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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Lanthipeptide sind ribosomal exprimierte und posttranslational modifizierte Peptide (RIPPs),
deren verbindendes Strukturmotiv spezielle intramolekulare Thioetherbriicken darstellen, die
(Methyl-)Lanthionin und (Methyl-)Labionin genannt werden. Abhangig von Aufbau und
Struktur der Synthetasen werden Lanthipeptide in vier Klassen eingeteilt. Wahrend die mono-
und bifunktionalen Synthetasen der Klassen | und Il weitestgehend charakterisiert sind, ist
Uber Struktur und Mechanismus der trifunktionalen Synthetasen der Klassen Il und IV bisher

kaum etwas bekannt.

Curvocidin ist ein neuartiges Klasse IV-Lanthipeptid, das von dem extremophilen Bakterium
Thermomonospora curvata gebildet wird. Es ist mit einer Lange von 21 Aminosduren und drei
Methyl-Lanthioninbriicken ein relativ kleines Lanthipeptid mit einer verhaltnismaRig geringen
Zahl an posttranslationalen Modifikationen. Auch das Gencluster ist mit nur fiinf Genen relativ
klein. Aus diesen Griinden eignet sich das System Curvocidin hervorragend als Modell fur die

intensive Untersuchung der trifunktionalen Synthetasen der Klasse Ill und IV.

Durch Klonierung und Aufreinigung der rekombinanten Curvocidin-Synthetase und deren
Substrat, dem rekombinanten Curvocidin Vorldaufer-Peptid, konnte die Funktion des Enzyms
in vitro analysiert werden. Ausgehend von den Ergebnissen wurde ein Modell erstellt, das den
iterativen Syntheseprozess der drei Methyl-Lanthioninbriicken abbildet. Dariiber hinaus
konnten spezifische Aminosauren in der Synthetase-Primarstruktur identifiziert werden, die

eine essentielle Rolle bei der Katalyse einnehmen.

Fiir ein eingehendes Verstandnis der Enzymfunktion ist ein detailliertes Strukturmodell
erforderlich. Bisher ist keine Struktur einer trifunktionalen Lanthionin-Synthetase bekannt.
Durch umfangreiche Optimierungen konnten groffe Mengen an hochreiner Curvocidin-
Synthetase aufgereinigt werden. Damit wurden durch Hochdurchsatz-Testierungs-Methoden
(screening) die besten Bedingungen fiir eine Kristallisation des Enzyms ermittelt. Mithilfe der
Rontgen-Proteinkristallographie konnte das erste Strukturmodell einer trifunktionalen
Lanthionin-Synthetase erstellt werden. Trotz Cokristallisation sind Substrat, Cofaktoren und

Mg?*- wie auch Zn%*-lonen nicht in der Elektronendichtekarte sichtbar.






Abstract

Abstract

Lanthipeptides are ribosomally synthesized and post-translationally modified peptides (RiPPs)
that contain specific intramolecular thioether bridges called (methyl-)lanthionine or
(methyl)labionin. These modifications are formed by specific lanthionine-synthetases which
are categorized into four distinct classes depending on their organization and structure. The
mono- and bifunctional synthetases of classes | and Il are largely characterized. However,
there is little known about the structure and mechanism of the lanthionine-synthetases of

classes Illl and IV.

Curvocidine is a novel class IV lanthipeptide produced by the extremophile bacterium
Thermomonospora curvata. It comprises 21 amino acids and three methyllanthionine bridges,
therefore representing a relatively small lanthipeptide with a low degree of post-translational
modification. Also the gene cluster consisting of only five genes is relatively small. Thus, the
Curvocidine system is well suited to serve as a model for an intensive study of class Ill and IV

lanthionine-synthetases.

By means of cloning and isolating recombinant Curvocidine synthetase and the respective
substrate, recombinant Curvocidine precursor peptide, we were able to analyse the enzyme
function in vitro. Based on these results a model is proposed illustrating an iterative synthesis
process. Moreover, specific amino acids in the synthetase sequence were identified that are

crucial to the catalytic function.

A more sophisticated insight into the enzyme’s catalytic mechanism requires a detailled
structure model. As of yet there is no such structure of a trifunctional lanthionine-synthetase
available. By means of extensive optimization a large quantity of highly pure protein was
isolated and used for screening for optimal cristallization conditions. Using X-ray protein
cristallography we were able to achieve the first structure model of a trifunctional lanthionin-
synthetase. Despite efforts of co-cristallization, the substrate, co-factors as well as Mg?*-and

Zn?*-ions are not visible in the electron density map.
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Einflhrung

1  Einfihrung

Der Metabolismus aller Organismen ldsst sich basal in zwei Kategorien unterteilen. Der
Primarmetabolismus umfasst solche Stoffwechselvorgdnge, die essentiell zur
Lebenserhaltung und zum Wachstum sind. Dabei sind die zu Grunde liegenden Mechanismen,
Reaktionen und Produkte bei allen Organismen sehr dhnlich. Prominente Beispiele sind die
Aminosauresynthesen, die Fettsduresynthese, die Glycolyse und Gluconeogenese oder der

Citrat-und Harnstoffzyklus.

Die Produkte des Sekundarmetabolismus sind nicht im engeren Sinne essentiell. Sie erfillen
in der Zelle zusatzliche Funktionen, etwa den Schutz vor anderen Organismen,
Signaltransduktion, Pigmentierung oder die Aufnahme von Spurenelementen. Bei
Mikroorganismen wird unterschieden zwischen der Trophophase (altgr. tpopn trophe:
Erndhrung), in welcher der Primarstoffwechsel dominiert und der Idiophase (altgr.
1010¢ idios: eigen), in der Primar- und Sekundarstoffwechsel parallel verlaufen. Eine scharfe
Trennung der beiden Systeme ist kaum moglich, da der Sekundarmetabolismus in der Regel

von Primarmetaboliten abhangig ist.

Die Funktion der meisten Sekundarmetaboliten, die auch Naturstoffe genannt werden
(engl. natural products), ist unbekannt. Einige Naturstoffe jedoch sind fiir den Menschen,
aufgrund eines breit gefacherten Wirkspektrums, von groBtem Interesse und Forschende aus
allen naturwissenschaftlichen Disziplinen arbeiten gemeinsam daran, neue potentielle

Wirkstoffe zu finden und so dem Menschen nutzbar zu machen.

1.1 Naturstoffe

Naturstoffe und Naturstoffderivate decken ein breites Spektrum an Aktivitdten ab. Am

prominentesten sind antibiotische Wirkungen?, entweder mit unterschiedlicher Spezifitat fur

1



Einflhrung

gram-positive (g*) oder gram-negative (g°) Bakterien oder als Breitband-Antibiotika. Weiterhin
sind Naturstoffe mit insektizider?, antifungaler® oder herbizider®> Wirkung Bestandteil der
modernen Agrarwirtschaft. Spezifischer sind Wirkstoffe gegen den Malaria-Erreger
Plasmodium falciparum® oder Nematoden, wie den Gefliigelparasiten Ascaridia galli’. Dartber
hinaus umfasst das Spektrum antivirale®®, cytostatische!®!!, analgetische'*'?2 und
immunsuppressive! Aktivititen. Andere Verbindungen dienen als Blutdruck-** oder
Cholesterinsenker!>. Naturstoffe werden in vier groRe Stoffgruppen unterteilt: Isoprenoide,

Polyketide (Aromaten), Alkaloide und Peptide (Abb. 1.1).

3 = =

Squalen

Campesterin
I
NH IN\ | HO._O
o] \ = N HaC OH
N
Lolin Nikotin 6-Methylsalicylsdure

Erythromycin A

Abbildung 1.1 Auswahl einiger exemplarischer Sekundarmetabolite.

Das Triterpen Squalen und das Steroid Campesterin sind charakteristische Vertreter der Isoprenoide.
Fir die Bildung von Steroiden dient Squalen als essentielle Zwischenstufe. Das Antibiotikum
Erythromycin (Handelsname llosone®) und die Verbindung 6-Methylsalicylsdure sind typische
Polyketide. Das Insektizid Lolin und das Nervengift Nikotin sind klassische Alkaloide.

Terpene und Steroide werden aus Isopren-Molekiilen aufgebaut, weshalb man sie unter dem
Begriff Isoprenoide zusammenfasst. Die Biosynthese der aromatischen Verbindungen verlauft

hauptsichlich tber die Polyketidsynthese'®, die von Coenzym A aktivierten Acyl-Gruppen
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ausgeht. Alkaloide sind Naturstoffe, die meist stickstoffhaltig und alkalisch sind, der Begriff ist
jedoch bis heute weder zufriedenstellend noch umfassend definiert. Vielfach leiten sich

Alkaloide von Aminosauren ab.

1.2 Peptide

Peptide spielen in allen Organismen eine physiologische Schlisselrolle. Sie erfiillen sowohl
intra- als auch extrazellular eine Vielzahl von Aufgaben und Funktionen. Peptidhormone wie
Insulin'” oder Ghrelin'® regulieren basale Kérperfunktionen wie Glukosehaushalt und Appetit.
Neuropeptide wie die Endorphine® oder Substanz P?° regeln Empfindungen wie Euphorie und
Schmerz. Defensine?'?? sind Peptide, die von Tieren und héheren Pflanzen zum Schutz vor
Infektionen durch Bakterien, Hefen oder Protozoen gebildet werden. Die hohe Effektivitat der
Defensine in der Initialabwehr liegt dabei im synergetischen Zusammenwirken einer riesigen
Diversitat dieser Peptide begriindet?®. Das Synergieprinzip gilt auch fiir die komplexen

Peptidtoxin-Gemische von Schlangen?* und anderen Gifttieren.

Peptid-Naturstoffe werden in nicht-ribosomale Peptide und ribosomale Peptide unterteilt,

abhangig von ihrem Biosynthesemechanismus.

1.3 Nicht-ribosomale Peptide

Experimente mit Ribosomen-Inhibitoren in den friihen Sechzigerjahren hatten gezeigt, dass
die Synthese einiger bestimmter Peptide nicht gghemmt wurde?>. Dies fiihrte zur Entdeckung
der Nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS)?%?7, welche einen signifikanten Teil heute
relevanter Peptid-Naturstoffe synthetisieren?®. Diese Form der Peptidsynthese ist in
Bakterien, Archeen und einigen Pilzen zur Produktion von Sekundarmetaboliten verbreitet.
Bei Pflanzen und Tieren scheint dieser Mechanismus kaum umgesetzt zu sein, allerdings
wurden vereinzelte Beispiele etwa bei Drosophila melanogaster’® und Caenorrhabditis

elegans®® beschrieben.

Nicht-ribosomal synthetisierte Peptide (NRPs) werden von spezifischen NRPS-
Enzymkomplexen gebildet. Jeder Komplex besteht aus einer iterativen Abfolge verschiedener
Module (assembly line), die fiir die Aktivierung und den Einbau je eines Aminosadure-Bausteins

verantwortlich sind (Abb. 1.2). Der erste Baustein wird vom Initiationsmodul aktiviert, danach
3
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folgt eine variable Anzahl von Elongationsmodulen, die weitere Bausteine anfligen. Das
Terminationsmodul schlieBlich spaltet das Peptid ab und kann dabei auch eine

Makrocyclisierung durchfiihren?8.

Ein jedes Modul ist aus verschiedenen Domanen aufgebaut. Die ATP-abhangige
Adenylierungsdomane (A-Domane) selektiert und aktiviert die fiir sie spezifische Aminosaure
und transloziert diese zur folgenden Thiolierungsdomane (PCP-Domane). Diese tragt einen
charakteristischen Ppant-Arm (4‘-Phosphopantethein), an dem die Thiolierung der aktivierten
Aminosadure stattfindet. Der so entstandene Aminoacylthioester wird im Anschluss zur
Kondensationsdomane (C-Domane) transloziert. Hier geschieht die Bildung der Peptidbindung
durch einen Angriff der a-Aminogruppe der aktivierten Aminosdure auf den Thioester der
naszierenden Peptidkette. Viele NRPs sind stark modifiziert, jedoch finden viele
Modifikationen, im Gegensatz zu ribosomalen Peptiden, parallel zur Peptidsynthese, aber
auch danach statt (tailoring)3!. Fir den ersteren Prozess verantwortlich sind bestimmte
Domanen, die in der Regel zwischen PCP- und C-Domane lokalisiert sind. Es kommen unter
anderem Epimerisierungs-, Reduktions-, oder Oxidationsdomanen, aber auch Formylierungs-

und Methylierungsdoménen vor32-36,

A A A D A
n C s C v & C 4
PCP* PCP" PCP", ~ IPCP

[ - 1

0 . 0, _0
P

o o o

. 3 .
R s Y
HO Y HO 1Y HO . HO

0 Y o Y o 1Y 0

N Y HN L) HN Y HN,
* A
.

Q . <~ K i K <=

-] o (Y o Y 0
N * HN| £y HN Y HNg

SH A SH s SH . SH
1
]

Initiationsmodul { Elongationsmodul i Elongationsmodul : Terminationsmodul
Abbildung 1.2 Schematischer Aufbau einer NRPS-Synthetase.

Jede Kugel symbolisiert eine Proteindomane. (A) Adenylierungsdoméne, (PCP) Thiolierungs- oder
peptidyl carrier Domane mit Ppant-Arm, (C) Kondensationsdomane, (TE) Thioesterasedomane. Bei
NRPS-Systemen, die modifizierte Peptide herstellen, kommen aullerdem spezialisierte
Modifierungsdomanen vor, die in der Regel zwischen PCP-Doméane und C-Domane lokalisiert sind:
Epimerase- (E), Reduktase- (R), Methyltransferase- (M), Heterocyclisierungs- (Cy), Formylierungs- (F),
und Oxidationsdomanen (Ox) kommen am haufigsten vor.
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Das Terminationsmodul tragt eine C-terminale Thioesterasedoméane (TE-Domaéne), die die
Abspaltung des Peptids katalysiert. Nach der Abspaltung kénnen weitere Enzyme post-NRPS
Modifikationen vornehmen, um das Produkt zu vervollstindigen®’. Eine signifikante Anzahl
von NRPS-Systemen ist mit Polyketidsynthasen (PKS) vergesellschaftet und bilden NRPS/PKS-
Hybride3?. Dies wird ermdglicht durch den ihnen gemeinsamen Thiotemplat-Mechanismus

und erhoht die Variabilitat der gebildeten Peptide weiter.

Die Komplexitat moéglicher NRPS-Peptide ist sehr hoch, da die Einschrankungen ribosomaler
Produktion nicht gelten. Die Lange der Peptide scheint allerdings beschrankt zu sein. GroRere
Peptide bestehen aus bis zu 20 Aminosaduren, wahrend das grofSte zur Zeit bekannte NRPS-

Peptid Syringopeptin 25A (SP2sA) aus 25 Aminosiuren besteht®.

1.4 Ribosomal synthetisierte und post-translational modifizierte Peptide

Peptide, die (ber den ribosomalen Weg hergestellt werden und im Anschluss einen
Reifungsprozess durch die Interaktion mit modifizierenden Enzymen durchlaufen, werden zur
Klasse der ribosomal synthetisierten und post-translational modifizierten Peptide (RiPPs)
gezahlt. Die Biosynthese solcher Peptide erfordert die Kooperation mehrerer komplexer
Synthesekreislaufe. Die erforderlichen Schritte kdnnen in einen pra-ribosomalen und einen

post-ribosomalen Abschnitt unterteilt werden (Abb. 1.3).

Die pra-ribosomalen Schritte zahlen zum Primar-Metabolismus und umfassen an erster Stelle
die Biosynthesen der proteinogenen L-Aminosduren. Beispielsweise wird aus dem
Citratzyklus-Intermediat a-Ketoglutarat durch Ammoniakfixierung Glutamat hergestellt*°
oder aus dem Glycolyse-Intermediat 3-Phosphogycerat werden durch mehrere enzymatische
Reaktionen Glycin und Serin hergestellt*!. Je nach Organismus unterscheiden sich diese und
die Gbrigen Aminosaure-Biosynthesewege in mehr oder minder groBem Umfang. Der nachste
Schritt umfasst die Synthese und Beladung der tRNAs, die fiir jede Aminosaure spezifisch sind.
Die Beladung wird durch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sichergestellt, die sowohl die freie
Aminosédure als auch die entsprechende tRNA erkennen kdnnen“2. Die Untereinheiten der
Ribosomen werden von 3-4 ribosomalen RNAs (rRNAs) und 50-80 ribosomalen Proteinen (rPs)
gebildet. Fir den Prozess der Translation schlieBlich kommt es zur Assemblierung der
Ribosomen an der mRNA des zu synthetisierenden RiPPs. Die Synthese des Peptids wird unter

Anwendung der beladenen tRNAs im Polysom vorgenommen*? (Abb. 1.3).
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W Aminosaure-
genomische DNA Synthesewege
rPs
TRANSCRIPTION . 4
rRNA 1 Aminosauren
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Aminoacyl-tRNA-
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Abbildung 1.3 Schema aller beteiligten Komponenten der RiPP Biosynthese.

Die wesentlichen Komponenten der Translation beinhalten das Ribosom, deren Untereinheiten aus
ribosomaler RNA (rRNA) und ribosomalen Proteinen (rPs) bestehen, die massenger-RNA (mRNA), die
durch den Vorgang der Transkription aus der genomischen DNA kopiert wird, sowie die transfer-RNAs
(tRNAs), die durch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen mit den entsprechenden Aminosduren beladen
werden. Durch die Translation wird das Vorlaufer-Peptid gebildet, das durch eine unterschiedlich
grolRe Anzahl modifizierender Enzyme zur Reife gebracht wird.

Die Schritte der post-translationalen Synthese werden dem Sekundarmetabolismus
zugerechnet. Sobald das Peptid das Ribosom verldsst, wird es Vorlaufer-Peptid (engl.
precursor peptide) genannt. Es enthalt in der Regel ein N-terminales leader-Peptid, das fur
Erkennung und Bindung der modifizierenden Enzyme wichtig ist. Bei eukaryotischen RiPPs
enthdlt es bisweilen eine Zielsteuerungssequenz, um das Vorldaufer-Peptid zu den
Kompartimenten der Modifikation oder Sekretion zu leiten**. Im spateren Verlauf des

Reifungsprozesses wird das leader-Peptid enzymatisch entfernt.

In der Sequenz folgt auf das leader-Peptid das core-Peptid, das nach der Modifikation das
aktive Peptid darstellt. Bei einigen RiPPs folgt C-terminal ein follower-Peptid, das entweder
die Funktion eines leader-Peptids erfiillt oder eine Erkennungssequenz fir

Cyclisierungsreaktionen enthalt (Abb. 1.4).
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Abbildung 1.4 Schema zum Aufbau der RiPP Vorldaufer-Peptide.

Das N-terminale leader-Peptid kann in eukaryotischen Peptiden ein Signalpeptid enthalten, das fiir die
intrazelluldre Zielflihrung essentiell ist. An Stelle des leader-Peptids kommen bisweilen, etwa bei den
Bottromycinen, C-terminale follower-Peptide vor, die dieselbe Funktion erfillen. In anderen
eukaryotischen Peptiden, wie den Cyclotiden, Amatoxinen, Orbitiden oder Cyanobactinen, tritt an die
Stelle des follower-Peptids eine spezifische Erkennungssequenz, die fiir die Cyclisierung essentiell ist.

Das Vorlaufer-Peptid wird im Zuge der Reifung zum aktiven Peptid von einem oder mehreren
Enzymen modifiziert und an seinen Zielort transportiert. Die Art und Anzahl dieser
modifizierenden Enzyme definiert schlieRlich, um welche Peptidfamilie innerhalb der RiPPs es

sich handelt. Uber 20 solcher Familien werden zur Zeit unterschieden®*4>.

Eine der einfacheren Modifikationen ist die kovalente Verbindung des N-Terminus mit dem
C-Terminus. Allein dadurch definieren sich die Familien der bakteriellen ,head-to-tail”-
cyclisierten Peptide*® und der pflanzlichen Orbitide***’. Die ebenso pflanzlichen Cyclotide
weisen neben dem , head-to-tail“~-Motiv einen speziellen Cystin-Knoten aus drei konservierten
Disulfidbriicken auf*®. Bei den Sactipeptiden wird die Cyclisierung der Peptide erreicht durch
eine kovalente Bindung zwischen der Thiolgruppe eines Cysteins und dem a-Kohlenstoff einer
beliebigen weiteren Aminosaure*®. Auch zihlen viele Toxine aus Pilzen, wie die Amatoxine
(Abb. 1.5A) und Phallotoxine, sowie aus marinen Kegelschnecken, wie die Conopeptide, zu

den RiPPs®05°1,

Proteusine (auch Polytheonamide genannt) sind eine Familie von komplexen cytotoxischen
Peptiden, deren hauptsachlicher Wirkmechanismus die Bildung von Membrantunneln
beinhaltet. Sie bestehen in der Regel aus 48 Aminosauren, die stark modifiziert sind. Diese

Modifikationen reichen von Hydroxylierungen, Uber tert-Leucin, Uber C-methylierte
7
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Aminosauren bis hin zu D-Aminosauren. In vielen Fillen ist jede zweite Aminosdure im nativen

Peptid eine L-Aminosaure, die iterativ auf eine D-Aminosaure folgt>?—>%,

Bottromycine sind kleine Peptide von unter zehn Aminosduren, die unter anderem
antimikrobielle Wirkung gegen MRSA und VRE zeigen. Sie weisen einige einzigartige
Modifikationen auf. Makrocyclische Amidine und decarboxylierte C-terminale Thiazole, aber
auch C-methylierte Aminosauren und weitere Modifikationen kommen vor. Die ungewdhnlich
groRe Anzahl von verschiedenen modifizierenden Enzymen ist typisch fiir die Bottromycine
und reicht von SAM-Methyltransferasen Uber O-Methyltransferasen, Hydrolasen und

Aminopetidasen bis hin zu Cytochrom P450 Oxidoreduktasen>>>’,

Microcine sind recht grolRe Peptide von bis zu 10 kDa. lhren Namen haben sie dem Kontrast
zu antibakteriellen Proteinen von Escherichia coli zu verdanken, die Colicine genannt werden.
Diese haben eine GrofRe von 25-80 kDa. Colicine von unter 10 kDa werden Mikro-Colicine oder
kurz Microcine genannt®®. Microcine zeigen hochpotente antimikrobielle Wirkung gegen
gramnegative (g’) Bakterien. Sie wirken entweder durch eine Interaktion mit spezifischen
Rezeptoren wie OmpF, die in die Nahrstoffaufnahme eingebunden sind oder sie wirken nach
Eindringen in die Zelle durch die Inhibition essentieller Enzyme, wie der DNA-Gyrase oder der
RNA-Polymerase>®°, Die Diversitit der Modifikationen reicht von Thiazolen und Oxazolen,
(die durch Modifikation von Glycin, Serin und Cystein entstehen) tiber N-Formylierung bis zur

Addition von AMP-Resten oder 1,3-Propanolamin>%6%,

Microviridine sind RiPPs, die in SiBwasser-Cyanobakterien gefunden wurden (Abb. 1.5B). Sie
wirken als Protease-Inhibitoren mit direkter Spezialisierung, zum Beispiel auf Elastase,
Trypsin-ahnliche Proteasen oder Chymotrypsin. Die beschriebenen Microviridine bestehen
aus 13 oder 14 Aminosauren, sind cyclisch und N-acetyliert und enthalten meist ein Lactam
(gebildet aus der w-Carboxyfunktion von Glutamat oder Aspartat und der e-Aminogruppe von
Lysin) oder ein Lacton (gebildet durch Veresterung der m-Carboxyfunktion von Glutamat oder
Aspartat mit der Hydroxygruppe von Serin oder Threonin)®?7%. Jiingere Untersuchungen
sehen Microviridine nicht mehr als eigenstandige RiPPs-Familie an. Demnach gehort die
Microviridin-Gruppe neben der Thuringinin-Gruppe, der Plesiocin-Gruppe und mindestens
neun weiteren, teils noch nicht ndaher charakterisierten Gruppen, zu einer erweiterten Familie,

den w-ester-containing peptides (OEPs)®”%8, Als verbindendes Element werden neben
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bestimmten konservierten Sequenzbereichen die Synthetasen der w-Ester angesehen, die zur

Superfamilie der ATP-grasp-Enzyme gehdren®°.

Eine weitere Peptidfamilie wird unter dem Akronym LAP (Lineare Azol(in)-haltige Peptide)
zusammengefasst. Diese nicht-cyclisierten Peptide enthalten eine variable Kombination an
Thiazolen und (Methyl-)Oxazolen. Diese Heterocyclen werden durch modifizierende Enzyme
aus Cystein, Serin und Threonin gebildet’?. Auch weitere Modifikationen wie Acetylierungen,
Methylierungen und Dehydratisierungen’*~’3> kommen vor. Plantazolicin etwa wird von
verschiedenen Bacillus sp.-Stammen produziert und wirkt antimikrobiell, mit einer

besonderen Spezifitat gegen Bacillus antracis’*”> (Abb. 1.5C).

Cyanobaktine sind RiPPs, die von Cyanobakterien produziert werden. Es handelt sich um
6-20 Aminosauren groRe, ,head-to-tail“-cyclisierte Peptide’®, die Thiozol(in)e und Oxazol(in)e
enthalten’’. Weiterhin kommen Prenylierungen an Serin, Threonin und Tyrosin vor’8. Die
proteolytische leader-Peptid-Abspaltung geschieht entweder durch zwei homologe Serin-
Proteasen, durch die Cyclodehydratase des Patellamid-Wegs oder durch eine
Prenyltransferase. Auch Thiazolin/Oxazolin-Dehydrogenasen und Methyltransferasen sind
beteiligt?*7>8, Die biologischen Aktivititen der Cyanobaktine reichen von antiviral,
antibiotisch oder cytotoxisch Uber Protease-Hemmung oder die Bindung von Metall-
ionen®84, Ulithiacyclamid beispielsweise ist ein potentes cytotoxisches Peptid, das mit vier

Heterocyclen und einer Disulfidbriicke eine sehr kompakte Struktur bildet®> (Abb. 1.5D).

Thiopeptide sind eine Familie von mittlerweile Gber 100 beschriebenen Peptiden, die unter
anderem antimikrobiell, cytotoxisch oder gegen Malaria®®” wirken. Sie weisen einen oder
zwei Makrocyclen auf und enthalten mehrere Thiazole und Dehydroaminosauren. Das
definierende Merkmal jedoch ist ein sechsgliedriger Heterocyclus, der in mindestens einer der
folgenden drei Oxidationstufen vorliegt: als Piperidin wie in Thiopeptin®, Dehydropiperidin

wie in Thiostrepton®® oder Pyridin wie in Micrococcin® (Abb. 1.5E).

Lassopetide sind 6-21 Aminosduren lange Peptide, die ein N-terminales Makrolactam
aufweisen. Dieses wird durch die Kondensation der N-terminalen Aminogruppe mit der
Seitenketten-Carboxyfunktion von Glutamat oder Aspartat gebildet**. Bei der Bildung der
Ringstruktur wird der C-terminale, lineare Teil des Peptids wie bei einem Lasso durch den Ring
gefuhrt und durch die RingschlieBung sterisch arretiert. Diese einzigartige Sekundarstruktur

macht das Peptid auBerordentlich stabil gegeniiber Denaturierung, Proteolyse und
9
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Aggregation®’. Neben der Lassostruktur kommen auch bis zu zwei Disulfidbriicken vor.
Lassopeptide werden von mehreren Bakterienarten und sogar von einigen Archeen gebildet®?.
Die biologischen Aktivitidten reichen von Enzym-Inhibition®® Giber Rezeptor-Antagonisten® bis
hin zu anti-HIV® und antibakteriell®®. Capistruin ist ein 19 Aminosduren langer RNA-
Polymerase-Inhibitor (Abb. 1.5F). Im Zuge der biochemischen Charakterisierung von
Capistruin wurde festgestellt, dass fiir die komplexe Bildung der Lassostruktur lediglich vier

der 19 Aminosauren essentiell sind®%97.
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Abbildung 1.5 Auswahl einiger exemplarischer RiPPs.

