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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Das Bakterium Photorhabdus Iluminescens lebt in einer mutualistischen Symbiose mit
Nematoden der Gattung Heterorhabditis. Die Nematoden dringen in das Hamozdl und den
Gastrointestinaltrakt verschiedener Insektenarten ein und sondern dort Uber ihre
Kdrperausgange die Bakterien ab. Um die Immunabwehr des Insekts zu umgehen und das
Insekt zu tdéten, sekretiert Photorhabdus Iluminescens eine Vielzahl von Virulenzfaktoren,
insbesondere Tc-Toxine. Tc-Toxine sind aus jeweils einer A-, B- und C-Komponente aufgebaut,
die einen 1,7 Megadalton groflen Holotoxinkomplex bilden. Dieser Komplex enthalt ein
toxisches Enzym, das nach Ubertragung in die Wirtszelle durch Modifikation von Proteinen zum

Zelltod fuhrt.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die dreidimensionalen Strukturen der pentameren A-
Komponente (TcdA1-Prapore aus Photorhabdus luminescens) und des Heterodimers der B-
und C-Komponente (TcdB2-TccC3  aus Photorhabdus  luminescens) mittels
Roéntgenkristallographie bestimmt. Das TcdB2-TccC3-Heterodimer bildet eine kokonahnliche
Struktur und enthdlt im C-terminalen Bereich von TccC3 eine intrinsische
Aspartatproteasedomane. Diese Doméane spaltet den C-Terminus von TccC3 ab, der als ADP-
Ribosyltransferase C3 die eigentlich toxische Komponente bildet, die wahrscheinlich in einem
entfalteten Zustand im Kokon vorliegt. Desweiteren verschlie3t ein unsymmetrischer B-Propeller

den Kokon in TcdB2.

Die TcdA1-Struktur zeigt ein Pentamer, das aus einer dufReren Hille und einem zentralen
Translokationskanal aufgebaut ist. Die &ufRere Hille enthalt Insertionen, die sich in
rezeptorbindende Doménen und in ein neuraminidasedhnliches Pentamer falten. Aufgrund der
Homologie zu Sialidasen kdnnte dieses Pentamer Glykoproteine in der Wirtszelle enzymatisch
spalten. Die rezeptorbindenden Doméanen zeigen Homologien zu Interleukin- und Interferon-
Rezeptoruntereinheiten. Durch Interaktionen mit Mitgliedern dieser Zytokinrezeptorfamilie
kénnte das TcdA1-Pentamer an der Wirtszellmembran stabilisiert und die Penetration der
Membran durch den TcdA1-Translokationskanal bei einer Konformationséanderung unterstitzt

werden
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1 Mutualistischer und parasitarer Lebenszyklus von

Photorhabdus luminescens

Nematoden der Gattung Heterorhabditis bzw. Steinernema treten meist in bodennahen

Habitaten des Erdreichs auf und befallen obligat Insekten bzw. Insektenlarven als Endoparasit

Kaya, 1978). Uber Bodenvibrationen oder chemische Lockstoffe, wie zum Beispiel

Kohlenstoffdioxid, finden sie ihren Wirt (Torr et al., 2004; Hallem et al., 2011) und gelangen in

diesen Uber Penetration der Haut oder Gber Kérperdffnungen wie Mund, Tracheen oder Anus

(Bedding und Molyneux, 1982). Von dort aus wandern sie in das Hdmozdl des Insekts.

MUTUALISMUS (mit Nematode) PATHOGENITAT (gegeniiber Insekt)

o J infizieren
Freisetzung der IJ aus Kadaver -l Insektenlarve
Entwicklung und IJ wandern in die
Vermehrung der |J Hémolymphe

Nematode verwendet

Biomasse des Insekts <——— IJ-Infektion

als Nahrungsquelle tétet Insekt

Abb. 1: Mutualistischer sowie parasitdrer Lebenszyklus von Photorhabdus

luminescens

Photorhabdus luminescens lebt in einer mutualistischen Beziehung als Endosymbiont in Nematoden,
die in Insekten leben. In einer bestimmten Entwicklungsstufe des Jugendstadiums wandern infektidse
Nematoden (IJ) in die Hamolymphe von Insektenlarven und setzen Phoforhabdus luminescens frei,
die das Insekt schlieRlich tdten. Die Bakterien sowie die Nematoden verwenden die Biomasse des
Insekts als Nahrungsquelle bis weiterentwickelte infektiose Nematoden neue Insektenlarven befallen
kénnen. Die Abb. wurde nach (Goodrich-Blair et al., 2007) modifiziert.
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Heterorhabditis-Arten leben in einer mutualisitischen Symbiose mit Prokaryonten der Gattung
Photorhabdus (Abb.1) (Kaya und Gaugler, 1993). Photorhabdus-Arten leben im Darm der
Nematoden und zeigen ab einer physiologisch-relevanten Bakteriendichte die Biolumineszenz
als Charakteristikum, die auf die Phoforhabdus-eigene Luciferaseaktivitat zuriickgefihrt wird

(Abb. 1 mittig oben) (Schmidt et al., 1989).

Photorhabdus Iluminescens ist das am genauesten untersuchte Bakterium der Gattung
Photorhabdus. Es lebt in einer mutualistischen Symbiose mit Heferorhabditis bacteriophora und
wird ab einem bestimmten infektidésen Stadium (IJ) vom Nematoden in das Insektenhdmozdl
abgegeben (Forst et al., 1997). Fir diesen Mechanismus ist ein vom Insekt produzierter Faktor
verantwortlich, der urspriinglich als evolutiondrer Schutz gegen eine Infektion diente (Ciche und

Ensign, 2003).

Auf diesem Wege in das Insektenhdmozdl gelangte Phoforhabdus luminescens zeigt in Bezug
auf den neuen Wirt ein parasitares Verhalten (Abb. 1). Somvanshi et al. vermuten, dass diese
Verhaltensanderung durch eine einzelne Inversion eines stochastischen Promotors
hervorgerufen wird, wodurch kleinere avirulente zu gréReren virulenten Prokaryontenzellen
heranwachsen (Somvanshi et al., 2012). Zusatzlich wird die Sekretion einer Vielzahl von
Toxinen induziert, die zum schnellen Tod des Insekts fliihren (Bowen und Ensign, 1998; ffrench-

Constant und Bowen, 1999).

2.2 Pathogenese durch Photorhabdus luminescens

Die Infektion eines Insekts durch Heterorhabditis bacteriophora und Photorhabdus luminescens
fuhrt zur sofortigen Aktivierung der humoralen Immunabwehr. Hierbei reicht die Anwesenheit
von Photorhabdus luminescens aus und flhrt zur Ausschittung von Wirtszellfaktoren, die an
Membranproteine der Insektenzelloberfliche wie Hamolin, C-Typ-Lektinrezeptoren und
peptidoglycan recognition proteins binden (Sun et al., 1990; Tian et al., 2009; Kurata, 2014). Die
dadurch aktivierte humorale Immunabwehr fuhrt zur Produktion und Sekretion antimikrobieller
Peptide wie Lysozym oder Attakin (Abb. 2), die zur Suppression des Bakterienwachstums in der
Hamolymphe fihren (Dickinson et al., 1988; Mulnix et al., 1994). Gleichzeitig wird eine
Melaninisierung der Hamolymphe durch proteolytische Spaltung von Prophenoloxidase in
aktivierte Phenoloxidase eingeleitet, die mit einer sichtbaren Verdunkelung der Insektenlarven

einhergeht (Abb. 1, unten rechts) (Gillespie et al., 1997). Immunmodulatoren der Familie der
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Icosanoide stimulieren die zelluldre Immunabwehr durch Aktivierung der Phagozytose in
Hamozyten zur Eliminierung von Bakterienaggregaten (Lavine und Strand, 2002; Zhao et al.,

2007).

Allerdings wird die auf diesem Wege aktivierte humorale und zelluldre Immunabwehr durch die
Freisetzung unterschiedlichster Faktoren in Photorhabdus Iluminescens supprimiert. Diese
Faktoren sowie deren zugrundeliegenden Mechanismen werden in den Folgeabschnitten

genauer charakterisiert.

2.21 Umgehung der humoralen Immunabwehr in Insekten

Die ersten Schritte der humoralen Immunabwehr beinhalten die Produktion einer Vielzahl von

antimikrobiellen Peptiden. P. luminescens sekretiert in diesem Stadium mindestens vier

Insekten-\
h@molymphe

(Insekten-
epithel

f LPS
AMPs \

HAIP
%P Scolexin A
(Attakine, T /
Cecropine) Hamoline /

Phagozytose

S
Lektine /Og serpine f
,\ ﬁ — PLA ™ | cosanoid-

/’ \/ synthese
/ PPO Nematode

Bakterien-

,_,.’-—{PO R verklumpung

f N

Melanin- Bakterien
synthese synthese

("

\— _J

Abb. 2: Umgehung der humoralen und zelluldren Insektenimmunabwehr durch
Photorhabdus luminescens

Das Schema zeigt die Umgehung der humoralen und zellularen Immunabwehr in Insekten. Hierbei
initiieren die Photorhabdus-eigenen Proteasen PrtA (griin), Php-B (blau) und PrtS (schwarz) den Abbau
wirtseigener Proteine, wohingegen eine Ausschittung von LPS (pink) die Ausbildung phagozytierender

Hamozyten supprimiert und eine Sekretion von Antibiotika (AB, violett) eine Melaninisierung der
Hamolymphe und Koagulation von Bakterienaggregaten verhindert.

Proteasen in die Hamolymphe, die die Hydrolyse von Wirtsproteinen mit einer

immunabwehrahnlichen Funktion einleiten (Marokhazi et al., 2004). Ein Beispiel ist die
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serralysindhnliche Metalloprotease PrtA aus P. luminescens (Abb. 2, griner Pfad). Diese
spaltet verschiedene Proteine, die eine Rolle bei der Immunerkennung (B-1,3 glucan recognition
protein 2), der Aggregation von Hamozyten (hemocyte aggregation inhibitor protein), der
Immunregulation und der Immunsignalweitergabe (Serpin-1) spielen, sowie als Effektoren bei
Koagulationen (Scolexin A/B) fungieren (Felfoldi et al., 2009). Desweiteren wird auch die
Metalloprotease Photorhabdus protease B von P. Iluminescens sekretiert, die Kkurze
kollagenahnliche Sequenzwiederholungen sowie Bradykinin hydrolysiert (Abb. 2, blauer Pfad).
Die entstehenden Spaltprodukte dienen der Aufrechterhaltung des Energiehaushaltes von P.
luminescens. Zudem schadigt die Uber Php-B-vermittelie Spaltung der Kollagenfibrillen die
extrazelluldare Matrix der Wirtszelle (Marokhazi et al., 2004). Schliellich werden weitere
Proteasen im Rahmen einer Infektion von Insekten durch P. Juminescens exprimiert, die im
Zusammenhang mit der Umgehung der humoralen Immunabwehr stehen (Massaoud et al.,

2010).

Die  Melaninisierung der Hamolymphe beschreibt einen  weiteren  humoralen
Abwehrmechanismus von Insekten. Normalerweise wird die Melaninisierung durch eine
Photorhabdus-Infektion unterdriickt (ffrench-Constant et al.,, 2003). Jedoch sekretiert
Photorhabdus die Photorhabdus-spezifische Protease PrtS (Abb. 2, schwarzer Pfad), die die
Melaninsynthese beschleunigt (Held et al., 2007). Eine weitere wichtige Funktion von PrtS ist
die Spaltung von antimikrobiellen Peptiden, um die Insektenimmunabwehr zu hemmen (Cabral
et al., 2004; Held et al., 2007). In Kombination mit einer Melaninisierung kénnte P. luminescens
das Insektenimmunsystem Uberreizen, damit eine Umgehung der Immunabwehr mdglich ist

(Held et al., 2007).

