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Abstract 1

1 Abstract

A common strategy of bacteria to adapt to hypo osmotic environmental conditions is the uptake or
synthesis of osmotic active substances, referred to as compatible solutes. This thesis deals mainly with
aspects based on the synthesis of those compatible solutes. A commonly used compatible solute in
bacteria is the tetrahydropyrimidine derivative ectoine, which can be converted enzymatically into the

hydroxylated form hydroxyectoine by the ectoine hydroxylase EctD.

In order to understand the hydroxylation reaction in more detail, x-ray structure analysis were
used to analyze the crystal structure of the ectoine hydroxylase EctD from V. salexigens in cooperation
with the working group of Prof. Dr. K. Reuter (University Marburg). With the intention to select amino acids
for mutagenesis studies, three approaches were used: 1) the EctD crystal structure in complex with Fe¥*,
2) a comparative analysis of the active site of the EctD structure with putative ectoine binding proteins from
ectoine transporters and 3) bioinformatics comparison of putative EctD protein sequences. Results from
those mutagenesis studies of highly conserved amino acid revealed important information about their

function and the possible synthesis mechanism of EctD enzyme.

As we were not able to crystallize EctD in a complex with its substrate ectoine or its co-substrate
2-oxoglutarate, putative ectoine hydroxylases from a variety of microorganisms were cloned and purified
via affinity chromatography for further crystallization studies. All purified ectoine hydroxylases from the
bacteria Sphingopyxis alaskensis, Geobacillus. sp. Y412MC10, Pseudomonas stutzeri A1501,
Alkalilimnicola ehrlichi, Acidiphilium cryptum and Halomonas elongata as well as from the crenarchaeon N.
maritimus were enzymatically active. The activity of each enzyme and their biochemical parameters like
Km, Vmax and kcat were measured after optimization of the assay conditions regarding pH value,

temperature and salt concentration.

Additional bioinformatics of ect genes, which are mainly organized in gene clusters, showed
interesting genes inside those gene clusters. Continually a ask gene encoding for an aspartokinase was
identified. Aspartokinases synthesize the essential precursor for ectoine synthesis p-aspartate-
semialdehyde from L-aspartate in cooperation with the Asd enzyme. The genome of Pseudomonas
stutzeri A1501 contains two genes encoding for putative aspartokinases. Whereas one of those genes is
located in the ect gene cluster, the other gene is found at another position in the genome. Both genes
were cloned, the proteins were heterologously produced in E. coli and characterized by enzymatic

approaches. Those analyses show important difference in features between both aspartokinases.

The physiological role of both competitive solutes ectoine and hydroxyectoine was investigated
using growth studies with the actinomycete Streptomyces coelicolor A3(2). Ectoine and hydroxyectoine
protects S. coelicolor from the effects of high osmotic conditions and high temperatures. Thereby, the

mixture of ectoine und hydroxyectoine in a 1:1 ratio leads to the most efficient protection.

In order to investigate the initiation of the uptake of competitive solutes by S. coelicolor at a
certain degree of salinity and temperature, transport studies with radioactive labeled [14C]-ectoine were
used. The combination of both stress factors, high salt and high temperature, leads to the highest uptake

of competitive solutes in the cell.
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2 Zusammenfassung

Eine unter Bakterien weit verbreitete Anpassungsstrategie an hyperosmotische
Umgebungsbedingungen ist die Aufnahme oder die Synthese von osmotisch wirksamen Substanzen, die
sogenannten kompatiblen Solute. In dieser Arbeit wurden hauptsachlich Aspekte aus dem Bereich der
Synthese von den sogenannten kompatiblen Soluten aufgeklart. Ein haufig genutztes kompatibles Solut in
Bakterien ist das Tetrahydropyrimidinderivat Ectoin. Dieses kompatible Solut kann in einem weiteren
enzymatischen Schritt durch eine Ectoin-Hydroxylase EctD zu Hydroxyectoin hydroxyliert werden. Um
diese Hydroxylierungsreaktion besser zu verstehen, wurde in dieser Arbeit durch Réntgenstrukturanalysen
die Kristallstruktur der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens in Zusammenarbeit mit der AG von
Prof. Dr. K. Reuter (Universitat Marburg) aufgeklart. Die Ergebnisse aus der Kristallstruktur von EctD mit
gebundenem Eisen, ein Vergleich des aktiven Zentrums der EctD Struktur mit Ectoin bindenden
Substratproteinen aus Ectoin Transportern sowie der bioinformatische Vergleich von putativen EctD
Proteinsequenzen filhrten zu einer Auswahl an Aminosauren, die fir eine Mutagenesestudie
herangezogen wurden. Die Ergebnisse der Mutagenesestudie von hoch-konservierten Aminosauren
lieferten wichtige Informationen Uber deren Funktion und (ber den mdglichen Synthesemechanismus des
EctD Enzyms. Da man jedoch keine EctD Struktur mit gebundenem Substrat Ectoin oder Co-Substrat 2-
Oxoglutarat erhalten konnte, wurden weitere potentielle Ectoin-Hydroxylasen aus verschiedenen
Mikroorganismen kloniert und affinitatschromatographisch gereinigt. Alle gereinigten Ectoin-Hydroxylasen
aus den Bakterien Sphingopyxis alaskensis, Geobacillus. sp. YA12MC10, Pseudomonas stutzeri A1501,
Alkalilimnicola ehrlichi, Acidiphilium cryptum und Halomonas elongata sowie dem Crenarchaeon N.
maritimus waren enzymatisch aktiv. Dazu wurden die genauen Essaybedingungen jeder Ectoin-
Hydroxylase in Bezug auf pH-Wert, Temperatur, Salzkonzentration angepasst und optimiert. Danach
erfolgte die enzymatische Charakterisierung und die Ermittlung der biochemischen Parameter wie K, Vmax
und keat. Durch weitere bioinformatische Analysen der ect Gene, die Uberwiegend als ein geschlossenes
Gencluster in den Organismen organisiert sind, wurden weitere interessante Gene innerhalb des ect-
Genclusters identifiziert. Dabei trat immer wieder ein fiir eine Aspartokinase kodierendes ask Gen auf. Die
Aspartokinasen synthetisieren aus L-Aspartat den fiur die Ectoin Synthese wichtigen Vorlaufer B-Aspartat-
Semialdehyd im Zusammenschluss mit einem Asd Enzym. Im Genom des Bakteriums Pseudomonas
stutzeri A1501 wurden zwei Gene fir potentielle Aspartokinasen gefunden. Ein Gen befindet sich im ect-
Gencluster und das zweite ask Gen ist an anderer Stelle im Genom lokalisiert. Die beiden Gene der
Aspartokinasen wurden kloniert, die Proteine heterolog in E. coli produziert und durch enzymatische Tests
charakterisiert. Diese Untersuchungen zeigten wichtige Unterschiede im Hinblick auf die Eigenschaften
der beiden studierten Aspartokinasen in diesem Bakterium. In Wachstumsanalysen mit dem
Actinomyceten Streptomyces coelicolor A3(2) wurde die physiologische Bedeutung der beiden
kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin untersucht. S. coelicolor wird durch Ectoin und
Hydroxyectoin unter hohen osmotischen Bedingungen und hohen Temperaturen protektiert. Es konnte
gezeigt werden, dass beim Einsatz eines 1:1 Gemischs von Ectoin und Hydroxyectoin diese Protektion am
effektivsten ist. Des Weiteren wurde durch Transportstudien mit radioaktiv markiertem ["“C]-Ectoin
untersucht, bei welcher Salinitat und bei welcher Temperatur die Aufnahme der kompatiblen Solute in S.
coelicolor induziert wird. Durch die Kombination der beiden Stressfaktoren wie Hochsalz und hohe
Temperatur, konnte gezeigt werden, dass in dieser Situation die Aufnahme am starksten angeschaltet

wird.
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3  Einleitung
3.1 Anpassung von Mikroorganismen an osmotischen Stress

Alle Mikroorganismen sind durch ihre Umwelt permanentem Stress ausgesetzt.
Als Stressfaktoren sind hierbei starke Temperaturschwankungen, grof’e pH-Wert-
Schwankungen, aggressive Strahlung durch radioaktive Substanzen und Lichtquellen,
sowie  Veranderungen der umgebenen Osmolaritit zu nennen. Diese
Stressbedingungen kénnen massiv auf die Zelle einwirken und letztlich die Zelle toten.
Um das Absterben der Zelle zu verhindern, haben sich die Mikroorganismen im Laufe
der Evolution viele Mechanismen zum Schutz vor diesen &uferen Einflissen
angeeignet. Besonders im Boden angesiedelte Bakterien, wie das Bodenbakterium
Bacillus subtilis, haben standig damit zu ké&mpfen, dass sich die Osmolaritat ihrer
Umgebung andert. Bei langer anhaltender Feuchtigkeit durch intensive Niederschlage
kommt es zu einem Auswaschen des Bodens. Dabei sinkt die Osmolaritat im Boden im
Vergleich zur Osmolaritat in der Zelle stark ab, weil viele Salze und osmotisch
wirksame Stoffe aus der Erde herausgesplilt werden. Bei den Bakterien kommt es bei
diesem hypoosmotischen Milieu und dem osmotischen Ungleichgewicht zu einem
massiven Wassereinstrom in die Zelle (Booth et al.,, 2007). Wirde dieser Zustand
langer andauern, so wirde die Zelle unweigerlich platzen. Treten hingegen langere
Trockenperioden auf so fliel3t das Wasser, aufgrund des hyperosmotischen Milieus aus
den Zellen heraus und es kann zur Plasmolyse kommen (Bremer & Kramer, 2000;
Kempf & Bremer, 1998). Da die Mikroorganismen keine Méglichkeit besitzen, aktiv den
Wasserhaushalt in der Zelle zu regulieren (Csonka & Epstein, 1996), schiitzen sich die
Bakterien gegen den Wasserausstrom aus der Zelle durch die Akkumulation von
osmotisch wirksamen Substanzen im Cytoplasma (da Costa et al., 1998). Eine
schnelle und einfache Madoglichkeit fir die Bakterien sich vor der Plasmolyse zu
schitzen, besteht darin anorganische lonen wie K* oder CI als Ausgleich zu einem
hyperosmotischen Milieu aktiv in die Zelle zu transportieren und anzureichern, wahrend

gleichzeitig das cytotoxische Na* aus der Zelle herausgeschleust wird (Abbildung 1).

Abbildung 1: ,,Salt-in“ Methode bei
hyperosmotischen Bedingungen. Eine
bei halophilen Bakterien unter hohen
osmotischen Bedingungen haufig genutzte
Strategie ist die ,salt-in“ Methode. Dabei
werden das Kation K" und das Anion CI in
die Zelle und das cytotoxische Na" aus der
Zelle transportiert, um die passive Diffusion
K* ¢ Na* des Wassers aus der Zelle zu verhindern.
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Die sogenannte ,salt-in“ Methode ist flr die Organismen sehr energiesparend
und kann sehr haufig bei halotoleranten und halophilen Bakterien beobachtet werden
(Galinski & Truper, 1994; Ventosa et al., 1998). In der Zelle kdnnen die Salze bis zu
hohen molaren Konzentrationen von bis zu 5 M akkumuliert werden (Grant, 2004). Im
Laufe der Evolution haben sich einige Bacteria und Archaea an diese hohen
Salzkonzentrationen adaptiert. Dies flhrte jedoch dazu, dass der gesamte Zellapparat
an diese hohen lonenstarken angepasst werden musste und viele Proteine eine Art
.saure Signatur” tragen (Rhodes et al., 2010). Die Proteine aus halophilen Bakterien
besitzen im Gegensatz zu Proteinen aus nicht-halophilen Bakterien eine deutlich
negativere Oberflachenladung und zusatzlich dazu sinkt die Hydrophobizitat der

Proteine in halophilen Organismen ab (Abbildung 2).

Charged surface

Hydrophobic surface

alfficsssssmnvessssnssinsey Non.halophilic

v
A

Halophilic

v

Abbildung 2: Oberflachenladungen von Proteinen in nicht- und halophilen
Bakterien. Die Proteine in halophilen Bakterien sind deutlich negativer geladen als Proteine
aus nicht-halophilen Bakterien (blau: positiv; rot: negativ). Dazu sinkt die Hydrophobizitat bei
halophilen Proteinen im Gegensatz zu nicht-halophilen Proteinen ab (schwarz: hydrophobe
Oberflache; griin: Proteinriickgrat; entnommen aus Coquelle et al., 2010).

Solch angepasste Bakterien haben wahrend der Evolution zwar 6kologische
Nischen wie z.B. salzreiche Seen erschlieRen konnen, jedoch unterliegen sie damit
einer Abhangigkeit gegenliber ihres Lebensraums. Viele andere Organismen kénnen
diese hohen Salzkonzentrationen im Cytoplasma nicht lange tolerieren, da die Gefahr
besteht, dass zelluldare Ablaufe zum Erliegen kommen (Bremer & Kramer, 2000;
Galinski & Truper, 1994). Durch die hohen Salzkonzentrationen verandert sich die
Topologie der DNA, hydrophobe Bindungen in Proteinen werden verstarkt und die
Hydrathulle von Proteinen wird erheblich gestort, was zur Denaturierung der Proteine
fuhren kann. Damit die Mikroorganismen nicht auf ein bestimmtes Biotop festgelegt
sind, besitzen sie noch weitere Anpassungsmechanismen an schwankende

Osmolaritaten in ihrer Umwelt. Die Zellen sind in der Lage, osmotisch wirksame
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Substanzen selbst zu synthetisieren oder aus der Umwelt aufzunehmen (Abbildung 3).
Bei diesen Substanzen handelt es sich um sogenannte kompatible Solute, die
ebenfalls dazu fihren, dass der Turgor in den Zellen stabil bleibt. Der Vorteil dieser
kompatiblen Solute ist jedoch, dass sie nicht stérend in den Metabolismus der
Bakterien einwirken. Kompatible Solute sind gut I6sliche organische Substanzen, die
selbst bei hohen Konzentrationen gegeniliber den Stoffwechselprozessen ,kompatibel®
sind (Brown, 1976; Grant, 2004). Die kompatiblen Solute besitzen zumeist eine geringe
molekulare Masse und kénnen von den Zellen mit hoch affinen Transportsystemen in
die Zelle aufgenommen werden (Bremer & Kramer, 2000; Ziegler et al., 2010).
Meistens handelt es sich dabei um die Ausscheidungsprodukte anderer
Mikroorganismen oder um Substanzen, die durch den Abbau von tierischem und

pflanzlichen Material bereitgestellt werden (Welsh, 2000).

Neben der Aufnahme von kompatiblen Soluten besitzen viele Mikroorganismen
die Mdglichkeit diese osmotisch wirksamen Molekule selbst de novo zu synthetisieren
(Abbildung 3). Die Fahigkeit zur Synthese von kompatiblen Soluten ist bei Bakterien
sehr weit verbreitet. Da die Synthese von osmotischen Schutzsubstanzen einen hohen
Energieaufwand fir die Zellen bedeutet, erscheint es auf den ersten Blick als eine
ineffektive Methode. Es hat jedoch fur die Mikroorganismen den Vorteil, dass sie selbst
aktiv auf ihre Umwelt reagieren kdnnen und entgehen damit der Abhangigkeit, dass in

ihrer Umwelt gentgend transportierbare kompatible Solute vorhanden sein mussen.

Transport von Abbildung 3: Aufnahme und
kompatiblen Soluten = Synthese von  kompatiblen
Soluten. Eine weit verbreitete
Anpassungsstrategie von Bakterien

P ; ( i bei hyperosmotischen Bedingungen
' B e ist die Aufnahme oder die Synthese
P passive Diffusion von kompatiblen Soluten. Durch die
| B P Akkumulation der kompatiblen Solute

. ynthese von . . :
kompatiblen Soluten im Cytoplasma wird verhindert, dass

zu viel Wasser aus der Zelle
ausstromt.

Wann die Synthese von kompatiblen Soluten in den Zellen erfolgt, ist zumeist
sehr genau reguliert, um keine Ressourcen und Energie zu verschwenden (Kempf &
Bremer, 1998). Ebenso ist es wichtig, die angereicherten kompatiblen Solute bei einer
plétzlichen Anderung der Osmolaritat wie einsetzendem Niederschlag schnell aus der
Zelle schleusen zu kdnnen. Ein Abbau der Substanzen wirde in diesem Fall zu lange
dauern. Daher benutzen die Mikroorganismen unter diesen Bedingungen eine Art

Schleuse, die ihnen als Anpassungsstrategie vor dem sicheren Absterben schiitzt.
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Diese Schleusen werden als mechanosensitive Kanale bezeichnet, die es den
Bakterien ermdglichen binnen kurzer Zeit enorme Mengen an Substanzen aus der

Zelle in die Umwelt passieren zu lassen (Booth et al., 2007).

3.2 Kompatible Solute

Die chemischen Eigenschaften der kompatiblen Solute sind insgesamt recht
ahnlich. Sie besitzen eine polare Ladungsverteilung, sind osmotisch aktive organische
Substanzen und unter physiologischen pH-Werten zwitterionisch und insgesamt
ungeladen. Die Akkumulation von kompatiblen Soluten kann in den Mikroorganismen
bis zu molaren Konzentrationen erfolgen und selbst bei diesen hohen Konzentrationen
werden die zellularen Funktionen nicht gestort oder beeintrachtigt (Brown, 1976;
Kaasen et al., 1994; Le Rudulier et al., 1984). Daher stammt auch der Name dieser
Substanzen, da sie selbst bei hohen Konzentrationen immer noch ,kompatibel® mit
dem gesamten Zellapparat sind. Kompatible Solute zeichnen sich auch durch ihre
hohe Ld&slichkeit im Cytoplasma der Zellen aus (Csonka, 1989). Die chemische
Eingruppierung der kompatiblen Solute erfolgt in vier Hauptgruppen: (i) Zucker,
Heteroside und Polyole (z.B. Trehalose oder Glycerin), (i) a- und B-Aminosauren (z.B.
Prolin oder Glutamat) und Aminosaure-Derivate (z.B. Ectoin und Hydroxyectoin), (iii)
Trimethylammoniumverbindungen (z.B. Glycin-Betain oder Carnitin) und (iv)
Methylsulfonium-Verbindungen und Sulfatester (z.B. Dimethyl-sulfonium-propionat
oder Cholin-O-sulfat). Die Strukturformeln von wichtigen und haufig in Bakterien
vorkommenden kompatiblen Soluten sind in Abbildung 4 dargestellt. Weil kompatible
Solute keine stérende Auswirkung auf die Proteine in den Zellen aufweisen, wird der
zellulare Ablauf (Katabolismus, Anabolismus, Proteinfaltung, DNA und RNA Synthese)
nicht beeinflusst oder gestért (Csonka, 1989). Eine Erklarung daflir ist das Modell des
preferentiellen Ausschluss von Proteinen (Blasiak et al., 2006; Knapp et al., 1999).
Dieses so genannte ,preferential exclusion model” besagt, dass die kompatiblen Solute
aus der Hydrathtlle der Proteine ausgeschlossen werden und dadurch die Proteine
eine fir sie energetische glinstige Konformation annehmen. Die kompatiblen Solute
besitzen, neben ihrer Moglichkeit als osmotische Schutzsubstanzen zu wirken,
zusatzliche fur die Bakterien nutzliche Eigenschaften. Sie verleihen den Organismen,
die sie akkumulieren, weitere Vorteile. Bakterien sind weniger anfalliger gegenuber
starken Temperaturschwankungen, wie plétzliche Kalte oder Hitze (Garcia-Estepa et
al., 2006; Holtmann & Bremer, 2004). Glycin Betain kann dazu beitragen, dass B.
subtilis niedrige Temperaturen von bis zu 13 °C toleriert und bei diesen niedrigen

Temperaturen wachsen kann (Hoffmann & Bremer, 2011). Das kompatible Solut 5-
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Hydroxyectoin, das hydroxylierte Derivat des Ectoins, kann Bakterien bei hohen

Temperaturen zu verbessertem Wachstum verhelfen (Bursy et al., 2008).

H,;C H.C
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Abbildung 4: Ubersicht wichtiger kompatibler Solute. Hier sind die Strukturformeln
von haufig vorkommenden kompatiblen Soluten in Mikroorganismen dargestellt. Die in dieser
Arbeit im Vordergrund stehenden Verbindungen sind Ectoin und Hydroxyectoin.

Direkte proteinstabilisierende Wirkungen konnten in vivo und in vitro untersucht
werden (Arora et al., 2004; Canovas et al., 1999; Lippert & Galinski, 1992a). Fir den
Zellmetabolismus gefahrliche Radikale kénnen durch kompatible Solute abgefangen
werden, wie zum Beispiel im Falle der Iminosdure Prolin, die die Eigenschaft hat,
Hydroxyl-Radikale abzuschwachen (Smirnoff & Cumbes, 1989). Die Denaturierung von
Proteinen durch Wasserstoffperoxid konnte durch das Tetrahydropyrimidinderivat

Ectoin herabgesetzt werden (Andersson et al., 2000).

3.3 Die Eigenschaften der chemischen Chaperone Ectoin und
Hydroxyectoin

Die Fahigkeit kompatible Solute aufzunehmen oder zu synthetisieren ist unter
den Mikroorganismen weit verbreitet. Dabei wurden die Gene fur Transportsysteme
und fur die Synthese von kompatiblen Soluten in vielen Bakterien und Archaea
identifiziert (Pittelkow und Bremer, unvertffentlichte Daten). Der Gram-positive

Modellorganismus Bacillus subtilis nutzt hauptsachlich das kompatible Solut Glycin
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Betain, das er entweder aus der Umwelt aufnimmt oder aus dem Vorlaufersubstrat
Cholin Gber Glycin-Betain-Aldehyd synthetisiert (Bremer & Kramer, 2000; Ziegler et al.,
2010). Glycin Betain ist ein kompatibles Solut mit besonders protektiven Eigenschaften
bei hyperosmotischen Bedingungen, da bereits geringe aufgenommene oder
synthetisierte Mengen von Glycin Betain zu einem deutlichen Wachstumsvorteil flihren
(Bourot et al., 2000; Kempf & Bremer, 1998).

Ebenso weit verbreitet ist das kompatible Solut Ectoin [(S)-2-Methyl-1,4,5,6-
Tetrahydropyrimidin-4-Carboxysaure]. Es wurde 1985 zum ersten Mal in dem Gram-
negativen halophilen, phototrophen Schwefelbakterium Ectothiorhodospira halochloris
entdeckt und als kompatibles Solut charakterisiert und beschrieben (Galinski et al.,
1985). Es ist sehr haufig in halotoleranten und halophilen chemoheterotrophen
Eubacteria detektierbar (Grant, 2004; Kempf & Bremer, 1998; Severin et al., 1992;
Ventosa et al., 1998). Beispielsweise akkumulieren jene Bakterien sehr haufig Ectoin,
die in sehr hohen Salzkonzentrationen bis 12% NaCl leben (Khmelenina et al., 1999).
Das Ectoin-Derivat Hydroxyectoin [(S),(S)-2-Methyl-5-Hydroxy-1,4,5,6-Tetrahydro-
pyrimidin-4-Carboxysaure] wurde nach der Entdeckung von Ectoin in dem Gram-

negativen Bodenbakterium Streptomyces parvulus identifiziert (Inbar & Lapidot, 1988).

Im oberen Teil der Abbildung 5 sind die Strukturformeln von Ectoin und
Hydroxyectoin dargestellt und im unteren Teil der Abbildung 5 sind die
Ladungsverteilungen der beiden kompatiblen Solute durch ab initio Kalkulationen
gezeigt (bitop, Witten). Man erkennt, dass es sich um polare Verbindungen handelt, die
eine negative Ladungswolke im Bereich der Carboxygruppe und eine positive
Ladungswolke im  Bereich der beiden  Stickstoffe  aufweisen. Beide
Tetrahydropyrimidine werden als Aminosaurederivate klassifiziert und blieben langere
Zeit unentdeckt. Der Grund dafiir war, dass das einzelne Elektronenpaar der beiden
ringstandigen Stickstoffatome in eine delokalisierte m-Elektronenwolke eingebunden
ist. Daher konnten Ectoin und Hydroxyectoin nicht mit herkédmmlichen
Nachweismethoden flir Aminosauren detektiert werden (Galinski, 1993). Die Ectoine
wurden chemisch als heterozyklische Aminosauren beschrieben, als teilweise
hydrogenierte Pyrimidinderivate oder auch als N-acetylierte Diaminosauren (Galinski,
1993; Peters et al., 1990).
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Ectoin Hydroxyectoin
[(S)-2-methyl-1.4,5,6- [(S,S)-B-2-methyl-5-hydroxy-1,4,5,6-
tetrahydropyrimidin-4-carboxylat] tetrahydropyrimidin-4-carboxylat]

Ectoin Hydroxyectoin

Abbildung 5: Ectoin und Hydroxyectoin. In der Darstellung sind die beiden
Strukturformeln der Pyrimidinderivate Ectoin und Hydroxyectoin dargestellt. Zusatzlich sind
beide Molekule als ab initio Modelle illustriert. Farblich verdeutlicht wird die Verteilung der
Oberflachenladung (blau: negativ; rot: positiv; bitop AG).

Durch zahlreiche Studien konnte gezeigt werden, dass das Vorkommen dieser
beiden kompatiblen Solute nicht nur auf wenige, speziell an saline Umgebungen
angepassten Mikroorganismen begrenzt ist, sondern in vielen Bakterien identifiziert
werden konnten (Galinski et al., 1985; Galinski & Triper, 1994; Inbar & Lapidot, 1988;
Kuhimann et al., 2008a). lhr Nachweis erfolgte qualitativ mittels '*C-NMR
Spektroskopie und quantitativ mittels HPLC (Bursy, 2005; Galinski, 1993; Kuhlmann &
Bremer, 2002; Kunte et al., 1993). In wassrigen Lésungen sind sie als zwitterionische
Molekile nachweisbar (Inbar et al., 1993). Die Ectoine haben starke strukturelle
Ahnlichkeiten zur Iminoséure Prolin sowie zum Tetramethylamin Glycin-Betain. lhre
Ladungsverteilung ist vergleichbar mit der von Betainen und die Ringstruktur ist &ahnlich
der Struktur des Prolins (Galinski, 1993). Der genaue Unterschied zwischen Ectoin und
Hydroxyectoin ist die Hydroxy-Gruppe am C5-Atom des Pyrimidinringes (Abbildung 5).
Die osmoprotektiven Eigenschaften der beiden Substanzen sind &hnlich, jedoch nicht
identisch, was auf die zusatzliche Hydroxy-Gruppe in Hydroxyectoin zurickzuflhren ist
(Bursy et al., 2007; Kuhlmann et al., 2008a). Es wird vermutet, dass diese Hydroxy-
Gruppe mit polaren Gruppen von Proteinen besser interagieren kann und fehlendes
Wasser ersetzt (da Costa et al, 1998; Galinski, 1993). Ectoin und Hydroxyectoin

dienen den Bakterien nicht ausschliel3lich als osmotische Schutzsubstanzen. Sie
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kénnen zudem positiv auf den kompletten Zellmetabolismus einwirken. Die beiden
Tetrahydropyrimidine stabilisieren die Cytoplasmamembran, kénnen die DNA vor
schadigenden UV-Strahlen schutzen und wirken sich positiv auf die Hydrathille der
Proteine aus, indem die Oberflache der Proteine in eine energetisch glnstige
Konformation gedrangt und dadurch stabilisiert wird (Arakawa & Timasheff, 1985; Kolp
et al., 2006).

Die beiden kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin konnten nicht nur als
nutzbringende Substanzen flr Bakterien identifiziert werden. Die positiven
Eigenschaften werden auch in Produkten flir den Menschen untersucht und eingesetzt.
Ectoin und Hydroxyectoin haben beispielsweise positive Eigenschaften auf die
menschliche Haut. Die Anwendung der beiden kompatiblen Solute in Hautcremes flihrt
dazu, dass die natlrlichen Strukturen der Membranen, Proteine und Nukleinsauren in
der Haut stabilisiert werden. Stressfaktoren, ausgelést durch UV-Strahlung,
Trockenheit, Hitze wund Kalte werden durch Ectoin minimiert und der
Feuchtigkeitsgehalt in der Haut wird erhoht (Bartens, 2001). Daher ist Ectoin
mittlerweile in vielen Kosmetikprodukten zu finden. Auch das Gemisch aus Ectoin und
Hydroxyectoin wird in der Hautpflegeindustrie eingesetzt. Es konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass Ectoin einen schutzenden Einfluss vor starker Sonnenstrahlung besitzt
und findet daher Verwendung in Sonnenschutzcremes. Immer interessanter werden
Ectoin und Hydroxyectoin flr den Einsatz in Medizinprodukten. Ectoin wird in
Spezialsalben gegen Neurodermitis und als Inhalationsspray bei Entziindungen im
Rachen und Lungenbereich eingesetzt (bitop AG). Weitere nitzliche
Anwendungsgebiete werden zurzeit erprobt und klinisch getestet. Aufgrund dieser
Einsatzgebiete wird Ectoin mittlerweile im Tonnenmalstab durch die Firma bitop
(Witten, Deutschland) in einem speziellem biotechnologischem Verfahren, dem
sogenannten ,Bacterial milking“-Verfahren, mit dem halophilen Bakterium Halomonas

elongata produziert (Lentzen & Schwarz, 2006; Sauer & Galinski, 1998).

3.4 Ectoin und Hydroxyectoin Aufnahmesysteme

Damit die kompatiblen Solute in der Zelle akkumuliert werden kénnen, missen
diese mit hochaffinen Aufnahmesystemen in die Zelle transportiert werden. In B.
subtilis zum Beispiel sind flr die Aufhahme vieler Osmoprotektiva hochaffine
sekundare Transporter wie OpuD und OpuE, aber auch ABC (ATP Binding Cassette)
Transporter wie OpuA, OpuB und OpuC verantwortlich (Kappes et al., 1996; Kappes et
al., 1999; Kempf & Bremer, 1995). Uber den OpuC Transporter kann neben einer

Vielzahl von kompatiblen Soluten mit einer Trimethylamonium-Kopfgruppe wie z.B.
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Glycin Betain auch Ectoin in B. subtilis aufgenommen werden, allerdings mit niedriger
Affinitat (Jebbar et al., 1997).

Fir die spezifische Aufnahme von Ectoin und Hydroxyectoin existieren in den
Mikroorganismen spezialisierte Aufnahmesysteme. Diese gehdren entweder zu den
ABC (ATP Binding Casette) Transportern oder zu den TRAP-T (Tripartite ATP-
independent Periplasmic Transporter) Transportern (Hanekop et al., 2007; Kuhimann
et al., 2008b; Lecher et al., 2009). In beiden Systemen wird die Substratauswahl durch
Substratbindeproteine spezifiziert. Diese kdénnen bei Gram-negativen Bakterien im
Periplasma lokalisiert oder bei Gram-positiven Bakterien an der AulRenseite der
Zellmembran durch Lipidanker verankert sein (Davidson et al., 2008). Durch
Kristallstrukturanalysen der Bindeproteine aus verschiedenen Bakterien konnte ein flr
die Ectoin Bindung wichtiges Bindemotiv analysiert werden. Im Falle des Bindeproteins
EhuB des ABC Transporters aus dem Bodenbakterium Sinorhizobium meliloti konnten
dessen Strukturen mit gebundenem Substrat Ectoin und Hydroxyectoin mit einer
Aufldsung von 1,9 A bzw. 2,3 A aufgeklart werden (Hanekop et al., 2007). EhuB
besteht aus zwei Domanen und die Substrate werden in einer tiefen Spalte zwischen

den beiden Domanen gebunden (Abbildung 6).

Abbildung 6: Das Ectoin
Bindeprotein EhuB. Das Bindeprotein
EhuB aus Sinorhizobium meliloti bindet
Ectoin im Inneren des Proteins (roter
Kreis). EhuB besteht aus zwei Domanen
(Domane I: gelb, grin; Domane II: blau,
rot), wobei sich die Bindestelle fur Ectoin

zwischen den beiden Domanen befindet.

Die Ergebnisse aus diesen Strukturen von EhuB zeigen die fir die Ectoin bzw.
Hydroxyectoin verantwortlichen und essentiellen Aminosauren. Es handelt sich dabei
um eine Kationen-m-Bindung durch eine Aromatenbindebox bestehend aus zwei

Phenylalaninen und einem Tyrosin (Hanekop et al., 2007).
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Zusatzlich wird die Carboxygruppe der Substrate Ectoin und Hydroxyectoin durch die
Ausbildung einer Salzbricke mit einem wichtigem Arginin stabilisiert (Hanekop et al.,
2007). Diese Aromatenbindebox konnte ebenfalls in den Strukturen der Bindeproteine
UehA aus Silicibacter pomeroyii und TeaA aus Halomonas elongata ermittelt werden
(Abbildung 7).

Abbildung 7: Die Ectoin Bindeproteine UehA und TeaA. Die Ectoin Bindeproteine
UehA (links) aus S. pomeroyii und TeaA (rechts) aus H. elongata binden wie EhuB aus S.
meliloti das Substrat Ectoin im Inneren der Bindeproteine (rote Kreise) (Kuhlmann et al.,
2008b; Lecher et al., 2009). Zur Verdeutlichung des Aufbaus der Bindeproteine aus zwei
Doméanen wurde UehA entsprechend eingefarbt (gelb: Domane I; griin: Doméane ll; violett:
Verbindungshelix der beiden Domanen).

Ectoin und Hydroxyectoin wird durch UehA aus S. pomeroyii ebenfalls durch
eine Aromatenbindebox bestehend aus zwei Phenylalaninen und einem Tryptophan
durch Kationen-tr-Interaktion gebunden (Lecher et al., 2009). Zur Stabilisierung der
Carboxygruppe des Ectoins dient wieder ein Arginin und, um die Imidogruppe von
Ectoin richtig zu orientieren, wurde eine Interaktion zu einem Glutamat identifiziert
(Lecher et al., 2009). Da sich TeaA aus H. elongata und UehA aus S. pomeroyii sehr
ahnlich sind und eine hohe Homologie aufweisen, ist es nicht verwunderlich, dass die
Bindebox in TeaA zu UehA nahezu identisch ist (Lecher et al, 2009).
Zusammenfassend kann man aus diesen Strukturen ein immer wiederkehrendes
Bindemotiv fur Ectoin und Hydroxyectoin erkennen. Ob dies auch auf ein Enzym

zutrifft, das Ectoin als Substrat (z.B. die Ectoin-Hydroxylase EctD) benutzt, ist bisher
ungeklart.
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3.5 Die Synthese der Tetrahydropyrimidine Ectoin und
Hydroxyectoin

Der genaue enzymatische Reaktionsweg fir die Synthese von Ectoin und die
enzymatische Hydroxylierung von Ectoin zu Hydroxyectoin durch das Protein EctD ist
in Abbildung 8 dargestellit.

Betd | |
CH) H Glutamat ® H Acetyl-CoA )k H
H
i N~ co0® N o)
H

HB,&\BI = COOO 2-Oxoglutarat ~ Hg CoA H3N __H

L-Aspartat L-2,4-Diaminobutyrat Ny-acetyl-
-semialdehyd L-2,4-Diaminobutyrat

EctC sz
H\N/fﬂ w H\Nlﬂt‘OH
)%N ~coo® Fe* v C)& co0’

HSC ‘ 2-Oxoglutarat Succinat = 9 'Tl _H
H 10

H 2 +CO, H

Ectoin | Hydroxyectoin
Abbildung 8: Schliisselenzyme aus dem Ectoin/Hydroxyectoin Synthese
Cluster. Die Ectoin bzw. Hydroxyectoin Synthese erfolgt durch verschiedene Enzyme die
meistens in einem Operon organisiert sind. Die Vorstufen gehen Uber L-Aspartat-p-
Semialdehyd zu L-2,4Diaminobutyrat (EctB), zu Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat (EctA), zu
Ectoin (EctC) und schlieBlich zu Hydroxyectoin (EctD).

Die Synthese zu Ectoin erfolgt durch einen vierstufigen Reaktionsweg
(Abbildung 8). Als Vorlaufersubstrat dient L-Aspartat-B-Semialdehyd, welches als
Zwischenprodukt des Aminosauremetabolismus anfallt. Aus L-Aspartat-B-Semialdehyd
wird mit der Diaminobutyrat-Transaminase (EctB) und den Co-Substrat L-Glutamat
eine Aminogruppe von L-Glutamat auf L-Aspartat-R-Semialdehyd Ubertragen und das
Zwischenprodukt L-2,4-Diaminobutyrat und 2-Oxoglutarat synthetisiert. EctB wird in die
Subgruppe Il der Aminotransferasen klassifiziert (Mehta et al., 1993). EctB kann neben
Glutamat auch Aspartat flir die Aminierung von L-Aspartat-3-Semialdehyd verwenden.
Dies wurde in dem halotoleranten Bakterium Methylomicrobium alcaliphilum
beobachtet (Trotsenko & Khmelenina, 2002). Der zweite Reaktionsschritt umfasst die
Acetylierung von L-2,4-Diaminobutyrat durch die L-2,4-Diaminobutyrat-Ny-
Acetyltransferase  (EctA) mithilfe von Acetyl-CoA, wobei Ny-Acetyl-L-2,4-
Diaminobutyrat entsteht. Der Ringschluss zum Ectoin erfolgt im letzten Schritt aus Ny-
Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat unter Wasserabspaltung durch die Ny-Acetyl-L-2,4-
Diaminobutyrat-Dehydratase (EctC), wobei EctC auch als Ectoin Synthase bezeichnet
wird. Das ectC Gen kann daher als diagnostisches Gen fiir die Ectoin Synthese

herangezogen werden, da ohne die Ectoin Synthase der Ringschluss zum Ectoin nicht
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durchgeflhrt werden kann und es auch keine anderen homologen Proteine zu EctC
existieren. Besitzen die Bakterien die Mdglichkeit das Ectoin zu hydroxylieren, wird
durch die Ectoin-Hydroxylase EctD mittels der Co-Substrate 2-Oxolgutarat und mittels
molekularen Sauerstoffs sowie dem Co-Faktor Eisen an die C5 Position des Ectoins
eine Sauerstoffgruppe hydroxyliert (Bursy et al., 2007). Es existieren in der Literatur
Vorschlage flr Alternativen bei der Hydroxyectoin Synthese, diese konnten aber

bislang nicht experimentell nachgewiesen werden (Prabhu et al., 2004).

3.6 Das Ectoin Synthese-Gencluster

Die fir die Ectoin Synthese codierenden Gene treten lberwiegend in einem
Cluster auf. Das ect-Cluster ist in den meisten Fallen wie folgt organisiert: 1) ectA
(codiert fir eine Diaminobutyrat-Acetyltransferase) 2) ectB (codiert flr eine
Diaminobutyrat-2-Oxoglutarat- Aminotransferase) und 3) ectC (codiert fir eine Ectoin-
Synthase). An dieser Stelle ist wichtig zu erwahnen, dass die Abfolge der Gene des
Clusters (ectABC) nicht der Reihenfolge der bendtigen Enzyme wahrend der Ectoin
Synthese entspricht. Die Abfolge der Enzyme zur Ectoin Synthese ist EctB, EctA und
dann EctC (Abbildung 8). In vielen Féllen, wie z.B. dem Actinomyceten Streptomyces
coelicolor, enthalt das ect-Cluster ein zusatzliches ectD Gen, das fiir eine Ectoin-
Hydroxylase kodiert. Einige Bakterien, die in der Lage sind, Ectoin zu Hydroxyectoin zu
hydroxylieren wie im Falle des moderat halophilen Bakteriums Virgibacillus salexigens,
tragen das Gen fir die Ectoin-Hydroxylase an einer anderen Stelle im Genom
(Abbildung 9).

ectD im ectABC Cluster

| |
_»' ectB W 2.B. Streptomyces coelicolor

ectD separiert vom ectABC Cluster ‘
| ) z.B.
—». ectB EWW— Virgibacillus salexigens;
E— Halomonas elongata
ectD im ectABC Cluster mit einer zusatzlichen Aspartokinase ‘

) [
_»' ectB / —E’M 2.B. Pseudomonas stutzeri

\
z.B. Geobacillus sp.
| i Y412MC10

_eotB_—lecto ectD —

ectD im ectABC Cluster mit einem ABC Transporter

ectD im ectABC Cluster mit einem MFS1 Transporter
2.B.Sphingopyxis

= | > N laskensi:
M - eoc - oo — s mest—mEsz """

Abbildung 9: Organisation des Ectoin-Genclusters. Der Aufbau des Ectoin-
Genclusters in verschiedenen Bakterien. Der Focus bei der Identifizierung der Ectoin
Synthese-Gencluster lag dabei auf Organismen, die in der Lage sind, Ectoin zu
Hydroxyectoin mit einer EctD Hydroxylase hydroxylieren zu kénnen.
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In vielen verschiedenen Organismen, findet man jedoch zahlreiche Varianten
des Ectoin-Genclusters. Das Bakterium Pseudomonas stutzeri A1501 enthalt im ect-
Gencluster zum Beispiel ein fur eine Aspartokinase codierendes Gen (Abbildung 9).
Ein weiteres Beispiel ist das thermophile Bakterium Geobacillus sp. Y412MC10, das in
direkter Nachbarschaft zum ect-Gencluster die Gene flir einen ABC Transporter enthalt
(Abbildung 9). Bioinformatische Analysen zu diesem Transporter ergaben, dass es sich
hierbei um ein Ectoin Aufnahmesystem handelt, das hoch homolog zu bereits
charakterisierten Ectoin Transportern wie dem Ehu System (Hanekop et al., 2007) aus
dem Bakterium Sinorhizobium meliloti ist (Pittelkow und Bremer; unverdffentlichte
Daten). Im Genom des psychrophilen Organismus Sphingopyxis alaskensis folgen dem
ect-Gencluster Gene, die fir Proteine aus dem Bereich der MFS- (major facilitator
superfamily) Transporter kodieren. Dabei ist anzunehmen, dass diese Transporter

dafiur verantwortlich sind, Ectoin in die Zelle aufzunehmen oder auszuschleusen.

3.7 Die Hydroxylase EctD aus dem moderat halophilen Bakterium V.
salexigens

In Bakterien, die in Lebensraumen mit hohen oder extrem hohen
Salzkonzentrationen wie NaCl oder CaCl, wachsen kénnen, sind haufig viele
unterschiedliche kompatible Solute zu finden. Die Habitate dieser halotoleranten oder
halophilen Bakterien sind zum einen die Ozeane mit einem durchschnittlichen
Salzgehalt von 3% oder zum anderen extrem salzreiche Béden oder Gewasser wie
Salzseen oder Flisse mit Brackwasser in der Nahe von Ozeanen. Die Ectoin-
Hydroxylase EctD, die in dieser Arbeit strukturell analysiert wurde, konnte aus dem
moderat halophilen Organismus Virgibacillus salexigens kloniert werden (Bursy et al.,
2007). V. salexigens wurde 1997 aus hypersalinen Bdden in Spanien isoliert und
beschrieben (Garabito et al, 1997). In diesen Bodden wurden sehr hohe
Salzkonzentrationen gemessen, was dazu flhrte, dass nur besonders angepasste
Mikroorganismen diese Biotope erschliefen konnten. Fur die Kultivierung von V.
salexigens musste das Nahrmedium auf eine NaCl Konzentration von 10% eingestellt
werden, wobei auch noch bei einer Konzentration von 20% NaCl Wachstum zu
verzeichnen ist (Garabito et al., 1997). Das Bodenbakterium V. salexigens wird
taxonomisch in das Phylum der Firmicutes und dort in die Familie der Bacillaceae
eingeordnet. Es ist ein Gram-positives, strikt aerobes, bewegliches, Endosporen
bildendes Bodenbakterium. Urspringlich erhielt das Bakterium 1997 den Namen
Bacillus salexigens und wurde 1999 als Salibacillus salexigens beschrieben (Garabito
et al.,, 1997; Waino et al., 1999). 2003 wurde das Bakterium umklassifiziert und erhielt

den Namen Virgibacillus salexigens (Heyrman et al., 2003). Durch den Namen des
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Bakteriums sollte die Lebensbedingung zum Ausdruck gebracht werden. Der
Speziesname salexigens setzt sich aus den lateinischen Worten ,sal fir Salz und
.exigo® fur erfordern/bendtigen zusammen (Garabito et al., 1997; Heyrman et al.,
2003). Die 1999 gewahlte Genusbezeichnung Salibacillus hebt das bevorzugte Habitat
noch einmal hervor. Die Genusbezeichnung Virgibacillus geht auf das lateinische Wort
Lvirga“ fur ,Zweig“ zurliick und bezieht sich auf die phylogenetische Position als Zweig

oder Seitenlinie zum Genus Bacillus (Heyrman et al., 2003).

Der Toleranzbereich fiur Salzkonzentrationen von V. salexigens variiert von 0,4
M bis Uber 3,6 M NaCl und das Bakterium kann in einem Temperaturbereich von 15°C
bis 45°C wachsen, wobei das Optimum bei etwa 37°C liegt. Der optimale pH-Wert
befindet sich bei pH 7,5, wobei ein Bereich von pH 6 — 11 toleriert wird (Garabito et al.,
1997). Der GC-Gehalt der DNA betragt zwischen 36,3 mol% und 39,5 mol% (Heyrman
et al., 2003). V. salexigens wurde als Bakterium fiir die Untersuchungen zur Ectoin-
und Hydroxyectoin-Biosynthese ausgewahlt (Bursy et al., 2007), da es das erste
Bakterium aus dem Genus Bacillus und nah verwandter Genera war, bei dem Ectoin-
und Hydroxyectoin-Biosynthese nachgewiesen werden konnte (Kuhlmann & Bremer,
2002).
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Abbildung 10: Verwandschaftsbeziehungen von Virgibacillus salexigens mittels
16 sRNA Sequenzen. Der phylogenetische Stammbaum zeigt Bacilli Spezies und nah
verwandte Genera. Alle Organismen wurden hinsichtlich ihrer Eigenschaft der Osmolytsynthese
durch NMR Analysen untersucht und die gebildeten Osmoprotektiva analysiert (Bursy et al.,
2007). Der Baum wurde mithilfe des Tools Arb (Ludwig et al., 2004) durch ein Alignment der 16
sRNA Sequenzen aus diesen Organismen erstellt (Pittelkow & Bremer, 2011).