(A) o-Amanitin (pilzliches Toxin). (B) Microviridin L1 (Microviridine) (C) Plantazolicin (LAPs)
(D) Ulithiacyclamid (Cyanobaktine) (E) Micrococcin P1 (Thiopeptid) (F) Capistruin und Topologie-
Modell der Lassopeptide (der Pfeil zeigt vom N-Terminus zum C-Terminus). Modifiziert nach Maksimov
et al.o.
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Borosine stellen eine der neuesten RiPP-Klassen dar. Diese bisher nur in Pilzen gefundenen
Peptide gehen zuriick auf Omphalotin A, einer gegen Nematoden wirksamen Verbindung aus
Omphalotus olearius®®. Es handelt sich um ein cyclisches Dodecapeptid mit N-Methylierungen
im Peptid-Riickgrat. Es enthalt hauptsachlich hydrophobe Aminosauren, die alle L-konfiguriert
vorliegen. Omphalotin A und seine bisher beschriebenen acht Derivate Omphalotin B-I,
verfigen meist Uber weitere Modifikationen wie etwa Hydroxylierungen oder
Acetylierungen®1%, Sie werden nicht sekretiert, sondern verbleiben innerhalb der Zelle!!,
Die N-Methylierungsreaktionen im Peptidriickgrat sind eine Herausforderung aufgrund der
niedrigen Reaktivitdt des sekunddaren Amins im Kontext der Delokalisation des freien
Elektronenpaars innerhalb der Peptidbindung®?. Andere N-methylierte Peptide, wie etwa
Cyclosporin A3 oder Actinomycin S werden daher durch NRPS-Systeme synthetisiert,
wobei die N-Methylierung vor der Kniipfung der Peptidbindung geschieht. Das Omphalotin
Vorlaufer-Peptid ist tiber 400 Aminosauren lang, wobei der N-Terminus eine SAM-abhangige
Methyltransferase-Domane darstellt. Das core-Peptid ist also direkt an das modifizierende
Enzym gekoppelt. Eine spezifische Prolyl-Oligopeptidase (POP) ist fiir die Abspaltung und

Makrocyclisierung des modifizierten core-Peptids verantwortlich0>106,

Durch intensive Forschungsbemiihungen in dem Gebiet werden regelmaBig neue Familien der
RiPPs beschrieben, so beispielsweise die pilzlichen Dikaritine!?’, die pflanzlichen Lyciumine!®

oder die bakteriellen Thioamitide1°?,

1.5 Lanthipeptide

Der Name ,Lanthipeptid” hat seinen Ursprung in der Bezeichnung , Lanthioninhaltige Peptide”
(engl. lanthionine containing peptides). Die Di-amino-di-sdaure Lanthionin (Lan) besteht aus
zwei Alaninen, die kovalent an ihren B-Kohlenstoffatomen {iber eine Thioetherbriicke
miteinander verbunden sind (Abb 1.7). Die ersten Lanthipeptide, die entdeckt und
charakterisiert wurden, hatten antibiotische Wirkung und wurden daher auch Lantibiotika

genannt*4110,

Im Jahr 1928 veroffentlichte das amerikanische Landwirtschaftsministerium eine Studie, die
zeigte, dass das Milchsdurebakterium Lactococcus lactis (damals noch Streptococcus lactis)
einen Stoff absonderte, der das Wachstum des Milchsdurebakteriums Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus (damals noch Lactobacillus bulgaricus) hemmte. Damit war das
11
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erste Lanthipeptid Nisin entdeckt!! (s. 1.5.2, S. 15). Das Konzept antibiotischer Stoffe war
noch weitestgehend unbekannt. Alexander Fleming sollte erst im Mai des Folgejahres 1929
seine Entdeckung des Penicillins verodffentlichen!?, Erst allmahlich wurde die erhebliche
Bedeutung der Antibiotika fir die Medizin erkannt. Die Strukturaufklarung von Nisin und

damit die Identifikation als Lantibiotikum erfolgte erst im Jahr 197113,

Bis zum Ende der 1980er Jahre war man der Uberzeugung, dass Lanthipeptide nicht
ribosomalen Ursprungs sein kénnten, da der genetische Code den Einbau ungewdhnlicher,
d.h. nicht-kanonischer Aminosauren nicht zulasse!4. Diese Annahme wurde zwar vereinzelt
angezweifelt!!®, konnte aber erst 1988 mit der Sequenzierung des Biosynthese-Gens von
Epidermin zweifelsfrei widerlegt werden'!®. Kurz darauf folgten auch die Entdeckungen der
Biosynthese-Gene von Subtilin'®, Nisin'1”11® uynd Pep5!!°, wodurch die Einordnung der

Lanthipeptide zu den RiPPs gefestigt wurde.

Das erste System zur Klassifizierung der Lanthipeptide wurde 1991 postuliert. Es teilte die
bekannten Lanthipeptide anhand ihrer Struktur und ihres modus operandi in zwei Typen ein.
Flexible, lineare Lanthipeptide, die Poren in Cytoplasma-Membranen bilden, wurden zu Typ A
gezahlt. Globuldre Lanthipeptide, die als kompetitive Enzym-Inhibitoren wirken, wurden zu
Typ B gezahlt??912! |m Laufe der folgenden Jahre brachten neue Erkenntnisse dieses System
jedoch schnell ins Wanken. Die Charakterisierung von Lacticin 481 zeigte ein teils lineares, teils
globulares Peptid, dessen Modifikationssystem charakteristisch flir Typ B war. Fur Lacticin 481
wurde daher ein neuer Typ A Il geschaffen. Mit der Entdeckung von SapB im Jahr 2004 erwies
sich das Klassifizierungssystem als nicht langer tragfahig, als erkannt wurde, dass
Lanthipeptide nicht ausschlieBlich antibiotische Wirkung zeigen'?2. Die Klassifizierung tiber die
Peptidstruktur und-funktion hatte sich als nicht zielfiihrend erwiesen. Uber 20 Jahre spéater
einigte man sich schliefllich auf das noch heute bestehende Klassifizierungsmodell, das die
Lanthipeptide anhand von Struktur-Eigenschaften der modifizierenden Enzyme in vier Klassen

unterteilt?® (Abb. 1.6).

Lanthipeptide der Klasse | werden von zwei unabhdngigen Enzymen modifiziert, einer
Dehydratase!?*2’ und einer Cyclase?®'30, Die Dehydratase bereitet die Bildung einer
Lanthioninbriicke vor, die Cyclase schlieBt sie mithilfe eines Zn?*-lons im katalytischen
Zentrum ab. Dafur bilden die Proteine wahrscheinlich einen bindren Enzymkomplex!3!. Im Fall

von Klasse ll-Lanthipeptiden werden beide Funktionen von einem bifunktionalen Enzym mit

12
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einer Dehydratase- und einer Cyclase-Domane tibernommen?32133, Die Enzyme dieser beiden
Klassen sind detailliert untersucht worden, es liegen Strukturdaten fir verschiedene Vertreter

vor und der Mechanismus der Katalyse ist hinreichend bekannt (s. 1.5.2, S. 15, s. 1.5.3, S. 18).

Eine bedeutende Anzahl von Lanthipeptiden wird darlber hinaus von trifunktionalen
Enzymen modifiziert. Diese bestehen aus einer N-terminalen Phosphoserin(pSer)/Phospho-
threonin(pThr)-Lyasedomane!3413¢  einer zentralen Ser/Thr-Kinasedomane und einer
C-terminalen Cyclasedomane. Diese Lanthipeptide werden weiter in die Klassen Il und IV
unterteilt, die sich darin unterscheiden, dass die Aminosduresequenz der Cyclasedomane die
konservierte Ligandentriade N-[CCxH]-C fir die Bindung des Zn?*-lons enthalt!?%137.138 Qb es
sich in beiden Fallen um ein Metalloprotein handelt oder nicht, ist auf Grund fehlender
Strukturdaten bisher noch nicht abschlieBend geklart. Trotz signifikanter Ahnlichkeiten in
Sequenz und Struktur legen bioinformatische Analysen nahe, dass Klasse Ill- und Klasse IV-
Enzyme phylogenetisch unterschiedliche Kladen besetzen und somit wahrscheinlich
konvergent evolviert sind®*°. Einige Klasse lll-Enzyme sind auBerdem in der Lage, eine
zusatzliche C-C-Briicke an Lanthionin zu koppeln und damit die Tri-amino-tri-sduren Labionin

(Lab) oder Methyllabionin (MeLab) zu generieren'?140.141 (Abb. 1.7).

Klasse | Klasse lll

Dehydratase Cyclase Lyase-Doméine [~ Kinase-Domadne [~ Cyclase-Domane
LanB LanC LanKC
Klasse Il -ﬁ Klasse IV -ﬁ
Dehydratase-Doméne Cyclase-Doméne Lyase-Domane [——]Kinase-Domine [—]Cyclase-Domine
LanM LanL

Abbildung 1.6 Klassifizierungssystem der Lanthipeptide.

Schematische Darstellung der Lanthionin-Synthetasen-Organisation. Klasse | verwendet zwei separate
Enzyme: eine LanB genannte Dehydratase und eine LanC genannte Zink-abhdngige Cyclase. Klasse |l
verwendet bifunktionale, LanM genannte, Synthetasen mit einer N-terminalen Dehydratasedoméane
und einer C-terminalen Zink-abhdngigen Cyclasedomane. Klasse Il verwendet trifunktionale
Synthetasen mit einer N-terminalen pSer/pThr-Lyasedomaéne, einer zentralen Ser/Thr-Kinasedoméne
und einer C-terminalen, wahrscheinlich Zink-unabhdngigen, Cyclasedomane. Klasse IV verwendet
ebenfalls trifunktionale Synthetasen mit einer N-terminalen pSer/pThr-Lyasedomane, einer zentralen
Ser/Thr-Kinasedomane und einer Zink-abhdngigen C-terminalen Cyclasedomiane. Das verwendete
Prafix ,,Lan” in der Bezeichnung der Proteine wird bei der Charakterisierung neuer Enzyme durch ein
spezifisches Kirzel ersetzt, das Suffix bleibt erhalten (z.B. ,,NisB“ bei Nisin).
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Eine weitere RiPP-Familie, die Linaridine, sind den Lanthipeptiden insofern sehr dhnlich, als
dass auch sie iber Thioether-Briicken verfligen. Die Untersuchung der korrespondierenden
Gencluster macht jedoch deutlich, dass keine homologe Enzyme zu den Lanthipeptid-
Dehydratasen an der Synthese der Linaridine beteiligt sind42714¢, Weitere Forschung ist nétig,
um den Status der Linaridine genauer zu definieren. Es ist durchaus moglich, dass sie eine noch
nicht charakterisierte fiinfte Klasse der Lanthipeptide bilden**. Ahnlich verhilt es sich mit den
erst kirzlich beschriebenen Peptiden Cacaoidin'*’ und Lexapeptid'#¢, deren Modifikationen
denen der Lanthipeptide sehr dhnlich sind, aber deren Biosyntheseweg grundsatzlich anders

verlauft.

Eine neue Variante der Lanthipeptide wurde erst kirzlich entdeckt. Lipolanthine sind
gekennzeichnet durch eine N-terminale Dimethylguanidin-Fettsdure (MGFA) und die
neuartige Avionin-Gruppe, einer Kombination aus Aminovinylcystein (AviCys: S-[(2)-2-
aminovinyl]-D-cystein) und Labionin (Lab)*°. Avionin wird gebildet durch ein Zusammenspiel
aus der Lanthionin-Synthetase MicKC und der FAD-abhangigen Cystein-Carboxylase MicD. Die
Kopplung der von einer Polyketidsynthase (PKS) abgeleiteten MGFA geschieht nach
vorangegangener Abspaltung des leader-Peptids'>°. Das Lipolanthin Microvionin zeichnet sich
durch eine starke antimikrobielle Wirkung gegen MRSA und Streptococcus pneumoniae aus.
Die beiden bisher beschriebenen Lipolanthine Microvionin und Nocavionin sind auch deshalb
auBergewohnlich, da alle anderen antibiotisch wirksamen Lipopeptide wie Polymyxin B>!

durch NRPS gebildet werden49:152,

1.5.1 Biosynthese der Lanthipeptide

Lanthipeptide werden zunachst als inaktive Vorlaufer-Peptide von Ribosomen synthetisiert.
Nach der Translation werden sie von spezifischen Lanthionin-Synthetasen modifiziert.
AnschlieBend werden die modifizierten Peptide durch Transportproteine sekretiert. Im
Allgemeinen sind die Gene fiir die Lanthipeptid Biosynthesen in Genclustern organisiert. Auch
wenn Anzahl, GroRe und Orientierung der Gene variieren, liegen mindestens drei Gene immer
vor: Ein Gen flr das Vorlaufer-Peptid, ein Gen fiir die Lanthionin-Synthetase und ein
Transportergen. Die Gencluster sind meist im Bakterien-Chromosom lokalisiert (z.B. Subtilin),
kommen aber auch auf Plasmiden (z.B. Lacticin 481) oder konjugativen Transposons (z.B.

Nisin) vor®®3,
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MaRgeblich fiir alle Lanthipeptide ist die Lanthionin-Briicke (Lan) und ihre Derivate
Methyllanthionin (Melan), Labionin (Lab) und Methyllabionin (Melab). Spezifische
Lanthionin-Synthetasen bilden die Thioetherbriicken zwischen den Aminosaduren Serin (bzw.

Threonin) und Cystein (Abb. 1.7).

H H
‘( X —N\)I\/ N., X —N\)k/ \ N Xn—N\)I\//
Phosphoryherung Eliminierung | /:
o 0 Hs” R HS
_ R=H Dha
- ?:: 6"
=CHj3 Cyclisierung
. S~ e
Ala Ala H{N D Xn—N, b
Lanthionin (Lan)
R
n— S~ s
Abu Ala R=H Lan
] R=CH; MeLan

Enolat attackiert

Methyllanthionin (MeLan) weiteres Dha/Dhb

S n
Lab Lab Lab

Labionin (Lab) H,
~ S \ \
MeLab MelLab MelLab
. W~
Methyllabionin (MeLab) H2

Abbildung 1.7 Biosyntheseweg von (Methyl-)Lanthionin und (Methyl-)Labionin.

Die Biosynthese von Lanthionin und Labionin startet mit der Phosphorylierung spezifischer Serin- bzw
Threonin-Seitenketten des core-Peptids. Durch die B-Eliminierung der Phosphatgruppe wird
2,3-Didehydroalanin (Dha) bzw. 2,3-Didehydrobutyrin (Dhb) gebildet (Abb.1.9B). Bei Klasse I-
Dehydratasen wird die Phosphorylierung durch eine Glutamylierung ersetzt. Die Cyclisierung geschieht
durch eine intramolekulare Additionsreaktion eines Cystein-Thiolat (Abb. 1.8B) an Dha bzw. Dhb. Das
resultierende Enolat wird entweder protoniert, was zur Bildung von (Methyl-)Lanthionin fihrt, oder es
attackiert ein weiteres Dha bzw. Dhb, was zur Bildung von Labionin bzw. Methyllabionin fiihrt.

Der Mechanismus der Lanthionin-Briickenbildung wird eroéffnet mit der Glutamylierung
(Klasse 1) oder Phosphorylierung (Klassen II, Ill, IV) der Hydroxyfunktion von Serin bzw.
Threonin. Durch die anschliefende pB-Eliminierung der jeweiligen Abgangsgruppe wird

2,3-Didehydroalanin (Dha) bzw. 2,3-Didehydrobutyrin (Dhb) gebildet (Abb. 1.8 B, Abb. 1.9 B).

Die Brickenbildung (Cyclisierung) erfolgt im Anschluss Uber eine intramolekulare

Additionsreaktion dhnlich der Michael-Addition. Durch einen nukleophilen Angriff des Thiolats
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von Cystein auf das B-Kohlenstoffatom von Dha bzw. Dhb entsteht ein Enolat (Abb. 1.8B).
Dieses wird daraufhin entweder protoniert, wodurch die Lan- bzw. Melan-Briicke gebildet
wird oder das Enolat durchlduft eine zweite Michael-Addition, attackiert ein weiteres Dha
bzw. Dhb und produziert so die, bei Klasse lll-Lanthipeptiden vorkommenden Lab- bzw.

Melab-Briicken (Abb. 1.7).

1.5.2 Klasse I-Lanthipeptide

Nisin ist ohne Zweifel das bedeutsamste Lanthipeptid. Es wird seit Jahrzehnten industriell
hergestellt und als Konservierungsmittel in Milch-, Fisch- und Fleischprodukten eingesetzt
(Euro-Kennnummer 234). Es verhindert in diesem Zusammenhang zuverldssig das Wachstum
der gefahrlichen Pathogene Listeria monocytogenes, L. innocua und Chlostridium

botolinum**.

Nisin ist ein 34 Aminosauren langes Peptid, das von L. lactis produziert wird und insgesamt
acht post-translationale Modifikationen aufweist. Vier MelLan-Briicken und eine Lan-Briicke
bilden die internen Makro-Ringstrukturen A-E. AuBerdem liegen zweimal Dha und einmal Dhb
vor'3, Das Nisin-Gencluster kodiert fiir 11 Proteine: das Vorlidufer-Peptid NisA, die
modifizierenden Enzyme NisB, NisC und NisP, den ABC-Transporter NisT, die Regulatoren NisR
und NisK sowie die Selbstimmunitats-Proteine Nisl, NisF, NisE und NisG (Abb. 1.8A).

Fir die Lanthionin-Modifikation von Nisin wird die Glutamyl-tRNA®"-abhingige Dehydratase
NisB und die Zn?*-abhingige Cyclase NisC bendtigt. Nach der Translation wird das Vorliufer-
Peptid NisA zundchst von NisB gebunden. Dabei ist die Aminosadurefolge N-[FNLD]-C innerhalb
des leader-Peptids essentiell fir die Bindung!>®. Darauf erfolgt im N-terminalen Bereich von
NisB die Aktivierung der Hydroxylfunktionen von Threonin und Serin durch Addition von
Glutamin, das von der Glutamyl-tRNA®"Y bezogen wird®®®. Die Bindung erfolgt tiber den
Akzeptorarm der tRNA'’. Im C-terminalen Bereich von NisB wird dann das o-Proton der
modifizierten Threonine bzw. Serine abstrahiert, um durch B-Eliminierung Dhb bzw. Dha zu

bilden18,

Die spezifische Cyclisierung der (Me)Lan-Briicken erfolgt durch die Cyclase NisC. Im
katalytischen Zentrum von NisC ist ein Zn%*-lon gebunden, koordiniert durch zwei Cysteine
und ein Histidin (N-[CCX,H]-C). Die Ringbildung wird erreicht durch den intramolekularen
Angriff von Cystein-Thiolaten auf Dha und Dhb'?°. Das gebildete Enolat abstrahiert ein Proton
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aus dem katalytischen Zentrum, etwa von einem Histidin, wodurch die (Me)lLan-
Briickenbildung vollendet wird. Das Zn?*-lon fungiert hier als Lewis-Sdure, die den pKa, des
Cystein-standigen Schwefels soweit absenkt, dass die nukleophile Addition an Dha oder Dhb

moglich wird*38 (Abb. 1.8B).
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Abbildung 1.8 Lanthipeptid Klasse | und deren Biosynthese.

(A) Gencluster zur Nisin-Synthese (modifizierende Enzyme nisB, nisC, nisP, Vorlaufer-Peptid nisA,
Selbstimmunitatsgene nisl, nisF, nisE, nisG, Transportergen nisT, Regulatorgene nisR, nis K) und Modell
von Nisin A. Das vollstandig modifizierte Lanthipeptid ist schematisch im Kugelmodell dargestellt. Die
Modifikationen sind in Orange und Magenta hervorgehoben. (B) Modell des Zink-abhingigen
Cyclisierungsmechanismus durch NisC. (C) Post-translationale Modifikation an Klasse I-Lanthipeptiden,
unabhangig von (Methyl-)Lanthioninbildung.

Der Synthese-Mechanismus ist direktional ausgerichtet. Nach der Bindung des NisA-leader-

Peptids durch NisB werden in N->C Direktionalitat die finf (Me)Lan Briicken nacheinander von
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NisB dehydratisiert und simultan von NisC cyclisiert’®. Dafiir bilden die beiden Synthetasen
wahrscheinlich einen Komplex*3!. Darauf folgt die Abspaltung des modifizierten Nisin core-
Peptids vom leader-Peptid durch die Serin-Protease NisP1. Klasse I-Proteasen benétigen eine
spezifische Erkennungssequenz im leader-Peptid. Bei NisP lautet diese Sequenz
N-[A/G-AX2R]-C %1, bei anderen wie EIxP, der Protease von Epilancin 15X, lautet die Sequenz
N-[D/E-L/V-X2Q]-C 1©2. Interessanterweise schneidet NisP nur das vollstindig modifizierte
Peptid, wahrend EIxP auch das lineare Vorlaufer-Peptid prozessieren kann. Die Sekretion des

Peptids hangt schliellich vom ABC-Transporter NisT ab.

Unabhangig von der Lanthioninbildung sind in Klasse I-Lanthipeptiden weitere Modifikationen
bekannt. Die verantwortlichen Enzyme befinden sich meist nicht innerhalb des Genclusters
und erfordern nicht die Anwesenheit eines leader-Peptids'®®. So zeigen die Lanthipeptide
Epilancin 15X und Epicidin 280, die am N-Terminus des core-Peptides eine
Didehydroaminosaure (Dha oder Dhb) tragen, eine teilenzymatische Umlagerung zu einer
Lactyl-Endkappe'®®. Nach der Abspaltung des leader-Peptids tautomerisiert Dha zu einem
instabilen Imin, das durch nicht-enzymatische Hydrolyse zu einem Pyruvyl-Rest
weiterreagiert. Dessen Reduktion durch eine Oxidoreduktase liefert die finale Lactyl-

Endkappe des Peptids'®* (Abb. 1.8C).

Bei anderen Lanthipeptiden, wie Epidermin oder Microbisporicin (NAI-107) wird der
C-Terminus durch die Bildung von Aminovinylcystein (AviCys) modifiziert. Diese Veranderung
des C-Terminus bietet Schutz gegen den Abbau durch Carboxypeptidasen.'®®> Die hierfir
verantwortlichen Enzyme sind verwandt mit Enzymen der Coenzym-A-Synthese und die
AviCys-Modifikation ist auch bei anderen RiPPs, wie Thioviridamid oder den Linaridinen
bekannt!>®. Das erste modifizierende Enzym LanD oxidiert das C-terminale Cystein mithilfe
eines FMN-Cofaktors zum Thioaldehyd-Intermediat. Es folgt die spontane Decarboxylierung
zum Thioenolat, das mithilfe einer Cyclase LanC ein benachbartes Dha zur AviCys-Ringbildung

nutzt!8166 (Abb. 1.8C).

Beim Lanthipeptid Microbisporicin (NAI-107) findet sich auflerdem eine Hydroxylierung an
Prolin, sowie eine Chlorierung an Tryptophan. Eine Cytochrom P450 verwandte Hydroxylase

165 wahrend die Typtophan-Halogenierung

LanO ist verantwortlich fir die Prolin-Modifikation
durch ein Zusammenspiel der FADH;-abhangigen Halogenase LanH und der Flavinreduktase

LanS katalysiert'®” wird (Abb. 1.8C).
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1.5.3 Klasse llI-Lanthipeptide

Cytolysine (altgr. xutog kytos: Zelle, AUcig lysis: Auflosung) sind Toxine, die spezifisch
bestimmte Arten von Zellen zerstéren kdnnen. Das Bakterium Enterococcus faecalis, das im
Darm von Saugetieren vorkommt, bildet ein Zwei-Komponenten-Cytolysin, das zur Klasse Il
der Lanthipeptide z&hlt'%%1%° Die kleinere, 22 Aminosiuren groBe Komponente Cytolysin S
tragt eine N-terminale Melan-Briicke, eine C-terminale Lan-Briicke und zwei Dhb-
Seitenketten. Die grofRere, 38 Aminosduren grofle Komponente Cytolysin L dagegen tragt
zusatzlich zum N-terminalen MelLan und C-terminalen Lan eine weitere zentrale Lan-Briicke,

sowie eine Dha- und drei Dhb-Seitenketten70171,

Alle bekannten Zwei-Komponenten Lanthipeptide zdhlen zur Klasse Il und werden in aller
Regel von zwei verschiedenen Synthetasen modifiziert. Die Ausnahme von dieser Regel stellt
das E. faecalis-Cytolysin dar. Beide Komponenten werden vom Enzym CylM modifiziert, das
zur Familie der LanM Proteine gehort. Dabei handelt es sich um bifunktionale Enzyme, die
sowohl die Dehydratase- als auch die Cyclase-Funktion Gibernehmen?®3°. Der C-Terminus der
LanM Proteine zeigt Homologie zu den LanC Proteinen der Klasse I-Lanthipeptide. Der
N-Terminus hingegen weist einerseits Merkmale von Lipid-Kinasen (ka10 und ka1l Helices)
und andererseits Charakteristika von Ser/Thr-Kinasen (C-und N-terminale Regionen) auf'>817°,
In CylM findet sich weiterhin eine KA-Domane (Kinase Aktivierung), die katalytische
Seitenketten fir das aktive Zentrum enthdlt sowie die Ordnung der Aktivierungsschleife

Ubernimmt.

Die Kristallstruktur von CylM (PDB ID: 5DZT) ermoéglichte die Identifikation von essentiellen
Seitenketten innerhalb des katalytischen Zentrums der Dehydratasedomdne®®'’0, Das
basische K274 bindet das y-Phosphat von ATP, bringt es in Position zum Phosphoryl-Akzeptor
und stabiliert die Abgangsgruppe nach der Reaktion. Die Aktivierung der y -Phosphat-Gruppe
geschieht Gber D252 und H254, die das Kernstlick der Kinase-typischen P-Schleife bilden. In
der C-terminalen Region wirken D247 und H349 als Protonen-Akzeptoren fiir das Serin- oder
Threonin-Nukleophil des Substrates. Fur die B-Eliminierung der Phosphatgruppe vom Substrat
sind ferner R506 und T512 essentiell, die in der KA-Domane liegen. Die aktiven Zentren fir

Phosphorylierung und die anschliefende Eliminierung Gberlappen also zu einem gewissen

Grad'72173 (Abb. 1.9 B).
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LanM-Enzyme bendétigen ATP und Mg?*-lonen, um Serin oder Threonin fiir die Dehydratation
zu aktivieren. Interessanterweise ist auch der Verbleib von ADP in der Bindetasche nach der
Aktivierung essentiell fiir die B-Eliminierung der Phosphatgruppe. Der zugrundeliegende
Mechanismus ist noch nicht abschlieBend geklart. Moglich ware, dass ADP bei der Bindung
oder der korrekten Positionierung des phosphorylierten Substats eine Rolle spielt oder dass

es die Potentialbarriere der Aktivierungsenergie bei der Eliminierungsreaktion herabsetzt!’3.

In der Cyclisierungsdoméane wird das Zn?*-lon von C875, C911 und H912 koordiniert und zeigt
eine deutliche Homologie zu NisC'’°, Das vollstiandig modifizierte Peptid wird bei den meisten
Zwei-Komponenten-Lanthipeptiden zundchst sekretiert und dann von spezifischen Serin-
Proteasen (LanP) geschnitten'62171174-176 - Andere Klasse ll-Lanthipeptide werden wéhrend
des Exports von Cystein-Protease-Domanen im N-terminalen Bereich des Transportproteins
LanT geschnitten, was zur Freisetzung des aktiven Peptid fuhrt!’1176-178  Beide Prozesse

benétigen, soweit bekannt, keine Cofaktoren'’’.

Wie fir Klasse I-Lanthionin-Synthetasen konnte auch fiir LanM-Synthetasen eine N->C
Direktionalitdt im Synthese-Mechanismus nachgewiesen werden. Die Synthetasen LctM
(Lacticin 481) und HalM1M2 (Haloduracin) binden zunachst die N-terminalen leader-Peptide.
Nach der Bindung werden in N->C Direktionalitdit die (Me)Lan Bricken nacheinander
dehydratisiert und simultan cyclisiert. Darauf folgt die Abspaltung des modifizierten core-

Peptids vom leader-Peptid®’°.

Ahnlich wie bei Klasse I-Lanthipeptiden sind auch fiir Klasse Il-Lanthipeptide neben der
Lanthioninbildung weitere Modifikationen bekannt. Das Cytolysin-Homolog Carnolysin
enthalt D-Aminosauren, die auf ungewdhnliche Art und Weise gebildet werden. Im Gegensatz
zu vielen, durch NRPS gebildeten Peptiden, ist keine Epimerase an der Modifikation beteiligt.
Vielmehr wird die entsprechende Aminosaure durch die LanM-Synthetase dehydratisiert und
anschlieRend durch eine, Lan) genannte, Reduktase diastereoselektiv hydrogeniert!8°

(Abb. 1.9 C).

20



Einflhrung

A
7 A M X T H Y Z289 R K 10 11 R1
. :\GIy}: .
Phe = | Pro|
H - -
N———Aa P‘:e
'~ (Abu)
Al A
"
(nia)Arg) Gin) ~ ‘Vh|3
N S—@re
S ) :\Asp;_ OH
(Gly]
A snl
Lys {Abu
B .

H OH
i— N ’(5‘%—' L-Ser
H o

LanM
LanJ < o
0O NH < HO
HsC H D-Ala 0 NH O I\"ﬁ: o} A\NH OH
%Hr/nﬁfl ﬁﬁ HN' ) N/Tijzzo f‘r\H
¢! > H 0
D-Aminosauren Sulfoxid (an MeLan) Lysinoalanin Erythro-3-hydroxy-L-aspartat

Abbildung 1.9 Lanthipeptid Klasse Il und deren Biosynthese.