Auf molekularer Ebene wird die Melaninsynthese durch Hemmung von Phospholipase A;
supprimiert, die die Spaltung von Prophenoloxidase zu Phenoloxidase eigentlich beschleunigt
(Kim et al., 2005). Eine Hemmung der Phospholipase A wird wahrscheinlich Uber die
Ausschittung von LPS (Abb. 2, pinker Pfad) durch P. luminescens initiiert (Dunphy, 1994).
Zusatzlich kann Photorhabdus luminescens durch die Synthese von Antibiotika die Aktivitat der
Phenoloxidase inhibieren (Abb. 2, violetter Pfad) und dadurch eine bakterielle Verklumpung

aufgrund einer Melaninisierung verhindern (Eleftherianos et al., 2007).
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2.2.2 Umgehung der zelluldaren Immunabwehr von Insekten

Die Hemmung von PLA; fiihrt neben einer Suppression der Melaninsynthese auch zu einer
verringerten Produktion von Icosanoiden (Park et al., 2003). Die daraus resultierende
Hemmung der Ausbildung von phagozytierenden Hamozyten (Abb. 2, pinker Pfad) beschreibt
eine indirekte Unterdrickung der zellularen Immunabwehr in Insekten durch P. luminescens

(Park et al., 2004).

Eine direkte Unterdriickung der Phagozytose erfolgt bei P. luminescens (iber Sekretion von
Effektorproteinen in Hamozyten durch ein Typ-IlI-Sekretionssystem (T3SS) (Brugirard-Ricaud,
et al., 2004). Das Effektorprotein LopT aus P. luminescens ist homolog zu YopT aus Yersinia
pseudotuberculosis, das als Cysteinprotease kleine GTPasen wie RhoA an der Zellmembran
spaltet. Lokalisierungsexperimente bestatigten eine Rolle von LopT in der Unterdrickung des
phagozytaren Verhaltens von Hamozyten. Dabei zeigte sich, dass die Spaltung von RhoA nur
an Zellmembranen stattfindet, die sich in direkter Nahe von Infektionsherden wéahrend einer

Photorhabdus-Infektion befinden (Brugirard-Ricaud et al., 2005).

2.3 Molekulare Pathogenitatsmechanismen von

Photorhabdus luminescens

P. luminescens produziert nicht nur Virulenzfaktoren fiir die Suppression der humoralen und
zellularen Immunabwehr von Insekten, sondern auch insektizide Toxine, die nach Sekretion
extrazellular die Wirtszelle angreifen oder direkt mittels verschiedener Sekretionssysteme in die

Zelle Ubertragen werden (Bowen et al., 1998; Rodou et al., 2010).

2.3.1 Insektizide Toxine von Photorhabdus luminescens

Insektizide Toxine aus P. luminescens wirken in vivo auf eine Vielzahl von Insekten sowie auf
mehrere Saugetierzelllinien toxisch und scheinen aufgrund dieser Kreuztoxizitat fir den Einsatz
als spezifische Bioinsektizide ungeeignet zu sein. Jedoch andert sich die unspezifische Wirkung
der Toxine durch die spezifische Wirt-Symbiont-Beziehung. Das Insekt wird nur dann von den
Toxinen getdtet, wenn P. luminescens von Heterorhabditis indica in das Insektenhamozol

entlassen wird (Chattopadhyay et al., 2004).

Die ersten insektiziden Toxine aus P. luminescens wurden von Blackburn et al. 1998 isoliert

(Blackburn et al., 1998). Die Entdeckung weiterer insektizider Toxine fuhrte zu ihrer
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Klassifizierung in vier Gruppen: Makes caterpillars floopy (Mcf) Toxine, binare Photorhabdus-
Toxine, Photorhabdus Virulence Cassettes (PVCs) sowie Toxin complex (Tc) Toxine (Bowen et

al., 1998; Daborn et al., 2002; Waterfield et al., 2005; Yang et al., 2006).

2.3.1.1 Makes caterpillars floppy (Mcf)-Toxine

Mcf-Toxine sind 250 kDa bis 350 kDa grof3e Proteine. Ihr Name ist aus einer Veranderung des
Phanotyps von Insektenlarven nach einer Infektion mit Escherichia coli und einem Cosmid mit
insertiertem mcf Gen entstanden. Die infizierten Insektenlarven starben nach kurzer Zeit und
zeigten aufgrund fehlender Kérperspannung phéanotypisch einen ,schlaffen Kérper (floppy)

(Daborn et al., 2002).

P. luminescens enthalt zwei Gene, welche fir Mcf1 und Mcf2 kodieren (Abb.3). Hingegen
besitzt die verwandte insekten- und humanpathogene Art Photorhabdus asymbiotica nur ein
mcf1 Gen (Wilkinson et al., 2009). Im Gegensatz dazu kodiert ein hopA71 Gen aus dem
pflanzenpathogenen Pseudomonas syringae fir ein Mcf2-Homolog. Diese Beispiele bekraftigen
die Diversitat des Vorkommens des mcf Gens in verschiedenen Bakterienarten (Waterfield et

al., 2003).

1 2389

Mcf2 N— —C

I | l l

HopA1 BH3 RTX Clostridium cytotoxin RTX
1 I | I l 2929

Mcf1 N— —C

Abb. 3: Doméanenstruktur von Mcf1 und Mcf2 aus Photorhabdus luminescens

Darstellung des Domanenaufbaus von Mcf1 und Mcf2 aus Photorhabdus luminescens. Beide
Toxine enthalten eine BH3-, eine Clostridium difficile- sowie zwei RTX-Toxin-dhnliche
Domaénen. Zusatzlich ist in Mcf2 eine HopA1-dhnliche Domane konserviert. Die Abbildung
wurde nach Hinchliffe et al. 2010 modifiziert.

Sequenzvergleiche sowie weiterfiihrende Experimente identifizierten eine BH3-ahnliche
Domaéne in Mcfl und Mcf2 (Abb.3), die fiur die Induktion von Apoptose in Insekten- und
Saugerzellen verantwortlich ist (Dowling et al., 2004). In der Wirtszelle induziert Mcf1 den
mitochondrialen Apoptoseweg, indem es direkt an die BH3-Dimerisierungsdomane des
proapoptotischen Faktors Bax bindet, dadurch die Ausschiittung von Cytochrom c beginstigt

und den Abbau von Mitochondrien initiiert (Wie et al., 2001; Dowling et al., 2007). In Mcf1 und
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Mcf2 wurden neben einer BH3-ahnlichen Domane zusatzlich eine HopA1-ahnliche Doméane
sowie zwei RTX-Toxin-dhnliche Doméanen wund ein hydrophober Bereich durch
Sequenzvergleiche gefunden, die homolog zu mdéglichen Membrantranslokationsbereichen von
Toxin A und B aus Clostridium difficile sind (Abb. 3) (Hofmann et al., 1997; Dowling et al.,
2004). Die Kombination einer proapoptotisch-wirkenden BH3-Domane mit einem hydrophoben
Clostridium  difficile-ahnlichen Membrantranslokationsbereich ist einzigartig in dieser
Toxinfamilie und macht Mcf1 und Mcf2 zu hochpotenten Bioinsektizid-Kandidaten (ffrench-

Constant et al., 2007).

2.3.1.2 Binare Photorhabdus-Toxine

P. luminescens enthalt Gene, die fir zwei Arten von bindren Toxinen kodieren. Photorhabdus
insect-related (Pir) Toxine bilden einen PirAB bindren Toxinkomplex, der homolog zu &-
Endotoxinen, speziell zu einer N-terminal gelegenen porenbildenden Doméne in Cry2A aus
Bacillus thuringiensis ist (Rodou et al., 2010). PirAB-Toxinkomplexe zeigen nur Toxizitat
gegenlber einer bestimmten Art an Insektenlarven und zusatzlich eine orale Toxizitat
gegeniber den Mosquitoarten Aedes aegypti und Anopheles gambiae (Duchaud et al., 2003;
Waterfield et al., 2005; Ahantarig et al., 2009). Dadurch kénnte PirAB nicht nur zu einem
mdglichen Bioinsektizid-Ersatz flr Bacillus thuringiensis Toxine (Bt) werden, sondern auch als
Bioinsektizid fur den Einsatz gegen Mosquitos und die damit verbundenen Ubertragbaren
Krankheitserregern eingesetzt werden (ffrench-Constant et al., 2007; Hinchliffe et al., 2010;

Rodou et al., 2010).

Xenorhabdus alpha-xenorhabdolysin (Xax)-Toxine wurden in Xenorhabdus-Arten entdeckt und
haben eine toxische Wirkung nur auf Insektenhdmozyten und murine Erythrozyten (Ribeiro et
al., 2003). Sie kodieren wie auch PirAB fir bindre XaxAB-Toxinkomplexe und sind homolog zu
bindren Toxinen aus den Insektpathogenen P. luminescens und Pseudomonas entomophila,
dem Pflanzenpathogen Pseudomonas syringae und den Humanpathogenen Profeus mirabilis
und Yersinia enterocolitica (Vigneux et al., 2007). In weiterfihrenden Experimenten konnte
zusatzlich eine insektizide Aktivitiat von XaxAB-Homologen aus Photorhabdus luminescens
identifiziert werden. Jedoch ist eine genaue Funktion von XaxAB-Toxinen im Infektionszyklus

von P. luminescens noch nicht genau erforscht (Zhang et al., 2013).
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2.3.1.3 Photorhabdus Virulence Cassettes (PVCs)

Eine weitere Gruppe von Toxinen aus P. luminescens wird als Phoforhabdus Virulence
Cassettes (PVCs) bezeichnet und zeigt eine hohe Sequenzhomologie zu Antifeeding prophage
(Afp) Proteinen aus Serratia enfomophila (Hurst et al., 2004; Yang et al., 2006). Im Gegensatz
zu PVCs, die auf einem Genom kodiert werden, sind Afp-Proteine aus Serratia entomophila auf
einem Plasmid (pADAP) lokalisiert. Afp-Proteine Ubertragen in die Wirtszelle Effektorproteine,
die Ahnlichkeit zu LopT, Cycle inhibiting factor (Cif), einzelnen Domé&nen des Cytotoxic
Necrotizing Factor (CNF) und Mcf aus P. luminescens haben (Hurst et al., 2004; Hurst et al.,

2007).

Abb. 4: Vergleich eines Afp-Proteins mit den Bestandteilen des T6SS und
Bakteriophagen-T4-Infektionsapparates

In die Elektronendichtemappe eines Afp-Proteins aus Serratia entomophila (grau, EM-
Datenbankummer EMD-2419) wurden 24 Hcp1-Hexamere (hellblau, PDB-ldentifikationsnummer
1Y12) des T6SS aus Pseudomonas aeruginosa und eine Domane (orange, PDB-
Identifikationsnummer 1K28) des Bakteriophagen-T4-Infektionsapparates eingepasst. Die
MaRstabskala betragt 10 nm. Die Abbildung wurde aus Rybakova et al., 2013 entnommen.
Interessanterweise  haben PVCs und Afp-Proteine eine hohe Homologie zu
Bakteriophagenproteinen sowie zu Proteinen des Typ-VI-Sekretionssystems (T6SS) (ffrench-
Constant et al.,, 2007). Vergleiche von elektronenmikrospkopischen Strukturen zeigen
strukturelle Homologien eines Afp-Proteins mit einem Hcp1-Hexamer des T6SS aus

Pseudomonas aeruginosa sowie mit einem Bakteriophagen-T4-Injektionsapparat (Abb. 4)

(Rybakova et al., 2013). Dadurch wird die Funktion der Ubertragung von Effektorproteinen
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durch PVCs als mdgliches T6SS bekraftigt (Mougous et al., 2006; Leiman et al., 2009;

Heymann et al., 2013).

2.3.1.4 Toxin complex (Tc)-Toxine

Die am besten untersuchte und als erste entdeckte Gruppe der Toxine aus P. luminescens ist
die Gruppe der Toxin complex (Tc)-Toxine. Die Gruppenmitglieder sind auf dem Genom von P.
luminescens auf den vier Genloci tca, fcb, tcc und fcd zu finden (Abb. 2) und kodieren fur eine
jeweils unterschiedliche Anzahl an Toxinsubkomplexen (Bowen et al., 1998). Tc-Toxine
besitzen ein Molekulargewicht von mehr als einem Megadalton im nativen und 30 kDa bis 250
kDa im denaturierten Zustand. Bei Injektion in Insektenlarven wirken Tc-Toxine aller vier
Genloci toxisch, wobei Tc-Toxine des tca- und tcd-Genlocus eine zuséatzliche orale Toxizitat

aufweisen (Bowen et al., 1998).

Die daraus resultierende genetische Diversitdt von Tc-Toxinen sowie Komplexizitat auf dem

jeweiligen Genom wird in den Folgeabschnitten genauer erortert.