Einleitung 17

In Abbildung 10 ist die Verwandtschaftsbeziehung von V. salexigens zu anderen Bacilli
Spezies durch 16 sRNA Analysen zusammen mit den Informationen zur Synthese der
kompatiblen Solute Glutamat, Prolin, Ectoin und Hydroxyectoin gezeigt. Wie man aus
Abbildung 10 erkennen kann, kénnen die meisten Bakterien aus der Familie der Bacilli
Ectoin synthetisieren. Ectoin durch das zusatzliche Enzym EctD in einem weiteren
Schritt hydroxylieren zu kénnen, ist innerhalb der Bacilli weniger verbreitet. Die Analyse
der Verwandtschaftsbeziehungen zeigt aul’erdem, dass die ect Gene nicht in allen

Bacilli vorkommen und daher nicht als eindeutiger Marker genutzt werden kann.

3.8 Die Ectoin-Hydroxylase EctD katalysiert die Synthese von Ectoin
zu Hydroxyectoin

Nachdem in Bakterien das hydroxylierte Derivat des Ectoins 5-Hydroxyectoin
gefunden wurde (Inbar & Lapidot, 1988), konnte man mit dem Bakterium V. salexigens
einen Vertreter der Firmicutes identifizieren, der neben Ectoin auch Hydroxyectoin
synthetisieren kann (Bursy et al., 2007) (Abbildung 10). Mithilfe von heterologen
Primern, die von putativen ectD Gensequenzen abgeleitet wurden, konnte in V.
salexigens ein fur eine Hydroxylase codierendes Gen detektiert werden (Bursy et al.,
2007). Um die Hydroxyectoin-Biosynthese in V. salexigens molekularbiologisch und
enzymatisch zu analysieren, wurde das flir die potentielle Ectoin-Hydroxylase
codierende Gen ectD kloniert, das Protein heterolog in E. coli produziert,
affinitdtschromatographisch durch einen C-terminal fusionierten Strep-tag gereinigt und
in enzymatischen Tests charakterisiert (Bursy et al., 2007). Die Ergebnisse der in vitro
Enzymessays zeigten, dass das gereinigte EctD Enzym, mit einer molekularen Masse
von 34,4 kDa, aktiv ist und Ectoin zu Hydroxyectoin hydroxylieren kann. Vor dem
offenen Leserahmen von ectD wurde eine potentielle Ribosomenbindestelle
identifiziert, die sowohl im Abstand zum Start-Codon als auch in der Basenfolge einer
typischen Ribosomenbindestelle aus B. subtilis dhnelt (Ma et al., 2002). Durch die
vergleichende Analyse der EctD Aminosdure-Sequenzen von verschiedenen
Mikroorganismen mit der EctD-Sequenz von V. salexigens konnten hohe Identitaten zu
potentiellen Ectoin-Hydroxylasen ermittelt werden. Das ectD Gen steht unter der
Kontrolle eines Promotors, der abhangig von der Salinitat in der Umgebung des
Bakteriums ist (Bursy et al, 2007). Dabei konnte gezeigt werden, dass bei
Salzkonzentrationen von 0,4 M NaCl fast kein Transkript detektierbar ist, wahrend bei
einer erhéhten Salzkonzentration von 3,2 M und der damit ausgeldsten Stressreaktion

ein Anstieg der ectD-mRNA in der Zelle zu verzeichnen ist (Bursy et al., 2007).

In Abbildung 11 ist die Hydroxylierungsreaktion von Ectoin zu 5-Hydroxyectoin

durch die Hydroxylase EctD im Detail gezeigt.



Einleitung 18

H
H\ al
|
HSC)& coo® fezﬁ H c COO

N~ =
| H
H
Ectoin + + Hydroxyectoin
0] 0]
=]
® e 0O
O 0]
O 0}
2-Oxoglutarat Succinat

Abbildung 11: Hydroxylierungsreaktion von Ectoin zu Hydroxyectoin. Der letzte
Schritt der Hydroxyectoin Bildung durch die Ectoin-Hydroxylase EctD ist hier im Detail
dargestellt. EctD bendétigt das Co-Substrat 2-Oxoglutarat und molekularen Sauerstoff sowie
den Co-Faktor Fe?*. Durch die Reaktion entsteht 5-Hydroxyectoin, Succinat und CO,.

Das reduzierte Eisen (Fe?*) kann mit molekularem Sauerstoff (O,) und dem Co-
Substrat 2-Oxoglutarat ein Sauerstoff Atom an die C5 Position des Ectoins in trans-
Stellung Ubertragen. Dabei wird das Co-Substrat 2-Oxoglutarat zu Succinat

decarboxyliert und es entsteht (5S)-5-Hydroxyectoin.

3.9 Proteine aus der EctD Enzymfamilie mit strukturellen
Ahnlichkeiten

Die Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens konnte aufgrund ihres
Reaktionsmechanismus in die Superfamilie der mononukledren Nicht-Ham Eisen(ll)-
und 2-Oxoglutarat-abhangigen Dioxygenasen (EC 1.14.11) eingeordnet werden (Bursy
et al., 2007; Reuter et al., 2010). Die Proteine dieser Superfamilie bendtigen fir ihre
enzymatische Funktionalitdt das Co-Substrat 2-Oxoglutarat und molekularen
Sauerstoff sowie den Co-Faktor Eisen. Die katalytischen Reaktionen dieser
Superfamilie sind sehr vielfaltig und es entsteht durch die oxidative Decarboxylierung
von 2-Oxoglutarat die Bernsteinsaure Succinat (Costas et al., 2004; Prescott & Lloyd,
2000; Ryle & Hausinger, 2002; Solomon et al., 2000). Alle Reaktionen mussen unter
aeroben Bedingungen ablaufen, da ein Sauerstoffatom des molekularen Sauerstoffs
aus der Luft in das Produkt und das zweite Sauerstoffatom in die Ketosdure Succinat
eingebaut wird (Abbildung 11).

Das Spektrum an Reaktionen fir Proteine aus dieser Familie umfasst
Zyklisierungen, Ringerweiterungen und EinfiGhrungen von Doppelbindungen (Costas et
al., 2004). Wichtige Vertreter dieser Enzymfamilie ist die Dioxygenase AIkB, die in der
DNA Reparatur einzelstrangige DNA und RNA demethyliert (Yang et al., 2008). Wichtig

zu erwahnen ist auch die Clavaminatsynthase (CAS), die in drei Reaktionsschritten die
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Synthese des B-Lactamase-Inhibitors Clavaminat katalysiert (Zhang et al., 2002). Die
Deacetoxycephalosporin C-Synthase (DAOCS) ist nicht nur vom Substratspektrum mit
EctD verwandt, sondern hat zudem viele strukturelle Gemeinsamkeiten. Das Enzym ist
an der Spaltung des Thiazolidin-Ringes von Penicillin N beteiligt und wurde aus dem
Bakterium Streptomyces clavuligerus gewonnen (Lee et al., 2001; Valegard et al.,
2004).

Aus energetischer Sicht gibt es sehr viele interessante Vertreter aus der
Gruppe der Superfamilie der mononuklearen Eisen(ll)- und 2-Oxoglutarat abhangigen
Dioxygenasen, da alternative Energiequellen wie Sulfonate und Hypophosphite
verstoffwechselt werden kénnen. Ein Beispiel ist die Taurin-2-Oxoglutarat Dioxygenase
TauD, die es dem Enterobakterium E. coli erlaubt, Taurin als Schwefelquelle zu nutzen
(Elkins et al., 2002). In Pseudomonas stutzeri WM88 dient das Enzym HixA dazu,
reduzierten Phosphor als Phosphorquelle zu nutzen, indem Phosphit zu Hypophosphit
oxidiert wird (Metcalf & Wolfe, 1998). Eine wichtige Gruppe innerhalb der Superfamilie
der mononukledren Eisen(ll)- und 2-Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen sind die
Prolyl- und Lysyl-Hydrolasen aus Pro- und Eukaryoten. Sie modifizieren
posttranslational Prokollagen und sind fur die Bildung von Fibrillen in eukaryontischen
Geweben verantwortlich (Hanauske-Abel & Popowicz, 2003). Besonders interessant
ist, dass die bisherigen Kristallstrukturen von Proteinen aus dieser Superfamilie eine
hohe Ahnlichkeit vorweisen. Dabei ist immer wieder ein Strukturmotiv zu erkennen,
dass als doppelstrangige B-Helix (DSBH) oder auch als ,jellyroll* bezeichnet wird
(Clifton et al., 2001; Clifton et al., 2003; Elkins et al., 2003; Valegard et al., 1998;
Wilmouth et al., 2002). Da in diesen Proteinen der Co-Faktor Eisen fiir den Ablauf der
Reaktion wichtig ist, so ist es nicht verwunderlich, dass die Koordinierung des Eisens in
allen bisher aufgelésten Strukturen fast identisch ist. Fiir die Koordination des Eisen(ll)-
Zentrums sind immer drei Aminosaurereste des Enzyms verantwortlich. Durch zwei
positive geladene Histidine und einem Aspartat oder Glutamat wird mit dem Eisen eine
Seite eines Oktaeders aufgespannt und als ,2-His-1-Carboxylat-Triade“ bezeichnet
(Costas et al., 2004; Hegg & L. Que, 1997; Que, 2000). Durch Sequenzvergleiche der
Proteine innerhalb dieser Superfamilie konnte gezeigt werden, dass diese 2-His-1-
Carboxylat-Triade in jeder Subgruppe konserviert ist, was auf eine konvergente
Evolution des bevorzugten Metall-Bindemotives schlielRen lasst (Costas et al., 2004).
Diese Triade entspricht dem Motiv aus konservierten Aminosaureresten der Form H X
(D/E) X H X, (R/K) X S mit jeweils unterschiedlicher Anzahl fir m und n. Das Motiv H
X (D/E) Xy H ist daher die fur die Bindung des mononukledren Eisen(ll)-Zentrums

verantwortlich, wahrend das (R/K) X S Motiv fur die Koordination des anionischen C5-
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Carboxylates des 2-Oxoglutarates zustandig ist. Trotz der vielfaltigen katalysierten
Reaktionen konnte ein generelles Schema des Eisen(ll)-Zentrums mit
spektroskopischen und kristallographischen Studien entwickelt werden (Costas et al.,
2004; Que, 2000; Solomon et al., 2000; Solomon et al., 2003). Das Eisen(ll) ist zu
Beginn des katalytischen Zyklus sechsfach koordiniert und nicht reaktiv gegenlber
Sauerstoff. Durch die Bindung des Substrats und/oder des Co-Substrats wird das
Metallzentrum flnffach koordiniert und erhdht damit seine Affinitat zu O,. Die Bindung
molekularen Sauerstoffes initiiert dann den fiir jede Subklasse spezifischen oxidativen
Mechanismus. Somit wird das Metallzentrum erst mit der Bindung von Substrat
und/oder Co-Substrat zur O,-Bindung ,aktiviert, was in einer strikten Kopplung der
Reduktion von Sauerstoff und der Oxidation des Substrates resultiert (Costas et al.,
2004). Dieses strukturelle Motiv erlaubt dem Eisen-Zentrum die gleichzeitige
Aktivierung von Sauerstoff und Substrat und bringt diese in unmittelbare Nachbarschaft
fur eine direkte Reaktion. Diese Kombination aus Sauerstoffaktivierung und sofortiger
Reaktion am Substrat macht einen grolBen Teil der Vielseitigkeit dieses
Reaktionsmechanismus aus (Costas et al., 2004; Hegg & L. Que, 1997; Que, 2000).

Das mononukleare Eisen(ll) innerhalb dieser Superfamilie ist essentiell und
stellt das aktive Zentrum des Proteins dar (Costas et al., 2004; Solomon et al., 2003).
Fur die in vitro Hydroxylierung von Ectoin zu Hydroxyectoin durch EctD ist die Zugabe
von Fe*" (FeSO,) notwendig. Dabei fungiert das Eisen in der reduzierten Form jedoch
eher als Reduktionsmittel und wird nicht nachtraglich ins Protein integriert (Bursy et al.,
2007).

3.10 Besonderheiten im Zusammenhang mit der Ectoin Synthese

Wie man bereits bei naherer Betrachtung des Ectoin Synthese-Genclusters
erkennen kann (Abbildung 9), befindet sich in dem ect-Cluster einiger Bakterien ein
Gen, das fir eine Aspartokinase codiert. Diese Aspartokinase synthetisiert aus dem
Vorlaufersubstrat L-Aspartat das Intermediat Aspartyl-3-Phosphat. In einem weiteren
Reaktionsschritt wird durch die Aspartat-Semialdehyd-Dehydrogenase (Asd) das flr
die Ectoin bzw. Hydroxyectoin Synthese wichtige Vorlaufersubstrat Aspartat-g-
Semialdehyd gebildet (Abbildung 12). Aspartat-B-Semialdehyd ist in vielen
Mikroorganismen ein wichtiges metabolisches Ausgangsubstrat flr verschiedene
Stoffwechselwege (Lo et al, 2009). Es werden zum Beispiel aus Aspartat-B-
Semialdehyd die Aminosauren Methionin, Threonin und Lysin synthetisiert (Lo et al.,
2009).
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Abbildung 12: Reaktionsweg der Aspartokinasen. Die Aspartokinasen z.B. in
Pseudomonas stutzeri A1501 synthetisieren aus dem Substrat L-Aspartat das Intermediat
beta-Aspartyl-Phosphat, das durch Asd weiter zu beta-Aspartat-Semialdehyd synthetisiert
wird. Beta-Aspartat-Semialdehyd dient als Vorlaufersubstrat fiir die Ectoin Synthese und als
Ausgangsprodukt vieler wichtiger Stoffwechelprozesse.
Des Weiteren wird Dipicolat gebildet, das in den Sporen von Gram-positiven Bakterien
zu finden ist. Die meso-Dipicolinsadure fir die Peptidoglycansynthese und aus Lysin
abgeleitete Antibiotika sind weitere Produkte dieses wichtigen Intermediats (Cohen &
Saint-Girons, 1987). Der zweistufige Reaktionsweg von L-Aspartat lUiber Aspartyl-Beta-
Phosphat zu Aspartat-B-Semialdehyd wird durch die Phosphorylierung von L-Aspartat
durch das Enzym Ask unter ATP Verbrauch und durch eine reduzierende NADPH-
abhangige Reaktion durch das Enzym Asd durchgefiihrt. Da diese Reaktion fiir den
Metabolismus in den Zellen einen hohen Energieaufwand bedeutet, sind die
Aspartokinasen durch Feedback-Mechanismen stark reguliert und die Gene stehen
unter transkriptioneller Kontrolle (Lo et al., 2009). Im Laufe der Evolution haben sich
jedoch die Aspartokinasen in den Mikroorganismen je nach den Bedurfnissen der
Reaktionswege entsprechend angepasst und verandert. Dies hatte zur Folge, dass
sich die allosterische Regulation sowie die Kontrolle der Gene auch entsprechend
verandert hat (Lo et al., 2009). Als Gram-negativer Vertreter besitzt E. coli drei Ask
Enzyme, die an die Synthese der Aminosauren Lysin, Threonin und Methionin beteiligt
aber unterschiedlich reguliert sind (Cohen & Saint-Girons, 1987). Das Gram-positive
Bodenbakterium Bacillus subtilis besitzt drei Aspartokinasen, die alle unterschiedlich
reguliert sind (Zhang et al., 1990). So steht zum Beispiel die durch das Gen dapC
codierte Ask unter starker allosterischer Kontrolle von meso-Diaminopimelat. Die
zweite Aspartokinase, codiert durch das Gen lysC, wird durch die Aminosaure Lysin
inhibiert, wobei die Expression von lysC durch die Antwort auf einen Lysin-spezifischen
Riboswitch kontrolliert wird (Phan & Schumann, 2009). Die dritte Ask, codiert durch das

Gen thrD, wird ebenfalls durch die Aminosauren Lysin und/oder Threonin allosterisch
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reguliert. Zudem wirken die beiden Aminosauren Lysin und Threonin als Co-

Repressoren fiir die Expression von thrD.

Im Genom des Bakteriums Pseudomonas stutzeri A1501 existieren zwei Gene
fur Aspartokinasen. Eins dieser Gene befindet sich in direkter Nachbarschaft des
ectABCD-Genclusters. Das zweite Gen befindet sich an einer anderen Stelle im
Genom. Die Existenz von zwei Aspartokinasen, wovon die Eine vermutlich mit dem
Operon des ect-Cluster assoziiert ist, konnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich
dabei um eine speziell fir die Ectoin Synthese angepasste Aspartokinase handelt. Die
zweite Aspartokinase auflerhalb des ect-Genclusters kénnte somit bei osmotischem
Stress durch die zweite Aspartokinase entlastet werden. Zudem wurde angenommen,
dass in P. stutzeri A1501 der Flaschenhals bei der Ectoin Synthese durch die
Aspartokinase im ect-Cluster aufgeldst werden konnte. Ein Engpass bei der Ectoin
Synthese kann auftreten, wenn nicht mehr gentigend Vorlaufersubstrat beta-Aspartat-
Semialdehyd in der Zelle produziert werden kann (Abbildung 12). Durch die Co-
Expression einer Feedback-resistenten Aspartokinase konnte gezeigt werden, dass
dieser Engpass aufgelést und deutlich mehr Ectoin produziert werden konnte
(Bestvater et al., 2008).
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3.1 Zielsetzung

Das Ziel dieser Doktorarbeit war die genaue Untersuchung der Synthese der
kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin. Ectoin und Hydroxyectoin dienen jedoch nicht
nur als osmotische Schutzsubstanzen, sondern stabilisieren auch Proteine, Nukleinsduren und
Lipide vor Stressfaktoren wie Hitze, pH-Wert Schwankungen etc. Daher werden diesen beiden
Tetrahydropyrimidine auch als chemische Chaperone bezeichnet. Um Hydroxyectoin aus Ectoin
zu synthetisieren, bendétigen die Mikroorganismen ein EctD Enzym aus der Familie der Nicht-
Ham Eisen (ll) enthaltenen Oxidoreduktasen. Da diese Hydroxylase in Mikroorganismen
vorkommt, die an extreme Umgebungsbedingungen angepasst sind, sollte dieses Enzym
strukturell als auch biochemisch naher analysiert werden. Fir die strukturelle Aufklarung sollte
die Ectoin-Hydroxylase aus den moderat halophilen Bakterium Virgibacillus salexigens dienen.
Das EctD Enzym aus V. salexigens sollte Uberproduziert, gereinigt und fur Kristallscreenings
eingesetzt werden, um die Kristallstruktur ermitteln zu kdnnen. Die Kristallstruktur wurde mit
einer Aufldsung von 1.8 A aufgeklart, jedoch konnten weder der Ligand Ectoin noch das
Produkt Hydroxyectoin in der Kristallstruktur der Ectoin-Hydroxylase aus V. salexigens
detektiert werden. Um eine genaue Vorstellung Uber die Bedeutung vieler hoch-konservierter
Aminosauren rund um das aktive Zentrum der Ectoin-Hydroxylase zu erlangen, sollte eine
umfassende Mutagenesestudie der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens durchgefihrt
werden. Es sollten zudem weitere Ectoin-Hydroxylasen untersucht werden, um die
biochemischen Eigenschaften miteinander zu vergleichen und um die Chance zu erhéhen, in
einem weiteren Kristallscreening die Liganden in einer EctD Struktur auflésen zu kénnen. Die
Verbesserung von Kristallscreenings kann mit demselben Protein aus anderen Organismen
erreicht werden. Daher sollten aus verschiedenen extremophilen Bakterien das entsprechende
Gen fur die Hydroxylase kloniert, das Protein gereinigt und biochemisch analysiert werden.
Viele der Bakterien besitzen in ihren Ectoin Genclustern neben den Proteinen, die fir die
Synthese von Ectoin verantwortlich sind, auch solche, die fir die Vorstufe von Ectoin wichtig
sind. Dabei fallt ein Enzym aus der Klasse der Aspartokinasen auf. Dieses Protein synthetisiert
aus L-Glutamat, das fiir die Ectoin Synthese bendtigte Vorlaufersubstrat L-Aspartyl-Phosphat.
Durch dieses Gen im Ectoin-Gencluster kann wahrscheinlich ein vermeintlicher Engpass bei der
Ectoin Synthese ausgeraumt werden, da mehr L-Aspartyl-Phosphat synthetisiert wird. Ein
Vertreter aus dieser Klasse mit einem entsprechenden Gencluster ist das Bakterium
Pseudomonas stutzeri A1501. Zusatzlich zu der Ectoin-Hydroxylase aus P. stutzeri A1501
sollte die Aspartokinase aus dem ect-Gencluster sowie die zweite Aspartokinase aus dem
Genom kloniert, die Proteine gereinigt und anschlieRend biochemisch charakterisiert werden.
Da Ectoin und Hydroxyectoin auch die Fahigkeit besitzen, den gesamten Zellapparat und die
enthaltenen Proteine sowie die DNA vor schadlichen Temperatureinflissen zu bewahren,
sollten Wachstumsversuche bei hohen Salzkonzentrationen kombiniert mit hohen
Temperaturen mit dem Bakterium Streptomyces coelicolor durchgefiihrt werden. Da S.
coelicolor neben der Synthese von Ectoin und Hydroxyectoin auch Ectoin aufnehmen kann,

sollte festgestellt werden, wann in S. coelicolor die Aufnahme induziert wird.
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4 Material und Methoden
41 Material

Im Folgenden werden die in dieser Doktorarbeit verwendeten Materialen wie

Chemikalien, Enzyme, Medien, usw. aufgelistet.

411 Chemikalien

Chemikalien und Reagenzien, die in dieser Arbeit verwendet und nicht
gesondert im Text vermerkt sind, wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Mdnchen),
GE Healthcare (Munchen), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt)
und AppliChem (Darmstadt) bezogen. Die Bestandteile von Komplexmedien stammten
von Becton Dickinson (Heidelberg). Ectoin und Hydroxyectoin stammten von der Firma
bitop (Witten). Anhydrotetracyclin wurde entweder bei IBA (Goéttingen) oder Acros
Organics (New Jersey, USA) bestellt.

4.1.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen, DNA-modifizierende Enzyme und Polymerasen
wurden von Fermentas (St. Leon-Rot), GE Healthcare (Minchen), Eppendorf
(Hamburg), Roche (Mannheim), Promega (Mannheim), Stratagene (Amsterdam; NL)

und New England Biolabs GmbH (Frankfurt) bezogen.

413 Nukleotide und Synthese von Genen
Die Herstellung synthetischer Oligonukleotide erfolgte bei den Firmen MWG
Eurofins (Mdnchen), Biomers (Ulm) und Invitrogen (Karlsruhe). Die Synthese von

Genen wurde von der Firma GenScript USA Inc. (Piscataway, USA) durchgefuhrt.
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414

Medien

Die Kultivierung der verwendeten E.coli Stdamme erfolgte aerob auf Lysogeny-

Broth (LB)-Medium (Sambrook et al.,

Proteinen

in E.coli wurde das Minimalmedium A (MMA) (Miller,

entsprechenden Zusatzen verwendet.

Tabelle 1: Nahrmedien fiir E. coli

Medium

Zusammensetzung (pro Liter)

Lysogeny Broth (LB)

LB-Agarplatten

Minimalmedium A (MMA)

10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

LB-Medium
15 g Agar

10,5 g Na,HPO,
4,5 g KH,PO,
1,0 g (NH4)2SO4
0,5 g NasCitrat
957 ml dH,O

1992)

1989). Fur heterologe Produktionen von

mit

Sollte das LB-Medium als Selektionsmedium verwendet werden, wurden ihm

entsprechende Antibiotika zugefugt.

Tabelle 2: Zusatze

Zusatz Endkonzentration gelostin
Ampicillin-Natriumsalz 100 pg/ml H,O
Kanamycin 50 pg/mi H,O

Thiamin 1 ug/ml H,O
Gentamycin 20 pg/ml H>O

AHT 0,2 pg/ml DMF oder
(Anhydrotetracyclin) Ethanol

X-Gal 25 pg/ml DMF
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Fir die Produktion von Proteinen in E.coli wurde folgendes

Expressionsmedium benutzt.

Tabelle 3: Expressionsmedium fiir die heterologe Produktion von Proteinen in E. coli

Medium Zusammensetzung (pro Liter)

Expressionsmedium Minimalmedium A (MMA)
0,4 % (w/v) Casaminosauren
0,4 % (w/v) Glucose

0,2 g/ MgSO,x 7 H,O

1 ml Ampicillin (1mg/ml) / Endkonz.:
Tug/ml

Fur die Anzucht von S. coelicolor A3(2) in Flissigmedium wurden Vollmedien
(DYT: Double Yeast Trypton; LB: Lysogeny Broth) verwendet. Fur die
Wachstumsversuche mit S. coelicolor A3(2) wurde ein spezielles Minimalmedium
(SMMS) benutzt (Hopwood, 1967). Wird S. coelicolor A3(2) in Flussigmedium kultiviert,
mussten zur Verhinderung der Mycelbildung entweder ca. 25 Glasperlen oder 10
Metallperlen (d 3 mm, Sigma) pro 30 ml Medium im 250 ml Erlenmeyerkolben
zugesetzt werden. Zum Inokulieren der Flissigmedien wurden zuvor
Sporensuspensionen von S. coelicolor hergestellt und der Titer der Sporen bestimmt

um ein homogenes Animpfen zu ermdglichen.

41.5 Referenz-Substanzen fur die HPLC-Analyse

Fur die Durchfihrung von Standardmessungen sowie Kalibrierungsgeraden

mittels HPLC wurden folgende Referenz-Substanzen verwendet.

Tabelle 4: Referenz-Substanzen fiir die HPLC-Analyse

Substanz Beschreibung

Ectoin (S)-Methyl-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-4-Carboxylat
Summenformel: CgHoN>O,

Gewonnen aus: Halomonas elongata

Molekulare Masse (g mol™): 142,2

Bezugsquelle: Bitop (Witten)

Hydroxyectoin (S,S)-B-2-Methyl-5-Hydroxy-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-
4-Carboxylat

Summenformel: CgH1oN2O4
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Gewonnen aus: Marinococcus M52
Molekulare Masse (g mol™): 158,2
Bezugsquelle: Bitop (Witten)

L-Prolin Summenformel: CsHgNO,
Molekulare Masse (g mol™): 115,3

Bezugsquelle: Sigma (Mlnchen)

Homoectoin Summenformel: C;H{2N>O,

(S)-4,5,6,7-Tetrahydro-2-Methyl-1H-(1,3)-Diazepin-4-
Carboxylat

Molekulare Masse (g mol™): 156,2
Bezugsquelle: Prof. Dr. E. A. Galinski (Universitat Bonn)

DHMICA Summenformel: CsHgN,O,
(RS)-4,5-Dihydro-2-Methyl-Imidazol-4-Carboxylat
Molekulare Masse (g mol™): 128,1

Bezugsquelle: Prof. Dr. E. A. Galinski (Universitat Bonn)

41.6 Puffer

Alle fir die FPLC verwendeten Puffer wurden sterilfiltriert, um mikrobielle
Verunreinigungen und Partikel zu entfernen (PorengroRe 0,2 pm, Schleicher und

Schuell, Dassel). Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Tabelle 5: Puffer fiir Agarose-Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

1x TAE-Puffer 40 mM Tris-ClI
20 mM Essigsaure

1 mM EDTA

10x Ladepuffer 60 % (v/v) Glycerin

50 mM EDTA

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylen-Cyanol
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6x Loading Dye Solution

(Fermentas, St. Leon-Rot)

60 % Glycerin

60 mM EDTA

10 mM Tris-Cl, pH 7,6

0,03 % (w/v) Bromphenolblau
0,03 % (w/v) Xylen-Cyanol FF

Tabelle 6: Puffer fiir Proteinaufreinigung

Puffer

Zusammensetzung

1MTESpH7,5

Aufschlusspuffer (Puffer A)

Laufpuffer (Puffer L)

Elutionspuffer (Puffer E)

Regenerationspuffer (Puffer R)

N-[Tris(Hydroxymethyl)Methyl]-2-
Aminoethansulfonsaure;
CsH15NO6S

(2-[(2-Hydroxy-1,1-
Bis(Hydroxymethyl)Ethyl)Amino]-
Ethansulfonsaure)

100 MM TES, pH 7,5

2mMDTT

0,5 mM Benzamidin

0,5 mM PMSF

5 % (vol/vol) Glycerin

20 mM TES Puffer, pH 7,5
80 mM NaCl

20 mM TES Puffer, pH 7,5
80 mM NaCl

2,5 mM Desthiobiotin

20 mM TES Puffer, pH 7,5

80 mM NaCl
2,5 mM HABA
Tabelle 7: Puffer fiir SDS-PAGE
Puffer Zusammensetzung

1x SDS-Probenpuffer (50 ml)

(Fermentas, St. Leon-Rot)

6,25 ml 0,5 M Tris-Cl, pH 6,8

10 ml 10% (w/v) SDS
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1x SDS-Laufpuffer (pro Liter)

(Fermentas, St. Leon-Rot)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

(Fermentas, St. Leon-Rot)

PageRuler™ Protein Ladder

(Fermentas, St. Leon-Rot)

Coomassie Brillant Blau R 250-

Farbelésung (pro Liter)

Entfarbelésung (pro Liter)

5 ml Glycerin
121 mg DTT

1 Spatelspitze Bromphenolblau

19 SDS
3 g Tris
14,4 g Glycin

0,1-0,2 mg/ml pro Protein
62,5 mM Tris-H3PQOy4, pH 7,5
1 mM EDTA

2 % (w/v) SDS

1 mM NaN3;

10 mM DTT

33 % Gilycerin

0,02-0,05 mg/ml pro Protein
62,5 mM Tris-H3POy4, pH 7,5
1 mM EDTA

2 % (wl/v) SDS

1 mM NaN3;

100 mM DTT

33 % (w/v) Glycerin

0,01 % Bromphenolblau

25 % (v/v) 2-Propanol

10 % (v/v) Essigsaure

0,5 % (w/v) CuSO,

0,05 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R 250

12 % (v/v) 2-Propanol

7% (v/v) Essigsaure
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4.2 Mikrobiologische Methoden

Der folgende Abschnitt beinhaltet alle verwendeten Bakterienstdmme und die

Beschreibung der Kultivierung dieser Bakterien.

4.21 Bakterienstamme, Vektoren und Plasmide

In dieser Arbeit wurde mit verschiedenen E. coli Stdmmen gearbeitet. Alle E.
coli Stamme sind in Tabelle 8, verwendete Vektoren und Plasmide sind in der Tabelle
9 aufgeflihrt. Die Plasmide aller V. salexigens EctD Mutanten sind in Tabelle 10

aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete E. coli-Stamme

Stamme E. coli Genotyp Referenz
Escherichia coli recA1 endA1 gyrA96 supE44 thi-1 (Hanahan 1983)
DH5a relA1 lacU169 (980 lacZAM15)
hsdR17
Escherichia coli recA1 endA1 gyrA96 supE44 relA1 Stratagene,
XL1-Blue thi-1 lac [F' — proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Amsterdam, NL)
(Tet)]
Escherichia coli A(mcrA)183  A(mcrCB-hsdSMRmrr) Stratagene,
XL10-Gold 173 recA1 endA1 gyrA96 supE44 thi- (Amsterdam, NL)
1 relA1 lac [F' — proAB lacl"ZAM15
Tn10 (Tet")]
Escherichia coli F~ ompT hsdS(rs” mg") dem” Tet" gal Stratagene,
BL21* endA (Amsterdam, NL)
Escherichia coli F~ ompT hsdS(rs” mg™) dem” Tet" gal Stratagene,
BL21 (DE3)* A(DE3) endA (Amsterdam, NL)
Escherichia coli F~ ompT hsdS(rg” mg") dem” Tet" gal Stratagene,
Arctic Express MDE3) endA [cpn10 cpn60 Gent'] (Amsterdam, NL)
(DE3) RIL* largU ileY leuW Str'

* E. coli B Derivat. Diese E. coli Stamme sind generelle Protein-Expressionsstamme, denen die

Lon und OmpT Protease fehlen.
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Tabelle 9: Vektoren und Plasmide

Plasmid

Beschreibung

Referenz

pASK-IBA3

Strep-tag®ll Expressionsvektor fir E. coli;
transkriptionelle Kontrolle durch einen tet-

Promotor, Induktion mit AHT; AmpR

IBA (Gottingen)

pEntry-IBA20

Eintrittsvektor fur StarGate®-KIonierungssystem

von IBA; KanR

IBA (Géttingen)

pASG-IBA3plus

Strep-tag®ll Akzeptorvektor fir StarGate®-
Klonierungssystem von IBA; AmpF;
transkriptionelle Kontrolle durch einen tet-

Promotor, Induktion mit AHT

IBA (Gottingen)

pBJ10

Vektor: pASK-IBAS3; Insert: PCR-Produkt mit

chromosomaler V. salexigens DNA (0,9 kb); ectD

Bursy 2005

pMP32

Vektor: pASK-IBA3
Insert: PCR-Produkt mit chromosomaler H.
elongata DNA,; ectD

diese Arbeit

pMP34

Vektor: pEntry-IBA20
Insert: PCR-Produkt mit chromosomaler
Pseudomonas stutzeri A1501 DNA (0,9 kb); ectD

diese Arbeit

pMP35

Vektor: pEntry-IBA20
Insert: PCR-Produkt mit chromosomaler
Pseudomonas stutzeri A1501 DNA (1431 kb);

ask_ect

diese Arbeit

pMP36

Vektor: pEntry-IBA20

Insert: synthetisch hergestellte Geobacillus sp.
Y412MC10 DNA (GenScript, Piscataway, USA);
ectD (Accession: JN019032)

diese Arbeit

pMP37

Vektor: pEntry-IBA20

Insert: synthetisch hergestellte Alkalilimnicola
ehrlichii MLHE-1 DNA (GenScript, Piscataway,
USA); ectD (Accession: JN019031)

diese Arbeit

pMP38

Vektor: pEntry-IBA20

Insert: synthetisch hergestellte Acidiphilium
cryptum JF-5 DNA (GenScript, Piscataway,
USA); ectD (Accession: JN019030)

diese Arbeit
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Plasmid

Beschreibung

Referenz

pMP39

Vektor: pEntry-IBA20

Insert: synthetisch hergestellte Nitrosopumilus
maritimus SCM1 DNA (GenScript, Piscataway,
USA); ectD (Accession: JNO19033)

diese Arbeit

pMP40

Vektor: pASK-IBA3
Insert: PCR-Produkt mit chromosomaler
Sphingopyxis alaskensis RB2256 DNA; ectD

diese Arbeit

pMP41

Vektor: pASG-IBA3
Insert: PCR-Produkt mit chromosomaler
Pseudomonas stutzeri A1501 DNA (0,9 kb); ectD

diese Arbeit

pMP42

Vektor: pASG-IBA3
Insert: PCR-Produkt mit chromosomaler
Pseudomonas stutzeri A1501 DNA (1439 kb);

ask_ect

diese Arbeit

pMP43

Vektor: pASG-IBA3

Insert: synthetisch hergestellte Geobacillus sp.
Y412MC10 DNA (GenScript, Piscataway, USA);
ectD (Accession: JN019032)

diese Arbeit

pMP44

Vektor: pASG-IBA3 Insert: synthetisch
hergestellte Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 DNA
(GenScript, Piscataway, USA); ectD (Accession:
JN019031)

diese Arbeit

pMP45

Vektor: pASG-IBA3

Insert: synthetisch hergestellte Nitrosopumilus
maritimus SCM1 DNA (GenScript, Piscataway,
USA); ectD (Accession: JN019033)

diese Arbeit

pMP48

Vektor: pASG-IBA3

Insert: synthetisch hergestellte Acidiphilium
cryptum JF-5 DNA (GenScript, Piscataway,
USA); ectD (Accession: JN019030)

diese Arbeit

pMP-ask1

Vektor: pASK-IBA3

Insert: PCR-Produkt mit chromosomaler
Pseudomonas stutzeri A1501 DNA (1230 kb);
ask_lysC

diese Arbeit
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Tabelle 10: Plasmide aller V. salexigens EctD Mutanten

Plasmid Mutation Referenz
pBJ10 Wildtyp ectD Bursy 2005
pMP1 Phe'? [TTT]—Ala [TAT] Pittelkow 2007
pMP2 Arg®’ [CGT]—Ala [GCG] Pittelkow 2007
pMP3 Phe'? [TTT]-Tyr [GCG] Pittelkow 2007
pMP4 Arg®° [CGT]—Lys [AAG] Pittelkow 2007
pMP5 Arg®° [CGT]—His [CAC] Pittelkow 2007
p rg —GIn ittelkow

MP6 Arg®® [CGT]—GIn [CAA] Pittelkow 2007
pMP7 Phe®®® [TTC]—Ala [GCC] Pittelkow 2007
pMP8 Asn®®' [AAT]—Ala [GCT] Pittelkow 2007
pMP9 Asn'® [AAT]—Ala [GCT] Pittelkow 2007
pMP10 Arg"' [CGA]—Ala [GCA] Pittelkow 2007
pMP11 Trp"*? [TGG]—Ala [GCG] Pittelkow 2007
pMP12 GIn'? [CAA]—Ala [GCA] Pittelkow 2007
pMP13 Ser'® [TCT]—Ala [GCT] Pittelkow 2007
pMP14 Phe**[TTT]—Ala [GCG] Pittelkow 2007
pMP15 Phe'*[TTT]—Trp [GCG] Pittelkow 2007
pMP16 Asn'® [AAC]—Ala [GCC] Pittelkow 2007
pMP17 His'*® [CAT]—Ala [GCT] Pittelkow 2007
pMP18 Asp'® [GAT]—Glu [GAG] Pittelkow 2007
pMP19 Asp'® [GAT]—Glu [GCT] Pittelkow 2007
pMP20 Asp®*® [CAT]—Glu [GCT] Pittelkow 2007
pMP21 Phe?®* [TTC]-Tyr [TAC] Pittelkow 2007
pMP22 Phe?®*[TTC]-Trp [TGG] Pittelkow 2007
pMP23 Phe'?[TGG]—Trp [TTC] Pittelkow 2007
pMP24 Phe'®? [TGG]—Tyr [TAC] Pittelkow 2007
pMP25 Thr'¥” [ACA]—Ala [GCA] Pittelkow 2007
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Plasmid Mutation Referenz
pMP26 Ser’® [TCA]—Ala [GCA] Pittelkow 2007
pMP27 Leu®® [TTG]—Ala [GCA] Pittelkow 2007
pMP28 Leu®® [TTG]—Gly [GGG] Pittelkow 2007
pMP29 Pro'*® [CCT]—Ala [GCT] Pittelkow 2007
pMP30 Ser”® [TCA]—Ala [GCA] diese Arbeit
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4.2.2 Kultivierung der Bakterien

Die verwendeten Medien, Losungen und Kunststoff-Laborgerate wurden mittels
feuchter Hitze bei 121°C und 1 bar Uberdruck fiir 20 Minuten autoklaviert. Die
Sterilisation hitzeempfindlicher Losungen (Antibiotika, Spurenelementlésung) erfolgte
mittels Sterilfiltration (0,22 ym Porendurchmesser) und wurde dem abgekiihlten
Medium hinzugefligt. Laborgerate wie Glaskolben, Metall und Keramik wurden im

Hitzesterilisator fur mindestens 3 Stunden bei 180°C trockener Hitze sterilisiert.

Die Kultivierung der E. coli Stamme erfolgte aerob bei 37°C auf LB-Medium und
bei Bedarf mit entsprechenden Zusatzen (Tabelle 2). Fur Flissigkulturen wurden die
Bakterien in Erlenmeyerkolben (mindestens 10 x grofRReres Kolbenvolumen als
Kulturvolumen: 100 ml Kolben fir 10 ml Ansatz) auf horizontalen Kreisschittlertischen
bei 200-300 rpm oder im Reagenzglas auf einem Roller inkubiert, um eine
ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten. Das Animpfen des Mediums
erfolgte bei E. coli-Flussigkulturen direkt mit einer Einzelkolonie. Die Produktion von
Proteinen erfolgte in 2 L Erlenmeyerkolben mit einer 1 L Kultur schittelnd bei 180 rpm.
Fur E. coli erfolgte die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 578
nm. Fir die Stammhaltung wurden die Bakterien auf Festmedien kultiviert, wobei das
Animpfen der Agarplatten nach der 3-Strich-Technik oder durch das Ausplattieren mit
Hilfe des Drigalskispatels erfolgte. Die Lagerung der Bakterienstdmme erfolgte
maximal vier Wochen bei 4°C auf entsprechenden Festmedien. Fir Ilangere
Lagerzeiten wurden die Bakterien bei -80°C aufbewahrt. Daflir wurde 1 ml einer
frischen Bakterienkultur mit einer sterilen 80 % Glycerin-Lésung so verdunnt, dass die

Endkonzentration von Glycerin 10 % betrug.
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4.3 Molekularbiologische Methoden

431 Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurde verschiedene synthetische Oligonukleotide verwendet,

welche in Tabelle 11 aufgeflhrt sind.
Tabelle 11: Synthetische Oligonukleotide

Die unterstrichenen Sequenzen flhrten bei Mutagenesen zu Basenaustauschen. Die
Abkirzung fwd steht fur forward und rev fir reverse.

