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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Streptomyces coelicolor, ein Modellorganismus fur die

Ordnung der Actinomycetales

Streptomyces coelicolor ist ein im Boden lebendes, gram-positives Bakterium und
Vertreter der Gattung Streptomyces, welche grof3e industrielle Bedeutung hat, da ein
Groliteil der in der Human- und Veterindrmedizin zur Anwendung kommenden
Antibiotika von ihr produziert werden kann. Auch eine Vielzahl anderer bioaktiver
Substanzen wurde in Streptomyceten gefunden, deren Funktion ein weites Spektrum
abdeckt'?. Daneben finden Streptomyceten immer héufiger Anwendung als
Expressionsstamm.  Eine  Besonderheit der Gattung ist der komplexe
Differenzierungsprozess, der sowohl metabolische, als auch drastische morphologische
Anderungen bewirkt. Der Ablauf dieses Prozesses wird sowohl durch extrazellulare
Signale, als auch durch intrazellulare Signale bewirkt, wobei letztere durch
Transkriptionsfaktoren verwertet werden, die Ein-Komponenten-Systeme (EKS)

darstellen und niedermolekulare Stoffe binden konnen.

1.2 Ein-Komponenten-Systeme als regulatorische Schalter

Extrazellulare Signale werden haufig durch Zwei-Komponenten-Systeme (ZKS)
verarbeitet, die aus zwei Proteinen bestehen. Eine Histidinkinase, die typischerweise aus
einer extrazelluldren Sensordoméne und einer cytosolischen katalytischen Doméne
besteht, empféngt dabei ein Signal, oft ein niedermolekularer Ligand, und Ubertragt
dieses als Phosphorylierung auf einen cytosolischen Response-Regulator. Dieser
interagiert dann meist direkt mit der DNA und 16st die Reaktion auf das Signal aus.
Allerdings sind sowohl bei den ZKS als auch bei den Ein-Komponentensystemen Félle

bekannt, bei denen weitere Zwischenschritte vermittelt werden.

Im Gegensatz dazu werden bei EKS die Signalerkennung und die regulatorische
Antwort vom selben Protein durchgefiihrt. Diese Proteine verfiigen deshalb meist
sowohl uber eine DNA-bindende Doméne, als auch (ber eine Liganden-Bindungsstelle.

Sie besitzen im Gegensatz zu Zwei-Komponenten-Systemen eine hohe Varianz in ihren

VIl
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Doménen und sind in allen bekannten prokaryotischen Organismen zu finden,
wohingegen ZKS in vielen Spezies, hauptsachlich Archaeen, nicht zu finden sind. Bei
Archaea-Vertretern, die Gber ZKS verfligen, wird ein horizontaler Gentransfer zwischen
Bakterien und Archaeen vermutet. Aus diesen Griinden wird angenommen, dass die
Signaltransduktion mittels Ein-Komponenten-System evolutiondr &lter ist, als ihr
komplexeres Gegenstiick®. Weiterhin besitzen nur sehr wenige Vertreter der tber ein
Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH-Motiv) verfligenden EKS eine Transmembrandomane.
Da diese zwingend fir die Reizerkennung extrazellularer Signale erforderlich ist, kann
angenommen werden, dass EKS im Allgemeinen fir die Erkennung intrazellularer
Signale verantwortlich sind. Der evolutiondre Sprung zu ZKS, die in der Lage sind,
extrazellulare Signale zu verarbeiten, erscheint zusammen mit deren geringerem Alter

daher plausibel®.

Derzeitig sind mehr als 20 Klassen von EKS bekannt, die Familie der TetR-Regulatoren
stellt dabei hinsichtlich der Anzahl ihrer Vertreter und der Varianz ihrer Funktionen
eine besonders bedeutsame dar. Nach dem zuerst entdeckten Vertreter benannt, spielen
TetR-Regulatoren verschiedenste Rollen im Metabolismus”.

1.3 SC03201, ein Vertreter der TetR-Familie mit unbekanntem
Liganden

Diese Arbeit widmet sich der funktionellen und strukturellen Untersuchung von
SCO03201, einem Protein aus der Klasse der TetR-Repressoren, dessen Struktur bisher
unbekannt war und das eine geringe sequenzielle Ahnlichkeit zu anderen Mitgliedern
seiner Familie besitzt. SCO3201 wurde als Repressorprotein identifiziert, das durch
Uberexpression sowohl die Antibiotikaproduktion, als auch die morphologische
Differenzierung von Streptomyces coelicolor unterdriickt. In friiheren Arbeiten wurde
gezeigt, dass SCO3201 an mindestens 16 verschiedene Promotor-Sequenzen binden
kann>. Das Protein konnte in E. coli exprimiert und anschlieBend isoliert werden.
Wegen des Fehlens geeigneter Strukturmodelle gelang eine Strukturlosung mittels
Molekularem Ersatz nach erfolgreicher Kristallisation zunéchst nicht. Mittels Single-
Wavelength-Anomalous-Dispersion-Methode konnte die Struktur des teilweise

induzierten Proteins jedoch aufgeklart werden. Zudem wurde eine Apo-Form des

\i
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Proteins kristallisiert und ebenfalls strukturell aufgeklart. Dies erlaubte die Lokalisation
der Ligandenbindungstasche und lie} Riickschlisse auf die Doménenbewegungen zu,
die durch den Prozess der Induktion ausgelost werden. Daneben wurde mittels
Rontgenkleinwinkelstreuung die Struktur von SCO3201 in Lésung untersucht, um
eventuelle Kristallisationsartefakte auszuschlief3en. Durch den Electrophoretic Mobility
Shift Assay (EMSA) wurde auflerdem die Interaktion zwischen dem Regulator

SC03201 zu seinen Operatoren untersucht.
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1.4 Streptomyces coelicolor, a Model Organism for the Order of

Actinomycetales

Streptomyces coelicolor is a gram-positive bacterium found in the soil. It belongs to the
genus of Streptomyces, which is of great industrial importance, since the majority of
relevant antibiotics can be produced with it. Many other bioactive molecules which
cover a wide range of functions were found in Streptomyces as well. They also gained
relevance as a host for heterologous protein expression. A characteristic feature of the
genus is the complex differentiation process it undergoes, during which both metabolic
and morphologic changes take place. This process is mediated by extracellular and
intracellular signals where the latter are sensed by transcriptional factors that belong to
the class of one component systems (OCS) which are able to bind ligands of low

molecular weight.

1.5 One Component Systems as Regulatory Switches

Extracellular signals are often processed by two component systems (TCS) which
consist of two proteins. A Histidine kinase, which typically consists of an extracellular
sensing domain and a cytosolic catalytic domain, receives a signal, often a small
molecule, and subsequently phosphorylates a cytosolic response regulator. The response
regulator interacts directly with the DNA and induces the answer to the signal in most
cases. However, examples of both OCS and TCS are known that are part of a longer

signal transduction chain and react with other molecules rather than the DNA.

Contrary to the TCS, one component systems consist only of one protein for both the
signal recognition and the response regulation. These proteins usually consist of a DNA
binding domain and a ligand binding site. In contrast to their two component
counterparts, they employ a great variety of domains and are found in all known
prokaryotic organisms, whereas TCS are absent in many species, in particular archaea.
In many cases, existing TCS in archaea are thought to be the result of horizontal gene
transfer from bacteria. For these reasons, signal transduction with one component
systems is thought to be genetically older than their more complex counterpart®.

Furthermore, only few OCS possess a membrane spanning domain. It is therefore
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assumed that in general they are limited to sensing intracellular signals, which make the
necessary evolutionary leap to two component systems plausible®.

As of now, there are more than 20 classes of OCS known. The TetR family of
transcription regulators is an extraordinary large and diverse one. Named after the
function of the first discovered member, these regulators play many different roles in

the metabolism*.

1.6 SCO3201, a member of the TetR Family with an unknown
ligand

This work examines the structural properties of SCO3201, a member of the TetR-like
family of regulators, whose 3D structure was unknown until now and which shows low
sequential identity to other members of its family. SCO3201 has been identified to be a
repressor protein which, when overexpressed, supresses antibiotics production as well
as the morphological differentiation process. In earlier work it has been shown that this
regulator can bind to at least 16 different promotor regions. The protein was cloned and
overexpressed in E. coli and subsequently purified. Due to the absence of a suitable
homology model, the solution of the structure was unobtainable at first, in spite of a
successful crystallisation of the protein. However, a successful Single Anomalous
Dispersion experiment enabled the acquisition of phases and delivered the structure of
the partly induced repressor. Furthermore, the structure of the apo-form of SC03201
was acquired as well. This allowed the localisation of the ligand binding site as well as
tracking the domain movement of the induction process. Also, a Small Angle X-Ray
Scattering experiment was conducted to investigate the structure of SCO3201 in

solution, which allowed checking for crystallisation artefacts.

Subsequently, the Electrophoretic Mobility Shift Assay was employed to analyse the
regulator-operator-interactions of SCO3201 with its operator.

Xl
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2 Einleitung

2.1 Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor ist Teil der Gattung Streptomyces, die im Boden, ihrem
Lebensraum, zu den hdufigsten Bakterien gehtren. Die fast ubiquitére Verbreitung l&sst
sich schon durch den charakteristischen Geruch von Erde erahnen: Dieser wird durch

das hauptsachlich durch Streptomyceten gebildete Geosmin bewirkt®.

Die ersten Vertreter der Gattung Streptomyces entstanden wahrscheinlich vor etwa 450
Millionen Jahren, nachdem griine Pflanzen das Land besiedelt hatten und eine potenziell
ergiebige Néahrstoffquelle darstellten. Die 6kologische Nische, die schwerverdaulichen
Pflanzenbausteine zu nutzen, konnte erst jetzt von Organismen besetzt werden. Friihe
Streptomyceten erschlossen diese, indem sie die F&higkeit ausbildeten, Hydrolasen zu
sekretieren und die Biopolymere in nutzbare niedermolekulare Substanzen zu zerlegen.
Madglicherweise wurden die ebenfalls sekretierten Chitinasen nicht nur zur Gewinnung
von Nahrstoffen aus dem entsprechenden Biopolymer verwendet, sondern auch zur
Abwehr von Pilzen, die mit Streptomyces um die Pflanzenbestandteile im Boden

konkurrierten.

Erst 1675 gelang die Beobachtung von Bakterien durch Antoni van Leeuwenhoek, der
dazu lichtmikroskopische Techniken benutzte, und von der britischen Royal Society ob
seiner Entdeckung zunéchst verlacht wurde. Nach Kontrolle seiner Ergebnisse revidierte
diese ihre Meinung und van Leeuwenhoek ist heute als Entdecker der Bakterien
anerkannt. 200 weitere Jahre vergingen, bevor Ferdinand Julius Cohn 1875 als erster ein
Bakterium charakterisierte, das der Gattung Streptomyces angehoérte’. Der Name
Streptomyces wurde allerdings erst im 20. Jahrhundert von Selman Abraham Waksman
und Arthur Trautwein Henrici geprdgt, der den von Cohn verwendeten Namen
Streptothrix ersetzte. Waksman erhielt 1952 den Nobelpreis fir Medizin fir die
Entdeckung des Streptomycins, das er zusammen mit Albert Schatz aus Streptomyces
griseus isolierte. Dieses Aminoglycosid-Antibiotikum wird auch von vielen anderen
Vertretern der Gattung gebildet und besitzt ein breites Wirkspektrum, vor allem aber
wegen seiner Wirksamkeit gegen Tuberkulose war es bahnbrechend. Streptomyceten
werden inzwischen zur Produktion vieler weiterer Antibiotika, Antimykotika und

antiparasitarer Praparate verwendet®.
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2.2 Der Differenzierungsprozess von Streptomyces coelicolor

2.2.1 Das Wachstum des Substratmyzels

Das gram-positive Bakterium S. coelicolor gehort zu den am weitesten differenzierten

910 Es durchlauft einen

prokaryotischen Organismen, die bisher entdeckt wurden
komplexen Lebenszyklus, der sich grob in zwei Phasen einteilen l&sst: die vegetative
Phase, in der das Bakterium ein Substrat-Myzel ausbildet, das zur Nahrstoffgewinnung
dient, und die Reprodukionsphase, bei der ein Luftmyzel ausgebildet wird, welches aus
dem Medium heraustritt, sich aufrichtet und so die Verteilung der sich dort bildenden
Sporen erleichtert. Zudem Kkorreliert diese Phase mit der Synthese von
Sekundarmetaboliten™. Im Gegensatz zu anderen bodenbewohnenden Organismen wie
Pseudomonas, die durch ihre Begeiflelung mobil sind, erlaubt die Myzelbildung von
Streptomyces keine freie Beweglichkeit von Zellen und somit keine Migration, wenn
lokale Nahrstoffquellen erschopft sind. Der Mechanismus der Differenzierung umgeht
dieses Problem durch die Fahigkeit, Sporen Uber die Luft zu verteilen und so neue

Nahrstoffquellen zu erschlieRen™.

Finden diese Sporen von S. coelicolor giinstige Bedingungen im Boden vor, kommt es
zur Ausbildung eines Tubulus, der in das Substrat hineinwéchst. Bei der Zellteilung
schniren sich neue Zellen von diesem Tubulus ab und wachsen durch ausgepragtes
apikales Wachstum weiter in das Medium hinein. Hier zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zu anderen stdabchenférmigen Bakterien wie E. coli und B. subtilis, bei
denen das Actin-Homolog mreB die Form der Zelle vermittelt'®. Die Form der
Streptomyceten entsteht durch auf die Zellspitze beschrénktes Langenwachstum, da sich
die erforderlichen Enzym-Systeme, vorrangig hier konzentrieren'*, wahrend der laterale
Teil der Zelle in Bezug auf die Mureinsynthese relativ inert ist. Als Folge dieses
Prozesses bilden sich pilzartige Hyphen aus, in der sich Streptomyces-Zellen
hintereinander reihen. Replizierte DNA wandert dabei in den vorderen Teil der apikalen
Zelle, um nach dem Abschniren ein weiteres Wachstum zu erméglichen. Obwohl im
Genom von S. coelicolor zwei mreB-Gene identifiziert wurden, ist das apikale
Wachstum unabhéngig von diesen Genen, sie spielen aber eine Rolle fir Integritat der
Zellen des Luftmyzels™®. Neben dem beschriebenen Langenwachstum am vorderen
Ende der primaren Hyphe sind Zellen zu keinem weiteren Wachstum fahig, bis sie einen
lateralen Spitzenkorper ausbilden. Die Position dieses Ausgangspunktes einer
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Verzweigung steht in Zusammenhang mit dem Vorhandensein des Tropomyosin-artigen
coiled-coil Proteins DivIVA in der Peptidoglycan-Schicht, welches sich zundchst am
apikalen Spitzenkdrper konzentriert und im Verlauf des Léangenwachstums in
bestimmten Punkten der seitlichen Zellwand zuriickbleibt'®*’". Nur an diesen Punkten
werden die fur die Peptidoglycan-Synthese nétigen Enzyme rekrutiert und neue
Wachstumspole erzeugt. Diese Anderung der Polaritét einer Zelle in der Hyphe fiihrt zu
einer Verzweigung, bei der die entstehenden sekunddren Hyphen anschliefend analog
zur priméren Hyphe verlangert und wiederum verzweigt werden. Bislang ist unklar,
inwieweit andere Faktoren neben DivIVA in die Verzweigung des Myzels involviert
sind.

Das so entstehende Myzel besitzt eine groRe Oberflache fir die Aufnahme von
Nahrstoffen. Die Ahnlichkeit der Lebensweise der Streptomyceten zu derjenigen der
Pilze stellt dabei keine homologe Evolution dar, sondern ist wahrscheinlich eine Folge
der Besiedlung der gleichen 6kologischen Nische, die zur Entwicklung ahnlicher

Uberlebensstrategien filhrte'®,

Das erste Substratmyzel durchluft nach der initialen Ausbreitung eine Phase des
programmierten Zelltodes, durch die in den Hyphen alternierende Abschnitte aus toten
und lebenden Zellen entstehen®?°. Im weiteren Verlauf werden die toten Bestandteile
des Myzels aufgeldst, wéhrend sich die aktiven Zellen erneut zu einem dichten Myzel
ausbreiten. Dies flhrt bei Streptomyces-Kolonien zwischenzeitlich zu inselartigen
Strukturen, bei denen die Zonen aktiven Wachstums durch Zonen des aufgeldsten ersten
Substratmyzels voneinander getrennt sind. Mit fortlaufender Zellteilung verbinden sich
die aktiven Bereiche wieder zu einem homogenen zweiten Myzel, das sich in dieser

Phase besonders stark ausbreitet und so das VVolumen der Kolonie stark erhoht®.

2.2.2 Ausbildung des Luftmyzels und Sporulation

In dieser Phase des Lebenszyklus beginnt die Ausbildung des Luftmyzels, das sich als
dunne Schicht an der Oberflache der Kolonie aus dem Substrat heraushebt. Im spéteren
Verlauf schniren sich Zellen im Luftmyzel ab und es kommt zur Sporulation. Um die
Oberflachenspannung des waéssrigen Milieus zu Uberwinden und ein Abldsen vom

Substrat zu erreichen, bildet sich auf der an sich hydrophilen Oberflache der
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wachsenden Lufthyphen eine hydrophobe Ummantelung. Sie stellt einen deutlichen
morphologischen Unterschied zu den Hyphen des Substratmyzels dar, denen diese

Ummantelung fehit.

Bislang wurden zwei Molekil-Klassen von sogenannten Surfactants identifiziert, die in
S. coelicolor an der Ausbildung der hydrophoben Oberflache des Luftmycels beteiligt
sind: das Polypeptid SapB und die Proteinklasse der Chapline?!. Beide Molekiile wirken
an Wasser-Luft-Grenzflachen wie Tenside und verringern die Oberflachenspannung von

Wasser in vitro auf etwa ein Drittel*®,

SapB, dessen Gen ramS ein 42-Aminosdurereste-langes Polypeptid kodiert, reift durch
posttranslationales Prozessieren zu einem 21-Aminosaurereste-langen, reifen
Polypeptid, das zudem zwei Lanthionin-Bindungen aufweist. Diese werden
wahrscheinlich Uber Dehydration zweier Serin-Seitenketten durch das von ramC
kodierte Protein erzeugt®”. Trotz der Ahnlichkeit zu den in Streptomyces produzierten
Lantibiotika zeigt SapB keine antibiotische Wirkung und hat sich moéglicherweise
paralog zu einem amphiphilen Oberflachenprotein entwickelt??. Es konnte gezeigt
werden, dass SapB essentiell fir die Ausbildung des Luftmycels bei Wachstum in
Vollmedium ist?®. Mutanten, die durch Veranderung des ram-Operons nicht zu
Synthese des Peptids in der Lage sind, zeigen keine Entwicklung des Luftmycels. Eine
externe Zugabe von SapB fuhrt allerdings auch hier zu normalen Phéanotypen, die
sowohl zur vollstandigen Differenzierung des Myzels, als auch zur Sporulation fahig
sind.

Bei Wachstum von S. coelicolor auf Minimalmedium wird fur die Ausbildung des
Luftmycels ein alternativer Weg eingeschlagen. Unter diesen Bedingungen kommt es
nicht zu einer Synthese von SapB, sondern es wird eine hydrophobe Ummantelung
durch Chapline und Rodline gebildet. Bislang wurden 8 Chapline in S. coelicolor
identifiziert, Chaplin A bis H, die durch die Gene chpA bis chpH kodiert werden. Sie
sind gekennzeichnet durch eine hochkonservierte, 40-Aminoséurereste-lange
hydrophobe Domane. Diese kommt in den kurzen Chaplinen D bis E einmal vor, in den
langen Chaplinen A, B und C zweimal. Letztere besitzen zudem ein C-terminales
Sortase-Erkennungsmotiv. Allen Chaplinen gemein ist ein N-terminales Signalpeptid,
das die Exkretion des naszenten Polypeptids ber das Sec-System ermoglicht, der

Vorgang ist in untenstehender Abbildung schematisch dargestellt®*.
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Abb. 2.1: Modell des Mechanismus zur Bildung der Chaplin-Schicht

Chaplin A, B und C werden nach Sekretion kovalent durch eine oder mehrere Sortasen
an den Pentaglycin-Rest eines Lipid-l1I-Molekils gebunden und so in der
Peptidoglycan-Schicht verankert®. Durch eine vermutete Heteropolymerisation der
kurzen und langen verankerten Chapline entstehen so amyloide Filamente, die die
Oberflache der bakteriellen Zellwand bedecken und eine hydrophobe Oberflache
erzeugen®. Die Deletion von chpC, chpE und chpH fiihrt zur verspéteten Aushildung
des Luftmycels, das zudem weit weniger Hyphen besitzt. Die anschlieRende Sporulation
ist von diesen Mutationen nicht beeinflusst und die gebildeten Sporen bleiben aktiv®°.
Eine Deletion aller chp-Gene filhrt zum Ausbleiben des Lufthyphen-Wachstums in
Minimalmedien und schrankt das Wachstum unter VVollmedium-Bedingungen stark ein.
Wird auch die Synthese von SapB verhindert, findet unter Kkeinen
Wachstumsbedingungen eine Differenzierung statt**. Die Uberexpression der ram-Gene
und damit die Synthese von SapB bei Wachstum im Minimalmedium, bei dem die ram-
Gene normalerweise nicht abgelesen werden, fihrt zur teilweisen Wiederherstellung

der Differenzierungsfahigkeit?'.

Einen weiteren Bestandteil der hydrophoben Ummantelung von S. coelicolor bilden die
Rodlin-Proteine RdIA und RdIB. Im Gegensatz zu den zuvor erwéhnten Molekilen
fuhrt eine Abwesenheit dieser Proteine nicht zu einer verzdgerten oder verhinderten
Ausbildung von Lufthyphen®. Auch die Sporulation ist nicht beeinflusst, obwohl RdIA
und RdIB auch auf der Oberfliche der reifen Sporen zu finden sind. Bei
elektronenmikroskopischer Betrachtung der Lufthyphen zeigt sich jedoch ein deutlicher
Unterschied in ihrer Oberflachenstruktur. Wéhrend der Wildtyp ein charakteristisches,

korbgeflechtartiges Muster der Chaplin-Proteine aufweist, zeigen Mutanten, die nicht
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zur Expression von RdIA und RdIB fahig sind eine glatte Oberflache, bei denen die

Chapline als ein feines, ungeordnetes Geflecht aus Fasern vorliegen (siehe Abb. 2.2)%.

Abb. 2.2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Sporen von S. coelicolor. A: Wildtyp, B: rdlA- und
rdIB-defiziente Mutante, MaRstab in der Abbildung angegeben®.

Die Regulation der fur die SapB-Synthese zustdndigen ram-Gene, sowie die Regulation
der Chaplin-Synthese in S. coelicolor sind bisher nur schlecht verstanden, wenngleich
die Mechanismen, die zur Zelldifferenzierung fiihren, in S. griseus besser erforscht

sind*®,

In spéaten Phasen der Differenzierung, mit Beginn der Ausbildung des Luftmycels,
kommt es zu einer zweiten Phase des programmierten Zelltodes, bei dem das zweite
Myzel beginnend mit der basalen Seite der Kolonie lysiert. Parallel zum weiteren
Wachstum des Luftmycels schreitet der Zelltod in Richtung der Oberflache fort und
betrifft schliellich das ganze Substratmyzel. Nur das Luftmycel als diinne Schicht an
der Oberflache ist zu diesem Zeitpunkt noch aktiv und beginnt mit der Sporulation™.
Zunéchst beginnt in den apikalen Zellen der Lufthyphen eine starke Replikation der
chromosomalen DNA, sodass in diesen sporenbildenden Zellen lber 50 Kopien des
Bakterienchromosoms vorliegen kénnen®’. Die endstandigen Zellen stoppen ihr
Langenwachstum und leiten mehrere synchron ablaufende Zellteilungen ein. Der
Wechsel zwischen diesen Modi ist abhangig vom Vorhandensein der Gene whiA und
whiB, der zugrunde liegende Mechanismus ist allerdings unklar?®®. Die Zellteilung
beginnt mit der Septierung der Mutterzelle, die durch das Tubulin-Homolog FtsZ
gesteuert wird. Wie in allen bekannten Bakterien bildet FtsZ durch
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Homopolymerisierung auch in S. coelicolor zunéchst Helices, die zu einer ringférmigen
Struktur, dem Z-Ring, umgebaut werden. Dieser bestimmt die Position des spateren
Septums®. Nach Bildung des Z-Ringes werden andere, fiir die Zellteilung notwendige
Proteine rekrutiert. Die dabei ablaufenden Prozesse unterscheiden sich deutlich von
anderen gut erforschten Mikroorganismen wie E. coli und B. subtilis. Proteine, die in
diesen Organismen anscheinend zwischen Z-Ring und Enzymen zur Peptidoglycan-
Synthese vermitteln, wurden auch in S. coelicolor gefunden. Es scheinen aber in
letzterem keine der aus E. coli und B. subtilis bekannten Proteine vorhanden zu sein, die
zur Organisation und Verankerung des Z-Ringes selbst dienen®. Trotzdem gelingt es S.
coelicolor auf bislang unbekanntem Wege, eine regelmalige Anordnung von Z-Ringen
im Abstand von etwa 1,3 pm Uber etwa 75 pm zu gewahrleisten®*. VVor der kompletten
Abschnirung werden die Kopien des Bakterienchromosoms auf die sich bildenden
Sporen verteilt, indem Homologe des ParAB-Systems eine regelmaiige Anordnung der
DNA bewirken®**. ParB erkennt und bindet dabei parS-Sequenzen der DNA und formt
so Nukleoprotein-Komplexe, ParA bildet ein helikales Filament, das die Zelle der
Lange nach durchspannt und fur die Bewegung und Positionierung der ParB-DNA-
Komplexe essentiell zu sein scheint®*. In den sich schlieBenden Septen ist zudem die
DNA-Translocase FtsK lokalisiert, die unter ATP-Verbrauch das Bakterienchromosom
aus dem Bereich der Septen transportiert®®. Das Zentrum der DNA wird zwar durch das
ParAB-System in seiner korrekten Position gehalten, die Enden des
Bakterienchromosoms, das elongiert 1.000 mal langer als die Spore ist, sind aber frei
beweglich und mussen durch die Translocase aus den sich schlielenden Septen entfernt
werden. FtsK-defiziente Mutanten von S. coelicolor weisen zum Teil Deletionen an
den Termini des Bakterienchromosoms auf, was darauf hindeutet, dass das Septum ohne

die Translokation der DNA diese bei seiner Bildung einschlieRt und abschneidet®®.

Nach der vollstandigen Septierung beginnt die Zelle mit der Bildung einer bis zu
50-nm-dicken Sporenwand unter der Peptidoglycan-Schicht der Hyphe, dies geht auch
mit der Entstehung der ovoiden Form der reifen Spore einher®’. Das Actin-Homolog
MreB, das auf in anderen Stabchenbakterien formgebend ist, scheint dabei wesentlichen
Anteil an der typischen Stabilitat, Hitzeresistenz und Form der Sporen zu haben. Bisher
wurde angenommen, dass MreB durch Bildung langer Filamente direkt zur
Stabilisierung der Zellform beitrdgt. Ein Mechanismus, der jlngst infrage gestellt

wurde, weil diese Filamente invivo nicht beobachtet werden konnten®. Es wird



Einleitung

vermutet, dass das Protein in S. coelicolor mit Beginn der Septierung in der
Zellmembran verankert wird und an der Rekrutierung anderer, fir die

Sporenwandbildung notiger Proteine beteiligt ist™.

2.3 Ein-Komponenten-Systeme (EKS) als regulatorische
Schalter

Der Grofiteil der Signaltransduktionssysteme in Prokaryoten wird durch cytosolische
Proteine gebildet, die gleichzeitig sowohl Signalempfang, als auch Verarbeitung des
Signals durch Regulation der Transkription oder, weitaus seltener, einer Enzymaktivitat
bewerkstelligen. Im Unterschied dazu sind Zwei-Komponenten-Systeme (ZKS) in meist
membranstandige Sensor-Kinase als Reiz-erkennende Domane und durch Phosphat-
gruppenubertragung aktivierten Responseregulator als regulatorische Doméne unterteilt.
Im Repertoire der Domanen beider Signaltransduktionssysteme gibt es zahlreiche
Uberschneidungen, weshalb vermutet wird, dass beide fur die Erkennung und
Verarbeitung dhnlicher Reize zustandig sind. Allerdings ist die Varianz und die Vielfalt
der Doméanen von Ein-Komponenten-Systemen bedeutend groRer’. So gibt es viele
Doménen, die ausschlielflich in EKS vorkommen, wohingegen keine ZKS-exklusiven
Doménen bekannt sind. Zudem sind EKS deutlich haufiger als ZKS in prokaryotischen
Genomen vertreten, eine Analyse von 145 Genomen durch Ulrich et al. auf Basis
bekannter Domanensequenzen fand etwa 17.000 EKS und nur 4.000 ZKS®,

Der bei weitem hé&ufigste Mechanismus beider Schaltersysteme beruht auf der
Regulation der ihnen unterstellten Gene als Folge der Reaktion auf ein Signal. Die
Interaktion zwischen DNA und Protein wird dabei meist durch ein HTH-Motiv
vermittelt®®. Das Signal ist fiir gewshnlich das Vorhandensein eines kleinen Molekiils
und damit chemischer Natur. Hier ist das Regulatorprotein Lacl und sein Induktor
Allolaktose als Beweis des von Frangois Jacob und Jaques Monod 1961
vorgeschlagenen Mechanismus der Genregulation zu nennen®**, Obwohl auch Lacl
letztendlich auf die extrazelluldr vorhandene Lactose reagiert, wird die Regulation ohne
die typische Phosphatgruppentibertragung bewerkstelligt, die erst 1986 von Nixon et al.
mit dem NtrBC-System postuliert wurde®. Viele Organismen verfiigen auRerdem Uiber

die Mdoglichkeit, auch physikalische Reize wie Oxidationsstress wahrzunehmen. Das
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Redox-sensitive EKS HypR aus B. subtilis ist ein Beispiel daftr, wie Organismen
intrazellular auf oxidativen Stress reagieren. Der Kontakt mit oxidierenden Agenzien
fuhrt  dabei zu  einer intramolekularen  Disulfid-Bildung, die  eine
Konformationsanderung des Proteins bewirkt*®. Die gegenteilige Funktion hat das ZKS
ArcAB in E.coli, bei dem reduktive Bedingungen die Autophosphorylierung der
Sensorkinase aktiveren und die Signaltransduktion in Gang setzen™. Eine weitere
Variante der Signaltransduktion bei Zwei-Komponenten-Systemen ist die Ubertragung
der Phosphatgruppe auf ein Enzym, statt auf einen Regulator. Es findet dabei keine
direkte Interaktion mit der DNA statt, sondern die Synthese eines sekunddren
Botenstoffes. Cyclisches di-GMP ist ein solcher sekundarer Botenstoff, der von
Responseregulatoren gebildet wird, die Uber eine GGDEF-Domane verfligen. Diese
katalysiert nach Aktivierung die Cyclisierung von zwei GTP-Molekilen und ist in
Bakterien weit verbreitet, bislang aber nicht in Archaeen beobachtet worden*“. Der
sekundére Botenstoff kann wiederum mit anderen Enzymen interagieren und so eine
Reizverarbeitung ohne Proteom-Anderungen bewirken. Wie bereits erwihnt, wurden
bisher keine ZKS-exklusiven Doménen gefunden, daher berrascht es nicht, dass die
GGDEF-Domane und der mit ihr verbundene Regulationsmechanismus auch in EKS

gefunden wurden®'.

Die Anzahl der EKS und ZKS in einem prokaryotischen Organismus korreliert mit der
Grolie seines Genoms. Dabei ist der Anstieg der Anzahl der Signaltransduktionsysteme
nicht linear, sondern exponentiell: mit steigender Genom-GroRe werden
uberproportional viele Gene fir die Signaltransduktion benétigt, was letztendlich der

maximalen GenomgréRe von Prokaryoten Grenzen setzten konnte*®,

Vieles deutet darauf hin, dass Ein-Komponenten-Systeme gegeniber Zwei-
Komponenten-Systemen einen evolutiondr &lteren Mechanismus der Signalverarbeitung
darstellen. Die Abwesenheit von ZKS in vielen Archaea-Spezies konnte darin begriindet
sein, dass dieser Mechanismus der Signaltransduktion erst nach Abspaltung der
Doméne der Bacteriae von diesen entwickelt wurde. Zudem scheinen die ZKS in
Archaeen durch horizontalen Gentransfer aus Bakterien zu stammen®’. Das ubiquitare
Vorkommen des einfacheren Signaltransduktionsweges mittels EKS lasst die
Vermutung zu, dass dieser schon von den gemeinsamen Vorfahren aller heutigen
Lebewesen verwendet wurde und daher mehr Zeit fur die Entwicklung der hohen

Domaénenvielfalt zur Verfugung stand. Ublicherweise wird durch ZKS ein
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extrazellularer Reiz aufgenommen und intrazellular verarbeitet. In EKS hingegen
erfolgen sowohl Reizaufnahme als auch dessen Verarbeitung intrazellular. Mit letzteren
konnen also nur externe Stimuli verarbeitet werden, wenn diese die Zellmembran von
sich aus passieren kdnnen, oder die vom Organismus selbst aufgenommen werden. Die
Fahigkeit, auch extrazelluldare Signalerkennung durchzufiihren, stellt demnach
insbesondere im Hinblick auf die Reaktion auf Stressoren einen eindeutigen Vorteil dar,
der als Weiterentwicklung interpretiert werden kann und so ein weiteres Indiz flr die

unterschiedlichen Entstehungszeitpunkte liefert.