2.4 Genetische Diversitat von Tc-Toxinen

Anhand von Aminosauresequenzvergleichen wurden die durch die Gene fca, fcb, fcc und tcd
kodierten Proteine in A-, B- oder C-Komponenten (Abb. 5) klassifiziert (Ffrench-Constant und
Waterfield, 2005). A-, B- und C-Komponenten bilden einen oligomeren ABC-Komplex, der
Toxizitdt gegenlber Insektenlarven zeigt. Im Vergleich dazu wirkt jede einzelne Komponente

lediglich nur schwach toxisch (Waterfield et al., 2005).

Neben Tc-Toxinen aus P. luminescens wurden weitere Tc-Toxine aus insektpathogenen
Prokaryonten wie Photorhabdus asymbiotica, Xenorhabdus nematophila, Yersinia
entomophaga, Serratia entomophila und Bacillus thuringiensis isoliert (ffrench-Constant und
Bowen, 1999; Hurst et al., 2000; Wilkinson et al., 2009; Blackburn et al., 2011; Hurst et al.,
2011). Wie in Abb. 5 dargestellt findet man auf dem Genom oder Virulenzplasmid der jeweiligen
insektenpathogenen Prokaryonten eine unterschiedliche Anzahl an Genen, die Tc-Toxine
kodieren. Diese Diversitdt von Tc-Toxinen I|aRt sich aus evolutionarer Sicht durch
Genduplikationen bzw. Gendeletionen auf dem jeweiligen Chromosom oder durch nicht
komplette Genomsequenzierungen erklaren (Hinchliffe et al., 2010). Das Auftreten von Tc-

Toxinen auf Virulenzplasmiden wie zum Beispiel auf dem Plasmid pADAP aus Serratia
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entomophila zeigt, dass Tc-Toxine zwischen unterschiedlichen Prokaryontenarten Ubertragen

werden kénnen (Hurst et al., 2000). Dies wére auch eine Erklarung fir das Vorkommen von Tc-

tccC2 tcdB1 tcdA1 tccC5 tcdA4 y
tccC3 tcdB2 tcdA2 tcdA5 tccC4
< G
Photorhabdus
luminescens
hi tcaC tccC7
(TTO1) chi cC
tccC1 tccB1 tccA1 tccC6
e © s B e —
tccC2 tccC3 tcdB2 tcdA2 tcdA5
7/
Photorhabdus chi1 tccA2 tccB2 chi2 tccC4
asymbiotica
tcdB1 tccC1 chi3
tcdB tcdA tccC
tccA tccB tcaC tccC
Xenorhabdus
nematophila

(ATCC 19061) chi tccA xetD chi
xetA1 xgtB1 xgtC1 xetA2

Y. entomophaga chi1 KenA1 KenAZ chi2 KenB yenC1 . yenC2
(MH-1)

Serratia sepA sepB sepC

entomophila

Bacillus tccC tccC tcaC tcaB tcaA
thuringiensis < g B
(IBL 200)

Abb. 5: Schematische Darstellung von Tc-Toxinen innerhalb der Genloci von
insektenpathogenen Prokaryonten

Die Gene, die in einem Tc-Toxin fir eine A- (griin), B- (blau) oder C-Komponente (gelb) sowie fir eine
Chitinase (rot) kodieren, sind als Pfeile im jeweiligen GroRenverhaltnis dargestellt. Jede
zusammenhangende Kette von Genen stellt einen Genlocus auf dem jeweiligen Genom oder Plasmid
eines Organismus dar. Rechtslaufige Pfeile deuten das Leseraster der Gene auf dem ,+“-Strang der
genomischen DNA an, linkslaufige auf dem ,-“-Strang.
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Toxinen in pflanzenpathogenen Prokaryonten wie zum Beispiel Pseudomonas syringae

(Hinchliffe et al., 2010).

In unmittelbarer Nahe einzelner Tc-Toxingene treten bei insektenpathogenen Prokaryonten
vermehrt Gene auf, die Chitinasen kodieren, sogenannte chi-Gene. Durch die Deletion eines
chi-Gens im Genlocus von Xenorhabdus nematophila wird die insektizide Toxizitat nicht
beeintrachtigt (Morgan et al., 2001). Hingegen werden zwei Chitinasen im Tc-Toxin-Genlocus
von Yersinia enftomophaga fir eine vollstdndige insektizide Aktivitdt bendtigt, weil beide
Proteine moglicherweise wichtig fir den Abbau von Chitinfibrillen in der peritrophen Matrix des
Insektendarms sind. Erst der Abbau des Chitin-Netzwerks ermdglicht, dass das Tc-Toxin
ungehindert in die Zielzellen eintreten kann (Landsberg et al., 2011).

Die gramnegativen Prokaryonten Pseudomonas fluorescens beziehungsweise Burkholderia
rhizoxinica leben endosymbiontisch in den pflanzenpathogenen Pilzen Tuber melanosporum

bzw. Rhizopus microsporus. Deren Tc-Toxin-Genloci enthalten keine chi-Gene (Abb. 6).

Pseudomonas tcaA1 tcaB1 tcaC1 tccC1
) ) S <
fluorescens (A506)

tcaA tccB tcaC /tccC tccC
Burkholderia ) ) B 1
rhizoxinica
(HKI 454) tcaA tcaB tcaC1_tcaC2 tccC
0 S S S~ I

Abb. 6: Schematische Darstellung von Tc-Toxinen innerhalb der Genloci von

pflanzenpathogenen Prokaryonten

Die Gene, die in einem Tc-Toxin fir eine A- (griin), B- (blau) oder C-Komponente (gelb)
kodieren, sind als Pfeile im jeweiligen GroRenverhaltnis dargestellt. Jede zusammenhangende
Kette von Genen stellt einen Genlocus auf dem jeweiligen Genom oder Plasmid eines
Organismus dar. Rechtslaufige Pfeile deuten das Leseraster der Gene auf dem ,+“-Strang der
genomischen DNA an, linkslaufige auf dem ,-“-Strang.

Interessanterweise liegen B- und C-Komponenten in Burkholderia rhizoxinica sowie in dem
humanpathogenen Prokaryonten Burkholderia pseudomallei (Abb. 7) als Fusionsprotein vor und
werden in einem open reading frame (orf) exprimiert. Diese BC-Fusionsproteine findet man
auch in anderen Prokaryonten wie zum Beispiel bei Pseudomonas, Ralstonia oder Rodococcus
und lassen vermuten, dass B- und C-Kompontente eine funktionelle Einheit bilden (Waterfield et
al., 2007; Hinchliffe et al., 2010). Desweiteren findet man sowohl B- als auch C-Komponenten

auf dem Genom von Prokaryonten in einer weit aus héhereren Anzahl und auch weit entfernt
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von A-Komponenten, wodurch zusatzliche Funktionen von BC-Komponenten vermutet werden

(Yang und Waterfield, 2013).

Yersinia pestis tcaA1 tchA tcaC1 tccC1 g tccC2
(KIM 10)
tccC tccC
Yersinia
pseudotuberculosis tcah tcaB toaC tocC
ca. ca ca cc
(serotype I) E—— /
tccB tcdB2 tccC4
Burkholderia
pseudomallei
(1710b) tccC tcdB2 tccC4 tcdB1 tccC3 tcdA4
tcaA tcaB tcaC tccC tccC tccC
Salmonella ¢
enterica subsp.
houtenae fcbA tcbB tcdB tccC

Abb. 7: Schematische Darstellung von Tc-Toxinen innerhalb der Genloci von

humanpathogenen Prokaryonten

Die Gene, die in einem Tc-Toxin fir eine A- (grin), B- (blau) oder C-Komponente (gelb)
kodieren, sind als Pfeile im jeweiligen GréRenverhaltnis dargestellt. Jede zusammenhangende
Kette von Genen stellt einen Genlocus auf dem jeweiligen Genom oder Plasmid eines
Organismus dar. Rechtslaufige Pfeile deuten das Leseraster der Gene auf dem ,+“-Strang der

genomischen DNA an, linkslaufige auf dem ,-“-Strang.

Humanpathogene Prokaryonten wie zum Beispiel Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis

oder Burkholderia pseudomallei erlangten in den letzten Jahren immer mehr Aufmerksamkeit,

da sie auf ihrem Genom auch Gene besitzen, die fur Tc-Toxine kodieren (Abb. 7). Das Genom

von Yersinia pestis und Yersinia pseudotuberculosis enthalt jeweils nur einen Genlocus eines

kompletten Tc-Toxinkomplexes (Abb. 7). Diese Tc-Toxine zeigen sowohl insektizide als auch

humane Toxizitdt (Hares et al., 2008). Zuséatzlich identifizierte man eine unterschiedliche

Zellspezifitdt bei Tc-Toxinen von Yersinia pestis und Yersinia pseudotuberculosis (Pinheiro und

Ellar, 2007).

Das Genom des humanpathogenen Prokaryonts Burkholderia pseudomallei enthalt mindestens

zwei Genloci, die fiir Tc-Toxinkomplexe kodieren (Abb. 7) Diese kdnnten bei der Ubertragung
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der Melliodose, eine tddliche Infektionskrankheit, von entscheidender Bedeutung sein (Yang

und Waterfield, 2013).

Salmonella enterica, der Erreger der durch Salmonellen ausgelésten Gastroenteritis, ist ein
weiterer humanpathogener Prokaryont, der auch mindestens zwei komplette Tc-Toxin-Genloci
(Abb. 7) aufweist. Desweiteren besitzt Salmonella enterica ein zusatzliches Toxin, welches auf
proteinbiochemischer Ebene Gemeinsamkeiten zu Tc-Toxinen aus P. luminescens erkennen

Iasst (Aktories et al., 2011).

2.5 Proteinbiochemische Untersuchungen von Tc-Toxinen

Tc-Toxinkomplexe aus P. luminescens modifizieren Aktin und flihren dadurch zu einem
Zusammenbruch des Zytoskeletts. Zwei ADP-Ribosyltransferasen der C-terminalen Domane
von TccC3 bzw. TccCh (im weiteren C3 bzw. C5 genannt, siehe Abb. 8) sind fir die toxische

Modifizierung von Aktin verantwortlich. C3 bzw. C5 ADP-ribosylieren G-Aktin bzw. die GTPase

1 219 2516

TcdB_toxin_midN

2 14
8 3 TcdB_toxin_midC
Rhs_assc_core Rhs_assc_core .
1 — - 960 1 — - 38
598 678 589 667
TccC3 N— RhsA hve —C TccC5h N— RhsA hvr —C
678 12 667

Abb. 8: Darstellung der Doméanenstruktur von TcdA1, TcdB2, TccC3 sowie TccC5

aus Photorhabdus luminescens

Durch die strukturelle Analyse der Aminosauresequenzen von TcdA1 (griin), TcdB2 (blau), TccC3
(gelb) und TccC5 (gelb) mit Hilfe der Datenbanken PFAM, TIGRFAM und COG konnten folgende
Domanen identifiziert werden: Salmonella virulence plasmid 28.1kDa A protein VRP1 (pfam03058),
Salmonella virulence plasmid 65kDa B protein SpvB (pfam03534), Insecticide toxin TcdB middle /
N-terminal region (pfam12256), Insecticide toxin TcdB middle / C-terminal region (pfam12255),
RHS-repeat associated core domain (TIGR03696) und RHS family protein RhsA (COG3209). Die
hvr ist nicht homolog zu bekannten Proteinen oder Domanen und beschreibt in TccC3 und TccC5

eine mono-ADP-Ribosyltransferase (modifizierte Abbildung nach Lang et al., 2010).
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RhoA an Threonin 148 bzw. Glutamin 61 und 62, wodurch eine Uberpolymerisation und

Vernetzung von Aktin initiilert wird (Lang et al., 2010).

SpvB, ein Virulenzfaktor aus Salmonella enterica, agiert ebenfalls als ADP-Ribosyltransferase.
Es ADP-ribosyliert G-Aktin an Arginin 177 (Hochmann et al., 2006; Barth und Aktories, 2011).
im Gegensatz zu Tc-Toxinen kommt es aber hierbei zu einer Depolymerisation des
Aktinnetzwerkes. SpvB und C3 bzw. C5 =zeigen, dass eine ADP-Ribosylierung von
unterschiedlichen Aminosauren das Polymerisationsverhalten von G-Aktin entgegengesetzt

verandert, aber gleichermallen das Zytoskelett der Zielzellen schadigt (Aktories et al., 2012).

