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1. Einleitung

1.1. Proteine aus Bakteriophagen: Beispiele fir Zucker
bindende B-Proteinstrukturmotive

1.1.1. Vorkommen und Morphologie von Bakteriophagen

Viren gelten in der Natur nicht als Lebewesen, weil sie keinen Stoffwechsel haben
und auf eine Wirtszelle angewiesen sind. Sie bedienen sich der belebten Natur zur Infor-
mationsweitergabe in Form von Nukleinsdureverbindungen. Dabei setzt die Weitergabe
von leblosen Informationsmolekiilen aber zwangsldufig die Existenz des Lebens voraus,
bedingt diese und wird durch sie ermoglicht.

Bakteriophagen sind die Viren der Bakterien. Sie wurden als Bakterien lysierende
Agentien zu Beginn des 20. Jahrhunderts unabhdngig voneinander von Twort und
d’Herelle beschrieben (Duckworth, 1994). Das Wort , Phage” leitet sich dabei vom griechi-
schen Verb , phagein” - fressen - ab. Phagen sind weit verbreitet. Man schitzt, dass allein
in den Ozeanen rund 10° Phagen pro Liter Seewasser vorkommen (Suttle, 2005). Phagen-
genome verdndern sich schnell und tauschen dabei allein im Meer pro Jahr schitzungs-
weise 10% bis 1028 DNS-Basenpaare aus (Rohwer & Edwards, 2002). Systematisiert werden
die Viren nach Art und Form der Nukleinsdure, der Morphologie und dem Vorhanden-
sein einer Membranhiille (Modrow & Falke, 1997). Neuere Systeme schlagen jedoch auch
die Klassifizierung anhand genetischer Marker vor (Rohwer & Edwards, 2002). Die Bakte-
riophagen werden in der Nomenklatur nach Bradley in 13 Morphologiefamilien eingeteilt
(Bradley, 1967). Bis zum Jahr 2000 sind mehr als 5100 Bakterienviren elektronenmikro-
skopisch untersucht und morphologisch beschrieben worden, 96 % davon gehoren dabei
zu den Schwanzphagen (Ackermann, 2001). Andere Morphotypen machen nur ca. 3.6 %
der bekannten Bakteriophagen aus. Dabei spiegelt diese Verteilung vermutlich nicht die
tatsdchlich in der Natur auftretenden Zahlen wider. Sie zeigt vielmehr den jeweiligen
Stand der Technik in der Mikrobiologie und dass bestimmte Organismen Forschungs-
schwerpunkte darstellen. Deshalb werden auch tiberdurchschnittlich viele Phagen der vy
Proteobakterien gefunden, zu denen z.B. die ausfiihrlich untersuchten Spezies Salmonella
enterica, Shigella flexneri oder Escherichia coli gehoren. Sie sind unter anderem Wirte fiir die
Phagen des Morphologietyps Podoviridae. Die in dieser Arbeit beschriebenen Tailspike
Proteine sind die Schwanzfasern von Viren dieses Typs. Die Podoviridae enthalten lineare,
doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure (dsDNS Phagen). Sie haben nur einen kurzen
Schwanz im Vergleich zum Phagen T4 (Myoviridae) mit langem, kontrahierbarem, oder
zum Phagen A (Siphoviridae) mit langem, nicht kontrahierbarem Schwanz. Im Jahr 2000
waren 664 Podoviridae beschrieben (Ackermann, 2001). Bei dsDNS Phagen werden lytische
und temperente Phagen unterschieden: Lytische dsDNS Phagen programmieren bakteri-

elle Zellen bei der Infektion sofort auf die Synthese neuer Phagen um. Diese werden an-
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schlieflend aus dem toten Bakterium freigesetzt. Temperente dsDNS Phagen koénnen sich
auf die gleiche Art wie die lytischen Phagen vermehren, sind aber auch in der Lage, eine
stabile Verbindung mit dem Wirtszellgenom einzugehen. Die Phagen-DNS wird dann
gemeinsam mit dem Wirtschromosom repliziert. Der Phage wird in diesem Zustand als
Prophage bezeichnet, er befindet sich im lysogenen Zyklus. Durch so genannte Induktion,
z.B. durch Bestrahlung oder Chemikalien, konnen aus Prophagen im lytischen Zyklus
neue Viren freigesetzt werden. lhre Entdeckung im Labor verdanken z.B. die
Schwanzphagen A, P22, P1 und P2, P4 und N15 der Freisetzung aus lysogenen Bakterien
(Casjens, 2003). Man vermutet, dass der Genpool temperenter Phagen sich zum Grofsteil
in Prophagen befindet. Im Jahr 2004 enthielten 125 der bis dahin publizierten bakteriellen
Genome die Genome von mindestens 300 Prophagen (Casjens et al., 2004). Die Phagenge-
nome sind mosaikartig aufgebaut. Dabei legen dhnliche Transkriptionsprogramme nahe,
dass es zu Genaustauschen gekommen ist. Dieser horizontale Gentransfer ist moglich,
wenn unterschiedliche Phagen ihr Genom in das Chromosom derselben Wirtszelle integ-
rieren. Gentransfer wurde unter anderem zwischen den lambdoiden Phagen von E .coli,
beim Salmonella-Phagen P22 und bei den Shigella-Phagen SfV und Sf6 beobachtet (Casjens,
2003). Als ,Lambdoide Phagen” wurden urspriinglich solche bezeichnet, die mit der
DNA des Phagen A rekombinante Hybride ausbilden. Entsprechend sind P22 und HK620
lambdoide Phagen, die direkt mit A Hybride bilden (Botstein & Herskowitz, 1974; Dhillon
et al., 1998). APSE-1 und Sf6 gehoren auch zur Familie der lambdoiden Phagen, weil sie
dhnliche Proteinsequenzen wie P22 und HK620 enthalten, obwohl sie mit A keine Hybride
bilden konnen (Clark et al., 2001; van der Wilk et al., 1999).

1.1.2. Interaktion viraler Fasern mit Kohlenhydraten
Erkennt ein Viruspartikel seine Wirtszelle, so ist dies meist die erste Stufe einer vi-
ralen Infektion. Die erste biochemische Wechselwirkung findet dabei oft zwischen Koh-
lenhydratrezeptoren auf der Zelloberfldche und einem spezifischen viralen Adhésin statt,
so dass an dieser Stelle der Infektionsprozess durch antivirale Agentien blockiert werden
konnte (Lentz, 1990). Viele Viren besitzen Rezeptor-inaktivierende enzymatische Aktivitat
(Lindberg, 1977), wie z.B. die Neuraminidasen aus Haemophilus Influenzae A und B und
O-specific dem Paramyxovirus
core region chain (Matrosovich et al., 2004), die
m ; N-acetylmuraminsdure frei-
%@@ setzen. Acetylesteraseaktivitat
lipid A n  findet man bei Haemophilus

Abbildung 1. Influenzae C (Herrler et al,

Schematische Darstellung des Lipopolysaccharids eines  1992) und den Coronaviren
gram-negativen Bakteriums. Das O-Antigen ist ein Rezeptor .

fir Bakteriophagen der Morphologie Podoviridae. Sechs- (Smits et al., 2005; Strasser et
ecke symbolisieren Saccharidbausteine, Zick-Zack-Linien ] 2004). Phagen von E. coli,

Fettsduren (Baxa, 1998; Schlegel, 1992). S enterica und Klebsiella besit-
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zen ebenfalls Acetylesterasen oder sind Endoglykosidasen (Lindberg, 1977). Die Polysia-
linsduren der Kapsel von E. coli K1 werden von den K1-spezifischen Phagen ¢K1E, ¢K1F,
63D und ¢K1-5 gespalten (Stummeyer et al., 2005). Das O-Antigen des Lipopolysaccharids
gram-negativer Bakterien ist ein Rezeptor fiir Tailspike Proteine der Phagen des Morpho-
logietyps Podoviridae. Es handelt sich dabei um ein Polysaccharid aus repetitiv angeordne-
ten Oligosaccharidbausteinen (repetive units, RUs), deren Zusammensetzung je nach Zell-
und Serotyp stark variiert. Uber eine im Aufbau dagegen wenig variable core-
Zuckerstruktur ist das O-Antigen an das Lipid A gebunden, das das Molekiil in der
Membran verankert (Abbildung 1). Bei der Infektion mit einem temperenten Phagen beo-
bachtet man in der Wirtszelle im lysogenen Zyklus eine Verdnderung der
O-Antigenstruktur. Diese lysogene Konversion wird durch Gene des Phagen verursacht,
die die Lipopolysaccharidsynthese modifizieren und so das Eindringen weiterer Phagen
verhindern (Brussow et al., 2004). Die Endoglykosidaseaktivitdt von Phagenproteinen ge-
gen das O-Antigen der Wirtszelle wurde insbesondere fiir Salmonella-Phagen beschrieben
und untersucht. Die Phagen P22, 28B, 36 und €15 sind Endorhamnosidasen (Eriksson et
al., 1979; Kanegasaki & Wright, 1973; Svenson et al., 1979). Endorhamnosidaseaktivitat
findet man aber auch beim Shigella-Phagen Sf6 und beim Coliphagen Q8 (Lindberg et al.,
1978; Reske et al., 1973). Dabei ist das O-Antigen als primérer Rezeptor fiir die Wirtser-
kennung zustidndig. Notwendige Bedingung fiir die DNA-Injektion ist jedoch auch ein
sekundéarer Rezeptor. Dies wurde bei der Inkubation von Phagen mit reinem Polysaccha-
rid gezeigt, die keine DNA-AusstofSung hervorruft (Eriksson & Lindberg, 1977; Takeda &
Uetake, 1973). Lokalisation und Funktionsweise eines sekunddren Rezeptors sind jedoch
ungekladrt. Unklar ist auch, warum viele Phagen ihre Rezeptoren z.B. durch Spaltung in-
aktivieren. Dazu wurde vorgeschlagen, dass sich der Bakteriophage zunéchst seinen Weg
durch den ,, Dschungel” von Polysaccharidmolekiilen, die Glykocalix, bahnen muss, bevor
eine Stelle erreicht ist, an der sich die beiden Zellmembranen so nahe kommen, dass eine
DNA-Injektion ins Cytosol moglich ist (Bayer et al., 1980; Israel, 1978; Lindberg, 1977).
Nach einem anderen Erkldrungsversuch soll die den Rezeptor zerstérende Aktivitat ver-
hindern, dass neu synthetisierte Phagen bei der Zelllyse an Zellwandbruchstticke binden
(Liu et al., 1995).

1.1.3. Virale Faserproteine mit f-Sekunddrstruktur

Da sich Bakteriophagen im extrazelluldren Raum aufhalten, miissen die sie auf-
bauenden Proteine stabil gegen extreme Umwelteinfliisse wie hohe Temperatur oder Pro-
teasen sein. Diese Stabilitdt wird zum einen durch die Assemblierung zu multimeren Pro-
teinverbanden z.B. in den Kapsidstrukturen erreicht. Zum anderen findet man die funkti-
onsbedingt stdrker losungsmittelexponierten Erkennungs- und Anheftungsorganellen.
Diese oft faserformigen Proteine sind durch Oligomerisierung und spezielle Faltungsmo-
tive kinetisch hoch stabilisiert; im Labor ist diese Stabilitdt oft als SDS-Resistenz in der
SDS-PAGE aulfféllig (Manning & Colon, 2004). Der Rontgenstrukturanalyse dieser Protei-
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ne sind im allgemeinen nur durch limitierte Proteolyse erhaltene, besonders stabile Prote-
infragmente zugénglich (Mitraki et al., 2002; Weigele et al., 2003).

Viele virale Faserproteine haben einen hohen Anteil an B-Sekundarstruktur und
sind modular aufgebaut. Ihre mechanische Stabilitdt erhalten sie durch eine rigide, stab-
chenformige Architektur, die vermutlich das Eindringen in die Wirtszelle erleichtert
(Mitraki et al., 2002). Alle bislang bekannten Strukturen falten zu nativen Trimeren. In
ihnen wurden neue B-Faltblatt Supersekundarstrukturmotive identifiziert, aus denen die
Proteine meist modular aufgebaut sind (Abbildung 2). Das Faserprotein des Adenovirus
Ad2 und das Anheftungsprotein 61 des Reovirus enthalten eine trimere B-Spirale (triple
spiral) (Chappell et al., 2002; van Raaij ef al., 1999). In der Primérstruktur findet man Se-
quenzwiederholungen (repeats) von hydrophoben Resten sowie eine konservierte Position
fir Prolin oder Glycin. Beides kann fiir die triple f-spiral als charakteristisch angesehen
werden. In der kurzen Schwanzfaser des Bakteriophagen T4 (T4 short tail fibre, gp12) wird
ein dhnliches Faltungsmotiv gefunden, es enthdlt aber keine repeats. In demselben Protein
gpl12 wurde erstmalig die Struktur einer trimeren, verwundenen B-Helix (triple S-helix)
identifiziert, in der die B-Stréange dreier Monomere parallele, intermolekulare Faltblatter
ausbilden, die durch kurze Abschnitte (linker) miteinander verbunden sind (van Raaij et
al., 2001). Eine triple f-helix befindet sich auch am C-Terminus des Proteins gp5 des zentra-
len Basisplattenkomplexes des Phagen T4. Sie durchst6fst zur DNA-Injektion die dufiere
Zellmembran der Wirtszelle (Kanamaru et al., 2002). Das gleiche Motiv ist aufserdem in
der Endosialidase (endoNF) des Bakteriophagen ¢K1F enthalten (Stummeyer et al., 2005).
Die triple p-helix zeigt charakteristische repeats von Prolin und Glycin in den linker-
Regionen zwischen den Faltblédttern sowie repeats polarer Reste (gp5) bzw. hydrophober
Reste (gp12). Im Tailspike Protein des Bakteriophagen P22 findet man schlieslich eine
oligomere, parallele B-Helix (Abbildung 5). Dieses Strukturmotiv wird in Abschnitt 1.3.1.

ausfiihrlich erortert.

Die Faltungswege der neuen Supersekundarstrukturmotive sind noch nicht unter-
sucht worden. Es wurde postuliert, dass die hohe Stabilitdt der bisher bekannten oligome-
ren Faserproteine auf die Verwindung ihrer Untereinheiten zurtickzufiihren sei (van Raaij
et al., 2001). Systematische Untersuchungen zum Faltungsweg intermolekularer Superse-
kundérstrukturen vom B-Typ existieren bisher nur fiir das Tailspike Protein des Bakteri-
ophagen P22 (P22TSP) (Seckler, 1998) (siehe Abschnitt 1.3.1.). Grundsétzlich handelt es
sich aber vermutlich um sehr langsame Faltungsereignisse. Als Indiz daftir kann der Ein-
fluss von Chaperonen bei der in vivo Faltung viraler Faserproteine angesehen werden. Sie
miissen teilgefaltete Spezies an der Aggregation hindern; dies wurde bereits in frithen
Arbeiten zur in vivo- und in vitro-Faltung der T4 short tail fibre vermutet: Hohe Faltungs-
ausbeuten erhélt man nur in Gegenwart des Bakteriophagen T4 Chaperons gp57 (King &
Laemmli, 1971). Eine Frage bei der Assemblierung intermolekularer -Strukturen ist, wie

die einzelnen Ketten korrekt registriert werden. So falten z.B. synthetische Peptide aus
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dem Schaft des Adenovirus Ad2 in Abwesenheit des globuldren N-Terminus nicht zur
triple B-spiral, sondern bilden Fibrillen aus (van Raaij et al., 1999). Die globuldren, N-
terminalen Doménen der Adenovirusfasern sind offenbar als Registrierungssignal not-
wendig; sie assemblieren auch als isolierte Fragmente zu nativen Trimeren (Bewley et al.,
1999; Durmort et al., 2001; Papanikolopoulou et al., 2004a). Die Schaftdomé&ne aus Ad2
faltet jedoch auch zur korrekten triple -spiral, wenn sie an das foldon- Motiv aus T4 Fibri-
tin fusioniert wird (Papanikolopoulou et al., 2004a; Papanikolopoulou et al., 2004b). Im T4
Fibritin dienen die 27 Aminosduren des foldons zur korrekten Trimerisierung eines o-
helikalen coiled coils (Tao et al., 1997). Bei der Untersuchung des Faltungsweges trimerer
Faserproteine muss somit auch ein Augenmerk auf die Notwendigkeit eventueller Trime-
risierungssignale gerichtet werden.Es wurde vorgeschlagen, die grundlegenden Erkennt-
nisse iiber die B-Strukturen viraler Fasern und deren Stabilitit fiir die Entwicklung stédb-
chenformiger Nanobausteine zu nutzen (van Raaij ef al., 2001). Auch wird ein Einsatz in
der Gentherapie denkbar, wenn stabile, trimere Fasern z.B. von Adenoviren mit therapeu-
tisch wirksamen Aminosduresequenzen fusioniert werden (Papanikolopoulou et al.,
2004b). Weiterhin riicken virale Faserproteine ins Zentrum des Interesses, seitdem die
Bedeutung von amyloiden Erkrankungen erkannt wurde. Amyloide sind aufierordentlich

stabile B-Proteinstrukturen, deren Aufbau bisher im molekularen Detail noch wenig be-

Abbildung 2.

B-Faltblatt-Supersekundarstrukturmotive in trimeren viralen Faserproteinen. A. Fragment der
kurzen Schwanzfaser des Bakteriophagen T4 mit triple f-helix (van Raaij et al., 2001) (1h6w). B.
Fragment der Anheftungsfaser des humanen Adenovirus Serotyp 2 mit triple-S-spiral (van Raaij
et al.,, 1999) (1qiu). Die Proteine sind zueinander nicht mafistabsgetreu und so dargestellt, dass
der N-Terminus nach oben weist.
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kannt ist (Sunde & Blake, 1998; Wetzel, 2002). Denkbar wire, dass die neu identifizierten

B-Faltungsmotive als Vorbilder zur Modellierung von Amyloidstrukturen dienen kénnten
(siehe auch Abschnitt 1.2.2.).

1.2. Das Motiv der parallelen B-Helix

Die Supersekundérstruktur einer parallelen B-Helix wurde zuerst im Jahr 1993 von
Yoder, Keen und Jurnak fiir die Pektatlyase C (PelC) beschrieben (Yoder et al., 1993a).
Dabei ist das Faltungsmotiv der parallelen p-Helix nicht mit der speziellen Konformation
des membranstdndigen D-Peptids Gramicidin A zu verwechseln, fiir die schon frither der
Begriff ,B-Helix” verwendet wurde (Langs, 1988; Wallace & Ravikumar, 1988). Weiterhin
unterscheidet man zwischen rechts- und linksgangigen B-Helices, seitdem Raetz und Ro-
derick 1995 die Struktur der UDP-N-acetylglucosaminacyltransferase beschrieben haben
(Raetz & Roderick, 1995). Nach der Nomenklatur von Yoder bilden in der rechtsgangigen
parallelen $-Helix drei kurze -Strdange B1, B2 und B3, die durch die turns T1, T2 und T3
verbunden sind, eine Windung (coil) aus (Abbildung 3.). Die Lange der turns ist fiir T1
und T3 variabel, T2 besteht meist aus nur zwei Aminosduren. Die coils stapeln sich wie-
derholt tibereinander, es entsteht eine rechtsgiangige Helix mit drei ausgedehnten paralle-
len B-Faltblittern. B1 und B2 bilden
darin ein antiparalleles sandwich, so
dass ein L-formiger Querschnitt ent-
steht (Yoder et al., 1993b). Zusitzlich
wird die B-Helix durch innen liegende
Stapel gleicher Reste in &dquivalenten
Positionen benachbarter coils mit glei-
chem y der Seitenkette stabilisiert. Die
gesamte Doméne kann als Faltungsein-
heit angesehen werden, es bleibt die
Frage, ob die Stapel notig sind, um die
einzelnen B-Stange korrekt in der Helix
zu registrieren (Walter, 2002). Durch die

Wiederholung der coils kann man die -

Helix in die Klasse der repeat-Proteine
. . Abbildung 3.
einordnen; diese werden auch als sole-  Nomenklatur eines coils einer parallelen rechts-

noide Proteine bezeichnet (vom engli- gangigen p-Helix nach Yoder (Yoder et al,
1993b). Als Beispiel ist eine Windung der paralle-

schen Wort solenoid fir spulenférmig) |en g-Helix aus Sf6TSP gezeigt (coil 7, Val*®-

(Kobe & Kajava, 2000). Die rechtsgingi- ~ Gly""). B1, B2, B3: p-Faltblétter. T1, T2, T3: turns.

) ) Die Sekundarstruktur wurde mit dem Programm
ge parallele B-Helix lasst sich aus der  PROMOTIF (Hutchinson & Thornton, 1996) be-
Aminoséuresequenz nicht vorhersagen, rechnet und die Struktur mit dem Programm

_ MOLMOL (Koradi et al., 1996) dargestellt.
da die Lénge eines einzelnen coils vari-
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abel ist. In die turns konnen beliebig viele Aminoséduren bis hin zu eigenen Proteindoma-
nen inseriert sein. Bis zum Jahr 2000 waren 15 parallele, rechtsgidngige -Helices beschrie-
ben (Jenkins & Pickersgill, 2001). Aktuell sind etwa 25 Proteine bekannt, die zu diesem
Strukturmotiv falten. Fast alle Proteine mit rechtsgédngigen B-Helices sind monomer, die
einzige Ausnahme ist das trimere Tailspike Protein des Bakteriophagen P22 (siehe Ab-
schnitt 1.3.1.). Alle Proteine mit parallelen B-Helices, deren Bindungspartner bekannt
sind, sind Bestandteil von Enzymen, die Kohlenhydratpolymere binden und spalten. Dies
sind vor allem die Pektat- und Pektinlyasen pflanzenpathogener Bakterien (Jenkins &
Pickersgill, 2001), Pflanzenpollenproteine (Czerwinski et al., 2005), bakterielle Polygalac-
turonasen (Jenkins & Pickersgill, 2001), sowie Carragenasen (Michel et al., 2001) und
Dextranasen (Larsson et al., 2003) aus Pilzen und marinen Bakterien. Es wurde postuliert,
dass in diesen Proteinen die parallele, rechtsgdngige p-Helix im Laufe der Evolution als
ein Strukturmotiv entstanden ist, das speziell elongierte Polysaccharidmolekiile parallel
zur Helixachse binden kann (Jenkins et al., 1998). Deshalb spielen diese Proteine vermut-
lich vor allem eine Rolle bei der Oberfldchenerkennung und dem Eindringen in eine Zelle.
Die B-Helix scheint dabei ein besonderes Strukturmotiv prokaryotischer Pathogene zu
sein; in hoheren Eukaryoten ist sie bisher nicht gefunden worden (Bradley et al., 2001).
Linksgdngige p-Helices unterliegen dem gleichen Bauprinzip wie rechtsgangige.
Hier findet man jedoch Hexapeptid-repeats (Vaara, 1992). Zurzeit sind etwa 10 Proteine
bekannt, die in eine linksgéngige parallele B-Helix falten. Dabei entsteht durch die Wie-
derholung von gleichen Aminosdureresten in jedem coil ein regelméfsiger, dreieckiger
Querschnitt der linksgéngigen B-Helix. Die Proteine fungieren als Ubertrager von Sdure-
resten z.B. in UDP-N-acetylglucosaminacyltransferase aus E. coli (Raetz & Roderick, 1995),
Carboanydrase aus Methanosarcina thermophila (Kisker et al., 1996) oder in der Acetyltrans-
ferase aus Pseudomonas aeruginosa (Beaman et al., 1998). Eine linksgéngige B-Helix mit Pen-
tapeptid-repeat findet man im Eis bindenden Protein des Fichtenschadlings Choristoneura
fumifera (Graether et al., 2000). Alle linksgéangigen p-Helices sind native Trimere; Ausnah-
me ist die ADP-Glucosepyrophosphorylase aus Kartoffelknollen: Hier findet die Wech-
selwirkung zwischen zwei 3-Helices tiber ihre Enden statt und tragt so zur Stabilitit eines

Dimers und zur allosterischen Regulation des Enzyms bei (Jin et al., 2005).

1.2.1. Strukturvorhersage von rechtsgingigen parallelen f-Helices

Proteine mit paralleler B-Helix gehoren zur Klasse der repeat-Proteine. Ein coil
kann als das sich wiederholende Element angesehen werden, dabei verhindern jedoch die
flexibel langen turns innerhalb eines coils eine Strukturvorhersage aus der Primérstruktur
(Jenkins et al., 1998; Kobe & Kajava, 2000). Bisher sind zwei Methoden zur Vorhersage der
rechtsgdngigen parallelen B-Helix beschrieben worden. Das alternierende Muster innen
und auflen liegender Seitenketten in der f-Helix wurde von Heffron und Mitarbeitern

zugrunde gelegt, um ein Sequenzprofil eines idealisierten coils zu konstruieren (Heffron et



Einleitung

al., 1998). Nach einer Analyse von 30 coils aus Pektat- und Pektinlyasen konnten bestimm-
ten Positionen Aminosdurepréferenzen zugeordnet werden. Allerdings identifiziert die
Methode nur weitere Mitglieder der gleichen Proteinfamilie und erzeugt auch falsch-
positive Treffer wie z.B. die Vorhersage der parallelen f-Helix fiir Internalin B, das zu den
leucin rich repeat (LRR) Proteinen gehort und repeats aus B-Strangen und 310-Helices besitzt
(Schubert et al., 2001).

Das Programm BETAWRAP legt in seinem Algorithmus zugrunde, dass die
Wechselbeziehungen zwischen Seitenketten in benachbarten Strangen im p-Faltblatt in
globuldren und B-Helix-Proteinen dhnlich sein miissen (Bradley et al., 2001). Diese Prife-
renzen fiir die paarweise Packung von Aminosduren wurden zunédchst aus Strukturda-
tenbanken ermittelt. Die zu analysierende Aminosduresequenz wird dann anhand von
Hydrophobizitdtskriterien in B-Strange zergliedert und in coils gefaltet. Dabei werden die
Langen der turns eines coils so variiert, dass die Seitenkettenpackung optimal ist. Mit BE-
TAWRAP wurden aus 600 000 Proteinen ca. 2500 postuliert, die eine parallele B-Helix
enthalten. Auch hier wurden jedoch als Falsch-Positive LRR-Sequenzen identifiziert. Die
Analyse der Datenbank mit BETAWRAP zeigt jedoch allgemeine Tendenzen fiir das Vor-
kommen und die Funktion der B-Helix. Das Strukturmotiv kommt vor allem in human-
pathogenen Toxinen, Adhédsinen und Allergenen aus Bakterien und Pilzen vor. In Prote-

insequenzen aus hoheren Eukaryoten wurde es dagegen nur selten postuliert.

1.2.2. Parallele f-Helices als Modelle fiir amyloide Strukturen
Die Anordnung der lang gestreckten Faltblétter parallel zur langsten Achse der

Proteinmolekiile legt einen Vergleich von parallelen B-Helices mit amyloiden Strukturen
nahe. Amyloide sind unlosliche, proteinogene Fasern, die bereits im 19. Jahrhundert
erstmals beschrieben wurden. Sie entstehen bei der Selbstassoziation teilweise gefalteter
Proteine. Als Pathogene treten sie beim Menschen bei iibertragenen oder ererbten Sto-
rungen im Proteinstoffwechsel auf. Normalerweise 16sliche Proteine und Polypeptide
werden als Fibrillen abgelagert, es resultiert Organversagen. Beispiele sind die Alzhei-
mersche Krankheit, Parkinson, Corea Huntington oder transmissive spongiforme En-
zephalopathien wie z.B. die Creutzfeldt-Jacob-Krankheit (Sunde & Blake, 1998; Wetzel,
2002). Man vermutet jedoch, dass nicht die Amyloidfibrillen selbst die cytotoxischen A-
gentien sind, sondern oligomere Assoziate, die wéahrend der Fibrillenbildung auftreten
(Cleary et al., 2005). Nicht als Krankheitserreger werden dagegen die amyloiden Hefepri-
onen angesehen, die nicht auf DNS-Basis vererbbare Stoffwechseleffekte in der Zelle be-
wirken (True & Lindquist, 2000; Wickner, 1994). Amyloide und B-Faltblatt-reiche Aggre-
gate stellen demnach wichtige alternative Faltungszustinde dar und tragen zum Ver-
standnis der Faltungsreaktion bei (Betts & King, 1999). Unabhingig von der Sequenz
konnen sie aus Proteinen entstehen, die im nativen Zustand gemischte oder rein

a-helicale bzw. reine B-Faltblatt-Sekundarstruktur haben.
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Die biophysikalische Analyse von Amyloiden ist strukturell nur mit Methoden
niedriger oder mittlerer Auflésung moglich. Elektronenmikroskopisch wird der Durch-
messer der Fibrillen zu etwa 100 A bestimmt, sie sind aus unterschiedlichen Anzahlen
gedrehter Biindel von Protofilamenten aufgebaut. Bei Farbung mit Kongorot zeigen Amy-
loide griine Doppelbrechung des polarisierten Lichts, was auf eine geordnete Molekiil-
struktur schliefien ldsst, die die Einlagerung des Diazofarbstoffs ermoglicht (Puchtler &
Sweat, 1965). Die Sekundérstruktur wurde aus Rontgenbeugungsexperimenten an orien-
tierten Fasern als cross-B-Typ bestimmt: Die meridionalen Reflexe parallel zur Faserachse
zeigen, dass die B-Stringe im charakteristischen Abstand von 4.7 A senkrecht zur Achse
in Faltbldttern angeordnet sind, die parallel zur Faserachse liegen. Die Faltbldtter miissen
wie in globuldren Proteinen um 15-30° verdreht sein um sterische Behinderungen der
Peptidgruppe mit der Seitenkette zu vermeiden. Daraus ergibt sich ein sequenzabhingi-
ger twist um die Faserachse des Protofilaments. Ausgehend von diesen Beobachtungen
entwickelten Sunde und Mitarbeiter das so genannte B-Faltblatt-Helix Modell fiir das
Amyloid Val-30Met FAP mit einem Helix-repeat von 115
A (Sunde & Blake, 1998). Jimenez und Mitarbeiter mo-
dellierten mithilfe Kryo-elektronenmikroskopischer
Aufnahmen die cross-B-Struktur der SH3-Domine von
Phosphatidylinositol-3’-kinase mit flacheren Faltblat-
tern (Jimenez et al., 1999) und einem Helix-repeat von ca.
600 A (Abbildung 4). Unter Beriicksichtigung dieser
experimentellen Erkenntnisse sind eine Reihe von Mo-
dellen fiir die molekulare Struktur von Amyloiden
entwickelt worden (Sunde & Blake, 1998; Wetzel, 2002).
Frithe Modelle postulierten lineare Assoziate aus zwei-
seitigen B-sandwich Bausteinen (Sunde & Blake, 1998).
Festkorper-NMR-Studien am Alzheimerpeptid APi.40

(Petkova et al, 2002) und Elektronenspinresonanz- ... dim g 4

Untersuchungen an a-Synuclein (Der-Sarkissian et al.,
2003) legen nahe, dass die B-Strdange in Amyloid ver-
mutlich parallel angeordnet sind. Parallele Stapel der
B-Strange zickzackformig gefalteter Peptidketten (paral-
lel superpleated [-structure) sind als Modelle fiir das He-
feprion Ure2p (Kajava et al., 2004) und die Prionform

von Amylin bei Typ-2 Diabetes beschrieben worden

Modell einer Amyloidfaser ba-

sierend auf Elektronen-
dichtemessungen mit Kryo-
Elektronenmikroskopie an
SH3-Amyloid. Abb. aus

http://www.cryst.bbk.ac.uk/~ub
cg16r/amyloid.html. Die Faser
besteht aus 4 Protofilamenten
mit cross-p-Struktur (Jimenez
et al., 1999).

(Kajava et al., 2005). In antiparalleler Anordnung liegen dagegen B-hairpins einzelner Pro-
teinmolekiile, die das Riickgrat der Fibrillen im so genannten zipper spine-Modell von
B2-Mikroglobulin-Amyloid ausbilden (Ivanova et al.,, 2004). Auch mit Ribonuklease A

kann ein solches Modell mit einem B-Faltblattriickgrat und ausgetauschten Domé&nen
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(domain swap) konstruiert werden (Sambashivan et al., 2005). B-helikale Konformation der
Peptidkette im Protofilament wurde fiir Alzheimer AB-Protein, Transthretin und Immu-
noglobulin vorgeschlagen (Lazo & Downing, 1998). Mit Hilfe von elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen von 2D-Kristallen von Abschnitten des Prionproteins PrPSc wurden
tir die Amyloidstruktur zwei Modelle mit links- und rechtsgingiger B-Helix entwickelt
(Wille et al., 2002). Fiir poly-L-Glutamin wurde postuliert, dass die Polypeptidkette mit
B-Konformation eine wassergefiillte Helix mit 20 Resten/turn ausbildet (Perutz et al.,
2002). Als ein dhnliches B-helikales ,Nano-Rohr” wurden die Hefeprionen von Sup35
beschrieben (Kishimoto et al., 2004). Mit Hilfe von threading wurden aufierdem Amyloid-
modelle fiir AB-Amyloidfibrillen (Guo et al., 2004) und einen Abschnitt des Prionproteins
PrPsc (Govaerts et al., 2004) entwickelt, die linksgdngige parallele B-Helices als Template

verwenden.

1.3. Das Modellsystem des Tailspike Proteins des
Bakteriophagen P22

Der Salmonella Phage P22 wurde 1952 entdeckt (Zinder & Lederberg, 1952b; Zinder
& Lederberg, 1952a) (Abbildung 10). Er gehort zur Morphologieklasse der Podoviridae und
bindet bis zu sechs Tailspike Proteine an die Basisplatte (Israel et al., 1967). Mindestens
drei TSP sind notwendig, um den Phagen infektios zu machen (Israel, 1978). Sie binden
und spalten die repetitive Kohlenhydratstruktur des Zelloberflichenrezeptors von P22,
das S. enterica O-Antigen. Das Tailspike Protein des Bakteriophagen P22 wird seit ca. 20
Jahren biophysikalisch und strukturell untersucht und ist bis heute Gegenstand der
Forschung zu Kohlehydratbindung und fiir Faltungs- und Assemblierungsstudien (Betts
& King, 1999; Seckler, 1998).

1.3.1. Struktur und Faltungsweg von P22TSP

Das Tailspike Protein von P22 hat 666 Aminosduren und eine Molekularmasse von
72 kD. Nativ liegt es als Homotrimer vor (Goldenberg & King, 1981; Seckler et al., 1989).
Das Protein ist proteaseresistent und thermostabil bis ca. 80 °C, bei Raumtemperatur
bleibt es auch in Gegenwart von 2 % SDS nativ. Mittels limitierter Proteolyse konnte die
N-terminale Kopfbindedoméine abgespalten werden, so dass ein C-terminales Fragment
(P22TSP AN) der Kristallisation zuganglich wurde. Die Struktur von P22TSP AN (Reste
109-666) von P22TSP wurde 1994 von Steinbacher et al. mit Hilfe von Schweratomderiva-
ten ermittelt (Steinbacher et al., 1994), eine hoch aufgeloste native Struktur wurde bis
1.56 A erhalten (Steinbacher et al., 1997). Getrennt davon wurde die Struktur der N-
terminalen Domidne (Reste 1-124) ebenfalls {iber Schweratomderivate ermittelt
(Steinbacher et al., 1997) (Abbildung 5). Da die beiden Doménen flexibel miteinander ver-
bunden sind, konnen mit dem vollstindigen Protein keine dreidimensionalen, streuenden

Kristalle erhalten werden (Miller et al., 1998b).
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Abbildung 5.

Dreidimensionale Struktur des Tailspike Prote-
ins des Salmonellaphagen P22 (Steinbacher
et al., 1997). Der N-Terminus des Proteins
zeigt in der Abbildung nach oben. Die beiden
unabhangigen Strukturen der kuppelférmigen,
N-terminalen Doméane (1lkt) und der C-
terminalen Doméane (1tyv) sind Ubereinander
dargestellt, ohne dass Kenntnisse Uber einen
flexiblen linker zwischen den beiden Domanen
vorliegen. Die Abbildung wurde mit PyMOL
erstellt (DeLano, 2002).

Die N-terminale Domé&ne von P22TSP ist
fur die Bindung des Proteins an die Por-
talstruktur des Phagenkapsids verant-
wortlich (Berget & Poteete, 1980; Maurides
et al., 1990). Kryoelektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen haben gezeigt, dass
vermutlich tiber das interface zwischen
zwei Kopfbindedoménen des Tailspikes
die Proteine gp4 und gpl2 aus der Portal-
struktur gebunden werden (Tang et al.,
2005). Die N-terminale Doméne ist aus
zwei B-Faltbldttern aufgebaut, die im Tri-
mer eine ca. 30 A hohe, kuppelférmige
Struktur von ca. 55 A Durchmesser aus-
bilden (Steinbacher et al., 1997). Fiir die C-
terminalen Reste 109-124 ist keine Elekt-
ronendichte sichtbar; dies spricht fiir ihre
Rolle als flexible linker zwischen Kopfbin-
dedomine und B-Helix-Doméine. In der
kryoelektronenmikroskopischen = Portal-
struktur des Phagen P22 ist jedoch er-
kennbar, dass die Tailspike Proteine mit
Hilfe des linkers vermutlich um 20 ° in sich
gekippt sind, wenn sie an den Phagen
binden (Tang et al., 2005). Die C-terminale
Domaine von P22TSP faltet in eine paralle-
le, rechtsgingige B-Helix mit dreizehn
Windungen (Reste 143-540). Dabei sind ca.
60 Reste (190-250) eines T3 turns zu einer
eigenen Subdomine gefaltet. Auf der 16-
sungsmittelexponierten Seite befindet sich
die Substratbindestelle (siehe Abschnitt

1.3.2.). Im trimeren Protein werden die Peptidketten anschlieffend in einer Windung einer

triple-f-helix miteinander verwunden, bilden dann ein triple--Prisma und verwinden sich

erneut, bevor sie drei antiparallele B-Faltbldtter ausbilden. Die hohe Stabilitdt des trimeren

Tailspike Proteins wurde besonders auf die Verwindung der Peptidketten am C-Terminus

zurtickgefuihrt (Kreisberg et al., 2002).

