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16 | Einleitung

1 Einleitung

Uber verschiedene Stoffwechselwege bilden die pliegmen Organismen ein groRes
Spektrum an Inhaltsstoffen. Grundséatzlich lasseh diese als Produkte des Primar- und des
Sekundarstoffwechsels einteilen. Primarstoffe sinder gesamten Pflanzenwelt vorhanden
und sind essentiell fir die Entwicklung des pflagtein Organismus. Sie sind an Prozessen
wie z.B. der Energiegewinnung sowie dem Wachstund aer Differenzierung von
Pflanzenorganen beteiligt. Bei Sekundarstoffen blres sich um fur die Entwicklung der
Pflanze nicht lebensnotwendige Substanzen, diefabdas Uberleben der Art im Okosystem
unverzichtbar sind. Diese Stoffe treten in einefign strukturellen Vielfalt auf, sind haufig
sogar artgebunden und werden in vielen Féllen nz dgeestimmten Pflanzenorganen gebildet
und akkumuliert. Auf Grund ihrer grof3en Diverssitd nicht alle Strukturen identifiziert und
nicht alle ihre Aufgaben bekannt. Sekundarmetaddbcken zum Beispiel als Farb- und
Aromastoffe pollenverbreitende Insekten und samdmedende Tiere an. AuRerdem dienen
sie der Pflanze als effektive chemische Abwehrstggen Herbivoren und als Phytoalexine
gegen pathogene Mikroorganismen. Herausgebildetr ai@m Selektionsdruck der Herbivore
und der mikrobiellen Infektion, verschaffen sieeziPflanze einen Standortvorteil gegentuber
anderen Pflanzen und sichern ihr Uberleben in dewelt (Dixon, 2001). Die groRe
strukturelle Vielfalt der Sekundarstoffe geht mitineem breiten Spektrum an
pharmakologischen Wirkungen einher. So werden Zatbs: wie die Vinca-Alkaloide oder
starke  Analgetika wie das Morphin aus Pflanzen gewo. Auch die
Nahrungsmittelindustrie hat die Bedeutung der Pkteldes Sekundéarstoffwechsels erkannt.
Die positiven Effekte, wie z.B. die antioxidativeWirkungen oder die lipidsenkenden
Eigenschaften des Functional Food, werden oft dsuiglarstoffen zugesprochen (Stitzel et
al., 2004; Hagel, 2000).

Eine groRe Gruppe der Sekundarmetaboliten wird ldulie Polyketid-Synthasen (PKS)
gebildet. Trotz der mannigfaltigen Strukturen delyRetide werden die meisten enzymatisch
Uber eine Verknupfung von aktivierten Acetyleinkait zu PolyB-Ketoverbindungen
aufgebaut (Schréder, 1997). PKS wurden bisher akieBen, Pilzen und Pflanzen isoliert
und lassen sich in drei Gruppen einteilen: PKSKISRI und PKS IIl. Evolutionar gesehen
leiten sich alle drei Typen von d&rKetoacylsynthase der Fettsaurebiosynthese ab i(Aust
und Noel, 2002). Um als Substrat fur die PKS-Reakaur Verfligung zu stehen, missen die
zu verstoffwechselnden Substanzen und Intermedigigiert sein. Dieser Vorgang basiert
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entweder auf einer Thioesterbildung mit dem Coen&yoder der Veresterung an das 9 kDa
grol3e Acylcarrierprotein (ACP). Bei den Typ I-PK&nkelt es sich um multifunktionale
Enzymkomplexe aus mehreren Polypeptiden mit einéf3& von bis zu 350 kDa (Klingauf,
2004). Jede einzelne Domane des Komplexes istifiameeigenen katalytischen Prozess,
meist eine C-C Verknipfung und modifizierende Rieaidn, verantwortlich. Der bekannteste
Vertreter der PKS | ist die Erythromycin-Synthaskirch die der Polyketidnukleus des
Antibiotikums gebildet wird. Die Typ [I-PKS sind ebfalls multifunktionelle
Proteinkomplexe, die die Bildung von cyclischen wardmatischen Produkten katalysieren,
allerdings fehlt ihnen die Fahigkeit zur Reduktibtiufigste Produktgruppe sind phenolische
Verbindungen. Typ IlI-PKS sind Homodimere mit eirféroteingrof3e von ca. 80-85 kDa
(Klingauf, 2004). Sie besitzen pro Untereinheit aktives Zentrum und haben die Fahigkeit,
alle Schritte der Biosynthese von Sekundéarstoffeme w.B. Decarboxylierungs-,
Kondensations-, Cyclisierungs- und Aromatisieruagktionen zu katalysieren. Sie
unterscheiden sich in der Praferenz des an CoeAzgebundenen Startermolekiils, der Zahl
der Additionen von Acetyleinheiten und der Art #etalysierten Cyclisierung (Abb. 1.1 und
1.2). Die bekannteste Typ IlI-PKS ist die Chalkamtase(CHS), deren Produkt 42',6'-
Tetrahydroxychalkon von weiterfiihrenden Enzymen Vatgstufe fir die Synthese von
Flavonoiden genutzt wird. Als Synonym fur die fuokiell diversen Typ 1lI-PKS wird auch
der Begriff der CHS-verwandten Enzyme genutzt, da durch Genduplizierung und
Mutation aus der im Pflanzenreich ubiquitdren CH#vargegangen sind. Dies kann durch

einen Stammbaum der Enzyme verdeutlicht werden (Al Liu et al., 2007).

Chalkon-Synthase (CHS) OH

OH
OH
| HO OH O

CoAS |

3Malonyl-Co A 5 5 o o C6—C1 Claisen
0 OH O

CoAS
p-Cumaroyl-CoA 2,2,4,6'-Tetrahydroxychalkon

Stilben-Synthase (STS)

OH
OH OH O
HO |
CoAS CoAS —_— O
o 3 Malonyl-CoA C2-C7 Aldol

|
1.
e o o o 2.-CO, OH
p-Cumaroyl-CoA Resveratrol

Abb.1.1 Darstellung der beiden zuerst detektieftgm [1I-PKS
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Cumaroyltriacetat-Synthase (CTAS)

OH
OH
COAS\’H/Q; Malonyl-CoA © C5-0—Cl1 Lakton
(e] (e] O O

O

p-Cumaroyl-CoA CTA-Lakton
Bibenzyl-Synthase (BBS) O
OH
| OH HO
CoAS O
CoAS 3 Malonyl -CoA § 0§ & & 1. C2-C7 Aldol
2. 'C02 OH
m—OH-Cumaroyl-CoA 3,3,5 Trihydroxybibenzyl

Acridon-Synthase (ACS)

CoAS
j]; : 3 Malonyl-CoA - Yﬁ(\(\,p 1. C6-C1 Claisen , /j]/\ ‘

2. N—C6

) 1,3-Dihydroxy-N-methylacridon
N-Methylanthraniloyl-CoA

Isovalerophenon-Synthase (VPS)

HO OH

CoAs CoAs
T YIITY Y —=
¢ 3 Malonyl-CoA 6 o o © C6—C1 Claisen

Isovaleryl-CoA

OH O
Phlorisovalerophenon

2-Pyron-Synthase (2-PS)

COAS\H/ COAS\H/\”/\H/ 0s 0O
N
o 2 Malonyl-CoA 0O O O C5-0—C1 Lakton
OH
Acetyl-CoA Methylpyron

Abb. 1.2 Ubersicht weiterer Typ IlI-PKS-Reaktionen
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100

Abb. 1.3 Stammbaum der Typ llI-PKS

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Typ IlI-PK&ntelt es sich um Enzyme a8srbus
aucupariaundHypericum androsaemuréellkulturen dieser beiden Pflanzenarten hatieim s
als experimentelle Systeme fir die Familien Rosaceal Clusiaceae hervorgetan, die aus

O0konomischen bzw. pharmakologischen Gesichtspunktemteressant sind.
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S. aucupariadie Eberesche (Abb. 1.4), zahlt in der
Familie Rosaceae zur Unterfamilie Maloideae, zu der
auch Apfel und Birne sowie Weilddorn gehoren. Sie
ist ein Pionierbaum, der z.B. nach Sturmschaden

entstandene Brachflachen schnell besie@st bis zu

20 m hohe, winterharte Baum kann durch sein
tiefgreifendes Wurzelwerk die Erosion des Bodens
stark  verringern, so dass er haufig als
Schutzwaldbaumart bei biologischen Wildbach- und

Lawinenverbauungen eingesetzt wird. Wegen der

it weil3en Bluten, der ab August reifen, roten
Abb. 1.4Sorbus aucuparia Fruchtstande und der préachtigen Herbstfarbung wird
die Eberesche haufig als Zierpflanze im Gartenlegilgnzt.

Der deutsche Name Eberesche leitet sich von dedewatichen Wort ,eber” ab, dessen
Bedeutung heute mit ,aber” oder ,falsch* tGbersetetden kann. Somit wird die Eberesche
als ,falsche Esche" bezeichnet, da die wechselgi@ndunpaarigen Blatter beider Baumarten
sich sehr ahnlich sind. Die wissenschaftliche Nasgehung ,aucuparia“ setzt sich aus den
lateinischen Wértern ,avis = au = Vogel* und ,caper fangen” zusammen und laf3t sich frei
mit ,Vogelfang® Ubersetzten. Grundlage fiur diesenidéasgebung ist die Tatsache, dass die
Frichte der Eberesche vielen Vogelarten als Nalsquejle dienen und diese dann leicht mit
Schlingen gefangen werden konnten. Auch das imsdkah Sprachraum gebrauchliche
Synonym ,Vogelbeere* hat den gleichen Ursprung @&©02).

In den Friichten kénnen Parasorbinsaure, Sorbigitif® Tannine, Apfelsaure, Carotinoide
und Vitamin C (bis zu 1 mg/1 g) als Inhaltsstoffientifiziert werden (Hunnius, 1998). Vor
allem die Apfelsaure und die Gerbstoffe pragen bligieren Geschmack der Friichte. Die
abfuhrende Wirkung der Parasorbinsdure macht drerroFrichte fur den Menschen
ungeniel3bar. Entgegen der weit verbreiteten Meirsing) die Friichte des Vogelbeerbaumes
nicht giftig und so wird den Beeren von den Gittimhationszentren kein bzw. nur ein
geringes Vergiftungspotenzial zugeordnet (Giftimationszentrum der Lander Rheinland-
Pfalz und Hessen). In der Volksmedizin ist die Ebehe seit langem bekannt, doch wird ihr
keine grol3e Bedeutung zugemessen. Ein aus derefBlatfgebrihter Tee wurde z.B. zur
Blutreinigung oder bei Husten und Heiserkeit verdeinund die getrockneten Frichte
wurden bei Durchfall eingesetzt. Aufgrund des hohétamin C-Gehaltes dienten die

getrockneten Beeren auch zur Starkung der Abweltekra
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GroRRere Bedeutung besitzt die Pflanze in der Myiliel (Hane, 2002). Die Germanen
widmeten die Eberesche ihrem Gott Donar und deZssge, die sich von den Blattern des
Baumes ernahrte. Bei den keltischen Volksgruppeentdi der Vogelbeerbaum als
Fruchtbarkeitssymbol und Schutz vor bdsem Zaubeeutél findet die Vogelbeere
hauptsachlich Anwendung in der Kiche. Durch dasitEgh der Frichte wird die
Parasorbinsaure zur Sorbinsaure abgebaut undatiaische Wirkung aufgehoben, so dass
die Beeren zu Likdren und Marmeladen verarbeitetiere konnen. 1997 wurdg aucuparia

zum Baum des Jahres ausgerufen.

H. androsaemunist eine von ca. 34Mypericum-
Arten, die wegen ihrer komplexen Acyl- und
Benzoylphloroglucin-Derivate interessant sind. Ein
bekannter Vertreter der weltweit verbreiteten Fam
Clusiaceae ist H. perforatum (Abb.1.5). Die
medizinische Bedeutung dieseHypericumArten
wurde schon in der frihen Antike entdeckt. Plinius
der Altere (23-79 n. Chr.) erwahnt die Nutzudes
Johanniskrautes  bei der Behandlung von

Brandwunden. Bei Celsius (47 n. Chr.) ist das Kraut

Bestandteil eines allwirksamen Antidots, des Theria

Abb 1.5Hypericum perforatum dessen Verwendung bis ins Mittelalter anhielt.

Paracelsus setzte Anfang des 16. Jahrhundertdldie® zur Behebung seelischer Stérungen
ein. Der NameHypericum leitet sich von den griechischen Wértern ,hyper‘iber und
~eikon“= Bild ab. Im antiken Griechenland wurderedpPflanzen zur Abwehr bdser Geister
und Damonen uber die Gotterdarstellungen gehange ROmer dbernahmen die
Nomenklatur und etablierten so den Namen im lateiven Wortschatz. Der Artname
perforatumbezieht sich auf die durchscheinend punktierteditt®, die wegen der vielen
Sekretbehalter im Gegenlicht durchstol3en ausseGeggéan, 1997, 2003). Die deutsche
Bezeichnung Johanniskraut bezieht sich auf dennia$tag am 24. Juni, da die Pflanze zu
diesem Zeitraum zu bliihen beginnt. Der als gleictizZbéenutzte Name Hartheu geht auf den
stark verholzten Stangel zuriick, der schon vonedgiitd von Bingen (1088-1180) erwéhnt
wurde. Weitere Synonyme wie Herrgottsblut oder Blaiit stehen mit dem rot austretenden
Pflanzensaft in Verbindung, der beim Zerreibenaltam der Bliten hervortritt.
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In der Neuzeit findet das Johanniskraut seinen iWelie moderne Medizin. Die Kommission
E des Bundesinstitutes fur Arzneimittel und Medmodukte bewertet die Droge positiv. Als
Anwendungsgebiete werden der innerliche Einsatz p&ychovegetativen Stérungen,
depressiven Verstimmungszustanden, Angst und nervimruhe aufgefihrt. AuRerlich
kénnen Johanniskraut-Zubereitungen zur Behandlumgy Verbrennungen, Ekzemen und
stumpfen Traumata eingesetzt werden. Vor allemadigdepressiven Eigenschaften haben
das Johanniskraut in den Mittelpunkt des Interegsstellt. Klinische Studien bestatigen die
gleiche Wirksamkeit wie bei chemischen AntidepnesgiPhilipp et al., 1999). Der genaue
Mechanismus der antidepressiven Wirkung und wekbmponenten fur die Wirksamkeit
verantwortlich sind, muss noch geklart werden. g\ther gilt aber, dass durch die Einnahme
von Johanniskraut-Préparaten die Wiederaufnahnsehi@dener Neurotransmitter gehemmt
wird und es so bei den behandelten Patienten nauodr &/erzdgerungszeit zu einer
Stimmungsaufhellung kommt (Philipp et al., 1999).

Die Typ llI-PKS, die in Zellkulturen vors. aucupariaund H. androsaemunaetektiert und
deren cDNAs kloniert wurden, sind die Biphenyl-Syage (BIS) und die Benzophenon-
Synthase (BPS). Beide Enzyme Kkatalysieren die sabderholende Addition von
Acetyleinheiten, die aus dem Malonyl-CoA hervorgehean das Benzoyl-CoA als
Startersubstrat. Nach einer dreifachen Verlangerengsteht bei beiden Enzymen ein
identisches, lineares Tetraketid (Abb. 1.6). Didsg¢srmediat wird in Anwesenheit der BPS
durch eine Claisen-Kondensation in das 2,4,6-Trbygbenzophenon lberfuhrt (Liu et al.,
2003). Dies ist der gleiche Cyclisierungsmechansnder fir die CHS beschrieben wird
(Ferrer et al., 1999). Das Benzophenon dient andéreymen als Vorstufe fir die Bildung
von polyprenylierten Derivaten und Xanthonen, demeannigfaltige pharmakologische
Eigenschaften zugeschrieben werden. Garcinol ist matenter Inhibitor von Histon-
Acetyltransferasen (Balasubramanyam et al., 20@#)angostin, ein zweifach prenyliertes
Xanthon von Garcinia mangostana besitzt eine inhibitorische Wirkung auf die
Cyclooxygenasen | und Il, so dass die UmwandlungArxachidonsaure zu Prostaglandin E2
verringert wird (Nakatani et al.,, 2002). Polyhydyganthone hemmen unten vitro
Bedingungen das Wachstum von multiresistentelasmodium falciparussStadmmen
(Ignatushchenko et al., 1997). In Anwesenheit di& Bwird aus dem linearen Tetraketid
Uber eine Aldol-Kondensation mit anschlieBender dbeaxylierung das 3,5-
Dihydroxybiphenyl als Produkt  gebildet  (Abb. 1.6). Einen ahnlichen
Cyclisierungsmechanismus katalysiert die StilbentByse (STS), die aus Zellkulturen von

Pinus sylvestrikloniert und kristallisiert werden konnte (Aust al., 2004). Das Biphenyl
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stellt die Vorstufe fur das Phytoalexin Aucuparar,ddessen Bildung in Kulturen v@orbus
aucupariadurch Zugabe von Hefeextrakt induziert werden ken(hiu et al., 2003). Zum
ersten Mal konnte das Biphenyl Anfang der 60er €aboliert werden (Erdtmann et al.,
1963). Danach wurde die Substanz in mehreren Resakden identifiziert, nachdem die
Pflanzen mit verschiedenen Pilzarten infiziert vamrdKokubun et al., 1995). Neben der
antimykotischen Wirkung konnte dem Aucuparin unitervitro Bedingungen auch eine
antibakterielle Wirkung gegentber Gram-positiverktBaen nachgewiesen werden (Cortez
et al., 2002).

CoAS CoAS
\H/A\COOH

o] o]
Malonyl-CoA Benzoyl-CoA
COASWKO

BPS

; i S<COA> WV\N:L;?A@

I—»Co2 i
HO HO l OH !
i OH O

3,5-dihydroxybiphenyl 2,4,6-trihydroxybenzophenone

Abb. 1.6 Vergleich der Reaktionsmechanismen vonBi& BPS
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Zielsetzung der Arbeit

Die BIS ausS. aucupariaund die BPS au$l. androsaemunsollten in grofiem Umfang
aufgereinigt und zur Strukturaufklarung kristakbidi werden. Dies sollte Einblick in die
beiden unterschiedlichen Cyclisierungsmechanisnedeig, die von den Enzymen katalysiert
werden. Besonderes Interesse lag dabei auf dett&taufklarung der BIS, um den nicht nur
von der BPS, sondern auch von der STS abweiche@ehanismus aufzuklaren. Daruber
hinaus sollte zur Charakterisierung der BIS mitchemischen und analytischen Methoden

beigetragen werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Nahrmedien, Losungen und Puffer

2.1.1 Chemikalien

Biochemische Reagenzien und Reagenzien zur Krisiation

Substanz Bezugsquelle
Malonyl-CoA Lithiumsalz Sigma Aldrich
Benzoyl-CoA Sigma Aldrich
IPTG Sigma Aldrich

[2-1%C] Malonyl-CoA
Kanamycinsulfat

Ampicillin Natriumsalz
Chloramphenicol

HEPES Natriumsalz

Tris ultra pure

SDS ultra pure

Glycin

Glycerin

Natriumcarbonat, wasserfrei
Imidazol
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Polyethylenglykol 400
Polyethylenglykol 4000
Polyethylenglykol 8000
NacCl

Essigsaure

Ethanol, absolut

Methanol

o-Phosphorsaure
Ethylacetat
Natriumacetat-Trihydrat
Silbernitrat
Natriumthiosulfat
Formaldehyd
Citronensaure-Monohydrat
Naringenin

Coomassie Brilliant Blue R250
Pepton aus Casein
Hefeextrakt

Agar-Agar
Acrylamid/Bisacrylamid (37:5.1)

Amersham Biosciences
Fluka
Roth
Fluka
Sigma Aldrich
Biosolve
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
Fluka
Fluka
Fluka
Roth
Roth
Riedel-de-Haen
Fisher-Scientific
Roth
Acros Organics
Merck
Roth
Fluka
Merck
Roth
Sigma Aldrich
Life Technologies
Roth
Roth
Roth
Life Technologies




26

Il Material

3-Mercaptoethanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumchlorid

Ethanol (vergallt)
Chloroform
Ammoniumsulfat
Isopropanol

X-Gal

EDTA Dinatrium Dihydrat
Natriumhydroxid

Salzsaure 37%
D-Glucose
Ammoniumperoxodisulfat

Fluka
Roth
Roth
Sonnenberg
Fisher Scientific
Roth
Acros Organics
Sigma Aldrich
Roth
Fluka

Riedel-de-Haen
Fluka
Roth

Alle Reagenzien und Chemikalien wurden in p.a. ¢tleLC-Qualitat eingesetzt.

2.1.2 Losungen, Puffer und Nahrmedien fir die Molekulaidmie

Medien zur Kultivierung von E.coli

Bezeichnung

Zusammensetzung

Hinweise zur
Herstellung und

Lagerung
LB-Medium Bacto-pepton 10,0/g
Hefeextrakt 5,0 gpH auf 7,0 einstellen un
NaCl 10,0 gautoklavieren
H,O bidest ad 1000,0 ml

Den Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 15J0Agyar-Agar zugesetzt.

SOC-Medium Bacto-pepton 2,Qaptoklavieren und
Hefeextrakt 0,5 pabkihlen lassen
1 M NacCl 1,0m
1 M KCI 0,25m
H,O bidest 97,0 ml

dann zugeben 2 M M 1,0 mijaliquotieren und bei
Stammldsung -20,0 °C lagern
2 M Glucose 1,0 mi
H,O bidest ad 100,0 ml

2 M Mg~ Stammlésung| MgGk6H,O 20,33 gsterilfiltrieren
MgSQx7HO 24,65 @
H,O bidest ad 100,0 ml
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Puffer und Losungen fiir die Plasmid-Isolierung

Puffer P1 Tris-HCI 50 mMTris- und EDTA-
EDTA 10 mM|LOsungen
RNAse A 100 pg/msteriffiltrieren,
mischen, pH 8,0
einstellen,
RNase A kurz vor
Gebrauch frisch
zugeben
Puffer P2 NaOH 0,2 Vautoklavieren
SDS 1% (wiv
Puffer P3 Kaliumacetat 2,55 |@H 4,8 einstellen und
autoklavieren
TE-Puffer Tris-HCI 10 mMpH 7,6 einstellen
EDTA 1mM
Lésungen fur die Transformation und Selektion von &oli
0,5 MIPTG IPTG 6,0 geterilfiltrieren, bei
H,O bidest ad 500,0 20,0 °C lagern
X-Gal X-Gal 100,0 mgunter UV-Verschluss
N,N"- 2,0 mlfbei -20,0 °C lagern
Dimethylformamid
Antibiotika
Ampicillin Ampicillin 100,0 mg sterilfiltrieren, bei
H,O bidest 1,0 mE20,0 °C lagern

Chloramphenicol

Chloramphenicol
Ethanol 100%

30,0

1,0 ml

rbgi -20,0 °C lagern

Kanamycin

Kanamycin

H>O bidest

30,0 msterilfiltrieren, bei
1,0 mt20,0 °C lagern
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Losungen fur die DNA-Gelektrophorese

50x TAE Puffer Tris 2 Mmit Eisessig pH 8,0
EDTA 0,05 M einstellen
Enzyme
Restriktion EcoRl Fermentas
Nhel Fermentas
Enzyme zur Thrombin Novagen
His-tag Abspaltung Enterokinase Roche

Trypsin, modifiziert

Inst. fir Physikalische
Biotechnologie, Halle

Weitere Enzyme

T4-Ligase
RNAse A

Fermentas
Fermentas

2.1.3 Losungen, Puffer zur Extraktion und Enzyminkubation

Puffer zur Enzyminkubation

Inkubationspuffer

0,1M KPP,
H>O bidest

1,36 ¢
ad 50,0 n

pH 7,0 einstellen, bei
,0 °C lagern

Der Inkubationspuffer kann auch nach Umpuffern i, Sdulen als Aufbewahrungspuffer

fur die Enzyme genutzt werden.

Puffer zur Extraktion und Enzymreinigung mittels NNTA Agarose

Lysispuffer NaHPO, 50 mM|mit frischer NaOH-
NacCl 300 mML6sung:
Imidazol 30 mMpH 8,0 einstellen
H,O bidest 50,0 ml

Waschpuffer NakPOy 50 mM|mit frischer NaOH-
NacCl 1,5 ML6sung:
Imidazol 70 mMpH 8,0 einstellen
H,O bidest 50,0 ml

Elutionspuffer NaHP O, 50 mM|mit frischer NaOH-
NacCl 300 mML6sung:
Imidazol 250 mMpH 8,0 einstellen
H,O bidest 50,0 ml
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Puffer zur Extraktion und Enzymreinigung mittels FEC

Proteinpuffer

Tris
KCI
H,O bidest

50 mN
100 mM

Amit HCI auf pH 7,5
einstellen und kihl

ad 2000,0 n

nlagern

Ldsungen zur Bestimmung des Proteingehaltes

Bradford-Losung

Coomassie Brilliant blue G
Ethanol 96%
0-Phosphorséaure

~28D0,0 mg
50,0 ]
100,0

Coomassie in Ethanol
lbsen, Phosphorsaure
mligeben und mit $O

H.O bidest ad 1000,l|auf 1,0 | auffillen,
nach Filtration bei
4,0 °C lagern
Puffer und Losungen fir die SDS-Gelelektrophorese
Sammelgel KO bidest 3,0ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,3 ml
Acrylamid/BIS 30% 0,65 ml
10% (w/v) SDS 0,05 ml
10% (w/v) APS 0,1ml
TEMED 5,0 4
Trenngel HO bidest 3,3ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml
Acrylamid/BIS 30% 4,0 ml
10% (w/v) SDS 0,05 ml
10% (w/v) APS 0,1ml
TEMED 5,0
Probenpuffer KO bidest 2,7 mbei 4,0 °C lagern
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,0 mi
Glycerin 2,0m
10% (w/v) SDS 3,3ml
[3-Mercaptoethanol 0,5 ml
0,5% (w/v) Bromphenolblau 0,5 mi
10x Laufpuffer Tris 15,0 hei RT lagern, vor
Glycin 72,0 gVerbrauch 1:10
Na-SDS 5,0 gverdinnen
H,O bidest ad 500,0 ml
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Losungen zur Coomassie-Farbung von SDS-Page-Gelen

Farbelésung

Coomassie R 250

Stammldsung. 25,0 ml
Methanol 100,0 ml
Essigséaure 20,0 ml
H,O bidest ad 200,0 ml
Coomassie- Coomassie R 250 O|Farbstoff I6sen, dann
Stammloésung kD bidest 50,0 mfiltrieren
Entfarber Methanol 30,0 ml
Essigsaure 20,0 ml
H,O bidest ad 200,0ml
Losungen zur Silbernitrat-Farbung von SDS-Page-@al
Silberfarbe- Ethanol 60,0 nilagerung bei RT
Lésung | Essigséaure 20,0 mi
H,O bidest 120,0 ml
Silberfarbe- Ethanol 60,0 nilagerung bei RT
LOsung Il Natriumacetat 0,49
Natriumthiosulfat 1,0p
H,O bidest 140,0 ml
Silberlésung Silbernitrat 0,2-0,4fgisch herstellen
Formaldehyd 1mM
H,O bidest 200,0 ml
Entwickler Natriumdicarbonat 12,(isch herstellen
Formaldehyd 6 m¥
H,O bidest 200,0 ml
Stopplésung Citronensaure 2,3 M
H.O bidest 200,0 ml
Losung zur Regeneration der PpSaulen
NaOH-Stammldsung NaOH 8,01lgosung vor Gebrauch
H.O bidest 200,0 mB : 50 mit HO bidest
verdinnen
Puffer zur Gelfiltration
Proteinpuffer Tris 50 mNImit HCI auf pH 7,5
KCI 100 mM| einstellen und kihl
H,O bidest ad 2000,0 milagern
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2.1.4 Bakterienstamme und Plasmide

Bakterienstamme

E.coli relevante Eigenschaften

K12 DH% F' ¢80dlacziM15 end Al hsdR17 (rkK') supE44 thi-1'gyrA96
relAl A(lacZYA-argFV 169) deoR

BL 21 F, ompT, hsdS (rBnB), gal, dcm

Vektoren

Plasmid Bezugsquelle

prSet B Invitrogen

pET-28c Novagen

2.1.5 Losungen und Puffer zur Kristallisierung

Proteinpuffer

Tris Puffer Tris 130,0 mgnit HCI pH 7,75

H,0 bidest 50,0 mkinstellen, sterilfiltrieren
Na-HEPES Na-HEPES 60,5 nuH 7,75 einstellen,

H,0 bidest 50,0 mkterilfiltrieren

Screeningpuffer

Puffer zur Kristallisation der Firma Jena Bioscienae

Prazipitant 1 Prazipitant 2 Puffer pAdditiv um

15% PEG 400 entfallt 100 mM Na-Acetat| #4160 mM CaCl
15% PEG 400 entfallt 100 mM Na-MES eemtfallt