(A) Gencluster zur Cinnamycin Synthese (modifizierende Enzyme cinM, cinX, cin-orf7, Vorlaufer-Peptid
cinA, Selbstimmunitatsgene cinR, cinkK, cin-orf10, Transportergene cinT, cinH, Regulatorgen cinR1. Die
Funktion der Gene cinY, cin-orf8, cin-orf9, cin-orfl1 ist unbekannt, cinZ ist vermutlich eine Prolin
Dipeptidase) und Modell von Cinnamycin. Das vollstandig modifizierte Lanthipeptid ist schematisch im
Kugelmodell dargestellt (Lys-NH-Ala: Lysinoalanin, Asp-OH: Erythro-3-hydroxy-L-aspartat). Die
Modifikationen sind in Orange und Magenta hervorgehoben. (B) ATP-abhangige Dehydratisierung von
Threonin. (C) Posttranslationale Modifikation an Klasse llI-Lanthipeptiden unabhangig von der
(Methyl-)Lanthioninbildung.

Cinnamycin ist ein 19 Aminosauren langes Klasse ll-Lanthipeptid, dass zwei MeLan-Briicken
und eine Lan-Briicke enthalt. AuBerdem ist das C-terminale Lysin mit dem Serin an Position 6
Uber eine Lysinoalanin-Bricke (Lal) verbunden und das Aspartat an Position 15 ist am
B-Kohlenstoff hydroxyliert (Abb. 1.9A, 1.9C). Verantwortlich fir diese B-Hydroxylierung ist die

a-Ketoglutarat- und Eisen(ll)-abhangige Hydroxylase CinX. Der Mechanismus der Lal-Briicken-
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bildung ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Verschiedene in vitro Experimente legen nahe,
dass deren Synthese von den Enzymen CinM, CinX und Cin-orf7 (auch CinN genannt) abhangt
(Abb. 1.9 A). Studien des orthologen Proteins DurN aus der Duramycin-Biosynthese legen
nahe, dass Lal-Briicken durch eine Aza-Michael-Addition (statt C-Nucleophile finden hier
N-Nucleophile Verwendung) in Verbindung mit einem Substrat-abhangigen Mechanismus
gebildet werden'®1182_ Alternativ konnte aber auch eine spontane Cyclisierung von, von CinM
und CinX modifiziertem, CinA beobachtet werden, wenn das Peptid einem pH von 9,5

ausgesetzt wurde!>%183,183,

Eine weitere ungewodhnliche zusatzliche Modifikation ist die Oxidation eines Melan-
Thioethers zu einer Sulfoxidgruppe, wie sie im Klasse IlI-Lanthipeptid Actagardin beobachtet
werden kann (Abb. 1.9C). Zur Katalyse dieser Reaktion wurde die Luciferase-ahnliche, Flavin-

abhidngige Monooxigenase GarO identifiziert'8>186,

1.5.4 Klasse lll-Lanthipeptide

Das erste Lanthipeptid der Klasse Ill, das 1988 beschrieben wurde, war das Biotensid SapB,
das von Streptomyces coelicolor produziert wird*®” (Abb. 1.10). Diese Bakterien wachsen in
einer den Pilzen ahnlichen Hyphenform und bilden submers vegetative Myzelien. Die Bildung
von Sporen als Verbreitungsvehikel erfordert eine Differenzierung einzelner Zellen in ein
Luftmyzel. Damit die Hyphen die Phasengrenze lberwinden kdénnen, bilden die Zellen in
Abhédngigkeit vom Nahrstoffangebot entweder das Biotensid SapB oder Peptide der Familie
der Chapline, um die Oberflachenspannung des Wassers so weit abzusenken, dass die Hyphen
aus dem Medium in die Luft hineinwachsen kénnen'®-189 Dje Struktur von SapB wurde 2004
aufgeklart’¥’. Im selben Zeitraum wurden zwei weitere morphogene Lanthipeptide SapT von

S. tendae und AmfS von S. griseus beschrieben®>1%1 (Abb. 1.10).

Aufgrund ihrer rein physiologischen Funktion wurde diesen Lanthipeptiden zunachst wenig
Aufmerksamkeit gewidmet. Das Interesse eines breiteren Teils der wissenschaftlichen
Gemeinschaft wurde geweckt durch die Beschreibung der Labyrinthopeptine, die antiviral und
antiallodynisch (Allodynie, altgr. aAlog allos: anders, 66Uvn odyne: Schmerz, neurologische
Schmerzempfindung, die durch Reize ausgel6st wird, die grundsatzlich keinen Schmerz

auslosen) wirken und somit das Potential medizinischer Anwendung bergen.

22



Einflhrung

Inspiriert durch die Labyrinthopeptine wurde erstmals auch der Biosyntheseweg von Klasse lI-
Lanthipeptiden genauer untersucht®12192-195 ynd in den folgenden Jahren eine Reihe weiterer
Klasse lll-Lanthipeptide beschrieben4%141196-200 = ¢odass die Charakterisierung dieser
Verbindungen detaillierter wurde. Der Aufbau der Gencluster fiir die Biosynthese von
Klasse lll-Lanthipeptiden folgt zu einem grofRen Teil einem dhnlichen Muster (Abb. 1.10). Sie
enthalten 4-5 Strukturgene innerhalb eines etwa 7-10 kbp grolen Genom-Abschnitts. Meist
folgt auf die Promotorregion ein Gen fiir die modifizierende Synthetase lanKC. Darauf folgen
die Gene fiir das Vorlaufer-Peptid lanA und fir das ABC-Transportprotein /lanT. Manche
Gencluster enthalten aullerdem ein Gen fiir einen Transkriptionsregulator lanR auf dem
gegenlaufigen Strang?®’2%1, Im Gegensatz zu Peptiden der Klassen | und I, liegen in Klasse llI-
Genclustern meist keine Gene fir eine spezifische Peptidase zur leader-Abspaltung vor. Nur
bei Flavipeptin und NAI-112 findet sich ein solches Gen lanP im Gencluster. Die
Labyrinthopeptide haben eine interne Disulfidbriicke!?, im Gencluster fehlt aber, dhnlich wie
bei den Klasse lI-Lanthipeptiden Haloduracin a?°? und Bovicin HJ50?% eine Disulfid-lsomerase,
welche die Bildung der Disulfidbriicke katalysieren konnte. Bei NAI-112 ist dartiber hinaus die
Anordnung der Gene eine andere und es liegt zusatzlich ein Selbst-Immunitatsgen ap/H sowie

eine Glycosyltransferase ap/G vor4° (Abb. 1.10).

Klasse Ill-Vorlaufer-Peptide haben eine GroRe von etwa 3-4 kDa und bestehen aus dem
N-terminalen /leader-Peptid, das wahrend der Reifung abgespalten wird und dem
C-terminalen core-Peptid. Beide Abschnitte enthalten konservierte Bereiche. Im leader-Peptid
ist eine N-terminale a-helicale Struktur konserviert, die durch ein N-[(Boxx)©1xx0xx03xx]-C
Motiv gekennzeichnet ist (©: aliphatische Aminosaure I, L, V, M, selten T, x: jegliche
kanonische Aminosaure). Diese a-Helix ist essentiell flir die Bindung des Peptids an das
modifizierende Enzym und die anschlieBende Prozessierung913, Im core-Peptid ist das Motiv
N-[SX2S/TX2-5C]-C konserviert (Abb. 1.10). Dies sind die Aminosauren, die die (Me)Lan- oder
(Me)Lab-Bricken bilden, deren relative Lage in allen bisher beschriebenen Klasse IlI-
Lanthipeptiden konserviert ist'#?. Lediglich Stackepeptin verfiigt tiber eine zusatzliche, dritte

Labioninbriicke41,
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Abbildung 1.10 Lanthipeptid Klasse Ill und deren Biosynthese.
Schematische Darstellung einer Auswahl von Klasse llI-Lanthipeptid-Genclustern, Sequenzvergleich
der Vorldufer-Peptide und schematische Darstellung der modifizierten Peptide. Die Suffixe T1/T2 und |
bezeichnen Transportproteine, P steht fir Proteasen, KC/C/T steht fiir die Synthetasen (Abweichungen
von KC sind historisch bedingt), A/B/S steht fiir die Vorlaufer-Peptide (Abweichungen von A/B sind
historisch bedingt), G steht flr Glycosyltransferase, R steht flir Regulatorprotein. Der Sequenzvergleich
der Vorldufer-Peptide zeigt konservierte Bereiche in leader- und core-Peptid. Die core-Peptide sind in
Gelb hinterlegt. In Rot sind vollstdndig konservierte Aminosauren hinterlegt, in blauen Kasten sind
Aminosauren mit dhnlichen Eigenschaften markiert. Die vollstandig modifizierten Lanthipeptide sind
schematisch im Kugelmodell dargestellt. Die Modifikationen sind in Gelb und Magenta hervorgehoben.
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Die trifunktionalen Synthetasen der Klasse lll-Lanthipeptide bestehen aus drei distinkten
Domanen: einer N-terminalen pSer/pThr-Lyasedoméane, einer zentralen Ser/Thr-
Kinasedomane und einer C-terminalen Cyclasedomane. Die Bildung von (Me)Lan und (Me)Lab
durch die Synthetase LanKC geschieht in drei konsekutiven Schritten. Nach der Bindung des
Vorlaufer-Peptids phosphoryliert die Kinasedomane eine Anzahl von Serin- bzw. Threonin-
Seitenketten. Ein gut untersuchtes Homolog einer Klasse IlI-Kinasedomane stellt die Ser/Thr-
Kinase PknB (PDB ID: 106Y) von Mycobacterium tuberculosis dar?°®. Drei konservierte
katalytische Zentren innerhalb des Enzyms konnten identifiziert werden. Die P-Schleife enthalt
eine Reihe von Gycinen, deren Rickgrat-Amide die Phosphate des Cofaktors koordinieren.
Weiterhin kommt ein DFG-Motiv (N-[DFG/E]-C) vor, das essentielle Mg?*-lonen koordiniert,
unter anderem unter Mitwirkung von Seitenketten innerhalb des dritten Zentrum, der
katalytischen Schleife, die Uber je ein konserviertes Asparagin und eine Asparaginsaure
verfigt?04205 Alle bisher untersuchten LanKC-Kinasedomanen zeigen hinsichtlich der
Cofaktoren eine breite Toleranz und akzeptieren verschiedene Nukleotide als Phosphat-
Donoren. Einzig die Labyrinthopeptin-Synthetase LabKC hangt spezifisch von (d)GTP
ab!33192202 Dje B-Eliminierung der Phosphatgruppe wird von der pSer/pThr-Lyasedomine
katalysiert. Sie zeigt eine signifikante Homologie zu SpvC (PDB ID: 2Q8Y), einer Lyase aus
Salmonella sp., die in den MAPK-Weg eingebunden ist (s.4.1.3.1,S.77, Abb.4.5C). Im
katalytischen Zentrum erfolgt die Aktivierung der pSer/pThr-Carbonyl-Funktionen und die
Deprotonierung der a-Kohlenstoffe'3429 (Abb. 1.9 B). Die Cyclasedomane schlieRlich fiihrt die
Michael-Addition durch und vollendet den Ringschluss. Der genaue Mechanismus der
Reaktion bei Klasse Ill-Lanthipeptiden ist aufgrund des wahrscheinlich fehlenden Zn%*-lons zur
Zeit noch unbekannt. Es konnte gezeigt werden, dass kein ATP bendétigt wird und dass das

leader-Peptid essentiell fiir die Cyclisierung ist*°®,

Die Direktionalitat, mit der die Modifikationen in das core-Peptid eingefiihrt werden, verlauft
bei den untersuchten Fallen vom C-Terminus zum N-Terminus und steht damit im direkten
Gegensatz zu den Lanthipeptiden der Klassen | und Il, deren Syntheserichtung andersherum

verlauft>2179194195 (s 1 5.2 S. 15, . 1.5.3, S. 18).

Spezifische Proteasen kommen in den Genclustern von Klasse lllI-Lanthipeptiden kaum vor, im
Gegensatz zu den Klassen | und Il. Lediglich die Prozessierung von Flavipeptin und NAI-112

hangt von der Prolyl-Oligopeptidase (POP) FlaP'®° bzw. der Protease AplP ab'*%2%7, Die {ibrigen
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Klasse llI-Lanthipeptide werden vermutlich von unspezifischen Endo- und Amino-Peptidasen
der jeweiligen Produzentenstamme geschnitten®®’. Dafir spricht die Tatsache, dass von den
Klasse lll-Lanthipepiden  Erythreapeptin, Avermipeptin, Griseopeptin, Curvopeptin,
Stackepeptin, Labyrinthopeptin und SapB jeweils mehrere Peptidformen vorliegen, die sich
lediglich in der Linge der N-terminalen Uberhdnge unterscheiden2136141,158197,198 Frct
kirzlich ist man, anhand der Protease ApIP von NAI-112, auf Zn?*-abhingige Proteasen
aufmerksam geworden, die sowohl Endo- als auch Amino-Peptidasefunktion zeigen.
Homologe Protease-Gene konnten in den Genomen aller bekannter Klasse Ill-Lanthipeptide
ausfindig gemacht werden, jedoch mitunter sehr weit vom Biosynthese-Gencluster entfernt.
Die Verwendung solcher zinkabhangiger, bifunktionaler Proteasen ist bisher einzigartig in den

Familien der RiPPs.207,

1.5.5 Klasse IV-Lanthipeptide

Die Lanthionin-Synthetasen der Klassen Il und IV weisen dieselbe Organisation der
Proteindomanen auf. Einzig die Cyclasedomdne von Klasse IV-Synthetasen zeigt, wie die
NisC-ahnlichen Cyclasen der Klassen | und Il, die konservierten Liganden des Zn?*-lons. Dies ist
bei Klasse llI-Synthetasen nicht der Fall. Bisher sind lediglich zwei Klasse IV-Lanthipeptide
genauer beschrieben worden. 2010 wurde das von Streptomyces venezuelae produzierte
Venezuelin beschrieben. Die initiale Charakterisierung der Synthetase bestatigte die Funktion
der Domanen durch in vitro-Experimente mit separat exprimierten, rekombinanten Domanen.
Auch konnten einige essentielle Aminosaurefunktionen in der Lyasedomane identifiziert

werden!34135 (Abb. 1.12).

Kurz darauf wurde die Struktur von Venezuelin aufgekart und die native Produktion konnte in
mehreren Streptomyces sp.-Stimmen nachgewiesen werden?%%2%°  Untersuchungen zur
biologischen Funktion von Venezuelin blieben bisher ohne Erfolg!3*. Mit Streptocollin wurde
ein weiteres Klasse IV-Lanthipeptid beschrieben, das sich im core-Peptid von Venezuelin
lediglich in vier Aminosduren unterscheidet, wahrend das leader-Peptid groBere Unterschiede

zeigt!36208 (Abb. 1.11).
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Abbildung 1.11 Lanthipeptide der Klasse IV.

Schematische Darstellung von Klasse IV-Lanthipeptid-Genclustern, Sequenzvergleich der Vorlaufer-
Peptide und schematische Darstellung der modifizierten Peptide. Die Gene sind nicht mal3stabsgetreu
dargestellt, Die Suffixe T/H bezeichnen ABC-Transporter, L steht fiir die Synthetasen, A steht fir die
Vorlaufer-Peptide. Der Sequenzvergleich der Vorlaufer-Peptide demonstriert eine hochgradige
Homologie zwischen VenA und StcA. Die core-Peptide sind in Gelb hinterlegt. In Rot sind vollstdndig
konservierte Aminosauren hinterlegt, in blauen Kasten sind Aminosduren mit ahnlichen Eigenschaften
markiert. Die reifen Lanthipeptide sind im schmatischen Kugelmodell dargestellt, Modifikationen sind
in Orange und Magenta hervorgehoben. Die Makrocyclen sind durch die Buchstaben A-D klassifiziert.

Anhand verschiedener in vitro-Experimente mit separat exprimierten Enzymdomanen konnte
die Funktion der Venezuelin-Synthetase VenL soweit charakterisiert werden, dass sich ein
Modell der Lyasefunktion postulieren lieR*3>, Die initiale Bindung des Vorlaufer-Peptids VenA
erfolgt durch die Kinasedomane. Dabei wird der N-terminale bis zentrale Teil des leader-
Peptids gebunden, welcher im Sequenzabschnitt N-[HDIELLAHLHA]-C eine a-Helix-Struktur
einnimmt. Eine Deletion von mehr als den ersten drei N-terminalen Aminosauren der a-Helix
fuhrte zu einer Stérung des Bindevermoégens®®®, welche sehr wahrscheinlich darauf

zuriickzufiihren ist, dass keine vollstindige a-Helix mehr ausgebildet werden kann®°C,

Nach der Phosphorylierung von Ser/Thr erfolgt die B-Eliminierung der Phosphatgruppe in der
Lyasedomdne. Durch eine Mutagenesestudie konnten einige daran beteiligte, essentielle

Aminosauren identifiziert werden13®

. Das Lysin K51 aktiviert den Carbonyl-Sauerstoff von
pSer/pThr und unterstiitzt die Deprotonierung des a-Protons. Das Lysin K80 fungiert als

katalytische Base, die das a-Proton abstrahiert, was zur Ausbildung des Enolats flihrt und die
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B-Eliminierung auslost. Das Histidin H53 fungiert als katalytische Saure, die das Briicken-
Sauerstoffatom der Phosphat-Abgangsgruppe protoniert. Arginin R156 und Lysin K103
stabilisieren die Phosphatgruppe durch Wasserstoff-Briickenbindungen (Abb. 1.12). Die
jeweilige Deletion der Aminosauren W50, D137 und R149 fiihrt zu einer signifikanten
Beeintrachtigung der Katalysefunktion. Der Grund dafiir ist jedoch noch unklar3®. Der
Nachweis des dargelegten Reaktionsmechanismus muss abschlieBend durch die

Kristallstruktur erbracht werden.

. H
g N

Abbildung 1.12 Putativer Mechanismus der B-Eliminierungsreaktion der VenL-Lyasedomane.
Dargestellt ist das Mechanismusmodell unter Beteiligung essentieller Aminosaure-Seitenketten im
katalytischen Zentrum der Lyasedomine. Modifiziert nach Goto et al.*.

1.6 Das Curvocidin-System

Das Curvocidin-Gencluster wurde durch genome mining Gber die online-Plattform BAGEL22%0
in Thermomonospora curvata, dem Produzenten des Klasse Ill-Lanthipeptids Curvopeptin®®é,
als Klasse IV-Lanthipeptid-Gencluster identifiziert. Weitere bioinformatische Daten wurden
der online-Datenbank NCBI?!! entnommen. Demnach besteht das Curvocidin-Gencluster aus
fliinf Genen: zwei stromabwarts gerichtete Transporterprotein-Gene cuvT2 und cuvT1, zwei
stomaufwarts gerichtete Vorlaufer-Peptidgene cuvA und cuvB, sowie das ebenfalls
stromaufwarts gerichtete Synthetase-Gen cuvL (Abb. 1.13A). Die Vorlaufer-Peptide CuvA und
CuvB verfligen Uber eine Sequenz-Homologie von 84% (Abb. 1.13 B) und zeigen keine der

zuvor beschriebenen, in Klasse lll konservierten, Bereiche in leader- und core-Peptid (s. 1.5.4,
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S. 21). Auch beinhaltet das Gencluster keine Gene fiir Regulation, Selbstimmunitdt oder
Proteolyse des leader-Peptids. Daher ist es in dieser Hinsicht vergleichbar mit den Genclustern

der beschriebenen Klasse IV und einem Grof3teil der Klasse lll-Lanthipeptide.

Der Produzentenstamm T. curvata B9™ (DSM 43183; ATCC 19995; JCM 3096)%*? wurde auf
Festmedium inkubiert und eine Analyse des Kulturiiberstands ergab drei Peptide, die mit dem
Vorlaufer-Peptid-Gen cuvA korrespondieren. Das Gen cuvB scheint unter den gegebenen
Bedingungen still, also nicht aktiv zu sein, da keine entsprechende Peptid-Massen gefunden
wurden. Die Struktur der CuvA-Peptide wurde durch HPLC-ESI-MS/MS bestimmt. Eine
womaoglich unspezifische N-terminale leader-Abspaltung fiihrt zu Curvocidin A1 und A2. Die
C-terminale Abspaltung der letzten Aminosaure Serin von Curvocidin A2 fiihrt zu Curvocidin
A3 (Abb. 1.13C). Bisher ist keine vergleichbare, spezifische C-terminale Aminosaure-

Abspaltung bei Lanthipeptiden beschrieben worden.

Davon abgesehen verfliigen alle Curvocidine Uber drei, sich jeweils U(iberlappende
MeLan-Briicken. Alle Ubrigen Serine bzw. Threonine zeigen keine Dehydratisierung zu Dha
bzw. Dhb. Die resultierende kompakte Topologie zeugt, dhnlich wie bei Venezuelin und
Steptocollin, von einer ausgepragt globuldren Struktur der aktiven Peptide. Ahnliche
Strukturen sind zwar auch von Klasse ll-Lanthipeptiden wie Cinnamycin'®* (Abb. 1.9A) oder
Duramycin?'® bekannt, Klasse lll-Lanthipeptide jedoch zeigen weitestgehend lineare
Strukturen. Die Struktur der Curvocidine ist weniger komplex als die der Venezueline oder von
Streptocollin. Es liegen nur drei MelLan Briicken vor (d.h. keine zusatzliche Lan-Briicke) und
alle Briicken sind ineinander verschrankt. Dadurch ist die Struktur besser geeignet fiir eine
mechanistische Charakterisierung als die Ubrigen Klasse IV-Lanthipeptide. Auch ist die
Synthetase CuvL mit rund 93 kDa (MW 92809,9) die kleinste bekannte Klasse IV-Synthetase
und dadurch besser zugdnglich fir kristallographische Methoden. Durch in silico-
Untersuchungen zu CuvL konnten die ungefdhren Domanengrenzen anhand von Homologie-

Abgleichen (BLAST) festgelegt werden (Abb. 1.13D).

Die in diesem Abschnitt einleitend beschreibenen, experimentellen Ergebnisse sind nicht Teil
dieser Dissertation und die Arbeiten daran wurden von Dipl.-Chem. Martin Jasyk in der

Arbeitgruppe Stissmuth durchgefiihrt.
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Abbildung 1.13 Schematische Darstellung des Curvocidin-Systems.

(A) Curvocidin-Gencluster, das sich von den Genclustern der anderen Klasse IV-Lanthipeptide
(Abb. 1.11) unterscheidet. (B) Sequenzvergleich der beiden Vorldufer-Peptide: CuvA und CuvB
unterscheiden sich lediglich in 9 von 51 Aminosauren. Das core-Peptid beginnt ab Position 31 (Gelb
hinterlegt). In Rot sind vollstdndig konservierte Aminosduren hinterlegt, in blauen Kasten sind
Aminosduren mit &hnlichen Eigenschaften markiert. (C) Die reifen Lanthipeptide sind im
schematischen Kugelmodell dargestellt, Modifikationen sind in Orange und Magenta hervorgehoben.
Die Makrocyclen sind durch die Buchstaben A-C klassifiziert. (D) Schema der CuvL-Synthetase, das die
ungefahren Domanengrenzen und potentiell essentielle Aminosauren zeigt (s. 4.1.3.1, S. 77, s. 4.1.3.3,
S. 81).
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2  Zielsetzung

Wadhrend die mono- und bifunktionalen Synthetasen der Klasse I- und ll-Lanthipeptide
weitestgehend charakterisiert sind, ist Gber den Mechanismus und vor allem die molekulare

Struktur der trifunktionalen Synthetasen der Klassen Il und IV bisher kaum etwas bekannt.

Das kiirzlich identifizierte, neue Klasse IV-Lanthipeptid Curvocidin aus T. curvata eignet sich
aufgrund seiner einfachen Struktur und seines kurzen Genclusters aus nur drei Strukturgen-
Klassen in besonderem MaRe als Modell zur Untersuchung von Mechanismus und Struktur
der Klasse IV-Lanthipeptid-Synthetasen. Ausgehend von der Gensequenz der Synthetase CuvL

soll der posttranslationale Synthese-Mechanismus in vitro genauer untersucht werden.

Dafiir soll cuvL in Uberexpressionsvektoren kloniert werden, um die heterologe Expression
und Aufreinigung der CuvL-Synthetase zu ermoglichen. Parallel werden CuvA Vorlaufer-
Peptide durch SPPS oder heterologe Expression hergestellt und isoliert. Von besonderem
Interesse bei den in vitro Analysen sind Daten zur Biosyntheserichtung, der Abhangigkeit von
Metallionen, primar Zn?*-lonen in der Cyclasedomine, zur Priferenz der Phosphat-Donor
Cofaktoren, der Dauer der Umsetzung, zu Transportprozessen sowie zu Struktur-Funktions-
Beziehungen. Durch gezielte Mutation, sowohl in der CuvL-Synthetase als auch im CuvA-
Substrat, sollen an der Synthese beteiligte, essentielle Aminosduren oder Sequenzbereiche

identifiziert werden.

Mit Hilfe von Rontgenproteinkristallographie sollen Strukturmodelle der CuvL-Synthetase
erstellt werden. Idealerweise kénnen mehrere Kristallstrukturen in unterschiedlichen Stadien
des Synthese-Mechanismus die Interaktion der einzelnen Domanen untereinander aufklaren.
Die besondere Herausforderung besteht darin, die CuvL-Synthetase mit ihren drei Domanen
in cis zu kristallisieren, ein Unterfangen, das bisher noch bei keiner trifunktionale Lanthionin-

Synthetase gelungen ist.
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Durch Vergleiche des CuvL-Strukturmodells mit dem Strukturmodell eines CuvL-CuvA-
Cokristalls lieen sich bindungsinduzierte Strukturanderungen identifizieren. Ein solcher
Cokristall wiirde es ebenfalls ermdglichen, die Interaktion zwischen Synthetase und Substrat

in den katalytischen Zentren anhand daran beteiligter Aminosauren naher zu beschreiben.

Durch die gezielte Mutation einzelner essentieller Aminosdauren kann die Synthetase in
unterschiedlichen Stadien der Katalyse eingefroren werden, wodurch die Interaktion der
Domadnen untereinander besser verstanden werden kann. Schliellich kdnnten diese Daten
genutzt werden, um die Katalyse-Mechanismen anderer Klasse IV-Lanthipeptide besser
nachzuvollziehen. Womoéglich kénnen auch Unterschiede zu den Synthetasen der
Klasse lll-Lanthipeptide, vor allem in Hinsicht auf die vermeintlich unterschiedliche Cyclase-

Funktion, aufgeklart werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geréte, Saulen und Software

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.

Tabelle 3.1 Verwendete Gerate

Gerat

Bezeichnung (Hersteller)

Agarosegel Dokumentation

Autoklav
CD-Spektrometer
FPLC-System
french press
Gefriertrocknung
Homogenisatoren

HPLC

Inkubatoren

Kristallisations-Screens

Massenspektrometer

Magnetriihrer

Gel Jet Imager (Intas), Gel System Flexi 5020 S (Biostep)
Varioklav 500 EZ-P (H+P Labortechnik)

J-815 (Jasco)

AKTApurifier (GE Healthcare)

SIM-AMINCO (SLM Instruments), CF-1 (Constant Systems)
Alpha 2-4 LD plus (Christ)

EmulsiFlex B15 (Avestin), Ribolyser (Hybaid)

UHPLC 1290 Infinity series, HPLC 1100 series (Agilent
Technologies)

BD53 (Binder), 760154 (Memmert), Multitron Il HAT
(Infors)

Digilab HoneyBee Automated Rapid Plate Preparation
(Zinsser Analytic)

ESI-Orbitrap-MS, Exactive (Thermo Fisher Scientific), ESI-
LTQ-Orbitrap-MS, Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific)

MR 3000 (Heidolph)
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Gerat Bezeichnung (Hersteller)

PCR Thermocycler T-Gradient Thermoblock (Biometra), Labcycler Basic, 3x21
(Sensoquest), C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad)

pH-Meter pH-Meter 763 (Knick), CyberScan pH510 (Eutech

SDS-PAGE Apparatur
Semi-Dry Western Blot Apparatur
Spannungsquellen

Spektrophotometer

SpeedVac

Thermoblock
Ultraschallbad
Vortex Mixer
Waagen
Wasser-Aufbereitung

Zentrifugen

Instruments)

Mini-PROTEAN 3-System (Bio-Rad)

Trans-Blot SD semidry Transfer Cell (Bio-Rad)

ST 305 (Life Technologies), Power Pac HC (Bio-Rad)

Lambda 35 LS54 (PerkinElmer), UltroSpec2100 pro Classic
(Amersham Biosciences), UltroSpec10 Cell Density Meter
(Amersham Biosciences), NanoPhotometer P330 (Implen)

EZ-2 (Genevac) Savant SPD131DDA SpeedVac
Concentrator (Thermo Scientific), Savant RVT 4104
Refrigerated Vapor Trap (Thermo Scientific)

Thermomixer comfort (Eppendorf)

Bandelin Sonorex (Schalltech)

Reax top (Heidolph)

XR 125SM (Precisa Instruments), EW6000-1M (Kern)
MQ-Reference (Merck Millipore)

Centrifuge 5417R, Centrifuge 5415R, Centrifuge 5810R
(Eppendorf), Avanti J-26 XP (Beckman Coulter)

Die in dieser Arbeit verwendeten Saulen fur FPLC, HPLC und HPLC-ESI-MS sind in Tabelle 3.2

aufgelistet.

