Institut fiir Biochemie und Biologie

Arbeitsgruppe flir Physikalische Biochemie

Die Erkennung komplexer Kohlenhydrate
durch das Tailspike Protein aus dem
Bakteriophagen HK620

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
,2doctor rerum naturalium® (Dr. rer. nat.)
in der Wissenschaftsdisziplin
Physikalische Biochemie.

Eingereicht an der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der
Universitat Potsdam

von

Dipl.-Biochem. Nina Kristin Broker

Potsdam, April 2012



Dieses Werk ist unter einem Creative Commons Lizenzvertrag lizenziert:
Namensnennung - Keine kommerzielle Nutzung - Weitergabe unter gleichen
Bedingungen 3.0 Deutschland

Um die Bedingungen der Lizenz einzusehen, folgen Sie bitte dem Hyperlink:
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/de/

Online veroffentlicht auf dem

Publikationsserver der Universitat Potsdam:

URL http://opus.kobv.de/ubp/volltexte/2012/6036/

URN urn:nbn:de:kobv:517-opus-60366
http://nbn-resolving.de/urn:nbn:de:kobv:517-opus-60366



Eidesstattliche Erklarung
Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich diese Arbeit selbststandig erarbeitet und

nur unter Verwendung der angegebenen Quellen und Hilfsmittel verfasst habe.

Diese Arbeit wurde bisher keiner anderen Prufungsbehdrde vorgelegt.

Potsdam, 10. April 2012

Nina K. Bréker (Unterschrift)






Frir meine Familie

,ocience is like a black man searching a black room

for a black cat that might not be there”

von Sir Carl Popper






Zusammenfassung

Zusammenfassung

Kohlenhydrate stellen aufgrund der strukturellen Vielfalt und ihrer oft exponierten Lage auf
Zelloberflachen wichtige Erkennungsstrukturen dar. Die Wechselwirkungen von Proteinen mit
diesen Kohlenhydraten vermitteln Zell-Zell-Interaktionen, die z.B. fiir das Immunsystem und
fir die Differenzierung der Zellen wichtig sind. Aufgrund der strukturellen Vielfalt der
Kohlenhydrate und entsprechend der sie bindenden Proteine sind Protein-Kohlenhydrat-
Interaktionen und ihre Triebkréfte bislang nur teilweise verstanden. Bei Lektinen handelt es
sich um die bislang am besten untersuchte Familie von kohlenhydratbindenden Proteinen.
Klassische Lektine binden wenig komplexe Kohlenhydrate in flachen, vorgeformten Bindungs-
furchen mit geringen Bindungsaffinititen im Bereich von millimolaren Dissoziationskon-
stanten. Andere kohlenhydratbindende Proteine hingegen binden ihre Liganden unter Kon-
formationsdnderungen in tiefe Taschen mit hohen Affinititen im Bereich von nanomolaren
Dissoziationskonstanten. Beispiele fiir Proteine, die ihre Liganden derart binden, sind
bakterielle, periplasmatische Bindeproteine wie das Arabinose-bindende Protein und zum Teil
Antikdrper.

Diese groflen Unterschiede in den Bindungsmodi verschiedener kohlenhydratbindender
Proteine erschweren Vorhersagen fiir die Bindung von Zuckern. Zudem sind nur fiir einen
Bruchteil der kohlenhydratbindenden Proteine strukturelle Daten im Komplex mit den Zuckern
erhiltlich und somit ist die strukturelle Grundlage zum Verstindnis der Triebkrifte der
Bindung liickenhaft. Mit der vorliegenden Promotionsarbeit soll ein Beitrag zum Verstdndnis
von Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen geleistet werden, um zukiinftig Vorhersagen mit
zuverlédssigen Algorithmen zu erlauben.

Als Modell zur Protein-Kohlenhydrat-Interaktion diente dabei das Tailspike Protein (TSP) aus
dem Bakteriophagen HK620. Dieser Phage erkennt spezifisch seinen E. coli Wirt anhand der
Oberflachenzucker, der sogenannten O-Antigene. Dabei binden die TSP des Phagen das O-
Antigen des Lipopolysaccharids (LPS) und weisen zudem eine hydrolytische Aktivitit
gegeniiber dem Polysaccharid (PS) auf. Anhand von isolierten Oligosacchariden des Antigens
(Typ O18A1) wurde die Bindung an TSP analysiert. Die Bindung der komplexen Kohlen-
hydrate durch TSP aus dem Phagen HK620 zeichnet sich durch grofle Interaktionsflachen aus.
Die Interaktion wird durch ein ausgedehntes Netzwerk an Wasserstoffbriicken und durch die
Verdriangung vieler Wassermolekiile von der Proteinoberfliche durch die Bindung ermdglicht,

wodurch sowohl Spezifitit als auch Affinitdt generiert werden. Diese Eigenschaften unter-
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scheiden sich von denen der Lektine und der Antikorper und erlauben es, dieses System als
neuartiges Modell fiir Kohlenhydratbindung zu benutzen.

In vorangegangenen Arbeiten wurden Hinweise darauf gefunden, dass die Bindungseigen-
schaften von TSP aus dem Phagen HK620 durch geringe Verdnderungen in der Aminoséiure-
sequenz stark beeinflusst werden konnen. In der vorliegenden Dissertation wurde daher die
Kohlenhydratbindung des Wildtyp-Proteins (HK620TSPAN) und verschiedener Varianten
davon systematisch untersucht. Dafiir wurden TSP-Varianten erzeugt sowie Oligosaccharide
des Antigentyps O18A1 gereinigt und durch Bindungsstudien wurden thermodynamische Para-
meter ermittelt. Durch einzelne Aminosédureaustausche im aktiven Zentrum wurden Varianten
generiert, die eine tausendfach erhohte Affinitit (Kp = 100 nM) im Vergleich zum Wildtyp-
Protein (Kp = 130 uM) aufweisen. Dabei zeichnet sich das System dadurch aus, dass die
Bindung bei Raumtemperatur nicht nur enthalpisch, sondern auch entropisch getrieben wird.
Ursache fiir den giinstigen Entropiebeitrag ist die groBe Anzahl an Wassermolekiilen (21), die
bei der Bindung des Hexasaccharids verdringt werden.

Die Ursache fiir die Affinitdtssteigerung durch einzelne Aminoséureaustausche wurde durch
strukturelle Untersuchungen mittels Rontgenstrukturanalyse ergriindet. In der Struktur einer der
hochaffinen TSP-Varianten (E372Q) im Komplex mit dem Hexasaccharid wurde im Vergleich
zum Wildtyp-Protein lediglich eine weitere Wasserstoftbriicke zum Kohlenhydrat gefunden. In
den Strukturen ohne gebundenes Kohlenhydrat hingegen zeigten sich deutlichere Unterschiede
zwischen der Variante E372Q und dem Wildtyp. Die Reste GIn372, Tyr344 und His374 sind
anders orientiert als im Wildtyp-Protein und koordinieren zudem ein zusétzliches Wassermole-
kiil. Die Bindung des Hexasaccharids geht mit einer Rotation an diesen Resten einher, welche
die Verdrangung dieses zusétzlich koordinierten Wassers und dadurch vermutlich die erhdhte
Affinitat fir die Variante E372Q erlaubt.

Neben der Verdanderung einzelner Aminosduren an HK620TSP wurden zudem Modifikationen
am Kohlenhydrat und der Einfluss davon auf die Bindung untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass HK620TSP nicht nur spezifisch fiir das O18A1-Antigen ist, sondern zudem das
um eine Glucose verkiirzte Oligosaccharid des Typs O18A erkennt und polymere Strukturen
davon hydrolysiert. Studien der Bindung des O18A-Pentasaccharids zeigten, dass sich die
Triebkréfte der Bindung im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen O18A1-Hexasaccharid ver-
schoben haben. Durch Fehlen der Seitenkettenglucose ist die Bindung im Vergleich zu dem
O18A1-Hexasaccharid weniger stark entropisch getrieben (A(-TAS) = 10 kJ/mol), wéahrend der

Enthalpiebeitrag zu der Bindung zunimmt (AAH = -10 kJ/mol). Insgesamt gleichen sich diese

Effekte aus, wodurch sehr dhnliche Affinitdten der TSP-Varianten zu O18A1-Hexasaccharid
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und O18A-Pentasaccharid gemessen wurden. Durch diese Untersuchungen zur Bindung des
verkiirzten Oligosaccharids konnte der einzelne Beitrag der Glucose in der Seitenkette zur
Bindung ermittelt werden. Die Glucose wird nach Bindung des Hexasaccharids an das Protein
durch eine Schleife (loop) vom Losungsmittel abgeschirmt. Durch die Bindung der Glucose
werden aus dieser Tasche vier Wassermolekiile verdréngt, was entropisch stark begiinstigt und
unter enthalpischen Aspekten genau wie einige Kontakte zwischen der Glucose und einigen
Resten in der Tasche eher ungiinstig ist.

Durch Offnung der Tasche mittels Deletion von zwei Aminosiduren (Asn471 und Ser472)
konnte der Einfluss der Abschirmung der Glucose vom Losungsmittel niher charakterisiert
werden. Die Bindung von O18A1-Hexasaccharid durch die Deletionsvariante ist entropisch
weniger giinstig (A(-TAS) = 10 kJ/mol) als mit diesen abschirmenden Aminoséuren, wiahrend
der Enthalpiebeitrag zur Bindung leicht positiv beeinflusst wird (AAH = -3 kJ/mol). Offen
bleibt die Frage, wozu die Bindung der Seitenkettenglucose dient oder ob sich das HK620TSP
aus einem O18A-bindenden TSP evolutiondr herleitet. Mogliche Verwandtschaften zu dem
O18A-bindenden Phagen Q18A konnten bestehen, sind aber noch nicht untersucht. Bei diesem
Phagen handelt es sich um ein Mitglied der Familie Myoviridae. Es konnte also eine Morpho-
logie-iibergreifende Verwandtschaft zwischen diesen Phagen, die den gleichen Wirt (E. coli)
infizieren, bestehen. Dies ist auch fiir TSP der Phagen P22 (Podoviridae), Det7 (Myoviridae)
und INA (Siphoviridae) der Fall, welche alle homolog sind und dieselbe Spezifitit fiir
Salmonella als Wirt bei den verschiedenen Phagen bedingen.

In dem dritten Teilprojekt der Promotionsarbeit wurde der Infektionsmechanismus des Phagen
HK620 (Podoviridae) untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass analog zu dem verwandten
Phagen P22 die Ejektion der DNA aus dem Phagen allein durch das Lipopolysaccharid (LPS)
des Wirts in vitro induziert werden kann. Die Morphologie und Kettenldnge des LPS und die
Aktivitdt von TSP gegeniiber dem LPS erwiesen sich dabei als essentiell. So konnte die DNA-
Ejektion in vitro auch durch LPS mit O18A-Antigen induziert werden, welches ebenfalls von
dem TSP des Phagen gebunden und hydrolysiert wird. Diese Ergebnisse betonen die Rolle von
TSP fiir die Erkennung der LPS-Rezeptoren als wichtigen Schritt in der Infektion der
Podoviridae HK620 und P22.
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Abkurzungen und Formelzeichen

Abkurzungen und Formelzeichen

A

aa
Abb.

a. S.

au
CBM
CD

cps
C-Terminus
D339N
Da
AASA
DC
ACp
AH
DMSO
AN

DNA
DNase I
AS
dsDNA
DSMZ
E. coli
EDTA
EM

Gal

Glc
GlcNAc

ges.

Angstrém (10" m)

amino acid (Aminosaure)

Abbildung

dullere Schale

absorption units (Absorptionseinheit)

carbohydrate binding module

circular dichroism (Zirkulardichroismus)

counts per second (Fluoreszenzeinheit)

Carboxy-Terminus

Variante von HK620TSPAN (Aspartat 339 ist gegen Asparagin ausgetauscht)
Dalton

Anderung in accessible surface area

destabilizing contacts (hydrophil-hydrophobe Kontakte)
Wirmekapazititsidnderung

Enthalpieidnderung

Dimethylsulfoxid

um die N-terminale Doméne verkiirzt (im Falle von HK620TSPAN sind die aa
1-110 deletiert)

desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsiure)
Desoxyribonuklease I

Entropieédnderung

doppelstringige DNA

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Elektronenmikroskopie

D-Galactose

D-Glucose

N-Acetyl-D-Glucosamin (auch mit NAG abgekiirzt)

gesamt

1Y%
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gp
h

HAEPC
HB
HK620
HK620TSP
HPLC
IPTG

J

Kp
Kass/diss
KDO
LB

LPS

LS
MALDI-MS
MD
min
MOI
nm
NMR
N-Terminus
OD

P22
P22TSP
PAGE
PDB
Pfu
Phob
PS

psi

Rha
RMSD
RNA

gene product (Genprodukt)

hour (Stunde)

high performance anion exchange chromatography
hydrogen bond (Wasserstoffbriicke)

Podovirus HK620

Tailspike Protein aus HK620

high performance liquid chromatography
Isopropyl-f-D-Thiogalactopyranosid

Joule (4,18 Joule = 1 Kalorie)

Dissoziationskonstante

Geschwindigkeistkonstante der Assoziation/Dissoziation
Ketodesoxyoctonsdure

Luria-Bertani Medium

Lipopolysaccharid

Lichtstreuung

matrix assisted laser desorption ionization mass spectrometry
molecular dynamics (Molekiildynamik)

Minuten

multiplicity of infection (Multiplizitit der Infektion)
Nanometer

nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanzspektroskopie)
Amino-Terminus

Optische Dichte

Podovirus P22

Tailspike Protein aus P22
Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteindatenbank (http://www.rcsb.org /pdb/)

Plaque forming unit

hydrophobe Kontakte

Polysaccharid

pounds per sqare inch (Pfund pro Quadratzoll)
L-Rhamnose

root mean square deviation (mittlere quadratische Abweichung)

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
\Y
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RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RU repetitive units (repetitive Einheiten)

RU¢q response units (Signaleinheiten bei SPR) im Gleichgewicht

S. Salmonella, Nomenklatur nach Le Minor und Popoff (Le Minor ef al. 1982)
SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

SPR surface plasmon resonance (Oberflachenplasmonresonanz)

STD saturation transfer difference

Tab. Tabelle

TEM Transmissions-Elektronenmikroskopie

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TSP Tailspike Protein

U units (Enzymaktivitat)

iN iiber Nacht

uv Ultraviolett

(v/v) Volumenanteil

Wt Wildtyp-Protein (gemeint ist HK620TSPAN aa 111-710)

(W/v) Gewichtsanteil

V4 Losungsmittel-Polaritdtsparameter nach Kosower (Kosower 1958)

Fiir die Aminosduren werden sowohl die géngigen Einbuchstaben- als auch die Dreibuch-
stabenabkiirzungen verwendet. Varianten von HK620TSP wurden, wie fiir die Variante D339N
beispielhaft aufgefiihrt, benannt. Abkiirzungen beziiglich kristallographischer Arbeiten werden
an entsprechender Stelle erldutert. In Abkiirzungen wurden alle Deklinationen in Singular und

Plural mit inbegriffen.
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1. Einleitung

1.1. Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen

Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen sind aufgrund ihrer Funktion bei der Zell-Zell-Er-
kennung von besonderem Interesse. Aufgrund der exponierten Lage der Zucker auf Zellober-
flachen stellen sie wichtige Erkennungsstrukturen fiir Immunreaktionen, unterschiedliche zellu-
lare Prozesse sowie fiir Wirt-Pathogen-Interaktionen dar (Varki 2007; Lentz 1990; Crocker et
al. 2007; Lis & Sharon 1998). Als Beispiele fiir solche zelluliren Prozesse sind die Be-
fruchtung und die Nervenentwicklung in der Embryogenese zu nennen (Topfer-Petersen 1999;
Varki 2007). Die groe Vielfalt an Funktionen von Zuckerstrukturen ist mit einer immensen
strukturellen Diversitdt dieser Kohlenhydrate und der sie bindenden Proteine verbunden
(Quiocho 1986). Durch unterschiedliche Verkniipfungen, verschiedene Epimere und Kon-
formere tiibersteigen die Moglichkeiten des Zuckercodes die auf DNA- oder Proteinebene
(André et al. 2007): Vergleicht man die Anzahl aller moglichen Molekiile aus sechs ,,Bau-
steinen®, erhdlt man 4096 Moglichkeiten fiir Oligonukleotide, 6,4 x 10° fiir Peptide und
1,4 x 10" fiir Saccharide (Gabius et al. 2011). Durch diese Vielfalt und die entscheidende
Rolle der Zucker bei Infektionen und verschiedenen Krankheiten ist das Interesse an Zucker-
strukturen und Proteinwechselwirkungen mit diesen gestiegen. Entsprechend befinden sich
Impfstoffe in der Entwicklung, welche die Produktion von Antikdrpern gegen Zuckerstrukturen
bewirken, die mit Krankheiten wie Malaria, Krebs und HIV assoziiert sind (Hecht et al. 2009;
Westerlind & Kunz 2011; Danielczyk et al. 2006; Ravn et al. 2007; Doores et al. 2010; B. E.
Clark ef al. 2012). Trotz dieser Entwicklung liegt das Verstdndnis fiir Protein-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen und fiir ihre Triebkréfte noch in den Anfingen, wihrend die Triebkréfte
von Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie Proteinfaltung und strukturelle Grundlagen fiir
diese schon lange Gegenstand intensiver Forschung sind (Baldwin 2007; Bolen & G. D. Rose
2008).

In der seit 1998 bestehenden Datenbank CAZy (Carbohydrate-active enzymes database) sind
24080 kohlenhydratbindende Module (CBM) vermerkt. Bei CBM handelt es sich um nicht-
katalytische, kohlenhydratbindende Module von Polysaccharid-degradierenden Hydrolasen
(Boraston et al. 2004). In der Datenbank CAZy sind zudem etwa 100000 Enzyme neben
Hydrolasen vermerkt. Nicht-enzymatische, kohlenhydratbindende Proteine wie Lektine sind in

der Datenbank nicht erfasst. In der Proteindatenbank (PDB) sind hingegen nur 1979 drei-
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dimensionale Strukturen fiir kohlenhydratbindende Proteine sowie 4865 unter dem Stichwort
Kohlenhydratmetabolismus hinterlegt (Stand Mérz 2012). Sucht man speziell Lektine findet
man 192 Eintrdge. Diese Zahlen spiegeln wider, dass eine unglaublich grofe Vielfalt an
kohlenhydratbindenden Proteinen vorhanden ist und bislang nur ein Bruchteil der Proteine
strukturell untersucht wurde. Entsprechend wenig umfassend ist bisher das Wissen um Kohlen-
hydratbindung; und Vorhersagen iiber Kohlenhydratbindung zu treffen oder die Wechsel-
wirkungen zwischen Protein und Kohlenhydrat gezielt zu beeinflussen, ist eine heraus-
fordernde Aufgabe (Taroni et al. 2000; Shionyu-Mitsuyama et al. 2003; Kerzmann et al. 2006).
Dabei wiren diese Vorhersagen von entscheidender Bedeutung, um Kohlenhydrat-basierte
Pharmaka gezielter und effektiver entwickeln zu kdnnen. Ein Problem bei den Vorhersagen ist
z.B., dass die enthalpischen Beitrige einzelner Wasserstoftbriicken nicht quantifiziert werden
konnen und die Gibbs Energie der Bindung nicht linear mit der Anzahl der Wasserstoftbriicken
korreliert, was fiir bisher nicht quantifizierbare Einfliisse durch Losungsmittel und das Protein

spricht (Chervenak & Toone 1995; Gupta et al. 1997).

1.2. Beispiele fiir kohlenhydratbindende Proteine

Kohlenhydrate bieten eine grofle strukturelle Vielfalt und sind in viele Erkennungsprozesse
involviert. Entsprechend vielfiltig sind kohlenhydratbindende Proteine und ihre biochemischen
Aufgaben. Zu diesen Proteinen gehdren Lektine, bakterielle Bindeproteine aus dem Peri-
plasma, fiir Kohlenhydrate spezifische Antikorper, Membrantransport-Proteine und Enzyme,
die Kohlenhydrate umsetzen. Zuletzt genannte Enzyme weisen insbesondere fiir den Abbau
pflanzlicher Polysaccharide meist modulare Strukturen auf, bei denen das aktive Zentrum mit
einer oder mehreren CBM verkniipft ist (Boraston et al. 2004).