15% PEG 400 entfallt 100 mM Na-HEPES [260 mM MgCh
15% PEG 400 entfallt 100 mM Tris-HCI 8§30 mM Na-Citrat
25% PEG 400 entfallt 100 mM Na-Acetat| 4160 mM MgC}
25% PEG 400 entfallt 100 mM Tris-HCI 8§30 mM LSO,
28% PEG 400 entfallt 100 mM Na-HEPE§ [280 mM CaCi
30% PEG 400 entfallt 100 mM Na-Acetat| #4160 mM CaC}
30% PEG 400 entfallt 100 mM Na-MES 610 mM Na-Acetat
30% PEG 400 entfallt 100 mM Na-MES 610 mM MgCh
30% PEG 400 entfallt 100 mM Na-HEPES [260 mM MgCh
30% PEG 400 entfallt 100 mM Tris-HCI 8300 mM Na-Citrat
30% PEG 550 entfallt 100 mM Bicine 9 100 mM NacCl
25% PEG 550 entfallt 100 mM Na-MES 61 mMM ZnSQ
25% PEG 1000 entfallt 100 mM Na-HEPEES [&btfallt
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30% PEG 1000 entfallt 100 mM Tris-HCI géntfallt

25% PEG 1500 entfallt entfallt entfallt

20% PEG 1500 entfallt 100 mM Na-HEPES [&Btfallt

30% PEG 1500 entfallt entfallt entfallt

20% PEG 2000 entfallt 100 mM Tris-HCI 88 mM NiCh

25% PEG 2000 entfallt entfallt entfallt

30% PEG 2000 entfallt 100 mM Na-MES 6190 mM Na-Acetat
20% PEG 3000 entfallt 100 mM Na-HEPES [260 mM Na-Acetat
30% PEG 3000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8§20 mM LbSOy

4% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat| {edtfallt

8% PEG 4000 entfallt entfallt entfallt

8% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat| {editfallt

10% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-MES 6200 mM MgC})
12% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-HEPES [4,60 mM Na-Acetat
12% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI gentfallt

16% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8200 mM LbSOy
16% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 820 mM Na-Acetat
16% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8§20 mM MgC}
18% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat deatfallt

20% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8§20 mM LbSOy
20% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8200 mM CacCl2
22% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-HEPES [260 mM Na-Acetat
25% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat Aehtfallt

25% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-MES 6200 mM MgCh
25% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8200 mM Cadl
30% PEG 4000 entfallt entfallt entfallt

30% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat 1160 mM MgC}h
30% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-MES eemtfallt

30% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-HEPES [260 mM CaCdl
30% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8§20 mM LbSOy
30% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8200 mM Na-Acetat
30% PEG 4000 entfallt entfallt entfallt
30%PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI §200 mM MgCh

8% PEG 4000 100 mM LiCl 100 mM Tris-HCI g éntfallt

10% PEG 4000 20% 2-Propanol entfallt entfallt

10% PEG 4000 10% 2-Propanol 100 mM Na-Citrat endfallt

10% PEG 4000 5% 2-Propanol 100 mM Na-HEPES |ehHallt

10% PEG 4000 20% 2-Propanol 100 mM Na-HEPES |en8allt

12% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat 260 MM (NH,),SO,
15% PEG 4000 entfallt entfallt 200 mM (NSO,
15% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Citrat 5200 mM (NH,).SO,

16% PEG 4000 10% 2-Propanol 100 mM Na-HEPES |206 mM (NH,),SO,
20% PEG 4000 entfallt entfallt 200 mM (NSO,
20% PEG 4000 10% Glycerin entfallt 200 mM MgSO
20% PEG 4000 5% 2-Propanol entfallt 100 mM Nadtitr
20% PEG 4000 20% 2-Propanol entfallt 100 mM NaaCit

20% PEG 4000

entfallt

100 mM Na-HEPE

U)

®60 mM NacCl




1t

it

[l Material 33
20% PEG 4000 10% 2-Propanol 100 mM Na-HEPE$S 7,5falknt
22% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat 4,6 200 MNL)-SO,
25% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat 4,6 200 NSO,
25% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Citrat 5/6 200 mWHE),SO,
25% PEG 4000 200 mM 30, 100 mM Na-HEPES 7,9 100 mM Na-Acets
25% PEG 4000 8% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-Ate
30% PEG 4000 entfallt entfallt 200 mM (WSO,
30% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Acetat 4,6 200 NN L)-SO,
30% PEG 4000 entfallt 100 mM Na-Citrat 5/6 100 nHE).SO,
30% PEG 4000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p 800 mMCLI
25% PEG 5000 entfallt 100 mM Tris-HCI 856 200 mMI®D,
30% PEG 5000 entfallt 100 mM Na-HEPES §,5 200 mMANSO,
3% PEG 6000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p 100 mM KCI
10% PEG 6000 entfallt entfallt 10 mM MgCl
12% PEG 6000 2,0 M NaCl entfallt entfallt

15% PEG 6000 5% Glycerin entfallt entfallt

15% PEG 6000 50 mM KCI entfallt 10 mM MgCl
16% PEG 6000 entfallt entfallt 10 mM Na-Citrat
20% PEG 6000 entfallt 50 mM Imidazol-HC| 8|0 entfal
25% PEG 6000 entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 100 mMILi
28% PEG 6000 0,5 M LiCl 100 mM Tris-HCI 8,p entfall
30% PEG 6000 1,0 M LiCl entfallt 100 mM Na-Acetd
33% PEG 6000 entfallt entfallt 10 mM Na-Citrat
2% PEG 8000 0,5 M kB0, entfallt entfallt
2% PEG 8000 1,0 M k8O, entfallt entfallt
4% PEG 8000 entfallt entfallt entfallt
8% PEG 800 200 mM LICl entfallt 50 mM Mg30O
8% PEG 8000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p entfallt

10% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-MES 6|5 200 mM Zretat
10% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-HEPES 71,5 200 mMACatat
10% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-Acetat 4,6 50 mM-Mzptat
10% PEG 8000 entfallt entfallt 200 mM Mg-Acet
10% PEG 8000 entfallt entfallt 200 mM Mg-Acet
10% PEG 8000 10% Ethylenglykol 100 mM Na-HEPES redtfallt

10% PEG 8000 10% PEG 1000 entfallt entfallt

12% PEG 8000 5% Glycerin entfallt 100 mM KCI
12% PEG 8000 10% Glycerin entfallt 500 mM KCI
15% PEG 8000 entfallt entfallt 200 mM (WSO,
15% PEG 8000 500 mM 30, entfallt entfallt

15% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-MES 6/5 200 mM Nzetat
15% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-Citrat 50 mM (NSO,
18% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 200 mMACatat

18% PEG 8000

2% 2-Propanol

100 mM Na-HEPE(

U7

7,5 nMONa-Acetat

18% PEG 8000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8,6 200 mM3ID,
20% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 entfallt

20% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-MES 6/5 200 mM Mcefat
20% PEG 8000 entfallt 100 mM CHES 9/5 entfallt
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22% PEG 8000 entfallt 100 mM Na-MES 6|5 200 mM (NBO,
25% PEG 8000 entfallt entfallt 200 mM LiCl
30% PEG 8000 entfallt entfallt 200 mM (WSO,
8% PEG 10000 entfallt 100 mM Na-Acetat 4,6 entfallt

14% PEG 10000 entfallt 100 mM Imidazol-HCI 8|0 aiitf

16% PEG 10000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 entfallt

18% PEG 10000 20% Glycerol 100 mM Tris-HCI 8,5 1o NaCl
20% PEG 10000 entfallt 100 mM Na-HEPES 1,5 entfallt

30% PEG 10000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 entfallt

10% PEG 20000 entfallt 100 mM Na-MES 6|5 entfallt

17% PEG 20000 entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 100 m\NyGhL
20% PEG 20000 entfallt entfallt entfallt

0,5 M (NH,),SO, 1,0 M Li,SO, 100 mM Na-Citrat entfallt

1,0 M (NH,).SO entfallt entfallt entfallt

1,0 M (NH,)2SOy entfallt 100 mM Na-Acetat 4.6 entfallt

1,0 M (NH,).SO, 2% PEG 400 100 mM Na-HEPES 7|5 entfallt

1,0 M (NH,).SO, entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt

1,2 M (NH,).SO, 3% 2-Propanol 50 mM Na-Citrat entfallt

1,5 M (NH,),SOy 15% Glycerin 100 mM Tris-HCI 8,9 entfallt

1,6 M (NH,).SO, 0,5 M LiCl entfallt entfallt

1,6 M (NH,).SO, 1,0 M Li,SO, entfallt entfallt

1,6 M (NH,).SOy entfallt 100 mM Na-HEPES 7,% 200 mM NaCl
1,6 M (NH,).SO, 2% 2-Propanol 100 mM Na-HEPES 7|5 entfallt

1,8 M (NH,).SO entfallt 100 mM Na-MES 6,5 entfallt

2,0 M (NH,).SO, 2,0 M NaCl entfallt entfallt

2,0 M (NH,),SO, entfallt 100 mM Na-Acetat 4.6 entfallt

2,0 M (NH,),SO, 5% PEG 400 100 mM Na-MES 6,p entfallt

2,0 M (NH,).SO, entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt

2,2 M (NH,),SO, entfallt entfallt entfallt

2,2 M (NH,).SO;, 20% Glycerin entfallt entfallt

2,4 M (NH,),SO, entfallt 100 mM Na-Citrat entfallt

3,0 M (NHy)2SO, 1% MPD entfallt entfallt

3,0 M (NH,).SO;, 10% Glycerin entfallt entfallt

3,5 M (NH,),SO, entfallt 100 mM Na-HEPES 7,% entfallt

3,5 M (NH,),SO, 1% MPD 100 mM Na-MES 6,9 entfallt

3,5 M (NH,),SO, entfallt entfallt entfallt

10%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-HEPES 7,% 100 mM Na-Citral
pentandiol

12%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 100 mM Mggl
pentandiol

15%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-Acetat 4, 20 mM CaCl
pentandiol

15%  2-Methyl-2,4{5% PEG 4000 100 mM Imidazol-HCI 8,0 entfallt
pentandiol

15%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-Citrat 5,6 200 mM (NHSO,

pentandiol
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15%  2-Methyl-2,4;entfallt 100 mM Na-MES 6,5 100 mM Mg-Acets
pentandiol
15%  2-Methyl-2,4;entfallt 100 mM Na-HEPES 7,% 200 mM Na-Citral
pentandiol
20%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-HEPES 7,% 100 mM Na-Citral
pentandiol
20%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Imidazol-HCI| 8,0] entfallt
pentandiol
20%  2-Methyl-2,414% Glycerin entfallt 200 mM NacCl
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-Acetat 4, 20 mM CaCl
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-Citrat 5,6 200 mM (NHSO,
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-HEPES 6,5 200 mM Mg-Acet
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-HEPES 7,% 500 mM (WSO,
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 200 mM Na-Citral
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4t5% PEG 4000 100 mM Na-HEPES 7|5 entfallt
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4110% PEG 4000 100 mM Imidazol-HCI 8,0 entfallt
pentandiol
30%  2-Methyl-2,4120% Ethanol entfallt entfallt
pentandiol
35%  2-Methyl-2,4tentfallt entfallt entfallt
pentandiol
35%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Imidazol-HCI| 8,0] entfallt
pentandiol
40%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt
pentandiol
47%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-HEPES 7,% entfallt
pentandiol
47%  2-Methyl-2,4:2% tert.-Butanol entfallt entfallt
pentandiol
50%  2-Methyl-2, 4tentfallt entfallt entfallt
pentandiol
50%  2-Methyl-2,4115% Ethanol 10 mM Na-Acetat entfallt
pentandiol
50%  2-Methyl-2,4120% 2-Propanol 50 mM Na-Acetat 50 mM NaCl
pentandiol
50%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 100 mM
pentandiol (NHy)H.PO,

55%  2-Methyl-2,4tentfallt entfallt entfallt
pentandiol
60%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-Acetat 4, 10 mM CaCl

pentandiol
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60%  2-Methyl-2,4tentfallt 20 mM Na-Acetat entfallt
pentandiol

70%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Na-MES 6,5 entfallt
pentandiol

70%  2-Methyl-2,4tentfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt
pentandiol

20% Methanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 10 mM daC
2% Ethanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 entfallt

5% Ethanol 5% 2-Methyl-2,4- {100 mM Na-HEPES 7,9 entfallt

pentandiol
5% Ethanol 5% 2-Methyl-2,4- {100 mM Tris-HCI 8,5| 200 mM NacCl
pentandiol

10% Ethanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 entfallt

12% Ethanol 4% PEG 400 100 mM Na-Acetat 4,6 emtfall

14% Ethanol 5% Glycerin 100 mM Tris-HCI 8,p entfall

18% Ethanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 entfallt
20% Ethanol entfallt entfallt entfallt
20% Ethanol 10% Glycerin entfallt entfallt
30% Ethanol 10% PEG 6000 100 mM Na-Acetat entfallt
45% Ethanol entfallt entfallt entfallt
50% Ethanol entfallt 100 mM Na-Acetat entfallt
60% Ethanol 1,5% PEG 6000 50 mM Na-Acetat entfallt
60% Ethanol entfallt entfallt 100 mM NaCl
2% 2-Propanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p 10 mM BIg,
5% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 entfallt

10% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-Acetat 4,6 200 raRC)
10% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 200 MdCitrat
10% 2-Propanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p 10 mMyll,
12% 2-Propanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p 50 mMNdCI
15% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 200 MdCitrat
15% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-MES 6/5 200 mMGigrat
15% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 200 MNCI,
15% 2-Propanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p 200 nNW,-Acetat
20% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-Acetat 4,6 200 raRC)
20% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 200 MdCitrat
25% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 100 MNCI,
30% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-MES 6/5 200 mMGitrat
30% 2-Propanol entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 200 MNCI,
30% 2-Propanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,6 200 niNWs-Acetat
25% tert. Butanol entfallt 100 mM Tris-HCI 8,p 106M CaC}
35% tert. Butanol entfallt 100 mM Na-Citrat 5/6 fait
200 mM (NH)H2PO, |entfallt entfallt entfallt
400 mM (NH)H,PQ, |entfallt entfallt entfallt
200 mM K/Na-Tartrajentfallt entfallt entfallt
200 mM Mg-Acetat | entfallt entfallt entfallt
400 mM K/Na-Tartratentfallt entfallt entfallt
400 mM K/Na-Tartratentfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt
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500 mM (NH)H.PO, |entfallt 200 mM Na-Citrat entfallt
0,5 M Na-Acetat entfallt 100 mM Imidazol-HCI 8,0 t&illt
0,7 M Na-Citrat entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 entfal
0,7 M Li,.SOy entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 entfallt
0,8 M K/Na-Tartrat | entfallt 100 mM Na-HEPES 75 falit

1,0 M (NH,)H.,PO, | entfallt 100 mM Na-Citrat 5,6 entfallt

1,0 M (NH)H,PO, | entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt

1,0 M Li,SOy entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5/ 10 mM Nigl

1,0 M Na-Acetat entfallt 100 mM Imidazol-HCI 8,0 t&illt

1,0 M Na-Formiat entfallt 100 mM Na-Acetat 46 ¢itf

1,4 M Na-Acetat entfallt 100 mM Na-MES 6,b entfallt

1,4 M Na-Citrat entfallt 100 mM Na-HEPES 7,5 entfal

1,5 M Li, SO, entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt

1,5 M Na-Citrat entfallt entfallt 6,5 entfallt

1,6 M MgSQ entfallt 100 mM Na-MES 6,5 entfallt

1,6 M K/Na-Tartrat | entfallt 100 mM Na-MES 6,p elitfa
2,0 M NH;-Formiat | entfallt 100 mM Na-MES 6,5 entfallt
2,0 M (NH)H,PO, |entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5| entfallt
2,0 M NH;-Formiat | entfallt entfallt entfallt
2,0 M MgCb entfallt 100 mM Tris-HCI 8,5 entfallt
2,0 M NacCl entfallt 100 mM Na-MES 6,5 200 mM Na-Azie
2,0 M Na-Formiat entfallt 100 mM Na-Acetat 4)6 éitf

1,0 M (NH)H,PO, |30% Glycerin 100 mM Tris-HCI 8,3 entfallt
4,0 M NaCl entfallt 100 mM Na-HEPES 7,6 entfallt
3,0 M Na-Formiat entfallt entfallt entfallt

Puffer zur Kristallisation der Firma Sigma Aldrich

Prazipitant 1 Prazipitant 2 Puffer piH Additivum
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,6 0,2 M CaLll
pentandiol
0,4 M K/Na-Tartrat | entfallt entfallt entfallt
0,4 M (NHy))H.PO, entfallt entfallt entfallt
2,0 M (NH,),SO, entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5| entfallt
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,3 0,2 M Na-Citrat
pentandiol
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,p 0,2 M MgCl
1,4 M Na-Actetat entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6|5 tfaht
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Citrat 5/6 0,2 M Nktetat
30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6,5 M Na-Citrat
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 416 0,2 MpNktetat
1,0 M (NH)H,PO, |entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6| entfallt
30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 0,2 MQHig
30% PEG 400 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,6 0,2 M Nat@t
28% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 75 0,2 M GaCl
30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 8,5 0,2NW,).SO;,
1,5 M Li,SOy entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,9 entfallt
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30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,6 0,2 ME&D,
20% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodylat ,5  0,MgtAcetat
30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,0 0,2 MHN.SO,
25% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 416 0,2 M SO,
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6,3 0,2 M Mg-Acetat
pentandiol
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,p 0,2 M Nadiat
30% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 75 0,2 M MgCl
20% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-Acetat 416 0,2 6GH
1 M Na-Acetat entfallt 0,1 M Imidazol 6,5 entfallt
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6/ 0,2 M NHAcetat
pentandiol
20% Propanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 75 0,2 M Naat
30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6,5 O,ANBtAcetat
0,8 M K/Na-Tartrat | entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 ctitf
30% PEG 8000 entfallt entfallt 0,2 M (NHSO,
30% PEG 4000 entfallt entfallt 0,2 M (NHSO,
2,0 M (NH,),SO, entfallt entfallt entfallt
4,0 M Na-Formiat entfallt entfallt entfallt
2,0 M Na-Formiat entfallt 0,1 M Na-Acetat 46 elitfa
0,8 M NaHPO, entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,3 0,8M KRO,
8% PEG 8000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,b entfallt
8% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 416 entfallt
1,4 M Na-Citrat entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,6 entfall
2,0 M (NH,),SO, 2% PEG 400 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt
20% PEG 4000 20% 2-Propanol 0,1 M Na-Citrat 5,6 fadnt
20% PEG 4000 10% 2-Propanol 0,1 M Na-HEPES 7,5 akntf
20% PEG 8000 entfallt entfallt 0,05 M KPIO,
30% PEG 1500 entfallt entfallt entfallt
0,2 M Mg-Formiat entfallt entfallt entfallt
18% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6,5 0,ZMAcetat
18% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 8,5 0,ZKtAcetat
2,0 M (NH,),SO, entfallt 0,1 M Na-Acetat 4.6 entfallt
2,0 M (NHy)H.PO, entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5| entfallt
2% PEG 8000 1,0 M k8O, entfallt entfallt
15% PEG 8000 0,5 M kSO, entfallt entfallt
10% PEG 6000 entfallt entfallt 2,0 M NaCl
0,01 M CTAB 0,5 M NacCl entfallt 0,01 M Mggl
25% Ethylenglykol | entfallt entfallt entfallt
35% Dioxan entfallt entfallt entfallt
5% 2-Propanol entfallt entfallt 2,0 M (NHSO,
1,0 M Imidazol entfallt entfallt 7,0 entfallt
10% PEG 8000 10% PEG 1000 entfallt entfallt
10% Ethanol entfallt entfallt 1,5 M NacCl
entfallt entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,4 2,0 M NaCl
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,64 0,2 M NaCl

pentandiol
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1,0 M 1,6-Hexandiol | entfallt 0,1 M Na-Acetat 46 0O M CoC})
30% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-Acetat 416 0,1 M CdCl
30% PEG 2000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 416 0,2 M SO,
0,2 M K/Na-Tartrat | entfallt 0,1 M Na-Citrat 56 2D (NH,4).SO,
1,0 M Li,SOy entfallt 0,1 M Na-Citrat 56 0,5M (NhSO,
2% Polyethylenimin | entfallt 0,1 M Na-Citrat 56 ObBNaCl
35% tert. Butanol entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 diiltf
10% Jeffamine M-60ntfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 0,1 M Fegl
2,5 M 1,6-Hexandiol | entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 tkit
entfallt entfallt 0,1 M Na-MES 6,9 1,6 M MgSQO
12% PEG 20000 entfallt 0,1 M Na-MES 6/5 entfallt
10% Dioxane entfallt 0,1 M Na-MES 6,p 1,6 M (B0,
30% Jeffamine M-60@entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 0,05 M CsLl
1,8 M (NH,).SO, entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 0,01 M CofLl
30% PEG 5000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 0,2M (MO,
25% PEG 550 entfallt 0,1 M Na-MES 6,6 0,01 MZnSO
entfallt entfallt 1,6 M Na-Citrat 6,5 entfallt
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,3 0,5M (NHSO,
pentandiol
5% 2-Methyl-2,4- 10% PEG 10000 0,1 M Na-HEPES 7\5 entfallt
pentandiol
20% Jeffamine M-60@entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt
1,6 M (NH,).SO, entfallt 0,1 M Na-HEPES 7, 0,1 M NacCl
2,0 M NH;-Formiat | entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt
1,0 M Na-Acetat entfallt 0,1 M Na-HEPES 75 0,080dSQ
70% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,3 entfallt
pentandiol
4,3 M NaCl entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt
8% Ethylenglykol 10% PEG 8000 0,1 M Na-HEPES T,5tfadn
20% PEG 20000 entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt
3,4 M 1,6-Hexanedidlentfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5| 0,2 M MgGl
25% tert. Butanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 ernlfa
1,0 M Li,SOy entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5| 0,01 M NiGI
20% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 1,5M (NSO,
pentandiol
50% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5| 0,2 M NiHPhospha
pentandiol
20% Ethanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,% entfallt
20% PEG 2000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,p 0,01 M NIC
20% PEG 550 entfallt 0,1 M Bicine 9,0 0,1 M NaCl
entfallt entfallt 0,1 M Bicine 7,5 2,0 M Mggl
10% PEG 20000 2% Dioxan 0,1 M Bicine 9|0 entfallt
15% PEG 20000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8 0,1 MMgC
20% PEG 20000 entfallt entfallt entfallt
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,3 0,5M (NHSO,
pentandiol
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30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,3 0,02 M CaCll
pentandiol
35% Glycerin entfallt entfallt 0,26 M Na/K-Tartr
35% Glycerin entfallt entfallt 0,1 M NHPhospha
25% Glycerin entfallt 0,1 M Tris-HCI 8, 1,6 M (NHSO,
30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,3 0,2 M Na-Citrat
pentandiol
20% Glycerin 24% PEG 4000 0,1 M Tris-HCI 8/5 0,16wWjCl,

30% Glycerin entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6,5 0,98\M-Acetat

30% Glycerin

21% 2-Propanol

0,1 M Na-Cacodylaf

514 M Na-Citrat

15% Glycerin

25,5% PEG 4000

0,1 M Na-Citrat

,6 7ML Na-Acetat

15% Glycerin

25,5% PEG 4000

0,1 M Na-Acetat

1,6 7OVILNa-Acetat

10% Glycerin

entfallt

0,07 M Na-Citrat

= I NI~

5 0,7 MED)H,PO,

10% Glycerin 27% 2-Propanol 0,1 M Na-HEPES 1,5 OMBIgCl,
30% PEG 400 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 0,2 M Nat@t
5% Glycerin 26,6% PEG 400 0,1 M Na-HEPES 1,5 0,1GaChH

15% Glycerin

25,5% PEG 8000

0,085 M Na-Cacody

8,17 M (NH),SO,

25% Glycerin

entfallt

0,075 M Na-HEPES

7[5 1,128 MSO,

15% Glycerin

25,5% PEG 4000

0,085 M Tris-HCI

8,5170M LipSOy

20% Glycerin

16% PEG 8000

0,08 M Na-Cacodyl

6,516 01 Mg-Acetat

20% Glycerin

24% 2-Propanol

0,08 M Tris-HCI

8|5 ®N NHs-Actetat

20% Glycerin

20% PEG 4000

0,08 M Na-Acetat

0,16\NW4),SO,

30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6,3 0,2 M Mg-Acetat
pentandiol

15% Glycerin 25,5% PEG 4000 0,085 M Tris-HCI 8,5170M Na-Acetat
30% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 75 0,2 M MgCl
30% Glycerin 14% 2-Propanol 0,07 M Na-Acetat 4,6140y1 CaC}

30% Glycerin entfallt 0,07 M Imidazol 6,5 0,7 M Maetat

30% 2-Methyl-2,4-
pentandiol

entfallt

0,1 M Na-Citrat

0,2 M NHActetat

30% Glycerin

14% 2-Propanol

0,07 M Na-HEPES

7.5 40MMNa-Citrat

15% Glycerin

25,5% PEG 8000

0,085 M Na-Cacody

lab

8),7 M Na-Acetat

35% Glycerin

entfallt

0,065 M Na-HEPES

7/5 0,52 NMNK-Tartrat

15% Glycerin 25,5% PEG 4000 entfallt 0,17 M (NSO,
15% Glycerin 25,5% PEG 8000 entfallt 0,17 M (M3O,
25% Glycerin entfallt entfallt 1,5 M (NHLSO,
10% Glycerin entfallt entfallt 3,6 M Na-Formiat
30% Glycerin entfallt 0,07 M Na-Acetat 46 1,4 M-Rarmiat
25% Glycerin entfallt 0,075 M Na-HEPES 7/5 0,6 Ma(K)H,PO,

35% Glycerin

5,2% PEG 8000

0,065 M Na-HEPES

/.5 fadnt

30% Glycerin

5,6% PEG 4000

0,07 M Na-Acetat

D

1,6 fadint

10% Glycerin

entfallt

0,09 M Na-HEPES

75 1,26 M-Qidrat

15% Glycerin

1,7% PEG 400

0,085 M Na-HEPES

7,5 M(NH4),SO,

5% Glycerin

19% PEG 4000

0,095 M Na-Citrat

(61]

,6  1BRropanol
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15% Glycerin 17% PEG 4000 0,085 M Na-HEPES ¥.,5 &%P%sopanol
20% Glycerin 16% PEG 8000 entfallt 0,04 M 1D,
20% Glycerin 24% PEG 1500 entfallt entfallt
50% Glycerin entfallt entfallt 0,1 M Mg-Formiat

20% Glycerin

14,4% PEG 8000

0,08 M Na-Cacodyl

30516 M Zn-Acetat

20% Glycerin

14,4% PEG 8000

0,08 M Na-Cacodyl

516 M Ca-Acetat

20% Glycerin entfallt 0,08 M Na-Acetat 46 1,6 MHN.SO,
20% Glycerin entfallt 0,08 M Tris-HCI 8,5 1,6 M (NjH.PO,
20% Glycerin 1,6% PEG 8000 entfallt 0,8 M3,
20% Glycerin 12% PEG 8000 entfallt 0,4 MO,

Puffer zur Kristallisation aus dem Institut flr Phy sikalische Biotechnologie,

Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg

Prézipitant 1 Prézipitant 2 Puffer pAdditivum

30% MPD entfallt 0,1 M Na-Acetat 4®,2 M CaC}
entfallt entfallt 0,1 M Na-MES 6,40,1 M K/Na-Tartrat
0,4 M (NHy)H.PO, entfallt entfallt 6,4 entfallt

3,0 M (NHy).SO, entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,3 entfallt

19% MPD entfallt 0,1 M Na-HEPES 7!9,19 M Na-Citrat
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 42 M MgCh
entfallt entfallt 0,1 M Na-HEPES 74,2 M Na-Citrat
2,0 M (NH,)2SO, entfallt 0,2 M Na-Citrat 5,6entfallt

30% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,9,2 M NH;-Acetat
1,5M (NH)H.PO, |entfallt 0,1 M Na-Acetat 5,%entfallt

2,0 M (K/Na)- entfallt 0,1 M Na-HEPES 6,60,2 M (NH,)>.SO,
Phosphat

20% PEG 400 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8/9,2 M Na-Citrat
25% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-HEPES 702 M CaC}

30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,2,2 M MgCbh

29% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Citrat 59,19 M LSO,

1 M Na-Acetat 0,2 M LISO, entfallt 8,2 |entfallt

20% MPD entfallt 0,07 M Tris-HCI 6,50,13 M (NH,)H,POy,
2,0 M (K/Na)- entfallt 0,1 M Tris-HCI 6,6/0,2 M NH,-Acetat
Phosphat

