKLPHAILGOGYG
TIAPFVPPIVLSIAKS-PDLDRYDLSSIRMVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPSAKLGQGYG
TIAPFVPPVVLAVAKC-PVVDKYDLSSTIRTVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYG
TIAPFVPPVVLAVAKC-PVVDKYDLSSTRTVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYG
TIAPFVPPVVLAVAKC-PVVDKYDLSSTRTVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYG
TIAPFVPPIVLSIAKS-PAVDKYDLSSIRTVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYG
TIAPLVPPICLATAKS-PVVDQYDLSSTIRTVLSGAAPLGKELEDTVRAKLPNAKLGQOGYG
TIAPMVPPIVLATAKS-SETEKYDLSSTRMVKSGAAPLGKELEDAVRAKFPGAKLGQGYG
TIAPLVPPIFLAIAKS-PVVDQYDLSSIRTVLSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYG
TIAPFVPPIVLAIAKS-PEVDRYDLSSIRTVMSGAAPMGKELEDILRAKIPNAKLGQGYG
TILPIVPPIVLATAKS-AEVDRYDLSSTIRTIMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYG
SIAPVVPPVMLATAKS-PDFDKHDLSSLRMIKSGGAPLGKELEDTVRAKFPQARL.GQGYG
SIAPVVPPVMLAIAKS-PDLDKHDCSSLRMIKSGGAPLGKELEDTVRAKFPOARL.GQGYG
TILPIVPPIVLATAKS-AEVDRYDLSSTIRTIMSGAAPMGKELEDAVRAKLPNAKLGQAYG
SIAPVVPPVMMSIAKS-PDLDKHDLSSLRMIKSGGAPLGKELEDTVRAKFPQARL.GQGYG
SIAPVVPPVMLAIAKS-PDLDKHDLSSLRMIKSGGAPLGKELEDTVRAKFPOARLGOGYG
TIAPFVPPIILAIAKT-PDIQKYDLSSIRMVISGAAPMGKKLEDAVRDRLPNAKLGQGYG
SIAPVVPPVMMATAKS-PDLDKHDLSSLRMIKSGGAPLGKELEDTVRAKFPOARLGQGYG
TIGPFVPPIVLATAKS-PMVDDYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDTVRAKFPNAKLGQOGYG
TIGPFVPPIVLAIAKS-TVVDNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLAIVKS-PVVDKYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRIKFPNAKLGQGYG
SIGPFVPPIVLATAKS-PIVDSYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRTKFPNAKLGQGYG
TIAPIVPPIVLATAKS-PDLEKYDLSSTRVLKSGGASLGKELEDTVRAKFPKAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLAIAKS-PLVHNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKEFPNAKLGQGYG
SIAPVVPPVMLAIAKS-PDLDKHDLSSLRMLKSGGSPLGKELEDTVRAKFPOARL.GQGYG
SIAPVVPPVMVATIAKS-PDLDKHDLSSLRMLKSGGSPLGKELEDTVRARFPQARTL.GQGYG
TIGPFVPPIVLTIANNEKIVDKYDLSSIRTVMSGAAPLGKELEDTVRMKEPNAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLAIAKS-PVVDNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRIKFPNAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLATAKS-PLVDNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLATAKS-PVVDKYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLAIAKS-PLVHNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKEFPNAKLGOGYG
TIGPFVPPIVLAIAKS-PLVDHYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDTVRTKFPNAKLGQGYG
TVAPVVPPIVLAMAKS-PETEKYNLSSTRILKSGAAPLGKELEDVVRAKFPNATLGQGYG
TIGPFVPPIVLAIAKS-PMVDDYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDTVRAKEFPNAKLGOGYG
TIGPFVPPIVLAIAKS-PLVAKYDLSSVRMVMSGAAPLGKELEDSVRTKFPNAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLATAKS-PVVDKYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYG
TVAPMVPPIVLATAKS-PETEKYDLSSTRVVKSGAAPLGKELEDAVSAKFPNAKLGQOGYG
TVMPIVPPIVLAITKF-PDLDKYDLSSVKMLKSGGAPLGKEIEETVKAKFPNALFGQGYG
TVMPIVPPIVLAITKEF-PDLDKYDLSSVKMLKSGGAPLGKEIEETVKAKEFPNALFGQGYG
TVAPMVPPIVLATAKS-SETEKYDLSSTRVVKSGAAPLGKELEDAVNAKFPNAKLGQOGYG
TIGPFVPSIVLATAKS-PLVGKYDISSVRMAMSGAAPLGKELEDSVRTKFPNAKLGQGYG
TVAMVVPPIVLAIAKS-PETEKYDLSSVRMVKSGAAPLGKELEDAISAKFPNAKLGQGYG
SVAPVVPPIVLAIAKS-PDLNKYDLSSIRILKSGGAPLGKELEDTVRAKFPKAILGQGYG
TIGPFVPPIVLAIVKS-PVVGNYDLSSTIRTVMSRAAPLGKELEEAVRIKFPNAKLGQGYG
TIGPFVPPIVLAIVKS-PVVGNYDLSSTRTVMSGAAPLGKELEEAVRIKFPNAKLGQGYG
TVAPIVPPIVLDITKS-PIVSQYDVSSVRIIMSGAAPLGKELEDALRERFPKAIFGQGYG
TVAPIVPPIVLDITKS-PIVSQYDVSSVRIIMSGAAPLGKELEDALRERFPKAIFGQGYG

TVAPIVPPIVLDITKS-PIVSQYDVSSVRIIMSGAAPLGKELEDALRERFPKATIFGQGYG
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330
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343
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337
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336
337
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337
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349
334
334
335
351
334
334
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334
348
341
338
338
334
334
334
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Anhang

4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL ricco
4CL2_pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4CL3_poptr
4CL_popde
4ACL_eucqgl
4ACL_popto
4CL3_popni
4CL_hibca
4ACL_poptrm
4CL2_tobac
4CL_vanpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
4CL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2_poptr
ACL_gynbi
ACL_pethy
4CL1_soltu
4CL1 _petcr
4CL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
4CL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4CL1_araly
4CL_betlu
4CL_betpl
4CL1_arath
4CL1_melof
4CL2_arath
4CL_galor
4CL2_scuba
4CL1 scuba
4CL1_pinma
4CL_pinta
4CL_pinra

MTEAGP-LATISMAFAKVPSKIKPGACGTVVRNAEMKIVDTETGDSLPRNKHGEICIIGTK
MTEAGPVLSMCLAFAKEPYEIKSGACGTVVRNAEMKIIDPDTNESLPRNQSGEICIRGSQ
MTEGGP-LSISLSFAKEPVEMKSGACGSVIRNAEMKIVDIETGASLPRNRAGEICIRGNQ
MTEAGPALSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGASLPRNQAGEICIRGSQ
MTEAGPVLSMCLAFAREPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGRSLPRNQAGEICIRGSQ
MTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGRSLPRNQAGEICIRGSQ
MTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGRSLPRNQSGEICIRGSQ
MTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGKSLORNQAGEICIRGSQ
MTEAGPVIAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGESQPRNKTGEICIRGCQ
MTEAGPVLAMCLGFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGASLPRNQAGEICIRGDQ
MTEAGPVIAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGDSQPRNKAGEICIRGSQ
MTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGSCGTVVRNAELKIVDPETGASLPRNQAGEICIRGSQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLPRNQAGEICIRGHQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLPRNQAGETIRTIRGHQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLPRNQPGEICIRGDQ
MTET--VLALNLAFAKEPWETKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGTSLPRNQSGEICIRGSQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGVSLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPKTGNSLPRNQSGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGSSLPRNHPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDIETGASLGRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLTMCLAFAKEPIDVKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGNSLPRNQSGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGSSLPRNLPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGSSLPRNLPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPYDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGLSLPRNQRGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPYEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETNASLPRNQRGEICIRGDQ
MTEAGTVLTMCLAFAKEPFDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLSFAKKPFEIKAGACGTVVRNAEMKIIDPESGASLPRNKPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGNSLPRNQSGEICIRGDQ
MTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIIDPQTGVSLGRNQSGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPYEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETNASLPRNQRGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGDSLSRNQPGEICIRGHQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPMOVKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLARNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEPMEVKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGASLPRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGDSLSRNQPGEICIRGHQ
MTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEVKIVDPETGASLGRNQSGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGACGTVVRNAEMKILDPDTGDSLPRNKPGEICIRGNQ
MTEAGPVLTMSLAFAKEALNVKAGACGTVVRNAEMKIVDPETGHSLPRNQSGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEGFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDIETAASLGRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMCLAFAKEGFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDIETAASLGRNQPGEICIRGDQ
MTEAGPVLAMNLAFAKNPFPVKSGSCGTVVRNAQIKILDTETGESLPHNQAGEICIRGPE
MTEAGPVLAMNLAFAKNPFPVKSGSCGTVVRNAQIKILDTETGESLPHNQAGEICIRGPE

MTEAGPVLAMNLAFAKNPFPVKSGSCGTVVRNAQIKILDTETGESLPHHQAGEICIRGPE
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399
391
397
395
395
394
396
397
395
397
394
409
394
394
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411
394
394
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394
408
401
398
398
394
394
394
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Anhang

4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL_ricco
4CL2_ pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4ACL3 poptr
4CL_popde
4CL_eucgl
4CL_popto
4CL3_popni
4CL_hibca
4CL_poptrm
4CL2_tobac
4CL_vanpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
4CL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2_poptr
4CL_gynbi
4CL_pethy
4CL1_soltu
4CL1 petcr
4CL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
4CL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4ACL1_araly
4CL_betlu
4CL betpl
4CLT;arath
4CL1_melof
4CL2_arath
4CL_galor
4CL2_scuba
4A4CL1 scuba
4CL1_pinma
4CL_pinta
ACL pinra

VMKGYLNDPEATERTVDKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATENTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
VMKGYLNDPEATKTTIDEEGWLHTGDIGHVDDDDEVEVVDRLKEIIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATERTVDKQGWLHTGDIGYIDGDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATERTIDNDGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATERTIDKEGWLHTGDVGYIDGDDELFIVDRLKELIKYNGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATERTIDKDGWLHTGDIGYIDE-DELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATARTIDKDGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATERTIDKDGWLHTGDIGYIDE-DELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELES
IMKGYLNDPEATKMT IDKEGWLHTGDIGFVDDDDEIFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATSRTIDKQGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATKRTIDKEGWLHTGDIGYIDEDNELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPTELEA
IMKGYLNDPEATARTIDKEGWLYTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATARTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDLESTEGTIDKDGWLHTGDIGFIDTDDELFIVDRLKEI IKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATTRTIDKEGWLHTGDIGFIDEDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAETEA
IMKGYLNDQEATQRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATARTIEKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATSRTIDNDGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATSRTIDNDGWLHTGDIGEFIDDDDELF IVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPESTKNTIDADGWLHTGDIGLIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPAATTRTIDKEGWLHTGDIGYIDNDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATARTIEKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPESTRTTIDEEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKEI IKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATARTIEEEGWLHTGDIGEFIDDDDELF IVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDLESTTRTIDKEGWLHTGDMGFIDNDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATNRTIDKDGWLHTGDVGYIDDDEELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPEATARTIDKEGWLYTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPESTKNTIDEDGWLHTGDIGFIDADDELFIVDRLKEIIKYKGFQVAPAETEA
IMKGYLNDPESTRTTIDEEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKEI IKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNNPAATAETIDKDGWLHTGDIGLIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYINDPEATASTIDKEGWLHTGDIGLIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYINDPEATASTIDKEGWLHTGDIGLIDDNDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNNPAATAETIDKDGWLHTGDIGLIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDLESTKRTIDHDGWLHTGDIGEFIDADDELFIVDRLKEIIKYKGFQVAPAETIEA
IMKGYLNDPLATASTIDKDGWLHTGDVGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELES
IMKGYLNDEEATERTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEA
IMKGYLNDPESTARTIDKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKEI IKYKGFQVAPAETEA
IMKGYLNDPESTARTIAKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKEIIKYKGFQVAPAETEA
IMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVGYIDDDEEIFIVDRVKEI IKYKGFQVAPAELEA
IMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVEYIDDDEEIFIVDRVKEI IKYKGFQVAPAELEA

IMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVGYIDDDEEIFIVDRVKEI IKYKGFQVAPAELEA
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457
454
469
454
454
455
471
454
454
475
454
468
461
458
458
454
454
454
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Anhang

4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_ sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4ACL1_pophy
CoAL ricco
4CL2_pophy
4CL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
4CL3_poptr
4CL_popde
4CL_eucql
4ACL_popto
4CL3_popni
ACL_hibca
4CL_poptrm
4CL2 tobac
4CL_;anpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
4CL_amofr
4CL2_soltu
4ACL3 popto
4CL2_poptr
4ACL_gynbi
ACL pethy
4CL1_soltu
4CL1_petcr
4CL_soltu
4CL2_capan
4CL2_rutgr
4CL_tobac
4CL2_salmi
ACL2 petcr
4CL1_araly
4CL_betlu
4CL_betpl
4CL1_arath
4CL1_melof
4CL2_arath
ACL_galor
4CL2_ scuba
4CL1 scuba
4CL1_pinma
ACL pinta
4CL_pinra