Anfang der 90er Jahre wurden kohlenhydratbindende Proteine grob nach ihren Bindungs-
eigenschaften in zwei Gruppen eingeteilt (N. K. Vyas 1991; Weis & Drickamer 1996). Zur
Vereinfachung wird diese Unterteilung benutzt und es werden beispielhaft Mitglieder dieser
Gruppen vorgestellt.

Proteine der Gruppe 1 binden ihre Kohlenhydrate mit hohen Affinititen meist unter Konforma-
tionsdnderungen in tiefe Taschen, wobei der Ligand stark vom Losungsmittel abgeschirmt
wird. Dahingegen binden Mitglieder aus der zweiten Gruppe die Kohlenhydrate mit geringen
Affinitéten in flache, vorgeformte Furchen (N. K. Vyas 1991; Weis & Drickamer 1996).

Als Beispiele fiir die erste Gruppe werden im folgenden Abschnitt die Bindungseigenschaften
von Antikorpern, die spezifisch fiir Kohlenhydrate sind, sowie von periplasmatischen Binde-
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proteinen beschrieben. Lektine stellen ein typisches Beispiel fiir Proteine der Gruppe 2 dar.
Dabei ist anzumerken, dass neben den Unterschieden zwischen diesen Gruppen die gleichen
Grundziige in der Kohlenhydraterkennung in unterschiedlichen Abstufungen zu finden sind.
Dazu zdhlen schwache Wechselwirkungen durch Wasserstoffbriicken, van der Waals Kontakte
und Stapelung der Saccharide an aromatische Aminosduren sowie die Verdringung von
Wasser durch Bindung des Kohlenhydrats (Quiocho 1986; Weis & Drickamer 1996; Toone
1994; Ambrosi et al. 2005).

1.21. Antikorper und bakterielle, periplasmatische Bindeproteine

Antikorper zeichnen sich durch hohe Affinititen gegeniiber dem Antigen bis in den Bereich
von pikomolaren Dissoziationskonstanten aus. Damit stellen sie hochspezialisierte Werkzeuge
des Immunsystems dar.

Im periplasmatischen Raum Gram-negativer Bakterien konnen Bindeproteine gefunden
werden, die als primédre Rezeptoren zum Transport und zur Chemotaxis dienen. Kohlenhydrat-
bindende Antikdrper und periplasmatische Bindeproteine zeichnen sich durch hohe Affinititen
(nanomolare Dissoziationskonstanten) im Vergleich zu Lektinen aus, die sie meist durch
Bindung der Zucker in tiefe Bindestellen unter teils starken Konformationséinderungen
erreichen (Gerstenbruch et al. 2010; Quiocho 1986; Miiller-Loennies et al. 2000). Das Kohlen-
hydrat wird entsprechend stark durch das Protein vom Ldsungsmittel abgeschirmt, wodurch ein
groBBer Teil der Oberflache des Liganden durch Protein bedeckt ist. Daher sind fiir Antikdrper
stark Temperatur-abhingige Wirmekapazititsinderungen bis zu -4 kI mol” K™ durch die
Bindung zu messen (Toone 1994; Sigurskjold & Bundle 1992).

Die Wirmekapazitit des Systems wird bei Bindung durch verschiedene Faktoren beeinflusst,
die eine Anderung in Vibrations- und Schwingungsmodi, welche Wirme absorbieren, bewirken
(Chavelas & Garcia-Hernandez 2009). Am anschaulichsten ist dabei der Faktor, dass durch
Bindung Wassermolekiile von der Protein- und Ligandenoberfliche verdringt werden und das
Kohlenhydrat bei der Bindung an Flexibilitit verliert. Dadurch gehen entsprechende
Schwingungen und Vibrationen durch Wassermolekiile und den Zucker zum Teil verloren,
wodurch ein Verlust von Wérmekapazitit (ACp) durch die Bindung entsteht.

Da die Kohlenhydrate bei periplasmatischen Bindeproteinen und vielen Antikdrpern meist
stark vom Losungsmittel abgeschirmt werden, ergibt sich der beschriebene, grole Verlust an
Wirmekapazitit durch die Bindung. Abbildung 1-1 zeigt beispielhaft die Bindestelle des L-
Arabinose-bindenden Proteins (ABP). Der Ligand Arabinose ist von dem bilobdren L-
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Arabinose-bindenden Protein zu etwa 98% begraben (Newcomer et al. 1981; Quiocho & N. K.
Vyas 1984; Quiocho 1986; Gabius et al. 2011).

Abb. 1-1: Die Kohlenhydratbindung durch das Arabinose-bindende Protein (ABP). Die Struktur des ABP im Komplex mit
Arabinose (1ABE) ist in raumfiillender Darstellung im Uberblick (A) gezeigt (Newcomer et al. 1981; Quiocho & N. K. Vyas
1984). Die Arabinose (gelb) ist komplett von dem bilobdren Protein umgeben (B). Es sind nur zwei Wassermolekiile (rote
Kugeln) in der Arabinose-Bindestelle koordiniert.

1.2.2. Lektine

Bei Lektinen handelt es sich um kohlenhydratbindende Proteine, die als eigene Klasse neben
Enzymen und Immunoglobulinen definiert werden. Sie existieren in vielen Spezies von
Bakterien und Viren, iiber Pflanzen bis hin zu Tieren und sind fiir die Erkennung von Zuckern
auf der Zelloberfliche zustindig. Pflanzliche Lektine wurden bereits vor iiber 100 Jahren
entdeckt (Y. C. Lee & R. T. Lee 1995), was die Gruppe der Lektine wohl zu der am besten
charakterisierten Familie der kohlenhydratbindenden Proteine macht. Die meisten Lektine
wurden bisher in Samen von Gemiise und Getreide gefunden. Tierische Lektine werden zum
Teil nach Ahnlichkeiten zu Immunoglobulinen oder pfanzlichen Lektinen (I- und L-Typ) bzw.
nach ihren Eigenschaften (Calcium-Abhingigkeit, C-Typ) unterteilt (Weis & Drickamer 1996).
Des Weiteren bietet sich eine Unterteilung entsprechend der Monosaccharide, gegeniiber denen
die Lektine die hochste Affinitdt aufweisen, an. Entsprechend klassifizierten Lis und Sharon
Lektine in folgende flinf Gruppen: Mannose, Galactose/ N-Acetylgalactosamin, N-
Acetylglucosamin, Fucose oder N-Acetylneuraminsdure (Lis & Sharon 1998).

Lektine zeichnen sich meist durch flache Bindungsfurchen und eine relativ schwache Affinitét

gegeniiber Monosacchariden mit Dissoziationskonstanten im millimolaren Bereich aus. Die
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Affinitdt ist dabei aufgrund von einer geringen Anzahl an Kontakten zwischen Protein und
Ligand gering. Eine Ausweitung der Bindestelle und Multivalenz durch multiple Bindestellen
oder durch Bindung an akkumulierte Glycostrukturen wie auf einer Zelloberfliche (cluster
glycoside effect) erhohen die Affinitdt. Dies sowie die hohe Spezifitit von Lektinen gegeniiber
Oligosacchariden befdhigt diese, als Erkennungsmolekiile in biologischen Prozessen zu wirken
(Ambrosi et al. 2005; Weis & Drickamer 1996).

Die Bindung von Kohlenhydraten durch klassische Lektine ist typischerweise enthalpisch ge-
trieben, wobei diesem Enthalpieterm eine fiir die Bindung ungiinstige Entropie entgegenwirkt
(Dam & Brewer 2002; Garcia-Hernandez et al. 2003). Obwohl die Affinitdt von Lektinen
gegeniiber Oligosacchariden im Vergleich zu kleineren Zuckern erhéht ist, sind nur wenige
strukturelle Daten fiir Lektine in Komplexen mit diesen lingeren Kohlenhydratfragmenten
erhiltlich. Die Bindung von weniger komplexen Sacchariden (Mono- oder Disaccharide) ist
mit einem geringen Grad der Abschirmung von dem Ldsungsmittel verbunden. In Abbildung
1-2 ist beispielhaft die Struktur des am lidngsten bekannten Lektins, Concanavalin A, im
Komplex mit Mannose zu sehen. Jedes Monomer des tetrameren Proteins bindet eine Mannose
(gelb), ein Calciumion (griin) und ein Manganion (lila). Die Ionen sind an die Bindestelle fiir

die Mannose koordiniert und essentiell fiir die Struktur der Bindestelle (Bouckaert ez al. 1995).

B

Abb. 1-2: Struktur des Lektins Concanavalin A im Komplex mit Mannose. Das gesamte tetramere Protein ist links gezeigt (A,
PDB: 4CNA). Jedes Monomer bindet eine Mannose (gelb), ein Manganion (lila) sowie ein Calciumion (grtin). Die Bindestelle
fur die Mannose (in A gelb umrahmt) ist im Detail gezeigt (B). Die Mannose ist an der Oberflache des Monomers gebunden.
An die Bindestelle sind die essentiellen Mangan- und Calciumionen koordiniert.
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Mit der durch den Liganden besetzten Oberfliche am Protein bzw. der Anderung der Losungs-
mittel-Zuginglichkeiten korreliert die Warmekapazititsdnderung durch Bindung (vgl. Ab-
schnitt 1.2.1.). Entsprechend der geringen Kontaktflache zwischen Ligand und Protein ist die
Wirmekapazititsinderung bei Lektin-Kohlenhydrat-Bindungen mit bis zu -0,4 kJ mol 'K
vom Betrag her klein (Toone 1994).

In der Gruppe der Lektine stellen bakterielle Lektine eine Ausnahme dar. Sie weisen oft hohere
Affinitdten gegeniiber ihren Liganden auf und entsprechend sind thermodynamische Parameter

zu beobachten, die sich von klassischen Lektinen unterscheiden (Pokorna et al. 2006).

1.3. Bakteriophagen: Vorkommen und Morphologien

Bei Viren handelt es sich um eine weit verbreitete Spezies: So sind im Meereswasser z.B. etwa
3 x 10’ Partikel pro Liter zu finden (Suttle 2005). Bakteriophagen sind Viren, die Bakterien
infizieren und sie als Wirt zur Vervielfaltigung nutzen. Viren und somit auch Bakteriophagen
sind nicht in der Lage sich unabhingig von der Wirtszelle zu replizieren. Die ersten Phagen
wurden vor etwa 100 Jahren von Twort und d’Herelle beschrieben. Sie sind aufgrund der
Tatsache, dass sie Bakterien lysieren, als Phagen (aus dem Griechischen phagein - bedeutet
fressen) benannt (Chibani-Chennoufi et al. 2004; Lu & Koeris 2011). Mit geschitzt iiber
10%° Partikeln auf der Erde stellen Phagen das zahlenmiBig am stirksten vertretene biologische
System dar (Chibani-Chennoufi et al. 2004).

Aufgrund der bakteriziden Wirkung von Phagen wurden diese zur Therapie genutzt. Wegen
des geringen Verstdndnisses der Biologie von Bakteriophagen, therapeutisch gemischter Er-
folge und durch die Einfiihrung von Breitband-Antibiotika wurde bislang von der Therapie mit
Phagen in der westlichen Welt zumeist abgesehen (Lu & Koeris 2011). In den letzten Jahren
wurde die Therapie mit Phagen wieder vorangetrieben und es befinden sich einige Phagen-
basierte Mittel in klinischen Studien. AuBlerhalb von Deutschland sind einige Phagenprodukte
schon in der Lebensmittelindustrie in Nutzung. So wird z.B. ein Phage mit Lysteria
monocytogenes als Wirt zur Entkeimung von Nahrungsmitteln benutzt (Petty et al. 2007;
Hagens & Offerhaus 2008; Lu & Koeris 2011).

Bakteriophagen werden entsprechend ihrer Morphologie und der Nukleinsduren, die sie tragen,
eingeteilt. Die Ordnung der Caudovirales beinhaltet drei Familien an Phagen mit Schwanz-
strukturen, deren Proteinkapside mit doppelstrangiger (ds) DNA gefiillt sind: Podoviridae,
Myoviridae und Siphoviridae (Ackermann 1998; Ackermann 2001). Ein GroBteil (etwa 96%)
an Bakteriophagen weist eine Schwanzstruktur auf. Die Siphoviridae stellen unter den Caudo-
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virales mit etwa 61% die groBte Familie dar (Ackermann 2001). Sie zeichnen sich durch einen
langen, nicht-kontraktilen Schwanz aus (Abb. 1-3 C). Die Myoviridae haben einen langen, kon-
traktilen Schwanz (B), wihrend die Podoviridae eine kurze, nicht-kontraktile Schwanzstruktur

aufweisen (A).

Abb. 1-3: Die drei Familien der Caudovirales. Gezeigt sind Elektronenmikroskopie-Aufnahmen der Phagen P22 (A), Det7 (B)
und 9NA (C) (Andres, Roske et al. 2012; Walter et al. 2008). Sie stellen Mitglieder der Familien Podoviridae, Myoviridae und
Siphoviridae dar. Die Phagen wurden in einem negative staining mit Uranylacetat gefarbt. Die MaRBstdbe sind eingezeichnet.

Unter Bakteriophagen ist Temperenz stark verbreitet, das heifit, dass diese ihr Genom als
sogenannten Prophagen in das der Bakterien einbauen konnen und durch bestimmte Reize ein
Ubergang aus diesem Lysogen in den lytischen Zyklus induziert werden kann. Ein gleicher-
mafen fiir Bakterien sowie Bakteriophagen evolutionir wichtiges Phédnomen ist die sogenannte
lysogene Konversion. Dies beschreibt die Gewinnung neuer Eigenschaften fiir das Bakterium
durch einen Prophagen im Lysogen. Der Gentransfer durch Transduktion oder lysogene
Konversion durch Phagen beeinflusst im grolen MaBle die genetische Vielfalt von Bakterien.
Die globale Rate von Phagen-induzierten Genmodifikationen wird auf 20 x 10'° Gentransfers
pro Sekunde geschitzt (Briissow et al. 2004). Die durch lysogene Konversion induzierten
Verdnderungen im Bakterium dienen oft dazu, weitere Infektionen durch andere Phagen zu
verhindern. Durch andere Faktoren wie durch Prophagen kodierte Toxine (z.B. Shiga Toxin)
kann jedoch auch die pathogene Potenz des Bakteriums gesteigert werden (Briissow et al.
2004). Fiir die vorliegende Arbeit sind vor allem Anderungen in der Struktur der #uBeren
Membran von Gram-negativen Bakterien interessant, die durch lysogene Konversion bewirkt

werden konnen und in Kapitel 1.5. beschrieben werden.



Einleitung

1.3.1. Der Bakteriophage P22 als Prototyp der Podoviridae

Bei dem Phagen P22 handelt es sich um einen Prototypen der Familie Podoviridae. Dieser
Phage wurde bereits 1952 durch Zinder und Lederberg entdeckt und unterliegt somit bereits
seit 60 Jahren intensiven Forschungen (Prevelige, 2006). Der Phage zeichnet sich durch einen
ikosaedrischen Kopf, der mit doppelstringiger DNA (dsDNA) gefiillt ist, und einen kurzen,
nicht-kontraktilen Schwanz aus (Israel et al. 1967). Das Kapsid besteht aus einem Protein
(gp5), dessen Struktur in vielen Caudovirales und sogar Herpesviridae konserviert ist (Parent
et al. 2010). Neben dieser Homologie wird aufgrund von weiteren genetischen und strukturel-
len Gemeinsamkeiten generell ein gemeinsamer Vorfahre fiir alle Bakteriophagen, die dsDNA

beinhalten, vermutet (Hendrix et al. 1999; Hendrix et al. 2003).

420 Coat Protein (gp5)

. . Prokapsid Unstabiles Phagenkapsid Infektioser Partikel
Packung SchlieRen
der DNA des Portals
(9p2, gp3) gp3) (gp4, gp10,

Anheften von
Portal (gp1) TSP (gp9)

Ny \f“ M
~300 Scaffolding Protein (gp8)

Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Assemblierung des Phagen P22 (Abbildung orientiert an Calendar 2006). Details sind
dem FlieRtext zu entnehmen.

Wihrend der Assemblierung von P22 (Abb. 1-4) wird ein Prokapsid aus coat Protein (gp5) und
scaffolding Protein (gp8) gebildet, wobei das Portal (gp1) bereits eingebunden wird (King et al.
1976; King et al. 1973). Das Prokapsid wird durch einen ATP (Adenosintriphosphat)-ver-
brauchenden Mechanismus mit dsDNA gefiillt (Nemecek et al. 2007). Die DNA im Phagen-
kopf wird dabei stark kondensiert und die Fiillung mit DNA induziert eine Konformations-
dnderung im Kapsid, die zu einer Expansion und zur Ausbildung der ikosaedrischen Form fiihrt
(Abb. 1-4). Das Portal des Kapsids wird sequenziell mit den Proteinen gp4 sowie gpl0 und
final durch das sogenannte Plug Protein (gp26) verschlossen (Calendar 2006). Das Kapsid ist
nach diesen Schritten stabil und in einem letzten Schritt werden sechs Tailspike Proteine (TSP)
angeheftet.

Die detaillierte Struktur des Portals bzw. der davon ausgehenden tail machine ist in Abbildung
1-5 dargestellt. Fiir diese Abbildungen wurden bekannte Kristallstrukturen der Bestandteile der
tail machine (gpl, gp4, gp9 (TSP) und gp26) in die Struktur des Phagen P22 modelliert, die
durch Cryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM) gelost wurde (A und B). Die TSP binden mit
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ihrer N-terminalen Kapsidbinde-Doméne an die Interaktionsfliche zwischen gp4 und gpl0

(Lander et al. 2009).

A

Abb. 1-5: Die schematische Darstellung des Phagen P22 (A) und der sogenannten tail machine im Detail (B). Als Grundlage
fur die Abbildung des ganzen Phagen diente die Cryo-EM Struktur des Phagen P22 (EMDB: 1222) (J. Chang et al. 2006). Die
Strukturen des Plug Proteins gp26 (gelb, PDB: 2POH) (Olia et al. 2007) sowie der P22TSP-Variante Y108W (blau, PDB: 2XC1)
(Seul 2008) sind in die Dichtekarte des Phagen angepasst worden. Bei der Variante Y108W handelt es sich um die einzige
Volllangenstruktur von P22TSP, die aufgrund der Stabilisierung der flexiblen Linkerregion erhalten werden konnte (vgl.
Abschnitt 1.4. und Seul 2008). Die Struktur der tail machine ist im Detail in B gezeigt (modifiziert nach Lander et al. 2009). Die
Strukturen von gpl und gp4 (PDB: 3LJ4) (Olia et al. 2011) sind in allen Abbildungen rot bzw. in Magenta dargestellt und im
Detail mit je einer Untereinheit in Grau gezeigt (C).

1.3.2. Vorkommen und Struktur des Bakteriophagen HK620

Der Bakteriophage HK620 wurde 1997 in Hongkong (HK) in Abwissern gefunden und als
Mitglied der Familie Podoviridae klassifiziert (Dhillon et al. 1998). Das Genom von HK620
wurde vollstindig sequenziert (A. J. Clark et al. 2001). Uber Sequenzvergleiche und anhand
der Morphologie, die in elektronenmikroskopischen Untersuchungen begutachtet wurde (Abb.
1-6), wurde eine Verwandtschaft zu dem zuvor beschriebenen Phagen P22 festgestellt (Casjens
& Thuman-Commike 2011). Der Phage HK620 gehort zu den temperenten Phagen und gehort
wie P22 zu der Familie lambdoider Phagen, da sie mit der DNA des Phagen A rekombinante
Hybride ausbilden kdnnen (Botstein & Herskowitz 1974; Dhillon et al. 1998).

