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Zusammenfassung

Die aktuelle Antibiotikaforschung basiert trotz grofer Fortschritte auf dem Gebiet der
kombinatorischen, organischen Synthese immer noch zu einem grofen Teil auf
Naturstoffbibliotheken bakteriellen oder pilzlichen Ursprungs. Innerhalb dieser Naturstoffe
sind nichtribosomale Peptide (NRPs) eine enorm wichtige bioaktive Substanzklasse. Neben
antibiotischen FEigenschaften konnen sie weiterhin immunsuppressive, antifungale und
tumorunterdriickende Aktivitét entfalten. NRPs werden von Multi-Doménen Proteinen den so
genannten nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) in einer Art FlieBbandmechanismus
aufgebaut. Zwar sind die individuellen NRPS-Doménen biochemisch und strukturell sehr gut
untersucht, jedoch sind die fiir das detaillierte Verstindnis der Naturstoftbiosynthese
essentiellen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Domédnen sowohl strukturell, als auch
mechanistisch noch kaum verstanden.

In dieser Arbeit gelang der erste experimentelle Nachweis von Interaktionen zwischen
einer Adenylierungs- mit einer in cis vorliegenden Peptidyl Carrier Protein-Domidne aus
einem NRPS Initiationsmodul. Mit biochemischen Methoden, wie partiellen tryptischen
Verdauen, Gelfiltrationschromatographie und chemischen Markierungsassays, wurde
festgestellt, dass der 4’-Phosphopantetheinarm der PCP-Domine sich in unterschiedlichen
Positionen wihrend des Katalysezyklus befindet und zwar abhédngig vom Zustand der
Adenylierungs-Doméne. Die produktive Wechselwirkung zwischen den beiden Dominen
benotigt sowohl eine post-translational modifizierte holo-Peptidyl Carrier Protein-Domine,
als auch eine spezielle Konformation der Adenylierungs-Doméne, die Thioesterkonformation.
Die hier durchgefiihrten Studien charakterisieren erstmalig die groBen konformationellen
Bewegungen in NRPS-Proteinen und sollten den Startpunkt fiir ein tiefgreifendes Verstandnis
des antibiotika-produzierenden Proteintemplats bilden.

Fiir die Untersuchung von Proteinstrukturen und -dynamiken mit spektroskopischen
Methoden, wie der NMR- oder der Fluoreszenzspektroskopie, ist die Modifikation des zu
untersuchenden Proteins mit biophysikalischen Sonden oft unvermeidlich. Fiir den gezielten
Einbau dieser Sonden in Proteine sind, unter anderem, gespaltene Inteine ein wichtiges
Werkzeug der Chemischen Biologie. Die von gespaltenen Inteinen vermittelte Protein trans-
SpleiBreaktion verbindet die N- und C-terminal zu den individuellen Inteinhélften
vorliegenden Polypeptidsequenzen, die N- und C-Exteine, {iber eine native Peptidbindung und
erlaubt damit den definierten Aufbau eines Proteins aus mehreren Segmenten.

Mit dem natiirlich gespaltenen DnaE Intein aus Nostoc punctiforme (Npu) wurde in dieser
Arbeit das bisher schnellste frans-spleilende Intein biochemisch mit gereinigten Proteinen
charakterisiert. Neben der hohen monomolekularen Reaktionsrate von 1,1 + 0,2 s bei 37°C
zeigte es mit verschiedenen Exteinsequenzen robuste Spleilausbeuten von 50 - 90 % in dem
Temperaturbereich von 6 bis 37°C. Als ein Grund fiir verminderte SpleiBausbeuten konnte die
Bildung von l6slichen Aggregaten der individuellen Inteinhdlften nachgewiesen werden.
NMR-Untersuchungen ergaben, dass sowohl die natiirlich gespaltenen individuellen Hilften
des Npu DnaE Inteins, als auch die des kiinstlich gespaltenen Synechocystis species PCC6803
DnaB Inteins keine definierte Faltung ohne das Partnerprotein aufwiesen. Fiir erstere konnte
bei Komplexbildung der Hilften und nach der Spleifireaktion der Ubergang in eine gefaltete
Konformation nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde mit dem SPLICEFINDER-System
eine Methode entwickelt, die es schnell und unkompliziert erlaubt parallel mehrere
Insertionspositionen von gespaltenen Inteinen in Zielproteinen auf ihre Spleifaktivitidt zu
tiberpriifen. Fiir eine Anwendung dieses Systems, der segmentellen Isotopenmarkierung von
Proteinen fiir NMR-Untersuchungen, konnte ein einfaches Verfahren zur Bestimmung der
Markierungseffizienz etabliert werden. Es ist anzunehmen, dass die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Studien zu gespaltenen Inteinen deren Einsatzbreite fiir die selektive
Modifikation von Proteinen signifikant erhdhen werden.



Summary

Modern antibiotic research relies, despite great efforts in combinatorial organic synthesis,
still strongly on compound libraries with bacterial or fungal origin. One of the most prominent
bio-active substance classes consists of the so called nonribosomal peptides (NRPs). They can
possess besides antibacterial properties various other activities, like immuno- or tumour-
suppressive and antifungal activities. NRP-production is catalyzed by multidomain enzymes,
the nonribosomal peptide synthetases (NRPS), in an assembly line fashion via a protein-
template directed mechanism. In contrast to the well investigated and structurally
characterized individual NRPS domains, the essential domain-interactions during the natural
product biosynthesis remain largely elusive.

This work presents the first experimental evidence for conformational changes in the
cross-talk between an adenylation and an in cis peptidyl-carrier protein domain from an NRPS
initiation module. Using partial tryptic digests, gel filtration chromatography, native PAGE
and chemical labeling experiments it could be shown, that the 4’-phosphopantethein moiety of
the peptidyl-carrier protein domain changes its position as a result of a conformational change
in the adenylation domain. The productive interaction between the two domains requires the
post-translationally modified holo-form of the peptidyl-carrier protein domain and a distinct
conformation of the adenylation domain, the thioester conformation. The conducted studies
characterize for the first time the large conformational movements in NRPS proteins and are a
good starting point for an in-depth understanding of the antibiotics-producing protein
template.

Fluorescence and NMR spectroscopy serve as important tools for the elucidation of
protein structure and dynamics. They often rely on the incorporation of biophysical markers
into the protein of interest. Split inteins are one method out of the Chemical Biology’s tools
box to achieve these selective protein modifications. The split intein mediated protein trans-
splicing reaction fuses the N- and C-terminal flanking reagions of the intein, the N- and the C-
extein, together through a native peptide bond. This ligation reaction therefore allows building
up a protein from differently derived and/or treated segments.

The naturally split DnaE intein from Nostoc punctiforme (Npu) was characterized for the
first time in this work with purified proteins in vitro. It surprisingly possessed the highest
apparent first-order rate constant reported for the protein trans-splicing reaction so far - (1.1 +
0.2) x 1072 s at 37°C. Furthermore, the reaction was high-yielding (50 - 90 %) with respect to
different extein sequences and in the temperature range from 6 to 37°C. The formation of
soluble aggregates of the individual Npu DnaE intein halves was identified as one reason for
splicing yields below completion. NMR investigation established that the naturally split Npu
DnaE as well as the halves of the artificially split Synechocystis species PCC6803 DnaB
intein do not exhibit one defined folded structure and that they are intrinsically disordered
without their partner protein. For the Npu DnaE intein it also could be shown via NMR that
the individual halves fold into an ordered structure after the protein trans-splicing reaction, as
well as upon complex formation. Additionally, the SPLICEFINDER system, a PCR-based
method for the fast and easy screening of active split intein insertions in any target protein
was developed. It shortens significantly the tedious cloning procedures to obtain the desired
intein fusion genes. For one application of the SPLICEFINDER method, the segmental
isotopical labeling of proteins for NMR studies, a new and easy procedure to determine the
labeling efficiency was established. It is based on tryptic in-gel digests with subsequent
MALDI-TOF MS analysis. In conclusion, the conducted studies on split inteins are expected
to promote and strengthen the general use of these ligation catalysts in the area of selective
protein modification.
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1 Einleitung

Ein Uberblick iiber die aktuelle Antibiotikaforschung

Durch Mikroorganismen ausgeloste Infektionskrankheiten sind weltweit die
zweithdufigste Todesursache [1]. Zur Behandlung dieser Infektionskrankheiten werden seit
Anfang der 1940er Jahre Antibiotika eingesetzt. Sie unterbinden die Ausbreitung
(bakteriostatisch) oder bewirken das Absterben (bakteriozid) der pathogenen
Mikroorganismen an den Infektionsherden. Ein klinisch erfolgreich einsetzbares Antibiotikum
muss nicht nur effektiv die schddlichen Mikroorganismen bekédmpfen, sondern sollte auch
moglichst keine Nebenwirkungen beim Patienten auslosen. Somit konnen Antibiotika auf
zelluldrer Ebene nur Ziele angreifen, bei denen groBere biochemische und strukturelle
Unterschiede zwischen den Prokaryoten und den Eukaryoten bestehen. Die Angriffspunkte
der meisten Antibiotika sind vor allem die prokaryotische Proteinbiosynthese, die DNA
Replikation und Reparatur, sowie die Zellwandbiosynthese. Zum Beispiel inhibiert die Klasse
der B-Lactame (unter anderem die Penicilline) die Enzyme, die fiir die Quervernetzung der
Peptidoglykan-Zellwand verantwortlich sind. Vancomycin bindet an das Substrat dieser
Quervernetzung und verhindert damit ebenfalls einen effektiven Autfbau einer stabilen
Zellwand. Beide Substanzen resultieren in einer erleichterten Lyse des Bakteriums.

Der vermehrte und intensive Einsatz eines Antibiotikums fiihrt zu einer dramatischen
Erhohung des Selektionsdrucks auf die Entwicklung von Resistenzen. Klinisch signifikante
Resistenzen treten im Abstand von Monaten oder Jahren auf [2]. Fiir Penicillin G wurden die
ersten resistenten Stimme innerhalb von zwei Jahren nach der Einfiihrung des Medikaments
beobachtet. Bakterien inaktivieren Antibiotika mit unterschiedlichen Mechanismen. So
pumpen, z.B., spezielle Membranproteine eingedrungene Antibiotikamolekiile aktiv aus der
Zelle heraus und verhindern so eine effektive, toxische Konzentration im Zellinnern. Eine
verminderte Affinitdt des Antibiotikums und damit eine geringere Inhibierung kann durch
eine Verdnderung der Zielstruktur erreicht werden. Ein anderer Mechanismus betrifft die
direkte Modifikation des Antibiotikums und damit dessen Inaktivierung. So sind Penicillin G
resistente Stdimme mit Hilfe von B-Lactamasen in der Lage den B-Lactamring des Molekiils
zu hydrolysieren und es damit unschidlich zu machen.

Ein wichtiger Zweig in der Entwicklung neuer und wieder effektiver Antibiotika ist die
Verdnderung von bereits aktiven Griindgeriisten [3]. Diese Leitstrukturen basierten bis zur
Jahrtausendwende hauptséchlich auf Naturstoffen, vor allem auf Stoffwechselprodukten von

Bakterien und Pilzen. Exemplarisch soll die Entwicklung neuer Antibiotika am Beispiel der
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Penicilline dargestellt werden [3]. Nach dem Auftreten von Resistenzen gegen Penicillin G (s.
oben) wurden Stoffe entwickelt, die immer noch das gleiche Grundgeriist und damit den
identischen Wirkmechanismus, wie das urspriinglichen Molekiil besaB3en, jedoch nicht mehr
von den modifizierenden Enzymen der Bakterien erkannt wurden (s. Abbildung 1A). Ein
verbreiteter Einsatz der Antibiotika der 2. Generation fiihrte auf der Bakterienseite zu
Mutationen in dem Gen der B-Lactamase, die schlieBlich auch die neuen Wirkstoffmolekiile
enzymatisch inaktivieren konnte und damit den Bakterien Resistenz verlieh. Weitere
verdanderte Dekorationen am Penicillingrundgeriist brachten die Antibiotika der 3. Generation
hervor (s. Abbildung 1A). Ein verstirkter Selektionsdruck bewirkte jedoch auch hier

zwangslaufig die Ausbildung von Resistenzen.

1. Generation ====-— > 2. Generation === == > 3. Generation ====-— 2> 4. Generation
Penicillin G Amoxicillin Ticarcillin Piperacillin

Staphylococcus aureus Acinetobacter baumannii Mycobacterium tuberculosis

Abbildung 1 Antibiotika und ihre Zielorganismen. A) Entwicklung von neuen Antibiotika ausgehend von
einer Naturstoffleitstruktur (schwarz) am Beispiel der Penicilline; B) Beispiele fiir resistente Stimme von
bakteriellen Pathogenen (Bilder entnommen aus [3]).

Die aktuelle Antibiotikaforschung sieht sich dem vermehrten Auftreten von
multiresistenten Stdmmen gegeniiber, die sich als Folge von Mutationen oder Aufnahme
resistenzvermittelnder DNA gebildet haben (s. Abbildung 1B). Methicillin- oder
Vancomycin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA oder VRSA) verursachen eine hohe
Mortalitdtsrate bei Klinikpatienten [4]. Multiresistente (MDR) oder panresistente (PDR)
gram-negative Bakterien, wie z.B. Acinetobacter baumannii, sprechen auf eine Vielzahl von
Antibiotikaklassen (Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme, Quinolone, Aminoglykoside,
Tetrazykline und Polymyxine) nicht mehr an [5]. Des Weiteren sind MDR-Stimme von

Mycobacterium tuberculosis in den Entwicklungslindern auf dem Vormarsch [6]. Es ist
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anzunehmen, dass eine zukiinftige Bekdmpfung von Infektionskrankheiten weiteren groflen
Forschungseinsatz verlangt und dass nur eine Kombination mehrerer unterschiedlicher
Strategien erfolgreich sein kann. Die Verbesserung bekannter Antibiotikagrundgeriiste wird
weiterhin ein wichtiges Standbein der Forschung bleiben, jedoch sollte auch die
voranschreitende Sequenzierung von bakteriellen Genomen die Identifikation von neuen
Zielstrukturen in diesen Pathogenen erlauben. Das Testen groer Substanzbibliotheken gegen
diese neu definierten Zielstrukturen ermdglichte in den Jahren nach der Jahrtausendwende das
Auffinden neuer antibiotischer Leitverbindungen (Oxazolidinone, Lipopeptide, Mutiline) und
scheint auch in Zukunft Erfolg versprechend zu sein. In der Therapie geht der Trend weg vom
iiberméfigen Gebrauch von Breitbandantibiotika, weil mit deren Einsatz eine schnelle
Resistenzbildung begiinstigt wird. Durch eine verbesserte Diagnose der Infektionserreger in
einzelnen Patienten konnten selektivere Antibiotika einsetzbar werden. Diese wiirden
aufgrund ihrer limitierten Einsetzbarkeit erst in ldngeren Zyklen die Entwicklung von

Resistenzen beglinstigen [1].

Eine Vielzahl von Peptidantibiotika wird von so genannten nicht-ribosomalen
Peptidsynthetasen (NRPS) in Bakterien wund Pilzen produziert. Unter diesen
Sekunddrmetaboliten findet man den Penicillin- und Cephalosporin-Vorldaufer 06-(o-
Aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-Valin (ACV) [7], Tyrocidin A [8], Gramicidin S [9,10] und
Daptomycin [11]. In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zu Protein-Protein
Wechselwirkungen in NRPS-Fragmenten durchgefiihrt. Sie dienen nicht nur dem reinen
Verstindnis dieser komplexen biochemischen Synthesemaschinerien, sondern ermoglichen
vielleicht in Zukunft auch eine bessere Umprogrammierung derselben. Dies kdnnte eine
effektive Quelle fiir die Herstellung neuer Substanzbibliotheken mit moglicherweise neuen,
aktiven und klinisch einsetzbaren Antibiotika sein. In Folge wird in diesem Kapitel die nicht-
ribosomale Peptidsynthese, mit einem Schwerpunkt auf den fiir diese Arbeit relevanten
NRPS-Doménen, der Adenylierungs- und der Peptidyl Carrier Protein-Doméne, vorgestellt.

Detaillierte  spektroskopische ~ Untersuchungen zu Dynamiken von  groflen
Proteinkomplexen, wie z.B. den in dieser Arbeit untersuchten NRPS-Proteinen, erfordern eine
selektive Modifikation des Proteingeriistes mit biophysikalischen Sonden. Gespaltene Inteine
sind ein wichtiges Werkzeug um diese gezielten Verdnderungen an Proteinen zu erreichen.

Ihnen ist der zweite Teil dieses Kapitels gewidmet.
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1.1 Die nicht-ribosomale Peptidsynthese

1.1.1 Naturstoffprodukte der nicht-ribosomalen Peptidsynthese

Nicht-ribosomal synthetisierte Peptide (NRP) sind eine grofe Klasse von Naturstoffen
bakteriellen und pilzlichen Ursprungs (einige Beispiele sind in Abbildung 2 dargestellt). Wie
schon vom Namen abgeleitet werden kann, werden sie in einer alternativen Syntheseroute, die
nicht mit der ribosomalen Peptid- und Proteinbiosynthese verwandt ist, hergestellt. Zwar
erfolgt auch die Synthese der meist 3 bis 22 Aminosduren grofen Peptide vom N- zum C-
Terminus, jedoch enden hier die Gemeinsamkeiten der beiden Synthesewege. Die Auswahl
der Monomerbausteine ist bei der nicht-ribosomalen Peptidsynthese nicht auf die zwanzig
proteinogenen Aminosduren beschrinkt. Neben Enantiomeren der proteinogenen
Aminosduren und unnatiirlichen Aminosduren finden sich auch o-Hydroxy- und
Carbonsduren in den NRPs wieder. Weitere Dekorationen des Peptidgeriistes entstehen z. B.
durch O-, N, und C-Methylierung, Acylierung, Formylierung, sowie Glykosylierung und
Phosphorylierung.

NH, [0} LISfHH O HO
HOM N
N OH
0 H 0o f Hop )\/\/\/\/YﬁfN\)L

0 0 O
ACV (p-Lactam-Vorlaufer) NH a\ _k\_cozH HN o
o)
o/_S=o HN
HN—?: 0 \I& JJ\(NH
o)
Q‘(\O ) ? o Surfactm COH
HO  ©OH 0" HN OH
Enterobactin -6—%

Q ¢,
. NHHNW..{;) J? AN

H2N O
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Tyrocidin A Daptomycin NHz

Abbildung 2 Nicht-ribosomal hergestellte Naturstoffe. Dargestellt sind 8-(a-Aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-
Valin (ACV) (Penicillium chrysogenum), Enterobactin (Escherichia coli), Surfactin (Bacillus subtilis), Tyrocidin
A (Bacillus brevis) und Daptomycin (Streptomyces roseosporus).
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Ein weiteres Merkmal vieler NRPs ist ihre eingeschriankte konformationelle Flexibilitét,
die oft tiber Zyklisierung oder verzweigte Zyklisierung erreicht wird. Thre rigide Struktur
schiitzt die NRPs vor der hydrolytischen Spaltung durch Proteasen und ermdglicht ihnen
wahrscheinlich die prizise Bindung an ihre Zielstrukturen und dadurch erst die biologische
Aktivitit [12]. Die Makrozyklisierung kann iiber Lakton-, Laktam-, Iminbildung oder iiber
Quervernetzung erfolgen [13]. Die Eigenschaften der NRPs beschrianken sich nicht nur auf
die bereits oben erwidhnten antibiotischen Aktivititen. So findet man in dieser
Naturstoffklasse Immunsuppressiva, wie Cyclosporin A [14] oder das als Biotensid wirkende
und hdmolytische Aktivitét besitzende Surfactin [15]. Enterobactin [16] und Bacillibactin [17]
sind Siderophore, die unter Eisenmangelbedingungen vom Produzentenstamm hergestellt und
sekretiert werden [18,19].

Die in dieser Arbeit untersuchten NRPS-Proteinfragmente stammten aus dem
Bodenbakterium Bacillus brevis (aktuelle Nomenklatur Aneurinibacillus migulans) und sind
dort fiir die Biosynthese des kationischen, zyklischen Dekapeptids Gramicidin S
verantwortlich [9,10]. Gramicidin S ist aus zwei identischen Pentapeptiden aufgebaut und
besitzt die Primirstruktur cyclo-(D-Phe-Pro-Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro-Val-Orn-Leu). NMR
Untersuchungen zeigten, dass Gramicidin S eine antiparallele B-Faltblattstruktur mit zwei -
Turns einnimmt [20]. Das Molekiil ist amphiphil mit einer polaren Seite bestehend aus den
kationischen Ornithin- und den D-Phenylalaninseitenketten. Die andere Seite des -Faltblatts
zeigt mit den Valin- und Leucinresten einen stark hydrophoben Charakter (s. Abbildung 3).

Gramicidin S ist ein potentes Breitbandantibiotikum, das sowohl gegen gram-positive und
gram-negative Bakterien, als auch pathogene Pilze in geringen mikromolaren
Konzentrationen inhibierend wirkt [21,22]. Die klinische Einsetzbarkeit ist jedoch begrenzt,
da Gramicidin S ebenfalls die Lyse von roten Blutkdrperchen induziert. Sowohl die
hdmolytische, als auch die antibiotische Wirkung gehen auf die destabilisierenden
Eigenschaften von Gramicidin S auf Lipiddoppelschichten zuriick. Es erhoht die
Durchldssigkeit der Membran und zerstort deren Integritdt [23-26]. Jedoch scheint das
Antibiotikum ebenfalls ein Inhibitor fiir die Cytochrom bd-Typ Quinoloxidase in E. coli zu
sein, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass Gramicidin S seine antibiotische
Wirkung nicht nur an der Lipiddoppelschicht, sondern auch am Proteinanteil der Membran

entfaltet [24,27,28].
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Abbildung 3 Das Peptidantibiotikum Gramicidin S. A) Schematische Struktur des Peptidriickgrats - die vier
stabilisierenden Wasserstoffbriicken der B-Faltblattstruktur sind eingezeichnet; B) Struktur von Gramicidin S
(entnommen aus der PDB-Datei 1TK2, Gramicidin S im Komplex mit der alkalischen Proteinase Savinase,
Bhatt, V.S. et al, zu verdffentlichen); C) Die Seitenansicht verdeutlicht den amphiphilen Charakters des
Dekapeptids. Die fast planare Ringstruktur des Peptidriickgrats besitzt eine hydrophile (zwei kationische
Ornithinreste) und eine hydrophobe Seite (Valin- und Leucinseitenketten). Uber letztere kann Gramicidin S
wahrscheinlich seine membran-destabilisierenden Eigenschaften entfalten (die Abbildung wurde mit dem
Programm Pymol erstellt).

Lange Zeit wurde angenommen, dass eine Trennung der hidmolytischen von der
antibiotischen Wirkung bei der Klasse der kationischen antimikrobiellen Peptide nicht
moglich ist. In den letzten Jahren wurde jedoch die Synthese von Gramicidin S analogen
Substanzen berichtet, die trotz guter Wirksamkeit gegen Bakterien und Pilze rote
Blutkorperchen intakt lieBen. Diese Analoga zeichnen sich entweder durch Modifikationen an
den Prolinresten aus [29] oder sind zyklische 14er Peptide, die ebenfalls eine pB-
Faltblattstruktur mit zwei B-Turns aufweisen [26,30]. Die Selektivitdt dieser kationischen
Peptide wird wahrscheinlich durch den hoheren Anteil anionischer Lipide in bakteriellen im
Vergleich zu menschlichen Membranen erreicht. Auch schwicht Cholesterin in letzteren den
lytischen Effekt von Gramicidin S und seiner Analoga ab [31]. Die Riickbesinnung auf schon
lange bekannte, aktive Naturstoffe, die aus unterschiedlichen Griinden zum Zeitpunkt ihrer
Entdeckung nicht als Therapeutika in Frage kamen, konnte damit ebenfalls ein wichtiges
Standbein der zukiinftigen Antibiotikaforschung werden. In Bezug auf Gramicidin S und
seine Analoga ist noch anzumerken, dass aufgrund ihres Wirkmechanismus (Destabilisierung

der bakteriellen Membran) eine Resistenzbildung moglicherweise erst verlangsamt eintritt.
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1.1.2 Die nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen

Multi-Enzym-Komplexe, die so genannten nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS),
sind fiir die Bildung der NRP in Bakterien und Pilzen verantwortlich. Sie sind modular
aufgebaut, d.h. jedes Modul ist fiir den Einbau eines Monomerbausteins in das Peptidgertist
verantwortlich. Analog zu einer FlieBbandproduktion aktiviert ein Modul einen spezifischen
Monomerbaustein, bindet ihn, modifiziert ihn eventuell und verkniipft ihn mit dem Substrat
des nédchsten Moduls. So l4uft die wachsende Kette auf dem FlieBband der NRPS von einem
Modul zum néchsten und wird dabei jeweils um einen Baustein verldngert. Wird bei der
Synthese des NRP jedes Modul nur einmal benutzt, so ist es moglich, anhand der Anzahl und
Anordnung der Module direkt auf die Primérstruktur des Naturstoffes zu schlieBen. Man
spricht in diesem Fall von linearen NRPS-Systemen. In iterativen NRPS-Systemen wird das
Proteintemplat mehrmals fiir die Bildung eines NRPs benutzt. Bei nicht-linearen Systemen ist
die Abhéngigkeit zwischen Modulstruktur und Peptidprodukt komplexer [32].

NRPS-Module lassen sich von der Biosyntheselogik in noch kleinere funktionelle
Einheiten, die Dominen, einteilen. Ein Initiationsmodul am Anfang der Naturstoffsynthese
besteht aus einer Adenylierungsdoméne (A-Doméne) und einer Peptidyl Carrier Protein-
Doméne (PCP-Doméne, frilher auch Thiolierungs- (T) Domine genannt). In
Elongationsmodulen ist zusdtzlich eine Kondensationsdomine (C-Doméne) vorhanden, so
dass sich die Reihenfolge C-A-PCP in diesen Modulen ergibt. Die nicht-ribosomale
Peptidsynthese wird in den meisten Fillen mit einer Thioesterasedoméne (TE-Doméne)
beendet. Terminationsmodule besitzen damit den folgenden Doménenaufbau: C-A-PCP-TE.
Zusétzliche Doménen zustindig fiir z.B. die Epimerisierung, Formylierung, Zyklisierung,
Reduktion, Oxidation, Hydroxylierung [33] oder Methylierung der Substrate konnen
innerhalb der einzelnen Module eingebaut sein. Abbildung 4 zeigt schematisch die, zur
Verldngerung des Peptidgeriists um einen Monomerbaustein, notwendigen Reaktionsschritte
in einem Elongationsmodul.

Der Katalysezyklus beginnt mit der Substraterkennung in der Bindungstasche der A-
Domine. Die fiir eine Peptidbindungskniipfung essentielle  Aktivierung der
Carbonséurefunktion des Monomerbausteins wird durch die Bildung eines Acyladenylats
unter Verbrauch von ATP erreicht (sieche Abbildung 4A). Das aktivierte Substrat wird unter
AMP-Abspaltung auf den 4’-Phosphopantetheinylarm (Ppant-Arm) der PCP-Doméne
iibertragen und dort als Thioester gebunden. Dieser in Abbildung 4B dargestellte

Reaktionsschritt benétigt eine produktive Doméneninteraktion zwischen der A- und der PCP-
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Domine. Die C-Domidne des Elongationsmoduls katalysiert schlieBlich die
Kondensationsreaktion des gebundenen Monomerbausteins mit der Amino- bzw.
Peptidgruppe des vorangegangenen Moduls (sieche Abbildung 4C) [34-36]. Nach einer
Weitergabe der um einen Baustein verldngerten Peptidkette auf das nichste Modul (siche
Abbildung 4D) liegt der Ppant-Arm des Elongationsmoduls wieder frei vor und kann in einem

weiteren Katalysezyklus erneut beladen werden.

Elongatic fu i /

Abbildung 4 Schematischer Reaktionsverlauf an einem Elongationsmodul (C-A-PCP) in NRPS. A) Die A-
Domine aktiviert eine spezifische Aminoséure unter ATP-Verbrauch zum Aminoacyladenylat, B) Unter AMP-
Abspaltung wird die aktivierte Aminosdure kovalent als Thioester an den 4’-Phosphopantetheinylarm der PCP-
Domine gebunden, C) Die Peptidbindungskniipfung findet an der C-Doméne des Elongationsmoduls mit dem
Peptidyl- oder Aminoacylthioester des vorangehenden, beladenen Moduls statt, D) Die um einen Baustein
verlangerte Peptidkette wird unter Bildung einer weiteren Peptidbindung auf die PCP-Doméne des nichsten
Moduls iibertragen.

Am Beispiel von Gramicidin S soll im Folgenden die NRP-Biosynthese noch detaillierter

beschrieben werden.
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1.1.3 Gramicidin S Biosynthese

Normalerweise sind alle Gene, die in der Produktion eines NRP zusitzlich zu den
eigentlichen NRPS-Genen benétigt werden (Gene zur Produktion der unnatiirlichen
Aminoséuren, Gene fiir die Modifikation des Naturstoffes nach dem NRPS FlieBbandprozess,
Resistenzgene, etc.), gebilindelt in einem so genannten Gencluster. Dies erlaubt eine
koordinierte Regulierung der Genexpression und resultiert sehr wahrscheinlich aus dem
zwischen Bakterien hdufig vorkommenden horizontalen Gentransfer. So kann in einem

einzigen DNA-Transferereignis die vollstindige biosynthetische Kapazitit iibertragen

werden.
Initiation Elongation Termination
GrsA GrsB
l ........... .’ } .............................................................. .l
Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5

Ph
HaN N\J
O=S" \v, Gramicidin S
Ph
UN Kopf zu Schwanz Zyklisierung

Abbildung 5 NRPS-Biosynthese von Gramicidin S. Die zwei Multi-Doménenproteine Gramicidin S
Synthetase 1 (GrsA) und Gramicidin S Synthetase II (GrsB) sind in Bacillus brevis fiir die Synthese des
Breitbandantibiotikums Gramicidin S verantwortlich. Eine doppelte Verwendung des fiinf-modulgro3en NRPS-
FlieBbands fiihrt nach einer Kopf zu Schwanz Dimerisierung zu dem zyklischen Zehnerpeptid. Als unnatiirliche
Bausteine sind in diesem NRP sowohl D-Phenylalanin, als auch Ornithin zu finden (Rot
Adenylierungsdoménen; Griin = PCP-Doménen, Blau = Kondensationsdoménen; Schwarz =
Epimerisierungsdomine; Gelb = Thioesterasedoméne).

Das Gramicidin S Operon aus Bacillus brevis besteht aus dem am 5’-Ende lokalisierte
grsT-Gen (dieses Gen wurde noch nicht detailliert charakterisiert, jedoch zeigt es eine grof3e
Homologie zu Fettsdurethioesterasen), sowie den zwei Genen Gramicidin S Synthetase |
(grsA) und Gramicidin S  Synthetase I  (grsB) [9,10]. Das Gen der
Phosphopantetheinyltransferase gsp (diese Enzymklasse wird in Kapitel 1.1.5 vorgestellt) fiir
dieses NRPS-System befindet sich ca. 320 bp in 5’-Richtung von grs7 [37]. Hinweise auf

resistenz-vermittelnde Gene wurden nicht gefunden. Das Genprodukt von grsA4, das 127 kDa
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groBe GrsA-Protein, besteht aus einem Initiationsmodul (A-PCP) mit einer zusitzlichen
Epimerisierungsdoméne (E-Domine) und ist fiir den Einbau von D-Phe in Gramicidin S
verantwortlich. Vier weitere Module sind auf dem ~ 510 kDa gro3en GrsB-Protein zu finden -
sie bauen Prolin, Valin, Ornithin und Leucin in das Peptidgeriist ein. Die Gramicidin S
Biosynthese ist ein Paradebeispiel fiir ein iteratives NRPS-System. Jeweils zwei Durchgédnge
der fiinf Module des FlieBbandprozesses fiihren zu dem zyklischen Dekapeptid (s. Abbildung
5) [38].

Am Anfang der Biosynthese steht die essentielle Umwandlung beider Gramicidin S
Synthetasen von ihrer apo- in die holo-Form. Dazu wird die prosthetische Gruppe 4’-
Phosphopantethein (Ppant), ausgehend von dem Vorldufermolekiil CoA, enzymatisch auf
spezifische Serinreste jeder PCP-Doméne {ibertragen (s. Abbildung 12). Somit stattet der
Ppant-Arm die PCP-Doménen mit einer nukleophilen Sulthydrylgruppe aus, die es ermdglicht
die von der A-Domine aktivierten Aminosduren kovalent als Thioester zu binden. Die GrsA
A-Domine aktiviert mit identischer Effektivitdt sowohl L-, wie auch D-Phenylalanin [39,40].
Das natiirliche Substrat ist aufgrund der hoheren Verfiigbarkeit sehr wahrscheinlich die L-
Aminosdure. Beide Aminoacyladenylat-Stereoisomere konnen auf die GrsA PCP-Domiéne
ibertragen werden (s. Reaktionsschritte A und B in Abbildung 4). Die GrsA E-Doméine
katalysiert nun durch De- und Reprotonierung des C,-Protons die Epimerisierung des an die
PCP-Domine gebundenen Thioesters (s. Abbildung 6). Unabhingig von der Konfiguration
des durch die A-Doméne aktivierten Phenylalanins (D- oder L-) bildet sich sehr schnell (kca >
100 min™) ein leicht in Richtung des D-Isomers verschobenes Gleichgewicht (1,9:1) zwischen
den beiden Phenylalaninthioestern aus. Obwohl der Mechanismus der E-Doméne noch nicht
vollstindig aufgekldrt ist, so sprechen einige Indizien [41] fiir einen Zwei-Basen-

Mechanismus (fiir weitere Erkldrungen s. Abbildung 6).
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Abbildung 6 Vorgeschlagener Mechanismus von NRPS E-Domiinen (Stachelhaus). Die Epimerisierung der
L-Aminosdure in die korrespondierende D-Aminoséure findet auf der Stufe des an die PCP-Domiéne gebundenen
Aminoacylthioester statt. Untersuchungen deuten darauthin, dass zwei unterschiedliche Saure/Base
Funktionalititen der E-Doméne die De- und Reprotonierung an der C,-Position katalysieren (Zwei-Basen-
Mechanismus). Die katalytisch aktiven Reste der E-Doménen konnten jedoch noch nicht eindeutig identifiziert
werden. Das Schema zeigt von links nach rechts die Umwandlung eines L- in einem D-Aminoacylthioester.
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Obwohl der im Gleichgewicht vorliegende Anteil des an die GrsA PCP-Doméine
gebundenen L-Phe-Thioester mit ca. 35 % relativ. groB ist, findet eine
Peptidbindungskniipfung fast ausschlieflich zwischen D-Phe und L-Pro des ersten GrsB
Moduls (GrsB1) statt (~ 98%). Diese Stereoselektivitit der Kondensationsreaktion wird
hauptsédchlich von der Donorposition der GrsB1 C-Doméne vermittelt, die das D-Konformer
des Phe-S-PCPgisa  gegeniiber dem L-Konformer bevorzugt [41,42]. Fiir die
Akzeptorpositionen in NRPS C-Doménen wird angenommen, dass sie ihr Aminoacyl-S-PCP
Substrat des eigenen Elongationsmoduls mit hoher Affinitit ebenfalls stereoselektiv binden
[42,43]. Erst nach der Peptidbindungskniipfung kann die beladene PCP-Doméne mit weiteren
katalytischen Zentren, z.B. der Donorposition des folgenden Moduls interagieren. Dies ist
sehr wahrscheinlich die Grundlage fiir die Unidirektionalitit der NRPS Biosynthese und
verhindert eine verfrithte Initiation der Peptidsynthese an internen Modulen [42-44]. Den
entsprechenden Reaktionsablauf findet man in der weiteren Synthese von Gramicidin S.
Ausgehend von dem an die GrsB1 PCP-Doméne gebundenen D-Phe-Pro-Thioester wird nun
das Peptid an den néchsten drei Modulen analog zu denen in Abbildung 4 dargestellten
Schritten um die Aminoséduren Val, Orn und Leu verldngert.

Die finalen Reaktionsschritte, die Dimerisierung und Zyklisierung des Pentapeptides,
werden von der PCP- und der Thioesterase-Doméne des Terminationsmoduls GrsB4
katalysiert (s. Abbildung 7). Dabei wird zundchst das lineare Pentapeptid vom Kofaktor Ppant
der PCP-Domine auf einen hochkonservierten Serinrest der TE-Doméne {ibertragen [45].
Anschlielend ergibt ein weiterer Durchgang durch das NRPS-System die erneute Bildung des
D-Phe-Pro-Val-Orn-Leu-Thioesters an der PCP-Domine von GrsB4. Es gibt experimentelle
Hinweise [38], dass nun die N-terminale Aminogruppe des an die PCP-Doméne gebundenen
Pentapeptids die Esterfunktionalitidt der Thioesterasedomdne nukleophil angreift und damit
das lineare Dekapeptid erzeugt. In einem weiteren Schritt wird dieses zuriick auf den Serinrest
der TE-Domine {iibertragen. Die Abspaltung des Naturstoffes vom Proteintemplat erfolgt
durch einen internen, nukleophilen Angriff der Peptidaminogruppe an der Esterfunktionalitit
(s. Abbildung 7). Die TE-Domine katalysiert selektiv diese Reaktion und verhindert
gleichzeitig eine mogliche Hydrolyse zum linearen Produkt, sowie die Angriffe anderer
interner Nukleophile (wie z.B. der Ornithinseitenketten). Die Selektivitit dieser Reaktion wird
sehr wahrscheinlich durch die Vorfaltung des Peptidsubstrates begiinstigt. Denn
Untersuchungen ergaben, dass bereits der lineare Dekapeptidvorldufer eine B-Faltblattstruktur
annimmt, und sich damit die fiir die Zyklisierung bendtigten Gruppen bereits in rdumlicher

Nahe befinden [46,47].
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Abbildung 7 Vorgeschlagener Mechanismus der Dimerisierung und Zyklisierung von Gramicidin S am
GrsB4 Terminationsmodul [38]. Das durch die fiinf NRPS-Module von GrsA und GrsB erzeugt Pentapeptid
wird vom Ppant-Arm der PCP-Doméne auf einen konservierten Serinrest der TE-Doméne transferiert. Nach
einer erneuten Beladung der GrsB4 PCP-Domine mit einem weiteren Pentapeptid bildet sich unter
Peptidbindungskniipfung das Dekapeptid an der PCP-Doméne und wird anschlieBend auf die TE-Doméne
zurlick iibertragen. Eine als B-Faltblattstruktur vorliegende Vorfaltung des Peptids und eine Positionierung und
Aktivierung der reaktiven Gruppen (N-terminale Aminogruppe des Peptids und Esterfunktion) durch die TE-
Doméne erlauben im letzten Schritt eine effiziente und selektive Bildung des zyklischen Peptidantibiotikums
Gramicidin S.

Die relativ einfache Biosynthese von Gramicidin S deckt bei Weitem nicht alle moglichen
Varianten der NRPS-Biosynthesemaschinerien ab. So wurden oxidative Quervernetzungen
und andere modifizierende Reaktionen, wie z.B. Glykosylierungen, die entweder noch am
oder nach der Abspaltung vom NRPS-Templat erfolgen, in dieser Einleitung nicht
angesprochen. Beispiele fiir solche NRP Naturstoffe sind die Antibiotika Vancomycin und
Teicoplanin. Auch ist die groe Klasse der Hybride aus NRPS und Polyketidsynthasen (PKS)
nicht Gegenstand dieser Arbeit. Es sei hier auf eine Vielzahl an exzellenten Ubersichtsartikeln
zu diesen Naturstoffsynthesen hingewiesen [48-51].

Zu den weiteren Errungenschaften der NRPS-Forschung der letzten Jahrzehnte gehdrt die
detaillierte biochemische und strukturelle Charakterisierung einzelner NRPS-Doménen. Ein
Uberblick iiber den Stand der Forschung in Bezug auf die fiir diese Arbeit relevanten
Dominen, der Adenylierungs- und der PCP-Doméne, wird in den nidchsten Kapiteln

prasentiert.
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1.1.4 Die Adenylierungsdomanen

Zur Kniipfung einer Peptidbindung ist die Aktivierung der Carbonsdurefunktionalitét
eines Aminosdurebausteins essentiell. Die Umwandlung der Carbonsdure in eine gute
Abgangsgruppe erfolgt sowohl in der ribosomalen, wie auch in der nicht-ribosomalen
Peptidsynthese durch die Bildung eines Acyladenylats unter ATP-Verbrauch. In NRPS-
Systemen katalysieren Adenylierungsdoméinen (A-Doménen) nicht nur diese Reaktion,
sondern vermitteln zusitzlich den nichsten Reaktionsschritt, die Ubertragung des aktivierten
Substrats auf den Ppant-Kofaktor der PCP-Domine des gleichen Moduls (s. Schritte 1 und 2
in Abbildung 4). Welchen Monomerbaustein ein Modul in das Peptidgeriist einbaut, wird
durch die Spezifitit der A-Doméne bestimmt. Aus einem Pool von mdglichen Substraten in
der Zelle selektiert die A-Domine den passenden Baustein aus und aktiviert ihn.

Trotz dhnlich katalysierten Reaktionen zeigen A-Doménen keine Homologie mit tRNA-
Synthetasen der Klassen I und II. Jedoch werden sie einer anderen Proteinsuperfamilie,
zusitzlich bestehend aus den Acyl- und Aryl-CoA Synthetasen und den Leuchtkifer
Luciferasen, zugeordnet. Diese Proteine werden unter dem Begriff ANL-Superfamilie
zusammengefasst. Sie besitzen eine Sequenzidentitit von ~ 20% und vergleichende Analysen
identifizierten konservierte Sequenzmotive [52]. Von den zehn anhand der NRPS A-Dominen
abgeleiteten Kernmotiven (A1-A10) sind neun innerhalb der gesamten Superfamilie
konserviert [53]. Zusitzlich zu dieser Sequenzhomologie weisen die ANL-Enzyme eine grof3e
strukturelle Homologie auf [53]. Sie bestehen aus zwei Subdomédnen, einem 400 - 500
Aminosiuren grofien N-terminalen (A") und einem 100-150 Reste groen C-terminalen Teil
(A%). Die drei Enzymklassen katalysieren jeweils zwei Teilreaktionen, wobei die erste, die
Aktivierung einer Carbonsidure zum Acyladenylat unter ATP Verbrauch, bei allen Proteinen
gemeinsam vorkommt (s. Abbildung 8). Bei der zweiten Teilreaktion kommt es im Falle der
A-Doménen und der Aryl- bzw. Acyl-CoA Synthetasen zu einem nukleophilen Angriff eines
Ppant-Thiols auf den Kohlenstoff der Carbonsduregruppe. Das Thiol ist entweder an in cis
oder in trans interagierende PCP-Doménen gebunden oder kommt direkt von CoA und
verdrdangt unter Bildung eines Thioesters die sehr gute Abgangsgruppe AMP. Bei den
Luciferasen kommt es nach der Luciferinaktivierung zur oxidativen Decarboxylierung des
Substrats und das entstehende Oxyluciferin emittiert noch im aktiven Zentrum des Enzyms

ein Photon [54].
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Abbildung 8 Reaktionen der ANL-Superfamilie. A) NRPS A-Doménen; B) Aryl- und Acyl-CoA Synthetasen;
C) Leuchtkéfer Luciferasen; Bei allen Enzymen dieser Superfamilie ist der erste Teilschritt, die Aktivierung des
Substrats als Acyladenylat, identisch. Eine Thioesterbildung auf das Thiol einer Ppant-Gruppe schliefit sich bei
den NRPS A-Doménen und den Acyl- bzw. Aryl-CoA Synthetasen an. Luciferasen verwenden eine oxidative
Decarboxylierung zur Erzeugung von Biolumineszenz.

Fiir alle drei Enzymklassen innerhalb der ANL-Superfamilie werden aus Griinden der
Sequenzidentitdt und der strukturellen Homologien identische Katalysemechanismen und
konformationelle Anderungen wihrend der Katalyse angenommen. Anhand von
Kristallstrukturen wurde postuliert, dass die ANL-Superfamilie und damit auch die NRPS A-
Doménen, drei unterschiedliche Konformationen wihrend eines Katalysezyklus durchlaufen
[53,55]. Sie unterscheiden sich hauptsichlich durch verschiedene Orientierung der
Subdominen (AN und A“) zueinander. Abbildung 9 zeigt diese Konformationen am Beispiel
von reprasentativen Strukturen von Mitgliedern der ANL-Superfamilie.

Der Katalysezyklus beginnt in einer offenen Struktur, in der die beiden Subdoménen fast
keine Kontaktfliche miteinander besitzen. Der Zugang zum aktiven Zentrum, das zwischen
den Subdoménen gebildet wird, ist somit frei fiir die Substratbindung. Ein gutes Beispiel fiir
diese offene Konformation ist die Kristallstruktur der Luciferase aus Photinus pyralis [56] (s.
Abbildung 9). Die Bindung der Substrate induziert wahrscheinlich den Ubergang in die so
genannte  Adenylierungskonformation,  eine  geschlossene = Konformation  ohne

Losungsmittelzugang zum aktiven Zentrum.
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Abbildung 9 Vorgeschlagener Katalysezyklus von Mitgliedern der ANL-Superfamilie. Gezeigt sind die
Kristallstrukturen der Luciferase aus Photinus pyralis [56] (pdb-Code 1LCI) und die beiden NRPS A-Doménen
aus Gramicidin S Synthetase I (GrsA, Bacillus brevis) [57] (pdb-Code 1AMU) und die freistehende D-Alanin-D-
Alanyl Carrier Protein Ligase DItA aus Bacillus subtilis [55] (pdb-Code 3E7X); In allen drei Strukturen ist die
N-terminale Subdomine (AY) in rot, die C-terminale Subdomine (A®) in hellgelb und die konservierten
Sequenzmotive A8 und A10 in blau, respektive in griin dargestellt; Bei fehlender Elektronendichte sind die
Verbindungen durch gestrichelte Linien ergénzt; fiir Details siehe Text.

In Abbildung 9 ist dafiir stellvertretend die GrsA A-Domine gezeigt [57]. Sie wurde im
Komplex zusammen mit Phenylalanin und AMP kristallisiert. Die beiden Substrate befinden
sich im aktiven Zentrum, welches hauptsiachlich von der AN-Subdoméne gebildet wird. Der
einzige Rest in der A°-Subdomine, der aktiv an der Positionierung der Substrate beteiligt ist,
ist Lys517 (GrsA Nomenklatur). Es ist Teil des konservierten Sequenzmotivs A10 (in
Abbildung 9 in griin dargestellt) und bildet Wasserstoffbriicken mit dem Carboxylatsauerstoff
des Phenylalanins, sowie dem Ringsauerstoff und dem 5’-Sauerstoffs der Ribose aus. Neueste
Kristallstrukturen ordnen diesem Rest ebenfalls Salzbriicken mit den Phosphatgruppen des
ATPs zu [58]. Die Wichtigkeit dieses Restes fiir die erste Teilreaktion, die Bildung des
Acyladenylats, wurde durch Mutationsstudien an der Luciferase [59] und der Propionyl-CoA
Synthetase PrpE [60] nachgewiesen. Bei der Letzteren konnte fiir die Mutanten Lys592Ala
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und Lys592Glu (analoger Rest zu Lys517 in GrsA) bei Inkubation mit Propionat und ATP
keine Bildung von Propionyl-AMP nachgewiesen werden. Interessanterweise konnten die
Mutanten die zweite Teilreaktion, die Umwandlung von Propionyl-AMP in Propionyl-CoA,
weiterhin katalysieren. Dies deutet darauthin, dass das Motiv A10 im zweiten
Reaktionsschritt nicht mehr essentiell ist.

Die Co-Kristallisation der GrsA A-Domine mit Phenylalanin erlaubte die Bestimmung
der Reste, die fiir die Bildung der Bindetasche des Aminosduresubstrats verantwortlich sind
[57]. Das sich in Motiv A4 der AN-Subdomine befindende, hochkonservierte Asp235 (GrsA
Nomenklatur) stabilisiert durch die negativ geladene Carboxylseitenkette den Aminoterminus
des Substrates. Nur in A-Doménen, die keine Aminosiuren, und stattdessen z.B. Fettsduren,
aktivieren kann dieser Rest mutiert sein. Folgende Reste bilden die Bindetasche fiir die L-Phe
Seitenkette in der GrsA A-Doméne: Ala236, Trp239, Thr278, 11299, Ala301, Ala322, 1le330
und Cys331 (s. Abbildung 10).

Lys517

Phenylalanin Substrat

Ala301

Trp239
Ala322

Thr278

Abbildung 10 Bindetasche des Phenylalaninsubstrates in der A-Doméne von GrsA (pdb-Code 1AMU). Die
innerhalb von NRPS A-Doménen hochkonservierten Reste Asp235 und Lys517 (GrsA Nummerierung) sind mit
ihren Wechselwirkungen zu der Amino-, bzw. zu der Carboxylgruppe des Substrates eingezeichnet; die anderen
mittel- bis hochvariablen Reste sind fiir die Selektivitit der A-Domine in Bezug auf die Seitenkette der zu
aktivierenden Aminosiure verantwortlich [61].

Vergleichende Untersuchungen mit anderen NRPS A-Domidnen bekannter Selektivitét
erlaubten das Aufstellen eines Spezifititscodes fiir A-Doménen anhand dieser Reste [61].

Damit gelang es sowohl die Spezifitdit unbekannter A-Dominen vorherzusagen, als auch
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durch Mutation von Resten in der Bindetasche die Spezifitit einer A-Doméine zu verdndern
[61].

Sowohl der ATP-Bindungsmodus, als auch die ATP-Bindetasche weisen innerhalb der
ANL-Superfamilie eine groBe Ahnlichkeit auf. Hochkonservierte Reste interagieren
spezifisch mit den verschiedenen funktionellen Gruppen des ATPs. So bildet Asp413 (Motiv
A7) mit einem oder beiden Ribosehydroxylgruppe Wasserstoffbriicken aus. Tyr326 aus dem
Sequenzmotiv A5 macht n-Basenstacking mit dem Adeninring. Ebenfalls hochkonserviert ist
das glycin-, serin- und threoninreiche Motiv A3, der so genannte p-Loop oder Walker A-
Motiv [62]. Diese in Kristallstrukturen selten aufgeloste Region positioniert die - und vy-
Phosphatgruppen [58,63].

Nach der ersten Teilreaktion liegt das gebildete Adenylat in einer so genannten ,,cis*-
Konformation im aktiven Zentrum der ANL-Enzyme vor (s. Abbildung 11A). Dieser
Sachverhalt konnte elegant zur Synthese von Inhibitoren ausgenutzt werden, die selektiv nur
NRPS A-Doménen inhibieren und nicht die korrespondierenden tRNA-Synthetasen. Die
Inhibitoren basieren auf nicht-hydrolysierbaren Sulfoamoylanalogen der Aminoacyladenylate
und sind in der ,,cis“-Konformation fixiert. Damit entsprechen sie nicht den in der ,.trans-
Konformation vorliegenden Aminoacyladenylaten der tRNA-Synthetasen und inhibieren

letztere auch nicht (s. Abbildung 11) [64].
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Abbildung 11 Konformationen der Substratbindung und Inhibierung von adenylatbildenden Enzymen.
A) In der Kristallstruktur der GrsA A-Domine [57] (1AMU) sind AMP und Phe in der ,,cis“-Konformation
gebunden; B) In der Kristallstruktur der phenylalaninaktivierenden tRNA Synthetase aus Thermus thermophilus
[65] (1B7Y) liegt das Adenylatanalogon in der gestreckten ,,trans“-Konformation vor; C) Nicht-hydrolysierbare
Sulfoamoylanaloga der Aminoacyladenylate sind Inhibitoren der adenylatbildenden Enzyme. Das in der ,,cis*-
Konformation fixierte Molekiil (oben) inhibiert selektiv NRPS A-Doménen und keine tRNA Synthetasen. Der
konformativ flexible Inhibitor (unten) kann sowohl die ,,cis*- als auch die ,,trans“-Konformation einnehmen, an
beide Enzymklassen binden und damit auch beide inhibieren [64].

Fiir die zweite Teilreaktion in der ANL-Superfamilie wird eine weitere geschlossene
Konformation der Proteine, die Thioesterkonformation, angenommen. Unter anderem wurde

die D-Alanin-D-Alanyl Carrier Protein Ligase (DItA) aus Bacillus subtilis im Komplex mit
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AMP in dieser Konformation kristallisiert [S5]. Im Vergleich zur Adenylierungskonformation
ist die C-terminale Subdomidne um ~ 140° gedreht. Dies positioniert an Stelle des
konservierten A10-Motivs, welches fiir die zweite Teilreaktion nicht mehr essentiell ist (s.
oben), die Aminosdurereste des A8-Motivs im aktiven Zentrum der A-Doméne (vergleiche
Abbildung 9). Mutationsstudien weisen vor allem dem zu Lys434 in GrsA analogen Rest eine
wichtige katalytische Funktion zu. So zeigte die korrespondierende Alanin-Mutation in der
Photinus pyralis Luciferase eine drastisch verminderte Reaktionsrate bei der oxidativen
Decarboxylierung. Die Féhigkeit zur Adenylatbildung war bei dieser Mutante im Vergleich
zum Wildtyp nicht eingeschriankt [66]. Wahrend der Katalyse wird fiir diesen Lysinrest eine
Stabilisierung des Adenylatintermediats durch Koordinierung der Sauerstoffatome der
Carbonséuregruppe und des Phosphats postuliert. Die Beteiligung weiterer Reste des AS8-
Motivs an der Katalyse der zweiten Teilreaktion wurde in weiteren Studien nachgewiesen
(Gly437 analoger Rest in der Acetyl-CoA Synthetase [67] - Arg436 analoger Rest in EntE,
einer NRPS A-Domine aus dem Enterobactin-Biosyntheseweg [68]). Die Drehung der
kleineren Subdoméne bringt nicht nur das A8-Motiv in das aktive Zentrum, sondern bildet
zusitzlich einen Pantethein-Tunnel zwischen den beiden Subdoménen aus. Im Falle der A-
Dominen kann so die Ppant-Gruppe der korrespondierenden holo-PCP Doméne im aktiven
Zentrum positioniert werden. Zur Katalyse des nukleophilen Angriffs des Ppant-Thiols auf
die Carbonsduregruppe des Acyladenylats ist wahrscheinlich eine Deprotonierung des Thiols
notwendig. Fiir diesen Teilschritt konnte bisher kein konservierter Rest gefunden werden.
Neueste Untersuchungen postulieren den Einfluss eines Helix-Dipolmoments der Region A4
fiir die Deprotonierung [69].

Der zeitliche Ablauf der konformationellen Anderungen und der Substratbindungen wird
wie folgt fiir NRPS A-Doménen postuliert [53,55]. Die offene Konformation geht nach
Bindung von ATP und der Aminosdure in die Adenylierungskonformation iiber. In dieser
Konformation wird die Bildung des Aminoacyladenylats katalysiert und das entstandene
Pyrophosphat diffundiert schnell aus dem aktiven Zentrum heraus [70]. Die B- und y-
Phosphatgruppe des ATPs belegen in der Adenylierungskonformation einen Hohlraum, der in
der Thioesterkonformation von dem A8 Motiv eingenommen wird. Dies, zusammen mit
kinetischen Studien, deutet darauf hin, dass die Pyrophosphatabspaltung der
Dominenalternierung vorangeht [58,63,71]. Die Bindung der holo-PCP-Doméine, oder
zumindest der Ppant-Gruppe, an die A-Domine scheint erst in der Thioesterkonformation
moglich zu sein, da der Pantethein-Tunnel noch nicht in der Adenylierungskonformation

vorhanden ist. Nach der Thioesterbildung und der Freisetzung von AMP und der beladenen
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holo-PCP-Domine geht die A-Doméne wahrscheinlich wieder in die offene Konformation
zurlick.

In der Literatur ist der Katalysezyklus der ANL-Enzyme mittels Doménenalternierung
weitgehend akzeptiert [53,55], obwohl kein einziges Enzym in allen drei Konformationen
kristallisiert werden konnte oder strukturelle Untersuchungen zu dem Reaktionsablauf in
Losung vorliegen. Ein erster biochemischer Hinweis gelang durch Mutation der
Gelenkaminosdure Asp402 zu Prolin (Asp430 in GrsA), die zwischen den beiden
Subdominen AN und A€ in der 4-Chlorobenzoat CoA Ligase (4-CBL) lokalisiert ist [72].
Diese Mutante kristallisierte in der Adenylierungskonformation und zeigte eine Reduktion in
der katalytischen Effizienz der ersten Teilreaktion um den Faktor drei. Die zweite
Teilreaktion war jedoch um den Faktor 1000 beeintriachtigt und die Autoren schlossen daraus,
dass die Prolinmutation eine Rotation der A“-Subdomine verhindert und die katalytischen
Reste des A8 Motivs nicht in das aktive Zentrum gelangen kénnen [72]. Yonus et al. [55]
wiesen darauf hin, dass wéhrend der Doménenalternierung alle relevanten geladenen
Aminosduren ihre Partneraminosduren austauschen. Sie postulierten nur geringe
Energiedifferenzen zwischen den verschiedenen konformationellen Zustinden. Durch
kleinere Verdnderungen im aktiven Zentrum konnte die Umorientierung der Domidnen
ausgelost werden.