LIL.TAHPNISDAAVVGMKDEAAGETIPVAFVVRSNGSE-IAEDETKKYISQQVVEFYKRICRV
MLISHPNLSDAAVVSMKDEAAGEVPVAFVVRSNGSK-ISEDDIKQYISKQVVFYKRISKV
LLISHPFISDAAVVPMKDEAAGELPVAFVVRSNGFK-ISEDDIKLFISQQVVYYKRTIHKV
MLTAHPNISDAAVVPMKDEAAGETPVAFVVRSNGSK-ISEDDIKQYISKQVVEFYMRIGRV
MLIAHPDISDCAVVPMKDEAAGEVPVAFVVRANGSK-ITEDEIKQYISKQVVEFYKRISRV
MI.TAHPDISDCAVVPMKDEAAGEVPIAFVVRANGSK-ITEDEIKQYTISKQOVVFYKRISRV
MLTAHPDISDCAVVPMKDEAAGEVPIAFVVRANGSK-ITEDEIKQYISKQVVFYKRISRV
MILIAHPSISDAAVVPMKDEAAGEIPAAFVVRSNGSK-ITEDDVQQYISKOVIYYKRIRRV
MI.TAHPNISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVRSNGSK-ITEDEIKQYTISKOVIFYKRIGRV
MLTAHPEIIDAAVVAMKDEVAGEVPVAFVVKSEKSE-ITEDEIKQYISKQVVFYKRISRV
ML.TAHPSTISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVRSNGSK-ITEDEIKQYISKQVIFYKRIGRV
MLITHPNVADAAVVPMKDVLAGEVPVAEFVVKSNSSN-ITEEEIKQFVAKQVVEYKRINRV
MLIAHPSISDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKSNGSV-ITEDEIKQYISKQVVEFYKRINRV
LLLAHPETISDAAVVGMKDEDAGEVPVAFVVKSEKSQ-ATEDEIKQYISKQVIFYKRIKRV
LLLAHPEISDAAVVGMKDEDAGEVPVAFVMKSEKSQ-ATEDEIKQYISKQVIFYKRIKRV
MLIAHPSISDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKSNGSV-ITEDEIKQYISKQVVFNKRINRV
LLIAHPEISDAAVVGLKDEDAGEVPVAFVVKSEKSQ-ATEDETKQYISKQVIFYKRIKRV
LLLAHPETISDAAVVGMKDEDAGEVPVAFVVKSEKSQ-ATEDEIKQYISKQVIFYKRIKRV
ML.ISHPNISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFIVRSNHSN-ITEDEIKQFISKQVVEFYKRL.ARV
LLIAHPEISDAAVVGLKDEDAGEVPVAFVVKSEKSQ-ATEDEIKQYISKQOVIFYKRIKRV
LLLNHPNISDAAVVPMKDEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEVKDFISKQVIFYKRIKRV
LLLTHPCISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVKSNGHN-ITEDEIKQFISKQVIFYKRINRV
LLLNHPYISDAAVVPMKDEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEIKQFISKQVVEYKRINRV
LLLNHPNISDAAVVPMKDEQAGEVPVAFVVRSNGSA-ITEDEVKDFISKQVIFYKRVKRV
LLLSHPKITDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVRSNGHTDTTEDEIKQFISKQVVFYKRISRV
LLTNHPDISDAAVVPMIDEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEVKDFISKQVIFYKRIKRV
LLOAHTGISEAAVVGMKDEDAGEIPVAFVIKSENSQ-VITEEEIMOYISKQVIFYKKIKRV
LLOAHTGISDAAVVGMKDENSGEIPVAFVIKSENSQ-VIGEEIMOQYISKQVIYYKKIKRV
LLLTHPDISDAAVVSMVNDAAGEVPVAFVVKTNDSS-VTEDEIKQFVSKQVVFYKRINRV
LLLNHPNISDAAVVPMKDEQAGEVPVAFVVRSNGSD-ITEDEVKDFVSKQVIFYKRIKRV
LLINHPDISDAAVVPMIDEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEVKDFISKQVIFYKRIKRV
LLLTHPTISDAAVVPMIDEKAGEVPVAFVVRTNGFT-TTEEETKQFVSKQVVEFYKRIFRV
LLTINHPDISDAAVVPMIDEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEVKDFISKQVIFYKRIKRV
LLLNHPNISDAAVVPMKDEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEVKDFVSKQVVFYKRIKRV
LLLSHSSISDAAVVPMKDDGAGEVPVAFVVKSNGSQ-ISEDETKQFVSKQVVEYKRISRV
LLLNHPTFSDAAVVPMKDEQAEEVPVAFVVRSSGST-ITEDEVKDFISKQVIFYKRIKRV
LLLNNPYISDAAVVSMODEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEIKQFISKQVIFYKRINRV
LLLTHPTISDAAVVPMIDEKAGEVPVAFVVRTNGFT-TTEEEIKQFVSKQVVFYKRIFRV
LLIGHPDITDVAVVAMKEEAAGEVPVAFVVKSKDSE-LSEDDVKQEVSKQVVEYKRINKV
LLLTHPNISDAAVVPMKDDLAGEVPVAFVARSNGSQ-VTEDETKQFVSKQVVEYKRISRV
LLLTHPNISDAAVVPMKDDLAGEVPVAFVARSNGSQ-VITEDEIKQFVSKQVVFYKRISRV
LLIGHPDITDVAVVAMKEEAAGEVPVAFVVKSKDSE-LSEDDVKQEVSKQVVEYKRINKV
LLLSHPYISDAAVVSMODEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDETIKQFISKQVVEYKRINRV
LLTIGHPEINDVAVVAMKEEDAGEVPVAFVVRSKDSN-ISEDEIKQFVSKQVVFYKRINKV
LLLSHPKISDAAVVPMNDEAAGEVPVAFVVRSNGYTDLTEDEIKQFISKQVVFYKRINRV
LLLNHPSISDAAVVSMKDEEAGEVPVAFVVKSNGST-ITEDDIKQFISKQVIFYKRIHRV
LLLNHPSISDAAVVSMKDEEAGEVPVAFVVKSNGST-ITEDDIKQFISKQVIFYKRIHRV
LLVAHPSTADAAVVPOQKHEETGEVPVAFVVKSS---EISEQEIKEFVAKQVVFYKKIHRV
LLVAHPSTADAAVVPOQKHEEAGEVPVAFVVKSS---EISEQEIKEFVAKQVIFYKKIHRV

LLVAHPSIADAAVVPOQKHEEAGEVPVAFVVKSS---EISEQEIKEFVAKQVIFYKKIHRV
k. .1 kk% koo dek ooz nibd T gk s: ok

515
515
513
518
515
515
515
528
514
517
514
510
515
514
509
515
510
514
511
509
515
522
514
518
511
516
514
514
513
515
516
514
516
513
528
513
513
514
530
513
513
534
513
527
521
517
517
511,
511
511
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4CL1_soybn
4CL2_rubid
4CL1_leule
4CL2_sorau
4CL5_popto
4CL1_poptr
4CL1_pophy
CoAL ricco
4ACL2_ pophy
ACL1_corca
4CL4_popto
4CL1_cinos
4CL1_eucca
ACL3_poptr
ACL_popde
4CL_eucgl
4CL_popto
4CL3_popni
ACL_hibca
4CL_poptrm
4CL2 tobac
4CL_§anpl
4CL_paufo
4CL1_tobac
ACL_amofr
4CL2_soltu
4CL3_popto
4CL2_poptr
4CL_gynbi
ACL pethy
4ACL1_soltu
4CL1_petcr
4CL_soltu
4CL2 capan
4CL2:rutgr
ACL_tobac
4CL2_salmi
4CL2_petcr
4CL1_araly
ACL_betlu
4CL betpl
4CLE;§rath
4CL1_melof
4CL2_arath
4CL_galor
4ACL2_scuba
4CL1 scuba
4CL1_pinma
4CL_pinta
4CL_pinra

FFTDSIPKAPSGKILRKVLTARLNEGLVVAN---—-—-———-——— 546
FFTDKIPKAPSGKILRKDLRARLAAGLPN=-============ 544
IFTDTIPKAVSGKILRKDLKARLASDLGN---—-—-———————— 542
FFTDKIPKAPSGKILRKDLRAKLAASLPN--=========== 547
FFTESIPKAPSGKILRKDLRARIATGDLPH--—--——-—————— 545
FFTEAIPKAPSGKILRKDLRARLATGDLPH-=========== 545

FFTEAIPKAPSGKILRKDLRARTIATGDFLIKFQHDTYMQKQQO 557

FFIDSIPKAPSGKILRKDLRARLAAGVPT============= 557
FFTEAIPKAPSGKILRKDLRARVSAGDLPCTSDS=======~ 548
FFMEAIPKAPSGKILRKELRAKLASGNY============== 545

FFTEAIPKAPSGKILRKDLRAMVSAGDIPHQIPNMTYMONQH 556

FFVDSIPKAPSGKILRKDLRARLAAGMPN=-============ 539
FFTDAIPKAPSGKILRKDLRAKLASGVYN-============ 544
FFIEATPKAPSGKILRKNLRETLPGI~============——- 540
FFIEATPKAPSGKILRKNLREKLPGI========== === 535
FFTDAIPKAPSGKILRKDLRAKLASGVYN-—--—-—-—-—-———-——— 544
FFIEAIPKAPSGKILRENLKEKLAGI—==========————— 536
FFIEAIPKAPSGKILRKNLREKLPGI-—-—————=—=—=———=— 540
FFVDTIPKAPSGKILRKDVRAKLAAHVPN-=-======——=—— 540
FFIEAIPKAPSGKILRKNLKEKLPGI-————————=—————— 535
FFVDAIPKSPSGKILRKDLRAKLAAGLPN=-============ 542
FFVEAIPKAPSGKILRKDLRARLAAAALPTN-—————————- 553
FFIDAIPKSPSGKILRKDLRARLAAGVPN=-============ 543
FFVETVPKSPSGKILRKDLRARLAAGVPN-========—=-= 547
FFIDAIPKSPSGKILRKDLRAKLAAGVPN--=-========== 540
FFVETVPKSPSGKILRKDLRARLAAGISN--——————————=— 545
FFVEAIPKAPSGKILRKNLRERLAGGLQK----=-=======-- 543
FFVEAIPKAPSGKILRKNLRERLAGGLQK=-============ 543
FFIDTIPKSPSGKILRKDLRAKLAAGVPN=-============ 542
FFVETVPKSPSGKILRKDLRARLAAGVPN-=-=======—=—== 544
FFVETVPKSPSGKILRKDLRARLAAGISN-============ 545
FFVDAIPKSPSGKILRKDLRARIASGDLPK--—=-—-—-—==--- 544
FFVETVPKSPSGKILRKDLRARLAAGISN=-============ 545
FFVETVPKSPSGKILRKDILRARLAAGVTN-————=——————=—— 542
FFVDAIPKAPSGKILRKDLRAKIAAGYPN-—-——————————— 557
FFVDAVPKSPSGKILRKDLRAKLAAGLPN-=-=======—==== 542
FFIDAIPKSPSGKILRKDLRARLARAV-—————————————— 540
FFVDAIPKSPSGKILRKDLRAKIASGDLPK--—=-—=-—-——-—--- 544
FFTESIPKAPSGKILRKDIRAK-===== = — e e e mmm———— 552
FFIDVVPKSPSGKILRKELRAKLAAGFSN-============ 542
FFIDVVPKSPSGKILRKELRAKLAAGFSN---—-———————— 542
FFTESIPKAPSGKILRKDLRAKLANGL=============== 561
FFIDAIPKSPSGKILRKDLRSRLAAAV-—————————————— 540
FFTDSIPKAPSGKILRKDLRARLANGIMN============= 556
FFIDAIPKSPSGKILRKDLRAKLAAGVPN-—-——————————— 550
FFIDAIPKNPSGKILRKDLRAILPTKAATLSN----—-=-—=--- 549
FFIDAIPKNPSGKILRKDLRAILPTKAATLSN---—-——-——--— 549
YFVDAIPKSPSGKILRKDLRSRLAAK======m=—mmmm e e 537
YFVDAIPKSPSGKILRKDLRSRLAAK=-========—==———u 537
YFVDAIPKSPSGKILRKDLRSRLAAK-===========———u 537

* 1 ckk  kkkkkkk
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Abb. A-1: Sequenzalignment von sequentiell verwandten 4CLs