Auch TccC3 und TceC5 sind an der Bildung von Komplexen mit TcdB2 und TcdA1 beteiligt

(Abb. 8 und 9) (Lang et al.,, 2010). Eine Komplexbildung konnte auch bei den Tc-Toxinen

Ollgo
mensnerung

TcdA1

TccC3/TccCS

@ Dimerisierung @\

C3/C5

TcdB2-TccC3/TccC5-

Heterodimer feaB2

TcdA1- Te-Toxin-
Tetramer Komplex

Abb. 9: Modell der Komplexbildung von Tc-Toxinen

Ein Tc-Toxinkomplex setzt sich zusammen aus einem zuvor oligomerisierten TcdA1 (griin) Tetramer
sowie einen heterodimeren Komplex aus TcdB2 (blau) und TccC3 (gelb) bzw. TccC5 (gelb) (modifizierte
Abbildung nach Lang et al., 2010).

XptA2, XptB1 und XptC1 aus Xenorhabdus nematophila nachgewiesen werden und zeigte auch
insektizide Toxizitat. In weiterfihrenden Experimenten fihrt nur XptA2 unabhangig von XptB1
und XptC1 zu einer Porenbildung in kiinstlichen Membranen. Zusatzlich scheint XptA2 mit
einem Molekulargewicht von etwa einem MDa zu tetramerisieren, wohingegen XptB1 und
XptC1 als Monomere auftreten (Sheets et al., 2011). Weitere Beispiele fiir komplexbildende Tc-
Toxine sind YenABC aus Yersinia enftomophaga, TcaA-TcaB-TccC1 aus Yersinia
pseudotuberculosis sowie YitABC-YipA / B aus Yersinia pestis (Hurst et al., 2011; Odinokov et

al., 2011; Spinner, 2012).

Auf Basis dieser Ergebnisse haben Lang et al. ein Modell (Abb. 9) fur die Bildung von
Komplexen der Komponenten TcdA1, TcdB2 und TccC3 bzw. TccC5 aus P. luminescens
aufgestellt (Lang et al.,, 2010). Elektronenmikroskopische Experimente flihrten zu einem

detaillierteren Modell der Toxinkomplexbildung und der Translokation der toxischen
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Komponente (Gatsogiannis et al., 2013). Genauergesagt andert TcdA1 seine Konformation und
durchstéRt die Zellmembran, um die toxische Komponente in einem wahrscheinlich

ungefalteten Zustand in die Wirtszelle zu Wirtszelle zu translozieren (Abb. 10).

a b c d

geschlossen

%: Rezeptoren

Q

@ﬁ
| pl

l Membran
-

Insertion
Kanal 6ffnet sich - 7 Translokation

Abb. 10: Modell der Translokation von Tc-Toxinen

(a) Das Holotoxin bindet an Rezeptoren der Wirtszellmembran in einer geschlossenen Konformation. (b)
Wahrend der Konformationsénderung in TcdA1 offnet sich dessen aulere Hilldomane, damit (c) der
Translaktionskanal die Wirtszellmembran durchstoRen kann und nach Offnung des Kanals die (d)
toxische Komponente in die Wirtszelle transloziert (modifizierte Abbildung nach Gatsogiannis et al.,
2013).

Obwohl einzelne A-, B- und C-Komponenten nicht auf demselben Genlocus liegen, kénnen sie
einen Tc-Toxinkomplex ausbilden. Dadurch wird eine Austauschbarkeit einzelner
Toxinkomponenten sowie eine gewisse Flexibilitdt innerhalb des Genoms oder
Virulenzplasmids ermdoglicht, wodurch die Effektivitat einer Tc-Toxinkomplexbildung erhdht
werden kénnte (Hinchliffe et al., 2010). Zusatzlich lasst die hohe Ahnlichkeit einzelner A-, B-
und C-Komponenten zu ihren Homologen vermuten, dass die Komplex- bzw. Porenbildung in

Tc-Toxinen einem ahnlichen Mechanismus bei insekten-, pflanzen- und humanpathogenen

Prokaryonten unterliegen (Lang et al., 2010).

2.6 Strukturbiologische Untersuchungen an Tc-Toxinen

Da Tc-Toxine ein sehr hohes Molekulargewicht von Uber 1 MDa besitzen, bietet sich bei diesen
Komplexen eine  Strukturanalyse mittels  Transmissionselektronenmikroskopie  und
Roéntgenkristallographie an. Die ersten elektronenmikroskopischen Aufnahmen von XptA1 aus
Xenorhabdus nematophila (Abb. 11a) beschreiben eine Elektronendichtemappe eines XptA1-
Tetramers mit einer Aufldsung von etwa 20 A (Abb. 12). Die Struktur des XptA1-Tetramers hat

ein experimentell bestimmtes Molekulargewicht von etwa 1,2 MDa und baut einen ca. 19 nm
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langen und 16 nm breiten Zylinder mit einem gro3en hohlen Innenraum auf (Abb. 12). Die
Autoren spekulierten, dass XptA1 die Untereinheiten XptB1 und XptC1 in diesem Hohlraum
binden und mit einem nicht bekannten Mechanismus Uber die Membran in die Wirtszelle

transportieren kdnnten (Lee et al., 2007).

Abb. 11: Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Tc-Toxinen

Elektronmikroskopische Aufnahmen von (a) heterolog exprimiertem XptA1 aus Xenorhabdus
nematophila (durchgehende bzw. gestrichelte Kreise zeigen unterschiedliche Ansichten eines
XptA1-Tetramers), (b) nativ isoliertem Tc-Toxinkomplex aus Yersinia entomophaga
(rautenférmige bzw. runde Rahmen illustrieren Seiten- bzw. Drauf-/Untersichten eines Tc-
Toxinkomplexes; die MaRstabskala betragt 50 nm) und (c) heterolog exprimiertem TcdA1 aus
Photorhabdus Iluminescens (die Malstabskala entspricht 10 nm). VergrofRerte Darstellung
kryoelektronenmikroskopischer Aufnahmen von (d) vier Tca-Molekilen aus Yersinia
pseudotuberculosis. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden extrahiert aus Lee et al.,
2007, Hinchliffe et al., 2010 und Landsberg et al., 2011 und Gatsogiannis et al.. 2013.

Im Gegensatz zu einem XptA1-Tetramer stellen elektronenmikroskopische Aufnahmen des Tc-
Toxinkomplexes aus Yersinia enfomophaga (Abb. 11b) in einer 3D-Rekonstruktion (Abb. 13a)
ein Pentamer mit einer Aufldsung von etwa 17 A dar (Landsberg et al., 2011). Der Komplex hat
ein Molekulargewicht von mehr als 2 MDa und beschreibt eine 26 nm lange und 22 nm breite
flaschenférmige Struktur. Sie setzt sich zusammen aus einem YenA1/YenA2-Pentamer sowie

jeweils fuinf Chitinase 1 (Chi1) und finf Chitinase 2 (Chi2) Molekulen, die an der dul3eren Hiille
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des Pentamers angeheftet sind (Abb. 13a). Der Komplex beherbergt in dessen Innenraum
einen nach oben offenen zentralen Kanal sowie eine Bindestelle fur YenB und YenC1/YenC2
am YenA1/YenA2-Flaschenkopf (Landsberg et al., 2011). Ein pentamerer oligomerer Zustand
(Abb. 11c) wird durch eine kryoelektronenmikroskopische Struktur von TcdA1 bei einer
Aufldsung von 6,3 A bestatigt (Abb. 13b) (Gatsogiannis et al., 2013). Desweiteren zeigt die
Struktur einen zentralen porenahnlichen Kanal und eine &uRere Hille, die sich bei
Konformationsdnderung 6ffnet und dadurch der Kanal die Zellmembran durchstoRen kann

(Abb. 10c).

10 nm

Abb. 12: Elektronenmikroskopische Struktur eines XptA1-Tetramers aus
Xenorhabdus nematophila

(a,b) Draufsicht und (c,d) Seitenansicht einer aus elektronenmikroskopischen
Aufnahmen berechneten 3D-Rekonstruktion eines XptA1-Pentamers (rot). Die (a)
Draufsichten bzw. (c) Seitenansichten wurden in (b) und (d) um jeweils 15 ° gekippt,
um den Innenraum der Struktur besser darzustellen. Die Abbildung der 3D-Rekonstruktion
wurde aus Lee et al., 2007 entnommen.

Die in Abb. 11d dargestellten kryoelektronenmikroskopischen Aufnahmen von TcA-Partikeln
aus Yersinia pseudotuberculosis lassen eine flaschenférmige Struktur vermuten, jedoch konnte
bis heute keine 3D-Rekonstruktion berechnet werden (Hinchliffe et al., 2010). Auch durch
andere strukturbiologische Methoden wie z.B. Kernspinresonanz- (NMR-) Spektroskopie oder

Roéntgenkristallographie konnte keine detailliertere Struktur eines Tc-Toxins bei atomarer
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Auflésung ermittelt werden. Zusétzlich existieren keine homologen Proteinstrukturen, die eine

potentielle atomare Struktur eines Tc-Toxins vermuten lassen kdnnten.

Abb. 13: Elektronenmikroskopische Struktur von YenA1/A2 aus Yersinia entomophaga
und TcdA1 aus Photorhabdus luminescens

Seitenansicht, Draufsicht und Untersicht (links nach rechts) einer (a) 17 A Elektronendichtemappe von
YenA1/YenA2 aus Yersinia entomophaga (EM-Datenbanknummer EMD-1978) und (b) einer 6,3 A
Elektronendichtemappe von TcdA1 aus Photorhabdus luminescens (EM-Datenbanknummer EMD-2297).
Die MaRstabskala (schwarzer Balken) entspricht 100 A. Chi1 = schwarzer Pfeil, Chi2 = roter Pfeil.

Deshalb sind Tc-Toxine aus strukturbiologischer Sicht bis heute sehr interessante Zielproteine.
Eine hochaufgeltste Struktur kdnnte als Grundlage flir neue Einblicke in die Funktion von Tc-
Toxinen, das heil3t in die Tc-Toxinkomplexbildung sowie in die Tc-Toxin-Membrantranslokation

dienen.
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2.7 Zielsetzung

Tc-Toxine bilden 1,2 bis 2,1 MDa grof3e Proteinkomplexe, die nicht nur durch insekten- und
pflanzenpathogene Prokaryonten, sondern auch durch humanpathogene wie Yersinia
pseudotuberculosis und Yersinia pestis sezerniert werden. Diese sezernierten Toxine greifen
extrazellular an Zielzellen an, dringen in diese ein und fiihren in den meisten Fallen zu deren
Tod. Weder die Strukturen und Funktionen der einzelnen Toxinkomponenten noch der
Mechanismus der Tc-Toxine waren zu Beginn der Dissertation im Detail bekannt. Ziel dieser
Doktorarbeit war es, die dreidimensionalen Strukturen einer TcA-, TcB- und TcC-Komponente
aus Photorhabdus luminescens mittels Rontgenkristallographie zu erhalten. Hierzu wurde die
TcA-Komponente TcdA1 sowie die TcB-TcC-Komponenten als Fusionsprotein TcdB2-TccC3 in
gereinigter Form zur Verfigung gestellt. Die erhaltenen Proteinkristalle sollten mit Hilfe
hausinterner Rontgenquellen sowie Synchrotronstrahlung an externen Elektronen-
beschleunigern auf Rdntgenbeugung untersucht werden. Da hochaufgeldste Strukturen von
TcdA1- und TcdB2-TccC3-Homologen nicht bekannt sind, sollten experimentelle
Phasierungsansatze nach Schwermetallderivatisierung von Proteinkristallen durchgefiihrt
werden. Zudem sollte in unabhdngigen Phasierungsexperimenten eine kryoelektronen-

mikroskopische Struktur von TcdA1 als Alternative zur Schwermetallderivatisierung dienen.
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3.