30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Citrat 8,0,1 M (NH,).SO,
30% MPD entfallt 0,1 M Na-MES 6,entfallt

30% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 14,2 M MgCh

30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8/0,2 M Na-Acetat
1,0 M K/Na-Tartrat | entfallt 0,1 M Tris-HCI 9,[lentfallt

entfallt entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,40,2 M CaC}

20% MPD entfallt 0,07 M Na-Citrat 6,/,33 M NH;-Acetat
entfallt entfallt 0,1 M Na-MES 6,92 M Na-Acetat
30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,8,2 M K/Na-Tartrat
entfallt entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,1,0 M K/Na-Tartrat
30% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-Acetat 482 M (NH,).SO,
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20% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-HEPES T3B1 M (NH,).SO,
entfallt entfallt 0,1 M Na-MES 6,82,0 M (NHy)2SOy
30% Ethanol entfallt 0,1 M Na-MES 6/P,2 M NaCl

30% Ethanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 70,2 M MgClh
30% Ethanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,,2 M NH;-Acetat
30% Ethanol entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,8,2 M CaC}

30% Ethanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 74,2 M Na-Acetat
29% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 6®2 M MgCh
30% MPD entfallt 0,1 M Na-HEPES 7|@ntfallt

2,0 M Na-Formiat entfallt 0,1 M Na-Acetat 5/8ntfallt

30% Isopropanol entfallt 0,1 M Na-HEPES T(h2 M Na-Citrat
20% PEG 4000 10% 2-Propanol 0,1 M Na-HEPES éfallt

1,0 M Li,SOy entfallt 0,1 M Na-HEPES 7, pentfallt

30% PEG 4000 0,2 M LSO, 0,1 M Tris-HCI 8,6|entfallt

30% PEG 6000 entfallt 0,1 M Na-HEPES T®2 M (NH,)2SOy
1,5 M Na-Acetat entfallt 0,1 M Na-Acetat 6| &ntfallt

1,0 M (NH)H.POy entfallt entfallt 4,9/ entfallt

4,0 M Na-Formiat entfallt entfallt 8.dentfallt

1,2 M Na-Citrat entfallt 0,1 M Na-HEPES 7.entfallt

entfallt entfallt entfallt 8,20,4 M K/Na-Tartrat
entfallt entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,22,0 M (NH,).SOy
30% MPD entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,30,2 M MgChb
30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-MES 6,3,2 M Na-Citrat
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Citrat 6,4,2 M NH;-Acetat
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 50,2 M NH;-Acetat
30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8(0,2 M Na-Citrat
28% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES @2 M CaC}

30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-MES 68,8.2 M (NH,).SO,
30% MPD entfallt 0,2 M Imidazol-HCI 7,00,2 M NH;-Acetat
30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 6/8,2 M (NH,)H.PO,
25% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 40,2 M (NHy)2SOy
30% MPD entfallt 0,1 M Na-MES 6,[lentfallt

30% Isopropanol entfallt 0,1 M Na-Acetat 43,2 M CaC}
entfallt entfallt 0,1 M Imidazol-HCI 7,60,5 M Na-Acetat
30% MPD entfallt 0,1 M Imidazol-HCI 7,920,2 M NH;-Acetat
18% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 6H2 M Na-Citrat
30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-MES 59,2 M Na-Acetat
entfallt entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,®,8 M K/Na-Tartrat
30%PEG 400 entfallt entfallt 50,2 M (NH,).SO,
30% PEG 4000 entfallt entfallt 6,0,2 M (NH,)2SO,
entfallt entfallt entfallt 5,82,0 M (NHy),SO,
1,6 M K/Na-Phosphatentfallt 0,1 M Na-HEPES 9,0entfallt

4% PEG 400 entfallt 0,1 M Tris-HCI 4 )@ntfallt

2% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 4 éntfallt

1% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-HEPES 182 M (NHy).SO,

20% PEG 4000

20% 2-Propanol

0,1 M Na-Citrat

& Btfallt
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25% PEG 8000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 64 0,2 M (WHPO,
entfallt entfallt 0,1 M Na-MES 6,8 1,4 M Na-Acetat
20% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,4 0,2 M Mg-fate
30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,3 0,2 M NHcetat
30% MPD entfallt 0,1 M Na-MES 6,4 0,2 M Mg-Acetat
22% MPD entfallt 0,09 M Na-Citrat 6,3 0,19 M MAcetat
30% PEG 8000 entfallt entfallt 6,0 0,2M (WEBO,
8% PEG 8000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 entfallt

8% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,7 entfallt

20% PEG 8000 entfallt entfallt 94 0,05 MHPO,
30% PEG 1000 entfallt entfallt 7,2 entfallt

entfallt entfallt entfallt 7,3 0,2 M Mg-Formiat
18% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,3 0,2 M Zn-fate
18% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 0,2 M Catate
entfallt entfallt 0,1 M Na-Acetat 45 2,0 M (NHSO,
2% PEG 8000 1,0 M LSO, entfallt 6,7 entfallt

9% PEG 8000 0,86 M bSOy entfallt 6,7| entfallt

entfallt 1,5M LpSOy 0,1 M Na-HEPES 7,7 entfallt

40% MPD entfallt 0,1 M Na-HEPES 7/0 0,1 M Na-Citrat

entfallt entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,8 1,35 M Na-@itr

2% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 71,6 2,0 M (MNSO,
Puffer zur Kristallisation der Firma Hampton

Prazipitant | Préazipitant Il Puffer pH Additivum

30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,6 0,02 M CacCl
pentandiol

0,4 M K/Na-Tartrat | entfallt entfallt entfallt

1,4 M (NH)H.POy entfallt entfallt entfallt

2,0 M (NH,),SO, entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 entfallt

30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 0,2 M Na-Citrat

pentandiol

30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8/5 0,2 M MgCl

1,4 M Na-Acetat entfallt 0,1 M Na-Cacodyla6,5 | entfallt

30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-Cacodylas,5 | 0,2 M Na-Citrat

30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 0,2 M Nitetat

30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,6 0,2 MMNAktetat
1,0 M (NH,)H.PO, | entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 entfallt

30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 1,5 0,2 MQlg

30% PEG 400 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 0,2 M Nat@t

28% PEG400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 1,5 0,2M GaCl

30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodyl&h,5 | 0,2 M (NH),SO,

1,5M Li, SO, entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt

30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8/5 0,2 MEDy

20% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodylas,5 | 0,2 M Mg-Acetat

30% 2-Propanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 85 0,2 M MHcetat

25% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 46 0,2M @8O,
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30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Cacodylat 6,5 | 0,2 M Mg-Acetat
pentandiol

30% PEG 4000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8/5 0,2 M Naciat
30% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 1,5 0,2 M MgCl
20% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,6 0,2 6GCH

1,0 M Na-Acetat entfallt 0,1 M Imidazol 6,5 entfall

30% 2-Methyl-2,4- |entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 0,2 M NHAcetat
pentandiol

20% 2-Propanol entfallt 0,1 M Na-HEPES 1,5 0,2 MGClaat
30% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodyl&h,5 | 0,2 M Na-Acetat
0,8 M K/Na-Tartrat | entfallt 0,1 M Na-HEPES 7.5 eiitf

30% PEG 8000 entfallt entfallt 0,2 M (NHSO,
30% PEG 4000 entfallt entfallt 0,2 M (NHSO,
2,0 M (NH,)2SOy entfallt entfallt entfallt

4,0 M Na-Formiat entfallt entfallt entfallt

2,0 M Na-Formiat entfallt 0,1 M Na-Acetat 4|6 efitfa

0,8 M NakPO, entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt

8% PEG 8000 0,8 M KHPO, 0,1 M Tris-HCI 8,5| entfallt

6% PEG 4000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 4.6 entfallt

1,4 M Na-Citrat entfallt 0,1 M Na-HEPES 7|5 entfall

2% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt

20% 2-Propanol 2,0 M (NPLSO, |0,1 M Na-Citrat 5,6 entfallt

10% 2-Propanol 20% PEG 4000 0,1 M Na-HEPEB 7,5 akntf

20% PEG 8000 20% PEG 4000 entfallt 0,05 M,RBy
30% PEG 1500 entfallt entfallt entfallt

0,2 M Mg-Formiat | entfallt entfallt entfallt

18% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodylak,5 | 0,2 M Zn-Acetat
18% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-Cacodyl&k,5 | 0,2 M Ca-Acetat
2,0 M (NHy)2SOy entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,6 entfallt

2,0 M (NH)H,PO, |entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 entfallt

2% PEG 8000 entfallt entfallt 1,0 MASG,
15% PEG 8000 entfallt entfallt 0,5 M. BO,
10% PEG 6000 entfallt entfallt 2,0 M NaCl
entfallt entfallt entfallt 0,01 M MgGl
25% Ethylenglykol | entfallt entfallt entfallt

35% Dioxan entfallt entfallt entfallt

5% 2-Popanol entfallt entfallt 2,0 M (NHSO,
1 M Imidazol entfallt entfallt 7,Q entfallt

10% PEG 1000 10% PEG 8000 entfallt entfallt

10% Ethanol entfallt entfallt 1,5 M NaCl

2 M NaCl entfallt 0,1 M Na-Acetat 4,6 entfallt

30% MPD entfallt 0,1 M Na-Acetat 46 0,2 M NaCl
1,0 M 1,6 Hexandiol entfallt 0,1 M Na-Acetat 460DM CoCh

1% PEG 400 entfallt 0,1 M Na-Acetat 46 0,1M CdcCl
1% PEG 2000 entfallt 0,1 M Na-Acetat 46 0,2M SO,
1,0 M (NH,),SO, entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 0,2 M Na/K-Tartrg
1,0 M Li,SOy entfallt 0,1 M Na-Citrat 5,6 0,5M (NHLSO,
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1% Ethylenimin entfallt 0,1 M Na-Citrat 56 0,5 MalI

1% tert. Butanol entfallt 0,1 M Na-Citrat 5/6 elitfa

1% Jeffamine entfallt 0,1 M Na-Citrat 5/6 0,01 MHe
1,0 M 1,6 Hexandiol entfallt 0,1 M Na-Citrat 5|6 tiEdit

1,0 M MgSQ entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 entfallt

1,0 M NacCl entfallt 0,1 M Na-MES 6,6 0,1 M NaPD,
entfallt entfallt entfallt 0,1 M KKHPO,
12% PEG 20000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 entfallt

10% Dioxan entfallt 0,1 M Na-MES 6,p 1,6 M (NEO,
30% Jeffamine entfallt 0,1 M Na-MES 6|5 0,05 M GsClI
1,8 M (NH,).SO, entfallt 0,1 M Na-MES 6,3 0,01 M CofLl
30% PEG 5000 entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 0,2M (NSO,
25% PEG 550 entfallt 0,1 M Na-MES 6/5 0,01 M ZnSO
1,6 M Na-Citrat entfallt entfallt 6,5 entfallt

30% MPD entfallt 0,1 M Na-HEPES 75 0,5M (NHED,
10% PEG 6000 5% MPD 0,1 M Na-HEPES 7.5 entfallt

20% Jeffamine entfallt 0,1 M Na-HEPES 1,5 entfallt

1,6 M (NH,).SO, entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 0,1 M NacCl
2,0 M NH;-Formiat | entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt

1,0 M Na-Acetat entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 0,050dSQ
70% MPD entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt

4,3 M NacCl entfallt 0,1 M Na-HEPES 7,5 entfallt

10% PEG 8000 entfallt 0,1 M Na-HEPES 1,5 entfallt

20% PEG 10000 8% Ethylenglykol| 0,1 M Na-HEPE$ 7 Btfadlt

3,4 M 1,6 Hexandiol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 \M2MgCl,
25% tert. Butanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,6 erifa

1,0 M Li,SOy entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,50 0,01 M NiGl
12% Glycerin entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 1,5M (NHSO,
50% MPD entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,5 0,2 M (NHH.PO,
20% Ethanol entfallt 0,1 M Tris-HCI 8,b entfallt

20% PEG 2000 entfallt 0,1 M Tris-HCI 8/5 0,01 M MiC
20% PEG 550 entfallt 0,1 M Bicine 9/0 0,1 M NaCl
2,0 M MgClh entfallt 0,1 M Bicine 9,0 entfallt

2% Dioxan 10% PEG 20000 0,1 M Bicine 9,0 entfallt
Kryopuffer

Zur Verwendung als Kryopuffer wurden den entspradea Kristallisationspuffern 15%

Glycerol (steril) zugesetzt.
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2.1.6 Gerate

Elektrophorese

Standard Power Pack P25

Biometra

Geldokumentation

Multilmage Light Cabinett

Alphantitech Corporation

Photometer Ultraspec 1000 Pharmacia Biotech
pH Meter pH 325 WTW
Schiittler HAT Infors
Steriltechnik Vapoklav Sterico
Temperierung Dry Block DB 3D Techne
Wasserbad Kottermann
Waagen Analysenwaage Sartorius
Feinwaage Sartorius
Zentrifugen Universal 32 R Hettich
Biofuge 13 Heraeus
Sorvall RC 5B Du Pont
Vakuumkonzentrator Genevac SF 50 Biometra
Zentrifugenkonzentratoren Vivaspin 6-10 Vivascience

Reinluft

LiminAir HLB 2472

Reinstwasser

Milli-Q Reagent Water

Millipore
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3 Methoden

3.1 Methoden der Molekularbiologie

3.1.1 Anzucht und Kultivierung voi.coli

Im Allgemeinen erfolgte die Anzucht der verschieglerkt.coli-Stamme in LB-Medium
(2.1.2). Fur die Transformation wurdeé.coli in SOC-Medium (2.1.2) angezogen und
anschlieBend auf festem LB-Medium (2.1.2) in Peliaden ausgestrichen. Zum Erhalt von
Einzelkolonien wurden diese Platten Uber Nacht3ded °C im Brutschrank aufbewahrt. Fur
die Plasmidextraktion wurden 5,0 ml LB-Medium méndPlattenkulturen angeimpft und tber
Nacht bei 37,0 °C kultiviert. Fur die Ansatze zuoteinexpression wurdg.coli in 50,0 -
400,0 ml LB-Medium bei 37,0 °C in einem Rundscldittangezogen. Zur besseren
Durchliftung erfolgte dies in Schikanekolben. Fig dnschlieRende Expression wurde die
Temperatur auf 25,0 °C gesenkt. Alle Medien wurden Selektion mit den entsprechenden
Antibiotika (2.1.2) versetzt.

3.1.2 Aufbewahrung vork.coli-Kulturen

Die in 3.1.1 gewonnenen Plattenkulturen konnterefiien Zeitraum von max. sechs Wochen
bei 4,0 °C im Kihlschrank gelagert werden. Fir Diawiéuren wurde von Ubernachtkulturen
nach 8,0 h bei 37 °C 0,8 ml abgenommen und diesdgmén mit 0,2 ml autoklaviertem

Glycerin (87%) vermischt. Diese Kulturen waren 8€,0 °C lagerungsfahig.

3.1.3 Messung der Zahl der Mikroorganismen

Mittels Tribungsmessung wurde das Bakterienwachgpitometrisch tberwacht. Dazu
wurden jeweils 0,75 ml Bakteriensuspension bet 600 nm gegen nicht beimpftes LB-
Medium vermessen. Dabei entsprach die AbsorptianCi&;o = 1 einer Zellenzahl von
ca. 8 x 16 (Bertram und Gassen, 1991).
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3.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA durch Minipraparation

Zur Gewinnung von Plasmiden aus.coli-Kulturen wurden die Bakterienzellen der
Ubernachtkultur der alkalischen Lyse (Birnboim ubdly, 1979) unterworfen. Bei diesem
Prozess wurden die Zellen durch SDS alkalisch fiyRNA durch RNAse abgebaut, Proteine
bzw. chromosonale DNA durch Natriumacetat-Zusatéltjeund die gewaschene Plasmid-
DNA durch Zusatz von Isopropanol prazipitiert.

Bei der Minipraparation wurden die Zellen aus 1,5 emer Ubernachtkultur durch

Zentrifugation bei 5000 U/min geerntet. Das Zelgelvurde in 300,0 ul Puffer P1 (2.1.2)
resuspendiert, mit 300,0 pl Puffer P2 (2.1.2) vetsend nach Klarung vorsichtig mit

300,0 pl Puffer P3 (2.1.2) vermischt. Nach eindwubationszeit auf Eis wurde 15,0 min bei
12000 U/min zentrifugiert. Der Niederschlag wurderworfen, der Uberstand mit dem
gleichen Volumenanteil an Chloroform versetzt, asstuttelt und erneut zentrifugiert. Zum
Abschluss wurde aus der oberen wassrigen PhasPBlaéenid-DNA durch Ethanolfallung

(3.1.5) prazipitiert.

3.1.5 Ethanolfallung von Plasmid-DNA

Bei der Ethanolfallung wurde die Losung, die diedahthielt, mit 0,1 VT 3,0 M Na-Acetat
pH 4,5 und 2,0 VT Ethanol abs. versetzt, kurz gatielt, 15,0 min auf Eis inkubiert und
anschlieend 15,0 min bei 13000 U/min zentrifugiBer entstandene Niederschlag wurde
mit 500,0 pl Ethanol 70 % gewaschen. Nach der ¢enefientrifugation wurden die Plasmide
getrocknet und konnten bei -20,0 °C gelagert werden

3.1.6 Quantifizierung von Nukleinsauren

Nach Sambrok et al. (1989) wurde die Konzentration Nukleinsduren (Ga) bestimmt.
Hierbei kam allerdings nur die Mengenbestimmung @oppelstrang-DNA zum Tragen.
Dabei wurde die Absorption bei 260 nm photometrisestimmt.

Cna = Agso X Abs. x Verdiinnung

Bei A 260 handelte es sich um den Absorptionskoeffizierden fur Doppelstrang-DNA bei
1,0 Asgo~ 50,0 pg/ml lag.



1l Methoden 49

3.1.7 Restriktion mittels Typ-ll-Endonukleasen

Typ-1l-Restriktionsendonukleasen hydrolysieren ddaosphodiesterbindungen der DNA
innerhalb einer festgelegten palindromischen Erkagesequenz. Die zu schneidende DNA,
der nach Hersteller vorgeschriebene Puffer undetitsprechende Endonuklease wurden
vermischt und bei dem angegebenen Temperaturoptifimnmehrere Stunden inkubiert.
Wurde die DNA in einem Ansatz mit unterschiedlicheastriktionsenzymen geschnitten,
wurde der Puffer so gewahlt, dass beide Enzymeemb®nde Aktivitdt besalRen. Ein
Reaktionsansatz bestand aus ungefahr 500,0 ng DN@, ul 10xRestriktionspuffer,
Restriktionsenzym nach Angaben des HerstellersMasiser bidest ad 10,0 pl.

3.1.8 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Fur die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurds 8ystem Nucleo Extract Il der Firma
Machery & Nagel verwendet. Dafur wurde das gewltescBDNA-haltige Gelstlick

herausgeschnitten und die DNA in dem nach Hersteltegeschriebenen Puffer geldst.
AnschlieRend wurde die DNA nach Herstellervorsthaii Silicagel gebunden, gewaschen

und eluiert.

3.1.9 Ligation

Unter einer Ligation versteht man die Kondensatmm dsDNA unter der Bildung von
intermolekularen Phosphodiesterbindungen. Die ai@igéen Enzyme katalysierten die
Verknupfung eines freien“Phophatrestes eines DNA-Stranges mit eirity8lroxylgruppe
eines anderen DNA-Stranges.

Fur die Ligation wurden die Enden der zu verknigéan DNA-Fragmente mit
Endonukleasen verdaut, so dass klebrige Endenaadtst. Fir den Ligationsansatz wurde
das Insert im Uberschuss (ca. 200,0 ng) mit dersnfith(50,0 ng) versetzt. Nach Zugabe von
1,0 ul 10xLigationspuffer, T4-DNA-Ligase und Wassatest ad 10,0 ul wurde Uber Nacht
bei 16,0 °C inkubiert.
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3.1.10 Transformation irE.coli

Fur jede Transformation wurden 50,0 pul CakiimpetenteE.coli-Zellen mit 1,5 - 2,5 pl
Plasmidlésung vermischt und 20,0 min auf Eis inkubiNachdem der Transformationsansatz
50,0 sec bei 42,0 °C einem Hitzeschock ausgesedrt wurde der gesamte Ansatz sofort
wieder fur zwei Minuten auf Eis gestellt. Anschieeld wurden zu den Zellen 950,0 pl SOC-
Medium (2.1.2) zugegeben und 1,0 h bei 37,0 °Cesném Inkubationsschittler inkubiert.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation tiber 4,0 ro& 4000 U/min geerntet, der Uberstand
abgegossen und die resuspendierten Zellen auf ledBPlatte mit den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert. Die so beimpften Plattevurden tber Nacht bei 37,0 °C im
Brutschrank aufbewahrt und anschlie3end im Kihésthbei 4,0 °C gelagert.

3.1.11 Insertionskontrolle

Alle in der Arbeit eingesetzten Vektoren enthieltmmdestens ein Antibiotikumresistenz-
Gen. Durch Zugabe des Antibiotikums oder der Antika zum Anzuchtmedium wurde eine

Selektion auf transformierte und nicht transforit@ér.coli-Zellen durchgefihrt.

3.1.12 Proteinexpression

Das Vektor-DNA Konstrukt wurde ife.coli BL21 transformiert und auf LB-Platten mit
Ampicillin und Chloramphenicol fur die BIS bzw. Kamycin und Chloramphenicol fur die
BPS zur Selektion ausplattiert und Uber Nacht Bed S3C im Brutschrank gelagert. Ein Klon
wurde dann Uber Nacht in 10,0 - 50,0 ml antibiatikaltigem LB-Medium (2.1.2)
aufgezogen. Von dieser Ubernachtkultur wurden d&6n 10,0 ml zum Animpfen in 100,0-
400,0 ml vorgewéarmtes, mit den entsprechenden futitila versetztes LB-Medium Uberfihrt
und bei 37,0 °C bis zu einer @9 von 0,8 - 1,0 inkubiert. Zur Induktion der gewdUinisn
Proteine wurde der Bakteriensuspension 10 mM IPiigegeben und weiter 4,0 - 20,0 h bei
25,0 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentgétion bei 6500 U/min geerntet.
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3.1.13 Zellaufschluss

Das nach 3.1.12 erhaltene Zellpellet wurde in 80QJ)0 Lysis-Puffer pro 50,0 ml
Zellsuspension vollstandig resuspendiert und mitfeHivon Ultraschall am Sonifier
aufgeschlossen. Die erhaltene Losung wurde 10,0 Inein 13000 U/min und 4,0 °C
zentrifugiert, um die unléslichen Zellbestandtelen den sich in Losung befindlichen
Proteinen zu trennen. Der so entstandene Uberstdindem Proteinrohextrakt wurde der

Proteinreinigung mittels Affinitatschromatograpi82.1) unterzogen.

3.2 Methoden der Biochemie

3.2.1 Affinitatschromatographie

Das Prinzip der Affinitdtschromatographie beruhtéspeziellen Interaktionen zwischen dem
zu reinigenden Protein und einer Matrix. Dadurclrdeudas Uberexpremierte Protein leicht
von dem bakteriellen Fremdprotein getrennt. Durdd Hohe Spezifitat und die sich
anschlielenden Waschschritte war es mit Hilfe d@éini#tschromatographie maoglich, eine
bis zu hundertfache Reinigung in einem Schritt mieéen. Zusatzlich hatte diese Art der
Proteinaufreinigung einen Aufkonzentrierungseffakt,dass aus verdinnten Proteinldsungen

kleinvolumige Eluate mit hohem Proteinanteil gewemmverden konnten.

3.2.1.1 Proteinreinigung Uber Ni-NTA-Agarose
Die immobilisierte Metall-lonenmethode ist eine @dfiektivsten AffinitAitschromatographien
zur Reinigung von Proteinen. In dieser Arbeit avdgagte Proteine wurden alle tUber die Ni-
NTA-Methode gewonnen. Hierbei ging der an Sephais&B gekoppelte Ligand Nitrilo-
Tri-Essigsaure (NTA) mit vier der insgesamt secherlinierten Bindungsstellen von 4
lonen stabile Interaktionen ein (Ni-NTA-Agarose)ieDrestlichen zwei Bindestellen der
immobilisierten Nf*-lonen standen somit fiir eine spezifische Intecakthit Histidinresten
von Proteinen zur Verfigung. Diese 6x-Histidinrester auch Polyhistidinreste wurden
durch die Expressionsvektoren (2.1.4) am C- oddeNninus an das aufzureinigende Protein
angefugt. Die Elution der gebundenen Proteine g¢okbntweder durch Protonierung der

Histidinreste (Senkung des pH Wertes) oder durelvVa@irdrangung mit Imidazol (in dieser
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Arbeit verwendete Variante). Die Reinigung der Eneyerfolgte unter nativen Bedingungen
nach einem modifizierten Protokoll der Firma Qiagen

Der unter 3.1.13 gewonnene Proteinrohextrakt wumite200,0 pl Ni-NTA Agarose (Fa.
Qiagen) pro 50,0 ml Ausgangszellsuspension versBa$ gewtnschte Protein wurde fur
mindestens 60,0 min bei 4,0 °C auf dem end-over®ciuittler an die Matrix gekoppelt.
Nach der Kopplung wurde die gesamte Losung bef@,dn eine leere PI3-Saule mit Fritte
Uberfihrt, der Durchlauf aufgefangen und anschhdiginfmal mit 1,0 ml Waschpuffer
(2.1.4) gewaschen. Auch die einzelnen Waschlosungerden aufgefangen. Nach dem
Waschen wurde der Ni-NTA-Agarose/Proteinkomplexeatrmit 1,0 ml Lysispuffer gespuilt.
Zur Elution wurde sechsmal mit 500,0 ul Elution$puf(2.1.4) gespult und die vereinigten
Fraktionen wurden aufgefangen. Die Regeneration MeNTA-Agarose erfolgte nach
Vorschrift mit 0,2 M Essigséaure, 30 % Glycerin uiesser bidest.

3.2.1.2 Proteinreinigung tUber FPLC

Nach dem gleichen Prinzip wie bei der Affinitatsmmatographie mit freier Ni-NTA-Agarose
wurde auch die Proteinaufreinigung mittels FastétneLiquid-Chromatography (FPLC)
durchgefuhrt. Diese Methode wurde flr kleine Expi@mssansatze angewandt. Die Ni-Matrix
lag in fertig gepackten HisTrap-Saulen der Firmaefsham Biosciences vor. Nach der
Proteininduktion wurden die abzentrifugierten Baleezellen in FPLC-Bindungspuffer
(2.1.3) aufgenommen und mittels Ultraschall aufgeben. Die Zellbestandteile und
unlésliche Proteinanteile wurden durch Zentrifugatbei 13000 U/min fur 10,0 min entfernt.
Der klare Uberstand wurde in die FPLC injiziert utid 6xHis-tag tragenden Proteine wurden
aufgrund ihrer hohen in 3.2.1.1 beschriebenen A#finzu der Matrix auf der Saule
zurtckgehalten. Nach dem Waschen der Saule, um exithanhaftendes Fremdprotein zu
entfernen, wurde durch Erhdéhung des Imidazolgehaite Elutionspuffer (2.1.3) das
aufgereinigte Protein von der Trennsaule verdraAghand des Elutionsprofils wurde die
proteinenthaltende Fraktion bestimmt und die Pnoteinge wurde nach Bradford (3.2.2)
quantifiziert. Die Aufreinigung erfolgte unter fa@gden Bedingungen.
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Volumen [ml] | Beschreibung| Bedingungen Flussrate
0,0 UV-Lampe anschalten start
0,0 isokratische Bindungspuffer 100% 0,5ml
Elution Elutionspuffer 0%  fur 5,0ml
5,0 ProbenaufgabgProbe automatische Injektion 0,5ml
static loop dber Ventil  fir 4,0ml
9,0 isokratische Bindungspuffer 100% 0,5ml
Elution Elutionspuffer 0%  fur 5,0ml
14,0 binarer Bindungspuffer 100%> 0% 0,5ml
Gradient Elutionspuffer 0%— 100%| far 10,0ml
24,0 isokratische Bindungspuffer 0% 0,5ml
Elution Elutionspuffer 100%  fir 5,0ml
29,0 isokratische Bindungspuffer 100% 0,5ml
Elution Elutionspuffer 0%  fur 5,0ml
34,0 UV-Lampe ausschalten stop

3.2.2 Bestimmung von Proteingehalten nach Bradford

Das Absorptionsmaximum von Coomassie-Brilliant Biggschiebt sich im sauren Milieu in
Gegenwart von Protein von 465 nm auf 595 nm. DiéSgenschaft wurde zur
Proteinquantifizierung genutzt (Bradford 1976). Flie Messung wurden 1,0 - 10,0 pl
Proteinlésung mit Wasser bidest ad 100,0 pl unchaain 900,0 pl Bradfordreagenz (2.1.3)
versetzt. Nach 5,0 min Inkubation bei Raumtemperatwrde die Absorption bei 595 nm
gegen einen Bradfordansatz ohne Protein (100,0 adséf und 900,0 ul Bradfordreagenz)
bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde dann adhaeriner mit BSA im
Konzentrationsbereich von 1,0 - 10,0 ug aufgenonemeéfalibriergeraden berechnet.