Der Phage HK620 und seine Komponenten sind strukturell und funktionell kaum untersucht.
Neben der Ahnlichkeit zu dem Phagen P22 beziiglich der Morphologie wurden Homologien
zwischen verschiedenen Proteinen aus den Bakteriophagen P22 und HK620 festgestellt

(Casjens & Thuman-Commike 2011).
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Abb. 1-6: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Phagen HK620 (1010 Pfu/ml in 50 mM TrisHCI, 1 mM EDTA pH 7,5).
Diese Aufnahmen wurden von S. Rustig aus der Arbeitsgruppe von Prof. Koetz an der Universitat Potsdam angefertigt (vgl.
Abschnitt 2.2.6.6.) und es wurde daflr ein negative staining mit Uranylacetat verwendet. Der MaRstab von 100 nm ist
eingezeichnet (A).

Auf die Strukturhomologie zwischen den TSP der Phagen HK620 und P22 soll in den
folgenden Abschnitten eingegangen werden. An dieser Stelle sollen jedoch Ahnlichkeiten der
Plug Proteine (gp26) aus den beiden Phagen beschrieben werden. Die trimeren Plug Proteine
verschlieBen das Kapsid mit ihrem N-Terminus (Abb. 1-5/7). Diese N-terminale Doméne I ist
stark konserviert, wihrend die zentrale Doméne II unterschiedlich stark ausgedehnte coiled-coil
Strukturen aufweist (Casjens & Thuman-Commike 2011; Bhardwaj et al. 2009). In P22 ist der
C-Terminus (IV) eine invertierte coiled-coil Struktur, welche durch eine kurze f-Helix (III) mit
der zentralen Struktur verbunden ist (Olia et al. 2007; Bhardwaj et al. 2009). Sequenz-
homologien mit 60% Identitdt lassen fiir gp26 aus HK620 eine sehr dhnliche Struktur vermuten
(Bhardwaj et al. 2009). Die Plug Proteine (gp26) aus HK620 und P22 bestehen jeweils aus 233
Aminosduren. Die Domine I sowie der C-Terminus (Doméne III und IV) aus den beiden
Proteinen weisen eine hohe Sequenzidentitit von 85% bzw. 70% auf. Die coiled-coil Struktur
der Domine II hat fiir die homologen gp26 aus HK620 und P22 die gleiche Lange (aus 11
Heptad-Wiederholungen) und weist mit 37% die geringste Sequenzidentitit auf.

5
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Abb. 1-7: Trimeres Plug Protein gp26 aus dem Phagen P22 (PDB: 2POH). Die Struktur dieses Proteins ist im Text beschrieben
(Olia et al. 2007).
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1.4. Das Tailspike Protein des Phagen HK620

Bei dem TSP des HK620-Phagen handelt es sich um ein trimeres Protein. Die TSP aus HK620
und P22 erkennen, binden und hydrolysieren das Lipopolysaccharid der Wirtsbakterien (U.
Eriksson et al. 1979; Barbirz et al. 2008). Im Fall von P22 ist gezeigt worden, dass die TSP
essentiell fiir die Infektion durch den Phagen sind.

Die N-terminale Doméne von P22TSP bindet an die Portalstruktur des Kapsids (vgl. Abschnitt
1.3.1.). Unter den P22-dhnlichen Phagen ist die N-terminale Sequenz der Kapsidbindedoméne
der TSP aufgrund der Bindung an das stark konservierte Protein gpl0 ebenfalls konserviert
(Casjens & Thuman-Commike 2011). Der N-Terminus ist iiber einen flexiblen Linker mit dem
restlichen Protein verbunden. Dieser Linker unterbindet die Kristallisation des Proteins, daher
ist bisher nur die Kristallstruktur von HK620TSP ohne N-terminale Doméne, d. h. ohne die
ersten 110 Aminosduren, bekannt (Barbirz ef al., 2008). Die N-terminale Doméne beeinflusst
die Eigenschaften von HK620TSP und seine Aktivitit gegeniiber dem LPS kaum (Barbirz et al.
2008). Die Struktur von HK620TSP wird vor allem durch eine ausgedehnte -Helix mit 13
Windungen dominiert (Abb 1-8), welche
im weiteren Verlauf dieses Kapitels

niher beschriecben wird. Durch diese

Reclon  Struktur ist eine hohe Stabilitit des TSP
bedingt: es denaturiert bei 90°C erst nach
4h vollstindig und weist eine hohe
Resistenz gegeniiber SDS und Proteasen

8-Helix auf (Barbirz et al. 2009). An den N-ter-

minalen /oop (aa 114-149) schlieB3t sich

die rechtshindige, parallele -Helix an

(aa 150-631), gefolgt von einem [3-

Sandwich (aa 632-709).

Die B-Helix wird durch die Stapelung
C-Terminus

(B-Sandwich) verschiedener Valine und Isoleucine

sowie Phenylalanine und Cysteine

stabilisiert. Zudem wurden zwei Aspara-

Abb. 1-8: Struktur des um die N-terminale Domane verkiirzten
(Aaa 1-110) TSP aus dem Phagen HK620 (PDB: 2VII; Barbirz et al.
2008). Die ersten Aminosduren sind in dieser Struktur nicht
aufgelost (erst ab aa 114). Details sind dem Text zu entnehmen.

ginleitern gefunden: Eine, die ins Innere
der B-Helix zeigt, und eine losungs-

mittelexponierte (Barbirz et al., 2008).
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Das zentrale Motiv der rechtsgéingigen, parallelen 3-Helix zeichnet sich durch ein ausgedehntes
Netzwerk aus Wasserstoffbriicken aus, welches den hydrophoben Kern der Helix abschirmt
(Hennetin et al. 2006).

In Abbildung 1-9 ist beispielhaft ein

T3 Ausschnitt aus der p-Helix aus

.'\ \ HK620TSP gezeigt. In einer B-Helix

™~ sind die p-Stringe (PB1-3) durch

A\ Pb1 C  flexible turns (T1-3) miteinander ver-

| bunden (Yoder & Jurnak 1995). Fiir
Pb3

Proteine mit solch einer parallelen -
Helix wurde postuliert, dass diese
parallel zur P-Helix elongierte Poly-
saccharide binden kénnen (Jenkins et al.
1998). Dabei binden die Kohlenhydrate
Abb. 1-9: Die rechtsgingige, parallele B-Helix am Beispiel von an der Losungsmittel-zugewandten Seite

einigen Windungen (aa 338-430) aus HK620TSP. Pfeile in der . .
Banderdarstellung symbolisieren (-Strange, die entlang der (Ka-]ava & Steven 2006)’ was auch bei

Helixachse die parallelen -Faltblatter PB1-3 ausbilden, die durch die HK620TSP der Fall

ist und unter
turns T1-3 verbunden sind (Benennung nach Yoder et al. 1995).

Abschnitt 1.6.1. erldutert wird.

1.5. Lipopolysaccharide

Entsprechend der Vielfdltigkeit von Bakteriophagen und ihren Wirtsbakterien ist eine Fiille
verschiedener Rezeptoren flir Phagen bekannt. So sind vor allem bei Siphoviridae Protein-
rezeptoren bekannt wie FhuA fiir den Phagen TS5 und Lamb fiir den Phagen A (Leforestier et al.
2008; Roa 1981). Kapselpolysaccharid kann von dem Phagen K1-5 erkannt werden und selbst
Pili und Flagellen von Bakterien stellen Rezeptoren dar (Scholl ez al. 2001; Schade et al. 1967;
Raimondo et al. 1968). Des Weiteren konnen das Peptidoglycan in Gram-positiven und
verschiedene Teile des Lipopolysaccharids (LPS) in Gram-negativen Bakterien von Phagen
gebunden werden (Lindberg 1973).

Die Phagen P22, HK620 und Sf6 erkennen jeweils spezifisch die O-Antigene im Lipopoly-

saccharid ihrer Gram-negativen Wirtsbakterien (Salmonella, E. coli, Shigella).

12
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Abb. 1-10: Schematische Darstellung der Zellmembran Gram-negativer Bakterien am Beispiel von E. coli K-12. Die
Abbildung basiert auf Raetz et al. 2007. Die innere und dufere Membran sind durch das Peptidoglycan im Periplasma
voneinander getrennt. Das Lipopolysaccharid ist tiber Lipid A in die duBere Membran verankert. Weitere Details sind dem
Text zu entnehmen.

»— Peptidoglycan

| 2= Phospholipid

Das LPS ist in der duBBeren Membran von Gram-negativen Bakterien zu finden (Abb. 1-10). Es
setzt sich aus einem Lipid- und einem Kohlenhydratteil zusammen. Uber den Lipidteil, das
sogenannte Lipid A, ist der Zuckerteil in die Membran des Bakteriums verankert (Raetz et al.
2007; Frirdich & Whitfield 2005). Lipid A besteht aus einem f-1,6-verkniipften Disaccharid
aus N-Acetylglucosamin, welches mit sechs Fettsduren acetyliert ist (Raetz et al. 2007). An die
N-Acetylglucosamine schlieen sich charakteristische 2-Keto-3-Deoxyoctonate (KDO) an. An
dieser inneren Region des LPS sind negative Ladungen durch Phosphate zu finden, welche die
Eigenschaften des LPS stark beeinflussen (Frirdich & Whitfield 2005). Diese negativen
Ladungen werden durch zweiwertige Ionen kompensiert. Die Kernregion (core) des
Kohlenhydratteils im LPS ist bei Bakterien eines Genus konserviert. Dahingegen ist die
exponierteste Struktur des PS aus repetitiven O-Antigeneinheiten hoch variabel.

Die O-Antigene bewirken die Bildung von Antikdrpern in infizierten Organismen und dienen
der serologischen Charakterisierung und Identifizierung der Bakterien (I. Orskov et al. 1977).
Obwohl die Zuckerstrukturen auf der Oberfliche nur einen Massenanteil von etwa 10-15% an
der Membran ausmachen, nehmen sie aufgrund ihrer Raumerfiillung einen deutlich gréeren
Volumenanteil ein (Lerouge & Vanderleyden 2002). Das Lipopolysaccharid dient den

Bakterien als Schutzbarriere und unterliegt aufgrund von sich &ndernden Umgebungseinfliissen
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einer gewissen Variabilitit (Allende & Thomas J Mclntosh 2003). So erhdhen z.B. lidngere
Ketten bei S. Typhimurium die Resistenz gegeniiber menschlichem Serum (Bravo et al. 2008).
LPS weist typischerweise eine statistische Kettenldngen-Verteilung auf. Die Kontrolle der
Kettenldnge des LPS unterliegt dem Protein Wzz. Dieses Protein interagiert mit der O-Antigen
Polymerase Wzy, der genaue Mechanismus dieser Kontrolle ist jedoch nicht verstanden
(Franco et al. 1998).

Modifikationen im LPS konnen nach Infektion von Phagen selbst durch lysogene Konversion
entstanden sein (vgl. Abschnitt 1.3). Dabei kann die Kettenldnge des O-Antigenteils im LPS
beeinflusst werden, durch Modifikationen wie Acetylierungen und Glucosylierungen kann
zudem der Kohlenhydratteil am LPS verdndert werden und es konnen neue Antigen-Typen

entstehen (Tomés & Kay 1984; Barksdale & Arden 1974; Kropinski et al. 2007).

1.6. Lipopolysaccharid als Rezeptor fiir den Phagen HK620

Der Bakteriophage HK620 wurde urspriinglich in Hongkong vergesellschaftet mit dem E. coli
Stamm H TD2509 gefunden. Dieser Stamm stand jedoch nicht mehr zur Verfiigung, weshalb
mit E. coli H TD2158 ein neuer Stamm gefunden wurde, der durch HK620 infiziert werden
kann (Dhillon et al. 1998). Dieser Stamm E. coli H TD2158 wird daher in der vorliegenden
Dissertation als Wirtsstamm bezeichnet. Dabei ist anzumerken, dass das H in der Nomenklatur

der Stimme nicht wie sonst iiblich fiir eine Flagelle am Bakterium steht, sondern fiir den

Fundort Hongkong.
TSP aus dem Phagen HK620 erkennt, bindet
i \/\ Ol und hydrolysiert den O-Antigenteil des LPS
Y - seines E. coli-Wirts. Die Hydrolyse durch
%‘W o-Gle HK620TSP wird durch eine Endo-N-Acetyl-
leNA L —<'/ «-Gal glucosaminidase-AktiVitéit‘ gev.véihrleistet.
PP \\/oﬁ A Das Enzym spaltet spezifisch eine a-1,2-
‘}”‘({%\\r)/ ;&/O\\ﬁ Mf glykosidische Bindung zwischen dem N-
} q»-y\_ﬁfj) 0-GleNAc Acetylglucosamin und der Rhamnose in der
ﬂ?&-/j\”/ Hauptkette. Es enstehen Hexasaccharide des
a-Gle Antigentyps O18A1 als kleinstes Produkt

Abb. 1-11: Das O-Antigen O18A1, welches spezifisch von (Abb 1_11) Dieses Oligosaccharid besitzt
HK620TSP erkannt wird und zwischen der Rhamnose (Rha) und ’ )

dem N-Acetylglucosamin (GlcNAc) in der Hauptkette spezifisch  aine Hauptkette aus vier Monosacchariden
hydrolysiert wird (durch die Schere symbolisiert, Barbirz et al.

2008).
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(blau), welche an zwei Stellen verzweigte Zucker (GIcNAc und Glc, griin) tragt (Barbirz ef al.
2008). Dieses Antigen wird als O18A1 bezeichnet.

Drei natiirlich vorkommende Modifikationen des O18A1-Antigens wurden mit Hilfe von Anti-
korpern voneinander unterschieden (Pluschke er al. 1986) und strukturell charakterisiert (Jann
et al. 1992). Die verschiedenen O18-Antigene wurden im Zuge der Dissertation benutzt, um
die Spezifitit des Phagen zu untersuchen, daher sollen die Modifikationen kurz beschrieben
werden (Abb. 1-12).

Das O18A-Antigen (bzw. O18B) unterscheidet sich von dem O18A1-Antigen (bzw. O18B1)
lediglich durch eine fehlende Glucose in der Seitenkette (blau markiert in Abb. 1-12). Die B-
Varianten haben im Vergleich zu den A-Varianten unterschiedliche Verkniipfungen in Haupt-
und Seitenketten (blau und rot markiert). Des Weiteren ist das N-Acetylglucosamin in der

Seitenkette durch eine Glucose ersetzt (griin).

O18A1 O18A

aDGlc(1-6)
|
—6)aDGlc(1-4)aDGal(1—3)aDGIcNAC(1-2)aLRha(1—> —6)aDGIc(1-4)aDGal(1-3)aDGIcNAC(1->2)alRha(1—>

| |
BGIcNAC(1-3) BGIcNAC(1-3)

018B1 018B

aDGlc(1-4)
|
—6)aDGIc(1-4)0DGal(1—>3)aDGIcNAC(1—3)aLRha(1—> —6)aDGlc(1-4)aDGal(1—>3)aDGIcNAC(1-3)aLRha(1—>

| |
BGIc(1-53) BGlc(1-53)

Abb. 1-12: Die vier verschiedenen 018-Antigene nach Pluschke und Jann (Pluschke et al. 1986; Jann et al. 1992). Das Anti-
gen O18A unterscheidet sich von 018A1 nur durch eine fehlende Glucose in der Seitenkette (blau). Die B-Varianten weisen im
Vergleich eine Glucose anstelle des N-Acetylglucosamins in der Seitenkette auf (griin) sowie andere Verknlpfungen in der
Hauptkette (rot) und zu der Seitenkettenglucose (in den Varianten 018A1 und O18B1).

1.6.1. Die Kohlenhydratbindung durch HK620TSP

In der mit Hexasaccharid besetzten Kristallstruktur von HK620TSP in Abbildung 1-13 ist zu
erkennen, dass groBe Interaktionsflichen zur Bindung des Zuckers beitragen und das
Kohlenhydrat mit dem terminalen N-Acetylglucosamin an dem aktiven Zentrum gebunden ist.
Bei dem aktiven Zentrum, welches durch Mutation der Reste identifiziert werden konnte
(Barbirz et al. 2008), handelt es sich um die Reste D339 und E372. Durch Mutation der y-

Carboxygruppen zu Amidgruppen in diesen Resten ist die Aktivitit von HK620TSP stark
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herabgesetzt worden (Uetrecht 2006). In den vorangegangenen Arbeiten von C. Uetrecht
konnten fiir die TSP-Variante E372Q verdnderte Eigenschaften in der Kohlenhydratbindung
beobachtet werden. Durch diesen einzelnen Aminosdureaustausch wurde die Affinitidt des TSP
gegeniiber der kleinsten repetitiven Einheit (Hexasaccharid) um einen Faktor von etwa 1000

erhoht (Uetrecht 2006).
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Abb. 1-13: Das HK620TSP im Komplex mit einer repetitiven Einheit des Antigentyps O18A1 (PDB:2VJJ). Das TSP in der
Ubersicht ist entsprechend der Darstellung in Abbildung 1-9 angepasst. Die Monomere sind dabei unterschiedlich eingefarbt
und an einem Monomer ist beispielhaft das Hexasaccharid in gelb dargestellt. Ein Ausschnitt aus einem Monomer mit
gebundenen Hexasaccharid des Typs O18A1 ist im Detail gezeigt (B). Dabei sind die Reste des aktiven Zentrums (E372 und
D339) rot markiert (Barbirz et al. 2008)

1.6.2. Die Kohlenhydratbindung bei verwandten Tailspike Proteinen

Als ein Prototyp der Podoviridae ist P22 der wichtigste zu nennende, mit HK620 verwandte
Phage. Die TSP aus P22 und HK620 sind strukturhomolog ebenso wie das TSP aus dem
Shigella Phagen Sf6 (Miiller et al. 2008; Casjens & Thuman-Commike 2011). Unter den P22-
dhnlichen Phagen ist die N-terminale Sequenz der Kapsidbindedoméne der TSP aufgrund der
Bindung an ein stark konserviertes Protein am Portal (gpl0) ebenfalls konserviert. Die
zentralen Motive der TSP aus HK620, Sf6 und P22 sind jeweils rechtsgingige, parallele f3-
Helices, die eine geringe Sequenzhomologie teilen, aber strukturell groBe Ahnlichkeiten

aufweisen (Miiller et al. 2008).
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Das TSP aus dem Phagen P22 stellt ein gut untersuchtes Modell fiir Kohlenhydratbindung und
Faltung dar (Baxa et al. 2001; Seckler 1998). Uber das TSP aus dem Sf6-Phagen ist
hinsichtlich dieser Aspekte deutlich weniger bekannt. Trotz der grofen strukturellen Homo-
logien unterscheiden sich die drei TSP aus den Phagen HK620, Sf6 und P22. So liegen ver-
schiedene Faltungstypen im C-Terminus vor (vgl. Abb. 1-13 und 1-14). Obwohl P22TSP
wesentlich stidrker verdrillt ist, ist das Protein nicht stabiler als Sf6TSP oder HK620TSP
(Barbirz et al. 2009). Bei dem TSP aus Sf6 liegt die Kohlenhydrat-Bindestelle zwischen den
monomeren Untereinheiten, wihrend sie bei den TSP aus P22 und HK620 auf der p-Helix

einer monomeren Untereinheit lokalisiert ist (Abb. 1-14).

Abb. 1-14: TSP aus den Phagen P22 (A) und Sf6 (B). Die Darstellung der TSP wurde an Abb. 1-7 angepasst. Die spezifisch
gebundenen O-Antigene sind jeweils in gelb dargestellt (PDB: 1TYX und 2VBM; Miiller et al. 2008; Steinbacher et al. 1996).