Tabelle 3.2 Verwendete Sdulen

Saule Hersteller

HiLoad 16/60 200 Superdex GE Healthcare
HisTrap FF crude 1 ml GE Healthcare
HisTrap FF crude 5 ml GE Healthcare
HiTrap DEAE FF 1ml GE Healthcare
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Saule

Hersteller

Grom-Sil 120 ODS-5 ST, 10 um, 250 mm x 20 mm
Vydac TP C4 300A, 10-15 um, 100 mm x 20 mm
Vydac 218 MS C18, 5 um, 150 mm x 2,1 mm

Poroshell 120 EC-C18 2,7 um, 50 mm x 2,1 mm

Grace
Grace
Grace

Agilent

Die in dieser Arbeit verwendete Sofware, sowohl offline (Hersteller) als auch online

(Homepage) sind in Tabelle 3.3 aufgelistet.

Tabelle 3.3 Verwendete Software

Software Hersteller/Homepage
BLAST NCB|?t!

ChemDraw Professional 16.0 CambridgeSoft

Clone Manager Professional 9 SciED Central

ClustalW2, Clustal Omega
CoralDraw Graphic Suite X3
CoralDraw Graphic Suite X9
ESPript 3.0

OligoCalc

PeptideShaker

ProtParam

PyMol

SnapGene Viewer
SWISS-MODEL

Xcalibur 2.1

EMBL-EB?14215
Coral Corporation
Coral Corporation
CNRS IBCP?16
Biotools.Nubic?!’
CompOmics?t®
Expasy?!®
Schrédinger
GSL Biotech
219

Expasy

Thermo Scientific
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3.1.2 Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien sind in

Tabelle 3.4 aufgelistet. Falls an entsprechender Stelle nicht anders angegeben, wurden alle

Chemikalien im Reinheitsgrad > 98% oder p.a.-Qualitdt von den Firmen Thermo Fisher, Merck,

Carl Roth, Sigma Aldrich oder VWR Chemicals bezogen.

Tabelle 3.4 Verwendete Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Acetonitril
Acrylamid/bis-Acrylamid (37,5:1)
Agar-Agar
Ameisensaure

APS

(d)ATP, (d)GTP, (d)CTP, dTTP, UTP
Amicon Ultra Centrigue filter units
AMP-PNP

BCIP

Benzamidin

Biotin
Bromphenolblau
CaCl;

CaCOs3

CuSO4

Coomassie R250
Difco Bacto Pepton
Difco Hefeextrakt
DNAse | (Rind)
DMF

DMSO

DTT

EDTA

Essigsaure
Ethidiumbromid
FeSO4

D-Glucose

Glycerin
Guanidin-HCl

HCl, 37%

IAA

L-lle
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Carl Roth, Thermo Scientific
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Fermentas
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Acros Organics
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Material und Methoden

Produkt Hersteller
Imidazol Sigma-Aldrich
IPTG Sigma-Aldrich
Isopropanol Sigma-Aldrich, Merck
K2HPO4 Sigma-Aldrich
KH2PO4 Sigma-Aldrich
Lactose Sigma Aldrich
2-log DNA Ladder NEB

L-Leu Sigma Aldrich
D-Lys-HCI Carl Roth
Lysozym (Huhnerei) Serva
B-Mercaptoethanol Carl Roth
MES Carl Roth
Methanol VWR

MgCl, Carl Roth
MgSO4 Carl Roth
Monoklonaler a-His Antikorper (Maus) Sigma-Aldrich
Natriumacetat Carl Roth
NaCl Carl Roth
Na;HPO4 Carl Roth
NaOH Carl Roth
NBT Carl Roth
Ni-NTA Agarose beads Quiagen
dNTP Mix Fermentas
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas
PageRuler Unstained Protein Ladder Fermentas

Pfu DNA Polymerase

L-Phe

Phusion DNA Polymerase

PMSF

Polyklonaler a-Maus-AP konjugierter Antikorper (Ziege)
PVDF Membran

PVDF-Spritzenfilter 0,22 um, 0,45 pum

Q5 High Fidelity DNA Polymerase
Restriktions-Enzyme

RNAse A

Rotiphorese Gel 30, Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
D-(+)-Saccharose

SAM

DL-SeMet

SDS

Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
NEB

Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

NEB

Fermentas, NEB
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Scientific
Carl Roth
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Produkt Hersteller
T4-Ligase Fermentas, NEB
Tag DNA Polymerase NEB

TEMED Carl Roth

TES Carl Roth
Thiaminchlorid Sigma Aldrich
L-Thr Sigma Aldrich
Tricine Carl Roth
Tris-HCI Carl Roth
Trypton Carl Roth
TriDye 2-Log DNA Ladder NEB

Tween 80 Thermo Fisher
L-Val Sigma-Aldrich
Vent DNA Polymerase NEB
Whatman Papier 17 Chr Biometra
ZnCl; Carl Roth

3.1.3 Kits, Kristallisations-Screening-L6sungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits und die Screening-Loésungen fir je eine

96-Mikrotiterplatte fiir Kristallisations-Tests sind in Tabelle 3.5 aufgelistet.

Tabelle 3.5 Verwendete Kits und Kristallisation Screening-Lésungen

Produkt Hersteller

GenelET Gel Extraction Kit Thermo Scientific
GenelET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific
Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega

In-Fusion HD-cloning Kit Clontech
Macrosil™/Footprint Molecular Dimensions
PEG/lon™ Hampton Research
ProPlex™ Molecular Dimensions
MemGold™ Molecular Dimensions
Wizard™ Cryo Molecular Dimensions
MDL Structure Molecular Dimensions
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Produkt Hersteller

SaltRX™ Hampton Research
JCSG™ plus Molecular Dimensions
Morpheu S® Molecular Dimensions
PACT™ Molecular Dimensions

3.1.4 Oligonukleotide, Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3.6 aufgelistet. Bei jenen

Oligonukleotiden, die fiir gerichtete Mutagenese (SPRINP) verwendet wurden, sind die zu

mutierenden Codons unterstrichen.

Tabelle 3.6 Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz 5 -> 3* Beschreibung

P-017-FP TTAACATATGGTGTCCCACGCACCCGCCAC Uberexpression T. curvata
CuvL

P-018-RP AATTAAGCTTGGTGTCAGCGGGCGGTGCCTGC  Uberexpression T. curvata

G CuvL

P-042-S GCCGACGACTCCTTCTGG Sequenzier-primer pSD006-
insert

P-043-S TCGAAGCCGACTACTACTCC Sequenzier-primer pSD006-
insert

P-044-S GGCGGCTCACCAAAGACG Sequenzier-primer pSD006-
insert

P-074-S TTTGGCAGCCGCATTGGAGTCC Sequenzier-primer pSD018-
insert und Derivate

P-075-S GTATGAGCGGCACCATTCTGG Sequenzier-primer pSD018-
insert und Derivate

P-076-S CCTGTTAGAACATCTGCCACC Sequenzier-primer pSD018-
insert und Derivate

P-077-FP TGGCAGTTCCGTGTCATTTTAAAGTTGTTCGTA  SPRINP-primer, Ziel: CuvL-

GCGGTCGTCA

A79K, pSD019
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Name Sequenz 5 -> 3* Beschreibung

P-078-RP TGACGACCGCTACGAACAACTTTAAAATGACAC SPRINP-primer, Ziel: CuvL-
GGAACTGCCA A79K, pSD019

P-081-FP AACCGATGCATGCCAGCTTTGCTCAAGGTCTTG  SPRINP-primer, Ziel: CuvL-
CCGGTATTGG C729A, pSD021

P-082-RP CCAATACCGGCAAGACCTTGAGCAAAGCTGGC  SPRINP-primer, Ziel: CuvL-
ATGCATCGGTT C729A, pSD021

P-083-FP GTATGTATGCACTGACACAGGCTGCTGGCTTAG SPRINP-primer, Ziel: CuvL-
CTGGTATTGGCGA C775A, C776A, pSD022

P-084-RP TCGCCAATACCAGCTAAGCCAGCAGCCTGTGTC  SPRINP-primer, Ziel: CuvL-
AGTGCATACATAC C775A, C776A, pSD022

P-085-FP CTCCGGCTCACCAGGCTGGTGCTTGCACCGTTT  SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2A,
GCCACTGGGG pSD024

P-086-RP CCCCAGTGGCAAACGGTGCAAGCACCAGCCTG  SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2A,
GTGAGCCGGAG pSD024

P-106-FP CTCACCAGGCTGGTGCTTGCGCTGTTTGCCACT  SPRINP-primer, Ziel:
GGGGTTACAC CuvA-T2A,T4A, pSD025

P-107-RP GTGTAACCCCAGTGGCAAACAGCGCAAGCACC  SPRINP-primer, Ziel:
AGCCTGGTGAG CuvA-T2A,T4A, pSD025

P-089-FP CCGTTTGCCACTGGGGTTACGCTATCCTGTGCG  SPRINP-primer, Ziel:
ACGACTTCTC CuvA-T2A,T11A, pSD026

P-090-RP GAGAAGTCGTCGCACAGGATAGCGTAACCCCA  SPRINP-primer, Ziel:
GTGGCAAACGG CuvA-T2A,T11A, pSD026

P-091-FP TCCTGTGCGACGACTTCTCTGCTCGTTCTTAAAA  SPRINP-primer, Ziel:
GCTTGCGGC CuvA-T2A,T19A, pSD027

P-092-RP GCCGCAAGCTTTTAAGAACGAGCAGAGAAGTC  SPRINP-primer, Ziel:
GTCGCACAGGA CuvA-T2A,T19A, pSD027

P-093-FP CTCCGGCTCACCAGGCTGGTTCCTGCACCGTTT  SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,
GCCACTGGGG pSD028

P-094-RP CCCCAGTGGCAAACGGTGCAGGAACCAGCCTG  SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,

GTGAGCCGGAG

pSD028
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Name Sequenz 5 -> 3* Beschreibung

P-108-FP CTCACCAGGCTGGTTICCTGCTCCGTTTGCCACTG SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,
GGGTTACAC T4S pSD029

P-109-RP GTGTAACCCCAGTGGCAAACGGAGCAGGAACC SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,
AGCCTGGTGAG T4S pSD029

P-097-FP CCGTTTGCCACTGGGGTTACTCCATCCTGTGCG  SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,
ACGACTTCTC T4S, T11S pSD030

P-098-RP GAGAAGTCGTCGCACAGGATGGAGTAACCCCA SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,
GTGGCAAACGG T4S, T11S pSD030

P-099-FP TCCTGTGCGACGACTTCTCTTCCCGTTCTTAAAA  SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,
GCTTGCGGC T4S, T11S, T19S pSD031

P-100-RP GCCGCAAGCTTTTAAGAACGGGAAGAGAAGTC SPRINP-primer, Ziel: CuvA-T2S,

GTCGCACAGGA

T4S, T11S, T19S pSD031

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3.7 aufgelistet.

Tabelle 3.7 Verwendete Plasmide

Plasmid

Eigenschaften

Hersteller

pET28a(+)TEV

pG-KJES

pGro7

pG-Tf2

T 7-Expressionsvektor mit N-terminalem
Hexahistidin-tag, der durch TEV-Schnittstelle
vom jnsert getrennt ist, Kanamycin-Resistenz-
Kasette

Vektor zur Coexpression bei heterologer
Proteinexpression, codiert Chaperone Dnak,
Dnal, GrpE, GroES, GroEL, Induktion:
L-Arabinose, Tetracyclin, Chloramphenicol-
Resistenz-Kasette

Vektor zur Coexpression bei heterologer
Proteinexpression, codiert Chaperone GrokES,
GroEL, Induktion: L-Arabinose, Chloramphenicol-
Resistenz-Kasette

Vektor zur Coexpression bei heterologer
Proteinexpression, codiert Chaperone GroES,
GroEL, TF, Induktion: Tetracyclin,
Chloramphenicol-Resistenz-Kasette

Novagen, Merck KG

Takara Bio (Cat. #3340)

Takara Bio (Cat. #3340)

Takara Bio (Cat. #3340)
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Plasmid Eigenschaften Hersteller

pKIE7 Vektor zur Coexpression bei heterologer Takara Bio (Cat. #3340)
Proteinexpression, codiert Chaperone Dnak,
Dnal, GrpE, Induktion: L-Arabinose,
Chloramphenicol-Resistenz-Kasette

pTF16 Vektor zur Coexpression bei heterologer Takara Bio (Cat. #3340)

Proteinexpression, codiert Chaperon TF,

Induktion: L-Arabinose, Chloramphenicol-

Resistenz-Kasette

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit konstruierten Vektoren sind in Tabelle 3.8 aufgelistet.

Tabelle 3.8 Konstruierte Vektoren

Plasmid Eigenschaften Referenz

pSDO06 cuvL aus T. curvata in pET28a(+)TEV, tGber Ndel und Diese Arbeit
Hindlll

pSD018 Synthetisches cuvL-K79A in pET28a(+)TEV, lber Ndel ProteoGenix,
und Hindlll Diese Arbeit

pSD019 cuvl, Zielgerichtete Mutation A79K in pSD018 Diese Arbeit

pSD021 cuvL-C729A, Zielgerichtete Mutation C729A in pSD019  Diese Arbeit

pSD022 cuvL-C775A, C776A, Zielgerichtete Mutation C775A, Diese Arbeit
C776A in pSD019

pSD2122 cuvL-C729A, C775A, C776A, Zielgerichtete Mutation Diese Arbeit
C729A in pSD022

pSD023 Synthetisches cuvA in pET28a(+)TEV, Uber Ndel und Integrated DNA
Hindlll Technologies,

Diese Arbeit

pSD024 CuvA-T2A, Zielgerichtete Mutation T2A in pSD023 Diese Arbeit

pSD025 CUuvA-T2A, T4A Zielgerichtete Mutation T4A in pSD024 Diese Arbeit

pSD026 CuvA-T2A, T11A Zielgerichtete Mutation T11A in Diese Arbeit
pSD024

pSD027 CuvA-T2A, T19A Zielgerichtete Mutation T19A in Diese Arbeit

pSD024
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Plasmid Eigenschaften Referenz

pSD028 CuvA-T2S, Zielgerichtete Mutation T2S in pSD023 Diese Arbeit

pSD029 CUuvA-T2S, T4S Zielgerichtete Mutation T4S in pSD028 Diese Arbeit

pSD030 CUvA-T2S, T4S, T11S Zielgerichtete Mutation T11S in Diese Arbeit
pSD029

pSD031 CUvA-T2S, T4S, T11S, T19S Zielgerichtete Mutation T19S Diese Arbeit
in pSD030

3.1.5 Mikroorganismen, Kulturmedien

Die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 3.9 aufgelistet.

Tabelle 3.9 Verwendete Mikroorganismen

Stamm Genotyp Referenz
E. coli DH5a F-080/acZAM15A(lacZYA-argF) U169 Invitrogen (Life
recAl endAl hsdR17 (rK’, mK*) phoA Technologies)

supE44 )\ thi-1 gyrA96 relAl

E. coli BL21(DE3) F- ompT hsdSB(rg’,mg*) gal dcm (DE3) Invitrogen (Life
Technologies)

E. coli BL21gold(DE3) F-ompT hsdS(rs,ms*) dem* Tet" galL(DE3)  Stratagene (Agilent)
endA Hte
E. coli Arctic Express B F- ompT hsdS(rg’,ms’) dcm™* Tet" Agilent

gal)(DE3) endA Hte [cpnl0 cpn60 Gent']

Die in dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien und ihre Zusammensetzung sind in
Tabelle 3.10 aufgelistet. Falls an entsprechender Stelle nicht anders angegeben, wurden alle
Chemikalien und andere Bestandteile von den Firmen Thermo Fisher, Merck, Carl Roth, Sigma

Aldrich oder VWR Chemicals bezogen.
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Tabelle 3.10 Verwendete Kulturmedien

Medium

Zusammensetzung

LB-Medium (lysogeny broth)

10g
58
58

ad 1L

Trypton
Hefeextrakt
NacCl

dH,0

LB-Agar

10g
15¢
58
58

ad1lL

Trypton
Agar
Hefeextrakt
NaCl

dH20

2xYT-Medium

16¢g

58

ad 1L

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

dH>,0

SB-Medium (super broth)

32g
20g
58

ad1lL

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

dH,0

TB-Medium (terrific broth)

24 g
4g

100 mL

ad1lL

Trypton
Hefeextrakt

Glycerin

Phosphatpuffer (0,17 M

KH2POg4, 0,72 M KaHPO4

dH,0
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Medium

Zusammensetzung

M9-Minimalmedium zur Expression
SeMet-markierter Proteine

10 mL
1mL

300 pL
100 mL
10 mL
1,5mL
1,5mL
2mL

Je 100 mg
Je 50 mg

ad 1L

Spurenelemente (100x)
MgSOs (1 M)

CaCly (1 M)

M9-Salze (10x)

Glucose (20 % w/v)
Thiaminchlorid (0,1 % w/v)
Biotin (0,1 % w/v)

NH4Cl

L-Lys-HCI, L-Thr, L-Phe
L-Leu, L-lle, L-Val, DL-SeMet

ddH>0

3.1.6 Losungen, Puffer, Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Losungen und Puffer und ihre Zusammensetzung sind in

Tabelle 3.11 aufgelistet.

Tabelle 3.11 Verwendete Losungen und Puffer.

Medium Zusammensetzung
Spurenelemente (100x) 2,5g EDTA
pH 7,2-7,3
250 mg FeSOq4
25mg ZnCl;
5g CuSO4
M9-Salze 64 g NaxHPOg4
pH 7,5-7,7
20g KH2PO4
5g NadCl
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Medium Zusammensetzung
5052 Autoinduktionslésung (50x) 2,5% w/v D-Glucose
10 % w/v Lactose
25 % v/v Glycerin
Agarose-Gelelektrophorese 0,2% w/v SDS
10x Ladepuffer . henolbl
oH 8 0,15 % w/v Bromphenolblau
50 % w/v Saccharose
1,5mM EDTA
15 mM Tris-HCl
Agarose-Gelelektrophorese 242 g Tris-HCI
50x TAE-Laufpuffer
57,1 mL Essigsaure
100 mL EDTA (0,5 M)
ad1L dH;0
SDS-PAGE 5x Ladepuffer 250 mM  Tris-HCI
pH 6,8-7
8% w/v SDS
35 % w/v Glycerin
0,04 % w/v Bromphenolblau
0,1M DTT
SDS-PAGE 25 % v/v Methanol
Farbeldsung
10 % v/v Essigsdure
0,1 % w/v Coomassie R250
SDS-PAGE 25 % v/v Methanol
Entfarbel6sung
10 % v/v Essigsdure
SDS-PAGE 250 mM  Tris-HCl
10x Laufpuffer
1,9M Glycin
35mM SDS
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Medium

Zusammensetzung

SDS-PAGE Sammelgel-Puffer
pH 8,8

1,5M Tris-HCI

SDS-PAGE Trenngel-Puffer
pH 6,8

0,25M Tris-HCI

Chemisch kompetente Zellen 0,1M MgCl,
Waschpuffer A
Chemisch kompetente Zellen 0,1M CaCl,
Waschpuffer B
Chemisch kompetente Zellen 0,1 M CaCl;

Lagerpuffer

15 % w/v Glycerin

Plasmidisolierung alkalische Lyse
P1-Puffer
pH 8

25 mM  Tris-HCI
50 mM Glucose
10 mM EDTA

0,1 mg/mL RNAse A

Plasmidisolierung alkalische Lyse
P2-Puffer

200 mM NaOH

1% w/v SDS

Plasmidisolierung alkalische Lyse
P3-Puffer
pH 5,2

3 M Natriumacetat

Plasmidisolierung alkalische Lyse
TE-Puffer
pH 8

10 mM Tris-HCl

1mM EDTA
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Medium Zusammensetzung
Proteinaufreinigung 50 mM  Tris-HCI
Lysepuffer
300 mM NaCl
pH 8
10 mM Imidazol
10 uM  MgCl,
1 mM Benzamidin
1 mM PMSF
10 ug/mL DNAse |
250 ug/mL Lysozym
Proteinaufreinigung 50 mM  Tris-HCI
Washpuffer
300 mM NacCl
pH 8
20mM Imidazol
Proteinaufreinigung 50 mM  Tris-HCI
Elutionspuffer
300 mM NaCl
pH 8
250 mM Imidazol
Peptidaufreinigung 20 mM NaH;POq4
(inclusion body cracker)
500 mM NaCl
Lysepuffer
pH 8 500 uM Imidazol
20 % w/v Glycerin
1 mM Benzamidine
10 uM  MgCl,
10 ug/mL DNAse |
Peptidaufreinigung 20 mM  NaH;POq4
(inclusion body cracker) |
Waschpuffer >00mM - NaC
pH 8 10 mM Imidazol
6 M Guanidin-HCI
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Medium Zusammensetzung
Peptidaufreinigung 20 mM NaH;POq4
(inclusion body cracker)
. 500 mM Nacl
Elutionspuffer
pH 8 500 mM Imidazol
4 M  Guanidin-HCI
SEC-Puffer 20 mM  Tris-HCl
pH 8
150 mM NaCl
10 % v/v Glycerin
500 uM  DTT
DEAE-IEX Waschpuffer 20 mM  Tris-HCI
pH 7,5
500 uM  DTT
DEAE-IEX Elutionspuffer 20 mM  Tris-HCl
pH 7,5
500 uM DTT
1M NaCl
Western Blot 25 mM  Tris-HCI
Transferpuffer . vei
pH 8,3 90 mM Glycin
20 % v/v Methanol
Western Blot 50 mM Tris-HCl
TBS-Puffer I
oH 7,4 200 mM NaC
Western Blot 50 mM Tris-HCl
TBS-Tween-Puffer |
oH 7.4 200 mM NaC
0,1%v/v Tween 80
Western Blot 100 mM  Tris-HCI
AP-Puffer
bH 9,5 100 mM NaCl
5mM MgCl,
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Medium Zusammensetzung

Western Blot 15 mL AP-Puffer

Detektions-Losung
300 uL  BCIP (10 mg/mL in DMF)

135 uL  NBT (50 mg/mL in 70% v/v DMF)

Die in dieser Arbeit verwendeteten Antibiotika sind in Tabelle 3.12 aufgelistet.

Tabelle 3.12 Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Konzentration/L6osemittel, Hersteller
Kanamycin 50 pg/mL/H,0, Carl Roth
Chloramphenicol 34 ug/mL/EtOH, Carl Roth
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3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung

Kulturen zur Extraktion von Plasmid-DNA wurden in LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum angeimpft und Gber Nacht bei 18°C oder 37°C wachsen gelassen. Die Ernte

erfolgte am folgenden Tag durch Zentrifugation bei 10.000x g.

Fiir Kulturen zur Expression von Proteinen oder Peptiden wurde eine Vorkultur in LB-Medium
mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft und tiber Nacht bei 18°C wachsen gelassen.
Am folgenden Tag wurde die ODsgo gemessen und eine weitere Vorkultur auf eine ODggo von
0,01 angeimpft. Diese Vorkultur wurde bei 37°C wachsen gelassen, bis sie eine ODgoo von
1,6-1,8 erreicht hatte. Mit dieser Kultur wurden die Hauptkulturen auf eine ODgoo von 0,03
angeimpft. Fiir eine Induktion mit IPTG wurde das Wachstum verfolgt bis eine ODeoo von
0,6-0,8 erreicht war, dann wurde IPTG zugegeben und die Kultur fir 18 Stunden bei 18°C
inkubiert. Flr eine Induktion mit Autoinduktionslosung wurde diese direkt beim Animpfen der
Hauptkultur zugegeben und die Kultur fir zwei Stunden bei 37°C und anschlieend fiir 18
Stunden bei 18°C inkubiert. Die Ernte erfolgte durch Zentifugation bei 5.000x g. Alle Kulturen

einer Expressions-Charge wurden in identischem Medium durchgefiihrt.

Fiir Kulturen zur Expression von SeMet-markiertem CuvL wurde Minimalmedium verwendet.
Eine Vorkultur wurde in Minimalmedium mit den entsprechenden Antibiotika angeimpft und
Uber Nacht bei 18°C wachsen gelassen. Am folgenden Tag wurde die ODgsoo gemessen und eine
weitere Vorkultur auf eine ODggo von 0,2 angeimpft. Diese Vorkultur wurde bei 37°C wachsen
gelassen, bis sie eine ODggo von 1,5 erreicht hatte. Mit dieser Kultur wurden die Hauptkulturen
auf eine ODeoo von 0,2 angeimpft. Die Hauptkultur wurde bis zu einer ODgoo von 0,6 wachsen
gelassen und 15 min vor der Induktion wurden Aminosaduren in Feststoffform zugegeben (je
50 mg/500 mL Lys, Thr, Phe und je 25 mg/500 mL lle, Leu, Val, SeMet). Fir die Induktion wurde
IPTG zugegeben und die Kultur fir 18 Stunden bei 18°C inkubiert. Die Ernte erfolgte durch

Zentifugation bei 5.000x g.
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3.2.1.2 Cryo-Konservierung

Bakterienstimme wurden zur langeren Lagerung bei -80°C eingefroren. Daflir wurden 2 mL
Kulturréohrchen verwendet. Diese wurden zuvor mit 600 uL 50 % (w/v) Glycerinlésung befullt
und autoklaviert. Von dem einzulagernden Stamm wurde eine 10 mL LB-Kultur angeimpft und
Uber Nacht bei 18°C schiittelnd inkubiert. Von dieser Kultur wurden 375 pulL mit der

Glycerinlosung gemischt, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.2.1.3 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde ein modifiziertes Protokoll nach
Hanahan??° verwendet. Dafiir wurde eine 100 mL LB-Kultur mit einer frischen Kolonie von
einer Agarplatte angeimpft und bis zu einer ODego von 0,6-0,8 wachsen gelassen. Die Kultur
wurde auf zwei 50 mL GefdRe aufgeteilt und bei 4°C fiir 10 min bei 4.000x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in je 30 mL Waschpuffer A resuspendiert. Es folgte
eine erneute Zentrifugation unter den beschriebenen Bedingungen. Der Uberstand wurde
verworfen. Die Zellen wurden dann in je 30 mL Waschpuffer B resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in insgesamt 3 mL Lagerpuffer
resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden zu je 100 ul aliquotiert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Da bei der Kultivierung kein Antibiotikum zugegeben
werden kann, wurde besonders auf sterile Arbeitstechnik geachtet. Aullerdem wurde stets

auf Eis gearbeitet, um die Kompetenz der Zellen zu maximieren.