2.4 Die Familie der TetR-Transkriptionsregulatoren

Die TetR-Familie stellt eine groRe Gruppe innerhalb der Ein-Komponenten-Systeme
dar. Mehr als 10.000 Proteine in nicht-redundanten Datenbanken sind als Mitglieder
dieser Familien annotiert und in S. coelicolor wurden bisher weit Uber 100 TetR-
Regulatoren identifiziert™®. lhr Name geht auf den am besten erforschten Vertreter
zurlick: der Tetracyclin-Repressor kontrolliert die Expression des tetA-Gens, welches
die Resistenz gegen Tetracyclin durch Expression eines Antiporter-Proteins vermittelt.
Dieser Mechanismus stellt eine Derepression dar, bei dem die Anbindung eines
niedermolekularen Liganden die Affinitat zur erkannten DNA-Sequenz senkt, und zur
Abldsung des Protein-Komplexes fiihrt>:. Vertreter der TetR-Familie sind in der Lage,
verschiedenste Liganden zu erkennen und dementsprechend an einer Vielzahl von

Regulationsprozessen beteiligt.

Allen Vertretern gemein ist die Protein-DNA-Interaktion mittels sequenzspezifischer
DNA-Bindungsdoméne, die durch ein HTH-Motiv gekennzeichnet ist. Dieses
Strukturmotiv besteht in seiner einfachsten Form aus zwei a-Helices, die durch eine
kurze Aminosduresequenz miteinander verbunden sind. Eine Helix lagert sich dabei in
die grofle Furche der DNA ein und geht mithilfe ihrer Aminoséure-Seitenketten
Interaktionen mit der Operator-Sequenz ein. Die zweite Helix liegt im rechten Winkel
auf der anderen und stabilisiert so die Bindung letzterer in der groBen Furche®*®. In
folgender Abbildung ist die Bindung der grofRen Furche der DNA durch das HTH-

Motiv im Bandermodell dargestellt.
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Abb. 2.3: Helix-Turn-Helix-Motiv des Tetracyclin-Repressors gebunden in der grof3en Furche (PDB-
Code 1qgpi)

Die Komplexbildung zwischen Protein und DNA beruht sowohl auf unspezifischen
Wasserstoff-Brucken und van-der-Waals-Wechselwirkungen, als auch auf spezifischen
Wechselwirkungen mit dem Phosphodiester-Riickgrat und den Nucleotid-Basen der
DNA, welche die korrekte Sequenz der Operator-Sequenz voraussetzen>*. Obwohl
bestimmte Aminosaure-Nucleotid-Kombinationen haufiger als andere sind, wie zum
Beispiel die Wasserstoffbriicken zwischen der Guanidinogruppe des Arginins und
Guanin, ist es bislang nicht moglich, auf Basis der Nucleotid-Sequenz die
korrespondierende Peptid-Sequenz vorherzusagen**®. Mitglieder der TetR-Familie
besitzen statt des einfachen Drei-Helix-Bindels eine tetra-helikale DNA-bindende
Doméne, bei der eine vierte Helix an die hydrophoben Bereiche des HTH-Motivs
angelagert ist und die Verbindung zur regulatorischen Doméne herstellt®®. Die
Erkennungs-Domane ist hierbei hochkonserviert und weist eine hohe Sequenzidentitat
auf, wahrend die regulatorische Doméne weit variabler ist (siche Abb. 2.4)°". Dies ist
konsistent mit der bereits erwdhnten Eigenschaft der TetR-Familie, verschiedenste
Liganden binden zu kénnen. Wahrend der Mechanismus der DNA-Bindung identisch
bleibt und nur wenige zur Sequenz-Erkennung noétige Aminosauren ausgetauscht
werden, hat sich die regulatorische Domane im Laufe der Evolution an verschiedenste

Stimuli angepasst.
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Abb. 2.4: Identitatsvergleich von 18 verschiedenen TetR-Proteinen. Die DNA-bindenden Domanen (blau)
und insbesondere das HTH-Motiv zeigen hohe Sequenzidentitaten, wéhrend die regulatorische Domane
(rot) mehr Varianz aufweist. Die geringste Identitat in der DNA-bindenden Doméne betrégt hier 78 %,
die geringste Identitét in der regulatorischen Domane dagegen nur 52 %. Horizontale Linien bilden den

Mittelwert der Identitét der entsprechenden Domaéne ab.

Die Bindung an die Operatorsequenz erfolgt bei Mitgliedern der TetR-Familie stets
durch ein Protein-Dimer. Dabei erzeugen die beiden DNA-Bindedoméanen eine
zweizdhlige Symmetrieachse, die meist von der Operatorsequenz ebenfalls verlangt
wird. Es verwundert deshalb nicht, dass TetR-Proteine fir gewdhnlich palindromische
oder fast-palindromische Nucleotid-Sequenzen erkennen®®. In der Regel bindet jedes
Protein-Dimer dementsprechend zwei Molekile des Induktors, eines in jedem
Monomer. Die Tasche, in der der Ligand bindet, wird dabei zum grof3ten Teil durch
Seitenketten des jeweiligen Monomers gebildet. Allerdings kénnen auch Reste des
anderen Monomers beteiligt sein®. Diese allosterische Anbindung fiihrt zu einer
Anderung in der Position der DNA-bindenden Doméne relativ zur regulatorischen
Doméne. Wegen der Dimerisierung an dieser Rumpfdoméne werden die HTH-
Doménen bei Ligandenbindung aus der groBen Furche herausgewinkelt. Deren Abstand
zueinander ist im Protein-DNA-Komplex der Ganghdhe der DNA meist sehr &hnlich
und ermdoglicht die bereits erwadhnten Interaktionen in der groflen Furche. Das
Herauswinkeln vergroRert den Abstand der HTH-Motive und senkt so die
Bindungsaffinitat des Proteindimers zu seiner Operatorsequenz, wodurch sich der

Repressor von der DNA 10st.

Im Falle des Tetracyclin-Repressors sind zwei Dimere an der Regulation der ihnen
unterstellten Gene beteiligt, wobei jedes Dimer an eine eigene Operatorsequenz
bindet®. Die Operatoren befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft und kontrollieren

uptream und downstream die Gene tetR, das TetR selbst kodiert und tetA, welches eine
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Tetracyclin-Efflux-Pumpe  kodiert, die letztendlich die Resistenz gegen das

%180 Dies stellt einen deutlichen Unterschied zum nah

Antibiotikum vermittelt
verwandten Regulator QacR dar, der die Genrepression ebenfalls durch ein HTH-Motiv
erreicht und ebenfalls an der Bildung von Resistenzen, hier hauptséchlich lipophile
Kationen, beteiligt ist®’. Wie im Falle des Tetracyclin-Repressors sind auch bei der
Regulation seines unterstellten Gens gacA zwei Monomere beteiligt, allerdings binden
beide Dimere an denselben Operator. Es bildet sich ein Protein-DNA-Komplex, bei dem
der Operator proximal und distal von den beiden Protein-Dimeren umgeben ist, die
gegeneinander um eine halbe DNA-Windung versetzt sind und durch Aufwinden der
DNA kooperativ binden (siehe Abb. 2.5)%?. Die Anbindung der QacR-Molekiile fiihrt
nur zu einer minimalen Biegung der Operatorsequenz von etwa 3°, wohingegen die
Biegung bei der Komplexbildung von TetR mit 17 ° deutlich starker ist>’. Dies liegt an
dem eigentlich zu hohen Abstand der HTH-Doménen zueinander, der mit 36,6 A groRer
als die Ganghohe der B-DNA ist. Das Biegen der DNA vergroRBert den
Ganghohenabstand soweit, dass trotzdem eine Bindung stattfinden kann, ein Effekt, der
im Falle der nah beieinander liegenden Bindungsstellen von QacR die Affinitat wohl
eher senken wiirde. QacR umgeht die Biegung der DNA zur Optimierung der Ganghdhe
durch das deutliche Aufwinden derselben. Die DNA bleibt also trotz vergrolerter

Ganghdhe gestreckt®®2,

Es zeigt sich, dass trotz der nahen Verwandtschaft der beiden homologen Regulatoren
die sequenzspezifische Bindung und die Genregulation von beiden auf unterschiedliche

Art und Weise bewerkstelligt werden.

TetR TetR QacR

QacR

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Operatorbindung der Regulatoren TetR und QacR. Links zwei
TetR-Dimere, die die beiden Operatoren (blau) fiir die Gene tetR und tetA kontrollieren. Rechts zwei
QacR-Dimere, die kooperativ an den blauen Operator fiir gacA binden.
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Wie zuvor erwahnt, zeichnet sich die TetR-Familie durch die Vielfaltigkeit der durch
sie regulierten Prozesse aus. Obwohl eine der h&ufigsten Funktionen die Vermittlung
von verschiedensten Resistenzen durch Efflux-Pumpen und die Regulation ihrer
eigenen Expression zu sein scheint, spielen TetR-Transkriptionsregulatoren auch in der
Biosynthese von Aminoséauren, Nucleotiden und Sekundarmetaboliten eine Rolle®"®.
Des Weiteren sind sie auch an Reaktionen auf osmotischen Stress, der Virulenz, der
Regulation der Stickstoff-Aufnahme der Antibiotika-Produktion und dem Quorum

6570 Insbesondere letztere Funktionen Gberraschen nicht, da heute

Sensing beteiligt
davon ausgegangen wird, dass die Produktion von Antibiotika eine evolutionare
Weiterentwicklung des Quorum Sensing im Sinne des reinen Erfassens der Population
darstellt”. Die Fahigkeit, das Proteom anhand der eigenen Zelldichte zu steuern und
gleichzeitig potenzielle Konkurrenten auszuschalten, stellt fur Einzeller einerseits einen

eindeutigen Vorteil dar, setzt allerdings gleichzeitig die eigene Resistenz voraus.

Tab. 1.1: Beispiele ausgewdahlter TetR-Transkriptionsregulatoren.

Proteinname Ursprungsorganismus Funktion

AmtR C. glutamicum Reguliert die Ammonium-Aufnahme
BarB S. virginiae Reguliert die Virginiamycin-Biosynthese

Regulator im bet-Operon, das zur Synthese

Betl E. coli osmoprotektiver Substanzen dient

Ef0113 E. faecalis Lokalisiert in einer Pathogenitats-Insel von E. faecalis
Regulator des ica-Operons, das an der Biofilmbildung

IcaR S. aureus T
beteiligt ist

LuxT V. harveyi Regqllert die Expression von LuxO, das an der
Lumineszenz beteiligt ist

McbR C. glutamicum Reguliert die Biosynthese schwefelhaltiger Aminosduren

PsrA P. putida Beteiligt an der Kontrolle des o-Faktors rpoS, der das

Proteom in der stationdren Phase reguliert

Den bei weitem grofiten Teil der bislang bekannten TetR-Regulatoren stellen

Repressoren dar, die in der bereits beschriebenen Weise durch allosterisches Binden
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eines Liganden von ihrem Operator abgeldst werden. Allerdings sind auch Beispiele
bekannt, die von diesem Mechanismus abweichen und stattdessen bei Ligandenbindung
ihre Affinitat zur erkannten Sequenz erhéhen oder als Aktivator wirken. LUxR, das wie
das in Tabelle 1.1 genannte LuxT Teil des lux-Operons ist, kann sowohl als Repressor
als auch als Aktivator wirken’?. Mehrere Gene des Quorum Sensing in Vibrio harveyi
stehen unter Kontrolle dieses Regulators, die Genexpression wird von LuxR dabei als
direkter Aktivator gesteuert. Ebenso wie im homologen HapR, der Aktivator der Vibrio
cholerae HA/Protease ist der genaue Mechanismus bisher unbekannt. Mdglich wére
eine klassische Aktivierung durch Erhohung der Affinitdt der RNA-Polymerase zur
Promotor-Sequenz oder das Erzwingen einer Konformationsanderung der DNA. Auch
durch Wechselwirkungen mit anderen Regulatoren kénnte die Genexpression eingeleitet

werden®”">73,

Einen weiteren Sonderfall eines TetR-Regulators, zumindest im Hinblick auf bisher
charakterisierte TetR-Regulatoren, stellt DesT aus Pseudomonas aeroginosa dar. Dieser
Regulator kontrolliert die Expression einer Sauerstoff-abhangigen
Acyl-Coenzym-A-Desaturase und kann mehrere strukturell ahnliche Molekiile binden
und darauf mit unterschiedlicher Bindungsaffinitat zur DNA reagieren. Wahrend die
allosterische Interaktion mit Palmityl-Coenzym A, dem Thioester von Coenzym A und
der gesattigten Fettsdure Palmitinsdure, eine Derepression &hnlich der des Tetracyclin-
Repressors bewirkt, fuhrt die Bindung des entsprechenden Thioesters mit der
ungesattigten Olsaure zu einer erhohten Affinitdt zum Operator. Die beiden Molekiile
binden dabei in der gleichen Tasche in entgegengesetzten Orientierungen. DesT ist ein
Beispiel dafir, dass Ein-Komponenten-Systeme nicht nur durch die Erkennung eines
Liganden die zugehorige An-Aus-Reaktion ausfiihren kdnnen, sondern wie in diesem
Fall indirekt auch in der Lage sind, die Konzentrationsverhaltnisse der beiden Liganden

zu messen’”,

2.5 Der Regulator SC0O3201

Das Regulatorprotein SCO3201 aus Streptomyces coelicolor wurde als der TetR-
Familie zugehorig identifiziert”. In Streptomyces lividans existiert ein sehr nah
verwandtes Protein, welches sich in nur drei Aminosdureresten unterscheidet. Eine

Uberexpression von SC0O3201 fiihrt in beiden Organismen zu einer stark verringerten
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Undecylprodigiosin- und Actinorhodin-Produktion. Der Effekt ist in S. coelicolor
starker zu beobachten, weil dieser Stamm eine generell hohere Syntheserate der
Antibiotika aufweist, als sein Verwandter. Sowohl das aus Streptomyces coelicolor als
auch das aus S. lividans stammende Protein unterdriicken zudem bei Uberexpression die
morphologische und metabolische Differenzierung in S. coelicolor, nicht aber die in
S. lividans. Wie fir viele regulatorische Systeme (blich, wurde auch fir SCO3201
gezeigt, dass es mit der eigenen Promotorsequenz interagiert und seine eigene
Expression herunterregelt. Auf Basis des sco3201-Promotors wurde eine biotinylierte
DNA-Sonde erstellt, die fur Electrophoretic-Mobility-Shift-Assays (EMSA) verwendet
wurde®. Neben dem Beweis fiir die Anbindung des Proteins an seinen Promotor ergaben
diese Experimente auch Hinweise auf eine Anbindung mehrerer SCO3201-Dimere an
die Promotorregion. Die durch Formaldehyde Crosslinking vor DNase-Verdau
geschiitzten Bereiche in der Promotorregion zeigen mehrere Palindrome auf, die weitere

77 Dies ist, wie bereits

Bindungsstellen fir SCO3201-Dimere darstellen konnten
erwéhnt, auch beim TetR-Regulator QacR der Fall, bei dem eine Kokristallisation mit
DNA-Fragmenten die kooperative Anbindung zweier Dimere des Regulators an der
DNA Dbestétigte, deren Interaktionsflachen nur um eine halbe DNA-Windung
verschoben sind (PDB-Code 1jt0). Das Formaldehyde Crosslinking erlaubte auRerdem
die Suche nach weiteren Bindungssequenzen, wodurch die Promotorregion von scbA
identifiziert wurde. Dieses Gen spielt eine Rolle in der Synthese von y-Butyrolacton und
wird durch den Regulator SchR positiv reguliert. ~ Auch hier zeigten EMSA-
Experimente die Bindungsfahigkeit von SCO3201, anschlielende In-vivo-Experimente
bestatigten die Interaktion mit dem scbR durch Herunterregeln der Expression nach
24 h, nicht aber nach 48 h. Schon hier zeigt sich, dass SCO3201 die Fahigkeit zur
Bindung verschiedener DNA-Sequenzen besitzt, spatere Experimente der Arbeitsgruppe

Virolle bestatigten insgesamt 16 verschiedene Zielsequenzen in S. coelicolor®.

Obwohl bei Uberexpression deutliche Veranderungen auftreten, bewirkt eine Knock-
Out-Mutante keine offensichtlichen phanotypischen Anderungen in  Streptomyces
coelicolor. Weil in Abwesenheit von SCO3201 auch keine erhthte Actinorhodin-
Produktion in S. lividans beobachtet wurde, scheint das Protein keinen bergeordneten
Regulator fir die Actinorhodin-Produktion darzustellen, auch wenn die Uberexpression
die Synthese unterdriickt. Die tatsédchliche Funktion von SC0O3201 ist also unbekannt,
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diese Arbeit soll durch die Charakterisierung und Strukturlésung ein besseres
Verstandnis des Repressors liefern.

2.6 Rontgenkristallographische Grundlagen

Zur Aufklarung makromolekularer Strukturen stehen mehrere Methoden mit unter-
schiedlichen Anwendungsgebieten zur Verfigung. In dieser Arbeit wurden Strukturen
mittels Kristallstrukturanalyse unter Verwendung von Roéntgenstrahlen geldst, bei der
eine hochgeordnete dreidimensionale Anordnung von Proteinmolekiilen zur Erzeugung
von RoOntgenbeugungsbildern verwendet wird, aus denen die Struktur der
Proteinmolekiile bestimmt werden kann. Diese Methode kann Strukturen mit hoher
Auflésung liefern und wird fir den weitaus groRten Teil der Strukturbestimmungen

verwendet 'S,

2.6.1 Kiristallisation von Proteinen

Die Herstellung von Proteinkristallen ist grundlegende Voraussetzung fiir die
Durchfiihrung der Kristallstrukturanalyse. Weil im Gegensatz zu niedermolekularen
Substanzen die native Struktur durch Proteinaggregation und die dabei stattfindende
Denaturierung des Proteins verloren gehen kann, mussen Bedingungen gefunden
werden, in denen die spezifischen Interaktionen zwischen Proteinmolekilen gegeniiber
der unspezifischen Aggregation tiberwiegen’®. Das Protein wird dafiir langsam soweit
Uber seine Sattigungskonzentration gebracht, bis eine Kristallkeimbildung erfolgen
kann, eine Aggregation jedoch noch nicht eintritt®. Die Dampfdiffusion, bei der einer
mit Fallungsmitteln versetzten Proteinldsung langsam das Losungsmittel entzogen wird,
ist hierfur eine elegante und bewdahrte Methode. Durch das Entfernen des
Losungsmittels steigt einerseits die Proteinkonzentration, andererseits sinkt seine
Loslichkeit, weil auch die Konzentration der Féallungsmittel steigt. Kommt es dann zu
einer Kristallkeimbildung anschlieRendem Kristallwachstum, sinkt durch diesen Prozess
die Proteinkonzentration wieder, sodass selbst weiteres Konzentrieren des
Fallungsmittels keine Aggregation hervorruft und die Proteinkonzentration stattdessen

in einer metastabilen Zone verbleibt. Das Kristallwachstum erfolgt solange, bis die
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Reaktionsgeschwindigkeiten des Kristallwachstums und der Auflésung des Kristalls
identisch sind. Anschaulich kann der Prozess der Kristallisation aus untenstehender

Abbildung entnommen werden.

metastabile

Priizipitationszone
Zone

Nukleations-

zone
P

Proteinkonzentration

Prazipitandenkonzentration

Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Kristallisationsprozesses. Die Pfeile markieren die Anderung der
Protein- und Prézipitanden-Konzentration im Laufe der Dampfdiffusion.

Die Bedingungen, unter denen Proteinkristallisation eintritt sind fir jedes Protein
unterschiedlich und nicht jedes Protein lasst sich Uberhaupt als Wildtyp kristallisieren.
Im Bereich der Structural Genomics kénnen so nur etwa 10% der exprimierten Proteine
zur Kristallisation in ausreichender Qualitat gebracht werden®. Die Suche nach
geeigneten Bedingungen geschieht empirisch meist mit sogenanntem Sparse Matrix
Sampling, bei denen mehrere Faktoren wie pH-Wert, Art des Fallungsmittels, Art und
Konzentration von Salzen und anderer Additive getestet werden, um initiale
Kristallisationsbedingungen zu erhalten®. Kommerzielle Kits sind erhaltlich und
erlauben dass Durchmustern einer Vielzahl von Kiristallisationsbedingungen, welches
auch automatisiert erfolgen kann®. AnschlieBend konnen erfolgversprechende
Bedingungen optimiert werden, um Verwachsungen der Kristalle zu vermeiden und ihr

Volumen zu vergroRern.
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2.6.3 RoOntgenbeugung an Proteinkristallen

Die Verwendung von Réntgenlicht, bzw. Strahlung mit geringer Wellenlange erlaubt
die Aufklarung von Strukturen, deren GroRe weit unter der Wellenlédnge des sichtbaren
Lichts liegt. Bei Einstrahlung von Rontgenlicht kdnnen die Photonen durch Interaktion
mit der Elektronenhille gebeugt werden. Wegen der Wahrscheinlichkeitsverteilung fur
den Aufenthaltsort eines Elektrons in der Elektronenhille ist die Interaktion zwischen
Elektron und Photon und die dadurch auftretende Streuung des Photons ein zufalliges
Ereignis, das durch AtomgroBe und Elektronenanzahl beeinflusst wird. Seinen
mathematischen Ausdruck findet dieser Zusammenhang im atomaren Formfaktor fj.
Dieser erklart, warum leichte Atome und geringe Unterschiede in der Elektronenanzahl
von Atomen erst bei hoher Auflésung sichtbar werden. Basierend auf der mittels
Hartree-Fock-Methode ndherungsweise berechneten Wellenfunktion kann der atomare
Formfaktor durch die 9-Parameter-Gleichung von Cromer und Mann sehr genau flr

jeden Streuwinkel berechnet werden® .

Kommt es zu einer Streuung an Atomen im Kristallgitter, interferieren die
resultierenden Wellen geméall dem Superpositionsprinzip miteinander. Die Art der
Interferenz wird dabei durch den Atomabstand und durch die Wellenldnge des
eingestrahlten Licht beeinflusst. Konstruktive Interferenz, die auf einem Detektor
messbar ist, tritt nur bei Erfullung der Bragg-Bedingung auf, die mit folgender Formel

beschrieben werden kann und elastische Streuung voraussetzt.
n* A= 2d *sin(8)

Dabei steht n fiir eine natiirliche Zahl, A fiir die Wellenldnge des einfallenden und
austretenden Lichts, d fir den Gitterebenenabstand und 6 fiir den Komplementéarwinkel
zwischen dem Lot auf die Gitterebenenschar und dem Ro&ntgenlichtstrahl. Aus der
Gleichung ergibt sich, dass konstruktive Interferenz des austretenden Lichts nur
maoglich ist, wenn der Einfallwinkel zu einer Wegdifferenz der Photonen flhrt, die
genau einem ganzzahligen Vielfachen der Wellenlange fiihrt. Wegen der hohen Anzahl
der Netzebenen entsteht statistisch bei jedem Einfallwinkel, der die Bragg-Bedingung
nicht erfallt, fir jedes gebeugte Photon ein Photon, dessen Phase um 1/ A verschoben ist
und somit zu destruktiver Interferenz fuhrt. Zudem wird bei Drehung des Kristalls die
Bragg-Bedingung jeder Gitterebenschar auch fir -0 erfiillt, sodass jeder Reflex ein
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zentrosymmetrisches Pendant hat, auch wenn die Einheitszelle des Kristallsystems diese
Symmetrie nicht besitzt. Die beiden Reflexe haben dementsprechend die gleiche

Intensitat und werden als Friedelpaare bezeichnet®’.

Durch diesen Zusammenhang lasst sich die Position der Reflexe auf dem Beugungsbild
erklaren, die Intensitét der resultierenden gebeugten Welle ergibt sich aus der Addition
aller beitragenden Partialwellen. Es ergibt sich fur jeden beobachteten Reflex ein
Strukturfaktor Fpy, der durch den zuvor erwdhnten atomaren Formfaktor modifiziert

wird:

n
— 2ni(hx j+kyi+lz;
Fhkl—ij*e (hxj+kyj+izj)
j=1

Jedem beugenden Atom j wird also sein atomarer Formfaktor fj, seine durch die Miller-
Indizes h, k und | definierte Gitterebene und seine fraktionellen Koordinaten in der
Einheitszelle zugeordnet. Das Betragsquadrat des Strukturfaktors eines Reflexes
entspricht dabei n&herungsweise der Intensitat dieses Reflexes, wenn experimentell
bedingte Korrekturfaktoren auBer Acht gelassen werden.

Der Strukturfaktor kann als mathematischer Ausdruck der Rontgenbeugung betrachtet
werden, bei dem der reale Raum der Struktur als reziproker Raum des Beugungsbildes
abgebildet wird. Eine Fouriertransformation, die reziproken Raum in realen Raum
umwandelt, erlaubt folglich die Berechnung der Elektronendichte an einem Punkt
(X, y, z) aus dem Strukturfaktor. Dargestellt als Fourierreihe ergibt sich:

1
p(xyZ) = Vz z lehkll eXp(—an(hx] + ky] + lZ]) + i(phkl
h k 1

V beschreibt hier das Volumen der Elementarzelle. Als nicht experimentell
bestimmbare Variable bleibt der Phasenwinkel ¢ der durch die Beugung erzeugten
Partialwellen in der Gleichung, weil derzeitige Detektoren nur die Amplitude
auftreffender Wellen messen konnen. Die erhaltenen Bildinformationen sind daher

unvollstandig, ein Umstand, der gemeinhin als das Phasenproblem bezeichnet wird.

Aus den Beugungsbildern kdnnen ohne Phaseninformationen mit der Patterson-

Methode direkt die Abstandsvektoren von Atomen erhalten werden, was die
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Berechnung von Patterson-Karten zulasst®®. In obenstehende Gleichung gehen die
Strukturfaktoren dabei im Quadrat ein, der Phasenanteil entfallt.

Atomabstdnde werden von einem gemeinsamen Ursprung aus dargestellt und die
Karten sind, weil die Atome A und B zwei Vektoren, A-B und B-A erzeugen, immer
zentrosymmetrisch. Wegen der groRen Anzahl von Atomabstanden in Makromolekdilen
ist eine Auswertung einer Patterson-Karte eines Makromolekdls nur begrenzt sinnvoll,
allerdings ist sie sowohl fir die ab-initio-Strukturlésung, als auch fir die Losung per
molekularem Ersatz von unschéatzbarem Wert, da hier die Richtigkeit der Orientierung
eines Modells in der Einheitszelle ohne Kenntnis von Phasenwinkeln Uberprift werden

kann.

2.6.4 Losung des Phasenproblems

Das Erhalten der Phasenwinkel fir die Berechnung der Rontgendichte stellt eine der
grofRten Hirden der derzeitigen Rontgenstrukturanalyse bei Makromolekilen dar.
Waéhrend flr kleine Molekile Phasenwinkel tber direkte Methoden berechnet werden
kdnnen, steigt der Rechenaufwand mit zunehmender MolekilgréRe exponentiell an,
sodass direkte Berechnungen selbst mit modernen Rechnern fir gewdhnlich nur bis zu
einer Atomanzahl von ca. 200 durchfihrbar sind®®. Hohe Datenqualitat und Aufldsung
verschieben diese Grenze etwas. Die Problematik fehlender oder fehlerhafter Phasen
wird auch dadurch verstérkt, dass ihr Anteil an der Strukturinformation gréRer als der
der Amplituden ist. So bleiben Elektronendichten in Datensdtzen mit fehlerhaften
Intensitaten zumindest interpretierbar, wohingegen dies bei fehlerhaften Phasen nicht
der Fall ist.

Die d&lteste Methode, Phasen von Makromolekil-Kristallen zu erhalten, stellt der
Isomorphe Ersatz dar, der bereits flr die Aufklarung von Myoglobin, der ersten Struktur
eines Proteins, genutzt wurde®. Der Zusatz von Schweratomen filhrt dabei zu einer
Intensitatsdifferenz bei der Aufnahme eines Rontgenbeugungsdatensatzes zwischen
Kristallen aus nativem Protein und Schwermetall-behandeltem Protein. Aus der
Differenz kann eine Patterson-Karte berechnet werden, die nur die Schweratome in der
Einheitszelle widerspiegelt. Weil die Anzahl dieser Atome Uberschaubar ist, kann die

Position der Schweratome direkt bestimmt werden und somit der Strukturfaktorbeitrag
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der Schweratome errechnet werden. Grundvoraussetzung ist dabei, dass beide
Kristallsysteme isomorph sind. Geht man von der Annahme aus, dass sich der
Strukturfaktor des Schweratom-Derivates aus den Teilbeitrdgen von Protein (P) und

Schweratomen (H) zusammensetzt, gilt:
FPH == Fp + FH

Die Bedeutung dieses Zusammenhangs fiir die Phasenbestimmung lasst sich mit der
sogenannten Harker-Konstruktion veranschaulichen, die auf der Darstellung der
Strukturfaktoren mit Argand-Diagrammen beruht (siehe Abb. 2.7)%.

Abb. 2.7: Harker-Konstruktion aus den Argand-Diagrammen des Fpy-Strukturfaktors (schwarz) und des

Fp-Strukturfaktors (blau). Der Strukturfaktorbeitrag Fy der Schwermetalle ist in rot gekennzeichnet. Nur

die zwei Phasenwinkel o, und a, des Strukturfaktors Fp erflllen die Konstruktion. Imaginare Achse mit I,
reale Achse mit R beschriftet.

Wie aus der Abbildung ersichtlich, wird die obenstehende Gleichung, dass der Gesamt-
Strukturfaktor die Summe des Proteinstrukturfaktors und des Schweratom-
Strukturfaktors ist, nur unter Verwendung von zwei bestimmten Phasenwinkeln erfullt.
Die Unbestimmtheit der Phasenwinkel lasst sich so auf einen Bruchteil verringern, ist
bei Einheitszellen, die mehrere tausend Atomen beinhalten allerdings immer noch groR.
Erst der isomorphe Ersatz durch ein anderes Schweratom mit anderem Beitrag zum

Gesamt-Strukturfaktor ergibt eindeutige Phasenwinkel und damit eine Strukturldsung.
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Das grolte Hindernis dieser Methode ist der denaturierende Effekt vieler
Schwermetalle, weshalb sie hdufig nicht fur die Strukturldsung unbekannter Proteine

angewendet werden kann.

Alternativ kann die anomale Streuung von Atomen zur Ldsung des Phasenproblems
genutzt werden. Dabei wird der Umstand ausgenutzt, dass Rontgenlicht bestimmter
Wellenldngen durch die Anregung ihrer Elektronen von Atomen absorbiert wird. Der
Anstieg des absorbierten Rontgenlichts in Abhangigkeit von der Wellenlange ist dabei
nicht kontinuierlich, sondern sprunghaft. Weil die Absorption eine Anderung des
Phasenwinkels von +90 ° zur Folge hat, unabhangig in welchem Reflex eines Friedel-
Paares, andert sich der Beitrag der anomalen Streuer zum Strukturfaktor beider Reflexe
dieses Friedel-Paares unterschiedlich. Die Folge ist eine Aufhebung von Friedels Gesetz
und ein resultierender Unterschied in der Intensitat der Reflexe. Aus dieser Differenz
kann mit direkten Methoden die Position und der Phasenwinkel der anomal streuenden
Atome ermittelt werden. Mithilfe dieser gelosten Substruktur kénnen dann anlog zum
isomorphen Ersatz die Phasenwinkel der anderen Strukturfaktoren bestimmt werden. Im
Falle der in dieser Arbeit verwendeten single-wavelength anomalous diffraction kénnen
Phasenwinkel allerdings nur auf Basis der 90 °-Phasen-Verschiebung der
Teilstrukturfaktoren abgeschatzt werden, was flir gewdhnlich noch keine
interpretierbaren Elektronendichte-Karten erzeugt. Mit verschiedenen Methoden der
density modification und der Extrapolation von Daten hoherer als tatsachlich
gemessener Auflosung, dem free lunch algorithm, kénnen die Phaseninformationen
allerdings soweit verbessert werden, dass die initiale Elektronendichtekarte fir die

Losung der Struktur ausreicht™ .