1.7. Der Infektionsmechanismus des Phagen P22

Der unter Abschnitt 1.3.1. vorgestellte Phage P22 wurde bereits hinsichtlich der Interaktionen
mit LPS aus dem Wirt (Sa/monella) untersucht. Es zeigte sich, dass die TSP des Phagen P22
fiir die Spezifitidt und zur Infektion des Phagen von entscheidender Wichtigkeit sind. Schon
1967 wurde von Israel entdeckt, dass die Infektion durch den Phagen P22 stark von der
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Konzentration an TSP am Phagen abhéngt und dass mindestens drei TSP fiir eine erfolgreiche
Infektion notwendig sind (Israel et al. 1967). Die TSP binden das O-Antigen des Wirts und
hydrolysieren zudem polymere Strukturen davon. Die Rolle der TSP und vor allem ihrer
Aktivitdt gegeniiber dem Lipopolysaccharid des Wirts war jahrelang unklar. 2010 schlug D.
Andres ein Modell fiir die Infektion von Sal/monella durch P22 vor, in dem die Rolle des TSP
genauer beleuchtet wurde. Es konnte in diesen Arbeiten gezeigt werden, dass die enzymatische
Aktivitdt der P22-Phagen fiir eine erfolgreiche Infektion bzw. DNA-Ejektion essentiell ist.
Durch in vitro Experimente konnte zudem gezeigt werden, dass die Ejektion der DNA lediglich
durch LPS-Strukturen in Anwesenheit von zweiwertigen lonen induziert werden kann. Die
einzelnen Komponenten des LPS (Lipid A und PS) konnten die DNA-Ejektion nicht initiieren.
Zur Induktion der DNA-Ejektion durch P22 in vitro waren lediglich multilamellare LPS-
Strukturen, welche die Membran imitieren, notwendig. Aus diesen Daten wurde ein Modell
entworfen, welches nahelegt, dass der Phage durch die enzymatische Aktivitdt der TSP
Richtung Membran ausgerichtet wird und das Plug Protein gp26 durch diese Bewegung gegen
die dullere Membran gedriickt wird. Das distale Ende des gp26 (Lazo-Doméne (IV), vgl. Abb.
1-7) ist sehr flexibel und kann vermutlich in die Membran integrieren (Tang et al. 2005; J.
Chang et al. 2006; Lander et al. 2009). Durch dieses Signal werden noch nicht geklarte
Mechanismen ausgelost; so wird vermutet, dass das gp26 durch eine Konformationsinderung
die Ejektion der DNA erlaubt (Andres, Hanke et al. 2010). Wie die beiden Membranen im

Detail iiberwunden werden, ist noch nicht geklart.

1.8. Zielstellung

In dieser Promotionsarbeit sollte die Wechselwirkung zwischen dem TSP des Bakteriophagen
HK620 und dem O-Antigen des Wirts als Modell fiir Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen
beschrieben werden. Die Analyse der Thermodynamik des Bindungsprozesses stand dabei im
Vordergrund. Dadurch sollten generelle Merkmale dieser Wechselwirkungen herausgearbeitet
werden, die es erlauben, zukiinftig Vorhersagen iiber Kohlenhydrat-Bindungsstellen treffen zu
konnen.

Erste vorangegangene Studien wiesen darauf hin, dass die Kohlenhydratbindung durch geringe
Veranderungen am HK620TSP stark beeinflusst werden kann. Daher wurden in dieser Arbeit
systematische Studien der Bindung verschieden langer O18A1-Oligosaccharide an HK620TSP
bzw. an Varianten dieses Proteins angefertigt. Zudem sollte der Einfluss von Modifikationen
am Kohlenhydrat auf die Bindung untersucht werden.
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Einleitung

Um die Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen zu untersuchen, wurden Methoden wie iso-
thermale Titrationskalorimetrie, Fluoreszenztitration und Oberflichenplasmonresonanz ge-
nutzt. Diese Daten konnen zusammen mit strukturellen Daten, die durch Rontgenstruktur-
analysen generiert wurden, dabei helfen das Verstidndnis fiir Protein-Kohlenhydrat-Inter-
aktionen zu vertiefen.

AuBerdem wurde der Infektionsmechanismus des Phagen HK620 untersucht, der einen
weiteren LPS-erkennenden Phagen neben P22 darstellt. In der vorliegenden Arbeit wurden
erste in vitro Untersuchungen mit dem Phagen HK620 angefertigt, um die Rolle der TSP als
LPS-bindende Proteine im Phagen fiir die Infektion néher zu charakterisieren. Dieses System
erlaubt vergleichende Studien zur Spezifizierung gemeinsamer Charakteristika von Phagen mit

LPS-bindenden TSP.

19



Material

2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Chemikalien
Agarose

Bacto-Agar, -Trypton, -Hefeextrakt

Stickstoff

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Alle Chemikalien, die an dieser Stelle nicht aufgefiihrt wurden, wurden von den Herstellern
Sigma Aldrich (St. Louis, USA), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen und

besaBlen den Reinheitsgrad pro analysi. Simtliche Losungen wurden mit Millipore-gereinigtem

Wasser hergestellt.

2.1.2,

Auftragspuffer (Ionenaustausch)

Coomassie-Férbelosung

Coomassie-Entféarber

6x DNA-Ladepuffer

Elutionspuffer (Ionenaustausch)
Entwickler (Silberfarbung)
Farbelosung (Silberfarbung)

Fixierlosung 1 (Silberfarbung)

Fixierlosung 2 (Silberfarbung)

Kristallisationspuffer
LB-Agar

SERVA (Heidelberg)
Dirco (Detroit, USA)
PRAXAIR (Diisseldorf)

USB CoORPORATION (Cleveland, USA)

Puffer und Medien

7,5 mM Tris/HCI; 2,5 mM EDTA; pH 7,8

25% (v/v) Isopropanol; 10% (v/v) Essigséure; 0,025-
0,05% (w/v) Coomassie blue R

10% (v/v) Essigsdure

0,25% (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v)
Xylencyanol; 15% (w/v) Ficoll Typ 400; 20 mM EDTA
7,5 mM TrisHCI; 2,5 mM EDTA; 500 mM NaCl pH 7,8
5 g NayCOs und 80 pl Formaldehyd in 200 ml H,O

0,5 ml 29% (w/v) AgNOs und 25 pl 37% (v/v)
Formaldehyd in 100 ml H,O

30% (v/v) EtOH, 10% (v/v) Essigsdure

0,4 M Natriumacetat; 0,5% (v/v) Essigsdure; 30% (v/v)
Ethanol; vor Gebrauch wurden je 100 ml 2 ml 25% (v/v)
Glutaraldehyd und 100 mg Na,S,03 zugesetzt

0,1 M Tris/HCI; 3,5 M Natriumformiat pH 8,0
LB-Medium mit 2% (w/v) Agar-Agar
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LB-Medium

LPS/Phagen-Puffer
NEB-Puffer

SDS-Ladepuffer

SDS-Laufpuffer

2x SDS-PAGE Sammelgelpuffer
4x SDS-PAGE Trenngelpuffer
Softagar

Standardpuffer

Stop-Losung (Silberfarbung)
TAE-Puffer

TEC-Puffer

TE-Puffer
ZYM-5250-Medium

21.3. Enzyme
Restriktionsenzyme
Dnase [

Pfu Turbo Polymerase, T4 Ligase

RNase A

21.4.

100 bp-DNA Ladder [1 pg/ul], 10 pl pro Spur
1 kb-DNA Ladder [1 pg/ul], 20 pl pro Spur
MW-SDS-200 (High Range), 30-200 kDa

1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v)
NaCl; pH 7,0

50 mM Tris/HCI; 4 mM MgCl, pH 7,5
Pufferzusammensetzungen und die fiir die
Restriktionsenzyme optimalen Bedingungen nach
Herstellerangaben (NEW ENGLAND BIOLABS)

163 mM Tris/HCI; 5% (w/v) SDS, 250 mg/ml Glycerin;
0,25 mg/ml Bromphenolblau; pH 6,8

0,25 M Tris/HCI; 1,92 M Glycin; 1% (w/v) SDS; pH 8,8
0,25 M Tris/HCI; 0,4% (w/v) SDS; pH 6,8

1,5 M Tris/HCI; 0,8 % (w/v) SDS; pH 8,8

8 g/l Nutrient Broth No 3; 5 g/l NaCl; 3 g/l Natrium-
citrat; 6,5 g/l Agar

50 mM Natriumphosphatpuffer; 1 mM EDTA; pH 7,5
50 mM EDTA, pH 8.0

40 mM Tris/Acetat; | mM EDTA; pH 8,0

40 mM Tris/HCI; 2 mM EDTA; pH 8,0

10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0

Autoinduktionsmedium nach Studier ef al. 2005

NEW ENGLAND BIOLABS (Schwalbach)
SERVA (Heidelberg)

STRATAGENE (La Jolla, USA)

SIGMA ALDRICH (St. Louis, USA)

Molekulargewichtsmarker

NEW ENGLAND BIOLABS (Schwalbach)
NEW ENGLAND BIOLABS (Schwalbach)

SIGMA ALDRICH (St. Louis, USA)
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2.1.5. Primer

Aus vorangegangenen Arbeiten lagen bereits Sequenzierprimer, verschiedene Konstrukte und
Mutageneseprimer vor (Barbirz 2005; Uetrecht 2006).
Tabelle 2-1: Verwendete Klonierungsprimer: Die Primer wurden von Sigma Genosys (Sigma Aldrich) synthetisiert. Rot und

fett markiert sind die Positionen fir den Basenaustausch. Stille Mutationen zur Einflilhrung einer neuen Restriktions-
schnittstelle sind durch fett dargestellte Kleinbuchstaben hervorgehoben.

Primer | Sequenz Zweck (Schnittstelle)
NKL 1 5-GCGTAACATCGCaTGCTCTGTAGCcGTTGCACCAACATG-3/ Mutageneseprimer fiir die
NKL 2 5’-CATGTTGGTGCAACgCTACAGAGCAtGCGATGTTACGC-3’ Variation E372A (Sphl)
NKL 3 5-GCAGTGTCAATGCAGCcCCACAGTACtGTGTACGTCAAC-3* Mutageneseprimer fiir die
NKL 4 5’GTTGACGTACACaGTACTGTGGgCTGCATTGACACTGC-3’ Variation D339A (Scal)

NKL 20 5'- CATTTATTGATATTGGCCCGGACAGCGGGGCTAGTAATGTAC-3* Zur Deletion der aa 471-2

NKL 21 5‘- GTACATTACTAGCCCCGCTGTCCGGGCCAATATCAATAAATG-3! (HK620AN-E372Q A471-2)
NKL 22 5’-CGAGGGCTAGCAATGACAGA-3’ Zur Erstellung der Variante
NKL 23 5-GATCTGGATCGTACTTCAATACGTTAGCAATATAGTC-31 P22NHK620AN durch splicing
NKL 24 5‘-CTCTATAATTGCCCTGAATTGATCTGGATCGTACTTC-3* by overlap extension

NKL 25 5'-CCGGATCCTCACACCT-3*

2.1.6. Plasmide

pET11d-HK620TSPAN  Die kodierende Sequenz fiir HK620TSPAN (1806 bp) und fiir

E3724 Varianten davon (exemplarisch E3724) befindet sich in dem
(alle Varianten Vektor pET11d und wird von den mittels PCR generierten Re-
entsprechend benannt) striktionsschnittstellen BamHI und Ncol flankiert. Das Plasmid

enthilt ein Gen flir Ampicillin-Resistenz.

pET11d-P22NHK620AN Die kodierende Sequenz fiir P22NHK620TSPAN (2127 bp)
befindet sich in dem Vektor pET11d und wird von den mittels
PCR generierten Schnittstellen BamHI und Ncol flankiert. Das

Plasmid enthilt ein Gen fiir Ampicillin-Resistenz.

pET11d-HK620AN- Die kodierende Sequenz fiir HK620TSPAN-E372Q A471-2
E3720 A471-2 (1800 bp) befindet sich im Vektor pET11d und wird von den
mittels PCR generierten Restriktionsschnittstellen BamHI und
Ncol flankiert. Das Plasmid enthélt ein Gen fiir Ampicillin-

Resistenz.
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2.1.7. Bakterienstamme

E. coli
BL21(DE3)
E. coli XL1-blue

coli HTD2158
coli THE3042
coli 10809
coli 10837
coli 10922
coli 10797

S. DB7136 c1ts30

E.
E.
E.
E.
E.
E.

Expressionsstamm; Genotyp: F* ompT hsdSg (r8" mg’) gal dem (DE3)
(NOVAGEN liber MERCK (Darmstadt))

Klonierungsstamm; Genotyp: recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac [F proAB laclqZAMI15 Tnl0 (Tetr)] (STRATAGEN
(La Jolla, USA))

Dhillon ef al. 1998, O-Serogruppe O18A1

O-Serogruppe O18A1 (DSMZ, Achtman et al. 1983; Jann et al. 1992)
O-Serogruppe O18A (DSMZ, Achtman et al. 1983; Jann et al. 1992)
O-Serogruppe O18B (DSMZ, Achtman et al. 1983; Jann et al. 1992)
O-Serogruppe O18B1 (DSMZ, Achtman ef al. 1983; Jann et al. 1992)
O-Serogruppe O18A1 (DSMZ, Achtman et al. 1983)

Salmonella serovar Typhimurium mit temperatursensitiven P22-

Prophagen c¢,ts30 (13- am / 9- am) (Andres, Hanke et al. 2010)

2.1.8. Gerate

Tabelle 2-2: Liste der verwendeten Gerate

Absorptionspektrometer:

Cary 50 Probe VARIAN (Darmstadt)

ChemStation (Typ 89090A) AGILENT (Boblingen)
BIAcore™ 2000 BIACORE AB (Uppsala, Schweden)
Brutschrénke :

Innova 2300 Platform Shaker NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC (Enfield, USA)

Innova 42 NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC (Enfield, USA)
CD-Spektrometer J-715 JASCO (GroB3-Umstadt)
Chromatographie-Einheiten:

AktaFPLC/ Prime/ Purifier GE HEALTHCARE (Freiburg)

HPLC-System SHIMADZU (Duisburg)
Dampfsterilisator Viroklav H+P LABORTECHNIK (OberschleiBheim)
Elektrophoresekammern fiir Agarose- BIOMETRA (Gottingen)

Gele
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Elektrophoresekammern fiir SDS-
PAGE

B10-RAD (Miinchen)

Fluoreszenzspektrometer FluoroMax3

HORIBA JOBIN YVON (Unterhaching)

French-Press SLM-Aminco

PoLYTEC (Waldbronn)

Gelscanner Imagescanner 111

GE HEALTHCARE (Freiburg)

Isothermale Titrationskal. VP-ITC

MicROCAL GE HEALTHCARE (Freiburg)

Lyophylle VaCo 5/2

ZIRBUS TECHNOLOGY (Bad Grund)

Massenspektrometer REFLEX ' 2

BRUKER (Bremen)

pH-Meter 597

WTW (Weilheim)

Pipetten

THERMO (Bonn)

Reinstwasseranlage

MILLIPORE (Schwalbach)

Sonifikator Sonopuls GM70

BANDELIN ELECTRONIC (Berlin)

Spannungsquelle Bio 105, PP4000

BIOMETRA (Géttingen)

Speedvac RVC 2-18

CHRIST (Osterode)

Sterilbank HER Asafe

HERAEUS (Hanau)

Stopped Flow Apparatur SX-18MV

APPLIED PHOTOPHYSICS (Leatherhead, UK)

TGradient Thermocycler

BIOMETRA (Gdéttingen)

Thermoschiittler

EPPENDORF (Hamburg)

Ultrafiltrationseinheit Amicon

MILLIPORE (Schwalbach)

Vakuumpumpe Trivac

OERLIKON LEYBOLD VACUUM (K&ln)

Waagen:
B 120 S

Feinwaage PB

SARTORIUS (Gottingen)

KERN (Balingen-Frommern)

Zentrifugen:
RC-26 Plus, Discovery M150 SE
MR22i
Optima XL-90

Rotoren:
SS-34, GSA, SLA3000
T856
SW-32 Ti

SORVALL (Buckinghamshire, England)
JOUAN (Winchester, USA)

BECKMAN COULTER (Krefeld)

KENDRO LABARATORY PRODUCTS (Newton, USA)
SORVALL (Buckinghamshire, England)

BECKMAN COULTER (Krefeld)
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2.1.9. Software

BIAevaluation 3.1

BioEdit

Chimera v1.5

IgorPro v6.0

LabScan v6.0

Programme der CCP4 Suite
PyMol v0.99rc6

SigmaPlot v11.0

2.1.10. Verbrauchsmaterialien

CMS5- Sensor Chip

DES52 Cellulose

Dialyseschldauche Spectra/Por
Kunststoff UV/vis-Kiivetten
Kristallisationsschalen und —besteck
Petrischalen (92 x 16 mm, PS)

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
ReaktionsgefaBle (1,5 ml; 2 ml; 0,5 ml)
ReaktionsgefaBe (15 ml; 50 ml)
Sterilfilter Puradisc 30 (0,2 und 0,45 pm)
Ultrafiltrationsmembranen YM10, YM30

Zentrifugalkonzentratoren Amicon Ultra

BIACORE AB (Uppsala, Schweden)

IBIS BIOSCIENCES (USA)
UCSF (USA)
WAVEMETRICS (Portland, USA)

GE HEALTHCARE (Freiburg)

COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT 4

DELANO SCIENTIFIC LLC (San Francisco, USA)

SYSTAT SOFTWARE (Chicago, USA)
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BIACORE AB (Uppsala, Schweden)
WHATMAN (Dassel)

SPECTRUM (Houston, USA)
EPPENDORF (Hamburg)

HAMPTON RESEARCH (Aliso Viejo, USA)
GREINER BI0-ONE (Frickenhausen)
QIAGEN (Hilden)

QIAGEN (Hilden)

EPPENDORF (Hamburg)

TPP (Trasadingen, Schweiz)
WHATMAN (Dassel)

MILLIPORE (Schwalbach)

MILLIPORE (Schwalbach)
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2. 2. Methoden

2.21. Molekurlarbiologische Arbeiten

2.2.1.1.  Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese wurde nach dem QuickChange Verfahren von Stratagene
durchgefiihrt. Dabei dient doppelstringige Plasmid-DNA als Templat und ausgehend von
zwei komplementdren Oligonukleotid-Primern (Abschnitt 2.1.6) wurde dieses komplett
amplifiziert. Durch die Primer wurde die gewiinschte Mutation und, wenn mdglich, eine Re-
striktionsschnittstelle eingefiihrt. Die Ansétze, Inkubationszeiten und -temperaturen wurden
den Herstellerangaben angepasst. Die Ansédtze wurden jedoch halbiert (je Ansatz je 125 ng
Primer und 50 ng Templat) und es wurde z.T. 1 mM DMSO zugegeben, um eine prognosti-
zierte Ausbildung von Sekundérstrukturen der Primer zu vermeiden. Die Konstrukte aus
ortsgerichteten Mutagenesen wurden ebenso wie die durch Splicing by Overlapextension (vgl.
Abschnitt 2.2.1.2.) erstellten Varianten durch Sequenzierung (GATC Biotech AG (Konstanz))
bestitigt.

2.2.1.2. Klonierung mittels Splicing by Overlapextension

Fiir die Variante P22NHK620TSPAN wurden die Gene fiir den N-terminalen Terminus des
TSP aus dem Phagen P22 mit dem Gen fiir den C-Terminus des TSP aus dem Phagen HK620
fusioniert. Fiir diese Fusion wurde die homologe Aminosiduresequenz NVLKYDPDQ als
iiberlappende Region ausgewéhlt und die beiden Gene mittels splicing by overlap extension
fusioniert (Horton er al. 1989). Mittels entsprechender Primer wurden komplementire
Uberhiinge an die jeweiligen Fragmente mittels PCR nach Horton et al. generiert. Diese
Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese kontrolliert (siche Abschnitt 2.2.2.7) und nach
Ausschneiden der entsprechenden Banden unter UV-Licht nach den Herstellerangaben mit
dem QIlAquick Gel Extraction Kit aus dem Gel gereinigt. In einem letzten Schritt wurden die
beiden Fragmente vereinigt und die komplette Sequenz amplifiziert. Die Sequenz fiir die
Variante P22NHK620TSPAN wurde wihrend der Klonierung mit Restriktionsschnittstellen
fiir BamHI und Nhel versehen und konnte in den Vektor pET11d ligiert werden.
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2.2.1.3. Ligation

Fir die Ligation von Fragmenten in einen Vektor wurde dieser nach Restriktionsverdau
eingesetzt. Es wurden 100 ng Vektor mit der zehnfachen Menge an Insert versetzt. Es wurden
die vom Hersteller empfohlenen Pufferbedingungen verwendet. Die Ligationsansitze mit je
20 pl Gesamtvolumen wurden fiir 2 h bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils 10 pl in
E. coli XL1-blue transformiert (siche Abschnitt 2.2.2.4.), die restlichen 10 pl wurden {iber

Nacht bei 16°C weiter inkubiert, um diesen Ansatz gegebenenfalls zu transformieren.