Das Alignment wurde mit ClustalO [Sievers et al., 2011] durchgefihrt. Ein * (Stern) bedeutet eine
vollstdndig konservierte Aminosaure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von
Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von
ahnlichen Aminosauren dar. Striche (—) bedeuten Licken, die zu einem besseren Sequenzalignment
fuhren. 4CL1-5 steht fir 4 Cumarat:Coenzym A Ligase Isoformen 1 bis 5, CoAL fir Coenzym A
Ligase. Die Abkiirzungen stehen fiir 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 Max Total Query Max
number Description score score |coverage | E value ident
4-coumarate:CoA ligase, [Populus tomentosa
Q941M3 | (Chinese white poplar)] 743 743 97% 0.0 69%
Luciferin 4-monooxygenase; Luciferase [Luciola
P13129 | cruciata (Japanese firefly)] 287 287 89% 3,00E-93 | 36%
Luciferin 4-monooxygenase; Luciferase [Photinus
P08659 | pyralis (North American firefly)] 286 286 88% 9,00E-93 | 35%

Q5UFR2 | Luciferase [Lampyris turkestanicus (Iranian firefly)] 271 288 90% 4,00E-87 | 60%

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase (FadD-1)

030147 | [Archaeoglobus fulgidus] 238 255 91% 7,00E-75 | 31%
probable chain-fatty-acid-CoA ligase FADD13

053306 | [Mycobacterium tuberculosis] 210 210 88% 1,00E-64 | 32%
Malonyl CoA synthetase [Rhodopseudomonas

Q6ND88 | palustris] 182 182 93% 7,00E-55 | 28%
Putative long-chain-fatty-acid CoA ligase

Q6NAE3 | [Rhodopseudomonas palustris] 176 176 92% 2,00E-52 | 31%
medium-chain-fatty-acid--CoA ligase [Thermus

Q5SKN9 | thermophilus HB8] 175 175 95% 6,00E-52 | 27%

P40871 | 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase [Bacillus subtilis] | 152 168 93% 3,00E-44 | 32%

2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase component of
enterobactin synthase multienzyme complex

P10378 | [Escherichia coli str. K-12] 141 141 91% 2,00E-40 | 26%
Benzoate-coenzyme A ligase [Burkholderia

Q13WK3 | xenovorans] 137 137 93% 3,00E-39 | 27%
O-succinylbenzoic acid--CoA ligase

P63526 | [Staphylococcus aureus] 130 130 65% 5,00E-37 | 29%

Q8TLW1 | AMP-binding protein [Methanosarcina acetivorans] 130 130 88% 1,00E-36 | 26%

QB8ZKF6 | acetyl-CoA synthetase [Salmonella enterica ] 124 124 93% 4,00E-34 | 23%
Putative fatty acid synthase [Streptomyces

Q9L0A2 | coelicolor] 122 122 63% 3,00E-34 | 28%

Q8GN86 | 4-chlorobenzoyl CoA ligase [Alcaligenes sp.] 120 120 88% 2,00E-33 | 25%
Acetyl-coenzyme A synthetase 1 [Saccharomyces

Q01574 | cerevisiae S288c] 111 159 90% 6,00E-30 | 32%
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 1

Q81G39 | (DItA) [Bacillus cereus] 92.0 107 84% 6,00E-24 | 75%
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 1

Q99ZA6 | (DItA) [Streptococcus pyogenes M1] 89.0 89.0 74% 5,00E-23 | 24%
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 1

Q5XBNS5 | (DItA) [Streptococcus pyogenes M6] 89.0 89.0 74% 5,00E-23 | 24%

Gramicidin S synthase 1; includes ATP-dependent
D-phenylalanine adenylase (D-PheA); [Brevibacillus

POC061 | brevis] 83.6 100 89% 9,00E-21 | 24%
D-alanine:D-alanyl-carrier protein ligase (DItA)
P39581 | [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 Aminosauresequenz von 4CL1

aus Glycine max. gegen die Protein Data Base (PDB) ermittelt. Die Proteine sind absteigend nach
dem Score bzw. der Sequenzidenitat geordnet.
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4CL1_soybn
4CL1l_popto
Lueci_luccr
Luci_phopy
Luci_lamtu
LCFACS_arcfu
FACS myctu
MaCoZ rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE_bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_burxe
MenE staau
AMPbp_metac
ACS_salty
FACS_ strco
CBAL alesp
ACS_yeast

D1tA bacce
D1tA strpl

D1tA strpé
PheZ anemi

D1tA bacsu

4CL1l_soybn
4CL1l_popto
Luci_luccr
Luci_phopy
Luci_lamtu
LCFACS_arcfu
FACS myctu
MaCoA_rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE_bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_burxe
MenE_ staau
AMPbp_ metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL alesp
ACS_yeast

D1tA bacce
D1tA strpl

D1tA strpé
PheZ anemi

D1tA bacsu

4CL1_soybn
4CL1_popto
Luci_luccr
Luci_phopy
Luci_lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoZ rhopa
LCFACS_rhopa
LC FACS_the th
DhbE_bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_burxe
MenE staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL alesp
ACS_yeast

D1tA bacce
D1tA strpl
D1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

Abb. A-2: Sequenzalignment verwandter adenylat-bildender Enzyme mit bekannter Struktur.

---------- MAP-SPQEIIFRSP--------——--LPDIPIP-----—-——====-=--= 20
——————————— MN-PQEEFIFRSK-—------——--LPDIYIP-----—-------——--- 19
—————————— MENMENDENIVVGP-—--------—--KPFYPIE-----—-——-—---—-—-— 21
————————————— MEDAKNIKKGP-----------—APFYPLE--------———-—---— 18
————————————— MEDAKNIMHGE-----------—PPFYPLE--------——--—---— 18
———————————————— MELKYKIG--------——--FPSLYYP-----—-—--—-————-- 15
————————————— MEG---—————===——————————————————_ERMNA--------— 8

—————————————————————— ML------------KGFTPWP---DELAE--------- 14
—————————————————————— MS------------IPFTRWP---EEFAR---—----- 14
------------- MEALLEKAAN-----——=-====————————-PPAATVE--------— 17
—————————— MSRMTSLLSQFVSK-—-------—---TDFESYEDFQENFKI--------- 29

AIAT-HYSPHLDGLQDYQRLHKESIEDPAKFFGSKATQFLNWSKPFDKVFIPDPKTGRPS 119

—————————— MLNSSKSILIHAQN------KNGTHEEEQYLFA-----VN---------= 29

——————————— THL---PLYSY---CFQNLSQFHDRPCLIDGDTGETLTYADVDLAARRI 63
——————————— KNL---PLHSY---VLENLSNHSSKPCLINGANGDVYTYADVELTARRV 62
——————————— EGSAGTQLRK----YMERYAKL-GAIAFTNAVTGVDYSYAEYLEKSCCL 65
——————————— DGTAGEQLHK----AMKRYALVPGTIAFTDAHIEVNITYAEYFEMSVRL 63
——————————— DGTAGEQLHK----AMKRYAQVPGTIAFTDAHAEVNITYSEYFEMACRL 63
——————————— KISLADRIDAAAEKFGEKTAIISAEPKFP-SEFPESMNFLEICEVTKKL 63
—————————— MEN-IGWMLRQRATVSPR-------LQAYVEPSTDVRMTYAQMNALANRC 42
——————————— MN-ANLFARLFDKLDDP-------HKLAIETAAGDKISYAELVARAGRV 41
—————————— MMALHDFTLADVYRRNAALFP-----DRTAFMVDGVRLTHRDYLARAERL 45

—————— RYREKGYWQDLPLTDILTRHAA--S-----DSIAVIDGERQLSYRELNQAADNL 61
—————— APPALFNFAAYLFRLNET----------RAGKTAYIDDTGSTTYGELEERARRF 61
________________ MDFWLYKQAQQN-------GHHIAITDGQESYTYQNLYCEASLL 37
------ LVPENFNFAYDVVDVYARDSPEKLA----MIWCDDYGNEKIFTFKDLKYYSDKA 79
NVSIKWYEDGTLNLAANCLDRHLQENGDRTAII---WEGDDTSQSKHISYRELHRDVCRF 120
_________________ MSSLFPALSPAPTGA--PADRPALRFGERSLTYAELAAAAGAT 41
——————————— MQTVNEMLRRAATRAPD-------HCALAVPARGLRLTHAELRARVEAV 42

___________ MK-LLEQIEKWAAETP---------DQTAFVWRDAKITYKQLKEDSDAL 39
————————— MIKD-MIDSIEQFAQTQA---------DFPVYDCLGERRTYGQLKRDSDSI 41
————————— MIKD-MIDSIEQFAQTQA---------DFPVYDCLGERRTYGQLKRDSDSI 41
- -NTKAEYPRDKT-IHQLFEEQVSKRP—————=—-~ NNVAIVCENEQLTYHELNVKANQL 77
___________ MK-LLHAIQTHAETYP---------QTDAFRSQGQSLTYQELWEQSDRA 39
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4CL1_soybn
4CL1_popto
Luci luccr
Luci_phopy
Luci_lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoA rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE_bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_burxe
MenE_staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL_alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
D1tA strpl
D1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

4CL1_soybn
4CL1_popto
Luci luccr
Luci_ phopy
Luci_ lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoA rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE bacsu
EntE_ecoli
BeCoA burxe
MenE_staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL_alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
D1tA strpl
D1tA strpé
PheZ anemi
D1tA bacsu

4CL1l_soybn
4CL1_popto
Luci_luccr
Luci_phopy
Luci lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoa rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE bacsu
EntE ecoli
BeCoA burxe
MenE_staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL_alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
D1tA strpl
D1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

ASGL-HKIGI--RQGDVIMLVLRNCPQFALAFLGATHRGAVVITANPFYTPAELAKQATA
ASGL-NKIGI--QQGDVIMLFLPSSPEFVLAFLGASHRGAIITAANPFSTPAELAKHAKA
GKAL-QNYGL--VVDGRIALCSENCEEFFIPVIAGLFIGVGVAPTNEIYTLRELVHSLGI
AEAM-KRYGL--NTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMNI
AETM-KRYGL--GLQHHIAVCSENSLQFFMPVCGALFIGVGVAPTNDIYNERELYNSLSI
ASGI-SRKGV--RKGEHVGVCIPNSIDYVMTIYALWRVAATPVPINPMYKSFELEHILND
ADVL-TALGI--AKGDRVALLMPNSVEFCCLFYGAAKLGAVAVPINTRLAAPEVSFILSD
ANVL-VARGL--QVGDRVAAQTEKSVEALVLYLATVRAGGVYLPLNTAYTLHELDYFITD
ASGL-LRDGV--HTGDRVAILSQNCSEMIELIGAVALIGAILLPVNYRLNADEIAFVLGD
MGGL-RALGV--GVGDRVATLGFNHFRELEAYFAVPGMGAVLHTANPRLSPKEIAYILNH
AAGF-QKLGI--QOMDRVVVQLPNIKEFFEVIFALFRLGALPVFALPSHRSSEITYFCEF
ACSL-RRQGI--KPGETALVQLGNVAELYITFFALLKLGVAPVLALFSHQRSELNAYASQ
ASAL-RTLGV--HPEERILLVMLDTVALPVAFLGALYAGVVPVVANTLLTPADYVYMLTH
AKRL-KAY----- QOSRVGLYIDNSIQSIILIHACWLANIETIAMINTRLTPNEMTNQMRS
ANFF-VKHGI--GKGDYVMLTLKSRYDFWYCMLGLHKLGAIAVPATHMLKTRDIVYRIEK
ANTL-LDLGI--KKGDVVAIYMPMVPEAAVAMLACARIGAVHSVIFGGFSPEAVAGRIID
AGRI-GGA------- GRVAVWATPAMETGVAVVAALLAGVAAVPLNPKSGDKELAHILSD
A-GL-HADGL--RPQQRVAVVAPNSADVVIAILALHRL-AVPALLNPRLKSAELAELIKR
AQVLTYSMGV--RKGDTVAVYMPMVPEAIITLLAISRIGAIHSVVFAGFSSNSLRDRIND
AHWI-S-SE-YPDDRSPIMVYGHMQPEMIINFLGCVKAGHAYIPVDLSIPADRVQRIAEN
AAFI-D-SL-ALLAKSPVLVFGAQTYDMLATFVALTKSGHAYIPVDVHSAPERILAIIET
AAFI-D-SL-ALLAKSPVLVFGAQTYDMLATFVALTKSGHAYIPVDVHSAPERILAIIET
ARIF-IEKGIGKD--TLVGIMMEKSIDLFIGILAVLKAGGAYVPIDIEYPKERIQYILDD
AAAT-Q-KRISGEKKSPILVYGHMEPHMIVSFLGSVKAGHPYIPVDLSIPSERIAKIIES

