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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hamolysin A (HIyA) ist ein Proteintoxin aus uropathogenen Escherichia coli und gehért zur
Familie der sekretierten Repeats-In-Toxin (RTX) Toxine. Diese Proteinfamilie aus Gram-
negativen Bakterien zeichnet sich durch das Vorhandensein eines charakteristischen, Cal-
ciumionen-bindenden Motives sowie der Sekretion durch ein Typ 1 Sekretionssystem aus.
Die biologischen und biochemischen Funktionen von RTX-Toxinen reichen von zytolytischen
bis hin zu proteolytischen und anderen enzymatischen Aktivitdten. HIlyA aus uropathogenen
Escherichia coli besitzt hamolytische, zytolytische sowie zytotoxische und immunregulatori-
sche Wirkungen auf unterschiedliche Wirtszellen. Fiir die Aktivierung, des als Protoxin her-
gestellten, Toxins ist die intrazellulare, bakterielle Acyltransferase Hamolysin C (HIlyC) ver-
antwortlich. Dabei katalysiert HlyC den posttranslationalen Transfer von Acylgruppen von
dem Acylgruppen-tragenden Protein (ACP) auf zwei spezifische Lysinseitenketten des Pro-
toxins. Diese Dissertation beschéaftigt mit der Regulation der Acyltransferaseaktivitat von
HlyC durch Eisen-Protoporphyrin IX (Fe-PPIX, Ham/Hamin) sowie der Strukturaufklarung
und Funktionsanalyse von HIyA in Zusammenhang mit einer méglichen Bindung an Zellober-
flachenglykane.

Das erste Kapitel beschéftigt sich mit der Wirkung von Ham auf die Enzymaktivitat von HlyC
mit Bedeutung in Hinblick auf die hdmolytische Aktivitdt von HlyA. Grundlage bildete die Be-
obachtung der Bindung von H&m an ein postuliertes, Hdm-regulierendes Peptidmotiv, wel-
ches in der Aminosduresequenz von HlyC vorhanden ist. Nachdem die Bindung von Ham
auf Proteinebene bestatigt werden konnte, wurde in dieser Arbeit ein bereits etablierter in
vitro Acylierungsassay fiir die Untersuchungen der Acyltransferaseaktivitdt in Anwesenheit
von Ha&min adaptiert. Durch die Aktivitatsmessungen des gereinigten Proteins mit Hamin
konnte eine inhibitorische Wirkung von Hamin auf die Enzymaktivitat von HlyC gezeigt wer-
den. Der ICso-Wert fir Hamin liegt mit 5 yM im Bereich der bereits friiher, fiir andere durch
Hamin gehemmten Enzyme, erhobenen Daten. Weiterhin wurde durch eine zielgerichtete
Mutagenese das postulierte Hdm-Bindemotiv in HIyC verandert und die Aktivitdtsmessungen
wiederholt. Zwei potentielle Koordinationsstellen im postulierten Hdm-Bindemotiv konnten
dadurch jedoch nicht bestatigt werden und mdgliche weitere Koordinationsstellen in HlyC
mussen in Betracht gezogen werden.

Kapitel zwei und drei beschaftigen sich mit der Struktur- und Funktionsanalyse von HIyA. Im
Fokus stehen die Kristallisation des Protoxins sowie die Untersuchung einer méglichen Bin-
dung des Protoxins an die Oberflachenglykane von Wirtszellen. Trotz erfolgreicher Kristalli-

sation des Proteins im Rahmen dieser Dissertation, sind weitere Optimierungsschritte zur
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Zusammenfassung

Verbesserung der Kristallqualitdt und Bestimmung der dreidimensionalen Raumstruktur von
HIyA nétig. Hinweise auf eine mdgliche Erkennung von Zuckerstrukturen auf den Zielzellen
durch HIyA stammen aus bereits friiher publizierten Forschungsarbeiten. Um daher die Rolle
von Glykanen bei der Interaktion von HIlyA mit (humanen) Zielzellmembranen zu untersu-
chen, wurde das gereinigte Protoxin zunachst Gber ein eingebautes Cystein mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff markiert. Weitere Analysen mit dem markierten Protein konnten eine zuk-
kerabhangige Bindung an Nierenepithelzellen und Glykosphingolipide nicht bestétigen. Wei-
terhin zeigte das markierte proHIyA in einem zur Identifizierung von Zuckerinteraktionspart-
nern durchgefihrten Glykan Array nur sehr schwache Bindungen an die getesteten Glykane.
Uber deren Bedeutung in vivo kann an dieser Stelle noch keine Aussage getroffen werden.

In dieser Dissertation wurden die zwei Proteine HIyA und HIlyC aus uropathogenen
Escherichia coli charakterisiert, die im Verlauf von Harnwegsinfektionen eine wichtige Rolle
spielen. Ergebnisse daraus kénnen maoglicherweise auf andere RTX-Toxine Ubertragen wer-

den und sind dadurch méglicherweise in einer Vielzahl von Infektionen relevant.



Summary

Zusammenfassung in englischer Sprache (Summary)

Hemolysin A (HIyA) is a protein toxin from uropathogenic Escherichia coli strains that be-
longs to the family of secreted repeats-in-toxin (RTX) toxins. This protein family from Gram-
negative bacteria is characterized by the existence of a characteristic calcium ion binding
motif and the secretion via a type 1 secretion system. The biological and chemical functions
of RTX toxins include not only cytolytic but also proteolytic and other enzymatic activities.
HIyA from uropathogenic Escherichia coli exhibits hemolytic, cytolytic as well as cytotoxic
and immunregulatory functions on different host cells. For the activation of the protoxin
proHIyA, the intracellular bacterial acyltransferase Hemolysin C (HIyC) is required. HlyC
catalyzes the posttranslational transfer of acyl groups from the acyl-carrier protein (ACP)
onto two specific lysine residues of the protoxin. This doctoral thesis is dedicated to the regu-
lation of the acyltransferase activity of HlyC by iron protoporphyrin IX (Fe-PPI1X, heme/hemin)
as well as the structure determination and functional analysis of HIyA in the context of a po-
tential binding on cell surface glycans.

The first chapter deals with the effect of heme on the enzymatic activity of HlyC with regard
to the hemolytic activity of HlyA. The observation of heme binding to a postulated heme-
regulating peptide motif in the amino acid sequence of HlyC provided the basis for this re-
search. After confirming the binding of heme on the protein level, an established in vitro acyl-
ation assay was successfully adapted for the investigation of the acyltransferase activity in
presence of heme in the course of this thesis. By measuring the activity of the purified protein
together with hemin, an inhibitory effect of hemin on the enzymatic activity of HlyC could be
shown. The ICso-value for hemin of 5 uM is in the range of already published data for other
enzymes inhibited by hemin. Furthermore, the postulated binding motif in HlyC was modified
using site-directed mutagenesis and the activity measurements were repeated. Thereby, two
potential coordination sites in the postulated heme-binding motif, however, could not have
been confirmed and other potential coordination sites in HlyC must be considered.

Chapters two and three are dedicated to the structural and functional analysis of HIyA. The
focus here are the crystallization of the protoxin and the exploration of a proposed binding of
the toxin to surface glycans on host cells. Although the protein was successfully crystallized
in the course of this thesis, further optimization steps are required to increase the crystal
quality and determine the three-dimensional structure of HIyA. Indications for a potential
recognition of sugar structures on the target cells by HIyA are provided in literature. To eluci-
date the role of glycans in the interaction of HlyA with (human) cell membranes, the purified

protoxin was fluorescently labeled via an artificial cysteine. Further analysis with the labeled
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protein, however, could not confirm a binding to kidney epithelial cell or glycosphingolipids.
Moreover, only weak binding of proHIyA was observed with the tested glycans in a glcyan
array destined to identify sugar-based interaction partners. No statement about the relevance
of these interactions in vivo can be made yet.

In summary, the two proteins HIlyA and HIyC from uropathogenic Escherichia coli strains,
which play an important role in the course of urinary tract infections, were characterized in
this thesis. Results from that may be transferred to other RTX toxins and may become rele-

vant in multiple other infections in the future.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hamolysin A (HIlyA) - ein universelles Toxin aus uropathoge-

nen Escherichia coli

Exotoxine sind neben verschiedenen Systemen zur Nahrstoffaufnahme, Strukturen zur
Adhéasion an Wirtszellen und Mechanismen zur Immunevasion hdufig an bakteriellen
Infektionserkrankungen beteiligte Virulenzfaktoren [1]. Eine wichtige Gruppe dieser se-
kretierten Proteintoxine ist die Repeats-In-Toxin (RTX) Familie aus Gram-negativen Bak-
terien [2]. Inre Gemeinsamkeit ist das Vorhandensein eines charakteristischen Protein-
strukturelements, bestehend aus Wiederholungen einer bestimmten Konsensussequenz
in der sogenannten RTX-Doméne, sowie der Export tUber ein Typ 1 Sekretionssystem
[3]. Ein Prototyp der RTX-Proteinfamilie ist das Hdmolysin A (auch a-Hamolysin genannt,
HlyA, das nicht identisch mit a-Hamolysin aus Staphylococcus aureus ist) aus uropatho-
genen Escherichia coli. Hadmolytische und nicht-hamolytische Bakterienstdmme wurden
bereits sehr frih in Zusammenhang mit Harnwegsinfektionen beschrieben [4]. Frih war
auch ein hamolytischer Faktor (,Hamolysin“) in den Uberstadnden von Bakterienkulturen
bekannt [5] [6] [7] [8]. Anfang der 1980er Jahre wurden erstmals die entsprechenden
Gene aus Escherichia coli isoliert und kloniert [9] [10] und die Funktion von Hadmolysin A
in Bezug auf seine porenbildende Wirkung in Wirtszellmembranen untersucht [11]. Seit-
her gilt es als ein klassisches porenbildendes Toxin, dennoch wurden die Poren von
HlyA nie visualisiert. Die zytotoxischen Wirkungen von HIlyA beschrénken sich keines-
wegs auf Erythrozyten, sondern umfassen verschiedene Zelltypen wie Fibroblasten, Nie-
renzellen, Monozyten, Granulozyten, Endothelzellen und Lymphozyten diverser Sauge-
tierspezies [12] [13] [14] [15] [16] [17]. Neben seiner bestens bekannten Funktion als
porenbildendes Toxin besitzt HIyA auch eine regulatorische Funktion, welche durch sub-
lytische Toxinkonzentrationen realisiert wird. In der Folge kann es zum Beispiel zu einer
Beeintrachtigung einer Rezeptorfunktion, einer veradnderten Signaltransduktion und
Apoptose oder einer verminderten Immunantwort der Wirtszellen kommen [18] [19] [20].
Andere bekannte porenbildende Toxine (PFT, pore-forming toxins) aus der RTX-
Proteinfamilie sind zum Beispiel das Adenylatzyklasetoxin (CyaA) aus Bordetella pertus-
sis, ApxA aus Actinobacillus pleuropneumoniae, MbxA aus Moraxella bovis, MmxA aus
Morganella morganii, PvxA aus Proteus vulgaris, PaxA aus Pasteurella aerogenes und

die zellspezifischeren Leukotoxine LtxA aus Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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Einleitung

und LktA aus Mannheimia haemolytica [3]. Ein Virulenzfaktor aus enterohdmorrhag-
ischen Escherichia coli (EHEC) ist das Enterohdmolysin EhxA [21].

1.2 Die funktionellen Dominen von HIyA im Uberblick

Die Basis dieser Dissertation bildet die Proteinsequenz des plasmidkodierten HIyA aus
dem uropathogenen Escherichia coli (UPEC) Stamm UTI89, der urspringlich aus einem
Patienten mit Zystitis isoliert wurde [22] [23]. Die wichtigsten funktionellen Doméanen des
Proteins umfassen einen hydrophoben Bereich in der N-terminalen Halfte, eine charakte-
ristische RTX-Doméne in der C-terminalen Halfte und ein C-terminales Exportsi-
gnal/Sekretionssignal (Abbildung 1). Die Seitenketten der beiden in schwarz dargestell-
ten Lysine (K564 und K690) werden durch die Acyltransferase HIlyC posttranslational
acyliert und sind der erste entscheidende Schritt zur Aktivierung des Protoxins (proHIyA).
In diesem Abschnitt wird auf die einzelnen Proteinabschnitte und Domé&nen von HIyA

ndher eingegangen. Die Acylierung wird in Kapitel 1.3 gesondert behandelt.

K564 K690

Hydrophoher Bereich RTX-Domaine Exportsignal

DI DIl DIl

N| 1 | | i c

1 1 ]
I T 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1024

—
—
—

Abbildung 1: Die Doméanenstruktur von HlyA

HIyA besitzt einen Bereich aus hydrophoben Aminos&duren in der N-terminalen Hélfte und eine charakteri-
stische RTX-Domane in der C-terminalen Hélfte. Die beiden Lysine K564 und K690 werden durch die Acyl-
transferase HIyC posttranslational acyliert. Das Exportsignal (Sekretionssignal) befindet sich am C-Term-
inus des Proteins. Der Zahlenstrahl stellt Abschnitte von jeweils 100 Aminos&uren dar.

1.2.1 Der N-terminale hydrophobe Bereich

In der N-terminalen Halfte von HlyA dominieren hydrophobe Aminosduren. Hydrophobe
Bereiche sind in Proteinen h&ufig mit Membranen assoziiert oder in die Lipiddoppel-
schicht von Membranen integriert. Zusammen mit den zwei kovalent an HIyA gekoppel-
ten Acylgruppen kann davon ausgegangen werden, dass dieser Bereich die bendtigte

Fettldslichkeit fir die Insertion in die Wirtszellmembranen des ansonsten hydrophilen
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und I8slichen Proteins vermittelt. Die hydrophoben Domanen von HIyA sind essentiell fur
seine hamolytische Aktivitdt und an der Permeabilisierung der Wirtszellmembranen
durch das Toxin beteiligt [24] [25]. Basierend auf Sekundarstrukturvorhersagen besteht
der N-terminale Abschnitt von HIyA Uberwiegend aus a-Helices, von denen voraussicht-
lich zwei oder drei transmembrane Helices sind [26] [27]. Mdgliche weitere Sekundar-
strukturelemente im hydrophoben Bereich sind eine amphiphatische a-Helix und (-
Faltblatt-Strukturen [28] [29].

1.2.2 Die Repeats-In-Toxin (RTX) Doméane

Die RTX-Doméne besteht aus mehreren Wiederholungen einer Konsensussequenz aus
den Aminoséduren Glycin und Asparaginsaure, die ein charakteristisches Sekundarstruk-
turmotiv erzeugt (Abbildung 2). Die Konsensussequenz GGxG[N/D]Dx[L/I/F]x der RTX-
Proteinfamilie besteht im Wesentlichen aus einmal zwei und einmal einem Glycin sowie
einer Asparaginsaure, gefolgt von jeweils einer beliebigen (x) oder einer bestimmten
[N/D] oder [L/I/F] Aminosaure und ist nicht streng definiert [3] [30] [31]. Die ersten sechs
Aminosdauren bilden jeweils eine Calciumionen-bindende Schleife, wobei die Aminosau-
ren Glycin und Asparaginsdure von zwei Schleifen haufig an der Bindung eines Cal-
ciumions beteiligt sind. Die letzten drei Aminosduren mit einem hydrophoben mittleren
Rest [L/I/F] formen einen kurzen B-Strang zwischen zwei aufeinanderfolgenden Schlei-
fen. Neben der hier beispielhaft dargestellten Raumstruktur der RTX-Doméne des Ade-
nylatzyklasetoxins CyaA aus Bordetella pertussis [32], sind die RTX-Proteinstrukturen
der alkalischen Protease (AP) aus Pseudomonas aeruginosa [31], der Metalloprotease
PrtC aus Erwinia chrysanthemi [33] und der Lipase LipA aus Serratia marcescens [34]
bekannt. In HIyA finden sich je nach Auslegung der Konsensussequenz sechs bis 13
Wiederholungen der beschriebenen Konsensussequenz (auch GG-Wiederholungen ge-
nannt) innerhalb von 130 Aminoséduren (723-852) [30]. Die Dissoziationskonstante (Kg)
fur die Calciumbindung von HIyA betragt = 0,1 mM [35] und liegt zwischen der niedrigen
zytosolischen Calciumkonzentration in Escherichia coli von etwa 90 nM [36] und der in-
terstitiellen Calciumkonzentration von etwa 1,3 mM [37]. Die wesentliche Funktion der
RTX-Domane beruht auf der Bindung von Calciumionen und den daraus resultierenden,
strukturellen Anderungen des Proteins zur Faltung und Annahme seiner nativen Konfor-
mation und ist Voraussetzung fur die Bindung an die Zielzellen [34] [38] [39] [40] [41]
[42]. Die Bindung von Calciumionen in der RTX-Doméne ist neben der Acylierung somit

der zweite entscheidende Schritt fur die Funktionalitdt von HIyA.
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Abbildung 2: Kristallstruktur der RTX-Doméane von CyaA aus Bordetella pertussis

Dargestellt ist die RTX-Doméane von CyaA aus Bordetella pertussis (PDB Eintrag 5CVW). A) Die sogenann-
ten GG-Wiederholungen GGxGxDxxx bilden eine charakteristische parallele 3-Roll-Struktur (auch B-Rolle
oder B-Helix genannt) bestehend aus mehreren Schleifen mit gebundenen Ca**-lonen und B-Faltblattern. B)
Detailansicht der Bindung eines Calciumions: Ein Sequenzmotiv bildet eine Schleife aus den Aminosauren
[GGxGxD] und einen kurzen B-Strang [xxx], wobei jeweils die Aminos&duren von zwei Motiven an der Bin-
dung eines Ca?*-lons beteiligt sind. Die Abbildung wurde in Anlehnung an [32] erstellt.

1.2.3 Das C-terminale Sekretionssignal

In vivo ist der Export des Toxins ein weiterer Schlisselprozess fir seine Wirkung auf die
Wirtszellen, wobei sowohl proHIyA als auch HIyA von Escherichia coli sekretiert werden
[43]. Das sogenannte Export- oder Sekretionssignal von HIlyA besteht aus den C-
terminalen 50 bis 60 Aminosduren und ist alleine flr die Sekretion ausreichend [44] [45].
Studien zu den Sekundérstrukturelementen in diesem Bereich weisen vor allem auf heli-
kale Strukturen hin und postulieren die Erkennung eines Sekundéarstrukturmotivs durch
den Transporter [46] [47] [48] [49]. Der Bereich kann in eine amphiphatische Helix
([LINJEISKIIS[AAGS]), einen eher hydrophoben Abschnitt (AASLLQLSGNA) und eine
terminale Gruppierung aus Aminosduren mit Hydroxylgruppen (SITLTTS) eingeteilt wer-
den. Zudem wurden mehrere Aminosauren im Sekretionssignal identifiziert, die den
Transport von HIyA stark beeinflussen [46] [50] [51]. Demnach kommt es unter anderem
durch den Austausch der Aminosdure F990 am Ende der postulierten amphiphatischen
Helix zu einem nahezu vollstédndigen Erliegen der Sekretion [51]. Ein konserviertes Motiv

auf Primdrsequenzebene in verwandten, sekretierten Proteintoxinen ist nicht bekannt.
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1.3 Die Acylierung durch Hamolysin C (HlyC) — eine einzigartige

Acyltransferase aus Gram-negativen Bakterien

Im Zuge der Identifizierung der fir die hamolytische Wirkung von HIyA verantwortlichen
Gene aus Escherichia coli wurde Mitte der 1980er Jahre erkannt, dass fir die Aktivitat
von HIyA zusatzlich das Genprodukt des am 5'-Ende vom hlyA-Gen liegende hlyC-Gens
bendétigt wird [43]. Das entsprechende 20 kDa grof3e Protein wird benétigt um das hamo-
lytisch inaktive proHIyA durch eine posttranslationale Modifikation zu aktivieren, obgleich
sowohl proHIyA als auch das h&molytisch aktive HIyA von Escherichia coli sekretiert
werden. Darlber hinaus wurde mit dem Acylgruppen-tragendem Protein (ACP, acy! car-
rier protein) ein weiterer zytosolischer Faktor identifiziert, der ebenfalls fur die Aktivierung
von proHIyA bendtigt wird [52] [53]. Bei HIyC handelt es sich dementsprechend um eine
bakterielle Acyltransferase, die in etwa daquimolarem Verhdltnis zu proHIyA in
Escherichia coli produziert wird und gesattigte Acylgruppen von acyl-ACP auf proHIyA
Ubertragt [54]. Dabei werden zwei spezifische Lysinseitenketten (K564 und K690) im
Protoxin unabhangig voneinander erkannt und jeweils mit einer Acylgruppe modifiziert,
die beide fur die Aktivitdt des Toxins erforderlich sind [55] [56] [57]. Die zwei Erken-
nungsdomaénen, die die beiden Lysine flankieren und ausreichend fur deren Acylierung
sind, weisen keinerlei Primérsequenzahnlichkeiten untereinander oder mit den Acylie-
rungsregionen anderer verwandter Toxine auf [58]. Flr eine vollstdndige Acylierung
in vitro wird eine Sequenzlange von mindestens 50-80 Aminosauren um die jeweilige
Acylierungsstelle bendtigt [58]. In vitro ist eine Acylierung von proHIyA mit Cq2-Cs
Acylgruppen mdglich, wobei die starkste hamolytische Aktivitat aus der Acylierung mit
Myristinsédure (C14) resultiert [53]. Massenspektrometrische Analysen zeigten aulerdem,
dass es sich bei der Acylierung in vivo vor allem um gesattigte C44-Gruppen (68 %) und
C15-Gruppen (26 %) und zu einem geringen Anteil um C47-Gruppen (6 %) handelt, die
Uber eine Amidbindung an die e-Aminogruppe der beiden Lysine gekoppelt sind [59]. Die
Acylierung wird durch einen Uberschuss an Calciumionen inhibiert und erfolgt somit, im
Einklang mit der niedrigen zytosolischen Calciumkonzentration in Escherichia coli, in
einem weitestgehend ungefalteten Zustand des Protoxins (siehe Kapitel 1.2.2) [58]. Die
Modifizierung von Proteinen mit Acylgruppen wird im Allgemeinen im Zusammenhang
mit der Vermittlung von Hydrophobizitdt zur Membraninteraktion, zur Verankerung von
Proteinen in biologischen Membranen sowie zur Vermittlung von Protein-Protein-
Interaktionen im Zuge der Oligomerisierung von Proteinen in den Membranen diskutiert
[60]. Die exakte Rolle der Acylierung von HIyA ist nicht restlos geklart. HlyC und andere
verwandte bakterielle Toxin-aktivierende Acyltransferasen (TAAT, toxin activating
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acyltransferases) unterscheiden sich in ihrer Aminosauresequenz, Struktur und Funktion
deutlich von den gut charakterisierten, eukaryontischen und prokaryontischen Acyltrans-
ferasen und konstituieren in diesem Sinne eine eigenstandige und einzigartige Enzym-
klasse [60] [61]. Die erste dreidimensionale Raumstruktur einer bakteriellen Toxin-
aktivierenden Acyltransferase wurde vor kurzem gel6ést und wird im folgenden Kapitel
erldutert (Kapitel 1.3.1).

1.3.1 Die Struktur und das aktive Zentrum von HlyC

Die Kristallstruktur von ApxC aus Actinobacillus pleuropneumoniae wurde 2015 von
Greene et al. publiziert und ist bisher die einzige bekannte Struktur einer bakteriellen
Toxin-aktivierenden Acyltransferase [61]. ApxC teilt eine 70%ige Sequenzidentitdt mit
HlyC aus Escherichia coli und kann diese in vivo direkt substituieren um proHIyA zu akti-
vieren. Das in diesem Zusammenhang aus der dreidimensionalen Struktur von ApxC

abgeleitete Homologiemodell fir HlyC ist in Abbildung 3 dargestellt [61].

TAAT-spezifische
Insertion (74-86)

Zusatzliche C-terminale
a-Helix (142-172)

Modifiziertes

»,Motiv A“ (97-99)
TAAT-spezifische
Deletion (122-129)

Abbildung 3: Homologiemodell fiir HlyC

Das gezeigte Homologiemodell fiir HlyC basiert auf der Struktur der Toxin-aktivierenden Acyltransferase
(TAAT) ApxC aus Actinobacillus pleuropneumoniae (PDB-Eintrag: 4WHN, Primarsequenzhomologie 70 %)
[61]. TAATs unterscheiden sich von GCN5-verwandten N-Acetyltransferasen (GNAT) durch die in gelb,
orange und rot hervorgehobenen Motive und eine zusatzliche C-terminale a-Helix. Die Abbildung wurde
basierend auf dem Homologiemodell aus [61] erstellt.
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ApxC, und demnach TAATs im Allgemeinen bestehen aus einem zentralen B-Faltblatt
aus funf B-Strédngen (B1-B5) mit einem charakteristischen Spalt zwischen den Strangen
B3 und B4, die von sechs a-Helices (a1-a6) umgeben sind [61]. Trotz der fehlenden Ahn-
lichkeit auf Primarsequenzebene, weist die Gesamtfaltung eine grofe Ahnlichkeit mit der
Familie der prokaryontischen und eukaryontischen GCN5-verwandten N-Acetyltrans-
ferasen (GNAT, GCNb5-like N-acetyltransferase) auf, zu deren bekannten Vertretern die
Histonacetyltransferasen zéhlen [62] [63] [64]. Im Einzelnen unterscheidet sich das HIyC
Strukturmodell jedoch von GNATSs [61]: Das in GNATSs konservierte Motiv A zur Bindung
von Coenzym A (rot, Aminosduren 97-99) sowie ein ebenfalls in allen GNATs vorkom-
mendes, helikales Element zur Interaktion mit Coenzym A (orange, Aminosauren 122-
129) fehlen in HlyC. Ferner besitzt HlyC wahrscheinlich ein zusétzliches, helikales Ele-
ment (gelb, Aminosauren 74-86), das in den meisten GNATs abwesend ist, und eine
zusatzliche, C-terminale a-Helix (a6, Aminosduren 142-172). TAATs unterscheiden sich
aullerdem von GNATs im verwendeten Acylgruppendonor: Wahrend HlyC ausschliellich
Acylgruppen von acyl-ACP auf den Akzeptor (hier das Substrat proHIyA) tbertragt, ver-
wenden GNATSs acetyl-Coenzym A (acetyl-CoA) als Fettsduredonor [53] [63]. Die in Ab-
bildung 3 ebenfalls dargestellten, wichtigen Aminoséauren fur HlyC sind His24, Asn35,
Asp93 (grin) und Arg121 (blau) und basieren teilweise auf den Untersuchungen zur Ak-
tivitdt der ApxC-Mutanten [61]. Aufgrund der chemischen Eigenschaften der identifizier-
ten Aminosduren wird vermutet, dass Asn35 nicht an der enzymatischen Reaktion an
sich beteiligt ist, sondern vielmehr eine wichtige Rolle in der Positionierung und Orientie-
rung des Substrates im aktiven Zentrum tGbernimmt, wéhrend His24 und Asp93 die wah-
ren katalytischen Reste sind [61]. Die essentielle Bedeutung der Aminosaure His24 (ent-
spricht His23 in alteren Publikationen) ist fur die Aktivitdt von HlyC durch verschiedene
Mutationsstudien sehr gut belegt [65] [66] [67]. Im diesem Zusammenhang wurde eben-
falls eine transiente Bindung der zu Ubertragenden Acylgruppe an den Imidazolring von
His24 in Betracht gezogen [68] [69]. Ergdnzend zu Asn35 scheint die Funktion von
Arg121 (blau) in der Interaktion mit dem Acylgruppendonor ACP zu liegen, da die ent-
sprechende ApxC Alaninmutante (R121A), im Gegensatz zu den anderen drei Mutanten
(H24A, N35A, D93A), nicht mehr in der Lage ist, ACP zu binden [61]. Wie zudem aus
einer frGhen Studie mit einer Leserasterverschiebung an der Aminosaureposition 141
hervorgeht, ist auch die C-terminale a-Helix (Aminosduren 142-172) fur die Aktivitat von
HlyC von Bedeutung [70]. Der zugrunde liegende Reaktionsmechanismus fiir die Uber-
tragung von Acylgruppen durch TAATs ist jedoch nur rudimentér verstanden. Die zwei
géngigsten Theorien dazu werden in Kapitel 1.3.3 behandelt (Seite 10). In Lésung liegt
HlyC als Homodimer vor, was dem vermeintlich aktiven Zustand der Acyltransferase ent-
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spricht [53] [61]. Das in Abbildung 4 gezeigte Homologiemodell des HlyC Dimers sowie
die Untersuchungen zur Anordnung und Interaktion der beiden Monomere basieren auf
den Untersuchungen der homologen TAAT ApxC aus Actinobacillus pleuropneumoniae

mit einer Primarsequenzhomologie von 70 % [61].

Abbildung 4: Homologiemodell fiir das HlyC Dimer

Die Acyltransferase HlyC liegt, wie andere, Toxin-aktivierende Acyltransferasen (TAATSs) auch, I8slich in
Form eines Dimers vor [53]. Die postulierte Interaktion der N-terminalen a-Helices basiert auf den Untersu-
chungen der homologen TAAT ApxC aus Actinobacillus pleuropneumoniae [61]. Die farblich hervorgehobe-
nen Elemente entsprechen denen in Abbildung 3. Die Abbildung wurde basierend auf dem Homologiemo-
dell aus [61] erstellt.

1.3.2 Das Acylgruppen-tragende Protein (ACP)

Das Acylgruppen-tragende Protein (ACP, acyl-carrier protein) aus Escherichia coli ist ein
kleines, l6sliches und multifunktionales Protein mit einem Molekulargewicht von < 10
kDa, welches unter anderem als Acylgruppendonor fiir die Aktivierung von Protoxinen
fungiert [53] [71] [72]. ACP liegt in Lésung als Monomer vor und ist entsprechend seinem
isoelektrischen Punkt (4,1) negativ geladen [73]. Neben seiner bekannten Funktion als
Fettsduredonor in der Biosynthese von Phospholipiden und der Lipid A Einheit von Lipo-
polysacchariden, besitzt es weitere wichtige Funktionen [74] [75] [76] [77]. So dient es
beispielsweise als Donor von Liponsaure, einem wichtigen Cofaktor in verschiedenen
Enzymkomplexen [78] und spielt eine Rolle bei der Synthese von periplasmatischen Oli-

gosacchariden zur Regulation der Osmolaritdt in Gram-negativen Bakterien [79] [80].
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Weitreichende Funktionen haben auch homologe Proteine: Sie sind zum Beispiel in der
Biosynthese von Polyketiden [81], der Synthese von Lipoteichonsdure in Gram-positiven
Bakterien [82] oder in der Substratsynthese fir Biolumineszenz-erzeugende Enzyme
beteiligt [83]. ACPs sind auflierdem in der Fettsdurebiosynthese von Pflanzen- und Sau-
getierzellen von essentieller Bedeutung [84] [85]. Die Strukturen und Funktionen von
ACPs werden ausfihrlich in [86] diskutiert. Die dreidimensionale Raumstruktur von acyl-
ACP aus Escherichia coli wurde mit unterschiedlichen Acylgruppen gelést und ist in Ab-
bildung 5 exemplarisch mit gebundener Decansaure (C4) dargestellt [87] [88]. ACP be-
steht aus einem Blindel von drei anndhernd parallelen a-Helices (a1, a2 und a4) und
einer weiteren a-Helix (a3), sowie einem indirekt Uber eine prosthetische Gruppe gebun-
denen Acylrest [88]. An die OH-Gruppe von Serin 36 ist Uber eine Phosphodiesterbin-
dung die prosthetische Gruppe Phosphopantethein (4'-PP) gebunden [72] [89]. 4'-PP
wird posttranslational durch die Holo-ACP Synthase (ACPS) von acetyl-CoA auf apo-
ACP Ubertragen und erzeugt holo-ACP, welches als Ausgangspunkt fur viele, zellulare
Prozesse dient [90]. Die Acyl-ACP Synthetase (AasS) katalysiert die Bildung einer Thio-
esterbindung unter ATP-Hydrolyse zur Umwandlung von holo-ACP zu acyl-ACP durch
die Ubertragung von Fettsguren auf die terminale SH-Gruppe von 4'-PP [91] [92]. Acyl-
ACP kann mit Acylgruppen mit einer L&dnge von bis zu 18 C-Atomen modifiziert sein [93].
Der Acylrest wird dabei in der zentralen, hydrophoben Tasche des Proteins gehalten,
wobei innen liegende, hydrophobe Seitenketten von allen vier Helices (a1-a4) und deren
Schleifen an deren Bindung beteiligt sind [88]. Die Offnung zur hydrophoben Tasche hin
wird durch polare Seitenketten der Helices a2 und a3 und deren umliegende Schleifen
ausgekleidet [88]. Im Vergleich zu Strukturen mit kurzkettigen Fettsduren, wie zum Bei-
spiel mit Buttersaure (C,), ist der Zugang zur zentralen, hydrophoben Tasche bei lang-
kettigen Fettsauren weiter getffnet [87]. In Escherichia coli liegen in der exponentiellen
Wachstumsphase etwa 8-12 % des gesamten ACPs in acylierter Form vor [74]. Der
Uberwiegende Teil davon tragt Acylgruppen mit einer Lange von bis zu 14 C-Atomen und
nur ein sehr geringer Teil (in etwa 0,1 %) tragt Acylgruppen mit einer Lange von ber 15
C-Atomen [74]. Grundsatzlich kann die Bindung einer Acylgruppe an Proteine direkt oder
indirekt erfolgen [60]. Indirekt erfolgt die Bindung Uber prosthetische Gruppen, die an die
OH-Gruppe von Serinseitenketten oder am C-Terminus des Proteins gebunden sind
[60]. Eine direkte Bindung ist I) Gber eine Esterbindung als Oxyester an die OH-Gruppe
von Serinseitenketten oder als Thioester an die SH-Gruppe von Cysteinseitenketten, 1)
Uber eine Etherbindung durch eine C-terminale Farnesylierung oder Geranylgeranylie-
rung oder lll) Gber eine Amidbindung an die terminale NH-Gruppe von Lysinseitenketten

oder am N-Terminus des Proteins méglich [60].
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Abbildung 5: Das Acylgruppen-tragende Protein (ACP) aus Escherichia coli

ACP besteht aus einem Biindel von vier a-Helices und bindet Gber die an Serin 36 gekoppelte Phospho-
pantethein-Gruppe verschiedene Acylgruppen [88]. Dargestellt ist die Kristallstruktur von ACP aus E. coli
mit gebundener Decansaure (PDB Eintrag: 2FAE). Die Abbildung wurde basierend auf [88] erstellt.

1.3.3 Die zwei postulierten Reaktionsmechanismen des HlyC

Die beiden fur HlyC postulierten Reaktionsmechanismen basieren auf verschiedenen
Untersuchungen zur Enzymkinetik, Thermodynamik und Struktur des Enzyms [61] [94]
[95] [96]. Die Struktur der homologen bakteriellen Acyltransferase ApxC und deren grolRe
strukturelle Ahnlichkeit zu Acetyltransferasen der GNAT-Familie wurde in Kapitel 1.3.1
behandelt (Seite 6). Der Transfer von verschiedenen Acylgruppen von acyl-ACP auf
proHIyA durch die Acyltransferase HlyC aus Escherichia coli wird vollstdndig durch eine
Michaelis-Menten Kinetik beschrieben [94]. Die kinetischen Parameter flr den Transfer
von Myristinsdure (Cq4) wurden fir HIyA mit einem Kp-Wert (Michaelis-Menten
Konstante) von 0,94 uyM und einer vmax (Mmaximale Reaktionsgeschwindigkeit) von 7,5
pmol Myristinsaure/min und fir acyl-ACP mit einem Kn-Wert von 0,48 yM und einer Vmax
von 6,9 pmol Myristinsdure/min bestimmt [95]. Die kinetischen Parameter fir den Trans-
fer von Palmitinsdure (C16) wurden in einer anderen Studie fur HlyA mit einem Kn-Wert
von 0,027 pM, fir palmitoyl-ACP mit einem K,-Wert von 0,260 yM und flr beide Sub-
strate mit einer vmax von = 115 nmol Palmitinsdure/min bestimmt und legen eine Reaktion
beider Substrate mit dem Enzym vor der Freisetzung der Produkte nahe [94]. In beiden
Untersuchungen wurde ein transientes acyl-HlyC Zwischenprodukt beobachtet [94] [95].
Thermodynamische Studien zerlegen des Weiteren die Gesamtreaktion in eine durch
Entropie getriebene erste Teilreaktion (acyl-ACP + HIlyC) zur Bildung des acyl-HlyC Zwi-
schenprodukts und eine durch Enthalpie getriebene zweite Teilreaktion (acyl-HlyC +
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proHIyA) zur Bildung von acyl-HIyA [96]. Die katalytischen Reste in den beiden postulier-
ten Mechanismen zur Ubertragung von Acylgruppen durch HlyC sind His24 und Asp93
(Abbildung 6) [61]. Der erste Reaktionsmechanismus setzt eine Bildung eines terndren
Komplexes aus HlyC und den beiden Substraten proHIlyA und acyl-ACP voraus [94]. Der
zweite Reaktionsmechanismus beschreibt die sequenzielle Ubertragung der Acylgruppe
von acyl-ACP auf HIlyC im ersten Schritt und von acyl-HlyC auf proHIyA im zweiten
Schritt [96]. Analog zum Mechanismus in GNATSs fungiert in den beiden fur HlyC postu-
lierten Reaktionsmechanismen Asp93 als generelle Base zur Deprotonierung des Sub-

stratlysins in proHIyA [61].

Toxin 5
Toxin Asp93J Toxin - Toxin
- 1 Asp93 :
ASpO3 Age H H
S H
H-NH, ——> N g Q i bk e B
S N s R w
1 SSace i Ace g S—ACP on  STACP
His24 His24 ) H His24 H
Toxin Toxin Toxin Toxin Toxin
J Hg H-$ . H-S
AcP NH, ACP Cy Aer b, Al m_o
NH; NH; NH; 2
B 8 20— , 3 é V’B — — " CO j );\ o \?
Asp93_:r) R r} \_/\f\_)' 3 . \_‘ sp93: R
H Asp93 R Asp93:” His2a~ R H QI\SZJ R H
L - Asp93 Hisod”
His24 His24

Abbildung 6: Zwei postulierte Reaktionsmechanismen fiir HlyC

Dargestellt sind zwei moégliche Reaktionsmechanismen fiir den Transfer von Acylgruppen vom Acylgrup-
pendonor ACP (blau) auf die Lysinseitenketten von proHIyA (griin) durch die bakterielle Acyltransferase
HlyC (schwarz) [61]. A) Direkter Mechanismus Uber einen terndren Komplex durch den nukleophilen An-
griff des proHIyA Lysins auf den acyl-ACP Thioester. B) Sequenzieller Reaktionsmechanismus Uber ein
kovalentes acyl-HlyC Zwischenprodukt und anschliefendem, nukleophilen Angriff des proHIyA Lysins auf
den acyl-HlyC Thioester. Die Abbildung ist entnommen aus [61].

1.3.4 Ham als méglicher regulatorischer Faktor von HlyC

Ham ist in Sdugern bestens bekannt als prosthetische Gruppe in Hadmoglobinen und
Cytochromen [97]. Bei Hadmen handelt es sich um Komplexverbindungen aus einem zen-
tralen Eisenatom und einem Protoporphyrinring (zum Beispiel Fell/lll-Protoporphyrin 1X,
Ham b oder einfach nur Hdm genannt), die voribergehend auch in freier Form im Orga-

nismus vorkommen [98]. Dabei besitzt freies Hdm unter anderem auch eine regulatori-
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sche Funktion, welche durch eine transiente Bindung an Proteine realisiert wird. Soge-
nannte Ham-regulierte Proteine (HRP, heme-regulated proteins) sind zum Beispiel im
Zusammenhang mit der Zellzykluskontrolle und der DNA-Reparatur (p53), dem Eisen-
metabolismus (IRP2), der Hamoglobin-Synthese (elF2a), der Kontraktion der glatten
Muskulatur (Slo1) und der Alzheimer-Krankheit (3-Amyloid) beschrieben [99] [100] [101]
[102] [103]. In Bakterien spielen HRPs haufig eine zentrale Rolle in Eisen- und Ham-
transport (HrtR, HmuT, FeoB) [104] [105] [106]. Fur die Bindung von Hd&m an Proteine
missen verschiedene Voraussetzung erfillt sein, die von der Forschungsgruppe von
Frau Prof. Diana Imhof untersucht werden. Die Vorhersage potentiell Hdm-bindender
Proteine basiert dabei auf spezifischen Bindemotiven um die zentralen Aminosauren
Cys, His oder Tyr, die alle drei in der Lage sind eine koordinative Bindung mit dem zen-
tralen Ham-Eisenatom einzugehen, obgleich die Seitenketten der umliegenden Amino-
sauren einen entscheidenden Einfluss auf die Bindung zeigen [106] [107] [108]. So er-
stellte Konsensussequenzen erlauben eine Klassifizierung von Ham-regulierten Motiven
(HRMs, heme-regulatory motifs) in drei verschiedene Gruppen (entsprechend der koor-
dinierenden Aminosadure Cys, His oder Tyr) und insgesamt acht verschiedene Klassen
(entsprechend der umgebenden Aminoséduren Pro, His und Tyr in der Cys-Gruppe bzw.
der umgebenden Aminosauren His und Tyr in den His- und Tyr-Gruppen) [108]. Durch
die Bindung ist eine Penta- oder Hexakoordination des Ham-Fe(lll)-Zentralatoms mog-
lich, je nachdem ob ein Peptid/Protein eine freie Koordinationsstelle am Ham-Eisenatom
belegt (Pentakoordination) oder ein oder zwei Peptide/Proteine die zwei freien Koordina-
tionsstellen am Ham-Eisenatom belegen (Hexakoordination) [107]. Ein auf einem His-
HRM basierendes, kirzlich entdecktes HRP ist die Chloramphenicol Acetyltransferase
CAT aus Escherichia coli, welche durch Eisen(lll)-Protoporphyrin X (Hamin) inhibiert
wird (ICso-Wert 57,69 + 4,37 uM) [108]. CAT katalysiert die zweifache Acetylierung von
Chloramphenicol durch die Ubertragung von Acetylgruppen von acetyl-CoA auf die bei-
den OH-Gruppen von Chloramphenicol, wodurch die antibakterielle Wirkung der Sub-
stanz verloren geht [109] [110]. Ein weiterer Kandidat aus dieser Gruppe ist die
Acyltransferase HIyC aus Escherichia coli mit dem postulierten Bindemotiv
FKQYH"'HELI [108]. Eine Bindung von Hamin an das entsprechende Nonapeptid wurde
mittels UV-Vis Spektroskopie gezeigt (Ky = 0,24 + 0,17 pM) [108]. Das postulierte Hdm-
Bindemotiv befindet sich in dem von ApxC abgeleiteten Homologiemodell fir HIyC in der
C-terminalen a-Helix (Abbildung 3). Kapitel 1 dieser Dissertation befasst sich mit der
Wirkung von Ham auf HIyC. Die Untersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit der
Forschungsgruppe von Frau Prof. Diana Imhof vom Pharmazeutischen Institut der Rhei-
nischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn.
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1.3.5 Ham-Aufnahmesysteme in Gram-negativen Bakterien

Freies Eisen in seiner reduzierten Form (Fe(ll)) ist ein starker Radikalbildner (Fenton-
Reaktion) und kommt im Gewebe Uberwiegend gebunden an prosthetische Gruppen und
in Proteinen vor [111] [112]. Das verfligbare Eisen im Gewebe ist daher limitiert und Bak-
terien und Wirtszellen haben gleichermal3en eine Vielzahl an Strategien zur Bindung,
Anreicherung und Aufnahme von Eisen entwickelt [113]. Bekannte, von Bakterien produ-
zierte und sekretierte, niedermolekulare Verbindungen zur Bindung von Eisen sind
Siderophore [114] [115]. Des Weiteren liegt komplexiertes Eisen voribergehend in Form
von freiem Ham im Organismus vor [98]. Die freie Hdmkonzentration im Blutplasma liegt
dabei bei einer Infektion mit hdmolytischen uropathogenen Escherichia coli mit 15 bis 60
MM deutlich Uber der beobachteten Konzentration bei einer nicht-hdmolytischen Infektion
[116]. Sowohl Siderophore als auch Ham werden Gber komplexe Transportsysteme von
Bakterien aktiv aufgenommen [117]. Ein aktiver Transport Uber biologische Membranen
erfolgt zum Beispiel Uiber die ATP-bindenden Kassette Transporter (ABC Transporter),
wobei die Hydrolyse von ATP eine freie Energie von -37,5 kdJ/mol liefert [118] [119]. Die-
se befinden sich in Bakterien in der zytosolischen Membran und sind zentraler Bestand-
teil von vielen Import- und Exportsystemen (Abbildung 7) [120]. An der direkten Aufnah-
me von Ham in Gram-negative Bakterien sind verschiedene Proteine und Proteinkom-
plexe beteiligt: Ein Hdm-Rezeptor in der dulderen Membran zur Bindung von H&m und
Hamoproteinen (braun), welcher, abhangig vom TonB-ExbB-ExbD Komplex (grau) in der
inneren Membran, H&m in das Periplasma transportiert, periplasmatische H&m-
Bindeproteine (grun), ein klassischer ABC-Transporter in der inneren Membran sowie
zytoplasmatische Hadm-bindende Proteine [121] [122] [123]. Wichtige Hdm-Rezeptoren in
Escherichia coli sind Chua [124] [125] und speziell in urophathogenen Escherichia coli
Hma [126]. Im Zytoplasma wird Hdm durch die Hdm-Oxygenase zu Biliverdin, Kohlen-
monoxid und Eisen abgebaut [127]. Die Regulation der Expression vieler Eisentransport-

assoziierter Gene erfolgt durch den Transkriptionsfaktor Fur [128].
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1) Maltose-Aufnahmesysteme 1) Him-Aufnahmesysteme lll) Vitamin-Aufnahmesysteme V) Typ1Sekretionssysteme

H&m
Maltose Hamoprotein * Vitamine, Biotin
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Typ | ABC Importer Typ Il ABC Importer ECF Typ ABC Importer
ABC Exporter

Abbildung 7: Transportsysteme und ABC-Transporter in Gram-negativen Bakterien

Der Transport in Bakterien erfolgt durch eine transmembrandse Diffusion, spezifische und unspezifische
Kanale in der aulReren Membran (braun), verschiedene Proteine im Periplasma (grin) und unterschiedliche
ABC-Transporter in der inneren Membran (blau) [120] [129] [130]. I) Typ | ABC Importer zur Aufnahme von
kleinen, 16slichen Verbindungen wie zum Beispiel Maltose [131]. ) Typ Il ABC Importer in Hdm-Transport-
systemen [121]. lll) ECF Typ ABC Importer zur Aufnahme von niedermolekularen, lipophilen Verbindungen
wie zum Beispiel Vitaminen [132]. IV) ABC-Exporter in Typ 1 Sekretionssystemen zur Sekretion von Pro-
teintoxinen mit einem Porin in der duReren Membran (braun) und einem Adapterprotein im Periplasma
(dunkelblau) [133].