2.2.1.4. Transformation von Bakterien

Kompetente E. coli XL1-blue oder E. coli BL21(DE3) wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zu-
gabe von 100 ng Plasmid-DNA oder 10 pl Ligationsansatz wurden die Bakterien fiir 10 min
auf Eis gestellt, anschlieffend fiir 45 sec bei 42°C inkubiert und danach wiederum fiir 7 min
auf Eis inkubiert. Es wurden 500 pl LB-Medium zugegeben und die Ansitze fiir 30 min bei
37°C inkubiert. Je 100 pl eines Ansatzes wurden auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert. Die restliche Bakteriensuspension wurde
fiir 3 min bei 7000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ungefihr 100 pl abge-
nommen, das Pellet resuspendiert und auf LB-Agar ausplattiert. Die Agarplatten wurden iiber

Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

2.2.1.5. Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Anzucht von E.coli Stimmen zu Klonierungszwecken und zum Erstellen von
Glycerinkulturen erfolgte bei 37°C in LB-Medium. Zur Selektion wurden den Medien und
Platten 100 pug/ml Ampicillin zugesetzt, somit konnten nur plasmidtragende Zellen mit
Ampicillin-Resistenz wachsen. Fliissigkulturen wurden mit einer E. coli Kolonie von LB-
Agar-Platten angeimpft und bei 37°C N geschiittelt. Zur Lagerung wurden von den Fliissig-
kulturen Glycerinstocks angelegt, indem Bakterien mit 17,5% (v/v) Glycerin gemischt und
mindestens eine Stunde auf Eis inkubiert wurden. AnschlieBend konnten so priaparierte Zellen

bei -80°C gelagert werden, ohne ihre Expressionskompetenz zu verlieren.
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2.2.1.6. Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli XL1blue Zellen wurde das Mini Kit von Qiagen
nach Anleitung der Hersteller verwendet. Hierzu wurden Zellen einer stationdren iiN-Kultur
durch alkalische Lyse aufgeschlossen und die Plasmid-DNA enstsprechend der Hersteller-
angaben gereinigt. Im Anschluss an die Priparation wurde die Plasmid-DNA mit 50 pl H,O
(bidest.) eluiert. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte spektroskopisch anhand
der Absorption bei 260 nm. Die Plasmid-DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.1.7. Restriktionsverdau

Fiir den Restriktionsverdau wurden Restriktionsenzyme der Firma New England Biolabs und
die hierzu empfohlenen Puffer verwendet. Je Ansatz wurden 2-10 pg DNA mit 10 U Re-
striktionsenzym versetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Glycerolkonzentration im
Gesamtansatz maximal 5% betrug. Der Restriktionsverdau wurde zwei Stunden bei 37°C in-
kubiert und die DNA anschlieBend iiber Agarose-Gelelektrophorese (siche Abschnitt 2.2.2.8.)

aufgetrennt und analysiert.

2.2.1.8. Agarose-Gelelektrophorese

Zum Auftrennen und Nachweisen von DNA verschiedener Grofe wurden Agarosegele im
Konzentrationsbereich von 0,8-1,0% (w/v) verwendet. Die Agarose wurde in TAE-Puffer
geschmolzen, welcher auch als Laufpuffer verwendet wurde. Die Gele enthielten 0,6 pg/ml
Ethidiumbromid zur Visualisierung der DNA. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen
mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung der DNA erfolgte bei 120 V.

2.2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1.  Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli

Die entsprechenden Plasmide wurden in E. coli BL21(DE3) transformiert. Anschliefend
wurden etwa 5 Kolonien gepickt, eine Vorkultur damit angeimpft und iiN bei 37°C inkubiert.
Mit diesen Vorkulturen wurden fiir Expressionskulturen LB- oder ZYM 5052-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin im Verhiltnis von 1:100 angeimpft. Bei den Kulturen in LB-Medium
wurde bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm von 1,0 bei 37°C im Schiittelinkubator

kultiviert. Die Bakteriensuspension wurde mit 1 mM IPTG induziert und weiter iiN inkubiert.
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Bei den ZYM 5052-Kulturen wurde nicht mit IPTG induziert, da hier die Regulation der Ex-
pression durch das Lac-Operon iiber das Néhrstoffangebot gesteuert wird. In dem Medium ist
Glucose, Glycerol und Lactose enthalten. Wenn noch ausreichend Glucose vorhanden ist, wird
die Expression reprimiert, erst wenn nur noch Lactose vorhanden ist, wird die Expression

induziert (Studier 2005). Die Ernte der Bakterien erfolgte durch Zentrifugation bei 5000 rpm.

2.2.2.2. Bakterienaufschluss

Bakterien aus groflen Expressionskulturen (5 1) wurden in etwa 40 ml kaltem TEC-Puffer re-
suspendiert. Die Lyse erfolgte durch zweimaligen Hochdruckaufschluss bei maximal 1200 psi
in einer French-Press 40K Zelle. Durch Zentrifugation bei 18000 rpm und 4°C fiir 1 h wurden

Zelltriimmer pelletiert. Im klaren Uberstand befanden sich die 18slich exprimierten Proteine.

2.2.2.3. Proteinreinigung

Alle Chromatographieschritte wurden mit filtrierten und entgasten Puffern durchgefiihrt und
es wurde wihrend dessen die Absorption bei 280 nm verfolgt. Der Reinigungserfolg wurde
mittels SDS-PAGE und Coomassie- oder Silberfiarbung verfolgt (siche Abschnitt 2.2.2.4/5).

Alle TSP-Varianten konnten nach einem etablierten Verfahren gereinigt werden (Barbirz
2005), dabei wurden lediglich leichte Verinderungen eingefiihrt. Der Uberstand des Bak-
terienlysats wurde auf 35% Ammoniumsulfat eingestellt und 1 h bei 4°C geriihrt. Durch
Zentrifugation bei 18000 rpm und 4°C fiir 1 h konnte TSP im Pellet angereichert werden. An-
schlieBend wurde das Pellet in moglichst wenig TEC geldst und GiIN zweimal gegen 4 1 TEC
dialysiert (Ausschluss: 30 kDa). Eine zweite Fillung bei 0,5 M Ammoniumsulfat bei 4°C iiN
wurde eingefiihrt, da bei dieser Konzentration fast nur das TSP ausfiel. Es wurde erneut
zweimal gegen 4 1 TEC dialysiert (Ausschluss: 30 kDa) und die Losung im Anschluss auf
0,2 M Ammoniumsulfat eingestellt und auf eine in dem gleichen Puffer dquilibrierte Phenyl-
sepharose FF Séule aufgetragen. TSP eluierte am Ende des linearen Gradienten von 0,2 M bis
0 M Ammoniumsulfat. Die TSP-haltigen Fraktionen wurden zweimal gegen 4 Liter 7,5 mM
Tris/HCI und 2,5 mM EDTA pH 7,8 dialysiert und auf einen zuvor aktivierten und in dem
Auftragspuffer dquilibrierten DES52 Anionenaustauscher geladen. Nach Waschen bis zur
Basislinie erfolgte die Elution iiber einen linearen NaCl-Gradienten von 0-500 mM NaCl in
dem Auftragspuffer. Die TSP-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und gegebenenfalls wurde

als letzter Reinigungsschritt eine Gelfiltration auf einer HiLoad Superdex 200 26/60 in TEC
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mit 200 mM NaCl durchgefiihrt. Nach Etablierung der zusdtzlichen Fillung bei 0,5 M
Ammoniumsulfat zu Beginn der Reinigung war dies nicht mehr notig. TSP-haltige Fraktionen
wurden durch Ultrafiltration konzentriert, mit 40% Ammoniumsulfat gefillt und bei 4°C

gelagert.

2.2.2.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE nach King
und Laemmli durchgefiihrt (King & Laemmli 1971). Die Gele hatten eine GroBe von
10 x 8 x 0,075 cm. Die Sammelgele enthielten dabei 5% (w/v) Acrylamid und Trenngele 12%
(w/v) Acrylamid. Zur Analyse wurden die Proben mit SDS-Ladepuffer versetzt und
gegebenenfalls 5 min bei 100°C denaturiert. Die Elektrophorese wurde diskontinuierlich mit

90 V fiir das Sammelgel und 150 V fiir das Trenngel durchgefiihrt.

2.2.2.5. Farbung von SDS-Gelen

Die Fiarbung von SDS-Gelen mit Coomassie orientierte sich an dem Protokoll nach Fairbanks
und Mitarbeitern (Fairbanks et al. 1971). Dazu wurden die Gele fiir mindestens 30 min in
Férbelosung inkubiert und im Anschluss in 10% Essigsdure entfirbt. Die Nachweisgrenze der
Coomassie-Féarbung liegt bei etwa 0,2 pg pro Bande.

Die Silberfarbung ist mit einer Nachweisgrenze von 0,1 ng pro Bande deutlich sensitiver als
die Coomassie-Fiarbung. Die Farbung orientierte sich an dem Protokoll von Heukeshoven &
Dernick (Heukeshoven & Dernick 1988). Die Gele wurden zunidchst fiir 15 min in
Fixierlosung 1 und dann fiir 30 min in frisch hergestellter Fixierlosung 2 inkubiert. Nach
dreimaligem, jeweils fiinfminiitigem Waschen mit Wasser wurden die Gele 30 min in
Férbelosung inkubiert. Die Entwicklung erfolgte nach kurzem Waschen mit Wasser in der

Entwickler-Losung. Die Reaktion wurde in der Stop-Losung beendet.

2.2.3. Reinigung von Kohlenhydraten

2.2.3.1. Reinigung von Lipopolysaccharid

Der Reinigungserfolg wurde mittels SDS-PAGE und anschlieender Silberfiarbung (Abschnitt
2.2.2.4/5.) analysiert. Dazu wurden grofere Gele (10 x 10 x 0,075 cm) verwendet, die 15%
(w/v) Acrylamid im Trenngel hatten.
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Fiir die Reinigung von Lipopolysaccharid (LPS) wurden die jeweiligen E. coli Stimme (vgl.
2.1.7.) in LB-Medium bei 18°C (alle auBBer E. coli H TD2158) bzw. 37°C iiN angezogen. Die
Bakterien aus den Kulturen wurden mit Phenol (final 1%) behandelt und eine halbe Stunde
inkubiert, um die Bakterien abzutéten. Im Anschluss wurden die Bakterien 10 min zentrifu-
giert (Rotor SLA 3000, 4°C, 8000 rpm) und mit etwa 250 ml LPS-Puffer (50 mM Tris/HCI,
4 mM MgCl, pH 7,5) gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Bakterien wurden erneut mit
etwa 25 ml LPS-Puffer resuspendiert und anschlieBend zweimal bei 1200 psi mittels French-
Press (40K Zelle) aufgeschlossen. Im Anschluss wurden die Losungen mittels Sonfizierens
bei einer Intensitit von 75% fiir eine halbe Minute zweimal homogenisiert.

Die aufgeschlossenen Zellen wurden mit DNase I (final 200 pg/ml) und RNase A (final
50 ug/ml) versetzt und UN bei 37°C inkubiert. Zum Losen des LPS wurden die Zellsuspen-
sionen auf 0,1 M EDTA und 2% SDS eingestellt und bei einer Intensitit von 75% fiir 40 Se-
kunden sonifiziert. Die Losungen wurden anschlieBend zentrifugiert (Rotor SS-34,
18000 rpm, 20°C, 30 min) und die Uberstande drei Tage lyophyllisiert.

Die lyophyllisierten Rohextrakte wurden mit moglichst wenig Wasser resuspendiert und
mehrere Stunden geriihrt. Nach Abtrennung von ungeldsten Bestandteilen erfolgte eine
Fillung des LPS mit 2 Volumen absolutem Ethanol und MgCl, (final 0,375 M) UN bei -40°C
(Darveau & Hancock 1983). Die Suspensionen wurden zentrifugiert (SS-34, 15 min, 4°C,
10000 rpm) und die Pellets in moglichst wenig Wasser resuspendiert.

Es folgte die Phenolextraktion nach Westphal, fiir die wurde das gleiche Volumen an 90%
Phenol zu der LPS-Losung hinzugegeben und unter Riithren bei 65°C fiir 30 min inkubiert
(Westphal ef al. 1952). Nach Phasentrennung wurde die wéssrige Phase abgenommen. Die
Phenolphase wurde mit dem gleichen Volumen an Wasser versetzt und die Extraktion erneut
durchgefiihrt. Die aus der Phenolextraktion erhaltenen wissrigen Phasen wurden vereinigt
und zur Entfernung von restlichem Phenol mit der Hélfte des Volumens an Chloroform aus-
geschiittelt. Die wissrige Phase wurde abgenommen, das restliche Chloroform mit Druckluft
ausgetrieben und die Losung drei Tage gegen flieBendes Wasser dialysiert (Ausschluss:
3500 Da).

Nach Lyophyllisieren der Losung wurde das LPS in LPS-Puffer gelost und mit DNase I (final
10 pg/ml) und RNase A (final 10 pg/ml) bei 37°C fiir 3 h inkubiert. Im Anschluss wurde
Proteinase K zugegeben (final 15 pg/ml) und bei 65°C fiir 3 h inkubiert. Nach Zentrifugation
(SS-34, 10000 rpm, 4°C, 15 min) erfolgte ein finaler Reinigungsschritt mittels Ultrazentri-
fugation (T856, 15°C, 2 h, 50000 rpm). Das LPS-enthaltene, farblose Pellet wurde in Wasser

(bidest.) ressuspendiert und erneut ultrazentrifugiert. Das finale Pellet enthielt das gereinigte
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LPS. Dies wurde gelost und anschlieend lyophyllisiert. Das LPS (0,1-1,2 mg/ml in LPS-
Puffer) wurde mittels dynamischer Lichtstreuung von der Arbeitsgruppe von K. Gast
untersucht (Gast et al. 1998).

Vorverdautes LPS wurde gereinigt, indem 1 mg/ml LPS mit 200 ug/ml HK620TSPAN in
Standardpuffer bei 37°C N hydrolysiert wurde. Durch Zugabe eines fiinftel Volumens an
90% Phenol und dreifigminiitiger Inkubation bei 65°C wurde das TSP wieder entfernt. Die
wissrige, LPS-haltige Phase wurde drei Tage gegen flieBendes Wasser dialysiert (Ausschluss:
3500 Da). Das Dialysat wurde auf 4 mM MgCl, eingestellt und ultrazentrifugiert (T856, 2 h,
50000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde resuspendiert und erneut zentrifugiert. Im Anschluss

wurde das vorverdaute LPS aus dem Pellet lyophillisiert.

2.2.3.2. Reinigung von Polysaccharid

Die Bakterien wurden analog zu der Reinigung von LPS angezogen. Die Bakterien wurden in
10% Essigsédure resuspendiert und 1,5 h unter Riickfluss gekocht. Die Suspension wurde ab-
gekiihlt und zentrifugiert (GSA, 7500 rpm, 4°C, 20 min). Der Uberstand enthielt das Poly-
saccharid und wurde abgenommen. Das Pellet wurde erneut mit 10% Essigsdure versetzt und
analog behandelt. AnschlieBend wurden die beiden Uberstinde 3 Tage gegen flieBendes
Wasser dialysiert (Ausschluss: 3500 Da). Das Dialysat wurde zentrifugiert (GSA, 10000 rpm,
4°C, 20 min) und der Uberstand weiterverwendet.

Das Ionenaustausch-Material DE52 wurde mit Wasser aufgeschldimmt und anschliefend mit
0,5M Ammoniumhydrogencarbonat gewaschen. Die Aktivierung des Materials erfolgte
ebenfalls mit 0,5 M Ammoniumhydrogencarbonat fiir mindestens 2 h. Im Anschluss wurde
das Material dreimal mit 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat gewaschen. Die PS-haltige
Losung wurde auf 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat eingestellt, zu dem DE52-Material
gegeben und iiber Nacht schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abdekantiert, filtriert und lyophyllisiert.

Das trockene Polysaccharid wurde in moglichst wenig Wasser resuspendiert und unldsliche
Bestandteile wurden abzentrifugiert (SS-34, 8000 rpm, 4°C, 20 min). Der Uberstand wurde
mit Ethanol versetzt (final 80%) und mindestens 1 h bei -40°C gefillt. Der Niederschlag
wurde abzentrifugiert (GSA, 10000 rpm, 4°C, 30 min) und erneut in mdglichst wenig Wasser
gelost. Es wurden erneut unldsliche Bestandteile abzentrifugiert und die Fallung wurde
wiederholt, bis sich in Wasser kein Pellet mehr bildete. Die PS-haltige Losung wurde
anschlieBend lyophyllisiert.
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2.2.3.3. Herstellung von Oligosacchariden

Zur Herstellung von Oligosacchariden wurde die Aktivitdt von HK620TSP genutzt. Dafiir
wurden 50 mg/ml Polysaccharid in Standardpuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer, 1 mM
EDTA pH 7,5) gelost und 50 pg/ml HK620TSPAN hinzugegeben. Nach der Inkubation bei
37°C iGN wurde unverdautes PS bei 80% Ethanol 1 h bei -40°C gefillt und abzentrifugiert
(13000 rpm, 4°C, 20 min). Der Uberstand wurde abgenommen und in der Speed Vac
getrocknet.

Die getrockneten Oligosaccharide wurden in 1 ml Wasser resuspendiert und mittels
GroBenausschluss (Superdex 30 26/60) an der HPLC separiert. Die Detektion der Zuckerfrag-
mente erfolgte bei 190 nm und 214 nm. Die Oligosaccharid-haltigen Fraktionen aus mehreren
Laufen wurden vereinigt und rechromatographiert.

Zur Kontrolle wurden die Oligosaccharide massenspektrometrisch in der Arbeitsgruppe von
Prof. Steup an der Universitdt Potsdam untersucht. Es wurde ein Reflex II Massenspektrometer
von Bruker verwendet. Eine Kalibrierung wurde zuvor mit je 50 uM Maltopentose und
Maltohexose durchgefiihrt. Es wurden je 0,5 pl Probe mit 0,5 ul DHB (2,5-Dihydroxy-
benzoesdure) als Matrix auf das Target gegeben. Nach Trocknen der Proben wurden diese im
Positivmodus bei einer Laserintensitdt von 75% analysiert.

Des Weiteren wurden Stammlosungen der Oligosaccharide mit Hilfe der Messung reduzieren-
der Enden in der Losung (vgl. 2.2.4.1.) und NMR-Messungen mit internem Standard (DSS
(4,4-Dimethyl-4-Silapentan-1-Sulfonsdure)) quantifiziert. Die NMR-Messungen wurden von
Andy Mainz aus der Arbeitsgruppe von Prof. Reif am Leibniz-Institut fiir Molekulare
Pharmakologie durchgefiihrt. Dazu wurden Aliquots der Zucker-Stammldsungen lyophyllisiert
und von A. Mainz in DSS-D,O (0,2 mM DSS in D,0) aufgenommen. Es wurden 1H- und
13C-Spektren dieser Proben sowie von Puffer und DSS alleine an einem 750 MHz NMR
Spektrometer (17.62 Tesla, Bruker Biospin) bei 300 K aufgenommen. Es wurden 256 Scans
durchgefiihrt, um ein gutes Signal/Rausch-Verhiltnis zu gewihrleisten. Des Weiteren wurde
ein Recycle Delay von 20 s verwendet, um zu gewihrleisten, dass alle Resonanzen in den
Ausgangszustand zuriickkehren konnten. Die Daten wurden mit einer Exponentialfunktion mit
einer Linienverbreiterung von 2 Hz apodisiert. Das Fourier-transformierte Spektrum wurde auf
das Signal der Methylgruppen des internen Standards DSS (0,00 ppm) bezogen. Dieses Signal,
das von 9 Protonen bei einer Konzentration von 0,2 mM DSS herriihrte, diente als Referenz
fiir alle Integrale. Uber Integration der Signale des Zuckers konnte die Konzentration an

Kohlenhydrat quantifiziert werden.
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2.2.4. Untersuchungen der enzymatischen Aktivitat von TSP

2.2.4.1. Nachweis reduzierender Enden mittels DNSA

Der Nachweis der reduzierenden Enden orientierte sich an einem zuvor beschriebenen Proto-
koll (Seckler et al. 1989; Danner et al. 1993). Zu untersuchende Proben wurden mit dem
gleichen Volumen (50 pl) an Dinitrosalicylsdurelosung (20 mg/ml in 0,7 M NaOH) versetzt
und 5 min bei 100°C inkubiert. Nach Auffiillen der Proben auf 1 ml wurden diese bei 535 nm
vermessen. Zur Bestimmung der Konzentration an reduzierenden Enden wurde eine Eichreihe

mit N-Acetylglucosamin mitgefiihrt.