3.2.3 SDS-Page / Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gdlelekorese

Nach Laemmli (1970) kdnnen mit Hilfe dieser Methd@®teine nach ihrer Grol3e getrennt
und anhand von Markern die Molekilmassen der enerePolypeptide bestimmt werden.
Bei dem Elektrophoresegel handelt es sich um eirlekidarsieb, das aus Acrylamid-
Polymeren besteht, die durch Bisacrylamid querntetreend. Durch Erhitzen in Gegenwart
von 3-Mercaptoethanol und SDS werden die Probeatdeeart, in Untereinheiten gespalten
und mit SDS beladen. Durch das SDS wird die Eighmig des Proteins tUberdeckt und es
entsteht eine negative Ladung auf der OberflackePdeteins, die in Abhangigkeit zur Masse
steht. Dadurch hangt die Wanderungsgeschwindigkest Proteins im Gel nur von seiner

Masse ab.
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3.2.3.1 Herstellung des Gels, Probenvorbereitung und Elekthorese

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurde zuerst dasngedn2.1.3) hergestellt. Daftir wurden
1,5 M Tris Puffer, 10 % SDS, Wasser bidest und 10AP& durch leichtes Schwenken
vermischt. Erst ganz am Ende wurden Acrylamid utMED zugesetzt. Die erhaltene
Lésung wurde anschlieend zwischen zwei Glasplajgggossen und mit 800,0 ul Wasser
Uberschichtet. Die Polymerisation erfolgte Uber03®nin bei Raumtemperatur. Nach
Gelbildung im Trenngel wurde das Wasser mit Hiléa \Filterpapier wieder entfernt und das
Sammelgel (2.1.3) vorbereitet. Dazu wurden 0,5 N Puffer, 10 % SDS, 10 % APS und
Wasser vorsichtig vermischt und nach der Zugabe ®eorylamid und TEMED ohne
Luftblasen Uber das Trenngel geschichtet. Zur Taedgidung wurde ein Haifischkamm in
das noch nicht polymerisierte Gel eingesetzt. Ndgin Erstarren wurde der Kamm entfernt.
Die Proben wurden abh&ngig vom Gesamtvolumen nit-15,0 pl Proteinprobenpuffer
(2.1.3) versetzt und 10,0 min bei 90,0 °C denaturidach anschlieRender Zentrifugation
wurde das vollstandige Probenvolumen und der Gro@éger (PageRuler, Firma Fermentas)
in die Sammelgelkammern pipettiert. An die mit HEeghoresepuffer (2.1.3) geflllte
Kammer wurde eine Spannung von 20,0 mA fir das Selgehund 35,0 mA fir das
Trenngel angelegt. Die Elektrophorese der vertikdtachgele erfolgte unter Kihlung der
Gelapparatur fir ca. 3,0 h.

3.2.3.2 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen
Zur Detektion elektrophoretisch getrennter Protemeden die Gele mit Coomassie-Blau
Lésung (2.1.3) fur mindestens eine Stunde, besger Nacht auf dem Schittler gefarbt.
Durch Anlagerung des Farbstoffs an basische unthatsche Aminosauren wurden die
Proteine angefarbt. Anschlie3end wurde das Geiihrere Stunden in der Entfarberlésung
(2.1.3) entfarbt, so dass die Proteinbanden sichtheden.

3.2.3.3 Silbernitratfarbung von SDS-Gelen
Fur die sensitive Silbernitratfarbung (Heukeshoue Dernick, 1988) wurde das Gel zur
Fixierung fir 60,0 min oder Uber Nacht bei Raumterafur in Silberfarbelésung | (2.1.3)
leicht geschiittelt. Dabei denaturierten die Pr&eind eine weitere Wanderung im Gelbett
wurde unterdriickt. Nach 60,0 min Sensitivierung Sikberfarbeldosung Il (2.1.3) folgte
dreimaliges Waschen fur 10,0 min in Wasser bidesschlie3end wurde das Gel 30,0 min in

der Silbernitratlosung (2.1.3) gefarbt. Dabei lagersich Ad-lonen an die Proteine an und es
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bildeten sich Silberalbuminte. Nach erneutem zwégam Waschen wurde das Gel in den
Entwickler (2.1.3) uberfuhrt und geschiittelt, bie &roteinbanden sichtbar wurden. Durch
die Zugabe der alkalischen Formaldehydldsung wurdien Silberionen zu elementarem
Silber reduziert und die Protein-Silber-Komplexenkten im VIS-Licht detektiert werden.

Gestoppt und aufbewahrt wurde das SDS-Gel in Séeppg (2.1.3).

3.2.3.4 Dokumentation von SDS-Gelen

Die Dokumentation der gefarbten SDS-Gele erfolgté-dtoscanner (Multilmage Light
Cabinett, Fa. Alpha Innotech) mit VIS-Durchlicht.

3.2.4 Entsalzen und Umpuffern von Proteinldsungen

Haufig war zur Lagerung oder fur die Kristallisatiein Umpuffern bzw. Aufkonzentrieren
der Proteine notwendig. Damit bei diesen ProzedseRroteine nicht denaturierten, mussten
Methoden angewandt werden, die einen schonenden akgngmit dem Protein

gewabhrleisteten.

3.2.4.1 Entsalzen und Umpuffern kleiner Volumina Proteinlosmg
Zum Umpuffern und zum Entsalzen kleiner Voluminardan PQ¢-Fertigsaulen (Betthohe
50 cm, 81,5 cm, Fa. Amersham Biosciences) eingesbtese Sdulen waren mit einem
Sephadex G-25 Material geflllt, dessen Trennbereiwischen 1000 und 5000 Da lag.
Dadurch wurden niedermolekulare Substanzen wieeSalriickgehalten, wahrend Proteine
mit dem Ausschlussvolumen eluiert wurden. Aquiliriwurde die Saule mit 30,0 ml des
Elutionspuffers. Das Probenvolumen von 2,5 ml wurdeh der Aquilibrierung aufgetragen
und vollstandig in das Gelbett einziehen gelass&m. Elution wurde mit 3,5 ml des
Elutionspuffers das Protein aus dem Gelbett hemuagchen. Zum Abschluss mussten die

Saulen mit 30,0 ml 0,2 M Natronlauge und 30,0 mk®éa bidest gespult werden.

3.2.4.2 Entsalzen und Umpuffern grof3er Volumina Proteinléag
Zum Umpuffern und zum Entsalzen grofRRer Volumina dear Zentrifugenkonzentratoren
eingesetzt. Hierbei kamen Vivaspin 6 (bis 6,0 nadt@inlésung) und Vivaspin 20 (bis 20,0 ml

Proteinlésung) mit einem ,Molecular weight cut of®dn 10.000 (Firma Vivascience) zum
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Einsatz. Die Proteinlésung wurde oberhalb der fFiltambran der Konzentratoren eingefllt
und bei 4,0 °C und 7000 U/min zentrifugiert, umatudie auftretenden Zentrifugalkréafte die
Proteine von der Pufferlosung abzutrennen. Dureh Rlorengrof3e definiert, wurden die
Proteine zuriickgehalten, wahrend niedermolekularerbiidungen wie Salze oder
abgespaltene Fusionspeptide mit dem Durchlauf reluisrden. Ein weiterer Vorteil dieser
Konzentratoren war eine magliche Aufkonzentrierungdem das abgetrennte Puffervolumen

durch ein kleineres Volumen des neuen Puffers araetrde.

3.2.5 Aufbewahrung des gereinigten Proteins

Nach Umpuffern von imidazolhaltigem Elutionspuféarf 0,1 M Tris/HCI Puffer pH 7,5 oder
0,1 M KH,PO, Puffer pH 7,5 konnten die Proteine bei 4,0 °C Bisf ohne Aktivitatsverlust
fur 2 Wochen gelagert werden.

3.2.6 Abspaltung des Polyhistidinendes

Um Stoérungen bei der Kristallisierung von Proteingurch das polare Polyhistidin zu
vermeiden, musste der 6xHis-tag mit Endonukleasem vestlichen Protein abgetrennt

werden.

3.2.6.1 Abspaltung des Polyhistidinendes von pRSet B cadieProteinen
Der zur Expression verwendete pRSet B Vektor besagchen dem 6xHis-tag codierenden
Bereich und der MCS eine Region, die fur eine Exki@aseschnittstelle codierte, so dass im
exprimierten Protein das Polyhistidinende leichgedpalten werden konnte. Eingesetzt
wurde eine Trypsinmodifikation, die die gleiche &mkungssequenz besitzt wie eine
Enterokinase. Zur Abspaltung wurden Protein ung3iryariante im Massenverhaltnis 100 :
1 vermischt und 2,0 h bei 37,0 °C inkubiert. Da dlagosin selbst einen nicht abspaltbaren
6xHis-tag besal3, konnten nach der Inkubation mitedfinitatschromatographie ( 3.2.1.1)
nicht gespaltenes Protein, abgespaltene Polyhistidien und die Trypsinmodifikation von

dem geschnittenen Protein abgetrennt werden.
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3.2.6.2 Abspaltung des Polyhistidinendes von pET 28c codie Proteinen
Der pET 28c Vektor besald zwischen dem 6xHis-tagecedden Bereich und der MCS eine
Region, die fir eine Thrombinschnittstelle codief@ngesetzt wurde Thrombin von der
Firma Novagen. Zur Abspaltung wurden Protein uncbiribin im Massenverhaltnis 2000 : 1
vermischt und 4,0 h bei 37,0 °C inkubiert. Das géiepe Protein wurde mittels Gelfiltration
(3.3.7) von den abgespaltenen Polyhistidinrestgeténnt. Nicht gespaltenes Protein wurde
mit Hilfe einer der Gelfiltration vorgelagerten Himp-Saule (Fa. Amersham Biosciences)

aus dem Ansatz entfernt.

3.3 Methoden der Analytik

3.3.1 Inkubation der Polyketid-Synthasen

Alle Bestandteile des Inkubationsansatzes wurdesinem 1,5 ml Reaktionsgefal3 bei 35,0° -
37,0 °C fur 10,0 min inkubiert. Zum Stoppen derubétion wurden 27,0 ul Eisessig zum
Reaktionsansatz gegeben. AnschlieRend wurde dgmtamsatz zweimal mit dem gleichen
Volumen Ethylacetat extrahiert, wobei zur Phasemiag jeweils 3,0 min bei 13000 U/min
zentrifugiert wurde. Nach der Extraktion wurden diereinigten Ethylacetatphasen im
Vakuum getrocknet. Als Negativkontrolle diente @&weaktionsansatz mit gekochtem, also

denaturiertem Protein.

Biphenyl-Synthase

Menge der Stammldsung Endkonzentration
Benzoyl-CoA 8,0 ul 12,4 uM
Malonyl-CoA 10,0 pl 18.1 uM
Enzym 0,5-2,0 ug
KH,POy-Puffer pH 7,0 ad 250,0 ul
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Benzophenon-Synthase

Menge der Stammldsung Endkonzentration
Benzoyl-CoA 8,0 ul 12,4 uM
Malonyl-CoA 10,0l 18.1 uM
Enzym 0,5-2,0 ug
KH.POy-Puffer pH 7,0 ad 250,0 pl

3.3.2 HPLC/ Hochleistungsfliissigchromatographie

Die unter 3.3.1 gewonnenen Rickstande wurden giH#HLC-Analyse in 100,0 pl Wasser
bidest. : Methanol (50 : 50) aufgenommen und inH.C-Anlage eingespritzt.

3.3.2.1 Instrumentierung HPLC 1

Pumpe Waters 1525 Binary Pump

Detektor Waters 2487 Dual Detector

Degaser TSP/ Thermo Seperation Products

Software Waters Breeze GPC

Trennsaule Hypersil Gold 150x 4,6/5um Fa. ThernektEbn Cooperation

3.3.2.2 Instrumentierung HPLC 2

Pumpe Waters 616

Detektor Waters 996 DAD

Degaser TSP/ Thermo Seperation Products
Autosampler Waters 717plus

Controller Waters 600 s

Software Milennium 2010 Chromatography Manager
Trennsaule Varian

3.3.2.3 Mobile Phase
Die HPLC-Analyse der enzymatischen Produkte erfolgtit einem binédren Gradienten
(Wasser bidest, pH 2,5 und Methanol) mit einer $flate von 0,5 ml/min. Die
Zusammensetzung des FlieBmittelgemisches andede isinerhalb der angegebenen

Zeitintervalle.
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Zeit [min] Methanol-Anteil [%0] Wasser-Anteil [%]
0,00 50 50
2,00 50 50
12,00 70 30
20,00 90 10
21,00 95 5
23,00 95 5
25,00 50 50
33,00 50 50
3.3.3 GC-MS

3.3.3.1 Instrumentierung

Vorsaule 2 m x 0,32 mm fused silica, desaktiviea, Phenomenex
Trennséule 30 m x 0,32 mm ZB1, Fa. Phenomenex
Injektionsvolumen 1,0 pl

Injektor 250 °C, Splitverhaltnis 1:20

Tragergas He, 1,6 ml/min

lonenquellentemperatur. 180 °C

Energie 70 eV

Temperaturprogramm 10 °C-300 °C, 10 °C/min

Die Kapillarsaule wurde tber eine beheizte Verbngd280 °C) direkt mit einem Triple-

Quadropole-Massenspektrometer gekoppelt.

3.3.3.2 Probenvorbereitung
Abweichend zu 3.3.1 wurde den Extrakten der Enzwéie fir die GC-MS-Analyse vor
dem Einengen mittiberfuhrtes Wasser mit,®@ entzogen. Anschlielend wurden die
Ethylacetatphasen nicht im Vakuum, sondern unten @&tickstoffstrom getrocknet. Die
zurtckbleibenden Produkte wurden zur Derivatisigrum MSTFA [N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)-tri-fluoroacetamid] aufgenommen dirB0,0 min bei 75,0 °C erhitzt. Diese

L6sung wurde dann ohne weitere Aufreinigung direldie GC-MS-Apparatur eingespritzt.

3.3.4 ESI-MS

Die Bestimmung der Masse von Molekilen mittels Idaenspraymethode ist ein sehr haufig
genutztes Verfahren, da es leicht mit einer HPLKogpelt werden kann und so als online-
Methode gut zugéanglich ist und leicht Gberwachtdeerkann. Grundlage der ESI-MS ist die
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Erzeugung von Nebeltropfen in einem Hochvakuum,dmmen lonen freigesetzt werden. Die
lonisierung der Teilchen erfolgt durch ein starledsktromagnetisches Feld, durch das das
Aerosol gespruht wird. In Abhangigkeit zur Stérkesdelektrischen Feldes beruht die
lonisierung entweder auf der Protonierung basisadsr auf der Deprotonierung saurer
funktioneller Gruppen der zu analysierenden Sulast@xese Art der lonisierung limitiert
aber (gleichzeitig das System, da unpolare Verbigdnon aufgrund fehlender
lonisierungsmoglichkeiten nicht detektiert werdeniken. Da aber alle analysierten
enzymatischen Produkte Uber eine ausreichende it@blaerfiigten, war die ESI-MS die
Methode der Wahl zur Charakterisierung und Strakitkiarung der Substanzen.

3.3.4.1 Instrumentierung

Pumpe Series 1100 - Bin Pump G1312 A, HP
Injektor Rheodyne 7725i mit 20,0 pl Probenschleife
MS Anlage Esquire-LC mit Elektronenspray-lonisiagg&Sl), Bruker Daltonic
Detektor lon-Trap-Detektor, Bruker Daltonic
Software Esquire Control Software V. 4.5, Bruketda
Analysis V.3.0, Bruker Data
MS Parametef Dry gas temperature 365 °C
Dry gas flow 10,0 I/min
Nebulizer gas (I 50,0 psi
Capillary 3500,0 V
End plate offset 500,0 V
Skimmer 1 30,0 v
Skimmer 2 50V
Cap exit offset 70,0V
Trap drive 55
Scan range m/z 50 - 1500
Accu time 200,0 ms
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3.3.4.2 Probenvorbereitung
Die Proben fur die GC-MS-Analytik wurden nach deteighen Verfahren wie in 3.3.1
beschrieben hergestellt. Nur die Zusammensetzungveleschiedenen Inkubationsansatze

anderte sich nach folgendem Scale up-Schema.

Startersubstrat-CoA 32,0 jul 49,6 uM
Malonyl-CoA 40,0ul 72,4 UM
Enzym 10,0 pd
KH,POs-Puffer pH 7,0 ad 250,0l

Als Startersubstrate wurden Benzoyl-CaAHydroxybenzoyl-CoA undn-Hydoxybenzoyl-

CoA eingesetzt.

3.3.5 Radiochemische Verfahren

3.3.5.1 Flussigszintillation
Zur Messung der Radioaktivitat wurde ein Phillipa/ B700 Szintillationszahler eingesetzt.
Bis zu 10,0 pl wassriger Probe wurde in einem 4l&Konststoffszintillationsréhrchen mit

3,0 ml Aquasafe-Szintillationscocktail versetzt umdSzintillationszahler vermessen.

3.3.5.2 Radio-Dunnschichtchromatographie (Radio-DC)
Die Detektierung und die Quantifizierung radioaktivarkierter enzymatischer Produkte
erfolgte nach diinnschichtchromatographischer Awoftseg mit Hilfe des Radioscanners
RITA (Firma Raytest). Zur radioaktiven Markierungunste jeder Inkubationsansatz nach
3.3.1 mit [23“C] Malonyl-CoA (0,93 kBq) unterfiittert. Die getrauiten Produkte wurden in
50,0 pl Ethylacetat gelost und auf Kieselgel 66, Platten (20x20 cm, Schichtdicke 0,2 mm,
Fa. Merck) dunnschichtchromatographisch getrennas DOFlielBmittel setzte sich aus

Chloroform:Methanol:Wasser 69:27:4 (v/v/v) zusammen

3.3.5.3 Instrumentierung Radio-HPLC

Pumpe Merck Hitachi L-6200

Radiodetektor HLPC Radioactivity Monitor LB 506 D
UV-Detektor Merck Hitachi L-4200

Trennsaule Nucleosil 100 C-18, 250 x 5,0 um, Maey&Nagel
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3.3.5.4 Probenvorbereitung
Die wie in 3.3.1 beschriebenen Inkubationsansatzeden zur Vermessung mit der Radio-
HPLC mit [2C] Malonyl-CoA (0,93 kBq) unterfilttert. Die getraudten Riickstande
wurden in 50,0 ul Methanol 50,0 % aufgenommen uagod 20,0 ul in die HPLC
eingespritzt. Als FlieBmittel diente der binare @Geat nach 3.3.2.3. Die Detektion im
UV/VIS-Bereich erfolgte bei den jeweiligen Absomismaxima der erwarteten
Hauptprodukte. Fur die Radiodetektion wurde dem EfBluat direkt vor dem Eintritt in die
Messzelle des Radioaktivitats-Monitors das dreadholumen an Szintillationscocktail

(Aquasafe) beigemischt.

3.3.6 Gelfiltration

Die Gelfiltration ist ein schonendes Verfahren, Broteine nach ihrer Gro3e zu trennen oder
um die genaue Proteinmasse zu bestimmen. In diddeeit wurde die Gelfiltration

eingesetzt, um die Grol3e der aufgereinigten Pretainbestimmen.

3.3.6.1 Instrumentierung

Auto injection valve Biorad
Biologic workstation Biorad
Modell 2128 fraction collector Biorad
Hi prep 16/60 Sephacryl S-200 Saiwenersham Biosciences
Biologic HR Software Biorad

3.3.6.2 Mobile Phase

Zur Bestimmung der Proteingrof3e musste das Systenstziquilibriert werden.

Volumen | Beschreibung Bedingungen Flussrate
[mi]
0,0 UV Lampe anschalten Start
0,0 isokratische | D 100% 0,5 ml
Elution fur 180,0 m|
180 isokratische | 50 mM Tris HCI 100% 0,5 ml
Elution KCIpH 7,5 fur 60,0 ml
240,0 UV Lampe ausschalten Stop

Erst nach der Aquilibrierung wurden die Proteiner Zalibrierung bzw. die zu
untersuchenden Proteine in 2,0 ml Tris/HCI + 100 iK®1 Puffer pH 7,5 aufgenommen und

nach folgendem Schema injiziert.
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Volumen |Beschreibung Bedingungen Flussrate
[ml]
0,0 UV Lampe anschalten Start
0,0 Proben- Sample auto inject 0,5 ml
aufgabe static loop valve far 2,0 ml
2,0 isokratische 50 mM Tris HCI 100% 0,3 ml
Elution KCIpH 7,5 fur 242,0 ml
2420 UV Lampe ausschalten Stop

Mittels EDV konnte die Proteingrof3e anhand desi&tstzolumens und der Kalibriergeraden

errechnet werden.

3.3.7 Charakterisierung der Uberexpremierten Proteine

3.3.7.1 Bestimmung von Temperatur- und pH-Optima
Die Inkubationen (3.3.1) wurden mit KPO,-Puffer im Bereich von pH 5,0 - 9,0 in 0,5er
Schritten angesetzt und 10,0 min bei 35,0 °C inkbDie Ansétze enthielten 5,0 pg Protein.
Die enzymatischen Produkte wurden per HPLC-Analymenessen und nach Ermittlung des
optimalen pH-Wertes wurde eine weitere Serie im pematurbereich von 15,0° - 45,0 °C
inkubiert. Die optimale Temperatur wurde anhandRleduktmengen mittels HPLC-Analyse
(3.3.2) bestimmit.

3.3.7.2 Bestimmung des DTT-Optimums
Zur Bestimmung der optimalen DTT Konzentration waigen Anséatzen (3.3.1) DTT in den
Konzentrationen von 0, 5, 10, 50, 100, bzw. 200 piyesetzt. Nach 10,0 mindtiger
Inkubation bei 35,0 °C wurden die Produkte extrdhigetrocknet und per HPLC (3.3.2)

vermessen.

3.3.7.3 Ermittlung der Substratspezifitat
Fur die Bestimmung der Substratspezifitat wurdem ld&ubationsansatzen nach 3.3.1 neben
dem Kettenverlangerer Malonyl-CoA verschiedenet8tsmbstrate beigemischt. Zum Einsatz
als Starter kamen:
Benzoyl-CoA, o-Hydroxybenzoyl-CoA, m-Hydroxybenzoyl-CoA, p-Hydroxybenzoyl-CoA,
Cinnamoyl-CoA, o-Hydroxycoumaryl-CoA, m-Hydroxycoumaryl-CoA, undp-Hydroxy-
coumaryl-CoA. Die Inkubation erfolgte bei 35,0 @ 10,0 min. Die Produkte wurden mit
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Ethylacetat extrahiert und im Vakuum getrocknete Biuswertung erfolgte mittels HPLC
(3.3.2). Beim Auftreten unbekannter Produkte imddmatogramm wurde die Inkubation mit
dem entsprechenden Startersubstrat wiederholt in@rddukte wurden per LC-MS (3.3.4)
und GC-MS (3.3.3) identifiziert.

3.3.7.4 Bestimmung der kinetischen Daten
Bei der Bestimmung der Kund K Werte erfolgte die Inkubation mit den jeweils
bevorzugten Substraten fur das exprimierte EnzyrazuDwurden 2,0 pg Protein mit
verschiedenen Substratkonzentrationen im Tempenatwur pH-Optimum 10,0 min inkubiert.
Die eingesetzten Substratkonzentrationen lagef,Bei 12,0 x k,, das zweite Substrat wurde
jedem Inkubationsansatz zur Sattigung zugegeben.ekitrahierten Produktmengen wurden
mittels HPLC-Analyse (3.3.2) gegen eine zuvor anfgemene Kalibriergerade quantitativ

bestimmt und die kinetischen Daten mit EDV-Untemaiig berechnet.

3.4 Methoden der Proteinkristallisierung

3.4.1 Proteinkristallisierung

Die Experimente zur Proteinkristallisierung wurdenach den Methoden des
Dampfdiffusionsverfahrens durchgefihrt. Die ersBmmeening-Versuche erfolgten nach der
.Sitting drop“ Methode, um alle mdglichen Kristaliitionsbedingungen festzulegen. Zur
Gewinnung grofRerer Proteinkristalle und zur Optromg der Kristallisation wurde die

Methode des ,hanging drop“ angewandt. Bei beiderst&llisationsverfahren wurde eine
hochkonzentrierte  Proteinlésung (10,0 - 20,0 mg/mhit dem jeweiligen

Kristallisationspuffer zu gleichen Volumenanteilarermischt. In der so entstandenen
Stammldsung (motherliquid) wurde die Loéslichkeitssgze der Proteine durch langsame
Dampfdiffusion aus der Stammiésung in das Puffemesr Uberschritten und das Protein
konnte unter optimalen Bedingungen auskristalksiekVichtig bei der Proteinkristallisierung
war es, alle Losungen und Puffer vor dem Gebragehl zu filtrieren, um eine madgliche

Kontamination von aul3en zu vermeiden.
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3.4.1.1 Screening nach der ,sitting drop“ Methode
Das Screenen diente zur Ermittlung der Parametaerterudenen ein optimales
Kristallwachstum stattfand. Da alle diese Parametepirisch ermittelt werden mussten, war
das Screenen eine sehr aufwendige Aufgabe.
FUr das Screening wurde das Dampfdiffusionsverfamach der ,Sitting Drop“ Methode
angewandt. Daflr wurde mit einem Pipettierrobo@ar{esian, Fa. Zinsser Analytic) 20,0 pl
Kristallisationspuffer (2.1.5) in die Reservoirkamm von Proteinkristallisations-
Mikroplatten mit 96 Vertiefungen (Fa. Greiner) velggt. Nach dem Einfillen des Puffers
wurden aus dem Reservoir mit Hilfe des RobotersnB,Kristallisationspuffer entnommen
und auf das Plateau der jeweiligen Vertiefung pieet Zu dem vorgelegten Puffer wurde
dann das gleiche Volumen an Proteinlésung zupgethnschlieend wurden die Platten mit
durchsichtigen Klebefolien verschlossen. Die femigVellplates wurden bei 13,0 °C gelagert
und in regelméaRigen Abstéanden auf Kristallbildunigtets Imager Oasis LS3 (Fa. Veeco)
bzw. Mikroskop Uberpruft.

Y Klehefolie

? Pufferr eservoir

Abb. 3.1 Schematische Darstellung des ,, SittingptiMerfahrens

3.4.1.2 Proteinkristallisation nach der ,hanging drop“ Metlbde

Die ,hanging drop“ Methode wurde zur Gewinnung @@ Proteinkristalle und zur
Optimierung der Kristallisationsbedingungen angedtan Durch Variation der
Salzkonzentration, der pH Werte, der Pufferkonzgimin und durch Zusatz verschiedener
Préazipitanten sollte eine Verbesserung der Pratistakisation erzielt werden.

Bei dieser Methode wurden Platten (Fa. Nextal) jgwteils 24 Kristallisationskammern
eingesetzt. In die Kammern wurden 700,0 ul desij@ee Kristallisationspuffers pipettiert.
Auf die Innenseiten der Schraubdeckel wurden 50 {1l der Proteinldsung aufgetragen und

das gleiche Volumen des jeweiligen Puffers zugegede dass eine Stammldsung entstand.
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Die Deckel wurden anschlieBend auf das Pufferresegeschraubt und die Platten unter

regelmafiger Kontrolle der Kristallisation bei 13(D gelagert.

v Stammldsung

Abb. 3.2 Schematische Darstellung des ,, Hanging‘txerfahrens

3.4.1.3 Kristall-Seeding
Das Makroseedingverfahren wurde als Methode eingesegm gréRere Proteinkristalle zu
erhalten. Dazu wurden mit Hilfe einer Nylonschlawdes einem Seedingansatz kleine
Kristalle entnommen. Diese Kristalle wurden zweimeaschen, indem sie vorsichtig durch
frische Pufferldosungen gezogen wurden. Nach dem cliéss wurden die Kristalle als
Kristallisationskeime in frische Stammlésung udbbkrfiund nach der ,hanging drop“
Methode (3.4.1.2) behandelt.

