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1 Einleitung

Eine Vielzahl schwerwiegender bakterieller Erkrankungen erfordert eine Behandlung
mit Antibiotika. Zu diesen Krankheiten gehoren beispielsweise Milzbrand, Endokar-
ditis sowie Sepsis, die unter anderem durch Bacillus anthracis und Staphylococcus
aureus ausgeloste werden [Tong et al., 2015; Pilo und Frey, 2018]. Nach der Entde-
ckung des Penicillins durch Sir Alexander Fleming im Jahr 1928 wurden viele Neu-
und Weiterentwicklungen auf den Markt gebracht [Coates et al., 2011]. In den letz-
ten Jahrzehnten konnten jedoch nur wenige neue Substanzen in klinischen Studien
tiberzeugen [Wright, 2012; Bassetti etal., 2013]. Zusammen mit der verstarkten
Entwicklung von Resistenzen, teilweise aufgrund nicht vollstdndig durchgefiihrter
Therapien, besteht mittlerweile eine groffer werdende Dringlichkeit, neue Antibioti-
ka zu entwickeln [Duin und Paterson, 2016; McGann et al., 2016; Wijesekara et al.,
2017]. Auch gegeniiber Streptococcus pneumoniae, einem diploiden, gram-positiven,
humanpathogenen Bakterium, ist die Standardtherapie mit Antibiotika aufgrund
von resistenten Stdmmen gefihrdet [Reinert, 2009; Caballero und Rello, 2011]. Die-
ses Bakterium kann vor allem bei immungeschwachten Personen, Kleinkindern und
Alteren schwerwiegende, teilweise todlich verlaufende Erkrankungen wie Meningitis,
Lungenentziindung und Sepsis hervorrufen [O'Brien et al., 2009; Bogaert et al., 2004;
Keller etal., 2016].

Bei der Suche nach neuen pharmazeutisch relevanten Zielstrukturen konnte unter
anderem die D-Alanylierung der Teichonsduren, einem Bestandteil der Zellmembran
gram-positiver Bakterien, als mogliche Zielstruktur gefunden werden [Bertsche et al.,
2013]. Die fiir diese Modifikation notwendigen Proteine werden als DIt-Proteine be-
zeichnet (D-alanylation of lipoteichoic acids) [Heaton und Neuhaus, 1992] und konn-
ten bisher zum Teil strukturell und funktionell aufgeklart werden [Yonus et al., 2008;
Du etal., 2008; Zimmermann et al., 2015; Pfennig, 2015]. Genauere Kenntnisse des
Reaktionsmechanismus sowie der Strukturen der beteiligten Proteine konnen bei
der Entwicklung neuer Pharmazeutika von Nutzen sein. Daher sollten im Rahmen
dieser Arbeit neue strukturelle und funktionelle Erkenntnisse zu den DIt-Proteinen

gewonnen werden.

1.1 Bakterielle Zellwande und Teichonsauren

Die Einteilung von Bakterien erfolgt oft aufgrund ihres Verhaltens in der Gram-
Farbung. Nachdem die Bakterien mit Kristallviolett und lod-Kaliumiodid-Loésung
gefirbt wurden, erfolgt ein Entfirbeschritt mit Ethanol. Je nach Aufbau der

Zellwand bleiben einige Bakterienarten gefarbt (gram-positive), wahrend andere
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Zellwand und Zellmembran von Bakte-
rien. (a) Schematischer Aufbau der gram-negativen Zellwand. (b) Schematischer Aufbau
der gram-positiven Zellwand. (c) Detaillierterer Aufbau der gram-positiven Zellwand. Das
Zytosol wird durch die Zytoplasmamembran und die aufgelagerte Peptidoglykanschicht, be-
stehend aus N-Acetylglucosamin- und N-Acetylmuraminsédureeinheiten, von der Auflenwelt
abgeschirmt. Teichonsduren, anionische Polymere, die sich aufgrund ihrer Lokalisation in
Lipoteichonsduren und Wandteichonséduren einordnen lassen, sind in die Peptidoglykanschicht
eingelagert. (Abbildung angelehnt an Brown et al. [Brown et al., 2015]).

wieder entfarbt werden (gram-negative) [Coico, 2006]. Das unterschiedliche Verhal-
ten lasst sich durch den Aufbau der Zellwand erkléren, die in beiden Untergrup-
pen eine Abgrenzung gegentiber der Umwelt darstellt. In gram-negativen Bakte-
rien ist eine einschichtige Peptidoglykanschicht sowie eine zweite Lipidmembran
auf die Zytoplasmamembran aufgelagert (Abb. 1.1(a)) [Brown et al., 2015]. Anstel-
le der zweiten Lipidmembran ist in gram-positiven Bakterien die Peptidoglykan-
schicht dicker und komplexer aufgebaut und kann durch ein Tetrapeptid (L-Alanin,
D-Isoglutamin, L-Lysin, D-Alanin) direkt oder iiber eine poly-Glycin-Briicke quer-
vernetzt werden [Scheffers und Pinho, 2005; Vollmer et al., 2008; Radkov et al., 2018|.
Sie bilden dadurch eine zellmembranumlaufende Schicht mit mehreren quervernetz-
ten Lagen [Beeby etal., 2013] (Abb. 1.1(b) und Abb. 1.1(c)).

Bereits im Jahr 1958 konnten Polymere mit einem hohen Ribitolphosphat-Anteil
als weiterer Bestandteil der Zellwand gram-positiver Bakterien nachgewiesen wer-
den [Armstrong et al., 1958]. Sie wurden als Teichonséuren bezeichnet. Mittlerweile
umfasst dieser Begriff Polymere der Zellwand, die sich durch Polyole mit Phospho-

diesterbindungen sowie teilweise auch Zuckerresten und D-Alaninen auszeichnen
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Abb. 1.2: Strukturen von Teichonsiuren. (a) Poly-Glycerolphosphat-Teichonséuren wie
sie z. B. in Bacillus subtilis 168 in der LTA und WTA vorkommen. (b) Poly-Ribitolphosphat-
Teichonsduren wie sie z. B. in B. subtilis W23 in der WTA vorkommen.

[Baddiley, 1970; Ward, 1981; Brown et al., 2013]. Eingebettet in die Peptidoglykan-
schicht tragen sie zum Schutz des Bakteriums gegen die Auflenwelt bei [Neuhaus und
Baddiley, 2003]. Die einfachsten Formen der Teichonsédure bestehen, je nach Organis-
mus, aus poly-Glycerolphosphat- oder poly-Ribitolphosphat-Einheiten (Abb. 1.2).
Teichonsduren lassen sich in zwei Untergruppen, die Wandteichonsiauren (WTA)
und die Lipoteichonsauren (LTA), einteilen (Abb. 1.1(c)) [Brown et al., 2013; Percy
und Griindling, 2014]. Lipoteichonsduren werden iiber einen Glykolipidanker in der
Membran verankert [Duckworth et al., 1975; Neuhaus und Baddiley, 2003] und be-
stehen bis auf wenige Ausnahmen (z. B. S. pneumoniae) aus Polyglycerolphosphat-
Einheiten [Neuhaus und Baddiley, 2003; Fischer, 1997; Percy und Griindling, 2014].
Die Anzahl der Wiederholungseinheiten variiert stark (z. B. von 5 bis 50 in Lacto-
bacillus thamnosus ATCC 7468 [Pollack et al., 1992]). Wandteichonsauren sind hin-
gegen iiber einen Saccharidlinker an die Peptidoglykanschicht gebunden [Kojima
etal., 1985; Araki und Ito, 1989] und weisen eine hohere Diversitdt im Aufbau auf
[Brown etal., 2013]. So unterscheiden sich z. B. die WTA-Struktur in Bacillus in
den Unterarten B. subtilis 168 und B. subtilis W23 (Glycerolphosphat- bzw. Ribitol-
phosphateinheiten) [Iwasaki et al., 1986].

In S. pneumoniae gibt es deutliche Unterschiede zu den eben gezeigten Charakte-
ristika. Die Wiederholungseinheit enthélt sowohl in den LTAs als auch in den WTAs
2-Acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxygalactose (AATGal), Glucose (Glec), Ribitol-
phosphat (Rib-P) und zwei N-Acetylgalactosamine (GalNAc) (Abb. 1.3). Auffillig
ist, neben der ungewohnlichen Aminoglucose, die Veresterung der N-Acetylgalacto-
samine mit Phosphorylcholin [Fischer, 1997; Seo et al., 2008]. S. pneumoniae ist von
exogenem Cholin abhéngig und das Ersetzen des Phosphorylcholins durch Amino-
alkohole fiithrt zum Verlust der Zellteilung und Autolyse [Badger, 1944; Tomasz,
1968].

Die Biosynthese von LTA und WTA ist nur teilweise aufgekliart und wird durch
Proteine katalysiert, die in den sogenannten tar- bzw tag-Operons codiert werden
[Swoboda etal., 2010]. Aufgrund der unterschiedlichen Stereochemie der Vorlaufer
der Teichonsauren wird davon ausgegangen, dass die Substrate fiir den Aufbau der

Glycerol-LTAs und Glycerol-WTAs aus unterschiedlichen Quellen stammen. Die
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Abb. 1.3: Struktur der Teichonsiduren in S. pneumoniae. Teichonsiuren in
S. pneumoniae bestehen aus 2-Acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxygalactose (AATGal), Glu-
cose (Gle), Ribitolphosphat (Rib-P) und zwei N-Acetylgalactosaminen (GalNAc) die mit
Phosphorylcholin verestert werden. (Abbildung angelehnt an Gisch et al. [Gisch et al., 2013]).

Monomereinheiten fir die LTA-Synthese entstehen wahrscheinlich aus Phosphatidyl-
glycerol, wahrend fir die Synthese von WTA CDP-Glycerol genutzt wird [Ward,
1981; Bhavsar und Brown, 2006]. Im Gegensatz dazu wird fiir S. pneumoniae die
gemeinsame Synthese beider Teichonsaurearten mit Hilfe der gleichen Enzyme und
der gleichen Substrate vermutet, auch wenn dies bisher noch nicht bestatigt werden
konnte. Der identische und komplexe Aufbau sowie die gleiche Anzahl an Wieder-
holungseinheiten in WTA und LTA sprechen fiir die Nutzung eines gemeinsamen
Systems zur Biosynthese beider Teichonsaurearten [Fischer, 1997; Denapaite et al.,
2012]. Bisher konnten einzelne Schritte dieser Synthese in S. pneumoniae sowohl
strukturell als auch funktionell aufgeklart werden. Sie erfolgt wahrscheinlich mem-
brangebunden [Denapaite et al., 2012; HeB et al., 2017].
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Mit den zahlreichen Phosphatgruppen im Polymer bilden die Teichonsduren zusam-
men mit dem Peptidoglykan eine anionische Matrix und tragen mit dazu bei, dass
z. B. Magnesiumionen fiir Enzyme in dieser Matrix gebunden werden [Neuhaus und
Baddiley, 2003; Heptinstall etal., 1970; Hughes etal., 1971]. Daneben sind sie in
die Bildung von Biofilmen [Vergara-Irigaray etal., 2008] sowie in die Bindung an
die Wirtszellen und an artifizielle Oberflichen involviert [Weidenmaier et al., 2004;
Gross etal., 2001; Xia etal., 2010]. Bakterien mit Mutationen in der WTA- oder
LTA-Synthese sind temperatursensitiv und zeigen teilweise Wachstumsdefizite und
Morphologieabweichungen. Ohne die Synthese von Teichonsduren sind Bakterien
nicht tiberlebensfahig [D'Elia et al., 2006; Oku et al., 2008; Schirner et al., 2009].
Die Hydroxylgruppen der Glycerol- bzw. Ribitoleinheiten kénnen durch Zuckermole-
kiile sowie D-Alanin modifiziert werden, wobei die Glykosylierung wenig untersucht
ist [Winstel etal., 2014]. Bisherige Versuche in S. aureus zeigen jedoch, dass durch
die Glykosylierung eine hohere Resistenz gegeniiber [-Lactamantibiotika [Brown
et al., 2012] und erhohte Phagenadsorption gegeben ist [Chatterjee, 1969; Park et al.,
1974]. Wesentlich besser charakterisiert ist die D-Alanylierung von Teichonséuren,
die durch die DIlt-Proteine katalysiert wird.

1.2 D-Alanylierung von Teichonsauren

Dringen Bakterien in einen Wirt ein, so kann dieser tiber das angeborene Immun-
system CAMPs (cationic antimicrobial peptides) entsenden, die mit den negativ
geladenen Teichonsauren interagieren [Hancock und Diamond, 2000]. Die Modifi-
kation der Teichonsdure mit D-Alanin durch das Bakterium bringt eine positive
Ladung in das negativ geladene Polymer der Teichonsaure ein. Somit wird die
negative Gesamtladung der Teichonsduren reduziert und Kationen der Umgebung
interagieren weniger stark mit den Teichonsduren. Neben der Anderung der Ladung
hat die Modifikation einen Einfluss auf die Konformation der LTAs und resultiert
in einer geringeren Permeabilitidt der Zellwand [Saar-Dover etal., 2012]. Daneben
spielt die D-Alanylierung eine wichtige Rolle in der Regulation der Kationenhoméo-
stase [Archibald et al., 1973], der Autolyse [Velez et al., 2007; Steen et al., 2004], der
Adhésion und Invasion von Wirtszellen [Abachin et al., 2002; Kristian et al., 2005]
sowie der Biofilmproduktion [Fabretti et al., 2006].

Im Jahr 1995 wurde fir Bacillus subtilis gezeigt, dass die Proteine, die fiir die
D-Alanylierung zustandig sind, im dlt-Operon (D-alanylation of lipo teichoic acid)
codiert sind [Perego et al., 1995]. Die Existenz eines solchen Operons konnte sukzessiv
fiir andere gram-positive Bakterien wie z. B. Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
und Streptococcus pneumoniae nachgewiesen werden. Im Operon sind codierende

Sequenzen fiir vier bis fiinf Proteine vorhanden, von denen nur vier als essentiell
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— ditA — 1 ditB —ditc —  dItb —
516 AS 414 AS 79 AS 422 AS
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des dlt-Operons. Angegeben ist jeweils die Anzahl
an Aminosduren in dem zugehorigen Protein, sowie die Grofie des Proteins in S. pneumoniae.
(AS = Aminosduren, kDa = Kilodalton)

gelten [Perego etal., 1995; Peschel etal., 1999; Khattar et al., 2009; Kristian et al.,
2005; Kovacs etal., 2006]. Diese vier Proteine werden als DItA, DItB, DItC und
DItD bezeichnet (Abb. 1.4). Die Proteine aus S. pneumoniae werden im Folgenden
mit SpDItA, SpDItB, SpDItC und SpDItD abgekiirzt. Im Gegensatz zu den teilwei-
se voneinander unabhingigen Wegen fiir die Synthese von LTA und WTA erfolgt
die Modifikation der Teichonséure mittels der erwahnten Proteine an der Lipotei-
chonséure. Fiir die Ubertragung von D-Alanin von der Lipoteichonsdure auf die
Wandteichonsdure konnte bisher kein Enzym nachgewiesen werden. Moglicherweise
erfolgt dies enzymunabhéngig mit LTA als Substrat [Haas et al., 1984; Childs et al.,
1985; Brown et al., 2013]. Insbesondere die Untersuchungsergebnisse, dass in Stam-
men ohne LTA nur geringste Anteile an D-Alanin in WTAs nachgewiesen werden
konnten [Reichmann etal., 2013] und die Anzahl an D-Alanin in WTAs geringer als
in LTAs ist, weisen in diese Richtung [Fischer, 1994].

1.2.1 DItA

DItA ist ein cytosolisches Protein von circa 57 kDa [Heaton und Neuhaus, 1992;
Reichmann et al., 2013] und in die ersten Schritte der D-Alanylierung von Teichon-
sauren involviert. Das Enzym wird der Gruppe der adenylatbildenden Enzyme zuge-
ordnet, zu denen z. B. die Adenylierungsdoménen von NRPS (non ribosomal peptide
synthetases) gehoren. Diese multifunktionalen Enzyme katalysieren die Synthese
von Peptiden, die teilweise pharmazeutisch genutzt werden (z. B. das Antibiotikum
Daptomycin oder das Immunosuppressivum Cyclosporin) [Marahiel, 1992; Strie-
ker etal., 2010]. Des Weiteren gehoren zu dieser Enzymgruppe Acyl- und Aryl-
CoA-Synthetasen und Luciferasen aus Leuchtkifern [Conti etal., 1996; Du etal.,
2008]. Einige dieser Proteine sind strukturell sowie funktionell aufgekléart. Sie kata-
lysieren in einem ersten Schritt die Aktivierung einer Aminosdure oder Fettsédure
mit ATP und weisen untereinander eine dhnliche Tertidrstruktur auf [Heaton und
Neuhaus, 1992; Marahiel etal., 1997]. DItA katalysiert im Cytosol die Reaktion
von D-Alanin mit ATP zu D-Alaninadenylat unter Freisetzung von Pyrophosphat
(Abb. 1.5). Nach der Synthese des D-Alaninadenylats bilden DItA und DItC einen
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Abb. 1.5: Mechanismus der Modifizierung von Teichonsidure mit D-Alanin. DItA
kondensiert D-Alanin und ATP zum D-Alaninadenylat und tibertragt danach D-Alanin auf
4’-Phosphopantethein von DItC. Die nachfolgenden Schritte sind nicht geklart, wahrschein-
lich werden sie durch DItB und DItD katalysiert. Das Endprodukt dieser Reaktionen sind
Teichonsduren mit D-Alaninmodifikationen an den Hydroxylgruppen. Im Fall der Teichon-
sduren mit Ribitolphosphat ist noch nicht abschliefend gekléart, welche der drei moglichen
Positionen modifiziert werden.

Komplex, der die Ubertragung von D-Alanin auf das an DItC gebundene 4’-Phospho-
pantethein erméglicht [Heaton und Neuhaus, 1992, 1994; Du et al., 2008; Yonus et al.,
2008].

Bisher wurden die DItA-Strukturen aus B. subtilis, S. pyogenes und B. cereus aufge-
klart (pdb-Codes: B. subtilis 37w (Abb. 1.6), 3e7x; S. pyogenes 318¢, 3lgx; B. cereus
3fce, 4pzp, 3fce, 3dhv) [Yonus etal., 2008; Du etal., 2008; Osman et al., 2009; Du
und Luo, 2014]. DItA lasst sich in eine grofie Doméne (circa 400 Aminosdauren), eine
linker-Region (vier Aminoséuren) und eine kleine Doméne (circa 100 Aminoséuren)
einteilen. Die groe Doméne besteht hierbei aus drei Subdoménen. Subdoménen A
und B bilden jeweils ein zentrales -Faltblatt mit umgebenden a-Helices, wahrend
Subdoméne C ein verzerrtes 3-Fass aufweist. Die kleine Doméane entspricht einer
o-B-gemischten Struktur [Conti etal., 1996; Yonus etal., 2008]. Die Bindung von
ATP sowie die Reaktion mit D-Alanin erfolgen im Bereich zwischen der kleinen und
der groflen Doméne (Abb. 1.6). Vergleiche bisheriger Strukturen adenylatbildender
Enzyme ergaben im Jahr 2008 ein Modell zu den strukturellen Anderungen von DItA
wahrend der Reaktion (Abb. 1.7) [Yonus et al., 2008]. Hierbei sollen sich drei Haupt-
konformationen unterscheiden lassen, die sich unter anderem durch unterschiedliche

Positionen der kleinen zur grofien Doméne auszeichnen.
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(a) DItA aus Bacillus subtilis. (b) Aktives Zentrum von DItA.

Abb. 1.6: Schematische Darstellung von BsDItA. (a) Gezeigt ist die Ubersicht iiber
die Struktur von DItA aus B. subtilis (pdb-Code 3e7w) angelehnt an Yonus et al. [Yonus
etal., 2008]. Die Unterdoménen der grofien Doméne sind in rot, gelb und griin (A, B, C)
hervorgehoben wahrend die kleine Doméne blau gefarbt ist. Wichtig fiir die Funktion sind die
linker-Region (cyan), der p-loop (grau), Cystein-268 (orange, Kugeldarstellung), Lysin-491
(blau, sticks) und AMP (Kugeldarstellung). (b) Im aktiven Zentrum von DItA befinden sich
verschiedene Aminosduren, die z. B. das ATP bzw. das D-Alaninadenylat binden. Fir die
Substratspezifitit ist Cystein-268 zustindig. Die feinen Linien zeigen das D-Alaninadenylat
aus der Struktur von B. cereus DItA (pdb-Code 3dhv). * Cystein-268 konnte in der ange-
gebenen Kristallstruktur in zwei Konformationen gefunden werden. Beide sind hier in dieser
Abbildung gezeigt.

Vor der Bindung von ATP und D-Alanin ist die kleine Doméne von der groflen
Domane abgewandt und kann aufgrund weniger Wechselwirkungen mit der groflen
Doméne verschiedene Orientierungen einnehmen. Diese Hypothese beruht auf der
offenen Konformation von Luciferase aus Leuchtkafern (pdb-Code 1ba3) [Conti
etal., 1996; Franks etal., 1998; Yonus et al., 2008|. Bisherige Versuche, DItA ohne
Liganden zu kristallisieren, schlugen fehl (nicht publizierte Daten der Arbeitsgruppe)
oder zeigten eine Adenylierungskonformation auf [Du und Luo, 2014]. Die Struktur
von DItA aus S. pyogenes (pdb-Code 318¢c), die ohne Ligand gemessen wurde, ist
Teil eines structural genomics-Projekts. Die Struktur ist zwar gelost und in der
Datenbank zuganglich, jedoch wurde die Konformation sowie Besonderheiten dieser
Struktur bisher nicht analysiert. Daher erfolgt die Betrachtung der Struktur als Teil
der Diskussion dieser Arbeit.

Nach der Bindung von D-Alanin und ATP erfolgt eine Anndherung der kleinen
Doméne an die groffe Doméne zur Abschirmung der Substratbindetasche. Fiir DItA
aus B. cereus konnte eine (post)-Adenylierungskonformation mit D-Alaninadenylat
im aktiven Zentrum gezeigt werden (pdb-Code 3dhv) [Du et al., 2008].
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D-Ala + ATP

DItC-D-Ala '

DItC

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der nachgewiesenen und hypothetischen
Konformationen von DItA. Die grofle Doméne ist in gelb, rot und griin, die kleine Doméne
in blau dargestellt. “Die offene Konformation wird auf Grundlage der Struktur von Luciferase
des Leuchtkéfers (pdb-Code 1ba3 [Franks etal., 1998]) gezeigt. Die Adenylierungskonfor-
mation basiert auf der Struktur von BeDItA (pdb-Code 3dhv [Du etal., 2008]), wahrend der
Transferzustand fiir BsDItA gezeigt ist [Pfennig, 2015]. Der Ubergang zwischen den verschie-
denen Konformationen beruht wahrscheinlich auf Anderung der Elektrostatik aufgrund von
Substratbindung und Produktbildung (nach Yonus et al. [Yonus etal., 2008] und Pfennig
[Pfennig, 2015]). Zur besseren Beurteilung der Doménenwanderung wurde die C-terminale
Helix der kleinen Doméne in cyan markiert.

Im Anschluss an die Freisetzung des Pyrophosphates aus dem aktiven Zentrum fiith-
ren Doménenwanderungen und -drehungen zu der Transferkonformation. In dieser
Orientierung kann D-Alanin auf die prosthethische Gruppe von DItC iibertragen
werden. Die Co-Kristallisation von DItC und DItA aus B. subtilis zeigt neben der
Doménenorientierung eine Zugangsmoglichkeit fiir das 4’-Phosphopantethein von
DItC zum aktiven Zentrum [Yonus et al., 2008; Zimmermann, 2011; Pfennig, 2015].
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Fir die Funktion von DItA sind verschiedene Strukturelemente von Bedeutung.
Hierzu zahlen der phosphate-binding loop (p-loop), die linker-Region (insbesondere
Arginin-396), Lysin-402 und Lysin-491 der kleinen Doméne sowie Cystein-268, wel-
ches zur Stereosperzifitat des Enyzms beitragt (Abbildung 1.6). Die Nummerierungen
beziehen sich hierbei auf DItA aus B. subtilis (BsDItA).

Der Bereich von Threonin-151 bis Lysin-159 (B. subtilis) wird aufgrund seiner Ahn-
lichkeit zu dem Walker-A-Motiv bzw. phosphate-binding loop auch in adenylatbilden-
den Enzymen, wie DItA, als p-loop bezeichnet. Dieser interagiert mit dem (8- und dem
v-Phosphat des ATPs [Yonus etal., 2008; Du und Luo, 2014; Saraste et al., 1990;
Walker et al., 1982]. Ebenso wie in anderen adenylatbildenden Enzymen (z. B. PheA
aus Bacillus brevis [Conti et al., 1997]) ist dieser p-loop in bisher bekannten Struk-
turen von DItA nicht immer strukturiert. In den beiden Strukturen von DItA aus
B. subtilis (pdb-Codes 3e7w, 3e7x), die in der Transferkonformation kristallisierten,
ist er jedoch sichtbar und interagiert mit der kleinen Domane.

Vier weiteren Aminosauren, eine aus der grofien Doméne, zwei aus der kleinen
Domaéne und eine aus der linker-Region sind fiir die Reaktion bzw. die Enzym-
spezifitdt wichtig. Die linker-Region ist an der Domédnenwanderung beteiligt und
insbesondere Arginin-396 (BsDItA) wird eine Rolle in der Konformationsianderung
zugeschrieben. In der offenen Konformation der Leuchtkéfer-Luciferase, einer zu
DItA homologen Struktur, ist das dquivalente Arginin-437 vom aktiven Zentrum ab-
gewandt und interagiert mit Glutamat-455 aus der kleinen Doméne (pdb-Code 1ba3)
[Conti etal., 1996; Yonus et al., 2008]. In der (post)-Adenylierungskonformation so-
wie der Transferkonformation ist der Rest durch Wechselwirkungen mit Resten
der groflen Doméne dem aktiven Zentrum zugewandt. Des Weiteren sind fiir die
Substratbindung und Produktbildung Lysin-402 und Lysin-491 aus der kleinen
Domaéne wichtig. Lysin-402 stabilisiert in der Transferkonformation die negative
Ladung des Phosphatrestes [Pfennig, 2015]. Die Seitenkette von Lysin-491 ist in
der offenen Konformation zum aktiven Zentrum gerichtet und nimmt nach ATP-
Bindung eine Position in der Nahe der o-B-Anhydridbindung ein [Yonus et al., 2008;
Yonus, 2015; Pfennig, 2015]. Die Stereoselektivitit von DItA erfolgt durch
Cystein-268 (B. subtilis) und bewirkt, dass L-Alanin aufgrund sterischer Hinde-
rung nicht umgesetzt werden kann. Dieses Cystein ist in vielen Spezies konserviert
[Yonus etal., 2008; Du etal., 2008], in Streptokokken befindet sich an der dquiva-
lenten Position ein Aspartat (Aspartat-275 in SpDItA).

Lange blieb das Vorhandensein der D-Alanylierung in S. pneumoniae unentdeckt,
da eine Punktmutation in DItA aus S. pneumoniae R6, einem haufig genutzten
Laborstamm, eine Verkiirzung sowie Veranderung der Proteinsequenz (frame shift-
Mutation) bewirkt [Kovacs etal., 2006]. Durch Untersuchungen weiterer Stamme
(D39, TIGR4) sowie die Riickmutation in R6 konnte die Modifikation mit D-Alanin



FEinleitung 11

jedoch auch in S. pneumoniae nachgewiesen werden [Draing et al., 2006; Denapaite
etal., 2012; Gisch etal., 2013].

Gegen DItA existiert bereits ein Inhibitor: 5-O-|N-(D-alanyl)-sulfomoyl]-Adenosin
ist ein Substratanalogon, das zu einer Erhéhung der Sensitivitdt gegeniiber Vanco-
mycin beitrdgt [May et al., 2005].

1.2.2 DItC

DItC ist, ebenso wie DItA, ein cytosolisches Protein mit einer Grofle von circa 9 kDa.
Das Protein enthalt eine reaktive Thiolgruppe innerhalb des kovalent an Serin-35
(SpDItC) gebundenen Cofaktors 4’-Phosphopantethein. In der Zelle erfolgt die
Beladung von DItC mit diesem Cofaktor mit Hilfe von 4’-Phosphopantethein-Trans-
ferasen [Lambalot et al., 1996; Reuter, 1999; Zimmermann et al., 2015].

DItC ist homolog zu den ACPs (acyl carrier proteins) und PCPs (peptide carrier
proteins) und tibernimmt D-Alanin von DItA. Hierbei tibertrdgt DItA das D-Alanin
kovalent auf die Thiolgruppe des 4’-Phosphopantheteins des DItCs [Heaton und Neu-
haus, 1994; Debabov etal., 1996; Volkman etal., 2001; Crosby und Crump, 2012].
Diese Interaktion wurde bereits biochemisch und strukturell untersucht. Dabei konn-
ten zwei verschiedene Komplexe von DItA und DItC, ein produktiver und ein alter-
nativer Komplex, kristallisiert werden [Zimmermann et al., 2015; Pfennig, 2015].
Die nachfolgenden Aufgaben von DItC sind nicht geklért. In den bisherigen Model-
len wird entweder davon ausgegangen, dass DItC an der Ubertragung des D-Alanins
auf eine Membrankomponente beteiligt ist [Perego et al., 1995; Fischer, 1994] oder
iiber die Zellwand transportiert wird und die Ubertragung des D-Alanins an die
LTA vornimmt [Neuhaus und Baddiley, 2003]. Auf beide Modelle wird spater noch
eingegangen (Abschnitt 1.3). Neue Untersuchungen von Ma et al. konnten in pull-
down-Versuchen und Kristallisationsansédtzen eine Interaktion von DItC mit DItB
aufzeigen [Ma et al., 2018].

1.2.3 DIitB

DItB ist, ebenso wie die zuvor genannten Proteine, fiir die Modifikation der Teichon-
sduren mit D-Alanin essentiell. Aufgrund von Strukturvoraussagen wurde davon
ausgegangen, dass es sich um ein Membranprotein mit zehn bis zwolf membran-
durchdringenden Helices handelt [Perego et al., 1995; Neuhaus et al., 1996]. Das circa
49 kDa grofle Protein wird funktionell den MBOAT-Proteinen (membrane bound
O-acetylation transferase) zugeordnet, zu denen z. B. Acyl-Coenzyme A: Choles-
terol Acyltransferase (ACAT), Diacylglycerol-O-Acyltransferase (DGAT) und Algl
(Acetylierung von Alginat) gehoren. Diese Proteine iibertragen organische Sau-

ren auf Hydroxylgruppen und zeigen konservierte polare Reste in Membrannahe
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[Hofmann, 2000]. Die Aufgabe von DItB kénnte in der Ubertragung des D-Alanins
auf eine Membrankomponente und dessen Transfer [Perego etal., 1995] oder dem
Transport von DItC aus dem Cytoplasma bestehen [Neuhaus und Baddiley, 2003).
Bisher konnte nur gezeigt werden, dass die Synthese von D-Alanin-LTA ampho-
mycin-sensitiv ist, was auf einen Na*-Transporter innerhalb der Reaktion hinweist
[Heaton und Neuhaus, 1994].

In einer Ende 2018 veroffentlichten Studie von Ma et al. konnte die Kristallstruktur
von DItB im Komplex mit DItC gezeigt werden. DItB besitzt elf Transmembran-
helices und bildet im extrazellularen Teil einen Trichter, der bis zur Mitte der Mem-
bran reicht. An dessen Ende sitzt ein konservierter Histidin-Rest (Histidin-336 in
DItB aus Streptococcus thermophilus). Zur intrazellularen Seite ragt ein Tunnel,
der mit konservierten Resten ausgekleidet ist. Moglicherweise gelangt D-Alanin-4’-
Phosphopantethein des DItCs in diesen Tunnel und Histidin-336 iibernimmt eine
katalytische Rolle. Aufgrund fehlender Dichte fiir 4’-Phosphopantethein in der Kris-
tallstruktur konnte diese Hypothese bisher nicht strukturell belegt werden [Ma et al.,
2018].

1.2.4 DItD

Die Aufgabe von DItD in der Reaktionsfolge zur Modifikation von Teichonséduren
mit D-Alanin ist bisher nicht geklart. Durch die Analyse eines DItD-defizienten
B. subtilis Stammes konnte jedoch gezeigt werden, dass dieses circa 49 kDa um-
fassende Protein fir die D-Alanylierung essentiell ist [Perego et al., 1995]. Sequenz-
untersuchungen lassen einen N-terminalen hydrophoben Bereich erkennen, der wahr-
scheinlich einen helikalen Membrananker ausbildet [Perego et al., 1995]. Da die Funk-
tion sowie die Orientierung von DItD in der Zelle nicht bekannt sind, entwickelten
sich zwei kontrire Modelle beziiglich der Funktion von DItD (Abschnitt 1.3).
Frithere Untersuchungen an DItD zeigten eine Thioesteraseaktivitat gegentiber
D-Alanin-ACP [Debabov et al., 2000]. ACPs (Acylcarrierproteine) sind Bestandteil
der Fettsauresynthese und zeigen Homologien zu DItC auf. Sie konnen, ebenso wie
DItC von DItA mit D-Alanin beladen werden [Heaton und Neuhaus, 1994; Neu-
haus etal., 1996]. Da D-Alanin-ACP jedoch nicht als Substrat fir die Synthese von
D-alanylierten Lipoteichonsduren genutzt werden kann, stellt D-Alanin-ACP ein
unerwiinschtes Nebenprodukt dar [Volkman et al., 2001]. Eine Thioesteraseaktivitét
von DItD konnte dieser Fehlreaktion entgegenwirken und wére im Falle einer cytoso-
lischen Lokalisation von DItD méglich [Debabov et al., 1996, 2000]. Neuere Untersu-
chungen gehen jedoch von einer Position von DItD auf der Auflenseite der Membran
aus [Reichmann et al., 2013] (Abschnitt 1.3).
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(a) Hexamer von DItD. (b) Monomer von DItD.

Abb. 1.8: Cartoon-Darstellung von DItD. Die Struktur beruht auf der hinterlegten
Struktur mit dem pdb-Code 3bma. (a) Hexamer von DItD wie es in der Elementarzelle vor-
kommt. Die drei Dimere sind in griin, blau und orange dargestellt. Jeweils eines der Monomere
bildet mit zwei anderen ein Trimer mit deutlich geringerer Interaktionsfliche aus. (b) Ein
Monomer von DItD mit dem zentralen fiinfstrangigen -Faltblatt und umgebenden o-Helices.

Im Jahr 2008 konnte im Rahmen eines structural genomics-Projektes die Struktur
eines N-terminal gekiirzten DItDs aus S. pneumoniae bestimmt werden (Abb. 1.8).
In der hinterlegten Struktur wird die biologische Einheit als Hexamer angegeben.
Ob das Protein als Hexamer gereinigt wurde oder diese Einteilung auf anderen
Versuchen beruht, kann nicht festgestellt werden, da lediglich die Sequenz und die
Kristallisationsbedingung, nicht aber die weiteren Experimente hinterlegt sind.

DItD besteht aus einem zentralen [-Faltblatt aus fiinf parallelen B-Strangen,
das von a-Helices umgeben wird, so dass sich eine a/f/a-Topologie ergibt. Die nahere
Untersuchung der (3-Strange lasst eine Anordnung in der Reihenfolge 21345 erken-
nen. Dieses Faltungsmuster wird als Flavodoxin-dhnlich bezeichnet und ist auch in
der von Upton et al. im Jahr 1995 beschriebenen Klasse von Hydrolasen aufzufin-
den [Upton und Buckley, 1995]. Charakteristisch fiur diese als SGNH-Hydrolasen
bezeichneten Enzyme ist zudem die Priasenz der namensgebenden Reste Serin (S),
Glycin(G), Asparagin (N) und Histidin (H) im aktiven Zentrum [Upton und Buck-
ley, 1995]. Dabei bilden die namensgebenden Serin- und Histidinreste zusammen mit
einem Aspartat oder Glutamat eine katalytische Triade. Eine solche katalytische
Triade ist auch z. B. in o/B-Hydrolasen, die dhnliche Reaktionen katalysieren, vor-
handen [Ollis et al., 1992]. Jedoch weisen beide Klassen deutliche Unterschiede auf.
Im Gegensatz zu den o/B-Hydrolasen ist das katalytische Serin in SGNH-Hydrolasen
nicht in einer engen Schleife, sondern einem weitlaufigeren loop am N-Terminus des
Proteins organisiert. Die zwei weiteren Reste der Triade werden durch zwei Reste
voneinander separiert [Upton und Buckley, 1995; Lo etal., 2003; Mglgaard etal.,
2000; Brzuszkiewicz etal., 2009]. Die Reste Glycin und Asparagin werden als Teil
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(a) Monomer von DItD aus S. pneumoniae. (b) Thioesterase I aus E. coli.