2.2.4.2. Aktivitit gegeniiber Lipopolysaccharid

Zur Untersuchung der Aktivitdit wurden 0,5 mg/ml LPS mit 50 pg/ml HK620TSPAN in
Standardpuffer bei 37°C verdaut. Es wurden vor der Zugabe von HK620TSPAN und nach
verschiedenen Inkubationszeiten Proben entnommen, mit SDS-Ladepuffer versetzt und die
Reaktion wurde durch Einfrieren in fliissigem Stickstoff gestoppt. Die Aufbewahrung der
Proben bis zur Analyse mittels SDS-PAGE erfolgte bei -20°C.

2.2.5. Biophysikalische Methoden

2.2.5.1. Absorptionsspektroskopie

Konzentrationen an Protein bzw. Nukleinsduren wurden spektroskopisch durch Messung der
Absorption bei 280 nm beziehungsweise 260 nm bestimmt. UV-Spektren wurden im Bereich
von 240 bis 350 nm bei Raumtemperatur registriert und mit dem jeweiligen Pufferspektrum
korrigiert. Verunreinigungen der Probe mit Aggregaten wurden durch Lichtstreuung oberhalb
300 nm detektiert. Die Konzentration von doppelstrangiger DNA wurde iiber den Zusammen-
hang 1 ODy¢ = 50 pg/ml dsDNA ermittelt. Die Konzentration von TSP wurde {iber bereits
ermittelte Extinktionskoeffizienten bestimmt (Barbirz 2005). Die Reinheit von LPS und PS

wurde anhand der Absorption von verunreinigenden Proteinen und Nukleinsduren beurteilt.

2.2.5.2. Bindungsstudien

Die Bindung der Oligosaccharide an das HK620TSP bzw. an die entsprechenden Varianten

wurde mit Hilfe der folgenden Methoden untersucht. Fiir alle Bindungsstudien wurden die

34



Methoden

verwendeten Puffer filtriert (0,2 mm Porenfilter) und entgast. Die Proteinldsungen wurden vor

den Messungen 20 min ultrazentrifugiert (40000 rpm, 4°C).

Fluoreszenztitrationen

Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgte bei 20°C in Quarzglas-Kiivetten. Es wurde mit
10 pg/ml Proteinlosungen (etwa 150 nM) in Standardpuffer gearbeitet. Oligosaccharid-
Losungen wurden in dem gleichen Puffer angesetzt. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte
bei 295 nm. Die Spaltbreite fiir die Anregung betrug 2 nm, fiir die Emission 6 nm. Nach der
Aufnahme von Spektren mit variierender Emissionswellenlinge wurde die Fluoreszenz-
titration bei einer Emissionswellenlinge von 347 nm unter Riihren durchgefiihrt. Die
Konzentrationen und Volumina der zugegebenen Kohlenhydrat-Losungen unterschieden sich
je nach Affinitit der Proteine. Nach jeder Zugabe wurde jeweils 2 min gewartet vor der
Messung. Es wurde darauf geachtet, dass die Volumenzunahme weniger als 5% betrug. Fiir
die Auswertung wurden die Fluoreszenzsignale puffer- und volumenkorrigiert sowie auf das
Ausgangsfluoreszenzsignal in Abwesenheit von Kohlenhydrat bezogen. Die Daten wurden
unter nicht-linearer Regression analog zu den Experimenten an P22TSP mit Hilfe von
SigmaPlot (Jandel Scientific) oder IgorPro an ein Bindungsmodell, welches sich aus dem

Massenwirkungsgesetz herleitet (Baxa et al. 1996; Uetrecht 2006), angepasst:

1

% =1+AF,_ (E,+L,+K,-((E,+L,+K,) -4L,E,)*)/ 2E, .

max
0

Dabei kennzeichnen F die gemessene Fluoreszenz, Fy die Fluoreszenz des ungebundenen
Proteins, AFn.x ist die relative Fluoreszenzinderung in der Séttigung, Lo und E, sind die
totalen Konzentrationen an Oligosaccharid und an Bindestellen am TSP und Kp ist die

Dissoziationskonstante.

Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Die Messungen wurden an einem VP-ITC Microkalorimeter (MicroCal, Inc., Northhampton)
in Standradpuffer durchgefiihrt (50 mM Natriumphosphatpuffer, 1 mM EDTA pH 7,5). In der
geriihrten Zelle befanden sich typischerweise 25 uM TSP-Untereinheiten und in der Spritze
0,5 mM O-Antigen-Fragmente. Ein typisches ITC-Experiment bestand aus 25 Injektionen von
8 ul mit einer Dauer von 20 s und 230 s Intervallen. Die mathematische Auswertung der
Daten erfolgte durch die Anpassung mit dem Modell ,,OneSite* durch Origin (Version 5.0,
MicroCal, Inc.). Dabei erhélt man direkt aus der Integration der Daten die Bindungsenthalpie

(AH) und aus der Steigung der Titrationskurve wird Kp ermittelt. Die Gibbs Energie AG wird
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von dem Programm aus Kp berechnet. Die Bindungsentropie AS ergibt sich entsprechend aus
dem Zusammenhang AG = AH —-TAS . Aus Bindungsmessungen bei verschiedenen Tempera-
turen kann durch Auftragung der gemessenen Enthalpien gegen diese Temperaturen aus der

Steigung die Wérmekapazititsinderung ACp ermittelt werden.

Oberflichenplasmonresonanz (SPR)

An dem verwendeten BIAcore™ 2000 sind vier FlieBzellen vorhanden, daher wurden auf
einem Sensor Chip drei verschiedene Proteine immobilisiert, die vierte FlieBzelle wurde als
Referenzkanal benutzt. Die Immobilisierung erfolgte bei einer Flussgeschwindigkeit von
30 ul/min und einer Temperatur von 25°C. Nach der Aktivierung durch 0,2 M EDC und
0,05M NHS (160 ul) wurden die TSP, welche in 10 mM Natriumacetat pH 4,0 auf eine
Konzentration von 10 pg/ml verdiinnt wurden, {iber einen /oop injiziert, bis ein Signalanstieg
um ca. 8000 RU erreicht wurde. Anschlieend wurde die Oberfliche mit 1 M Ethanolamin
(160 pul) inaktiviert. Die Bindung von Kohlenhydraten wurde bei 5 pl/min und 20°C in
Standardpuffer als Laufpuffer untersucht. Es wurden jeweils 10 pl verschieden konzentrierte
Oligosaccharid-Losungen injiziert und die Anderung im Brechungsindex verfolgt. Nach
Subtraktion des Referenzsignals wurde eine Region, wo die Messungen bei allen Kon-
zentrationen im Gleichgewicht vorlagen (Plateau), ausgewihlt. Es wurde iiber 20-40 s ge-
mittelt und die Standardabweichung bestimmt. Nach Auftragung der Messpunkte gegen die
Analytkonzentration wurden diese Daten mit Hilfe einer nicht-linearen Regression an
RU,.."[A]

folgende Formel angepasst: RU,, = © [A] .
+
D

Dabei kennzeichnen RU., den korrigierten Messwert im Gleichgewicht, RUpy. den

Sattigungswert im Messsignal, Kp die Dissoziationskonstante und [A] die Analytkonzentra-

tion (Konzentration an Oligosaccharid).

2.2.5.3. Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Diese Messungen wurden an einem Jasco J-715 Spektropolarimeter bei einer Mess-
temperatur von 20°C durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer waren filtriert (0,2 mm Poren-
filter) und entgast und die Proteinlésungen wurden vor der Messung 20 min ultrazentrifugiert
(40000 rpm, 4°C). Es wurden Fern-UV-Spektren im Bereich von 190-250 nm aufgenommen.
Der Messpunktabstand betrug 1,0 nm, die Bandbreite 1 nm und die Responsezeit 4 s. Die
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Spektren wurden pufferkorrigiert und es wurde jeweils liber 15 Spektren akkumuliert. Fiir den
Vergleich von Spektren wurden die Messwerte unter Verwendung der folgenden Formel in
die molare Elliptizitit [©,,,, | umgerechnet (Creighton 1997): [©,,,, | = w :

cIN,
Mit O als gemessene Elliptizitit (Grad), M; als Molekularmasse des Proteins, c¢ als Protein-
konzentration (mg/ml), 1 als Schichtdicke der Kiivette (cm) und N4 als Anzahl der Amino-

sauren.

2.2.5.4. Kinetische Untersuchungen mittels Stopped-Flow

Die Durchfithrung kinetischer Untersuchungen sowie experimentelle Details sind bereits

beschrieben (Baxa et al. 2001).

2.2.5.5. Kiristallographische Arbeiten

Alle kristallographischen Arbeiten fanden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Udo Heinemann am Max-Delbriick-Zentrum fiir Molekulare Medizin in Berlin-
Buch statt. Die Messungen mit Synchrotonstrahlung erfolgten in Berlin-Adlershof (beamline
BL14.2 der Freien Universitit Berlin am BESSY) durch Dr. Yvette Roske und Dr. Ulrich
Gohlke, der auch die Datenbearbeitung und Phasierung der Struktur der Variante E372Q
durchgefiihrt hat. Die Kokristallstrukturen wurden zusammen mit Jiirgen Miiller gelost.

Zur Kristallisation wurden 3 pl Proteinldsung (8 mg/ml in TEC mit 200 mM NaCl) mit 3 pl
Kristallisationspuffer (0,1 M Tris/HCI, 3,5 M Natriumformiat pH 8,0) auf einem Deckglas ge-
mischt und iiber dem gleichen Puffer im hingenden Tropfen bei 20°C kristallisiert. Etwa
0,2 mm grofBe Kristalle wuchsen innerhalb von zwei Tagen. Zur Kokristallisation wurden den
Tropfen zusétzlich 0,6 ul Hexasaccharid (in Wasser gelost, final 1,4 mM) zugesetzt.

Kristalle wurden mit Stickstoff auf 100 K gekiihlt und die Rontgenstreuung von Cu-K-a-
Strahlung an Diffraktometern mit Drehanode wurde in Berlin-Buch getestet (Gerit: Oxford
diffraction) getestet. Details zur Messung des Datensatzes sind Tabelle 6.2 zu entnehmen. Zur
Datenbearbeitung und Indizierung wurden die Programme XDS/XSCALE verwendet (Kabsch
& Sander 1983).

Strukturmodelle konnten durch molekularen Ersatz mit den Phasen der publizierten Struk-
turen des Wildtyps (PDB-Code: 2vji, Barbirz et al. 2008) als Startmodell mit dem Programm
Phaser ermittelt werden (McCoy et al. 2007). Wassermolekiile wurden mit ARP/wWARP

37



Methoden

lokalisiert und hinzugefiigt (Perrakis et al. 1997). Die Uberpriifung erfolgte visuell mit dem
Programm O (T. A. Jones et al. 1991). Durch mehrere alternierende Verbesserungsrunden mit
REFMACS5 (Murshudov et al. 1997) und manuelles Einpassen des Strukturmodells in die
Elektronendichte mit Hilfe des Programms O konnten die Modelle verfeinert und vervoll-
staindigt werden. Ausfiihrliche Statistiken sind der Tabelle 6.2 im Anhang dieser Arbeit zu
entnehmen. Dabei dienten vor allem die sogenannten R-Faktoren als Qualitétskontrolle der
Verfeinerung. Die R-Werte berechnen sich aus dem Verhéltnis der beobachteten

Strukturfaktoren (F,) und der aus dem Modell berechneten Strukturfaktoren (F;) nach

F,|-|F.
=ET

o

Zur Kontrolle wird ein Referenzdatensatz von 5% aller Reflexe nicht mit verfeinert und da-
raus auf die gleiche Weise ein R-Wert (Rgee) berechnet (Briinger 1992). Die Strukturen sind
in der RCSB Proteindatenbank (PDB) hinterlegt (2X85, 2X6W, 2X6X, 2X6Y). Die Struktur
der ligandenfreien Variante E372Q wurde kiirzlich von U. Gohlke geldst und ist noch nicht in
der PDB hinterlegt.

2.2.6. Arbeiten mit dem Phagen HK620

2.2.6.1. Reinigung des Phagen HK620

Der Phage HK620 wurde freundlicherweise von Fr. Ansaldi von der Universitit Aix-
Marseille zur Verfiigung gestellt. Die Reinigung des Phagen orientierte sich an dem Protokoll
zur Reinigung des Phagen P22 (http://web.mit.edu/king-lab/www/cookbook/cookbook.htm).
Fiir die Anreicherung des Phagen wurde zundchst eine Vorkultur aus E. coli H TD2158 in
LB-Medium angelegt. AnschlieBend wurde eine 500 ml Kultur angeimpft und bis zu einer
OD von 0,3 bei 600nm (2x 10®Zellen/ml) wachsen gelassen. Daraufhin wurden die
Bakterien mit dem Phagen HK620 (MOI = 0,1) infiziert. Dabei wurde das zugegebene
Volumen an Phagenldsung (X) mit folgender Formel berechnet:

X= (Konzentranonl?ukterien ’ MOI ’ VOlumenBaklerienkultur) / TlterPhagenstock :

Nach mindestens zweistiindiger Inkubation bei 37°C wurde die Phagensuspension auf Eis
abgekiihlt und mit 3 ml Chloroform versetzt, um die Lyse von noch intakten Bakterien zu
induzieren. Mittels Zentrifugation (Rotor SLA-3000, 15 min, 5000 rpm, 4°C) wurden
Zelltriimmer abgetrennt. Aus dem Uberstand wurden die Phagen pelletiert (SS-34, 90 min,
18000 rpm, 4°C) und in 50 mM Tris/HCl, 100 mM MgCl, pH 7,6 resuspendiert.
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In einem finalen Reinigungsschritt wurden Verunreinigungen durch eine Dichtegradienten-
Zentrifugation abgetrennt. Dazu wurde ein CsCl-Gradient (1,3 g/ml (9 ml) sowie 1,4 g/ml
(9 ml), 1,5 g/ml (7 ml) und 1,65 g/ml (4,5 ml)) geschichtet. Nachdem 9 ml Probe auf diesen
Gradienten gegeben wurden, reicherte sich der Phage nach Ultrazentrifugation (SW-32 Ti;
2,5 h; 24000 rpm; 4°C) an der unteren Zonengrenze zwischen 1,4 und 1,5 g/ml CsCl an.
Mittels einer Spritze wurde die bléulich-weile Phagenbande aus dem Gradienten gesammelt.
AnschlieBend wurde die Phagenlosung bei 4°C zweimal gegen 5 Liter Phagenpuffer dialysiert
(Ausschluss: 12-18 kDa). Im Anschluss wurde der Phage bei 4°C gelagert.

2.2.6.2. Herstellung von Plating-Bakterien

Zur Herstellung von Plating-Bakterien wurden 300 ml LB-Medium in einem Verhiltnis von
1:100 mit einer Vorkultur aus E. coli H TD2158 oder anderen E. coli-Bakterien (vgl. Ergeb-
nisteil) angeimpft. Die Zellen wurden bei 37°C bis zu einer OD von 0,3 bei 600 nm
(2 x 10® Zellen/ml) kultiviert. AnschlieBend wurden die Bakterien in sterilen Zentrifugen-
bechern pelletiert (Rotor SLA-3000, 15 min, 5000 rpm, 4°C) und in 25 ml LB-Medium resus-
pendiert. Plating-Bakterien halten sich fiir 2 Wochen bei 4 °C.

2.2.6.3. Infektiositit des Phagen

Die Infektiositdt des Phagen HK620 wurde mit verschiedenen Methoden untersucht, die im

Folgenden beschrieben werden sollen.

Bestimmung des Titers durch Ausplattieren

Fiir das Ausplattieren wurden Agarplatten fiir 10 min bei 45°C vorgewédrmt. AnschlieBend
wurden zu 2,5 ml geschmolzenem Softagar 20 pl Plating-Bakterien gegeben und mit ver-
schiedenen Verdiinnungen des Phagen HK620 gemischt. Die Softagar-Gemische wurden ge-
mischt und auf die vorgewdrmten Agarplatten gegossen. Nach zehnminiitigem Warten
wurden die Platten tiber Nacht bei 37°C in den Brutschrank inkubiert. Die Auszdhlung der

Plaques erfolgte am nichsten Tag.

Untersuchungen in Fliissigkultur

Fiir die Untersuchungen der Infektiositit des Phagen HK620 in Fliissigkultur wurden 100 ml

LB-Medium im Verhéltnis 1:100 mit einer Vorkultur der jeweiligen E. coli-Bakterien ange-

impft. Bei einer OD von 0,3 bei 600 nm wurde HK620-Phage zugegeben (MOI = 0,1; Be-
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rechnung siehe 2.2.6.1) und die OD wurde kontinuierlich (ca. alle 30 min) gemessen.

Zur Induktion von Prophagen in den lytischen Zyklus wurden manche Kulturen bei einer
optischen Dichte von 0,5 bei 600 nm mit dem Antibiotikum Carbadox (1,5 pg/ml) versetzt
(Barksdale & Arden 1974).

2.2.6.4. Inhibierung der Infektiositit durch Lipopolysaccharid

In diesem Experiment wurde die Inaktivierung von 5 x 10* Pfu/ml des Phagen HK620 durch
25 pg/ml LPS aus verschiedenen E. coli-Stammen in Phagenpuffer induziert (Andres, Baxa et
al. 2010). Nach Temperierung der Phagen und der LPS-Losung auf 37°C wurden die
Komponenten gemischt. Nach verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation wurden Proben
entnommen und mit 20 pl Plating-Bakterien (E. coli H TD2158) wie unter Abschnitt 2.2.6.3.

beschrieben ausplattiert. Am néchsten Tag wurde die Anzahl an Plaques gezihlt.

2.2.6.5. Nachweis der DNA-Ejektion mittels Gelelektrophorese

Als Nachweis dafiir, dass das Lipopolysaccharid aus E. coli H TD2158 die DNA-Ejektion des
Phagen HK620 induzieren kann, wurden Untersuchungen mittels Agarose-Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Dazu wurden 1,6 x 10'' Pfu/ml des Phagen HK620 mit 1,2 mg/ml LPS in
Phagenpuffer bei 37°C N inkubiert. Manche Inkubationsansitze wurden anschlieend mit
0,1 mg/ml DNase I oder mit 10 U Restriktionsenzymen versetzt und bei 37°C fiir 1 h oder GiN
verdaut. Zur Kontrolle wurde die DNA aus dem Phagen HK620 mit Guanidiniumchlorid
extrahiert. Dazu wurden Phagen in 6 M Guanidiniumhydrochlorid fiir 2 h bei 40°C inkubiert
und anschlieend auf die Sdulen der QIAquick Mini Kits gegeben und nach Herstellerangaben
gereinigt (vgl. 2.2.2.6).

Zur Kontrolle wurde diese DNA mitgefiihrt und zum Vergleich ebenfalls mit DNase I bzw.
Restriktionsenzymen verdaut. Alle Proben wurden mit 5 pl Ladepuffer versetzt und mittels

Agarose-Gelelektrophorese untersucht (vgl. 2.2.2.8).

2.2.6.6. Transmissions-Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Sibylle Riistig in der Arbeitsgruppe
von Prof. Koetz an der Universitit Potsdam durchgefiihrt. Dazu wurden Phagen

(2 x 10° Pfu/ml) zum Teil mit 0,1 mg/ml LPS iiN in Phagenpuffer bei 37°C inkubiert und
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anschlieBend auf Kupfernetze gegeben. Die Férbung erfolgte mit 2% (w/v) Uranylacetat
(Andres, Roske et al. 2012).