3.4.2 Co-Kristallisierung

Die Co-Kristallisierung diente zur Aufnahme von #tallstrukturen, die Auskunft Gber die
Bindungseigenschaften des Substrates im Proteikbiaj@aben. Neben dem direkten Einbau
der Substrate wéahrend der Kristallisation konnea 8ubstrate auch durch Diffusion
nachtraglich in die einzelnen Proteinmolektile anéyemen werden. Da das Einbauverfahren
fur reproduzierbare Kristallisationsverfahren alstvbde der Wahl gilt, wurde diese Methode
in dieser Arbeit angewandt. Zu der Stammlésung @umit einem Massenverhéltnis von 1:1
entweder Malonyl-CoA oder Benzoyl-CoA zupipettiertZur Bestimmung der
Kristallisationsbedingungen wurde ein Screening.(31) durchgefuhrt. Die Experimente zur

Co-Kristallisierung sollten so angelegt werden sddis katalytische Reaktion nicht
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vollstandig ablaufen kann, damit das Substrat ggbnnan das aktive Zentrum detektiert
werden kann. Zusatzlich ist eine Co-Kristallisiggumur moglich, wenn die Loslichkeit des
Substrates unter den notwendigen Bedingungen uredaeisreichende Bindungsaffinitat des

Proteins zum Substrat garantiert sind.

3.4.3 Rontgenstrukturanalyse

Die Aufnahme der Beugungsmuster erfolgte mit einkhicromax 007 Generator (Fa.
RigakuMSC). Dazu wurden die Kristalle mit einer dbiffOse aus der Stammldsung
entnommen und in Kryopuffer gewaschen (2.1.4). AhisBend wurden die Kristalle wieder
mit der Ose aufgenommen und in einem 100,0 K katteckenen Stickstoffstrom (Xstream
Cryo-cooler, Fa. RigakuMSC) schockgefrostet. Dudas zugesetzte Glycerin entstanden
keine die Aufnahme stérenden Eiskristalle, so diesKristall durch das Einfrieren in einen
glasartigen Zustand Uberfihrt wurde. Um ein Auftaael vermeiden und um konstante

Beugungsbedingungen gewahrleisten zu kénnen, wiedKristall im Laufe der Messung

weiter von kaltem Stickstoff umspult. Wahrend deedglung mit einer Belichtungszeit von
2,0 min wurde der Kristall zur Aufnahme eines vidligligen Datensatzes im Bereich von O -
180° in 0,5° Winkelschritten gedreht. Die entstarede Beugungsmuster wurden von einem
R-Axisiv++ Flachendetektor (Fa. RigakuMSC) aufgenoen und gespeichert. Diese Arbeit
wurde in Kooperation mit dem Institut fir Physilsalne Biotechnologie (AG Prof. Milton T.
Stubbs) an der Martin-Luther-Universitat in Halletiéhberg durchgefuhrt.

3.4.4 Datenverarbeitung und Strukturaufklarung

3.4.4.1 Datenverarbeitung
Aus den unter 3.4.3 gewonnenen Rohdaten konntewmdgles Auftretens bzw. des Fehlens
von Reflexen eine Raumgruppe definiert werden. Als@end wurden die aufgenommenen
Daten integriert, das heil3t die genauen Positiomed Intensitdten der Reflexe wurden
bestimmt. Nach der Integration fand eine Datenradok(Skalierung) statt. Hierbei wurden
symmetrieverwandte Reflexe im Beugungsmuster zusagefasst und normiert. Diese

gesamten Vorgange wurden EDV gestitzt und in Kamer mit dem Institut far
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Physikalische Biotechnologie (AG Prof. Milton T.uBbs) an der Martin-Luther Universitat,
Halle-Wittenberg durchgefihrt.

3.4.4.2 Strukturlésung
Zur Strukturaufklarung wurde die Methode des Molaken Ersatzes oder Austausches (MR,
molecular replacemant) eingesetzt. Bei diesem Wesfa wurden bereits strukturell
beschriebene Proteine mit hoher StrukturhomolotieSachmodelle eingesetzt. Anhand der
vorhandenen Struktur konnte der Aufbau des eigdtreteins unter Bertcksichtigung der
unterschiedlichen Aminosauresequenz berechnet weAle Suchmodell diente die Struktur
der Chalkon-Synthase audedicago sativaund die Strukturaufklarung wurde mit dem
Programm AMORE in Kooperation mit dem Institut fahysikalische Biotechnologie (AG
Prof. Dr. Milton T. Stubbs) an der Martin-Luther-iersitat, Halle-Wittenberg durchgefiihrt.
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4  Ergebnisse

4.1 Grundlage dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Ktianellen Analyse der Biphenyl-Synthase
sowie der strukturellen Aufklarung der Biphenyl-8ase und der Benzophenon-Synthase.
Untersuchungen wurden fur die Biphenyl-Synthasen Batspiel der BIS | vonSorbus
aucupariadurchgefihrt, wahrend fur die strukturelle Analyder Benzophenon-Synthasen
die BPS vonHypericum androsaemurals Beispielenzym ausgewéhlt wurde. Wie schon
ausfuhrlich in der Einleitung beschrieben, kataysn beide Enzyme die Kondensation des
Startersubstrates Benzoyl-CoA mit drei Acetyleitdrei die aus dem Malonyl-CoA stammen.
Das daraus resultierende lineare Tetraketid wirdmwesenheit von BIS | mittels Aldol-
Kondensation und anschlieBender endstandiger Dmodixung in das 3,5-
Dihydroxybiphenyl Gberfihrt, wéhrend das identisdretraketid in Anwesenheit der BPS
durch eine Claisen-Kondensation in das 2,4,6-Trtygbenzophenon Uberfuhrt wird. Diese
beiden Cyclisierungen werden auch von der Stilbgmifase (STS) bzw. Chalkon-Synthase
katalysiert, allerdings ergab der Vergleich der Aosduresequenzen Hinweise auf
Unterschiede in den Mechanismen, die durch Strakfutarung der BIS | und BPS geklart
werden sollten. Grundlage fur die analytische Arheid die Tatigkeit im Bereich der
Proteinkristallisierung war, dass bereits die cozhiden Gene fur die BIS | a& aucuparia
und fur die BPS aud. perforatumin unserer Arbeitsgruppe cloniert wurden (Liu let2003;

Liu et al., 2006). Somit standen Proteine mit deAbb. 4.1 gezeigten Aminoséauresequenzen
zur Verfugung. Diese Proteine besitzen einen Hogiefgrad von 52,9 % (BIS I) und 57,1 %
(BPS) im Vergleich zur bereits kristallisierten Ch&n Medigaco sativaund verfiigen Uber
die fur Typ HlI-PKS typischen, streng konservierfemtalytischen Aminosauren im Bereich

des aktiven Zentrums (Ferrer et al., 1999).
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10 20 a0 40 50 &0
MAPLV---KNHGEF Q- ——HAKILA IGTANE PNVYYOKD YP DFL FEV TKNEHRTDLEE KFD BIS |
MAP AME ¥S TONGOGEGKERASVLA TGTTNE EHF ILOED YE DF Y FENTNS EHMTELKE KF K BPS
MVSVSE TRKAQRAEG-——-PATILA TGTANFANCVEOSTYP DFYFET TS EHETELEE KF O CHS

70 a0 a0 100 110 120
RICEKSRTRERYLHLTEE ILKANE S I TYGAD SLDVREODMLNS EVE KLGQOAAT KAT KEW BISI
RICVESHIRKRHFYLTEE ILKENQGTATYGAGSLDARORILETEVE KLGQOEAAT KAT AR BPS
RMC DESMI KRR YMYLTEE ILKE NP NV E¥MAP SLDARQDMVVVEVE FLGKEAAVEAT KEW CHS

130 140 150 160 170 180
0P ISKITHLIFCTAS CVIMPGAD FOLVELLGLNE SVTRTMI Y EACC YA GATVL ELAKDF BIS |
40P TSKITHVVFATTS GFMMPGAD YV I TRLLGLNR TVE EVHML ¥ NOGCFA GG TAL EVAKDL BPS
GOP KSKITHLIVCTTS GVIMPGAD YOL TELLGLRE TVE RYMMY QOGEFA 66TV ELAKDL CHS

190 200 210 220 230 240
AENNEGARVLVVCAET TTVFFHGL TDTHLD ILVGOALFAD GAS AVI VGANPEPK I-ERFL BIS |
AENNEGARVLVVCAENTAMTFHAP NESHLDVIVGOAMF SD GAAAT T TGACPDVASGE RAV BPS
AENNEGARVIVVCSEVTAVTFRGE SDTHLD ST VEOALFGD GAA AT TVESDPVEPE I-EKP T CHS

250 2 60 270 280 200 200
FEIVACROTIIPNSEHGVVANT REMGF TYYLS GEVPEFVE CNVVIFLTE TFE KV DCENED BIS |
FNILSASOTIVEGSDGATTAHF YEMGMSFFLEEDV IFLFRDNT AAVMEEAFS PLG——VSD BPS
FEMVWTACTIAPDSEGATD GHL REAGL TFHLLEDVEG I VS ENT TEALVEAFEPL G—— ISD CHS

310 320 230 340 150 360
WNSLFFSVHRGGEA TVDOVEEQLGLEE GEL RATRHVLS EY Gl GAD SVHF ILDDMREEES T BIS |
WNSLPYSTHRGERG TIDGVAGNLG KD ENL VATREVLGEY GHMGSA CVME ILDELRESSE BPS
THS TFWIAHPGEEA ILDOVEQKLALEP EKMNATREVLS EY G HSSA CVLF ILDEMEEKS T CHS

170 280 200
EECKSTTEECL EWGVY ICI GPCLTVETAVLESESTEC. BIS |
VNGKPTTEDEKEFGEL I6L PG LTVEAVVL OSVETLO. BPS
ONGLETTGEGL EWGVLFGF PG T IETVVL RS VA- ——1 CHS

Abb. 4.1 Vergleich der Aminosauresequenzen der BMdn Sorbus aucupariader BPS vonHypericum
androsaemunmund der CHS vorMedicago sativa Die streng konservierten katalytischen Aminoséaudes

aktiven Zentrums sind rot markiert
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4.2 Expression der BIS |

Zur Expression der BIS | wurde die PKS-Sequenz ém gRset-B Vektor der Firma
Invitrogen eingebaut. Dazu wurde die Sequenz Kpinl und Nhd verdaut, in den
entsprechend geschnittenen Expressionsvektor @RbEgiert und in die BL 21 Wirtszellen
transformiert. Der pRset-B Vektor enthalt einenAremotor, der nach chemischer Induktion
eine hohe Expressionsrate und damit eine hohe iRagsbeute gewahrleistet. Die fur die
Expression wichtige T7-RNA-Polymerase stammt aus d&l 21 Bakterien. Die
Bakterienzellen tragen eindac-Repressor in sich, der die Synthese der T7-Polyseer
verhindert. Durch Addition von IPTG wurde diese Regsion aufgehoben und die T7-
Polymerase expremiert.

Zusammen mit dem einklonierten Insert wurde an eteds-Terminus ein Fusionspeptid
mitexpremiert. Dieses Fusionspeptid enthielt urtederem einen Polyhistidinrest (6x His-
tag), der fur die Aufreinigung mittels Affinitatsamatographie wichtig war, und eine
Enterokinaseschnittstelle, so dass das Fusionspkgatht von der Biphenylsynthase wieder

abgespalten werden kann.

Abb. 4.2 Vektorkarte des pRset B-Vektors
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4.3 Kontrolle der heterologen Expression

Die mit dem BIS I-Expressionsplasmid transformierBakterien wurden als Ubernachtkultur
angezogen und am nachsten Morgen in ein groResmému_B-Medium Uberfuhrt. Nach
erneuter Anzucht der Zellen bis @g- 1,0 wurde mit IPTG die Expression der BIS | bei®2

- 36,0 °C induziert. Die Expressionsbedingungendenrso gewéhlt, dass der grof3te Anteil
des expremierten Enzyms l6slich vorlag. So fuhum Beispiel eine zu hohe Temperatur
wahrend der Expression zur Bildung von falsch d¢efam Protein. Aufgrund von
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Proteiril@ichen in der wassrigen
Umgebung aggregierten die Proteine und fielen aislysion bodies" aus, so dass bei
anschlielBenden Testinkubationen nur geringe Enziwitak nachgewiesen werden konnte.
Nach vierstiindiger Induktion wurden die Zellen eigt Zentrifugation geerntet und nach
3.1.13 aufgeschlossen. Die Effizienz der Expressionde mittels SDS-PAGE (3.2.3) von

Proben der Zellsuspension vor, wahrend und nackxjaression tberprift.

4.4 Affinitatschromatographie der rekombinanten BIS |

Zur Abtrennung der bakteriellen Proteine von dewiggschten Typ IlI-PKS wurde die
Affinitatschromatographie mit Hilfe der FPLC (3.2l durchgefiihrt. Die Fremdproteine
wurden durch die einprogrammierten Waschschritieed| wahrend die BIS | aufgrund des
N-terminalen 6x His-tag mit der Trennséaule inteesigi und so zuriickgehalten wurde. Durch
eine Erhoéhung der Imidazolkonzentration im Elutmuféer wurde abschlieRend das
exprimierte Enzym von der Sdule verdrangt und mesésprechenden Elutionsfraktion nach
Bradford (3.2.2) die Enzymkonzentration bestimmie Reinheit des aufgereinigten Proteins
wurde per SDS-PAGE (3.2.3) Uberprift (Abb. 4.3). @& zur Aufreinigung eingefuhrte
Polyhistidinrest keinen Einfluss auf die enzymadtesktivitat bzw. Spezifitéat hatte (Liu,
personliche Mitteilung), konnte fiir die Charaktemiang der Biphenylsynthase auf eine
Abspaltung verzichtet werden.
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a b

Abb. 4.3 SDS-PAGE zur Uberpriifung der FPLC-Aufrginig der BIS 1. a) gereinigte BIS | (Pfeil), b)
Proteinleiter

4.5 Test auf enzymatische Aktivitat

In der Arbeitsgruppe bereits friher durchgefuhrigdfimente mit Hefeextrakt-behandelten
Zellkulturen vonS. aucupariazeigten die Bildung von Aucuparin (Liu et al., 200In
zellfreien Rohextrakten wurde die Biosynthese veb-[@hydroxybiphenyl nachgewiesen.
Dieses Produkt wurde auch fur die heterolog ex@iteiBIS | erwartet. Dafir wurden 5,0 pug
des aufgereinigten Proteins mit Benzoyl-CoA und dvigl-CoA nach 3.3.1 inkubiert. Die
nachfolgende HPLC-Analyse (3.3.2.1) zeigte die @ilgl eines Produktes, das mittels Co-
Chromatographie mit der authentischen Referenzdass erwartete 3,5-Dihydroxybiphenyl
identifiziert wurde (Abb. 4.4). Eine Inkubation mhitzedenaturiertem Protein zeigte keine

Aktivitat im HPLC-Chromatogramm, so dass es sichaiimenzymatisches Produkt handelte.
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Abb. a

Abb. b

Abb. c

Abb. d

Abb. 4.4 HPLC-Analyse von BIS I-Ansatzen mit Benk@pA, a) Standardinkubation, b) Referenz, c) Co-
Chromatographie, d) Inkubation mit hitzedenatueiertProtein
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4.6 Charakterisierung der rekombinanten BIS |

Um fur die Charakterisierung der PKS ausreichendmdén an Protein zur Verfigung zu
haben, wurde das Anzuchtvolumen von 50,0 ml aufGt@dl erhoht und die Induktionszeit
nach 3.3.12 auf 20,0 h verlangert. Gleichzeitig deuauf die aufwendige und zeitintensive
Proteinaufreinigung mittels FPLC verzichtet und dikombinante BIS | nach 3.2.1.2 mit
Hilfe von Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Zur Lagerundes Proteins wurden den
Elutionsfraktionen entweder 20 % Glycerol (steziigesetzt oder die Eluate nach 3.2.4.1 in
0,1 M KH,PQ, Puffer pH 7,0 umgepuffert. Beide Stabilisierungmden erméglichten eine

Lagerung des Proteins bei -20,0 °C, ohne dasseginamswerter Aktivitatsverlust auftrat.

4.6.1 Bestimmung der Temperaturabhangigkeit

Durch steigende Temperaturen nimmt die Geschwirdigkiner enzymatisch katalysierten
Reaktion zu. Da Proteine aber thermolabil sind,irbeen sich oberhalb einer bestimmten
Temperatur die intramolekularen Bindungen zu l6ésed das Protein denaturiert. Fir die
Untersuchung der Temperaturabhangigkeit wurde tiel®ei 15, 20, 25, 30, 35, 40 und 45
°C inkubiert. Alle Versuche wurden als Zweifachlstungen durchgefihrt und die
gebildete Menge des Produktes wurde mittels HPL@ks® (3.3.2.2) bestimmt.

Das Temperaturoptimum fur die BIS | lag bei ca.038C (Abb. 4.5). Alle weiteren
Untersuchungen zur Charakterisierung wurden beedi€&emperatur durchgefuhrt.

4.6.2 Bestimmunqg der pH-Abhangigkeit

Genau wie die Temperatur hat auch der pH-Wert egreRen Einfluss auf die katalytische
Aktivitat eines Enzyms. Die vorliegende Protonerdemtration verandert die Ladung der
funktionellen Gruppen der Aminosauren eines Enzysrch erhdhte bzw. reduzierte
intramolekulare Wechselwirkungen der Aminosaurennkas zu Konformationsénderungen
kommen, die zu einer Beeinflussung der Enzymakiiviiihren. Da die meisten Enzyme ein
pH-Optimum um pH 7,0 besitzen, wurde flur die Inkidrzen der BIS | Phosphatpuffer mit
pH-Werten zwischen 5,0 wund 9,0 eingesetzt. Alle sdehe wurden als
Zweifachbestimmungen durchgefiihrt und die gebildéénge des Produktes wurde mittels
HPLC-Analyse (3.3.2.2) bestimmt. Die héchste Enzktindat wurde bei einem pH von ca.
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7,0 gemessen (Abb. 4.6), so dass alle nachfolgedd&rsuchungen mit Phosphatpuffer pH
7,0 durchgefuhrt wurden.

4.6.3 Bestimmung der DTT-Abh&ngigkeit

DTT (Dithiothreitol) ist eine reduzierende Substandie freie Thiol-Gruppen der
Aminosauren stabilisiert. Sollten sich aufgrund dieermischen Belastung wahrend der
Inkubation zwischen den funktionellen Gruppen deridosauren Disulfidbriicken bilden, die
Einfluss auf die Konformation und damit auf die Ak&t hatten, werden diese durch DTT
reduziert und in die urspringliche Form zurlckuiderf. Fur die Inkubationen wurden 0, 5,
10, 20, 50, 100, 150 und 200 uM DTT eingesetzte Allersuche wurden als Zweifach-
bestimmungen durchgefiihrt und die gebildete Menrgge Broduktes wurde mittels HPLC-
Analyse (3.3.2.2) bestimmt.

DTT hatte keinen positiven Einfluss auf die Bilduthes 3,5-Dihydroxybiphenyls (Abb. 4.7),
wohl aber stimulierte es im erheblichem Mal3e diesBnthese eines Nebenprodukts (Abb.

4.8). Daher wurde bei den nachfolgenden Inkubatiané den Einsatz von DTT verzichtet.

120,00

100,00
80,00 -
60,00 -

40,00 -

relative Aktivitat [%

20,00 -

0, 00 T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temperatur [°C]

Abb. 4.5 Bestimmung der TemperaturabhangigkeitBdsrl-Aktivitat
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Abb. 4.7 Einfluss der DTT-Konzentration auf dieddihg des 3,5-Dihydroxybiphenyls
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Abb. 4.8 Einfluss der DTT-Konzentration auf diedgihg eines Nebenprodukts
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4.6.4 Bestimmung der Proteingrof3e

Zur Bestimmung der Proteingro3e wurde die Gelfilra (bzw. die GréfRenausschluss-
chromatographie) eingesetzt. Mit diesem Verfahrénnlen Proteine, Polysaccharide oder
Oligonucleotide der Gro3e nach getrennt werden.dBeiGelfiltration besteht die stationare
Phase aus einem pordsen Gelbett. Kleinere Prodifis@dieren wahrend der Gelfiltration in
die Poren der stationdren Phase und werden so kgafi@lten. Grol3ere Proteine haben
weniger Mdglichkeiten in das Gelbett zu diffundieraind werden friher von der
Filtrationssaule eluiert. Wichtig fur die Bestimnguder Proteingrof3e ist eine Kalibrierung
des Systems, bevor die eigentliche Probe aufgetragrel. Dazu wurde nach 3.3.6 geldstes
Blue Dextran mit einer Molekilmasse (MW) von 20@@ekauf die Séaule aufgetragen, um das
Totvolumen (Void volume) der Saule zu bestimmennbaurden 3-Amylase (200 kDa),
Alkoholdehydrogenase (150 kDa) und Albumin (66 kiaéy GroRenmarker Gber die Saule
getrennt und eine Kalibriergerade aus dem Logarthder Proteingréf3e und dem Quotienten
von Elutionsvolumen/Totvolumen erstellt. AnschlieB8avurde die aufgereinigte BIS | in das
System eingebracht und anhand der Kalibriergeradenrelative Molekilmasse von etwa 83
kDa ermittelt (Abb. 4.9).

Um sicherzustellen, dass es sich bei dem elui€tetein um die Biphenylsynthase handelte,
wurde der Proteingehalt nach Bradford (3.2.2) basti, eine Inkubation nach 3.3.1 und eine
SDS Gelelektrophorese (3.2.3.3) durchgefihrt.
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1,400 1,500 1,600 1,700 1,800
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Vo = 32,1, Ve (BIS): 54,7, Ve/Vo : 1,699, log Mol#kasse: 1,62 83,19 kDa

log Molekulargewicl

Abb. 4.9 Bestimmung der BIS I-Molekiilmasse auf ekadibrierten Gelfiltrationssaule
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4.6.5 Bestimmung der kinetischen Parameter

Wichtig fur die Charakterisierung der BIS | war hutie Festlegung der beiden kinetischen
GroRRen Substrataffinitat ¢§ und Wechselzahl (k). Die Substrataffinitat (Michaelis-
Konstante) beschreibt die Abhéngigkeit der Enzyma&t von der Substratkonzentration
und wird bestimmt bei der Umsatzgeschwindigkejt¥2. Die Bestimmung von Kerfolgte

in drei unabhangigen Versuchsreihen nach 3.3.5h@ul-Ansatzen mit je 2,0 ug Protein.
Die Inkubationszeit wurde auf 10,0 min festgel&je Substratkonzentrationen variierten fur
Benzoyl-CoA zwischen 0,1 und 2,8 uM und fur Male@gA zwischen 1,0 und 45,0 pM,
wahrend das zweite Substrat in Sattigung vorlagchN&inengung der Ethylacetatphasen
wurden die Produktmengen mittels HPLC anhand dakfRehen und einer Kalibriergeraden
quantifiziert. Da der K-Wert aus der graphischen Darstellung nach Mickddinten
schlecht abzulesen ist, wurde nach Lineweaver-Burkh doppelt reziproke Umformung der
Graph linearisiert (Abb. 4.10, 4.11). So kann dep-Wert als Schnittpunkt der
Regressionsgeraden mit der Abszisse abgelesen nyevaEhrend der Schnittpunkt der
Geraden mit der Ordinate den Wert fuga¥angibt. Nach Lineweaver-Burk ergab sich fur
Benzoyl-CoA ein K,-Wert von 0,7 + 0,03 pM. Die Wechselzahl konnte @43 min*
angegeben werden. Daraus errechnete sich géikWert von 10181 Nsec', der die hohe
katalytische Effizienz der BIS | beschreibt. Firldfgyl-CoA konnte ein K-Wert von 6,4 +

0,2 uM errechnet werden.

3,0E-01 81
y = 0,0824¢ + 0,0129
= 0,14
2,0E-01 y = 0,0085x + 0,0119
g 3
s =5
g = 0,05
N 1,0E-01 é
§ g /I‘(
S = -8 3 6 0
- 6,6E+06~ T
5 D 5 10 15 20 25 005
1,0E-01 0.4
1/Substart [uM] 1/ 3ubstrat[phd]
Abb. 4.10 Abb. 4.11

Abb. 4.10 Bestimmung desKWertes fir Benzoyl-CoA nach Lineweaver-Burk.
Abb. 4.11 Bestimmung desKWertes fur Malonyl-CoA nach Lineweaver-Burk.
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4.6.6 Substratspezifitat

Es ist bekannt, dass PKS neben den Hauptstartatdrstauch strukturell &hnliche Starter-
CoA-Ester umsetzen. So wurde die BIS | neben Bdr2oy mit den ortho- bis para-
Hydroxybenzoyl-CoA-Estern inkubiert. Zusatzlich war BIS | mit den bevorzugten
Substraten der CHS inkubiert (3.3.7.3).

4.6.6.1 Radio-DC-Analyse moglicher Produkte
Die Ermittlung der Substratspezifitat erfolgte zcimst Uber die HPLC. Da in einigen
Chromatogrammen aufgrund der sehr kleinen Pealdia@ine Auswertung nicht moglich
war, musste ein sensibleres System gewéhlt werdéndem das Auftreten enzymatischer
Produkte besser detektiert werden konnte. Dazu evdrd Radiodinnschicht-Analyse von
radioaktiv unterfutterten Inkubationen (RITA, 3.2peingesetzt. Die aus den Enzymansatzen
extrahierten Produkte wurden in 50,0 ul Ethylacetsfigenommen und 20,0 pl davon mit
Hilfe einer Glaskapillare auf die DC-Platte aufggen. Die Detektion der entwickelten
Platten zeigte, dass sich bei der Inkubation d& Bénzymatische Produkte mit Benzoyl-
CoA, o-Hydroxybenzoyl-CoA und mHydroxybenzoyl-CoA bildeten. Bei der
Radiodinnschicht-Analyse der Benzoyl-CoA-haltigemsétze konnten drei radioaktiv
markierte Produkte identifiziert werden, wahrend @en beiden anderen Startersubstraten

jeweils nur ein Produkt detektiert werden konnte.

4.6.6.2 Produktquantifizierung mittels Radio-HPLC
Da eine exakte Bestimmung der Produktmenge mit B€-Verfahren nicht moglich war,
wurden die radioaktiv unterfutterten Inkubation@3(5.4) mit den nach 4.6.6.1 ermittelten
aktiven Substrat-CoA-Estern wiederholt und mitteRadio-HPLC analysiert. Die
Quantifizierung der Produktmengen erfolgte Uber diem Radiodetektor erfassten
Peakflachen. Tabelle 4.1 zeigt die Ergebnisse adostgatspezifitdit bezogen auf das 3,5-
Dihydroxybiphenyl als Hauptprodukt.
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Tab. 4.1 Substratspezifitat der BIS |

Substrate Rel. Enzymaktivitat (%)

Benzoyl-CoA 100
2-Hydroxybenzoyl-CoA 52
3-Hydroxybenzoyl-CoA 68

4-Hydroxybenzoyl-CoA
Cinnamoyl-CoA
2-Cumaroyl-CoA
3-Cumaroyl-CoA
4-Cumaroyl-CoA
Acetyl-CoA

2Bildung von Nebenprodukt, kein Biphenyl

ellelioliolie]No)

4.7 Analyse der enzymatischen Produkte

Zur ldentifizierung der Produkte wurden die Inkubaén nach dem angegebenen Scale up-
Schema (3.3.4.2) wiederholt. Die Menge an eingesetSubstraten und Protein wurden
erhoht, um in der anschlieRenden HPLC-Analyse Z23 mdglichst grof3e Produktpeaks zu

erhalten.

4.7.1 Analyse der Produkte mit Benzoyl-CoA

Fur die Analyse der Benzoyl-CoA-haltigen Inkubagon wurden die getrockneten
Ethylacetatphasen in 100,0 pl wassrigem Methar®PA) geldst und ein Aliquot von 50,0 pl
mittels HPLC analysiert. Neben dem Hauptprodukt; (R,7) konnten noch zwei
Nebenprodukte (R8,9 und R12,6) detektiert werden (Abb. 4.12). Die andereakBeim
Chromatogramm sind nichtenzymatischen Ursprungs.den drei Produkten zugeordneten
UV-Spektren sind in Abb. 4.13 — 4.15 dargesteli. \Beisen darauf hin, dass es sich bei dem
Produkt mit der Retentionszeit voR &9 min um das 2,4,6-Trihydroxybenzophenon handeln
konnte. Der Peak bei{R1,7 min konnte durch das Spektrum (Abb. 4.14) diel Co-
Chromatographie (4.5) mit authentischer Referenderitig als das 3,5-Dihydroxybiphenyl
identifiziert werden. Das UV-Spektrum (Abb. 4.1 BsdPeaks bei;R 2,6 min lasst vermuten,
dass es sich bei dem Produkt um ein Phenylpyroddiian
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Abb. 4.12 HPLC-Chromatogramm einer GroRinkubatidnBenzoyl-CoA, Detektion bei 257,0 nm

306.0 nm
253.8 nm

205.8 nm
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Abb. 4.13 UV- Spektrum des Peaks89 min

Abb. 4.14 UV-Spektrum des Peakk1RZ min

R03.4 nm

319.4 nm

Abb. 4.15 UV- Spektrum des PeakslR,6 min
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4.7.1.1 ESI-MS-Analyse des Peaks; B,9 min mit Benzoyl-CoA

Da eine eindeutige Identifizierung der enzymatiscReodukte durch die UV Spektren allein
nicht moéglich war, wurden die Ubrigen 50,0 pl dbrgen Probe zur weiteren Identifizierung
der Moleklilmassen und zur Strukturaufklarung ireedPLC injiziert, die an eine ESI-MS
(3.3.4) gekoppelt war. Anhand der MS-Spektren wardie Produkte der mit Benzoyl-CoA
als Startersubstrat inkubierten BIS eindeutig idierert. Das MS-Spektrum des ersten Peaks
zeigte ein Molekulargewicht von 230 g/mol, welcheser Masse des 2,4,6-
Trihydroxybenzophenons entspricht (Abb. 4.16). Dehadas UV-Spektrum der vorliegenden
Referenz (Abb. 4.17) mit dem Produktspektrum (AHLL3) Ubereinstimmte, kann das
Produkt als Phlorbenzophenon identifiziert werd&ioly( 4.18).