1.4 Der Export von HIyA erfolgt durch ein Typ 1 Sekretionssystem

Anfang der 1980er Jahre wurden in dem fir die zytolytischen Wirkungen von HIyA ver-
antwortlichen DNA-Abschnitt insgesamt vier Gene identifiziert und erstmals sequenziert
[134] [135]. Das sogenannte hlyCABD Operon umfasst die Abfolge der Gene hlyC, hlyA,
hlyB und hlyD. Wahrend hlyC fur die bakterielle Acyltransferase zur Umwandlung des
inaktiven Protoxins (proHIyA) in das hamolytisch aktive HIyA kodiert, kodieren hlyD und
hlyB fur zwei Komponenten in der inneren Bakterienmembran des Typ 1 Sekretionssy-
stems (T1SS) [43] [136] [137]. Die dritte Komponente des Transportsystems, TolC, be-
findet sich in der duReren Membran und wird aul3erhalb dieses Operons kodiert [138].
Typ 1 Sekretionssysteme aus Gram-negativen Bakterien bestehen dementsprechend
aus drei Komponenten (Abbildung 7): einem Porin in der aufleren Membran, einem Ad-
apterprotein im Periplasma und der inneren Membran, wie auch einem ABC-Transporter
in der inneren Membran [139]. Fur das HIyA T1SS sind dies im Einzelnen der ABC-
Transporter HlyB, das Adapterprotein HlyD (MFP, membrane fusion protein) und das
Porin TolC [133]. HlyB besteht aus einer Transmembrandoméne (TMD, transmembrane
domain), einer Nukleotid-bindenden Domane (NBD, nucleotide binding domain) sowie

einer zusatzlichen N-terminalen Doméne, der sogenannten C39-&hnlichen Domane
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(CLD, C39-like domain) [133]. Da ein funktioneller ABC-Transporter aus mindestens
zwei TMDs und zwei NBDs besteht und in diesem Fall ein Gen nur fur die Halfte des
funktionellen Transporters kodiert, handelt es sich bei HlyB um einen sogenannten ,half-
size” Transporter [140]. HIyB liegt in der Membran als Homodimer vor, in dem die beiden
NBDs an ihrer Grenzflache ATP binden, und bildet zusammen mit HlyD den zentralen
Bestandteil in der inneren Membran des Sekretionssystems [141] [142] [143]. Um ein
durchgangiges System vom Zytosol des Bakteriums bis hin an dessen Oberflache zu
gewdhren, wird in Anwesenheit des Substrates HIyA das Porin TolC in der auf3eren
Membran rekrutiert [133]. TolC ist in Gram-negativen Bakterien an vielen Transportpro-
zessen, wie zum Beispiel auch an der Vermittlung von Medikamentenresistenzen durch
das Ausschleusen von antibakteriellen Substanzen, beteiligt [144]. Das HIyA T1SS
transportiert proHIyA und HIyA Uber beide bakteriellen Membranen ohne periplasmati-
sches Zwischenprodukt und ohne Abspaltung der Sekretionssequenz [145]. Fir den
Transport ist das C-terminale Sekretionssignal ausreichend, wobei das Substrat zuerst
mit den zytoplasmatischen Komponenten des Transportsystems interagiert und dann,
mit dem Sekretionssignal zuerst, an die Oberflache des Bakteriums gelangt [45] [146]
[147] [148] [149]. Es wird angenommen, dass HIyA in einem weitestgehend ungefalteten
Zustand transportiert wird und erst nach Erreichen der Zelloberflache durch die Bindung
von Calciumionen in der RTX-Domane seine native Konformation annimmt [42] [147].
Die Sekretion des Toxins in einem gefalteten Zustand ist aufgrund des inneren Poren-
durchmessers des duferen Membranporins TolC von knapp 20 A in seinem geéffneten
Zustand sehr unwahrscheinlich [144] [150] [151] [152]. Der aufere Durchmesser einer a-
Helix betragt im Vergleich dazu in etwa 10-12 A [153]. Die Substrate von T1SS reichen
im Allgemeinen von kleinen Peptiden bis hin zu Proteinen mit einer Gré3e von tber 500
kDa [3]. So wird zum Beispiel das Bakterizid Colicin V aus Escherichia coli mit einem
Molekulargewicht von 10 kDa und auch das Choleratoxin aus Vibrio cholerae aus der
Familie der multifunktionalen, autoprozessierenden RTX-Toxine (MARTX, multifunctional
autoprocessing RTX toxin) mit einem Molekulargewicht von anndhernd 500 kDa durch
ein T1SS transloziert [154] [155]. Fur das HlyA T1SS sind die drei-dimensionalen Raum-
strukturen von TolC, einem periplasmatischen Fragment von HIlyD, der NBD und der
CLD von HlyB bekannt [141] [147] [150] [156].
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1.5 Die Interaktion von HlyA mit Zielzellen

1.5.1 Unterschiedliche Wirkmechanismen von HIlyA - zytolytische, zytotoxi-

sche und immunregulatorische Funktionen

Nach dem Transport tber die beiden bakteriellen Membranen nimmt HIyA Gber die Bin-
dung von Calciumionen in der RTX-Doméne seine native Konformation an (Kapitel
1.2.2). Es wird davon ausgegangen, dass HIyA daraufhin in einem dreistufigen Prozess
mit den biologischen Membranen von Wirtszellen interagiert: I.) Bindung des Toxins an
die Zielzelle Il.) Insertion in die Lipiddoppelschicht der Membran und lll.) Permeabilisie-
rung der Membran wie zum Beispiel durch eine Porenbildung [157] [158]. Im ersten
Schritt sind sowohl proHIyA als auch HIyA in der Lage, an artifizielle Membranen mit de-
finierter und undefinierter Lipidkomposition zu binden [159] [160] [161]. Die Bindung ist
unabhangig von der Membraninsertion und der Zelllyse zu betrachten und wird im Hin-
blick auf eine moégliche Rezeptorabhangigkeit in der Literatur kontrovers diskutiert [162]
[163] [164]. Obgleich eine mdglicherweise nicht zu sattigende Bindung von HIyA an Ery-
throzyten als rezeptorunabhéngige Bindung interpretiert wurde, sind verschiedene Bin-
departner fur HIlyA auf den Zielzellen bekannt. Neben einer spezifischen Bindung an
Cholesterin als ubiquitdren Bestandteil einer jeden eukaryontischen Plasmamembran
[165] involvieren diese zum Beispiel das in Erythrozytenmembranen reichlich vorhande-
ne Glykoprotein Glykophorin (Binderegion in HlyA zwischen den Aminosauren 914 und
936) [166] [167] und den spezifisch auf T-Lymphozyten vorkommenden Integrinrezeptor
a B2 (CD11a/CD18, LFA-1, lymphocyte function-associated antigen 1) [168] [169]. Im
zweiten Schritt der Interaktion erfolgt die Umwandlung des |6slichen Proteins in ein inte-
grales Membranprotein [170] [171] [172]. Es ist allgemein akzeptiert, dass die Insertion
von HIyA in die Membran irreversibel ist und mit gréReren strukturellen Anderungen im
Protein einhergeht. Im finalen Schritt, der Zelllyse, kommt es schliefl3lich zur Permeabili-
sierung der Membran und den direkt und indirekt daraus resultierenden Wirkungen [158].
Es wird angenommen, dass HIyA nicht-selektive, fir Kationen durchléssige, transiente
Poren (zum Beispiel fur Kalium- oder Calciumionen) in reinen Lipidmembranen und in
biologischen Membranen bildet und die Oligomerisierung des Proteins in der Membran
in diesem Zusammenhang eine Rolle spielt [173] [174] [175] [176]. In vivo kommt es un-
ter Einwirkung von HIlyA zu Calciumionenoszillationen und einem Anstieg der intrazellu-
l&dren Calciumionenkonzentration in den Zielzellen [177] [178]. Neuere Untersuchungen
zeigen, dass eine HlyA-abhéngige Erhéhung der intrazellularen Calciumionenkonzentra-

tion in Erythrozyten durch den P2X-Rezeptor vermittelt wird und in Epithelzellen auch
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durch die Freisetzung von Calciumionen aus dem Endoplasmatischen Retikulum erfol-
gen kann [179] [180]. Ein Anstieg der intrazelluldren Calciumionenkonzentration fuhrt in
Erythrozyten zu einer Offnung von calciumabhéngigen Kalium- und Chloridionenkanélen
(K(Ca)3.1 und TMEM16A), wodurch es ebenfalls zu einem Ausstrom von Kaliumionen
aus den Zellen kommt [181]. Neben den hohen lytischen Toxinkonzentrationen im Be-
reich von nM bis mM sind sublytische Konzentration im Bereich von wenigen pM fir die
zytotoxischen und immunregulatorischen Wirkungen von HIyA mitunter ausreichend
(50 % Hamolyse bei einer Toxinkonzentration von 9,5 pM) [18]. Geringere Toxinkonzen-
trationen werden insbesondere im Zusammenhang mit einer immunregulatorischen
Funktion auf Granulozyten, einer modulatorischen Wirkung auf verschiedene Signal-
transduktionsprozesse, einer Aktivierung von Wirtsproteasen zur Exfoliation von Bla-
senepithelzellen und verschiedenen apoptotischen Prozessen diskutiert [19] [20] [182]
[183]. Kapitel 3 dieser Dissertation beschéftigt sich mit einer méglichen, zuckerabhangi-
gen Bindung von HIyA an Wirtszellen, weswegen im Folgenden naher auf die verschie-

denen Glykosylierungsmaoglichkeiten auf den Zelloberflachen eingegangen wird.

1.5.2 Eine mdgliche, spezifische Zuckerbindung von HiyA

Die Plasmamembran grenzt Zellen als funktionelle Einheiten von ihrer AuBenwelt ab und
besteht aus einem komplexen Gefuge von Proteinen und Lipiden. [184]. Sowohl Proteine
als auch Lipide kédnnen mit unterschiedlichen Zuckereinheiten und unterschiedlich lan-
gen Zuckerketten modifiziert sein (Abbildung 8) [185]. In Proteinen ist eine Amidbindung
an die Seitenkette von Asparagin (N-Glykosylierung), eine glykosidische Bindung (O-
Glykosylierung) an die Seitenketten von Serin/Threonin, Hydroxylysin (Kollagen) und
Tyrosin (Glykogenin), eine C-C Bindung an die C2-Position des Tryptophans (C-
Mannosylierung) oder eine Kopplung an Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker)
als Verbindungselement zwischen dem Protein und der Membran méglich [185]. Bei den
glykosylierten Lipiden handelt es sich vor allem um Glykosphingolipide [186]. In diesen
erfolgt die Bindung von Monosacchariden tiber eine Kopplung an die Ceramideinheit des
Sphingolipids [186]. H&ufig sind dies Glucose (Glucosylceramid) oder Galactose (Galac-
tosylceramid), an die weitere Zuckereinheiten angehangt werden. Glykosphingolipide
tragen in der Regel kirzere und weniger komplexe Zuckerketten als Proteine [186]. Ein-
fachzucker werden Uber glykosidische Bindungen zu hochkomplexe Zuckerstrukturen
zusammengesetzt, von denen es einer Schatzung zufolge Uber 7,000 verschiedene Va-
rianten im humanen Genom gibt, die von Glykan-bindenden Proteinen (GBP, glycan bin-

ding protein) erkannt werden [187]. Durch die verschiedenen Méglichkeiten an Verzwei-
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gungen und anomeren Konfigurationen entsteht eine grof3e Diversitdt an Zuckerverbin-
dungen, deren Zustandekommen vor allem vor dem Hintergrund der Evolution von Wirt-
Pathogen-Beziehungen betrachtet wird und verstérkt in den terminalen Zuckerresten der
Glykane auftritt [188] [189]. Dartber hinaus verédndern sich die Glykosylierungsmuster
von Zellen wéhrend der Ontogenese und sind daher nicht nur spezifisch fir bestimmte

Spezies sondern auch fir bestimmte Zelltypen und Gewebe [190] [191].
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Abbildung 8: Verschiedene Glykosylierung auf den Zelloberflichen von Vertebraten

Kohlenhydrate dienen unter anderem der Erkennung von Wirtszellen durch Pathogene [185]. Haufige auf
Zellen vorkommende Formen der Glykosylierung sind N- oder O-Glykosylierungen von Proteinen (links).
Bei Glykosaminoglykanen (GAGs) handelt es sich um O-gekoppelte Glykane, die aus einem spezifischen
Tetrasaccharid und mehreren Wiederholungen eines Disaccharids bestehen, wobei Glykoproteine mit einer
oder mehreren GAG-Ketten als Proteoglykane bezeichnet werden (mittig). Zusétzlich zu Proteinen sind die

meisten eukaryontischen Zellmembranen mit Glykosphingolipiden ausgestattet (rechts). Die Abbildung ist
entnommen aus [185].

Viele Bakterien und Viren nutzen die spezifischen Glykosylierungen von Proteinen und
Lipiden zu Erkennung und Adhésion an die Wirtszellmembran [192]. Ein Beispiel hierfur
ist das Choleratoxin aus Vibrio cholerae, welches spezifisch an das Pentasaccharid GM1
bindet [193]. Andere sehr bekannte Beispiele sind Lektine: Beispielsweise bindet das
Lektin PA-IL (lecA) aus Pseudomonas aeruginosa an Galactoseeinheiten und das Glyko-
lipid Globotriaosylceramid (Gb3) [194] [195] und das Lektin PA-IIL (/lecB) an Fucoseein-
heiten und das Blutgruppenantigen Lewis® [196] [197]. Auch pathogene Escherichia coli
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verwenden spezifische Zuckerbindungen um zum Beispiel an die Wirtszellen anzuhaf-
ten: Ein gut erforschtes Beispiel ist die Bindung von FimH, einem auch von uropathoge-
nen Escherichia coli (UPEC) exprimierten, Typ 1 Pili assoziierten, Adhasin, an die Man-
noseeinheiten von verschiedenen Glykoproteinen [198] [199]. Beispiele fur Glykan-
bindende, sekretierte Proteintoxine aus Escherichia coli sind der Virulenzfaktor Stx (auch
Verocytotoxin, VT genannt) aus enterohdmorrhagischen Escherichia coli (EHEC), wel-
cher an das Glykolipid Gb3 bindet, ebenso wie das strukturell und funktionell eng mit
dem Choleratoxin verwandte, hitzelabile Enterotoxin (LT) aus enterotoxischen
Escherichia coli (ETEC), welches auch an das Glykosphingolipid GM1 und auf3erdem an
Sialinsduren bindet [200] [201] [202]. Fur das nah mit HIyA verwandte Adenylatzyklase-
toxin (AC) aus Bordetella pertussis aus der RTX-Proteinfamilie wurde gezeigt, dass die
N-gekoppelten Oligosaccharide am a3, Integrinrezeptor (CD11a/CD18, LFA-1) essenti-
ell fur die Bindung an die Wirtszellen sind [169]. Dieser Zusammenhang hat zuletzt zu
der Annahme gefiihrt, dass an der Bindung von HIyA an die Zielzellen ebenfalls Zucker
beteiligt sind. Untersuchungen in diesem Zusammenhang zeigten, dass die den Integrin-
rezeptor exprimierenden T-Lymphozyten nach einer unspezifischen Deglykosylierung mit
einer Mischung aus verschiedenen Glykosidasen eine starkere Resistenz gegen das
Toxin aufwiesen als die unbehandelten Zellen [169]. Ferner ist die durch Sialinsduren
bewirkte negative Ladung auf den Zelloberflichen von Lymphozyten fiir die Aktivitat des
Leukotoxins LtxA aus Aggregatibacter actinomycetemcomitans von Bedeutung [203]. Ein
bekannter Rezeptor fur HIyA auf Erythrozyten ist das sehr stark glykosylierte Glykopho-
rin, obwohl hier keinerlei Hinweis auf eine zuckerabhangige Bindung vorliegt [166] [204].
Die in den frihen Experimenten zur Untersuchung der Porenbildung von HIyA verwende-
ten Asolektin-Lipidmischungen aus Sojabohnen waren wesentlich anfélliger fir das To-
xin als die puren Lipiddoppelschichten und enthalten ebenfalls zu einem geringen Anteil
Mono- und Digalactosylglyceride [173] [175] [205].

1.6 Die Rolle von HIyA bei Harnwegsinfektionen

Harnwegsinfektionen z&dhlen zu den haufigsten Infektionserkrankungen weltweit [206].
Etwa 70 % der Infektionen werden durch uropathogene Escherichia coli (UPEC) verur-
sacht [207]. Andere Erreger der Harnwegsinfektion sind Klebsiella pneumoniae, Staphy-
lococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Streptokokken der Gruppe B, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus und verschiedene Candida-
Arten. Mit dem Fortschreiten und Aufsteigen der Infektion unterscheidet man insgesamt

vier verschiedene Stadien: |) Urethritis (Entziindung der Harnréhre), 1) Zystitis (Entzin-
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dung der Harnblase), Ill) Ureteritis (Entziindung der Harnleiter) und 1V) Pyelonephritis

(Entzindung des Nierenbeckens und/oder des Nierenparenchyms) [1].

Abdominale
Aorta Untere
Hohlvene
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durch Toxine
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Granulozyten in das Gewebe

Harnleiter

Exfoliation und Apoptose
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Typ 1 Fimbrien am Urothel

Harnréhre ||

Abbildung 9: Harnwegsinfektionen

Dargestellt ist schematisch der Verlauf einer Harnwegsinfektion mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen
aus unterschiedlichen Stadien der Infektion: Uropathogene Escherichia coli (UPEC) besiedeln die Harnréh-
re und Blase und kénnen {ber die Harnleiter bis in die Nieren aufsteigen, wobei ein Ubertritt in das Blut eine
Sepsis auslésen kann. Die Abbildungen sind aus [207] und [208] entnommen und wurden modifiziert.

Am Beginn der Infektion steht hdufig eine Kontamination im Bereich der Harnréhrend6ff-
nung mit intestinalen Escherichia coli und deren Kolonisation der Harnblase [209]. Selek-
tionskriterien in diesem Stadium sind mitunter die Expression von Fimbrien (Adhé&sion
vs. Migration), Mechanismen zur Immunevasion, Systeme zur Nahrstoffaufnahme und
die Fahigkeit zur Bildung von Biofilmen, die insbesondere unter Eisenrestriktion
beobachtet wird [210] [211] [212]. In der Folge kann es zu einem Aufstieg der Bakterien
Uber die Harnleiter bis in die Nieren und einer Schadigung der Epithelzellen durch die
bakteriellen Toxine und Proteasen kommen [208]. Ein Durchqueren der Blut-Harn-
Schranke in den Glomeruli der Nierenkérperchen kann schlieBlich bis zur Sepsis fuhren.
UPEC kdénnen wahrenddessen nicht nur extrazellular, sondern auch intrazellular in Form
von sogenannten metabolisch aktiven, intrazellularen Gemeinschaften (IBC, intracellular
bacterial communities) und in sogenannten latenten intrazelluldren Reservoirs (QIR,
quiescent intracellular reservoirs) vorkommen [213] [214]. Pathogene Escherichia coli
unterscheiden sich von kommensal lebenden Bakterien durch den Besitz bestimmter
Virulenz-assoziierter Gene [215] [216]. Klinische UPEC Isolate besitzen beispielsweise

im Vergleich zu intestinalen, kommensalen Escherichia coli Isolaten deutlich h&ufiger
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das hlyCABD Operon fur die Expression und Sekretion von HIyA [215] [216]. Eine klas-
sische Rolle von HIyA wird durch seine Hamolyseféhigkeit in der Nahrstoffversorgung
der Bakterienpopulation mit essentiellem Eisen aus Erythrozyten gesehen. In einem &hn-
lichen Zusammenhang kann die Exfoliation von Epithelzellen und das Vordringen in tie-
ferliegende Gewebeschichten interpretiert werden [182] [217]. Des Weiteren kénnen die
Wirkungen von HIyA auf Zellen des Immunsystems wie neutrophile Granulozyten,
Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen als Abwehrmechanismen von Effektormechanismen
der angeborenen und adaptiven Immunitat interpretiert werden [17] [218] [219] [220]
[221]. Neueste Forschungsergebnisse zeigen aulderdem, dass freies Ham im Gewebe
sehr effektiv die Phagozytosefunktion von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
hemmt [116]. Dies erlaubt ein neues Versténdnis der Hamolyse im Sinne einer Strategie

zur Freisetzung von Ham aus Erythrozyten als Schutz vor Phagozytose.
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2 Ziele der Arbeit

HIlyA ist ein Prototyp aus der Gruppe der RTX-Toxine aus Gram-negativen Bakterien.
Diese sind haufig in Genklustern, bestehend aus den Genen fir ein RTX-Toxin, eine
RTX-Toxin-aktivierende Acyltransferase und den Genen fir die Proteine eines T1SSs,
organisiert. So vielféltig die Funktionen von RTX-Toxinen im Einzelnen auch sind, so ist
eine ihrer Gemeinsamkeiten die posttranslationale Aktivierung durch eine intrazellulare
Acyltransferase sowie die Interaktion mit eukaryontischen Wirtszellen nach erfolgter Se-
kretion. Ziel dieser Arbeit ist die in vitro Charakterisierung des RTX-Toxins HlyA sowie
die Charakterisierung der korrespondierenden, HlyA-aktivierenden Acyltransferase HlyC

aus uropathogenen Escherichia coli.

Das erste Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung eines mdéglichen Regulationsmecha-
nismus zur Aktivierung von proHIyA durch die Acyltransferase HlyC. Ansatzpunkt hierfir
ist die Funktion von HIyC. In diesem Zusammenhang soll zunachst ein bereits etablierter
in vitro Acylierungsassay fiur die Enzymaktivitditsmessungen von gereinigtem HIlyC in
Anwesenheit von Hamin adaptiert werden. Anschliefend soll damit ein mdéglicher Ein-
fluss von Hamin auf die Acyltransferaseaktivitat von HlyC aufgeklart werden. Des Weite-
ren soll gegebenenfalls die Bindung von Hamin an die postulierte Koordinationsstelle im
Ham-Bindemotiv von HIyC als urséchlich fur den Einfluss auf die Enzymaktivitat bestatigt

werden.

Das zweite Ziel dieser Dissertation ist die strukturelle und funktionelle Analyse von HIyA
in Hinblick auf eine mégliche Bindung des Toxins an spezifische Zuckerstrukturen auf
den Zielzellen. Ansatzpunkt hierfir ist das Protoxin proHIyA. Zum einen soll die dreidi-
mensionale Raumstruktur von HIyA mittels Réntgenstrukturanalyse aufgeklart werden
und zum anderen sollen funktionelle Daten zur Glykanbindung die Ergebnisse der struk-
turellen Untersuchungen erganzen und untermauern. Um potentielle, zuckerbasierte
Liganden von proHIyA zu identifizieren, soll eine mdgliche, zuckerabhdngige Bindung
von gereinigtem und fluoreszenzmarkiertem proHIyA mit unterschiedlichen, biochemi-

schen Methoden untersucht werden.
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3 Kapitel 1: Acylierung durch HlyC

In diesem Kapitel wird der Einfluss von Eisen(lll)-Protoporphyrin IX (H&min) auf die En-

zymaktivitdt von HlyC untersucht. Hierfir wurde gereinigtes Protein in einem optimierten

proHIyA in vitro Acylierungsassay, basierend auf Thomas et al. (2014), eingesetzt [222].
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Die in diesem Kapitel dargestellten Messungen der Enzymkinetik von HIyC, der Aktivitat von
HlyC und HIlyC H151A H152A in Anwesenheit von H&min und verschiedenen PPIX-
Derivaten sowie die Auswertung der Messdaten erfolgte in Zusammenarbeit mit Henning
Brewitz vom Pharmazeutischen Institut der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn
aus der Forschungsgruppe von Frau Prof. Diana Imhof. Ein Manuskript zu diesem Kapitel

zur wissenschaftlichen Publikation ist zur Zeit in Vorbereitung.
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3.1 Material und Methoden

3.1.1 Allgemeine Materialien

Chemikalien, Geréte und andere Materialien

Die in diesem Kapitel eingesetzten Chemikalien, Biochemikalien, Gerate und anderen Mate-

rialien sind in den Tabellen 1 und 2 aufgelistet.

Tabelle 1: Chemikalien und Biochemikalien

Chemikalien

Abkiirzung, Summen-

formel

Reinheit/Qualitat

Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure

HEPES, CgH1sN204S

fur die Molekular-
biologie

Fisher Scientific

H2SO,4

Agar Agar, Pulver, hohe Gelstarke (C12H18009)n reinst Serva
Agarose Standard Agarose fur die DNA/RNA- | Carl Roth
Gelstarke = 1100 g/cm2 Elektrophorese
Aluminiumsulfat 18-Hydrat Al2(SO4)3 « 18 H20 reinst AppliChem
Ammoniumperoxidsulfat APS, (NH.4)2S20s zur Analyse Carl Roth
Ampicillin Natriumsalz Amp, C1sH1sN3NaO4S 297 % Carl Roth
Bromphenolblau C19H10Br40sS n. a. Merck
Calciumchlorid Dihydrat CaCly » 2 H,O 2995 % Fluka
Coomassie® Brilliant Blau R250 CBB-R250, n. a. Serva
C45H14N3NaO7S;
Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat FeClz+ 6 HO zur Analyse J.T. Baker
Essigséaure C2H402 technisch unbekannt
Ethanol EtOH, C2HeO technisch unbekannt
Ethidiumbromid Lésung, 10 mg/mlin EtBr, C21H20BrNs fur die Molekular- | Sigma-Aldrich
H20 biologie
Ethylendiamintetraessigsaure Dinatri- | EDTA, C1oH1aN2Na2Og | zur Analyse AppliChem
umsalz
Glucose Monohydrat Gluc, CeH1407 n. a. Caleo
Glycerin C3HgO3 zur Analyse Fisher Scientific
Glycin C2oHsNO, n. a. VWR
Harnstoff CH4N20 2995 % Sigma-Aldrich
Imidazol C3H4N>2 2995 % Sigma-Aldrich
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid IPTG, CoH1505S 299 % Carl Roth
Kaliumchlorid KCI reinst AppliChem
Kanamycinsulfat Kan, C1gH36N4O11 » 2750 |.LE./mg Carl Roth
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Magnesiumsulfat Heptahydrat MgO4S - 7 H0O 2995 % Sigma-Aldrich

N,N,N',N'-Tetramethyl-1,2- TEMED, CsH1s N2 zur Analyse Merck

ethylendiamin

Natriumchlorid NaCl zur Analyse Fisher Scientific

Natriumdodecylsulfat SDS, C12H2504S « Na >99,0 % Serva

Natriumhydroxid (Platzchen) NaOH zur Analyse AppliChem

Nickel(ll)-chlorid Hexahydrat NiCl, « 6 H20 >98,0 % Roth

Phosphorséure H3PO4 zur Analyse Fisher Scientific

Protoporphyrin IX PPIX, C34H34N404 2950 % Frontier Scientific

Eisen(lll)-Protoporphyrin IX Chlorid Hamin, Fe(lll)PPIX, =2 97,0 % Sigma-Aldrich
C34H3QC|F6N404

Cobalt(ll)-Protoporphyrin 1X Chlorid Co(lll)PPIX, n. a. Sigma-Aldrich
C34H32CON404C|

Zink(Il)-Protophorphyrin IX Zn(I)PPIX, n. a. Frontier Scientific
C34H32N4O4Zn

Gallium(l)-Protoporphyrin IX Chlorid | Ga(lll)PPIX, n. a. Frontier Scientific
C34H32C|G3N404

Rotiphorese®GeI aus 30%iger, wass- | Acrylamidlésung n. a. Carl Roth

riger Acrylamidstammlésung und 0,8

% Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5 : 1

Salzsaure HCI reinst Sigma-Aldrich

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Tris, C4H11NO3 zur Analyse VWR

Xylencyanol FF CasH27N207S; « Na Spuren méglich Serva

Biochemikalien Abkiirzung Anmerkung Hersteller

CompleteT'\’I Proteaseinhibitormi- Proteaseinhibitormix EDTA-frei Roche Diagnostics

schung: Pankreasextrakt, Thermo-
lysin, Chymotrypsin, Trypsin, Papain

Deoxynukleotidmix aus 10 mM dATP, | dNTP Mix fur die Molekular- New England BioLabs
10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM biologie

dTTP

Gene Ruler ™1 kb DNA Ladder DNA-Marker 0,5 pg/ul Thermo Scientific
Hefeextrakt fur die Bakteriologie Hefeextrakt mikrogranuliert Carl Roth

PageRuIerTM Plus Proteinmarker Proteinmarker 10-250 kDa Thermo Scientific
PageRuIerTNI Proteinmarker Proteinmarker 10-170 kDa Thermo Scientific
PageRuIerTNI Proteinmarker Proteinmarker 10-200 kDa Thermo Scientific

Pfu DNA Polymerase

DNA-Polymerase

2,5 U/l (rekombi-
nant)

Thermo Scientific

Pfu DNA Polymerase Puffer

DNA-Polymerase Puffer

mit MgSOu, 10x

Thermo Scientific

Plasmid Miniprep Kit NucIeoSpin®

Plasmid Miniprep Kit

Macherey-Nagel

Restriktionsenzym Dpnl

Dpnl

20 U/pl

New England BioLabs
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Restriktionsenzympuffer CutSmart® CutSmart® Puffer 10% New England BioLabs
Schafblut - Vollblut, defibriniert | Thermo Scientific
T4 DNA Ligase DNA-Ligase 5 U/l Thermo Scientific
T4 DNA Ligase Puffer DNA-Ligase Puffer 10x% Thermo Scientific
Trypton/Pepton aus Casein Trypton/Pepton Casein | pankreatisch ver- | Carl Roth

daut

Tabelle 2: Gerate und andere Materialien

Geréatebezeichnung

Hersteller, Firmensitz

AKTA™ Purifier Flussigkeitschromatographiesystem bestehend
aus Box-900, UPC-900, P-900, Frac-920 und CU-950

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Autoklav Systec VX-120 und VX-150

Systec GmbH, Linden, DE

Einstrahlphotometer HeAios 8, variabler Wellenlangenbereich
von 190-1100 nm

Thermo Electron Corporation, Waltham,
MA, USA

Heizblécke Thermomixer compact und comfort

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Inkubationsschittler Multitron Standard und Ecotron

Infors AG, Bottmingen, CH

Inkubator fur Zellkulturen bei 37°C

Heraeus GmbH, Hanau, DE

Laborwaage ABT 120-5DM (42 g; 120 g + 0,00002 g;
0,0001 g)

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
DE

Laborwaage Modell EW 2200-2NM (max: 2200 g + 0,01 g)

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
DE

Lumia Imaging System: Chemi Genius? Bio Imaging System

Synoptics (Syngene), Cambridge, UK

Mehrkanalpipette Transferpette® S-12 20-200 pl

Brand GmbH + CO KG, Wertheim, DE

Milli-Q Wasseraufbereitungsanlage

Merck (Millipore) KGaA, Darmstadt, DE

NanoDropT"’I ND-1000 Spektralphotometer

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
DE

PCR Geréat  Gradient Thermocycler

Analytic Jena AG (Biometra), Jena, DE

Peristaltikpumpe Minipuls®3

Gilson, Middleton, WI, USA

pH-Meter pHenomenal pH1000L

VWR, Radnor, PA, USA

Pipettensatz Pipetman Classic® mit variablen Volumen:
1000 pl, 200 pl, 100 pl, 20 pl und 2 pli

Gilson, Middleton, WI, USA

Plattenphotometer FLUOstar Optima

BMG Labortech GmbH, Ortenberg, DE

Sorvall Zentrifugenrotor SLC-6000 und Rotor SS-34

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Spannungsquelle Consort EV215 fur SDS-Gele

Cleaver Scientific, Warwickshire, UK

Spannungsquelle EPS 500/400 fiir Agarosegele

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Spektrophotometer Ultrospec10 zur Bestimmung der Zelldichte

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Vakuumpumpe Typ MZ2C NT 2AK

Vacuubrand GmbH + CO KG, Wertheim,
DE
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Vortexer Typ REAX 2000

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, DE

Zellaufschlussgerat Microfluidics System M-110P

Microfluidics, Westwood, MA, USA

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R fir 15 ml und 50 ml Réhren

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Zentrifuge Modell Centrifuge 5415D fir 1,5 ml Reagiergefélle

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Zentrifuge Sorvall Evolution RC fiir SLC-6000 und SS-34 Rotor

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Andere Materialien

Hersteller

Amicon Ultra Filtereinheiten MWCO 10 kDa und 100 kDa

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Becherglaser Duran® 500 ml, 100 ml, 50 ml

Schott AG, Mainz, DE

Flaschenaufsatzfilter Nalgene®

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Glasflaschen Duran® 1 L,0,5L, 250 ml, 100 ml und 50 ml

Schott AG, Mainz, DE

Glaskolben Duran® 2 L, 150 ml, 100 ml und 50 ml

Schott AG, Mainz, DE

Glasréhrchen 10 ml fir Fraktionssammler

Hersteller unbekannt

HighLoadT'vI SuperdexT'vI 200 prep grade Saule

GE Healthcare, Boston, MA, USA

HighLoadTNI SuperdexwI 75 10/60 prep grade Saule

GE Healthcare, Boston, MA, USA

HighTrap® Chelating HP Affinitatssaule

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Kivetten aus Polystyrol, 1 cm Schichtdicke

Sarstedt AG & Co, NUimbrecht, DE

Membranfilter Supor®—200 0,2 ym und 0,45 pm

Sarstedt AG & Co, NUimbrecht, DE

Messzylinder 500 ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml

VITLAB GmbH, Grossostheim, DE

Mikrotestplatten mit 96 Kavitaten

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Reagiergefalie (1,5 ml) und Réhren (15 ml und 50 ml)

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Spritzen und Einmalkantlen 10 ml und 1 ml

Unterschiedliche Hersteller

Sterile Einwegpipetten 50 ml, 20 ml, 10 ml und 5 ml

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Sterilfilter Filtropur S 0,2 ym

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Superdex™ 75 10/300 S&ule

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Einwegpipettenspitzen und Agarschalen

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Zentrifugenbecher fir die Zellkultur, 1 L

Hitachi-Koki, Chiyoda, Tokyo, JP

Standardpuffer, Stammlésungen und Ndhrmedien

Die in diesem Kapitel verwendeten Puffer, Stammlésungen und Nahrmedien sind in Tab-

elle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Zusammensetzung von Puffern, Stammlésungen und Nahrmedien

Puffer

Zusammensetzung

Nahrmedien

Zusammensetzung

HlyC Resuspensions-

puffer

20 mM Hepes pH 8,0 (20°C)
150 mM KCI

20 % Glycerin (v/v)
+ 1 Tablette/1 L Proteaseinhibitor

LB Medium (1 L)
In Anlehnung an [223]

5 g Hefeextrakt
10 g Trypton/Pepton
5 g NaCl

HlyC IMAC Wasch-
puffer

20 mM Hepes pH 8,0 (20°C)
150 mM KCI

20 % Glycerin (v/v)

10 mM Imidazol

LB-Glucose
Medium (1 L)

5 g Hefeextrakt
10 g Trypton/Pepton
5 g NaCl
10 g Glucose Monohydrat

HlyC IMAC Elutions-
puffer

20 mM Hepes pH 8,0 (20°C)
150 mM KCI

20 % Glycerin (v/v)
500 mM Imidazol

LB Agar (1L)

5 g Hefeextrakt

10 g Trypton/Pepton
5 g NaCl
5 g Agar Agar

HlyC SEC Puffer

20 mM Hepes pH 8,0 (20°C)
150 mM KCl

2x YT Medium (1 L)

10 g Hefeextrakt
16 g Trypton/Pepton

20 % Glycerin (v/v) Casein
5 g NaCl
HlyC Reaktionspuffer | 20 mM Hepes pH 8,0 (20°C)
150 mM KCI Stammldsung Zusammensetzung

ProHIyA SEC Puffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5 (20°C)
150 mM NaCl

Ampicillin (Amp)

100 mg/ml in H20

Arbeitskonzentration:

20 mM CaClz
5 mM KClI
2 mM MgSO4

Acyl-HlyA Solubilisie-

rungspuffer

20 mM Hepes pH 7,4 (20°C)
20 mM NacCl
6 M Harnstoff

ACP Puffer 150 mM Tris-HCI pH 7,4 (10°C) 100 pg/ml
150 mM NaCl
ProHIyA Denaturie- 6,4 M Harnstoff Kanamycin (Kan) 30 mg/ml in H20
rungspuffer 20,0 mM EDTA Arbeitskonzentration:
12,5 mM Tris-HCI pH 7,5 (20°C) 30 pg/ml
75,0 mM NaCl
Schafblut Wasch- 10 mM Tris-HCI pH 7,5 (20°C) | IPTG 1 Min HO
puffer 155 mM NacCl Arbeitskonzentration:

1 mM bis 0,1 mM (variabel)

Die Nahrmedien wurden fiir 20 min bei 121°C steril autoklaviert. Die Ampicillin-, Kanamycin-

und IPTG-Stammlésungen wurden durch einen 0,2 ym Sterilfilter filtriert.
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Escherichia coli Stamme, Plasmide und Primer

Die fir die Expression von HlyC und HIyA verwendeten E. coli Stdmme und Plasmide sind in

Tabelle 4 beschrieben. Auflerdem sind in der Tabelle die Primer fiir die Klonierung und Se-

quenzierung der HlyC Doppelmutante H151A H152A aufgelistet.

Tabelle 4: Escherichia coli Stamme, Plasmide und Primer

E. coli Stamm

Hersteller

Verwendung

E. coli BL21(DE)

Stratagene California,
La Jolla, CA, USA

Expression von HIyC, HlyC H151A H152A, proHIyA und acyl-
HiyA

E. coli DH5a

Thermo Fisher Scien-

tific (InvitrogenTM)

Herstellung des Acyl-ACP Rohextraktes und Amplifizierung

diverser Plasmide

E. coli XL1-blue

Thermo Fisher Scien-

tific (InvitrogenTM)

Amplifizierung des ligierten PCR-Produktes bei der Klonierung
von HlyC H151A H152A

Plasmid Selektion | Promotor | Beschreibung

pET28b-hlyC-His Kan T7 Ausgangsplasmid fir die Expression von HlyC. Das Plasmid

(5959 bp) wurde in der Doktorarbeit von Sabrina Thomas angefertigt und
fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt [224]. Das Plasmid ent-
halt die komplette HlyC Sequenz entsprechend dem Eintrag
Q1R2T4 in der UniProt Datenbank [225]. HlyC wird jedoch
aufgrund einer zuséatzlichen Ribosomenbindestelle im 5'-
Bereich der Sequenz erst ab dem fiinften Methionin syntheti-
siert [222].

pET28b-hlyC-His Kan T7 Das in dieser Arbeit aus dem pET28b-hlyC-His Plasmid herge-

H151A H152A stellte Plasmid zur Expression der HlyC H151A H152A Dop-

(5959 bp) pelmutante.

pSU-hlyA Amp lac Plasmid fiir die Expression von proHIyA basierend auf der

(6960 bp) Sequenz mit dem UniProt Datenbank Eintrag P08715 [225].
Zusammen mit dem Plasmid pSK184-hlyBD wird proHIyA von
E. coli sekretiert. Das pSU-hlyA Plasmid stammt von Soloaga
et al. [226].

pSU-hlyC-His—hlyA Amp lac Plasmid fir die Expression von proHIyA und HlyC. ProHIyA

(7572 bp) wird durch HIyC in E. coli acyliert. Zusammen mit dem Plasmid
pSK184-hlyBD wird acyl-HIyA von E. coli sekretiert. Das pSU-
hlyC-His-hlyA Plasmid stammt von Thomas et al. [222].

pSK184-hlyBD Kan lac Plasmid fir die Expression der T1SS Transportproteine HlyB

(6033 bp) und HlyD. Das Plasmid stammt von Bakkes et al. [227].

Primer Sequenz Tm

HlyC H151A 5'-CGAATAAAATTTTTAAACAATATGCCCACGAGTTAATAACT-3' 60°C

5-AGTTATTAACTCGTGGGCATATTGTTTAAAAATTTTATTCG-3'
HlyC H152A 5'-CGAATAAAATTTTTAAACAATATCACGCCGAGTTAATAACTG-3' 61°C
5'-CAGTTATTAACTCGGCGTGATATTGTTTAAAAATTTTATTCG-3'
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HlyC H151A H152A | 5-GCGAATAAAATTTTTAAACAATATGCCGCCGAGTTAATAACTGAAG-3'
5-CTTCAGTTATTAACTCGGCGGCATATTGTTTAAAAATTTTATTCGC-3'

58°C

Die Primer wurden als unmodifizierte Oligonukleotide bei der MWG-Biotech AG (Ebersberg, DE) bestellt und auf

eine Endkonzentration von 100 pmol/ul in H2O verdinnt.

pET-RP (reverse 5-CTAGTTATTGCTCAGCGG-3'
primer) Primer fur die Plasmidsequenzierung durch die GATC Biotech AG (Konstanz, DE)

Proteine und deren Eigenschaften

Die Aminosauresequenz von HlyC und die mit dem Programm ExPASy ProtParam ermittel-
ten theoretischen Eigenschaften von HlyC sind in Tabelle 5 zusammengefasst [228]. Die
Sequenz basiert auf dem chromosomal kodierten Protein aus dem UPEC-Stamm UTI89 mit

dem UniProt Datenbank Eintrag Q1R2T4 [225].

Tabelle 5: Eigenschaften und Proteinsequenz von HlyC vor (HlyC-His) und nach (HlyC) Abspaltung
der C-terminalen 6xHis-Sequenz durch die TEV-Protease

HlyC-His HlyC
Aminoséduren (Anzahl) 186 178
Molekulargewicht (Da) 21734,65 20669,63
Theoretischer isoelektrischer Punkt (pl) 7,22 7,84
Extinktionskoeffizient bei 280 nm in H,O (M"cm™) 50420,00 50420,00
10 20 30 40 50 60

I I I I I I
MNMNNPLEVLGHVSWLWASSPLHRNWPVSLFAINVLPATRANQYATLLTRDNYPVAYCSWA

70 80 90 100 110 120
I [ | | | [
NLSLENEIKYLNDVTSLVAEDWTSGDRKWEIDWIAPEGDNGALYKYMRKKEPDELEFRAIR

130 140 150 160 170 180
| I I | | |
VDPKTHVGKVSEFHGGKIDKQLANKIFKQYHHELITEVKNKTDENESLTGSENLYEFQIIG

18 &IB Postuliertes TEV-Protease

LEHHHHHH Ham-Bindemotiv Erkennungssequenz
und Schnittstelle

Die Aminosduresequenz von HIlyA wird in Kapitel 2 dargestellt. Die Proteineigenschaften von
HIyA und ACP sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Die Angaben wurden mit dem Programm
ExPASy ProtParam ermittelt und beruhen auf der jeweiligen Primarsequenz ohne Ber{ick-
sichtigung einer méglichen Acylierung [228]. Die HIyA Sequenz basiert auf dem plasmidko-
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dierten Protein aus dem UPEC-Stamm UTI89 mit dem UniProt Datenbank Eintrag P08715;
die dem ACP zugrunde liegende Sequenz stammt aus dem E. coli Laborstamm K12 mit dem

UniProt Datenbank Eintrag POAGAS [225].

Tabelle 6: Eigenschaften von HlyA und ACP

HiyA ACP
Aminoséduren (Anzahl) 1024 78
Molekulargewicht (Da) 110144,62 8539,52
Theoretischer isoelektrischer Punkt (pl) 5,32 3,98
Extinktionskoeffizient bei 280 nm in H,O (M"'cm™) 81600,00 1490,00

3.1.2 Allgemeine Methoden

SDS-PAGE

Fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden SDS-haltige Gele mit
10 % oder 15 % Acrylamid hergestellt. Die Zusammensetzung der SDS-Gele sowie die dafir
bendtigten Puffer sind in Tabelle 7 angegeben. Die Mengenangaben beziehen sich auf die

Herstellung von 10 Gelen mit den jeweiligen Abmessungen 10,5 x 7,5 x 0,1 cm.

Tabelle 7: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel der 10 und 15%igen SDS-Gele

Komponente Sammelgel (4,5 %) Trenngel (10 %) Trenngel (15 %)
Trenngelpuffer (ml) 0 18,75 18,75
Sammelgelpuffer (ml) 8,75 0 0
H>0 (ml) 21,00 31,25 18,75
30 % Acrylamidlésung in H20 (ml) 6,00 25,00 37,50
TEMED (ul) 70 70 70
10 % APS (pl) 210 300 300
Zusammensetzung Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 6,8 mit 0,4 % SDS (w/v)

Zusammensetzung Sammelgelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,85 mit 0,4 % SDS (w/v)

Fir die Analyse von HlyC wurden 15%ige SDS-Gele verwendet, fir die Analyse von proHIyA
und acyl-HlyA 10%ige. Im Zuge der Reinigung der Proteine wurden jeweils 20 ul der zu ana-
lysierenden Probe mit 5 yl des 5x SDS Ladepuffers versetzt und fiir 5 min bei 95°C erhitzt.
Von dieser L&sung wurden jeweils 20 ul auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Pro-
teine erfolgte bei 160 V fir 1 h 30 min in 1x Elektrophoresepuffer. AnschlieRend wurden die
Gele mit normaler oder kolloidaler Coomassie Farbelésung gefarbt. Die verwendeten Pro-

teinmarker sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die weiteren, in der SDS-PAGE zur Auftrennung und
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fir die Farbung der Proteine im Gel verwendeten, Puffer und Lésungen sind in Tabelle 8

angegeben.

Tabelle 8: Puffer und Farbelésungen fiir die SDS-PAGE

Puffer

Zusammensetzung

Farbelésung

Zusammensetzung

5x SDS Ladepuffer

10 ml Sammelgelpuffer
10 ml SDS (16 % in H20)
20 ml Glycerin (100 %)
10 ml H20

40 mg Bromphenolblau

Coomassie Farbelésung

Entfarbeldsung

50 % EtOH (v/v)
10 % Essigsaure (v/v) und
0,1 % CBB-R250 (w/v)
30 % EtOH (v/v) und
7 % Essigséaure (v/v)

10x Elektrophorese
Laufpuffer

1,9 M Glycin

0,25 M Tris

1,0 % SDS (w/v)

pH 8,3 (ohne Einstellen)

Kolloidale Coomassie

Farbelésung

5 % Aluminiumsulfat (w/v)
10 % EtOH (v/v)

0,02 % CBB-R250 (w/v)

2,35 % Phosphorséaure (v/v)

Agarosegelelektrophorese

Fur die Klonierung der HlyC Doppelmutante H151A H152A wurde ein 1%iges Agarosegel in
TAE-Puffer verwendet. Die Auftrennung der DNA erfolgte bei 110 V fur 50 min.

Tabelle 9: Puffer und Lésungen fiir die Agarosegelelektrophorese

DNA Ladepuffer

Zusammensetzung

Laufpuffer/Farbelésung

Zusammensetzung

5x DNA Ladepuffer

10 mM Tris-HCI pH 7,5
30 % Glycerin (v/v)
1 mM EDTA pH 8,0

0,25 % Bromphenolblau (w/v)

0,25 % Xylencyanol FF (w/v)

50x TAE Puffer

2 M Tris
1 M Essigséure
50 mM EDTA (pH 8,0)

EtBr Losung

1 pg/ml in H,O Endkon-

zentration

Das Gel wurde anschlieliend 30 min in EtBr-Lésung geschwenkt und die Fluoreszenz in ei-
nem Lumia Imaging System detektiert. Die Zusammensetzung der EtBr-L6ésung und des
TAE-Puffers sind in Tabelle 10 angegeben. Der verwendete DNA-Marker (1 kb) ist in Tab-
elle 2 aufgefihrt.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels NanoDrop (iber den Absorptions-
wert bei 280 nm anhand der in den Tabellen 5 und 6 angegebenen Molekulargewichte und
Extinktionskoeffizienten der Proteine. Die Bestimmung der DNA-Konzentration der einge-

setzten Plasmide erfolgte ebenfalls mittels NanoDrop Uber die Absorption bei 260 nm.
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Lagerung der Proteine

Die Proteine HlyC und HlyC H151A H152A wurden innerhalb von 2 bis 3 Tagen gereinigt
und von diesem Zeitpunkt an bei -80°C gelagert. Entfaltetes proHIyA in Harnstoff wurde fir
maximal 5 Tage bei 4°C und dariber hinaus bei —80°C gelagert. Der urspriinglich eingesetz-
te Acyl-ACP Rohextrakt wurde bei —80°C gelagert.

3.1.3 Klonierung von HlyC H151A H152A

Zielgerichtete Mutagene

Fur die Herstellung der HlyC Doppelmutante H151A H152A wurde ein komplementares Pri-
merpaar mit den Mutationen der beiden Nukleotide fiir die Basenaustausche CAC (His) zu
GCC (Ala) im pET28b-hlyC-His entworfen. AnschlieBend wurde die Plasmidsequenz des
Ausgangsplasmides (pET28b-hlyC-His) durch eine Polymerasekettenreaktion (PCR, poly-
merase chain reaction) mit den entworfenen Primern amplifiziert. Das lineare PCR-Produkt
mit den entsprechenden Basenaustauschen wurde zur Ligation durch die DNA-Ligase und
Amplifizierung in Escherichia coli transferiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Agarplatten mit

Kanamycin (Kan). Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 4 aufgelistet.

PCR mit den synthetisierten Primern

Ein 50 pyl PCR-Ansatz bestand aus 1 pl Ausgangsplasmid pET28b-hlyC-His (= 100 ng/pl),
1 yl ANTP Mix (10 mM von jedem Nukleotid), 0,5 pl Vorwértsprimer (100 pmol/ul), 0,5 pl
Ruckwartsprimer (100 pmol/ul), 5 pl 10x Pfu DNA-Polymerase Puffer mit MgCl,, 1 pl Pfu
DNA-Polymerase (2,5 U/ul) und 41 pl H,O. Der Ansatz wurde fur drei verschiedene Anne-
alingtemperaturen in der PCR-Reaktion (T4 bis T3) auf 3 x 15 ul aufgeteilt. Die Amplifizierung
des Plasmides erfolgte mit folgendem Programm im Gradienten-PCR Gerét: 1. Schritt: 2 min
bei 95°C, 2. Schritt (Denaturierung): 30 sec bei 95°C, 3. Schritt (Annealing): 30 sec bei T =
50,8°C, T, = 53,1°C, T3 = 56,2°C, 4. Schritt (Elongation): 21 min bei 72°C, 5. Schritt: 30 min
bei 72°C.

Verdau von methylierter DNA

Um die methylierte DNA des Augangsplasmides abzubauen, wurde der verbleibende PCR-
Ansatz mit dem amplifizierten PCR-Produkt (10 pl), nach dem Kontrollgel, mit dem Restrikti-
onsenzym Dpnl verdaut. Der Reaktionsansatz aus 10 yl PCR-Produkt mit 1 pl Dpnl Restrik-
tionsenzym (20 U/pl), 2 pl 10x CutSmart® Puffer und H,O in einem Volumen von 20 pl wurde
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Transformation von E. coli mit dem PCR-Produkt

Das Uber Nacht mit Dpnl verdaute PCR-Produkt wurde in chemokompetente E. coli XL-1
blue Zellen eingebracht. Daflr wurde ein 50 ul E. coli Zellaliquot von —80°C aufgetaut und
mit dem kompletten Dpnl-Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fir 50
sec bei 42°C. AnschlieBend wurden die Zellen fir 5 min auf Eis inkubiert, mit 650 ul LB-
Medium versetzt und 1 h bei 37°C und einer Schwenkzahl von 650 min™ inkubiert. Ein Teil

der Zellen wurde auf LB-Kan-Agarplatten ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

Amplifizierung und Isolierung des Plasmides

Einzelne Bakterienkolonien von den Agarplatten wurden in einer 5 ml Kultur in LB-Kan-
Medium tiber Nacht bei 37°C und einer Schwenkzahl von 180 min™ inkubiert. Die Reinigung
des amplifizierten Plasmides aus E. coli erfolgte am nachsten Tag nach dem Reinigungspro-
tokoll fir rekombinante Plasmide aus dem Plasmid Miniprep Kit. Im letzten Schritt wurde die

DNA mit 50 ul H,O eluiert, wovon 5 ul mittels Agarosegelelektrophorese analysiert wurden.