2.2.7. Arbeiten mit dem Phagen P22

2.2.7.1. Reinigung von P22-Koépfen

Die Reinigung von P22-Kopfen wurde bereits beschrieben (Andres, Hanke ef al. 2010). Bei
dieser Reinigung wird der Salmonella Stamm DB7136 c,ts30 verwendet, der eine
temperatursensitive, lysogene Variante des Phagen P22 trigt (Winston ef al. 1979; Andres,
Hanke et al. 2010). Diese Variante des Phagen ist lysedefizient (13- am) und kann keine TSP
herstellen (9- am). Nach Induktion des Phagen aus dem Lysogen durch einen Temperaturshift
akkumulieren die Phagenkdpfe daher in den Bakterien. Nach Ernte der Bakterien werden
diese durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen und durch Zugabe von 17% Chloroform
und 0,08% Triton-X-100 aufgeschlossen. Im Anschluss werden die Phagenkdpfe pelletiert
(vgl. Phagenreinigung unter 2.2.6.1.) und final durch einen CsCIl-Gradienten gereinigt.

2.2.7.2. Anbheften von TSP an die P22-Kopfe

Um ganze Phagen herzustellen, wurden Phagenkdpfe (4 x 10" Partikel) mit 0,1 mg/ml Voll-
langen-TSP 1h bei 37°C inkubiert (J. V. Israel, Thomas F. Anderson, et al. 1967). An-
schlieBend wurden diese Partikel iiber einen CsCl-Gradienten (vgl. Abschnitt 2.2.6.1.) von
iiberschiissigem TSP gereinigt und gegen Phagenpuffer dialysiert (Ausschluss: 12-18 kDa).
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3. Ergebnisse

Im Mittelpunkt der vorliegenden Dissertation steht die Protein-Kohlenhydrat-Wechsel-
wirkung zwischen TSP des Bakteriophagen HK620 und dem O-Antigen des Lipopoly-
saccharids aus dem Wirtsbakterium E. coli. Anhand dieses Beispiels sollen allgemeine Aus-
sagen iber strukturelle Voraussetzungen und Triebkréfte fiir Protein-Kohlenhydrat-Inter-
aktionen getroffen werden. Dazu wurde versucht, diese Wechselwirkung sowohl auf Protein-
seite als auch auf Seite der Kohlenhydrate zu beeinflussen.

Der erste Teil der Arbeit beschéftigt sich mit dem Einfluss von Modifikationen am TSP auf
die kohlenhydratbindenden Eigenschaften, wéihrend der zweite Teil die Bindung unterschied-
licher O-Antigene an HK620TSP beleuchtet. Im letzten Abschnitt der Dissertation werden
Arbeiten mit dem ganzen Phagen HK620 beschrieben, die der Aufkldrung des Infektions-
mechanismuses dienen sollten.

Fiir diese Arbeit wurde soweit nicht explizit anders erwéhnt mit N-terminal verkiirzten (AN)
Varianten des TSP aus dem Phagen HK620 gearbeitet (aa 111-710, vgl. Abschnitt 1.4.). Der
E. coli-Stamm H TD2158 wird im Folgenden als Wirtsstamm bezeichnet, da der Phage
HK620 auf diesem Stamm propagiert werden kann und der Stamm, der urspriinglich mit dem

Phagen vergesellschaftet gefunden wurde, nicht zur Verfiigung stand (Dhillon et al. 1998).

3.1. Klonierung und Expression der Protein-Varianten

In vorherigen Arbeiten von Dr. Stefanie Barbirz und Charlotte Uetrecht wurde die Sequenz
von TSP des Phagen HK620 bereits in einen Vektor des pET-Systems kloniert und erfolgreich
exprimiert (Abb. 3-1; Barbirz 2005; Uetrecht 2006).

A Ncol BamHlI

HK620tspAN

pET11d pHK620tspAN

B N  HKB20TSPAN  |-C 64,67kDa

Abb. 3-1: Schematische Darstellung des Konstrukts (A) zur Expression von N-terminal verkiirztem HK620TSP (B). Die
Sequenz flir N-terminal verkiirztes HK620TSP wurde tiber BamHI- und Ncol- Schnittstellen in den Vektor pET11d kloniert.
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In der Arbeit von C. Uetrecht wurden Varianten von HK620TSP erstellt, wodurch das aktive
Zentrum identifiziert werden konnte. Diese Varianten (D339N und E372Q) sowie das N-
terminal verkiirzte TSP (Wt) aus dem Phagen HK620 wurden in dieser Arbeit erneut
exprimiert und gereinigt. Zur systematischen Analyse der Kohlenhydratbindung wurden
zudem folgende TSP-Varianten durch ortsgerichtete Mutagenese erstellt: D339A, E372A,
D339A/E372A, D339A/E372Q, D339N/E372A, D339N/E372Q (vgl. Einleitung Abb. 1-13).
Nach Kontrolle der Klonierung durch Sequenzierung konnten alle Varianten erfolgreich bei

37°C l6slich exprimiert werden.

3.2. Reinigung von Tailspike Proteinen aus HK620

Die erfolgreich exprimierten Varianten wurden groftenteils unter bereits etablierten Be-
dingungen gereinigt (Barbirz 2005; Barbirz et al. 2008). Dabei wurden die TSP nativ ohne
Zuhilfenahme von Affinitdts-Tags gereinigt. In diese Reinigung waren Ammoniumsulfat-
Féllungen, hydrophobe Interaktionschromatographie, Anionenaustauschchromatographie so-
wie GroBenausschlusschromatographie inbegriffen. Die Varianten konnten alle erfolgreich
mit einem Reinheitsgrad von iiber 95% gereinigt werden (Abb. 3-2). Die Ausbeuten lagen je
nach Expressions- und Reinigungsbedingungen (vgl. Methoden 2.2.2.1/3. und Diskussion
4.1.) zwischen 10 mg und 50 mg je Liter Expressionskultur.

HK620TSP ist SDS-resistent und l4uft in der Elektrophorese als natives Trimer auf der Hohe
zwischen den 97 und 116 kDa-Marker-Proteinen, wenn es zuvor nicht erhitzt wurde (Abb. 3-
2). Bei den TSP-Varianten handelt es sich um Ladungsvarianten, die ein spezifisches
Laufverhalten aufweisen. Unterhalb der Bande der TSP-Varianten ist jeweils eine zweite
diinne Bande zu erkennen, welche wéhrend der Reinigung nicht abgetrennt werden konnte.
Durch Erhitzen der Proben auf 100°C zerfallen die nativen, trimeren TSP in ithre Monomere
(Barbirz 2005). Nach Erhitzen der TSP-Varianten konnte nur noch eine Bande in der SDS-
PAGE auf der Hohe zwischen den 45 und 66 kDa-Marker-Proteinen detektiert werden (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 3-2: Gereinigte Varianten von HK620TSP. 10%ige SDS-PAGE nach Silberfarbung: Aufgetragen sind die gereinigten
Varianten von HK620TSP: von links nach rechts sind der Molekulargewichtsmarker (M), der Wildtyp (1), die Varianten
D339A (2), D339N (3), E372Q (4), E372A (5), D339N/E372A (6), D339A/E372A (7), D339N/E372Q (8) sowie D339A/E372A (9)
mit jeweils 3 pg pro Spur aufgetragen.

Die Stabilitdt der HK620TSP-Varianten wurde anhand der SDS-Resistenz nach Hitzedena-
turierung mittels SDS-PAGE untersucht (Daten nicht gezeigt). In diesen Untersuchungen
zeigten alle Varianten eine dhnliche Stabilitit wie das Wildtyp-Protein (Barbirz 2005).

3.3. Reinigung von polymeren Kohlenhydraten

Die Kohlenhydrate fiir die Interaktionsstudien mit HK620TSP wurden aus den Wirtsbakterien
(E. coli H TD2158) gereinigt. Dazu wurden Bakterien in groerem Mafstab bei 37°C ange-
zogen und zundchst wurde Lipopolysaccharid (LPS) oder Polysaccharid (PS) aus diesen
Bakterien prépariert. Dabei wurde LPS im Wesentlichen nach Aufschluss der Bakterien durch
Ethanolfillung (Darveau & Hancock 1983), heile Phenolextraktion (Westphal et al. 1952),
Verdau mit Nukleasen und Ultrazentrifugation gereinigt. Die Reinheit der gereinigten Lipo-
polysaccharide wurde mittels Absorptionsspektroskopie und SDS-PAGE mit anschliefender
Silberfarbung beurteilt (vgl. Abschnitt 2.2.3.1.). Abbildung 3-3 zeigt exemplarisch den
Reinigungserfolg im Verlauf der Prdparation von LPS. Durch die Auftrennung der ver-
schieden langen LPS-Ketten, die unterschiedlich viele repetitive Einheiten des O-Antigens
tragen, zeichnet sich LPS in elektrophoretischen Untersuchungen durch eine Leiter-&hnliche
Struktur aus (Franco et al. 1998) (Spur 3 und 6 Abb. 3-3). Die Farbung von LPS durch Silber
ist weniger sensitiv als die von Proteinen. Daher sind die abgetrennten Proteinverun-
reinigungen in den Spuren 1, 2 und 7 zum Teil iberfarbt. Gereinigtes LPS mit einem

typischen, Leiter-dhnlichen Laufmuster ist in Spur 6 zu sehen.
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Abb. 3-3: Reinigung von LPS: Gezeigt ist der typische Verlauf einer LPS-Reinigung nach Analyse verschiedener Proben aus
dieser Reinigung mittels 15%iger SDS-PAGE und anschlieBender Silberfarbung. Aufgetragen wurden Markerproteine (M),
Proben der unléslichen Bestandteile des Rohextrakts (Spur 1, Verdiinnung 1:40), des Uberstands nach Ethanolféllung (Spur
2, Verdinnung 1:20), der wassrigen Phase nach Phenolextraktion (Spur 3), der Phenolphase dieser Extraktion (Spur 7), der

Uberstinde nach erster und zweiter Ultrazentrifugation (Spuren 4 und 5, nach Trocknen und erneutem Lésen 1 mg/ml)
sowie des Pellets der letzten Ultrazentrifugation (1 mg/ml, Spur 6).

Fiir die Reinigung von O-Antigen-Polysacchariden wurde die Abspaltung von PS aus LPS
unter sauren Bedingungen ausgenutzt. Somit wurde PS durch sauren Aufschluss (Freeman
1942) der Bakterien, anschlieBende Abtrennung von Nukleinsduren durch Ionenaustausch-
chromatographie und abschlieBende Ethanolfillung gereinigt. Die Reinheit der Poly-
saccharide wurde durch Absorptionsspektroskopie anhand der Abwesenheit von Absorption
durch Proteine (280 nm) bzw. DNA (260 nm) verifiziert.

Da die Reinigung von LPS deutlich aufwendiger war als die von PS, wurde fiir die folgenden

Oligosaccharid-Préaparationen hauptsédchlich PS als Ausgangsmaterial verwendet.

3.4. Herstellung von Oligosaccharidfragmenten

Zur Herstellung der O-Antigenfragmente wurde die hydrolytische Aktivitdt von HK620TSP
gegeniiber LPS bzw. PS des Wirtsbakteriums zu Nutze gemacht. HK620TSP bindet nicht nur
die O-Antigenstrukturen, sondern spaltet auch langere Polysaccharide aus Einheiten dieses O-
Antigens in die kleinste repetitive Einheit (Barbirz et al. 2008). Im Falle des Wirtsantigens
handelt es sich dabei um ein Hexasaccharid des Antigentyps O18A1 (vgl. Einleitung 1.6.). In
Abbildung 3-4 wurde die Aktivitit von HK620TSP anhand des Verdaus von LPS mittels
SDS-PAGE und anschliefender Silberfirbung des Gels analysiert. Die Leiter-dhnliche
Struktur des LPS verdndert sich durch Inkubation mit TSP. Léngerkettige LPS-Fragmente
verschwinden mit steigender Inkubationszeit, wahrend kiirzere Ketten (hauptséchlich bis zu 3

repetitiven Einheiten) akkumuliert werden. Nach dem Verdau von LPS durch HK620TSP
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sind in dieser Analyse hauptséchlich Fragmente bis zu acht repetitiven Einheiten zu finden.
Das LPS wird durch TSP nicht komplett verdaut, was in der Diskussion beleuchtet wird (vgl.
Abschnitt 4.7.2.).
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Oligosaccharide wurden hergestellt, indem gereinigtes Polysaccharid mit TSP verdaut wurde
und anschliefend die Bestandteile des Verdaus mittels Grofenausschlusschromatographie
aufgetrennt wurden. Abbildung 3-5 zeigt ein typisches Elutionsprofil. Als Hauptbestandteile
des Verdaus konnten Oligosaccharide mit einer, zwei und drei repetitiven Einheiten erhalten
werden. Nachdem die verschiedenen oligosaccharidhaltigen Fraktionen jeweils vereinigt
wurden, wurden die Oligosaccharide rechromatographiert und es konnten so Hexasaccharid,

Dodekasaccharid und Oktadekasaccharid im Milligramm-Mafstab gereinigt werden.
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Abb. 3-5: GroBenausschluss-chromatographische Trennung der Hauptprodukte nach PS-Verdau durch HK620TSP. Gezeigt
ist das typische Elutionsprofil des Verdaus von 10 mg PS aus E. coliH TD2158 detektiert durch GIcNAc-Absorption bei
190 nm. Die Hauptprodukte entsprechen drei und zwei repetitiven Einheiten (RU, Elution nach etwa 170 bzw. 190 min)
sowie einer RU (Elution nach etwa 220 min).
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Das O-Antigen dieses Stammes wurde in vorangegangenen Arbeiten untersucht und als
O18A1 identifiziert (Barbirz 2005; Uetrecht 2006). Zur Charakterisierung der Oligo-
saccharide aus der Reinigung wurden massenspektrometrische Analysen durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich fiir die Oligosaccharide, die aus dem Wirtstamm E. coli H TD2158 gereinigt
wurden, eine Heterogenitit in der Zusammensetzung des O-Antigens. Diese Heterogenitit
wurde bereits in der vorangegangenen Arbeit von C. Uetrecht beschrieben und die auf-
tretenden Modifikationen wurden folgendermaBlen beschrieben: Das O18Al-Antigen kann
zum Teil in der Seitenkette anstelle des N-Acetylglucosamins eine weitere Glucose tragen

(O18A2) bzw. der Rest kann auch komplett fehlen (O18A3, vgl. Uetrecht 2006, Abb. 3-6).

O18A1 O18A2

aDGIc(1-6) aDGlc(1-6)
\ \
—6)aDGlc(1-4)aDGal(1-3)aDGIcNAC(1->2)aLRha(1-> —6)aDGlc(1-4)aDGal(1-3)aDGIcNAC(1->2)aLRha(1->

| \
BGICNAC(1-3) BGlc(1-3)

O18A3

aDGIc(1-6)

|
—6)aDGlc(1-4)aDGal(1-3)aDGIcNAC(1->2)aLRha(1—

Abb. 3-6: Mogliche Modifikationen des O18A1-Antigens nach C. Uetrecht (2006). Die Antigene O18A2 und O18A3
unterscheiden sich in der Seitenkette an dem N-Acetylglucosamin, welches durch Glucose ersetzt oder deletiert sein kann.

Das Mal} dieser Heterogenitit steigt dabei mit der Lange der Oligosaccharide (Tab. 3-1). In
den Priparationen von Hexasaccharid entsprechen 75% der Gesamtpeakhdhe in der Massen-
spektrometrie O18A1, bei den Pridparationen von zwei und drei repetitiven Einheiten ist die

reine O18A1-Spezies lediglich mit 26% bzw. 27% der Gesamtpeakhdhe zu detektieren.
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Tabelle 3-1: Massenspektrometrische Daten zur Heterogenitit des O-Antigens aus E. coli H TD2158 (Uetrecht 2006).
Aufgefiihrt sind die experimentellen Daten aus MALDI-MS-Untersuchungen der verschiedenen Zucker, die nach Reinigung
durch Gelfiltration erhalten werden konnten. Es zeigten sich verschiedene Spezies in den massenspektrometrischen Unter-
suchungen, die den in Abb. 3-6 gezeigten Modifikationen des 018A1-Antigens zugeordnet wurden.

Probe [M+Na] xp/Da % Gesamtpeakhihe O-Antigen-Einheit
1 repetitive Einheit 1038,5 25 O18A2
1079,4 75 O18A1
2 repetitive Einheiten 1914,9 7 O18A1 O18A3
2035,9 15 [O18A]»
2076,9 52 O18A1 O18A2
2117,9 26 [O18A1];
2912,8 4 O18A1 O18A2 O18A3
3 repetitive Einheiten 2953,8 4 [O18A1], O18A3
3034,8 4 [O18A2];
3074,8 23 O18A1 [O18A2],
3115,8 37 [O18A1], O18A2
3156,8 27 [O18A1]3

Im Zuge der vorliegenden Dissertation waren diese Heterogenitéiten bei der Pridparation von
Oligosacchariden aus E. coli H TD2158 im gleichen Umfang zu finden. Daher wurden Proben
des PS und des Hexasaccharids fir NMR-Untersuchungen pripariert. In diesen NMR-
Untersuchungen durch die Arbeitsgruppe von Géran Widmalm konnten die von C. Uetrecht
postulierten Strukturen der Modifikationen bestitigt werden. Zudem wurden in den
Priparationen des Hexasaccharids nur 10% der Modifikation mit Glucose in der Seitenkette
anstelle des N-Acetylglucosamins (O18A2) gefunden. Dahingegen war im PS mit 50% ein
deutlich hoherer Grad an Modifikationen zu finden (Zaccheus, Broker et al. 2012).

Da das Ziel dieser Arbeit darin bestand, quantitative Daten zur Kohlenhydratbindung durch
TSP des Phagen HK620 zu generieren, waren moglichst homogene Proben eine Grundvoraus-
setzung. Daher wurde mit Hilfe von Dr. habil. Fettke (Universitidt Potsdam) versucht, die
verschiedenen Modifikationen durch starke Anionenaustauschchromatographie (HAEPC) und

anschliefende Entsalzung voneinander zu trennen. Trotz erfolgreicher Trennung wurde von
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dieser Methode abgesehen, da es aufgrund von geringen Ausbeuten nicht moglich gewesen
wire, Oligosaccharide in einem ausreichend grof3en Malstab zu reinigen.

Alternativ wurde ein anderer Losungsansatz verfolgt: Es wurde ein anderer E. coli-Stamm
gesucht, der das gleiche O-Antigen wie der Wirt trdgt, um Oligosaccharide des Typs O18A1
mit verschiedenen Lingen zu generieren. Grundlage fiir diesen Losungsansatz war die Ver-
mutung, dass die Heterogenitéit im O-Antigen eine spezifische Eigenschaft dieses Stammes ist
und evtuell durch lysogene Konversion eingebracht wurde. Im folgenden Abschnitt sollen die

Ergebnisse der Arbeiten mit einem weiteren E. coli-Stamm dargestellt werden.

3.4.1. Arbeiten mit weiteren E. coli-Stammen

Tatsidchlich werden in der Literatur Bakterienstimme erwéhnt, deren O18A1-Antigene keine
der zuvor beschriebenen Modifikationen aufweisen. Pluschke und Mitarbeiter beschrieben
1986 die Unterteilung der O18-Antigene in O18A, O18A1, O18B und O18BI1. Diese Unter-
scheidung beruhte auf Experimenten mit Antikdrpern, die in Ratten nach Behandlung mit
Bakterien der vier verschiedenen Antigene produziert wurden. 1992 wurde diese Unterteilung
von Jann und Kollegen durch strukturelle Untersuchungen verfeinert. Dazu wurde der E. coli-
Stamm IHE3042 aus Finnland verwendet, um das Antigen O18A1 zu beschreiben. Dieser
Stamm ist somit gut charakterisiert, wurde in nachfolgenden Arbeiten verwendet und von Dr.
Achtman zudem der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
zur Verfligung gestellt. In den erwdhnten Arbeiten wurden keine Heterogenititen im O-Anti-
gen dieses Stammes beschrieben (Pluschke et al. 1986; Jann et al. 1992; Achtman et al.
1983).