Diesem profunden Wissen iiber die ANL-Superfamilie im Allgemeinen und iiber die
NRPS A-Doménen im Speziellen steht ein relativ geringes Wissen iiber die Wechselwirkung
der A-Doménen mit ihren korrespondierenden holo-PCP-Doménen gegeniiber. So konnte
bisher z.B. noch keine A-Domédne im interagierenden Komplex mit einer PCP-Doméine
kristallisiert werden. Den NRPS PCP-Dominen und ihren Wechselwirkungen mit anderen

Doménen ist das nichste Kapitel gewidmet.

1.1.5 Die PCP-Domanen

Der zentrale Ankerpunkt der Intermediate der NRP-Biosynthese sind die 80 bis 100
Aminosduren groBlen Peptidyl Carrier Protein-Doménen (PCP-Doménen) der einzelnen
NRPS-Module. Sie konnen zusammen mit den Acyl Carrier Proteinen (ACPs) aus der
Fettsdure- und der Polyketidsynthese und den Aryl Carrier Proteinen (ArCP) strukturell einer
Proteinfamilie zugeordnet werden und besitzen keine eigenstindige katalytische Funktion.
PCPs unterscheiden sich von ACPs durch ihre Nettoladung bei neutralem pH (PCPs sind
neutral, ACPs sind negativ geladen). Die Mehrzahl der PCP-Doménen ist in grofBere
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Multidoménenproteine integriert (s. z.B. die Biosynthese von Gramicidin S), jedoch findet
man auch allein stehende PCP-Dominen. Allen Carrier-Proteinen gemein ist die post-
translationale Addition einer Ppant-Gruppe ausgehend von CoA auf einen hoch konservierten

Serinrest (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12 Die ,,Priming“-Reaktion. Eine Ppant-Transferase wandelt eine PCP-Domine von der inaktiven
apo- in die aktive holo-Form um. Dabei wird die Seitenkette eines hoch konservierten Serins der PCP-Doméne
mit einem 4’-Phosphopantetheinrest ausgehend von CoA post-translational modifiziert.

Diese apo- zu holo-Modifikation, die so genannte ,,Priming“-Reaktion, wird von der
Enzymklasse der Ppant-Transferasen durchgefiihrt [73-75]. In Mikroorganismen, wie Bacillus
subtilis oder Mycobakterium tuberculosis, gibt es eine Vielzahl an Carrier-Proteinen, die
jedoch alle von nur zwei Ppant-Transferasen modifiziert werden [76]. So erkennt die Acyl
carrier protein synthase (AcpS) aus B. subtilis spezifisch die ACPs der Fettsduresynthese des
priméren Metabolismus [76]. In M. tuberculosis ist eine zweite Ppant-Transferase selektiv in
der Lage alle Carrier-Proteine des sekunddren Metabolismus umzuwandeln. Im Lichte einer
besseren Regulation dieser beiden Stoffwechselsysteme ist die Selektivitit der Ppant-
Transferasen evolutiondr sinnvoll zu erkldren. Eine Ausnahme ist die neben AcpS zweite
Ppant-Transferase in B. subtilis [75,76]. Sfp ist Teil des NRPS-Systems zur Produktion des
Antibiotikums Surfactin und zeigt nicht nur eine grofle Toleranz auf Seiten der Carrier-
Proteine, sondern ist ebenfalls in der Lage eine Vielzahl an Coenzym A-Derivaten zu
tibertragen. Das Enzym ist aufgrund dieser Eigenschaften zu einem sehr interessanten
Werkzeug in der post-translationalen Modifikation von Proteinen geworden [77-80].

Wie in fritheren Kapiteln bereits erwihnt, ist die wachsende Peptidkette wéahrend der
NRP-Biosynthese permanent an die Thiolfunktionalitidt der holo-PCP-Dominen gebunden.
Erst durch die Abspaltung an den Thioesterase-Doménen erfolgt eine Freisetzung vom

Proteintemplat. Die kovalente Bindung der Intermediate, im Falle der NRPS als Thioester,
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besitzt mehrere konzeptionelle Vorteile. Das so genannte ,,substrate channeling™ verhindert
die freie Diffusion der Intermediate innerhalb der Zelle und erhoht die lokale Konzentration
der Substrate an den aktiven Zentren dramatisch. Eine Verbesserung der
Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zur freien Diffusion ist in diesen Systemen zu
erwarten. Zwar sind die gemessenen Reaktionsraten von NRP-Biosynthesen in vivo und in
vitro nicht beeindruckend (k.. typischerweise im Bereich von 0,1 - 10 min'l) [81,82], sie
wiren ohne die kovalente Bindung an die PCPs jedoch bei weitem noch langsamer [83]. Ein
weiterer Vorteil besteht in der Abschirmung der Intermediate vor dem Zugang des
Losungsmittels und damit eine effektive Reduktion von moglichen Nebenreaktionen [84,85].
Durch die Bindung an eine PCP-Doméne kann man nicht mehr alleine die wachsende
Peptidkette als Substrat flir die ndchste Reaktion betrachten, sondern muss dies fiir die
gesamte modifizierte Domédne annehmen. Aus den Wechselwirkungen der (beladenen) PCP-
Doméne mit den anderen NRPS-Dominen resultiert sicherlich ein Grofteil der Selektivitét
und Spezifitit in diesen Systemen - dies zeigt die enorme Wichtigkeit dieser Interaktionen.
Bevor auf diese Wechselwirkungen im Detail eingegangen wird, sei hier auf die generellen
strukturellen Eigenschaften der PCP-Doménen hingewiesen.

Aufgrund ihrer relativ geringen GroBe lassen sich isolierte PCP-Doménen sehr gut mittels
NMR-Spektroskopie in Losung untersuchen [86,87]. Ebenfalls sind andere Représentanten
der CP-Familie auf diese Weise analysiert worden [88,89]. Die Untersuchungen zeigten, dass
die CP-Doménen aus einem drei- oder vier-Helix Biindel bestehen. Helix I liegt antiparallel
zu den Helices II und IV vor. Zusétzlich werden letztere durch eine dritte Helix, eine kurze o-
oder 3;0-Helix, verbunden. Im Durchschnitt lassen sich mehr als 50 % der Sekundérstrukturen
in Carrier-Proteinen einem helikalen Charakter zuordnen. Schon friih wurde anhand von
NMR-Daten postuliert, dass die CP-Dominen intrinsisch mobil sind und sie einem
konformationellen Austausch unterliegen [90]. Fiir PCP-Doménen konnte dies am Beispiel
der TycC3 PCP-Doméne (aus dem dritten Modul der Tyrocidin A Synthetase III) eindeutig
bestitigt werden [87]. In Losung wechselten sowohl die freistehende apo-, wie auch holo-PCP
Domiéne zwischen zwei unterschiedlichen stabilen Konformationen. Eine Struktur, der so
genannte A/H-Zustand, war in beiden Proteinen mit Ausnahme des Ppant-Arms identisch (s.
Abbildung 13). Bei beiden Formen wurde zusétzlich eine einzigartige Struktur ermittelt. So
befand sich die apo-PCP Doméne im langsamen Austausch zwischen dem A/H- und dem A-
Zustand, holo-PCP wechselte langsam zwischen dem A/H- und dem so genannten H-Zustand
(s. Abbildung 13). Durch die konformationelle Dynamik ist es der PCP-Doméne moglich

unterschiedlich beschaffene Proteinoberfldchen zu priasentieren. Die Erkennung und Bindung
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einer anderen Doméne erfordert das Vorhandensein einer spezifischen Kontaktfliche, die nur
in einer der interkonvertierenden Strukturen gebildet ist. So wird bei Zugabe der Ppant-
Transferase Sfp zu apo-PCP der A-Zustand selektiv gebunden und dadurch stabilisiert [87].
Analog bindet die Typ II Thioesterase an die fehlbeladene TycC3 PCP-Doméne im H-
Zustand. Erkennungsbereiche sind die Loop III Region, der Loop II mit dem konservierten
Serinrest und das N-terminalen Ende der Helix II. Nur im H-, und nicht im A/H-Zustand,
bilden diese Elemente eine kontinuierliche Kontaktfliche [87,91]. Erwdhnenswert ist noch,
dass fiir die verwandten ACPs teilweise ein ungefalteter, intrinsisch unstrukturierter Zustand

angenommen wird (fiir einen Ubersichtsartikel s. [92].

A-Zustand A/H-Zustand H-Zustand

Abbildung 13 NMR-Strukturen der apo- und holo- TycC3 PCP-Domiine [87]. Sowohl die apo-, als auch die
holo-Form befinden sich im langsamen Austausch zwischen zwei Konformationen. Fiir apo- TycC3 PCP sind
dies der A-Zustand (pdb-Code 2GDY) und der mit holo-PCP gemeinsame A/H-Zustand (pdb-Code 2GDW).
Die, dem holo-Protein eigene Konformation ist der so genannte H-Zustand (pdb-Code 2GDX). In der Abbildung
sind die Proteine vom N- zum C-Terminus von blau nach rot koloriert. Die Nummerierungen der Helices, sowie
die Position des hoch konservierten Serinrestes am N-terminalen Ende der Helix II sind ebenfalls dargestellt.

Die Wechselwirkungen der PCP-Dominen mit katalytischen Partnerdoménen, wie z.B. A-
C-, E- oder TE-Doménen, konnen in NRPS-Systemen entweder in cis (beide interagierenden
Dominen auf einer Polypeptidkette) oder in trans (die Dominen liegen auf unterschiedlichen
Proteinen vor) vonstatten gehen. Schematisch sind diese Wechselwirkungen am Beispiel der
PCP-Domine von GrsA in Abbildung 14 dargestellt. Jiingste Forschungsergebnisse lieferten
erste Hinweise auf die genauen Interaktionsflichen auf Seiten der PCP-Domine und
ermoglichten die Bestimmung der fiir die korrekte Protein-Protein-Wechselwirkung
essentiellen Aminosdurereste. Hier sind vorrangig zum einen die hochauflosende Strukturen
eines PCP-TE Fragmentes [93] und eines kompletten Terminationsmoduls [94], sowie zum
anderen die kombinatorischen Mutagenesestudien in der Enterobactin-Biosynthese zu nennen

[68,95-98].

27



1 Einleitung

PT

Abbildung 14 Schematische Darstellung der Wechselwirkungen der GrsA und der GrsB1 PCP-Doméne
mit anderen NRPS-Doméinen. Die PCP-Domine des Initiationsmoduls muss sowohl Interaktionen in trans mit
der Ppant-Transferase (i) oder der C-Doméne des folgenden Moduls (iv), als auch in cis mit der A- (ii) und der
E-Doméne (iii) koordinieren. Neben weiteren modifizierenden Doménen sind in Elongationsmodulen ebenfalls
noch Wechselwirkungen mit der C-Doméne des eigenen Moduls (v), sowie in Terminationsmodulen die
Interaktion mit der TE-Doméne moglich (nicht gezeigt).

Auf die Interaktionen der apo-PCP Domine mit den Ppant-Transferasen (Wechselwirkung
(1) in Abbildung 14) wurde bereits weiter oben eingegangen. Zur besseren Visualisierung ist
der modellierte Komplex des A-Zustandes von TycC3 PCP mit der Ppant-Transferase Sfp und
CoA in Abbildung 15A dargestellt [87]. Die Erkennung scheint vor allem iiber
Aminosaurereste in direkter Ndhe zu dem zu modifizierenden Serin abzulaufen [95,98-100].
Die Identifikation einer definierten Kontaktfliche zu in trans oder in cis agierenden A-
Doménen (Wechselwirkung (ii) in Abbildung 14) gestaltet sich schwieriger. Mutationsstudien
zeigten, dass die Interaktion dieser Doménen eine grof3e Anzahl an Verénderungen auf Seiten
der PCP-Doméne toleriert. So wurde in dem zu GrsA analogen TycA Protein die gesamte
Helix II der PCP-Doméne gegen die korrespondierende Helix des Bacillus subtilis ACPs der
Fettsduresynthase ausgetauscht. Jedoch fand weiterhin eine ungestorte Kommunikation
zwischen den beiden Doménen statt [99]. Interessanterweise konnte in diesem chimédren
Protein die als Thioester gebundene Aminosdure nicht mehr korrekt epimerisiert werden, so
dass anzunehmen ist, dass Helix II eine wichtige Rolle bei der Wechselwirkung mit der E-
Doméne spielt (s. (ii1) in Abbildung 14). Weiterhin wurden intensive Mutationsstudien an der
ArCP Doméne des Proteins EntB aus der Enterobactin-Biosynthese durchgefiihrt. Auch hier
zeigte sich, dass die Wechselwirkung zwischen der kognaten in trans arbeitenden A-Doméine
(EntE) und der EntB ArCP Doméne sehr tolerant ist. Von neun getesteten Aminosédureresten
in Loop-Regionen um das konservierte Serin herum zeigten nur zwei Mutanten eine
verminderte Affinitidt zu EntE (die -5 (5 Reste N-terminal vom konservierten Serin) und die
+18 Position (18 Reste C-terminal vom konservierten Serin)) [68]. Noch detaillierter

analysierte die Gruppe um Walsh die identische ArCP Doméne (EntB). Hier wurden ~ 80 %
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aller an der Oberfliche beteiligten Aminosiuren kombinatorisch mutiert. In Ubereinstimmung
mit fritheren Ergebnissen [101] wurden die Reste -8 und -9 identifiziert. Zusammen mit dem
Rest +24 aus der Helix III waren sie die einzigen Reste, denen eine essentielle Beteiligung an
der Wechselwirkung mit der A-Doméne nachgewiesen werden konnte [98,102].

Fiir die Interaktion mit der C-Domidne des ndchsten Moduls (Wechselwirkung (iv) in
Abbildung 14) liegt eine Kristallstruktur eines Didoméanenkonstruktes (PCP-C) vor [103]. Die
beiden Dominen befinden sich jedoch nicht in einer produktiven Konformation, so dass keine
Interaktionsoberfliche bestimmt werden konnte. Daten aus den oben genannten
Mutationsstudien weisen jedoch den Resten +19 und +23 in Helix III einen wichtigen
Einfluss auf diese Wechselwirkung zu [68,95-98]. Grafische Darstellungen der Interaktionen
mit der C-Domine des eigenen Moduls ((v) in Abbildung 14) und mit einer Typ I
Thioesterase-Domidne sind in Abbildung 15B, respektive C gezeigt. Die strukturellen
Untersuchungen wurden jeweils an inaktiven Mutanten der PCP-Doméne (Serin zu Alanin)
durchgefiihrt [93,94].

Zusammenfassend kann man den aktuellen Forschungsstand zu den NRPS PCP-Dominen
und ihren Interaktionen mit ihren Partnerdomédnen wie folgt darstellen. Die PCP-Doménen
sind intrinsisch mobil und kénnen unterschiedliche Konformationen einnehmen. Bei Bindung
an eine Partnerdomidne wird eine der Konformationen selektiert und stabilisiert. Die
Erkennung erfolgt iiber Oberflaichenmotive, deren essentielle Kontakte stark lokalisiert sind.
Diese wichtigen Aminosdurereste auf den PCP-Doménen scheinen zwar je nach
Partnerdomidne  unterschiedlich zu sein, jedoch zeigen die hochauflésenden
Komplexstrukturen, dass die vollstdndigen Kontaktflichen auch teilweise tiberlappen. Fiir ein
vollstdndiges Verstdndnis der PCP-Dynamiken und Wechselwirkungen in NRPS Systemen
sind jedoch noch weitere Forschungen notwendig, auch um das Ableiten von generellen
Regeln der Doméneninteraktion filir eine gezielte Manipulation der PCP-Doménen zu

ermoglichen.

Der strukturellen Anordnung der Domidnen innerhalb eines Moduls ist der letzte

Abschnitts des ersten Teils der Einleitung gewidmet.
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Abbildung 15 Strukturen von PCP-Doménen im Komplex mit interagierenden NRPS-Doménen. A)
Modellierter Komplex der apo-TycC3 PCP-Doméne mit der Ppant-Transferase Sfp und CoA (pdb-Code 2GE1)
[87]; B) Ausschnitt aus der Kristallstruktur des Terminationsmoduls SrfA-C - gezeigt sind die PCP-Doméne und
die C-Doméne des eigenen Moduls (pdb-Code 2VSQ) [94]; C) NMR-Struktur des Didoménenfragments PCP-
TE aus EntF (pdb-Code 2R0Q) [93]; In der Abbildung sind die PCP-Doméinen vom N- zum C-Terminus von
blau nach rot und die interagierenden Doménen in grau koloriert. Die Nummerierungen der Helices, sowie die
Position des in B) und C) mutierten Serinrestes sind gezeigt.

1.1.6 Domanenanordnung innerhalb eines Moduls

Damit die in Kapitel 1.1.5 beschriebenen Wechselwirkungen der PCP-Dominen mit den
katalytischen Dominen {iberhaupt stattfinden konnen, miissen diese in rdumliche Néhe
zueinander kommen. Fiir in trans Interaktionen ldsst sich ein einfaches Modell der
kurzzeitigen Bindung und Dissoziation aufstellen. Interessanter wére eine detaillierte
Kenntnis iiber die dreidimensionale Organisation in einem Multi-Dominen- oder Multi-
Modulprotein wihrend der verschiedenen Stadien der Katalyse. Erste Hinweise lieferte eine
2008 verdffentlichte Kristallstruktur eines kompletten Terminationsmoduls, mit der

Doménenzusammensetzung C-A-PCP-TE [94] (s. Abbildung 16A). In dem 144 kDa grof3en
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SrfA-C Protein aus dem Surfactin-Biosyntheseweg besitzt die TE-Domine keine
nennenswerten Kontaktregionen mit den anderen Doménen. Ihre Faltung in diesem
Multidoménenprotein ist identisch mit der Struktur der freistehenden TE-Doméne [104].
Jedoch stehen die drei anderen Doménen (C-A-PCP), die man auch als Prototyp eines
Elongationsmoduls ansehen kann, in engem Kontakt. Hier bilden die C-Doméne und die A™-
Subdoméne eine Plattform, auf der die A“-Subdomine und die PCP-Domine befestigt sind.
Die 32 Aminosduren lange Linkerregion zwischen der C- und der A-Domine stabilisiert
durch zahlreiche Kontakte die Interaktion beider Domédnen. Die Autoren postulierten, dass
aufgrund der starken Wechselwirkungen die C-AN-Plattform wihrend des Katalysezyklus
invariant bleibt [94]. Im Gegensatz dazu besitzt der 15 Aminosdure grofle Linkerbereich
zwischen der A- und der PCP-Doméne kaum Kontakte zu den einzelnen Doménen.

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel erwédhnt befindet sich die PCP-Doméne im
Kontakt mit der Akzeptorposition der C-Doméne (s. Abbildung 15B). Der Abstand des hoch
konservierten PCP-Serinrestes (in diesem Protein wurde die Alaninmutante verwendet) zu
dem aktiven Zentrum der C-Domine betrigt 16 A. Diese Distanz ldsst sich von einem
gestreckten Ppant-Arm (18 - 20 A) {iberbriicken und damit ist in dieser Kristallstruktur
wahrscheinlich die produktive Interaktion der PCP- mit der C-Domine abgebildet. Im Laufe
des Katalysezyklus miisste die PCP-Doméne jedoch noch mit dem aktiven Zentrum der A-
(57 A Abstand) und der TE-Domine (43 A Abstand) interagieren (s. Abbildung 16A). Diese
Abstinde sind zu groB, um sie durch eine konformationelle Anderung der PCP-Doméine, auch
in Kombination mit einem Umklappen des Ppant-Arms zu iiberbriicken. Diese Daten
sprechen gegen das frither aufgestellte ,,Modell des schwingenden Arms®, in dem die PCP-
Domine ausgehend von einer zentralen Position alle aktiven Zentren mit Hilfe des Ppant-
Arms erreicht [105,106]. Vielmehr ist eine Bewegung der PCP-Doméne relativ zu der A- und
der TE-Domine zu erwarten. Wie diese PCP-Verschiebungen aussehen und welche Faktoren
sie auslosen, lasst sich anhand der Kristallstruktur jedoch nicht ableiten [107].

Die biosynthetische Logik von NRPS-Multidoméanenproteinen, d.h. ein zentrales Carrier-
Protein, das die Intermediate der Synthese zwischen den unterschiedlichen katalytischen
Zentren der anderen Doménen transportiert, findet man auch in den Fettsduresynthasen
(FAS). Die Dominenanordnung in den Multidomdnenproteinen von FAS Typ I wurde
ebenfalls bereits im Detail untersucht und hier wurde, analog zu den NRPS, das Auftreten von
Carrier-Protein Verschiebungen relativ zu ihren katalytischen Domédnen postuliert. Die
Gruppe um Nenad Ban veroffentlichte 2006 die Kristallstrukturen sowohl einer Pilz-, als auch

einer Sadugetier-Fettsduresynthase [108-110]. Obwohl das Proteinriickgrat nicht mit atomarer
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Auflésung bestimmt werden konnte, gelang es doch die Position der katalytischen Zentren in
den Komplexen zu lokalisieren. Obwohl beide Fettsduresynthasen unterschiedliche
architektonische Strukturen ausbilden, so waren in allen gebildeten Reaktionskammern die
Abstinde zwischen den aktiven Zentren zu grofl, um von einer zentralen Carrier-Protein
Doméne erreicht zu werden. Eine genaue Lokalisation der ACP-Dominen gelang aufgrund
fehlender Elektronendichte nicht. Abbildung 16B zeigt die homodimere Struktur der
Sdugetier-Fettsduresynthase mit den Abstdnden der katalytischen Zentren zueinander. Im
Laufe eines Reaktionszyklus muss die ACP-Domine eine produktive Interaktion mit der
Malonyl-CoA/acetyl-CoA-ACP Transacylase (MAT), der B-Ketoacylsynthase (KS), der
Ketoacylreduktase (KR), der Dehydratase (DH) und der B-Enoylreduktase (ER) eingehen. Am
Ende der Synthese erfolgt die Abspaltung der Fettsdure von dem Multidoménenprotein an der

Thioesterasedomine (Elektronendichte ist ebenfalls nicht aufgeldst).

O BO® & 6=
Abbildung 16 Riumliche Anordnung der Dominen in NRPS und FAS Proteinen. A) Kristallstruktur des
Terminationsmoduls SrfA-C aus der Surfactinbiosynthese [94] (pdb-Code 2VSQ) bestehend aus der C-Doméne
(blau), der valinaktivierenden A-Domine (AN rot und A hellgelb), der PCP-Domine (griin) und der TE-
Doméne (grau). Die Linkerbereiche zwischen den Doménen sind in orange koloriert. Ausgehend vom moglichen
Ankniipfungspunkt des Ppant-Arms (S1003A Mutante) an der PCP-Domiine sind die Abstinde (in A) zu den
aktiven Zentren der anderen Doménen gezeigt. Die Struktur stellt wahrscheinlich einen Schnappschuss der
produktiven Doméneninteraktionen zwischen der C- und der PCP-Doméne dar. Der 18 - 20 A lange Ppant-Arm
der PCP-Doméne kann jedoch ohne eine relative Verschiebung der Doménen zueinander nicht die Zentren der
A- (57 A) und der TE- Domine (43 A) erreichen. B) Homodimere Kristallstruktur einer Siugetier-
Fettsduresynthase [108] (pdb-Code 2CF2). Das Monomer hat in der Primérsequenz die Doménenanordnung:
Ketosynthase (KS, orange), Malonyl-CoA/acetyl-CoA-ACP Transacylase (MAT, rot), Dehydratase (DH, blau),
Enoylreduktase (ER, griin), Ketoacylreduktase (KR, gelb), Acyl-Carrier Protein (ACP) und Thioesterase (TE).
Die beiden letzten Doménen sind in der Kristallstruktur aufgrund fehlender Elektronendichte nicht aufgeldst. Die
Abstiinde (in A) zwischen den Stationen des ACPs wihrend eines Katalysezyklus (MAT-KS-KR-DH-ER) sind
nur fiir die linke Reaktionskammer graphisch dargestellt. Auch hier werden unter der Annahme einer stabilen
Gertiststruktur Verschiebungen des Carrier Proteins relativ zu den aktiven Zentren postuliert [108].
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Limitationen im Verstindnis der Koordination von Multidoméinenproteinen und
Methoden der chemischen Biologie zu deren Aufklirung

Die in diesem Kapitel vorgestellten Kristallstrukturen von Multidoménenproteinen sind
Meilensteine auf dem Weg zum Verstindnis dieser hochkomplexen Biosyntheseapparate. Sie
vermitteln ein ,,Bild”“ von der rdumlichen Organisation der einzelnen Dominen zueinander
und bilden die Grundlage fiir weiterfithrende biochemische Experimente. Jedoch ermdglichen
sie keinen Einblick in das dynamische Verhalten und die mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit
auftretenden konformationellen Anderungen in diesen enormen Proteinen. Auch wenn es in
Zukunft gelingen sollte, weitere NRPS-Module in unterschiedlichen Stadien der Katalyse,
z.B. eine PCP-Domaine in Interaktion mit einer A-Doméne, zu kristallisieren, so wird dadurch
nicht das ,wirkliche* Verhalten dieser Maschinerien in Losung und damit ihre
Wechselwirkung mit den Substraten zu entschliisseln sein. Andere biophysikalische
Methoden, die es ermoglichen ein  zeitaufgelostes Bild (beginnend  bei
Seitenkettenfluktuationen im Pikosekundenbereich und endend bei Doméinenverschiebungen
im Millisekunden- bis Sekundenbereich) von Proteinen in atomarer Auflosung zu erzielen,
sind unter anderem die Einzelmolekiilfluoreszenz- und die Kernspinresonanzspektroskopie
(NMR). Sie besitzen jedoch im Vergleich zur Rontgenkristallographie den Nachteil, dass
unnatiirliche Sonden (Fluorophore oder NMR-aktive Kerne) in das zu untersuchende Protein
eingebracht werden miissen. Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat die noch junge Disziplin der
Chemischen Biologie eine Vielzahl an Mdoglichkeiten entwickelt Proteine mittels chemischer
Methoden selektiv zu verdandern. Die Ansétze reichen von der Ausnutzung der intrinsischen
Reaktivititen von Aminosédureseitenketten und anderen Biokonjugationsmethoden {iber den
Codon-basierten Einbau unnatiirlicher Aminosduren [111] bis zur chemischen Totalsynthese
von Proteinen [112]. Mit dem Begriff der Proteinsemisynthese bezeichnet man seit Kurzem
den Zusammenbau von Proteinen aus rekombinanten und synthetischen Proteinfragmenten.
Zur Ligation zweier Proteinfragmente stehen unterschiedlichen Methoden, wie z.B. die
Expressed Protein Ligation (EPL) [113,114], die Staudinger-Ligation [115], die reverse
Proteolyse [116,117] oder die Sortase-vermittelte Ligation zur Verfligung [118,119]. Alle
diese Techniken ermoglichen den gezielten Aufbau eines Proteins, auch mit
biophysikalischen Sonden, jedoch ist eine detaillierte Beschreibung dieser Techniken nicht
Gegenstand dieser Einleitung und es sei an dieser Stelle auf einen exzellenten
Ubersichtsartikel hingewiesen [120]. Eine weitere Ligationsmethode zur Verkniipfung zweier
Protein- oder Peptidfragmente ist das so genannte Protein frans-Spleilen (PTS) mit Hilfe

gespaltener Inteine. Im Laufe dieser Doktorarbeit wurden strukturelle und biochemische
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Untersuchungen an gespaltenen Inteinen durchgefiihrt, auch um deren Einsetzbarkeit fiir die
Analyse von Multidoméanenproteinen, wie den NRPS, zu etablieren und zu erweitern. Das
folgende Kapitel stellt Inteine im Allgemeinen, und die Besonderheiten und

Anwendungsmoglichkeiten gespaltener Inteine im Speziellen vor.
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1.2 Inteine

Polypeptidketten werden oftmals nicht kontinuierlich auf der DNA-Ebene kodiert. So
konnen eukaryotische Gene so genannte Introns enthalten, die nach der Transkription durch
RNA Spleilen entfernt werden. Die entstandene, gekiirzte Boten-RNA (mRNA) kodiert
schlieBlich fiir das vollsténdige, kontinuierlich translatierte Protein [121]. Im Gegensatz dazu
werden andere DNA-Sequenzen, die fiir so genannte Inteine kodieren, zundchst sowohl
vollstindig transkribiert als auch translatiert (s. Abbildung 17). Erst auf Proteinebene findet
eine durch das Intein vermittelte post-translationale Prozessierung, das Protein-Spleillen, statt.
Dabei entfernt sich das Intein aus dem Vorlduferprotein durch Spaltung zweier
Peptidbindungen und verkniipft dabei die angrenzenden Proteinsegmente, die so genannten
Exteine, durch eine native Peptidbindung [122,123]. Bei dem in Abbildung 17 dargestellten
Prozess kodiert also ein Gen fiir zwei unterschiedliche Genprodukte, zum einen die
verkniipften Exteine (das aktive Wirtsprotein) und zum anderen das herausgeschnittene Intein.
Diese bemerkenswerten Proteindominen sind in allen Bereichen des Lebens, sowohl in
Archaeabakterien, Eubakterien und Eukaryoten zu finden. Jedoch befindet sich unter den
aktuell iiber 300 gefundenen Inteinen (s. Intein-Datenbank /nBase [124]) noch kein Vertreter

aus einem mehrzelligen hoheren Organismus.

N-Extein Intein C-Extein

DNA-Ebene i I 1

J Transkription und Translation

o] O
Proteinebene HQN»{ N-Extein })L:'l Inteﬂ)LN’-_ C-Extein j"‘cozH
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Abbildung 17 Schematische Darstellung des Proteinspleifiens. Inteine sind Beispiele, in denen
Polypeptidketten nicht kontinuierlich auf der DNA-Ebene kodiert werden. Nach Transkription und Translation
prozessiert sich das entstandene Vorlduferprotein selbstindig. Dabei wird das Intein durch Spaltung zweier
Peptidbindungen entfernt. Simultan werden die beiden Exteinfragmente miteinander ligiert und es entsteht das
aktive Wirtsprotein.

35



1 Einleitung

Intein-enthaltende =~ Wirtsproteine  besitzen  diverse = Funktionen. Es  sind
Stoffwechselenzyme, Proteasen, aber vor allem Proteine, die an der DNA-Replikation oder
-Reparatur beteiligt sind. Thnen allen ist gemein, dass die Inteine in hochkonservierten
Bereichen oder nahe den aktiven Zentren zu finden sind [125]. Inteine werden sowohl nach
ihrem Wirtsorganismus als auch nach ihrem Wirtsprotein benannt. So ist das Ssp DnaB Intein
in die DnaB Helikase aus dem Cyanobakterium Synechocystis sp. strain PCC6803 integriert.
Bei mehreren Inteinen innerhalb eines Wirtsproteins werden diese vom N-Terminus
durchnummeriert (7fu Pol-2 ist das zweite Intein in der DNA Polymerase aus Thermococcus
fumicolans). Besitzen zwei Inteine aus verschiedenen Organismen die gleiche Insertionsstelle
innerhalb eines Wirtsproteins, so spricht man von unterschiedlichen Inteinallelen [124].

Inteine lassen sich anhand ihres Aufbaus in drei groB3e Klassen einteilen, die in Abbildung
18 schematisch dargestellt sind. Die iiblicherweise 300 - 600 Aminosdure grofen Maxi-
Inteine enthalten neben den N- und C-terminalen SpleiB3bereichen (Int" bzw. Intc) zusitzlich
eine integrierte Homing Endonuklease. Diese Domédne fehlt der Klasse der Mini-Inteine,
welche deshalb nur ca. 150 - 200 Aminosduren umfassen. Bei der dritten Klasse, den
gespaltenen Inteinen, sind die N- und C-terminalen Spleif3bereiche (100 - 150 bzw. 35 - 50

AS) auf zwei verschiedene Vorlduferproteine aufgeteilt.
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Abbildung 18 Schematische Darstellung der drei Inteinklassen. Die konservierten Sequenzmotive (nach
[126]), die in diesen Bereichen hauptséchlich anzutreffenden Aminosduren sowie deren Nummerierung sind
gezeigt. Die dargestellten Sequenzmotive der Homing Endonuklease beziehen sich auf die Familie der DOD
Homing Endonukleasen. Von den vier bisher bekannten Endonukleasefamilien findet sich diese am hédufigsten in
Inteinen.

Der evolutionédre Ursprung der Inteine ist weitgehend unbekannt. Eine Hypothese lautet,
dass die Inteine aus einer Fusion zweier selbst-spaltender Proteine entstanden sein kdnnten
[127]. In diesem Szenario hitte das Fusionsprotein anschlieBend im Laufe der Zeit zusédtzlich
zur Spaltung des N- und des C-Exteins die Fahigkeit zur Ligation der flankierenden Bereiche

entwickelt. Fiir eine effiziente Verbreitung eines Inteingens im Genpool war wahrscheinlich
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zusitzlich die Insertion einer Homing Endonuklease zwischen die N- und C-terminalen
Spleiflbereiche erforderlich [128,129]. Diese erlaubt es dem Intein nach dem Eindringen in
einen anderen Organismus durch einen DNA-Doppelstrangbruch die Intein-freien Allele
gegen das Intein enthaltende Gen auszutauschen (intein homing) [130]. Fiir ein nachtrigliches
Eindringen der Homing Endonukleasen in Inteingene spricht auch der Befund, dass
verschiedene Endonukleasefamilien in Inteinen gefunden wurden [131]. Nach der Etablierung
eines Inteingens im Genpool einer Spezies lastet kein Selektionsdruck auf der Funktionalitét
der Homing Endonuklease. Im Einklang damit wurden inaktive Varianten der Homing
Endonuklease in Inteinen gefunden. Dariiberhinaus wurde postuliert, dass die heutigen Mini-
Inteine aus einer vollstindigen Deletion dieser Doméne entstanden sind [131]. Eine
genetische Umorganisation konnte zur Aufteilung der Spleilbereiche auf unterschiedliche
chromosomale Bereiche und somit zum Entstehen der natiirlich gespaltenen Inteine gefiihrt
haben [131]. Im Gegensatz zur Homing Endonuklease besteht fiir das Intein weiterhin ein
Selektionsdruck zur Erhaltung der Spleil3fidhigkeit, da ansonsten kein aktives Wirtsprotein
hergestellt werden kann, das in vielen Fillen essentiell fiir das Uberleben des Organismus ist.
Dass Inteine jedoch ihren Wirts-Organismen einen weiteren Selektionsvorteil, wie z.B. eine
zusitzliche Regulation der Expression verschaffen, konnte bis heute nicht nachgewiesen
werden. Man bezeichnet sie deshalb als parasitire oder egoistische genetische Elemente

[125,129].

Trotz einer sehr geringen Sequenzidentitdt besitzen alle spleiBaktiven Bereiche der Inteine
eine grofle strukturelle Homologie. Dieser Faltungstyp wird als HINT-Modul bezeichnet
[132], da man ihn zusétzlich zu den Inteinen bei der C-terminalen Autoprozessierungsdomine
der Hedgehog-Proteine findet [132]. 12 - 14 B-Faltblitter bilden eine hufeisenformige
Struktur mit einer pseudo-zweizédhligen Achse. Abbildung 19 zeigt ein strukturelles Beispiel
fiir jede der drei Inteinklassen. Die katalytischen Zentren befinden sich jeweils in der Mitte
der Hufeisenstrukturen an den Enden zweier benachbarter antiparalleler B-Faltblitter. Am
Beispiel des Sce VMA Inteins aus Saccharomyces cerevisiae, das wohl am besten
charakterisierte Maxi-Intein, ist besonders gut zu erkennen, dass die Spleilbereiche eine
eigene abgegrenzte Doméne bilden (graue Doméne in Abbildung 19A) [133]. Sowohl die
Homing Endonuklease (rot), als auch das DNA Bindemotiv (gelb), sind in die Schleifen-
Regionen zwischen zwei B-Faltbléttern integriert und beeintrdchtigen die Faltung nicht. Fiir
mehrere Maxi-Inteine konnte gezeigt werden, dass das Entfernen der Endonuklease nicht die

SpleiBaktivitit beeintrichtigt [134-136]. An der Position der Endonuklease befindet sich im
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natlirlichen Mini-Intein Mxe GyrA (s. Abbildung 19B) ein 51 Aminosduren grofer
Linkerbereich (rot), welcher aus einer unvollstindigen Deletion der Endonuklease
hervorgegangen sein konnte. Die Kristallstruktur eines natiirlich gespaltenen Inteins, dem Ssp
DnaE Intein, ist in Abbildung 19C dargestellt. Fiir die Kristallisation wurden die N- und C-
terminalen Spleilbereiche ohne eine FEinfilhrung von Linkeraminoséuren fusioniert.
Interessanterweise war das entstandene cis-Intein spleilaktiv und zeigte den typischen HINT-
Faltungstyp [137]. Dies unterstiitzt die Annahme einer moglichen Abstammung der

gespaltenen Inteine von ehemaligen Mini-Inteinen durch chromosomale Umorganisation (s.

oben).

Abbildung 19 Intein-Kristallstrukturen. A) Das Maxi-Intein Sce VMA Intein aus Saccharomyces cerevisiae
(pdb-Code 1JVA) [138]; B) Das natiirliche Mini-Intein Mxe GyrA aus Mycobacterium xenopi (pdb-Code 1 AM2)
[139]; C) Das eigentlich natiirlich gespaltene Ssp DnaE Intein aus Synechocystis species PCC6803, dessen
Spleibereiche fusioniert vorliegen (pdb-Code 1ZDE) [137]; In allen drei Strukturen sind die spleilaktiven
Bereiche in grau, sowie die N- und C-Exteinreste (soweit vorhanden) in violett, bzw. in orange in der
Stidbchendarstellung gezeigt.

Inteine sind im Laufe des letzten Jahrzehnts zu einem interessanten Werkzeug fiir den
segmentellen Aufbau und/oder die selektive Modifikation von Proteinen geworden. Zwei
wichtige Eigenschaften waren dafiir von entscheidender Bedeutung. Erstens besitzen Inteine
die Féhigkeit auch mit nicht-nativen Exteinresten die Spleifireaktion eingehen zu kdnnen. Ein
Intein ist demnach ein genetisches Element, welches leicht in verschiedene Zielproteine
eingebaut werden kann. Eine gewisse Abhdngigkeit der SpleiBaktivitit vom heterologen
Kontext besteht jedoch, die in Kapitel 1.2.2 diskutiert wird. Die zweite erstaunliche
Eigenschaft ist die Moglichkeit der Konstruktion von kiinstlich gespaltenen Inteinen
ausgehend von natiirlichen Maxi- oder Mini-Inteinen. Sie haben die Einsatzbreite der
gespaltenen Inteine in Feldern wie der Herstellung zyklischer Peptide, der segmentellen
Isotopenmarkierung von Proteinen oder der Protein-Semisynthese entscheidend erhoht. Auf

weitere Anwendungsmoglichkeiten gespaltener Inteine sowie entscheidende Aspekte dieser
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Proteinklasse im Allgemeinen wird in den Kapiteln 1.2.3 und 1.2.4 detaillierter eingegangen.
Im néchsten Kapitel soll zundchst der Mechanismus der Protein-Spleifireaktion vorgestellt

werden.

1.2.1 Der Mechanismus der Protein-SpleiRreaktion

Ein bemerkenswerter Aspekt der Protein-Spleifireaktion ist, dass in deren Verlauf weder
Kofaktoren noch zusitzliche Energie in Form von ATP bendtigt werden. Der Vorgang wird
demnach allein durch die Primérsequenz des Inteins und seiner drei-dimensionalen Struktur
zusammen mit der ersten Aminosdure des Exteins an der C-terminalen Spleifistelle bestimmt.
In den 90er Jahren gelang es hauptséchlich durch Etablierung eines in vitro Spleillsystems und
durch Mutagenesestudien essentieller Reste, den Mechanismus der Protein-Spleillreaktion
aufzukldren [140-143]. Abbildung 20 =zeigt die bis heute allgemein akzeptierten
Reaktionsschritte zur Bildung des Spleilproduktes am Beispiel eines Inteins mit zwei
Cysteinresten an den nukleophilen Positionen [122,123].

Der erste Schritt ist die Bildung eines linearen Thioesterintermediats durch einen
nukleophilen Angriff der Aminoséure am N-Terminus des Inteins (Position 1, Motiv A) auf
die vorangehende Peptidbindung. Zur Katalyse dieses energetisch sehr ungiinstigen
Reaktionsschritts sind die Aminosduren im Sequenzmotiv B von enormer Wichtigkeit. Nach
Aufklarung der Kristallstruktur des Mxe GyrA Inteins [139] wurde deutlich, dass sich ein
essentielles Histidin als Bestandteil einer konservierten TXXH Sequenz innerhalb von Motiv
B in geeigneter Position befindet, um den Amidstickstoff der zu spaltenden Peptidbindung zu
protonieren. Zusitzlich liegt nach NMR-Untersuchungen diese Peptidbindung in einer
verzerrten trans- oder sogar in der cis-Konfiguration vor [144]. Beide Faktoren erleichtern
den nukleophilen Angriff der Seitenkette der Aminosdure an Position 1. Das gebildete
tetraedrische Intermediat, ein Oxythiazolidin, wird wahrscheinlich durch ein von den weiteren
Resten des Motivs B (TXX) aufgebautem ,,Oxyanionenloch® stabilisiert [139]. Eine weitere
Bestitigung fiir diesen Reaktionsablauf liefert der Nachweis eines Thiazolidin-
Nebenproduktes bei der Reaktion des an Position 11 gespaltenen Ssp DnaB-Inteins mit einem

unnatiirlichen Exteinrest an der Position -1 [145].
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Abbildung 20 Mechanismus des Proteinspleifiens. Vier hoch-koordinierte nukleophile Substitutionen fithren
zur Spaltungen der Peptidbindungen an den N- und C-terminalen Spleilstellen, sowie zur kovalenten
Verkniipfung der beiden Exteine. Analog kann diese Reaktion auch mit Serin an Position 1 des Inteins, Serin
oder Threonin an Pos. +1 oder Glutamin anstelle von Asparagin an der letzten Position des Inteins ablaufen (fiir
Details s. Text).

Der zweite Reaktionsschritt im Laufe der Proteinspleireaktion ist eine intramolekulare
Transthioesterifizierung, in deren Verlauf das N-Extein von der Seitenkette von Cysl1 auf die
Seitenkette der +1 Aminosdure des C-Exteins iibertragen wird (s. Schritt 2 in Abbildung 20).
Fiir diese Gleichgewichtsreaktion wird aufgrund von Kiristallstrukturdaten mit und ohne
Exteinreste eine, wenn auch nur geringfiigige, Umorientierung der katalytischen Zentren
postuliert [146,147].

Fir den letzten katalysierten Reaktionsschritt, die Asparaginzyklisierung, sind die
Aminosduren in den Sequenzmotiven F und G im C-terminalen Spleiflbereich verantwortlich.
Hier greift die Amidgruppe der Asparaginseitenkette am C-Terminus des Inteins nukleophil
die Peptidbindung zwischen dem Intein und dem C-Extein an. Das dabei auftretende
tetraedrische Intermediat reagiert in einer Weise weiter, die zur Bindungsspaltung im
Peptidriickgrat und zur Freisetzung des nun als Succinimid vorliegenden Inteins fiihrt.

Kristallstrukturanalysen und Mutationsstudien unter anderem mit Hilfe des kiinstlich
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erzeugten Ssp DnaB Mini-Intein identifizierten ein Ladungsverschiebungssystem, das
wahrscheinlich durch Deprotonierung die Nukleophilie der Asparaginseitenkette erhoht und
zusitzlich ein ,,Oxyanionenloch® bildet, um das tetraedrische Intermediat zu stabilisieren.
Eine verdrehte Peptidbindung zwischen Intein und Extein erleichtert zusétzlich den
nukleophilen Angriff des Asparagins. Daneben wurde eine Stabilisierung der Abgangsgruppe,
also der N-terminalen Aminogruppe des C-Exteins, postuliert [146]. Keine Aminosdure in den
Sequenzmotiven F und G ist zwischen allen Inteinen zu 100% konserviert, sodass
angenommen werden kann, dass fiir jedes Intein der Ablauf des Ladungsverschiebungssystem
zwar mechanistisch sehr &hnlich ist, aber strukturell je nach Anordnung der Aminoséuren
unterschiedlich sein kann.

Nach der Asparaginzyklisierung liefert eine spontane S-N Acylwanderung die native
Peptidbindung zwischen den beiden Exteinsequenzen und verschiebt die davor
ablaufendenden Gleichgewichtsreaktionen auf die Seite der Produkte (s. Schritt 4 in
Abbildung 20). Die vier Schritte des SpleiBmechanismus miissen exakt aufeinander
abgestimmt sein. Eine Storung in der =zeitlichen Abfolge der Reaktionen kann
Nebenreaktionen zur Folge haben. Eine Zyklisierung des Asparagins vor der Bildung des
verzweigten Intermediates verhindert eine Ligation der Exteine und bedingt nur die
Freisetzung des C-Exteins, die so genannte C-terminale Spaltung. Diese kann, analog zu
Hydrolysereaktionen der Thioesterintermediate an der N-terminalen Spaltstelle (N-terminale
Hydrolyse), auch durch Mutation von essentiellen Aminosdureresten oder durch nicht-

natiirliche Exteinsequenzen verursacht werden.

1.2.2 Abhangigkeit der Protein-SpleiBreaktion von heterologen
Exteinsequenzen

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Proteinspleifreaktion auch in
einem vollstdndig unnatiirlichen Exteinkontext stattfinden kann und dass die Spleiaktivitét
hauptséchlich auf das sich herausschneidende Intein zuriickgeht [140,148]. Dennoch lduft die
Spleiflreaktion nicht spurlos ab, da die essentielle Aminosdure an Position +1 des C-Exteins
im SpleiB3produkt verbleibt. Zusitzlich konnte in diversen Mutagenesestudien gezeigt werden,
dass die Aminosduren in direkter Ndhe zum Intein (-3, -2, -1, +2, +3) das Proteinspleilen in
Bezug auf die Ausbeute, den Anteil der Nebenreaktion und die Reaktionsgeschwindigkeit
beeinflussen konnen [149-152]. In den meisten Fillen unterstiitzt die Verwendung von drei

bis fiinf nativen Aminosdureresten an beiden SpleiBistellen die Aktivitit des Inteins [153].
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Andere Aminosduren, die sich in der Primdrsequenz in groferer Entfernung zum Intein
befinden, scheinen nicht am Spleilprozess beteiligt zu sein. Kristallstrukturen von nicht
gespleifliten Vorlauferproteinen geben bisher keine definitiven Hinweise in welcher Art und
Weise die flankierenden Aminosduren das Intein beeinflussen. Zwar konnte z.B. das Ssp
DnaE Intein zusammen mit acht N-terminalen und drei C-terminalen Exteinresten
kristallisiert werden (s. Abbildung 19C) [137]. Jedoch lieBen sich keine definitiven
Voraussagen ableiten, wie der Exteinkontext das Intein beeinflusst. Die evolutionére
Anpassung eines Intein-Exteinpaares und die grofle Varianz der natiirlichen Exteinreste an
allen Positionen machen es unwahrscheinlich, dass in néchster Zeit generelle ab initio
Aussagen zur SpleiBBaktivitidt der Inteine in einem nicht-natiirlichen Exteinkontext getroffen

werden konnen.

1.2.3 Gespaltene Inteine

Unter den natiirlich vorkommenden Inteinen ist die Klasse der gespaltenen Inteine die
kleinste. Mit Ausnahme des Nanoarchaeum equitans (Neq) B-Typ DNA Polymerase Inteins
[154] gehoren alle bisher gefundenen und charakterisierten gespaltenen Inteine zu einem
Allel, welches in die o Untereinheit der DNA Polymerase III (DnaE) in diversen
Cyanobakterien insertiert ist [155-157]. Sequenzanalysen mit metagenomischen Daten von
Tiefseeorganismen deuten jedoch darauf hin, dass sich die Klasse der natiirlich gespaltenen
Inteine in Zukunft erweitern wird [131]. Mechanistisch verlduft das Protein trans-Spleilen
(PTS) analog zu dem in Abbildung 20 dargestellten Proteinspleien der Maxi- und Mini-
Inteine. Zur Ausbildung eines aktiven Inteinkomplexes miissen jedoch die beiden auf
separaten Proteinen vorliegenden Inteinhélften zuerst assoziieren und die korrekte Faltung
annehmen (s. Abbildung 21).

Ungeféhr zeitgleich mit der Entdeckung des ersten natiirlich gespaltenen Inteins, dem
DnaE Intein aus Synechocystis species PCC6803 (Ssp) [155], wurden ausgehend von Maxi-
und Mini-Inteinen die ersten kiinstlich gespaltenen Inteine erzeugt [135,136,149,158]. Je nach
Intein und ausgesuchter Spaltstelle variiert die Aktivitdt dieser artifiziell gespaltenen
Ligationssysteme stark. Die ersten an der Position der Endonuklease gespaltenen Inteine
waren zwar spleilaktiv, bendtigten aber einen Denaturierungsschritt und anschlieBend eine
gemeinsame Riickfaltung beider Inteinhélften, um einen spleiBkompetenten Komplex in vitro
auszubilden [149,158]. Problematisch war vor allem, dass die individuell exprimierten

Inteinhélften zur Aggregation oder Fehlfaltung neigten. Das Fehlen einer natiirlichen Affinitit
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der getrennten N- und C-terminalen Spleibereiche im Sce VMA Intein konnte zur
Entwicklung eines konditionellen SpleiBsystems ausgenutzt werden [159-161]. Hier
ermOglichte erst eine durch fusionierte Affinitdtsdoménen induzierte rdumliche Ndhe der
Inteinhilften die Bildung eines aktiven Inteinkomplexes. Die Spleiflaktivitdt konnte damit
durch Zugabe eines kleinen Liganden, welcher entweder die Komplexbildung der fusionierten

Affinititsdoménen ausldst oder verhindert, ein- oder ausgeschaltet werden [160,162].

0 0
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Abbildung 21 Schematische Darstellung des Protein trans-Spleifiens. Nach einer Assoziation der beiden
Inteinhélften fiihrt der Inteinkomplex analog zu Abbildung 20 die Proteinspleifireaktion durch.

In den letzten Jahren wurden weitere entweder natiirliche oder durch Deletion der Homing
Endonuklease erzeugte Mini-Inteine an der Position gespalten, an der in homologen
Sequenzen eine Endonuklease insertiert vorliegt. Interessanterweise zeigten einige von ihnen
im Gegensatz zu den oben genannten Beispielen eine SpleiBaktivitit auch unter komplett
nativen Bedingungen. So erlaubte die natiirliche Affinitdt der Inteinhélften sowohl des Ssp
DnaB Inteins [163,164], als auch des Mxe GyrA Inteins [165], selektive Ligationsreaktionen
ohne Denaturierungs- und Riickfaltungsschritte. Zusdtzlich zur Position der Endonuklease
kann die Inteindoméne auch an anderen Positionen gespalten werden, von denen einige
ebenfalls aktive Protein trans-SpleiBsysteme hervorbrachten [166-168]. Erwdhnenswert sind
vor allem zwei kiinstlich gespaltene Inteinvarianten, die jeweils zu sehr kurzen Inteinhilften
fiihrten. So ldsst sich das Ssp DnaB Intein ohne den Verlust der Spleiflaktivitdt in einen 11
Aminosduren groflen N-terminalen und einen 144 AS groflen C-terminalen Teil zerlegen
[166,169,170]. Die kiirzeste noch aktive Spaltstelle vom C-Terminus eines Inteins aus wurde
in dem Ssp GyrB Intein (Untereinheit B der DNA-Gyrase aus Synechocystis sp. PCC6803)
gefunden [171]. Hier reichen 6 Aminosduren aus, um das ~ 150 AS groBle N-terminale

Fragment zu komplementieren und die Protein frans-Spleilireaktion durchzufiihren. Auf die
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Wichtigkeit dieser beiden Systeme fiir die Proteinsemisynthese wird noch detailliert in
Kapitel 1.2.4 eingegangen. Ein gemeinsames Charakteristikum aller bisher untersuchten
gespaltenen Inteinen ist, dass ihre einzelnen Hélften alleine keine erkennbare Reaktivitit
zeigen. Dariiber hinaus eignen sie sich zusétzlich fiir in vivo Anwendungen, da aufgrund ihres
peptidischen Charakters keine Wechselwirkungen mit anderen Zellbestandteilen, mit
Ausnahme von Proteasen und der Moglichkeit zur Disulfidbildung, zu erwarten sind
[170,172]. Erst durch das Vorhandensein der komplementdren Hélfte kann die PTS-Reaktion
stattfinden. Kreuzreaktivititen zwischen verschiedenen gespaltenen Inteinen wurden bisher
nur innerhalb von Inteinallelen beobachtet [157] - dies macht das Protein trans-Spleifien zu
einer hochst chemoselektiven Ligationsreaktion.

Unterschiede zwischen gespaltenen Inteinen sind jedoch sowohl bei der Betrachtung der
Geschwindigkeit und Art der Assoziation der Inteinhdlften als auch bei der
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit vorhanden. Sowohl bei den natiirlich gespaltenen DnaE
Inteinallelen, als auch bei dem an der Position der Endonuklease gespaltenem Ssp DnaB
Intein scheint die Assoziation der Haélften sehr schnell und iiber elektrostatische
Wechselwirkungen abzulaufen [163,173-175]. Fiir das Ssp DnaE Intein wurde ein Wert fiir
die Komplexbildung nahe des Diffussionslimits nach der Einstein-Smoluchowski Gleichung
bestimmt [174]. Weiterfilhrende Studien grenzten die elektrostatischen Wechselwirkungen
auf lokale Ladungscluster auf gegeniiberliegende Stellen in den langen B-Faltblittern ein
[157,176]. Im Gegensatz dazu ist die Assoziation des kiinstlich an Position 11 gespaltenen Ssp
DnaB Inteins zum einen um ca. sechs Gréflenordnungen langsamer und zum anderen sind hier
hauptséchlich hydrophobe Wechselwirkungen fiir die Komplexbildung verantwortlich [145].
Die grofle Stabilitit eines einmal gebildeten Inteinkomplexes wird durch geringe Kp-Werte
im mikro- bis nanomolaren Bereich und kleine Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation
dokumentiert [145,174].

Im Gegensatz zu den Assoziationsraten weichen die oftmals mit einem
Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung analysierten Gesamtreaktionsraten zwischen den
gespaltenen Inteinen weniger voneinander ab (s. Tabelle 1). Die Halbwertszeiten der Protein
trans-Spleilreaktionen bewegen sich im Bereich von Minuten bis Stunden und sind
vergleichbar mit den bisher bestimmten Kinetiken fiir cis-spleilende Inteine. Jedoch existiert
fiir letztere nur ein begrenzter Datensatz, da es oft nicht moglich ist ein noch nicht gespleiites

Vorlduferprotein zu isolieren.
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Tabelle 1 Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung fiir natiirlich und kiinstlich gespaltene Inteine.

Intein T/°C k/s™ t,, /min Literatur
Ssp DnaE 23 66+13)x10° 175 [173]
Ssp DnaE 23 (3,3+0,4) x 10 35 [177]
Sce VMA 25 (2,0+0,3)x 10° 6 [163]
Ssp DnaB (Endo) 25 (9,9+08) x 10° 12 [163]
Mtu RecA 30 n.b. 60 - 120 [178]
Ssp DnaB (11) 25 (4.1+02)x 10° 280 [169]
Ssp GyrB (6) 25 (6,9 +2,2) x 10 167 [171]
GBD Pol-1 (cis) 37 n.b. 30 [141]
Pab Pol Il (cis) 70 1,5 x 10° 722 [179]

(n.b. = nicht berichtet; Ssp DnaB (Endo) = an der Position der Endonuklease gespaltenes Ssp DnaB Mini-Intein;
Ssp DnaB (11) = 11 AS vom N-Terminus gespaltenes Ssp DnaB Mini-Intein; Ssp GyrB (6) = 6 AS vom C-
Terminus gespaltenes Ssp GyrB Mini-Intein).