Abb. 1.9: Cartoon-Darstellung von DItD und Thioesterase I. Beide Proteine zeigen
ein Flavodoxin-dhnliches Faltungsmuster auf. (a) Monomer von DItD aus S. pneumoniae.
(b) Thioesterase I aus E. coli als Beispiel einer typische SGNH-Hydrolase (pdb-Code 1jrl)
[Lo etal., 2003]. Zur katalytischen Triade gehoren Serin-10, Aspartat-154 und Histidin-157,
wahrend das ozyanion hole unter anderem von den Resten Serin-10, Glycin-44 und
Asparagin-73 gebildet wird.

des ozyanion hole fiir die Stabilisierung des gebildeten Anions benétigt [Upton und
Buckley, 1995]. Vertreter der SGNH-Hydrolasen sind unter anderem Thioesterase I
aus E. coli (TAP, auch Protease I oder Lysophospholipase L; genannt) [Lo etal.,
2003], Rhamnogalacturonan Acetylesterase [Mglgaard etal., 2000] oder EstA aus
Pseudoalteromonas sp. 643A [Brzuszkiewicz et al., 2009], die unterschiedliche Reak-
tionen katalysieren. Der Vergleich der Struktur von DItD mit der Struktur der
Thioesterase I zeigt bei DItD deutlich mehr a-Helices als bei der Thioesterase I
(Abb. 1.9).

1.3 Postulierte Modelle fiir die D-Alanylierung

von Teichonsauren

Die bisherigen Untersuchungen der DIlt-Proteine fithrten zur Postulierung von zwei
moglichen Modellen fiir die D-Alanylierung von Teichonsduren. Beide Modelle, so-
wohl das von Neuhaus und Baddiley (Abb. 1.10(a)) [Neuhaus und Baddiley, 2003],
als auch das von Fischer (Abb. 1.10(b)) [Fischer, 1994] gehen von DItB als Mem-
branprotein und einem membrangebundenen DItD aus. Im Gegensatz zu den experi-
mentell bestatigten Aufgaben von DItA und DItC als adenylatbildendes Enzym bzw.
Carrierprotein sind die Funktionen und Orientierungen von DItB und DItD nicht be-

statigt.
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Abb. 1.10: Modelle der D-Alanylierung von Teichonsduren. Die Darstellung ist an
Reichmann et al. [Reichmann etal., 2013] angelehnt. Nach der Aktivierung von D-Alanin
durch DItA wird D-Alanin auf DItC iibertragen. Nachfolgende Reaktionen werden unter-
schiedlich beschrieben. (a) Modell von Neuhaus und Baddiley: DItD interagiert mit DItA und
DItC. Beladenes DItC wird durch DItB auf die Zellauflenseite transportiert um dort D-Alanin
auf die Lipoteichonsiure zu tibertragen. (b) Modell von Fischer: DItC iibertriagt D-Alanin
mit Hilfe von DItB an eine Membrankomponente (moglicherweise Undecaprenylphosphat),
die durch DItB durch die Cytoplasmamembran transportiert wird. Auf der Zellauenseite
wird D-Alanin mit Hilfe von DItD auf die Lipoteichonsdure iibertragen.
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Das Modell von Neuhaus und Baddiley (Abb. 1.10(a)) sieht vor, dass DItD an der
cytoplasmatischen Seite der Zellmembran gebunden ist und als Mediator der DItA-
Reaktion wirkt. Es konnte fiir Lactobacillus rhamnosus gezeigt werden, dass der 16s-
liche Teil von DItD an DItC binden kann und die Beladung von DItC mit D-Alanin,
aber nicht die Beladung von ACP aus E. coli, erhoht [Debabov et al., 2000]. Versu-
che mit gereinigter Membran zeigten eine Thioesterasefunktion von DItD gegeniiber
falschlicherweise mit D-Alanin beladenem ACP. Diese korrigierende Aufgabe wriir-
de somit den verfiigharen D-Alaningehalt im Cytoplasma erhéhen [Debabov et al.,
1996]. Geméafl des Modells von Neuhaus und Baddiley wird D-Alanin-DItC mit Hilfe
von DItB durch die Membran transportiert. In der Nahe zur Cytoplasmamembran
konnte D-Alanin von DItC auf die Lipoteichonséure iibertragen werden, wobei eine
nicht spezifizierte Membrankomponente notwendig ist [Reusch und Neuhaus, 1971;
Heaton und Neuhaus, 1994; Neuhaus und Baddiley, 2003].

Im Modell von Fischer iibertragt DItC das D-Alanin an eine Membrankomponente,
moglicherweise Undecaprenylphosphat [Fischer, 1994]. Wahrscheinlich ist DItB an
dieser Ubertragung beteiligt und tranferiert anschliefend die Membrankomponente.
Der letzte Schritt, die Ubertragung von D-Alanin auf die Lipoteichonsiure, er-
folgt dann mit Hilfe von DItD. Es ist bekannt, dass Zellwandriickstdande fir die
letzten Schritte der Beladung von Lipoteichonséduren mit D-Alanin notwendig sind
[Reusch und Neuhaus, 1971].

Die letzten Untersuchungen beziiglich des Mechanismus zur D-Alanylierung der Tei-
chonséuren wurden im Jahr 2013 und 2018 publiziert [Reichmann et al., 2013; Ma
etal., 2018]. Die Untersuchung von Reichmann et al. beinhalten zwei wesentliche
Aussagen, die das Modell von Fischer unterstiitzen. DItC lésst sich nur im Cytoplas-
ma nachweisen. FEin Transport von DItC iiber die Membran, wie von Neuhaus und
Baddiley vorgeschlagen, konnte nicht gezeigt werden. Des Weiteren zeigten zwei Ver-
suche mit Fusionsproteinen mit DItD eine ,N-Terminus innen C-Terminus auflen®-
Topologie, was dem Modell von Fischer und einer Position auf der periplasmatischen
Seite entspricht. Auf einen Einfluss des Fusionsproteins auf die Topologie wurde
nicht eingegangen. Ma et al. konnten durch Struktur- und Interaktionsuntersuchun-
gen von DItB und DItC zeigen, dass die beiden Proteine miteinander interagieren. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass DItC und DItB an den weiteren Reaktionen
zur D-Alanylierung beteiligt sind [Ma et al., 2018].
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1.4 Zielstellung

Die Entdeckung neuer multiresistenter Bakterienstamme erfordert die Entwicklung
weiterer Strategien zur Bekdmpfung ebendieser [Baquero et al., 1991; Adam, 2002;
Hao etal., 2012; Petchiappan und Chatterji, 2017]. Die von Bertsche et al. im Jahr
2013 durchgefithrten Untersuchungen von Daptomycin und Methicillin resistenten
Staphylococcus aureus zeigten erhohte Expressionsraten fiir Gene der Teichonsédure-
biosynthese sowie fiir das dlt-Operon [Bertsche etal., 2013]. AuBerdem fiihrte der
Verlust der DIt-Proteine zu einer erhohten Sensitivitdat der Bakterien gegeniiber
Antibiotika [Velez etal., 2007; Steen et al., 2004]. Somit stellen diese Proteine ein
mogliches Ziel fiir Pharmazeutika dar.

Im dlt-Operon werden vier essentielle Proteine (DItA, DItB, DItC und DItD)
codiert, die die D-Alanylierung der Teichonséure, einem Bestandteil der Zellwand,
durchfithren. Insbesondere die Strukturen der beiden cytosolischen Proteine DItA
und DItC sind bereits gut untersucht, auch wenn einzelne Fragen noch nicht beant-
wortet werden konnten. Es ist bekannt, dass sich das aktive Zentrum von SpDItA
(DItA aus S. pneumoniae) von DItA aus anderen Bakterienarten, wie z. B. Bacillus
subtilis, unterscheidet. Unbekannt sind hingegen Details, ob und wie sich dies auf die
D-Alanylierung auswirkt. Auerdem konnte fiir DItA bisher nur eine (post)-Adeny-
lierungskonformation sowie eine Transferkonformation als Kristallstruktur beschrie-
ben werden. Die Kristallisation in der hypothetischen, offenen Konformation konnte
hingegen bisher nur in strukturverwandten Proteinen gezeigt werden. Daher war ein
Ziel dieser Arbeit, Kristallisationsansétze von SpDItA mit und ohne Substrat bzw.
Produkt herzustellen und diese zu analysieren. In diesem Rahmen sollten auch wei-
tere Aussagen zu hypothetischen offenen Konformationen getétigt werden.

Die Erforschung méglicher Angriffspunkte in der D-Alanylierung von Teichonséduren
erfordert jedoch auch weitergehende Untersuchungen der bisher nicht charakteri-
sierten Proteine DItB und DItD. Daher wurde zunéchst ein Konstrukt erstellt, das
l6sliches DItD lieferte. Danach erfolgte die Reinigung sowie die Kristallisation und
Rontgenstrukturanalyse des Konstrukts. Durch vergleichende Analysen der Tertiar-
struktur der Proteinsequenzen von DItD aus diversen Organismen sowie Umsatz-
messungen eines Substrates sollte es ermoglicht werden eine detailliertere Aussage
zur Funktion von DItD zu tédtigen. Auch mogliche Interaktionen zwischen SpDItA,
SpDItC und SpDItDy, waren Teil der Untersuchungen zur Aufgabe von DItD. Diese
strukturellen und funktionellen Untersuchungen von DItD kénnten weitere Hinweise

auf mogliche Substrate zur Inhibierung der Aktivitét liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tab. 2.1: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie Hersteller
Aceton Sigma-Aldrich, Steinheim
Acetonitril Carl Roth, Karlsruhe

Acrylamid (Rotiphorese)

Adenosin 5’-monophospat (Natriumsalz)

Adenosin 5-triphosphat (Natriumsalz)

Adenosin-5"-[(a,3)-methyleno]triphosphat

Agar-Agar

Agarose

D-Alanin

4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid

Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent

Bis-Tris-Propan

Bromphenolblau

N-(tert-Butoxycarbonyl)-D-Alanin

Calciumchlorid

Chloroform-D

Coomassie Brilliant Blau R250

Coomassie Brilliant Blau G250

Dichlormethan

Dicyclohexylcarbodiimid

Diethylether

Diethyl-p-nitrophenylphosphat (DNP)

4-(Dimethylamino)-pyridin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoeséure)
(DTNB)

Carl Roth, Karlsruhe
Fluka, Steinheim

Fluka, Steinheim

Jena Bioscience, Jena
AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Fluka, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
BioRad, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
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Chemikalie Hersteller
Dithiothreitol AppliChem, Darmstadt
Essigsaure VWR, Darmstadt
Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
o-D-Glucose (Monohydrat)

Glycerol

Glycin

Guanidiniumhydrochlorid
Hefeextrakt

Hexan

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumpermanganat

Kanamycin

Magnesiumchlorid (Hexahydrat)
Magnesiumsulfat

Methanol

-Mercaptoethanol
N-Acetylcysteamin

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat (Dihydrat)
Natriumhydroxid

Nickel(IT)-chlorid
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF')
Polyethylenglykol 400
Polyethylenglykol 8.000

Propan-2-ol

Salzsaure

Silica

Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
NIGU Chemie, Waldkraiburg
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Chemikalie

Hersteller

N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

Trifluoressigsaure

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Trypton

2.1.2 Gerate

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Tab. 2.2: Genutzte Geriate.

Gerat Typ Hersteller
Autoklav - Varioklav
CD-Spektralpolarimeter  J-810 Jasco

CCD Detektor Saturn 944+ Rigaku

Elektrophorese
Elektrophorese
Elektrophorese
Elektrophorese
Elektrophorese
FPLC
Heizblock

Hochdruckhomogenisator

Konzentratoren

Kryosystem
Kivette (CD)
Kivette (UV-Vis)
Laminarflowbox
Magnetriithrer
Membranpumpe
PCR Cycler
pH-Meter
Pipetten
Pippettierroboter
Platten-Imager

Rontgengenerator

Gel Caster Hoefer 260
Hoefer SE 260
Powersupply 300/301 260
Fasy Cast Modell B1A
Maxi Powersupply E835
Akta FPLC U-900

Block Heater

Micron Lab 40

Amicon

Ultra centrifuge filter

muwco: 5.000 Da & 10.000 Da

X-stream 2000
106-QS

105.202-QS

Hera Safe

HR Hei-Mix L
Vacuum system ME2
Professional Thermocycler
WTW

Eppendorf Research
Microsys 4000
MinstrelUV
Micromax 007

Amersham Biosc.
Amersham Biosc.

Amersham Biosc.

OWL Consort
OWL Consort
GE Healthcare
Stuart Scientific
APV

Millipore

Rigaku

Hellma Analytics
Hellma Analytics
Heraeus Instr.
Heidolph
Vaccubrand
Biometra

Inolab
Eppendorf
Zinsser Analytics
Rigaku

Rigaku
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Gerit Typ Hersteller
Riihrer MR Hei-MixL Heidolph
Schiittelinkubator TH 30 Edmund Biihler
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf
Ultraschallgenerator VibraCell Bioblock Scientific
UV-Transilluminator Kaiser RS1 Kaiser
UV-Vis-Spektrometer Ultraspec 3300 pro GE Healthcare
UV-Vis-Spektrometer Jasco V-630 Jasco

Waage TE3102S Sartorius
Waage New Classic MS Mettler Toledo
Zentrifuge 5804-R Eppendorf
Zentrifuge Micro120 Hettich
Zentrifuge Avanti J-20/-30 Beckmann
Zentrifuge Sigma 2-16K Sartorius

2.1.3 Kommerzielle Kits

PCR

Die PCR-Ansidtze wurden mit Phusion (Polymerase) und Losungen von NEB
(New England BioLabs, Frankfurt) angesetzt.

PCR-Reinigungskit

Die Reinigung der PCR-~Produkte erfolgte mittels ,,QIAquick PCR Purification Kit*
(Quiagen, Hilden).

Plasmid-Reinigungskit

Die Plasmide wurden mit dem ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit“ (Thermo Fisher

Scientific, Berlin) gereinigt.

DNA-Gelreinigungskit

Die DNA wurde mit dem ,,Zymoclean ™ Gel DNA Recovery Kit* (Zymo Research,

Freiburg) aus der Agarose gelost und gereinigt.
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Restriktionsenzyme und Puffer

Tab. 2.3: Restriktionsenzyme und Puffer.

Enzymname Hersteller Aktivitat
Ndel New England BioLabs, Frankfurt ~ 20.000 Y/mL
Xhol New England BioLabs, Frankfurt 20.000 U/mL
CIP New England BiolLabs, Frankfurt 10.000 Y/mL,
T4 DNA Ligase New England BioLabs, Frankfurt  400.000 U/mL
Puffer 3 New England BioLabs, Frankfurt -
Ligaseputffer New England BioLabs, Frankfurt -
Kristallisationskits

Initiale Kristallversuche erfolgten mit Hilfe kommerziell erhaltlicher Kits (Tab. 2.4).

Tab. 2.4: Kristallisationsscreenings.

Name Hersteller

JBScreen classic 1-10 Jena Bioscience, Jena

JBScreen JCSG++ Jena Bioscience, Jena

Crystal screen HR2-110 und HR2-112 Hampton Research, Aliso Viejo (USA)
Cryo crystallization kit Sigma-Aldrich, Steinheim

Low ionic strength crystallization kit~ Sigma-Aldrich, Steinheim
Morpheus Molecular Dimensions, Suffolk (UK)

2.1.4 FPLC-Saulen

Tab. 2.5: Saulenmaterial fiir die FPLC.

Saulenname Hersteller Bindekapazitat

His-Trap HP 5 mL / 1 mL GE Healthcare, Chicago 40 mg/mr,
Superdex75-sepharose 16/600  GE Healthcare, Chicago -
Superdex200-sepharose 16/600 GE Healthcare, Chicago -
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2.1.5 Bakterienstamme

Zur Expression der gewiinschten Proteine wurde FE. coli BL21 (DE3) genutzt.
Fiir molekularbiologische Arbeiten wurde E. coli XL1 blue genutzt (Tab. 2.6).

Tab. 2.6: Bakterienstimme und ihre Spezifikationen.

Stamm Genotyp Hersteller

E. coli BL21 (DE3) lon- ompT Novagen

recAl endA1l gyrA96 thi-1
E. coli XLL1 blue hsdR17 supE44 relAl lac Stratagene
[F” proAB lacIqZA M15 Tn10 (Tetr)]

2.1.6 Vektoren

Die Sequenzen von SpDItA, SpDItC und SpDItD;, wurden in pET21a beziehungs-
weise pET15bTEV Vektoren eingebracht. Erster trigt einen nicht proteolytisch
entfernbaren C-terminalen [His]g-Tag. Im Gegensatz dazu besitzt pET15bTEV eine
tobacco-etch-virus-Protease-Schnittstelle  (TEV-Protease-Schnittstelle)  zwischen
dem N-terminalen [His|s-Tag und dem zu exprimierenden Gen. Wahrend der Rei-
nigung ist es somit moglich, den [His|g-Tag zu entfernen. Fiir die Beladung von
SpDItC mit 4’-Phosphopantethein wurde zusétzlich der pREP4 Sfp Vektor genutzt.
Dieser tragt das Gen zur Expression von Sfp, einer 4’-Phosphopantethein-Transfe-
rase aus B. subtilis. Vor der Expression von SpDItC wurde zunéchst der pREP4
Sfp Vektor in E. coli BL21 (DE3) transformiert. Aus den Transformanden wurden
chemisch kompetente Zellen hergestellt. In diese Zellen wurde anschlielend der Vek-
tor mit SpDItC transformiert. Die Selektion der Klone mit pET15bTEV Plasmid
erfolgte mit Ampicillin, die Selektion der Klone mit pREP4 Plasmid erfolgte mit

Kanamyecin.

2.2 Molekularbiologische Arbeiten

2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Herstellung der Plasmidkonstrukte von SpDItA; SpDItC und SpDItDy, erfolg-
te mit genomischer DNA von Streptococcus pneumoniae der ,Deutschen Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen“ (DSMZ 20566). Hierzu wurden in der
Polymerasekettenreaktion die Losungen (Tab. 2.7) und die von ,Metabion* herge-
stellten Primer (Tab. 2.8) gemischt und der Genabschnitt in der Reaktion verviel-
faltigt (Tab. 2.9). Nach einer ersten Gradienten-PCR zur Bestimmung der Anlager-
ungstemperatur (annealing), wurde die Reaktion noch einmal im doppelten An-
satz bei dieser Temperatur durchgefithrt. Mit Hilfe der Primer konnten zusétzlich
Restriktionsschnittstellen (Ndel und Xhol) in die Produkte integriert werden, die
ebenfalls auf dem Vektor (pET15bTEV) vorhanden sind.
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Tab. 2.7: PCR-Ansitze. Fiir jedes Konstrukt wurden fiinf Ansétze mit jeweils 20 pL
erstellt.

Loésung Volumen [pL] Konzentration
HF-Puffer (NEB) 4,0 5 x
dNTPs 0,4 10 mM
Primer 1 0,1 100 nM
Primer 2 0,1 100 1M
Plasmid DNA 0,5 unbekannt
Polymerase (Phusion) 0,2 2.000 VU/mL
steriles Wasser 13,7 -

Tab. 2.8: Primer fiir die Erstellung von Vektoren fiir SpDItA, SpDI1tC und
SpDItDy¢,. Die Primer wurden von der Firma ,Metabion® synthetisiert und fir die Her-
stellung der Insert-DNA genutzt.

Primername Primersequenz

5" TGA TCA TAT GTC AAA TAA
ACC AAT AGC AG 3’

5" TCA TCT CGA GTC ATC TCT
TAT TCA CCT CG 3’

5" TGA TCA TAT GGA TAT CAA
ATC AGA AGT TAT TG 3"

5" TCA TCT CGA GTT AAG CAT
TTT GTA GCT CCA C 3’

5" TGA TCA TAT GAC TGA GAT
GCA TCA TAA TCT AG 3’

5" TCA TCT CGA GTT ATT GAA
ATT CTT TGA CAT CTC 3’

SpDItA vorwarts

SpDItA riickwérts

SpDItC vorwérts

SpDItC riickwarts

SpDItDy, vorwérts

SpDItDy, ruckwarts

Tab. 2.9: PCR-Protokoll. Temperatur- und Zeitverlauf fiir die PCR.

Phase Temperatur Zeit
Initialisierung 98°C 180 s
‘Denaturierung 98°C  15s
Annealing 56-75°C 60 s 30 Zyklen
Elongation 72°C 60 s
“finale Elongation 72°C 420s

finale Temperatur 4°C o0
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Zur Herstellung der Mutanten von SpDItD;, wurde das Plasmid mit Hilfe von ziel-
gerichteter Mutagenese-PCR veréndert (Tab. 2.10 bis Tab. 2.12). Fir die Doppel-
mutante Serin78-Alanin und Histidin-379-Alanin wurde zunédchst das Plasmid mit
der Serin-78-Alanin-Mutation hergestellt und gereinigt. Anschlieend erfolgte die
zweite Mutagenese-PCR mit Hilfe des His379Ala Primers. Der Verdau mit Dpnl zum
Abbau der parentalen DNA erfolgte unter Einsatz von 1 pL Dpnl (20.000 U/mL) in
10 nL. PCR-Produkt. Die Mischung wurde fiir eine Stunde bei 37 °C verdaut. Danach

erfolgte eine Transformation in F. coli XL1 blue Zellen.

Tab. 2.10: Mutageneseprimer. Primer zur Erzeugung der Mutanten von SpDItDy,.

Primername Primersequenz

5" AAC GAA GCC ATT CAG CAG AGC

Ser78Ala
CAA AGA AGG GAA CAA AACGCA 37
5" GTC AAA ACG AAG CCA CTG ACT
Glu79GIn
AGA GCC AAA GAA GGG AAC AAA A3’
_ 5" AAC CCA ACC AAC CAA GGG CAA
His379Ala

TGG TGT CCT TCA TAA AGA AAG 3’

Tab. 2.11: PCR-Ansitze fiir die Mutagenese. Fiir jedes Konstrukt wurden fiinf Ansétze
mit jeweils 50 pL angesetzt.

Loésung Volumen [pL)] Konzentration
HF-Puffer (NEB) 10,0 5 x
dNTPs 1,0 10 mM
Primer 0,2 100 pM
Plasmid DNA 0,2 50 ng
Polymerase (Phusion) 0,5 2.000 V/mL
steriles Wasser 38,1 -

Tab. 2.12: PCR-Protokoll fiir die Mutagenese. Temperatur- und Zeitverlauf.

Phase Temperatur Zeit
Initialisierung 98°C 300 s
Denaturierung ~~ 98°C 30s
Annealing 56-75°C 30 s 30 Zyklen
Elongation 72°C 210 s
Finale Elongation ~ 72°C 600 s

Finale Temperatur 4°C o0
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2.2.2 Reinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des ,,QIAquick PCR Reinigungskits* gereinigt.
Die Anwendung erfolgte wie vom Hersteller vorgesehen, bis auf die Nutzung von

sterilem Reinstwasser anstatt des Elutionspuffers im letzten Schritt.

2.2.3 Restriktionsverdau von PCR-Produkten und Vektoren

Sowohl die Vektoren als auch die PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines Doppel-
verdaus mit Ndel und Xhol geschnitten (Tab. 2.13). Der Verdau erfolgte fiir drei
Stunden bei 37°C im Thermoschiittler mit anschlieSender Hitzeinaktivierung der
Enzyme bei 65 °C fiir 20 Minuten. Nach dem Verdau wurde das PCR-Produkt tiber
ein Agarosegel aufgereinigt. Der Vektor wurde fiir eine Stunde bei 37 °C unter Zu-
gabe von 1 pli CIP (calf intestine phosphatase) inkubiert und auch dieses Enzym

hitzeinaktiviert. Danach erfolgte die Reinigung iiber ein Agarosegel.

Tab. 2.13: Restriktionsansitze fiir alle DNA-Konstrukte. Die Restriktion wurde in
einem Eppendorfreaktionsgefafl bei 37°C fiir drei Stunden durchgefiihrt. Die Inaktivierung
der Enzyme erfolgte durch Inkubation bei 65 °C fiir 20 Minuten.

Losung Volumen [pL] Konzentration
gereinigte DNA 40,0 50-100 ne/,L
NEB Puffer 3 5,0 -

Ndel 2.0 2.000 U/,
Xhol 2,0 2.000 Y/mL
BSA 0,5 10 ™8/t

2.2.4 Reinigung von geschnittener DNA

Die Aufreinigung der geschnittenen DNA erfolgte tiber ein 1 %iges Agarosegel.
Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente im Gel wurden die gewiinschten Ban-
den ausgeschnitten und mit Hilfe des ,Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kits®
(Zymo Research) wie vom Hersteller angegeben gereinigt. Die Elution der DNA

erfolgte mit sterilem Reinstwasser.

2.2.5 Ligation

Mit Hilfe eines weiteren Agarosegels konnte die DNA-Konzentration des Plasmids
und des PCR-Produktes geschétzt werden. Zur Ligation wurden 50 ng Plasmid-
DNA, die finffache bzw. zehnfache Stoffmenge an PCR-Produkt, 1 plL T4 Ligase-
puffer und 1 pLL T4 Ligase in einem Gesamtvolumen von 10 pl. verwendet. Der
Verdau erfolgte iiber eine Stunde bei Raumtemperatur mit anschlieBender zehn-

mintitiger Inhibierung bei 65 °C.
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2.2.6 Praparation von Plasmid-DNA

Nach der Transformation in E. coli XL1 blue Zellen (siehe Abschnitt 2.3.3) wurde
eine Kolonie in 4 mL LB-Medium und 4 pL. Ampicillin (100 mg/mr) iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Das Plasmid konnte nach Herstellerangaben mit dem ,GeneJET
Plasmid Miniprep Kit“ (Thermo Fisher Scientific) gereinigt werden. Hierbei erfolgte

die Elution nicht mit dem Puffer, sondern mit sterilem Reinstwasser.

2.2.7 Bestimmung der DN A-Konzentration

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch bei einer Wellenlénge von
260 nm bestimmt(Eggo nm ). Hierzu wurden 5 pl. DNA mit 95 plb Wasser verdinnt
und die DNA-Konzentration bestimmt (Formel (2.1)). Hierbei entspricht 20 dem
Verdiinnungsfaktor und 50 dem Umrechnungsfaktor fiir doppelstrédngige DNA.

Konzentration

— E0 nm - 50 - 20 2.1
o 200 2.1)

2.2.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenz der hergestellten Vektoren wurden vom ,,GATC Biotech Sequenzier-

service“ (Konstanz) gepriift.

2.2.9 Agarosegele

In 50 mL TAE-Puffer wurden 0,5 g Agarose durch Erhitzen gelost, nach dem Ab-
kithlen mit Ethidiumbromid (1%) versetzt und in eine Gelkammer gegossen. Die
Proben wurden mit Agarose-Ladepuffer gemischt und in die Taschen gefillt. Die
Laufzeit des Gels betrug 45 bis 90 Minuten bei 100 V und 30 mA.

TAE-Puffer: 40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; pH 8,3; 2 mM EDTA

Agarose-Ladepuffer: 50 %(v/v) Glycerol; 0,05 %(¥/v) Bromphenolblau
in TAE Puffer
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2.3 Proteinexpression

2.3.1 Herstellung von Stammlosungen zur Expression
LB (Luria Bertani)-Medium und LB(Luria Bertani)-Agar

Fir LB-Medium wurden 5 %(%/v) Hefeextrakt, 10 %(%/v) Trypton und 10 %(%/v)
Natriumchlorid in Reinstwasser gelost und anschliefend bei 121 °C fiir 20 Minuten
autoklaviert [Bertani, 1951].

Fir LB-Agar wurde zu LB-Medium Agar-Agar in einer Konzentration von 15 &/L
zugegeben und fiir 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Nach dem Abkiihlen erfolgte
die Zugabe des Antibiotikums und die Abfiilllung in Petrischalen (ca. 20 mL pro
Petrischale).

Antibiotika

Ampicillin wurde mit einer Konzentration von 100 m&/mL in Reinstwasser gelost und
steril filtriert. Kanamycin wurde mit einer Konzentration von 50 mg/mL in Reinst-

wasser gelost und steril filtriert.

SOC-Medium (super optimal broth with catabolite repression)

Das SOC-Medium fiir die Transformation setzte sich aus 20 nL 50-fach konzentrier-
tem SOC-Mix und 480 nL. SOB-Medium zusammen.

50 x SOC-Mix: 500 mM NaCl; 125 mM KCI; 500 mM MgCly;
500 mM MgSOy; 1 M Glucose; sterilfiltriert

SOB-Medium: 2 %(¥/v) Trypton; 0,5 %(v/v) Hefeextrakt;
bei 121 °C fir 20 Minuten autoklaviert

2.3.2 Herstellung von chemisch kompetenten Zellen

Ein Teil einer Glycerin-Zellkultur wurde in 4 ml. LB-Medium und dem passenden
Antibiotikum tiber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Am néchsten Tag wurden
50 mL frisches LB-Medium mit 50 pL. des Antibiotikums und 0,5 mL der Vorkultur
versetzt und bei 37°C schiittelnd inkubiert. Nach Erreichen einer Absorption von
0,4 bis 0,6 bei einer Wellenldnge von 600 nm erfolgten eine Inkubation auf Eis fiir
zehn Minuten sowie ein Zentrifugationsschritt von 15 Minuten bei 2.760 g und 4 °C.
Das Pellet wurde in 20 mL einer 0,1 M CaCl,-Loésung resuspendiert und fiinf Minu-

ten auf Eis inkubiert. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in
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1 mL 0,1 M CaCly resuspendiert und fir zwei Stunden auf Eis inkubiert. Anschlie-
Bend erfolgte die Zugabe von 1 mL 50 %(v/v) Glycerol. Die Zellen wurden in 100 pL
Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei - 80 °C gelagert.

2.3.3 Transformation

Zur Transfomation wurde ein Aliquot von 100 pL chemisch kompetenter Zellen auf
Eis aufgetaut, 10 bis 100 ng DNA zugegeben und vorsichtig gemischt. Nach 20 Minu-
ten Inkubation auf Eis erfolgte bei 42 °C ein Hitzeschock fiir 80 Sekunden und an-
schliefend fiinf Minuten Inkubation auf Eis. Zuletzt wurden 500 nL des temperierten
SOC-Mediums zugegeben und bei 37 °C und 300 rpm im Eppendorf Thermomixer fiir
45 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden dann bei 7.000 g fiir drei Minuten abzentri-
fugiert und 400 pL des Uberstandes abgenommen. Im restlichen Medium wurde das
Pellet resuspendiert und auf Agarplatten mit Ampicillin (SpDItA, SpDItDy,) bzw.
Ampicillin und Kanamycin (SpDItC) ausplattiert. Die Inkubation der Platten er-
folgte iber Nacht bei 37 °C.

2.3.4 Vorkulturen

Vorkulturen wurden durch Inkubation von einer Kolonie einer Transformation oder
einem Teil der Glycerinkultur in 4 mL LB-Medium und 4 pL. Ampicillin (100 mg/mr.)
iiber Nacht bei 37°C und 150 rpm hergestellt. Fiir die Anzucht von Zellen mit
pET15bTEV SpDItC und pREP4 Sfp wurden zusétzlich 3 nl. Kanamycin (50 mg/mr.)

zugegeben.

2.3.5 Hauptkultur

Die Hauptkultur, die zur Herstellung von Biomasse mit dem gewiinschten Protein
diente, wurde in 5 L Kolben angesetzt. Hierzu wurden 1,5 L. LB-Medium mit 1,5 mL
Ampicillin (100 mg/mr) und 15 mL Vorkultur bei 37°C und 150 rpm inkubiert.
Zur Herstellung von SpDItC wurde zuséitzlich 1 mL Kanamycin (50 ™8/mL) zuge-
geben. Bei Erreichen einer Absorption von 0,4 bis 0,6 bei einer Wellenldnge von
600 nm wurde die Proteinproduktion durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropyl-3-
D-thiogalactopyranosid) induziert. Die Zellernte erfolgte nach vier Stunden durch
Zentrifugation bei 4 °C und 4.500 ¢ fiir 20 Minuten. Das Zellpellet wurde in fliissigem
Stickstoff gefroren und bei - 20 °C aufbewahrt.

2.3.6 Glycerinkulturen

Glycerinkulturen wurden zur Konservierung der hochwertigen Expressionskulturen

aus diesen hergestellt. Hierzu wurde vor der Induktion bei einer optischen Zelldichte
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von 0,4 bis 0,6 bei einer Wellenldnge von 600 nm 0,5 mL Zellsuspension entnommen
und mit Glycerol auf eine Endkonzentration von 15 %(v/v) gebracht. Die Mischung

wurde in fliisssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

2.4 Proteinreinigung

2.4.1 Zellaufschluss

Die Zellen wurden in 40 bis 60 mL Lysepuffer (50 mM Tris; 300 mM NaCl;
20 mM Imidazol; pH 8,0 bei 8 °C) suspensiert und ein EDTA-freier Proteaseinhibi-
tormix (Roche) zugegeben. Die Zellen wurden in einem Hochdruckhomogenisator bei
ca. 400 bar in fiinf Durchgéngen aufgeschlossen. AnschlieSend erfolgte eine Abtren-

nung der Zelltriimmer durch Zentrifugation bei 4 °C und 74.000 ¢ fiir 45 Minuten.

2.4.2 Erste IMAC

Da alle Proteine mit N-terminalem [His|g-Tag hergestellt wurden, erfolgte die Reini-
gung mittels Nickel-Affinitdtschromatographie auf einer Akta FPLC. Der Uberstand
der Zentrifugation wurde durch einen Spritzenvorsatzfilter mit 0,45 pm Porengrofie
filtriert und auf eine 5 mL Ni-NTA Saule (GE Healthcare) aufgetragen (50 mM Tris;
300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH 8,0 bei 8 °C). Unspezifisch gebundene Proteine
wurden mit diesem Puffer eluiert. Anschlielend erfolgte die Elution des gewiinschten
Proteins in einem linearen Gradienten (100 Minuten; 1 mL/min). Die fraktionierten
Proben wurden mittels Glycin-SDS-PAGE analysiert und die gewtnschten Fraktio-

nen vereinigt.

IMAC-Puffer-A;: 50 mM Tris; 300 mM NaCl; pH 8,0 bei 8°C

IMAC-Puffer-B;: 50 mM Tris; 300 mM NaCl; 500 mM Imidazol;
pH 8,0 bei 8°C

2.4.3 TEV-Proteaseverdau

Der N-terminale [His]¢-Tag der Konstrukte liefl sich durch Verdau mit TEV-Protease
abspalten. Dafiir wurden die zutreffenden Proben der ersten IMAC mit ca. 1 mg ge-
reinigter TEV-Protease versetzt und in einen Dialyseschlauch gefiillt. Hierbei wurde
fiir SpDItA und SpDItDy, ein 12-14 kDa m.w.c.o0. und fiir SpDItC 3,5 kDa m.w.c.o.
Dialyseschlauch gewéhlt. Die Dialyse fand iiber Nacht bei 4 °C mit einmaligem Puf-
feraustausch in jeweils 2 L Puffer (25 mM Tris; 150 mM NaCl; 5 mM DTT, pH 8,0
bei 8°C) statt.
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2.4.4 Zweite IMAC
Nach dem TEV-Proteaseverdau wurde der [His|g-Tag sowie die TEV-Protease von

dem verdauten Protein durch eine zweite Nickel-Affinitdtschromatographie getrennt.
Die 5 mL Ni-NTA Saule wurde mit der Proteinmischung beladen und der Durchfluss
beziehungsweise die Elution mit 20 mM Imidazol fiir weitere Reinigungsschritte

verwendet.

IMAC-Puffer-A,: 25 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 8,0 bei 8°C

IMAC-Puffer-B,: 25 mM Tris; 150 mM NaCl; 500 mM Imidazol,
pH 8,0 bei 8°C

2.4.5 Groflenausschlusschromatographie (SEC)

Das Volumen der Fraktionen der zweiten IMAC wurde auf 3 bis 4 mL eingeengt und
bei 20.000 ¢ und 4°C fiir 30 Minuten abzentrifugiert. Diese Probe wurde auf eine
Superdex200-sepharose 16/600-Saule (SpDItA, SpDItDy,) bzw. eine Superdex75-
sepharose 16/600-Saule (SpDItC) aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 1 mL/min und
die gesammelten Fraktionen wurden mittels Glycin-SDS-PAGE analysiert. Die Frak-
tionen mit dem jeweiligen Protein wurden aufkonzentriert und dann in fliissigem

Stickstoft eingefroren oder direkt fiir Versuche genutzt.

SEC-Puffer : 25 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 8,0 bei 8°C

2.5 Proteinanalytik

2.5.1 Glycin-SDS-PAGE

Die Glycin-SDS-PAGE wurde durchgefiithrt, wie von Laemmli [Laemmli, 1970] be-
schrieben. Die Analyse erfolgte auf Gelen mit 12 %igen Trenngel und 4 %igen Sam-
melgel (Tab. 2.14). Proben der einzelnen Reinigungsschritte wurden mit 3x SDS-
Ladepuffer versetzt und bei 95 °C fiir zehn Minuten denaturiert. Nach dem Auftragen
der Proben sowie des Markers in die Taschen des Gels, wurden sie in Laemmli-Puffer
fiir 70 Minuten bei 280 V und 25 mA aufgetrennt. Die Farbung der Proteinbanden
erfolgte mit Coomassie Brilliant-Blau R250 oder G250.

Laemmli-Puffer: 25 mM Tris/HCI; 200 mM Glycin; 3 mM SDS; pH 8,9
3x SDS-Ladepuffer: 875 mM Tris/HCI; 13 %(v/v) Glycerin; 5 %(¥/v) SDS;

5 %(v/v) B-Mercaptoethanol;
0,125 %(%/v) Bromphenolblau



Material und Methoden 33

Tab. 2.14: Glycin-SDS-PAGE. Pipettierschema fiir 2 Glycin-SDS-PAGE Gele.