Sequenzierung der Plasmide

Die isolierten Plasmide wurde zur Sequenzierung an die Firma GATC Biotech AG gesendet.

Der verwendete Sequenzierprimer fir den pET-Vektor ist in Tabelle 4 aufgefiihrt.

3.1.4 Expression und Reinigung von HlyC

Transformation von E. coli

Es wurden 50 yl chemokompetente E. coli BL21(DE3) Zellen wurde auf Eis aufgetaut und
mit 2 yl Plasmid pET28b-hlyC-His (= 100 ng/ul) fir 30 min auf Eis inkubiert. Anschie3end
erfolgte ein Hitzeschock fir 50 sec bei 42°C. Die Zellen wurden fir 5 min auf Eis inkubiert,
mit 650 pl LB-Medium versetzt und firr 1 h bei 37°C und einer Schwenkzahl von 650 min™
inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde auf LB-Kan-Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei
37°C inkubiert.

Expression von HlyC in E. coli

Eine Vorkultur aus 50 ml LB-Kan-Medium in einem 100 ml Schikanekolben wurde mit einer
Einzelkolonie von der Agarplatte angeimpft und fiir 18 bis 20 h bei 37°C und einer Schwenk-
zahl von 200 min™ inkubiert. Am nachsten Tag wurde die optische Dichte bei 600 nm (ODggo)
der Vorkultur bestimmt. Die Hauptkultur aus 6 x 600 ml LB-Kan-Medium in 2 L Schikanekol-
ben wurde mit der Vorkultur auf eine ODgoo von = 0,05 angeimpft und bei 37°C und einer

Schwenkzahl von 180 min™' bis zu einer ODgy von = 0,4 inkubiert. Die Proteinexpression
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wurde mit 1 mM IPTG induziert und erfolgte bei 18°C und einer Schwenkzahl von 180 min™
fur 18 bis 20 h.

Zellernte und Zellaufschluss

Die Hauptkulturen wurden fir 15 min bei 4000 g zentrifugiert (SLC-6000 Rotor) und die Zell-
pellets in jeweils 10 ml eisgekihlten Resuspensionspuffer geldst (3 bis 4 g Nassgewicht aus
600 ml Kultur). Die Zellen wurden mechanisch in drei Durchlaufen durch das Zellaufschluss-
gerat bei 150 kPa aufgeschlossen. AnschlieRend wurde die Lésung fiir 30 min bei 20 000 g
und 4°C zentrifugiert (SS-34 Rotor) und der Uberstand direkt fur die Affinitatschromatogra-

phie eingesetzt.

Reinigung durch Affinitdtschromatographie

Eine 5 ml HighTrap Chelating HP IMAC-Saule (IMAC, Immobilized metal ion affinity chroma-
tography) wurde mit 100 mM NiCl, beladen und mit Resuspensionspuffer aquilibriert. Die
IMAC wurde an einem AKTA Purifier System mit einer konstanten Flussrate von 4 ml/min
durchgefiihrt. Der Uberstand nach dem Zellaufschluss und Zentrifugation (= 300 ml) wurde
auf die mit Puffer aquilibrierte Saule geladen und mit 200 ml IMAC-Waschpuffer gewaschen.
Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte durch einen linearen Gradienten von 10 mM
Imidazol (0 % IMAC Elutionspuffer) auf 500 mM Imidazol (100 % IMAC Elutionspuffer) Gber
100 ml. Die Reinheit der eluierten 0,5 ml Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE analysiert. Die
entsprechenden Fraktionen wurden vereint und direkt fir die Gréfenausschlusschromato-

graphie eingesetzt.

Reinigung durch Gré83enausschlusschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie (SEC, size exclusion chromatography) wurde mit
einer Superdex 75 16/60 Saule im HlyC SEC Puffer durchgefiihrt. Dabei wurden 10 ml der
vereinten IMAC Fraktionen eingesetzt und bei einer konstanten Flussrate von 0,5 ml/min
aufgetrennt. Die Reinheit der aufgefangenen 2 ml Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE
Uberprift. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereint und direkt fiir den Verdau mit der
TEV-Protease, einer Endopeptidase aus dem Tobacco Etch Virus, zur Abspaltung der C-
terminalen 6xHis-Sequenz von HIlyC eingesetzt. Die Abspaltung wurde vorgenommen, um
eine mogliche Bindung von Fe(lll)-Protoporphyrin IX (Hamin) an die artifizielle 6xHis-

Sequenz in den Folgeexperimenten zu unterbinden.

Abspaltung der His-Sequenz durch die TEV-Protease

Der Verdau durch die TEV-Protease zur erfolgte (ber Nacht bei 4°C in einem molaren Ver-
haltnis von 1 : 25. Das entsprechende Volumen TEV-Protease (1 mg/ml) wurde direkt zu den

vereinten Fraktionen nach der SEC gegeben. Die eingesetzte TEV-Protease stammt aus
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einem institutsinternen Vorrat, der bei -80°C gelagert wurde. Diese wurde nach dem publi-
zierten Protokoll von Kapust et al. hergestellt und verfliigt Gber eine N-terminale 6xHis-
Sequenz [229].

Reverse IMAC nach dem TEV-Protease Verdau

Um das HIlyC Produkt ohne C-terminale 6xHis-Sequenz vom nicht umgesetzten Protein und
der TEV-Protease zu reinigen, wurde eine reverse IMAC bei einer konstanten Flussrate von
2 ml/min durchgefuhrt. Hierfir wurde der TEV-Protease Reaktionsansatz auf eine neu mit
100 mM NiCl, beladene und mit HlyC SEC Puffer aquilibierte 5 ml HighTrap Chelating HP
IMAC-S&aule geladen. Die Elution von schwach gebundenem Protein ohne C-terminale
6xHis-Sequenz erfolgte in einem Stufengradienten von 0 mM auf 50 mM Imidazol (10 %
IMAC Elutionspuffer) mit IMAC Elutionspuffer, wahrend die Elution von stark gebundenem,
nicht umgesetzten Protein und der TEV-Protease durch héhere Imidazol-Konzentrationen
erfolgte. Die aufgefangenen 1 ml Fraktionen, bei 50 mM Imidazol, wurden mittels SDS-PAGE

analysiert und vereint.

Umpufferung in HlyC Reaktionspuffer

Im finalen Schritt der Reinigung erfolgte die Umpufferung von HIlyC direkt in den spater ver-
wendeten HIlyC Reaktionspuffer durch eine GréRenausschlusschromatographie mit einer
Superdex 75 16/60 S&ule. Dafur wurden 5 ml des Proteins nach der Reinigung durch die
reverse IMAC bei einer konstanten Flussrate von 0,5 ml/min eingesetzt. Die aufgefangenen
2 ml Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen mit einer dominanten
Bande bei etwas Uber der 20 kDa Markerbande wurden vereint und spater im in vitro Acylie-

rungsassay eingesetzt.

Proteinkonzentration und Lagerung

HlyC ohne C-terminale 6xHis-Sequenz in Reaktionspuffer wurde mit einem 10 kDa MWCO
(molecular weight cut off) Filterkonzentrator konzentriert. Die finale Proteinkonzentration
wurde mittels NanoDrop Uber den Absorptionswert bei 280 nm, dem theoretischen Moleku-
largewicht und dem theoretischen, molaren Extinktionskoeffizienten des Proteins bestimmt
(siehe Tabelle 5). Die spater im in vitro Acylierungsassay eingesetzte HlyC Konzentration
betrug = 0,18 mg/ml. Die Konzentration des gereinigten Proteins fiir die, durch die For-
schungsgruppe von Frau Prof. Imhof durchgefiihrten, UV-Vis Messungen betrug = 0,25

mg/ml. Das Protein wurde bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

3.1.5 Expression und Reinigung von HlyC H151A H152A

Die Expression und Reinigung von HlyC H151A H152A war nur durch einige Abweichungen

von dem in Abschnitt 3.1.4 beschriebenen Protokoll mdglich. Die fur die HlyC H151A H152A
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Doppelmutante vorgenommenen Anderungen werden in diesem Abschnitt erldutert, wahrend
unveranderte Bestandteile des Protokolls nicht mehr erwdhnt werden. Fir den direkten Ver-
gleich der Enzymaktivitdt von HlyC mit der Enzymaktivitat der HlyC Doppelmutante, in An-

wesenheit Hamin, wurde HlyC erneut nach dem hier beschriebenen Protokoll gereinigt.

Expression von HIlyC in E. coli

Fir die Reinigung von HlyC H151A H152A war der Zusatz von 1 % Glucose (w/v) im Ex-
pressionsmedium nétig, um I6sliches Protein aus E. coli reinigen zu kénnen. Glucose kon-
trolliert im pET Expressionssystem die Basalexpression [230]. Die Hauptkultur bestand dem-
entsprechend aus 6 x 600 ml LB-Glucose-Medium. Die Proteinexpression wurde abwei-
chend mit einer finalen Konzentration von 0,1 mM IPTG, anstelle von 1 mM IPTG, induziert.
Fur die vergleichende Reinigung von HlyC nach dem fir die HlyC Doppelmutante abgeéan-
derten Protokoll, wurde die eingesetzte Menge an Zellkultur vor dem Zellaufschluss auf die
Halfte reduziert. Dadurch war eine Reinigung mit vergleichbarer Gesamtproteinmenge mdég-
lich.

Reinigung durch Affinitdtschromatographie

Bei dem ersten Reinigungsschritt durch die IMAC wurde fir HlyC H151A H152A ein weiterer
Waschschritt eingefihrt und ein steilerer Elutionsgradient verwendet. Nach dem ersten
Waschschritt mit 200 ml IMAC Waschpuffer (10 mM Imidazol), erfolgte ein zweiter Wasch-
schritt mit 60 ml 15 % IMAC Elutionspuffer (500 mM Imidazol). Das gebundene HlyC H151A
H152A Zielprotein wurde mit einem linearen Gradienten von 15 % auf 60 % IMAC Elutions-
puffer mit 20 ml eluiert. Das dadurch hdher konzentrierte Protein wurde direkt im zweiten
Schritt der Reinigung fur die GréRenausschlusschromatographie eingesetzt (10 ml der ver-
einten IMAC Fraktionen).

Umpufferung in HlyC Reaktionspuffer

Im finalen Schritt der Reinigung von HlyC H151A H152A wurde eine Superdex 75 10/300
Séule, anstelle der Superdex 75 16/60 Saule, mit einer Flussrate von 0,35 ml/min verwendet.
Dafur wurde 1 ml der vereinten Fraktionen nach der reverse IMAC verwendet und durch die
Groflienausschlusschromatographie in den HlyC Reaktionspuffer umgepuffert. Aufgrund ei-
ner geringeren Gesamtproteinmenge wurde hier die Saule mit einem kleineren Saulenvolu-
men verwendet. Alle weiteren Schritte entsprechen dem in Abschnitt 3.1.4 beschriebenen
Protokoll. Die Expression und Reinigung von HlyC H151A H152A und HIyC wurde parallel an
denselben oder an direkt aufeinanderfolgenden Tagen mit denselben Materialen durchge-
fuhrt.
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3.1.6 Massenspektrometrische Analyse der Bande zwischen 10 und 15 kDa

Die nach der Reinigung von HIlyC weiterhin vorhandenen dominanten Proteinbanden im
SDS-Gel zwischen 10 und 15 kDa und bei = 15 kDa wurden am Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) der Universitat Disseldorf mittels MALDI-TOF (matrix assisted
laser desorption ionization - time of flight analysator) Massenspektrometrie analysiert. Die
entsprechenden Analysen wurden durch das Labor von Prof. Dr. Kai Stuhler durchgefuhrt.
Hierfir wurden die aus dem SDS-Gel ausgeschnittene Bande zwischen 10 und 15 kDa aus
der Aufreinigung von HIyC und die aus dem SDS-Gel ausgeschnittene Bande bei 15 kDa
aus der Aufreinigung von HlyC H151A H152A verwendet.

3.1.7 Expression und Reinigung von proHIlyA und Herstellung des Acyl-ACP
Rohextraktes

ProHIyA wurde nach dem bereits publizierten Protokoll fiir die in vitro Acylierung von Thomas
et al. gereinigt [222]. Dabei wurde proHIyA in E. coli exprimiert, von diesem sekretiert und
mittels SEC aus dem Uberstand der Zellkultur gereinigt (3 x 150 ml 2x YT Medium mit 100
pg/ml Ampicillin, Induktion mit 1 mM IPTG bei einer ODgy von 0,4). Die Expression von
proHIyA erfolgte in E. coli BL21(DE) Zellen mit den beiden Plasmiden pSU-hlyA und
pSK184-hlyBD fiir 4 h bei 37°C. Der Uberstand der Zellkultur wurde nach der Zentrifugation
(15 min bei 8000 g und 75 min bei 200 000 g) filtriert (0,45 ym), mittels 100 kDa MWCO Fil-
terkonzentratoren konzentriert und Gber eine Superdex 200 16/60 Saule im proHIlyA SEC
Puffer aufgetrennt. Fir acyl-HIyA wurden, abweichend vom publizierten Protokoll, die festen,
aggregierten Bestandteile im Uberstand einer 2 L Zellkultur nach 4 h Expression bei 37°C
verwendet und Gber Nacht in 30 ml Acyl-HIyA Solubilisierungspuffer gelést. Die Expression
von acyl-HIyA erfolgte in E. coli BL21(DE) mit den beiden Plasmiden pSU-hlyC-His—-hlyA und
pSK184-hlyBD. Die Herstellung des Acyl-ACP Rohextraktes entsprach dem publizierten Pro-
tokoll [222]. Hierflr wurde eine 2 L Zellkultur mit E. coli DH5a Zellen verwendet, die nach 5 h
Wachstum bei 37°C und geerntet wurde und deren Zellen in insgesamt 75 ml ACP Puffer
geldst wurden. Der Uberstand, nach Zellaufschluss durch drei Durchldufe bei 150 kPa durch
das Zellaufschlussgerat und der Ultrazentrifugation fiir 10 min bei 30 000 g und 4°C und 60
min bei 200 000 g und 4°C, stellt den Acyl-ACP Rohextrakt dar und dient im proHIyA in vitro
Acylierungsassay als Acylkettendonor. Alle Proteine wurden mittels SDS-PAGE analysiert.
Die fir das SDS-Gel verwendeten Mengen waren 5 ul von proHIyA nach Entfaltung in Dena-
turierungspuffer (1 mg/ml), 5 pl von Acyl-HIyA in Solubilisierungspuffer mit unbekannter Kon-
zentration und 20 pl von Acyl-ACP Rohextrakt in ACP Puffer.
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3.1.8 Standardmethode: In vitro Acylierung basierend auf Thomas et al. (2014)

Ausgangspunkt fir die folgenden Experimente ist das von Thomas et al. publizierte Protokoll
zur in vitro Acylierung von proHIyA durch HIyC [222]. In diesem werden die zuvor gereinigten

und hergestellten Komponenten wie folgt eingesetzt:

1. Schritt: Denaturierung von proHIyA mit Harnstoff und EDTA

Das durch die SEC aus dem Uberstand der Zellkultur gereinigte proHIyA in SEC Puffer wird
mit einem Filterkonzentrator (MWCO 100 kDa) auf eine Konzentration von 4 mg/ml konzen-
triert. AnschlieBend werden 250 pl dieser Losung mit 710 pl Harnstoff (9 M) und 40 pl EDTA-
Stammlésung (0,5 M EDTA pH 8,0) zur Entfaltung Gber Nacht bei 4°C inkubiert.

2. Schritt: Acylierungsreaktion fiir 1 h bei 23°C

Fur die in vitro Acylierung wird ein Reaktionsansatz bestehend aus 10 pl proHIyA in Denatu-
rierungspuffer (1 mg/ml), 1 ul HlyC-His (1 mg/ml) und 64 ul Acyl-ACP Rohextrakt fir 1 h bei
23°C inkubiert. Der, bei —80°C gelagerte Acyl-ACP Rohextrakt, wird zuvor fiir 1 h bei 23°C
aufgetaut und anschlielend mit einer Endkonzentration von 40 mM EDTA fiir 2 h bei 23°C

inkubiert.

3. Schritt: Hamolyse von Schaferythrozyten fiir 1 h bei 37°C

Das Schafblut wird in 1 ml Fraktionen aufgeteilt und fur 1 min bei 14 000 g zentrifugiert. An-
schlielfend werden die sedimentierten Zellen in 1 ml Schafblut Waschpuffer vorsichtig auf-
genommen. Durch ein erneutes Zentrifugieren und L&sen der Zellen in Schafblut Waschpuf-
fer wird der Waschschritt solange wiederholt, bis der Uberstand klar ist. Von der Zellsuspen-
sion werden 0,5 ml direkt zu dem Acylierungsansatz gegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert.
Durch die Bindung der Calciumionen aus dem Schafblut Waschpuffer nimmt HlyA seine nati-

ve Konformation an und eine weitere Acylierung wird gleichzeitig unterbunden.

4. Schritt: Messung der Hadmoglobin-Freisetzung bei 544 nm

Am Ende der Hamolysezeit werden die noch nicht lysierten Blutzellen fir 1 min bei 14 000 g
zentrifugiert. AnschlieRend werden 200 ul vom Uberstand in eine Kavitat der Mikrotestplatte
Uberfuhrt und fir die Messung mit H,O verdinnt. Die durch die Hdmolyse freigesetzte Men-
ge an Hamoglobin im Uberstand korreliert mit der Absorption bei 544 nm und wird im Plat-
tenphotometer bestimmt. Standardméaflig wurde ab dem zweiten Schritt eine SDS-
Positivkontrolle, bestehend aus 1 pl SDS (16 % in H,0) in 75 pl H,O, anstelle des 75 pl Acy-
lierungsansatzes mitgefiihrt. Des Weiteren wurden standardmaRig die folgenden die Nega-
tivkontrollen verwendet: Acylierungsansatz ohne proHIyA mit 10 ul proHIyA Denaturierungs-

puffer anstelle von proHIyA, Acylierungsansatz ohne HIlyC mit HlyC Reaktionspuffer anstelle
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von HIlyC und 75 ul Schafblut Waschpuffer als Referenz fiir die Hintergrundabsorption der

Schafblutzellen.

3.1.9 Vorversuche zur in vitro Acylierung durch HlyC

Das in Abschnitt 3.1.8 beschriebene Standardprotokoll zur in vitro Acylierung von proHIyA
durch HIlyC wurde fur die Messungen mit Hdmin angepasst. Der Acylierungsassay wurde mit
einer reduzierten HlyC Gesamtmenge, ohne Zusatz von Acyl-ACP Rohextrakt, einer verkiirz-
ten Acylierungs- und Hamolysezeit sowie ohne EDTA im proHIyA Denaturierungspuffer
durchgefihrt. In allen Vorversuchen zur in vitro Acylierung wurde HlyC, nach Abspaltung der
C-terminalen 6xHis-Sequenz und Umpufferung in den HlyC Reaktionspuffer, mit einer Kon-
zentration von 0,18 mg/ml eingesetzt. Konkret wurden in vier Versuchsreihen folgende Pa-

rameter variiert:

Versuchsreihen A) und B) Hier wurde die Gesamtmenge des eingesetzten Enzyms in An-
wesenheit (A) und Abwesenheit (B) des Acyl-ACP Rohextraktes optimiert (2. Schritt der Me-
thode). In sechs Acylierungsanséatzen wurden %2 pl, 1 ul, 2 yl, 3 pl, 4 yl oder 5 pl HIyC (0,18
mg/ml in HIyC Reaktionspuffer) und 10 pl proHIyA (1 mg/ml in proHIyA Denaturierungspuffer
mit EDTA) mit Acyl-ACP Rohextrakt auf ein Endvolumen von 75 pl aufgefillt. Der Acyl-ACP
Rohextrakt wurde zuvor fur 2 h mit 40 mM EDTA bei 23°C inkubiert. In der Versuchsreihe
ohne Acyl-ACP Rohextrakt (B) wurde dieses durch den ACP Puffer ersetzt. Die Acylierungs-
reaktion erfolgte fiir 1 h bei 23°C, die Inkubation nach Zugabe der gewaschenen Schafblut-
zellen fur 1 h bei 37°C. Ziel der ersten Versuchsreihe war die Optimierung der eingesetzten
Enzymmenge aufgrund der limitierten Verfugbarkeit von HlyC. In der zweiten Versuchsreihe
wurde untersucht, ob die mit HlyC koaufgereinigte ACP-Menge fiir den Assay ausreichend
ist und dadurch auf den Zusatz von Acyl-ACP Rohextrakt verzichtet werden kann (siehe Ab-
schnitt 3.2.4 - Ergebnisse der Massenanalyse der Banden zwischen 10 und 15 kDa in der

gereinigten HlyC Probe).

Versuchsreihe C) Die Optimierung der Acylierungszeit erfolgte in finf Ansatzen mit 2 pl
HlyC (0,18 mg/ml in HlyC Reaktionspuffer), 10 pl proHIyA (1 mg/ml in proHlyA Denaturie-
rungspuffer mit EDTA) und 63 ul ACP Puffer. Diese wurden unterschiedlich lange bei 23°C
inkubiert (10 min, 7 min, 5 min, 2 min, 0 min im 2. Schritt der Methode). Die einzelnen Reak-
tionen wurden nach der entsprechenden Acylierungszeit durch Einfrieren in flissigem Stick-
stoff gestoppt und kurz vor Zugabe der Schafblutzellen gemeinsam aufgetaut. Die Zelllyse
erfolgte fiir 30 min bei 37°C. Ziel dieser Versuchsreihe war es, eine unvollstdndige Lyse der
Zellen zu erzielen, um spéter den Einfluss von Hamin auf die Enzymaktivitat bestimmen zu

kdénnen.
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Versuchsreihe D) Fir die Messung ohne EDTA im proHIyA Denaturierungspuffer wurde bei
der Entfaltung von proHIyA das Volumen EDTA (40 pl) oder das Volumen EDTA (40 pl) und
Harnstoff (710 ul) durch H,O ersetzt (1. Schritt der Methode). Die Acylierungsreaktion erfolg-
te nach den bereits optimierten Bedingungen mit 2 pl HlyC (0,18 mg/ml in HlyC Reaktions-
puffer), 10 pl proHIyA (1 mg/ml in dem entsprechenden Puffer) und 63 pyl ACP Puffer fir 5
min bei 23°C. Die Lyse der Schafblutzellen erfolgte fiir 30 min bei 37°C. Fiur die Messungen
mit Hamin ist eine EDTA-freie Reaktion vorteilhaft, um eine mégliche Komplexierung des

Eisenzentralatoms durch EDTA zu verhindern.

Die freigesetzte Menge an Hamoglobin aus den Schafblutzellen wurde Uber die dreifache
Messung der Absorption bei 544 nm im Uberstand bestimmt (4. Schritt der Methode). Als
Positivkontrollen dienten in allen Versuchsreihen 1 yl 16 % SDS in H,O sowie ein 75 ul An-
satz mit 10 ul acyl-HIyA in Solubilisierungspuffer (Konzentration unbekannt), 2 pl HlyC Reak-
tionspuffer und 63 uyl ACP Puffer. Als Negativkontrollen dienten ein 75 pl Reaktionsansatz
ohne proHIyA, ein 75 yl Reaktionsansatz ohne HlyC und ein Ansatz bestehend aus 75 l

Schafblut Waschpuffer zur Messung der Hintergrundabsorption.

3.1.10 Enzymkinetik von HlyC fiir proHIyA

Die Ky-Wertbestimmung fur proHlyA wurde mit den optimierten Bedingungen aus den Vor-
versuchen zur in vitro Acylierung durchgefiihrt. Die Acylierungsanséatze bestanden aus 2 pl
HlyC ohne C-terminale 6xHis-Sequenz (0,18 mg/ml in HlyC Reaktionspuffer), 10 ul proHIyA
(0—5 puM in Denaturierungspuffer onne EDTA) sowie 63 ul ACP Puffer und wurden fiir 5 min
bei 23°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml gewaschener Schafblutzellen erfolgte die Zellly-
se flr 30 min bei 37°C (Protokoll zum Waschen der Schafblutzellen siehe Abschnitt 3.1.8).
Folgende proHIyA Konzentrationen wurden gemessen: 0 uM, 0,05 uM, 0,10 uM, 0,25 uM,
0,50 uM, 0,75 uM, 1 uM, 2 uM, 3,5 uM und 5 pM. Dafiir wurde gereinigtes proHIyA auf > 16
mg/ml einkonzentriert und mit Denaturierungspuffer ohne EDTA auf eine Endkonzentration
von 4,16 mg/ml (37,76 pM) verdinnt. Die Entfaltung erfolgte tGber Nacht bei 4°C. Fir die
einzelnen Acylierungsreaktionen wurde proHIyA weiter mit Denaturierungspuffer ohne EDTA
verdinnt. Die Acylierungsreaktion jeder proHIlyA Konzentration erfolgte in dreifacher Ausfiih-

rung.

3.1.11 Enzymaktivitit von HlyC in Anwesenheit von Hamin

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt in Anwesenheit von Hamin wurde weitestgehend mit den
optimierten Bedingungen aus den Vorversuchen zur in vitro Acylierung durchgefiihrt. Die
Acylierungsansatze bestanden grundsatzlich aus 2 ul HlyC ohne C-terminale 6xHis-Sequenz
(0,18 mg/ml in HlyC Reaktionspuffer), 10 ul proHIyA (1 mg/ml in Denaturierungspuffer ohne
EDTA) sowie 63 ul ACP Puffer und wurden fiir 5 min bei 23°C inkubiert. Nach Zugabe von
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0,5 ml gewaschener Schafblutzellen erfolgte die Zelllyse fiir 30 min bei 37°C (Protokoll zum
Waschen der Schafblutzellen siehe Abschnitt 3.1.8). Fir die Messungen mit Hamin wurde
das Volumen an ACP Puffer teilweise durch die Hamin-haltige Lésung ersetzt (30 pl) sowie

ein vorgelagerter Inkubationsschritt eingefihrt.

3.1.11.1 Vorinkubation mit Himin

Am Tag der Versuchsdurchfiihrung wurde eine neue Hamin-Stammldsung (1 mM Hamin in
30 mM NaOH) hergestellt und deren Absorption bei 385 nm im Einstrahlphotometer tber-
pruft (Zielwert: 0,400). Ausgehend davon wurden, in einem Volumen von 30 pl, die verschie-
denen Verdinnungen in 30 mM NaOH mit der gewlinschten Endkonzentration an Hamin,
bezogen auf den 75 pl Reaktionsansatz, hergestellt. Um die finale Pufferkonzentration im
Acylierungsansatz beizubehalten, wurde die zusétzliche Zugabe an Volumen Hamin-Lésung
durch den zweifach konzentrierten ACP Puffer kompensiert. Die Vorinkubation von 2 ul HlyC
(0,18 mg/ml in HlyC Reaktionspuffer) mit 30 pl Hamin-Lésung in NaOH und 33 ul 2x ACP
Puffer (300 mM Tris-HCI pH 7,4 und 300 mM NacCl) erfolgte fir 30 min bei 23°C. Nach Zuga-
be von 10 ul proHIyA (1 mg/ml in Denaturierungspuffer ohne EDTA) erfolgte die Acylierung
wie Ublich fir 5 min bei 23°C.

3.1.11.2 Vorversuche mit Himin

In den Vorversuchen wurden folgende Hamin-Konzentrationen (bezogen auf den 75 ul Reak-
tionsansatz) getestet: 0 yM, 5 uyM, 10 uM, 25 uyM und 100 pM. Als Negativkontrollen dienten
die beiden Reaktionsanséatze ohne HlyC und ohne proHIyA (jeweils mit dem entsprechenden
Proteinpuffer anstelle der Proteine und 30 mM NaOH anstelle von Hamin). Der Ansatz ohne
proHIyA wurde zusatzlich mit 100 yM Hamin durchgefiihrt, um einen mdglichen Einfluss ei-
ner Eigenabsorption von Hamin bei 544 nm auf das Messergebnis auszuschliel3en. Als wei-
tere Kontrolle diente acyl-HIyA in An- und Abwesenheit von Hamin, um einen méglichen Ein-
fluss von Hamin auf die Faltung und Aktivitat von proHIyA auszuschlie®en. Daflir wurde ein
Ansatz mit 10 pl acyl-HIyA in Solubilisierungspuffer (exakte Konzentration unbekannt, ge-
schéatzt = 1 mg/ml) anstelle von proHIyA, einmal mit und einmal ohne 33 yM Hamin, in NaOH
verwendet. Aullerdem wurden die Messungen mit drei verschiedenen FeCl,-Konzentrationen
(33 uM, 66 uM und 100 pM in NaOH) anstelle von Hamin durchgefiihrt. Bei den Messungen

in den Vorversuchen handelt es sich tiberwiegend um Einfachbestimmungen.

3.1.11.3 Hauptversuch mit Himin

Im Hauptversuch zur ICso-Wertbestimmung fir Hamin wurden folgende Hamin-Konzen-
trationen (bezogen auf den 75 ul Reaktionsansatz) gemessen: 100 uyM, 50 uM, 25 uM, 12,5
MM, 9,375 uM, 6,25 uM, 5,156 pM, 4,125 uM, 3,125 uM, 1,562 pM, 0,781 uyM und 0,391 uM.
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Die Acylierungsreaktion mit der jeweiligen Hamin-Konzentration erfolgte in dreifacher Aus-

fihrung.

3.1.12 Enzymaktivitidt von HlyC in Anwesenheit verschiedener PPIX-Derivate

Die Versuche zur Enzymaktivitat von HlyC in Anwesenheit von verschiedenen Protoporphy-
rin IX (PPIX)-Derivaten erfolgten analog zu den Versuchen zur ICso-Wertbestimmung fur
Hamin (Abschnitt 3.1.11). Aufgrund der limitierten Enzymmenge wurde die Konzentration
von HlyC jedoch auf die Haélfte reduziert (2 pl mit = 0,09 mg/ml in Reaktionspuffer). Anstelle
von Fe(ll)PPIX (H&min) wurden folgende PPIX-Derivate mit einer Konzentration von 25 pM,
bezogen auf den 75 pyl Reaktionsansatz, eingesetzt: Ga(lll)PPIX, Co(lll)PPIX, Zn(II)PPIX und
PPIX. Die Acylierungsreaktion mit dem jeweiligen PPIX-Derivat erfolgte in dreifacher Ausfiih-
rung. Die Messwerte fiir die Reaktion mit Fe(lll)PPIX stammen aus der ICso-Wertbestimmung
aus dem Abschnitt 3.1.13.

3.1.13 Enzymaktivitit von HlyC H151A H152A in Anwesenheit von Hamin

Fur den Vergleich der Wirkung von Hamin auf die Acyltransferaseaktivitdt von HlyC und HlyC
H151A H152A mit dem mutierten Hadm-Bindemotiv, wurde aufgrund der limitierten Enzym-
menge die Konzentration von HIyC auf die Halfte reduziert (2 pyl mit = 0,09 mg/ml von HlyC
und 2 pl mit = 0,09 mg/ml HIyC H151A H152A in Reaktionspuffer). Die Messungen von HlyC
und HlyC H151A H152A erfolgten parallel an einem Tag mit ansonsten identischen Materia-
lien nach dem in Abschnitt 3.1.11 beschriebenen Protokoll. Die Acylierungsreaktion mit den
folgenden H&min-Konzentrationen erfolgte mit HIlyC und HlyC H151A H152A jeweils in drei-
facher Ausfihrung: 100 uM, 50 pM, 25 yM, 12,5 yM, 9,375 uM, 6,25 uM, 5,156 uM, 4,125
MM, 3,125 uM, 1,562 uM, 0,781 uM und 0,391 uM.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Klonierung von HlyC H151A H152A

Die Kontrollgele aus der Klonierung der HlyC Doppelmutante H151A H152A sind in Ab-
bildung 1 abgebildet. Parallel dazu wurden die beiden HIlyC Einzelmutanten H151A und
H152A kloniert. Ein PCR-Produkt war mit den Primern fur alle drei HlyC Varianten bei
allen drei Annealingtemperaturen (T1 = 50,8°C, T, = 53,1°C, T3 = 56,2°C) vorhanden.
Das am Ende amplifizierte und aus E. coli isolierte Plasmid entspricht in seinem Lauf-
verhalten im Agarosegel dem in der PCR eingesetzten Ausgangsplasmid
pET28b-hlyC-His.

A B
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H151A H152A H151A H152A H151A H152A H152A

T T2 T3 T T2 T3 T T2 T3 WT K1 K2 K1 Kz K1 K2
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Abbildung 1: Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle des amplifizierten PCR-Produktes (A) und des iso-
lierten Plasmides (B) aus der Klonierung der HlyC H151A H152A Doppelmutante. Die Pfeile markieren das
pET28b-hlyC-His PCR Produkt (A) und Plasmid (B). T1 bis T3 = Annealingtemperatur 1 bis 3, WT = HIyC
Wildtyp im Ausgangsplasmid, K1 und K2 = Klon 1 und Klon 2 der jeweiligen HlyC Mutante.

Die anschlieBende Sequenzierung der isolierten Plasmide durch die Firma GATC Bio-
tech AG bestatigte die beiden Basenaustausche CAC (His) zu GCC (Ala) an den ent-
sprechenden Positionen in der DNA-Sequenz der HlyC Doppelmutante H151A H152A.

3.2.2 Expression und Reinigung von HlyC

Die Expression und Reinigung von Iéslichem HIlyC aus E. coli war durch eine Reduktion
der Expressionstemperatur von 37°C auf 18°C mdglich. Bei héheren Temperaturen be-
findet sich das Zielprotein Uberwiegend in Inklusionskérpern. Die Expression erfolgte
uber Nacht.

3.2.2.1 Reinigung von HlyC durch IMAC und SEC

Mit dem ersten Reinigungsschritt Uber die Nickelionen-Affinitdtschromatographie (IMAC)

wurden die ersten Verunreinigungen aus der Lésung nach Zellaufschluss und Zentri-
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fugation entfernt. Die anschliellend mittels SDS-PAGE analysierten IMAC Fraktionen
sind in Abbildung 2 (links) dargestellt. Am Gel ist eine dominante Bande bei = 21 kDa
(entspricht der Grof3e des HIlyC Monomers) und eine weitere starke Bande bei = 40 kDa
(entspricht der GréfRe des HIlyC Dimers) zu erkennen. Beide Banden wurden im Western
Blot durch einen anti-His Antikdrper erkannt (nicht dargestellt). Weiterhin war unter redu-
zierenden Bedingungen keine Bande bei = 40 kDa zu beobachten (nicht dargestellt). Im
zweiten Reinigungsschritt Uber die SEC wurden weitere Verunreinigungen abgetrennt.
Das entsprechende SDS-Gel mit den analysierten SEC Fraktionen ist in Abbildung 2

(rechts) dargestellt. Die Ausbeute an HlyC zu diesem Zeitpunkt betrug = 0,35 mg aus 1 L
Flassigkultur.
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Abbildung 2: SDS-Gele des ersten und zweiten Reinigungsschrittes von HlyC-His durch die Nickelionen-
Affinitdtschromatographie (links) und GréRenausschlusschromatographie (rechts). Die Pfeile markieren das
HlyC-His Monomer (= 21 kDa) und das HIyC-His Dimer (= 42 kDa).

3.2.2.2 TEV-Protease Verdau, Reinigung und Umpufferung von HlyC

Die nach der Grélenausschlusschromatographie vereinten Fraktionen wurden zur Ab-
spaltung der C-terminalen 6xHis-Sequenz durch die TEV-Protease verdaut. Durch die
Ubernacht-Inkubation mit der Protease bei 4°C wurde ein Grofiteil des Proteins geschnit-
ten (Abbildung 3 B, Vergleich Spur 1 und 2). Das geschnittene Protein wurde von dem
nicht umgesetzten Protein und der TEV-Protease Uber eine reverse Nickelionen-
Affinitdts-chromatographie gereinigt. Dabei band HIlyC schwach an die Sdule und wurde
mit = 50 mM Imidazol eluiert (10 % IMAC Elutionspuffer), wahrend sowohl das unge-
schnittene Protein als auch die TEV-Protease mit ihrer N-terminalen 6xHis-Sequenz erst
bei héheren Imidazolkonzentrationen eluierten (Abbildung 3 A und 3 B, Spur 3 und 4).
Die Identitdt der unbekannten Proteinbande zwischen 10 und 15 kDa wurde mittels
MALDI-TOF Massenspektrometrie bestimmt (siehe Abschnitt 3.2.4). Das nach Umpuffe-
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rung in den HlyC Reaktionspuffer einkonzentrierte und im proHIyA in vitro Acylierungs-
assay eingesetzte HIyC ist in Abbildung 3 C dargestellt. Die Ausbeute an HlyC ohne C-
terminale 6xHis-Sequenz nach Umpufferung in den HlyC Reaktionspuffer und Konzen-

trierung betrug = 0,1 mg aus 1 L Flussigkultur.
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Abbildung 3: Reinigung von HlyC nach Verdau mit der TEV-Protease. A) Chromatogramm der reversen
IMAC zur Abtrennung von ungeschnittenem HlyC und der TEV-Protease B) SDS-Gel mit dem Protein vor
(HlyC-His) und nach Verdau mit der TEV-Protease (+ TEV-Protease) sowie zwei Fraktionen der reversen
IMAC C) SDS-Gel vom gereinigten Protein nach Umpufferung in den HlyC Reaktionspuffer. Die Pfeile mar-
kieren das HlyC Monomer (= 21 kDa) und das HIyC Dimer (= 42 kDa). Der Stern kennzeichnet die Bande,
die mittels Massenspektrometrie untersucht wurde und Sequenzen aus ACP und HIyC enthélt (siehe Ab-
schnitt 3.2.4).

3.2.3 Expression und Reinigung von HlyC H151A H152A

Im Unterschied zur Expression von HlyC war eine Reinigung von l8slichem Protein mit
der HIlyC Doppelmutante HlyC H151A H152A nach dem urspringlichen Protokoll nicht
moglich. Erst nach Zusatz von Glucose zum Expressionsmedium lag ein Teil des Pro-
teins 16slich vor und die Reinigung von HlyC H151A H152A aus dem Uberstand nach
dem Zellaufschluss war moglich. Weitere Abweichungen waren ein steilerer IMAC-
Gradient im ersten Reinigungsschritt und eine SEC-S&ule mit einem geringeren Saulen-
volumen im finalen Schritt der Reinigung. In Abbildung 4 ist ein SDS-Gel vor und nach
dem Verdau von HlyC und HlyC H151A H152A durch die TEV-Protease (A) und ein
SDS-Gel der gereinigten und einkonzentrierten Proteine dargestellt (B). HlyC wurde
parallel zur HIlyC Doppelmutante mit dem abgednderten Protokoll gereinigt. Da von HIyC
im Vergleich zur Doppelmutante deutlich mehr Iésliches Protein in den Zellen vorlag,
wurde das fiur die Aufreinigung eingesetzte Gesamtvolumen an Zellkultur fir die Reini-
gung von HIlyC halbiert.
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Abbildung 4: Reinigung von HlyC und HIlyC
H151A H152A. A) SDS-Gel vor und nach dem Ver-
dau von HIlyC-His durch die TEV-Protease. B) Ge-
reinigtes Protein nach Umpufferung in den HIyC
* Reaktionspuffer. Die Pfeile markieren das HIyC
10 Monomer (= 21 kDa) und Dimer (= 42 kDa). Der
Stern kennzeichnet die ACP und HlyC Sequenzen
enthaltene Proteinbande (siehe Abschnitt 3.2.4).
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Die Ausbeute an HlyC H151A H152A ohne C-terminale 6xHis-Sequenz, nach Umpuffe-
rung in den HIyC Reaktionspuffer und Konzentrierung, betrug = 0,06 mg Protein aus 1 L

Flissigkultur. Die Ausbeute fur HlyC betrug = 0,1 mg aus 1 L Flussigkultur.

3.2.4 Massenanalyse der Bande zwischen 10 und 15 kDa

Die unbekannte Proteinbande im SDS-Gel von HIlyC und HlyC H151A H152A zwischen
10 und 15 kDa am Ende der Reinigung wurde zur Identifizierung zur massenspektrome-
trischen Untersuchung (MALDI-TOF) gegeben. Abhéngig davon, welche IMAC und SEC
Fraktionen wahrend der Reinigung vereint wurden, war eine weitere Bande bei etwa 15
kDa zu finden. Das Ergebnis der Analyse der aus dem HIyC-Gel stammenden Protein-
bande (siehe Abbildung 3 B) ist in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Analyse einer aus
der Reinigung von HlyC H151A H152A stammenden Proteinbande bei = 15 kDa ist in

Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 10: Ergebnis der Massenanalyse der Gelbande zwischen 10 und 15 kDa (durchgefiihrt im La-
bor von Prof. Dr. Kai Stiihler vom BMFZ an der Universitat Dusseldorf)

Bande zwischen 10 und 15 kDa ‘

Acylgruppen-tragendes Protein aus Escherichia coli (Stamm K12), Genname: acpP, UniProtKB Eintrag
POAGA8

Peptidsequenz Anzahl der Peptide im Spektrum
IIGEQLGVK 3
ITTVQAAIDYINGHQA 2

MSTIEER 1
AEKITTVQAAIDYINGHQA 1

LVMALEEE 1

QLGVKQEE 1
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Hamolysin C aus Escherichia coli (Stamm UTI89 / UPEC), Genname: hlyC, UniProtKB Eintrag Q1R2T4
Peptidsequenz Anzahl der Peptide im Spektrum
ANQYALLTR 6
FPDELFR 2
NWPVSLFAINVLPAIR 1
DNYPVAYCSWANLSLENEIK 1

Bei den identifizierten Peptiden der proteaseverdauten Proteine aus dem Gel handelt es
sich um Sequenzen von ACP und HIlyC aus E. coli. Die in dem Spektrum vorkommenden
Peptidsequenzen von ACP decken die Aminosaurebereiche 1 bis 22, 43 bis 50 und 60
bis 78 (entspricht der C-terminalen Aminoséure) des Proteins ab. Die Peptidsequenzen
von HIlyC decken im N-terminalen Bereich des Proteins die Aminos&uren 25 bis 69 und
in einem kurzen zentralen Bereich des Proteins die Aminos&uren 111 bis 117 ab. Es
wurden mit insgesamt 9 Peptiden aus ACP und 10 Peptiden aus HIyC in etwa gleich vie-

le Peptide flr beide Proteine detektiert.

Tabelle 11: Ergebnis der Massenanalyse der Proteinbande bei 15 kDa (durchgefiihrt im Labor von Prof.
Dr. Kai Stiihler vom BMFZ an der Universitat Disseldorf)

Bande bei 15 kDa ‘

Acylgruppen-tragendes Protein aus Escherichia coli (Stamm K12), Genname: acpP, UniProtKB Eintrag
POAGA8

Peptidsequenz Anzahl der Peptide im Spektrum
IIGEQLGVK 2
KIIGEQLGVK 1

Hamolysin C aus Escherichia coli (Stamm UTI89 / UPEC), Genname: hlyC, UniProtKB Eintrag Q1R2T4
Peptidsequenz Anzahl der Peptide im Spektrum
ANQYALLTR 12

KFPDELFR 8

KKFPDELFR 4

FPDELFR 4

AIRVDPK 2
VSEFHGGKIDK 1
NWPVSLFAINVLPAIR 1
Elongationsfaktor Tu 1 aus Escherichia coli (Stamm K12), Genname: tufA, UniProtKB Eintrag POCE47
Peptidsequenz Anzahl der Peptide im Spektrum
AFDQIDNAPEEK 2
AGENVGVLLR 1

EHILLGR 1
STcTGVEMFR 1

HTPFFK 1
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30S ribosomales Protein S9 aus Escherichia coli (Stamm K12), Genname: rps/, UniProtKB Eintrag
POA7X3

Peptidsequenz Anzahl der Peptide im Spektrum
SLEQYFGR 2
GGGISGQAGAIR 1

In dem Spektrum wurden, im Vergleich zu dem ersten Spektrum der Proteinbande zwi-
schen 10 und 15 kDa, weniger Sequenzen aus ACP und mehr Sequenzen aus HIlyC
identifiziert. Es wurden insgesamt 3 Peptide aus ACP und 32 Peptide aus HIlyC detek-
tiert. Dartber hinaus wurden mit dem Elongationsfaktor Tu 1 und dem ribosomalen Pro-
tein S9 zwei weitere Proteine aus E. coli identifiziert. Die Peptide aus ACP umfassen den
im ersten Spektrum ebenfalls gefundenen Aminosaurebereich 10 bis 19. Die HIlyC-
Peptide decken im N-terminalen Bereich des Proteins ebenfalls die Aminosduren 25 bis
49 ab. Aullerdem wurden mehr Peptide im zentralen Bereich von HlyC um die Amino-
sauren 104 bis 124 identifiziert und ein zusatzliches Peptid im C-terminalen Bereich von
HlyC gefunden (Aminosauren 130 bis 140).

3.2.5 Expression und Reinigung von proHlyA und Herstellung des Acyl-ACP

Rohextraktes

Die Reinigung von proHIyA und die Herstellung des Acyl-ACP Rohextraktes wurden wie
bereits frilher beschrieben durchgefiihrt, wahrend acyl-HlyA direkt aus dem Uberstand
der Zellkultur verwendet wurde [222]. Die Ausbeute an proHIyA betrug = 30 mg Protein
aus 1 L Flussigkultur. Das SDS-Gel von dem fur den Acylierungsassay entfalteten Prote-
in ist in Abbildung 5 dargestellt (5 pl von 1 mg/ml proHIyA in Denaturierungspuffer). Die
aus dem Gelbild in Abbildung 5 abgeschéatzte Konzentration von acyl-HIyA betrégt
4 mg/ml (5 pl von acyl-HIyA in Solubilisierungspuffer). Zur lllustration ist ebenfalls ein
SDS-Gel mit dem im Acylierungsassay urspriinglich eingesetzten Acyl-ACP Rohextrakt
abgebildet (20 ul Rohextrakt in ACP Puffer).
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3.2.6 Vorversuche zur in vitro Acylierung durch HlyC

In den Vorversuchen wurde die bereits friiher beschriebene in vitro Acylierungsmethode
fur die Messungen mit Hamin angepasst [222]. Dabei wurde die HlyC Gesamtmenge mit
und ohne Acyl-ACP Rohextrakt, die Acylierungs- und Hadmolysezeit sowie die Entfaltung
von proHIyA im Denaturierungspuffer optimiert. Die Absorption im Uberstand der einzel-
nen Reaktionsansatze wurde dreifach photometrisch bei 544 nm bestimmt (Messwerte
1 bis 3). In der ersten Versuchsreihe (A) wurde die eingesetzte HlyC Gesamtmenge von
5 bis 0,5 pl HIlyC (0,18 mg/ml in HlyC Reaktionspuffer) optimiert. In der zweiten Ver-
suchsreihe (B) wurde der Acyl-ACP Rohextrakt durch den ACP Puffer ersetzt. Die Roh-
daten zu den beiden Versuchsreihen sind in Tabelle 12 angegeben.

Tabelle 12: Absorptionswerte (Asssnm) zu den Versuchsreihen A und B aus den Vorversuchen zur in vitro
Acylierung durch HlyC

Reihe A Messwert | Messwert | Messwert | Reihe B Messwert | Messwert | Messwert
1 2 3 1 2 3
SDS 1,727 1,729 1,722 SDS 1,727 1,729 1,722
Acyl-HIyA 1,736 1,730 1,730 Acyl-HIyA 1,736 1,730 1,730
5 ul HiyC 1,593 1,599 1,603 5 ul HiyC 1,654 1,646 1,660
4 ul HiyC 1,633 1,630 1,628 4 ul HiyC 1,553 1,544 1,552
3 ul HiyC 1,599 1,595 1,592 3 ul HiyC 1,657 1,642 1,642
2 yl HiyC 1,661 1,655 1,652 2 yl HiyC 1,714 1,702 1,682
1 ul HiyC 1,653 1,638 1,643 1 pyl HiyC 1,198 1,178 1,172
0,5 pl HIiyC 1,635 1,627 1,651 0,5 pl HIiyC 0,959 0,951 0,949
Ohne HIyA 0,063 0,065 0,070 Ohne HIyA 0,063 0,065 0,007
Ohne HIlyC 0,164 0,170 0,176 Ohne HIlyC 0,164 0,170 0,176
Waschpuffer 0,119 0,124 0,121 Waschpuffer 0,119 0,124 0,121

In der dritten Versuchsreihe (C) wurde die Acylierungszeit von 10 bis 0 min optimiert. In
der vierten Versuchsreihe (D) wurde proHIyA in Denaturierungspuffer ohne EDTA und

ohne EDTA und Harnstoff verwendet. Die Absorption im Uberstand der einzelnen Reak-
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tionsansatze wurde dreifach oder einfach bestimmt (Messwerte 1 bis 3). Die Rohdaten

zu den beiden Versuchsreihen sind in Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 13: Absorptionswerte (Asssnm) zu den Versuchsreihen C und D aus den Vorversuchen zur in vitro
Acylierung durch HlyC

Reihe C Messwert | Messwert | Messwert | Reihe D Messwert | Messwert | Messwert
1 2 3 1 2 3
SDS 0,822 0,805 0,800 SDS 1,141 - -
Acyl-HIyA 0,954 0,948 0,941 Acyl-HIyA 0,678* - -
10 min 0,938 0,924 0,919 +Harnstoff +EDTA 1,173 - -
7 min 0,832 0,832 0,830 +Harnstoff —-EDTA 0,688 - -
5 min 0,772 0,769 0,767 —Harnstoff —-EDTA 0,309 - -
2 min 0,595 0,604 0,603 Ohne HIyA 0,183 - -
0 min 0,139 0,159 0,156 Ohne HIlyC 0,185 - -
Ohne HIyA 0,202 0,159 0,155 Waschpuffer 0,183 - -
Ohne HIlyC 0,151 0,124 0,117
Waschpuffer 0,119 0,124 0,121 * Messwert in der Auswertung nicht berlicksichtigt

Fur die Auswertung der Messwerte (Assanm) aus den ersten drei Versuchsreihen (A bis C)
wurde die 1 : 16 Verdiinnung des Uberstandes in H,O verwendet. Fiir die Auswertung
der Messdaten aus der letzten Versuchsreihe (D) wurde die 1 : 64 Verdinnung des
Uberstandes in H,O verwendet. Alle Messwerte wurden um den Mittelwert der entspre-
chenden Hintergrundabsorption (= 75 ul Schafblut Waschpuffer, n = 3) korrigiert und auf
die SDS-Positivkontrolle normiert (Mittelwert aus n = 3, entspricht 100 % Hamolyse). Das

Ergebnis ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Vorversuche zur in vitro Acylierung durch HlyC. Optimierung der eingesetzten HlyC-Menge
mit Acyl-ACP Rohextrakt (A) und ohne Acyl-ACP Rohextrakt (B), Optimierung der Acylierungszeit (C) und
Vergleich der Acylierung mit und ohne EDTA im proHIyA Denaturierungspuffer (D).
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Versuchsreihe A) Das eingesetzte Volumen HIyC bis einschlieBlich 0,5 pl (0,18 mg/ml
in HIlyC Reaktionspuffer) reicht in Anwesenheit von Acyl-ACP Rohextrakt fir die voll-
standige Lyse der Schaferythrozyten aus. Die Acylierungszeit betrug 1 h bei 23°C und
die Hamolysezeit 1 h bei 37°C.