MATERIALIEN

1 Gerate / Zubehor

Tab. 1: Gerate / Zubehoér
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Geréate / Zubehor

Hersteller

1100 Series HPLC System, Grace Vydac 214TP
C4 5u Saule
Allegra X22-R Zentrifuge

Mini-Protean 3 SDS-PAGE Gelelektrophorese-
system, Power Pack 200 Netzgerat
MICROSTAR Réntgenquelle

FEMPTO Plasma Cleaner

5415R Zentrifuge

Rock Imager 1000 Visualisierungs-/
Dokumentationssystem

Akta purifier FPLC, MonoQ 5/50 GL Superose 6
10/300 GL

JEM-1400 Transmissionselektronenmikroskop

MZ16 Stereomikroskop

mar345 2D Flachendetektor
CH30 & CX40 Durchlichtmikroskop

LIQUIDATOR96 96-Kanal Pipettierer
NanoDrop 1000 UV-Vis-Spektrometer

Mosquito Crystal Pipettierroboter

Agilent Technologies GmbH
(Boblingen, DE)
Beckman Coulter, Inc. (Brea, USA)

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Bruker AXS, Inc. (Madison, USA)

Diener electronic GmbH & Co. KG
(Ebhausen, DE)
Eppendorf AG (Hamburg, DE)

Formulatics, Inc. (Waltham, USA)

GE Healthcare Biosciences
(Pittsburgh, USA)
JEOL GmbH (Eching, DE)

Leica Mikrosysteme GmbH (Wetzlar,
DE)
Marresearch GmbH (Norderstedt, DE)

Olympus Deutschland GmbH
(Hamburg, DE)

Steinbrenner Laborsysteme GmbH
(Wiesenbach, DE)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Waltham, USA)

TTP Labtech Ltd. (Hertfordshire, UK)
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3.2 Chemikalien / Lésungen

Tab. 2: Chemikalien / Lésungen
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Chemikalien / Lé6sungen

Hersteller

Kolloidale Lésung
Dithiothreitol
Kaliumtetrachloroplatinat, Kaliumtetranitroplatinat

Coomassie Brilliant Blau R250
Uranylformiat

Glycin, HEPES, Natriumdodecylsulfat
Bromphenolblau

Ammoniumpersulfat, Ammoniumsulfat, Glycerin,
HEPES, Jeffamine ED-2001, Lithiumsulfat,
Magnesiumacetat, Magnesiumchlorid,
Mersalylsdure, Natriumchlorid, Natriumcitrat, tr-
Natriumcitrat, Natriummalonat, PEG 400, PEG
4000, PEG 5000 MME, PCMBS, PIP,
Thiomersal, TRIS, Tween-20

Fluka Chemie GmbH

(Minchen, DE)

GERBU Biotechnik GmbH
(Heidelberg, DE)

Johnson Mattey GmbH (Sulzbach,
DE)

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Polysciences, Inc. (Warrington, USA)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, DE)

Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Minchen, DE)
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3.3 Pufferlésungen

Tab. 3: Pufferlésungen

Pufferlésung Zusammensetzung
TcdB2-TccC3-Dialysepuffer 50 mMTRIS pH 8
50 mM NaCl

TcdA1-Dialysepuffer |

TcdA1-Dialysepuffer Il

TcdB2-TccC3-IEX-Puffer 1

TcdB2-TccC3-IEX-Puffer 2

TcdB2-TccC3-SEC-Puffer

TcdA1-SEC-Puffer

TcdA1-SEC-Puffer Il

4x SDS-Probenpuffer

10x SDS-Laufpuffer

Coomassielésung

0,05% Tween-20

50 mMTRISpH 8
100 mM NacCl
0,05% Tween-20

50 mM MES pH 5
100 mM NacCl
0,05% Tween-20

50 mMTRISpH 8
50 mM NacCl
0,05% Tween-20

50 mMTRISpH 8
1 M NacCl
0,05% Tween-20

25 mMTRISpH 8
100 mM NacCl
0,05% Tween-20

25 mMHEPES pH7
100 mM NacCl
0,05% Tween-20

25 mM MES pH 5
100 mM NacCl
0,05% Tween-20

250 mM TRIS

100 mM DTT

6 % SDS

40 % Glycerin

0,02 % Bromphenolblau

250 mM TRIS
1,9 M Glycin
2,8 % SDS

0,15 % Coomassie Brilliant Blau
44 % Ethanol
12 % Essigsaure
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Pufferlésung

Zusammensetzung

TcdA1-Kristallisationspuffer |

TcdA1-Kristallisationspuffer Il

TcdB2-TccC3-Kristallisationspuffer |

TcdB2-TccC3-Kristallisationspuffer I

100 mM HEPES pH 7
1,1 M Natriummalonat
0,5 % Jeffamine ED-2001

100 mM TRIS pH 8,5
200 mM LiSOq4
1,26 M Ammoniumsulfat

100 mM Natriumcitrat pH 5,6
100 mM Mg(CH3COO0);
10 % PEG 5000 MME

100 mM tri-Natriumcitrat pH 5,5
100 mM NaCl

100 mM MgCl2

12 % PEG 4000

3.4 Kitsysteme

Tab. 4: Kitsysteme

Kitsystem

Hersteller

NeXtal JCSG Core I-1V, MbClass I+, PEGs I+,

Classics I+ll, ProComplex, PACT

Qiagen GmbH (Hilden, DE)

3.5 Enzyme / Proteinstandards

Tab. 5: Enzyme / Proteinstandards

Enzym / Proteinstandards

Hersteller

Trypsin

PageRuler Prestained Protein Ladder, Spectra

Multicolor High Range Ladder

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Minchen, DE)

Thermo Fisher Scientific GmbH
(Waltham, USA)
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3.6 Software

Tab. 6: Software

Software

Hersteller

Adobe lllustrator CS5, Adobe Photoshop CS5
XDS Programmpaket

Microsoft Office 2008 Programmpaket

Phenix Programmpaket

Coot 0.6.2

Chimera 8.6

Adobe Systems (Miinchen, DE)

Max Planck Institut fiir medizinische
Forschung (Heidelberg, DE)
Microsoft (Redmond, USA)

Phenix Industrial Consortium
(Berkeley, USA)

University of Cambridge (Cambridge,
UK)

University of California (San
Francisco, USA)
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4 METHODEN

Die DNA-Konstrukte der tcdat, tcdb2 und tccc3 Gene, die fir TcdA1 und das TcdB2-TccC3-
Fusionsprotein kodieren, wurden von Herrn Dr. Alexander Lang generiert (Lang et al., 2010).
Desweiteren fihrte Herr Dr. Alexander Lang die Proteinproduktion und die Metallionen-
affinitdtschromatographie von TcdA1 und des TcdB2-TccC3-Fusionsprotein  durch.
AnschlieBend reinigte ich TcdA1 sowie das TcdB2-TccC3-Fusionsprotein mittels

Groflenausschlusschromatographie auf, um deren Proteinkristallisation in hoch reiner Form zu

ermoglichen.
4.1 Proteinbiochemische & bioanalytische Methoden
4.1.1 GréRenausschlusschromatographie

Fir weitere strukturbiologische Analysen von TcdA1 wund TcdB2-TccC3 mittels
Roéntgenkristallographie und Elektronenmikroskopie mussen beide Proteine in einer hoch reinen
Form vorliegen. Hierfir wurden sie mittels GroRenausschlusschromatographie (SEC), auch
Gelffiltration (GF) genannt, in einem finalen Schritt aufgereinigt. Bei dieser
Chromatographiemethode werden Makromolekiile ihrer Grélke nach aufgetrennt (Andrews,
1966). Im Detail laufen Makromolekiile an einer stationdren Phase vorbei, die aus einer
polymeren Matrix besteht. Wahrend der Trennung von Makromolekiilen eluieren grofde
Makromolekiile bei konstanter Flussrate schneller, da sie aufgrund der gréReren Oberflache
weniger Raum zwischen den Matrixmolekilen einnehmen koénnen. Daher ist ihre zu
adsorbierende Oberflaiche in der Matrix kleiner und sie eluieren schneller als kleine

Makromolekdle.

Fir die Kristallisationsexperimente wurde TcdA1 in TcdA1-SEC-Puffer | bzw. Il gereinigt. Hierflr
wurden zuerst die zugesendeten TcdA1-Eluate mittels Dialyse bei einem Ausschlussvolumen
von 100 kDa gegen TcdA-Dialysepuffer | bzw. Il ausgetauscht. Anschlielend wurde eine
Superose 6 10/300 GL Saule (GE Healthcare) in TcdA1-SEC-Puffer | bzw. Il aquilibriert und im
weiteren Verlauf 500 pL des jeweiligen TcdA1-Dialysats Uber die Saule aufgetrennt. Der
oligomere Zustand und die Reinheit der TcdA1-Proben wurden mittels Negativkontrastierung-

Transmissionselektronenmikroskopie Uberprift (siehe Abschnitt 4.3.1).
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Das TcdB2-TccC3-Fusionsprotein besitzt ein Molekulargewicht von circa 275 kDa und wurde
mit einer dem Molekulargewicht und Trennleistung entsprechenden Superose 6 10/300 GL
Saule (GE Healthcare) isoliert. Hierfir wurde die Saule in TcdB2-TccC3-SEC-Puffer aquilibriert.
Die eingefrorenen TcdB2-TccC3-Eluate wurden vereinigt und das Probenvolumen mittels
Konzentratoren, die ein 100 kDa Ausschlussvolumen besitzen, auf 1 bis 2 mL Endvolumen
eingeengt. Jeweils 500 pL des aufkonzentrierten TcdB2-TccC3-Eluats wurden uber die
Superose 6 10/300 GL Saule aufgetrennt und die jeweiligen TcdB2-TccC3-Fraktionen fir

nachfolgende Kristallisationsexperimente verwendet.

4.1.2 Visualisierung von denaturierten Proteinen mittels SDS-PAGE

Um die Reinheit oder das Molekulargewicht von Proteinen schnell und effektiv zu Gberprifen,
erweist sich die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) als eine
optimale Methode. Hierbei werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen durch SDS-
Molekiile mit negativen Ladungen versehen und in einer Polymer- bzw. Gelmatrix tber ein
elektrisches Feld ihrer Gréfte nach aufgetrennt (Raymond et al., 1964; Shapiro et al., 1967). Die
Konzentration der Polymer- bzw. Gelmatrix ist variabel wahlbar, um Proteine in einem
bestimmten Molekulargewichtsbereich oder einem Gelgradienten zu trennen (Ruchel et al.,
1973). Das Molekulargewicht des zu analysierenden Proteins wird mit Proteinen bekannten
Molekulargewichts verglichen. Fir die Visualisierung der getrennten Proteine werden die
Polymere bzw. Gele mit einem Farbstoff, der spezifisch Proteine anfarbt (z.B. Coomassie

Brilliantblau), versehen (Wilson, 1979).

Aufgereinigtes TcdA1 bzw. TcdB2-TccC3-Fusionsprotein wurden ohne SDS-PAGE-Analyse
direkt mittels Negativkonstrastierung-Transmissionselektronenmikroskopie (Abschnitt 4.3.1)
visualisiert. Eine SDS-PAGE wurde von TcdB2-TccC3-Kristallen durchgefiihrt. Hierfir wurden
15 TcdB2-TccC3-Kristalle  (siehe  Abschnitt 4.2.2.5) dreimal in  TcdB2-TccC3-
Kristallisationspuffer | gewaschen und in 20 yL SDS-Probenpuffer bei 95 °C fir finf Minuten
denaturiert. AnschlielRend wurde die Probe in einem 4 bis 20 %igen Gradientengel aufgetrennt,
und die Proteine wurden mir einer Coomassie-Brilliantblau-Lésung angefarbt. Nach Entfarbung
des Gels wurden die Coomassie-gefarbten Proteinbanden fiir einen tryptischen In-Gel Verdau

mit einem Skalpell ausgeschnitten und weiterverarbeitet.
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4.1.3 Tryptischer In-Gel Verdau elektrophoretisch getrennter Proteine

Der In-Gel Verdau von elektrophoretisch getrennten Proteinen ist eine Methode, bei der
Proteine in einer Gelmatrix enzymatisch verdaut und im weiteren Verlauf die resultierenden
Spaltprodukte bzw. Peptide chromatographisch und massenspektrometrisch analysiert werden
(Rosenfeld et al., 1992). Neben der Entfernung des Coomassie-Farbstoffs durch organische
Lésemittel wird die Disulfidbildung der getrennten Proteine durch reduzierende und alkylierende
Bedingungen unterdrickt, um die Peptidausbeute durch eine bessere Zuganglichkeit der
entfalteten Proteine fiir die zu spaltenden Enzyme zu erhdhen (Jeno et al., 1995). Nach Verdau
der Proteine werden deren Spaltprodukte aus der Gelmatrix mit einem Puffer-
Lésemittelgemisch  extrahiert, eingedampft und chromatographisch sowie massen-

spektrometrisch (z.B. HPLC-MS) analysiert.