Losung Trenngel Sammelgel
30 % Acrylamid /Bisacrylamid 3,2 mL 880 nL
1,5 M Tris/HCI; 0,31 % SDS; pH 8,8 2,0 mL -

0,5 M Tris/HCI; 0,62 % SDS; pH 6,8 - 800 pL
Reinstwasser 2,8 mL 2400 nL
10% (v/v) APS 60,0 pL 50 nL
TEMED 4,0 pL 3 nL

2.5.2 Coomassiefarbung

Die Gele wurden in Coomassie R250 oder G250 Losung nach Fairbanks et al. [Fair-
banks etal., 1971] gefarbt. Dazu wurden sie fur ein bis zwei Stunden in Farbe-
16sung inkubiert (25 %(%/v) Isopropanol, 10 %(¥/v) Essigséure, 0,05 %(¥/v) Coomas-
sie Brilliant-Blau R250 oder G250) und anschliefend in Entfarbelosung (10 %(%/v)

Essigsdure) entfarbt.

2.5.3 UV-Vis-Spektroskopie

Vor den Experimenten wurde die Konzentration der Proteinlésung durch Aufnahme
eines UV-Vis-Spektrums im Wellenléngenbereich von 230 bis 340 nm bestimmt.
Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes (Formel (2.2)) und der Extinktions-
koeffizienten (£980nm; Tab. 2.15) wurden die Konzentrationen berechnet. Das Bestim-
men der Extinktionskoeffizienten und Molmassen erfolgte mit Hilfe der ProtParam
Software [Gasteiger et al., 2005; Pace et al., 1995] auf dem ExPASy Proteomics Ser-
ver sowie nach Gill und von Hippel [Gill und von Hippel, 1989] (Tab. 2.15 und
Tab. 2.16).

E280nrn = €280nm " C* d (22)

Tab. 2.15: Extinktionskoeffizienten und Molmassen. Die angegebenen Werte beziehen
sich auf das Protein nach der vollstindigen Reinigung und ohne [His|g-Tag. Die Extink-
tionskoeffizienten beziehen sich auf die Absorption bei einer Wellenlénge von 280 nm. Zur
Herstellung der denaturierten Proben wurde die Proteinlésung mit Guanidiniumhydrochlorid
versetzt und gemessen (Endkonzentration 6 M Guanidiniumhydrochlorid).

Protein Molare Absorption Molare Absorption Absorption

nativ [M~'-cm™']  denat. [M™!'-cm™!] [(mg/ml)~!:cm™!]
SpDItA 49.280 44.570 0,853
SpDItC 5.500 5.690 0,589

SpDItDy, 64.290 60.390 1,395
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Tab. 2.16: Molmassen von SpDItA, SpDItC, SpDItD;, und deren Mutanten. Die
angegebenen Molmassen wurden mit ProtParam (Expasy Server) bestimmt [Gasteiger et al.,
2005; Pace etal., 1995].

Protein Molmasse
SpDItA 57.755,75 Da
SpDItC 9.332,48 Da
SpDItDy, 46.094,97 Da
SpDItDy, (Ser78Ala) 46.078,97 Da

SletDtr
SpDItDy,
SletDtr

Glu79GIn) 46.094,97 Da
His379Ala) 46.028,90 Da
Ser78Ala, His379Ala) 46.012,90 Da

e N N T

2.5.4 CD-Spektroskopie (Zirkulardichroismus)

Fiir die Messung von CD-Spektren der nativen Proteine wurden diese direkt nach
der Gelfiltration verwendet (25 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 8,0 bei 8 °C). Die Mes-
sung der denaturierten Proteine erfolgte nach Zugabe von denaturierendem Puffer
(Endkonzentration des Guanidiniumhydrochlorids 6 M) und Inkubation fir zwolf
Stunden. Vor der Messung erfolgte eine Zentrifugation bei 20.000 ¢ und 4°C fiir
40 Minuten und die Dreifachbestimmung der Konzentration. Die Konzentration der
Proteine betrug zwischen 0,58 mg/mr und 1,22 mg/mr.. Die Messung erfolgte bei 20 °C
im Bereich von 250 bis 195 nm (nativ) bzw. 250 bis 210 nm (denaturiert) in einer
Kivette mit 0,1 mm Schichtdicke. Es wurden jeweils 60 Spektren mit einer Geschwin-
digkeit von 50 "™/min, 1 nm Datenaufteilung (data pitch), 1 Sekunde Antwortzeit und
einer Bandweite von 1 nm aufgenommen. Als Referenzen wurden Pufferspektren
gemessen und von den Proteinspektren subtrahiert. Fiir die Umrechnung der Ellip-
tizitdt in die Elliptizitit pro Aminoséure (fpey.») in deg - cm? - dmol ™! wurde Formel
(2.3) genutzt.
M -0,

10-d-c-(N—1)

Mit 0y: Elliptizitdt bei der Wellenldnge A; d: Schichtdicke in cm; M: Molekulargewicht;
c¢: Konzentration in g/mr und N: Anzahl an Resten [Kelly et al., 2005].

(2.3)

emrw,)\ =

2.5.5 Massenspektrometrie

Gereinigtes Protein wurde zur Bestatigung des Molekulargewichts mit einer
ZipTip-C4 Pipettenspitze nach Herstellerangaben entsalzt. Die Analyse wurde von
Frau Dr. Schierhorn (Serviceeinheit fiir Massenspektrometrie, Martin-Luther-Uni-
versitat Halle-Wittenberg) mittels MALDI-TOF durchgefiihrt. Somit konnte der Be-
ladungszustand von SpDItC mit 4’-Phosphopantethein und die Massen von SpDItA
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sowie SpDItDy, bestimmt werden. Mit der gleichen Methode wurden die Proben
von SpDItDy, nach der Inkubation mit den Inhibitoren analysiert. Ebenso erfolgten

Analysen mittels Massenspektrometrie nach Verdau mit Trypsin.

2.5.6 Analytische Ultrazentrifugation

Mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) kénnen Proteine in Losung
untersucht werden. Je nach Methode kénnen hierbei u.a. die Molekiilmasse, die Sto-
chiometrie aber auch die Assoziation mehrerer Proteine bestimmt werden. Bei der
AUZ unterscheidet man zwischen zwei Messmethoden [Cole et al., 2008]:

Bei der Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit wird bei hohen Zentrifugations-
geschwindigkeiten die Wanderung der Probe in der Losung zum Boden der Messzelle
zeit- und ortsabhéngig aufgelost. Der Sedimentationskoeffizient (s), der durch diese
Messung bestimmt werden kann, ist definiert als:

u M(1—vp)

o= = M0 (2.4

Mit u: radiale Sedimentationsgeschwindigkeit; w: Winkelgeschwindigkeit; r radiale Posi-
tion; M:Molekiillmasse; v: partielles spezifisches Volumen des Makromolekiils; p: Dichte

der Losung; Nu: Avogadrokonstante sowie f: Reibungskoeffizient.

Die iibliche Einheit des Sedimentationskoeffizienten s ist Svedberg (S), wobei 1 Sved-
berg 107'% Sekunden entspricht [Lebowitz et al., 2002].

In einer zweiten Methode wird das Experiment bei geringeren Rotationsgeschwindig-
keiten und langeren Messzeiten durchgefiihrt, sodass sich ein Gleichgewicht zwischen
der Sedimentation und Diffusion einstellt und eine zeitlich stabile Konzentrations-
verteilung entsteht. Fiir nicht-interagierende Molekiile gilt im Gleichgewichtszustand

fiir das Signal a in Abhéngigkeit von der radialen Partikelposition 7:

() = Yenena oo (T 2 ) o 2.5

Mit M,,: molare Masse; v: spezifische Volumen; ¢, ¢: molare Konzentration an der Refe-
renzposition rq; £,: Extinktionskoeffizienten, d: optische Linge und §: Korrekturparame-
ter, der unter anderem eine Absorption von nicht sedimentierenden Teilen beriicksichtigt
[Lebowitz et al., 2002].

Die Analyse des Oligomerisierungszustandes von SpDItDy,, sowie Interaktionsver-
suche zwischen SpDItA, SpDItC und SpDItDy, wurden freundlicherweise von Herrn
PD Dr. Lilie durchgefiihrt und ausgewertet. Zur Analyse von SpDItD;, wurde je-
weils eine Probe der zwei Peaks der Groflenausschlusschromatographie gemessen.

Dazu wurden 300 pL der Proteinprobe mit einer Konzentration von 0,12 m8/mr,
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(2,6 pM) bei 40.000 rpm fiir vier Stunden zentrifugiert und dann das Gleichgewicht
durch Zentrifugation bei 12.000 rpm eingestellt (AN50Ti-Rotor; Beckmann, 48 bis
72 Stunden).

Fiir Interaktionsversuche wurden die vier Interaktionsansitze sowie die einzelnen
Proteine mit 10,1 pM SpDItA, 19,7 pM SpDItC und 10,1 pM SpDItDy, angesetzt
und fiir eine Stunde bei 25°C in 25 mM HEPES; 150 mM NaCl; 0,1 mM TCEP;
pH 7,5 inkubiert. Dann erfolgte die Sedimentation bei 40.000 rpm fir vier Stun-
den zur Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten. Die Interaktion wurde unter
Zugabe von 0,5 mM ATP, 0,5 mM D-Alanin und 0,5 mM MgCl, erneut getestet.

2.6 Kristallisation und Strukturbestimmung

2.6.1 Initiale Kristallisationsscreenings

SpDItA und SpDItD;, wurden nach der finalen Groflenausschlusschromatographie
auf 20 m8/mr (SpDItDy,) und 18 msg/mr (SpDItA) aufkonzentriert. Das jeweilige
Protein wurde mit Hilfe des Microsys SQ Pipettierroboters diversen Kristallisations-
screens in 96 well Platten angesetzt (Tab. 2.4; Seite 23). Dabei enthielt jeder Tropfen
0,2 nL. Proteinlésung und 0,2 nL. Kristallisationslosung. Das Reservoir fasste 70 pL.
Die Platten wurden mit Folie verklebt und danach im Desktop Minstrel UV-Imager
(Rigaku) bei 15 °C inkubiert. Die Bedingungen wurden in definierten Zeitabsténden
fotografiert.

2.6.2 Optimierung der Kristallisation

Zur Reproduktion und Optimierung der Kristalle wurden diese in 15 well Platten
mit 500 pL. Reservoirlosung und Tropfengroflen von 3 bis 4 pl angesetzt. Hierbei

wurden folgende Parameter variiert:

1. Anderung der Prizipitantenkonzentration
2. Anderung des pH-Wertes des Puffers

3. Anderung des Volumenverhéltnisses von Reservoirlosung zu Proteinlésung
(1:1, 2:1, 1:2)

4. Zugabe von D-Alanin und/oder Ribitol (SpDItDy,) bzw. Zugabe von D-Alanin,
AMP und MgCly oder D-Alanin, ATP und MgCl, (SpDItA)
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2.6.3 Rontgendiffraktion und Prozessierung

Eine erste Auswahl der Proteinkristalle erfolgte in house mit Hilfe des Micromax 007
Rontgengenerators (Rigaku), dem CCD-Detektor Saturn 944+ (Rigaku) sowie dem
Kryosystem X-stream 2000 (Rigaku). Die finale Messung der besten Proteinkristalle
erfolgte anschliefend am Synchrotron. Die Proteinkristalle von SpDItDy,, SpDItA
und SpDItA mit AMP wurden an der Beamline 14.2 am BESSY II, Helmholtz-
Zentrum Berlin gemessen [Miiller et al., 2012]. Die Messung des Proteinkristalls von
SpDItA mit ATP erfolgte durch Frau Dr. Miriam Linnert am Diamond Light Source
(Oxfordshire, England). Die Datensétze wurden mit XDS [Kabsch, 2010] prozessiert
und die Anzahl der Molekiile in der asymmetrischen Einheit mit CCP/-Matthews
coefficient bestimmt [Matthews, 1968; Kantardjieff und Rupp, 2003].

2.6.4 Phasenbestimmung - molecular replacement

Initiale Phasen konnten durch molecular replacement unter Verwendung von Phenix-
Phaser [McCoy etal., 2007; Adams et al., 2010] bestimmt werden. Fiir die Phasen-
bestimmung von SpDItDy, wurde die Kette A von der bekannten DItD-Struktur
(pdb-Code 3bma) genutzt. Die Phasenbestimmung bei SpDItA erfolgte fiir die ligan-
denfreie Struktur sowie die Struktur mit AMP durch Einzelsuche nach der grofien
und der kleinen Doméne von DItA aus B. subtilis (pdb-Code 3e7w; AS 1-395 und AS
396-511). Fiir die Phasierung von SpDItA mit ATP wurde die zuvor geloste Struktur
von SpDItA mit AMP als Suchmodell genutzt.

2.6.5 Strukturverfeinerung und Auswertung

Das iterative Verfahren zur Strukturverfeinerung wurde mit Hilfe von Phenix-Refine
[Afonine et al., 2012; Adams et al., 2010], sowie einer manuellen Anpassung aufgrund
der Fo-F. und der 2F,-F. Elektronendichte in Coot [Emsley et al., 2010] durchge-
fithrt. Die Evaluation der Struktur erfolgte mit MolProbity [Chen et al., 2009; Davis
etal., 2007] als Teil des Phenix-Refine Ablaufs. Zur Darstellung der Struktur, Be-
stimmung der Abstinde sowie strukturellen Uberlagerung der kleinen und grofen
Doménen wurde Pymol genutzt. Die Berechnung der Oberflichenladung erfolgte
mittels APBS Tool 2.1 in Pymol [Baker etal., 2001].

Zur Quantifizierung der Interaktionsfliche innerhalb der Proteinmolekiile wurden
diese in die grofie Doméne (Aminoséuren 1 bis 403) und die kleine Doméne (Amino-
sauren 404 bis 516) eingeteilt. Die Bestimmung der Interaktionsfliche sowie der
Oberflache der jeweiligen Doméne erfolgte mit Hilfe des PDBePISA-Programmes
[Krissinel und Henrick, 2007].
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Der Vergleich der Struktur von SpDItDy, mit anderen bereits in der Proteindaten-
bank hinterlegten Strukturen erfolgte mittels DALI-Server [Holm und Laakso, 2016].
Die Untersuchung der Sequenzen von DItD aus diversen Organismen erfolgte mit-
tels Multisequenzalignment sowie der Darstellung mit ConSurf (Tab. 2.17). Hierbei
wurde der Konservierungsgrad mit Hilfe eines Farbcodes auf die Struktur projiziert
[Ashkenazy etal., 2016; Celniker et al., 2013; Ashkenazy etal., 2010; Landau et al.,
2005; Glaser etal., 2003]. Durch das Festlegen auf eine minimale Sequenzidentitét
von 20 % konnten DItDs aus verschiedenen Subfamilien wie beispielsweise Bacillus-

Arten, Staphylokokken und Streptokokken miteinander verglichen werden.

Tab. 2.17: Einstellung des Consurf-Laufs.

Parameter Wert
Homologer Suchalgorhythmus HMMER
Anzahl an Iterationen 1
F-value cutoff 0,0001
Proteindatenbank UNIREF-90
Homologieauswahl fiir ConSurf Analyse automatisch
Anzahl an Sequenzen 250
Maximal % ID zwischen Sequenzen 95
Minimal % ID fir Homologe 20
Alignementmethode MAFFT-L-INS-i
Kalkulationsmethode Bayesian
Evolutionary substitution model Bestes Modell (default)

2.7 Ermittlung der Funktion von SpDItDy,

2.7.1 Inhibierungsversuche

Die computergestiitzte Auswertung der Struktur von SpDItDy, liel die Vermutung
einer moglichen Serin-Histidin-Aspartat Triade zu. Somit sollte ebendieses Serin
durch einen kovalent bindenden Inhibitor blockiert werden. Die Analyse der Inhibie-
rung erfolgte mit Hilfe der MALDI-TOF Massenspektrometrie nach einer Glycin-
SDS-PAGE und Trypsinverdau der Proteinbande. Hierzu wurde zunéchst jeweils eine
Stammlésung mit 1 M PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) in Acetonitril, Metha-
nol und DMSO hergestellt. Danach wurden 50 pmol PMSF (in Acetonitril), 10 pumol
PMSF (in Acetonitril), 3,5 mmol PMSF (in DMSO oder Methanol) oder 10 mmol
PMSF (in DMSO oder Methanol) zu 3,9 nmol SpDItDy, gegeben. Dabei entsprach
die Menge an zugegebenem organischen Losungsmittel maximal 1% des Gesamt-
volumens. Die Proben wurden fiir eine Stunde bzw. 24 Stunden bei 4 °C inkubiert.

Als Positivkontrolle wurde nicht mit Inhibitor versetztes SpDItDy, gemessen.
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Weiterhin wurden Inhibierungsversuche mit AEBSF (4-(2-Aminoethyl)-benzensulfo-
nylfluorid) und DNP (Diethyl-p-nitrophenylphosphat) durchgefithrt. Bei AEBSF
handelt es sich um eine Weiterentwicklung von PMSF, die in wéassrigen Losungen
stabiler ist als PMSF. 3,5 nmol SpDItDy, wurden mit 1 pmol AEBSF gemischt und
nach 24 sowie 48 Stunden Inkubation bei 4 °C gemessen. DNP ist ein Inhibitor, der
bereits in vergleichbaren Strukturen eingesetzt wurde [Brzuszkiewicz et al., 2009].
Im Ansatz wurden 3,5 nmol SpDItD;, mit 4,6 pmol DNP emulgiert und nach 24
sowie 48 Stunden Inkubation bei 4 °C gemessen. Auch in diesen Féllen wurde als

Positivkontrolle das SpDItDy, ohne Zusatz von Inhibitor gemessen.

2.7.2 Thioestersynthese

Die Synthese des Thioesters von D-Alanin und Acetylcysteamine (Abb.2.1) erfolg-
te in Anlehnung an ein beschriebenes Verfahren [Wang etal., 2009]. Dazu wurde
1 mmol (189 mg) BOC-D-Alanin (N-(tert-Butoxycarbonyl)-D-alanin) in 3 mL DCM
(Dichlormethan) unter Rithren in einem 25 mL Rundkolben geldst. Zu dieser
Mischung wurden 1,3 mmol (202 pL) DIC (Diisopropylcarbodiimid), 82 pmol (10 mg)
DMAP (4-(Dimethylamino)-pyridin) und 1,17 mmol (124,4 pL) N-Acetylcysteamin
hinzugefiigt. Die Reaktion wurde unter Sauerstoffausschluss iiber Nacht bei Raum-
temperatur gerithrt. Die Reinigung erfolgte tiber eine Kieselgelsaule (40 % Aceton
in Petrolether), wobei die Fraktionen mit Produkt mittels Diinnschichtchromato-
graphie und Anfarbung mit KMnO, ermittelt wurden. Anschlieflend folgte eine Ana-
lyse per Massenspektrometrie.

Das Entfernen der BOC-Schutzgruppe erfolgte durch Losen von 40 mg (140 nmol)
Produkt in 300 pL Dichlormethan sowie der Zugabe von 300 pL. TFA (Trifluor-
essigsaure). Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Produkt
in Diethylether geféllt und getrocknet. Danach erfolgte die Umkristallisation mit
Salzséure.

Die Verifikation erfolgte per LC-MS und als 'H und *C-NMR-Messungen. Die
Ergebnisse sind im Anhang im Abschnitt A.3 ab Seite VIII gezeigt.

o
H3C\-)l\s/\/n\(0

Ha CH,

Cl

2

Abb. 2.1: Thioester von D-Alanin und N-Acetylcysteamin. Der Thioester
sollte als mogliches Substratanalogon des D-Alaninphosphopantetheins in der Reaktion mit
SpDItDy, getestet werden.
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2.7.3 Thioesterabbau

Sollte der synthetisierte Thioester ein Substrat von SpDItDy, sein, so entstiinde bei
dem Umsatz ein Thiol (Abb. 2.2), der mittels Ellman’s Reagenz (5,5‘-Dithiobis-
2-nitrobenzoesdure; DTNB) nachgewiesen werden kann. Dabei reagiert das Thiol
mit dem DTNB und es entsteht 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB™) (Abb. 2.2). Dieses
Produkt kann bei einer Wellenldnge von 412 nm nachgewiesen werden (Extinktions-
koeffizient (€412 ym = 14.150 M~1.cm™1) [Ellman, 1958; Collier, 1973; Riddles et al.,
1983] Zum Nachweis des Abbaus des Thioesters wurde in einem Volumen von 1 mL
bis zu 20 pM SpDItDy,, 250 pM Thioester und 150 pM DTNB in Puffer (100 mM
Phosphat, 0 bis 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,0 bei 20 °C) angesetzt und die Ab-
sorption der Probe nach Zugabe des Proteins bei einer Wellenlénge von 412 nm fiir
15 Minuten mit einem Messpunkt alle zehn Sekunden gemessen. Als Kontrollreak-
tion wurde der Zerfall des Thioesters ohne Protein unter den gleichen Bedingungen

germessen.

Hypothetische enzymatische Spaltung:

DItD
H3c\)LS/\/N on HC\)I\ N
_NH;, CH3 2 _NH} H CH;,
cl cl

Nachweis des Thiols mittels Ellman's Reagenz:

s/\/N\( +H0)D/ O:,( OJND/ ‘s/\/H\( N /(:g(

DTNB (Ellman’s Reagenz) Detektlon
bei 412 nm

Abb. 2.2: Thioesterhydrolyse. Das Produkt der Hydrolyse des Thioesters ist ein Thiol
(N-Acetylcysteamin), welches mit DNTB (Ellman’s-Reagenz) nachgewiesen werden kann.
Die freie Thiolgruppe reagiert mit DTNB unter Freisetzung von 2-Nitro-5-thiobenzoat
(TNB~1!), das photometrisch bei 412 nm nachgewiesen werden kann (Extinktionskoeffizient
€412 nm = 14.150 M~1.em™1).
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3 SpDItA

3.1 Ergebnisse zu SpDItA

3.1.1 Klonierung, Proteinpraparation und Proteinanalytik

Die Herstellung der Expressionsvektoren erfolgte durch die Vervielfdltigung der
jeweiligen Gensequenzen fiir SpDItA und SpDItC mittels PCR und der Ligation in
pET21a sowie pET15bTEV Vektoren. Hierbei betrugen die optimalen Annealing-
temperaturen der PCR 64,3 °C (SpdltA) und 61,2°C (SpdltC). Anschlieflend erfolg-
te die Sequenzierung der DNA durch die Firma ,,GATC Biotech“ (Konstanz) zur
Bestéatigung der Sequenz.

Vergleiche der translatierten Proteinsequenz von SpDItA und SpDItC mit den hau-
fig verwendeten Stédmmen S. pneumoinae R6, D39 und TIGR4 [Lanie et al., 20006]
zeigten teilweise Unterschiede in der Proteinsequenz auf. Wahrend die Proteinse-
quenz von SpDItC mit denen der Vergleichsequenzen von S. pneumoniae R6, D39
und TIGR4 iibereinstimmt, sind in SpDItA einzelne Aminosduren mutiert (Tab. 3.1,
Abb. A.1 und Abb. A.3 ab S. IT). Fir SpDItA konnten Mutationen in den Aminoséu-
ren 322 (Phenylalanin statt Leucin) und 381 (Glycin statt Aspartat) gezeigt werden,
die nach bisherigen Kenntnissen nicht an der Reaktion von DItA beteiligt sind.
Die Expression von SpDItA und SpDItC erfolgte in E. coli BL21 (DE3) Zellen. Die
Beladung von SpDItC mit 4’-Phosphopantethein wurde, wie bereits zuvor beschrie-
ben, durch die Co-Expression von Sfp (4’-Phosphopantetheinyl Transferase) reali-
siert [Pfennig, 2015]. Jeweils eine Probe vor der Induktion mit IPTG und eine Probe
vor der Zellernte wurden zur Kontrolle auf ein Gel aufgetragen. Die Expression der
Proteine ausgehend vom pET15bTEV-Vektor zeigten dabei grofiere Proteinmengen
der gewiinschten Grofle. Daher erfolgten die weiteren Versuche mit diesen Proteinen.
Die Reinigung der zwei Proteine erfolgte analog zueinander tiber eine erste IMAC,
den Verdau mit TEV-Protease, eine zweite IMAC sowie eine Groflenausschluss-
chromatographie (Superdex200-sepharose 16/600 oder Superdex75-sepharose
16/600) (Abschnitt A.2 ab S. IV).

Die Probe vor der Zellernte zeigte fiir SpDItA (60,0 kDa) eine deutliche Uberexpres-
sion eines Proteins zwischen 45 kDa und 66 kDa. Die Reinigung ergab ein reines und
homogenes Protein zwischen der 45 kDa und 66 kDa Markerbande (Abb. 3.1(a)) mit
durchschnittlich 10 mg SpDItA pro Liter Expression.

Tab. 3.1: Ubersicht der Sequenzunterschiede in SpDItA.
Aminosdurenummer DSMZ 20566 D39 TIGR4

322 F L L
381 G E E
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Abb. 3.1: SDS-PAGE der Praparation von SpDItA und SpDItC. Die 12% Gele
zeigen den Marker in kDa (M), die Probe vor der Induktion (1), die Probe vor der Zellernte
(vier Stunden nach Induktion mit 1 mM IPTG bei 37 °C) (2) sowie das gereinigte Protein (3).

(a) Proben der Expression sowie Reinigung von SpDItA. (b) Proben der Expression sowie
Reinigung von SpDItC.

Fiir die Expression von SpDItC (11,9 kDa) ist keine hohe Uberexpression ersichtlich,
jedoch zeigte der Bereich unterhalb von 14 kDa breitere Proteinbanden. Die Reini-
gung ergab ein fast reines Protein unterhalb der 14 kDa Markerbande (Abb. 3.1(b))
mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 4 mg SpDItC pro Liter Expression. Die
Verwendung eines Tris-Tricin-Gels nach Schiagger [Schigger, 2006] zeigte keine Ver-
besserung in der Bandenqualitat.

Eine erste Untersuchung der Struktur von SpDItA erfolgte mittels CD-Spektrosko-
pie. Die Abbildung der Elliptizitdt pro Aminosaure zeigte ein fiir o-helikale Struktu-
ren typisches Minimum bei 208 nm (Abb. 3.2) [Holzwarth und Doty, 1965], wiahrend
der Bereich zwischen 210 nm und 250 nm anstieg. Ein zweites Maximum, wie fiir
rein a-helikale Strukturen tiblich, war nicht zu erkennen. Neben a-Helices zeigten
bisherige Strukturen von DItA auch 3-Faltblatter, durch die das CD-Spektrum von
reinen o-helikalen CD-Spektren abweichen kann. Das Spektrum nach der Behand-

lung mit 6 M Guanidiniumhydrochlorid (in schwarz) zeigte die genannten Merkmale
nicht mehr.

10.000

nativ
5.000 ——6 M Gua.

-5.000 4

OMmRw (deg - em? - dmol ! )

-10.0004

190 200 210 220 230 240 250
Wellenlange (nm)

Abb. 3.2: CD-Spektrum von SpDItA. SpDItA wurde mit einer Konzentration von
1,03 mg/mL im Puffer der GroBenausschlusschromatographie gemessen. Fiir die denaturier-

te Probe wurde das Protein mit Guanidiniumhydrochlorid (Gua) versetzt (Endkonzentration
6 M Guanidiniumhydrochlorid).
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3.1.2 Interaktionsstudien (analytische Ultrazentrifugation)

DItA tibertragt D-Alanin auf DItC. Fir DItA und DItC aus B. subtilis konnte diese
Interaktion naher charakterisiert werden [Zimmermann etal., 2015; Pfennig, 2015].
Fir SpDItA und SpDItC sollte die Interaktion mit Hilfe der analytischen Ultra-
zentrifugation qualitativ nachgewiesen werden (Tab. 3.2). Aufgrund der Molekiil-
massendifferenz zwischen SpDItC (9,7 kDa) und einer Messung aller drei Proteine
(theoretische Gesamtmasse 113,6 kDa) war die Messung des kleinen Proteins weniger
prézise. Die Interaktion zwischen SpDItA und SpDItC resultierte in einem Sedimen-
tationskoeffizienten von 4,09 S. Dies entspricht einer Erhohung des Sedimentations-
koeffizienten im Vergleich zu SpDItA (3,69 S). Der weitere, flachere Peak bei 1,22 S
(Abb. 3.3(c)) kann auf das tiberschiissige SpDItC zuriickgefiihrt werden.

Tab. 3.2: Sedimentationskoeffizienten der Interaktionsstudien. (*) Aufgrund der
Unterschiede in der Molekiilmasse ist die Aussagekraft beziiglich des Sedimentationskoef-
fizienten von SpDItC mit Vorsicht zu betrachten.

Protein Sedimentationskoeffizienten [S]
SpDItA (57,8 kDa) 3,69

SpDItC ( 9,7 kDa) 1,22"

SpDItA /SpDItC 4,14 + 1,22

o
=)

A (280nm)
°
S
A (280nm)
A (280nm)

0,2

6.4 6,6 6,8 7,0

r(cm)

(a) SpDItA. (b) SpDItC. (c) SpDItA und SpDItC.

Abb. 3.3: Analytische Ultrazentrifugation der Interaktionsversuche von
(a) SpDItA (10,1 pM) (b) SpDItC (19,7 pM), (c) SpDItA (10,1 M) und SpDItC (19,7 pM).
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3.1.3 Strukturuntersuchungen an SpDItA
Kristallisation

SpDItA kristallisierte in mehreren Bedingungen, die zumeist PEG-Komponenten
enthielten. Zur Verfeinerung der Kristallisationsbedingung wurde die Bedingung
mit 0,2 M Magnesiumacetat; 20 %(¥/v), PEG 8.000 und 0,1 M Natriumcacodylat
(pH 6,5) gewéhlt (Hampton Research HR2-110) (Abb. 3.4(a)). Fur SpDItA wurde
diese Bedingung sowohl ligandenfrei als auch mit Ligand separat verfeinert.

Neben der Anpassung der Konzentration von PEG 8.000 wurde Natriumcacodylat
durch Bis-Tris ersetzt und im pH-Bereich von 6,3 bis 6,9 getestet. Die Kristal-
lisation erfolgte bei 12°C im hanging drop Verfahren mit einem Verhéltnis von
2 nL : 2 pnL. Die Kristallisation von SpDItA ohne Ligand erfolgte in Form von Platt-
chen (Abb. 3.4(a), 3.4(b)). Jedoch war es moglich, die iiber Nacht gewachsenen Plat-
ten vor der Messung voneinander zu trennen und somit Einzelkristalle zu messen.
Wurde dem Kristallisationspuffer AMP, ATP bzw. AMPCPP zugesetzt, kristalli-
sierte SpDItA in Form von Prismen innerhalb von drei Tagen (Abb. 3.4(c), 3.4(d)).
Der Kryoschutz erfolgte durch kurze Inkubation der Kristalle in Puffer, bestehend
aus dem Kristallisationspuffer mit zusétzlich 20 %(v/v) Ethylenglykol (SpDItA ohne
Ligand bzw. mit AMP) oder 10 %(¥/v) PEG 400 (Kristallisation mit ATP bzw. mit
AMPCPP). Die Kristalle von SpDItA mit AMPCPP, einem nicht hydrolysierbaren
ATP-Analogon, zeigten dhnliche Kristallformen wie SpDItA mit ATP.

Proteinpuffer: 25 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 8,0 bei 8 °C sowie
t.w. 4,4 mM AMP oder ATP oder AMPCPP;
4,4 mM MgCly; 4,4 mM D-Alanin

Proteinkonzentration: 19,8 mg/mr (ohne Ligand)
20 ™/t (AMP/ATP /AMPCPP)

Kristallisationslosung: 0,2 M Mg-Acetat sowie
0,1 M Bis-Tris pH 6,5; 15% PEG 8.000 (ohne Ligand)
0,1 M Bis-Tris pH 6,3; 15% PEG 8.000 (AMP)
0,1 M Bis-Tris pH 6,9; 17% PEG 8.000 (ATP)
0,1 M Bis-Tris pH 6,5; 16 % PEG 8.000 (AMPCPP)
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(a) Initiale Kristalle von SpDItA.

(c) SpDItA mit AMP. (d) SpDItA mit ATP.

Abb. 3.4: SpDItA-Kristalle. (a) Initiale Kristalle von SpDItA ohne Ligand. (b) SpDItA
ohne Ligand (Kristalllinge ca. 400 pm). (c) SpDItA mit AMP, MgCly und D-Alanin (Kris-
talllinge ca. 200 pm). (d) SpDItA mit ATP, MgCly und D-Alanin (Kristalllinge ca. 200 pm).

Rontgendiffraktion und Auswertung

Zur Feststellung adaquat streuender Kristalle erfolgten Testmessungen mit Hilfe
des Micromax 007 Rontgengenerators (Rigaku), dem CCD-Detektor Saturn 944+
(Rigaku) sowie dem Kryosystem X-stream 2000 (Rigaku) innerhalb der Arbeits-
gruppe. AnschlieBend wurden finale Messungen an der Beamline 14.1 am BESSY
11, Helmholtz-Zentrum Berlin [Miiller et al., 2012] (SpDItA sowie SpDItA mit AMP)
bzw. am Diamond Light Source (Oxfordshire, England) (SpDItA mit ATP) durch-
gefithrt. Alle Datensitze wurden mit XDS prozessiert [Kabsch, 2010].

SpDItA kristallisierte in der monoklinen Raumgruppe P2; und streute bis 1,8 A,
wahrend die Kristalle mit AMP und ATP in der orthorhombischen Raumgruppe
P2,2,2, kristallisierten und bis 2,0 A bzw. 2,1 A streuten (Tab. 3.3). Das Phasen-
problem wurde durch molecular replacement mit Phenix Phaser [McCoy et al., 2007]
gelost. Fiir die ligandenfreie und die AMP-enthaltende Struktur erfolgte eine Einzel-
suche nach der grofien Doméne (AS 1 bis 395) und der kleinen Doméne (AS 396 bis
511) von DItA aus B. subtilis (pdb-Code 3e7w). Die Losung der Kristallisation mit
AMP wurde zur Phasierung der mit ATP kristallisierten Struktur genutzt.

Der Datensatz von SpDItA mit AMPCPP wurde unter anderem in der Raum-
gruppe P3 prozessiert. Das Phasenproblem sollte durch molecular replacement mit
Phenix Phaser [McCoy etal., 2007] gelost werden. Dabei wurde sowohl nach dem
Gesamtmolekiil von SpDItA ohne Ligand als auch nach dem Gesamtmolekiil von
SpDItA mit AMP gesucht. Des Weiteren erfolgte die Einzelsuche nach der grofien
Doméne (AS 1 bis 395) und der kleinen Doméne (AS 396 bis 511). Das molecular
replacement war dabei nicht erfolgreich. Die Einzelsuche konnte lediglich vier grofie

Domaénen und zwei kleine Doménen der Elektronendichte zuordnen. Ein manueller
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Tab. 3.3: Zellparameter und Statistik zur Datensammlung von SpDItA. Die Werte

in den Klammern entsprechen den Werten fiir die Schale mit der hochsten Auflésung.

Parameter SpDItA AMP ATP AMPCPP
Messstation Bessy Bessy Diamond in house
14.2 14.2 Light Source

Wellenlinge 09184 A 09184 A 0,9184 A 1,54187 A
Raumgruppe P21 P212121 P212121 P3
Zelldimensionen

a 59,25 A 109,76 A 102,28 A 115,510 A

b 8926 A 115,30 A 115,95 A 115,508 A

¢ 10435 A 191,28 A 188,95 A 136,364 A

a 90° 90 ° 90 ° 90°

B 96,81° 90° 90° 90°

Y 90° 90° 90° 120°
Auflésung 1,8 A 2.0 A 2.1 A 2,6 A
Beobachtete 505.196 1.292.222 1.775.916 434.784

Reflexe (80.969) (197.016) (285.162) (72.439)
Unabhéngige 192.218 316.404 253.590 124.167
Reflexe (30.802) (50.869) (40.935) (20.209)
Vollstindigkeit [%] 97,7 99,8 99,9 99,1
(96,7) (99,3) (99,7) (99,8)

Redundanz 2,6 4,1 7,0 3,5
Yot 7,77 (1,12) 12,01 (1,05) 5,38 (0,84) 5,99 (1,06)
CC 1/2 99,6 (43,7) 99,8 (39,5) 99,1 (31,9) 98,8 (45,1)

Einbau der fehlenden kleinen Doménen war aufgrund fehlender eindeutiger Elektro-
nendichte nicht moglich.

Mit Hilfe eines iterativen Verfahrens bestehend aus Phenix-Refine [Afonine et al.,
2012; Adams et al., 2010], sowie einer manuellen Anpassung aufgrund der F,-F. und
der 2F,-F. Elektronendichte in Coot [Emsley et al., 2010] konnten die anderen drei
Strukturen verfeinert und vervollstandigt werden. Die Evaluation der Struktur er-
folgte mit MolProbity [Chen et al., 2009; Davis et al., 2007] als Teil des Phenix-Refine
Ablaufs (Tab. 3.4).

Die Struktur von SpDItA ohne Ligand konnte bei einer Auflésung von 1,8 A bis zu
einem Ry von 0,1771 und einem Rgee von 0,2177 verfeinert werden (Tab. 3.4). In
der asymmetrischen Einheit sind zwei Proteinmolekiile, drei Ethylenglykolmolekiile

und 726 Wassermolekiile vorhanden.
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Tab. 3.4: Ergebnisse der Verfeinerung der Strukturen von SpDItA. Die dargestell-
ten Werte sind Teil der Ergebnisse von MolProbity. * EG = Ethylenglykol; ** Die Peptidbin-
dungswinkel von Glutamin-193 entsprechen nicht den erlaubten/bevorzugten Werten (Rama-
chandran outlier). Der Rest ist in der Elektronendichte gut definiert und liegt N-terminal zu

einem Prolin.