TKTRLVITQSA-------- YVEKIKSF--------- ADS--SSDV-MVMCIDD----D-F
SRAKLLITQAC-------- YYEKVKDF--------- ARE---SDV-KVMCVDS-------
SKPTIVFSSKK-------- GLDKVITV---=------ QKT--VITIKTIVILDS----K-V
SQPTVVFVSKK-------- GLOKILNV--—-=-=-=-—--= QKK--LPIIQKIIIMDS----K-T
SQPTIVFCSKR-------- ALQKILGV-—--—------ QKK--LPIIQKIVILDS----R-E
SEATTLVVHSM-------- LYENFKPV--------- LEK--TG-VERVEVVGG----E-V
SGSKVVIYGAP-------- SAPVIDAI--------= RAQ--ADPPGT-VT---—---=---— D
AEPKIVVCDPS-------- KRDGIAAI--------- AAK--V---GA-TV-----—---- E
GAPSVVVAGTD-------- YRDIVAGV-—-—--=-=---= LPS--LGGVKKAYA-IG------ D
AEDKVLLFDPN-------- LLPLVEAI--------- RGE--LKTVQH-FV-VM------ D
AEAAAYIIPDA---YSGFDYRSLARQV-—-—-—-----— QSK--LPTLKNIIV-AG----E--
IEPALLIADRQHALFSGDDFLNTFVIE---—------— HSS--IRVVQLLND-SG----E--
SHARAVIASGA-------- LVONVTQA-—-——-=-——= LES--AEHDGCQLI-VS----QPR
IDVQLIFCTLP-----—--- LELRGFQI--------- VSLDDIEFAGRDITTNG----LLD
AGLKMIVCIAE-------- D-DVPEQV--—--=----- DEA--HAECGDIPLKKA----KVG
SSSRLVITADE-------- GVRAGRSIPLKKNVDDALKNPNVTSVEHVIVLKRT-GSDID
SAPSLVLAPPD-------- AELPPA---—-—-—---—-—=---—-- L---GA------—----—-
GEMTAAVIAVG------—--- RQVADAI--------- FQS--GSGARIIFL-GD----LVR
GDSKVVITIDE-------- SNRGGKVIETKRIVDDALRETP--GVRHVLVYRKTNNPSVA
SGAKLLLSATA-------- VIVIDLPV-—--—--=-———-———————-- R--IVSED-------
AKPSLIIAIEE-------- FPLTIEGI-------—----———----- S--LVSLS-------
AKPSLIIAIEE-------- FPLTIEGI-----=-=-=—=-=-==——=-=-==-- S--LVSLS-------
SQARMLLTQKH-------- LVHLIHNI---------=-——--—-——-- Q--FNGQV-------
SGAELLIHAAG-------- LSIDAVGQ-—-—=-=-=-——==—=—==-—-=——=-= Q--IQTV--——----
SYENDGVLHFSTLS----NADETEAPAVKINPDE-LVALPFSSGTSGLPKGVMLSHKNL-

--APDGCLHFSELT----QADENEAPQVDISPDD-VVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGL-
DYRGYQCLDTFIKRNTPPGFQASSFKTVEVDRKEQVALIMNSSGSTGLPKGVQLTHENT-
DYQGFQSMYTFVTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTA-
DYMGKQSMYSFIESHLPAGFNEYDYIPDSFDRETATALIMNSSGSTGLPKGVELTHKNI-
NS----- L--SE----VMDSGSEDFENVKVNPEEDVALIPYTGGTTGMPKGVMLTHFNL-
WIG---ADSLAERLRSA----AADEPAVECGGD-DNLFIMYTSGTTGHPKGVVHTHESV-
TLGPDGRGSLTDAAAGA----SEAFATIDRGAD-DLAAILYTSGITGRSKGAMLSHDNL-

GSGPFA--PFKD--LAS----DTPFSAPEFGAA-DGFVIIHTAAVGGRPRGALISQGNL-
EKAPEGYLAYEEALGEE------- ADPVRVPER-AACGMAYTTGTTGLPKGVVYSHRALV
---AE---EFLP----LEDLHAEPVKLPEVKSS-DVAFLQLSGGSTGLSKLIPRTHDDYTI
---HN----LOD----AINHPAEDFTATPSPAD-EVAYFQLSGGTTGTPKLIPRTHNDYY

ESEPRLAPLFEELIDAA----APARKAAATGCD-DIAFWLYSSGSTGKPKGTVHTHANLY
NTMGIQYDTSNETVVPK--ESPSNILNTSFNLD-DIASIMFTSGTTGPQKAVPQTFRNH-

GDVLEGWIDFRKELEESSPIFERPTGEVSTKNE-DICLVYFSSGTAGFPKMVEHDNTYP-
WQEGR-DLWWRDLIEKA----SPEHQPEAMNAE-DPLFILYTSGSTGKPKGVLHTTGGY~
----LERVDV---DVRA----RGAVPEDGADDG-DPALVVYTSGTTGPPKGAVIPRRAL-
DGEPY-----——---- SY----GPPIEDPQRDAA-QPAFIFYTSGTTGLPKAAIIPQRAAR
FHAPR-DLDWATEKKKY----KTYYPCTPVDSE-DPLFLLYTSGSTGAPKGVQHSTAGY -
NL---—----- KD--IFFTHKGNTPNPEHAVKGD-ENFYIIYTSGSTGNPKGVQITYNCL-
EI----—---- ES--AKL--AEMPYERTHSVKGD-DNYYIIFTSGTTGQPKGVQISHDNL-
EI-------- ES--AKL--AEMPYERTHSVKGD-DNYYIIFTSGTTGQPKGVQISHDNL-
EI--=-===== FE--EDTIKIREGINLHVPSKST-DLAYVIYTSGTTGNPKGTMLEHKGI-
-S-=-—————- AF--ELLENEGGSVSQDQWVKEH-ETFYIIYTSGSTGNPKGVQISAANL-
. * .

120
119
122
120
120
120

98
102
117

136

155
151
158
156
156
155
130
126
136
150
159
160
154
130
172
228
113
132
284
121
123
123
159
121

209
203
217
215
215
203
181
180
186
202
208
208
209
186
230
281
160
177
337
169
169
169
207
168
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Anhang

4CL1_soybn
4CL1l_popto
Luci_ luccr
Luci_ phopy
Luci lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoAZA_rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE bacsu
EntE _ecoli
BeCoA burxe
MenE_staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
DltA strpl
Dl1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

4CL1_soybn
4CL1_popto
Luci luccr
Luci_phopy
Luci lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoA_rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_burxe
MenE_staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
DltA strpl
D1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

4CL1_soybn
4CL1_popto
Luci_luccr
Luci_ phopy
Luci_ lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoA_rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE_bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_ burxe
MenE_staau
AMPbp_metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL_alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
D1tA strpl
D1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

-VITIAQLVDGENPHQYTHSEDVLLCVLPMFHIYA---LNSILLCG--IRSGAAVLIL--
=ITSVAQQVDGDNPNLYFHSEDVILCVLPMFHIYA---LNSIMLCG--LRVGAPILIM--
-VIRFSHARDPIYGNQVS-PGTAVLTVVPFHHGFGMFTTLGYLICG--FR----VVML--
-CVRFSHARDPIFGNQII-PDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICG--FR----VVLM--
-CVRFSHCRDPVFGNQII-PDTAILIVIPFHHGFGMFTTLGYLTCG--FR----IVLM--

-AANALQLAV---ATGLSHMD-TIVGCMPMFHSAEFG----LVNLM--VIVGNEYVVM--
-HSAASSWAS---TIDVR-YRDRLLLPLPMFHVAALTTVIFSA------ MRGVTLISM--
-ASNSLTLVD---YWRFT-PDDVLIHALPIYHTHGLFVASNVT----- LFARGSMIFL--
-LIAQSSLVD---AWRLT-EADVNLGMLPLFHVTGLGLMLTLQ----— QAG-GASVIA--
LESLAASLVD---GTALS-EKDVVLPVVPMFHVNAWCLPYAAT----— LVGAKQVLPG--

--YSLKRSVE---VCWLD-HSTVYLAALPMAHNYPLSSPGVLG----VLYAGGRVVLS--

--Y¥SVRRSVE---ICQFT-QQTRYLCAIPAAHNYAMSSPGSLG----VFLAGGTVVLA--
WIA-ELYAKP---ILGIA-ENDVVFSAAKLFFAYGLGNGLTFP=-==== LSVGATAILM--
-YASAIGCKE---SLGFD-RDTNWLSVLPIYHISGLSVLLRAV------ IEGFTVRIV--

-LG-HILTAK---YWQNV-EDDGLHYTV---ADSGWGKCVWGKLYGQWIAGCAVFVYD--

-LVYAATTFK---YVFDYHPGDIYWCTA----DVGWVTGHSYLLYGPLACGATTLMFEGV
-ATTLDALAD---AWQWT-GEDVLVQGLPLFHVHGLVLGILGP----- LRRGGSVRHL--
SRVLFMSTQV---GLRHG-RHNVVLGLMPLYHVVGFFAVLVAA----— LALDGTYVVV--
-LLGALLTMR---YTFDTHQEDVFFTAG----DIGWITGHTYVVYGPLLYGCATLVFEGT
--VSFTKWAVED--FNLQ-TGQVFLNQAPFSFDLSVM--DIY----PSLVIGGTLWAIDK

--LSFTNWMIEDAAFDVP-KQPOMLAQPPYSFDLSVM--YWA----PTLALGGTLFALPK
--LSFTNWMIEDAAFDVP-KQPOMLAQPPYSFDLSVM--YWA----PTLALGGTLFALPK
--SNLKVFFENS--LNVT-EKDRIGQFASISFDASVW--EMF----MALLTGASLYIILK
--QSFTDWICAD--FPVS-GGKIFLNQAPFSFDLSVM--DLY----PCLQSGGTLHCVTK

-QKFEITTLLELIEKYKVIVASFVPPIVLALVKSG----ETHRYDLSSIRAVVTGAAPLG
-PKFEIGSLLGLIERKYKVSIAPVVPPVMMSIAKSP----DLDKHDLSSLRMIKSGGAPLG
=~TKFDEETFLKTLQDYKCTSVILVPTLFAILNKSE----LLNKYDLSNLVEIASGGAPLS
-YRFEEELFLRSLODYKIQSALLVPTLFSFFAKST----LIDKYDLSNLHEIASGGAPLS
-YRCEEELFLRSLODYKIQSALLVPTLFSFFAKST----LVDKYDLSNLHEIASGGAPLA

-GMFNQEMLAENIEKYKGTFSWAVPPALNVLVNTLES--SNKTYDWSYLKVFATGAWPVA

-PQFDATKVWSLIVEERVCIGGAVPAILNFM----RQVPEFAELDAPDFRYFITGGAPMP
-PKFDPDKI-LDLMARATVIM-GVPTFYTRLLQSP----RLTKETTGHMRLFISGSAPLL
-AKFDPRAQAARDIEAHKVTVMAEFAPMLGNILDQA----—--— APRQLASLRAV--TGLDTP
-PRLDPASLVELFDGEGVTFTAGVPTVWLALADYL----ESTGHRLKTLRRLVVGGSAAP
-PSPSPDDAFPLIEREKVTITALVPPLAMVWMDAAS----SRRDDLSSLQVLQVGGAKFES

-ADPSATLCFPLIEKHQVNVTALVPPAVSLWLQALIE--GESRAQLASLKLLQVGGARLS

AERPTADAIFARLVEHRPTVFYGVPTLYANMLVSP----NLPARADVAIRICTSAGEALP
-DEKFNAEQILTMIKNERITHISLVPQTLNWLMQQGLH------- EPYNLQKILLGGAKLS
YDRFEAKNMLEKASKYGVTITFCAPPTIYRFLIKED----- LSHYNFSTLKYAVVAGEPLN

PNWPTPARMCQVVDKHQVNILYTAPTATRALMAEGDK--AIEGTDRSSLRILGSVGEPIN
-GRFSTEGAARELNDGATMLF-GVPTMYHRIAETLPADPELAKA-LAGARLLVSGSAALP
=~EEFRPVDALQLVQQEQVTSLFATPTHLDALAAAAHAG---SSLKLDSLRHVTFAGATMP
PAYPNYSRYWDIIDEHKVTQFYVAPTALRLLKRAGDS--YIENHSLKSLRCLGSVGEPIA
DMIARPKDLFASLEQSDIQVWTSTPSFAEMCLMEA----SFSESMLPNMKTFLECGEVLP
ELVADFKQLFTTIAQLPVGIWTSTPSFADMAMLSD----DFCQAKMPALTHFYFDGEELT
ELVADFKQLFTTIAQLPVGIWTSTPSFADMAMLSD----DFCQAKMPALTHFYFDGEELT
DTINDFVKFEQYINQKEITVITLPPTYVVHLDPE---------- RILSIQTLITAGSATS
DAVNKPKVLFEELKKSGLNVWTSTPSFVQMCLMDP----GFSQDLLPHADTFMFCGEVLP