Versuchsreihe B) In Abwesenheit von Acyl-ACP Rohextrakt ist ab einem Volumen von
1 ul HlyC (0,18 mg/ml in HIyC Reaktionspuffer) eine unvollstdndige Hdmolyse zu beob-
achten. Mit 0,5 pl HIyC reduziert sich die hamolytische Aktivitat in etwa auf die Halfte.
Die Acylierungszeit betrug, wie in der ersten Versuchsreihe, 1 h bei 23°C und die Hadmo-
lysezeit 1 h bei 37°C. Fir die weiteren Messungen wurden 2 pl HlyC (0,18 mg/ml in HlyC

Reaktionspuffer) ohne Zusatz von Acyl-ACP Rohextrakt verwendet.

Versuchsreihe C) Mit 2 pl HlyC (0,18 mg/ml in HIlyC Reaktionspuffer) in Abwesenheit
von Acyl-ACP Rohextrakt nimmt die relative hamolytische Aktivitdt mit der Verklrzung
der Acylierungszeit von 10 auf 2 min um rund 40 % ab. Die Hadmolysezeit betrug 30 min
bei 37°C. Fir die spateren Aktivitdtsmessungen in Anwesenheit von Hamin wurde eine

Acylierungszeit von 5 min festgelegt.

Versuchsreihe D) Um eine vollstdndige Hamolyse unter den festgelegten Versuchsbe-
dingungen zu erzielen, ist die Entfaltung von proHIyA in Denaturierungspuffer mit EDTA
und Harnstoff nétig. Bei der Entfaltung von proHIyA in Denaturierungspuffer onne EDTA
reduziert sich die hdmolytische Aktivitat in etwa auf die Halfte. Mit gefaltetem proHIyA
ohne EDTA und ohne Harnstoff im Puffer verbleibt eine hdmolytische Restaktivitat von
etwa 10 %. Fur die weiteren Messungen wurde proHIyA in Denaturierungspuffer ohne
EDTA verwendet.

Zusammengefasst wurden fir die weiteren Versuche folgende Bedingungen festgelegt:
In der Acylierungsreaktion wurden 2 ul HlyC ohne C-terminale 6xHis-Sequenz mit einer
Konzentration von 0,18 mg/ml in HlyC Reaktionspuffer eingesetzt. Auf den Zusatz von
Acyl-ACP Rohextrakt wurde verzichtet, da das Substrat mit HlyC koaufgereinigt werden
konnte (siehe Abschnitt 3.2.4). Die Acylierungszeit wurde von 1 h auf 5 min reduziert.
Die Hamolysezeit wurde von 1 h auf 30 min reduziert. Des Weiteren wurde bei der Ent-

faltung von proHIyA auf den Zusatz von EDTA im Denaturierungspuffer verzichtet.

3.2.7 Enzymkinetik von HlyC fiir proHIyA

Die Ky-Wertbestimmung fir proHIyA erfolgte nach den in den Vorversuchen zur in vitro
Acylierung festgelegten Bedingungen (siehe Abschnitt 3.2.6). Einzige Abweichung war
die Substratkonzentration von proHIyA im Ansatz (0 bis 5 uyM). Von jeder proHIyA-
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Konzentration wurde im Uberstand von drei unabhangigen Ansatzen die Absorption bei

544 nm bestimmt. Die Messwerte sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Absorptionswerte (Asssnm) zur Ku-Wertbestimmung fiir proHIlyA

Reaktionsansatz Messwert (Ansatz 1) | Messwert (Ansatz 2) | Messwert (Ansatz 3)
ProHIyA 0 uM 0,136 0,104 0,188
ProHIyA 0,05 uM 0,443 0,446 0,429
ProHIyA 0,10 uM 0,578 0,635 0,527
ProHIyA 0,25 uM 0,866 0,832 0,693
ProHIyA 0,50 uM 1,022 1,010 0,876
ProHIyA 0,75 uM 1,190 0,957 0,975
ProHIyA 1,00 uM 1,191 1,060 0,959
ProHIyA 2,00 uM 1,183 1,040 1,012
ProHIyA 3,50 uM 1,104 1,005 0,956
ProHIyA 5,00 uM 1,227 1,081 0,988
SDS (0,21 %) 1,029 1,013 -
Waschpuffer (75 pl) 0,211 0,164 -

Fur die Auswertung der Messwerte (Asssnm) Wurde die 1 : 32 Verdinnung des Uberstan-
des in H,O verwendet. Die Werte wurden auf den héchsten Absorptionswert und den
Absorptionswert der Hintergrundmessung (75 ul Schafblut Waschpuffer, Mittelwert aus
n = 2) normiert. Fir die Auswertung wurden die Substratkonzentrationen bis 2,0 uM be-
riicksichtigt. Die Ky-Wertbestimmung erfolgte in GraphPad Prism® (Version 5.0a) unter
Verwendung der Michaelis-Menten Gleichung. Das Ergebnis ist in Abbildung 7 darge-

stellt.
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Abbildung 7: Enzymkinetik von HIyC fur proHIyA unter den optimierten Bedingungen des in vitro Acylie-
rungsassays fiir die Messungen mit Hamin. Die horizontale Linie beim Absorptionswert von Null entspricht
dem Wert der Hintergrundmessung mit Schafblut Waschpuffer.

Die Auswertung ergibt einen Ky-Wert von 0,14 * 0,04 uM fir proHIyA und eine vpyax von
0,998 (0,656 A Absorption * min™ * ug™” (HlyC)). Der R®:-Wert fir die Auswertung betragt

0,95.
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3.2.8 Enzymaktivitit von HlyC in Anwesenheit von Hamin
3.2.8.1 Vorversuche mit Himin

Die Versuchsbedingungen entsprachen Uberwiegend den in den Vorversuchen zur Acy-
lierung ohne Hamin festgelegten Bedingungen (siehe Abschnitt 3.2.6). Ein zusatzlicher,
vorgelagerter Inkubationsschritt von HlyC mit Hadmin, vor dem Start der Acylierungsreak-
tion, wurde eingefiihrt. Bei den Messungen handelt es sich, abgesehen von der SDS-
Messung (n = 2) und der Hintergrundmessung (n = 2), um Einfachbestimmungen. Die

Messwerte zu den Vorversuchen mit Hamin sind in Tabelle 15 angegeben.

Tabelle 15: Absorptionswerte (Ass4nm) zu den Vor-
versuchen mit Hamin

Reaktionsansatz Messwert
SDS (0,21 %), MW aus n=2 0,864
Hamin 0 uM 1,195
H&min 5 yM 1,293
H&min 10 yM 0,292
H&min 25 yM 0,113
H&min 100 uM 0,113
Ohne HIyC, H&dmin 0 uM 0,134
Ohne proHIyA, Hadmin 0 uM 0,125
Ohne proHIyA, Hdmin 100 uM 0,125
Acyl-HIyA, H&dmin 0 yM 1,857
Acyl-HIyA, H&dmin 100 uM 1,912
Nur H&dmin 33 uM 0,139
FeCl, 33 uM 0,810
FeCl, 66 uM 0,910
FeCl> 100 yM 0,697
Waschpuffer, MW aus n=2 0,117

Fur die Auswertung wurden die Messwerte (Asssnm) der 1 : 64 Verdinnung des Uber-
standes in H,O verwendet. Die Absorptionswerte wurden um den Wert der Hintergrund-
messung (75 ul Schafblut Waschpuffer, Mittelwert aus n = 2) korrigiert. Anschlie3end
wurden die Werte auf die SDS-Positivkontrolle (1 yl 16 % SDS in H,O, Mittelwert aus
n = 2, entspricht 100 % hamolytischer Aktivitat) normiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 8
dargestellt.

55



Kapitel 1 — Ergebnisse

250+
200
X
O 1501
(2]
>
o
2 1001 o
X0 / [7
: . Al
Al
N M %
SR I R R N R N N N O N N NN
T oY o8 o @ o o oF o o q;b§ SRR
BPRONN \Q(\'&\&@\o RSP NS \Q\O\W\O\%\ N
P F & S S Q‘ﬁ?’\ L Q\'b& \g&‘\ @ @ <<QJC}”
o F g S
& SN
& o8 & &
N @ el
O S

Abbildung 8: Vorversuche zur in vitro Acylierung durch HlyC in Anwesenheit von Hamin. Alle Messwerte
wurden auf die SDS-Positivkontrolle normiert. Mégliche Ursachen fir die hohen Hamolysewerte im Ver-
gleich zur SDS-Kontrolle werden in der Diskussion in Abschnitt 6.1.4 erlautert.

In Anwesenheit von 0 und 5 yM Hamin im Acylierungsansatz wird eine vollstdndige Lyse
der Schaferythrozyten erreicht. Bei 10 yM Hamin ist eine stark abgeschwachte Hamo-
lyse zu beobachten. Bei noch héheren Hadminkonzentrationen (25 und 100 puM) ist keine
hamolytische Aktivitdt mehr zu beobachten. Die Kontrollen ohne HlyC und ohne proHIyA
im Acylierungsansatz weisen keine hamolytische Aktivitat auf. Aus dem Vergleich der
Kontrollen ohne proHIyA in Abwesenheit (0 yM H&min) und Anwesenheit von H&min
(100 uM) sowie der Kontrolle mit Hamin alleine (33 pM) geht hervor, dass die Eigenab-
sorption von Hamin bei 544 nm vernachlassigt werden kann. Die hamolytische Aktivitat
von wieder gefaltetem acyl-HIyA in Abwesenheit (0 yM H&min) und Anwesenheit von
Hamin (33 uM) unterscheidet sich kaum. Dementsprechend konnte eine Beeinflussung
von HIyA durch H&dmin ausgeschlossen werden. Zusammengefasst kann ab 10 yM Ha-
min von einer Hemmung der Acyltransferaseaktivitdt von HlyC ausgegangen werden.
Die Messungen mit FeCl, in verschiedenen Konzentrationen anstelle von Hamin zeigen
keinen vergleichbaren Riickgang der Hamolyse (Hamolyse bei 33 uM FeCl,: 91,7 %, bei
66 uM FeCly: 105,0 %, bei 100 uM FeCl,: 76,8 %).

3.2.8.2 Hauptversuch mit Hamin

Die 1Cso-Wertbestimmung fir Hamin erfolgte nach den in den Vorversuchen zur in vitro
Acylierung festgelegten Bedingungen (siehe Abschnitt 3.2.6). Einzige Abweichung war
die Vorinkubation von HlyC mit Hdmin im ACP Puffer vor dem Start der Acylierungsreak-

tion durch die Zugabe von proHIyA. Im Hauptversuch wurden im Konzentrationsbereich
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von 0 bis 100 yM Hamin insgesamt 13 verschiedene Konzentrationen gemessen (bezo-

gen auf den 75 pl Acylierungsansatz).

Tabelle 16: Absorptionswerte (Asssnm) zur ICso-Wertbestimmung fiir Hamin

Reaktionsansatz Messwert (Ansatz 1) | Messwert (Ansatz 2) Messwert (Ansatz 3)
Hamin 100 yM 0,124 0,110 0,097
Hamin 50 yM 0,119 0,112 0,096
Hamin 25 yM 0,086 0,137 0,107
Hamin 12,5 yM 0,076 0,140 0,133
Hamin 9,375 yM 0,218 0,227 0,225
Hamin 6,25 yM 0,207 0,245 0,379
Hamin 5,156 yM 0,844 0,866 0,716
Hamin 4,125 yM 1,466 1,373 1,058
Hamin 3,125 yM 1,094 1,429 2,014
Hamin 1,562 yM 1,303 1,336 1,509
Hamin 0,781 uyM 1,529 1,141 1,594
Hamin 0,391 uyM 1,286 1,358 1,934
Hamin 0 yM 1,476 1,244 1,662
SDS (0,21 %) 1,466 1,123 -
Waschpuffer (75 pl) 0,098 0,188 -

Von jeder Haminkonzentration wurde im Uberstand von drei unabhéngigen Ansétzen die
Absorption bei 544 nm bestimmt. Die Messwerte sind in Tabelle 16 zusammengefasst.
Fur die Auswertung der Messwerte (Assunm) Wurde die Verdiinnung 1 : 32 des Uberstan-
des in H,O verwendet. Von den Werten wurde die Absorption des Hintergrundes (75 pl
Schafblut Waschpuffer, Mittelwert aus n = 2) abgezogen. Anschlielend wurden die Wer-
te auf die Aktivitdt des ungehemmten Enzyms (0 yM H&amin) normalisiert. Die 1Cso-
Wertbestimmung erfolgte in GraphPad Prism® (Version 5.0a) unter Verwendung der
Funktion Y=100/(1+10%(X-Log(IC50))) (log(inhibitor vs. normalized response)) mitn = 1.
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Abbildung 9: Hamin-abhangige Inhibition der Acyltransferaseaktivitat von HlyC.

Die Auswertung ergibt einen ICso-Wert fiir Himin von 5,19 * 0,12 uM. Der R2-Wert fur
die Auswertung betragt 0,926.
57



Kapitel 1 — Ergebnisse

3.2.9 Enzymaktivitit von HlyC in Anwesenheit verschiedener PPIX-Derivate

Neben Hamin (Fe(lll)PPIX) wurde die Wirkung von weiteren PPIX-Derivaten auf die
Acyltransferaseaktivitat von HIlyC untersucht (Ga(lll)PPIX, Co(ll)PPIX, Zn(II)PPIX und
PPIX ohne Zentralatom). Die Acylierungsreaktion wurde in Anwesenheit von 25 yM des
jeweiligen Derivates anstelle von Hamin durchgefiihrt. Einzige Anderungen zu den Ver-
suchsbedingungen davor war die Halbierung der Enzymkonzentration (2 ul von 0,09
mg/ml HlyC in Reaktionspuffer). Von jedem PPIX-Derivat wurde im Uberstand von drei
unabhangigen Ansatzen die Absorption bei 544 nm bestimmt. Die Messwerte sind in

Tabelle 17 angegeben.

Tabelle 17: Absorptionswerte (Asssnm) zur Untersuchung von verschiedenen PPIX-Derivaten

Messwert (Ansatz 1) Messwert (Ansatz 2) Messwert (Ansatz 3)

SDS (0,21 %) 0,994 1,000 1,464
Ungehemmte Reaktion 1,018 1,093 1,148
Fe(ll)PPIX 0,216* 0,133* 0,140*
Ga(lll)PPIX 0,087 0,109 0,110
Co(lIhPPIX 0,136 0,130 0,150
Zn(IHPPIX 0,180 0,173 0,176
PPIX 0,284 0,279 0,300
Waschpuffer (75 pl) 0,223 0,214 0,213
* Messwerte aus der ICso-Wertmessung flir Himin aus dem Abschnitt 3.2.10

Fur die Auswertung der Messwerte (Assnm) Wurde die 1 : 32 Verdiinnung des Uberstan-
des in H,O verwendet. Die Werte wurden um die Absorption der Hintergrundmessung
(75 pl Waschpuffer, Mittelwert aus n = 3) korrigiert. AnschlieBend wurden die Werte auf
den Absorptionswert der ungehemmten Reaktion und den niedrigsten Absorptionswert
normalisiert. Die Messwerte fur Fe(lll)PPIX stammen aus der ICso-Wertbestimmung fur
Hamin aus dem Abschnitt 3.2.10.
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Abbildung 10: Inhibition der Acyltransferaseaktivitédt von HlyC durch verschiedene PPIX-Derivate.
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Die Anwesenheit aller PPIX-Derivate fuhrt zu einer starken Reduktion der hamolytischen
Aktivitdt. Es ist bei allen Derivaten von einer Hemmung der Enzymaktivitdt von HlyC
auszugehen. Die Derivate mit zwei- und dreiwertigen Kationen (Zn(l1)-PPIX, Ga(lll)-PPI1X
und Co(lll)-PPIX) hemmen die Acyltransferaseaktivitat vergleichbar stark zu Hamin
(Fe(ll)CI-PPIX). Die Hemmung von HIyC durch PPIX alleine ist etwas schwacher als die

Hemmung durch Hamin.

3.2.10 Enzymaktivitit von HlyC H151A H152A in Anwesenheit von Hamin

Der Vergleich der Enzymaktivitat von HlyC und HlyC H151A H152A erfolgte nach den in
den Vorversuchen zur in vitro Acylierung festgelegten Bedingungen (siehe Abschnitt
3.2.6) und dem zusétzlichen Vorinkubationsschritt von HlyC mit Hamin (siehe Abschnitt
3.2.8). Einzige Abweichung war die Halbierung der Enzymkonzentration von 0,18 mg/ml
auf 0,09 mg/ml HlyC/HlyC H151A H152A im Reaktionsansatz. Im Konzentrationsbereich
von 0 bis 100 yM Ha&min wurden insgesamt zehn verschiedene Konzentrationen (bezo-
gen auf den 75 ul Reaktionsansatz) mit HIlyC und HlyC H151A H152A gemessen. Von
jeder Haminkonzentration wurde im Uberstand von drei unabhéngigen Ansatzen die Ab-
sorption bei 544 nm bestimmt. Die Messwerte sind in Tabelle 18 angegeben.

Tabelle 18: Absorptionswerte (Assanm) zur ICso-Wertbestimmung fiir Himin mit HlyC und der HlyC Doppel-
mutante H151A H152A

HlyC HlyC H151A H152A

Messwert Messwert Messwert Messwert Messwert Messwert

(Ansatz 1) (Ansatz 2) (Ansatz 3) (Ansatz 1) (Ansatz 2) (Ansatz 3)
Hamin 100 uM 0,228 0,115 0,146 0,124 0,113 0,158
Hamin 50 uM 0,210 0,116 0,150 0,138 0,126 0,171
Hamin 25 uM 0,216 0,133 0,140 0,163 0,135 0,202
Hamin 12,5 uM 0,257 0,139 0,152 0,531 0,224 0,306
Hamin 6,25 uM 0,623 0,669 0,609 0,814 0,744 0,921
Hamin 3,125 uM 0,799 0,978 0,828 1,001 1,028 1,066
Hamin 1,562 uM 0,863 0,976 1,285 0,953 1,041 1,226
Hamin 0,781 uM 0,929 0,906 1,238 0,939 1,043 1,250
Hamin 0,391 uM 1,023 0,859 1,331 0,928 1,051 1,203
Hamin 0 uM 1,018 1,093 1,148 0,931 1,128 1,226
Ohne HIyA - - - 0,202 0,192 0,171
Ohne HlyC - - - 0,225 0,201 0,182
SDS (0,21 %) 0,994 1,000 1,464 - - -
Waschpuffer (75 pl) 0,223 0,214 0,213 - - -

Fur die Auswertung der Messwerte wurde die 1 : 32 Verdiinnung des Uberstandes in
H,O verwendet. Von den Werten wurde die Absorption des Hintergrundes (75 pl Schaf-
blut Waschpuffer, Mittelwert aus n = 3) abgezogen. Anschlieend wurden die Werte auf
die Aktivitdt des ungehemmten Enzyms (0 pM H&min) normalisiert. Die Ky-

Wertbestimmung erfolgte in GraphPad Prism® (Version 5.0a) unter Verwendung der
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QTiPlot Funktion ((A-B)/(1+(x/IC50)"s))+B). Eine Ubereinstimmung mit dem Hill Koeffi-

zienten (s) von 1 war nicht méglich.
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Abbildung 11: Vergleich der Hemmung von HIyC (schwarz) und HlyC H151A H152A (rot) durch Hamin.

Die Enzymaktivitdt von HlyC H151A H152A ohne das postulierte Hadm-Bindemotiv wird
ebenfalls durch Hamin gehemmt. Die Inhibition der Acyltransferaseaktivitdt von HlyC
H151A H152A tritt bei etwas héheren Haminkonzentrationen ein als wie die Inhibition
von HIlyC. Die Auswertung ergibt fur die HlyC Doppelmutante H151A H152A einen ICsp-
Wert von 8,62 + 0,70 yM fiir Hdmin und einen Hill-Koeffizienten von = 3,0 (RZ-Wert:
0,959). Die Auswertung fur HlyC ergibt einen ICso-Wert von 6,17 * 0,72 pyM fiir Hamin
und einen Hill-Koeffizienten von = 3,0 (RZ-Wert: 0,921). Fur die sich unterscheidenden
Absorptionswerte von HIlyC und HlyC H151A H152A, bei den Haminkonzentrationen
3,12 yM, 6,25 pM und 12,5 yM, wurde in GraphPad Prism® ein einfacher T-Test durch-
gefthrt (Abbildung 12) [231]. Dafir wurden die Absorptionswerte aus Tabelle 18 um den
Wert der Hintergrundmessung (75 ul Schafblut Waschpuffer, Mittelwert aus n = 3) korri-
giert und in Abbildung 12 dargestellt. AuRerdem wurde zum Vergleich die ungehemmte

(0 M Hamin) Reaktion mitgefihrt.
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Abbildung 12: Vergleich der Aktivitat von HlyC und HlyC H151A H152A bei drei verschiedenen Hamin-
Konzentrationen.

Der Vergleich von HlyC H151A H152A mit HIyC ergibt bei der Haminkonzentration
3,12 uM ein p-Wert von 0,0494 (*), bei der Hdminkonzentration 6,25 uyM einen p-Wert
von 0,0242 (*) und bei der Haminkonzentration von 12,5 yM einen p-Wert von 0,1595
(nicht signifikant). Die Signifikanz des Unterschiedes ist somit bei 6,25 yM Hamin am
grofRten. Der Vergleich der ungehemmten Reaktion mit HlyC H151A H152A ergibt bei
der Haminkonzentration 3,12 uM einen p-Wert von 0,3816 (nicht signifikant), bei der
Haminkonzentration 6,25 pM einen p-Wert von 0,0072 (**) und bei der Hdminkonzentra-
tion von 12,5 uM einen p-Wert von < 0,0001 (***). Zusammengefasst nimmt die Absorp-
tion mit zunehmender Haminkonzentration im Vergleich zur ungehemmten Reaktion im-
mer starker ab. Ein deutlicher Unterschied zwischen der HlyC Doppelmutante H151A
H152A und HlyC Wildtyp konnte nicht festgestellt werden.
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4 Kapitel 2: Kristallisation von HIyA

In diesem Kapitel wird die Kristallisation von HIyA zur Bestimmung der dreidimensionalen
Raumstruktur des Proteins durch die Réntgenstrukturanalyse behandelt. Im Fokus steht die

Kristallisation von proHIyA.
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4.1 Material und Methoden

4.1.1 Allgemeine Materialien

Chemikalien, Geréte und andere Materialien

Die in diesem Kapitel eingesetzten Chemikalien, Biochemikalien, Gerate und anderen Mate-

rialien sind in den Tabellen 1 und 2 aufgelistet.

Tabelle 1: Chemikalien und Biochemikalien

Chemikalien Abkiirzung, Summen- | Reinheit/ Qualitidt | Hersteller
formel

2-Methyl-2,4-pentanediol MPD >99 % Sigma-Aldrich

2-Propanol C3HsO fur die HPLC Carl Roth

Agar Agar, Pulver, hohe Gelstarke (C12H1809)n reinst Serva

Ammoniumperoxidsulfat APS, (NH4)2S20s8 zur Analyse Carl Roth

Ampicillin Natriumsalz Amp, C16H1gN3NaO4S 297 % Carl Roth

Calciumchlorid Dihydrat CaCly « 2 H20O 299,5% Sigma-Aldrich

Coomassie® Brilliant Blau R250 CBB-R250, n. a. Serva
CasH44N3NaO7S;

Essigséaure C2H402 technisch unbekannt

Ethanol EtOH, C2HsO technisch unbekannt

Glycin C2oHsNO, zur Analyse VWR

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid IPTG, CoH1505S =299 % Carl Roth

IZIT Farbstoff (Methylenblaulésung C16H18CIN3S n. a. Hampton Research

zum Anfarben von Proteinkristallen)

Kaliumacetat C2H3KO2 zur Analyse AppliChem

Kanamycinsulfat Kan, C1gH3sN4O11 » 2750 |.LE./mg Carl Roth
H2S04

Methanol CH4O reinst Sigma-Aldrich

Milchpulver, fettarm - fur Blotting Carl Roth

Mineraldl - fur IR Spektrosko- | Sigma Aldrich

pie

N,N,N',N'-Tetramethyl-1,2- TEMED, CeH16 N2 zur Analyse Merck

ethylendiamin

Natriumazid NaN3 299 % Fisher Scientific

Natriumchlorid NaCl zur Analyse Fisher Scientific

Natriumdodecylsulfat SDS, C12H2504S « Na 299,0 % Serva

Pentaerythritolpropoxylat (5/4 PO/OH) | C[CH2[OCH>CH(CH3)ln | n. a. Sigma-Aldrich
OHJ4
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Rotiphorese®GeI aus 30%iger, wass- | Acrylamidlésung n. a. Carl Roth

riger Acrylamidstammlésung und 0,8

% Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5 : 1

Salzsaure HCI reinst Sigma-Aldrich
Stickstoff, tiefkalt flissig N2 flissig n. a. unbekannt
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Tris, C4H11NO3 zur Analyse VWR

Tween®20 (Polysorbat 20) - zur Analyse Sigma-Aldrich
Western Lightning®UItra chemilumi- Western Blot Substrat n. a. Perkin Elmer
neszenz Substrat

Biochemikalien Abkiirzung Anmerkung Hersteller/Herkunft
Anti-HlyA Antikérper, polyklonal a-HlyA AK aus dem Kanin- Karl Kuchler, Wien

chen, Serum

Anti-Kaninchen-HRP sekundéarer Anti-
korper, IgG (H+L)

a-Kaninchen AK

aus der Ziege

Thermo Fisher
Scientific

Hefeextrakt fur die Bakteriologie

Hefeextrakt

mikrogranuliert

Carl Roth

PageRuIerTNI Proteinmarker Proteinmarker 10-200 kDa Thermo Fisher
Scientific

PageRuIerTNI Proteinmarker Proteinmarker 10-170 kDa Thermo Fisher
Scientific

Trypton/Pepton aus Casein fir die Trypton/Pepton Casein | pankreatisch ver- Carl Roth

Mikrobiologie

daut

Tabelle 2: Gerate und andere Materialien

Geréatebezeichnung

Hersteller, Firmensitz

AKTA™ Purifier Flussigkeitschromatographiesystem bestehend
aus Box-900, UPC-900, P-900, Frac-920 und CU-950

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Autoklav Systec VX-120 und VX-150

Systec GmbH, Linden, DE

Avanti® J-26xP Zentrifuge fir JA-10 Rotor

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Binokular Stemi 2000c + KL1500 LCD mit AxioCam ICc3 TV2/3"

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Inkubationsschittler Multitron Standard und Ecotron

Infors AG, Bottmingen, CH

Inkubator fur Zellkulturen bei 37°C

Heraeus GmbH, Hanau, DE

Laborwaage ABT 120-5DM (42 g; 120 g + 0,00002 g; 0,0001 g)

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,

DE

Laborwaage Modell EW 2200-2NM (max: 2200 g + 0,01 g)

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,

DE

Lumia Imaging System: Chemi Genius? Bio Imaging System

Synoptics (Syngene), Cambridge, UK

Milli-Q Wasseraufbereitungsanlage

Merck (Millipore) KGaA, Darmstadt, DE

NanoDropT"’I ND-1000 Spektralphotometer

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,

DE

OptimaT"’I L-90K Ultrazentrifuge

Beckman Coulter, Brea, CA, USA
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pH-Meter pHenomenal pH1000L

VWR, Radnor, PA, USA

Pipettensatz Pipetman Classic® mit variablen Volumen
1000 pl, 200 pl, 100 pl, 20 pl und 2 pl

Gilson, Middleton, WI, USA

Pipettierroboter NT8 fur 96-well Kristallisationsplatten

Formulatrix, Bedford, MA, USA

Rocklmager 1000 mit Zoomfunktion im sichtbaren Licht und im
UV-Licht sowie integrierter Kamera und Software

Formulatrix, Bedford, MA, USA

Spannungsquelle Consort EV215 fiir SDS-Gele

Cleaver Scientific, Warwickshire, UK

Spektrophotometer Ultrospec10 zur Bestimmung der Zelldichte

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Stereolupe Discovery V8 SteREO Acromat S + VisiLED MC1000

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Trans-Blot®SD Semi-dry Elektrophoretische Transferzelle

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Vakuumpumpe Typ MZ2C NT 2AK

Vacuubrand GmbH + CO KG, Wertheim,
DE

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R fir 15 ml und 50 ml Réhren

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Zentrifuge Modell Centrifuge 5415D fiir 1,5 ml Reagiergefalle

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Zentrifugenrotor JA-10 10,000 rpm inklusive Zentrifugenbecher

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Zentrifugenrotor Ti-45 inklusive Zentrifugenréhrchen

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Andere Materialien

Hersteller

Amersham™ Hybond P 0.45 PVDF Blotmembran

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Amicon Ultra Filtereinheiten fiir die Zentrifuge MWCO 100 kDa

Merck (Millipore) KGaA, Darmstadt, DE

Deckglaschen MD4-04 silikonisiert, 22 mm Durchmesser, rund

Molecular Dimensions, Newmarket, UK

Einwegpipettenspitzen, Agarschalen

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Flaschenaufsatzfilter Nalgene®

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Glasflaschen und Glaskolben Duran® 500 ml und 300 ml

Schott AG, Mainz, DE

HighLoadT'\’I SuperdexT'vI 200 prep grade Saule

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Kristallisationsplatten 24-well hanging-drop, vorgefettet

Crystalgen, Commack, NY, USA

Kristallisationsplatten Croning 3553, 96-well sitting-drop

Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA

Kristallisationsplatten Cryschem 24-well sitting-drop

Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA

Kristallisationsscreens (siehe Abschnitt 4.1.5)

Unterschiedliche Hersteller

Klvetten aus Polystyrol, 1 cm Schichtdicke

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Magnetische Stabe, Zangen und sonstiges Kristallisations-
zubehdr

MITEGen, Ithaca, NY, USA

Membranfilter Supor®—200, 0,2 ymund 0,45 uym

Sarstedt AG & Co, NUimbrecht, DE

Messzylinder 500 ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml

VITLAB GmbH, Grossostheim, DE

Polymerschlaufen MicroMounts™ und MicroLoopsT"’I
(10-500 pm)

MITEGen, Ithaca, NY, USA

Reagiergefafie (1,5 ml) und Réhren (15 ml und 50 ml)

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE
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Spritzen und Einmalkantlen 10 ml und 1 ml

Unterschiedliche Hersteller

Sterile Einwegpipetten 50 ml, 20 ml, 10 ml und 5 ml

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Whatman® Filterpapier

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Zentrifugenbecher fur die Zellkultur 0,5 L

Hitachi-Koki, Chiyoda, Tokyo, JP

Standardpuffer, Stammlbésungen und Ndhrmedien

Die in diesem Kapitel verwendeten Puffer, Stammlésungen und Nahrmedien sind in Tab-

elle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammensetzung von Puffern, Stammlésungen und Nahrmedien

Puffer

Zusammensetzung

Nahrmedien

Zusammensetzung

ProHIyA SEC-Puffer

(ohne Calcium)

50 mM Tris-HCI pH 7,5 (20°C)
150 mM NaCl

2x YT Medium (1 L)

10 g Hefeextrakt
16 g Trypton/Pepton
5 g NaCl

ProHIyA SEC-Puffer

(mit Calcium)

50 mM Tris-HCI pH 7,5 (20°C)
150 mM NaCl

5 mM CaCl; oder

10 mM CaCl;

LB Agar (1L)

5 g Hefeextrakt

10 g Trypton/Pepton
5 g NaCl
5 g Agar Agar

Acyl-HlyA SEC-Puffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5 (20°C)
150 mM NaCl

Die Nahrmedien wurden ftr 20 min bei 121 °C

steril autoklaviert. Die Puffer wurden durch einen

Arbeitskonzentration:
100 pg/ml

10 mM CaCl, 0,45 ym Membranfilter filtriert.
Stammlésung Zusammensetzung Stammlésung Zusammensetzung
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in H20 IPTG 1 Min HO

Arbeitskonzentration:
1 mM bis 0,1 mM (varia-
bel)

Kanamycin (Kan)

30 mg/ml in H20

Arbeitskonzentration: 30 ug/ml

Die Stammlésungen wurden durch einen 0,2 um

Sterilfilter filtriert.

Escherichia coli Stamme, Plasmide und Primer

Die fur die Expression und Sekretion von proHIyA und HIyA verwendeten E. coli Stdmme

und Plasmide sind in Tabelle 4 beschrieben.

Tabelle 4: Escherichia coli Stamme und Plasmide

E. coli Stamm

Hersteller

Verwendung

E. coli BL21(DE)

Stratagene California,
La Jolla, CA, USA

Expression von proHIyA und acyl-HIyA

E. coli DH5a

Thermo Fisher Scien-

tific (InvitrogenTM)

Amplifizierung der Plasmide
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Plasmid Selektion | Promotor | Beschreibung
pSU-hlyA Amp lac Plasmid fiir die Expression von proHIyA basierend auf der
(6960 bp) Sequenz mit dem UniProt Datenbank Eintrag P08715 [225].

Zusammen mit dem Plasmid pSK184-hlyBD wird proHIyA von
E. coli sekretiert. Das pSU-hlyA Plasmid stammt von Soloaga

et al. [226].
pSU-hlyC-His-hlyA | Amp lac Plasmid fiir die Expression von proHIyA und HlyC, wobei
(7572 bp) proHIyA durch HIyC in in vitro acyliert wird. Zusammen mit

dem Plasmid pSK184-hlyBD wird acyl-HIyA von E. coli sekre-
tiert. Das pSU-hlyC-His—hlyA Plasmid stammt von Thomas

et al. [222].
pSK184-hlyBD Kan lac Plasmid fiir die Expression der T1SS Transporterproteine HlyB
(6033 bp) und HlyD. Das Plasmid stammt von Bakkes et al. [227].

Proteine und deren Eigenschaften

Die Aminosauresequenz von HIlyA und die, mit dem Programm ExPASy ProtParam ermittel-
ten, theoretischen Eigenschaften des Proteins (ohne Berlicksichtigung einer méglichen Acy-
lierung von K564 und K690) sind in Tabelle 5 zusammengefasst [228]. Die Sequenz basiert
auf dem plasmidkodierten Protein aus dem UPEC-Stamm UTI89 mit dem UniProt Datenbank
Eintrag P08715 [225].

Tabelle 5: Eigenschaften und Aminosauresequenz von proHIyA

proHIyA
Aminoséduren (Anzahl) 1024
Molekulargewicht (Da) 110144,62
Theoretischer, isoelektrischer Punkt (pl) 5,32
Extinktionskoeffizient bei 280 nm in H,O (M'em™) 81600,00
10 20 30 40 50 60

| | | | | |
MTTITTAQIKSTLOSAKQSAANKLHSAGOQSTKDALKKAAEQTRNAGNRLILLIPKDYKGQ

70 8(|) 90 100 110 120
| | | | |
GSSLNDLVRTADELGIEVQYDEKNGTAITKQVEFGTAEKLIGLTERGVTIFAPQLDKLLOK

130 140 150 160 170 180
| | | | | |
YOKAGNILGGGAENIGDNLGKAGGILSTFONFLGTALSSMKIDELIKKQKSGGNVSSSEM

190 200 210 22(|) 23? 240
| [ | I
AEASTIELINQLVDTVASLNNNVNSESQOLNTLGSVLSNTKHLNGVGNKLONLPNLDNIGA

25? 26(|] 27(|) 28(|) 29(|) 30(|)

GLDTVSGILSAISASFILSNADADTRTKAAAGVELTTKVLGNVGKGISQYITAQRAAQGL
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310 320 330 340 350 360
I I I I I I
STSAAAAGLIASAVTLAISPLSEFLSIADKFKRANKIEEYSQRFKKLGYDGDSLLAAFHKE

370 380 390 400 410 420
I I I I I I
TGAIDASLTTISTVLASVSSGISAAATTSLVGAPVSALVGAVTGIISGILEASKQAMEEH

430 440 450 460 470 480
I I I I I I
VASKMADVIAEWEKKHGKNYFENGYDARHAAFLEDNFKILSQYNKEYSVERSVLITQQHW

490 500 510 520 530 540
DTLIGELAG&TRNGDKTLSEKSYIDYYEEéKRLEKKPDE%QKQVFDPLK&NIDLSDSKSé
550 560 570 580 590 600
TLLKFVTPL£TPGEEIREREQSGKYEYITéLLVKGVDKWIVKGVQDKGAIYDYSNLIQHA
610 620 630 640 650 660
SVGNNQYREIRIESHLGDGEDKVFLSAGSANIYAGKGHDIVYYDKTDTGILTIDGTKATE

67? 680 690 700 710 720
I I I I I
AGNYTVTRVLGGDVKVLOEVVKEQEVSVGKRTEKTQYRSYEFTHINGKNLTETDNLYSVE

730 740 750 760 770 780
I I I I I I
ELIGTTRADKFFGSKFTDIFHGADGDDLIEGNDGNDRLYGDKGNDTLSGGNGDDQLYGGD

790 800 810 820 830 840
GNDKLIGGAéNNYLNGGDGEDELQVQGNSIAKNVLFGGKENDKLYGSEGADLLDGGEGDé
850 860 870 880 890 900
LLKGGYGNDIYRYLSGYGH%IIDDDGGKEgKLSLADIDF%DVAFKREGN$LIMYKAEGN¢
910 920 930 940 950 960
LSIGHKNGIIFRNWFEKES&DISNHQIEQIFDKSGRIITEDSLKKALEY&QRNNKASYVI
970 980 990 1000 1010 1020

I I I I I I
GNDALAYGSQGDLNPLINEISKIISAAGSEFDVKEERTAASLLOLSGNASDESYGRNSITL

1024
I
TTSA
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4.1.2 Allgemeine Methoden

SDS-PAGE

Fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden SDS-haltige Gele mit
10 % Acrylamid hergestellt. Die Zusammensetzung der SDS-Gele sowie die dafur bendtigten
Puffer sind in Tabelle 6 angegeben. Die Mengenangaben beziehen sich auf die Herstellung

von 10 Gelen mit den jeweiligen Abmessungen 10,5 x 7,5 x 0,1 cm.

Tabelle 6: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel der 10%igen SDS-Gele

Komponente Sammelgel (4,5 %) Trenngel (10 %)
Trenngelpuffer (ml) 0 18,75
Sammelgelpuffer (ml) 8,75 0
H20 (ml) 21,00 31,25
30 % Acrylamidlésung in H2O (ml) 6,00 25,00
TEMED (pl) 70 70
10 % APS (pl) 210 300
Zusammensetzung Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 6,8 mit 0,4 % SDS (w/v)
Zusammensetzung Sammelgelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,85 mit 0,4 % SDS (w/v)

Die weiteren, zur Auftrennung und zur Farbung der Proteine im SDS-Gel verwendeten Puffer
und Lésungen sind in Tabelle 7 angegeben. Fur die SDS-PAGE wurden jeweils 20 pl der zu
analysierenden Probe mit 5 pl des 5x SDS Ladepuffers versetzt und fir 5 min bei 95°C er-
hitzt. Davon wurden jeweils 20 pl auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte bei 160 V fir 1 h 30 min in 1x Elektrophorese Laufpuffer. AnschlieRend wurde das
Gel mit Coomassie Farbeldésung und Entfarbelédsung gefarbt und entféarbt. Als Proteinmarker

diente der ungefarbte 10-200 kDa Proteinmarker (siehe Tabelle 1).

Tabelle 7: Puffer und Farbelésungen fiir die SDS-PAGE

Puffer Zusammensetzung Farbelésung Zusammensetzung

5x SDS Ladepuffer 10 ml Sammelgelpuffer Coomassie Farbelésung 50 % EtOH (v/v)
10 ml SDS (16 % in H20) 10 % Essigsaure (v/v)
20 ml Glycerin (100 %) 0,1 % CBB-R250 (w/v)
10 ml H20O

40 mg Bromphenolblau

10x Elektrophorese 1,9 M Glycin Coomassie Entfarbelésung 30 % EtOH (v/v)
Laufpuffer 0,25 M Tris 7 % Essigséaure (v/v)
1,0 % SDS (w/v)

pH 8,3 (ohne Einstellen)
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Western Blot

Zum Nachweis der HIyA Proteinidentitdt wurde ein Western Blot durchgefihrt. Fir den
Nachweis wurden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine elektrophoretisch mittels Semi-dry
Western Blot Apparatur auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde zuvor fir
5 min in Methanol aktiviert und anschlielRend, zusammen mit dem Filterpapier, in Transfer-
puffer aquilibriert. Der Transfer der Proteine erfolgte fir 50 min bei konstant 100 mA. An-
schlielRend erfolgte eine Abséattigung der unspezifischen Bindungsstellen der Membran durch
die Inkubation mit Blockierpuffer ber Nacht bei Raumtemperatur. Nach zweimaligem Wa-
schen der Membran mit jeweils 50 ml TBS-T Puffer fir 10 min wurde die Membran fir 1 h mit
dem priméaren anti-HIyA Antikdrper fir bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Membran erneut dreimal mit jeweils 50 ml TBS-T Puffer fiir 10 min gewaschen und fir 1 h
mit dem sekundéaren anti-Kaninchen-HRP Antikérper inkubiert. Im abschlieBenden Wasch-
schritt wurde die Membran zweimal fir 10 min mit TBS-T Puffer und zweimal fir 10 min mit
TBS Puffer gewaschen. Nach fiinfmindtiger Inkubation der Membran mit dem Western Blot
Chemilumineszenzsubstrat erfolgte die Detektion im Lumi Imager System fiir 5 min. Die ver-

wendeten Puffer und Antikérper-Verdiinnungen sind in Tabelle 8 angegeben.

Tabelle 8: Puffer und Antikérper fiir den Anti-HlyA Western Blot

Puffer Zusammensetzung Puffer/Antikorper Eingesetzte Konzentration
Transferpuffer (1 L) 100 ml Elektrophorese Lauf- Blockierpuffer 5 % Milchpulver (w/v)
puffer (10x) aus Tabelle 7 0,05 % NaNs (w/v)
200 ml Methanol in TBS-T Puffer
700 ml H2O
TBS Puffer 20 mM Tris-HCI pH 8,0 Primarer Antikdrper Anti-HIyA Antikérper 1:8000 in
250 mM NaCl TBS-T Puffer
TBS-T Puffer 20 mM Tris-HCI pH 8,0 Sekundéarer Antikérper | Anti-Kaninchen-HRP Antikdrper
250 mM NaCl 1:50 000 in TBS-T Puffer
0,1 % Tween®20 (v/v)

Bestimmung der Proteinkonzentration

Gereinigtes proHIyA und acyl-HIyA wurden mit 100 kDa MWCO Filterkonzentratoren bis zur
gewilnschten Endkonzentration einkonzentriert. Das Volumen der Proteinldsung im oberen
Teil des Filterréhrchens wird dabei durch Zentrifugation immer weiter reduziert. Die Bestim-
mung der Proteinkonzentration erfolgte mittels NanoDrop Uber den Absorptionswert bei 280
nm anhand der, in Tabelle 5 angegebenen, Werte fir das Molekulargewicht und den Extink-
tionskoeffizienten von proHIlyA. ProHIyA wurde maximal bis zu einer Proteinkonzentration

von 8 mg/ml einkonzentriert und acyl-HIyA maximal bis zu einer Konzentration von 4 mg/ml.
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Lagerung der Proteine

ProHIyA und acyl-HIyA wurden nach der Reinigung im SEC-Puffer mit einer Konzentration
von < 1 mg/ml fir maximal 3 bis 4 Tage bei 4°C gelagert. Fir die Kristallisationsversuche
wurde jeweils das Protein neu exprimiert und gereinigt. Das konzentrierte Protein wurde spa-

testens am Folgetag fir die Kristallisationsexperimente eingesetzt.

4.1.3 Expression und Reinigung von proHIyA

ProHIyA und acyl-HlyA wurden in Anlehnung an das bereits publizierte Protokoll fir die in
vitro Acylierung von Thomas et al. exprimiert und gereinigt [222]. Dabei wurden die Proteine
in E. coli Uberexprimiert und in den Uberstand sekretiert. AnschlieRend wurde HIyA mittels
SEC aus dem Uberstand der Zellkultur gereinigt und fiir die Kristallisationsversuche einge-

setzt.

Transformation von E. coli

Es wurden 50 pl chemokompetenter E. coli BL21(DE3) Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1 pl
pSU-HIyA Plasmid (= 100 ng/pl) und 2 ul pSK184-hlyBD Plasmid (= 50 ng/ul) fir 30 min auf
Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Hitzeschock fur 50 sec bei 42°C. Die Zellen wurden
dann flr 5 min auf Eis inkubiert, mit 650 yl LB-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37°C und
einer Schwenkzahl von 650 min™ inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde auf LB-Agarplatten mit
Kanamycin (Kan) und Ampicillin (Amp) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Fur
die Expression von acyl-HlyA wurden die beiden Plasmide pSU-hlyC-His-hlyA und
pSK184-hlyBD verwendet.

Expression und Sekretion von HIyA in E. coli

Eine Vorkultur aus 50 ml 2x YT Medium, mit 100 yg/ml Amp und 30 pg/ml Kan in einem
100 ml Schikanekolben, wurde mit einer Einzelkolonie von der Agarplatte angeimpft und fiir
18 bis 20 h bei 37°C und einer Schwenkzahl von 200 min™ inkubiert. Am nachsten Tag wur-
de die optische Dichte bei 600 nm (ODeggo) der Vorkultur bestimmt. Die Hauptkultur, beste-
hend aus 3 x 150 ml 2x YT Medium mit Amp und Kan in 150 ml Schikanekolben, wurde mit
der Vorkultur auf eine ODggp von = 0,05 angeimpft und bei 37°C und einer Schwenkzahl von
180 min™" bis zu einer ODggo von = 0,5 inkubiert. Die Proteinexpression wurde mit 1 mM IPTG
induziert und erfolgte bei 37°C und einer Schwenkzahl von 180 min™ in Anwesenheit von
5 oder 10 mM CaCl;, im Expressionsmedium fiir 1 h und 30 min. Das Expressions- und Rei-
nigungsprotokoll fur acyl-HIyA entspricht im Wesentlichen dem hier angegebenen Protokoll
fir proHIyA. Anderungen betrafen lediglich das Zellkulturvolumen und die Expressionsdauer.
Acyl-HIyA wurde aus dem Zellkulturiiberstand von insgesamt 6 x 150 ml 2x YT Medium nach

4 h Expression gereinigt.
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Vorbereitung des Zellkulturtiberstandes fiir die Reinigung

Nach der Expression wurden die Zellen der Hauptkultur bei 8000 g fiir 15 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vereint und erneut bei 42 000 g und 4°C fir 1 h und 15 min zentrifu-
giert. Der Uberstand nach dem Ultrazentrifugationsschritt wurde durch einen 0,45 ym Mem-
branfilter filtriert und mit 100 kDa MWCO Filterkonzentratoren auf ein finales Volumen von
5 ml konzentriert. Der konzentrierte Zellkulturiberstand mit dem sekretierten Protein wurde
fir 30 min bei 20 000 g und 4°C zentrifugiert und anschlief3end direkt fiir die Reinigung durch
die SEC eingesetzt.

Reinigung von HIyA durch die GréBenausschlusschromatographie

Die Reinigung von sekretiertem proHIyA und acyl-HIyA aus dem Uberstand der Zellkultur
erfolgte mittels SEC an einem GE AKTA-System. Dabei wurde der konzentrierte Uberstand
nach Zentrifugation Gber eine Superdex 200 16/60 Saule aufgetrennt. Der Lauf erfolgte bei
4°C in dem entsprechenden SEC-Puffer bei einer Flussrate von 0,5 ml/min und der Samm-
lung von 0,5 ml Fraktionen. Nach der Analyse der einzelnen Fraktionen durch die SDS-

PAGE wurden ausgewahlte Fraktionen vereint und einkonzentriert.