Verfeinerung/Validierung ohne Ligand mit AMP mit ATP
Rwork 0,1771 0,1844 0,1955
Rree 0,2177 0,2241 0,2497
Proteinatome 7916 16241 15977
Liganden - 4 AMP 4 ATP
Puffermolekiile 3 EG* 3 EG* -
Wassermolekiile 726 1194 1429
Ramachandran outliers 0% 0,05 %** 0%
Ramachandran allowed 1,20 % 1,75 % 2,84 %
Ramachandran favoured 98,80 % 98,20 % 97,16 %
r.m.s.d. Winkel 0,793° 0,869 ° 0,826 °
r.m.s.d. Bindung 0,007 A 0,008 A 0,007 A
average B-factor
Protein 28,47 38,77 35,59
Wasser 34,51 41,48 37,91
Ligand - 32,77 -
Sonstiges 32,63 47,20 -

Die Struktur von SpDItA mit AMP konnte bei einer Auflésung von 2,0 A bis zu
einem Ry von 0,1844 und einem Ry von 0,2241 verfeinert werden (Tab. 3.4). Die
Losung der Struktur liefert in der asymmetrischen Einheit vier Proteinmolekiile, drei
Ethylenglykolmolekiile, vier AMP-Molekiile und 1194 Wassermolekiile. Neben der
Kristallisation von SpDItA mit AMP wurde das Protein auch mit ATP, D-Alanin
und Magnesiumchlorid kristallisiert. Die so gewonnenen Kristalle zeigten sehr ahn-
liche Parameter auf. In der Elektronendichte lésst sich neben dem Protein und
Wasser nur AMP auffinden (Abb. 3.5). Die positive F,F.-Elektronendichte in der
Néhe des Phosphatrestes von AMP ist nicht ausreichend, um von ATP oder einem
D-Alaninadenylat auszugehen. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass nur
AMP in der Bindetasche gebunden ist. Des Weiteren sind im Proteinmolekiil C
weite Bereiche in der kleinen Doméne nicht zu erkennen, unter anderem Bereiche
des C-Terminus (Tab. 3.5). Aufgrund der schlechteren Auflosung, der gleichen Kon-
formation (Transferkonformation) und der weiten Bereiche, die nicht aufgelést sind,

wird nur auf die Struktur des Kristalls mit AMP detaillierter eingegangen.
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Tab. 3.5: Ergebnisse der Verfeinerung der Struktur von SpDItA mit ATP.

Molekiil fehlende Aminosiauren
A 1, 502, 516
B 1, 500-502, 516
C 456-466, 492-495, 499-506, 514-516
D 501-503, 516

Abb. 3.5: cartoon-Darstellung von SpDItA kristallisiert mit ATP. Gezeigt sind
die 2F,-F.-Elektronendichte (grau; o-Level 1,0) sowie die positive F,-F.-Elektronendichte
(griin, o-Level 3,0) im Abstand von 6 A bei einer Auflosung von 2,1 A (Monomer A).

SpDItA ohne Ligand

Fiir beide Proteinmolekiile ist die Elektronendichte iiber nahezu alle Reste definiert.
In Monomer A fehlen die zwei loop-Bereiche von Serin-157 bis Glycin-161 und von
Prolin-500 bis Glycin-502. In Monomer B sind Methionin-1, der loop Glycin-158
bis Threonin-160, der loop Leucin-498 bis Isoleucin-504 und die C-terminalen Reste
Lysin-515 und Arginin-516 nicht sichtbar. Fiir solventexponierte, lange Seitenket-
ten, die nicht in der Elektronendichte definiert waren, wurden jeweils die hdufigsten
Rotamere eingebaut und mit dem Besetzungsgrad null belegt.

SpDItA lésst sich in eine grofie Doméne (Aminoséuren 1 bis 403), eine linker-Region
(Aminoséuren 404 bis 407) und eine kleine Doméne (408 bis 516, blau) einteilen
(Abb. 3.6). Analog zu DItA aus B. subtilis (BsDItA) und B. cereus (BcDItA) lasst
sich die groe Doméne wiederum in drei Subdoménen (A, B, C) einteilen. Wie bereits
in der Einleitung beschrieben, enthalten die Subdoménen A (rot) und B (gelb) ein
zentrales (3-Faltblatt mit umgebenden o-Helices, wahrend die Subdoméne C einem
verzerrten B-Fass (griin) entspricht. Die Farbgebung ist an die vorherige Publikation
der Arbeitsgruppe angelehnt [Yonus et al., 2008] und wurde auf beide Molekiile der

Elementarzelle in verschiedenen Farbintensitaten angewandt (Abb. 3.6(a), (b)).
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(c) SpDItA Molekiil A. (d) SpDItA Molekiil B.
I
1-50 51-183 184-324 325- 403 408- 516
[ J
T —
grof3e Linker  kleine
Domaine Domine

(e) Doménen von SpDItA

Abb. 3.6: Struktur von SpDItA ohne Ligand. Die kleine Doméne ist in blau, der linker
in cyan, die grofe Doméne in rot (Subdoméne A), gelb (Subdoméne B) und griin (Sub-
doméne C) dargestellt. (a) cartoon-Darstellung von Proteinmolekiil A der Elementarzelle.
(b) cartoon-Darstellung von Proteinmolekiil B der Elementarzelle. (¢) Oberflaichendarstel-
lung der Proteinmolekiil A. (d) Oberflichendarstellung der Proteinmolekiil B. (e) Schemati-
sche Darstellung der Doménenorganisation in DItA mit Angabe der Aminosédurenzuordnung
fiir SpDItA.
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Die Struktur weist Unterschiede zwischen den einzelnen Monomeren sowie zu zuvor
beschriebenen DItA-Strukturen auf. So weicht die Position und Orientierung der
kleinen Doméne zur grolen Domane von bisherigen Strukturen ab. Dabei existieren
in beiden Monomeren keine grofie Interaktionsflache zwischen der kleinen und grofien
Domaéne, wie sie in bereits beschriebenen Strukturen gezeigt werden konnten. Statt-
dessen interagiert nur ein kleiner Bereich der kleinen Doméne mit der grofen Doméne
(Abb. 3.6(c) und Abb. 3.6(d)). Diese Interaktionsfliche entspricht in Molekil A
325,5 A% wihrend sie in Molekiil B nur 227,0 A? betrigt (Berechnung mit PDBePISA
[Krissinel und Henrick, 2007]). Somit spiegelt sich auch in der Interaktionsfliche die
Tatsache wider, dass die kleinen Doménen in den beiden Molekiilen unterschiedlich
orientiert sind.

Die Uberlagerung beider Molekiile der Elementarzelle zeigt deutlich die unterschied-
liche Position der kleinen Domaéane in Relation zu der grofien Doméne sowie die
Drehung der kleinen Doméne (Abb. 3.7(a)). Die néhere Analyse der beiden Do-
ménen fur sich offenbart, dass die groBen Doménen (AS 1-403) mit einen r.m.s.d.-
Wert von 0,47 A iiber 397 Aminosiuren gut iiberlagern (Abb. 3.7(b)). Geringfiigige
Unterschiede sind vor allem in loop-Bereichen vorhanden. Die Uberlagerung der
kleinen Doménen weist mit einem r.m.s.d.-Wert von 0,95 A iiber 98 Aminosiuren
héhere Abweichungen auf. Diese lassen sich vor allem in den ersten zwei 3-Strangen
und dem verbindenden loop erkennen (Abb. 3.7(c), Pfeil).

(b) Grofie Doméne
(Uberlagerung der AS 1-403).

(a) Gesamtansicht (c) Kleine Doméne

(Uberlagerung der AS 1-516). (Uberlagerung der AS 404-516).

Abb. 3.7: Uberlagerung der Proteinmolekiile. Die Uberlagerung der Proteine erfolgte
mittels super-Befehl in Pymol. (a) Uberlagerung der beiden Proteinmolekiile der Einheitszel-
le. (b) Uberlagerung der grofien Doménen (AS 1-403). (c) Uberlagerung der kleinen Doméinen
(AS 404-516).
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(a) Arg-404 in Molekiil A. (b) Arg-404 Nahansicht.

Abb. 3.8: Orientierung von Arginin-404 in Molekiil A. Die Fixierung von Arginin-404
ist in Molekill A und Molekiil B von SpDItA gleich. (a) Position von Arginin-404 in
Proteinmolekiil A. (b) Nahansicht der Interaktionen von Arginin-404 mit Threonin-387 und
Aspartat-389 aus der grofien Doméne.

Neben der Orientierung der kleinen Domaéne ist fiir die Bindung der Substrate auch
die Konformation des p-loops, ein bei Adenylierungsproteinen stark konservierter
Bereich, wichtig. Der p-loop von SpDItA befindet sich im Bereich der Aminosduren
Threonin-156 bis Lysin-164, der in der ligandenfreien Struktur nur zum Teil sicht-
bar ist. Die p-loop-Konformation ist héufig erst bei Bindung der Substrate in der
Kristallstruktur sichtbar [Conti et al., 1996, 1997].

Des Weiteren wird der Position von Arginin-404 in der linker-Region eine Bedeu-
tung in der Konformationsanderung zugeschrieben. Diese Vermutung beruht auf der
Position des homologen Restes von Luciferase, das als Modell der offenen Konfor-
mation genutzt wird [Conti etal., 1996; Yonus etal., 2008]. In der ligandenfreien
Struktur von SpDItA ist dieser Rest gut definiert und durch Wechselwirkungen mit
zwel Resten in seiner Position fixiert (Abb. 3.8). In beiden Molekiilen wird eine
Wasserstoffbriickenbindung zu der Carboxylgruppe von Aspartat-389 sowie zu dem
Carbonylsauerstoff von Threonin-387 ausgebildet, die beide Teil der grolen Doméne
sind.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in der hier gezeigten Kristallform zwei
Molekiile von SpDItA in der asymmetrischen Einheit vorliegen. Diese zwei Molekiile
zeigen beide keine Elektronendichte im Bereich des p-loops, der an der ATP-Bindung
beteiligt ist. Des Weiteren unterscheiden sich die beiden Monomere sowohl unter-
einander als auch von anderen bekannten DItA-Strukturen beziiglich der Orientie-
rung der kleinen zur groffen Doméne sowie der Drehung der kleinen Doméne. Beide
Monomere zeigen eine offene Konformation, die sich auch in den relativ geringen

Interaktionsflichen widerspiegelt.
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SpDItA mit AMP

In der Struktur von SpDItA mit AMP sind bis auf das N-terminale Methionin
in Molekill C und D, sowie die C-terminalen Reste Lysin-515 (Molekil D) und
Arginin-516 (Molekiile A, B, D) alle Reste zu erkennen. Fiir solventexponierte Seiten-
ketten, die nicht definiert sind, wurde die haufigste Konformation eingebaut und mit
dem Besetzungsgrad null belegt. Die Bindung eines AMP-Molekiils pro Protein-
molekiil erfolgt analog zu bisherigen Strukturen zwischen der kleinen und grofien
Doméne (Abb. 3.9) [Yonus etal., 2008]. Die Position der kleinen Doméne lasst auf
eine Transferkonformation schlieffen, wie sie auch fiir DItA mit AMP aus B. subtilis
gezeigt werden konnte. Im Vergleich zu der ligandenfreien Struktur féllt eine
Anderung der Position der kleinen Domine auf, die mit einer deutlich veréinder-
ten und grofleren Interaktionsfliche zwischen den Doménen einher geht. Konnte
fiir die ligandenfreie Struktur eine durchschnittliche Interaktionsfliche von 276,0 A2
gefunden werden, so betrigt sie in der AMP-gebundenen Struktur durchschnittlich
1.142,7 A2, SpDItA nimmt in diesem Kristall die Transferkonformation ein.

Einhergehend mit der Doménendnderung wird die AMP-Bindestelle abgeschirmt
und AMP 1iber die Interaktion mit Resten der kleinen und groflen Doméne in
seiner Position fixiert (Abb. 3.10). Das a-Phosphat wird iiber Wasserstoffbriicken-
bindungen mit den Seitenketten von Arginin-415 und Lysin-410 (kleine Doméne)
sowie Threonin-303 (grofle Doméne) positioniert. Die 2’-Hydroxylgruppe der Ribose
bildet eine Wasserstoftbriickenbindung zu der Carboxylgruppe von Aspartat-389
aus. Arginin-404, das den Ubergangszustand in der Adenylierungsreaktion stabi-
lisiert, ist 3,5 A von der 3’-Hydroxylgruppe entfernt. Die Adeninbase bildet zwei
Wasserstoffbriicken zu Alanin-299 und Asparagin-298 aus der groBen Doméne aus

(Abb. 3.10(c)).

(a) Molekil A. (b) Oberflichendarstellung.

Abb. 3.9: Kristallstruktur von SpDItA mit AMP. (a) cartoon-Darstellung von
SpDItA mit AMP. (b) Oberflichendarstellung von SpDItA mit AMP.
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(a) Position von AMP in SpDItA (b) 2F-Fc-Elektronendichte von AMP in
(Transferkonformation). SpDItA (o-Level 1,0).

R-404
Phosphat zu T-303 2,6 A
vy QD 389 Phosphat zu T-303 3,0 A
)J.. Phosphat zu R-415 29 A

Phosphat zu K-410 2,9 A
Ribose zu D-389 21A
Ribose zu R-404 35A

AMP

r0s D Base zu N-298 314
= Base o A-209 20 A
(c) Position von AMP in SpDItA. (d) Distanzen zu AMP.

Abb. 3.10: Die Bindetasche von AMP. Aspartat-275 ist in SpDItA nicht an der Bindung
der AMP-Einheit beteiligt, konnte aber fiir die Substratspezifitdt mitverantwortlich sein.
(a) Position von AMP in Proteinmolekiil A. (b) 2F,-F.-Elektronendichte des AMP bei einer
Auflésung von 2,0 A mit einer Konturierung von 1,0 o im Bereich von 1,8 A. (c) Maogliche

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Aminoséuren der Bindetasche von AMP (grau).
(d) Abstiande zwischen AMP und den Aminosduren der AMP-Bindetasche.

Die Wasserstoftbriickenbindungen erfolgen hierbei sowohl mit Seitenkettenatomen
als auch mit Atomen der Hauptkette. Zusatzlich wird die Base iiber hydrophobe
Seitenketten von Tyrosin-300 und Isoleucin-327 positioniert. Dieses Bindungsmuster
entspricht grofiteils den bereits beschriebenen Interaktionen fiir BsDItA und BeDItA
[Yonus et al., 2008; Yonus, 2015; Du et al., 2008]. In BsDItA wird die Spezifitéit fir
D-Alanin durch Cystein-268 bestimmt. In Streptokokken ist diese Position durch
einen Aspartatrest besetzt (Aspartat-275, Abb. 3.10(c)).
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(a) Arg-404 (SpDItA mit AMP). (b) Vergleich der Positionen von Arg-404.

Abb. 3.11: Orientierung von Arginin-404. (a) Position von Arginin-404 in Protein-
molekiill A der AMP-gebundenen Form von SpDItA. (b) Vergleich der Position von
Arginin-404 in der ligandenfreien (grau) und der AMP-gebundenen Form (farbig).

Die Position von Arginin-404 zeigt zusétzlich zu den in der ligandenfreien Struktur
beschriebenen Wechselwirkungen zwei weitere Wasserstoffbriickenbindungen. Diese
werden zwischen den Seitenketten von Aspartat-406 und Arginin-404 ausgebildet
und werden erst durch die Domédnenwanderung ermoglicht (Abb. 3.11(b)).

Der in der ligandenfreien Struktur nicht definierte p-loop ist in der AMP-gebundenen
Struktur sichtbar. Er wird durch Wasserstoftbriickenbindungen innerhalb des p-loops
sowie durch Interaktionen mit der grofien und kleinen Doméne stabilisiert (Abb. 3.12
und Tab. 3.6). Ein Grofiteil der Wechselwirkungen findet innerhalb des p-loops
statt. Neben den fiir ein B-Faltblatt typischen Wasserstoftbriickenbindungen zwi-
schen Threonin-156 und Lysin-164, die den Anfang sowie das Ende des p-loops dar-
stellen, werden zwei weitere Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Haupt- und Sei-
tenkettenatomen ausgebildet (Threonin-156/Serin-157 bzw. Serin-157/Lysin-164).
Nur zwei der neun Reste des p-loops bilden Wasserstoftfbriickenbindungen zu Resten
auflerhalb dieses Strukturelements aus. Hierzu zéhlt Serin-157, das je eine Was-
serstoffbriickenbindung zu Glutamat-417 und Aspartat-420 ausbilden kann. Diese
beiden Interaktionspartner befinden sich in der kleinen Doméane. Des Weiteren bildet
die Carbonylgruppe von Threonin-159 eine Wasserstoftbriickenbindung zum Amid
der Seitenkette von Glutamin-423 aus. Die Seitenkette von Threonin-159 bildet
die einzige Wasserstoftbriickenbindung des p-loops zur groflen Doméne, zur Amino-
gruppe von Lysin-371.

Beziiglich der Struktur von SpDItA mit AMP lasst sich zusammenfassend sagen,
dass jeweils ein AMP-Molekiil pro Proteinmolekiil zwischen der grofien und kleinen
Doméne gebunden ist und Wasserstoftbriickenbindungen mit beiden Doménen aus-
gebildet werden. Im Gegensatz zu der ligandenfreien Struktur ist nach der Bindung
von AMP der sogenannte p-loop strukturiert und tritt in Wechselwirkung mit beiden
Domaénen, jedoch vorrangig mit der kleinen Domaéne. Die Position von Arginin-404

ist mit der Position im ligandenfreien Kristall vergleichbar.
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(a) p-loop von SpDItA.
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(b) Nahansicht des p-loops.

Abb. 3.12: Stereodarstellung des p-loops (AMP-gebundene Struktur). Zur besseren
Erkennung der p-loop Struktur wurde das Molekiil gedreht (x-Achse -30 °; y-Achse 55 ° aus der
Ausgansposition (Abb. 3.9)). (a) Gesamtansicht von SpDItA nach der angegebenen Drehung.
(b) Nahansicht des p-loops mit den Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb des p-loops als
auch mit Resten auflerhalb des p-loops.

Tab. 3.6: Wassserstoffbriickenbindungen des p-loops. Die genannten Reste sind auch
in Abb. 3.12 zu erkennen.

p-loop Abstand [A]  Interaktion
Thr-156 (Oy1) 2,9 Ser-157 (N)
Thr-156 (N) 2,9 Lys-164 (O)
p-loop
Thr-156 (O) 3,0 Lys-164 (N)
Ser-157 (O) 3,1 Lys-164 (N7)
Ser-157 (Oy) 31 Glu-417 (N)
Ser-157 (Oy) 2,7 Asp-420 (052)  pkleine Doméne
Thr-159 (O) 2.8 Gln-423 (Ne3)
CThr-159 (Oy1) 31 Lys-371 (N¢)  }groBe Domiine
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Vergleich der Strukturen

Der Vergleich der ligandenfreien Struktur mit der von SpDItA mit AMP zeigt
deutlich die unterschiedliche Position der kleinen Doméne (Abb. 3.13). Wie be-
reits erwdhnt, nimmt die kleine Domane in der ligandenfreien Struktur zwei Kon-
formationen ein, die sich beide als offene Konformation beschreiben lassen. Im
Gegensatz dazu ist die kleine Doméne in der AMP-gebundenen Form zur groflen
Doméne hingewandt und entspricht der zuvor beschriebenen Transferkonformation
[Yonus et al., 2008].

Die Uberlagerung der grofien Doménen von SpDItA ohne Ligand sowie mit AMP
(Abb. 3.14(a)) zeigt neben Unterschieden in den loop-Bereichen eine Positionsver-
danderung in Helix 9 (AS 230 bis 239). Im Allgemeinen ergibt sich fir die groen
Doménen ein r.m.s.d.-Wert von 0,78 A iiber 394 Aminosiauren. Die Uberlagerung
der groflen Doméne von Molekiil B der ligandenfreien Struktur und von Molekiil
A der AMP-gebundenen Struktur weist dhnliche Abweichungen auf. Ein Grund fiir
die unterschiedliche Anordnung mit und ohne AMP lasst sich mit den vorhandenen
Daten nicht ausmachen. Die Helix ist aber nicht an der Interaktion mit DItC, weder
im produktiven noch im nichtproduktiven Zustand, beteiligt.

Die Uberlagerung der kleinen Doménen (Abb. 3.14(b)) zeigt in den beiden N-termi-
nalen Stridngen sowie der C-terminalen Helix Unterschiede. Dieser Bereich ist auch
im Vergleich der Monomere der ligandenfreien Struktur unterschiedlich ausgebildet
und scheint allgemein flexibler zu sein. Die Uberlagerung der Monomere A zeigt mit
einem 7.m.s.d.-Wert von 1,03 A iiber 107 Aminoséuren eine groBere Abweichung als
die Uberlagerung der Proteinmolekiil B der ligandenfreien Struktur mit Molekiil A
der AMP-gebundenen Struktur mit einem r.m.s.d.-Wert von 0.65 A iiber 98 Amino-

sauren.
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(a) SpDItA ohne Ligand (A). (b) SpDItA ohne Ligand (B). (c) SpDItA mit AMP.

Abb. 3.13: cartoon-Darstellung von SpDItA. (a) Strukturibersicht iiber SpDItA ohne
Ligand (Molekiil A). (b) Strukturtibersicht iiber SpDItA ohne Ligand (Molekiil B). (¢) Struk-
turiibersicht iiber SpDItA mit AMP (Molekiil A).

(a) Grofie Doménen. (b) Kleine Doménen.

Abb. 3.14: Uberlagerung der Domiinen in der ligandenfreien und AMP-gebun-
denen Form. Die Uberlagerung der Dominen erfolgte einzeln und jeweils mit Molekiil A
der Kristallstruktur. (a) Uberlagerung der grofen Doménen (AS 1-403); SpDItA mit AMP
(rotbraun) und SpDItA ohne AMP (rot). Insbesondere der mit dem Kasten markierte Bereich
weicht in der AMP-gebundenen Struktur von der ligandenfreien Struktur ab. (b) Uberlage-
rung der kleinen Doménen (AS 404-516); SpDItA mit AMP (hellblau) und SpDItA ohne AMP
(dunkelblau). Der Ort der signifikantesten Abweichungen ist durch einen Pfeil hervorgehoben.
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3.2 Diskussion zu SpDItA

In der hier dargestellten Arbeit konnte die Struktur von SpDItA in der ligandenfreien
Struktur als auch die Struktur mit AMP bestimmt werden. Es zeigten sich zwei
unterschiedliche Konformationen, die in den postulierten Reaktionsmechanismus als
offene Konformation (ligandenfrei) beziehungsweise Transferkonformation (AMP)
eingeordnet werden konnen. Im Folgenden sollen die neu erworbenen Erkenntnisse

mit bisher publizierten Daten verglichen und eingeordnet werden.

3.2.1 Die offenen Konformationen

Die Annahme, dass DItA verschiedene Konformationen einnehmen kann, beruht auf
bisherigen DItA-Strukturen sowie weiteren Strukturen adenylatbildender Enzyme.
Bisher konnten lediglich die Adenylierungskonformation (z. B. pdb-Code 3dhv [Du
et al., 2008]) und die Transferkonformation (z. B. pdb-Code 3e7w [Yonus et al., 2008])
fiir DItA beschrieben werden. Der dritte Zustand, die offene Konformation, beruht
auf der bekannten Struktur von Leuchtkéfer-Luciferase (pdb-Code 1ba3 [Conti et al.,
1996]). Diese katalysiert die Adenylierung von D-Luciferin zu D-Luciferyladenylat,
eine Reaktion die der Reaktion von DItA &hnelt [Du etal., 2008; Yonus etal.,
2008]. Obwohl die Sequenzidentitét lediglich 23 % betragt, sind die Faltungstypen
gleich und die Strukturen der beiden Proteine sehr &hnlich. Des Weiteren existieren
zwei Strukturen von DItA, die ohne Liganden kristallisiert wurden (pdb-Code 4pzp
(Bacillus cereus; BeDItA) und pdb-Code 318c (Streptococcus pyogenes; SpyDItA)).
Hierbei zeigt BcDItA die Adenylierungskonformation, wie sie von Du und Luo
auch fir die ATP sowie die D-Alaninadenylat-gebundene Struktur nachgewiesen
werden konnte [Du und Luo, 2014]. Die Struktur von S. pyogenes DItA wurde im
Rahmen eines structural genomics-Projektes gelost. Sie ist jedoch nicht weiter be-
schrieben worden und soll daher analysiert werden. Zusammen mit der Analyse
weiterer adenylatbildender Enzyme in der offenen Konformation (Tab. 3.7) konnen
somit bestehende Hypothesen zur offenen Konformation tiberpriift werden.

Der Vergleich der offenen Konformationen der Luciferase mit der in dieser Arbeit
beschriebenen offenen Konformation von SpDItA zeigt, dass sich die grofien Domé-
nen gut aufeinander abbilden lassen. Hingegen weichen die Position sowie die Dre-
hung der kleinen Doméne voneinander ab. Aus Ubersichtsgriinden sind daher nur die
groffle Doméne von SpDItA, sowie die ersten Strukturelemente der kleinen Doméne
als cartoon dargestellt, wahrend der restliche Anteil der kleinen Doméne als ribbon
dargestellt ist (Abb. 3.15). Wird davon ausgegangen, dass die kleine Doméne in der
offenen Konformation fast frei drehbar ist und nur wenige Interaktionen mit der
groffen Doméne eingeht, so ist die unterschiedliche Ausrichtung der kleinen Doméne

nicht unerwartet.
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Tab. 3.7: Offene Konformationen adenylatbildender Enzyme.

Protein pdb-Code

DItA (Streptococcus pneumoniae) diese Arbeit (Monomer A)
DItA (Streptococcus pneumoniae) diese Arbeit (Monomer B)
DItA (Streptococcus pyogenes) 318c (Monomer B)
Luciferase (Photinus pyralis) 1ba3

A-Domaéne (NRPS) (Epichloe festucae var. lolii)  3ite (Monomer B)

Acyl-CoA-Synthase (Mycobacterium tuberculosis) 3rd4

Long chain fatty acyl-CoA-Synthase lult (Monomer A)
(Thermus thermophilus) lult (Monomer B)

(a) Molekiil A von SpDItA und Luciferase. (b) Molekiil B von SpDItA und Luciferase.

Abb. 3.15: Vergleich von SpDItA ohne Ligand mit Luciferase. Die Bilder wurden
durch die Uberlagerung der grofien Domine der Luciferase auf die grofie Doméine von
SpDItA erzeugt. SpDItA ist in blau (kleine Doméne) sowie in rot (grofie Doméne) dargestellt
wahrend die kleine Doméne der Luciferase in grau dargestellt ist. Da die Position der kleinen
Doméne verglichen werden soll, ist die groBe Doméne der Luciferase aus Ubersichtsgriinden
nicht dargestellt. (a) Strukturvergleich von Monomer A (S. pneumoniae) mit Luciferase.
(b) Strukturvergleich von Monomer B (S. pneumoniae) mit Luciferase.
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(a) Monomer A. (b) Monomer B. (c) Vergleich mit 3lgx.

Abb. 3.16: Struktur von DItA aus S. pyogenes. Gezeigt sind die cartoon-Darstellungen
der ligandenfreien Struktur von DItA aus S. pyogenes (pdb-Code 318c) sowie der ATP-
gebundenen Struktur (pdb-Code 3lgx). Die groe Doméne ist in orange und die kleine Doméne
in cyan dargestellt. (a) Monomer A von SpyDItA ohne Ligand. (b) Monomer B von SpyDItA
ohne Ligand. (c¢) Strukturvergleich von Monomer A von SpyDItA ohne Liganden mit der
Struktur von SpyDItA mit ATP (grau; pdb-Code 3lgx; Adenylierungskonformation).

Neben der bisher vorgestellten offenen Konformation von SpDItA existiert eine Kris-
tallstruktur ohne Ligand von DItA aus S. pyogenes, im Folgenden SpyDItA genannt.
In dieser Struktur sind zwei Molekiile in der asymmetrischen Einheit enthalten, die
sich in der Position der kleinen Untereinheiten unterscheiden (Abb. 3.16(a), (b)).
Auffallig ist, dass in Monomer A die kleine Doméne ndher an der groflen Domé-
ne positioniert ist als in Monomer B. Auch die Interaktionsflichen unterscheiden
sich mit 787,4 A? fiir Molekiill A und 496,7 A? fiir Monomer B signifikant (Be-
rechnung mit PDBePISA [Krissinel und Henrick, 2007]). Der Vergleich beider Mo-
nomere mit den Monomeren der Struktur von SpyDItA mit ATP (pdb-Code 3lgx,
Abb. 3.16(c)) beziehungsweise BeDItA (pdb-Code 4pzp, 3dhv, 3ffe, 3fcc) lasst darauf
schliefen, dass Monomer A die Adenylierungskonformation aufweist. Bis auf gering-
fiigige Unterschiede in der kleinen Doméne sind die Orientierungen der Doménen
gleich. Monomer B hingegen zeigt eine hiervon abweichende Konformation.

Es stellt sich somit die Frage, ob die Konformation von Monomer B mit den offenen
Konformationen von SpDItA vergleichbar ist. Die Uberlagerung mit den Molekiilen
aus SpDItA zeigt, dass sich diese drei Molekiile in der Position und Drehung der
kleinen Doméne unterscheiden (Abb. 3.17). Im Vergleich mit der Adenylierungskon-
formation wird ersichtlich, dass Molekiil B der ligandenfreien Struktur einer drit-
ten offenen Konformation entspricht. Die Interaktionsfliche von Molekiil B ist mit
496,7 A? groBer als die Interaktionsflichen von SpDItA (325,5 A2 in Molekiil A und
227 A? in Molekiil B), jedoch deutlich kleiner als in der Adenylierungskonformation
(787,4 A?).

Wahrend bisher beschriebene Strukturen von DItA ohne Liganden nicht in der of-
fenen Konformation kristallisierten, konnten nun drei verschiedene offene Konfor-
mationen dargestellt werden. Diese zeigen unterschiedliche Positionen und Drehun-

gen der kleinen Doméne auf und bestatigen die zuvor biochemisch festgestellte
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(a) Monomer B (SpyDItA) und (b) Monomer B (SpyDItA) und
Monomer A (SpDItA). Monomer B (SpDItA).

Abb. 3.17: Vergleich von SpDIltA ohne Ligand mit DItA aus S. pyogenes. Die kleine
Doméne von SpDItA ist in blau, die groe Doméne in rot dargestellt. Aus Ubersichtsgriinden
ist von der Struktur von SpyDItA nur die kleine Doméne gezeigt. (a) Strukturvergleich von
Monomer B (S. pyogenes) und Monomer A (S. pneumoniae). (b) Strukturvergleich von Mono-
mer B (S. pyogenes) und Monomer B (S. pneumoniae).

Flexibilitat in der Orientierung der kleinen Doméne [Pfennig, 2015]. Der Vergleich
mit DItA-verwandten Proteinen zeigt zudem weitere offene Konformationen, die sich
voneinander in der Position der kleinen Doméne unterscheiden (Abb. 3.18).

Nach der Aufklarung der Struktur von BsDItA und BeDItA wurden im Vergleich mit
der bis dahin bekannten offenen Konformation der Luciferase drei Hypothesen zur
offenen Konformation von DItA aufgestellt [Yonus et al., 2008; Pfennig, 2015]. Eine
erste Hypothese betrifft die unterschiedlichen Konformationen des p-loops. Dieser
soll in der offenen Konformation der kleinen Doméne zugewandt sein, wie es fiir die
Luciferase gezeigt wurde. Fiir SpDItA ohne Ligand ist der Bereich nicht vollstan-
dig in der Elektronendichte sichtbar. Auch in weiteren Strukturen, die eine offene
Konformation ausbilden, ist dieser Bereich nur teilweise erkennbar. Lediglich fiir
SpyDIt A, Luciferase sowie die Fettsdure-CoA-Synthase ist er iber die gesamte Lange
definiert. Hierbei treten unterschiedliche Konformationen auf. Unter anderem unter-
scheiden sich auch die Konformationen des p-loops in den beiden Monomeren der
Fettsdure-CoA-Synthase. Es konnte bereits gezeigt werden, dass dieses Struktur-
merkmal unterschiedliche Konformationen einnehmen kann und wahrscheinlich aus
diesem Grund in mehreren Strukturen nicht sichtbar ist [Gulick, 2009]. Die Vermu-
tung, dass der p-loop in der offenen Konformation der kleinen Doméne zugewandt
ist, kann aufgrund der fehlenden Strukturierung des p-loops mit den dargestellten

Daten nicht bestatigt werden.
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(c) SpyDItA (d) Luciferase (e) A-Domine (NRPS)
(pdb-Code 318c). (pdb-Code 1ba3). (pdb-Code 3ite (B)).

(f) Acyl-CoA-Synthase (pdb-Code  (g) Fettsidure-CoA-Synthase (h) Fettsdure-CoA-Synthase
3r44). (pdb-Code 1ult (A)). (pdb-Code 1ult (B)).

Abb. 3.18: Vergleich der offenen Konformationen. Die groffen Doménen sind
in Rotténen und die kleinen Doménen in Blauténen dargestellt. Des Weiteren ist der
p-loop, sofern vorhanden, in grau dargestellt. Zur Visualisierung des aktiven Zentrums
wurde AMP aus der Struktur von SpDItA mit AMP mit dargestellt. (a) Molekiil A von
SpDItA aus dieser Arbeit. (b) Molekiil B von SpDItA aus dieser Arbeit. (c) Molekiil B von
SpyDItA (pdb-Code 318¢). (d) Luciferase (pdb-Code 1ba3). (e) Molekiil B der A-Doméne
einer NRPS (pdb-Code 3ite). (f) Acyl-CoA-Synthase (pdb-Code 3r44). (g) Molekiil A der
long chain fatty acyl-CoA-Synthase (pdb-Code 1lult). (h) Molekiil B der long chain fatty
acyl-CoA-Synthase (pdb-Code 1ult).
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SpDItA
E-419
SpDItA Luc
QR-404 R-437,
SpDItA
N E-417
<
ot /J
T-387
SpDItA
D-389
(a) Gesamtansicht von Luciferase und SpDItA. (b) Positionen der Seitenketten

des Arginins im linker.

Abb. 3.19: Orientierung von Arginin-404 und Arg-437. (a) Gesamtansicht von
SpDItA und Luciferase (pdb-Code 1ba3). SpDItA und Luciferase sind im vorher genutzten
Farbschema dargestellt, wobei die Luciferase in geringerer Farbintensitéit dargestellt ist (Aus-
nahme R-437). (b) Nahansicht der Interaktionen. Arginin-437 (Luciferase) interagiert mit
Glutamat-455 aus der kleinen Doméne. Im Gegensatz dazu interagiert Arginin-404 (SpDItA)
mit Threonin-387 und Aspartat-389 aus der groen Doméne. Die zu Glutamat-455 dhnlichen
Reste Glutamat-417 und Glutamat-419 sind in den offenen Konformationen von SpDItA nicht
in der Niahe von Arginin-404, um Wasserstoffbriickenbindungen einzugehen.

Die zweite Hypothese sagt aus, dass Arginin-404 je nach Konformation des Proteins
unterschiedliche Bindungspartner besitzt und die Doménenwanderung steuert
[Yonus etal., 2008; Pfennig, 2015]. In der Luciferase interagiert Arginin-437, der
aquivalente Rest zu Arginin-404 von SpDItA, in der offenen Konformation mit
Glutamat-455 in der kleinen Untereinheit und ist somit vom aktiven Zentrum abge-
wandt (Abb. 3.19(b)). Eine dhnliche Bindung wurde auch fiir DItAs in der offenen
Konformation vorhergesagt [Yonus et al., 2008], konnte jedoch mit der hier darge-
stellten Kristallstruktur nicht gezeigt werden. Die Position von Arginin-404 in der
ligandenfreien Struktur (SpDItA) weicht nur geringfiigig von der Position in der
AMP-gebundenen Struktur ab. Die postulierten Glutamate, die die Seitenkette von
Arginin-404 tiber Wechselwirkungen von dem aktiven Zentrum entfernt positionie-
ren sollen, sind in beiden Molekiilen von Arginin-404 abgewandt (Glutamat-417 und
Glutamat-419 in S. pneumoniae). Auch in Molekil B von SpyDItA sind die Glutama-
te und das Arginin-396 einander nicht zugewandt. Die Wanderung der kleinen Domé-
ne zwischen der Transferkonformation und der offenen Konformation scheint keinen
Einfluss auf die Position von Arginin-404 zu haben. Die Hypothese, dass Arginin-404
eine unterschiedliche Orientierung in der offenen und in der Transferkonformation
einnimmt, kann unter den hier genannten Bedingungen nicht gezeigt werden. Auch
in anderen adenylatbildenden Enzymen in der offenen Konformation ist das aqui-
valente Arginin dem aktiven Zentrum zugewandt (Abb. 3.21). Lediglich im Fall der
Luciferase zeigt dieser Rest nicht zur groflen Doméne, sondern zur kleinen Doméne

und interagiert mit den Aminosiduren dort.



64 Diskussion zu SpDItA

(a) SpDItA ohne Ligand (b) SpDItA mit AMP
(Lys-503 Molekiil A). (Lys-503 Molekiil B).