3.2.1.4 Transformation

Zur Transformation wurden 100 uL kompetenter Zellen mit 1 pL reinem Plasmid oder mit 20 uL
Ligationsansatz versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock folgte flir 2 min bei
42°C im Thermoblock. Die Zellen wurden anschliefend fiir 5 min auf Eis abgekihlt und dann
mit 1 mL LB-Medium versetzt. Der Transformationsansatz wurde fir eine Stunde bei 37°C und
600 rpm im Thermoblock inkubiert, fiir zehn Minuten bei 4.000x g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 100 plL LB-Medium resuspendiert und auf einer

Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Bei Retransformationen von
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Plasmiden wurden lediglich 200 ulL des Transformationsansatzes direkt nach der Inkubation,

ohne Zentrifugation, ausplattiert.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Heterologe Expression und Aufreinigung von Proteinen

Zur Expression heterologer Proteine wurden typischerweise 4 L Hauptkultur angesetzt,
untergeteilt in je 500 mL in 2,5 L Erlenmeyerkolben mit Schikanen. Sobald die Vorkultur eine
ODeoo von 1,6-1,8 erreicht hatte, wurden 10 mL Vorkultur und 10 mL 50x 5052
Autoinduktionsmedium zu 500 mL vorgewdarmtem 2xYT-Medium mit Antibiotikum zugegeben
und flr 1h bei 37°C und 160 rpm inkubiert. Dann wurde die Temperatur auf 18°C gesenkt und
fir 18h weiter inkubiert. Zur SeMet-Markierung von Proteinen wurden die expimierenden
Zellen statt in 2xYT-Medium in M9-Minimalmedium kultiviert (s. 3.2.1.1, S. 51). AnschlieRend
wurden die Zellen bei 4°C, 5.000x g fiir 30 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Zum Aufschluss der Zellen wurden pro Charge 40 g Zellen in 400 mL Lysepuffer resuspendiert
und bei einem Druck von 15 kPsi in der french press aufgeschlossen. Zelldebris wurde bei 4°C,
50.000x g fiir 30 min durch Zentrifugation abgeschieden. Der Uberstand wurde fiir 30 min auf
Eis inkubiert, um durch die Aktivitdt der DNAse die Viskositat der Losung zu verringern.
Daraufhin wurde an der FPLC eine Affinitatschromatographie (NiNTA IMAC) mit einem Stufen-
Gradienten durchgefiihrt, um die Hiss-fusionierten Proteine aufzureinigen. Die Fraktion, die
das starkste UV/VIS-Signal bei =280 nm aufwiesen, wurden vereinigt und mit einem Amicon-
Zentrifugenfilter (MWCO 50.000) auf 1 mL ankonzentriert. AnschlieRend wurde die
Proteinkonzentration gemessen, mit Waschpuffer auf 40 mL aufgefillt und TEV-Protease im
Verhaltnis 1:20 dazugegeben. Die Abspaltung des Hise-tags erfolgte fiir 18h bei 4°C. Daraufhin
wurde eine erneute FPLC (NiNTA IMAC) durchgefiihrt, wobei der Durchfluss gesammelt
wurde. Dieser wurde mit einem Amicon Zentrifugenfilter (MWCO 50.000) auf 1,5-2 mL
ankonzentriert und der FPLC-Gelfiltration (SEC) zugefiihrt. Die Fraktion mit dem starksten
UV/VIS-Signal bei A=280 nm wurden vereinigt, mit einem Amicon Zentrifugenfilter (MWCO
50.000) auf 1-2 mL ankonzentriert und die Proteinkonzentration gemessen. Zur Lagerung

wurden die Proteinlosungen in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

53



Material und Methoden

Kristallisationsproben wurden maximal einmal eingefroren, um Degradation durch

Scherkrafte zu minimieren.

3.2.2.2 Kristallisation

Fiir das Screening von Kristallisationsbedingungen wurde zunachst eine Masterlosung aus
Protein, AMP-PNP und leader-Peptid angesetzt. Von dieser Masterldsung wurde zudem eine
1:2-Verdiinnung hergestellt. Mit beiden Konzentrationen wurden 96-well-Mikrotiterplatten
fir die Testierung der Bedingungen angesetzt. Daflir wurde ein HoneyBee-Pipettier-Roboter
genutzt, der zum einen das Reservoir mit 80 pL Screening-Lésung flllte und zum anderen pro
Bedingung die zwei Proteinkonzentrationen als sitzende Tropfen auf die Platte aufbrachte.
Dabei wurde die Proteinldésung im Verhaltnis 1:2 mit der Testierungslosung gemischt, sodass
ein Tropfenvolumen von 1 ulL entstand. Die Entstehung von Kristallen in den Tropfen wurde
mit einem Binokular in regelmdRen Abstidnden kontrolliert. Die Vermessung der Kristalle
geschah am BESSY Il Synchrotron in Berlin oder am DESY Synchrotron in Hamburg durch die
Kooperationspartner der Arbeitgruppe Dobbek der HU Berlin (Dr. Berta Martins). Auch die
Modellierung anhand der Elektronendichtekarte wurde durch Kooperationspartner

durchgefiihrt (Dr. Berta Martins, AG Dobbek, Benjamin Rohl, AG Stissmuth).

3.2.2.3 Expression und Aufreinigung heterologer Peptide

Zur Expression der heterologen Peptide wurden typischerweise 4 L Hauptkultur angesetzt,
untergeteilt in je 500 mL in 2,5 L Erlenmeyerkolben mit Schikanen. Sobald die Vorkultur eine
ODeoo von 1,6-1,8 erreicht hatte, wurden die Hauptkulturen auf eine ODgoo von 0,01
angeimpft. Bei einer ODgoo von 0,6-0,8 wurde mit 0,5 mM oder 1 mM IPTG die Expression
induziert. Die Kulturen wurden fiir 5h bei 37°C und 160 rpm inkubiert. Daraufhin wurden die
Zellen bei 4°C, 5.000x g fir 30 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Pro Charge
wurden 16 g Zellen in 160 mL Lysepuffer resuspendiert. Die Zellen wurden im Homogenisator
aufgeschlossen und anschlieRend fir 30 min auf Eis inkubiert, um durch die Aktivitdt der
DNAse die Viskositat der Losung zu verringern. Die inclusion bodies wurden durch
Zentrifugation bei 10.000x g fiir 30 min bei 4°C sedimentiert, der Uberstand verworfen und in
80 mL Waschpuffer resuspendiert. Die Losung wurde im Anschluss fir 30 min im
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Ultraschallbad inkubiert und danach bei 50.000x g bei 4°C fir 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde durch PVDF-Filtereinheiten mit der PorengréRe 0,45 pm filtriert und die
Peptide durch Affinitdtschromatographie (NiNTA IMAC) mit linearem Gradienten an der FPLC
aufgereinigt. Die Fraktionen, die bei 33% Elutionspuffer das starkste UV/VIS-Signal bei
A=280 nm aufwiesen, wurden vereinigt und mit einem Amicon Zentrifugenfilter
(MWCO 3.000) auf 1 mL ankonzentriert. Das Konzentrat wurde an der praparativen HPLC mit
einer C4-Saule weiter aufgereinigt. Die Fraktionen des prominenten peaks bei A=280 nm und
A=215 nm wurden zum einen per HPLC-ESI-MS auf die Reinheit der Peptide untersucht und
zum anderen mit einem SpeedVac-Vakuum-Konzentrator getrocknet. Die Fraktionen mit der
besten Reinheit wurden vor der Verwendung im Experiment in 20 mM Tricin-Puffer pH 8

geldst und vereinigt.

3.2.2.4 Konzentrationsmessung von Proteinlésungen

Proteinlésungen wurden dreimal 1:10 verdiinnt und an einem UV-VIS-Spektralphotometer
gegen eine Negativ-Kontrolle vermessen. Die Ergebnisse bei =280 nm wurden gemittelt und
die Konzentration mit Hilfe des Lambert-Beer‘'schen Gesetzes ermittelt. Die erforderlichen
Parameter wurden durch Eingabe der Proteinsequenz in die Internet Plattform ProtParam?®®
erhalten. Durch die Aufnahme von Absorptionsspektren konnte durch den Quotient der
Wellenlangen A=260 nm und A=280 nm (A60/A2s0) auRerdem der Grad der Verunreinigung der

Proben mit Nukleinsduren kontrolliert werden (s. 3.2.2.15, S. 60).

3.2.2.5 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Fir die Visualisierung von Proteinen und Proteinverunreinigungen wurde die SDS-PAGE,

modifiziert nach Laemmli%2!

, angewendet. Zur Vorbereitung eines 10%igen Gels wurde
zunachst das Trenngel gegossen (2 mL dH;O, 1,25 mL Trenngelpuffer, 1,67 mL
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung, 50 uL 10 % (w/v) SDS, 25 uL APS (100 mg/mL), 12,5 mL
TEMED) und mit Isopropanol tiberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das
Isopropanol entfernt und das Sammelgel gegossen (1,45 mL dH;0, 625 uL Sammelgelpuffer,

330 ulL Acrylamid/Bisacrylamid-Losung, 25 pL 10 % (w/v) SDS, 12,5 uL APS (100 mg/mL),
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6,25 mL TEMED). AnschlieBend wurde der Kamm gesteckt und nach vollstdndiger

Polymerisation wieder gezogen, um die erforderliche Anzahl an Probenkammern zu erreichen.

Die Proteinproben wurden zundchst 1:5 mit Probenpuffer vermischt und fiir 5 min bei 98°C
inkubiert. Die Proben wurden gemeinsam mit einem Standard (PageRuler Protein Ladder) in
das vorbereitete SDS-PA-Gel geladen. Solange sich die Proben im Sammelgel befanden, wurde
eine Stromstarke von 20 mA angelegt. Nach dem Eintritt in das Trenngel wurde auf 40 mA
erhoht. Nach der Trennung wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel griindlich mit
dH,0 gewaschen. Danach wurde es fir 2h in Coomassie-Farbeldsung gefarbt. Die Entfarbung
erfolgte in mehreren Schritten in Entfarbeldsung. Fir die Verwendung des Gels im Western

Blot wurde das Gel lediglich mit dH,0 gewaschen aber nicht gefarbt.

3.2.2.6 Western Blot

Zur Identifizierung heterolog exprimierter Proteine wurde die Western Blot-Technik
eingesetzt. Daflir wurden je zwei identische SDS-PA-Gele vorbereitet, wobei nur eines mit
Coomassie angefarbt wurde. Das andere Gel wurde dazu verwendet, die enthaltenen Proteine
auf eine PVDF-Membran zu Uberfiihren. Dazu diente eine Semi-Dry-Blotting-Apperatur, die
aus zwei horizontalen Elektroden-Platten besteht. Zwischen die Platten wurde der
Transferturm aus dem Gel, der Membran und Filterpapier geschichtet. Die Membran wurde
in Methanol aktiviert und mit Transferpuffer gewaschen. Das SDS-PA-Gel wurde mit
Transferpuffer gewaschen und entgegen der Transfer-Richtung auf die Membran aufgebracht.
Auf beiden Seiten wurde eine etwa 4-6 mm dicke Platte aus Whatman-Filterpapier, getrankt
mit Transferpuffer geschichtet. Dieser Transferturm wurde so zwischen den Elektoden-Platten

platziert, dass die Membran auf der Anodenseite lag.

Zum Transfer der Proteine wurde eine Stromstdrke von 40 mA fiir 40-90 min angelegt. Zur
Detektion der Proteine wurde die Membran zunachst fir 2h in Blocklésung (5 % w/v Mager-
milchpulver in TBS) schiittelnd inkubiert, um alle verbliebenen Proteinbindestellen auf der
Membran abzusattigen. Danach wurde die Membran einmal mit TBS-Tween und zweimal mit
TBS gewaschen. Alle Waschschritte der Membran geschahen in einem geschlossenen
Behilter, die Membran wurde mit 2 cm Ldsung (iberschichtet und fiir 10 min auf einem

Pendelschittler inkubiert. Anschliefend wurde die Membran fiir 2h in Primarantikérper-
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Losung (o—His-Antikorper (Maus) in 15 mL 1 % w/v Magermilchpulver in TBS, Verdiinnung
1:2.000) inkubiert. Danach folgte ein Waschschritt in TBS-Tween und zwei Waschschritte in
TBS. Daraufhin wurde die Membran fir zwei Stunden in Sekundéarantikorperlésung (o-Maus-
AP-konjugierter Antikorper (Ziege) in 15 mL 1 % w/v Magermilchpulver in TBS, Verdiinnung
1:5.000) inkubiert, gefolgt von weiteren drei Waschschritten. Die Visualisierung der Proteine
erfolgte anhand der am Sekundarantikorper gekoppelten Alkalischen Phosphatase (AP) durch
Inkubation der Membran in Detektionslésung fir 2-10 min. Nachdem definierte Banden zu

erkennen waren, wurde die Reaktion durch Zugabe von dH,0 gestoppt.

3.2.2.7 Tryptischer Verdau (in gel)

Der tryptische Verdau von im SDS-PA-Gel aufgetrennten Proteinen dient der Identifikation der
vorliegenden Proteine. Dafiir wurde die Methode nach Shevchenko et al. 222 angewendet. Fir
die HPLC-ESI-MS und MS/MS wurde eine ESI-LTQ-Orbitrap XL in Kombination mit einer Vydac
218 MS (C18, 5 um, 150 mm x 2,1 mm) Saule verwendet. Fir die HPLC-gestlitzte Auftrennung
der Peptide wurde ein Gradient (5 % Puffer B (Acetonitril, 0,1 % v/v Ameisensaure) fir 1 min,
5-70 % B innerhalb von 24 min, 70-100 % B innerhalb von 2,5 min, 100 % B fiir 6 min, 100-5 % B
innerhalb von 0,1 min, 5 % B fur 6 min (Puffer A: ddH>0, 0,1 % v/v Ameisensaure)) angelegt.
Die Flussrate lag dabei bei 0,2 mL/min. MS/MS Spezifikationen wurden wie folgt gewahlt:
data-dependent top-1, CID, dynamic exclusion 120 s, repeat count 2, repeat duration 10 s,
Rs=15.000, collision induced energy 35 %. Die erhaltenen Massenspektren wurden mithilfe von

PeptideShaker?'8 ausgewertet.

3.2.2.8 In vitro Assays

Fiir einen typischen in vitro Aktivitats-Assay wurde zunachst das entsprechende Peptid in
20 mM Tricin pH 8 resolubilisiert. Das Gesamtvolumen eines Ansatzes betrug 25 ulL und
enthielt neben dem Peptid und der Synthetase CuvL 10 mM ATP, 1 mM DTT, 10 mM MgCl;
und 20 mM Tricin pH 8. Die Reaktion wurde auf einem Heizblock bei 37°C, schiittelnd bei
500 rpm durchgefiihrt. Zum Beenden der Reaktion wurde der Ansatz mit 1x vol. Acetonitril
gemischt. Zur Vorbereitung auf die Messungen an dem HPLC-ESI-MS Exactive Massen-

spektrometer wurde die Probe fiir 20 min bei 13.000x g und 4°C zentrifugiert und der
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Uberstand in ein Messréhrchen tberfiihrt, um die Probe vom denaturierten Enzym zu

trennen.

Zur Derivatisierung der Peptide mit lodacetamid (IAA) als Testierung der
Cyclisierungsreaktion?®223 wurden 20 ulL des Aktivitats-Assays, nach Beenden der Reaktion,
mit 2 uL 500 mM IAA, 1 uL 50 mM TCEP und 27 ulL 100 mM Tricin pH 8,5 gemischt, mit

Aluminiumfolie vor Lichteinwirkung abgeschirmt und bei Raumtemperatur fir 2h inkubiert.

3.2.2.9 Isolation genomischer DNA

Von einer T. curvata Kultur wurden 1,5 mLin ein Eppendorf-Gefald tberfiihrt und bei 10.000x g
fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zur Isolation der genomischen DNA
wurde das Wizard Genomic DNA Purification Kit genutzt. Das DNA Sediment wurde in

TE-Puffer resuspendiert und bei 4°C gelagert.

3.2.2.10 Isolation von Plasmid DNA

Plasmid-DNA aus E. coli Kulturen, die zur Sequenzierung vorgesehen waren, wurden mithilfe

des Wizard Genomic DNA Purification Kits aufgereinigt.

Firr alle anderen Anwendungen wurde eine Modifikation der Methode der Alkalischen Lyse
nach Birnboim und Doly??* angewendet. Fiir einen einfachen Ansatz wurden 1,5 mL einer (iber
Nacht Kultur in ein Eppendorf-Gefal} Gberfiihrt und bei 10.000x g fiir 1 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde sorgfiltig verworfen und die Zellen in 200 pL P1-Lésung resuspendiert. Fiir
die Aktivitat der RNAse wurde der Ansatz fur 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden
300 uL P2-Lésung dazugegeben und vorsichtig durch Invertieren gemischt. Dann wurden
300 plL P3-Losung hinzugegeben und erneut vorsichtig durch Invertieren gemischt. Der Ansatz
wurde bei 13.000x g fiir 10 min zentrifugiert und 750 pL des Uberstandes in ein neues
Eppendorf-GefaR berfuhrt. Zur Fallung der DNA wurden 750 ul Isopropanol hinzugegeben
und durch invertieren vermischt. AnschlieRend wurde bei 13.000x g fir 10 min zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das DNA Sediment wurde mit 500 pL 70 % (v/v) Ethanol

gewaschen und erneut fiir eine Minute bei 13.000x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen und das Sediment getrocknet. Die DNA wurde in 20-50 pL TE-Puffer resuspendiert

und bei -20°C gelagert.

3.2.2.11 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Oligonukleotide fir die Amplifikation wurden mithilfe der Programme Clone Manager,
SnapGene Viewer und OligoCalc entworfen. Die Wahl der Polymerase, die Bindungs-
temperatur Tannealing, SOWie die Dauer der Elongation variierten je nach den Anforderungen des
jeweiligen Amplicons. Fir Optimierungen wurde ein Temperaturgradient fir Tannealing
verwendet. Ein typischer Zyklus hatte folgende Spezifikationen: 1x(98°C, 5 min), 25x(98°C,
1 min -65°C+7°C, 1 min -72°C, 1 min), 1x(72°C, 5 min), Lagerung bei 4°C.

3.2.2.12 Zielgerichtete Mutagenese

Zur zielgerichteten Mutagenese wurde die SPRINP-Methode nach Edelheit et al. ?2° eingesetzt.
Mit dieser Methode kénnen bis zu drei benachtbarte Codons spezifisch mutiert werden. Die
Oligonukleotide wurden mit 20 Nukleotiden Uberhang in 5‘- und 3‘-Richtung der zu
mutierenden Codons entworfen (Tab. 3.6). Dabei stellte das eine Oligonukleotid das revers
komplementadre Gegenstiick des zweiten dar. Der Erfolg der Mutagenese wurde durch

Sequenzierung der mutierten Bereiche Gberprift.

3.2.2.13 Klonierung

Fiir eine typische Klonierung wurde mittels PCR das insert amplifiziert und anschlieRend mit
geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten. Das Zielplasmid wurde mit denselben
Restriktionsenzymen  geschnitten und beide Ansdtze wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt, um einer Religation vorzubeugen. Die Fragmente wurden aus
dem Gel ausgeschnitten und mittels des GeneJET Gel Extraction-Kits aufgereinigt. Die Ligation
erfolgte mit der T4 Ligase in einem molare Verhaltnis insert:Vektor von 3:1, 5:1 oder 7:1. Die
Ligation erfolgte fiir 45 min bei Raumtemperatur und 2 ulL des Ligationsansatzes wurden
anschliefend direkt in E. coli Dh5a transformiert. Die Plasmid-DNA von einer Anzahl positiver

Klone wurde isoliert, gereinigt und sequenziert, um den Erfolg der Klonierung zu bestatigen.
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3.2.2.14 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurde ihrer GroBe nach mit Hilfe einer horizontalen Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und mit einem Transilluminator
(x=315 nm) dokumentiert. Die Agarosegele (1,5 % w/v, in TAE-Puffer) wurden dabei, nach
Beladung mit DNA-Proben und 2log-DNA GrofRenstandard, einer konstanten Spannung von
100 V in TAE-Puffer ausgesetzt. Durch den im Ladepuffer enthaltenen Farbstoff konnte der
Fortschritt der Auftrennung visuell observiert und bei Bedarf gestoppt werden. Mit Hilfe
dieser Methode wurden auch DNA-Fragmente aufgereinigt. Daflir wurde das entsprechende
Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem GeneJET Gel Extraction Kit aus der

Gelmatrix extrahiert.

3.2.2.15 Konzentrationsmessung von DNA-L6sungen

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines Nanodrop-Photometers (Nanophotometer
P330, Implen) bei einer Wellenlange von A=260 nm gemessen. Die Reinheit der DNA-LOsung
wurde zum einen bestimmt durch den Quotienten der Wellenlangen A=260 nm und A=280 nm
(A260/A2s80). Betragt der Quotient einen Wert zwischen 1,7 und 2,0, liegt eine ausreichende
Reinheit fir Reinheits-sensible Anwendungen wie einer Sequenzierung vor. Zum anderen von
Interesse war der Quotient der Wellenlangen A=260 nm und A=230 nm (Az60/A230). Eine gute
Reinheit entspricht einem Wert von (ber 1,5. Bei A=280 nm absorbieren aromatische
Aminosauren. Somit werden Verunreinigungen mit Peptiden und Proteinen angezeigt. Bei
A=230 nm absorbieren chaotrope Salze und weitere organische Verbindungen, die das

Ergebnis der Konzentrationmessung verfalschen kénnen.

3.2.2.16 DNA-Sequenzierung und -synthese

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde von der Firma Eurofins Genomics ibernommen.
Bei Klonierungen wurde das gesamte insert sequenziert, bei der zielgerichteten Mutagenese
die mutierte Region. Die Synthese von Codon-optimerter DNA des cuvL-Gens wurde von der
Firma ProteoGenix SAS geleistet. Die Synthese von Codon-optimierter DNA des cuvA-Gens im

Rahmen eines gBlock-Gen-Fragments wurde von der Firma /DT ibernommen.
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3.2.3 Analytische Methoden

3.2.3.1 Praparative HPLC

Die prapative HPLC wurde als finaler Aufreinigungsschritt flir Peptide eingesetzt. Dabei sind
zwei Arten von Peptiden zu unterscheiden. Zum einen synthetische Peptide, die durch
Festphasensynthese (SPPS: solid phase peptide synthesis) von Kooperationspartnern
innerhalb der Arbeitsgruppe Sitssmuth hergestellt wurden (Eric van Herwerden, Bianca
Schmid, Romina Schnegotzki). Von den synthetischen Peptiden wurden je 20 mg Lyophilisat
in ein Eppendorf-Gefall abgewogen und 500 pL Acetonitril zugegeben. Dann wurden 500 uL
ddH;0 zugegeben, gemischt und die Losung fir 3 min im Ultraschallbad belassen. Danach
wurde fiir 5 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand in ein HPLC-R&hrchen
gegeben und ohne weitere Verzogerung in die praparative HPLC eingespeist. Verwendet
wurde hierfir die Grom-Sil 120 C18-Saule. Fiir die Auftrennung wurde ein Gradient (5 % Puffer
B (Acetonitril, 0,1 % v/v Ameisensdure) fir 1 min, 5-100 % B innerhalb von 10 min, 100 % B fiir
3 min, 100-5 % innerhalb von 0,1 min, 5 % B fur 3 min (Puffer A: ddH,0, 0,1 % v/v

Ameisensaure)) angelegt. Die Flussrate lag dabei bei 15 mL/min.

Zum anderen wurden heterolog exprimierte Peptide mittels der praparativen HPLC
aufgereinigt. Dazu wurde das Eluat der FPLC mit Amicon Zentrifugenfiltern (MWCO 3.000) auf
1 mL ankonzentriert und direkt in die praparative HPLC eingespeist. Verwendet wurde hierbei
die Vydac TP C4-Saule. Fir die Auftrennung wurde ein Gradient (5 % Puffer B (Acetonitril,
0,1 % v/v Ameisensaure) fir 1 min, 5-100 % B innerhalb von 10 min, 100 % B fur 3 min, 100-5
% innerhalb von 0,1 min, 5 % B fiir 3 min (Puffer A: ddH20, 0,1 % v/v Ameisensaure)) angelegt.

Die Flussrate lag dabei bei 15 mL/min.

In beiden Fallen wurde von jeder Fraktion eine 60 pL Probe zur Reinheitsbestimmung Gber
HPLC-ESI-MS-Exactive genommen und anschlieRend durch einen SpeedVac-Vakuum-

Konzentrator und Lyophilisation getrocknet. Danach wurden die Fraktionen bei -20°C gelagert.

3.2.3.2 HPLC-ESI-MS Exactive Massenspektrometer

Das Exactive Massenspektrometer wurde verwendet, um Proben im Scan-Modus zu
vermessen. Hierflr ist ein Agilent 1200 HPLC System (iber eine beheizbare ESI-Quelle (HESI)
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mit dem Massenspektrometer gekoppelt. Fiir die chromatographische Trennung wurde unter
Anlegung einer Flussrate von 0,3 mL/min der folgende Gradient verwendet: 5-100 % Puffer B
(Acetonitril, 0,1 % v/v Ameisensaure), 100 % Puffer B fir 3 min, 100-5 % Puffer B in 0,1 min,
5 % Puffer B fir 4 min (Puffer A: ddH,0, 0,1 % v/v Ameisensaure). Die Proben wurden im

positiven lonisierungsmodus zwischen 400 und 2.000 m/z gemessen.

3.2.3.3 CD-Spektroskopie

Circulardichroismus (CD)-Spekroskopie wurde eingesetzt, um zum einen die Sekundarstruktur
zu bestimmen und damit den Faltungsstatus zu prifen und zum anderen, um
Proteinschmelzkurven aufzunehmen, also die thermale Stabilitdt unter verschiedenen
Bedingungen zu bestimmen. Die Analyten wurden dafir in einem 20 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 geldst bzw. umgepuffert, da der pH-Wert eines Tris-HCl Puffers
temperaturabhangig ist. Fir Spektrum-Messungen wurden folgende Parameter gewahlt:
digital integration time: 1 s, band width: 1 nm, wavelengt range: 320-200 nm, data pitch: 0.1
nm, scanning speed: 25 nm/min, cell length: 1 mm, temperature: 25°C und 45°C. Fir
Schmelzkurven wurden die folgenden zusatzlichen Parameter gewahlt: monitor

wavelength: 222 nm, temperatur range: 40-80°C, temperature ramp: 1 °C/min.
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kristallisation der Curvocidin-Synthetase CuvlL

4.1.1 Isolierung von CuvlL

Um die Mechanismen eines unbekannten Biosynthesewegs aufzuklaren, hat es sich bewahrt,
die beteiligten Enzyme aufzureinigen und die enzymatischen Reaktionen in vitro zu
rekonstituieren. Aus dem Experimentdesign und der Analyse der Produkte ergeben sich
Informationen, die in Synergie Riickschlisse auf die Biosynthese in vivo zulassen. Die
etablierte Methodik beinhaltet die Klonierung der an der Synthese beteiligten Gene in
induzierbare Uberexpressionsvektoren und damit die gezielte Expression in E. coli

Expressionsstammen.

Bei der Klonierung des Synthetase-Gens cuvl aus isolierter genomischer DNA zeigte sich, dass
der initiale Schritt, die PCR-gestlitzte Amplifizierung des Gens, den entscheidenden
Flaschenhals darstellte. Beim Produzenten von Curvocidin, T. curvata handelt es sich um
grampositive, thermophile Bakterien aus der Ordnung Actinomycetales, die ihr Temperatur-
optimum bei etwa 50°C haben?!?. Die genomische DNA hat einen erheblichen GC-Gehalt, um
die Stabilitat gegeniliber den hohen Temperaturen zu gewahrleisten. Die Bereiche der DNA um
das Start- und Stopcodon von cuvlL liegen bei einem GC-Gehalt von rund 75%.
Dementsprechend hoch ist die Schmelztemperatur und die Bindung der Oligonukleotide fir
die Amplifikation im Verlauf der PCR ist deutlich erschwert. Dasselbe gilt flir diejenigen DNA-
Abschnitte, in denen im weiteren Verlauf der Experimente verschiedene Punktmutationen

etabliert werden sollten.

Die Klonierung des cuvL-Gens gelang erst, nachdem eine umfangreiche Optimierung der PCR-
Bedingungen und die Testierung einer groReren Zahl verschiedener Oligonukleotid-Paare die
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Amplifikation des Gens ermdglichte (P-017-FP und P-018-RP, Tab. 3.6). Uber die verwendeten
Oligonukleotide wurden die Restriktionsschnittstellen Ndel am 5‘-Ende des Gens und Hindlll
am 3‘-Ende in das Amplicon integriert (s. 3.2.2.13, S. 56). Sowohl das Amplicon als auch der
Expressionsvektor pET28a(+)TEV wurden mit Ndel und Hindlll geschnitten, gereinigt und
anschlieRend ligiert, woraus der Uberexpressionvektor pSD0O06 hervorging (Tab. 3.8, Abb. A4).
Unter der Kontrolle des T7-Promotors??®, dessen hohe Transkriptionsleistung induzierbar ist
(Laktose oder IPTG), kodiert dieser Vektor fiir ein CuvL-Fusionsprotein, das N-terminal Gber
eine TEV-Schnittstelle mit einem Hexahistidin-tag fusioniert ist (Hise-TEV-Cuvl). Ein
Expressionstest mit sieben unterschiedlichen Expressionsstammen wurde durchgefihrt und
die Identitat des Fusionsproteins wurde mit Hilfe von SDS-PAGE und Western Blot bestatigt
(Abb. 4.1). Der Expressionstest sollte zeigen, ob die Coexpression verschiedener Chaperone
die Ausbeute des heterolog exprimierten Proteins signifikant erhohen kann. Da gezeigt
werden konnte, dass dies nicht der Fall ist (Abb. 4.1A), wurde auf diese Coexpression

verzichtet.