Der Faltungsweg von P22TSP ist eingehend charakterisiert worden und Gegens-

tand aktueller Forschung. Als grofles, oligomeres und langsam faltendes Protein konnte

11
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sich P22TSP als Modellsystem fiir die Faltung und Assemblierung grofSer B-Strukturen,
z.B. von Amyloiden, eignen. Der intrazelluldre Faltungsweg wurde zuerst in vivo unter-
sucht (Goldenberg et al., 1982), spiter konnte gezeigt werden, dass dieser mit dem in vitro
Faltungsweg vergleichbar ist (Fuchs et al., 1991; Seckler et al., 1989) (Abbildung 6): Die
unstrukturierte Spezies (Halbwertszeit 7 min) faltet {iber wenigstens ein monomeres In-
termediat (Halbwertszeit ca. 30 min) zum Protrimer (Benton et al., 2002) (Halbwertszeit ca.
10 h; alle Angaben bei 10 °C), das im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Trimer-
reifung zum SDS-resistenten, nativen Protein faltet (Danner et al., 1993; Danner & Seckler,
1993; Mitraki et al., 1993). In den zur Messung zur Verfiigung stehenden Zeitfenstern kann
die Bildung monomerer Intermediate beim manuellen Mischen spektroskopisch beobach-
tet werden. Das Protrimer kann in der Gréfienausschlusschromato-graphie oder Nativge-
lelektrophorese analysiert werden und als nicht SDS-resistente Spezies in der SDS-
Gelelektrophorese vom nativen Protein unterschieden werden. Der modulare Aufbau des
Proteins erlaubte es, die Faltung an einzelnen Domédnen zu untersuchen. Nach Abspal-
tung des N-Terminus wurde fur P22TSP AN der gleiche Faltungsweg wie beim Wildtyp
gefunden, der vornehmlich durch Faltung und Assemblierung von p-Helix- und C-
terminaler Domédne dominiert wird (Danner et al., 1993). Abspaltung des N- und C-
Terminus fiihrte zum Konstrukt Bhx, das nur die B-Helix enthilt, die reversibel faltet und
bei niedriger Konzentration monomer vorliegt (Miller et al., 1998a). Weiterhin wurden
gegen das native und das denaturierte Tailspike Protein monoklonale Antikdrper herge-
stellt und damit die Ausbildung von Epitopen wihrend der Faltung von P22TSP in vitro
und in vivo am Ribosom untersucht (Friguet et al., 1990; Friguet et al., 1994; Jain et al.,
2005). Fur P22TSP existieren aufierdem eine Reihe von temperature-sensitive for folding (tsf)
Faltungsmutanten. Sie befinden sich ausschliefSlich in der B-Helix-Domé&ne und verrin-
gern bei hohen Temperaturen die Faltungsausbeute. Im nativen Zustand sind diese Mut-
anten weniger stabil als das native Protein (Beissinger et al., 1995; Miller et al., 1998b; Schu-
ler & Seckler, 1998). Auf dem Faltungsweg destabilisieren sie ein friihes on-pathway Inter-
mediat zugunsten aggregationsempfindlicher Spezies, was zu Ausbeuteverlusten fiihrt
(Danner & Seckler, 1993). Hier wirken suppressor (su) Mutanten kompensatorisch. Kon-
troversen beziiglich des Faltungswegs von P22TSP sind grundsétzlich nicht ausgerdumt,
insbesondere ob on pathway Intermediate bereits nativ strukturiert vorliegen, wie dies
durch die Arbeiten mit tsf-Mutanten

| > M —> PT —> N

nahe gelegt wurde, oder ob nicht-native
Uu—» . .
Tl Wechselwirkungen (foldons) produktiv
I* — Aggregate sind. Hier entstand die Hypothese, dass
Abbildung 6. sich im  nicht-disulfidverbriickten

Schematische Darstellung des Faltungsweges

von P22TSP nach (Danner & Seckler, 1993). U, P22TSP Disulfidbriicken auf dem Fal-
unstrukturierte Spezies. |, I*, Intermediate. M,
Monomer. PT, Protrimer. N, nativ gefaltetes
Protein. King, 1997). Neue Arbeiten am zu

tungsweg bilden koénnten (Robinson &

12



Einleitung

P22TSP sequenzhomologen Det7TSP, der Cys®!3 und Cys$ nicht enthlt, aber dhnlich wie
P22TSP faltet, widerlegen diese Vermutung (Fiedler, 2005).

1.3.2. Substratbindestelle und Spezifitit von P22TSP

Das Tailspike Protein des Bakteriophagen P22 erkennt und spaltet das O-Antigen
von Salmonellen der Serotypen A, B und D (Baxa et al., 1996). Die repetitive biologische
Einheit des O-Antigens besteht aus dem Trisaccharid a-D-Manp-(1>4)-a-L-Rhap-(1>3)-o.-
D-Galp-(1>4). Ein 3,6-Dideoxyhexosesubstituent am C3 von Man variiert je nach Spezies.
In S. Typhimurium findet man Abequose (Serotyp B), in S. Paratyphi Paratose (Serotyp A)
und in S. Enteritidis und S. Typhi 253 Ty Tyvelose (Serotyp D1) (Kauffman, 1966; Luderitz
et al., 1966). S. Typhi 253 Ty trédgt zusitzlich eine Glukose als Formvariation am C4 von
Gal (Weintraub et al., 1988). Als Endorhamnosidase spaltet P22TSP die glykosidische Bin-
dung im Rhamnopyranosid der O-Antigen-Hauptkette und erzeugt als Hauptprodukt ein
Oktasaccharid (Eriksson et al., 1979). Die Bindungsfurche fiir die Oligosaccharidsubstrate
wurde rontgenkristallographisch nach soaking Experimenten von P22TSP AN-Kristallen
mit Okta- oder Dekasacchariden identifiziert (Steinbacher et al., 1996). Sie befindet sich
zwischen den turns der Windungen 5, 7 und 8 auf der dem Losungsmittel zugewandten
Seite der B-Helix (Abbildung 7). Dabei haben die unterschiedlichen Dideoxyhexoseligan-
den alternative Interaktionsmoglichkeiten in der Bindungsstelle. Dieser wobbling Mecha-
nismus der Bindung macht vermutlich grofsere Wirtsvariationen moglich (Steinbacher et
al., 1996). Die Sdurereste Asp32, Asp3* und Glu®® bilden das aktive Zentrum, ihre Sdu-

AN e

\ 7 WP
e \ — ~ {\\ )
Abblldung 7.

Aktives Zentrum von P22TSP (Steinbacher et al., 1996). Blick entlang der Bindungsfurche auf
der I6sungsmittelexponierten Seite eines Monomers vom C- in Richtung N-Terminus. Die drei
katalytisch aktiven Reste Glu359, Asp392 und Asp395 sind in gelb dargestellt. Oberhalb bindet
ein Oktasaccharid des LPS von S. enteritidis. Die Zeichnung wurde mit PyMOL aus den pdb-
Koordinaten 1tyu erstellt (DeLano, 2002).
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reamidmutanten zeigen bei physiologischer Temperatur nur 1/10 000 (E359Q), 1/25 000
(D395N) bzw. 1/30 000 (D392N) des Umsatzes des WT (Baxa et al., 1996). Die Lage der
katalytischen Reste ldsst jedoch keinen eindeutigen Schluss zugunsten eines invertieren-
den oder konfigurationserhaltenden Reaktionsmechanismus zu (Davies & Henrissat,
1995; Steinbacher et al., 1996; Steinbacher et al., 1997).

Die Bindung von definierten Oligosacchariden an P22TSP wurde eingehend bio-
physikalisch charakterisiert. Die Enzymkinetik wurde mit fluoreszenzmarkierten Zuckern
untersucht (Baxa et al., 1996). Bindung von Oligosacchariden an P22TSP ist messbar tiber
einen Fluoreszenzquench zweier Tryptophanreste in der Bindestelle oder mit kalorimetri-
schen Methoden (Baxa et al., 2001; Baxa et al., 1996). Bei 37 °C werden nur 2 Bindungen
pro Minute gespalten. Dagegen sind die Gleichgewichte der Bindung von Edukt und
Produkt schnell im Vergleich zur Hydrolyserate. Die Bindungsaffinitét ist hoch, pro Bin-
destelle betrdgt die freie Enthalpie der Bindung AG°®uing ca. -30 kJ/mol, d.h. bei 3 Binde-
stellen bindet der Phage mehr oder weniger irreversibel an die Wirtszelle (Baxa et al.,
1996). Die Interaktionsfldche zwischen Protein und Kohlenhydrat erstreckt sich tiber zwei
repetitive Einheiten. Bei der Bindung werden hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
Zucker und Protein ausgebildet. Die Reaktion ist enthalpisch getrieben und macht keine

strukturelle Umorganisation bei Protein und Saccharid erforderlich (Baxa et al., 2001).

Mit diesen Ergebnissen wurde die Funktion des Tailspike Proteins fiir den Phagen
diskutiert. Vermutlich hat es nicht die Aufgabe eines Bohrers, der ein Loch im Polysac-
charid erzeugen muss, denn im Vergleich zur langsamen Hydrolyserate dauert die ge-
samte Infektion mit dem Phagen nur wenige Sekunden bis Minuten. Bindung und Disso-
ziation sind andererseits so schnell, dass eine laterale Bewegung zu einem sekundaren
Rezeptor moglich wire (Baxa et al., 2001; Baxa et al., 1996). Die Endorhamnosidaseaktivitat
konnte aber auch dazu dienen, neu synthetisierte Phagen von Zellwandbruchstiicken der
Wirtszelle zu befreien (Liu et al., 1995). Fiir den Infektionsprozefs ist sie jedoch notig, wie

Versuche mit inaktiven Mutanten von P22TSP gezeigt haben.

1.4. Neue Tailspike Proteine aus Bakteriophagen mit rechts-
gangigen, oligomeren B-Helices

Bei Bakteriophagen mit dhnlicher Morphologie nimmt man eine evolutionére Ver-
bindung an (Ackermann, 2001). In den Podoviridae P22 und Sf6 kodieren die morphogene-
tischen Gene fiir Proteine in dhnlichen Grofsen und Mengen (Casjens et al., 2004). Ein
Grofsteil der Informationen tiber vollstindige Genome und die Verwandtschaftsverhalt-
nisse von Bakteriophagen wird jedoch erst seit einigen Jahren durch beschleunigte und
verbesserte Sequenziertechniken zugénglich (Casjens, 2003). Entsprechend war das
Tailspike Protein des Salmonella-Phagen P22 lange Zeit das einzige charakterisierte Adha-
sin der Podoviridae (siehe Abschnitt 1.3.1.). Der Vergleich mit weiteren Tailspike Proteinen
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von Phagen dieses Morphologietyps wurde erst durch die Sequenzierung der Genome
moglich (Casjens et al., 2004; Clark et al., 2001; Pedulla et al., 2003).

1.4.1. Vergleich der Aminosduresequenzen

Bei einer Suche mit dem Programm BLAST gegen die Aminosduresequenz von
P22TSP in der Datenbank UniProt (Swiss-Prot und TrEMBL) findet man unter den zehn
am hochsten bewerteten Treffern acht Tailspike Proteine aus Bakteriophagen (Stand Sep-
tember 2005; siehe Tabelle 1) (Altschul et al., 1997). Neben Sequenzen aus Salmonella-
Prophagen mit Sequenziibereinstimmungen von 60-100% findet man vier Tailspike Prote-
ine mit hoher Sequenzidentitdt in den ersten 114 Aminosduren, die in P22TSP fiir die
Kopfbindung an das Kapsid verantwortlich sind (siehe Abschnitt 1.3.)(Abbildung 8). Im
C-terminalen Teil sind keine Aminosduretibereinstimmungen mehr detektierbar (kom-
pletter Vergleich siehe Anhang A). Dieser Befund fiihrte zundchst zur biochemischen Un-
tersuchung des Tailspike Proteins des Shigella-Phagen Sf6 (Chua et al., 1999; Freiberg et al.,
2003), um zu kldren, ob Tailspike Proteine trotz fehlender Sequenzidentidt im C-Terminus
wie P22TSP zu einer rechtsgdngigen parallelen f-Helix falten. Auf gleiche Weise wurde in
dieser Arbeit das Tailspike Protein des Coliphagen HK620 analysiert (siehe Abschnitt
1.4.3.). Das Tailspike Protein APSE-1 aus dem Phagen eines Blattlausendosymbionten ist
stark C-terminal verkiirzt und spielt bei der Infektion vermutlich keine Rolle mehr (van
der Wilk et al., 1999). Im kiirzlich sequenzierten Genom von S. enterica Choleraesuis wur-
de ebenfalls ein Protein gefunden, das den gleichen N-Terminus und eine dhnliche Lange
wie die tibrigen Tailspike Proteine aufweist (Chiu et al., 2005). Es konnte zu einem noch
nicht identifizierten Prophagengenom gehoren. Wegen ihres modularen Aufbaus aus ei-
ner Kopfbindedoméne und einer Rezeptorerkennungsdoméne gehoren die Tailspike Pro-
teine zu den Kompositproteinen (Clark et al., 2001). Evolutionér sind sie vermutlich durch
Rekombinationsereignisse an den Domédnengrenzen entstanden, bei denen vor allem Pro-

tein-Interaktionsdoménen ausgetauscht werden.

P22TSP TMTD-BTA
5_Chol_hyp 1TMsD-BTA
SIETSP 1TMTD-BIT
HEG20TSP 1 MTOSIEMA
APSE-1TSP TMSK-BIPHI

FI’E]
P22TSP 61 1T A 114
S_Chol_hyp 61 1A 3] 114
SIETSP 61 AS A 114
HKG20TSP G2 WS A 116
APSE-1TSP  G1 WA H 113

Abbildung 8.
ClustalW-Sequenzvergleich der ersten 114 Aminosauren und putativen Kopfbindedomanen
der Tailspike Proteine der Bakteriophagen P22, Sf6, HK620 und APSE-1 sowie eines hypo-
thetischen Proteins aus Salmonella Choleraesuis (S_chol_hyp). Darstellung mit dem Pro-
gramm JalView (Clamp et al., 2004). Der Vergleich der kompletten Sequenzen befindet sich
im Anhang A.
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Dies wurde auch beim Rekombinationsprotein Erf des Phagen HK97 beobachtet
(Juhala et al., 2000). Dabei sind Doménen mit stark homologen Sequenzbereichen die

Vermittler von Protein-Protein-Kontakten.

1.4.2. Das Tailspike Protein des Bakteriophagen Sf6

Der Bakteriophage Sf6 benétigt sein Tailspike Protein zur Erkennung seines gram-
negativen Wirtsbakteriums Shigella flexneri. Wie HK620 und P22 gehort er zur Morpholo-
gieklasse Podoviridae mit doppelstrangiger DNS. Er ist der kleinste der drei Phagen, der
Durchmesser seines Kopfes betrdgt 53 nm (Abbildung 9). Der nicht-kontraktile, kurze
Schwanz tragt die sechs Tailspike Proteine (Lindberg et al., 1978). Bereits vor der komplet-
ten Sequenzierung des Genoms von Sf6 wurde sein Tailspike Protein durch Southern-
Hybridisierung mit dem Gen fiir P22TSP identifiziert und kloniert (Chua et al., 1999), dies

war wegen der hohen Sequenzhomologie der N-Termini moglich (siehe Abschnitt 1.4.1.).

Tabelle 1. Proteinhomologe von P22TSP mittels Suche mit BLAST (Altschul et al., 1997).
Protein Swiss- A_r_nlno- Sequenzidentitat mit P22TSP Referenz
Prot-1d sauren
aa 1-667 aa1-114

Tailspike Protein Q77D82 667 100% 100% (Pedulla et al.,
Phage P22, S enterica 2003)
Typhimurium
Tailspike Protein Pro- Q76H47 667 98.7% 100% (Tanaka et al.,
phage ST104, 2004)
S. Typhimurium
Tailspike Protein Q8HI9GO 667 98.5% 100% (Mmolawa et al.,
Prophage ST64T, 2003)
S. Typhimurium
Tailspike Protein Q51GW2 442 83.1% - Ubereinstimmung
Phage KS7, ab Ala222.
S. Typhimurium
Tailspike Protein Q8SCG9 550 58.0% - Ubereinstimmung
Phage SP6, ab Ser114.
S. Typhimurium (Dobbins et al.,

2004)
Hypothetisches Protein Q57SN8 586 35.5% 93.9% (Chiu et al., 2005)
aus S Choleraesuis
(Prophage?)
Tailspike Protein Phage  Q9XJP3 623 24.8% 72.8% (Casjens et al.,
Sf6, Shigella flexneri 2004)
Tailspike Protein Q9AYY6 710 25.4% 73.9% (Clark et al., 2001)
Phage HK620, Esche-
richia Coli H
Tailspike Protein Q9T1R2 339 29.7% 57.2% (van der Wilk et

Phage APSE-1, Blatt-
lausendosymbiont (A-
cyrthosiphon pisum)

al., 1999)

'Berechnet mit dem Programm JalView (Clamp et al., 2004). Sequenzen mit hoher Homologie im
N-Terminus und geringer Homologie im C-Terminus sind grau unterlegt.
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Abbildung 9.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Podoviridae. A. Shigellaphage Sf6, Durchmesser
53 nm. Oben: Blick auf die Basisplatte mit sechs Tailspike Proteinen (aus (Lindberg et al.,
1978)). B. Salmonella-Phage P22, Durchmesser 50 nm (aus (Israel et al., 1967)). C. Coliphage
HK620, Durchmesser 59 nm (aus (Dhillon et al., 1998)). Die Lange der Balken entspricht
50 nm.

Das Protein wurde gereinigt und biochemisch charakterisiert (Freiberg et al., 2003). Die
Sekundérstruktursignale im CD und im FT-IR zeigen wie bei P22TSP einen hohen Gehalt
an B-Faltblattstruktur. Genau wie P22TSP ist Sf6TSP ein hitze- und proteaseresistentes
Trimer, das sich bei Raumtemperatur nicht mit SDS denaturieren lésst.

Sf6TSP bindet spezifisch das O-Antigen des dufleren Lipopolysaccharids (LPS)
(siehe Abschnitt 1.1.2.). Die repetitive biologische Einheit des O-Antigens besteht aus dem
Tetrasaccharid o-L-Rhap-(1>2)-a-L-Rhap-(153)-a-L-Rhap-(13)-B-D-GlcNAcp-(152)
(Carlin et al., 1984). Unverzweigt entspricht dieses Tetrasaccharid dem Serotypen Y. Wei-

tere Serotypen entstehen durch zusitzliche Glukosereste oder O-Acetylierungen der Sei-

A B
HO
HO o GlcNAc
Lo}
- Rhao AcNH - (o]
Par N\, Man .7 OH -
s} "o o o
& Rha
OH esass HO
% Abe 49 Rha
OH
Ho—éei HO
Abbildung 10.

Erkennungsstrukturen der O-Antigen-repeats auf Wirtsbakterien von Bakteriophagen der Klasse
Podoviridae (die repeats sind so dargestellt wie sie vom Phagen erzeugt werden). A. Der Salmo-
nella-Phage P22 spaltet das Rhamnopyranosid der O-Antigen-Hauptkette. Die Dideoxyhexose-
verzweigung (grin dargestellt) am C3 von Mannose ftritt je nach Wirt als Tyvelose bei
S. Enteritidis und S. Typhi 253Ty, sowie als Abequose bei S. Typhimurium und als Paratose bei
S. Paratyphi auf. Glukosereste als Formvariation (blau dargestellt) findet man bei
S. Typhi 253Ty. B. Der Shigella-Phage Sf6 spaltet die a-1,3-glykosidische Bindung zwischen
zwei Rhamnoseeinheiten des unverzweigten O-Antigens von Shigella flexneri Serotyp Y.

17



Einleitung

tenkette (Allison & Verma, 2000). Sf6TSP ist wie P22TSP eine Endorhamnosidase. Es spal-
tet die a-1,3-glykosidische Bindung zwischen zwei Rhamnoseeinheiten, als Hauptprodukt
entstehen dabei wie bei P22TSP Oktasaccharide (Lindberg et al., 1978) (Abbildung 10).
Fluoreszenzmarkierte Dodekasaccharide werden von Sf6TSP etwa hundertmal schneller
gespalten als die entsprechenden Deka- und Oktasaccharide (Freiberg et al., 2003). In Ana-
logie zur gut untersuchten Bindung und Enzymkinetik an P22TSP (Baxa et al., 1996) fiihr-
te dies zu der Hypothese einer dhnlichen Architektur der Bindestelle in Sf6TSP.

1.4.3. Das Tailspike Protein des Bakteriophagen HK620

Auf der Suche nach P22-dhnlichen generell transduzierenden Phagen bei E. coli be-
schrieben A.]. Clark und Mitarbeiter 1999 erstmals den temperenten Coliphagen HK620
(Dhillon et al., 1998). Er wurde auf dem bisher nicht charakterisierten Stamm E. coli H
TD2158 isoliert (Abbildung 9). H steht dabei nicht fiir das flagellare Antigen sondern fiir
~Hongkong”, da E. coli H aus einer dortigen Abwasserprobe stammt. Der Phage HK620
wurde sequenziert und seine Verwandtschaft zu P22, APSE-1 und Sf6 diskutiert (Casjens
et al., 2004; Clark et al., 2001). Sein mosaikartiges Genom enthilt besonders viele Anteile
des Genoms von Sf6. Das Gen des Tailspike Proteins von HK620 ist ein zusammengesetz-
tes Mosaik aus der in P22, APSE-1 und Sf6 homologen Kopfbindedoméne und einem
nicht sequenzhomologen, C-terminalen Teil. Expression, Reinigung und Charakterisie-

rung des Proteins sind Teil dieser Arbeit.

1.5. Aufgabenstellung

Fiir nicht die nicht sequenzhomologen, aber evolutiondr verwandten Tailspike
Proteine aus Bakteriophagen der Morphologieklasse Podoviridae werden parallele B-
Helices als Supersekundérstrukturmotiv postuliert. In dieser Arbeit sollten deshalb die
Tailspike Proteine der Bakteriophagen HK620 und Sf6 strukturell und biochemisch cha-
rakterisiert und mit dem gut untersuchten Tailspike Protein des Phagen P22 verglichen
werden. HK620TSP wurde dazu kloniert, gereinigt und hinsichtlich Stabilitdt und Oligo-
merisierungsgrad untersucht. Fiir Sf6TSP wurde in vorausgehenden Arbeiten aufgrund
der biochemischen und spektroskopischen Ahnlichkeit zu P22TSP eine oligomere, rechts-
gangige parallele B-Helix postuliert (Freiberg et al., 2003). Ob die nicht zu P22TSP se-
quenzhomologen Abschnitte von Sf6TSP und HK620TSP ebenfalls zu diesem Strukturmo-
tiv falten, sollte mit Rontgenkristallstrukturanalyse gekldrt werden. Tailspike Proteine
sind Endoglykosidasen. Die Lage ihrer Substratbindestellen sollte untersucht und vergli-
chen werden. Fiir HK620TSP war dafiir zunéchst die Struktur seines Kohlenhydratrezep-

tors und seine enzymatische Spezifitdt aufzukldren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Agarose (ultra pure)
Ammoniumperoxydisulfat
Bacto-Agar, -Trypton, -Yeast Extract
Glutaraldehyd, 25 % in Wasser
Guanidinhydrochlorid (ultra pure)
Harnstoff (ultra pure)
Natriumdodecylsulfat
Oligomannane

Serva Blau R250
Seleno-L-Methionin p.a.

Tween20
Desoxynukleotidtriphosphate

Biozym, Hameln

Serva, Heidelberg

Difco (Detroit, USA)

Serva, Heidelberg

ICN Biomedicals (Ohio, USA)
ICN Biomedicals (Ohio, USA)
Serva, Heidelberg

Megazyme International, Bray, Ireland
Serva, Heidelberg

Sigma (St. Louis, USA)
Calbiochem (San Diego, USA)
GE Healthcare, Freiburg

Alle nicht im Einzelnen aufgefiihrten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad p.a.
und wurden von Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (St. Louis, USA) bezo-

gen. Zur Herstellung aller Losungen wurde mit einer Millipore-Anlage gereinigtes Was-

ser verwendet.

2.1.2. Standards und Kits

Crystal Screen™

Crystal Screen2™
DNA-Langenstandard A/ BstEII
Protein-Molekularmassen-Marker
QIAprep spin® Miniprep Kit (50)
HiSpeed® Plasmid Midi Kit
QIAquick® u. Gel Extraction Kit (50)
Strep-tag Starter Kit

2.1.3. Enzyme und Proteine

Trypsin sequencing grade
Trypsin

Chymotrypsin
Restriktionsendonukleasen
VentPolymerase
PfuTurbo®DNA Polymerase
Dpn 1

T4-DNA Ligase
Klenow-Fragment

Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)
Hampton Research, (Aliso Viejo, CA, USA)
New England Biolabs, Schwalbach

Sigma (St. Louis USA)

Qiagen, Hildesheim

Qiagen, Hildesheim

Qiagen, Hildesheim

IBA, Gottingen

Roche, Mannheim

Sigma, (St. Louis, USA)

Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Stratagene, (La Jolla, CA, USA)
Stratagene, (La Jolla, CA, USA)
New England Biolabs, Schwalbach
Promega, (Madison, WI, USA)
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2.1.4. Plasmide, Oligodesoxynukleotide und Oligosaccharide

2.1.4.1. Vektoren:

pET-Vektoren 11a, 11d, 21a Novagen tiber Merck, Darmstadt
pProExHTb Invitrogen, Karlsruhe
pT7-BsPel Monika Walter (Walter, 2002)

Der Vektor pSfoorfl mit dem Gen fiir Sf6TSP in pGEMT (Promega, Mannheim)
(Chua et al., 1999) wurde freundlicherweise von R. Morona zur Verfiigung gestellt. Der
Vektor pSf6AN mit dem Gen fiir das N-terminal verkiirzte St6TSP in pET 11a (Novagen,
tiber Merck, Darmstadt) wurde von Alexander Freiberg hergestellt (Freiberg et al., 2003).
Der Vektor pHk9s mit dem Gen fur HK620TSP in pCR-XL-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe)

wurde freundlicherweise von A.J. Clark zur Verfiigung gestellt.

2.1.4.2. Oligodesoxynukleotide

Alle Oligodesoxynukleotide wurden im Mafistab 10 nmol, entsalzt und ohne wei-

tere Reinigungsstufen von Sigma-Genosys (Haverhill, GB) bezogen.

Tabelle 2. Primer fUr die Klonierung von Tailspike Fragmenten
Konstrukt Primer Zielvektor Restriktionsenzyme
HK620TSP AN 5-AATGCTACCATGGACCC- pET11d Ncol, BamHI

TGACCAGTTCAGG-3’
5-TTCTGACGGATCCTCAC-
ACCTGACGCTGCAG-3
HK620NDH6 5-GGGAATCCGGATCCACA- pProexhtb BamHlI, EcoRl
GATTCAATAAATGCCA-3
5-CCGTTAGGGAATTCAAG-
CACCTTCTGGTGACTC-3’
HK620NDStrep 5-AATGATGGTCTCAGCGCA- pASK-IBA7 Bsal
CAGATTCAATAAATGCC-3
5-AGTTCCGGTCTCATATCAA-
GCACCTTCTGGTGACT-3
Sf6NDH6 5-TTACTCAGAGTCATATGA- pET21a Ndel, Xhol
CAGACATTATAA CCAATG-3’
5-CGATCCGCTC GAGGGAT-
TGA GCTAGTTGCT CAA-3’
Sf6Chymo 5-GGCCCCTAGCTAGCTCA- pET11d Nhel, Ncol
GATGGCCAGATAC-3
5-TATCCTGGCCATGGGTG-
TTATTGATGATGG-3

Seqenzierprimer: fiir pSf6AN (SfoTSPAN in pET11a (Freiberg et al., 2003)) (bp 361-1914)

T7-Terminator: 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3" (bp 256-274)

Sf6 seql: 5-GATAGCGTAGAGGCTTATTGA-3 (bp 690-709)
Sf6 seq2: 5-AACCAATGCACATGGTCTCA-3 (bp 1095-1114)
Sf6 seq3: 5-AACACAGATCCTGTAA-3 (bp 1511-1530)
T7-Promotor: 5-TAATACGACTCACTATAGG-3" (bp 2002-1984)
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Sequenzierprimer fiir pHK620AN (HK620TSPAN in pET11d) (bp 325-2125)

T7-Terminator:

5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3 (bp 256-274)

HK620 seql: 5-AGAGTATGCAGCTAAACATG-3" (bp 690-709)
HK620 seq2: 5-CCAATACTTACGATGTTACC-3" (bp 1100-1119)
HK620 seq3: 5-ATTCCAGCCTAAGGTAATAG-3" (bp 1510-1529)
HK620 seq4: 5-AATTCCACTATGCCCTGCAA-3" (bp 1810-1829)
Tabelle 3. Mutageneseprimer fiir pSf6AN
Mutante  Sequenz?® Restriktions-
schnittstelle”
D141N 5-CTCAGATAACGGCCGATCGTGTtTGAATCATAAGACAGCC-3' Pvul
5-GGCTGTCTTATGATTCAaACACgATCGGCCGTTATCTGAG-3'
E187Q 5-GCGGTTTCAACCTggTTaACCATTACATTATCAAATACCC-3’ Hpal
5-GGGTATTTGATAATGTAATGGTtAACCAgGTTGAAACCGC-3’
D238N 5-TGCCAAAGCTTTCgTtAGCAGAGTAATTTCCTCTGCTG-3' Xmnl
5-CAGCAGAGGAAATTACTCTGCTaACGAAAGCTTTGGCA-3’
D281N 5-CATATGCAAATCAAGGCAGTtATGAACATAGAC-3’ BspHI
5-GTCTATGTTCATaAcTGCCTTGATTTGCATATG-3'
E189Q 5-CTTGCATTAAATAAGCGGTCTGtACTTCATTCACC-3’ Rsal
5-GGTGAATGAAGTacAgACCGCTTATTTAATGCAAG-3’
E239Q 5-CCAAAGCTCcT gATCAGCAGA gTAATTTCCT CTGCTG-3' Xmnl
5-CAGAGGAAAT TACTCTGCTG ATcAgAGCTT TGG-3'
E303Q 5-TTTACATTCT gTATAACCAC aCCgGTTGAG CCGC-3’ Agel
5-GCGGCTCAAC cGGtGTGGTT ATACAGAATG TAAA-3’
E324Q 5-TATATCCCCG TAAATTGcTg AGTaCCATCG GCATC-3’ Rsal
5-GATGCCGATG GtACTCAgCA ATTTACGGGG ATATA-3’
E365Q 5-GAAGATCGCC GACTGCTgTA TaGCTATACT TTG-3' Alul®
5-CAAAGTATAG CtATACAgCA GTCGGCGATC TTC-3’

% In Kleinbuchstaben sind die mutierten Basen angegeben.

b Zusatzliche stille Mutationen resultieren fiir das betreffende Enzym in einer vom Wildtyp ab-
weichenden Fragmentierung.

° Fur Alul wird kein sinnvolles, vom Wildtyp unterscheidbares Fragmentmuster erhalten.

2.1.5. Bakterienstimme

Getotete Zellen von E. coli H TD2158 (Dhillon et al., 1998) wurden freundlicher-

weise von A.J.Clark zur Verfiigung gestellt. Getotete Zellen von Shigella flexneri erhielten

wir freundlicherweise von S. Miller.

E. coli XL1-Blue

E. coli BL21 (DE3)

E. coli DH5a

E. coli B834(DE3)

E. coli GJ1158

Stratagene (La Jolla, CA, USA) (Bullock et al.,
1987): recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac[F" proAB lacli ZAM15 Tn10
(Tetr)]e.

Novagen (tiber Merck, Darmstadt)
(Dubendorff & Studier, 1991b; Dubendorff &
Studier, 1991a): F- ompT hsdSg (rems’) gal dem
(DE3).

Invitrogen (Karlsruhe): F $80dlacZAM15
A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(ri,
my*) phoA supE44 A~ thi-1 gyrA96 relAl.
Novagen (iiber Merck, Darmstadt): F- ompT
hsdSg (remsg") gal dem met (DE3).

Renato Morona (Bhandari & Gowrishankar,

1997).
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2.1.6. Sonstiges Material

Dialyseschlduche Spectrapor
Kunststoff-Fluoreszenz-Makrokiivetten
Quartzglas-Suprasil-Kiivetten
Sterilfilter (0.2 pm)
Ultrafiltrationsmembranen

Kieselgel 60 auf Aluminiumfolie
Kristallisationsschalen
Kupferdrahtschlaufen fiir Kristalle
Kristallisationsbesteck

2.1.7. Geriite
HPLC-Systeme:

Akta Purifier
Zweistrahl-UV-VIS-Spektrophotometer
Fluoreszenzdetektor JASCO 920 S
Spektropolarimeter JASCO J-715
Spex-Fluoromax Spektrofluorimeter

Cary 50 UV-VIS-Spektrophotometer
Ultrazentrifuge SORVALL Discovery M150
Massenspektrometer Bruker Reflex II

X-ray Generator Rigaku RU H2B 3x0.3-Focus
Detektoren

Kiihlsystem

2.1.8. Software

Gelscan

MATHEMATICA

SCIENTIST

2.1.9. Medien, Antibiotika und Puffer

LB-Medium

Spectrum (Houston, USA)

Semadeni (Ostermundingen, Schweiz)
Hellma, Miilheim

Renner, Darmstadt

Amicon, Witten

Merck, Darmstadt

Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)
Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)
Hampton Research (Aliso Viejo, CA, USA)

Kontron Instruments, Neufahrn
Shimadzu GmbH, Duisburg

GE Healthcare, Freiburg

JASCO, Grofs-Umstadt

JASCO, Grofs-Umstadt

JASCO, Grofs-Umstadt

Jobin Yvon Horiba, Edison (NJ, USA)
Varian, Darmstadt

Kendro, Langenselbold

Bruker, Bremen

Rigaku, Kent, UK

IMAGING PLATE 345 mm DTB mit
MaxFlux System, IMAGING PLATE
300 mm mit Graphitmonochromator,
MarResearch, Norderstedt

Oxford Cryosystems, Oxford, UK

BioSciTec, Frankfurt/ M.
Wolfram Res. (Long Hanborough, UK)
MicroMath Res. (St. Louis, MS, USA)

10 g/L Bacto Trypton, 5 g/L Bacto Yeast Extract, 5 g/L NaCl, 1.5 %(w/v) Bacto
Agar (nur fiir Kulturplatten), mit 1 M NaOH auf pH 7.5 eingestellt und autoklaviert.

Stammldsungen

Ampicillin
Kanamycin
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

100 g/L in aqua bidest.
10 g/L in aqua bidest.
238.3 g/ L in aqua bidest.

Alle Stammldsungen wurden sterilfiltriert und aliquotiert bei -20 °C gelagert und
den Medien im Verhéltnis 1:1000 (Kanamycin 1:200) zugesetzt.
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2.2. Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten wurden, wenn nicht anders angegeben, in

sterilen Gefiaflen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.2.1. Kultivierung und Erhaltung von Bakterien

Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von LB-Agar-Platten angeimpft und nach
Erreichen der stationdren Wachstumsphase (UN) zum Impfen groferer Kulturen ver-
wendet. Anzucht von Bakterien erfolgte in LB-Medium mit geeignetem Zusatz von Anti-
biotika in Schiittelkulturen bei 37 °C, zur Erhohung der Ausbeute bei der Herstellung von
Tailspike Proteinen bei 30 °C. Zur Proteinherstellung wurde E. coli BL21(DE3) verwendet.
Bei Bakterien, die pET-Vektoren enthielten, wurde zu Platten und Medium 100 pg/ml
Ampicillin zugesetzt. Induktion von Proteinexpression erfolgte bei allen pET-Vektoren
durch Einstellen einer IPTG-Konzentration von 1 mM im Medium wéhrend der log-Phase
des Bakterienwachstums (ODsosum ca. 0.8-1.0). Zur lingeren Lagerung von Bakterien wur-
den Glycerinkulturen angelegt. Dazu gab man 1.6 ml einer stationdren UN-Kultur zu
0.4 ml 87 % (v/v) Glycerin und lagerte die Kulturen anschliefSend bei -80 °C.

2.2.2. Kultivierung von Methionin-auxotrophen Bakterien in Minimalmedium

Zellen des Methionin-auxotrophen Stammes E. coli B834(DE3), die das entspre-
chende Plasmid mit einem Tailspike Gen enthielten, wurden in Gegenwart von Ampicil-
lin (100 pg/ml) 5 h in 4 ml LB-Vollmedium bei 37 °C geschiittelt. Nach Zentrifugation bei
3000 g wurde das Zellpellet in 30 ml New Minimal Medium (NMM) (Budisa et al., 1995)
resuspendiert. NMM enthélt alle Aminosduren aufler Methionin. Zum Medium wurde
zundchst 80 % Seleno-L-Methionin (SeMet) (0.12 mM) und 20 % Methionin (0.04 mM)
zugesetzt. Diese Kultur wurde 16 h bei 30 °C geschiittelt und das Pellet nach Zentrifugati-
on in 1 L NMM resuspendiert, das mit 100 %. SeMet (16 mM) supplementiert war. Die
Zellen wurden bei 30 °C und 180 rpm inkubiert und die Proteinexpression bei ODs5=1
durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach einer weiteren Inkubation von 16 h wur-

den die Zellen geerntet und das Protein wie unter 1.3.2 beschrieben gereinigt.

2.2.3. Transformation von Plasmiden in Bakterien

Zur Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen wurde das Puffersys-
tem nach Hanahan verwendet (Hanahan, 1983), die Anzucht der Bakterien erfolgte nach
Tang (Tang et al., 1994).

2.2.4. Herstellung und Reinigung von Plasmiden

Zur Praparation von Plasmid-DNA wurde tiblicherweise in E. coli XLI-blue oder
DH5a transformiert. Zellen aus stationdren UNK wurden nach der Methode der alkali-
schen Lyse (Birnboim & Doly, 1979) aufgeschlossen. Dies sowie die weitere Reinigung

tiber Ionenaustauscher erfolgte mit QIAprep® Mini- oder Midi-Kits nach Angaben des
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Herstellers. Ublicherweise erhielt man bei QIAprep® Mini aus 5 ml Kultur ca. 30 pg DNA
(0.6 ug/ ).

2.2.5. Restriktionsverdau mit Endonukleasen

Analytische Verdaue wurden im 10 pl-Mafistab durchgefiihrt. Dazu mischte man
3 ul DNA (ca. 1-2 pg) mit 1 pl 10fach Puffer (nach Angaben des Herstellers), evt. BSA-
Losung und Wasser sowie 0.25 pl Enzym und verdaute je nach Enzym 2-3 Stunden bei
37 °C. Anschlieflend wurde der gesamteVerdauansatz auf Agarosegelen elektrophoretisch
getrennt. Bei prdparativen Verdauen wurde 30 pl DNA (10-20 pg) mit 1 pl Enzym verdaut

und in Gelen aus niedrig schmelzender Agarose getrennt.