Bezeichnung Sequenz 5°zu 3" Richtung Bemerkung
pASK-IBA fwd GTGAAATGAATAGTTCGAC Sequenzierprimer fiir
pASK-IBAVektoren;
Sequenz nach IBA,
Gottingen
pASK-IBA rev CGCAGTAGCGGTAAACGG Sequenzierprimer fiir
pASK-IBAVektoren;
Sequenz nach IBA,
Gottingen
Entry-Primer-fwd GGGTTATTGTCTCATGAGCG Sequenzierprimer fur
pEntry-Vektoren
Entry-Primer-rev CCCCTGATTCTGTGGATAACCG Sequenzierprimer flr
pEntry-Vektoren
F143A fwd GGATTTAAAGGAAAGGAGGCGGACTGG Austausch von F143
CATTCTGATTTCG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
F143A rev CGAAATCAGAATGCCAGTCCGCCTCCTT Austausch von F143
TCCTTTAAATCC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
R259A fwd GCATGGTTCAACCAGCAATATTACACCA Austausch von R259
TATCCAGCTAATAATTTATTCATGG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
R259A rev CCATGAATAAATTATTAGCTGGATATGG Austausch von R259
TGTAATATTGCTGGTTGAACCATGC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
F143Y fwd GGGATTTAAAGGAAAGGAGTATGACTG Austausch von F143
GCATTCTGATTTCG gegen Tyrosin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
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F143Y rev CGAAATCAGAATGCCAGTCATACTCCTT Austausch von F143
TCCTTTAAATCCC gegen Tyrosin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
R259K fwd GCATGGTTCAACCAGCAATATTACACCA Austausch von R259
TATCCAAAGAATAATTTATTCATGG gegen Lysin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
R259K rev CCATGAATAAATTATTCTTTGGATATGGT Austausch von R259
GTAATATTGCTGGTTGAACCATGC gegen Lysin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
R259H fwd GCATGGTTCAACCAGCAATATTACACCA Austausch von R259
TATCCACACAATAATTTATTCATGG gegen Histidin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
R259H rev CCATGAATAAATTATTGTGTGGATATGG Austausch von R259
TGTAATATTGCTGGTTGAACCATGC gegen Histidin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
R259Q fwd GCATGGTTCAACCAGCAATATTACACCA Austausch von R259
TATCCACAGAATAATTTATTCATGG gegen Glutamin in EctD
V. salexigens; forward-
primer
R259Q rev CCATGAATAAATTATTCTGTGGATATGG Austausch von R259
TGTAATATTGCTGGTTGAACCATGC gegen Glutamin; reverse-
primer
F263A fwd CCATATCCACGTAATAATTTAGCCATGG Austausch von F263
TGTATAATAGTG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
F263A rev CACTATTATACACCATGGCTAAATTATTA Austausch von F263
CGTGGATATGG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
N261A fwd CCAGCAATATTACACCATATCCACGTAA Austausch von N261
TGCTTTATTCATGGTG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
N261A rev CACCATGAATAAAGCATTACGTGGATAT Austausch von N261
GGTGTAATATTGCTGG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
N133A fwd GTGTATGTACATCAATCCCGAATTGCTT Austausch von N133
ATAAACCGGGATTTAAAGG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
N133A rev CCTTTAAATCCCGGTTTATAAGCAATTC Austausch von N133
GGGATTGATGTACATACAC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
R131A fwd GGAAGCGATGTGTATGTACATCAATCCG Austausch von R131

CAATTAATTATAAACCGGG

gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
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R131A rev CCCGGTTTATAATTAATTIGCGGATTGAT Austausch von R131
GTACATACACATCGCTTCC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
W152A fwd GCATTCTGATTTCGAGACAGCGCATGTA Austausch von W152
GAAGATGGAATGC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
W152A rev GCATTCCATCTTCTACATGCGCTGTCTC Austausch von W152
GAAATCAGAATGC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
Q129A fwd GCGATGTGTATGTACATGCATCCCGAAT Austausch von Q129
TAATTATAAACCGGG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
Q129A rev CCCGGTTTATAATTAATTCGGGATGCAT Austausch von Q129
GTACATACACATCGC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
S167A fwd CGGATGCGAGCCATCAGTGTAGCTATT Austausch von S167
GCTCTATCAG gegen Alanin in EctD V.
salexigens: forward-
primer
S167A rev CTGATAGAGCAATAGCTACACTGATGGC Austausch von S167
TCGCATCCG gegen Alanin in EctD V.
salexigens: reverse-
primer
F95A fwd GCAATGACATCCGTTCTATTGCCCACGT Austausch von F95 gegen
TCATCAGGATG Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
F95A rev CATCCTGATGAACGTGGGCAATAGAAC Austausch von F95 gegen
GGATGTCATTGC Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
F143W fwd GATTTAAAGGAAAGGAGTGGGACTGGC Austausch von F143
ATTCTGATTTCG gegen Tryptophan in EctD
V. salexigens; forward-
primer
F143W rev CGAAATCAGAATGCCAGTCCCACTCCTT Austausch von F143
TCCTTTAAATC gegen Tryptophan in EctD
V. salexigens; reverse-
primer
N173A fwd CTATTGCTCTATCAGATGCCTATTCGTTT Austausch von N173
AACGGACC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
N173A rev GGTCCGTTAAACGAATAGGCATCTGATA Austausch von N173

GAGCAATAG

gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
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H146A fwd GGAAAGGAGTTTGACTGGGCTTCTGATT Austausch von H146
TCGAGAC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
H146A rev GTCTCGAAATCAGAAGCCCAGTCAAACT Austausch von H146
CCTTTCC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
D148E fwd GTTTGACTGGCATTCTGAGTTCGAGACA Austausch von D148
TGGCATG gegen Glutamat in EctD
V. salexigens; forward-
primer
D148E rev CATGCCATGTCTCGAACTCAGAATGCCA Austausch von D148
GTCAAAC gegen Glutamat in EctD
V. salexigens; reverse-
primer
D148A fwd GTTTGACTGGCATTCTGCTTTCGAGACA Austausch von D148
TGGCATG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
D148A rev CATGCCATGTCTCGAAAGCAGAATGCCA Austausch von D148
GTCAAAC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
H248A fwd GTTTGAAAGTAACACAATGGCTGGTTCA Austausch von H248
ACCAGCAATATTAC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
H248A rev GTAATATTGCTGGTTGAACCAGCCATTG Austausch von H248
TGTTACTTTCAAAC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
F263Y fwd CCATATCCACGTAATAATTTATACATGGT Austausch von F263
GTATAATAGTGTTAAAAATC gegen Tyrosin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
F263Y rev GATTTTTAACACTATTATACACCATGTAT Austausch von F263
AAATTATTACGTGGATATGG gegen Tyrosin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
F263W fwd CCATATCCACGTAATAATTTATGGATGG Austausch von F263
TGTATAATAGTGTTAAAAATCG gegen Tryptophan in EctD
V. salexigens; forward-
primer
F263W rev CGATTTTTAACACTATTATACACCATCCA Austausch von F263
TAAATTATTACGTGGATATGG gegen Tryptophan in EctD
V. salexigens; reverse-
primer
W152F fwd CTGGCATTCTGATTTCGAGACATTCCAT Austausch von W152

GTAGAAGATGG

gegen Phenylalanin in
EctD V. salexigens;
forward-primer
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W152F rev CCATCTTCTACATGGAATGTCTCGAAAT Austausch von W152
CAGAATGCCAG gegen Phenylalanin in
EctD V. salexigens;
reverse-primer
W152Y fwd GGCATTCTGATTTCGAGACATACCATGT Austausch von W152
AGAAGATGGAATGCC gegen Tyrosin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
W152Y rev GGCATTCCATCTTCTACATGGTATGTCT Austausch von W152
CGAAATCAGAATGCC gegen Tyrosin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
T197A fwd GTGAGTTGTGTAGGTGAAGCACCTGATA Austausch von T197
ATAACTATAAAGAATC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
T197A rev GATTCTTTATAGTTATTATCAGGTIGCTTC Austausch von T197
ACCTACACAACTCAC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
S205A fwd CCTGATAATAACTATAAAGAAGCATTGA Austausch von S205
AGAAGCAGAAGCTGGG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
S205A rev CCCAGCTTCTGCTTCTTCAATGCTTCTTT Austausch von S205
ATAGTTATTATCAGG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
L206A fwd GATAATAACTATAAAGAATCAGCGAAGA Austausch von L206
AGCAGAAGCTGGGCG gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer;
L206A rev GCCCAGCTTCTGCTTCTTCGCTGATTCT Austausch von L206
TTATAGTTATTATC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer;
L206G fwd GATAATAACTATAAAGAATCAGGGAAGA Austausch von L206
AGCAGAAGCTGGGC gegen Glycin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
L206G rev GCCCAGCTTCTGCTTCTTCCCTGATTCT Austausch von L206
TTATAGTTATTATC gegen Glycin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
P198A fwd GTGAGTTGTGTAGGTGAAACAGCTGATA Austausch von P198
ATAACTATAAAGAATC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-
primer
P198A rev GATTCTTTATAGTTATTATCAGCTGTTTC Austausch von P198
ACCTACACAACTCAC gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-
primer
S250A fwd GTAACACAATGCATGGTGCAACCAGCAA Austausch von S250

TATTACACC

gegen Alanin in EctD V.
salexigens; forward-primer
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S250A rev

GGTGTAATATTGCTGGTTGCACCATGCA
TTGTGTTAC

Austausch von S250
gegen Alanin in EctD V.
salexigens; reverse-primer

ectD_Halo_fwd

ATGGTAGGTCTCAAATGTCAGTGCAGAC
ATCGTCCAACC

Klonierungsprimer
(forward) fiir ectD aus
Halomonas elongata Uber
Bsal

ectD_Halo_rev

ATGGTAGGTCTCAGCGCTGCCATCCGG
CGACCACGCC

Klonierungsprimer
(reverse) fiir ectD aus
Halomonas elongata Uiber
Bsal

ectD_Spha_fwd

ATGGTAGGTCTCAAATGCAAGACCTCTA
CCCCTCGCGC

Klonierungsprimer
(forward) fur ectD aus
Sphingopyxis alaskensis
Uber Bsal

ectD_Spha_rev

ATGGTAGGTCTCAGCGCTTGCCGGCAC
CGTTTCGACGAG

Klonierungsprimer
(reverse) fur ectD aus
Sphingopyxis alaskensis
Uber Bsal

ask_lysC_fwd

ATGGTAGGTCTCAAATGAACCAACCTGC
TGCTGGAGCAC

Klonierungsprimer
(forward) fiir ask_LysC
aus Pseudomonas stutzeri
A1501 Uber Bsal

ask_lysC_rev

ATGGTAGGTCTCAGCGCTGGCTGCGGC
GATCACGTCGC

Klonierungsprimer
(reverse) fiir ask_LysC
aus Pseudomonas stutzeri
A1501 Uber Bsal

ask_ect_fwd AAGCTCTTCAATGCATACCGTGGAAAAG Klonierungsprimer
ATCGGC (forward) fiir ask_ect aus
Pseudomonas stutzeri
A1501 dber Lgul
ask_ect_rev AAGCTCTTCACCCGGCTGCGGCGATCA Klonierungsprimer
CGTCGCCATGG (reverse) fir ask_ect aus
Pseudomonas stutzeri
A1501 Uber Lgul
4.3.2 Praparation, Extraktion und Konzentrationsbestimmung von

DNA aus E. coli

Fur die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli fur Klonierungen oder
Sequenzierungen wurde das QIAGEN-Saulen (tip-100) Plasmid Midi-Kit der Firma
Qiagen (Hilden), oder das GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Bestimmung
der Konzentration und des Reinheitsgrades der DNA erfolgten mit dem Nanodrop® ND-

1000 Spektrophotometer der Firma Nanodrop® (Wilmington).

43.3 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten
Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden
Gelkammern mit einem Elektrodenabstand von 12 cm verwendet. Die DNA-Proben

wurden zum Beladen der Geltaschen mit 10x Ladepuffer oder mit 6x Loading Dye
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Solution von Fermentas (St. Leon-Rot) versetzt (Tabelle 5). Die Proben wurden dann in
Taschen von 1% Agarosegelen in 1x TAE-Puffer (Tabelle 5) pipettiert und bei einer
Spannung von 120 V ihrer Grofe nach aufgetrennt. Ethidiumbromid lag als 10 mg/ml
Stammldsung vor. Nach der Elektrophorese wurde die DNA im Agarosegel mit diesem
interkalierenden Farbstoff angefarbt. Als Grolienstandard dienten die DNA-Marker
Lambda-Pst von Fermentas oder Genruler (St. Leon Rot). Nach der Gelektrophorese
wurde die DNA durch das Ethidiumbromid bei UV-Durchlicht mit einer Wellenlange von

302 nm mit einer Video-Dokumentationsanlage (INTAS) fotografiert.

4.3.4 Restriktion und Ligation von DNA-Fragmenten

Der Restriktionsverdau von Plasmid- oder linearer DNA erfolgte mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen nach Herstellerangaben. Dabei wurden
die Ansatze nach Angaben des Herstellers inkubiert und anschlieRend zur Kontrolle

mittels Agarose-Gelelektrophorese ihrer Gré3e nach aufgetrennt.

Fur die Ligation von DNA Fragmenten wurde entweder die T4-Ligase von
Fermentas (St. Leon Rot, Deutschland) oder von USB (Affymetrix, CA, USA) nach

Herstellerangaben verwendet.

4.3.5 Herstellung elektro-kompetenter E. coli-Zellen

Fir die Herstellung elektro-kompetenter Zellen wurden 500 ml LB-Medium
(Tabelle 1) mit den entsprechenden E. coli-Zellen angeimpft und bis zu einer ODs75 von
0,5-0,6 bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Kultur 15 Minuten auf
Eis abgekuhlt und fir 20 Minuten bei 5.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde dann 3 mal mit jeweils 500 ml eiskaltem, sterilem Wasser gewaschen.
Anschliellend wurde das Pellet in 50 ml eiskaltem Wasser aufgenommen, in ein 50 ml-
Reaktionsgefal Gberflhrt und ein letztes Mal zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde
nun in 2 ml sterilem 10% Glycerin resuspendiert, zu jeweils 50 pl aliquotiert und bei

-80°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

4.3.6 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Fur die Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen wurde die CaCl,-
Methode benutzt, wie sie von Sambrook beschrieben wurde (Sambrook & Russell,
2001). Dabei wurde die E. coli Kultur von einer Ubernachtkultur auf eine ODszg von 0,1
angeimpft und bei 37°C auf dem Schittler bis ODszs von 0,5 inkubiert. Anschlie3end
erfolgte das Abzentrifugieren der Kultur und das Pellet wurde in eiskalter 1 M CaCl,
Lésung resuspendiert. AnschlieBend wird erneut abzentrifugiert und die Zellen in 200

pl Fraktionen mit 10 % Glycerin bei -80°C aufbewahrt oder direkt verwendet.
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4.3.7 Transformation von elektro-kompetenten E. coli-Zellen

Fur die Transformation elektro-kompetenter E. coli-Zellen wurde 0,3 ul der
Plasmid-DNA verwendet. 50 ul elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit
der Plasmid-DNA vermischt und in einer gekihlten Elektroporationsklvette mit 1 mm
Spaltbreite (Gene Pulser® Cuvette; BioRad, Miinchen) {berfiihrt. Danach erfolgte
umgehend die Elektroporation am Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, Minchen) mit einem
Puls von 1,8 kV, 200 Q und 25 pF. Sofort wurde der Ansatz mit 1 ml auf 37°C
vorgewarmtem LB-Medium gemischt, fur 1h bei 37°C schuttelnd inkubiert, auf
Selektivagarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Zur Kontrolle der erhaltenen Transformanden wurde die Plasmid-DNA

isoliert und per Restriktionsanalyse (4.3.4) und/oder Sequenzierung (4.3.9) Uberpriift.

4.3.8 Transformation von chemisch-kompetenten E. coli Zellen

Um die chemisch-kompetenten E. coli Zellen zu transformieren, wurde nach
dem Protokoll von Sambrook vorgegangen (Sambrook & Russell, 2001). Dabei wurden
ca. 1 uyg DNA mit den kompetenten Zellen vermischt und fir 30 min auf Eis gestellt.
AnschlieBend erfolgte ein kurzer Hitzepuls von 42°C fur 30 s und eine erneute
Inkubation auf Eis fir 5 min. Sofort wurde der Ansatz mit 0,5 ml auf 37°C
vorgewarmtem LB-Medium gemischt, fir 1 h bei 37°C schittelnd inkubiert, auf
Selektivagarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Zur Kontrolle der erhaltenen Transformanden wurde die Plasmid-DNA

isoliert und per Restriktionsanalyse (4.3.4) und/oder Sequenzierung (4.3.9) Uberprtift.

4.3.9 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen wurden mit dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger von
der Firma MWG Eurofins (Minchen) durchgefihrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden

anschliefiend mit dem VectorNTI Software Paket (Invitrogen, Karlsruhe) analysiert.

4.3.10 Konstruktion von Expressionsplasmiden und Klonierung in das
Stargate® System von IBA

Fur die Konstruktion der Expressionsplasmide fiir die Uberexpression
gewiinschter Proteine wurde das Stargate® Klonierungssystems der Firma IBA
(Géttingen) verwendet. Der Vorteil des Stargate® Klonierungssystems bestand darin,
dass der pEntry Vektor als Ausgangsvektor fir eine ganze Auswahl von Zielvektoren
diente. Dadurch war es mdglich, verschiedene Tags C- und N-terminal zu fusionieren
und miteinander zu kombinieren oder verschiedene Promotoren auszuwahlen. In
dieser Arbeit wurden die Vektoren pASK-IBA3 und pASG-IBA3 als Zielvektoren benutzt
(Abbildungen 13 und 14). Beide Vektoren sind grundsatzlich gleich aufgebaut. Sie
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enthalten die codierenden Sequenzen fiir einen C-terminalen Strep-tag und stehen

unter der Kontrolle eines AHT-induzierbaren tet Promoters.

Promotor
Bsal (159)
‘ / Linker
/ Bsal (239)
Strep-tag Il
1 origin
pASK-IBA3Plus
3247bp
AmpR
CCATCGAATG GCCAGATGAT TAATTCCTAA TTTTTGTTGA CACTCTATCA TTGATAGAGT TATTTTACCA CTCCCTATCA GTGATAGAGA AAAGTGAAAT
+1 M G 0 R G P E F E L G T R G
31 GAATAGTTCG ACAAAAATCT AGAAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGA GATATACAAA TGGGAGACCG CGGTCCCGAA TTCGAGCTCG GTACCCGGGG

Bsal

Linker
Bsal Strep-tag Il
1 G s L £ v U L Q G D H G oL s A WS H PoQ F 3 K ' T AT

31 ATCCCTCGAG GTCGACCTGC AGGGGGACCA TGGTCTCAGC GCTTGGAGCC ACCCGCAGTT CGAAAAATAA TAAGCTTGAC CTGTGAAGTG AAAAATGGCG

Abbildung 13: Expressionsplasmid pASK-IBA3 der Firma IBA (Goéttingen). Der
Vektor pASK-IBA3 beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an das
gewunschte Protein zu fusionieren.

Der Unterschied zwischen dem Vektor pASG-IBA3 und pASK-IBA3 besteht darin, dass
der Vektor pASG-IBA3 flr das Stargate Klonierungssystem (IBA, Géttingen) angepasst

wurde.

Um das gewiinschte Gen mittels Stargate® Klonierung in den Vektor pASG-
IBA3 zu klonieren, wurde dieses zunachst (ber Lgul Schnittstellen in den
Zwischenvektor pEntry kloniert. Der pEntry Vektor trug das a-Fragment fir die -
Galaktosidase und erméglichte durch den Zusatz von X-Gal den Blau-Weil} Test auf
Agarplatten. Zusatzlich war im pEntry Plasmid die Sequenz der Kanamycin
Resistenzcassette zur Antibiotikaselektion enthalten. Um das gewilinschte DNA
Segment vom pEntry Vektor in den Zielvektor pASG-IBA3 zu inserieren, wurden der
zuvor sequenzierte pEntry Vektor mit inseriertem Gen zusammen mit dem pASG-IBA3
Vektor in einem Ansatz mithilfe des Restriktionsenzyms Esp3l geschnitten und durch
Zusatz von T4-Ligase ligiert. Durch dieses kombinatorische Klonierungssystem kam es
dazu, dass das aus dem pEntry Vektor herausgeschnittene DNA Fragment in den
geodffneten Zielvektor pASG-IBA3 inseriert und ligiert wurde, wobei die Schnittstelle fur
das Esp3l Enzym wegdfiel. Je Ilanger die Reaktion dauerte, desto mehr
Insertionsereignisse fanden statt und die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen

Insertion stieg.
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Strep-tagll

Linker
Start ‘ 1 origin
Tet-promoter

pASG IBA3
3190 bp

ampR

Tet-repressor
Strep-tagll

Start Linker
G S A W S H P Q F E K

AATGNNNGGG AGCGCTTGGA GCCACCCGCA GTTCGAAAAA
TTTTTTTGTC TGCCGTTTAC CGCTACTGCG

Abbildung 14: Expressionsplasmid pASG-IBA3 der Firma IBA (Goéttingen). Der
Vektor pASG-IBA3 beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an das
gewtlnschte Protein zu fusionieren. Dieser Vektor ist kompatibel mit dem Stargate
Klonierungssystem der Firma IBA (Géttingen).

Fir die Klonierung in den Vektor pASK-IBA3 wurde dieser mittels des
Restriktionsenzyms Bsal gedffnet und die per PCR amplifizierten DNA Fragmente mit
kompatiblen Schnittstellen fir Bsal in sense und antisense Richtung in den Vektor

ligiert.

4.3.11 Synthese von DNA Sequenzen durch die Firma Genscript

Einige DNA Sequenzen fur das ectD Gen aus verschiedenen Organismen
wurden durch die Firma Genscript (NJ, USA) synthetisiert. Dazu wurde zunachst in
silico die gewilnschte DNA Sequenz Uber ein Webinterface an die Firma Genscript
Ubermittelt, die nach einem Firmeneigenen System die DNA Sequenz fir den
gewunschten Wirtsorganismus optimieren. Dabei wurde die Codon Usage, die
Sekundarstruktur, der G-C Gehalt und weitere stdérende Einfliusse berlcksichtigt und
angepasst. Die ectD Sequenzen wurden nach der Synthese in einem pUC57 Vektor
geliefert. Fur die Klonierung in die Zielvektoren wurden die gewunschten Schnittstellen
fur das Restriktionsenzym Lgul in sense und antisense Richtung in die Sequenz des
Gens eingefligt. Dadurch war es mdglich, den puC57 Vektor zusammen mit dem
pEntry Vektor des Stargate® Systems als Zielvektor mit Lgul zu verdauen und
anschlieftend mit dem E. coli Stamm DH5a zu transformieren. Nach der Ligation wurde

der Zielvektor durch Sequenzierung auf Richtigkeit gepriift.



Material und Methoden 46

4.3.12 Ortsgerichtete Mutagenese in ectD

Zur Einfuhrung von Punktmutationen in ectD wurde durch eine abgewandelte
PCR eine lineare Amplifikation des Vektors mit dem inserierten Zielgen durchgefihrt
(Tabelle 12). Dazu wurden modifizierte Oligonukleotide (Tabelle 11) verwendet, die die
mutierte DNA-Sequenz enthielten und so die Punktmutation an der gewiinschten Stelle
verursachten. Die Mutagenese wurde mit dem QuikChange®-Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Ausgangs-
DNA diente das Plasmid pBJ10 (ectD"; Bursy 2005). Die Plasmid-DNA der
Transformanden wurde per QlAprep Spin Miniprep-Kit von Qiagen (Hilden) isoliert und

anschliefend sequenziert (MWG Eurofins, Mlnchen).

Tabelle 12: PCR-Programm zur gerichteten Mutagenese

Schritt Temperatur Zeitdauer
1. Initiale Denaturierung 95°C 30 Sekunden
> 2. Denaturierung 94°C 30 Sekunden
* 3.  Primer-Anlagerung 55°C 1 min
L 4. Polymerisation 68°C 252 Sekunden
5. Finale Polymerisation 68°C 600 Sekunden
6. Aufbewahrung 4°C )

* = 16x wiederholt
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44 Biochemische Methoden

Die Methoden, die unter anderem zur Produktion und Aufreinigung eines

Proteins fuhren, werden im folgenden Abschnitt erlgutert.

441 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen und zur Gréflenbestimmung von
Proteinen wurde die Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen nach Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefuhrt. Dazu wurden 12-15% SDS-
Polyacrylamid-Gele verwendet, die in Mini-Protean |l Elektrophorese-Apparaturen der
Firma BioRad (Miinchen) gegossen wurden. In Tabelle 13 ist die Zusammensetzung
der Gele aufgefiihrt und die verwendeten Puffer sind in Tabelle 7 zu finden. Die Proben
wurden in 1x SDS-Probenpuffer (Tabelle 7) aufgenommen und bei 95°C fiir 5 Minuten
inkubiert, um Proteine zu denaturieren und Disulfidbriicken durch im Puffer enthaltenes
DTT zu reduzieren. Als GroRenmarker wurde PageRuler™ Prestained Protein Ladder
oder Page-Ruler™ Protein Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet (Tabelle
7). Es wurden jeweils 15 ul der Probe pro Spur in die Geltaschen gegeben, wahrend
von dem GroRenmarker 4 yl aufgetragen wurden. Die Elektrophorese erfolgte in der

Mini-Protean llI-Apparatur mit 1x SDS-Laufpuffer.

Die Proben wurden zunachst mit einer Stromstarke von 25 mA aufgetrennt, die
auf eine Stromstarke von bis zu 40 mA erhdht wurde, sobald die Bande des Farbstoffs
Bromphenolblau das Trenngel erreichte. Nachdem die Markerbande den unteren Rand
des Trenngels erreichte, wurde die Elektrophorese gestoppt. Um die Proteinbanden
sichtbar zu machen, wurde das Gel unter Schitteln 15 min in eine Coomassie Brillant
Blau R 250-Farbeldsung gelegt und danach mit einer Entfarbelésung 20 min entfarbt,
um Uberschissigen und ungebundenen Farbstoff zu entfernen. Nach der Farbung
wurden die Gele gescannt und fur die weitere Aufbewahrung in Plastiktiten luftdicht

verschlossen.

Tabelle 13: SDS-PAGE nach Laemmli

Komponenten Volumen
Trenngel

1,5 M Tris-Cl, pH 8,8 1,25 ml
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) 2 mi

H.O 1,75 ml
TEMED 3,54l

10 % APS 30 ul
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Sammelgel

0,5 M Tris-ClI, pH 6,8 250 pl

40 % Acrylamid/Bisacrylamid (37:1) 100 pl

H,O 650 pl

TEMED 6 ul

10 % APS 12 yl
4.4.2 Heterologe Produktion von Proteinen in E. coli

Fur die heterologe Produktion von Proteinen wurde der entsprechende E. coli-
Stamm (Tabelle 8) mit entsprechendem Plasmid im Expressionsmedium (Tabelle 3)
mit den bendtigten Zusatzen kultiviert (Tabelle 2). Zum generellen Nachweis der
Uberproduktion eines Proteins wurden Kulturvolumina von 10-250 ml eingesetzt, wobei
die Kulturen fir die spatere Proteinaufreinigung auf ein Volumen von bis zu 1000 ml im
2 L Erlenmeyerkolben oder 4 L im Fermenter hochgesetzt wurden. Als Vorkultur
wurden 250 ml Expressionsmedium mit entsprechendem Antibiotika mit einer frisch
transformierten E. coli-Kolonie von Platte angeimpft und Uber Nacht bei 37°C
schuttelnd bei ca. 200 rpm inkubiert. Aus der Vorkultur wurde die Hauptkultur mit dem
Expressionsmedium auf eine ODs7g von 0,15 angeimpft und nach dem Erreichen einer
ODs7g von 0,7 die Produktion des Zielproteins durch die Zugabe von 100 pl AHT
(2mg/ml) pro L induziert. Die Kultur wurde dann flr 2 Stunden bei 32°C bis zur
Zellernte schittelnd inkubiert. Zur Kontrolle der Produktion erfolgten Probenentnahmen
vor der Zugabe von AHT und 2 h nach der Induktion. Die Aliquots der
Produktionskontrollen wurden zentrifugiert und das Pellet mit einer Protein-
Endkonzentration von 1 g/ml in 1x SDS-Puffer aufgenommen. Die Analyse erfolgte
nach einer SDS-PAGE Uber Coomassie-Farbung (4.4.1).

443 Reinigung der Ectoin-Hydroxylasen sowie der EctD Mutanten
von V. salexigens aus E. coli DH5a

Alle Reinigungen der verschiedenen Ectoin-Hydroxylasen und der EctD
Mutanten aus V. salexigens wurden analog durchgefihrt. Dazu wurde die jeweilige
Bakterienkultur 2 Stunden nach der Induktion durch Zentrifugation bei 5.000 rpm flr
min. 30 Minuten bei 4°C pelletiert. AnschlieRend wurden die Fraktionen als Pellets bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren oder direkt weiterverwendet. Flr eine
Reinigung wurden etwa 7 g (Feuchtgewicht) der gefrorenen Zellen in 20 ml Puffer A
resuspendiert (Tabelle 6). Der Zellaufschluss erfolgte durch mindestens fiinfmalige

Passage durch eine auf 4°C gekihlte French Press Zelle bei einem Druck von
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mindestens 1000 PSI. Um Zelltrimmer und Membranen zu entfernen, wurde die Probe
bei 50.000 rom fur 1 h bei 4°C in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. AnschlieRend
wurde der EctD-enthaltende Uberstand filtriert (0,45 pm), um stdrende Partikel

wahrend der Aufreinigung mit der FPLC zu entfernen.

Alle fiir die Protein-Produktion verwendeten Vektoren enthalten die Sequenz flir
einen Strep-tag®ll, welcher am 3'-Ende eines inserierten Gens kodiert wird und bei der
Proteinaufreinigung mittels Affinitatschromatographie benétigt wird. Der Zellextrakt
wurde dabei auf eine Strep-Tactin®-Sepharose® Saule (10 ml Saulenvolumen) von IBA
(Géttingen) geladen, welche mit 5 Saulenvolumen Puffer L (Tabelle 6) equilibriert
worden war. Nachdem die Saule mit der Probe beladen war, wurde mit 10-12
Saulenvolumen Puffer L (Tabelle 6) gewaschen, um ungebundenes Protein von der
Saule zu entfernen. Das gebundene Strep-tag®ll-EctD Protein wurde mit 3
Saulenvolumen Elutionspuffer Puffer E (Tabelle 6) vom Saulenmaterial eluiert und Gber
den Fraktionssammler in einzelnen Reagenzgldsern aufgefangen. Diese 3 ml
Fraktionen wurden mittels SDS PAGE auf Gehalt und Reinheit von EctD analysiert und
die EctD-haltigen Fraktionen wurden vereinigt. Das gereinigte EctD Protein wurde in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert oder direkt in Enzymessays eingesetzt.

Zum Regenerieren der Strep-Tactin®-Sepharose® Saule wurde zunachst mit 7
Saulenvolumen Puffer R (Tabelle 6) und anschlieend mit 12 Saulenvolumen Puffer L
(Tabelle 6) gewaschen. Diese Affinitatschromatographie wurde mit der Anlage
AKTAbasic der Firma GE Healthcare Europe (Miinchen) durchgefiihrt. Diese Anlage
wird Uber die Unicorn-Software von GE Healthcare Europe (Miinchen) gesteuert. Alle
verwendeten Puffer wurden vor ihrer Verwendung filtriert, um stérende Partikel zu

entfernen.

444 Produktion und Reinigung der Aspartokinasen aus P. stutzeri
A1501

Nachdem die mit den Plasmiden pMP42 (Ask_Ect) und pMP-ask1 (Ask_LysC)
transformierten E. coli BL21 Zellen auf LB Selektivagarplatten mit Ampicillin
gewachsen sind, wurden Vorkulturen in MMA Flissigmedium (4.1.4) angesetzt und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit diesen Vorkulturen wurden Hauptkulturen von 1 L
MMA inokuliert und bis zu einer ODs7g von ca. 0,5 angezogen. Dann erfolgte die
Induktion mit 100 yl AHT (2 mg/ml). Nach zweistiindiger Induktionsphase wurden die
Zellen bei einer ODs75 von 0,8 geerntet und 30 min bei 4°C und 5000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellepellet wurde entweder direkt

weiterverwendet oder bei -20°C zwischengelagert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte
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nach dem Resuspendieren der Zellen im Aufschlusspuffer durch fiinfmalige Passage
durch eine French Press Zelle. Die Strep-tag Reinigung mit den produzierten
Aspartokinasen wurde analog wie fur die Reinigung der Ectoin-Hydroxylasen
beschrieben durchgefuhrt. Nach der Affinitatschromatographie wurden die gereinigten

Ask-Proteine entweder direkt verwendet oder bei -80°C mit 50% Glycerin gelagert.

4.4.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmungen von Proteinen wurden entweder mit dem
BioRad Protein Assay (Bio-Rad, Minchen) nach der Methode von Bradford (Bradford,
1976) durchgefilhrt oder mittels Nanodrop® (ND-1000 Spectrophotometer, peglab
Biotechnologie GmbH) photometrisch bestimmt. Als Proteinstandard wurde 0,1 g/l BSA
verwendet. Bei Verwendung des Nanodrop® wurde die Proteinkonzentration bei einer
Absorption von 280 nm und mittels des jeweiligen spezifischen Extinktionskoeffizienten
(kalkuliert nach der Aminoséuresequenz) gemessen. Fiir Strep-tag®ll Fusionsproteine
wurden die zehn zusatzlichen Aminoséuren des Strep-tag®ll bei der Berechnung des

spezifischen Extinktionskoeffizienten bericksichtigt.

44.6 Ankonzentration von Proteinen

Fur das Ankonzentrieren von Proteinlésungen mittels Ultrafiltration wurden der
Vivaspin 0,5 ml Konzentrator (10 kDa Ausschlussgréfie) von VivaScience (Hannover)
verwendet. Die Auswahl der Filter war abhangig von der ProteingroRe und des
anzukonzentrierenden Volumens. Die Benutzung erfolgte nach Herstellerangaben.
Nach dem Ankonzentrieren des Proteins wurden die Proben mit Puffer gewaschen und

damit teilweise entsalzt.

4.4.7 Aktivitatstest fiir die Ectoin-Hydroxylase

Die Ectoin-Hydroxylase-Aktivitat in Zellextrakten und wahrend der Reinigung
des EctD-Proteines wurde durch die Messung des Ectoin- und Hydroxyectoin-Gehaltes

im Reaktionsgemisch durch HPLC-Analysen nachgewiesen.

Nach der EctD Reinigung, wurde die Ectoin-Hydroxylase-Aktivitat in einem
Testansatz mit einem Volumen von 30 pl untersucht. Dieses initiale Reaktionsgemisch
bestand aus 10 mM TES Puffer pH 7,5, 10 mM 2-Oxoglutarat, 6 mM (S)-Ectoin, 1 mM
FeSO, - 7H,0, 1,3 kU Katalase aus Rinderleber (Roche, Mannheim) und maximal 20 pl
der zu untersuchenden Proteinfraktion. Bei vorausgehenden Untersuchungen der V.
salexigens Hydroxylase wurden unter diesen Bedingungen die maximale Umsetzung
beobachtet (Bursy et al., 2007). Jeder Testansatz wurde bei einer Temperatur von
32°C fur 20 Minuten in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) unter Schutteln (700

rpm) inkubiert, um das Reaktionsgemisch effektiv mit Sauerstoff zu versorgen, da EctD
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ein Oz-abhangiges Enzym ist. Die Ectoin-Hydroxylase Reaktion wurde durch die
Zugabe von 30 pl Acetonitril (100%; J.T.Baker, Deventer, NL) und sofortiger
Zentrifugation gestoppt (10 min, 4°C; 18000 rpm).

Der Uberstand dieses Reaktionsgemisches wurde mittels HPLC-Analyse
(SYKAM, Furstenfeldbruck) auf den Ectoin- und Hydroxyectoin-Gehalt untersucht. 20
Ml des Reaktionsansatzes wurden auf eine GROM-SIL 100 Amino-1PR Saule (125 x 4
mm; 3 um Partikelgrofle; GROM, Rottenburg-Hailfingen) geladen, mit welcher die
beiden Tetrahydropyrimidine voneinander getrennt werden koénnen. Ectoin und
Hydroxyectoin wurden durch ihre Absorption bei 210 nm unter Verwendung eines
UV/VIS Detektors (LINEAR UVIS 205; SYKAM, Firstenfeldbruck) nachgewiesen. Als
mobile Phase fur die Trennung der Tetrahydropyrimidine wurde 80 % (vol/vol)
Acetonitril verwendet. Die Chromatographie wurde isokratisch mit einer Flussrate von 1

ml min™" bei einer Temperatur von 20°C durchgefiihrt (Kunte et al., 1993).

Die Retentionszeiten von Ectoin und Hydroxyectoin wurden unter Verwendung
kauflichen Ectoins und Hydroxyectoins (bitopAG, Witten) als Referenz ermittelt. Fur die
Quantifizierung von Ectoin und Hydroxyectoin wurde die ChromStar 6 oder ChromStar
7 Software (SCPA, Stuhr) verwendet. Mit 4 ug des gereinigten EctD-Proteines und
unter Verwendung des beschrieben Aktivitatstestes wurden die Eigenschaften des
Enzymes bestimmt. In Abhangigkeit von der Reaktionszeit wird Hydroxyectoin unter
diesen Bedingungen fir etwa 10 Minuten linear aus Ectoin synthetisiert. Die
kinetischen Parameter des Enzymes wurden von der Reaktionsgeschwindigkeit in den
ersten funf Minuten der Reaktion bestimmt. Die Substratkonzentrationen lagen in
einem Bereich von 0,5 mM bis 20 mM fir (S)-Ectoin und 0,1 bis 15 mM fir 2-
Oxoglutarat. Die mathematische und grafische Auswertung erfolgte mit der Software

Prism der Firma GraphPad in der Version 4.

4.4.8 Aktivitatstest fiir die Aspartokinasen

Fur die Ermittlung der Aktivitat der gereinigten Aspartokinasen aus P. stutzeri
A1501 diente die Methode von Black und Wright (Black & Wright, 1955). Die
Standardreaktion hatte ein Volumen von 0,5 ml in einer Quartzklvette und enthielt: 60
mM Tris-HCI (pH 8), 0,1 M L-Aspartat, 20 mM ATP, 20 mM MgCl,, 0,1 M Hydroxylamin
und 5 pg gereinigte Aspartokinase. Der Essay wurde fir 30 min bei 30°C inkubiert und
anschlielend durch die Zugabe von 0,5 ml saurer FeCl;-Losung (10 % FeCls, 3,3 %
Trichloressigsaure, 0,7 N HCI) gestoppt. AnschlieRend wurde der Aspartyl-beta-

hydroxamat-Eisen Komplex bei einer Absorption von 540 nm gemessen. Die
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Kalibirierungsgeraden fur den Komplex wurden mit Aspartyl-beta-Hydroxamat
durchgeflhrt.

4.4.9 Bestimmung von Nicht-Ham-Eisen

Bei der Phenanthroline Eisenbestimmung wird Fe** mit Hydroxylamin zu Fe?*
reduziert, das einen stabilen Komplex mit Phenanthroline eingeht, der bei 500 — 550
nm Licht absorbiert (Lovenberg et al., 1963). Fiur die Eisenbestimmung wurden

folgende Losungen angesetzt:

Tabelle 14: Losungen fiir Eisenbestimmung

Lésung Komponenten

A 25 % HCI

B 10 % Hydroxylamin / HCI

C 0,1 % Phenanthroline

D Eisenstandard: 500 yM Fe(NH,4)2(SO4).2

Der Testansatz wurde in einem 250 pl Volumen angesetzt. Zu diesem Ansatz
wurden 7,5 pl Lésung A gegeben. Der Testansatz wurde 10 min bei 80°C inkubiert, um
das Eisen aus dem Protein herauszuldsen. Danach wurde der Ansatz auf Eis
abgekiihlt und 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der gesamte Uberstand wurde
abgenommen und mit 750 pl Hy,0, 50 pl 10 % Hydoxylamin, 250 pl 0,1 %
Phenanthroline 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wird die
Absorption bei 512 nm gemessen. Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration
wurden zwei unabhangige Methoden wie Bradford und Nanodrop® (0) gewéhlt um die
Genauigkeit der Proteinbestimmung zu gewahrleisten. Um mdéglichst genaue Werte flr
die Eisenbestimmung aus Proteinen zu erhalten, wurde 10 nmol Protein eingesetzt.
Die Kalibrierungsgeraden wurden mit dem Eisenstandard im Bereich von 5 — 40 nmol

Eisen angefertigt.

4410 Aufnahmeessays mit radioaktiv markiertem Ectoin

Die Aufnahme von Ectoin von S. coelicolor wurde mit Hilfe von [**C]-markiertem
Ectoin (4,22 MBg/mmol) bestimmt. [**C]-markiertes Ectoin wurde von Dr. M. Jebbar
(Universitat Rennes, Frankreich) hergestellt (Jebbar et al., 1992) und freundlicherweise

zur Verfligung gestellt.

Die S. coelicolor Kulturen wurden mit Vorkulturen, die tGber Nacht bei 28°C im
Minimalmedium gewachsen waren, auf eine ODs;5 von 0,1 beimpft. Die Zellen wurden

in 20 ml SMM unter den jeweiligen Wachstumsbedingungen bis zur exponentiellen



Material und Methoden 53

Wachstumsphase (ODs;s 0,5) inkubiert, 2 ml der Kultur wurden mit dem ["“C]-
markierten Substrat (19 uyM Endkonzentration) versetzt und weiter inkubiert. Nach
definierten Zeitabstanden (20-120 s) wurde jeweils 300 ul Probe entnommen, durch
Nitrocellulosefilter (0,45 pm, Schleicher und Schuell, Dassel) gesaugt und mit 20 ml
isotonischem Medium gespililt. Die Filter wurden in 20 ml Scintillationsgefalie Uberflhrt,
mit 5 ml Scintillationsflissigkeit (Quicksafe A, Zinsser Analytic, Frankfurt) gemischt und
die auf den Filtern verbliebene Radioaktivitat in einem Scintillationszahler (Packard,
Liquid Scintillation Analyser 1900Ca) bestimmt. Als Referenz fir die eingesetzte
Menge an Radioaktivitat diente 300 pl ungefilterte Probe. Fir die Experimente der
zeitabhangigen Aufnahme von S. coelicolor wurden die Zellen mit 20 ml SMM in 100
ml Erlenmeyerkolben in einem Wasserbad bei den entsprechenden Temperaturen bei
220 rpm inkubiert. Eine Stunde nach Zugabe von [“C]-markiertem Ectoin (19 pM)
wurden die Konzentrationen des akkumuliertem Ectoin mit Proben von jeweils 300 pl

Zellen, wie oben beschrieben, bestimmt.

4.5 Bioinformatische Methoden
451 BLAST Analysen und Sequenzalignments

Um bestimmte Proteinsequenzen zu erhalten, wurden die Datenbanken des
DOI Joint Genome Institute (http://www.jgi.doe.gov/) sowie des National Center for
Biotechnology Information Institute (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mittels des BLAST
Algorithmus durchsucht (Altschul et al., 1997).

Alle Sequenzen wurden mithilfe des ClustalX Algorithmus und des Programms
ClustalW (http://www.clustal.org) miteinander alignt und anschlieBend ausgewertet
(Thompson et al., 1997).

Fur die Darstellung der alignten Sequenzen in einem phylogenetischen Baum
diente das Webtool ITOL (http://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2007).

Fir die Analyse von 16sRNA Sequenzen und die Erstellung von
phylogenetischen Stammbaumen wurde das ARB Software Package (http://www.arb-

home.de/) verwendet (Ludwig et al., 2004).

4.5.2 Analyse von Kristallstrukturen verschiedener Proteine
Um die Kristallstrukturen des EctD Proteins sowie verschiedener
Ectoinbindeproteine zu analysieren und zu visualisieren, wurde das Programm PyMOL

in der Version 1.01 verwendet (http://pymol.org/).
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453 Erstellung einer Datenbank fur die ect-Cluster und
Programmierung verschiedener Scripte

Um die ect-Cluster aus verschiedenen Bakterien zu analysieren, wurden die
entsprechenden Gene aus den oben beschriebenen Datenbanken herausgelesen und

in eine eigene programmierte MySQL-Datenbank inseriert (http://www.mysqgl.com).

Fir das Herauslesen der Informationen aus der MySQL-Datenbank und der
Visualisierung der ect-Cluster diente zur Erstellung diverser Scripte die

Programmiersprache PHP in der Version 5.3.6 (http://de.php.net/).
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5 Ergebnisse

5.1 Kristallstruktur der Ectoin-Hydroxylase EctD aus dem moderat
halophilen Bakterium V. salexigens

Die Hydroxylase EctD aus dem moderat halophilen Bakterium V. salexigens
konnte bereits in friheren Arbeiten in ein Expressionsplasmid kloniert und nach einer
heterologen Produktion in E. coli affinitdtschromatographisch gereinigt werden (Bursy
et al., 2007). Das Protein konnte als aktiv identifiziert und die biochemischen

Parameter bestimmt werden (Bursy et al., 2007).

Um ein tieferes Verstandnis des Mechanismus der Ectoin Hydroxylierung zu
erhalten, sollte mithilfe von Kristallstrukturanalysen der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V.
salexigens die Tertiarstruktur ermittelt werden. Dazu wurde das Protein mit dem
Plasmid pBJ10 (Bursy 2005) heterolog tberproduziert und anschliel’end per Strep-tag
Affinitats-Chromatographie aufgereinigt (Abbildung 15).
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Nach jeder Reinigung wurde mithilfe eines Aktivitatstests uberprift (4.4.7), ob
das gereinigte Protein aktiv war und damit fir die Kristallscreenings eingesetzt werden
konnte. Fir die Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus Reuter
(Pharmazie, Philipps-Universitat Marburg) wurde fortlaufend aktives Protein fur die
Anzucht von Kristallen zur Verfugung gestellt, um die Kristallisations-Experimente zu

ermaoglichen.

Die Anzucht der Kristalle gestaltete sich als aufierst schwierig, da die
gewachsenen Kristalle sehr klein und instabil waren und sich viele daher nicht fir die

Rontgenstrukturanalysen eigneten (Reuter et al., 2010). Nach Optimierung der
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Pufferbedingungen konnten Kristalle gewonnen werden, die eine geeignete GréRe und
Stabilitat aufwiesen und fur die Réntgenstrukturanalysen eingesetzt werden konnten
(Abbildung 16).

Abbildung 16: Kristalle der Ectoin-
Hydroxylase EctD aus V.
salexigens. Viele der Kristalle der
Ectoin-Hydroxylase EctD wiesen eine
unterschiedliche Form auf und konnten
nicht fir eine Kristallstrukturanalyse
verwendet werden. Zusatzlich waren viele
Kristalle sehr klein und instabil (das Bild
wurde von Prof. Dr. Klaus Reuter zur
Verfligung gestellt).

Nur wenige Kristalle lieferten nach den Réntgenstrukturanalysen gute Datensatze. Es

ist schlieRlich jedoch gelungen, die Kristallstruktur von EctD zu I6sen (Abbildung 17).

Abbildung 17: Kristallstruktur der Ectoin-Hydroxylase EctD von V.
salexigens. Durch Rodntgenstruktur-Analysen von EctD Kristallen konnte die eindeutige
Struktur der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens ermittelt werden. Die Auflésung
der Struktur betragt 1.8 A und entspricht einem Monomer. Auf der linken Seite ist die EctD
Struktur mit allen nummerierten Helices und B-Faltblattern und auf der rechten Seite die
Oberflachenstruktur mit dem aktivem Zentrum dargestellt (entnommen aus Reuter et al.,
2010).

Die Struktur der Ectoin-Hydroxylase, die einem Monomer entspricht, wurde mit
einer Auflésung von 1,85 A aufgeldst (Abbildung 17). Die molekulare Masse des EctD
Wildtyp-Proteins betragt 34,4 kDa und besteht aus 300 Aminosduren. Die Struktur
wurde in der Protein Data Bank (PDB) mit der Nummer 3EMR hinterlegt.



Ergebnisse 57

Bei der Kristallstruktur handelt es sich um eine Apo-Form, jedoch mit
gebundenem Eisen. Das aktive Zentrum der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V.
salexigens besteht aus einer doppelstrangigen B-Helix, die den Hauptteil des aktiven
Zentrums ausmacht. Die EctD Struktur enthielt weder den Liganden Ectoin noch das
Produkt Hydroxyectoin. Auch konnte kein Co-Substrat 2-Oxoglutarat in der aufgeldsten
Struktur ermittelt werden. Der Co-Faktor Fe** wurde jedoch in der Struktur gefunden,
der in Abbildung 17 als blauer Punkt zwischen B-Faltblatt -1 und -VII markiert ist. Die
zwei doppelstrangigen B-Helices enthalten zudem mehrere B-Faltblatter, bestehend
aus je zweimal vier B-Faltblattern, die das aktive Zentrum umschlief3en. Diese sind wie
in Abbildung 17 gezeigt, nummeriert als -5, -6, B-7, B-8, p-10, B-11, B-12 und B-13.