4.1.4 Kristallisation von proHIyA

Die Kristallisation von HIyA erfolgte anhand der Dampfdiffusionsmethode [232]. Dabei wird in
einem Tropfen ein definiertes Volumen Proteinlésung mit einem definierten Volumen Kristal-
lisationslésung (= Fallungsmittelldésung, Reservoirldsung) vermengt und in einem abge-
schlossenen System zusammen mit einem verhaltnismaRig groflen Volumen Kristallisations-
I6sung in einem Reservoirbecken gelagert [232]. Bei der sogenannten sitting-drop Methode
befindet sich der Proteintropfen in einer kleinen, erhéht liegenden Vertiefung tGber dem Re-
servoirbecken wahrend sich bei der sogenannten hanging-drop Methode der Proteintropfen
hangend an der Unterseite eines Deckglaschen, mit dem das Reservoirbecken abgeschlos-
sen wird, befindet [232]. Aufgrund der geringeren Féllungsmittelkonzentration im Proteintrop-
fen erfolgt durch Verdampfung und Kondensation (Dampfdiffusion) ein Nettotransfer von
Wassermolekilen aus dem Proteintropfen in die Reservoirlésung. Die Protein- und Fallungs-
mittelkonzentration im Tropfen wird dadurch bis zur Einstellung eines Gleichgewichts erhéht
[232]. In der Uberstattigten Lésung bilden sich in der sogenannten Nukleationsphase unter
Umstanden Kristallkeime aus. Aus der Bindung von Protein im Kristall resultiert eine weitere
Verringerung der Proteinkonzentration (die Prézipitanzkonzentration bleibt konstant) und es
kommt in der sogenannten Wachstumsphase zur GréRenzunahme von bereits vorhandenen
Kristallen [232]. Konkurrenzreaktionen zur Kristallisation sind die Denaturierung des Proteins
und die Bildung von amorphem Prazipitat. Wichtige Kristallisationsparameter sind die Rein-

heit und Konzentration der Proteinlésung, die Zusammensetzung und Konzentration der Kri-
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stallisationslésung, das urspriingliche Volumenverhaltnis von Protein- zu Kristallisationsl6-
sung im Tropfen sowie pH-Wert und Temperatur [232]. Als Fallungsmittel und Stabilisatoren
in den Kristallisationsldsungen werden Salze wie zum Beispiel Ammoniumsulfat (AS), hoch-
molekulare Verbindungen wie zum Beispiel Polyethylenglycol (PEG) und 2-Methyl-2,4-
Pentandiol (MPD) und organische L&sungsmittel eingesetzt [233]. Ebenso sind unter Um-
stdnden bestimmte Additive zur Stabilisierung und Gewé&hrung einer konformationellen

Homogenitat des Proteins zur Kristallisation nétig [232].

Initiale Kristallisationsexperimente

In den ersten Kristallisationsversuchen mit proHIyA und acyl-HIlyA wurden kommerziell er-
héltliche Kristallisationsscreens eingesetzt (siehe Tabelle 9). Diese enthalten jeweils 96 ver-
schiedene Kristallisationslésungen mit unterschiedlichen Fallungsmitteln, Salzen, Alkoholen

und Zuséatzen in unterschiedlichen Konzentrationen.

Tabelle 9: Initiale Kristallisationsscreens

Screen (Anzahl der
Hersteller Zusammensetzung

Bedingungen)

Sparse-matrix Screen basierend auf der Arbeit von

1 Nextal Classics | (96) Qiagen . .
Jancarik und Kim (1991) [234].

Klassische Bedingungen mit neuen Reagenzsys-
temen wie neutralisierte, organische Sauren und
2 Nextal Classics Il (96) Qiagen hohe Salzkonzentrationen in Kombination mit niedri-
gen Polymerkonzentrationen, Ergédnzung zum Clas-

sics | Screen

Erfolgreiche Bedingungen aus der BMCD (Biological
Macromolecule Crystallization Database), basierend
3 Nextal ComPAS (96) Qiagen auf der Arbeit von Gilliland und Tung (1994) [235],
beinhaltet Polymere, Alkohole und Salze als Fal-

lungsmittel

Hoch konzentrierte Chemikalienlésungen zur Evalu-
) ierung der Wirkung der Komponenten auf die Pro-

4 Nextal Cryos (96) Qiagen ] ) ] ] ] )
teinloslichkeit, basierend auf der Arbeit von Jancarik

und Kim (1991) [234].

Insgesamt 384 Bedingungen in den vier Screens
Core |-V als Ergebnis der Analyse von 500 000
5 Nextal JCSG Core | (96) Qiagen
Hochdurchsatz-Kristallisationsansatzen am JCSG

(Joint Center for Structural Genomics) [236].

6 Nextal JCSG Core Il (96) Qiagen Siehe Screen Nummer 5

7 Nextal JCSG Core Il (96) | Qiagen Siehe Screen Nummer 5
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Nextal JCSG Core IV (96)

Qiagen

Siehe Screen Nummer 5

Nextal JCSG+ (96)

Qiagen

Optimierter sparse-matrix Screen mit klassischen
PEG- und Salzbedingungen, neutralisierten, organi-
schen Sauren (Formiat, Acetat, Citrat, Succinat,
Malat, Malonat) sowie organischen und polyalkoholi-
schen Bedingungen im pH-Wertbereich von 4,0 bis
10,0

10

Nextal Mb Class | (96)

Qiagen

Zusammensetzung basierend auf den erfolgreich-
sten Bedingungen aus der Literatur fiir die Kristalli-

sation von Membranproteinen

11

Nextal Mb Class Il (96)

Qiagen

Siehe Screen Nummer 10

12

Nextal MPD (96)

Qiagen

Bedingungen mit MPD als Fallungsmittel in Kombi-
nation mit verschiedenen Salzen und pH-Werten.
MPD verringert die Dielektrizitdtskonstante des L&-
sungsmittels und férdert elektrostatische Protein-

Protein-Interaktionen [233]

13

Nextal PACT (96)

Qiagen

Zusammensetzung und Bedingungen basierend auf
der Arbeit von Newman et al. (2005) [237].

14

Nextal Protein Complex
(96)

Qiagen

Screen fir Proteinkomplexe, basierend auf der Ar-
beit von Radaev und Sun (2002) [238], mit Bedin-
gungen aus der BMCD [235] und anderen Proteinda-
tenbanken

15

Nextal PEGs | (96)

Qiagen

Bedingungen mit PEG-Polymeren unterschiedlicher
Molekulargewichte als Féallungsmittel, PEG foérdert
Protein-Protein-Interaktionen durch sogenanntes

molecular crowding [233] [239].

16

Nextal PEGs Il (96)

Qiagen

Siehe Screen Nummer 15

17

MD MIDAS (96)

Molecular

Dimensions

Bedingungen fir Proteine, Protein-Protein-Komplexe
und Protein-Nukleinsdurekomplexe mit pH-Werten
und Salzkonzentrationen im physiologischen Bereich
und alternativen Polymeren als Fallungsmittel zur
Ergénzung von PEG- und Salzscreens, basierend
auf der Arbeit von Grimm et al. (2010) [240].

18

MD MemGold (96)

Molecular

Dimensions

Bedingungen aus der PDB, die 130 verschiedene,
alpha-helikale Membranproteinstrukturen abdecken,
basierend auf der Arbeit von Newstead et al. (2008)
[241].

19

MD MemGold2 (96)

Molecular

Dimensions

Bedingungen flr alpha-helikale, prokaryontische und
eukaryontische Membranproteine, basierend auf der
Arbeit von Newstead et al. (2008) [241] und Parker
et al. (2012) [242].
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Erganzung zu den MemGold Screens mit Bed-

Molecular ingungen aus der PDB fir beta-Faltblatt Mem-
20 | MD MemPlus (48)
Dimensions | branproteine, Porine und aktive, dulere Mem-

brantransporter
Ermdoglicht ein Screening von pH-Wertbereichen,
Molecular ) .
21 | MD MemSys (48) ] ] Fallungsmitteln und Salzen zusammen mit deter-
Dimensions

genshaltigen Proteintropfen

In den initialen Kristallisationsversuchen wurden 0,1 yl Proteinlésung mit einer Proteinkon-
zentration von 4 bist 6,5 mg/ml in SEC-Puffer mit 5 mM Calcium mit 0,1 pl Kristallisationsl6-
sung gemischt und in der sitting-drop Methode mit 70 pl Kristallisationslésung im Reservoir
bei 12°C gelagert. Kurz vor dem Ansetzen der Kristallisationsplatten wurde das Protein flr
30 min bei 20 000 g und 4°C zentrifugiert. Die Protein- und Kristallisationslésungen in den
96-well Platten wurden mit dem NT8 Pipettierroboter pipettiert und im Rocklmager 1000
System bei 12°C gelagert. Die Auswertung der Kristallisationsversuche erfolgte nach 12 h,
24 h, 2 Tagen, 3 Tagen 5 Tagen, 8 Tagen, 13 Tagen und 21 Tagen durch die automatische
Aufnahme von vergrélerten Fotos der Proteintropfen. Fir die Kristallisationsversuche mit
proHIyA wurden die Kristallisationsscreens Nummer 1 bis 21 eingesetzt, fir die Kristallisati-
onsversuche mit acyl-HIyA wurden die Screens Nummer 3, 5 bis 8, 15, 16, 18 und 19 einge-

setzt.

Optimierung der Kristallisationsbedingungen

Erfolgversprechende Kristallisationsbedingungen aus den initialen Kristallisationsversuchen
wurden in einem gréReren Volumen in 24-well Platten wiederholt und optimiert. Beispielhaft
werden hier die Optimierungen der proHIyA Kristallisationsbedingung E8 aus dem Nextal
ComPAS Screen (Nummer 3) und die proHIyA Kristallisationsbedingung E2 aus dem MD
MIDAS Screen (Nummer 17) beschrieben. Fir die Optimierung der ersten Bedingung wurde
gereinigtes proHIyA mit einer Konzentration von 6 mg/ml in SEC-Puffer mit 5 mM Calcium
eingesetzt, fur die Optimierung der zweiten Bedingung wurde proHIyA mit einer Konzentrati-
on von 6,5 mg/ml in SEC-Puffer mit 10 mM Calcium eingesetzt. Ausgangspunkt waren die
beiden initialen Kristallisationsbedingungen mit entweder 0,2 M MgCl,, 15 % 2-Propanol (v/v)
und 0,1 M Hepes pH 7,5 (Bedingung E8 aus dem ComPAS Screen) oder 35 % Pentaerythri-
tolpropoxylat (5/4 PO OH) (v/v) und 0,2 M Kaliumacetat (Bedingung E2 aus dem MIDAS
Screen). Fir die Optimierung der ersten Bedingung wurden die MgCl,-Konzentration in
0,05 M-Schritten zwischen 0,1 M und 0,3 M sowie die 2-Propanolkonzentration in 5%-
Schritten zwischen 5 % und 25 % in 24-well sitting-drop Platten variiert. MgCl, wurde in ei-
nem weiteren Kristallisationsversuch jeweils durch CaCl, ersetzt. Fiir die Optimierung der

zweiten Bedingung wurden in 24-well sitting-drop und hanging-drop Platten die Pentaerythri-
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tolpropoxylatkonzentration in 3 %-Schritten zwischen 26 % und 47 % sowie die Kali-
umacetatkonzentration in 0,05 M-Schritten zwischen 0,15 M und 0,3 M variiert. In den Prote-
intropfen wurden entweder 1 ul Proteinlésung mit 1 pl Kristallisationslésung, 1 ul Proteinlé-
sung mit 2 yl Kristallisationslésung oder 2 pl Proteinlésung mit 1 pl Kristallisationslésung
gemischt und mit 500 pl Kristallisationslésung im Reservoirbecken bei 4°C, 12°C und 20°C
gelagert. Die visuelle Inspektion der Kristallisationsansatze erfolgte am nachsten Tag, nach

2 bis 3 Tagen, nach 1 Woche, nach 2 Wochen und 4 nach Wochen unter einer Stereolupe.

Weitere Optimierung mit Additiven und Detergenzien

Zur weiteren Optimierung der Bedingung E8 aus dem Nextal ComPAS Screen (Nummer 3)
wurde die Kristallisationslésung aus 0,2 M MgCl,, 15 % 2-Propanol (v/v) und 0,1 M Hepes
pH 7,5 verwendet. Es wurden Proteintropfen mit einer proHIyA Konzentration von 6 mg/ml in
SEC-Puffer mit 5 mM Calcium, bestehend aus 0,4 ul Proteinlésung, 0,4 pl Kristallisationslo-
sung und 90 nl Additivissung aus dem Additiv Screen HT™, mit 80 ul Kristallisationslésung
im Reservoir in einer 96-well sitting-drop Kristallisationsplatte mit dem NT8 Pipettierroboter
angesetzt und anschlielend im Rocklmager 1000 System bei 12°C gelagert. Die Auswer-
tung der Kristallisationsversuche erfolgte nach 12 h, 24 h, 2 Tagen, 3 Tagen, 5 Tagen, 8 Ta-
gen, 13 Tagen und 21 Tagen durch die automatische Aufnahme von hochaufgelésten Fotos
der Proteintropfen. Eine weitere 96-well sitting-drop Platte wurde mit 90 nl Detergenslésung
aus dem Detergent Screen HT™ anstelle der Additividsung pipettiert. Die verwendeten
Screens sind in Tabelle 10 angegeben. Zur weiteren Optimierung der Bedingung E2 aus
dem MD MIDAS Screen (Nummer 17) wurde, vor dem Ansetzen der 24-well hanging-drop
Platten, 0,001 % bis 0,1 % Tween20 (v/v) zur Proteinlésung gegeben und die Proteinkonzen-

tration auf 8 mg/ml erhéht.

Tabelle 10: Additiv Screen und Detergent Screen fiir die Optimierung der proHIlyA Kristalle

Screen (Anzahl der
Nr. Hersteller Zusammensetzung
Bedingungen)

Additive S ™ Enthalt Salze, Aminosduren, Dissoziationsmit-
itive Screen

HR2-138 (96), zur
1 Optimierung der Kris-

tel, Linker, Polyamine, Osmolyte, Chaotrope,
Hampton Research Kofaktoren, Reduktionsmittel, Chelatoren,
Aliso Viejo, CA, USA | Polymere, Kohlenhydrate, amphiphile Deter-

tallgréfie und Kristall- . ) . ]
genzien, nicht-flichtige und fliichtige, organ-

qualitat )
ische Substanzen
Detergent Screen HT™ Enthalt ionische, nicht-ionische und zwitterio-
HR2-406 (96), zur nische Detergenzien, nicht-detergensartige
Hampton Research
2 Optimierung der Pro- Sulfobetaine und synthetische Lipide zur Un-
Aliso Viejo, CA, USA
teinléslichkeit und Pro- terbindung einer unspezifischen Aggregation
teinstabilitat des Proteins durch hydrophobe Interaktionen

76



Kapitel 2 — Material und Methoden

Eigenschaften von Proteinkristallen

Proteinkristalle zeichnen sich durch ebene Oberflachen und scharfe Kanten aus, die die pe-
riodische Anordnung der Molekiile im Kristall wiederspiegeln. Eigenschaften von Proteinkri-
stallen sind die Doppelbrechung von polarisiertem Licht, eine geringe Harte sowie eine grolRe
Empfindlichkeit gegenliiber Temperaturschwankungen und pH-Wertanderungen [232]. Eine
weitere Mdglichkeit zur Unterscheidung von Protein- und Salzkristallen ist die Anregung der
Kristalle mit UV-Licht oder die Anfarbung der Kristalle mit dem Methylenblau-Farbstoff IZIT.
Bedingungen mit Kristallen oder kristallinen Strukturen aus den initialen Kristallisationsversu-
chen, die ein UV-Signal erzeugten, wurden weiter optimiert. Eine eindeutige Aussage zur

Unterscheidung von Protein- und Salzkristallen liefert nur das Diffraktionsbild.

Bewertung von Proteinprézipitaten

Haufig befinden sich in den Proteintropfen nach einigen Tagen verschiedene Formen von
Prazipitaten. In manchen Féllen kann aus dem Prazipitat, iber die Zeit oder durch eine leich-
te Variation der Kristallisationsbedingung, Kristallwachstum entstehen oder angeregt werden.
Ein strukturiertes Préazipitat mit einer Doppelbrechung von polarisiertem Licht, das sich teil-
weise wieder auflésen lasst, ist positiv einzustufen, wahrend ein starkes, nicht auflésbares

und haufig dunkel gefarbtes Prazipitat als negativ einzustufen ist.

Klassifizierung von Kristallisationsversuchen

Eine Bewertung der Proteintropfen aus den Kristallisationsversuchen kann entsprechend
einem 10-Punkte Schema vorgenommen werden (Abbildung 1) [243]. Proteintropfen, die mit
ansteigender Punktzahl bewertet werden, sind zunehmend positiv einzustufen. Die visuelle

Inspektion der Tropfen erfolgte unter einer Stereolupe.
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Abbildung 1: Schema zur Klassifizierung von Kristallisationsversuchen. (a) Starkes, braunes oder flocki-
ges Prazipitat (1 Punkt), (b) klarer Tropfen (2 Punkte), (c) Phasentrennung oder leichtes Préazipitat (3 Punk-
te), (d) granuliertes Prazipitat (4 Punkte), (e) mikrokristallines Prazipitat (5 Punkte), (f) Spharulithe (6 Punk-
te), (g) Mikrokristalle (7 Punkte), (h) viele, verwachsene Kristalle (8 Punkte), (i) kleine, nadelférmige oder
plattchenartige Kristalle (9 Punkte), (j) einzelne, gut geformte Kristalle (10 Punkte). Die Abbildung ist ent-
nommen aus [243].

4.1.5 Roéntgenstrukturanalyse

Bei der Rontgenstrukturanalyse wird die Beugung von Réntgenstrahlen durch einen Protein-
kristall untersucht. Die Art und Position der Atome im Proteinkristall bestimmen, wie die
Rdéntgenstrahlen im Molekul gebeugt werden und ob und wie die gebeugten Wellen kon-
struktiv interferieren [232]. So entsteht ein individuelles Beugungsmuster am Detektor, aus
dem, durch die Aufnahme einer Vielzahl von Bildern aus unterschiedlichen Orientierungen
des Kristalls, im sogenannten Drehkristallverfahren dreidimensionale Elektronendichtekarten
berechnet werden kénnen [244]. Die periodische Anordnung der Proteinmolekiile im Kristall

wird zur Verstarkung der sehr schwachen Diffraktion von einzelnen Atomen benétigt [232].

Vorbereitung der Kristalle fiir die Réntgendiffraktionsanalyse

Zur Aufnahme von Kryo-Diffraktionsbildern bei 100 K wurden die Kristalle aus den Tropfen
der 24-well Kristallisationsplatten mit Hilfe von Polymerschlaufen "gefischt" und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Zu den Proteintropfen aus der Bedingung E8 aus dem ComPAS
Screen wurden zuvor wenige Mikroliter Mineraldl pipettiert, welches als Gefrierschutz fun-
giert. Fur die Aufnahmen der Kryo-Diffraktionsbilder der Kristalle aus der Bedingung E2 aus
dem MIDAS Screen mit Pentaerythritolpropoxylat und Kaliumacetat wurde kein zusatzlicher

Gefrierschutz verwendet.
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Réntgenstrahl-Diffraktion der Kristalle

Die Untersuchung der Kristalle mittels Réntgenstrahlen erfolgte tiberwiegend an der Mess-
station der Strahllinie ID23-1 am ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) bei 100 K
[245]. Nach der Fixierung der Polymerschlaufe am Goniometerkopf und Justierung des Kri-
stalls im Strahlengang wurde der Kristall mit Réntgenstrahlung beschossen und das Beu-
gungsmuster durch einen CCD-Detektor aufgezeichnet. Die Wellenldnge der ID23-1 Strahlli-
nie betréagt fix 0,873 A und besitzt eine Starke von 14,2 keV auf einer Fléche von etwa 7,5 x
5,0 um? [245]. Einzelne Kristalle wurden unter Verwendung von Standardeinstellungen auch
an den ESRF Strahllinien ID23-2 und ID29 getestet [246] [247]. Die Messungen erfolgten im
Zeitraum von Juni 2014 bis April 2016 mit der zum Zeitpunkt der Messung aktuellen MX
Software vor Ort [248]. Von jedem Kristall wurden initial zwei Diffraktionsbilder in 0° und 90°
Orientierung aufgenommen. Aufgrund der unzureichenden Diffraktion der Kristalle wurden
keine vollstandigen Datensatze mit Diffraktionsaufnahmen aus weiteren Orientierungen auf-

genommen.

Beurteilung der Diffraktionsbilder

Die Ablenkung der Réntgenstrahlung durch den Proteinkristall erfolgt in diskrete Richtungen
und erzeugt ein regelméafiges Beugungsbild [232]. Die Diffraktionsreflexe liegen auf definier-
ten, konzentrischen Reihen mit einem fixen Abstand zueinander. Die Anordnung und die
RegelmaRigkeit der Diffraktionsreflexe im Diffraktionsbild spiegeln die innere Symmetrie des
Kristallaufbaues wieder (Dimension und Translationssymmetrie der Einheitszelle) [232].
Punktreihen im Ursprung des Beugungsbildes (reziproker Raum) entsprechen langen Ab-
standen im Kiristall (realer Raum), weshalb robuste Informationen Gber den Kristallaufbau im
inneren Bereich und Detailinformationen Uber den Kristallaufbau im &uReren Bereich des
Diffraktionsbildes zu finden sind [232]. Die Intensitat der Diffraktionsreflexe hingegen kann
stark variieren und enthélt die Informationen zum Inhalt der Einheitszelle und somit zur
Struktur des Molekils [232]. Salzkristalle unterscheiden sich von Proteinkristallen durch ihre
vergleichsweise kleinen Elementarzellen und sind im Beugungsbild eindeutig abgrenzbar
[232].
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Expression und Reinigung von proHIyA

Durch die Reinigung des sekretierten Proteins aus dem Uberstand der E. coli Kultur mit-
tels SEC wurde das Expressionsmedium entfernt und das Protein in einen definierten
Puffer Gberfihrt (Abbildung 2 A). Bereits nach der Sekretion war in dem, dunkelbraun
gefarbten, Zellkulturiberstand nur eine dominante Proteinbande im SDS-Gel zwischen
der 100 und 120 kDa Markerbande zu erkennen (nicht abgebildet). Nach der Reinigung
lag das Protein in einem Puffer mit 50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5 und 5 oder 10
mM CacCl, vor.

A B
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Abbildung 2: Reinigung von proHIyA fur die Kristallisation. A) Chromatogramm der GréRenausschlus-
schromatographie zur Reinigung von sekretiertem proHIyA aus dem Zellkulturiberstand, S&ule: Super-
dex200™ 16/60, Flussrate: 0,5 ml/min, Vo = Ausschlussvolumen B) SDS-Gel mit gereinigtem proHIyA, anti-
HIyA AK Western Blot und SDS-Gel mit gereinigtem acyl-HIyA.

Die zwischen 50 und 60 ml aufgefangenen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analy-
siert und vereint (Abbildung 2 B). In den danach aufgefangenen Fraktionen wurde mittels
SDS-PAGE kein Protein nachgewiesen. Die Gelbande zwischen der 100 und 120 kDa
Markerbande wurde durch den anti-HIyA Antikérper im Western Blot nachgewiesen und
stimmt mit dem Molekulargewicht von HIyA Uberein (110 kDa). Eine zweite, sehr schwa-
che Bande oberhalb der 170 kDa Markerbande im Western Blot stimmt mit dem Moleku-
largewicht eines HIyA Dimers Uberein (220 kDa). Im SDS-Gel der vereinten Fraktionen
zwischen 50 und 60 ml nach der Reinigung von acyl-HIyA ist ebenfalls nur eine einzige
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Bande zwischen der 100 und 120 kDa Markerbande zu erkennen. Die Ausbeute an ge-
reinigtem proHIyA aus dem Zellkulturiberstand betrug bis zu 30 mg aus 1 L Flussigkul-
tur. Die Ausbeute an acyl-HIyA betrug mit demselben Expressions- und Reinigungspro-

tokoll bis zu 1,5 mg aus 1 L Flussigkultur.

4.2.2 Kristallisation von proHIyA

Die initialen Kristallisationsversuche mit proHlyA ergaben mehrere Bedingungen mit Kri-
stallen oder kristallartigen Strukturen in den Tropfen (Tabelle 11). Diese kénnen im We-
sentlichen in zwei Gruppen eingeteilt werden: Einerseits befinden sich darunter Kristalli-
sationsldsungen mit Alkoholen als Fallungsmittel und andererseits befinden sich darun-
ter Kristallisationslésungen mit Polymeren als Fallungsmittel. In der Gruppe der Alkohole
sind zwei sehr ahnliche Lésungen mit 2-Propanol und MgCl, sowie zwei Lésungen mit
Ethanol mit beziehungsweise ohne MgCl;, und auflerdem zwei L&sungen mit tert-
Butanol mit beziehungsweise ohne CaCl,. In der Kristallisationsldsung mit tert-Butanol ist
als Puffersubstanz Tris mit einem pH-Wert von 8,5 enthalten, wahrend bei den meisten
anderen Lésungen mit Alkoholen als Puffersubstanz HEPES mit einem pH-Wert von 7,5
enthalten ist. In der Gruppe der Polymere befindet sich eine Kristallisationslésung mit
PEG 3350 und eine weitere mit Jeffamine M-600. In beiden Lésungen ist als Puffersub-
stanz HEPES mit einem pH-Wert von 7,0 enthalten. Zwei weitere Kristallisationslésun-
gen enthalten Pentaerythritolpropoxylat (5/4 PO/OH) mit beziehungsweise ohne Kali-
umacetat. In diesen Tropfen war jeweils ein einzelner, definierter Kristall zu finden. Alle
in Tabelle 11 dargestellten Kristalle und kristallinen Strukturen aus den initalen Kristalli-
sationsversuchen zeigten ein deutliches Signal unter dem UV-Licht. Eine Beurteilung
und Klassifizierung der proHIyA Tropfen aus den initialen Kristallisationsversuchen kann
nach einem 10-Punkte Schema vorgenommen werden [243]. In Tabelle 12 werden die

Ergebnisse der in Tabelle 11 abgebildeten Tropfen beschrieben.
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Tabelle 11: ProHIlyA Tropfen aus den initialen Kristallisationsversuchen

[rozm ]

ComPAS E8*

0,2 M MgCl,
0,1 M HEPES pH 7,5
15 % 2-Propanol (w/v)

Classics | B11

0,1 M Tris pH 8,5
25 % tert-Butanol (v/v)

ComPAS E12*

0,1 M MgCl,
0,1 MHEPES pH 7,5
25 % 2-Propanol (w/v)

Classics Il C12

0,191 M NaCitrat pH 7
0,1 M HEPES pH 7,0
2 % PEG 3350 (w/v)

ComPAS F4

0,1 M CaCl,
0,1 M Tris pH 8,5
25 % tert-Butanol (w/v)

Core IVF5

1 M HEPES pH 7,0
30 % Jeffamine M-600
(v/v)

Core 11 B9

0,2 M MgCl,
0,1 M HEPES pH 7,5
15 % Ethanol (v/v)

Midas C7

0,1 M Tris-HCI pH 8,0
50 % Pentaerythritol-
propoxylat (5/4
PO/OH) (v/v)

Classics | A12

1,5 M NaCl
10 % Ethanol (v/v)

Midas E2*

0,2 M Kaliumacetat

35 % Pentaerythritol-
propoxylat (5/4 PO/OH)
(viv)
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Tabelle 12: Auswertung der initialen Kristallisationsversuche mit proHlyA

Bedingung Punkte Kristallform Kristallgroe Wachstum

ComPAS E8 10 Punkte Einzelne, dinne, rechteck- | Lange bis zu 100 um | nach 21 Tagen
ige Kristalle mit leicht abge-

rundeten Ecken

ComPAS E12 7 Punkte Mikrokristalle aus anfangs Lénge 40 ym nach 13 Tagen

leichtem Prazipitat

ComPAS F4 7 Punkte Mikrokristalle Lange 40 ym nach 5 Tagen

Core 11 B9 10 Punkte | Einzelne, diinne, rechtecki- | Lange bis zu 100 ym | nach > 21 Tagen
ge Kristalle mit spitz zulau-

fenden Ecken

Classics | A12 8 Punkte Viele, kleine, l&ngliche Lange bis zu 50 ym nach 8 Tagen
Kristalle
Classics | B11 10 Punkte | Einzelner, l&nglicher Lange 130 pym nach 21 Tagen

Kristall mit leicht abgerun-

deten Ecken

Classics Il C12 6 Punkte Sphérulithe, rundliche Durchmesser 30 um | nach > 21 Tagen
Strukturen
Core IV F5 3 Punkte Phasentrennung mit rundli- | Durchmesser 30 ym | nach 2 Tagen

chen Strukturen

MIDAS C7 10 Punkte Phasentrennung mit einem | Lange 200 pm nach 21 Tagen
einzelnen, pyramidenférmi-
gen Kristall

MIDAS E2 10 Punkte | Leichtes Prazipitat mit Lange 200 pym nach 13 Tagen

einem einzelnen, pyrami-

denférmigen Kristall

Die Kristallisationsversuche mit acyl-HlyA ergaben keine kristallartigen Strukturen in den
Tropfen. Das gereinigte Protein war bis zu einer maximalen Konzentration von 4 mg/mi
konzentrierbar, wobei ein Grolteil des Proteins bereits wahrend des Konzentrierens aus-
fiel. In einem Uberwiegenden Teil der Tropfen war nach einem Tag mittelstarkes bis star-

kes Prazipitat zu beobachten.

Optimierung von zwei Kristallisationsbedingungen

Beispielhaft werden hier die Ergebnisse der Optimierung der Kristallisationsbedingung
E8 aus dem ComPAS Screen, mit 0,2 M MgCl,, 15 % 2-Propanol (v/v) und 0,1 M Hepes
pH 7,5, sowie der Optimierung der Kristallisationsbedingung E2 aus dem MIDAS Screen
mit 35 % Pentaerythritolpropoxylat 5/4 PO/OH (v/v) und 0,2 M Kaliumacetat, beschrie-

83



Kapitel 2 — Ergebnisse

ben. In Tabelle 13 sind ausgewéahlte Tropfen (oben) und Kristalle (unten) aus verschie-

denen Optimierungsansatzen der ersten Kristallisationsbedingung dargestellit.

Tabelle 13: Optimierung der proHIyA Kristallisationsbedingung mit 2-Propanol und MgCl.

N

Die Kristallisationslésung, bestehend aus 0,2 M MgCl,, 15 % 2-Propanol (v/v) und 0,1 M

HEPES pH 7,5 im ersten Tropfen von links entspricht der zu optimierenden Ausgangs-
bedingung. Die Proteinkonzentration betrug 5,6 mg/ml in einem Puffer aus 50 mM NaCl,
50 mM Tris-HCI pH 7,5 und 5 mM CacCl,. Die 24-well sitting-drop Platten wurden mit 1 pl
Proteinlésung und 1 pl Kristallisationsldsung sowie 500 pl Kristallisationslésung im Re-
servoir bei 12°C gelagert. Ein Kristallwachstum war zwischen Tag 18 und Tag 21 zu be-
obachten und fuhrte zu mehreren, einzelnen Kristallen mit einer maximalen L&nge von
300 pym. Die Erhéhung der 2-Propanolkonzentration auf 20 % bei ansonsten identischen
Bedingungen im zweiten Tropfen von links fuhrte zu vielen, deutlich kleineren Kristallen.
Die Erhéhung der MgCl,-Konzentration auf 0,3 M bei ansonsten identischen Bedingun-
gen im dritten Tropfen von links fihrte zu schmalen, langlichen Kristallen. Bei der Lage-
rung der Kristallisationsplatte mit 0,3 M MgCl, und 20 % 2-Propanol bei 4°C waren viele
kleine und weniger definierte, kristallartige Strukturen zu beobachten (vierter Tropfen von
links). Ausgewahlte Kristalle in der unteren Reihe von Tabelle 13 stammen aus unter-
schiedlichen Kristallisationsbedingungen und variieren in ihrer Ldnge zwischen 100 und
300 ym. Der erste Kristall von links ist flach und weist abgerundete Ecken sowie die
Zeichnung eines Kreuzes auf seiner Oberflache auf. Der Kristall stammt von der Bedin-
gung mit 0,2 M MgCl,, 10 % 2-Propanol und 0,1 M HEPES pH 7,5 bei 12 °C. Der zweite
Kristall von links ist im Vergleich dazu schmaler, zeigt eine schwachere Abrundung an
den Ecken und weist keine Zeichnung auf der Oberflache auf. Der Kristall stammt aus
der Bedingung mit 0,23 M MgCl,, 15 % 2-Propanol und 0,1 M HEPES pH 7,5 bei 12°C.

Der dritte Kristall von links besteht aus einem runden und einem spitz zulaufenden Ende.
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Dieser Kristall entstand aus der Ausgangsbedingung durch den Zusatz von Spermine
tetra HCI aus dem Additiv Screen HT™ bei 12°C. Mit dem Zusatz von anderen Additiven
und Detergenzien unter Verwendung der Ausgangsbedingung wurden einzelne, ahnliche
Kristalle sowie andere, hier dargestellte Kristallformen beobachtet. Nahezu ovale Kristal-
le mit zwei spitz zulaufenden Enden befanden sich in einer Kristallisationsplatte mit der
Ausgangsbedingung bei 4°C (vierter Kristall von links). In Tabelle 14 sind ausgewahlte
Tropfen (oben) und Kristallformen (unten) aus der Optimierung der zweiten Kristallisati-
onsbedingung mit 35 % Pentaerythritolpropoxylat 5/4 (v/v) und 0,2 M Kaliumacetat dar-
gestellt.

Tabelle 14: Optimierung der proHlyA Kristallisationsbedingung mit Pentaerythritolpropoxylat 5/4

Der erste Tropfen von links zeigt die Ausgangsbedingung mit 1 ul Kristallisationslésung,
bestehend aus 0,2 M Kaliumacetat und 35 % Pentaerythritolpropoxylat, 1 pl Proteinl6-
sung mit einer Konzentration von 6 mg/ml in einem Puffer aus 50 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCI pH 7,5 und 10 mM CaCl,, sowie 500 pl Kristallisationsldsung im Reservoir einer 24-
well sitting-drop Platte bei 12°C. Leichtes Prazipitat und zwei kleine Kristalle waren nach
15 Tagen zu beobachten. Der zweite Tropfen von links zeigt die Kristallisationslésung
der Ausgangsbedingung bei 20°C in einer 24-well hanging-drop Platte mit einer Protein-
konzentration von 6,5 mg/ml. Im Vergleich zu davor waren im Tropfen starkeres Prazipi-
tat und mehrere, gréRRere Kristallen zu beobachten. Im dritten Tropfen von links nahm die
Anzahl an Kristallen weiter zu. Hier wurde die Konzentration von Pentaerythritol-
propoxylat auf 38 %, bei ansonsten identischen Bedingungen entsprechend dem zweiten
Tropfen von links, erhéht. Im vierten Tropfen wurde die Konzentration von Kaliumacetat
auf 0,3 M erhéht und die Proteinlésung mit 0,1 % Tween20 versetzt. Das Préazipitat im
Tropfen nahm dadurch weiter zu und die Kristallgréf3e zugunsten der Anzahl der Kristalle

ab. Ausgewadhlte Kristalle aus unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen sind in der
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unteren Reihe von Tabelle 14 dargestellt. Die Grof3e der Kristalle reichte von 200 bis 400
pm. Der erste Kristall von links zeigt die pyramidenartige Form des ersten Kristalls des
initialen Kristallisationsversuches und hat eine L&dnge von 200 um. Der Kristall stammt
aus einer 24-well hanging-drop Platte bei 20°C mit 0,2 M Kaliumacetat und 38 % Pen-
taerythritolpropoxylat. Die Proteinkonzentration betrug 6,5 mg/ml. Der zweite Kristall von
links zeigt eine &hnliche Form mit starker abgerundeten Ecken. Der Kristall entstand aus
einer Kristallisationslésung mit 41 % Pentaerythritolpropoxylat und 0,2 M Kaliumacetat.
Der dritte Kristall von links weist scharfe Kanten und eine von den vorherigen Kristallen
leicht abweichende Form auf. In diesem Kristallisationsansatz wurde die Proteinkonzen-
tration auf 8 mg/ml erhéht und die Proteinldsung mit 0,001 % Tween20 versetzt. Der Kri-
stall war nach 11 Tagen bei 20°C mit einer Kristallisationslésung aus 33 % Pentaerythri-
tolpropoxylat und 0,2 M Kaliumacetat gewachsen. Der vierte Kristall von links stammt
aus derselben Kristallisationsplatte. Einzige Anderung war die Zusammensetzung der
Kristallisationslésung, bestehend aus 38 % Pentaerythritolpropoxylat und 0,3 M Kali-
umacetat. Das Kristallfoto des letzten Kristalls mit einer Ladnge von 200 um wurde nach
11 Tagen aufgenommen. In den bei 4°C gelagerten Kristallisationsplatten war kein Kri-
stallwachstum zu beobachten. Die gréten Kristalle entstanden mit einer Proteinkonzen-
tration von 8 mg/ml nach 10 bis 20 Tagen durch die hanging-drop Dampfdiffusionsme-

thode bei einer Temperatur von 20°C.

4.2.3 Rontgendiffraktion der proHIyA Kristalle

Die Diffraktion der proHIyA Kristalle aus der ersten Kristallisationsbedingung mit MgCl.
und 2-Propanol war im Wesentlichen vor und nach der Optimierung der Bedingung
gleich. Diffraktionsreflexe waren bis zu einer atomaren Auflésung von = 18 A im Kristall
zu beobachten. Andere Kristalle wiederum zeigten keine Diffraktionsreflexe. Das Beu-
gungsbild mit den am weitesten vom Zentrum entfernt liegenden Reflexen entsprechend
einer atomaren Aufldsung von = 6,6 A stammt aus der Optimierung der zweiten proHIyA
Kristallisationsbedingung mit Pentaerythritolpropoxylat und Kaliumacetat und ist in Abbil-

dung 3 exemplarisch dargestelit.
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Abbildung 3: Diffraktionsbild eines proHIyA Kristalles. Die geordneten Diffraktionsreflexe im Inneren des
Beugungsbildes sind charakteristisch fiir Proteinkristalle. Diffraktionsreflexe sind nach aufen hin bis zu
einer atomaren Auflésung von 6,6 A im Kristall erkennbar. Das Beugungsbild wurde an der Strahllinie 1D23-
1 am ESRF im November 2015 aufgenommen.

Der dem Beugungsbild zugrunde liegende Kristall stammt aus einer Kristallisationslé-
sung mit 38 % Pentaerythritolpropoxylat und 0,3 M Kaliumacetat und einer Proteinlésung
mit 8 mg/ml proHIyA in 50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5 und 10 mM CaCl, nach
dem Zusatz von 0,001 % Tween20. In dem Kristallisationsexperiment wurde 1 ul Protein-
I6sung mit 1 pl Kristallisationslésung gemischt und mit 500 pl Kristallisationslésung im
Reservoir einer 24-well hanging-drop Platte bei 20°C gelagert. Der dazugehérige Kristall
ist in Tabelle 14 dargestellt (vierter Kristall von links). Der Kristall wurde nach vier Wo-
chen aus dem Tropfen gefischt und in flissigem Stickstoff fir die Aufnahme von Kryo-
Datensatzen schockgefroren. Die Diffraktionsreflexe im Zentrum des Beugungsbildes
sind geordnet und liegen dicht aneinander. Die dul3ersten, erkennbaren Reflexe im Beu-
gungsbild entsprechen einer atomaren Auflésung von ungeféhr 6,6 A im realen Raum.
Eine weitere Prozessierung der Daten zur Berechnung einer dreidimensionalen Elektro-
nendichtekarte war nicht méglich. Andere Kristalle aus dem selben Proteintropfen und
der selben Kristallisationsplatte mit leicht veranderten Konzentrationen an Pentaerythri-
tolpropoxylat und Kaliumacetat wurden parallel dazu gemessen und zeigten keine ver-

gleichbar starke Diffraktion.
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Anhang: Kristallisation von OpuBC mit verschiedenen Substraten

Das extrazellulare, Substrat-bindende Protein OpuBC ist Bestandteil eines ABC-
Transport-systems in der Zellmembran des Gram-positiven Bakteriums Bacillus subtilis,
das dem Import von kleinen Molekilen mit osmoregulatorischen Eigenschaften dient
[249]. Die dreidimensionale Raumstruktur von OpuBC mit seinem natlrlichen Substrat
Cholin wurde 2011 von Pittelkow et al. gel6st [250]. In Kooperation mit der Forschungs-
gruppe von Herrn Prof. Erhard Bremer aus dem Fachbereich fir Biologie der Philipps-
Universitat Marburg und basierend auf der vorangegangenen Arbeit wurden in dieser
Arbeit die dreidimensionalen Raumstrukturen von OpuBC D74T mit unterschiedlichen
Substraten durch die Réntgenstrukturanalyse geldst. Durch den Aminosaureaustausch
D74T in OpuBC wird der Transport von Substraten nahe verwandter Transportsysteme
wie Glycin Betain, L-Carnitin oder Cholin-O-Sulfat mdglich (nicht publizierte Daten, Prof.
Erhard Bremer). OpuBC D74T wurde mit der bereits bekannten Kristallisationsbedingung
fir OpuBC Wildtyp mit finf verschiedenen Liganden kokristallisiert [250]. Das gereinigte

Protein sowie die Substrate wurden zur Verfigung gestellt.

l. Material und Methoden

Das gereinigte Protein wurde auf 10 mg/ml konzentriert und mit 15 mM Glycin Betain, 50
mM Cholin, 15 mM L-Carnitin, 15 mM Dimethylsulfoniopropionat (DMSP) oder 15 mM
Cholin-O-Sulfat fur 30 min auf Eis vorinkubiert. Die Kristallisation erfolgte durch die han-
ging-drop Dampfdiffusionsmethode bei 12°C. Dabei wurde 1 pl Proteinlésung mit 1 pl
Kristallisationsldsung gemischt und mit 500 pl Kristallisationsldsung im Reservoir gela-
gert. Die Kristallisationslésung variierte zwischen 150 und 225 mM Kaliumacetat und
20 % und 27,5 % Polyethylenglycol 3350 (w/v) in Abhangigkeit der Substrate. Ein Kri-
stallwachstum war bei allen Substraten nach spatestens finf Tagen zu beobachten.
Nach zwei Wochen wurden die Kristalle nach dem Zusatz von Ethylenglycol in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die nativen Datensatze von OpuBC D74T mit den Liganden
Glycin Betain, L-Carnitin und DMSP wurden an der Strahllinie ID23-2 am ESRF (Euro-
pean Synchrotron Radiation Facility) aufgenommen, die nativen Datensatze von OpuBC
D74T mit den Liganden Cholin und Cholin-O-Sulfat an der Strahllinie ID23-1 am ESRF
[245] [246] [248]. Die automatische Prozessierung der Daten erfolgte durch die Software
vor Ort [251] [252]. Die initialen Phasen wurden durch Molecular Replacement mit dem
Programm Phaser bestimmt [253]. Als Grundlage diente die Kristallstruktur von OpuBC
Wildtyp mit Cholin mit dem PDB Eintrag 3R6U [250]. Fir den Modellbau und zur Verfei-
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nerung der Strukturen wurden die Programme Coof, REFMACS und Phenix verwendet
[254] [255] [256]. Fir die Strukturen von OpuBC D74T mit Cholin und Cholin-O-Sulfat
wurde der ARP/WARP Webservice herangezogen [257]. Die Koordinaten der Liganden
DMSP und Cholin-O-Sulfat wurden mit Hilfe des Ligandenservers PRODRG erstellt,
wahrend die Koordinaten von Glycin Betain, Cholin und L-Carnitin aus vorhandenen
PDB-Eintragen abgerufen wurden [258]. Die Modellinhalte und die Statistiken der Mo-
dellverfeinerungen wurden mit den Programmen Coot und Phenix erhalten und sind in
Tabelle 16 zusammengefasst [254] [255] [256].

Il. Ergebnisse

Die Kristalle von OpuBC D74T im Komplex mit den finf verschiedenen Substraten sind
in Tabelle 15 dargestellt. Die finalen, dreidimensionalen Raumstrukturen des aktiven
Zentrums von OpuBC D74T mit den verschiedenen Substraten sind in Abbildung 4 dar-
gestellt. Zur Darstellung der Proteinstrukturen wurde das Programm PyMOL verwendet
[259].

Tabelle 15: OpuBC D74T Kristalle mit verschiedenen Substraten

Glycin Betain Cholin L-Carnitin
~

Cholin-O-Sulfat
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Abbildung 4: Aktives Zentrum von OpuBC D74T mit unterschiedlichen Substraten. *Die Struktur von
OpuBC Wildtyp (WT) mit Cholin stammt von Pittelkow et al. mit dem PDB Eintrag 3R6U [250].
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Tabelle 16: Statistiken zur Strukturverfeinerung und Angaben zum Modellinhalt von OpuBC D74T mit unterschiedlichen Substraten

OpuBC D74T OpuBC D74T OpuBC D74T OpuBC D74T OpuBC D74T

mit Glycin Betain mit Cholin mit L-Carnitin mit DMSP mit Cholin-O-Sulfat

Raumgruppe P1211 P1211 P1211 P1211 c121

Einheitszelle

a, b, c(A) 29,7, 66,2; 63,6 29,6; 66,3; 126,5 29,7; 66,6; 127,0 29,8; 65,9; 63,6 116,8; 47,8; 51,6

a, B,y (°) 90,0; 94,1; 90,0 90,0; 91,6; 90,0 90,0; 91,8; 90,0 90,0; 92,1; 90,0 90,0; 112,9; 90,0
Datensammlung und -prozessierung

Réntgenstrahlquelle ESRF-1D23-2 ESRF-ID23-1 ESRF-ID23-2 ESRF-ID23-2 ESRF-1D23-1

Wellenlange (A) 0,8726 0,9730 0,8726 0,8726 0,9730

Auflésungsbereich (A) 45,8-1,42 (1,47-1,42) 42,1-1,5 (1,55-1,5) 32,2-1,5(1,55-1,5 32,9-1,6 (1,66-1,6 47,6-1,7 (1,76-1,7)

Multiplizitat 7,1(6,9) 6,46 4,4 (4,3 49 (4,7 6,7 (6,9)

Totale Reflektionen
Einmalige Reflektionen
Vollstandigkeit (%)

l/o

a
Rmerge

Strukturverfeinerung
Effektive Auflésung (A)
Rarveit” (%)

Rerei® (%)

RMSD Bindungen
Bindungslénge (A)

Bindungswinkel (°)

321508 (30619)
45559 (4452)
98,19 (97,27)

10,25 (2,23)
0,127 (0,7707)

45,8-1,42
0,1784 (0,2858)
0,2149 (0,3348)

0,023
2,13

528090 (51450)
77957 (7783)
99,31 (99,29)
25,69 (12,01)

0,04877 (0,1426)

42,1-15
0,1503 (0,1495)
0,1520 (0,1365)

0,009
1,22

)
)
349766 (34033)
79124 (7903)
99,83 (99,90)
9,21 (4.07)
0,1069 (0,2932)

32,2-1,5
0,1622 (0,1823)
0,1933 (0,2118)

0,006
1,06

)
)
158818 (15149)
32423 (3238)
99,88 (99,97)
12,39 (3,66)
0,08388 (0,3918)

32,9-16
0,1661 (0,1961)
0,2081 (0,2693)

0,021
2,01

191737 (19766)
28815 (2858)
99,05 (98,65)
32,96 (13,32)

0,03674 (0,1421)

47,6-1,7
0,1934 (0,2313)
0,1973 (0,2618)

0,007
1,09
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OpuBC D74T OpuBC D74T OpuBC D74T OpuBC D74T OpuBC D74T
mit Glycin Betain mit Cholin mit L-Carnitin mit DMSP mit Cholin-O-Sulfat
B-Faktoren
Wilson B-Faktor 11,21 8,22 8,71 12,46 18,89
Durchschnittlicher B-Faktor 15,10 11,37 12,84 16,04 8,81
Makromolekiile 13,91 9,95 10,65 14,94 8,17
Ligand 10,21 7,43 10,90 22,57 6,04
Wasser 24,03 20,33 23,31 24,98 18,20
Ramachandran Plot
begunstigt (%) 98,20 99,24 99,27 97,84 99,63
erlaubt (%) 1,44 0,76 0,73 2,16 0,37
Ausreilder (%) 0,36 0 0 0 0
Modellinhalt
Monomere in der asymmetrischen Einheit 1 2 2 1 1
Aminosédurereste 280 536 555 280 269
Ligand 1 2 2 1 1
Wasser 301 713 957 279 164
Kollisionen 3,81 3,14 2,73 6,64 2,21

Die Kristallparameter und Statistiken der Datensammlung stammen aus der automatischen Prozessierung [251]. Die Statistiken zur Verfeinerung und die Angaben zu den Mo-

dellinhalten wurden durch die Programme Phenix und Coot erhalten [254] [256].
ZhaZi | Ti(hkl) = <I(hkl)> 1 / Zn ZL(hKI).

® Rmerge ist definiert als Rmerge

b Rarbeit ist definiert als Rarbeit= th| | Fobs =1 Fca|c I/ th| | Fobs .

° Rirei berechnet wie Rareit, jedoch mit 5 % zufélligen Reflektionen, die bei allen Verfeinerungsschritten ausgeschlossen wurden.

Die Daten in den runden Klammern beziehen sich auf die am hdchsten aufgeldste Schale.
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5 Kapitel 3: Glykanbindung durch HlyA

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit der Untersuchung der Bindung von HIyA an spezifische

Oberflachenglykane von Wirtszellen. Die Experimente mit fluoreszenzmarkiertem proHIyA

zur zuckerabhangigen Bindung an Nierenepithelzelllysat sowie die Experimente zur Glyko-

sphingolipidbindung in GUVs erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Thorsten Eierhoff aus der

Forschungsgruppe von Herrn Jun.-Prof. Winfried Ro6mer in Freiburg.
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5.1 Material und Methoden

5.1.1 Allgemeine Materialien

Chemikalien, Geréte und andere Materialien

Die in diesem Kapitel eingesetzten Chemikalien, Biochemikalien, Gerate und anderen Mate-

rialien sind in Tabelle 1 und 2 aufgelistet.