Abb. 3.20: Position von Lysin-503 in SpDItA. Die Position von Lysin-503 ist in der
ligandenfreien Struktur und der AMP-gebundenen Struktur signifikant unterschiedlich. Das
Protein ist als cartoon dargestellt, wobei Lysin-503 zusétzlich in stick-Reprasentation gezeigt
ist. Zur Ubersicht ist auch in der ligandenfreien Struktur die Position von AMP angegeben.
(a) Lysin-503 in SpDItA ohne Liganden (Molekiil A). Der Rest ist dem aktiven Zentrum zu-
gewandt. (b) Lysin-503 in SpDItA mit AMP (Molekiil B). Der Rest ist vom aktiven Zentrum
abgewandst.

In einer dritte Hypothese wird vermutet, dass ein Lysin der kleinen Doméne
(Lysin-503 in SpDItA) in der offenen Konformation der Substratbindestelle zuge-
wandt ist und sich mit der Doménenwanderung von dieser Postion entfernt. Die An-
derung der Position von Lysin-503 kann beim Vergleich der ligandenfreien Struktur
(Abb. 3.20(a)) mit der AMP-gebundenen Struktur (Abb. 3.20(b)) erkannt werden.
Waihrend in der erstgenannten diese Aminosaure zur Bindetasche ausgerichtet ist,
befindet sie sich in letzteren aufgrund der Doménenwanderung in einer abgewand-
ten Position. Fiir Molekiil B der Struktur von SpDItA ohne Ligand kann iiber die
Position von Lysin-503 keine Aussage getroffen werden. Der Rest befindet sich in
einer loop-Region, die in der Elektronendichte nicht sichtbar ist.

Auch in anderen Strukturen, die die offene Konformation aufweisen, ist das adquiva-
lente Lysin nicht sichtbar. Teilweise ist der loop, in dem sich dieser Rest befindet,
nicht in der Elektronendichte definiert (SpDItA (B), Luciferase, Fettsaure-CoA-
Synthese (B)). Allerdings ist dieser Rest, falls sichtbar, in der Néhe des aktiven
Zentrums zu finden, wobei die Positionen stark voneinander abweichen (Tab. 3.8
und Abb. 3.21).



Diskussion zu SpDItA

65

L : 4
(c) SpyDItA (d) Luciferase (e) A-Doméne (NRPS)
(pdb-Code 318c). (pdb-Code 1ba3). (pdb-Code 3ite (B)).

(g) Fettsdure-CoA-Synthase (h) Fettsdaure-CoA-Synthase
3rd4). (pdb-Code 1ult (A)). (pdb-Code 1ult (B)).

Abb. 3.21: Vergleich der Positionen von Arginin (R) und Lysin (K) in der Nihe
des aktiven Zentrums. In cyan sind die Arginin-Reste des linkers dargestellt. Das fiir die
Reaktion wichtige Lysin (Lysin-503 in SpDItA) ist als stick-Reprasentation in gelb dargestellt.
Zur Visualisierung des aktiven Zentrums wurde die ligandenfreie Struktur von SpDItA mit
der Struktur von SpDItA mit AMP {iberlagert und das AMP dargestellt. Dies dient der Mar-
kierung der Position des aktiven Zentrums. (a) Molekiill A von SpDItA aus dieser Arbeit.
(b) Molekiil B von SpDItA aus dieser Arbeit. (¢) Molekill B von SpyDItA (pdb-Code 318c).
(d) Luciferase (pdb-Code 1ba3). (e) Molekiil B derA-Doméne eines NRPS (pdb-Code 3ite).
(f) Acyl-CoA-Synthase (pdb-Code 3r44). (g) Molekiill A der long chain fatty acyl-
CoA-Synthase (pdb-Code 1ult). (h) Molekiill B der long chain fatty acyl-CoA-Synthase
(pdb-Code 1ult).
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Tab. 3.8: Zusammenfassung des Vergleichs der offenen Konformationen. Betrachtet
werden das Vorhandensein des p-loops sowie die Position des Argininrestes im Linker und eines
Lysinrestes der kleinen Domaéne.

Protein p-loop Arginin Lysin
(pdb-Code) (sichtbare Reste) (linker) (kleine Doméne)
R-404 K-503
T-156, o o
SpDItA (A) ) in Richtung in Richtung
K-162 bis K-164 . .
ATP, grole Domane  ATP, grofie Doméne
R-404 K-503
T-156, S-157, o
SpDItA (B) ) in Richtung loop und Rest
G-161 bis K-164 .
ATP, grole Doméne nicht sichtbar
T-148 bis K-156 R-396 K-495
SpyDItA

Luciferase
(pdb-Code 1ba3)

A-Doméne (NRPS)
(pdb-Code 3ite (B))

Acyl-CoA-Synthase
(pdb-Code 3r44)

Fettsdure-CoA-Synthase
(pdb-Code 1ult (A))

Fettsdaure-CoA-Synthase
(pdb-Code 1ult (B))

p-loop komplett
sichtbar

S-198,
S-201 bis K-206

T-178 bis G-180,
G-183 bis K-186

T-164, S-165,
G-169 bis K-172

T-184 bis K-192
p-loop komplett
sichtbar
T-184 bis K-192
p-loop komplett
sichtbar

in Richtung
ATP, grofle Doméne

R-433
in Richtung

kleine Doméne

in Richtung
ATP, groBe Doméne

in Richtung
ATP, groBe Doméne

in Richtung
ATP, grofle Doméne

in Richtung
ATP, groBe Doméne

in Richtung
ATP, grofle Doméne

in Richtung
ATP
(keine Seitenkette)

K-526
Nahe ATP

K-487
Nahe ATP

K-495
Néahe ATP

loop und Rest
nicht sichtbar
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3.2.2 Die Transferkonformation

Sowohl die Kristallisationen mit AMP als auch mit ATP, Magnesiumchlorid und
D-Alanin fiithren zu einem DItA-AMP-Komplex (Abb. 3.5, S. 48). Der Vergleich der
Struktur mit anderen DIt A-Strukturen zeigt, dass SpDItA mit AMP in der Transfer-
konformation kristallisiert, wie es auch fiir DItA aus B. subtilis beschrieben ist. Die
Strukturen lassen sich mit einem 7.m.s.d.-Wert von 1,2 A aufeinander abbilden, mit
den grofiten Unterschieden in der kleinen Doméne. In diesem Bereich weichen neben
zwei -Stréngen auch die Positionen zweier a-Helices voneinander ab (Abb. 3.22(a),
jeweils Molekiil A).

Daneben zeigt auch die ndhere Betrachtung der AMP-Bindungstasche Gemeinsam-
keiten auf. In SpDItA sind an der Bindung von AMP die Aminosduren Phenyl-
alanin-202, Alanin-299, Asparagin-298, Tyrosin-300, Threonin-303, Aspartat-389,
Tyrosin-401, Arginin-404, Glutamin-408 und Arginin-415 beteiligt. Dies entspricht
in grofen Teilen dem Bindungsmuster in bereits bekannten DIt A-Strukturen [Yonus
et al., 2008; Du et al., 2008; Yonus, 2015; Pfennig, 2015]. Dennoch koénnen kleine Un-
terschiede in der Bindung gefunden werden. So unterscheiden sich die Positionen von
Arginin-404 aus der linker-Region in BsDItA und SpDItA geringfiigig voneinander.
Deutlichere Unterschiede existieren in der Position von Threonin-292 (BsDItA), die
in SpDItA von Alanin-299 besetzt wird. Da die Bindung des AMPs tiber die Haupt-
kettenatome erfolgt, hat dieser Austausch wahrscheinlich keinen Einfluss auf die
Bindung. Zusétzlich unterscheiden sich zwei weitere Aminoséduren. An der Position
von Cystein-393 in BsDItA befindet sich in SpDItA Tyrosin-401. Sowohl Cystein-393
in BsDItA, als auch Tyrosin-401 in SpDItA sind jeweils iiber die Seitenketten an der
Bindung beteiligt. Die Position unterscheidet sich dabei geringfiigig. Auch in ande-
ren Spezies wie z. B. B. cereus befindet sich an der genannten Position ein Tyrosin.
Das fiir die Substratspezifitiat notwendige Cystein-268 in BsDItA ist in SpDItA ein
Aspartat (Aspartat-275). Dieses Aspartat ist in Streptokokken konserviert.

Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Bindetaschen von SpDItA und BcDItA
deutlicher. Dies beruht grofiteils auf Unterschieden in der Position der kleinen
Doméne (Abb. 3.23). Phenylalanin-202 (SpDItA) aus der groBen Doméne weist eine
andere Seitenkettenkonformation auf als Phenylalanin-196 aus BeDItA. Dabei ent-
spricht die Seitenkettenposition des Phenylalanins in SpDItA der in BsDItA (beide in
der Transferkonformation). Fir BecDItA in der Adenylierungskonformation ist diese
Seitenkette dem D-Alaninrest zugewandt [Yonus etal., 2008; Du et al., 2008; Pfen-
nig, 2015]. Arginin-404, Glutamin-408, Lysin-410 und Arginin-415 aus der kleinen
Doméne sind in der Transferkonformation von SpDItA an der Bindung des AMPs

beteiligt. In der Adenylierungskonformation ist nur Arginin-397 (BcDItA) an einer
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(a) Vergleich von (b) Vergleich der aktiven Zentren.
SpDItA und BsDItA.

Abb. 3.22: AMP-Bindetasche im Vergleich (SpDItAund BsDItA). Die Reste von
SpDItA sind in rot und blau (grofie und kleine Doméne) sowie fiir BsDItA in orange und
cyan gezeigt. (a) Vergleich von SpDItA und BsDItA, beide in der Transferkonformation.
(b) Vergleich der aktiven Zentren.

K-403
E-304
E-298 R-415

Q-408
F-202 T-297, ;
/ e g - 2]2-408

(a) Vergleich von (b) Vergleich der aktiven Zentren.
SpDItA und BceDItA.

Abb. 3.23: AMP-Bindetasche im Vergleich (SpDItA und Bc¢DItA). Die Reste von
SpDItA sind in rot und blau (grofie und kleine Doméne) sowie fiir BeDItA in orange und cyan
markiert. (a) Vergleich von SpDItA (Transferkonformation) und Bc¢DItA (Adenylierungs-
konformation). (b) Vergleich der aktiven Zentren von SpDItA in der Transferkonforma-
tion und BcDItA in der Adenylierungskonformation. Die Seitenketten von Glutamin-408,
Lysin-410 und Arginin-415 sind in der Adenylierungskonformation von BeDItA vom aktiven
Zentrum abgewandt. In der Adenylierungskonformation ist Lysin-492 an der Bindung des
AMPs beteiligt.

ahnlichen Position (Arginin-404, SpDItA), wéhrend die anderen drei Reste vom
aktiven Zentrum abgewandt sind. Zusétzlich ist Lysin-492 (BcDItA) aus der kleinen
Domaéne in der Adenylierungskonformation an der Bindung von AMP beteiligt. Da-
bei nimmt die N-terminale Aminogruppe eine ahnliche Position wie die terminale
Aminogruppe von Lysin-410 aus SpDItA in der Transferkonformation ein. Diese
beschriebenen Unterschiede sind mit denen zwischen den AMP-Bindetaschen von
BsDItA und BeDItA vergleichbar [Pfennig, 2015].
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Hypothetische Bindung von D-Alaninadenylat

Fir DItA aus B. cereus konnte in verschiedenen Kristallisationsbedingungen eine
Adenylierungskonformation gezeigt werden (pdb-Codes 4pzp, 3fce, 3fcc, 3dhv)
[Du etal., 2008; Osman et al., 2009; Du und Luo, 2014]. Die Kristallisation des Pro-
teins mit D-Alanin und ATP wies eine Elektronendichte fiir das Reaktionsprodukt,
D-Alaninadenylat, auf. Der Versuch, SpDItA analog zu der Struktur mit ATP und
D-Alanin sowie Magnesiumchlorid zur kristallisieren, zeigt nur eine Elektronendichte
fir AMP sowie die Transferkonformation. Als weiterer Versuch, SpDItA in der Ade-
nylierungskonformation zu kristallisieren, erfolgten Kristallisationen mit AMPCPP,
einem nicht hydrolysierbaren ATP-Analogon. Im Rahmen der Strukturlésung konn-
ten neben den groflen Doménen nur die Halfte der kleinen Doménen der Elektro-
nendichte zugeordnet werden und eine Einordnung zu den drei Konformationen war
nicht moéglich. Daher soll eine mégliche Position des Reaktionsproduktes D-Alanin-
adenylat mit Hilfe der Position des AMPs sowie der Uberlagerung mit der Struktur
von BeDItA bestimmt werden (Abb. 3.24). Demnach kénnte ein Alaninadenylat zu-
sitzlich zu den bereits erwahnten Interaktionen mit der AMP-Einheit noch drei wei-
tere Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Die Seitenketten von Aspartat-203 und
Lysin-410 und das Carbonylsauerstoff von Valin-307 konnten an die D-Alanineinheit
binden. Zu beachten ist, dass sich Lysin-410 nur in der Transferkonformation an
dieser Position befindet. In einer Adenylierungskonformation wére diese Interaktion
nicht moglich. Aspartat-275 von SpDItA befindet sich an der Position der Stereo-
selektivitat bestimmenden Cysteinseitenketten in BsDItA und BeDItA. Inwieweit
dieser Rest an der Stereoselektivitat in SpDItA beteiligt ist, bleibt zu erforschen.

2,74
D-Ala-AMP
V-307 ﬁ
D-275

Abb. 3.24: Hypothetische Bindung von D-Alaninadenylat. Die theoretische Position
von D-Alaninadenylat wurde durch Uberlagerung von SpDItA mit AMP und SpyDItA mit
D-Alaninadenylat (pdb-Code 3dhv) bestimmt. Die Interaktion mit Lysin-410 ist dabei nur
in der Transferkonformation moglich. Die angegebenen Abstdnde beziehen sich auf die
manuelle Anpassung der Struktur durch Uberlagerung des D-Alaninadenylats auf das AMP
der Transferkonformation von SpDItA und miissen nicht zwangsldufig den wahren Zustand
widerspiegeln. Die angegebenen Abstédnde entsprechen daher nur Abschétzungen.
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3.3 Zusammenfassung der neuen Erkenntnisse zu
SpDItA

Mit den in dieser Arbeit gelosten Strukturen von SpDItA kann nun der postulier-
te Reaktionszyklus von DItA vervollstindigt werden (Abb. 3.25). Bisher wurde die
offene Konformation durch den Vergleich mit Leuchtkéfer-Luciferase angenommen
(pdb-Code 1ba3). Eine Existenz dieser Konformation konnte mit der hier geldsten
Struktur nun auch fiir DItA nachgewiesen werden. Vergleiche von SpDItA mit der
Leuchtkéfer-Luciferase sowie mit anderen adenylatbildenden Enzymen in der offenen
Konformation zeigen jedoch auch die Flexibilitdt der Position der kleinen Domaéne.
Allen Strukturen gemein ist die geringere Interaktionsfliche zwischen der kleinen
und groflen Doméne.

Die Hypothesen zur offenen Konformation konnten mit den vorliegenden Struktu-
ren nur teilweise iiberpriift werden. Die erste Hypothese, eine Positionsénderung
des p-loops beim Ubergang zwischen den unterschiedlichen Konformationen, konnte
aufgrund der fehlenden Elektronendichte fiir den p-loop in der offenen Konformation
von SpDIt A nicht tiberpriift werden. Auch die zweite Hypothese, die Orientierung des
Argininrestes aus dem linker zur kleinen Doméne konnte fiir SpDItA nicht gezeigt
werden. Die Position der Seitenkette unterscheidet sich in der ligandenfreien Form
nur minimal von der AMP-gebundenen Form. Auch in anderen Proteinstrukturen
in der offenen Konformation konnte keine Wechselwirkung mit Glutamaten aus der
kleinen Doméne gezeigt werden. Vielmehr ist die Seitenkette des Arginins zum akti-
ven Zentrum ausgerichtet. Die Hypothese, dass dieser Rest durch Wechselwirkungen
mit der kleinen Doméne in der offenen Konformation vom aktiven Zentrum abge-
wandt ist, konnte somit nicht nachgewiesen werden. Die dritte Hypothese betrifft
ein Lysin am C-terminalen Ende der kleinen Doméne. Dieser Rest soll in der offenen
Konformation dem aktiven Zentrum zugewandt sein. Diese Hypothese konnte mit
der hier gezeigten Struktur von SpDItA (Molekil A) bestétigt werden. Gleichzeitig
kann die Wanderung ebendiesen Restes durch den Vergleich mit der Transferkon-
formation von SpDItA gezeigt werden.

Die offene Konformation ermdéglicht die Bindung von ATP sowie D-Alanin. Nach
der Bindung der zwei Komponenten erfolgt die Umsetzung der beiden Edukte zu
D-Alaninadenylat. DItA nimmt hiernach eine (post)-Adenylierungskonformation ein,
wie sie zuvor schon fir BeDItA gezeigt wurde [Du et al., 2008; Osman et al., 2009).
Obgleich verschiedene Anséatze zur Kristallisation von SpDItA in der Adenylierungs-
konformation durchgefiihrt wurden, konnte SpDItA bisher nicht in dieser kristalli-

siert werden.
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D-Ala + ATP

S. pneumoniae / S. pyogenes B. cereus / S. pyogenes

Offen Adenylierung

(

PP;

DItC-D-Ala

DItC

B. subtilis / S. pneumoniae

Transfer

Abb. 3.25: Darstellung der drei Konformationen von DItA. Die offenen Konforma-
tionen entsprechen den in dieser Arbeit beschriebenen Strukturen aus S. pneumoniae. Die
Adenylierungskonformation ist fiir DItA von B. cereus nachgewiesen worden (pdb-Code 3dhv)
wahrend die Transferkonformation von DItA aus B. subtilis (pdb-Code 3eTw) gezeigt ist.

Nach der Abgabe des Pyrophosphat nimmt DItA eine Transferkonformation ein.
Diese Konformation konnte fiir SpDItA in der Struktur mit AMP gezeigt werden.
Sie entspricht grofiteils der bekannten Struktur von BsDItA mit AMP. Auch die
AMP-Bindetasche entspricht grofiteils der Bindetasche von DItA aus B. subtilis.
Interessant ist hierbei der Austausch des Substratspezifitit bestimmenden Restes
Cystein-268 (BsDItA) mit Aspartat-275 (SpDItA). Inwieweit dies die Spezifitat
beeinflusst, bleibt abzuklédren, jedoch ist diese Mutation in Streptokokken iiblich.
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4 SletDtr

4.1 Ergebnisse zu SpDItDy,

4.1.1 Klonierung, Proteinpraparation und Proteinanalytik

Die Funktion von DItD ist bisher nicht bekannt, es wurde jedoch gezeigt, dass das
Protein tiber einen N-terminalen Anker an der Membran fixiert ist [Debabov et al.,
2000]. Da bisherige Experimente in der Arbeitsgruppe die Struktur und Funktion
von DItA und DItC aus B. subtilis untersucht haben, sollte auch DItD aus diesem
Organismus charakterisiert werden. Vorherige Versuche der Arbeitsgruppe, ein um
26 Aminosauren gekiirztes DItD aus B. subtilis (BsDItD) herzustellen fithrten nur zu
unléslichem Protein. Daher erfolgte zunéchst eine Analyse der Primérsequenz von
DItD aus diversen Organismen (siche Anhang Abb. A.2, S. III). Zusétzlich wurde
bei der Entscheidung fiir die Kiirzung die Annahme berticksichtigt, dass die in der
Proteindatenbank vorhandene Struktur von DItD (pdb-Code 3bma) auf einem l6s-
lichen Protein basiert. Der finale Expressionsvektor kodierte fiir ein N-terminal um
31 Aminoséduren gekiirztes BsDItD. Dieses Protein konnte jedoch nur in geringen
Anteilen 16slich exprimiert werden. Dariiber hinaus ergaben sich wahrend der Rei-
nigung Stabiltitatsprobleme, die sich auch durch Zugabe von Additiven nicht besei-
tigen lielen. Aus diesem Grund wurde DItD aus S. pneumoniae gewéhlt und dieses
um die ersten 32 Aminosduren gekiirzt. Diese Kiirzung erfolgte analog zu dem in
der Proteindatenbank beschriebenen Projekt (pdb-Code 3bma). Zusétzlich zu einem
C-terminalen [His|g-Tag wurde auch ein N-terminaler [His|s-Tag getestet.

Die Herstellung des Expressionsvektors erfolgte durch die Vervielfiltigung der Gen-
sequenzen fir SpDItDy, mittels PCR und der Ligation in den pET15bTEV-Vektor
bzw. pET21a-Vektor. Hierbei betrug die optimale Annealingtemperatur der PCR
67,4°C. Eine anschlieende Sequenzierung der DNA durch die Firma ,,GATC Bio-
tech* (Konstanz) bestétigte die Sequenz. Mit diesen Vektoren lieBen sich Proteine
mit N-terminalem bzw. C-terminalem [His|g-Tag herstellen. Die Expression mit ei-
nem N-terminalen [His|g-Tag zeigte eine hohere Ausbeute sowie eine bessere Loslich-
keit des Proteins. Der N-terminale [His|g-Tag konnte wihrend der Reinigung durch
den Verdau mit TEV-Protease entfernt werden.

Im Vergleich zu den Proteinsequenzen von DItD aus S. pneumoniae R6, D39 und
TIGR4, drei hdufig verwendeten Stdmmen [Lanie etal., 2006], zeigt die Protein-
sequenz von SpDItDy, Unterschiede in einzelnen Aminosduren auf (Tab. 4.1 und
Abb. A2, S. III). Die Aminosdurenummerierung in dieser Arbeit bezieht sich auf

die Vergleichsstruktur aus S. pneumoniae R6.
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Tab. 4.1: Ubersicht der Sequenzunterschiede in SpDItD;,. Die Nummerierung
der Aminosduren orientiert sich hierbei an der Proteinsequenz aus S. pneumoniae RG6.
SpDItDy, wurde auf Grundlage der DSMZ-DNA 20566 erstellt (s. auch Abschnitt A.1 im
Anhang ab Seite I).

AS-Nummer SpDItDy, R6 D39 TIGR4

130 I \% \% \%
198 G E E B
217 R C C R
333 D D D N

Bei dem Vergleich von SpDItDy, mit den Proteinsequenzen in S. pneumoniae R6, D39
und TIGR4 sind die Aminosauren 130 (Isoleucin statt Valin) und 198 (Glycin statt
Glutamat) mutiert. Wahrend Glycin-198 in verschiedenen Stdmmen von S. pneu-
moniae vorhanden ist, konnte Isoleucin-130 in keinem bisher sequenzierten Stamm
gefunden werden. Zusétzlich lasst sich eine dritte Mutation in Aminosédure 217
(Arginin statt Cystein) finden, die auch im infektiosen Stamm TIGR4 vorhanden ist.
Eine weitere Mutation in TIGRA4 ist in Position 333 zu erkennen (Asparagin statt
Aspartat). Des Weiteren ergaben die Untersuchungen Unterschiede in der Lénge
des N-terminalen Ankers von DItD in S. pneumoniae R6, D39 und TIGRA4. Das
N-terminale Threonin des verwendeten Konstrukts entspricht in S. pneumoniae R6
der Aminosaure 33 wahrend es sich in D39 an Position 28 und in TIGR4 an Posi-
tion 22 befindet. Uber die Lange des N-terminalen Ankers des Stammes DSMZ 20566
kann bisher keine Aussage getroffen werden. Ebenso lassen sich die Auswirkungen
der Mutationen auf die Funktion von DItD nicht bestimmen, da die Funktion des
Proteins noch nicht aufgeklért ist.

Die Expression von SpDItDy, erfolgte in E. coli BL21 (DE3) Zellen. Eine Probe vor
der Induktion mit IPTG und eine Probe vor der Zellernte wurden zur Kontrolle
mittels SDS-PAGE iiberpriift. Die Reinigung des Proteins erfolgte analog zu der
Reinigung von SpDItA und SpDItC iiber eine erste IMAC (Elution ab 75 mM),
den Verdau mit TEV-Protease, eine zweite IMAC sowie eine Groflenausschluss-
chromatographie (Superdex200-sepharose 16/600) (Abb. A.6, Anhang S. V). Die
Proben der Expression von SpDItDy, (Mineor = 48,3 kDa) zeigten vor der Zellernte
im Bereich von 45 kDa eine deutlich stérkere Bande. Im Gegensatz zu SpDItA
und SpDItC eluierte SpDItDy, in der Groéflenausschlusschromatographie nicht in
einem, sondern in zwei aufeinanderfolgenden Peaks (Abb. 4.1(b)), die beide in der
SDS-PAGE ein reines Protein auf Hohe der 45 kDa Markerbande zeigten (nur Peak b
in Abb. 4.1(a)). Wurden die Fraktionen von Peak a und Peak b separat bei 4°C
gelagert beziehungsweise bei -20 °C eingefroren, so konnte iiber einen Zeitraum von
zwei Wochen keine signifikante Anderung des Elutionsverhaltens erkannt werden
(Abb. A.7, Anhang S. VI). Weitere Versuche erfolgten mit den Fraktionen des zwei-
ten Peaks (Peak b). Durchschnittlich konnten hiervon 13 mg SpDItDy, pro Liter

Expression gewonnen werden.
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Abb. 4.1: Expression und Reinigung von SpDItDy,. (a) Herstellung von SpDItDy,. Das
12 %-Gel zeigt den Marker in kDa (M), die Probe vor der Induktion (1), die Probe vor der
Zellernte (vier Stunden nach Induktion mit 1 mM IPTG bei 37°C) (2) sowie das gereinigte
Protein (Peak b) (3). (b) SEC von SpDItDy, (Superdex200-sepharose 16/600)
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Abb. 4.2: CD-Spektrum von SpDItDy,. SpDItD;, wurde mit einer Konzentration von
1,22 mg/mr, im Puffer der Grofenausschlusschromatographie gemessen. Fir die denaturierte
Probe wurde das Protein mit Guanidiniumhydrochlorid (Gua) versetzt (Endkonzentration
6 M Guanidiniumhydrochlorid).

In angeleiteten Voruntersuchungen, die von Tobias Hasler im Rahmen seiner
Bachelorarbeit durchgefiithrt wurden, traten neben der Bande bei circa 45 kDa zwei
weitere Banden im Bereich zwischen 21 kDa und 31 kDa auf. Eine Analyse mittels
Massenspektrometrie ordnete diesen Banden Spaltprodukte von SpDItDy, zu. Hier-
bei wird das Protein zwischen Phenylalanin-221 und Phenylalanin-222 gespalten.
Da die Menge an Proteinfragmenten vom genutzten Klon abhéangig war, wurde ein
Klon gewéhlt, der nur geringe Mengen an gespaltenem Protein erzeugte.

Eine erste Analyse des Proteins erfolgte mittels CD-Spektroskopie (Abb. 4.2). Die
Elliptizitdt pro Aminosidure wurde gemafl Abschnitt 2.5.4 (S. 34) berechnet. Wie
in der Einleitung bereits beschrieben, handelt es sich bei DItD um ein Protein mit
hohem Anteil an a-Helices und einem p-Faltblatt. Neben einem a-helikal-typischen
Minimum bei 208 nm ist im Bereich von circa 220 nm ein weiteres Minimum
erkennbar (Abb. 4.2). Nach der Behandlung mit 6 M Guanidiniumchlorid sind die

fiir a-Helices typischen Minima nicht mehr vorhanden.
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Analyse der Peaks der Grofienausschlusschromatographie

Der finale Reinigungsschritt von SpDItDy, erfolgte iiber eine Grofienausschluss-
chromatographie auf einer Superdex200-sepharose 16/600 Saule. Neben dem Haupt-
peak (Peak b) bei circa 81 mL eluierte das Protein auch in einer vorherigen Schulter
bei circa 73 mL (Peak a in Abb. 4.1(b), S. 75). Da beide Fraktionen eine Bande
bei circa 45 kDa in der Glycin-SDS-PAGE zeigten, wurden sie mittels analytischer
Ultrazentrifugation weiter untersucht. Hierbei ergab sich fiir Peak a ein apparen-
tes Molekulargewicht von 82 kDa, wiahrend fiir Peak b ein apparentes Molekular-
gewicht von 41,4 kDa bestimmt wurde. In Hinblick auf das Molekulargewicht von
SpDItDy, von 46 kDa handelte es sich somit bei den beiden Peaks wahrscheinlich
um das Dimer (Peak a) und das Monomer (Peak b in Abb. 4.3(a), (b)).

Erste Vorversuche mit Proteinproben mit 5 mM LDAO (Lauryldimetylamin-
N-Oxid) zeigten eine Abnahme der apparenten Molekulmasse in Peak a (Anhang
Abschnitt A.2 auf Seite VII).
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(a) Monomer (SpDItDy;). (b) Dimer (SpDItDy,).

Abb. 4.3: Analytische Ultrazentrifugation von SpDItDy,. (a) Monomerpeak der
GroBenausschlusschromatographie von SpDItD¢,. (b) Dimerpeak der Groéflenausschluss-
chromatographie von SpDItDy,.
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4.1.2 Mutagenese

Aufgrund der Untersuchung der Sequenzhomologie von DItD aus diversen Organis-
men sowie der Untersuchung der Struktur wurde eine hypothetische katalytische
Triade sowie ein aktives Zentrum vorhergesagt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese
sollten Punktmutationen an mehreren Aminosduren durchgefithrt werden. Neben
zwei Einzelmutationen in der hypothetischen katalytischen Triade (Serin-78 und
Histidin-379, je zu Alanin) wurde auch eine Doppelmutante (Serin-78-Alanin &
Histidin-379-Alanin) hergestellt. Die Alaninmutanten sollten inaktiv sein bzw. eine
deutlich verringerte Reaktionsrate aufweisen. Eine Mutation von Glutamat-79 zu
Glutamin-79 sollte eine mogliche Rolle dieses Restes bei der Fixierung des D-Alanins
zeigen.

Die aufgefithrten Mutanten wurden durch ortsspezifische Mutagenese hergestellt
und die erfolgreiche Mutagenese durch Sequenzierung der Plasmid-DNA bestétigt.
Die Expression und Reinigung erfolgte analog zu SpDItD;, und resultierte in fast
reinen Proteinen (Abb. 4.4). Anschliefende Messungen der CD-Spektren zeigten,
dass die mutierten Proteine mit dem Spektrum von SpDItDy, vergleichbar waren
(Abb. 4.5) und die Mutation keine signifikante Veranderung der Sekundérstruktur

bewirkte.

M 1 2 3 M M 1 2 3 M

M1 2 3 M M 1 2 3 M
200 200 200 200 200 \200 200 200
116 116 116
116 116 116 116 97 97
97 97 97 97 97 116
66 66 6 66 66 FA 66 66
45 - 45 45 - a5 45 - a5 45 - - 45
31 31 31 31 31 31 3 31
. 21 21 21 21 2 21 21
14 14 14 14 14 14 14 14
(a) ST8A (b) E79Q (c) H379A (d) S78A, H379A

Abb. 4.4: SDS-PAGE der mutierten Proteine. Die Gele zeigen den Marker in kDa
(M), Proben vor der Induktion (1), vor der Zellernte (2) und gereinigtes Protein (3).
(a) Gereinigtes SpDItDy, Ser-78-Ala. (b) Gereinigtes SpDItDy, Glu-79-Gln. (c) Gereinigtes
SpDItDy, His-379-Ala. (d) Gereinigtes SpDItDy, Ser-78-Ala & His-379-Ala.
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Abb. 4.5: CD-Messung der Mutanten. Die CD-Messungen der Mutanten zeigen sehr
dhnliche Kurvenverldufe wie die CD-Messungen des Wildtyps. Somit lasst sich vermuten,
dass die mutierten Proteine gefaltet vorliegen.
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4.1.3 Interaktionsstudien (analytischer Ultrazentrifugation)

Neben der Interaktion von SpDItA (57,8 kDa) mit SpDItC (9,3 kDa) sollten auch In-
teraktionen der beiden Proteine mit SpDItDy, (46,1 kDa) mit Hilfe der analytischen
Ultrazentrifugation untersucht werden. (Tab. 4.2 und Abb. 4.6). Als Positivkontrolle
diente die Interaktion zwischen SpDItA und SpDItC, die eine Erhohung des Sedimen-
tationskoeffizienten zeigte (Abschnitt 3.1.2, S. 43). Aufgrund der Molekiilmassendif-
ferenz zwischen SpDItC (9,7 kDa) und einer Messung aller drei Proteine (theoretische
Gesamtmasse = 113,6 kDa) war hierbei die Messung des kleinen Proteins mit gro-
Beren Ungenauigkeiten besetzt. Der Versuchsansatz mit SpDItA und SpDItDy, wies
einen verbreiterten Peak mit einem Maximum bei 3,55 S auf und lag zwischen den
Sedimentationskoeffizienten von SpDItDy, (3,15 S) und SpDItA (3,69 S). Ein Kom-
plex beider Proteine wiirde mit 103,9 kDa einen wesentlich hoheren Sedimentations-
koeffizienten zur Folge haben. Somit konnte eine Interaktion nicht nachgewiesen wer-
den. Die Messung von SpDItC und SpDItDy, zeigte zwei lokale Maxima bei 0,76 S
und 3,20 S. Letzterer ist mit dem Maximum von SpDItDy, (3,15 S) vergleichbar.
Es lief sich somit auch kein Komplex von SpDItC und SpDItDy, nachweisen. Ein
Komplex der drei Proteine mit einem Molekulargewicht von 113,6 kDa konnte eben-
falls nicht gezeigt werden. Der ermittelte Wert von 3,74 S setzt sich wahrscheinlich
aus dem Sedimentationskoeffizient von SpDItDy, (3,15 S) und dem Sedimentations-
koeffizienten der Interaktion von SpDItA und SpDItC (4,14 S) zusammen.

In dem hier gewdhlten System (25 mM HEPES; 150 mM NaCl; 0,5 ntM TCEP;
pH 7,5) konnte keine Interaktion von SpDItDy, mit SpDItA und/oder SpDItC nachge-
wiesen werden. Die Interaktion zwischen SpDItA und SpDItC wurde jedoch gezeigt.

Tab. 4.2: Sedimentationskoeffizienten der Interaktionsstudien. (*)Aufgrund der
Unterschiede in der Molekiilmasse ist der Sedimentationskoeffizienten von SpDItC mit einer
grofleren Ungenauigkeit besetzt. (**)Der Peak der moglichen Interaktion zwischen SpDItA,
SpDItC und SpDItDy, ist verbreitert.

Protein Sedimentationskoeffizienten [S]
SpDItA (57,8 kDa) 3.69

SpDItC (9,7 kDa) 1,22"

SpDItDy, (46,1 kDa) 3,15

SpDItA /SpDItC 414 + 1,22

SpDItA /SpDItDy, 3,55

SpDItC /SpDItDy, 3,20 & 0,76"

SpDItA /SpDItC/SpDItDy, 3,74™
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Abb. 4.6: Analytische Ultrazentrifugation der Interaktionsversuche. Aufgrund der
Unterschiede in der Molekiilmasse ist die Aussagekraft beziiglich des Sedimentations-
koeffizienten von SpDItC mit Vorsicht zu betrachten. (a) Analytische Ultrazentrifugation
von SpDItA. (b) Analytische Ultrazentrifugation von SpDItC. (c) Analytische Ultrazen-
trifugation von SpDItDy,. (d) Analytische Ultrazentrifugation von SpDItA und SpDItDy,.
(e) Analytische Ultrazentrifugation von SpDltDy, und SpDItC. (f) Analytische Ultrazen-

trifugation von SpDItA, SpDItC und SpDItDy;.
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4.1.4 Kristallisation, Rontgendiffraktion und

Strukturaufklarung

Initiale Kristalle wuchsen bei 12°C innerhalb von sechs Tagen in einer Kristalli-
sationsbedingung mit 0,04 M KH,POy4, 16% PEG 8.000 und 20 % Glycerin mit
18 mg/mr, SpDItDy, in der Proteinlosung (0,2 pLi Proteinlésung und 0,2 pl Kristalli-
sationslosung). Die initialen Kristalle, sehr feine Nadeln, waren fiir Rontgendiffrak-
tionsversuche zu klein und wurden verfeinert (Abb. 4.7(a)). Durch Anderungen der
PEG 8.000 Konzentration konnte keine Verbesserung der Kristallisation erreicht
werden. Diese erfolgte erst, als das Protein-Prazipitant-Verhaltnis verdndert wurde.
Plattchenformige Kristalle konnten in Kristallisationstropfen mit 2 pl. Prazipitant
und 1 pLb Protein gewonnen werden, auch wenn diese ineinander verwachsen waren
und nicht optimal streuten (Abb. 4.7(b)). Da SpDItDy, an der D-Alanylierung von
Teichonsduren beteiligt ist [Perego etal., 1995; Debabov etal., 1996, 2000; Reich-
mann et al., 2013], wurden Ansétze mit 6,7 mM D-Alanin und/oder 6,7 mM Ribitol
im Kristallisationstropfen angesetzt (Abb. 4.7(c) - 4.7(e)). Die Zugabe von Ribitol
und D-Alanin erzielte dabei die grofiten Verbesserungen und resultierte in hexa-
gonalen Kristallen von circa 300 pm Léange.