Fir einen besseren Uberblick wurden diese B-Faltblatter als B-1 — B-VIII bezeichnet.

Wie in strukturell verwandten Proteinen der Klasse der Nicht-Ham Eisen(ll)-
enthaltenen und 2-Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen sind die B—Faltblatter B-Il, 3-
VII, B-IV und B-V in ihrer Funktion aufgrund ihrer kirzeren Lange und ihrer etwas
verdrehten Sekundarstruktur untergeordnet. Die B-Faltblatter -1, B-VIII, -1l und B-VI
hingegen bilden das Hauptzentrum von EctD. Das Zentrum von EctD wird zudem
durch die p-Faltblatter $-2, 3-3 und B-4 erweitert.

Das in E. coli produzierte rekombinante EctD Protein ist mit einem C-terminalen
Strep-tag versehen, der jedoch nicht in der Struktur enthalten ist. Ebenso konnte ein
flexibler Loop im Bereich der Aminosauren von Gly-195 bis Leu-211 nicht durch die
Roéntgenstrukturanalysen aufgeldst werden (in Abbildung 17 als gestrichelte Linie

dargestellt).
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51.1 Die Topologiedarstellung von EctD aus V. salexigens und
strukturell ahnlichen Proteinen

Bei der Durchflihrung eines strukturellen Alignments mittels des DALI Servers
(Holm & Sander, 1996) und der Ectoin-Hydroxylase EctD als Suchobjekt erhalt man die
zu EctD strukturell am &hnlichsten Proteine der Familie der Nicht-Ham Eisen(ll)- und 2-
Oxoglutarat-abhdngigen Dioxygenasen. Die beiden Proteine mit dem hdchsten ,Z-
Scores” sind die menschliche Phytanoyl-CoA-2-hydroxylase PhyH (McDonough et al.,
2005) (Z-Score von 22,5) und die Halogenase SyrB2 aus Pseudomonas syringae
(Blasiak et al., 2006) (Z-Score von 18,5). Um diese strukturell ahnlichen Proteine mit
EctD aus V. salexigens zu vergleichen, wurden die Topologien der Proteine
nebeneinander dargestellt (Abbildung 18). Wie oben angegeben wurden durch die
Suche mittels des DALI Servers zwei strukturell sehr dahnliche Proteine aus der Klasse
der Familie der Nicht-Ham Eisen(ll)- und 2-Oxoglutarat-abhangigen Dioxygenasen
gefunden. In (A) ist die aus dem Mensch stammende Phytanoyl-CoA-2 Hydroxylase
PhyH (PDB code: 2A1X), in (B) die Halogenase SyrB2 aus Pseudomonas syringae
(PDB code: 2FCU), in (C) die Ectoin- Hydroxylase aus V. salexigens (PDB code:
3EMR) und in (D) die Cephalosporin-Synthase aus Streptomyces clavuligerus als
Vertreter der Isopnicillin-N-Synthase (IPNS) und Deacetoxycephalosporin-C-Synthase
(DAOCS) ahnlichen Enzyme (PDB code: 1DCS) abgebildet. Die B-Faltblatter werden

durch Pfeile und die a-Helices durch Zylinder dargestellt.

Die B-Faltblatter I-VIII bilden das Doppelstrangige B-Helix-Motiv (DSBH-Motiv)
und wurden nach dem Schema von Branden und Tooze eingefarbt (Branden & Tooze,
1999). In den Abbildungen von PhyH (A) und EctD (C) wurden die nicht aufgeldsten
Deckelstrukturen durch gestrichelte Linien angedeutet. Wie aus der Abbildung 18
hervorgeht, sind PhyH, SyrB2 und EctD im Bereich des N-terminus mit vier a-Helices
erweitert (a1 — a4). Diese a-Helices sto3en an das Hauptsheet der doppelstrangigen 3-

Helix und bilden damit den Abschluss am N-terminus.

Die Topologien von PhyH, SyrB2 und EctD erinnern sehr stark an Proteine aus
der Klasse der IPNS/DAOCS ahnlichen Enzyme. In diesen Enzymen sind die Helices

a3 und a4 jedoch zu einer langen Helix fusioniert.
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Abbildung 18: Topologiedarstellung von EctD aus V. salexigens und
strukturell dhnlicher Proteine. Dargestellt ist die Topologie der Proteine (A) PhyH
(PDB code: 2A1X), (B) SyrB2 (PDB code: 2FCU), (C) EctD (PDB code: 3EMR) und (D) von
DAOCS (PDB code: 1DCS). Die Pfeile symbolisieren die B-Faltblatter und die Zylinder die
a-Helices. Kleinere Helices sind auch als Zylinder dargestellt, aber nicht nummeriert. Die (3-
Faltblatter I-VIII bilden das doppelstrangige B-Helix-Motiv (DSBH-Motiv) und wurde nach
dem Schema von Branden und Tooze eingefarbt (Branden & Tooze, 1999). In den
Darstellungen von EctD und PhyH wurden die nicht aufgelosten Deckelstrukturen durch
gestrichelte Linien gekennzeichnet (entnommen aus Reuter et al., 2010).

Der Hauptunterschied zwischen den beiden Enzymklassen ist die Anordnung
der B-Faltblatter IV und V der doppelstrangigen B-Helix. In den IPNS/DAOCS &hnlichen
Enzymen wie der Cephalosporin-Synthase aus S. clavuligerus sind die beiden
Faltblatter durch eine kurze Schleife miteinander verbunden. In PhyH, SyrB2 und EctD
sind diese B-Faltblatter deutlich erweitert und beinhalten wichtige Teile des aktiven

Zentrums. Die groften strukturellen Unterschiede zwischen den Proteinstrukturen von
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PhyH, SyrB2und EctD sind jedoch im Bereich des N- und C-Terminus zu finden.
Auffallig ist auch der Bereich zwischen den Helices a2 und a3. In PhyH und EctD sind
dazwischen antiparallele B-Faltblatter zu finden, die jedoch in SyrB2 fehlen. Im
Gegensatz zu PhyH und SyrB2 ist in EctD der N-terminus deutlich erweitert und enthalt
neben der a-Helix a1 noch das B-Faltblatt B1, welches genau antiparallel zu dem -
Faltblatt B9 angeordnet ist. Im Gegensatz dazu ist in PhyH und SyrB2 der C-Terminus

im Vergleich zu EctD mit einem B-Faltblatt mit antiparalleler Anordnung verlangert.

51.2 Eisenbindemotiv in EctD aus V. salexigens

Alle Enzyme der Klasse der Nicht-Ham Eisen(ll)-enthaltenen und 2-Oxoglutarat
abhangigen Dioxygenasen besitzen in ihrem aktiven Zentrum ein Eisen, welches
essentiell fir die Aktivitat dieser Proteine ist (Flashman & Schofield, 2007; Hausinger,
2004; Purpero & Moran, 2007; Welford et al., 2005). Dieses Eisen befindet sich im
Inneren des DSBH-Motivs von EctD, in dem das Co-Substrat 2-Oxoglutarat und das
Substrat gebunden werden. Die Koordinierung des Eisens in dieser Klasse von
Enzymen wird fast ausschlief3lich durch drei Aminosduren vorgenommen. Dieses
Strukturmotiv beinhaltet das His-X-Asp/Glu Sequenzmotiv und wird als sogenannte 2-
His-1-Carboxylat-Triade bezeichnet (Clifton et al., 2006; Flashman & Schofield, 2007;
Hausinger, 2004; Purpero & Moran, 2007; Welford et al., 2005). Im Falle von EctD aus
V. salexigens besteht das Eisenbindemotiv aus zwei Histidinen und einem Aspartat,
die das Eisen stabilisieren. In der Abbildung 19 sind die drei Aminosauren His-146,
Asp-148 und His-248 um das Eisen, welches als orange Kugel in der Mitte dargestellt
ist, angeordnet. Zusatzlich konnten in der Kristallstruktur drei Wassermolekiile

aufgeldst werden, die in Abbildung 19 als rote Kugeln um das Eisen abgebildet sind.

Weder in den Medien wahrend der Produktion und den Puffern zur Reinigung
von EctD, noch in den Puffern fir die Kristallisationsansatze wurde zuséatzliches Eisen
gegeben. Aber auch die Zugabe von Eisensulfat ins Medium wahrend der
Proteinproduktion flihrte nicht zu einem erhéhten Eisengehalt im EctD Protein (Daten
nicht gezeigt). Dies lasst vermuten, dass die Bindung des Eisens durch die 2-His-1
Carboxylat-Triade so effizient ist, dass das Eisen wahrend der Faltung von EctD fest im
Inneren des Proteins eingebaut wird und nicht wahrend der Reinigung des

rekombinanten EctD Proteins aus dem Inneren herausgeldst wird.

Die Anordnung der Aminosduren His-146, Asp-148 und His 248 im
Zusammenspiel mit den drei Wassermolekiilen um das Eisenmolekiil bildet eine fast

perfekte oktaedrische Form aus (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Eisenbindemotiv von EctD aus V. salexigens. Dargestellt ist das
Eisenbindemotiv der Ectoin-Hydroxylase EctD mit dem gereinigten Co-Faktor Eisen. Auf der
linken Seite ist die Oberflachenstruktur von EctD mit dem katalytischen Eisen-Zentrum
gezeigt (blauer Kreis; eisenbindende Aminosauren: rot). Die koordinierenden Aminosauren
fur das Eisen (orange) sind die Aminosauren His-146, Asp-146 und His-248, sowie drei
umgebende Wassermolekile (rot; rechts). Sie bilden die fur diese Enzymklassse typische 2-
His1-Carboxylat-Triade (enthommen aus Reuter et al., 2010).

51.3 2-Oxoglutaratbindestelle der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V.
salexigens

Das Co-Substrat 2-Oxoglutarat ist fir die Reaktionen der Proteine der Klasse
der Nicht-Ham Eisen(ll)-enthaltenen und 2-Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen
essentiell (Clifton et al., 2006). Das 2-Oxoglutarat wird tief im aktiven Zentrum des
jeweiligen Proteins gebunden. Zusatzlich erflllt es eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung des Eisens durch das Carboxylat an C1 und dem Sauerstoff Rest an C2
durch eine Art Zangenmechanismus. Typischerweise wird das Carboxylat von 2-
Oxoglutarat an der Position C5 durch eine Salzbricke mit einem Arginin oder Lysin
stabilisiert, unterstitzt durch eine Wasserstoffbriickenbindung zu einem Hydroxyl-Rest
des Proteins (Clifton et al., 2006).

In Abbildung 20 ist die mogliche Stabilisierung des Co-Substrats 2-Oxoglutarat
in EctD aus V. salexigens im Vergleich zu strukturell verwandten Proteinen dargestellt.
Dabei sind die Strukturen von PhyH (A), SyrB2 (B), PtIH (C) und EctD (D) im Bereich
der B-Faltblatter 1l, VIl und VIII vergrofiert. Man erkennt in allen Strukturen der
verwandten Proteine zu EctD (A-C), dass das Carboxylat an C5 von 2-Oxoglutarat
durch die basischen Reste eines Arginins stabilisiert werden, das an dem B-Faltblatt
VIII lokalisiert ist.



Ergebnisse 62

A

Abbildung 20: 2-Oxoglutaratbindestelle von EctD aus V. salexigens im
Vergleich zu strukturell verwandten Proteinen. Dargestellt sind die wichtigen
Aminosauren der Bindestelle fiir 2-Oxoglutarat in EctD im Vergleich zu strukturell ahnlichen
Proteinen wie (A) PhyH (PDB code: 2A1X), (B) SyrB2 (PDB code: 2FCU), (C) PtiH (PDB
code: 2RDN) und (D) EctD (PDB code: 3EMR). Das Eisen ist hier als blaue Kugel
dargestellt. Besonders wichtig flr die Stabilisierung des 2-Oxolgutarats ist ein
Phenylalanin, das mit dem aromatischen Ring eine Interaktion mit dem 2-Oxoglutarat
eingeht. Weitere wichtige Eigenschaften fur die Stabilisierung des 2-Oxolgutarats haben
ein Serin und ein Arginin (entnommen aus Reuter et al.; 2010).
Ein solches Arginin ist ebenfalls in der Struktur von EctD an dem p-Faltblatt VIII
lokalisiert und entspricht dem Arg-259. Zusatzlich zu dem Arginin tritt in den zu EctD
verwandten Strukturen PhyH (A) und PtIH (C) ein Serin an B-Faltblatt VII auf, das
direkte Wasserstoffbriickenbindungen zum Carboxylat des 2-Oxoglutarats ausbildet. In
der Struktur von SyrB2 (B) wird diese Wasserstoffbriickenbindung indirekt Gber ein
zusatzliches Threonin an Position 113 ausgebildet. In EctD befindet sich ebenfalls an
dieser Position des B-Faltblatt VII ein Serin und kénnte daher zur Stabilisierung des 2-

Oxoglutarats dienen.

Mit Hilfe der Kristallstrukturanalysen konnte keine Struktur von EctD mit
enthaltendem 2-Oxoglutarat ermittelt werden und daher kann Uber die genaue Bindung

des Co-Substrats 2-Oxoglutarat nur spekuliert werden. Auffallig ist aber auf jeden Fall,
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wie aus Abbildung 20 hervorgeht, dass ein &ahnliches Strukturmotiv in EctD zu
strukturell ahnlichen Proteinen aus der Klasse der Nicht-Ham Eisen(ll)-enthaltenen und
2-Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen zu finden ist. In EctD ist am -Faltblatt VI
ebenfalls das Arginin und an B-Faltblatt VII das Serin zu finden. Diese sind allerdings in
der aufgelosten Struktur von EctD als hoch bewegliche Aminosauren identifiziert
worden, was daran liegen konnte, dass kein 2-Oxolgutarat in der EctD Struktur
gebunden ist. Daher kénnte man vermuten, dass sich diese beiden Aminosauren bei
gebundenen 2-Oxoglutarat in Richtung des Eisens positionieren wie im Falle der
Kristallstrukturen von PhyH (A), SyrB2 (B) und PtIH (C).

Diese Stabilisierung des 2-Oxoglutarats ist in einigen Proteinen der Klasse der
Nicht-Ham-Eisen(ll)-enthaltenen und 2-Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen und der
IPNS/DAOCS Enzyme durch ein Arg-X-Ser Motiv organisiert (Clifton et al., 2006). In
EctD ist zwar das Arginin zu finden, jedoch befindet sich an Position 261 kein Serin
sondern ein Aspartat. In den strukturell verwandten Proteinen zu EctD konnte dieses
Motiv ebenfalls nicht identifiziert werden. Vielmehr tritt ein Motiv in der Form His-X-Ser
auf, wobei es sich um das zweite Histidin handelt, welches fur die Eisenbindung
essentiell ist. Demnach scheint die Bindung des 2-Oxogulutarats mit dem His-X-Ser

Motiv ein typisches Merkmal von PhyH &hnlichen Proteinen zu sein.

Die Wichtigkeit der beiden Aminosauren Arg-259 und Ser-250 wird auch durch
ein Alignment aller momentan verfugbaren EctD Proteinsequenzen unterstitzt
(Abbildungen 24 und 25). In allen EctD Sequenzen sind diese beiden Aminosduren

streng konserviert.

Eine Besonderheit in der Struktur von EctD konnte noch das Phe-143 sein, das
in den strukturell verwandten Proteinen nicht zu finden ist. Dieses Phenylalanin ragt in

das aktive Zentrum von EctD und kdnnte zusatzlich das 2-Oxolglutarat stabilisieren.

51.4 Ein flexibler Deckel oberhalb des aktiven Zentrums in EctD aus
V. salexigens

Wie bereits erwahnt, konnte durch die Kristallstrukturanalysen nicht das
komplette EctD Molekul aufgeldést werden. Ein Bereich, bestehend aus den
Aminosauren Gly-195 bis Leu-211, konnte nicht aufgelést und deshalb nicht in die
Kristallstruktur eingefiigt werden. In den Abbildungen 17 und 18 wurde dieser sehr
flexible Bereich als gestrichelte Linie angedeutet. Wie aus diesen Abbildungen
hervorgeht, befindet sich dieser nicht-aufgeldste Bereich zwischen den Faltblattern IV
und V in EctD. Die flankierenden Aminosauren Val-194 und das hoch-konservierte Gly-

212 sind in direkter Nachbarschaft der moglichen Substratbindestelle und daher kénnte
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dieser Bereich als eine Art ,Deckelstruktur® fungieren. Durch diesen Deckel kdnnte

vermutlich die Substratbindung unterstiitzt oder verbessert werden.

5.1.5 Konsensusmotiv in EctD aus V. salexigens

Durch vorhergehenden Alignments der verfligbaren EctD Proteinsequenzen,
konnte ein hoch-konservierter Bereich in EctD ermittelt werden (Bursy et al., 2007).
Dieser Bereich umfasst die Aminosauren W'**HSDFETWH'® und wurde als Sequenz-
Signatur Motiv postuliert (Bursy et al., 2007). Durch neu hinzugekommene EctD
Proteinsequenzen aus mikrobiellen Genomen und einem erneuten Alignment aller
EctD Proteinsequenzen konnte das Signatur Motiv zu den Aminosduren F'3-X-
WHSDFETWH-X-EDG-M/L-P'* sperzifiziert werden (Abbildungen 24 und 25).

In Abbildung 21 ist dieses Konsensusmotiv in der EctD Struktur von V.
salexigens gelb eingefarbt, zudem sind die Aminosauren, die fur die Eisenkoordination
essentiell sind (His-146, Asp-148, His-248) in rot markiert.

Abbildung 21: Konsensusmotiv von EctD. Dargestellt ist das Konsensusmotiv der
Ectoin-Hydroxylase EctD, das in gelb eingefarbt ist. Dieses Konsensusmotiv findet man in
allen EctD Proteinsequenzen, die bisher in den Datenbanken zu finden sind. Das Alignment
besteht zurzeit aus 98 EctD Sequenzen und das Konsensusmotiv umfasst die Aminosauren
F"_X-WHSDFETWH-X-EDG-M/L-P"®°. Die Reste (His-146, Asp-148, His-248), die fiir die
Stabilisierung des Eisens wichtig sind wurden rot eingefarbt. Das Eisen ist als griine Kugel in
der Mitte dargestellt. Zur besseren Orientierung ist auf der rechten Seite die
Oberflachenstruktur von EctD mit dem markierten Konsensusmotiv im aktiven Zentrum
dargestellt (entnommen aus Pittelkow & Bremer, 2011).

Das Eisenatom befindet sich als grin eingefarbte Kugel in der Mitte des aktiven

Zentrums der Hydroxylase EctD. Das Konsensusmotiv von EctD stellt vermutlich fir
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die Enzymaktivitdt einen sehr wichtigen Bereich dar. Wie man aus Abbildung 21
erkennen kann, befinden sich innerhalb des Konsensusmotivs auch die Aminosauren,
die fur die Eisenbindung essentiell sind. Eine Helix in direkter Nachbarschaft der
eisenbindenden Aminosduren besteht zu einem sehr groRen Teil (F™%-P') aus
Aminosauren des Konsensusmotivs. Weiterhin fallt auf, dass sich dieses
Konsensusmotiv innerhalb einer Vertiefung im Protein befindet. Damit kdnnte es einen
wesentlichen Teil des aktiven Zentrums in EctD ausmachen (Abbildung 21, rechts).
Viele der Aminosauren des Konsensusmotivs ragen zudem mit ihrer aktiven
Seitenkette in Richtung des Eisens. Dies kdnnte dafiir sprechen, dass dieses Motiv
wichtige Aminosauren beinhaltet, die flr die Stabilisierung des 2-Oxoglutarats und das

Substrats Ectoin zustandig sein kdnnten.

5.1.6 Ligandenbindestelle fiir Ectoin im aktiven Zentrum von EctD

Bei genauerer Analyse der Kristallstruktur von EctD fallt auf, dass man bei einer
Darstellung der Oberflachenstruktur eine Vertiefung in der Proteinstruktur ausmachen
kann (Abbildungen 17, 19 und 21). Diese Vertiefung umfasst im Wesentlichen den
Bereich um das gebundene Eisen in EctD. Da in unmittelbarer Nahe des Eisens die
enzymatische Hydroxylierungsreaktion ablaufen muss, da Eisen fur die Reaktion
essentiell ist, kann man diesen Bereich als das aktive Zentrum in EctD bezeichnen.
Durch eine Analyse der Ladungsverteilung der Oberflache der EctD Struktur erkennt
man zudem, das im aktiven Zentrum eine sehr positive Ladung vorzufinden ist
(Abbildung 22).

Abbildung 22: Oberflachenladung von EctD aus V. salexigens. Hier ist die
Oberflachenladung der Ectoin-Hydroxylase EctD gezeigt (links: Blick ins Zentrum; rechts: 180°
gedreht). Alle positiven Bereiche sind in blau und alle negativen Bereiche sind in rot
eingefarbt. Die weillen Bereiche kennzeichnen ausgeglichene Ladungszustéande. Im Bereich
des Reaktionszentrums ist eine deutlich positivere Ladung zu erkennen (schwarzer Kreis). Im
aktiven Zentrum ist das Eisen als griiner Kreis gezeigt.
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Dadurch wird wahrscheinlich der Ligand Ectoin in die richtige Position zum Eisen und
zum Co-Substrat 2-Oxoglutarat gebunden, um die Hydroxylierungsreaktion stattfinden
zu lassen. Dieser Bereich, in dem das Eisenatom selbst und die Eisen-stabilisierenden
Aminosauren zu finden sind, ist von einem positiven Bereich ausgekleidet und stellt
eine Art Reaktionskafig dar. Dies kdnnte ein weiterer Hinweis darauf sein, wie das

Substrat Ectoin in EctD positioniert und gebunden werden kann.

Insgesamt ist bei der Analyse der Ladungsoberflache keine Besonderheit zu
erkennen. Eine stark negative Signatur, wie sie bei Proteinen aus halophilen
Mikroorganismen vorkommen konnen (Abbildung 2), liegt bei der Kristallstruktur von

EctD aus V. salexigens nicht vor.

5.2 EctD aus V. salexigens als “Prototyp“ einer groRen Familie von
Ectoin-Hydroxylasen

Die Analyse aller derzeitig verfiUgbaren Genomsequenzen von
Mikroorganismen nach mdglichen Ectoin Produzenten wurde mit der Proteinsequenz
von EctC durchgefiihrt. Man kann davon ausgehen, dass nur die Mikroorganismen, die
Uber eine Ectoin Synthase verfligen, in der Lage sind, Ectoin zu synthetisieren. Die
Ergebnisse nach der Analyse von derzeit 1553 Bacteria- und 88 Archaea-Genomen
lieferte 241 mogliche Ectoin Produzenten. Von diesen 241 Ectoin Produzenten konnten
derzeit 98 EctD Sequenzen ermittelt werden. Bei dieser Analyse fiel auf, dass
Nitrosopumilus maritimus als einziges Archaeon Uber das Ectoin Biosynthese
Gencluster verfligt. Alle anderen EctD Sequenzen stammen von Bakterien. Nach den
Blast-Analysen wurden alle verfUgbaren EctD Proteinsequenzen mit der
Proteinsequenz von EctD aus V. salexigens miteinander alignt. Das komplette EctD
Alignment ist in den Abbildungen 24 und 25 gezeigt. Im Alignment wurden die
Aminosauren des Konsensusmotivs in EctD markiert. Durch das Alignment erhalt man
einen Uberblick Uber wichtige und hoch-konservierte Aminosduren der Ectoin-
Hydroxylase EctD. Die Identitdten der EctD Proteine liegen im Vergleich zu EctD aus
V. salexigens zwischen 72% fur EctD aus Bacillus pseudofirmus und 38% fur EctD aus

Limnobacter sp. Med105.

Auffallig ist, dass die Aminosauren des Konsensusmotivs in allen EctD
Sequenzen zu 100% konserviert sind. Durch die Erweiterung des Konsensusmotivs
nach diesem Alignment auf die Aminosduren F'**-X-WHSDFETWH-X-EDG-M/L-P"**,
ist es mdglich bona fide Ectoin-Hydroxylasen von anderen Proteinen klar zu
unterscheiden. Aulterdem zeigt sich, dass dieses Sequenzmotiv innerhalb der Ectoin-
Hydroxylasen ein sehr wichtiges Motiv darstellt. Innerhalb des Konsensusmotivs

befinden sich, wie oben erwahnt, zwei der drei wichtigen Aminosauren, die fur die
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Eisenbindung verantwortlich sind (Asp-146 und His-148). Die beiden Aminosduren
sowie die dritte eisenbindende Aminosaure (His-248) sind in allen EctD Sequenzen zu
100% konserviert. Das deutet daraufhin, dass eine Veranderung an diesen Positionen
nicht toleriert wurde und zu inaktiven Proteinen filhren wirde. Zu diesen hoch-
konservierten Aminosauren kommen weitere streng konservierte Aminosauren an

vielen Positionen vor.

Interessanterweise kann man bei einem Blast Search nach Ectoin-

Hydroxylasen einen klaren Bruch innerhalb der gefundenen Sequenzen erkennen.

Virgibacillus_salexigens/1-300 : WHSDFETWHVEDGMP:
0il148252764|reflYP_001237349./1-266 WHRQIDIYGITWKRDDGMP|
9i|146343222|ref|YP_001208270./1-266 wHhbblvelrwikRpbemp|
wubblclrwicrpbemel

J PR (A e Ve iy g iyl
GI| 140 £0U000|I€T| YF_UU1£354003./ 1~ LO(E an HI;J E ‘fuxﬂ 5 I;l E \3['! tl
0i|163795601|refiZP_02189567.1/1-265 WHRQDF GTWHR DD EMP|
9il91787596|refl YP_548548.11/1-293 WHRQD|YG[TWL NDPMMP|
0il254415667\reIZP_05029426.1/1-274 WHRQDIY TFWYKEDGLP|
¢i175812664}refYP 320281.11/1-274 wuhlnly 1 EwR K Ebempl
ot 004365500 /1078 Lo BB E TEwleweb ampl
1330822288 efiYP_004362520./1-278 WHSIDF TFWFWEDGMP

Abbildung 23: Alignment aller gefundenen EctD Sequenzen nach einer BLAST
Suche. Fihrt man eine BLAST Suche nach EctD Proteinsequenzen mit der EctD
Proteinsequenz von V. salexigens durch (NCBI (4.5.1)), so erhalt man nach den zu EctD
homologen Proteinen (links: rot), Proteine, die zwar ahnlich zu EctD Proteinen sind (links:
pink, griin), sich aber durch das fehlende, Ectoin Hydroxylasen typische Konsensusmotiv
F"3.X-WHSDFETWH-X-EDG-M/L-P"* unterscheiden (rechts). Daher stellen diese Proteine
vermutlich keine Ectoin Hydroxylasen dar, obwohl einige von ihnen als solche annotiert sind.

Nach genauerer Analyse der Proteinsequenzen nach diesem Bruch fallt auf, dass
diese Proteine nicht mehr das oben beschriebene Konsensusmotiv enthalten und
demnach wahrscheinlich keine Ectoin-Hydroxylasen sind, obwohl sie teilweise als
solche annotiert sind (Abbildung 23). Ein Beispiel dafir ist die Proteinsequenz aus
Bradyrhizobium sp. BTAi1 (YP_001237349) die als putative Ectoin Hydroxylase
annotiert ist, aber mit grolRer Wahrscheinlichkeit keine ist, da in einem Alignment mit
der EctD Sequenz aus V. salexigens auffallt, dass das Konsensusmotiv nicht
vollsténdig ist (Abbildung 23).
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Abbildung 24
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\

Abbildung 26: Alle EctD Sequenzen nach dem Alignment in Baumdarstellung.
Alle bisher verfligbaren EctD Proteinsequenzen wurden miteinander alignt und in einem
Baum dargestellt. Die Farbdarstellung zeigt die Verteilung der verschiedenen EctD
Sequenzen innerhalb der Familien der Bacteria. Das einzige bisher bekannte Archaeon mit
einem EctD Protein ist das Crenarchaeon Nitrosopumilus maritimus (in rosa markiert). Als
einziges Bakterium der Familie der Nitrospira ist Leptospirillum rubarum in weify markiert. Alle
blauen Kreise zeigen die klonierten EctD Proteine und die griinen Auflenmarkierungen
zeigen die Bakterien, aus denen biochemisch aktive EctD Proteine gewonnen wurden.

Firmicutes

y-Proteobacteria

Crenarchaeota

B-Proteobacteria

Planctomyces

-Proteobacteria

ctinobacteria

In Abbildung 26 ist das Ergebnis des Alignments aller momentan verfligbaren
EctD Proteinsequenzen in einer Baumdarstellung gezeigt, um die Identitadten der
einzelnen Proteine innerhalb der Bacteria/Archaea zu veranschaulichen. Zusatzlich

wurden die jeweiligen Mikroorganismen in Bezug auf ihre taxonomische Zuordnung
eingefarbt.

Den Hauptteil der EctD besitzenden Proteine machen die Actinobacteria mit
47% aus. Diese umfassen damit fast die Halfte aller Mikroorganismen, die Ectoin

hydroxylieren kénnen. Auffallig dabei ist, dass es sich bei der Halfte der Actinobacteria
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um Bakterien der Gattung Streptomyces handelt. Sie bilden damit die gréfte und
homogene Gruppe unter den Bacteria mit einem EctD Enzym. Es folgen die y-
Proteobacteria mit 23%, die a-Proteobacteria mit 11%, die B-Proteobacteria mit 10%,
die Firmicutes mit 4%, die Planctomyceten mit 3% und die Nitrospira mit 1%. Die

Crenarchaea sind mit 1% vertreten.

Die genauere Analyse der Abbildung 26 offenbart weitere interessante Vertreter

aus dem Reich der Bacteria mit besonderen Eigenschaften und extremen Habitaten.

Das Gram-negative Bodenbakterium Streptomyces coelicolor A3(2) aus der
Klasse der Actinomyceten besitzt die Fahigkeit Ectoin und Hydroxyectoin zu
synthetisieren. Das Genom von S. coelicolor A3(2) wurde 2002 veréffentlich und
beschrieben (Bentley et al., 2002). Im Laufe der Zeit wurden aus diesem Bakterium
eine Reihe wichtiger Antibiotika isoliert und charakterisiert (Hopwood, 2007). S.
coelicolor besitzt in seinem Genom ein ect-Gencluster und zudem das fir eine
Hydroxylase codierende Gen ectD. Die Hydroxylase EctD aus S. coelicolor konnte

bereits biochemisch analysiert und charakterisiert werden (Bursy et al., 2008).

Als bisher einzigen Vertreter der Gattung der Nitrospira wurde das Bakterium
Leptospirillum rubarum gefunden, das Uber eine Ectoin-Hydroxylase verfugt. Bei den
Vertretern der Nitrospira handelt es sich um Bakterien der Nitrifizierer, die zu den
wichtigsten Organismen im Stickstoffkreislauf gehéren. Ob und wie viele weitere
Bakterien dieser Klasse Uber das Ectoin Gencluster verfligen kann man derzeit nicht

sagen, da es momentan erst vier komplette Genomsequenzen dieser Bakterien gibt.

Halomonas elongata ist ein Bakterium, dass in hohen Salinitaten lebt. Es wird
taxonomisch in die Klasse der y-Proteobacteria eingruppiert und wurde urspriinglich
aus einer Salzgewinnungsanlage in den Niederlandischen Antillen isoliert (Vreeland et
al., 1980). H. elongata kann Salinitaten weit Uber 1,7 M (10 %) NaCl tolerieren und
produziert dabei grofe Mengen an Ectoin und Hydroxyectoin (Goller et al., 1998).
Durch die Sequenzierung des Genoms 2010 konnten die verantwortlichen Gene fir die
Ectoin Synthese und deren Organisation analysiert werden (Schwibbert et al., 2010).
Diese sind in H. elongata als Cluster angeordnet, wobei sich das Gen fir die
Hydroxylase unabhangig vom Cluster an anderer Stelle im Genom befindet. H.
elongata ist zudem in der Lage Ectoin und Hydroxyectoin zu metabolisieren und als N-

und C-Quelle zu nutzen (Vargas et al., 2006).

Ein Bakterium, das an einen Lebensraum mit extrem niedrigen Temperaturen
angepasst ist, ist das aus Alaska isolierte marine Bakterium Sphingopyxis alaskensis

RB2256. Die durchschnittliche Temperatur des Meerwassers, in dem S. alaskensis
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lebt, betragt 4° - 10°C. S. alaskensis konnte immer wieder in Wasserproben aus der
nordlichen Nordsee sowie des nordlichen Pazifiks identifiziert werden (Lauro et al.,
2009). Daher entschied man sich, den Stamm im Labor zu kultivieren und das Genom
zu sequenzieren. Das vollstandig sequenzierte und annotierte Genom war daraufhin im
Jahre 2009 verflugbar (Lauro et al., 2009). Das Genom von S. alaskensis beinhaltet in
Bezug auf die Ectoin Synthese eine interessante Besonderheit. Dem ect-Cluster von S.
alaskensis schliel3en sich direkt die codierenden Gene fiir eine Hydroxylase und einer
Aspartokinase in direkter Nachbarschaft an. Eine weitere physiologische Besonderheit
ist die geringe GroRe dieses Bakterium von <0,1 — 3 uM, so dass S. alaskensis als

Ultramicrobium bezeichnet wird.

Ein Bakterium mit der Fahigkeit in heiRen Quellen zu leben ist Geobacillus sp.
Y412MC10 aus der Klasse der Firmicutes. Es wurde aus heilen Quellen im Yellow
Stone National Park der USA isoliert und 2009 sequenziert. Geobacillus sp.
Y412MC10 kann bei Temperaturen bis 93°C leben und wurde von der Firma Lucigen
(Middelton, USA) aus biotechnologischem Interesse genauer untersucht, um eventuell

neue Polymerasen und Restriktionsenzyme zu isolieren.

Zwei Vertreter der Bacteria mit besonders angepassten pH-Werten sind
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 und Acidiphilium cryptum JF-5. Das Gram-negative y-
Proteobakterium A. ehrlichii MLHE-1 wurde aus dem Mono-Lake in Mono County im
zentral-6stlichen Teil von Kalifornien (USA) isoliert. Der Mono-Lake ist ein alkalischer
Salzsee mit einer Vielzahl geléster Mineralien und einem durchschnittlichen pH-Wert
von pH 10. A. ehrlichii MLHE-1 kann diesen hohen pH-Wert als auch den hohen
Salzgehalt des Mono-Lake tolerieren (Hoeft et al., 2007). Eine weitere Besonderheit
von A. ehrlichii ist, dass es anorganische Elektronendonatoren wie Arsenit,
Wasserstoff, Sulfid und Thiosulfat zum Wachstum nutzen kann (Hoeft et al., 2007).
Das Genom von A. ehrlichii wurde 2006 sequenziert und es konnte ein komplettes ect-
Gencluster identifiziert werden, wobei das Gen der Ectoin-Hydroxylase an anderer

Stelle im Genom lokalisiert ist.

Im Gegensatz zu A. ehrlichii kann das Gram-negative fakultativ anaerobe a-
Proteobakterium Acidiphilium cryptum JF-5 in Habitaten mit extrem sauren pH-Werten
(pH 2) leben (Kusel et al., 1999). A. cryptum JF-5 wurde aus dem See einer alten
Eisenmine im Osten Deutschlands isoliert. In den stillgelegten Eisenminen entstanden
Seen mit extrem niedrigen pH-Werten, in denen nur besonders angepasste
Organismen existieren kdnnen. A. cryptum kann nicht nur den sauren pH-Wert
tolerieren, sondern auch durch die Oxidation von Glukose Eisen(lll) reduzieren und

somit als Elektronenakzeptor nutzen (Kisel et al., 1999). Im Genom von A. cryptum
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befindet sich ein kompletter ect-Gencluster inklusive der Gene flr eine Ectoin-

Hydroxylase und einer Aspartokinase.

Als bisher einziges Archaeon besitzt das Crenarchaeon Nitrosopumilus
maritimus den kompletten Gencluster fir die Ectoin Synthese inklusive des ectD Gens
fur eine Hydroxylase. Das Genom wurde 2006 sequenziert und 2010 veroffentlicht
(Walker et al., 2010). N. maritimus kann N, oxidieren und gehdrt zur der marinen
Gruppe | der Archaea, die in der Mehrzahl in den Ozeanen vorkommen (Walker et al.,
2010). Da N. maritimus hauptsachlich im Meer zu finden und bisher das einzige
Archaeon im Besitz der Ectoin Biosynthese Enzyme ist, kdnnte man vermuten, dass
das Ectoin-Gencluster Uber horizontalen Gentransfer von im Meer lebenden Bakterien
Ubernommen wurde, die Uber das ect Gencluster verfigen, wie z.B. Nitrosococcus

oceani.

Ein weiteres Beispiel flir horizontalen Gentransfer konnte das Bakterium
Planctomyces maris DSM 8797 sein. Die EctD Sequenz clustert mit den EctD
Sequenzen der y-Proteobacteria und taucht dort isoliert auf (Abbildung 26). Zwei
weitere Vertreter der Planctomyceten sind Planctomyces brasiliensis DSM 5305 und
Blastopirellula marina DSM 3645. Die EctD Sequenzen dieser beiden Bakterien
clustern zusammen mit marinen Vertretern der y-Proteobacteria, was die Hypothese
unterstitzt, das unter den marinen Bakterien das ect-Cluster durch horizontalen

Gentransfer verbreitet wird.
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5.3 Synthese und Klonierung weiterer Hydroxylasen aus
extremophilen Mikroorganismen

Da in der Kiristallstruktur von EctD aus V. salexigens das Co-Substrat 2-
Oxoglutarat sowie das Substrat Ectoin fehlen, sollten weitere Ectoin-Hydroxylasen
charakterisiert werden, um eventuell die vollstdndige EctD Kristallstruktur mit Substrat

zu erhalten. Die Entscheidung fiel dabei auf Organismen aus extremen Habitaten.

Die Organismen aus unterschiedlichen, extremen Habitaten wurden
ausgewahlt, damit zum einen Unterschiede in den biochemischen Eigenschaften der
EctD Enzyme aus diesen angepassten Organismen identifiziert werden konnten, und
um die Chancen bei einer erneuten Kristallisation zu erhdhen, eine Struktur mit
Substrat oder Produkt zu erhalten. Es ist bekannt, dass sich Proteine derselben Klasse
aus verschiedenen Organismen bei einer Kristallisation vollig unterschiedlich verhalten
kénnen und damit steigt die Wahrscheinlichkeit gute Kristalle  flr
Rontgenstrukturanalysen zu erhalten (Dr. Sander Smits pers. Mitteilung). In

Abbildung 27 sind die ausgewahlten Bakterien in einer Ubersicht zusammengefasst.

Ectlb) EctD EctD
Halomonas elongata Sphingopyxis alaskensis Geobacillus sp. Y412MC10
EctD EctD EctD
&eudomonas stutzeri Alkalilimnicola ehrlichi Acidiphilium cryptum
i ! -.:i : sauer '
EctD

Nitrosopumilus maritimus

Abbildung 27: Auswahl der Mikroorganismen mit einer Ectoin-Hydroxylase aus
extremen Habitaten. Um mdglichst alle extremen Lebensrdume von Bakterien abzudecken,
wurden neben halophilen Bakterien, Mikroorganismen mit verschiedenen Temperatur-Optima und
pH-Optima ausgewahilt.

Als zusatzliches halophiles Bakterium zu V. salexigens wurde Halomonas elongata
ausgewahlt. Zwei Vertreter, die in Habitaten mit extremen pH-Werten vorkommen, sind
Acidiphilium cryptum JF-5 (pH-Wert von 2) und Alkalilimnicola ehrlichii (pH-Wert von
10). Sphingopyxis alaskensis kann bei extrem niedrigen (bis 4° C) und Geobacillus sp.
Y412MC10 bei extrem hohen Temperaturen (bis 93° C) leben. Die Hydroxylase aus
Pseudomonas stutzeri A1501 wurde ausgewahlt, weil das ect-Gencluster eine
Besonderheit beziglich eines Gens fiir eine Aspartokinase aufweist, die im Weiteren

noch biochemisch analysiert wurde. Als bisher einziges Archaeon mit der Mdglichkeit
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zur Ectoin und Hydroxyectoin Synthese wurde das Crenarchaeon Nitrosopumilus
maritimus ausgewahlt. Die Parameter der ausgewahlten EctD Proteinsequenzen sind

in Tabelle 15 zusammengefasst

Tabelle 15: Paramter der ausgewahlten EctD Sequenzen

EctD Wirtsorganismus Lédnge Molekulargewicht pl Ladung
[AS] [kDa] bei pH
7,0
Virgibacillus salexigens 300 34,4 5,8 -5,5
Sphingopyxis alaskensis RB2256 306 341 54 -10,2
Halomonas elongata DSM 2581 332 37,3 57 -8,9
Pseudomonas stutzeri A1501 271 30,4 53 -10,3
Geobacillus sp. Y4A12MC10 302 34,8 5,6 -10,9
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 302 34,2 5,6 -7.4
Acidiphilium cryptum JF-5 306 341 5,8 -6,3
Nitrosopumilus maritimus 304 34,6 5,8 -5,5

Alle Hydroxylasen aus den verschiedenen Organismen wurden analog zu der
Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens entweder in den Vektor pASK-IBA3 oder
pASG-IBA3 kloniert (4.3.10). Diese Vektorsysteme wurde deswegen gewahlt, da man
zuvor mit der hetereologen Produktion und Reinigung der EctD Hydroxylase aus V.
salexigens in E. coli gute Produktions- und Reinigungsergebnisse erzielen konnte und
zusatzlich durch den C-terminal fusionierten Strep-tag eine bessere Vergleichbarkeit
der Proteine untereinander erhalt. Als E. coli Stamm wurde in allen Produktionen der
Stamm DH5a gewahlt, da man in diesem E. coli Stamm ein stabiles Protein und eine

gute Proteinausbeute fur EctD aus V. salexigens erzielen konnte.

Fur die Klonierung der flr das EctD Enzym codierenden Gene wurden aus den
Organismen Pseudomonas stutzeri A1501, Sphingopyxis alaskensis und Halomonas
elongata die chromosomale DNA isoliert und anschliellend Uber die Primer, wie in
4.3.1 angegeben, amplifiziert. Danach erfolge die Insertion der amplifizierten

Fragmente mittels des Restriktionsenzyms Bsal in den Zielvektor pASK-IBA3 (4.3.10).

Fir die Klonierung der ectD Gene aus den Bakterien Geobacillus sp.
Y412MC10, Acidiphilium cryptum und Alkalilimnicola ehrlichii sowie dem Archaeon
Nitrosopumilus maritimus konnten die ectD Gene nicht Uber die chromosomale DNA
erhalten werden. Die Grinde waren daflr einerseits, dass die Organismen entweder
nicht Uber Stammsammlungen erhaltlich waren (G. sp. Y412MC10) oder schwer

kultivierbar sind (N. maritimus). Diese Gene wurden daher Uber die Firma Genscript
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(Piscataway, USA) fur die Zielvektoren pASG-IBA3 synthetisiert. Der Vorteil der
Synthese dieser Gene war zudem, dass die DNA Sequenzen flr den Expressionswirt
E. coli optimiert werden konnten. Dafur wurden die Codons fur E. coli als
Expressionswirt angepasst. Zudem wurden durch die Firma Genscript (USA), mittels
eines patentierten Verfahrens, stérende Sekundarstrukturen entfernt und der GC
Gehalt und weitere Parameter angepasst und verbessert. Durch die Synthese war es
maoglich, direkt die bendtigten Schnittstellen fiir die Klonierung in das Stargate System
von [BA (Goéttingen) einzubringen. Dazu wurden die Sequenzen fir das
Restriktionsenzym Lgul in sense und antisense an die entsprechende Stelle der DNA
Sequenz eingeflgt. AnschlieBend wurde das synthetisierte Fragment in den

gewulnschten Zielvektor inseriert (4.3.10).

5.4 Heterologe Produktion und Reinigung weiterer EctD-Proteine

Alle Ectoin-Hydroxylasen der verschiedenen Organismen wurden heterolog in
E. coli Uberproduziert und anschlieBend Uber eine Strep-tag Affinitats-
Chromatographiesaule gereinigt. In Abbildung 28 ist ein 15% SDS Gel gezeigt, in dem
alle gereinigten Ectoin- Hydroxylasen aufgetrennt wurden. Die EctD Enzyme aus den
verschieden Organismen haben eine unterschiedliche Grofie und ein unterschiedliches
Molekulargewicht (Tabelle 15).
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Abbildung 28: Reinigung aller produzierten Ectoin-Hydroxylasen aus den
verschiedenen Organismen. Die Abbildung zeigt ein 15% SDS-Gel nach der FPLC-
Reinigung aller klonierten EctD Enzyme mittels Strep-tag®ll. Aufgetragen wurde jeweils 4 ug
jedes gereinigten Proteins und die EctD Proteine wurden anschlieRend bei 25 mA ca. 180 min
aufgetrennt. In Spur 1 wurde 7ul des GréRenmarkers PageRuler™ Prestained Protein Ladder
von Fermentas aufgetragen
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Wie aus Abbildung 28 zu erkennen ist, konnten alle EctD Proteine in guter
Reinheit per Strep-tag Reinigung gewonnen werden und fur weitere Aktivitatstests

verwendet werden.