GELQEAVK----ARL--PHATFGQGYGMTEAGPL-AIS------ MAFAKVPSKIKPGACG
KELEDTVR----AKF--PQARLGQGYGMTEAGPVLAMC------ LAFAKEPFDIKPGACG
KEVGEAVA----RRF--NLPGVRQGYGLTETTSAIII-----—-----— TPEGDDKPGASG
KEVGEAVA----KRF--HLPGIRQGYGLTETTSAILI------=--=--— TPEGDDKPGAVG
KEVGEAVA----KRF--KLPGIRQGYGLTETTSAIII-----—-----— TPEGDDKPGACG
PALVEKLLKLAAEKCNNPRLRHNQIWGMTEACPMVITN---------— PPLRLDKSTTQG
EALIKIYA----A----KNIEVVQGYALTESCGGGTLL--------- LSEDALRKAGSAG
ADTHREWS----A-K--TGHAVLERYGMTETNMNTSNP--—-----—---- YDGDRVPGAVG
E-TIERFE----ATC--PNATFWATFGQSETSGLSTFA--------—-—-- PYRDRPKSAG
RSLIARFE----R----MGVEVRQGYGLTETSPVVVQNFVKSHLESLSEEEKLTLKAKTG
AEAARRVK----A-V--FGCTLQQVFGMAEGLVNYTRL--—-----—--— DDPEEIIVNTQG
ATLAARIP----A-E--IGCQLQOVFGMAEGLVNYTRL----------— DDSAEKIIHTQG
REIGERFT----A-H--FGCEILDGIGSTEMLHIFLSN----------- RAGAVEYGTTG
ATMIETAL----Q--—--YNLPIYNSFGMTETCSQFLTA--—-----—-- TPEMLHARPDTVG
PEVFNRFL----E-F--TGIKLMEGFGQTETVVTIATF--—--------- PWMEPKPGSIG
PEAWEWYW----KKIGKEKCPVVDTWWQTETGGFMITP-------- LPGAI-ELKAGSAT
VHDHERIA----A-A--TGRRVIERYGMTETLMNTSVR--—-----—---- ADGEPRAGTVG
DAVLETVH----Q-H--LPGEKVNIYGTTEAMNSLYMR----—----—-—---- HAKTGTEM
AEVWEWYS----EKIGKNEIPIVDTYWQTESGSHLVIP======== LAGGVTPMKPGSAS
NEVARKLI----ERF--PKATIMNTYGPTEATVAVIGIHV------ TEEVLDQYKSLPVG
VSTARKLF----ERF--PSAKIINAYGPTEATVALSAIEI------ TREMVDNYTRLPIG
VSTARKLF----ERF--PSAKIINAYGPTEATVALSAIEI------ TREMVDNYTRLPIG
PSLVNKW------- K--EKVIYINAYGPTETTICATTWVA------ TKETIG--HSVPIG
VSVAKALL----ERF--PKAKIFNTYGPTEATVAVISVEI------ TNDVISRSESLPVG
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261
255
267
265
265
250
228
228
233
251
256
256
257
233
279
333
208
226
389
218
220
220
256
217

316
310
322
320
320
307
283
281
284
306
311
313
313
285
334
391
265
282
447
274
276
276
306
273

363
358
365
363
363
357
326
323
325
358
354
356
355
328
376
438
307
321
495
322
324
324
349
321
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Anhang

4CL1l_soybn
4CL1_popto
Luci_lucer
Luci_phopy
Luci_lamtu
LCFACS_arcfu
FACS myctu
MaCoA_ rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE_bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_burxe
MenE staau
AMPbp_metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL_alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
D1tA strpl
D1tA strpé
PheXA anemi
D1tA bacsu

4CL1l_soybn
4CL1l_popto
Luci_luccr
Luci_phopy
Luci_lamtu
LCFACS_arcfu
FACS myctu
MaCoA_rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE bacsu
EntE ecoli
BeCoA_burxe
MenE staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL alecsp
ACS_yeast
D1tA bacce
DltA strpl
D1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

4CL1_soybn
4CL1_popto
Luci_luccr
Luci_phopy
Luci_lamtu
LCFACS_arcfu
FACS_myctu
MaCoZ rhopa
LCFACS_rhopa
LCFACS_theth
DhbE bacsu
EntE_ecoli
BeCoA_burxe
MenE_staau
AMPbp metac
ACS_salty
FACS_strco
CBAL alcsp
ACS_yeast
D1tA bacce
D1tA strpl
D1tA strpé
PheA anemi
D1tA bacsu

TVV-RNAEMKIVDTETG--DSLPRNKHGEICI----- IGTKVMKGYLNDPEATERT----
TVV-RNAEMKIVDPETG--ASLPRNQPGEICI----- RGDQIMKGYLNDPEATSRT----
KVV-PLFKAKVIDLDTK--KSLGPNRRGEVCV----- KGPMLMKGYVNNPEATKEL----
KVV-PFFEAKVVDLDTG--KTLGVNQRGELCV----- RGPMIMSGYVNNPEATNAL----
KVV-PFFSAKIVDLDTG--KTLGVNQRGELCV----- KGPMIMKGYVNNPEATSAL----
VPM-SDIELKVISLEDG--RELGVGESGEIVI----- RGPNIFKGYWKREKENQECWWYD
RAT-MFTDVAVRG-DDG---VIREHGEGEVVI----- KSDILLKEYWNRPEATRDA----
PAL-PGVSARVIDPETG--KELPRGDIGMIEV----- KGPNVFKGYWRMPEKTKSE----
RPL-FWRTVAVVDAEDR---PLPPGEVGEIVL----- RGPTVFKGYWNNAAATQHA----
LPI-PLVRLRVADEEGRPV-PKDGKALGEVQL----- KGPWITGGYYGNEEATRSA----
KPMSPYDEMRVWDDHDR---DVKPGETGHLLT----- RGPYTIRGYYKAEEHNAAS----
YPMCPDDEVWVADAEGN---PLPQGEVGRLMT----- RGPYTFRGYYKSPQHNASA----
RPV-PGYEIELRDEAGH---AVPDGEVGDLYI----- KGPSAAVMYWNNREKSRAT----
MPS-ANVDVKIKNPNK-------- EGHGELMI----- KGANVMNGYLYPTDL-TGT----

KPT-PGYKIELMDRDGR---LCEVGEEGEIVINTMEGKPVGLFVHYGKDPERTEET----
RPF-FGVQPALVDNEGHP---QEGATEGNLVI---TDSWPGQARTLFGDHERFEQTYFST
VPL-PGVELRLVEEDGTPIAALDGESVGEIQV----- RGPNLFTEYLNRPDATAAA----

APG-FFSEVRIVRIGGGVDEIVANGEEGELIVA----ASDSAFVGYLNQPQATAEK----
FPF-FGIDAVVLDPNTGEE-LNTSHAEGVLAV---KAAWPSFARTIWKNHDRYLDTYLNP
YCK-SDCRLLIMKEDGT---IAPDGEKGEIVI----- VGPSVSVGYLGSPELTEKAFTM-
YPK-PDSPTYIIDEDGK---ELSSGEQGEIIV----- TGPAVSKGYLNNPEKTAEAFFT-
YPK-PDSPTYIIDEDGK---ELSSGEQGEIIV----- TGPAVSKGYLNNPEKTAEAFFT-
API-QONTQIYIVDENLQ---LKSVGEAGELCI----- GGEGLARGYWKRPELTSQKFVDN

FAK-PDMNIFIMDEEGQ---PLPEGEKGEIVI----- AGPSVSRGYLGEPELTEKAFFS-
. * -

--VDKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRL--KELIKYKGFQVAPAELEALLIAHPNISDA
--IDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRL--KELIKYKGFQVAPAELEALLIAHPEISDA
--IDEEGWLHTGDIGYYDEEKHFFIVDRL--KSLIKYKGYQVPPAELESVLLQHPSIFDA
--IDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRL--KSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDA
--IDKDGWLHSGDIAYYDKDGHFFIVDRL--KSLIKYKGYQVPPAELESILLQHPFIFDA
--EKGRKFFRTGDVGFIDEEGFLHFQDRV--KEVIKYKGYTIAPFELEALLMKHEAVMDV
--F-DNGWFRTGDIGEIDDEGYLYIKDRL--KDMIISGGENVYPAEIESVIIGVPGVSEV
--FRDDGFFITGDLGKIDERGYVHILGRG--KDLVITGGFNVYPKEIESEIDAMPGVVES
--F-RNGWHHTGDMGRFDADGYLFYAGRAPEKELIKTGGENVYPAEVEGALKQHPAIADA
--LTPDGFFRTGDIAVWDEEGYVEIKDRL--KDLIKSGGEWISSVDLENALMGHPKVKEA
--FTEDGFYRTGDIVRLTRDGYIVVEGRA--KDQINRGGEKVAAEEVENHLLAHPAVHDA
-=-FDANGFYCSGDLISIDPEGYITVQGRE--KDQINRGGEKIAAEEIENLLLRHPAVIYA
==F-LGEWIRSGDKYCRLPNGCYVYAGRS--DDMLKVSGQYVSPVEVEMVLVQHDAVLEA
--F-ENGYFNTGDIAEIDHEGYVMIYDRR--KDLIISGGENIYPYQIETVAKQFPGISDA
--W-HDGYYHTGDMAWMDEDGYLWFVGRA--DDIIKTSGYKVGPFEVESALIQHPAVLEC
--——FKNMYFSGDGARRDEDGYYWITGRV--DDVLNVSGHRLGTAEIESALVAHPKIAEA
--FTEDGFFRTGDMAVRDPDGYVRIVGRK-ATDLIKSGGYKIGAGEIENALLEHPEVREA
==L-QDGWYRTSDVAVWTPEGTVRILGRV--DDMIISGGENIHPSEIERVLGTAPGVAEV
====YPGYYFTGDGAAKDKDGYIWILGRV--DDVVNVSGHRLSTAEIEAAIIEDPIVAEC
--IDGERAYKTGDAGYV-ENGLLFYNGRL--DFQIKLHGYRMELEEIEHHLRACSYVEGA
--FKGQPAYHTGDIGSLTEDNILLYGGRL--DFQIKYAGYRIELEDVSQQLNQSPMVASA
--FKGQPAYHTGDIGSLTEDNILLYGGRL--DFQIKYAGYRIELEDVSQQLNQSPMVASA
PFVPGEKLYKTGDQARWLSDGNIEYLGRI--DNQVKIRGHRVELEEVESILLKHMYISET
--HEGQWAYRTGDAGFI-QDGQIFCQGRL--DFQIKLHGYRMELEEIEFHVRQSQYVRSA

sk * . * . .. .

AVVGMK-DEAAGEIPVAFVVRS-NG--SEIAE------- DEIKKYIS-QQVVEYKRIC-R
AVVGLK-DEDAGEVPVAFVVKS-EK--SQATE------- DEIKQYIS-KQVIFYKRIK-R
GVAGVP-DPVAGELPGAVVVLE-SG--KNMTE------- KEVMDYVA-SQVSNAKRLRGG
GVAGLP-DDDAGELPAAVVVLE-HG--KTMTE------- KEIVDYVA-SQVTTAKKLRGG
GVAGIP-DPDAGELPAAVVVLE-EG--KTMTE------- QEVMDYVA-GQVTASKRLRGG
AVIGKP-DEEAGEVPKAFIVLK-PEYRGKVDE------- EDIIEWVR-ERISGYKRVR-E
AVIGLP-DEKWGEIAAATVVAD-QNEV---SE------- QQIVEYCG-TRLARYKLPK-K
AVIGVP-HADFGEGVTAVVVRD-KGATI--DE------- AQVLHGLD-GQLAKFKMPK-K
VVIGVP-DPQWSEAIKAVCVCK-PGESI--AA------- DALAEFVA-SLIARYKKPK-H
AVVAIP-HPKWQERPLAVVVPR-GEKPT--PE------- ELNEHLLK-AGFAKWQLPD-A
AMVSMP-DQFLGERSCVFIIPR-DEAP---KA------- AELKAFLRERGLAAYKIPD-R
ALVSME-DELMGEKSCAYLVVK-E-PL---RA------- VQVRRFLREQGIAEFKLPD-R
AVVGVD-HGGLVKTRAFVVLKR-EFAPSEILA-------— EELKAFVK-DRLAPHKYPR-D
VCVGHP-DDTWGQVPKLYFVSE----- SDISK------- AQLIAYLS-KHLAKYKVPK-H
AITGVP-DPVRGQVIKATIVLTKDYTPSDSLK------- NELQDHVK-NVTAPYKYPR-I
AVVGIP-HAIKGQAIYAYVTLNHGEEPSP------~- ELYAEVRNWVR-KEIGPLATPD-V
AVIGEP-DPDLGERIVAWIVPA-DPAAP-PAL------- GTLADHVA-ARLAPHKRPR-V
VVIGLA-DQRWGQSVTACVVPR-LGETL--SA-------— DALDTFCRSSELADFKRPK-R

AVVGFN-DDLTGQAVAAFVVLKNKSSWSTATDDELODIKKHLVFTVR-KDIGPFAAPK-L
VIVPIK-KGEKYDYLLAVVVP---GEH---SFEKEFKLTSAIKKELN-ERLPNYMIPR-K
VAVPRYNKEHKVQNLLAY IVVKDGVKE---RFDRELELTKAIKASVEK-DHMMSYMMPS-K
VAVPRYNKEHKVQNLLAY IVVKDGVKE---RFDRELELTKAIKASVEK-DHMMSYMMPS-K
AVS-VHKDHQEQPYLCAYFVSEKHIPL----—-------— EQLRQFSS-EELPTYMIPS-Y
VVIPYQ-PNGTVEYLIAAIVP---EEH---EFEKEFQLTSAIKKELA-ASLPAYMIPR-K