Tabelle 1: Chemikalien und Biochemikalien

Chemikalien Abkiirzung, Summen- | Reinheit/Qualitit | Hersteller
formel
1,4-Dithiothreitol DTT 299 % Carl Roth

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

HEPES, CgH1sN204S

fur die Molekular-

Fisher Scientific

ethansulfonsaure biologie

Agar Agar, hohe Gelstarke (C12H1809)n Pulver, reinst Serva
Agarose Standard Agarose fur die DNA/RNA- | Carl Roth
Gelstérke 2 1100 g/cm2 Elektrophorese

Albumin Fraktion V, proteasefrei BSA 298 % Carl Roth

AlexaFluor®488 C5 Maleimid,
lypophilisiert

Alexa 488, A488

=290 % HPLC

Life Technologies

AlexaFluor®647 C2 Maleimid,
lypophilisiert

Alexa 647, A647

=290 % HPLC

Life Technologies

Aluminiumsulfat 18-Hydrat Al2(SO4)3 « 18 H20 reinst AppliChem

Ammoniumperoxidsulfat APS, (NH4)2S20s zur Analyse Carl Roth

Ampicillin Natriumsalz Amp, C1sH1gN3NaO4S 297 % Carl Roth

Calciumchlorid Dihydrat CaCly « 2 HO Ultra, =2 99,5 % Fluka

Cholesterin C27H460 298 % Avanti Polar Lipids

Coomassie® Brilliant Blau G250 CBB-G250, n. a. Serva
C47H48N3NaO7S;

D(+)-Saccharose Saccharose 2995 % Carl Roth

Dimethylsulfoxid DMSO n. a. Life Technologies

Essigsaure C2oH40O2 technisch unbekannt

Ethanol EtOH, C2HsO technisch unbekannt

Ethidiumbromid, 10 mg/ml Lésung in EtBr, C21H20BrNs fur die Molekular- | Sigma-Aldrich

H20 biologie

Ethylendiamintetraessigsaure Dinatri- | EDTA, C10H14N2Na2Og | zur Analyse AppliChem

umsalz

Glycin C2oHsNO, zur Analyse VWR

Glykosphingolipid Ceramid-trihexosid | Gb3, CeoH113NO1s 298 % Matreya Lipids
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Glykosphingolipid FSL-LE?(tri) FSL-LewA, n. a. Sigma-Aldrich
C7oH125N3NaO2sP

Glykosphingolipid Monosialoganglio- GM1, C73H131N3031 298 % Matreya Lipids

sid GM1 (NH," Salz) NH3

Harnstoff CH4N20 299,5% Sigma-Aldrich

Imidazol CsHaN2 2995 % Sigma-Aldrich

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid IPTG, CoH1805S 299 % Carl Roth

Kaliumchlorid KCI reinst AppliChem

Kanamycinsulfat Kan, C1gH3sN4O11 » 2750 I.LE./mg Carl Roth
H2SO4

L-Glutathion, reduziert GSH 298 % Sigma-Aldrich

Lipid 18:1 (A9-Cis) PC (1,2-dioleoyl- DOPC, C44HgsNOgP 299 % Avanti Polar Lipids

sn-glycero-3-phosphocholine)

Magnesiumchlorid Hexahydrat MgClz « 6 H2O 298 % Fisher Scientific

N,N,N',N'-Tetramethyl1,2- TEMED, CsH1s N2 zur Analyse Merck

ethylendiamin

Natrium Deoxycholat Na-Deoxycholat 297 % Sigma-Aldrich

Natriumchlorid NaCl zur Analyse Fisher Scientific

Natriumdodecylsulfat SDS, C12H2504S « Na =99 % Serva

Natriumhydroxid (Platzchen) NaOH zur Analyse AppliChem

Nickel(ll1)-chlorid Hexahydrat NiClz + 6 H.O 298 % Carl Roth

Phosphataseinhibitor Natrium Ortho- NazVO4 290 % Sigma-Aldrich

vanadat

Phosphorsaure, 85 % H3PO4 zur Analyse Fisher Scientific

Proteaseinhibitor Aprotinin Co284H432NgsaO79S7 n. a. Sigma-Aldrich

Proteaseinhibitor Leupeptin C20H3gNeO4 » 72 HoSOs | 290 % Sigma-Aldrich

Proteaseinhibitor Pefabloc® SC CgH10FNO,S - HCI 297 % Sigma-Aldrich

Rotiphorese®GeI aus 30%iger wassri- | Acrylamidldsung n. a. Carl Roth

ger Acrylamidstamml&sung und 0,8 %

Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5 : 1

Salzsaure HCI reinst Sigma-Aldrich

Texas Red® DHPE C74H117N4014PS2 =290 % HPLC Life Technologies

Tris-((2-carboxyethyl)phosphin) Hy- CoH+6CIlOsP, TCEP =98 % AppliChem

drochlorid

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Tris, C4H11NO3 zur Analyse VWR

Xylencyanol FF C25H27N207S2 - Na Spuren méglich Serva

Biochemikalien

Abkiirzung

Anmerkung

Hersteller/Herkunft

Cholera Toxin B-Untereinheit, Alexa
Fluor®488 Konjugat

CtxB

rekominant

Thermo Fisher
Scientific
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CompleteT'\’I Proteaseinhibitormi-
schung: Pankreasextrakt, Thermo-
lysin, Chymotrypsin, Trypsin, Papain

Proteaseinhibitormix

EDTA-frei

Roche Diagnostics

Deoxynukleotidmix aus 10 mM dATP, | dNTP Mix fur die Molekular- New England BioLabs
10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM biologie
dTTP
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder DNA-Marker 0,5 pg/pl Thermo Scientific
Gibco™ Dulbecco's Balanced Salt DPBS Zusammensetzung | Thermo Fisher
Solution (DPBS) siehe Abschnitt Scientific

5.1.8
Gibco™ Dulbecco's Balanced Salt DPBS++ Zusammensetzung | Thermo Fisher

Solution mit Calcium und Magnesium
(DPBS++)

siehe Tabelle 3

Scientific

Gibco™ Trypsin-EDTA 0,25%ige Trypsin-EDTA L&sung Zusammensetzung | Thermo Fisher
L&sung, phenolrot siehe Abschnitt Scientific
5.1.8
Hefeextrakt fir die Bakteriologie Hefeextrakt mikrogranuliert Carl Roth
Lektin PA-IIL (lecB) mit Alexa LecB rekombinant Aus dem Labor von
Fluor®647 markiert Anne Imberty, nach
[260]
Lektin PA-IL (lecA) mit AlexaFluor®488 | LecA rekombinant Aus dem Labor von
markiert Anne Imberty, nach
[195]
Madin-Darby canine kidney (MDCK) MDCK Zellen nicht modifiziert Aus dem Labor von

Zelllinie, MDCK.2 Zellen

Winfried Romer

PageRuIerT'vI Proteinmarker

Proteinmarker

10-200 kDa

Thermo Scientific

PageRuIerT'\’I Proteinmarker

Proteinmarker

10-170 kDa (vor-
geféarbt)

Thermo Scientific

Pfu DNA Polymerase

DNA-Polymerase

2,5 U/l (rekombi-
nant)

Thermo Scientific

Pfu DNA Polymerase Puffer

DNA-Polymerase Puffer

mit MgSOa, 10x

Thermo Scientific

Plasmid Miniprep Kit NucIeoSpin®

Plasmid Miniprep Kit

Macherey-Nagel

PNGaseF aus Elizabethkingia menin- | PNGaseF rekombinant, = Sigma-Aldrich
goseptica 500 U/ml

Restriktionsenzym Dpnl Dpnl 20 U/l New England BioLabs
Restriktionsenzympuffer CutSmart® CutSmart® Puffer 10x New England BioLabs

Schafblut

Vollblut, defibriniert

Thermo Scientific

Trypton/Pepton aus Casein fir die
Mikrobiologie

Trypton/Pepton Casein

pankreatisch ver-
daut

Carl Roth
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Tabelle 2: Gerate und andere Materialien

Geratebezeichnung

Hersteller, Firmensitz

AKTA™ Purifier Flassigkeitschromatographiesystem bestehend
aus Box-900, UPC-900, P-900, Frac-920 und CU-950

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Autoklav Systec VX-120 und VX-150

Systec GmbH, Linden, DE

AvantiRJ-26xP Zentrifuge

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Geldokumentationssystem

BioRad, Hercules, CA, USA

Inkubationsschittler Multitron Standard und Ecotron

Infors AG, Bottmingen, CH

Inkubator fur Zellkulturen bei 37°C

Heraeus GmbH, Hanau, DE

JA-10 Rotor 10,000 rpm

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Konfokalmikroskop Nikon Eclipse Ti-E mit A1R Konfokallaser-
scanner, 60 A Olobjektiv, N.A. 1.49

Nikon Instruments, Melville, NY, USA

Laborwaage ABT 120-5DM (42 g; 120 g + 0,00002 g; 0,0001 g)

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
DE

Laborwaage Modell EW 2200-2NM (max: 2200 g £ 0,01 g)

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
DE

Lumia Imaging System: Chemi Genius® Bio Imaging System

Synoptics (Syngene), Cambridge, UK

Milli-Q Wasseraufbereitungsanlage

Merck (Millipore) KGaA, Darmstadt, DE

NanoDropTM ND-1000 Spektralphotometer

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
DE

OptimaTM L-90K Ultrazentrifuge

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

OptimaT"’I L-90K Ultrazentrifuge

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

PCR Gerét 1 Gradient Thermocycler

Analytic Jena AG (Biometra), Jena, DE

pH-Meter pHenomenal pH1000L

VWR, Radnor, PA, USA

Fusion FX zur Fluoreszenzdetektion

Vilber Lourmat, Marne-laVallée, FR

Pipettensatz mit variablen Volumen: Pipetman Classic® 1000 i,
200 pl, 100 pl, 20 pl und 2 pl

Gilson, Middleton, WI, USA

Sorvall Zentrifugenrotor SLC-6000 und Zentrifugenrotor SS-34

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Spannungsquelle Consort EV215 fiir SDS-Gele

Cleaver Scientific, Warwickshire, UK

Spannungsquelle EPS 500/400 fiir Agarosegele

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Spektrophotometer Ultrospec10 zur Bestimmung der Zelldichte

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Trans-Blot®SD Semi-dry Elektrophoretische Transferzelle

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

UV-Vis Spektrophotometer GENESYS™ 10s

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Vakuumpumpe Typ MZ2C NT 2AK

Vacuubrand GmbH + CO KG, Wertheim,
DE

Vertikale Elektrophoresezelle

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Wechselspannungsquelle TG315 Funktionsgenerator

Aim-TTi, Huntingdon, UK
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Zellaufschlussgerat Microfluidics System M-110P

Microfluidics, Westwood, MA, USA

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R fir 15 ml und 50 ml Réhren

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Zentrifuge Modell Centrifuge 5415D fir 1,5 ml Reagiergefalle

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Zentrifugenrotor Ti-45 inklusive Zentrifugenréhrchen

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Geldokumentationssystem Gel Doc™ EZ

BioRad, Hercules, CA, USA

Andere Materialien

Hersteller

Amicon Ultra Filtereinheiten fiir die Zentrifuge MWCO 100 kDa

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Bechergléser Duran® 500 ml, 100 ml, 50 ml

Schott AG, Mainz, DE

Filterpapier flir Western Blot

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Flaschenaufsatzfilter Nanlgene®

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Glasflaschen und Glaskolben Duran® 500 ml und 300 ml

Schott AG, Mainz, DE

Glasréhrchen 10 ml fir Fraktionssammler

Hersteller unbekannt

Hamilton™ Mikroliterspritze aus Glas, 10 pl

Hamilton Company, Reno, NV, USA

HighLoadT'vI SuperdexT'vI 200 prep grade Saule

GE Healthcare, Boston, MA, USA

HighTrap® Chelating HP Affinitatssaule

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Klvetten aus Polystyrol, 1 cm Schichtdicke

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Klvetten aus Quarzglas, 10 mm Schichtdicke

Hellma Analytics, Mullheim, DE

Membranfilter Supor®—200 0,2 ym und 0,45 pm

Sarstedt AG & Co, NUimbrecht, DE

Messzylinder 500 ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml

VITLAB GmbH, Grossostheim, DE

Nitrozellulose Membran, 0,45 uym

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Objekttrager 75 x 26 mm, gebrauchsfertig

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Parafilm® M

Bemis Company, WI, Neenah, USA

PD10 Saulen mit 8,3 ml Sephadex™ G-25 Medium

GE Healthcare, Boston, MA, USA

Polyacrylamidgel 12%ig mit 10 Probentaschen, gebrauchsfertig

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Polyacrylamidgel Reagenzien fir den proHIyA Fluoreszenz-Blot:

SDS-Ladepuffer, Elektrophoreselaufpuffer und Farbelésung

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Reagiergefale (1,5 ml) und Réhren (15 ml und 50 ml)

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Spritzen und Einmalkanilen 10 ml und 1 ml

Unterschiedliche Hersteller

Sterile Einwegpipetten 50 ml, 20 ml, 10 ml und 5 ml

Sarstedt AG & Co, NUimbrecht, DE

Sterilfilter Filtropur S 0,2 pm

Sarstedt AG & Co, NUimbrecht, DE

VITREX Wachsplatte

Vitrex Medical A/S, Herlev, DK

Weitere Materialien: Einwegpipettenspitzen, Agarschalen

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE

Zentrifugenbecher fir die Zellkultur 0,5 L und 1L

Hitachi-Koki, Chiyoda, Tokyo, JP
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Standardpuffer, Stammlésungen und Ndhrmedien

Die in diesem Kapitel verwendeten Puffer, Stammlésungen und N&hrmedien sind in Tab-

elle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammensetzung von Puffern, Stammlésungen und Nahrmedien

Puffer

Zusammensetzung

Ndhrmedien

Zusammensetzung

ProHIyA SEC-Puffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5 (20°C)
150 mM NaCl
5 mM CacCl,

LB-Medium (1 L)
In Anlehnung an
[223]

5 g Hefeextrakt
10 g Trypton/Pepton
5 g NaCl

ProHIyA Markierungs-

50 mM Tris-HCI pH 7,2 (4°C)

2x YT Medium (1 L)

10 g Hefeextrakt

8,06 mM NazHPO,4

puffer 150 mM NacCl 16 g Trypton/Pepton
5 mM CaCl, 5 g NaCl
Gibco® DPBS++ (von 0,90 mM CaCl; LB Agar (1L) 5 g Hefeextrakt
Thermo Fisher Scien- 0,50 mM MgCl, 10 g Trypton/Pepton
tific, gebrauchsfertig) 2,67 mM KCI 5 g NaCl
1,47 mM KH2POg4 5 g Agar Agar
137,9 mM NaCl

CFG Bindepuffer fur
den Glykan Array

20 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NaCl

2 mM CacCl,

2 mM MgClz
0,05 % Tween®20

1% BSA

Stammldsung

Zusammensetzung

IPTG

1 Min H20O

Arbeitskonzentration:

1 mM oder 0,1 mM

HlyC IMAC-Puffer A
und B

20 mM HEPES pH 8,0 (20°C)
150 mM KCI

20 % Glycerin (v/v)

10 oder 500 mM Imidazol

Ampicillin (Amp)

100 mg/ml in H,O

Arbeitskonzentration:

100 pg/ml

HlyC Dialysepuffer

20 mM HEPES pH 8,0 (20°C)
300 mM KClI

Kanamycin (Kan)

30 mg/ml in H20

Arbeitskonzentration:

30 pg/ml

ACP Puffer

150 mM Tris-HCI pH 7,4
(10°C)
150 mM NaCl

Die Nahrmedien wurden ftir 20 min bei 121°C steril

autoklaviert. Die Stammlésungen wurden durch

einen 0,2 um Sterilfilter und die Puffer durch einen
0,45 pm Membranfilter filtriert.

Escherichia coli Stiamme, Plasmide und Primer

Die fur die Expression von proHIyA verwendeten E. coli Stdmme und Plasmide sind in Tabel-

le 4 beschrieben.
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Tabelle 4: Escherichia coli Stamme, Plasmide und Primer

E. coli Stamm

Hersteller Verwendung

E. coli BL21(DE)

Stratagene California, | Expression von proHIyA und der proHIyA-Cys Varianten
La Jolla, CA, USA

E. coli DH5a

Thermo Fisher Scien- | Amplifizierung der Plasmide und Herstellung des Acyl-ACP

tific (InvitrogenTM) Rohextraktes

E. coli XL1-blue

Thermo Fisher Scien- | Ligation und Amplifizierung der PCR-Produkte in der Klonie-

tific (InvitrogenTM) rung der proHIyA-Cys Varianten
Plasmid Selektion | Promotor | Beschreibung
pSU-hlyA Amp lac Plasmid fiir die Expression von proHIyA basierend auf der
(6960 bp) Sequenz mit dem UniProt Datenbank Eintrag P08715 [225] und

Ausgangsplasmid fur die Klonierungen der proHIyA-Cys Vari-
anten. Zusammen mit dem Plasmid pSK184-hlyBD wird proH-
IlyA von E. coli sekretiert. Das pSU-hlyA Plasmid stammt von
Soloaga et al. [226].

pSK184-hlyBD

Kan lac Plasmid fiir die Expression der T1SS Transporterproteine HlyB

(6033 bp) und HlyD. Das Plasmid stammt von Bakkes et al. [227].

pET28b-hlyC-His Kan T7 Plasmid fir die Expression von HlyC-His

Primer Sequenz Tm

HIyA-A7C 5'-AATGACAACAATAACCACTTGCCAAATTAAAAGCACACTG-3' 62°C
5'-CAGTGTGCTTTTAATTTGGCAAGTGGTTATTGTTGTCATT-3'

HIlyA-A181C 5-TGTCAGTTCTTCTGAGATGTGCGAAGCGAGTATTGAGCTA-3' 66°C
5'-TAGCTCAATACTCGCTTCGCACATCTCAGAAGAACTGACA -3'

HIyA-A401C 5-TAAGCGCGCTGGTAGGCTGCGTTACGGGGATAATTTC-3' 69°C
5'-GAAATTATCCCCGTAACGCAGCCTACCAGCGCGCTTA-3'

Die Primer wurden als unmodifizierte Oligonukleotide bei der MWG-Biotech AG (Ebersberg, DE) bestellt und auf

eine Endkonzentration von 100 pmol/ul in H20 verdiinnt.

Sequenzierprimer fir
das pSU-hlyA Plas-

mid

Primer pQE-FP: 5-CGGATAACAATTTCACACAG-3'

Primer HIyA_2: 5-AACAATATCACCACGAG-3'

Primer HIyA_3: 5-ATCCAATACAAAGCACC-3'

Die Primer wurden fiir die Plasmidsequenzierungen durch die GATC Biotech AG (Kon-

stanz, DE) verwendet.

Proteine und deren Eigenschaften

Die theoretischen Eigenschaften von proHIyA beziehungsweise der proHIyA-Cys Varianten

wurden basierend auf der Aminosauresequenz von proHIyA mit dem Programm ExPASy

ProtParam ermittelt und sind in Tabelle 5 zusammengefasst [228]. Die Sequenz basiert auf

dem plasmidkodierten Protein aus dem UPEC-Stamm UTI89 mit dem UniProt Datenbank
Eintrag P08715 [225].

100




Kapitel 3 — Material und Methoden

Tabelle 5: Theoretische Eigenschaften von proHIlyA beziehungsweise der proHlyA-Cys Varianten

proHIlyA-Cys
Aminoséduren (Anzahl) 1024
Molekulargewicht (Da) 110144,62
Theoretischer isoelektrischer Punkt (pl) 5,32
Extinktionskoeffizient bei 280 nm in H,O (M"'cm™) 81600,00

5.1.2 Aligemeine Methoden

SDS-PAGE

Fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden SDS-haltige Gele mit
10 % Acrylamid hergestellt. Die Zusammensetzung der SDS-Gele sowie die daftr benétigten
Puffer sind in Tabelle 6 angegeben. Die Mengenangaben beziehen sich auf die Herstellung

von 10 Gelen mit den jeweiligen Abmessungen 10,5 x 7,5 x 0,1 cm.

Tabelle 6: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel der 10%igen SDS-Gele

Komponente Sammelgel (4,5 %) Trenngel (10 %)

Trenngelpuffer (ml) 0 18,75
Sammelgelpuffer (ml) 8,75 0
H20 (ml) 21,00 31,25
30 % Acrylamidldsung in H2O (ml) 6,00 25,00
TEMED (ul) 70 70
10 % APS (pl) 210 300

Zusammensetzung Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 6,8 mit 0,4 % SDS (w/v)

Zusammensetzung Sammelgelpuffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,85 mit 0,4 % SDS (w/v)

Die weiteren in der SDS-PAGE zur Auftrennung und zur Farbung der Proteine im Gel ver-
wendeten Puffer und Lésungen sind in Tabelle 7 angegeben. Fir den in Abschnitt 5.1.8 be-
schriebenen proHIyA Fluoreszenzblot wurden die Materialien und gebrauchsfertigen Polyac-
rylamidgelreagenzien von Bio-Rad verwendet (siehe Tabelle 2). Fur die SDS-PAGE wurden
jeweils 20 pl der zu analysierenden Probe mit 5 pl des nicht reduzierenden 5x SDS Ladepuf-
fers versetzt und fir 5 min bei 95°C erhitzt. Davon wurden jeweils 20 ul auf das Gel aufge-
tragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 160 V fir 1 h 30 min in 1x Elektrophorese
Laufpuffer. AnschlieRend wurde das Gel mit kolloidaler Coomassie Farbelésung gefarbt und
mit Entfarbelésung und H,O entfarbt. Als Proteinmarker diente der 10-200 kDa ungeféarbte

oder der 10—-170 kDa vorgeférbte Proteinmarker (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 7: Puffer und Farbelésungen fiir die SDS-PAGE

Puffer Zusammensetzung Farbelésung Zusammensetzung

5x SDS Ladepuffer | 10 ml Sammelgelpuffer Kolloidale Coomassie 5 % Aluminiumsulfat (w/v)
10 ml SDS (16 % in H20) Farbeldsung [261] 10 % EtOH (v/v)
20 ml Glycerin (100 %) 0,02 % CBB-G250 (w/v)
10 ml H20O 2 % Phosphorsaure (v/v)

40 mg Bromphenolblau

10x Elektrophorese | 1,9 M Glycin Kolloidale Coomassie 10 % EtOH (v/v)
Laufpuffer 0,25 M Tris Entfarbelésung [261] 2 % Phosphorséure (v/v)
1,0 % SDS (w/v)

pH 8,3 (ohne Einstellen)

Agarosegelelektrophorese

Fur die Klonierungen der HIlyA-Cys Varianten A7C, A181C und A401C wurde ein 1%iges
Agarosegel in TAE-Puffer verwendet. Die Auftrennung der PCR-Produkte und Plasmide er-
folgte bei 110 V fir 50 min in TAE Laufpuffer (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Puffer und Lésungen fiir die Agarosegelelektrophorese

DNA Ladepuffer Zusammensetzung Laufpuffer/Farbelésung | Zusammensetzung
5x DNA Ladepuffer | 10 mM Tris-HCI pH 7,5 50% TAE Puffer 2 M Tris
30 % Glycerin (v/v) 1 M Essigséaure
1 mM EDTA pH 8,0 50 mM EDTA (pH 8,0)
0.25 % Bromphenolblau (W/v) | gygr | sung 1 pg/ml in H20 Endkonzen-
0,25 % Xylencyanol FF (w/v) tration

Das Gel wurde anschlieBend fir 30 min in EtBr-Lésung geschwenkt und die Fluoreszenz im
Chemi Genius? Imaging System detektiert. Die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer
und Lésungen sind in Tabelle 8 angegeben. Der verwendete DNA-Marker (1 kb) ist in Tabel-

le 1 aufgeflhrt.

Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mittels NanoDrop Uber den Absorptionswert bei 280 nm an-
hand des in Tabelle 5 angegebenen Molekulargewichtes und Extinktionskoeffizienten ermit-
telt. Die Bestimmung der DNA-Konzentration der eingesetzten Plasmide erfolgte ebenfalls

mittels NanoDrop tber den Absorptionswert bei 260 nm.

Lagerung der Proteine

Nicht markiertes proHIyA wurde nach der Reinigung bei —80°C gelagert und vor der Markie-

rung mit den Fluoreszenzfarbstoffen aufgetaut. Fluoreszenzmarkiertes Protein wurde fir
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maximal eine Woche bei 4°C verwendet und ansonsten bei —80°C gelagert. Gereinigtes

HlyC sowie der Acyl-ACP Rohextrakt wurden ebenfalls bei -80°C gelagert.

5.1.3 Klonierung von verschiedenen proHlyA-Cys Varianten

Zielgerichtete Mutagenese

Fur die spezifische Markierung von proHIyA mit Fluoreszenzfarbstoffen wurde an drei ver-
schiedenen Positionen im Protein ein Alanin gegen ein Cystein ausgetauscht. Die Wildtyp-
Sequenz von HIyA enthdlt kein Cystein. Fur die Herstellung der Cysteinmutanten A7C,
A181C und A401C wurde jeweils ein komplementares Primerpaar mit den gewlinschten Ba-
senaustauschen entworfen. Zunachst wurde damit das Ausgangsplasmid pSU-hlyA in einer
PCR-Reaktion amplifiziert. Anschlielend wurde das lineare PCR-Produkt zur Ligation und
Amplifizierung in Escherichia coli transferiert. Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 4

aufgelistet.

PCR mit den synthetisierten Primern

Ein 50 yl PCR-Ansatz, aus 1 ul Ausgangsplasmid pSU=hlyA (100 ng/ul), 1 ul ANTP Mix
(10 mM von jedem Nukleotid), 0,5 ul Vorwartsprimer (100 pmol/ul), 0,5 yl Ruckwéartsprimer
(100 pmol/ul), 5 pl 10x Pfu DNA-Polymerase Puffer mit MgCl,, 1 yl Pfu DNA-Polymerase
(2,5 U/ul) und 41 pl H,O, wurde fiir jedes Primerpaar angesetzt und fur drei verschiedene
Annealingtemperaturen in der PCR-Reaktion (T4 bis T3) aufgeteilt. Die Amplifizierung der
Plasmide erfolgte im Gradienten-PCR Gerat mit folgendem Programm: 1. Schritt: 2 min bei
95°C, 2. Schritt (Denaturierung): 30 sec bei 95°C, 3. Schritt (Annealing): 30 sec bei T4 bis Tj,
4. Schritt (Elongation): 25 min (3 min/kb) bei 72°C, 5. Schritt: 30 min bei 72°C. Die Anne-
alingtemperaturen betrugen fir HIyA A7C T,= 59°C, T, = 62°C, T3 = 66°C, fir HlyA A181C
T,=63°C, T, =66°C, T3 = 69°C und fur HlyA A401C T, = 66°C, T, =69°C und T3 = 72°C.

Verdau von methylierter DNA

Um die methylierte DNA des Augangsplasmides abzubauen, wurden die verbleibenden
PCR-Anséatze mit dem amplifizierten PCR-Produkt nach dem Kontrollgel durch das Restrikti-
onsenzym Dpnl verdaut. Die Reaktionsansatze aus 10 pyl PCR-Produkt, 1 pl Dpnl Restrikti-
onsenzym (20 U/l), 2 pl 10x CutSmart® Puffer und 6 pl H,O wurden dafiir tiber Nacht bei
37°C inkubiert.

Transformation von E. coli mit den PCR-Produkten

Die Gber Nacht mit Dpnl verdauten PCR-Produkte wurden in chemokompetente E. coli XL-1
blue Zellen transferiert. Daflir wurde jeweils ein 50 ul E. coli Zellaliquot von —80°C aufgetaut

und mit dem kompletten Dpnl-Ansatz fir 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte
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fir 50 sec bei 42°C. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 5 min auf Eis inkubiert, mit 650 pl
LB-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37°C und einer Schwenkzahl von 750 min™ inkubiert. Ein
Teil der transformierten Zellen wurde auf LB-Kan-Agarplatten ausplattiert und Giber Nacht bei
37°C inkubiert.

Amplifizierung und Isolierung der Plasmide

Einzelne Bakterienkolonien von den Agarplatten wurden in einer 5 ml FlUussigkultur aus LB-
Kan-Medium tiber Nacht bei 37°C und einer Schwenkzahl von 180 min™ inkubiert. Die Reini-
gung der amplifizierten Plasmide aus E. coli erfolgte am nachsten Tag durch das Reini-
gungsprotokoll fir rekombinante Plasmide aus dem Plasmid Miniprep Kit. Im letzten Schritt
wurde die DNA mit 50 pl H,O eluiert, wovon 5 pl fiir die Agarosegelelektrophorese zur Uber-

prifung der amplifizierten Plasmide verwendet wurden.

Sequenzierung der Plasmide

Die isolierten Plasmide wurden zur Sequenzierung an die GATC Biotech AG gesendet. Die

verwendeten Sequenzierprimer flr das pSU-hlyA Plasmid sind in Tabelle 4 angegeben.

5.1.4 Expression und Reinigung der proHlyA-Cys Varianten

ProHIyA Wildtyp und die proHlyA-Cys Varianten wurden in Anlehnung an das bereits publi-
zierte Protokoll fiir proHIyA von Thomas et al. exprimiert und gereinigt [222]. Dabei wurden
die Proteine in Escherichia coli iberexprimiert und in den Uberstand sekretiert. AnschlieRend
wurde proHIyA-Cys mittels Gelfiltrationschromatographie aus dem Uberstand der Zellkultur

gereinigt und flr die Markierungsreaktion eingesetzt.

Transformation von E. coli

Es wurden 50 yl chemokompetente E. coli BL21(DE3) Zellen auf Eis aufgetaut und mit 1 pl
pSU-hlyA-Cys Plasmid (= 100 ng/ul) und 2 ul pSK184-hlyBD Plasmid (= 50 ng/ul) fur 30
min auf Eis inkubiert. Anschlieflend erfolgte ein Hitzeschock fiir 50 sec bei 42°C. Die Zellen
wurden fir 5 min auf Eis inkubiert, mit 650 pl LB-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37°C und
einer Schwenkzahl von 650 min™" inkubiert. Ein Teil der transformierten Zellen wurde auf LB-

Kan-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Expression und Sekretion von proHIyA-Cys

Eine Vorkultur, aus 50 ml 2x YT Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin in
einem 100 ml Schikanekolben, wurde mit einer Einzelkolonie von der Agarplatte angeimpft
und fir 18 bis 20 h bei 37°C und einer Schwenkzahl von 200 min™ inkubiert. Am n&chsten
Tag wurde die optische Dichte der Vorkultur bei 600 nm (ODggg) bestimmt. Die Hauptkultur,

bestehend aus 3 x 150 ml 2x YT Medium mit 100 ug/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin
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in drei 150 ml Schikanekolben, wurde mit der Vorkultur auf eine ODggo von = 0,05 angeimpft
und bei 37°C und einer Schwenkzahl von 180 min™ bis zu einer ODgyo von 0,5 inkubiert. Die
Proteinexpression wurde mit 1 mM IPTG induziert und erfolgte fir 3 h bei 37°C und einer
Schwenkzahl von 180 min™. Zeitgleich zur Induktion wurde das Expressionsmedium mit
10 mM CaCl;, versetzt.

Vorbereitung des Zellkulturiiberstandes fiir die Reinigung

Nach der Expression wurden die Zellen der Hauptkultur bei 8000 g fir 15 min zentrifugiert
und der vereinte Uberstand erneut bei 42 000 g und 4°C fur 1 h 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand nach dem Ultrazentrifugationsschritt wurde durch einen 0,45 ym Membranfilter
filtriert und mit 100 kDa MWCO Filterkonzentratoren auf ein finales Volumen von 5 ml ein-
konzentriert. Der einkonzentrierte Zellkulturiberstand mit dem sekretierten Protein wurde fir
30 min bei 20 000 g und 4°C zentrifugiert und anschlie®end direkt fir die Reinigung durch

die GroRenausschlusschromatographie eingesetzt.

Reinigung von HlyA durch die Gré8enausschlusschromatographie

Die Reinigung der sekretierten proHIyA-Cys Varianten erfolgte durch die Gréfienausschlus-
schromatographie (size exclusion chromatography, SEC) an einem GE AKTA-System. Dabei
wurde der einkonzentrierte Uberstand nach Zentrifugation lber eine Superdex 200 16/60
Saule aufgetrennt. Der Lauf erfolgte in proHlyA SEC-Puffer mit 5 mM CacCl, bei einer Fluss-
rate von 0,7 ml/min und 4°C sowie der Sammlung von 0,5 ml Fraktionen. Nach der Analyse
der einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE wurden ausgewé&hlte Fraktionen vereint und bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

5.1.5 Expression und Reinigung von HlyC und Herstellung des Acyl-ACP

Rohextraktes

Fur den proHIyA in vitro Acylierungsassay wurde HlyC mit dem bereits in Kapitel 1 beschrie-
benen Protokoll gereinigt (Abschnitt 3.1.4). Zunachst wurde das pET28b-hlyC-His Plasmid
in E. coli BL21(DE3) Zellen transferiert (Protokoll sieche Abschnitt 5.1.4). AnschlieRend wurde
eine Vorkultur aus 50 ml LB-Kan-Medium mit einer Einzelkolonie von der Agarplatte
angeimpft und Gber Nacht bei 37°C und einer Schwenkzahl von 200 min™ inkubiert. Am
nachsten Tag wurde eine Hauptkultur, bestehend aus 6 x 600 ml LB-Kan-Medium, auf eine
ODggo von = 0,05 angeimpft und bei 37°C und einer Schwenkzahl von 180 min™ inkubiert.
Die Proteinexpression wurde bei einer ODggo von = 0,4 mit 1 mM IPTG induziert und erfolgte
bei 18°C und einer Schwenkzahl von 180 min™ fiir 18 bis 20 h. Die Hauptkulturen wurden fur
15 min bei 4000 g zentrifugiert und die Zellen in HlyC Puffer mit Proteaseinhibitor geldst. Die

Zellen wurden durch das Zellaufschlussgerat bei 150 kPa aufgeschlossen und anschlieend
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fir 30 min bei 20 000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Flussrate von 4
ml/min Gber ein GE AKTA-System auf eine mit NiCl, beladene 5 ml HighTrap Chelating HP
IMAC-Saule geladen. Nach einem Waschschritt mit 200 ml HlyC Puffer, 10 mM Imidazol
enthaltend, wurde das gebundene Protein mit einem linearen Gradienten tber 100 ml von 10
mM Imidazol auf 500 mM Imidazol eluiert. Ausgewahlte Elutionsfraktionen wurden vereint,
Uber Nacht in HlyC Dialysepuffer dialysiert und anschlielend mit einem 10 kDa MWCO
Filterkonzentrator auf eine Konzentration von 0,5 mg/ml einkonzentriert. Des Weiteren wurde
ein E. coli Rohextrakt mit Acyl-ACP, als Acylkettendonor in der Acylierungsreaktion, nach
dem bereits publizierten Protokoll von Thomas et al. hergestellt [222]. Daflr wurde eine 2 L
E. coli DH5a Zellkultur nach 5 h Wachstum bei 37°C geerntet und die Zellen in insgesamt
75 ml ACP Puffer resuspendiert. Der Uberstand nach dem Zellaufschluss durch drei Durch-
laufe bei 150 kPa durch das Zellaufschlussgerat und Zentrifugation fiir 10 min bei 30 000 g
und 60 min bei 200 000 g bei 4°C stellt den Acyl-ACP Rohextrakt dar.

5.1.6 In vitro Acylierungsassay zur Aktivitatsiiberpriifung der Proteine

Fur die Aktivitdtsiberprifung der gereinigten proHIyA-Cys Varianten sowie fiir das spater
Uber das Cystein mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte proHIyA wurde der bereits friiher
beschriebene in vitro Acylierungsassay von Thomas et al. (2014) verwendet [222]. Eine de-
taillierte Beschreibung des Assays befindet sich in Kapitel 1 (Abschnitt 3.1.8). Fir den Assay
wurde denaturiertes proHIlyA mit einer Konzentration von 1 mg/ml in einem Puffer aus 37,5
mM NaCl, 1,25 mM CaCl, und 12,5 mM Tris-HCI pH 7,4 sowie 6,4 M Harnstoff und 20 mM
EDTA eingesetzt. Ein Acylierungsansatz, bestehend aus 10 pl proHIyA in Denaturierungs-
puffer (1 mg/ml), 2 pl HlyC-His (0,5 mg/ml) und 63 pl Acyl-ACP Rohextrakt, wurde fir 1 h bei
23°C inkubiert. Der Acyl-ACP Rohextrakt wurde zuvor mit 40 mM EDTA versetzt und fiir 2 h
bei 23°C inkubiert. Anschlieliend wurden 0,5 ml gewaschene Schaferythrozyten in Schafblut
Waschpuffer mit dem Acylierungsansatz fir 1 h bei 37°C inkubiert. Das Waschen der Scha-
ferythrozyten erfolgte durch mehrere Zyklen aus Zentrifugation fir 1 min bei 14 000 g und
Resuspendierung der Zellen in Schafblut Waschpuffer, bestehend aus 155 mM NaCl, 20 mM
CaCly, 5 mM KCI, 2 mM MgSO,4 und 10 mM Tris-HCI pH 7,5. Am Ende der Hamolysezeit
wurden die nicht lysierten Zellen fur 1 min bei 14 000 g abzentrifugiert und die Hdmoglobin-
freisetzung durch die Messung der Absorption bei 544 nm im Uberstand gemessen. Als Po-
sitivkontrolle diente eine 0,21%ige SDS-Lésung in H,O. Als Negativkontrollen wurden ein
Acylierungsansatz ohne proHIyA und ein Acylierungsansatz ohne HlyC verwendet. Als Refe-
renz fir die Hintergrundabsorption diente ein Ansatz mit 75 pl Schafblut Waschpuffer. Der in
vitro Acylierungsassay wurde mit proHIyA Wildtyp, proHIyA-Cys7, proHIyA-Cys181, proHIyA-
Cys401 und dem, Uber Cystein 7 mit Alexa 488 oder Alexa 647, markierten proHIyA durch-
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gefihrt. Fir die Messungen mit den fluoreszenzmarkierten Proteinen wurde eine Versuchs-

reihe ohne HIyC zur Messung der Hintergrundfluoreszenz mitgefihrt.

5.1.7 Markierung von proHlyA-Cys mit Alexa-Fluorophoren

Die Markierungsreaktionen mit den Alexa-Fluorophoren A488 und A647 wurden basierend
auf der Anleitung des Herstellers fur Thiol-reaktive Fluoreszenzfarbstoffe durchgefuhrt. Fur
die Markierungsreaktionen wurden insgesamt 15 ml gereinigtes proHlyA-Cys7 mit einer Kon-
zentration von 0,52 mg/ml eingesetzt. Nach Zugabe von 10-fach molarem Uberschuss an
TCEP (0,74 M Stammlésung in H,O mit pH = 7,0) wurde das Protein fir 6 h auf Eis inkubiert.
Danach wurde das Protein mit einem 100 kDa MWCO Filterkonzentrator auf ein Volumen
von 2,5 ml einkonzentriert und Uber eine PD10-Saule in proHlyA Markierungspuffer umge-
puffert. Von den lypophilisierten Fluoreszenzfarbstoffen Alexa 488 und Alexa 647 wurde je-
weils eine 5 mM Stammlésung in DMSO vorbereitet. Nach der Umpufferung von proHIyA-
Cys7 in Markierungspuffer wurde das Protein mit einem 100 kDa MWCO Filterkonzentrator
auf 6 mg/ml konzentriert und auf zwei Ansatze mit 450 pl aufgeteilt. Nach Zugabe eines 15-
fachen molaren Uberschusses an Alexa 488 beziehungsweise Alexa 647 Fluoreszenzfarb-
stoff wurden die Konjugationsreaktionen fiir 20 h bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Reaktion mit einem 5-fachen Farbstoffuberschuss an GSH (6,5 mM Stammldsung in
DPBS++ Puffer) gestoppt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min auf Eis wurden die Reakti-
onsansatze fur die Reinigung des markierten Proteins Uber eine PD10-Sdule mit DPBS++
Puffer auf 2,5 ml aufgefillt und mit 3,5 ml DPBS++ Puffer von der Saule eluiert. Des Weite-
ren wurden die markierten Proteine mit einem 100 kDa MWCO Filterkonzentrator einkonzen-
triert und dabei mit insgesamt 50 ml DPBS++ Puffer gewaschen. Zur Berechnung der finalen
Proteinkonzentration sowie der Markierungseffizienz wurde die Absorption bei 280 nm und
494 nm oder 650 nm einer 1 : 10 Verdiinnung in H,O bestimmt. Die entsprechenden For-
meln zu den Berechnungen sind im Ergebnisteil (Abschnitt 5.2.4) angegeben. Weiterhin
wurde die Fluoreszenz der markierten Proteine nach Auftrennung im SDS-Gel durch ein

BioRad Geldokumentationssystem nachgewiesen.

5.1.8 ProHIyA Fluoreszenz-Blot mit Nierenepithelzelllysat

Adharente Nierenepithelzellen der MDCK-Zelllinie (Madin-Darby canine kidney) wurden ent-
weder mit einer 0,25%igen Trypsin und EDTA-haltigen Lésung oder mit PBS ohne Trypsin
und ohne EDTA vorbehandelt (Zusammensetzung siehe Tabelle 9). AnschlieRend wurden
die adhédrenten Zellen aus den 15 cm Petrischalen in insgesamt 400 ul RIPA Puffer (Zu-
sammensetzung siehe Tabelle 9) aufgenommen und das Zelllysat bei —20°C weggefroren.
Am nachsten Tag erfolgte ein Verdau der beiden Zelllysate mit PNGaseF. Daflir wurden je-
weils 45 pl Zelllysat mit 5 yl PNGaseF (0,5 U/ul) oder mit 5 yl H,O fiir 3 h bei 37°C inkubiert.
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Danach wurden die vier unterschiedlich vorbehandelten Zelllysate (mit und ohne Trypsin
beziehungsweise mit und ohne PNGaseF) mit jeweils 10 ul B-Mercaptoethanol-haltigem 6 x
SDS-Ladepuffer versetzt und fur 10 min bei 99°C aufgekocht. Ein 12%iges SDS-Gel mit ins-
gesamt 10 Probenkammern wurde mit 20 pl der jeweiligen Probe wie folgt beladen: 1 = ohne
Trypsin und ohne PNGaseF Behandlung, 2 = ohne Trypsin und mit PNGaseF Behandlung,
3 = mit Trypsin und ohne PNGaseF Behandlung, 4 = mit Trypsin und mit PNGaseF Behand-
lung. Die Probenkammern 5 bis 8 wurden in derselben Reihenfolge erneut mit 20 ul der je-
weiligen Probe beladen. Als Proteinmarker wurde der PageRuler™ 170 kDa Marker verwen-
det. Die Auftrennung der Zelllysate erfolgte bei 140 Volt fur 2 h. AnschlieRend wurde das Gel
in der Mitte geteilt und die eine Hélfte mit Coomassie Farbelésung gefarbt und die andere

Halfte fiir den proHIyA Fluoreszenz-Blot verwendet.

Tabelle 9: Verwendete Puffer fiir den proHIlyA Fluoreszenz-Blot

Gibco™ Trypsin-EDTA Loésung (gebrauchsfertig) | Gibco™ DPBS (gebrauchsfertig)

5,333 mM KClI 2,667 mM KCI
0,441 mM KH,PO, 1,471 mM KH,PO,
4,167 mM NaHCO; 137,931 mM NacCl
137,931 mM NaCl 8,060 mM Nay,HPO, - 7H,O

0,336 mM Nay,HPO, - 7H,O
5,656 mM D-Glucose

0,913 mM EDTA-4Na - 2H,0
0,025 mM Phenolrot

0,105 mM Trypsin

RIPA (radioimmunoprecipitation assay) Puffer

20,0 mM Tris pH 8,0
0,5 % Na-Deoxycholat (w/v)
13,7 mM NaCl
10,0 % Glycerin (w/v)
0,1 % SDS (w/v)
2,0 MM EDTA
200,0 uM Pefabloc® SC
11,0 uM Leupeptin
0,8 uM Aprotinin
1,0 mM Na-Orthovanadat

Fur den Blot erfolgte zunachst ein Transfer der Proteine mittels Semi-dry Western Blot Appa-
ratur auf eine Nitrozellulose-Membran fir 1 h bei 20 mA. AnschlieRend wurden die unspezifi-
schen Bindestellen der Membran durch die Inkubation mit 2,5 g BSA in 50 ml DPBS++ fir
1 h bei Raumtemperatur abgesattigt. Nach mehrmaligem Waschen der Membran mit
DPBS++ wurde die Membran tber Nacht mit insgesamt 200 ug proHIlyA-A647 in 10 mi
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DPBS++ bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran erneut mehrmals mit DPBS++
gewaschen und die Fluoreszenz bei 647 nm im Fusion-Detektionsgerat detektiert. Aufgrund
der starken, unspezifischen Signale in allen Spuren auf der Membran wurde der Versuch mit
einer 1: 10 und einer 1 : 100 Verdlinnung des noch nicht mit Trypsin behandelten Zelllysates
in RIPA Puffer wiederholt. Das verdinnte Zelllysat wurde erneut mit PNGaseF verdaut,
durch die SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Die pro-
HlyA-AG647 Proteinkonzentration, mit der die Membran anschlieRend Uberschichtet wurde,

blieb dabei unverédndert.

5.1.9 ProHIyA Glykosphingolipidbindung in GUVs (giant unilamellar vesicles)

Fur die Lipidmischungen, aus denen die GUVs (giant unilamellar vesicles) hergestellt wur-
den, wurden folgende Stammli&sungen in Chloroform oder Chloroform-H,O Gemischen ein-
gesetzt: 5 mg/ml DOPC, 10 mg/ml Cholesterin und jeweils 1 mg/ml der Glykosphingolipide
Gb3, GM1 und FSL-LewA. Die Zusammensetzung der Lipidmischungen mit 5 mol% des je-
weiligen Glykosphingolipides und 20 mol% Cholesterin sind in Tabelle 10 angegeben. Von
den Lipidmischungen wurden jeweils zweimal 7,5 pl auf einen Objekttrager aufgetragen. An-
schlieBend wurde aus zwei Objekttragern und Vitrex-Wachs eine mit 0,1 mg/ml Saccharose-
I6sung geflllte abgeschlossene Kammer gebildet. Fir die Elektroformation der GUVs wurde
an die Objekttrager eine Wechselspannung mit 11 Hz und 2 V fir mindestens 3,5 h angelegt

und danach die gebildeten GUVs aus den Kammern entnommen.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Lipidmischungen fiir die GUVs

Gb3 Mischung GM1 Mischung FSL-LewA Mischung
Glykosphinoglipid () 22,0 26,0 26,0
Cholesterin (ul) 47 4.0 41
DOPC (ul) 20,0 18,0 18,0
DHPE Texas Red (ul) 1,4 1,2 1,2
Chloroform (ul) 513,0 4220 4540

Als Positivkontrollen fur die einzelnen Glykosphingolipidmischungen dienten das Lektin LecA
fur die Mischung mit Gb3, die B-Untereinheit des Choleratoxins (CtxB) fur die Mischung mit
GM1 und das Lektin LecB fir die Mischung mit FSL-LewA. Weiterhin wurden Beobachtungs-
kammern aus zwei aneinander gelegten Objekttragern und geschmolzenem Parafilm vorbe-
reitet. Die Beobachtungskammern wurden mit Saccharoselésung gespult und mit 200 pl Pro-
teinlésung sowie 15 pl der geernteten GUVs gefiillt. Fir die erste Beobachtung unter dem
Konfokalmikroskop wurde proHIyA-A488 in DPBS++ mit einer Konzentration von 7,7 ug/ml
eingesetzt, fir alle weiteren Beobachtungen wurde proHlyA-A488 mit einer Konzentration
von 77 uyg/ml verwendet. Im Anschluss wurden die gefiillten Beobachtungskammern nach

einer Inkubationszeit von 1,5 h bei Raumtemperatur erneut unter dem Konfokalmikroskop
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betrachtet. AuRerdem wurden die Beobachtungen mit 84 ug/ml proHIlyA-A647 wiederholt. Als
Positivkontrollen wurden die Lektine PA-IL und PA-IIL sowie die B-Untereinheit des Toxins

CtxB aus Vibrio cholerae mit jeweils einer Konzentration von etwa 0,2 ug/ml eingesetzt.

5.1.10 ProHIyA Glykan Array zur Identifizierung von Zuckerinteraktionen

Der Glykan Array mit proHlyA-A488 wurde durch das Konsortium fur funktionelle Glykomik
(CFG, Consortium for Functional Glycomics, Boston, USA) durchgefiihrt. Dabei wurde proH-
IlyA-A488 mit CFG Bindepuffer auf Konzentrationen von 5 pg/ml, 50 pg/ml und 200 pg/ml
verdinnt und in dem CFG Glykan Array der Version 5.3 eingesetzt. Der Glykan Array be-
steht aus 600 unterschiedlichen, immobilisierten Mono- und Polysacchariden. Die Bindung
des Proteins wurde nach der Inkubation der Zuckeroberflache mit dem Protein Uber die Fluo-

reszenz von proHIyA nachgewiesen.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Klonierung von verschiedenen proHlyA-Cys Varianten

Fur die spatere Markierung von proHIyA mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa 488 oder
Alexa 647 wurde an drei verschiedenen Positionen im pSU-hlyA Plasmid ein fir Alanin
kodierendes Basentriplett durch ein fur Cystein kodierendes Basentriplett ersetzt. Das
Cystein an der entsprechenden Position stellt jeweils das einzige Cystein in der Pro-
teinsequenz von HIyA dar. Die PCR zur Amplifizierung des Plasmides mit den entspre-
chenden Mutationen war fur alle drei proHlyA-Varianten (A7C, A181C und A401C) bei
mindestens einer der Annealingtemperaturen erfolgreich. Nach dem Verdau der me-
thylierten DNA im PCR-Ansatz und Amplifizierung der neuen Plasmide in E. coli, wurde
im Kontrollgel fir die neuen Plasmide dasselbe Laufverhalten wie fur das Ausgangs-
plasmid beobachtet. Die anschlieRende Sequenzierung der isolierten Plasmide, durch
die Firma GATC Biotech AG, bestatigte den Basenaustausch GCA (Ala) oder GCT (Ala)
zu TGC (Cys) an der gewiinschten Position in der DNA-Sequenz des pSU-hlyA Plasmi-

des.