Weil der anomale Anteil an der Streuung mit der Elektronenzahl der Atome zunimmt,
werden wblicherweise moéglichst schwere Atome als anomale Streuer verwendet. Eine
einfache Methode, Schweratome an einer definierten Position im Kristall zu erhalten, ist
der Einbau von Selenomethionin statt Methionin in die Polypeptidkette®™. Obwohl sich
die chemischen Eigenschaften der Seitenketten unterscheiden und dies zu Problemen
bei der Proteinexpression fuihren kann, kann so die Behandlung mit Schweratom-Salzen
vermieden werden. Dies setzt natlrlich voraus, dass die Primérstruktur des Proteins
genligend Methionin-Reste enthalt und diese in wohlgeordneten Bereichen der Struktur

liegen.
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Die erhaltenen initialen Phasen konnen, wenn ihre Qualitdt ausreicht, fur einen
automatisierten Modellbau verwendet werden, um die Strukturlésung zu erleichtern.
Gelingt dies nicht, ist das manuelle Erstellen des Modells ein genauerer, wenn auch
langwierigerer Weg. Das Modell kann dann weiter verfeinert werden, um es besser an
die experimentellen Daten anzupassen. Durch Uberlegungen beziiglich realistischer
Bindungsléangen und -winkel, sowie das Einbeziehen von elektrostatischen Wechsel-
wirkungen konnen dabei chemische Informationen ergénzt werden, die sich nicht aus
den Beugungsbildern ableiten. Durch wiederholtes Abgleichen des Modells mit den
experimentellen Daten und anschlieBendes Verbessern der Strukturparameter kann die
in silico erzeugte Struktur iterativ verbessert und an die Realitit der experimentellen

Daten angenahert werden.
2.6.5 Temperaturfaktoren von Atomen im Kristallgitter

Der Temperaturfaktor von Atomen, nach Peter Debye und Ivar Waller auch Debye-
Waller-Faktor (DWF) genannt, beschreibt die Abhdangigkeit der Intensitat der am
Kristallgitter gestreuten Strahlung von der Temperatur. Die Intensitdt der gestreuten
Strahlung nimmt dabei mit zunehmender Temperatur ab, da dies mit einer starkeren
Auslenkung der Atome aus ihrer Ruhelage einhergeht. Der Debye-Waller-Faktor kann
Werte zwischen 1, was dem theoretischen Fall von nicht-schwingenden Atomen
entspricht, und O einnehmen, was einer unendlichen Auslenkung aus der Ruhelage
entspricht. Fur isotrope Auslenkungen gilt:

—q*x(u?)

DWF = et 3 )

Die Variable q steht dabei fiir den Streuvektor an diesem Atom und <u? fiir die mittlere
quadratische Verschiebung des Atoms aus seiner Ruhelage®®®’. Da die Schwingungen
in Molekilen durch kovalente Bindungen meist bestimmte Vorzugsrichtungen haben
und Domanenbewegungen in Proteinen ebenfalls einen Effekt auf die resultierenden
Schwingungen haben, ist die Annahme isotroper Temperaturfaktoren eine
Vereinfachung. Hohe Auflésungen erlauben das Bestimmen von anisotropen
Temperaturfaktoren, bei denen Schwingungen in den Raumdimensionen unabhangig
voneinander berechnet werden. In Proteinen wird der Ausdruck B-Faktor verwendet,

weil dieser hier starker von Unterschieden in der Position einzelner Atome beeinflusst
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wird, und nicht nur das Resultat thermischer Schwingungen ist. Seine Héhe korreliert
direkt mit der Auslenkung eines Atoms. Es gilt:

B = 8m? x (u?)

Dementsprechend bedeutet ein B-Faktor von 80 A? eine mittlere Auslenkung von 1 A
um seine Ruheposition. Weil er nicht nur durch die thermische Schwingung definiert
ist, sondern gerade in Makromolekilen der Effekt der Auslenkung durch
unterschiedliche Konformationen in verschiedenen Elementarzellen stark beitragt, kann
er als Referenz dafiir dienen, wie flexibel die Struktur des Molekdils an dieser Position

ist.

2.6.6 Kriterien zur Uberprufung der Modellqualitat

Die wichtigsten Faktoren, um die Kohérenz zwischen Modell und experimentellen
Daten abschatzen zu konnen, sind dabei der R-Faktor und der freie R-Faktor. Fir den
R-Faktor gilt dabei folgender Zusammenhang:

_ Z ”Fobsl - |Fcalc||

R
ZlFobsl

Dabei Steht Fqps fiir experimentell erhaltene Strukturfaktoren und Fey flr die
errechneten Strukturfaktoren des verwendeten Modells. Aus der Gleichung folgt, dass
der R-Faktor zwischen 0 und 1 liegt. Das theoretische, in der Praxis niemals erreichte
Minimum betragt 0, wenn Fqps und Feyc identisch sind. Um falsche Modelle durch
Uberparametrisierung zu erkennen und zu vermeiden, wird zudem der freie R-Faktor
berechnet. Die Formel ist dabei identisch, jedoch werden aus jedem Datensatz etwa 5 %
der Reflexe von der Verfeinerung des Modells ausgenommen und zur Kontrolle
verwendet. Dabei ist die absolute Anzahl der Reflexe méglichst so hoch zu wéhlen, dass
der Einfluss zufalliger schlechter Reflexe minimiert wird. Der Vergleich von
angepassten Daten zu unverénderten Daten I&sst dann Riickschliisse auf die Qualitét des
Modells zu. Ublicherweise wird fiir makromolekulare Strukturen nach Abschluss des

Verfeinerungsprozesses ein freier R-Faktor von unter 0,3 erreicht.
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Ein weiteres Kriterium fiir die Ubereinstimmung von experimentellen Daten und
Modell ist die Figure of Merit m, bei der fur jeden Reflex die Abweichung vom

erwarteten Phasenwinkel berechnet wird. Dabei gilt:
m = cos(a@ — Apest)

Wobei a fiir den verwendeten Phasenwinkel und apest flir den erwarteten Phasenwinkel
steht. Das Ergebnis kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei ein Wert von 1
bedeutet, dass der Phasenwinkel des Strukturfaktors dem erwarteten Phasenwinkel
entspricht. Die Figure of Merit wird als Gewichtungsfaktor fir Strukturfaktoren

verwendet, da dies das Rauschen in Elektronendichtekarten minimieren kann®.

Neben diesen Kriterien, die direkt die Konvergenz des erstellten Modells mit den
gemessenen Daten Uberprifen, kann die Struktur auch anhand empirisch ermittelter
Optima bezuglich der Molekiilgeometrie tberpriift werden. Dabei wird die root mean
square deviation (rmsd) als MafR der Abweichung von optimalen Bindungslangen
und -winkeln verwendet. Die automatisierte Uberpriifung von Strukturmodellen bezieht
ublicherweise auch die Ramachandran-Winkel und die N&he von Atomen zueinander
mit ein®®*®.  Hierbei ist zu beachten, dass die Optima, bzw. erlaubten
Bindungsparameter anhand bereits bekannter Strukturen ermittelt wurden und daher
ungewohnliche Geometrien zwar selten, aber keinesfalls verboten sind. Im Gegenteil,
sind diese Abweichungen durch die experimentellen Daten belegt, haben sie oft
biologische Relevanz und ein Erzwingen idealisierter Parameter wirde diese

Information durch falsche Interpretation verloren gehen lassen.
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3 Ergebnisse

Als Voraussetzung fur die Charakterisierung der Struktur und Funktion von SC0O3201
war es zunéchst notig, das Protein in groReren Mengen und groller Reinheit zu
gewinnen. In friiheren Arbeiten der Arbeitsgruppe um Marie Joelle Virolle gelang es
bereits, das fur SCO3201 kodierende Gen aus dem Genom von S. coelicolor zu
isolieren. Dieses Gen wurde auf einem pET22b-Vektor bereitgestellt und von Stefan
Schindler im Rahmen einer Diplomarbeit in E. coli C41 transformiert und erfolgreich
Uberexprimiert, ein Protokoll fur Expressionskulturen stand deshalb bereits zur
Verfligung. Der offene Leserahmen des Gens wurde durch eine C-terminale Hexa-
Histidin-Sequenz ergénzt, die die spatere Reinigung des Proteins erleichtern sollte. Eine
einmalige Kristallisation des mittels Metallionen-Affinitdtschromatographie gereinigten
Wildtyps von SCO3201 in 96-Well-Platten gelang ebenfalls, lieR sich jedoch zu diesem

Zeitpunkt nicht reproduzieren.

Zur Verbesserung der Proteinreinheit sollte deshalb zu Beginn dieser Arbeit ein weiterer
Reinigungsschritt etabliert werden. Dies flhrte in der Tat zur erfolgreichen
Kristallisation, die jedoch keinerlei auswertbare Rontgenbeugungsexperimente zulieR.
Nach einem Klonierungsexperiment, das zur Expression eines N-terminal um 20
Aminosdurereste verkirzten Proteins flhrte, konnten schlieflich ausreichend gute
Kristalle erzeugt werden. Durch die gering ausgeprégte Verwandtschaft zu anderen,
bekannten TetR-Regulatoren gelang eine Strukturaufklarung mittels molekularen
Ersatzes jedoch nicht. Erst mithilfe einer Substruktur aus eingebauten Schweratomen

konnte das Phasenproblem gel6st werden.

Es gelang die Aufklarung von Strukturen des teilinduziertem Proteins und seiner Apo-
Form. SCO3201 besteht wie seine Verwandten aus einer regulatorischen Doméne und
einer DNA-bindenden Doméne, die durch das charakteristische HTH-Motiv
gekennzeichnet ist. Die teilinduzierte Struktur (In der PDB als 4cgr abgelegt) besteht
dabei aus einem Heterodimer, in dem ein Monomer ein unbekanntes Molekiil gebunden
hat und im Vergleich mit dem anderen Monomer eine deutlich veranderte Konformation
seiner DNA-bindenden Domane aufweist. Die Apo-Form, die als 5efy in der PDB
abgelegt wurde, bildet dagegen ein Homodimer, in dem das Herausbiegen der DNA-

bindenden Doméne nicht beobachtbar ist.
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DNA-bindende
Domane

Regulatorische
Doméne

Abb. 3.1: Uberlagerung der Strukturen 4cgr (blau) und 5efy (rot). Die regulatorischen Rumpfdoméanen
sind in beiden Strukturen sehr &hnlich, wahrend die DNA-bindenden Motive abh&ngig vom
Induktionszustand unterschiedliche Konformationen einnehmen kénnen.

Weiterhin wurde mit einer von Dr. Martha Brennich (European Synchrotron Radiation
Facility, ESRF) durchgefuhrte Kleinwinkel-Streuung die Struktur von SCO3201 in
Losung bestimmt. Zudem konnte aus der Struktur von 4cgr entnommen werden, dass
SC03201 ein ungewohnliches HTH-Motiv besitzt, dessen N-terminale Helix langer als
bei verwandten Regulatoren ist. Der Einfluss dieser Helix auf die Operatorerkennung
wurde mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay untersucht und es konnte gezeigt
werden, dass SCO3201 zur Bindung zweier benachbarter Sequenzmotive fahig ist. Zwei
Dimere von SCO3201 kdnnen wegen ihrer N-terminalen Helix dieses Operatorenpaar

binden, auch wenn eine der palindromischen Sequenzen nur zur Halfte vorhanden ist.
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3.2 Expression und Reinigung von SC0O3201 in E. coli C41

3.2.1 Expression und Reinigung des Wildtyps

Die Expression erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Unter Standardbedingungen
lieRen sich Ausbeuten von 50-100 mg Protein je Liter Kulturlésung erzielen. Weil
aullerdem keine Inclusion-Body-Bildung beobachtet sichtbar war, wurden sie nicht
weiter optimiert. Die Reinigung erfolgte im ersten Schritt mittels Metallionen-
Affinitatschromatographie, die durch die gute Uberexpression bereits groRe Mengen des
Proteins lieferte (siehe Abb. 3.2). Allerdings eluierten  mehrere Fremdproteine
zusammen mit dem Zielprotein, was sich durch Variation des Protokolls nicht

verhindern liel und einen zweiten Reinigungsschritt nétig machte.

65KDA
45kDa

27 kDa p— -

14 kDa

Abb. 3.2: SDS-Polyacrylamidgel von SCO3201 nach IMAC-Reinigung; M: Marker mit beschrifteten
GroRen in kDa, 1: SCO3201; 2: SC03201 in zehnfacher Verd.; 3: SCO3201 in 100-facher Verdinnung.

Da die Gelfiltration zun&chst durch Aggregation des Proteins nicht erfolgreich war,
wurden verschiedene Puffer getestet, indem 1 mg/mL Protein zugesetzt und die
Proteinkonzentration am Anfang und nach 24 h kontrolliert wurde. Vor beiden
Messungen wurden die Proben 15 min bei 10.000 g zentrifugiert, um ausgefallenes
Protein vor der anschlieenden Konzentrationsbestimmung abzutrennen. Beim letztlich
verwendeten GF-Puffer 1 (Zusammensetzung siehe Materialienteil) nahm die

Proteinkonzentration nicht ab.
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Die Gelfiltration wurde wie im Methodenteil beschrieben mittels AKTAprime FPLC-
Anlage durchgefuhrt. Es kam eine Superdex75-Sdule zum Einsatz, deren Trennleistung
mit 3-70 kDa der GroRe des Proteins angemessen war. Bei der Etablierung der
Reinigungsprozedur wurden die Fraktionen mittels SDS-PAGE auf ihre
Proteinzusammensetzung kontrolliert, in spateren Durchfuhrungen wurde darauf

verzichtet und die verwendeten Fraktionen anhand der Absorption bei 280 nm

ausgewahlt.
M Al2 Bl12 B11 B10 B9 B8 B7 B6 B5
65 kDa
45 kDa W
27kDa @ SCO3201 > — D G —

14 kDa @
|

Abb. 3.3: SDS-Polyacrylamidgel der Fraktionen der Gelfiltrationen von SCO3201, M: Marker;
Fraktionen entsprechend der Benennung in der log-Datei der AKTAprime.

Wie aus Abbildung 3.3 ersichtlich, konnten die grof3en Proteine durch die Gelfiltration
abgetrennt werden und somit alle Fremdproteine bis auf Spuren von SCO3201 entfernt
werden. Das Protein eluierte mit einem kleinen Retentionsvolumen von ca. 50 mL
(siehe Abb. 3.4). Dies deutet auf eine Dimerisierung von SCO3201 in Lésung hin, was
hinsichtlich der Eigenschaft, an einer palindromischen DNA-Sequenz zu binden,
plausibel erscheint. Der Oligomerisierungszustand wurde in spateren Experimenten

Uberpruft.
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Abb. 3.4: Chromatogramm der Gelfiltration. Der blaue Graph stellt die Absorption bei 280 nm dar.
Fraktionen sind in rot auf der X-Achse beschriftet.

Die Fraktionen B8 bis einschliellich B5 wurden gesammelt und mittels
Ultrafiltrationseinheit auf eine Proteinkonzentration von 40-50 mg/ml gebracht.
Nachdem Uberpruft wurde, dass keine Proteinaggregation durch einmaliges Einfrieren

und Auftauen stattfand, wurden Aliquots zu je 50 pL bei -80°C gelagert.

3.2.2 Herstellung und Reinigung der Varianten von SC0O3201

Die ersten 20 Aminosaurereste von SCO3201 bestehen aus einer Prolin- und Glycin-
reichen Sequenz, von der angenommen werden kann, dass sie keine geordnete
Sekundarstruktur ausbildet. Um die Kristallisationseigenschaften zu verbessern, wurde
diese Sequenz deshalb mittels Klonierung auf DNA-Ebene entfernt. Der verwendete
Vektor kodierte auflerdem einen Hexa-His-Tag am Anfang des offenen Leserahmens.
Da dieser ohne gebundenes Metallion ebenfalls ungeordnet vorliegt und die
Kristallisation in &hnlicher Weise wie die natiirliche Prolin-reiche Sequenz gestort hétte,
wurde nach ihm eine TEV-Protease-Schnittstelle eingefligt, mit der bei der Reinigung
die Histidin-Reste abgeschnitten werden konnten und das Protein somit um 20
Aminosdurereste verklrzt wurde. Der am C-Terminus befindliche Hexa-His-Tag war
fur die Reinigung des Proteins nicht mehr notig, daher wurde der offene Leserahmen

von sco3201 an derselben Stelle beendet, wie im von S. coelicolor exprimierten
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Wildtyp.  Untenstehend sind beide Sequenzen dargestellt, Prolin-Reste sind rot
markiert, die TEV-Protease-Schnittstelle in blau (Peptidspaltung bei Schragstrich).

(M)VSSTIPALPGPEPGPGPGPAGPVSLTERRKAETR...

(M)GSSHHHHHHENLYFQG/HMVSLTERRKAETR. ..

Mit entsprechenden Primer-Oligonukleotiden und dem isolierten Plasmid als Template-
DNA wurde entsprechend der im Methodenteil beschriebenen Protokolle die SCO3201-
Variante erzeugt, die nachfolgend als SCO3201-H20 bezeichnet wird. Weil die
Expression des Wildtyps von SCO3201 in E. coli C41 problemlos ablief und gute
Ausbeuten lieferte, wurde auch die H20-Variante in diesen Expressionsstamm
transformiert. Die Expression geschah nach dem gleichen Protokoll wie zuvor und
lieferte wieder eine sehr gute Uberexpression und eine Proteinausbeute von etwa

100 mg/1 Zellkulturldsung.

10.000 bp
3.000bp
2000bp
1.000 bp

Abb.3.5: Kontrolle der Transformation mittels Agarose-Gelelektrophorese; alle getesteten Kolonien
trugen das SC0O3201-Gen, abgebildet sind nur Proben der ersten vier Kolonien, bei denen Banden der
entsprechenden Grol3e (660 bp) sichtbar waren.
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Die spater fur den EMSA Dbenotigte H33-Variante, bei der die ersten 33
Aminosdurereste entfernt wurden, wurde nach den gleichen Protokollen mit
entsprechenden Primern erzeugt. Da auch hier eine TEV-Protease-Schnittstelle zur
Entfernung des His-Tags eingebaut wurde, besitzt auch diese Variante nach der

Reinigung einen N-terminalen Histidinrest.

Fur den ersten Schritt der Reinigung, der Metallionen-Affinitatschromatographie, wurde
das  Protokoll ~des unverdnderten  Proteins  Ubernommen.  Nach  der
Affinitatschromatographie wurde die Proteinlésung mit 1 mL einer TEV-Protease-
Losung versetzt (1,5 mg/mL) und die Probe anschlieBend bei 4 °C gelagert, bis eine
zufriedenstellende Peptidspaltung erfolgt war. Die damit verbundene verringerte
Hydrolyse-Rate der Protease wurde in Kauf genommen, um Aggregation von SC03201

minimal zu halten.

65 kDa

45 kDa

27 kDa pon . € SCO03201 + His-Tag
s - & SC03201 geschnitten

14kDa el

Abb.3.6: Auftragung von SCO3201-Proben nach IMAC und 48 h Verdau durch die TEV-Protease; M:
Marker; 1 u. 2: Proteinproben mit deutlich sichtbaren Doppelbanden

Nach der Proteolyse wurde ebenfalls eine Gelfiltration durchgefuhrt, die nun auch zur
Abtrennung der Oligopeptide und der TEV-Protease diente. Da die Veranderung des N-
Terminus groRere Auswirkungen auf die Proteineigenschaften als gedacht hatte und es

bei der Gelfiltration zur Aggregation kam, musste der zuvor verwendete GF-Puffer
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veréndert werden. Nach erneuter Optimierung des Puffers in gleicher Weise wie zuvor,
gelang die Reinigung des Proteins mit dem GF-Puffer 2 (siehe Material u. Methoden),
bei dem der pH-Wert um eine Einheit von 7 auf 8 erhéht und auf den Zusatz von

Imidazol verzichtet wurde.

3.3 Bestimmung des Oligomerisierungszustands von SC0O3201

Das mittels IMAC gereinigte Protein wurde auch fir die Bestimmung des
Oligomerisierungszustands verwendet. Wegen der Zugehorigkeit zur TetR-Familie und
seiner F&higkeit, an palindromische Sequenzen zu binden, konnte eine stabile
Dimerisierung vermutet werden, die unabhangig von der Anbindung an die DNA auch

in Losung besteht. Dies lieR sich mittels Gelfiltration bestatigen.

1 mL einer verdlnnte Proteinlésung (Proteinkonzentration ca. 200 nmol/ml) wurde fir
den Versuch mit 40 uL GFP-L6sung (Proteinkonzentration ca. 100 nmol/ml) versetzt.
AnschlieBend wurde eine Gelfiltration mit der Superdex 75 Gelfiltrationsséule bei einer
Flussrate von 1 mL/min durchgefuhrt (siehe Abb. 3.7). Die Trennleistung lag wie zuvor
bei der praparativen Gelfiltration zwischen 3 kDa und 70 kDa. In der Gelfiltration liegt
GFP (27 kDa) als Monomer vor und sollte die gleiche Retentionszeit wie SCO3201
(26,5 kDa mit C-terminalem Hexa-His-Tag) in monomerisierter Form besitzen. Die
schnellere Elution von SC03201 (B in Abb. 3.7) zeigte die erwartete Dimerisierung an,
da eine hohere Oligomerisierung die Trennleistung der gewéhlten Séaule Uberschritten
hatte und SCO3201 in diesem Fall ohne Retention zusammen mit den schweren

Proteinen (A in Abb. 3.7) eluiert ware.

110 C - 12
B

90 - 10
S S
S A - ® o ——A(@280nm)
& 30 4 A (471 nm)
S 10 22 hll
< - L
e 10 g -0 g

-30 -2

15 25 35 45 ml

Abb.3.7: Chromatogramm der Gelfiltration zur Bestimmung des Oligomerisierungszustands von
SC03201; blau: Absorption bei 280 nm; rot: Absorption bei 471 nm. A: unbekannte Fremdproteine, siehe
Abb. 3.3; B: SC0O3201; C: GFP.
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Wie in Abbildung 3.7 zu erkennen, hat GFP ein deutlich erhdhtes Retentionsvolumen
(C in Abb. 3.7). Die Emission von Fluoreszenzstrahlung mit 510 nm Wellenl&dnge wird
durch ein Absorptionsmaximum bei 471 nm bewirkt, welches vorher photometrisch
bestimmt wurde. Durch die gleichzeitige Detektion der Absorption bei 280 nm und 471
nm konnten die Peaks dem entsprechenden Protein zugeordnet werden, wobei die
vordere Schulter des 280-nm-Graphen den Proteinverunreinigungen entspricht, die in
praparativen Gelfiltrationen (siehe Abb. 3.4) abgetrennt wurden. Hier erfolgte wegen
der hoheren Flussrate keine saubere Trennung. Dass diese Proteine einen hoheren
Oligomerisierungszustand darstellen, konnte durch die SDS-PAGE ausgeschlossen
werden, in der ihre Masse mit ca. 60 kDa und 70 kDa bestimmt wurden (siehe Abb. 3.3)

Eine Kalibrierkurve (siehe Abb. 3.8) mit den Proteinen BSA (als Dimer und als
Monomer), Ovalbumin, GFP und Lysozym erlaubt zusatzlich die Berechnung der
molekularen Masse aus der Retentionszeit und fuihrt zu einer berechneten Masse von 50
kDa, was den tatséchlichen 53 kDa des Dimers sehr nahe kommt und im

Genauigkeitsbereich der Kalibrierkurve liegt.

+ BSA-Dimer y =-0,0187x + 2,8964
2 R?=0,9309
BSA-Monomer
* .
18 Ovalbumin
=
S 16 *
>
1,4
12 Lysozym
1
40 50 60 70 80 90 100

Volumen [mL]

Abb. 3.8: Kalibriergerade fiir das Retentionsvolumen in Abhangigkeit von der Molekilmasse. Proteine
aus laboreigener Herstellung. BSA-Monomer: 66 kDa, Ovalbumin: 43 kDa,
GFP: 27 kDa, Lysozym: 14 kDa.
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3.4 Kiristallisation von SC0O3201

3.4.1 Kiristallisation des Wildtyps

Mittels Sitting-Drop-Methode wurden Kristallisationsbedingungen in Tropfen von je
0,6 pL getestet. Wegen der grof3en Zahl der Bedingungen sind 96-Well-Platten nicht
manuell, sondern mit Pipettierroboter und vorgefertigten Kristallisationslésungen
angefertigt worden. Nach etwa einer Woche wuchsen nadelférmige Kristalle in einer
der Kammern bei 13 % PEG 8.000, 200 mM LiCl, 50 mM MgSO, und 100 mM HEPES
(pH 7,5). Diese Bedingung wurde in 24-Well-Platten Ubertragen und das
Kristallwachstum lieB sich mit 4 pL Tropfenvolumen reproduzierbar durchfiihren
(s. Abb. 3.9).

Diese Bedingungen sollten optimiert werden, um statt der dinnen Nadeln Kristalle mit
groRerem Volumen zu erhalten, die fur Rontgenbeugungsexperimente geeigneter sind.
Dies gelang allerdings nicht und Beugungsexperimente mit den Kristallen waren
ebenfalls erfolglos. Die Arbeit am Wildtyp des Proteins mit dem Ziel der

Strukturaufklarung wurde deshalb aufgegeben.

Abb.3.9: SCO3201-Kristalle aus Hanging-Drop-Platten. Die Nadeln sind etwa 100 um lang und wenige
pum dick.
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3.4.2 Kristallisation von SC0O3201-H20

Wie zuvor wurden initiale Screenings der verkirzten SC03201-Variante mittels
Pipettierroboter auf 96-Well-Platten durchgefuhrt. Innerhalb von 48 h konnten in
mehreren Bedingungen Kristallwachstum beobachtet werden. Den Bedingungen war ein
leicht saurer pH-Wert von 5-55 gemein und die meisten enthielten 0,2 M bis
1 M (NH4)H2PO,4. Im Gegensatz zum unmodifizierten Protein war das Volumen der
Kristalle weitaus groler, sodass diese Erfolg bei Rodntgenbeugungsexperimenten
versprachen. Wie zuvor wurden 24-Well-Platten fur die Optimierung der Kristallisation
verwendet und letztendlich ergaben sich optimale Kristallisationsbedingungen unter
Verwendung von 0,1 M (NH4)H2PO, und 0,1 M-0,5 M Natriumcitrat bei einem pH-
Wert von 5. Dabei wurde die Kiristallisationsldsung im Verhéltnis 1:2 mit der
Proteinlosung vermischt und in Tropfen zu je 4 pL im Hanging-Drop-Verfahren
inkubiert. Nach 48 h waren die Kristalle zu akzeptabler GroRe herangewachsen. Die
Kristalle erreichten bei abgeschlossenem Wachstum ein weitaus groReres VVolumen als
vor der Modifikation, allerdings zeigten sich deutliche trichterférmige Vertiefungen
(sieche Abb. 3.10) an gegeniberliegenden Enden der Kiristalle, sodass fir
Beugungsexperimente der Kristall moglichst in der Mitte bestrahlt wurde. Die
Vertiefungen konnten auch der Grund fur Eisringe auf den spateren Beugungsbildern
sein, da sie sich nur sehr schwer von der Mutterlauge befreien lieRen, ohne den Kristall
zu beschadigen. Generell waren die Kristalle selbst fir Proteinkristalle sehr fragil, da

die Spitzen sehr diinn waren und damit leicht brachen.

Abb.3.10: SCO3201-Kristalle. Die trichterférmigen Einmindungen weisen auf unterschiedliche
Wachstumsgeschwindigkeiten der Kristallflachen hin.
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3.4.3 Kristallisation von SC0O3201-H20 bei pH 8,5

Im Laufe der Arbeit mit dem Protein gelang ebenfalls eine Kristallisation von SCO3201
in 10 % bis 15 % Ethanol und 0,1 M Tris/HCI bei einem pH-Wert von 8,5. Neben den
deutlich verénderten Bedingungen und weitaus ldngerem Kristallwachstum im
Vergleich zu vorher verwendeten Kristallen war auch ihre Form veréndert, was erste
Hinweise auf eine Kristallisation in einer anderen Raumgruppe lieferte. Die Kristalle
hatten zudem ein deutlich kleineres VVolumen als die Kristalle in sauren Bedingungen.
Auch sie wurden fur Rontgenbeugungsexperimente verwendet und lieferten schlieRlich
die Struktur der Apo-Form von SCO3201.
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Abb. 3.11: SCO3201-Kristalle bei pH 8,5.

3.5 Kiristallstrukturanalyse von SCO3201 in der Raumgruppe
P2,2:2,

3.5.1 Aufnahme eines Datensatzes mit kristallisiertem SC0O3201-H20

Fur die Rontgenstrukturanalyse wurden Kristalle auf 100 K gekuhlt, um die Reaktivitét
von Radikalen zu verringern, die durch die RoOntgenstrahlung erzeugt wurden. Um
starke Eisringe auf den Beugungsbildern zu verhindern, wurde der Kristall in einer
Kryoldsung gewaschen, die neben den Bestandteilen der Kristallisationsldsung auch
30 % PEG 400 enthielt. In spateren Beugungsexperimenten wurde stattdessen Paraffindl

verwendet, da der Kristall so augenscheinlich weniger Schaden nahm. Andererseits
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ergaben sich besonders bei der Verwendung des hydrophoben Paraffindls Probleme mit
den Vertiefungen des Kristalls, da die wassrige Kristallisationslésung dort nur schwer
zu entfernen war und einige Kristalle verworfen werden mussten, weil die Erlangung
von verwertbaren Beugungsbildern ohne Eisringe schier unmdoglich war. Der Kristall
wurde mit Cu-K,-Strahlung (1,5418 A Wellenldnge) bestrahlt und Beugungsbilder auf
einem Rigaku-Saturn-92-Detektor aufgenommen. Eine Zusammenfassung der

Datensammlung ist in Tabelle 3.1 zu finden.

Tabellen 3.1: Zusammenfassung der Datensammlung von 32831D4, Werte im Klammern fir die hichste
Auflésungsschale. Die Raumgruppe konnte erst nach der Strukturlésung durch SAD bestimmt werden.
Vm und Lésungsmittelanteil sind fir 2 Monomere in der asymmetrischen Einheit angegeben.

Name des Datensatzes 2831D4

Kristallisationsbedingungen 0,1 M (NH4)H2POg4; 0,1
M Natriumcitrat; pH 5

Rontgenguelle MicroMax 007 (Cu-K,)

Wellenldnge in A 1,5418

Detektor Saturn92 CCD, Rigaku

Lauegruppe mmm

Raumgruppe P212:124

Zellparameter in A, a; b; ¢ 53,25; 79,09; 94,35

Auflosungsbereich in A 94,62-2,64 (2,78-2,64)

Unabhéangige Reflexe 12.285 (1.744)

Redundanz 6,3

Vollstandigkeit 99,3

I /o(T) 10 (2,3)

Vm in A*/Da 2,26

Losungsmittelanteil in % 44,7 %

Mosaizitat in ° 0,9

Die Berechnung des Matthews-Koeffizienten, mit dem die Wahrscheinlichkeit fir die
Anzahl an Monomeren pro asymmetrischer Einheit auf Basis des Losungsmittelanteils
bereits geldster Strukturen abgeschatzt werden kann, legt deutlich das Vorhandensein

von zwei Monomeren in der asymmetrischen Einheit nahe. Weniger oder mehr
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Monomere filhren zu unrealistischen Losungsmittelanteilen'®*%. Dies war einerseits
eine wichtige Information fir die verschiedenen Methoden zur Losung des
Phasenproblems, andererseits vor dem Hintergrund der Heterodimer-Bildung nicht

Uberraschend.

Zunéchst sollte die Struktur von SCO03201 mithilfe der Molecular-Replacement-
Methode (MR-Methode) gelost werden. Dazu wurden die NCBI GenBank nach
Proteinen durchsucht, deren Gensequenz der von SCO3201 mdglichst ahnlich ist.
Obwohl sich dabei zeigte, dass viele offene Leserahmen eine sehr hohe Identitat von 70
bis 90 % zum Gen von SCO3201 aufweisen, waren keine Strukturen mit wenigstens
30 % Identitat verfligbar. Von dem ebenfalls zur TetR-Klasse gehdrenden Protein
SCO0332 war bereits eine Struktur bekannt und es besitzt eine ldentitt von 33 % Iim
Bereich der DNA-bindenden Domane’®. Da die Faltung dieser Domane innerhalb der
Proteinklasse zudem hochkonserviert ist, wurden mangels Alternativen MR-
Berechnungen mit diesem Modell durchgefiihrt. Dies war nicht erfolgreich und auch das
schrittweise Verkirzen des Modells, um falsche Informationen zu entfernen, brachte
keine verwendbaren Phaseninformationen. Der Versuch, die Struktur von SCO3201

mittels MR zu lésen, wurde deshalb aufgegeben.

Da die Verwendung von bereits bekannten Phasen keine Option war, sollten nun Phasen
ab initio generiert werden. Fir den isomorphen Ersatz mit lodid (SIRAS, single
isomorphous replacement with anomalous scattering) stand die geeignete
Strahlenquelle bereits zur Verfugung. Die Methode erfordert keine Modifikation des
Proteins und sollte deshalb zuerst angewendet werden. Dabei wird ausgenutzt, dass der
imagindre Anteil f~ des anomalen Streufaktors von lodid-lonen bei einer Wellenléange
von 1,54 A bereits sehr groR ist und deshalb zur Gewinnung initialer Phaseninformation
uber die Position der lodid-lonen benutzt werden kann.