411
406
413
411
411
409
372
371
372
407
402
404
402
369
428
491
357
372
550
372
374
374
400
371

467
462
469
467
467
465
427
427
429
463
458
460
457
424
483
545
414
427
604
427
430
430
458
426

514
509
517
515
515
514
473
474
476
510
505
506
506
469
533
595
462
475
661
478
485
485
503
477
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Anhang

4CL1_soybn VFFIDSIPKAPSGKILRKVLTARLNEGLVVAN-—--—--—--—-————————————————— 546
4CL1_popto VEFIEAIPKAPSGKILRKNLKEKLAGI ~ === === === === - m e — e ——————— 536
Luci_lucer VRFVDEVPKGLTGKIDGRAIREILKKPVAKM--—-—-——-————————————————— 548
Luci_phopy VVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGK--SKL----—-—-—-—-———-————-——-—-—-—- 550
Luci_lamtu VKFVDEVPKGLTGKIDARKIREILMMGKKSKL-—----——-=-—=———————————————— 547
LCFACS_arcfu VEFVEELPRTASGKLLRRLLREKEAEKG-—--—--—-——————-————————————————— 542
FACS_myctu VIFAEAIPRNPTGKILKTVLREQYSATVPK-—--—--——-——--————————————————— 503
MaCoA rhopa VIFVDDLPRNTMGKVQKNVLRETYKDIYK--—--—-————=-—————————————————— 503
LCFACS_rhopa VVFVEALPKDAKGAIDRAAVKTAHGQA--——-——-———————--————————————————— 503
LCFACS_theth YVFAEEIPRTSAGKFLKRALREQYKNYYGGA--—--—--—-——-———-—————————————— 541
DhbE_bacsu VEFVESFPQTGVGKVSKKALREAISEKLLAGF--KK-----—---—-—-—-—-————-——-—-—-—- 539
EntE_ecoli VECVDSLPLTAVGKVDKKQLROQWLASRASA-——-————————————————————————— 536
BeCoA burxe IVEVDDLPKTATGKIQRFKLREQS - == === === == m = e —— e ——————— 530
MenE_staau FEKVDTLPYTSTGKLOQRNKLYRG-—-——————-—-———————————————————————— 492
AMPbp metac IEFVPELPKTISGKIRRVEIRDKDQSQ-——=—=——————=————————————————————— 560
ACS_salty LHWTDSLPKTRSGKIMRRILRKIAAGDTSNLGDTSTLADPGVVEKLLEEKQ-ATAMPS 652
FACS_strco VRYLDAVPRNDMGKIMKRALNRD-———-—-——————— - - - - - ———————————————— 485
CBAL alecsp YFILDQLPKNALNKVLRRHVVQQOVSS———-——-—-—-—-—-———mmmmmmm o —— 501
ACS_yeast IILVDDLPKTRSGKIMRRILRKILAGESDQLGDVSTLSNPGIVRHLIDSVK-L----- 713
D1tA bacce FMYQSSIPMTPNGKVDRKKLLSEVTA-—————-————————————————————————— 504
D1tA strpl FLYRDSLPLTPNGKIDIKTLINEVNNR-—-—-—-—-——-—————————————————————— 512
D1tA strpé FLYRDSLPLTPNGKIDIKTLINEVNNR--—-—-—-——-——-——————-—————————————— 512
PheA anemi FIQLDKMPLTSNGKIDRKQLPEPDLTFGMRVDYEA--PRNEIEETLVTIWQDVLGI-- 557

D1tA bacsu FIYQDHIQMTANGKIDRKRIGEEVLV-——-—-—-—-——-—-— - mmmm o ——— 503

Abb. A-2: Sequenzalignment verwandter adenylat-bildender Enzyme mit bekannter Struktur.
Das Alignment wurde mit ClustalO [Sievers et al., 2011] durchgefihrt. Ein * (Stern) bedeutet eine
vollstandig konservierte Aminosaure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von
Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von
ahnlichen Aminosauren dar. Striche () bedeuten Licken, die zu einem besseren Sequenzalignment
fuhren. Die Abkurzungen stehen flr folgenden Proteine (siehe auch Tab. A-1): 4CL1_soybn -4CL1
[Glycine max], 4CL1_popto — 4CL1 [Populus tomentosal, Luci_luccr - Luciferase [Luciola cruciatal,
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], DItA_bacce - D-alanine ligase subunit 1 (DItA)
[Bacillus cereus], DItA_strp1 - D-alanine ligase subunit 1 (DItA) [Streptococcus pyogenes MA1],
DItA_strp6 - D-alanine ligase subunit 1 (DItA) [Streptococcus pyogenes M6], PheA _anemi - ATP-
dependent D-phenylalanine adenylase (D-PheA) [Brevibacillus brevis], DItA_bacsu - D-alanine protein
ligase (DItA) [Bacillus subtilis]
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Tab. B-1: Liste sequenziell mit LivB verwandter Enzyme

Ulrgri]ItDrr;t Protein names Organism Length Identity | Score | Gene names
Q2MF60 | Putative 6'-aminotransferase Strelﬁltic()mgces 416 100,00% | 2151 livB
Q2MFNO Put_atlve paromomycin 6'- Streptomyces 417 79.00% | 1740 parB

aminotransferase rimosus
Aminotransferase (Putative Streptomvces
Q53U08 |bifunctional neomycin 6'-and 6"'- frpadiaé 416 71,00% | 1538 | neoN neoB
aminotransferase, NeoB)
Putative glutamate-1-semialdehyde Streptomvces
Q4ROX2 | aminotransferase (Putative vt d 416 | 68,00% | 1492 | rbmH ribB
ribostamycin 6'-aminotransferase)
Gentamicin (Hexosaminyl-6-) Micromonospora o gacK genB1
Q70KD9 aminotransferase | (GntW) echinospora 417 55,00% | 1142 gntw
COW371 | Aminotransferase Miﬁ;‘;@ﬁgg:i‘;‘”a 417 | 54,00% | 1142 sis5
. Paenibacillus sp, o HMPREF9413
F5LRC5 | Aminotransferase, class Il HGF7 432 32,00% | 532 2344
Possible aminotransferase
Q4H4F5 | (Putative hexosaminyl-6'- Bacillus circulans | 432 32,00% 530 btrB
aminotransferase)
Rickettsia
C4YVL7 |Putative aminotransferase endosymbiont of 420 29,00% 528 REIS_1503
Ixodes scapularis
Glutamate-1-semialdehyde
aminotransferase-like protein Micromonospora o gacE genB2
Q70KE6 (GntL) (Putative gentamicin echinospora 414 37,00% 522 gntL
aminotransferase Il)
Q6QVT7 Gn’FH (Putative gentamicin Mlcromonospora 445 30,00% 373 gntH genB4
aminotransferase 1V) echinospora
Q70KE2 Glu_tamate-1-semla_ldehyde. Mlcror_nonospora 444 30,00% 379 gacB
aminotransferase-like protein echinospora
Putative aminoglycoside 6'- Streptoalloteichus o

Q701X9 aminotransferase, TobB tenebrarius 395 33,00% 356 tobB
Glutamate-1-semialdehyde Micromonospora

Q70KE4 | aminotransferase-like protein . P 450 30,00% 351 gacC gntJ
(GnitJ) echinospora

Q2MG50 Put_atlve gentamicin Mlcror_nonospora 490 30,00% 351 genB3
aminotransferase Il echinospora

QOXOF8 | Putative aminotransferase Streptoallotelchus 395 34,00% 347 alloD

hindustanus
Aminotransferase (Putative Streptomvces
Q6L741 |glutamate-1-semialdehyde 2,1 kana?n ce%icus 392 33,00% 344 kanB kacL
aminomutase) y
Q2UZEO | Putative AGA 6-aminotransferase | SUePlOMYCeS | 448 | 28000 | 337 istB
tenjimariensis
COW384 | Aminotransferase M'ﬁ:\‘;{“{:ﬁgﬁ:{;"ra 451 | 29,00% | 330 sis18
Q2MGO1 Put'atwe fortimicin 6'- Mlpromonospora 442 28.00% 308 forB
aminotransferase olivasterospora

Q2J7L8 | Aminotransferase (EC 2,6,1,-) Frankia sp, 444 28,00% 300 | Francci3_3369
C4RFU1 | Aminotransferase M'°r°mS°p”°Sp°ra 412 | 29,00% | 293 | MCAG_00530
E7QX19 | Aminotransferase class-II Haladaptatus | 39 | 34 g0, | 289 |4OP2009_167

paucihalophilus 88
Glutamate-1-semialdehyde 2,1- Mycobacterium o hemL
Q73SQ3 aminomutase (GSA) paratuberculosis 445 31,00% 288 MAP_4020
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F7P687 Glu_tamate-1-semlaldehyde-2,1- Mycob:_acterlum 445 31,00% 288 | MAPs_40210
aminomutase avium
Glutamate-1-semialdehyde 2,1- Mycobacterium o hemL
AOQLG2 aminomutase (GSA) avium 445 31,00% | 283 MAV_4621
FOQJPO Glu_tamate-1-semlaldehyde Mycobac_terlum 449 30,00% 272 | MCOL_08823
aminotransferase colombiense
D1C8D4 |Aminotransferase class-lll SiﬂZ?ri?pbrﬁE:r 429 | 28,00% | 270 | Sthe 2663
D3FEK1 | Aminotransferase class-lll CorJfOX;tS)ae?ter 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 Aminosauresequenz von LivB
aus Streptomyces lividus ermittelt. Die Proteine sind absteigend nach dem Score bzw. der
Sequenzidenitat geordnet. UniProt Entry — Eintrag in die UniProt-Datenbank, length — Lange der
Aminosauresequenz, ldentity — Sequenzidentitat.
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Abb. B-1: Sequenzalignment von LivB mit den 15 nachsten Verwandten
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——————— - - --MN-YRELIERARRTT
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. *k .k * ITRET . .
TCP-KD-ADGNPRIFTAARGARLTDRAGKEWIDEDNARGSVVLGHADPEIAEAVARAR-S
TCP-RN-REGNPRVEVSASGAYVIDDAGKRWIDEDNTRGSVLLGHGDPEVAEAVGRAA-T
TCP-RD-EKDRPRVETAASGAWLTDESGFRWIDEDNARGSILLGHGDPVVAEAVARAA-T
TCP-RD-VQDRPRVETSASGAYVTDKSGFCWIDEDNARGSIVLGHGDPRVVEAVCRAA-T
TCP-RD-ADGRPRVEVEGSGAYLTDPDGRRWIDEFDNARGSVVLGHGDEEVAEATARAA-R
TCPF-RD-ADGRERVEIEGSGAYLTDPDGRRWIDEDNARGSVILGHGDEEVAEATARAA-R
DSP-VDPEFRNERVMESRGSGAYLFDYNGGNYIDLMNGKGSIILGHNDPHLNAALRNEL-E
DSP-VDPFRKERVMESRGSGAYLFDYDGGRYIDIMNGKGSIILGHNDPSVNAATLRNEL-E
IIP-SE-SDDYPIVEKYGQGAFLYDINGNRKYIDEMNGKGNII LGHNPKHLIAELIDEL-K
GCT-PY-EVARGVIIVRGEGAYVYDAEGRGLIDLSNSEGSVMLGHODPVVTEAVLKIV-R
AREEYDISGRYPSVIAHAEGAWMTDLSGNRYVDLTGADAAVILGYRHPAVNEAITRQIRD
AAREYDISGRYPSVIAHAFEGAWMTDLSGNRYVDLTGADAAVILGYRHPAVNEATTRQIRD
TNPRPDEDGOYPCVLTRGSGARVHDMDGNAYLDLTCSFGTVLIGHAEREVIDATRACL-D
AAENYDIGTRFSAMIQSGEGAWLTDVEGNRYVDLTASSGTIILGHRNQAVTEATTRQIRD
AAENYDIGTRFSAMIQSGEGAWLTDVEGNRYVDLTASSGTIILGHRNQAVTEATTRQIRD
TNPRPDODGOFPCVLSRGAGARVYDLDDNAYFDLTCSFETVLIGHAEPAVTDATRASL-D

. vk B « s

GAAGTATGWSEFLVDTVADRL- - LALCGGEVVGLEFRTGI SAVRAAVLAVRESVGRFLVLSS
AVRAAVLAVREAVGAPLVLSS

GALGTATGWSELLDTVTSRL- - LELCGGEVVGLFRTG

VRAAGLAVREATGRFLLVSA
ALRSVTCAVRDARDRSIVLSS
GRSGVGTAWSPVLDSLLGQL- -DEVCGEDVVGLYRTGTAALRSVITCAVRDARERSIILSS
AACRAAVYARRDYSGKKIVLSS
ODREVVTGRESKPIIDLAERIKKDSALPDARVSEYTTGTRAACRAAVYAARDYSGKKIVLSS
CTEAVEARMLSERTYNSKKIILSC
GTAATRAARASARRQVIGKRLIASC
YGTTFASTLSVPRVELAERMCERYEC-AERVVEHKTGTEGTAMAVRILARAATGRELVLSS