Die Messung des Kristalls von SpDItD, aus der Kristallisationsbedingung mit
D-Alanin und Ribitol erfolgte an der Beamline 14.1 am BESSY II, Helmholtz-
Zentrum Berlin [Miller et al., 2012]. SpDItDy, kristallisierte in der orthorhombischen
Raumgruppe P2,2 2; und streute bis 1,7 A (Tab. 4.3). Die Prozessierung des Daten-
satzes erfolgte mit XDS [Kabsch, 2010] und das Phasenproblem wurde mittels mole-
cular replacement mit Phenix Phaser [McCoy et al., 2007] und der bekannten Struk-
tur von DItD (pdb-Code 3bma) als Suchmodell gelést. Hierbei handelt es sich um
DItD aus S. pneumoniae ab der Aminosaure 32 mit einem zusétzlichen N-terminalen
Tripeptid (MSL) sowie einem C-terminalen [His|s-Tag. Die Kristallisation des Such-
modells erfolgte als sitting drop vapor diffusion in einer Bedingung mit 100 mM
Bis-Tris pH 5,5, 21 % PEG 6.000, 200 mM Lithiumsulfat und 10 % Glycerol bei
21°C. Das Protein kristallisierte in der orthorhombischen Raumgruppe P2;2,2; mit
den Seitenlédngen 92,956 A, 148,064 A und 208,146 A. Zur Reinigung des Proteins vor

der Kristallisation sowie der Proteinkonzentration wurden keine Angaben gemacht.
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(a) Initial. (b) Ohne Zusétze.

(e) D-Alanin und Ribitol

(c) D-Alanin. (d) Ribitol.

Abb. 4.7: Kristallisationsbilder der SpDItD;, Kristalle. Die Kristalle wuchsen in
Bedingungen mit 0,04 M KHyPOy, 16 % PEG 8000, 20 % Glycerin und einer Proteinkonzen-
tration von 18 mg/mr. (a) Initiale Kristale von SpDltDy, ohne Ligand, (b) SpDItDy, ohne
Ligand, (c) SpDItDy, mit D-Alanin, (d) SpDItDy, mit Ribitol, (e€) SpDItDy, mit D-Alanin
und Ribitol, Lange circa 300 pm.

Tab. 4.3: Zellparameter und Statistik zur Datensammlung von SpDI1tDy,. Die Werte
in den runden Klammern entsprechen den Werten fiir die Schale mit der htchsten Auflésung.

Parameter SpDItDy,
Messstation Bessy 14.2
Wellenlinge [A] 0,9184
Raumgruppe P2,22,
Zelldimensionen

a 76,18 A

b 106,79 A

c 121,70 A

o 90°

B 90°

Y 90°
Auflésung 1,7 A

Observierte Reflexe
Unabhéngige Reflexe

443249 (70524)
204838 (32976)

Vollstandigkeit 96.9 % (96.5 %)
Redundanz 2,16

Vot 7.08 (1.09)
CC 1o 99.5 (63.3)
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4.1.5 Kristallstruktur

In der asymmetrischen Einheit der Kristallstruktur befinden sich zwei Protein-
molekiile. Ebenso konnten zwei Glycerinmolekiile, ein Natriumion sowie 530 Wasser-
molekiile platziert werden. Die Struktur lie sich bei einer Auflésung von 1,7 A bis
zu einem Ry von 0,1841 und einem Ry von 0,2073 verfeinern (Tab. 4.4). Weder
D-Alanin noch Ribitol sind in der Elektronendichte sichtbar, auch wenn diese im
Uberschuss zu der Kristallisationsbedingung gegeben wurden. In der Kristallstruk-
tur sind in beiden Molekiilen die Aminosduren Histidin-36 bis Glutamin-427 sichtbar
(Abb. 4.8). Das Schneiden der Proteinsequenz mittels TEV-Protease hinterlasst finf
Reste des Vektors, die in der Kristallstruktur nicht erkennbar sind. Zuséatzlich sind
die DItD-zugehorigen Aminosduren Threonin-33, Glutamat-34 und Methionin-35
nicht in der Kristallstruktur sichtbar. Den N-terminalen Rest in der Kristallstruk-
tur bildet Histidin-36. In der nativen Form ist diesem Rest ein Membrananker vor-
gelagert. Es wird angenommen, dass dieser Membrananker helikal vorliegt. Néhere
Informationen beziiglich dieses Membranankers und der Anordnung von SpDItD auf
der Membran sind nicht bekannt. Fiir flexible, lange Seitenketten, deren Elektronen-
dichte nicht definiert waren, wurde die haufigste Konformation eingebaut und der
Besetzungsgrad auf null gesetzt.

SpDItDy, enthalt ein zentrales -Faltblatt, bestehend aus fiinf parallelen 3-Stréngen.
Diese fiinf B-Strange sind in der Reihenfolge 21345 angeordnet. Zusétzlich sind
23 Helices vorhanden. Diese Sekundérstrukturelemente bilden eine o/B/o-Topologie.
Dieses Faltungsmuster wird als Flavodoxin-ahnlich bezeichnet. Zusatzlich zu den
abwechselnden a-Helices und (-Strangen des Flavodoxin-dhnlichen Faltungsmus-
ters sind in SpDItDy, N-terminal ein drei Helices umfassender Bereich und zwi-
schen Strang drei und Strang vier ein zehn Helices umfassender Bereich vorhanden
(Abb. 4.8, hellblau). Diese Helices grenzen dabei einen Teil des Flavodoxin-dhnlichen
Faltungsmusters zur Umwelt ab.

Die Analyse der Struktur mit Stride [Heinig und Frishman, 2004] ergab fir finf
Helices (Molekiil A) beziehungsweise vier Helices (Molekiil B) eine 31¢-Helix anstatt
der tblichen a-Helix. Dies betrifft die folgenden Aminosauren: Methionin-121 bis
Leucin-125 (Molekiil A), Prolin-136 bis Tryptophan-138 (A und B), Lysin-282 bis
Leucin-288 (A) bzw. Aspartat-284 bis Leucin-288 (B), Glutamat-409 bis Phenyl-
alanin-412 (A und B) und Valin-423 bis Glutamat-425 (A und B) (Abb. 4.8, cyan).
Neben den 319-Helices fallen zwei weitere Helices aufgrund ihrer Kriimmung auf.
Einerseits handelt es sich hierbei um Helix 13 im Bereich Glycin-229 bis Isoleucin-243

und andererseits um Helix 20 im Bereich von Leucin-383 bis Leucin-396.
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Tab. 4.4: Ergebnisse der Verfeinerung der Struktur von SpDItDy,. Die dargestellten
Werte sind Teil der Ergebnisse von MolProbity [Chen etal., 2009; Davis et al., 2007].

Verfeinerung/Validierung SpDItDy,
Rvork 0,1841
Riree 0,2073
Proteinatome 6452
Liganden -
Puffermolekiile 2 Glycerol
1 Natrium

Wassermolekiile 530
Rotamer outliers 0,58 %
Ramachandran outliers 0%
Ramachandran allowed 2,95%
Ramachandran favoured 97,05 %
r.m.s.d. Winkel 0,806 °
r.m.s.d. Bindungen 0,007 A
average B-factor

Protein 27,64

Wasser 32,88

Sonstiges 39,74

(b) Stereodarstellung der Struktur von SpDItDx,.

Abb. 4.8: Stereodarstellung der Struktur von SpDItDy,.. Zusétzlich zu dem
Flavodoxin-dhnlichen Faltungsmuster ist eine helikale Doméne zwischen B-Strang drei und
B-Strang vier vorhanden (hellblau). Die 31o-Helices sind in cyan dargestellt. (a) Stereodar-
stellung von SpDItDy,. (b) Schematische Darstellung des Faltungsmusters von SpDItDy,.
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Helix 13 befindet sich in der helikalen Doméne, die zwischen die 3-Strange drei und
vier eingefiigt ist und nicht zu dem typischen Flavodoxin-dhnlichen Faltungstyp ge-
hort. Dabei unterscheiden sich die Helices in beiden Monomeren in der Kriitmmung,
so dass sie einzeln betrachtet werden (Abb. 4.9 sowie Abb. 4.10). In beiden Mono-
meren sind die Carbonylsauerstoff- und Amidstickstoffatome so positioniert, dass
neben o-Helix typischen (i+4) auch w-helikale (i4+5) und 3;o-helikale (i+3) Was-
serstoffbriickenbindungen moglich sind. Teilweise sind die Hauptkettenatome auch
nicht an Wasserstoffbriickenbindungen mit nachfolgenden Aminoséauren beteiligt.
Fir Molekil A (Abb. 4.9(a) und Abb. 4.10(a)) ergeben sich zusitzlich zu den
typischen (i44)-Bindungen einer a-Helix drei mogliche Wasserstoffbriickenbindun-
gen der 3ip-helikalen Art. Diese werden zwischen Tyrosin-230 und Tyrosin-233, zwi-
schen Valin-237 und Tyrosin-240 sowie zwischen Alanin-238 und Leucin-241 aus-
gebildet. Die Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Tyrosin-233 und Alanin-238
sowie Aspartat-234 und Lysin-239 entsprechen n-helikalen Bindungen. Zuséatzlich
ist die Seitenkette von Lysin-242 in der Néhe der Carbonylgruppe von Alanin-238
positioniert. Die Seitenketten Tyrosin-240 und Histidin-236 sind dagegen iiber Was-
serstoffbriickenbindungen mit Resten aulerhalb der Helix fixiert. Durch die Wech-
selwirkung von Tyrosin-240 mit Phenylalanin-83 wird der Benzolring parallel zu der
Seitenkette von Histidin-236 ausgerichtet. Zuséatzlich ist Histidin-236 mit Valin-47
iiber eine Wasserstoftfbriickenbindung verbunden. Diese Wechselwirkungen sind fiir
die Ausbildung eines sogenannten n-bulge [Cartailler und Luecke, 2004] und die
Krimmung der Helix verantwortlich.

Auch in Helix 13 von Monomer B (Abb. 4.9(b) und Abb. 4.10(b)) befinden sich
neben den o-helikalen Wasserstoffbriickenbindungen n-helikale Wasserstoffbriicken-
bindungen. Dabei fiihrt eine solche Wechselwirkung zwischen Asparagin-232 und
Tyrosin-233 zu einem n-bulge. Zusétzlich entstehen von den Carbonylsauerstoffen der
Reste Aspartat-234 und Histidin-236 ausgehend keine innerhelikalen Wasserstoff-
briickenbindungen. Stattdessen wird Aspartat-234 durch Wasserstoftbriicken mit der
Seitenkette von Arginin-44 aus der iiblichen a-helikalen Position gezogen. Die Seiten-
kette von Histidin-236 ist auch in diesem Monomer in der Ndhe von Phenylalanin-83,
das mit Tyrosin-240 tiber eine Wasserstoftbriicke verbunden ist.

In beiden Helices ist die a-helikale Wasserstoftfbriicke des Carbonylsauerstoffs von
Histidin-236 nicht vorhanden und die Seitenkette ist iiber Wechselwirkungen nach
auflen fixiert. Helix 13 besitzt nur wenig konservierte Reste und auch Histidin-236,
das iiber Wechselwirkungen aus der Helixposition gezogen wird, ist in DItD aus

verschiedenen Arten nicht konserviert.
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(b) Monomer B (Ausgangsposition).

(¢) Vergleich Monomer A und Monomer B.

Abb. 4.9: Stereodarstellung des Vergleichs von Helix 13 von SpDItD;, in beiden
Monomeren. (a) Position und cartoon-Darstellung von Helix 13 in Monomer A. (b) Posi-
tion und cartoon-Darstellung von Helix 13 in Monomer B. (c) Vergleich von Helix 13 in
Monomer A und Monomer B. Aus Ubersichtsgriinden sind nur die Hauptkettenatome in
stick-Darstellung gezeigt und wichtige Aminosduren benannt.
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YG-229

(a) Monomer A in Stereodarstellung.

(b) Monomer B in Stereodarstellung.

Abb. 4.10: Detailansicht der Helix 13 von SpDItDy,. Aus Ubersichtsgriinden sind nur
die Hauptkettenatome und die wichtigsten Reste in stick-Darstellung gezeigt. Die typischen
(i+4)-Wasserstoftbriickenbindungen sind in gelb und die zusétzlichen Wasserstoffbriickenbin-
dungen in rot dargestellt. Als maximaler Abstand wurden 3,2 A gewihlt. (a) Wasserstoff-
briickenbindungsmuster von Helix 13 in Monomer A. (b) Wasserstoffbriickenbindungsmuster
von Helix 13 in Monomer B.
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Helix 20, die von den Resten Leucin-383 bis Leucin-396 gebildet wird, zeigt circa
in der Mitte der Helix eine Kriimmung, die in beiden Monomeren gleich ausge-
pragt ist (Abb. 4.11). Dies erfolgt, da der Carbonylsauerstoff von Lysin-390 keine
innerhelikale Interaktion mit Prolin-394 eingehen kann. Stattdessen ist die terminale
Aminogruppe des Lysin-390 in beiden Molekiilen solventexponiert und bindet in der
Kristallstruktur ein in der Nédhe liegendes Wassermolekiil. Durch die Krimmung der
Helix werden zusatzlich die hydrophoben Reste dieser amphiphatischen Helix nédher
zueinander gebracht. Ein Teil der Helix ist konserviert, das Prolin ist jedoch vor
allem in Streptokokken konserviert. Eine weitere Aussage zur Funktionalitat kann

aus den vorliegenden Daten nicht entnommen werden.

SN

(a) Monomer A (Ausgangsposition).

(b) Monomer A in Stereodarstellung.

Abb. 4.11: Stereodarstellung von Helix 20 von SpDItDy,. Als Beispiel ist Monomer A
von SpDItDy, dargestellt. (a) Position und cartoon-Darstellung von Helix 20 in Monomer A.
(b) Wasserstoffbriickenbindungsmuster von Helix 20 in Monomer A. Aus Ubersichtsgriinden
sind nur die Hauptkettenatome und die wichtigsten Reste in stick-Darstellung gezeigt. Die
typischen (i+4)-Wasserstoffbriickenbindungen sind in gelb und die zusétzlichen Wasserstoff-
briickenbindungen in rot dargestellt. Als maximaler Abstand wurden 3,2 A gewihlt.
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In der asymmetrischen Einheit der Kristallstruktur sind zwei Molekiile vorhanden,
die gemeinsam ein Dimer ausbilden. Die Uberlagerung von Monomer B auf Mono-
mer A ergibt einen r.m.s.d. Wert von 0,18 A und nur wenige Bereiche weichen in den
Monomeren voneinander ab. Dazu zahlt unter anderem die vorher gezeigte Helix 13
(Abb. 4.12).

Das Dimer wird vor allem tiber die Helix 12 (jeweils Aminosduren Glutamat-206
bis Glutamat-224) gebildet (Abb. 4.13). Die Interaktionsfliche betrigt 888 A? (Be-
rechnung mit PDBePISA [Krissinel und Henrick, 2007]) und erfolgt durch polare
sowie hydrophobe Wechselwirkungen. Im C-terminalen Drittel der Helices werden
vier intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen gebildet. Asparagin-215 eines je-
den Molekiils bildet dabei zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit Glutamin-218 des
anderen Molekiils aus (Abb. 4.14). Die weitere Betrachtung der Helix macht deutlich,
dass es sich abseits der beiden genannten Reste um eine amphiphatische Helix han-
delt. Hierbei sind die hydrophoben Reste (Phenylalanin-214, Leucin-211, Leucin-210
und Methionin-207) in der Dimerkontaktfliche einander zugewandt, wihrend auf
der anderen Seite der Helix polare und geladene Reste auftreten. Die Dimerbildung
schirmt folglich einen hydrophoben Bereich ab, der im Fall eines Monomers solvent-

exponiert ware.

o A .
s Dimerhelix

Abb. 4.12: Vergleich der Monomere von SpDItDy,. Die Uberlagerung des Monomers B
(griin) auf Monomer A (blau) zeigt nur geringe Unterschiede auf. Dazu z&hlt unter anderem
die zuvor angesprochene Helix 13. Zur Orientierung sind das N-terminale Histidin-36 (rot)
und die Dimerhelix markiert.
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Abb. 4.13: Ubersichtsdarstellung des Kristallisationsdimers von SpDItDy,. Neben
der Oberflache in weif-grau sind die Proteinmolekiile in blau (Molekiil A) und griin (Mole-
kil B), sowie die N-terminalen Histidin-Reste in rot dargestellt. Die Interaktion erfolgt vor
allem iiber die Helix 12 der Aminosduren Glutamat-206 bis Glutamin-224.

Abb. 4.14: Detailansicht der Dimerinteraktion in SpDItD¢.-Kristallen. Die Inter-
aktion erfolgt vor allem iiber die Helix 12 der Aminosduren Glutamat-206 bis Glutamin-224
(hier dargestellt). Neben der ribbon-Darstellung sind die einander zugewandten, hydrophoben
Reste, sowie die Wasserstoffbriickenbindungen gezeigt.
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Weitere Erkenntnisse zu SpDItDy, kann die Betrachtung der Elektrostatik sowie die
Darstellung der Konservierung der Primarsequenz auf die Tertiarstruktur bringen.
Zur Darstellung der Oberflichenladung wurde das APBS Tool 2.1 in Pymol ge-
nutzt [Baker etal., 2001]. Hierbei werden negativ geladene Anteile in rot und posi-
tiv geladene Anteile in blau markiert. Zur Darstellung der Konservierung wurde das
Ergebnis eines Multisequenzalignements von 250 Sequenzen diverser DItD-Proteine
aus gram-positiven Organismen mittels Consurf-Server als Farbcode auf die Struk-
tur ibertragen (s. Anhang Abschnitt A.4, S. X). Hohe Konservierungen werden
in magenta, mittlere Konservierungen in weifl und niedrig konservierte Bereiche in
cyan, sowie deren Abstufungen, dargestellt.

Werden die Darstellungen als cartoon sowie in der Farbcodierung der Elektrosta-
tik und Konservierung nebeneinander betrachtet, lassen sich Auffalligkeiten erken-
nen (Abb. 4.15). Die Ausgangsposition (Abb. 4.15(a)) zeigt in der Elektrostatik
einen zentralen Bereich mit stark negativer Ladung (intensiv rot). Dariiber hinaus
sind Bereiche mit schwach positiver Ladung (schwach blau) zu erkennen. Betrach-
tet man den erstgenannten Bereich in der Konservierungsdarstellung, so féllt eine
starke Violettfarbung auf, die auf eine hohe Konservierung hinweist. Da eine hohe
Konservierung mit funktionell wichtigen Bereichen iibereinstimmen kann, ist dieser
Bereich von besonderem Interesse und sollte einer nédheren Betrachtung unterzo-
gen werden. In den Seitenansichten (Abb. 4.15(b), Pfeil) ist auf der rechten Seite
im obereren Drittel eine Kerbe zu erkennen, die circa das halbe Protein umzieht.
Interessanterweise befindet sich in diesem Bereich auch der negativ geladene und
hoch konservierte Bereich. Ansonsten sind vor allem positiv geladene Bereiche mit
geringfligiger Konservierung sichtbar. Wird das Molekiil um weitere 90 © gedreht, so
werden mehrere stark rot gefarbte Bereiche sichtbar (Abb. 4.15(c)). Diese Bereiche
sind demnach negativ geladen. Stellt man diese Bereiche mit denen der Konservie-
rung gegeniiber, so sind diese nicht hochkonserviert. In der vierten Orientierung ist
die Kerbe erneut zu erkennen. Es zeigen sich neben den positiv geladenen Bereichen
in der Ndhe der Kerbe auch Bereiche mit negativer Ladung (Abb. 4.15(d)). Die
Konservierung ist in diesen Bereichen zumeist gering.

Mit Hilfe der Erkenntnisse aus der Konservierungsuntersuchung lésst sich ein Bereich
erkennen, dessen nédhere Untersuchung vielversprechend scheint. Hierbei handelt es
sich um den hochkonservierten Bereich aus der ersten Darstellung, der sich in der
Kerbe im oberen Drittel befindet.
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(d) Ausgangsposition von SpDItD¢,; um 270° gedreht.

Abb. 4.15: Darstellung der Struktur, Elektrostatik und Konservierung von
SpDItDy,. Neben der cartoon-Darstellung (I) sind fiir die vier dargestellten Positionen je-
weils die Elektrostatik der Oberfliche im Bereich von -5 keV bis +5 keV dargestellt (IT). In
blau gehalten sind positive Ladungen, wiahrend negative Ladungen in rot dargestellt sind.
Zusétzlich sind Konservierungen der Primérstruktur farblich dargestellt (IIT). Hochkonser-
vierte Bereiche sind in magenta, mittel konservierte in weifl und gering konservierte in cyan
und deren Abstufungen dargestellt. Die Drehung erfolgte um die vertikale Achse.
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4.1.6 Ahnlichkeiten zu anderen dreidimensionalen

Strukturen

Mit Hilfe des DALI-Servers [Holm und Laakso, 2016] kann eine neue Proteinstruk-
tur mit den bekannten Strukturen der Proteindatenbank verglichen werden. Somit
konnen Proteine mit dhnlicher Struktur aufgezeigt werden. Neben dem Suchmodell
der Strukturaufkldrung (pdb-Code 3bma), konnten zu SpDItDy, strukturell dhnliche
Proteine gefunden werden, deren Funktion teilweise bekannt ist. Darunter befinden
sich Esterasen (z. B. pdb-Codes 3mil, 2q0q, 3hp4), Hydrolasen (z. B. pdb-Codes
3dt9, 1wab) und eine Lipase (pdb-Code 4hyq) (Tab. 4.5). Das Flavodoxin-&dhnliche
Faltungsmuster von SpDItDy, ist in den hier genannten Strukturen vorhanden. Als
Beispiel fiir den Vergleich der Strukturen wird EstA hinzugezogen (pdb-Code 3hp4)
[Brzuszkiewicz et al., 2009].

In beiden Strukturen ist das typische fiinfstrédngige, parallele 3-Faltblatt, das von
a-Helices umgeben ist, zu erkennen. Zusétzlich sind in SpDItDy, weitere o-Helices
vorhanden, die aus Ubersichtsgriinden schwiicher coloriert sind (Abb. 4.16(a)). Fiir
EstA ist die katalytische Triade bekannt und das katalytische Serin-10 enthélt in
der Kristallstruktur ein kovalent gebundenes Monoethylphosphonat. Dieses stammt
von DNP (Diethyl p-Nitrophenylphosphat) [Brzuszkiewicz etal., 2009]. DNP, un-
ter anderem ein Inhibitor von Acetylcholin, ist als Inhibitor aktiver Serine bekannt
[Lo etal., 2003; Levisson etal., 2012; Franklin et al., 2016]. Neben Serin-10 besteht
die katalytische Triade in EstA aus Aspartat-158 und Histidin-161. Obwohl die
Funktion von SpDItDy, bisher nicht genau gekléart ist, ware eine Hydrolase- oder
(Trans)-Esteraseaktivitét mit entsprechenden katalytischen Resten mit den Model-
len vereinbar (Abschnitt 1.10, S. 15). Die Uberlagerung der Struktur von EstA und
SpDItDy, zeigt neben dem &hnlichen Faltungsmuster (Abb. 4.16(a)) dquivalente Res-
te zu der katalytischen Triade von EstA (Abb. 4.16(b)). Hierbei handelt es sich um
die Reste Serin-78, Aspartat-376 und Histidin-379. Wahrend das Serin in beiden

Tab. 4.5: Beispiele fiir DALI-Ergebnisse. Der Z-Faktor ist ein Ma8 fiir die Ubereinstim-
mung der Strukturen und sollte minimal zwei betragen. “nres = Anzahl der Reste, die der
Struktur von SpDItDy, zugeordnet werden konnten.

pdb- Z-Faktor r.m.s.d. nres® Sequenz- vorausgesagte

Code [A] identitit Funktion
3mil 10,1 3,4 238 9% Esterase
2q0q 8,7 3,5 215 11% Esterase
3hp4 8,6 3,2 183 6 % Esterase
3dt9 9,9 3,3 212 13 % Hydrolase
1wab 10,0 3,3 212 14 % Hydrolase

4hyq 9,0 3,4 236 13% Lipase
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D-376

H-379

(a) EstA und SpDItDy;. (b) Katalytische Triade.

Abb. 4.16: Vergleich der Struktur von EstA mit SpDItDy,. (a) Cartoon-Darstellung
von EstA (gelb) und SpDItDy, (Flavodoxin-dhnlicher Anteil in dunklem Blauton); Uber-
lagerung nach DALI-Suche. (b) Uberlagerung der katalytischen Triade von EstA (Ser-10,
Asp-158, His-161) und der hypothetischen katalytischen Triade von SpDItDy,. (Ser-78,
Asp-376, His-379). Die hypothetische katalytische Triade von SpDItDy, wurde mit der ka-
talytischen Triade von EstA iiberlagert.

Strukturen in einem weitldufigen loop, folgend auf -Strang eins, positioniert ist,
befinden sich die zwei weiteren Reste in einem loop nach B-Strang fiinf. Bedingt
durch die eingefiigte o-helikale Doméane zwischen den Strangen drei und vier sind
die hypothetischen katalytischen Reste Aspartat-376 und Histidin-379 in SpDItDy, in
der Primérsequenz weiter von dem hypothetisch katalytisch aktiven Serin-78 ent-
fernt. Aufgrund des dhnlichen Faltungsmusters und der dhnlichen Anordnung der
drei Reste kann vermutet werden, dass Serin-78, Aspartat-376 und Histidin-379 in
SpDItDy, eine katalytische Triade bilden. Zur Unterstiitzung dieser Hypothese sind
jedoch weitere Untersuchungen notwendig.

Werden die Erkenntnisse aus dem Strukturvergleich mit EstA mit den Erkennt-
nissen aus den Untersuchungen der Konservierung verglichen, so fillt auf, dass
es sich bei der hypothetischen katalytischen Triade um den konservierten Bereich
aus Abb. 4.15(a) handelt. Die Nahansicht dieses Bereiches zeigt neben der hypo-
thetischen katalytischen Triade weitere konservierte Reste. So ist beispielsweise
Glutamat-79 hoch konserviert. Als negativ geladener Rest im aktiven Zentrum
konnte die Seitenkette zur Substratfixierung beitragen, indem sie die positiv geladene
Aminogruppe eines D-Alanin enthaltenden Substrates tiber Wasserstoffbriickenbin-
dungen stabilisieren. Zur Untersuchung der moglichen katalytischen Triade erfolgten

Inhibierungs- und Aktivitdtsversuche mit SpDItDy,.



94 Ergebnisse zu SpDItDy,

v
(
)
LN -
D-376 Q-139
( G-384
\
/
\ [5135
H-376
w4 W-385
\ E-79
; W-138
S-7

v
G-108

Abb. 4.17: Betrachtung der hypothetischen katalytischen Triade. Die Konservierung
der Reste ist farbkodiert dargestellt (magenta = hochkonserviert, cyan = nicht konserviert).
Die Reste Serin-78, Aspartat-376 und Histidin-379 bilden die hypothetische katalytische Tria-
de. Glutamat-79 liegt in der Néhe des hypothetisch aktiven Serin-78 und kénnte an der Sub-
stratfixierung beteiligt sein.

/\ /,— Helix

Helix-13!

Dimerhelix

Abb. 4.18: Zusammenfassung der Struktur von SpDItDy,. Gezeigt ist die cartoon-
Darstellung von SpDItDy, mit dem zentralen Flavodoxin-dhnlichen Faltungsmuster in dun-
kelblau und der zusétzlichen o-helikalen Doméne in hellblau. Die 3;¢-Helices sind in cyan
eingefdarbt. Zusétzlich sind die Dimerinteraktionshelix in grau, und die beiden Helices mit
den Krimmungen markiert. Die Nahansicht zeigt die hypothetische katalytische Triade mit
Serin-78, Aspartat-376 und Histidin-379.

Zusammenfassend kann die Struktur von SpDItDy, als Flavodoxin-dhnliches Fal-
tungsmuster mit zusatzlicher iiberwiegend a-helikaler Doméne beschrieben werden
(Abb. 4.18). Neben den typischen o-Helices besitzt die Struktur vier bzw. fiinf
310-Helices (cyan), sowie zwei Helices mit Kriitmmung (Helix 13 und Helix 20).
Die Dimerinteraktion im Kristall erfolgt iber Helix-12 (grau), in der neben vier
Wasserstoffbriickenbindungen hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle spielen. Der
Vergleich der Sequenzen und Strukturen legt eine Beteiligung der Reste Serin-78,
Aspartat-376 und Histidin-379 an einer katalytischen Aktivitat nahe.
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4.1.7 Inhibierung und Aktivitidtsmessungen von SpDItDy,

Aufgrund der bisherigen Untersuchungen der Struktur von SpDItDy, wird fir DItD
eine Esterase- oder Hydrolase-ahnliche Funktion angenommen. Des Weiteren wird
vermutet, dass im aktiven Zentrum ein katalytisch aktives Serin vorhanden sein
konnte. Daher sollte SpDItDy, mit verschiedenen, kovalent bindenden Serininhibi-
toren inkubiert und anschlieSend mit Hilfe der Massenspektrometrie untersucht wer-
den. Weder die mit einem 12.800 fachen Uberschuss an PMSF angesetzten Proben
von SpDItDy, noch die mit 280 fachem Uberschuss an AEBSF zeigten eine kova-
lente Bindung des Inhibitors an das Protein. Auch der Inhibitor DNP, der in der
Struktur von EstA nur teilweise sichtbar ist, wurde im 1.300 fachen Uberschuss
mit SpDItDy, inkubiert. Dies fiihrte zu keiner Erhohung der Gesamtmasse bzw. der
Massenfragmente.

Als Mimik eines DItC-Phosphopantethein-D-Alanins wurde D-Alanin-N-Acetyl-
cysteamin (Abb. 4.19) in der Reaktion mit SpDItDy, getestet. Der Nachweis der
Reaktion beruht auf der weiteren Reaktion des freiwerdenden N-Acetylcysteamins
mit DTNB (Ellmans Reagenz) und dem photometrischen Nachweis des dabei ent-
stehenden 2-Nitro-5-thiobenzoats. In wassriger Losung bei pH 7.0 hydrolysiert das
Substrat in geringem Mafle spontan und wurde als Hintergrundreaktion von den
jeweiligen Werten abgezogen. Vergleicht man die Hydrolyserate in Gegenwart von
SpDItD¢, mit der Hydrolyserate in dem genannten Puffer ohne Proteinzugabe, so
bewirkte die Zugabe von Protein nur eine Erhohung der Hydrolyserate um den Fak-
tor 1,4. Eine signifikante Erhohung des Produktes bei Zugabe von SpDItDy, konnte

nicht gezeigt werden.

Hypothetische enzymatische Spaltung:

DItD
H3C\)I\s/\/N — H C\)l\ + S/\/N
_NH; CH3 2 _NH; CHy
Cl Cl

Nachweis des Thiols mittels Ellman's Reagenz:

L+ HO)ND/ JCE,( K/@/ S @;(

DTNB (Ellman's Reagenz) Detekt|on
bei 412 nm

Abb. 4.19: Thioesterhydrolyse. Das Produkt der Hydrolyse des Thioesters ist ein Thiol
(N-Acetylcysteamin). Dessen freie Thiolgruppe reagiert mit DTNB unter Freisetzung von
2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB~!). Dies kann photometrisch bei 412 nm nachgewiesen werden
(Extinktionskoeffizient ¢ = 14.150 M~1.cm™1).
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4.2 Diskussion zu SpDItDy,

In dieser Arbeit konnte die Struktur von SpDItDy,, einem N-terminal um 32 Ami-
nosauren gekiirzten DItD aus S. pneumoniae aufgeklart werden. Parallel zur Struk-
turaufklarung erfolgten Experimente zur ndheren Untersuchung der Funktion dieses
Proteins. Dazu zahlte unter anderem der Versuch Interaktionen von SpDItDy, mit
SpDItA und/oder SpDItC nachzuweisen. Zusétzlich konnten die Analysen der Struk-
tur, Vergleiche der Struktur mit strukturell &hnlichen Proteinen sowie Sequenzver-
gleiche mit DItD aus verschiedenen Organismen Hinweise auf ein mogliches aktives
Zentrum geben. Dartiber hinaus wurde ein mogliches Substratanalogon synthetisiert

und die Aktivitat von SpDItDy, gegentiber diesem Analogon getestet.

4.2.1 Interaktionen mit SpDItA und SpDItC

Bisher ist der Mechanismus der D-Alanylierung von Teichonséduren nicht vollstandig
aufgeklart worden. Daher finden sich auch unterschiedliche Hypothesen zur Aufgabe
von DItD. Im Modell von Neuhaus und Baddiley (Abb. 1.10(a), S. 15) wird DItD eine
moderierende Rolle in der DItA-DItC Interaktion zugeschrieben. Folglich wird in die-
sem Modell eine Interaktion dieser drei Proteine angenommen. Durch Immobilisie-
rung eines gekurztem DItD aus Lactobacillus rhamnosus (ohne die 48 N-terminalen
Aminosduren) auf einer Nitrozellulosemembran konnte von Debabov et al. eine In-
teraktion von DItD mit DItA und DItC gezeigt werden. Neben der Erhchung der
Ubertragung von D-Alanin von DItA auf DItC wurde in den Versuchen eine Hydroly-
seaktivitdat von DItD gegeniiber D-Alanin-ACP gezeigt. Da DItD in diesen Versuchen
nur eine geringe Loslichkeit in Puffern zwischen pH 6 und pH 8 zeigte, wurden diese
Experimente membrangebunden durchgefithrt [Debabov et al., 2000].

SpDItDy, konnte dagegen l6slich hergestellt werden. Mit Hilfe der analytischen Ultra-
zentrifugation wurde weder fir SpDItC noch fir SpDItA oder beide zusammen
eine Bindung an SpDItDy, nachgewiesen. Die Zugabe von D-Alanin und ATP, den
Edukten der DItA-Reaktion, zu dem Puffer zeigten ebenfalls keine Interaktion von
SpDItDy, mit SpDItA und/oder SpDItC. Die gewéhlte Methode kann eine Inter-
aktion zwischen SpDItA und SpDItC nachweisen. Fir SpDItDy,, einem gekiirzten
DItD, konnte mit SpDItA und SpDItC keine Interaktion erkannt werden. Ob dies
in der Kiirzung begriindet ist oder ob die Proteine nicht miteinander interagieren,

lasst sich aus den Daten nicht erkennen.
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4.2.2 Multimere von SpDItDy,

SpDItDy, zeigte in der Groéfenausschlusschromatographie die Aufteilung in Dimer
und Monomer mit hoherem Anteil an Monomer. Die Zugabe von LDAO (Lauryl-
dimethylamin-N-oxid) fithrte zu einer Verschiebung des Peakmaximums der Dimer-
fraktion zu niedrigeren Sedimentationskoeffizienten und apparenten Molekiilmassen
(Anhang Seite VII). Da die apparente Molekiilmasse das durchschnittliche Gewicht
der gemessenen Proteine anzeigt, kann vermutet werden, dass die Zugabe von LDAO
eine Erhohung des Monomeranteil zur Folge hat. Dies unterstiitzt die Hypothese,
dass die Dimerinteraktionen auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhen.

Fiir die Interaktionsstudien, aber auch fiir die Kristallisation und weitere Experi-
mente, wurde das Monomer von SpDItDy, genutzt. Im Gegensatz dazu liegt SpDItDy,
in der asymmetrischen Einheit der Kristallstruktur als Dimer vor. Die Interaktion
erfolgt iberwiegend tiber die Dimerhelix (Helix 12). Ein dhnliches Dimer ist auch
in der Vergleichsstruktur vorhanden. Dies wird deutlich, wenn ein Monomer, der
hier aufgeklarten Struktur, mit einem Monomer der Vergleichsstruktur (pdb-Code
3bma) tberlagert wird (Abb. 4.20). Im Gegensatz zur Struktur von SpDItDy, wird
in der 3bma-Struktur ein Hexamer ausgebildet. Dieses setzt sich aus drei der zuvor
genannten Dimere zusammen. Die Dimerinteraktionsflache im Hexamers betragt
durchschnittlich 954,8 A2, Zusétzlich interagiert jedes Monomer mit drei weiteren
Monomeren. Die durchschnittliche Interaktionsfliche betriagt hierbei 247,8 A2 (Be-
rechnung mit PDBePISA [Krissinel und Henrick, 2007]) und entspricht somit circa
26 % der Dimerinteraktionsflache. Inwieweit das Hexamer in der Vergleichsstruktur
auch in Losung vorhanden war oder erst wahrend der Kristallisation entstand, lasst
sich aufgrund fehlender Daten zu vorherigen Experimenten nicht feststellen. In dem
in dieser Arbeit genutzten Puffer (25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8,0 bei 4°C)

konnten keine Hexamere nachgewiesen werden.

Abb. 4.20: Uberlagerung des hier beschriebenen Dimers mit der Referenzstruk-
tur. Gezeigt ist das in dieser Arbeit beschriebene Dimer (griin und blau) sowie ein Dimer der
Vergleichsstruktur in helleren Farbténen. Die Uberlagerung erfolgte iiber Monomer A (blau).
Das N-terminale Histidin-36 ist in rot hervorgehoben.
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Die Frage, ob SpDItDy, in seiner nativen Form auch als Dimer vorliegt, ist aus den
hier gezeigten Experimenten nicht zu beantworten, da mit einem gekiirzten Protein
gearbeitet wurde. In der Zelle wird SpDItD mit einem N-terminalen hydrophoben
Bereich hergestellt und dartuber in der Membran verankert [Perego et al., 1995]. Die
genaue Orientierung des Proteins auf der Membran bleibt zu untersuchen. Sollte
DItD jedoch als Monomer auf der Membran vorliegen, konnten die hydrophoben
Reste der amphiphatischen Helix, die die Dimerinteraktionsfliche im Kristall bil-
den, in die Membran eingebettet werden (schematisch dargestellt in Abb 4.21). Eine
solche Orientierung wiirde die Zugénglichkeit des aktiven Zentrums gewéhrleisten.
Die hypothetische Transmembranhelix konnte hierbei bis zu 35 Aminoséduren umfas-
sen (Nummerierung bezogen auf S. pneumoniae R6). Mit einer durchschnittlichen
Hohenverschiebung von 1,5 A/Aminoséiure in einer o-Helix konnten somit bis zu
52,5 A iiberwunden werden [Kumar und Bansal, 1998].