2.2.6. Klonierung von Plasmiden

Die fiir die gewtinschten Proteine codierenden DNA-Abschnitte (Gene) wurden
mittels PCR aus geeigneten Matrizen amplifiziert. Die flankierenden Primer enthielten
zusétzlich Restriktionsschnittstellen. Die aus Restriktionsverdau erhaltenen Einzelstrang-
tiberhénge passen komplementar auf die Einzelstrangenden der mit den gleichen Enzy-
men aufgeschnittenen Zielvektoren. Typischerweise wurden nach der PCR zunéchst die
Enden mit Klenow-Fragment aufgefiillt, danach erfolgte der Verdau und Reinigung in
Agarosegelen. Soweit nicht anders angegeben wurden die Produkte zwischen allen Syn-
theseschritten mit dem QIAquick® Extraktionskit nach Herstellerangaben gereinigt. Eine
Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte gibt die Tabelle 2. Fiir
HK620TSP wurde das Gen durch Fragmentaustausch mit BamHI und Xbal aus dem Vek-
tor pCR-XL-TOPO in den Vektor pT7-BsPel (Walter, 2002) eingefiihrt.

2.2.7. Ortsgerichtete Mutagenese
Mutationen im Gen von Sf6TSPAN wurden mit Hilfe des QuikChange® Kits (Stra-

tagene) nach Angaben des Herstellers ausgefiihrt, allerdings wurde der Reaktionsansatz
halbiert. Die gewiinschte Mutation wird tiber zwei Primer auf beiden DNA-Strangen ein-
gefiihrt (Tabelle 3). Als Matrize dient das Plasmid, das das Wildtypgen trdgt. Es wurden
je Ansatz 125 ng je Primer und 25-50 ng Templat eingesetzt. Die mitgelieferte Polymerase
PfuTurbo® amplifiziert das gesamte Plasmid mit hoher Genauigkeit. Es wurde in XL1-Blue
superkompetente Zellen transformiert, aus denen es hinterher zur Analyse charakteristi-
scher Restriktionsschnittstellen und zur Sequenzierung isoliert wurde. Jedes mutierte Gen

wurde komplett sequenziert.

2.2.8. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Alle Gene, die als PCR-Produkte in Plasmide kloniert wurden, wurden vollstandig
sequenziert. Alle Plasmide nach PCR-Mutagenese wurden ebenfalls sequenziert. Die Se-
quenzierung erfolgte an der Universitdt Potsdam in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.

Ralph Tiedemann.
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2.3. Proteinchemische Methoden

2.3.1. Datenbankeintrige Swiss-Prot

Die in dieser Arbeit verwendeten Aminosduresequenzen sind in der Datenbank

Swiss-Prot (Apweiler et al., 2004) unter folgenden Nummern abgelegt:

HK620TSP: P22TSP: Sf6TSP:

QOAYY6 P12528 QOXJP3

2.3.2. Herstellung und Reinigung von Tailspike Proteinen

Tabelle 4. Reinigungsprotokolle fiir Tailspike Proteine

Reinigungsschritt

Ammoniumsulfatfallung

lonenaustausch-
chromatographie

Hydrophobe
ons-chromatographie

Interakti-

P22TSP

35 % Sattigung, Pra-
Zipitation 1 h bei
4 °C.

Gradient 6 SV
0-0.2M NaCl. Elution
bei ca. 50-100 mM
NaCl.

Gradient 0.2-0 M
Ammoniumsulfat,
Elution bei 0 M am
Ende des Gradien-

ST6TSP

35 % Sattigung, Pra-
zipitation 1-2 Tage
bei 4 °C.

Gradient 6 SV 0-
300 mM NacCl, Eluti-
on bei ca. 100 mM
NaCl

Gradient 0.8-0 M
Ammoniumsulfat,
Elution bei 0.5 M —

HK620TSP

35 % Sattigung, Pra-
Zipitation 1 h bei
4 °C.

Waschen mit 3 SV
50 mM NaCl, Stufen-
gradient: 2 SV 0.1 M,
2SV02M,6S8V
0.5 M NaCl. Elution
bei ca. 100 mM NaCl

Gradient 0.5-0 M
Ammoniumsulfat,
Elution bei 0 M (Aus-

oM waschen mit Puffer)
ten.

Die Reinigung von rekombinant in E. coli erzeugten Tailpikeproteinen erfolgt
prinzipiell nur leicht verdandert nach dem von Stefan Miller entwickelten Verfahren fiir
P22TSP (Miller, 1995). Fiir Sf6TSP und Sft6TSPAN wurde die Reinigung von Alexander
Freiberg entwickelt und beschrieben (Freiberg et al., 2003). Fir HK620TSP und
HK620TSPAN wurde das Reinigungsprotokoll in leicht verdnderter Form tibernommen.
Anzucht und Induktion der Proteinexpression (s.o.) erfolgten bei 30 °C tiber Nacht. Alle
Reinigungsschritte wurden in Standardpuffer (20 mM TrisHCI, pH 7-7.8, 1 mM NaEDTA)
durchgefiihrt. Nach Ernte durch Zentrifugation und Hochdruckzelllyse (French Press)
wurde 1h bei 40000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 35 % Ammoniumsulfat
gefdllt, zentrifugiert und gegen Standardpuffer dialysiert. Die erhaltene Proteinlésung
wurde mittels Jonenaustauschchromatographie auf DE52 Cellulose Anionentauscher und

hydrophober Interaktionschromatographie auf Phenylsepharose gereinigt. Zum Schluss

erfolgte eine Gelfiltration auf einer HiLoadSuperdex 200 Saule mit 200 mM NaCl im Stan-
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dardpuffer. Fuir Selenomethioninmutanten wurde allen Puffern 5 mM DTT zugesetzt. Fur
Einzelheiten siehe Tabelle 4. Die N-terminale Sequenzierung von HK620TSP, Sf6TSP und
ihren verkiirzten Varianten ergab, dass bei allen Proteinen bis auf HK620TSPAN der

N-terminale Methioninrest abgespalten wurde.

2.3.3. Modifiziertes Reinigungsprotokoll fiir HK620TSPANMet(Se)

Bei einer Selenomethioninmutante von HK620TSPAN, die kristallisiert werden
konnte, wurden wihrend der Reinigung zwei Schritte ausgetauscht. Nach French Press
und Dialyse wurde die Proteinlosung auf 0.5 M Ammoniumsulfat eingestellt und wie in
Tabelle 4 beschrieben tiber Phenylsepharose chromatographiert. Anschliefend wurde
tiber eine Mono-Q 5/50 GL Ionenaustauschsédule (GE Healthcare) mit einem Stufengra-
dienten von 6 SV Standardpuffer (siehe 1.3.2.), 9 SV 0.05 M NaCl in Standardpuffer, und
30 SV eines Gradienten von 0.05M nach 0.3 M NaCl in Standardpuffer gereinigt. Dabei
eluiert das Protein in zwei Peaks bei ca. 0.05 M und 0.1 M NaCl. Die Gelfiltration erfolgte

wie in 1.3.2. beschrieben.

2.3.4. Proteinsequenzierung (Edman)
Die N-terminalen Sequenzen der in der Arbeit hergestellten Tailspike Proteine
wurden durch Sequenzierung tiberpriift. Sie erfolgte nach dem Edman-Verfahren und

wurde bei Albrecht Otto am Max-Delbriick-Zentrum Berlin durchgefiihrt.

2.3.5. Herstellung von N-terminalen Domdnen von Tailspike Proteinen

Die Herstellung der N-terminalen Domidne von Sf6TSP mit Hexahistidintag
(St6TSPNDHS6) erfolgte wie fiir die N-terminale Doméane von P22TSP beschrieben (Miller,
1995). Fiir die N-terminale Doméne von HK620TSP (HK620NDStrep) wurde wegen ge-
ringer Expressionsausbeuten zunichst tiber Fragmentaustausch mit HindIIl und Nhel in
pET11d unter T7-Promotor-Kontrolle umkloniert. Das resultierende Plasmid [HK620
NDStrep]pET-11d wurde in BL21(DE3) transformiert und die Zellen nach Induktion bei
ODs9s=1 mit 1 mM IPTG tiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Nach French Press Zelllyse wur-
de der Uberstand nach Anweisung des Herstellers auf die Affinititsmatrix aufgetragen
(Strep-tag Starter Kit, IBA). Das Protein eluierte als einzelne Bande. Nach Gelfiltration auf
Superdex 75 (GE Healthcare) betrug die Reinheit mehr als 95 % (SDS-PAGE mit Silberfar-
bung).

2.3.6. Proteolytischer Verdau von Tailspike Proteinen

Verdau nach Populieren eines thermischen Entfaltungsintermediats

HK620TSP ldsst sich nur nach Erhitzen teilweise proteolytisch abbauen. Dafiir
wurde zunédchst ein Ansatz von 220 pl 1 mg/ml Protein in 50 mM NaMOPS, pH 7.2,
1 mM NaEDTA, 5 mM CaCl; hergestellt. 20 ul davon wurden als Kontrolle zurtickbehal-

ten. Die restlichen 200 ul werden eine Stunde auf 90 °C erhitzt und die Probe anschlie-
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Bend auf Eis gekiihlt. Zur Kontrolle wurde erneut ein 20 pl-Aliquot entnommen. Dann
wurde 1 pl einer 1 mg/ml Trypsinstammlosung in Puffer zugegeben und bei 37 °C inku-
biert. Nach verschiedenen Zeiten wurden Aliquots von 20 ul entnommen, jeweils 10 pl
einer 1 mg/ml Stammlosung von BPTI (Bovine Pancreas Trypsin Inhibitor) in Puffer zuge-
geben und nach dem Abkiihlen auf Eis mit 20 ul Lammli-Probenpuffer vermischt. Alle
Proben wurden bei 4 °C gelagert und auf 10 %igen SDS-Gelen analysiert.

Verdau von nativen Tailspike Proteinen

Sf6TSP ldsst sich auch ohne Erhitzen teilweise proteolytisch prozessieren. Daftir
wurde ein Ansatz von 220 pul 1 mg/ml Protein in 50 mM NaMOPS, pH 7.2, 1 mM NaED-
TA, 5 mM CaCl; hergestellt und wie oben beschrieben mit Trypsin oder Chymotrypsin
behandelt und auf 10 %igen SDS-Gelen analysiert.

2.3.7. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht erfolgte durch diskonti-
nuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach King und Laemmli (King & Laemm-
li, 1971). Als Laufpuffer wurde das Puffersystem nach Fling und Gregerson verwendet
(Fling & Gregerson, 1986). Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit je einem
funftel Volumen 10 % SDS-Loésung (w/v) und Auftragspuffer (325 mM TrisHCl, pH 6.8,
500 mg/ml Glycerin, 0.5 mg/ml Bromphenolblau) versetzt und gegebenenfalls zur Dena-

turierung erhitzt.
Coomassie-Fiirbung

Die Coomassiefarbung wurde nach einer modifizierten Methode nach Fairbanks
durchgefiihrt (Fairbanks et al., 1971). Dazu wurden die Gele zunéchst 10 Minuten in einer
Mischung aus 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Eisessig und 0.1 % (w/v) Serva Blau R250
vorinkubiert. Die weitere Farbung erfolgte gemafs den Literaturangaben. Die Nachweis-

grenze liegt bei etwa 0.2-0.5 ug Protein/mm? Gel.
Silberfirbung

Die Silberfarbung erfolgte nach der Methode von Heukeshoven und Dernik
(Heukeshoven & Dernick, 1988). Die Nachweisgrenze liegt bei etwa 0.05-0.1 ng Prote-

in/mm?2 Gel.
Densitometrische Auswertung von Polyacrylamidgelen

Die Quantifizierung Coomassie-gefdarbter Banden in Polyacrylamidgelen wurde
nach Einscannen mit einem herkommlichen Farbscanner und dem Umwandeln in Grau-

stufen mit der Software Gelscan durchgefiihrt.
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2.3.8. Analytische Grofienausschlusschromatographie (SEC)

1e+6 -
5e+5

Mr

1e+5
5e+4

1e+4

8 10 12 14 16 18
Retentionsvolumen / ml

Abbildung 11.
Kalibrierung von Superdex 200 HR 10/30
(GE Healthcare) mit (1) Ferritin (450 kD),
(2) Katalase (240 kD), (3) Aldolase (158 kD),
(4) Laktatdehydrogenase (140 kD), (5) Albumin
(45 kD), (6) Cytochrom C (12.5 kD) (alle Protei-
ne von GE Healthcare).

Mr: Logarithmische Skala.

2.3.9. Analytische Ultrazentrifugation (AUZ)

Die

schlusschromatographie (Size Exclusion

analytische = Groflenaus-
Chomatography, SEC) erfolgte auf einer
Superdex 200 HR10/30 Saule (GE
Healthcare) unter Verwendung des Aek-
ta Purifier HPLC-Systems. Als mobile
Phase wurde 50 mM TrisHCl, pH?7,
1mM NaEDTA, 200 mM NaCl verwen-
det. Die Proteinkonzentration betrug
1 mg/ml, das Probenvolumen betrug
200 pl. Zur Kalibrierung wurden globu-
lare Standardproteine unter den glei-

chen Bedingungen vermessen.

Alle AUZ-Experimente wurden bei Dr. Helmut Colfen am Max-Planck-Institut fiir

Kolloid- und Grenzfldchenforschung, Golm von Antje Volkel durchgefiihrt. Sedimentati-

onsgleichgewichts- und geschwindigkeitsexperimente erfolgten in einer Optima XLI Ult-

razentrifuge von Beckman Coulter (Palo Alto, CA, USA) mit Absorptionsoptik. Die

Durchfiihrung ist ausfiihrlich beschrieben worden (Seul, 2003). Zur Auswertung wurden
die Programme SEDFIT (Schuck, 2000) und MStar (Helmut Coelfen) verwendet.

2.3.10. Kalorimetrie

Die DSC-Messungen wurden mit einem MicrocalTM Inc. VP-DSC MicroCalorime-

ter von Alexander Freiberg durchgefiihrt. Aufbau und Durchfiihrung des Experiments

sind beschrieben worden (Freiberg, 2004).

2.4. Faltungsmethoden

2.4.1.

Thermische Denaturierung ohne SDS

Stabilititsanalyse durch thermische Denaturierung

Ein Ansatz von 200 pl Protein (1 mg/ml) wurde auf 80 °C erhitzt und zu verschie-

denen Zeitpunkten 20 pl Aliquots entnommen. Nach dem Kiihlen auf Eis wurden 10 pl

Puffer und 20 pl Lammli-Probenpuffer zugegeben, bei 4 °C gelagert und die Proben auf

10 %igen SDS-Gelen analysiert.

28



Material und Methoden

Kinetiken der thermischen Denaturierung in Gegenwart von SDS

Die Durchfithrung erfolgte wie beschrieben (Miller et al., 1998b). Ansdtze von je
40 pl Protein (50 pg/ml) in 50 mM TrisHCl, pH 7, 150 mM B-Mercaptoethanol, 2 %SDS
(w/v) wurden in dinnwandigen PCR-Cups im Wasserbad erhitzt und die Reaktion zu
unterschiedlichen Zeiten zundchst auf Eis und dann durch Zugabe von Lammli-
Probenpuffer gestoppt, in der SDS-PAGE analysiert und densitometrisch ausgewertet.
Die Peakfldchen in Prozent wurden gegen die Zeit aufgetragen und die Kinetiken im Pro-
gramm SCIENTIST gefittet. Fiir ein Modell TR = I = M (konsekutive Reaktionen 1. Ord-
nung) verwendet man die analytische Losung der Differentialgleichungen (Szabo, 1969)

(siehe Anhang):

(1)  dTR/dT = -k*TR
2)  dI/dT = kp*TR-k:*1

3)  dM/dT = kL.

Fiir ein Modell TR S I = M (konsekutive Reaktionen 1. Ordnung mit einem rever-
siblen Schritt) bestimmte man die analytische Losung folgender Differentialgleichungen

(Szabo, 1969) mit dem Programm Mathematica:

(4)  dTR/dT = -kyi*TR+kpe*1
5)  dl/dT = k*TR-(krue+kaen) I

2.4.2. Stabilititsanalyse durch Denaturierung mit Chaotropen

Denaturierungskinetiken

Zur Messung von Denaturierungskinetiken wurde die Proteinlosung direkt unter
Rithren 1:100 in eine Kunststoff-Fluoreszenzkiivette verdiinnt. Die Proteinendkonzentra-
tion betrug 10 pg/ml, wenn nicht anders angegeben. Anregungswellenldnge und Emissi-
onswellenldnge sowie die genauen Pufferbedingungen und die Temperatur sind bei den

einzelnen Experimenten angegeben.
Langzeitdenaturierung und —renaturierung

Zur Messung von Langzeitkinetiken (,Ubergéngen”) von Tailspike Proteinen
wurden Stammldsungen des Proteins zundchst mit dem jeweiligen Puffer oder mit

GdmHClI in Puffer auf 1 mg/ml verdiinnt. Die Probe in 6 M Denaturierungspuffer wurde
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1 h bei RT inkubiert. Anschliefiend wurden native und denaturierte Probe unter Riithren
1:100 in 2 ml-Eppendorfgefdfie in Puffer mit verschiedenen GdmHCI-Konzentrationen
verdiinnt. Die Proben wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann bis zur Messung bei
10 °C aufbewahrt. Die Proben wurden CD-spektroskopisch oder fluoreszenzspektrosko-
pisch untersucht. Dabei wurden die Konzentrationen des Denaturierungsmittels in Puf-
fern und Proben refraktometrisch bestimmt (Pace, 1986). Die genaue Zusammensetzung

der Puffer ist bei den jeweiligen Ergebnissen angegeben.

2.5. Herstellung von Kohlenhydraten, Kohlenhydratanalytik
und Enzymtests

2.5.1. Herstellung von Lipopolysaccharid aus Bakterien

Lipopolysaccharid wird mittels heiffer Phenolextraktion hergestellt (Westphal &
Jann, 1965; Westphal et al., 1952), dies wurde ausfiihrlich beschrieben (Baxa, 1995). Zur
Isolierung und Reinigung von Lipopolysaccharid von Shigella flexneri und E. coli H geht
man wie folgt vor: 3-4 g Trockenmasse toter Zellen wurden in 100 ml Wasser resuspen-
diert und bei 65 °C mit 100 ml 90 % (w/w) vorgewdrmtem Phenol in Wasser versetzt.
Diese Mischung wurde 30 min bei 65-69 °C geriihrt, gekiihlt und zentrifugiert. Die Was-
serphase wurde abgenommen, und die Phenolphase erneut mit 100 ml Wasser bei
65-69 °C extrahiert und beide Wasserphasen vereinigt. Der pH-Wert wurde mit 4 ml 1 M
Tris auf 8.5 eingestellt (final 50 mM TrisHCI) und die Wasserphase zweimal mit 100 ml
Chloroform ausgeschiittelt. Die Losung wurde lyophilisiert und das Produkt mittels E-
thanolfallung gereinigt (Baxa, 1995), anschliefiend dialysiert und gefriergetrocknet.

2.5.2. Herstellung von Polysaccharid und Verkniipfungsanalyse

Zur Herstellung von Polysaccharid wurden 15 mg LPS in 5 ml 200 mM Ammoni-
umacetat pH 3.6 mit Ultraschall auf Eis gelost und anschliefSend 3 h bei 45 °C inkubiert.
Unlosliches Lipid A wurde abzentrifugiert und der Uberstand lyophilisiert. Die Verkniip-
fungsanalyse der Monosaccharidbausteine des Polysaccharides wurde im Labor von Dr.
Markus Pauly, Max-Planck-Insitut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie Golm, durchge-
fuhrt.

2.5.3. Verdau von Lipopolysaccharid mit Tailspike Proteinen

Herstellung von Oligosacchariden

Zur Herstellung von Oligosacchariden wurde das Lipopolysaccharid vollstandig
verdaut. Die Reaktionsdauer wurde zuvor im Aktivitdtstest bestimmt. 20 mg Lipopoly-
saccharid wurden in 1 ml 0.1 % (w/v) Natriumdeoxycholat in 50 mM Ammoniumhydro-
gencarbonat gelost. Nach Zugabe von Tailspike Protein (finale Konzentration 20 pg/ml)
wurde 2 h bei 37 °C verdaut. AnschliefSend fillte man Protein und Deoxycholat mit 10 pl

Eisessig aus und zentrifugierte vom Unloslichen. Das Lipopolysaccharid wurde mit 80 %
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Ethanol ausgefllt. Der Uberstand enthielt die Oligosaccharide und wurde im Vakuum
getrocknet. Das Pellet wurde in 50 % (v/v) Acetonitril gelost und die Oligosaccharide wie
in Abschnitt 2.5.4. beschrieben analysiert.

Aktivititstest

Fir den Aktivitdtstest wurde 30 mg/ml Lipopolysaccharid in 50 mM TrisHCl
pH 7, 1 mM NaEDTA gelost, auf 37 °C temperiert und zum Start der Reaktion 50 pg/ml
Tailspike Protein zugegeben. Das Volumen des Ansatzes betrug 550 ul. Zu verschiedenen
Zeiten wurden 50 pl-Aliquots entnommen und die Reaktion durch Eintauchen in fliissi-
gen Stickstoff gestoppt. Die Proben wurden bei -20°C gelagert und die entstandenen re-

duzierenden Enden im DNSA-Test bestimmt.

2.5.4. Nachweis von reduzierenden Enden mit Dinitrosalicylsdure

Der DNSA-Test wurde beschrieben (Danner et al., 1993), (Seckler et al., 1989). Zu
untersuchende 50-pl-Aliquots wurden mit 50 ul Dinitrosalicylsdurelosung (20 mg/ml in
0.7 M NaOH) 5 min auf 100 °C erhitzt und bei 535 nm vermessen. Um die Konzentration

an reduzierenden Enden zu bestimmen, wurde eine Eichreihe mit Glucose gemessen.

2.5.5. Reinigung und Nachweis von Oligosacchariden

Diinnschichtchromatographie wurde auf Kieselgel 60 auf Aluminiumfolie durch-
gefiihrt. Als mobile Phase verwendete man 60 % (v/v) 1-Propanol und 10 % Nitromethan
in Wasser, als Standards Mannose und Oligomannane (2 mM Losungen in Wasser).

Analytische Gelfiltration erfolgte auf einer Superdex Peptide HR 10/30 Siule an
einem HPLC-Flufisystem mit UV-Detektion von N-Acetylglucosamin bei 214 nm. Als
Laufmittel benutzte man Wasser. Als Grofienstandards fiir die Gelfiltration dienten Shigel-
la Dodecasaccharid und Shigella Oktasaccharid. Fraktionen von 1 ml werden manuell ge-
sammelt und auf ihren Oligosaccharidgehalt mittels MALDI-MS untersucht. Dazu lyophi-

lisierte man die Proben und nahm sie anschlieSend in 10 ul 50 % Acetonitril (v/v) auf.

Oligosaccharide wurden, wenn nicht anders angegeben fiir MALDI-MS mit
2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) (10 mg/ml in 10 % (v/v) Ethanol-Wasser) als Matrix
auf dem Target kristallisiert. Dazu mischte man 0.5 ul Probe mit 0.5 ul Matrixlosung. Bei
dieser Préparation erhdlt man im Massenspektrum die Molekiilionen als einfach geladene
Natriumaddukte (Stahl et al., 1991). Fur ESI-MS wurden die Proben in 5 % Ameisensdure
gespriiht.

2.5.6. Analyse der Monosaccharidzusammensetzung von Zuckern

Die Monosaccharidzusammensetzung wurde nach saurer Hydrolyse der Oligosac-
charide auf einer Dionex-Sdule anhand von Standards bestimmt. Diese Analyse wurde
von Dr. Sophie Haebel, Interdisziplindres Zentrum fiir Massenspektrometrie von Biopo-

lymeren an der Universitidt Potsdam, durchgefiihrt.
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2.5.7. Markierung von Oligosacchariden mit 7-Aminomethylkumarin

Die Markierung von Oligosacchariden mit 7-Aminomethylkumarin ist von
U. Baxa beschrieben worden (Baxa et al., 1996).

2.5.8. Aktivititstest von Tailspike Proteinen mit markierten Oligosacchariden

Die Hydrolyseaktivitdt von Tailspike Proteinen gegeniiber ihren Substraten wurde
mit fluoreszenzmarkierten Oligosacchariden definierter Lange mit dem bei Baxa be-
schriebenen Aktivitdtstest tiberpriift (Baxa et al., 1996). Fuir St6TSP verfahrt man folgen-
dermafien: Ein Ansatz von 50 mM NaMOPS (pH 7.2), 1 mM NaEDTA, der die entspre-
chende Menge des Saccharids enthielt, wurde im Kiithlraum (4 °C) im Wasserbad auf 15 °
C temperiert und die Reaktion durch Zugabe des Proteins gestartet. Das Volumen des
Ansatzes betrug 55 pl. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 5 pl-Aliquots entnommen
und mit 5 pl 0.125 M HCI versetzt und nach 5 min bei RT mit 5 pl 0.125 M NaOH neutrali-
siert, um die Sdurehydrolyse der Oligosaccharide zu verhindern. Anschlieffend wurden
die Proben bei -20 °C gelagert. Die Hydrolyseprodukte wurden auf einer Beckman
ultrasphere C18 reversed phase Sdule (5 p, 250 mm x 4.6 mm, Sdulenvolumen 4.15 ml) an
einem Kontron-HPLC-System analysiert. Als Laufmittel A verwendete man 0.1 % (v/v)
TFA in Wasser, als Laufmittel B 0.1 % TFA (v/v) in 70 % (v/v) Acetonitril in Wasser. Bei
einem Fluss von 1 ml/min verlief der Gradient von 0 auf 30 % B in 20 min. Danach wurde
5 min mit 100 % B und 10 min mit 100 % A gespiilt. Die Detektion der Saccharide erfolgte
tiber die Fluoreszenzemission der Label bei 450 nm (Anregung 360 nm) mit einem Jasco
FP-920 Fluoreszenzdetektor.

2.6. Spektroskopische und massenspektrometrische Methoden

2.6.1. Absorptionsspektroskopie zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten und der
Proteinkonzentration

Alle Proteinspektren wurden zwischen 340 und 240 nm in Quarzglaskiivetten an
einem Cary 50 Probe Einstrahl-UV-VIS-Spektrophotometer oder an einem Jasco V-560
Zweistrahl-UV-VIS-Spektrophotometer aufgenommen. Zur Bestimmung des Extinkti-
onskoeffizienten wurden jeweils 4 Spektren in 50 mM NaMOPS pH 7.2 oder in 50 mM
NaMOPS pH 7.2, 6 M GdmHCI aufgenommen und der Extinktionskoeffizient nach der
Methode von Pace bestimmt (Pace & Schmid, 1997). Die Bestimmung der Proteinkonzent-
ration erfolgte photometrisch durch Aufzeichnung eines Spektrums von 240-350 nm.
Nach Priifung der Probe auf Homogenitdt und Abwesenheit von Aggregaten (keine
Lichtstreuung oberhalb 300 nm) verwendete man den Absorptionswert bei 280 nm zur
Berechnung der Konzentration (Tabelle 5) nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz. Alle
molaren Konzentrationsangaben fiir die Tailspike Proteine beziehen sich auf Untereinhei-

ten.
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2.6.2. Fluoreszenzspektroskopie

Alle  Fluoreszenzmessungen  wurden an  einem  Spex-FluoroMax-
Spektrofluorometer mit thermostatisiertem Kiivettenhalter durchgefiihrt. Alle verwende-
ten Puffer waren filtriert (0.2 pm Porenfilter) und entgast. Fiir die Aufnahme von Spekt-
ren wurden Quarzkiivetten (Firma Hellma) und fiir die Aufnahme von Kinetiken fluores-
zenzgeeignete Kunststoffkiivetten (Firma Semadeni) verwendet. Die spektralen Spaltbrei-

ten fiir Anregung und Emission lagen bei 2.5 bzw. 5 nm.
Fluoreszenzspektren

Fluoreszenzspektren wurden bei 10 °C und einer Anregungswellenldnge von
280 nm im Emissionswellenldngenbereich von 290-450 nm aufgezeichnet. Dabei wurde
alle 0.2 nm mit 0.2 s Integrationszeit gemessen. Alle Spektren wurden gegen die jeweilige

Pufferfluoreszenz korrigiert.
Fluoreszenzkinetiken

Zur Messung von De- und Renaturierungskinetiken wurde die Proteinlosung un-
ter Rithren direkt 1:100 in die Kiivette verdiinnt. Die Fluoreszenzmessung erfolgte bei
einer Anregungswellenldinge von 280 nm. Die Emissionswellenldngen wurden unter-
schiedlich gewahlt und sind bei den jeweiligen Daten angegeben. Denaturierungskineti-
ken wurden mit den in das Programm SigmaPlot (Jandel Scientific) implementierten Al-
gorithmen monoexponentiell gefittet. Genaue Pufferbedingungen sind bei den jeweiligen

Experimenten angegeben.

2.6.3. CD-Spektroskopie

Alle Messungen wurden an einem Jasco J-715 Spektropolarimeter bei einer Mess-
temperatur von 10 °C durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer waren filtriert (0.2 mm Po-
renfilter) und entgast. Die Proteinlosung wurde vor jeder Messung 20 min ultrazentrifu-
giert (40 000 rpm, 4 °C). Es wurden Fern-UV-Spektren im Bereich von 182-250 nm und
Nah-UV-Spektren im Bereich von 250-450 nm aufgenommen. Der Messpunktabstand be-

Tabelle 5. Extinktionskoeffizienten von Tailspike Proteinen bei 280 nm (pro Untereinheit)
Protein e/mimg” cm” e/M"cm™”
P22TSP 1.01 72442

P22TSP AN 1.14 68600
P22TSP NDH6 0.72 10430
Sf6TSP 0.93 62371
Sf6TSP AN 0.94 51961
Sf6TSP NDH6 0.8° 11933°
HK620TSP 1.17 (1.16?) 88750°
HK620TSP AN 1.36 (1 .21a) 78630°
HK620TSP NDH6 0.8° 11920°

? theoretischer Extinktionskoeffizient fiir denaturiertes Protein, berechnet nach (Pace et al.,
1995)
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trug 0.5 nm bei einer Scangeschwindigkeit von 20 nm/min, die Bandbreite war 2 nm, die
Responsezeit betrug 4 s. Es wurde jeweils tiber 15 Spektren gemittelt. Alle Spektren wur-
den pufferkorrigiert. Fiir den Vergleich von Spektren wurden die Messwerte in die mola-

re Elliptizitdt umgerechnet (Schmid, 1997).

2.6.4. Fourier-Transform-Infrarot (FTIR) Spektroskopie

Infrarotspektren wurden in 50 mM Kaliumphosphat pD 7 in Calciumfluoridzellen
mit einer Schichtdicke von 25 pm an einem Fourier Transform Infrarotspektrometer IFS66
(Bruker) bei Frau Dr. Christiane Jung, Max-Delbriick-Zentrum fiir Molekulare Medizin,

Berlin Buch, aufgenommen und wie beschrieben ausgewertet (Freiberg et al., 2003).

2.6.5. Massenspektrometrie

Alle massenspektrometrischen Untersuchungen wurden im Interdisziplindren
Zentrum fiir Massenspektrometrie von Biopolymeren an der Universitidt Potsdam durch-
gefiihrt. Fiir MALDI-MS verwendete man ein Reflex II Bruker Massenspektrometer. Zur
Prédparation von Peptidproben auf dem Target wurden, soweit nicht anders angegeben,
0.5 ul Probe mit 0.5 ul einer gesittigten Losung von a-Cyano-4-hydroxyzimtsédure in 50 %
(v/Vv) Acetonitril in 0.1 % (v/v) Trifluoressigsdure vermischt und nach der Diinnschicht-
methode kristallisiert. Die Messung erfolgte im reflektiven Modus bei 25 kV Hochspan-
nung nach Angaben des Herstellers. Die ESI-q-TOF-Messungen wurden von Dr. Sophie
Haebel an einem API QSTAR Pulsar I Massenspektrometer (Applied Biosystems/MDS
Sciex) mit Elektrospray-lonenquelle durchgefiihrt.

2.7. Kristallographische Methoden

Alle kristallographischen Arbeiten fanden in Zusammenarbeit mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Udo Heinemann am Max-Delbriick-Zentrum fiir Molekulare Medi-
zin in Berlin-Buch statt. Die Messungen mit Synchrotonstrahlung am ESRF (European
Synchrotron Radiation Facility, Grenoble, France, http:/ /www.embl-grenoble.fr) und am
EMBL/DESY (European Molecular Biology Laboratory am Deutschen Elektronen Syn-
chrotron, Hamburg, http:/ /www.embl-hamburg.de) erfolgten durch Dr. Michael Kolbe
(HK620TSP) und Dr. Jurgen Miiller (St6TSP, HK620TSP), der auch die Datenbearbeitung
und Phasierung durchgefiihrt hat.

2.7.1. Proteinkristallisation

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Proteinlésungen vor dem Kristallisie-
ren in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7 dialysiert und Aggregate durch Ultrazentri-
fugation (40 000 rpm, 20 min, 4 °C, Ultrazentrifuge SORVALL Discovery M150) entfernt.
Die Kiristallisationsbedingungen wurden durch Screening mit dem Hampton Crystal

Screend und Crystal Screen2J ermittelt. Alle Ansdtze wurden in Plastikschalen mit 4x6
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Vertiefungen angesetzt und im hanging drop Verfahren an silanisierten Quarzdeckglé-

schen kristallisiert. Das Volumen der Reservoirlosungen betrug 750 ul.

2.7.1.1. Kristallisation von HK620TSPAN und HK620TSPANMet(Se)
Die Kristallisationsbedingungen fiir HK620TSPAN waren nicht reproduzierbar

(siehe Ergebnisteil). Gelegentlich erhielt man nach ca. 12 Wochen Kristalle unter folgender
Bedingung: 1-3 ul Proteinlosung (4-8 mg/ml) wurden auf dem Deckglas mit 1-3 pul einer
wissrigen, ungepufferten Losung von 10-30 % PEG 1500, pH 3 (pH mit Salzsdure einge-
stellt) gemischt und tiber der gleichen Losung als Reservoir bei 20 °C kristallisiert. In Kris-
tallisationsansatzen, die unter gleichen Bedingungen mit HK620TSPANMet(Se) hergestellt
wurden, bildeten sich nach Stunden bis Tagen bei 20 °C amorphe Prazipitate. Diese traten
bei 4 °, 10 ° und 15 °C nur gelegentlich auf.

2.7.1.2. Soakingexperimente mit Kristallen von HK620TSPAN und Schwermetallsalzen)

Zum Soaking von Kristallen von HK620TSPAN wurde zunéchst durch sukzessives
Umsetzen tiber konzentriertere Losungen von PEG 1500, pH 3 die PEG-Konzentration der
Mutterlaugen auf 35 % erhoht. Anschliefiend wurden der Mutterlauge wéssrige Metall-
salzlosungen zugesetzt, so dass die Endkonzentration von PEG 1500 beim Soaken 30 %
betrug, dabei zersetzte sich bereits eine grofiere Zahl von Kristallen sofort. Folgende Me-
tallsalze wurden getestet (in Klammern die finale Konzentration im Tropfen und die Soa-
kingzeit): KoPtCls (5mM,2h; 10mM, 2h; 10 mM, 30 min), KoPtCly (6.25mM, 3 h;
1 mM, 0.5 mM, 0.05 mM, 14 Tage), Hg(CHs-COO)2 (6 mM, 5 Tage; 0.1 mM, 3 h),
Sm(CH3-COO); (5mM, 6 h; 5mM, 5 Tage; 20 mM, 4h), KAu(CN), (20 mM, 21 Tage),
Pb(CH;-COO), (20 mM, 21 Tage).

2.7.1.3. Kristallisation von Sf6eTSPAN und Sf6TSPANMet(Se)

Zur Kristallisation von Sf6TSPAN wurde 1 ul Proteinlosung (11.4 mg/ml in 20 mM
Natriumphosphat, pH7) mit 1 ul 0.1 M MES, pH 6.0, 18 % (w/v) PEG 8000 auf dem
Deckglas gemischt und tiber dem gleichen Puffer als Reservoir bei 20 °C kristallisiert.
Kristalle wuchsen in etwa zwei Wochen. Anschlieffend wurden Kristalle sukzessive um-
gesetzt in 25 % (w/v) PEG 8000 und in 25 % (w/v) PEG 8000, 15% (v/v) Ethylenglycol
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Unter den verwendeten Bedingungen traten
verzwillingte Kristalle auf, Einkristalle wurden optisch und anhand ihres Beugungsmus-
ters selektiert. Zur Kristallisation von Sf6TSPANMet(Se) wurde dem Puffer 20 mM Man-

ganchlorid zugesetzt. Dies fiihrte zum verminderten Auftreten von Zwillingskristallen.

2.7.1.4. Kokristallisation von Sf6TSPAN mit Oktasaccharid

Zur Kokristallisation wurden 3 pl Proteinlosung (10 mg/ml in 10 mM Natrium-
phosphat, pH 7.5, 0.1 mM Untereinheiten) mit 0.6 pl 5 mM Oktasaccharid (0.5 mM final)
in Wasser und mit 3 ul 0.1 M MES, pH 6.5, 16 % (w/v) PEG 8000, 20 mM Manganchlorid
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auf dem Deckglas gemischt und tiber dem gleichen Puffer als Reservoir bei 20 °C kristalli-
siert. Kristalle wuchsen in einer Woche und wurden binnen zwei Wochen wie in Ab-

schnitt 2.7.1.3 beschrieben auf Kryobedingungen umgesetzt.

2.7.2. Datenaufnahme

Kristalle wurden mit Stickstoff auf 100 K gekiihlt und die Diffraktion von Cu-K-a-
Strahlung an Diffraktometern mit Drehanode in Berlin-Buch getestet (siehe Gerdte Ab-
schnitt 2.1.7.). Einzelbilder wurden mit Denzo/Scalepack (Otwinowski & Minor, 1997)

indiziert und im Fall von Sf6TSP auf das Auftreten von Zwillingskristallen hin tiberprtift.
SfoTSPAN(SeMet)

Intensitdten im Rontgenbeugungsmuster wurden an der beamline ID14-4 am ESRF
(European Synchroton Radiation Facility, Grenoble, France) von Dr. Jiirgen Miiller ge-
messen. Die Messwellenlinge betrug 0.9795 A. Der Kristall wurde mit Stickstoff auf 100 K
gekiihlt. Die Datenaufnahme erfolgte an einem ADSC Q4 CCD-Detektor. Es wurde ein
Datensatz bis zu einer Auflosung von 1.98 A mit 94 % Vollstandigkeit und Reym von 5 %
aufgenommen (Regym =2 |I-<I>| / Z1). Die dufiere Schale der Ewaldkugel erstreckt sich
dabei iiber den Bereich von 2.06-1.98 A. Zur Datenbearbeitung und Indizierung verwen-
dete man die Programme XDS/XSCALE (Kabsch, 1993). Die Kristalle haben die Raum-
gruppe R3. Zellachsen der asymmetrischen Einheit sind a=95.91 A und c=182.60 A.