Es wurde ein Proteinkristall mit einigen pL der Kryoschutz-Ldsung gewaschen, in der
zuvor ein kleiner Kaliumiodid-Kristall aufgelést wurde. Der so behandelte
Proteinkristall sollte fur die Aufnahme eines Datensatzes verwendet werden. Da der
Zusatz von lodid-lonen den Kristall zusatzlich zu schédigen schien, lielen sich keine
Beugungsbilder aufnehmen, die eine Auflésung von unter 3,5 A besaRen. Weil der
anomale Streuanteil mit steigender Auflosung durch den schnelleren Abfall der

Intensitat der klassischen Streuung relativ zunimmt, wird eine Auswertung mit
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schlechterer Auflosung schwerer. Obwohl eine Strukturanalyse mit SIRAS bei einer
Aufldsung von 3,5 A prinzipiell méglich ist und erfolgreiche Experimente dokumentiert
sind, gelang sie in diesem Fall nicht'®. Eine Verbesserung der Kristallqualitat und der
Beugungsbilder lieR sich auch mit Veranderung von lodid-Menge, Inkubationszeit und
Zusammensetzung der Kryo-Losung nicht erreichen, daher wurde auch dieser Ansatz
aufgegeben. Statt nach geeigneten anderen Schweratomzusétzen zu suchen, sollte der
schonendere Einbau von Selenomethionin verwendet werden, da hier auf den Zusatz

von potenziell denaturierenden Agenzien verzichtet werden konnte.

3.5.2 Austausch von Methionin gegen Selenomethionin

Mittels Single Anomalous Dispersion, dem Ausnutzen der anomalen Streuung von
Atomen, sollte die Struktur von SCO3201 uber die Substruktur von eingebauten
Schweratomen in die Aminoséaurereste M22, M35 und M166 geltst werden. Dies wurde
direkt im Methionin-prototrophen C41-Stamm durch die Inhibierung der Aspartokinase
und die Zugabe von Selenomethionin durchgefiihrt (siche Materialen und Methoden)®.
Die Reinigung musste nicht angepasst werden. Alle Puffer wurden lediglich mit 1 mM
DTT versetzt, um die Oxidation der Methylselenyl-Gruppe zu minimieren. Hohere
DTT-Konzentrationen wurden vermieden, um die Kapazitat der IMAC-Sdule und damit
die Proteinausbeute durch die Inkompatibilitdt der Nickel-NTA-Matrix mit DTT nicht
zu verringern. Die Gelfiltration wurde unverdndert durchgefiihrt. Auch die
Kristallisationsbedingungen 4nderten sich wegen der geringen Anderung der

chemischen Eigenschaften des Proteins nicht.

3.5.3 Strukturlésung mittels Single Anomalous Dispersion (SAD)

Wegen des in der Einleitung beschriebenen Zusammenhangs zwischen eingestrahlter
Wellenlénge und der Erflllung des Friedelschem Gesetzes mussten die Proteinkristalle
mit Rontgenlicht bestrahlt werden, dessen Wellenldnge der Absorptionskante von
Selen-Atomen entspricht. Messungen wurden deswegen am Elektronenspeicherring
BESSY Il in Berlin durchgefiihrt, weil dort Synchrotronstrahlung mit gewdinschter

Wellenldnge und hoher Intensitat genutzt werden kann. Oftmals fiihrt die hohe Intensitat
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auch zu einer Verbesserung der Auflésung, was bei Ausnutzung anomaler Streuung
besonders niitzlich ist. Nachdem die Strahlenquelle auf 0,97957 A eingestellt und
optimiert wurde, konnte ein Datensatz mit einem geeigneten Kristall bis zu einer
Auflésung von 2,1 A aufgenommen werden (2894D3 Peak). Zusatzlich wurde ein
Datensatz bei einer Wellenldnge von 0,97549 A aufgenommen, mit dem spéater die
Verfeinerung durchgefiihrt wurde (2894D3 hrem). Die Daten wurden vor Ort mit
XDSAPP prozessiert und mit SHELXC/D/E konnte die Substruktur der Selen-Atome
bestimmt werden*®%. Eine Zusammenfassung der Datenaufnahme ist Tabelle 3.2 zu

entnehmen.

Tab. 3.2: Zusammenfassung der Datensammlungen von 2894D3 Peak und 2894D3 hrem. Werte im
Klammern fir die hochste Auflésungsschale. Durch die geltste Struktur konnte der Matthews-Koeffizient
genauer berechnet werden und liefert hier genauere Werte, die fiir 2 Monomere in der asymmetrischen
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Einheit angegeben sind.

Name des Datensatzes

2894D3 Peak

2894D3 hrem

Kristallisationsbedingungen

Rontgenguelle
Wellenlénge in A
Detektor
Lauegruppe

Raumgruppe

Zellparameter in A, a; b; ¢

Auflésungsbereich in A

Unabhangige Reflexe
Redundanz
Vollstandigkeit
I/6(1)

Wilson B-Faktor in A2

Vm in A3/Da

Lésungsmittelanteil in %

Mosaizitat in °

0,1 M (NH4)H2POy;
0,3 M Natriumcitrat;
pH5

BESSY II, BL14.1
0,97957

PILATUS 6M
mmm

P212129

54,68; 79,63; 95,98
61,3-2,2 (2,21-2,2)
21.991 (3.135)

5,5

99,9

10,4 (2,2)

49,2

2,49

50,7 %

1,2

0,1 M (NH4)H2POy;
0,3 M Natriumcitrat;
pH5

BESSY I, BL14.1
0,97957

PILATUS 6M
mmm

P21212¢

54,68; 79,63; 95,98
61,3-2,1 (2,21-2,1)
25.127 (3.607)

5,5

99,8

12,1 (2)

52,2

2,49

50,7 %

1,2
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Wie sich zeigte, konnten sinnvolle Phasen unter Verwendung von 5 Selen-Atomen pro
asymmetrischer Einheit erzeugt werden, was bei der Annahme von zwei Monomeren in
der asymmetrischen Einheit die Vermutung nahelegte, dass eines dieser Monomere
einen kristallographisch sichtbaren M22-Aminosdurerest, und damit einen sichtbaren N-

Terminus besali.

In der 2Fo-Fc-Karte des korrekten Enantiomorphs waren neben den sphérischen
Elektronendichten der Selen-Atome, deren Position mittels Superposition mit einer
anomalen Fo-Karte-Elektronendichtekarte zweifelsfrei festgelegt werden konnte, auch
helixartige Elektronendichten zu erkennen, die fir erste Modeling-Schritte verwendet
werden konnten. In Abb. 3.12 sind ein Ausschnitt der Elektronendichte einer helikalen
Struktur und die Position des Selen-Atoms von SeMet35 erkennbar.

Abb.3.12: Ausschnitt aus der initialen 2F,-Fc-Elektronendichte (blau, 2,5 ) und der anomalen
Elektronendichte der Schweratome (orange, 4,2 ¢); erste helikale Strukturen im Bereich von
Aminosaurerest 31 bis ca. 40 sind bereits erkennbar, ebenso wie die Selen-Position von SeMet35
(stereoskopische Abbildung).

Mit WinCoot wurden idealisierte a-Helices eingebaut, bei denen wegen der zu diesem
Zeitpunkt schlechten Phasen auf eine Spezifizierung der Seitenketten verzichtet wurde
und stattdessen Polyalanin-Modelle verwendet wurden. Mit dem unvollstdndigen
Modell gelang eine Ldsung mit Phaser MR und die Erstellung einer verbesserten
2F,-F.-Karte, bei der weitere Teile des Modells ergénzt und einige erste
Aminosdureseitenketten eingebaut werden konnten. Da dies meist die aromatischen

Seitenketten mit groem Volumen waren, konnten nun durch den Abgleich mit der
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Sequenz von SCO3201 erste Schlisse tber den Verlauf des Polypeptids gezogen
werden. Das so weit wie moglich ergidnzte Modell wurde nun fur
Verfeinerungsrechnungen  mit  refmac5  verwendet, wodurch  sich  die
Elektronendichtekarte abermals deutlich verbesserte. Letztlich konnte das Modell mit
Ausnahme der flexiblen Loop-Regionen zwischen den Positionen 119-126 und 204—
207 (Monomer A), sowie 118-126 und 206-209 (Monomer B) vervollstandigt werden.

Die Verfeinerungsrechnungen wurden im spateren Verlauf durch TLS-Parameter

erganzt'®

. Wegen der Zugehorigkeit zur TetR-Klasse wurde eine Beweglichkeit der
DNA-bindenden Domane gegeniiber der Rumpfdomane angenommen und die TLS-

Gruppen entsprechend dieser Motive definiert (siehe Abb. 3.13).

Abb.3.13: Farbliche Darstellung der TLS-Gruppen in der SCO3201-Struktur 4cgr. DNA-bindende
Doméne in orange, Rumpfdomane in blau. Die DNA-bindende Doméne wird hier vom N-Terminus bis
zum Abknicken der Helix 4 definiert und um Helix 6 ergédnzt. Links Monomer A, rechts Monomer B.

Mit diesen Verfeinerungsstrategien konnte das Modell und die Phaseninformationen
verbessert und niedermolekulare Bestandteile zum Modell hinzugeftigt werden. Tabelle
3.3 enthdlt eine Ubersicht Gber die Parameter der verfeinerten Struktur. AbschlieRend
wurde die Struktur und die zugehdrigen Strukturfaktoren in der Protein Data Bank unter
dem PDB-Code 4cgr abgelegt'®**,
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Tabelle 3.3: Zusammenfassung der Verfeinerung von 4cgr.

Verfeinerung

Rcryst in %

Rfree in %, 5 % der Reflexe

Figure of Merit

Mittlerer B-Faktor in A2

Zahl der Atome (ohne Wasserstoff)

Protein
Phosphat-lonen

Wassermolekile

rmsd von den ldealwerten

Bindungslangen in A
Bindungswinkel in °

Torsionswinkel, Periode 1 in °

Ramachandran Diagramm

Reste in bevorzugten Positionen (%)

Reste in verbotenen Bereichen (%)

22,7
26,9
0,8

67,9

2.872

31

0,0144
1,6853
5,575

372 (98,9)
0 (0)

3.6 Kristallstrukturanalyse von SCO3201 in der Raumgruppe

P2,

zusammengefasst.

Wie unter 3.3.3 beschrieben, kristallisierte das Protein auch bei einem pH-Wert von 8,5
und dem Zusatz von Ethanol. Auch die so erzeugten Kiristalle wurden fir
Rontgenbeugungsexperimente verwendet, vor Ort gelang lediglich das Erzeugen eines
Datensatzes mit einer Auflosung von 3,9 A. Deshalb wurden Kristalle abermals am
BESSY Il

eines Datensatzes mit einer akzeptablen Auflésung von 2,7 A. In Tabelle 3.4 sind wie

Elektronenspeicherring in Berlin vermessen. Hier gelang die Aufnahme

zuvor die Parameter und Ergebnisse der Datenaufnahme des Datensatzes 3409A3
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Tab. 3.4: Auswertung der Datensammlung von 3409A3, Werte im Klammern fiir die hchste
Auflésungsschale. Vm und Lésungsmittelanteil sind fir 2 Monomere in der asymmetrischen Einheit

angegeben.
Name des Datensatzes 3409A3
Kristallisationsbedingungen 12 % Ethanol; 0,1 M Tris/HCI; pH 5
Rontgenquelle BESSY II, BL14.2
Wellenlinge in A 0,91841
Detektor MX-225
Lauegruppe 2/m
Raumgruppe P2,
Zellparameter in Aund °, a, b, ¢, p 51,79; 98,43; 89,611; 100,78
Auflosungsbereich in A 94,62-2,7 (2,85-2,7)
Unabhangige Reflexe 23.495 (3.727)
Redundanz 3
Vollstandigkeit 96,6
I/o(1) 14,4 (1,4)
Wilson B-Faktor in A? 79,1
Vm in A%/Da 2,22
Losungsmittelanteil in % 44,7 %
Mosaizitat in ° 0,25

Eine Strukturlésung konnte diesmal mittels molekularen Ersatzes unter Verwendung der
bereits gelosten Struktur erfolgen. Allerdings ergab das Verwenden des Modells 4cgr,
dem teilinduzierten Dimer, keine verwertbaren Phasenwinkel. Eine korrekte Losung
konnte nur durch Generierung eines Dimers aus zwei nicht-induzierten Monomeren
erlangt werden, die Verwendung des Dimers aus beiden induzierten Monomeren
misslang. Bei den veranderten Kristallisationsbedingungen konnte also die Struktur der
Apo-Form von SCO3201 erzeugt werden. Aquivalent zu vorherigen
Verfeinerungsrechnungen wurde auch diese Struktur bearbeitet. Die TLS-Gruppen
wurden tbernommen und fur die zusétzlich in der asymmetrischen Einheit vorhandenen
Monomere erganzt. In Tab. 3.5 sind Details der Verfeinerungsrechnungen

zusammengefasst.
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Tab. 3.5: Auswertung der Verfeinerung von 5efy.

Verfeinerung

Rcryst in % 25,5
Rfree in %, 5 % der Reflexe 29,6
Figure of Merit 0,75
Mittlerer B-Faktor in A 75,5

Zahl der Atome (ohne Wasserstoff)
Protein 5.651
Wassermolekile 39

rmsd von den Idealwerten

Bindungslangen in A 0,012
Bindungswinkel in °© 1,5
Torsionswinkel, Periode 1 in ° 49

Ramachandran Diagramm
Reste in bevorzugten Positionen (%) 733 (99,5)
Reste in verbotenen Bereichen (%) 0(0)

3.7 Beschreibung der Struktur von SC0O3201

3.7.1 Die Struktur des teilweise induziertem Dimers

Die Strukturlésung bestétigte die Annahme, dass SC03201 zur TetR-Familie gehort.
Wie bereits erwéhnt, bildet das Protein in der Struktur 4cgr ein Heterodimer, weil sich
beide Monomere hinsichtlich der Konformation ihrer DNA-bindenden Monomere
sowie der Anbindung eines kleinen Molekils im Inneren der regulatorischen Domane
unterscheiden. Jedes Monomer besitzt eine N-terminale, bewegliche HTH-Domane, die
aus einem Vier-Helix-Bindel besteht und fir die Anbindung an die DNA
verantwortlich ist. Die Dimerisierung wird durch die regulatorische Doméne vermittelt,
sodass ein SCO3201-Dimer wie die meisten seiner DNA-bindenden Verwandten an
eine palindromische Sequenz binden kann. Weil schon in Lésung eine Dimerisierung

erfolgt, verwundert es nicht, dass die Kontaktflache zwischen beiden Monomeren auch
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im Proteinkristall besteht''?. Die Loop-Regionen 119-126 und 204-207 (Monomer A),
sowie 118-126 und 206-209 (Monomer B) liegen relativ nah beieinander und sind in
der Struktur nicht sichtbar. Aus Abb. 3.14 konnen ihre Positionen im Protein und
Abstand der fehlenden Bereiche entnommen werden. Das modifizierte SCO3201 hat
einen Arginin-Gehalt von 11,6 %, was deutlich ber dem Durchschnittswert von etwa
6,8 % fiir cytosolische Proteine von Prokaryoten liegt'*®. Die meisten dieser Reste
liegen auf der Oberflache des Proteins und sind damit Solvens-exponiert. Wie aufgrund
ihrer hohen Beweglichkeit zu erwarten, sind die Seitenketten der Arginin-Reste
hinsichtlich der Elektronendichte meist schlecht definiert oder zeigen sehr hohe B-
Faktoren. Von den 50 in der asymmetrischen Einheit vorliegenden Arginin-Resten sind
15 in der Elektronendichtekarte nicht sichtbar. Insgesamt sind 26 Seitenketten wegen
mangelnder Sichtbarkeit aus dem Strukturmodell entfernt worden. AuRerdem fehlen in
der Struktur mit den erwahnten Loop-Regionen und den N- und C-terminalen Resten
insgesamt 42 Aminoséaurereste, weil ihre Elektronendichte nicht sichtbar war. Das
Protein hat einen theoretischen pl von 9,4, zu dem die vielen Arginin-Reste auf der
Oberflache stark beitragen. In den verwendeten Puffern erzeugen sie eine positive
Netto-Ladung, die in spateren Native-PAGE-Experimenten zu einer schlechten
Migration zur Anode fiihrte. AulRerdem konnten sie die hohe Loslichkeit von SCO3201
erklaren. Ein hoher pl ist zudem typisch fur DNA-bindende Proteine, da die positive
Netto-Ladung ionische Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen Riickgrat der
DNA ermoglicht.

Die Rumpfdomane enthalt die Bindungstasche fur den Liganden, dessen Anbindung die
Affinitat zu DNA veréndert. Experimente, die von Xu et al. durchgefihrt wurden, legen
eine Derepression nahe’. Ein Monomer des Proteins besteht aus 10 Helices und besitzt
keine B-Strang-Strukturen (siehe Abb. 3.14).
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C DNA-@en‘ie

Domane e

Abb. 3.14: Links: Heterodimer von SC0O3201, Monomer A in rot, Monomer B in blau. Rechts die
fehlenden Loop-Regionen nahe dem HTH-Motiv. Zur besseren Veranschaulichung sind Aminosaurereste
zwischen den fehlenden Loop-Regionen durch rote Linien verbunden. Der schwarze Kasten kennzeichnet

nur die gleiche Region, keine direkte AusschnittsvergroRerung.

Der Bruch einer zweizéhligen Symmetrie zwischen den beiden Monomeren wurde
durch Bindung eines Molekils beim Aminosaurerest Glu155 in Monomer A verursacht,
der hochstwahrscheinlich eine Biegung der Helix 4 und eine daraus resultierende
Bewegung der DNA-bindenden Doméne bewirkt. In der Ligandenbindungstasche
befindet sich auch der einzige Arginin-Rest, der nicht auf der Proteinoberflache
angesiedelt ist. Die Seitenkette des Arginins Arg195 bildet eine Wasserstoffbriicke mit
dem Rest Glul55 des jeweils anderen Monomers, der Abstand zwischen
Stickstoffatomen der Guanidinogruppe und den Sauerstoffatomen der Carboxylgruppe
betragt 3 A. Diese Interaktion scheint unabhéngig vom Induktions-Zustand zu sein, da
sie in beiden Monomeren besteht. Eine Abweichung von anderen Proteinen mit
vergleichbarer Tertidrstruktur ist das Vorhandensein der aus 2,5 Windungen
bestehenden Helix 8 in SCO3201. Diese befindet sich auf der vom HTH-Motiv
abgewandten Seite des Proteins und ist in anderen Proteinen durch einen Loop mit
ahnlicher Lange ersetzt, als Beispiel sei der TetR/AcrR-Regulator RHAL aus
Rhodococcus sp. genannt (PDB-ID 2rae).

Wie in Abb. 3.15 zu erkennen ist, erfolgt die Ligandenbindung nicht in einer Mulde,
sondern in einem Kanalnetzwerk, das durch die Dimerisierungsflache der Monomere
gebildet wird. Drei Offnungen (C1, C, und B) werden ebenfalls durch beide Monomere
gebildet. Zwei weitere (A; und A;) werden durch jeweils ein Monomer gebildet und

sind mit dem groReren Kanal verbunden. Wegen der Lage des induzierenden Molekdls
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kann angenommen werden, dass die Anbindung tber die Offnungen A; und A; erfolgt.
Die anderen Offnungen konnten fir den Efflux des bei der Ligandenbindung
verdrdngten Wassers aus der Bindungstasche eine Rolle spielen. Ein &hnlicher
Mechanismus wurde bereits beim Tetracyclin-Repressor vermutet, bei dem der sterische
Anspruch von Tetracyclin beim Eintritt in die Bindungstasche kein Passieren der
Wassermolekiile durch dieselbe Offnung erlaubt und Wassermolekiile ebenfalls durch
eine andere Offnung entfernt werden™*. Bei naherer Betrachtung der Offnungen Al und
A2 fallt auf, dass die trichterformigen Offnungen mit zunehmender Weitung in

Richtung Solvens auch hydrophober werden.

Abb. 3.15: Stereoskopische Abbildung des Kanalnetzwerks durch SCO3201, Monomer A in hellblau,
Monomer B in cyan (Kanalnetzwerk mit Caver 3.0.1 berechnet).

3.7.2 Die Struktur der Apo-Form

Die vier Monomere des in der Raumgruppe P2; kristallisierten Proteins sind einander
ahnlicher als in der zuvor gel6sten, teilinduzierten Struktur und bilden zwei
Homodimere in der asymmetrischen Einheit. Wie in untenstehender Abbildung
erkennbar, weisen alle Monomere das Abknicken von Helix 4 auf, das zuvor mit der
Abwesenheit eines Induktor-Molekils in Zusammenhang gebracht wurde. In der Tat ist
die zuvor beobachtete Elektronendichte in keinem der Monomere zu erkennen,
weswegen die Struktur von 5efy die Apo-Form von SCO3201 darstellt. Jedes einzelne
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Monomer aus 5efy lasst sich perfekt mit dem nicht-induzierten Monomer aus 4cgr
uberlagern, das Dimer hingegen zeigt deutliche Abweichungen vom theoretischen
Monomer-B-Homodimer, das aus 4cgr erstellt wurde. Durch eine Streckung von Helix
4 und Helix 7 sinkt der Pro66-Abstand auf nur etwa 28 A (gemessen zwischen den
Stickstoffatomen), also deutlich unter dem vermuteten von 35 A. Auf der auf die DNA-
bindende Seite bezogen dorsalen Seite des Proteins sind nur geringe Helixbewegungen
sichtbar, hier lassen sich Apo-Form und teilweise Induzierte Form weiterhin gut

uberlagern.

Abb. 3.16: Uberlagerung der vier Monomere in der asymmetrischen Einheit von 5efy. Das Abknicken
der Helix 4 in allen Monomeren ist deutlich sichtbar. Stereoskopische Abbildung.

Die Monomere von 5efy unterscheiden sich untereinander kaum in der Struktur ihrer
Rumpfdomaénen, die gebogene Helix 4 eingeschlossen (siehe Abb. 3.16). Wie ebenfalls
in Abb. 3.16 erkennbar, ist die Helix 1 der DNA-bindenden Domane nicht in allen
Monomeren gleichermalien ausgebildet und im Gegensatz zur Struktur von 4cgr sind
die ersten 6 bis 10 N-terminalen Reste nicht sichtbar. Die Ahnlichkeit der Helix 1

zwischen einzelnen Monomeren der Struktur nimmt ab dem Rest M35 wieder zu.

Wie in Abbildung 3.17 erkennbar, scheint auch der Aminosdurerest His152 von der
Ligandenbindung beeinflusst zu werden. Dieser Rest weist in der nicht-induzierten
Struktur die gleiche Position auf wie in Monomer B der teilinduzierten Struktur. Eine
Superposition der vier Monomere von 5efy sowie des induzierten Monomers A aus 4cgr

zeigt fir His152 sehr &hnliche Torsionswinkel in allen nicht-induzierten Monomeren,
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wohingegen die Seitenkette im induzierten Monomer deutlich verénderte
Torsionswinkel aufweist. Aus den vorliegenden Strukturen kann geschlussfolgert

werden, dass die Position der Seitenkette His152 mit dem Induktionszustand korreliert.

Abb. 3.17: Strukturvergleich der Aminoséurereste 151-153 der vier Monomere aus 5efy (rot) sowie des
induzierten Monomers aus 4cgr (blau).

Die Kristallisation des nicht-induzierten Regulators unter den angegebenen
Bedingungen legt die Vermutung nahe, dass die Bindungskonstante durch den
veranderten pH-Wert oder die relativ hohe Ethanolkonzentration soweit abgesenkt
wurde, dass der Ligand aus dem Protein herausgel6st wurde. Eine Uberpriifung erfolgte,
indem bei der Proteinreinigung das Protein an die IMAC-Saulenmatrix gebunden, und
mit 15mL einer 1:1-Mischung des GF-Puffers und den beschriebenen
Kristallisationsbedingungen gewaschen wurde. Das Mischen erzeugt die gleichen
Bedingungen wie in den Hanging-Drop-Kristallisationsplatten und sollte, wenn der
Ligand in dieser Waschlésung l6slich ist, diesen vom immobilisierten Protein trennen.
In der Folge wurde die Reinigungsprozedur wie zuvor durchgefuhrt und in den
Kristallisationsbedingungen von 2894D3 kristallisiert. Die erfolgreiche Kristallisation
erlaubte die Aufnahme eines RoOntgenbeugungsdatensatzes, welcher mittels
Molekularem Ersatz geldst werden konnte. Die Struktur glich der von 4cgr hinsichtlich
der Konformation der DNA-bindenden Doméne sowie der Existenz der
Elektronendichte in der Ligandenbindungstasche, sodass angenommen werden kann,

dass der Ligand nicht entfernt wurde.

Die Abwesenheit des Liganden in 5efy beruht deshalb vermutlich auf der Tatsache, dass

die Kristallisationsbedingungen nicht die Anbindung des Liganden an den Regulator
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beeinflussen, sondern eine Kristallpackung erzwingen, an der nur nicht-induzierte

Proteinmolekiile beteiligt sind.

3.7.3 Teilweise Komplexierung von SCO3201 mit einem

unbekannten Induktor

Wie sich in der Struktur von 4cgr zeigt, ist die Konformation der Monomere in der
asymmetrischen Einheit nicht identisch. Die Symmetrie zwischen beiden Monomeren
wird durch die Bindung eines kleinen Molekdls in einem Monomer gestort. Dies geht
mit einer Biegung der Helix 4 an der Position Gly87 einher, wodurch die DNA-
bindende Domane um ca. 10 A verschoben wird (Abb. 3.19). Wegen der Anderung der
Konformation bei Bindung des Molekuls kann hdchstwahrscheinlich von einem
induzierten Zustand ausgegangen werden. Die Elektronendichte des unbekannten
Molekiils befindet sich in unmittelbarer Nahe zum Glul55-Rest und zeigt in Richtung
des Ausgangs A2, der sich trichterformig weitet (siehe Abb. 3.20). Dabei ist das
sichtbare Ende der Elektronendichte nur etwa 5 A von Gly87 entfernt. Aus der Form der
Elektronendichte kann auf ein lineares Molekul geschlossen werden, die Néhe zur
Glutamat-Seitenkette legt das Vorhandensein einer polaren Gruppe nahe. Wegen der
Beschaffenheit der Bindungstasche kann die GroRe des Molekils nicht aus der Form
der Elektronendichte abgeschatzt werden, da das Weiten des Trichters dem Molekiil
grolRe sterische Freiheit liefert, was eine eindeutige Position und damit eine vollstandig
sichtbare Elektronendichte verhindert. Weiterhin deutet die Elektronendichte darauf
hin, dass die Interaktion mit Glul55 nicht Uber eine endstandige polare Gruppe
geschieht, sondern Uber eine sekundére. Das Molekul scheint sich weiter in Richtung
der Offnung B1 zu erstrecken, worauf ebenfalls der Aminosaurerest His152 hindeutet,
der in beiden Monomeren unterschiedliche Konformationen einnimmt. So hat der
n-Stickstoff von His152 im nicht-induzierten Monomer einen Abstand von 4 A zum
Sauerstoffatom der freien Carboxylgruppe von, wéhrend der Abstand im induzierten
Monomer auf 6 A vergréRert ist (siehe Abb.3.18). Ob dieses Abknicken mit der
Ausbildung von Wasserstoffbriicken einhergeht oder lediglich den sterischen Anspruch
des Liganden widerspiegelt, lasst sich wegen seiner erwéhnten, nur teilweisen

Sichtbarkeit aus der Struktur nicht ableiten.
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Abb. 3.18: Strukturvergleich von Monomer A (blau) und Monomer B (rot) im Bereich der
Aminosaurereste 145 bis 160 mit F,-F.-Elektronendichte (Kontur-Level: 2 o) des Induktormolekdils und
Abstanden zwischen nt-Stickstoff von His152 und Carboxyl-Sauerstoff von Glu155.

Es kann angenommen werden, dass die Anbindung des Ligandenmolekuls fir ein
Ablésen von der DNA verantwortlich ist. Dies ergibt sich beim Erzeugen der
Symmetrieverwandten beider Monomere und der Uberlagerung mit dem jeweils
anderen Monomer. So haben die HTH-Motive eines aus dem Monomer B erzeugten
Homodimers den erwarteten Abstand von ca. 35 A (gemessen zwischen Pro66-
Stickstoff beider Monomere), welcher der Ganghéhe der DNA &hnlich ist, wohingegen
die HTH-Motive des Monomer-A-Monomer-A-Dimers durch das Abknicken einen
deutlich hoheren Abstand von ca. 55 A haben (siehe Abb. 3.19). Obwohl plausibel, ist
diese Annahme nicht trivial. Die Familie der TetR-Regulatoren ist nur durch ihr DNA-
bindendes HTH-Motiv charakterisiert und weist, wie eingangs erortert, neben einer
Vielzahl verschiedener Induktoren auch unterschiedliche Regulationsmechanismen auf.
Daher ist eine induzierte Derepression, wie sie bei SCO3201 vermutet wird, keinesfalls

selbstverstandlich.

54



Ergebnisse

Abb. 3.19: Uberlagerung von Monomer A (blau) und Monomer B (rot) von SCO3201. Position der
Liganden-Elektronendichte als griine Kugel markiert. Die Verschiebung wurde bei P66 gemessen.

Abb. 3.20: F,-F.-Elektronendichte des Liganden und E155 in Monomer A (Kontur-Level: 2 o).

3.7.4 Vergleich der B-Faktoren der beiden Monomere in 4cgr

Wie am Vergleich der beiden Monomere ersichtlich, gehen die Anbindung des
Molekils und die resultierende Bewegung der DNA-bindenden Doméne mit deutlichen
Anderungen der B-Faktoren einher. Diese beschreiben die Temperaturabhéangigkeit der
gestreuten Strahlung im Kristallgitter®’. Die Unterschiede sind dabei innerhalb der
DNA-bindenden Doméne gering und hohe B-Faktoren sind nur in der N&he des N-
Terminus zu finden. Dies geht mit der Annahme konform, dass die DNA-bindende
Domane in sich stabil ist und Konformationsédnderungen bei Induktion auf Zentren in
der Rumpfdomane beschrankt sind. Wie in Abbildung 3.21 erkennbar, sind die B-

Faktoren im induzierten Molekil allgemein niedriger und drastische Unterschiede
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finden sich besonders im Bereich A85 bis R115, dem Bereich hinter dem Angelpunkt
der HTH-Domé&nenbewegung und im Bereich von C151 bis S180, dem Bereich, in dem
sich auch E155 befindet und der zudem die in anderen TetR-Proteinen nicht vorhandene
Helix einschlieft. Eine Korrelation zwischen Zentren besonders hoher Anderungen der
B-Faktoren und den fir die Ligandenbindung interessanten Bereichen ist also
erkennbar, ebenso wie ein starkes Absinken der B-Faktoren im induzierten Monomer.
Gleichzeitig lasst sich keine offensichtliche Konformationsanderung von Helix 8
beobachten und Helix 9 liefert genau dort &hnliche Konformationen, wo die B-Faktor-
Unterschiede am groBten sind. Niedrigere B-Faktoren korrelieren hdufig mit weniger
flexiblen Bereichen, in Helix 4 konnen sie als Streckung und Erstarren dieser Helix
interpretiert werden, die die HTH-Doménen in einen gréfReren Abstand zueinander

zwingt.

B-Faktor in A2

HIL_ H2 H3 _ H4 H5  H6 _ H7 _H8 _H9 H10

160

120

80

40
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2

Nummer des Aminosaurerestes

Abb. 3.21: Diagramm der B-Faktoren. Blauer Graph: Monomer A, roter Graph: Monomer B.

Die Helix 1 in SCO3201 ist im Vergleich zu anderen TetR-Regulatoren ungewdéhnlich
lang. Die Superposition mit den Proteinen QacR (PDB-Eintrag 1jt0) und TM1030
(PDB-Eintrag 4i6z) zeigt, dass die Helix um ca. 2 Windungen langer als die Helix in
Strukturverwandten (siehe Abb. 3.22) ist. Der N-Terminus der Strukturverwandten
befindet sich in SCO3201 an der Position M35. Mit Blick auf die Hohe der B-Faktoren
fallt auf, dass diese ab diesem Aminosdurerest signifikant kleiner sind als die der

vorhergehenden, jedoch nur im nicht-induzierten Monomer B, welches die zur DNA-
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Bindung fahige Form widerspiegelt. Im induzierten Monomer ist Helix 1 deutlich
geordneter und nur die ersten vier N-terminalen Aminoséurereste weisen hohere B-
Faktoren als der Rest der Helix auf. Ahnlich wie in Helix 4 konnte dies als Erstarren der

Helix bei Ligandenbindung interpretiert werden.

N-Terminus N-Terminus

Abb. 3.22: Stereoskopische Abbildung des Strukturvergleiches der HTH-Doménen von SC0O3201 (blau)
und den TetR-Regulatoren TM1030, Tetracyclin Repressor und QacR in Graustufen,
N-Terminus beschriftet.