Die Untersuchung der Bindung von SpDItDy, auf eine Membran kénnte analog zu den
Versuchen von Low et al. erfolgen [Low et al., 2008]. Dazu miissten NMR-Messungen
in Anwesenheit von Detergenzmizellen durchgefithrt werden und dabei fiir jede Ami-
nosaure der Austausch der Amidprotonen im Millisekundenbereich gemessen werden.
Nur solventexponierte Reste sollten einen Amidprotonenaustausch aufweisen, wah-
rend die in der Mizelle eingebetteten Reste keine Austauschreaktion zeigen diirften.
Des Weiteren kann die Einbettung des Proteins in eine Lipidschicht in Untersuchun-
gen mit der Filmwaage untersucht werden (analog zu [Schwieger etal., 2017]). Dies
erfordert jedoch Kenntnisse iiber die Zusammensetzung der Membran von S. pneu-

Moniae.

Doppellipidschicht

Dimerhelix

N-Terminus

Abb. 4.21: Mogliche Position von SpDI1tDy, auf der Membran. Die Oberflichendar-
stellung der in dieser Arbeit gelosten Struktur von SpDItDy, zeigt die Dimerhelix in grau
sowie das postulierte aktive Zentrum in rot. In der Kristallstruktur nicht vorhanden sind die
N-terminalen 35 Aminosduren, die moglicherweise eine Transmembranhelix ausbilden. Dieser
wurde hier schematisch erginzt. Die Abbildung ist aus Ubersichtsgriinden nicht mafstabge-
treu.
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4.2.3 Hypothetische katalytische Triade

Die Strukturvergleiche sowie die Untersuchung der Konservierung weisen auf eine
katalytische Triade hin, die aus Serin-78 (Nukleophil), Asparatat-376 (Saure) und
Histidin-379 (Protonenakzeptor) besteht. Versuche zur Inhibierung von Serin-78 er-
folgten mit drei verschiedenen Inhibitoren, die an katalytisch aktive Serine bin-
den [Gold und Fahrney, 1964; Citron et al., 1996; Ileperuma et al., 2007]. Fiir diese
Inhibitoren konnte jedoch bisher keine kovalente Bindung an SpDItD;, nachgewiesen
werden.

Eine weitere Moglichkeit, Einblicke in die Funktion von DItD zu erhalten, besteht
darin mogliche Substrate zu testen. Hierzu wurde der Thioester aus D-Alanin und
N-Acetylcysteamin synthetisiert. Dieser Thioester sollte als Substratanalogon
anstelle von D-Alanin-DItC bzw. D-Alanin-ACP genutzt werden (Modell von Neu-
haus und Baddiley [Neuhaus und Baddiley, 2003]). Da das Substrat in wéssrigen
Losungen auch ohne Protein hydrolysierte, wurde diese Reaktion fiir jeden Versuch
mitbestimmt. Die Zugabe von SpDItDy, resultierte in einer geringen, aber nicht
signifikanten Erhoéhung der Hydrolyserate. In den hier gwahlten Bedingungen er-
hohte sie sich maximal auf das 1,4-fache der Hydrolyserate ohne Protein. Mit denen
in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten konnte eine Aktivitdt des Proteins
gegeniiber N-Acetylcysteamin-D-Alanin nicht festgestellt werden.

Neben der Vermutung, dass DItD eine Thioesteraseaktivitat besitzt und D-Alanin-
ACPs bzw. D-Alanin-DItC hydrolysiert, existiert eine weitere Vermutung zur Funk-
tion von DItD. Hierbei tibernimmt das Protein D-Alanin aus einer Membrankompo-
nente und tibertragt es anschliefend auf die Lipoteichonsiaure (Modell von Fischer
[Fischer, 1994]). Somit kénnten D-Alanin-Phospholipide als weitere mogliche Sub-
stratanaloga getestet werden. Neben der Entwicklung einer Synthesestrategie muss
die Loslichkeit und Stabilitat eines solchen Substrates in wéssrigen Losungen be-
riicksichtigt werden. Dies erschwert die Synthese und den Einsatz eines solchen
Analogons. Des Weiteren ist die Erarbeitung einer Nachweisreaktion notwendig.
Eine geeignete Methode konnte in der Entwicklung eines HPLC-basierter Nachwei-
ses liegen. Eventuell erreicht das Protein auch nur unter Zugabe der Teichonséure
als D-Alaninakzeptor seine volle Reaktionsgeschwindigkeit.

Zusatzlich konnten mit ¢n vivo Untersuchungen die funktionell wichtigen Aminoséu-
ren bestimmt werden. Hierzu wéren knock out und Rekonstitutionsstamme, sowie
Stamme mit Aminosduremutationen zu erstellen. Anschlieend kann durch die Un-
tersuchung der Teichonséure ein Fehlen oder eine geringere Anzahl an D-Alaninen
Aufschluss iiber die Notwendigkeit der einzelnen Aminosauren geben. Neben den
Aminosduren der hypothetischen katalytischen Triade (Serin-78, Aspartat-376 und
Histidin-379), sollte hierbei der Einfluss von Tryptophan-138 aber auch von Serin-77

und Glutamat-79 untersucht werden.
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Wihrend des Erstellens dieser Arbeit wurden von Wood et al. die Funktionen der
analogen Aminosdurenreste der hypothetischen katalytischen Triade in DItD aus
Staphylococcus aureus in zellbasierten und biochemischen Tests bestimmt. Hierbei
wiesen Alaninmutanten des Serins sowie des Histidins, eine Verringerung der Akti-
vitdt auf. Die Mutation des Aspartats hingegen hatte auf die Reaktion nur einen
geringen Einfluss. Daher wird in der Arbeit von einer katalytischen Dyade ausgegan-
gen [Wood et al., 2018]. Die Rolle des zu Glutamat-79 dquivalenten Rests wurde nicht
untersucht. Dieser Rest konnte an der Fixierung der Aminogruppe des D-Alanins
beteiligt sein. Wird D-Alanin manuell in die Struktur von SpDItDy, eingearbeitet
(Abb. 4.22), so erscheint das Ausbilden von Wasserstoffbriickenbindungen der Ami-

nogruppe zu Glutamat-79 sowie Serin-77 moglich.

Abb. 4.22: Stereodarstellung der hypothetischen Bindung von D-Alanin an Serin-
78. Die Platzierung von D-Alanin in die Struktur von SpDItDy, erfolgte per Hand. Die Ami-
nogruppe kénnte durch Wechselwirkungen mit Glutamat-79 und Serin-77 fixiert werden.
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4.2.4 Vergleich von DItD mit SGNH-Hydrolasen

Da die Funktion von DItD nicht bekannt ist, sollten Sequenz- und Strukturver-
gleiche weitere Erkenntnisse zu DItD erbringen. Diese Vergleiche lassen vermuten,
dass es sich bei SpDItD;, um eine SGNH-Hydrolase handelt, die eine katalytische
Triade aufweist. Die in Abschnitt 4.5 (S. 92) genannten Proteine werden fast alle
den SGNH-Hydrolasen zugeordnet. Diese katalysieren diverse Reaktionen, fiir die
zumeist katalytische Triaden, bestehend aus Nukleophil, Sdure und Histidin, not-
wendig sind. Neben dem katalytische Serin, sowie dem Histidin der Triade sind
zwel weitere Reste im aktiven Zentrum hochkonserviert (Glycin und Asparagin).
Diese vier Aminosauren sind fiir diese Klasse von Enzymen namensgebend (SGNH-
Hydrolasen; Abb. 1.9(b), Seite 14) [Upton und Buckley, 1995]. Es stellt sich somit
die Frage ob auch SpDItDy, zu den SGNH-Hydrolasen zéhlt.

Die Struktur von SpDItDy, entspricht einem Flavodoxin-ahnlichen Faltungsmuster
mit einem zentralen fiinfstrangigen 3-Faltblatt und umgebenden o-Helices, wie er fiir
SGNH-Hydrolasen typisch ist. Daneben sind in dieser Enzymklasse vier namensge-
bende Reste (Serin, Glycin, Aparagin, Histidin) sowie eine katalytische Dyade oder
Triade enthalten. In SGNH-Hydrolasen befindet sich das katalytisch aktive Serin
typischerweise am N-terminalen Ende des Enzyms. Zusétzlich sind die fir die Aktivi-
tat notwendigen Aminosauren Aspartat und Histidin in den SGNH-Hydrolasen hau-
fig nur durch zwei Reste voneinander getrennt, wihrend sie z. B. in a/B-Hydrolasen
durch mindestens einen 3-Strang voneinander getrennt vorliegen [Ollis et al., 1992;
Upton und Buckley, 1995]. Wird von der zuvor beschriebenen hypothetischen kata-
lytischen Triade ausgegangen, so sind in SpDItDy, sowohl das N-terminale, katalyti-
sche Serin (Serin-78) sowie die zwei Reste zwischen Aspartat-376 und Histidin-379
vorhanden. Zusatzlich befindet sich Serin-78 in einem langen loop, der auf 3-Strang
eins folgt, wie es filr SGNH-Hydrolasen iiblich ist [Upton und Buckley, 1995; Akoh
et al., 2004]. Dies spricht zunéchst fir eine Zuordnung von SpDItDy, zu den SGNH-
Hydrolasen. Dariiber hinaus sind fiir die SGNH-Hydrolasen, neben der katalytischen
Triade, zwei weitere Aminosduren (Glycin und Asparagin) von Interesse. Beide Ami-
nosduren sind an der Stabilisierung des Anions, das in der Reaktionsfolge gebildet
wird, beteiligt [Upton und Buckley, 1995; Lo et al., 2003; Mglgaard et al., 2000; Br-
zuszkiewicz et al., 2009).

Die vier namensgebenden Reste der SGNH-Hydrolasen befinden sich in den von Up-
ton et al. im Jahr 1995 beschriebenen typischen fiinf Blocken. Vier dieser Blocke
konnten Sequenzmotive zugeordnet werden, die auch in vielen weiteren SGNH-
Hydrolasen vorhanden sind [Upton und Buckley, 1995] (Abb. 4.23). Vergleicht man
die vier konservierteren Blocke der SGNH-Hydrolasen mit der Sequenz von SpDItDy,,
so fallen neben den Gemeinsamkeiten auch Unterschiede auf (Abb. 4.23(a)).
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In Block I ist die Consensussequenz GDSLx in SpDItDy, nur zum Teil vorhanden.
Anstelle des Aspartats wird die Position von Serin eingenommen. Zusatzlich ist
C-terminal des katalytischen Serins ein Glutamat anstelle eines hydrophoben Leu-
cins vorhanden. Dieser Rest konnte in SpDItDy, eine Rolle in der Substratfixierung
innehaben. Block IT ist weniger stark konserviert und enthélt in SGNH-Hydrolasen,
neben dem namensgebenden Glycin, ein Asparagin, das in SpDItDy, nicht vorhan-
den ist. In SpDItDy, konnte die Aufgabe des Glycins von Glycin-107 beziehungsweise
Glycin-108 ibernommen werden. Sequenzvergleiche diverser DItDs zeigen dabei eine
hohere Konservierung fiir Glycin-108, so dass davon ausgegangen wird, dass das na-
mensgebende Glycin in SpDItDy, Glycin-108 ist. Block III, mit dem namensgebenden
Asparagin, zeigt in SGNH-Hydrolasen meist eine GxNx-Sequenz. In SpDItDy, ist kei-
ner der beiden Reste vorhanden. An die Position des Asparagins tritt bei SpDItDy,
Tryptophan-138. Die beiden weiteren katalytisch aktiven Reste Aspartat und His-
tidin befinden sich in Block V im DxxHx-Motiv. Fiir SpDItD;, entspricht dies den
Resten Aspartat-376 und Histidin-379.

Grundsatzlich kann festgestellt werden, dass die genannten Blocke zwar in vielen
SGNH-Hydrolasen gefunden werden, die hier genannten Sequenzen jedoch nur teil-
weise in allen bisher bekannten SGNH-Hydrolasen vorhanden sind. In SpDItDy, ist
das namensgebende Asparagin nicht vorhanden. Stattdessen wird das oxyanion
hole wahrscheinlich unter anderem von Glycin-108 und Tryptophan-138 gebildet
(Abb. 4.23(c)). Beide Reste sind in der substratfreien Struktur 5,2 A bzw. 6,6 A von
Serin-78 entfernt. Die substratgebundene Struktur konnte jedoch, durch eine Ver-
anderung des aktiven Zentrums, diese Reste ndher zum Substrat bringen.

Sind die namensgebenden Reste Serin, Glycin, Asparagin und Histidin nicht voll-
stindig vorhanden, werden Proteine die hinreichende Ahnlichkeit zu den SGNH-
Hydrolasen aufzeigen teilweise als SGNH-Hydrolase-dhnlich bezeichnet. Beispiele
hierzu wéren AlgX und AlgJ. Diese beiden Proteine sind in Pseudomonas aeruginosa
an der Modifikation von Alginat mit Acetat beteiligt. Sie katalysieren wahrscheinlich
den finalen Schritt der Modifikation. Auch diese Proteine weisen anstelle des Aspa-
ragins eine aromatische Aminosaure in Block IIT auf (Abb. 4.23(a), pdb-Codes 4knc
und 408v). Daneben unterscheidet sich der Aufbau des aktiven Zentrums in zwei
weiteren Punkten. Es ist nur eine Aminosédure zwischen den katalytischem Aspartat
und Histidin enthalten (Block V). Das katalytische Serin (Block I) ist C-terminal
angeordnet [Riley etal., 2013; Baker et al., 2014).

Die Ergebnisse aus den Strukturvergleichen sowie die Sequenzvergleiche lassen folg-
lich darauf schlielen, dass SpDItD;, den SGNH-Hydrolasen sehr dhnlich ist. Anstatt
des namensgebenden Asparagins weist dieses Protein an der Stelle ein Tryptophan
auf. Diese Aminosaure ist in DItD aus diversen gram-positiven Bakterien hochkon-
serviert. Die anderen typischen Reste lassen sich zuordnen und stellen hochkonser-

vierte Reste dar.
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Pdb-Code Block I Block II Block III Block V
76 78 108 138
SpDItD slSEW|[|lLLacqa@aas||paqalwlr L
1jrl DSTLS|[|[NNAST1TsSGEGDTS|[@&GN D P
3hp4 DSL S|[|[NASTSGETS||GAND P
3dt9 DSL V|I[NFGI1GGEGDST||GTNN L
3mil DS I T|[[QRGFKGYTS||GAND F
2q0q DSL T|[|[EEGLSARTT||G TN D F
4knc TSN S[INAVSGGGFEK K||T H|Y|D W
408v TISY S|[NYAEDGHGP||ER|Y|L W
A
GDSLx NxxxxGxxx GxNx DxxHx

(a) Vergleich der fiir SGNH-Hydrolasen typischen Blocke.

D-158

D-376

H-161 H-379

N-77
S-10 W-138
Gﬁi
G-108

(b) SpDItD¢, und EstA. (¢) Aktives Zentrum von
SpDItDy, und EstA.

Abb. 4.23: Vergleich von SpDIltD;, und EstA mit SGNH-Hydrolasen.
(a) Sequenzvergleich verschiedener SGNH-Hydrolasen mit SpDItDi,. Neben TAP I aus
E. coli (pdb-Code 1jrl), einer reprasentativen SGNH-Hydrolase, sind die Ergebnisse der
Dali-Suche gezeigt (EstA: pdb-Code 3hp4; bovin brain platelet activating factor acetyl-
hydrolase: pdb-Code 3dt9; isoamyl acetate-hydrolyzing esterase: pdb-Code 3mil; zylose
isomerase domain: pdb-Code 2q0q). Zusétzlich sind die Sequenzen von AlgX und Algl
(pdb-Codes 4knc und 408v) dargestellt. Markiert sind die tiber alle Sequenzen konser-
vierten Aminosduren in blau, sowie die zusétzlich konservierten Reste in griin. Die roten
Pfeile deuten auf die Reste der katalytischen Triade, wiahrend durch die gelben Pfeile die
zusdtzlichen namensgebenden Reste markiert werden. Auffillig ist der Ersatz des namen-
gebenden Asparagins in SpDItD sowie AlgX (pdb-Code 4knc) und Algl (pdb-Code 408v)
durch eine aromatische Seitenkette. Die Nummerierung der Aminosduren bezieht sich auf
DItD aus S. pneumoniae R6. (b) cartoon-Darstellung von SpDItDy, (blau) und EstA (gelb)
(pdb-Code 3hp4). (c) Uberlagerung der aktiven Zentren von SpDItDy, (blau) und EstA (gelb).
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Abb. 4.24: Mdgliche Reaktion von SpDI1tDy,. Nach einem nukleophilen Angriff der Hy-
droxylgruppe von Serin-78 kénnte der Ubergangszustand durch die Aminosiuren Glycin-108
und Tryptophan-138 stabilisiert werden. Im Modell nach Fischer wiirde danach die weitere
Reaktion mit der Teichonsdure folgen. Ob die Teichonsdure erst nach der hier gezeigten Re-
aktion an DItD bindet oder bereits vor Reaktion gebunden haben muss, bleibt zu erforschen.

Sollte DItD an dem finalen Schritt der D-Alanylierung der Lipoteichonséure beteiligt
sein (Modell von Fischer [Fischer, 1994]), so kénnte die Reaktion wie folgt ablaufen:
Nach der Anndherung eines D-Alaninsubstrats an das aktive Zentrum von SpDItD,
konnte das katalytische Serin-78 nukleophil angreifen. Dabei wird das Wasserstof-
fion des Serins tiber Histidin-379 und Aspartat-376 fixiert. Das entstehende Anion
kann im ozyanion hole unter anderem durch das Amid-Stickstoff von Glycin-108 und
die Seitenkette von Trypthophan-138 stabilisiert werden. Inwiefern die Teichonséure
als Akzeptor erst anschliefend gebunden wird, oder bereits vorher gebunden hat,
bleibt zu erkundigen. Das D-Alanin wird danach von dem Protein auf die Teichon-
sdure iibertragen und ein neues D-Alaninsubstrat kann im aktiven Zentrum binden
(Abb. 4.24).

In Untersuchungen von DItD aus S. aureus, die wihrend der Bearbeitung des Projek-
tes veroffentlicht wurden, wird einem aquivalenten Tryptophan eine stabilisierende
Rolle in der Reaktionsfolge zugewiesen. Die Mutation des Restes zu einem wesentlich
kiirzeren Cystein fithrte zu einer Verdnderung der Reaktivitat [Wood et al., 2018].
Die Griinde fiir den Austausch des Tryptophans mit einem Cystein wurden dabei

nicht dargestellt.
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4.3 Zusammenfassung und Ausblick zu SpDItDy,

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass die Funktion von DItD weiterhin nur
bedingt bekannt ist. Allerdings deuten die hier gezeigten strukturellen Analysen zu-
sammen mit den verdffentlichten zellbasierten Tests von DItD-Mutanten von Wood
et al. [Wood et al., 2018] auf die Existenz eines aktives Zentrum hin. Die Edukte und
Produkt dieser katalytischen Aktivitat sind bisher unbekannt. Die Entdeckung der
potentiellen katalytischen Triade stellt jedoch eine gute Ausgangsposition fir weitere
Experimente dar. Hierzu bieten sich in vivo Untersuchungen mit SpDItD knock-out-
und Regenerationsstémmen sowie Stammen mit Mutationen in den aktiven Reste
an. Sollte eine Mutation der genannten Reste (Serin-78, Aspartat-376, Histidin-379)
ein Fehlen der D-Alanine in der Teichonsaure zur Folge haben, so wére davon auszu-
gehen, dass DItD eine enzymatische Rolle bei der D-Alanylierung der Teichonséuren
einnimmt. Des Weiteren konnte der Einfluss des Tryptophan-138 auf die Reaktion
getestet werden. Insbesondere die Auswirkung der Substitution mit Asparagin, dem
typischen Rest in SGNH-Hydrolasen, auf die Aktivitit wéire von Interesse. Auch
ein Einfluss der Aminosduren Serin-77 und Glutamat-79 konnte tiberpriift werden.
Diese befinden sich in unmittelbarer Nahe des hypothetisch katalytischen Serins-78
und konnten in die Fixierung des Substrats involviert sein.

Zusammen mit den neuen Erkenntnissen zu DItB, die eine Bindung des DItC an
DItB zeigen [Ma etal., 2018], kann ausgehend vom Modell von Fischer eine er-
weiterte Hypothese zum Ablauf aufgestellt werden: Nach der Aktivierung von D-
Alanin mit ATP durch DItA, wird D-Alanin auf die prosthetische Gruppe des DItC
(4’-Phosphopantethein) iibertragen [Heaton und Neuhaus, 1994; Debabov etal.,
1996; Volkman et al., 2001; Crosby und Crump, 2012]. Nachfolgend kénnte DItC-D-
Alanin an DItB binden und das D-alanylierte 4’-Phosphopanthethein in den Trichter
von DItB befoérdern. Die Untersuchungen von Wood et al. zeigen, das fiir die Uber-
tragung des D-Alanins sowohl DItD als auch DItB notwendig sind [Wood etal.,
2018]. Demnach konnte eine Untersuchung einer moglichen Interaktion von DItB
und DItD einen weiteren Ansatz zum besseren Verstdndnis der Reaktion darstellen.
Einen zusétzlichen Ansatz stellt die Untersuchung der amphiphatischen Helix und

die Bindung von DItD an die Membran dar.
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Zusammenfassung

Die Zellwand gram-positiver Bakterien besteht aus einer Peptidoglykanschicht mit
integrierten Teichonsduren. Diese anionischen Polymere kénnen mit D-Alanin mo-
difiziert werden. In diesen Prozess sind vier Proteine involviert, die im dl/t-Operon
codiert werden [Heaton und Neuhaus, 1992]. Neben den bereits detailliert untersuch-
ten Proteinen DItA und DItC, die D-Alanin aktivieren und transportieren, sind die
beiden membranstandigen Proteine DItB und DItD bisher nicht vollstandig charak-
terisiert worden. Es ist jedoch bekannt, dass diese Proteine fiir die D-Alanylierung
der Teichonséuren essentiell sind [Perego et al., 1995]. Diese Arbeit beschéftigt sich
mit der weiteren Charakterisierung der offenen, ligandenfreien Konformation von
DItA sowie der weiteren Charakterisierung von DItD.

Die offene Konformation von DItA wurde bisher aufgrund von Vergleichen mit struk-
turell &hnlichen Proteinen auch fiir DItA angenommen. Sie konnte bisher aber kris-
tallographisch nicht nachgewiesen werden. Bisherige Kristallstrukturen zeigen ent-
weder eine (post)-Adenylierungs- oder eine Transferkonformation. Dabei stellt die
(post)-Adenylierungskonformation einen Zustand nach der Reaktion von D-Alanin
und ATP zu D-Alaninadenylat dar. Nach der Freisetzung des Pyrophosphats nimmt
DItA die Transferkonformation ein. Diese ermoglicht die Bindung von DItC und die
Ubertragung des D-Alanins an dessen 4’-Phosphopantethein. Die in dieser Arbeit
gezeigte offene Konformation von SpDItA weist geringe Interaktionsflachen zwischen
der kleinen und groflen Doméne auf. Zudem sind diese in den beiden Monomeren des
Kristalls unterschiedlich zueinander angeordnet. Diese Heterogenitéat ist auch beim
Betrachten weiterer bekannter offener Konformationen auffallig.

Beziiglich der Auswirkungen der Doméanenbewegung auf einzelne Reste oder Berei-
che existieren Hypothesen, die teilweise in dieser Arbeit tiberpriift wurden. Eine die-
ser Hypothesen beschreibt eine Anderung der Position des Arginins im Linker. Der
Vergleich der offenen Konformation und der Transferkonformation konnte eine signi-
fikante Anderung der Position von Arginin-404 (SpDItA) nicht zeigen. Eine Aussage
zur zweiten Hypothese, der Anderung der Konformation des p-loops, ist aufgrund
fehlender Elektronendichte in der ligandenfreien Struktur nicht moglich. Die dritte
Hypothese, dass Lysin-503 (SpDItA) eine deutliche Veranderung der Position inner-
halb der Reaktion durchlauft, lasst sich allerdings erkennen. Zu Vergleichszwecken
wurde neben der offenen Konformation von SpDItA auch die Transferkonformation

per Rontgendiffraktion aufgeklart.



Zusammenfassung 107

Des Weiteren sollte DItD naher charakterisiert werden. Hierzu wurde ein N-terminal
verkiirztes Protein hergestellt (SpDItDy,), das dem l16slichen Anteil des Proteins
entspricht. SpDItDy, liegt in Losung grofitenteils als Monomer vor. Der Dimer-
anteil ist gering. In dieser Arbeit konnte keine Interaktion mit SpDItA und/oder
SpDItC gezeigt werden. Die Kristallisation und anschliefende Strukturaufkliarung
bringen jedoch neue Erkenntnisse zur moglichen Funktion von DItD. SpDItDy, weist
ein Flavodoxin-dhnliches Faltungsmuster auf. Es konnten Hypothesen zu funktionell
wichtigen Aminoséuren aufgestellt werden. Diese ergaben sich aus dem Vergleiche
mit dhnlichen Strukturen sowie Sequenzvergleiche diverser DItDs. Zunéchst lassen
die Strukturen auf eine hypothetische katalytische Triade schliefen, deren Funktio-
nalitiat aber noch detaillierter bestétigt werden muss. Hierbei handelt es sich um die
drei Aminosaurereste Serin-78, Aspartat-376 und Histidin-379. Ein Thioester aus
D-Alanin und Phosphopanthetein ist jedoch kein Substratanalogon fiir SpDItDy,. Es
missen weitere Substrate synthetisiert und moglicherweise zusammen mit der Tei-
chonséure als Akzeptor getestet werden. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass
sich zwei weitere hochkonservierte Reste in der potentiellen Bindetasche befinden.
Glycin-108 und Tryptophan-138 kénnten hierbei eine Stabilisierung des Ubergangs-
zustandes bewirken.

Das Faltungsmuster von DItD sowie die katalytische Triade und die beiden ande-
ren konservierten Reste legen nahe, dass es sich um eine SGNH-Hydrolase-ahnliche
Struktur handelt, wie sie z. B. in Hydrolasen, Esterasen und Lipasen vorkommt.
Dabei ist das typischerweise in SGNH-Hydrolasen enthaltende Aparagin durch ein
Tryptophan ersetzt.






Anhang

A.1 Sequenzvergleiche

Die in dieser Arbeit genutzte DNA der Deutschen Stammdatenbank mit der Kenn-
zeichnung DSMZ 20566 ist bisher nicht sequenziert worden. Nach der Klonierung
von SpDItA, SpDItC und SpDItDy, wurden die Plasmide sequenziert, translatiert
und die Proteinsequenz mit der von S. pneumoniae R6, D39 und TIGR4 verglichen
(siehe Abb. A.1, Abb. A.2 und Abb. A.3). Zu beachten ist, dass DItA in S. pneumo-
niae R6 normalerweise nicht in dieser Form vorkommt, da durch eine Punktmutation
ein Stop-Codon und somit eine frame shift-Mutation eingefiihrt wird. Daher handelt
es sich hierbei um die rekonstitutierte Aminosiduresequenz, nachdem diese Mutation
rickgidngig gemacht wurde [Kovacs etal., 2006]. Der Vergleich der Sequenzen von
SpDItC von S. pneumoniae R6, D39 und TIGR4 mit der genutzten Sequenz zeigten
keine Unterschiede auf (Abb. A.3). In SpDItA und SpDItDy, sind die Mutationen in
den Sequenzen durch rote Buchstaben markiert.

Zusatzlich sind multiple Sequenzalignments mit DItA, DItC bzw. DItD aus ande-
ren gram-positiven Organismen gezeigt. In Abb. A.1 sind die Subdoménen von
SpDItA in den in dieser Arbeit verwendeten Farben dargestellt. Fir DItD sind
in Abb. A.2 die einzelnen Aminosauren nach Konservierungsgrad eingefarbt, wo-
bei magenta fiir hohe Konservierung und cyan fiir niedrige Konservierung steht.
Hierbei handelt es sich um eine Auswahl von DItD-Sequenzen. Die Sequenzen fiir
das multiple Sequenzalignment zur farblichen Ubertragung der Konservierung auf
die Struktur (Abb. 4.15, S. 91) sind in Abschnitt A.4 auf Seite X aufgefiihrt. Fiir
DItC ist jeweils das Serin markiert, an welches das 4’-Phosphopantethein kovalent
angebunden wird. Bei SpDItC handelt es sich dabei um Serin-35.
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SpD1tA
POA399
QO4HZ7
POA398
Q99ZA6
P59591
053526
Q830NO
Q2FZW6
Q8CT93
P39581
Q81G39
Q183T6
AOA472ART4

SpD1tA
POA399
QO4HZT
POA398
Q997A6
P59591
Q53526
Q830NO
Q2FZW6
Q8CT93
P39581
Q81G39
Q183T6
AOA472ART4

SpD1tA
POA399
Q04HZT
POA398
Q99ZA6
P59591
053526
Q830N0
Q2FZW6
Q8CT93
P39581
081639
Q183T6
AOA4T2ART4

SpD1tA
POA399
QO4HZ7
P0A398
Q99ZA6
P59591
053526
Q830NO
Q2FZN6
Q8CT93
P39581
Q81G39
Q183T6
AOA4T2ART4

SpD1tA
POA399
QO4HZ7
POA398
Q99ZA6
P59591
053526
Q830NO
Q2FZW6
Q8CT93
P39581
Q81G39
Q183T6
AOA4T2ART4

SpD1tA
POA399
QO4HZ7
POA398
Q997ZA6
P59591
053526
Q830NO
Q2FZW6
Q8CT93
P39581
Q81G39
Q183T6
AOA472ART4

Abb. A.1: Sequenzvergleich von DItA. Neben der genutzten Sequenz (DSMZ 20566),
wurden folgende UniProt-Sequenzen verwendet: POA399 (Streptococcus pneumoniae R6),
QO04HZ7 (Streptococcus pneumoniae D39), POA398 (Streptococcus pneumoniae TIGRA),
Q99ZA6 (Streptococcus pyogenes M1), P59591 (Streptococcus agalactiae V), Q53526 (Strep-
tococcus mutans C), Q830NO (Enterococcus faecalis V583), Q2FZWG6 (Staphylococcus aureus
NCTC 8325), Q8CT9I3 (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), P39581 (Bacillus sub-
tilis 168), Q81G39 (Bacillus cereus ATCC 14579), Q183T6 (Clostridioides difficile 630),
A0A4T2ART4 (Listeria monocytogenes). Die Subdoménen der grofen Doméne sowie die klei-
ne Doméne sind farblich markiert (rot: Subdoméne A, gelb: Subdoméne B, griin: Subdoméne
C, cyan: loop zwischen den Doménen und blau: kleine Doméne). Die Mutationen sind durch

1 10 20 30 40 50 60 70 80

MSNKPIADMIETIEHFAQTQPSYPVYNVLGQEHTYGDLKADSDSLAAVIDQL-GLPEKSPVVVFGGQEYEMLATFVALTKSGHAVYIPT
MSNKPIADMIETIEHFAQTQPSYPVYNVLGQEHTYGDLKADSDSLAAVIDQL-GLPEKSPVVVFGGQEYEMLATFVALTKSGHAYIPI
MSNKPIADMIETIEHFAQTQPSYPVYNVLGQEHTYGDLKADSDSLAAVIDQL-GLPEKSPVVVFGGQEYEMLATFVALTKSGHAYIPI
MSNKPIADMIETIEHFAQTQPSYPVYNVLGQEHTYGDLKADSDSLAAVIDQL-GLPEKSPVVVFGGQEYEMLATFVALTKSGHAYIPI
-MIKDMIDSIEQFAQTQADFPVYDCLGERRTYGQLKRDSDSIAAFIDSL-ALLAKSPVLVFGAQTYDMLATFVALTKSGHAYIPV
-MIHDMIKTIEHFAETQADFPVYDILGEVHTYGQLKVDSDSLAAHIDSL-GLVEKSPVLVFGGQEYEMLATFVALTKSGHAYIPV
MANKKIKDMIATIENFAQEQAEFPVYNILGEIHTYGELKADSDSLAAHLDQL-DLTAKSPVVVFGGQEYAMLASFVALTKSGHAYIPI
--MEKVINMIQTIDEWARKEPQRPVYLTEEKVSTYGELKEKSDNLAAYLAEL-K-TDKSAIVVYGELDFEMIVSFLGASKAGFSYIPI
-MTDIINKLQAFADANPQSIAVRHTTDELTYQQLMDESSKLAHRLQ-----GSKKPMILFGHMSPYMIVGMIGAIKAGCGYVPV
-MADLINILNHFVQEQPEAVAVRHTNDELTYKQLDEESSKLAHLLQ----- DSKKPMILYGHMSPYMIVGMIGAIKSGCGYVPI
--MKLLHAIQTHAETYPQTDAFRSQGQSLTYQELWEQSDRAAAAIQKRISGEKKSPILVYGHMEPHMIVSFLGSVKAGHPYIPV
--MKLLEQIEKWAAETPDQTAFVWRDAKITYKQLKEDSDALAHWISSE-YPDDRSPIMVYGHMQPEMIINFLGCVKAGHAYIPV
--MKIIEGIKKYSN--TDRTALMCNGDKLSYKDLNEYSDAISVFLKDV-YKEEDTPIVIYGNKENMIMACMIGALKSGRAYVPL
-MTTSIIERIDAWAEKTPDFPCYEYAGTRLSYKELKRQSDAFGSFLLKNLITDKEKPIIVYGHMSPLMLVAFLGSIKSGRAYVPV

90 100 110 120 130 140 150 160 170
DSHSALERVSAILEVAEPSLIIAISAFP--LEQVSTPMINLAQVQEAFA-QG-NNYEITHPVKGDDNYYIIFTSGTTGKPKGVQISHD
DSHSALERVSAILEVAEPSLIIAISAFP--LEQVSTPMINLAQVQEAFA-QG-NNYEITHPVKGDDNYYIIFTSGTTGKPKGVQISHD
DSHSALERVSAILEVAEPSLITIAISAFP--LEQVSTPMINLAQVQEAFA-QG-NNYEITHPVKGDDNYYIIFTSGTTGKPKGVQISHD
DSHSALERVSAILEVAEPSLIIAISAFP--LEQVSTPMINLAQVQEAFA-QG-NNYEITHPVKGDDNYYIIFTSGTTGKPKGVQISHD
DVHSAPERILAIIEIAKPSLIIAIEEFP--LTIEGISLVSLSEIESAKL-AE-MPYERTHSVKGDDNYYIIFTSGTTGQPKGVQISHD
DQHSALDRIQAIMTVAQPSLIISIGEFP--LEVDNVPILDVSQVSAIFE-EK-TPYEVTHSVKGDDNYYIIFTSGTTGLPKGVQISHD
DHHSALERIEAILEVAEPSLVIAVDDFP--IDNLQVPVIQYSQLEEIFK-QK-LSYQINHAVKGDDTYYIIFTSGTTGKPKGVQISHD
DAHTPKERIELILNVAKPTAVIAVHEWP--ELATEVPVITAEELTEMMM-HAPRHAPALMPVTGASNYYIIFTSGTTGVPKGVQISHD
DTSIPEDRIKMIINKVQPEFVFNTTDES--FESLEGEVFTIEDIKTSQ----- DPVIFDSQIKDNDTVYTIFTSGSTGEPKGVQIEYA
DTSVPKERVNMIIDKVQPEIIFNTSDET--LEQTNAQVLKVSDIQDSQ----- YPIVFDSQMKQNDVVYTIFTSGSTGEPKGVQIEYA
DLSIPSERIAKIIESSGAELLIHAAGLS--IDAVGQQIQTV--SAEELLENEGGSVSQDQWVKEHETFYIIYTSGSTGNPKGVQISAA
DLSIPADRVQRIAENSGAKLLLSATAVT--VTDLPVRIVSEDNLKDIFFTHKGNTPNPEHAVKGDENFYIIYTSGSTGNPKGVQITYN
DISFPIDRVFEVTKEIKPKVLFNFSDERN---FGDINVIDMDKLNYIINEYQGKSLDKENWVKDDENAYILFTSGSTGKPKGVQISSN
DVSMPVERIEQIKKAADPSMFICTEELPNNLTITGCPVLTQDQLMDALEKHFGEVPDKEACVNNDDNYYIIYTSGSTGNPKGVQISQN