Bislang sind wenige strukturelle Informationen iiber gespaltene Inteinhilften ohne das
Partnerprotein vorhanden. Dementsprechend ist nicht gekldrt, ob eine Vorfaltung der
isolierten Inteinhidlften vorliegt und ob diese die Bildung des Komplexes beschleunigt oder
verlangsamt. Ferner sind mogliche und postulierte Faltungsintermediate auf dem Weg zu
einem spleiBaktiven Komplex experimentell schwer zuginglich und konnten bisher nicht
zweifelsfrei nachgewiesen werden [174]. Auch ohne ein exaktes Verstindnis des Protein
trans-Spleilens auf struktureller Ebene sind gespaltene Inteine zu einem sehr wichtigen
Werkzeug in der gezielten Modifikation von Peptiden und Proteinen geworden. Ihre breiten

Anwendungsmoglichkeiten sind Gegenstand des néchsten Kapitels.

1.2.4 Biochemische Anwendungen gespaltener Inteine

Gespaltene Inteine kdnnen wie oben beschrieben zur Ligation von zwei Peptid- oder
Proteinfragmenten eingesetzt werden. Eine getrennte Synthese und Préparation der beiden
Inteinhdlften erlaubt damit den segmentellen Aufbau eines Proteins aus mehreren
Fragmenten, die unterschiedliche Modifikationen enthalten koénnen. Bei der
Proteinsemisynthese wird eine Inteinhilfte zusammen mit dem Zielprotein durch Expression
in E. coli rekombinant hergestellt. Die andere Hélfte ist durch Festphasenpeptidsynthese
zuginglich und erlaubt den Einbau diverser chemischer Gruppen und Funktionalitéten in die
betreffende Exteinsequenz. In der anschlieBenden PTS-Reaktion wird dieses modifizierte

Extein auf das Zielprotein ibertragen. Durch die  GroBenlimitation  der
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Festphasenpeptidsynthese (40 - 50 AS-Bausteine) waren die ersten Reaktionen mit dem
kiinstlich gespaltenen Mtu RecA (38 AS grofles C-Intein [178]) und dem natiirlich
gespaltenen Ssp DnaE Intein (36 AS grofles C-Intein [180]) auf ein kleines, synthetisches C-
Extein beschrinkt. Jedoch gelang vor allem mit dem Ssp DnaE Intein eindrucksvoll der
Aufbau von semi-synthetischen Proteinen [172,181], von denen hier exemplarisch die C-
terminale Modifikation eines Prionenproteins mit zwei Palmitinsdureresten, einem Mimikri
eines Glykosylphosphatidylinositol (GPI) Ankers erwdhnt werden soll [182]. Die
Entdeckungen von spleilaktiven gespaltenen Inteinen mit einem sehr kurzen Inteinfragment
(s. oben) ermdglichten den Zugang zur N-terminalen Modifikation von Proteinen [169,170]
und zur vereinfachten Darstellung der C-terminalen Halfte [171]. Diese Ansdtze basieren

sowohl auf dem Ssp DnaB als auch dem Ssp GyrB Intein und sind schematisch in Abbildung

22 dargestellt.
A Int"
A (11AS) A
“R’ + Inﬁ POI > “R= pol
synthetisch rekombinant ' semi-synthetisches
Protein
Int®
B (6AS) , A
POI nt'  + = RY” 5 poi —R”
| R e
rekombinant synthetisch o semi-synthetisches
Protein

Abbildung 22 Proteinsemisynthese mit Hilfe kiinstlich gespaltener Inteine. A) Schematische Darstellung der
N-terminalen Modifikation von Proteinen mit dem Ssp DnaB Intein (gespalten an Position 11) [169]; B)
Schematische Darstellung der C-terminalen Modifikation von Proteinen mit dem Ssp GyrB Intein (der C-
terminale Teil des aktiven Inteins ist nur 6 AS groB3) [171]; POI = Protein von Interesse; R = gewlinschte
chemische Modifikation (Fluorophore, Biotin, reaktive Gruppe, etc.).

Einige Aminosdureseitenketten lassen sich selektiv in Gegenwart der anderen
funktionellen Gruppen von Proteinen mit Markierungsreagenzien adressieren [183]. Lysin,
Tyrosin und vor allem Cystein besitzen eine einzigartige Reaktivitit. Sind jedoch mehrere
Aminoséurereste eines Typs in einem Protein vorhanden, so kann keine regioselektive und
stochiometrische Markierung mehr erfolgen. Im Falle der Cysteinmodifikationen wurden in
den letzten Jahren Ansétze entwickelt, die mittels gespaltener Inteine dieses Problem
umgehen konnten [164,165,184]. Das zu markierende Protein wird so geteilt, dass nur noch
ein Cysteinrest in einem Fragment vorhanden ist. Nach der rekombinanten Expression und

Reinigung der Fusionsproteine wird nur eine Halfte mit dem Markierungsreagenz behandelt.
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In der anschlieBenden PTS-Reaktion wird somit ein modifiziertes Segment mit einem
unmodifiziertem Segment verkniipft [184] - dieses Reaktionsschema ist somit analog zu einer
regioselektiven Adressierung einer Seitenkette in Gegenwart von weiteren identischen
Funktionalitéten.

Die Verwendung von gespaltenen Inteinen zur segmentellen Isotopenanreicherung in
Proteinen fiir NMR-Untersuchungen war eine der ersten Anwendungen fiir diese
Proteinklasse iiberhaupt [185]. Die Strukturaufkldrung von Proteinen in Losung mittels NMR
kann aufgrund ihrer Grofe auf schwerwiegende Probleme treffen. Zum einen erzeugen
langsam rotierende Molekiile, wie grofle Proteine oder Proteinkomplexe, Signale mit einer
groBen Linienbreite. Zum anderen kann bei einer zu ausgeprigten Uberlagerung der
Resonanzen keine exakte Zuordnung der Signale mehr erfolgen. Letzteres Problem, das durch
die schiere Zahl an Resonanzen oder durch kaum disperse Spektra verursacht wird, kann mit
Hilfe von gespaltenen Inteinen gelost werden. Die getrennte Expression von
Proteinfragmenten ermoglicht die Herstellung eines Segments, welches aufgrund der Anzucht
in speziellem Ndhrmedium mit NMR-aktiven Isotopen meistens aber '°N und ">C angereichert
ist. Das komplementéire Fragment kann in herkdmmlichem Medium exprimiert werden und ist
folglich nicht markiert. Nach der PTS-Reaktion ist im ligierten Protein nur ein Teil ,,NMR-
sichtbar und damit die Wahrscheinlichkeit einer Signaliiberlagerung deutlich reduziert. Yagi
et al. nutzten dieses Prinzip elegant zur Untersuchung von konformationellen Anderungen der
50 kDa groBen f-Untereinheit der H'-ATPase [186]. Mit Hilfe des PI-Pful Inteins aus
Pyroccocus furiosus gelang die Zuordnung von ca. 90 % der NMR-Signale (Amid-NH, C,,
Cp, CO von 473 Aminoséuren) und darauf aufbauend die Bestimmung einer offenen und einer
geschlossenen Form der f-Untereinheit der H'-ATPase in Abhingigkeit von ADP und ATP
[186]. Zwei weitere Ansdtze erhohen die Einsetzbarkeit von gespaltenen Inteinen fiir die
segmentelle Isotopenmarkierung von Proteinen. Zum einen ist es moglich, mit Hilfe zweier
orthogonaler Inteine durch sequentielles PTS auch zentrale Bereiche eines Proteins selektiv zu
markieren (s. Abbildung 23B) [185,187]. Zum anderen bietet ein von Iwai und Kollegen
entwickeltes duales Expressionssystem die Moglichkeit zur segmentellen Isotopenmarkierung
in vivo [188,189]. Dabei kann mit zwei unabhéngig induzierbaren Promotoren die Expression
der Inteinhélften in E. coli gezielt gesteuert werden, sodass in Kombination mit einem
Mediumswechsel das segmentell markierte SpleiBprodukt in einem Expressionsansatz
entsteht (s. Abbildung 23A). Eine zeit- und arbeitsaufwendige Reinigung der individuellen
Hilften entfallt somit [188,189].
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Abbildung 23 Anwendungen von gespaltenen Inteinen fiir die segmentelle Isotopenmarkierung von
Proteinen fiir NMR-Untersuchungen. A) Von Iwai und Kollegen entwickeltes duales Expressionssystem zur
segmentellen Isotopenmarkierung von Proteinen in vivo [188,189]. Uber die pT7/lac und pBAD/ara
Promoter/Operator-Sequenzen gelingt die selektive Induktion der Expression von jeweils nur einem
Fusionsprotein. In Kombination mit einem Mediumswechsel wird nur eine Hélfte mit NMR-aktiven Kernen
(®N, PC) angereichert. Nach PTS in der Zelle kann das segmentell isotopenangereicherte Protein in einem
Schritt erhalten werden; B) Schematische Darstellung der Isotopenmarkierung eines internen Proteinfragments
mit zwei orthogonalen Inteinen [185,187].

Weitere sehr interessante Anwendungsmoglichkeiten gespaltener Inteine sollen im
Folgenden nur kurz angesprochen werden. Durch eine Anderung der Intein-Extein Anordnung
auf genetischer Ebene gelingt mit Hilfe von Int“-Extein-Int" Konstrukten die Synthese von
zyklischen Peptiden und Proteinen (s. Abbildung 24A). Durch eine Zyklisierung des
Peptidriickgrates entstehen proteolyse- und thermostabile Proteine [180,190-192]. Weiterhin
konnten mit der SICLOPPS Technologie (split intein circular ligation of peptides and
proteins) zyklische Peptidbibliotheken unterschiedlicher Grofe (4 bis 9 AS) erzeugt werden
[193,194]. Interessanterweise schien das in diesen Studien verwendete Ssp DnaE Intein bei

den Zyklisierungsreaktionen toleranter im Vergleich zum normalen PTS in Bezug auf seine
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Exteinsequenzen zu sein. Eine interessante Anwendung zur Detektion von Proteaseaktivitéten
in Zellkultur und in lebenden Méusen gelang 2007 mit einer zyklischen Luciferase. Dieses
durch PTS mit dem Ssp DnaE Intein hergestellte Protein war in seiner zyklischen Form
inaktiv. Jedoch enthielt der unnatiirliche Verbindungsbereich zwischen den beiden
Subdoménen (s. ANL Superfamilie in Kapitel 1.1.4) eine Erkennungssequenz fiir die Protease
Caspase-3. Eine proteolytische Spaltung erzeugte eine aktive Luciferase und ermdglichte
damit das Auslesen der Proteaseaktivitdt durch Biolumineszenz (s. Abbildung 8C) [195].

Die Gruppe um Umezawa entwickelte eine Vielzahl von Systemen zur Detektion von
Protein-Protein Wechselwirkungen basierend auf gespaltenen Inteinen. Das Prinzip ist
hierbei, dass die Komplexbildung zweier Proteine, die an sie fusionierten Inteinhilften in
rdumliche Néhe bringt. Nun verbindet das gespaltene Intein durch PTS die zwei Hélften eines
Reporterproteins und aktiviert dieses dadurch (s. Abbildung 24B). Als Reporter wurden
sowohl das griin fluoreszierende Protein (GFP), verschiedene Luciferasen, als auch
Transkriptionsfaktoren eingesetzt [159,196,197]. Erstaunlicherweise konnte in diesen Fillen
die intrinsische Affinitit der Inteinhélften des Ssp DnaE Inteins noch signifikant durch die
zusitzliche Protein-Protein Wechselwirkung verbessert werden. Die Methode erlaubte auch
den Nachweis der Freisetzung von Proteinen aus Zellkompartimenten wie dem

Mitochondrium in das Zytosol wéhrend der Apoptose [198].

A 5 5 B , . f"m
; , ; Rep” F Int" - X
InEI)LN( Extein ;)LN’Ent" : o _ _
ik JI Protein-Protein
Wechselwirkung
PTS |- Bint' > Inf 1 <
| W ] T
Extein Komplexbildung
zirkuldres Protein | _ und PTS
oder Peptid /
P NH I'r }:t | z.B. GFP, Luciferase,
o L NEPOTer | Transkriptionsfaktoren

Abbildung 24 Herstellung von zyklischen Proteinen oder Peptiden und Detektion von Protein-Protein
Wechselwirkungen mit Hilfe gespaltener Inteine. A) Durch eine Int“-Extein-Int" Anordnung auf genetischer
Ebene gelingt mit einer intramolekularen Protein ,.trans“-Spleifireaktion die Synthese zirkuldrer Proteine und
Peptide - als Nebenreaktionen sind Oligomerisierungen denkbar [180,190]; B) Die alleine inaktiven Teile eines
Reportersystems (Rep™ und Rep®) sind mit den gespaltenen Inteinhilften, sowie den zu untersuchenden
Proteinen X und Y fusioniert. Eine Protein-Protein Wechselwirkung zwischen den Proteinen X und Y verstérkt
die Affinitdt der Inteinhélften und fithrt nach Komplexbildung und PTS zur vermehrten Bildung des Reporters
(GFP, Luciferase, Transkriptionsfaktoren, etc.) [159,196,197].

In transgenen Pflanzen eingebrachte Resistenzgene konnen eine enorme Verbesserung im
Vergleich mit Wildpflanzen darstellen. Um das Auskreuzen des funktionellen Transgens in

Wildpflanzen zu erschweren, ist es moglich, dieses mit Hilfe gespaltener Inteine in zwei

49



1 Einleitung

Halften zu teilen. Nun wire fiir das Auskreuzen die sehr unwahrscheinliche, simultane
Ubertragung der genetischen Informationen beider Genhilften notwendig [199-201]. Die
Herstellung zytotoxischer Proteine wird durch den Einsatz gespaltener Inteine stark verbessert
oder {iiberhaupt erst zuginglich. Die nicht toxischen Proteinhdlften konnen im
Standardverfahren durch heterologe Genexpression erhalten werden. Durch eine in vitro PTS
Reaktion kann das fiir lebende Zellen toxische Protein hergestellt werden [202].

Im Vergleich zu den gespaltenen Inteinen finden mutierte cis-Inteine bereits eine noch
héufigere Anwendung in biochemischen, kommerziell erhiltlichen Applikationen. Sie sind
ein wichtiges Hilfsmittel in der Proteinreinigung und der Synthese von C-terminalen
Proteinthioestern und Proteinen mit N-terminalem Cysteinen - enorm wichtige Bausteine fiir
chemische Ligationsreaktionen, wie der Expressed Protein Ligation (EPL). Auch zu diesen
Themen existieren eine Vielzahl hervorragender Ubersichtsartikel, auf die hier jedoch nur

hingewiesen werden kann [113,114,203,204].

Aufgrund der oben beschriebenen Anwendungen spielen gespaltene Inteine eine wichtige
Rolle im Bereich der Chemischen Biologie. Ob sie sich auch in Zukunft zur Lésung von
wichtigen biologischen und medizinischen Fragestellungen durchsetzen werden, hingt jedoch
von den folgenden Herausforderungen ab: So wire z.B. eine generelle Verbesserung der
Reaktionsgeschwindigkeit der PTS-Reaktion ebenso wiinschenswert wie stabilere Ausbeuten
unter diversen Reaktionsbedingungen wie unterschiedliche Temperaturen, pH-Werte und
Losungsmittel. Eine groere Unabhéngigkeit von den flankierenden Exteinsequenzen konnte

die Einsatzbreite der gespaltenen Inteine zusétzlich erhohen.
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1.3 Aufgabenstellung

Dem detaillierten Wissen iiber einzelne NRPS-Doménen steht eine zwar wachsende,
jedoch noch geringe Zahl an Verdffentlichungen zur Doménen-Doménen Interaktion in
diesen Multi-Doménensystemen gegeniiber. Zum besseren Verstdndnis der konformationellen
Anderungen withrend des Katalysezyklus sollte die Wechselwirkung zwischen der A- und der
in cis vorliegenden PCP-Doméne aus dem Gramicidin S Synthetase I Initiationsmodul mit
biochemischen Methoden charakterisiert werden. Die weiteren Projekte dieser Doktorarbeit
zielten darauf hin, die generelle Einsetzbarkeit von gespaltenen Inteinen fiir die selektive
Modifikation von Proteinen zu verbessern. Dazu sollte der kritische Punkt der
Exteinabhédngigkeit durch die Entwicklung eines schnellen und unkomplizierten Systems zum
Testen der SpleiBaktivitit eines gespaltenen Inteins in einem Zielprotein vereinfacht werden.
Zusétzlich sollte das bisher nicht in vitro charakterisierte DnaE Intein aus Nostoc punctiforme

biochemisch und mittels NMR-Spektroskopie untersucht werden.
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2.1 Gerate und Apparaturen

Tabelle 2 Liste der verwendeten Geriite.

Gerit Hersteller mit Typenbezeichnung
Analysenwaagen Mettler PM400

Sartorius Basic
Autoklav Thermo Fischer Scientific Varioklav

Chromatographiesysteme

Gefriertrocknungsanlage
Geldokumentationssystem

Elektroporationssystem
Festphasenpeptidsynthesizer
French Press

Heizblock
HPLC-Anlage (analytisch)

HPLC-Anlage (préaparativ)

Inkubationsschrank
Inkubationsschiittler

MALDI-TOF
NMR-Gerite

PCR-Gerit

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Reinstwasser Anlage
SDS-PAGE Apparatur

Ultraschallgerét
Vakuumpumpe
Vortexer
Zentrifugen

GE Healthcare Akta prime plus und Akta
Purifier 10

Christ LT-105

Canon PowerShot G5

H. Saur Transilluminator IL-200-M
Bio-Rad Gene Pulser und Pulse-Controller
Multisyntech Syro XP

Avestin EmulsiFlex®-C5 High pressure
homogenizer

Eppendorf ThermoStat plus

Hewlett Packard Series 1100

Sédule: Eclipse XDB-C18 3,5 uM

Varian ProStar Serie

Sdule: Microsorb 300-5 C18

Memmert

Infors HT Aerotron

New Brunswick Scientific 126, TC-7
Bruker Daltonics Autoflex 11

Bruker Avance Spektrometer mit entweder
600, 700, 800, 900 oder 950 MHz und
kryogenen Probenkopfen

Biometra Tpersonal Kombi

HANNA instruments pH211

Amersham Biosciences Ultrospec 3100 pro
Eppendorf Reference

Millipore Milli-Q

BioRad Mini-PROTEAN 3 Cell

BioRad PowerPac Basic Netzgerit
Bandelin Sonorex Digitec

KNF Neuberger Laboport SR

LMS VTX 300

Eppendorf Centrifuge 5424

Eppendorf Centrifuge 5702 R

Heraeus Biofuge pico

Sorvall Evolution
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2.2 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Produkt(e)

Acros Organics (New Jersey, USA)
Anaspec (San Jose, USA)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Biosolve (Valkenswaard, Niederlande)

Bruker Daltonics (Bremen)
Cambridge Isotope Labs (Andover,
USA)

Deutsche Hefewerke (Niirnberg)
Eurogentech (Seraing, Belgien)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Finnzymes (Espoo, Finnland)
Fluka (Neu-Ulm)
GE Healthcare (Miinchen)

IBA (Gottingen)

Invitrogen (Karlsruhe)
Jena Bioscience (Jena)
KNF optichem (Lohmar)
Macherey & Nagel (Diiren)
Merck KGaA (Darmstadt)

Millipore (Molsheim)

MultiSynTech (Witten)
New England Biolabs (Schwalbach)

Nova Biochem (Darmstadt)
Novagen (Darmstadt)

OPERON Biotechnologies (Koln)
Promega (Madison, USA)
Qiagen (Hilden)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Imidazol, N-Methylmorpholin
Tetramethylrhodamin-5-Maleinimid

Glycin, IPTG, Tris, Trypton, HCI, Ampicillin,
Kanamycin, Isopropanol, Fe(IIT)Cl;, ATP,
AMP, MgCl,, Thiamin-Hydrochlorid, CoA
DMF

Peptide Calibration Standard I
"N-Ammoniumchlorid

Hefeextrakt

Agarose, Elektroporationskiivetten

CIAP, Restriktionsendonukleasen und -puffer,
Protein- und DNA-Grof3enstandards, T4-DNA-
Ligase, DTT

Phusion™ DNS Polymerase

TCEP, Mercaptoethanol, L-Phe

ECL Westernblotting System, Ni-Sepharose 6
fastflow, Gel Filtration Calibration Kit,
,HiTrap-Q-HP” Anionenaustauscher-Saule
Streptactin-Sepharose, Desthiobiotin
Texas-Red C5 Bromacetamid

ApCpp

Ethanol, Acetonitril

porablot NCP 0,45 um Nitrocellulosemembran
KOD Hot Start DNA Polymerase, MESNA,
SDS, Tween-20, 5-IAF

Dialysemembran (Porendurchmesser 0,025 pm)
HBTU

Desoxyribonucleotide (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP), Restriktionsendonukleasen, DNA-
GroBenstandard

Fmoc-geschiitzte Aminosduren, Harze
KOD-Hot Start Polymerase-PCR Kit
Oligonukleotide

Modifiziertes Trypsin (sequencing grade),
SoftLink™ Soft Release Avidin Resin
QIAquick® Gel Extraction Kit, QIAquick® Spin
Siule, Ni*"-NTA-Superflow

Acrylamid-Lsg. fiir SDS-PAGE, APS, BSA,
DMSO, Ethidiumbromid, B-Mercaptoethanol,
Bromphenolblau, TEMED, Visking-Dialyse-
schlauch (MWCO 15.000), Harnstoff, Agar,
Coomassie Brilliant Blue R 250, L-Arabinose,
Glukose, L-Pro

5(6)-Carboxyfluorescein, TFA, TIS, DIPEA,
Biotin, DHB, CHCA

53



2 Material

Vivascience Sartorius (Hannover) Vivaspin Sédulen 20 Konzentratoren (mit
MWCO 3, 5, 10, 30 und 50 kDa)

2.3 Vektoren

pET16b

Der Vektor pET-16b (5711 bp, Novagen) verfiigt liber eine multiple cloning site (MCS),
die eine Zielgensequenz am 5’-Ende mit den Codons einer Faktor Xa Proteaseschnittstelle
sowie einer Sequenz eines Hg-Tags verbindet. Durch Klonierung der unterschiedlichen
Zielgensequenzen iiber die Schnittstellen Ncol und Hindlll wurden diese Eigenschaften
jedoch aus dem Vektor entfernt. Der T7 Promotor reguliert die Expression des Zielgens und
wird durch den lac Repressor (lacl) reprimiert, bis IPTG zur Induktion der Expression des
Zielgens zugegeben wird. Die kodierte f-Lactamase verleiht Ampicillinresistenz und die

Vervielfaltigung geschieht iiber den ColE1 Replikationsursprung aus pBR322.

pRSFDuet

Der pRSFDuet Vektor (3829 bp) der Firma Novagen wurde zur Koexpression von zwei
Zielgensequenzen entwickelt. Er enthdlt zwei MCS, die jeweils am 5’-Ende eine T7/lac
Promotor/Operator Sequenz, sowie eine Ribosomenbindestelle besitzen. Auflerdem enthilt
der Vektor das Kanamycin-Resistenzgen, den lac-Repressor (lacl) und den vom RSF1030
abgeleiteten RSF Replikationsursprung. In dieser Arbeit wurde keine duale Koexpression
durchgefiihrt, sondern der Vektor wurde nur zur Expression eines Zielgens verwendet. Dieses

wurde in die erste MCS kloniert.

pET42b

Der pET42b-Vektor (5930 bp) der Firma Novagen wurde zur Expression einer
Zielgensequenz mit einem N-terminalen GST-Fusionsprotein und einem C-terminalen He-Tag
entwickelt. Uber die Klonierung mit der Ndel Schnittstelle am 5’-Ende wurde jedoch die
komplette GST-kodierende Sequenz entfernt. Mittels der T7/lac Promotor/Operator
Sequenzen und des lac Repressors (lacl) kann die Expression des Zielgens durch IPTG
induziert werden. Der pET42b-Vektor enthilt zusitzlich ein Gen zur Vermittlung der

Kanamycin-Resistenz und den ColE1 Replikationsursprung aus pBR322.
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pET28a

Der pET28a-Vektor (5369 bp) der Firma Novagen verfiigt iiber eine N-terminale He-Tag-
Sequenz, eine anschliefende Thrombin Protease-Schnittstelle und einen T7-Tag, sowie einen
C-terminalen He-Tag. In dieser Arbeit wurden durch Verwendung der Ncol Schnittstelle alle
N-terminalen Eigenschaften des Vektors entfernt und meistens durch eine StrepTag II (ST)-
Sequenz ersetzt. Aullerdem enthdlt der Vektor das Kanamycin-Resistenzgen, einen T7-

Promotor, den lac-Repressor (/acl) und den Replikationsursprung ColE1 aus pBR322.

pSU38

Der pSU38-Vektor wurde ausgehend von dem Plasmid pACYC184 [205] von Bartolomé
et al. konstruiert [206]. Unter anderem enthilt dieser Vektor eine Kanamycin-Resistenz und
ein lacZo-Reportergen. Der Vektor liegt in mittlerer Kopienzahl (20-30 Kopien) in der Zelle

vor und der Promoter ist unter nicht-induzierten Bedingungen vollstindig blockiert.

pBluescript

Der pBluescript II KS(-) Vektor (2962 bp) ist ein weit verbreiteter Klonierungsvektor. Der
Vektor besitzt sowohl einen /acl-Promotor, als auch einen T3-Promotor am 5’-Ende der
MCS. Am 3’-Ende der MCS liegt noch die Sequenz fiir einen T7-Promotor um eine
Expression in zwei Richtungen zu ermoglichen. Der Vektor verleiht Resistenz gegen
Ampicillin durch die Expression des (Lactamase-Gens und repliziert sich in E. coli durch

den ColE1 Replikationsursprung, der aus dem pBR322 Plasmid stammt.

pBAD

Die pBAD Vektoren der Firma Invitrogen erlauben die Expression eines Proteins von
Interesse durch die Zugabe von L-Arabinose. Dazu wird eine araBAD Promotorsequenz am
5’-Ende des Zielgens, sowie die Sequenz des araC-Repressors verwendet. Zusitzlich zur
Bindung von L-Arabinose an den AraC-Repressor wird fiir eine maximale Expression der
Komplex aus cAMP und dem cAMP Aktivatorprotein (CAP) benotigt. Uber diese
Katabolitrepression kann damit ebenfalls durch Zugabe von Glukose eine unerwiinschte
Transkription der Zielgensequenz verringert werden. Der Vektor verleiht Resistenz gegen
Ampicillin durch die Expression des (Lactamase-Gens (bla) und repliziert sich in E. coli

durch den ColE1 Replikationsursprung, der aus dem pBR322 Plasmid stammt.
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2.4 Mikroorganismen

241 E. coliTop10

Elektrokompetente Zellen des Stammes E. coli ToplO0 wurden zu Klonierungszwecken
verwendet.

Genotyp: F’ {lacI® Tn10(Tet™)} merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR)endA1 nupG

2.4.2 E. coli BL21 Gold (DE3)

Dem Expressionsstamm E. coli BL21 Gold (DE3) fehlen zur Erh6hung der Proteinstabilitét
die Gene fiir die Proteasen lon und ompT. Er enthélt ein Gen fiir die T7 RNA Polymerase, das
im Chromosom nach lacZ und dem Promotor /acV5 auf einem A-Prophagen insertiert
vorliegt. Die Polymerase ist nach Induktion mit IPTG fiir die effiziente Expression von unter
Kontrolle des T7 Promotors stehenden Zielgenen essentiell. Der Stamm enthélt eine Resistenz
gegen Tetrazyklin. Das Gen der Endonuclease I (endA) ist inaktiviert.

Genotyp: F ompT hsdSg (rgmg’) dem”™ Tet" galMDE3) endA Hte

2.5 Medien

Als Vollmedium zur Anzucht von E. coli BL21 Gold (DE3)- und E. coli Top10-Kulturen
wurde autoklaviertes LB-Medium verwendet. Zur Herstellung von Agarplatten wurde das

Medium vor dem Autoklavieren mit 1,5 % (w/v) Agar Nr. 1 versetzt.
LB-Medium: 10 g/L Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt

5 g/L NaCl

Fiir die "’N-Isotopenmarkierung der Proteine fiir NMR-Untersuchungen wurde M9 Minimal

Medium zur Anzucht der E. coli BL21 Gold (DE3)-Zellen verwendet.
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M9 Minimal Medium: 45 mM Na,HPO,
25 mM KH,POg4
8,5 mM NaCl
0,1 mM CaCl,
1 mM MgSOq4
0,03 mg/mL Thiamin (steril filtriert)
0,1 % NH4Cl oder 0,1 % '"NH,CI (steril filtriert)
0,2 % Glukose (steril filtriert)
22 nM FeCl; (steril filtriert)

Hitzeempfindliche Substanzen, wie z.B Antibiotika, wurden dem Medium als sterilfiltrierte
Losungen erst nach dem Autoklavieren in folgenden Konzentrationen zugegeben:

Ampicillin: 100 pg/mL

Kanamycin: 50 pg/mL

oder eine Mischung aus Amp'” und Kan".

2.6 Puffer und Lésungen

Ni**-NTA-Puffer A 50 mM Tris/HCI pH 8,0
300 mM NacCl
Ni**-NTA-Puffer B 50 mM Tris/HCI pH 8,0
300 mM NaCl
250 mM Imidazol

Ni**-NTA-Puffer A (Harnstoff) 50 mM Tris/HCI pH 8,0
300 mM NacCl
8 M Harnstoff

Ni**-NTA-Puffer B (Harnstoff) 50 mM Tris/HCI pH 8,0
300 mM NacCl
250 mM Imidazol
8 M Harnstoff
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Spleipuffer

Strep-Tag Puffer W

Strep-Tag Puffer E

4x SDS Probenpuffer

4x nativer Probenpuffer

SDS-Gel Laufpuffer

Coomassie-Farbelosung

50 mM Tris/HCI pH 7,0
300 mM NacCl

1 mM EDTA

2 mM DTT

10 % Glycerin

100 mM Tris/HCI pH 8,0
150 mM NacCl
1 mM EDTA

100 mM Tris/HCI pH 8,0
150 mM NacCl

1 mM EDTA

2,5 mM Desthiobiotin

50 mM Tris/HClI pH 6,8

8 % (w/v) SDS

40 % (v/v) Glycerin

20 % (v/v) p-Mercaptoethanol
0,2 % (w/v) Bromphenolblau

50 mM Tris/HCI pH 6,8

40 % (v/v) Glycerin

20 % (v/v) p-Mercaptoethanol
0,2 % (w/v) Bromphenolblau

50 mM Tris
250 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

40 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Essigsdure

2,5 g/L Coomassie Brilliant Blau R250
in ddH,O
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Coomassie-Entfarbelosung

NMR-Puffer

Waschlésung

Trypsinldsung

Diffusionslosung

Assay-Puffer

40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsdure
in ddH,O

25 mM Tris pH 7,0
50 mM NaCl

200 mM NH4HCOs3
50 % (v/v) Acetonitril

50 mM NH4HCO; pH 8,1

10 % (v/v) Acetonitril
0,02 pg/uL Trypsin

10 % (v/v) Acetonitril

1 % Trifluoressigsédure

50 mM HEPES pH 8,0
100 mM NaCl

1 mM EDTA

10 mM MgCl,

2 mM DTT (optional)
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3.1 Konstruktion der Plasmide

Alle die in dieser Arbeit angewendeten molekularbiologischen Techniken wurden, wenn
nicht ausdriicklich anders beschrieben, nach Standardvorschriften durchgefiihrt [207]. Diese
Methoden umfassen: die Plasmidprdparation aus E. coli [208], die DNA-Amplifikation
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) [209], die Punktmutations-PCR nach dem
QuickChange SiteDirected Mutagenesis-Protokoll der Firma Stratagene [210], die DNA-
Fragment- und Plasmidreinigung mit Hilfe der QIAquick-spin-Sdulen der Firma Qiagen, die
Dephosphorylierung mittels alkalischer Phosphatase, die Ligation von DNA-Fragmenten
durch die T4-DNA-Ligase, sowie die abschlieBende Sequenzierung des hergestellten
Plasmidkonstrukts bei der Firma GATC Biotech AG (Konstanz). Eine detaillierte
Beschreibung dieser Methoden, sowie der Transformation von kompetenten E. coli-Zellen mit

Plasmid-DNA befindet sich auBerdem in folgender Diplomarbeit [211].

Klonierung der Konstrukte mit den NRPS-Fragmenten aus der Gramicidin S Biosynthese

Die beiden Plasmide zur Expression des GrsA A-PCP-Hg Fragments (pJZ06) und seiner
cystein-freie Variante GrsA A-PCP(A-4Cys)-He (pJZ13) basierten auf dem pET16b-Vektor
und wurden bereits in fritheren Arbeiten hergestellt [211]. Ausgehend von pJZ13 wurden nun
mittels Punktmutagenese Cysteine wieder in das Konstrukt eingefiihrt. Durch Verwendung
der Oligonukleotide 0JZ20 (5’-GTAGCCACCA AAGAATGCAT AGGTCATTCA GTTCC)
und 0JZ21 (5’-GGAACTGAAT GACCTATGCA TTCTTTGGTG GCTAC) konnte z.B. die
Mutation T341C eingebracht werden. In den Sequenzen der Oligonukleotide sind die zu
mutierenden Basenpaare unterstrichen. In einer zweiten Punktmutagenese mit oJZ18 (5°-
CCTTCTTATT TTATCCAGCT GTGCAAAATG CCGCTTAC) und oJZ19 (5°-
GTAAGCGGCA TTTTGCACAG CTGGATAAAA TAAGAAGG) wurde pJZ67 zur
Expression von A-PCP(A-4Cys, T341C, D508C) - Protein 11 erhalten. Zur Expression des
kompletten Elongationsmoduls GrsB1 (ST-GrsB1 C-A-PCP-Hg) wurde das auf dem pET28a
basierende Plasmid pJZ56b verwendet. Mit den Oligonukleotiden 0JZ56 (5’-ATAGCTAGCA
GTACATTTAA AAAAGAACAT G) und 0JZ57 (5°-TATGGATCCG CTTTCTTTCT
TTGCCCCGTT T) wurde das 3,1 kbp groBe Insert von der genomischen DNA des
Gramicidin S Produzenten Bacillus brevis ATC9999 amplifiziert und mit den
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Restriktionsenzymen Nhel und BamHI geschnitten. Die Ligation erfolgte mit einem identisch
geschnittenen, modifizierten pET28a-Vektorfragment, das in 5’-Richtung zur Nhel-
Schnittstelle die Sequenz eines StrepTag II und in 3’-Richtung zur BamHI-Schnittstelle die

Sequenz eines He-Tags besall.

Klonierung der Expressionsplasmide des natiirlich gespaltenen Npu DnaFE Inteins

Die Expressionsplasmide mit den N- und C-terminalen Hélften des Npu DnaE Inteins und
Sequenzen von Hitzeschockproteinen als Exteine (pSTDuet51F, pSTBadla) wurden
freundlicherweise von Dr. Sylvain Tourel und Prof. Dr. Horst Kessler (Technische Universitét
Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Das N-Extein konnte aus dem pSTDuet51F-Vektor {liber
die Ncol und BamHI Schnittstellen entfernt und durch ein ST-gpD kodierendes Fragment
ersetzt werden. Dieses wurde durch PCR von pSB34 [164] mit den Oligonukleotiden 0JZ35
(5’-ATACCATGGC CAGTTGGAGC CACCCGCAGT TCGAAAAAGC GAGCAAAGAA
ACCTTTACCC) und (5’-ATAGGATCCA ACGATGCTGA TTGCC) amplifiziert und die
Ligation ergab das Expressionsplasmid pAUO8 fiir ST-gpD-Npu DnaE" (1) [212]. Ausgehend
von pAUO8 wurde das Plasmid fiir die C1A Mutation durch Punktmutagenese mit den
Oligonukleotiden 0JZ81 (5’-ATCAGCATCG TTGGATCTGC TTTAAGCTAT GAAAC)
und 0JZ82 (5’-GTTTCATAGC TTAAAGCAGA TCCAACGATG CTGAT) kloniert (pJZ62
- 1c1a). Das Expressionsplasmid fiir das Fusionskonstrukt ST-eGFP-Npu DnaE" (pVS07)
wurde von Vivien Schiitz zur Verfiigung gestellt [213]. Fiir die C-terminalen
Inteinfusionskonstrukte wurde das C-Extein aus pSTBadla tiber die Schnittstellen Kpnl und
Hindlll entfernt und in einem ersten Schritt durch ein verbessertes griin fluoreszierendes
Protein (eGFP)-Hg Fragment ersetzt (s. [212]). Der resultierende Vektor pAU0O7 konnte mit
Kpnl und Bgl/Il geschnitten werden. Die Ligation mit einem identisch geschnittenen durch
Amplifikation von dem Templat pSB34 [164] mit den Oligonukleotiden (5’-ATAGGTACCG
CGAGCAAAGA AACCTTTAC) und (5’-TATAGATCTG GATCCAACGA
TGCTGATTGC CG) erhaltenem PCR-Produkt ergab pJZ60 (Npu DnaE--gpD-Hg). Aufgrund
schlechter Expression wurde das komplette Insert {iber die Ndel und HindlIl Schnittstellen in
ein pET42b-Vektorgrundgeriist kloniert. Damit war pJZ68 das Expressionsplasmid fiir Npu
DnaE‘-gpD-Hs (2). Die N36A Mutante wurde ausgehend von pJZ68 mit den
Oligonukleotiden 0JZ83 (5’-GGCTTCATAG CTTCTGCATG CTTCAATGGT ACCGCG)
und 0JZ84 (5’-CGCGGTACCA TTGAAGCATG CAGAAGCTAT GAAGCC) mittels
Punktmutagenese-PCR erstellt (pJZ69 - 2n36a). Analog wurde zuséitzlich in pJZ69 die C+1A
Mutation mit 0JZ95 (5’-CTTCATAGCT TCTGCAGCCT TCAATGGTAC CGCG) und
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0J796 (5’-CGCGGTACCA TTGAAGGCTG CAGAAGCTAT GAAG) eingebracht (pJZ82 -
2n36A, c+1a)- Um eine native Reinigung der C-terminalen Inteinfusionsproteine zu ermdglichen
wurden Plasmide mit einer N-terminalen StrepTag II Sequenz bendtigt. Plasmid pJZ57b
kodierte fiir das Protein ST-Npu DnaE-gpD-Hs (3). Das Insert wurde mittels PCR von pJZ60
als Templat und mit den Oligonukleotiden (5’-ATACCATGGC CAGTTGGAGC
CACCCGCAGT TCGAAAAAGC TAGCATGATC AAAATAGCCA CAC) und (5°-
TATAAGCTTA GTGATGGTGA TGG) amplifiziert, anschlieBend mit Ncol und Hindlll
geschnitten und in einen identisch geschnittenen pET16b-Vektor ligiert. Aus pJZ57b konnte
iiber Kpnl und Hindlll das C-Extein entfernt werden und durch ein Thioredoxin (Trx)-Hg
Fragment (erhalten aus einem identischen Restriktionsverdau von pVSO01 [214]) ersetzt
werden (pJZ70 - ST-Npu DnaE®-Trx-H - 4). Die detaillierte Herstellung der Plasmide zur
Expression der in Tabelle 5 erwédhnten zusétzlichen Fusionsproteine ist in folgender

Veroffentlichung nachzulesen [214].

Herstellung der Konstrukte fiir NMR-Untersuchungen an gespaltenen Inteinen

Neben den im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Intein-gpD Konstrukten wurden
weitere Proteine per NMR-Spektroskopie untersucht. Als Referenz fiir die Signale des gpD-
Proteins diente Protein 5 (ST-gpD-Hs). Das Insert wurde iiber eine PCR mit pSB34 [164] und
den  Oligonukleotiden  (5’-ATACCATGGC  CAGTTGGAGC CACCCGCAGT
TCGAAAAAGC GAGCAAAGAA ACCTTTA) und (5’-CGCAAGCTTA GTGATGGTGA
TGGTGATGAG ATCTGGATCC AACGATGCTG ATTGCCGTTC) amplifiziert und
mittels Ncol und Hindlll geschnitten. Die Ligation mit einem identisch verdauten pET28a-
Vektor ergab pJZ49. Die C-terminale Hélfte des an der Endonukleaseposition kiinstlich
gespaltenen Ssp DnaB Inteins wurde mit Hilfe von Protein 6 ST-gpD-DnaB“(107-154)-Hs
NMR-spektroskopisch untersucht. Der zugehorige Expressionsvektor pJZ35 basierte ebenfalls
auf einem pET28a Grundgeriist, welches iiber einen Ncol und Hindlll Verdau erzeugt wurde.
Fiir das Insert diente erneut pSB34 als Templat und die Oligonukleotide waren 0JZ35 (5°-
ATACCATGGC CAGTTGGAGC CACCCGCAGT TCGAAAAAGC GAGCAAAGAA
ACCTTTACCC) und 0JZ36 (5’-ATAAAGCTTA CCGCAGGATC TAATACTGTT ATGG).
Fiir die Klonierung des gpD-Fusionsproteins mit der C-terminalen Hilfte das an Position 11
gespaltenen Ssp DnaB Intein, DnaB®(12-154)-gpD-H, (7), wurden die Plasmide pCL30
(bereitgestellt von Dr. Christina Ludwig) und pTS49 (bereitgestellt von Tim Sonntag)
bendtigt. Fiir das Vektorfragment wurde pCL30 (DnaB®(12-154)-A-PCP-H; in pSU38) mit
BamHI geschnitten und dephosphoryliert. Die Ligation erfolgte mit dem {iber PCR
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hergestellten und ebenfalls mit BamHI verdauten Insert (pTS49 als Templat und den
Oligonukleotiden  0JZ26  (5’-ATATCTAGAA AGGAGATATA CCATGGGATC
CGCGAGCAAA GAAACCTTTA CC) und 0JZ34 (5’-ATAACTAGTG GATCCAACGA
TGCTGATTGC C)) und ergab pJZ29. Zusitzlich wurde fiir eine vereinfachte Reinigung mit
besseren Ausbeuten im Vergleich mit Protein 1 (ST-gpD-Npu DnaE") die StrepTag II
Sequenz durch einen Hg-Tag ersetzt. pAUOS8 diente sowohl als Vektorgrundgeriist
(Restriktionsverdau mit Ncol und Bgll), als auch als Templat in einer PCR mit den
Oligonukleotiden  0JZ97  (5-ATACCATGGG CCATCACCAT CACCATCACA
CTAGTAAAGA AACCTTTACC CATTAC) wund o0JZ34 (5-ATAACTAGTG
GATCCAACGA TGCTGATTGC C). Das Insert wurde ebenfalls mit Ncol und Bgll
geschnitten und die Ligation mit dem Vektorfragment ergab pJZ83 (Hg-gpD-Npu DnaE" - 8).
Zur Klonierung des Expressionsvektors filir das Protein He-gpD-Npu DnaEN(;1 A (8¢c1a) wurden
sowohl pJZ62 (ST-gpD-Npu DnaE"¢4), als auch pJZ83 mit Ncol und Bgll geschnitten. Der
Austausch der ST-gpD Sequenz in pJZ62 durch die Hg-gpD Sequenz ergab pJZ84.

Klonierung der Inteinkassetten fiir das SPLICEFINDER-System

Alle Inteinintegrationskassetten basierten auf dem Plasmid pTS13, welches iiber eine
Fusions-PCR (gespaltenes Sce VMA Intein von dem HIS3-Gen unterbrochen) in einem
pBluescript-Vektor generiert wurde. pTS13 wurde von Tim Sonntag zur Verfiigung gestellt.
In den folgenden Schritten wurden die 5°- und 3’-Bereiche des Sce VMA Inteins mittels RF-
PCR [215] durch die Inteinfusionsgene der unterschiedlichen gespaltenen Inteine
ausgetauscht. Fiir das kiinstlich an der Position der Endonuklease gespaltene Ssp DnaB Intein
wurde die C-terminale Sequenz von dem Templat pAUO04 (Ssp DnaB(107-154)-GrsA ASPB_
PCP-Hg [212]) mit den Oligonukleotiden oTS158 (5’-TACTAACGCCG CCATCCAGTT
TAAACTCAGC CATACTTTTC ATACTCC) und oTS159 (5-CCCTCACTAA
AGGGAACAAA AGCTGGCGGA TACATATTTG AATGTAT) amplifiziert. Das PCR-
Produkt enthielt den araBAD Promotorbereich aus dem kommerziell erhéltlichen pBAD
Expressionssystem (/nvitrogen) und wurde als Insert in einer RF-PCR mit pTS13 als Templat
verwendet. Das Produkt wurde pCasDnaB1 genannt und diente als Templat in einer zweiten
RF-PCR zum Austausch der 5’-kodierenden Sequenzen. Hier wurde das Insert iiber eine PCR
von pJZ28 (He-GrsA AS™ “- DnaB™(1-104)) und den Oligonukleotiden 0TS156 (5°-
AATACGACTC ACTATAGGGC GAATTGCGAG ATCTCGATCC CGCGAAAT) und
oTS157 (5°-ATCTGGCGCG CCTTAATTAA CCCGGGGCGC TGGCAAGTGT
AGCGGTC) generiert. Die vollstindige Ssp DnaB Inteinkassette war pCasDnaB2. In zwei

63



3 Methoden

weiteren RF-PCR Schritten wurde die Npu DnaE Inteinkassette hergestellt. Zuerst erfolgte der
Austausch der Gensequenz fiir den N-terminalen Bereich mit dem Fragment ST-gpD-Npu
DnaE", welches iiber eine PCR von pAUOS mit den Oligonukleotiden 0JZ62 (5’-
AATTGTGAGC GGATAACAAT TCCCCTGTAG AAATAATTTT G) und oJZ63 (5°-
TGGTGGTGGT GCTCGAGTGC GGCCGCAAGC TTAATT) amplifiziert wurde.
AnschlieBend wurde der 3’-Bereich durch ein Npu DnaE®-eGPF-Hg-Fragment ersetzt,
welches iiber eine PCR von pAU07 (Npu DnaE -eGPF-Hg) mit den Oligonukleotiden 0JZ64
(5’-CGCTTTTTAT CGCAACTCTC TACTG) und oJZ65 (5-AAGCTTAGTG
ATGGTGATGG TGATG) generiert wurde. Das endgiiltige Plasmid wurde pCasDnaE2
genannt. Analog zu den beiden anderen Inteinkassetten wurde auch die Mxe GyrA Kassette
tiber zwei aufeinander folgende RF-PCRs ausgehend von pCasDnaE2 hergestellt. Der 5°-
kodierende Bereich wurde von pAIl3 (MBP-Mxe GyrAMN(1-119)-FKBP, zur Verfiigung
gestellt von Dr. Thomas Kurpiers) mit den Oligonukleotiden 0JZ91 (5’-ACTTTAATAA
GGAGATATAC CATGGAAATC GAAGAAGG) und 0JZ292 (5’-GTGCTCGAGT
GCGGCCGCAA GCTTAATAAC TAGTTTCCAG TTTTAG) amplifiziert. Das
Zwischenkonstrukt pCasGyrA1l diente als Templat in der zweiten RF-PCR. Hier wurde der
3’-kodierende Bereich durch das Insert gpD-Mxe GyrA®(120-199)-He, hergestellt aus einer
PCR von pDKO1 (zur Verfligung gestellt von Dania Kendziora) und den Oligonukleotiden
0JZ93 (5’-ACTTTAAGAA GGAGATATAC ATATGGCGAG CAAAGAAACC TTTAC)
und 0J7294 (5’-AAGCTTAGTG ATGGTGATGG TGATG), ausgetauscht.

Das Helferplasmid pRSFara mit den kodierenden Bereichen fiir die regulatorischen
Proteine Lacl und AraC wurde wie folgt hergestellt: Ausgehend von dem kommerziell
erhéltlichen RSFDuet Vektor (Novagen, Kanamycin-Resistenz, lacl) wurden beide multiple
Klonierungsstellen durch die Sequenz des araC-Gens und den korrespondierenden
Promotorregionen mittels RF-PCR ausgetauscht. Das Insert fiir diesen Klonierungsschritt
wurde iber eine PCR von einem kommerziell erhidltlichen pBAD-Vektor mit den
Oligonukleotiden  0JZ69  (5’-CGCTCTCCCT TATGCGACTC CTGCAGGAGA
AACAGTAGAG AGTTGCG) wund 0JZ70 (5-TTCGCAGCAG CGGTTTCTTT
ACCAGGCCTG CCACCATACC CACGCCQG) erzeugt.

Herstellung des Beispielgens ST-gpD-Trx-Hs und der Integrationsplasmide
Zur Integration der Ssp DnaB- und der Npu DnaE-Inteinkassetten in das Beispielgen ST-
gpD-Trx-Hg wurde als Templat das Plasmid pSEO1 verwendet. Dieses konnte iiber eine Drei-

Fragmentligation hergestellt werden. Ein Ncol, EcoRI Verdau des Plasmids pJZ42 (ST-gpD-
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Ssp DnaBM(1-104)) fiihrte zu dem ST-gpD Fragment. Zusitzlich wurde die Sequenz Trx-Hg
iiber eine PCR von pCL20 [169] mit den Oligonukleotiden 0JZ85 (5’-ATAGAATTCG
GCGGAGGCGG AGGAGGATCT GATAAAAT) und oJZ55 (5-TATCTCGAGT
TAGTGATGGT GATGGTGATG AG) und einem anschlieBenden Verdau mit EcoRI und
Xhol erhalten. 0JZ85 baut zusitzlich sechs Glycin-Codons in den Linkerbereich zwischen
beiden Doménen ein. Die Ligation beider Fragmente mit einem Ncol, Xhol geschnittenen
pET16b-Vektorfragment ergab pSEO1. Um groflere Expressionsausbeuten flir die NMR-
Untersuchungen zu erhalten, wurde das gesamte Insertfragment mittels eines Ncol, Xhol
Restriktionsverdaus in einen pET28a Vektor transferiert (pSE02, Protein 9).

Die iiber RF-PCR erhaltenen Integrationsplasmide der Ssp DnaB- und der Npu DnaE-
Inteinkassetten in das Beispielgen ST-gpD-Trx-Hs sind in Tabelle 3, die dazu verwendeten

Oligonukleotide sind in Tabelle 10 im Anhang zusammengefasst.

Tabelle 3 Generierte Integrationsplasmide der Ssp DnaB- und Npu DnaE-Inteinkassetten in das
Beispielgen ST-gpD-Trx-Hg.

Kombination | Oligonukleotide | AS an der N-term. | AS an der C-term. | Plasmidname
SpleiBstelle Spleifistelle
K1, Ssp DnaB | oSE03, oSEO1 GGG SGGG pTS216
K2, Ssp DnaB | oSE03, oSE02 GGG SIEQ pTS217
K3, Ssp DnaB | 0oSE04, 0oSEO1 ESG SGGG pTS218
K4, Ssp DnaB | oSE04, 0SE02 ESG SIEQ pTS219
K5, Npu DnaE | oSE0S5, oSE07 GGG CGGG pTS210
K6, Npu DnaE | oSEO05, oSE08 GGG CFNK pTS211
K7, Npu DnaE | oSE06, oSE07 AEY CGGG pTS212
K8, Npu DnaE | oSE06, oSE08 AEY CFNK pTS213

Plasmide fiir die separate Expression der Npu DnaE-Inteinfusionsproteine

Zur Durchfiihrung von in vitro Spleifireaktionen mit gereinigten Proteinen wurden die
individuellen Npu DnaE-Inteinfusionskonstrukte aus den Integrationsplasmiden mittels
Restriktionsverdau entfernt und in Expressionsvektoren kloniert. Das Vektorfragment der 5°-
Inteinfusionsgene wurde durch einen Ncol, Hindlll-Verdaus eines RSFDuet Vektors
(Novagen) erhalten und mit den Ncol, Hindlll-Fragmenten entweder von pSE07 (ST-gpD-
GGG-Npu DnaE"™) oder von pSE10 (ST-gpD-AEY-Npu DnaE") ligiert. Die entstandenen

Plasmide wurden pSEI3, respektive pSE14 genannt. Die 3’-Fusionsgene wurden in
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kommerziell erhiltliche pBAD-Vektoren transferiert. Das Vektorgrundgeriist wurde durch
einen Restriktionsverdau mit Ndel und Bg/II erhalten. Das Npu DnaE“-CGGG-Trx-H Insert
kam von einem Ndel und Bg/lI-Verdau von pSE07 und die Ligation ergab pSE11. Das andere
Plasmid, welches fiir Npu DnaE“-CFNK-Trx-H¢ kodiert, wurde pSE12 genannt und
resultierte aus einem analogen Verdau von pSE10 mit anschlieBender Ligation in das pBAD-

Vektorfragment.

Klonierung von NRPS-Inteinfusionskonstrukten

Die Klonierung des Expressionsplasmids pJZ16 fiir das Protein 10, ST-Ssp DnaB“(12-
154)-A-PCP-Hg, gelang bereits in fritheren Arbeiten [211]. Die Herstellung der Vektoren zur
Expression der Proteine 12, pAUO06 - ST-GrsA Aj.421-Ssp DnaBN(1—104), und 13, pAUO4 -
Ssp DnaBC(107-154)-S-GrsA Au3.540-PCP-Hg ist in der Bachelorarbeit von Annika Urbanek

nachzulesen [212].

Konstrukte zur Expression von Ssp DnaB-Inteinfusionskonstrukten fiir Gelfiltrationsunter-
suchungen

Die Plasmide zur Expression von MBP-Ssp DnaB™-FKBP-Hg und MBP-Ssp DnaB®-Hs
heilen pSB13, respektive pTK56 und wurden von Dr. Steffen Brenzel und Dr. Thomas
Kurpiers zur Verfiigung gestellt [163,164].

3.2 Expression und Proteinreinigung

3.2.1 Heterologe Expression in E. coli Zellen

Zur Herstellung der gewiinschten Proteine wurde der E. coli Expressionsstamm BL21
Gold (DE3) mit den in dieser Arbeit hergestellten Plasmiden transformiert. Die Expression
des gewiinschten Proteins wurde {iber eine Testexpression im 4 mL MaBstab iiberpriift, dazu
wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) der gesamte
Proteininhalt der Zellen vor und nach der Induktion analysiert.

Zur praparativen Herstellung groBerer Mengen an Protein wurden 300 - 800 mL LB-
Medium im Verhiltnis 1:100 mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C und 250 rpm
herangezogen. Durch Zugabe entsprechender Antibiotika (50 pg/mL Kanamycin, 100 pg/mL

Ampicillin oder einer Kombination aus beiden) wurde ein Selektionsdruck aufgebaut. Bei
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einer ODgoo von 0,5 bis 0,7 wurde die Uberexpression durch Zugabe von IPTG in einer
Endkonzentration von 0,4 mM oder durch Zugabe von L-Arabinose (0,02 - 0,2 %) induziert.
Nach der Induktion wurden die Zellen fiir weitere 3 bis 4 h bei 28°C inkubiert. Fiir den
Einbau der NMR-aktiven 15N-Isotope wurde bei einer ODgyy von 0,5 bis 0,7 ein
Mediumswechsel zu M9 Minimal Medium mit '*N-Ammoniumchlorid als einziger
Stickstoffquelle durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen pelletiert (4.000 rpm, 10 min, RT) und
das LB-Medium entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen in Minimalmedium resuspendiert.
Vor der Induktion wurden die Zellen fiir 15 min bei der Induktionstemperatur (meistens
25°C) zur Anpassung an die neuen Mediumsbedingungen geschiittelt. Erfolgte die Induktion
mit L-Arabinose, so wurde auf komplett auf Glukose im Minimalmedium verzichtet. Die
Expression in isotopenmarkiertem Medium wurde meistens iiber Nacht durchgefiihrt. Nach
der Expression des gewiinschten Proteins wurden die Zellen geerntet (7.000 rpm, 15 min,
4°C) und in einem moglichst kleinen Volumen eines fiir die Reinigung geeigneten Puffers

resuspendiert. Bis zum endgiiltigen Zellaufschluss wurden die Zellen bei -20°C gelagert.