FGTAFASTLSVPRVELAERLCERYEC-AEKVVEHKT!
FGTAFASTLSVPRVELAERLCERYEC-AERVVEHKI
DGNLFYTGPSPRRLALAERLLDWFPW-ADQALEYR]

TAMAART.ARAATGRELILSC
TAMAARLARAARTGRELILSC

12
12
12
12

15
20
20
11

14

28
19
58
28

13
69
69
62
72
72
78
78
68

74
74
87
7%
119
a7

127
127
127
127
130
130
138
138
126
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132
146
138
178
146
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alleD

*‘k*ﬂ“ W H eel? ".l‘k-
¥DEMWYPPHEPL-EPNADGIVDFFYDLDLLAGLLRD -RDRIAAVVISEDHUHLTEG
YDEMWYPAKAPF-EPNADGT VDFFFDLDOVLAGLLRDGRERVAAVVVSPDHMHLSER

¥YDEMWY PSEADL-EPNADGVVDFFFDLGLLRELLRA - PERVAAVVVSPDHMHLS PG

Y DEMWYBSDAPL-VENADGVVDFFFDLGLLAELLAA -PERVAAVVVSPDHMHLSAR

¢ DEMWH-CDEPE—TPNQHRGI VEFLFDLDVLAEWLSR-PEQVAAVVISPDHMHLGER

YHGYDPMAH-CDEPF-APNQHGVVEFLFDLDVLAEWLSR - PEQVAAVVVSPDHMHLGER

HGWDEPMWRQQGALL-EPNEDGV TEFYFT PELLERALTAHKDOVALVLFSPDYTYLSAS

YDPIWKESGNLE-EFNKNGL INFFFDLELLEKLINKYEEQISATITISFDPLYLTKE
YDLMWE- FTPPG—QPNSEDVLHCYHLPELIDOVLDKHARELBEAVI IAPDY IHVSPE
Y HEWHE-WOMAGEEFGYQOSTEVVGFCYNEKALAKMLEAFGEQVAGV IVSPEVLYFDLD
Y =HOMAGEEFGYQOSTEGVVGEFGYNEKALAKMLEAFGEQVAGV IVEFEVLYFDLD
-WHLEAVPEAKLFPSYATEFRDDLDVYRAYLDRHADE IAAVVVTPEPFTRHPLE
HE-WQLAGETFGYQQT TGVVGFGYNEKALAKMLEAFGNEVAGVLISPELLYFDVE
%m—mmz‘m‘mqr TGVVGFGYNEKALAKMLEAFGNEVAGVLISPELLYFDVE
GWHD-WHLEAVPEAKLFPSYATEFHEDLDVYRAYLERHADE TAAVVVTRERPTREEVG

*ek ok *k * o oakk I
WYARARARLLADAGVPLI TGPGLSTAD--LLDADVWVVAKGHANGYPTARVG
WYERARALLAEARVELI GLRIGPGLSTAG--LLDADVWVITAKGVANGEEFTAAVG
WYRELRRLCSAAGVVLY, IAPCGLSTAE—-LLAPDVWVVAKGMANCIIAVSAVE
WYRELRQLCSAAGVVL YﬁVGLRYSEGISTAE-—LLNPW&KWGH&VSAVE
WYTEFTRLTKEADVEV EVRVGLRYRAGLST-F--LLDPAVWIVAKCLANGSEVARVG

WYTEF mm?ﬁﬁmmm@im =H--LLDPAVWIVAKCLANGSEVAAVG
TIERILGICRAHGVLW IROGESSLEMVTAERKADMY VESKGLSNGHRISCLV

) DVKOGYRHRQGSSLELVITERKADMYVESKGLSNGHRISCVV
WFBIQ.NSID{ESMI KVGEFRYNFGLYTSRY-GLEPDIAIISKGIANGERISVVC

FRAGPRGVHGL——-GVPADVVVLEKGLANGIHSLAAVM
EMLD GFRAGEPRGVHGL—-GVPADVVVLEKGLANGIHSLAAVM
HYRTLRDLAREAGCLEVLDEVRTGMRAGKGGLSARA-GLEPDAVIVSKGLANGHSISAVV

FYQRMYALCARYDVE ) FRAGPKGVHGL--GVPADVVVVSKGLANGHSLAAVM
FYQRMYRLCARYDVE: )] FRAGPKGVHGL—--GVPADVVVVSKGLANGHSLAAVM
HYRVLRELAREHGCL! GGLSALA-GLEPDAVTVSKGLANGHSTSAVV

. * ' ' . .
GSRTLLKPLREVSE- MWTMEMQRTMMTMSE
GSRITLLKPLREVSY- FFEPTVLAAAERTLARVATGEPQRTVRETGDLFVEHRARSALA
GSRRLLKFLEEVIE- FFEFTILAARDRALARVATGEPORAVREAGDRFLRHARKALD
GPFRALLRFLKEVIF- FFEFTLLAARDAVLIRVATGEFORALREAGDRFLCHARKALO
GDAHLLARLEDVSF- YFEPTAMAAATTTLRRMATGEPQQATIRAARGDRFIRHTRAAFA
GDAHLLARARLEDVSEF- YFEPTALARATTTLRRMATGOPOQAIRARGDRFIARHTRAAEV
STDETMAETKEHTY- —EAEYQMPILSSLE‘IIH{B‘ETGKGYDI.I RFYGHALTGNLEKELFA
SSDETMAETHEHTY- Y YOMLPTLSSLETLERMESGEGYDLIRSYGQTLTGNLEELEV
GYKEMMEGCSNLNY-—TCFFDAITFEVATKVMETLSKKDEFYRVLNQVSLNLINTISSLIE
GDERFLKPLAEFVS-—-TLTFEAPSFAAASATLDRLAELDVQAQLATDGARFVSERAKMIS

GRRDIIDAYDVSGIQGT Y TREVPPMAAATLAVEEVLD TPGVYERAEAMGRRLADGMREILT
GRRDLIDRYDVSGIH IREVPPMAAALRAVFEVLDTEGVYERAEAMGRRLADGMEEILT
GSRRITEG, ONEOVGYAARLSTVDELLREDVAGVVERTGRTVERAFRSAFA
GRRDLIDARYDVIGEI REVPPMAAARMAVLDVLDTPGVYEHAEAMGRRLADGMREILT

GRRDLIDAYDVSGIQGT Y TREVPPMARRMAVLDVLDTPGVYERAEAMGRRLADGMREILT
GERRITDGLDEAHVWS T YQNEQVGFAARALATVDELESQDVAAVVGRTGRVVEQAEFRSAEA

185
186
185
i85
187
i87
197
197
185
180
192
191
205
197
237
205

243
244
243
243
244
244
257
257
244
238
250
249
264
255
295
264

301
302
3ol
301
302
302
315
315
302
297
310
30e
324
315
358
324
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LivB
ParB
neoB
RibB
Gack
sis5h

BtrR
REIS
GacE

Gach
TobB

GenB3
AllcoD

LivB
ParB
nacB
RibB
Gack
sish

BtrR
REIS
GacE

GacB
TabB
GacC
GenB3
AlloD

LivB
ParB
necB
RibB
GackK
sish
HMPR
BtrR
REIS
GacE
GntH
GacB
TobB
GaccC
GenB3
AllaD

. - o - . dw .
GAGLPVELAGDGSEFQF VAATRELE- -KALWWATEDEGLLFYRGDNQAVSAARFGPDVL-D
ARSLPLEVAGNGTEFQF VPATREVE- -KAFYKATEEEGLLFYRNDNOAVSAAFGPDVL-D
DRSLPVEIAGDGIFFQFVPATEELE- -EALYGARNAEGLLFYAGDNOGVSAAFDEAVL-G
DRALPVEIABDGIEFQFVPASEELE- - YAFYAARNTEGLLFYAGDNOGVSAAFDDAVL-T
NAGVPIDLAGNGNLFQFVCANDEVA--DAFHARRAAEGLLFFEGDNOTPSARFTDEVV-E
GAGVPIDLAGNGNLFQFVCADDEV(Q--DAFHARRADEGLLFFEGDNQTPSTAFTDEVV-E
QSALPIEVNGS-SIFQLVFEDEELE--EAFYREAFNQGLI LFEGDNQSLSLCMDKDVQ-V
QSSLPIEVNGS-SIFQLVFEDEELE- -EAFYREAFTQGLILEEGDNQSLSLCMDKDVQ-Y
QFELPTQTKHNGSIFQF TFPDQEAS--DVFEFYESTQHGLIFY PGDNQCFSYAFNDORVHL
TRDLPTEMAGTGAAFQFVCAE-EVE--EVLLPHATAEGLT LEPSDQQYPSACFRGEVV-D
GEGT PNWVGGPALMEDVVL PNDDLGH--EI YKTAHD FGVY FEDSGTQLVTAAFDEAAV-D
GEGIPNWVGEPALMFDVVLPNDDLGH--EI YKTAHD FGVYFEDSGTQLVTAAFDEAAV-D
ERGLPVEVHEWGEMFDLDF SAAEEDLPERLOLALLRHAGVEC-DVEDDENLNYRMADHL-D
GEGIPNWVGEFALMEDTVLPNDDLGW--EI YKTAHD FGVY FEDSGTOLVTTAFDEAAV-D
GEGIPNWVGEPALMEDT VLPNDDLGW--EL YKTRHDFGVYFEDSGTQLVT TAFDERAV-D
ERGLPVEVRGWGPMFDLDFSAREEGLADRLOLAFLRHGVEC-DIGDDFNVMYRTADHL-D

DAEARFTRVCDRLA-—-PYAR---SDAPVSEEARY LARWNVIDGLRDAARDDRTT --REWT
DARARFSRVCDRLA---PFA---AAGPVGEEARYQAANSVMDGLREAERDARET ~—~REWV
ERERRFARVCERLA-—-PYR--—-GGEPVGDAARYRVANNVMDGLROAPRDREET —-TGLL
DAEQRFTRVCDRL3-—-AYA--—-GGEPVDERARYRVANNVNDGLREAERDRAAT ——DGML
DRCGRIDRVSAALT-—-GRF--—-TDRELTEESWYASAWGANDGLADRPRTREET —-TAIV
DACGRIDQVAATLA-—-GLF--—-TGRELTEESWYASAWGAMDGLADRPRTREET——TAIV
DLLRRFANVIDVLSEQFKHL---RGKEVITEQTFRTAWNMIDGASDLLFYEKQL—--KLL
DLIBRRFANVIDVLSEQFKHL---RGKEVITEQTFRTAWNMIDGASDLLPYEKQL---KLL
ELKRNFINLEKVIEKNPLFQ---KGRKPTLEWEIXTAWY LMDGLPSIQINKELK--ESIL
DATLERLDRALTTMAAARPDL~--=-VGREVTQLDRVNAAFCOMODGLPGRPDGWSLDQCVEYV
HALTAFRKATROVVADRPDIAPTSGGELTEERKLDFAEEAFGGLL~--RDDERT--NALI
HALTAFRKATROVVADRPDIAFTSGGELTEERKLDFAEEAFGGLL~--RDDERT--NALI
ELLE R TR T ST o e o o e e e o e e e e e
HALTAFRKATROVIADRPDIAFTSGGELTEERELDFAEEAFGGLL—--RDDERT--NALI
HALTAFRKATROVIADRFDIAFTSGGELTEERKLDFREEAFGGLL---RDDERT--NALI
EL TRV AR LR SV == m e e e e e e e e e e e e e e e e —————

SRLLDD === == mmmm mm e 416
1 A 1) | 417
DR T TV e e s s o e o o e e 416
1A A ) . 116
ERLWED == === mmmm e 417
ERLWED-—-—-——==== === 417
DHLIGEG--—-——-——= === 432
DNLIGGG-——=—mmmmm = mmm e 432
MSLPE--—---———-—-—————— 420
B Te ) A —— 112

DETIEKVVNRDRSIKEVLFPAQN 445
DETIEKVVNRDRSIKEVLFPAQN 444

DETIEKVVNRDRSTIKPVLIPAQON 450
DETIEKVVNRDRSIKPVLIPAQN 490

Abb. B-1: Sequenzalignment von LivB mit den 15 sequentiell ndchsten Verwandten

Es sind die ndchsten 15 sequentiell mit LivB verwandten Enzyme dargestellt, sieche auch Tab. B-1.
Markiert sind die Positionen der an der Bindung des Kofaktors PLP beteiligten Aminosauren von LivB,
das konservierte Lysin (LivB Lys231) in griin, sowie weitere fir die PLP Bindung wichtige Reste in
hellblau. Desweiteren sind die Positionen von an der Bindung des Paromomycin beteiligten
Aimonosauren in orange gekennzeichnet. Das Alignment wurde mit ClustalO [Sievers et al., 2011]
durchgefiihrt. Ein * (Stern) bedeutet eine vollstandig konservierte Aminosaure, ein :
zeigt die starke Konservierung von Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt)
stellt die schwache Konservierung von ahnlichen Aminosauren dar. Striche (-) bedeuten Licken, die

zu einem besseren Sequenzalignment fihren.
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Abb. B-2: Sequenzalignment der funf nachsten verwandten Enzyme mit LivB