HK620TSPAN

Native Datensitze wurden an der beamline ID14-EH2 am ESRF Grenoble sowie an

der beamline BW7B am EMBL Hamburg aufgenommen (siehe Ergebnisteil).

2.7.3. Phasierung, Strukturmodellbau und Verfeinerung

Phasen wurden von Dr. Jiirgen Miiller aus dem Datensatz der Selenomethionin-
mutante mit der SAD-Methode (single anomalous dispersion) erhalten. SE6TSPAN(SeMet)
enthélt 6 SeMet. Die Koordinaten aller 6 Selenatome konnten mit hohen Besetzungszahlen
(0.4 - 0.75) und niedrigen Temperaturfaktoren (15.0 - 21.3 A) mit den Programmen SOL-
VE/RESOLVE (Terwilliger, 2000; Terwilliger & Berendzen, 1999) bestimmt werden. Da-
mit erhielt man experimentelle Phasen bis 1.98 A. Die asymmetrische Einheit enthilt ein
Molekiil, entsprechend einem Matthewskoeffizienten von 2.9 A3/Da. 406 Reste der Pep-
tidkette konnten mit RESOLVE vollstandig modelliert werden, 49 Reste als Alanin. Dar-
aus erhielt man ein Rwork von 33 % und ein Rgee von 37 %. Mit dem Modell aus RESOLVE
wurden mit dem Programm O (Jones ef al., 1991) 452 Reste interaktiv modelliert und mit
REFMACS (Bailey, 1994) verfeinert (Rwork=29 %, Rfee=32.4 %). Schliefilich wurde dieses
Modell mit dem Programm ARP/wARP (Perrakis et al., 1999) automatisch auf 505 Ami-
nosduren vervollstandigt (Rwork=29 %, Reree=32.4 %). Mit O konnten dann die Reste 112-622
modelliert und mit REFMACS verfeinert werden. Diese Prozedur wurde bis zu einem
finalen R-Faktor von 11.9 % mehrfach wiederholt (Rwork=11.7 %, Reree=14.9 %).
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3. Untersuchungen am Tailspike Protein des Bakteri-
ophagen HK620

3.1. Herstellung, Reinigung und biochemische Charakterisie-
rung

3.1.1. Klonierung, Expression und Reinigung

HK620TSP wird durch das Gen 9 im Genom des Phagen HK620 kodiert (Clark et
al., 2001). Es kann unter Kontrolle des T7 Promotors heterolog in E. coli BL21(DE3) in ho-
her Konzentration {iberexprimiert werden. Die l6sliche Fraktion des Zelllysats zeigt in der
SDS-PAGE eine deutliche Bande unterhalb 205 kD, die sich nach Erhitzen der Probe auf
100 °C in den Bereich oberhalb 66 kD verschiebt. Dies ist der erste unmittelbare Hinweis,
dass es sich bei HK620TSP wie beim P22TSP um ein SDS-resistentes Oligomer handelt,
das erst beim ldngeren Erhitzen in Gegenwart von SDS vollstindig denaturiert werden
kann (Abbildung 12). HK620TSP wurde daraufhin nach dem gleichen Protokoll gereinigt
wie P22TSP und Sf6TSP (Freiberg et al., 2003; Miller, 1995): Nach Zelllyse und Ammoni-
umsulfatfdllung wurden eine Ionenaustausch- und eine hydrophobe Interaktionschroma-
tographie verwendet. Die Salzkonzentrationen bei der Elution variierten nur wenig ver-
glichen mit beiden vorher beschriebenen Reinigungsprotokollen. Letzte Verunreinigun-
gen wurden durch Grofienausschlufichromatographie beseitigt. Pro Liter Bakterienkultur
erhdlt man etwa 30 mg gereinigtes Protein. Wie in silbergefarbten SDS-Gelen gezeigt
werden kann, hat das Protein eine Reinheit von mehr als 95 %. Es lidsst sich auf ca.
15 mg/ml konzentrieren, fillt bei hoheren Konzentrationen jedoch aus. Damit scheint
HK620TSP aggregationsempfindlicher zu sein als die anderen beiden Tailspike Proteine,
die sich bis auf 100 mg/ml konzentrieren lassen (U.Baxa, pers. Mitteilung). Sequenzho-
mologie zwischen HK620TSP, P22TSP und Sf6TSP besteht nur innerhalb der ersten 115
Aminosduren. Fragmente des nicht sequenzhomologen B-helikalen C-Terminus der TSP
sind enzymatisch aktive, SDS-resistente Trimere (Danner et al., 1993; Freiberg, 2000; Miller

et al., 1998a). Im Gegensatz zum Volllangenprotein konnten sie kristallisiert werden. Zum

HIK620 KDa. P2z Abbildung 12.
pr— Expressionstests  von
S HK620TSP und
S P22TSP  in E.coli
— BL21(DE3). SDS-

PAGE nach Zelllyse
von léslicher und unlés-
licher Fraktion (P) vor (-
) und nach (+) IPTG-
Zugabe, mit (+) und

E - ohne (-) Erhitzen auf
PP PP 100°C fur 5 min. Far

IPTG - - — — + + + + ++ - - IPTG P22TSP sind nur 16sli-
100°C - + — + — + — + -+ - + 100°C che Fraktionen darge-
stellt.
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Vergleich der Proteine untereinander und zum Kiristallisieren sollte deshalb von

HK620TSP ebenfalls ein C-terminales Fragment hergestellt werden.

In Ubereinstimmung mit Experimenten mit limitierter Proteolyse (siehe Ab-

schnitt 3.2.3.) wurde fiir ein C-terminales Fragment die Sequenz Asp'10-Val710 ausgewéhlt

und das entsprechende Genfragment in einen pET-Vektor kloniert. Das Konstrukt ohne

die N-terminale Kopfbindungsdoméne wird im Folgenden als HK620TSPAN bezeichnet.

Es kann in vergleichbaren Ausbeuten wie der Wildtyp nach dem gleichen Reinigungspro-

tokoll hergestellt werden.
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Abbildung 13
SDS-PAGE der Reinigungsschritte von
HK620TSPAN. 1-5ug Protein/Spur,

Coomassie-gefarbt.

(1, 14) Molekulargewichtsmarker.

(2) Uberstand nach French Press Auf-
schluss. (3) Unlosliche Fraktion.
(4-7) Ammoniumsulfatfallung: Suspensi-
on, Uberstand, Pellet, dialysiertes Pellet.
(8, 9) Produkt nach lonenaustausch-
chromatographie auf DE52 Cellulose.
(10) Produkt nach hydophober Interakti-
onschromatographie auf Phenyl-
sepharose. (11) Nachreinigung durch
lonentausch auf Q-Sepharose.
(12, 13) Produkt nach Gelfitration auf
Superdex 200.

HK620TSP enthilt 40 Tyrosin-, 7
Tryptophan- und 35 Phenylalaninreste,
HK620TSPAN 32 Tyrosin-, 7 Tryptophan-
und 30 Phenylalaninreste. Die spektralen
Eigenschaften im sichtbaren und ultravio-
letten Licht werden hauptsdchlich durch
Tryptophanreste und durch die grofie An-

zahl an Tyrosinresten bestimmt.

Abbildung 14.

Absorptionsspektren von HK620TSP (Schichtdi-
cke 1 cm). (A) 10 uM Protein, nativ (-) und dena-
turiert in 6 M GdmCI (---). (B) Differenzspektrum
aus A. Die Form der Spektren flir HK620TSPAN

ist sehr ahnlich (Daten nicht gezeigt).
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3.1.2.1. Absorptionsspektren
Das Absorptionsspektrum von HK620TSP wird durch die hohe Anzahl von Tyro-

sinresten dominiert, die bei 276 nm ca. 60 % der molaren Extinktion verursachen (Pace &
Schmid, 1997). Entsprechend liegt das Maximum fiir das in 6 M GdmCl entfaltete Protein
bei 276.5 nm, fast im Maximum der Tyrosinabsorption (Abbildung 14). Im nativ gefalteten
Protein verschiebt sich das Maximum zu 277.5 nm. Die Tryptophanabsorption ist bei
291 nm als eine Schulter zu erkennen. Eine weitere charakteristische Schulter befindet sich
bei 284 nm. Unterhalb von 284 nm ist die Absorption des denaturierten Proteins gering-
fiigig hoher als die des nativen Proteins. Bei 286 nm ist die Differenz im Absorptions-
spektrum zwischen denaturiertem und nativem Protein mit 0.07 Absorptionseinheiten am
grofiten. Bei Proteinkonzentrationen im Bereich ab 300 pg/ml ermoglicht dies Untersu-

chungen zur Faltung und Entfaltung mittels UV-Spektroskopie.

3.1.2.2. Fluoreszenzspektren

Fluoreszenzemissionsspektren bei 280 nm Anregung zeigen ein Maximum bei
336 nm. Das verkiirzte Protein HK620TSPAN zeigt eine ca. 15 % hohere Fluoreszenzamp-
litude als der Wildtyp (Abbildung 15). Es ist unklar, welche Effekte diese 15 % Amplitu-
denzunahme verursachen. Die gleiche Amplitudenzunahme um ca. 15 % im Vergleich
zum Volllaingenprotein beobachtet man auch, wenn nur die Tryptophanreste bei 295 nm
angeregt werden. Bei beiden Proteinen verringert sich die Amplitude um ca. 60 % gegen-
tiber der Anregung bei 280 nm. Unter denaturierenden Bedingungen verschiebt sich bei
6 M GdmCl fiir HK620TSP und HK620TSPAN das Maximum der unkorrigierten Fluores-
zenzspektren nach 361 nm. Dies ist durch 16sungsmittelexponierte Trp-Reste im denatu-
rierten Protein zu erkldren (Abbildung 16, A und B). Bei Anregung der denaturierten Pro-
teine bei 295 nm erhilt man die gleiche Fluoreszenzamplitude wie fiir die nativen Protei-

ne, was auf l6sungsmittelexponierte Tryptophane hindeutet (Daten nicht gezeigt). Beim
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Abbildung 15

Fluoreszenzspektren von HK620TSP(-) und HK620TSPAN( ), nativ, 0.15 uM in 100 mM Natri-
umphosphat pH 7.6. (A) Ag=280 nm. (B) Ag=295 nm.
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Denaturieren mit saurem Harnstoff erhdlt man dagegen nur teilweise entfaltete Proteine
(Abbildung 16, C und D), eine Bande fiir Tyrosinfluoreszenz bei 305 nm ist im Gegensatz
zur Denaturierung mit GAmHCI nicht erkennbar. Beim verkiirzten Protein HK620TSPAN
andert sich die Fluoreszenzamplitude in saurem Harnstoff nicht, beim Wildtyp nimmt sie
gegeniiber dem nativen Protein um 25 % zu. Dies konnte auf die Entfaltung der N-
terminalen Doméne im Wildtyp zurtickzufiihren sein. Die Fluoreszenzmaxima liegen bei
345 nm, was auf die Anwesenheit von l16sungsmittelabgeschirmten Tryptophanen schlie-
Ben lasst. Energietransfer von Tyrosin zu Tryptophan ist somit weiterhin moglich. Spekt-
ren, in denen mit 295 nm angeregt wurde, zeigen einen Amplitudenverlust von 46 % ge-
gentiber den bei 280 nm angeregten Spektren (Daten nicht gezeigt), im Vergleich zum
nativen Protein mit 60 % Amplitudenverlust bei Anregung bei 295 nm. HK620TSP l&sst
sich somit in 6 M Harnstoff bei pH 3 nicht vollstindig denaturieren. Andererseits ist es
nicht moglich, das Protein wieder zuriickzufalten, wenn es unter diesen Bedingungen
denaturiert wurde (Daten nicht gezeigt). Es bleibt zu untersuchen, in welchem Zustand
das Protein in 6 M Harnstoff, pH 3, vorliegt, und ob z.B. pH-Wert-Variationen eine voll-
stindige Denaturierung erreichen konnen. Grundsatzlich miisste das Denaturierungsver-

halten der Tailspike Proteine in Harnstoff in Abhéngigkeit vom pH-Wert noch niher un-
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Abbildung 16
Fluoreszenzspektren von 0.15 uM HK620TSP und HK620TSPAN unter nativen (-) und denaturie-
renden () Bedingungen, Ag=280nm. A. HK620TSP, 6 M GdmCIl. B. HK620TSPAN,
6 M GdmCI. C. HK620TSP, 6 M Harnstoff, pH 3. D. HK620TSPAN, 6 M Harnstoff, pH 3. Durch-
gezogene Linien zeigen die Spektren der nativen Proteine.
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tersucht werden. Fiir Ruckfaltungsuntersuchungen wurde P22TSP in 6 M Harnstoff bei
pH 3 denaturiert und kann aus diesem Zustand zuriickgefaltet werden (Seckler et al.,
1989). Bei Sf6TSP liegt das Fluoreszenzmaximum in 6 M Harnstoff pH 3 im Bereich fur
l6sungsmittelexponierte Tryptophanreste bei 355 nm (Daten nicht gezeigt). Die Fluores-
zenzamplitude in saurem Harnstoff ist dabei jedoch 25 % grofier als die des nativen Prote-
ins. Genau wie HK620TSP lasst sich aber auch Sf6TSP nicht zurtickfalten, wenn es in sau-
rem Harnstoff denaturiert wurde (D. Andres, personliche Mitteilung). Die gleiche Beo-

bachtung macht man auch bei Tailspike Protein des Bakteriophagen Det7 (Fiedler, 2005).

3.1.2.3. Nah-UV-CD-Spektren

Im Bereich von 350 bis 250 nm erhalt man fur HK620TSP das tertidrstrukturspezi-
fische CD-Spektrum (Abbildung 17A). Die molare Elliptizitidt zeigt ein ausgeprégtes Mi-
nimum bei 291 nm, sowie ein weiteres Minimum bei 286 nm. Ein kleines Maximum liegt
bei 287.5 nm. Das Hauptmaximum bei 270 nm wird vermutlich durch die 40 Tyrosinreste
von HK620TSP dominiert. Im Vergleich zum P22TSP (19 Tyrosinreste) und Sf6TSP (26
Tyrosinreste) ist deshalb im Bereich unterhalb 280 nm weniger Feinstruktur erkennbar
(Abbildung 17B). Vergleicht man im nahen UV die molaren Elliptizitdten, so ist die rund
doppelt so grofle Amplitude des N-terminal verkiirzten HK620TSPAN bei 270 nm im
Vergleich zum Volllingenprotein auffillig (Abbildung 17A). Das Differenzspektrum ladsst
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Abbildung 17.

Nah-UV-CD-Spektren von Tailspike Proteinen. (A) HK620TSP (-), HK620TSPAN (...) und
HK620TSPNDStrep (-**-). Das Differenzspektrum zwischen verkirztem und Volllangenprotein ist

als gestrichelte Linie dargestellt. (B) Vergleich von P22TSP(...), SF6TSP(---) und HK620TSP (-).
somit auf einen negativen Beitrag der 8 Tyrosinreste der N-terminalen Domdne zum
Spektrum des Wildtypproteins schlieffen. Zum Vergleich wurde die isolierte N-terminale
Domine von HK620TSP mit einem Streptavidintag versehen kloniert und gereinigt (Da-
ten nicht gezeigt). Das Konstrukt HK620TSPNDStrep (Reste 1-123) zeigt eine dhnliche
Spektrenform und negative Amplitude wie das Differenzspektrum aus HK620TSP und
HK620TSPAN (Abbildung 17A). Der Betrag der Amplitude ist allerdings niedriger. Diese
Abschwichung des Nah-UV-CD-Signals von HK620TSPNDStrep entsteht wahrscheinlich

durch einen Tryptophanrest im N-terminalen Affinitdtstag.
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3.1.2.4. Fern-UV-CD-Spektren von HK620TSP

Im Fern-UV zeigt HK620TSP das typische CD-Spektrum fiir Proteine mit hohem
Gehalt von B-Sekundarstrukturelementen (Abbildung 18A.). Man findet ein Maximum bei
200 nm. Aufféllig ist die ausgepréagte Feinstruktur der Bande, die sich in mehreren Versu-
chen reproduzieren lief} und vermutlich nicht allein durch experimentelles Rauschen er-

klart werden kann. Das Minimum liegt bei 220 nm und ist somit gegentiber den anderen
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Abbildung 18.

Fern-UV-CD-Spektren. (A) HK620TSP (-) und HK620TSPAN () in 50 mM NaMOPS, pH 7. Die
gestrichelte Linie zeigt das Spektrum einer denaturierten Probe von HK620TSPAN (6 M GdmCl).
(B) Vergleich der drei Tailspikeproteine Sf6TSP (-), P22TSP () und HK620TSP (---).

Tailspike Proteinen leicht verschoben. Sf6TSP und P22TSP haben ein Minimum bei
219 nm (Abbildung 18B.). Mit dem GdmCl-denaturierten Protein erhilt man das charak-
teristische random coil CD-Signal. Im Messbereich oberhalb von 180 nm kann aus dem
Fern-UV-CD-Spektrum nicht auf die Anwesenheit einer parallelen p-Helix geschlossen
werden. Allgemein haben parallele rechtsgdngige B-Helices im Bereich bis 180 nm kein
charakteristisches Fern-UV-Spektrum (Sieber et al., 1995). Bei einer Ausweitung des Mess-
bereichs mit Synchrotonstrahlung bis 160 nm konnte man jedoch in Zukunft ein signifi-
kantes f-Helix-CD-Signal im fernen UV suchen (Wallace & Janes, 2001).

3.1.3. Fourier Transform Infrarotspektroskopie

Der Gehalt an Sekundérstruktur kann aus Fourier Transform Infrarotspektren ab-
geschétzt werden. Diese Methode ist bei hauptsdchlich B-Faltblattstrukturen enthaltenden
Proteinen meist zuverldssiger als die Analyse von Daten aus CD-Spektren (Pelton & Mc-
Lean, 2000). Vergleichende Untersuchungen von mehreren B-helikalen Proteinen haben
jedoch gezeigt, dass kein charakteristisches FT-IR-Spektrum fiir die parallele B-Helix exis-
tiert (Khurana & Fink, 2000). Der Sekundarstrukturgehalt wird in der Amid I Region des
IR-Spektrums durch die symmetrische Carbonylstreckschwingung abgebildet (Jung,
2000). Die Spektren von HK620TSP und HK620TSPAN sind in der Lage der Amid I Bande
identisch (Daten nicht gezeigt). Fur HK620TSP findet man das Maximum bei 1638 cm!

(Abbildung 19). Dies ist ein notiger, aber nicht hinreichender Hinweis auf das
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Abbildung 19.
Fourier-Transform Infrarotspektren von Tailspikepro-
teinen. Die Amid | Bande ist als Ausschnitt aus den

seitenkettenkorrigierten

Spektren gezeigt.

HK620TSP (schwarz, vp.x 1638 cm'1). Daten fir
SfETSP (griin, vmax 1638 cm™) und P22TSP (rot,
Vmax 1634 cm'1) aus (Freiberg et al., 2003). Das ab-
weichende Maximum von P22TSP ist durch unzu-
reichenden H-D-Austausch in der Probe zu erklaren
(Freiberg et al., 2003).

Vorhandensein paralleler B-
Faltblattstrukturen. Eine Schulter bei
1660 cm-! deutet auf das Vorhanden-
sein hin
(Khurana & Fink, 2000). Diese beiden

Befunde sttitzen die Hypothese einer

von  loop-Strukturen

parallelen B-Helix als Supersekun-
dérstrukturmotiv in HK620TSP. In
spektraler Lage und Bandenform der
Amid I Bande &hneln die FT-IR-
Spektren von HK620TSP denen von
Sf6TSP und P22TSP (Abbildung 19).

Die Spektren wurden deshalb
quantitativ auf die Beitrdge einzelner
Sekundarstrukturelemente unter-
sucht. Im verwendeten Modell wird

dabei angenommen, dass sich die

Amid I Bande als Summe von Voigt-Kurven darstellen ldsst. Voigt-Kurven sind Gauss-

dhnliche Kurven, von denen jede einzelne aufgrund ihrer spektralen Lage den Beitrag

eines Sekundarstrukturelements darstellt (Jung, 2000). Der Fit von 10 Voigt-Banden an
das Spektrum von HK620TSP ist in Abbildung 20 gezeigt. Aus FT-IR-Daten wird fur
HK620TSP nur etwa 23 % [B-Faltblattstruktur vorhergesagt, im Gegensatz zu tiber 40 %
beim P22TSP und Sf6TSP. Laut Vorhersage ist dafiir bei HK620TSP der Anteil an

o-helikaler, ungeordneter und 3io-helikaler Struktur erhoht. Beim Fit der dekonvolutier-
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Abbildung 20.

ten Spektren wird der o-
Helix-Anteil jedoch systema-
tisch zu hoch eingeschétzt
(Freiberg et al.,, 2003; Jung,
2000). Dies wurde auch bei
der FT-IR Analyse von Sf6TSP
und P22TSP beobachtet. Der
Anteil an turn-Bereichen in
HK620TSP ist etwa so hoch
wie im P22TSP (Tabelle 6).

Grundsitzlich muss bei der

sboon
oo uno
Residuen / a.u.

quantitativen Auswertung

Fit von 10 Voigt Banden in die Amid | Bande des FT-IR-

Spektrums von HK620TSP. Es wurde das seitenketten-
korrigierte und dekonvolutierte Spektrum verwendet. Fur die

spektrale Lage der Banden siehe Tabelle 6.

von FT-IR-Spektren bertick-
sichtigt werden, dass mit der
Methode die Stirke von
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Tabelle 6. Sekundarstrukturvorhersage nach Voigt (Jung, 2000)4] aus FT-IR-Spektren von
Tailspike Proteinen®

HK620TSP HK620TSPAN Sf6TSP P22TSP
viem™, %"

1612(1.0) 1612(1.5) 1611(1.9) 1611(2.5)
B 1621(8.2) 1621(6.5) 1625(17.2)  1626(25.7)

1629(13.7) 1629(14.7) 1636(216)  1635(17.8)
Ungeordnet/3;, 1637(23.0) 1638(26.1) 1642(12.1) 1643(8.4)

1646(13.1) 1647(11.8) 1646(5.4) 1649(5.7)
o 1656(18.1) 1656(16.3) 1654(12.1)  1655(13.9)

1668(13.5) 1668(13.2) 1666(22.4)  1667(21.0)
turn 1680(6.0) 1679(5.8) 1684(4.9) 1684(3.4)

1691(2.1) 1690(2.6) 1700(1.6) 1694(0.9)
Total B-Faltblatt 22.9 22.7 40.9 46.2
Total a-Helix 31.2 28.1 171 19.6
Total 44 .6 47.7 41.0 33.6

turn/ungeordnet

? Daten fir Sf6TSP und P22TSP nach (Freiberg et al., 2003).
® Fit von 10 Voigt Banden in die Amid | Bande des dekonvolutierten, seitenkettenkorrigierten
Spektrums. Angegeben sind die spektrale Lage und die Bandenflache in %.

Wasserstoffbriicken (bei seitenkettenkorrigierten Spektren) des Peptidriickgrats
gemessen wird. Dagegen steht die klassische Definition der Sekundérstruktur eines Prote-
ins tiber die Winkelverhiltnisse ¢ und y im Ramachandran-Plot (Iupac, 1970). In paralle-
len B-Helix-Proteinen beobachtet man in furn- und loop-Bereichen oft die gleichen regel-
mafligen Bindungsmuster der Wasserstoffbriicken wie in den parallelen B-Faltblédttern
selbst. Giinstiger wiére fiir einen die Vergleich die Berechnung der Sekundarstruktur aus
der Kristallstruktur mit der HERA-Methode, die Wasserstoffbriicken berechnet
(Hutchinson & Thornton, 1990). Beim Vergleich mit Kristallstrukturdaten wird deshalb
der Gehalt an B-Faltblattstruktur aus FT-IR-Spektren zu hoch geschitzt (Khurana & Fink,
2000). Dies zeigt sich auch im P22TSP, wo rund 25 % mehr B-Struktur vorhergesagt wer-
den als eigentlich vorhanden sind (Tabelle 7). Wire dieser Trend auch fiir HK620TSP giil-
tig, so bedeutet dies, dass der vorhergesagte Anteil von 23 % B-Struktur aus dem IR-
Experiment in Wirklichkeit noch geringer ist. Dabei kann man ohne detaillierte Rontgen-
kristallstrukturdaten nur spekulieren, wie HK620TSP organisiert ist. Zum einen koénnte
das Protein eine kiirzere f-Helix mit weniger coils ausbilden. Zum anderen kénnten zu-
sdtzliche Domé&nen vorhanden sein, die einen geringeren oder gar keinen -Anteil aufwei-
sen. In Sf6TSP, mit weniger ausgeprégten loop-Bereichen in der B-Helix, stimmt dagegen
die Vorhersage aus IR-Daten fiir den Anteil an -Struktur besser mit den aus den Ront-
genstrukturdaten ermittelten tiberein, allerdings ist der vorhergesagte Anteil an
o-Struktur, genau wie im P22TSP, erhoht (Tabelle 7). Sowohl im P22TSP als auch im
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Sf6TSP tragen zusétzlich die C-Termini zum Gesamtanteil an B-Struktur bei. Damit ist die

Zuordnung von Sekundérstrukturelementen zu bestimmten Domé&nen von HK620TSP

mittels FT-IR-Analyse nicht moglich, und das Vorhandensein einer parallelen B-Helix in

HK620TSP kann nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 7. Vergleich von Sekundarstrukturanteilen aus Rontgenstrukturdaten fur Tailspike

Proteine mit Vorhersagen aus FT-IR-Spektren.

Strukturelement P22TSP Sf6TSP
X-ray®®! % FT-IR/ % X-ray®/ % FT-IR/ %
B-Faltblatt 35.7 46.2 43.8 40.9
a-Helix 4.4 19.6 7 17.1
turn / loop 59.9 33.6 49.2 41.0

@ Daten aus (Freiberg et al., 2003)

® Ermittelt nach der Methode von Kabsch und Sander (Kabsch & Sander, 1983).

3.1.4. Untersuchungen zum Oligomerisierungsgrad des nativen Proteins

3.1.4.1. Grofienausschlusschromatographie

3.0e+5

2.5e+5

s
2.0e+5
1.5e+5 ;
11.4 11.6 11.8 12.0 12.2 124
Retentionsvolumen / ml
Abbildung 21.

Vergleich der Retentionsvolumina von Tailspike Prote-
inen in der GréRenausschlusschromatographie. Stati-
onadre Phase: Superdex 200 HR 10/30, mobile Phase
50 mM Natriumphosphat, pH 7. Die eingezeichnete
Gerade zeigt die Abhangigkeit der Molekularmassen
vom Retentionsvolumen, die fir die verwendete Saule
mit globuldren Standardproteinen ermittelt wurde (sie-
he Material und Methoden). Aufgetragen sind die the-
oretischen fir trimere Tailspike Proteine berechneten
Molekulargewichte  (auf logarithmischer Skala):
P22TSP (@), P22TSPAN (O), HKG620TSP (A),
HK620TSPAN (A), Sf6TSP (M), SI6TSPAN ().

HK620TSP eluiert mit ei-
nem einzelnen Maximum in der
Grofienausschlusschromatographie
(Daten nicht gezeigt). Fiir ein nati-
ves Trimer wiirde man eine Mole-
kularmasse von 230 kD erwarten.
Bereits beim P22TSP und beim
Sf6TSP wurde gezeigt, dass sich
die zur Kalibrierung der Gelfiltra-
tionsmatrix verwendeten globula-
ren Standards nicht eignen, um
daraus die Molekularmasse der
langlich geformten Tailspike Prote-
ine zu berechnen (Freiberg et al.,
2003). P22TSP und Sf6TSP zeigen
ein abweichendes Elutionsverhal-
ten von der Gelfiltrationsmatrix
und haben zu hohe apparente Mo-
lekularmassen (Abbildung 21, Ta-
belle 8). Dagegen eluiert HK620TSP
(230 kD) entsprechend einer appa-

renten Molekularmasse von 229 kD
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Tabelle 8. Analytische Gelfiltration von Tailspike Proteinen auf Superdex 200
HR 10/30.
Tailspike Elutions- M,,. (berechnet)® Mapp. / KD Magp. / kKD
volumen / mi Trimer / kD (globular)° (Tailspike)®

HK620TSP 11.65 230 229 200
HK620TSPAN 12.04 194 187 178
P22TSP 11.50 215 248 225
P22TSPAN 12.20 181 172 167
Sf6TSP 11.60 201 235 220
Sf6TSPAN 12.03 166 188 194

@Aus Aminosauresequenz berechnet.
°Mit globularen Standardproteinen kalibriert.
°Mit 4 anderen Tailspike Proteinen kalibriert.

und liegt mit dem theoretisch berechneten Wert auf der Eichgerade von globula-
ren Proteinen. Es handelt sich somit bei HK620TSP um ein natives Trimer. Die verkiirzte
Form HK620TSPAN (194 kD) zeigt dagegen ein abweichendes Elutionsverhalten. Aus der
Gelfiltration erhédlt man mit 187 kD eine zu niedrige Molekularmasse. Eine Moglichkeit,
die lingliche Form der Tailspike Proteine in die Molekularmassenbestimmung tiber Gro-
Benausschlusschromatographie mit einzubeziehen wére, die Sdule mit jeweils anderen
Tailspike Proteinen bekannten Oligomerisierungsgrades zu kalibrieren. W&hlt man je-
weils vier andere Tailspikes fiir die Eichgerade aus und berechnet damit die Molekular-
masse eines Proteins, so fiihrt dies jedoch nicht zu einer genaueren Molekularmassenbe-

stimmung (Tabelle 8).

3.1.4.2. Analytische Ultrazentrifugation

Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe von HK620TSP und HK620TSPAN wurden
mit dem Programm SEDFIT (Schuck, 2000) ausgewertet. Die Verteilung der Sedimentati-
onskoeffizienten wurde dabei unabhingig voneinander mit zwei direct boundary modelling
Methoden ermittelt. Dabei erhdlt man zum einen die Verteilung g*(s) ohne Diffusionskor-
rektur, zum anderen die Verteilung c(s) unter Berticksichtigung der Diffusion. Der Ver-

gleich der Maxima von g*(s) und c(s) ist ein Maf3 fiir die Giite des Fits von c(s). Aus c(s)

kann die Verteilung c(M) berechnet

Tabelle 9. Molekularmassen von Tailspike ~Werden und somit die Molekularmasse

Proteinen aus Analytischer Ultrazentrifugation der sedimentierenden Spezies. Fiir
HK620TSP  HK620TSPAN  HK620TSP ergibt sich eine apparente

M berechnet / kD 230 184 Molekularmasse von 239 kD (berechnet

Mapp.  Sedimentati- ..

ons-gleichgewicht  / 195 180 230 kD), fiir HK620TSPAN 184 kD (be-

kD _ _ rechnet 194 kD). In die aus den Sedi-

Mapp. Sedimentati-

ons-geschwindigkeit 239 194 mentationsgeschwindigkeitsldufen

/ kD

ermittelten Molekularmassen geht je-
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doch bei der Umrechnung von c(s) nach ¢(M) der bereits gewichtsgemittelte Formfaktor
f/fo ein, so dass die Molekularmassen nicht korrekt angegeben werden konnen. Dies ist
vermutlich der Grund fur die um etwa 10 kD zu hoch bestimmten apparenten Moleku-
larmassen von HK620TSP und HK620TSPAN.

Aus den Sedimentationskoeffizienten der Geschwindigkeitsldufe wurden in dieser
Arbeit mithilfe des Programms SEDNTERP (Lebowitz et al., 2002) Oligomerisierungsgrad
und Form der Proteine abgeschitzt. Dabei werden die auf 20°C und Wasser korrigierten
experimentellen Sedimentationskoeffizienten sy, mit den smax fiir ideal kugelformige
Partikel verschiedener Oligomere verglichen. Dabei ergibt sich fiir die Annahme, dass
Tailspike Proteine als Dimere vorliegen ein mit dem experimentellen s%w von 9.63 S
(AN 9.14 S) vergleichbarer Sedimentationskoeffizient smax von 10.64 S (AN 9.57 S). Aller-

dings sind die experimentell bestimmten Werte fiir sapp. in Puffer hoher und das Verhalt-

nis der Reibungskoeffizienten f/f, liegt nahe eins. Dies ist fiir eher liangliche Tailspike Pro-
teine unwahrscheinlich. Dagegen erhilt man fiir trimere Spezies ein f/f, von ca. 1.4, was
auf eine liangliche Form hindeutet. Mit den in das Programm SEDNTERP implementier-
ten Algorithmen zur hydrodynamischen Modellierung konnen fiir ldngliche Rotationsel-
lipsoide von Proteinen Durchmesser und Lange bestimmt werden. Man erhilt fur das
hydratisierte HK620TSP eine Linge von ca. 280 A, fiir HK620TSPAN von ca. 235 A. Diese
Langendifferenz ist in guter Ubereinstimmung mit den Dimensionen der N-terminalen
Domaéne vom P22TSP, die entlang der Trimerachse ca. 35-40 A misst. Der Durchmesser

von verkiirztem und Volllingenprotein ist mit ca. 53 A gleich. Nach der hydrodynami-

Tabelle 10. Analytische Ultrazentrifugation von HK620TSP und HK620TSPAN, Analyse mit
dem Programm SEDNTERP (Lebowitz et al., 2002)3] von apparenten Sedimentationskoeffi-
zienten aus dem Sedimentationsgeschwindigkeitsexperiment (10 mM Natriumphosphat, pH 7,
25 °C).

HK620TSP HK620TSPAN
S app. | S 10.76 10.15
s%0u’ /' S 9.63 9.14
Smax. Monomer / S 6.70 6.03
Smax. Dimer / S 10.64 9.57
Smax. Trimer / S 13.94 12.54
f/fo Monomer 0.70 0.66
f/fo Dimer 1.10 1.05
f/fo Trimer 1.45 1.37
Rotationsellipsoid a/b 5.34 4.46
2alA 281.1 235.0
2b/A 52.7 52.7
Anteil Hydrathtille / % 13.1 13.8

@ Korrigiert auf unendliche Proteinverdiinnung, 20°C und Wasser.
® |dealer Sedimentationskoeffizient fiir kugelférmige Partikel.
¢ Verhaltnis von experimentellem zu idealem Reibungskoeffizienten, f/f, = smax/sozo,w.
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schen Abschitzung scheint HK620TSP damit ldanger als die anderen beiden Tailspike Pro-
teine zu sein. Diese Hypothese konnte in Vergleichsldufen fiir die Sedimentationsge-
schwindigkeit vom P22TSP und Sf6TSP tiberpriift werden.

Zur weiteren Bestidtigung des trimeren Oligomerisierungsgrades und zur Moleku-
larmassenbestimmung wurden auflerdem Sedimentationsgleichgewichtsldufe beider Pro-
teine bei verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit dem
Programm MStar (Helmut Colfen). Wahrend dabei die Molekularmasse Mapp von 180 kD
gut mit der berechneten fiir HK620TSPAN (berechnet 184 kD) tibereinstimmt, wird fiir
HK620TSP mit 195 kD eine zu niedrige Molekularmasse bestimmt, vermutlich, weil die
Proben stark aggregiert waren. Die ermittelten Molekularmassen bestitigen das Ergebnis,

dass es sich bei HK620TSP um ein natives Trimer handelt.

3.1.4.3. SDS-PAGE
Analog zu Sf6TSP und P22TSP beobachtet man auch bei HK620TSP in der SDS-

PAGE ein abweichendes Laufverhalten. Wenn Proben in Gegenwart von 2 % SDS ohne

vorheriges Erhitzen aufgetra-

kb1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 d hal Band
S q i —- gen werden, erhilt man Banden
116 | —> Lae -2 | bei einer apparenten Moleku-
]
97 = - W : larmasse von 125 kD
_ :
66 =-f- - (HK620TSP)  bzw. 110kD
e e

= . Proben erhitzt
Abbildung 22.

Vergleich von Tailspikeproteinen in der SDS-PAGE. Je
Spur wurde 1 pg Protein aufgetragen und mit Coomassie
gefarbt. Die Proben in Spur 9-14 wurden vor dem Auftrag
10 min auf 100 °C erhitzt. (1,8) Molekulargewichtsmarker.

Proben nicht erhitzt -

(HK620TSPAN). Tailspike Pro-
teine binden fast gar kein SDS
(R.Seckler, pers. Mitteilung). Sie
wandern in der SDS-PAGE nur
ihrer

Entsprechend wandern die Mo-

aufgrund Eigenladung.

(2,9) P22TSP. (3,10) P22TSPAN. (4,11) Sf6TSP. (5,12)

SfBTSPAN. (6,13) HK620TSP. (7,14) HK620TSPAN. lektile schneller als bei einer

Grofse von 230 kD zu erwarten
ware. Erst nach dem Kochen fiir 10 Minuten bei 100 °C denaturiert HK620TSP vollstandig
und man findet Banden bei ca. 70 kD (HK620TSP) bzw. 50 kD (HK620TSPAN), den erwar-
teten Molekularmassen fiir monomere Proteine. Im Vergleich zu P22TSP und Sf6TSP
migrieren die trimeren Spezies von HK620TSP im Gel am schnellsten, obwohl sie die

grofite Masse der drei Tailspike Proteine haben.
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3.2.  Stabilitatsuntersuchungen an HK620TSP

Die Tailspike Proteine weisen eine hohe Stabilitdt gegen Detergenzien, Temperatur
und Denaturierungsmittel auf. Der native Zustand ist dabei kinetisch stabilisiert. Man
erhilt keine Daten zur thermodynamischen Stabilitdt aus der Denaturierung mit Cha-
otropen oder der thermischen Denaturierung, weil Faltung und Entfaltung nicht reversi-
bel sind. Beim P22TSP tritt im De- und Renaturierungsiibergang eine Hysterese auf, bei
der thermischen Denaturierung bilden sich Aggregate (Fuchs et al., 1991; Miller et al.,
1998b). Deshalb misst man die Geschwindigkeiten der Denaturierung, um ein Mafs fiir die
Stabilitdt zu erhalten. Denaturierungskinetiken sind ein Maf3 fiir die Stabilitdtsdifferenz
zwischen nativem Zustand und dem Ubergangszustand des geschwindigkeitsbestim-
menden Schritts der Denaturierung. Aus solchen Messungen ergeben sich allgemein fiir

sehr stabile Proteine theoretische Halbwertszeiten von teilweise iiber 200 Jahren
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Abbildung 23.