Ein Strukturvergleich der HTH-Doméne von SCO3201 mit der von QacR im DNA-
Komplex zeigt, dass die Helix 1 von SCO3201 durch ihre Lange bis in die kleine
Furche der DNA hineinragt. Geht man von einem ahnlichen Anbindungsmechanismus
aus, was die Zugehorigkeit zur TetR-Klasse und die dementsprechende hohe
Anhnlichkeit des HTH-Motivs nahe legt, kann durch Superposition der beiden DNA-
Bindungsdoménen gezeigt werden, dass die Helix einige polare, langkettige
Aminosdureseitenketten in unmittelbare Nahe zu den in der kleinen Furche befindlichen
Basenpaaren bringt. Die Reste Arg28, Arg29, Lys30 und Arg34 kénnten so eine Rolle
fir eine Sequenzerkennung Uber die kleine Furche der DNA spielen. Des Weiteren
konnte die hohere Flexibilitat dieses Teils der Helix in der nicht-induzierten Form

bedeutsam fiir Anlagerung an die kleine Furche sein.

57



Ergebnisse

3.8 Auswertung des Small-Angle-X-Ray-Scattering-Experiments

Um die Struktur von SC0O3201 in der Kiristallpackung mit der Struktur in Ldsung
abzugleichen, wurde ein Kleinwinkel-Beugungsexperiment durchgefiihrt. AulRerdem
sollte ausgeschlossen werden, dass die Faltung des HTH-Motivs ein
Kristallisationsartefakt darstellt. Zuvor wurde vermutet, dass die DNA-bindende
Doméne des Tetracyclin-Repressors und der TetR-Familie im Allgemeinen in
Abwesenheit des Induktors hochflexibel ist und die stabile Faltung eine Folge der
DNA-Bindung ist'"®. Diese Annahme lasst sich nicht mit den deutlich niedrigeren B-
Faktoren der HTH-Motive beziglich des Rests der Struktur von 4cgr in Einklang
bringen, die eine eher rigide Faltung implizieren. Da die Kleinwinkelbeugung in Lésung
durchgefuhrt wird, konnen mit dieser Methode Effekte der Kristallpackung
ausgeschlossen und der Faltungszustand der HTH-Motive Uberpruft werden. Zu
beachten ist allerdings, dass eine Kleinwinkelbeugung mit einer Proteinldsung
keinesfalls unkritisch als das Beobachten des naturlichen Zustands des Proteins
interpretiert werden kann, weil die verwendete Proteinlosung weder die
Proteinkonzentration noch die intermolekularen Wechselwirkungen des Proteoms
nachahmt, die in der Zelle herrschen'*®. Diese werden vermutlich durch den Zustand im
Kristall besser beschrieben, auch wenn die Protein-Protein-Wechselwirkungen anders
als in vivo in jedem Molekul identisch sind. Insofern sind sowohl Proteinlésungen, als

auch Proteinkristalle nur als Naherungen der Bedingungen in vivo zu betrachten.

Das Experiment wurde von Dr. Martha Brennich am ESRF in Grenoble durchgefihrt.
Unter Ergédnzung der Loop-Regionen zwischen A120 und A130 gelang die
Interpretation der Daten und das Erstellen eines Strukturmodells, eine Kongruenz von
experimentellen Daten und Modell lieR sich dabei mit intakter HTH-Doméne erzeugen.
Das Vorhandensein dieses DNA-bindenden Strukturmotivs in Abwesenheit der
erkannten DNA-Sequenz deckt sich mit den Beobachtungen aus der Kristallstruktur des
Heterodimers, dass die HTH-Motive von SCO3201 unabhéngig vom Induktionszustand
eine stabile Faltung haben und durch die Rumpfdoménen entsprechend der Induktion

bewegt werden.
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3.9 Untersuchung der DNA-Bindung von SC0O3201

3.9.1 Einfluss des N-Terminus auf die Operator-Erkennung

Durch einen Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) sollte der Einfluss auf die
Affinitdt von SCO3201 zur Operatorsequenz untersucht werden. Dabei wurde der
Wildtyp mit der zur Kristallisation verwendeten H20-Variante und einer H33-Variante
verglichen. Bei letzterer wurde die N-terminale Helix verkdirzt, bis sie der Lange
homologer TetR-Regulatoren entsprach. Alle Proben wurden auf die gleiche
Ausgangskonzentration von 1 mg/mL eingestellt. Als DNA-Sonde wurde zunéchst die
von Xu et al. mittels DNase Footprinting Assay als geschutzter Bereich des Promotors
identifizierte Sequenz verwendet, hier Operator genannt>''’. Wie dort ebenfalls
beschrieben, zeigten sich mehrere Banden, die auf die Bindung mehrerer Dimere an die
DNA-Sonde hindeuten konnten (siehe Abb.3.23). Hier konnte auBerdem eine dritte
Bande beobachtet werden, die allerdings deutlich schwécher als die anderen ausgepréagt
ist. Die erste, obere Bande ist im Wildtyp am deutlichsten erkennbar, in der H20-
Variante nur noch schwach und fehlt in der H33-Variante komplett. Im Gegensatz dazu
nimmt die untere Bande in ihrer Intensitdt vom Wildtyp Gber die Mutanten H20 und
H33 zu.

WT H20 H33 K

A

e S B =

=

Abb. 3.23: EMSA der SCO3201-DNA-Komplexe. Die Banden zeigen jeweils 4, 2 und 1 pg Protein-
I6sung des Wildtyps, der H20-Variante, sowie der H33-Variante. K: Freie DNA. Kontrast optimiert.

59



Ergebnisse

Die multiplen Banden auf Hohe der freien DNA-Sonde kénnten durch die Ausbildung
von Sekundérstrukturen entstehen, da die Sonde wie erwdhnt mehrere Palindrome
enthalt, die zur Bildung von Hairpin-Strukturen neigen und 0blicherweise erhdhte

Mobilitat in Polyacrylamid-Gelen zeigen*'®

. Wegen der hohen Sensitivitat der Methode
werden zudem auch fehlerhafte DNA-Molekile nachgewiesen, die bei Ublichen
Reinigungsverfahren nach der Synthese bei kommerziellen Herstellern nicht entfernt
werden. In den folgenden Tabellen wurden die Intensitdten der Banden miteinander
verglichen. Mit dem Programm GelAnalyzer wurde zunachst die Flache jeder Bande
bestimmt und anschlieBend deren Gesamtintensitat berechnet (Tab.3.6 und 3.7). Der
Hintergrund, der als Schmier auf dem Blot erkennbar ist, wurde subtrahiert und flief3t
nicht in die Berechnung ein. Durch das unterschiedliche Laufverhalten und den
unterschiedlich starken Hintergrund ist eine genaue Quantifizierung nicht méglich, das
Experiment erlaubt aber eine qualitative Einschéatzung der Intensitatsverhéltnisse von

Banden der gleichen Probe.

Tab. 3.6: Ubersicht iiber die integrierten Intensititen der Banden. Wegen des schlechten Laufverhaltens
der Bande mit 4 pug der H20-Variante fehlt sie in der Tabelle

WT H20 H33
Prot-Menge in nmol 0,24 0,12 0,06 (024 012 006 | 0,24 0,12 0,06
Gesamt- Bande 1: | 1626 | 4129 | 3317 - | 4923 | 2143 | 424 72 54
intensitat Bande 2: | 339 | 611 1492 - | 2909 | 2098 | 4692 | 2232 | 540
Bande 3: | 593 | 1328 | 4821 - | 6396 | 6200 | 8904 | 8892 | 8211

Tab. 3.7: Relative Intensitat der Banden, jeweils bezogen auf die Intensitét der oberste Bande

WT H20 H33
Prot-Menge innmol | 0,24 0,12 0,06 |024 012 0,06 | 0,24 0,12 0,06
Relative  Bande 1: 1 1 1 - 1 1 1 1 1
Intensitdt Bande?2: | 0,21 | 0,15 | 045 | - 059 | 098 | 11,07 | 31 10
Bande3: | 036 | 032 | 145 | - 1,30 | 2,89 21 | 123,50 (152,06
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In friheren Arbeiten von Xu et al. wurde spekuliert, dass das Auftreten der
Doppelbanden auf die Bindung mehrerer Dimere in der Promotorsequenz hindeuten
konnte”. Drei palindromische Abschnitte konnten in der Promotorsequenz identifiziert
werden, bs", BS® und bs®. Die Benennung wurde von Delin Xu in friiheren Arbeiten
eingefiihrt und soll auch hier zum Zwecke der Konsistenz verwendet werden”. Die
Vermutung liegt nahe, dass die Banden der Bindung von SCO3201-Dimeren an eine,
zwei oder alle drei Palindrome entsprechen. In diesem Fall ware die geringere Starke
der obersten Bande in SCO3201-H20 und deren Abwesenheit in SCO3201-H33 ein
Hinweis auf eine verringerte Affinitat dieser Proteine zu einer, bzw. zwei der
Bindungsstellen, wenn auch die mittlere, schwache Bande durch einen Protein-DNA-
Komplex erzeugt wird. Weiterhin konnte die Zunahme der Intensitat der untersten
Bande mit abnehmender Proteinkonzentration im Wildtyp darauf hindeuten, dass eine
der Sequenzen bevorzugt gebunden wird. Die hohere Verfligbarkeit dieser DNA-
Sequenz bei geringerer Proteinkonzentration konnte die Bindung der weniger
bevorzugten DNA-Sequenzen erschweren. Zur Uberpriifung sollte das Experiment mit
DNA-Sonden mit der Sequenz der einzelnen identifizierten Palindrome wiederholt
werden. Abbildung 3.21 verdeutlicht sowohl die Sequenz des vor DNase-Verdau
geschiitzten Bereichs, die im ersten Experiment zu Einsatz kam, als auch die Position

der verwendeten Sonden der einzelnen Bindungsstellen.

@) pe rator GAACCCCGGGGTGGCCCGCCGAATGGCAGATTCTGCCACAGCGGCATA

bSL GAACCCCGGGGTGGCCCGCCG
—_— ——————
BSC CGAATGGCAGATTCTGCCACA
bSR CACAGCGGCATAGCCTGCCGAA
[ —

Abb. 3.24: Sequenz des vor DNase-Verdau geschiitzten Bereichs (oben) sowie der einzelnen vermuteten
Bindungssequenzen. Palindrome in rot und mit Pfeilen gekennzeichnet. Die Benennung der Sequenzen
folgt der von Xu et al.

Wie in Abbildung 3.25 zu erkennen, konnte sowohl fiir die BS®-Sonde, als auch fiir die

bs® -Sonde eine Retention mit allen Varianten des Proteins nachgewiesen werden.
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In bs" war keine Retention erkennbar, was bemerkenswert ist, da bs- und BS® in der
ersten DNA-Sonde komplett enthalten waren, bs® aber nur zur Halfte. Obwohl eine
quantitative Bestimmung der Affinitat zu den einzelnen Sequenzen schwierig ist, konnte
das Experiment zeigen, dass zwei der drei Sequenzen auch isoliert zur Bindung von
SC03201 fahig sind. Die nicht beobachtete Komplexbildung mit bs" iiberrascht
allerdings vor dem Hintergrund der zuvor von Xu et al. durchgefihrten DNase-

FuRabdruck-Untersuchung, in der dieser Bereich vor dem DNase-Verdau geschutzt war.

12 34 56 7 8 9 10

Abb. 3.25: EMSA der Einzelsonden, jeweils 2 pmol DNA und 4, 2, 1 pg Protein. 1, 2, 3: Wildtyp mit bs",
BS® und bs®. 4, 5, 6: H20 mit bs", BS® und bs®. 7, 8, 9: H33 mit bs-, BS® und bs". 10: Kontrolle mit 5
pmol der BS®-Sonde. Kontrast optimiert.

Da eine rein qualitative Aussage Uber das Bindungsverhalten getroffen werden sollte,
wurde keine Verdinnungsreihe der DNA-Regulator-Kombinationen angefertigt. Eine
Aussage Uber die jeweiligen Affinitaten zur verwendeten DNA-Sonde kann deswegen

auf Basis dieses Experiments nicht getroffen werden.

AnschlieBend wurde das Experiment mit einer Sonde wiederholt, die alle Palindrome
vollstéandig enthélt (fulllength-Sonde, siehe Abbildung 3.26). Abermals zeigt sich, dass
die H20-Variante nur schlecht durch das Gel migriert, daher ist die Auswertung
beziglich des Bindungsverhaltens schwierig. Deutlich sichtbar ist hingegen, dass nun
auch die M35-Mutante die zuvor beobachtete Doppelbande enthélt. Mit Blick auf den
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zuvor durchgefiihrten Test auf die Erkennung der drei potenziellen Operatorsequenzen
kann angenommen werden, dass hier nun ebenfalls eine stabile Bindung zu bs®
ausgebildet werden kann, da nun das komplette Palindrom von bs® von einem
SC03201-H33-Dimer erkannt werden kann.

WT H20 H33 K

L 1 Y -
-

-*
.

Abb.3.26: EMSA mit den SCO3201-Mutanten im Komplex mit der fulllength-Sonde. Proteinvolumen
jeweils 4, 2, 1 ug Protein.

Auch hier ist eine Abschwachung der unteren Bande bei héherer Proteinkonzentration
der Probe sichtbar, was abermals den Verdacht weckt, dass eines der Palindrome mit
hoherer Praferenz gebunden wird. Es zeigt sich auBerdem, dass die mittlere, schwécher
ausgepragte Bande des ersten Experiments hier nicht beobachtbar ist. Da in dieser
Sonde ebenfalls die komplette Sequenz von bs- enthalten ist und die Tests mit den
Einzelsonden eine Bindung nicht bestétigten, erscheint es wenig wahrscheinlich, dass
im ersten Experiment die drei Banden durch die Bindung von jeweils einem, zwei, oder
drei Monomeren erzeugt werden. Vielmehr scheint die mittlere Bande durch

Eigenschaften der DNA-Sonde selbst erzeugt zu werden.

Um auszuschlieBen, dass die bs“-Sequenz nicht als isolierte Sequenz, aber bei
Vorhandensein der BS® in unmittelbarer Nachbarschaft gebunden wird, wurde ein
weiterer EMSA unter Verwendung einer bs"BS®-Sonde angefertigt, der nur diese

Schnittstellen enthielt. Obwohl hier ebenfalls Doppelbanden erkennbar waren, ist die
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Aussagekraft dieses Chromatogramms gering, da auch in der Kontrollbande mehrere
Banden erkennbar waren und zudem der Wildtyp keine Retention zeigte (siehe Abb.
3.26). Das Bindungsverhalten an die bs“BS®-Sonde wurde deshalb mittels nativer

PAGE untersucht, die anschliefend mit Coomassie geféarbt wurde.

WT H20 H33 K
'.'
Y ‘

-

Abb. 3.26: EMSA der SCO3201-Mutanten unter Verwendung der bs“BS®-Sonde. Jeweils 2 pmol DNA
und 4, 2, 1 g Protein

3.9.2 Nachweis der Bindung mehrerer Dimere in der

Operatorsequenz

Die Bindung mehrerer Dimere wurde mittels nativer PAGE (Uberprift. Proben des
Protein-DNA-Komplexes wurden dazu wie fir die EMSA-Experimente hergestellt,
jedoch wegen der geringeren Sensitivitdt der Coomassie-Farbung groRere Mengen
verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte wie zuvor bei den EMSA-Experimenten. Die
Komplexierung erfolgte mit nicht-biotinylierten DNA-Molekilen. Wie in Abbildung
3.27 im linken Gel erkennbar, lassen sich auch hier Doppelbanden nachweisen, wobei
die untere bei geringerer Verfligbarkeit der DNA verschwindet. Da die Farbung nur
Protein detektiert und mit gereinigtem Protein gearbeitet wurde, missen beide Banden
von SCO3201 erzeugt werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass die untere
Bande einem SC0O3201-Dimer im Komplex mit der DNA entspricht, die obere zwei
Dimeren im DNA-Komplex. Mit abnehmender DNA-Menge binden die
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Proteinmolekiile verstéarkt die weniger bevorzugte DNA-Bindungsstelle. Bei sehr wenig
DNA wandern die meisten Proteinmolekule als freies Dimer oder bleiben wegen ihrer
Ladung in der Gel-Tasche zurlick. Da die Doppelbande im rechten Gel, in dem die
bs"BS“-Sequenz verwendet wurde, nicht erkennbar ist, kann davon ausgegangen
werden, dass die bs--Schnittstelle weder als isolierte Sequenz, noch synergistisch bei

Vorhandensein der benachbarten BS®-Sequenz gebunden wird.
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Abb. 3.27: Native PAGE des Wildtyps von SCO3201 im Komplex mit der kompletten Operatorsequenz

(links) und der bs“BS®-Sequenz (rechts). Es wurden jeweils 10, 8, 6, 4, 2, 1 und 0 pmol der DNA-Sonde

verwendet und 35 pg Protein. Wegen des hohen pl von SCO3201 migriert das freie Protein sehr schlecht

in das Gel, die Kontrollbande ohne DNA ist daher deutlich schwécher, als die aufgetragene Proteinmenge
erwarten liele.

3.10 Versuch der Identifikation des Liganden

Um die Identitat des Liganden zu bestimmen, wurden mehrere Ansatze verfolgt. Weil
keinerlei chemische Eigenschaften bekannt waren und auch die Funktion von SC0O3201
unbekannt ist, gestaltete sich die Suche nach dem Induktor schwierig und war

letztendlich nicht erfolgreich.

Zunéchst wurde auf Basis der experimentellen Daten der Versuch unternommen, den
Liganden als Modell in die Bindungstasche einzubauen. Weil die Struktur des

Induktormolekdils nicht zweifelsfrei durch die Elektronendichte geklart werden konnte,
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wurde in der abgelegten Struktur auf einen Einbau verzichtet. Der Einbau von
Ligandenmodellen flhrte zur Verbesserung der R-Faktoren, weil die Elektronendichte
in der Bindungstasche erklart wurde. Es wurden dazu allerdings zunéchst nur Modelle
aus Kohlenstoffatomen verwendet, da die Auflosung der Beugungsbilder die
Unterscheidung zwischen den héufigen Atomsorten Kohlenstoff, Stickstoff und
Sauerstoff nicht zulieR. Auch Hybridisierungszustédnde lassen sich nicht mit Sicherheit
zuordnen, daher kommen fur die Fullung der Elektronendichte Molekile mit
unterschiedlichen funktionellen Gruppen in Frage. Insofern kann das erstellte Modell
des Liganden keinen Aufschluss tber die chemischen Eigenschaften des Molekiils
liefern, sondern lediglich Hinweise auf Ausdehnung und Torsionswinkel geben. So ist
die langliche Elektronendichte, die in Richtung der Offnung A1 zeigt, gut zu erkennen
und lasst sich durch eine aliphatische Kohlenstoffkette mit einer Lange von 7 bis 8
Atomen erkldren. Auch die Vermutung, dass die Interaktion des Liganden mit der
Seitenkette von Glul155 nicht (ber eine endstdndige Gruppe vermittelt wird, l&sst sich
aus den Experimenten ableiten, da eine Restdichte bei Verwendung von z. B. Oktan
zurlickbleibt, die sich zwischen dem Liganden und His152 erkennen l&sst. Dies kann als
weiterer Hinweis gewertet werden, dass dieser Rest eine Rolle in der Ligandenbindung
spielt. Ohne dass dies als Beweis fir die tatsdchliche Anbindung dieses Stoffes gewertet
werden konnte, ldsst sich die Elektronendichte komplett durch den Einbau von B-Keto-
Nonansdure oder B-Hydroxy-Dekanséure erklaren (siehe Abb. 3.28). Dies erlaubt auch
die Ausbildung realistischer Wasserstoffbriicken zu Argl95 des gleichen Monomers
uber ein Wassermolekil. Zudem sind diese Molekile Intermediate der
Fettsauresynthese im Stoffwechsel von Bakterien, daher erscheint das VVorhandensein
einer solchen Verbindung in den fir die Expression verwendeten E. coli-Zellen
plausibel*®®. Auch dass SCO3201 in den Differenzierungsprozess von S. coelicolor
involviert ist, konnte ein Hinweis auf die Anbindung von Fettsaure-Vorldufermolekdilen

sein, da diese Bestandteil der Zellmembran sind.

Tab. 3.8: Vergleich der R-Faktoren und der figure of merit bei Einbau der vermuteten Liganden.

Ohne Ligand  B-Hydroxy-Dekansaure B-Keto-Nonanséure

R/R-freein%  23,0/26,9 22,0/26 22,1/26,1
FOM 0,78 0,79 0,78
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Obwohl der Einbau der Molekiile bei ansonsten identischen Verfeinerungsparametern
bessere R-Faktoren durch das Fllen der Restdichte lieferte (siehe Tab. 3.8), wurde in
der fertigen Struktur darauf verzichtet, da keine Beweise fur eine tatsachliche

Anbindung zur Verfugung standen.

M&A

Abb. 3.28: F,-F.-Elektronendichte (Kontur-Level: 2 o) bei Einbau von B-Hydroxy-Dekanséure (A) und B-
Keto-Nonanséure (B). Glul155 in blau, Helices der Monomere in blau (Monomer A) und rot (Monomer B)

Neben der direkten Auswertung der Elektronendichte sollte die gelste Struktur auch als
Basis fir Modeling-Methoden dienen. Die Arbeit wurde von Juliette Coignard an der
Ecole Polytechnique in der Arbeitsgruppe von Thomas Simonson (Paris, Frankreich)
ausgefuhrt. Dazu wurde mittels Docking-Experimenten unter Verwendung von
Autodock Vina und der Molekilbibliothek Chimiothéque Nationale die Freie Enthalpie
der Anbindung der Liganden an die Bindungstasche berechnet'?®. In der Tat wurden
mehrere Kandidaten ermittelt, deren Bindungsenthalpie negative Werte aufweist. Die
Molekiile weisen allerdings drastische Unterschiede zur vermuteten aliphatischen Form
des Liganden auf, da alle polyzyklische Aromaten darstellen und keiner der Kandidaten
Ahnlichkeiten zur Elektronendichte des Liganden zeigt. Allerdings kamen auch die
Dockingexperimente zu dem Schluss, dass der Ligand zumindest hydrophobe Bereiche
aufweisen muss. Es konnte daher keine kohdrente Erkenntnis (ber die Struktur des
Liganden gewonnen werden, die sowohl die Modeling-Ergebnisse, als auch die
experimentellen Daten berticksichtigt. Ein experimentelles Uberpriifen der Anbindung

in vitro war aus mangelnder Verfigbarkeit der Stoffe nicht moglich.
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Der Ligand sollte neben in-silico-Methoden auch (ber experimentelle
Herangehensweisen identifiziert werden. So wurde zunéchst Protein aus 4 L Zellkultur
gereinigt, und anschlielend eingeengt. Wegen der vermuteten aliphatischen Struktur
wurde die Proteinlésung anschliefend mit einer 1:1-Chloroform-Methanol-Mischung
ausgeschuttelt, bei der das Protein denaturiert und vorhandene Lipide in die organische
Phase wandern'®. Durch Zentrifugation lieB sich das aggregierte Protein an der
Phasengrenze sedimentieren. Das Chloroform wurde mit einer Kanile entfernt und

anschlieBend in einem neuen Reaktionsgefall verdampft.

Der Ruckstand wurde anschlieRend in deuteriertem DMSO gel6st und fiir die Aufnahme
eines 300-MHz-NMR-Spektrums verwendet. Das Spektrum enthielt allerdings nur
einen starken Chloroform-Peak. Anscheinend lie} sich das organische Molekul mit
dieser Methode nicht oder nicht ausreichend extrahieren. Auch die Analyse Uber
GC/MS erwies sich als wenig erfolgreich, was abermals an der mangelhaften Extraktion
des Liganden gelegen haben diirfte, da keine ausreichenden Mengen des Molekils zur
Verfligung standen. Niedrige pH-Werte, die vielleicht die Loslichkeit in Chloroform
durch Protonierung von Carboxylgruppen verbessert hatten, fuhrten ebenfalls nicht zum
Erfolg. Daher konnte die vermutete Anbindung von -Keto-Nonanséure, oder, bedenkt
man die Mdglichkeit einer ungeordneten Alkankette, die in den weiteren Bereichen der
unpolaren Bindungstasche liegt, eines homologen Molekils, nicht Gber die Extraktion
aus dem Protein bestatigt werden.

Stattdessen sollte nun durch Zugabe des vermuteten Liganden eine Anbindung
bewiesen werden. Weil keine freien -Keto-S&uren zur Verfligung standen, wurde als
Ligand der Methyl-Ester Methyl-3-oxo-Heptanoat verwendet. Ein Aliquot von
SC03201 wurde mit dem Ester vermischt, bis eine Konzentration von 20 mM erreicht
wurde. Wegen der schlechten Loslichkeit des Esters wurde die Probe bei
Raumtemperatur 30 min im Ultraschallbad inkubiert und mittels Kleinwinkelbeugung
untersucht. Es konnte allerdings keine Anderung gegeniiber dem Apo-Protein
festgestellt werden, sodass davon ausgegangen werden kann, dass zumindest der

Methylester keine Induktion bewirkt.
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4 Diskussion

Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit ausgewertet werden. Es soll dazu die
Qualitdt der Rontgenbeugungsdaten sowie der Einfluss der N-terminalen
Verénderungen an SCO3201 auf Kristallisationsverhalten und DNA-Bindung betrachtet
werden. Zudem sollen der Vergleich mit anderen TetR-Regulatoren und die
Auswertung der EMSA-Experimente die Komplexbildung mit der erkannten
Operatorsequenz beleuchten. AbschlieBend soll dieses Kapitel fir einen moglichen

Ausblick auf die weitere Charakterisierung des Proteins liefern.

4.1 Qualitat der Strukturlésungen von SCO3201

4.1.1 Das teilweise induzierte SCO3201-Dimer 4cgr

Das Strukturmodell 4cgr stellt die erste Strukturlésung des TetR-Regulators SCO3201
dar. Gleichzeitig gibt es durch die Bindung des bislang unbekannten Molekdls in einem
Monomer des Heterodimers Einblick in den Induktionsmechanismus des Regulators.
Weil bei der Kristallisation des Wildtyps nur dinne Nadeln entstanden, die fur
Rdntgenbeugungsexperimente nicht geeignet waren, wurde das Protein ohne einen N-
terminalen Bereich exprimiert, der wegen seines hohen Prolin- und Glycin-Anteils
wahrscheinlich ohne feste Sekundarstruktur vorliegt. Die Strukturaufklarung gelang mit
dem verkiirzten Protein bis zu einer Auflosung von 2,1 A. Besonders aufféllig ist die in
verschiedenen Bereichen unterschiedliche Starrheit des Proteins. Wahrend einige
Bereiche, besonders weite Teile des HTH-Motivs und bestimmte Stellen in der
regulatorischen Domane, sehr rigide und gut definiert sind, sind andere Teile deutlich
flexibler und weisen daher sehr hohe B-Faktoren auf. Wie aus untenstehender Grafik,
in der 4cgr mit anderen Strukturmodellen &hnlicher Auflésung verglichen wird,
erkennbar ist, bewegen sich die meisten Qualitdtsparameter durchaus im Rahmen. Nur
der mittlere B-Faktor ist iberdurchschnittlich hoch und liegt mit 70,3 A? deutlich tiber
dem flr Strukturen dieser Auflésung erwarteten Wert. Auffallig ist dabei, dass das
Monomer, das ein kleines Molekil in seiner Rumpfdoméne gebunden hat, deutlich

geringere B-Faktoren aufweist.
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RMSD (Angles) R-work
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1.330 6.3
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27.820 65.4

Abb. 4.1: Vergleich von Strukturparametern zwischen 4cgr und Strukturen vergleichbarer Auflésung.
Die Farbe der Skala spiegelt die Anzahl der Vergleichsstrukturen. Rot: viele vergleichbare Strukturen,

blau: wenige vergleichbare Strukturen. Rote Zahlen zeigen Maximal- und Minimalwert der

Vergleichsstrukturen, Werte von 4cgr in schwarz. Die Grafik wurde mit POLYGON erzeugt'?.

Es wurde bereits auf die Mdglichkeit hingewiesen, dass das Absinken der B-Faktoren
durch die Ligandenbindung bewirkt wird, allerdings lasst sich auch ein
Kristallpackungseffekt nicht ausschlieBen. Es sei darauf hingewiesen, dass kein
absolutes Absinken (ber die gesamte Lange des Polypeptids erkennbar ist, sondern nur
in bestimmten Bereichen deutlich kleinere Werte auftreten. Diese Bereiche sind
entweder wie Helix 1 in die DNA-Bindung oder wie Helix 7 in die Ligandenbindung
involviert. Im Falle von Helix 4 scheinen keine direkten Interaktionen mit der DNA
oder dem Liganden vermittelt zu werden, stattdessen ist diese Helix durch ein
Abknicken an der Position Gly87 fir die Domanenbewegung des induzierten
Monomers verantwortlich. Sie ist also ebenso direkt in die Funktion von SC0O3201
eingebunden. Hier konnen hohe B-Faktoren als groBe Beweglichkeit der DNA-
bindenden Domane interpretiert werden, weil diese Zone den Angelpunkt ihrer
scharnierartigen Bewegung darstellt (siehe Abb. 4.2). Mit der Erkennung des Liganden
sinken die B-Faktoren auf die Halfte ab, die Helix streckt sich und fixiert die komplette
DNA-bindende Doméne. Daraus resultiert eine VergroRerung des HTH-Abstands beider
Monomere auf 55 A, also weit iber dem Ganghéhenabstand der B-DNA.
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B-Faktor in A2

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H38 H9 H10
160 T -
120
80
40
20 70 120 170 220

Nummer des Aminosaurerestes

Abb. 4.2: Hohe der B-Faktoren in den Helices. Blauer Graph: Monomer A, blauer Graph: Monomer B.
Helix mit Nummerierung tber den Graphen.

Das Erzeugen der Symmetrieverwandten des Protein-Dimers in 4cgr erlaubt die
Abschéatzung der Kristallkontakte, sowie ihres Einflusses auf die B-Faktoren. Geht man
davon aus, dass kleine Abstande zu symmetrieverwandten Molekulen die Beweglichkeit
der jeweiligen Reste durch sterische Anspriiche und die Ausbildung von Interaktionen
einschrénken, sollte sich dies in niedrigeren B-Faktoren ausdriicken. Interessanterweise
sind die Segmente der Reste 90-100 und 160-180, bei denen sich die deutlichsten
Unterschiede in den Temperaturfaktoren zeigen, in beiden Monomeren in &hnlicher
Weise Solvens-exponiert. Die Unterschiede scheinen deshalb nicht auf einen
Packungseffekt zurtickzugehen. Es ist zu vermuten, dass eine vollstandige Induktion
von SCO3201 sowohl den mittleren Temperaturfaktor senken, als auch hdhere
Auflésungen bei Rontgenbeugungsexperimenten liefern wirde, so wie dies etwa beim
TetR-Regulator RutR der Fall ist. Die Apo-Form dieses Proteins (PDB-Code 4x1e)
konnte dabei mit einer Auflosung von 2,4 A gel6st werden, wahrend die Auflésung der
Struktur des Protein-Liganden-Komplexes 1,7 A betragt (PDB-Code 4jyk)*?.

Es kann also festgestellt werden, dass die Temperaturfaktoren der geldsten Strukturen
zwar uberdurchschnittlich hoch, wegen der distinkten Verteilung und dem Absinken bei
Ligandenbindung aber wohl biologisch relevant sind. Die Zonen hoher Beweglichkeit
scheinen sowohl fir den Mechanismus der der Derepression, als auch fur die Affinitat

des Apoproteins zur DNA bedeutsam zu sein.
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4.1.2 Die Apo-Form von SC0O3201

Die Struktur der Apo-Form von SC03201 lieR sich mittels Synchrotronstrahlung bis zu
einer Auflosung von 2,7 A losen, eine deutliche Verbesserung gegeniiber einem
Datensatz, der mit 3,9 A Auflésung an der Drehanoden-Réntgenquelle bei gleichen
Kristallisationsbedingungen aufgenommen wurde. Wie erwartet, konnte die Auflésung
von 4cgr nicht erreicht werden, auch der durchschnittliche B-Faktor ist hoher. Trotzdem
ist die Qualitat der Struktur hinsichtlich ihrer Geometrie und R-Faktoren &hnlich der
von Strukturen vergleichbarer Auflésung (siehe untenstehende Abbildung). Deutlich
mehr Seitenketten als bei 4cgr, gerade auf der Oberflache des Proteins, zeigten keine
Elektronendichte und wurden deswegen nicht in das Strukturmodell eingebaut. Hier
diskutierte Seitenketten waren aber in allen Monomeren der Struktur sichtbar und die

Auflésung ist hoch genug, um Domanenbewegungen sinnvoll zu diskutieren.