5.2.2 Expression und Reinigung der proHlyA-Cys Varianten
Alle drei proHIyA-Cys Varianten wurden nach dem Protokoll fur proHlyA Wildtyp in An-

lehnung an das Protokoll von Thomas et al. (2014) in E. coli exprimiert und sekretiert
[222]. Eine Probe der vereinten Fraktionen von proHIyA-Cys7 nach der Reinigung durch
die SEC ist im SDS-Gel in Abbildung 1 zu sehen. Die Hauptbande zwischen der 100 und
120 kDa Markerbande stimmt mit dem Molekulargewicht von monomerem HIyA (110
kDa) Uiberein. Eine schwache Bande oberhalb der 200 kDa Markerbande, entsprechend
dem doppelten Molekulargewicht von HIyA, ist nur unter nicht reduzierenden Bedingun-
gen (ohne DTT im SDS-Probenpuffer) zu erkennen. Die Ausbeute an proHIyA-Cys7 lag
mit 20 mg aus 1 L Flussigkultur im Bereich der Ausbeute von proHIyA Wildtyp. Die bei-
den anderen Proteine, proHIlyA-Cys181 und proHIlyA-Cys401, wurden ebenfalls sekre-
tiert. Die Ausbeute fur proHIyA-Cys181 betrug 22 mg, die Ausbeute fir proHlyA-Cys401
betrug 25 mg aus 1 L Flussigkultur. In Abbildung 1 ist des Weiteren ein SDS-Gel mit
proHIyA nach der Markierung mit den Alexa Fluoreszenzfarbstoffen A488 und A647 lUber
das Cystein an Position 7 dargestellt. In diesen Proben ist die Bande oberhalb der 200
kDa Markerbande unter nicht reduzierenden Bedingungen nur noch schwach zu erken-
nen. Weiterhin ist kein Abbau des Proteins zu beobachten. Nach der Markierung und

Auftrennung der Proteine im SDS-Gel konnte eine Fluoreszenz fir beide Proteine im Gel
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auf der H6he der proHIyA Bande nachgewiesen werden, weshalb von einer erfolgrei-
chen Konjugation der Fluoreszenzfarbstoffe mit dem Protein ausgegangen werden kann.
Die Filtereinstellungen bei der Detektion des mit Alexa 647 Farbstoff markierten pro-

HIyAs waren nicht optimal und die Bande ist nur sehr schwach zu erkennen.
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Abbildung 1: Reinigung und Markierung von proHIyA mit Alexa-Fluorophoren. A) SDS-Gel mit gereinigtem
proHIyA-Cys unter reduzierenden (links) und nicht reduzierenden Bedingungen (rechts). B) Das Uber das
Cystein an Position 7 mit Alexa-488 oder Alexa-647 markierte Protein nach der Reinigung. C) Fluoreszenz
von proHIyA Alexa-488 und proHIyA Alexa-647 im SDS-Gel im Vergleich zum unmarkierten Protein.

5.2.3 In vitro Acylierungsassay zur Aktivitatsiiberpriifung der Proteine

Um einen Einfluss der Cysteine oder der Fluoreszenzfarbstoffe auf die Aktivitdt von
proHIyA auszuschlieen, wurde das Protein in vitro acyliert und anschlief3end die hamo-
lytische Aktivitat auf Schaferythrozyten getestet. In dem daflir eingesetzten in vitro Acyl-
ierungsassay von Thomas et al. (2014) wurde proHIyA mit Harnstoff und EDTA denatu-
riert und durch die Acyltransferase HlyC in Anwesenheit von E. coli Rohextrakt als Acyl-
kettendonor acyliert [222]. Nach der Inkubation des Acylierungsansatzes mit gewasche-
nen Schafblutzellen in einem Puffer zur Rickfaltung des Proteins, wurde die Freisetzung
von Hamoglobin durch die Absorptionsmessung des Zentrifugationsiiberstandes bei 544
nm gemessen. In Tabelle 11 sind die Absorptionswerte der 1 : 64 Verdinnungen des
Uberstandes in H,O fiir proHIyA Wildtyp, proHIyA-Cys7, proHlyA-Cys181 und proHIyA-
Cys401 angegeben. Fur die Auswertung wurden die Messwerte um die Absorption der

Hintergrundmessung (75 yl Waschpuffer, Mittelwert aus n = 2) korrigiert und auf den

112



Kapitel 3 — Ergebnisse

Absorptionswert von proHIyA Wildtyp normiert (Mittelwert aus n = 3, entspricht 100 %
hamolytischer Aktivitat). Das Ergebnis ist in Abbildung 2 A dargestellt.

Tabelle 11: Absorptionswerte (Asynm) Zum Aktivitdtsvergleich der proHlyA-Cys Varianten

Messwert (Ansatz 1) Messwert (Ansatz 2) Messwert (Ansatz 3)
SDS (0,21 %) 1,151 1,022 1,046
ProHIyA Wildtyp 1,055 1,156 1,240
ProHIyA A7C 1,197 1,185 1,154
ProHIyA A181C 1,156 0,964 0,725
ProHIyA A401C 0,919 0,873 0,839
Ohne proHIyA 0,128 0,155 -
Ohne HIyA 0,130 0,163 -
Waschpuffer (75 pl) 0,092 0,101 -

Die Absorptionswerte der 1 : 64 Verdinnungen des Uberstandes in H,O fir die Messun-
gen mit dem Uber das Cystein an Position 7 fluoreszenzmarkierten proHIyA sind in Ta-
belle 12 angegeben. Fir die Auswertung wurden von den Absorptionswerten fur proHIyA
Wildtyp, proHIyA-A488 und proHIyA-A647 die Absorptionswerte der jeweiligen Hinter-
grundmessung ohne HIyC (jeweils Mittelwert aus n = 3) abgezogen. Von den Absorpti-
onswerten der Kontrollen ohne HIyA und ohne HlyC wurde der Absorptionswert der Hin-
tergrundmessung mit 75 pl Waschpuffer (Mittelwert aus n = 3) abgezogen. Die Werte
wurden anschlieBend auf den Wert fur proHIyA Wildtyp normiert (Mittelwert aus n = 3,
entspricht 100 % hamolytischer Aktivitdt). Das Ergebnis ist in Abbildung 2 B dargestellt.

Tabelle 12: Absorptionswerte (Assnm) zum Aktivitatsvergleich von markiertem proHIlyA

Messwert (Ansatz 1) | Messwert (Ansatz 2) | Messwert (Ansatz 3)
SDS (0,21 %) 1,071 1,111 1,165
ProHIyA Wildtyp 1,107 0,987 1,163
ProHIyA-Alexa488 1,014 1,022 1,041
ProHIyA-Alexa647 1,050 1,010 0,998
ProHIyA Wildtyp, ohne HlyC 0,204 0,225 0,234
ProHIlyA-Alexa488, ohne HIlyC 0,148 0,188 0,113
ProHIlyA-Alexa647, ohne HIlyC 0,237 0,220 0,110
Ohne HIyA 0,164 0,272 0,192
Ohne HlyC 0,150 0,158 0,196
Waschpuffer (75 pl) 0,117 0,128 0,238

Die Aktivitatsvergleiche der proHIyA-Cys Varianten sowie der markierten Proteine mit
proHIyA Wildtyp sind in Abbildung 2 zusammen dargestellt. Die Ergebnisse der Markie-
rungsreaktion werden im nachsten Abschnitt (Abschnitt 5.2.4) behandelt. Im Aktivitats-
vergleich zeigt proHIyA-Cys7 dieselbe hamolytische Aktivitat wie proHIlyA Wildtyp (Abbil-
dung 2 A). Die hadmolytischen Aktivitdten von proHlyA-Cys181 und proHIyA-Cys401 sind
im Vergleich zu proHIyA Wildtyp leicht reduziert. Die verminderte Aktivitdt kann durch
eine unvollstdndige Acylierung des Proteins oder einen Rickgang der Hamolyseféahigkeit

verursacht werden.
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Abbildung 2: Hamolytische Aktivitat der verschiedenen proHlyA-Varianten. A) Vergleich der proHIlyA-Cys
Varianten mit proHlyA Wildtyp. B) Vergleich von Alexa-Fluorophor-markiertem proHlyA mit proHIyA Wildtyp.

Fur die Konjugationsreaktion mit den Alexa-Fluoreszenzfarbstoffen wurde proHIlyA-Cys7
eingesetzt. Die hdmolytischen Aktivitdten von proHIyA-A488 und proHIyA-A647 sind ver-
gleichbar mit der hamolytischen Aktivitat von proHIyA Wildtyp (Abbildung 2 B).

5.2.4 Markierung von proHlyA-Cys mit Alexa-Fluorophor

Die Proteinkonzentration und die Markierungseffizienz von markiertem proHIyA-Cys7
wurde Uber die Bestimmung der Absorption der verdiinnten Proteinlésung bei 280 nm
und bei 494 nm (fur proHIyA-A488) oder 650 nm (fur proHIyA-A647) berechnet (Tabelle
13). Fur die Berechnung der molaren Proteinkonzentration wurde folgende Formel ver-
wendet: ((Azsonm — (A494nm 0der Assonm X Spezifischer Korrekturfaktor)) x Verdinnungsfak-
tor) / Extinktionskoeffizient fur HIyA bei 280 nm in H,O. Die molare Proteinkonzentration
wurde Uber das Molekulargewicht von HIyA in die Massenkonzentration mit der Einheit
mg/ml umgerechnet. Fir die Berechnung der Markierungseffizienz wurde folgende For-
mel verwendet: (Aso4nm bzw. Agsonm * Verdlinnungsfaktor) / (Extinktionskoeffizient fir das
Fluorophor bei 494 nm oder 650 nm x molare Proteinkonzentration). Die theoretischen
Angaben fur das Molekulargewicht von HIyA und den Extinktionskoeffizienten von HIyA
bei 280 nm in H,O, wurden basierend auf der Aminosauresequenz, mit dem Programm
EXPASy ProtParam ermittelt [228]. Die theoretischen Angaben fir die spezifischen Kor-
rekturfaktoren und die Extinktionskoeffizienten von den Fluoreszenzfarbstoffen A488 und
A647 wurden von den Herstellerangaben Gbernommen. Die Angaben und Ergebnisse

sind in Tabelle 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13: Berechnung der Proteinkonzentration und der Markierungseffizienz fiir proHlyA-A488
und proHlyA-A647. Die Absorptionswerte bei 280 nm und 494 nm oder 650 nm wurden experimentell

bestimmt.

ProHlyA-A488 ProHlyA-A647
Molekulargewicht HIyA (Da) 110145 110145
Extinktionskoeffizient von HlyA bei 280 nm in H,O (M'em™) 81600 81600
Absorptionswert bei 280 nm 0,0640 0,0660
Absorptionswert bei 494 nm (A488) oder 650 nm (A647) 0,0630 0,1300
Spezifischer Korrekturfaktor fir das jeweilige Fluorophor 0,11 0,03
Verdinnungsfaktor der gemessenen Proteinlésung 10 10
Proteinkonzentration (mg/ml) 0,77 0,84
Extinktionskoeffizient von A488 bei 494 nm (M"'cm™) 71000 -
Extinktionskoeffizient von A647 bei 650 nm (M'cm™) - 239000
Markierungseffizienz (Anteil) 1,27 0,71

Die Auswertung ergibt fur das mit Alexa 488 markierte Protein eine Proteinkonzentration
von 0,77 mg/ml und eine Markierungseffizienz von 127 % und fir das mit Alexa 647
markierte Protein eine Proteinkonzentration von 0,84 mg/ml und eine Markierungseffizi-
enz von 71 %. In Abbildung 1 im vorangegangenen Abschnitt (Abschnitt 5.2.2) ist das

SDS-Gel nach der Konjugationsreaktion und Reinigung der beiden Proteine abgebildet.

5.2.5 ProHIyA Fluoreszenz-Blot mit Nierenepithelzelllysat

Zur Untersuchung einer zuckerabhangigen Bindung von proHIyA an glykosylierte Ober-
flachenproteine von Nierenepithelzellen wurde zuné&chst ein Zelllysat aus MDCK (Madin-
Darby canine kidney) Zellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran ge-
blottet. AnschlieRend wurde die Membran mit proHIyA Uberschichtet und die Bindung
von proHIyA an die (glykosylierten) Proteine Uber die proHIyA Fluoreszenz detektiert.
Durch den Vergleich des Bandenmusters von unbehandeltem Zelllysat mit Zelllysat das
zuvor mit dem Enzym PNGaseF zur Abspaltung von N-gekoppelten Proteinglykosylie-
rungen behandelt wurde, sollen potentielle Protein-Zucker-basierte Interaktionspartner
von proHIyA identifiziert werden. Als Negativkontrolle dienten die zuvor mit Trypsin be-
handelten Zellen. Das SDS-Gel mit dem aufgetrennten Zelllysat sowie die Detektion von
proHIyA auf der Membran sind in Abbildung 3 dargestellt. Aufgrund des starken Ban-
denmusters mit dem unverdinnten Zelllysat wurde das Experiment mit einem 1 : 10 und

einem 1 : 100 verdinnten Zelllysat wiederholt.
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Abbildung 3: Ergebnisse des proHIlyA Fluoreszenz-Blots. A) Coomassie-gefarbtes Gel mit den aufgetrenn-
ten MDCK Zelllysaten zur Kontrolle. B) Uberschichtung des geblotteten Gels mit proHlyA-A488 und Detek-
tion von gebundenem proHIyA (ber die Fluoreszenz des Proteins. C) Wiederholung des proHIyA Fluores-
zenz-Blots aus B mitden 1 : 10 und 1 : 100 verdiinnten MDCK Zelllysaten.

Das MDCK Zelllysat zeigt im Coomassie-gefarbten SDS-Gel eine Vielzahl von Protein-
banden (Abbildung 3 A). Das Bandenmuster im PNGaseF-behandelten Zelllysat unter-
scheidet sich nicht von dem des unbehandelten Zelllysates. Die Banden in den Trypsin-
behandelten Zellen sind insgesamt schwécher als die Banden der unbehandelten Zellen.
Im proHIyA Fluoreszenz-Blot sind ebenfalls eine Vielzahl unterschiedlich starker Banden
zu erkennen (Abbildung 3 B). Abgeschwéchte Banden sind in den Proben der Negativ-
kontrolle mit den Trypsin-behandelten Zellen zu erkennen. Zur Identifizierung einer még-
lichen zuckerabh&ngigen Bindung von proHIyA an glykosylierte Oberflachenproteine der
Zellen sind insbesondere Banden der nicht trypsinierten Zellen welche durch die Be-
handlung mit PNGaseF verschwinden von Interesse. Ein méglicher Kandidat ist die ver-
gleichsweise starke Bande in Spur 1 knapp unter der 55 kDa Markerbande (Abbildung 3
B). Diese Bande ist in Spur 2 mit dem PNGaseF-behandelten Zelllysat schwécher als in
Spur 1. Die Bande ist allerdings auch in den Proben der Trypsin-behandelten Zellen in
Spur 3 und 4 vorhanden. Im proHIyA Fluoreszenz-Blot mit den 1 : 10 verdiinnten Zell-
lysaten sind deutlich weniger Banden ersichtlich als bei den unverdiinnten Zelllysaten
(Abbildung 3 C). Das Bandenmuster nach der PNGaseF Behandlung entspricht im We-
sentlichen dem Bandenmuster der unbehandelten Zellen. Bei den 1 : 100 Verdinnun-
gen der Zelllysate wurde, bis auf eine unspezifische Bande in Spur 4 bei der 35 kDa
Markerbande, keine Fluoreszenz detektiert. Kontrollexperimente zur tatsdchlichen Ab-
spaltung der N-Glykosylierungen von den Proteinen durch die PNGaseF sowie zur Voll-

standigkeit des Verdaues mit Trypsin sind nicht verfiigbar.
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5.2.6 ProHIlyA Glykosphingolipidbindung in GUVs (giant unilamellar vesicles)

Um die Bindung von proHIyA an Glykosphingolipide zu testen, wurden drei verschiedene
Lipidmischungen mit den Glykosphingolipiden Gb3, GM1 und FSL-LewA fiir die Herstel-
lung von GUVs verwendet. Die Bindung von fluoreszenzmarkiertem proHIyA an die
Lipidvesikel wurde unter dem Konfokalmikroskop beobachtet. In Abbildung 4 A sind bei-
spielhaft die Aufnahmen der Inkubation von proHIyA-A488 mit den GUVs der Glyko-
sphingolipide Gb3, GM1 und FSL-LewA dargestellt.

proHIyA proHIyA proHIyA

FSL LewA

PA-IL (lecA) CtxB PA-IIL (lecB)

Abbildung 4: Ergebnisse der Bindungsexperimente mit proHlyA-A488 und verschiedenen Glykosphingoli-
piden in GUVs. A) ProHIyA-A488 (griin) in Anwesenheit der Glykosphingolipide Gb3, GM1 oder FSL-LewA
in GUVs (rot). B) Kontrollexperimente mit den Proteinen PA-IL und Gb3, CtxB und GM1 sowie PA-IIL und
FSL-LewA.

In griner Farbe ist die Proteinlésung und in roter Farbe sind die Lipidvesikel erkennbar.
In keiner der Aufnahmen ist eine Verstarkung des griinen Signals oder eine Uberlage-
rung des grinen Signals mit dem roten Signal in unmittelbarer Umgebung der GUVs
oder in den Membranen der GUVs zu erkennen. Dementsprechend wurde keine Bin-
dung von proHIyA an die Lipide und Glykosphingolipide der GUVs beobachtet. In Abbil-
dung 4 B sind die Positivkontrollen mit bekannten, glykosphingolipidbindenden Proteinen
dargestellt. In der ersten Aufnahme ist die Bindung von PA-IL an Gb3, in der zweiten
Aufnahme die Bindung von CtxB an GM1 und in der dritten Aufnahme die Bindung von
PA-IIL an FSL-LewA durch die Uberlagerung der griinen und roten Signale an den

Grenzflachen der GUVs zu erkennen.
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5.2.7 ProHIyA Glykan Array zur ldentifizierung von Zuckerinteraktionen

Zur weiteren Analyse einer moglichen Zuckerbindung von proHIyA wurde durch das
Konsortium fir funktionelle Glykomik (CFG, Consortium for Functional Glycomics,
Boston, USA) der Glykan Array der Version 5.3 mit dem markierten Protein durchgefihrt.
Der Glykan Array besteht aus 600 unterschiedlichen, immobilisierten Einfach- und Mehr-
fachzuckern aus Saugetierzellen in 6-fach Replikaten. Die Bindung von proHIyA wurde
Uber die Fluoreszenz des Proteins detektiert. Die Bindung von proHIyA wurde in drei
verschiedenen Konzentrationen (5 pug/ml, 50 pg/ml und 200 pg/ml) in CFG Bindepuffer
getestet. Dabei sind Fluoreszenzsignale von bis zu 50 000 relativen Fluoreszenzeinhei-
ten (RFU, relative fluorescence units) fur glykanbindende Proteine nicht uniblich [262].
Mit 5 pg/ml proHIyA-A488 war kaum eine Bindung des Proteins an die immobilisierten
Zucker zu erkennen. Die beiden Zucker mit den héchsten relativen Fluoreszenzsignalen
waren die mit den Nummern 142 und 597 aus dem Glykan Array. Mit 50 ug/ml proHIyA
zeigten einzelne weitere Zucker eine etwas starkere Fluoreszenz als die Hintergrundfluo-
reszenz (Nummer 142, 147, 496, 513, 539, 580 und 597). In der Analyse mit 200 ug/ml
proHIyA sind diese noch deutlicher zu erkennen und zusammen mit dem grafischen Er-
gebnis des Glykan Arrays 5.3 mit 200 pg/ml proHIyA in Abbildung 5 dargestellt. In der
Auswertung wurde das jeweils héchste und niedrigste Signal der 6-fach Replikate nicht
beriicksichtigt. Die Abbildung zeigt die mittleren Fluoreszenzintensitdten aus n = 4 fur
jeden Zucker. Mit der héchsten proHIyA-A488 Konzentration (200 pg/ml) nimmt die Si-
gnalstarke insgesamt zu. Die hdchsten Fluoreszenzsignale liegen im Bereich von 700
RFU. In allen Zuckern ist der Einfachzucker Galactose vorhanden. Weiterhin kommen
haufig die Einfachzucker GIcNAc und GalNAc vor. Eine Gemeinsamkeit in den 30 Gly-
kanen mit den héchsten relativen Fluoreszenzsignalen ist ebenfalls das Vorhandensein
von Galactose. AuRerdem kommt in allen bis auf eine Zuckerverbindung GIcNAc vor.
Galactose und GIcNAc sind in jeweils 75 % aller Zuckerverbindungen des Glykan Arrays

vorhanden.
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Abbildung 5: Ergebnis des CFG Glykan Arrays mit 200 ug/ml proHlyA-A488 (oben). Symbolische Nomen-
klatur der 13 gekennzeichneten Zuckerstrukturen mit a = a und b =  (unten). Symbolische Nomenklatur
Ubernommen aus [263].

In Tabelle 14 sind die 30 Zucker mit den héchsten Fluoreszenzsignalen aus der Analyse

mit 200 pg/ml proHIyA tabellarisch zusammengefasst.
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Tabelle 14: Ergebnis des CFG Glykan Arrays 5.3 mit 200 pg/ml proHlyA-A488. Angegeben sind die 30
Zucker mit den héchsten, mittleren Fluoreszenzsignalen und deren Standardabweichung.

Array IUPAC der Glykane Mittelwert STA
Nummer RFU
Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-2Mana-

539 6(Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-
2Mana1-3)Manb1-4GIcNAcb1-4GIcNAcb-Sp12 726 92

147 Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb-Sp0 714 54

513 (6P)Galb1-4GIcNAcb-SPO 615 96

142 Galb1-3GalNAcb-Sp8 573 46

580 Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-3)GalNAca-Sp14 445 22
GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(GlcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-

548 2)Mana1-6(GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-2Mana1-3)Manb1-
4GIcNAcb1-4GIcNAc-Sp24 427 13
GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-2Mana1-

537 6(GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-2Mana1-
3)Manb1-4GIcNAcb1-4GIcNAcb-Sp12 363 58
Neub5Aca2-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-

597 4GIcNAcb1-2Mana1-6(Neu5Aca2-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-
4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-2Mana1-3)Manb1-4GIcNAcb1-
4GIcNAcb-Sp12 305 312

528 Fuca1-4(Galb1-3)GIcNAcb1-2 Mana-Sp0 302 41

496 Fuca1-2(6S)Galb1-3(6S)GIcNAcb-Sp0 287 94

412 Fuca1-2Galb1-4(Fuca1-3)GIcNAcb1-3GalNAca-Sp14 269 21

388 GalNAcb1-4(NeubAca2-3)Galb1-4GIcNAcb1-3GalNAca-Sp14 266 24
Fuca1-2Galb1-3(Fuca1-4)GIcNAcb1-2Mana1-6(Fuca1-2Galb1-

469 3(Fuca1-4)GIcNAcb1-2Mana1-3)Manb1-4GIcNAcb1-4(Fuca1-
6)GIcNAcb1-4(Fuca1-6)GIcNAcb-Sp19 265 22

592 NeubAca2-6Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-3)GalNAca-Sp14 221 8

141 Galb1-3GalNAca-Sp16 220 220

581 Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-
4GIcNAcb1-3)GalNAca-Sp14 219 71
Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-

549 4GIcNAcb1-2)Mana1-6(Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-
2Mana1-3)Mana1-4GIcNAcb1-4GIcNAc-Sp24 202 11

349 GIcNAcb1-2Mana1-6(GIcNAcb1-2Mana1-3)Manb1-4GIcNAcb1-
4(Fuca1-6)GIcNAcb-Sp22 192 51
Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-

562 4GIcNAb1-2)Mana1-6(Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-
2Mana1-3)Manb1-4GIcNAcb1-4(Fuca1-6)GIcNAcb-Sp24 187 63

414 GalNAca1-3(Fuca1-2)Galb1-4(Fuca1-3)GIcNAcb1-3GalNAc-Sp14 171 14
Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-

561 3GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAb1-2)Mana1-
6(Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-
2Mana1-3)Manb1-4GIcNAcb1-4(Fuca1-6)GIcNAcb-Sp24 164 9
GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-
4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(GlcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-

577 3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAb1-
2)Mana1-6(GlcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-
3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-2Mana1-3)Manb1- 160 31
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4GIcNAcb1-4(Fuca1-6)GIcNAcb-Sp24

GlcNAca1-4Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4(Fuca1-3)GIcNAcb1-

339 3Galb1-4(Fuca1-3)GIcNAcb-Sp0 158 23

Fuca1-2Galb1-4(Fuca1-3)GIcNAcb1-2Mana1-6(Fuca1-2Galb1-
468 4(Fuca1-3)GIcNAcb1-2Mana1-3)Manb1-4GIcNAcb1-4(Fuca1-
6)GIcNAcb-Sp24 157 9

22 6S(3S)Galb1-4(6S)GIcNAcb-Sp0 146 3

Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-4GlcNAcb1-2)Mana1-6(Galb1-
480 4GIcNAcb1-2Mana1-3)Manb1-4GlcNAcb1-4(Fuca1-6)GlcNAcb-

Sp24 146 19
590 Neub5Aca2-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(Galb1-

3)GalNAca-Sp14 145 10
595 Neu5Aca2-6Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-6(Neu5Aca2-

6Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-3)GalNAca-Sp14 145 52
294 4S(3S)Galb1-4GIcNAcb-Sp0 144 15
475 Neu5Aca2-6Galb1-4GIcNAcb1-6GalNAca-Sp14 142 24
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6 Diskussion

Diese Dissertation beschaftigt sich mit der Acylierung, Struktur und Funktion von HIyA
aus uropathogenen Escherichia coli. HlyA wird als Protoxin produziert und durch die
Acyltransferase HlyC posttranslational modifiziert. Nach erfolgter Sekretion aus den Bak-
terien in das umliegende Gewebe nimmt das Protein seinen aktiven Faltungszustand an

und wirkt auf unterschiedliche Zielzellen des Wirtsorganismus ein.

Das erste Kapitel dieser Arbeit befasste sich mit der Wirkung von Ham auf die Enzymak-
tivitdt von HlyC. Ham besitzt neben seiner bestens bekannten Funktion als prosthetische
Gruppe auch eine regulatorische Funktion, welche durch eine transiente Bindung an
Proteine realisiert wird. Das Ziel war die Untersuchung der Acyltransferaseaktivitat von
HlyC in An- und Abwesenheit von Hamin. Daflir wurde HlyC rekombinant hergestellt und
gereinigt, wobei durch ein veradndertes Expressions- und Reinigungsprotokoll die Koauf-
reinigung des Substrates acyl-ACP mit HIlyC mdéglich war. Durch die Optimierung eines
bereits friiher verwendeten in vitro Acylierungsassays und die anschlieRenden Messun-
gen der Enzymaktivitat in Anwesenheit von Hadmin, konnte erstmalig eine Hemmung der
Acyltransferaseaktivitat von HlyC gezeigt werden. Die Hemmung von HlyC durch Hamin
wird hier vor dem Hintergrund der Hamolysefunktion von HIyA diskutiert und ein neues

Modell zur Regulation der Eisenhomd&ostase in hdmolytischen Bakterien aufgestellt.

Das zweite und dritte Kapitel dieser Arbeit beschaftigten sich mit der Aufklarung von
strukturellen und funktionellen Eigenschaften von HIyA im Kontext der Interaktion des
Toxins mit seinen Zielzellen. Zunachst werden hier die Herausforderungen der Kristalli-
sation von proHIyA und HIyA sowie der daraus resultierenden Limitationen fur die Rént-
genstrukturanalyse aus dem zweiten Kapitel dieser Dissertation diskutiert. Anschlieend
wird auf die Ergebnisse aus den Experimenten zur ldentifizierung einer méglichen Gly-
kanbindung durch proHIyA aus dem dritten Kapitel eingegangen. Mit dem gereinigten
und mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierten Protoxin konnte keine spezifische Zuk-
kerbindung festgestellt werden. Mdégliche Ursachen und Erklarungen hierfir werden im

letzten Abschnitt erortert.
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6.1 Acylierung von proHIlyA durch die Acyltransferase HlyC

Die Acyltransferasefunktion von HlyC wurde Mitte der 1980er Jahre entdeckt und in ei-
nen essentiellen Zusammenhang mit der Hamolysefunktion von HIyA gebracht [43] [52].
Die Acylierung erfolgt dabei posttranslational durch den Transfer von geséttigten Fett-
sauren von dem Acylgruppen-tragenden Protein acyl-ACP auf zwei spezifische Lysinsei-
tenketten des Protoxins [55] [56]. Unklar ist weiterhin, in welchen stéchiometrischen Ver-
héaltnissen und in welcher Reihenfolge die drei an der Reaktion beteiligten Komponenten
HlyC, proHIyA und acyl-ACP miteinander interagieren [61]. Aus der vor kurzem aufge-
klarten, dreidimensionalen Struktur der bakteriellen Acyltransferase ApxC, konnte die
Dimerstruktur von HIlyC abgeleitet werden [61]. Des Weiteren werden in proHIyA unab-
hangig voneinander zwei spezifische, durch 127 Aminosduren voneinander getrennte
Lysinreste, in einem weitestgehend ungefalteten Zustand des Proteins, acyliert [56]
[222]. Denkbar wére daher eine Acylierung von zwei Lysinen aus einem oder von zwei
Lysinen aus zwei unterschiedlichen proHIyA Molekilen durch ein HlyC Dimer. Eine
Regulation der Acyltransferaseaktivitat von HlyC und homologen Enzymen auf Protein-

ebene ist bisher nicht bekannt.

6.1.1 Ein verandertes Expressions- und Reinigungsprotokoll fiir HlyC ermég-

licht die Koaufreinigung von ACP

Der in unserem Institut bisher eingesetzte in vitro Assay zur Acylierung von proHIyA be-
ndtigte den Zusatz von Rohextrakt aus Escherichia coli zur Bereitstellung von acyl-ACP.
Versuche zur Herstellung und Reinigung von acyl-ACP sind aufwendig und wurden bis-
her nicht unternommen. /In vivo werden dafiir die beiden Enzyme Holo-ACP Synthase
und Acyl-ACP Synthetase bendtigt, wobei erstere die prosthetische Gruppe Phospho-
pantethein (4'-PP) von acetyl-Coenzym A auf das Apoprotein Ubertragt und letztere die
Bindung von Acylgruppen an 4'-PP katalysiert, wodurch schlie3lich acyl-ACP generiert
wird [90] [91] [92]. Eine alternative Option, die sich im Rahmen dieser Arbeit ergab, war
die Koaufreinigung von acyl-ACP und HIlyC. Die Expression von HIlyC erfolgte, im Ge-
gensatz zu dem friher beschriebenen Herstellungsprotokoll nach Thomas et al. (2014),
in Abwesenheit des Substrates proHIyA und bei einer niedrigeren Expressionstempera-
tur [222]. Durch die Verwendung eines pET-Expressionsystems in E. coli BL21(DE3) und
der Reduktion der Expressionstemperatur konnte die Bildung von Einschlusskérpern mit
dem Uberexprimierten Protein vermieden und ein Teil von HlyC in Lésung gehalten wer-

den [264]. Nach der Reinigung des I6slichen Proteins durch eine Nickelionen-
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Affinitdtschromatographie, Uber die C-terminale His-Sequenz von HIlyC und eine an-
schlielRende GroéRenausschlusschromatographie war eine zusétzliche Proteinbande zwi-
schen der 10 kDa und 15 kDa Markerbande im SDS-Gel zu erkennen. Die Intensitat der
Bande nahm nach der Abspaltung der C-terminalen His-Sequenz und den weiteren Rei-
nigungsschritten, Gber eine reverse Nickelionen-Affinitdtschromatographie und eine ab-
schlieRende Grélenausschlusschromatographie, verhaltnismalig zur HlyC Bande bei
20 kDa im SDS-Gel weiter zu. Durch die massenspektrometrische Analyse der trypsi-
nierten Proteine aus der ausgeschnittenen Gelbande konnten in einer ersten Analyse
zehn Peptide aus HlyC und neun Peptide aus ACP identifiziert werden (Tabelle 1). In
einer weiteren Analyse der zusétzlichen Gelbande bei 15 kDa aus einer anderen Aufrei-
nigung von HIyC, wurden 32 Peptide aus HIlyC, drei Peptide aus ACP und zwei Peptide
aus zwei weiteren E. coli Proteinen identifiziert. Wahrend die Peptide aus der ersten
Analyse die gesamte Aminosauresequenz von ACP abdeckten, befanden sich in der
zweiten Analyse Uberwiegend N-terminale Peptide von ACP. Die Peptide von HIlyC

stammten grofteils aus den zentralen Bereichen des Proteins.

Tabelle 1: Prozentuale Anteile an der Gesamtzahl der identifizierten Peptide

HlyC ACP Andere Proteine
Bande zwischen 10 und 15 kDa 53 % 47 % 0%
Bande bei 15 kDa 73 % 7 % 20 %

Eine Aussage Uber die an der Bindung von acyl-ACP an HlyC beteiligten Aminosauren
von HIlyC kann aus den identifizierten Peptiden nur bedingt getroffen werden. An der
starken Bindung von acyl-ACP an HIlyC wahrend der gesamten Reinigung scheinen
demnach Uberwiegend die Aminosduren rund um das postulierte, aktive Zentrum von
HlyC (Aminosauren His24, Asn35, Asp93, Arg121) beteiligt zu sein [61]. Aus dem N-
terminalen Bereich von HIlyC bis einschliel3lich der Aminosdure 25, dessen a-Helix im
Homologiemodell als Dimerinteraktionsflache dient, wurden keine Peptide gefunden
(Abbildung 1) [61]. Ebenso wurden in den Analysen keine Peptide aus dem C-terminalen
Bereich von HIyC gefunden (Aminosauren 140 bis einschlieRlich 170), in dessen a-Helix
das postulierte Hdm-Bindemotiv mit den Aminosduren 147 bis 155 liegt [61] [108]. Die
massenspektrometrische Analyse der Bande zwischen 10 und 15 kDa l&sst, aufgrund
der Anzahl der identifizierten Peptide, die Annahme eines 1 : 1 stéchiometrischen Bin-
dungsverhdaltnisses von HIlyC : acyl-ACP zu. Dieses konnte durch die zweite Analyse der
Bande bei 15 kDa jedoch nicht bestatigt werden. Das Laufverhalten der zusétzlichen
Bande zwischen 10 und 15 kDa im SDS-Gel hangt stark von den Fraktionen ab, die

wahrend der einzelnen Reinigungsschritte vereint werden. Weiterhin bestatigte die Ko-
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aufreinigung von acyl-ACP friihere Forschungsergebnisse, wonach HIlyC in Abwesenheit
des Substrates proHIyA zunachst in der Lage ist, acyl-ACP zu binden und anschlieend
in Anwesenheit des Substrates zur Acylierung desselben imstande ist [94]. Eine sequen-
zieller Reaktionsmechanismus, bei dem HIlyC mit gebundenem acyl-ACP auf proHIyA
trifft und einen ternaren Komplex bildet, oder ein Reaktionsmechanismus, bei dem in
einem ersten Zwischenschritt ein stabiles acyl-HlyC Zwischenprodukt entsteht, sind zwei
mogliche Erkldrungen fir die Beobachtung der Bindung von acyl-ACP an HIlyC. Beide
Erklarungen stehen im Einklang mit den bisher postulierten Reaktionsmechanismen fir
HlyC [68] [94]. Die in diesem Zusammenhang bereits friher diskutierte Frage, ob es sich
bei der Bindung von ACP an HlyC um ein Artefakt in Abwesenheit von proHIyA handelt,

kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden.
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Abbildung 1: Homologiemodell fiir HlyC
Dargestellt sind die Interaktionsflache von zwei HlyC Molekilen im N-terminalen Bereich des Proteins so-

wie der postulierte Interaktionsbereich mit Hdm mit den potentiell Eisen-koordinierenden Aminos&uren Tyr-
150, His151 und His152 im Ham-bindenden Nonapeptid im C-terminalen Bereich des Proteins [61] [108].

6.1.2 Enzymkinetik von HlyC fiir das Substrat proHlyA und Implikationen fiir

den Reaktionsmechanismus

Zur Bestimmung der Enzymkinetik von gereinigtem HIlyC und dem koaufgereinigten acyl-
ACP wurde der bereits verdffentlichte in vitro Acylierungsassay von Thomas et al. (2014)
ohne Zusatz von Escherichia coli Rohextrakt verwendet [222]. Der Transfer von

Acylgruppen vom Acylgruppen-tragenden Protein acyl-ACP auf das Substrat proHIyA
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durch die Acyltransferase HlyC wurde bereits friher vollstdndig durch eine Michaelis-
Menten Kinetik beschrieben [94]. Der im Zuge dieser Arbeit ermittelte Wert fir die Mi-
chaelis-Menten Konstante (Ky) von HIyC fir proHIyA betragt 0,14 £ 0,04 uM und liegt in
dem bereits friher beschriebenen Wertebereich. Der Literaturwert fur den Transfer von
Myristinsdure (C14) liegt fur proHIyA bei 0,94 uM, der Literaturwert fir den Transfer von
Palmitinsaure (C+¢) liegt bei 0,027 uM [94] [95]. Die Lange der Acylgruppen des kogerei-
nigten acyl-ACPs aus Escherichia coli ist unbekannt, basierend auf friher publizierten
Daten zur in vivo Acylierung kann jedoch von einer Mischung unterschiedlicher Fettsau-
ren mit einem Uberwiegenden Anteil an C4s-Gruppen ausgegangen werden [59]. Die
Abweichung in Richtung einer starkeren Bindung durch den hier bestimmten Ky-Wert flr
proHIyA von dem publizierten Wert fur Myristinsdure kann durch eine Mischung ver-
schiedener Acylgruppen erklért werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vimax flr
die Ubertragung von Acylgruppen auf proHIyA wurde in dem hier verwendeten Aktivi-
tatsassay nur indirekt, Uber die Absorption der aus der Acylierung resultierenden, hamo-
lytischen Aktivitat von HIyA, bestimmt und wird hier nicht weiter diskutiert. Die Beschrei-
bung der Acylgruppentransferaseaktivitat von HlyC durch die Michaelis-Menten Analyse
wurde friher im Zusammenhang mit einem Reaktionsmechanismus, bei dem die beiden
Substrate acyl-ACP und proHIyA simultan mit dem Enzym reagieren, bevor es zu einer
Freisetzung der Produkte kommt, interpretiert [94]. Die Kinetik des gereinigten HlyCs mit
dem gebundenen, koaufgereinigten acyl-ACP deckt sich mit dem bereits friher be-
schriebenen Verhalten des Proteins bei externer Zugabe von acyl-ACP. Dementspre-
chend wurde der HlyC-acyl-ACP Komplex ohne zusétzliche Zugabe von acyl-ACP fir

die weiteren Messungen der Enzymaktivitat in Anwesenheit von Hadmin eingesetzt.

6.1.3 Ein optimierter in vitro Acylierungsassay zur Aktivitatsmessung von

HlyC in Anwesenheit von Hamin

Die Grundlage fir die Messungen der Acyltransferaseaktivitat in Anwesenheit von Hamin
bildete der in vitro Acylierungsassay von Thomas et al. (2014) [222]. Fir die Messungen
mit Hamin wurden einige Anderungen im Protokoll vorgenommen. Die Méglichkeit der
Koaufreinigung von acyl-ACP und HIyC ermdéglichte die Durchfihrung des Assays in
Abwesenheit des Acyl-ACP Rohextraktes aus Escherichia coli, wodurch eine ausrei-
chende Spezifitdt des Assays fur die Messungen mit Hadmin sichergestellt werden konn-
te. Bis zu einer eingesetzten HlyC-acyl-ACP Gesamtmenge von 0,36 pg wurde ohne
Zusatz von acyl-ACP eine vollstdndige Lyse von 0,5 ml Schaferythrozyten erreicht, wah-

rend sich die hamolytische Aktivitdt mit geringeren Mengen reduzierte. Dabei wird ange-

126



Diskussion

nommen, dass eine reduzierte, hdmolytische Aktivitadt aus einer verminderten Acylierung
des Protoxins resultiert, welche mit geringeren HlyC-acyl-ACP Gesamtmengen wahr-
scheinlich durch die limitierte Bereitstellung von acyl-ACP verursacht wurde. Wird zur
Vereinfachung der Anteil an acyl-ACP in der eingesetzten HlyC-acyl-ACP Proteinge-
samtmenge nicht bericksichtigt, wurden in den weiteren Messungen 0,23 pyM HIyC in
dem 75 pl Acylierungsansatz eingesetzt. Vom Substrat proHIyA wurden mit 1,21 uM
proHIyA im 75 pl Acylierungsansatz ein in etwa fiinffacher, molarer Uberschuss an Sub-
strat eingesetzt, wobei bereits ab 9,5 pM HIyA von einer 50%igen, hdmolytischen Aktivi-
tat des Toxins auszugehen ist [18]. Nimmt man weiterhin eine 1 : 1 Bindung von acyl-
ACP an HIlyC und eine einfache oder zweifache Acylierung von proHIyA durch HlyC-
acyl-ACP an, so werden mit einem Acylierungsansatz 17,42 pmol einfach oder
8,71 pmol zweifach acylierte HlyA-Molekulle bereitgestellt. Bei der Reduktion der einge-
setzten HlyC-acyl-ACP Gesamtmenge in dem Reaktionsansatz auf ein Viertel, nahm die
hamolytische Aktivitdt um etwa die Halfte ab. Fur die weiteren Messungen mit Hadmin
wurde mit einer HlyC-acyl-ACP Gesamtmenge von 0,36 ug die geringste Enzymmenge
ausgewahlt, mit der gerade noch eine vollstdndige Hamolyse zu erreichen war. In einem
zweiten Optimierungsschritt wurde die Acylierungszeit angepasst. Um die Messung einer
stimulierenden oder inhibierenden Wirkung von Hamin auf die Acyltransferaseaktivitat
von HIyC zu erméglichen, wurde die urspringliche Acylierungszeit von 1 h reduziert. Fur
die Messungen mit Hdmin wurde eine Acylierungszeit von 5 min gewahlt, da hier noch
keine vollstédndige Lyse der Zellen zu beobachten war und dadurch eine Aktivitdtsmes-
sung ermdglicht. Die Hadmolysezeit wurde auf 30 min reduziert, da dartber hinaus keine
Zunahme der Hamolyse mehr zu beobachten war. Weiterhin wurde im letzten Schritt auf
den Zusatz von EDTA im proHIyA Denaturierungspuffer verzichtet, um eine Komplexie-
rung des Eisen-Zentralatoms von Hamin durch EDTA auszuschlieBen. Da proHIyA in
einem weitestgehend ungefalteten Zustand acyliert wird und erst die Bindung von Cal-
ciumionen in der RTX-Domane die native Faltung des Proteins bewirkt, wurde der Acy-
lierungsassay von Thomas et al. (2014) urspringlich mit entfaltetem proHIyA in Denatu-
rierungspuffer mit EDTA und Harnstoff durchgefuhrt [42] [222]. Der Rickgang der hdmo-
lytischen Aktivitdt ohne EDTA im Denaturierungspuffer um die Hélfte im Vergleich zu
dem vollstandig denaturierten Protein aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, so-
wie die hamolytische Restaktivitdt von 10 bis 20 % ohne EDTA und ohne Harnstoff im
Denaturierungspuffer, stimmen daher mit dem bisherigen Kenntnisstand weitestgehend
Uberein. Da auRBerdem das Eisen-Zentralatom von Hamin in der Lage ist, His-basierte
Sequenzmotive zu koordinieren, wurde der in vitro Acylierungsassay mit HlyC nach der
Abspaltung der fir die Reinigung bendétigten, C-terminalen His-Sequenz durchgefihrt
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[108]. Dadurch sollte eine unspezifische Bindung von Hamin an diese Sequenz unter-

bunden werden.

6.1.4 Inhibierung der Enzymaktivitdt von HlyC durch Hamin und andere Ham-

Derivate

Die Acyltransferase HlyC wird in Escherichia coli durch einen gemeinsamen Promotor in
etwa dquimolaren Mengen zum Substrat proHIyA exprimiert [135] [265]. Eine Regulation
der Acyltransferaseaktivitdt von HlyC auf Proteinebene ist bisher nicht bekannt. Basie-
rend auf einem in HlyC vorhandenen Sequenzmotiv, wurde in der vorliegenden Arbeit in
Kooperation mit der Forschungsgruppe von Frau Prof. Imhof, von der Rheinischen Fried-
rich-Wilhelms-Universitat Bonn, Hdm als mdglicher, regulatorischer Faktor der Enzymak-
tivitdt von HIlyC untersucht [108] [266]. H&m wird von Bakterien durch komplexe Trans-
portsysteme aktiv aufgenommen und ist eine essentielle Nahrstoffquelle fir Eisen [112]
[117]. Das postulierte Ham-bindende Motiv in HlyC wurde durch eine Expasy Prosite
Scan basierte Proteindatenbanksuche mit zuvor erstellen Konsensussequenzen zur
Ham-Bindung gefunden [108] [267]. Dieses Vorgehen hat bereits friiher zur Vorhersage
und Bestéatigung der Hdm-Bindung an die humane Dipeptidylpeptidase 8, an das Ferrous
iron transport Protein B (FeoB) aus E. coli und an die Chloramphenicol Acetyltransferase
aus E. coli gefuhrt [106] [108] [268]. Die Bindung von Hamin an das postulierte Hdm-
Bindemotiv FKQYHHELI im C-terminalen Bereich von HlyC wurde, im Vorfeld zu den
hier beschriebenen Untersuchungen, durch eine Anderungen im UV-Vis Differenz-
spektrum von Hamin in Anwesenheit des synthetisierten Nonapeptides gezeigt [108].
Weiterhin wurde die Bindung von Hamin an das gesamte Protein mit dem von uns be-
reitgestellten, gereinigten HlyC durch UV-Vis Spektroskopie nachgewiesen und dabei ein
Kp-Wert von = 10 yM bestimmt (noch nicht publizierte Daten). Eine Abnahme der intrin-
sischen Fluoreszenz von 0,8 uM HIlyC nach Zugabe von Hamin (0 — 20 uM) durch stati-
sches und dynamisches Fluoreszenzquenching lieferte einen weiteren Hinweis auf die
Bindung von Hamin an HIyC (noch nicht publizierte Daten). Mit dem von uns bereitge-
stellten, gefalteten proHIyA wurde hingegen mittels UV-Vis Spektroskopie keine Hamin-
Bindung beobachtet (noch nicht publizierte Daten). Entsprechend dieser, durch die For-
schungsgruppe von Frau Prof. Imhof durchgefiihrten, Vorversuche zur Hdminbindung an
HlyC sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation ein méglicher Einfluss der Bindung
auf die Acyltransferaseaktivitdt von HlyC untersucht werden. Die Messungen der En-
zymaktivitdt wurden mit dem in Abschnitt 3.1.9 beschriebenen, optimierten in vitro Acy-

lierungsassay realisiert [222]. Die Enzymaktivitdten von HlyC Wildtyp und HlyC H151A
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H152A, ohne die potentiellen Koordinationsstellen H151 und H152 wurden mit unter-
schiedlichen Hamin-Konzentrationen bestimmt. Hamin (Fe(lll)-Protoporphyrin 1X) wurde
ausgewahlt, da freies Hdm, nach der Freisetzung aus den Proteinen, im Organismus
Uberwiegend in seiner oxidierten Form als Hamin vorliegt [98]. Darlber hinaus wurden

einzelne Messungen mit weiteren Hdm-Derivaten durchgefihrt.