Denaturierungskinetik von 10 pg/ml HK620TSP in 7.29M GdmCI bei 20°C, gemessen als Ab-
nahme des nativen Fluoreszenzsignals bei 320 nm. Die Fluoreszenzintensitaten wurden fir die
Abnahme durch photobleach korrigiert. Die gesamte Amplitude der Entfaltung wird erfasst (Kon-
trollen nicht gezeigt). Aus dem monoexponentiellen Fit (durchgezogene Linie) ohne lag-Phase
erhalt man k=1.01*10"s™. Der Einschub zeigt die lag-Phase der Entfaltung, wegen der besse-
ren zeitlichen Auflésung ist ein Ausschnitt aus einer Kinetik unter gleichen Bedingungen bei
6.79 M GdmCI gezeigt. Die Amplitude ist nicht maf3stablich zur Kinetik bei 7.29 M GdmCI. Wie
in einer Serie von Mischexperimenten bei unterschiedlichen GdmHCI-Konzentrationen gezeigt
wurde rihrt der Amplitudensprung zu Beginn vom Mischen her (Daten nicht gezeigt).
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(Manning & Colon, 2004). Daraus folgt, dass messbare Denaturierungsgeschwindigkeiten
nur in Gegenwart von Denaturierungsmitteln erzielt werden. Fiir Tailspike Proteine misst
man dabei zum einen thermische Denaturierungskinetiken in Gegenwart von SDS (Miller
et al., 1998b), zum anderen Denaturierungskinetiken in Gegenwart von hohen Konzentra-
tionen an GdmCl (Freiberg, 2000).

3.2.1. Denaturierungskinetiken in Gegenwart von GdmCl

HK620TSP ist sehr stabil gegen Chaotrope. In Harnstoff verldauft die Denaturie-
rung, bezogen auf die Messung der Anderung der Losungsmittelzugénglichkeit von
Tryptophanresten mittels Fluoreszenz, selbst bei pH 3 nicht vollstandig (siehe Abschnitt
3.1.2.2)). Beim Denaturieren in hohen Konzentrationen von GdmCl beobachtet man nach
dem manuellen Mischen zundchst eine lag-Phase von ca. 200 s. Die lag-Phase tritt auch
beim verkiirzten Protein auf (Daten nicht gezeigt). Danach beginnt die Abnahme des na-
tiven Fluoreszenzsignals (Abbildung 23). Die Kinetiken der Denaturierung von
HK620TSP und HK620TSPAN lassen sich als monoexponentielle Funktion beschreiben,
fir die Kurvenanpassung ohne lag-Phase wurden die Datenpunkte ab 200 s verwendet.
Aus Messungen bei verschiedenen GdmCl Konzentrationen wurde auf die Entfaltungsra-
te des nativen Proteins bei 0 M GdmCl extrapoliert (Abbildung 24). Die mit dieser Metho-

Abbildung 24.
Denaturierungskinetiken bei 20 °C von
HK620TSP (®) und HK620TSPAN (O)
in GdmCI. Aus der Extrapolation der
logarithmierten Geschwindigkeits-
konstanten auf 0 M GdmClI (Einschub)
erhalt man fir das native Protein
k=1.18*10"%s" (WT) bzw.
k=1.33*107s™ (AN).

In k

GdmHCI / M
de erhaltenen Werte von k = 1.18*10-3s1 (WT) und k = 1.33*109s1 (AN) entsprechen sicher

nicht der Realitdt und sind nur fiir Vergleiche von bestimmten Proteinen untereinander
verwendbar. Bei HK620TSP lauft bei Konzentrationen unterhalb 6.5 M GdmCl die Dena-
turierung schon so langsam, dass wihrend des Riihrens in der Kuvette tiber Zeitraume
von mehr als 12 h Aggregate entstehen (Daten nicht gezeigt). In den Messungen zeigt
sich, dass die Entfernung der N-terminalen Doméne zu einer Destabilisierung des Prote-
ins fithrt. Die Denaturierung von HK620TSPAN ist im Vergleich zum Wildtyp um das
Siebenfache beschleunigt. Die Halbwertszeiten der Denaturierung betragen z.B. in 7.5 M
GdmCl 5.8 min (WT) bzw. 0.8 min (AN). Dies wurde auch beim P22TSPAN beobachtet,
wo die Denaturierung zehnfach beschleunigt ist (Miller, 1995). Bei St6TSPAN dagegen tritt
dieser Effekt nicht auf (Freiberg, 2000). Die N-terminale Domé&ne von Sf6TSP besitzt ver-
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mutlich weniger stabilisierende Wechselwirkungen mit dem tibrigen Protein als die N-
terminalen Domdnen von HK620TSP und P22TSP. Sie ist auch nicht SDS- und proteasere-
sistent (Freiberg et al., 2003) (siehe Abschnitt 4.2.1.1.). Insgesamt zeigt das Experiment je-
doch die hohe kinetische Stabilitdt der Tailspike Proteine.

3.2.2. Differentielle Scanning Kalorimetrie

150

Abbildung 25.
: Differentielle  Scanning
100 - Kalorimetrie von
A HK620TSP ()  und
HK620TSPAN  (...) in
10 mM Natriumphosphat
pH 7 bei einer Aufheizra-
te von 1 K/min. Aus den
Heizkurven wurde T,
wegen der starken Ag-
gregation lediglich abge-
schatzt zu 102.7 °C
(HK620TSP) bzw. zu
-100 - - . : ; 104.4 °C
0 20 40 60 80 100 120 (HK620TSPAN).

T/°C

Jedsse.

)]
o
L

Cp / kcal mol1°c™1

Der Schmelzpunkt von HK620TSP wurde mittels differentieller Scanning Kalori-
metrie (DSC) untersucht (Abbildung 25). Die Denaturierung geht jedoch mit starker Ag-
gregation einher, und der Aufheizprozess ist komplett irreversibel. Ein zweites Aufheizen
zeigt kein AC, mehr (Daten nicht gezeigt). Aus den Heizkurven wurde deshalb lediglich
Tm abgeschatzt. HK620TSP und HK620TSPAN denaturieren bei einem Tn von 102.7 °C
bzw. 104.4 °C. Die Aufheizexperimente wurden fiir jedes Protein nur einmal durchge-
fuhrt. Unterschiede im Tr, von Vollldngenprotein und verkiirzter Form sind deshalb nicht
interpretierbar. Wegen der starken Aggregation des Proteins wurde in dieser Arbeit auf
einen weiteren Einsatz der DSC als Methode zur Charakterisierung der Thermostabilitat
von HK620TSP verzichtet.

3.2.3. Analyse von Thermostabilitit und Proteaseresistenz mittels SDS-PAGE

Eine andere Moglichkeit, die thermische Denaturierung des Proteins zu verfolgen,
ist die SDS-Gelelektrophorese. Die trimeren, SDS-resistenten Molekiile zeigen ein von
monomeren, denaturierten Ketten unterscheidbares Laufverhalten (siehe Abschnitt
3.1.3.3.). Erhitzt man eine Probe von HK620TSP fiir unterschiedliche Zeiten in Nativpuffer
auf 90 °C, so ist das Protein erst nach mehr als vier Stunden vollstindig denaturiert (Ab-
bildung 26A, Endpunkt der Denaturierung nicht gezeigt). Beim Denaturieren tritt ein
SDS-resistentes, trimeres Intermediat auf, das im Gel langsamer migriert als das native
Protein. Im Hinblick auf weitere Versuche zur Proteaseresistenz von nativem Protein und
thermischem Entfaltungsintermediat wurden dem thermischen Denaturierungsansatz

zundchst keine Detergenzien zugesetzt. Auf diese Weise konnte analog zu den Kalori-
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metrieexperimenten die Aggregation der denaturierten Ketten beobachtet werden, mess-
bar als Abnahme der Bandenintensitdt im Coomassie-gefdrbten Gel (Abbildung 26B). Die
wéhrend des thermischen Denaturierens entstehenden Aggregate sind unloslich und ad-
herieren an das Reaktionsgefdfs. Die Proteinkonzentration im Ansatz nimmt so mit der
Zeit ab, und auf Aliquots auf dem SDS-Gel sind nur trimere, 16sliche Spezies detektierbar
(Abbildung 26A), jedoch keine Monomerbande, die von vollstandig denaturiertem Prote-
in herriihrt. Dabei dndert sich {iber einen Zeitraum von 2 h bei 90 °C das Verhiltnis der
Konzentrationen von nativer Spezies und Intermediat nicht, was darauf hindeuten

konnte, dass sie sich im Gleichgewicht befinden.

A HMW u g 10 30 60 90 120 150 180 210 240
B / min
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T— — —— a— ——  —
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Abbildung 26.

Denaturierung von HK620TSP (1 mg/ml in 50 mM NaMOPS, pH 7) bei 90 °C ohne Detergenzien.
A. Zeitlicher Verlauf in der SDS-PAGE. (HMW) Markerbanden in kD, (u) ungekochte Kontrolle,
(g) gekochte Kontrolle.

B. Densitometrische Auswertung des Coomassie-gefarbten Gels aus A, Proteinmengen nativ (O)
und Intermediat (®) als absolute Peakflachen.

C. Prozentuales Verhaltnis von nativem Protein und Intermediat.

HK620TSP ist ein proteaseresistentes Protein. Bei Inkubation {iber Nacht bei RT
mit Trypsin bleibt das Protein im SDS-Gel nativ (Abbildung 27A). Auch gegen kurzzeitige
Inkubationen zwischen 55°C und 75°C und anschlieffende Trypsinbehandlung ist
HK620TSP resistent (Abbildung 27A). Dies gilt auch, wenn Chymotrypsin verwendet
wird (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde zunéchst bei 90 °C das thermische Denaturie-
rungsintermediat (siehe Abbildung 26A) 60 min lang populiert und anschliefSend fiir un-
terschiedliche Zeiten mit Trypsin bei RT verdaut. Dabei entsteht ein trimeres, gegentiber
dem nativen Protein verkiirztes Produkt (Abbildung 27B).

52



Ergebnisse HK620TSP

Die Fragmente aus der limitierten Proteolyse wurden durch tryptischen In-Gel-
Verdau und MALDI-MS peptide mapping charakterisiert. Fiir das trimere, proteolytische
Fragment von HK620TSP wurden keine N-terminalen Peptide aus dem Sequenzabschnitt
1-108 gefunden (Tabelle 11). Dagegen konnten im peptide map des nicht prozessierten Pro-
teins alle Fragmente des Sequenzabschnitts 22-108 identifiziert werden. Das N-terminale
Peptid 1-21 wird nicht gefunden. Ab Tyr1® sind die Peptidfragmentmuster fiir prozessier-
tes und nicht prozessiertes Protein identisch (Daten nicht gezeigt). Somit ldsst sich in
HK620TSP wie im P22TSP die Kopfbindedoméne nach Lys!% tryptisch abspalten, sie ist
im thermisch populierbaren Intermediat entfaltet. Dies bewirkt auch das verlangsamte
Laufverhalten des Intermediats in der SDS-PAGE.

1 2 3 456 7 8 91011121314 15

Abbildung 27.

SDS-PAGE (10 % Lammli, Coomassie-
gefarbt) von HK620TSP (1 mg/ml) in

A [ —— 50 mM NaMOPS, pH 7.2.

- A. UN Behandlung mit Trypsin, Inkubation
der Proben (1)bei RT, (2)60 min bei
1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 55 °C, (3) 45 min bei 60 °C, (4) 30 min bei
' 2 65 °C, (5) 15 min bei 70 °C (6) 5 min bei

—

e 75 °C. (7) unverdaute Kontrolle. (8-14) wie
(1-7), 10min auf 100°C erhitzt.

= o o
R L L (15) Marker, wie in Abbildung 26A.

' : B B. Populieren des Intermediats bei 90 °C
far 60 min mit anschlieBendem Trypsin-
verdau. (1) Marker, (2) nicht erhitzte Kon-

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 trolle, (3) erhitzte Kontrolle (4) 0 min,
F = c (5) 1 min, (6) 5 min, (7) 10 min, (8) 30 min,
: (9) 60 min,  (10) 120 min, (11) 240 min,
E = (12) ON.
C. Wie B, Proben (4-12) 10 min auf 100 °C
- ‘-8'...... erhitzt.

Interessanterweise beobachtet man mit zunehmenden Zeiten des Trypsinverdaus
der bei 90 °C inkubierten Probe eine Zunahme von l6slichem Protein (Abbildung 27B,C,
Spuren 5-12). Dies konnte darauf hindeuten, dass Spezies mit nicht nativ gefaltetem N-
Terminus nur wenig 16slich sind, durch Abspaltung der ersten 108 Aminoséduren aber
wieder in Losung gebracht werden konnen. Dies wiirde auch die starke Abnahme der
absoluten Proteinkonzentration innerhalb der ersten 30 Minuten des Erhitzens auf 90 °C
erkldaren (Abbildung 26B). Ob in der Losung ein konzentrationsabhdngiges Gleichgewicht
von nativer Spezies und Intermediat vorliegt oder ob lediglich limitierend wirkt, dass
teilweise entfaltete Spezies an die Wand des Reaktionsgefifies binden, ist unklar. Im Ver-
gleich zum P22TSP und Sf6TSP weist HK620TSP somit eine noch hohere Thermostabilitat
auf. In der limitierten Proteolyse findet man fiir HK620TSP und P22TSP die gleiche Do-
manengrenze der N-terminalen Kopfbindedoméne. Dies rechtfertigt die Klonierungsstra-
tegie fiir ein N-terminal verkiirztes Fragment HK620TSPAN ab Asp!? in Analogie zum

P22TSPAN, das ebenfalls mit Aspl0 beginnt (Steinbacher et al., 1994). Entsprechend zeig-
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Tabelle 11. MALDI-MS peptide mapping von nativem und mit Trypsin prozessiertem
HK620TSP. Nur die N-terminalen Peptide des Sequenzabschnitts 1-115 sind gezeigt.

Peptid® [M+H"]eac” / Da [M+H"]e,,. HK620TSP [M+H"Jexp. HK620TSP verdaut /
unverdaut / Da Da

22 -30 921.5 921.5 -

31-46 1844.0 1844.0 -

36 -46 1269.6 1269.7 -

47 -81 3782.9 3784.2 -

82 -108 3080.5 3082.8 -

82 -115 4001.9 4004.1 -
109 -115 940.42 940.4 940.4

@ Aminosauresequenz aus HK620TSP, das N-terminale Peptid 1-21 ist nicht detektierbar.
b Monoisotopische Masse.

ten Kontrollexperimente mit dem gentechnisch verkiirzten HK620TSPAN keine Spaltung
in der limitierten Proteolyse mit Trypsin (Daten nicht gezeigt). Das proteaseresistente
Fragment P22TSPAN wurde erfolgreich in Kristallisationsexperimenten eingesetzt.
HK620TSPAN kristallisiert dagegen nur langsam und nicht reproduzierbar (siehe Ab-
schnitt 3.3.1.). Experimente mit Proteasen anderer Spezifitét als Trypsin miissten durchge-
tithrt werden um zu priifen, ob noch andere Fragmente herzustellen sind, die sich besser
kristallisieren lassen. Ferner besteht die Moglichkeit, dass in HK620TSP weitere thermi-
sche Entfaltungsintermediate mit variierendem Laufverhalten in der SDS-PAGE erzeugt
werden konnen, wenn man fiir kurze Zeit (5-10 min) auf hohere Temperaturen (100 °C)
erhitzt. Dies wurde mehrfach fiir unvollstindig erhitzte Kontrollen beobachtet, die eine
weitere Bande bei 205 kD aufweisen (Abbildung 26 und 27). Die gleichen langsam migrie-
renden Intermediate sind auch als Hybride unterschiedlich verkiirzter trimerer Spezies im
Trypsinverdau sichtbar (Abbildung 27B). Nach dem Verdau entstehen jedoch keine hete-
rogenen Produktgemische. Dies deutet auf dhnliche Proteaseresistenz der unterschiedli-
chen Intermediate gegentiber Trypsin hin. Andere Proteasen miissten noch untersucht
werden. Allgemein stellen die Thermostabilitit und Proteaseresistenz von HK620TSP
zwar keinen Beweis fiir das Vorhandensein einer parallelen B-Helix dar, sind im Ver-
gleich zum P22TSP und Sf6TSP aber auch kein Widerspruch dazu.
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3.2.4. Kinetiken der thermischen Denaturierung in Gegenwart von SDS

Kinetiken der thermischen

Denaturierung von Tailspike Pro- E g St T T !I'R
teinen in Gegenwart von SDS stel- § _____ ——— M
len eine gute Moglichkeit dar, oh- ?E

ne storende Aggregationseffekte 0123 5102030456075 90;‘;?{\
quantifizierbare Daten zur Stabili- 2 o TR
tiat zu erhalten. Die Proben werden E b s bt b $=2 i =2 = S 222 2T |
in der SDS-PAGE analysiert, in der % v - -\
trimere SDS-resistente Entfaltung- §

sintermediate mit quasinativem i : e TR
Laufverhalten von denaturiertem E hQ”ﬂ - ———v—-—— |
Protein  unterschieden werden § : ————— ||
konnen  (Abbildung28).  Fiir 0 1 2 3 5 10 30 45 60 90 120

P22TSP wurde die Methode zum  ppbildung 28. / min

Stabilititsvergleich von Punkt- Thermische Denaturierung von Tailspikeproteinen bei

72 °C in Gegenwart von 2 % SDS. SDS-PAGE, Coo-
mutanten optimiert (Miller et al.,  massie-gefarbt. Je Spur wurden 0.5 ng Protein aufge-
tragen. Die Bandenpositionen von Trimer (TR), Interme-

1998b). Unter gleichen experimen- diat (1) und Monomer (M) sind markiert.

tellen Bedingungen ldsst sich auch

HK620TSP unter Auftreten des in Abschnitt 3.2.3. beschriebenen Intermediats entfalten
(Abbildung 28). Bei 72 °C in Gegenwart von 2 % SDS ist die Entfaltung nach 6 Stunden
vollstandig (Daten nicht gezeigt). Dabei wird zunéchst der N-Terminus entfaltet und das
Intermediat populiert, das dann zum Monomer denaturiert. Die Denaturierung kann als

Modell konsekutiver Reaktionen 1. Ordnung beschrieben werden:

k1 k2
1) Trimer = Intermediat > Monomer

Der zweite Schritt kann dabei als Maf fiir die Stabilitdt der nicht mit den anderen Tailspi-
ke Proteinen sequenzhomologen Doménen von HK620TSP verwendet werden. Eine ge-
nauere Beschreibung der Daten fiir die Abnahme nativer trimerer Spezies erhielt man
unter der Annahme, dass natives Trimer und Intermediat im Gleichgewicht vorliegen
(Abbildung 29A). Deshalb wurde ein abgewandeltes Modell fiir konsekutive Reaktionen

1. Ordnung mit einem reversiblen Schritt verwendet:

krue kden
(2) Trimer S Intermediat & Monomer
khin

Bei 72 °C liegt das Gleichgewicht jedoch weit auf der Seite des Intermediats (Tabelle 12).

Ein Modell rein konsekutiver Reaktionen stellt den Grenzfall eines vollstindig zum In-
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Tabelle 12. Geschwindigkeitskonstanten der thermischen Denaturierung in Gegenwart von
2% SDS.
k1 / khina krueb k2 / kdenC
/10° min /10° min /10° min

Modell Trimer - Intermediat = Monomer (konsekutiv)

HK620TSP 215.89 - 15.71
HK620TSPAN 21.81 - 34.26

Modell Trimer 5 Intermediat = Monomer (konsekutiv mit Gleichgewicht)

HK620TSP 221.22 6.78 15.80
HK620TSPAN 22.37 1.26 34.14

Intermediat = Monomer (monoexponentieller Fit der Monomerzunahme)

HK620TSP - - 15.20

HK620TSPAN - - 10.00

% kq: Trimer = Intermediat (konsekutiv), kyi,: Trimer = Intermediat (Hinreaktion bei Gleichge-
wicht).

® Ko Intermediat = Trimer (Ruckreaktion bei Gleichgewicht).
¢ Denaturierungsschritt Intermediat = Monomer im rein konsekutiven (kz) und im Gleichge-
wichtsmodell (Kgen).

termediat verschobenen Gleichgewichts dar. Unter den gewdhlten Bedingungen nahert
man sich bei HK620TSP bereits diesem Grenzfall. Entsprechend ergab sich fiir den Dena-
turierungsschritt zum Monomer in beiden Modellen kein Unterschied in der Entfaltungs-
rate, sie betrug ca. 0.016 pro Minute bei 72 °C (Tabelle 12). Ein Gleichgewicht zwischen
nativer Spezies und Intermediat konnte auch die fuir die anderen Tailspike Proteine disku-
tierte lag Phase erkldren. Sie wurde fiir P22TSP bei 72 °C als Aufheizphase wéhrend der
ersten ca. 120 s beschrieben. Hier liegt noch kein Monomer vor, sondern es bildet sich eine
in der SDS-PAGE nicht von nativem Trimer N unterscheidbare Spezies N*. In HK620TSP

% Peakflache

120 Abbildung 29.
100 | A Thermische Denaturierung von HK620TSP
bei 72 °C und 2 % SDS. Densitometrische
80 ¥ Auswertung der SDS-PAGE nach Coo-
v i massie-Farbung (siehe Abbildung 28).
60 - ) v A. Prozentuale Anteile an Trimer (O), Mo-
[ d nomer (V) und Intermediat (®). Fehlerbal-
40 | . g ken fur Standardabweichungen der Mittel-
el werte aus vier unabhangigen Experimen-
20 1 e ten. Die durchgezogenen Linien stellen
01 . . den Fit der Daten nach dem Modell Trimer
S Intermediat > Monomer (konsekutive
20 , , : : : ‘ ‘ Reaktionen 1. Ordnung mit einem rever-

0 20 40 60 80 100 120 140 siblen Schritt) dar.

Zeit / min B. Residuen bezogen auf das Trimer (®).
8 . Zum Vergleich sind die Residuen eines
4 o5 4 B Fits der gleichen Daten nach dem Modell
0 1 .!;Q e e Ggog o Trimer = Intermediat = Monomer (konse-
-4 kutive Reaktionen 1. Ordnung) einge-

zeichnet (OJ).
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dauert diese lag Phase mehr als 300 s. In dieser Zeit stellt sich ein Gleichgewicht zwischen
nativem Protein und Intermediat ein, und es entstehen nur densitometrisch nicht messba-
re Konzentrationen an Monomer. Beim P22TSP ist diese Gleichgewichtseinstellung dage-
gen vermutlich zu schnell und wird experimentell wegen der sehr kleinen Konzentrati-
onsunterschiede am Anfang der Reaktion nicht erfasst; wahrscheinlich spielen dabei auch
die unterschiedlichen Farbeintensitdten von Trimer, Intermediat und Monomer eine Rolle.
Zu den Beobachtungen passt, dass Sf6TSP keine lag Phase zeigt, da der N-Terminus be-
reits bei Raumtemperatur entfaltet und kein Intermediat vorliegt.

Auch bei HK620TSPAN tritt bei der thermischen Denaturierung ein in der SDS-
PAGE trimeres Intermediat auf, das nur wenig unterhalb der nativen Bande lduft (Abbil-
dung 28). Es reagiert bei 72 °C ca. finfmal langsamer zur nativen Spezies zurtick, denatu-
riert aber doppelt so schnell wie das Entfaltungsintermediat des Volllangenproteins (Ta-
belle 12). Bei hoheren Temperaturen, wie sie zur Populierung von proteaselabilen Spezies
in der limitierten Proteolyse verwendet wurden (siehe Abschnitt 3.2.3.) tritt dieses Inter-
mediat jedoch nicht mehr auf, vielleicht weil es in Abwesenheit von SDS nicht 16slich ist.
Dieses Entfaltungsintermediat konnte durch weitere Experimente bei 72 °C mit limitierter
Proteolyse eventuell ndher charakterisiert werden. Da die Entfaltungsintermediate von
HK620TSP und HK620TSPAN unterschiedliche Stabilitit aufweisen, wurde zum Stabili-
tatsvergleich der zwei Proteine nur die Geschwindigkeit der Monomerenbildung heran-
gezogen (Tabelle 13). HK620TSPAN ist etwa 30 % stabiler als das Volllangenprotein mit
entfaltetem N-Terminus, vermutlich aber nur, weil es unter den gewéhlten Reaktionsbe-

dingungen (72 °C, 2 % SDS) ein weiteres, stabileres Entfaltungsintermediat populiert.

Vergleicht man die Stabilitdten der drei Tailspike Proteine in der thermischen De-
naturierung, so entfalten die N-Termini wesentlich schneller als die C-Termini. Bei Sf6TSP
liegt der N-Terminus bereits bei Raumtemperatur in Gegenwart von SDS entfaltet vor. Im
vorliegenden Experiment tritt deshalb kein Entfaltungsintermediat auf (Freiberg et al.,
2003). P22TSP entfaltet wie HK620TSP in diesem Experiment sequentiell zuerst die Kopf-
bindedoméne und dann den C-Terminus. Es entsteht ebenfalls ein SDS-resistentes trime-
res Intermediat, das weiter zum Monomer denaturiert (Chen & King, 1991; Danner et al.,
1993). Bei P22TSP und HK620TSP verlduft die Entfaltung der N-Termini &hnlich schnell

Tabelle 13. Halbwertszeiten der Entfaltung von (Tabelle 12). HK620TSP verhalt sich

Tailspike Proteinen in Gegenwart von 2% SDS bei somit wie P22TSP, allerdings ist seine

72°C. C-terminale Doméane mehr als dreimal

N-Terminus  C-Terminus  AAG™?

. . 4 stabiler.
/ min / min / kJ mol
Es handelt sich demnach bei
SfETSP - 21° 1.48 i .
P22TSP 9g° 12.7° 0 HK620TSP um das in diesem Experi
HK620TSP 3.2 44 1 3.56 ment stabilste Protein, wenn man als

Z bezogen auf P22TSP, AAG#= -RT In(Kprotein/Kp227sp)- Maf3 die Lage der Ubergangszusténde
, (Freiberg, 2000) " der Entfaltung annimmt (Tabelle 13).
Alexander Freiberg, pers. Mitteilung.
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Fiir P22TSP wurde jedoch gezeigt, dass die Stabilitdt von Entfaltungsintermediaten bereits
durch Punktmutationen beeinflussbar ist (Miller et al., 1998b). Allein aus dhnlichen Stabili-
taten der C-terminalen Doménen der Tailspike Proteine kann darum nicht auf das Vor-
handensein von bestimmten Doméanenstrukturen in HK620TSP, wie z.B. einer parallelen

B-Helix, zweifelsfrei geschlossen werden.

3.3. Kristallisation und Réntgenbeugungsexperimente

Kristallisationsversuche wurden mit der verkiirzten Variante HK620TSPAN un-
ternommen. Versuche mit Sf6TSP und P22TSP haben gezeigt, dass sie als Volllingenpro-
teine nicht kristallisiert werden konnten (Freiberg et al., 2003) oder keine das Rontgen-
strahlung beugenden Kristalle ergeben (Miller et al., 1998b). Dagegen erhielt man mit
P22TSPAN und Sf6TSPAN geeignete Kristalle fiir die Rontgenstrukturanalyse der Protei-
ne. Datenaufnahme und Phasierungsversuche fiir Kristalle von HK620TSPAN wurden in
Kooperation mit Dr. Jiirgen Miiller in der Abteilung fiir Kristallographie am Max-

Delbriick-Zentrum Berlin-Buch durchgefiihrt.

3.3.1. Kristallisation, Datenaufnahme und Phasierungsversuche mit HK620TSPAN

Kristallisationsbedingungen fiir das N-terminal verkiirzte Protein wurden zu-
ndchst mit einem Hampton Screen (siehe Material und Methoden) und der Methode des
hingenden Tropfens gesucht. Dabei erhielt man beim ersten Versuch nach ca. 2 Wochen
in einer ungepufferten wassrigen Losung von 30 % PEG 1500 hexagonal zylindrische Kris-

talle der Raumgruppe P321 von etwa 50 um Kantenldnge (Abbildung 30A). Einer dieser

> . Abbildung 30.

4 Kristalle von HK620TSPAN, Raumgruppe P321. (A)
o / Initiale Kristallisationsbedingung: 30 % PEG 1500,
pH3 aus kommerziellem Kit, Wachstumsdauer
2 Wochen, Kantenlange ca. 50 um, nicht reproduzier-
bar. (B) 10 % PEG 1500, pH 3, Kantenlange ca.
375 um, Wachstumsdauer ca. 4 Monate, nicht repro-

duzierbar.

Kristalle beugte Synchrotronstrahlung bis 1.95 A Auflésung, jedoch war die Mosaizitit
mit 0.75 ° doppelt so hoch wie gewothnlich. Um grofiere Kristalle zu erhalten, wurde im
Folgenden die PEG-Konzentration zwischen 10 % und 30 % variiert. Allerdings waren
nach 2 Wochen lediglich Kristalle in den Ansdtzen gewachsen, die die original von der
Firma Hampton gelieferte PEG-Losung enthielten. Diese Kristalle waren mit 25 ym Kan-
tenldnge zu klein fiir ein Rontgenbeugungsexperiment. In den {ibrigen Ansdtzen erhielt
man erst nach ca. 4 Monaten grofie Kristalle mit Kantenldngen von bis zu 375 um (Abbil-
dung 30B). Mit diesen Kristallen wurde im Folgenden ein nativer Datensatz bis 1.38 A
Auflosung aufgenommen (Tabelle 14), ferner wurden sie fiir die Herstellung von Schwer-

atomderivaten mittels Diffusion (soaking) benutzt. Die Kristallisationsbedingungen waren
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nicht reproduzierbar. Es lassen sich jedoch allgemeine Beobachtungen zur Kristallisation
von HK620TSP machen:

e Das Protein kristallisiert aus ungepufferten Losungen mit niedriger lo-
nenstdrke in einem pH-Bereich von 3.8-4.2. Der pH-Wert der
PEG-Losungen wird mit Salzsdure eingestellt. Die Temperatur betrdgt
20 °C. Der Zusatz an Puffersalzen in Konzentrationen von bis zu 100 mM

tithrt zu amorphen Prazipitaten.

e Die Proteinkonzentration sollte 2-4 mg/ml im hdngenden Tropfen betra-
gen, die Tropfengrofle ist bei einem Volumen von 6 pl optimal. Bei hoheren

Proteinkonzentrationen bilden sich Prézipitate.

e Unter den hier verwendeten Bedingungen ist offenbar die Anzahl der Kris-
tallisationskeime niedrig. Kristalle wachsen aber auch aus mikrokristalli-
nen Prézipitaten. Verunreinigungen im Tropfen, z.B. Fusseln, dienen eben-
falls als Kristallisationskeim. Seeding-Versuche (Mikro- und Makrosee-

ding) blieben ohne Erfolg.

Eine Phasierung der Daten mittels molekularem Ersatz war nicht moglich
(J.Mtiller, personliche Mitteilung). Dies ist aufgrund der geringen Sequenziibereinstim-
mung von HK620TSP mit P22TSP und Sf6TSP nicht verwunderlich und machte es erfor-

derlich, experimentelle Phasen zu bestimmen.

3.3.2. Phasierungsversuche mit HK620TSPANMet(Se) und Schwermetallderivaten

3.3.2.1. Herstellung und Kristallisation von HK620TSPANMet(Se)

Zum Ermitteln der Phase in einem Rontgenbeugungsexperiment kann man die
Tatsache ausnutzen, dass Schweratome bei Benutzung von Rontgenstrahlung einer Wel-
lenldnge nahe der Absorptionskante dieses Schweratoms eine Phasenverzogerung bewir-
ken (Miller & Heinemann, 2005). Im Kristall erhdlt man so anomale Streuer, und man
bezeichnet diesen Effekt als anomale Dispersion. Als Schweratom kann z.B. Selen tiber die
nichtnattirliche Aminosdure Selenomethionin inkorporiert werden. Im Rontgenabsorpti-
onsspektrum liegt die K-Kante der Selenabsorption bei 12.6578 keV (Bearden & Burr,
1967) (http://www.bmsc.washington.edu/scatter/data/Se.html). Die korrespondieren-
den Messwellenlinge von 0.9795 A ist in Rontgenbeugungsexperimenten mit Syn-
chrotronstrahlung routinemafig zugénglich. Von HK620TSPAN wurde deshalb eine Sele-
nomethioninmutante, im folgenden als HK620TSPANMet(Se) bezeichnet, hergestellt. Die
Methode ist in der Literatur beschrieben (Budisa et al., 1995). Sie beruht auf der Expressi-
on des gewtinschten Gens in methioninauxotrophen E. coli Zellen im Minimalmedium
unter Zusatz von Selenomethionin. Die Reinigung des resultierenden Proteins erfolgt wie
beim Wildtyp. Dabei arbeitet man wegen der hohen Oxidationsempfindlichkeit in Ge-

genwart von Reduktionsmitteln in allen Puffern. Auf diese Weise kénnen entsprechend
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Tabelle 14. Nativer Datensatz von HK620TSPAN, ID14-EH2/ESRF (Grenoble)

Wellenlange / A 0.933
Raumgruppe P321
Auflésung / A 1.38
Gemessene Reflexe 522 007
Unabhéngige Reflexe 115 675
<l/c(1)>* 12.7 (5.1)
Redundanz ® 4.6 (4.0)
Vollstandigkeit / % @ 97.5 (90.2)
Mosaizitat / °® 0.36
Zellkonstanten a, ¢/ A 74.22/175.16
Reym/ % ° 6.4 (26.3)
Matthews Koeffizient / Da A 2.16
Molekule in der asymmetrischen Einheit 1
Volumen d. Einheitszelle / A® 839000
Lésungsmittelgehalt / % 42.7
Anzahl Aminosauren 601
Molekulargewicht / Da 64796

2 Wert fiir die letzte Aufldsungsschale (1.38-1.46 A) in Klammern, ° Reym= Z[I-<I>| / Z I.

11 Methioninresten im Protein 11 Selenatome eingefiihrt werden. Unter den Kris-
tallisationsbedingungen, die fiir das nicht mutierte Protein zu gelegentlichem Erfolg fiihr-
ten, konnten fiir HK620TSPANMet(Se) jedoch keine Kristalle erhalten werden. Auffillig
war, dass sich bei der Mutante bei 20 °C schon innerhalb weniger Tage Prazipitate bilde-
ten, die im Gegensatz zu den beim Wildtyp beobachteten Prazipitaten amorph waren. Bei
4°,10° und 15 °C prézipitierte das Protein dagegen nur gelegentlich. Bei 4 °C wurden
pléattchenformige, sechseckige Kristalle erhalten, die jedoch mit weniger als 50 pum Kan-
tenldnge zu klein fiir ein Beugungsexperiment waren. Diese Experimente deuten darauf
hin, dass die grofle Zahl von 11 Selenomethioninresten insgesamt stark destabilisierend

auf das Protein wirken konnte.

3.3.2.2. Herstellung von Schwermetallderivaten von HK620TSPAN, Datenaufnahme, Pha-
sierungsversuche

Binden Proteine im Kristall an definierten Bindestellen Schwermetallionen oder
-verbindungen so konnen diese Schweratome mit der Patterson-Methode in der Elektro-
nendichte lokalisiert werden und zur Phasierung dienen (Glusker ef al., 1994). Schwerme-
tallderivate erhdlt man durch Eindiffundieren der Verbindungen in die intakten Kristalle
(,s0aking”) oder durch Kokristallisation. Bei HK620TSPAN waren die Kristallisationsbe-
dingungen fiir das native Protein nicht reproduzierbar. Meistens kristallisierte das Protein
erst nach mehreren Monaten und nur aus Losungen geringer Ionenstiarke. Deshalb wur-
den keine Kokristallisationsversuche von Protein in Gegenwart von Metallsalzen unter-
nommen, sondern nur soaking Experimente durchgefiihrt.

Dafiir mussten die Kristalle, die meistens bei PEG 1500-Konzentrationen von
10-15 % gewachsen waren, zunédchst sukzessive und tiber mehrere Tage langsam in hohe-

re PEG-Konzentrationen umgesetzt werden, um Kryobedingungen fiir das Rontgenbeu-
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gungsexperiment herzustellen. Beim letzten Umsetzen wurden dann Metallsalzlosungen
zugesetzt und die Kristalle anschliefiend in fliissigem Stickstoff eingefroren. sonking Expe-
rimente mit verschiedenen Metallsalzen wurden durchgefiihrt, bis alle vorhandenen Kris-
talle von HK620TSPAN verbraucht waren (siehe Material und Methoden). Von drei Kris-
tallen konnten Datensitze gesammelt werden (Daten nicht gezeigt). Bei zwei mit Queck-
silberacetat gesoakten Proben konnten Pattersonkarten mit Koordinaten fiir zwei Queck-
silberionen erhalten werden. Diese Information reichte jedoch zur Phasenbestimmung
nicht aus (J.Miiller, personliche Mitteilung). Ein mit Samariumacetat gesoakter Kristall
sollte aufierdem fiir ein SAD-Experiment (single anomalous dispersion) im Rontgenlabor
verwendet werden. Cu-Kao-1-Rontgenstrahlung von einer Rotationssdrehanode erzeugt
ein ausreichend anomales Signal, falls Samarium gebunden wird. Allerdings gilt fiir ano-
male Streuer das Friedel’sche Gesetz nicht und es miissen mehr Intensitdtsdaten gesam-
melt werden (Glusker et al., 1994). Wahrend der daraus resultierenden langen Messzeit

(mehrere Tage) am Diffraktometer mit Drehanode wurde der Kristall jedoch zerstort.

3.4. Biologische Aktivitat von HK620TSP

Die nattirliche Funktion der Tailspike Proteine der Phagen P22 und Sf6 aus der
Klasse der Podoviridae ist die Erkennung der Wirtszelle {iber das O-Antigen des dufieren
Lipopolysaccharids. Der Phage HK620 wurde vergesellschaftet mit seinem Wirt E. coli H
TD2158 isoliert (Dhillon et al., 1998). Der Rezeptor des Phagen auf der Zelloberfldche ist

bislang nicht charakterisiert worden. In Analogie zu den Phagen P22 und Sf6 wurde in
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Abbildung 31.

Hydrolyse von E.Coli H LPS (30 mg/ml) durch HK620TSP (50 ug/ml), 50 mM Tris, pH 7, 1 mM
NaEDTA bei 37°C. (A) SDS-PAGE (15% Lammli, silbergefarbt) von 10 ng LPS vor (Spur 1) und
nach (Spur 2) Verdau mit HK620TSP (2 h). (B) Zeitlicher Verlauf der Entstehung reduzierender
Enden im Dinitrosalicylsauretest mit 50 ug/ml HK620TSP(®), 50 ug/ml BSA (1) und ohne Protein
().
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dieser Arbeit die in vitro Interaktion des rekombinant hergestellten HK620TSP mit dem
Lipopolysaccharid von E. coli H TD2158 untersucht. Dabei wurde auch die Struktur des

O-Antigens von E. coli H charakterisiert.