5.5 Aktivitatsessay der gereinigten Hydroxylasen

Um zu uUberprifen, ob das jeweils gereinigte EctD Enzym in seiner Funktion
aktiv ist, wurde flir jede Hydroxylase ein Aktivitatsessay, wie in 4.4.7 beschrieben,
durchgefiihrt. Dabei wurde in einem initialen Aktivitatsessay die Umsetzung von Ectoin
zu Hydroxyectoin getestet. Um zu gewahrleisten, dass genlgend aktives Protein
vorhanden ist, wurde eine Proteinmenge von 4 ug bis 16 ug eingesetzt und der
Aktivitats-Essay mindestens 30 min unter starkem Schitteln bei mindestens 750 rpm
auf einem Thermocycler durchgefiihrt. Das starke Schitteln des Ansatzes ist
notwendig, um eine ausreichende O,-Versorgung wahrend der enzymatischen
Reaktion zu gewahrleisten, da die EctD Proteine sauerstoffabhangig sind (Abbildung
11). Bei allen gereinigten EctD Enzymen aus den Bakterien S. alaskensis, G. sp.
Y412MC10, P. stutzeri A1501, A. ehrlichi, A. cryptum und H. elongata konnte bereits
bei einer Konzentration von jeweils 4 ug Protein innerhalb von 30 min fast die komplett
eingesetzte Menge von 6 mM Ectoin zu Hydroxyectoin umgesetzt werden. Auch bei
der Ectoin-Hydroxylase aus dem Archaeon N. maritimus reichten 4 ug des Enzyms um
6 mM Ectoin nahezu vollstdndig zu Hydroxyectoin umzusetzen. Um zu klaren, in
welchen Paramtern sich die Hydroxylasen unterscheiden und ob die Proteine in dem
jeweiligen Mikroorganismus den Umgebungsbedingungen in Bezug auf die
Temperatur, den pH-Wert und den umgebenen osmotischen Druck angepasst sind,
wurden initiale Tests mit jeder Hydroxylase bei diesen verschiedenen Bedingungen
durchgefihrt. Um zu ermitteln, welche exakten chemischen Eigenschaften jede
einzelne Hydroxylase besitzt, wurden, nach der Optimierung der Essaybedingungen,

von jedem Enzym die kinetischen Parameter genauer untersucht.

5.5.1 Temperaturoptimum der gereinigten Ectoin-Hydroxylasen

Die einzelnen Ectoin-Hydroxylasen wurden hinsichtlich ihrer
Temperatureigenschaften genauer untersucht. Diese waren zum Teil unterschiedlich,
jedoch konnte bei fast allen Hydroxylasen eine ideale Temperatur fur die
Hydroxylierung von Ectoin im Bereich von 30°C - 40°C ermittelt werden (Tabelle 16). In
den Analysen der EctD Enzyme wird nur die Hydroxylase aus H. elongata jeweils
exemplarisch beschrieben. Diese Hydroxylase stammt aus dem Bakterium, das
biotechnologisch genutzt wird, um Ectoin zu erhalten. Daher ist auch das
biotechnologische Interesse an der Ectoin-Hydroxylase aus H. elongata sehr hoch, um

die gewonnen Erkenntnisse eventuell in Biotransformationsprozessen zu nutzen.
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Abbildung 29: Temperaturoptimum der Ectoin-Hydroxylase aus H. elongata.
Das Temperaturoptimum der Ectoin-Hydroxylase aus Halomonas elongata wurde getestet
zwischen 5°C und 50°C und liegt bei 32°C.

In Abbildung 29 ist das Temperaturoptimum der Ectoin-Hydroxylase aus H.
elongata exemplarisch aufgezeigt. Das Temperaturoptimum wurde durch den
Aktivitatstest, wie in 3.4.6 beschrieben, bestimmt. Dazu wurden mindestens 16 ug
jeder Hydroxylase mit 6 mM Ectoin flr 10 min bei der jeweiligen Temperatur inkubiert.
Jeder Essay wurde von einer Temperatur von 5°C bis mindestens 60°C in einem
temperierbaren Wasserbad unter standigem Schitteln fir eine ausreichende
Sauerstoffzufuhr durchgefuhrt. Wurde tber 60°C noch Aktivitdt gemessen, wurde in
5°C Schritten entsprechend weiter gemessen. Die Temperaturoptima und der
Temperaturbereich, in dem Aktivitdt gemessen werden konnte, sind in Tabelle 16
zusammengefasst. Zum Vergleich wurden die bereits bestimmten Temperaturoptima
der Ectoin-Hydroxylasen aus V. salexigens sowie aus S. coelicolor A3(2) mit

angegeben.

Wie aus den Ergebnissen der Temperaturoptima fir die Hydroxylasen
erkennbar ist (Tabelle 16), gibt es keine deutlichen Unterschiede. Als einzige
Besonderheit sind die EctD Enzyme aus S. alaskensis, A. cryptum und Geobacillus sp.
Y412MC10 hervorzuheben. Die Enzyme aus diesen Bakterien konnten deutlich héhere

Temperaturen (75°C) tolerieren als die Ubrigen Hydroxylasen.
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5.5.2 pH-Optimum der gereinigten Ectoin-Hydroxylasen

Um zu Uberprifen, ob die gereinigten Hydroxylasen unterschiedliche pH
Optima besitzen, wurde jede Hydroxlyase mit unterschiedlichen Puffern in einem pH
Bereich von 5,5 — 9,6 getestet. Dazu wurde jeweils die gleiche Menge Protein und

immer dieselben Essaybedingungen eingehalten.

spez. Aktivitat [U/mg]

pH (Puffer)

Abbildung 30: pH-Optimum der Ectoin-Hydroxylase aus H. elongata. Das pH-
Optimum der Ectoin-Hydroxylase aus Halomonas elongata wurde getestet zwischen pH 5,5
und pH 9,6.

Das pH-Optimum fur die Ectoin-Hydroxylase aus H. elongata ist in
Abbildung 30 als Beispiel dargestellt. Die Ectoin-Hydroxylase setzte mit dem TES-
Puffer bei einem pH-Wert von 8,0 am meisten Ectoin zu Hydroxyectoin um. In Tabelle
16 sind die Ergebnisse der pH-Optima aller getesteten Ectoin-Hydroxylasen

zusammengefasst.

Hierbei ist, ahnlich wie bei den gemessen Temperaturoptima, kein signifikanter
Unterschied zwischen den Hydroxylasen gemessen worden. Alle Hydroxylasen
bevorzugen einen pH-Wert zwischen pH 7,5 und pH 8,0. Als Puffersystem mit den
besten Umsatzraten wurde der TES-Puffer fir alle Hydroxylasen ermittelt. Die
Ergebnisse des pH Bereichs, in denen noch Enzymaktivitdt messbar war, lieferten
ebenfalls keine drastischen Unterschiede. Lediglich die EctD Proteine aus H. elongata
und A. ehrlichii tolerierten keine pH-Werte unter pH 6,5. Im Falle des EctD Enzyms aus
A. ehrlichii kdnnte dieses Ergebnis ein erstes Indiz auf die Anpassung des Bakteriums
an das alkalische Habitat sein. Alle getesteten Hydroxylasen setzten bei pH-Werten
Uber pH 9,6 kein Ectoin mehr um. Die Annahme, dass A. ehrlichii weitaus hdhere und

A. cryptum pH-Werte niedrige tolerieren kdnnten, bestatigte sich nicht.
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5.5.3 Einfluss unterschiedlicher Salze auf die Enzymaktivitat der
Hydroxylasen

Um zu Uberprifen, ob und welchen Einfluss verschiedene Salze auf die
Aktivitdt der Hydroxylasen haben, wurden Hydroxylierungsreaktionen in Gegenwart

verschiedener Salze und bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen durchgefihrt.

In Abbildung 31 ist die Umsetzung von Ectoin zu Hydroxyectoin mit der Ectoin-
Hydroxylase aus H. elongata bei unterschiedlichen KCI Konzentrationen exemplarisch
gezeigt. Fur diesen Versuch wurde jeder Essayansatz zunachst gleich angesetzt (10
mM TES pH 8.0, 6 mM Ectoin, 10 mM 2-Oxoglutarat, 1 mM FeSO, bei 32°C und 750
rpm im Thermomixer) und die KCI Konzentration variiert. Es konnte eine Verbesserung
der Enzymaktivitdt bei Zugabe von KCI bis zu einer Konzentration von 150 mM
gemessen werden. Darlber hinaus fiel die Aktivitdt wieder ab und wurde bei einer
Konzentration von 1 M KCI véllig inhibiert. Auffallig hierbei war jedoch, dass bis zu
einer Konzentration von 750 mM KCI annahernd so viel Ectoin hydroxyliert werden

konnte wie in den Enzymessays ohne KCI.
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Abbildung 31: Abhédngigkeit der Enzymaktivitit von EctD aus H. elongata unter
verschiedenen KCI-Konzentrationen. Um zu uberpriifen, ob KCI einen Einfluss auf die
Enzymaktivitat von EctD hat, wurde die Hydroxylierungsreaktion in Gegenwart von KCI in den
Konzentrationen von 0 — 1000 mM durchgefiihrt. Bei der Hydroxylase aus H. elongata wurde
bei einer Konzentration von 150 mM KCI die héchste Aktivitat gemessen.

Die Bestimmung der Salzabhangigkeit von EctD Proteinen wurde auf die
Ectoin-Hydroxylasen fokussiert, die aus halophilen Organismen stammen. Bei diesen
konnte in friheren Studien gezeigt werden, dass die Enzyme fur die Synthese von
Ectoin (EctABC) erst bei hohen Salzkonzentrationen aktiviert werden (Ono et al.,

1999). Zum Vergleich wurde die EctD Hydroxlyase aus V. salexigens, Geobacillus sp.
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Y412MC10, S. alaskensis, A. ehrlichii und A. cryptum JF-5 getestet. Bei den EctDs aus
V. salexigens, Geobacillus sp. Y412MC10 und S. alaskensis konnte erst ab hohen
Konzentrationen von 750 mM KCI die Aktivitat inhibiert werden, wobei bis 750 mM KCI

nahezu gleiche Umsatzraten in allen Enzymen gemessen wurden.

In den Abbildungen 32, 33 und 34 sind die Abhangigkeiten der Enzymaktivitat
von EctD aus H. elongata bei verschiedenen Salzen wie Natriumchlorid, Kalium-
Glutamat und Ammoniumchlorid gezeigt. EctD aus H. elongata wurde flr diese
weiteren Messungen herangezogen, da bereits alle Enzyme des ect-Clusters aus H.
elongata hinsichtlich ihrer Eigenschaften in Anwesenheit von verschiedenen Salzen
analysiert wurden (Ono et al., 1999). In allen Essays konnte eine verbesserte
Hydroxylierungsreaktion durch die Zugabe des jeweiligen Salzes verzeichnet werden.
Die Salz-Konzentrationen waren bei allen eingesetzten Salzen vergleichbar. So konnte
eine maximale Enzymaktivitdt in Gegenwart von Kaliumchlorid bei 150 mM, in
Gegenwart von Natriumchlorid bei 75 mM, in Gegenwart von Kalium-Glutamat bei 100
mM und in Gegenwart von Ammoniumchlorid bei 100 mM beobachtet werden. In
Tabelle 16 sind die Ergebnisse der anderen Hydroxylasen zur Enzymaktivitat unter
verschiedenen KCI Konzentrationen zusammengefasst. Ob sich die anderen
Hydroxylasen hinsichtlich ihrer Eigenschaft und Salztoleranz unterscheiden, muss in

weiteren Analysen ermittelt werden.
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Abbildung 32: Abhadngigkeit der Enzymaktivitdt von EctD aus H. elongata unter
verschiedenen NaCl-Konzentrationen. Um zu lberprifen, ob NaCl einen Einfluss auf
die Enzymaktivitat von EctD hat, wurde die Hydroxylierungsreaktion in Gegenwart von NaCl in
den Konzentrationen von 0 — 500 mM durchgefiihrt. Bei der Hydroxylase aus H. elongata
wurde bei einer Konzentration von 75 mM NaCl die héchste Aktivitat gemessen.
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Abbildung 33: Abhédngigkeit der Enzymaktivitat von EctD aus H. elongata unter
verschiedenen K-Glutamat-Konzentrationen. Um zu Uberpriifen, ob Kalium-Glutamat
einen Einfluss auf die Enzymaktivitdt von EctD hat, wurde die Hydroxylierungsreaktion in
Gegenwart von Kalium-Glutamat in den Konzentrationen von 0 — 500 mM durchgefiihrt. Bei
der Hydroxylase aus H. elongata wurde bei einer Konzentration von 100 mM Kalium-Glutamat
die héchste Aktivitdt gemessen.
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Abbildung 34: Abhédngigkeit der Enzymaktivitat von EctD aus H. elongata unter
verschiedenen Ammoniumchlorid-Konzentrationen. Um zu (berprifen, ob
Ammoniumchlorid einen Einfluss auf die Enzymaktivitit von EctD hat, wurde die
Hydroxylierungsreaktion in Gegenwart von NH,Cl in den Konzentrationen von 0 — 500 mM
durchgefiihrt. Bei der Hydroxylase aus H. elongata wurde bei einer Konzentration von 100 mM
NH,4CI die héchste Aktivitat gemessen.
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5.5.4 Einfluss von Katalase auf die Stabilitat der Ectoin-Hydroxylasen

Bei der Hydroxylierungsreaktion von Ectoin zu Hydroxyectoin entsteht ein
Sauerstoffradikal, welches zur Bildung von Wasserstoffperoxid (H,O,) flihren kann.
Somit besteht die Gefahr, dass es im Verlauf der Hydroxylierungsreaktion zu einer
Anreicherung von Sauerstoffradikalen kommen kann, was dazu fihren kénnte, dass
das EctD Protein inaktiviert oder denaturiert wird. Um das EctD Protein vor diesem
denaturierenden Effekt zu schitzen, kann dem in vitro Essay das Protein Katalase
zugefigt werden. Katalase kann Wasserstoffperoxid zu H,O und O, spalten und so
schadigende Sauerstoffradikale eliminieren. EctD aus V. salexigens konnte nach
Zugabe von ca. 1300 U Katalase fliinfmal mehr Ectoin zu Hydroxyectoin umsetzen
(Bursy et al., 2008). Im Vergleich dazu wurde mit EctD aus H. elongata untersucht, ob
und welche Konzentration von Katalase zu einer verbesserten Enzymaktivitat fuhrt
(Abbildung 35). Da nach diesen Essays und den anschlieBenden Messungen per
HPLC immer wieder groRe Probleme wahrend der HPLC-Analytik durch Verstopfung
des Systems auftraten, konnten diese Messungen nicht fir alle EctD Proteine
durchgefuhrt werden. Alle biochemischen Parameter wurden daher ohne Zugabe von

Katalase bestimmt.
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Abbildung 35: Abhédngigkeit der Enzymaktivitat von EctD aus H. elongata bei
verschiedenen Katalase Konzentrationen. Um zu (berpriifen, ob Katalase einen
Einfluss auf die Enzymaktivitédt von EctD hat, wurden steigende Konzentrationen von Katalase
in die Hydroxylierungsreaktion gegeben. Bei der Hydroxylase aus H. elongata wurde in
Gegenwart von 1040 U Katalase doppelt so viel Ectoin zu Hydroxyectoin hydroxyliert wie unter
Normalbedingungen ohne Katalasezugabe.
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5.5.5 Einfluss von Chelatoren auf die Enzymaktivitat von EctD

EDTA ist ein Eisenchelator, der das Eisen in der Hydroxylase komplexiert, das
Eisen aus dem Protein 16st und dadurch die Enzymreaktion inhibiert. Daher wurde der
Einfluss steigender EDTA-Konzentrationen auf die Enzymaktivitat von EctD untersucht
(Abbildung 36). Dabei konnte festgestellt werden, dass bereits 2 mM EDTA ausreicht,
um die Hydroxylierungsreaktion fur Ectoin vollstandig zu inhibieren. Dieser Wert konnte

bei allen Hydroxylasen vergleichbar bestimmt werden.
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Abbildung 36: Abhidngigkeit der Enzymaktivitat von EctD aus H. elongata bei
verschiedenen EDTA Konzentrationen. Um zu (iberpriifen, ob EDTA EctD inhibieren
kann, wurden steigende Konzentrationen von EDTA in die Hydroxylierungsreaktion gegeben.
Die Hydroxylase aus H. elongata wurde bei 2 mM EDTA vollstandig inhibiert.
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Dieses Ergebnis bestatigt zusatzlich, dass das Eisen in den EctD Enzymen
absolut essentiell ist. Durch das Herauslosen des Eisens durch EDTA kann die

Hydroxylierungsreaktion nicht mehr stattfinden und EctD ist inaktiv.
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Tabelle 16: Ubersicht der gemessenen Parameter der Ectoin-Hydroxylasen

EctD Wirtsorganismus Temperaturoptimum Temperatur pH-Optimum pH-Bereich KCI- KCI- KCI-
[°C] bereich [°C] Optimum Aktivitits Inhibition

[mM] bereich [mM] [mM]

Streptomyces coelicolor 32 10 - 60 7,5 n.b.* n.b.* n.b.* n.b.*
Virgibacillus salexigens 32 10 - 60 7,5 5-10 - 0-750 ab 750
Halomonas elongata 32 5-48 8,0 6,5-9,6 150 0-750 ab 750
Sphingopyxis alaskensis 40 5-75 8,0 55-9,6 - 0-1000 ab 750
Geobacillus sp. Y412MC10 40 5-75 7,5 55-9,6 - 0-750 ab 750

Pseudomonas stutzeri 35 10 -50 7,5 55-9,6 n.b.* n.b.* n.b.*
Alkalilimnicola ehrlichii 35 5-45 7,5 6,5-9,6 150 0-1000 ab 500
Acidiphilium cryptum JF-5 32 5-75 8,0 55-9,6 100 0-1000 ab 500

Nitrosopumilus maritimus 35 5-50 75 55-9,6 n.b.* n.b.* n.b.*

*n.b. = dieser Wert wurde nicht bestimmt; - = kein Optimum messbar; die Hydroxylaseaktivitat wurde durch Zugabe von KCI nicht gesteigert
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5.6 Biochemische Parameter der Ectoin-Hydroxylasen

Zu jeder Ectoin-Hydroxylase aus den unterschiedlichen Mikroorganismen
wurden, nach der Ermittlung der idealen Messbedingungen, die kinetischen Parameter
(Km, Vmax,» Kecat) fUr die Umsetzung des Substrats Ectoin und des Co-Substrats 2-

Oxoglutarat bestimmt.

5.6.1 Enzymkinetik der gereinigten Ectoin-Hydroxylasen

Um die enzymatische Aktivitat der Hydroxylasen zu bestimmen, wurden von
jeder Hydroxylase der K- und der vy -Wert fir die Umsetzung des Substrats Ectoin
ermittelt. Zudem wurde die Wechselzahl k., errechnet. Fir die Bestimmung des K-
Wertes flir Ectoin wurden steigende Ectoin-Konzentrationen von 0 mM bis 35 mM
verwendet. Jeder Testansatz wurde auf die zuvor ermittelten idealen Testbedingungen

hinsichtlich Temperatur, pH-Wert und Salzgehalt angepasst

Exemplarisch ist die Bestimmung der biochemischen Parameter an der
Hydroxylase aus H. elongata in Abbildung 37 gezeigt. Der Reaktionsansatz enthielt 10
mM 2-Oxoglutarat, 1 mM FeSO,4, 150 mM KCI und 10 mM TES-Puffer (pH 8,0). Das
Gesamtvolumen jedes Testansatzes betrug 30 pl. Die Reaktion wurde nach dessen
Ablauf mit 30 ul Acetonitril gestoppt. Die Dauer der Inkubation betrug, in Abhangigkeit
zur eingesetzten Proteinmenge, 5 min, um einen guten Umsatz von Ectoin zu

Hydroxyectoin zu gewahrleisten und um im linearen Bereich der Messung zu bleiben.

Der K, flr das Substrat Ectoin betragt 5,7 + 0,6 mM, der v 2,5 £ 0,2 U/mg.

Die errechnete Wechselzahl kg liegt bei 1 s

Die Auftragung der Messungen erfolgte zum einen nach Michealis-Menten
(Abbildung 37 links) und zum anderen im reziproken Plot nach Lineweaver-Burk
(Abbildung 37 rechts). Alle Messungen wurden unabhangig jeweils 3-mal durchgefuhrt

und mittels des Programms GraphPad Prism 6 geplottet.
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Abbildung 37: Bestimmung von K, und v, fiir Ectoin von EctD H. elongata.
Um den K, und vn fir die Hydroxylase aus H. elongata zu bestimmen wurden steigende
Konzentrationen von Ectoin in Bezug auf die Umsatzgeschwindigkeit geplottet. Links ist die
Auftragung nach Michealis-Menten und rechts nach Lineweaver-Burk abgebildet. Der K,
fur das Substrat Ectoin betragt 5,7 + 0,6 mM, der Vmax 2,5 £ 0,2 U/mg. Die errechnete
Wechselzal k. liegt bei 1 s,
In Tabelle 17 sind die Werte fur Ki, Keat Und Ve aller gemessenen Ectoin-
Hydroxylasen fir das Substrat Ectoin zusammengefasst. In die Tabelle wurden zum
Vergleich auch die Werte der gereinigten Hydroxylasen aus S. coelicolor A3(2) und V.

salexigens eingefiigt.

Tabelle 17: Bestimmung von K, , Kcat und Vimax der Hydroxylasen fiir Extoin

EctD Wirtsorganismus K, [mM] Vmax [U/mg] Keat [™']
Streptomyces coelicolor A3(2) 2,6+0,2" 20 + 1" -
Virgibacillus salexigens 3,5" 13,8" -
Halomonas elongata DSM 2581 5,7+0,6 25+0,2 1
Sphingopyxis alaskensis RB2256 9,8+0,5 1,0+0,2 1,7
Geobacillus sp. Y412MC10 -* - -*
Pseudomonas stutzeri A1501 -* =¥ -
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 9,0+0,3 1,0+ 0,1 0,7
Acidiphilium cryptum JF-5 10+0,6 28+0,3 2,3
Nitrosopumilus maritimus -* - -*

* = dieser Wert wurde nicht bestimmt; # = ermittelt von (Bursy et al., 2008) ; m ermittelt von (Bursy et
al., 2007)

Bislang konnten die genauen kinetischen Parameter flr die EctD Hydroxylasen
aus Geobacillus sp. Y412MC10, P. stutzeri A1501 und N. maritimus noch nicht
abschlieRend ermittelt werden. Erste Messreihen deuten darauf hin, dass sich die
biochemischen Parameter im selben Bereich wie die tbrigen EctD Enzyme befinden

und keine deutlichen Unterschiede erkennbar sind.
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5.6.2 Kn Wert fur das Co-Substrat 2-Oxoglutarat der gereinigten
Ectoin-Hydroxylasen

Um die Bindung des Co-Substrats 2-Oxoglutarat in den gereinigten
Hydroxylasen zu bestimmen, wurde der K.,-Wert fir 2-Oxoglutarat gemessen. In
Abbildung 38 ist die Bestimmung des K.,-Werts fiir 2-Oxoglutarat fir EctD aus H.
elongata exemplarisch gezeigt. Der K, flr 2-Oxoglutarat fir EctD aus H. elongata

betragt 5,7 + 0,6 mM. Fir alle weiteren Hydroxylasen wurde analog vorgegangen.
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Abbildung 38: Bestimmung von K, firr das Co-Substrat 2-Oxoglutarat von EctD
aus H. elongata. Um den K.,-Wert fiir die Hydroxylase aus H. elongata flr das Co-Substrat
zu bestimmen, wurden steigende Konzentrationen von 2-Oxoglutarat in Bezug auf die
Umsatzgeschwindigkeit geplottet. Links ist die Auftragung nach Michealis-Menten und rechts
nach Lineweaver-Burk abgebildet. Der K, fiir 2-Oxoglutarat fiir EctD aus H. elongata betragt
5,7 £ 0,6 mM.

In Tabelle 18 sind die K,-Werte flr 2-Oxoglutarat von den weiteren Ectoin-
Hydroxylasen angegeben. Zum Vergleich wurden die bereits gemessenen K,,-Werte

der Ectoin-Hydroxylasen aus S. coelicolor und V. salexigens angegeben.

Tabelle 18: Bestimmung des K, fiir 2-Oxoglutarat der Hydroxylasen

EctD Wirtsorganismus K, [mM] fiir 2-Oxoglutarat
Streptomyces coelicolor A3(2) 6,2 +0,2"
Virgibacillus salexigens 52+0,2"
Halomonas elongata DSM 2581 48+04
Sphingopyxis alaskensis RB2256 2,7+0,3

Geobacillus sp. Y412MC10 -*

Pseudomonas stutzeri A1501 -*

Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 5,0+0,3
Acidiphilium cryptum JF-5 -

Nitrosopumilus maritim s -*

* = dieser Wert wurde nicht bestimmt; # = ermittelt von (Bursy et al., 2008); m = ermittelt von (Bursy et

al., 2007)
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Insgesamt kann man aus den Ergebnissen der biochemischen Parametern der
untersuchten Hydroxylasen ableiten, dass die K,-Werte, die spezifischen Aktivitaten
(U/mg) und die max. Umsatzgeschwindigkeiten (vmax) vergleichbar sind (Tabellen 17
und 18).

Bei den K,-Werten flir Ectoin und 2-Oxolgutarat gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Hydroxylasen. Beim Vergleich der
maximalen Umsatzgeschwindigkeit (vmax) fallt auf, dass diese zum Teil bei den
Hydroxylasen aus S. coelicolor und V. salexigens um den Faktor 5 — 10 héher waren
als bei den anderen gemessen Hydroxylasen. Fur das EctD Enzym aus S. coelicolor
kénnte der Grund daflir sein, dass dieses Protein nicht heterolog in E. coli produziert
wurde, sondern nativ aus dem Organismus gereinigt wurde. Bei der Hydroxylase aus
V. salexigens wurde bei den Versuchen immer Katalase im Essay verwendet, was die
Hydroxylierungsaktivitat steigert (Bursy et al., 2007). Dies konnte auch bei der
Hydroxylase aus H. elongata beobachtet werden, da die Enzymaktivitat mit Einsatz von
ca. 1000 U Katalase nahezu verdoppelt werden konnte (Abbildung 35). Wie bereits
erwahnt, traten beim Einsatz von Katalase und den folgenden HPLC Messungen
erhebliche Probleme wahrend der Analyse auf und deshalb wurde keine Katalase fur

alle enzymatischen Test eingesetzt.

Bisher konnte keine Ectoin-Hydroxylase ermittelt werden, die auffallend mehr
Ectoin umsetzen kann als die anderen Hydroxylasen. Auch die Affinitdt des Ectoins
zum Protein ist bei allen Hydroxylasen in etwa gleich. Das reaktive Zentrum der Ectoin-
Hydroxylasen scheint demnach in etwa gleich aufgebaut zu sein, was auch durch die

bioinformatischen Analysen unterstitzt wird.

Fir weitere Kristallisationsansatze konnten die EctD Proteine aus Geobacillus
sp. Y412MC10 und A. cryptum in Betracht kommen. Diese EctD Proteine waren
deutlich temperaturstabiler als die brigen Hydroxylasen. Zusatzlich konnte bei diesen
Hydroxylasen beobachtet werden, dass selbst eine Lagerung von bis zu 14 Tagen im
Kihlschrank bei 4°C zu keinen deutlichen Aktivitatsverlusten fiihrte, im Gegensatz zu
den anderen EctD Proteinen (Daten nicht gezeigt). Daher scheinen diese beiden

Enzyme etwas robuster zu sein.
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5.7 Mutagenese von EctD aus V. salexigens

Auf der Grundlage der Tertiarstruktur der Ectoin-Hydroxylase aus V. salexigens
(Reuter et al., 2010) sollten in einer umfassenden Mutagenesestudie die Einflisse von
Substitutionen wichtiger Aminosauren auf die Funktionalitat bzw. Aktivitat von EctD

untersucht werden.

Wie man aus den Ergebnissen der Kristallstruktur erkennen kann, sind fir die
Eisenbindung im Enzym drei Aminosauren verantwortlich (Abbildung 19). Es handelt
sich um die Aminosauren His-146, Asp-148 und His-248. Daher wurde an diesen
Positionen durch Substitutionen zu Alanin das EctD Protein nacheinander
mutagenisiert und die Auswirkungen untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass keine
der drei Aminosauren zu Alanin ausgetauscht werden darf, da dies sonst zu einem
inaktiven Protein fuhrt. Im Fall der Aminosaure Asp-148 wurde zudem versucht, diese
Aminosaure durch die negativ-geladenen Aminosaure Glutamat zu ersetzen. Auch bei

dieser Substitution wurde das EctD Protein enzymatisch inaktiv.

Da in der Kristallstruktur das Co-Substrat 2-Oxolglutarat fehlt, kann Uber die
Aminosauren, die fur die Bindung und Stabilisierung von 2-Oxoglutarat verantwortlich
sind, keine eindeutige Aussage getroffen werden. Durch den Vergleich strukturell
verwandter Proteine konnten jedoch bestimmte Aminosauren eingegrenzt werden, die
vielleicht diese Aufgabe Ubernehmen kdénnten (Abbildung 18). Als sehr wahrscheinlich
fur die 2-Oxoglutarat Bindung in EctD wurden die Aminosauren Phe-143, Ser-250 und
Arg-259 identifiziert. Diese Annahme wird durch die Tatsache verdichtet, dass diese
drei Aminosauren in allen bisher gefundenen EctD Proteinsequenzen zu 100%
konserviert sind. Die Auswirkungen der Substitutionen an diesen Positionen lieferten
ein eindeutiges Ergebnis. Alle Mutationen zu Alanin fiihrten zu inaktiven Ectoin-
Hydroxylasen. Auch der konservative Austausch der aromatische Aminosaure Phe-143
zu Tyr oder Trp konnte keine Enzymaktivitat wiederherstellen. Die Aminosaure Arg-259
wurde ebenfalls in ahnliche Aminosauren wie Lys, His und GIn substituiert. Auch diese

Substitutionen konnten die Enzymaktivitat von EctD nicht wiederherstellen.

Aufgrund der Daten der Kristallstruktur von EctD wurde ein flexibler Loop
identifiziert, der eventuell an der Hydroxylierungsreaktion beteiligt sein konnte. Dieser
Bereich besteht aus den Aminosauren zwischen Gly-195 bis Leu-211 (Abbildungen 17
und 18). In strukturell verwandten Proteinen wie AsnO aus S. coelicolor und VioC aus
Streptomyces vinaceus konnte dieser Bereich erst durch die Bindung des Substrats in
der Kristallstruktur aufgelost werden (Helmetag et al., 2009; Strieker et al., 2007).

Durch die Ergebnisse des Alignments der EctD Sequenzen fallt weiterhin auf, dass in
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diesem Bereich ebenfalls hoch-konservierte Aminosauren wie Thr-197, Pro-198, Ser-
205 und Leu-206 lokalisiert sind. Die Ergebnisse der Mutagenesestudie zeigten, dass
Leu-206 sehr wichtig innerhalb dieser Loop-Struktur zu sein scheint, da der jeweilige
Austausch zu Alanin und Glycin zu inaktiven EctD Proteinen flhrte. Ebenso flhrte die
Alaninsubstitution der Aminosaure Pro-198 zu einer inaktiven Hydroxylase. Die
Substitutionen an den Positionen Thr-197 und Ser-205 zu Alanin wirkten sich, im
Gegensatz zu den anderen beiden Aminosauren aus der Loop-Struktur, weniger
drastisch auf die Enzymaktivitdt von EctD aus und die mutagenisierten Proteine

blieben aktiv.

Eine  wichtige Information blieb  durch  die Ergebnisse  der
Kristallstrukturanalysen von EctD verwehrt. Es fehlte das zu hydroxylierende Substrat
Ectoin in der Kristallstruktur. Daher koénnen die fir die Bindung des Substrats
verantwortlichen Aminosauren nicht detektiert werden. Ahnlich zu der Situation des Co-
Substrats 2-Oxoglutarat liefern jedoch die Kristallstrukturen aus anderen Proteinen, wie
Ectoin Bindeproteine, wichtige Erkenntnisse Uber eventuell involvierte Aminosduren
(Hanekop et al., 2007; Lecher et al., 2009; Ziegler et al., 2010). Diese Kristallstrukturen
zeigen, dass fur die Stabilisierung der Carboxgruppe des Ectoins die positiv geladene
Aminosaure Arginin und flr die Stabilisierung der N-Gruppe des Ectoins negativ
geladene Aminosauren wie Glutamat und Asparagin benétigt werden. Diese Daten
verdichteten die Auswahl bestimmter Aminosauren, die fir eine Mutagenesestudie in
Frage kommen und dafur verantwortlich sein kdnnten das Ectoin in EctD gebunden
wird. Mithilfe eines Alignments der aktuell verfigbaren EctD Aminosaure Sequenzen
konnten viele solcher Aminosauren als hoch-konservierte Bereiche in EctD detektiert
werden (Abbildungen 24 und 25). Analysiert man das aktive Zentrum von EctD
genauer, so kann man weitere Aminosauren identifizieren, die in das aktive Zentrum
hereinragen und dazu hoch-konserviert sind. In Abbildung 39 sind diese Aminosauren
in der Struktur markiert und eingefarbt worden (cyan). Es handelt sich um Phe-95, GIn-
129, Arg-131, Trp-152, Ser-167, Asn-173, Asn-261 und Phe-263. Nach der Substitution
dieser Aminosauren zu Alanin konnte festgestellt werden, dass die meisten
Substitutionen zu inaktiven EctD Proteinen flihrte. Lediglich die Austausche an den
Positionen Ser-167, Asn-173 und Asn-261 hatten keinen Einfluss auf die
Hydroxylierungsaktivitat. Im Falle der aromatischen Aminosauren Trp-152 und Phe-263
konnte die Hydroxylierungsaktivitdt nach dem Austausch zu anderen aromatischen

Aminosauren von Phe-263 zu Tyr beibehalten werden.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse der Mutagenesestudie in der
Abbildung 40 und in der Tabelle 19 aufgelistet.
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Abbildung 39: Mdégliche Aminoséauren fir die Ectoin Bindung in EctD. Auf der
oberen Seite sind alle hoch-konservierten Aminosduren um das aktive Zentrum in EctD
gezeigt. Die Aminosauren fiur die Eisenbindung (rot) und fir die vermeintliche 2-
Oxolgutaratbindung (griin) sind als Sticks dargestellt. Die Position des 2-Oxoglutarats wurde
in die Nahe des Eisens in die Struktur hereingerechnet. Auf der unteren Seite ist dieser
Bereich vergroflert und mogliche Ectoin bindende Aminosauren sind in zudem in der Struktur
hervorgehoben (cyan).

5.71 Aktivitatsessay fur die EctD-Substitutionsmutanten

Die Aminosauren, die fir die Mutagenesestudie ausgewahlt wurden, sind in
Abbildung 40 zusammengefasst. Zur besseren Ubersicht wurden die postulierten
Funktionen der Aminosauren angegeben und mit einem Farbcode versehen. Um zu
Uberprifen, ob die jeweilige Substitution in EctD aus V. salexigens einen Einfluss auf

die Enzymaktivitat hat, wurde jede EctD Mutante in einem initialen Enzymtest mit dem
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Substrat Ectoin auf ihre Aktivitat hin untersucht. Das Ergebnis dieses Aktivitatstests ist
zusatzlich in der Abbildung gezeigt. Bei denjenigen Mutanten, bei denen keine Aktivitat
unter Standardbedingungen (3.4.6) gemessen werden konnte, wurde die
Enzymaktivitit bei héheren Ectoin-, 2-Oxoglutarat- und Fe?*-Konzentrationen in einem

weiteren in vitro Test gemessen.

Oxoglu Oxoglu
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Abbildung 40: Ubersicht aller Mutanten von EctD aus V. salexigens. Zur Ubersicht,
welche Aminosauren in EctD aus V. salexigens substituiert wurden, sind alle Mutanten
aufgelistet. Uber den jeweiligen Aminosauren ist deren vorausgesagte Funktion angegeben. Im
Falle der Ectoin Bindung in EctD kann bisher noch kein abschlielendes Ergebnis angegeben
werden, da Ectoin und das Co-Substrat 2-Oxoglutarat in der aufgeldsten Kristallstruktur fehlen.
Alle Aminosauren wurden in einem ersten Ansatz zu Alanin substituiert und im Falle von
aromatischen Aminosduren zu konservativen Aminosduren mutagenisiert. Alle grin markierten
Substitutionen zeigten Enzymaktivitat und alle rot markierten keine oder sehr stark verminderte
Enzymaktivitat.

In Tabelle 19 sind alle Mutanten mit ihren jeweiligen Plasmiden
zusammengefasst. Auch hier wurden die Mutanten mit dem bereits in Abbildung 40
verwendeten Farbcode versehen, um zu verdeutlichen, welche Funktion der
ausgetauschten Aminosaure zugeordnet wird. Es wurden solche Aminosauren
substituiert, von denen man vermutet hat, dass sie einen Einfluss auf die Eisenbindung
(rot), auf die Ectoinbindung (blau) und auf die 2-Oxoglutaratbindung (griin) haben
kénnten. Alle Mutanten mit Substitutionen, die sich in der Loop Region von EctD
befinden, sind gelb markiert. War bei einer EctD Mutante aus V. salexigens
Enzymaktivitdt zu verzeichnen, wurden die biochemischen Parameter im Vergleich
zum Wildtyp-EctD gemessen. Aus Tabelle 19 geht hervor, dass die meisten

Mutationen in EctD aus V. salexigens enzymatisch inaktiv waren.
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Tabelle 19: Ubersicht der Aktivitét der EctD Mutanten in V. salexigens

Mutante (Plasmid) Plasmid Enzym K, fur Vimax [U/mg]
(Nr.) aktivitat Ectoin [mM]

Wildtyp pBJ10 ja 3,5 13,8
F143A (pMPO1) 1 - - -
R259A (pMP02) 2 - - -
F143Y (pMP03) 3 - - .
R259K (pMP04) 4 - - .
R259H (pMP05) 5 - - .
R259Q (pMPO06) 6 - - .
F263A (pMP07) 7 - - .
N261A (pMP08) 8 ja 4,5+0,2 17,4 £ 0,1
N133A (pMP09) 9 - - -
R131A (pMP10) 10 - - -
W152A (pMP11) 11 - - .
Q129A (pMP12) 12 - - -
S167A (pMP13) 13 ja 1,9+0,2 16,9 + 0,1

F95A (pMP14) 14 - - -
F143W (pMP15) 15 - - .
N173A (pMP16) 16 ja 22+02 1,2+0,1
H146A (pMP17) 17 - - .
D148E (pMP18) 18 - - -
D148A (pMP19) 19 - - .
H248A (pMP20) 20 - - -
F263Y (pMP21) 21 ja 4,0+0,2 13,7+ 0,1
F263W (pMP22) 22 - - -
W152F (pMP23) 23 - - -
W152Y(pMP24) 24 - - .
T197A (pMP25) 25 - - -
S205A (pMP26) 26 ja 3,8+0,2 1,4+0,1
L206A (pMP27) 27 -

L206G (pMP28) 28 - - -
P198A (pMP29) 29 ja 71402 1,8 +0,1
S250A (pMP30) 30 - - -

- = es wurde keine Enzymaktivitat gemessen
Ectoin Oxoglutarat Eisenbindemutanten Loop
Bindemutanten Bindemutanten Mutanten




Ergebnisse 95

Um alle Aminosaureasubstitutionen in EctD aus V. salexigens besser einordnen
zu kénnen, wurde in Abbildung 41 das Reaktionszentrum mit allen Aminosauren, die in

die Mutagenesestudie einbezogen wurden, dargestellt.

2-Oxoglutarat

&

HIS-146

HIS-248

Abbildung 41: Aminosauresubstitutionen in EctD aus V. salexigens. Ubersicht
aller Aminosauren, die im aktiven Zentrum von EctD aus V. salexigens substituiert wurden.
Die farbliche Markierung der Aminosauren soll deren vermeintliche Funktion im EctD Protein
verdeutlichen (rot: Eisenbindung; grin: 2-Oxoglutarat Stabilisierung; blau: Ectoin
Stabilisierung). Die vermeintliche Position von 2-Oxoglutarat wurde hier in die Struktur
aufgrund theoretischer Berechnungen eingefugt.

Insgesamt kann man aus den Ergebnissen der Mutagenesestudie ableiten,
dass das Reaktionszentrum von EctD sehr empfindlich gegenilber einzelnen
Mutationen ist. Besonders deutlich wurde dies beim Austausch der Aminosauren, die
fur die Eisenbindung zustandig sind. Hier fihrte jeder Austausch zu einem inaktiven
EctD Enzym. Versuche, diese inaktiven Proteine durch die Zugabe von bis zu 100 mal
mehr Eisensulfat in den Assay zu aktivieren, waren nicht erfolgreich (Daten nicht

gezeigt).

Auch die Aminosauren, die fir die vermeintliche Bindung von 2-Oxoglutarat

zustandig sind, fliihren beim Austausch zu Alanin zum Verlust der Enzymaktivitat. Die
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Funktion konnte auch hierbei nicht durch den Einsatz von bis zu 250-mal mehr 2-

Oxolglutarat wiederhergestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Bei den Aminoséauren, die fir die Bindung des Ectoins in Frage kommen, wurde
die Enzymaktivitat beim Austausch der Aminosauren Ser-167 und Asn-173 und Asn-
261 zwar herabgesetzt, aber nicht vollstandig entfernt. Dieses Ergebnis deutet
daraufhin, dass die Substitutionen an diesen Positionen zwar die Ectoin-Bindung stort,
aber nicht dazu fihrt, dass kein Substrat mehr gebunden und hydroxyliert werden

kann.
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5.8 Bestimmung des Eisengehaltes des Wildtyp EctD im Vergleich zu
seinen Mutanten

Die Kristallstruktur von EctD zeigt, dass EctD ein Eisenbindemotiv enthalt
(Abbildung 19). Um zu untersuchen, ob und wie viel Eisen gebunden wird, wurde
mithilfe eines Eisentests die Korrelation zwischen Proteinmenge und Eisen in nmol fir
das Wildtyp EctD Protein ermittelt. FUr die Bestimmung des Eisengehalts von EctD
diente ein Eisennachweistest mittels Phenanthroline (4.4.9). Die theoretische Annahme
sagt einen Gehalt von 1 mol Eisen pro 1 mol Protein voraus. Um den Einfluss der
Aminosauresubstitutionen in EctD auf die Eisenbindung zu Uberprifen, wurden neben
dem Wildtyp EctD Protein die EctD-Mutanten H146A (MP17), D148A (MP19), D148E
(MP18) und H248A (MP20) auf einen Defekt in der Eisenstabilisierung Uberprift, indem
der Eisengehalt bestimmt wurde. Zusatzlich wurden weitere EctD Mutanten gemessen,
um auszuschlielen, dass deren Inaktivitadt mit dem Verlust der Eisenbindung zu
begriinden ist. Dazu wurden die EctD Mutanten S250A (MP30), F143A (MP1), R259A
(MP2), F143Y (MP3), R259K (MP4), R259H (MP5), R259Q (MP6), N261A (MP8),
N133A (MP9) R131A (MP10) und F143W (MP15) auf ihren Eisengehalt hin untersucht.
In Abbildung 42 ist das Ergebnis der Eisenbestimmung des EctD Wildtyp Proteins im

Vergleich zu den EctD Mutanten in % gezeigt.
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Abbildung 42: Bestimmung des Eisengehaltes aller EctD Mutanten. Dargestellt sind
die ermittelten Eisen-Konzentrationen (mol Fe/mol Protein in %), die fur das gereinigte Wildtyp
EctD Protein sowie den EctD Mutanten Proteinen aus V. salexigens (H146A (MP17), D148A
(MP19), D148E (MP18), H248A (MP20), S250A (MP30), F143A (MP1), R259A (MP2), F143Y
(MP3), R259K (MP4), R259H (MP5), R259Q (MP6), N261A (MP8), N133A (MP9) R131A
(MP10) und F143W (MP15) ) ermittelt wurden.
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Die Konzentration von Eisen im EctD Wildtyp entsprach mit ca. 86 % ungefahr
dem theoretischen Wert von 1 mol Eisen pro 1 mol Protein. Ahnliche Werte konnten fiir
die Mutanten S250A (MP30) und F143W (MP15) gemessen werden. Deren Inaktivitat

ist demnach nicht auf einen Defekt in der Eisenbindung zurtckzufuhren.

Bei den EctD Mutanten, bei denen jeweils eine fiir die Eisenbindung relevante
Aminosaure ausgetauscht wurde, konnte kein Eisen mehr ermittelt werden. Der
Austausch zu Alanin jeweils einer fir die Eisenbindung wichtigen Aminosauren His-
146, Asp-148 und His-248 fiihrte dazu, dass kein Eisen in diesen Proteinen detektiert
werden konnte. Der Austausch von Asp-148 zu Glutamat fihrte ebenfalls dazu, dass
das Protein inaktiv wurde und kein Eisen mehr binden konnte. Das Aspartat konnte
daher nicht durch die gleich geladene, aber etwas langere Aminosdure Glutamat
ersetzt werden, ohne die Funktionalitdt des Proteins zu beeinflussen. Auflerdem
zeigten diese Mutanten, dass es nicht ausreicht, wenn zwei der drei Aminosauren der

2-His-Carboxylat-Triade noch vorhanden sind, um Eisen zu binden.