Verénderte Enzymaktivitét von HlyC nach Zugabe von Hémin in den Vorversuchen: Fur
die Aktivitdtsmessungen von HIyC in An- und Abwesenheit von Hadmin wurde ein zuséatz-
licher, vorgelagerter Inkubationsschritt von HlyC mit Hamin (0 — 100 uM) eingefiihrt. Die
Konzentrationsangaben fur Hadmin beziehen sich jeweils auf den 75 ul Acylierungsansatz
mit proHIyA. Die Positivkontrolle mit 0,21 % SDS in H,O zeigte in den Vorversuchen trotz
vollstédndiger Lyse der Zellen eine im Vergleich zu den Messungen mit acyl-HIyA niedri-
gere Absorption. Dies ist auf eine Assay-bedingte (langere) Inkubation der lysierten Zel-
len mit den Proteinen zurtckzufiihren, wodurch im Vergleich zur Inkubation mit SDS eine
dunklere Farbung des Uberstandes zu beobachten war. Besonders hohe Absorptions-
werte im Vergleich zur SDS-Positivkontrolle wurden durch eine intensive Farbung des
Uberstandes mit den acyl-HIyA Kontrollen erreicht. Die exakte Ursache hierfiir ist unbe-
kannt, liegt aber mdglicherweise in Reaktionen von Komponenten aus den lysierten Zel-
len mit den (unterschiedlichen) Puffersubstanzen im Acylierungsansatz. Im Hauptver-
such mit Hdmin wurden identische Reaktionsanséatze verglichen - einzige Abweichung
war die in 30 yl NaOH geldste Hamin-Konzentration. Die Hintergrundabsorption durch
die geringe Eigenabsorption von Hadmin im Messbereich bei 544 nm wurde in den Vor-
versuchen fir alle Hadmin-Konzentrationen bestimmt, konnte jedoch im Hauptversuch
vernachlassigt werden. Bei den Negativkontrollen mit 33 yM Hamin, ohne HlyC, ohne
proHIyA oder ohne proHIyA in Anwesenheit von 100 yM Hamin, war keine hamolytische
Aktivitdt zu beobachten. Ebenso zeigte 33 uM Hamin alleine keine Auswirkungen auf die
Rickfaltung und die hamolytische Aktivitat von acyl-HIyA. Die eingesetzte acyl-HIyA
Konzentration lag dabei bei 9 bis 10 yM. Entsprechend der Vorversuche zur Messung
der Enzymaktivitdt von HIyC in Anwesenheit von Hamin kann ab einer Hamin-
Konzentration von 10 yM im Acylierungsansatz (entspricht 25 yM Hamin wahrend der
Vorinkubation von HlyC mit Hadmin) von einer Inhibition der Acyltransferaseaktivitat aus-
gegangen werden. Weiterhin ist bis einschliel3lich 66 yM Fe?* von keiner Enzyminhibition
auszugehen. Von zentraler Bedeutung fur die Hemmung des Enzyms ist daher wahr-
scheinlich der Protoporphyrinring von Hamin. Mégliche Ursachen und Folgen der Hem-
mung von HlyC durch Hadmin werden in den nachsten Abschnitten weiter erldutert und
diskutiert.
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ICso-Wertbestimmung fiir die Hemmung der Enzymaktivitét von HlyC durch H&min: Im
Hauptversuch wurde mit 0,23 yM HIyC ein ICso-Wert fir Hdmin von 5,19 £ 0,12 uM, be-
zogen auf den 75 pl Acylierungsansatz, bestimmt (Abbildung 2). Dies entspricht einem
ICs0-Wert von 12,97 uM, bezogen den 30 ul Ansatz wahrend der Vorinkubation von HlyC
mit Hadmin. Der Wert liegt nahe an dem Kp-Wert fur die Bindung von Hamin an HlyC von
=~ 10 uM, der zuvor durch die Forschungsgruppe von Frau Prof. Imhof mittels UV-Vis

Spektroskopie bestimmt wurde (noch nicht publizierte Daten).
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Abbildung 2: Hemmung der Acyltransferaseaktivitit von HlyC durch Hamin
Es gilt die Annahme, dass die aus der in vitro Acylierung von proHIyA resultierende, hdmolytische Aktivitat
der enzymatischen Aktivitat von HlyC entspricht.

Die Messungen zur dosisabhé&ngigen Hemmung von HlyC durch H&dmin wurden mit 0,23
MM HIlyC durchgefiihrt. Dabei ist bei Hdmin-Konzentrationen von < 1 bis 2 yM von keiner
Hemmung der Acyltransferaseaktivitat auszugehen (blau hinterlegter Bereich in Abbil-
dung 2), wohingegen bei Hdmin-Konzentrationen von > 10 yM von einer Hemmung des
Enzyms auszugehen ist (rot hinterlegter Bereich). Der mit 5,19 + 0,12 uM bestimmte
ICso-Wert fur Hamin liegt im Bereich physiologisch vorkommender H&min-
Konzentrationen. Diese liegen im Blutplasma im Bereich von 2 yM bis 12 yM und kén-
nen wahrend einer Infektion von M&usen mit HlyA produzierenden hamolytischen
Escherichia coli Konzentrationsbereiche von bis zu 60 uM erreichen [116]. Die Ham-
Konzentrationen wéhrend einer Infektion mit nicht hdmolytischen Escherichia coli liegen
mit durchschnittich 20 yuM darunter [116]. Die intrazelluldre, freie Eisen-Menge in
Escherichia coli wurde friher mit 1,1 x 10* Fe pro Zelle angegeben und entspricht umge-
rechnet in etwa einer Konzentration von 17 uM, bezogen auf das mit 10™° L angenom-

mene Gesamtvolumen einer Escherichia coli Zelle [269] [270]. Dem in Abbildung 2 dar-
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gestellten Kurvenverlauf aus der ICso-Wertbestimmung von Hamin fur HIlyC liegt des
Weiteren ein Hill-Koeffizient von eins zugrunde, wodurch sich ein 1 : 1 Bindungsverhalt-
nis von HlyC zu Hamin ableiten lasst. Dies deckt sich soweit mit unserer Erwartung fir

das postulierte Ham-Bindemotiv in HlyC.

Vergleich der Enzymaktivitét von HlyC Wildtyp und HlyC H151A H152A sowie mdgliche
weitere Koordinationsstellen im postulierten Ham-Bindemotiv: Da in den vorangegange-
nen Experimenten eine Hemmung der Acyltransferaseaktivitdt von HlyC durch Hamin
festgestellt werden konnte, sollte nun Uberprift werden, ob die Hemmung von HIlyC
durch Hamin tatsachlich aus der Bindung von Hamin an das vorgeschlagene HIlyC Se-
quenzmotiv FKQYH"™'HELI resultiert [108]. Zur Bestatigung der potentiellen Koordinati-
onsstelle H™" sowie der angrenzenden, mdglicherweise ersatzweise dafur eintretenden,
Koordinationsstelle H'*? wurden beide Aminosauren in HlyC jeweils durch die Aminoséau-
re Alanin ersetzt. Anschliellend wurde untersucht, ob sich die enzymatische Aktivitat der
Mutante in Anwesenheit von Hamin weiterhin so verhalt wie die von HlyC Wildtyp. Tritt
mit der Mutante keine Inhibition durch Hamin auf, kann das postulierte Bindemotiv als
ursachlich fir die Hemmung angesehen werden. Die Voraussetzung, dass beide Protei-
ne in Abwesenheit des Inhibitors aktiv sind, war gegeben und die Messungen in Anwe-
senheit von Hadmin konnten durchgefiihrt werden. Dementsprechend war auch mit HlyC
H151A H152A eine Koaufreinigung von acyl-ACP méglich. Ein deutlicher Unterschied in
der enzymatischen Aktivitat in Anwesenheit von Hamin zwischen HlyC Wildtyp und HlyC
H151A H152A konnte jedoch nicht festgestellt werden. In den parallel durchgefihrten
ICso-Wertbestimmungen fur Hamin wurde mit HlyC Wildtyp ein ICso-Wert von 6,17 £ 0,72
MM und mit HIlyC H151A H152A ein ICsp-Wert von 8,62 + 0,70 uM bestimmt. Die in dem
Assay eingesetzten HlyC—-acyl-ACP Gesamtmengen wurden fur beide Proteine aufgrund
einer limitierten Verfligbarkeit halbiert. Die immer noch vergleichsweise starke Hemmung
der Enzymaktivitat von HlyC H151A H152A durch Hamin konnte die potentielle Koordi-
nationsstelle im postulierten Bindemotiv daher nicht als ursachlich fir die Inhibition be-
statigen. Nur eine schwach signifikante, schwachere Hemmung der HlyC Doppelmutante
war mit den Hamin-Konzentrationen 3,12 uyM und 6,25 uM zu beobachten, weswegen
davon auszugehen ist, dass die Aminosauren H151 und H152 eine untergeordnete Rolle
in der Hemmung von HlyC durch H&min spielen. Weiterhin liegt den beiden Kurvenver-
laufen, im Gegensatz zur ersten Bestimmung mit HlyC Wildtyp, ein Hill-Koeffizient von
= 3 zugrunde, wodurch auf weitere Ham-Bindestellen in HlyC geschlossen werden kann.
Eine Erklarung fur die deutlichen Unterschiede im Kurvenverlauf zwischen der ersten

und zweiten 1Cso-Wertbestimmung mit HlyC Wildtyp kann an dieser Stelle nicht abgege-
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ben werden. Mégliche experimentell bedingte Ursachen, wie beispielsweise eine nicht
exakt eingehaltene, funfminltige Acylierungszeit, kbnnen mitunter nicht ausgeschlossen
werden. Da die drei Aminosauren Cys, His und Tyr potentiell in der Lage sind, eine ko-
ordinative Bindung zum Ham-Eisenatom einzugehen und haufig die zentralen Koordina-
tionsstellen in anderen, transient Ham-bindenden und Hadm-regulierten Proteinen bilden,
sind diese im HlyC Sequenzalignment in Abbildung 3 farblich hervorgehoben [108] [268].
Das Sequenzalignment wurde aus der Publikation von Greene et al. (2015) Ubernom-
men und umfasst homologe, bakterielle, Toxin-aktivierende Acyltransferasen, deren

funktionelle Substituierbarkeit in vivo bereits teilweise belegt wurde [61].

T S N N .
HIyC  ......vnnn MNINKPLEILGEVSWLWASSPLERNWEVSLFAINVLPAIQANOMVLLTRDOFEVAFICS
BP¥C. somamewed MSKKINGFEVLGEVAWLWASSPLERKWPLSLLAINVLPAIESNQMVLLKRDGFPIAFCS
BRYIEEL: vovsvavavs MEKNNNFEVLGYVAWLWANS PLERNWSLSLLAINVLPAIQYGQMTLLMRDGVPIAFCS
HEEEEC sonwnwnmns MNQSYFNLLGNITWLWMNS S LEKEWSCELIARNVIPAIENEQMMLLIDNGIPIAYCS

CyaC MLPSAQAPSLLNPTDDFAALGNIAWLWMNSPMERDWPVHLLARNTLAPIQLGQOMILLRCNDVEVAYCS
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AALktC WANLSLENEIKJMLEDVSSLVYDDWNSGDRKWEIDWIAPEFGH. .NYVLMKHMRKSFPYDLFRSIRVYKG
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Abbildung 3: Sequenzalignment von HlyC mit homologen, Toxin-aktivierenden Acyltransferasen
Farblich hervorgehoben sind alle Aminosauren aus HIyC, die potentiell in der Lage sind eine koordinative
Bindung zum Eisen-Zentralatom von Hdm/Hamin einzugehen. In grau hinterlegt ist das postulierte und in
dieser Arbeit untersuchte Hdm-Bindemotiv mit den zwei mdglichen Koordinationsstellen H151 und H152.
Auch eine Hemmung der anderen, hier dargestellten Enzyme durch Hamin ist prinzipiell denkbar. Das Ali-
gnment wurde von Greene et al. ibernommen [61].

Aufgrund eines entscheidenden Einflusses der die Koordinationsstelle umgebenden
Aminosduren auf das tatsachliche Auftreten einer Bindung von Hamin, stellt die konser-
vierte Aminosdure Y150 im vorgeschlagenen C-terminalen Hadm-Bindemotiv mdglicher-
weise eine weitere, potentielle Koordinationsstelle dar. Diese Koordinationsstelle ist ent-
sprechend dem, auf ApxC-basierten, Strukturmodell von HIlyC ebenfalls weiterhin leicht
zugénglich far Hamin (Abbildung 1) [61]. Frihere Mutationsstudien mit HlyC zeigten au-
Rerdem, dass eine Substitution der Aminosaure Y150 mit Glycin mit einem drastischen
Aktivitatsverlust des Enzyms einher geht, wodurch die Bedeutung dieser Aminosaure

unterstrichen wird [65]. Eine Y150A Mutante von HIlyC eignet sich aufgrund dieser Daten
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jedoch voraussichtlich nicht fur die Aktivitdtsmessungen mit Hadmin. Die durch die For-
schungsgruppe von Frau Prof. Imhof zuséatzlich durchgefihrten UV-Vis spektroskopi-
schen Untersuchungen mit HlyC H151A H152A zeigten ebenfalls weiterhin eine Bindung

von Hamin an das Protein (noch nicht publizierte Daten).

Einfluss weiterer Hdm-Derivate auf die Enzymaktivitdt von HlyC: Neben Hamin (Fe(lll)-
Proto-porphyrin IX) wurde die Wirkung weiterer Hdm-Derivate auf die Acyltransferaseak-
tivitdt von HlyC untersucht. In Anwesenheit von 25 yM Ga(lll)-PPIX, 25 uyM Co(lll)-PPIX
oder 25 pM Zn(I)-PPIX war jeweils eine Restaktivitdt von unter 10 % im Vergleich zur
ungehemmten Reaktion zu beobachten. Die Aktivitdt in Anwesenheit von 25 yM Fe(lll)-
PPIX lag mit 7,6 % ebenfalls unter 10 % der ungehemmten Reaktion. Physiologisch
kommen die untersuchten Hadm-Derivate beispielsweise in Folge eines Eisenmangels in
Erythrozyten (Zn(l1)-PP1X) oder als Ham-Abbauprodukte (Ga(lll)-PPIX und Co(lll)-PPI1X)
vor [271] [272]. Entgegen unserer Erwartung zeigte in den Versuchen auch PPIX alleine
eine deutliche Hemmung der HlyC Acyltransferaseaktivitat, obgleich diese Hemmung
schwacher war als die der anderen Ham-Derivate. In Anwesenheit von 25 yM PPIX lag
die enzymatische Aktivitdt von HlyC noch bei 20 % der ungehemmten Reaktion. Eine
Erklérung Uber die Bindung von Cys, His und Tyr an die zentrale Koordinationsstelle des
Hamins wird dadurch erschwert. Mit bis zu 66 yM Fe®" alleine ist hingegen, wie bereits in

den Vorversuchen festgestellt, von keiner Hemmung der Enzymaktivitat auszugehen.

Mégliche Implikationen filir den Reaktionsmechanismus von HlyC: Wird weiterhin von
dem ursprunglich vorgeschlagenen Ham-Bindemotiv in HlyC ausgegangen und dieses
als urséchlich fir dessen Hemmung angenommen, kénnen weitere Spekulationen ange-
stellt werden. Zunéachst ist die zusatzliche, C-terminale a-Helix ein exklusives Merkmal
bakterieller, Toxin-aktivierender Acyltransferasen, deren Funktion bisher unbekannt ist
[61]. Zudem scheint Tyr150 in dem vorgeschlagenen Sequenzmotiv von essentieller Be-
deutung fir die Aktivitat des Enzyms zu sein, obwohl dieses nicht im aktiven Zentrum
des Enzyms liegt [61] [65]. Da fur die inhibitorische Wirkung von Hamin der Protoporphy-
rinring von zentraler Bedeutung ist, wird mdglicherweise in Anwesenheit des Hemmstof-
fes die Substratbindung unterbunden. Wie bereits friher von Stanley et al. diskutiert,
interagiert die hydrophile, Lysin-reiche, C-terminale Hélfte von HlyC mdglicherweise mit
der basischen Oberflaiche von ACP und den geladenen Aminosduren rund um die zu
modifizierenden Lysine in proHIyA [94]. AuRerdem beeinflussen verschiedene Amino-
saureaustauche in der C-terminalen Haélfte von HIlyC tatsachlich die Erkennung von
proHIyA [273]. Dementsprechend wurde durch die Bindung von Hadm im C-terminalen, a-
helikalen Bereich von HIlyC die Substraterkennung und/oder die Substratbindung von
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proHIyA mdglicherweise negativ beeinflusst. Fir eine Unterbindung der Bindung von
acyl-ACP an HIlyC hingegen misste Ham, entsprechend der hier durchgefiihrten Versu-
che, in der Lage sein, das koaufgereinigte acyl-ACP vollstdndig aus dem HlyC-acyl-ACP
Komplex zu verdrdngen. Nur so ware die hier beobachtete, vollstdndige Inhibierung der
Acylierung von proHIyA zu erreichen. Dies wird allerdings aufgrund der starken Bindung
von acyl-ACP an HlyC wahrend der gesamten Reinigung als eher unwahrscheinlich er-

achtet.

6.1.5 Ein neues Modell zur Relevanz der Hemmung von HlyC durch Hamin vor

dem Hintergrund der Hamolyse

Vor dem Hintergrund der Hamolysefunktion von HIyA kann, zusammen mit der neu ge-
wonnenen Erkenntnis der Hemmung der Enzymaktivitdt von HlyC durch H&min, ein neu-
es Modell zur Regulation der Protoxinaktivierung aufgestellt werden (Abbildung 4). Die-
ses kann im Sinne eines Regulationsmechanismus zur Eisenhomd&ostase in hamolyti-
schen Bakterien interpretiert werden und liefert mégliche neue Ansatzpunkte fir thera-
peutische Strategien zur Einschrédnkung der zytotoxischen Wirkungen von HIyA auf
Wirtszellen, die mdéglicherweise auch auf andere, verwandte Hamolysine Ubertragen
werden kdénnen. Dem Modell liegt die Annahme zugrunde, dass HIyA von Escherichia
coli zur Hamolyse und der damit verbundenen Freisetzung von Eisen, welches einen
essentiellen Nahrstoff fir Bakterien darstellt, produziert wird. Freies Eisen (Fe®") ist je-
doch reaktiv und liegt physiologisch hauptséchlich gebunden in Proteinen, beispielswei-
se als prosthetische Gruppe in Form von Ham in Hdmoglobin, vor [112]. In diesem Sinne
kann die hemmende Wirkung von Ham/H&min auf die Toxinaktivierung von HIyA als eine
Art Schutzmechanismus der Bakterien vor einer Uberschiissigen Eisenfreisetzung durch
die Hamolyse interpretiert werden. Das Modell in Abbildung 4 stellt den Zusammenhang

zwischen der Hamolyse durch HIlyA und der Inhibierung von HlyC durch Hamin dar.
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Abbildung 4: Modell zur Toxinaktivierung und Inhibierung von HlyC durch Hamin
Das Modell zeigt den Zusammenhang zwischen der Hdmolyse durch HIyA und der Inhibierung von HlyC

durch Hdm/Hamin. In braun ist schematisch eine E. coli Zelle dargestellt, in rot ist eine Erythrozytenmem-
bran angedeutet. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Im ersten Schritt wird in Abwesenheit von Hadm oder in Anwesenheit geringer Ham-
Konzentrationen (< 1 bis 3 pM) von einer vollstdndigen Aktivierung des Protoxins in
Escherichia coli ausgegangen. Diese erfolgt durch die Ubertragung von Acylgruppen von
dem Acylgruppen-tragenden Protein (ACP) auf zwei spezifische Lysinseitenketten in
proHIyA durch die intrazelluldre Acyltransferase HIlyC [52] [565] [56]. Im ndchsten Schritt
wird acyl-HIyA in einem immer noch weitestgehend ungefalteten Zustand durch das HIyA
Typ 1 Sekretionssystem sekretiert und nimmt extrazelluléar durch die Bindung von Cal-
ciumionen in der RTX-Doméne seinen nativen Faltungszustand an [42] [133]. Acyl-HIyA
interagiert daraufhin mit unterschiedlichen Zielzellen und ist unter anderem in der Lage,
Erythrozyten des Wirtsorganismus zu lysieren. Der Interaktionsmechanismus von HIyA
mit den Zielzellmembranen ist hierbei nicht im Detail bekannt und Aussagen zu den
durch HIyA gebildeten Poren sind haufig nicht eindeutig. Im Zuge der Hamolyse werden
grof3e Mengen an gebundenem Ham aus Hamoglobin freigesetzt, woraufhin freies H&m
durch spezialisierte Transportsysteme von den Bakterien aktiv aufgenommen wird und
das daraus gewonnene Eisen dem Eisenmetabolismus zugefiihrt wird [117]. Uberschrei-
tet die intrazelluldre Ham-Konzentration in Escherichia coli einen gewissen Schwellen-

wert im Bereich von wenigen uM, wird die Acyltransferaseaktivitédt von HlyC durch Hdm
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inhibiert. Aus der Hemmung resultiert eine unvollstédndige Aktivierung von proHIyA und
die Zellen sekretieren verstérkt das hdmolytisch inaktive Protoxin [43]. Eine Funktion von
proHIyA in Bezug auf die Interaktion mit Wirtszellen oder anderen Mikroorganismen ist
bisher jedoch nicht bekannt. Abgesehen von der hier erstmalig beschriebenen Regula-
tion der Enzymaktivitat von HlyC durch Hamin wurde in der Literatur eine limitierte Toxin-
aktivierung durch eine begrenzte Verfligbarkeit von acyl-ACP in Escherichia coli disku-
tiert [94]. Die Regulation der Eisen- und Hdmaufnahme in Escherichia coli sowie die Ex-
pression verschiedener Virulenzgene in Bakterien erfolgt hdufig durch den Transkripti-
onsfaktor Fur [128].

6.2 Kristallisation und Strukturanalyse von proHIyA

Um Klarheit in den molekularen Wirkmechanismus von HIyA zu bringen, wurde in dieser
Dissertation mit einem strukturbiologischen Ansatz auf die Herstellung einer Struktur-
Funktionsbeziehung abgezielt. Die dreidimensionale Raumstruktur von HIyA ist bis heute
nicht bekannt und es gibt, abgesehen von dem Bereich rund um die RTX-Doméne, kein
zuverlassiges oder vollstdndiges Homologiemodell fir das Proteintoxin [32]. Die Metho-
de der Wahl zur Untersuchung der dreidimensionalen Raumstruktur des 110 kDa grof3en
Proteins war die Roéntgenstrukturanalyse. Daflr werden im ersten Schritt qualitativ
hochwertige Kristalle des Proteins benétigt, deren Beugungseigenschaften anschliel’end
im Rdéntgenstrahlengang untersucht werden. Diese Arbeit beschéftigt sich schwerpunkit-
maRig mit der Kristallisation von proHIyA und der Optimierung der proHIyA Kristallquali-
tat. Zunachst werden hier die Anforderungen an ein zu kristallisierendes Protein und die
damit einhergehenden Herausforderungen bei der Kristallisation von proHIyA diskutiert.
Die hier dargelegten Kriterien basieren auf einer Auswahl aus den Unterlagen zur Vorle-
sung Strukturbiologie | von Prof. Johann Brandstetter aus dem Jahr 2011 an der Paris-
Lodron-Universitat Salzburg. Im Anschluss werden mdgliche L&sungsvorschlage zur
Erzeugung von Kristallen mit einem héheren Ordnungsgrad des Proteins erértert. Die
Reinigung des sekretierten Proteins erfolgte direkt aus dem Zellkulturiberstand einer
Escherichia coli Flussigkultur. Zur Erreichung des gewlnschten Reinheitsgrades bei
vollstdndigem Erhalt der strukturellen Integritdt des Proteins wurde die GréRenaus-
schlusschromatographie eingesetzt. Der fur die Auftrennung und Umpufferung von pro-
HlyA gewahlte Laufpuffer diente zugleich als Kristallisationspuffer. Hinsichtlich der Eig-
nung des Proteins zur Kristallisation sind folgende Punkte zu beachten: () Pufferzu-
sammensetzung: Der proHIyA Kristallisationspuffer mit 50 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl
und 5 bis 10 mM CaCl, weist eine geringe Komplexitat auf und ist in der Lage, das Pro-
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tein stabil in Lésung zu halten. Der Zusatz von CaCl; sollte die native Faltung des Pro-
teins gewahren. Andere, fir die Kristallisation des Proteins mdéglicherweise besser ge-
eignete, Pufferzusammensetzungen kénnen an dieser Stelle jedoch nicht ausgeschlos-
sen werden. (ll) Ausreichende Proteinmengen: Mit dem standardmafig verwendeten
Expressions- und Reinigungsprotokoll fiir proHIyA wurden durch eine Proteinpraparation
mit Gber 10 mg/ml ausreichende Mengen fir die Kristallisation bereitgestellt. (Ill) Homo-
genitdt des Proteins: a) Die Reinheit von proHIyA in dem Coomassie-gefarbten SDS-
Polyacrylamidgel mit Uber 95 % gilt im Allgemeinen als ausreichend fir die Kristallisati-
on. b) Eine direkte Methode zur Aktivitatsiberprifung von proHIyA gibt es nicht; mdglich
ist jedoch eine Entfaltung und in vitro Acylierung sowie die Detektion der aus der an-
schlieBenden Ruckfaltung des Proteins resultierenden, hamolytischen Aktivitdt. ¢) Da
eine Isoformen-Reinheit von acyl-HIyA durch die heterogene in vivo Acylierung mit
Acylgruppen unterschiedlicher Lange nicht sichergestellt werden kann, wurde in den
Kristallisationsversuchen Uberwiegend proHIyA eingesetzt. Aullerdem sind flexible Ele-
mente, wie beispielsweise die langen Acylgruppen von acyl-HIyA, im Allgemeinen unvor-
teilhaft flr die Ausbildung von Proteinkontakten im Kristall. Des Weiteren nahm die Ag-
gregationsneigung des Proteins durch die zusatzliche Hydrophobizitat der Acylierung
stark zu. d) Durch die Reinigung von proHIyA aus dem Zellkulturiiberstand konnte eine
Proteolyse des Proteins durch Fremdproteasen nahezu vollstdndig vermieden werden.
Eine ein- bis zweiwéchige Lagerung des gereinigten Proteins bei 4°C war ohne die Be-
obachtung von Abbauprodukten in dem Coomassie-gefarbten SDS-Gel mdglich. (IV)
Monodispersitadt der Probe: In der Regel kann ein Protein nur in einem definierten Oli-
gomerisierungszustand auskristallisieren. Basierend auf dem Profil des Laufverhaltens
von proHIyA wahrend der Grélenausschlusschromatographie muss jedoch von einer
Uberlagerung mehrerer Oligomerisierungszustéande ausgegangen werden. Das Retenti-
onsvolumen legt eine Mischung aus Homodimeren und héheren Oligomeren nahe. Wei-
tere Analysen zum Oligomerisierungszustand wurden nicht durchgefiihrt; die Beobach-
tung von Dimeren und Oligomeren von HIyA in Zielmembranen wurde bereits friher be-
schrieben [222] [160]. (V) Konzentrierbarkeit des Proteins: Mit zunehmender Proteinkon-
zentration nimmt generell auch die Kristallisationswahrscheinlichkeit eines Proteins zu.
Fur proHIyA wurden stabile Proteinkonzentrationen von bis zu 8 mg/ml erreicht. Zur Ver-
besserung der Proteinldslichkeit wurden ebenfalls die Detergenzien aus einem kommer-
ziell erhaltlichen Detergensscreen eingesetzt. (VI) Konstruktdesign: a) Das fur das Ziel-
protein ausgewahlte Kristallisationskonstrukt soll einer oder mehrerer Faltungsdoméanen
des Proteins entsprechen. Fir die Kristallisation von proHIyA wurde das aus mehreren
Faltungsdoménen bestehende, unmodifizierte Wildtyp Protein verwendet [42]. b) Flexible
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Segmente, die haufig an den flankierenden Termini von Proteinen zu finden sind, wur-
den im proHIyA Kristallisationskonstrukt nicht entfernt. ¢) Der Zusatz von CaCl, im Prote-
inpuffer sollte die konformationelle Homogenitat der vorhergesagten RTX-Doméane im N-
terminalen Bereich des Proteins sicherstellen und idealerweise das gesamte Protein
stabilisieren. Auflerdem wurden die Additive aus einem kommerziell erhéltlichen Additiv-
screen zur Stabilisierung eingesetzt. Darlber hinaus sind oftmals stabilisierende Puffer-
bedingungen mit beispielsweise 1 M NaCl fur die Kristallisation vorteilhaft. Zusammen-
gefasst konnten mit dem eingesetzten proHIyA Kristallisationskonstrukt im Rahmen der
vorliegenden Arbeit mehrere Kristallisationsbedingungen fur das Protein gefunden wer-
den. Die Qualitat der Kristalle war jedoch fur die Aufklarung der dreidimensionalen
Raumstruktur des Proteins durch die Réntgenstrukturanalyse nicht ausreichend. Einen
mdglichen Fortschritt in der Verbesserung der Kristallqualitat kénnte die Erzielung einer
monodispersen Proteinldsung bedeuten. Dies kdnnte beispielsweise Uber die Wahl der
Pufferzusammensetzung, insbesondere in Bezug auf den pH-Wert, die lonenstarke und
die Dielektrizitdtskonstante, oder durch den Zusatz spezifischer Detergenzien gelingen.
Die Neigung zur Oligomerisierung und Aggregation von proHIyA liegt méglicherweise an
den hydrophoben Aminosédureabschnitten im N-terminalen Bereich des Proteins, die ba-
sierend auf friheren Untersuchungen und Vorhersagen eine oder mehrere Trans-
membrandoménen in den Zielzellen bilden [29]. Ein weiterfihrender L6sungsansatz wa-
re demnach der Entwurf neuer proHIyA Kristallisationskonstrukte. Fir das Konstruktde-
sign mussten die Grenzen der Faltungsdomé&nen im Protein gefunden und verkirzte
Kristallisationskonstrukte, beispielsweise ohne die flankierenden Termini oder die hydro-
phoben Faltungsdoméanen im N-terminalen Bereich des Proteins, kristallisiert werden.
Hinweise zu den Doménengrenzen von sogenannten Mosaikproteinen kénnen zum Bei-
spiel durch eine sogenannte limitierte Proteolyse, bei der vorzugsweise leicht zugangli-
che und flexible Strukturelemente des Proteins gespalten werden, oder durch verschie-
dene bioinformatische Analysen gewonnen werden [274]. Bioinformatische Anséatze ba-
sieren haufig auf bekannten, homologen Strukturen des Zielproteins und stehen fur HIyA
nur sehr begrenzt zur Verfigung. Dementsprechend waren fir die Struktur von HIyA
auch Kristallisationsversuche mit homologen Toxinen aus verwandten Organismen
durchaus interessant. Diese Strategie war beispielsweise durch die Kristallisation der
bakteriellen Toxin-aktivierenden Acyltransferase ApxC aus Actinobacillus pleuropneu-
moniae fur die Strukturaufklarung von HIlyC erfolgreich [61]. Aufgrund der funktionellen
Homologie und der hohen Sequenzidentitdt (> 70 %) der beiden Proteine, konnte aus

der dreidimensionalen Raumstruktur von ApxC das in dieser Dissertation mehrmals her-
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angezogene Homologiemodell fur HIyC erstellt werden [61]. Fur HIyA mussten allerdings

geeignete, homologe Proteine fiir die Kristallisation erst noch gefunden werden.

6.3 Untersuchungen zur Glykanbindung durch proHIyA

Die teilweise hochkomplexen Glykosylierungsmuster eukaryontischer Zellen entstehen
sowohl wahrend der Differenzierung von Zellen im Individuum als auch in Abhangigkeit
der stammesgeschichtlichen Entwicklung verschiedener Arten [185]. Beispielsweise
nimmt die Glykosylierung von Glykophorin A humaner, erythroider Vorlduferzellen aus
dem Knochenmark im Laufe ihrer Differenzierung zu [275]. Demgegeniuber stehen die
zahlreichen Zielzellen von HIyA, die sich sowohl im Individuum je nach Zelltyp als auch
zwischen verschiedenen Organismen hinsichtlich ihrer Anfélligkeit fir das Toxin unter-
scheiden. Beispielsweise zeigen Erythrozyten aus dem Python eine vollstdndige Resi-
stenz fUr HIyA wahrend Erythrozyten aus verschiedenen S&ugetierspezies unterschied-
lich stark lysiert werden [276]. Der erste auf Erythrozyten gefundene Rezeptor fir HlyA
war das bereits eingangs erwahnte, stark glykosylierte Glykophorin A [166]. Spater wur-
de im Zusammenhang mit den Untersuchungen des homologen RTX-Toxins CyaA aus
Bordetella pertussis eine Bindung von HIyA an die N-Glykosylierungen des .-
Integrinrezeptors CD11a/CD18 auf Lymphozyten postuliert [169]. Die haufig endstandig
auf N-gekoppelten Glykanen von Proteinen vorkommende N-Acetylneuraminsdure konn-
te spater als Rezeptor fur HIyA jedoch ausgeschlossen werden [203]. Um eine mogliche,
spezifische Zuckerbindung von HIyA an andere Zuckereinheiten zu untersuchen und
gegebenenfalls potentielle neue Interaktionspartner zu identifizieren, wurde in der vorlie-
genden Arbeit fluoreszenzmarkiertes proHIyA eingesetzt. Dabei wurde, basierend auf
bereits publizierten Daten, von einer Bindung von proHIyA an die Zielzellen ausgegan-
gen, wohingegen fiir die Zelllyse demnach die Acylierung von HIyA erforderlich ist [162]
[163] [164]. Basierend auf dieser Annahme sowie aus Griinden der Komplexitatsreduzie-
rung und der Beschrankung der vorliegenden Untersuchungen auf die Bindung des Pro-
teins an Zucker, wurden die Experimente mit dem Protoxin durchgefihrt. Weiterhin wird
davon ausgegangen, dass nicht nur HlyA, sondern auch proHIyA eine mdgliche, zucker-
bindende Faltung aufweist. Fur die direkte Detektion des Proteins in den Experimenten
wurde proHIyA Uber ein kinstlich eingefuhrtes, N-terminales Cystein mit einem Fluores-
zenzfarbstoff markiert. Aufgrund der hohen Anzahl an Lysinen im Protein wurde eine
Markierung Uber die primaren Amine des Proteins ausgeschlossen. Neue Erkenntnisse
Uber die mdéglicherweise an das Protein bindenden Glykane kénnten ebenfalls fur die
Kristallisation des Proteins von Vorteil sein.
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6.3.1 ProHIlyA Fluoreszenz-Blot zur Analyse einer zuckerabhdngigen Bindung

an Nierenepithelzellen

Mit dem Ziel neue Hinweise auf eine zuckerabhangige Bindung von HIyA an Oberfla-
chenproteine von Zielzellen zu finden, wurde mit proHIyA ein Fluoreszenz-Blot durchge-
fuhrt. Dieser wurde in Anlehnung an sogenannte Lektin-Blots, welche standardmafig zur
Identifizierung und Uberpriifung einer zuckerabhangigen Bindung von Lektinen verwen-
det werden, durchgefihrt [277]. Dabei wurden die, Uber eine SDS-PAGE aufgetrennten
und auf eine Membran transferierten, Proteine eines Zelllysates vor und nach Abspal-
tung der N-Glykosylierungen von den Proteinen durch das Enzym PNGaseF zusammen
mit proHIyA inkubiert. Uber die Fluoreszenz des markierten proHlyAs konnte das gebun-
dene Protein detektiert werden. Fur den Blot wurden in den hier vorgestellten Versuchen
lysierte MDCK (Madin-Darby canine kidney) Epithelzellen eingesetzt, wobei im ersten
Versuch viele unspezifische Banden detektiert wurden. Eine mégliche Ursache hierfir
kénnte eine unspezifische Interaktion der hydrophoben, N-terminalen Proteinabschnitte
von proHIyA mit den aufgetrennten und denaturierten Proteinen auf der Membran sein.
Eine nach der Behandlung des Zelllysates mit PNGaseF vergleichsweise geringere In-
tensitat zeigte eine Bande bei 55 kDa. Da diese Bande jedoch ebenfalls im Zelllysat der
zur Unterscheidung von Oberflachenproteinen und intrazellularen Proteinen zuvor mit
Trypsin behandelten Zellen auftaucht, ist hierbei eher nicht von einer Bindung an ein auf
der Zelloberflache exponiertes Protein auszugehen. Dementsprechend wurde keine
massenspektrometrische Analyse der entsprechenden Proteinbande aus dem SDS-Gel
zur die Identifizierung des Proteins vorgenommen. In einem zweiten Versuch wurde das
eingesetzte Zelllysat starker verdinnt und erneut mit PNGaseF behandelt, wodurch im
anschliellenden Blot weniger proHIlyA Banden detektiert wurden. Neue Hinweise auf
eine zuckerabhangige Bindung von proHIyA konnten dadurch nicht gewonnen werden.
Experiment bedingt missen die hier getroffenen Aussagen jedoch kritisch betrachtet
werden: Positivkontrollen zur vollstdndigen Abspaltung der N-Glykosylierungen von den
Proteinen durch das Enzym PNGaseF und zum Verdau der Oberflachenproteine auf den
Zellen durch Trypsin liegen nicht vor. Des Weiteren sollte die Detektionsgrenze des
Blots, insbesondere nach der weiteren Verdinnung des Zelllysates, ermittelt werden.
Eine zusatzliche Herausforderung stellt unter anderem die Erkennung von abge-
schwachten Bindungen an die deglykosylierten Proteine dar. Abgesehen von dem er-
wahnten Optimierungsbedarf bietet die Methode jedoch auch zahlreiche weitere M&g-
lichkeiten zur Identifizierung bisher unbekannter, zuckerbasierter Interaktionspartner.

Beispielsweise kénnen einfache Kompetitionsexperimente durch eine Vorinkubation von
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proHIyA mit verschiedenen Glykanen durchgefiihrt werden oder die Zelllysate beliebiger
Zelllinien getestet werden. Darlber hinaus sind intrazelluldre Rezeptoren fir HIyA auf-
grund des fakultativ intrazellularen Vorkommens von uropathogenen Escherichia coli
moglicherweise doch von Interesse und kénnten beispielsweise durch die hier vorgestell-
te Methode identifiziert werden [213]. Da die in diesem Experiment eingesetzten Epithel-
zellen nicht den fir HIyA postulierten Bo-Integrinrezeptor CD11a/CD18 besitzen, wurde
auf der H6he des Integrins keine zuckerabhdngige Bindung von proHIyA beobachtet
[169] [278]. Die zuckerabhéangige, lytische Aktivitdt von HIyA wurde urspringlich mit
Lymphozyten beobachtet und durch eine mégliche Bindung von HIyA an die, apikal auf
den Epithelzellen jedoch nicht vorkommenden, glykosylierten Integrinrezeptoren erklart
[169]. Neue, zuckerabhdngige Rezeptoren auf den Nierenepithelzellen fir proHIyA konn-

ten mit den hier beschriebenen Experimenten nicht identifiziert werden.

6.3.2 Untersuchungen zur Bindung von proHIlyA an Glykosphingolipide

Zur Uberprifung einer mdglichen Bindung von proHIyA an glykosylierte Lipide in einer
Lipid-umgebung wurden verschiedene Glykosphingolipide in GUVs (giant unilamellar
vesicles) zusammen mit dem Protein inkubiert. Die Beobachtung einer méglichen Bin-
dung in Echtzeit erfolgte unter dem Konfokalmikroskop und wurde durch die Fluores-
zenzmarkierung der GUVs und die Fluoreszenzmarkierung von proHIyA realisiert. GUVs
weisen aufgrund ihres mittleren Durchmessers von 1 bis 100 ym im Vergleich zu Lipo-
somen eine geringere Membrankrimmung auf und eignen sich besonders gut zur Simu-
lation humaner Zellmembranen [279]. Glykosphingolipide wie beispielsweise Sphingosi-
ne kommen in den Zellmembranen von Erythrozyten verschiedener Sdugetierspezies in
unterschiedlicher Konzentration vor [280]. Exakte Angaben zu den in bestimmten Zellty-
pen vorkommenden Glykolipiden oder Glykoproteinen sind jedoch nur begrenzt verfiig-
bar. Die Auswahl der hier verwendeten Glykosphingolipide basiert daher auf den, in den
Glykosylierungen von Integrinen vorkommenden, Zuckereinheiten Galactose, N-Acetyl-
glucosamin, Mannose und N-Acetylneuraminsdure sowie auf den haufig von Pathoge-
nen erkannten Glykokonjugaten auf den humanen Zelloberflichen aus N-Acetyl-
neuraminsdure und Fucose [169] [192]. Fir die Untersuchungen wurden die in Abbil-
dung 5 dargestellten Glykosphingolipide Globotriaosylceramid (Gb3), Monosialoganglio-
sid (GM1) und das Blutgruppenantigen Lewis® (FSL-LewA) mit jeweils 5 mol% in den
GUVs eingesetzt. Als Positivkontrollen fur die verschiedenen Lipidzusammensetzungen
dienten das Lektin PAL-l (lecA) aus Pseudomonas aeruginosa fur die Bindung an Gb3,

die B-Untereinheit des Toxins CtxB aus Vibrio cholerae fur die Bindung an GM1 und das
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Lektin PAL-II (lecB) ebenfalls aus Pseudomonas aeruginosa fur die Bindung an FSL-
LewA [193] [195] [197]. Da mit allen drei Positivkontrollen eine deutliche Bindung an die
GUVs zu beobachten war, kann von der Existenz der jeweiligen Glykosphingolipide in
den fir die Versuche mit proHIyA verwendeten GUVs ausgegangen werden. Weitere in
den Lipidmischungen vorhandene Komponenten waren 72,5 mol% DOPC, 20 mol%
Cholesterin und 2,5 mol% des Fluoreszenzfarbstoffes Texas Red DHPE. Die Bindung
von acyl-HIlyA an Cholesterin wurde bereits in einer friheren Untersuchung gezeigt, ist
jedoch fur proHIlyA nicht bekannt [165]. Fur die drei ausgewahlten Glykosphingolipide
konnte in dieser Untersuchung jedoch keine Bindung von proHIyA gezeigt werden. Eine
spezifische Bindung von proHIyA an die in den Glykosphingolipiden vorkommenden
Zuckereinheiten wird dementsprechend als eher unwahrscheinlich erachtet. Weiterhin

war keine Bindung von proHIyA an DOPC und Cholesterin zu beobachten.
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Abbildung 5: Mit den Glykosphingolipiden Gb3, GM1 und FSL-LewA wurde keine Bindung von pro-
HlyA beobachtet. Die Strukturen stammen aus den Angaben des Herstellers.

Unter der Voraussetzung und Annahme einer korrekten Faltung des eingesetzten Pro-
teins, werden mdglicherweise andere, nicht in den getesteten GUVs vorhandene, Zuk-
kerstrukturen erkannt. Eine weitere, mégliche Erklarung ware, dass die Acylierung fur die
Faltung des Proteins oder fir die Bindung des Proteins an die Zellmembranen von gré-
Rerer Bedeutung ist als bisher angenommen. Literaturdaten zur Bindung von proHIyA
oder HIyA an Glykosphingolipide existieren bisher nicht. Eine Wiederholung des Experi-

mentes mit konkreteren Hinweisen auf die mdglicherweise durch proHIyA erkannten
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Zucker und eine dementsprechende Auswahl an Glykosphingolipiden ist prinzipiell
denkbar.

6.3.3 Glykan Array zur ldentifizierung von proHlyA Zuckerinteraktionen

Um weitere Anhaltspunkte auf mégliche, zuckerbasierte Interaktionspartner von proHIlyA
zu bekommen, wurde durch das Konsortium fur funktionelle Glykomik (CFG, Consortium
for Functional Glycomics, Boston, USA) mit dem von uns bereitgestellten, fluoreszenz-
markierten proHIyA der CFG Glykan Array der Version 5.3 durchgefuhrt. Dabei wurden
mit der hdchsten getesteten proHIlyA Konzentration von 200 pg/ml (0,9 uM) nur sehr
schwache Bindungen des Proteins an die 600 immobilisierten Zuckerstrukturen des Gly-
kan Arrays beobachtet. Niedrigere Proteinkonzentrationen lieferten insgesamt noch
schwéchere Signale. Ein eindeutiges, zuckerbindendes Strukturmotiv fur proHIyA konnte
daraus nicht abgeleitet werden. Die einzige Gemeinsamkeit der Glykane, deren Fluores-
zenzsignale sich von der Hintergrundfluoreszenz unterschieden, war das Vorhandensein
von Galactose und GIcNAc. Evolutiondr gesehen handelt es sich hierbei um sehr ur-
spriingliche und in den meisten Glykanen vorkommende Zuckereinheiten [189]. Zusam-
men mit den Ergebnissen der vorangegangenen Experimente kédnnen nun mehrere Er-
klarungen zur Glykanbindung durch proHIyA abgegeben werden: (1) ProHIyA bendtigt
fur eine Bindung unter Umsténden zusétzlich zu den Zuckern einen spezifischen Protein-
rest oder eine spezifische Lipidumgebung, welche in den Experimenten davor nicht zur
Verfugung standen. (2) Bei der zuckerabhéngigen Bindung von proHIyA an die Zielzellen
handelt es sich um eine komplexe Bindung, wobei nur durch eine multivalente Bindung
hohe Bindungsaffinitdten erreicht werden. (3) ProHIyA bindet faltungsbedingt nicht an
die getesteten Zucker und nimmt nur in Anwesenheit der Acylgruppen eine an die Ober-
flachenglykane von Zellen bindende Konformation an. (4) ProHIyA bindet nur schwach
und unspezifisch an die Glykosylierungen auf den Zellen und die Bindung spielt bei der
Interaktion von HlyA mit den Zielzellen nur eine untergeordnete Rolle. Zudem gibt es in
der Fachliteratur nur einen einzigen konkreten Hinweis auf eine zuckerabhangige Aktivi-
tat von HIyA [169]. Dabei wurde gezeigt, dass Lymphozyten nach der Behandlung mit
Glykosidasen eine vergleichsweise héhere Resistenz fir das Toxin aufweisen als die
unbehandelten Zellen [169]. Die hier dargestellten Ergebnisse stehen deshalb nicht not-
wendigerweise in einem Widerspruch mit den publizierten Daten. Klare Hinweise auf
eine zuckerabhangige Bindung von proHIyA an seine Zielzellen wurden im Rahmen die-

ser Dissertation jedoch nicht gefunden.
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Abkurzungsverzeichnis

8 Abkiirzungsverzeichnis

AasS

ABC

ACP

ACPS
Amp

AP

AS

ATP

CAT

CFG

CLD
Co(ll)-PPIX
CoA

CtxB

DNA

E. coli
EDTA
EHEC
ETEC
Fe(ll)-PPIX
Fe(lll)-PPIX
g
Ga(lll)-PPIX
GAG

Gb3

GBP
GNAT
GUvV

Ham
Hamin
HIyA

HlyB

HlyC

HlyD

Acyl-ACP Synthetase

ATP-binding cassette

acyl-carrier protein

Holo-ACP Synthase

Ampicillin

Alkalische Protease

Aminoséure
adenosine-5'-triphosphate
Chloramphenicol Acetyltransferase
Consortium for Functional Glycomics
C39-like domain
Cobalt(lll)-Protoporphyrin IX
Coenzym A

cholera toxin subunit B
deoxyribonucleic acid

Escherichia coli
ethylenediaminetetraacetic acid
enterohdmorrhagische Escherichia coli
enterotoxische Escherichia coli
Eisen(ll)-Protoporphyrin IX, H&m
Chloreisen(lll)-Protoporphyrin 1X, Hamin
Erdbeschleunigung, Gramm
Gallium(lIl)-Protoporphyrin 1X
Glucosaminoglykan
Globotriaosylceramid 3
Glykan-bindendes Protein
GCNb5-ahnliche N-Acetyltransferasen
giant unilamellar vesicles

Ham b, Eisen(ll)-Protoporphyrin IX
Chloreisen(lll)-Protoporphyrin 1X
Hamolysin A

Hamolysin B

Hamolysin C

Hamolysin D
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HRM
HRP
IBC
1Cs0
IMAC
IUPAC
Kan

Kg

kDa

kJ

LewA
LFA-1
MALDI
MARTX
MDCK
MFP
mg

ml

MW
MWCO
NBD

nl
OD600
PAGE
PCR
PDB
PFT
PPIX
QIR
RFU
RTX

S. aureus
SDS
SEC
STA

Ham-regulierendes Motiv
Ham-reguliertes Protein

intracellular bacterial communities

mittlere inhibitorische Konzentration
immobilized metal affinity chromatography
International Union of Pure and Applied Chemistry
Kanamycin

Dissoziationskonstante

kilo Dalton

kilo Joule

Michaelis-Menten Konstante

Liter

Blutgruppenantigen Lewis®

lymphocyte function-associated antigen 1
matrix assisted laser desorption ionization
multifunctional autoprocessing repeats-in toxin
Madin-Darby canine kidney
Membranfusionsprotein

Milligramm

Milliliter

Mittelwert

molecular weight cut off

nucleotide binding domain

Nanoliter

Optische Dichte bei 600 nm
Polyacrylamidgelelektrophorese
polymerase chain reaction
Proteindatenbank

pore-forming toxin

Protoporphyrin IX

quiescent intracellular reservoirs

relative fluorescence units

repeats-in toxin

Staphylococcus aureus

sodium dodecyl sulfate

Size exclusion chromatography

Standardabweichung
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T1SS Typ 1 Sekretionssystem

TAAT Toxin-aktivierende Acyltransferase

TEV tobacco eftch virus

TMD Transmembrandoméne

TOF time of flight

UPEC uropathogene Escherichia coli

Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit

WT Wildtyp

Zn(I)-PPIX Zink(Il)-Protoporphyrin 1X

Ve| Mikrogramm

MM Mikromolar

Aminosaure Kiirzel/Symbol Aminosaure Kiirzel/Symbol
Alanin Ala/A Leucin Leu/L
Arginin Arg/R Lysin Lys/K
Asparagin Asn /N Methionin Met/ M
Asparaginsaure Asp /D Phenylalanin Phe /F
Cystein Cys/C Prolin Pro/P
Glutamin GIn/Q Serin Ser/S
Glutaminsédure Glu/E Threonin Thr/T
Glycin Gly/G Tryptophan Trp /W
Histidin His /H Tyrosin Tyr/Y
Isoleucin lle /1 Valin Val /V
Zuckereinheit Abkiirzung

Fuc Fucose

Gal Galactose

GalNAc N-Acetylgalactosamin

GlcAc Glucuronséure

GIcNAc N-Acetylglucosamin

Gluc Glucose

Neu Neuraminsaure

NeuAc N-Acetylneuraminséure

NeuGc N-Glycolylneuraminsdure

SA Sialinsaure
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