180 190 200 210 220 230 240 250
NLLSFTNWMITDKEFATPSRPQMLAQPPYSFDLSVMYWAPTLALGGTLFTLPSVITQDFKQLFAAIFSLPIAIWTSTPSFADMAMLSE
NLLSFTNWMITDKEFATPSRPQMLAQPPYSFDLSVMYWAPTLALGGTLFTLPSVITQDFKQLFAAIFSLPIAIWTSTPSFADMAMLSE
NLLSFTNWMITDKEFATPSRPQMLAQPPYSFDLSVMYWAPTLALGGTLFTLPSVITQDFKQLFAAIFSLPIAIWTSTPSFADMAMLSE
NLLSFTNWMITDKEFATPSRPQMLAQPPYSFDLSVMYWAPTLALGGTLFTLPSVITQDFKQLFAAIFSLPIAIWTSTPSFADMAMLSE
NLLSFTNWMIEDAAFDVPKQPQMLAQPPYSFDLSVMYWAPTLALGGTLFALPKELVADFKQLFTTIAQLPVGIWTSTPSFADMAMLSD
NLLSFTNWMISDDEFSVPERPQMLAQPPYSFDLSVMYWAPTLAMGGTLFALPKTVVNDFKKLFATINELPIQVWTSTPSFADMALLSN
NLLSFTNWMINAEAFATPHRPQMLAQPPYSFDLSVMYWAPTLALGGTLFALPKEITADFKQLFTTINQLPIGVWTSTPSFVDMAMLSD
NLVSFTNWLLQD--FGLEEGARFLAQAPYSFDLSVMSIYPALALGGSLTPLPNEIINDFKQLFTRLPQLTIDVWVSTPSFIELCLMEP
SLVQFTEWMLEL--NKSGNEQQWLNQAPFSFDLSVMAIYPCLASGGTLNLVDKNMINKPKLLNEMLTATPINIWVSTPSFMEMCLLLP
SLNEFAEWMVSL--NKTGTGKEWLNQAPFSFDLSVMAIYPCLTSGGTLNLVDKDMIKKPKLLNEMLVQTPMNVWVSTPSFIEMCLLLP
NLQSFTDWICAD--FPVSGGKIFLNQAPFSFDLSVMDLYPCLQSGGTLHCVTKDAVNKPKVLFEELKKSGLNVWTSTPSFVQMCLMDP
CLVSFTKWAVED--FNLQTGQVFLNQAPFSFDLSVMDIYPSLVTGGTLWAIDKDMIARPKDLFASLEQSDIQVWTSTPSFAEMCLMEA
NLDSFSDWISPYLN-IDGSEKVIMNQPAYSFDLSVTTIYPGLIHGATLFSISKDVLADYKELFRQFSISDIAVWVSTPSFAGVCITEK
NLVSFSNWILQD--FSLSQGLRFLNQAPFSFDLSVMDLYPSLLSGGTLVPLDKTITANMKDLYREIPAQNLDVWVSTPSFADLCLLDE

260 270 280 290 300 310 320 330 340

YFNSEKMPGITHFYFDGEELTVKTAQKLRERFPNARIINAYGPTEATVALSAVAVTDEMLATFKREPIGYTKADSPTEIID - EEGNKE
YFNSEKMPGITHFYFDGEELTVKTAQKLRERFPNARIINAYGPTEATVALSAVAVIDEMLATLKRLPIGYTKADSPTFIID-EEGNKL
YFNSEKMPGITHFYFDGEELTVKTAQKLRERFPNARIINAYGPTEATVALSAVAVTDEMLATLKRLPIGYTKADSPTFIID-EEGNKL
YFNSEKMPGITHFYFDGEELTVKTAQKLRERFPNARIINAYGPTEATVALSAVAVTDEMLATLKRLPIGYTKADSPTFIID-EEGNKL
DFCQAKMPALTHFYFDGEELTVSTARKLFERFPSAKIINAYGPTEATVALSATEITREMVDNYTRLPIGYPKPDSPTYIID-EDGKEL
DFNSETLPQLTHFYFDGEELTVKTAQKLRQRFPKARIVNAYGPTEATVALSAVAITDEMLETCKRLPIGYTKDDSPTYVID-EEGHKL
DFNAQQLPHLTHFYFDGEELTVKTAKKLRQRFPQARIVNAYGPTEATVALSALAVIDKMLETCKRLPIGYTKPDSPTFIID-ESGHKL
SFDGEHLPALRTFLFCGEELPKPTAEKLAARFPTAHIYNTYGPTEATVAISAIEITQEVLKSVQRLPIGYVKEDTQIYIME--GMSKL
TLNEEQYGSLNEFFFCGEILPHRAAKALVNRFPSATIYNTYGPTEATVAVTSIQITQEILDQYPTLPVGVERPGARLST---
NLNEQQYSSLKQFFFCGEILPHKTAKALVERFPNSMIYNTYGPTEATVAVTSIQITEEILNQYNPLPVGVARPGTKLFA--~
GFSQDLLPHADTFMFCGEVLPVSVAKALLERFPKAKIFNTYGPTEATVAVTSVEITNDVISRSESLPVGFAKPDMNIFIMD-EEGQPL
SFSESMLPNMKTFLFCGEVLPNEVARKLIERFPKATIMNTYGPTEATVAVTGIHVTEEVLDQYKSLPVGYCKSDCRLLIMK-EDGTIA
EFNSKMLPNLESMIFIGEALSKNLTKELMSRFPNTRIINGYGPTEATVGVSVNDMTQKAIDDEKSLPVGYPMSNCKIKILD-EDGNEL
NFNQENNPRLTRFLFCGEVLAKKTASELLDRFPDAVIYNTYGPTEATVAVTQVKVTREIIDAYPSLPLGVIKPDMRLHIVDQETGEVL

350 360 370 380 390 400 410 420
PNGEQGEIIVSGPAVSKGYMNNPEKTAEAFFEFE----DLPAYHTGDVGTMTDEGLLLYGGRMDFQIKFNGYRIELEDVSQNLNKSRF
PNGEQGEIIVSGPAVSKGYMNNPEKTAEAFFEFE----DLPAYHTGDVGTMTDEGLLLYGGRMDFQIKFNGYRIELEDVSQNLNKSRF

PNGEQGEIIVSGPAVSKGYMNNPEKTAEAFFEFE----DLPAYHTGDVGTMTDEGLLLYGGRMDFQIKFNGYRIELEDVSQNLNKSRF
SSGEQGEIIVTGPAVSKGYLNNPEKTAEAFFTFK----GQPAYHTGDIGSLTEDNILLYGGRLDFQIKYAGYRIELEDVSQQLNQSPM
PNGEQGEIITIAGPAVSKGYLNNPEKTAEAFFQFE----GLPAYHTGDLGSMTDEGLLLYGGRMDFQIKFNGYRIELEDVSQNLNKSQY
ANGQQGEIIVSGPAVSKGYLNNPERTAAAFFEFE----GLPAYHTGDLGSMTDEGLLLYGGRMDFQIKFNGYRIELEEVSQNLNKSQY
PAGEIGEIVIAGPSVSKGYLNNPAKTAEAFFQLD----GVPAYRTGDAGKLVD-NLLQYEGRLDFQIKLHGYRIELEEVDHHLTNVSY
--TDEGELVIEGQSVSLGYLKNDQKTAEVFNFDD----GIRTYHTGDKAKFEN-GQWFIQGRIDFQIKLNGYRMELEEIETQLRQSEF
--TEEGELVIEGQSVSLGYLKNEEKTTAVFNFED----GVRTYHTGDKAKIED-GLWFIQGRIDFQIKLNGYRMELEEIETQLRQSKH
PEGEKGEIVIAGPSVSRGYLGEPELTEKAFFSHE----GQWAYRTGDAGFIQD-GQIFCQGRLDFQIKLHGYRMELEEIEFHVRQSQY

PDGEKGEIVIVGPSVSVGYLGSPELTEKAFTMID----GERAYKTGDAGYVEN-GLLFYNGRLDFQIKLHGYRMELEEIEHHLRACSY

KENEKGEIIIIGPSVSKGYFNNKEKTDEVFFYDEIDGVKWRAYKTGDMGYLLD-GNIYYCGRKDFQIKLNGFRIEIEDIENNLRKVHN

PEGEKGEIVLIGASVSKGYLNEPEKTDQVFFDYK----GYQAYRTGDSGIIKD-GYLFFQGRLDFQIKLHGYRIELEDIENNLKKVSY
440 450 460 470 480 490 500 510

IESAVAVPRYNKDHKVQNLLAYVILKDGVREQFERDIDITKAIKEDLTDIMMSYMMPSKFLYRDSLPLTPNGKIDIKGLINEVNKR
TESAVAVPRYNKDHKVQNLLAYVILKDGVREQFERDIDITKAIKEDLTD IMMSYMMPSKFLYRDSLPLTPNGKIDIKGLINEVNKR
TESAVAVPRYNKDHKVQNLLAYVILKDGVREQFERDIDITKAIKEDLTDIMMSYMMPSKFLYRDSLPLTPNGKIDIKGLINEVNKR
TESAVAVPRYNKDHKVQNLLAYVILKDGVREQFERDIDITKAIKEDLTDIMMSYMMPSKFLYRDSLPLTPNGKIDIKGLINEVNKR
VASAVAVPRYNKEHKVQNLLAYIVVKDGVKERFDRELELTKAIKASVKDHMMSYMMPSKFLYRDSLPLTPNGKIDIKTLINEVNNR
VKSAVAVPRYNKDHKVQNLLAYIVLKEGVRDDFERDLDLTKATKEDLKDIMMDYMMPSKFIYREDLPLTPNGKIDIKGLMSEVNK-
IASAVAVPRYNKDHKVQNLLAYVVLKDGVEEQFERALDITKAIKADLQDVMMDYMMPSKFLYRKDLPLTPNGKIDIKGLMSEVNKK
VKQAVVVPKYQG-NKVQQLIAYVVPQ---AHEFSSDFQLTKAIKQELATLTMDYMIPQKFVYVEQLPLTSNGKIDRKGLMNEVNAT
VKEAIVVPVYK-NDKVIHLIGAIVPTTEV----TDNAEMTKNIKNDLKSRLPEYMIPRKFEWMEQLPLTSNGKIDRKKIAEVING-
VREAVVVPVYK-NGKVIHLIGAVVPTEPV----EDNLAMTTHIKHELKSRLPEYMIPRKFEWMEQLPLTSNGKLDRKKIAEVVNG-
VRSAVVIPY-QPNGTVEYLIAAIVPE---EHEFEKEFQLTSAIKKELAASLPAYMIPRKFIYQDHIQMTANGKIDRKRIGEEVLY-
VEGAVIVPI-KKGEKYDYLLAVVVPG---EHSFEKEFKLTSAIKKELNERLPNYMIPRKFMYQSSIPMTPNGKVDRKKLLSEVTA-
VKNAVVLPVYK-DEKIAYLKGIVELN---EKNDLSNIKNGMIIKKELGKYIPSYMIPRNISIISEFPTNINGKIDRKKLMEEI -~~~
IQNCAIIPK-MKDEKVDMLVAQVIPT---THDFEKEYQLSAAIKKELKEFMPAYMIPRKWIYKTDFPLTMNGKIDRKSLNSEVNK-

rote Buchstaben dargestellt.

171
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171
171
167
167
171
169
159
159
166
167
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172

259
259
259
259
255
255
259
255
245
245
252
253
251
258

346
346
346
346
342
342
346
341
322
322
339
340
338
346
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430
430
430
426
426
430
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405
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423
425
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516
516
516
516
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516
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485
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Anhang

I1I

wenig konserviert [§23456[7BfE] hoch konserviert

keine verldssliche Datenlage

1 10 20 30 40 50 60 70
SpD1tDey XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXxXxXxxXxxxxTE-MEIHNLGAEJ{---R-SAV VRALSDPNNIRF 71
Q8DN13 MWSYKMLKRLWMIFGPVLIAGLLVFLLIFFYPTE-MEHNLGAE)Y---R-SAV VRALSDPNWURF 71
AOAOH2ZNR2 VRALSDPNWURF 66
AOAOH2US53 VRALSDPN)\URF 60
Q99ZA9 -MLKRLWLILGPLLIAFVLVVITIFSFPTQ-LJHSIAQEI{---A-NAV RQALSDET[RF 66
Q8DXRO -MLKRLGKVFGPLVCALLLLVGLYFVFPVSQ-|dHHLGKE|{---N-SAV VRAFSDPKIINF 66
Q8DSS4 -MLKRLWLILGPVFCALVLVFSLIMFYPAKHLSHNYNEE|{---N-DAV MRALSDKR|ILF 67
Q830N3 MSRNKRLIRILGPVLCSAVLVAVFFF-APFR--GINLTSEMTLKE-AST NKAV=-AS[HKY 66
Q2FZW3 ----MKLKPFLPILISGAVFIVFLL-LPAS-WETGLVNEJ{TVED-NRT DKLY=-ESJJKY 63
AOAOH2VHO6 MKLKPFLPIIISGVIFIIFLF-LPAS-WETGLVTNJ{TLAD-NRI NKLF=-ESNKY 63
P39578 MKKRFFGPIILAFILFAGAIA-IPSS-WHTGFITD|{RVKE-SAT DQML=-KD)ITY 63
AO0A2C1ZS24 ---MEMKHVFGPIILACVLFFIVLL-IPSK-SJVSLISD|{KVED-AAT QKML=-ENEQY 64
Q183U1 --MRKLIYFITPFIIGVVFLFGLDKFLDSK--WDELLRENLLPIMDD NHFL=--R|3KD 65
Q9s388 --MKKKLWMTFGPLLVAFAVFLFVLF-GPSS-LEFSKVSSYTVEK-SAT KKALS-QE[gNY 65
90 100 140
SpD1tDer DG ARIJAVLAEKYNRSYRPYEL 146
Q8DN13 1IDGAESJAVLAEKYNRSYRPYLL 146
AOAQH2ZNR2 1IDGASJAVLAEKYNRSYRPYLL 141
AOAQH2US53 1ADGAESJAVLAEKYNRSYRPYLL 135
Q99ZA9 WIDSMiESISVLAERYKRSYRPFLI 141
Q8DXRO IADAM):8ISVLAEAYNRSYIPYLL 141
Q8DSs4 pID S MI:BdSVLAERYNRSYRPYLIL 142
Q830N3 1S AF:0ISVLSEKYQRNYRPFLL 141
Q2FZW3 WDPFIWJATALNKHNANKKAFLEL 138
AOAOH2VHO6 WDPFIWJGIALNKQNASKETFLEI 138
P39578 WWDEF:0ISNYFQVNNEGFTPYLYV 138
A0A2C1ZS24 UIDAY):S4SNYFKVNPAGFTPFLI 139
Q183U1 EITKQESdKYYFNTNRSKNKVFAI 141
Q9s388 VIDPFiSVVSKKYNQGYTPELL 140
160 170
SpD1tDer INMAFQQYF|UGD[IRTSFL|JHQSGD-QI\SQYARNTERILLQQFPJVAMK 210
Q8DN13 INAFQQYF)UGD[BATSFLIMHQSGD - QS Q Y AINTIILLQQF PRV AMK 210
AOAOH2ZNR2 [NAFQQYF)UGD[ISTSFLIJHQSGD - QS QYAJNTIALLQQF PyVAMK 205
AOAOH2US53 QESQYAJNTIILLQQFPUVAMK - - 199
Q99ZA9 BAVQMYLEINT[AYTEF LMK ARTD - K|3S QF AJNKIILLELNP[HVSKS - - 205
Q8DXRO THDRYAJNRALLKLYP)JASMS - - 205
Q8DSSs4 TE\DRYAPNKIILLDIKPESNLQ--- 206
Q830N3 DISEGAHYSQLRMYQWLIANLTELTS{€DQYLINQUWLTK-FP\yVQKDKVLM-ETLANLQAGQLPQ-[¥QRPAYF I 209
Q2FZW3 (NNFDARMBIQT[ RSN QMF[QKNMS TE®KRRY/NQIILLQ-FPEIVHNKEYLK-SYAKNPKE 201
AOAOH2VHO6 [NINFDARMEIQS[*RINQMF)YQKDMPANIRKKRYPNQIILLQ-FP:AHNKSYLR-EQAKHPND 201
P39578 (NHFAPNYSAL[ELDLAIINDQIDPEMKKKMUKIMMLR-FKINZVQNDAILS-ELYKAMVNGQT - 207
AOA2C1ZS24 [DFTNNFHKQEFAYHF IJINDEINPEMKKK IJNKIALLD - YK\UVRKDAILS-SSLESIIYNDTKH-N\RIKAGBIAKPLA-YM 211
Q183U1 215
Q95388 JSEGANFEPLEYNYKF AJSEDTKNTPARR Y ANKIILLS -FQVQSDSTLK-KLLENIVAKGPKK-|:IDPJQALNITG-NV 212
250 260 270 280
SpD1tDey YQAIEDVERSAPAEKNTEINUE M€ NE-QT 284
Q8DN13 YQAIEDVIAYAPIAEKNTEINYE M[e} NE-QI 284
AOAQOH2ZNR2 YQAIEDVURYADAEKNTEIN|YE M[¢f NE-QI 279
AOAOH2US53 YQAIEDVIASANAEKWTEN)E M[¢] NE-QI! 273
Q99ZA9 YKQLNALPESYKIIGQLENTUNN YR F(ef RK-RI 277
Q8DXRO YNHLSRIVRIQPAK VINT)HS)UQF(E QT-RI 277
Q8DSs4 YGTLSQIESIKIYGQRIATIATIIQF) NK-RI 278
Q830N3 FNELDQLENIKPIA AKFNT)YN YK Fpf RQ-RI 280
Q2FZW3 WDEMKQKEQUERIGK ADITHYS )UK Fle] KLI-= 269
AOAQH2VHO6 WDEMKHKEWADEIG K ANT(4fS UK Y)o) KLI-- 269
P39578 WSELNKLESIQRGKRE(S[€S)YD Fsf KKL-=- 273
A0A2C1ZS24 WEDARKHISAQ)AGK V[EJSEYT)UT Fe] YKHNL 279
Q183U1 KNMCIALKEKGILY IIDKKRATKRKRPINWSYERKKLSIEDAKK}HVIEK )P L)Y KE-HF 282
Q9s388 EMK-ILERKDDLES|{Yp94- - -[¢SKQDJVSKGLKELPETLDYQQLDELLSYEGERE|T[¢N)IP F[8] QK-KI 283
290 300 310 330 | 340 350 360
SpD1tDer LKKLADSQKSEHTYWEPIHYNPLQLVLTQFSKSKVNPIFIIPREVKKWMDYAGLREDMYQQTVQEIRYQLESQGFTN 360
Q8DN13 LKKLJADSQKS)ITY|REIPIAY NPILQLVLTQFSKSKVNPIFIIP)VINKKWMD YAGLREDMYQQTVQMIRYQLESQGFTN 360

AOAOH2ZNR2 LKKL|4DSQKSIJTYINES
AOAOH2US53 LKKL|ADSQKSIITYINE:)

Q99ZA9 YNLYJANF Q VN}{S YN

Q8DXRO LKKL)4GS QRH|IN YRi¢s]

Q8DSs4 LKRL|4GF QK Q)#S Y)Hek)

Q830N3 LPKLEVHS QKK|lD Y):a36}

Q2FZW3

AOAQH2VHO6 --KR|YIKRD Y|aF NiSUk)

P39578 VPKLISGKNKGjiis YIRS

AOA2C1ZS24 LKGL|SNFR AN|2S YR

Q183U1 IEQY|SGRDKD)UNLINE:]

Q95388 EGKL|YNSRKDJAR Ytk

370

SpD1tDey IADFSKDGGEPFFMKNT LAF|
Q8DN13 IADFSKDGGEPFFMKNT LAF
AOAOH2ZNR2 IADFSKDGGEPFFMKNT LAF
AOAQH2US53 IADFSKDGGEPFFMKIT LAF
Q99ZA9 IADFSKDGGESYFMQNT LAF
Q8DXRO IADLSRDGGKPYFMQPT LEL
Q8DsSs4 IADLSKNGDQPYFMQNT LAF
Q2FZW3 IYDMTDKDYEKYVISHA VYM
AOAQH2VHO6 IYDLTNKDYEKYVISA VYV
P39578 VADFSGHEYDPYFMKINT: VYV
AOA2C1ZS24 VVDFSSHEYDKYFLKWT IYF
Q830N3 IADFSTCSNERYFMANT LAV

Q183U1 VLNLKDKGSDKYYLRMV:
Q9s388 YYSLEEYQNDAFFLENP:

VDV
VKI

390

Y NMLQLVLTQFSKSKVNPIFIIP)VIYKKWMDYAGLREDMYQQTVQMIRYQLESQGFTN 355
Y NWMLQLVLTQFSKSKVNPIFIIP)JVIUKKWMNYAGLREDMYQQTVQMIRYQLESQGFTN 349
Y NFQLLLSEFAKRKTDVLFVIT)VIYKAWADYTGLNQDKYQAAVRINIKFQLKSQGFHR 353
WFNLQLVLNEFSKQNTDVLFVIPVIYKKWTDYTGLDQKMYQKSVENIKHQLQSQGFNH 353
Y NLQLALTQLAKSKTKVIFVIPIJVIYAKWVEYTGLSQDMYQKTVEMIKYQLQSQGFDN 354
YGFQAALEQLAEKNVDVLFVIPVIYKRWSDYTGLSQDRRQAVYKI{IHSTVVDNGGK- 355
~—KR|JVRRD Y|3F N\AEIPIAF QDLELLVKTMRAAGADVQYVSI|ZS)IGVWYDHIGIDKERREAVYKI{IHSTVVDNGGK - 342
WF QLKLLVQTLHAAGADVQYVSI|3S)YGRWYDHIGIKKDGRTDYYKI{VNKQIRAKGFQ- 342
1Y GIMIFEMMLDILKDAGAEPMFVTI|JVIYGKWYDYTGFPKKRRDVYYNI{VREQVEKAGYP- 348
W YDWLQIVLDLFKEKNIKPLFISV|JVIYGPWYDYAGFPKEMLQQVARJNLKYQLQEQGFTN 355
MFEMYKLMLNVCTDLGIKPVVVLI)4SUIDKFYNLTGISEKERNQYYDIHAQKIAESKGFE- 357
HFAPILQLLMDAFKKAGADVIFINPYINGKWIDYIGMDKQGLDDYYANTKEQIESQGFR- 358

400 410 420

427
427
422
416
416
420
421
391
412
392
393
424
396
424

Abb. A.2: Sequenzvergleich von DItD. Neben der genutzten Sequenz (DSMZ 20566),
wurden folgende UniProt-Sequenzen verwendet: Q8DN13 (Streptococcus pneumoniae R6),
AOAOH2ZNR2 (Streptococcus pneumoniae D39), AOAOH2US53 (Streptococcus pneumoniae
TIGR4), Q99ZA9 (Streptococcus pyogenes M1), Q8DXRO (Streptococcus agalactiae V),
Q8DSS4 (Streptococcus mutans C), Q830N3 (Enterococcus faecalis V583), Q2FZW3 (Sta-
phylococcus aureus NCTC 8325), AOAOH2VHO6 (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228),
P39578 (Bacillus subtilis 168), AOA2C1ZS24 (Bacillus cereus), Q183U1 (Clostridioides dif-
ficile 630), Q9S388 (Listeria monocytogenes). Die Mutationen der Proteinsequenz im ver-
wendeten Stamm sind durch rote Buchstaben und rote Pfeile markiert. Zusétzlich ist die
Konservierung der einzelnen Aminoséduren durch den angegebenen Farbcode markiert. Gelbe
Buchstaben zeigen an, dass die Datenlage fiir diese Aminoséure nicht fiir eine verléssliche

Aussage ausreicht.
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1 10 20 30 40 50 60 70
SpD1tC -MDIKSEVIEIIDELFMED-VSDMMDEDLFDAGVLDSMGTVELIVEIENRFDIRVPVTEFGRDDWNTANKITAGIVELQNA 79
P63958 ~MDIKSEVIEIIDELFMED-VSDMMDEDLFDAGVLDSMGTVELIVEIENRFDIRVPVTEFGRDDWNTANKITAGIVELQNA 79
QO4HZ9 -MDIKSEVIEIIDELFMED-VSDMMDEDLFDAGVLDSMGTVELIVEIENRFDIRVPVTEFGRDDWNTANKITIAGIVELQNA 79
P63957 -MDIKSEVIEIIDELFMED-VSDMMDEDLFDAGVLDSMGTVELIVEIENRFDIRVPVTEFGRDDWNTANKITAGIVELQNA 79
P63959 ~MSIEETVIELFDRLFMED-VSEMMDEDLFDAGVLDSLGTVELIVELESTFNIKVPISEFGRDDWNTVTKIVQGVEELQHA 79
POA3A1 -MDIKSEVLAIIDDLFMED-VSSMMDEDLFDAGVLDSMGTVELIVELESHFNIDIPIAEFGRNDWNTANKIVAGVTELCNA 79
070055 -MDIKSEVLKIIDELFMED-VSDMMDEDLFDAGVLDSMGTVELIVELENHFDITVPVSEFGRDDWNTANKIIEGITELRNA 79
Q830N2 ~MNIQETVLNILEDITGTDEVVNNQDIQLFEEGLLDSLATVQLLVEIEGQLGIQVPVSDFDREVWGTPKQIIQQVEALQ-- 78
Q2FZW4 -MEFREQVLNLLAEVAENDIVKENPDVEIFEEGIIDSFQTVGLLLEIQNKLDIEVSIMDFDRDEWATPNKIVEALEELR-- 78
Q8CPWO -MEFREQVLDLLAEVAENNIVKENPDVEIFEEGIIDSFQTVGLLLEIQNKLDIEVSIMDFDRDEWATPNKIVEALEELR-- 78
P39579 ~MDFKQEVLDVLAEVCQDDIVKENPDIEIFEEGLLDSFGTVELLLAIENRFDILVPITEFDRDVWNTPNNIVNQLSELK-- 78
Q81G41 MAEFKEQVLDILEEVCENDIVKENLDVQLFEEGILDSFAVVSLLVEFQERLDIEVSISDFDRDEWATPNMVIKKLEEIR-- 79
Q183T8 ---MQETVIEIFEDVLGTDEIREDLDLNLFETELLDSLAMIEVLLEIENRLGIELQPTDLERKDMSTVNNLVKFLETRK-- 76
AOA1E7E4B5 -MAFRENVLEILEEITETDEVVQNTNIRLFDEGLLDSMATVQLLIEIESRLDITVPVSEFDRDEWATPEMIITQLEALK-- 78

Abb. A.3: Sequenzvergleich von DItC. Neben der genutzten Sequenz (DSMZ 20566),
wurden folgende UniProt-Sequenzen verwendet: P63958 (Streptococcus pneumoniae R6),
QO4HZ9 (Streptococcus pneumoniae D39), P63957 (Streptococcus pneumoniae TIGRA),
P63959 (Streptococcus pyogenes M1), POA3AL (Streptococcus agalactiae V), Q70055 (Strep-
tococcus mutans C), Q830N2 (Enterococcus faecalis V583), Q2FZW4 (Staphylococcus au-
reus NCTC 8325), Q8CPWO (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), P39579 (Bacil-
lus subtilis 168), Q81G41 (Bacillus cereus ATCC 14579), Q183T8 (Clostridioides diffi-
cile 630), AOAIETEABS (Listeria monocytogenes). Das rot markierte Serin wird durch
4’-Phosphopantethein-Transferasen modifiziert.

A.2 Reinigung

Die dargestellten Abbildungen zeigen beispielhaft die einzelnen Schritte der Reini-
gung von SpDItA, SpDItC und SpDItDy,.
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Abb. A.4: Elutionsprofile der Reinigungsschritte (SpDI1tA). SpDItA eluierte in der
ersten IMAC ab einer Imidazolkonzentration von 75 mM.
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SpDItC
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Abb. A.5: Elutionsprofile der Reinigungsschritte (SpDItC). SpDItC eluierte in der
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ersten IMAC ab einer Imidazolkonzentration von 60 mM.
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Abb. A.6: Elutionsprofile der Reinigungsschritte (SpDI1tDy,). SpDItDy, eluierte in
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Ubersicht GréB8enausschlusschromatographie

Tab. A.1: Elutionsvolumina der Groéflenausschlusschromatographie. Die Elutions-
volumina beziehen sich auf die Peakmaxima.

Protein Elutionsvolumen (Maximum)
SpDItA ca. 80 mL
SpDItC ca. 79 mL
SpDItDy, (Schulter) ca. 76 mL
SpDItDy, (Hauptpeak) ca. 84 mL

Nach der Groflenausschlusschromatographie wurden Proben des Monomers sowie
des Dimers von SpDItDy, fiir zwei Wochen bei 4 °C gelagert und danach erneut mit-
tels GroBlenausschlusschromatographie analysiert. Ebenso wurde mit eingefrorenen
Proben verfahren. Dies sollte zeigen ob und wie sich ein Gleichgewicht zwischen
beiden Spezies ausbildet. Wie in Abbildung A.7 und Tabelle A.2 gezeigt, bleiben

dabei die jeweiligen Spezies, bis auf einen geringen Anteil in ihrer Multimerform.

Absorption gz, . [MAU]

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Volumen [mL]

Abb. A.7: Groflenausschlusschromatographie nach zwei Wochen bzw. nach dem
Einfrieren. Die senkrechten roten Linien stehen fiir die einzelnen Injektionen (I bis I 4),
1: Dimerpeak nach zwei Wochen; 2: Monomerpeak nach zwei Wochen; 3: Dimerpeak nach
dem Einfrieren; 4: Monomerpeak nach dem Einfrieren.

Tab. A.2: Elutionsvolumina der Groflenausschlusschromatographie. Die Werte be-
ziehen sich auf das Maximum und stehen im Zusammenhang mit der Abbildung A.7.

Peaknummer Injektion Maximum Elutionsvolumen

1 0 7 7
2 88 174 86
3 214 289 5
4 333 416 83
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Untersuchung der Multimere von SpDItDy,

Die Strukturanalyse (Abschnitt 4.1.5) ldsst vermuten, dass die Interaktion auf hy-
drophoben Wechselwirkungen beruht. Aus diesem Grund wurden Proteinproben mit
5 mM LDAO (Lauryldimethylamin-N-oxid) versetzt, fiir eine Stunde inkubiert und
dann mit Puffer auf 1 mM LDAO verdiinnt. Die anschlieBende Analyse mittels ana-
lytischer Ultrazentrifugation ergab apparente Molekiilmassen von 52 kDa (Peak a)
und 40,2 kDa (Peak b). Die Zugabe von LDAO fiihrt somit zu einer Abnahme der
apparenten Molekiilmasse in Peak a (Abb. A.8(c) und (d)). Dies weist auf eine
hydrophobe Interaktion hin.
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Abb. A.8: Analytische Ultrazentrifugation von SpDItDy,.. (a) Monomer-
peak der Groflenausschlusschromatographie von SpDItDy,. (b) Dimerpeak der Grofien-
ausschlusschromatographie von SpDItDy,. (c¢) Monomerpeak der GroBenausschluss-
chromatographie von SpDItDy,. (d) Dimerpeak der Gréfienausschlusschromatographie von
SpDItDy,.
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A.3 Analyse des Syntheseprodukts

Der Thioester von D-Alanin und N-Acetylcysteamin wurde, wie im Methodenteil be-
schrieben, hergestellt. Anschlieend erfolgte die erste Analyse mittels LC-MS. Nach
der Reinigung des Substrates erfolgte eine weitere Analyse per LC-MS (Abb. A.9).
Dabei lief sich neben weiteren Nebenpeaks ein Hauptpeak bei 313 Da finden. Dies
entspricht der Masse der Thioesters mit Natrium. Von diesem Zwischenprodukt lie-
Ben sich 130 mg (0,45 mmol) gewinnen. Dies entspricht einer Ausbeute von 45 %.
Anschlieend wurde die BOC-Schutzgruppe durch Losen von 40 mg (140 nmol) Pro-
dukt in 300 pL. Dichlormethan sowie der Zugabe von 300 pL. TFA (Trifluoressigséiure)
entfernt. Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Produkt
in Diethylether geféallt und getrocknet. Danach erfolgte die Umkristallisation mit
Salzsaure. Es konnten 20 mg (88,6 nmol) des HCl-Salzes gewonnen werden. Dies
entspricht einer Ausbeute von 63 % bei der Entfernung der Schutzgruppe. Somit
ergibt sich eine theoretische Gesamtausbeute von 28,3 %. NMR-Messungen wurden
zur Bestéatigung der Substanz vorgenommen (Abb. A.11 und Abb A.12). Die Zuord-
nung der Peaks der NMR-Messungen erfolgte durch Herrn Groger (Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, Institut fiir Physik, AG Biophysik). Hierbei beziehen
sich die Ziffern auf die in Abbildung A.10 nummerierten Atome beziehungsweise die

jeweiligen gebundenen Wasserstoffatome.
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Abb. A.9: Massenspektrometrie des gereinigten Produktes.
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Abb. A.10: Thioester von D-Alanin und N-Acetylcysteamin. Der Thioester wurde
als mogliches Substratanalogon des D-Alaninphosphopantheteins in der Reaktion mit

SpDItDy, getestet.
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Abb. A.11: 'H-NMR des Thioesters. Die Messung erfolgte an einem Bruker Advance 4
mit einer Protonen Resonanz bei 600,6 MHz und 32 Scans.
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Abb. A.12: HSQC-Messung. HSQC: heteronuclear single quantum coherence. Dargestellt
werden Korrelationen zwischen '3C- und 'H-Atomen, die direkt miteinander verbunden sind.
Die Verschiebungen der 'H-Atome werden auf der horizontalen und die Verschiebungen der
13C-Atome auf der vertikalen Achse in ppm angegeben.



X

Anhang

A.4 Multiples Sequenzalignment und Consurf

Mit den in den Methoden angegebenen Einstellungen wurde ein multiples Sequenz-

alignment angefertigt. Es wurden die folgenden Sequenzen (UniRef90-Codes) ge-

nutzt:

AOA081Q8GS_32_ 422
AOAOF3HMYO_ 32_ 422
FOHET4_32_ 421
UPIO0083D1EE1_32_ 421
F5WX80_ 33_420
UPI0O0036F4397_32_ 419
AOAQUOI5J0_33_413
AO0A2D4DPS0_32_ 411
Q99ZA9_32_411
G5KAW3_ 32412
GOWHY1_35_414
AOA062X803_47_416
AOAOR2KW75_37_416
I9LOA2_39_415
AOA1E7XJ94_66_419
AOAOR2LIL2_37_411
C7XXV1_32_414
FAFW57_66_423
AOAOR2KQZ6_63_416
AOA062XQES8_43_415
AO0A135Z2U1_62_412
AOAIHOTS8A9_61_413
AO0A2I2ADX5_41_415
AOA1G6H619_39_ 420
DOR670_46_ 413
AOAORIMA19_40_410
AOAORIUYY6_40_414
AOAORIVPVS_42_ 420
AOAOR2ADF7_38_412
AOA2A4DIV2_58_ 420
AOA112VFS6_61_415
AOAOR1GZ76_34_ 408
R2VHYS8_57_415
AOA2C9XTX5_40_413
AOA1JOATT2_57_417
AO0A1Q2D3U9_63_415
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Anhang XI

A.5 Thiolassay

Als Mimik eines DItC-Phosphopantethein-D-Alanins sollte D-Alanin-N-Acetylcyste-
amin (Edukt in Abb. A.13) in der Reaktion mit SpDItDy, getestet werden.
Der Nachweis der Reaktion beruht auf der weiteren Reaktion des frei werdenden
N-Acetylcysteamins mit DTNB (Ellman’s Reagenz) und dem photometrischen Nach-

weis des dabei entstehenden 2-Nitro-5-thiobenzoats.
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Abb. A.13: Thioesterhydrolyse. Das Produkt der Hydrolyse des Thioesters ist ein Thiol
(N-Acetylcysteamin), welches iiber DNTB (Ellman’s Reagenz) nachgewiesen werden kann.

Die Messung der Reaktion erfolgte bei gleichbleibender Substratkonzentration mit
vier unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (0 uM, 5 pM, 10 uM, 20 pM). Héhere
Proteinkonzentrationen haben dabei eine geringfiigig hohere Hydrolyserate zur Fol-
ge. Der Anstieg der Absorption der Vergleichsmessung ohne Protein betrdgt durch-
schnittlich 3,2 mAU/min, wihrend mit der hochsten Proteinkonzentration von 20 #mol/y,
die Steigung nur 4,58 mAU/min betriagt (Tab. A.3). Die Berechnung der spezifischen
Aktivitat (Agpe,.) erfolgte fiir jede Konzentration, auch wenn keine Substratsittigung
erreicht wurde. Dabei zeigten sich Aktivitdten von 1,06 - 107 bis 1,81 - 107 U/mg
(Berechnung in Gleichung (A.1), Ergebnisse in Tab. A.3). Die Gleichung ergibt sich
aus Agpes. = A/ At-mg,oun,,, der Anderung der Stoffmenge des Substrats An iiber die

Zeitspanne At unter Beriicksichtigung des Lambert-Beerschen Gesetzes (2.2).

AFE 1

Agper. = .
pez.
Al €412 um - d - CsppItDy, - MspD1tDy,

(A1)

Der Anstieg AE/A¢ ist hierbei in mAU/min angegeben. Der Extinktionskoeffizient e419 nm =
14.150 M~ 'em ™!, die Kiivettendicke d = 1 cm und die molare Masse von SpDItDy, betrégt
Msppitp,, = 46094, 97 8/mol = 46094, 97 m&/mmol. csppitp,, ist die Endkonzentration im
Ansatz (V =1 mL), z. B. 20- 1075 M.

Tab. A.3: Spezifische Aktivitidt bei unterschiedlichen Konzentrationen.

CSpDItDy, AE/At AE/At - AEO/At Aspez.
[M] [mAU/min] [ AU/ min] [V/me]
0 3.20 ; ;
5-1076 3,79 0,59 1,81-1074
10-10°6 411 0,91 1,40 - 10~*

20107 4,58 1,38 1,06-107*
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