Im weiteren Verlauf der Experimente schlossen sich die Klonierungen zweier
CuvL-Punktmutanten an. Ein putativ essentielles Lysin der Lyasedomane von CuvL an Position
79 wurde durch ein Alanin ersetzt, um CuvL-K79A zu erzeugen (Tab 3.8). Die Lyasefunktion
geht durch diese Substitution héchstwahrscheinlich verloren. Die ldentifizierung dieser
Aminosaureposition gelang durch Vergleich der CuvlL-Lyasedomane mit der Ser/Thr-Lyase
SpvC mit Hilfe von BLAST und SWISS-MODEL (s.4.1.3.1,S.77). In der Mutante CuvL-
C729A,C775A,C776A sollten die Cysteine C729, C775und C776, die putativ fir die
Koordinierung der Zn?*-lonen verantwortlich sind, durch Alanin ersetzt werden. Cuvl-
C729A,C775A,C776A besitzt daher vermutlich keine funktionelle Cyclasedomane mehr
(s.4.1.3.3,S. 81).

Bemuhungen zur Etablierung der genannten Punktmutationen durch gerichtetet Mutagenese
blieben ergebnislos. Daher wurde das cuvl-K79A-Gen fiir E. coli Codon-optimiert, von der
Firma ProteoGenix SAS synthetisiert und in den Expressionsvektor pET28a(+)TEV kloniert
(pSDO18, Tab. 3.8, Abb. A4). Durch gerichtete Mutagenese??> dieses Plasmids wurde
anschlieflend ein Wildtyp-Allel von CuvL hergestellt. Davon ausgehend wurde mit derselben

Methode die CuvL-C729A,C775A,C776A-Tripel-Mutante erstellt. Bei allen Vektoren wurde das
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cuvl-insert sequenziert, um die Implementierung der korrekten Punktmutation

nachzuweisen.
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Abbildung 4.1 Expression von rekombinantem CuvL.

(A) SDS-PAGE von Proteinextrakten aus sieben verschiedenen E. coli-Expressionsstammen. (to) Zellen
vor Induktion (t4) Zellen vier Stunden nach Induktion (E) Zellextrakt, schwarze Pfeile: CuvL. Zur
Sicherstellung der Vergleichbarkeit wurde die Zellzahl der verschiendenen Stamme Uber die ODeoo
normalisiert. Keiner der getesteten Stdamme exprimiert signifikant mehr I6sliches Protein als
BL21(DE3), ArcEx(DE3) scheint unter den gegebenen Bedingungen kaum Protein zu exprimieren. (B)
Western Blot mit Zellextrakten zum Nachweis der Protein-ldentitat, die unldsliche Fraktion bezieht sich
auf das Zentrifugations-Sediment von E. coli BL21(DE3) nach dem Zellaufschluss, schwarzer Pfeil: CuvL.
(C) Ubersicht tber die unterschiedlichen Expressionsstimme, die unterschiedliche Kombinationen an
Chaperonen coexprimieren. BL21(DE3) ist der verwendete Expressionsstamm und ArcEx(DE3) ist ein
flr niedrige Expressionstemperaturen optimierter Expressionsstamm.

Die Aufreinigung der rekombinanten CuvL-Proteine erfolgte zunachst (iber eine initiale
Affinitatschromatographie (NiNTA IMAC; Abb. 4.2A). Danach wurde der Hiss-tag durch

Inkubation mit Hise-TEV-Protease entfernt. Im Anschluss wurde sowohl der abgetrennte
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Hise-tag als auch die Hiss-TEV-Protease in einer zweiten Affinitdtschromatographie (NiNTA

IMAC) entfernt.

In der Regel folgte darauf eine GréBenausschluss-Chromatographie (SEC) (Abb. 4.2B). Zur
Qualitatskontrolle wurde mit den SEC-Fraktionen eine SDS-PAGE durchgefiihrt, wobei auch
der Erfolg der TEV-Protease-Reaktion (berprift wurde. Der direkte Vergleich der
Proteinbanden im Gel vor (theoretisch 95,6 kDa) und nach dem TEV-Schnitt (theoretisch
92,8 kDa) zeigt einen geringen (theoretisch 2,8 kDa), aber deutlichen GréRenunterschied
(Abb. 4.2C, 4.2E). Weiterhin ware das nicht TEV-geschnittene, also noch Hiss-markierte Protein
nicht in der Durchfluss-Fraktion der zweiten NiNTA IMAC nachweisbar. Auffallig ist, dass CuvL-
Banden in SDS-PA-Gelen bei etwa 110 kDa und damit atypisch etwa 14% zu hoch verlaufen.
Solche sogenannten gel-shifting-Anomalien sind bei groRen Proteinen und
Membranproteinen  wohlbekannt??”  und vermutlich auf SDS-Bindungsanomalien
zuriickzufiihren. In solchen Fallen ist es wichtig, die Protein-ldentitdt anderweitig

nachzuweisen (Western Blot, Abb. 4.1B, tryptischer Verdau, s.u.).

Die Kontrolle der SEC-Fraktionen zeigt eine deutliche Zunahme der CuvL-Konzentration, die
mit der Hohe des mAU-Signals des SEC-Chromatogramms korreliert (Abb. 4.2C). Die Reinheit
der Synthetase ist dabei in den Fraktionen sehr unterschiedlich. Das relative Verhaltnis von
CuvL zu Verunreinigungen mit hoherer und niedrigerer Masse ist bei den Fraktionen im

mAU-Maximum am geringsten.

Ein tryptischer in-Gel-Verdau mit anschlieRender HPLC-ESI-MS/MS-Messung und Auswertung
durch PeptideShaker konnte den Signalen eine Protein-ldentitdt zuweisen. Zum einen konnte
das rekombinante CuvL zweifelsfrei nachgewiesen werden (Abb. 4.2Cb). Unter den héheren
Massen konnte die Fruktose-1,6-Bisphosphat-Aldolase identifiziert werden. Dieses Enzym ist
zentraler Bestandteil des Primarmetabolismus von E. coli und verfiigt in seiner Rolle als
Metalloprotein liber mehrere intrinsische Metallionen-Bindestellen??®, Das erklart die
falschpositive Bindung an die NiNTA-Matrix bei der Affinitatschromatographie (Abb. 4.2Ca). In
den Signalen mit niedrigerer Masse liel} sich neben CuvL-Bruchstiicken hauptsachlich das
E. coli Hsp70-Chaperon DnaK nachweisen. Dieses Protein bindet naszierende Proteine
wahrend der Translation und verhindert auf diese Weise verfriihte und damit fehlerhafte

Proteinfaltung?®. Eine rekombinante Uberexpression stellt fiir die betroffenen Zellen einen
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immensen Stressfaktor dar, der unter anderem durch eine erhéhte Chaperon-Produktion

kompensiert wird?3° (Abb. 4.2Cc).

In der Bemiihung, die relative Menge dieser unerwiinschten Proteine zu minimieren, wurde
zwischen den NiNTA IMAC- und SEC-Schritten eine lonenaustauschchromatographie (IEX) an
einer DEAE-Saule zwischengeschaltet. Nach der Bindung des Proteins an die Saule erfolgte die
Elution liber einen NaCl-Gradienten von 300 mM bis 1 M (Abb. 4.2D). Die Kontrolle der IEX-
Franktionen anhand einer SDS-PAGE zeigt, dass die relative Menge an Verunreinigungen durch

IEX nicht wesentlich minimiert werden konnte (Abb. 4.2E).

Stattdessen wurden die Expressionsbedingungen weiter optimiert. Zur Verminderung des
Zellstresses durch die Uberexpression wurde Autoinduktionsmedium verwendet. Die darin
enthaltene Laktose induziert die Zielgen-Transkription schonender als das bei der IPTG-
Induktion der Fall ist. Weiter wurde das Temperatur-Zeit-Profil der Expression Zellstress-
minimierend gestaltet. Anstatt die Zellen nach der Induktion mit IPTG sechs Stunden bei 37°C
zu inkubieren, wurden die Ansatze nach Induktion mit Autoinduktionsmedium eine Stunde bei
37°C und anschlieBend bei 18°C fir 18 Stunden inkubiert, wodurch die allgemeine
Stoffwechselrate gesenkt wird. Diese MaRnahmen erhéhten die Proteinausbeute schlieRlich
auf insgesamt Uber 20mg/L Kulturmedium. Somit wurde eine optimierte
Aufreinigungskaskade etabliert, nach der auf den Aufschluss von 40 g Zellmaterial die initiale
NiNTA IMAC anschloss, gefolgt von TEV-Proteaseverdau, sekundarer NiNTA IMAC, SEC und
schlieBlich dem Ankonzentrieren der Proteinlésung auf 15 mg/mL, entsprechend einer
Ausbeute von 7-8 mg/L Kulturmedium. Serielle Verdiinnungen, verwendet fir
SDS-PAGE-Analysen, wurden als Qualitatskontrolle fiir Proteinlésungen etabliert, da so die
Menge der Verunreinigungen anschaulich verdeutlicht und kontrolliert werden kann

(Abb. 4.2F).

Die Aufreinigung von CuvL und deren Mutanten diente sowohl der Verwendung des Enzyms

flr in vitro-Experimente (Abschnitt 4.2) als auch der Kristallisation und deren Optimierung.
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Abbildung 4.2 Aufreinigungskaskade von CuvL.

(A) FPLC-Chromatogramm der initialen NiNTA IMAC. Die roten Balken reprasentieren die
Proteinfraktionen, die vereinigt und fiir den TEV-Schnitt verwendet wurden (B) FPLC-Chromatogramm
der Gelfiltration. Die roten Balken repradsentieren die Fraktionen, die auf dem SDS-PA-Gel aufgetragen
wurden (B14 Links, C11-D13 Mitte, E15 rechts) (C) FPLC-Chromatogramm der IEX, die roten Balken
reprasentieren die Fraktionen, die auf dem SDS-PA-Gel aufgetragen wurden, B5 ist der Balken bei 20
cv, B12 bei etwa 28 cv (D) SDS-PAGE mit Fraktionen der Gelfiltration nach (B). Die Kleinbuchstaben
kennzeichnen die mittels tryptischem in-Gel Verdau und HPLC-ESI-MS/MS identifizierten Proteine.
a: Fruktose-1,6-Bisphosphat-Aldolase, b: CuvL, c: DnaK-CuvL-Fragment-Aggregate. M: Marker, v: Hise-
TEV-CuvL vor TEV-Schnitt, n: CuvL nach TEV-Schnitt (E) SDS-PAGE von Fraktionen der IEX nach (D). M:
Marker, v: vor TEV-Schnitt, n: nach TEV-Schnitt (F) SDS-PAGE mit Verdiinnungsreihe des CuvL-Isolats
am Ende der Aufreinigungskaskade. Die schwachste Verdiinnung von 170 pg wurde dafiir jeweils 1:2
weiterverdiinnt.
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4.1.2 Kristallisations-Screens

Ein Proteinstruktur-Modell ermdglicht das prazise Verstandnis der Funktionsweise eines
Proteins. Es erlaubt, Hypothesen und Prognosen zu erstellen, wie sich das Protein
kontrollieren oder modifizieren lasst. Die Topologie der aktiven Zentren und damit die
spezifischen Aminosadurefunktionen, die an der Bindung der Substrate und Cofaktoren sowie

der Katalyse beteiligt sind, lassen sich erst im Strukturmodell ermitteln.

Zur Strukturaufklarung der 93 kDa groRen, trifunktionalen Curvocidin-Synthetase CuvL wurde
die Methode der Rontgen-Proteinkristallographie verwendet. Dafiir wurde eine Kooperation
mit Dr. Berta Martins aus der Strukturbiologie-Arbeitsgruppe um Professor Holger Dobbek von
der Humboldt-Universitat zu Berlin eingerichtet, die zum einen liber die Infrastruktur fir die

Experimente und zum anderen (iber die Expertise flir die Berechnungen verfigt.

Fir die Testierung der Kristallisations-Bedingungen wurden 96-well-Mikrotiter-Platten
verwendet, die pro Bedingung zwei Tropfen (sitting-drop vapor-diffusion) vorsehen. Fir den
ersten Tropfen wurde eine bestimmte Proteinlosung verwendet, deren Konzentration fiir den
zweiten Tropfen halbiert wurde. Im Ganzen wurden also 192 verschiedene Bedingungen pro
Platte gestestet. Im Laufe des Projekts wurden lGber 60 Mikrotiter-Platten angesetzt, was
einem Experimentvolumen von (ber 11000 getesteten Bedingungen entspricht. Die
Variabilitat wird durch zwei Faktoren bestimmt. Zum einen wurden die Testierungslésungen
von Molecular Dimensions und von Hampton Research (Tab. 3.5) verwendet. Diese enthalten
96 verschiedene Pufferlosungen, die auf die Mikrotiter-Platten libertragen werden. Zum
anderen wurde fir jede neue Ansatz-Charge die Zusammensetzung der Proteinlésungen leicht
variiert (Tab. 4.1). Jede Testierung, das heilt jeder Tropfen bestand aus 0,5 ulL Pufferlésung

und 0,5 pL Proteinlésung.

Da CuvlL aus drei distinkten Domanen besteht (Abb. 1.13), behindert die Einnahme vieler
unterschiedlicher Proteinkonformationen moglicherweise die Bildung einer einheitlichen
Kristallstruktur. Durch die Arretierung einer Substratbindung kann die Formung
unterschiedlicher Konformationen minimiert werden. Demnach wurden Cokristalle von CuvL
mit einem SPPS-synthetisiertem leader-Peptid als Substrat (Abb.4.3) und einem nicht-

hydrolysierbarem ATP-Analog (AMP-PNP) als Cofaktor angestrebt.
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Abbildung 4.3 Leader Peptid Aufreinigung von SPPS synthetisiertem Peptid

Leader Peptid Aufreinigung von SPPS synthetisiertem Peptid (A) Primarsequenz des Curvocidin Leader-
Peptids (B) Praparatives HPLC Chromatogramm, Sternchen®*: Fraktion mit hochster leader-Peptid
Konzentration. (C) HPLC-ESI-MS Massenspektrum des leader Peptids: [M+4H]* berechnet: 754.6363
m/z, gemessen: 754.6336 m/z; [M+3H]** berechnet: 1005.8457 m/z, gemessen: 1005.8422 m/z;
[M+2H]* berechnet: 1508.2656 m/z, gemessen: 1508.2603 m/z. Im spateren Verlauf wurde
D>E leader-Peptid synthetisiert und aufgereinigt, um Piperidid-Bildung vorzubeugen. Der Ablauf der
Aufreinigung blieb dabei erhalten.

Zur Vermeidung von Aspartamid- oder Piperidid-Bildung wahrend der SPPS wurden die im
leader-Peptid enthaltenen Aspartate durch Glutamate ersetzt (D>E leader-Peptid). Das
Bindeverhalten wurde durch iTC- und CD-Spektroskopie untersucht?3!. Die iTC ergab keine
verwertbaren Ergebnisse, CD-Schmelzkurven (thermal shift assay) jedoch ergaben, dass CuvL
nach Bindung von Substrat und Cofaktor bei einer um 0,85 + 0,12 °C héheren Temperatur
denaturiert (Abb. 4.4). Diese eher insignifikante Erhohung lasst darauf schlieBen, dass durch
Substratbindung keine wesentlich bessere Proteinstabilitdt zu erwarten ist. Daflir ist die
Denaturierungstemperatur T mit rund 63°C insgesamt recht hoch (Tab. Al). Ein Unterschied
von mehr als 25 K zwischen T, und der Temperatur, in der die Mikrotiterplatten gelagert

werden (18°C), begiinstigt die Protein-Kristallisation?32.
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Abbildung 4.4 CD-Spektroskopie

(A) CD-Spektrum von CuvL (6 uM CuvlL, 50 mM NaPOg-Puffer pH 8,0, 100 mM NaCl). Die Messung
wurde als Triplicat aufgenommen und von jedem Datenpunkt der Durchschnitt gebildet. Das Spektrum
zeigt eine typische a-helicale Struktur. (B) CD-Schmelzkurve von CuvL (6 uM, 50 mM NaPO,-Puffer pH
8,0, 100 mM NaCl) in Grau und CuvL (6 uM, 50 mM NaPos-Puffer pH 8,0, 100 mM NaCl) mit
CuvA-T2AT11A-Peptid (20 uM) und AMP-PNP (6 uM) in Schwarz. Die Schmelztemperatur steigt durch
die Bindung von Substrat und Cofaktor um 0.85+0.12°C an (Tab. Al).

Die ersten Kristalle, die erfolgreich geerntet und am BESSY vermessen werden konnten
(Platten ,#8, #9, #14, #16, Messungen am BESSY durch Dr. Berta Martins), erwiesen sich
aufgrund ihres Diffraktions-Verhaltens als Salzkristalle. Die entsprechenden Bedingungen
enthielten Li,SO4 oder verschiedene Metallchloride. Es ist davon auszugehen, dass es sich um

Salzkristalle dieser Inhaltsstoffe handelt (Tab. 4.1).

Der erste tatsachliche CuvL-Kristall konnte nach etwa funf Monaten Wachstum der
Mikrotiterplatte #30 (Bedingung D5) entnommen werden (Tab. 4.1). Es handelte sich um

einen hexagonal-bipyramidalen Kristall, der mit Synchrotron-Strahlung (BESSY, Berlin) eine
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verwertbare Auflésung von 3,2-3,0 A erreichte. Ein Strukturmodell lieR sich aus verschiedenen
Grinden aus diesem Kristall nicht errechnen. Zum einen zeigte der Kristall eine signifikante
Verzwillingung (twinning) und zum anderen waren Homologien zu Proteinen mit bekannter
Struktur nicht hoch genug, um die Struktur mit der Patterson-Methode (molecular
replacement) zu berechnen. Somit blieb das Phasenproblem bestehen und lieR sich vorerst

nicht losen.

Nach sieben Monaten waren auf derselben Mikrotiterplatte #30, aber unter einer anderen
Bedingung (E9), vier weitere Kristalle hexagonaler Form gewachsen (Tab. 4.1). Im Bestreben,
das Phasenproblem durch anomale Streuung?3® (anomalous scattering) zu ldsen, wurden
diese Kristalle vor dem Einfrieren in Thiomersal getrankt (eine organische
Quecksilberverbindung, deren Quecksilberatome durch Einlagerung in die Kristallstruktur zur
anomalen Streuung genutzt werden kdnnen?34). Bei der Réntgen-Diffraktion ergab sich eine

nur unzureichende Auflésung von 8-6 A.

Tabelle 4.1 Zusammenfassung getesteter CuvL-Kristalle

Kristall Platten-Nr. Ansatz* Bedingung*
Screen (0,5 pL Proteinlosung) (0,5 pL Pufferlosung)
Ergebnis

Platte #8 7.5 mg/mL Hise-TEV-CuvL 100 mM Tris pH 8,5,
Memgold D4 (80 uM), 30 uM AMP-PNP, 200 mM CaCly, 44 % w/v
Salz 80 1M SPPS D>E leader- PEG 400

Peptid, in 20 mM Tris pH 8,

100 mM NaCl, 10 % (w/v)

Glycerin
Platte #9 7.5 mg/mL Hise-TEV-CuvL 100 mM Bis/Tris Propan
: SaltRX F8 (80 uMm), 30 uM AMP-PNP,  pH 7,800 mM Li2SO4xH,0
\ Salz 80 uM SPPS D>E leader-

Peptid, in 20 mM Tris pH 8,
100 mM NacCl, 10 % (w/v)

Glycerin
Platte #14 7.5 mg/mL Hise-TEV-CuvL 100 mM HEPES/MOPS
Morpheus A7 (80 uM), 30 uM AMP-PNP, pH 7,5, 60 mM CaClz, MgCl,
Salz 80 uM SPPS D>E leader- 30 % w/v Glycerin/PEG4000

Peptid, in 20 mM Tris pH 8,
100 mM NaCl, 10 % (w/v)
Glycerin
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50 mM Tris pH 8, 300 mM

Pentaethylenglycol), 30 %

Kristall Platten-Nr. Ansatz* Bedingung*
Screen (0,5 pL Proteinlosung) (0,5 pL Pufferlsung)
Ergebnis
Platte #16 7.5 mg/mL Hise-TEV-CuvL 100 mM HEPES pH 7,5,
) JCSG G5 (80 uM), 30 uM AMP-PNP, 5 mM CoCl,, CdCl, MnCly,
Salz 80 uM SPPS D>E leader- NiCly,
Peptid, in 20 mM Tris pH 8, 12 % w/v PEG3350
100 mM NaCl, 10 % (w/v)
Glycerin
Platte #30 16 mg/mL CuvL (170 uM), 100 mM Na-HEPES/MOPS
/ Morpheus D5 850 uM AMP-PNP, 210 uM  pH 7,5, 120 mM Alkohol-
/ 3,2-3,0A SPPS D>E leader-Peptid, in  mix (je 20 mM 2-Propanol,
; 50 mM Tris pH 8,300 mM  1,2-Propandiol,
- NaCl, 10 % (w/v) Glycerin 1,3-Propandiol, 1-Butanol,
1,4-Butandiol,
1,6-Hexandiol), 30 % v/v
PEG-mix (40 % v/v PEG
550MME, 20 % w/v PEG
20000)
Platte #30 10 mg/mL CuvL (115 uM), 100 mM Tris/Bicin pH 8,5,
Morpheus E9 575 uM AMP-PNP, 210 uM 120 mM Ethylenglycol-mix
(Hg) 8-6 A SPPS D>E leader-Peptid, in  (je 300 mM Di-, Tri-, Tetra,
50 mM Tris pH 8,300 mM  Pentaethylenglycol), 30 %
NaCl, 10 % (w/v) Glycerin ~ v/v PEG-mix (40 % v/v PEG
550MME, 20 % w/v PEG
20000)
Platte #30 16 mg/mL CuvL (170 uM), 100 mM Tris/Bicin pH 8,5,
Morpheus E9 850 uM AMP-PNP, 210 uM 120 mM Ethylenglycol-mix
(Hg) 8-6 A SPPS D>E leader-Peptid, in  (je 300 mM Di-, Tri-, Tetra,
50 mM Tris pH 8, 300 mM  Pentaethylenglycol), 30 %
NaCl, 10 % (w/v) Glycerin v/v PEG-mix (40 % v/v PEG
550MME, 20 % w/v PEG
20000)
Platte #30 16 mg/mL CuvL (170 uM), 100 mM Tris/Bicin pH 8,5,
Morpheus E9 850 uM AMP-PNP, 210 uM 120 mM Ethylenglycol-mix
(Hg) 8-6 A SPPS D>E leader-Peptid, in  (je 300 mM Di-, Tri-, Tetra,
50 mM Tris pH 8,300 mM  Pentaethylenglycol), 30 %
NaCl, 10 % (w/v) Glycerin  v/v PEG-mix (40 % v/v PEG
550MME, 20 % w/v PEG
20000)
- Platte #30 10 mg/mL CuvL (115 uM), 100 mM Tris/Bicin pH 8,5,
| ' Morpheus E9 575 uM AMP-PNP, 210 uM 120 mM Ethylenglycol-mix
N i (Hg) 8-6 A SPPS D>E leader-Peptid, in  (je 300 mM Di-, Tri-, Tetra,

NaCl, 10 % (w/v) Glycerin

v/v PEG-mix (40 % v/v PEG
550MME, 20 % w/v PEG
20000)
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Kristall Platten-Nr. Ansatz* Bedingung*
Screen (0,5 pL Proteinlosung) (0,5 pL Pufferlsung)
Ergebnis
Platte #51 10 mg/mL SeMet-CuvL 100 mM Glycin pH 9,
Morpheus G2 (115 uM), 1,2 mM AMP- 50 mM MgCl,, 22 % v/v PEG
6-5 A PNP, 990 uM SPPS D>E 400

leader-Peptid, in 20 mM
Tris pH 8, 300 mM NacCl, 10
% (w/v) Glycerin

Platte #59 15 mg/mL SeMet-CuvL 100 mM Tris/Bicin pH 8,5,

Morpheus C9 (160 uM), 1 mM AMP-PNP, 90 mM NPS (je 300 mM

2,7 A 1 mM SPPS D>E leader- NaNOs, Na;HPO4,

Strukturmodell Peptid, in 20 mM Tris pH 8, (NH4)2504), 30 % v/v PEG-

basiert auf 300 mM NaCl, 10 % (w/v)  mix (40 % v/v PEG

diesem Kristall  Glycerin S500MME, 20 % w/v PEG
20000)

* alle Testbedingungen wurden im Zuge dieser Arbeit angesetzt (s. 3.2.2.2, S. 54)

Die effektivere Methode, schwere Atome fiir anomale Streuung zu nutzen, ist ihr direkter
Einbau in die Struktur des Proteins. Dies kann erreicht werden, indem man dem
Produzentenstamm bei der Expression in Minimalmedium Selenomethionin (SeMet) zufittert
(s. 3.2.1.1, S. 51). Dieses Methionin-Analogon tragt anstelle des Schwefelatoms ein Selen-
Atom, das zur anomalen Streuung und damit zum L&sen des Phasenproblems genutzt werden

kan n235,236

Die Kristallisation von SeMet-CuvL verlief schneller. Bereits nach sechs Wochen konnte der
erste SeMet-Kristall aus der Mikrotiterplatte #51 (G2) geerntet und vermessen werden. Dieser
Kristall war kleiner als die bisher vermessenen CuvL-Kristalle und hatte eine rechteckige
Quaderform. Da er nur eine unzureichende Auflésung von 6-5 A erreichte, wurde ein zweiter
SeMet-Kristall von der Mikrotiterplatte #59 (C9) gemessen, der eine hexagonal-bipyramidale
Kristallform aufwies (Tab. 4.1). Dieser Kristall ergab schlieRlich eine Auflésung von ca. 2,7 A

und ist die Basis fir das in dieser Arbeit beschriebene vorlaufige Strukturmodell (Tab. 4.2).

Tabelle 4.2 Statistik der Beugungsdaten und Verfeinerung.

Beugungsdaten
Raumgruppe P6522
Elementarzelle a/b/c (A) 135,6/135,6/335,5
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Elementarzelle o/B/y (°)
Auflésung (dmin) (A)*
Gesamtzahl der Reflexe
Unabhangige Reflexe
Multiplizitat (redundancy)

Vollstandigkeit (completeness) (%)*

90/90/120
48,11-2,68 (2,85-2,68)
2014376

96250

20,93

99,7 (88,59)

/o (1)* 13,68 (0,48)
Rmeas (%)* 22,7 (672,6)
CC(1/2)* 99,9 (20,1)

Verfeinerung

Rwork 0,296
Rfree ** 0,34
Anzahl an Atomen 6138
Rmsd

Bindungslange (A) 0,018
Bindungswinkel (°) 2,186

Die in Tab. 4.2 gezeigten Daten wurden von Dr. Berta Martin erhoben und zur Verfligung gestellt.
*Werte fiir den héchsten Auflésungsbereich sind in Klammern angegeben. ** 5% nicht genutzte
Reflexe.

4.1.3 Kristallstruktur

Die hier prasentierte Kristallstruktur von CuvL stellt das erste umfassende Proteinmodell einer

trifunktionalen Synthetase der Klassen Ill und 1V der Lanthipeptide dar.

Trotz der Cokristallisation mit SPPS-synthetisiertem leader-Peptid und AMP-PNP sind diese
Substrate nicht in der Struktur zu sehen. In der Lyase-Bindetasche ist ein PO4*-lon und ein
NOs™-lon gebunden, welche vermutlich aus der Mutterlésung der Kristallisationsbedingung
stammen (Tab. 4.1). Auch das Zn?*-lon in der Cyclasedoméine ist in der gegenwirtigen
Elektronendichtekarte nicht zu sehen. Es besteht demnach der Bedarf an weiteren Kristallen,
um die Lage der Substrate in der Struktur darzulegen und Fragen hinsichtlich der leader-

Peptid-Bindestelle beantworten zu kénnen. Der (iberwiegende Teil der Kristallstruktur ist
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bereits modelliert (Dr. Berta Martin, Benjamin Rohl) , sodass kiinftige Kristallstrukturen mit

der Patterson-Methode (molecular replacement) in relativ kurzer Zeit bestimmt werden

kénnen, um das Proteinmodell zu vervollstandigen.

Abbildung 4.5 Kristallstruktur von CuvL.

(A) Darstellung der Sekundarstruktur. (B) Darstellung der Proteinoberflache. Seitliche Ansicht der drei
Domaédnen. In Blau ist die Cyclasedomane dargestellt, die Kinasedomine in Violett und die
Lyasedomane in Braun. Das [B-turn-B-turn-B-Motiv der Lyasedomane ist in Schwarz dargestellt.