Die SDS-PAGE der TcdB2-TccC3-Kristalle (Abschnitt 4.1.3) zeigte Proteinbanden, die jeweils
mit einem Skalpell ausgeschnitten, zerkleinert und getrennt voneinander weiterverarbeitet
wurden. Nach dem Protokoll von Jend et al. wurden die zerkleinerten Gelstiicke zur Entfernung
des Coomassie-Farbstoffs in Isopropanol und NH4sHCO3; abwechselnd dehydriert und hydriert
(Jeno et al.,, 1995). Nach Reduktion bzw. Alkylierung wurden die Proteine im Gel tryptisch
verdaut und anschlieRend mit mehreren Isopropanol-NH4HCOs-Waschschritten aus dem Gel
extrahiert. Die Uberschiissige Flussigkeit wurde bei Unterdruck und Warme eingedampft und die

Peptide wurden flr eine weiterfihrende HPLC-MS-Analyse in 0,1 % Ameisensaure gelost.

4.1.4 HPLC-MS-Peptidanalyse tryptisch verdauter Proteine

Eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) gekoppelt mit einer massenspektro-
metrischen (MS) Analyse ist eine Methode, bei der zuerst ein Peptidgemisch mittels eines
HPLC-Experiments aufgetrennt und anschlieend die einzelnen Peptide mittels MS identifiziert
oder auch quantifiziert werden. Wahrend eines HPLC-Experiments werden Peptide in einem
Laufmittel (meist organische L&semittel) Gber eine Trennsaule nach ihrer GréRe, Ladung oder
chemischen Zusammensetzung (z.B. Enantiomere) voneinander getrennt (Jolley und Freeman,
1968; Pettersson und Schill, 1981). Im weiteren Verlauf werden mit einer
massenspektrometrischen Analysemethode die voneinander getrennten Peptide identifiziert und
die einzelnen Massen Uber das lonisationsverhalten der Peptide im elektrischen Feld genau

bestimmt. Als lonisationsmethode wurde bei der Analyse der TcdB2-TccC3-Kristall-Peptide die
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Elektrosprayionisation (ESI) verwendet (Fenn et al., 1989). Bei dieser Methode wird die
Probenlésung in einer feinen Kapillare verengt, an deren Spitze eine Spannung bzw. ein
elektrisches Feld angelegt wird. In diesem elektrischen Feld werden die zu analysierenden
Peptide in den Flussigkeitstropfen ionisiert und bewegen sich in Richtung Gegenelektrode.
Hierbei bestimmen die Ladungen der lonen die letztendliche Masse des Peptids nach ihrem

Masse zu Ladungsverhaltnis (m/z).

Die TcdB2-TccC3-Kristall-Peptide wurden von Frau Dr. Petra Janning (Abteilung fiir chemische
Biologie, MPI Dortmund) Uber ein HPLC-Experiment voneinander getrennt und einer direkt
gekoppelten ESI Massenspektrometer analysiert. Die nachgewiesenen Peptidsequenzen
wurden mit Hilfe des Mascot-Servers ausgewertet und zusatzlich mit der Aminosauresequenz

von TcdB2 und TccC3 verglichen (Perkins et al., 1999).

4.1.5 HPLC-ESI-Analyse nativer und semidenaturierter Proteine

ESI-MS erweist sich als optimale Methode, um das Molekulargewicht von Proteinen mit nur
einer Abweichung von wenigen Daltons nachzuweisen. Hierbei ist es mdglich, Proteine bis zu

einem Molekulargewicht von circa 130 kDa zu identifizieren (Fenn et al., 1989).

Fir dieses Experiment wurden je 40 uL aufgereingtes TcdB2-TccC3 aus Abschnitt 4.1.2 bei 20
°C bzw. 95 °C fur 30 Sek. inkubiert. Beide Proben wurden getrennt voneinander mittels einer
C4-Saule eines HPLC-Systems (1100 Series, Agilent Technologies GmbH) entsalzt und direkt
gekoppelt Uber ein ESI-Massenspektrometer (Finnigan LCQ Advantage Max, Thermo Fisher
Scientific GmbH) analysiert. AnschlieBend wurden die jeweiligen Massenspektren, die die
Intensitadten der lonen in Abhangigkeit ihres jeweiligen m/z Verhaltnisses zeigen, mit dem
Programm Xcalibur aufgerufen und gespeichert. Nach Offnung der gespeicherten Spektren mit
dem Programm MagTran wurden diese Uber ein dekonvolutionares Verfahren umgeschrieben,
um das Molekulargewicht der ADP-Ribosyltransferase in Abhangigkeit von der Intensitat

darzustellen (Zhang et al., 1998).

4.1.6 Proteinkonzentrationsbestimmung tGber UV-Absorption

Die Proteinkonzentration des gereinigten TcdA1 und TcdB2-TccC3 wurde Uber deren UV-
Absorption bei 280 nm ermittelt. Die Grundlage fir diese Methode bilden die aromatischen
Aminosauren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan, die bei 280 nm aufgrund ihres -

Elektronenringsystems ein Absorptionsmaximum aufweisen. Fir die Bestimmung der
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Proteinkonzentration wird der spezifische Extinktionskoeffizient fir TcdA1 und TcdB2-TccC3
bendétigt (Gill und Hippel, 1989), um anschlielend die Proteinkonzentration Uber das Lambert-

Beer’sche Gesetz zu berechnen (Commoner und Lipkin, 1949).

Mit Hilfe eines Nanodrop UV-Vis Spektrometers (NanoDrop 1000, Thermo Scientific) wurde die
Proteinkonzentration fir TcdA1 und TcdB2-TccC3 bestimmt. Hierfir wurde der anhand der
Aminosauresequenz ermittelte theoretische Extinktionskoeffizient und das Molekulargewicht mit
dem Programm ProtParam berechnet, um die Bestimmung der Proteinkonzentration
spezifischer und dadurch genauer zu bestimmen (Gill und Hippel., 1989). Fir die Messung
wurde 1,5 pL bis 2 uL Proteinprobe luftblasenfrei auf den Nanodrop-Probenhalter pipettiert, um

die experimentelle Proteinkonzentration bei 280 nm UV-Absorption zu erhalten.

4.2 Strukturbiologische Methoden

Nachdem TcdA1 und TcdB2-TccC3 in einem finalen Schritt mittels GroRenausschlusschromato-
graphie aufgereinigt worden waren, wurden die einzelnen Proteinfraktionen mittels
Negativkontrastierung fixiert und der oligomere Zustand von TcdA1 bzw. TcdB2-TccC3 mittels
Transmissionselektronenmikroskopie analysiert. Bei einer homogenen Verteilung von TcdA1-
bzw. TcdB2-TccC3-Molekilen wurden die jeweiligen zusammengehdrigen Proteinproben

vereint und fir weiterfiihrende Proteinkristallisationsexperimente aufkonzentriert.

4.2.1 Negativkontrastierung-Transmissionselektronenmikroskopie

Die Negativkontrastierung beschreibt eine Methode in der Elektronenmikroskopie, bei der eine
Probe mittels einer Schwermetallldsung auf einem Kupfernetz fixiert und das Negativbild
abgebildet wird. Dieses Negativbild wird durch den starken Elektronenstreueffekt der
Schwermetallldsung erzeugt, die sich an die Proteinmoleklle anlagert und daher als
Kontrastmittel fungiert (Ohi et al., 2004). Die Kupfernetze (G2400C, Plano GmbH) dienen dabei
als Probentrdger und sind aus nebeneinander liegenden rechteckigen Aussparungen
aufgebaut. Vor der Probenfixierung werden diese Quadrate mit einem Kunststofftragermaterial
(Kollodiumlésung) Uberzogen und mit einem dinnen Kohlenstofffim (Carbon Evaporator
MEDO020, Bal-Tec@Leica) bedampft, um eine Trageroberflache fiir die Proteinprobe zu
generieren. Eine anschlieRende Glimmentladung der mit Kohlenstoff bedampften Kupfernetze
mittels eines Plamareinigers (FEMPTO Plasma Cleaner, Diener electronic GmbH & Co. KG)

fuhrt zu einer sauberen, geladenen hydrophilen Kohlenstoffoberflache, an der die Proteinlésung
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adsorbieren kann. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Probentragervorbereitung und
Negativkontrastierung von Biomolekulen kann dem Bild- und Videomaterial aus Booth et al.

entnommen werden (Booth et al., 2011).

Als Kontrastmittel wurde eine 0,75 %ige Uranylformiatldsung verwendet, die direkt vor
Gebrauch hergestellt wurde. 37,5 mg Uranylformiat wurde mit 5 mL kochendem destilliertem
Wasser in einem 20 mL Becherglas gemischt und unter stdndigem Rihren im Dunkeln fur 5
Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 6 yL 5 M NaOH wurde die Losung weitere 5 Minuten im
Dunkeln gerihrt, anschlieRend mittels eines 0,22 pym Filters von Schwebstoffen befreit und in

einem abgedunkelten Gefal fir hdchstens drei Tage gelagert.

Fir die Negativkontrastierung der TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-Probe wurde ein per
Glimmentladung behandeltes mit Kohlenstoff bedampftes Kupfernetz in eine Pinzette gespannt
und mit einem 4 pL Tropfen einer 0,05 mg/mL bzw. 0,1 mg/mL TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-
Probenlésung fur 40 bis 45 Sek. inkubiert. Die Uberschussige TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-
Probenlésung wurde mit Hilfe eines Filterpapiers entfernt, danach das Kupfernetz mit einem
ersten 10 pL Tropfen 0,75 %iger Uranylformiatidsung fiir eine Sekunde inkubiert, mit Hilfe eines
Filterpapiers abgesaugt und schliellich die Proteinprobe mit einem zweiten 10 pL Tropfen 0,75
%ige Uranylformiatldsung fir weitere 30 bis 40 Sek. fixiert. Anschlielend wurde die
Uberschiissige Uranylformiatlésung mittels eines Filterpapiers entfernt und das Kupfernetz fir

zwei bis drei Minuten an der Luft getrocknet.

Die Visualisierung der TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-Molekile erfolgte mit einem Transmissions-
elektronenmikroskop (JEM-1400, JEOL GmbH), das bei einer Hochspannung von 120 kV mit
einer LaBs Kathode als Elektronenquelle betrieben wird. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
von TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-Molekilen wurden bei 50k bzw. 60k Vergrélerung und einer

minimalen Elektronendosis durchgefiihrt.

4.2.2 Proteinkristallisation

Bis heute ist die Rdntgenkristallographie die verbreitetste und am meisten genutzte Methode,
um eine atomar aufgeldste Struktur eines Proteins zu erhalten. Damit diese Methode genutzt
werden kann, werden Einkristalle bendtigt, die aus hochsymmetrisch angeordneten Proteinen
aufgebaut sind. Die Kristallogenese beschreibt die Bildung dieser Einkristalle unter

BerlUcksichtigung  mehrerer  Parameter. Zu diesen  Parametern gehdéren die
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Proteinkonzentration, der pH-Wert, die lonenstarke, die Temperatur, die Proteinqualitadt sowie
Proteinreinheit, die Proteinstabilitdt und die Prazipitantkonzentration. Auf diese Parameter wird
in den folgenden Abschnitten im Detail eingegangen. Eine Zusammenfassung der
Proteinvorbereitung und Kristallisationsmethodik geben Dessau & Modis in ihrem ausflihrlichen

Bild- und Videomaterial (Dessau und Modis, 2011).

4.2.2.1 Proteinaufkonzentrierung

Ein erster Parameter, der die Kristallogenese von Proteinen beeinflusst, ist die
Proteinkonzentration. Diese kann bei der Kristallisation je nach Protein zwischen zwei mg/mL
und mehreren hundert mg/mL liegen (Begun et al., 2002; Sobolevsky et al., 2009). Da die
Probenfraktionen nach der finalen GroéRenausschlusschromatographie eine
Proteinkonzentration von héchstens 2 mg/mL aufweisen, muss das Probenvolumen mit Hilfe

von Konzentratoren eingeengt werden, um die Proteinkonzentration zu erhéhen.

Die TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-Proben wurden mittels Konzentratoren (Amicon Ultra-15, Merck
Millipore), die ein Ausschlussvolumen von 100 kDa aufweisen, auf eine Endkonzentration von
15 bis 20 mg/mL bzw. 5 bis 10 mg/mL eingeengt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte Uber die UV-Absorption bei 280 nm (siehe Abschnitt 4.1.7). AnschlieBend wurden die
eingeengten TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-Proben bei 16,000 g fir finf Minuten bei 4 °C
zentrifugiert, um unerwiinschte Proteinaggregate zu entfernen. Der I6sliche eingeengte TcdA1
bzw. TcdB2-TccC3-Uberstand wurde in ein neues Probengefal (iberfiihrt und fiir die weiteren

Kristallisationsexperimente auf Eis gelagert.