RMSD (Angles) R-Work
0.62 0,185

145 0.258
241 0.285

Refree RMSD (bonds)
0211 0nas
e W [
0,331 0,012

0,020

/

Clashscore Average B
2470 5.9

10,001 82,8

69.590 727

Abb. 4.3: POLYGON-generiertes Diagramm der Qualitatsparameter von 5efy. Abermals weichen nur die
B-Faktoren stark vom Referenzbereich ahnlicher Strukturen ab.

In der Struktur der Apo-Form ist der mittlere B-Faktor nochmals deutlich erhoht. Die
Struktur des Apo-Proteins scheint insgesamt weniger starr als die induzierte zu sein, ein
Effekt, der in der Vergangenheit bereits fiir TetR-Regulatoren beschrieben wurde und
bei vielen dieser Proteine eine Kristallisation der Apo-Form verhindert®®'®. Die
Verteilung von Zonen hoher B-Faktoren ist der aus dem nicht-induzierten Monomer
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von 4cgr sehr &hnlich, mit den dort ebenfalls vorhandenen Maxima zwischen Helix 4
und 5, 5 und 6, sowie bei Helix 8 und dem Ende von Helix 9. Dass dasselbe Profil der
B-Faktoren bei Kristallisation in unterschiedlichen Kristallsystemen erzeugt wird, ist
ein weiterer Hinweis darauf, dass diese Verteilung ein intrinsisches Merkmal von
SC03201 und kein Packungseffekt ist. Auch die N-terminale Helix 1 aller Monomere in
der asymmetrischen Einheit ist deutlich schlechter geordnet und der Helix 1 des nicht-
induzierten Monomers aus 4cgr dhnlich. Es kann daher vermutet werden, dass die hohe
Flexibilitat dieser Helix kein kristallographisches Artefakt darstellt, sondern relevant fur
die Funktion von SCO3201 als DNA-bindender Regulator ist.

Wie im Ergebnisteil schon erwahnt, sind die Monomere der Struktur dem Monomer B
aus 4cgr sehr ahnlich. Deshalb konnte unter Verwendung dieses Modells das Molecular
Replacement erfolgreich angewendet werden. Aufféllig ist die Anordnung der
Monomere zueinander, die deutlich von der des theoretischen Monomer-B-Homodimers
abweicht, bei dem das nicht-induzierte Monomer aus 4cgr mit dem induzierten
Monomer A Uberlagert wurde. In der Apo-Form ist der Abstand zwischen den N-
Terminalen Enden der Helices 7 beider Monomere und zwischen den Helices 9 beider

Monomere gegenuber diesem theoretischen Modell deutlich verringert.
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Abb. 4.4: Uberlagerung des erwarteten, aus zwei nicht-induzierten Monomeren von 4cgr erstellten
Modells (grau) und der Struktur eines Dimers aus 5efy (rot). Relativ zum perfekt Giberlagerten
Monomeren-Paar rechts ist das linke Monomer aus 5efy gegenuiber dem aus dem theoretischen Modell
verdreht, hier durch die Bewegung der Helix 7 (N- und C-Terminus beschriftet) kenntlich gemacht.

Da diese Helices die Dimerisierungsflache bilden, liegen beide Monomere an der DNA-
zugewandten Seite des Proteins enger beieinander und sind zudem starker als erwartet
gegeneinander verdreht (siehe Abb. 4.4). Weil sich der Angelpunkt der Drehung an der
bezuglich der DNA-Bindung dorsalen Seite des Dimers befindet, werden ventrale Reste
des Proteins starker verschoben, was zu einer deutlichen Verlagerung des HTH-Motivs
fihrt und den Abstand der HTH-Motive beider Monomere zueinander auf etwa 28 A
(gemessen zwischen den Pro66-Stickstoffatomen) verringert. Dies ist deutlich geringer
als die Ganghohe einer gestreckten B-DNA, die durch den HTH-Abstand des

theoretischen Dimers von etwa 35 A ohne starke Biegung gebunden werden konnte.

In der unmittelbparen Umgebung von Glul55 wund Argl95 waren Kkeine
Elektronendichten eines potenziellen Induktors sichtbar, deshalb kann von einem nicht-
induzierten Zustand ausgegangen werden. Trotzdem waren in der trichterférmigen,
hydrophoben Offnung, die zu diesen Resten filhrt (Offnung A, siehe 3.6.1), einige
langliche Elektronendichten erkennbar (siehe Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Elektronendichten am Eingang zum Kanalnetzwerk von SCO3201. Links als Bandermodell mit
Glul55 und Arg195 im Hintergrund. Rechts als Oberflaichenmodell, polare Reste in rot, unpolare in weil3.

Wegen der geringen Auflésung koénnen diese Elektronendichten keinem Molekil
zugeordnet werden. Die langliche Form und unrealistisch hohe Wasserstoffbriicken-
Abstande zum Peptidrickgrat und den Seitenketten machen Wassermolekiile
unwahrscheinlich. Die Dichten kdnnten aber von hydrophoben Alkanen aus dem
Paraffindl stammen, das als Kryoschutz-Ldosung verwendet wurde. Auch das in der

Kristallisationsldsung enthaltene Ethanol und DTT kénnten diese Dichten verursachen.

4.2 Vergleich der Struktur von SCO3201 mit homologen

Regulatoren

4.2.1 Die DNA-bindende Doméne

Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben, unterscheidet sich die Struktur von SC03201
trotz der Vielzahl an bereits bekannten Strukturen von TetR-Regulatoren zu stark von
diesen, um einen erfolgreichen molekularen Ersatz durchzuflihren. Interessanterweise
ist der bemerkenswerteste strukturelle Unterschied nicht in der regulatorischen, sondern
in der DNA-bindenden Domane zu finden. Helix 1 ist in SCO3201 im Vergleich zum
Groliteil der TetR-Regulatoren sehr lang. Ein Strukturvergleich brachte mit dem in der
Einleitung beschriebenen DesT einen &hnlichen Regulator hervor, der eine ebenso lange
N-terminale Helix besitzt. Auch wenn dieser nur eine geringe globale Sequenzidentitat
von 22,7 % mit SCO3201 besitzt, lohnt der Vergleich beider HTH-Motive, da auch hier

die Ahnlichkeit mit 36 % wieder hoher ist, als im Rest des Proteins. Zudem steht mit
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3lsp ein Strukturmodell von DesT im Komplex mit seiner Operatorsequenz zur
Verfugung. Wie von Miller et al. beschrieben, vermittelt der N-Terminus uber mehrere
Reste Interaktionen zwischen Protein und der kleinen Furche der DNA™. Wegen der
groBen Ahnlichkeit dieser N-terminalen Helix in beiden Proteinen kann angenommen
werden, dass auch in SCO3201 die Sequenzerkennung mithilfe der kleinen Furche
erfolgt. Nahe dem N-Terminus befinden sich mehrere polare Reste, die Interaktionen
mit dem Phosphatriickgrat oder den Nucleotid-Basen ausbilden kénnten. Die Abbildung
4.6 zeigt eine Strukturtberlagerung der HTH-Motive von DesT mit SCO3201.

Glu27
Arg28
Thr26 Arg5

Ser24

Abb. 4.6: Uberlagerung des HTH-Motivs von SCO3201 (PDB-Code 4cgr) in blau mit dem von DesT im
Komplex mit einer Hélfte seiner Operatorsequenz (PDB-Code 3lsp) in rot. Als von Miller et al. relevante
Reste in Helix 1 in rot dargestellt und beschriftet, flir DNA-Interaktion infrage kommende Reste in
SCO03201 in blau.

Weil die Strukturanalyse des DNA-Komplexes nicht Teil der vorliegenden Arbeit war,
bleibt der strukturelle Beweis fir tatséchliche Interaktionen durch die N-terminale Helix
mit der DNA aus, ebenso wie die Funktion der ungeordneten N-terminalen
Peptidsequenz. Vor dem Hintergrund der 16 verschiedenen DNA-Sequenzen, die von
SCO3201 erkannt werden, ist eine Bindung aulerhalb der grofRen Furche, mit der
spezifische oder unspezifische Interaktionen zur Erhéhung der Bindungskonstante
vermittelt werden, aber plausibel und rechtfertigte letztlich die Durchfihrung des

Electrophoretic Mobility Shift Assays. Unklar ist weiterhin die Funktion der N-
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terminalen Sequenz, die fir die Strukturlésung von SCO3201 durch Klonierung entfernt
werden musste. Eine Datenbanksuche der Sequenz der ersten 75 Aminosaurereste, die
in SC03201 der gesamten DNA-bindende Domaéne entsprechen, lieferte 31
Regulatorproteine mit ahnlicher Peptidsequenz in der Né&he des N-Terminus (siehe
Abb.4.7). Beachtenswert ist dabei, dass vor allem die Prolinreste starker konserviert
sind und dem Muster einer repetitiven P-x-Sequenz zu folgen scheinen, bei dem die x-
Position fir ein oder zwei Aminosédurereste steht, die eine hohere Varianz aufweisen.
Werden nur Regulatoren beriicksichtigt, deren N-Terminus hochstens 6
Aminosdurereste kurzer ist als der von SCO3201, steigt die Konservierung der
Prolinreste auf Uber 60 %. Allerdings ist wegen der Seltenheit dieser &hnlichen
Regulatoren die Probengroe mit 10 Proteinen sehr klein. Zudem stammen bis auf
einzelne Ausnahmen, die in anderen Actinomycetales gefunden wurden, alle Treffer aus

Vertretern der Gattung Streptomyces.
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Abb. 4.7: Konsensus-Sequenz von 31 HTH-Motiven mit dhnlicher N-terminaler L&nge wie SCO3201.
Auf der Y-Achse ist die prozentuale Haufigkeit der Aminoséure an dieser Position angegeben, auf der X-
Achse der haufigste Aminoséurerest dieser Position. Bei Angabe zweier Reste sind beide mit gleicher
Héufigkeit vertreten. In rot der Beginn der Helix 1 in 4cgr.

Gerade die selektive Konservierung bestimmter Reste spricht daftr, dass der N-
Terminus in SCO3201 und Regulatoren mit &hnlichen Merkmalen kein evolutionéres
Relikt darstellt, sondern in die Funktion der Proteine involviert ist. So konnte mittels
EMSA festgestellt werden, dass isolierte Operatorsequenzen zwar unabhéngig von der
N-terminalen Modifikation erkannt werden, es aber Unterschiede im Bindungsverhalten
gegenuber der Gesamt-Promotorsequenz gibt. Es ist deshalb moglich, dass der
ungeordnete Teil des N-Terminus keine Protein-DNA-Wechselwirkungen vermittelt,
sondern, wegen der unmittelbaren Na&he mehrerer Operatorsequenzen zueinander,

stattdessen mit dem Nachbar-Dimer interagiert.
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4.2.2 Die regulatorische Doméane

Die regulatorische Domaéne zeigt wie erwartet deutliche Unterschiede zu anderen TetR-
Regulatoren, deren Struktur bereits aufgeklart wurde. Homologe Proteine lassen sich
nur schlecht mit SCO3201 berlagern, insofern kann auch der postulierte oder bekannte
Induktionsmechanismus dieser Proteine keine Hinweise auf den von SCO3201 liefern.
Die hohe Diversitét der regulatorischen Domane innerhalb der TetR-Regulator-Familie
resultiert nicht nur in hoher Varianz bezuglich ihrer Liganden, sondern auch beztglich
der Art und Weise, wie die Affinitat des strukturell hochkonservierten HTH-Motivs zur
Operatorsequenz gesenkt wird. Ein sinnvoller Vergleich zu homologen Proteinen mit
dem Ziel der Identifikation wichtiger Reste bleibt daher auf die Peptidsequenz der oben
erwéhnten Homologen aus anderen Streptomyces-Arten beschrankt, da deren Strukturen
bislang nicht aufgekl&rt wurden. Es zeigt sich, dass besonders die Reste in unmittelbarer
Néhe zum unbekannten Liganden hochkonserviert sind. So ist Glu1l55 unter 100
Homologen zu 94 % konserviert, Mutationen an dieser Position tragen stattdessen einen
Aspartat-Rest. Arg195 ist zu 93 % konserviert, allerdings beruht dies darauf, dass auch
theoretische Leserahmen in die Datenbanksuche einflossen, bei denen nur die HTH-
Doméne annotiert war. Bei diesen Sequenzvergleichen verfélschte die Interpretation der
Abwesenheit eines Aminosaurerestes als Fehlpaarung das Ergebnis. Unter den 100
Treffern besaR keine Peptidsequenz einen anderen Aminosdurerest an dieser Position.
Da das beschriebene Seitenkettenpaar eine Interaktion zwischen den Monomeren an
ihren Kontaktflachen darstellt, ist es an der Dimerisierung von SCO3021 beteiligt.
Bemerkenswerterweise ist auch die Position Cys151 mit 80 % hoch konserviert.
Obwohl ebenfalls dicht neben dem Liganden gelegen, ist in der Struktur keine direkte
Interaktion erkennbar. Vielmehr zeigt die Sulfhydrylgruppe auf den Rest Trpl47, der
seinerseits zu 100 % konserviert ist und Uber das Stickstoffatom seines Indol-Ringes
eine 3,1 A lange Wasserstoffbriicke zur Carboxylat-Gruppe des zu 90 % konservierten
Glul99 ausbildet. Die Triade Trp147-Glul99-Argl195 scheint daher essentiell flr die
Funktion von SCO3201 wund seinen Homologen zu sein, sei es durch
Ligandenerkennung, Dimerisierung oder beides. Auch der Rest Glu87 ist zu 100 %
konserviert, was auf phylogenetischer Ebene einen weiteren Hinweis auf seine
Schlusselposition als Angelpunkt der HTH-Bewegung darstellt. Eine &hnliche

Bewegung der DNA-bindenden Doméne in anderen Homologen scheint daher
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wahrscheinlich, ebenso wie die Erkennung d&hnlicher oder identischer
Ligandenmolekdle.

Im Ergebnisteil wurde bereits auf die Beschaffenheit der Ligandentasche hingewiesen.
Sie formt ein Kanalnetzwerk mit mehreren Zugangen zum Inneren des Proteins. Auch
hier zeigen sich Parallelen zu anderen Vertretern der TetR-Regulatoren, insbesondere
zum namensgebenden Tetracyclin-Repressor. Wie dort vermutet, werden durch
sterische Anspriiche des Liganden die bei Induktion verdréangten Wassermolekdile nicht
an diesem vorbei in das Solvens entlassen, sondern durch eine zusatzliche Offnung™.
Die ahnliche Struktur der Bindungstasche konnte ein Hinweis darauf sein, dass bei
Komplexbildung ein &hnlicher Mechanismus verwendet wird, bei dem Wassermolekiile
durch die orthogonal zur DNA verlaufenden Offnungen Bs, B, und C (siehe Abb. 3.13)
entweichen. Zudem konnte man vermuten, dass der unbekannte Ligand ebenfalls
weitaus groRer ist, als die sichtbare Elektronendichte im Strukturmodell 4cgr dies
erahnen lasst. Das Kanalnetzwerk durchdringt beide Monomere des biologisch aktiven
Dimers. Der fur die Ligandenbindung verantwortliche Teil des Proteins wird also von
beiden Monomeren gebildet, was auch an der unmittelbaren Nahe der Elektronendichte
des Liganden zur Dimerisierungsflache und dem Aminoséurepaar Glu155 und Argl195
deutlich wird. Auch das Lauryl-CoA-bindende FadR, das interessanterweise relativ
hohe strukturelle Ahnlichkeit zu SCO3201 hat, besitzt Bindungstaschen, bei denen

Interaktionen zwischen Ligand und Protein von beiden Monomeren gebildet werden'?*.

4.2.3 Diskussion der Consensus-Sequenz

Die von SC03201 erkannten Operatorsequenzen sind nicht identisch und zeigen nur
wenige stark konservierte Nucleotide. Untersuchungen beziiglich der Affinitat von
SC03201 zu Promotorregionen der reprimierten Gene bestatigten die hohe
Promiskuitivitat des Regulators (siehe Abb. 4.8). Wie bereits in der Einleitung
beschrieben, konnte der Beweis erbracht werden, dass SCO3201 in den Promotoren von
funf Genen mit verschiedener Funktion binden kann und zu einer Repression der
entsprechenden Genexpression fiihrt. Allerdings ist unklar, ob dieser Eigenschaft
biologische Notwendigkeiten zugrunde liegen, oder ob lediglich der Effekt der
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Uberexpression beobachtet wurde, da sich in einer Knock-out-Mutante kein veranderter

Phanotyp feststellen lieR°.

Der Versuch der Erstellung einer Consensus-Sequenz dieser Gene und dem zentralen
Palindrom im sco3201-Promotor durch Dr. Delin Xu lasst kaum Schlisse auf die
nétigen Eigenschaften der Operatoren zu, einzig ein Adenin-Thymin-Basenpaar im

Zentrum ist konserviert®.

TGGCAGATTCTGCCA — b

FTC Cég TCCT CCA

o-c..:uglf

bits

- e e = o

Abb. 4.8: Mittels MEME erstelltes Konsensus-Motiv fiir die erkannte Sequenz von SC0O3201 basierend
auf den vermuteten Promotorsequenzen der von SCO3201 reprimierten Gene'?®. Hohe Buchstaben zeigen

hohe Konservierung. Nur wenige Nucleotide sind konserviert, dartber die BSC-Sequenz zum Vergleich.

Es ist unklar, wie SCO3201 die Erkennung der sehr verschiedenen Operatoren
bewerkstelligt, hier konnten gerade unspezifische Wechselwirkungen zwischen
N-terminaler Helix und Basenpaaren oder Ribosephosphat-Ruckgrat der kleinen Furche
eine Erklarung fur das untypische Verhalten von SCO3201 liefern, da TetR-Regulatoren
zum weitaus groBten Teil eine hohe Bindungsspezifitdt aufweisen. Ein
Sequenzvergleich der vor DNase-Verdau geschiitzten Bereiche mit den vermuteten
Promotorbereichen der reprimierten Gene zeigt auch auf3erhalb der palindromischen
Sequenzen BS® keine starken Ahnlichkeiten, daher erscheint eine Erkennung
spezifischer Reste durch den N-terminalen Bereich von SC0O3201 unwahrscheinlich.

4.2.4 Konformationsanderungen von SCO3201 bei Ligandenbindung

Durch die Verfiigbarkeit eines Strukturmodells der Apo-Form des Regulators konnte
eine Uberlagerung mit der Heterodimer-Struktur durchgefiihrt werden. Obwohl in der
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Struktur 4cgr nur ein Monomer den unbekannten Liganden gebunden hat, ist davon
auszugehen, dass eine Derepression durch Ligandenbindung in beiden Monomeren von
SC03201 erfolgt, da dies der typische Mechanismus bei TetR-Regulatoren ist. Wie
bereits beschrieben, bildet das Kanalnetzwerk durch das SCO3201-Dimer in beiden
Monomeren eine trichterformige, mit hydrophoben Resten ausgekleidete Offnung
(Offnung A, siehe 3.6.1). Diese ist in beiden Monomeren identisch und erlaubt
beziglich ihres Volumens die Bindung von Liganden in beiden Monomeren. Relativ zur
regulatorischen Domane ist die DNA-bindende Domane bei Ligandenbindung um etwa
10 A herausgewinkelt, im Dimer wiirde der HTH-Motiv-Abstand also um 20 A
vergroRert werden, wodurch die Affinitat zur Operatorsequenz drastisch gesenkt wird,
weil das SCO3201-Dimer nicht mehr beide Hélften seiner palindromischen
Promotorsequenz binden kann. Auch wenn die Ergebnisse der Strukturanalyse dem
vermuteten Mechanismus der VergroRerung des HTH-Abstandes bei Induktion folgen,
ist der Abstand im Dimer der Apo-Form mit ca. 28 A wie erwahnt deutlich kleiner als
die Ganghohe der B-DNA (gemessen beim Stickstoff in Pro66). Sollte dies tatsachlich
die biologisch aktive Konformation des DNA-bindenden SCO3201 sein, kénnte das
darauf hindeuten, dass das Protein eine Biegung der DNA erzwingt, um die grofe
Furche optimal binden zu kdénnen. Da Apo-Formen von TetR-Regulatoren aber meist
flexibler als ihre induzierten Gegenstiicke sind, kann der stark verringerte Abstand auch
eine Folge der Kristallisation sein. Die Kristallpackung kénnte dabei eine Konformation
erzwingen, die wegen der Flexibilitdt der Apo-Form zwar mdglich, aber nicht
biologisch relevant ist. Dass der Pro66-N-Abstand in beiden Homodimeren der
asymmetrischen Einheit um ca. 1 A unterschiedlich ist, kann als weiter Hinweis fir die
grolRe Bewegungsfreiheit der DNA-bindenden Domanen der Apo-Form von SC0O3201

interpretiert werden.

Nichtsdestotrotz ist das Biegen der Operatorsequenz bei Komplexbildung ein gangiger
Mechanismus unter den TetR-Regulatoren, die einen HTH-Abstand weit unter der
Ganghohe der erkannten Sequenz besitzen. Der TetR-Regulator TtgV sei hier als
Beispiel genannt. Er hat zwar wenig strukturelle Ahnlichkeit mit SCO3201 beziiglich
seiner regulatorischen Domaéne, aber besitzt in seinem DNA-Komplex einen HTH-
Abstand von weniger als 25 A (Thr49-Thr49-Abstand). Besonders bemerkenswert bei
letzterem ist die kooperative Erkennung einer Uberdurchschnittlich langen

Operatorsequenz durch zwei Dimere, bei der in der DNA starke Biegungen erzwungen
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werden®**%. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente lassen einen &hnlichen
Mechanismus auch fir SCO3201 mdglich erscheinen. Letztendlich wirde nur die
Strukturlésung des Protein-DNA-Komplexes, die im Rahmen dieser Arbeit noch nicht
durchgefuhrt wurde, endgiltige Klarheit tber die Art und Weise der DNA-Erkennung
liefern. Insbesondere die Bedeutung der beiden unmittelbar nebeneinander liegenden
Operatorsequenzen BS® und bs® im Promotor von sco3201 auf dessen Struktur ware
interessant. AuBerdem konnte die Komplexierung mit der Promotorsequenz die
Kristallisation und damit die Verwendung des Wildtyps fur
Rontgenbeugungsexperimente ermdéglichen, wodurch Erkenntnisse Uber die Prolin-

reiche Sequenz des N-Terminus gewonnen werden kénnten.

Es stellt sich die Frage, wie die Konformationsédnderung bei Ligandenbindung, deren
Resultat letztlich eine Streckung von Helix 4 an der Position Gly87 ist, von SCO3201
bewerkstelligt wird. Der Abstand des hdchstwahrscheinlich mit dem Liganden
wechselwirkenden Restes Glu155 zu Gly87 betragt etwa 12 A, der Ligand, der sich von
Glul55 in Richtung Solvens erstreckt, passiert die Helix 4 dabei genau an der Position
von Gly87. Trotz des relativ groBen Abstands von Glul55 zu Gly87 erscheint eine
direkte Interaktion des Liganden mit dem Angelpunkt der Helix-4-Streckung daher
denkbar. Bei genauerer Betrachtung erfolgt bei Ligandenbindung eine konzertierte
Bewegung der Helices 4, 6 und 7 (siehe Abb. 4.9).

_ G87 .
Helix 4 ) Helix 6
\
E149 Y84
Helix 7 E155 H152

Abb. 4.9: Helixbewegungen bei Ligandenbindung. In rot das nicht-induzierte Monomer, in blau das
induzierte. Seitenketten von Tyr84, das der Bewegung von Helix 6 folgt, sowie von Glu149 und His152,
deren Bewegung mit dem Abknicken von Helix 7 korreliert, in der Abbildung gekennzeichnet.
Ligandenbindender Rest Glu155 und Angelpunkt der Helix-4-Bewegung Gly87 als schwarzer Punkt sind
ebenfalls eingezeichnet.
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Das Abknicken von Helix 7 geht dabei mit einer Verschiebung von Helix 6 und dem
Strecken von Helix 4 einher. Wegen der unmittelbaren Nahe der ligandenbindenden
Reste zum Angelpunkt der Bewegung von Helix 7 bei Thrl54 erscheint ein direkter
Zusammenhang auch hier plausibel. Die Biegung erzwingt die Bewegung von Helix 6,
weil diese direkt mit ersterer verknipft ist. Die Bewegung von Helix 4 wird durch
Wechselwirkungen sowohl zu Helix 6 als auch zu Helix 7 vermittelt. Neben
hydrophoben Interaktionen besonders zwischen den Resten 146 bis 154 (Helix 7) und
79 bis 85 (Helix 4) tragt wohl besonders die Wasserstoffbriicke zwischen der
Hydroxylgruppe von Tyr84 in Helix 4 und dem Carbonyl-Sauerstoff von Leul33 zur
Bewegung der drei Helices bei. Sie kdnnte mafigeblich zur Kopplung der Bewegungen
beider Helices beitragen, da Helix 4 und 6, anders als Helix 6 und 7, nicht direkt
miteinander verbunden sind. Aufféllig ist weiterhin der Aminoséaurerest His152, der
bereits im Ergebnisteil wegen des distinkten Positionswechsels seiner Seitenkette
besprochen wurde. Im nicht-induzierten Monomer zeigt der Imidazol-Ring auf die
Seitenkette von Glu199 des jeweils anderen Monomers. Mit einem Abstand von 3,5 A
zwischen dem Carboxyl-Sauerstoff und dem t-Stickstoff des Imidazolringes ist die
Ausbildung von Salzbriicken hier plausibel*”’. Bei Induktion vergroBert sich dieser
Abstand auf ca. 7 A, zum einen dadurch, dass der Angelpunkt der Helixbewegung von
Helix 7 an Position 154 ist und His152 dementsprechend dieser Bewegung folgt. Zum
anderen wendet sich die Seitenkette im induzierten Monomer von GIlu199 ab und hin
zur Position Glul49. Die Seitenkette der letzteren wendet sich dabei von einem
positiven Zentrum bestehend aus Lys145 der beiden Monomere und Argl44 des
anderen Monomers ab und hin zu His152. Auch hier sind die Abstédnde zu gro fir
klassische Wasserstoffbriicken, jedoch mit etwa 4 A im Bereich von Salzbriicken?"'%,
Aus den vorliegenden Strukturen l&sst sich zwar eine Korrelation der Helixbewegungen
mit den veranderten Rotameren ableiten, es bleibt jedoch offen, ob die Seitenketten den
Helixbewegungen lediglich folgen, oder ob die von der Ligandenbindung abh&ngigen
beschriebenen Interaktionen tatséchlich die Position des HTH-Motivs und damit die
Affinitdt zur Operatorsequenz kontrollieren, somit also ursdchlich fir dessen

Konformationsédnderungen waren.
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4.4 DNA-Interaktion von SC0O3201

Neben der Aufklarung der Struktur von teilweise induziertem SCO3201 sowie seiner
Apo-Form wurde auch das Bindungsverhalten zu den Operatorsequenzen des sco3201-
Promotors untersucht. Das Strukturmodell zeigte zwar die ungewohnliche DNA-
bindende Doméane von SCO321, da die Aufklarung der Struktur eines DNA-Protein-
Komplex aber kein Teil dieser Arbeit war, lieferten diese Experimente lediglich
Anhaltspunkte zum mdglichen Modus der DNA-Erkennung. Zur Ermittlung des
tatsdchlichen Einflusses wurden die im Ergebnisteil beschriebenen Mutanten von
SC03201 verwendet. Bei der Erstellung der H33-Variante wurden sowohl der
Vergleich mit anderen TetR-Regulatoren, als auch strukturbiologische Uberlegungen
herangezogen. Einerseits stellt die Position von T33 im Wildtyp von SCO3201 das
typische N-terminale Ende des HTH-Motivs von TetR-Regulatoren dar, andererseits
war diese Position auch in den im Rahmen dieser Arbeit gelosten Strukturen auffallig,
da vor dieser Position zum einen deutliche Unterschiede der B-Faktoren zwischen den
Monomeren in 4cgr zu beobachten waren, zum anderen lasst sich hier ein leichtes
Abknicken der Helix beobachten, was auf eine groRere Beweglichkeit der letzten 3
Windungen relativ zum Rest des HTH-Motivs schliel3en lasst. Die Vermutung war nun,
dass das HTH-Motiv nach dieser Position wegen seiner grof3en strukturellen
Ahnlichkeit zu vielen anderen TetR-Regulatoren einen ebenso klassischen Modus der
Anbindung ausfiihrt und die ersten 32 Aminosaurereste parallel dazu weitere
Funktionen ausiiben. Der Wildtyp und die H20-Variante von SCO3201 standen wegen
den Kristallisationsexperimenten bereits zur Verfuigung, die H33-Variante wurde fir die
EMSA-Experimente erzeugt. Als DNA-Sonde wurde zunédchst der vor DNase-Verdau
geschitzte Bereich der Promotorregion verwendet. Obwohl die Erkennung anderer
Operator-Sequenzen ebenfalls von Xu et al. nachgewiesen wurde, steht die
Beantwortung nach biologischer Relevanz weiterhin aus. Die Erkennung des eigenen
Promotors und die folgende Repression der eigenen Expression ist dagegen ein
verbreiteter Mechanismus innerhalb der TetR-Regulatoren, sodass hier am ehesten von
einer metabolischen Relevanz in S. coelicolor ausgegangen werden kann'?***°. Das 5¢-
biotinylierte Polynukleotid beinhaltete die vermuteten Schnittstellen bs", BS® und eine
Halfte des Palindroms bs® und wurde an mindestens zwei Stellen von SC03201
gebunden. Wie im Ergebnisteil beschrieben, ist die Affinitat des Regulators zu einer der
Operatorsequenzen abhéngig von der Lange des N-Terminus. Es konnte gezeigt werden,
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dass alle Varianten von SCO03201 sowohl an BS®, als auch an bs® binden.
Uberraschenderweise konnte keine Bindung von bs- nachgewiesen werden, obwohl
diese beim von Xu et al. durchgefthrten formaldehyde crosslinking nicht vom DNase-
Verdau betroffen war. Eine mdogliche Erklarung koénnte auch hier die N-terminale
Interaktion von SCO3201 mit der DNA sein, die uber die eigentliche Operatorsequenz
hinaus besteht und die DNA vor einem Verdau durch die DNase schitzen konnte.
Allerdings konnte auch hier zunéchst nicht ausgeschlossen werden, dass eine Bindung
an bs" zwar nicht isoliert, wohl aber im Zusammenspiel mit der Komplexbildung an
BS erfolgt. Zu diesem Zweck wurde der EMSA mit einer DNA-Sonde wiederholt, die
nur die Sequenzen bs" und BS® enthalt. Wie im Ergebnisteil beschrieben, lassen sich in
der Tat Doppelbanden nachweisen, sodass auf den ersten Blick die Existenz zweier
Spezies, eine mit jeweils einem Protein-Dimer an BS®, eine mit Protein-Dimeren an
BS® und bs", vermutet werden kann. Die Kontrollbande, die nur die freie DNA-Sonde
enthielt, zeigt allerdings ebenfalls zwei weniger schnell migrierte Banden neben der
deutlichen Bande nahe an der Lauffront. Da hier die Bindung von Protein an die DNA
ausgeschlossen werden kann, muss angenommen werden, dass die DNA-Sonde
entweder durch Ausbildung verschiedener Sekundarstrukturen zu unterschiedlichem
Laufverhalten fahig ist, oder die Reinigung nach der Synthese durch den Hersteller
fehlerhafte Amplifikate nicht entfernt hat. Dieses Problem wird durch Hairpin-
Strukturen, die Ublicherweise von Palindromen erzeugt werden und zwangsweise auch
in den verwendeten Sonden existierten, verstarkt'***?, Es konnte daher zunachst nicht
ausgeschlossen werden, dass die Doppelbanden in den retardierten Protein-DNA-
Komplexen ebenfalls durch eine dieser Spezies erzeugt wurde. Die native PAGE, bei
der statt der DNA das Protein detektiert wurde, zeigte allerdings keine Doppelbanden.
Da diese Methode die Ergebnisse der Detektion mittels Chemolumineszenz bei der
kompletten DNA-Sonde replizieren konnte, ist davon auszugehen, dass tatsachlich
keinerlei Bindung an bs" erfolgt.

Der erste EMSA lasst sich, nach Ausschluss einer Bindung an bs", nun so interpretieren,
dass die Doppelbande zum einen durch die Erkennung der BS®-Sequenz, zum anderen
durch die zusatzliche Erkennung der nur teilweise vorhandenen bs® -Sequenz zustande
kommt. Hier l&sst sich eine eindeutige Korrelation zwischen N-terminaler Modifikation
und Abwesenheit der Doppelbande nachweisen. Diese Abhéngigkeit ist bei

Verwendung einer DNA-Sonde mit den drei vollstandigen Bindungsstellen zumindest
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bei den verwendeten Proteinmengen nicht beobachtbar. Wie bei Verwendung der
Einzelsequenzen, bei denen alle Mutanten die Sequenz bs® erkannten und zu einer
Retardierung im Gel fuhrten, konnte auch in der kompletten Sonde eine Erkennung von

BS® und bs® gezeigt werden, unabhangig von der N-terminalen Modifikation.