In den Mutanten MP1-MP6, MP8-MP10 konnte man erkennen, dass weniger
Eisen gebunden wurde. Dies ist eventuell auf strukturelle Einflisse wahrend der
Faltung des Proteins oder auf den Verlust von wichtigen Aminosauren in direkter
Nachbarschaft zu den fir die Eisenbindung relevanten Aminosauren zurickzufihren.
Es war zudem nicht méglich, durch eine Erhéhung der Eisenkonzentration im Essay

die Hydroxylierungsfahigkeit dieser Mutanten wieder herzustellen (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass zum einen das Eisen im EctD Protein essentiell
ist und zum anderen, dass das hoch-konservierte Eisenbindemotiv sehr empfindlich
gegeniber Veranderungen ist. Es missen alle drei Aminosaduren des
Eisenbindezentrums vorhanden sein (H146, D148 und H248), da der Verlust einer
Aminosaure des Eisenbindezentrums und die dadurch auftretende Inaktivitat von EctD

nicht durch die jeweils verbliebenen zwei Aminosauren kompensiert werden kénnen.

5.9 Bioinformatische Analyse des Ectoin Synthese-Clusters

Durch bioinformatische Analysen aller verfigbaren Bakterien- und
Archaengenome mit einem fir die Ectoin-Hydroxylase codierenden ectD-Gen konnte
eine Ubersicht aller vorhanden ect-Gencluster in den Mikroorganismen erstellt werden
(Abbildungen 43, 44 und 45).

Um die Ubersicht der ect-Gencluster zu erstellen, wurden die Gene des ect-
Genclusters selbst sowie die direkten benachbarten Gene von allen verfugbaren
sequenzierten Genomen der Bakterien und Archaeen, die ein Ectoin Synthese-Cluster

besitzen, in einer Datenbank gespeichert (4.5.3). Erweitert durch Informationen Uber
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die Anzahl der Basenpaare und der Gen- Orientierung wurden die gesammelten Daten
aus der Datenbank herausgelesen und als farblich markierte Pfeile mit variablen
Langen entsprechend der Gengrolke (Basenpaare) und der entsprechenden
Orientierungen im Genom visualisiert. Dadurch war es mdglich, interessante Gene
innerhalb des ect Genclusters selbst und Gene in direkter Nachbarschaft des ect

Genclusters zu identifizieren.

In vielen Fallen konnte ein Gen fur einen MarR &hnlichen
Transkriptionsregulator vor dem ect Gencluster identifiziert werden. Dieser Regulator
wurde bereits als ein negativer Regulator des ect-Operons beschrieben (Mustakhimov
etal., 2010).

Zudem treten in der Umgebung der ect Cluster haufig Gene aus ABC-
Transportern auf. Nach vereinzelten Analysen konnten Homologien zu bereits
charakterisierten Ectoin ABC-Transportern ausgemacht werden. Dies scheint eine
weitere Optimierung und Anpassung der Mikroorganismen zu sein, da durch solche
Ectoin Transporter bereits synthetisiertes Ectoin und/ oder Hydroxyectoin von anderen

Organismen oder aus der Umwelt aufgenommen werden kann.
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Speziesname

IAchromobacter_piechaudii_ATCC_43553

— —

Clusterumgebung
ectc NN

IAchromobacter_xylosoxidans_A8

[ —

ccrc I

IAchromobacter_xylosoxidans_C54

| Mark > FEGtAD | ects

cctc N

IAcidiphilium_cryptum_JF-5

[marr | Fecta™  ccts

ecec D Y [Twesi

IAcinetobacter_haemolyticus_ ATCC_19194

| Mark - Mecta>  ects

ectc [NENENMMMMD 1Fs-transporter |

|Acinetobacter_sp._ATCC_27244

“—— wcts

ectc IR s

/Alcanivorax_borkumensis_SK2 ectC
/Alcanivorax_sp._DG881 ‘|-- octB ectC
|Alkalilimnicola_ehrlichii_MLHE-1 “- oots e
IAmycolatopsis_mediterranei_U32 ‘|- ects ecctc NI
Bacillus_clausii_KSM-K16 ‘|- octB ectc  [[ABC-transpo >
Bacillus_pseudofirmus_OF4 ‘|- actB ectC

Bordetella_avium_197N

ecrc D

Bordetella_bronchiseptica_RB50

ectc NG | vernease -

Bordetella_parapertussis_12822

ectc NN | vornease

Bordetella_petrii_DSM_12804

ectc NN | ornease

Brachybacterium_faecium_DSM_4810 eete
Brevibacterium_linens_BL2 ‘|- — —
Chromohalobacter_salexigens_DSM3043_13003 “- ects ecte
Chromohalobacter_salexigens_DSM_3043 ‘|- octB ectC
Dietzia_cinnamea_P4 “- ectB ectc

Geobacillus_sp._Y412MC10

“—- wcs

‘|

Hahella_chejuensis_ KCTC_2396 ecrc D

Halomonas_elongata_DSM_2581 ‘|- octs ectC

Herminiimonas_arsenicoxydans “-- ects ccrc IR
WJanthinobacterium_sp._Marseille ‘|-- ectB cctc  IESEIND | ab-transs
Kytococcus_sedentarius_DSM_20547 Y a0 leEA ecs cctc D
Leptospirillum_rubarum ectc DD

Limnobacter_sp._MED105 [Mark | HEGAD ct8 L e Y (sss
Marinobacter_algicola_DG893 Fecta™  ects [

Marinobacter_aquaeolei_VT8

Marinobacter_aquaeolei_VT8_lI

Marinomonas_sp._MWYL1 fecta™  ect ectC T P
Maritimibacter_alkaliphilus_HTCC2654 |mark | Fectal  ccts octc I
Methylobacter_alcaliphilus [Tecta ™  ccts ectC
Mycobacterium_abscessus_ATCC_19977 ‘|- ecth cctc IR |

Mycobacterium_gilvum_PYR-GCK

Mycobacterium_smegmatis_str._MC2_155 NS> ects cctc D
Mycobacterium_sp._JLS lectal»  ccts ectc IS
Mycobacterium_sp._KMS lecta ™ ect ectc DI
Mycobacterium_sp._MCS lecta™  ects ccrc DD
Mycobacterium_sp._Spyr1 ectali>  ccts ectc D
Mycobacterium_vanbaalenii_PYR-1 A | ects ccrc I
Neptuniibacter_caesariensis | MarR octB ectc DI

Abbildung 43: Ubersicht der ect-Gencluster (Teil1). Die ect-Gencluster der
momentan verfiigbaren Bakterien und Archaeagenome mit einem ectD Gen. Die einzelnen
Gene sind unterschiedlich eingefarbt (ectA: dunkelgriin, ectB: orange, ectC: gelb, ectD: rot,
ask: blau). Soweit die Informationen verfiigbar waren, wurde die GréRe der Gene durch die
Pfeillange verdeutlicht und die Gen-Orientierung angegeben.
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Speziesname Clusterumgebung
Nitrobacter_sp._Nb-311A ark | NSEHAD  octs cctc NS [y [hesi
Nitrosococcus_halophilus_Nc4 [GEa  ects IS coc-trans-SP
Nitrosococcus_oceani_AFC27 o TSR cct I s
Nitrosococcus_oceani_ATCC_19707 Weetal>  octs I s
Nitrosococcus_watsoni_C-113 H- ect8 IS roncporter
Nitrosopumilus_maritimus_SCM1 H- ectB ectc  IEEDID
Nocardia_farcinica_IFM_10152 H- ectB ectc DD
Nocardiopsis_dassonvillei_ DSM_43111 SEa»  ects ectC
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cctc IR
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e s
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e ———
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Rhodococcus_opacus_B4._lI WG | octs ecte
Rhodococcus_sp._RHA1 [EEta | ocs ecte
NeEa» | ccts ectC

Roseovarius_nubinhibens_ISM

D

[Saccharomonospora_viridis_ DSM_43017 TSGEA>  octs cctc I
Saccharopolyspora_erythraca_ NRRL_2338 H- ects ccrc D
Segniliparus_rugosus_ATCC_BAA-974 estal>  ccts cctc D

'Sphingomonas_sp._SKA58

ecec D I s

ISphingopyxis_alaskensis_RB2256

ectc NN R (sl
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cctc T

Streptomyces_albus_J1074
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Streptomyces_avermitilis_MA-4680
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H_- octB

ccrc D

Streptomyces_coelicolor_A3(2) lecta™  ects

cctc  INEEIED

Streptomyces_flavogriseus_ ATCC_33331 ectc DD

Streptomyces_ghanaensis_ATCC_14672

lasoc 0 [he - fectal  ecte

ecec D

Streptomyces_griseoflavus_Tu4000

H_- octs

cctc I

'Streptomyces_griseus_NBRC_13350

H_- ectB

octc D

Streptomyces_hygroscopicus_ATCC_53653 H- octB

ecrc I

Streptomyces_lividans_TK24

H_- ectB ecrc I

Streptomyces_pristinaespiralis ATCC_25486 H-t- ectB
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Abbildung 44: Ubersicht der ect-Gencluster (Teil2). Die ect-Gencluster der momentan
verfugbaren Bakterien und Archaeagenome mit einem ectD Gen. Die einzelnen Gene sind
unterschiedlich eingefarbt (ectA: dunkelgriin, ectB: orange, ectC: gelb, ectD: rot, ask: blau).
Soweit die Informationen verfiigbar waren, wurde die GréRe der Gene durch die Pfeillange
verdeutlicht und die Gen-Orientierung angegeben.
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Speziesname Clusterumgebung
Streptomyces_sp._AA4 lecta™  octB ectc DD
Streptomyces_sp._ ACTE aspC acta > ectB octc ISR
Streptomyces_sp._e14 aspC ecth ectB ectc DD
Streptomyces_sp._SPB74 aspC Fectal  ects ectc DD
Streptomyces_sp._SPB78 aspC ecta ectB ectc DD
Streptomyces_sviceus_ ATCC_29083 aspC ecth octB ectc  IEEDID
Streptomyces_violaceusniger_Tu_4113 [fecta ™  ects ectc  IEEHINND
Streptomyces_viridochromogenes_DSM 40736 _| || F&tai " ects ccrc D
Streptomyces_viridochromogenes_DSM_40736 |[“aset hup et ectB ectc D
Virgibacillus_salexigens Tecta > ectB ectC

Abbildung 45: Ubersicht der ect Gencluster (Teil3). Die ect-Gencluster der momentan
verfugbaren Bakterien und Archaeagenome mit einem ectD Gen. Die einzelnen Gene sind
unterschiedlich eingefarbt (ectA: dunkelgriin, ectB: orange, ectC: gelb, ectD: rot, ask: blau).
Soweit die Informationen verfiigbar waren, wurde die GroRe der Gene durch die Pfeillange
verdeutlicht und die Gen-Orientierung angegeben.

Die Ergebnisse aus der Analyse der ect Cluster zeigen, dass in den meisten
Organismen, das ectD Gen im ect Cluster vorzufinden ist (70%). Daher ist davon
auszugehen, dass das ganze ect Cluster im Falle eines horizontalen Gentransfers

inklusive ectD Ubertragen wird.

5.10 Bioinformatische Analysen zu Aspartokinasen in einem ect-
Cluster

In einigen der fir die Ectoinsynthese verantwortlichen Genclustern befindet sich
ein Gen fur eine Aspartokinase (Abbildungen 43, 44 und 45, blau markiert). Die
Aspartokinase kann aus seinem Substrat L-Aspartat in einem Schritt L-Aspartyl-

Phosphat, das Vorlaufersubstrat fir die Ectoin Synthese, synthetisieren.

Bei den Aspartokinasen, die sich in direkter Nachbarschaft zum ect Cluster
befinden, kénnte man davon ausgehen, dass diese fir die Ectoin Synthese angepasst
sind. Diese Anpassung koénnte so erklart werden, dass vielleicht durch diese
zusatzliche Aspartokinase der Engpass bei der Ectoin Synthese durch das limitierte
Vorlaufersubstrat Aspartat-B-Semialdehyd aufgelést und dadurch mehr Ectoin bzw.
Hydroxyectoin synthetisiert werden kénnte (Abbildung 12). Da in vielen Organismen
nur eine Aspartokinase im Genom kodiert und diese zumeist durch einen positiven
Feedback reguliert wird, wurde angenommen, dass in einem Mikroorganismus der
mehr als eine Aspartokinase besitzt, entsprechende Unterschiede zwischen den
Aspartokinasen vorhanden sein kénnten. Die Feedback-Regulation der einzelnen
Aspartokinasen konnte auf den entsprechenden Syntheseweg angepasst sein und

durch unterschiedliche Substrate reguliert werden.
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Um diese Annahmen zu untersuchen, wurde das Bakterium P. stutzeri A1501
ausgewahlt, da dieses Bakterium im ect Cluster ein zusatzliches Gen fir eine
Aspartokinase besitzt und insgesamt Uber zwei Aspartokinasen verflgt. Die beiden
Aspartokinasen aus dem Bakterium P. stutzeri A1501 wurden kloniert, die Proteine
affinitdtschromatographisch gereinigt und hinsichtlich ihrer Aktivitat vermessen. Dabei
wurde die Aspartokinase aus dem ect-Cluster als Ask Ect und die zweite
Aspartokinase als Ask LysC bezeichnet, da das entsprechende Gen als lysC annotiert

ist.

5.11 Klonierung der Aspartokinasen aus P. stutzeri A1501

Der kodierende Bereich der Aspartokinase Ask LysC wurde per PCR
amplifiziert und in den Vektor pASK-IBA3 (IBA, Goéttingen) Gber die Restriktionsenzyme
Bsal kloniert (4.3.10). Es entstand das Plasmid pMP-ask1 (Ask_LysC). Die
Aspartokinase des ect-Genclusters wurde mit Hilfe des Stargate Klonierungssystems
zunachst in den pEntry Vektor kloniert und dann in den Zielvektor pASG-IBA3
integriert, so dass das Plasmid pMP42 (Ask_Ect) entstand. Beide Vektoren stehen
unter der Kontrolle eines AHT induzierbaren Promoters und codieren flir einen Strep-
tag am C-Terminus des rekombinanten Proteins. Die heterolog in E. coli BL21
produzierten Proteine wurden mittels Strep-tag Affinitdtschromatographie gereinigt und

anschliel’end enzymatisch untersucht.

5.12 Produktion und Reinigung der Aspartokinasen aus P. stutzeri
A1501

Um die beiden Aspartokinasen aus P. stutzeri A1501 naher zu untersuchen,
wurden die beiden Proteine in E. coli BL21 Zellen produziert und per Strep-tag
affinitdtschromatographisch gereinigt. In Abbildung 46 ist ein 12% SDS-Gel gezeigt, mit

dem die beiden gereinigten Proteine aufgetrennt und auf Reinheit Uberpriift wurden.

2

i . Abbildung 46: Reinigung der Aspartokinasen
SR —— aus P. stutzeri A1501. Die Aspartokinasen Ask_LysC

Marker
2

ir e = und Ask_Ect aus P. stutzeri A1501 wurden heterolog
55k —» M. produziert und anschlie3end per Strep-tag-
40102 —» - .. Affinitdtschromatographie gereinigt. In Spur 1 wurde 4
35102 —» - pMg Ask _LysC und in Spur 2 4 ug Ask_Ect auf ein 12%

25 Da ——> M. SDS Gel aufgetragen.

15 kDa —> N _—

10 kDa —
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Die Aspartokinase Ask _LysC hat eine Lange von 412 Aminosduren und ein
theoretisches Molekulargewicht von 44,3 kDa. Im SDS-Gel lauft Ask_LysC mit einer
dominanten Proteinbande bei ca. 45 kDa (Abbildung 46). Zusatzlich erkennt man in
Spur 1 eine weitere Bande bei ca. 17 kDa, die dem verklrzten C-Terminus des
Gesamtproteins von Ask LysC entspricht. Dieses Peptid wurde durch Edman
Sequenzierung identifiziert (Daten nicht gezeigt). Die Aspartokinase Ask Ect besteht
aus 476 Aminosauren mit einem theoretischen Molekulargewicht von 52,4 kDa. Im
SDS-Gel lauft die Proteinbande etwas unterhalb der 55 kDa und entspricht damit dem

errechneten Molekulargewicht.

5.12.1 Bestimmung der Enzymaktivitit der Aspartokinasen aus P.
stutzeri A1501

Um die Enzymaktivitdt der gereinigten Aspartokinasen zu bestimmen, wurde
der Aktivitatsessay, wie in 3.4.7 beschrieben, durchgefihrt. Als Substrat wurde L-
Aspartat eingesetzt. In einem initialen Test wurde die Umsetzung von L-Aspartat zu L-
Aspartyl-Phosphat  photometrisch  detektiert. Beide Aspartokinasen zeigten
entsprechende Aktivitat und wurden zur Bestimmung der biochemischen Parameter

wie K, und V. verwendet.

5.12.2 Bestimmung der biochemischen Parameter K., und vy der
Aspartokinasen aus P. stutzeri A1501

Fir die K- und viax-Bestimmungen der beiden Aspartokinasen aus P. stutzeri
A1501 wurde der Aktivitdtsessay, wie in 3.4.7 beschrieben, flr das Substrat L-Aspartat
verwendet. Dabei wurden steigende Konzentrationen an L-Aspartat von 0 — 125 mM
eingesetzt. Der ermittelte K, Wert flr Ask_LysC aus P. stutzeri A1501 fir das Substrat
L-Aspartat betragt 21,6 £ 2,6 mM. Der vmax von Ask_LysC betragt 5,1 £ 0,1 U/mg. Fir
Ask_Ect wurde ein K, von 29,7 £ 2,5 mM und ein vy von 6,9 + 0,2 U/mg flr das

Substrat L-Aspartat bestimmt. In Abbildung 47 sind die Ergebnisse der Messungen flr

6 Ask_LysC 7.5 Ask_Ect

5 . [ 1 "
5 Y 3 507
§ 3 Km: 21,6 £ 2,6 [mM] § Kpy: 29,7 2,5 [mM]
i~ a Vmax: 5:1£0,1 [Umg] 5 Vinax: 6,9 £0,2 [U/mg]
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L-Aspartat [mM] L-Aspartat [mM]

Abbildung 47: K, und v.x der Aspartokinasen aus P. stutzeri A1501 fiir das
Substrat L-Aspartat. Beide Aspartokinasen wurden hinsichtlich ihrer biochemischen
Parameter mit dem Substrat L-Aspartat analysiert. Auf der linken Seite sind die Ergebnisse der
Messungen von Ask_LysC und auf der rechten Seite von Ask_Ect gezeigt (Auftragung nach
Michaelis-Menten).
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die beiden Ask Proteine als Michaelis-Menten Plot dargestellt.

Da beide Aspartokinasen ATP abhangige Enzyme sind, wurden zusatzlich die
biochemischen Parameter flr das Substrat ATP bestimmt. Dazu wurden steigende
ATP Konzentrationen von 0 — 25 mM ATP in dem Enzymtest eingesetzt
(Abbildung 48). Der K,-Wert flr Ask_LysC lag fur das Substrat ATP bei 3,8 £ 0,4 mM.
Der Vmax von Ask LysC flr ATP betragt 5,9 + 0,2 U/mg. Fir Ask_Ect wurde ein K-
Wert von 1,3 £ 0,1 mM und ein vy von 6,8 £ 0,1 U/mg flir das Substrat ATP bestimmt.

Ask_LysC 7 Ask_Ect

Km: 3,8 £0,4 [mM]
Vmax: 5,9 10,2 [U/mg]

Km:1,3£0,1 [mM]

v [U/mg]
v [U/mg]

Vmax- 6,8 0,1 [U/mg]

L)
0 5 10
ATP [mM]

ATP [mM]

Abbildung 48: K., und v, der Aspartokinasen aus P. stutzeri A1501 fiir das
Substrat ATP. Beide Aspartokinasen wurden hinsichtlich ihrer biochemischen Parameter mit
dem Substrat ATP bestimmt. Auf der linken Seite sind die Ergebnisse der Messungen von
Ask_LysC und auf der rechten Seite von Ask_Ect gezeigt (Auftragung nach Michaelis-Menten).
Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass sich die biochemischen Parameter
der beiden Aspartokinasen nicht drastisch unterscheiden und im gleichen Bereich

anzusiedeln sind.

In FortfUhrung der Arbeiten an den Aspartokinasen hat Stoeveken et al.
Inhibierungsstudien an diesen beiden Aspartokinasen durchgefuhrt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass die Aspartokinasen durch Threonin inhibiert werden kdénnen.
Desweiteren kann diese Inhibierung durch erhéhte Salzkonzentration verringert werden
(Stoeveken et al., 2011).

Ein weitere interessantes Ergebnis ist, dass die Existenz der zusatzlichen
Aspartokinase im Ectoin Synthese Cluster Ask _Ect dazu fihrt, das deutlich mehr
Ectoin und Hydroxyectoin synthetisiert werden kann (Stoeveken et al., 2011). Dies
bestatigt die Annahme, dass es sich bei der zusatzlichen Aspartokinase um eine

Optimierung der Ectoin Synthese handelt.
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5.13 Ectoin und Hydroxyectoin als Hitzeprotektivum in S. coelicolor
A3(2)

In  vorhergehenden Studien wurden Wachstumsversuche mit dem
Actinomyceten S. coelicolor A3(2) unter hohen osmotischen Bedingungen durchgefuhrt
(Prof. Dr. E. Bremer, pers. Mitteilung). In diesen Untersuchungen mit dem S. coelicolor
A3(2) Wildtyp Stamm konnte gezeigt werden, dass Ectoin bei hohen
Salzkonzentrationen und hohen Temperaturen zum einen als kompatibles Solut wirkt

und zum anderen der Zelle hilft, héhere Temperaturen zu tolerieren.

5.13.1 Wachstumsversuche mit S. coelicolor A3(2)

In weiteren Wachstumsversuchen sollte geklart werden, wie S. coelicolor auf
eine Verscharfung der Stressbedingungen durch héhere Salzkonzentrationen von bis
zu 1,2 M NaCl bei gleichzeitiger Erhéhung der Temperaturen auf 39°C statt der
normalerweise bevorzugten Temperatur von 28°C reagiert. Die Versuche mit S.
coelicolor wurden in einem speziellen Minimalmedium (4.1.4) in Wasserbadern bei den
entsprechenden Temperaturen und unter Einsatz von Glas- bzw. Metallkugeln
durchgefiihrt. Die Glas- bzw. Metallkugeln dienen dazu, die Mycelbildung von S.

coelicolor zu unterbinden, damit die Messung der optischen Dichte moglich bleibt.

Aus den Wachstumsversuchen in Abbildung 49 geht hervor, dass die
kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin mit einer Konzentration von 1 mM bei
hoher Salinitadt von 1,2 M NaCl (A) und hoher Temperatur von 39°C (B) im Medium zu
einer deutlichen Wachstumsverbesserung filhren. Kombiniert man die beiden
Stressfaktoren (C), hat S. coelicolor eine sehr lange lag Phase und kann nur unter
Einsatz von Ectoin oder Hydroxyectoin weiter wachsen. In allen Versuchen konnte man
beobachten, dass ein Mischungsverhaltnis von 1:1 von Ectoin und Hydroxyectoin den
besten Schutz liefert. Besonders auffallig ist dies bei den extremsten kombinierten
Bedingungen von 1,2 M NaCl und 39°C (C).
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Abbildung 49: Wachstumsversuche mit S. coelicolor. Durch Wachstumsanalysen bei
hoher Salinitat bis 1,2 M NaCl sowie hohen Temperaturen von 39°C wurden die protektiven
Eigenschaften der kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin gemessen. Der Einsatz eines
1:1 Gemischs von Ectoin und Hydroxyectoin fuhrte bei allen Wachstumsexperimenten zu einem
deutlichen Wachstumsvorteil.

Dieses Ergebnis konnte ein weiteres Indiz fur die Aufgabe einer Ectoin-
Hydroxylase in der Zelle sein. Durch die Hydroxylierung des Ectoins zu Hydroxyectoin
kann neben dem osmotischen Stress auch die Stressbedingung durch erhdhte

Temperatur verringert werden und fuhrt bei S. coelicolor zu einem Wachstumsvorteil.
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5.13.2 Aufnahme von Ectoin und Hydroxyectoin in S. coelicolor

Mit Hilfe radioaktiver Aufnahmeessays sollte untersucht werden, wann und wie
stark Ectoin von S. coelicolor aufgenommen wird. Dazu sind die S. coelicolor Zellen bis
zu einer OD von 1 unter verschiedenen Bedingungen gewachsen und es wurde
gemessen, wie schnell hinzugegebenes radioaktives Ectoin aufgenommen wird
(4.4.10) (Abbildung 50 A). Unter normalen Wachstumsbedingungen bei 28°C und ohne
Zugabe von NaCl erfolgt eine minimale Aufnahme von Ectoin. Bereits die Zugabe von
0,5 M NaCl induziert die Aufnahme von Ectoin, welche bei erhéhter Temperatur von
39°C weiter ansteigt. Vergleicht man die Aufnahme radioaktiven Ectoins zwischen dem
Zeitpunkt 0 und nach 1 Stunde bei den entsprechenden Wachstumsparametern, kann
man erkennen, dass die groflte Menge an Ectoin bei 39°C und 0,5 M NaCl

aufgenommen wurden (Abbildung 50 B).
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Abbildung 50: Aufnahmeessays mit radioaktiv markiertem Ectoin in S. coelicolor.
Durch Aufnahmeessays mit radioaktiv markiertem Ectoin, wurde unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen untersucht, wann die Aufnahme von Ectoin in S. coelicolor induziert wird.
Dazu wurden die Zellen bei 28°C, 28°C mit 0,5 M NaCl, 39°C und 39°C mit 0,5 M NaCl untersucht.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aufnahme von Ectoin in S. coelicolor zum

einen durch die Erhdhung des osmotischen Stresses und zum anderen durch die
Erhdhung der Temperatur induziert wird. Die Kombination der beiden
Stressbedingungen durch 0,5 M NaCl und 39°C flhrt dazu, dass die Aufnahme von
Ectoin noch einmal gesteigert werden kann. Ectoin wird daher wahrscheinlich nicht nur

als Osmoprotektivum, sondern auch als Thermoprotektivum genutzt.
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6 Diskussion

6.1 Kristallstruktur der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens

Um die Kristallstruktur von EctD aus V. salexigens zu ermitteln, wurde in E. coli
produziertes und per Strep-tag gereinigtes rekombinantes Protein fir die
Kristallscreenings verwendet (5.1). Nachdem die Bedingungen fir die Anzucht von
EctD Kristallen optimiert waren und erste Kristalle flir die Rontgenstrukturanalysen
verwendet wurden, trat das Problem auf, dass die EctD Kristalle sehr instabil waren
und haufig wahrend der Untersuchungen zerbrachen. Dazu kam die Schwierigkeit,
dass der Einsatz des Substrat Ectoins in die Puffer fur die Kristallisationsansatze dazu

fuhrte, dass die Kristalle zerbrachen (Prof. Dr. Klaus Reuter, pers. Mitteilung).

Dennoch konnte die Kiristallstruktur der Ectoin-Hydroxylase EctD aus V.
salexigens mit einer Aufldsung von 1,85 A aufgeklart werden (Reuter et al., 2010). Aus
der Tertiarstruktur von EctD geht hervor, dass es sich um ein Monomer handelt und ist
damit konsistent zu den von Bursy et al. gewonnenen Daten zur Grélenbestimmung
von EctD durch Size Exclusion Chromatography (Bursy et al., 2007). EctD besteht aus
300 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von ca. 34 kDa. In der Kristallstruktur
konnte der Co-Faktor Eisen mit aufgelost werden, jedoch fehlen in der Struktur das
Substrat Ectoin oder das Produkt Hydroxyectoin sowie das Co-Substrat 2-Oxoglutarat.
Mithilfe der Informationen aus der Tertidrstruktur von EctD konnten wichtige
Strukturmotive und Seitenketten, die fur diese Klasse der Proteine wichtig sind,

ermittelt werden (Reuter et al., 2010).

Das EctD Enzym gehort zu der Klasse der Nicht-Ham-Eisen(ll)-2-Oxoglutrat
abhangigen Dioxygenasen (EC:1.14.11). Fir die Mitglieder dieser Enzym-Klasse ist
charakteristisch, dass fir die Enzymreaktionen molekularer Sauerstoff, das Co-
Substrat 2-Oxoglutarat und der Co-Faktor Eisen bendtigt werden (Hausinger, 2004).
Das genaue Reaktionsschema der Ectoin-Hydroxylase ist in Abbildung 51 abgebildet.
Der vorgeschlagene Reaktionsweg wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Wolfgang
Buckel (Philipps-Universitat Marburg) entworfen und vorgeschlagen. Fir die
Hydroxylierungsreaktion wird, neben dem Substrat Ectoin, das Co-Substrat 2-
Oxoglutarat, der Co-Faktor Eisen und molekularer Sauerstoff bendétigt. Dabei entsteht
das Produkt 5-Hydroxyectoin und zusatzlich Succinat durch die Decarboxylierung von
2-Oxoglutarat. Fur die Hydroxylierungsreaktion ist es wichtig, dass Eisen in reduzierter
Form vorliegt, um die Reaktion starten zu kénnen. Das Eisen bindet den molekularen

Sauerstoff und transferiert ein Sauerstoffatom auf das 2-Oxoglutarat und ein
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Sauerstoffatom an die C-5 Position des Ectoins (Abbildung 51). Das Eisen stellt damit
das fundamentale Zentrum der Hydroxylierungsreaktion dar und daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass das Substrat Ectoin in der Nahe des Eisenzentrums das Co-

Substrat sowie gebunden werden muss.
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Abbildung 51: Schema der Hydroxylierungsreaktion von Ectoin zu
Hydroxyectoin im Detail. Die Hydroxylierungsreaktion von Ectoin zu Hydroxyectoin
bendtigt das Co-Substrat 2-Oxoglutarat und molekularen Sauerstoff sowie den Co-Faktor Fe®".
Fir die Reaktion ist es essentiell, dass das Eisen in EctD gebunden ist und in reduzierter Form
vorliegt. Molekularer Sauerstoff oxidiert das Eisen und fiihrt dazu, das 2-Oxoglutarat zunachst
decarboxliert wird und ein Sauerstoffatom an die C-5 Position des Ectoins lbertragen wird.
Durch die Reaktion entsteht 5-Hydroxyectoin, Succinat und CO, (Prof. Dr. Wolfgang Buckel,
Universitat-Marburg)

Die Strukturen aus dieser Proteinfamilie zeichnen sich zudem durch einen
doppelstrangigen B-Helix Kern aus, den man als aktives Zentrum bezeichnet und der
wie eine Art Fass aufgebaut ist. Der B-Helix Kern wird durch mehrere a-Helices
umschlossen und dadurch stabilisiert (Clifton et al., 2006). Durch die
Kristallstrukturanalysen mit EctD aus V. salexigens, konnte dieses spezielle
Strukturmotiv ebenfalls in EctD gefunden werden (Reuter et al., 2010). Der Kern des
EctD Enzyms besteht, wie fir die Proteine aus dieser Klasse typisch, aus der oben
genannten doppelstrangigen B-Helix, die das aktive Zentrum beinhaltet. Die [-

Faltblatter sind zur besseren Ubersicht als B-I — B-VIII nummeriert (Abbildung 17).
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Diese [B-Faltblatter enthalten alle Aminosauren, die flr die Hydroxylierungsreaktion
essentiell sein sollten, da sie zum einen in der Nahe der Aminosauren sind, die an der
Eisenbindung beteiligt sind und zum anderen hoch-konservierte Aminosauren in

raumlicher Nahe haben.

In direkter Nachbarschaft zum Eisen befinden sich fiir die Ectoin Bindung und
Stabilisierung typische Aminosauren, wie das Arg-259. Das Arginin an dieser Position
stabilisiert wahrscheinlich das Co-Substrat 2-Oxoglutarat (Abbildung 20). Diese
Annahme wird durch bioinformatische Analysen und durch die Auswirkungen der
Aminosauresubstitutionen dieser Arbeit untermauert, da alle Veranderungen an dieser

wichtigen Position zu einem inaktiven Protein flhrten.

Die Kristallstruktur von EctD beinhaltet einen Bereich, der nicht durch die
Réntgenstrukturanalysen ermittelt werden konnte. Dieser Bereich beinhaltet die
Aminosauren von Gly-195 bis Leu-211 und wurde als ,flexibler Deckel* (Loop)
gekennzeichnet. Ein solcher flexibler Bereich ist oft in Proteinen aus der Klasse der
Nicht-Ham-Eisen(ll) abhangigen Dioxygenasen identifiziert worden. In zwei
Kristallstrukturen der Proteine AsnO aus S. coelicolor und der AsnO verwandten L-
Arginin-Oxygenase VioC aus Streptomyces vinaceus konnten diese flexiblen Bereiche
in den Kristallstrukturen aufgelost werden, wenn das fir die Proteine spezifische
Substrat gebunden wurde (Helmetag et al., 2009; Strieker et al., 2007).

6.2 Das Eisenbindezentrum in EctD aus V. salexigens

Das fir die Enzymfamilie der Nicht-Ham-Eisen(ll)-2-Oxoglutarat abhangigen
Dioxygenasen typische Eisenbindemotiv, bestehend aus zwei Histidin-Imidazolen und
dem Carboxylat eines Aspartats oder Glutamats, konnte in der Proteinstruktur von
EctD aus V. salexigens gefunden werden (Abbildung 19). Die Aminosauren His-146,
Asp-148 und His-248 sind dabei essentiell fir die Eisenbindung. Dieses Strukturmotiv
wird als sogenannte 2-His-1-Carboxylat-Triade bezeichnet und stabilisiert den Co-
Faktor Eisen im Inneren des EctD Enzyms (Flashman & Schofield, 2007; Hausinger,
2004; Purpero & Moran, 2007; Welford et al., 2005). Das His-146 bildet zusammen mit
dem Asp-148 ein hoch-konserviertes Sequenzmotiv, welches dem charakteristischen
Sequenzmotiv His-X-Asp/Glu dieser Superfamilie entspricht (Clifton et al., 2006;
Flashman & Schofield, 2007; Hausinger, 2004; Purpero & Moran, 2007; Welford et al.,
2005). Eine Ausnahme in der Eisenbindung der Proteine aus Familie der Nicht-Ham-
Eisen(ll)-2-Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen stellen die Halogenasen dar. Die
Sequenzanalyse und die Kristallstruktur der Halogenase SyrB2 zeigte, dass sich an

der Position des Aspartats oder Glutamats des His-X-Asp/Glu Sequenzmotivs ein
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Alanin befindet (Blasiak et al., 2006; Matthews et al., 2009). Die Stabilisierung des
Eisens an dieser Stelle wird demnach nicht Uber das Carboxylat einer dieser
Aminosauren durchgefiihrt, sondern durch ein Halogenid-lon, das durch das Substrat-
Radikal entsteht (Matthews et al., 2009).

Aus dem Alignment aller identifizierten EctD Proteinsequenzen wird deutlich,
dass das Eisenbindezentrum in allen Ectoin-Hydroxylasen aus zwei Histidinen und
einem Aspartat besteht, da sich dieses Motiv in allen EctD Sequenzen wiederfinden
lasst (Abbildungen 24 und 25). In der EctD Struktur befand sich der Co-Faktor Eisen im
Inneren des EctD Proteins und wird von den drei Aminosauren His-146, Asp-148 und

His-248 umschlossen und dadurch stabilisiert.

Die Bindung des Eisens scheint so stark zu sein, dass es nicht durch die
chromatographischen Reinigungsprozesse aus EctD herausgeldst wurde. Dabei ist
grundsatzlich nicht ausgeschlossen, dass Metalle aus Proteinen durch
chromatographische Reinigungsprozesse z.B. mit Hilfe starker negativer Ladungen wie
bei der Reinigung mit Proteinen, die mit einem His-Tag versehen sind, entfernt werden.
Damit kdnnte das Eisen aus dem Protein herausgeldst und das Protein somit inaktiviert
werden. Im Falle der EctD Reinigung wurde diese Problematik durch die Wahl eines C-
terminalen Strep-tags umgangen. Interessanterweise reichte der Eisengehalt im
Medium zur EctD Proteinproduktion in E. coli aus, um das Eisen im Inneren des
Proteins einzubauen. Es wurde kein zusatzliches Eisen wahrend der EctD
Proteinproduktion oder in die Puffer fur das Kristallscreening gegeben. Es war jedoch
auch nicht moglich, den Anteil an aktivem Protein durch Zugabe von Eisensulfat ins
Proteinproduktionsmedium zu erhéhen (Daten nicht gezeigt). Der Anteil an Eisen im
Wildtyp EctD Protein lag im Durchschnitt bei 86 % und entsprach ungefédhr dem

theoretischen Wert von 1 mol Eisen pro 1 mol Protein (Abbildung 42).

Um zu Uberprifen, ob es sich bei den Aminosauren, die aus der Kristallstruktur
als essentiell fir die Eisenbindung identifiziert wurden, tatsachlich um die wichtigen
Aminosaureseitenketten der 2-His-Carboxylat-Triade handelt, wurden die Aminosauren
His-146, Asp-148 und His-248 in einer Mutagenesstudie jeweils zu Alanin substituiert.
Nach der Substitution der Aminosauren wurden die einzelnen EctD Mutanten im
Vergleich mit dem EctD-Wildtyp Protein auf ihre Enzymaktivitat hin untersucht. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die an der Eisenbindung beteiligten Aminosauren eine
sehr wichtige Rolle fur die Aktivitdt des Enzyms spielen, da die Substitutionen dieser
wichtigen Aminosauren zur Inaktivitat der jeweiligen EctD Mutante fuhrten. Dabei ist es
bereits ausreichend, nur eine der drei Aminosauren His-146, Asp-148 oder His-248 in

ein Alanin auszutauschen, um die Stabilisierung des Eisens zu stéren und damit das
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Protein zu inaktivieren. Die jeweils verbliebenen beiden Aminosauren des
Eisenbindemotivs konnten demnach den Verlust der Eisenbindung nicht

kompensieren.

Um sicherzustellen, dass die Mutagenese der Aminosauren His-146, Asp-148
und His-248 zu einem Verlust der Eisenbindung flihrt und es sich dabei nicht um einen
indirekten Effekt z.B. durch eine fehlerhafte Faltung des Proteins handelt, wurde der
Eisengehalt jeder Eisenmutante im Vergleich zum Wildtyp gemessen. Aus den
Eisenbestimmungen geht hervor, dass jede einzelne Alaninsubstitution im Bereich der
eisenbindenden Aminosauren zu einer drastischen Reduzierung des Eisengehalts im
Protein fihrt (5.8). Der Eisengehalt des EctD Wildtyp Proteins ergab in
unterschiedlichen Messungen jeweils eine nahezu 1:1 Korrelation von 1 mol Protein zu
1 mol gebundenen Eisen. In den Mutanten H146A, D148A, D148E und H248A konnte
kein Eisen detektiert werden und erklart damit die Inaktivitdt dieser Mutanten. Der
Versuch den Wildtypphanotyp dieser Mutanten durch Zugabe von hdheren
Eisenkonzentrationen in Form von Eisensulfat im Reaktionspuffer des Essays wieder
herzustellen, fihrte zu keinem Erfolg. Dabei wurden Eisenkonzentrationen gewahlt, die
100 fach héher waren als die im Essay fiur den Wildtyp (Daten nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich das beschriebene Eisenzentrum in der Form
der 2-His-1 Carboxylat-Triade in dieser Klasse von Proteinen im Verlaufe der Evolution
fest evolviert hat und keine Veranderungen akzeptiert. Eine weitere Erkenntnis aus den
bioinformatischen Analysen unterstutzt diese Schlussfolgerung, da dieses Motiv in

allen 98 EctD Proteinsequenzen zu 100% konserviert ist.

Um zu Uberprifen, ob eine konservative Substitution einer der fir die
Eisenbindung wichtigen Aminosauren zu einem weniger drastischen Phanotyp fihrt,
wurde Asp-148 zu Glutamat ausgetauscht. Aber auch diese Mutation flhrte zu einem

inaktiven Protein und enthielt ebenfalls kein Eisen mehr.

Es kann bei Mutagenesestudien nie ausgeschlossen werden, dass der
Phanotyp einer Mutante durch einen indirekten Effekt beispielsweise, durch eine
fehlerhafte Faltung des Proteins, verursacht wird. Um eine inkorrekte Proteinfaltung

auszuschlieRen, konnten z.B. CD-spektroskopische Analysen durchgefiihrt werden.
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6.3 Bindung des Co-Substrats 2-Oxoglutarat in EctD aus V.
salexigens

Wichtige Aminosauren, die flir die Bindung des Co-Substrats 2-Oxoglutarat
verantwortlich sind, konnten in Proteinen der Familie der Nicht-Ham-Eisen(ll)-2-
Oxoglutarat abhangigen Dioxygenasen (EC. 1.14.11), in die auch EctD eingruppiert
wurde, in vorangegangen Studien durch Kristallstrukturanalysen identifiziert werden
(Blasiak et al., 2006; McDonough et al., 2005; You et al., 2007). In der Kristallstruktur
des EctD Enzyms konnte kein Co-Substrat 2-Oxoglutarat ermittelt werden. Dennoch
wurden zu strukturell dhnlichen Proteinen wie PhyH, SyrB2 und PtlH analoge
Strukturmotive identifiziert (Abbildung 20).

Das Carboxylat an der C5 Position des 2-Oxoglutarats ist typischerweise durch
eine Salzbriicke mit der basischen Gruppe eines Arginins oder Lysins stabilisiert und
wird zusatzlich durch mindestens eine Wasserstoffbriickenbindung im Protein
positioniert (Clifton et al., 2006). Dieses Arginin befindet sich meistens im B-Faltblatt
VIl des DSBH-Motiv, was durch Kristallstrukturen der Proteine aus der Familie der
Nicht-Ham-Eisen(ll) abhangigen Dioxygenasen hervorgeht (Clifton et al., 2006).
Ubereinstimmend ist im B-Faltblatt VIl von EctD an Position 259 ein hoch-
konserviertes Arginin zu finden, das die Stabilisation des 2-Oxoglutrarats ibernehmen
konnte. In wenigen Ausnahmen wird das 2-Oxoglutarat durch die Proteine der Familie
der Nicht-Ham-Eisen(ll)-abhangigen Dioxygenasen mit einem Arginin-X-Serin
Sequenz-Motiv stabilisiert (Clifton et al., 2006). Dieses Motiv kann in EctD nicht
gefunden werden, da sich an Position 261 kein Serin sondern ein Asparagin befindet
(Abbildung 25).

Betrachtet man die Bindung des 2-Oxoglutarats durch die Aminosauren Arg-
275 und Ser-266 in dem Enzym PhyH, das EctD strukturell am ahnlichsten ist, so fallt
auf, dass Ser-266 zwei Aminosauren nach dem zweiten der beiden Histidine lokalisiert
ist, die an der Eisenbindung beteiligt sind. In PhyH befindet sich das Arg-275 auf dem
B-Faltblatt VIII und das Ser-266 auf dem B-Faltblatt VIl und liegen damit in rAumlicher
Nahe des Co-Faktors Eisen. Dabei wird das C5-Carboxylat von 2-Oxoglutarat durch
die positiven Seitenketten des Arg-275 gebunden und zusatzlich durch das Ser-266
stabilisiert. Die Anordnung dieser zwei wichtigen Aminosauren konnten ebenfalls in
den zu EctD strukturell verwandten Proteinen SyrB2 und PtIH ermittelt werden
(Abbildung 20). Hier befinden sich zwei Aminosauren nach dem Histidin, das fir die
Eisenbindung verantwortlich ist, ein Serin. Auch in EctD ist zwei Positionen nach dem
His-248 ein Serin lokalisiert, das zudem in allen EctD Proteinsequenzen hoch-

konserviert ist. Somit kénnte das 2-Oxoglutarat in EctD durch dieses Ser-250 im [3-
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Faltblatt VII und zusatzlich durch das Arg-259 im B-Faltblatt VIII stabilisiert werden.
Allerdings ist das Arg-259 relativ weit weggedreht und steht dadurch in einem
ungunstigen Winkel zu einem mdglichen gebundenen 2-Oxoglutarat. Daher musste es
sich weiter in Richtung des Eisens positionieren. Da es sich an dieser Position in EctD
mit dem Arg-259 um einen relativ flexiblen Bereich in EctD handelt, ist die richtige
Ausrichtung des  Arg-259 bei gebundenem  2-Oxoglutarat  vorstellbar.
Aminosauresubstitutionen von Arg-259 im EctD Protein aus V. salexigens wie MP2
(R259A), MP4 (R259K), MP5 (R259H) und MP6 (R259E) flihrten zu inaktiven EctD
Hydroxylasen. Bei den Substitutionen R259K und R259H, bei denen das konservierte
Arg-259 durch die positiv geladenen Aminosauren wie Lysin bzw. Histidin ersetzt
wurde, konnte keine Aktivitat in den Mutanten gemessen werden. Dies deutet
daraufhin, dass dieses konservierte Arg-259 und dessen positive Ladung in einem
nicht veranderbaren Abstand zum 2-Oxoglutarat positioniert sein und damit die

zentrale Rolle bei der Bindung des Co-Substrats 2-Oxoglutarat spielen muss.

Mit einer Ausnahme, der Proly-4-Hydroxylase aus Chlaymdomonas reinhardtii
(Koski et al., 2007), konnte bisher in allen zu EctD verwandten Strukturen der Nicht-
Ham-Eisen(ll) abhangigen Dioxygenasen kein Arg-X-Ser Motiv gefunden werden.
Vielmehr tritt das His-X-Ser Strukturmotiv auf und scheint daher charakteristisch fir

PhyH &hnliche Enzyme wie EctD zu sein.