3.2.2 Zellaufschluss

Der Zellaufschluss dient zur Freisetzung der exprimierten Proteine aus den E. coli
Zellen. Dazu wurde ein mechanischer Aufschluss mittels einer French Press Zelle gewéhlt. In
dieser Arbeit wurde ein EmulsiFlex®-C5 High pressure homogenizer der Firma Avestin
verwendet. Das Gerdt wurde vor der Benutzung mit Eis gekiihlt, um die aufgeschlossenen
Proteine zu schonen. Die resuspendierten Zellen der Expression wurden mit hohem Druck
durch eine kleine Offnung gepresst, wobei ein Druckunterschied von 6,9 MPa erreicht wurde.
Die dabei resultierenden Scherkréfte zerstorten die Zellwdnde und setzten die im Cytosol
vorliegenden Proteine frei. Um einen mdglichst kompletten Aufschluss zu erreichen, wurde
die Zellsuspension zweimal durch das Geridt gefiihrt. Zur Trennung des Zelllysats von den
Zelltrimmern und den unldslichen Proteinen wurde die Suspension 30 min bei 17.000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde direkt fiir die jeweilige

Affinitdtschromatographie eingesetzt.
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3.2.3 Proteinreinigung

Die Reinigung der Proteine erfolgte in dieser Arbeit mittels N- und/oder C-terminal
fusionierter Affinititstags. Verwendet wurden hierfiir sowohl die Hexahistidinsequenz (Hg)
als auch der Strep-Tag II (ST). Die exakten Schritte richteten sich nach den Angaben der
Hersteller des S&dulenmaterials. Fiir die Affinitdtschromatographie an immobilisierten
Nickelionen zur Reinigung von Proteinen mit einem Hg¢-Tag wurde das Material der Firma
Qiagen verwendet (Ni*-NTA Superflow). Proteine mit Strep-Tag II konnten mit dem Strep-
Tactin Sepharose Material der Firma /B4 von den anderen Komponenten des Zellextraktes
gereinigt werden. Detailliert sind die Reinigungsbedingungen ebenfalls in fritheren Arbeiten
zusammengefasst und dort nachzulesen [211]. Wurde ein Protein iiber beide Affinititstags
gereinigt, so erfolgte nach der Elution von der ersten Chromatographiesédule ein Dialyseschritt
in den Auftragspuffer des zweiten Chromatographieschrittes (Ni**-NTA-Puffer A oder Strep-
Tag Puffer W). Die Reinigung iiber eine mittels PTS eingebrachte Biotinfunktionalitét ist in
Kapitel 3.9.1 beschrieben.

3.3 Biochemische Untersuchungen von NRPS-Proteinen

3.3.1 Partielle tryptische Verdaue von NRPS-Fragmenten

Um den Einfluss der nicht-hydrolysierbaren Sulfamoylinhibitoren auf die Konformation
der GrsA A-PCP Konstrukte zu testen wurden partielle Proteolyse-Experimente durchgefiihrt.
Die apo- und holo-Proteine wurden in Konzentrationen von 6 bis 12 uM in Assay-Puffer mit
den jeweiligen Substraten (ATP, L-Phe, ApCpp, AMP - ImM) und Inhibitoren (100 uM) fiir
10 Minuten bei 37°C vorinkubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe einer Trypsinlosung
(0,08 pg/uL, modified Trypsin, Promega) in einem Protease/Protein Verhéltnis von 1:250
(w/w) gestartet. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und die
Reaktion durch Zugabe von 4x SDS Probenpuffer gestoppt. Um einen nachweisbaren Verdau
in Gegenwart des kognaten Inhibitors (Inh1) zu erzielen, musste die Proteasemenge auf 1:25
(w/w) erhoht werden. In einem Kontrollexperiment mit Sfp in An- und Abwesenheit von
Inh1 konnte nachgewiesen werden, dass Trypsin selbst nicht von dem Inhibitor beeinflusst

wurde.
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3.3.2 Native PAGE- und Gelfiltrations-Assays

Zur Analyse der Grofle und Form der unterschiedlich behandelten GrsA A-PCP Proteine
wurden sowohl native PAGE-, als auch Gelfiltrationsassays verwendet. Die diskontinuierliche
native Gelelektrophorese wurde analog zu dem Standard SDS-PAGE Protokoll nur ohne SDS
durchgefiihrt [216]. Es wurden ein 5 % Sammelgel und ein 8 % Trenngel benutzt. Vor Zugabe
des 4x nativen Probenpuffers wurden die Proteine mit und ohne Substrate und Inhibitoren fiir
15 min bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden nicht aufgekocht.

Die Gelfiltrationsexperimente wurden mit einer Superdex 200 10/300 GL Saule der Firma
GE Healthcare an einem Akta Purifier 10 der gleichen Firma durchgefiihrt. Die Siule wurde
vor den Léufen mit Assay-Puffer und 2 mM DTT é&quilibriert. Nach einem
Vorinkubationsschritt mit oder ohne Inhibitoren fiir 10 min bei 37°C wurden 200 uL einer
20 uM Proteinlosung auf die Sdule aufgegeben. Bei einer Flussrate von 0,5 mL/min wurde die
Absorption bei 280 nm aufgezeichnet. Die Siule wurde mit Hilfe des Gel Filtration
Calibration Kit - Low Molecular Weight der Firma GE Healthcare kalibriert.

3.3.3 Chemisches Markieren des Ppant-Arms

Die Zuginglichkeit des Ppant-Arms zum Loésungsmittel im cystein-freien holo-A-
PCP(A-4Cys) wurde durch eine chemische Markierungsreaktion mit Texas-Red Cs
Bromacetamid getestet. Dazu wurde eine 7,5 uM Proteinlosung in Assay-Puffer (pH 7,0 mit
2 mM TCEP) mit entweder 1 mM der Substrate (ATP, ApCpp, AMP und/oder L-Phe) oder
100 uM der Inhibitoren versetzt. Die Mischung wurde fiir 10 min bei 37°C und anschlieSend
fiir 10 min bei 25°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 8 eq. (im Vergleich
zum Protein) von Texas-Red Cs Bromacetamid (/nvitrogen, 1 mM Stocklosung in DMSO)
gestartet und bei 25°C durchgefiihrt. Zu den Zeitpunkten 2', 5, 10, 20, 40 und 60 min wurden
Aliquots aus der Reaktionsmischung entnommen und die Markierung durch die Zugabe von
4x SDS Probenpuffer gestoppt. Die erhaltenen Proben wurden auf einem SDS-PAGE Gel
analysiert und der Einbau des Texas-Red Fluorophors konnte unter UV-Beleuchtung des Gels
nachgewiesen werden. Eine densitometrische Auswertung der Markierung gelang mit dem
Programm Scion Image (http://www.scioncorp.com). Die Werte wurden anhand der
Intensitidten der Coomassie-Féirbung korrigiert und auf den Wert des holo-Proteins ohne
Inhibitor nach einer Stunde normiert. Alle Messreihen waren das Ergebnis von mindestens

drei unabhédngigen Experimenten.
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3.4 Kinetische Analyse der Protein trans-SpleiRreaktion des Npu
DnaE Inteins

3.4.1 Durchfiihrung der PTS-Reaktion

Die gereinigten Npu DnaE Inteinfusionsproteine wurden in &quimolaren Verhiltnissen mit
Konzentrationen von 10 - 20 uM in SpleiBpuffer gemischt und bei Temperaturen in einem
Bereich von 6 bis 37°C inkubiert. Jedem Reaktionsansatz wurden zusétzlich vor der Reaktion
2 mM DTT aus einer frisch angelegten Stammlosung zugesetzt. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und durch Zugabe von 4x SDS-Probenpuffer wurde
die PTS-Reaktion gestoppt. Die Nullstundenproben wurden erhalten, in dem zuerst ein
Konstrukt mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt wurde und anschlieBend das Partnerprotein
zugegeben wurde. Die kinetische Analyse erfolgte anhand der Bandenintensititen in einem
Coomassie gefiarbten SDS-PAGE Gel. Diese wurden mit Hilfe des Programms Scion Image
(http://www.scioncorp.com) ermittelt und auf die ProteingroBe normiert. Alle Messreihen

waren das Ergebnis von mindestens drei unabhéngigen Experimenten.

3.4.2 Auswertung der kinetischen Daten

Protein  tranms-SpleiBreaktionen lassen sich formal in zwei unterschiedliche
Reaktionsschritte unterteilen. Nach der reversiblen Assoziation der Inteinfusionsproteine, PN
und P€, zum spleiBaktiven Komplex K, reagiert dieser irreversibel zu dem SpleiBprodukt SP
und den herausgeschnittenen Inteinhélften I und I weiter. Der zweite Schritt umfasst hier
alle Reaktionen des SpleiBmechanismus, sowie mdgliche konformationelle Anderungen der
Inteinstruktur. Das Reaktionsschema mit den zugehdrigen Geschwindigkeitskonstanten ist in

Abbildung 25 gezeigt.

kAss k i
P 4Pt T2 K —E2> gP+ M+

I(Diss T

k
Abbildung 25 Reaktionsschema der PTS-Reaktion mit den zugehorigen Geschwindigkeitskonstanten.

In der Arbeit von Shi und Muir [174] wurde festgestellt, dass fiir das natiirlich gespaltene

Ssp DnaE Intein die Inteinfragmente P und P nahe dem Diffusionslimit assoziieren und dass
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die Dissoziation des Komplexes K nur sehr langsam stattfindet (kass > kpiss). Daraus resultiert
eine sehr geringe Dissoziationskonstante von 36 nM fiir das Ssp DnaE Intein. In der
Gesamtreaktion ist damit die  unimolekulare  Spleifireaktion  definitiv  der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt (kass >> kspieis) [174,175]. Dieser Sachverhalt wurde
fiir eine vereinfachte kinetische Auswertung auch fiir das mit dem Ssp verwandte Npu DnaE
Intein angenommen. Damit ergibt sich eine Betrachtung, in der das Inteinfusionsprotein im
Unterschuss, z.B. PY, aufgrund der groBen Geschwindigkeitskonstante kay zu Beginn der
Reaktion vollstindig im Komplex K vorliegt. Die Spleiflireaktion ldsst sich nun mit einem
Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung beziiglich des Komplexes K und damit auch des

Inteinfusionsproteins im Unterschuss beschreiben (s. Gleichung 1).

diK d[SP d[p"
V:_%:ksmem*[K]: [dt] oder V:_%: Spleiﬂ*[ N]

_d[SP]
== (GL. 1)

Dabei ist v die Reaktionsgeschwindigkeit, [K] die Konzentration des Komplexes, -d[K]/dt
die Abnahme des Komplexes iiber die Zeit, -d[PN]/dt die Abnahme des Inteinfusionsproteins
im Unterschuss und d[SP]/dt die Spleilproduktbildung iiber die Zeit. Die Integrationen

ergeben folgende Geschwindigkeitsgesetze:
[K], =[K], *e™**™" oder [PN] =[PV], *e™ =" (GL. 2)

Dabei ist [K]; die Konzentration des Komplexes zum Zeitpunkt t, [K]o die
Anfangskonzentration des Komplexes. Analog sind die Symbole [PN], und [PN], fiir die
Konzentrationen des Inteinfusionsproteins im Unterschuss zu betrachten. Die Bestimmung
des Parameters Kkgyicig, der aufgrund des geschwindigkeitsbestimmenden Charakters der
SpleiBreaktion mit dem Parameter der Gesamtreaktion k gleichgesetzt wurde, erfolgte durch
eine Kurvenanpassung einer exponentiellen Abnahme an die experimentellen Daten mit Hilfe
des Programms Origin 6.1G (http://www.originlab.com). Hierzu wurde die Konzentration des
Inteinfusionsproteins im Unterschuss zu den verschiedenen Zeitpunkten wie folgt berechnet.
Herangezogen wurde nicht nur der Intensitdtswert der Eduktbande, sondern zusétzlich auch
noch die Intensitit der Spleiproduktbande und einer moglichen Hydrolysebande um eine

genauere Auswertung zu ermdoglichen. Zu jedem Zeitpunkt t der Reaktion gilt:

[P™], =[P™], - ([SP], +[H],) (Gl. 3)
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Dabei ist [H], die Konzentration des zu P"“-gehdrigen Hydrolyseproduktes zu dem

Zeitpunkt t. In den meisten Fillen trat diese Nebenreaktion in einem vernachldssigbaren

Ausmal} aus und wurde dann nicht beriicksichtigt. Durch Umformen ergibt sich die auf die

Anfangskonzentration normierte Konzentration des Inteinfusionsproteins im Unterschuss

damit zu Gleichung 4.

[P™], _

[P™],

- e'kSpleiB *t (Gl 4)

[PN], [P"], +[SP], +[H],

Die so erhaltenen, liber mehrere, unabhdngige Experimente gemittelten Werte wurden

einer Kurvenanpassung einer exponentiellen Abnahme erster Ordnung mit dem Programm

Origin 6.1G unterzogen. Ein Beispiel fiir die Reaktion zwischen den Proteinen 1 und 2 bei

20°C, bei der die Werte fiir Protein 1 aufgetragen wurden, ist in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26 Beispiel fiir eine Kurvenanpassung an die Daten der Spleifireaktion der Proteine 1 und 2 bei
20°C durch exponentielle Abnahme erster Ordnung mittels des Programms Origin 6.1G.

Der erhaltene Parameter 1/t1 = kspeis wurde als Geschwindigkeitskonstante erster

Ordnung der Gesamtreaktion interpretiert. Fiir die monomolekulare Reaktion konnte er

zusitzlich in die Halbwertszeit t;» umgerechnet werden:

_In2
t1/2 -

k

Spleif

(GL 5)
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3.5 Die SPLICEFINDER-Methode

3.5.1 Testexpressionen

Um zu testen, ob eine bestimmte Integrationsposition in einem Protein von Interesse
spleiBaktiv ist, wurden bei der SPLICEFINDER-Methode Testexpression mit anschlieBender
Western Blot Analyse durchgefiihrt. Selektive Induktionen der N- und C-terminalen
Inteinfusionsproteine bendtigen hier die beiden regulatorischen Proteine, Lacl und AraC.
Deshalb wurden zuerst hitzekompetente E. coli BL21 Gold (DE3) Zellen mit dem
Helferplasmid pRSFara (s. oben) erzeugt. Diese Zellen wurden dann mit den erzeugten
Integrationsplasmiden (s. Tabelle 3) transformiert und die Selektion erfolgte auf Agarplatten
mit Ampicillin und Kanamycin. Die Testexpressionen erfolgten in 4 mL LB-Medium mit
100 mg/L Ampicillin und 50 mg/L Kanamycin. Aus einer Ubernachtkultur wurde eine
Ubertagkultur mit einer ODgyp von 0,2 angeimpft, bis auf eine ODg von 0,5 - 0,7 geschiittelt
und dann mit 0,2 % L-Arabinose fiir zwei Stunden induziert. Nach einem Waschschritt (erste
Zentrifugation bei 5.000 rpm fiir 1 min und Resuspendieren der Zellen in frischem LB-
Medium mit Antibiotika und einem weiteren Zentrifugationsschritt) wurden die E. coli Zellen
in frischem LB-Medium mit Antibiotika resuspendiert. Fiir die Npu DnaE Inteinkassetten
wurden die Zellen nun fiir 15 min bei 37°C inkubiert, bevor die zweite Induktion mit 1,2 mM
IPTG fir 4,5 h gestartet wurde. Bei den Ssp DnaB Inteinkassetten wurde die
Induktionstemperatur auf 25°C gesenkt. Zu den angezeigten Zeitpunkten wurden Proben fiir

die SDS-PAGE und/oder Western Blot Analyse entnommen.

3.5.2 Western Blot Analyse

In allen Western Blots in dieser Arbeit wurde das ECL Western Blotting Kit (GE
Healthcare) nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. Die benutzten Verdiinnungen fiir
die Erstantikorper waren 1:2.000 (Anti-Hs, Qiagen), 1:2.000 (Anti-ST, IBA) und 1:10.000
(Anti-MBP, Fermentas). Fiir alle Erstantikorper wurde der gleiche Sekundarantikérper (HRP-
Anti Maus Konjugat, GE Healthcare) eingesetzt.
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3.5.3 Praparation segmentell isotopenmarkierter ST-gpD-Trx-Hg Proteine

SN(ST-gpD-Trx-Hpg)

Fiir die Expression des komplett markierten Proteins '"N(ST-gpD-Trx-Hq) wurden E. coli
BL21 Gold (DE3) Zellen mit dem Plasmid pSE02 transformiert. Die Expression erfolgte im
300 mL MaBstab in M9 Minimal Medium mit '“N-Ammoniumchlorid als einziger
Stickstoffquelle, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben. Eine Ni*’-NTA Affinititschromatographie
war ausreichend, um das Protein in fiir NMR-Messungen akzeptabler Reinheit zu erhalten.
Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt und extensiv gegen NMR-Puffer dialysiert (2 - 3
Tage mit 4 - Smaligem Pufferwechsel). Anschlieend wurde die Proteinlosung mit VivaSpin
Sdulen MWCO 5.000 der Firma Sartorius auf eine Konzentration von 500 uM gebracht. Die

Konzentration wurde hierbei photometrisch bestimmt (s. Kapitel 3.7.2).

ST-gpD-"N(Trx-Hg)

Die segmentelle Markierung des C-terminalen Fragmentes Trx-H¢ wurde durch in vitro
Spleilen mit dem Npu DnaE Intein und gereinigten Proteinen erreicht. Die Expressionen des
Proteins ST-gpD-GGG-Int" (pSE13) und des Proteins Int“-CFNK-Trx-Hg (pSE12) erfolgten
separat, wobei die C-terminale Hilfte in 600 mL M9 Minimal Medium mit “N-
Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle exprimiert wurde. Zur Reinigung der
individuellen Hélften kamen Standardmethoden zum Einsatz. Beide gereinigten Proteine
wurden gegen SpleiBlpuffer dialysiert und in einem Verhéltnis von 1,5:1 (N- zu C-terminaler
Halfte) bei 4°C tiiber Nacht inkubiert. Die Konzentration der C-terminalen Komponente
betrug hierbei 20 uM. Der Uberschuss an N-terminalem Konstrukt sollte einen kompletten
Umsatz der markierten C-terminalen Héilfte erzwingen. Nach der PTS-Reaktion wurde die
Reaktionsmischung gegen Ni*-NTA-Puffer A dialysiert und anschlieBend iiber eine Ni*'-
NTA Sidule gereinigt. Neben dem SpleiBprodukt eluierte zusdtzlich das C-terminale
Spaltprodukt, welches mit einer weiteren StrepTag II-Reinigung abgetrennt werden konnte. In
einem letzten Schritt erfolgte die Dialyse gegen NMR-Puffer und das Ankonzentrieren mittels

VivaSpin Sdaulen MWCO 5.000 der Firma Sartorius auf ca. 200 uM.

BN(ST-gpD)-Trx-Hg:
Das N-terminale ST-gpD Segment des Beispielproteins konnte durch in vivo PTS mit dem
an der Position der Endonuklease gespaltenen Ssp DnaB Intein erreicht werden. Dafiir wurden

E. coli BL21 Gold (DE3) Zellen mit dem Integrationsplasmid der Kombination K3, pTS218,
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und dem Helferplasmid pRSFara transformiert. Die Kombination K3 erzeugt die
Aminosduresequenz ESGSGGG in der Linkerregion des SpleiBproduktes. Die Zellen wurden
in 300 mL LB-Medium bei 37°C zu einer optischen Dichte von ODgyo ~ 0,6 wachsen gelassen
und anschlieBend wurde die Expression des C-terminalen Halfte durch die Zugabe von 0,2%
L-Arabinose flir 2h bei 37°C induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4.000 rpm
fiir 10 min pelletiert und zur Entfernung von iiberschiissiger L-Arabinose mit 100 mL
unmarkiertem M9 Minimalmedium gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(4.000 rpm fiir 10 min) wurde das Zellpellet in 300 mL M9 Minimal Medium mit °N-
Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle resuspendiert und fiir 15 min bei 25°C unter
Schiitteln inkubiert. Die Induktion der N-terminalen Halfte erfolgte durch die Zugabe von 1,2
mM IPTG fiir weitere 4h bei 25°C. Da unter diesen Expressionsbedingungen die C-terminale
Halfte durch PTS komplett verbraucht war, konnte das Spleilprodukt iiber den He-
Affinititstag in einem einzigen chromatographischen Reinigungsschritt in fiir NMR-
Messungen akzeptabler Reinheit erhalten werden. Spuren des C-terminalen Spaltproduktes
fanden sich in den Elutionsfraktionen, welche extensiv gegen NMR-Puffer dialysiert wurden.
Uber VivaSpin Sdulen MWCO 5.000 der Firma Sartorius konnte die Konzentration des
SpleiBproduktes auf ~ 500 uM erhoht werden.

3.5.4 Bestimmung der Markierungseffizienz von segmentell
isotopenmarkierten Proteinen

Zur Bestimmung der Markierungseffizienz von segmentell isotopenmarkierten Proteinen
wurde in dieser Arbeit ein System entwickelt, welches auf einem tryptischen Verdau der
Spleiproduktbande in einem SDS-PAGE Gel und anschlieBender Analyse der
Peptidmischung mittels MALDI-TOF MS beruht. Die theoretischen Grundlagen der Methode,
sowie einige Beispiele sind ausfiihrlich in Kapitel 4.3.3 im Ergebnisteil priasentiert. Im kleinen
MaBstab (8 mL) genauso wie in den priparativen Ansdtzen erfolgte die Anzucht der
Bakterienkulturen nach den Standardvorschriften (s. Kapitel 3.2.1). Ebenfalls wurden die
Reinigungsprozeduren der Spleilprodukte wie beschrieben durchgefiihrt (s. Kapitel 3.2.2 und
3.2.3). Die Durchfiihrung des tryptischen Verdaus und die massenspektrometrische Analyse
sind in Kapitel 3.7.3 dargestellt.
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3.6 Modifikationen von NRPS-Proteinen mit Fluorophoren

3.6.1 Semi-synthetisches PTS mit dem an Position 11 gespaltenen Ssp
DnaB Intein

Zur Einbringung unnatiirlicher Funktionalititen an den N-Terminus von Proteinen kann
ein semisynthetischer Ansatz mit dem an Position 11 gespaltenen Ssp DnaB Intein verwendet
werden. Dabei wird die C-terminale Komponente iiber Festphasenpeptidsynthese (SPPS) und
das N-terminale Inteinfusionsprotein iiber rekombinante Genexpression in E. coli hergestellt
(s. Abbildung 22). Die schematische Darstellung der Reaktion zur Generierung eines am N-
Terminus mit Fluorescein modifiziertem A-PCP Protein ist in Abbildung 55 zu sehen. Zur
priparativen Herstellung wurden 1 mL einer 5 - 10 uM Losung des Proteins 10 (ST-Ssp
DnaB“(12-154)-A-PCP-Hy) in SpleiBpuffer mit 2 mM DTT (200 mM Stammldsung) versetzt.
Nach Zugabe von 10 Aquivalenten Pep2 (Biotin-BAKKK(Fluorescein)ESG-Ssp DnaBN(1-11)
- I mM Stammlosung in Spleipuffer) wurde die Mischung bei 25°C unter Lichtausschluss
fiir 30 h inkubiert. Zur Entfernung des {iberschiissigen Peptids wurde die Reaktionsmischung
exzessiv gegen den Aquilibrierungspuffer (50 mM Tris - pH 8,0, 100 mM NaCl, 2 mM DTT,
I mM EDTA) der monomeren Avidin-Sdule dialysiert. Die Reinigung des biotinylierten
SpleiBproduktes 10mod mit Hilfe des SoftLink™ Soft Release Avidin Resin (Promega)
wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach der Aquilibrierung der Siule wurde
die Reaktionsmischung mehrmals aufgetragen und die Séule mit fiinf Sdulenvolumina
Aquilibrierungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 5 mM Biotin in

Aquilibrierungspuffer.

3.6.2 Modifikation der Cysteinmutanten von GrsA A-PCP

Die mittels Punktmutagenese neu in das Protein A-PCP(A-4Cys) eingebrachten Cysteine
konnten selektiv mit 5-lodacetamidfluorescein markiert werden. Dazu wurde eine 5 - 20 uM
Losung des cysteinhaltigen A-PCP Konstrukts in Assay-Puffer mit 1 mM TCEP (100 mM
Stammldsung) versetzt. Der pH-Wert der Losung wurde tiberpriift und wenn nétig auf 7,0
eingestellt. Anschlieend wurde das Protein fiir 5 min bei 25°C zur Reduktion der Cysteine
inkubiert. Die eigentliche Reaktion fand durch Zugabe von 100 - 500 uM 5-lodacetamid-
fluorescein (10 mM Stammlosung in DMSO oder DMF) bei 25°C fiir 30 min statt. Nach der

Reaktion wurde die Mischung mit 5 Aquivalenten DTT in Bezug auf das Iodacetamidreagenz
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gequencht und alle niedermolekularen Substanzen durch Dialyse gegen Assay-Puffer entfernt.

Die Markierungseffizienz wurde, wie in fritheren Arbeiten, photometrisch bestimmt [211].

3.6.3 Sfp-katalysierte Modifikation der PCP-Domane

Zur Markierung der PCP-Domine mit einem synthetischen Fluorophor wurde die
enzymatische Modifikation mittels der 4’-Phosphopantetheinyltransferase Sfp eingesetzt. Sfp
iibertrdgt nicht nur den Phosphopantethein-Rest von CoA auf das invariante Serin der PCP-
Dominen, sondern akzeptiert ebenfalls tliber die Thiolfunktionalitit modifizierte CoA-
Analoga. Tetramethylrhodamin-CoA  wurde ausgehend von Trilithium-CoA und
Tetramethylrhodamin-5-maleinimid nach bekannten Vorschriften hergestellt [80,211]. Zur
praparativen Herstellung von A-PCP(TAMRA) wurde eine 12,5 uM Ldsung von apo-A-PCP
in Assay-Puffer zusitzlich mit 10 mM MgCl, und 2 mM DTT, sowie 5 Aquivalenten
Tetramethylrhodamin-CoA versetzt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0,02
Aquivalenten der Bacillus subtilis Phosphopantetheinyltransferase Sfp gestartet und bei 4°C
iiber Nacht durchgefiihrt. Uberschiissiges Fluorophor wurde durch Dialyse gegen Assay-

Puffer entfernt.

3.7 Allgemeine Techniken

3.7.1 Praparative Herstellung von holo-A-PCP

Zur préaparativen Herstellung von holo-A-PCP wurde eine 5 - 20 pM Losung von A-PCP
in Assay-Puffer zusitzlich mit 10 mM MgCl, und 2 mM DTT, sowie 40 Aquivalenten CoA
versetzt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0,02 Aquivalenten der Bacillus subtilis
Phosphopantetheinyltransferase Sfp gestartet und bei 4°C iiber Nacht durchgefiihrt.
Uberschiissiges CoA wurde durch Dialyse gegen Assay-Puffer entfernt. Eine analoge

Prozedur wurde fiir das cystein-freie Protein A-PCP(A-4Cys) angewendet.

3.7.2 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung eines gereinigten Proteins in Losung erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von A = 280 nm [217]. Der Extinktionskoeffizient bei
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dieser Wellenlinge wurde mit Hilfe des Programms Protean fiir das jeweilige Protein
berechnet. Die photometrischen Messungen wurden mit einem Pharmacia Biotech Ultrospec

3100 Photometer in Quarzkiivetten durchgefiihrt.

3.7.3 Massenspektrometrische Analyse von SDS-PAGE Gel-
Proteinbanden

Zur massenspektrometrischen Charakterisierung einzelner Proteine wurden diese nach
gelelektrophoretischer Trennung auf einem SDS-PAGE Gel mit der Protease Trypsin verdaut,
die die Polypeptidkette nach den basischen Aminosduren Arginin sowie Lysin hydrolytisch
schneidet. Die Massen der auf diese Weise erhaltenen kurzen Proteinfragmente konnten
anschlieBend mittels MALDI-TOF massenspektrometrisch bestimmt werden, wodurch auf die
erwartete Zusammensetzung des eingesetzten Proteins zurilick geschlossen werden konnte.

Zum In-Gel Verdau einzelner Proteinbanden wurden diese nach SDS-PAGE und
Anfarbung mit Coomassie Brillant Blau knapp aus dem SDS-Gel per Skalpell ausgeschnitten
und mit 300 pl Waschlosung durch Schiitteln bei 37 °C entfarbt. War ein Waschschritt nicht
ausreichend, so wurde die Prozedur ein weiteres Mal wiederholt. Nach Entfernung der
Waschlosung wurden die Gelstlicke im Vakuum getrocknet und anschlieBend mit 8 - 12 pl
Trypsinlosung je nach GroBe der Gelstlicke versetzt, bis diese bei RT vollstindig in das
Gelstiick eingezogen war. Nach Verdau liber Nacht bei 37 °C wurden 15 pl Diffusionslosung
hinzugefiigt und das Gelstlick 45 min bei Raumtemperatur im Ultraschallbad inkubiert. Zur
anschlieBenden Analyse mittels MALDI-TOF MS wurden 0,8 ul der Peptidlosung auf der
Targetplatte mit 0,8 pl Matrixlosung (2,5-Dihydoxybenzoesdure (DHB) oder a-Cyano-4-
hydroxyzimtsdure (CHCA) gesittigt in 30 % Acetonitril mit 0,1 % TFA) gemischt und bei
Raumtemperatur getrocknet. Zur Kalibration des Massenspektrometers (AutoFlex II, Bruker

Daltonics) diente der Peptide Calibration Standard I der Firma Bruker Daltonics.

3.7.4 Festphasenpeptidsynthese

Die Festphasenpeptidsynthese wurde in dieser Arbeit entweder am Peptidsynthesizer der
Firma Multisyntech (Syro XP) oder manuell in einer Glasfritte durchgefiihrt. Die
Reaktionsbedingungen waren, solange im Folgenden nicht explizit darauthin gewiesen wird,

identisch. Auf die theoretischen Grundlagen der Fluorenyl-9-methyloxycarbonyl (Fmoc)-
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Festphasenpeptidsynthese soll an dieser Stelle nicht eingegangen werden und stattdessen auf
frithere Arbeiten verwiesen werden [211].

Die AnsatzgroBle betrug 0,1 mmol und als Tragermaterial diente mit Alanin vorbeladenes
Wang-Harz (Novabiochem). Die Kupplung einer Aminoséure erfolgte standardméfig unter
folgenden Bedingungen. Nach dem Quellen des Harzes in DMF einmalig fiir 10 min wurde
durch zweimalige Inkubation mit einer 20%igen Piperidinlésung in DMF fiir 10 min die
Fmoc-Gruppe der N-terminalen Aminosdure am Harz abgespalten. Nach dreimaligem
Waschen mit DMF erfolgte die Kupplungsreaktion durch Zugabe von 5 Aquivalenten (eq.)
des folgenden Aminosdurebausteins, 4,7 eq. HBTU und 6 eq. N-Methylmorpholin (NMM) bei
manueller Kupplung oder N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) bei Kupplungen am
Peptidsynthesizer in DMF. Die Reaktionszeiten betrugen bei einer manuellen Synthese ca. 2 h
und am Peptidsynthesizer 1h. AbschlieBend wurde das Harz wieder in drei Schritten mit DMF
gewaschen, so dass ein neuer Zyklus zur Aminosdurekupplung beginnen konnte. Die
Aminosduren Ile2, Leu7, Ile8 und Leul0 der Int"-Sequenz wurden doppelt ohne
zwischenzeitliche Abspaltung der Fmoc-Gruppe gekuppelt. Zum Einbau von 5,6-
Carboxyfluorescein wurden ebenfalls zwei Inkubationsschritte durchgefiihrt, wobei der erste
tiber Nacht und der zweite 8 h lang war. Die Aminosédure Cystein stellte eine Ausnahme dar
und wurde nicht unter den Standard-Bedingungen eingefiihrt. Stattdessen wurde in diesem
Fall ein Pentafluorophenyl-aktivierter Cystein-Baustein benutzt (Fmoc-Cys(Trt)-OPf{p), um
eine Racemisierung des Cysteins zu verhindern. Zur Kupplung von Biotin wurden analog zu
den normalen Aminosdurebausteinen 5 eq. Biotin, 4,7 eq. HBTU und 6 eq. NMM in 1,5 mL
DMF verwendet. Zur besseren Solubilisierung des Biotins wurden zusétzlich 4 mL NMP
zugegeben. Die selektive Entschiitzung einer Lysinseitenkette zur spateren Modifikation mit
5,6-Carboxyfluorescein wurde mittels der sdurelabilen Methyl-triphenylmethyl (Mtt)-
Schutzgruppe erreicht. Dazu wurde das Harz mit Dichlormethan (DCM) gewaschen, mit einer
Mischung aus TFA/DCM/TIS (1/94/5) dreimal fiir 30 min inkubiert und anschlieBend erneut
mit DCM gewaschen.

Die Abspaltung des Peptids vom Harz mit gleichzeitiger Entfernung aller Schutzgruppen
erfolgte mit ,Reagent K*, einem Abspaltmix aus 82,5% TFA, 5% Phenol, 5% H,O,
5% Thioanisol und 2,5% Ethandithiol, unter Standardbedingungen. Die Reinigung von Pepl
konnte iiber praparative HPLC-Laufe nach bereits beschriebenen Bedingungen [211]
erfolgen. Pep2 konnte aufgrund von Loslichkeitsproblemen nur im Basischen iiber eine
Anionenaustauschsédule gereinigt werden. Dazu wurde das lyophilisierte Crude-Peptid in

Anionenaustauschpuffer A (20 mM Tris, 2 mM DTT, pH 8,0) gelost. Der pH-Wert musste
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nachtriglich mit NaOH eingestellt werden. Nach Abtrennung der unldslichen Bestandteile
durch Zentrifugation wurde der Uberstand auf eine ,,HiTrap-Q-HP” Anionenaustauscher-
Sdule der Firma GE Healthcare aufgetragen. Die Elution des Peptids von der Séule erfolgte
mit einem linearen Gradienten von 0 nach 100 % Anionenaustauschpuffer B (20 mM Tris,
2 mM DTT, 500 mM NaCl, pH 8,0) mit einer Flussrate von 0,5 mL/min {iber 30 min. Die
gewlinschten Fraktionen wurden vereinigt und nach Dialyse gegen ddH,O mit 2 mM

Mercaptoethanol konnte das gereinigte Peptid lyophilisiert werden.

3.7.5 NMR-Spektroskopie

Die kernmagnetische Resonanz beruht auf der Wechselwirkung zwischen dem
magnetischen Moment des Atomkerns und magnetischen Feldern. Das magnetische Moment
des Kerns ist mit dem Kernspin S verkniipft. In der hochauflésenden NMR-Spektroskopie
verwendet man hauptsidchlich Kerne mit einem Kernspin § = . Fiir die NMR-
spektroskopische Untersuchung von Proteinen sind hier 'H, °C und "*N zu nennen. Kerne,
wie 12C, %0 und 18O, haben einen Kernspin S von null und sind damit NMR-inaktiv. "N hat
einen Kernspin von grofer 2 und besitzt damit ein Quadrupolmoment, das zu sehr breiten
NMR-Signalen fiihrt. In einem von auflen angelegten Magnetfeld B, orientieren sich Spin-/2-
Kerne entweder parallel oder antiparallel zu diesem Feld. Der parallel zum Feld orientierte a-
Zustand ist energetisch giinstiger als der antiparallele B-Zustand. Aufgrund der Boltzmann-
Verteilung ist der a-Zustand je nach Grofle des Energieunterschieds stirker besetzt als der -
Zustand. Daraus resultiert eine makroskopische Magnetisierung der Probe in Richtung des Bo-
Feldes. Die Energiedifferenz der beiden Zustinden AE ist das Produkt aus dem Planckschen
Wirkungsquantum h und der Larmor-Frequenz des Kerns vy. Letztere wiederum kann als die
Frequenz mit der der Kern um den By-Vektor prizessiert angesehen werden und ist
proportional zum angelegten Feld By und dem gyromagnetischen Verhéltnis y des Kerns.

AE =hv, :h;BO
m

(Gl. 6)

Das gyromagnetische Verhiltnis y ist eine Eigenschaft jedes einzelnen Atomkerns. Fiir 'H
ist dieser Wert, z.B., viermal groBer als fiir BC und zehnmal groBler als fiir >N. Daraus
resultieren eine groflere Larmorfrequenz vy, eine grofBere Energiedifferenz AE und damit auch
eine grofere makroskopische Magnetisierung fiir Protonen im Vergleich zu °C und "N. Sie
sind damit am einfachsten in NMR-Experimenten zu detektieren. Das Magnetfeld eines

NMR-Spektrometers wird nicht in Tesla, sondern in der theoretischen Larmorfrequenz eines
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'H-Kerns angegeben. So ergibt ein Bo-Feld von 7,05 T eine Resonanzfrequenz von
300,1 MHz. Die eigentliche Resonanzfrequenz eines Protons in einer chemischen Verbindung
wird etwas von diesem theoretischen Wert abweichen, da es anhand der unterschiedlichen
chemischen Umgebung auch ein anderes effektives Magnetfeld Begr spiirt.

B.; =B, (1-0) (GL7)

Hier ist o die Abschirmungskonstante, die ausdriickt wie stark die Elektronen den Kern
von dem dufleren Magnetfeld abschirmen. Diese auch chemische Verschiebung genannte
Eigenschaft ist im Vergleich mit dem By-Feld sehr klein und wird in ppm (engl. parts per
million) angegeben. In einem Molekiil besitzt jeder Atomkern seine eigene charakteristische
chemische Verschiebung, solange er nicht mit anderen Kernen magnetisch dquivalent ist. In
dieser Arbeit wurde sich auf die NMR-spektroskopische Untersuchung der Stickstoffkerne
und der Amidprotonen in der Peptidbindung von Proteinen konzentriert. Die chemische
Verschiebung dieser Kerne ldsst Riickschliisse auf den Faltungszustand des Proteins zu. In
unstrukturierten Peptiden und Proteinen variieren die chemischen Verschiebungen nicht sehr
stark, man spricht von einen geringen Dispersitit. So besitzen zwar die
Aminosédurenseitenketten und die Nachbaraminoséduren einen Einfluss auf die chemische
Verschiebung des Amidprotons in einer Peptidbindung, allerdings sind alle Resonanzen im
schmalen Bereich von 8 bis 9 ppm zu finden. Vergleichbares gilt fiir die '*’N-Kerne der
Peptidbindung, so dass in einem als ,random coil“ vorliegendem Protein alle Amid-
Resonanzen in einen relativ kleinen Ausschnitt des Spektrums zu finden sein sollten. In
gefalteten Proteinen treten Abweichungen der chemischen Verschiebungen fiir einzelne
Aminosduren von den ,random coil“-Werten auf. Die spezifische Anordnung des
Proteinriickgrats und der Seitenketten fiithrt dazu, dass fiir einzelne Kerne ein
unterschiedliches effektives magnetisches Feld vorliegt. Diese anisotropischen Effekte gehen
hauptsichlich auf aromatische Seitenketten (Ringstréme), aber auch auf die Positionierung
der Peptidbindung in Sekundirstrukturelementen, wie a-Helices oder B-Faltblattern, zuriick.
Die NMR-Signale eines gefalteten Proteins miissen nicht zwangsweise dispers sein. Treten
jedoch in dem NMR-Spektrum eines Proteins Signale auf, die stark von den ,,random coil-
Werten abweichen, so ist der Riickschliiss moglich, dass es sich hierbei um ein gefaltetes
Protein handelt.

Neben der chemischen Verschiebung ist das Phidnomen der Kopplung zwischen
Atomkernen von enormer Wichtigkeit fiir die NMR-Spektroskopie. So beruhen die in dieser
Arbeit durchgefiihrten "N, 'H-Korrelationsspektren (TROSY - transverse relaxation

optimized spectroscopy [218]) auf der iiber eine Bindung vermittelten Kopplung zwischen

81



3 Methoden

dem ""N-Kern und seinem Proton in der Peptidbindung. Das Proton ist hier entweder im -
oder im B-Zustand und sorgt damit fiir zwei unterschiedliche effektive magnetische Felder,
denen der ""N-Kern ausgesetzt ist. Umgekehrt gilt der analoge Fall. Die zugehorige
Kopplungskonstante ist J, in dem Fall der Peptidbindung 'Jxg ~ 90 Hz, und erlaubt es durch
Einstrahlung von Radiofrequenzpulsen in die Probe Magnetisierung von den Amid-Protonen
auf die Stickstoffkerne und wieder zuriick zu tiibertragen - diese damit miteinander zu
korrelieren. Ein zugehoriges 2D-Spektrum wird iiblicherweise als ein Contour-Plot mit einer
'H- und einer ’N-Frequenzachse dargestellt. Ein Signal bei 128 ppm in der ’N- und bei 9,8
ppm in der 'H-Achse bedeutet, dass ein Proton mit einem Stickstoffatom bei diesen
Resonanzfrequenzen direkt iiber eine Bindung verbunden ist. Eine exakte Zuordnung zu
welcher Aminosdure dieses Amidpaar gehort kann zwar nicht getroffen werden, aber
aufgrund der chemischen Verschiebung ist die Aussage moglich, dass sich diese
Peptidbindung in einem gefalteten Bereich des Proteins befindet. Auf eine detaillierte
Beschreibung der verwendeten NMR-Experimente und Pulssequenzen wird an dieser Stelle
verzichtet und auf allgemeine Lehrbiicher der NMR-Spektroskopie verwiesen.

Auch anhand der gemessenen Linienbreiten der NMR-Signale der Inteinhélften wurden in
dieser Arbeit Riickschliisse auf den Faltungszustand dieser Proteinfragmente gezogen (s.
Kapitel 4.2.2). Die Linienverbreiterung spielt zusétzlich in den Spektren der NRPS-
Multidoménenproteine mit sehr grolem Molekulargewicht eine entscheidende Rolle (s.
Kapitel 4.4.2). An dieser Stelle soll kurz auf die wichtigsten Parameter und deren Einfluss auf
die Linienbreite von NMR-Signalen eingegangen werden. Einen detaillierteren Uberblick
findet man in den Lehrbiichern der NMR-Spektroskopie. Im Laufe eines NMR-Experimentes
wird die, durch das angelegte &ullere Magnetfeld B, entstandene makroskopische
Magnetisierung, durch Radiofrequenzpulse, die senkrecht zu dem statischen Feld eingestrahlt
werden, beeinflusst. Man bezeichnet diese magnetischen Felder mit B;. Sie konnen sowohl
eine Besetzungsinversion der Zustinde (mehr Kerne im B-Zustand, als im a-Zustand), als
auch eine Organisation der einzelnen magnetischen Kernmomente senkrecht zum By-Feld, die
so genannte Kohidrenz, erzeugen. Diese Kohédrenz der magnetischen Momente dreht sich in
der x-y Ebene, die senkrecht zum By-Feld liegt, und kann damit durch Empféngerspulen
detektiert werden. Sie erzeugt den aufgenommenen FID (engl. free induction decay), bei dem
nach der Pulssequenz des NMR-Experiments, die Magnetisierung der Probe wieder in den
Ausgangszustand zuriickgeht. Dabei gleicht sich die Besetzung der Zustinde wieder an das
Ausgangsniveau an (T; - longitudinale Relaxation) und auBlerdem geht die Kohérenz der

magnetischen Momente verloren (T, - transversale Relaxation). Aus dem FID wird durch
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Fourier-Transformation das eigentliche Spektrum generiert. Bei langen transversalen
Relaxationszeiten ist eine lange Aufnahme eines FID moglich und dies fiihrt zu sehr kleinen
Linienbreiten im NMR-Spektrum. Umgekehrt wird durch einen schnellen Verlust der
Kohirenz nur ein zeitlich kurzer FID aufgenommen und die Fourier-Transformation erzeugt
ein Spektrum mit groBBen Linienbreiten. Neben technischen Problemen, wie ein inhomogenes
Magnetfeld, konnen die intrinsischen Eigenschaften der Probe zu einer schnellen
transversalen Relaxation fithren. So weisen langsam rotierende Molekiile, wie grof3e Proteine,
aufgrund von Dipol-Dipol Kopplungen und der chemischen Verschiebungsanisotropie (CSA)
sehr kurze T,-Zeiten auf. Bei der CSA besitzt ein Kern je nach Orientierung des Molekiils
zum &dulleren Magnetfeld unterschiedliche chemische Verschiebungswerte. Durch langsame
Rotation des Molekiils mitteln sich diese wihrend der Aufnahme des FID nicht heraus und
sorgen damit fiir einen schnellen Abbau der Kohdrenz. Neben experimentellen Methoden, wie
der TROSY-Spektroskopie, fiithrt eine Deuterierung des Proteins aufgrund des geringeren
magnetischen Moments von “H im Vergleich mit 'H zu besseren Relaxationseigenschaften
der Probe. Bei thermostabilen Proteinen ist zusétzlich eine Aufnahme des Spektrums bei
hoheren Temperaturen vorzuziehen. Neben der langsamen Rotation kann noch eine weitere
Eigenschaft eines Proteins zu groen Linienbreiten im NMR-Spektrum fiihren. Befindet sich
ein Atomkern aufgrund einer konformationellen Anderung des Molekiils in zwei oder mehr
unterschiedlichen Umgebungen, die zu unterschiedlichen chemischen Verschiebungen fiihren,
so kann dies je nach Geschwindigkeit der Umwandlung in Linienverbreiterung resultieren.
Bei einem im Vergleich mit der NMR-Zeitskala (Millisekunden) schnellen Austausch mitteln
sich die Signale der einzelnen Konformation zu einem Signal. Eine langsame Umwandlung
hat getrennte Signale zur Folge und im Zwischenbereich werden verbreiterte Linien
detektiert.

Die eigentlichen NMR-Messungen wurden an der Goethe-Universitit Frankfurt am Main
im Arbeitskreis Prof. V. Dotsch von Alena Busche und Dr. Frank Lohr durchgefiihrt. Alle
Proteine wurden nach der affinititschromatographischen Reinigung extensiv gegen NMR-
Puffer ohne Glycerin dialysiert. Fiir die NRPS-Proteine wurde zusétzlich 10 mM MgCl,
zugegeben. Direkt vor der Messung wurde die Probe mit 10% D,0, mit 2,2-Dimethyl-2-
silapentan-5 sulfonsdure (DSS) zur Referenz und mit dem Complete Proteaseinhibitor der

Firma Roche, sowie 2 mM DTT versetzt. Die Messungen erfolgten bei 20°C.
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Das Vorhaben die Doméneninteraktionen innerhalb der NRPS Enzymkomplexe im Detail
sowohl zu untersuchen, als auch zu verstehen fithrte im Laufe dieser Doktorarbeit zu
verschiedenen Projekten. Neben der biochemischen Charakterisierung der Wechselwirkungen
von Adenylierungs- und Peptidyl Carrier Protein-Dominen in einem NRPS Initiationsmodul
(s. Kapitel 4.1) wurden auch Untersuchungen an gespaltenen Inteinen durchgefiihrt. So wurde
in Zusammenarbeit mit Vivien Schiitz das natiirlich gespaltene DnaE Intein aus Nostoc
punctiforme biochemisch charakterisiert und strukturell mittels NMR-Spektroskopie
analysiert (s. Kapitel 4.2). Gemeinsam mit Tim Sonntag und Simone Eppmann gelang die
Entwicklung eines Systems zur schnellen und einfachen Aktivititsbestimmung von
gespaltenen Inteinen in Zielproteinen (s. Kapitel 4.3). Diese Inteinstudien sollten in Zukunft
die generellen Einsatzmoglichkeiten von gespaltenen Inteinen, unter anderem auch bei dem
gezielten Einbau von biophysikalischen Sonden in NRPS-Multidoméanenproteine, verbessern.
Spektroskopischen Untersuchungen wie die NMR- oder die Fluoreszenzspektroskopie, die
diese biophysikalischen Sonden benétigen, werden fiir ein Verstindnis der NRPS
Doméneninteraktion mit atomarer Auflésung notwendig sein. Kapitel 4.4 stellt die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Vorarbeiten fiir spektroskopische Untersuchungen von NRPS-

Proteinen vor.

4.1 Wechselwirkungen zwischen NRPS A- und PCP-Doméanen

Wie in der Einleitung beschrieben steht dem profunden Verstindnis der individuellen
NRPS-Doménen noch ein relativ geringes Wissen liber das Zusammenspiel der Domédnen
wihrend der Naturstoffsynthese gegeniiber. Fir die PCP-Domidnen, den =zentralen
Ankerpunkten der Peptidintermediate, werden anhand der Kristallstruktur eines kompletten
Terminationsmoduls [94] Verschiebungen relativ zu den anderen Doménen postuliert [107]
(s. Kapitel 1.1.6 fiir Details). Die Schwiche der kristallographischen Studien besteht jedoch
darin, dass sie nur eine Momentaufnahme auf einen einzigen konformationellen Zustand
wihrend des komplizierten Katalysezyklus ermdglichen. Dariiberhinaus gelingt die
Kristallisation der NRPS-Proteine oft nur mit einer inaktiven apo-Form der PCP-Doméne. Die
Dynamik in den NRPS Biosynthesemaschinerien und deren Steuerung lassen sich mittels

dieser Technik nicht entschliisseln. Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz basierte im
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Gegensatz dazu auf der biochemischen Untersuchung von katalytisch aktiven Proteinen in
Losung. Als Modellprotein wurde ein Didomédnenkonstrukt aus dem Initiationsmodul GrsA
der Gramicidin S Biosynthese, bestehend aus einer Adenylierungs- und einer Peptidyl Carrier
Protein-Doméne, verwendet (s. Kapitel 1.1.3). Die C-terminale Epimerisierungsdoméne von
GrsA wurde durch einen Hisg-Tag ersetzt [211]. Mit der holo-Form dieses Konstruktes lassen
sich zwei Reaktionsschritte der NRPS Katalyse untersuchen - die von der A-Domine
katalysierte Bildung des Aminoacyladenylats ausgehend von ATP und einer Aminoséure (s.
Schritt 1 in Abbildung 27A), sowie die Ubertragung der aktivierten Aminoséure auf den 4°-
Phosphopantethein-Arm der PCP-Domine (s. Schritt 2 in Abbildung 27A). Der zweite
Reaktionsschritt bendtigt eine korrekte Interaktion zwischen der A- und der PCP-Doméne.
Diese Wechselwirkung ist in dieser Form auch in Elongations- und Terminationsmodulen zu

finden (s. 1.1.2).
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Abbildung 27 Schematische Darstellung der Reaktionsschritte des in dieser Arbeit verwendeten GrsA A-
PCP Didomiinenkonstruktes. A) Holo-A-PCP ist in der Lage eine Aminoséure (bevorzugt Phenylalanin) unter
ATP-Verbrauch zum Aminoacyladenylat zu aktivieren (Schritt 1); bei der kovalenten Beladung des Ppant-Arms
der holo-PCP Doméne miissen die A- und die PCP produktiv interagieren (Schritt 2), es bildet sich der A-PCP-
Thioester; B) Chemische Struktur der in dieser Arbeit verwendeten Sulfamoyl-Inhibitoren; die nicht-
hydrolysierbaren Analoga der Acyladenylate binden mit hoher Affinitit an die korrespondierenden A-Doménen
[219].

Mit den natiirlichen Substraten ATP und L-Phe ldsst sich eine Fixierung der produktiven
Interaktion der beiden Doménen im holo-Protein nicht erreichen. Wie in Abbildung 27
gezeigt, filhrt die Reaktionssequenz zu einem L-Phe-PCP Thioester, welcher nach der

biosynthetischen Logik nicht mehr mit der A-Domine interagieren sollte. Im kompletten
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GrsA Protein miisste die beladene PCP-Doméne fiir den nidchsten Reaktionsschritt mit der
Epimerisierungs-Doméne wechselwirken. Jedoch bieten strukturelle Analoga der
Aminoacyladenylate, die nicht hydrolysiert werden konnen, theoretisch die Moglichkeit das
A-PCP Didominenkonstrukt vor der Stufe der Thioesterbildung zu blockieren. Friihere
Studien zeigten, dass 5’-O-[ N-(L-phenylalaninyl)-sulfamoyl] Adenosin (Inh 1) (s. Abbildung
27B) die GrsA A-Doméine im nanomolaren Bereich inhibiert [219]. Die starke Bindung des
Inhibitors an das Protein induziert mit hoher Wahrscheinlichkeit die Thioesterkonformation in
der A-Doméne (fiir Details s. Kapitel 1.3). Die Sulfamoyladenosin-Inhibitoren (zur
Verfligung gestellt von Dr. Martin Hahn und Prof. Mohamed Marahiel, Philipps-Universitit
Marburg) wurden in dieser Arbeit zur Untersuchung der Doméaneninteraktion in dem GrsA A-

PCP Didomaéanenkonstrukt verwendet.

4.1.1 Der Einfluss der Sulfamoyl-Inhibitoren auf die Konformation von
GrsA A-PCP im Vergleich mit den Substraten ATP und L-Phe

Vor weiterfithrenden biochemischen Untersuchungen der Doméneninteraktion zwischen
der A- und der PCP-Domine musste zuerst sichergestellt werden, dass die
Sulfamoylinhibitoren einen vergleichbaren Einfluss auf die Konformation der A-Domine
besitzen wie die natiirlichen Substrate ATP und die Aminosdure. Die bisher einzigen
verdffentlichten Studien zur Bestimmung von konformationellen Anderungen in NRPS
Proteinen basierten auf partiellen Proteolyseexperimenten [220,221], einer allgemeinen
Technik zur Untersuchung des strukturellen Aufbaus von Proteinen [222]. Unter der
Annahme, dass die ersten Wechselwirkungen zwischen der Protease und dem Proteinsubstrat
an flexiblen Linkern zwischen kompakten Doméinen oder an hoch mobilen und gut
zuginglichen Bereichen stattfinden, konnten mit der nicht vollstindigen Proteolyse auch
konformationelle Anderungen von Proteinen bei der Bindung von Liganden nachgewiesen
werden [223,224]. Eine Voraussetzung fiir diese Methode ist jedoch, dass die
unterschiedlichen Konformationen der Proteine auch unterschiedlich von der Protease
geschnitten werden und daraus eine Verdnderung des Verdaumusters oder der Kinetik der
Proteolyse resultiert. Dieckmann et al. [220,221] benutzten die partielle Proteolyse zur
Untersuchung der apo-Form der Tyrocidin A Synthetase I (TycA). Dieses NRPS Protein
besitzt eine identische Domanenanordnung wie GrsA (Apn.-PCP-E). Die Inkubation von apo-
TycA mit substochiometrischen Mengen an Proteasen, wie Trypsin und Proteinase K,

bestitigte den allgemeinen Doménenaufbau und die Unterteilung der A-Doméne in zwei
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Subdoméinen (s. Kapitel 1.1.4) [221]. Bei Inkubation des Proteins mit den Substraten ATP
und L-Phe verdnderte sich das Fragmentierungsmuster nicht, jedoch erwies sich eine
identifizierte Proteaseschnittstelle zwischen den Subdominen der A-Doméne als schlechter
zuginglich [221] und damit konnte die partielle Proteolyse als Methode zur biochemischen
Charakterisierung von konformationellen Anderungen in NRPS A-Dominen etabliert werden.
Spiatere Kristallstrukturanalysen an Mitgliedern der ANL-Superfamilie erklarten die
verinderte Kinetik der Proteolyse mit dem Ubergang der A-Doméne von der offenen in eine
geschlossene Konformation bei der Bindung der Substrate (s. Kapitel 1.1.4 und [53]). In
Bezug auf diese Vorarbeiten sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der
Sulfamoylinhibitoren auf die Konformationen des GrsA A-PCP Didoménenkonstruktes im

Vergleich zu den natiirlichen Substraten mittels partieller Proteolyse untersucht werden.

Fiir apo-GrsA A-PCP wurde in guter Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Dieckmann
et al. eine verdnderte Kinetik der Proteolyse bei Inkubation des Proteins mit ATP und L-Phe
nachgewiesen. Wie in Abbildung 28 zu erkennen ist, befindet sich die bevorzugte
Proteaseschnittstelle in Abwesenheit der Substrate zwischen den Subdoménen der A-Doméne.
In der Prasenz von ATP und L-Phe (jeweils 2 mM) zeigt das A-PCP Protein, wahrscheinlich
aufgrund einer kompakteren, schlechter zugidnglichen Konformation, eine groflere Resistenz

gegeniiber der Protease Trypsin.
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Abbildung 28 Partieller tryptischer Verdau von apo GrsA A-PCP in Lésung. SDS-PAGE Analyse der
Verdaue in Abwesenheit (links) und in Gegenwart (rechts) der Substrate ATP und L-Phe (2 mM); das Protease
zu Protein Verhiltnis betrug in beiden Fillen 1:250 (w/w).