Es stellt sich die Frage, ob die Erkennung des halben bs®-Palindroms durch SCO3201
bei Vorhandensein des kompletten N-Terminus ausreichend stark fir eine
Komplexbildung ist, oder ob der N-Terminus auch fir Protein-Protein-
Wechselwirkungen verantwortlich ist, bei denen die Affinitat von SCO3201 zu bs®
durch ein an BS® bindendes SCO3201-Dimer erhoht wird. Ersteres ist eher
unwahrscheinlich, da eine auch bei Induktion bestehende starke Affinitat von nur einem

HTH-Motiv zur Promotorsequenz eine Derepression verhindern wirde.

Die Bindung des Wildtyps von SCO3201 an BS® kénnte daher eine vom N-Terminus
abhangige Konformationsinderung der DNA erzwingen, die die Anbindung an bs®
erleichtert. Die Erkennung des sco3201-Promotors wére dann kooperativ. Hier ware
abermals der Regulator QacR zu nennen, bei dem die Strukturaufklarung im DNA-
Komplex zeigen konnte, dass dessen Kooperativitdt nicht auf Protein-Protein-
Wechselwirkungen beruht, sondern auf einem Entwinden der erkannten DNA-Sequenz,
die ein Anbinden des zweiten Monomers erleichtert. Wechselwirkungen zwischen den
Dimeren sind wegen der proximalen und distalen Anbindung an die DNA
ausgeschlossen worden'®. Die Operatorsequenzen BS® und bs® iberlappen allerdings
nicht wie die Bindungsstellen des QacR-Operators und sind nur durch drei Basenpaare
voneinander getrennt. Dadurch befinden sich die HTH-Motive von SC03201 im DNA-
Komplex in unmittelbarer Nahe zueinander, was Interaktionen in diesem Bereich
plausibel erscheinen l&sst. Die ungeordnete N-terminale Peptidsequenz koénnte hier
Protein-Protein-Wechselwirkungen vermitteln. Die unmittelbare Néhe der Palindrome
wirft auch die Frage auf, ob diese als eigenstandige Operatorsequenzen betrachtet
werden sollten, oder ob sie stattdessen wie bei QacR eine Operatorsequenz mit
ungewohnlicher Lange darstellen. Im Gegensatz zum Tetracyclin-Repressor, bei dem
die benachbarten Operatorsequenzen upstream und downtream zwei Gene regulieren,
scheint die Bindung zweier Dimere zur Kontrolle des sco3201-Gens auf den ersten
Blick redundant. Ob hier eine biologische Notwendigkeit besteht, zum Beispiel fiir die
Ausbildung  einer  bestimmten  Konformation der DNA, koénnte durch

molekularbiologische Untersuchungen Uberprift werden. Ein Reportergen unter
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Kontrolle des sco3201-Promotors und einer entsprechenden Variante mit nur einer
Bindungsstelle bietet sich wegen der Regulatorfunktion von SCO3201 an™**.

4.5 Versuche zur ldentifikation des SCO3201-Induktors

4.5.1 Mogliche Herkunft des Liganden

Das Wissen um Induktoren von TetR-Regulatoren ist verglichen mit ihrer bekannten
Anzahl sehr begrenzt. Die stetig wachsende Bibliothek der komplett sequenzierten
Genome und die hohe Konservierung des HTH-Motivs machen eine Identifikation
neuer TetR-Regulatoren schon auf DNA-Ebene sehr leicht, wohingegen sich die Suche
nach der Funktion dieser Proteine aufgrund der Diversitét ihrer regulatorischen Domane

als deutlich schwieriger und langwieriger erweist®***.

Die Induktion von SCO3201 erfolgt durch ein bislang unbekanntes Molekul. Wie im
Ergebnisteil beschrieben, passt die gefundene Elektronendichte in 4cgr zu keinem
Bestandteil der verwendeten Puffer, die entweder bei der Kristallisierung oder im
Reinigungsprozess verwendet wurden. Die wahrscheinlichste Quelle ist daher der
Expressionsstamm E. coli C41 selbst, die teilweise Induktion von SC0O3201 kann
entweder beim Lysieren der Zellen stattgefunden haben, oder schon vorher in der
lebenden Zelle nach dem Start der Uberexpression. Vor dem Hintergrund, dass TetR-
Regulatoren als Ein-Komponenten-Systeme intrazellulare Reize erkennen, fihrt dies zu
dem Schluss, dass ein induzierendes Molekil sowohl im gram-positiven
Ursprungsorganismus S. coelicolor, als auch im gramnegativen Expressionsstamm E.
coli C41 nachweisbar ist. Unklar ist dagegen, ob dieses Molekil im jeweiligen
Sekundarstoffwechsel der Organismen vorkommt, wie Xu et al. vermuteten, oder ob in
beiden Organismen eine Aufnahme aus dem Medium erfolgt™. Es stellt sich ebenfalls
die Frage, ob das gefundene Molekil der einzig wirksame Induktor ist, oder ob
SCO3201 auf verschiedene Liganden reagieren kann, so wie dies auch viele andere
Vertreter der TetR-Regulatoren tun, die durch Erkennung vieler schédlicher Molekiile
eine Resistenzantwort gegen sie einleiten*?*****3 Ein breiteres Spektrum von Liganden
ist zumindest eine mdogliche Erklarung fir die Induktion in Organismen mit

unterschiedlichem Metabolismus.
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Gerade bei neu identifizierten Regulatoren wie SCO3201 konnen wegen der
unbekannten Funktion keine Ruckschliisse auf erkannte Liganden gezogen werden.
Umgekehrt kann bei Unkenntnis des Liganden auch nur schwer auf die Funktion des
Regulators geschlossen werden. Insofern ist die Ldsung der Struktur des Regulators
gerade im Hinblick auf sein ungewohnliches Verhalten gegeniber seinen Operatoren
ein wichtiger Schritt zum Verstdndnis des Regulators SC03201 und den ihm
unterstellten, bislang nicht abschlieBend aufgeklarten Prozessen. Es sei jedoch auch
erwéhnt, dass die Bedeutung von letzterem nicht ohne den Liganden endgiltig erfasst
werden kann. Seine Identifikation muss daher der néchste Schritt sein, auch wenn dies
im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr mdglich war. Sowohl B-Hydroxy-Dekansédure als
auch  p-Keto-Nonansdure konnten die Elektronendichte mit realistischen
Wechselwirkungen zum Protein ausfiilllen. Besonders die Anbindung von B-Hydroxy-
Dekanséure sollte untersucht werden, da sie als Surfactant-Bestandteil bereits in

anderen Organismen beschrieben wurde!®

. Es konnte eine Verbindung zwischen
diesen, in S. coelicor wéhren der Zelldifferenzierung gebildeten Molekilen und

SC03201 bestehen.

4.5.2 Einordnung von SC0O3201 im Genom von S. coelicolor

Das Genom von Streptomyces coelicolor wurde bereits im Jahre 2002 vollstandig
sequenziert und 22 Gen-Cluster annotiert, die Sequenzen bekannter oder vermuteter
Gene enthalten, die am Sekundarmetabolismus beteiligt sind*°. Eine Einordnung eines
Gens in einen bestimmten Gen-Cluster kann Hinweise auf seine Funktion geben, wenn
die Funktion der benachbarten Gene bekannt ist. Deshalb wurde mithilfe des
Webservers antiSMASH eine automatisierte Suche durchgefihrt, bei die Sequenz von

139 Es konnte

sc03201 auf Zugehorigkeit zu annotierten Clustern Uberprift wurde
jedoch keine Ubereinstimmung festgestellt werden, SCO3201 gehort zu keinem der 25
von antiSMASH verwendeten Gen-Clustern. Es befindet sich allerdings in der Nahe
von Cluster 10, dem die Synthese von Calcium-abhdngigen Antibiotika zugeschrieben
wird und mit dem Gen sco3214 beginnt. Deutliche Hinweise auf die Bedeutung von
SC03201 fir den Metabolismus von S. coelicolor lieBen sich aber aus der

Genomanalyse nicht ableiten, da die Region um das Gen schlecht charakterisiert ist.
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Benachbarte Gene besitzen groRtenteils ebenfalls eine unbekannte Funktion, auf
Genom-Ebene ist der Erkenntnisgewinn daher zumindest derzeitig gering.

4.5.3 Maogliche zuklnftige Techniken zur Ligandenidentifizierung

Wie beschrieben ist die Identifikation der nattrlichen Induktoren von Regulator-
proteinen keine triviale Aufgabe. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits erste
Versuche unternommen, den unbekannten Liganden in der Struktur 4cgr zu
identifizieren, allerdings ohne Erfolg. Wie bereits erwahnt, fihrt der Weg zum
Verstandnis der Bedeutung von SC03201 (ber die Kenntnis seines Induktors, deshalb
sollten zukiinftige Experimente seiner Identifikation dienen. Da eine Isolierung aus
gereinigten  Protein-Proben nicht erfolgversprechend ist, konnten stattdessen
Hochdurchsatz-Screenings durchgefiihrt werden, bei denen eine groRe Anzahl
verschiedener Molekile innerhalb kurzer Zeit auf Interaktion mit SCO3201 getestet
werden kann. Hier ware die Surface Plasmon Resonance Spectroscopy der klassische
Ansatz, der sowohl in der Arzneimittelforschung als auch in Untersuchungen von
Regulator-Proteinen bereits einen festen Platz hat und sich gut fir die Suche nach
niedermolekularen Liganden eignet**°*2. VVoraussetzung ist dabei ein Versuchsaufbau,
der durch hohe Automatisierung die Vielzahl von Molekilen durchmustern kann. Eine
andere Methode, die zudem gleichzeitig strukturbiologische Informationen liefert, ist
die  Hochdurchsatz-Kristallstrukturanalyse, die durch  Fortschritte in  der
Prozessoptimierung und Automatisierung mdoglich wurde. Auf Basis der bereits
geldsten Struktur kénnen grofRe Ligandenbibliotheken automatisch durchsucht werden
und Verénderungen in der Elektronendichte ebenfalls automatisch ausgewertet werden,
indem bekannte Kiristallisationsbedingungen um die Zugabe von potenziellen

Induktormolekiilen erweitert werden**®

. Voraussetzung fiir diese Methode ist allerdings,
dass die Induktion des Proteins die Kristallisation nicht verhindert oder die
Kristallisationsbedingungen drastisch verandert. Wenn die Zahl der infrage kommenden
Induktormolekule klein genug ist, konnte auch der in dieser Arbeit verwendete
Electrophoretic Mobility Shift Assay verwendet werden, da hier ebenfalls die Induktion
indirekt Uber die ausbleibende Bindung an die Operatorsequenz beobachtet werden

kann.
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In jedem Fall wirde die ldentifikation des Liganden nicht nur zum Verstandnis des
Mechanismus der Genregulation durch SCO3201 beitragen, sondern konnte auch
weitere Hinweise auf die Funktion dieses Regulators in S. coelicolor liefern. Angesichts
der Bedeutung der Gattung Streptomyces und speziell ihres Sekundéarstoffwechsels fur
die Medizin und die Biotechnologie kénnte hier die weitere Erforschung zudem die

Briicke zwischen Grundlagenforschung und Anwendung schlagen.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Chemikalien

Tabelle 5.1: Chemikalienliste.

Chemikalie Hersteller

APS SERVA

Ammoniumchlorid Riedel-de Haén

Ammoniumsulfat Fluka

Ampicillin-Natriumsalz Roth

BICIN Roth, Fluka

Biotin Roth

Bis-Tris-Propan Roth

BME Roth

Bromphenolblau Riedel-de Haén

BSA EURX

BSA Fraktion V PAA Laboratories GmbH

Calciumchlorid Merck

Caps Fluka

CHES Alfa Aesar

Chloramphenicol Sigma

Coomassie Brilliantblau R250 Merck

Dithiotreitol (DTT) SERVA

DMSO Roth

Ethanol Roth

Eisessig Riedel-de Haén

GFP laboreigene Expression
und Reinigung

D-Glucose Merck

Glycerol Roth

Glycin AppliChem
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Hefeextrakt

HEPES

Imidazol

IPTG

D, L-Isoleucin
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat

L-Leucin

L-Lysin

Lysozym
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
MES

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Nickel(1l)-chlorid-Hexahydrat

Ovalbumin

PEG 400

PEG 1.000
PEG 1.500
PEG 3.000
PEG 4.000
PEG 6.000
PEG 8.000
L-Phenylalanin
Roti-Nanoguant

Roth

Roth

Fluka
AppliChem
VEB Schering
Merck

Roth

VEB Berlin Chemie
Riedel-de Haén
Sigma

Merck

Apolda (DDR)
Roth

Roth

Merck

Merck

Roth

Fluka

Apolda (DDR)
Merck

Merck

Merck

Laboreigene Reinigung

aus Huhnereiweif3
Roth

Roth

Roth

Merck

Merck

Roth

Fluka

SERVA

Roth
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Rotiphorese Gel 30
Rotiphorese Gel 40
SDS

TEMED
Thiamin-Hydrochlorid
D, L-Threonin
Tris
Trypton/Pepton
L-Valin
Zinkchlorid
Zinksulfat

Roth
Roth
Roth
SERVA
Roth
Reanal
SERVA
Roth
SERVA
Merck
Roth

5.1.2 Kommerzielle Kits

Tabelle 5.2: verwendete Kits, ihre Anwendungsgebiete und ihre Hersteller.

Name des Kits Anwendung Hersteller

GeneMATRIX Agarose-Out Gelextraktion von PCR- EURX

DNA Purification Kit Amplifikaten

GeneMATRIX Basic DNA Reinigung von PCR- EURX

Purification Kit Amplifikaten

innuPREP PCRpure Kit Reinigung von PCR- Analytik Jena
Amplifikaten

innuPREP Plasmid Mini Kit Plasmid-Isolierung Analytik Jena

LightShift™ Chemiluminescent
EMSA Kit

DNA-Detektion bei EMSA-
Experimenten

life Technologies
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5.1.3 Vektoren und Zellstamme

Der fiir die Uberexpression von SC03201 nétige pET22b-Vektor wurde durch die
Arbeitsgruppe von Dr. Marie-Joélle Virolle bereitgestellt und musste nur noch
einkloniert werden. Das offene Leseraster des Gens enthielt zudem einen N-terminalen

Hexa-His-Tag, der die spatere Proteinreinigung erleichtern sollte.

Zur Selektion vermittelt dieses Plasmid eine Ampicillinresistenz. Die Uberexpression

des Proteins geschah mithilfe des E. coli-Stammes C41.

Fur spatere Experimente wurde das Gen in einen modifizierten pET28b-Vektor kloniert.
Das um 20 Aminoséduren verkirzte PCR-Amplifikat wurde dabei hinter einen Hexa-
His-Tag kloniert, wiederum um die Reinigung des Proteins zu erleichtern. Durch eine
TEV-Protease-Schnittstelle, deren codierende Sequenz sich zwischen Hexa-His-Tag
und sco3201 befand und die Thrombin-Schnittstelle des urspriinglichen Plasmids

ersetzte, konnte der Affinitats-Tag spater entfernt werden.

5.1.4 Lo6sungen, Puffer und Medien
5.1.4.1 Stammldsungen

Fir FPLC-Puffer wurde Reinstwasser verwendet und diese anschlieRend filtriert und

entgast. Falls erforderlich wurden die Lésungen 20 min bei 120 °C autoklaviert.

Tabelle 5.3: Stammldsungen.

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid-Stammlésung
1M IPTG

Gelost in a. dest.

Verwendete Endkonzentration: 1 mM
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Tabelle 5.4: Stammlésungen.

Ampicillin-Stammldsung

100 mg/mL Ampicillin

Gel0st in a. dest.

Verwendete Endkonzentration:
100 pg/ml

Tabelle 5.6: fir das M9-Medium bengtigte
Spurenelemente.

1.000 x trace elements mix
50 mM FeCl,
20 mM CaCl,
10 mM MnCl,
10 mM ZnS0Oy
2 mM CoCl,
2 mM CuCl,
2mM NiCl,
2mM Na;MoO,
2 mM H3BO3

Gelobst in a. dest.

Tabelle 5.5: Stammldsungen.

Kanamycin-Stammldsung

50 mg/mL Kanamycin
Gelost in a. dest.
Verwendete Endkonzentration:

50 pg/mi

Tabelle 5.7: Zusammensetzung der 5 X M9-
LGsung.

5 x M9-L0Osung:

64 g Na;HPO,4 ¢ 7 H,O
159  KH2PO,

25¢ NaCl

50¢ NH,CI

Mit 1 L a. dest. aufgefiillt

und autoklaviert

Tabellen 5.8: Zusammenstellung der Aminoséuren fur die Aspartokinase-Inhibierung. Racemate wurden
in doppelter Menge verwendet, wenn das L-Enantiomer nicht rein zur Verfiigung stand.

Aminosauremischung flr die

Aspartokinase-Inhibierung

50 mg/I
50 mg/I
50 mg/I
200 mg/I
100 mg/I
200 mg/I

L-Lysin
L-Phenylalanin
L-Threonin
D/L-Isoleucin
L-Leucin
D/L-Valin
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5.1.4.2 Medien

Alle Medien wurden bei 4°C gelagert.

Tabelle 5.9: Zusammensetzung des LB- Tabelle 5.10: Zusammenstellung des LB-Agars
Mediums. fur Ausstriche.
LB-Medium LB-Agar
109 Trypton 109 Trypton
59 Hefeextrakt 50 Hefeextrakt
109 NaCl 10g NaCl
mit a. dest. auf 1L 159 Agar-Agar

aufgefullt, pH7. ) )
mit a. dest. auf 1 L aufgefullt, pH

7.
Anschlieffend autoklaviert
Bei ca. 40 °C Zugabe von 1 mL

Antibiotikum-Stammlésung und

Anschlielfend autoklaviert

Abflllung in Petrischalen

Tabelle 5.11: Zusammenstellung des SOC- Tabelle 5.12: Zusammensetzung des
Mediums, das bei der Transformation bendtigt gebrauchsfertigen M9-Mediums.
wurde.

M9-Minimalmedium
SOC-Medium

400 mL 5 x M9-Stammlésung
59 Hefeextrakt

2mL 2 M MgSQOq
209 Trypton

500 pL 1.000 x trace  elements
0,69 Natriumchlorid .

mix

0,29 Kaliumchlorid L

4 mg Thiamin
23 mg Magnesiumchlorid .

4 mg Biotin
25 mg Magnesiumsulfat

10g Glucose
3640 Glucose

mit a. dest. auf 2 L aufgefiillt.

mit a. dest. auf 1 L aufgefllt.

pH 7

autoklaviert,

bei ca. 40°C Zugabe von 1 mL

Antibiotikum-Stammlésung
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5.1.4.3 Pufferlésungen

Tabelle 5.13: Pufferstammldsung fur die Agarose-Gelelektrophorese

Natriumborat-Puffer

2,02 g NaOH

11,36 g Borsaure

mit a. dest. auf 250 mL aufgefulit.

Tabelle 5.14: RF1-Puffer fiir die Herstellung
chemokompetenter Zellen

Tabelle 5.15: RF2-Puffer fir die Herstellung
chemokompetenter Zellen

RbCl, 100 mM
MnCI; « 4 H,0O 50 mM
CH3COOK 30 mM
CaCl, * 6 H,O 10 mM
Glycerol 15%

mit CH3COOH auf pH 5,8 eingestellt,
mit a. dest. auf 400 mL aufgeftllt und

sterilfiltriert.

MOPS 10 mM
RbCI, 10 mM
CaCl;, * 6 H,O 75 mM
Glycerol 15%

Mit NaOH auf pH 7,0 eigestellt, mit
a. dest. auf 80 mL aufgefullt und

sterilfiltriert

Tabelle 5.16: Lysis-Puffer flr die IMAC.

Tabelle 5.17: Elutions-Puffer fur die IMAC.

Lysis-Puffer

IMAC-Elutionspuffer

400 mM NaCl
20 mM Tris/HCI
mit a. dest. auf 1 L aufgefullt und auf

pH 7,2 eingestellt

400 mM NacCl
20 mM Tris/HCL
250 mM Imidazol

mit a. dest. auf 1 L aufgefullt und auf

pH 7,2 eingestellt
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Tabelle 5.18: Laufpuffer 1 fiir die Gelfiltration.

GF-Puffer 1

20 mM Tris/HCI
400 mM NaCl

50 mM Imidazol
1mM DTT

mit a. dest. auf 1 L aufgefillt und auf

pH 7 eingestellt

Tabelle 5.19: Laufpuffer 2 fir die Gelfiltration.

GF-Puffer 2

20 mM Tris/HCI
500 mM NaCl
1mM DTT

mit a. dest. auf 1 L aufgefullt und auf
pH 8 eingestellt

5.1.4.4 Losungen fur die Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Tabelle 5.20: Zusammensetzung des
reduzierenden Probenpuffers flr die SDS-
PAGE.

Reduzierender Probenpuffer
125 mM  Tris/HCI pH 6,8
4% (m/v)  SDS

20% (v/iv)  Glycerol

10% (v/v) B-Mercaptoethanol

eine Spatelspitze Bromphenolblau

Tabelle 5.22: Zusammensetzung der
Coomassie-Farbeldsung.

Tabelle 5.21: Zusammensetzung des nicht-
reduzierenden Probenpuffers fiir die SDS-
PAGE.

Nicht-reduzierender Probenpuffer
125 mM  Tris/HCI pH 6,8

4% (m/v)  SDS

20% (v/iv)  Glycerol

eine Spatelspitze Bromphenolblau

Tabelle 5.23: Zusammensetzung des SDS-
PAGE-Laufpuffers.

Coomassie-Farbeltsung

SDS-Laufpuffer

1g/1 Coomassie  Brilliantblau 3¢/l Tris
R250 24 g/l Glycin
30% (v/v) Methanol 1,67 g/l SDS

10% (v/v) Eisessig
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Tabelle 5.24: Zusammensetzung des 10 x TBE- Tabelle 5.25: Zusammensetzung der
Puffers. Entfarberldsung.
10x TBE-Puffer Entféarber
121,19/l  Tris 30% Methanol
61,8 g/l Borsdure (V/v)
7,4 9/l EDTA (Dinatriumsalz) 10% Eisessig
(V/v)

Tabelle 5.26: Zusammensetzung des Proteinmarkers.

Proteinmarker

0,4 mg/mL BSA (MW 65 kDa)

30% (v/v) Ovalbumin (MW 45 kDa)
0,72 mg/mL  GFP (MW 27 kDa)

0,15 mg/mL  Lysozym (MW 14 kDa)
20% (v/v) Probenpuffer

10 min bei 95°C denaturiert

5.1.5 Verbrauchsmaterialien

5151 PAGE-Gele

Tab. 5.27: Zusammensetzung der beiden Gel-Arten, die flr die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
verwendet wurden.

Bestandteil 4%iges Sammelgel 12%iges Trenngel
a. dest. 6 mL 4,7 mL

Glycerol - 2mL

1,5 M Tris/HCI pH 8,5 - 5mL

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 2,5mL -

12% SDS 100 pl 200 pl

30% Bis-Acrylamid 1,3mL 8 mL

10% APS 50 ul 100 pl

TEMED 10 pl 50 ul
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Tab. 5.28: Zusammensetzung des nativen Gels, das bei EMSA-Experimenten verwendet wurde.

Bestandteil Menge
a. dest. 3,97 mL
10 x TBE-Puffer 0,25 mL
40% Acrylamid-Bis- 0,75 mL
Acrylamid (29:1)

10% APS 25 ul
TEMED 5ul

5.1.5.2 Kommerzielle Produkte

Tab. 5.29: Ubersicht tiber Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller.

Verbrauchsmaterial Hersteller

24er Kristallisationsplatten Greiner Bio One, VWR
96er Kristallisationsplatten Greiner Bio One
Baysilone hochviskos/mittelviskos Silikonpaste GE Bayer Silicones
Biodyne™ B Nylon Membrane Life Technologies
Deckglaschen: 18 x 18 mm VWR

Halbmikro-Kilvetten PS  (10x10x40) Photometer- Diagonal
Kdvetten

HisPur™ Cobalt Resin Life Technologies
HisPur™ Ni-NTA Resin Life Technologies

PrepEase® His-Tagged Protein Purification Resin—High Affymetrix USB
Yield

Roti®-Nanoquant Protein Quantitation Essay Roth
Superdex 75 prep grade Saulenmaterial fur Gelfiltration ~ GE Healthcare

Spitzenvorsatzfilter Durchmesser: 25 mm, Membran: 0,2 VWR
pm PES

Ultrafiltrationseinheit VIVASPIN 4, sartorius stedim
MWCO 10 kDa, V =4 mL

Ultrafiltrationseinheit VIVASPIN 15, sartorius stedim
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MWCO 10 kDa, V = 15 mL
Visking Dialysis Tubing 27/32 @ 21 mm, SERVA
MWCO 12k-14k, 25 A PorengroRe

5.1.5.3 Kiristallisationslésungen

Screening-Experimente wurden mit Kristallisationslésungen aus dem JB Screen Classic
System von Jena Bioscience und dem Crystal Screen HT von Hampton Research
durchgefuhrt. Die genaue Zusammensetzung ist auf der Herstellerseite zu finden.

Tab. 5.30: Name und Art der Prazipitanden der JBScreens.

Name des Screens Prazipitanden

JBScreen Classic 1 PEG 400 bis 3.000

JBScreen Classic 2 PEG 4.000

JBScreen Classic 3 PEG 4.000+

JBScreen Classic 4 PEG 5.000 MME bis PEG 8.000
JBScreen Classic 5 PEG 8.000 bis 20.000

JBScreen Classic 6 Ammoniumsulfat

JBScreen Classic 7 2-Methyl-2,4-pentanediol (MPD)
JBScreen Classic 8 MPD/Alkohole

JBScreen Classic 9 Alkohole/Salze

JBScreen Classic 10 Salze
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5.1.6 Gerate und Software

Tab. 5.31: Ubersicht tiber die verwendeten Geréate und deren Hersteller.

Gerat Hersteller
Autoclave ,,HIClave HV-85¢ HMC
Cleanbench ,,Hera Safe” Heraeus

FPLC ,,Akta Purifier
Gelelektrophorese ,,POWER PAC 300

Gefrierschrank ,,Ultra Low Temperature Freezer U570

Heizblock ,,.Block Heater”

Kfristallisationsroboter ,,CyBi DiluS pro*
Mikroskop ,,SMZ 800

pH-Meter ,,Lab 850

Photometer ,,Cary 50 Bio*

Rigaku Saturn 92

Schiittler ,,Innova4200 incubation shaker”

Schiittler ,,Innova4230 refrigerated incubation shaker”
“Thermomixer comfort”

“Ultra Low Temperature Freezer U570”
Ultraschall ,,Sonoplus”

Ultraschallbad ,,Sonorex Super 10P*

“Vibramax 100 Plattformschiittler

Waage ,,Adventurer*

Wasserbad ,,Polystat CC2*

Wide Mini-Sub Cell GT Cell Elektrophoresesystem

“XK-16" Saulenkorper Gelfiltration Superdex 75 und

Superdex 200
Zentrifugen ,,Biofuge fresco*
Zentrifugen ,,Biofuge pico*

Zentrifugen ,,Sorvall Super T21*

GE Healthcare

BioRAD

New Brunswick Scientific
Stuart Scientific

sartorius stedim

Nikon

Schott Instruments

Varian

Rigaku

New Brunswick Scientific
New Brunswick Scientific
Eppendorf

New Brunswick Scientific
Bandelin

Bandelin

Heidolph Instruments
Ohaus

Huber

BioRAD

Pharmacia

Heraeus
Heraeus

Sorvall
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Zentrifugen ,,Sorvall RC 6%

Sorvall

Zentrifugen Rotorkopfe ,,SL-50T, ,,SL-250T, ,,SS-34%, Sorvall
»SLA-1500%, ,,SLA-3000%

Tab. 5.32: Ubersicht tiber die verwendete Software, sowie deren Anwendung.

Software Anwendung Referenz

antiSMASH CIuster-AnaIysel?’9 http://antismash.secondarymetabolites.org/

BLAST Sequenzvergleich*** http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

CaryWinuUVv UV/Vis-Spektrophotometer ~ www.chem.agilent.com

Caver 3.0.1 Berechnung von Kavitaten'*®  http://caver.cz/

CCP4-Suite Strukturlésung http://www.ccp4.ac.uk/

ClustalW Sequenzvergleich'* http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/

Expasy Berechnung de_s |

ProtParam Mo!eku_largeWICf_\ts_ und http://web.expasy.org/protparam/
Extinktionskoeffizienten

'IIE')r(aE)r?sSI)a/Ite g:qnl}gr)]lzlgr:lon DNA- http://web.expasy.org/translate/

GelAnalyzer éﬁ?gvrﬁ;%gga\:r?&en http://www.gelanalyzer.com/

HkI2Map grzzr)l(séyé /(éberfléche fur http://webapps.embl-hamburg.de/hkl2map/

Jalview Sequenzvergleich™’ http://www.jalview.org/

MolProbity E;’;‘;?}gﬁrﬂﬁ’tﬂr‘enmo http://molprobity.biochem.duke.edu/

Paint.net g::g?gﬁ:ﬁﬁngl http://www.getpaint.net/index.html

Phaser Strukturlésung http://www.ccp4.ac.uk/html/phaser.html

PHENIX Refinement!*® https://www.phenix-online.org

PyMOL Grafische Darstellungen** http://www.pymol.org/

Refmacb Refinement http://www.ccp4.ac.uk/html/refmac5.html

SHELX C/D/E  ab-initio-Phasing http://shelx.uni-ac.gwdg.de/SHELX/
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UCSF . 150 http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/credits.
CHIMERA Grafische Darstellungen html

Unicorn 5.0 FPLC http://www.gelifesciences.com

WinCoot 0.6.2 Verfeinerun http://www.ysbl.york.ac.uk/~lohkamp/coot/wi
und 0.7.1 g ncoot.html
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5.2 Methoden

5.2.1 Molekular- und mikrobiologische Methoden

5.2.1.1 Primer-Erstellung fur die PCR

Fur die N-terminale Verkirzung von SCO3201 wurden Primer mit einer Lange von 30
Basenpaaren erstellt. Weil fur die folgenden Klonierungsexperimente Schnittstellen fur
Restriktionsendonukleasen eingefuigt werden mussten, wurden diese in die Primer
eingebaut und erzeugten mehrere aufeinanderfolgende Fehlpaarungen. Um wahrend der
PCR die Anbindung der T4-Polymerase zu gewahrleisten, wurde vor den Schnittstellen

ein weiteres Triplett eingefiigt, das komplementar zur Template-DNA ist.

5.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion und Ligation mit Expressionsvektoren

Fur die Klonierung wurden kommerzielle Primer verwendet, die die gewiinschte
Nukleotid-Sequenz amplifizierten. Erfolgreiche Amplifikationen wurden mittels
Touchdown-PCR (Tab. 5.34) erzielt. Die Reinigung erfolgte geméall dem Protokoll des
GeneMATRIX Basic DNA Purification Kits, anschlieBend wurde das Amplifikat mit
den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI verdaut und erneut gereinigt. Die
Ligation erfolgte im Thermocycler entsprechend Tab. 5.35.

Bei Colony-PCR-Experimenten wurde als Template etwas Zellmasse aus Einzel-
kolonien verwendet und das entsprechende VVolumen durch a. dest. ersetzt.
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Tabelle 5.33: Zusammensetzung des PCR- Tabelle 5.34: Protokoll der Touchdown-PCR.
Ansatzes.
95°C 4 min
15 L a. dest.
2 UL Forward Primer (20 nM) 30 ZyKlen
95°C 30s
2 UL Reverse Primer (20 nM)
60°C  30s,-0,5°C pro Zyklus
0,5 uL Template-DNA (10 nM) 72°C 305
2 pL dNTP-Mix
30 Zyklen
0,5 puL Pfu+ Polymerase
95°C 30s
72°C 30s
72°C 7 min
Tab 5.35: Zusammensetzung der Tabelle 5.36: Protokoll der Ligation im
ngatlonsansatze. Thermocycler.
Ligation 20 °C 2h
2 h bei 20 °C 16 °C 4h
4 hbei 16 °C 14 °C 3h
3hbeil4°C 12 °C 3h
3hbeil2°C 10 °C 2h
2hbei10°C 70 °C 10 min

10 min bei 70 °C

Tab. 5.37: Zusammensetzung der Ansétze fur den Verdau mittels Restriktionsendonukleasen

Verdau des Amplifikats Verdau des Vektors

10 uL DNA 80 pL Plasmid-DNA

3 pL Ndel 5 uL Ndel

3 puL BamHI 5 uL BamHlI

5 pL 10x High Buffer 10 pL 10x High Buffer
24 L a. dest.
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5.2.1.3 Plasmidisolation

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli fur darauffolgende Transformation oder fur
die Verwendung als Template-DNA erfolgte mittels High Pure Plasmid Isolation Kit
(Roche). Dazu wurden pro Isolation insgesamt 5 mL Ubernachtkulturlosung
schrittweise in einem 1,5-ml-MikroreaktionsgefaR zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. AnschlieBend wurde die Zellmasse entsprechend des Kit-Protokolls

behandelt und zuletzt in 50 pL auf 30 °C erwérmten Elutionspuffer eluiert.