4.2.2.2 Kristallisation nach der Dampfdiffusionsmethode

Es gibt verschiedene Methoden, um Proteine zu kristallisieren. Die erfolgreichste und gangigste
Methode beschreibt die Proteinkristallisation Uber Dampfdiffusion (McPherson, 1976). Bei
dieser Methode wird zuerst die Proteinldsung mit gleichen Volumina an Préazipitansiésung
gemischt. In diesem Schritt wird die Konzentration des Prazipitans halbiert. Gleichzeitig wird ein
Reservoir mit einem Uberschuss an Prazipitanslésung, die die doppelte Konzentration an
Prazipitans enthalt, gefullt. Anschlielend wird das Protein-Prazipitansgemisch in hédngenden
(hanging drop) oder sitzenden (sitting drop) Tropfen (Abb. 14a und b) iber dem Dampfdruck der
Prazipitanslésung in einem verschlossenen Gefall inkubiert. Da sich der Druck im
geschlossenen Kristallisationsgefal® aufgrund von Dampfdiffusion Uber die Zeit ausgleicht,

verdampft Wasser in dem Tropfen des Protein-Prazipitansgemischs, um die hohere
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Prazipitanskonzentration der Reservoirlésung zu erreichen. Dadurch erhéht sich die
Proteinkonzentration proportional zur Konzentration des Prazipitans und kann von einer stabilen
untersattigten Phase in eine labile Ubersattigte Nukleationsphase Ubergehen, um von dort Gber
die Zeit in einer metastabilen Phase Kristallwachstum zu ermdéglichen (Abb. 15a). Somit
verandert die Prazipitanskonzentration Uber die Zeit die lonenstarke sowie die
Proteinkonzentration und beschreibt einen weiteren Parameter, der die Kristallogenese

beeinflusst.

Ny N

Protein-
Prazipitant- — |
Gemisch

Prazipitant-
Ldsung

Abb. 14: Proteinkristallisation Uber Dampfdiffusion

Die Proteinkristallisation ber Dampfdiffusion kann (a) nach der hanging
drop oder (b) nach der sitting drop Methode durchgefihrt werden.

Die Parameter, die die Kristallogenese beeinflussen, kénnen bei ihrer Optimierung mit Hilfe
eines Phasendiagramms beschrieben werden, um Kristallwachstum zu erzielen oder eine

Kristallisationsbedingung zu verbessern.

4.2.2.3 Phasendiagramm & Kristallogenese

Generell werden in einem Phasendiagramm die Zustande eines Objekts bei unterschiedlichen
Bedingungen beschrieben. Im Fall der Kristallogenese Uber Dampfdiffusion zeigt das
Phasendiagramm stabile unter- oder Uberséattigte Phasen eines Proteins in Losung, die zu
Kristallwachstum in einer metastabilen Phase ibergehen kénnen (Saridakis et al., 1994). Dieser
Ubergang ist zum einen zeitabhéngig bzw. abhangig von der Temperatur, zum anderen spielt

die Konzentration des Proteins bzw. des Prazipitans eine ausschlaggebende Rolle.

Je nach Protein- bzw. Prazipitanskonzentration bildet sich aus einer stabilen untersattigten
Phase (Abb. 15b) direkt Kristallwachstum aus, wohingegen unter bestimmten Bedingungen sich
zuerst eine labile Nukleationsphase formt, bevor aus Nukleationskeimen zeitabhangig

Kristallwachstum resultieren kann (Abb. 15a). Desweiteren kénnen aus Proteinprazipitaten
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1
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Nukleationskeime entstehen, die auch zeitabhangig zu Kristallwachstum fuhren kénnen (Abb.

15¢).
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Abb. 15: Phasendiagramm des Wachstums eines Proteinkristalls {ber

Dampfdiffusion bei unterschiedlichen Startbedingungen

Bei der Kiristallogenese kann die Proteinkonzentration in Abh&ngigkeit von der
Prazipitantkonzentration in einem Phasendiagramm dargestellt werden. Hierbei kdnnen (a) beim
Ubergang von einer stabilen untersattigten in eine labile (ibersattige Phase Nukleationskeime
entstehen, die Uber die Zeit in einer metastabilen, Ubersattigen Phase zu Kristallwachstum fuhren.
Desweiteren kann ein Protein direkt aus (b) einer stabilen untersattigten Phase in einer
metastabilen Ubersattigten Phase kristallisieren, wohingegen (c) das Protein als Prazipitat zuerst
Nukleationskeime formt, bevor es zu Kristallwachstum kommt.

Das Phasendiagramm zeigt auch wie zusatzliche Parameter einen grol3en Einfluss auf die
Kristallogenese haben kdénnen. Durch physikalische Parameter, wie z.B. Temperatur,
Tropfengrofle oder Protein/Prazipitant-Verhaltnis kann eine initiale Kristallbildung so weit
beeinflusst werden, dass daraus diffraktierende Kristalle entstehen kénnen, die zu einem

Datensatz flhren und letztendlich zu einer L6sung der Struktur beitragen.

4.2.2.4 Initiale Kristallbildung

Fur die initialen Kristallisationsexperimente von TcdA1 und TcdB2-TccC3 wurden sitzende
Tropfen nach der Dampfdiffusionsmethode erstellt (Abb. 14b). Hierzu wurden in eine 96-Loch-
Kristallisationsplatte, die flir sitzende Tropfen konzipiert wurde mit Hilfe eines Pipettierroboters
(Mosquito Crystal, TTP Labtech Ltd.) jeweils 100 nL Protein mit 100 nL Kristallisationsldsung

pro Vertiefung und 75 pL Kristallisationslésung pro Reservoir pipettiert. Zuvor wurden die
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Kristallisationsldsungen aus einem 96-Loch-Screening-System (NeXtal Suite, Qiagen GmbH) in
die Reservoirvertiefungen der 96-Loch-Kristallisationsplatte mit einem 96-Kanalpipettierer
(LIQUIDATOR96, Steinbrenner Laborsysteme GmbH) Uberfihrt. Insgesamt wurden zwolf 96-
Loch-Screening-Systeme (JCSG Core | bis IV, Classics | und Il, MbClass | und Il, PEGs | und II,
PACT und ProComplex) verwendet. Anschlielend wurden alle pipettierten Kristallisationsplatten
mit einer Klebefolie luftdicht verschlossen und in einem automatisierten Dokumentationssystem
(Rock Imager, Formulatrix, Inc.), das in regelmaRigen Abstdnden Fotos der

Kristallisationstropfen erstellt, bei 20°C gelagert.

4.2.2.5 Optimierung von Kristallisationsbedingungen

Die initialen Kristallisationsbedingungen der TcdA1- (Classics Il, Bedingung C9 und JCSG Core
lll, Bedingung B2) und TcdB2-TccC3-Kristalle (MbClass |, Bedingung G6 und MbClass I,
Bedingung F1) wurden nach der hanging drop Dampfdiffusionsmethode reproduziert (Abb.
13a). Hierfir wurden zuerst die oberen Umrandungen der 24-Loch-Platte-Reservoirs mit
Silikonpaste prapariert und anschlieRend die Reservoirs mit jeweils 500 pL TcdA1-
Kristallisationspuffer | bzw. Il sowie TcdB2-TccC3-Kristallisationspuffer | bzw. Il gefillt. TcdA1
wurde fir ein Endtropfenvolumen von 6 pL mit TcdA1-Kristallisationspuffer | bzw. Il im
Verhaltnis 1:1, 2:1 und 1:2 auf einem runden Deckglas gemischt. Hierzu wurde der TcdA1-
Proteintropfen auf dem Deckglas vorgelegt und das jeweilige Volumen an Kristallisationspuffer,
das einem Protein-Puffer-Verhaltnis von 1:1, 2:1 bzw. 2:1 entspricht, hinzupipettiert.
AnschlieRend wurde das Deckglas umgedreht liegend mit Hilfe der Silikonpaste auf dem oberen
Rand des jeweiligen Reservoirs fixiert und die 24-Loch-Platte bei 20°C erschitterungsfrei

gelagert.

4.2.2.6 Herstellung von Schwermetall-derivatisierten Proteinkristallen

Da kein zu TcdB2 und TccC3 homologes Modell existiert, um deren Strukturen Gber
molekularen Ersatz zu |6sen, miussen diffraktierende Schwermetall-derivatisierte TcdB2-TccC3-
Kristalle generiert werden. Hierbei sollen die Schwermetalle spezifisch bzw. unspezifisch an die
Seitenketten des zu untersuchenden Proteins im Proteinkristall binden. Als Beispiel binden
Quecksilber bzw. Platin kovalent an Thiolgruppen von Cysteinen (Agniswamy et al., 2008) bzw.
Thioethergruppen von Methioninen oder den Imidazolring von Histidinen (Boggon et al., 2000),
wohingegen Schwermetallcluster (z.B. TaeBri2), die eine starke anomale Streuung aufweisen,

proteinabhéngig an bestimmten Stellen des Proteins interagieren (Knablein et al., 1997). Mit
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Hilfe der Schwermetalle wird bei der Wellenlange, bei der das Schwermetall ein
Absorptionsmaximum aufweist, anomale Dispersion genutzt (Kartha, 1965). Mit diesen Signalen
kénnen Uber die Pattersonfunktion die Positionen der Schweratome ermittelt werden (Drenth
und Mesters, 2007). Die Strukturfaktoren aller Atome werden Uber die Berechnung einer
Differenz-Pattersonkarte bestimmt und flhren letztendlich zur Berechnung der Phasen, die fir
die Ermittlung der roéntgenkristallographischen Elektronendichte des zu untersuchenden
Biomoleklls bendtigt werden.

Tab. 7: Schwermetallverbindung fir die Schwermetallderivatisierung von TcdB2-
TccC3-Kristallen

Schwermetallderivat Summenformel Molekulargewicht (g/mol)
Thiomersal (Natriumethyl- CoHgHgNaO»S 404,81
mercurithiosalicylat)

Di-Kaliumtetranitroplatinat  KoPt(NO2)4 457,30
(1)

Di-Kaliumtetrachloro- KoPtCls 415,09
platinat

Diiodobisethylendiamin- C4H1612N6O6Pt2 888,17
diplatinum(ll)nitrat (PIP)

Mersalylsaure C13H17HgNOe 483,87
p-Chloromercuribenzen- CeH4CIHgOsS 415,19
sulfonat (PCMBS)

Fir eine Bestimmung der TcdB2-TccC3-Elektronendichte wurden verschiedene Quecksilber-
(Hg) und Platin- (Pt) Derivate getestet, die aufgrund ihrer hohen Ordnungszahl relativ starke
anomale Signale hervorrufen (Tab. 7). Alle Hg- und Pt-Derivate wurden in TcdB2-TccC3-
Kristallisationspuffer | in einer Endkonzentration von 1 mM geldst. Anschliellend wurden diese
Lésungen 1:10 in  TcdB2-TccC3-Kristallisationspuffer | verdinnt. In  einer 24-Loch-
Kristallisationsplatte wurden pro Reservoir 500 pL TcdB2-TccC3-Kristallisationspuffer |
vorgelegt und die Umrandungen der Reservoirs mit Silikonpaste prapariert. Von jeder
Schwermetallldésung wurden je Konzentration 2 pyL pro Deckglas pipettiert. In jeden Tropfen
wurden ein bis zwei TcdB2-TccC3-Kristalle Uberfuhrt und das jeweilige Deckglas umgedreht
liegend mit Hilfe der Silikonpaste auf dem oberen Rand des jeweiligen Reservoirs fixiert. Die
TcdB2-TccC3-Kristalle wurden in der Schwermetalllésung fiir vier bis sechs Stunden inkubiert

und anschlieRend fir weiterfihrende Réntgenbeugungsexperimente kryokonserviert.
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4.2.3 Proteinkristall-Kryokonservierung

Weil in den Anfangszeiten der Proteinkristallographie die Réntgenbeugungsexperimente bei
Raumtemperatur durchgefiihrt wurden, musste aufgrund von immensen Strahlungsschaden
eine groRe Anzahl an Proteinkristallen fir die Generierung eines kompletten Datensatzes
gezichtet werden (Owen et al., 2006). Die Einfihrung von Rdntgenbeugungsexperimenten bei
niedrigen Temperaturen (z.B. 100 Kelvin) reduzierte Strahlungsschaden, jedoch flhrten
Gefrierschaden aufgrund von mechanischer Belastung zu einer stark veranderten Ordnung der
Proteine im Kristall (Low et al., 1966). Damit Strahlungsschaden an Proteinkristallen so gering
wie moglich gehalten werden kdnnen, wurden neue Methoden der Kryokonservierung von
Proteinkristallen erforscht (Hope, 1988). Durch Verwendung von Chemikalien, die unter
kryogenen Bedingungen das Kiristallgitter nicht verdndern, konnten komplette Datensatze an
einem Kiristall gemessen werden. Neben niedermolekularen Polyethylenglykolen (PEG) und
Alkoholen ist Glycerin das erfolgreichste Kryoschutzmittel, um Proteinkristalle zu

kryokonservieren (Garman und Owen, 2007).