Die Identifikation der durch die Proteolyse entstandenen Proteinfragmente gelang im
Experiment von Abbildung 28, sowie in allen weiteren Experimenten durch

massenspektrometrische Analyse (tryptischer in-Gelverdau mit anschlieBender MALDI-TOF
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MS) und mittels Vergleich mit einem fluorophor-markierten A-PCP Protein (fiir Details s.
Abbildung 29 und Abbildung 71A im Anhang).
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Abbildung 29 Herstellung und tryptischer Verdau in Losung von A-PCP(TAMRA). A) Die kovalente
Verkniipfung eines Fluorophors an die PCP-Doméne des Didoménenkonstruktes A-PCP gelang durch eine Sfp-
katalysierte Reaktion mit CoA-TAMRA; B) SDS-PAGE Analyse der Verdaue von A-PCP(TAMRA) in
Abwesenheit (links) und in Gegenwart (rechts) der Substrate ATP und L-Phe (2 mM); unten ist das Gel unter
UV-Bestrahlung zu sehen, oben dasselbe Gel in der Coomassie-Fiarbung; das Protease zu Protein Verhiltnis
betrug in beiden Féllen 1:250 (w/w); durch den Vergleich des Gels mit der UV-Bestrahlung und mit der
Coomassie-Farbung lassen sich die Proteinfragmente identifizieren, die die PCP-Domine enthalten - zusammen
mit einer Grofenabschédtzung und dem tryptischen in-Gel Verdau konnte eine exakte Zuordnung der erhaltenen
Proteinfragmente erfolgen.

15

In Kontrollreaktionen, bei denen das Protein mit Pyrophosphat, AMP und ATP alleine
inkubiert wurden, zeigte sich kein Einfluss dieser Molekiile auf die Kinetik des tryptischen
Verdaus (Daten nicht gezeigt). Die Inkubation mit L-Phe allein verlangsamte die Proteolyse
zwischen den beiden Subdoménen der A-Doméne, jedoch nicht so stark wie in Kombination
mit ATP. Der inhibierende Effekt von L-Phe konnte durch die zusétzliche Zugabe von AMP
und Adenosin-5’-[(a,)-methylen]-triphosphat (ApCpp) leicht verstarkt werden (Daten nicht
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gezeigt). Diese zu frilheren Arbeiten [221] vergleichbaren Ergebnisse bestitigten die
Einsetzbarkeit der partiellen proteolytischen Verdaue zur Untersuchung von
konformationellen Anderungen in A-Domiinen.

Der Vergleich des Einflusses von 5’-O-[N-(L-phenylalaninyl)-sulfamoyl] Adenosin (Inh
1) mit dem der natiirlichen Substrate ATP und L-Phe auf sowohl das apo-, als auch auf das
iiber eine in vitro Modifikation mit Sfp und CoA hergestellte holo-A-PCP Protein ist in
Abbildung 30 gezeigt. Auch die Zugabe von Inh 1 (s. Abbildung 30 C) verschlechterte die
Zuginglichkeit der Schnittstelle zwischen den AN und A“Subdoméinen, analog zur Inkubation
mit ATP und L-Phe (s. Abbildung 30 B). Um in der untersuchten Zeitspanne von einer Stunde
iiberhaupt einen messbaren Verdau des mit Inh 1 inkubierten Proteins zu erhalten, musste
sogar die Proteasemenge im Vergleich zu den ATP und L-Phe-Experimenten vervierfacht
werden. Diese signifikant grofere Proteolyseresistenz kann mit der sehr starken Bindung des
Inhibitors an die A-Doméne (K; = 61 nM [219]) und dadurch einer effektiveren Fixierung des
Proteins in einer kompakten Konformation erkliart werden. Die Inkubation mit einem nicht
kognaten Inhibitor der GrsA A-Domine, 5’-O-[N-(L-prolyl)-sulfamoyl] Adenosin (Inh 2),
ergab keine Verdnderung der Proteolysekinetik im Vergleich zum Protein ohne Substrate oder
Inhibitoren (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise zeigte auch die post-translationale
Modifikation der PCP-Doméne mit dem Ppant-Arm keinen gravierenden Einfluss. Im
Vergleich mit dem apo-Protein lieferte das holo-Protein ohne Substrate (s. Abbildung 30 A),
mit ATP und L-Phe (s. Abbildung 30 B) und mit Inh 1 (s. Abbildung 30 C) &hnliche
Proteolysemuster und Kinetiken. Vor allem bei der Inkubation mit ATP und L-Phe sollten
unterschiedliche Zustinde der PCP-Doméne zu erwarten sein, da im Fall des holo-Proteins
eine L-Phe-Ppant Thioester vorliegt. Jedoch konnte keine Verdnderung im partiellen Verdau
festgestellt werden.

Zusammenfassend lassen sich zwei Aussagen von den oben beschriebenen
Beobachtungen beziiglich der partiellen Proteolyse ableiten. Erstens scheint Imh 1, im
Rahmen der Auflosung dieses Assays, die gleiche Konformation in der A-Doméne auszuldsen
wie die Substrate ATP und L-Phe. Imh 1 kann damit als analog zu dem
Phenylalaninacyladenylat ~ angesehen = werden.  Zweitens sind die  partiellen
Proteolyseexperimente nicht in der Lage mogliche Unterschiede in der Position der PCP-
Domine relativ zur A-Domine aufzulésen. Unter Umstdnden ist der Effekt potentieller
Domaénen-Wechselwirkungen auf die Zugénglichkeit der Proteaseschnittstellen zu klein. Eine

kinetische Analyse der Schnittstelle zwischen den Doménen wird dadurch erschwert, dass ein
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entstehendes PCP-Fragment entweder aus einem intakten Protein oder aus einem schon

vorher geschnittenen A“-PCP-Fragment hervorgehen kann.
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Abbildung 30 Partieller tryptischer Verdau von apo- und holo-GrsA A-PCP unter verschiedenen
Bedingungen. Die Verdaue fiir das apo-Protein sind links, die fiir das holo-Protein sind rechts dargestellt; A)
Reaktionen ohne Substrate (Protease zu Protein 1:250 (w/w)); B) Vorinkubation mit 2 mM ATP und L-Phe
(Protease zu Protein 1:100 (w/w)); C) Vorinkubation mit 100 uM Inh 1 (Protease zu Protein 1:25 (w/w)).
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4.1.2 Globale Konformationsanalyse von A-PCP Didomanenproteinen

Sowohl die in Kapitel 4.1.1 dargestellten Daten der partiellen Proteolyse, als auch der fiir
A-Dominen vorgeschlagene Katalysezyklus weisen darauthin, dass das untersuchte NRPS A-
PCP Fragment eine kompaktere Konformation durch die Bindung der Substrate oder der
Sulfamoylinhibitoren einnimmt. Zur Bestimmung der globalen Konformation von Proteinen
konnen sowohl die Gelfiltrationschromatographie, als auch die native Polyacrylamid
Gelelektrophorese (native PAGE) eingesetzt werden. Erstere kann iiber Bestimmung des
Stokes Radius, zweitere iiber eine Anderung in der elektrophoretischen Mobilitit
verschiedene konformationelle Zustidnde eines Proteins detektieren, wenn diese die Form und
GroBe des Proteins beeinflussen. In dieser Arbeit wurde mittels dieser Techniken die apo- und
die holo-Form von GrsA A-PCP in Abwesenheit und Gegenwart von Substraten und
Inhibitoren untersucht.

In den Gelfiltrationsexperimenten wurde das Elutionsvolumen der A-PCP Proteine ohne
Substrate und Inhibitoren auf einer Superdex 200 10/300 GL Séule (GE Healthcare) durch die
post-translationale Modifikation des Ppant-Arms nicht beeinflusst. So eluierten apo- und
holo-A-PCP innerhalb der Fehlergrenzen mit identischen Retentionszeiten (s. Tabelle 4) (t-
Test der Mittelwerte der Elutionsvolumina: die Nullhypothese apo = holo kann mit einem

Signifikanzniveau von a = 0,05 nicht verworfen werden).

Tabelle 4 Ergebnisse der Gelfiltrationsanalyse von unterschiedlich inkubierten GrsA A-PCP Konstrukten.

Protein MWieor. ’kDa Elutionsvolumen /mL MWyerechnet™ /kDa
apo-A-PCP 71,1 14,560 + 0,028 74,2+ 1,1
holo-A-PCP 71,5 14,567 £ 0,023 73,9 +0,9

apo-A-PCP +Inh 1 71,6 14,732 £ 0,019 67,8 +0,7
holo-A-PCP + Inh 1 72,0 14,776 £ 0,017 66,3 + 0,6
apo-A-PCP + Inh 2 71,6 14,567 + 0,013 73.9+0.,5
holo-A-PCP + Inh 2 71,9 14,551 £ 0,015 74,5+ 0,5

* Die Séule wurde mit Hilfe des ,,Gel Filtration Calibration Kit - Low Molecular Weight* von GE Healthcare
kalibriert; in der zweiten Spalte sind die theoretischen Molekulargewichte der Komplexe aufgelistet.

In der nativen PAGE zeigte das holo-Protein im Vergleich mit dem apo-Protein eine etwas
groflere elektrophoretische Mobilitét (s. Abbildung 31 linke Spalte). Dies konnte das Resultat

von unterschiedlichen Konformationen der beiden Proteine sein. Jedoch erhilt das A-PCP
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Protein durch die Addition des Ppant-Arms eine zusétzliche negative Ladung (die berechnete
Ladung des apo-Proteins unter den Bedingungen der nativen PAGE ist ~ -20). Beriicksichtigt
man dies zusammen mit den Daten der Gelfiltrationsldufe so ist es wahrscheinlicher, dass die
Anordnung der Doménen in beiden Proteinen (apo und holo) vergleichbar ist. Die Inkubation
der Proteine mit dem Inhibitor der A-Doméne, Inh 1, verdnderte sowohl die Retentionszeiten
der Gelfiltrationsliufe, als auch das Verhalten in der nativen PAGE. In Ubereinstimmung mit
der Annahme, dass eine Bindung des Inhibitors eine kompaktere Konformation induziert,
eluierten sowohl das apo-, als auch das holo-A-PCP Protein mit signifikant gréferen
Retentionszeiten in der Gelfiltrationschromatographie (s. Tabelle 4). In der nativen PAGE
konnte in beiden Fillen eine groBere elektrophoretische Mobilitdit im Vergleich zu den
Proteinen ohne Inhibitoren festgestellt werden (vergleiche in Abbildung 31 die linke und

mittlere Spalte).

- +Inh1 | +Inh2

apo holojapo holo|apo holo

Abbildung 31 Native PAGE der GrsA A-PCP Proteine in Abwesenheit und Gegenwart von Substraten.
Sowohl die apo-, als auch die holo-Form wurden ohne oder mit den Inhibitoren (jeweils 100 uM) inkubiert und
anschlieBend der nativen PAGE unterzogen; nur die kognate Verbindung, 5’-O-[N-(L-phenylalaninyl)-
sulfamoyl] Adenosin (Imh 1), und nicht 5’-O-[N-(L-prolyl)-sulfamoyl] Adenosin (Imh 2) verdndert die
elektrophoretische Mobilitdt der A-PCP Proteine.

Die Inkubation mit Inh 2 zeigte als Kontrollexperiment, dass dieser Inhibitor keinen
Einfluss auf die Konformation der A-PCP Proteine besitzt (s. Tabelle 4 und Abbildung 31
rechte Spalte). Auch die Inkubation mit ATP, L-Phe, AMP, ApCpp und Kombinationen der
Adenosinverbindungen mit L-Phe ergaben keine verdnderten elektrophoretischen Mobilititen
in der nativen PAGE (Daten nicht gezeigt). Nur die Bindung von Inh 1 an das apo- und das
holo-Protein war stark genug, um den Elektrophoreseprozess zu iiberstehen. Die kompaktere
Konformation, induziert durch Inh 1, resultiert wahrscheinlich zu einem groflen Teil aus dem
SchlieBen der beiden Subdoménen AN und A bei Bindung des Inhibitors. Der Ubergang der
A-Doméne von einer offenen in eine geschlossene Konformation sollte die effektive Grof3e

des Proteins verkleinern (s. Abbildung 9). Ein detaillierter Vergleich zwischen dem apo- und
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dem holo-Protein in diesen zwei Assays deuten jedoch daraufhin, dass sich zusitzlich die
relative Anordnung der A- und der PCP-Doméne verdndert. In der native PAGE fiihrte die
Inkubation des holo-Proteins mit Inh 1 zu einer groBeren relativen Steigerung der
elektrophoretischen Mobilitdt im Vergleich zum apo-Protein (vergleiche Abbildung 31).
Dieser Trend konnte in den Gelfiltrationsexperimenten bestétigt werden. Hier war das
Elutionsvolumen des holo-Proteins mit Imh 1 statistisch signifikant groBer als das
Elutionsvolumen des apo-Proteins mit Inh 1 (t-Test der Mittelwerte der Elutionsvolumina:
die Nullhypothese apo > holo wird mit einem Signifikanzniveau von o = 0,05 zugunsten der
einseitigen Alternativhypothese apo < holo verworfen). Fiir einen Vergleich der berechneten
Elutionsdifferenzen (apo-A-PCP 0,172 + 0,034 mL und holo-A-PCP 0,209 + 0,029 mL)
konnte allerdings keine statistische Signifikanz erreicht werden. Die Daten erlauben jedoch
trotzdem den Schluss, dass die Bindung von Inh 1 an holo-A-PCP eine zusétzliche
konformationelle Anderung zu einer kompakteren Konformation auslost. Die Bindung der
holo-PCP-Doméne an die A-Doméne erscheint als die nahe liegende Erklarung flir diese
Verkleinerung. In Ubereinstimmung mit der Logik der NRPS Biosynthese ist nicht die apo-
Form, sondern nur die Ppant-PCP-Doméne ein Substrat fiir die A-Doméne. Dies sind die
ersten biochemischen Indizien, dass die Wechselwirkungen zwischen einer A- und einer sich
in cis befindlichen PCP-Domine von dem post-translationalen Zustand der letzteren abhingig
sind.

In den vorangegangenen Experimenten wurde durch die Bindung des Inhibitors an die A-
Domine die Situation vor der Thioesterbildung simuliert. Eine Untersuchung des nichsten
Reaktionsschrittes, die mit einem Thioester beladene PCP-Domine, mittels nativer PAGE war
jedoch erschwert. Die Inkubation des holo-Proteins mit ATP und L-Phe resultierte in keiner
verdnderten elektrophoretischen Mobilitdt des Proteins, wahrscheinlich weil die Stabilitdt des
Thioesters unter den Assaybedingungen nicht gewéhrleistet war (z.B. f-Mercaptoethanol im
Probenpuffer). Eine stabile, wenn auch nicht natiirliche Modifikation des Ppant-Arms gelang
durch Sfp katalysierte Umsetzung von apo-A-PCP mit CoA-TAMRA (s. Abbildung 29A).
Das mit dem sperrigen Fluorophor Tetramethylrhodamin modifizierte Protein zeigte in den
nativen PAGE Untersuchungen eine analoge Steigerung der elektrophoretischen Mobilitét bei
Zugabe des Inh 1 wie das apo-Protein (s. Abbildung 32). Auch wenn diese nicht natiirliche
Situation keine eindeutigen Aussagen zuldsst, kann man dieses Ergebnis als Hinweis
interpretieren, dass eine beladene (modifizierte) PCP-Domine bei Bindung des Inh 1 im

Vergleich zum holo-Protein nicht die gleiche Affinitdt zur A-Doméne besitzt.
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= +Inh1 +Inh 2

Abbildung 32 Native PAGE von A-PCP-TAMRA im Vergleich mit dem apo- und dem holo-Protein. In den
Spuren 1 ist das apo-Protein, in den Spuren 2 das holo-Protein und in den Spuren 3 das mit Tetramethylrhodamin
beladene A-PCP Protein aufgetragen; A-PCP-TAMRA zeigt keine so ausgeprdgte Verdnderung der
elektrophoretischen Mobilitit bei Zugabe von Inh 1 wie das holo-Protein; links ist das Gel in der Coomassie-
Farbung, rechts dasselbe Gel unter UV-Bestrahlung zu sehen.

Zusammenfassend ermdglichen die in der vorliegenden Arbeit benutzten Gelfiltrations-
und native PAGE-Assays die Untersuchung der globalen Konformationen von NRPS A-PCP
Proteinen. Dies wurde auch durch die Analyse eines A-PCP Fragments aus einem Prolin
aktivierenden Modul (Tyrocidin Synthetase II Modul 1) bestitigt (s. Abbildung 72A im
Anhang). Hier fiihrte nur die Inkubation mit 5’-O-[N-(L-prolyl)-sulfamoyl] Adenosin (Inh 2)
und nicht die Inkubation mit Inh 1 zu einer verdnderten elektrophoretischen Mobilitdt des

Proteins.

4.1.3 Untersuchung der Position des Ppant-Arms in A-PCP Proteinen

Die Gelfiltrations- und nativen PAGE-Assays lassen die Interpretation zu, dass bei
Bindung von Inh 1 an holo-GrsA A-PCP das Protein eine hoch kompakte Konformation
einnimmt, in der sich die PCP-Doméne in engem Kontakt zur A-Doméine befindet.
Verdeutlicht man sich den NRPS Katalysezyklus (s. Abbildung 27), so miisste in dieser
Konformation der Ppant-Arm der PCP-Doméne in die aktive Tasche der A-Doméne zeigen.
Im Vergleich mit dem Aminoacyladenylat ist jedoch mit Inh 1 keine Weiterreaktion moglich
und das Protein wird in dieser Position fixiert. Dieses Modell postuliert damit eine
Abschirmung des Ppant-Arms in dieser Konformation und kann mittels
Zuginglichkeitsstudien des Ppant-Arms iiberpriift werden. In nachfolgenden Experimenten

sollten thiol-modifizierende Reagenzien die Sulfhydrylgruppe des Phosphopantetheins
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markieren und im Falle der hoch kompakten Konformation von holo-A-PCP eine langsamere
Kinetik zeigen.

Um Kreuzreaktionen mit anderen Thiolfunktionalititen zu vermeiden, wurde in diesen
Experimenten eine cystein-freie Mutante von GrsA A-PCP verwendet. Das Protein mit den
Mutationen C60F, C331A, C376S und C473A (A-PCP(A-4Cys)) wurde bereits in einer
fritheren Arbeit hergestellt und biochemisch anhand des ATP/PP;-Austauschs charakterisiert
[211]. Die vier eingefiihrten Mutationen in der A-Doméne hatten nur einen geringen Einfluss
auf die Aktivitit. So vergroBerte sich der Ky-Wert in Bezug auf L-Phe um den Faktor 2,5
wihrend ks um den Faktor 1,5 verringert wurde [211]. Da sich A-PCP(A-4Cys) zusitzlich in
dem nativen PAGE-Assay vergleichbar wie das Wildtyp-Protein verhielt (s. Abbildung 33),

konnte es fiir die folgenden Untersuchungen eingesetzt werden.
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apo holo|apo holo|apo holo
| L

' |
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Abbildung 33 Native PAGE der GrsA A-PCP(A-4Cys) Proteine in Abwesenheit und Gegenwart von
Substraten. Sowohl die apo-, als auch die holo-Form wurden ohne oder mit den Inhibitoren (jeweils 100 pM)
inkubiert und anschlieend der native PAGE unterzogen.

Die einzige Thiolfunktionalitédt in holo-A-PCP(A-4Cys) befindet sich am Ppant-Arm. Bei
einer Inkubation dieses Proteins mit Thiol-modifizierenden Reagenzien und der Bestimmung
der zeitabhdngigen Markierung konnen damit Aussagen iiber die Zugénglichkeit des Ppant-
Arms zum Losungsmittel getroffen werden. Der Vorteil dieses Systems ist, dass eine
Vorinkubation des Proteins mit Substraten und Inhibitoren leicht durchfiihrbar ist. Die
Behandlung von holo-A-PCP(A-4Cys) mit Fluorescein-Maleinimid oder mit Fluorescein-5-
Iodacetamid fiihrte zu einer schnellen, vollstindigen Markierung des Ppant-Arms, ungeachtet
ob der Inh 1 zugegen war oder nicht (Daten nicht gezeigt). Erst der Einsatz des weniger

reaktiven, sterisch etwas anspruchsvolleren TexasRed-Bromacetamids ermdglichte die
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Bestimmung von unterschiedlichen Markierungskinetiken. Dass die Modifikation des Proteins
mit dem Fluoreszenzfarbstoff tatsdchlich am Ppant-Arm stattfand, konnte durch einen
tryptischen in-Gelverdau und der Detektion der Masse des berechneten Fragments mittels

MALDI-TOF MS nachgewiesen werden (s. Abbildung 34).
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Abbildung 34 Markierung des Ppant-Arms von holo-A-PCP(A-4Cys) mit TexasRed-Bromacetamid.
Auschnitt aus den MALDI-TOF MS Spektren der tryptischen in-Gelverdaue vor (schwarz) und nach der
Modifikationsreaktion mit TexasRed-Bromacetamid (rot); das modifizierte Ppant-TexasRed Fragment konnte
nur nach der Reaktion nachgewiesen werden.

Der Umfang der Modifikation wurde anhand einer densitometrischen Auswertung des
Fluoreszenzsignals im SDS-PAGE Gel (normiert auf den Gesamtproteingehalt der Bande in
der Coomassie-Farbung) bestimmt. In Abbildung 35A ist beispielhaft ein SDS-PAGE Gel der
Modifikationsreaktion von A-PCP(A-4Cys) mit TexasRed-Bromacetamid unter verschiedenen
Inkubationsbedingungen gezeigt. Die detaillierte Auswertung und die graphische Auftragung
des Markierungsgrads tiber die Zeit ist in Abbildung 35B zu sehen. Fiir holo-A-PCP(A-4Cys)
ohne Liganden ergab sich die schnellste Markierungsreaktion. Der Wert dieser Reaktion nach
einer Stunde wurde als relative Referenz verwendet. Die Inkubation des apo-A-PCP(A-4Cys)
Proteins unter identischen Bedingungen zeigte wie erwartet nur eine minimale
Hintergrundreaktivitét, da keine Thiolfunktionalitét in diesem Protein vorhanden war (s. Spur
1 in Abbildung 35 A). Im Riickschluss bedeutete dies, dass der Einbau des Fluorophors in
holo-A-PCP(A-4Cys) fast vollstindig auf eine Markierung des Ppant-Arms zuriickgeht.
Wurde holo-A-PCP(A-4Cys) vor der Markierungsreaktion mit den Substraten ATP und L-Phe
inkubiert, konnte nur ein sehr geringer Einbau des Fluorophors nachgewiesen werden. Unter
diesen Bedingungen blockierte die Bildung des L-Phe-Ppant Thioesters die Sulfhydrylgruppe
des Ppant-Arms und verhinderte die Markierung (s. Spur 4 in Abbildung 35 A). ATP und L-

Phe zeigten alleine nur eine geringe Reduktion der Markierungsgeschwindigkeit, wobei die

96



4  Ergebnisse

Aminosdure, in Ubereinstimmung mit den Daten der partiellen Proteolyse, einen etwas
starkeren Effekt ausilibte. In einer weiteren Kontrollreaktion fiihrte die Zugabe des nicht
kognaten Prolininhibitors Inh 2 zu einem vergleichbaren Markierungsverlauf wie die
Inkubation ohne Liganden (s. Spuren 2 und 5 in Abbildung 35 A). Im Gegensatz dazu
verminderte die Prasenz des Inh 1 die Zugénglichkeit der Ppant-Gruppe signifikant (s. Spur 3
in Abbildung 35 A). Bei Bindung von Inh 1 an holo-A-PCP(A-4Cys) nimmt das Protein - in
Ubereinstimmung mit dem oben beschriebenen Modell - eine Konformation ein, in der der

Ppant-Arm der PCP-Domine effektiv vom Losungsmittel abgeschirmt ist.
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Abbildung 35 Chemische Markierung von apo- und holo-A-PCP(A-4Cys) mit TexasRed-Bromacetamid.
A) Reprisentatives SDS-PAGE Gel der Markierungsreaktion zu verschiedenen Zeitpunkten unter UV-
Bestrahlung (oben) und in der Coomassie-Farbung (unten); Spur 1 = apo-A-PCP(A-4Cys), Spur 2 = holo-A-
PCP(A-4Cys), Spur 3 = holo-A-PCP(A-4Cys) + 100 uM Inh 1, Spur 4 = holo-A-PCP(A-4Cys) + 7,5 mM
ATP/L-Phe, Spur 5 = holo-A-PCP(A-4Cys) + 100 uM Inh 2; B) Densitometrische Auswertung des
Fluoreszenzsignals im SDS-PAGE Gel nach der Normierung auf den Gesamtproteingehalt der Bande in der
Coomassie-Farbung.

In weiteren Experimenten dieser Arbeit wurde der chemische Markierungsassay
eingesetzt, um den Einfluss von ATP-Analoga auf die Position des Ppant-Arms zu
untersuchen. Nach der biosynthetischen Logik sollte das nicht hydrolysierbare Adenosin-5’-
[(a,B)-methylen]-triphosphat (ApCpp) zusammen mit L-Phe den Zustand in der A-Doméne
vor der Adenylierungsreaktion simulieren. Die Methylenverbriickung zwischen der a- und der
B-Phosphatgruppe erlaubt keine Abspaltung der Diphosphateinheit und damit keine Bildung
des Aminoacyladenylats. Ubereinstimmend damit wurde eine humane Acyl-CoA Synthetase
ACSM2A, ein Mitglied der ANL-Superfamilie, im Komplex mit ApCpp in der
Adenylierungskonformation kristallisiert [58]. Die Autoren weisen darauthin, dass die - und
y-Phosphatgruppen sowohl in ApCpp, als auch in ATP eine konformationelle Anderung des
ANL-Proteins in die Thioesterkonformation verhindern. In Abbildung 36A ist der Einfluss

von ApCpp auf die Zuginglichkeit des Ppant-Arms gezeigt. In einer Konzentration von 1 mM
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hat es nur eine geringe Verminderung der Markierungsgeschwindigkeit des Ppant-Arms,
vergleichbar mit dem Effekt von L-Phe, zur Folge. Die gemeinsame Inkubation mit L-Phe
verstarkt diesen Einfluss etwas, jedoch ist die Ppant-Thiolgruppe nicht so effektiv
abgeschirmt, wie im Fall der Inkubation des Proteins mit 100 uM Inh 1. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen der partiellen Proteolyse, in der diese Ligandenkombination
(ApCpp/L-Phe) einen geringeren Effekt im Vergleich zu sowohl ATP und L-Phe, als auch zu
Inh 1 zeigte. Unter der Annahme, dass eine Abschirmung des Ppant-Arms mit einer
Positionierung des Ppant-Arms im aktiven Zentrum der A-Doméne gleichzusetzen ist, ist
folgende Interpretation moglich. Nur in der Thioesterkonformation der A-Doméne (induziert
durch Inh 1) und nicht in der Adenylierungskonformation (ausgeldst durch ApCpp/L-Phe)
kann die holo-PCP-Doméne mit hoher Affinitit an die A-Doméne binden und den Ppant-Arm
im aktiven Zentrum positionieren. Kristallographische Studien unterstiitzen diese Hypothese,
da nur in der Thioesterkonformation der A-Domine ein Ppant-Bindungstunnel vorhanden ist

(s. Kapitel 1.1.4).
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Abbildung 36 Chemische Markierung von holo-A-PCP(A-4Cys) in Gegenwart von ATP-Analoga. A) Vor
der Reaktion mit TexasRed-Bromacetamid (TR-BA) wurde das Protein mit 1 mM Adenosin-5’-[(a,f)-
methylen]-triphosphat (ApCpp) alleine und mit der Kombination 1 mM ApCpp und L-Phe inkubiert; B)
Inkubation mit 1 mM AMP und jeweils | mM AMP und L-Phe; zum Vergleich ist noch einmal die Reaktion in
Gegenwart von 100 uM Inh 1 gezeigt.

Welche Konformation die Bindung des Reaktionsprodukts AMP in der A-Doméne
auslost, ist bisher in der Literatur nicht abschlieBend gekldrt. Die bereits oben erwéhnten
Kristallisationsstudien an der humanen Acyl-CoA Synthetase ACSM2A [58] zeigten das
Protein im Komplex mit AMP in der Thioesterkonformation, jedoch wurden mit diesem
Liganden andere ANL-Mitglieder auch in der Adenylierungskonformation kristallisiert, z.B.

[56]. Frithere Studien bestimmten eine ca. 20fach groBere Affinitdt von AMP im Vergleich zu
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ATP (Kp-Werte: 0,064 mM (AMP) und 1,3 mM (ATP) [221]. Bei den in dieser Arbeit
durchgefiihrten chemischen Markierungsassays zeigte AMP (Inkubation mit einer
Konzentration von 1 mM) sowohl alleine, als auch zusammen mit L-Phe eine gravierende
Reduktion der Markierungsgeschwindigkeit, vergleichbar mit dem Einfluss von 100 uM Inh
1 (s. Abbildung 36 B). Dies spricht dafiir, dass AMP die Thioesterkonformation in der A-
Domaine auslost und damit die Bindung von holo-PCP erméglicht. Im Gegensatz dazu zeigten
jedoch weder AMP alleine noch die Kombination aus AMP/L-Phe in der partiellen Proteolyse
in Kapitel 4.1.1. einen grofleren, nennenswerten Effekt, so dass anhand der hier prasentierten
Ergebnisse keine definitive Aussage zu dem Bindungsmodus dieses Liganden getroffen
werden kann.

Zwei Einwédnde konnen gegen die bis hierhin prisentierten Daten der chemischen
Markierungsexperimente vorgebracht werden. Zum einen ist bekannt, dass aromatische
Fluorophore, wie das im Vergleich zu TexasRed kleinere Fluorescein, eine natiirliche
Affinitdt zur ATP Bindetasche besitzen [225]. Fande die Modifikation des Ppant-Thiols im
aktiven Zentrum statt, konnte sich der Einfluss des Inh 1 auf eine kompetitive Bindung an das
Protein und eine Verdringung des Markierungsreagenz beschrdnken. Aussagen iiber
konformationelle Anderungen wiren damit erschwert. Zur Kontrolle wurde holo-A-PCP(A-
4Cys) in Abwesenheit von Liganden, aber in Gegenwart unterschiedlicher Mengen von
freiem TexasRed Farbstoff mit TexasRed-Bromacetamid umgesetzt. In dem oben
beschriebenen Szenario wiirde die Zugabe des freien Farbstoffs zu einer Verringerung der
Markierungsgeschwindigkeit fithren, da er mit dem Markierungsreagenz um die Bindestelle
am Protein konkurrieren wiirde. Jedoch hatte die Zugabe von bis zu 16 Aq. TexasRed (in
Bezug auf TexasRed-Bromacetamid) keinen Einfluss auf die Alkylierungsreaktion (s.
Abbildung 37). Damit konnte diese alternative Erklidrung ausgeschlossen und dieser Einwand
widerlegt werden.

Als zweiten Einwand konnte eine alternative Deutung der Ergebnisse der chemischen
Markierungsexperimente vorgebracht werden. Es ldsst sich nicht vollstandig ausschliefen,
dass die Unterschiede in der Markierungseffizienz nicht durch grofle konformationelle
Anderungen, wie die Bindung der holo-PCP-Domine an die A-Domine, ausgeldst werden.
Auch das Offnen und SchlieBen von Proteinkanilen zum aktiven Zentrum wiirde die
gesammelten Daten erkldren. Betrachtet man jedoch den sterischen Anspruch des
Markierungsreagenz und  zusétzlich die Ergebnisse der nativen PAGE- und
Gelfiltrationsassays so erscheint eine groBe Konformationsanderung mit einer Bewegung der

PCP-Domine wahrscheinlicher.
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Abbildung 37 Kontrolle der chemischen Markierungsreaktion. A) Chemische Strukturen von TexasRed-
Bromacetamid (TR-BA, links) und dem freien TexasRed Farbstoff (TR, rechts); B) Markierung von holo-A-
PCP(A-4Cys) mit TR-BA in Gegenwart von unterschiedlichen Konzentrationen an freiem TR Farbstoff; gezeigt
sind die Proben zu verschiedenen Zeitpunkten auf einem SDS-PAGE Gel unter der UV-Beleuchtung; Spur 1 =1
mM TR; Spur 2 = 60 uM TR-BA; Spur 3 = 60 uM TR-BA + 60 uM TR (1:1); Spur 4 = 60 uM TR-BA +
600 uM TR (1:10); Spur 5 =60 uM TR-BA + 1 mM TR (1:16).

Die in diesem Kapitel prasentierten Daten fiihren zu dem Schluss, dass sich der Ppant-
Arm in holo-A-PCP in mindestens zwei unterschiedlichen Positionen wéhrend des
Katalysezyklus befindet, die sich stark in ihrer Zugénglichkeit zum Losungsmittel
unterscheiden. Zusitzlich ist der Ubergang von der zugiinglichen in die abgeschirmte Position
- wahrscheinlich zeigt hier der Ppant-Arm in das aktive Zentrum der A-Domine - von dem
Zustand der A-Doméne abhingig. Eine korrekte Wechselwirkung zwischen der A- und der
PCP-Domine benoétigt dabei zum einen die Thioesterkonformation der A-Doméne (induziert
durch Inh 1) und zum anderen die unbeladene holo-Form der PCP-Doméne. Befindet sich
entweder die A-Domine in der Adenylierungskonformation (induziert durch ApCpp und L-
Phe) oder hat die PCP-Domine nicht den richtigen post-translationalen Zustand (apo-Form
oder mit TAMRA-beladener Ppant-Arm) so scheint nicht die richtige Kontaktfliche zwischen
den beiden Domidnen vorhanden zu sein.

Es bleibt anzumerken, dass die Auflosung der verwendeten biochemischen
Charakterisierungen nicht ausreicht, um zu definitiven Aussagen iiber die hier untersuchte
Domineninteraktion zu gelangen. In wie weit die an freistehenden PCP-Doménen gefundenen
Konformationen [87] auch in dem Didoménenprotein eine Rolle spielen kann nicht geklart
werden. Mit den hier présentierten Assays ist weder eine strukturelle Beschreibung des
Proteins mit atomarer Auflosung, noch eine Charakterisierung der kinetischen Parameter der
konformationellen Anderungen mdglich. Hoher auflssende Techniken, wie die
Einzelmolekiil-Fluoreszenz- oder die NMR-Spektroskopie, miissen in Zukunft zur Aufklarung

eingesetzt werden. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, setzen diese Techniken jedoch
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den definierten Einbau biophysikalischer Sonden in das zu untersuchende Protein voraus.
Bevor auf Vorarbeiten zur spektroskopischen Untersuchung von Multi-Doménen NRPS-
Proteinen, ndmlich der Herstellung selektiv modifizierter Proteine, eingegangen wird (Kapitel
4.4), sollen zuerst die im Laufe dieser Arbeit durchgefiihrten Studien zu gespaltenen Inteinen
(Kapitel 4.2 und 4.3) vorgestellt werden. Denn diese besitzen das Potential einen
entscheidenden Beitrag zur Herstellung der modifizierten Proteine zu leisten (siehe vor allem

Kapitel 1.2.4 in der Einleitung).
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4.2 Biochemische und strukturelle Untersuchungen zu
gespaltenen Inteinen

Die Protein trans-Spleiflien (PTS)-Reaktion mit Hilfe von gespaltenen Inteinen ist bereits
ein wichtiges Werkzeug in zahlreichen biochemischen Anwendungen. Unter anderem wird
diese Ligationsreaktion bei der Protein-Semisynthese, bei der selektiven Modifikation von
Proteinen und bei der segmentellen Isotopenmarkierung benutzt (s. Kapitel 1.2.4). Der
erfolgreiche Einsatz von gespaltenen Inteinen in diesen Applikationen setzt jedoch vier
wichtige Eigenschaften der Inteinsysteme voraus. (1) Eine hohe Ausbeute der PTS-Reaktion
mit moglichst geringer Nebenproduktbildung ist essentiell. Fiir in vitro Reaktionen wurden in
einigen Fillen bereits Ausbeuten von 70 - 100% beschrieben [145,171]. Jedoch scheinen
Umsidtze zwischen 30% und 60% bei gespaltenen Inteinen die Regel zu sein
[163,165,177,187]. (2) Eine hohe Reaktionsgeschwindigkeit ist fiir alle auf gespaltenen
Inteinen basierenden Anwendungen, besonders fiir in vivo Applikationen, von Vorteil. Die
Halbwertszeiten der Reaktionen liegen bisher im Bereich von einigen Minuten bis Stunden (s.
Tabelle 1). (3) Ein effektives Inteinsystem sollte eine hohe Toleranz gegeniiber seinen
Substraten, also den N- und C-Exteinen, besitzen. Bei eingeschrinkter Toleranz wire es
wichtig, schnell entscheiden zu konnen, ob das gespaltene Intein in einem bestimmten
Exteinkontext aktiv ist. (4) Fiir in vitro Anwendungen ist die Loslichkeit der Intein-Extein-
Fusionsproteine natiirlich von groBer Wichtigkeit. Generell ist zu erwarten, dass in diesem
Punkt natiirlich gespaltene Inteine einen Vorteil gegeniiber den kiinstlich gespaltenen
besitzen.

Aktuell ist noch kein Inteinsystem bekannt, dass in allen oben angesprochenen Punkten
herausragende Eigenschaften besitzt. Die Suche nach besseren gespaltenen Inteinen und die
Optimierung  bereits vorhandener Systeme sind deshalb notwendig, um die

Einsatzmoglichkeiten des Protein trans-Spleilens weiter zu verbessern.

4.2.1 Biochemische Charakterisierung des natiirlich gespaltenen Npu
DnaE Inteins

Unter den natiirlich vorkommenden DnaE-Inteinallelen aus diversen Cyanobakterien ist
das DnaE Intein aus Synechocystis species PCC6803 (Ssp) das am besten charakterisierte. Die
beiden Hélften des Ssp DnaE Inteins assozieren sehr schnell nahe dem Diffusionslimit der

Einstein-Smoluchowski ~ Gleichung und zeigen zudem eine sehr  geringe
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Dissoziationskonstante, die im nanomolaren Bereich liegt [174]. In einem nicht-natiirlichen
Exteinkontext wurden fiir dieses Intein Ausbeuten von 50 - 80% und je nach Studie
Halbwertszeiten der Spleireaktion von 35 - 175 min bestimmt [151,173,177]. Eine
Veroffentlichung von Iwai et al. [151] im Jahre 2006 lieferte jedoch Hinweise fiir die
Annahme, dass das DnaE Intein aus Nostoc punctiforme (Npu) im Vergleich zum Ssp DnaE
Intein in diesen Punkten iiberlegene Eigenschaften besitzt. Diese Arbeit belegte die in vivo
SpleiBaktivitidt des Npu DnaE Inteinallels durch Coexpression in E. coli. Die Spleifireaktion
mit nicht-natiirlichen Exteinresten verlief mit einer Ausbeute von tiiber 98% deutlich
effizienter als fiir das Ssp DnaE Intein. Zusitzlich zeigte die N-terminale Npu DnaE
Inteinhélfte bei Kreuz-Spleireaktionen mit der C-terminalen Hailfte des Ssp DnaE Inteins
eine groflere Toleranz gegeniiber der +2 Position im Vergleich zur entsprechenden Hélfte des
Ssp DnaE Inteins [151]. Die Frage war nun, ob diese vorteilhaften in vivo Spleileigenschaften
des Npu DnaE Inteins auch beim in vitro Spleilen mit gereinigten Proteinen auftreten wiirden.
Dazu wurde das Npu DnaE Intein in Zusammenarbeit mit Vivien Schiitz biochemisch

charakterisiert [213].

Kinetische Charakterisierung des Npu DnaE Inteins

Aufgrund ihrer hervorragenden Loslichkeitseigenschaften wurden das Kopfprotein des
Bakteriophagen A (gpD), Thioredoxin (Trx) und das verbesserte griin-fluoreszierende Protein
(eGFP) als Modell-Exteine gewihlt. Zur Reinigung der Proteine wurde bei den N-terminalen
Inteinfusionsproteinen eine StrepTag II (ST)- und bei den C-terminalen eine Hexahistidin-
Sequenz (Hg) eingesetzt. An der N-terminalen Spleiflstelle waren die nicht-nativen
Aminosduren GS (-2, -1 Position) vorhanden. In fritheren Arbeiten hatte diese Substitution
der natiirlichen EY-Resten keinen negativen Einfluss auf die Aktivitit sowohl des Ssp, als
auch des Npu DnaE Inteins gezeigt [151,188]. Die C-terminale Spleifistelle enthielt die native
Sequenz CFN. Alle Inteinfusionsproteine konnten in loslicher Form durch Expression in E.
coli hergestellt werden. Allerdings neigten die C-terminalen Inteinkonstrukte zur Degradation
wihrend der Zelllyse [212,213]. Der Aufschluss der Zellen in Gegenwart von 8M Harnstoff
konnte den Abbau der C-terminalen Proteine vermindern und erlaubte die Isolierung der
Inteinfusionsproteine nach Riickfaltung in SpleiBBpuffer mit akzeptabler Reinheit. Zum Testen
der SpleiBaktivitit wurden die N- und C-terminalen Inteinhélften in &quimolaren
Konzentrationen von 10 - 20 pM umgesetzt. Am Beispiel der Proteine ST-gpD-Int" (1) und
Intc-ng-H6 (2) ist die PTS-Reaktion des Npu DnaE Inteins in Abbildung 38 gezeigt.
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Abbildung 38 Protein trans-SpleiBen mit dem Npu DnaE Intein. A) Schematische Darstellung der PTS-
Reaktion mit dem Kopfprotein des Bakteriophagen A (gpD) als N- und C-Extein; B) SDS-PAGE Gel der
Reaktion bei 20°C zwischen 1 und 2 zu verschiedenen Zeitpunkten; das SpleiBprodukt SP(1+2), sowie die
Inteinhalfte Int™ und Int® sind zugeordnet.

Die drei im Laufe der Reaktion entstandenen Proteinbanden konnten mittels tryptischem
Verdau der ausgeschnittenen Gelbanden und anschlieBender MALDI-TOF MS Analyse
eindeutig dem SpleiBprodukt ST-gpD-gpD-Hg (SP1+2) und den beiden Inteinhilften Int" und
Int® zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt). Zusitzlich konnten bei den weiteren
Exteinkombinationen die jeweiligen Affinitdtstags und damit die Identitét aller Proteine durch
Western Blot Analyse bestitigt werden [213]. Die Bildung des SpleiBproduktes fand im
beschriebenen Beispiel ebenso wie bei den weiteren Kombinationen mit einer sehr hohen
Geschwindigkeit statt. Unter der Annahme einer Reaktionskinetik erster Ordnung, wobei die
Komplexbildung nicht den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion darstellt
[174], wurde die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion {iber eine densitometrische Analyse
der Proteinbandenintensitit bestimmt (s. Kapitel 3.6). Fiir die Reaktion der Proteine 1 und 2
wurde bei 20°C ein Wert von Kspieigen, 200c = 3,6 £ 0,5 x 10° s ermittelt. Eine
Temperaturerhohung auf 37°C fiihrte zu einer Vergroferung der Reaktionsgeschwindigkeit
auf Kspleinen, 37°c = 9,0 £ 0,4 x 107 57",

In Zusammenarbeit mit Vivien Schiitz wurden die Reaktionskonstanten der PTS-Reaktion
mit weiteren Exteinkombinationen bei verschiedenen Temperaturen bestimmt (s. Tabelle 5).
Im Temperaturbereich von 6 - 37°C zeigte das Npu DnaE Intein eine robuste Spleilaktivitt.
Die Reaktionsrate war nur in geringem Mafle von den zu ligierenden Exteinsequenzen
abhingig. Im Vergleich mit der Reaktion zwischen 1 und 2 fiihrte die Reaktion mit
Thioredoxin als C-Extein zu einer etwas hoheren Reaktionsgeschwindigkeit mit Kspicigen, 37°c =
1,1 £0,2 x 102 s™. Die daraus resultierende Halbwertszeit der Reaktion von 63 s stellt den
bisher kleinsten Wert dar, der bisher fiir eine Protein frans-Spleireaktion mit gereinigten
Proteinen ermittelt wurde. Die Reaktion des Npu DnaE Inteins ist damit im Vergleich zu dem
bisherigen Spitzenreiter, dem Sce VMA Intein [163], etwa sechsmal schneller. Die

Reaktionskonstanten erster Ordnung des Ssp DnaE Inteins mit den Exteinen gpD und
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Thioredoxin waren etwa zwei Zehnerpotenzen kleiner als die entsprechenden Werte fiir das
Npu DnaE Intein (s. Tabelle 5). Die in dieser Arbeit ebenfalls ermittelten Werte fiir das Ssp
DnaE Intein befanden sich im Bereich der bisher verdffentlichten Daten [173,177]. Damit
erscheint es als sehr unwahrscheinlich, dass die hohen Raten fiir das Npu DnaE Intein auf

spezielle Laborbedingungen zuriickzufiihren sind.

Tabelle 5 Ermittelte Reaktionskonstanten erster Ordnung und prozentuale Spleilproduktbildung der
untersuchten Npu und Ssp DnaE Inteinfusionsproteine bei verschiedenen Temperaturen.

N-terminales C-terminales T /°C Spleiprodukt- Kspleigen /st
Konstrukt Konstrukt bildung /%
: ) 20 80 - 85 (3.6+0.5)x 10”
37 80 - 90 (9.0+0.4)x 107
6 85 - 95 (8.5+04)x 10"
. 12 75 - 80 (22+0.5)x 107
1 Int~-Trx-Hg 3
25 75 - 85 (3.5+02)x 10°
37 75 - 80 (1.1+0.2)x 107
. 6 80 - 90 (1.6+0.1)x 10™
1 Int“-eGFP-Hg X
25 75 - 80 (43+0.7)x 10°
ST-eGFP-Int" Int“-Trx-Hg 25 50 - 55 (4.7+12)x 107
R . 25 40 - 50 (8.0+1.4)x 107
ST-gpD-Int s, Int™gy,-Trx-He .
37 20 - 25 (1.6 £0.3)x 107

Um dariiberhinaus ausschlieBen zu konnen, dass die hohen Reaktionsgeschwindigkeiten
auf die Reinigungsprozedur der C-terminalen Halfte zurlickgehen, wurde ein
Reinigungsprotokoll unter vollstindig nativen Bedingungen entwickelt. Die Fusionierung
eines N-terminalen StrepTag II auf  genetischer Ebene erlaubte die
affinititschromatographische Reinigung des Proteins ST-Int“-gpD-Hg (3) in zwei Schritten
ohne den FEinsatz von 8M Harnstoff. Das nativ gereinigte Protein verhielt sich in PTS-
Reaktionen mit der N-terminalen Hilfte ST-gpD-Int" 1 identisch zu dem unter
denaturierenden Bedingungen isolierten Protein 3 (s. Abbildung 39). Im Vergleich mit Protein
2 (ohne den N-terminalen StrepTag II) zeigten beide Praparationen jedoch eine um den Faktor
1,5 verminderte Geschwindigkeitskonstante (s. Tabelle 12A im Anhang). Vergleichbare
Ergebnisse konnten zudem mit Trx als C-Extein erhalten werden. Die

Reinigungsbedingungen hatten demnach keinen messbaren Einfluss auf die PTS-
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Reaktionsgeschwindigkeit von ST-Int“-Trx-Hs (4) mit Protein 1 (s. Tabelle 12A im Anhang).
Die hohe Reaktionsrate des Npu DnaE Inteins ist somit nicht auf den Riickfaltungsschritt der
C-terminalen Hélfte und damit einer mdoglichen Reduzierung des Anteils von 16slichen
Aggregaten zuriickzufiihren. Dies wurde zudem durch PTS-Reaktionen zwischen Protein 3
mit einem Uberschuss an Protein 1 unterstiitzt. Denn hierbei wurde das nativ gereinigte C-
terminale Protein 3 fast vollstindig verbraucht (Daten nicht gezeigt). Damit erweitert das hier
vorgestellte System zur nativen Darstellung von C-terminalen Fusionsproteinen die
Anwendungsmoglichkeiten des Npu DnaE Inteins zusétzlich auf nicht-riickfaltbare Proteine

als C-Exteine.

A
kDa Y% 1 3 1060 0 % 2% 1 3 1060 0 t/min
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Abbildung 39 Vergleich der PTS-Reaktionen von nativ und denaturierend gereinigten C-terminalen
Inteinfusionsproteinen. A) Coomassie gefirbtes SDS-PAGE Gel der Reaktion bei 20°C zwischen ST-gpD-Int"
(1) und nativ gereinigtem ST-Int“-gpD-Hg (3) (links), sowie denaturierend gereinigtem Protein 3 (rechts); B) und
C) Zeitliche Auftragung der prozentualen Spleilproduktbildung der Reaktionen bei 20°C (B) und bei 37°C (C);
Im Rahmen der Messgenauigkeit verhalten sich die beiden Proteinpréparationen von Protein 3 identisch (s.
Tabelle 12A im Anhang).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das natiirlich gespaltene Npu DnaE Intein mit
Hinblick auf die Punkte Reaktionsgeschwindigkeit und -ausbeute vorziigliche Eigenschaften
besitzt. Vor allem die hohe Reaktionsrate unterscheidet es deutlich von den bisher
beschriebenen gespaltenen Inteinen. Durch den Einsatz des Npu DnaE Inteins kann somit eine
signifikante Verbesserung der in Kapitel 1.2.4 beschriebenen Anwendungen von gespaltenen

Inteinen erreicht werden.
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Untersuchung der Bildung loslicher Aggregate von Inteinfusionsproteinen

Das natiirlich gespaltene Npu DnaE Intein zeigte in den hier durchgefiihrten Studien nicht
nur eine sehr hohe Reaktionsgeschwindigkeit, sondern auch gute SpleiBausbeuten von etwa
85% (s. Tabelle 5). Allerdings waren die Ausbeuten der PTS-Reaktionen sowohl von den
individuellen Proteinpréparationen (Daten nicht gezeigt), als auch von der Natur der Exteine
abhingig. So konnte z.B. fiir eGFP als N-Extein nur eine maximale SpleiBausbeute von 50%
erreicht werden (s. Tabelle 5). Zur Erklarung unvollstindiger Reaktionsumsétze kommen fiir
gespaltene Inteine unterschiedliche Moglichkeiten in Frage (s. auch [163,165,169,177,187]).
Eine oxidative Inaktivierung der katalytischen Cysteinreste ist genauso denkbar wie
potentielle Fehlfaltungen bei der Assoziation der Inteinhilften. Gespaltene Inteine neigen
insgesamt zur Bildung von so genannten ,,inclusion bodies“ bei der Uberexpression in E. coli
und tragen oft zur schlechten Loslichkeit der Fusionsproteine bei [158]. Vor diesem
Hintergrund wire das Auftreten von l6slichen Aggregaten der individuellen Inteinhilften
denkbar, die keine produktive Komplexbildung mit einer komplementiren Inteinhilfte
zulassen wiirden. Dieser Erkldrungsansatz wurde im Laufe dieser Doktorarbeit in
Zusammenarbeit mit Simone Eppmann mittels Gelfiltrationsexperimenten an den Proteinen
ST-ng-Inth1 A (Icia) und IntCN36A-ng-H6 (2n36a) Uberpriift. Durch Mutation der
katalytischen Reste, der ersten und letzten Aminosdure des Inteins, konnte bei diesen
Proteinen nur die Komplexbildung der Inteinhdlften wund keine Spleil- oder
Spaltungsreaktionen stattfinden.

Das Vorhandensein von 16slichen Aggregaten der C-terminalen Npu DnaE Inteinhélften
wurde bereits anhand der Spleilaktivitit des nativ und denaturierend gereinigten Proteins 3
widerlegt (s. oben). Gelfiltrationsexperimente mit IntCN36A-ng-H6 (2n364) unterstiitzten diese
Daten, da neben einem Signal bei ungefihr der erwarteten Grofe des monomeren
Inteinfusionsproteins nur ein kleiner Anteil an Komplexen mit hoherem Molekulargewicht
auftrat (s. Abbildung 40C). Im Unterschied dazu ergab ein Gelfiltrationslauf der N-terminalen
Hiélfte (1c1a) zwei deutlich voneinander getrennte Signale mit vergleichbarer Intensitit (s.
Abbildung 40A). Zu beiden Zeitpunkten eluierte das Protein 1¢ia (s. Abbildung 40B). Im
Vergleich mit einem GroBenstandard (Gel Filtration Calibration Kit - Low Molecular Weight
von GE Healthcare) konnte fiir die Retentionszeit des Signals 2 ein Molekulargewicht von
29,8 kDa, in Ubereinstimmung mit dem theoretischen Wert fiir das Monomer von 24,7 kDa,
berechnet werden. Signal 1 zeigte eine komplexe Spezies mit einem Elutionsvolumen knapp
unterhalb des Ausschlussvolumens der Gelfiltrationssdule an, so dass hier auf Aggregate mit

einem sehr groen Molekulargewicht (~ 1,3 MDa) geschlossen werden kann. Die zusédtzlich
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neben 1¢ia auftretenden Banden in der SDS-PAGE Analyse von Signal 1 (s. Abbildung 40B)
wurden mittels tryptischen Verdau und anschlieBender MALDI-TOF MS analysiert. Jedoch
konnte nach einer Datenbanksuche den Banden kein E. coli Protein eindeutig zugeordnet
werden (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund konnte die Zusammensetzung der loslichen

Aggregate in dieser Arbeit letztlich nicht geklart werden.

A Cc
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Avsimau B Stapalsiy ) Abs [mAU
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Abbildung 40 Gelfiltrationsliufe von Npu DnaE Inteinfusionproteinen. Gezeigt sind reprisentative
Chromatogramme von ST-gpD-Int"c;x (1c1a) (A) und IntCN36A—ng—H6 (2n364) (C); B) SDS-PAGE Analyse
jeweils einer Fraktion von Signal 1 und 2; in beiden Signalen ist das Protein ST-gpD-Int"c; (1¢14) vorhanden.

Die in Abbildung 40A prisentierte Préparation von ST-gpD-Int"cia (1c1a) wurde bei
einer Induktionstemperatur von 28°C exprimiert. Eine Expression bei 20°C fiihrte zu einem
im Vergleich mit Signal 2 stirkeren Signal 1, also der vermehrten Bildung von 16slichen
Aggregaten (s. Abbildung 73A im Anhang). Bei einer Erhohung der Induktionstemperatur auf
34°C befand sich nach Zelllyse ein groBerer Anteil des Proteins in der unldslichen Fraktion
(Daten nicht gezeigt) und das Aggregat/Monomer Verhéltnis in der 16slichen Fraktion war
identisch zu der Expression bei 28°C (s. Abbildung 73A im Anhang). Das Auftreten von
Aggregaten der N-terminalen Fusionsproteine lisst sich demnach nicht durch eine Anderung
der Expressionsbedingungen umgehen.

Das stark unterschiedliche Laufverhalten der monomeren und aggregierten Spezies in den
Gelfiltrationsexperimenten ermdglichte deren praparative Trennung (s. Abbildung 40A). Bei
einer Inkubation iiber 24 Stunden bei 25°C konnte keine Umwandlung der Spezies von Signal
2 in die aggregierte Form festgestellt werden (s. Abbildung 41A, rotes Chromatogramm). Das
Gelfiltrationschromatogramm des identisch behandelten, gereinigten Proteins des Signals 1
zeigte nur Spuren der monomeren Spezies (s. Abbildung 41A, grilnes Chromatogramm), so
dass sich innerhalb dieses Zeitraumes beide Spezies stabil verhielten und keine oder nur eine

sehr geringe Umwandlung festzustellen war.
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Abbildung 41 Trennung von verschiedenen Spezies eines N-terminalen Npu DnaE Inteinfusionsproteins
mittels Gelfiltration. A) Nach einer priparativen Trennung der Proteine der Signale 1 und 2 (ST-gpD-Int"c;5
(1¢c1a), schwarzes Chromatogramm) wurden die Fraktionen separat jeweils fiir 24h bei 25°C inkubiert und
anschlieBend erneut mittels Gelfiltration analysiert - Pridparation des Signals 1 (griines Chromatogramm),
Praparation des Signals 2 (rotes Chromatogramm); innerhalb dieses Zeitraums ist keine oder nur eine sehr
geringe Umwandlung der Spezies ineinander festzustellen; B) Fahigkeit zur Komplexbildung der
unterschiedlichen ST-gpD-Int"¢;s (1¢14) Priparationen; sowohl die priparativ getrennten Signale 1 (Spezies 1)
und 2 (Spezies 2), als auch die Mischung vor der Trennung (Spezies 1+2) wurden mit einem Uberschuss der C-
terminalen Halfte IntCN36A—ng—H6 (2n36a) inkubiert und mittels SDS-PAGE analysiert; gezeigt sind die nicht
hitzedenaturierten (a) und die hitzedenaturierten (b) SDS-Proben (* = Verunreinigung).