Die Kristallstruktur zeigt eine Dreiecks-formige Proteinstruktur mit je einer Domane in den
drei Eckpunkten. Im Ubergang von der N-terminalen Lyasedoméine in die darauffolgende
Kinasedomane befindet sich ein distinktes p-turn-B-turn-p-Motiv, das eine Art Riegel-Funktion
im nativen Protein einzunehmen scheint. Es fallt auf, dass das Motiv zwar in der Primarstruktur
zwischen Lyase- und Kinasedomane liegt, in der Tertidrstruktur jedoch einen flexiblen linker
zwischen Lyase- und Cyclasedomane bildet (Abb. 4.5). Innerhalb des Motivs liegen fast
ausschlieBlich polare und geladene Aminosauren vor, die bei Erkennung und Bindung des
leader-Peptids eine Rolle spielen konnten. Vergleichbare putative Peptid-Bindemotive sind in
CylM (E. faecalis Cytolysin Synthetase, PDB ID: 5DZT, s. 1.5.3,S. 18), NisB (L. lactis Nisin
Dehydratase, PDB ID: 4WD9, s. 1.5.2, 5.15) und LynD (Lyngbya sp. Cyanobactin Heterocyclase
PDB ID: 4V1T) nachweisbar!>®170.237,

4.1.3.1 Lyasedomdne

Phosphothreonin-Lyasen wie OspF (PDB ID: 310U) und SpvC (PDB ID: 2Q8Y) katalysieren die

B-Eliminierungsreaktion, welche die Phosphatgruppe von Phosphothreonin irreversibel
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entfernt (Abb. 1.12). Dabei entsteht 2,3-Didehydrobutyrin (Dhb). Die Struktur der
katalytischen Zentren beider Proteine weist groBe Ahnlichkeiten auf (Abb. 4.6 B,C). OspF aus
Shigella sp. und SpvC aus Salmonella sp. zeigen eine hohe Homologie!®>. Beide Proteine
nehmen kompakte o/B-Strukturen ein. Das katalytische Zentrum ist durch ein
siebenstrangiges B-Faltblatt (B1-B7) charakterisiert, das eine konkave Plattform fiir das
Substrat bildet. Bei SpvC befinden sich an den Flanken und der Riickseite der B-Plattform neun
a-Helices (al-a9). Die drei a-Helices an der Unterseite (a3, a5, a7) interagieren Uber
hydrophobe Wechselwirkungen mit finf der zentralen B-Strange (B2, B3, B5, B6, B4) und
stabilisieren so die Struktur. Die Seitenketten, die in die konkave Bindetaschen hineinreichen,
sind weitestgehend positiv geladen und stellen somit ein optimales Milieu fiir die negativ
geladenen Phosphatgruppen des Substrats dar (Abb. 4.6 C). Arginin- und Lysin-Seitenketten
bilden Wasserstoffbriicken mit den Phosphatgruppen des Substrats und stabilisieren sie so

wahrend, und vermutlich nach, der enzymatischen Reaktion (Abb. 4.6 F).

Ein weiteres Lysin K136 erwies sich in Substitutions-Studien als essentiell fiir die
Lyasefunktion?3® (Abb. 4.6 F, Abb. A16). Mit einiger Wahrscheinlichkeit fungiert K136 als
katalytische Base, die das o-Proton abstrahiert und ist somit aquivalent zu K80 bei VenL
(Abb. 1.12). Durch in silico Modellierung der CuvlL-Lyasedomane auf Basis der SpvC-Struktur
mit Hilfe des SWISS-MODEL Algorithmus?'® wurde fiir CuvL das dquivalente Lysin K79
identifiziert (Abb. A16). Tatsachlich konnte in vitro gezeigt werden, dass K79 bei CuvL ebenfalls
essentiell fur die Lyasefunktion ist (s. 4.2.3, S. 89, Abb. A1, A2).

OspF und SpvC unterscheiden sich in erster Linie in der Anzahl und relativen Lage der
a-Helices, wobei der Vergleich der Strukturen von SpvC mit gebundenem Substrat und OspF

in ungebundenem Zustand nur bedingt aussagekraftig ist?3.

Die Cuvl-Lyasedomadne ist wesentlich kleiner als OspF und SpvC. Im Kontext der
Trifunktionalitdt von CuvL werden funktionelle Aufgaben der fehlenden Strukturen vermutlich
von Bestandteilen der anderen Domanen (ibernommen. Die Struktur zeigt ein
siebenstrangiges B-Faltblatt (B1-B7), das eine dhnliche B-Plattform wie bei OspF und SpvC
bildet. Vier distinkte a-Helices liegen hinter und neben der konkaven Bindetasche zur
Unterstlitzung der Stabilitat (Abb.4.6 A). Die Seitenketten, die in die Bindetasche
hereinragen, sind in erster Linie basisch und kdnnten Wasserstoffbriicken oder Salzbriicken

bilden.
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Abbildung 4.6 Vergleichende Betrachtung der Lyasedomane verschiedener Proteine mit CuvL.

(A) CuvlL-Lyasedomane mit Phosphatgruppe (gelb-rotes Stabmodell in der Mitte) (B) Phospho-
threonin-Lyase OspF (PDB ID: 310U) (C) Phosphothreonin-Lyase SpvC mit gebundenem Phosphopeptid-
Substrat (PDB ID: 2Q8Y) (D) Peptid-Bindetasche der CuvL Lyasedoméne mit potentiell fir die Bindung
wichtigen Aminosauren. Die Position von H77 ist in der Elektronendichtekarte nicht eindeutig definiert,
daher sind hier zwei mogliche Positionen dargestellt. (E) Peptid-Bindetasche der CuvlL-Lyasedomane
mit drei Lysin-Seitenketten, die moglicherweise die Phosphatgruppe koordinieren (F) SpvC
Peptidbindetasche mit drei Arginin- und einer Lysin-Seitenkette, die die Phosphatgruppe des
Phosphopeptid-Substrats koordinieren.
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Einige aromatische Aminosaduren konnten Gber n—n—Wechselwirkung zu einer Bindung des
Substrates beitragen (Abb. 4.6 D). Das Phosphat-lon in der Bindetasche wird stabilisiert durch
drei Lysine (K49, K79, K101), dhnlich wie in SpvC (Abb. 4.6 E,F).

4.1.3.2 Kinasedomane

Von den drei Domadnen ist die Elektronendichtekarte der Kinasedomdne am wenigsten
definiert. Das fuhrt dazu, dass ein Grol3teil der Domane ungeordnet zu sein scheint. Das bei
der Kristallisation zugegebene AMP-PNP ist nicht sichtbar. Die Nichtbindung des Cofaktors ist
ein naheliegender Grund fiir die ungeordnete Struktur der Domane. Womoglich ist der Grund
fir die Nichtbindung, dass der Kristallisationsbedingung keine zusatzlichen Magnesiumionen
beigegeben wurden und dadurch in der Bindestelle nicht das erforderliche Milieu

vorherrschte.

Trotzdem lassen sich im direkten Vergleich mit der gut untersuchten Ser/Thr-Proteinkinase
(STPK) PknB (PDB ID: 106Y) aus Mycobacterium tuberculosis Gemeinsamkeiten erkennen
(Abb. 4.7). PknB ist in zwei Regionen (lobes) geteilt?0429>23% Wihrend die C-terminale Region
von einer Reihe von sieben a-Helices beherrscht wird, besteht die N-terminale Region aus
einem funfstrangigen B-Faltblatt, das von einer weiteren a-Helix (Helix C) stabilisiert wird.
Helix C ist weiterhin als regulatorisches Element eingebunden in die Aktivierung und
Inaktivierung der Kinaseaktivitat?*°, Die katalytische Bindetasche fuir das Nukleotid befindet

sich an der Grenzflache der beiden Regionen (Abb. 4.7 A).

In der CuvL-Struktur sind in der N-terminalen Region drei B-Strange mit der stabilisierenden
Helix C definiert. Aulerdem sind drei a-Helices in der C-terminalen Region definiert
(Abb. 4.7 C). Bei ndaherer Betrachtung des katalytischen Zentrums zeigt sich die Bindung des
Nukleotids bei PknB abhdngig von den im Vorfeld beschriebenen Zentren (s. 1.5.4, S. 21). Die
glycinreiche P-Schleife stabilisiert die Phosphat-Abgangsgruppe des Nukleotids, das DFG-
Motiv unterstitzt die Koordination der Mg?*-lonen und die katalytische Schleife mit je einem
konservierten Asparagin und Aspartat befindet sich fiir die Reaktion in direkter Ndhe20420>
(Abb. 4.7 B). Eine dhnliche raumliche Nahe lasst sich auch im vorliegenden CuvL-Modell zeigen
(Abb. 4.7 D), trotz der ungeordneten Struktur in diesem Bereich. Die signifikante Ahnlichkeit
in der Struktur der beiden Proteine ldsst sich auch (iber Sequenzvergleiche mit der

Klasse IV-Synthetase VenL und der Klasse Ill-Synthetase CurKC zeigen (Abb. A3).
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Helix C
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Schleife N142
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Abbildung 4.7 Vergleichende Betrachtung der Kinasedomane.

(A) Struktur der Ser/Thr-Kinase PknB mit gebundenem Cofaktor AMP-PCP und zwei gebundenen
Mg?**-lonen (PDB ID: 106Y). (B) Organisation des katalytischen Zentrums von PknB, Detailansicht nach
90° Drehung der Struktur in (A). (C) Modell der CuvL-Kinasedomaéne. (D) Potentielle Organisation im
katalytischen Zentrum der CuvL-Kinasedomane, Detailansicht nach 180° Drehung der Struktur in (C).
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4.1.3.3 Cyclasedomadne

NisC-ahnliche Proteine bilden sogenannte «,a-Fass-Strukturen. Dabei sind eine Anzahl
a-Helices so angeordnet, dass sie eine reifenartige Struktur bilden (Abb. 4.8 C). Bei NisC bilden
sieben lange a-Helices den dulleren Ring. Sieben kleinere a-Helices liegen im Inneren der
Struktur, wahrend sieben distinkte Schleifen (loops) in den Kern des Fasses zeigen

(PDB ID: 2G02).

Abbildung 4.8 Vergleichende Betrachtung der Cyclasedomane.

(A) Seitenansicht der CuvL-Cyclasedomaéne (B) Aufsicht auf die Fassstruktur der CuvL-Cyclasedoméne
(C) Seitenansicht von NisC mit der SH2-dhnlichen Domé&ne in Cyan und Zn%*-lon in Rot (D) Aufsicht auf
die Fassstruktur von NisC mit der SH2-dhnlichen Doméne in Cyan und Zn?*-lon in Rot (PDB ID: 2G02).

Das charakteristische Zn%*-lon wird koordiniert von zwei Aminosauren in einer dieser Schleifen
und einer Aminoséaure in der benachbarten Schleife (Abb. 4.8 D). NisC als monofunktionales
Protein verfligt oberhalb der katalytischen Tasche tiber ein internes SH2-dhnliches Motiv, das

die Substratbindung vermittelt'?® (Abb. 4.8 C,D).
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Die CuvL-Cyclasedomine zeigt groRe Ahnlichkeit mit NisC. Ein SH2-dhnliches Motiv fehlt
jedoch, vermutlich weil die Peptidbindung im trifunktionalen CuvL durch andere
Mechanismen erfolgt. Weiterhin auffallig ist der grofRere Anteil ungeordneter Bereiche
oberhalb der a,a-Fass-Struktur (Abb. 4.8 A,B). Dies konnen flexible Verbindungsstiicke sein,

die mit dem Substrat oder mit den tibrigen Domanen wahrend der Katalyse kommunizieren.
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4.2 Charakterisierung der CuvL-Funktion in vitro

4.2.1 Isolierung von CuvA

In der Anfangsphase des Projektes war die Isolierung der, fiir in vitro Experimente bendotigten
Peptide als Kooperationsleistung geplant. Das Vorldaufer-Peptid sollte durch SPPS von einem
darin erfahrenen Chemiker der Arbeitsgruppe hergestellt werden. Die Klonierung und
Isolierung der Synthetase, die Aufreinigung der SPPS-Peptide und die Durchfiihrung und
Auswertung der in vitro-Experimente oblage der Biologenabteilung der Arbeitgruppe. In einer
Reihe erfolgreicher Projekte wurde eine solche Kooperation bereits durchgefuhrt. Dafir
synthetisierte Vorldufer-Peptide hatten eine Liange zwischen 36 und 50 Aminosduren und

zeigten nach Aufreinigung durch praparative HPLC eine ausreichend gute Reinheit141:192-195,198

Die chemische Synthese von CuvA Vorlaufer-Peptiden war aufgrund verschiedener Probleme
jedoch nicht zielflihrend. Zum einen war die Reinheit der Peptide nicht ausreichend fiir in vitro
Experimente. Nach der praparativen HPLC-Reinigung der SPPS Peptide zeigten sich schon
Nebenprodukte. Die Auswertung erster in vitro Experimente zeigte eine noch gréBere Anzahl
an Nebenprodukten (Abb. A5). Ein Teil dieser Nebenprodukte sind vermutlich dem Umstand
geschuldet, dass CuvA mit 51 Aminosduren ein recht langes Peptid fir SPPS ist. Bei der
50-stufigen Synthese kdnnen in jedem Schritt Fehler auftreten und eine Trennung kleinerer
Peptidbruchstiicke durch die praparative HPLC ist kaum moglich. Die GréRe kann jedoch nicht
als alleiniger Grund fiir das Scheitern gelten, da beispielsweise das 50 Aminosduren grole

Stackepeptin in der notwendigen Reinheit durch SPPS synthetisiert werden konnte!4%,

Ein wichtiger Unterschied jedoch liegt in der Anzahl enthaltener Aspartate und der darauf
folgenden Aminosauren. Stackepeptine verfligen Uber zwei Aspartate, worauf jeweils ein
Leucin folgt (N-[DL]-C)'*%. Bei den Labyrinthopeptinen kommen zwei Aspartate in LabA2 vor,
auf die je in Valin bzw. ein Tryptophan folgen (N-[DV]-C, N-[DW]-C). In LabA1/A3 findet sich
nur ein Aspartat, auf das ein Leucin folgt (N-[DL]-C)!%. Bei den Curvopeptinen kommen zwei
Aspartate vor, auf die je ein Leucin und ein Lysin folgen (N-[DL]-C, N-[DK]-C)'®. Bei den
Curvocidinen hingegen kommen vier Aspartate vor, von denen zwei im leader-Peptid liegen
und auf die je ein Alanin folgt (N-[DA]-C) und zwei benachbarte Aspartate nahe des C-Terminus

im core-Peptid, gefolgt von einem Pheylalanin (N-[DDF]-C). Studien zu Aspartamid-Bildung in
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Fmoc-basierter SPPS haben gezeigt, dass besonders Glycine und Alanine, die auf Aspartat
folgen, eine Aspartamidbildung fordern. An diesen Aspartamiden kann im nachsten Schritt

eine Addition von Piperidin, dann auch Piperidid genannt erfolgen?41-244,

Mehr als die Halfte der durch SPPS synthetisierten vollstandigen CuvA Vorlaufer-Peptide
zeigen vermutlich aus diesen Griinden entweder eine oder zwei Piperidid-Bildungen (Abb. A5,
Synthesen durch Eric van Herwerden, Bianca Schmid). Diese unerwiinschte Nebenreaktion
wahrend der Synthese kann in der Folge zu einer Reihe weiterer Schwierigkeiten im weiteren

Verlauf der SPPS fuhren.

Letztlich liel8 sich das Problem von Seiten der Kooperationspartner auch nach einer ganzen
Reihe von Strategien nicht I6sen und die Alternativroute der heterologen Expression der
Peptide wurde eingeschlagen. Hierfir wurde zunachst versucht, das cuvA-Gen in den
Uberexpressionsvektor pET28a(+)TEV zu klonieren. Jedoch konnte auch durch zahlreiche
Optimierungsbemiihungen kein PCR-Amplicon isoliert werden. Das kann zum einen an dem
relativ hohen GC-Gehalt liegen, der im Bereich der 5-und 3‘-Enden des Gens bei anndhernd
70% liegt und dadurch die Bindung der Oligonukleotide deutlich erschwert und behindert.
Zum anderen ist die Detektion des Amplicons mit etwa 150 nt auf einem Agarosegel

problematisch, vor allem bei geringeren Konzentrationen.

Mithilfe eines synthetischen, fiir E. coli Codon-optimierten Gens liel} sich die Klonierung des
Uberexpressionsvektors schlieRlich bewerkstelligen. Bei der gezielten Expression von
Peptiden (Hiss-TEV-CuvA, 74 Aminosauren, MW 7953,7) miissen Besonderheiten gegeniiber
einer Protein-Uberexpression beachtet werden. Kurze rekombinante Peptide werden von
ubiquitdren, E. coli-produzierten proteolytischen Enzymen rasch hydrolysiert?*>. Alternativ
werden sie in unloslicher Form in kleine Membranvesikel, sogenannte inclusion bodies,
eingeschlossen, was eine Art Selbstschutzmechanismus der Zelle gegeniiber potentiell
toxischer Uberexpression darstellt. Solche inclusion bodies kdnnen aufgereinigt und mit einer
hohen Konzentration an Denaturierungsmitteln, etwa 6 M Guanidinhydrochlorid oder 8 M
Harnstoff aufgeschlossen werden, um ihren Inhalt freizusetzen. Durch ein stufenweises
Herabsetzen der Denaturierungsmittel-Konzentration kdnnen die Peptide dann wieder

korrekt zuriickgefaltet werden?.

Die Strategie zur Reduktion der Proteolyseaktivitat bei gleichzeitiger Maximierung der

inclusion body-Produktion bestand in einer relativ starken Induktion des Expressionsvektors
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mit bis zu 1 mM IPTG und einer kurzen Expressionsdauer von lediglich finf Stunden im
Temperaturoptimum von 37°C (im Gegensatz zur Proteinexpression, die flir 18 Stunden bei
18°C durchgefiihrt wurde). Der Zellaufschluss erfolgte im Homogenisator, sodass die inclusion
bodies freigesetzt wurden. Fir die Denaturierung wurde eine gepufferte Losung mit
6 M Guanindin verwendet. Die freigesetzten Hise-TEV-CuvA-Peptide wurden im Anschluss an
eine NiNTA-Sadule gebunden (IMAC). Durch Elution mit einem 4 M Guanidin enthaltenen Puffer
wurde die Rickfaltung der Peptide initialisiert. Zur vollstandigen Rickfaltung und zum Zweck
der Umpufferung wurde das Eluat Uber eine C4-Sdule einer praparativen HPLC weiter
aufgereinigt (Abb. A6-A8). Die HPLC-Fraktionen wurden in der Regel einzeln durch
HPLC-ESI-MS auf ihre Reinheit Uberprift und reinsten Fraktionen wurden vereinigt und

lyophilisiert (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9 Exemplarische Darstellung der Aufreinigung des rekombinanten CuvA-T2A-Peptids.
(A) FPLC-Chromatogramm der NiNTA IMAC von CuvA-T2A. (B) Praparatives HPLC-Chromatogramm,
Signal bei A=215 nm. Separat gekennzeichnet sind die Fraktionen der in (C) dargestellten HPLC-ESI-MS-
Profile. (C) Ausgewahlte HPLC-ESI-MS Profile zur Reinheitspriifung der Peptidprobe. Die Probe 40 weist
eine ausreichende Reinheit fiir in vitro Experimente auf. Die Proben 41-47 zeigen eine ausreichende
Reinheit und wurden fiir Vorversuche verwendet. Die Proben 37-39 und 48-52 weisen zu viele
Verunreinigungen auf und wurden nicht verwendet.
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4.2.2 Optimierung der in vitro Assay-Bedingungen

Initiale Experimente ergaben, dass CuvL unter den gegebenen Bedingungen bis zu vier
Dehydratisierungen vornimmt (Abb. 4.10, A5). Im CuvA core-Peptid liegen vier Threonine und
zwei Serine vor. Vorangegangene HPLC-ESI-MS/MS-Untersuchungen an dem in vivo
detektierten Curvocidin hatten eindeutig gezeigt, dass neben den drei MelLan-Briicken keine
weiteren Dehydroaminosduren im nativen core-Peptid vorliegen. Bei anderen Lanthipeptiden,
wie beispielsweise dem Klasse llI-Vertreter Erythreapeptin finden sich im gereiften core-
Peptid neben den Lanthionin- und Labioninbriicken sowohl dehydratisierte Serine (Dha) als

auch dehydratisierte Threonine (Dhb)*®’.

Bei Curvocidin bildet das Threonin an Position 11 (T11) gemeinsam mit dem Cystein an
Position 6 (C6) die C-Ring-MeLan-Briicke und das Threonin an Position 19 (T19) bildet mit dem
Cystein an Position 3 (C3) die A-Ring-Melan-Briicke. Am N-Terminus des core-Peptids
befinden sich zwei Threonine an den Positionen 2 (T2) und 4 (T4), wobei T4 dehydratisiert und
mit dem Cystein an Position 14 (C14) Bestandteil der B-Ring-MeLan-Briicke wird, wahrend T2
nicht dehydratisiert wird (Abb. 1.13, S.29).

Unter in vitro-Bedingungen allerdings scheint CuvL dennoch T2 zu einem gewissen Grad zu
dehydratisieren. Auch die Dehydratisierung eines Serins ware moglich. Die Venezuelin-
Synthetase beispielsweise katalysiert sowohl Lan- als auch Melan-Briicken!34-13¢, Demnach

scheint es sich um ein Artefakt der gegebenen in vitro-Bedingungen zu handeln.

Um dies zu bestatigen wurde zundchst mit lodacetamid (IAA) ein Cyclisierungstest
durchgefiihrt. lodacetamid bindet die Thiolseitenketten von Cystein??3. Nach der
Briickenbildung sind diese Thiole nicht mehr frei fir eine Bindung. Der Cyclisierungstest zeigt,
dass drei Briicken gebildet wurden (Abb. 4.10). Im nachsten Schritt wurde durch

Punktmutation T2 gegen Alanin ausgetauscht (T2A) und die in vitro Modifikation wiederholt.

Durch diese Mutation kam eine vierte Dehydratisierung nicht mehr vor, wahrend weiterhin
drei Bicken gebildet wurden (Abb. A9). Anhand dieser Ergebnisse ldsst sich ausschlieBen, dass
eines der Serine anstelle von T2 dehydratisiert wird. Weiterhin lasst sich ausschlieBen, dass T2

essentiell fir die Katalyse ist oder gar selbst an einer alternativen Briickenbildung beteiligt ist.
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Abbildung 4.10 Aktivitadts- und Cyclisierungsassay.

Rekombinantes Vorldufer-Peptid Hise-TEV-CuvA nach Inkubation mit rekombinantem CuvlL, dATP
(Abb. 4.11) und Mg?*-lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS. Dargestellt ist, neben dem Massenspektrum, ein
Modell der in diesem Spektrum abundantesten Peptidspezies. IAA: lodacetamid, Sternchen*:
phosphorylierte Peptidspezies, Abu-S-Ala: MelLan-Briicke.

Um dieses Artefakt einer vierten Dehydratisierung zu vermeiden, wurden fir alle weiteren
in vitro Experimente ausschlieflich Vorlaufer-Peptide verwendet, bei denen die T2A-Mutation

eingeflihrt wurde.

Weiterhin wurden immer wieder phosphorylierte Intermediat-Spezies detektiert. Auch
hierbei scheint es sich um ein Artefakt der in vitro-Bedingungen zu handeln. Um dies zu
bestatigen, wurde die Dehydratisierungsreaktion des Assays im Zeitverlauf verfolgt. Durch
Stoppen einer Reaktion nach unterschiedlichen Zeitpunkten konnte deutlich gezeigt werden,
dass sich die phosphorylierten Spezies akkumulieren, je langer die Reaktion andauert
(Abb. A10).
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Abbildung 4.11 Curvocidin Aktivitdtssassays mit verschiedenen Cofaktoren.

Rekombinantes Vorlaufer-Peptid Hiss-TEV-CuvA-T2A, inkubiert mit CuvL, Mg?* und unterschiedlichen
Nukleotid-Cofaktoren als Phosphatgruppendonor. Die Reaktionen wurden alle zum selben Zeitpunkt
durch die Zugabe von MeCN (finale Konzentration 50% v/v) abgebrochen. Der unterschiedliche Grad
der vollstandigen Dehydratisierung (-3H,0) zeigt die unterschiedliche Akzeptanz der Dehydratase fiir
den jeweiligen Phosphatgruppendonor: (d)ATP zeigt das optimale Ergebnis, UTP ist weniger effektiv,
zeigt aber auch noch drei Dehydratisierungen, dTTP und (d)GTP fuhrt zu bereits stark eingeschrankter
Aktivitat, drei Dehydratisierungen kommen hier nicht mehr vor, (d)CTP zeigt nur noch residuale
Aktivitat. (Sternchen*: phosphorylierte Peptidspezies)

Unter den bisher untersuchten Klasse llI-Lanthipeptiden verwenden alle Synthetasen fiir die
Dehydratisierung ATP als Phosphat-Donor. Bei den Klasse lll-Lanthipeptiden verhalt es sich
anders. Die Synthetasen AriKC und CurKC akzeptieren alle Nukleotide als Phosphat-Donoren,
wahrend StaKC alle akzeptiert, aber eine deutliche Praferenz fir Purin-Nukleotide
zeigt141196.247 Dije Synthetase der Labyrinthopeptine LabKC auf der anderen Seite akzeptiert
streng spezifisch nur dGTP und GTP®? und ist demnach mechanistisch, wenn auch nicht

funktionell, als G-Protein einzustufen.
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Ein solches Cofaktor-screening wurde auch fiir CuvL durchgefiihrt. Es zeigte sich eine gewisse
Akzeptanz fir alle getesteten Nukleotide mit einer deutlichen Praferenz fir dATP und ATP.
Auch wurde deutlich, dass dCTP und CTP nur sehr schlecht akzeptiert wurde (Abb. 4.11). Eine
Praferenz anhand der Nukleotidstruktur, wie bei StaKC lasst sich daraus jedoch nicht ableiten.

Far alle weiteren in vitro Experimente wurde (d)ATP als Cofaktor gewahlt.

4.2.3 Modell des Biosynthesewegs

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass in vitro-Experimente einen guten Einblick in den
enzymatischen Mechanismus von Lanthipeptid-Biosynthesen liefern kénnen!>%179,194,195
Dieser Ansatz wurde daher auch im Rahmen dieser Arbeit verfolgt und darauf aufbauend

wurde ein Modell des Biosynthesewegs fiir Curvocidin erstellt (Abb. 4.12).

Als erster Schritt unerldsslich ist die Bindung aller erforderlichen Cofaktoren an Cuvl,
zusatzlich zur Bindung des Substrates CuvA. Bei anderen Klasse IV-Synthetasen konnte gezeigt
werden, dass Bereiche innerhalb des Substrat leader-Peptids initial von der Kinasedomane

gebunden werden?3®,

Fiir den Biosyntheseweg der drei MeLan-Briicken stellt sich nun die zentrale Frage nach der
Direktionalitat. Verschiedene Studien an weitestgehend linearen Lanthipeptiden der Klassen |,
Il und Il haben durch in vitro-Experimente bereits zeigen konnen, dass sowohl| N->C- (Klassen |
undll, s. 1.5.2,S. 15, s. 1.5.3, S. 18), als auch C->N- (Klasse Ill, Abschnitt 1.5.4) Direktionalitaten
vorkommen?>?179.194195 © Eir globuldre Lanthipeptide wie Cinnamycin, Venezuelin oder
Curvocidin, bei denen die Verbriickungen Uberlappend hintereinander geschaltet sind,
wurden solche Untersuchungen bisher noch nicht unternommen. Von N->C oder C->N kann
hier nicht ausgegangen werden, da C-terminale Aminosauren (iber eine Verbriickung mit
N-terminalen Aminosduren verbunden ist und alle weiteren Briicken innerhalb des so

entstandenen Makrocyclus liegen.

Eine Reihe von in vitro-Experimenten mit mutierten Curvocidin Vorlaufer-Peptiden ldsst den
Schluss zu, dass zuerst die mittlere MelLan-Briicke zwischen T4 und C14 gebildet wird, gefolgt
von der A-Ring Melan-Briicke zwischen T19 und C3. Als letztes wird die C-Ring MelLan-Brlicke
zwischen T11 und C6 gebildet (Abb. 4.13).
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Abbildung 4.12 Biosynthesemodell fiir die Reifung von Curvocidin durch die CuvL-Synthetase.

Die CuvL-Domaénen werden durch die Kugeln reprasentiert: (L) Lyasedomane (K) Kinasedomane (C)
Cyclasedomane. (A) CuvL bindet das Curvocidin Vorldufer-Peptid und die Cofaktoren ATP und Mg?*.
(B) das leader-Peptid des Curvocidin Vorldufer-Peptids wird von der Kinasedomane erkannt und
gebunden. (C) Die Kinasedoméane phosphoryliert (P: Phosphatgruppe) das erste Threonin. (D) Die
Lyasedomane dehydratisiert die phosphorylierte Threonin-Seitenkette. (E) Die Cyclasedoméne
vollendet die Melan Briickenbildung durch eine Michael-Addition mit anschlieRender Protonierung.
(F) Zuerst wird die T4C14-Briicke, dann die T19C3-Briicke und zuletzt die T11C6-Briicke synthetisiert.
(G) Das modifizierte Curvocidin wird entlassen, die Abspaltung des leader-Peptids geschieht an anderer
Stelle.