Eine weitere strukturelle Ahnlichkeit der Proteine PhyH, SyrB2 und PtlH zu
EctD ist ein Phenlyalanin im [(-Faltblatt Il. Dieses Phe-143 scheint durch die
aromatische Seitenkette zusatzlich wichtig fur die Positionierung des 2-Oxoglutarats zu
sein. Die Substitutionen von Phe-143 zu Alanin und weiterhin zu den aromatischen
Aminosauren Tyrosin und Tryptophan flhrten zu inaktiven Mutanten und deuten darauf

hin, dass diese Aminosaure essentiell flr die 2-Oxoglutaratstabilsierung ist.

Neben den Mutanten mit Alaninsubstitutionen der Aminosauren His-146, Asp-
148 und His-248 wurden auch Eisenkonzentrationsbestimmungen mit anderen,
weiteren EctD Mutanten durchgefiihrt. Dabei sollte untersucht werden, ob die
konservierten Aminosauren in der raumlichen Nahe der Aminosauren His-146, Asp-
148 und His-248 einen Einfluss auf die Eisenbindung haben konnten. Die
Substitutionen der aromatischen Aminosaure Phe-143 zu Alanin und Tyrosin fihrten zu
deutlich reduzierten Eisenkonzentrationen in den Mutanten. Im Gegensatz dazu hatte
die Mutante F143W fast genauso viel Eisen gebunden wie das Wildtyp-Protein. Eine
Erklarung hierfur kdnnte sein, dass es durch den Austausch des Phe-143 zu Alanin zu
einer Stérung der 2-Oxoglutarat Bindung kommt und damit indirekt die zusatzliche

Eisenstabilisierung durch das Co-Substrat verhindert wird. Der Austausch zu Tyrosin
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hatte fast den gleichen Einfluss auf den Eisengehalt wie die Alaninsubstitution. Dabei
scheint die zusatzliche OH-Gruppe des Tyrosins negative Auswirkungen auf das 2-
Oxoglutarat zu haben. Die aromatische Aminosaure Tryptophan hingegen scheint die
Bindung des Eisens nicht zu beeinflussen und die enzymatische Inaktivitdt dieses
Proteins muss einen anderen Grund haben. Eine Erklarung hierflr kénnte sein, dass
der Indolring weiter in das aktive Zentrum ragt und damit einen stérenden Einfluss auf

die Substratbindung bzw. Co-Substratbindung hat.

Ein weiterer interessanter Befund war, dass die Mutanten mit Substitutionen an
bestimmten Positionen im EctD Protein, die nicht in direktem Zusammenhang mit der
Eisenbindung stehen, einen geringeren Eisenanteil im Protein enthielten. Von der
Aminosaure Arg-259 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sie vermutlich in
EctD die zentrale Rolle bei der 2-Oxoglutaratbindung spielt und 2-Oxoglutarat
zusatzlich das Eisen mit dem C1-Carboxylat in einem zweizahningen Mechanismus
stabilisieren konnte, wie bereits bei strukturell verwandten Proteinen wie SyrB2, PhyH
und PtIH beschrieben wurde (Blasiak et al., 2006; McDonough et al., 2005; You et al.,
2007). Alle Messungen des Eisengehalts in Arg-259 Mutanten [R259A (MP2), R259K
(MP4), R259H (MP5), R259Q (MP6)] zeigten, dass sich weniger Eisen in den Mutanten
im Gegensatz zum EctD Wildtyp Protein befand (Abbildung 42). Die Daten aus der
Kristallstruktur zeigen zwar, dass trotz ungebundenem 2-Oxoglutarat Eisen gebunden
werden kann, aber vielleicht fihrt die Anwesenheit von gebundenem 2-Oxoglutarat zu

einem hoheren Anteil von Eisen im Protein.

Die Hypothese, dass die richtige Orientierung des 2-Oxoglutarats das
Eisenatom im Protein zuséatzlich stabilisiert, wird damit untermauert. Auch die Mutanten
N261A (MP8), N133A (MP9) und R131A (MP10) wiesen einen geringeren Eisengehalt
verglichen mit dem Wildtyp EctD auf. Dies koénnte daran liegen, dass diese
Aminosauren im f-Faltblatt VII und VIII lokalisiert sind und ebenfalls fiir die richtige
Positionierung des 2-Oxoglutarats verantwortlich sein kénnten. Die Analyse des EctD
Proteinsequenzalignments zeigt (Abbildung 24), dass die Aminosauren GIn-261, GIn-
133 und Arg-131 in allen EctD Proteinen bis auf eine Ausnahme zu 100% konserviert
sind und damit sehr wichtig fir die Funktion der Ectoin-Hydroxylasen sein miissen. Ein

indirekter Effekt auf die Proteinfaltung ist jedoch auch hier nicht auszuschlieRen.

6.4 Das Konsensusmotiv der Ectoin-Hydroxylasen
In vorhergehenden Studien konnte durch bioinformatische Analysen ein fur die
Ectoin-Hydroxylasen typisches Konsensusmotiv ermittelt werden (Bursy et al., 2007).

Dieses Konsensusmotiv umfasste die Aminosauren W'**HSDFETWH'S. Durch
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weiterfuhrende bioinformatische Analysen im Rahmen dieser Arbeit konnte dieses
Motiv erweitert werden. Es umfasst die Aminosauren F'**-X-WHSDFETWH-X-EDG-
M/L-P'® und konnte in den 98 analysierten EctD Proteinsequenzen gefunden werden.
Das Konsensusmotiv als héchster konservierter Bereich in den Ectoin-Hydroxylasen
kann dazu herangezogen werden, bona fide Ectoin-Hydroxylasen von anderen

ahnlichen Proteinen abzugrenzen und eindeutig zu identifizieren.

In Abbildung 21 ist das Konsensusmotiv gelb hervorgehoben und als Helix im
Bereich des gebundenen Eisens im EctD Protein zu erkennen. Da das
Konsensusmotiv in der Nahe der eisenbindenden Aminosauren lokalisiert ist, konnte
diese Struktur unter anderem daran beteiligt ist, zwei flr die Eisenbindung wichtigen
Aminosauren (His-146 und Asn-148) in der richtigen Position zu stabilisieren. Des
Weiteren ist in dem Konsensusmotiv, dass bereits in 5.3 erwdhnte Phe-143 zu finden.
Verschiedene Substitutionen lassen darauf schlieRen, dass diese Aminosaure an der

Positionierung des 2-Oxoglutarats beteiligt ist.

Viele EctD Sequenzen sind in den Protein-Datenbanken als Prolin-
Hydroxylasen annotiert. Es gibt jedoch einen klaren Unterschied zwischen Prolin-
Hydroxylasen und Ectoin-Hydroxylasen im Hinblick auf bestimmte
Aminosduresequenzen. Dies zeigten die bioinformatischen Analysen der EctD
Proteinsequenzen in dieser Arbeit. Wie aus dem Alignment in Abbildung 15
hervorgeht, befindet sich an der Position 143, dementsprechend in der ersten
Aminosaure der Konsensussequenz, ein Phenylalanin in allen EctD Sequenzen. In
einem Alignment der Proteinsequenzen mit putativen Prolin-Hydroxylasen kann man
erkennen, dass diese eindeutige Signatursequenz fir Ectoin-Hydroxylasen fehlt und

stattdessen ein Tryptophan an dieser ersten Position zu finden ist.

Die Hypothese war, dass die Substitution des Phe-143 zu Tryptophan in EctD
in einer Hydroxylierung von Prolin resultieren kénnte. Diese Hypothese konnte
allerdings experimentell nicht bestatigt werden. In allen getesteten Ectoin-
Hydroxylasen konnte nur bei dem EctD Enzym aus H. elongata eine geringe Aktivitat
zur Prolinhydroxylierung gemessen werden. Allerdings ist zu vermuten, dass es sich
dabei um eine Nebenreaktion handelt, die sehr langsam ablauft. Das zeigten
Versuche, bei denen separate Aktivitdtsessays mit jeweils 6 mM Ectoin bzw. 6 mM
Prolin nach einer Stunde per HPLC gemessen wurden. Im Ansatz mit Ectoin konnte
das EctD Protein innerhalb von einer Stunde nahezu die gesamte Menge Ectoin zu
Hydroxyectoin hydroxylieren. Im Gegensatz dazu konnte im Enzymessay mit Prolin
keine nennenswerte Menge an Hydroxyprolin detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Erst nach einer Messung des Prolinessays, der 24 Stunden inkubiert wurde, konnten
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geringe Mengen an Hydroxyprolin nachgewiesen werden. Dies deutet daraufhin, dass
das komplexe aktive Zentrum der Ectoin-Hydroxylasen sehr spezifisch flr das
natlirliche Substrat Ectoin ist. Alle zu Ectoin ahnlichen Substrate kénnen

wahrscheinlich gebunden werden, aber nicht gezielt hydroxyliert werden.

6.5 Ein flexibler Deckelbereich in EctD

Ein durch die Kristallstrukturanalysen in EctD nicht aufgeloster Bereich besteht
aus den Aminosauren zwischen Gly-195 und Leu-211. In dem zu EctD strukturell
ahnlichem Protein PhyH (Abbildung 18) konnte die flexible Region zwischen den
Aminosauren 223 und 233 ebenfalls nicht aufgelost werden (McDonough et al., 2005).
In der Struktur des PhyH Proteins fehlte zudem das typische Substrat Phytanoyl-CoA.
Dies deutet darauf hin, dass dieser flexible Bereich eine wichtige Funktion fir die
Substratabschirmung haben kénnte und zusatzlich noch das Substrat Ectoin fir die

Hydroylierungsreaktion richtig positioniert.

Dass es sich in EctD um eine flexible Struktur handeln muss, zeigen die
Probleme, das Elektronengitter dieses Bereichs durch Ro&ntgenstrukturanalysen
eindeutig zuzuordnen (pers. Mitteilung von K. Reuter). Dieser als Loop vorhergesagte
Bereich ist ein Teil des verlangerten Bereichs der B-Faltblatter IV und V in EctD
(Abbildungen 17 und 18). Die flankierenden Aminosauren Val-194 und das hoch
konservierte Gly-212 befinden sich an den Kanten gegeniber des hypothetischen
aktivem Zentrums des EctD Proteins. Bei der Bindung von Ectoin an diesen flexiblen
Bereich kénnte sich dieser Loop eventuell Uber das aktive Zentrum legen und die

enzymatische Reaktion dadurch abschirmen.

Im Gegensatz zu EctD und PhyH ist es gelungen, diesen flexiblen Bereich in
der Struktur der Nicht-Ham-Eisen(ll) abhangigen Asparagin Hydroxylase AsnO aus S.
coelicolor in der Kristallstruktur aufzulésen (Strieker et al., 2007). Der Loop, der mit
dem von EctD vergleichbar ist, beinhaltet in AsnO die Aminosauren 208 bis 223 und ist
in der Apo-Form des Proteins als ein undefinierter Bereich ermittelt worden. Erst in der
Struktur mit gebundenem Liganden konnte dieser flexible Loop Bereich aufgel6st und
klar identifiziert werden (Strieker et al., 2007). Eine weitere Struktur, die eine solche
Loop-Region definiert, ist die mit AsnO verwandte L-Arginin Oxygenase VioC aus dem
Bakterium Streptomyces vinaceus (Helmetag et al., 2009). Auch in diesem Enzym
konnte in der Kristallstruktur das typische Substrat dieses Proteins Viomycin aufgel6st
werden und der flexible Bereich war eindeutig zu erkennen. Die Aufklarung dieser
flexiblen Bereiche in den Kiristallstrukturen AsnO und VioC liefern ein tieferes

Verstandnis fir die Funktion dieses Bereiches. Durch diese Loop/Deckelstrukturen wird
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das aktive Zentrum der Proteine vor stérenden Einflissen wahrend der enzymatischen
Reaktion geschiitzt. Zusatzlich interagieren bestimmte Aminosauren dieser Region mit

den Substraten und fuhren zu einer zusatzlichen Stabilisierung des Substrats.

In EctD koénnten bestimmte Aminosduren dieses nicht aufgeldsten
Deckelbereichs zusatzlich das Substrat Ectoin stabilisieren. Die bioinformatischen
Analysen der EctD Proteinsequenzen zeigen zudem hoch-konservierte Aminosauren in
diesem Bereich und unterstiitzen damit diese Hypothese. Um die Auswirkungen von
Substitutionen in diesem flexiblen Bereich zu untersuchen, wurden diese hoch-
konservierten Aminosauren Tyr-197, Pro-198, Ser-205 und Leu-206 zu Alanin
ausgetauscht. Die Substitutionen von Y197A und S250A fiihrten zu keiner
Beeintrachtigung der Enzymaktivitat. Im Gegensatz dazu verloren die Mutanten mit
den Substitutionen P198A und L206A ihre Aktivitat. Daher scheinen bestimmte Reste
innerhalb dieses Loops fir die Enzymaktivitdt wichtig zu sein. Eine Hypothese fiir die
Funktion eines solchen Deckels in EctD ware, dass mit seiner Hilfe das aktive Zentrum
des Enzyms geschlossen und dadurch die Hydroxylierungsreaktion gestartet bzw.

geschitzt wird.

In Ectoin Bindeproteinen ist es so, dass Ectoin im Inneren des jeweiligen
Proteins gebunden wird. Diese Bindung erfolgt an der Stelle, an der die Domanen des
Proteins miteinander verbunden sind (Hanekop et al., 2007; Kuhlmann et al., 2008b;
Lecher et al., 2009). Durch das Binden des Substrats Ectoin kommt es zu einer
Bewegung der Domanen, diese schlieRen sich wie eine Art Venusfliegenfalle und
verankern so das Ectoin. Vielleicht existiert dieser Mechanismus in abgewandelter
Form in EctD um Ectoin in die endglltige Lage zu positionieren. Ohne eindeutige EctD

Struktur mit Ectoin kann jedoch dariber nur spekuliert werden.

6.6 Vergleich der Struktur von EctD mit Ectoin/Hydroxyectoin-
Transportproteinen

Durch Kristallstrukturanalysen der Substratbindeproteine fir Ectoin bzw.
Hydroxyectoin konnten wichtige Strukturmotive und Aminosauren ermittelt werden, die
fur die Bindung dieser beiden kompatiblen Solute essentiell sind. Bisher wurden das
Ectoin Substratbindeprotein (SBP) EhuB aus einem ABC Transportsystem von S.
melilotti sowie die Bindeproteine der TRAP-Transporter UehA aus S. pomeroyi und
TeaA aus H. elongata strukturell aufgeklart (Hanekop et al., 2007; Kuhlmann et al.,
2008b; Lecher et al., 2009). Die Ergebnisse der Strukturanalysen des EctD Enzyms im
Vergleich mit den Strukturen der SBP aus Transportsystemen fir Ectoin und
Hydroxyectoin lassen die Schlussfolgerung zu, dass ein ahnlicher Bindemechanismus

in der Hydroxylase vorhanden sein kdnnte. Die beiden kompatiblen Solute Ectoin und
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Hydroxyectoin werden in den SBP durch konservierte Aromatenboxen mit den
Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin durch Kationen-tr-Interaktionen gebunden
(Hanekop et al., 2007). Ein genauer Blick in das aktive Zentrum der EctD
Kristallstruktur zeigt, dass sich dort ebenfalls aromatische Aminosauren befinden (Phe-
95, Phe-143, Trp-152 und Phe-263), die fur die Kationen-t-Interaktion mit dem
Substrat Ectoin in Frage kommen. Wenn man diese aromatischen Aminosauren im
EctD Alignment vergleicht, stellt man fest, dass diese Aminosauren alle hoch-
konserviert in den EctD Proteinen sind. Alle Substitutionen an diesen Positionen
fuhrten zu inaktiven Proteinen. An den Positionen 143 und 263 wurde zudem versucht,
die aromatische Aminosaure Phenylalanin durch die zwei anderen aromatischen
Aminosauren Tyrosin und Tryptophan zu ersetzen. Nur die Mutante F263Y war ohne
Auswirkung auf die Funktionalitdt des Enzyms, wahrend die anderen Mutationen zu
Alanin oder Tryptophan zu einem Defekt in der Hydroxylierungsfahigkeit von EctD
fuhrten.

Fur die direkte Interaktion mit dem Substrat Ectoin ist durch die
Kristallstrukturanalysen der Ectoin Bindeproteine bekannt, dass bestimmte
Aminosduren, die an der Substratbindung beteiligt sind, bei den verschiedenen
Ectoinbindeproteinen immer wieder auftreten (Hanekop et al., 2007; Lecher et al.,
2009; Ziegler et al., 2010). Man kann bei der Substratbindung von einem spezifischen
Mechanismus sprechen, bei dem die Carboxylgruppe des Ectoins Uber Salzbriicken
mit einem Arginin und die beiden Stickstoffatome mithilfe eines Glutamats und eines
Asparagins stabilisiert werden. Zusatzliche hydrophobe Interaktionen zum Substrat
Ectoin werden durch die Aminosauren Glutamat, Phenylalanin und Methionin
ausgebildet und fihren zu einer zusatzlichen Stabilisierung von Ectoin im Protein.
Vergleicht man diese Erkenntnisse mit den hoch-konservierten Resten in der Struktur
der Ectoin-Hydroxylase, so erkennt man klare Parallelen. An Position 259 befindet sich
ein hoch-konserviertes Arginin, dass in allen EctD Proteinsequenzen zu finden ist.
Dieses Arg-259 ist wahrscheinlich ist zum einen an der Stabilisierung des 2-
Oxoglutarats und zum anderen an der Stabilisierung der Carboxylgruppe des Ectoins
beteiligt. Eine Substitution des Arg-259 zu Alanin flihrt zum Verlust der
Hydroxylierungsfahigkeit in EctD. Die Substitutionen von Arg-259 zu anderen positiv
geladenen Aminosauren wie Lysin oder Histidin fihrten ebenfalls zu inaktiven
Enzymen. An Position 173 befindet sich in EctD ein Asparagin, das im EctD Alignment
als hoch-konserviert auftritt und sich in raumlicher Nahe zum Arg-259 befindet. An
Position 261 ist ein weiteres hoch-konserviertes Asparagin in der Ectoin-Hydroxylase

lokalisiert, das an der Interaktion mit einem Stickstoffatom in Ectoin beteiligt sein
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kénnte. Um Wasserstoffbrickenbindungen auszubilden, kénnten ein hoch-
konserviertes Serin an Position 167 und ein Lysin an Position 135 in Frage kommen.
Das Lys-135 ist im EctD Alignment nicht in allen EctD Proteinen zu finden. An dieser
Stelle taucht in 17% der EctD Sequenzen ein Methionin auf. Dieses Methionin ist
jedoch konform mit den Strukturen aus den Bindeproteinen, da dort ebenfalls
Methionine zu finden sind, die die Aufgabe des Lysins ersetzen koénnten. Ein
interessantes Ergebnis dazu ist, dass die Substitutionen an den drei Positionen (Ser-
167, Asn-173 und Asn-261) nicht zu einer Inaktivierung von EctD fihrten. Dies ist
analog zu Ergebnissen aus Mutagenesestudien mit Bindeproteinen, in denen der
Austausch jeweils einer Ectoinbindenden Aminosaure nicht zum Verlust der
Bindefahigkeit des Proteins flihrte (Hanekop et al., 2007). Die anderen Aminosauren,
die ebenfalls fiur die Bindung des Substrats Ectoin verantwortlich sind, konnten das
Fehlen einer wichtigen Aminosaure flr die Ectoin Bindung kompensieren (Hanekop et
al., 2007).

EhuB (S. meliloti) UehA (S. pomeroyi)

GLU-2
o GLU-9
TYR-60
5 PHE-209 y
,,%
b’f-’:‘: &
ht

THR-133

TRP-188

ARG-85
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EctD (V. salexigens)

~ SER-167
ASN-173
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Abbildung 52: Struktureller Vergleich von Ectoin Bindeproteinen mit der
errechneten Ectoin Bindestelle in EctD. Die fiir die Ectoin Bindung verantwortlichen
Aminosauren wurden in den verfligbaren Kristallstrukturen aus den Bindeproteinen EhuB aus
S. meliloti, UehA aus S. pomeroyi und TeaA aus H. elongata mit einem in silico Modell der
Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens gegenubergestellt. Das in silico Modell von EctD
beinhaltet die mogliche, theoretische berechnete Position von Ectoin und die wahrscheinlich
beteiligten Aminosauren (Sander Smits, Universitat Disseldorf).
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Die Abbildung 52 zeigt einen strukturellen Vergleich der Kristallstrukturen von Ectoin
Bindeproteinen zu EctD. Man erkennt in den Ectoin-Bindeproteinen das immer wieder
auftretende Bindemotiv bestehend aus einem wichtigen Arginin fur die Stabilisierung
der Carboxygruppe des Ectoins und die Aminosduren wie Glutamat, Glycin und
Asparagine die die Stickstoffe des Ectoins stabilisieren. Im Vergleich dazu, zeigt die
Struktur der Ectoin-Hydroxylase EctD, in der das Substrat Ectoin eingerechnet wurde
(Dr. Sander Smits, AG Lutz Schmitt, Universitat Disseldorf), dass das Arginin relativ
weit von der Carboxygruppe des Ectoins weggedreht ist und in einem unglnstigen
Winkel zum Substrat steht. Fir eine Bindung der Stickstoffe des Arg-259 mit der
Carboxygruppe des Ectoins misste sich diese Aminosaure weiter in die Richtung des
Substrats bewegen. Dies kann jedoch durch die Flexibilitdt des Arginins relativ leicht

bewerkstelligt werden.

Die in EctD fir die Koordination der Stickstoffe des Ectoins verantwortlichen
Aminosauren, sind wahrscheinlich die Aminosauren Asn-173, Asn-261, Ser-167 und
Lys-135. Auffallig ist, dass diese Aminosauren in allen EctD Proteinsequenzen hoch-
konserviert sind. Daher ist davon auszugehen, dass die Bindung des Ectoins in EctD
mit der Bindearchitektur der Ectoin-Bindeporteine vergleichbar ist. Dabei muss es sich
jedoch in EctD um eine schwachere Bindung als in den Ectoinbindeproteinen handeln,
da sonst das Ectoin bzw. Hydroxyectoin nicht mehr aus dem Protein entlassen werden
konnte. In den Bindeproteinen wird Ectoin mit Bindekonstanten im Bereich von 1 uM
hoch affin gebunden, aber bei der Interaktion mit den Transportproteinen der Membran
wieder aus dem Bindekomplex entlassen. Da EctD nicht mit einem anderen Protein
interagiert, muss die Mdglichkeit bestehen, dass Ectoin bzw. das hydroxylierte Produkt
Hydroxyectoin selbst wieder aus dem aktiven Zentrum von EctD zu entlassen. Die
relativ. hohen K,- Werte der gemessen EctD Enzyme im Bereich von 5 mM

unterstiitzen diese Theorie.

6.7 Mogliche Bindestelle von Ectoin in der Ectoin-Hydroxylase EctD

Die Erkenntnisse aus der Kiristallstruktur mit gebundenem Eisen, die
Mutagenesestudie mit EctD, die bioinformatischen Analysen zu den EctD
Proteinsequenzen und der Vergleich von EctD zu Kristallstrukturen von Ectoin
Bindeproteinen liefern Hinweise darauf, wie und wo Ectoin im Inneren des EctD

Proteins stabilisiert und hydroxyliert werden kdnnte.

Damit die Hydroxylierungsreaktion im aktiven Zentrum der Ectoin-Hydroxylasen
stattfinden kann, muss das Substrat Ectoin in der Nahe des Eisens liegen. Erst durch

die Reduktion des Eisens und mit Hilfe des molekularen Sauerstoffs kommt es zu
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einem nukleophilen Angriff des Co-Substrats 2-Oxoglutarat auf die C5 Position des
Ectoins (Abbildung 51). Das Co-Substrat 2-Oxoglutarat muss dabei ebenfalls in

raumlicher Nahe zum Eisen und zum Ectoin sein.

Durch Strukturberechnungen in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof.
Dr. Lutz Schmitt der Universitat Disseldorf wurde ein in silico Modell fiir eine mégliche
Bindestelle des Ectoins berechnet (Abbildung 53). Die Erkenntnisse aus dieser
errechneten Position des Ectoins in EctD zusammen mit den Informationen des EctD
Alignments im Vergleich zu den Ergebnissen aus den Kristallstrukturanalysen der
Ectoin-Bindeproteine fiilhren zur Eingrenzung mdglicher Aminosauren, die fir die
Substratbindung wichtig sein kdnnten. Zusatzlich war bei dieser Auswahl zu beachten,
dass die hoch-konservierten Aminosauren, wie bereits erwahnt, in unmittelbare Nahe
zum Eisenzentrum lokalisiert sein mussten. Im Zuge der Mutagenesestudien von
moglichen Aminosauren, die an der Ectoin Bindung beteiligt sein kdnnten, wurden die
Aminosauren an den Positionen 95, 129, 131, 133, 152, 167, 173, 261 und 263 in EctD
fur eine Substitution zu Alanin ausgewahlt. Im Falle von aromatischen Aminosduren
wie an Position 152 und 263 wurden zusatzliche Substitutionen zu anderen
aromatischen Aminosauren durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Mutagenesestudie mit
den theoretischen Berechnungen und dem Alignment fuhren zu einem hypothetischen
Modell fiir die Ectoinbindung (Abbildung 53).

SER-1

LEU-180

LY5:135

Abbildung 53: Mogliche Position des Ectoins in EctD. Durch in silico Berechnungen
mit der EctD Struktur von V. salexigens und dem Substrat Ectoin konnten médgliche
Aminosauren, die fur die Stabilisierung des Ectoins verantwortlich sind, identifiziert werden
(Dr. Sander Smits, Universitat Dusseldorf).
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Dieses Modell postuliert, dass das Arg-259 das Substrat Ectoin wie auch das
Co-Substrat 2-Oxoglutarat stabilisiert, und damit die zentrale und essentielle
Aminosaure in EctD darstellt. Das Arg-259 miusste sich dazu in die Richtung des
Eisenzentrums bewegen, um das Ectoin in die Nahe des Eisens zu bringen, was durch
die Flexibilitat des Arg-259 gut vorstellbar ist. Fir den Aufbau einer zu den Ectoin-
Bindeproteinen analogen Aromatenbox kénnten die aromatischen Aminosauren an den
Positionen 95, 152 und 263 dienen. Die direkte Interaktion zum Ectoin konnte Uber die
Aminosauren Ser-167, Asn-173, Pro-179 und Asn-261 erfolgen.

Die Bindung des Ectoins muss im Vergleich zu den Ectoin-Bindeproteinen
dabei aber etwas weniger affin sein, was der Vergleich des durchschnittlichen K-
Werts von 5 mM der Ectoin-Hydroxylasen im Gegensatz zu Kp — Werten der
Bindeproteine von 1 uyM erkennen lasst. Die geringere Affinitdt von EctD zu Ectoin ist
notwendig, um das Produkt Hydroxyectoin nach der Hydroxylierungsreaktion wieder
entlassen zu kdonnen. Zusatzlich dazu legt sich vermutlich der flexible Loop Bereich,
bestehend aus den Aminosauren Gly-195 bis Leu-211, bei gebundenem Ectoin Uber
das aktive Zentrum und schirmt das Reaktionszentrum ab. Nach der enzymatischen
Reaktion konnte das ,Wegklappen® von Arg-259 zusammen mit dem Aufrichten des
Loops dazu filhren, das Produkt Hydroxyectoin aus dem aktiven Zentrum zu entlassen.
Bis jedoch keine EctD Struktur mit gebundenem Substrat Ectoin oder das hydroxylierte

Derivat Hydroxyectoin vorliegt, kann dies nicht mit Sicherheit bestatigt werden.

Bei der weiteren Analyse des in silico Modells fallt auf, dass das Substrat Ectoin
zu weit vom Eisen entfernt ist, um die Hydroxylierungsreaktion stattfinden zu lassen.
Die Erklarung hierfir kdnnte sein, dass die in silico Berechnungen aus der vermutlich
offenen EctD Struktur stattgefunden haben. Die Bindung von Ectoin durch die
beschriebenen Aminosauren kénnte daher zwar stattfinden, jedoch bedarf es zur
enzymatischen Hydroxylierung des Ectoins einer kompakteren EctD Struktur, damit
das Ectoin in die Nahe des Eisens positioniert werden kann. Wahrscheinlich wird die
Reaktion erst durch eine Konformationsanderung des EctD Proteins und die damit
zusammenhangende Verdichtung des aktiven Zentrums gestartet. Fur die

Abschirmung der Reaktion kdénnte der flexible Loop dienen.
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6.8 Ectoin-Hydroxylasen aus anderen Mikroorganismen

Die Ectoin-Hydroxylase EctD aus V. salexigens war die erste Hydroxylase die
heterolog in E. coli produziert und affinitatschromatographisch durch einen C-terminal
fusionierten Strep-tag aufgereinigt und biochemisch charakterisiert wurde (Bursy et al.,
2007). In dieser Arbeit wurden unter anderem die Ergebnisse der
Kristallstrukturanalysen dieses gereinigten EctD Proteins vorgestellt, wobei die
wichtigen Substrate Ectoin und das Co-Substrat 2-Oxoglutarat in der Struktur fehlen
(Reuter et al., 2010). Um die Chancen bei einer erneuten Kristallstrukturanalyse des
EctD Proteins zu erhohen, eine Struktur mit gebundenem Ectoin und oder 2-
Oxlogutarat zu erhalten, wurden weitere Hydroxylasen aus unterschiedlichsten
Mikroorganismen kloniert und in E. coli produziert. EctD wurde aus folgenden
Bakterien gereinigt: H. elongata, Geobacillus sp. Y412MC10, P. stutzeri A1501, A.
ehrlichii, A. cryptum und S. alaskensis. Als einziges Archaeon wurde das
Crenarchaeon N. maritimus mit einem ectD Gen identifiziert und als weitere EctD
Quelle herangezogen. Nachdem die heterolog in E. coli produzierten EctD Proteine per
Strep-tag Affinitatschromatographie aufgereinigt wurden, konnte in einem ersten

Aktivitatstest bestatigt werden, dass alle EctD Proteine enzymatisch aktiv waren.

Die weiteren biochemischen Eigenschaften dieser EctD Proteine wurden
daraufhin  bestimmt. Dazu wurde als erstes ermittelt, welche idealen
Versuchsbedingungen fir die Hydroxylasen verwendet werden missen. Hierbei zeigte
sich, dass es durchaus Unterschiede in der Stabilitat der einzelnen EctD Proteine gab,
zum Beispiel bezlglich der unterschiedlichen Temperatur- bzw. pH-Wert-Optima, die
aufgrund der extremen Lebensbedingungen einiger Mikroorganismen zu erwarten

waren.

Bei den Hydroxylasen der Bakterien S. alaskensis und Geobacillus sp.
Y412MC10, die in ihren Habitaten extremen Temperaturen ausgesetzt sind, wurde
deutlich, dass die gereinigten Ectoin-Hydroxylasen ein breites Temperaturspektrum
zeigten. Das EctD Enzym aus dem thermophilen Vertreter Geobacillus sp. Y412MC10
konnte Temperaturen bis 80°C tolerieren. Dies ist insofern interessant, als dass es sich
dabei um ein sehr robustes Protein handelt und dem Bakterium eventuell bei den
hohen Temperaturen zum Wachstum verhilft. Aus vorangegangen Studien konnte man
bereits sehen, dass Hydroxyectoin den Bakterien einen Wachstumsvorteil bei hdheren
Temperaturen verschafft (Bursy et al., 2008; Garcia-Estepa et al., 2006). Diese kdnnen
neben hohen osmotischen Bedingungen auch hdhere Temperaturen tolerieren. Da
Geobacillus sp. Y412MC10 aus heil’en Quellen des Yellow Stone National Park der

USA isoliert wurde (Lucigen, USA), in denen Temperaturen von bis zu 90°C gemessen
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wurden, ware dies eine weitere Bestatigung dieser Hypothese. Ein interessantes
Ergebnis ist, dass das EctD Protein von G. sp. Y412MC10 auch noch bei einer
niedrigen Temperatur von 5°C aktiv ist. Dies konnte bei fast allen Ectoin Hydroxylasen
bis auf die EctDs aus P. stutzeri, S. coelicolor und V. salexigens beobachtet werden.
Bei der Hydroxylase aus S. alaskensis konnte man erwarten, dass die Hydroxylierung
bei Temperaturen unter 5°C stattfindet, da S. alaskensis in seinem marinen Habitat
deutlich geringeren Temperaturen ausgesetzt ist. Dies konnte nicht bestatigt werden.
Wahrscheinlich handelt es sich bei der Temperatur von 5°C um die kritische

Temperatur, bei der die Hydroxylierung noch ablaufen kann.

In der Anpassung an extreme pH-Werte konnte zwischen den EctD Proteinen
aus extrem lebenden Organismen und EctDs aus Bakterien mit gemaRigten Habitaten
kein signifikanter Unterschied ermittelt werden. Auffallig ist, dass jedes EctD Protein im
Bereich von pH 6,5 bis pH 9,6 Aktivitat zeigte. Das Optimum aller Hydroxylasen lag
zwischen pH 7,5 und pH 8. Die besten Umsatzraten wurden in einem TES Puffer

erzielt, der fur diesen pH Bereich optimiert wurde.

Ein interessantes Ergebnis ist, dass einige Ectoin-Hydroxylasen durch Zugabe
von Salzen in ihrer Hydroxylierungsfahigkeit gesteigert werden kénnen. Im Fall von KCI
ist eine Konzentration von 150 mM fur die Umsatzrate des EctD Proteins von H.
elongata forderlich und es kommt zu einer Steigerung der Enzymaktivitdt um 100 %.
Dies konnte man darauf zurlckfiihren, dass eine Salzkonzentration von 150 mM
ungefahr dem osmotischen Potenzial in der Zelle entspricht. Im Fall von NaCl konnte
ein analoger Effekt beobachtet werden. Verwendet man eine NaCl Konzentration bis
75 mM, wird die Umsatzrate des Enzyms gesteigert, wobei Konzentrationen tber 75
mM zu einer Verminderung der enzymatischen Aktivitat fihrten. Bei einer NacCl

Konzentration ab 250 mM ist das Protein vollstandig inaktiviert.

Insgesamt kann man aus den Ergebnissen der biochemischen
Charakterisierung der EctD Proteine schlielRen, dass deren biochemischen Parameter
sehr ahnlich sind und nur geringfiigig unterscheiden. Es konnte keine Hydroxylase
ermittelt werden, die erheblich mehr oder schneller Ectoin zu Hydroxyectoin

synthetisieren kann.

Um in weiteren Kristallstrukturanalysen auch das Substrat Ectoin bzw. das
Produkt Hydroxyectoin detektieren zu kénnen, sind die gewonnen Ergebnisse uber die
Ectoin-Hydroxylasen aus den verschiedenen Organsimen sehr hilfreich. Als
vielversprechend gelten die Ectoin-Hydroxylasen aus dem thermophilen Vertreter

Geobacillus sp. Y412MC10 oder dem acidophilen Bakterium A. cryptum, da sich diese
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EctD Enzyme als besonders robuste Proteine gezeigt haben. Selbst nach
zweiwOchiger Lagerung bei 4°C konnte bei diesen Enzymen noch Aktivitat gemessen
werden, im Gegensatz zu den anderen gereinigten EctD Proteinen, die nach dieser
Zeit inaktiv waren. Diese EctD Proteine werden daher in zuklnftigen
Kristallisationsscreenings eingesetzt, um eine EctD Struktur mit gebundenem Ectoin

bzw. sein hydroxyliertes Derivat Hydroxyectoin erhalten zu kénnen.

6.9 Das ectD Gen ist in “Bewegung*

Die bioinformatischen Analysen zu der Verbreitung des ectD Gens in
Mikroorganismen zeigen, dass das flr die Ectoin-Hydroxylase codierende Gen ectD in
vielen unterschiedlichen Organismen vorkommt (Abbildung 26). Die Ectoin
Produzenten mit der Fahigkeit zur Hydroxyectoin Synthese findet man hauptsachlich
bei Vertretern aus dem Reich der Bacteria. Eine Ausnahme stellt bisher lediglich das
Crenarchaeon N. maritimus dar. Dabei ist davon auszugehen, dass N. maritimus das
Ectoin Gencluster durch horizontalen Gentransfer erhalten hat, da es mit dem Ozean
als Habitat den gleichen Lebensraum mit vielen anderen Ectoin Produzenten, wie z.B.

das Bakterium Nitrosococcus oceani, teilt.

Das Ectoin in Eukaryoten produziert wird, konnte bisher nicht beobachtet
werden. Es gibt lediglich Hinweise darauf, dass bestimmte Domanenstrukturen, die
Cupin-2-ahnlich und fiir eine Ectoin Synthase charakteristisch sind, in dem Lanzettfisch
Branchiostoma floridae vorkommen. Nach einer Blast-Suche mit der EctD
Proteinsequenz von V. salexigens auf Eukarya, findet man in B. floridae ein putatives
uncharakterisiertes Protein (Accession: C3Z6Y8), das eine Identitat von 39% zu der
Proteinsequenz von EctD hat. Zudem besitzt dieses Protein, das oben beschriebene
Konsensusmotiv. Daher konnte es sein, dass auch Eukaryoten Ectoin bzw.

Hydroxyectoin synthetisieren konnen.

Die Position des ectD Gens ist in den Genomen der verschiedenen
Organismen Uberwiegend gleich organisiert. In 70% der Falle kommt es direkt im ect-
Cluster neben dem ectC Gen assoziiert vor. Es kann sich aber auch isoliert an einer
anderen Stelle im Genom befinden. Zudem existieren auch Mischformen, in denen
ectC und ectD in direkter Nachbarschaft isoliert im Genom vorkommen, wie z.B. bei
dem Bakterien Streptomyces flaovogriseus und Leptospirillum rubarum (Abbildungen
43, 44 und 45).

Wie bereits erwahnt, ist in 69 der 98 ect-Cluster mit einer Ectoin-Hydroxylase
das ectD Gen hinter dem ectABC Cluster lokalisiert (Abbildungen 43, 44 und 45). Dies

fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass es bei einem madglichen horizontalen Gentransfer
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Uberwiegend zu einem Austausch des kompletten ect-Cluster mit der Hydroxylase

kommt.

Die haufigsten Vertreter der Bacteria mit einem ectD Gen sind die
Actinobacteria (47%). Dann folgen die y-Proteobacteria (23%), die a-Proteobacteria
(11%), die p-Proteobacteria (10%), die Firmicutes (4%), die Planctomyceten (3%), die
Nitrospira (1%) und die Crenarchaeota (1%). Die ldentitdten zwischen den EctD
Sequenzen lagen im Vergleich zu EctD aus V. salexigens bei 72% bis 38%. Auffallig
dabei ist, dass die meisten Actinobacteria die gleiche Organisation des ect-Genclusters
aufweisen. Der ect-Cluster wird haufig durch ein Gen, das flir ein hypothetisches
Protein sowie einem aspC Gen, das flr eine Aminotransferase codiert, flankiert
(Abbildungen 43, 44 und 45). Diese Tatsache kdnnte so erklart werden, dass das aspC
Gen, das fir eine Aspartat-Aminotransferase codiert, eine vergleichbare Optimierung
der Ectoin Synthese darstellen kénnte, wie das ask Gen, welches sich ebenfalls im ect-
Cluster befindet. AspC kann aus dem Vorlaufer L-Aspartat unter Verbrauch von 2-

Oxoglutarat zu Oxalacetat das fur die Ectoin Synthese bendtigte Glutamat

synthetisieren (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Modifiziertes Schema der Ectoin und Hydroxyectoin Synthese.
Durch bioinformatische Analysen der ect Gencluster, konnte neben dem ask Gen fir die
Aspartokinase auch ein aspC Gen fir eine Aminotransferase ermittelt werden.
Diese Uberlegung wird gestiitzt durch die Beobachtungen, dass der Anteil an
Ectoin durch Zugabe von Glutamat ins Medium erhéht werden kann (Prof. E. Bremer,
pers. Mitteilung). Ob AspC zu einer erhéhten Produktion von Ectoin flihren kann,
musste durch Untersuchungen bestatigt werden. Wie man aus Abbildung 54 erkennen
kann, kénnte durch AspC eine Art Feedback Loop entstehen, durch den Glutamat flr

das Protein EctB gebildet wird. Glutamat kénnte dann wiederum als Co-Substrat zu 2-
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Oxoglutarat umgeformt werden. Das 2-Oxoglutarat kdnnte entweder als Co-Substrat

fur AspC dienen oder bei der Ectoin Hydroxylierung durch EctD verwendet werden.

Interessanterweise tritt dieses zusatzliche AspC Protein nur in den ect-Clustern
der Streptomyceten auf. Demnach konnte diese Zusammensetzung des Ectoin

Syntheseclusters eine Besonderheit innerhalb dieser Klasse der Bakterien darstellen.
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6.10 Der Flaschenhals bei der Ectoin und Hydroxyectoin Synthese

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Ectoin Synthese von
ausreichend Vorlaufersubstraten abhangig ist (Bestvater et al.,, 2008). Fir molare
Konzentrationen an Ectoin werden auch molare Konzentrationen der
Vorlaufersubstrate bendtigt. Das wichtigste Ausgangsmolekil fir die Ectoin
Biosynthese ist L-Aspartat, das durch eine Aspartokinase (Ask) zu B-Aspartyl-Phosphat
und dann durch eine Aspartat-Semialdehyd-Dehydrogenase (Asd) zum Ectoin-
Vorlaufersubstrat 3-Aspartat-Semialdehyd synthetisiert wird. Bei der Synthese von (3-
Aspartyl-Phosphat durch Ask kann es zu einem Flaschenhals bei der Ectoin Synthese
kommen, da die Aspartokinasen haufig durch ihre Produkte Feedback reguliert sind

und durch eine zu hohe Konzentration ihrer Produkte inhibiert werden.

Durch bioinformatische Analysen konnten im Reich der Bacteria Vertreter
identifiziert werden, die zwei ask Gene im Genom codieren. In diesen Vertretern wie
zum Beispiel P. stutzeri A1501, befindet sich zusatzlich zum ask Gen im ect-
Gencluster ein weiteres Aspartokinase codierendes Gen im Genom (Abbildungen 43,
44 und 45). Dabei ist davon auszugehen, dass die Aspartokinase im ect-Gencluster fur
die Ectoin Synthese optimiert ist. Aspartokinasen unterliegen in den verschiedenen
Organismen einer strengen Kontrolle (Kanapathipillai et al., 2008; Reshetnikov et al.,
2006). Diese ist zum einen die transkriptionelle Regulation und zum anderen die
direkte allosterische Hemmung durch bestimmte Aminosauren. Dies lasst sich damit
erklaren, dass B-Aspartat-Semialdehyd ein wichtiges Vorlaufersubstrat fir bestimmte
Aminosauren, wie Methionin, Lysin und Threonin und wichtige Molekile des
Zellwandaufbaus wie meso-Diamino-Pimelinsaure und Dipicolinsaure darstellt. Damit
immer nur so viel Vorlaufersubstrat wie ndétig produziert wird, missen
Schlisselenzyme kontrolliert werden. Unter diese Kontrolle fallt unter anderem die

Aspartokinase.

Um die zwei Aspartokinasen aus einem Organismus naher zu untersuchen, fiel
die Wahl auf das Bakterium P. stutzeri A1501. P. stutzeri A1501 besitzt eine
Aspartokinase im Genom, die als LysC bezeichnet wird, und einer zweiten, die sich
direkt im ect-Gencluster nach ectD befindet und als Ask Ect bezeichnet wurde
(Abbildung 9). Die beiden ask Gene wurden aus P. stutzeri A1501 amplifiziert und in
die Expressionsvektoren pASK-IBA3 bzw. pASG-IBA3 kloniert. Dadurch konnten die
beiden Aspartokinasen in E. coli heterolog produziert und durch anschlieliende Strep-
tag Affinitatschromatographie gereinigt werden. Durch enzymatische Aktivitatstests
konnten die Aktivitat der Aspartokinasen und deren biochemischen Parameter

bestimmt werden. Fir Ask_LysC wurde ein K., von 21,6 + 2,6 mM fir das Substrat L-
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Aspartat und ein v von 5,1 £ 0,1 U/mg bestimmt. Fir die Aspartokinase Ask_Ect
wurde ein K, von 29,7 £ 2,5 mM und ein v;,ax von 6,9 + 0,2 U/mg gemessen. Prinzipiell
kann man feststellen, dass sich diese beiden biochemischen Parameter im gleichen
Bereich befinden und nur geringflige Unterschiede aufweisen. Diese rekombinanten
Proteine dienen der Grundlage flir die weitere Charakterisierung dieser beiden

Enzyme.