Die Fahigkeit zur Komplexbildung der priparativ gereinigten Spezies von ST-gpD-
IntNCl A (1c1a) wurde mit einem Uberschuss an IntCN36A-ng-H6 (2n364) untersucht und ist in
Abbildung 41B gezeigt. Das Auftreten einer neuen Bande bei den nicht hitzedenaturierten
SDS-PAGE Proben (s. Proben a) in Abbildung 41B) auf der H6he von ~ 40 kDa zeigt die
Bildung des heterodimeren Komplexes an (theoretisches Molekulargewicht des Komplexes
41,9 kDa). Tryptische Verdaue und MALDI-TOF MS Analysen bestitigten das
Vorhandensein sowohl des N- als auch des C-terminalen Inteinfusionsproteins in dieser
Bande (Daten nicht gezeigt). Beim Aufkochen der Proben (s. Proben b) in Abbildung 41B)
verschwand dieser nicht-kovalente Komplex wieder. Die ST-ng-Inth1 a-Proteine der
Spezies 1 mit einem sehr geringen Elutionsvolumen in der Gelfiltration bildeten zu einem
marginalen Anteil den Komplex mit der C-terminalen Hilfte. Jedoch ist die monomere
Spezies (die gereinigten Proteine des Signals 2) in der Lage den heterodimeren Komplex fast
vollstdndig zu bilden. Es ist also mdglich, die nach der Expression in E. coli vorliegende
Mischung aus inaktiven, loslichen Aggregaten der N-terminalen Haélfte 1¢ia und der
reaktiven, monomeren Spezies 1¢1a mit Hilfe der Gelfiltration zu trennen und so Reaktanden
zu erhalten, die einen nahezu vollstindigen Reaktionsumsatz ermdglichen konnten.

In Ubereinstimmung mit der nur sehr geringen PTS-Ausbeute von ~ 50% zeigte ST-
eGFP-Int" (s. Tabelle 5) einen hohen Anteil an ldslichen Aggregaten bei der
Gelfiltrationsanalyse (s. Abbildung 74A im Anhang). Durch einen einfachen
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Denaturierungsschritt (30 min bei 37°C in Gegenwart von 8M Harnstoff) und anschlieBender
Riickfaltung in SpleiBBpuffer konnte der Anteil der monomeren Spezies erhoht werden (s.
Abbildung 74A im Anhang). Jedoch sind weitere Versuche notwendig, um hier ein effektives

Protokoll der Umwandlung zu etablieren.

Ob die in dieser Arbeit nachgewiesenen loslichen Aggregate der Inteinfusionsproteine
auch in anderen gespaltenen Inteinsystemen eine Erkldrung fiir die unvollstindigen
SpleiBausbeuten sind, wurde am Beispiel des kiinstlich gespaltenen Ssp DnaB Inteins
iberpriift. Dieses an der Position der Endonuklease gespaltene Intein zeigte bei Reaktionen
von &dquimolaren Mengen der N- und C-terminalen Fusionsproteinen eine maximale
SpleiBausbeute von 60% [163,164]. Gelfiltrationsanalysen der Proteine MBP-Ssp DnaB"-
FKBP-Hg und MBP-Ssp DnaB“-Hg zeigten jedoch nur einen sehr geringen Anteil 1slicher
Aggregate fiir die N-terminale Hélfte. Die C-terminale Hélfte war frei von Aggregaten (s.
Abbildung 75A im Anhang). Allerdings bleibt anzumerken, dass bei Inkubationen mit einer
Inteinhilfte im Uberschuss das Partnerprotein im Falle der C-terminalen Hilfte komplett und
im Falle der N-terminalen Hélfte fast vollstindig verbraucht wird (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass wahrscheinlich das Auftreten von 16slichen
Aggregaten zum einen eine fiir jede gespaltene Inteinhélfte individuelle Eigenschaft ist und
zum anderen auch von der Natur des fusionierten Exteins abhingt. Im Falle des Npu DnaE
Inteins wandeln sich die inaktiven loslichen Aggregate der N-terminalen Hilfte, wenn
tiberhaupt, nur sehr langsam in die monomere, aktive Form um. Obwohl sicherlich noch
andere Faktoren wie z.B. die Oxidation der katalytischen Reste eine wichtige Rolle spielen,
bieten die hier prasentierten Daten doch eine mdgliche Erklarung fiir Spleilreaktionen mit
unvollstindigem Umsatz. Eine Abtrennung der inaktiven Aggregate konnte leicht durch einen

zusitzlichen Reinigungsschritt mittels Gelfiltration erfolgen.
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4.2.2 NMR-Untersuchungen von gespaltenen Inteinen

Die bisher ermittelten strukturellen Daten von Inteinen basieren alle auf Kristall- oder
NMR-Strukturanalysen von cis-Inteinen (s. z.B. [133,146,226] und Kapitel 1.2 der
Einleitung). Zur Untersuchung von natiirlich gespaltenen Inteinen wurden diese bisher immer
auf genetischer Ebene fusioniert, so dass auch in diesen Fillen ein artifizielles cis-Intein
analysiert wurde [137,168]. Dementsprechend liegen im Moment keine Aussagen liber die
strukturellen FEigenschaften der individuellen Halften gespaltener Inteine ohne das
korrespondierende Partnerprotein vor. Die Bestimmung einer moglichen Vorfaltung der
Inteinhilften und ein detailliertes Verstdndnis der Fragmentassoziation kdnnten jedoch unter
anderem zur Erkldrung der unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten der gespaltenen
Inteine entscheidend beitragen. Weiterhin wére ein generelles Verstindnis der verschiedenen
Zwischenstufen der PTS-Reaktion auf atomarer Ebene wiinschenswert. So erschwert z.B. das
fehlende Wissen iiber den Einfluss der Exteinaminosduren auf den Spleiprozess die
Vorhersage, ob ein gespaltenes Intein in einem bestimmten Exteinkontext aktiv ist oder nicht.
Eine gezielte rationale Optimierung von gespaltenen Inteinen in Bezug auf
Reaktionsgeschwindigkeit, Exteinkompatibilitdt und Spleifausbeute ist anhand der aktuellen
Datenlage nicht moglich. Um eine mogliche Grundlage fiir eine solche Herangehensweise zu
schaffen wurden in Zusammenarbeit mit Alena Busche und Dr. Frank Lohr (AK Prof. V.
Dotsch, Goethe-Universitdt Frankfurt am Main), sowie Simone Eppmann NMR-

Untersuchungen an gespaltenen Inteinen in Losung durchgefiihrt.

Strukturelle Untersuchungen von gespaltenen Inteinen ohne das Partnerprotein

Fiir die NMR-Spektroskopie werden Losungen des zu untersuchenden Proteins in hoher
Konzentration benotigt. Vor allem fiir kiinstlich gespaltene Inteine sind Werte iiber 300 uM
nur mit effektiven Schlepperproteinen zu erreichen. In dieser Arbeit wurde das Kopfprotein
des Bakteriophagen A (gpD) zur Verbesserung der Loslichkeit eingesetzt [227]. Neben seiner
geringen Groflie (110 AS, 11,6 kDa) ist gpD zusétzlich frei von Cysteinresten und NMR-
spektroskopisch bereits ausfiihrlich untersucht worden [228]. Alle in dieser Arbeit
untersuchten gpD-Inteinfusionsproteine sind in Tabelle 6 dargestellt. Die Anreicherung des
NMR-aktiven Isotops "N in den Proteinen gelang durch Expression in M9 Minimalmedium
mit "N-Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle (s. Kapitel 3.2.1). Tryptische Verdaue
der SDS-PAGE Gelbanden mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse bestétigten
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den Einbau der schwereren Isotope im Vergleich zu einer in LB-Medium exprimierten Probe
(s. Abbildung 42).
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Abbildung 42 “N-Isotopenmarkierung von ST-gpD-H; (5). A) und B) Ausschnitte aus den MALDI-TOF MS
Analysen der tryptischen in-Gelverdaue der gereinigten Proteine, die entweder in LB-Medium (schwarz) oder in
M9 Minimal Medium mit ""N-Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle (rot) exprimiert wurden; da der
Einbau der schwereren Isotope mit der Anzahl der Stickstoffatome in den untersuchten Fragmenten
korrespondiert, kann auf eine vollstdndige Markierung geschlossen werden.

Die gpD-Inteinfusionsproteine (Konzentrationen zwischen 200 und 700 uM - Puffer:
25M Tris, 50 mM NaCl, 2 mM DTT, pH 7,0) wurden bei 20°C mittels N, 'H
Korrelationsspektroskopie untersucht (*°N, 'H-TROSY - transverse relaxation-optimised
spectroscopy [218]). Eine Zuordnung der gemessenen Resonanzen wurde im Rahmen dieser
Doktorarbeit nicht durchgefiihrt, jedoch gelang die Identifikation der gpD-Signale in den
Spektren der Fusionsproteine durch Vergleich mit dem Protein ST-gpD-Hs (5). Uber die
Linienbreite und chemische Verschiebung der iibrigen, zusétzlichen Signale konnten
Hinweise auf die strukturellen Eigenschaften der untersuchten individuellen Inteinhilften

gezogen werden (s. Abbildung 43 und Abbildung 44, sowie Tabelle 6).

Tabelle 6 Mittels NMR-Spektroskopie untersuchte Inteinfusionsproteine.

Die NMR-Signale der
Inteinhélften sind Wahrscheinliche
scharf und linien- Struktur der
Fusionsprotein Sequenz dispers verbreitert Inteinhélfte
gpD-Npu DnakN (1) ]@S%mi gpD-GS nein ja MG
C

Npu DnaEC-ng 2) gf]g_]g;g?fsﬁhaghgzNGTAs- nein nein RC

MASWEHPQFEKAS-gpD-
gpD-DnaB“(Endo) (6) | GSSS-Ssp DnaB“(107-154)- nein teilweise MG oder RC

SI RSCGKLAAAL EHHHHHH

MGTS-Ssp DnaB(12-154)-
DnaB(11)-gpD (7) SI EGSAS-gpD- nein ja MG

GSRSHHHHHH

Verwendete Abkiirzungen: DnaB“(Endo) = C-terminales Inteinfragment, des an der Position der Endonuklease
gespaltenen Ssp DnaB Inteins; DnaB“(11) = C-terminales Inteinfragment, des an der Position 11 gespaltenem
Ssp DnaB Inteins; MG = ,,molten globule®; RC =, random coil®, fiir Details s. Text.
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Scharfe und disperse Signale im "°N, '"H-TROSY Spektrum wiirden auf eine Faltung des
untersuchten Proteinteils hindeuten. Jedoch zeigten sowohl die C-terminalen Hilften des
kiinstlich gespaltenen Ssp DnaB Inteins (an Position 11 und an der Position der Endonuklease
gespalten), als auch die N- und C-terminale Hélften des natiirlich gespaltenen Npu DnaE
Inteins keine definierte Vorfaltung in Abwesenheit des Partnerproteins. Im Laufe dieser
Doktorarbeit gelang es nicht, die N-terminale Hélfte des an der Position der Endonuklease
gespaltenen Ssp DnaB Inteins (AS 1-104) im notwendigen Konzentrationsbereich zu erhalten.
Auch durch die Fusion mit drei gpD-Doménen (ST-gpD-Ssp DnaB™(1-104)-gpD-gpD-Hg)
konnten nur sehr geringe Mengen an 16slichem Protein erhalten werden (Daten nicht gezeigt).
Es wird angenommen, dass auch diese Inteinhélfte in keiner definierten Faltung vorliegt und
damit eine verstirkte Tendenz zur Bildung von unléslichen Aggregaten besitzt.

Ungefaltete Proteine oder Proteinfragmente werden in der Literatur (fiir Reviews s. unter
anderem [229-232] in weitere, oft ineinander iibergehende Gruppen unterteilt. In den als
,molten globule* vorliegenden Proteinen [233-235] sind die Sekundérstrukturelemente bereits
vorhanden, jedoch bilden die hydrophoben Seitenketten im Inneren des Proteins einen
dynamischen, vom Losungsmittel geschiitzten Kern (,,geschmolzener Tropfen*). Die NMR-
Signale der Riickgrataminosduren solcher Proteine sind wenig dispers [230] und besitzen im
Vergleich mit vollstdndig gefalteten Proteinen dhnliche oder groBere Linienbreiten [236-239].
Vollstindig denaturierte Proteine (engl. ,,random coil*) ergeben NMR-Spektren mit scharfen,
nicht dispersen Signalen.

Wie in Abbildung 43A und Abbildung 44B ersichtlich, deuten die geringe Signalintensitét
und -dispersitit der Spektren der Npu DnaE"- und der Ssp DnaB(12-154)-Inteinhilften
darauf hin, dass sie als Ensemble von Konformationen im dynamischen Gleichgewicht
vorliegen und damit eher einer ,molten globule® Struktur zugeordnet werden koénnen.
Aufgrund der geringen Grofe von nur 36 Aminosduren und den scharfen, aber wenig
dispersen Signalen im "N, 'H-TROSY Spektrum nimmt die C-terminale Hilfte des Npu
DnaE Inteins wahrscheinlich einen komplett ungefalteten Zustand (,,random coil*) ein (s.
Abbildung 43B). Das Spektrum des Proteins ST-gpD-Ssp DnaB“(Endo)-Hs (6) enthilt sowohl
verbreiterte, als auch scharfe, nicht disperse Signale (s. Abbildung 44A). Letztere konnten
von dem ungefalteten, relativ groBen C-Extein (13 AS ohne den Hs-Tag, s. Tabelle 6)
stammen. Damit wéren die verbreiterten Signale einer als ,,molten globule* vorliegenden
Inteinhélfte zuzuordnen. Eine Linienverbreiterung der Inteinsignale aufgrund einer
Oligomerisierung der Proteine bei hohen Konzentrationen kann ausgeschlossen werden, da

die Signale der gpD-Proteine weiterhin scharf und dispers sind.
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Abbildung 43 NMR-Untersuchungen der Inteinhilften des Npu DnaE Inteins. °N, "H-TROSY-Spektren der
N-terminalen (ST-gpD-Npu DnaE™ (1), (A), rot), sowie der C-terminalen Inteinhilfte (Npu DnaE“-gpD-Hg (2),
(B), griin); zum Vergleich ist jeweils das "N, 'H-TROSY-Spektrum des Referenzproteins ST-gpD-Hg (5) in
schwarz gezeigt.
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Abbildung 44 NMR-Untersuchungen der C-terminalen Inteinhilften des Ssp DnaB Inteins. "°N, 'H-
TROSY-Spektren des an der Position der Endonuklease (ST-gpD-DnaB“(Endo)-Hg (6), (A), cyan), sowie des an
Position 11 gespaltenen Inteins (DnaB“(11)-gpD-H (7) (B), orange); zum Vergleich ist jeweils das "°N, 'H-
TROSY-Spektrum des Referenzproteins ST-gpD-Hg (5) in schwarz gezeigt.

Charakterisierungen von Inteinkomplexen
Zur Katalyse der PTS-Reaktion miissen die zwei ungefalteten Inteinhélften assoziieren

und den aktiven Inteinkomplex ausbilden. Die Faltung einer Inteinhilfte ldsst sich mit der hier
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prisentierten Methode sehr gut untersuchen, indem zu der '"N-markierten Hilfte ein
unmarkiertes Partnerprotein hinzugegeben wird. In den entstehenden Komplexen wére dann
nur ein Teil des Inteins NMR-sichtbar. Bei Inkubation der Npu DnaE Inteinhilften (Proteine 1
und 2) kann die PTS-Reaktion stattfinden und es entstehen neben dem Spleilprodukt noch die
gespleiliten Inteinhélften (s. Abbildung 38). Die sehr schnelle Kinetik dieser Reaktion
erlaubte jedoch keine Analyse von Reaktionsintermediaten. Bereits mit der Aufnahme des
ersten ISN, 'H-TROSY Spektrums etwa 1h nach dem Mischen der beiden Proteine, war der
Endpunkt der Reaktion erreicht. Bis 16h spdter aufgenommene Spektren waren mit dem
ersten Spektrum identisch (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 46A ist das °N, "H-TROSY
Spektrum von "’N-ST-gpD-Int" (1) mit dem unmarkiertem Protein Int“-gpD-Hg (2) nach der
vollstindigen Reaktion gezeigt. Das Verschwinden der urspriinglichen Inteinsignale und das
Entstehen von neuen dispersen Signalen impliziert, dass die Int"-Hilfte nun in einem
definierten, gefalteten Zustand vorliegt. Ein analoges Bild ergibt sich bei der Reaktion des mit
"N markierten C-terminalen Fusionsprotein 2 mit unmarkiertem Protein 1 (s. Abbildung
46B). Die daraus abgeleitete Annahme, dass die beiden Inteinhélften nach der Spleireaktion
in einem gefalteten Komplex vorliegen, wurde durch Gelfiltrationsexperimente weiter
bestitigt. Hier eluierten Int™ und Int® trotz unterschiedlicher GroBe (11,9 kDa, bzw. 4,1 kDa)

gemeinsam (s. Abbildung 45).
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Abbildung 45 Die Hilften des gespaltenen Npu DnaE Inteins liegen nach Spleifien in einem stabilen
Komplex vor. A) Gelfiltrationsldufe des Proteins ST-gpD-Npu DnaE" (1) (gelbes Chromatogramm), des
Proteins Npu DnaEC-gpD-Hg (2) (rotes Chromatogramm) und der PTS-SpleiBreaktion von 1 und 2 (schwarzes
Chromatogramm); B) Mittels SDS-PAGE Analyse der Fraktionen konnte den beiden Signalen im
Gelfiltrationschromatogramm nach Spleifien das Spleiiprodukt ST-gpD-gpD-H¢ SP(1+2), sowie der Komplex
der Inteinhilften zugeordnet werden, da beide Hilften Int”™ und Int® gleichzeitig eluieren.

15

Eine Zuordnung der Signale des Inteinkomplexes mit Hilfe von "N, "*C-markierten

Proben wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Im Vergleich mit den von der
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Gruppe um Iwai verdffentlichen NMR-Daten des fusionierten cis-Inteins [168,240] konnten
nur die stark dispersen Signale eindeutig zugeordnet werden (s. Abbildung 76A im Anhang).
Die Zuordnung von 8 der 134 Amid-Signale ldsst jedoch den Schluss zu, dass der hier
untersuchte Inteinkomplex strukturell nicht vollig von der verdffentlichten Struktur des
fusionierten cis-Inteins [168] abweicht. Unterschiede in den chemischen Verschiebungen der
Signale sind durch die verschiedenen Pufferbedingungen (pH 6,0 im Vergleich zu pH 7,0),
sowie die leicht abweichende Primarstruktur der untersuchten Proteine (von Heindmaéki et al.

untersuchtes Protein: GG-A-Int™(2-102)-Int“(2-36)) zu erkléren.
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Abbildung 46 NMR-Untersuchungen der PTS-Reaktion des Npu DnaE Inteins. °N, 'H-TROSY-Spektren
der N-terminalen (ST-gpD-Npu DnaE™ (1), (A), blau), sowie der C-terminalen Inteinhlfte (Npu DnaE®-gpD-Hg
(2), (B), gelb) nach der vollstdndigen PTS-Reaktion mit dem unmarkierten Partnerprotein 2, respektive 1; zum
Vergleich ist jeweils das "°N, 'H-TROSY-Spektrum des Referenzproteins ST-gpD-H; (5) in schwarz, sowie die
Spektren der N-terminalen (ST-gpD-Npu DnaE™ (1), (A), rot), sowie der C-terminalen Inteinhilfte (Npu DnaE®-
gpD-Hg (2), (B), griin) alleine gezeigt; das Entstehen von neuen, dispersen Signale in beiden Spektren deutet auf
die Bildung eines gefalteten Komplexes nach Spleiflen hin.

Neben der Untersuchung des Inteinkomplexes nach der Spleiflreaktion ermdglicht das hier
préasentierte Npu DnaE System durch Mutationen der katalytischen Reste eine Betrachtung der
verschiedenen Zwischenstufen der PTS-Reaktion. Die Reaktion von IntCN36A-ng-H6 (2n36A)
mit Protein 1 (ST-gpD-Int") kann nur bis zur Stufe des verzweigten Intermediats ablaufen.
Die abschlieBende Asparaginzyklisierung wird durch die N36A Mutation verhindert. Das "°N,
'H-TROSY Spektrum von 2n36a ist identisch mit dem Spektrum des nativen Proteins 2, so
dass auch fiir die mutierte C-terminale Npu DnaE Inteinhilfte eine ,random coil®

Konformation angenommen werden kann. Bei Zugabe eines Uberschusses an unmarkiertem
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N-terminalem Protein 1 verschwinden die Inteinsignale und es entstehen wenige neue Signale
mit einer sehr geringen Intensitit (s. Abbildung 77A im Anhang). Diese Linienverbreiterung
deutet auf einen konformationellen Austausch hin und kdnnte mit der Umwandlung der
wiahrend der Spleiflreaktion auftretenden Komplexe (Anlagerungskomplex, erster
Thioesterkomplex und verzweigtes Intermediat) ineinander erklért werden.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit versucht den Anlagerungskomplex der
beiden Npu DnaFE Inteinhélften mittels NMR zu verfolgen. Dazu wurden die beiden Proteine
H6'ng'IntNC] A (8¢1a) und IntCN36A,C+1 A-gpD-Hs (2n36a,c+14) Verwendet. In der N-terminalen
Hilfte 8c1a wurde zur vereinfachten Reinigung im Vergleich zu Protein 1¢1a der StrepTag 11
gegen eine Hexahistidinsequenz ausgetauscht. Ansonsten sind diese Proteine identisch und
zeigen auch vergleichbare "N, 'H-TROSY Spektren. Die Komplexbildung zwischen den
Proteinen 8cia und 2n36a,c+1a kann durch Gelfiltrationsexperimente und SDS-PAGE Analyse,
der Komplex ist ohne Aufkochen der Proben stabil, nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Bei Zugabe von unmarkiertem C-terminalen Protein 2n36a,c+1a4 ZU N-markiertem
Protein 8¢ja verschwinden die Signale der mutierten N-terminalen Inteinhélfte. Das Auftreten
neuer jedoch im Vergleich zum Komplex nach Spleiflen schwiécherer Signale deutet auf eine
Faltung der Inteinhilfte auch im Anlagerungskomplex hin (s. Abbildung 78A im Anhang).
Die groBere Linienbreite in dem Komplex 8cia und 2n3ea,c+1a kann entweder durch ein
dynamisches Verhalten in diesem ersten Anlagerungskomplex oder durch die schnellere Spin-
Relaxation in dem nun groBeren Protein (41,9 kDa) erkldrt werden. Da auch die Signale des
gpD-Exteins eine groflere Linienbreite zeigen, ist letztere Erkldrung wahrscheinlicher.

Nicht nur fiir das Npu DnaE Intein, sondern auch im Falle des Ssp DnaB Inteins, welches
an Position 11 gespalten ist, war die Untersuchung der PTS-Reaktion mittels NMR-
Spektroskopie moglich. Das Protein Ssp DnaB®(11)-gpD-Hg (7) konnte mit dem iiber
Festphasenpeptidsynthese hergestellten Peptid Fluorescein-KKESG-CISGDSLISLA (Pepl,

die Inteinsequenz ist unterstrichen) umgesetzt werden. Jedoch erschwerte die Prézipitation des
Proteins bei der Messung definitive Aussagen. Die vorldufigen Daten deuten darauf hin, dass
sich nach dem Spleilen auch hier die Inteinhilften in einem gefalteten Komplex befinden

(Daten nicht gezeigt).

Obwohl fiir eine exakte Charakterisierung der ungefalteten Zustdnde der individuellen
Inteinhélften weitere Experimente, wie CD-Spektroskopie oder ANS-
Fluoreszenzspektroskopie, notwendig sind, ldsst sich doch zusammenfassend festhalten, dass

in den hier untersuchten sowohl natiirlich als auch kiinstlich gespaltenen Inteinhilften keine
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definierte Vorfaltung vorhanden ist. Das Fehlen einer stabilen Konformation ohne das
Partnerprotein erkldrt moglicherweise auch die Tendenz der individuellen Inteinhélften zur
Aggregatbildung (s. Kapitel 4.2.1). Fiir das Npu DnaE Intein konnte weiterhin zum ersten Mal
experimentell nachgewiesen werden, dass sich die Inteinhilften bei der Assoziation falten und
nach dem Spleiflen in einem stabilen Komplex vorliegen. Zu weiterfithrenden Aussagen tiber
den Faltungsprozess sind jedoch zusétzliche Experimente zumindest aber die Zuordnung der
NMR-Signale, notwendig. Diese Untersuchungen konnten aus Zeitgriinden im Rahmen dieser

Arbeit jedoch nicht mehr durchgefiihrt werden.
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4.3 SPLICEFINDER - Schnelle Klonierung und
Aktivitatsbestimmung von gespaltenen Inteinen in Zielproteinen

Fiir alle biochemischen Anwendungen von gespaltenen Inteinen (s. Kapitel 1.2.4) ist die
SpleiBaktivitit des Inteins an einer Position von Interesse in dem Zielprotein eine notwendige,
wenn auch triviale, Voraussetzung. Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben ist ein Intein keine
vollkommen autarke Proteindoméne, die unabhingig von seinen zu ligierenden Substraten,
den Exteinen, die Spleifireaktion katalysiert. Die +1 Position des C-Exteins ist durch seine
nukleophile Seitenkette an der Reaktion beteiligt und findet sich anschlieBend ebenfalls im
Spleilprodukt wieder. Zusitzlich konnten frithere Studien zeigen, dass direkt an die
Spleifistelle angrenzenden Aminosduren (-2, -1, +2, +3 Positionen) die Spleifireaktion
signifikant beeinflussen bzw. sogar vollkommen verhindern konnen [134,151,152,241].
Aktuell sind keine aussagekréftigen Daten vorhanden, die diese Exteinabhéngigkeit rational
erkliaren konnten und definitive Vorhersagen iiber die Spleilaktivitdt eines bestimmten Inteins
an einer definierten Position in einem Zielprotein ermdglichen wiirden. Fiir den Anwender
von gespaltenen Inteinen bedeutet dies, dass die Position der Inteininsertion und die
flankierenden Aminosiuren an der Spleifistelle zum einen an die Sequenz des Zielproteins
(moglichst geringfiigige Abweichung des Spleiproduktes von der Wildtyp-Sequenz) und
zum anderen an die nativen Exteinreste des Inteins (Erhalten der Spleifaktivitit) angepasst
werden miissen. Zur Identifikation des besten Kompromisses ist das Testen einer Vielzahl an
unterschiedlichen Positionen und Kombinationen von flankierenden Aminosduren oft ein
notwendiger Prozess. In Zusammenarbeit mit Tim Sonntag und Simone Eppmann wurde das
SPLICEFINDER-System  entwickelt, welches die bisher oftmals langwierigen
Klonierungsschritte zur Herstellung von verschiedenen Intein-Exteinfusionskonstrukten
dramatisch verkiirzt und einen schnellen und parallelen Aktivititstest von unterschiedlichen
Insertionspositionen gespaltener Inteine in Zielproteinen erlaubt. Basierend auf dem von Iwai
und Mitarbeitern entwickelten dualen Expressionssystem in E. coli [188,189] ist eine
mogliche Anwendung des SPLICEFINDER-Systems die segmentelle in  vivo
Isotopenmarkierung von Proteinen fiir NMR-Untersuchungen. Eine in dieser Doktorarbeit
entwickelte Methode zur Uberpriifung der Markierungseffizienz erleichtert zusitzlich fiir

diese Applikation die schnelle Bestimmung der optimalen Expressionsbedingung.
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4.3.1 Prinzip des SPLICEFINDER-Systems

Im Gegensatz zu den klassischen Klonierungsmethoden zur Herstellung von zwei Extein-
Intein Fusionskonstrukten basiert das hier vorgestellte System auf der Integration einer
gespaltenen Inteinkassette in das Zielprotein in einem Schritt (s. schematische Darstellung des
SPLICEFINDER-Systems in Abbildung 47). Eine vergleichbare Kassettenstrategie wurde
erstmals von Tim Sonntag fiir das gespaltene VMA-Intein aus S. cerevisiae entwickelt [242].
Zur spiteren gezielten Induktion der N- und C-terminalen Hilften wurden die gut
beschriebenen IPTG- und Arabinose-Expressionssysteme verwendet [188,189]. Das zu
untersuchende Gen von Interesse kann in einen kommerziell erhdltlichen E. coli
Expressionsvektor mit den pT7/lac Promotor/Operator Sequenzen kloniert werden (in dieser
Arbeit wurde der pET16b-Vektor der Firma Novagen benutzt). Die pBAD/ara
Kontrollelemente wurden in die drei hergestellten Inteinkassetten, basierend auf dem natiirlich
gespaltenen Npu DnaE Intein, sowie den beiden kiinstlich gespaltenen Ssp DnaB und Mxe
GyrA Inteinen, integriert. Die Inteinkassetten (s. Tabelle 7) bestehen aus dem N-terminalen
Inteinteil, einem HIS3 Markergen und der C-terminalen Inteinhélfte unter der Kontrolle der
pBAD/ara Promotor/Operator Sequenzen. Alle drei benutzten gespaltenen Inteine sind aktiv
unter nativen Bedingungen und besitzen unterschiedliche Nukleophile an der Position +1

[163,165].

E. coli a
Expressionsvektor |ST| ¢ol l>

Integrationsstelle

Primer 1

——
Kassette des el ﬁ
gespaltenen Inteins 40bp
e B

Primer 2

1. PCR der Inteinkassette
2. RF-PCR zur Integration
3. Kolonien-Screening

Integrationsplasmid { InF'] Gor >

Abbildung 47 Schematische Darstellung des SPLICEFINDER-Systems. Die Integration der gespaltenen
Inteinkassetten in den Zielvektor ST-GOI-Hg kann tiiber eine ,,restriction-free” (RF)-PCR und anschlieendem
Kolonien-Screening erfolgen. Die Aminosduren an der Spleifistelle konnen iiber die Primer der ersten PCR frei
gewihlt werden und in dem entstandenen Integrationsplasmid sind die 5’- und 3’-Inteinfusionsgene unter der
Kontrolle der pT7/lac und pBAD/ara Promotor/Operator Sequenzen. Ein einfacher Aktivitdtstest der
Insertionsposition mit den jeweiligen flankierenden Aminosduren ist iiber eine Testexpression mit
anschlieBender Western Blot Analyse moglich (GOI = engl. gene of interest).
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Die Integration der Inteinkassette in das Gen von Interesse (am besten fusioniert mit
unterschiedlichen 5°- und 3’-Affinitétstags) bendtigt drei Klonierungsoperationen. Die erste
PCR verldngert die Inteinkassette auf beiden Seiten um je 40 zur Integrationsposition in dem
Gen von Interesse homologe Basenpaare. Durch unterschiedliche Oligonukleotide kann in
diesem Schritt eine Vielzahl an verschiedenen Positionen, sowie flankierenden Aminosauren
an der SpleiBistelle parallel generiert werden. Der nichste Schritt ist eine ,restriction-free*
PCR mit der Inteinkassette als Insert und dem E. coli Expressionsvektor als Templat
[215,243]. Nach Dpnl-Verdau, Transformation in E. coli und einem Kolonienscreening wird
das gewiinschte Integrationsplasmid erhalten. Zusammen mit einem Helferplasmid, welches
fiir die regulatorischen Proteine Lacl und AraC kodiert, kann die Expression des N-terminalen
Intein-Exteinfusionskonstrukt mit IPTG und die des C-terminalen durch Arabinose induziert
werden. Zum Testen der PTS-Aktivitét ist eine Expression im kleinen MaBstab (3 - 4 mL) mit
anschlieBender Western Blot Analyse gegen die Affinititstags des SpleiSproduktes

ausreichend.

Tabelle 7 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten gespaltenen Inteinkassetten.

Kassette Int"-Sequenz Int“-Sequenz +1 Nukleophil Literatur

Ssp DnaB Ssp DnaB(1-104) DnaB(107-154) Serin [163]

Npu DnaE Npu DnaE(1-102) | DnaE(103-138) Cystein [151]

Mxe GyrA Mxe GyrA(1-119)- | gpD-GyrA(120- Threonin [165]
FKBP 199)

Abkiirzungen: FKBP = FK506 bindendes Protein; gpD = Kopfprotein D des Bakteriophagen A.

4.3.2 Das Modellprotein gpD-Trx

Die erste Machbarkeitsstudie der SPLICEFINDER-Methode wurde an einem Protein aus
zwei gut 16slichen und gefalteten Domidnen, dem gpD-Protein und Thioredoxin (Trx),
fusioniert tliber sechs Glycinreste durchgefiihrt. Am Beispiel dieses Proteins konnte
gleichzeitig die segmentelle Isotopenmarkierung fiir NMR-Untersuchungen getestet werden.
Eine Dreifragmentligation ergab den fiir das Protein ST-gpD-Trx-Hs (9) kodierenden,
pET16b-Ausgangsvektor (pT7/lac Promotor/Operator Sequenz, Ampicillinresistenz, fiir
Details s. Kapitel 3.1) Die Integration sowohl der Ssp DnaB, als auch der Npu DnaE
Inteinkassette in den Glycinlinkerbereich von ST-gpD-Trx-Hs wurde mit jeweils vier

verschiedenen Kombinationen an flankierenden Aminosduren realisiert. Die Primer fiir die
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Amplifikation der Inteinkassetten wurden so gewihlt, dass in einer Kombination das
mogliche Spleiprodukt nur eine Insertion des +1 Nukleophils im Vergleich zum ,,Wildtyp*
Protein 9 enthalten wiirde (Kombinationen K1 und K5). In den anderen Fillen wurden jeweils
die drei Aminosduren N- und/oder C-terminal an die natiirlichen Exteinsequenzen der Inteine
angepasst. Die in dieser Arbeit hergestellten Plasmide, sowie der prozentuale Erfolg der RF-

PCR Klonierung sind zusammenfassend in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten Integrationsplasmide mit dem Modellgen ST-
gpD-Trx-Hg.

Kombination Verwendete | N-terminale | C-terminale | Untersuchte Positive Prozentualer
Inteinkassette AS AS Kolonien Kolonien Erfolg /%
ST-gpD-Trx-Hg GGG GGG
K1 Ssp DnaB GGG SGGG 3 1 33,3
K2 Ssp DnaB GGG SIEQ 3 3 100
K3 Ssp DnaB ESG SGGG 11 1 9,1
K4 Ssp DnaB ESG SIEQ 3 2 66,7
K5 Npu DnaE GGG CGGG 3 3 100
K6 Npu DnaE GGG CFNK 3 2 66,7
K7 Npu DnaE AEY CGGG 3 3 100
K8 Npu DnaE AEY CFNK 3 3 100
X32 X18 56,3

Die Erfolgsquote der auf RF-PCR basierenden Klonierung ist zusammen mit den unterschiedlichen
Aminosdurekombinationen an der SpleiBstelle und den verwendeten Inteinkassetten dargestellt.

Ein Gesamtprozentsatz von iiber 50% positiver Kolonien deutet darauf hin, dass die RF-
PCR auch unter den hier gewihlten Bedingungen (die Inteinkassette ist ~ 2,5 kbp grof3 und es
wird nur eine geringe Anzahl an bp im Templat ausgetauscht) eine stabile
Klonierungsmethode darstellt [215,243]. Alternativ erlauben die Inteinkassetten auch eine
Integration in einen Hefeshuttle-Vektor via homologe Rekombination in Hefe [244] - auf die
in dieser Arbeit jedoch nicht detailliert eingegangen werden soll.

Zur Uberpriifung, ob die gewihlten Extein-Intein Kombinationen spleiBaktiv sind, wurden
E. coli-Zellen mit den jeweiligen Integrationsplasmiden (pET16b, Ampicillin-Resistenz) und
einem Helferplasmid kotransformiert. Dieses Helferplasmid basierte auf einem kommerziell
erhdltlichen RSFDuet-Vektor der Firma Novagen (Kanamycin-Resistenz) und enthielt die fiir
die regulatorischen Proteine Lacl und AraC kodierenden Bereiche. Uber die Selektion mit
Ampicillin und Kanamycin konnte sichergestellt werden, dass beide Plasmide in den E. coli-
Zellen vorhanden waren. Mit allen acht Integrationskombinationen wurden Testexpressionen
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im 4 mL MaBstab durchgefiihrt. Dafiir wurden die Kulturen bei einer OD von ~ 0,6 zuerst mit
0,2% Arabinose fiir 2h bei 37°C induziert. Nach einem Waschschritt zur Entfernung von
moglicherweise liberschiissiger Arabinose wurden die Ssp DnaB Kombinationen bei 25°C
und die Npu DnaE Kombinationen bei 37°C mit 1,2 mM IPTG fiir zusitzliche 4,5h inkubiert.
Die Ergebnisse der Western Blot Analysen sind zusammen mit den schematischen
Darstellungen der Integrationen in Abbildung 48 und in Abbildung 49 gezeigt. Eine selektive
Induktion des C-terminalen Fusionsproteins mit Arabinose und eine anschliefende Produktion
der N-terminalen Hélfte durch die Zugabe von IPTG fanden in allen acht Kombinationen statt
(s. Spuren 2 und 3 in Abbildung 48 und in Abbildung 49). Fiir die vier Kombinationen des
Ssp DnaB Inteins konnte in allen Féllen die Bildung des Spleiproduktes ST-gpD-Trx-Hg in
beiden Western Blots nachgewiesen werden. Ebenfalls war das Auftreten von N-terminalen
Hydrolysebanden im anti-ST Western Blot unabhéngig von den flankierenden Aminoséuren
an der Spleifistelle. Das Ssp DnaB Intein zeigt somit eine hohe Toleranz fiir die Insertion in

glycin-reiche Linkerregionen.
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Abbildung 48 Integration der Ssp DnaB Inteinkassette in das Modellgen ST-gpD-Trx-Hg (Kombinationen
1 - 4). A) Schematische Darstellung der Integration mit den Aminosdure-Kombinationen an der N-terminalen
(N”) und der C-terminalen (C’) Spleifistelle; B) Western Blot Analyse gegen den StrepTag II (links) und den Hg-
Tag (rechts) der Expressionen im kleinen MaBstab; Spur 1 = Probe vor Induktion; Spur 2 = Probe nach
Arabinose-Induktion; Spur 3 = Probe nach anschlieBender IPTG-Induktion; Spur + = Positivkontrolle; die
theoretischen Molekulargewichte der Proteine sind wie folgt: SpleiBprodukt (SP)/Positivkontrolle = 26,4 - 26,8
kDa; Teil N = 24,9 - 25,1 kDa; Teil C = 18,8 - 19,0 kDa; N-terminale Hydrolyse (Hydr N) = 13,2 - 13,3 kDa.

Im Falle des Npu DnaE Inteins war eine groBere Abhédngigkeit von den fusionierten

Exteinsequenzen zu beobachten. Bei Kombination 5, mit drei Glycinresten an beiden Seiten
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4  Ergebnisse

der SpleiB3stelle, konnte keine Spleiproduktbildung, jedoch das vermehrte Auftreten einer N-
terminalen Hydrolysebande beobachtet werden. Diese Exteinaminosduren ermdglichen also
die Komplexbildung, sowie den ersten N-S Acylshift zur Bildung eines Thioesters, blockieren
die SpleiBreaktion aber in einem der folgenden Reaktionsschritte. Interessanterweise fiihrt das
Anpassen der N-terminalen Aminosduren an die nativen Exteinsequenzen (AEY) zwar immer
noch zur N-terminalen Hydrolyse, jedoch konnte in dieser Kombination 7 auch Splei3produkt
(AEYCGGQG) in beiden Western Blots nachgewiesen werden. Die Kombinationen 6 und 8 mit
angepassten C-terminalen Aminosduren zeigten SpleiBaktivitit ohne die Bildung von N-
terminalen Hydrolyseprodukten. Frithere Studien hatten postuliert, dass zur Aktivitit der
DnaE Inteinallele die Peptidsequenz CFN an der C-terminalen Spleiflstelle essentiell sei
[245]. Die hier gefundenen, teilweise widersprechenden Ergebnisse (s. Kombination 7)
bestdtigen erneut, dass ab initio Aussagen zur SpleiBfdhigkeit eines Inteins in einem

bestimmten Kontext nur schwer moglich sind.
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Abbildung 49 Integration der Npu DnaE Inteinkassette in das Modellgen ST-gpD-Trx-H¢ (Kombinationen
5 - 8). A) Schematische Darstellung der Integration mit den Aminoséure-Kombinationen an der N-terminalen
(N’) und der C-terminalen (C’) Spleif3stelle; B) Western Blot Analyse gegen den StrepTag II (links) und den He-
Tag (rechts) der Expressionen im kleinen MaBstab; Spur 1 = Probe vor Induktion; Spur 2 = Probe nach
Arabinose-Induktion; Spur 3 = Probe nach anschlieBender IPTG-Induktion; Spur + = Positivkontrolle; die
theoretischen Molekulargewichte der Proteine sind wie folgt: SpleiBprodukt (SP)/Positivkontrolle = 26,4 - 26,9
kDa; Teil N = 25,0 - 25,2 kDa; Teil C = 17,4 - 17,7 kDa; N-terminale Hydrolyse (Hydr N) = 13,2 - 13,4 kDa.

Der Frage, ob die Ergebnisse der PTS-Aktivitdtstest in vivo auch auf gereinigte Proteine in
vitro lbertragbar sind, wurde am Beispiel des Npu DnaE Inteins nachgegangen. Die

Inkubationen der individuellen N- und C-terminalen Inteinfusionsproteine bestétigten
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4  Ergebnisse

qualitativ die mittels Western Blot Analyse erhaltenen Resultate (s. Abbildung 50). So war
z.B. die Kombination der Proteine ST-gpD-GGG-Int" und Int“-CGGG-Trx-Hs spleiBinaktiv

und zeigte in Ubereinstimmung mit den in vivo Ergebnissen nur N-terminale Hydrolyse.
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Abbildung 50 In vitro PTS-Reaktionen zur Bildung des Modellproteins ST-gpD-Trx-Hg. A) Schematische
Darstellung der Reaktion; B) SDS-PAGE Gele der vier verschiedenen Kombinationen an N- und C-terminalen
Inteinfusionsproteinen; die SpleiBiprodukte (SP), sowie die jeweiligen Protein- und Inteinhilften sind beschriftet.
Die in vitro PTS-Reaktionen bestétigen die, iiber in vivo Expressionen im kleinen Maf3stab und anschlieBender
Western Blot Analyse erhaltenen, Ergebnisse. Die Kombination GGG-CGGG ist spleiBinaktiv (oben, links).
GGG-CFNK  (oben, rechts), AEY-CGGG (unten, links) und AEY-CFNK (unten, rechts) zeigen
SpleiBproduktbildung und sind damit aktiv.

Schlieflich wurde das Beispiclprotein 9 im groBen MaBstab segmentell '°N-
isotopenmarkiert und mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Zur Isotopenanreicherung des
C-terminalen Trx-Teils (ST—ng—lSN(TrX—Hs)) kam das in vitro PTS mit dem Npu DnaE
Intein und gereinigten Proteinen zum Einsatz. Die C-terminale Hilfte Int“-CFNK-Trx-Hg
wurde in M9 Minimal Medium mit '"N-Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle
separat von dem N-terminalen Fusionsprotein ST-gpD-GGG-Int" (Expression in LB-
Medium) synthetisiert und gereinigt. Die PTS-Reaktion der beiden Proteine, sowie die
anschlieBenden Schritte zur Reinigung des SpleiBproduktes iiber die N- und C-terminalen
Affinitdtstags sind in Abbildung 51A gezeigt. Das Verhéltnis der beiden Proteine wurde so

gewihlt, dass die N-terminale, unmarkierte Komponente im Uberschuss (1,5 Aquivalente)
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4  Ergebnisse

vorlag, um einen vollstindigen Umsatz des markierten C-terminalen Proteins zu
gewihrleisten (s. Spuren 3 und 4 in Abbildung 51A). Das nach der ersten Ni*-NTA
Affinitdtschromatographie ko-eluierte C-terminale Spaltungsprodukt (Spalt C) wurde iiber
eine weitere StrepTag II Affinitdtschromatographie abgetrennt (s. Spuren 5 und 6 in
Abbildung 51A). Eine detaillierte Analyse (s. Kapitel 4.3.3) ergab fiir das Spleiprodukt eine
Anreicherung der °N-Isotope im N-terminalen Teil von unter 1% und im C-terminalen Teil
von 95% (s. Abbildung 80A im Anhang).

Die Isotopenanreicherung im N-terminalen gpD-Teil ('’N(ST-gpD)-Trx-Hg) gelang iiber
eine in vivo Koexpression und PTS mit dem Ssp DnaB Intein (Kombination 3 - Spleif3produkt
ESGSGGG) in E. coli. Nach Induktion der C-terminalen Hélfte in LB-Medium und
anschlieBendem Mediumswechsel zu M9 Minimal Medium mit *’N-Ammoniumchlorid als
einziger Stickstoffquelle erfolgte die Synthese des N-terminalen Fusionsproteins durch
Induktion mit PTG (fiir Details s. Kapitel 3.5.3). Die Reinigung des entstandenen
SpleiBproduktes gelang in einem Schritt durch Ni**-NTA Affinititschromatographie, da die
C-terminale Inteinhélfte bei den gewidhlten Expressionsbedingungen komplett durch die PTS-
Reaktion verbraucht wurde. Der Anteil der C-terminalen Spaltungsreaktion war gering, da nur
Spuren des Nebenproduktes Trx-He mitgereinigt wurden (Daten nicht gezeigt). Eine
detaillierte Analyse (s. Kapitel 4.3.3) ergab fiir das SpleiBprodukt eine Anreicherung der °N-
Isotope im N-terminalen Teil von 83% und im C-terminalen Teil von unter 1% (s. Abbildung
79A im Anhang).

Die beiden isotopenmarkierten SpleiBprodukte wurden analog zu dem komplett "N-
markierten Kontrollprotein (ST-gpD-GGGGGG-Trx-Hg) gegen NMR-Puffer (25 mM Tris,
50 mM NaCl, 2 mM DTT, pH 7,0) dialysiert und ankonzentriert. Die von Alena Busche und
Dr. Frank Lohr aufgenommenen N, 'H-TROSY Spektren aller drei Proteine sind in
Abbildung 51B-D dargestellt. Vor allem in der Vergro3erung von Abbildung 51C ist schon zu
erkennen, dass eine segmentelle Isotopenmarkierung die Komplexitit der Spektren reduziert
und durch eine geringere Signaliiberlappung eine leichtere Zuordnung der Signale

ermOglichen wiirde.
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Abbildung 51 Segmentelle Isotopenmarkierung des Beispielproteins ST-gpD-Trx-Hg. A) In vitro PTS mit
dem Npu DnaE Intein und priparative Reinigung des segmentell markierten SpleiBprodukts ST-gpD-""N(Trx-
Hp); gezeigt ist das SDS-PAGE Gel in der Coomassie-Farbung; Spur 1 = gereinigtes N-terminales Konstrukt
(ST-gpD-GGG-Int"); Spur 2 = gereinigtes C-terminales Konstrukt '“N(Int“-CFNK-Trx-Hg); Spur 3 =
Nullstundenprobe der PTS-Reaktion; Spur 4 = PTS-Reaktion nach 16h; Spur 5 = Elutionsfraktionen der Ni*'-
NTA Affinitdtschromatographie; Spur 6 = Elutionsfraktionen der StrepTag Il Affinitdtschromatographie; die
theoretischen Molekulargewichte der Proteine sind wie folgt: SP (26.7 kDa); Teil N (25.0 kDa); Teil C (17.6
kDa); Spalt N (13.2 kDa); Spalt C (13.5 kDa); Int" (11.9 kDa); Int® (4.1 kDa); B)-D) "°N, "H-TROSY Spektren
von dem komplett markierten Protein *N(ST-gpD-Trx-Hg) (schwarz, B), sowie von den segmentell markierten
Proteinen *N(ST-gpD)-Trx-Hg) (rot, C) und ST-gpD-""N(Trx-Hg) (griin, D); die VergroBerung in C) zeigt eine
Uberlagerung der drei Spektren und demonstriert die Reduktion der Signaliiberlappung durch segmentelle
Isotopenmarkierung.

4.3.3 Uberpriifung der segmentellen Isotopenmarkierung bei in vivo
Expressionen

Das von Iwai und Mitarbeitern entwickelte und in dieser Arbeit verwendete in vivo
Expressionssystem [188,189] ermdglicht eine deutlich vereinfachte Darstellung von

segmentell markierten SpleiBprodukten im Vergleich zu einer in vitro PTS-Reaktion. Dem
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Vorteil der Ein-Schritt-Synthese und Reinigung steht jedoch der Nachteil des so genannten
»isotope scrambling® gegentiber. Hierbei soll angedeutet werden, dass die NMR-aktiven
Isotope nicht nur in dem gewiinschten Segment angereichert sind, sondern vielmehr {iber das
gesamte Protein ,,verriihrt” vorliegen. Die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche segmentelle
Isotopenmarkierung ist eine hoch selektive Synthese der Proteinhdlften in den
unterschiedlichen Medien. Eine effektive Kontrolle der Genexpression durch die
Promotor/Operator-Sequenzen und den jeweiligen Repressorproteinen kann von den
Expressionsbedingungen, z.B. der Induktionstemperatur und -zeit, sowie der Konzentration
des Induktionsmittels, abhidngig sein. Oftmals miissen hier, auch im Hinblick auf die
Ausbeute an segmentell markiertem Spleiprodukt, eine Reihe an verschiedenen Parametern
getestet werden, um die optimale Expressionsbedingung zu ermitteln. Bisherige Studien
bestimmten die Markierungseffizienz entweder iiber die Aufnahme eines NMR-Spektrums
[185,188,189] oder durch die Massenanalyse des kompletten Proteins [187,189]. Die erste
Methode ermdglicht eine exakte Bestimmung, erfordert jedoch einen sehr hohen
experimentellen Aufwand. Die zweite Methode kann die Massendifferenz durch den Einbau
der schwereren Isotope im Vergleich zu einer unmarkierten Probe nachweisen, liefert aber
keine Hinweise darauf, in welchem Teil des Proteins die NMR-aktiven Kerne angereichert
sind. Zur vereinfachten Analyse von verschiedenen Expressionsbedingungen wurde im Laufe
dieser Doktorarbeit eine Strategie entwickelt, die auf Expressionen im kleinen Mallstab und
tryptischem in-Gelverdau der Spleilproduktbande mit anschlieBender MALDI-TOF MS
beruht. Sie ermoglicht eine exakte Bestimmung der Markierungseffizienz mit geringem
Arbeitsaufwand. Das Prinzip basiert darauf, dass durch Zerlegung des Spleilproduktes in
kleinere tryptische Peptide der Einbau der schwereren NMR-aktiven Isotope nicht flir das
gesamte Protein, sondern fiir die individuellen Peptide nachgewiesen werden kann.
Ublicherweise konnen, abhingig von der Ionisierungswahrscheinlichkeit, nicht alle
theoretischen tryptischen Peptide in den MALDI-TOF MS Spektren detektiert werden. Jedoch
ist der Nachweis eines einzelnen Peptidfragments pro Proteinsegment ausreichend um die
Markierungseffizienz zu bestimmen. Zum Vergleich mit den segmentell markierten
Spleiprodukten werden zwei Referenzproteine, ein komplett Unmarkiertes und ein
vollstindig '°N-Markiertes, bendtigt. Die Markierungseffizienz in einem segmentell
markierten Spleilprodukt wird iiber das mittlere Molekulargewicht eines tryptischen
Peptidfragments (MGpepiq) bestimmt. Dies berechnet sich aus der Summe des Produktes aus
Intensitét (I;) und korrespondierender Masse (m;) aller Basislinien-getrennten Isotopensignale

geteilt durch die Gesamtintensitét des Peptidsignals (s. Gleichung 8).
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Der prozentuale Isotopeneinbau fiir das zu dem Peptid gehdrende Proteinsegment
berechnet sich anschlieBend iiber Gleichung 9. Dabei sind MGmarkierr Und MGunmarkiert die
mittleren Molekulargewichte der tryptischen Peptidfragmente der '*N-markierten und der

unmarkierten Referenzproben.
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An zwei Expressionsbedingungen des in vivo Spleilen von Kombination 3 (Ssp DnaB
Intein - SpleiBprodukt ST-gpD-ESGSGGG-Trx-Hs, s. Kapitel 4.3.2) soll nun die Methode
exemplarisch  vorgestellt ~werden. Nach  Koexpression der beiden Hilften,
SpleiBproduktbildung in vivo, Ni*’-NTA Chromatographie und anschlieBender SDS-PAGE
konnte die SpleiBBproduktbande tryptisch in-Gel verdaut werden. Der zusitzliche
Reinigungsschritt war nur notwendig, da das Spleilprodukt und die N-terminale Hailfte
dhnliche elektrophoretische Beweglichkeiten im SDS-PAGE Gel aufwiesen und nicht
eindeutig voneinander getrennt werden konnten. In den MS Spektren der Referenzproteine
konnte erwartungsgemil eine Verschiebung der Peptidsignale abhingig von der Anzahl der
Stickstoffatome festgestellt werden (s. Abbildung 52). Fiir das N-terminale gpD Segment
wurde das tryptische Peptidfragment AS 15-41 mit 35 N-Atomen zur Analyse herangezogen.
Das C-terminale Trx Segment wurde mit den Aminosduren 230-242 (17 N-Atome) untersucht

(s. Abbildung 52).
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Abbildung 52 MALDI-TOF MS Spektren der Referenzproteine von ST-gpD-Trx-Hg Die Spektren der
tryptischen in-Gelverdaue des unmarkierten (schwarz) und des komplett in '°N-haltigem Medium synthetisierten
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Proteins (rot) sind dargestellt; die Ausschnitte zeigen ein N-terminales gpD-Fragment (A) und ein C-terminales
Trx-Fragment (B).

Die untersuchten Expressionsbedingungen waren wie folgt: Bei Bedingung 1 wurden die
mit dem Plasmid von Kombination 3 und dem Helferplasmid transformierten E. coli BL21
Gold (DE3) Zellen in LB-Medium bis zu einer OD von 0,6 bei 37°C inkubiert. Dann erfolgte
die Induktion der C-terminalen Halfte mit 0,2% Arabinose fiir 2h bei weiterhin 37°C in LB-
Medium. Nach einem Waschschritt wurde die Synthese der N-terminalen Hilfte mit 1,2 mM
IPTG bei 25°C in '"N-haltigem Minimalmedium fiir 4h induziert. Bei der zweiten
Expressionsbedingung wurde im Vergleich zu Bedingung 1 nur die Dauer der zweiten
Induktion von 4h auf 16h verlédngert. Die MALDI-TOF MS Spektren der beiden Proben sind
in Abbildung 53 dargestellt. Eine detaillierte Auswertung der MS Spektren von Bedingung 1
ergab, dass das SpleiBBprodukt eine Isotopenanreicherung von 80% im N-terminalen gpD-Teil
(s. Abbildung 53A) und von unter 1% im C-terminalen Trx-Teil (s. Abbildung 53B) aufwies.
Fir ""N-'"H Korrelations-Untersuchungen des gpD-Teils sind dies damit optimale
Expressionsbedingungen, da das Thioredoxin vollkommen ,,NMR-unsichtbar* ist. Es bleibt
jedoch anzumerken, dass in 3D-NMR Techniken, die die Verkniipfung dreier
isotopenangereicherter Kerne bendtigen, die Signalintensitit um 49% (0,8”) im Vergleich mit
einer vollstdndig markierten Probe reduziert wire. Die unvollstindige Markierung im N-
terminalen Teil resultiert wahrscheinlich aus dem Vorhandensein einer groen Anzahl an
unmarkierten Vorlduferaminosiuren, die sich wiahrend den Inkubationszeiten im LB-Medium
gebildet haben. In Ubereinstimmung damit erhdhte sich die Isotopenanreicherung im N-
terminalen Teil bei einer Verlingerung der Induktionszeit im '°N-haltigen Minimalmedium
auf 97% (Bedingung 2, s. Abbildung 53C). Im Vergleich mit Bedingung 1 konnte jedoch bei
dieser IPTG-Induktion kein vollstindiges Ausschalten der Synthese des C-terminalen Teils
gewihrleistet werden. Das MALDI-TOF MS Spektrum des tryptischen in-Gelverdaus des
Spleiproduktes (s. Abbildung 53D) zeigt zwei Fraktionen des Trx-Peptids. Die Synthese
einer Fraktion (~ 39%) erfolgte wie gewiinscht bei der ersten Induktion in LB-Medium, die
Zweite (~ 61%) wurde in '*N-haltigen Minimalmedium synthetisiert. Eine lingere Inkubation
in Minimalmedium fiihrt wahrscheinlich durch niedrige Glukose- und hohe 3’°-5’-zyklisches
AMP (cAMP)-Konzentrationen zu einer Verminderung der Katabolitrepression [246,247] und

damit zur unerwiinschten Synthese des C-terminalen Inteinfusionsproteins.
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Abbildung 53 Untersuchung von verschiedenen Expressionsbedingungen zur segmentellen
Isotopenmarkierung von ST-gpD-Trx-Hg in vivo. Dargestellt sind Ausschnitte aus den MALDI-TOF MS
Spektren der tryptischen in-Gelverdaue des gebildeten Spleilprodukts von Bedingung 1 (4h IPTG-Induktion,
griines Spektrum, A (N-terminales Fragment) und B (C-terminales Fragment)), sowie von Bedingung 2 (16h
IPTG-Induktion, blaues Spektrum, C (N-terminales Fragment) und D (C-terminales Fragment)); zum Vergleich
sind jeweils die Spektren des unmarkierten (schwarz) und des vollstindig '"N-markierten (rot) Referenzproteins
gezeigt.