3.4.1.1. Reaktion von HK620TSP mit Lipopolysaccharid von E. coli H.

Um zu priifen, ob HK620TSP spezifisch mit dem Lipopolysaccharid (LPS) von
E. coli H reagiert, wurde das LPS mit heifSer Phenolextraktion aus E. coli H TD2158 isoliert
und mit Ethanolfédllung gereinigt. Im silbergefarbten SDS-Gel zeigt das LPS von E. coli H
TD2158 mittlere Kettenlingen von 13 O-Antigen repeats (Abbildung 31A). Beim Verdau
mit HK620TSP werden im Reaktionsansatz reduzierende Enden erzeugt (Abbildung 31B)
und die Konzentration an kurzen Ketten nimmt zu (Abbildung 31A). Dies bedeutet, dass
HK620TSP spezifisch das O-Antigen der Wirtszelle E. coli H spaltet. Dieses Ergebnis steht
in Ubereinstimmung mit dem Befund, dass der Phage HK620 nur mit Kolonien in S-Form
(smooth colonies) reagiert (Dhillon et al., 1998), d.h., die lange Ketten mit repetitiven O-
Antigeneinheiten ausbilden. Eine Interaktion mit der core-Struktur des LPS, wie sie z.B.
fur die Phagen ¢$X174, T4 oder T7 beschrieben wurde, scheint damit ausgeschlossen
(Lindberg, 1977).

3.4.1.2. Charakterisierung der O-Antigenstruktur und der O-Antigenschnittstelle von
HK620TSP

Aus der immunologischen Typisierung des O-Antigens des E. coli H Stamms
TD2158 erhielt man fiir den Serotyp O18 (A.]. Clark, pers. Mitteilung). Bei der Analyse
wurde jedoch nicht zwischen den spezifischen Epitopen der vier serologischen Unter-
gruppen O18A, O18A1, O18B und O18B1 unterschieden (Pluschke et al., 1986). Die
O-spezifischen Polysaccharideinheiten des O18-Antigens bestehen aus L-Rhamnose (Rha),
N-acetyl-D-glukosamin (GlcNAc), D-Galaktose (Gal) und D-Glucose (Glc) in verschiede-
nen molaren Verhdltnissen und Verkniipfungsmustern der Monosaccharide (Jann et al.,
1992).

50

Abbildung 32.

Gelffiltration von 0.6 mg LPS nach Ver-
dau mit 50 ug/ml HK620TSP auf Su-
perdex Peptide HR. Fraktionen, die die
Peaks 1-4 enthalten, wurden mit
MALDI-MS analysiert (siehe Tabelle).
Zum Vergleich ist ein Gelfiltrationslauf
eines Gemischs von je 10 ug Dodeca-
saccharid (A) und Oktasaccharid (B)
des O-Antigens von Shigella flexneri
(siehe Abschnitt 1.4.2.) gezeigt.
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Abbildung 33.

ESI-MS-Analyse einer Oligosaccharidfraktion (Fraktion 4) nach Gelfiltration eines LPS-Verdaus
von E. coli H TD2158 mit HK620TSP (siehe auch Abbildung 32). Spray aus 5 % Ameisensaure.
A. ESI-TOF-Spektrum der intakten Probe mit protonierten Molekulionen und Molekilionen als
Natriumaddukten. Der Stern kennzeichnet am reduzierenden Ende deuterierte Molekile.
B. Kollisionsinduziertes ESI-MS-TOF-Fragmentspektrum des nicht deuterierten Mutterions
[M+Na]" bei m/z 1079.3 amu. Das Fragmentspektrum des deuterierten Mutterions [M+Na]" bei
m/z 1081.3 amu ist nicht gezeigt. Die Zuordnung aller gefundenen Fragmentionen zu Oligosac-
charidfragmenten ist in Anhang B tabelliert.

Um zu kldren, welche O-Antigenstruktur im Stamm E. coli H TD2158 vorliegt und
um eine spezifische Schnittstelle fiir HK620TSP auf dem O-Antigen zu lokalisieren, wurde
ein Verdau des LPS mit HK620TSP mittels Gelfiltration aufgetrennt und die Fraktionen
massenspektrometrisch analysiert. In der Gelfiltration lassen sich vier Fraktionen des LPS-
Verdaus separieren. Dabei ist Fraktion 4 vermutlich die kleinste repetitive Einheit, die von
HK620TSP erzeugt wird, wie ein Vergleich mit Dodekasacchariden und Oktasacchariden
als Grofienstandards zeigt. Im Folgenden wurde die Struktur des Fragments aus Frakti-
on 4 mit massenspektrometrischen und saccharidchemischen Methoden charakterisiert.
Dazu wurde es mit H'80, am reduzierenden Ende markiert und im ESI-MS-TOF fragmen-
tiert und analysiert (Abbildung 33, Tabelle im Anhang B). Aus den Massendifferenzen der
erhaltenen Fragmente zum Mutterion lassen sich die Anzahl der Monosaccharidbausteine
und die Sequenz ableiten. Die Differenz von 2 Da zwischen deuterierten und nicht deute-
rierten Molekiilen gibt Informationen dartiber, welcher Zucker sich am reduzierenden
Ende befindet. Beim untersuchten Oligosaccharid handelt es sich demnach um ein Hexa-
saccharid, das aus drei Hexosen, einer Desoxyhexose und zwei N-acetylhexosaminen be-
steht. Das N-acetylhexosamin befindet sich am reduzierenden Ende. Zusitzlich ldsst sich
im ESI-MS ein Fragmention bei m/z 911.4 nachweisen, das bereits vor dem kollisionsin-
duzierten Fragmentierungschritt auftritt. Dieses Fragment konnte im MALDI-Verfahren
nicht nachgewiesen werden. Es wurde ebenfalls als Mutterion im ESI-MS-TOF ausge-
wahlt und fragmentiert (Tabelle im Anhang B). Bei diesem Fragment ist die Desoxyhexose
abgespalten. Vermutlich entsteht es durch saure Hydrolyse wahrend des Elektrospray-
Ionisierungsprozesses in 5 % Ameisensdure. Zur Charakterisierung der Monosaccharid-
bausteine des Hexasaccharids wurde aufierdem mit der gleichen Probe eine saure Total-

hydrolyse durchgefiihrt und das Hydrolysat auf einer Dionex Sdule mit Standards vergli-
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chen. Diese Analyse ergab, dass das Hexasaccharid aus je zwei Molekiilen D-Glukose und
N-acetyl-D-glukosamin sowie einer L-Rhamnose und einer D-Galaktose aufgebaut ist. Von
den vier moglichen Strukturen des immunologischen O-Antigens O18 stimmt nur die
Struktur 1 des Untertyps O18A1 mit der Sequenz und Zusammensetzung des untersuch-

ten Hexasaccharids tiberein (Jann et al., 1992):

>2)-a-L-Rhap-(1> 6)-a-D-Glcp-(154)-a-D-Galp-(153)-a-D-GlcpNAc-(1>
1 |
o-D-GlcpNAc-(153) a-D-Glcp-(156)

Um zu tberpriifen, ob das Verkniipfungsmuster der Monosaccharidbausteine des
Polysaccharids von E. coli H TD2158 mit dem der Struktur 1 tibereinstimmt, wurde eine
Probe des LPS unter milden sauren Bedingungen delipidiert. Das erhaltene Polysaccharid
wurde derivatisiert, hydrolysiert und im GC-MS analysiert. Die in diesem Experiment
ermittelten Substitutionsmuster der Monosaccharide stimmen mit denen in Struktur 1
tiberein (Markus Pauli, pers. Mitteilung). N-acetyl-D-glucosamin wurde in der Verkniip-
fungsanalyse nicht erfasst, da keine zusétzliche Derivatisierung der wahrend des Experi-
ments im Sauren deacetylierten Aminogruppe durchgefiihrt wurde. Die korrekte Ver-
kntipfung von N-acetyl-D-glucosamin lésst sich jedoch mithilfe der Fragmentspektren des
ESI-MS-TOF-Experiments bestdtigen (siehe Anhang B). Die Daten deuten somit darauf
hin, dass E. coli H TD2158 den Serotyp O18A1 mit der O-Antigen-Struktur 1 besitzt. In
zukiinftigen Experimenten miisste dieses Ergebnis durch eine erneute Serotypisierung
mit geeigneten Antikorpern tiberpriift werden. Dabei ist es plausibel, dass im neu charak-
terisierten Stamm E. coli H TD2158 das bereits immunologisch und strukturell gut charak-
terisierte O18-Antigen gefunden wurde. Bei E. coli wurde beobachtet, dass unterschiedli-
che Stamme die gleichen O-Antigene besitzen konnen. Besonders weit verbreitet sind
insbesondere die Typen O1 und O18 (Jann et al., 1992).

Entsprechend konnten nun die aus dem Verdau des LPS mit HK620TSP mittels
Gelfitration erhaltenen Fraktionen im MALDI-MS identifiziert und bestimmten Oligosac-
chariden zugeordnet werden (Tabelle 15). Von der Gelfiltrationsmatrix eluieren der Reihe
nach Produkte mit sechzehn, zwdlf, acht oder vier Zuckereinheiten in der Hauptkette,
entsprechend Dimeren, Trimeren und Tetrameren des Hexasaccharid-repeats. Vorhandene
langerkettige Produkte eluieren mit dem Ausschlufivolumen der Gelfiltrationssdule. Da
am reduzierenden Ende des Hexasaccharids aus Fraktion4 der Gelfiltration ein
N-acetyl-D-glucosamin gefunden wurde, handelt es sich bei HK620TSP enzymatisch um
eine Endo-N-acetylglucosaminidase. Eine Exo-Aktivitit kann so gut wie ausgeschlossen
werden, da man sonst nicht wihrend des Verdaus ein Gemisch aus unterschiedlich lan-

gen Oligosacchariden erhalten wiirde.
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Tabelle 15. MALDI-TOF Analyse von Oligosaccharidfraktionen nach Verdau
von E. coliH TD2158 LPS mit HK620TSP und Auftrennung auf Superdex Peptide
HR (Abbildung 32).

Peak  Elutionsvolumen/  [M+Na] e [M+Na] b Oligosaccharid®
ml
1 14.6 4156.4 4154.0 [Hex]s*
2 15.6 3158.0 3156.5 [Hex]s
3 17.2 2077.2 2077.0 [Hex],*
4 19.8 1079.7 1079.5 [Hex;

°m/z in kD, °[Hex] hat die Struktur 1, * einfach deacetyliert.

Beim P22TSP und Sf6TSP handelt es sich im Gegensatz zu HK620TSP um En-
dorhamnosidasen. Bei P22TSP und Sf6TSP entstehen als kleinste Abbauprodukte ihrer O-
Antigensubstrate Vielfache von Tetrasaccharid-repeats (Baxa et al., 1996; Freiberg et al.,
2003). Ahnliche Kettenlingen der Hydrolyseprodukte bei allen drei Tailspike Proteinen
konnten fur HK620TSP auf eine dhnliche Struktur der Bindestelle und des aktiven Zent-
rums hindeuten. Die fur langkettige Polysaccharidsubstrate benotigte elongierte Binde-
stelle konnte somit ebenfalls auf einer rechtsgiangigen parallelen B-Helixdoméne lokali-
siert sein. Beim P22TSP werden grofse Wechselwirkungsbereiche des Oligosaccharids mit
dem Protein als wichtig fiir eine breitere Spezifitit gegentiber Seitenkettenvariationen des
O-Antigens erachtet, allerdings ist nur eine der beiden das aktive Zentrum flankierenden
Bindestellen hochaffin (Baxa, 1998). Dies wurde als Erkldrung dafiir angesehen, dass beim
P22TSP beim Verdau seines Substrates hauptsédchlich Okta- und Dodekasaccharide, je-
doch kaum Tetrasaccharide entstehen. Die gleiche Beobachtung wurde bei anderen
O-Antigen-spezifischen Phagen wie z.B. Q8 gemacht (Reske et al., 1973). Bei HK620TSP
werden jedoch wihrend des LPS-Verdaus signifikante Mengen Hexasaccharid gebildet,
was auf eine andere Anordnung der Bindestellen auf dem Protein hindeuten konnte. Fiir
zukiinftige Untersuchungen miissten deshalb zunéchst Oligosaccharidfragmente in gro-
leren Mengen isoliert werden. Mit diesen konnten in Analogie zum P22TSP und Sf6TSP
Bindungs- und Aktivitdtsstudien an HK620TSP durchgefiihrt werden.
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4. Untersuchungen am  Tailspike Protein des
Bakteriophagen Sf6

4.1. Rontgenkristallstrukturanalyse von Sf6TSPAN

In dieser Arbeit wurde die Rontgenkristallstruktur des C-terminalen Fragments
Sf6TSPAN (Asp'®-Ilet2%) aufgekldrt. In der vorangegangen Arbeit von Alexander Freiberg
ist das Protein biochemisch und spektroskopisch untersucht worden und mit dem
Tailspike Protein des Bakteriophagen P22 verglichen worden (Freiberg, 2000; Freiberg et
al., 2003). P22TSP (666 Aminosduren) und Sf6TSP (623 Aminosduren) haben 74 % Se-
quenzidentitdt in den ersten 110 Aminosduren. Diese Domdne ist fiir die Bindung des
Kapsids verantwortlich (Maurides et al., 1990). Im grofSeren, C-terminalen Teil sind jedoch
keine Sequenziibereinstimmungen mehr feststellbar (Casjens et al., 2004; Chua et al., 1999).
Fir P22TSP wurde das C-terminale Fragment P22TSPAN (Asp!0-Leus¢¢®) kristallisiert. Es
hat die Struktur einer trimeren, rechtsgingigen parallelen B-Helix (Steinbacher et al.,
1994). Auch bei Sf6TSP handelt es sich um ein trimeres, thermostabiles und proteasere-
sistentes Protein mit hohem B-Sekundirstrukturanteil (Freiberg et al., 2003). Die Rontgen-
strukturanalyse einer Selenomethioninmutante von Sf6TSPAN konnte in dieser Arbeit die
Hypothese bestétigen, dass Sf6TSP wie P22TSP trotz fehlender Sequenziibereinstimmun-
gen eine rechtsgidngige, parallele B-Helix ausbildet. Das Strukturmodell von Sf6TSPAN
wird im Folgenden beschrieben und mit dem von P22TSPAN verglichen.

4.1.1. Kristallisation und Datenaufnahme

4.1.1.1. Kristallisation von Sf6eTSPAN und Sf6TSPANMet(Se)

In der vorangegangen Arbeit hat Alexander Freiberg die Kristallisationsbedingun-
gen fiir Sf6TSP und Sf6TSPAN untersucht. Wahrend das Volllangenprotein nicht kristalli-
siert werden konnte, erhielt man aus 6 %PEG 20 000, 0.1 M MES, pH 6.2 Kristalle der ver-
kiirzten Variante Sf6TSPAN. Sie haben die Raum-
gruppe R3 (primitiv orthorhombisch) (Freiberg,
2000). Diese Kristalle treten jedoch verzwillingt auf
und sind fiir die Messungen unter Kryobedingun-
gen ungeeignet. Die Kristallisationsbedingung
wurde deshalb zundchst optimiert auf 18% PEG
8000, 0.1 M MES, pH 6. Auch hier treten Zwillinge

auf. Einkristalle wurden optisch und anhand ihres

Abbildung 34. . L . .
Kristallisation von Sf6TSPANMet(Se) Beugungsmusters selektiert. Fiir einen dieser Kris-

nach 7 Tagen in 0.1 M MES, pH6,  talle wurde mit Synchrotonstrahlung ein Datensatz
20mM  MnCl,, 18% PEG 8000, ) . "
Raumgruppe R3. Kantenldnge ca. Dis zu einer Auflésung von 1.25 A erhalten (Mes-

200 pum. sung durchgefiihrt von Dr. Jiirgen Miiller, Daten
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nicht gezeigt). Eine Bestimmung der Phase mit der Methode des molekularen Ersatzes
(Glusker et al., 1994) mit P22TSPAN als Modell war jedoch aufgrund der nicht vorhande-
nen Sequenzidentitdt mit SfE6TSPAN unmdglich. Auch die Reduktion der Aminoséurese-
quenz auf Polyalanin und die Verwendung eines auf die Minimal-B-Helix ohne loops zu-
riick geschnittenen Modells von P22TSPAN ergab keine Phaseninformation fiir S66TSPAN
(J.Miller, personliche Mitteilung). Darauthin wurde nach Standardprotokollen die Sele-
nomethioninmutante von St6TSPANMet(Se) hergestellt (Budisa et al., 1995) und unter den
gleichen Bedingungen wie das native Protein kristallisiert. Man erhdlt Kristalle der glei-
chen Raumgruppe und Dimensionen der Einheitszelle. Zugabe von 20 mM Manganchlo-
rid zum Kiristallisationspuffer verringerte das Auftreten von Zwillingskristallen (Abbil-
dung 34). Mittels optischer Auswahl und Indizierung der Beugungsmuster wurden ca.
100 Kristalle getestet, dabei fand man etwa 10 % Einkristalle.

4.1.1.2. Datenaufnahme und -prozessierung

Die Datenaufnahme an einem Einkristall von St6TSPANMet(Se) erfolgte durch Dr.
Jirgen Miiller mit Synchrotonstrahlung am ESRF (European Synchroton Radiation Facili-
ty, Grenoble, France) (siehe Material und Methoden). Bei der Messwellenldnge von
0.9795 A wird im Maximum der Absorption der Selenatome gemessen und ein anomales
Signal registriert. Es wurde ein Datensatz bis 1.98 A Auflsung gemessen (Tabelle 16). Er
konnte mit der SAD-Methode (single anomalous dispersion) phasiert werden. Dimension
und Symmetrie der Elementarzelle deuten bereits auf eine Ausrichtung der Molekiile ent-

lang der lingsten dreizihligen c-Achse (182.6 A) hin.

Tabelle 16. Datensatz fur Sf6TSPANMet(Se)

Raumgruppe R3

Auflésung / A 20-1.98
Gefundene / einmalige Reflexe 197,003 / 87,351
Vollstandigkeit / % (gesamt / duflere Schale) 98.3/87.5

<l / o(l)> (gesamt / duliere Schale) 11.1/8.0

Reym / % (gesamt / duBere Schale) 5.2/8.2
Mittlere Redundanz 2.3

B / A%, Wilson Statistik / Mittelwert 21.0/12.4
Mosaizitat / ° 0.17
Dimensionen der Einheitszellea /A, c/A 95.91/182.60
Matthewskoeffizient / Da A’ 2.9
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4.1.2. Modellierung, Verfeinerung und Validierung des Strukturmodells

Aus dem 1.98 A Datensatz fiir SF6TSPANMet(Se) wurde von Dr. Jurgen Miiller die
Phase mit der SAD Methode berechnet. Daraus konnte ein Startmodell zur Strukturver-
feinerung gebaut werden (siehe Material und Methoden), mit dem die weiteren Schritte
zu Modellbau und Verfeinerung in dieser Arbeit erfolgten. Dazu wurde das Strukturmo-
dell mit dem graphischen Modellierprogramm O (Jones et al., 1991) manuell in die Elekt-
ronendichte eingepasst. Anschliefend wurden die Strukturfaktoren mit dem Programm
REFMACS5 (Bailey, 1994) verfeinert. Diese Schritte wurden wiederholt und so das Modell
iterativ verfeinert. Die kristallographischen R-Werte dienen dabei als Qualitdtskontrolle.
Sie berechnen sich aus der Summe tiber alle Reflexe aus den Strukturfaktoren zu
Ruiss =2 | |Fo|-|Fc| | / Z|Fo]|. Fo ist dabei die gemessene Amplitude der Strukturfakto-
ren, Fc die mit dem Modell berechnete. Als Kriterium fiir die Verbesserung des Struktur-
modells wéihrend der Verfeinerung wird aufserdem der Reee-Wert verwendet. Er wird aus
einem Referenzdatensatz von 5-10 % aller Reflexe auf die gleiche Weise wie der kristal-
lographische R-Wert berechnet. Die Reflexe des Referenzdatensatzes werden jedoch nicht
mit verfeinert sondern dienen zur Kontrolle des Arbeitsdatensatzes (Brunger, 1992). Das
finale  Modell  von
SI6TSPANMet(Se)  hat
einen  kristallographi-
schen  R-Wert von
119 %, Rfree Dbetragt
14.9 %. Diese hohe Ge-
nauigkeit des Modells
entsteht durch die hohe
Qualitdt der experimen-
tellen Dichte. Entspre-
chend passt sich das
Strukturmodell  bereits

in die ohne Verfeinerung

direkt aus den experi-

Abbildung 35.
2Fo-F¢ Karte, berechnet aus den anomalen Signalen von 6 Se- mentellen Phasen erhal-
lenatomen in SI6TSPANMet(Se), konturiert bei 16 (blaues Gitter-
netz). Es ist ein Ausschnitt von zwei sukzessiven Windungen
(Reste 369-419) der parallelen p-Helix-Doméne gezeigt. In Gelb  gut ein (Abbildung 35).

tene Elektronendichte

ist das verfeinerte Strukturmodell eingezeichnet. Ein zur Phasie-
rung verwendetes Selenomethionin (SeMet®”) ist in rot darge-
stellt. perimentell bestimmten

Die Giite der ex-

Phasen wird durch die Eigenschaften des Kristalls selbst beeinflusst: Der Kristall hat eine
niedrige Fehlordnung (Mosaizitdt), niedrigen Losungsmittelgehalt und eine hohe Pa-
ckungsdichte. Damit kann eine hohe Strukturauflosung erreicht werden. Der vorliegende

Datensatz wurde dabei nicht bis zur maximalen Auflosung des Kristalls gemessen, wes-
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halb man eine sehr niedrige Abweichung der Intensitdten zwischen mehrfach gemessenen
Reflexen beobachtete (Rsym, Tabelle 16). Niedrige Temperaturfaktoren zeigen zudem, dass
die Elektronendichte der einzelnen Atome gut lokalisierbar ist, weil grofie Teile des Mole-
kiils in die rigide Struktur der parallelen rechtsgingigen pB-Helix eingebunden sind. Eine
Auftragung der B-Werte gegen die Sequenz zeigt Abbildung 36. Insgesamt konnten 510
von 514 Resten (Aminosduren 113-622) von Sf6TSPANMet(Se) in die Elektronendichte
modelliert werden. Lediglich die vier N-terminalen Reste sind in der Dichte nicht sicht-
bar. Die asymmetrische Einheit enthélt ein Proteinmolekiil. Die Monomere sind so zur
langsten dreizdhligen Achse orientiert, dass sie ein kristallographisches Trimer ausbilden.
Das Modell enthélt aufierdem 629 Wassermolekiile, 2 Calciumionen und ein Manganion.
Die finalen Koordinaten wurden fiir die Ubermittlung an die Datenbank vorbereitet
(RCSB  Protein Data Bank, http://www.pdb.org/)(Berman et al., 2000). Mit
Sf6TSPANMet(Se) als Modell konnte im Anschluss der native Datensatz mit 1.25 A Aufls-
sung phasiert werden und eine hochaufgeltste Struktur erhalten werden (J.Miiller, pers.
Mitteilung). In dieser Arbeit wird das Strukturmodell basierend auf dem 1.98 A Datensatz

besprochen. Es zeigt keine wesentlichen Unterschiede zu der hochaufgeldsten Struktur.

60 /‘/ )/

40
e
g
g 30
c
<
5
2 20
[an]
10 A
200 300 400 500 600
Rest Nummer
Abbildung 36.

Abhangigkeit der Temperatur-
faktoren der Ca-Atome von der
Lage in der Sequenz. Oben: B-
Werte in A2 des N-terminalen Ab-
schnitts  (gelb), der B-Helix-
Doméane (blau) und der C-
terminalen Domane. Rechts: Ca-

Atome eines Monomers von N
Sf6TSPAN koloriert mit einem CE gL
Farbverlauf von niedrigen (blau) zu l&:\ sy

hohen B-Werten (rot).
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Tabelle 17. Verfeinerungsstatistik fir Sf6TSPANMet(Se)

R/ Ruork/ Riree (%) 11.9/11.7/14.9
Korrelationskoeffizient (Fo-Fc)work ! (Fo-Fe)tree 0.970/0.956
?ordinatenfehler Uber alles (aus Ryork / Riree) 0.110/0.103
(A)

rms A Bindungslangen (A) 0.015
rms A Bindungswinkel (°) 1.448
rms A Torsionswinkel (°) 6.903

B, main-chain bond atoms (A2 , rms-iso 0.74

B, main-chain angle atoms (A%), rms-iso 1.33

B, side-chain bond atoms (AZQ, rms-iso 2.36

B, side-chain angle atoms (A?), rms-iso 3.75

Position im Ramachandran Plot

core / allowed / general / forbidden (%)
Monomere pro Elementarzelle

Protein: Aminosauren / Atome

Anzahl der Atome (ohne Wasserstoff)
Wassermolekile / Phosphationen
Ethylenglycol

Ca2+ / Mn2+

Alternative Konformationen

86.1/13.2/0.2/0.5

1
113-622 / 3865
4562
629/2
6
2/1
17
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4.2. Beschreibung und Diskussion des Strukturmodells von
Sf6TSPAN

Sf6TSP ist das zweite Tailspike Protein eines Bakteriophagen aus der Morpholo-
gieklasse der Podoviridae, fur dessen Fragment St6TSPAN die Rontgenkristallstruktur auf-
gekldrt wurde. Es bildet eine trimere, parallele rechtsgiangige B-Helixdoméne aus. Sf6TSP
und P22TSP sind die einzigen Vertreter dieser Klasse, alle anderen bisher gefundenen
rechtsgdngigen parallelen B-Helices sind Monomere (Jenkins & Pickersgill, 2001). Im fol-
genden wird die Struktur von Sf6TSPAN basierend auf dem mit einer Selenomethionin-
mutante erhaltenen Modell beschrieben und diskutiert. Zur Vereinfachung wird an Posi-
tionen von Selenomethionin in der Beschreibung Methionin verwendet. Die Struktur wird
mit der von P22TSPAN verglichen (Abbildung 37).

Sf6TSPAN bildet ein kompaktes Trimer mit einer Linge von 135 A und einem
grofiten Durchmesser von 75 A aus. Die kristallographische c-Achse mit dreizihliger
Symmetrie bildet dabei die Trimerachse der biologisch aktiven Einheit. Die Sekundar-
strukturanalyse erfolgte mit den Programm PROMOTIF und HERA (Hutchinson &
Thornton, 1990; Hutchinson & Thornton, 1996).
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ST6TSPAN P22TSPAN
Abbildung 37.
Trimere von Sf6TSPAN und P22TSPAN. Alle Bilder wurden mit dem Programm MOLMOL erstellt
(Koradi et al., 1996). Beide Molekiile haben die gleiche Lange von 135 A. Sekundarstrukturelemente
wurden mit dem Programm PROMOTIF (Hutchinson & Thornton, 1996) ermittelt.
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4.2.1. Struktur des Monomers
Ein Monomer von Sf6TSPAN besteht aus drei Doménen, 389 der 516 Aminosdauren

falten zu einer rechtsgangigen parallelen f-Helix mit 13 vollstindigen Windungen (Ile¢0-
Val5%) (s.u.) (Abbildung 38). Die B-Helix wird N-terminal flankiert von 46 Aminosduren
(Phe!3-Glu'>®) mit Helix-loop-Helix-Struktur. Am C-Terminus befindet sich ein
o-strangiges B-sandwich (Ser50-I1e%22). Die N-terminalen Aminosduren Asp'®-GIn'!2 zeigten

keine Elektronendichte, fiir Phel’® wurde keine Dichte fiir die Seitenkette gefunden.

4.2.1.1. N-terminaler Abschnitt (Phe''3-Glu'>)
Im Volllingenprotein Sf6TSP stellen die ersten 108 Reste, die in allen drei Tailspike

Proteinen hohe Sequenzidentitit aufweisen, die das Kapsid bindende N-terminale Doma-
ne dar. Fiir den N-terminalen Abschnitt des Fragments St6TSPAN (Reste 109-622) soll da-
her der Begriff ,N-terminale
Domiane” vermieden werden.
Der Vollstandigkeit halber wird
auflerdem bereits in diesem Teil
die Organisation der
N-terminalen Abschnitte im
Trimer von Sf6TSPAN disku-
tiert.

Die 46 Aminosduren am
N-terminalen Ende von
St6TSPAN bestehen aus zwei
a-Helices, die parallel und im
Abstand von ca. 5.5 A zur lan-
gen Molekiilachse liegen (Ab-
Abbildung 38. bildung 41). Nach der ersten a-
Monomere von SfTSPAN (A) und P22TSPAN (B). Helix mit drei Windungen

(Phe13-Ala’22) knickt die Peptidkette ab und bildet einen hairpin loop im Winkel von 120°
zur Molekiilachse aus. Er wird durch ein kurzes, zweistrangiges B-Faltblatt aus Gly%-
Val¥0 und Arg!5-Thr!52 stabilisiert. Die folgende zweite a-Helix (His'>3-Glu!%8) verlduft
parallel zur ersten, ist aber gegentiber dieser um 60° im Uhrzeigersinn um die Molekiil-
achse verschoben. Am Beginn und Ende des hairpin loops befindet sich in
Sf6TSPANMet(Se) Elektronendichte fiir ein Mn2*-Jon (Abbildung 39). Es ist tiber einen
Carbonylsauerstoff von Asp135 sowie das e-Stickstoffatom von His!5 koordiniert. Die ok-
taedrische Koordinationssphéire wird durch 4 Wassermolekiile vervollstandigt. Das Mn2*-
Ion stammt aus dem Kristallisationspuffer (siehe unten).

Im Vergleich zu P22TSPAN, in dem vor dem Beginn der p-Helixdomé&ne nur 7 A-

minosduren zu einer einzigen o-Helix im Abstand von ca. 3.5 A zur Trimerachse gefaltet
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sind, organisiert SE6TSPAN 46 A-
minosduren zwischen N-

terminaler Doméne und
B-Helixdoméne in zwei o-Helices
im Abstand von 5.5 A zur Trime-
rachse, die durch den hairpin loop
unterbrochen sind. Bei beiden Pro-
teinen ist erst ab Rest 112 Elektro-
nendichte vorhanden, der Abstand
zur B-Helixdomdne, gemessen
zum Ende der zweiten Helix be-
trigt in SF6TSPAN jedoch ca. 35 A,
in P22TSPAN nur ca. 15 A. Unter
der hypothetischen Annahme,
dass sich aufgrund der hohen Se-

quenzidentitdt die Stabilitdten der

o~ Lys141

{
“&
E _=
7

Abbildung 39.

Manganbindung in Sf6TSPANMet(Se). 2Fo-Fc-Karte,
konturiert bei 1 ¢ am oktaedrisch koordinierten Mn?*-lon
(rosa). Sauerstoffatome sind rot, Kohlenstoffatome
schwarz und Stickstoffatome blau dargestellt. Die grin
konturierte Elektronendichte gehdrt zur zweiten Koordi-
nationssphéare, grin markierte Reste gehdéren zur Nach-

baruntereinheit.
N-terminalen Domé&nen der Voll-

langenproteine von P22TSP und Sf6TSP nicht wesentlich unterscheiden, ldsst dieser ca.
20 A geringere Abstand die Vermutung zu, dass in P22TSP eine stabilisierende Wechsel-
wirkung zwischen N-terminaler Domé&ne und dem restlichen Protein eher méglich ist als

in Sf6TSP. Darauf deuten verschiedene Befunde hin:

J P22TSP ist in Gegenwart der N-terminalen Doméne stabiler gegen Chaotrope.
. Die N-terminale Domé&ne von P22TSP ist bei Raumtemperatur proteasestabil.
. In Gegenwart von SDS entfaltet die N-terminale Doméne von P22TSP erst beim

Erhitzen, sichtbar ist dies im Experiment der thermischen Denaturierung als das

Auftreten eines Entfaltungsintermediats.

Diese Punkte treffen fiir SE6TSP nicht zu. Seine N-terminale Doméne stabilisiert das Prote-
in nicht gegen Chaotrope. Aufierdem ist sie bei RT weder protease- noch SDS-resistent.
Die SDS-Resistenz von Sf6TSP bei Raumtemperatur ist jedoch von der Konzentration an
zweiwertigen Ionen abhdngig (Freiberg, 2000). In der SDS-PAGE von Sf6TSP wird hdufig
eine Doppelbande beobachtet. Sie deutet auf das Vorhandensein verschiedener Spezies
SDS-resistenter Trimere hin. Durch Zugabe von NaEDTA oder z.B. Manganchlorid kann
das Gleichgewicht zwischen den Banden vollstindig in beide Richtungen verschoben
werden (Abbildung 40). Im Fragment St6TSPANMet(Se) wurde eine Bindestelle fiir Man-
gan im N-terminalen Abschnitt lokalisiert. Da sonst keine frei zugénglichen Bindestellen
fur zweiwertige Ionen gefunden wurden, ldsst dies die Vermutung zu, dass die Bindung
von zweiwertigen Ionen am Ursprung des N-terminalen loops die Funktion einer stabili-

sierenden Klammer haben konnte, zumindest in Gegenwart von SDS. Der loop wird an-
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sonsten nur durch ein kurzes antiparalleles B-Faltblatt aus je zwei Resten stabilisiert. Das
Mn2+-Ton oder ein anderes zweiwertiges Ton wurde nicht in der 1.25 A Struktur eines na-
tiven Kristalls von Sf6TSPAN gefunden (J.Miiller, personliche Mitteilung). Hier waren im
Kristallisationspuffer keine zweiwertigen Ionen vorhanden (siehe Abschnitt 4.1.1.). Wei-
terfithrende Experimente miissen klaren, inwieweit die elektrostatische Wechselwirkung
mit zweiwertigen Ionen wie z.B. Manganchlorid den N-terminalen Abschnitt und die N-
terminale Doméne von Sf6TSP gegen Proteolyse und thermische Denaturierung stabilisie-
ren kann. In P22TSP ist das Protein bis Lys!?0 proteasezuginglich. Das entstehende Frag-
ment P22TSP AN wurde fiir die Kristallisation kloniert
(Chen & King, 1991; Danner et al., 1993). Bei Sf6TSP wurde

nur anhand von Sequenzalignments ein verkiirztes,

kb 1 2 3 4 5 6 7
205

116
97

66 C-terminales Fragment kloniert. Vorldufige Experimente

: mit limitierender Proteolyse scheinen eine weitere Protea-
Abbildung 40. T . . . vips
SDS-PAGE von SfeTsp Sezuginglichkeit des Proteins am N-Terminus zu bestti-

(Volllange) in  Abhangigkeit  gen (Daten nicht gezeigt).
von der Konzentration an

zweiwertigen lonen 0.5 ug Die Stabilisierung der N-terminalen Doméne ge-
Protein / Spur in 10 mM Na- . . .. .

MOPS, pH7. 1: Marker. 2: gen SDS-Denaturierung bei RT iiber elektrostatische
ohne Zusatz. 3: 5mM NaE-  wechselwirkungen wird auch in P22TSP beobachtet. Die

DTA. 4: 10 mM NaEDTA. 5: . . . .
20mM NaEDTA. 6: 1mM Punktmutation D100N fiithrt zu einer trimeren Spezies,

MnCl,, 7: 2mM MnCl,, 8:

die im SDS-Gel ohne Erhitzen schneller migriert als das
5 mM MnCls.

native Protein (Schwarz & Berget, 1989). Vermutlich liegt
der N-Terminus hier wie in Sf6TSP entfaltet vor. P22TSP D100N kann jedoch mit 1 % der
Wildtypaktivitdt an Phagenkopfe binden. Im Wildtyp stabilisiert dagegen eine intermole-
kulare Salzbriicke von Asp'® zu Arg!® der benachbarten Untereinheit den N-Terminus
gegen SDS-Denaturierung bei RT (Steinbacher ef al., 1997). In Sf6TSP befindet sich anstelle
von Arg!3 ein Serinrest, so dass eine vergleichbare Salzbriicke wie im N-Terminus von
P22TSP nicht moglich ist. Auch HK620TSP, dessen N-Terminus bei RT SDS-stabil ist, hat
ein Serin an Position 13. Wie die einzelnen N-terminalen Domé&nen stabilisiert werden,
kann somit vermutlich nur durch detaillierte Strukturanalyse gekldrt werden.

Im Trimer von Sf6TSPAN bilden die zwei o-Helices des N-terminalen Abschnitts
zwei Drei-Helix-Biindel aus. Das obere wird durch einen hydophoben cluster stabilisiert
(Phe’3, Leul??, Ile!18, Leu'?!, Met'¥, and Ile!?8). Im unteren fehlen hydrophobe Reste, statt-
dessen bilden GIn'32 und Asn!5¢ eine intermolekulare Wasserstoffbriicke. Die hairpin loops
zwischen den Helices verschranken sich mit den jeweils anderen beiden Ketten. Dadurch
bedecken sie teilweise die capping Helix und Teile der ersten Windung der darunter lie-
genden B-Helixdoméne der jeweiligen Nachbaruntereinheit. Deren hydrophobe Reste
(Leu'e3, Phel5, Glyes, Valle7, [le16s, Leul®®, and Pro!”?) werden durch die hairpin loops jedoch
nicht vom Losungsmittel abgeschirmt, so dass eine hydrophobe Stabilisierung des Tri-

mers hier unwahrscheinlich ist. Die loops bilden lediglich von Arg!® nach Aspl® eine
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Wasserstoffbriicke aus. Um zu kldren, ob der N-terminale loop fiir die Stabilisierung des
nativen Trimers von Sf6TSP notwendig ist, wurde daher ein Konstrukt St6TSPAloop klo-
niert (Asp?5-Ilet2). In weiterfithrenden Untersuchungen soll gekldrt werden, ob es native

Trimere ausbilden kann.