Durch zielgerichtete Mutagenese wurden Curvocidin Vorldufer-Peptide hergestellt und
aufgereinigt, bei denen jeweils eines der an einer MelLan-Briicke beteiligten Threonine gegen
Alanin ausgetauscht war. Diese Peptide wurden in vitro modifiziert, durch die native
Synthetase CuvL und durch eine Variante von CuvL mit einer Punktmutation in der
Lyasedomédne (CuvL-K79A), die nachweislich die Abspaltung der Phosphatgruppe verhindert
(Abb. 4.13, A1, A2). Durch die Zugabe von lodacetamid nach der Modifizierungsreaktion
wurde die Bildung von MelLan-Briicken lberprift (Abb. 4.13). Aus dem direkten Vergleich der
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Reaktionen lassen sich Prinzipien fir die Beeintrachtigung der Syntheseleistung von CuvL

ableiten.

Am wenigsten beeintrachtigt wird CuvL durch einen Austausch des C-Ring MelLan-Threonins
T11l. Die Massen zeigen, dass CuvL zwei Dehydratisierungen und zwei Melan-
Briickenbildungen synthetisiert hat. Durch Beeintrachtigung der Lyasedomane-Funktion

zeigen sich bis zu zwei Phosphorylierungen (Abb. 4.13 D, A1, A11).

Etwas starker behindert wird die Syntheseleistung von CuvL durch den Austausch des A-Ring
Melan-Threonins T19. Auch in diesem Fall werden von CuvL zwei Dehydratisierungen
vorgenommen, es kommt jedoch nur zu einer Brickenbildung. Durch Beeintrachtigung der

Lyasedomanen-Funktion zeigen sich zwei Phosphorylierungen (Abb. 4.13 E, A3, A12).

Sehr stark beeintrachtigt ist die Syntheseleistung von CuvL durch den Austausch des B-Ring
Threonins T4. Ein Drittel der Vorldaufer-Peptide wird nicht dehydratisiert, ein Drittel wird
einmal und ein weiteres Drittel zweimal dehydratisiert. Durch Beeintrachtigung der
Lyasedomadnen-Funktion zeigt sich, dass nur rund die Halfte der Produkte teilweise
phosphorylierte Spezies aufweist. Beim Test der Briickenbildung entstehen eine ganze Reihe
verschiedener Nebenprodukte und ein GroRteil der Spezies zeigt keinerlei Briickenbildung,

wahrend etwa ein Drittel eine Briickenbildung zeigt (Abb. 4.13 C, A13).

Die beschriebenen Ergebnisse lassen die folgenden Schlussfolgerungen zu: Es werden nicht,
was auch moglich wiére, erst drei Dehydratisierungen von der Kinase- und Lyasedomane
vorgenommen und anschliefend von der Cyclasedomane die drei Michael-Additionen zur
Melan-Bildung vorgenommen. Vielmehr wird eine Briicke als ganzes synthetisiert und dann
weiter zu nadchsten Briicke gewechselt (Abb.4.12 F). Das zeigt die Tatsache, dass bei

Beeintrachtigung einzelner MelLan-Briicken, die jeweils anderen Briicken gebildet werden.

Die B-Ring Melan-Briicke zwischen T4 und C14 wird als erstes gebildet. Wenn das nicht
moglich ist, wie das bei der T2AT4A-Mutante der Fall ist, sind die nachfolgenden Schritte nur
sehr stark eingeschrankt moglich. Danach folgt die A-Ring MelLan-Briicke zwischen T19 und
C3. Wenn dies nicht moglich ist, wie durch die T2AT19A-Mutante verdeutlicht, lauft die
Synthese nicht weiter. Die erste Briicke, in diesem Szenario die B-Ring MeLan-Briicke, wird
gebildet, aber es folgt nicht die Synthese der zweiten Briicke, in diesem Szenario die C-Ring

MeLan-Bricke.
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Abbildung 4.13 In vitro Analysen zum Mechanismus der MelLan-Briicken-Bildung.

(A) Modelle der verwendeten heterologen Substrat-Peptide (tag und leader nicht dargestellt).
Mutierte Aminosaure in rot. Mégliche Briickenbildungen zwischen den entsprecheneden Aminosduren
sind durch Linien dargestellt. (B) Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeit, der zeigt, dass die T19A-
Mutante wesentlich schneller prozessiert wird, als die T4A-Mutante. (C) Rekombinantes CuvA-T2AT4A
Peptid (D) Rekombinantes CuvA-T2AT11A Peptid (E) Rekombinantes CuvA-T2AT19A Peptid.
Sternchen*: phosphorylierte Peptidspezies, Kreis®: Nebenprodukte der Peptidaufreinigung oder der
in vitro-Bedingungen ,P: Phosphatgruppen-Addukte IAA: lodacetamid.
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Um diese Reihenfolge weiter zu validieren, wurde der Zeitverlauf der
Dehydratisierungsreaktion mit exakt equimolaren Peptid- und Proteinkonzentrationen
verfolgt, um nachvollziehen zu kénnen, welche der Reaktionen schneller und problemloser
ablauft (Abb. 4.13 B). Auch hier zeigt sich deutlich, dass T2AT19A-Mutanten weitaus schneller
dehydratisiert werden kdnnen als T2AT4A-Mutanten, die fir ein vergleichbares Level an

dehydratisierten Spezies die mindestens sechsfache Zeit brauchen.

Als letztes wird schlieRlich die C-Ring MeLan-Briicke zwischen T11 und C6 synthetisiert. Wenn
dies nicht moglich ist, werden die beiden vorangegangenen Melan-Synthesen relativ

problemlos durchgefiihrt (Abb. 4.13).

Eine weiterer in vitro-Test wurde schlieflich mit einer CuvL-Mutante unternommen, bei der
die, mutmaRlich fiir die Zn?*-Bindung verantwortlichen, Cysteine durch Alanin ersetzt wurden
(CuvL-C729A,C775A,C776A). Die Dehydratisierungsaktivitdit von CuvL wurde davon nicht
beeintrachtigt. Der Cyclisierungstest zeigt jedoch eine starke Beeintrachtigung der
Cyclaseaktivitat. Bei manchen der detektierten Peptidspezies liegen dennoch nur zwei
lodacetamid-Addukte vor, was die Bildung einer der drei MeLan-Briicken anzeigt (Abb. A14).
Es gibt also entweder einen intrinsischen Rettungsmechanismus, etwa die Bindung von
Zn**-lonen durch benachbarte Aminosduren-Seitenketten, aber mit deutlich geringerer
Affinitat. Oder aber die Deprotonierung des Cystein-Thiolats kann zu einem gewissen Grad
durch eine Alternative zu Zn%*-lonen durchgefiihrt werden, etwa durch eine benachbarte
basische Seitenkette (Abb. 1.8 B). In jedem Fall zeigt das Experiment, dass die drei mutierten

Aminosauren essentiell fiir die Funktion der Cyclasedomane sind.

Im Laufe der Optimierung der Assay-Bedingungen hatte sich die Hypothese entwickelt, dass
CuvL womoglich spezifisch fir Threonine sei und Serine nicht flir eine eventuelle
Dehydratisierung erkennt. Dies ware eine interessante neue Eigenschaft fiir eine
Lanthionin-Synthetase. Um die Validitat der Hypothese zu testen, wurde eine CuvA-Mutante
erstellt, bei der jedes Threonin durch Serin ersetzt wurde (CuvA-T2ST4ST11ST19S).
Erstaunlicherweise zeigte das in vitro-Experiment bis zu drei Dehydratisierungen (Abb. A15).
Eine strenge Spezifitat liegt also nicht vor. Auffdllig ist jedoch, dass trotz der sechs
vorliegenden Serine nur maximal drei dehydratisiert wurden. Der Schluss liegt nahe, dass es

sich dabei um S4, S11 und S19 handelt, also diejenigen Serine, die an der Position der
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Threonine liegen, die im nativen Peptid die MelLan-Briicken bilden. AbschlieRend geklart

wurde diese Frage jedoch nicht.
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5 Ausblick

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Mechanismus der
Klasse IV-Lanthipeptid Synthese. Dabei war die Kristallisation einer trifunktionalen
Synthetase, die sowohl fiir Klasse IV- aber auch fir Klasse llI-Lanthipeptide von Interesse sind,
ein besonderes Anliegen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine
Kristallstruktur einer solchen Synthetase prasentiert werden. Die postulierte Struktur ist
aufgrund von unzureichender Cokristallisation nach wie vor unvollstindig, da Mg?*-lonen, das
Zn?*-lon, der Phosphat-Donor und das Peptid-Substrat in der Elektronendichtekarte nicht

sichtbar sind.

Um das Projekt zu vervollstandigen ist demnach die Auswertung weiterer Kristalle nétig. Bei
der Kristallisation sollte darauf geachtet werden, fiir einen ausreichenden Mg?*-Titer zu
sorgen, um die Bindung in der Kinasedomane zu gewahrleisten. In der vorliegenden Arbeit
wurden die nétigen Vorraussetzungen fiir weitere Kristallisationen geschaffen. Die Expression
von hochreinem CuvL wurde erfolgreich optimiert und erfolgversprechende, reproduzierbare
Kristallisationsbedingungen konnten identifiziert werden. Durch die Kristallisation von SeMet-
markiertem CuvL konnte das Phasenproblem gelost werden, sodass kiinftige Kristall-
Elektronendichtekarten in deutlich kiirzerer Zeit mittels der Patterson-Methode (molecular

displacement) modelliert werden kdnnen.

Sobald eine Struktur von CuvL mit gebundenem Peptid-Substrat, Cofaktor und den
entsprechenden lonen vorliegt, kann der Mechanismus der Synthese vollumfanglich
beschrieben werden. Die ldentifzierung der detaillierten Topologie der aktiven Zentren und
der an Bindungen und Katalyse beteiligten Aminosduren erlaubt die Herstellung weiterer
CuvL-Mutanten. Mit deren Hilfe ldsst sich die Relevanz einzelner Strukturmotive durch in vitro

Analysen beurteilen.
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Auch die Frage der leader-Peptid-Bindung in Klasse IlI- und Klasse IV-Lanthipeptiden wird in
groRerer Detailtiefe beschrieben werden koénnen, insbesondere in Bezug auf das
B-turn-B-turn-B-Motiv an der Grenzflache zwischen Lyase- und Kinasedomane. In mittel- bis
langerfristiger Zukunft besteht die Moglichkeit von Kreuzversuchen von mutierten CuvL-

Synthetasen mit anderen Substraten, um eine Manipulierbarkeit des Systems zu eruieren.

Die Herstellung und Isolierung groflerer Mengen rekombinanter Curvocidine aus
Streptomyces sp. Hochproduzenten ist bisher nicht gelungen. Fir die Identifizierung der
biologischen Funktion der Curvocidine ist dies jedoch eine zwingende Vorraussetzung. Sowohl
um Funktionalitats-Tests zu unternehmen zu koénnen, als auch um NMR-Analysen zur
Strukturbestimmung der Curvocidine durchfiihren zu kénnen, sind hohe Konzentrationen und

Reinheiten erforderlich, die sich durch Expression in E. coli nicht erreichen lassen.

Weiterhin konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein neuartiger Mechanismus der
Synthese globularer Lanthipeptide beschrieben werden. Eine Direktionalitat wie bei linearen
Lanthipeptiden kann hier nicht vorliegen, da sich Uberlappende Thioetherbriicken eine
strenge Direktionalitdt verhindern. Eine interessante Frage wadre, ob ein adhnlicher
Mechanismus auch bei dahnlichen Lanthipeptiden wie den Cinnamycinen und Duramycinen
vorkommt. Sollte sich dies bestdtigen lassen, wadre ein phylogenetischer Vergleich
entsprechend &hnlicher Lanthipeptide von Interesse, um die evolutiondre Entwicklungs-

geschichte nachvollziehen zu kénnen.
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6 Appendix

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abu
ADP
altgr.
AMP
AMP-PCP
AMP-PNP
APS
ATCC
ATP
AviCys
BCIP
BESSY
CD
CID

cv
ddH,0
DEAE
DESY
dH,0
Dha
Dhb
DMF
DSM
DTT
EDTA
ESI
EtOH
Fmoc
FPLC

h
HPLC
IAA
IEX

2-Aminobutyrin
Adenosin-5'-diphosphat

altgriechisch
Adenosin-5'-monophosphat
Adenosin-5'-(B,y-methylen)triphosphat
Adenosin-5'-(B,y-imido)triphosphat
Ammoniumpersulfat

American Type Culture Collection
Adenosin-5'-triphosphat
S-[(Z)-2-aminovinyl]-D-cystein
5-Bromo-4-chloro-3'-indolylphosphat
Berliner Elektronenspeicherring-Gesellschaft fiir Synchrotronstrahlung
Circulardichroismus

collision induced dissociation

column volumes

entionisiertes Wasser, Millipore
Diethylaminoethyl (-cellulose)
Deutsches Elektronensynchrotron
voll-entsalztes Wasser
2,3-Didehydroalanin
2,3-Didehydrobutyrin
Dimethylformamid

Deutsche Sammlung Mikroorganismen
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
electrospray ionisation

Ethanol

Fluorenylmethoxycarbonyl

fast protein liquid chromatography
Stunde

high performance liquid chromatography
lodacetamid

ion exchange chromatography
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IMAC
IPTG
JICM

K

kbp
kDa
Kryo-EM
mAU
MeCN
min
MGFA
MRSA
MS
NBT
NiNTA
NMR
NRPS
nt
ODsoo
PCR
PEG
PKS
POP
pSer
pThr
PVDF
Rfree
RP
rem
Rwork

SAM
SEC
SeMet
SPPS
STPK
TBS
TEMED
TEV
Tm

v/v
vol.
VRE
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immobilized metal affinity chromatography
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Japan Collection of Microorgansims
Kelvin

Kilobasenpaare ( =1000 bp)
Kilodalton ( = 1000 Da)
Kryo-Elektronenmikroskopie

milli absorbance unit

Acetonitril

Minute(n)
Dimethylguanidin-Fettsaure
Metbhicillin-resistente Staphylococcus aureus
mass spectrometry

Nitro-Blau Tetrazoliumchlorid
Nickel-Nitrilotriessigsaure

nuclear magnetic resonance
Nicht-ribosomale Peptidsynthese
Nukleotide

Optische Dichte bei A= 600 nm
polymerase chain reaction
Polyethylenglycol
Polyketidsynthase
Prolyl-Oligopeptidase
Phospho-Serin

Phospho-Threonin
Polyvenylidenfluorid

free reliability factor

reverse Phase, Umkehrphase
revolutions per minute

reliability factor oder discrepancy index
Sekunde

S-Adenosylmethionin

size exclusion chromatography
Selenomethionin

solid phase peptide synthesis
Serin/Threonin-Peptid-Kinase

Tris buffered saline
Tetramethylethylendiamin

tobacco etch virus

melting temperature

volume per volume

Volumenanteil
Vancomycin-resistente Enterococcus sp.
weight per volume
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6.4 Weitere Informationen zur Charakterisierung der Cuvl in vitro Funktion

Tabelle A1 Daten der CD-Spektroskopie Schmelzkurve

CuvL Cuvl + Peptid-Substrat + AMP-PNP
Range of 39,52 + 80,54 °C 40,01 £ 82,04 °C
denaturation
Fitting lineof | A:Y=(0,061296) x + (-62,1756) A:Y =(0,0383996) x + (-59,8171)
stable range B:Y =(-0,0157178) x + (-4,21597) B:Y =(0,0150508) x + (-6,71159)
Residual of SIGMA: 1,1478 SIGMA: 0,590171
fitting curve
Tm 59,96 + 0,082567 °C 60,81 + 0,041664 °C
dH 413521 + 18024,5 J/mol 437215 +9894,64 J/mol
ds 1241,4 + 54,11 J/mol/K 1309,17 + 29,628 J/mol/K
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Abbildung A1 Aktivitdtsassay mit Wildtyp-CuvL und CuvL-K79A (T2A, T2AT4A)

Rekombinante Vorlaufer-Peptide Hise-TEV-CuvA-T2A bzw. Hise-TEV-CuvA-T2AT4A nach Inkubation mit
rekombinantem CuvL und rekombinantem CuvL-K79A, dATP und Mg?* lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS.
Dargestellt ist, neben dem Massenspektrum, ein Modell der in diesem Spektrum abundantesten

Peptidspezies.

Sternchen*: phosphorylierte  Peptidspezies, Kreis®: Nebenprodukte der

Peptidaufreinigung oder der in vitro Bedingungen. Abu-S-Ala: MeLan-Briicke, P: Phosphat-Addukt.
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Abbildung A2 Aktivitdtsassay mit Wildtyp-CuvL und CuvL-K79A (T2AT11A, T2AT19A)

Rekombinante Vorlaufer-Peptide Hise-TEV-CuvA-T2AT11A bzw. Hise-TEV-CuvA-T2AT19A nach
Inkubation mit rekombinantem CuvL und rekombinantem CuvL-K79A, dATP und Mg?* lonen, gefolgt
von HPLC-ESI-MS. Dargestellt ist, neben dem Massenspektrum, ein Modell der in diesem Spektrum
abundantesten Peptidspezies. Sternchen®: phosphorylierte Peptidspezies, Kreis®: Nebenprodukte der
Peptidaufreinigung oder der in vitro Bedingungen. Abu-S-Ala: MelLan-Briicke, P: Phosphat-Addukt.
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Abbildung A3 Sequenzvergleich von Kinasedomanen

Vergleich der Primarsequenzen der CuvlL-Kinasedomidne mit denen von PknB (STPK) aus
M. tuberculosis, VenL (Klasse IV) aus S. venezuelae und CurKC (Klasse IIl) aus T. curvata. Die
katalytischen Zentren der Kinasefunktion zeigen eine signifikante Homologie (gelb hinterlegt). In Rot
sind vollstandig konservierte Aminosauren hinterlegt, in blauen Kasten sind Aminosauren mit
dhnlichen Eigenschaften markiert.
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5473 bp

Abbildung A4 Examplarische Plasmidkarten

Das Plasmid pSD0O06 tragt das native cuvL-Gen aus T. curvata fusioniert an eine TEV-Schnittstelle und
ein Hise-tag unter Kontrolle des IPTG induzierbaren T7-Promotors. Das Plasmid pSD018 tragt das fur
E.coli Codon-optimierte synthetische Gen an Stelle des nativen Gens in pSD006. Alle weiteren Plasmide
zur Expression von CuvL-Mutanten besieren auf pSD018 (Tab. 3.8). Das Plasmid pSD023 tragt das
synthetsiche Gen des Peptids cuvA fusioniert an eine TEV-Schnittstelle und ein Hise-tag unter Kontrolle
des IPTG induzierbaren T7-Promotors. Alle weiteren Plasmide zur Expression von CuvA-Mutanten
basieren auf pSD023 (Tab. 3.8).
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HPLC SPPS Curvocidin
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Abbildung A5 SPPS-Curvocidin Aufreinigung und Aktivitdtsassay

(A) Die Aufreinigung von SPPS CuvA zeigt schwerwiegende Verunreinigungen durch Nebenprodukte
(Die Peptide wurden von Eric van Herwerden und Bianca Schmid synthetisiert). Die Detailaufnahme
von [M+5H]** verdeutlicht die Verunreinigung mit Piperidid-Addukten (Pid). (B) In vitro Assays mit
verschiedenen SPPS-Peptiden zeigen starke Hintergrundverunreinigungen und Verunreinigungen mit
Piperidid-Addukten. Schwarz: SPPS Peptid (Kontrolle). Rot: SPPS-Peptid nach Inkubation mit

rekombinantem CuvL, ATP und Mg* lonen.
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Abbildung A6 Aufreinigung heterolog exprimierter CuvA Derivate
(A) Modell des heterologen Fusionspeptids CuvA (pSD023), NiNTA IMAC FPLC-Chromatogramm, HPLC-
Chromatogramm, Primarstrukturen von tag und leader-Peptid , die auch auf die Peptide in B und C
zutreffen. (B) Modell des heterologen Fusionspeptids CuvA-T2AT4A (pSD025), NiNTA IMAC FPLC-
Chromatogramm, HPLC-Chromatogramm (C) Modell des heterologen Fusionspeptids CuvA-T2AT11A
(pSD026), NiNTA IMAC FPLC-Chromatogramm, HPLC-Chromatogramm

108

100

50



Appendix

mAU
mAU| CuvA-T2A %Imidazol
40
1200,
30
1000
20
800 10
0
600
400
200
0
15
8
5100
leader , (e E
VLSOOG o g0
SR o e 3
tag : \@” 3 20
Thr @er f,f\?pS‘*
AIg 19 Phe™
®
g
‘@9(@(@., 100
‘.. @ HO g
-H,O @)™ "ten 260
leader o, (@ 520
Cifa)Cys e, — 3
v © QO 6 ;) &
ta H ¥
g - Dhﬁ‘@er_ Asp-‘\fp)
éﬂ! 13 (Phe
€ -H.0

CuvA-T2A
%MeCN

100

50

10

tag: N-MGSSHHHHHGSPTTENLYFQGH-C

poly-His TEV site

leader: N-MSALLEPRDGATNLDALAAVPSEAPAHQA-C

[H+TH]"

[H+8H]*
[H+9H]™

[H+10H]"™ [H+6H]”

[H#5H]"

700

800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

m/z

[H+5H-3H,01"
[H+6H-3H,0]"

[H+4H-3H,0]"

700 800 900 1000 11%9 1200 1300 1400 1500 1600
Z

Abbildung A7 Aufreinigung des heterologen Fusionspeptids CuvA-T2A (pSD024)
(A) NiNTA IMAC FPLC-Chromatogramm, (B) HPLC-Chromatogramm, Stern: Fraktion mit dem reinsten
Peptid (C) Primarstrukturen von tag und leader-Peptid (D) Modelle des heterologen Fusionspeptids
vor (oben) und nach (unten) TEV-Proteaseverdau und in vitro Aktivitdts-Assay durch Cuvl
(E) HPLC-ESI-MS-Spektren oben: vor in vitro Assay, unten nach in vitro Assay. Die Assays belegen, dass
die Aktivitat der CuvL-Synthetase nach TEV-vermittelter tag-Abspaltung des rekombinanten Peptids
weiterhin gegeben ist. Die Entfernung des tag ist nicht notwendig und wurde im weiteren Verlauf nicht

mehr unternommen.
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Abbildung A8 Aufreinigung des heterologen Fusionspeptids CuvA-T2AT19A (pSD027)
(A) NiNTA IMAC FPLC-Chromatogramm, (B) HPLC-Chromatogramm, Stern: Fraktion mit dem reinsten
Peptid (C) Primérstrukturen von tag und leader-Peptid (D) Modelle des heterologen Fusionspeptids
vor (oben) und nach (unten) TEV-Proteaseverdau und in vitro Aktivitdts-Assay durch Cuvl
(E) HPLC-ESI-MS-Spektren oben: vor in vitro Assay, unten nach in vitro Assay. Die Assays belegen, dass
die Aktivitdt der CuvL-Synthetase nach TEV-vermittelter tag-Abspaltung des rekombinanten Peptids
weiterhin gegeben ist. Die Entfernung des tag ist nicht notwendig und wurde im weiteren Verlauf nicht

mehr unternommen.
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Abbildung A9 Aktivitdts- und Cyclisierungsassay (T2A, Cuvl)

Rekombinantes Vorlaufer-Peptid Hiss-TEV-CuvA-T2A nach Inkubation mit rekombinantem CuvL, dATP
und Mg? lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS. Dargestellt ist, neben dem Massenspektrum, ein Modell der
in diesem Spektrum abundantesten Peptidspezies. IAA: lodacetamid, Sternchen*: phosphorylierte
Peptidspezies, Abu-S-Ala: MeLan-Briicke.
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Abbildung A10 Phosphospezies Akkumulation bei Curvocidin in vitro Modifikationsassay liber einen
erweiterten Zeitaum

Hise-TEV-CuvA-T2A, inkubiert mit CuvL, Mg?* und ATP. Modell zeigen das Fusionspeptid vor und nach
dem in vitro Assay. Die jeweilige Reaktion wurde nach den Zeiten 15 min, 60 min und 120 min gestoppt.
Die Menge der phosphorylierten Peptidspezies nimmt tiber die Zeit deutlich zu. Das Aufkommen dieser
Spezies ist demnach ein Artefakt der Assaybedingungen. (Abu: 2-aminobutyrin, Abu-S-Ala: Melan
Briicke, +P: Phosphataddukt)
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Abbildung A11 Aktivitadts- und Cyclisierungsassay (T2AT11A, Cuvl)

Rekombinantes Vorlaufer-Peptid Hiss-TEV-CuvA-T2AT11A nach Inkubation mit rekombinantem Cuvl,
dATP und Mg? lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS. Dargestellt ist, neben dem Massenspektrum, ein
Modell der in diesem Spektrum abundantesten Peptidspezies. IAA: lodacetamid, Sternchen*:
phosphorylierte Peptidspezies, Kreis®: Nebenprodukte der Peptidaufreinigung oder der in vitro
Bedingungen, Abu-S-Ala: Melan-Briicke.
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Abbildung A12 Aktivitats- und Cyclisierungsassay (T2AT19A, Cuvl)

Rekombinantes Vorlaufer-Peptid Hiss-TEV-CuvA-T2AT19A nach Inkubation mit rekombinantem Cuvl,
dATP und Mg* lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS. Dargestellt ist, neben dem Massenspektrum, ein
Modell der in diesem Spektrum abundantesten Peptidspezies. IAA: lodacetamid, Sternchen*:
phosphorylierte Peptidspezies, Kreis®: Nebenprodukte der Peptidaufreinigung oder der in vitro
Bedingungen, Abu-S-Ala: Melan-Briicke.
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Abbildung A13 Aktivitats- und Cyclisierungsassay (T2AT4A, Cuvl)

Rekombinantes Vorlaufer-Peptid Hise-TEV-CuvA-T2AT4A nach Inkubation mit rekombinantem Cuvl,
dATP und Mg?* lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS. Dargestellt ist, neben dem Massenspektrum, ein
Modell der in diesem Spektrum abundantesten Peptidspezies. IAA: lodacetamid, Sternchen*:
phosphorylierte Peptidspezies, Kreis®: Nebenprodukte der Peptidaufreinigung oder der in vitro
Bedingungen, Abu-S-Ala: Melan-Briicke.
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Abbildung A14 Aktivitdts- und Cyclisierungsassay (T2A, CuvL-C729A;C775A;C776A)

Rekombinantes Vorlaufer-Peptid Hise-TEV-CuvA-T2A  nach Inkubation mit rekombinantem
CuvL-C729A,C775A,C776A, dATP und Mg?* lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS. Dargestellt ist, neben dem
Massenspektrum, ein Modell der in diesem Spektrum abundantesten Peptidspezies. IAA: lodacetamid,
Sternchen*: phosphorylierte Peptidspezies, Kreis°: Nebenprodukte der Peptidaufreinigung oder der in
vitro Bedingungen, Abu-S-Ala: MelLan-Briicke.
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Abbildung A15 Aktivitadtsassay (T2ST4ST11ST19S, Cuvl)

1140

Rekombinantes  Vorldaufer-Peptid  Hise-TEV-CuvA-T2ST4AST11ST19S  nach  Inkubation  mit
rekombinantem CuvL, dATP und Mg?* lonen, gefolgt von HPLC-ESI-MS. Gemessen wurde neben der
Kontrolle eine Probe nach 60 min Inkubation und eine Probe nach 120 min Inkubation.Dargestellt ist,

neben den Massenspektren, ein Modell des Vorldaufer-Peptids. P: Phosphat-Addukt.
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Detailansicht Substrat-Bindetasche

\

b
b

Abbildung A16 Modellierung in silico der CuvL-Lyasedomane auf Basis der SpvC-Struktur
Mit Hilfe von SWISS-MODEL auf Basis der Struktur von SpvC (braun, PDB ID: 2Q8Y) modellierte Struktur

der CuvlL-Lyasedomane (cyan). Die Modelle wurden in PyMol (ibereinandergelegt (alignment). Das an
die Bindetasche von SpvC gebundene Peptidsubstrat in rot. Die Detailansicht zeigt K136 in SpvC, das
fir die Bindung des Substrat essentiell ist. Im CuvL-Modell ragt K79 in dhnlicher Form in die
Bindetasche herein und begriindete somit die Hypothese, fiir die CuvL-Lyasefunktion in ahnlicher Form
essentiell zu sein.
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