Die hier préisentierte Methode erlaubt somit die exakte Analyse einer
Expressionsbedingung mit geringem Aufwand und die Moglichkeit des schnellen Testens

einer Vielzahl an unterschiedlichen Expressionsbedingungen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das SPLICEFINDER-System ein schnelles,
paralleles Testen von verschiedenen Insertionspositionen von gespaltenen Inteinen in
Zielproteinen auf PTS-Aktivitdt ermdglicht. Fiir das natiirlich gespaltene Npu DnaE Intein
und das kiinstlich gespaltene Ssp DnaB Intein konnte die Methode eindeutig experimentell
bestitigt werden. Fiir das kiinstlich gespaltene Mxe GyrA Intein wurden keine Integrationen in
Zielproteine, sondern nur die Aktivitdt der Inteinkassette selbst liberpriift (s. Abbildung 81A
im Anhang). Damit stehen drei verschiedene Inteinkassetten mit unterschiedlichen

+1 Nukleophilen (Cystein, Serin und Threonin) zur Verfligung. Die Aussagen der
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Aktivitatsiiberpriifung mittels Expressionen im kleinen Mallstab und Western Blot Analyse
sollten sich auch auf in vitro PTS-Anwendungen iibertragen lassen, solange keine
Unloslichkeitsprobleme der Inteinfusionproteine auftreten. Die Machbarkeit der segmentellen
Isotopenmarkierung von Proteinen fiir NMR-Untersuchungen konnte am Beispielprotein ST-
gpD-Trx-Hg (9) fiir das SPLICEFINDER-System nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde eine
vereinfachte Methode zur Bestimmung der Markierungseftizienz bei in vivo Koexpression der
Inteinhilften préasentiert. Weiterhin wurde die SPLICEFINDER-Methode an zwei
Beispielproteinen, einem kompletten NRPS-Modul (GrsB1 C-A-PCP, Integration der Ssp
DnaB Inteinkassette zwischen die A- und die PCP-Doméne) und einer Uroporphyrinogen III
Methyltransferase (CobA, Integration der Npu DnaE Inteinkassette innerhalb der

Proteindomine), erfolgreich angewendet (Zettler, J. et al. unpublizierte Daten).
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4.4 Vorarbeiten zu spektroskopischen Untersuchungen von
NRPS-Proteinen

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben sind zum detaillierten Verstindnis der konformationellen
Anderungen in den NRPS-Multidominenproteinen die verwendeten biochemischen
Untersuchungen nicht ausreichend. Spektroskopische Techniken, wie z. B. die
Einzelmolekiilfluoreszenz- und die NMR-Spektroskopie konnten eine strukturelle
Beschreibung des Proteins mit atomarer Auflésung und eine exakte Charakterisierung der
Dynamik des Proteins erlauben. Die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
Spektroskopie ermdglicht, z.B., die Abstandsbestimmung zwischen einem Donor- und einem
Akzeptorfluorophor innerhalb eines Proteins und damit auf Einzelmolekiilebene (sSmFRET)
den Nachweis und die Bestimmung von verschiedenen Konformationen und den kinetischen
Austausch zwischen diesen Konformationen. Im Laufe dieser Arbeit wurden Methoden zum
selektiven Einbau von Fluorophoren in NRPS-Proteine entwickelt, darunter auch eine
vereinfachte, generelle Darstellung von semi-synthetischen Proteinen (s. Kapitel 4.4.1). Die
NMR-Spektroskopie von groflen Multi-Doménen-Proteinen sieht sich zwei Problemen
gegeniiber. Zum einen fiihren grofle Proteine mit einer langen Korrelationszeit zu einer
Verbreiterung der NMR-Signale. Zum anderen fiihrt allein die grole Anzahl an NMR-aktiven
Kernen zu einer Signaliiberlappung und zu einer erschwerten Zuordnung der Resonanzen.
Das zweite Problem kann mit Hilfe gespaltener Inteine zur segmentellen Isotopenmarkierung
umgangen werden. Kapitel 4.4.2 prisentiert diese Vorarbeiten zusammen mit NMR-

spektroskopischen Untersuchungen an vollstindig markierten NRPS-Proteinen.

4.4.1 Fluoreszenzspektroskopie

Fiir alle fluoreszenzspektroskopischen Techniken ist das selektive Einbringen von
Fluorophoren in die =zu untersuchenden Proteine von groBer Wichtigkeit. Die
Proteinsemisynthese mit dem an Position 11 kiinstlich gespaltenen Ssp DnaB Intein erlaubt
die gezielte N-terminale Modifikation von Zielproteinen mit unnatiirlichen Gruppen, wie z.B.
Fluorophore [169,170]. In der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit wurde dieses
Prinzip erfolgreich auf das in dieser Arbeit verwendete NRPS-Didoménenkonstrukt GrsA A-
PCP f{ibertragen [211]. Die PTS-Reaktion zwischen dem {iber Festphasenpeptidsynthese
hergestellten Fluoresceinpeptid (Fluorescein-SEFSG-Ssp DnaB™(1-11)) und dem rekombinant
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hergestellten Protein StrepTag II-Ssp DnaB“(12-154)-A-PCP-Hg ergab das semisynthetische
Spleiprodukt Fluorescein-A-PCP-Hg (s. Abbildung 54).

Int"
(11 AS)
- E)< T w e
synthetisch rekombinant
Protein trans-Spleifen C-terminale Spaltung
A" CP A" - CP |

semi-synthetisch

Abbildung 54 Schematische Darstellung des in friiheren Arbeiten entwickelten Systems zur N-terminalen
Modifikation von GrsA A-PCP [211]. Mittels des kiinstlich an Position 11 gespaltenen Ssp DnaB Inteins
gelingt die selektive Einbringung eines Fluorophors (Fl) an den N-Terminus des NPRS Didoménenproteins
GrsA A-PCP; durch Auftragen der Mischung nach der PTS-Reaktion auf eine Streptactin-Séule konnten sowohl
nicht-reagiertes Ausgangsmaterial, als auch die C-terminale Inteinhélfte abgetrennt werden.

Diese Arbeit zeigte nicht nur die Synthese eines selektiv fluorophormarkierten NRPS-
Proteins, sondern erlaubte mittels des N-terminalen StrepTag II am C-terminalen Konstrukt
die Abtrennung des nicht-umgesetzten Edukts, sowie des nach der PTS-Reaktion
herausgeschnittenen Int“-Fragmentes [211]. Jedoch war keine Trennung von SpleiBprodukt
und C-terminalem Spaltprodukt in diesem System moglich. Die Losung dieses Problems
gelang iiber den Einbau einer zusitzlichen unnatiirlichen Gruppe in das N-Extein des
synthetischen Peptids. Zusétzlich zu der Fluorescein-Gruppe wird ein Biotinrest durch PTS
kovalent mit dem N-Terminus von A-PCP verkniipft. Nach einem Dialyseschritt zur
Abtrennung des kleinen synthetischen Peptids ist das Spleilprodukt das einzige Molekiil in
der Mischung mit einer Biotingruppe und kann {iber eine monomere Avidin-Sdule gereinigt
werden. Die Reaktion ist schematisch in Abbildung 55A dargestellt. Abbildung 55B zeigt die
SDS-PAGE Analyse der Reaktion und der Reinigung. Die Synthese von Pep2 (Biotin-
BAKKK(Fluorescein)ESG-Ssp DnaBM(1-11)) gelang standardmafig iiber
Festphasenpeptidsynthese. Protein 10 (ST-Ssp DnaB Int“(12-154)-A-PCP-Hs) wurde durch
rekombinante Expression in E. coli hergestellt. Nach Inkubation fiir 30h bei 25°C (mit einem
Uberschuss an Pep2) konnte ein 70%iger Umsatz des Eduktproteins festgestellt werden.
Davon waren ungefdhr zwei Drittel durch PTS, das andere Drittel durch die C-terminale
Spaltungsreaktion verbraucht worden (s. Abbildung 55B, Spuren 1 und 2). Durch
Affinitdtschromatographie gegen die Biotingruppe konnte das SpleiBBprodukt von allen

weiteren Komponenten, vor allem von dem C-terminalen Spaltprodukt (Spalt C), getrennt
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werden (s. Abbildung 55B, Spuren 4 bis 7). Damit konnte gezeigt werden, dass die hier
beschriebene Technik die Synthese und Reinigung von N-terminal modifizierten

semisynthetischen Proteinen {iber positive Affinitditschromatographie moglich macht.
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Abbildung 55 Synthese und Reinigung des mit Fluorescein und Biotin modifiziertem GrsA A-PCP
Proteins. A) Schematische Darstellung der Reaktion zwischen Pep2 und Protein 10 (ST-Ssp DnaB Int“(12-154)-
A-PCP-Hg); B) SDS-PAGE Analyse der Synthese und Reinigung; links ist das Gel in der Coomassie-Féarbung,
rechts unter UV-Bestrahlung gezeigt; Spur 1 = Reaktion Oh; Spur 2 = Reaktion 30h; Spur 3 = Dialyse; Spuren 4-
7 = Durchfluss, Waschen und zwei Elutionsfraktionen der Reinigung iiber eine monomere Avidinséule.

Zusétzlich zu der Fluorophormarkierung von GrsA A-PCP iiber die PTS-Reaktion ist fiir
die FRET-Spektroskopie ein zweiter Fluorophor an einer definierten Position notwendig.
Diese Einbringung konnte z.B. iiber eine Cysteinmodifikation erfolgen. Diese Strategie zum
selektiven Einbau zweier Fluorophore in das GrsA A-PCP Protein ist schematisch in
Abbildung 56A dargestellt.Die Vorarbeiten auf diesem Gebiet beschrianken sich jedoch auf
die Klonierung eines Konstruktes analog zu Protein 10 mit einem cystein-freien NRPS-Teil
(C60F, C331A, C376S und C473A - A-PCP(A-4Cys)), sowie der Herstellung von Mutanten

mit einem zusdtzlich eingefiihrten nicht-nativen Cysteinrest.
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B
SH SH SH
(A-4Cys) + 1 Cys (A-4Cys) + 2 Cys

l Schritt 1: PTS (unselektiv)

SH

Schritt 2: Cysteinmodifikation

ﬁ?&

Abbildung 56 Strategien zur A) selektiven und B) unselektiven Einbringung zweier Fluorophore in GrsA
A-PCP fiir die FRET-Spektroskopie. A) Uber PTS mit dem an Position 11 kiinstlich gespaltenen Ssp DnaB
Intein kann in einem ersten Schritt ein Fluorophor (Fl;) selektiv an den N-Terminus von GrsA A-PCP
eingebracht werden; die Reinigung des Spleiiproduktes ist {iber die zusétzlichen Biotingruppe moglich; durch
Mutation der nativen vier Cysteinreste und dem Einbau eines weiteren Cysteinrestes besitzt dieser nun die
einzige Thiolfunktionalitdt im SpleiBprodukt und kann im zweiten Schritt selektiv mit einem zweiten Fluorophor
(F1,) modifiziert werden; B) Zwei nicht-native Cysteinreste in GrsA A-PCP(A-4Cys) erlauben den unselektiven
Einbau zweier Fluorophore mittels Cysteinmodifikation; da nach der Reaktion ein Gemisch aus unterschiedlich
modifizierten Proteine vorliegt, muss mit dieser Strategie auf die Einzelmolekiilspektroskopie (smFRET)
zurlickgegriffen werden.

l Schritt 1: Cys-Modifikationen

smFRET notwendig

Die in Abbildung 56A vorgestellte Strategie ist in der Hinsicht begrenzt, dass ein
Fluorophor am N-Terminus des Proteins positioniert werden muss. Zwar ldsst sich die
Position des zweiten Fluorophors iiber die Herstellung unterschiedlicher Mutanten variabel
gestalten, jedoch wiirden alle Abstandsmessungen iiber die FRET-Spektroskopie relativ auf
einen Punkt bezogen werden. Eine grof3ere Freiheit erlaubt die in Abbildung 56B dargestellte
Strategie. Hier werden zwei Cysteinreste an freiwdhlbaren Punkten in GrsA A-PCP {iber
Punktmutagenese eingebracht. Die Inkubation mit einer Mischung von thiol-modifizierenden
Donor- und Akzeptorfarbstoffen fiihrt zu einer statistischen Markierung der Reste. Die
relevanten Kombinationen von Donor und Akzeptor kdnnten nach Immobilisierung an einer
festen Oberfldche mittels Einzelmolekiilspektroskopie selektiv und getrennt von den Donor-
Donor und Akzeptor-Akzeptor Kombinationen untersucht werden. Friithere Arbeiten zeigten,
dass die vier Wildtyp-Cysteine in der A-Doméne von GrsA A-PCP sich nur schlecht fiir eine
Fluorophormarkierung eignen [211]. Die Konjugation mit Fluorescein-Maleinimid war im
Mittel nur zwischen 10 - 40% moglich [211]. Ausgehend von dem cystein-freien Konstrukt
A-PCP(A-4Cys) wurden unterschiedliche Cystein-Einzelmutanten erstellt (N152C, N260C,
T341C, H481C, D508C, S585C). Angeleitet von der Kristallstruktur der GrsA A-Doméne
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[57] und den NMR-Untersuchungen an TycC3 PCP [87] wurde versucht diese an solvens-
zugingliche Positionen in sowohl beide Subdoménen der A-Doméne, als auch in die PCP-
Domine einzubringen. Auch mit diesen neu eingefiihrten Cysteinresten konnte keine
vollstindige Markierung erreicht werden, jedoch lie3 sich die Markierungseffizienz deutlich
auf 60-70% steigern (Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurde beispielhaft fiir eine
Doppelmutante die Kombination T341C, D508C in A-PCP(A-4Cys) erzeugt.

A C apo- apo-
1 (A-4Cys)
SH SH s ol W
A cp kDa
100 —
(A-4Cys) + T341C/D508C o
Protein 11 70 o s s
50 —
40 —
A" CP
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(A-4Cys) 11 1 0.8
1 2 1 211 2
o 05
s
a
g 0.4 o
o W )
- L

AN

I s ——S e e
200 250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenldnge /nm

Abbildung 57 Die Doppelmutante A-PCP(A-4Cys, T341C, D508C)-H; (Protein 11). A) Schematische
Darstellung der in dieser Abbildung verwendeten Proteine; B) Native PAGE Analyse von apo- und holo-
Protein 11 in Abwesenheit (Spuren 1) und in Gegenwart von 100 uM Inh 1 (Spuren 2); zum Vergleich ist die
apo-Form des cystein-freien Proteins gezeigt; C) SDS-PAGE Gel der Konjugationsansidtze von den apo-
Proteinen 11 und (A-4Cys) mit 5-lodacetamid-fluorescein (5-IAF), links ist das Gel in der Coomassiefarbung,
rechts unter UV-Beleuchtung gezeigt; D) UV/Vis-Absorptionsspektren von apo-11 vor (schwarzes Spektrum)
und nach der Reaktion mit 5-IAF (rotes Spektrum), die Spektren sind auf die Absorption von 280 nm normiert.

Dieses Protein verhielt sich in den nativen PAGE Assays vergleichbar zu dem Wildtyp-
Protein (s. Abbildung 57B) und konnte selektiv an den Cystein-Resten mit 5-lodacetamid-
Fluorescein modifiziert werden (vergleiche in Abbildung 57C die Reaktion mit dem cystein-
freien Protein unter identischen Reaktionsbedingungen). Die Auswertung der UV/Vis-
Spektroskopie ergab ein Verhdltnis von Protein zu Fluorophor von 1:1,4 (s. Abbildung 57D),
was den Riickschluss nahe legt, dass eine Modifikation an beiden Cystein-Resten

stattgefunden haben muss. Auch das modifizierte Protein verdnderte seine elektrophoretische
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Mobilitdt in den nativen PAGE Assays bei Zugabe des kognaten Inhibitors (Inh1l) (Daten
nicht gezeigt) und scheint damit ebenfalls eine Konformationsdnderung bei der
Komplexbildung zu vollziehen. Alles in allem ist diese Doppelmutante geeignet um nach der
Strategie in Abbildung 56B per smFRET-Spektroskopie analysiert zu werden. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Vorarbeiten werden in der Arbeitsgruppe Mootz in Kollaboration mit
der Gruppe von Prof. H. Yang (Princeton University, Department of Chemistry, USA)
weitergefiihrt.

4.4.2 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie in Losung hat bereits bedeutende Erfolge in der Aufklarung der
strukturellen Eigenschaften von NRPS-Proteinen erzielt [87,93]. Kiirzlich wurde das
dynamische Verhalten eines PCP-TE Didomédnenfragments aus EntF mittels NMR aufgeklart
[93]. Die Zuordnung von 93% der Riickgratresonanzen (313 von 337 Resten) gelang in dem
37 kDa Didoménenprotein durch eine groBe Zahl an unterschiedlich isotopenmarkierter
Proben. In teilweise deuterierten Proben war die Spinrelaxation noch ausreichend langsam um
3D NMR-Spektren mit einer geringen Linienbreite und damit einem guten Signal zu Rausch
Verhiltnis zu ermoglichen. Vor allem diese Arbeit [93] verdeutlicht das Potential der NMR-
Spektroskopie, die es erlaubt NRPS-Proteine in Losung mit atomarer Auflosung zu
untersuchen.

Um zu ermitteln, in wie weit auch groBBere NRPS Multidoméinen-Proteine einer NMR-
Untersuchung in Losung zugénglich sind, wurden ein A-PCP Didomédnenfragment und ein
komplettes Elongationsmodul vollstindig '*N-markiert und von Alena Busche und Dr. Frank
Lohr (AK Prof. V. Dotsch, Goethe-Universitit Frankfurt am Main) mittels NMR
spektroskopisch vermessen. Die '’N-'"H TROSY Spektren von GrsA A-PCP-Hg (71,1 kDa)
und ST-GrsB1 C-A-PCP-Hg (124,2 kDa) sind in Abbildung 58 zu sehen. Im Spektrum des
kompletten NRPS-Moduls (s. Abbildung 58B) sind die Resonanzen wahrscheinlich aufgrund
der groBen Korrelationszeit und einer daraus resultierenden schnellen Relaxation sehr
verbreitert. Das aufgenommene Spektrum spricht dagegen, dass ein kleinerer Teil, z.B. die
PCP-Domine, flexibel ist und unabhdngig vom Rest des Proteins rotieren kann. Es ist
anzunehmen, dass auch eine Deuterierung des Proteins nicht zu einer dramatischen
Verbesserung des Spektrums fithrt und damit mit den aktuellen NMR-Techniken keine
Untersuchung eines kompletten NRPS-Moduls in Lésung mdoglich ist. Auch bei dem NMR
Spektrum des A-PCP Didoménenproteins (s. Abbildung 58A) ist die Linienverbreiterung
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vorhanden, wenn auch nicht so stark ausgepriagt wie im Falle des groBBeren GrsB1 C-A-PCPs.
Jedoch erlaubt die Signaliiberlappung definitiv keine Zuordnung der Resonanzen. Eine
Deuterierung des GrsA A-PCP Proteins diirfte in Kombination mit einer selektiven
Markierung in N und "C die Qualitit des NMR Spektrums erhéhen und vielleicht in
Zukunft eine strukturelle Untersuchung ermoglichen. Als Vorarbeit in Richtung der
segmentellen Isotopenmarkierung des GrsA A-PCP NRPS-Proteins wurde im Laufe dieser
Arbeit eine aktive Insertionsposition fiir das an der Position der Endonuklease gespaltene Ssp

DnaB Intein in Zusammenarbeit mit Annika Urbanek ermittelt [212].
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Abbildung 58 NMR Untersuchungen an vollstindig >N-markierten Multidominen NRPS-Proteinen. '*N-
'H TROSY Spektren von GrsA A-PCP-Hg (A) und ST-GrsB1 C-A-PCP-H, (B).

Nach den folgenden Kriterien wurde die Intein-Insertionsstelle N4y, in dem GrsA A-PCP
Protein ausgewihlt. Eine Trennung des Proteins zwischen den beiden Subdoménen der A-
Domine erschien sinnvoll, da damit eine simultane Untersuchung der beiden wahrscheinlich
mobilen Bereiche, der A°-Subdomine und der PCP-Domine, gewihrleistet werden konnte.
Eine Betrachtung der Primérsequenz des NRPS Proteins zeigte, dass die Region um Nz
grofe Homologie mit den natiirlichen Exteinsequenzen des Ssp DnaB Inteins aufwies. Nimmt
man Ny als das +1 Nukleophil der Spleiireaktion, so stimmen die -1, die +2 und +3
Positionen iiberein. Nach der Kristallstruktur der GrsA A-Domine [57] befand sich dieser
Rest zusitzlich in einer nicht-konservierten Loop-Region (s. Abbildung 59A). Die Klonierung

des N-terminalen (ST-GrsA Aj.4-Ssp DnaB™(1-104), Protein 12) und des C-terminalen
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Konstruktes (Ssp DnaBC(lO7-154)-S-GrsA A423.540-PCP-Hg, Protein 13) erfolgte noch nicht
mit dem SPLICEFINDER-System, sondern klassisch tlber Fusions-PCR und
Standardtechniken [212]. Das Schema der PTS-Reaktion von Protein 12 mit Protein 13 ist in
Abbildung 59B dargestellt. Das resultierende potentielle Spleiprodukt SP(12+13) enthilt im
Vergleich zum Wildtyp-Protein eine Ny4y,S Mutation und ist zur vereinfachten Reinigung das
einzige Protein mit sowohl einem ST-, als auch einem Hg-Affinititstag. Ein Testen der in
vitro PTS-Aktivitdit mit gereinigten Proteinen war aufgrund der Unloslichkeit des N-
terminalen Proteins 12 nicht durchfithrbar. Auch bei einem Versuch das Spleilen im
Zellextrakt durchzufiihren, konnte keine Spleiproduktbildung beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt).

Dnai- i DnaB® |
AV (1-104 ¥ 107-154)

12 (60,5 kDa) 13 (29,4 kDa)
i DnaB’ DnaB°®

Prs | - [ oo

@- A"

SP (12+13) (72,7 kDa)

SpleiRstelle SDG(N,,,S)IEY

Abbildung 59 Insertion des kiinstlich gespaltenen Ssp DnaB Inteins in GrsA A-PCP an Position 422. A)
Kristallstruktur der GrsA A-Doméne (Conti, EMBO, 1997) (pdb-Code 1AMU); die Aminoséurereste 1-421 sind
in rot, die Reste 422-530 sind in schwarz dargestellt; B) Schematische Darstellung der PTS-Reaktion zwischen
den Proteinen 12 (ST-GrsA A;.41-Ssp DnaB™(1-104)) und 13 (Ssp DnaBC(107—154)—S—GrsA A43.540-PCP-Hg).

Die letzte Moglichkeit die Unldslichkeit der N-terminalen Hélfte zu umgehen bestand in
der in vivo Koexpression beider Proteine in einer E. coli Zelle. Die beiden Vektoren der
Inteinfusionskonstrukte waren analog zu dem von Iwai und Mitarbeitern entwickelten
Expressionssystem so gewihlt, dass sie unterschiedliche Antibiotikaresistenzen aufwiesen
und die Proteine orthogonal induzierbar waren (s. Abbildung 60A). Durch die Zugabe von
Arabinose konnte die Expression des C-terminalen Konstruktes (vergl. Spuren 1 und 2 in
Abbildung 60B) und mit IPTG die des N-terminalen Konstruktes induziert werden (vergl.
Spuren 1 und 3 in Abbildung 60B). Die Koexpression beider Proteine fiihrte bei 25°C und
22°C, nicht jedoch bei 37°C zur Bildung des Spleilproduktes (ST-GrsA Anazs-PCP-Hg,
SP(12+13)) (s. Spuren 4 und 5 in Abbildung 60B). 22°C wurde in weiteren Versuchen als

Induktionstemperatur verwendet, da hier zwar ein geringeres Zellwachstum, jedoch ebenfalls
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eine groBere SpleiBproduktbildung im Vergleich mit 25°C festzustellen war [212]. Das
Spleilprodukt SP(12+13) konnte mittels tryptischen in-Gelverdau und anschlieBender
MALDI-TOF MS eindeutig nachgewiesen werden [212]. Interessanterweise war das an
Position 11 gespaltene Ssp DnaB Intein an der identischen Insertionsposition N42,S bei den in
vivo Koexpressionen nicht aktiv [212]. In diesem System hatte die Unldslichkeit der C-
terminalen Hilfte das Testen der in vitro SpleiBBaktivitdt verhindert (Daten nicht gezeigt).
Vielleicht ist bei dem an Position 11 gespaltenen Ssp DnaB Inteins die Assoziation der beiden
Inteinhélften nicht schnell genug um die Bildung von unldslichen Aggregaten des C-

terminalen Proteins in der Zelle zu verhindern.

A B 1 2 3 4 5
kDa
" DnaB" 120
ST A (1-104) 100
70
60
50
T 'DnaB°® cPlu 40
oA o7 154)) AT g
30
C
kDa 6 7 8 9 10 11 kDa 6 7 8 910 N
130 —
130 — 100 —
— - P(12+1
100 — 0 == < sPa21y
70 — « v wm| €<— SP(12+13) 55 — L .
o <« 12 .| <
55 — 40 —
40 — 35 — wwmemaa- <« 13
e s e (_ *
35 20 —
anti-ST anti-H,

Abbildung 60 Vorversuche zur segmentellen Isotopenmarkierung von ST-GrsA A-PCP-Hg.
A) Schematische Darstellung der beiden verwendeten Expressionsplasmide; das N-terminale Konstrukt ist unter
Kontrolle der pT7/lac Promotor/Operator Sequenzen in einem Vektor mit Kanamycin-Resistenz und RSF
Replikationsursprung, das C-terminale Konstrukt wird durch die pBAD/ara Promotor/Operator Sequenzen
kontrolliert und befindet sich in einem Plasmid mit Ampicillin-Resistenz und dem pBR322
Replikationsursprung; B) SDS-PAGE Gel der Testexpressionen des dualen Expressionssystems; Spur 1 = Probe
vor Induktion; Spur 2 = Probe nach Arabinose-Induktion, 4h, 37°C; Spur 3 = Probe nach IPTG-Induktion, 4h,
37°C; Spuren 4 und 5 = Proben nach simultaner IPTG und Arabinose-Induktion fiir 4h und tiber Nacht, 22°C;
C) Western Blot Analyse gegen den StrepTag II (links) und den H¢-Tag (rechts) der sukzessiven Induktionen mit
Mediumswechsel; Spur 6 = Probe vor Induktion; Spur 7 = Probe nach Arabinose-Induktion in M9
Minimalmedium, 2h, 37°C; Spur 8 = nach Waschen und Aufnahme der Zellen in LB-Medium; Spur 9 und 10 =
anschlieBende IPTG-Induktion fiir 2h und 16h in LB-Medium, 22°C; Spur 11 = gereinigtes Spleif3produkt
SP(12+13); die theoretischen Molekulargewichte der Proteine sind wie folgt: SP(12+13) = 72,7 kDa; 12 =
60,5 kDa; 13 = 29,4 kDa; Proteinverunreinigungen * sind markiert.
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4  Ergebnisse

Eine segmentelle Isotopenmarkierung des A“-PCP-Hg Fragmentes mittels des an der
Endonuklease gespaltenen Ssp DnaB Inteins wurde iiber sukzessive Proteininduktionen mit
einem Mediumswechsel simuliert (s. Western Blot Analysen in Abbildung 60C). Die
selektive Expression der C-terminalen Hilfte (Protein 13) konnte in unmarkiertem M9
Minimalmedium durch die Zugabe von 0,2% Arabinose bei 37°C herbeigefiihrt werden
(vergl. Spuren 6 und 7 in Abbildung 60C). Nach einem Waschschritt (s. Spur 8 in Abbildung
60C) und einer Aufnahme der Zellen in LB-Medium wurde die Temperatur auf 22°C gesenkt
und durch 0,8 mM IPTG die Genexpression des N-terminalen Konstruktes gestartet. Bereits
nach 2h konnte die Bildung des Spleiproduktes SP(12+13) detektiert werden (s. Spur 9 in
Abbildung 60C). Weitere 14h spiter war das C-terminale Protein 13 durch PTS fast
vollstidndig verbraucht (s. Spur 10 in Abbildung 60C). Das erzeugte SpleiBprodukt lief3 sich
{iber Ni*"-Affinititschromatographie reinigen und zeigte in biochemischen Assays zur
Aktivitit der A-Doméne ein vergleichbares Verhalten wie das Wildtyp-Protein [212].

In diesem Kapitel konnte damit die erfolgreiche Synthese des GrsA A-PCP
Didoménenproteins aus zwei Segmenten iiber PTS mit dem an der Endonuklease gespaltenen
Ssp DnaB Intein vorgestellt werden. Das System erzeugt ein aktives SpleiBprodukt mit einer
N422S Mutation und ist flir eine segmentelle Isotopenmarkierung durch PTS in vivo geeignet.
Sollte diese Arbeit in Zukunft fortgesetzt werden, so ist vor allem eine Verbesserung der

Ausbeute (0,7 mg SpleiBprodukt pro L Expressionskultur) anzustreben.
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5 Diskussion und Ausblick

Weil Proteine in allen Prozessen des Lebens eine essentielle Rolle spielen, ist das
Verstdndnis ihrer Funktion und Wirkungsweise von fundamentaler Bedeutung.
Interessanterweise sind die von Enzymen katalysierten Reaktionen genauso wie das Leben
selbst inhdrent dynamisch. Die Bindung und Positionierung von Substraten und reaktiven
Gruppen, sowie die Bindungskniipfung und Brechung, verlangen zwangsldufig eine
strukturelle  Anderung der Protein-Ligand- oder der Protein-Protein-Komplexe.
Hochauflosende Techniken, wie die Rontgenkristallographie oder die NMR-Spektroskopie
haben es erlaubt Proteinstrukturen mit atomarer Auflésung zu erhalten, jedoch implizieren
diese Analysen ein Bild von einem Protein als statischem Objekt. Die Interpretation, dass eine
definiert gefaltete Konformation des Proteins ausreichend ist, um die Funktion des Proteins zu
verstehen wird in den letzten Jahrzehnten von zwei unterschiedlichen Seiten in Frage gestellt.
Zum einen scheint nicht nur der energetische Grundzustand des Proteins, sondern eine
Vielzahl an ineinander iibergehenden Konformationen fiir die katalytische Wirkungsweise
essentiell zu sein. Zum anderen existiert eine Klasse von Proteinen, die intrinsisch ungefaltet
vorliegt. Beispiele aus beiden Gruppen wurden in dieser Doktorarbeit untersucht. So sind
nicht-ribosomale Peptidsynthetasen ein Paradebeispiel fiir dynamische Proteine, die grof3e
konformationelle Anderungen wihrend des Katalysezyklus eingehen. AuBerdem liegen die
individuellen Hélften von gespaltenen Inteinen in ihrem nativen Zustand ohne das

Partnerprotein ungefaltet vor.

5.1 Dynamische Eigenschaften von Proteinen und Protein-Ligand
Komplexen

Zur Beschreibung der strukturellen und dynamischen Eigenschaften eines Proteins wird in
der aktuellen Forschung das Konzept der Energielandschaften (engl. energy landscapes)
herangezogen. Es wurde zuerst fiir Faltungsstudien, d.h. den Ubergang eines Proteins aus
einer ungefalteten in eine definierte gefaltete Konformation, entwickelt [248-251]. Die
Energielandschaft eines Proteins ist der Raum aller mdglichen Konformationen dieses
Proteins mit ihrer zugehorigen freien Energie (AG). Die Struktur des Proteins kann durch die
Koordinaten aller N Atome (die Losungsmittelumgebung eingeschlossen) beschrieben werden

und ein konformationeller Zustand ist ein Punkt in diesem 3N-3 dimensionalen Raum. Die
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5 Diskussion

Anzahl aller moglicher Konformationen ist immens grofl und sie bilden zusammen die
Energielandschaft des Proteins. Eine reale Verdnderung in der Proteinstruktur ist mit der
Bewegung von einem Punkt zum anderen im Konformationsraum der Energielandschaft
gleichzusetzen  [249,252,253]. Die exakte Form einer Energielandschaft ist
verstindlicherweise von einer Vielzahl an Parametern wie Temperatur, Druck und

Zusammensetzung des Losungsmittels abhédngig.
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Abbildung 61 Ein-dimensionaler Schnitt durch die Energielandschaft eines Proteins zeigt das dynamische
Verhalten eines Proteins alleine und bei Bindung eines Liganden. Gezeigt ist eine Energielandschaft eines
hypothetischen Proteins mit zwei unterschiedlichen Rang 0 Konformationen; A und B. Ein Zustand ist durch ein
Minimum, ein Ubergangszustand durch ein Maximum in der Energielandschaft reprisentiert. Die Besetzung der
Rang 0 Zustinde A und B ist thermodynamisch anhand der Boltzmann-Verteilung durch die mittlere
Energiedifferenz AG,p festgelegt und schematisch im unteren Teil der Abbildung dargestellt. Die Hohe der
Barriere AG* bestimmt die Umwandlungsrate k zwischen diesen Zustinden. Rang 1 und Rang 2 Uberginge sind
kleinere konformationelle Anderungen innerhalb der Rang 0 Zustinde. Bei Bindung eines Liganden verindert
sich die Energielandschaft des Proteins. Dabei kann der Gleichgewichtszustand in Richtung einer ehemals
energetisch angeregten Konformation verschoben werden (reproduziert nach [254,255]).

Der in Abbildung 61 oben links dargestellte eindimensionale Schnitt durch die
multidimensionale Energielandschaft soll das dynamische Verhalten eines Proteins
vermitteln, welches im Gegensatz zu den traditionellen statischen Strukturen des thermischen
Grundzustandes oder des iiber die Zeit gemittelten Ensembles steht. Das globale Minimum

der Energielandschaft wird dem energetischen Grundzustand zugeordnet. Fiir viele Proteine
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5 Diskussion

existieren weiterhin mehrere lokale Minima, die konformationelle Unterzustinde
repriasentieren. Die Besetzung der unterschiedlichen Konformationen in einem identischen
Proteinensemble ist von den Energiedifferenzen der Zustinde (AG) in der Energielandschaft
abhingig (s. Abbildung 61). Die Kinetik der Umwandlung der Strukturen ineinander wird
hingegen von der Hohe der Barrieren (AGY) diktiert (s. z.B. [256,257] und Abbildung 61). Die
konformationellen Anderungen werden anhand der Reaktionsrate in unterschiedliche Riinge
(engl. tiers) klassifiziert. Die Rang 0 Uberginge sind durch groBe Energiebarrieren im
Bereich von mehreren k7" (dem Produkt der Boltzmann-Konstante und der absoluten
Temperatur) getrennt und spielen sich im Bereich von us bis ms ab. Ublicherweise sind das
grofle konzertierte und kollektive Regionen- oder Domédnenbewegungen. Innerhalb dieser
Rang 0 Zustdnde sind die Proteine ebenfalls nicht statisch sondern koénnen Rang 1 (z.B.
kleinere Loop-Bewegungen) und Rang 2 (z.B. Seitenkettenrotationen) Ubergiinge eingehen
(s. Abbildung 61) [252,255].

In dieser Arbeit standen die Protein-Protein Wechselwirkungen innerhalb der NRPS-
Biosynthese auch im Zusammenspiel mit den niedermolekularen Substraten und Inhibitoren
im Fokus der Untersuchung. Zur Erkldrung der Bindung zwischen einem Liganden und einem
Protein gingen die frithesten Modelle auch von einem statischen Bild der Assoziation aus. So
postulierte Emil Fischer 1894 sein beriihmtes Schliissel-SchloB-Prinzip, in dem das Substrat
und der Ligand perfekt ohne konformationelle Anderung ineinander passen wiirden. Die
Entdeckung von allosterischen und ko-operativen Effekten bei der Aktivitit von Enzymen
fiihrte zu dem so genannten ,,induced fit*“ Mechanismus, der eine gewisse konformationelle
Plastizitit an den Ligandenbindungsstellen und unterschiedliche Konformationen postuliert
[258]. Die neuere Forschung beschreibt die Bindung eines Liganden an ein Protein oder eine
analog zu betrachtende Protein-Protein Wechselwirkung mit Hilfe der Energielandschaften
eher wie folgt: Unter den sich ineinander umwandelnden Konformationen des freien Proteins,
wird eine Struktur durch die Bindung des Liganden energetisch stabilisiert und damit am
meisten besetzt (s. Abbildung 61). Anders ausgedriickt induziert ein Ligand nicht eine neue
Konformation im Protein, sondern selektiert eine bereits vorhandene Konformation
bevorzugt. In der neu erzeugten Energielandschaft des Komplexes ist der neue Grundzustand
in einer Vielzahl der Fille ein ehemals angeregter Zustand [255,259,260] (s. Abbildung 61).
Das aus Kristallstrukturuntersuchungen erhaltene Bild eines Proteins in einer definierten,
gefalteten Konformation ist somit nicht ausreichend um die vielen unterschiedlichen

Wechselwirkungen eines Proteins mit Liganden und anderen Proteinen zu erkléren. Fiir ein
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tieferes Verstdndnis der enzymatischen Katalyse ist eine strukturelle Charakterisierung des

Proteins iiber die Zeit und damit seiner dynamischen Eigenschaften notwendig [254,255].

5.1.1 Konformationelle Anderungen und Doméineninteraktionen in NRPS
Proteinen

NRPS-Doménen sind nach dem aktuellen Forschungsstand (zusammengefasst in Kapitel
1.1) ein Paradebeispiel fiir dynamische Proteine, die in einem Gleichgewicht zwischen
verschiedenen Konformationen vorliegen. So wurden fiir eine isolierte PCP-Doméne mehrere
sich ineinander umwandelnde Strukturen mittels NMR-Spektroskopie gefunden [87].
Interessanterweise verdndert die post-translationale Modifikation mit dem Ppant-Arm die
Energielandschaft der PCP-Doméne derart, dass in der apo- und in der holo-Form der
dynamische Austausch zwischen unterschiedlichen Konformationen vonstatten geht. Es
existiert jeweils eine Struktur, die nur von dem apo-Protein und eine Struktur, die nur von
dem holo-Protein eingenommen wird [87]. In sehr guter Analogie mit dem oben
beschriebenen Modell der Protein-Protein Wechselwirkung verschiebt die Gegenwart eines
externen, interagierenden Proteins, der PPTase Sfp, das Gleichgewicht von apo-PCP in
Richtung einer bestimmten Konformation, dem A-Zustand. Dieser Zustand wird bevorzugt
von Sfp gebunden, damit stabilisiert und thermodynamisch begiinstigt. Das holo-Protein
nimmt den A-Zustand aufgrund der verdanderten Energielandschaft im Vergleich mit apo-PCP
kaum ein. Deshalb ist auch keine Wechselwirkung zwischen Sfp und dem holo-Protein
festzustellen [87]. Nicht nur PCP-Doménen, sondern auch andere NRPS-Proteine unterliegen
einem konformationellen Austausch. Die TEII-Doméne aus Bacillus subtilis existiert
ebenfalls in unterschiedlichen Konformationen, aber nur eine wird bei der Bindung an falsch
beladenes holo-PCP stabilisiert [91]. Auch fiir die TEI-Doméne aus der Enterobactin-
Biosynthese wurden Proteindynamiken mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen [93]. Hier
kontrolliert das Offnen und SchlieBen einer Deckelregion den Zugang zum aktiven Zentrum
dieser Domine. Dass auch fiir in cis vorliegende NRPS Didoménenproteine analoge
dynamische Prozesse eine Rolle spielen, konnte zum ersten Mal in der herausragenden Arbeit
von Frueh et al. nachgewiesen werden [93]. Das untersuchte apo-PCP-TE Fragment liegt in
zwei sich langsam ineinander umwandelnden Konformationen vor. Eine Struktur zeigt beide
Doménen in engem Kontakt; in der Anderen hat sich die PCP-Doméne rdumlich von der TE-
Domine entfernt. Letztere Konformation wird durch die Titration mit Sfp stabilisiert und ist

in Gegenwart der Ppant-Transferase der energetische Grundzustand [93].
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Die innerhalb der letzten Jahre hauptsdchlich iiber NMR-Untersuchungen erhaltenen
Informationen iiber die dynamischen Eigenschaften von NRPS-Doménen erlaubten die
Aufstellung eines dynamischen Modells der Protein-Protein Interaktion in diesen Systemen
[261]. Hier befinden sich sowohl die Carrier-Proteindoméne, als auch die interagierenden
katalytischen Dominen in einem konformationellen Austausch zwischen unterschiedlichen
Strukturen. In nur jeweils einer Konformation prédsentieren beide Doménen die
Kontaktflichen, die iiber die richtige Form und Ladungsverteilung komplementér zueinander
passen (s. Abbildung 62). Diese Auswahl aus dem dynamischen Ensemble wird durch die
Bindung der Domédnen stabilisiert und fithrt zu einer produktiven Protein-Protein

Wechselwirkung.
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Abbildung 62 Schematische Darstellung des dynamischen Modells der Protein-Protein Interaktion in
NRPS Enzymen. Eine produktive Doménen-Interaktion zwischen der PCP-Doméne und einer katalytischen
Doméne entsteht aus der Auswahl von zueinander komplementdren Konformationen jeweils aus einem
Ensemble von unterschiedlichen Strukturen im dynamischen Gleichgewicht. Die Bindung der Doménen
stabilisiert die passende Konformation und verschiebt das Gleichgewicht in diese Richtung (reproduziert nach
[261]).

Wie schon in der Einleitung beschrieben koénnen auch NRPS A-Dominen drei
unterschiedliche Konformationen wihrend der Katalyse einnehmen (s. Kapitel 1.1.4). Einer
offenen Konformation stehen zwei geschlossene Strukturen gegeniiber, die sich durch eine
Drehung der kleineren Subdoméne voneinander unterscheiden. Yonus ef al. postulierten, dass
keine groBen Energiedifferenzen zwischen den unterschiedlichen Zustdnde vorhanden sind,

da alle geladenen Aminoséduren wihrend des Katalysezyklus ihre Partneraminosduren
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austauschen und dadurch keine energetisch ungiinstige Situation eintritt [55]. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten partiellen Proteolyse-Experimente (s. Kapitel 4.1.1) eines A-PCP
Didominenkonstrukts aus einem NRPS Initiationsmodul in Abwesenheit von Substraten oder
Inhibitoren lassen sich mit dem Bild einer intrinsisch flexiblen A-Doméne erkldren. Hier
wechselt das Protein zwischen unterschiedlichen Konformationen hin und her und ist damit
gut zugénglich fiir die Protease Trypsin. Bei Bindung der Substrate oder des Inh 1 veridndert
sich die Energielandschaft der A-Doméne und eine der geschlossenen Konformationen ist
bevorzugt. Die grofle Resistenz des gesamten Proteins bei Inkubation mit Inh 1 deutet auf
eine effektive Fixierung der A-Domédne in einer definierten Struktur, der
Thioesterkonformation, hin.

Die in dieser Doktorarbeit erhaltenen Ergebnisse analysieren die Wechselwirkungen
zwischen der A- und der PCP-Domine. Sie lassen sich vollstindig in Einklang mit dem in
Abbildung 62 prisentierten Modell der NRPS Domineninteraktion bringen. Durch
Untersuchung des GrsA A-PCP Didoménenkonstrukts mittels biochemischer Assays konnte
aufbauend auf friiheren Untersuchungen folgendes Modell fiir diese Interaktion aufgestellt
werden (s. Abbildung 63). Sowohl die A-, als auch die PCP-Doméine liegen in einem
Ensemble an unterschiedlichen Konformationen vor. Die Zugabe von Substraten und
Inhibitoren und der post-translationale Zustand der PCP-Doméne beeinflussen diese
konformationellen Gleichgewichte. Fiir eine produktive Interaktion zwischen einer A- und
einer PCP-Doméne miissen zwei Voraussetzungen erfiillt sein. Zum einen muss sich die A-
Doméne in der Thioesterkonformation befinden. Zum anderen muss die PCP-Doméne in der
freien holo-Form vorliegen. Diese Bedingungen sind in dem Komplex zwischen holo-A-PCP
und Inh 1 gegeben. Der erhaltenen Komplex nimmt in den Gelfiltrations- und nativen PAGE-
Assays (s. Kapitel 4.1.2) die kompakteste Konformation ein, was mit einer korrekten
Wechselwirkung der Doménen erkldart werden kann. Die chemischen Markierungs-
Experimente (s. Kapitel 4.1.3) bestdtigen die Annahme, dass in dieser Situation der PCP-
Ppant-Arm vom Losungsmittel abgeschirmt ist und sich im aktiven Zentrum der A-Doméne
befindet. In allen anderen Fillen ist wahrscheinlich eine dissozierte Form der beiden
Dominen der energetische Grundzustand. Liegt in dem A-PCP Didominenprotein die PCP-
Doméne entweder in der apo- oder in einer modifizierten holo-Form vor, so kann sich die
produktive Doméneninteraktion nicht ausbilden. Entsprechend ist die durch den Inh 1
stabilisierte Thioesterkonformation der A-Domine fiir die korrekte Wechselwirkung
notwendig. Durch Kiristallstrukturanalysen konnte gezeigt werden, dass sich nur in dieser

Konformation ein Ppant-Bindungstunnel zum aktiven Zentrum bildet (z.B. [53]). In der
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Adenylierungskonformation der A-Domine, die durch das ATP-Analogon ApCpp und L-Phe
stabilisiert wird, ist der Ppant-Arm nicht gut vom Losungsmittel geschiitzt und damit kann
hier wahrscheinlich auch die holo-PCP-Domiéne nicht korrekt an die A-Doméne binden.
Alternativ konnten bei der Moglichkeit einer richtigen Bindung der beiden Doménen grofere
on/off Raten der holo-PCP-Domine ebenfalls dieses Verhalten erkldren.

Das in dieser Arbeit entwickelte und in Abbildung 63 dargestellte Modell erweitert das
dynamische Modell der Protein-Protein Interaktionen in NRPS Enzymen auf die
Wechselwirkung einer A- mit einer PCP-Doméne. Dabei wurde erstmalig ein Teilschritt des
Katalysezyklus zum Einbau eines peptidischen Bausteins in das nicht-ribosomale Produkt

untersucht und der Einfluss von Substraten und Inhibitoren beriicksichtigt.
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Abbildung 63 In dieser Arbeit aufgestelltes Modell zur Interaktion von A- und PCP-Doménen in NRPS-
Systemen. NRPS A-Doménen sind dynamische Proteine und existieren in einem Gleichgewicht aus drei
unterschiedlichen Konformationen. Dieses Gleichgewicht wird stark von der Abwesenheit und Gegenwart von
Substraten und Inhibitoren beeinflusst; so stabilisiert Inh 1 die Thioesterkonformation und die Kombination aus
dem ATP Analogon ApCpp und L-Phe die Adenylierungskonformation. Die PCP-Domine liegt in
unterschiedlichen post-translationalen Modifikationen vor (apo, holo, beladenes holo). Eine produktive
Interaktion der beiden Doménen ist nur in der Thioesterkonformation der A-Doméne und mit der holo-Form der
PCP-Domidne moglich. Diese Interaktion wird in der Reaktionssequenz durch das Aminoacyladenylat oder
artifiziell durch den Inh 1 stabilisiert. Unterschiedliche konformationelle Zustinde der PCP-Doméne konnten
mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht aufgelost werden. Dieses Modell erweitert das in
Abbildung 62 dargestellte Schema zur NRPS Doméineninteraktion um einen Teilschritt des Katalysezyklus und
beriicksichtigt zum ersten Mal den Einfluss von Substraten und Inhibitoren.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass die Wechselwirkungen
der PCP-Domiéne mit anderen NRPS Doménen von ihrem post-translationalen Zustand
abhingig sind. So reagiert apo-PCP anders mit einer inhibitor-gebundenen A-Domine als
holo-PCP. Zwei Szenarien konnten zur Erkldrung herangezogen werden. Zum einen konnte
fiir die Bindung der PCP-Doméne der Ppant-Arm die kritische Komponente sein, indem
dessen Wechselwirkung mit der A-Doméne hauptsdchlich den produktiven Kontakt der
beiden Dominen stabilisiert. Zum anderen wire es moglich, dass eine apo-PCP-Domine nicht
die richtige Konformation zur Bindung an die A-Doméne einnehmen kann und dies nur der
holo-PCP-Domine moglich ist. In beiden Féllen beeinflusst der post-translationale Zustand
der PCP-Doméne deren Affinitit zu den interagierenden Doménen. Analysiert man die
fritheren Arbeiten an NRPS Systemen, so kann man postulieren, dass dies auch fiir die
weiteren Schritte im Katalysezyklus der Fall und allgemein giiltig ist. So wird nach der
Thioesterbildung wahrscheinlich eine mit der Aminoséure beladene PCP-Doméne den
Kontakt zur A-Doméne wieder verlieren. In GrsA und in zu GrsA analogen Proteinen, wie
TycA, befindet sich das beladene PCP wahrscheinlich viel hdufiger an der Epimerisierungs-
Doméne als an der A-Doméne des Initiationsmoduls. Dies wird durch die schnelle
permanente Umwandlung vom L- zum D-Phe-Ppant-Thioester und zuriick dokumentiert [41].
In Elongationsmodulen besitzt die nach der produktiven Interaktion mit der A-Domine
beladene PCP-Domine eine Affinitit zur Akzeptorposition der C-Domidne des eigenen
Moduls [44]. Linne et al. zeigten elegant, dass dieser Mechanismus eine verfriihte Initiation
der NRP Biosynthese an internen Modulen verhindert [44]. Es sind jedoch zweifelsfrei noch
weiterfiihrende Experimente notwendig, um den exakten Einfluss der post-translationalen

Modifikation auf die Struktur und die Affinitdt der PCP-Doméne zu bestimmen.

5.1.2 Zukiunftige Arbeiten an NRPS-Proteinen

Die in NRPS Proteinen wihrend der Katalyse auftretenden, hier postulierten Rang 0
Ubergiéinge (s. oben und Abbildung 61) machen die Multidominenproteine zu viel
versprechenden Kandidaten fiir die Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie (smFRET-
Spektroskopie). Auf dieser Ebene lassen sich sowohl die thermodynamischen Eigenschaften
der Zustandsverteilungen als auch die kinetische Umwandlung der verschiedenen Zustéinde
ineinander beobachten. Fiir den selektiven Einbau zweier unterschiedlicher Fluorophore an
definierten Positionen in holo-GrsA A-PCP wurden in dieser Arbeit bereits Vorarbeiten

geleistet (s. Kapitel 4.4.1). Diese Vorarbeiten sind erfolgsversprechend und sollten weiter
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verfolgt werden. Eine groe Zahl an alternativen Ansdtzen aus dem Werkzeugkasten der
Chemischen Biologie konnten weiterhin zum selektiven Einbringen zweier Fluorophore in
NRPS-Proteine angewendet werden. Zwar existieren einige nicht auf Inteinen basierende
Techniken, jedoch sollen als Ausblick im Folgenden zwei neue Strategien vorgestellt werden,
die sich gespaltener Inteine bedienen. Das gezielte Einbringen eines Fluorophors in die Mitte
eines Proteins konnte semi-synthetisch iiber die Verwendung der kiinstlich gespaltenen Ssp
GyrB und Ssp DnaB Inteine erfolgen. Bei dieser Drei-Fragmentligation wiirden die N- und C-
terminalen Fragmente durch rekombinante Genexpression in E. coli und das mittlere Segment
mit der Modifikation iiber Festphasenpeptidsynthese hergestellt werden (s. Abbildung 64A).
Die anzunehmende Orthogonalitit der Inteine wiirde eine Ein-Topfsynthese des vollstindigen
Proteins erlauben. Ein zweites Fluorophor konnte unter anderem, wie in Abbildung 64A

dargestellt, durch eine Cysteinmodifikation in Segment 3 eingebaut werden.
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Abbildung 64 Maogliche, neue intein-basierte Strategien zur Einbringung zweier Fluorophore in
Zielproteine. A) Drei-Fragment-Ligation basierend auf den kiinstlich gespaltenen Ssp GyrB und DnaB Inteinen
zur selektiven Modifikation eines inneren Segment des Proteins; der Einbau des zweiten Fluorophors konnte
iiber chemische Markierung eines Cysteinrestes erfolgen; B) Das unselektive Einbringen zweier Fluorophore an
zwel unnatiirliche Cysteine in einem groBeren Zielprotein kann durch eine Inteinstrategie vereinfacht werden;
wird das Protein segmentell {iber PTS aufgebaut, so miissen nur in einem Segment die natiirlichen Cysteine
entfernt werden.

Die in Kapitel 4.4.1 vorgestellte Methode zum unselektiven Einbringen zweier
Fluorophore mittels zweier unnatiirlicher Cysteine trifft bei der Untersuchung groferer
NRPS-Proteine, wie komplette Module oder multimodularer Proteine, auf folgendes Problem.
Die notwendigen Mutationen der natiirlichen Cysteinreste sind zum einen zeit- und
arbeitsintensiv und zum anderen kann ein Aktivititsverlust durch diese Mutationen nicht

ausgeschlossen werden. Eine intein-vermittelte Ligation des zu untersuchenden Proteins
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reduziert dieses Problem auf ein kleineres Fragment des Proteins. Wie in Abbildung 64B
dargestellt, miissen nur in Segment 2 die natiirlichen Cysteine entfernt und zwei neue
Cysteine in solvenz-exponierte Positionen eingebracht werden. In Segment bleibt die
Wildtyp-Sequenz erhalten. Analog zur Cys-Tag Strategie [164,165] konnen fiir diesen Ansatz
sowohl das Ssp DnaB, als auch das Mxe GyrA Intein verwendet werden. Fiir beide Inteine ist
es mit dem SPLICEFINDER-System moglich, schnell und unkompliziert eine aktive

Insertionsposition in dem zu untersuchenden Protein zu finden.

Zwar erlaubt die smFRET-Spektroskopie die direkte Untersuchung der Dynamik der
Katalyse bei Zugabe von Substraten, jedoch vereinfacht das Arretieren zu verschiedenen
Zeitpunkten im Laufe des Katalysezyklus die Analyse der konformationellen Anderungen.
Die Fixierung der produktiven Interaktion einer A- und einer PCP-Doméne gelang in dieser
Arbeit durch die Zugabe des nicht hydrolysierbaren Amino-Acyladenylatanalogon (Inh 1).
Der Zustand vor der Adenylierungsreaktion ist durch die Addition des nicht-hydrolysierbaren
ApCpp und der Aminosdure zu erreichen. Weitere Zwischenstufen der Katalyse lassen sich
moglicherweise durch nicht hydrolysierbare Amino-Ppant Analoga stabilisieren und
bevorzugt untersuchen [262]. Mit Hilfe einer Kombination von spektroskopischen Methoden,
wie smFRET, und Techniken zur selektiven Modifikation von Proteinen sollte es in Zukunft
moglich sein, die Dynamiken und zugrunde liegenden Prinzipien der NRP Biosynthese zu

entschliisseln und besser zu verstehen.
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5.2 Neue pharmazeutische Wirkstoffe durch Manipulation der
NRPS-Biosynthesewege

Wie in der Einleitung beschrieben werden die Herausforderungen an den Antibiotika-
Markt und die zugehorige Forschung in den nidchsten Jahren wachsen. Eine immer grofB3ere
Zahl an bakteriellen Infektionen kann nicht mehr mit Standardtherapien behandelt werden.
Resistenzen gegen mehrere Antibiotika breiten sich vor allem in den Intensivstationen der
Krankenhduser vermehrt aus und verursachen zusitzlich hohe Kosten im Gesundheitssystem.
Das Problem wird durch eine unsachgemifle Anwendung von Antibiotika, weltweites Reisen,
mangelnde Hygiene und einen wachsenden Anteil élterer und immunsupprimierter Menschen
noch verstéirkt. Neben effizienteren Mallnahmen zur Infektionskontrolle und Forderinitiativen
fiir den sachgemidfBen Umgang von Antibiotika werden neue antibakterielle Wirkstoffe
dringend bendtigt [263]. Naturstoffe, wie die nicht-ribosomalen Peptide, sind immer noch
eine wichtige Quelle fiir pharmazeutisch interessante Molekiile. Interessanterweise sind
weniger als 1 % der bekannten organischen Verbindungen Naturstoffe; 99 % sind Synthetika.
Jedoch basierten im Zeitraum von 1984 bis 2004 75 % der eingereichten neuen Wirkstoffe
gegen antibakterielle Erkrankungen auf Naturstoff-Leitstrukturen [263]. Das Screening von
Naturstoffbibliotheken auf pharmakologische Aktivitéit ist meist weit erfolgreicher als das
Screening von synthetisch erzeugten Bibliotheken [264]. Es ist nicht iiberraschend, dass die
hauptsdchlich von Pilzen und Bakterien hergestellten Naturstoffe besonders gute
Leitstrukturen fiir Antibiotika darstellen. In den Jahrmillionen der Evolution entwickelten
diese Produzentenstimme ein effektives, chemisches Angriffssystem gegen bakterielle
Konkurrenten, um sich einen Vorteil im Kampf um Ressourcen zu verschaffen [263]. Jedoch
besitzen diese evolutiondr getesteten Verbindungen nicht zwangslaufig die herausragenden
Eigenschaften von Medikamenten. Sie konnen deswegen oft durch strukturelle
Veridnderungen in Bezug auf Verfiigbarkeit und Distribution im Patienten, sowie Toxizitét
und Stabilitét verbessert werden. Des Weiteren erlaubt eine Modifikation des urspriinglichen
Naturstoffs oft die flir die pharmazeutische Industrie so wichtige Patentierbarkeit. Aus all
diesen Griinden ist die Modifikation von Naturstoffen ein wichtiger Zweig bei der
Entwicklung von antibakteriellen Medikamenten.