[——BPC 50-500 Al MS ]

lnte1r(1)54. -MS, 10.1min (#153), 100%=77193|
X

229.1

3050 3410
Lot

0-r y ? T - T Y Y Y T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Abb. 4.16 ESI-MS-Spektrum des Produktpeaks beB R

R06.8 nm

HO l OH !

OH O

M = 230 g/mol

Abb. 4.17 UV-Spektrum der Referenzsubstanz 2,4,6- Abb. 4.18 Strukturformel des 2,4,6-Tri-
Trihydroxybenzophenon hydroxybenzophenons
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4.7.1.2 ESI-MS-Analyse des Peaks; R1,7 min mit Benzoyl-CoA

Wie schon erwartet, wies das ESI-Massenspektrunddarzweiten Peak mit 186 g/mol die
Masse des 3,5-Dihydroxybiphenyls auf (Abb. 4.19)rdb diese zusatzliche Untersuchung

wurde die Identitat des Hauptproduktes erneut hgsta
[——BPC 50-500 +All MS ]

Intens. -MS, 11.6min (#175), 100%=105952]
x109 ]
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Abb. 4.19 ESI-MS Spektrum des Produktpeaks ha&ilk7
HO l OH

M = 186 g/mol
Abb. 4.20 Strukturformel des 3,5-Dihydroxybiphenyls

4.7.1.3 ESI-MS-Analyse des Peaks; BR2,6 mit Benzoyl-CoA

Dem dritten Peak im Chromatogramm bei einer Ratastieit von 12,6 min wurde durch die
ESI-MS-Analyse eine Masse von 188 g/mol zugeor@Abb. 4.21). In Verdffentlichungen
(Liu et al., 2003, Abe et al., 2004) wurde berdieschrieben, dass PKS dazu neigen, die
Kondensationsreaktionen der Kettenverlangerung Adétyleinheiten auf verschiedenen
Ebenen abzubrechen. Aus den so resultierendenmiatiéaten entstehen durch eine
anschlieRende Cyclisierungsreaktion im Sauren Istdlaiktone, die als Nebenprodukte der
eigentlichen enzymatischen Reaktion detektiert eeikibnnen. Die oben angegebene Masse

von 188 g/mol deutete auf die Bildung des Benzayleiat-Laktons hin, das nach zweifacher
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Kettenverlangerung von Benzoyl-CoA mit Malonyl-Caatstand. Da der Arbeitsgruppe

auch fur dieses 6-Phenyl-4-hydroRif-pyran-2-on die entsprechende Referenz zur
Verfigung stand, konnte anhand des UV-SpektrumsdesdVS-Spektrums die Identitat des
Nebenproduktes bestatigt werden (Abb. 4.21 — 4.23)

[E=——BPC 50-500 zAIl MS ]

!ntil:]ss. -MS, 12.5min (#189), 100%=114617|
x

1.25 186.9

1.00

0.75

0.50 1433

0.25
397.1

| . 316.9
50 100 150 200 250 300 350 400 450 miz

0.00

Abb. 4.21 ESI-MS Spektrum des Produktpeaks hdiZR6

05.1 nm

“ 233.4 nm 319.2 nm

NS

OH
M= 188 g/mol

Abb. 4.22 UV-Spektrum der Phenylpyron-Referenz Abb. 4.23 Strukturformel des Phenylpyrons

4.7.2 Analyse der Produkte mmetaHydroxybenzoyl-CoA

Fur die Analyse dermetaHydroxybenzoyl-CoA-haltigen Inkubationen wurdenedi
getrockneten Ethylacetatphasen in 100,0 pl wassrigethanol (50 %) geldst und ein
Aliquot von 50,0 ul mittels HPLC (3.3.2) analysiefas Chromatogramm zeigte einen
enzymatischen Produktpeak mit einer Retentionszgitll,2 min (Abb. 4.24). Mit Hilfe des
zugehdrigen UV-Spektrums (Abb. 4.26) war keine eutije Identifizierung des Produktes
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maoglich, so dass die restlichen 50,0 pl des obiyesatzes mit Hilfe der ESI-MS (3.3.4)
untersucht wurden. Das resultierende Massenspektrigs ein Molekulargewicht von 204
g/mol aus (Abb. 4.25), welches der Masse des 6yP3d-dihydroxy2H-pyran-2-ons
entsprechen wirde. Eine Co-Chromatographie undveegleich der UV-Spektren (Abb.
4.27) einer kommerziell erworbenen Referenz und Riesluktes belegten die Identitat des
Laktons. Die kleineren Peaks im Chromatogramm k&, Rmin und R10,0 min zeigten in

der ESI-MS Analyse kein aussagekraftiges Massetspak

]
=

\ >

Abb. 4.24 HPLC-Chromatogramm der Grof3inkubationmailydroxybenzoyl-CoA, Detektion bei 324,0 nm
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Abb. 4.25 ESI-MS Spektrum des Produktpeak4 R2 min
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Abb. 4.26 UV-Spektrum des PeakslR,7 min Abb. 4.27 UV-Spektrum der 3-
Dihydroxyphenylpyron Referenz

OH
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OH M = 204 g/mol
Abb. 4.28Strukturformel des'3#-Dihydroxyphenylpyrons

4.7.3 Analyse der Produkte mirtho-Hydroxybenzoyl-CoA

Fur die Analyse derortho-Hydroxybenzoyl-CoA-haltigen Inkubationen wurdene di
getrockneten Ethylacetatphasen in 100,0 pl wassrigethanol (50 %) gel6ést und ein
Aliquot von 50,0 pl mittels HPLC (3.3.2) analysielas Chromatogramm zeigte einen
enzymatischen Produktpeak mit einer Retentionso#it13.3 min (Abb. 4.29). Den anderen
Peaks im Chromatogramm konnte kein enzymatischgprung nachgewiesen werden. Auch
bei dieser Inkubation war eine eindeutige Idengfizng mit Hilfe des UV-Spektrums (Abb.
4.31) nicht moglich, so dass die restliche Probt#eisi einer ESI-MS-Analyse untersucht
wurde. Die ermittelte Masse von 162 g/mol (Abb.0J.8ntsprach nicht dem erwarteten
hydroxylierten Biphenyl. Wie zuvor bei den Inkulmetén mit Benzoyl-CoA undneta
Hydroxybenzoyl-CoA wurde auch ein Lakton erwartetu(et al., 2004), das durch eine
zweifache Kettenverlangerung des StartersubstratsMalonyl-CoA und anschlielRender
Cyclisierung hervorgeht. Aufgrund der geringen Magsusste aber davon ausgegangen

werden, dass es sich bei dem Produkt um eine \Grbgnhandelte, die nur aus einer
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einfachen Kettenverlangerung hervorging. Ausgehemddieser Annahme wurde eine BIS-
katalysierte Biosynthese entwickelt (Abb. 4.33)cNalieser These handelte es sich bei dem
gebildeten Produkt um das 4-Hydroxycumarin. Daali®abstanz als authentische Referenz
(Sigma Aldrich) zu erwerben war, wurde zur ldeamtdrung eine vergleichende GC-MS-
Analyse (3.3.3) mit der Referenz und einer ernelritknbation (3.3.4.2) der BIS | martho-
Hydroxybenzoyl-CoA durchgefiihrt. Dazu wurden diefdRenz und das getrocknete
enzymatische Produkt mittels MSTFA derivatisierdwtie Proben in die GC-MS-Anlage
injiziert. Der Abgleich der identischen Massenspaktbestatigte, dass es sich bei dem
enzymatischen Produkt tatséchlich um das 4-Hydnoxyrin handelte (Abb. 4.34 a,b).
Zusatzlich wurde eine Co-Chromatographie durchgeéfitvelche die Identitat des 4-

Hydroxycumarins erneut belegte.

Abb. 4.29 HPLC-Chromatogramm der Grof3inkubationostitydroxybenzoyl-CoA, Detektion bei 281,0 nm
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Abb. 4.30 ESIMS-Spektrum des Produktpeaks beilR,3 min
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Abb. 4.31 UV-Spektrum des Produktpeaks bei 13,3 min
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Abb. 4.32 UV-Spektrum der 4-Hydroxycumarin-Referenz
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Abb. 4.33 BlS-katalysierte Umsetzung vaitlydroxybenzoyl-CoA und Malonyl-CoA zum Diketidlakt
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Abb. 4.34 GC-MS-Analyse des enzymatischen Produikte-Hydroxybenzoyl-CoA (a) und der authentischen
Referenz 4-Hydroxycumarin (b), jeweils nach TrinydgHylierung



IV Ergebnisse 91

4.8 Aufreinigung BIS | fur die Proteinkristallisierung

Nach der Charakterisierung der BIS | sollte das yEnzristallisiert werden, um die
Raumstruktur und die Vorgange wahrend der Kettéangerung und der Cyclisierung besser
zu verstehen. Da fir die Kristallisierung besondenérderungen an die Reinheit (ca. 98 %,
was einer Einzelbande des aufgereinigten Protems Goomassie-gefarbten SDS-Gel
entspricht) und die Konzentration (10,0 mg/ml odeehr) des Proteins gelten, musste ein
Aufreinigungssystem entwickelt werden, das diesdaiiBgingen erflllte. Wie in 4.2
beschrieben codiert der pRset B Vektor fur ein éuspeptid, das am N-Terminus des
Proteins mitexpremiert wird. In dieses Fusionspkegingelagert liegt ein Polyhistidinrest, der
aufgrund seiner Affinitdt zu Nickel dazu diente,edBIS | mittels Ni-NTA Agarose
aufzureinigen. Die Testexpressionen (3.1.12) wundeainem Volumen von 100,0 ml LB
Medium mit einer Induktionszeit von 20,0 h durchget. Die Zellen wurden geerntet und
nach 3.2.1.1 der Affinitditschromatographie unteezoie Eluate wurden aufgefangen und
der Proteingehalt wurde nach Bradford (1976) bestinDie Reinheit des Enzyms wurde
mittels SDS-PAGE (3.2.3.2) uUberprift (Abb. 4.35).
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Abb. 4.35 SDS-PAGE und Coomassie-Farbung der dinfiber Ni-NTA aufgereinigten BIS I. a) Proteinlejte
b) Protein vor der Aufreinigung (15,0 ug), ¢) aufgeigtes Protein (15,0 ug), d) aufgereinigtes €rof7,5 g)
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Das Gel zeigt neben dem gewiinschten Protein inribbrezentration auch diinne Banden an
Fremdproteinen. Deshalb wurde das vereinigte Ehsth 3.2.4.2 mit PD 10 Saulen in
Lysispuffer umgepuffert. Um das restliche ungewtitsdrotein zu entfernen, wurde die BIS
| erneut der Affinitatschromatographie nach 3.2.ldterworfen. Wieder erfolgte die
Kontrolle der Reinheit mit Hilfe der SDS-Gelelekitmrese (3.2.3.2) (Abb. 4.36).
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Abb. 4.36SDS-PAGE und Coomassie-Farbung der zweimal Gb&TH-aufgereinigten BIS |, a-e) 10,0 ug,
8,0 ug, 6,0 ug, 4,0 ug bzw. 2,0 ug des aufgerteinigroteins f) Proteinleiter

Auch die Silberfarbung (3.2.3.3) der SDS-Gele wumle Uberprifung der Reinheit
angewandt. Da dieses System viel sensibler isdiglssonst tbliche Coomassie-Farbung,
lieBen sich Unreinheiten durch Fremdprotein vieddee detektieren (Abb. 4.37).
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Abb. 4.37 SDS-PAGE und Silbernitratfarbung der maaditiber Ni-NTA aufgereinigten BIS |, a) Proteindsi
b) BIS| 0,25 g, ¢) BIS10,5 ug
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Um sicherzustellen, dass nach der aufwendigen iRretieigung die Aktivitat der BIS | nicht
verloren gegangen ist, wurde eine Inkubation na@l3mit 2,0 ug Protein durchgefuhrt.
Anhand des RWertes und des zugehoérigen UV Spektrums wurdelzgmatische Aktivitat
der BIS | bestatigt (Abb. 4.38).

° 7 200" 4.00 " &6.06 £.'00 10100 12100 14.00 16300 1I8.00 20.00 22.00 24.00 Z6:.00 28.00 30.00 32100 34:00

Abb. 4.38 HPLC —Analyse eines Enzymansatzes mipeibaufgereinigter BIS

4.9 Puffer-Screening fur BIS | mit His-Tag

Da fur die Kristallisierung hochkonzentrierte Pinlésungen bendtigt werden, wurden die
Expressionsansatze auf 1600 ml Bakteriensusperaisgeweitet. Die Induktionszeit mit
IPTG wurde auf 20,0 h festgesetzt und das in 4s@to@ebene Aufreinigungssystem flr das
Enzym angewandt. Um sicherzustellen, dass das iRrate ausreichender Menge zur
Verfiugung stand, wurden die Expressionen an viegemahintereinander wiederholt.
Aufgereinigtes Protein wurde mit 20 % Glycerol wtz$ und bei -20,0 °C gelagert. Die
vereinigten Proteinfraktionen wurden mit der Hilfen Zentrifugenkonzentratoren (3.2.4.2)
in 10 mM Tris/HCI Puffer (2.1.5) umgepuffert und fleanzentriert. Mit der
Proteinquantifizierungsmethode nach Bradford (19{&%2.2) wurden die Durchlaufe der
Konzentratoren auf die weitgehende Abwesenheit Rostein Uberpriuft. Die Reinheit der
konzentrierten Proteinlésung wurde mittels der SEeelektrophorese und Silberfarbung
Uberprift (Abb. 4.39).
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Abb. 4.39 SDS-PAGE und Silbernitratfarbung derdés Puffer-Screening aufgereinigten BIS |, a-c)Ug0
0,75 ug bzw. 0,5 ug, d) Proteinleiter

Die nach Bradford (1976) (3.2.2) ermittelte Endkemization der L6sung lag bei 12,06
mg/ml. Diese LOsung wurde fur das erste Puffer&ureg nach 3.4.1.1 verwendet. Die
Kristallisationsversuche fanden in Kooperation mér AG Prof. Dr. Milton T. Stubbs,
Institut fir Physikalische Biotechnologie, Martindher-Universitat Halle-Wittenberg statt.
Durch  Dampfdiffusionsprozesse zwischen dem Kristllonspuffer und der
Proteinstamml6sung sollte es zu einer Unterschrgiter Ldslichkeitsgrenze des Proteins
kommen, was unter optimalen Bedingungen zu einktuBg von kleinen Proteinkristallen
fuhrt. Leider war eine Kristallisierung der BISrhiersten Screening nicht méglich. In den
angesetzten Kristallisationsplatten bildeten sichwolkenartige Prazipitate, aus denen keine
Kristalle wuchsen. Als Ursache flr die nicht erfelé¢(ristallisation wurde angenommen, dass
dafur die Lagerung des Proteins bei -20,0 °C udtesatz von Glycerin verantwortlich sei.
Aus spateren Aktivitatstests wurde bekannt, dassndimidazolhaltigen Puffern eingefrorene
BIS | schon nacheinem Auftauzyklus eine verringerte enzymatische Ak#vibesald und
somit ein Teil des Proteins denaturiert sein mugsdeschon kleine Mengen an denaturiertem
Protein einen negativen Einfluss auf die Kristaliisn haben, wurden die Expressionen und
die anschlieBende Proteinaufreinigung Uber viereTagederholt. Abweichend zu der
vorherigen Aufreinigung wurde das Protein bei 40auf Eis gelagert, um ein Einfrieren der
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Losung zu vermeiden. Die Proteinfraktionen wurderrneet mit Hilfe der
Zentrifugenkonzentratoren umgepuffert und aufkoitrzem. Nach Bradford (1976) (3.2.2)
wurde eine Endkonzentration der Proteinlosung @A 3 mg/ml bestimmt. Die Reinheit des
neuen Ansatzes wurde per SDS-PAGE und Silberfari@u2g3.3) tberprift (Abb. 4.40). Die
Ansatze fur das Screening (3.4.1.1) wurden wiederRahmen der obigen Kooperation
durchgefuhrt. Aufgrund der groRen Menge an aufgegr BIS | war es mdglich, neben der
hochkonzentrierten Proteinldsung auch eine gerikgaeentrierte Proteinldsung gleichzeitig
zu screenen. Die Platten zur Kristallisierung wartei 13,0 °C gelagert und regelméaRig auf
die Anwesenheit von Kristallen tberprift. Leidemkas auch bei diesem Screeningversuch

nur zu einer Prazipitat- und zu keiner Kristalllihdg).
kDa

a b C

Abb. 4.40SDS-PAGE und Silberfarbung der fir das zweite Streezweifach aufgereinigten BIS |, a) 0,75 ug,
b) 0,5 ug, c) Proteinleiter

4.10 Abspaltung des Polyhistidinrestes

Als ein weiterer Grund fir die nicht erfolgte Kaflisation wurde die Anwesenheit des
Fusionspeptids mit dem dazugehdrigen 6xHistidin-Taaggenommen. Die eingeflgten
Histidinreste konnten aufgrund ihrer hohen Polarigine geordnete Proteinaggregation
unterbinden. Da das Fusionspeptid selbst Uber Emerokinase-Schnittstelle verfugte, war
eine Abspaltung des His-Tag leicht mdglich. Neberere Enterokinasespaltung wurde ein
Verdau mit modifiziertem Trypsin durchgefihrt (&2.). Das Trypsin wurde von der AG
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Stubbs, Institut fir Physikalische Biotechnologesigllit und war in der Lage, die gleiche

Schnittstelle zu erkennen. Zur Uberprifung der Spglwurden nach 5, 10, 15, 20, 30 min
sowie nach 1,0 h, 2,0 h, 3,0 h, 4,0 h, und 24,0liquats der Losung enthommen und
elektrophoretisch aufgetrennt (3.2.3.2) (Abb. 4144.42).

a b C d e f g h i j k I
Abb 4.41 SDS-PAGE und Coomassiefarbung zur Ubdnaag der Enterokinasespaltung, a) Proteinleiter, b)

ungespaltenes Protein, ¢) Spaltung nach 5 minach 40 min, €) nach 15 min, f) nach 20 min, g) ré@tmin,
h) nach 1,0 h, i) nach 2,0 h, j) nach 3,0 h, ky1&® h, I) nach 24,0 h
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Abb 4.42 SDS-PAGE und Coomassiefarbung zur Uberwagller Trypsinspaltung, a) ungespaltenes Protein,
b) Spaltung nach 24,0 h, c) nach 4,0 h, d) nacth3¢) nach 2,0 h, f) nach 1,0 h, g) nach 30 min,
h) nach 20 min, i) nach 15 min, j) nach 10 minpagh 5 min, I) Proteinleiter
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Die Auswertung der Elektrophoresegele zeigte, dsssder Enterokinase erst nach vier
Stunden und bei der Trypsinvariante die Abspaltesg 6xHis-Tag nach 1,0 h weitestgehend
abgeschlossen war. Da die Trypsinvariante selbst @men nicht abspaltbaren 6xHis-Tag
verfugt, konnten nach Umpufferung (3.2.4.2) in Isysiffer (2.1.3) das Trypsin, nicht
gespaltenes Enzym und abgespaltene His-Tags mittifstatschromatographie an Ni-NTA
Agarose wieder von der BIS | getrennt werden. DigeEbkinase musste aufwendig mit Hilfe
der Gelfiltration abgetrennt werden. Daher wurde diie folgenden Aufreinigungen die
Spaltung mit Trypsin durchgefuhrt.

Zur Uberprufung der Enzymaktivitat nach der Spajtuwurde eine Inkubation nach 3.3.1 mit
5,0 ug BIS I durchgefuhrt und vermessen. Die Chtogramme zeigten nach Auswertung
der Produkt-Peakflachen keinen Aktivitatsverlust gespaltenen BIS | gegenuber dem un-

gespaltenen Protein (Tab. 4.2).

Tab. 4.2 Peakflache des von der BIS | vor und iisHT ag-Abstaltung gebildeten Produkts aus drei
unabhéngigen Messreihen

BIS | vor Spaltung BIS | nach Spaltung
[Peakflache] [Peakflache]
483.295 486.465
512.074 510.911
509.580 515.911

4.11 Puffer-Screening fur BIS | ohne His-Tag

Die Gewinnung der Proteinldsung fir die Proteirthtisierung erfolgte in Expressions-
Ansatzen (3.1.12) von 1600 ml Uber vier Tage. NaehAufreinigung (3.2.1.1) erfolgte die

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradfdri7¢) (3.2.2). Fiur die vorliegende
Proteinmenge wurde das entsprechende Massenaaduiveate Trypsin errechnet und die
Abspaltung des Polyhistidinrestes (3.2.6.1) Ub6r2durchgefuhrt. Die Protein enthaltende
Loésung wurde mit Hilfe der Zentrifugenkonzentratormm 10,0 mM Tris / HCI (2.1.5)

umgepuffert und aufkonzentriert. Die Endkonzentratiler Lésung lag bei 11,0 mg/ml und
die Reinheit der BIS | wurde mittel SDS-PAGE Ubé&fpfAbb. 4.43). Das Durchmustern der
Kristallisationsbedingungen (3.4.1.1) erfolgte wheen in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Stubbs in Halle. Nach 14 Tagen bei 13,0° C konotger dem Mikroskop neben Prézipitat in
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drei Kristallisationspuffern (Tab. 4.3) kleine Kmaflisationskeime detektiert werden (Abb.
4.44 a und b). Zum Test, ob es sich bei den vatidgn Kristallen um Protein oder um aus-
gefallene Puffersalze handelte, wurden die Kristatit Hilfe der Réntgenbeugungsanalyse
(3.4.2) untersucht. Durch das registrierte Stredemusam Detektor wurden die
Kristallisationskeime als Proteinkristalle idergiért.

Tab. 4.3Kristallisationspuffer mit positiver Proteinkrisiaildung

Prazipitant 1 Prazipitant 2 Puffer pH| Additive

2% PEG 400 entfallt 0,1 MNa-HEPEES 7,5 2.0 M (WSO,
10% Isopropanol 20% PEG 4000 0,1 M Na-HEPES 7|5 faHint

20% PEG 8000 entfallt 0,05 M KRO, |5,6 | Entfallt

kDa
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Abb. 4.43 SDS-PAGE und Coomassiefarbung zur Ub&upgider Reinheit,
a) BIS 18,0 ug, b) Proteinleiter
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Abb. 4.44 a, Kristallisationskeime der BIS | in PEQGD / Na-Hepes-Puffer

Abb. 4.44 b, Kristallisationskeime der BIS | in PBG00 / KHPO,-Puffer
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4.12 Proteinkristalle mit der ,hanging drop” Methode

Nach Festlegung der Kristallisationsbedingungen demr zur Gewinnung grolRerer
Proteinkristalle, die zur Vermessung der Strukeegignet waren, Kristallisationsansatze nach
der ,hanging drop* Methode (3.4.1.2) angesetzt..IDamrde aufgereinigtes und gespaltenes
Protein in Konzentrationen von 7,5, 10,0 und 12@mh in 10 mM Tris/HCI (2.1.5) sowie
gelostes Protein mit einer Konzentration von 8,6mhgn 10 mM Na-HEPES verwendet. Als
Kristallisationspuffer wurden die in Tab. 4.3 anglegnen Puffer benutzt. Zur Optimierung
der Kristallisationsbedingungen wurde ein pH-Gratlider Pufferlosungen eingesetzt. Die
Na-HEPES Kiristallisationspuffer wurden im pH-Beteicon 7,0 - 8,0 verwendet, wahrend
der Phosphatkristallisationspuffer im Bereich véh 1 - 6,1 eingestellt wurde. In fast allen
Ansatzen bildete sich sofort Prazipitat. Nach 5 éfadgonnte im K-Phosphatpuffer die
Bildung von Kristallisationskeimen beobachtet werd@Abb. 4.45 a, b), wahrend die
Kristallisierung in Na-HEPES Puffer nicht reproderhar war. Da die Kristallbildung unter
verschiedenen pH-Werten stattfand, hatte der pH&n& offensichtlich keinen Einfluss auf
die Kristallisation der BIS I. Leider wuchsen ierdAnsatzen der ,hanging drop“ Methode
viele kleine Kristalle, so dass diese aufgrundrileed3e nicht der Rontgenstrukturanalyse

zuganglich waren.

ADbDb. 4.45 a, BIS I-Kristalle mit der ,hanging drop* thede in KBPO,-Puffer pH 5,5
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Abb. 4.45 b BIS I-Kristalle mit der ,hanging drop“ Methode inHgPO,-Puffer pH 5,7

4.13 Kristallseeding

Da die Kristalle zu klein waren, um sie mit HilferdRontgenstrukturanalyse vermessen zu
kénnen, wurde das Makroseeding-Verfahren (3.4.4r@)ewandt. Die vorgelegten Kristalle
dienten als Kristallisationskeime in der frischelarBml6sung, so dass eine Anlagerung der
gelosten Proteine an den vorhandenen Kristallfatatt Fur die neue Stammlésung wurden
Proteinldsungen mit einer Konzentration von 16,4/migund 10,4 mg/ml in Na-HEPES
Puffer (2.1.5) verwendet. Als Seedingkeime wurdee Hristalle der ,hanging drop®
Methode in die neue Kristallisationslosung tberfiiNach zwei Wochen bei 13,0 °C konnten
wenige  Satellitenkristalle  detektiert werden, dieonv der Gr6Re her der

Rontgenstrukturanalyse zugénglich waren (Abb.y.46
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Abb. 4.46 BIS I-Satellitenkristall. Der grof3e Kealkorper (Pfeil a) entsteht durch Anlagerung neuer
Proteinmolekiile, der oben liegende Satellit (Rigist der in neue Stammldsung Uberfuhrte Seedistgiir

4.14 Kristallisierung in Gegenwart von Substraten unoldekt

Zur Festlegung der Kristallstruktur im Komplex mden Starter-CoA-Estern bzw. dem
Produkt wurden Versuche nach 3.4.2 durchgefuhrt. dié@ Kristallisierung wurde eine
Proteinldsung mit einer Konzentration von 16,4 mg/erwendet, als Substrate wurden das
Malonyl-CoA und das Benzoyl-CoA in Wasser bidegiogt und in einem Massenverhaltnis
von 1:1 der Proteinlésung zugesetzt. Neben den tfds wurde auch das 3,5-
Dihydroxybiphenyl als Produkt der enzymatischen WRea fur das Wachstum von Co-
Kristallen verwendet. Zur Kristallisation wurde digitting drop“ Methode (3.4.1.1)
angewandt. Als Kristallisationspuffer wurden diarkoerziell erhaltlichen Puffer nach 2.1.5
eingesetzt. Nach drei Wochen bei 13,0 °C konntesteeKristallisationskeime bei den
Screeningplatten mit Malonyl-CoA und Benzoyl-CoAeldiert werden (Abb. 4.47 a,b). Die
Kristallkeime mit Malonyl-CoA bildeten sich in 30®EG 1500 Puffer, wahrend die Co-
Kristalle des Benzoyl-CoA-Esters in einem 30% PE@®® 0,1 M Na-MES, 0,2 M
(NH,4)2SO, Puffer wuchsen. Leider konnte aufgrund der gennGet3e der Proteinkristalle
keine Strukturanalyse mittels Rontgenbeugungsaaalyschgefiihrt werden. Weitere
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Versuche mit der ,hanging drop* Methode zur Co-Kiilésierung wurden im Rahmen dieser
Arbeit nicht durchgefuhrt.