5.2.1.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde durch LGC Genomics GmbH (Berlin,
Deutschland) vorgenommen. Wegen der Verwendung von T7-Promotoren in den DNA-
Konstrukten wurde auf die Bereitstellung eigener Primer verzichtet und ein
bereitgestellter Primer der Firma gewahlt.

5.2.1.5 Transformation mittels Hitzeschock

Die Transformation der Plasmide erfolgte mittels Hitzeschock in entsprechend
kompetente Zellen (s.u.). Dazu wurden 10 pL (Ligationsansatze) bzw. 2 pL
(Plasmidisolationen) der DNA-L6sung zu 50 pL zuvor hergestellten kompetenten
Zellen gegeben. Der Ansatz wurde nun 30 min auf Eis gekuhlt. Danach wurden die
Zellen 40 s in ein 42 °C warmes Wasserbad getaucht. Sofort nach Ablauf dieser Zeit
wurden die Zellen erneut fir 2 min auf Eis gekihlt, um die Schadigung der Zellen auf
ein Minimum zu reduzieren. AnschlieBend wurden zum Ansatz 100 pL SOC-Medium
pipettiert und die Kultur 1 h bei 37 °C und 220 rpm im Schttelinkubator inkubiert.
Zuletzt wurden 50 pL der Lésung auf Agar-Platten, die mit den zur Selektion nétigen
Antibiotika versetzt waren, ausplattiert. Zusétzlich dazu auch eine 2-fache Verdiinnung,

um das Wachstum von Einzelkolonien sicherzustellen®?.

Das Gelingen der Klonierung und der Transformation wurde durch eine Colony-PCR,
bei der Zellmaterial aus einer Einzelkolonie als DNA-Template verwendet wurde, und
eine Agarose-Gelelektrophorese sichergestellt.
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5.2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Agarose-Gelelektrophorese wurde ein horizontales Gelelektrophoresesystem
(Wide Mini-Sub Cell GT Cell, BioRAD) und ein PowerPac 300 (BioRAD) verwendet.
5 mL Natriumborat-Puffer wurden mit 1 g Agarose versetzt und mit 95 mL a. dest.
aufgefullt. Die Losung wurde zum Sieden gebracht und nach kurzer Abkuhlung auf ca.
80 °C mit 5 pL Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/mL) versetzt. Die Polymerisierung
erfolgte in Halterung, mit der auch Probentaschen ausgespart wurden. Nach Erhdrten
wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 20-fach verdinntem
Natriumborat-Puffer tberschichtet. Die zu analysierenden DNA-Proben wurden mit
Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen gefullt. Es erfolgte eine elektrophoretische
Trennung bei 125 V fir etwa 45 min, bis die Bromphenol-Lauffront das Gel fast
durchlaufen hatte. Die Auswertung des Versuchs erfolgte mittels UV-Transilluminator,
bei der die DNA-Fragmente durch Fluoreszenz des Interkalators sichtbar gemacht und
mithilfe einer Digitalkamera fotografiert wurden.

5.2.1.7 Herstellung von chemokompetenten Zellen

Zur Herstellung chemokompetenter Zellen wurde die von Hanahan et al. beschriebene

Methode mit Rubidiumchlorid verwendet***.

Dazu wurden zunichst Ubernachtkulturen von Vereinzelungsausstrichen des
entsprechenden Stamms angesetzt, mit der 100 mL LB-Medium inokuliert wurden.
Danach wurde das Zellwachstum bei 37 °C in Gang gesetzt und kontrolliert, bis eine
ODgoo von 0,4 erreicht wurde. Die Zellkulturlésung wurde dann 15 min auf Eis gekuhlt
und bei 4 °C und 5.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
Reste des LB-Mediums mit einer Mikroliterpipette entfernt. Das verbleibende Zellpellet
wurde in 20 mL des 4-°C-kalten RF1-Puffers resuspendiert. Nach weiteren 15 min auf
Eis wurde das Pellet abermals wie oben beschrieben zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Sediment mit 4 mL des geklhlten RF2-Puffers aufgenommen. 50-
puL-Aliquots wurden in vorgekuhlte 1,5-ml-Mikroreaktions-gefalie geflllt und die

Gefalie sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.
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5.2.1.8 Vereinzelungsausstriche

Um genetisch identische Einzelkolonien fir die Inokulation zu erhalten, wurden
Vereinzelungsaustriche auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Selektionsantibiotika
angefertigt. Dabei wurde die 13-Strich-Methode angewendet. Die Platten wurden bei
37 °C im Inkubator aufbewahrt und bei zufriedenstellender Vereinzelung bei 4 °C
gelagert. Die Vereinzelungsausstriche wurden regelmalRig erneuert, indem
Bakterienkolonien per Vereinzelungsausstrich auf frische LB-Agarplatten tberfuhrt

wurden.

5.2.1.9 Ubernachtkultur (UN)

Um die Proteinexpression zu beschleunigen, wurden Ubernachtkulturen angelegt, die
zur Inokulation der 2-l-Kolben verwendet wurden. Hierzu wurden unter sterilen
Bedingungen 5 mL LB-Medium in ein Reagenzglas pipettiert und entsprechend der
klonierten Resistenz 5 pL Ampicillin-Lésung (100 mg/mL) oder 5 pL Kanamycin-
Losung (50 mg/mL) hinzugegeben. Mithilfe einer sterilen Pipettenspitze wurden
anschlieBend Zellen einer Einzelkolonie aus einer Petrischale entnommen und in den
Ansatz Ubertragen. Das Reagenzglas wurde bei 37 °C im Schittelinkubator aufbewahrt.
Zur Kontrolle der Sterilitat der Reagenzien wird eine Negativkontrolle mitgefthrt, bei

der auf das Animpfen verzichtet wurde.

5.2.1.10 Glycerolstocks

Fir die langerfristige stabile Lagerung von Bakterienstdmmen wurden Dauerkulturen
mit hohem Glycerolanteil angelegt. Dies geschah nach folgendem Protokoll: 150 pL
steriles, 87%iges Glycerol wurden mit 850 puL Ubernachtkultur vermischt und diese

anschliellend bei -80 °C gelagert.
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5.2.1.11 Proteinexpression im LB-Medium

Die Proteinexpression fand in 2-l-Schikanekolben statt, die eine ausreichende
Sauerstoffversorgung gewahrleisten. Unter sterilen Bedingungen wurden dazu jeweils
500 mL vorgewarmtes LB-Medium in die Kolben gefullt und mit 500 pL der
Antibiotikum-Stammlosung versetzt. Zuletzt wurden alle Kolben mit jeweils 5 mL einer
Ubernachtkultur angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 220 rpm im
Schiittelinkubator. In regelméRigen Abstanden wurde das Wachstum kontrolliert, indem
die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt wurde. Bei einer ODggo
von ca. 0,8 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 0,5 mL der IPTG-
Stammldsung in jeden Kolben induziert. Die Dauer der Proteinexpression betrug 3 h,
sie wurde ebenfalls bei 37 °C und 220 rpm durchgeflhrt. Nach Ablauf der Zeit wurde
die Kulturlésung aus den Kolben in Zentrifugenbecher gefullt und 15 min bei 11.000 g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und spéter autoklaviert. Das
Zellpellet wurde in 30 mL Lysis-Puffer resuspendiert und in 50-ml-Falcon-Réhrchen
bei -20 °C aufbewahrt.

5.2.1.12 Einbau von Selenomethionin in SC0O3201

Durch den Austausch von Methionin gegen Selenomethionin in SC0O3201 sollte die
Methode der Multi-wavelength Anomalous Dispersion ermdglicht werden. Statt eines
Methionin-auxotrophen Expressionsstammes konnte der reguldre Expressionstamm
durch Unterdriickung der Aspartokinase fur den Einbau von Selenomethionin
verwendet werden. Die Aspartokinase Kkatalysiert die Phosphorylierung von
Asparaginséure, die Reaktion stellt den ersten Schritt der Biosynthese von L-Lysin, L-
Methionin, L-Threonin, und L-Isoleucin dar. Hohe Konzentrationen dieser
Aminosduren erzeugen eine Feedback-Inhibierung, mit der das Enzym in E. coli an
seiner Teilnahme am Syntheseweg fur Methionin gehindert werden kann und so die

Inkorporation von zugegebenem Methionin bzw. Selenomethionin erzwungen wird%.

Es wurden zunichst wie oben beschrieben Ubernachtkulturen angesetzt und diese 15
min bei 11.000 g =zentrifugiert. Mit 10 mL M9-Medium der folgenden

Zusammensetzung wurden die Zellen anschlie3end resuspendiert.
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Tabelle 5.38: Zusammensetzung des zur Kultivierung eingesetzten Mediums.

400 mL 5 x M9-Stammldsung

2mL 2 M MgSO4

500 pL 1.000 x trace elements mix

4 mg Thiamin

4 mg Biotin

10 g Glucose

Auf 2 L mit sterilem a. dest. auffillen

Die Zellen wurden nun in 2 L des vorgewarmten M9-Mediums bis zu einer ODgop VOn
0,8 inkubiert. Nun wurden 200 mg L-Lysin, L-Phenylalanin und L-Threonin, sowie 100
mg L-Isoleucin, L-Leucin, L-Valin und 120 mg L-Selenomethionin hinzugegeben. Die
grolRen Mengen der supplementierten Aminosduren inhibieren die Aspartokinase und
eine Synthese von Methionin im Expressionsstamm wird verhindert'?, Nach weiteren
15 min, in denen restliches, von den Zellen selbst synthetisiertes Methionin verbraucht
wurde, erfolgte die Induktion wie Ublich durch Zugabe von 1 mM IPTG. Ab diesem
Zeitpunkt konnte die Proteinexpression wegen des Mangels an Methionin nur noch mit
Selenomethionin geschehen. Nach 3 h wurden die Zellen geerntet und wie bei der

Expression im LB-Medium bei -20 °C aufbewahrt'®.

5.2.2 Proteinreinigung
5.2.2.1 Zellaufschluss

Fir den Zellaufschluss wurden die Zellpellets in 45 mL 4 °C-kaltem Lysis-Puffer je
Liter Zellkultur resuspendiert und weiterhin auf Eis gekihlt. AnschlieRend wurden die
Zellen bei 50% power und 50% cycle mittels Ultraschall aufgeschlossen. Es wurden 5
Wiederholungen mit jeweils 8 min Dauer durchgefiihrt, an die sich jeweils 2 min Pause
anschlossen, um eine zu starke Erhitzung des Zelllysats zu verhindern. Nach dem
Aufschluss wurden die Zelltrimmer 60 min bei 4 °C und 40.000 g zentrifugiert. Das
Zentrifugat, welches die l6sliche Proteinfraktion enthielt, wurde weiter verwendet, das

Sediment wurde verworfen.

111



Materialien und Methoden

5.2.2.2 Verdau mittels DNase

Die l6sliche Proteinfraktion wurde mit 20 uL DNase-L6dsung je Liter Zellkultur versetzt
und 30 min bei 4 °C aufbewahrt. Zugunsten der Proteinstabilitit wurde die

verlangsamte Reaktionsgeschwindigkeit der DNase bei 4 °C in Kauf genommen.

5.2.2.3 Metallionen-Affinitatschromatographie

Zur Durchfiihrung wurde eine Handtropfsdule mit 10 mL Volumen verwendet. Die
cytosolische Fraktion des Aufschlusses wurde in eine mit 1 g Sdulenmaterial je Liter
verarbeiteter Zellkultur beflllten Handtropfsaule gegeben. Der Durchfluss wurde
aufgefangen und der Vorgang wiederholt. AnschlieBend wurden 15 mL des
Lysispuffers Uber die Saule gegeben, um ungebundene Proteine sowie Proteine mit
geringer Affinitdt zum S&ulenmaterial zu entfernen. Zur Elution des Zielproteins
wurden 10mL des Elutionspuffers verwendet, der durch die hohe
Imidazolkonzentration das Zielprotein von der Séule l6ste. Der Durchfluss wurde
aufgefangen und fir die folgende Behandlung mittels Ultrafiltrationseinheit
(VIVASPIN 15, 15 kDa MWCO) auf 5mL Volumen eingeengt, indem eine
Zentrifugation bei 5.000 g stattfand, bis das gewiinschte Volumen erreicht war.

5.2.2.4 Gelfiltration

Die Gelfiltration erfolgte mithilfe der FPLC-Anlage AKTAprime und einer
Superdex75-Saule (Volumen 120 mL, Trennbereich 3.000 Da—70.000 Da). Zundchst
wurde die Sdule aquilibriert, indem sie mit dem 1,5-fachen ihres Volumens des
jeweiligen GF-Puffers gespult wurde, um eine fur das Protein glinstige Umgebung zu
gewabhrleisten und eventuelle Verunreinigungen friherer Experimente zu entfernen. Vor
der Injektion der Probe wurde diese mittels Spritzenvorsatzfilter von mdglicherweise
zuriickgebliebenen gréberen Bestandteilen befreit. Nach der Injektion der Probe
(Volumen 5 mL) wurden abermals 1,5 Saulenvolumen GF-Puffer durch die S&ule
geleitet. Wegen ihres unterschiedlichen hydrodynamischen Volumens erfolgte eine

Auftrennung der Proteine und sie wurden fraktioniert in je 2 mL aufgefangen. Die
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Fraktionen wurden bei der ersten Reinigung mittels SDS-PAGE auf Proteingehalt und
Reinheit Gberpriift. Bei folgenden Préparationen mit gleichem Ablauf wurde dies
ubersprungen und die Fraktionen fir die weitere Arbeit anhand des Chromatogramms
der Gelfiltration ausgewahlt. Fir folgende Kristallisationsexperimente wurden die
Fraktionen, die das Zielprotein enthielten vereinigt und abermals mittels
Ultrafiltrationseinheit eingeengt, bis die Konzentration von 40 pg/pL erreicht war. Die

Proteinldsung wurde anschlieend in 50-pL-Aliquots bei -80 °C gelagert.

5.2.3 Elektrophoretische Untersuchungsmethoden von Proteinen
5.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde mit den Gelen durchgefihrt, deren Zusammensetzung im
Materialteil beschrieben wurde. Die Proben wurden fir die Gelelektrophorese
vorbereitet, indem jeweils 15 pL der Probe mit 5 uL des Probenpuffers versetzt wurden.
Die anschlielende Denaturierung der Proteine erfolgte im Heizblock fiur 10 min bei
95 °C. Das im Probenpuffer enthaltene SDS lagert sich an die nun zugénglichen
hydrophoben Bereiche und Uberdeckt die Eigenladung der Proteine durch eine groRe
negative Ladung. Die Verwendung von SDS und die Denaturierung stellen durch das
Angleichen des Masse-Ladungsverhéltnisses der Proteine sicher, dass die
Wanderungsgeschwindigkeit nur von der molaren Masse und nicht von
Strukturmerkmalen abhangig ist. Zum Abschétzen der Grélie wurde in jedem Gel eine
Tasche mit 5 pL eines Proteinmarkers mit Proteinen bekannter GroRRe gefillt. Die
anderen Taschen wurden mit jeweils 15 pL der vorbereiteten Probe beladen. Die
Elektrophoresekammer wurde mit SDS-Laufpuffer geftllt und eine Spannung von 160
V angelegt, wodurch die Proteine zur Anode wanderten. Wenn die Lauffront das Ende
des Gels erreicht hatte, wurden die Gele 30 min mit Coomassie-L6dsung geféarbt und

zweimal fir je 30 min mit Entfarber-Ldsung behandelt und anschlie3end eingescannt.
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5.2.3.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die native PAGE wurde mit dem variierten Polyacrylamidgel durchgefihrt. Die
Spannung betrug 90 V. Vor Auftragen der je 15-puL-groRen Proben wurde das Gel ca. 1

h unter Spannung gesetzt, um denaturierende Agenzien der Gelherstellung zu entfernen.

5.2.3.3 Electrophoretic Mobility Shift Assay

Mittels gelelektrophoretischer Auftrennung von Protein-DNA-Komplexen wurde die
Affinitdt von Proteinen zu 5°-biotinylierter DNA untersucht. Dabei wurde ausgenutzt,
dass die freie DNA schneller durch das Gel migriert, als Protein-DNA-Komplexe™®.
AnschlieBend  wurde ein  Southern Blot auf eine Nylonmembran (5.
Verbrauchsmaterialien) fir 45 min bei 350 mA durchgefihrt. Durch die Inkubation mit
einem Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Fusionsprotein konnte nach Zugabe von
Luminol und einer entsprechenden Verstarkerlosung die Laufweite der DNA durch
Chemolumineszenz analysiert werden. Die Durchfiihrung erfolgte geméal der Anleitung
des LightShift™ Chemiluminescent EMSA Kits. In spateren Experimenten wurden die
nativen Gele bei Verwendung entsprechend héherer Probenmengen auch mit Coomassie
angefarbt. Die folgenden DNA-Sonden und ihre entsprechenden komplementéren

Strange wurden verwendet.

Tab. 5.39: Sequenz der verwendeten Sonden. \Von Xu et al. annotierte Bindungsstellen in rot™.

Sequenzname  Sequenz

Operator GAACCCCGGGGTGGCCCGCCGAATGGCAGATTCTGCCACAGCGGCATA

full Iength GAACCCCGGGGTGGCCCGCCGAATGGCAGATTCTGCCACAGCGGCATAGCCTGCCGAAGTG
bSL GAACCCCGGGGTGGCCCGCCG

BSC CGAATGGCAGATTCTGCCACA

bSR CACAGCGGCATAGCCTGCCGAA
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5.2.4 Kiristallisation von Proteinen
5.2.4.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bindung von Coomassie Brilliant Blue G250 an Proteine kann fir die
Konzentrationsbestimmung verwendet werden. Bei der Anbindung geht der Farbstoff
in seine anionische Form Uber, wodurch sich sein Absorptionsmaximum vom blauen
Wellenléngenbereich in den roten verschiebt™*. Durch die Messung der Absorption bei
den Wellenlangen 590 nm und 450 nm kann das Verhaltnis von gebundenem zu
ungebundenem Farbstoff nach folgender Gleichung ermittelt werden, wobei die

Konstanten aus einer zuvor erstellten Kalibriergeraden entnommen wurden.

(fli—gg - 0,4523) *1ug

00228+ml

1.000 = cinug/mi

Dabei ist Asgy die Absorption bei 590 nm, Asso die Absorption bei 450 nm, V die
Verdunnung und c die Proteinkonzentration in pg/pL.

Zur Vorbereitung der Messung wurde 1 pL Proteinlésung mit 839 pL a. dest. vermischt
und danach 160 pL Roti®-Nanoquant-Ldsung hinzupipettiert. Die Probe wurde 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend die Absorption beider Wellenlangen im
Photometer gemessen. Da bei dieser Methode nur wenig Probenvolumen nétig ist,
wurde sie hauptsdchlich bei hochkonzentrierten Proteinlésungen verwendet, deren

Gesamtvolumen relativ gering war.

5.2.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Spektrophotometrie

Die Proteinkonzentration wurde spektrophotometrisch gemessen, da diese Messung bei
Kenntnis des molaren Absorptionsskoeffizienten genauer als die kolorimetrische

Messung nach Bradford ist. Bedingt durch das Volumen der Quarzkivette konnte die
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Methode nur angewendet werden, wenn mindestens 400 pL Probevolumen zur
Verfligung standen. Da die Probe nicht wie bei der Bradford-Probe denaturiert wurde,
konnte sie fur folgende Experimente weiterverwendet werden. Mithilfe des Photometers
wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt und die

Konzentration unter Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes errechnet.

Aygo = &0 ¥ C*d

Fur SCO3201 wurde der Absorptionskoeffizient mithilfe der Edelhoch-Methode
berechnet, die auf der Anzahl der Aminoséuren Tryptophan, Tyrosin und Cystein
beruht™®.

€80 = (#Trp) * (5.500) + (#Tyr) = (1.490) + (#Cystin) = (125)

Es wurde der molare Absorptionskoeffizient 37.470 M™ x cm™ fiir den vollstandigen
offenen Leserahmen verwendet. Fir das verklrzte Fragment wurde derselbe
Extinktions-Koeffizient verwendet, da bei der Klonierung keine der fur die Berechnung

relevanten Aminosauren entfernt wurden.

5.2.4.3 Proteinkristallisation

Die Proteinkristallisationsexperimente erfolgten sowohl nach der Sitting-Drop-Methode
in 96-Well-Screningplatten, als auch nach der Hanging-Drop-Methode in 24-Well-
Platten.

Die Sitting-Drop-Methode mittels Pipettierroboter wurde fiir das gleichzeitige Testen
von mdoglichst vielen verschiedenen Kristallisationsbedingungen auf erfolgreiches
Kristallwachstum verwendet. Hierbei wurden in die 96-Well-Platten jeweils 40 pL der

Reservoirlosung aus den Screeninglosungen pipettiert. Auf die Uber den Wells
116



Materialien und Methoden

liegenden Bénke wurden jeweils 0,3 pL Proteinlosung pipettiert und mit 0,3 pL
Reservoirlosung aus den Wells gemischt. Die Platten wurden danach mit einer
selbstklebenden Folie verschlossen, die die einzelnen Kammern luftdicht verschloss.
Die Platten wurden bei 22 °C gelagert und ebenfalls regelmaRig auf Kristallwachstum
kontrolliert. Wegen der geringen Probenvolumina eigneten sich die gewachsenen
Kristalle nicht fiir Beugungsexperimente.

Die ebenfalls angewendete Hanging-Drop-Methode eignet sich besser zur Optimierung
der Kristallisationsbedingungen, aber auch zur Herstellung von groReren Kristallen, da
hier das Probenvolumen variabler gestaltet werden kann. Es wurden 500 pL
Reservoirlosung in die Wells pipettiert. Auf einem Deckglaschen wurde 1 pL
Proteinlosung mit 1 pL Reservoirldsung vermischt. Einige Kristallisationsexperimente
wurden mit groReren Tropfen von insgesamt 4, 6, 8 und 10 pL Volumen durchgefihrt.
Die so préparierten Deckglaschen wurden auf die mit Silikonpaste umrandeten Wells
gelegt, sodass diese luftdicht verschlossen waren. Die Lagerung der Platten erfolgte bei
22 °C. In regelmaligen Abstdnden wurden die Platten mithilfe eines Mikroskops auf

Kristallwachstum kontrolliert.

5.2.5 Rontgenstrukturanalyse
5.2.5.1 Sammlung und Prozessierung von Rdntgenbeugungsdaten

Fur die ersten Datensétze, die fir die Molecular-Replacement-Methode verwendet
werden sollten, wurde ein Drehanoden-Rdntgengenerator (MicroMax 007, Cu-K,-
Strahlung, mit mehrlagigen Spiegeln (OSMIC) und einem Saturn92 CCD-Detektor,
Rigaku MSC, Kemsing, UK) verwendet. Spater wurde dieser Aufbau auch flr weitere
Messungen verwendet. Um die Qualitat von Kristallen zu bestimmen, wurden zunédchst
einzelne Beugungsbilder aufgenommen. Mit einer Nylonschleife passender Groéle
wurde zundchst ein Kristall in  eine Kryoschutz-Lésung getaucht. Dabei wurden
zunéchst mehrere Mischungen aus Kiristallisationslésung und steigendem Anteil der
Kryoschutz-Losung verwendet. Spater wurde stattdessen Paraffindl verwendet, da die
Kristalle so weniger starke Schdden davontrugen. Anschlielend wurden zwei

Rontgenbilder erzeugt, zwischen deren Aufnahme der Kristall um 90 ° gedreht wurde.
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Durch die maximal erreichte Aufldsung konnte abgeschatzt werden, ob ein Kristall fur
eine vollstandige Messung in Frage kommt. War dies der Fall, wurde ein kompletter
Datensatz mit entsprechenden Belichtungszeiten aufgenommen. Dabei wurden Bilder
unter 180 ° Rotation aufgenommen, da zu Beginn die Raumgruppe nicht feststand und
die Vollstandigkeit des Datensatzes sichergestellt werden sollte. Weil sich im Verlauf
der Messung keine Schaden am Kristall zeigten, wurden auch spatere Aufnahmen unter
180-Grad-Drehung durchgefuhrt, um die Redundanz des Datensatzes zu erhéhen. Die

Prozessierung der Daten geschah mit der CrystalClear-Software (Ver. 1.3.6).

Weiterhin wurden Roéntgenbeugungsdaten mittels Synchrotronstrahlung am BESSY I
Elektronenspeicherring in Berlin Adlershof aufgenommen. Dazu wurde an der
Beamline 14.1 ein PILATUS-6M-Detektor verwendet. Fir die Single-Anomalous-
Dispersion-Methode wurden Datensétze bei 0.97549 A und 0.97957 A aufgenommen.
Der Kristall wurde ebenfalls bei 100 K in Paraffindl gelagert.

5.2.5.2 Ab-initio-Phasenbestimmung mit SHELX

Weil eine Strukturlésung uber bekannte Modelle mittels Molecular Replacement nicht
mdoglich war, wurden initiale Phasen mittels anomaler Streuung von eingebauten
Schweratomen errechnet. Mit den Programmen SHELX C, D und E wurde dabei die
Schweratom-Substruktur bestimmt, bei der, als eine korrekte Ldsung erzielt wurde,
neben den sphérischen Elektronendichten der Selen-Atome auch einzelne andere
helixférmige Elektronendichten zu erkennen waren. Die Interpretation dieser Dichten
erlaubte mithilfe des Programmes WinCoot 0.6.2 den manuellen Bau eines
Strukturmodells, das qualitativ gut genug war, um in Molecular-Replacement-
Rechnungen mit Phaser MR aus der CCP4-Suite (Collaborative Computational Project
1994) verwendet werden zu konnen. Iterativ angewendet erlaubte dieses VVorgehen die
schrittweise Verbesserung der Phaseninformationen und die Vervollstdndigung des
Modells.

Wegen der einfacheren Handhabung wurden SHELXC/D/E mit dem Programm

HKL2map gestartet*”’

. Mit der grafischen Benutzeroberflache wird das Einstellen von
Parametern erleichtert und Ergebnisse der Berechnungen lassen sich leichter

Uberblicken. SHELXC bereitet die Daten fir die anschlieBenden ab-initio-
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Berechnungen vor und testet auf Verzwilligung des Kristalls. SHELXD errechnet
Phasenwinkel der Schweratom-Substruktur. Weil die Schweratome achiral sind,
ergeben sich immer zwei enantiomorphe Lésungen. Hier wurden Einstellungen wie die
Anzahl der Schweratome vorgenommen, nach denen gesucht werden soll. Weil die
Raumgruppe nicht bekannt war, wurde die Anzahl abgeschatzt, indem Uber die
Berechnung des Matthews-Koeffizienten die wahrscheinlichste Anzahl an Monomeren
in der Einheitszelle bestimmt und mit der Anzahl der in der Peptidsequenz vorhandenen
Selenomethionin-Reste multipliziert wurde*®. Das N-terminale Selenomethionin ging
nicht in die Schweratom-Anzahl ein, da davon ausgegangen werden konnte, dass dieser
erste Aminosaurerest ungeordnet vorliegt und deshalb keine Elektronendichte erzeugt.
Nach erfolgreicher Losung der Schweratom-Substruktur kénnen mit SHELXE initiale
Phasen fiir die Gesamtstruktur berechnet werden. AuRerdem erlaubt SHELXE einen
automatisierten Modellbau, bei dem automatisch Elektronendichten erkannt, und mit
Sekundarstrukturelementen versehen werden. Dabei werden fir beide enatiomorphe
Losungen Modelle erstellt, die manuell kontrolliert werden missen, da nur eine die

korrekte Elektronendichte fir die chiralen Proteinmolekile enthalt.

5.2.5.3 Strukturbestimmung Gber molekularen Ersatz mit Phaser MR

Die Molecular-Replacement-Methode sollte zunédchst fur die erste Strukturldsung
genutzt werden und konnte fiir spétere Datensédtze erfolgreich durchgefiihrt werden.
Verwendet wurde dafiir das Programm Phaser MR aus der CCP4-Suite™’. Zunachst
wurden moglichst &hnliche Modelle der Makromolekile vorbereitet, indem Atomsorten
angepasst und  Losungsmittel-Atome entfernt wurden, da diese falsche
Phaseninformationen beitragen, wenn ihre Position in den experimentellen Daten nicht
der im Modell entspricht oder gar nicht vorhanden sind. Dieses Modell wird dann durch
Rotation und Translation in der Einheitszelle positioniert. Dazu wird aus den
experimentellen  Strukturfaktoren und den errechneten Strukturfaktoren der
Modellstruktur jeweils eine Patterson-Karte erstellt. Um nicht sechs unabhdngige
Parameter (drei Euler-Winkel fiir die Orientierung und drei fraktionelle Koordinaten fiir
die Position) gleichzeitig berechnen zu mussen, werden Rotation und Translation

nacheinander durchgefihrt. Weil Vektoren, die durch intramolekulare Atomabsténde
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erzeugt werden, unabhédngig von der Translation dies Molekdls in der Einheitszelle sind
und diese Vektoren durch die tendenziell kurzeren Atomabstédnde innerhalb des
Molekiils ebenfalls einen relativ kleinen Betrag besitzen, kann die korrekte Orientierung
des Molekils mit drei unabhéngigen Parametern bestimmt werden, wenn Vektoren mit
grolRem Betrag, die meist intermolekulare Abstande représentieren, ignoriert werden.
Durch die bereits errechnete Orientierung reduziert sich die Anzahl der Freiheitsgrade
flr die restliche Berechnung ebenfalls auf drei. Diese Aufteilung der Suche nach sechs
Parametern in zwei Suchléufe nach drei Parametern verringert den Rechenaufwand
betréchtlich, was besonders bei Einheitszellen, deren asymmetrische Einheit mehr als
ein Makromolekil enth&lt, bedeutsam ist. Zu beachten ist auerdem, dass zum
Zeitpunkt dieser Berechnungen die Raumgruppe meist nicht sicher bekannt ist und der
Vorgang fur alle zur entsprechenden Lauegruppe gehdrenden Raumgruppen

durchgefuhrt werden muss.

Zur Kontrolle der Korrektheit der Lésung werden in Phaser MR der Log Likelihood
Gain (LLG) und jeweils ein Z-Score fur die Rotation und die Translation ausgeben
(RFZ und TFZ). Dabei spiegelt der LLG-Wert die Wahrscheinlichkeit wider, dass die
Losung des molekularen Ersatzes korrekt ist. RFZ und TFZ geben an, um wie viele
Standardabweichungen der LLG-Wert der Loésung besser ist, als der LLG-Wert des
Mittelwertes eines Satzes zufalliger Lésungen. Korrekte Losungen haben bei Modellen
mit grenzwertiger Qualitat Ublicherweise zwei- bis dreistellige LLG-Werte und Z-
Score-Werte Uber 5. Werden Modelle eingesetzt, die sehr ahnlich sind, z. B. bei
Kokristallisation mit Ligandenmolekulen, werden LLG-Werte im hohen vier- bis

funfstelligen Bereich erwartet. TFZ und RFZ sind dann meist zweistellig.

5.2.5.4 Verfeinerung mittels refmac5 und WinCoot 0.6.2

Die Strukturlésungen wurden mit WinCoot 0.6.2 (spater Vers. 0.7.1) und refmac5 aus
der CCP4-Suite verfeinert, indem das Modell an die experimentellen Daten angepasst
wurde. Fiir die Apo-Form von SCO3201 wurde auch PHENIX verwendet'*. Dabei
wurden die Strukturparameter des Modells verandert, um bessere Phasenwinkel zu
erhalten. In  mehreren  Zyklen angewendet, fihrte dies zu besseren

Elektronendichtekarten und erlaubt wiederum die Verbesserung des Modells. Dies ging
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auch mit einer Verbesserung der Molekllgeometrie einher. Neben dem Optimieren von
Bindungswinkeln und Bindungsldngen wurde auch das TLS refinement angewendet, bei
dem zuvor definierte Domanen die Beriicksichtigung von anisotropen Auslenkungen

von Atomen erlauben®®.

Die Beugungsbilder beschreiben zudem nicht nur die in der Einheitszelle befindlichen
Makromolekule, sondern auch kleine Molekiile mit distinkter Position aus dem Puffer.
Weil eine lokal bessere Ubereinstimmung von Modell und Elektronendichte zu einer
globalen Verbesserung der Phaseninformation fiihrt, trdgt der Einbau von
Wassermolekilen und anderen niedermolekularen Stoffen nicht nur zur Gewinnung
biologischer Informationen bei, sondern verbessert auch die Geometrie der
Makromolekiile iiber die Verbesserung der Phaseninformationen>’.

Die Molekiilgeometrie wurde stets parallel zur Verfeinerung durch refmac5 und
WinCoot kontrolliert und am Ende mit dem MolProbity-Webserver tUberprift. Dabei
wurden verschiedene Parameter mit hinterlegten Strukturen verglichen. Durch die hohe
Zahl an bereits aufgeklarten Strukturen kdnnen die daraus gewonnenen empirischen
Daten als verl&sslich betrachtet werden und Hinweise auf Fehler in der eigenen Struktur

liefern.
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