Prinzipiell sind drei verschiedene konzeptionelle Zuginge zu verdnderten
Naturstoffbibliotheken denkbar. Die chemische Totalsynthese besitzt das grofite Potential
zum Einbau gezielter Modifikationen in den Naturstoff. Die Aufkldrung einer Vielzahl an

Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Naturstoffen konnte mit komplett synthetischen
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Molekiilen erreicht werden. Die chemische Komplexizitit einer Naturstoffstruktur verlangt
jedoch oft eine lange, mehrstufige Synthese und erschwert damit die Produktion im gréeren
MafBstab. Bei der Semisynthese oder der Derivatisierung eines Naturstoffes greift man auf die
biologisch hergestellte Substanz oder deren Vorldufer zuriick und modifiziert ihn
anschlieBend mit chemischen Methoden. Obwohl auch hier bereits eine Vielzahl an Erfolgen
verzeichnet werden konnte, so sind die Modifikationen natiirlich auf die vorhandenen
funktionellen Gruppen des Naturstoffs begrenzt. Dies limitiert die Variationsmoglichkeiten
bei dem Aufbau der Substanzbibliotheken. Sowohl die chemische Totalsynthese, als auch die
Semisynthese sind enorm wichtige Standbeine der Wirkstoffforschung, jedoch soll in Folge in
dieser Diskussion eine alternative Strategie, die Generierung neuer Verbindungen durch
Manipulation der Biosynthesewege (engl. metabolic engineering) am Beispiel von NRPS-
Reaktionen im Fokus stehen.

Bei dem ,metabolic engineering® verdndert man gezielt auf DNA-Ebene die fiir die
Naturstoffsynthese verantwortlichen Gene eines Produzentenstammes. Die verdnderte
enzymatische Zusammensetzung im Organismus fiihrt zu der Produktion einer neuen Variante
des urspriinglichen Naturstoffes. Liegt nach der zeit- und kostenintensiven Herstellung eines
Mutantenstammes dieser erstmals vor, so kann relativ leicht durch Fermentation eine grof3e
Menge des gewiinschten Biosyntheseprodukts erhalten werden. Von entscheidender
Bedeutung ist die Auswahl des Produzentenstammes. Eine genetische Manipulation ist oft in
heterologen Systemen, wie in E. coli, am leichtesten durchfiihrbar. Jedoch existieren hier oft
die Biosynthesewege fiir Vorldufermolekiile nicht. Diese sind zwar in den eigentlichen
Produzenten des Naturstoffs vorhanden. Fiir diese liegen aber nicht immer effiziente Systeme
zur Aufzucht und genetischen Manipulation vor. An drei Beispielen zur Manipulation von
NRPS-Biosynthesewegen soll das noch junge Forschungsfeld des ,,metabolic engineering®
mit seinen Moglichkeiten und Limitationen im Folgenden vorgestellt werden.

Die natiirliche Biosynthese eines Naturstoffs geht von einem Vorldufermolekiil aus und
dieses wird sukzessive durch enzym-katalysierte Reaktionen {iber verschiedene
Zwischenstufen aufgebaut und verdndert (s. schematische Darstellung in Abbildung 65A).
Die so genannte Mutasynthese greift in den natiirlichen Ablauf durch Deletion eines Gens im
Stadium der Vorlduferbiosynthese ein. Diese Blockmutation verhindert die endogene
Zulieferung des benotigten Bausteins B und stoppt damit die Produktion des Naturstoffs E.
Durch Zugabe von synthetisch verdnderten Bausteinen B* zu diesen Blockmutanten entstehen

neue Naturstoffderivate E*, solange die unnatiirlichen Zwischenprodukte von dem weiteren
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enzymatischen Biosyntheseweg akzeptiert und prozessiert werden (s. schematische

Darstellung in Abbildung 65B).
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Abbildung 65 Schematische Darstellung der Mutasynthese zur biosynthetischen Herstellung von neuen
Naturstoffen und das Beispielmolekiil Balhimycin. A) Schematische Darstellung eines natiirlichen
Biosynthesewegs ausgehend von dem Vorlaufermolekiill A hin zu dem Naturstoff E, die Pfeile stellen
enzymatische Transformationen dar; B) Schema der Mutasynthese: Durch Ausschalten eines Gens am Anfang
der Biosynthese (a) wird die Produktion des Intermediats B verhindert, die Zugabe des synthetischen Bausteins
B* kann zur Bildung eines modifizierten Naturstoffs E* fiihren; C) Struktur von Balhimycin und Mutasynthese
von Derivaten dieses Naturstoffs in Amycolatopsis balhimycina, 1) Bei Deletion der Biosynthese von f-
Hydroxytyrosin (rot) konnen die in blau dargestellten fluorierten Bausteine erfolgreich eingebaut werden [265],
2) Ebenso gelingt die Supplementation einer in der Synthese von 3,5-Dihydroxyphenylglycin (griin) blockierten
Mutante mit den in blau gezeigten Derivaten [266].

Erfolgreich konnten Siissmuth, Wohlleben und Mitarbeiter zwei Mutasynthesen am
Beispiel des mit Vancomycin verwandten Antibiotikums Balhimycin durchfiihren [265,266].
Balhimycin unterscheidet sich von dem wichtigen Notfallantibiotikum Vancomycin nur durch
ein unterschiedliches Glykosylierungsmuster. Die Autoren stellten ausgehend vom Wildtyp-

Stamm Amycolatopsis balhimycina eine Deletionsmutante Abhp fiir die Synthese von p-
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Hydroxytyrosin her [265]. Dieser Baustein findet sich spiter zweimal in den 3-Chlor-$-
Hydroxytyrosin-Teilstrukturen des trizyklischen Aglycons wieder (s. rote Strukturen in
Abbildung 65C). Die Deletions-Nullmutante Ab/p ist nicht mehr zur Balhimycin-Produktion
fahig [265]. Durch Zufiitterung fluorierter f-Hydroxytyrosine konnten neue antibiotische
Verbindungen isoliert werden. Zusitzliche Diversitit entstand durch Verwendung einer in der
Biosynthese von 3,5-Dihydroxyphenylglycin blockierten Mutante [266]. Diese Komponente
ist nach erfolgreicher Synthese im AB-Ring des Antibiotikums zu finden (s. griine Struktur in
Abbildung 65C). Die AdpgA Blockmutante von A. balhimycina konnte bei Zugabe
unterschiedlicher synthetischer Vorlaufermolekiile weitere veranderte Naturstoffprodukte
herstellen [266]. Es bleibt anzumerken, dass die Mutasynthese nur in, fiir den Produzenten
nicht essentielle, Biosynthesewege eingreifen kann und das System stark von der
Substratspezifitit der weiteren enzymatischen Reaktionen abhingig ist.

Eine direkte Verdnderung des Proteintemplats zur Generierung neuer Peptidantibiotika
gelang Marahiel und Mitarbeitern 2002 in dem Surfactin-Biosyntheseweg [267]. Sie nutzen
geschickt den in fritheren Arbeiten bestimmten Selektivitidtscode der A-Dominen [61] aus
und verdnderten durch eine Punktmutation (His322 — Glu) die A-Doméne des flinften
NRPS-Moduls. Die so erzeugte Mutante aktivierte anstatt Aspartat nun bevorzugt Asparagin.
Zusétzlich akzeptierten die folgenden Module das verdnderte Substrat und der mutierte

Bacillus subtilis Stamm produzierte das vorausgesagte [Asn’]-Surfactin (s. Abbildung 66)

[267].
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Abbildung 66 Mutation des Surfactin-Biosyntheseweges in Bacillus subtilis [267]. A) Schematische
Darstellung: Eine Anderung des enzymatischen Transformationsschritts (c*) auf genetischer Ebene kann bei
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Substrattoleranz der Folgeschritte einen modifizierten Naturstoff E* erzeugen; B) Der NRPS-Biosynthesecluster
zur Synthese von Surfactin, Eppelmann ef al. verdnderten durch Punktmutation die Substratspezifitdt der A-
Domine des fiinften Moduls von Asp zu Asn; C) Chemische Strukturen von Surfactin und des erzeugten [Asn’]-
Surfactinderivats.

Mit der Arbeit von Eppelmann et al. konnte gezeigt werden, dass die Herstellung neuer
Antibiotika iiber eine Verdnderung der A-Doménenselektivitit durchfiihrbar ist. Allerdings
sind die Variationen im Substratspektrum der A-Doméne wahrscheinlich auf kleinere
Anderungen in der Form und/oder der Polaritit der Aminosdure beschrinkt [267]. GroBere
Eingriffe in die NRPS-Synthesegene wurden bereits frither in der Arbeitsgruppe Marahiel
durch Modulfusion und -deletion am Surfactin-Biosynthesecluster durchgefiihrt [268,269].
Wissenschaftler der Firma Cubist Pharmaceuticals manipulierten ebenfalls erfolgreich den
Biosyntheseweg des zyklischen anionischen Lipopeptids Daptomycin durch Genaustausch
(fiir Ubersichtsartikel s. [270,271]). Daptomycin ist aus dreizehn Aminosiuren aufgebaut, von
denen zehn an der Bildung eines liber eine Esterbindung geschlossenen Rings beteiligt sind.
Es wird zur Behandlung von Haut- und Hautstrukturinfektionen, die von gram-positiven
Pathogenen wie Staphylococcus aureus ausgelost werden, eingesetzt. Aufgrund des
erschwerten, synthetischen Zugangs zu Vorldufer-Aminosdurebausteinen (3-Methyl-
Glutaminséure) ist ein vollsynthetischer Zugang zu Daptomycin und analogen Verbindungen
nicht leicht durchfiihrbar [272]. Eine Alternative ist die Manipulation des NRPS-
Biosyntheseweges in dem Wildtyp-Produzenten Streptomyces roseosporus durch
Multidoménen-, Modul- oder Multimodulaustausch (s. Abbildung 67A+B). Als ein Beispiel
der Arbeit von Baltz und Mitarbeitern sei der Austausch der letzten zwei Module der
Daptomycin-Biosynthese (kodiert von dptD) gegen das vergleichbare NRPS-Gen cdaPS3 der
Biosynthese des Lipopeptids CDA aus Streptomyces coelicolor erwdahnt (s Abbildung 67B)
[273]. In dem dptD-defizienten S. roseosporus Stamm konnte durch Integration des cdaPS3-
Gens die Produktion des vorhergesagten [Trp'’]-Daptomycin wieder komplementiert werden
[273] (s. Abbildung 67C). Die Verwandtschaft der NRPS-Proteine erlaubte funktionale
Protein-Protein-Wechselwirkungen und eine geringe Substratspezifitit der CDA-NRPS
Enzyme ermoglichte die Prozessierung der unnatiirlichen Substrate. Allerdings war die
Ausbeute des biosynthetisch hergestellten neuen Naturstoffs um ca. 50 % im Vergleich mit
der Wildtyp-Produktion reduziert. Zusammen mit ausgetauschten Modulen an den Positionen
8 und 11 von Daptomycin konnte eine groe Zahl an Varianten des Daptomycin-
Grundgeriists erzeugt werden, von denen einige eine vergleichbare antibiotische Aktivitit wie

der eigentliche Naturstoff aufwiesen [271]. Die reduzierten Ausbeuten fiihrten die Autoren
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auf die nicht-natirliche und damit vermindert aktive Kommunikation zwischen den NRPS-

Untereinheiten zuruck.

ay b> _ cl} . d
A >»8 > 0 — O — &
B Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5
G
9900
<«— dptD —>
Modul 6 Modul 7 Modul 8 Modul 9 Modul 10 Modul 11 Modul 12 Modul 13

9 @@@@f

Modul 12* Modul 13*

€<— ccdaPS3 —

NH NH
0 CONHg 0 CONH;
HN , HN
° Daptomycin °
H N [Trp”]-Daptomycin
(o ¢
CgH1g CQH19

Abbildung 67 Mutation des Biosyntheseweges von Daptomycin in Streptomyces roseosporus. A)
Schematische Darstellung: Im Vergleich zu Abbildung 66A wird nicht nur ein Teilschritt, sondern gleich
mehrere Schritte genetisch verdndert; B) Der NRPS-Biosynthesecluster zur Synthese von Daptomycin, Miao et
al. tauschten die beiden letzten Module durch das analoge Gen des CDA-Clusters aus Streptomyces coelicolor
aus [273]; C) Chemische Strukturen von Daptomycin und seinem Derivat [Trp'*]-Daptomycin.

Gerade diese Ergebnisse verdeutlichen die Wichtigkeit der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Studien zum besseren Verstindnis der NRPS-Enzyme. Sind die essentiellen
Wechselwirkungen der einzelnen Doménen auf molekularer Ebene im Detail verstanden, so
sollte auch eine effizientere Verdnderung der Biosynthesewege moglich sein. Aktuell sind zur
Herstellung eines bestimmten Wirkstoffs die Manipulation der NRPS-Biosynthesewege und

die Fermentation des Naturstoffs eine sinnvolle Alternative zu total- und semisynthetischen
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Ansitzen. Durch ein besseres Verstindnis des Enzymtemplats wird die Biosynthese sicherlich
auch in Zukunft einen wichtigen Stellenwert in der pharmazeutischen Forschung einnehmen.
Ob eine wiinschenswerte, kombinatorische Peptidsynthese mit NRPS-Enzymen zur
Erzeugung sehr grofler Substanzbibliotheken durchfiihrbar ist, kann mit dem heutigen

Wissensstand nicht vorhergesagt werden.

5.3 Gespaltene Inteine zur selektiven Modifikation von Proteinen

Gespaltene Inteine sind ein wichtiges Werkzeug bei der Synthese von selektiv verdnderten
Proteinen (s. Kapitel 1.2.4). Diese Modifikationen sind fiir die exakte biophysikalische
Charakterisierung und damit fiir das Verstindnis der Proteine oft zwingend erforderlich.
Allerdings werden gespaltene Inteine momentan nur in einer begrenzten Anzahl von
biochemischen Laboratorien eingesetzt. Andere Ligationsreaktionen, wie die native
chemische Ligation (NCL), finden in der wissenschaftlichen Gemeinschaft eine groflere
Verbreitung. Die Limitationen jedes gespaltenen Inteinsystems miissen separat betrachtet
werden, jedoch sind hauptsidchlich die Ausbeute und Geschwindigkeit der Reaktion, die
Loslichkeit der Intein-Extein-Fusionsproteine und die Toleranz des Inteins gegeniiber den
Exteinsequenzen die entscheidenden Parameter. In der vorliegenden Arbeit wurden mit dem
natiirlich gespaltenen Npu DnaE Intein ein Intein biochemisch charakterisiert, welches in den
Punkten Ausbeute und vor allem Geschwindigkeit der PTS-Reaktion eine deutliche
Verbesserung zu den bisherigen Systemen darstellt. Die schnelle Kinetik, auch im Vergleich
mit dem prominenteren Ssp DnaE Allel, wird in Kapitel 5.3.2 diskutiert. Auch die in dieser
Arbeit vorgenommene Entwicklung des SPLICEFINDER-Systems zur schnellen Klonierung
und Uberpriifung von Intein-Insertionsstellen in Zielproteinen sollte die Einsatzbreite der
gespaltenen Inteine weiter erhdhen. Die Thematik der SpleiBfdhigkeit in Abhédngigkeit der
fusionierten Exteinsequenzen ist Diskussionsgegenstand von Kapitel 5.3.3. NMR-
Untersuchungen an gespaltenen Inteinhélften ohne das korrespondierende Partnerprotein
ergaben, dass die individuellen Teile keine definierte Faltung aufweisen. Eine Diskussion
iiber die FEigenschaften nativ ungefalteter Proteine wird im folgenden Kapitel 5.3.1

prasentiert.
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5.3.1 Gespaltene Inteinhélften als Beispiele fur nativ unstrukturierte
Proteine

Vor allem im letzten Jahrzehnt wurde eine Vielzahl an Proteinen charakterisiert, die in
threm nativen Zustand unter physiologischen Bedingungen keine definierte drei-dimensionale
tertidre und/oder sekundire Struktur aufweisen [230,232]. Entgegen des lange akzeptierten
Paradigmas, dass die Funktion eines Proteins an eine definierte Struktur gebunden ist, spielt
die Klasse der intrinsisch ungefalteten Proteine (engl. intrinsically disordered proteins oder
natively unfolded proteins) eine wichtige biologische Rolle vor allem in regulatorischen
Signalnetzwerken. Diese Proteine komplementieren in ihrer Funktion oft die nativ gefalteten
Proteine und sind bezogen auf die schiere Zahl keine Seltenheit. Nativ ungefaltete Proteine
unterscheiden sich von gefalteten Proteinen anhand ihrer Aminosdurezusammensetzung, da
sie eine hohe Nettoladung bei neutralem pH und einen geringen Anteil an hydrophoben
Aminosduren besitzen [274,275]. Diese Tatsache ermoglichte eine computergestiitzte Suche
nach intrinsisch ungeordneten Proteinen in den vorhandenen Proteindatenbanken (s. unter
anderem das Programm Foldlndex #Attp.//bioportal. weizmann.ac.il/fldbin/findex [276]).
Basierend auf diesen Algorithmen wird postuliert, dass in Sdugetieren ~ 50% der Proteine
lange (> 30 AS) ungefaltete Regionen aufweisen und dass ca. 25% komplett ungeordnet
vorliegen [232]. Ungefaltete Proteine lassen sich weiterhin in die so genannten ,,Molten
globule* (MG) und ,,Random coil“ (RC) Proteine unterteilen. MG-Proteine [233-235]
besitzen zwar Sekunddrstrukturelemente und eine globuldre Struktur analog zu gefalteten
Proteinen, jedoch befinden sich die hydrophoben Seitenketten im inneren Kern des Proteins in
einem dynamischen, unstrukturierten Zustand. Dahingegen liegt ein RC-Protein in einem
vollstidndig entfalteten und gestreckten Zustand ohne Sekundérstrukturelemente vor.

Experimentell lassen sich ungefaltete Proteine {iber eine Kombination von NMR-, CD-
und 1-Anilin-8-napthalen-sulfonat (ANS) Fluoreszenz-Spektroskopie, sowie iiber die
Zuginglichkeit zu Proteasen und den Stokes Radius nachweisen und unterscheiden (fiir eine
detaillierte Zusammenfassung s. [230] oder [277]). Mit der Bestimmung von aktiven MG-
und RC-Proteinen unter physiologischen Bedingungen wurden somit zusétzlich zu definiert
gefalteten Konformationen zwei weitere strukturell mogliche Zustidnde fiir funktionelle
Proteine gefunden. Interessanterweise ist die Proteinfunktion nicht nur von einem der drei
Zustinde, sondern auch von den Ubergiingen zwischen den Zustéinden abhiingig. Z.B. gehen
viele intrinsisch ungefaltete Proteine bei Bindung an ein Zielprotein in eine definierte Faltung
tiber [230]. Dieses von Dunker et al. zum ersten Mal prisentierte neue Modell einer

Kombination von Proteinstruktur und Proteinfunktion ist in Abbildung 68 gezeigt.
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Abbildung 68 Von Dunker ef al. aufgestelltes Modell zur Beziehung von Proteinstruktur und -funktion.
Die Proteinfunktion kann sowohl durch eine der drei strukturellen Formen (gefaltet - molten globule - random
coil) als auch durch die Ubergiinge zwischen diesen Formen entstehen [230]. Dieses Modell widerspricht dem
Paradigma, dass die Funktion eines Proteins an eine definierte, gefaltete Struktur gebunden ist. Das Bild des
molten globule Proteins wurde aus [232] entnommen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten NMR-Untersuchungen an individuellen Inteinhélften
sind die ersten experimentellen Indizien dafiir, dass auch gespaltene Inteine der Klasse der
intrinsisch ungefalteten Proteine zuzuordnen sind (s. Kapitel 4.2.2). Anhand der Linienbreite
und der Dispersitit der Amidsignale in den '°N, 'H-TROSY-Spektren konnte z.B. der N-
terminalen Hilfte des Npu DnaE Inteins eine MG-Struktur zugeordnet werden. Ebenfalls
gelang der Nachweis, dass die Inteinhdlften bei Bindung an das korrespondierende
Partnerprotein einen strukturellen Ubergang von einem ungeordneten in einen gefalteten
Zustand vollziehen. Interessanterweise scheint dieses strukturelle und dynamische Verhalten
sowohl bei den natiirlich, als auch bei den kiinstlich gespaltenen, aktiven Inteinen aufzutreten.

Ungefaltete Proteine werden in der Zelle im Vergleich zu den stabileren, gefalteten
Proteinen schneller degradiert. Diesem Nachteil steht eine Reihe von bekannten Vorteilen
[229,230] gegeniiber, deren Relevanz fiir gespaltene Inteine in der Folge diskutiert werden
soll. Fiir die Proteine, die in Prozesse wie die Zellregulation und Signalkaskaden verwickelt
sind, erleichtert das Fehlen einer definierten Vorzugskonformation die Bindung an
unterschiedliche Ziele. Post-translationale Modifikationen, wie Phosphorylierungen und
Glykosylierungen, erlauben zusétzlich eine priazise Kontrolle und eine einfache Regulation
des Bindeverhaltens. Dieses ,,one to many signalling* Prinzip [278,279] wurde fiir gespaltene
Inteine jedoch bisher nicht beobachtet, da diese nur mit ihrer komplementiren Halfte

reagieren konnen. Genau diese Sperzifitit und Selektivitdt ist wahrscheinlich eng mit dem
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gekoppelten Ereignis aus Bindung und Faltung verkniipft [229,280]. Die thermodynamischen
Konsequenzen dieses Prozesses sind, dass zusétzlich freie Energie fiir den Faltungsiibergang
aufgebracht werden muss und damit die Komplexbildung unwahrscheinlicher wird. Nur eine
maximale Komplementaritit der beiden Hélften erlaubt eine energetisch giinstige Assoziation
und damit die hohe Spezifitit. Die dafiir bendtigten Interaktionsflachen konnen im Gegensatz
zu gefalteten, globuldren Proteinen flir ungefaltete Proteine signifikant grofer sein. Im
Einklang damit sind die beiden Hélften der sowohl natiirlich gespaltene DnaE, als auch der
kiinstlich an der Position der Endonuklease gespaltenen Inteine stark ineinander verzahnt und
bilden viele attraktive Wechselwirkungen aus [137,146,168]. Eine weitere Eigenschaft der
ungefalteten Proteine, die Tendenz zur Aggregation und Missfaltung, wird von den
gespaltenen Inteinen geteilt. Die in fritheren Arbeiten erzeugten kiinstlich gespaltenen Inteine
konnten bei rekombinanter Genexpression in E. coli nach Zellaufschluss nur in der
unldslichen Fraktion erhalten werden [149,158]. In dieser Doktorarbeit wurden zum ersten
Mal Iosliche Aggregate eines natiirlich gespaltenen Inteins nachgewiesen (s. Kapitel 4.2.1).
Diese hochmolekularen Verbindungen weisen eine grofle Stabilitit und nur eine minimale
Freisetzung der Monomere auf. PTS-Ausbeuten unter 100% lassen sich teilweise durch dieses
Aggregationsverhalten erkldren. Eine Verbesserung der Ausbeute ist aber durch Isolierung der
monomeren Spezies liber Gelfiltrationsldufe moglich (s. Kapitel 4.2.1).

Die intrinsische Mobilitdt der beiden ungefalteten Inteinhdlften konnte sich auch positiv
auf die Geschwindigkeit der Assoziation auswirken. Gerade bei niedrigen Konzentrationen
der Partnerproteine wiére eine schnelle Komplexbildung vorteilhaft um z.B. der
proteolytischen Degradation zuvor zukommen. Shoemaker et al. konnten durch theoretische
Berechnungen zeigen, dass ein unstrukturiertes Protein im Vergleich mit einem gefalteten
Protein mit begrenzter konformationeller Flexibilitdt einen groBeren Einfangradius in Bezug
auf eine spezifische Bindestelle besitzt [281]. Schon in relativ groBBer Entfernung kdnnen sich
aufgrund der groBen Fluktuationen im ungefalteten Protein schwach bindende Kontakte
aufbauen. Diese Kontakte vereinfachen die Ausbildung von Strukturen bei der konzertierten
Bindung und Faltung [281]. Die Assoziationsgeschwindigkeit von komplexen Biomolekiilen,
wie Proteinen, ist theoretisch durch die Einstein-Smoluchowski nach oben begrenzt. Ist eine
bestimmte, relative Orientierung der beiden Komplexpartner fiir eine produktive Interaktion
notwendig, so kann dies die Assoziationsrate um drei bis sechs Zehnerpotenzen verlangsamen
[282-284]. Dass das natiirlich gespaltene Ssp DnaE Intein trotzdem mit Werten nahe dem

Einstein- Smoluchowski Limit assoziert [174], konnte auf eine Kombination aus
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elektrostatischen Wechselwirkungen [157,174] und der konformationellen Flexibilitdt der
ungefalteten Inteinhélften zuriickzufiihren sein.

Die exakten Assoziations- und Faltungsschritte bei der Bildung eines aktiven
Inteinkomplexes sind noch vollstindig ungekldrt. Weitere Untersuchungen an dem in dieser
Arbeit vorgestelltem Npu DnaE Inteinsystem mittels NMR-Spektroskopie konnten diese
Fragen beantworten. Die Vorarbeiten hatten gezeigt, dass durch Mutation der katalytischen
Reste zumindest der erste Intein-Anlagerungskomplex fiir eine Analyse zuginglich ist. Im
Gegensatz zu der Assoziation eines ungefalteten an ein strukturiertes Protein (s. z.B. [285]
und [286] fiir Review) wire hier die konzertierte Faltung und Assoziation zweier ungefalteter

Proteinsegmente zu beobachten.

5.3.2 Die Geschwindigkeit der PTS-Reaktion

Fiir eine Vielzahl der in Kapitel 1.2.4 vorgestellten Anwendungen von gespaltenen
Inteinen ist ein schneller Umsatz der Inteinfusionsproteine durch PTS von groBem Vorteil.
Das in dieser Arbeit zum ersten Mal biochemisch mit gereinigten Proteinen charakterisierte
DnaE Intein aus Nostoc punctiforme (Npu DnaE) vermittelt die PTS-Reaktion um den Faktor
6 schneller als das bisher schnellste Intein, das Sce VMA Intein. Im Vergleich zu dem
homologen Inteinallel aus Synechocystis species PCC6803 (Ssp) ist die unimolekulare
Reaktionskonstante sogar zwischen 33- und 170-mal gréBer (s. 1.2.3 in der Einleitung). Die
Griinde fiir diese herausragenden kinetischen Eigenschaften vor allem im Vergleich zum Ssp
DnaE Intein wurden im Laufe dieser Arbeit nicht experimentell untersucht. Interessanterweise
besitzen die beiden hoch homologen Inteinallele eine groBle Sequenzidentitdt von 67% im N-
terminalen und von 53% im C-terminalen Teil [151]. Zusitzlich sind alle bisher bekannten fiir
den Inteinmechanismus wichtigen Reste in beiden Inteinen identisch. Der einzige bei
Betrachtung der Primérsequenz auffallende Unterschied ist eine 21 AS groB3e Erweiterung des
N-terminalen Inteinteils im Ssp DnaE. Anhand der Kristallstrukturen [137] ldsst sich
postulieren, dass diese Reste nicht an der eigentlichen Inteinfaltung beteiligt sind. Ghosh et al.
konnten zeigen, dass diese N-terminale Erweiterung ohne Beeintrichtigung der
Spleiffahigkeit entfernt werden kann [287]. Allerdings wurde hier nicht explizit der Einfluss
der Deletionsmutation auf die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Hinweise darauf, dass die
zusétzlichen Aminosduren nicht entscheidend fiir den kinetischen Ablauf sind, kommen von
der Untersuchung eines anderen Mitglieds des DnaE Allels. Das DnaE Intein aus dem

Cyanobakterium Nostoc species PCC7120 (Nsp) ist ebenfalls hoch homolog zu den beiden
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anderen Vertretern und besitzt mit 102 Aminoséuren einen exakt so groBen N-terminalen
Inteinteil, wie das Npu DnaE Intein. Diese Gemeinsamkeit alleine ist jedoch nicht ausreichend
um dem Nsp Intein ebenfalls herausragende Eigenschaften zu verleihen. Dieses Intein wurde
zwar ebenfalls nicht detailliert kinetisch charakterisiert, aber es zeigt mit nur ~15%
SpleiBausbeute deutlich schlechtere Charakteristika im Vergleich zum Npu DnaE Intein [157].
Damit konnen die unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten zwischen Npu und Ssp
DnaE Intein wahrscheinlich nicht auf die N-terminale Erweiterung des Ssp DnaE Inteins
zurlickgefiihrt werden.

Der Mechanismus der PTS-Reaktion erfordert die Koordination von vier einzelnen
Teilschritten. Fiir das Ssp DnaE Intein laufen sowohl die Komplexbildung [174], als auch der
N-S-Acyltransfer und die Asparaginzyklisierung [173] mit deutlich  hoéheren
Geschwindigkeiten im Vergleich zur Gesamtreaktion ab. Damit ist flir dieses Intein mit
nativen Exteinresten an den Spleillstellen wahrscheinlich die Umesterung der die
Gesamtreaktion verlangsamende, geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Fiir die Ubertragung
des N-Exteins auf die Seitenkette der +1 Aminoséiure wird eine konformationelle Anderung
der Inteinstruktur postuliert, die die reaktiven Gruppen in rdumliche Néhe bringt [137]. Die
Hypothese, dass eine Feinabstimmung der dynamischen Eigenschaften der katalytischen
Reste die Reaktionsgeschwindigkeit der PTS-Reaktion erhohen kann, wird durch neueste
Evolutionsstudien zur Verbesserung der Spleileigenschaften von Inteinen bestétigt. Hiraga et
al. benutzten ein in vitro Phagedisplay System zur Optimierung des cis-spleilenden
Mycobacterium tuberculosis RecA Mini-Inteins (Mtu RecA) [288]. Den Autoren gelang es
durch fehlerbehaftete PCR Inteinvarianten zu erzeugen, die im Vergleich zum Wildtyp
verbesserte SpleiBBkinetiken besaBen. Interessanterweise befanden sich die mutierten Reste
nicht in der Nédhe der katalytischen Zentren, sondern an der Peripherie der Inteinstruktur.
Anhand von NMR-Untersuchungen konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Mutationen
iiber eine Art Welleneffekt die dynamischen Eigenschaften der Reste im aktiven Zentrum
beeinflussen [288]. Eine Feinabstimmung der gesamten Inteinstruktur und -dynamik konnte
damit auch als Erkldrung fiir die verbesserte Spleilkinetik des Npu DnaE Inteins im Vergleich
mit dem Ssp DnaE herangezogen werden. Das Npu scheint die Koordination der einzelnen
Teilschritte effektiver zu katalysieren als das Ssp. Auch ohne ein detailliertes Verstindnis der
Reaktivitidtsunterschiede bietet sich das Npu DnaE Intein aufgrund seiner hervorragenden

Eigenschaften als das Intein der Wabhl fiir zukiinftige biochemische Anwendungen an.
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5.3.3 Exteinabhangigkeit

Ein groBer Nachteil aller auf gespaltenen Inteinen basierenden Techniken ist die Tatsache,
dass die Aktivitit jedes Inteins zu einem gewissen Grad abhédngig von seinen Substraten, also
seinen Exteinsequenzen, ist (s. Kapitel 1.2.2 in der Einleitung). Zwar geht die SpleiBfahigkeit
vollstindig auf die Inteinstruktur zuriick, jedoch sind sowohl cis- als auch gespaltene Inteine
keine vollstindig transportierbaren genetischen Elemente. Im giinstigsten Fall kann ein
heterologer Exteinkontext im Vergleich mit der Wildtypsituation vergleichbare oder bessere
Charakteristika in Bezug auf Ausbeute und Spleiligeschwindigkeit auslosen. Im anderen
Extrem fiihrt die Integration eines gespaltenen Inteins in ein fremdes Zielprotein zur
vermehrten Nebenproduktbildung und/oder einer kompletten Inaktivierung der PTS-Reaktion.
Neben dem essentiellen Nukleophil an der Position +1 konnten auch den Aminosdureresten
direkt an den Spleilistellen (-2, -1, +2, +3 Position) ein modulierender Einfluss auf die
SpleiBaktivitit nachgewiesen werden [134,151,241]. Aktuell lassen sich auch anhand der
vorhandenen Kristallstrukturen von Inteinen keine definitiven Riickschliisse tiiber die
Wirkungsweise der Exteinsequenzen ableiten. Die lange Ko-evolution jedes Intein-
Exteinpaares und die grofle Varianz der natiirlichen Exteinreste machen theoretische ab initio
Vorhersagen zur SpleiBaktivitit eher unwahrscheinlich. Ein erstes Beispiel fiir eine
experimentelle Katalogisierung der Exteinabhingigkeit fiir das fusionierte Ssp DnaE Intein
lieferten 2009 Amitai et al. [152]. Thr Ansatz erlaubte ein schnelles Testen einer Vielzahl von
Exteinresten im Hochdurchsatz basierend auf einem FRET-System. Die Autoren fusionierten
auf genetischer Ebene das cyan-fluoreszierende Protein (CFP), die beiden Hélften des Ssp
DnaE Inteins mit einer Mutation der C-terminalen Aminosidure (N159A) und das gelb-
fluoreszierende Protein (YFP) miteinander. Durch die Mutation des Inteins war die Bildung
des SpleiBBprodukts aus CFP and YFP nicht moglich. Damit konnte einzig die Abspaltung des
N-Exteins (CFP) von dem Intein katalysiert und durch einen Riickgang der FRET-Effizienz
nachgewiesen werden (s. Abbildung 69A). Eine vollstindige Mutation der -2, -1, +2 und +3
Positionen demonstrierte erneut den groBen Einfluss der Exteinreste auf die Aktivitit des
Inteins [152]. Amitai et al. identifizierten Kombinationen von Aminosduren im N- und im C-
Extein, die im Vergleich zu der Wildtyp-Sequenz EY-CFN die durch DTT-induzierte N-
terminale Hydrolyse entweder um den Faktor 4 beschleunigten oder 1000fach verlangsamten
[152]. Interessanterweise konnte keine definitive Korrelation zwischen verbesserter N-

terminaler Hydrolyse und verbesserter Spleil3fahigkeit nachgewiesen werden.

165



5 Diskussion
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Abbildung 69 Aktuelle Arbeiten zur Exteinabhéngigkeit von Inteinen. A) Katalogisierung der Abhéngigkeit
der N-terminalen Hydrolyse des fusionierten Ssp DnaE Inteins von den -2, -1, +2, +3 Exteinpositionen; das
System basiert auf einem Hochdurchsatz-Screening der FRET-Effizienz [152]; B) Proteinevolution des Npu
DnaE IntY und des Ssp DnaE Int® Systems mittels in vivo Selektion durch Ligation der
Aminoglykosidtransferase KanR; das Prinzip erlaubt die Anpassung des Inteins an definierte Exteinsequenzen
[245].

Auch wenn in der Arbeit von Amitai et al. [152] nicht direkt die Splei3fahigkeit des Ssp
DnaE Inteins getestet wurde, so kann doch potentiell mit dieser oder einer verwandten
Methode die Abhingigkeit eines Inteins von seinen flankierenden Exteinaminosduren
katalogisiert werden. Es bleibt anzumerken, dass zum einen ein grofler experimenteller
Aufwand betrieben und zum anderen diese Katalogisierung fiir jedes Intein separat
durchgefiihrt werden muss. Zusdtzlich sind in einer konkreten Anwendung, also der
Integration eines gespaltenen Inteins in ein Zielprotein, noch andere Parameter, wie der
Faltungszustand der Exteinhdlften, zu beachten [289]. Dieses gezielte Testen der
Spleiffahigkeit eines Inteins an einer bestimmten Position in einem Protein von Interesse wird

mit dem in dieser Arbeit entwickeltem SPLICEFINDER-System dramatisch vereinfacht (s.
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Kapitel 4.3). Die Zahl der Klonierungsschritte wird durch die Integration einer Inteinkassette
in das Zielgen mittels RF-PCR deutlich verringert. Auch hier konnen durch unterschiedliche
Primerwahl eine groBere Anzahl an flankierenden Aminosduren sowie unterschiedliche
Integrationspositionen parallel getestet werden. FEine detaillierte Katalogisierung der
Abhingigkeit der Inteine von ihren flankierenden Aminosduren wie von Amitai et al.
beschrieben [152] wiirde jedoch auch fiir die SPLICEFINDER-Methode von Vorteil sein.
Durch eine geschickte Vorauswahl lieBe sich damit die Zahl der zu untersuchenden
Kombinationen reduzieren.

In zukiinftigen Arbeiten konnte die SPLICEFINDER-Methode relativ schnell zu einem
System der zweiten Generation (SPLICEFINDER 2.0) weiterentwickelt werden (s. Abbildung
70A).

A weitere gespaltene B

/ Inteine (Psp-GBD Pol) \
ST’ GOl ]:%

/ l 1. Integration

l 2. Integration

weitere Promotor/Operator
Sequenzen (pTT7/lac, tetA)

Abbildung 70 Ausbau des SPLICEFINDER-Systems zu SF 2.0. A) Weitere Mdglichkeiten zum Austausch
der gespaltenen Inteine und/oder der Promotor/Operator Sequenzen; B) Schematische Darstellung der
zweifachen Integration zweier orthogonaler Inteinkassetten in einen Zielvektor ST-GOI-Hg; in einem solchen
System wére unter anderem die segmentelle Isotopenmarkierung eines inneren Fragments moglich.

Zum einen konnten weitere Inteinkassetten, wie die des kiinstlich gespaltenen Psp-GBD
Pol-Inteins, die Einsetzbarkeit erh6hen. Mit diesem gespaltenen Intein gelang die Ligation
zweier Segmente eines integralen Membranproteins [184] durch Spleilien in 6M Harnstoff
und damit erdffnet sich der Zugang zur selektiven Modifikation dieser so wichtigen
Proteinklasse. Durch zusétzliche Inteinkassetten kann somit fiir jede spezielle Anwendung das
am besten geeignete Intein ausgesucht werden. Zum anderen brichte der Austausch der
Promotor/Operator Sequenz innerhalb der Inteinkassette weitere Vorteile. Die Integration
einer T7/lac Kassette in ein Zielgen unter pBAD/ara Kontrolle wiirde die Genexpression des
C-terminalen Fragments mit IPTG induzierbar machen. Dies ist vor allem fiir eine

segmentelle '*C-Isotopenmarkierung eines C-terminalen Fragments wichtig, da somit der
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Einsatz von sehr teurer “C-Arabinose umgangen werden kann. Der Einbau eines mit
Anhydrotetrazyklin induzierbaren Promotors [290] in die Inteinkassette ermoglicht eine
Ligation des zu untersuchenden Proteins aus drei selektiv induzierbaren Fragmenten (s.
Abbildung 70B). Dazu miissen sukzessiv zwei orthogonale Inteinkassetten in das Zielgen
eingebracht werden. Zweifaches PTS wiirde dann das vollstindige Protein ergeben. Mit
diesem System kann durch gezielte Wahl der Expressionsmedien eine definierte,
unterschiedliche Isotopenanreicherung in den drei Segmenten erreicht werden. Allerdings
wire die Konstruktion eines weiteren Helferplasmids mit dem zusidtzlichen Gen fiir das
regulatorische Protein TetR [290] notwendig.

Oft ermdglichen die Exteinabhéngigkeiten der gespaltenen Inteine keine spurlose Ligation
eines Zielproteins, d.h., das SpleiBprodukt unterscheidet sich in der Primdrsequenz in einer
oder in mehreren Positionen von dem Wildtyp-Protein. In den meisten Fillen werden solche
Mutationen, gerade in flexiblen Schleifenregionen, ohne Probleme von dem Zielprotein
toleriert. Fiihrt jedoch diese Anderung in der Primirsequenz zu einer Inaktivierung des
Proteins oder wird besonders viel Wert auf die identische Aminosdurezusammensetzung
gelegt, so kann eine von Lockless et al. kiirzlich beschriebene Methode dieses Problem 19sen
(s. Abbildung 69B) [245]. Sie entwickelten ein Proteinevolutionssystem zur Anpassung eines
gespaltenen Inteins an eine bestimmte Exteinsequenz. Die Selektion erfolgte in vivo liber das
ZusammenspleiBen der Aminoglykosidtransferase (kodiert durch das Kan®-Gen). Die
einzelnen Inteinfusionsproteine konnten den E. coli-Zellen keine Resistenz gegeniiber dem
Antibiotikum Kanamycin verleihen. Nur bei erfolgreicher SpleiBBproduktbildung waren die
Zellen in Kanamycin-haltigem Medium lebensfdhig [245]. Die Autoren verwendeten eine
Kombination aus dem Npu DnaE Int" und dem Ssp DnaE Int® und evolvierten dieses
gespaltene Intein auf die Exteinsequenz S:+1GV anstelle des nativen CFN. Nach drei Runden
Selektion wurde ein mutiertes Intein isoliert (E15D, L25I, L92M im N-terminalen Teil und
D23Y im C-terminalen Teil), welches spezifisch verbessert fiir die oben genannte C-
Exteinsequenz war. Zusédtzlich konnte gezeigt werden, dass mit dieser Inteinvariante die
spurlose Ligation des proto-onkogenischen Adaptor-Proteins Crk-II mit SGV an der C-
terminalen SpleiBstelle mdglich war [245]. AbschlieBend ldsst sich sagen, dass diese
Evolutionsmethode eine elegante Losung des Problems der Exteinabhidngigkeit von
gespaltenen Inteinen ist, jedoch wird wahrscheinlich der grof3e experimentelle Aufwand einen

routineméfigen Einsatz dieser Technik verhindern.
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Anhang

Tabelle 9A Ubersicht der Expressionsplasmide.

Name / Nr. Protein Masse Plasmid Vektor

GrsA A-PCP | GrsA A-PCP-H, 71125,3 pJZ06 pET16b

GrsA A- GrsA A-PCP(A-4Cys)-He 71089,1 pJZ13 pET16b

PCP(A-4Cys)

GrsB1 ST-GrsB1 C-A-PCP-Hg 124181,9 pJZ56b pET28a

1 ST-gpD-Npu DnaE" 24721,8 pAUO8 pRSFDuet

cia ST-gpD-Npu DnaEN¢ 4 24689,7 pJZ62 pRSFDuet

2 Npu DnaE“-gpD-Hg 17250,3 pJZ68 pET42b

2N36A Npu DnaE“\3a-gpD-Hg 17207,2 pJZ69 pET42b

2N36A, CHA Npu DnaEsea c+1a-gpD-Hg 171752 pJz82 pET42b

3 ST-Npu DnaE“-gpD-Hj 18737,9 pIZ57b pET16b

4 ST-Npu DnaE"-Trx-He 19353,0 pJZ70 pET16b

5 ST-gpD-Hg 13949,4 pIZ49 pET28a

6 ST-gpD-Ssp DnaB“(107- 20518,8 pJZ35 pET28a
154)-Hg

7 Ssp DnaB®(12-154)-gpD-Hg 29746,6 pIZ29 pSU38

8 He-gpD-Npu DnaE"™ 244334 pJZ83 pRSFDuet

8cia He-gpD-Npu DnaE"ci 5 24401,3 pJZ84 pRSFDuet

9 ST-gpD-Trx-Hg 26386,6 pSE02 pET28a

10 ST-Ssp DnaB®(12-154)- 89620,4 pIZ16 pSU38
GrsA A-PCP-Hg

11 GrsA A-PCP(A-4Cys, 71079,2 plZ67 pET16b
T341C, D508C)-Hs

12 ST-GrsA Aj.421-Ssp 60529,5 pAUO06 pRSFDuet
DnaB™(1-104)

13 Ssp DnaB(107-154)-S- 29385,4 pAUO4 pBAD
GrsAgo3.s540-PCP-Hg
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Anhang

Tabelle 10A Zur Integration der Ssp DnaB- und Npu DnaE-Inteinkassetten in das Beispielgen ST-gpD-
Trx-Hg verwendeten Oligonukleotide.

Oligo- Sequenz

nukleotid

oSEO1 5’-AATCATCAGT CAGATGAATA ATTTTATCAG ATCCTCCTCC AGAGTTATGG ACAATGATG

oSE02 5’-ATCAAAAGAA TCATCAGTCA GATGAATAAT TTTATCAGAC TGTTCAATAG AGTTATGGAC

oSE03 5’-TGCCGGAACG GCAATCAGCA TCGTTGAATT CGGCGGAGGC TGCATCAGTG GAGATAGTT

0oSE04 5’-GCGTTTGCCG GAACGGCAAT CAGCATCGTT GAATTCGAAA GCGGATGCAT CAGTGGAGAT

oSE05 5’-TGCCGGAACG GCAATCAGCA TCGTTGAATT CGGCGGAGGC TGTTTAAGCT ATGAAACGG

oSE06 5’-GACCGCGTTT GCCGGAACGG CAATCAGCAT CGTTGAATTC GCGGAGTACT GTTTAAGCTA
TGAAAC

0oSE07 5’-AATCATCAGT CAGATGAATA ATTTTATCAG ATCCTCCTCC ACAATTAGAA GCTATGAAGC

oSE08 5’-ATCAAAAGAA TCATCAGTCA GATGAATAATT TTATCAGATT TATTGAAACA ATTAGAAGC

Tabelle 11A In dieser Arbeit iiber Festphasenpeptidsynthese hergestellte und verwendete Peptide.

Peptid Sequenz Masse /Da

Pepl Fluorescein-KKESGCISGDSLISLA 1964.,9

Pep2 Biotin-BAKKK (Fluorescein) ESGCISGDSLISLA | 2390,1

Die Ssp DnaB Int“(1-11) Sequenz ist unterstrichen.
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Anhang
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Abbildung 71A Massenspektrometrische Analyse der bei der partiellen Proteolyse von apo-A-PCP
entstandenen Proteinfragmente. A) Aminosduresequenz des in der vorliegenden Arbeit verwendeten GrsA A-
PCP Proteins; dabei sind die N-terminale Subdoméne der A-Domine AY in rot, die C-terminale Subdomine A€
in schwarz, der Linkerbereich in blau, die PCP-Doméne in griin und der zusétzliche Hisg-Tag in grau dargestellt;
die Bestimmung des Linkerbereichs erfolgte durch einen Vergleich mit der Kristallstruktur des kompletten
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Terminationsmoduls SrfA-C [94]; B) Nach der SDS-PAGE wurden die wichtigsten entstandenen
Proteinfragmentbanden ausgeschnitten und tryptisch im Gel verdaut; die anschlieend in der MALDI-TOF MS
Analyse gefundenen Peptidfragmente sind tabellarisch dargestellt; die Ergebnisse bestétigen den in A) gezeigten
Doménenaufbau und ermdglichten die Bestimmung der Proteinfragmente.

- +Inh1]| +Inh2

apo holo|apo holo| apo holo

HUUUHU

Abbildung 72A Native PAGE der TycB1 A-PCP Proteine in Abwesenheit und Gegenwart von Inhibitoren.
Sowohl die apo-, als auch die holo-Form wurden ohne oder mit den Inhibitoren (jeweils 100 uM) inkubiert und
anschlieBend der native PAGE unterzogen; nur die kognate Verbindung, 5’-O-[N-(L-prolyl)-sulfamoyl]
Adenosin (Inh 2), verandert die elektrophoretische Mobilitdt der A-PCP Proteine.

Tabelle 12A Reaktionsraten und prozentuale SpleiBproduktbildung der Npu DnaE Konstrukte.

N-terminales C-terminales T /°C Spleilprodukt- Kspicigen /st
Konstrukt Konstrukt bildung /%
20 75 - 85 (24+0.1)x 10™
3 (N)* 3
37 85 - 95 (62+0.8)x 107
20 75 -85 (2.4+0.1)x 10”
1 (N)* 3 (D)* 3
37 85 - 95 (6.6+0.3)x 107
20 80 - 85 (3.6+0.5)x 10”
2 (D)* 3
37 80 - 90 (9.0+0.4)x 10°
4 (N)* 37 85-90 (7.1+£0.9)x 10™
1 (N)* 4 (D)* 37 85 - 90 (6.6+1.3)x 10"
Int“-Trx-He (D)* 37 75 - 80 (1.1+0.2)x 107

*(N) bedeutet native Reinigung und (D) bedeutet denaturierende Reinigung des Proteins; Proteinnomenklatur: 1
= ST-ng—IntN; 2= Intc—ng—H(,; 3= ST—IntC—ng—H6; 4 = ST-Int"-Trx-Hg; sowohl die Reaktionsraten, als auch
die Ausbeuten der PTS-Reaktionen sind nicht von den Reinigungsbedingungen der C-terminalen Inteinhélften
abhingig.
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Abbildung 73A Einfluss der Induktionstemperatur auf das Verhiltnis von loslichen Aggregaten zur
monomeren Spezies im Falle der N-terminalen Hilfte ST-ng-IntNClA (1c1a). Die
Gelfiltrationschromatogramme der Expression bei 28°C (schwarz), bei 20°C (rot) und bei 34°C (griin) sind
gezeigt.
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Abbildung 74A Gelfiltrationsliufe des N-terminalen Npu DnaE Inteinfusionsproteins ST-eGFP-Int".
Gezeigt sind die Chromatogramme des 16slichen, gereinigten Proteins nach der Expression (schwarz) und des
Proteins nach Denaturierung (30 min bei 37°C in Gegenwart von 8M Harnstoff) und anschlieBender Riickfaltung
in Spleifpuffer (griin); diese Experimente zeigen, dass eine Umwandlung der 18slichen Aggregate in die
monomere, aktive Spezies prinzipiell moglich ist.
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Abbildung 75A Gelfiltrationschromatogramme von N- und C-terminalen Fusionsproteinen des Ssp DnaB
Inteins [163]. A) MBP-Ssp DnaB"-FKBP-Hg; B) MBP-Ssp DnaB“-Hg; nur die N-terminale Hilfte zeigt einen
geringen Anteil an 16slichen Aggregaten.
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Abbildung 76A Zuordnung der Inteinsignale im Komplex nach Spleiien durch Vergleich mit
literaturbekannten Daten [240]. Gezeigt sind die "N, 'H-TROSY-Spektren der N-terminalen (ST-gpD-Npu
DnaE™ (1), (A), blau), sowie der C-terminalen Inteinhilfte (Npu DnaE®-gpD-Hg (2), (B), gelb) nach der
vollstandigen PTS-Reaktion mit dem unmarkierten Partnerprotein 2, respektive 1; zum Vergleich ist das °N, 'H-
TROSY-Spektrum des Referenzproteins ST-gpD-Hg (5) in schwarz dargestellt; nur ein Bruchteil der Amid-
Signale (8 von 134) konnte einwandfrei zugeordnet werden; die Nummerierung der Aminosduren geht von
einem fusionierten cis-Intein inklusive Startmethionin der C-terminalen Hélfte aus.
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Abbildung 77A NMR-Untersuchungen einer mutierten C-terminalen Inteinhélfte des Npu DnaE Inteins.
>N, 'H-TROSY-Spektren der C-terminalen Inteinhilfte (IntCN36A-ng-H6 (2n364) VoI (A, hellblaues Spektrum)
und nach der Inkubation mit der unmarkierten N-terminalen Inteinhilfte (ST-gpD-Int" (1)) (B, hellgriines
Spektrum); zum Vergleich ist jeweils das "N, 'H-TROSY-Spektrum des Referenzproteins ST-gpD-Hg (5) in
schwarz gezeigt; mit diesen Proteinen ist die Reaktionsabfolge des PTS bis zur Bildung des Thioesterkomplexes
moglich - die Asparaginzyklisierung ist blockiert.

110 g 10 10 . ie 110
=2 =
¢ @ @ B
o = o P )
[ “ P e “
— 9 —_— &
g R e E ¢ e
g ® o N g - v
& 120 o ®° . 120 F 120 o @ 120
. ® “ . @ -
2 o % afs, 3
e o o8 age
* o e s
r A0 o
o =3
130 4 st ’ 130 130 s =" ’ 130
1 10 g ] 7 [ T 10 ] 11 7 [
;- "H {ppm) s, - "H (ppm)

Abbildung 78A NMR-Untersuchungen einer mutierten N-terminalen Inteinhéilfte des Npu DnaE Inteins.
>N, 'H-TROSY-Spektren der N-terminalen Inteinhilfte (Hé—ng—IntNCl A (8c1a) vor (A, graues Spektrum) und
nach der Inkubation mit der unmarkierten C-terminalen Inteinhilfte (IntCN36A,C+1A—ng—H6 (2n3ea,cr1a)) (B,
oranges Spektrum); zum Vergleich ist jeweils das "N, 'H-TROSY-Spektrum des Referenzproteins ST-gpD-Hg
(5) in schwarz gezeigt; mit diesen Proteinen ist die Reaktionsabfolge des PTS nur bis zur Bildung des ersten
Anlagerungskomplex moglich - alle weiteren Schritte sind blockiert.
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Abbildung 79A Uberpriifung der '“N-Isotopenanreicherung des iiber in vivo PTS mit dem Ssp DnaB
Intein hergestellte Spleiprodukts 'SN(ST-gpD)-Trx-Hg. Gezeigt sind Ausschnitte aus den MALDI-TOF MS
Spektrum des tryptischen in-Gelverdaus des Proteins (griines Spektrum, A) Fragment 15-41 im N-terminalen
Teil, B) Fragment 230-242 im C-terminalen Teil); zum Vergleich sind jeweils die Spektren des unmarkierten
(schwarz) und des vollstindig '*N-markierten (rot) Referenzproteins gezeigt; die Anreicherung der *N-Isotope
betrug 83% im N-terminalen Teil und unter 1% im C-terminalen Teil.
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Abbildung 80A Uberpriifung der '“N-Isotopenanreicherung des iiber in vitro PTS mit dem Npu DnaE
Intein hergestellte Spleifiprodukts ST-gpD-""N(Trx-Hg). Gezeigt sind Ausschnitte aus den MALDI-TOF MS
Spektrum des tryptischen in-Gelverdaus des Proteins (griines Spektrum, A) Fragment 15-41 im N-terminalen
Teil, B) Fragment 230-242 im C-terminalen Teil); zum Vergleich sind jeweils die Spektren des unmarkierten
(schwarz) und des vollstindig '’N-markierten (rot) Referenzproteins gezeigt; die Anreicherung der °N-Isotope
betrug unter 1% im N-terminalen Teil und 95% im C-terminalen Teil.
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Abbildung 81A Die Mxe GyrA Inteinkassette. A) Schematischer Aufbau der Kassette; B) Western Blot
Analyse von Testexpressionen der Kassette zusammen mit dem Helferplasmid (Lacl, AraC); Spur 1 = Arabinose
Induktion, 37°C, 4h; Spur 2 = IPTG Induktion, 37°C, 4h; Spur 3 = vor Induktion; Spur 4 = Arabinose Induktion,
37°C, 2h; Spur 5 = Probe aus 4 und anschlieBende IPTG Induktion bei 25°C, 4h; die theoretischen
Molekulargewichte der Proteine sind wie folgt: SP (44.7 kDa); Teil N (69.3 kDa); Teil C (22.2 kDa).
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