LivB
ParB
NeoB
RibB
Gack
8is5

LivB
ParB
HeoB
RibB
GacK
8ish

LivB
ParB
HecB
RibB
Gack
8ish

LivB
ParB
NeoB
RibB
GacK
8isb

ParB
HaoB
RibB
Gack
8is5

LivEB
ParB
NeoB
RibB
GacK
Sish

LivB
ParB
HecB
RibB
GacK
8is5

--MIRNSSTLAEKPTCPRDADGNPRIF TARRGARLTDRAGKEWIDFDNARGSVVLGHAD
-=-MTONFATLAEI PTCPRNAEGNFRVEVEASGAYVIDDAGKRNIDFDNTRGSVLLGHGD
==-MTKNESLLAEFPTCPROEKDRPRVF TAREGAWLTDESGFRWNIDFDNARGS ILLGHGD
--MIENSSLLAEFPTCPRDVODRPRVFTSASGRYVIDKSGFCWIDFDNARGE IVLGHED
MTIDIGAGKLLAQEPTCPRDADGRPRVEFVEGSGAY LTDPDGRRWIDFDNARGSVVLGHGD

MIIDIGAGKLLAQEPTCPRDADGRPRVFIEGEGAYLTDPDGRRWIDFDNARGEVILGHGD
ke KkkR JhEek kEk cRE ok RRkkREhEE: coRAR K

PEIAERVARARASGARGTATGWSPLVDTVADRLLALCGGEVVGLEFRTGTS
PE?ZEHVGR&RTGhLGTREGWSPLLDT?TSRLIEECGGE??GLFR TSP
PVVAEAVARRATGADGTATCWSRRVDAVLERLHALCGGEVV :

PRVVERVGRAARTGADGTATGWS PRVDAVLERLHALCGGE

¥HGYDPMWY PPHEPLEPNADGIVDFFYDLDLLAGLLRD-RDRIARVVIS
YHGYDPMWY PAKAPFEPNADGIVDFFFDLDVLAGLLRDGRERVAAVVVS
YHGYDPMWY PSEAPLEPNADGVVDFFFDLGLLRELLRA-PERVAAVVVS
AGYHGYDPMWY PSDAPLVPNADGVVDFFFDLGLLAELLAA - PERVARVVVS

Gmmn-cnsprmmﬂﬂwrmnmm-wuwm

PDHMHLGERWYTEFTRLTKEADVPVIADEVEVGLRYRAGLST-PLLDPAVWIVAKCLANG

PDHMHLGERWYTEFTRLTKEADVPVIADEVEVGLRYRAGLST-HLLDPAVHIVAKCLANG
hkhhhh *k * h ok .. kkEkEREAEE  khkkE kK kk e kk kAR

-

¥PTABRVGGSRTLLKFLREVS FFEPTVLAARRERTLARVATGAPQRTVREAGERFLTHA
FPTAARVGGSRILLKFLREVSY IS FFEPTVLARRERTLARVATGEFQRTVRETGDLFVEHA
HRVSAVGGSRRLLKPLKEVS FFEPTILAARDRALARVATGEPQRAVREAGDRFLRHA
HAVSAVGGPRALLRPLEKEVS FFEPTILAAARDAVLSRVATGEPQRALREAGDRFLCHA
SPVAARVGGDAHLLARLEDVS YFEPTAMAAARTTTLRRMATGEPQOAIRARGDRFIAHT

SEPVARAVGGDAHLLARLEDVE YFEPTALARATTTLREMATGOPQORIRARGDRFIAHT
L rhkokd &k k ochdakk - kokkk -khkE JE O Rakkk Rk sk ok ke ke

RKSLAGAGLPVELAGDGSFFQFVAATRELEKALWWATEDEGLLFYRGDNQAVSAAFGPDV
RSALARASLPLEVAGNGTFFQFVPATREVKKAFYKATEEEGLLFYRNDNQAVSARFGPDV
REALDDASLPVEIAGDGTFFQFVPATEELEEALYGAANAEGLLF Y AGDNQGVSAAFDEAV
RKALQDAALPVEIAGDGTFFQFVPASEELEYAFYAARNTEGLLEYAGDNQGVSAAFDDAY
RAAFANAGVPIDLAGNGNLFQFVCADDEVADAFHAARRAEGLLFFEGDNQTPSAAFTDEV

RARFVGAGVPIDLAGNGNLFOQFVCADDEVODAFHARAADEGLLEFEGDNQTPSTAFTDEV
* r & rhkrcokkk -kEkkEk * * = * = * = dkkhk - kEkx LR *

LODAEARFTRVCDRLAPYASDAPVSEEARYLARWNVIDGLRDARRDDRTTREWI SRLLDD
LDDARARFERVCDRLAPFARRGPVGEEARYQARWSVMDGLREAERDARETEEWVDREFLDD
LGEARERRFARVCERLAPYARGGEPVEDAARYRVAWNVMD GLROAFRDREETTGLLARLLDD
LIDAEQRFTRVCDRLEAYAGGEPVDEAARYRVANNVMD GLREAERDRAATDGMLARLLDD
VEDACGRIDRVSAARLTGRFIDRELTEESWYASAWGAMDGLADRPRTREETTAIVERLWED
VEDACGRIDOVAATLAGLFIGRELTEESWYASAWGAMDGLADRPRTREETTAIVERLWED
s ek LS * « PR *k | kEk o * * = ke ok

Abb. B-2: Sequenzalignment der fiinf nachsten verwandten Enzyme mit LivB

Alignment der finf nachsten Verwandten von LivB (siehe Tab. B-1). Das Alignment wurde mit
ClustalO [Sievers et al., 2011] durchgefiihrt. Farbgebung wie in Abb. B-1. Ein * (Stern) bedeutet eine
(Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von
(Punkt) stellt die schwache Konservierung von

vollstandig konservierte Aminosaure, ein
Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften an und ein .
ahnlichen Aminosauren dar. Striche (-) bedeuten Licken, die zu einem besseren Sequenzalignment

fuhren.

57

57
57
60
60

117
117
117
117
120
120

176
177
176
176
178
178

236
237
236
236
237
237

296
297
296
296
297
297

356
357
356
356
357
357

416
417
416
416
417
417

164



Anhang

Abb. B-3: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den Ergebnissen der DALI-Suche
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Anhang

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), a-Amino-¢-Caprolactam Racemase (AC_racemase, 3dxv.pdb), 2,2 Dialkylglycine
Decarboxylase (DA _DC, 1ds7.pdb), bakterielle Aminotransferase Klasse lll aus Deinococcus sp.
(bac_AT, 3i4j.pdb), 7,8-Diamino-pelargonsaure Aminotransferase (DAPA, 1dty.pdb), o-Transaminase
(omega_TA, 4a6t.pdb), Lysine-¢ 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-Hydroxybenzoesdure Synthase (AHBA, 1b%h.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] durchgefiihrt. Striche (—) bedeuten Liicken,
die zu einem besseren Sequenzalignment fuhren. Ein * (Stern) bedeutet eine vollstdndig konservierte
Aminosaure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von Aminosduren mit dhnlichen
Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von ahnlichen Aminosauren
dar.
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Abb. B-4: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den 11 strukturell verwandtesten
Enzymen des Aminotransferase Faltungstyps Il

———————————————————— STLA--EKPTCPKDA--DGNPR- IFTA--ARGARL 28

LivB

GSAM #@ m=—=—— FKTIKSDEIFAARQRLMPGGVSSPVRAFRSVGGQPI-VFDR--VKDAYA 46
AQ AT  mmmmmmmmssm—m—ee- TFDEVIL--PVI==-APAD=-===== F-IPVRK--GKGSRV 25
CF_AT ------- GPPTSDDIFEREYKYGARA--HNY-HPLP======= V=-ALER--GKGIYL 35
GAEA 2 | m=mmmmm———— NSNRELMORRSQAIP--RGVGQIH--=-=—=-=— PI-FADR--AENCRV 34
PG_.FLT SILNDYKRKTEGSVFWAQRARSVM--PD---GAFD--PH-GL-FISD--AQGVHK 44
AC_racemase —--—--———=----= KALYDRDGRAIG-NLOKLRFFP---———-L-RISG--GRGARL 32
DA DC = -—=--———- LNDDATFWRNARQHLV--RYGG-—-——-—-——— TFEPMIIER--AKGSFV 35
bac_ET ————————————————————— NVF-=-YR-=======— SSKPYP-VAVR--GEGVFL Z1
DEAPAR 2 ==ccc—ecea—- MTTDDLAFDERHI --WHPY--TSMISPLPVY-PVVS--RAEGCEL 37
omega AT  ---——————- RTTSQWRELDAAHH--LHPFTDTASLNQAGAR-VMTR--GEGVYL 40
Lys in_ET ————————— TTPDRVHEVLGRSML === === ———— - VDGLDIVLDLTRSGGSYL 33

* L * * .
LivB TDR-AGKREWIDFDNARGSVVLGHADPEIAE====== AVARARSGARGTA==-=-T=-- 71
GSAM WDV-DGNRYIDYVGTHGPAICGHAHPEVIE————-- ALKVAMEKG-TSF-—-G-- 88
AQ_AT WDQ-QGKREYIDFAGGIAVTALGHCHPALVE------ALKSQGE-TLWHT---S-- 67
C_AT WDV-EGRRYFDFLSSYSAVNQGHCHPRIVN-——-——-- ALKSQVDK--LTL---T-- 76
GABA WDV-EGREYLDFAGGIAVLNTGHLHPKVVA-~~-=-==AVEAQLKK--LSH~-~~-TCF 77
BG_AT TDV-DGNVYLDFFGGHGALVLGHGHPRVNA————-- AIAEALSHG-VQY---A-- 86
AC_racema se IEE-NGRELIDLSGAWGAARSLGYGHPARIVA---=--- AVSAARRAR-NPRGATILS-- 77
Dz DC YDA-DGRAILDFTSGOMSAVLGHCHPEIVS====== VIGEYAG-KLDHL---F-- 77
bac AT YDD-AGRRYLDGSSGALVANIGHGRAEVGE—----— RMARQAAR-LFFV---H-G €4
DAPA ILS-DGRRLVDGMESWWAATHGYNHPQLNA———==— AMKSQIDAMS-HV---M-- 79
omega AT WDS-EGNKIIDGMAGLHWCVNVGYGRKDFAE—-----, ARRROME-ELPFY---N-- 82
Lys in_AT VDAITGRRYLDMFTFVASSALGMNPPALVDDREFHAELMQAAL-—--NKP---3-N 81
. * 3

LivB -=G-——-WSPLVDTVADRLL-ALCG--G---EVVGLFRTGTSAVRAAVLAVRESV 114
GSEM -=A--—-=PCALENVLAEMVN-DAVP-SI---EMVRFVNSGTEACMAVLRIMRAYT 132
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AC_racemase
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DA DC SGM----LSRPFVVDLATRLA-NITPPGL---DRALLLS SNEAAIRMAKLVT 124
bac AT SQF----SSDVLEEYAGRLA-RFVG--L-PTFRFWAVSG ATESAVELARQYH 111
DAPA --F-GEITHAPAIELCRKLV-AMTIPQPL-~-~-ECVFLADSGSVAVEVAMKMALOYW 127
omega AT --TFFKTTHPAVVELSSLLA-EVIPAGF---DRVFITN SVDTMIRMVRRYW 131
Lysin AT : 128
LivB 133
GSAM 150
RO_AT 147
Q AT 151
GABA 146
PG_AT 140
AC_racemase 146
DA_DC 152
bac_AT 127
DZPA 157
omega_AT 166
Lysin AT ie2
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Anhang
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Anhang

Abb. B-4: Strukturelles Sequenzalignment von LivB mit den 11 strukturell verwandtesten
Enzymen des Aminotransferase Faltungstyps lll

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), a-Amino-¢-Caprolactam Racemase (AC_racemase, 3dxv.pdb), 2,2 Dialkylglycine
Decarboxylase (DA _DC, 1ds7.pdb), bakterielle Aminotransferase Klasse lll aus Deinococcus sp.
(bac_AT, 3i4j.pdb), 7,8-Diamino-pelargonsaure Aminotransferase (DAPA, 1dty.pdb), o-Transaminase
(omega_TA, 4a6t.pdb) und Lysine-¢ 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 griin dargestellt. In blau sind die Positionen der Aminosauren markiert, welche bei LivB zur Bindung
des PLPs beitragenDas Alignment wurde mit dem DALI Server [Holm et al., 2010] durchgeflihrt.
Striche () bedeuten Liicken, die zu einem besseren Sequenzalignment fuhren. Ein * (Stern) bedeutet
eine vollstandig konservierte Aminosaure, ein : (Doppelpunkt) zeigt die starke Konservierung von
Aminosauren mit dhnlichen Eigenschaften an und ein . (Punkt) stellt die schwache Konservierung von
ahnlichen Aminosauren dar.
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