Fir die Kryokonservierung von TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-Kristallen wurden PEG 400 und
Glycerin verwendet. Hierzu wurde TcdA1-Kristallisationspuffer | bzw. TcdB2-TccC3-
Kristallisationspuffer |1 mit jeweils 5, 10, 15, 20, 25 und 30 % PEG 400 bzw. Glycerin als
Endkonzentration in 2 mL ReaktionsgefaBen angesetzt. AnschlieBend wurde deren
kryoprotektierendes Verhalten an der hausinternen Roéntgenquelle (MICROSTAR, Bruker AXS,
Inc.) ermittelt. Dafir wurden die Ld&sungen nacheinander mit einer Kristallschlaufe
aufgenommen, fir eine Minute bestrahlt und das Auftreten von Eisringen auf den
Réntgenbeugungsbildern beobachtet. Bilden sich keine Eisringe aus, ist die Probe optimal

kryokonserviert.

Im weiteren Verlauf wurden auf runde Deckglaser nebeneinander 2 pL Tropfen mit ansteigender
PEG 400 bzw. Glycerinkonzentration pipettiert. Die reproduzierten TcdA1-Kristalle und die
Schwermetall-derivatisierten TcdB2-TccC3-Kristalle wurden in einer passenden Kristallschlaufe
aufgenommen, sofort in den Kryokonservierungspuffer mit der geringsten PEG 400 bzw.
Glycerinkonzentration uberfuhrt und solange in die Puffer mit der nachst héheren Konzentration
eingetaucht, bis der Puffer mit der finalen Konzentration erreicht wurde. Im letzten Schritt
wurden die Kristalle in der Kristallschlaufe in kiirzester Zeit in flissigem Stickstoff eingefroren

und an einer hausinternen Réntgenquelle auf Réntgenbeugung getestet.
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4.2.4 Datenaufnahme und -prozessierung

4.2.4.1 Rontgenbeugungsexperimente an hausinternen Kupferdrehanoden-

réntgenquellen

Die ersten Réontgenbeugungsexperimente von TcdA1- bzw. TcdB2-TccC3-Kristallen wurden an
hausinternen Roéntgenquellen (MICROSTAR, Bruker AXS, Inc.), die jeweils mit einem 2D-
Flachendetektor (mar345, Marresearch GmbH) ausgestattet sind, unter kryogenen
Bedingungen vollzogen. Fir jedes Experiment wurde ein Kristall in einer Kristallschlaufe auf
einem Goniometerkopf montiert und mit Hilfe des Goniometers im Roéntgenstrahl zentriert.
AnschlieRend wurden vier 15 miniitige Aufnahmen jedes Kristalls durchgefiihrt, wobei zwischen
jeder Messung der Kristall um 90° gedreht wurde. Die Rontgenbeugungsbilder wurden auf
Trennung der Beugungsreflexe hin Uberprift und im weiteren Verlauf mit dem Programm
Mosflm integriert, um Informationen Uber Einheitszellausmalte, Raumgruppe, Kristallordnung
etc. zu erhalten (Leslie, 1999). Streuende Kristalle wurden flir weitere

Roéntgenbeugungsexperimente mittels Synchrotronstrahlung in flissigem Stickstoff gelagert.

4.2.4.2 Rontgenbeugungsexperimente mittels Synchrotronstrahlung

Alle finalen R&ntgenbeugungsexperimente wurden mittels Synchrotronstrahlung an der
Strahllinie PXII-X10SA des Teilchenbeschleunigers am Paul-Scherrer-Institut (Villigen, Schweiz)
durchgefihrt. Die Rontgenbeugungsdatensatze der TcdA1-Kristalle wurden von mir und die

Datensatze der TcdB2-TccC3-Kristalle von Frau Dr. Ingrid Vetter gemessen.

Die Messungen der TcdA1-Kristalle (A-, B- bzw. C-Kristall) wurden bei einer Wellenlange von
0,9793 A fiir den A-Kristall durchgefiihrt. Sechs nicht komplette Datensatze wurden mit einem
20 ym fokussierten Strahl an versetzten Stellen des A-Kristalls (Belichtungszeit: 1 Sekunde;
Energie: 9x10" Photonen/Sekunde) (berlappend aufgenommen, um die besten
Roéntgenbeugungsbilder in  einem finalen kompletten Datensatz zu vereinen. Die
Roéntgenbeugungsexperimente am B- bzw. C-Kristall wurden bei einer Wellenldnge von 1,0000
A mit einem 20 pm fokussierten Strahl (Belichtungszeit: 1 Sekunde; Energie: 5 bzw. 9x10'"

Photonen/Sekunde) durchgeflhrt.

Die Rontgenbeugungsdatensatze der Quecksilber-bzw. Platin-derivatisierten TcdB2-TccC3-
Kristalle wurden mit einem 150 pm fokussierten Strahl bei den Wellenldngen 1,00717 A bzw.

1,07169 A redundant (720°) aufgenommen, um ein mégliches anomales Signal zu verstérken.
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Fir jeden diffraktierenden derivatisierten TcdB2-TccC3-Kristall wurden zwei Datensatze bei
unterschiedlichen Energien gemessen (Belichtungszeit: 0,1 Sekunde; Energien: 2,5x10'" und
1x10'2 Photonen/Sekunde). Alle Réntgenbeugungsdatensatze bzw. Rdéntgenbeugungsbilder

wurden im weiteren Verlauf auf Datenqualitat Gberpriift sowie prozessiert.

4.2.4.3 Prozessierung von Réntgenbeugungsexperimenten

Die Réntgenbeugungsdatensatze der TcdA1-Kristalle wurden in XDS indiziert und integriert
(Kabsch, 2010). Die Datensatze des A-Kristalls wurden nach Bildern mit Bereichen bester
Auflésung durchsucht, um diese in einem kompletten Datensatz zu vereinen. Anschliefend
wurden diese Bilder mit dem Programm Scala (Evans, 2006) des CCP4 Programmpakets
(Collaborative Computational Project, 1994) skaliert und die Intensitaten aller Datensatze
gemittelt. Desweiteren wurden uber die Intensitdten des Datensatzes mit dem Programm
Truncate (Winn et al., 2011) des CCP4 Programmpakets die Strukturfaktoramplituden
berechnet und alle Faktoren in einem Datensatz zusammengefligt. Zuséatzlich wurde der
Datensatz mit Hilfe des Anisotropie-Servers anisotropisch korrigiert (Strong et al., 2006). Es
wurden Bereiche, die keine Réntgenbeugung aufweisen, entfernt und der Datensatz nochmals
skaliert und die Strukturfaktoren korrigiert. Der B- und der C-Kristall wurden nach Indizierung
und Integration in XDS skaliert und die Strukturfaktoramplituden mit Truncate fur eine

nachfolgende Strukturbestimmung extrahiert (Kabsch, 2010).

Fir die Prozessierung der Réntgenbeugungsexperimente der TcdB2-TccC3-Kristalle wurden zu
Anfang alle Datenséatze im Programmpaket XDS indiziert und integriert. AnschlieBend wurden in
der Logbuch-Datei (CORRECT.LP) die Intensitaten auf einen anomalen Unterschied
(AnomalCorr und SigAno) Uberprift. Dieser Unterschied gibt einen ersten Hinweis fir das
Vorhandensein eines anomalen Signals. Im weiteren Verlauf wurden die Intensitaten im
Programmpaket XDS mit dem Programm XSCALE skaliert und anschlieBend mit dem
Programm XDSCONV in Strukturfaktoramplituden konvertiert (Kabsch, 2010). Insgesamt
wurden von sechs Schwermetall-derivatisierten TcdB2-TccC3-Kristallen jeweils zwei
redundante Réntgenbeugungsdatensatze gemessen. Die zwei Datensatze wurden auf der
Ebene der Vollstandigkeit, des R-Faktors, des anomalen Unterschieds und der hdéchsten
Auflésung miteinander verglichen. Fur weitere experimentelle Phasierungsexperimente wurden

alle Rontgenbeugungsdatensatze der Schwermetall-derivatisierten TcdB2-TccC3-Kristalle
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verwendet, um im weiteren Verlauf die Wahrscheinlichkeit fir einen erfolgreichen

experimentellen Phasierungsansatz zu erhdhen.

4.2.5 Strukturbestimmung

4.2.5.1 Phasierung von Réntgenbeugungsdatensatzen (ber molekularen

Ersatz (MR)
Um die richtigen Phasen fiir die Berechnung der TcdA1-Elektronendichte tUber die Methode des
molekularen Ersatzes zu erhalten, wird ein Modell eines homologen Proteins bendtigt (Arnold
und Rossmann, 1986). Da dieses Modell so dhnlich wie mdglich sein sollte, erstellte Herr Dr.

b

Bestimmung der Phasen fir
die Berechnung der réntgen-
kristallographischen Dichte

Generierung eines
PolyA-Modells

find_helices_strands

Phaser-MR

kopische Dichte der TcdA1-
Prapore (6,3 A; EMD-2297)

graphischen Dichte

giich .
. - L7 Verbesserung der
Manueller Modellbau & ' BT I rontgenkristallo-

Dichtemodifikation (DM)

Abb. 16: Flussdiagramm der TcdA1-Strukturbestimmung iiber molekularen Ersatz

Mit Hilfe der (a) kryoelektronenmikroskopischen Dichte der TcdA1-Prapore (EMD-2297) wurde bei
einer Aufldsung von 6,3 A in find_helices_strands ein (b) Polyalaninmodell generiert. Mittels dieses
Modells wurden in Phaser-MR die experimentellen Phasen fiur die (c¢) Berechnung der
rontgenkristallographischen  Elektronendichte bestimmt. Diese Elektronendichte wurde Uber
Verfeinerung der Phasen mittels solvent flattening und NCS averaging in DM bearbeitet und fihrte zu
(d) einer verbesserten kontinuierlichen Elektronendichte mit einer Aufésung von 3,5 A.

Christos Gatsogiannis ein Polyalaninmodell (Abb. 16b) der kryoelektronenmikroskopischen

Dichtekarte (Abb. 16a) der TcdA1-Prapore (EMD-2297) mit dem Programm
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find_helices_strands (Terwilliger, 2010) des PHENIX Programmpakets (Adams et al., 2010).
Dieses Polyalaninmodell wurde verwendet, um mit Hilfe Patterson-basierter Methoden Uber
Rotations- funktionen und zusatzlich Translationsfunktionen die beste Korrelation zwischen

Suchmodell und unbekanntem Modell zu finden (Toth, 2007).

Die korrekten Phasen, die zur Berechnung der rontgenkristallographischen Elektronendichte
von TcdA1 bendtigt werden, wurden mit dem Programm Phaser-MR (McCoy et al., 2007) des
PHENIX Softwarepakets (Adams et al., 2010) bestimmt. Die Darstellung und Validierung der
korrekten Elektronendichte (Abb. 16c¢) erfolgte in dem Programm Coot (Emsley et al., 2010).

4.2.5.2 Verbesserung der experimentellen Elektronendichtekarte (Solvent

Flattening und NCS Averaging)

Die auf Basis des molekularen Ersatzes bestimmten Phasen fir die Berechnung der
Elektronendichte von TcdA1 sollen uber Dichtemodifikationsmethoden verbessert werden. Eine
Dichtemodifikation wird durchgefuhrt, da die meisten experimentell oder durch molekularen
Ersatz bestimmten Phasen nicht eindeutig genug sind, um aus ihnen eine korrekte
kontinuierliche Elektronendichte zu berechnen. Die Methode des Solvent Flattening reduziert
die Elektronendichte, die nicht zu der berechneten Elektronendichte des Protein