4.2.1.2. p-Helix-Domidine (I1e'60-Val>*)
Die parallele rechtsgéngige p-Helix von Sf6TSPAN hat 13 vollstindige Windun-

gen. Oberhalb der ersten Windungen findet man eine 31p-Helix (Ile'62-Phe’¢5), einen y-turn
(Ilet8-Aspl70) sowie einen B-turn (Aspl70-Thrl73). Es folgt eine o-Helix aus 12 Resten
(Tyr'7e-Ala®?) als B-Helix-capping Motiv. Die Funktion des capping Segments besteht in der
Abschirmung der hydrophoben Reste am Beginn der -Helix (Jenkins & Pickersgill, 2001).
Fir Sf6TSP wurde in diesem Sequenzabschnitt ein ,,Glycanase-Motiv” definiert. Es um-
fasst die Reste 165 bis 185 und hat die Konsensussequenz DFGXzDGXcAX3A (Aspléd-
Ala'®?). Das ,Glycanase-Motiv” ist als putative Polysaccharidbindestelle von Sf6TSP pos-
tuliert worden, da man es auch in anderen Polysaccharid abbauenden oder modifizieren-
den Enzymen identifiziert hat (Chua ef al., 1999). In vielen bekannten Strukturen dieser
Enzyme wurde diese Konsensussequenz jedoch im capping Segment einer B-Helix und
nicht an einer Kohlehydratbindestelle gefunden, z.B. in der Iota-Carragenase aus Altero-
monas fortis (Barbeyron et al., 2000; Michel et al., 2001). Dies ist in Ubereinstimmung mit
dem Befund, dass bei der Strukturvorhersage mit dem Programm BETAWRAP gerade fuir
diese Art von Enzymen B-Helices vorhergesagt werden (Bradley et al., 2001). Das ,,Glyca-
nase-Motiv” ist jedoch kein eindeutiger Primarstrukturmarker fiir das p-Helix-
Faltungsmotiv. Zum einen findet man parallele B-Helices auch ohne das capping Segment.
Zum anderen sind capping Segmente auch ohne die postulierte Konsensussequenz vor-

handen, ein Beispiel ist die kurze capping o-Helix (Leu!®-Ala!®) in P22TSP. Die erste voll-

Abbildung 41.

N-terminaler Abschnitt von Sf6TSPAN (Phe'"-GIu'®®) mit Manganbindestelle. A. Blick senkrecht
zur dreizahligen Achse. Am Ursprung des hairpin loops ist in der Selenomethioninmutante Gber
Asp'® und His'> ein Mn**-lon (rosa) koordiniert (sieche Abbildung 20). B. Blick vom C-Terminus
aus entlang der dreizahligen Achse. C. Anordnung im Trimer um die dreizahlige Achse, Blick von
unten.
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stindige Windung der B-Helix beginnt mit Leu?!3. Dabei wird die Organisation der Ami-
nosduren einer Windung nach der urspiinglich fiir Pektatlyase verwendeten Nomenkla-
tur beschrieben (Heffron et al., 1998; Jenkins & Pickersgill, 2001): Drei B-Strange B1, B2, B3
sind durch die turns T1, T2, T3 verbunden. Die Lange von T2 ist auf 2 Aminosduren limi-
tiert. Dagegen sind die Langen von T1 und T3 flexibel. In St6TSPAN gibt es Ausnahmen
von dieser Regel. Zum einen in Windung eins und zwei, in denen T2 9 bzw. 6 Aminosadu-
ren hat, zum anderen in Windung sieben, wo man nur GIn®> in turn Konformation findet.
In Sf6TSPAN erstreckt sich das Netzwerk der Wasserstoffbriicken der parallelen Faltblit-
ter B2 und B3 dabei auch iiber die Reste in T2. Teilweise sind die turns aber auch gar nicht
vorhanden und die B-Strange gehen direkt ineinander tiber. In Windung sieben und acht
ist kein T2 vorhanden und es wird nur ein einziger B-Strang aus B2 und B3 gebildet. In
Windung drei und vier fehlen Reste in turn Konformation, die T3 entsprechen wiirden,
und B3 geht direkt in B1 der folgenden Windung tiber.

Zusammen bilden alle Windungen drei grofSe f-Faltblitter aus. Hydrophobe Reste
weisen ins Innere der Helix, so dass die einzelnen Windungen einen L-férmigen Quer-
schnitt haben. Ihre Lange variiert dabei zwischen 18 und 34 Aminosduren. Der Abstand
zwischen den Ca-Atomen iibereinander liegender Windungen betrégt ca. 4.7 A. Im hyd-
rophoben Inneren der B-Helix befinden sich keine Wassermolekiile. Man findet in der -
Helix von Sf6TSP mehrere nach innen weisende Stapel: Zwei Cysteinstapel (Cys42, Cys505,
Cys®, Cys® und Cys’!l, Cys?), drei Valinstapel (Val47, Val5%, Val59; Val2%,

Coil

O e G ELFIPASNQAVGYIVGST

1 LLIPGG. .o oo VNIRGVGKAS. . .QLRAKSGLTGSV

2 LRLFYDSDTIG. .. ... ..... RYLRNI....... RMTGNNTCNG

3 IDTNITAEDSVIRQVY..... GWVEDNV....... MINEVETA

4 YLMQGLW. o .ot HSKEIAC. .. .... QAGTCRVG

5 LHFLGQCVS. . .. ... ... .. VSVSSC. ...... HFSRGNYSADESFG
6 HRMOPQTYAWSSEAVRSEA. . IILDSE...... TMCIGFKNA

7 WYMHDCL . .. ..., DLHMEQ. .. .... LDLDYCGSTG

8 ENVNGG. .. ... ... .... FSFSN....... SWHAADADGTEQFTG
9 WYFRTPTSTQSH. .. ....... KIESG. . ... .. VHINTANKNTAANNQS
10 EQSALl. ... ......... FlIFlIsGC- .. - ... TLTGDEWA

11 @N@VDINEC. ... ... .. .... SFDKC....... 1FNKP

12 LRYLRSGG. .. ..ot SVTIDC....... YLAG

13 ITEVQKPEGRYN. ... ... .... TYRGC....... SGVP

Abbildung 42.

Links: B-Faltblatt-Strukturvergleich einzelner Windungen (coils) der B-Helix von Sf6TSP (Gly193-
Pro®?). Im parallelen Faltblatt weisen die Aminosaurereste alternierend ins Innere der B-Helix oder
nach aufen. Entsprechend wurden die B-Strange konsekutiver Windungen Uberlagert (rot darge-
stellt). Gly193 in coil O Uberlagert nicht mit darunter liegenden Resten (durch Leerstelle markiert).
Die turn-Bereiche (schwarz dargestellt) wurden nicht in den Vergleich miteinbezogen. Nach innen
weisende aliphatische Stapel sind in blau, aromatische Stapel in griin und Cysteinstapel in gelb
dargestellt.

Rechts: Blick ins Innere der B-Helix vom C- in Richtung N-Terminus entlang der c-Achse mit den
im Strukturvergleich in gleicher Farbe markierten Stapein.
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Val??1;Val#9,Val*?), zwei Isoleucinstapel (Ile*22, [le45* und Ile470, Ile*%%) sowie zwei gemisch-
te Stapel aus Isoleucin und Valin (Ile3%, Val33, Val4¢, [le%5, Ile%8, Val*1; Ile35!, Val38s,
Val4%8). Ein kurzer aromatischer Stapel umfasst die Reste Phe3 und Phe3¢. In der Vertie-
fung des gebogenen Faltblatts B1 zwischen turns T3 und T1 sind im Kristall 31 Wassermo-
lekiile gebunden. Im nativen Trimer ist diese Seite l16sungsmittelexponiert und kann als
~Rickseite” des Monomers betrachtet werden. Im Gegensatz dazu bilden das Faltblatt B2,
die T2 turns und das Faltblatt B3 die , Bauchseite” des Molekiils. Hier finden die intermo-
lekularen Wechselwirkungen zwischen den Ketten im nativen Trimer statt (siehe Ab-
schnitt 4.2.2.). Die rechtshdndige parallele B-Helix von Sf6TSP hat einen linksgiangigen
twist mit einem Drehwinkel von 3.7 © gemessen zwischen zwei sukzessiven Windungen.
Gemessen an den Temperaturfaktoren stellt die -Helixdomédne den rigidesten und sta-
bilsten Bereich des Proteins dar, mit mittleren B-Werten von 14 A2 (siche auch Ab-
schnitt 4.1.2. und Abbildung 36).

Zum Auffinden moglicher Sequenzwiederholungen in den einzelnen Windungen
der B-Helix wurden ihre Aminosduresequenzen iibereinander gelegt und verglichen (Ab-
bildung 42). Dabei steht die hohe Priferenz zur Stapelbildung von Valin, Isoleucin und
Cystein in guter Ubereinstimmung mit den fiir diese Reste vorhergesagten Werten aus
amphipathischen nicht helikalen Faltbldttern (Bradley et al., 2001). Bei der Strukturvorher-
sage mit dem Programm BETAWRAP (Bradley et al., 2001) (siehe Abschnitt 1.2.1.) wird
die rechtsgidngige parallele B-Helix von Sf6TSP zwischen Windung 8 und Windung 12
anndhrend richtig vorausgesagt (Tabelle 18).

Tabelle 18. Ergebnis der Analyse der Aminosauresequenz von Sf6TSP mit dem Pro-
gramm BETAWRAP (Bradley et al., 2001)® und Vergleich mit der Réntgenstrukturanalyse.

Wrap # Rung 1 Rung 2 Rung 3 Rung 4 Rung 5 Raw P-value®
Score®

B1® B2 B1 B2 Bl B2 Bl B2 Bl B2
1 406 415 435 441 454 468 484 494 511 519 -20.96  0.0014
Windung 8 9 10 11 12 - -

x-ray
406 415 435 446 468 477 491 500 511 519 - -

% http://betawrap.lcs.mit.edu, hier wird auch die statistische Relevanz der Daten bewertet.
b Beginn des ersten B-Strangs (B1) bzw. des zweiten B-Strangs (B2) (Nomenklatur nach
Heffron).

Beim Vergleich mit P22TSPAN hat Sf6TSPAN einen hoheren Anteil B-
Sekundarstruktur in der p-Helixdoméne. Beide Proteine organisieren eine dhnliche Zahl
von Resten in jeweils 13 vollstdindigen Windungen: Sf6TSPAN 388 Aminosduren, davon
245 (72.5 %) in B-Strangen, P22TSPAN 398 Aminosduren, davon aber nur 140 (35 %) in f-
Strangen. Zusaitzlich falten in P22TSPAN 63 Aminosduren eines T3 loops in die so genann-
te , Riickenflosse”. Wahrend das hydrophobe Innere der B-Helix von Sf6TSPAN kein Was-

ser enthdlt, sind im Inneren einer B-Helix von P22TSPAN 12 Wassermolekiile gebunden.
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Insgesamt sind die B-Strange in Sf6TSP somit langer und die loop Bereiche kiirzer. Dies
konnte erkldren, warum die Vorhersage der Lage der B-Helix mit BETAWRAP bei Sf6TSP
besser funktioniert. Bei P22TSP liegt eine anndhrend richtige Registrierung der p-Helix
erst auf Platz fiinf der von BETAWRAP gemachten Vorschldge. Im Gegensatz zu Sf6TSP
wird aber keine Windung richtig zugeordnet und der statistische Fehler (P-Value) ist ho-
her als in Sf6TSP (Daten nicht gezeigt).

4.2.1.3. C-terminale Domdine (Ser>>-11¢622)

Am C-terminalen Ende von Sf6TSP fiihrt das einzige cis-Prolin (Pro*°) zu einem
Abknicken der Peptidkette von etwa 225° von der Trimerachse. Topologieanalyse mit
dem Programm CATH ergibt, dass die C-terminale Doméne zu einem sechstringigen B-
sandwich faltet (Orengo et al., 1997). Dabei alternieren die aufeinander folgenden Strange I-
IV und V-VI zwischen den beiden Faltblidttern. In der Verbindung zwischen Strang III
und IV findet man eine kurze 310-Helix. Der Strang VI verlduft aufwirts. Das C-terminale
Tles22 nzhrt sich so bis auf 3 A Asn5 in der untersten Windung der B-Helix. Whrend die
C-terminalen Reste von Sf6TSP unabhingig von den Nachbaruntereinheiten in eine ei-
genstindige Doméne falten, sind die C-terminalen Reste von P22TSP (Ala538-Leus6¢) aller
drei Ketten in einer trimeren Doméne miteinander verwunden (siehe Abschnitt 1.3.1.); die

Organisation der C-Termini der beiden Tailspikes ist somit nicht vergleichbar.

Da die C-terminalen
Reste von Sf6TSP in eine
unabhidngige Domine fal- -
ten, wurden Tertidrstruk-
turvergleiche mit den Pro-
grammen DEJAVU und
DALI in Datenbanken
durchgefiihrt (Holm &

Sander, 1996; Sierk &  Abbildung 43.

. C-terminale Domane von Sf6TSP (links) mit Topologiedia-
Kleywegt, 2004). Dabei gramm (rechts) (erstellt mit dem Programm TOPS,
werden Sekundirstruktur-  (Michalopoulos et al., 2004)). \V B-Strang nach unten, /AB-
Strang nach oben, O a-Helix.

elemente entsprechen ihrer
Anzahl an Resten und ihrer Ausrichtung im Raum in Matrizen beschrieben und vergli-
chen. Fiir die C-terminale Doméne von Sf6TSP umfassen die Treffer mit rmsd-Werten un-
ter 2 A Viruscapsidproteine und Doménen, die mit Membranen oder Lipopolysaccharid
interagieren (Tabelle 19). Die Viruscapsidproteine liegen wie die C-terminale Domé&ne von
Sf6TSP an dreizdhligen Achsen, die Orientierungen der B-sandwiches relativ zu den drei-
zdhligen Achsen ist jedoch unterschiedlich. Weitere Untersuchungen miissten kldren, ob
auch die C-terminale Domé&ne von Sf6TSP eine eigenstindige Funktion hat, z.B. bei der
Interaktion des Bakteriophagen mit der Wirtszelle. Hauptsédchlich ungeladene Reste an

der Oberfldche der Doméne kdnnten auf eine unspezifische hydrophobe Wechselwirkung
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mit Membranbestandteilen hindeuten. Eine Funktion der C-terminalen Doméane bei der

Trimerstabilisierung wird in Abschnitt 4.2.2.1. besprochen.

4.2.2. Struktur des Trimers

Sf6TSPAN liegt in Losung als biologisch aktives Trimer vor. Die B-Helixdoméanen
dreier Monomere sind in einem linksgdngigen coiled-B-coil assoziiert (siehe Abschnitt
4.2.3.). Dabei entsteht im Trimer ein System wassergefiillter Kandle und Hohlrdume, die
aber nicht durch-
gangig miteinander A
verbunden sind
(Abbildung 46). Im
Zentrum  befinden
sich auf der Trime-
rachse zusétzlich
zwei CaZ*-Jonen. Sie

koordinieren jeweils

an drei Carboxylat-

sauerstoffe von drei

Abbildung 44.

Bindung von zwei Calciumionen auf der Trimerachse von Sf6TSP. A
drei Wassermolekii- Blick von oben entlang der Trimerachse. B Blick von der Seite. Die E-
o (Abbildung 44). lektronendichte 2F,-F ist bei 16 konturiert.

Die zweite Koordinationssphire um die Ca2*-lonen wird von drei GIn3%-Resten gebildet.

Glu3%-Resten und an

Betrachtet man das System der Wasserkanile von Sf6TSPAN, so ist der innere von den
drei B-Helices umgebene Raum nicht von aufien zugénglich. Die Ca2*-Ionen kénnen somit

nicht mit dem Losungsmittel austauschen. Wahrscheinlich sind sie bereits bei der Herstel-

Abbildung 45.

Vergleich der Trimerorganisation in SG6TSPAN (A, B) und in P22TSPAN (C, D). Es ist jeweils das
Peptidriickgrat und die Raumausfillung des Trimers als Van-der-Waals-Kontaktflache mit dem
Lésungsmittel gezeigt (berechnet mit MOLMOL (Koradi et al., 1996)).
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Tabelle 19. DEJAVU Tertiarstrukturvergleiche der C-terminalen Doméane von Sf6TSP mit der
pdb-Datenbank (Holm & Sander, 1996; Sierk & Kleywegt, 2004). Strukturhomologe Bereiche sind
turkis hervorgehoben.

Protein rmsd / Anzahl  pdb-Code Funktion, Bemerkungen
A? Reste /
gesamt
Adaptin 1.9 51/72 1bw8 Unspezifische Memb-
Domane ranwechselwirkung pos-
(Coffey et al., tuliert.
1998)

Tobacco Ne- 1.8 45/219 1c8n Orientierung des Virus-
crosis  Virus o capsidproteins an der
Protein dreizdhligen Achse ent-
(Oda et al., spricht nicht der Anord-
2000) nung der Doméanen im C-
Terminus von Sf6TSP.
Turnip Yellow 1.8 45/189 1auy Orientierung des Virus-
Mosaic Virus capsidproteins an der
Capsid  Pro- dreizahligen Achse ent-
tein spricht nicht der Anord-
(Canady et al., nung der Domanen im C-
1996) Terminus von Sf6TSP.
African Horse 1.85 51/126 1ahs Ausrichtung zur dreizah-
Sickness  Vi- ligen Achse ahnlich wie
rus Capsid im  C-Terminus  von
Protein Sf6TSP.
(Basak et al.,
1996)
Bacteriocidal/  1.66 35/456 1bp1 Bindet und neutralisiert
Permeability- LPS, Bindetasche befin-
Increasing == . .k~ det sich jedoch nicht in
Protein g\ \a ' ’K} /> der  strukturhomologen
(Beamer et Al e - Region.
al., 1997)

Tobacco Ringspot Virus Capsid Protein 2.1 45/513 1a6c (Chandrasekar & Johnson,
1998)

Interleukin-6 Signal Transducer Mem- 1.99 48/210 1bqu (Bravo et al., 1998)

brane Glycoprotein

Bacteriophage T4 gp9 2.9 68 /288 1gex (Kostyuchenko et al., 1999)

Cellusomal Scaffolding Protein 2.6 68/155 1nbc (Tormo etal., 1996)

Cowpea Chlorotic Mottle Virus Capsid 2.4 65/149 1cwp (Speiretal., 1995)

Protein
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lung in E.coli wéhrend der Assemblierung der Ketten zum Trimer gebunden worden. An-
dererseits enthalt das Cytosol herkdmmlicher E.coli Zellen keine signifikanten Konzentra-
tionen an Ca2-lonen. Somit hat vermutlich der zur Herstellung der Mutante
Sf6TSPANMet(Se) verwendete methioninauxotrophe E.coli Stamm B834 Ca2*-Ionen aus
dem Minimalexpressionsmedium inkorporiert, dem Kalziumchlorid zugesetzt war. Wire
die Kalziumbindestelle im nativen Protein von aufien zuginglich, dann hétten die Ca2*-
Ionen schon wihrend der Proteinreinigung in Gegenwart von EDTA ausgetauscht wer-
den konnen. Es ist auch vorstellbar, dass sonst z.B. Mn?*-Ionen aus dem Kiristallisations-
puffer gebunden worden wiren. In der hochaufgelosten Struktur des nativen Sf6TSPAN
findet man dagegen an der gleichen Stelle statt zweier Ca2*-Ionen ein einzelnes Mg2*-Ion.
Dies steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass fiir die Herstellung des nativen
Proteins der E.coli Stamm BL21 im Vollmedium verwendet wurde, das kein Kalziumchlo-

rid enthielt.

Abbildung 46.

Zentraler Kanal im Trimer von Sf6TSP. In der nativen Struktur befinden sich darin 99 Was-
sermolekiile (rote Kugeln), obwohl der Kanal nicht durchgangig von auf3en zuganglich ist. Die
Konturen der Hohlrdume wurden mit dem Programm SURFNET fir einen Testvolumenradius
von 1.4 A berechnet (Laskowski, 1995).

Aus der Kiristallstruktur berechnet sich die 16sungsmittelzugangliche Oberfldche
(accessible solvent area, ASA) fiir das Trimer zu 45502 A2. 30% der ASA eines Monomers
(21770 A2) werden somit bei der Trimerisierung vom Lésungsmittel abgeschirmt. Die Un-
tereinheiten im oligomeren Sf6TSP sind heterolog assoziiert, d.h. symmetriebedingt muss
die Interaktion zwischen den Ketten im Trimer jeweils zwischen 2 unterschiedlichen Fla-
chen stattfinden (Monod et al., 1965). Das Faltblatt B2, der Turn B3 und das Faltblatt B3
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bilden diese Flichen aus. Im Trimer entstehen so zwei B-sandwiches, dabei sind auf den
Interaktionsflachen zu 62 % hydrophobe Reste lokalisiert. Zusétzlich werden zwei inter-
molekulare Salzbriicken und 21 Wasserstoffbriicken gebildet. Dagegen sind die Interakti-
onsflachen der B-sandwiches von P22TSP von polaren oder geladenen Resten dominiert
(Steinbacher et al., 1997). Der oligomere Zustand in beiden Tailspike Proteinen wird somit
tiber unterschiedliche Arten von Wechselwirkungen stabilisiert. Entsprechend konnten
sich in weiterfiihrenden Untersuchungen auch Unterschiede auf den Faltungs- und As-
semblierungswegen beider Proteine ergeben. Es ist ebenfalls vorstellbar, dass die isolierte
B-Helixdomé&ne von Sf6TSP aufgrund ihrer hoheren Hydrophobizitit andere Eigenschaf-
ten beztiglich Loslichkeit und Oligomerisierungsgrad hat als das analoge Konstrukt Bhx
aus P22TSP. Der Einfluss der Struktur des N-terminalen Abschnitts von Sf6TSPAN auf die
Trimerstabilitdt wird in Abschnitt 4.2.1.1. diskutiert.

4.2.2.1. C-terminale Domdne von Sf6TSP und Trimerstabilitit

Im Trimer von Sf6TSP lagern sich die C-terminalen Doménen vor allem tiber hyd-
rophobe Wechselwirkungen aneinander. Dabei entsteht entlang der Trimerachse eine
trichterformige, wassergefiillte Hohlung. Zwischen benachbarten Ketten findet man vier
intermolekulare Wasserstoffbriicken. Auch die losungsmittelexponierte Oberfldche im
Trimer ist hydrophob. Nur durch Arg®! entsteht im ansonsten apolaren C-terminalen
Ende des Molekiils im Inneren des , Trichters” eine hohe Konzentration an positiven La-
dungen (Abbildung 47C). Man kann lediglich spekulieren, ob diese hydrophobe Oberfla-
che der C-terminalen Domé&ne wahrend des Infektionsprozesses des Bakteriophagen eine
mogliche Wechselwirkung mit hydrophoben Membranbestandteilen begiinstigen wiirde.

P22TSP faltet dagegen 128 Aminosduren (Sf6TSP: 73 Aminosduren) zu einer im
Trimer verwundenen C-terminalen Doméne. Die Faltung dieser Doméne ist der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt auf dem Faltungsweg von P22TSP und wird als ,Rei-
fung” des Protrimers zum nativen Trimer postuliert (Benton et al., 2002). Die isolierte -
Helix Bhx von P22TSP ohne die C-terminale Doméne ist dagegen bei Proteinkonzentrati-
onen von 10 pg/ml monomer. Nur bei hoheren Konzentrationen bildet sie Trimere aus,
die aber nicht SDS-resistent sind (Miller et al., 1998a). Gleichfalls wurden in der C-
terminalen Domédne von P22TSP letale Mutationen isoliert, die nicht zur Ausbildung von
SDS-resistenten Trimeren fithren (Schwarz & Berget, 1989). Dies stellt die Frage, ob auch
bei Sf6TSP die C-terminale Doméne zur Ausbildung eines stabilen Trimers erforderlich
ist. Dabei miisste zwischen der Rolle einer solchen Domine auf dem Faltungsweg und
ihrer Funktion bei der Stabilisierung des nativen Trimers unterschieden werden. Aus an-
deren viralen, trimeren Faserproteinen sind ebenfalls Doméanen bekannt, die fiir die Tri-
merausbildung nétig sind, z.B. die foldon Doméne aus T4 Fibritin (Tao et al., 1997), die ein
a-helikales coiled-coil stabilisiert. Fiir die C-terminale Doméane der kurzen Schwanzfaser
des Phagen T4 wird ebenfalls postuliert, dass sie als Registrierungssignal bei der Ausbil-

dung einer Tripel-pB-Helix dient (van Raaij et al., 2001). In der trimeren Endosialidase des
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Phagen ¢K1F ist die C-terminale
Doméne notwendig zur korrekten
Faltung, wird danach aber proteo-
lytisch abgespalten (Muhlenhoff et
al., 2003). Auch die globuldren C-
Termini der Schwanzfasern von
Adenoviren der Serotypen Ad2
und Ad12 sind notwendig fur die
Trimerisierung der gesamten Faser.
Sie bilden als isolierte Doménen
16sliche, SDS-resistente Spezies aus
(Bewley et al., 1999; Papanikolo-
poulou et al., 2004a). Der isolierte

C-Terminus von Schwanzfasern

der Adenoviren des Serotyps Ad3

ist ebenfalls ein SDS-resistentes
Abbildung 47.
Vergleich der C-terminalen Domane von Sf6TSP (A)
mit der C-terminalen Doméne der Schwanzfaser des ~ Aminosduren deutlich grofier als
Adenovirus Serotyp Ad3 (B) in cartoon-Darstellung
und mit Oberflachenpotentialen (C, D). Blick entlang
der Trimerachsen aus Richtung der Wirtszellen. Die  Sf6TSP (73 Aminoséduren) und bil-
isolierte Ad3-Doméne (pdb-Code 1h7z) ist ein 16sli- . .
ches SDS-resistentes Trimer, sie bindet an den Gly- det auch ein B-sandwich aus
koproteinrezeptor CAR (Durmort et al., 2001). Elektro- (Durmort et al., 2001). Es bindet an
statische Potentiale wurden mit dem integrierten ) )
APBS-Algorithmus im Programm PyMOL berechnet einen Glykoproteinrezeptor. Ent-

und bei £6 kT eingefarbt (DeLano, 2002). sprechend hat Ad3 negative Ober-
flichenpotentiale an seiner Binde-

stelle (Abbildung 47D). Obwohl die Topologie der Faltblatter nicht der des B-sandwiches in
Sf6TSP entspricht (Daten nicht gezeigt), so ist doch die Ausrichtung zur trimeren Achse
dhnlich (Abbildung 47). Von Sf6TSP wurde deshalb ein Konstrukt der C-terminalen Do-

méne hergestellt (Ser#3-Ile®22) (Daten nicht gezeigt). Weiterfithrende Untersuchungen sol-

Trimer. Die Doméne ist mit 191

die C-terminale Domé&ne von

len zeigen, ob es trimere, 16sliche SDS-resistente Spezies ausbilden kann. Aufierdem konn-
te an einem Proteinfragment der isolierten B-Helixdomdne von Sf6TSP untersucht wer-
den, ob es in Analogie zu Bhx von P22TSP als gefaltetes Monomer in Losung vorliegen
kann und ob die Anwesenheit der C-terminalen Doméne eine notwendige Bedingung fiir

die Trimerisierung darstellt.

4.2.3. Istdas ,triple B-coil” ein Modell fiir Amyloidstrukturen?

Die drei p-Helices des Sf6TSP-Trimers sind so gegeneinander verdreht, dass es na-
he liegt, sie als Teil einer Super-p-Helix (coiled f-coil oder triple f-coil) zu bezeichnen. Diese
linksgingige Superhelix hitte eine Ganghdhe von 462 A, etwa dreimal so viel wie in tri-

meren o-Superhelices (J. Miiller, pers. Mitteilung). Bisher sind keine 16slichen Proteine
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bekannt, die B-Superhelices ausbilden. Der Aufbau von Amyloidfasern kann jedoch mit
dem von oligomeren B-Helices verglichen werden (siehe Abschnitt 1.2.2.). Man findet in
Amyloiden Protofilamente, die der monomeren B-Helix entsprechen kénnten. Mehrere
von ihnen bauen die Fibrille auf, die ein Analogon zum coiled f-coil von S{t6TSP darstellen
konnte. Wihrend die einzelne B-Helix in Sf6TSP einen Durchmesser von ca. 30 A und
-3.7 °twist/ coil hat, wurden Protofilamente mit Durchmessern von 10-40 A und mit variie-
rendem twist gefunden (Serpell et al., 2000). Die oligomeren Fibrillen haben einen Durch-
messer von 100 A und Lingen bis 1500 A (Khurana et al., 2003). Das native Trimer von
Sf6TSP hat dagegen einen Durchmesser von etwa 70 A. Allgemein ist die Morphologie
der Fasern vom Protein abhédngig. Z.B. haben die flachen Protofilamente der SH3-Doméne
einen Durchmesser von 20 A, 3-5 dieser Bausteine bilden gedrehte Fasern mit einer Gang-
hohe von 580 oder 610 A aus (Jimenez et al., 1999). Dagegen sind bereits die Protofilamen-
te von Transthyretin gedrehte Binder mit einer Ganghshe von 115.5 A (Blake & Serpell,
1996). St6TSP hat somit die Dimension von Amyloidfibrillen, wenngleich seine -Helices
durch capping hydrophober Bereiche beidseitig so abgeschirmt sind, dass sie nicht zu lan-
gen Fasern assoziieren konnen.

Neuere kristallographische Untersuchungen zeigen erstmals den molekularen
Aufbau eines mikrokristallinen amyloidogenen Peptids aus dem Hefeprion Sup35
(Nelson et al., 2005). Diese cross-p-Organisation von parallelen B-Strangen senkrecht zur
langen Achse ist mit der in Sf6TSP vergleichbar. Wie innerhalb der B-Helix von Sf6TSP
werden die Kontakte zwischen den Faltblédttern als B-sandwich und wasserfreie Interakti-
onsfldche gebildet. Aufierdem bilden die Sup35-Peptide einen steric zipper, d.h. die Seiten-
ketten zweier Faltblitter greifen innerhalb der Interaktionsfléche wie Zihne eines Reif3-
verschlusses ineinander. Dies beobachtet man auch an der Wechselwirkungsfldache zwi-
schen zwei Monomeren von Sf6TSP, allerdings sind hier im Gegensatz zu Sup35 auch
Wassermolekiile vorhanden. Aus diesem Vergleich ldsst sich schliefsen, dass Sf6TSP auch
auf molekularer Ebene Ahnlichkeiten mit amyloiden Strukturen aufweist. Es kann aber
sicher nicht als generelles Strukturmodell fir Amyloide verwendet werden. Aufgrund
ihrer Hexapeptid-repeats wurden linksgédngige parallele B-Helices erfolgreicher in Amy-
loiden modelliert (siehe Abschnittl.2.2.). Zumindest zeigen die oligomeren, parallelen
rechtsgdngigen pB-Helices der Tailspike Proteine jedoch mit hoher Primérstrukturvariabili-
tdat in jeder einzelnen Windung, dass viele Sequenzen amyloidartigen Strukturmotiven

zugénglich sind.
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4.3. Untersuchungen zur ldentifizierung der Substratbindestel-
le von Sf6TSP

Sf6TSP ist eine Endorhamnosidase. Das Protein spaltet spezifisch die a-1,3-
glykosidische Bindung zwischen zwei Rhamnoseeinheiten. Basierend auf der Kristall-
struktur sollten in dieser Arbeit die Substratbindestelle und das aktive Zentrum fiir die

Endorhamnosidaseaktivitiat von Sf6TSP gesucht werden.

4.3.1. Bindungs- und Aktivititsstudien an Sf6TSP

Der Aktivitdtstest von Sf6TSP beruht auf der Quantifizierung von fluoreszenzge-
labelten Oligosacchariden nach enzymatischer Spaltung (Freiberg et al., 2003). Dazu wird
ein mit 7-Aminomethylkumarin gelabeltes Dodekasaccharid (DodAmc) eingesetzt, das
von Sf6TSP in ein ungelabeltes Oktaksaccharid und ein gelabeltes Tetrasaccharid (Te-
tAmc) gespalten wird. Dod Amc und TetAmc kénnen mittels reversed phase HPLC getrennt
und so die Produktkonzentrationen zu verschiedenen Zeiten bestimmt werden: Bei 40°C
und 0.45 uM Proteinkonzentration wird eine 2.2 uM Losung von DodAmc mit einer Rate

von 0.13 s gespalten. Bei Losungen gleicher
Konzentration von Dekasaccharid (De-
. kAmc) und Oktasaccharid (OktAmc) waren
die Hydrolyseraten etwa 100fach erniedrigt

[N
o

©
L

(Freiberg et al., 2003). Im Gegensatz zu
P22TSP konnte jedoch kein Fluoreszenz-

Umsatz / pmol min”

* quench bei der Zugabe von Oligosacchari-

. den festgestellt werden (Alexander Frei-

o . s 70 s 1 berg, pers. Mitteilung). Auch zeigten Vor-

DodAme / kM versuche zur Fluoreszenzdepolarisation

Abbildung 48. . .« ;
Hydrolyse eines 7-Aminomethylkumarin- ~ Mikromolarer Losungen von OktAmc bei

markierten Dodekasaccharids (DodAmc) Bindung von Sf6TSP kein iiber dem Rau-
durch Sf6TSP bei 15 °C. Abhangigkeit der o ] )
Substratkonzentraton vom Umsatz. Die schen signifikantes Bindungssignal, ebenso

Sf6TSP Untereinheitenkonzentration betragt

wenig wie Versuche, mit isothermer Titrati-
150 nM.

onskalorimetrie zur Bindung von ungelabel-
tem Oktasaccharid an Sft6TSP (Freiberg, 2000). Es sollte deshalb die Michaelis-Konstante
der Hydrolyse von DodAmc mit Sf6TSP bestimmt werden. Bei den dafiir durchgefiihrten
Hydrolyseexperimenten von DodAmc zeigte sich jedoch grundsétzlich bei allen Substrat-
konzentrationen ein bei turnover Raten von ca. 3 % abknickender Kurvenverlauf. Fuir die-
ses Phanomen konnte bislang keine Erklarung gefunden werden. Dabei wurde stets im
mindestens hundertfachen molaren Uberschuss von Zucker bezogen auf molare Konzent-
rationen an Proteinuntereinheiten gearbeitet und es wurden verschiedene Chargen Do-
dAmc getestet. Zur Messung von Anfangsgeschwindigkeiten wurden deshalb nur Mess-

punkte unterhalb von turnover Raten von 3 % herangezogen. Bei den im Experiment ma-
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ximal eingesetzten Substratkonzentrationen von 0.1 mM war jedoch aus dem Kurvenver-
lauf kein Erreichen einer Maximalgeschwindigkeit erkennbar (Abbildung 48). Da die
Menge an DodAmc limitiert war, wurden keine hoheren Konzentrationen im millimola-
ren Bereich eingesetzt, so dass aus der DodAmc-Hydrolyse kein Kv-Wert abgeschitzt
werden konnte. Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen sind im allgemeinen schwécher als
Protein-Protein-Interaktionen. Fiir die Bindung oligomerer Saccharide an Lektine erhalt
man Dissoziationskonstanten im mikromolaren Bereich (Laederach & Reilly, 2005). Auch
an P22TSP binden Okta-und Dodekasaccharide mit Kp-Werten von 1 pM bzw. 2 uM (Baxa
et al., 1996). Die Bindung von Kohlenhydratsubstraten an Sf6TSP ist somit schwicher als
bei P22TSP und kann vermutlich nur unter Zuhilfenahme inaktiver Mutanten oder mit

langeren Oligosacchariden charakterisiert werden.

4.3.2. Mutationsstudien an Sf6TSP

4.3.2.1. Auswahl von Mutationsposititionen

Um eine Bindestelle auf dem trimeren TSP zu lokalisieren, wurden basierend auf
der Kristallstruktur Reste ausgewahlt, die an der Bindung und Hydrolyse des Polysaccha-
ridsubstrates beteiligt sein konnten. Fiir die Hydrolyse der glykosidischen Bindung wer-
den zwei katalytische Aminosduren benétigt, die als nukleophile Base und als Saure, d.h.
als Protonendonor dienen. Prinzipiell kommen dabei Glutamat- und Aspartatreste in fra-
ge. Der Abstand dieser Reste betrdgt bei konfigurationserhaltendem Hydrolysemecha-
nismus ca. 5.5 A. Bei Inversion der Konfiguration am anomeren Kohlenstoff muss der
Abstand ca. 10 A betragen (Davies & Henrissat, 1995). Zusitzlich wird das Zuckermolekiil
oft durch hydrophobe Wechselwirkung der Pyranoseringe mit aromatischen Seitenketten

positioniert.

0"

Abbildung 49.

Oberflachenpotentiale von P22TSP (A,C) und Sf6TSP (B,D). Blick auf die I6sungsmittelexpo-
nierte Seite einer Untereinheit (A,B) und in die Grube zwischen den Untereinheiten (C,D). Bei
Sf6TSP sind die Regionen, in denen mit Punktmutationen das aktive Zentrum gesucht wurde,
gelb markiert. Potentiale wurden mit dem integrierten APBS-Algorithmus im Programm PyMOL
berechnet (DeLano, 2002). Die starkste Schattierung in rot und blau entspricht Potentialen von

+10 kT.
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Auf der Suche nach dem aktiven Zentrum von Sf6TSP wurde zundchst mit der
Bindungsstelle von Oligosacchariden an P22TSP verglichen. Diese ist durch Rontgen-
strukturanalyse der Komplexe von P22TSP mit Oktasacchariden der Salmonella-O-
Antigene aus S. typhi253Ty, S.typhimurium und S. enteriditis charakterisiert worden
(Steinbacher et al., 1996; Steinbacher et al., 1997). Es bindet parallel zur Trimerachse an
eine monomere Untereinheit, dabei weist das reduzierende Ende zum C-Terminus. Loops
vom Typ T1 und T3 der B-Helix bilden dafiir eine Grube auf dem ,Riicken” des Mono-
mers aus, in der die Bindestelle lokalisiert ist (Abbildung 49; siehe auch Abschnitt 1.3.2.).
Eine Rhamnose-Einheit am reduzierenden Ende des Oktasaccharids bindet an die kataly-
tischen Reste Asp392 sowie, tiber ein Wassermolekiil, an Asp3%> und Glu®®. Fiir die enzy-
matische Reaktion wird wegen der Substratpositionierung ein invertierender Mechanis-
mus vorgeschlagen, obwohl die Abstdnde der beteiligten katalytischen Reste kleiner sind
als die bei Konfigurationsumkehr tiblichen 9-10 A (Steinbacher et al., 1997). Mutationen
der drei katalytisch wirksamen Reste reduzieren die Enzymaktivitat 10.000 bis 30.000fach
(Baxa et al., 1996). Die Trimerisierung von P22TSP ist dabei keine Voraussetzung fiir En-
dorhamnosidaseaktivitit. Auch fiir die isolierte -Helixdomine Bhx konnte noch 0.2% der

enzymatischen Aktividt des nativen Trimers nachgewiesen werden (Miller et al., 1998a).