Abb. 4.47 a, Kristallkeime bei der Co-Kristallisierg der BIS | mit Malonyl-CoA

Abb. 4.47 h Kristallkeime bei der Co-Kristallisierung der BISnit Benzoyl-CoA
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4.15 Rontgenbeuqgungsanalyse

Die ROntgenbeugungsexperimente (3.4.3) fanden ufieftemperaturbedingungen in

Kooperation mit der AG Prof. Dr. Milton T. Stubbs aer Martin-Luther-Universitat in

Halle-Wittenberg statt. Zur Aufnahme der Beugungst@uwurden die Kristalle in neuen 0,1
M Kaliumphosphatpuffer tGberfuhrt (Tab. 4.3), denexi Anteil von 15 % Glycerin besal3.
Dieses Kalteschutzmittel gewahrleistete, dass distddle ohne Qualitatsverlust vermessen
werden konnten. Niedrigere Glycerinkonzentrationirten zu einer Bildung von

Eiskristallen wahrend des Einfrierens, so dassB#agungsbild durch die typischen Eisringe
gestort wurde. Innerhalb einer Charge zeigten remige Kristalle ausreichende Qualitat fur
eine Datensammlung. Auch die wenigen geeignetestddie wiesen eine Anisotropie aus, da
sie in Abhangigkeit ihrer Orientierung zum Rontgesisl unterschiedlich stark streuten, so

dass letztendlich nur zwei Streubilder zur Berecignder Struktur geeignet waren.

Abb. 4.48 Streubild der RontgenstrukturanalyseR18r|
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4.16 Synchrotron

Zur Aufnahme eines verbesserten Datensatzes wuddetiefgekihlten Kristalle mit dem
BESSY Synchrotron in Berlin vermessen. Die mit de8ynchrotron generierte
Rontgenstrahlung sollte Streubilder mit einer héherAuflosung der Proteinkristalle
erzeugen. Leider streuten die eingesetzten Krstall bis zu einer Auflésung von max. 3,60

A, so dass die gesammelten Daten fiir eine BereghaeinStruktur nicht ausreichend waren.

4.17 Bestimmunq der Kristallstruktur durch Molekularers&iz

Die Kristallstruktur der BIS | wurde mittels Molelamem Ersatz (Rossmann & Blow, 1962)
bestimmt. Dazu wurde ein nativer Datensatz (Tad). dit einer Auflésung von 20,00 - 3,15
A in den unter 3.4.1 angegebenen Bedingungen gedamhe ersten sogenannten
Refinement konnte die Raumgruppe P1 fir den Piaietall bestimmt werden. Die
Zellkonstanten wurden mit a = 73.41, b = 93,88,11%,93,0 = 117,938 = 89,80,y = 68,30
berechnet. In einer asymmetrischen Einheit befinrsleh 8 Monomere bzw. 4 Dimere der
BIS | (Abb. 4.49). Fir die Festlegung der Kristml&tur mittels Molecular Replacement
(MR) wurde ein bereits kristallisiertes Protein ralinlicher Kristallstruktur bendtigt. Da
schon mehrere Polyketidsynthasen kristallisiert dear waren, konnte auf eine
Chalkonsynthase vorMedicago sativaals Suchmodell zurlckgegriffen werden. Diese
Chalkonsynthase besitzt eine Homologie von 52,u%er BIS |, so dass die Struktur EDV-
gestitzt mit dem Programm AMORE berechnet werdemteo Das Suchmodell wurde dabei
mit der Elektronendichte der BIS | Uberlagert unid iHilfe der Aminosauresequenz konnte

die Struktur berechnet werden.
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Tab. 4.4 Nativer Datensatz der BIS | fir die Bereotg der P1-Struktur
Gesamt AulRenhille

Raumgruppe P1
Zellkonstanten

a 73,41

b 93,88

C 117,93

o 73,26

B 89,79

Y 68,3
Auflésung 20,00-3,16
Zahl der gemessenen Reflexe 105709 15232
Zahl der unabh&ngigen Reflexe 53775 7799
Rmerge 0,178 0,327
Rmeas (within 1+/1-) 0,25p 0,462
Rmeas (all I+ & I-) 0,252 0,462
Rpim (within I+/1-) 0,178 0,327
Rpim (all I+ & I-) 0,178 0,327
Vollstandigkeit der Daten (%) 96,5 95,5
Mean [(1)/sd(1)] 4,7 2,6

Abb. 4.49 Asymmetrische Zelleinheit der P1 Struktur
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Ein weiteres Refinement mit einem zweiten DatenfEdib. 4.5), der bei einer Auflésung von
22,88-3,16 A aufgenommen werden konnte, definierte eine P2I¥iQauppe fir die
Kristallisation der BIS I. Die Dimension der Zelksen konnte mit a = 73.18, b = 117,30, ¢ =
92,22, 0 = 90,00, = 112,67,y = 90,00 berechnet werden. In einer asymmetrischen
Zelleinheit befinden sich vier Monomere bzw. zwémiere (Abb. 4.50). Da nach dem ersten
Refinement schon eine Struktur der Biphenylsyntvaskag, konnte diese als Suchmodell fur
die zweite Strukturauflésung benutzt werden. DieVEgestltzte Berechnung der Struktur

erfolgte mit dem Programm AMORE Uber finf Berechysayclen.

Tab. 4.5 Nativer Datensatz der BIS | fur die Barasg der P21-Struktur

Gesamt AuBenhille Innenhille

Raumgruppe P21
Zellkonstanten

a 73,18

b 117,31

c 92,22

a 90,00

B 112,67

Y 90,00
Auflésung 22,88 - 3,16
Zahl der gemessenen Reflexe 911198 3260 10490
Zahl der unabhangigen Reflexe 28587 886 4057
Rmerge 0,230 0,064 0,659
Rmeas (within 1+/1-) 0,274 0,075 0,804
Rmeas (all I+ & I-) 0,274 0,075 0,804
Rpim (within 1+/1-) 0,148 0,038 0,452
Rpim (all I+ & 1-) 0,148 0,038 0,452
Vollstdndigkeit der Daten (%) 99,1 93,2 97,8
Mean [(1)/sd(1)] 4,7 16,1 1.4

Abb. 4. 50Asymmetrische Zelleinheit der P21-Struktur
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4.18 Tertiarstruktur

Die errechnete Tertiarstruktur bestétigte, dassktas/m als Homodimer von ca. 84,0 kDa
vorliegt. Entlang der zweifachen kristallographmschRotationsachse sind die Monomere
gegeneinander um 180° gedreht, so dass bei einerdilmheit die ,Frontseite und bei der
anderen Untereinheit die ,Ruckseite” erkennbar (&bb. 4.51). VerknUpft werden die
Monomere durch eine Peptidschlaufe, die von dennas@duren Met 134 und Pro135 gebildet
wird und die sich als Widerhaken in dem jeweils eyether liegenden Monomer verankert
haben (Abb. 4.52). Am N-Terminus konnte aufgrundstlechten Auflosung innerhalb der
asymmetrischen Einheit keine weitere Bindungsstagdle Monomere berechnet werden, so
dass die fur Typ llI-PKS typische Verknipfung Ulzevei freie a-Helices am N-Terminus
nicht bestatigt werden konnte.

Jedes BIS | Monomer kann in zwei strukturelle Beveieingeteilt werden. Die oben liegende
Doméane kann durch die Lage der verknipften Helived Faltblattstrukturen alapoafpa
Struktur beschrieben werden (Abb. 4.53). Dieses iWMaturde schon in mehreren
kondensierenden Enzymen beschrieben und ist beiPdérketidsynthasen weit verbreitet,
ursprunglich wurde es zuerst bei den Thiolasen Hredzen (Matthieu et al., 1997). Im
unteren Bereich befindet sich das aktive Zentrus Blezyms mit der katalytischen Triade,
die aus den in allen Typ IlI-PKS hoch konservierfgninosauren Cys 161, His 302 und Asp
335 (Abb. 4.54) gebildet wird. Die zwei unabhangigktiven Zentren des Dimers sind bis
auf das Met 134 vollstandig von Aminosaurerestea msveiligen Monomers umgeben.
Direkt in Nachbarschaft zu den Aminosauren im ativZentrum befinden sich tunnelartige
Strukturen, die fur die Aktivitat des Enzyms ein&htige Rolle spielen. Ahnlich wie die
Chalkonsynthase volledicago sativdFerrer et al., 1999) verfigt die BIS | Giber ein@Ac
Bindetasche (Abb. 4.55), die das aktive Zentrum detn umgebenden L&sungsmittel
verbindet. Gebildet wird die Tasche durch die Ansénaren Lys 52, Arg 55, Lys 59 und Ala
307. Aufgabe dieser Hohle ist es, das Benzoyl-Co2w.b Malonyl-CoA durch
Wechselwirkungen der Aminosdurereste mit dem Pheioarm des CoA-Esters in die
richtige Position fur Kettenstart und -verlangerumgaktiven Zentrum zu bringen. Am innen
liegenden Ende der CoA-Bindetasche befindet sich eieite Hohle, die in der Literatur als
die Substratbindetasche bezeichnet wird (Abb. 4.36) dieser Tasche wird durch
Interaktionen mit den Aminosauren Ser 133, Glu 188,191, Phe 194 und Gly 338 das
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Startersubstrat und der vom Substrat abgeleitatal@g Tetraketids fixiert und so im Enzym
verankert. In Richtung der Rotationsachse befisddt als letzte enzymatisch entscheidende
Struktur die Cyclisierungstasche (Abb. 4.57). lesgir relativ groRen Hohle (22,19 A),
gebildet aus Ala 129, Met 134, Phe 212, Val 255 253, Tyr 262 und Pro 374 findet die
Cyclisierung des linearen Tetraketids zum neuerg®isitems statt, bevor das Produkt aus

dem aktiven Zentrum in die Umgebung abgegeben wird.

Abb. 4.52 Bindeknopf zwischen den Monomeren Abb. 4.53 Monomer der BIS. Der obere Bereich zeigt
die aBapa-Struktur, der rot markierte Bereich zeigt die
Lage des aktiven Zentrums
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Abb. 4.55 Darstellung der CoA-Bindetasche von defRénhille des Proteins. Man erkennt deutlich die
Bindetasche, die sich von der &uf3eren Hulle bis aktinen Zentrum ausbildet.
Die GroRe der Hohle betragt 25,50 A.



IV Ergebnisse 111

Abb. 4.57 Darstellung der Cyclisierungstasche
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4.19 Aufreinigung und Puffer-Screening der BPS mit Hig-t

Wie die BIS | sollte auch die BPS zur Aufklarungr d&ruktur und zur Bestimmung des
Cyclisierungsmechanismus  kristallisiert werden. Ddie Aufreinigung mittels
Affinitatschromatographie (3.2.1.1) am Beispiel @6 | gute Ergebnisse lieferte und der
BPS-ORF in dem 6xHis-Tag codierenden pRset B Vektarlag, wurde das
Aufreinigungssystem (4.8) Ubertragen. Auch bei BBS wurde das Volumen der Ansatze
mit den entsprechenden Antibiotika auf 1600 ml bthind die Induktionszeit wurde auf 20,0
h festgelegt. Nach Abschluss der zweifachen Auigeimng wurde das Protein mittels
Zentrifugenkonzentratoren (3.2.4.2) aufkonzentriend in 10,0 mM Na-HEPES Puffer
(2.1.5) pH 7,7 umgepuffert. Die Reinheit der BPS rdeu mit Hilfe der SDS-
Gelelektrophorese (Abb. 4.58) tUberpruft und dietétin&konzentration wurde nach Bradford
(1976) (3.2.2) auf 13,6 mg/ml festgelegt. Zur Lagpey wurde die BPS bei 4,0 °C auf Eis
aufbewahrt, um eine Stérung der Kristallisationatiudenaturiertes Protein zu vermeiden.
Das Screening (3.4.1.1) erfolgte mit den unters2heschriebenen, kommerziell erwerblichen
Puffern an der Martin-Luther-Universitdt in Halledtgnberg. In 80 % der
Kristallisationsansatze konnte innerhalb der ers26f0 min die Bildung von Prazipitat
beobachtet werden. Nach 7 Tagen konnte in den éfenigjen die Bildung von einzelnen
Kristallen beobachtet werden, die von ihrer Grofieekd der Rontgenstrukturanalyse
zuganglich waren (Abb. 4.59). Die Vermessung diéggstalle im Tieftemperaturverfahren
zeigte leider keine Streubilder, so dass es sichud® Kristallen nicht um Protein, sondern

um ausgefallene Puffersalze bzw. Prazipitanten ¢lgn¢Abb. 4.59).
kDa
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Abb. 4.58 SDS-PAGE mit Coomassiefarbung zur Ubdymgider Reinheit der BPS a) BPS 10,0 ug,
b) Proteinleiter, c) BPS 5,0 ug, d) BPS 2,5 ug
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Abb. 4.59 Salzkristall bei der Kristallisierung d&®S mit Polyhistidinende

4.20 Puffer-Screening der BPS ohne His-Tag

Ein Grund fur die nicht erfolgte Kristallisierungknte bei der BPS die Anwesenheit des
stark polaren Polyhistidinrestes sein. Durch diednderte Polaritdt des am C-Terminus
befindlichen Fusionspeptids konnte es zu leichteanfBrmationsveranderungen an der
Proteinoberflache gekommen sein, die die Krisiallisng des Proteins erschweren. Da fir
eine 6xHis-Tag-Abspaltung an der Enterokinasestdteite des vom pRset B Vektor
codierten Fusionsproteins das notwendige Trypsohtnmehr in ausreichender Menge zur
Verfigung stand, musste ein System entwickelt werdait dem das Fusionspeptid
abgespalten werden konnte, ohne die Struktur uradit@uder BPS zu beeinflussen.

Dazu wurde der fur die BPS codierende ORF aus desetpB Vektor durch Restriktion mit
EcoRl und Nhd isoliert und in den ebenfalls miEcoRl und Nhd geschnittenen
Expressionsvektor PET 28c (Fa. Novagen) ligiereder Vektor codierte fur ein N-terminales
Fusionspeptid, das neben einem ©6xHis-Tag fur die frefuigung mittels
Affinitatschromatographie auch eine Erkennungssegubesall, die von Thrombin als
proteolytisches Enzym zur Abspaltung des Polyhistastes genutzt wurde. Da der PET 28c
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Vektor ebenfalls Uber ein LAC Operon verfiigte, kiendie Bildung der BPS mit IPTG
induziert werden. Nach der Transformation des Kuwiksts in BL21 kompetente Zellen
(3.1.10) konnte die Biosynthese der BPS induziestden. Zur Testexpression (3.1.12) fur
die Abspaltung wurden ein Volumen von 100,0 ml I2B1(2) inklusive Antibiotika und eine
Induktionszeit von 4,0 h gewahlt. Das Protein wumdeHilfe der Affinitatschromatographie
aufgereinigt (3.2.1.1) und 1,0 mg des Proteins ndotschrift mit Thrombin Restriction
Grade (Fa, Novagen) versetzt und inkubiert. Zur tkale der Abspaltung wurden nach 15,
30 und 45 min sowie 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 1)@ 24,0 h Aliquots von 3,0 ug Protein
entnommen und elektrophoretisch aufgetrennt (A0} Das SDS-Gel zeigte, dass nach ca.

drei Stunden der gro3te Teil der BPS gespalten war.

kDa
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Abb 4.60 SDS-PAGE und Coomassiefarbung zur Uberuraglder Enterokinasespaltung des BPS-
Fusionspeptids, a) Proteinleiter, b) ungespalt®@metein, c) nach 15 min, d) 30 min, €) 45 min,,f) &,
g) 2,0 h, h) 3,0 h, i) 4,0 h,j) 5,0 h, k) 12,d)24,0 h.

FUr das Screenen der Kristallisationsbedingungerdev®rotein tber vier Tage aus jeweils
1600 ml Bakteriensuspension isoliert. Anhand der Bradford (1976) (3.2.2) ermittelten

Proteinkonzentration wurde die erforderliche Meagelhrombin bestimmt und die Spaltung
durchgefuhrt. Die Spaltung fand abweichend zumdkadt im Lysispuffer (2.1.3) mit dem

notigen Korrekturfaktor der Thrombinmenge statt.rédbueine erneute Proteinaufreinigung
mit Ni-NTA Agarose wurden nicht gespaltene Protedtekile und abgespaltene
Fusionspeptide entfernt. Fir die Proteinkristadlishg wurde die Proteinlésung mit Hilfe von

Zentrifugenkonzentratoren (3.2.4.2) in 10,0 mM THiSI Puffer Gberfuhrt und auf-
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konzentriert. Dazu wurde der MWCO der Zentrifuges@é so gewahlt, dass das
proteolytische Enzym mit einer molekularen Massa 26,0 kDa entfernt wurde, wahrend
die BPS zurickgehalten wurde. Die Reinheit wurdiéetsi SDS-PAGE Uberprift (Abb. 4.61)
und die nach Bradford (1976) (3.2.2) ermittelte Eomzentration der Proteinlésung lag bei
11,7 mg/ml.

kDa
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Abb 4.61SDS-PAGE und Coomassiefarbung zur Uberwachung eimhRit der BPS, a) Proteinleiter, b) BPS
2,0 pg, ¢) BPS 5,0 pug, d) BPS 10,0 pg, ) BPS16.,0

Die Screening-Versuche (3.4.1.1) wurden in der Mdrtther-Universitat Halle-Wittenberg
durchgefuhrt. 80 % der angesetzten Proben zeigieh wenigen Minuten die Bildung von
Préazipitat, leider bildeten sich auch nach mehréMochen keine kristallinen Strukturen.
Ursache fir die nicht erfolgte Kristallisierung ki@ ein nicht ausreichender Reinheitsgrad
der Proben gewesen sein. Eine SDS-Gelelektrophdersiefgekihlten Ruckstellproben der
Charge mit anschliel3ender Silberfarbung zeigtes dias niedermolekularen Bereich noch
mehrere Banden an Fremdprotein zu erkennen wardmb. (A4.62). Das vorhandene
Fremdprotein bewies, dass eine Abtrennung von &tem Polypeptiden nicht quantitativ

verlief und so die Kristallisierung gestért wurde.
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Abb 4.62SDS-PAGE und Silberfarbung zur Uberwachung der iRsirder BPS, a) Proteinleiter, b) BPS 1,0
Hg, ¢) BPS 2,0 pg, d) BPS 3,0 ug

Zur Optimierung des Proteinreinheitsgrades wurde Riioteinaufreinigung wiederholt und
zur Abtrennung der Fremdproteine eine Gelfiltrat{8r8.6) nachgelagert. Abweichend zu den
bisherigen Aufreinigungen fand die Abspaltung dassiénspeptids mit Thrombin nach
Umpufferung in dem Basispuffer der Gelfiltration.3) statt. Modifiziert wurde die
Gelfiltration durch eine vorgeschaltete HisTrapd8&(Amersham Biosciences), um nicht
gespaltenes Protein von dem gespaltenen ProteirtelsnitAffinitAtschromatographie
abzutrennen. Anhand des Elutionsprofils (nicht ggxewurde die proteinenthaltende
Fraktion bestimmt. Fir die Kristallisierung wurdie 8PS mittels Zentrifugenkonzentratoren
(3.2.4.2) in 10,0 mM Tris / HCI Puffer umgepuffekit Hilfe der Bradford Methode (1976)
(3.2.2) wurde die Endkonzentration der Proteinlgsanf 8,8 mg/ml festgelegt. Die Reinheit
wurde durch die SDS-Gelelektrophorese (3.2.3) mir@assie und Silberfarbung (Abb. 4.63
a,b) Uberpruft. Beide Gele zeigten den hohen Aniffengsgrad der BPS, da selbst in hohen
Proteinkonzentrationen kaum noch Banden von Freoteliprzu erkennen waren. Das Puffer-
Screening fur das Protein fand im Zuge der obigeogération statt. Mit 80 % der
vorgelegten Kristallisationspuffer bildete sich énhalb von 20,0 min ein Préazipitat. Nach 14
Tagen konnte die Bildung von kleinen Kristallisas@&eimen unter zwei verschiedenen
Pufferbedingungen beobachtet werden (Abb. 4.64dahynTab. 4.6). Trotz ihrer geringen
Grolle wurde versucht, die Kristalle der Rontgenbagganalyse zu unterziehen. Die
Streubilder zeigten, dass es sich bei den Kristaladeutig um Protein handelte (Abb. 4.65).



IV Ergebnisse 117

Leider waren die registrierten Signale nicht aw$rend, um die Struktur der BPS zu
berechnen. Versuche zur Optimierung der Kristadlbssbedingungen und zur Vergrol3erung
der Kristalle wurden im Rahmen dieser Arbeit nictgthr durchgefinhrt.
Da

a b c d e f

Abb. 4.63 aSDS-PAGE mit Coomassiefarbung zur Uberwachung eéantieit der mittels zusatzlicher
Gelfiltration gereinigten BPS, a) BPS 20,0 ug, mténleiter, c) BPS 15,0 ug, d) BPS 10,0 ug, epBFO ug,
f) BPS 2,0 ug

a b c d
Abb. 4.63 b SDS-PAGE mit Silberfarbung zur Uberwachung der Reitnder mittels zusétzlicher Gelfiltration
gereinigten BPS, a) BPS 1,5 ug, b) ProteinleiteBRS 0,75 pg, d) BPS 0,5 pg
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Abb. 4.64 a, ,Kristalligel* der BPS in Na-MES Puffe

Abb. 4.64 b, Kristalle der BPS in Na-Acetat Puffer
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119
Tab. 4.6 Zusammensetzung der fir BPS erfolgreiétrestallpuffer
Préazipitant 1 Prazipitant 2 Puffer pH| Additive
30% PEG MME 2000 Entfallt 0,1 M Na-Actetat 4,6 RIQNH4),SO,
10% Dioxane Entfallt 0,1 M Na-MES 6,5 1.6 M (B0,

Abb. 4.65 Streubild eines BPS Kristalls
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die biochemischetédsuchung und Strukturbestimmung
mittels Kristallisierung der Biphenyl-Synthase (BMbn Sorbus aucupariaDie BIS gehort
zu der Familie der Typ 11l Polyketid-Synthasen (BKde fur die Bildung einer ganzen Reihe
von Naturstoffen im Sekundarmetabolismus der P&anzrantwortlich sind. Grundlegender
Reaktionsmechanismus aller Typ IlI-PKS ist die ¥iegerung CoA- bzw. enzymaktivierter
Startersubstrate mit Acetyleinheiten, die durch deoxylierung gewonnen werden. Die
entstandenen linearen Polyketide werden in eingchdiel3enden Cyclisierungsreaktion in die
entsprechenden Endprodukte Uberfiihrt (Schroder7;18astin und Noel, 2002). Der erste
vollstandig strukturell und funktionell beschrieleeXertreter der Typ 1lI-PKS-Superfamilie
war die Chalkon-Synthase (CHS) vdvledicago sativa(Ferrer et al., 1999). Neben
differierenden Startersubstraten und Polyketidlangker einzelnen PKS gibt es auch
unterschiedliche Cyclisierungsmechanismen, dieertuMielzahl der moglichen Produkte der
Typ II-PKS fihren. So wird fir die CHS, die alsoéwtionarer Ursprung aller Typ 1lI-PKS
gilt, die Cyclisierung mittels Claisen-Kondensatibaeschrieben. Dieser Mechanismus liegt
auch der Reaktion der Benzophenon-Synthase (BRfyizde. Im Gegensatz dazu fuhrt bei
der Stilben-Synthase (STS) und bei der BIS einelAkbndensation zum Ringschluss und
damit zur Bildung des Resveratrols bzw. des 3,5/ibxybiphenyls (Austin und Noel,
2002). Eine Ursache fur den Wechsel von der Claisear Aldolreaktion des
Cyclisierungsvorgangs konnte durch die Strukturi@néikng der STS vorPinus sylvestris
erklart werden (Austin et al., 2004). Wie die stwklle Basis fiur die unterschiedliche
Cyclisierung bei der BIS aussieht, sollte im Rahmieser Arbeit geklart werden.

Die fiir die BIS codierende cDNA konnte in der Atsgruppe au$. aucupariakulturen in
voller Lange gewonnen werden. ldentitatsverglemh@nderen Enzymen der gleichen Klasse
zeigen eine hohe Homologie von 52,9 % zu der CH8Wedicago sativaind 57,4 % zu der
STS vonArachis hypogaeaDa es sich bei der BIS um ein I6sliches Proteindelt, konnte
die Expression in einem prokaryontischen Systenchdyefiihrt werden. Bisher sind mehrere
Beispiele fir die erfolgreiche heterologe Expressio E. coli bekannt (Junghanns et al.,
1995; Liu et al., 2003; Yamaguchi et al., 1999;i®f&t al., 2006). Der Vorteil der Expression
in Bakterienzellen gegentber Hefen, tierischen efelbder anderen Expressionssystemen

liegt in ihrer einfachen Handhabung. Unter optimaedingungen lassen sich in
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Bakterienkulturen in kurzer Zeit schnell groRe Memgan Protein exprimieren, das Uber
angehangte Tags oder Fusionsproteine leicht zuighngbkt. Fir die biochemische
Charakterisierung der BIS wurde das Protein dimek¢h der Aufreinigung an Ni-NTA
Agarose verwendet. Eine Lagerung des Enzyms beaidtemperaturen war nicht maglich, da
schon nach dem ersten Gefrier- und Auftauzyklus Akévitat deutlich sank und nach
mehrmaligem Auftauen gar nicht mehr vorhanden anliche Instabilitaten von PKS sind
auch aus Rohextrakten voHypericum calycinunZellkulturen und aus Extrakten aus
Humulus lupulusekannt, die die Isobutyrophenon-Synthase bzwalsoophenon-Synthase
enthalten (Paniego et al., 1999; Klingauf, 2004&r Dptimale pH-Wert zur Bildung des
Biphenylproduktes lag bei 7,0. In der Literatur dsidhnliche Werte fir andere PKS
beschrieben. So liegt das pH-Optimum der WtPKS1lyketidsynthase | voWwWachendorfia
thyrsiflora) in 100,0 mM Tris/HCL bei pH 7,0 und in 100,0 mMaMEPES-Puffer bei pH
6,9 (Brand et al., 2006) und auch die BPS Hypericum androsaemuifiiu et al., 2003)
zeigt die groldte Aktivitat bei pH 7,0. Bei den CHEd anderen Typ 11I-PKS handelt es sich
um Homodimere mit Untereinheiten von 40-45 kDa (8dkr, 1997). Mittels Gelfiltration
wurde fur die BIS eine relative Molekilmasse vowai83 kDa berechnet. Dies entspricht
ungefahr der Masse der WtPKS 1, die mit 43,08 kDa Pntereinheit beschrieben wird
(Brand et al., 2006) und der Molekilmasse der VB®$Humulus lupulusdie bei 45 kDa pro
Monomer liegt (Paniego et al., 1999). Deg-Wert der BIS fur Benzoyl-CoA liegt bei 0,7 =
0,03 uM, was vergleichsweise gering ist. In deetatur l&sst sich einkWert der CHS von
Scutellaria baicalensisyon 5,17 + 2,62 uM finden und fur die STS vArachis hypogaea
wird ein Ky-Wert von 5,11 + 2,11 uM beschrieben (Abe et @04). Nur der K-Wert der
STS vonPinus sylvestridiegt mit 0,48 + 0,17 uM unter dem ermittelten \Weer BIS |. Fur
das als Kettenverlangerer dienende Malonyl-CoA wueth K,-Wert von 6,2 uM ermittelt.
Dieser Wert korreliert mit den in der Literatur aggbenen Werten. So wird deg-KVert fur
das Malonyl-CoA der CHS vo8orbus aucuparianit 7,3 UM (Liu et al., 2006) und fur die
CHS vonHypericumandrosaemunmit 10,8 uM (Liu et al., 2003) angegeben. Auffatlast
die hohe katalytische Effizienz der BIS, firr dia &Vert von 10181 Msec¢® ermittelt wurde.
Dieser Wert (ibersteigt die Daten der CHS @mtellaria baicalensimit 3224 M'sec! und
der STS vorArachis hypogaeanit 2120 M'sec! um ein Vielfaches (Abe et al., 2004). Nur
die katalytische Effizienz der BPS vdtypericum androsaemuriegt mit 28345 M'sec!
deutlich héher (Liu et al., 2003). Die HPLC und BESI-MS Analysen zur Bestimmung der

Substratspezifitat zeigen, dass Benzoyl-CoA al®tmigtes Substrat umgesetzt wird. Neben
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dem 3,5-Dihydroxybiphenyl als Hauptprodukt bildéthsin geringen Mengen auch 2,4,6-
Trihydroxybenzophenon, welches das Produkt der Bi#S1ypericum androsaemufhiu et

al, 2003) ist. Beide Enzyme nutzen die gleichens8abte und auch die Bildung des
Tetraketids durch dreifache Verlangerung des aitien Startersubstrats mit-Einheiten
aus dem Malonyl-CoA verlauft identisch. Durch ustdiedlich katalysierte
Cyclisierungsmechanismen kommt es anschlieRendBadung der jeweiligen Produkte.
Ahnliche Kreuzreaktionen bei der ProduktbildungatuPKS wurden schon in der Literatur
beschrieben. So katalysiert die CHS vBoeriaria lobata die Bildung von Naringenin-
Chalkon, des weiteren wird in geringer Menge débest Resveratrol freigesetzt (Yamaguchi
et al.,, 1999). Zwei Hypothesen versuchen die Bitdwmon Kreuzreaktionsprodukten zu
erklaren. Zum einen kdnnten durch falsch gefalteber noch l6sliche Enzyme unnatirliche
Konformationsdnderungen auftreten, die zu einerdBiy des Kreuzproduktes fihren
konnten. Zum anderen wird diskutiert, dass untehtnoptimalen Bedingungen wahrend der
Uberexpression des Proteins eine eingeschranktefokoationsflexibilitat im aktiven
Zentrum entsteht, so dass neben dem Hauptprodtextinrvitro Bedingungen ein anormales
Cyclisierungsprodukt gebildet wird (Yamaguchi et #099).