Um zu ermitteln, warum Bakterien mehrere Aspartokinasen besitzen und
welche Substrate allosterisch die Funktion der beiden Proteine inhibieren, wurden
umfangreiche Inhibierungsstudien mit verschiedenen Aminosauren, die dem
Aktivitdtsessay hinzugegeben wurden, durchgefiihrt (Stéveken et al. 2011). Diese
Ergebnisse zeigten, dass die Zugabe der Aminosauren Alanin, Glycin, Isoleucin oder
Methionin zu keinen signifikanten Aktivitatsverlusten flhrten. Bei der Zugabe von
Threonin kam es zur deutlichen Hemmung beider Aspartokinasen. Bei der Ask_LysC
Aspartokinase filhrte eine Mischung der Aminosauren Lysin und Threonin zur starksten
Inhibierung des Enzyms (Stéveken et al. 2011). Demnach konnte eine ahnliche
allosterische Regulation wie bei der Aspartokinase aus Corynebacterium glutamicum
beobachtet werden (Yoshida et al., 2009). Neu ist jedoch, dass die allosterische
Hemmung durch Threonin in Kombination von Lysin verstarkt werden konnte. Durch
weiterflhrende Versuche, die Aspartokinase Ask_Ect durch Mutagenesestudien so zu
verandern, dass die allosterische Hemmung aufgehoben wird, kénnte zu einer
erhdhten Konzentration von Ectoin in der Zelle bei hohen Salinitaten fihren. Dabei
kdnnten die bereits gewonnen Ergebnisse aus Studien mit Aspartokinasen in diese
Mutagenesestudie miteinflielen (Hamano et al., 2007; Schrumpf et al., 1992). Die
Mutagenese bestimmter Bereiche in den Aspartokinasen, flihrte dabei zum Verlust der
allosterischen Hemmung. Dadurch kénnten eventuell auftretende Engpasse wahrend
der Ectoin bzw. Hydroxyectoin Synthese umgangen und eventuell zu deutlich héheren
Ausbeuten bei der Produktion von Ectoin bzw. Hydroxyectoin erzielt werden. Die
Ergebnisse aus den Versuchen, in denen das ect-Gencluster mit und ohne ask in E.
coli transferiert wurden und die synthetisierte Menge an Ectoin verglichen wurden,
zeigten, dass mit Hilfe der Aspartokinase Ask Ect 5 mal mehr Ectoin/Hydroxyectoin
produziert werden kann (Stéveken et al. 2011). Dies untermauert die Hypothese, dass
die Aspartokinasen in den ect-Clustern dazu beitragen, deutlich mehr der kompatiblen

Solute Ectoin und Hydroxyectoin zu synthetisieren.
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6.11 Hydroxyectoin als Hitzeprotektivum

Physiologische Untersuchungen unter hohen osmolaren Bedingungen in
Kombination mit hohen Temperaturen mit den Bakterien Chromohalobacter salexigens
und S. coelicolor A3(2) zeigten, dass Ectoin und Hydroxyectoin sehr effektive
kompatible Solute sind, die den Bakterien auch zu thermoprotektiven Eigenschaften
verhelfen (Bursy et al., 2008; Garcia-Estepa et al., 2006). Des Weiteren ist auffallig,
dass Bakterien mit extremen Habitaten oftmals in der Lage sind, Hydroxyectoin zu
produzieren. In Zusammenhang mit der Charakterisierung der Ectoin-Hydroxylase aus
S. coelicolor wurde durch Wachstumsversuche untersucht, ab welcher NaCl
Konzentration S. coelicolor nicht mehr in der Lage ist, ohne Zusatz von kompatiblen
Soluten zu wachsen (Bursy et al., 2008). Durch diese Salztoleranz-Experimente konnte
eine kritische Salzkonzentration von 1,2 M NaCl ermittelt werden, bei der nur noch
geringes Wachstum gemessen werden konnte (Bursy et al., 2008). Wird dem Medium
Ectoin, Hydroxyectoin oder beide kompatiblen Solute im 1:1 Mischungsverhaltnis
zugefugt, so kann S. coelicolor hdhere Salzkonzentrationen tolerieren und wieder
wachsen. Hervorzuheben ist dabei, dass das Gemisch beider kompatiblen Solute die
beste Protektion bei hoher Salinitat lieferte. Setzt man S. coelicolor zuséatzlich zu einer
hohen Salinitat einer erhéhten Temperatur von 39°C aus, konnte dieselbe Protektion
durch die Mischung beider kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin beobachtet
werden. Vereint man demnach die beiden Stressfaktoren, so lasst sich aus den
Ergebnissen dieser Experimente schlieRen, dass Ectoin und Hydroxyectoin als
Hitzeprotektiva wirken (Bursy et al., 2008). Den besten Schutz zeigte hier wiederum die
Kombination von Ectoin und Hydroxyectoin in einem 1:1 Verhaltnis. Die
Hydroxylierungsreaktion von Ectoin zu Hydroxyectoin in Mikroorganismen scheint
daher neben der Salztoleranz auch etwas mit ihrer Temperaturanpassung zu tun zu

haben.

Bei der Untersuchung, wann die Aufnahme der beiden kompatiblen Solute in S.
coelicolor induziert wird, fiel auf, dass bei einer hohen Salzkonzentration ein hohe
Aufnahme festzustellen ist. Jedoch fiihrte die erhéhte Temperatur von 39°C zu einer
vermehrten Aufnahme von Ectoin, die schliel3lich in Kombination der beiden
Stressbedingungen am hdchsten war. Die Beobachtung, dass durch eine erhdhte
Temperatur mehr Ectoin und Hydroxyectoin in die Zelle transportiert wird, zeigt, wie
wichtig die kompatiblen Solute bei schadigenden Temperaturen fur die Zelle sind. S.
coelicolor ist unter diesen Bedingungen selbst nicht mehr in der Lage durch de novo
Synthese genigend Ectoin und Hydroxyectoin zu bilden. Dies zeigt die lange lag

Phase des Wildtyps unter diesen Stressbedingungen, wenn keine kompatiblen Solute
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ins Medium gegeben wurden (Abbildung 49). Somit flhrt wahrscheinlich die
Kombination aus der Aufnahme von Ectoin und von der Zelle synthetisiertem Ectoins

und Hydroxyectoins zum besten Schutz.

Die Sinnhaftigkeit, warum Bakterien fur die Hydroxylierung von Ectoin
zusatzliche Energie investieren, der den Zellen in Bezug auf den osmotischen Schutz
keinen Vorteil verschafft, scheint durch diese Ergebnisse klarer zu werden. Denn um
den hohen osmotischen Druck der Umgebung zu tolerieren, wirde es ausreichen, nur
das kompatible Solut Ectoin zu synthetisieren. Hydroxyectoin hat in Bezug auf den
osmotischen Schutz die gleichen Eigenschaften wie Ectoin. Mdglicherweise ist die
Mischung der beiden kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin das Geheimnis der
Existenz der Ectoin-Hydroxylase. Dabei kbnnte man sich vorstellen, dass Ectoin und
Hydroxyectoin zwar als gute Osmoprotektiva wirken, aber das Spektrum der
protektiven Eigenschaften mit Hilfe der Ectoin-Hydroxylase EctD durch die kleine
chemische Veranderung des Ectoins durch einen zusatzlichen Sauerstoff am C5 Atom
des Ectoins deutlich erweitert werden kann. Es ist bekannt, das Ectoin und
Hydroxyectoin vorteilhaft fir den gesamten Zellapparat der Mikroorganismen sind (Graf
et al., 2008; Lentzen & Schwarz, 2006; Lippert & Galinski, 1992b). DNA und Proteine
werden nicht nur bei osmotischen Ungleichgewichten, sondern auch bei hohen

Temperaturschwankungen stabilisiert.

Wahrscheinlich konnten sich Bakterien durch den zusatzlichen Erwerb einer
Ectoin- Hydroxylase an besonders hohe Temperaturen anpassen. Es ist auch
vorstellbar, dass die Transkription von Genen fir stressprotektive Chaperone mit
einem Anstieg der Hydroxyectoinkonzentration induziert wird. Hydroxyectoin kdnnte
demnach bei hohen Temperaturen als Signal wirken und dadurch verhindern, dass
Proteine denaturieren. Dies konnte zum Beispiel bei der Akkumulation niedriger
Konzentrationen von Glycin Betain in E. coli beobachtet werden, was dazu flhrte, dass

das gesamte molekulare Chaperon System aktiviert wird (Diamant et al., 2003).

Die Existenz der extremophilen Bakterien, wie dem extremophilen Bakterium
Geobacillus sp. Y412MC10, das in Habitaten bis 90°C leben kann, sowie dem
kalteangepassten Bakterium Sphingopyxis alaskensis, das Habitate mit besonders
niedrigen Temperaturen bewohnt (4° - 8°C) (Vancanneyt et al., 2001), kbnnte durch die
Fahigkeit zur Hydroxyectoin Synthese erklart werden. Hydroxyectoin kénnte dazu
beizutragen, dass Proteine bei héheren Temperaturen nicht so schnell denaturiert
werden bzw. unter kalten Temperaturen noch funktionieren. Interessant dabei ist auch,
dass die Ectoin-Hydroxylase unabhangig vom jeweiligen Organismus relativ hohe

Temperaturen toleriert (5.5.1). Die gereinigte Ectoin-Hydroxylase aus S. coelicolor mit
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dem Temperaturoptimum von 32°C zeigt selbst bei Temperaturen von 60°C noch
Enzymaktivitat (Bursy et al., 2008).

Welchen Einfluss der Verlust des ectD Gens bzw. des gesamten ect-
Gencluster in S. coelicolor auf das Wachstum in Bezug auf hohe Salinitat und hoher

Temperatur hatte, misste durch Mutationsstudien geklart werden.
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6.12 Ausblick

Die kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin sind nicht nur fur die
Bakterien nitzliche kompatible Solute, sondern haben auch fiir den Menschen
nutzbringende Eigenschaften. Sie werden daher in Hautpflegeprodukten und
Medizinprodukten eingesetzt (Graf et al., 2008; Kanapathipillai et al., 2005;
Kanapathipillai et al., 2008; Lentzen & Schwarz, 2006). Daher ist das
biotechnologische Interesse hoch, Bakterien zu finden, die in der Lage sind, grofle

Mengen an Ectoin und/oder Hydroxyectoin zu produzieren.

Im Bereich der Medizinprodukte gibt es mittlerweile eine Vielzahl an Produkten
mit Ectoin, wie z.B. spezielle Cremes gegen Neurodermitis. Auflerdem werden zurzeit
Inhalationssprays mit Ectoin bei Patienten mit Lungenentziindungen erprobt. Ob die
Einnahme bzw. das Inhalieren bei bestimmten Lungen-Erkrankungen das Mittel der
Wahl ist, bleibt abzuwarten. Durch die bioinformatischen Analysen von Ectoin
Produzenten konnten einige pathogene Vertreter identifiziert werden. Darunter auch
einige Bakterien, die fur Erkrankungen der Atemwege verantwortlich sind, wie
Bordetella parapertussis oder Bordetella bronchiseptica RB50. Diese Bakterien
konnten durch die Einnahme von Ectoin bzw. Hydroxyectoin eine positive Selektion
erfahren, was fir den jeweiligen Patienten katastrophale Auswirkungen haben kdnnte.
Man wirde zwar versuchen, den Entziindungsprozess zu lindern, aber auch den
pathogenen Bakterien die Mdglichkeit liefern, Ectoin als kompatibles Solut oder

Nahrungsquelle zu nutzen und zu deren Vermehrung beizutragen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Hitzeprotektion von Ectoin in S. coelicolor,
kénnten zu weiteren neuen Einsatzgebieten bei der Entwicklung neuer Praparate
fuhren. Es ware denkbar, Hydroxyectoin in Brandsalben einzusetzen und somit der

Haut zu einer schnelleren Heilung zu verhelfen.

Fur die Optimierung von Produktionsprozessen bei der Ectoingewinnung
kdonnten die Arbeiten an den Aspartokinasen aus P. stutzeri A1501, die an der
Ectoinsynthese beteiligt sind, hilfreich sein. In den Inhibierungsstudien konnte gezeigt
werden, dass die Asks durch bestimmte Aminosauren inhibiert werden. Durch gezielte
Mutagenesen von Ask_Ect konnte die allosterische Kontrolle der Aspartokinase
entfernt werden. Dadurch kdnnte eventuell mehr Vorldufersubstrat fir die Ectoin

Synthese generiert werden und somit die Ectoinausbeute gesteigert werden.

Es bleibt jedoch weiterhin die Frage offen, ob es mdglich ist, mehr Ectoin zu
gewinnen, wenn in das Ectoin-Gencluster das asd Gen fur das Asd Enzym sowie das

aspC Gen, das flr eine Aspartat Aminotransferase codiert, im Rahmen eines
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synthetisch aufgebauten Clusters inseriert werden wirde. Es ware ebenfalls denkbar,
starkere Promotoren vor das ect-Cluster zu positionieren und damit eine zusatzliche
Steigerung der Ectoin Synthese zu erreichen. Hierbei stellt sich allerdings die Frage,
wie hoch die maximale Kapazitat von Ectoin bzw. Hydroxyectoin in der Zelle ist. Es
wurde beobachtet, dass wahrend der Ectoin/Hydroxyectoin Synthese immer ein
gewisser Anteil der kompatiblen Solute im Medium detektierbar ist (Pittellkow & Bremer
unverodffentlichte Daten). Die genauen Mechanismen dahinter liegen jedoch noch im
Dunkeln. Auffallig ist jedoch, dass viele der Ectoin und Hydroxyectoin produzierenden
Organismen ein Transportsystem flir die beiden kompatiblen Solute besitzen. Somit
kénnte es zu einem permanenten Recycling zwischen den de novo produzierten und
aufgenommenen kompatiblen Soluten kommen. Durch die UbermafRige Synthese der
kompatiblen Solute in der Zelle, kbnnte es ebenfalls zum Anstieg des Turgors
kommen, der durch diese speziellen Transportsysteme oder durch mechanosensitive

Kanale reguliert wird.

Ein interessanter Vertreter aus dem Reich der Bacteria mit potentiellen Ectoin
Synthese Genen ist das Actinobakterium Streptomyces viridochromogenes DSM
40736. Bei der genaueren Betrachtung des ect- Genclusters fiel auf, dass dieses
Bakterium zwei komplette ect-Gencluster inklusive ectD sowie Gene fir ein Ectoin
Transportsystem besitzt. Dies ist insofern interessant, als das dieses Bakterium durch
den Besitz von zwei vollstandigen ect-Genclustern vielleicht erheblich mehr Ectoin und
Hydroxyectoin produzieren kénnte. Ob das wirklich der Fall ist, misste zunachst in

physiologischen Versuchen unter hohen Salinitaten untersucht werden.
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Abbildung 55: Chromatogramme der EctD Aktivititsmessungen. Dargestellt sind
die Chromatogramme der HPLC Analytik der EctD Proteine aus H. elongata (oben), S.
alaskensis (Mitte) und Geobacillus sp. Y412MC10. Alle rekombinanten EctD Proteine wurde
mit steigender Konzentration in den Enzymtest eingesetzt und anschlieBend die Ectoin
Hydroxylierung ausgewertet. Reines Ectoin und Hydroxyectoin diente jeweils als Standard.
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Abbildung 56: Chromatogramme der EctD Aktivititsmessungen. Dargestellt sind
die Chromatogramme der HPLC Analytik der EctD Proteine aus A. cryptum (oben), A.
ehrlichii (Mitte) und N. maritimus. Alle rekombinanten EctD Proteine wurde mit steigender
Konzentration in den Enzymtest eingesetzt und anschliefend die Ectoin Hydroxylierung
ausgewertet. Reines Ectoin und Hydroxyectoin diente jeweils als Standard.
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Abbildung 57: Chromatogramme der EctD Aktivititsmessungen. Dargestellt ist
das Chromatogramm der HPLC Analytik des EctD Proteins aus P. stutzeri.
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. / Start

EctD Halomonas elongata

pMP32

4165 bp .
== Linker
Strep-tag Il
f1 origin
EctD_Halomonas_elongata
Start
AmpR M s v @ T s s N R P L P QA

A TGTCAGTGCA GACATCGTCC AACCGACCGC TGCCACAAGC

EctD_Halomonas_elongata
+1 A N L H | AT E T P E A D S R 1 R S A P R P G Q D P Y P T R L S E P
201  GAACCTGCAT ATCGCCACGG AGACACCCGA GGCCGACAGC CGGATCCGTA GCGCGCCGCG TCCGGGGCAG GATCCCTATC CGACCCGACT GAGCGAGCCG
EctD_Halomonas_elongata
+1 L D L P w oL N R R E P VvV Vv K G E E A D G P L s A A Q L D T F E R Q G

301 CTGGATCITC CCTGGCTCAA TCGCCGCGAG CCGGTGGTCA AGGGAGAGGA GGCCGATGGG CCGCTCTCGG CCGCGCAGCT CGATACCTTC GAGCGCCAGG
EctD_Halomonas_elongata
“ -G F F E P D F L K G E E L E A L R H E L N A L L A R D DF R G RD

401 GCTTCATCIT CGAGCCGGAC TTCCTGAAAG GCGAGGAACT CGAGGCGTTG CGCCACGAAC TCAALGCCCT GCTGGCCCGG GATGACTTCC GCGGACGAGA
EctD_Halomonas_elongata
+1 ocF A | T E P Q G N E | R 8 L F A \ H Y L S R N F S R L A N D E R L

301 CTTCGCCATC ACCGAGCCGC AGGGCAACGA GATCCGCTCG CTGTTCGCGG TGCACTACCT GTCGCGAGTC TTCAGCCGCC TGGCCAACGA CGAACGCCTG
EctD_Halomonas_elongata
+1 M G R A R Q | L G G E P Y v H Q s R | N Y K P G F E G K G F N W H S8

501 ATGGGTCGCG CCCGGCAGAT TCTCGGCGGC GAGCCCTATG TCCATCAGTC GCGCATCAAC TACAAGCCCG GCTTCGAGGG CAAGGGCTTC AATTGGCATT
EctD_Halomonas_elongata
+1 S D F E T W H A E D G M P A M H A v s A s | \ L T D N H T F N G P L
701 CCGATTTTGA AACCTGGCAC GCCGAGGATG GCATGCCCGC CATGCATGCG GTGAGTGCGT CCATCGTGCT GACCGACAAC CACACCTTCA ACGGGCCGCT
EctD_Halomonas_elongata
+1 LM L v P G S H R Vv F v P C L G E T P E D H H R Q s L K T Q E F G V
301 GATGCTGGTG CCCGGCTCAC ACCGGGTATT CGTGCCGTGC CTGGGTGARA CGCCGGAGGA TCATCACCGG CAGTCGCTCA AGACCCAGGA ATTCGGCGTG
EctD_Halomonas_elongata
+1 P S8 R Q A L R E L | D R H G | E A P T G A A G G L L L F D C N T L H

901 CCGAGCCGCC AGGCGCTGCG CGAGTTGATC GACCGACATG GTATCGAAGC GCCCACCGGC GCGGCGGGTG GCCTGCTGCT GTTCGACTGC AATACCCTGC
EctD_Halomonas_elongata
4 HG $ N A N M S P D P R S N A F F V Y N R R D N R C V E P Y A A SK

1001 ACGGCTCCAA CGCCAACATG TCGCCGGATC CGCGCAGCAA CGCCTTTTTC GTCTACAACC GTCGTGACAA CCGCTGCGTC GAACCTITATG CGGCCTCCAA
Linker

EctD_Halomonas_elongata S('ep»ta.g Il
+1 K R R P R F L A H F P D E A w s P D G S A W s H P Q F E K+ * A

1101  GCGCCGCCCG CGCTTCCTGG CCCACGAGCC GGATGAGGCG TGGTCGCCGG ATGGCAGCGC TTGGAGCCAC CCGCAGTTCG AAAAATAATA AGCTTGACCT

Abbildung 58: Expressionsplasmid pMP32. Der Vektor pMP32 ist ein Derivat des
Vektors pASK-IBA3 (IBA, Gottingen) mit der inserierten ectD Sequenz aus Halomonas
elongata und beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an das gewilinschte
Protein zu fusionieren.
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Promotor
‘ / Start

ectD Sphingopyxis alaskensis

pMP40

40870 Linker

Strep-tag Il

f1 origin

ectD

Start
M Q D L Y P S R Q R A D A E

AA TGCAAGACCT CTACCCCTCG CGCCAGCGCG CGGACGCCGA

201

AmDK ectD Sphingopyxis alaskensis

EM R P R L 2] P VoV H S E i T N D A P | S A R Q A A A F D R D G v |
AATGCGGCCG CGGCTGGACC CCGTCGTCCA TAGCGAATGG ACAAACGATG CGCCGATCAG CGCGCGGCAG GCCGCGGCGT TCGACCGCGA CGGCTATATC

+1

301

ectD Spt

v L E D | F s A D E v A F L Q K A A G N L L A D P A A L D A D T v
GTGCTCGAGG ATATTTTCTC GGCCGACGAA GTCGCCTTCC TGCAAAAGGC CGCGGGCAAT CTGCTCGCCG ATCCGGCGGC GCTCGACGCC GACACGATCG

+1
401

ectD Sphingopyxis alaskensis
vV T E P Q s N E l R S | F E | H A Q 8 P v M A R L A A D A R L A DV

TCACCGAGCC GCAAAGCAAC GAGATCCGCT CGATCTTCGA GATTCACGCG CAAAGCCCGG TGATGGCGCG CCTTGCCGCC GATGCGCGGC TCGCCGATGT

+1

501

&ctD Sphingopyxis alaskensis,

VA R F L L G D E V Y | H Q S R L N Y K P G F K G R E F Y w H S D F

CGCGCGCTTC CTGCTCGGCG ACGAGGTTTA TATCCACCAG TCGCGGCTGA ACTATAAACC CGGTTTCAAG GGCAGGGAGT TCTACTGGCA CAGCGATTTC

+1
601

<ot Sphingopyxis alaskensis
E T W H Vv E D G M P R MR A L S8 M S V L L AE N T P H NG P L M VI

GAAACCTGGC ATGTCGAGGA CGGGATGCCG CGGATGCGCG CGCTGTCGAT GTCGGTGCTG CTCGCCGAAA ACACCCCGCA CAACGGCCCG CTGATGGTGA

+1

701

ctD Sphingopyxis alaskensis.

I P G S H R T Y L T C vV G E T P D D H Y L S s L K K Q E Y G v P D E
TTCCGGGCTC GCACCGCACC TATCTCACCT GCGTCGGCGA AACCCCCGAC GACCATTATT TAAGCTCGCT CAAGAAACAG GAATATGGCG TGCCCGACGA

+1

801

ectD Sphingopyxis alaskensis.
E E S L A E L A H R H G | v A P T G K P G T v I L F D C N L M H G S

GGAAAGCCTC GCCGAACTGG CGCACAGGCA CGGCATCGTC GCGCCGACGG GCAAGCCGGG AACGGTGATC CTGTTCGACT GCAATTTGAT GCACGGGTCG

+1

901

ctD Sphingopyxis alaskensis.
2SS SEEREUEIER

N G N | T P F P R A N A F L VoY N AV S N R L E K P F G Vv E K P R P
AACGGCAACA TCACGCCCTT TCCGCGCGCC AACGCCTTCC TCGTCTATAA TGCCGTGAGC AACCGGCTCG AAAAGCCCTT CGGCGTCGAA AAGCCGCGCC

+1

1001

Linker
ectD Sphingopyxis alaskensis Strep-tag |l
PwW F L AR R G E P A AL R V E R G P L V E T VvV P A S AW S H P QF

CCTGGTTCCT CGCCCGTCGC GGCGAGCCCG CGGCGCTCCG GGTTGAGCGC GGGCCGCTCG TCGAAACGGT GCCGGCAAGC GCTTGGAGCC ACCCGCAGTT

Strep-tag Il
+1 FE K M -

1 origit

1101 CGAAAAATAA TAAGCTTGAC CTGTGAAGTG AAAAATGGCG CACATTGTGC GACATTTTTT TTGTCTGCCG TTTACCGCTA CTGCGTCACG GATCTCCACG

Abbildung 59: Expressionsplasmid pMP40. Der Vektor pMP40 ist ein Derivat des
Vektors pASK-IBA3 (IBA, Goéttingen) mit der inserierten ectD Sequenz aus Sphingopyxis
alaskensis und beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an das gewiinschte

Protein zu fusionieren.
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Strep-tag
Linker ‘ f1 origin

ectD Pseudomonas stutzeri A1501

pMP41
4090 bp

Start —
Promoter

ampR

Tet-repressor

ectD_Pseudomonas_stutzeri A1501

Start
M Q A D L Y P S R Q E D Q

ATGCAAGCC GACCTGTATC CCTCGCGCCA GGAAGACCAG

ectD_Pseudomonas_stutzeri_A1501
+2 P s W Q E R L D P v vy R S D L E N A P | A A E L v E R F E R D G Y

3101 CCCAGCTGGC AGGAACGCCT GGATCCGGTC GTCTACCGCA GCGACCTGGA GAATGCGCCG ATCGCGGCAG AGCTGGTCGA ACGCTTCGAA CGCGACGGCT
ech7Pseudomcnasfslu'l'z‘eniA1501
+2 Y oL v | P N L F s A D E V A L F R A E L E R M R Q D P AV A G s G K-

3201 ACCTGGTCAT CCCCAATCTG TTCAGCGCCG ACGAAGTCGC GCTGTTTCGC GCCGAACTCG AGCGCATGCG CCAGGACCCG GCCGTCGCCG GTTCCGGCAA
ectD_Pseudomonas_stutzer_A1501

22 KT | K E P D S G A | R S V F A I H K D N E L F A R V A A D E R T A

3301 GACCATCAAG GAACCCGACA GCGGTGCGAT CCGCTCGGTG TTCGCCATCC ACAAGGACAA CGAGCTGTTC GCCCGCGTCG CAGCCGACGA GCGCACCGCC
ectD_Pseudomonas_stutzeri A1501

22 6 | A R F | L G G D L Y V H Q@ 8 R M N F K P G F T G K E F Y W H S D

3401 GGCATCGCCC GCTTCATCCT TGGCGGCGAC CTGTACGTGC ATCAGTCGCG AATGAACTTC AAGCCCGGCT TCACCGGCAA GGAGTTCTAC TGGCACTCGG
ectD_Pseudomonas_stutzeri_A1501

+2 D F E T W H | E D G M P R M R C L s C s | L L T D N E P H N G P L M-

3501 ATTTCGAGAC CTGGCACATC GAGGACGGCA TGCCGCGCAT GCGCTGCCTG TCCTGCTCGA TCCTCTTGAC CGACAACGAG CCGCACAACG GCCCGCTGAT
ectD_Pseudomonas_stutzeri A1501

2 ML M P G S H K H Y N R C v G A T P E N H Y E K S L R K Q E | G | P

3601 GCTGATGCCC GGCTCGCACA AGCACTACGT GCGCTGCGTC GGAGCCACAC CGGAAAATCA CTACGAGAAG TCCCTGCGCA AGCAGGAGAT CGGCATCCCC
ectD_Pseudomonas_stutzeri A1501

+2 D Q N S L s E L A S R F G | D C A T G P A G S v vV F F D C N T M H G

3701 GACCAGAACA GCCTGAGCGA GCTGGCCAGC CGCTTCGGCA TCGACTGCGC CACCGGCCCC GCCGGCAGCG TGGTGTTCTT CGACTGCAAC ACCATGCACG
ectD_Pseudomonas_stutzeri_A1501

+2 -G 8§ N G N | T P S A R S N L F Y v Y N H v D N A v o Q A P F C E Q K P

3801 GCTCCAACGG CAACATCACG CCCAGCGCGC GTAGCAATCT GTTCTACGTC TACAACCACG TGGATAATGC CGTGCAGGCT CCGTTCTGCG AGCAGAAACC

Linker

ectD_Pseudomonas_stutzeri_ A1501 Strep-tag
+2 P R P A F v oA E R E N F K P L D | R P Q Q Y L G s A W S H P Q F E K
3901 GCGCCCGGCC TTTGTCGCCG AACGCGAGAA TTTCAAGCCG CTGGACATTC GGCCGCAACA GTATCTCGGG AGCGCTTGGA GCCACCCGCA GTTCGAAAAA

+2 M
4001 TAAGGGAGCC ACCCGCAAGC TTGACCTGTG AAGTGAAAAA TGGCGCACAT TGTGCGACAT TTTTTTTGTC TGCCGTTTAC CGCTACTGCG

Abbildung 60: Expressionsplasmid pMP41. Der Vektor pMP41 ist ein Derivat von
pASG-IBA3 (IBA, Gottingen) mit der inserierten ectD Sequenz aus Pseudomonas stutzeri und

beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an das gewtlnschte Protein zu
fusionieren.



Anhang 150

Strep-tag
Linker ‘ 1 origin

ectD Geobacillus sp.Y412MC10 optimiert

pMP43

ampR
4090 bp

Promoter

Tet-repressor
ectD_Geobacillus_sp.Y412MC10_optimiert

M S K N H A S A L Q E K E

ATGTCTAAA AACCACGCTT CTGCTCTGCA GGAAAAAGAA
ectD_Geobacillus_sp.Y412MC10_optimiert

+2 M D V Y P S R vV H A E P R | L K R Q D P vV V. H S E W T P D A P L T Q

3101 ATGGACGTTT ACCCATCTCG TGTTCACGCT GAACCGCGTA TCCTGAAACG TCAGGACCCG GTTGTTCACT CTGAATGGAC CCCGGACGCT CCGCTGACCC
ectD_Geobacillus_sp.Y412MC10_optimiert

+2 Q E Q S D F Y E R N G Y L F L E G F F D R E E L S R Y Q E E A R R L

3201 AGGAACAGTC TGACTTCTAC GAACGTAACG GTTACCTGTT CCTGGAAGGT TTCTTCGACC GTGAAGAACT GTCTCGTTAC CAGGAAGAAG CTCGTCGTCT
ectD_Geobacillus_sp.Y412MC10_optimiert

2 L@ | T A R E S8 E K D E V | R E P G G D E V R S8 V F A V H E S H E V
3301 GCAGATCACC GCTCGTGAAT CTGAAAAAGA CGAAGTTATC CGTGAACCGG GTGGTGACGA AGTTCGTTCT GTTTTCGCTG TTCACGAATC TCACGAAGTT
SciD_Geobacillus_sp.VAT2MCT0_optimier.
42 F K @ L S Q@ H P R L L A I M E Y L L G S E T Y | H Q@ S8 R I N Y K PG

3401 TTCAAACAGC TGTCTCAGCA CCCGCGTCTG CTGGCTATCA TGGAATACCT GCTGGGTTCT GAAACCTACA TCCACCAGTC TCGTATCAAC TACAAACCGG
ectD_Geobacillus_sp.Y412MC10_optimiert

+2 G F T G K E F Y W H s D F E T W H vV E D G M P R M R A L s C s | A L

3501 GTTTCACCGG TAAAGAATTC TACTGGCACT CTGACTTCGA AACCTGGCAC GTTGAAGACG GTATGCCGCG TATGCGTGCT CTGTCTTGCT CTATCGCTCT
ectD_Geobacillus_sp.Y412MC10_optimiert

+2 L E D N Y P Y N G P L MV v P G S H K E F v oA C | G Q T P E D H F K

3601 GGAAGACAAC TACCCGTACA ACGGTCCGCT GATGGTTGTT CCGGGTTCTC ACAAAGAATT CGTTGCTTGC ATCGGTCAGA CCCCGGAAGA CCACTTCAAA
ectD_Geobacillus_sp.Y412MC10_optimiert

+2 D s L R K Q E Y G Vv P D H D s L T R M v K E G G | D T PV G K A G 8§

3701 GACTCTCTGC GTAAACAGGA ATACGGTGTT CCGGACCACG ACTCTCTGAC CCGTATGGTT AAAGAAGGTG GTATCGACAC CCCGGTTGGT AAAGCTGGTT
ectD_Geobacilus_sp.¥412MC10_optimiert

2 s | v | F D C N I M H G S N S N | T P M P R S N | F M V H N 8 V EN

3801 CTATCGTTAT CTTCGACTGC AACATCATGC ACGGTTCTAA CTCTAACATC ACCCCGATGC CGCGTTCTAA CATCTTCATG GTTCACAACT CTGTTGAAAA

Linker

ectDﬁGeobagﬂusﬁsp Y412MC10_optimiert Slrep-lja'g
+2 N K Vv K Q P Y s G Q K P R P E Y | A T R D s L G s A W S H P Q F E K

3901 CAAAGTTAAA CAGCCGTACT CTGGTCAGAA ACCGCGTCCG GAATACATCG CTACCCGTGA CTCTCTGGGG AGCGCTTGGA GCCACCCGCA GTTCGAAAAA
4001 TAAGGGAGCC ACCCGCAAGC TTGACCTGTG AAGTGAAAAA TGGCGCACAT TGTGCGACAT TTTTTTTGTC TGCCGTTTAC CGCTACTGCG

Abbildung 61: Expressionsplasmid pMP43. Der Vektor pMP43 ist ein Derivat von pASG-
IBA3 (IBA, Goéttingen) mit der inserierten, fir E. coli codon optimierten ectD Sequenz aus
Geobacillus sp. YA12MC10 und beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an
das gewlinschte Protein zu fusionieren.



Anhang 151

Strep-tag
Linker \ 1 origin

ectD Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-1 optimiert

pMP44

ampR
4090 bp

Promoter

Tet-repressor ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert

M L M P N D L Y P S R Q @G
ATGCTGATG CCGAACGATC TGTATCCGAG CCGTCAGGGT
ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert
+2 R A E A ! G E R Q D P VvV Vv F G N A S A R S E Y S L S E D Q v R 8§ Y E
3101 CGCGCAGAAG CGATTGGCGA ACGTCAGGAT CCGGTGGTTT TTGGCAATGC CAGTGCACGT AGCGAATATA GCCTGTCTGA AGATCAGGTG CGCAGCTACG
ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert
+2 “E Q N G F I A L P G L M K D v v E P M L E E \2 R R L G R E M G H R K-
3201 AACAGAACGG TTTCATCGCG CTGCCGGGCC TGATGAAAGA TGTGGTTGAA CCGATGCTGG AAGAAGTGCG TCGCCTGGGT CGTGAAATGG GCCATCGCAA
ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert
+2 K E V v T E P D s D E vV R s | F A A Q N F s P M v D R | S R D R R L

3301 AGAAGTGGTT ACCGAACCGG ATAGCGATGA AGTTCGCTCT ATTTTTGCGG CCCAGAATTT CAGCCCGATG GTGGATCGTA TCTCTCGCGA TCGTCGCCTG
ectD_Alkalilimnicola_enrlichel MLHE-1_optimiert

+2 L D Vv A R Q L L D S E VvV Y N H Q S R V N v K P P | K G K s F Q W H 8

3401 CTGGATGTTG CCCGTCAGCT GCTGGATAGT GAAGTGTATG TTCACCAGAG CCGCGTGAAC GTTAAACCGC CAATTAAAGG TAAAAGTTTT CAGTGGCATA
ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert

+2 $ D F E T W H Vv E D G M P R c R Vv L T G W v M L T D N T P Y N G P L-

3501 GCGATTTCGA AACCTGGCAC GTGGAAGATG GTATGCCGCG TTGCCGTGTG CTGACCGGTT GGGTTATGCT GACCGATAAC ACGCCGTACA ATGGTCCGCT
ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert
+2 L F Vv | P G S H R W Y v oA N A G E T P E N N Y E Q s L K K Q v A G V
3601 GTTTGTTATC CCGGGCAGCC ATCGTTGGTA TGTGGCGGTT GCCGGCGAAA CCCCGGAAAA CAATTACGAA CAGTCTCTGA AAAAACAGGT GGCCGGTGTT
ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei_ MLHE-1_optimiert
+2 P s L E S | E WL T K R C G E | Q G Vv Y G E P G T VvV A F H E G N I M

3701 CCATCTCTGG AAAGTATTGA ATGGCTGACC AAACGCTGTG GCGAAATCCA GGGCGTGTAT GGTGAACCGG GCACGGTGGT TTTTCATGAA GGTAATATTA
ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert
+2 M H A S P D N | s P N P R T N L M F v Y N S Vv E N T P H R P F S G Q

3801 TGCACGCATC TCCGGATAAC ATCAGTCCGA ATCCGCGTAC CAACCTGATG TTTGTGTACA ATTCTGTTGA AAACACGCCG CATCGTCCGT TCAGTGGTCA

Linker

ectD_Alkalilimnicola_ehrlichei MLHE-1_optimiert Strep-tag
<2 QE P R P A H L A N R DF T P L A P V D P P R G S8 AW S H P Q F E K

3901 GGAACCGCGT CCGGCACACC TGGCCAATCG TGATTTCACG CCGCTGGCCC CGGTGGATCC GCCGCGTGGG AGCGCTTGGA GCCACCCGCA GTTCGAAAAA
+2 B

4001 TAAGGGAGCC ACCCGCAAGC TTGACCTGTG AAGTGAAAAA TGGCGCACAT TGTGCGACAT TTTTTTTGTC TGCCGTTTAC CGCTACTGCG

Abbildung 62: Expressionsplasmid pMP44. Der Vektor pMP44 ist ein Derivat von pASG-
IBA3 (IBA, Gottingen) mit der inserierten, fir E. coli codon optimierten ectD Sequenz aus
Alkalilimnicola ehrlichii und beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an das
gewtunschte Protein zu fusionieren.



Anhang 152

Strep-tag
Linker ‘ f1 origin

ectD Nitrosopumilus maritimus

pMP45
4096 bp

ampR

Promoter

Tet-repressor
ectD_Nitrosopumilus_Maritimus
M Y Q N N T E M D F Y P T

ATGTATCAG AACAATACCG AAATGGATTT TTACCCGACG

ectD_Nitrosopumilus_Maritimus

+2 R M N S E 8§ K | | P R T D P A2 Y P s S L T 8 L T R K Q E 2] F F E K

3101 CGTATGAACA GTGAAAGCAA AATTATCCCG CGCACCGATC CGGTGGTTTA TCCGAGCTCT CTGACCAGCC TGACGCGTAA ACAAGAGGAT TTCTTTGAGA
ectD_Nitrosopumilus_Maritimus.

+2 K N G Y L v F E N L F S | D E V T A L L D E L K A L S K D D s K K E-

3201 AAAACGGCTA CCTGGTGTTT GAAAATCTGT TCAGCATCGA TGAAGTTACC GCACTGCTGG ATGAACTGAA AGCGCTGAGC AAAGATGATT CTAAAAAAGA

ectD_Nitrosopumilus_Maritimus

+2 E L P Q F | L E E T K K D v R 8 | F E | H K L S E | F S R L [ K D S8

3301 ACTGCCGCAG TTTATCCTGG AGGAAACCAA AAAAGATGTG CGCAGCATCT TTGAAATCCA TAAACTGAGT GAAATTTTCA GCCGTCTGTG CAAAGATTCT
&ctD_Nitrosopumilus_Mariimus

+2 R L 2 D v oA Q Q L L G S K v Y Vv H Q S R 2 N L K P G F D G K E F Y w
3401 CGCCTGGTGG ATGTTGCGCA GCAGCTGCTG GGCAGCAAAG TGTATGTTCA CCAGTCTCGT GTTAACCTGA AACCGGGCTT TGATGGTAAA GAATTCTACT
ectD_Nitrosopumilus_Maritimus
+2 W H 8 D F E T W H s E D G M P N M R A V s c s v s L T K N Y E F N G-
3501 GGCATAGTGA TTTCGAAACC TGGCACAGCG AGGATGGTAT GCCGAATATG CGCGCCGTGT CTTGCAGTGT TAGCCTGACG AAAAACTATG AATTTAATGG
ectD_Nirosopumilus_Maritimus
+2 G P L M v | P G S H K E F v s C s G T T P D K H Y K Q s L K R Q E |
3601 CCCGCTGATG GTGATTCCGG GTAGTCATAA AGAATTCGTT TCTTGTAGTG GCACCACGCC GGATAAACAC TACAAACAGT CTCTGAAACG TCAGGAAATC
ectD_Nitrosopumilus_Maritimus
+2 G T P D K K | L E D M VvV E K G G | vV 8 A K G D A G 8 A | F F D C N I
3701 GGTACCCCGG ATAAGAARAAT TCTGGAGGAT ATGGTGGAARA AAGGCGGTAT CGTTTCTGCC AAAGGCGATG CGGGTAGTGC CATCTTTTTC GATTGCAACA
ectD_Nitrosopumilus_Maritimus
+2 I M H G S N G N | S P Y P R S N A F | N F N 8§ | H N K L | T P F C G
3801 TTATGCATGG CAGCAACGGT AATATTTCTC CGTATCCGCG CAGTAATGCA TTTATTGTGT TCAACAGCAT CCACAATAAA CTGATTACCC CGTTTTGTGG
Linker

ectD_Nitrosopumilus_Maritimus Strep—l'a.g
+2 G L E P R P N Y | G S R E F s Vv L D P 1 E N F L N G S A w s H P Q F

3%01 CCTGGAACCG CGTCCGAATT ACATCGGTTC TCGCGAATTT AGTGTTCTGG ATCCGATTGA AAACTTCCTG AATGGGAGCG CTTGGAGCCA CCCGCAGTTC
Strep-tag
+2 E K -~
4001 GAAAAATAAG GGAGCCACCC GCAAGCTTGA CCTGTGAAGT GAAAAATGGC GCACATTGTG CGACATTTTT TTTGTCTGCC GTTTACCGCT ACTGCG

Abbildung 63: Expressionsplasmid pMP45. Der Vektor pMP45 ist ein Derivat von
pASG-IBA3 (IBA, Goéttingen) mit der inserierten, fir E. coli codon optimierten ectD Sequenz
aus Nitrosopumilus maritimus und beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag
an das gewiinschte Protein zu fusionieren.



Anhang 153

Strep-tag
Linker ‘ 1 origin

ectD Acidiphilium cryptum

pMP48

ampR
4102 bp

Promoter @

Tet-repressor
ectD_Acidiphilium_cryptum
M D D L Y P S R R E P T P

ATGGATGAT CTGTATCCGA GCCGTCGCGA ACCGACCCCG

ectD_Acidiphilium_cryptum
+2 S L L P R H D PV v H G R W A P G A P L S D E Q T R F Y D T N G Y L
3101 AGCCTGCTGC CGCGTCATGA TCCGGTGGTT CATGGTCGTT GGGCACCGGG TGCGCCGCTG AGCGATGAAC AGACCCGCTT TTATGATACG AACGGCTACC
ectD_Acidiphilium_cryptum
+2 LovoL E N VvV F D P A E | A L L Q S G 8§ M D L L A N P A G L 3] R E T 1
3201 TGGTGCTGGA AAATGTTTTC GATCCGGCCG AAATTGCACT GCTGCAGAGT GGCAGCATGG ATCTGCTGGC GAACCCGGCC GGTCTGGATC GTGAAACCAT
ectD_Acidiphilium_cryptum
+2 [} T E R G S D E v R s | F A | H A Q N E L L G R L A A D § R I A G

3301 TATCACGGAA CGTGGTAGCG ATGAAGTGCG CTCTATTTTT GCAATCCATG CGCAGAATGA ACTGCTGGGT CGTCTGGCCG CGGATAGCCG TATTGCGGGT
ectD_Acidiphilium_cryptum

2 VvV AR F L L D DD V Y I H Q S8 R L N Y K P G F D G K E F Y W H S DF

3401 GTGGCACGTT TCCTGCTGGA TGATGATGTT TATATCCACC AGAGTCGCCT GAACTACAAA CCGGGCTTTG ATGGTAAAGA ATTCTATTGG CATAGCGATT
ectD_ ilium_cryptum

+2 FE T W H V E DG M P R M R AL S M S$§ | L L A E N T A N NG P L MYV

3501 TTGAAACCTG GCACGTTGAA GATGGCATGC CGCGTATGCG CGCGCTGTCT ATGAGTATTC TGCTGGCAGA AAACACGGCG AACAATGGCC CGCTGATGGT
ectD_Acidiphilium_cryptum

+2 Vol P G $ H R K Y L T c Vv G E T P E N H Y R s s L K K Q E VY G v P D

3601 GATCCCGGGT TCTCATCGTA AATACCTGAC CTGCGTTGGT GAAACGCCGG AAAATCACTA TCGCAGCTCT CTGAAAAAAC AGGAATACGG CGTGCCGGAT

ectD_Acidiphilium_cryptum

+2 R E M L T A L A S D H G | v A P T G K A G T Vv v L F D C N T M H G S

3701 CGTGAAATGC TGACCGCCCT GGCAAGCGAT CATGGTATTG TTGCCCCGAC CGGCAAAGCC GGTACGGTGG TTCTGTTTGA TTGTAACACC ATGCACGGCA
ectD_Acidiphilium_cryptum

+2 S N G N | T P F P R S N A F F Vv F N A K A N 8 L vV E P F G P K 8 R R

3801 GCAACGGTAA TATCACGCCG TTTCCGCGTT CTAATGCCTT TTTCGTGTTC AACGCGAAAG CCAATTCTCT GGTTGAACCG TTCGGCCCGA AAAGTCGTCG

Linker

ectD_/ iphil 1_cryptum Strep-tag
+2 R P D F | A D R A F T T VvV 5] | v K G P oL v R R E R A A G S A w S H P
3901 CCCGGATTTT ATTGCGGATC GCGCCTTCAC CACGGTGGAT ATCGTTAAAG GTCCGCTGGT GCGTCGCGAA CGTGCAGCGG GGAGCGCTTG GAGCCACCCG

Strep-tag
+2 Q F E K M
4001 CAGTTCGAAA AATAAGGGAG CCACCCGCAA GCTTGACCTG TGAAGTGAAA AATGGCGCAC ATTGTGCGAC ATTTTTTTTG TCTGCCGTTT ACCGCTACTG
4101  CG

Abbildung 64: Expressionsplasmid pMP48. Der Vektor pMP48 ist ein Derivat von
pASG-IBA3 (IBA, Goéttingen) mit der inserierten, fir E. coli codon optimierten ectD Sequenz
aus Acidiphilium cryptum und beinhaltet die Sequenzen um einen C-terminalen Strep-tag an
das gewlinschte Protein zu fusionieren.
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