Auf dem ,Riicken” von Sf6TSP fehlt dagegen eine gleichermafien tief ausgepragte
Grube wie in P22TSP. Dies ist vor allem auf kiirzere T1 und T3 loops zurtickzufiihren. Ne-
gative elektrostatische Oberfldchenpotentiale, die mit dem Auftreten von Aspartat- und
Glutamatresten einhergehen, deuteten jedoch zunichst auf Bereiche hin, in denen die ka-
talytischen Reste des aktiven Zentrums lokalisiert sein konnten (Abbildung 49B). Darauf-
hin wurden fiir eine erste Serie von sieben Mutanten die Aminosidureaustausche E295Q,
D344N, E345Q, D387N, E409Q, E430Q und E471Q vorgenommen (Abbildung 50B). Die
Abstdande der Carboxylsauerstoffe zwischen Paaren dieser Sdurereste betragen, entspre-

chend einem invertierenden Hydrolysemechanismus, ca. 10 A.

Abbildung 50.
Mutationspositionen auf Sf6TSP zum Auffinden der Substratbindestelle. Die bezeichneten Sau-
rereste am Interface zwischen den Untereinheiten (A) oder auf dem Riicken eines Monomers
(B) wurden einzeln gegen die entsprechenden Saureamide ausgetauscht. Siehe auch Abbil-
dung 49, B und D.
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4.3.2.2. Kokristallisation von SfF6TSPAN mit Oktasaccharid
Zur Lokalisierung der Bindestelle fiir Oligosaccharide an Sf6TSPAN wurden Ver-

suche zur Kokristallisation mit dem weniger hydrolyseempfindlichen Oktasaccharid
durchgefiihrt. Unter den bekannten Kristallisationsbedingungen (siehe Abschnitt 4.1.1.)
wurden in Gegenwart des nicht markierten Zuckers nach einer Woche Kristalle erhalten,
die nach einer weiteren Woche eingefroren wurden. In diesen zwei Wochen wurde aber
vermutlich trotz der 100fach verlangsamten Hydrolysegeschwindigkeit alles Oktasaccha-
rid gespalten. Diese Abschidtzung ergibt sich folgendermafsen: Legt man fiir DodAmc an-
hand des unvollstindigen Michaelis-Menten Verlaufs eine maximale Hydrolysege-
schwindigkeit von 15 pmol/min zugrunde, so betrdgt die maximale Geschwindigkeit fiir
das Oktasaccharid ca. 0.15 pmol/min. 3 nmol Zucker im Kristallisationsansatz werden so

in 2 Wochen vollstandig verbraucht.

Tabelle 20. Datensatze fir Sf6TSPAN kokristallisiert mit Shigella Oktasaccharid.

Rontgenexperiment HOME BESSY-BL2
DTB MAR345 DTB MAR345
Temperatur / K 110 100
Wavelength / A 1.542 0.8984
Datenauswertemethode DENZO/SCALEPACK XDS
Raumgruppe R3 R3
Auflésung / A 15-3.0 50-1.7
Reflexe 31536/12230 438914/66969
einmalig / gemessen
Vollstandigkeit 99.5/100.0 98.5/92.3
alles / letzte Schale
<l/s(1)> 14.5/8.6 (3.19-3.00) 13.5/3.8
alles / letzte Schale
Reym !/ % 5.3/10.0 9.5/34.8
alles / letzte Schale
Mittlere Redundanz 2.6 6.6
B/A? 49 24.9
Mosaizitat / ° 0.63 0.24
Zellkonstanten a, ¢ / A 95.553/181.835 95.530/181.662

Die Datenaufnahme gestaltete sich jedoch insofern schwierig, als dass zunéchst ein
Datensatz mit Cu-K-a-Strahlung bis zur Auflssung von 3 A gemessen wurde. Vom glei-
chen Kiristall wurde nochmals mit Synchrotonstrahlung ein Datensatz bis zu einer Auflo-
sung von 1.7 A gesammelt (Tabelle 20). Bei hoherer Auflssung zeigten sich hier die tiber-
lappenden Reflexe eines Zwillingskristalls. Beide Datensdtze wurden daraufhin nur bis zu
einer Auflésung von 3 A mittels molekularen Ersatzes mit dem Modell fiir Sf6TSPAN
ausgewertet. Aus beiden Messungen erhielt man widerspriichliche Ergebnisse: Im ersten
Experiment wurde Differenzdichte gefunden, die in Ubereinstimmung mit obigen Uber-
legungen einem Tetrasaccharid zugeordnet werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die

zweite Messung reproduzierte diese Differenzdichte jedoch nicht. Damit war zunichst
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unklar, ob die beobachtete zuséitzliche Elektronendichte von einem spezifisch gebunde-
nen Zuckerbaustein herriihrt.

Die Orientierung eines potentiell kokristallisierten Tetrasaccharids konnte bei 3 A
Auflésung nicht ndher bestimmt werden. Die Differenzdichte liegt jedoch im Unterschied
zu den obigen Uberlegungen nicht auf dem ,, Riicken” eines Monomers, sondern in der
Grube zwischen den Untereinheiten (Abbildung 49D). In raumlicher Nédhe befinden sich
die zwei Sdurereste D247 und E293. Der kiirzeste Abstand der Carboxylsauerstoffe be-
tragt zwischen diesen beiden Resten ca. 9.5 A. Entsprechend der Lage der Differenzdichte
wurden darum zwei weitere Mutanten hergestellt, D247N und E293Q (Abbildung 50A).
Nach Abschluss der Experimente fiir diese Arbeit wurde fiir einen weiteren, nicht
verzwillingten Kristall aus dem gleichen Kristallisationsexperiment ein Datensatz bis
2.05 A Aufldsung gesammelt. Hier zeigte die Differenzdichte deutlich ein Tetrasaccharid

an der Position zwischen Asp2¥” und Glu2* (J. Miiller, pers. Mitteilung).
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Abbildung 51.

Aktivitatstest von Mutanten von Sf6TSPAN (20 pg/ml) in Gegenwart von 2 uM DodAmc.
A. Produktion des fluoreszenzmarkierten Tetrasaccharids (TetAmc), prozentualer Anteil der
Peakflache nach Reversed Phase HPLC des Produktgemisches. WT Kontrolle (rote Linie, gefull-
te Kreise). Mutanten mit Wildtypaktivitat (griine Linien): E345Q (gefiillte Dreiecke nach unten),
D344N (Dreiecke offen nach oben), E345Q (Quadrate offen), E430Q (geflllte Dreiecke nach
oben), E471Q (offene Kreise), D378N (geflllte Rauten), E409Q (offene Rauten). Mutanten mit
geringerer Aktivitdt als beim WT (blaue Linien): D247N (offene Dreiecke nach unten), E293Q
(gefullte Quadrate). B. Anfangsgeschwindigkeiten der DodAmc-Hydrolyseexperimente aus A bis
30 % Umsatz.

4.3.2.3. Aktivititstests der Mutanten
Alle neun Mutanten von Sf6TSPAN konnten in E.coli BL21(DE3) loslich {ibe-

rexprimiert werden. Zum Vergleich der Aktivitdten der Mutanten wurde die Hydrolyse-
geschwindigkeit von DodAmc wie beschrieben gemessen (siehe Abschnitt 4.3.1.). Zu-
nédchst wurden Versuche unternommen, Aktividtstests mit DodAmc und Zelllysaten
durchzufiihren. Gesamtproteinkonzentrationen wurden nach Bradford (Bradford, 1976)

bestimmt. Da jedoch die Proteinmengen im Zelllysat je nach Expressionsrate der Mutan-
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ten leicht variierten, konnten keine identischen Tailspikekonzentrationen eingestellt wer-
den. Somit liefsen sich die Hydrolysegeschwindigkeiten nicht quantitativ vergleichen. In
diesem Test waren jedoch alle neun Mutanten aktiv (Daten nicht gezeigt). Die Aktivitats-
tests wurden daraufhin mit den nach dem Wildtypprotokoll gereinigten Proteinen durch-
geftihrt und die Hydrolyseraten bis 30 % TetAmc-Bildung berechnet und verglichen. Da-
bei zeigten alle Proteine mit Mutationen, die auf dem , Riicken” der f-Helixdoméne loka-
lisiert waren, mit dem Wildtyp vergleichbare Aktivitidt. Dagegen zeigten die Mutanten
D247N und E293Q, die aufgrund der Kokristallisationsexperimente entworfen wurden,
deutlich verminderte Aktivitat. Wahrend der Wildtyp bei 15 °C 2 uM DodAmc mit einer
Rate von 19.6*10- s hydrolysiert, betragt die Rate fiir E293Q nur ca. 13 % (2.5*103s?), die
fiir D247N sogar nur ca. 1.5 % (0.3*103s1) der Hydrolyseaktivitdt des Wildtyps.

Vergleicht man mit P22TSP so wére bei einer Mutation eines direkt an der Spal-
tung beteiligten katalytischen Rests eine stdarkere Abnahme der Aktivitdt zu erwarten. Die
Mutation jeweils eines der drei katalytischen Reste in P22TSP senkt die Aktivitdt auf we-
niger als 0.01 % des Wildtyps. Vermutlich sind die Reste E293Q und D247N daher an der
Bindung aber nicht an der Spaltung des Oligosaccharids beteiligt. Die Ergebnisse spre-
chen jedoch fiir die Lage des aktiven Zentrums in der Grube zwischen den Untereinhei-
ten. Entprechend miissten separate Untereinheiten inaktiv sein. Bei P22TSP ldsst sich da-
gegen fiir die monomere B-Helix Bhx noch Aktivitdt messen (Miller ef al., 1998a). Es konn-
te auch sein, dass ein einzelner Aminosidureaustausch nicht ausreicht. Bei der Endosiali-
dase K1F bewirkt erst der gleichzeitige Austausch von zwei Resten die vollige Inaktivitat
des Proteins. Wird nur ein Rest der drei Reste des aktiven Zentrums ausgetauscht, ist
noch eine Restaktivitdt von <5 % messbar (Stummeyer et al., 2005). Dies miisste auch bei

SfOTSP fiir die Reste Glu2%?> und Asp?¥” mit einer Doppelmutante untersucht werden.
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5. Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurden die Tailspike Proteine der Bakteriophagen Sf6 und HK620
mit dem gut charakterisierten Tailspike Protein des Bakteriophagen P22 im Hinblick auf
die Struktur und die Funktion als Endoglykosidasen verglichen. Alle drei Proteine stam-
men aus Phagen der gleichen Morphologieklasse Podoviridae und sind nicht sequenzho-
molog. Es konnte gezeigt werden, dass die dreidimensionale Struktur der Tailspike Prote-
ine starker konserviert ist als ihre Aminosduresequenz. Damit wird die evolutiondre Ver-
wandtschaft der Phagen auch auf Proteinebene bestitigt. Es war bereits bekannt, dass
P22TSP zu einer rechtsgingigen, parallelen B-Helix faltet. HK620TSP wurde beziiglich
seiner hydrodynamischen und spektroskopischen Eigenschaften charakterisiert. Auf-
grund seiner Ahnlichkeit zu P22TSP wurde ebenfalls eine rechtsgingige parallele B-Helix
postuliert. Mit Rontgenkristallstrukturanalyse wurde bestitigt, dass auch Sf6TSP zu die-
sem Strukturmotiv faltet. Die parallele $-Helix ist in besonderem Mafle geeignet, die Vari-
abilitdt der Aminosduresequenzen aufzunehmen, wie sie durch die schnelle Mutation von
Phagengenomen entsteht. Die Tailspike Proteine sind die einzigen Beispiele oligomerer
Proteine mit rechtsgéangiger -Helix. Ein Einfluss der Architektur der Trimerisierungsdo-
méne auf die hohe Stabilitdt der Tailspike Proteine muss jedoch neu bewertet werden. In
Sf6TSP sind die einzelnen Peptidketten nicht wie in P22TSP intermolekular verdrillt, was
bisher als Grund fiir die hohe Stabilitdt von P22TSP angesehen wurde. Im Bereich der
parallelen B-Helix befindet sich auch das aktive Zentrum der Tailspike Proteine. Die gro-
e Sequenzheterogenitit fiihrt hier zu unterschiedlichen Positionen der Bindestelle. Wih-
rend sie bei P22TSP auf einer einzelnen Untereinheit lokalisiert ist, wurde mit Kokristalli-
sations- und Mutationsexperimenten fiir St6TSP eine Position zwischen den Untereinhei-
ten postuliert. Tailspike Proteine konnten somit als Modellsystem fiir die Evolution von
Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen verwendet werden. Fiir weitergehende Untersu-
chungen wurde deshalb die bis dahin noch unbekannte Struktur des Kohlenhydratrezep-
tors von HK620TSP und die enzymatische Spezifitdt des Proteins analysiert. Es handelt
sich bei HK620TSP um eine N-Acetylglucosaminidase, wohingegen Sf6TSP und P22TSP

Endorhamnosidasen sind.

Rontgenkristallstrukturanalyse des Tailspike Proteins von Sf6
Der Kiristallisation von Sf6TSP ist nur ein C-terminales Fragment Sf6TSPAN zu-

ganglich. Dies wurde in vorausgehenden Arbeiten gezeigt. Ebenso wurde gefunden, dass
das vollstandige Protein inklusive der tiber einen flexiblen linker verbundenen Kopfbin-
dedomine nicht kristallisiert (Freiberg et al., 2003). Dies wurde auch bei anderen viralen
Faserproteinen beobachtet, von denen nur die rigiden Bereiche kristallisiert werden konn-
ten (Mitraki et al., 2002; Weigele et al., 2003). Auflerdem traten hdufig verzwillingte Kris-
talle auf, die die Datenaufnahme erschwerten. Schliefilich war wegen der geringen Se-

quenzhomologie zu P22TSP die Phasierung eines nativen Datensatzes mithilfe von mole-
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kularem Ersatz unmdoglich. In dieser Arbeit konnte mit modifizierten Kristallisationsbe-
dingungen jedoch das Auftreten von Zwillingen vermindert werden. Die Herstellung und
Kristallisation einer Selenomethioninmutante ermoglichte die Phasierung mit der SAD-
Methode. Damit wurde ein Strukturmodell fiir SF6TSPAN mit einer Auflsung von 1.98 A
gebaut.

Sf6TSP faltet zu einer trimeren, parallelen, rechtsgéngigen p-Helix. Diese Doméne
wird flankiert von einem N-terminalen Helix-loop-Helix-Motiv und einem C-terminalen
B-sandwich. Obwohl es rund 40 Aminosduren weniger als P22TSPAN aufweist, hat
Sf6TSPAN die gleiche Linge von 135 A. Diese konservierte Gesamtlinge konnte auf ein
allgemeines Prinzip beim Infektionsprozess des Phagen hindeuten und ist eventuell an
die Dimensionen der Zellwidnde gramnegativer Bakterien adaptiert. Die B-Helix-Domine
von Sf6TSPAN hat einen hoheren B-Strukturgehalt als in P22TSPAN, dies wird mit kiirze-
ren loops zwischen den Faltbldttern realisiert. Aufierdem sind, im Gegensatz zu
P22TSPAN, die drei B-Helices im Trimer linksldufig gegeneinander verdreht. Die cross-B-
Architektur von Sf6TSP spiegelt sich bereits in den Rontgenbeugungsbildern wider. Die
Wilson Statistik zeigt eine starke Anisotropie der Reflexverteilung parallel zur c*-Achse,
dies weist darauf hin, dass die f-Helix parallel zur dieser Achse liegt (J.Miiller, pers. Mit-
teilung). Hier findet man besonders intensive Reflexe bei 4.7 A. Dies ist die charakteristi-
sche meridionale Position von Reflexen, die auch bei der Rontgenbeugung an amyloiden
Fasern gefunden wird (Sunde & Blake, 1998). Sie entsteht durch den regelméfiigen Ab-

stand der einzelnen B-Strange in den lang gestreckten Faltblattern.

Am N-Terminus von Sf6TSPAN findet man wie in P22TSPAN ein Drei-Helix-
Buindel, es tragt allerdings zusdtzlich die Insertion eines hairpin loops von 30 Aminos&duren.
Es ist unklar, ob im Laufe der Evolution der Phagen dieser Genabschnitt eines gemeinsa-
men Vorfahren bei Sf6TSP inseriert wurde oder ob er bei P22TSP verloren gegangen ist.
Fiir ein Drei-Helix-Biindel hat sich an dieser Stelle jedoch keine strukturelle Alternative
entwickelt, die, dhnlich den schmalen a-Helices im Trimer, der Bewegung der Kopfbin-
dedomine gentigend Spielraum bietet. Auch C-terminal der B-Helix ist Sf6TSP anders
organisiert als P22TSP. In P22TSP sind die Peptidketten im Trimer miteinander verwun-
den, diese Verflechtung wurde bislang fiir die hohe Stabilitdt von P22TSP verantwortlich
gemacht (Benton et al., 2002). In Sf6TSP sind dagegen drei B-sandwich-Doméanen lateral
assoziiert. Trotzdem ist Sf6TSP dhnlich stabil wie P22TSP (Freiberg et al., 2003). Somit
wird die genomische Mosaizitdt der Tailspike Proteine hier auf Strukturebene sichtbar. In
den mosaikartigen Phagengenomen alternieren die Regionen mit hoher und geringer Se-
quenzhomologie. Die Funktionen einzelner Genabschnitte sind jedoch unabhéngig davon
konserviert (Casjens et al., 2004). Tailspike Proteine sind durch ihren oligomeren Zustand
stabilisiert (Miller et al., 1998a). Um diese hohe Stabilitidt zu erhalten haben P22TSP und
Sf6TSP im Laufe der Zeit unterschiedliche Trimerisierungsdoménen akquiriert. Es bleibt

aber unklar, ob die C-terminale Doméne dariiber hinausgehende Funktionen bei der
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Wechselwirkung mit der Wirtszelle hat. Viele virale Fasern tragen an der der Wirtszelle
zugewandten Seite ihre Rezeptorbindestelle, wie z.B. die Adenoviren (Bewley et al., 1999)
oder das stibchenfoérmige Hamagglutinin mit Rezeptorbindestelle mit jelly-roll fold an der
Spitze des Molekiils (Weis et al., 1988).

Die hohe Strukturhomologie von P22TSP und Sf6TSP ist auch die Ursache ihrer
biochemischen Ahnlichkeit. Die oligomere, parallele f-Helix wurde zunéchst nur anhand
des Vergleichs der spektroskopischen und hydrodynamischen Eigenschaften der Tailspi-
ke Proteine von P22 und Sf6 postuliert (Freiberg et al., 2003). Die Ergebnisse der Kristall-
strukturanalyse von Sf6TSP rechtfertigen diese Vorgehensweise auch fiir andere evoluti-

ondr verwandte, aber nicht sequenzhomologe Funktionseinheiten von Bakteriophagen.

Biochemische Charakterisierung des Tailspike Proteins von HK620

Unter den lambdoiden Phagen sind sich HK620 und Sf6 besonders dhnlich. 43 %
des Genoms von HK620 ist homolog zu Sf6 (Casjens et al., 2004). Allerdings weisen diese
dhnlichen Regionen eine hohe Mosaizitdt auf. Auch das Tailspike Protein von HK620 ist
beziiglich seiner Aminosduresequenz ein Mosaik aus der konservierten Kopfbindedoma-
ne und einem nicht homologen Teil, der mit dem Wirtszellrezeptor interagiert. In Analo-
gie zum Vorgehen bei Sf6TSP (Freiberg et al., 2003) sollte deshalb HK620TSP biochemisch
charakterisiert werden, um Aufschluss tiber eine mogliche strukturelle Homologie zu
P22TSP und Sf6TSP und iiber das Vorhandensein einer parallelen, rechtsgéngigen p-Helix
zu erlangen.

Das Tailspike Protein des Bakteriophagen HK620 wurde in der vorliegenden Ar-
beit erstmals kloniert und nach Standardprotokollen fiir Tailspike Proteine gereinigt. Die
analytische Ultrazentrifugation zeigte, dass es sich bei dem Protein um ein natives Trimer
handelt. HK620TSP hat das typische Fern-UV-CD-Spektrum fiir Proteine mit B-Faltblatt-
Sekundérstruktur und ist hitze- und protease-, sowie, bei Raumtemperatur, SDS-resistent.
Damit zeigt HK620TSP die charakteristischen Merkmale beziiglich der Stabilitdt und des
Oligomerisierungsgrades, wie sie auch fiir P22TSP und Sf6TSP gefunden wurden. Dage-
gen lassen sich aus der Fourier Transform Infrarotspektroskopie keine Riickschliisse auf
das Vorhandensein einer 3-Helix in HK620TSP ziehen. Das iibliche Modell zum Fit der
Spektren beziiglich der Beitrdge einzelner Sekundérstrukturelemente eignet sich nicht zur
korrekten Vorhersage des B-Strukturgehalts der Tailspike Proteine, da es diesen tibli-
cherweise zu hoch einschitzt (Freiberg et al., 2003; Khurana & Fink, 2000). Lediglich bei
Sf6TSP ist die Vorhersagegenauigkeit vermutlich zuféllig hoch, weil die f-Helix und auch
der C-terminale sandwich einen hohen [-Strukturgehalt haben. Beim Erhitzen von
HK620TSP in Gegenwart von SDS lésst sich ein thermisches Entfaltungsintermediat po-
pulieren. Es handelt sich dabei um das Protein mit entfaltetem N-Terminus, der der limi-
tierten Proteolyse bis Lys'%® zuganglich ist. Auch in P22TSP ist unter entsprechenden Be-
dingungen gegentiber proteolytischer Prozessierung ab Tyr!08 stabil (Chen & King, 1991).
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Zusammenfassende Diskussion

Die limitierte Proteolyse zeigt somit die gleiche Doméanengrenze wie sie beim Vergleich
der Aminosduresequenzen sichtbar wird. Ohne Strukturinformation ist jedoch nicht end-
giltig zu kldaren, ob in HK620TSP an dieser Stelle im genetischen Mosaik eine andere
Domiéne eingebaut wurde, oder ob die nun folgenden Sequenzen, da sie funktionell nicht
mehr in Protein-Protein-Interaktionen eingebunden sind, eine hohere Mutationsrate auf-
weisen. Dieser auf die Kopfbindedomine folgende Teil ist &4hnlich stabil gefaltet wie die
entsprechenden Sequenzen in Sf6TSP und P22TSP (Freiberg et al., 2003). Damit ist auch
die Stabilitdt dieser Doménen in allen drei Tailspike Proteinen im Gegensatz zur Amino-
sduresequenz stark konserviert und ein weiteres Indiz fiir das Vorhandensein der paralle-
len B-Helix in HK620TSP. Die Labilitdt der Kopfbindedoméne im Vergleich zum {ibrigen
Tailspike Protein ist durch ihre Funktion bestimmt, an das Kapsid binden zu miissen und
bei der Assemblierung andere Proteine zu erkennen (Tang et al., 2005). Demzufolge wur-
de bei HK620TSP beobachtet, dass das Volllangenprotein leichter an hydrophobe Oberfla-
chen adsorbiert als die verkiirzte Variante. Schliefdlich ist auch beim HK620TSP die Funk-
tion als Lipopolysaccharid-abbauende Endoglykosidase konserviert. Es konnte gezeigt
werden, dass das Protein O-Antigen-repeats vom Typ O18A1 seiner Wirtszelle E.Coli H
erkennt und vom Lipopolysaccharid abspaltet. Dabei entstehen dhnlich lange Produkte
wie bei Sf6TSP und P22TSP. Dies deutet auf eine dhnliche Architektur der Bindestelle
vermutlich im Bereich der parallelen B-Helix hin. Funktionell handelt es sich damit bei
HK620TSP um eine N-acetylglucosaminidase, im Gegensatz zu Sf6TSP und P22TSP, die
Endorhamnosidasen sind. Interessanterweise spaltet HK620TSP jedoch am nicht reduzie-
renden Ende einer Rhamnoseeinheit auf der Hauptkette des O18A1-Antigens. Man kann
spekulieren, ob der gemeinsame Vorfahre der Tailspike Proteine ebenfalls eine En-
dorhamnosidase war. In HK620TSP wird die Rhamnose zwar noch gebunden, die Spalt-
stelle hat sich aber eventuell inzwischen verschoben.

Fiir die Rontgenstrukturanalyse wurde das proteaseresistente Fragment
HK620TSPAN (Asp!10-Val710) kloniert und kristallisiert. Das Volllangenprotein kristalli-
siert nicht, in Analogie zu P22TSP und Sf6TSP, vermutlich sweil dies durch den flexiblen
linker zwischen Kopfbindedoméne und B-Helix-Doméne verhindert wird (Freiberg, 2000;
Steinbacher et al., 1997). Die Kristallisation von HK620TSPDN war jedoch nicht reprodu-
zierbar und dauerte mehrere Monate. Mit der limitierten Anzahl von Kristallen konnten
nicht gentigend Bedingungen zur Schwermetallderivatisierung getestet werden. Auch die
Lebensdauer einer Selenomethioninmutante war unter den gegebenen Bedingungen zu
gering fiir die Kristallisation. Die Phasierung eines nativen Datensatzes mit molekularem
Ersatz und Sf6TSP oder P22TSP als Modell war nicht moglich. Nach Abschluss der im
Ergebnisteil dokumentierten Experimente erhielten wir doch noch streuende Kristalle
einer Selenomethioninmutante von HK620TSPAN. Dabei wurde das Reinigungsprotokoll
fiir das Protein verbessert und zuerst tiber hydrophobe Interaktionschromatographie und

dann tiber Ionenaustausch mit Q-Sepharose anstelle von modifizierter Cellulose gereinigt.
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Zusammenfassende Diskussion

Das Protein kristallisierte nun unter anderen Bedingungen, aber in der gleichen Raum-
gruppe (J. Miller, pers. Mitteilung). Dies deutet auf eine im Gegensatz zu P22TSP und
Sf6TSP andere Oberflichenladungsstruktur bei HK620TSP hin. Gestiitzt wird dies auch
durch die Beobachtung, dass HK620TSP weniger hoch konzentriert werden kann und
dass es nativ nur mit kleiner Keimzahl aus Losungen mit geringer Ionenstirke kristalli-

siert.

Lage des aktiven Zentrums beim Sfé Tailspike

Die Lage des aktiven Zentrums in Sf6TSP wurde mit gerichteter Mutagenese und
mit Kokristallisationsexperimenten mit Oligosacchariden untersucht. Dabei wurden A-
minosdureaustausche von Carboxylaten zu den jeweiligen Sdureamiden vorgenommen.
Es konnten zwei Mutanten hergestellt werden, die nur 13 % bzw. 1.5 % der Wildtypakti-
vitdt aufweisen. Die beteiligten Sdurereste befinden sich am Rand einer Grube zwischen
den Untereinheiten von Sf6TSP. Dies deutet darauf hin, dass sich das aktive Zentrum
nicht wie bei P22TSP auf dem Riicken einer einzelnen Untereinheit befindet, sondern zwi-
schen zwei Monomeren. Allerdings sind die beiden ausgetauschten Sdurereste vermutlich
nicht an der Spaltung des Substrats beteiligt, sondern lediglich an der Bindung. Der jewei-
lige Austausch eines einzigen katalytischen Rests bei P22TSP setzt die Aktivitdt stdrker
herab, auf weniger als 0.01 % des Wildtyps (Baxa et al., 1996). Aufserdem muss ein effi-
zient gespaltenes Oligosaccharid mindestens zwei O-Antigen-repeats am nicht reduzie-
renden Ende des katalytischen Zentrums binden (Baxa et al., 2001). Nimmt man an, dass
sowohl unterhalb als auch oberhalb der mutierten Reste in Sf6TSP ein O-Antigen-repeat
positioniert ist, dann deutet dies auf die Lage des katalytischen Zentrums C-terminal der
beiden mutierten Reste hin. Dort findet man auch ein stark negatives Oberflichenpotenti-
al (Abbildung 49). Neueste Mutageneseuntersuchungen an Sf6TSP haben bestitigt, dass
sich hier tatsdchlich das aktive Zentrum befindet (Karolin Heinle, pers. Mitteilung). Damit
haben sich im Laufe der Evolution der Tailspike Proteine zwei unterschiedliche Positio-
nen fiir das katalytische Zentrum entwickelt. Bindestellen zwischen den Untereinheiten
findet man bei ca. 1/6 aller oligomeren Enzyme (Nooren & Thornton, 2003). Z.B. bindet in
der trimeren Galaktosid-Acetyltransferase aus E.Coli der Cofaktor Acetyl-CoA ebenfalls in
einer langen Grube zwischen zwei benachbarten, linksgangigen B-Helices (Wang et al.,
2002). Die Kenntnis der katalytisch aktiven Reste ermdglicht die Herstellung von inakti-
ven Mutanten. Damit konnten auch die Bindungskonstanten von Sf6TSP bestimmt wer-
den. In der Michaelis-Menten Enzymkinetik wurde bei Substratkonzentrationen von bis
zu 0.1 mM Dodekasaccharid keine Substratséttigung erreicht. Aufierdem konnte die Bin-
dung an ldngeren Oligosacchariden untersucht werden, die eher dem physiologischen
Substrat von langen Polysacchariden entsprechen und hohere Affinitdt haben (Laederach
& Reilly, 2005). Die schlechtere Substrataffinitdt kann dabei schon durch wenige Amino-
sdureaustausche entstanden sein. Bereits bei P22TSP wurden Punktmutanten gefunden,

die zwar die Bindung, aber nicht die katalytische Rate beeinflussen (Baxa et al., 1999).
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Zusammenfassende Diskussion

Auch der Verzweigungsgrad der repetitiven Einheit beeinflusst offenbar die Bindungsei-
genschaften des Tailspike Proteins zu seinem Substrat. So erkennt und spaltet Sf6TSP die
Serotypen X und Y (Chua et al., 1999), sowie partiell Serotyp 5a. Die Serotypen 2a und 2b
werden dagegen erkannt, aber nicht hydrolysiert (R. Morona, pers. Mitteilung).

Ausblick

Die Tailspike Proteine der Bakteriophagen P22, Sf6 und HK620 falten in ihrem
nicht sequenzhomologen Teil zu einer oligomeren, rechtsgiangigen, parallelen B-Helix.
Dies wurde auch fiir HK620TSP mit der kiirzlich gelosten Kristallstruktur bestatigt
(J.Miller, pers. Mitteilung). Damit ist die geringe Sequenzhomologie der f-Helixdoménen
nicht nur ein Zeichen fiir die schnelle Evolution der Bakteriophagengenome. Im Umkehr-
schluss kann die geringe Sequenzhomologie sogar als Hinweis auf das Vorhandensein der
parallelen B-Helix in den funktionshomologen Tailspike Proteinen angesehen werden,
denn die Struktur der B-Helix toleriert Aminosdureaustausche besonders gut. Dies er-
schwert jedoch gleichzeitig ihre Strukturvorhersage aus der Aminosduresequenz (Bradley
et al., 2001). Die Strukturen der Tailspike Proteine vergrofiern somit den Datensatz, mit
dem geeignete Algorithmen zur Vorhersage der parallelen B-Helix entwickelt werden
konnten. Parallele B-Helices sind auch als Modelle fiir amyloide Strukturen verwendet
worden (Wetzel, 2002). Sie sind aber sicher kein allgemeines Vorbild fiir den molekularen
Aufbau der Fasern. Die Tailspike Proteine konnten zumindest als Modell fiir ein 16sliches
Protein mit cross-B-Struktur dienen, um die Faltung und Assoziation von Protofilamenten
(entsprechend den monomeren B-Helices) zu Fibrillen (entsprechend nativen Trimeren)
zu untersuchen. Vorversuche zeigen, dass die Kinetiken der Riickfaltung und Assemblie-
rung von Sf6TSP den bei P22TSP gemessenen dhneln. Hiervon ausgehend kénnten gene-
relle Regeln fiir die Assoziation von Amyloidbausteinen formuliert werden.

Bei der hohen Mutageneserate von Phagengenomen bleibt die Funktion der jewei-
ligen Genabschnitte konserviert (Casjens et al., 2004). Als Selektionskriterium fiir die Re-
zeptorbindedomanen der Tailspike Proteine diirften damit zum einen die Proteinstabili-
tdt, der oligomere Zustand und die Gesamtldnge gelten. Zum anderen muss die Aktivitat
gegeniiber dem Wirtszellrezeptor erhalten bleiben, damit erhilt man auch eine Kopplung
an die Mutagenesegeschwindigkeit des Wirtes. Der Vergleich von P22TSP und Sf6TSP
zeigt, wie ein katalytisches Zentrum dabei im Laufe der Evolution seine Lage verdndert
hat. In zukiinftigen Arbeiten miisste die Bindung und Aktivitit der Tailspike Proteine
gegeniiber ihren Substraten charakterisiert und mit den schon bekannten Untersuchun-
gen an P22TSP verglichen werden (Baxa et al., 2001; Baxa et al., 1996). Insbesondere zu
HK620TSP fehlen hier noch Daten. Hieraus konnten generelle Prinzipien fiir die Evoluti-

on von Kohlenhydratrezeptoren abgeleitet werden.
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Anhang A

Sequenzalignment von Tailspike Proteinen mit CLUSTAL W (http.//www.ebi.ac.uk/clustalw)
[Thompson, 1994 #215].
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Anhang B

Kinetiken der thermischen Denaturierung in Gegenwart von SDS - Losungen der Differentialglei-
chungen fiir das Programm SCIENTIST

Fiir ein Modell konsekutiver Reaktionen 1. Ordnung

k1 ko
)] Trimer(TR) = Intermediat(I) = Monomer(M)

verwendet man die analytische Losung des Differentialgleichungssystems:

ATR/dT = -k*TR, dI/dT = k;*TR-k2*I, dM/dT = k,*1

//Modell im Programm Scientist

Unabhangige Variable: T (Zeit)

Abhangige Variablen: TR, I, M (Trimer, Intermediat, Monomer)
Parameter: K1, K2

//Konstanten

A0=100 (Ausgangskonzentration an Trimer betrug 100 %)

/I Analytische Losungen der Differentialgleichungen

TR = A0*exp(-K1*T)

I = (A0*K1/(K2-K1))*(exp(-K1*T)-exp(-K2*T))

M = A0*(1+(1/(K1-K2))*((K2*exp(-K1*T))-(K1*exp(-K2*T))))

Fiir ein Modell konsekutiver Reaktionen 1. Ordnung mit einem reversiblen Schritt

krue kden
) Trimer(TR) S Intermediat(I) > Monomer(M)
khin

verwendete man die analytische Losung des Differentialgleichungssystems:

ATR/dT = kni* TR+k*L, d1/dT = i TR-(krue+hten)*L, AM/ AT = Kor*T

//Modell im Programm Scientist

Unabhangige Variable: T (Zeit)

Abhangige Variablen: TR, I, M (Trimer, Intermediat, Monomer)
Parameter: khin, krue, kden

//Konstanten

A0=100 (Ausgangskonzentration an Trimer betrug 100 %)
//Substituierte Variablen

B = kden+khin+krue

A = sqrt(-4*kden*khin+BA2)

C = (kden-khin)*2

D = 2*(kden+khin)*krue

E = krue”2

F = C+D+E+(exp(A*T)*(C+D+E))+((-1+exp(A*t))*(kden-khin+krue)*A)
G = 2*(C+D+E)

/I Analytische Losungen der Differentialgleichungen

TR = (A0*exp(-0.5*(B+A)*T)*F)/G

| = (A0*exp(-0.5*(B+A)*T)*(-1+exp(A*T))*khin)/A

M = 0.5*A0*(2+(exp(-0.5*(B+A)*T)*(B-(exp(A*T)*B)-((1+exp(A*T))*A)))/A)



Anhang C

Fragmente nach ESI-MS-TOF von Oligosacchariden von E.Coli H, Mutterion m/z 1079.3.

Fragmention  Differenz  Zusammensetzung des Fragmentions Isotopenmar-
/ m/z zum Mutte- kierbar?®
rion
185.1 894.4 Hexose (—18) + Na* nein
226.1 853.4 N-acetylhexosamin (-18) + Na* nein
244 1 835.4 N-acetylhexosamin + Na* nein
331.1 748.4 Hexose, Deoxyhexose (-18) + Na* nein
3471 732.4 Hexose, Deoxyhexose + Na* nein
388.1 691.3 Hexose, N-acetylhexosamin (-18) + Na* -
406.1 673.3 Hexose, N-acetylhexosamin + Na* -
4931 586.3 2 Hexosen, Deoxyhexose (-18) + Na* -
511.2 568.3 2 Hexosen, Deoxyhexose + Na* -
550.2 529.3 2 Hexosen, N-acetylhexosamin (-18) + Na* -
568.2 511.3 2 Hexosen, N-acetylhexosamin + Na* -
609.3 470.2 1 Hexose, 2 N-acetylhexosamin + Na* ja
696.2 383.2 2 Hexosen, Deoxyhexose, N-acetylhexosamin (-18) -
+Na*
714.2 365.2 2 Hexosen, Deoxyhexose, N-acetylhexosamin+ Na* -
771.2 308.2 2 Hexosen, 2 N-acetylhexosamin+ Na* ja
876.4 2031 3 Hexosen, Deoxyhexose, N-acetylhexosamin+ Na* ja
917.4 162.1 2 Hexosen, Deoxyhexose, 2 N-acetylhexosamin + ja
Na*
933.4 146.1 3 Hexosen, 2 N-acetylhexosamin+ Na* ja

 nur fir detektierbare Peaks angegeben.

Fragmente nach ESI-MS-TOF von Oligosacchariden von E.Coli H, Mutterion m/z 911.4.

Fragmention  Differenz  Zusammensetzung des Fragmentions Isotopenmar-
/ m/z zum Mutte- kierbar?®
rion
204.1 707.3 N-acetylhexosamin (-18)+ H* -
2221 689.3 N-acetylhexosamin + H* ja
325.2 586.2 2 Hexosen (-18) +H" -
366.2 545.2 1 Hexose, 1 N-acetylhexosamin (-18)+ H” -
384.2 527.2 1 Hexose, 1 N-acetylhexosamin + H* ja
4252 486.2 2 N-acetylhexosamin + H* -
528.2 382.2 2 Hexosen, 1 N-acetylhexosamin (-18)+ H" -
546.3 365.1 2 Hexosen, 1 N-acetylhexosamin + H” ja
569.3 3421 1 Hexose, 2 N-acetylhexosamin (-18)+ H* -
587.3 324.1 1 Hexose, 2 N-acetylhexosamin + H* ja
690.3 221.1 3 Hexosen, 1 N-acetylhexosamin (-18)+ H* -
708.3 2031 3 Hexosen, 1 N-acetylhexosamin + H” ja
731.4 180.0 2 Hexosen, 2 N-acetylhexosamine (-18)+ H* -
749.4 162.0 2 Hexosen, 2 N-acetylhexosamine + H* ja
893.4 18.0 3 Hexosen, 2 N-acetylhexosamine (-18)+ H” Ja

® nur fir detektierbare Peaks angegeben.
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