Neben dem Haupt- und Kreuzprodukt der BIS wurdedaei Inkubation mit Benzoyl-CoA
auch das Phenylpyron als Produkt gebildet. Durcliteidabbruchreaktionen unter nicht
natdrlichenin vitro Bedingungen entstehen intermediare, unvollstan&glyketide. Diese
werden in das umgebende Medium abgegeben und deirdn nicht enzymatischen
Lactonringschluss in ein Pyron Uberfuhrt (Yamaguehal., 1999). Welche Art von Pyron
sich bildet, ist von dem Startersubstrat und vorr dmterschiedlichen Zahl an
Verlangerungsschritten abhangig. So bildet die @biSPetroselinum hortensériketid- und
Tetraketidlactone, die als Pyrone in Enzymanséaidentifiziert werden kénnen (Kreuzaler et
al., 1975). Neben aromatischen Startersubstraterdeneauch langkettige, aliphatische
Substrate wie zum Beispiel Hexanoyl-CoA und Dec&@nA umgesetzt. So katalysiert die
CHS vonScutellaria baicalensisnit den unnatirlichen Startersubstraten Hexan@/-Gnd
Octanoyl-CoA die Bildung von Triketidpyronen (Abé¢ &, 2004). Diese Untersuchungen
zeigen, dass PK vitro eine relativ breite Substrat- und Produktspezifigsitzen. Die BIS
akzeptiert neben dem Benzoyl-CoA als Hauptsubdast-Hydroxybenzoyl-CoA und das-
Hydroxybenzoyl-CoA als Starter unt@én vitro Bedingungen. Bei Inkubationen mit-
Hydroxybenzoyl-CoA konnte als Produkt ein 3,4-Dihydyphenylpyron identifiziert werden,

das aus einer zweifachen Verlangerung und einehéieBenden Lactonringbildung
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resultiert. Ahnliche Produkte wurden auch fir dikubation mito-Hydroxybenzoyl-CoA
erwartet (Liu et al.,, 2003). Eine Massenanalyse sedierten Produktes konnte diese
Erwartung aber nicht bestatigen, da die gefundengss®l von 162 g/Mol fir ein
Triketidlakton zu gering ist. Aufgrund der geringstasse wurde angenommen, dass es sich
um ein Diketidlacton handelt. Ein hypothetisch asftgllterin vitro Syntheseweg, ausgehend
von einer Verlangerung um eine-Einheit mit anschlieBender Lactonisierung, hate 4-
Hydroxycumarin als Endprodukt. Massenspektromdtasdntersuchungen und HPLC-
Analysen der kommerziell erhéltlichen Referenzsamst wiesen die ldentitat von 4-
Hydroxycumarin eindeutig nach.

Durch die Sauerstofffunktion in Position vier sibebrivate dieser Substanz wie z.B. das
Dicumarol pharmakologisch &uf3erst interessant, oa aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeit zum Vitamin K die Blutgerinnung stér&innen (Abb. 5.1).

0O OH OH OH
CH
COC oL, CLOrn
CH, o~ o 07 "0 07 "o
(0]
Vitamin K; 4-Hydroxycumarin Dicumarol

Abb. 5.1 Vergleich der Strukturformeln von Vitanin, 4-Hydroxycumarin und Dicumarol

Die antikoagulierende Wirkung der Vitamin K-Antaggten besteht in der Hemmung des
Vitamin K-Konversionszyklus vom Vitamin K-Epoxid auVitamin K in reduzierter Form,
welches dann als Hydrochinon vorliegt. Die in debér produzierten Gerinnungsfaktoren
Faktor Il (Prothrombin), Faktor VII (Proconvertirffaktor IX (Antihamophiles Globulin B)
und Faktor X (Stuart-Prower Faktor) werden in Angrdeit von Vitamin K-Hydrochinon als
Cofaktor durch Vitamin K-abhangige Proteine aktityiendem Glutamatreste der Faktoren
durch posttranslationale CarboxylierungyzCarboxyglutamat Uberfiihrt werden (Abb. 5.2).
Dabei werden die Hydrochinon-Molekile in Anwesenhedn Kohlenstoffdioxid und
Sauerstoff zu Vitamin K-Epoxid oxidiert. Da fur didtivierung der Gerinnungsfaktoren aber
Vitamin K-Hydrochinon bendtigt wird, muss das Epbxiurch zwei Reduktasen wieder in
den reduzierten Zustand uberfihrt werden. Die eds#éser Reduktasen ist sehr sensitiv
gegeniber Antikoagulanzien der Cumarinklasse, ss dmirch deren Hemmpotenzial der
initiale Reduktionsschritt zum nattrlichen Vitandmicht stattfinden kann.
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Abb. 5.2 Schematische Darstellung des Vitamin K-@sionszyklus

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Cumarirmit Vitamin K blockieren die
Antikoagulanzien irreversibel das aktive Zentrumr &eduktase | und die zur Verfligung
stehende Anzahl der freien Vitamin K-Hydrochinoni®aile wird verringert. Durch die
geringe Konzentration des Hydrochinons ist eine logische Aktivierung der
Gerinnungsfaktoren nicht mehr uneingeschrankt robigind die Hamostase wird sowohl auf
dem sofort eintretenden extravaskuldren Weg alsh aaaf dem spater vermittelten
intravaskularen Weg der Blutgerinnung gestort (Miest al., 2001). Zusétzlich zu der
Wirkung auf die Gerinnungsfaktoren stort 4-Hydroxiy@rin auch dig-Carboxylierung der
blutgerinnungsregulierenden Proteine C und S (AhB), so dass die blutungsférdernde

Wirkung zusétzlich verstarkt wird (Mutschler, 200REeben der antikoagulativen Eigenschaft
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wird auch Uber eine cytotoxische Wirkung der Cumardiskutiert. So wurden vitro die
cytotoxische Aktivitat auf Tumorzellen von 4-Hydsmumarink und  anderen
Cumarinderivaten nachgewiesen (Rosskopf et al2)199

In der Literatur lassen sich als bekanntestes Beifijr pflanzliche Vitamin K-Antagonisten
die Inhaltsstoffe dedelilotus officinalis (SuR3klee) aus der Familie Fabaceae finden. Diese
vegetativ anspruchslose Pflanze ist vor allem imelBé des Nordwestens der USA und dem
westlichen Kanada weit verbreitet und wird in deehhaltung als Futterpflanze verwendet.
In den Vakuolen der Pflanze wird als Vorstufe dem@rine das Melilotosid akkumuliert.
Trocknungsprozesse wahrend der Lagerung setzeasd{&sikosid frei und cytosolische 13-
Glucosidasen hydrolysieren den Zucker, so dassAaglykon die 2-Hydroxyzimtsaure
ungebunden vorliegt. Durch eine cis-trans-Isomemisig und anschliel3ende Cyclisierung
entsteht das Cumarin, das fir den charakterisgs§@en Geruch des getrockneten Steinklees
verantwortlich ist (Rimpler, 1999). Das Cumarin d&g3klees hat keine blutverdiinnende
Wirkung und daher kann das Heu als Futterpflanzeyesietzt werden. Unter feuchten
Lagerungsbedingungen aber kénnen verschiedespergillus- und Penicillium-Arten die
Cumarinmolekile zu 3;3Vlethylen-bis-4-hydroxycumarin (Dicumarol) metalsadren. Diese
Verbindung besitzt ein hohes blutverdinnendes R@kmit einer geringen therapeutischen
Breite und einer langen Halbwertszeit, so dass Aeiftang der 40er Jahre mehrere
Veroffentlichungen von der ,sweet clover diseasefidhten, an der nach dem Verzehr von
verschimmeltem SuRkleeheu bis zu mehrere hundertieRiverendeten (Blakley, 1980;
Radostits et al., 1980). Nach der Isolierung undksaraufklarung des Dicumarols diente es
als Grundlage fur die Synthese von Strukturanalogienz.B. Phenprocumen und Warfarin,
die aufgrund ihrer guten Wirksamkeit und kontrobi@en Halbwertszeit als Basis der
modernen antithrombischen Therapie gelten. Ein Marg des antikoagulierenden Potenzials
des 4-Hydroxycumarins mit dem des Dicumarols zealggss das Produkt der BIS mit dem
Starter o-Hydroxybenzoyl-CoA nur ungefahr 1/800 der Wirkudgs Dicumarols besitzt
(Overman et al., 1943).
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Die Quartarstruktur der BIS | zeigt den fir die PE@ischen Aufbau eines Homodimers.
Untersuchungen an PKS zeigten, dass jedes Monomekgves Zentrum besitzt, welches
unabhangig von dem Zentrum des anderen Monomeralykath aktiv ist. Durch

Coexpression konnten Heterodimere von aktiven uraktiven STS-Monomeren erzeugt

werden, bei denen nach Inkubation die Produktesfingerer Menge im Vergleich zum
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Wildtyp detektiert wurden (Tropf et al., 1995). D&nzelnen Monomere kdénnen in zwei
strukturelle Bereiche eingeteilt werden. Die ob&eméane des BIS-Monomers kann als
apafo-Struktur beschrieben werden (Abb. 4.53). DiesestiMaost in verschiedenen
Enzymklassen verbreitet und konnte zuerst durctKdallisierung einer 3-Ketoacyl-CoA-
Thiolase vonSaccharomyces cerevisieschrieben werden, die an den finalen Schritten de
3-Oxidation beteiligt ist (Mathieu et al., 1997n Her Literatur lassen sich auch fir
kondensierende Enzyme wie die PKS diese Strukmmesiée finden. Durch die
Kristallstruktur der CHS vorMedicago sativakonnte gezeigt werden, dass auch hier die
apafo-Struktur im oberen Bereich des Enzyms zu findeér(Rerrer et al., 1999). Dasselbe
gilt fir die STS vorPinus sylvestrigAustin et al., 2004). Im unteren Bereich befindieh
das aktive Zentrum des Enzyms. Die beiden aktivamtr&n der Homodimere sind bis auf die
Verknupfungspunkte vollstandig von Aminosaurerestes jeweiligen Monomers umgeben.
Die aufgeklarte Struktur zeigt, dass die einzeliaiten durch eine Schlaufe verknipft
werden, die zwischen den beiden Aminosduren Met GB8d Pro 135 des jeweiligen
Monomers entsteht (Abb. 4.52). Die CHS Wdedicago sativabesitzt die gleiche Struktur
zur Verknupfung (Ferrer et al., 1999) und auchM@nomere der STS voRinus sylvestris
sind auf diese Weise verknupft, nur dass hier dasdégen ein Leu ausgetauscht ist (Austin
et al.,, 2004). Neben dieser Verbindungsart sind @S- und STS-Monomere zusatzlich
durch zwei a-Helices am N-Terminus verbunden, indem sich dieddin gegenseitig
umschlingen. Im Gegensatz dazu lasst sich diesaeBialle bei der BIS | nicht finden. Die
Kristallstruktur der BIS zeigt auf der Aminosaureeb die drei in allen Typ IlI-PKS streng
konservierten Aminosauren (Cys 161, His 302 und 8886), die die katalytische Triade
bilden. Durch Mutationsversuche an der STS A&aachis hypogaeand der CHS vosinapis
alba konnte die Bedeutung des Cysteins fur die katadlgg Aktivitat schon frih belegt
werden, da der Ersatz dieser zentralen Aminosauneghainen anderen Rest eine vollstandige
Aktivitatsléschung zur Folge hatte (Lanz et al.91p Spatere Versuche mittels Blockade der
schwefelhaltigen Aminoséure durch Zugabe von lodtzamid bestatigten, dass das Cystein
an der Kondensierungsreaktion beteiligt ist, aberuf adie ablaufende
Decarboxylierungsreaktion des Malonyl-CoA zu AcefylA keinen Einfluss hat. Erst durch
die Zugabe eines Histidin-Inhibitors, Diethylpyraphat (DPC), kam es zu dem Effekt, dass
sowohl die Kondensierungsreaktion als auch die ecglierungsreaktion unterbunden
wurde. Mit diesem Versuch konnte die katalytischktivitdt des Histidins im aktiven

Zentrum der Typ I1I-PKS nachgewiesen werden (Sudl.e2000). Mit der Kristallisierung
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der CHS von Medicago sativa und den erhaltenen Angaben Uber die
Elektronendichteverteilung konnten auch die Bedemtudles Asn und der gesamte
Reaktionsmechanismus der Kondensationsreaktiordigekerden. Initiiert wird die Bildung
des linearen Ketidintermediates durch eine koval®ihdung des als CoA-Ester aktivierten
Substrates an das Cystein im aktiven Zentrum. Deizd der Cysteinrest 161 durch eine
Imidazol (His 302)-Thiolat-Wasserstoffbricke akisti (Abb. 5.4). Gleichzeitig wird Uber
eine weitere Wasserstoffbricke zwischen dem Caltbangrstoff des Substrat-CoA-
Thioesters und der Seitenkette des Asn 335 dasnfedakul in der Nahe des aktivierten
Cysteins stabilisiert. Durch Cokristallisierung deiHlS vonMedicagosativa mit Hexanoyl-
CoA konnte die H-Bricke zwischen dem Asn und demb@aylsauerstoff des CoA-
Thioesters nachgewiesen werden (Jez et al., 1988)h einem nucleophilen Angriff des
Cysteins auf das Substrat und der gleichzeitigeapAlbung des Coenzym A-Restes ist das
Substrat fest Gber eine neue Thioesterbindung arCgsteinrest 161 gekoppelt (Ferrer et al.,
1999). GroRere Bedeutung besitzt die Asparagins@3f in der separat verlaufenden
Decarboxylierungsreaktion. Zusammen mit dem Hist02 fixiert sie das Malonyl-CoA in
der Nahe des kovalent gebundenen Substratthioesibes H-Bricken. Vor allem
Wechselwirkungen zwischen der Seitenkette der Agpasaure und dem aus dem Malonyl-
CoA resultierenden Carbanion-CoA stabilisieren eeanion in der Enolform. Mittels eines
nucleophilen Angriffs des Carbanions wird dig-Einheit auf das Startersubstrat Ubertragen
und das resultierende Produkt vom Cystein des @ktientrums abgespalten. Der freie
Diketid-CoA-Thioester kann dann wieder kovalentdam Cysteinrest gebunden werden und
Uber weitere Verlangerungsschritte entsteht dasat Polyketid-Intermediat (Ferrer et al.,
1999) (Abb. 5.4). Eventuell ist Phenylalanin 212eidigyt, das einen unpolaren ,Schutzschild*
bildet, damit die Decarboxylierungsreaktion unggsablaufen kann (Jez et al., 2000).
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Abb. 5.4 Reaktionsmechanismus der BIS, auf denBiiing der Polyketid-Zwischenstufen basic.t. C&A

Direkt in Nachbarschaft zur katalytischen Triaddirimeen sich die tunnelartigen Strukturen,
in denen sich die Substrate und Produkte wahrendieymreaktion befinden. Lys 52, Arg
55, Lys 59 und Ala 307 bilden den CoA-Bindetunrady die Substratbindetasche mit der
Proteinoberflache verbindet. Die Cokristallisierudgr CHS vonMedicago sativamit
Malonyl-CoA zeigte, dass die an der Proteinobenikegenden Aminosauren Lys 52, Arg
55 und Lys 59 ein Netzwerk von Wasserstoffbriickedbbngen zu zwei Phosphatgruppen des
CoA-Restes ausbilden. Eine weitere Wasserstofflemigkhdung zwischen dem Amid-
Stickstoff des Ala 307 im Rickgrat und der erstemb@nylgruppe des Panthotenarmes des
Coenzyms A positionieren das Thioester-gebundebst&i in der Nahe des Cys 161 (Ferrer
et al, 1999). Am innenliegenden Ende des CoA-Bimigels befindet sich die
Substratbindetasche, die durch die Aminosaurel3&rGlu 189, Thr 191, Phe 194 und Gly
337 ausgekleidet wird. Die Cokristallisierung dérsativaCHS mit dem Produkt Naringenin
zeigte, dass das Substrat hauptsachlich durch gaWaals-Wechselwirkungen im Enzym
fixiert wird. In Position 262 fungiert ein Tyrosigst als Pfortner zwischen der
Substratbindetasche und der Cyclisierungstasche. &inliche Funktion wird in der STS von
Pinus sylvestris einem Phenylalaninrest zugeschrieben (Austin ef aD04). Die
Cyclisierungstasche bildet die grof3te Hohle desvaktZentrums und neben dem Pfortner
Tyr 262 wird sie durch Ala 129, Met 134, Phe 2123] ¥51, Ala 253 und Pro 374 definiert. In
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dieser Tasche findet die Cyclisierung und Aromatisiag des intermedidren Polyketids zum
Produkt statt. Wie bereits erwahnt kénnen die Pktelwder PKS IlI-Superfamilie durch
unterschiedliche Cyclisierungsreaktionen entsteffarstin u. Noel, 2002). In der Literatur
wird fir den Ringschluss der ubiquitiren CHS einé—C1 Claisen-Kondensation
beschrieben. Wahrend dieser Cyclisierungsreaktiord wleichzeitig das Produkt vom
katalytischen Cysteinrest des aktiven Zentrums smjeen und freigesetzt (Jez et al, 2000).
Dasselbe gilt offensichtlich fiir die BPS vbh androsaemundie den Ringschluss ebenfalls
mittels Claisen-Kondensation katalysiert. Der Gsieliungsreaktion der STS vdainus
sylvestrisliegt eine C2>C7 Aldol-Kondensation zu Grunde, bei der das Prodsch der
Cyclisierung vom katalytischen Cystein abgespaltenden muss. Anderenfalls kénnte das
Produkt des C2-C7-Ringschlusses nicht aus demeakiientrum entlassen werden. Durch
Kristallisierung der STS konnte die Ursache fir degenannten Aldolschalter ausgemacht
werden. Der Vergleich der Kristallstrukturen von £dnd STS zeigt, dass der Austausch des
Serinrestes 133 durch Threonin in der STS den dibekachbarten Threoninrest 132 in
Bindungsléange einer Wasserstoffbriickenbindung nerei Wassermolekll bringt, das im
aktiven Zentrum durch einen gegenuberliegenden nf&sti  stabilisiert  wird.  Im
Zusammenspiel mit der Carboxylgruppe eines in allgp I1I-PKS hoch konservierten
Glutaminsdurerestes an der Rickseite des aktivetrufes entsteht so ein Netzwerk von
Wasserstoffbriickenbindungen, das ganz &hnlich mereTyp Il Thioesterase aus.coli
vorkommt (Abb. 5.5).
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Aktives ZentrunE. coli Thioesterase

Glu g,
¥\=0 Glu Gin s
o ¥\=O
. o. H< N
Ser ;N HO Ser 55 \O /
OH Th H . H ©
r 132 HO . '-,.
" " H H >—Thr 132 Asp 23“qu
Cys o’ CYS 164 © - H{
164\ < \S O o Thr
(e]

o (0]

o oH OH Ho H
o
N A
o) o o (e]

Abb. 5.5 Vergleich der Bindungsverhaltnisse in dktiven Zentren der CHS und STS und

einerE. col+Thioesterase
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Durch diese kryptische Thioesteraseaktivitat isinéglich, das Polyketid vom katalytischen
Cystein zu trennen (Austin et al., 2004). Die Eqeg einer Thioesteraseaktivitat durch
Aminosaurenaustausch scheint im Vergleich zu eindompletten Umbau der
Cyclisierungshohle evolutiondr gesehen die einfecNariante flr eine Funktionsédnderung
zu sein, da ein Umbau zwangslaufig zu einer vaildigen Konformationsdnderung im
Molekul fuhren wirde. Auch die BIS bildet das 3,81alroxybiphenyl Gber eine Aldol-
Kondensation des linearen Tetraketidintermedidtas.Vergleich der Aminosauresequenzen
der BIS | und der STS vdRinus sylvestrizeigt, dass bei der BIS ein anderer Mechanismus
zur Spaltung des Thioesters vorliegen muss. Diedi@r Thioesteraseaktivitat wichtigen
polaren Aminosauren Threonin 132 und Serin 338 SIEE sind bei der BIS durch die
unpolaren Aminosauren Alanin 129 und Glycin 337gatsuscht, so dass es theoretisch zu
keiner Ausbildung eines H-Briickennetzwerkes Ubarfeiertes Wassermolekil nach dem
Beispiel STS kommen kann. Ein Vergleich der Stredatuvon BIS | und STS auf
Aminosaureebene bestatigt, dass die STS ein Wasfersckennetz ausbilden kann,
wahrend die BIS | nicht Gber die benétigten Aminosa verfligt. Auf3erdem konnte das
erforderliche Wassermolekul in der Nahe des kataljen Cysteins nicht detektiert werden
(Abb. 5.6). Die Struktur der BIS | zeigt im Bereighn Ala 129 bis Met 134 eine deutliche
Konformationsanderung des Ruckgrats im Vergleich&TS in diesem Bereich (Abb. 5.7).
Dieser Konformationsunterschied konnte auch fir digclisierung mittels Aldol-
Kondensation verantwortlich sein. Allerdings beweime Gegenulberstellung von BIS | und
CHS, dass diese beiden Enzyme im Bereich des akHeatrums fast deckungsgleich sind
(Abb. 5.8). Somit liegt bei der BIS | eine Grund&tiur vor, wie sie auch bei Enzymen mit
Claisen-Kondensation als Cyclisierungsmechanismokomnmt. Eine Uberlagerung der
Raumstruktur im Bereich des aktiven Zentrums mit Harte der Elektronendichte zur
Bestimmung weiterer Mdoglichkeiten flr die veranderCyclisierung zeigt, dass das
Schwefelatom des katalytischen Cys 161 durch zveeie&toffatome in oxidierter Form
vorliegt (Abb. 5.9). Durch diese Sauerstoffatome &s nicht mehr mdoglich, den
Originalzustand des aktiven Zentrums zu definiegandie polaren Sauerstoffmolekile alle
maoglichen  nicht  kovalenten  Bindungsmdoglichkeiten r zuAusbildung  einer
Thioesteraseaktivitat unterdriicken. Deshalb bledstMechanismus der Aldol-Kondensation
bei der BIS vonSorbus aucupariasorerst ungeklart, so dass weitere Kristallisigssnund
Cokristallisierungsversuche notwendig sind, um d&sve Zentrum im nativen Zustand

darzustellen.
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Abb. 5.6 Vergleich der aktiven Zentren von BISifg) und STS (cyan). Die Z&hlung der Aminoséauren
entspricht dem jeweiligen Enzym. Der rote Punkt Isglisiert das fixierte Wassermolekul in der STS; dber
H-Briicken mit Threonin und Serin stabilisiert wirdd als aktiviertes nukleophiles Wassermolekul die

Grundlage fiir die Thioesteraseaktivitat bildet. iReém aktiven Zentrum ist deutlich der
Konformationsunterschied im Grundgerust der Enzgnkennbar.
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Phe 212

Abb. 5.9 Uberlagerung der BIS I-Raumstruktur imdeh des aktiven Zentrums mit der Elektronendiciuttsk
In Nachbarschaft zum Cystein liegen die rot daajiteh Elektronenwolken der eingelagerten
Sauerstoffmolekule.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die enzymatische Charakterisigy der Biphenylsynthase | vdorbus
aucuparia Da die Klonierung schon abgeschlossen war, mussteExpressionssystem
entwickelt werden, so dass die BIS | als wassedliss, enzymatisch aktives Protein vorlag.
Die besten Proteinausbeuten nach EnzyminduktionlPdiG wurden bei einer Temperatur
von 25,0 °C uber einen Zeitraum von 4,0 — 24,0r&ieht.

Nach Zellaufschluss durch Ultraschall wurde mitt@l§initatschromatographie die BIS |
aufgereinigt. Die kinetische Charakterisierung achte ein Temperaturoptimum von 35,0 °C
und ein pH-Optimum von pH 7,0 in 0,1 m KPD,. Als bevorzugtes Substrat wurde Benzoyl-
CoA umgesetzt. Fur die Inkubation der Polyketidegse mit Benzoyl-CoA ergab sich ein
Kmn-Wertvon 0,7 £ 0,03 uM und der KWert fir Malonyl-CoA konnte mit 6,38 £ 0,2 uM
berechnet werden. Die ProteingroRe konnte per lGalfon mit 83,16 kDa beschrieben
werden. Fir die katalytische Aktivitat ergab siaf\@/ert von 10181 Msec.

Aul3er dem physiologischen Substrat Benzoyl-CoA phede die Biphenylsynthase unter in
vitro Bedingungen auch das-Hydroxybenzoyl-CoA und das-Hydroxybenzoyl-CoA als

Startersubstrate. Die Produkte wurden mit Hilfe d&8I1-MS Analyse untersucht und
identifiziert. Bei Inkubationen der BIS | mit-Hydroxybenzoyl-CoA konnte ein Dihydroxy-
phenylpyron und bei der Inkubation mib-Hydroxybenzoyl-CoA konnte das 4-

Hydroxycumarin als Produkt bestimmt werden.

Neben der Charakterisierung sollten zur Aufklaruwhgy Cyclisierungsmechanismen die
Biphenylsynthase vorSorbus aucupariaund die Benzophenonsynthase vbBlypericum

androsaemum kristallisiert und strukturell beschrieben werde@azu musste ein
Aufreinigungssystem entwickelt werden, das den Addoungen an Reinheit und
Konzentration des Proteins gerecht wurde. Da daeRre mit N-terminalen 6x His-Tags
expremiert wurden, konnten diese leicht Uber eineifache Affinitatschromatographie
aufgereinigt werden. Um Stdérungen der Kristallsatidurch Wechselwirkungen des
Losungsmittels mit dem His-Tag zu vermeiden, musdigsser vom gewollten Protein

abgespalten und getrennt werden.
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Bei der BIS | erfolgte die Abspaltung des His-Tags einer Trypsinmodifikation, die dabei
eine Enterokinasesequenz zum Abbau erkannte. DaTdgssin selbst Uber einen nicht
abspaltbaren Polyhistidinrest verfugte, konnte atelm Affinitdtschromatographie leicht

abgetrennt werden.

Bei der BPS erfolgte die Abspaltung des Fusionsgepimit Hilfe von Thrombin (Novagen).
Zur Abtrennung der Enterokinase und der abgespmaitePolyhistidinreste musste eine
Gelfiltration durchgefihrt werden, um die Anfordegen an die Reinheit des Proteins

erfillen zu kdnnen.

Fur die Kiristallisierung der Proteine wurden diethMeEen des Dampfdiffusionsverfahrens
angewandt. Zur Festlegung der Kiristallisationspatamvon BIS | und BPS wurde ein
Screening mit verschiedenen Pufferbedingungen ndeh ,sitting drop“ Methode
durchgefuhrt. Im Fall der BIS | konnte eine Optimieg der Kristallisierung durch
Verwendung der ,hanging drop® Methode erzielt werddieses Verfahren war am
effektivsten, nachdem ein  Kristallisationskeim  nachder = Methode  des

Makroseedingverfahrens in den neuen Kristallisatimsatz Gberfihrt worden war.

Mit Hilfe der Rontgenbeugungsanalyse konnten figr BIS | zwei vollstdndige Datensatze
aufgenommen werden. Diese dienten der Berechnundsulektur des Proteins nach der
Methode des Molekularen Ersatzes, bei der die &truker CHS vorMedicago sativaals
Suchmodell benutzt wurde. Aus der berechneten @irlkonnten die Malonyl-CoA-, die
Substratbinde- und die Cyclisierungstasche definied dargestellt werden. Die molekulare
Beschreibung des Cyclisierungsmechanismus der Addobensation konnte aus den

gewonnen Datensatzen leider nicht erfolgen.

Die Optimierung der Kristallisierung der BPS une& diufnahme des Beugungsmusters fur
dieses Enzym wurden im Rahmen dieser Arbeit nichtthm durchgefuhrt.
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