Aus diesen Griinden wurde der Stamm IHE3042 verwendet, um Oligosaccharide des Typs
O18A1 mit unterschiedlichen Léngen zu priparieren. Dafiir wurden die gleichen Methoden
verwendet wie bereits beschrieben. Zunichst wurden LPS und PS aus den Bakterien gereinigt.
Da dieser Stamm neben dem LPS auch ein Kapselpolysaccharid (K5) ab 20°C exprimiert (I.
Orskov et al. 1977; Achtman et al. 1983; F. Orskov et al. 1984), wurden die Bakterien dieses
Stammes bei 18°C angezogen. Kapselpolysaccharid stort einige Schritte der LPS- bzw. PS-
Reinigung und kann durch die iiblichen Reinigungsmethoden nicht komplett von LPS und PS
getrennt werden.

Bei der Reinigung zeigte sich, dass sich die Kettenlingenverteilung des LPS aus E. coli
IHE3042 stark von der des LPS aus E. coli HTD2158 unterscheidet (Abb. 3-7). Die

Bakterien E. coli IHE3042 tragen kiirzere LPS-Ketten als E. coli H TD2158. In der Analyse
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mittels SDS-Gelelektrophorese ist dies deutlich zu erkennen und es war folglich kaum
moglich, die Core-Zuckerstruktur sowie die langen LPS-Ketten gleichzeitig anzufdrben, ohne
die Core-Zucker zu lberfiarben (Abb. 3-7). LPS bildet in Anwesenheit von Magnesium in
Losung geordnete, komplexe Mizellen bzw. Aggregate, die Licht streuen konnen (Richter et
al. 2011). Dynamische Lichtstreumessungen ergaben fiir LPS aus E. coli IHE3042 (29 nm)
einen leicht reduzierten Stokes Radius im Vergleich zu LPS aus E. coli H TD2158 (37 nm).
Fiir die LPS aus beiden E. coli-Stammen ergibt sich jedoch nach Inkubation mit TSP das
gleiche Verdaumuster. Dabei erscheinen die Aktivitdten von HK620TSP gegeniiber den Lipo-
polysacchariden aus den Stimmen IHE3042 und H TD2158 vergleichbar (Abb. 3-7).
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Abb. 3-7: Verdau von LPS aus dem Stamm E. coli H TD2158 (A) und IHE3042 (B). Es wurden 0,5 mg/ml LPS in 50 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,5 und 1 mM EDTA mit 50 pug/ml HK620TSPAN bei 37°C verdaut. Vor Zugabe des TSP und nach
1, 10, 60 und 180 min Verdau sowie nach Inkubation mit dem TSP tber Nacht wurden Proben genommen und auf 15%igen
SDS-Gelen (Silberfarbung) analysiert. Es wurden jeweils 1,5 ug LPS pro Spur aufgetragen. Die Bande des TSP sowie einige
Bestandteile des LPS sind entsprechend markiert.

Neben LPS wurde auch PS dieses Stammes gereinigt und wie zuvor fliir PS aus
E. coliH TD2158 beschriecben mit TSP verdaut und der Verdau wurde anschlieBend
chromatographisch mittels GroBenausschluss aufgetrennt. Es konnten Oligosaccharide
(Hexa-, Dodeka- und Oktadekasaccharid) im Milligramm-MaBstab gereinigt werden. In der
massenspektrometrischen Analyse konnte gezeigt werden, dass dieser Stamm fiir eine bis drei
repetitive Einheiten keinerlei Modifikationen im O-Antigen aufwies (Daten nicht gezeigt).

Die gereinigten Oligosaccharide aus E. coli IHE3042 wurden nach Trocknung und Einwiegen
gelost und die Konzentrationen in diesen Stammldsungen wurden durch Messung der
reduzierenden Enden in dieser Losung und durch quantitative NMR mit einem internen
Standard, DSS (4,4 Dimethyl-4 Silapentan-1-Sulfonsdure), quantifiziert (siche Anhang 6-1).
Dies wurde zur Standardisierung durchgefiihrt, um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewéhr-

leisten, da Konzentrations-Ungenauigkeiten aufgrund von hygroskopischen Eigenschaften des
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Zuckers auftraten. Andere Verunreinigungen konnten aufgrund der Untersuchungen mittels
NMR, Massenspektrometrie, Absorptions- sowie Fluoreszenzspektroskopie und geringer Ver-
diinnungswéarmen in der isothermalen Titrationskalorimetrie (vgl. Abschnitt 3.6.2., schlief3t

Salze als Verunreinigung aus) ausgeschlossen werden.

3.5. Charakterisierung der Varianten des Tailspike Proteins

Die gereinigten Varianten von HK620TSP wurden hinsichtlich ihrer Aktivitdt untersucht, um
die Auswirkungen der Verdnderungen am aktiven Zentrum zu iiberpriifen. Die Varianten
wurden fiir Bindungsmessungen mit ldngeren Oligosaccharidfragmenten erstellt. Da das Wt-
TSP diese langeren Fragmente verdaut, sollten diese Varianten mdglichst komplett inaktiv

sein und so Bindungsmessungen mit diesen ldngeren Oligosacchariden erlauben.

3.5.1.  Aktivitat gegenuber Polysaccharid

Die Aktivitit des TSP gegeniiber PS kann durch die zunehmende Konzentration an
reduzierenden Enden im Verlauf der Reaktion bestimmt werden. Dabei wurde die
Konzentration an reduzierenden Enden zu definierten Zeitpunkten des Verdaus mit Hilfe von
Dinitrosalicylsdure (DNSA) detektiert (vgl. Methoden 2.2.4.1.).

In Abbildung 3-8 ist die Untersuchung der Aktivitdt der TSP-Varianten gegeniiber dem PS
aus E. coli H TD2158 dargestellt. Ahnliche Untersuchungen wurden auch mit dem zuvor be-
schriebenen PS aus E. coli IHE3042 durchgefiihrt. Diese Ergebnisse werden an anderer Stelle
in dieser Arbeit erldutert (vgl. Abschnitt 3.8.2).

Bei den Aktivititsmessungen mit PS aus E. coli H TD2158 ergibt sich innerhalb der ersten
20 Minuten Inkubation fiir den Wt ein starker Anstieg in der Konzentration an reduzierenden
Enden (Abb. 3-8). Nach etwa 100 Minuten Inkubation mit TSP dndert sich die Konzentration
an reduzierenden Enden nur noch wenig und erreicht mit der Zeit eine Séttigung. Fiir die
TSP-Varianten, die im aktiven Zentrum verdndert wurden, steigt die Konzentration an
reduzierenden Enden kaum an. Zum Vergleich ist eine Kontrolle mit Puffer anstelle von PS

mitgefiihrt worden.
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Abb. 3-8: Untersuchungen der Aktivitat von Wt-TSP und verschiedenen TSP-Varianten gegeniiber PS. Die Aktivitat von
HK620TSP-Varianten (siehe Legende) wurde anhand des Verdaus von PS aus E. coli H TD2158 untersucht, welcher mit Hilfe
von DNSA anhand der Zunahme reduzierender Enden verfolgt werden kann. Es wurden 12 mg/ml PS aus E. coli H TD2158 in
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 und 1 mM EDTA bei 37°C mit 50 pg/ml TSP verdaut und nach den im Diagramm
gezeigten Zeiten wurden Proben entnommen und die Konzentration an reduzierenden Enden wurde mit Hilfe von DNSA
nachgewiesen. Die Aktivitat aller TSP wurde dreifach bestimmt. Aufgetragen wurden die Mittelwerte mit entsprechenden

Standardabweichungen als Fehlerbalken, welche bei den TSP-Varianten aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt
wurden, sich aber in einem dhnlichen Bereich bewegen wie fiir den Wildtyp dargestellt.

Aus den Anfangssteigungen dieses Experiments wurden Umsatzraten fiir HK620TSP und die
Varianten bestimmt. Fiir den Wt wurde ein Umsatz von 21,1 £ 3,6 pmolproquxe S pmolrsp™
gemessen, wihrend fiir die Varianten lediglich Umsatzraten zwischen 0,04 und
0,71 pmolproquq s' pmolrsp” gemessen wurden. Ein signifikanter Unterschied zwischen den

einzelnen Varianten konnte auch durch ldngere Messungen nicht erhalten werden.

3.5.2. Aktivitat gegenuber Lipopolysaccharid

Die zuvor beschriebene Untersuchung der Aktivitdt gegeniiber PS durch DNSA-Nachweis
weist eine geringe Sensitivitdt auf. Daher wurde neben diesem Experiment auch die Aktivitat
gegeniiber LPS untersucht. Dazu wurde auf die bereits erwéhnte Analyse der LPS-Fragmente
mittels SDS-PAGE und anschlieBender Silberfirbung der Gele zuriickgegriffen. Fiir diese
Untersuchungen wurde LPS aus E. coli H TD2158 aufgrund der besseren Aufldosung nieder-
molekularer Banden (vgl. Abb. 3-7) verwendet. Analoge Experimente mit LPS aus E. coli
IHE3042 ergaben &hnliche Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Die Hydrolyse durch
HK620TSP ist daran zu beobachten, dass ldngere LPS-Ketten nach kurzer Inkubation mit TSP

verschwinden, wéhrend kiirzere Ketten akkumuliert werden.
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In Abbildung 3-9 sind die Zeitverldaufe der LPS-Verdaue durch den Wt sowie durch die TSP-
Variante D339N vergleichend gegeniibergestellt. Es ist festzustellen, dass sich die Ketten-
langenverteilung bereits nach wenigen Minuten des Verdaus durch den Wt nur noch marginal
dndert. Lediglich im direkten Vergleich zwischen der Probe nach drei Stunden Verdau und
der nach Inkubation mit TSP {iber Nacht ist zu erkennen, dass noch wenige lingere LPS-

Ketten verdaut und kiirzere Ketten weiter angereichert wurden (Abb. 3-9 A VergroBerung).
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Abb. 3-9: Aktivitdt von Wt-TSP (A) und Variante D339N (B) gegeniiber LPS. Die Aktivitdt gegentiber LPS wurde durch
zeitaufgeloste Analyse des Verdaus mittels SDS-PAGE und anschlieBender Silberfarbung der Gele untersucht. Dazu wurden
0,5 mg/ml LPS aus E. coli HTD2158 in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 und 1 mM EDTA bei 37°C mit 50 ug/ml TSP
verdaut. Nach den der Darstellung zu entnehmenden Zeitpunkten wurden Proben genommen und der Verdau wurde nach
Zugabe von Ladepuffer durch Einfrieren der Proben in flissigem Stickstoff gestoppt. Je Spur wurden 0,5 pg LPS auf 15%ige
SDS-Gele aufgetragen. Die durch eckige Klammern gekennzeichneten Bereiche wurden vergroRert und gespreizt unter den
ganzen Gelen dargestellt.

Durch Inkubation von LPS mit der Variante D339N (Abb. 3-9 B) werden ebenfalls ldngere
LPS-Ketten verdaut, allerdings deutlich langsamer als bei dem Wt. Die Akkumulation
kiirzerer LPS-Fragmente konnte dabei in guter zeitlicher Auflosung erfasst werden, fiir eine
quantitative Auswertung zur Bestimmung einer Umsatzrate waren diese Untersuchungen
allerdings zu fehlerbehaftet. Auffillig sind die Banden am oberen Rand des SDS-Gels in der
Aktivitdtsuntersuchung der Variante D339N. Diese Banden verschwinden nach einiger Zeit
der Inkubation. Da in den Spuren, wo diese Banden auftauchen, keine TSP-Bande auf ge-
wohnter Hohe zu detektieren ist, wurde darauf geschlossen, dass es sich dabei um hoch-
molekulare Komplexe zwischen LPS und TSP handelt. Diese Komplexe verschwinden im
Laufe des Verdaus durch die restliche Endo-N-Acetylglucosaminidase-Aktivitit der Variante
D339N: Nach etwa zwei Stunden ist nur noch die TSP-Bande zu erkennen (Abb. 3-9 B).

Ahnliche Komplexbildungen zu Beginn des Aktivititstests konnten fiir alle bisher erwiihnten

TSP-Varianten festgestellt werden. Die Komplexbildung war tendenziell bei Varianten mit
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zwel Aminosdureaustauschen ausgeprégter als bei denen mit nur einer variierten Aminosaure.
Dort lagen die TSP in grofen Komplexen vor, die zum Teil kaum ins Gel einwanderten und
somit im Sammelgel als hochmolekulare, diffuse Bande zu erkennen waren (siche Abb. 6-2
Anhang).

Durch Vergleichsexperimente mit LPS aus Sa/monella Typhimurium (Abb. 3-10 A) konnte
gezeigt werden, dass diese Komplexbildung spezifisch nur mit dem entsprechenden LPS aus
E. coli stattfindet. Des Weiteren wurde LPS aufgereinigt, das zuvor mit TSP verdaut wurde,
und damit wurde das gleiche Experiment erneut durchgefiihrt. Mit dem vorverdauten LPS
bildeten sich diese Komplexe nicht, eine gewisse Kettenlédnge ist demzufolge notwendig fiir
die Ausbildung dieser Komplexe (Abb. 3-10 B). Diese Kontrollen ergaben fiir alle bisher

erwédhnten Varianten analoge Ergebnisse.
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Abb. 3-10: Analyse der TSP-Variante D339N nach Inkubation mit LPS aus Salmonella Typhimurium (A) bzw. mit vorver-
dautem Wirts-LPS (B). Die Spezifitdt der Bildung hochmolekularer Komplexe der Variante D339N mit LPS wurde untersucht.
Dazu wurden 0,5 mg/ml LPS aus Salmonella Typhimurium (A) bzw. durch TSP vorverdautes und anschlieRend gereinigtes
LPS aus E. coli HTD2158 (B) in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 und 1 mM EDTA bei 37°C mit 50 pg/ml TSP verdaut.
Nach den der Darstellung zu entnehmenden Zeitpunkten wurden Proben genommen und der Verdau wurde nach Zugabe
von Ladepuffer durch Einfrieren der Proben in flissigem Stickstoff gestoppt. Je Spur wurden 0,5 pg LPS aufgetragen und die
Proben auf 15%igen SDS-Gelen (Silberfarbung) analysiert. Zum Vergleich wurden Proben des Verdaus von LPS aus
E. coli H TD2158 nach 30 min mit aufgetragen (K, vgl. Abb. 3-9). In diesen Kontrollen wurde die Komplexbildung beobachtet.
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3.6. Kohlenhydratbindung durch verschiedene TSP-Varianten

Die Kohlenhydratbindung durch den Wt sowie die Varianten D339N und E372Q wurde in der
Arbeit von C. Uetrecht teilweise bereits untersucht. Frau Uetrecht konnte durch Fluoreszenz-
titrationen von Wt-TSP und der beiden Varianten mit Hexasaccharid (eine repetitive Einheit)
zeigen, dass der Wt sowie die Variante D339N schwache Affinitdten zum Kohlenhydrat auf-
weisen (Kp ~ 200 uM). Dahingegen zeigte die Variante E372Q eine stark erhdhte Affinitét
(Kp ~ 40 nM). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, fiir die Komplexbildung von HK620TSP
mit Oligosacchariden thermodynamische Parameter zu bestimmen. Mit Hilfe neu generierter

TSP-Varianten sollte der Datensatz ausgeweitet werden, um ein verbessertes Verstindnis fiir
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die Kohlenhydratbindung in diesem System zu generieren. Dazu wurden in der vorliegenden
Arbeit Varianten erzeugt, in denen die sauren Reste des aktiven Zentrums durch Alanine an-
stelle der ungeladenen Sdureamidanaloga (Asparagin und Glutamin) in den bereits unter-
suchten TSP-Varianten ersetzt wurden. Zudem wurden beide katalytisch aktiven Reste zu-
gleich durch alle moglichen Kombinationen der erwéhnten Varianten modifiziert. Diese
Varianten wurden mittels Fluoreszenztitration und isothermaler Titrationskalorimetrie hin-

sichtlich ihrer Bindungseigenschaften untersucht.

3.6.1. Bindungsstudien mittels Fluoreszenztitration

In Bindungsstudien mittels Fluoreszenz wird die Tatsache ausgenutzt, dass sich bei der
Zuckerbindung das Milieu bzw. die Losungsmittelumgebung der exponierten Tryptophane am
TSP dndern und dadurch ein Anstieg der Fluoreszenz hervorgerufen wird (Abb. 3-11, vgl.
auch Diskussion Abschnitt 4.4.1.). Wird die Fluoreszenz der Tryptophane bei einer Wellen-
linge von 295 nm angeregt, weist das Fluoreszenzspektrum von HK620TSP bzw. der
Varianten ein Emissionsmaximum bei etwa 330 nm auf. Im Zuge der Kohlenhydratbindung

erhoht sich die Fluoreszenzintensitit dieses Maximums.

—— HK620TSP D339N/E372Q
——— HK620TSP D339N/E372Q + Hexasaccharid

1,26+5

1,0e+5 A / N

8,0e+4 / AN

Fluoreszenz / cps

320 340 360 380 400 420 440
Wellenlange / nm

Abb. 3-11: Anderung der Fluoreszenz nach Bindung von Kohlenhydraten an TSP. Gezeigt sind die Fluoreszenzspektren der
TSP-Variante D339N/E372Q vor (durchgezogene Linie) und nach Zugabe von Hexasaccharid des Typs O18A1 (gestrichelte
Linie). Fur die Spektren wurde die Fluoreszenz von 10 pug/ml Protein vor und nach Zugabe von 0,6 UM Kohlenhydrat in einer
Quartz-Halbmikroklvette (Anregung: 4 mm, Emission: 10 mm) bei einer Anregungswellenldange von 295 nm und variieren-
der Emissionswellenldange gemessen. Bei reiner Kohlenhydrat-Lésung konnte keine nennenswerte Fluoreszenz detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Die gepunktete Linie markiert die Emssionswellenldnge von 347 nm, die wahrend der
Fluoreszenztitrationen zur Beobachtung der Kohlenhydratbindung genutzt wurde.
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Aufgrund der Anderung der Fluoreszenzintensitit von HK620TSP durch Bindung der
Kohlenhydrate konnten die TSP-Varianten mit Oligosacchariden titriert und die Bindung
mittels Fluoreszenz beobachtet werden.

Die Bindungseigenschaften der untersuchten Proteinvarianten lassen sich grob in drei
Gruppen unterteilen. Fiir den Wt und die Variante D339N ergaben sich in der Fluoreszenz-
titration schwache Bindungsaffinitidten mit Dissoziationskonstanten tiber 100 pM (Abb. 3-12
und Tab. 3-2). Fiir die Variante D339A wurde in diesem Experiment mit einer Dissoziations-
konstante von etwa 15 uM eine moderate Affinitit bestimmt. Die restlichen TSP-Varianten
mit Veridnderungen an der Aminosdure E372 erwiesen sich als hochaffin gegeniiber dem

Hexasaccharid mit Dissoziationskonstanten zwischen 0,01 und 0,35 uM (Abb. 3-12 und Tab.
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Abb. 3-12: Fluoreszenztitrationen von Wt-TSP (A) sowie der Varianten E372A (B) und D339A (C) mit Hexasaccharid. Fir
diese Titrationen wurden jeweils etwa 150 nM Proteinldsungen in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 mit 1 mM EDTA
verwendet und mit unterschiedlich konzentrierten Hexasaccharid-Losungen in dem gleichen Puffer bei 20°C titriert. Die
Titrationen wurden in Quartz-Halbmikrokiivetten bei einer Anregungswellenlange von 295 nm und einer Emmissions-
wellenlange von 347 nm durchgefiihrt. Die aufgetragenen Datenpunkte (ausgefillte Kreise) wurden um die Volumen-
zunahme korrigiert und auf die Fluoreszenz des Proteins vor Zugabe des Kohlenhydrats bezogen (Fy). Die Datenpunkte der
Bindungskurve wurden durch nicht-lineare Anpassung (Modell vgl. Methoden 2.2.5.2.) angendhert. Die Ergebnisse dieser
Anpassung sind der Tabelle 3-2 zu entnehmen.
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Tabelle 3-2: Ergebnisse der Fluoreszenztitrationen nach nicht-linearer Anpassung (vgl. Abb. 3-12). Die gezeigten Werte
entsprechen Mittelwerten aus Dreifachbestimmungen und der Fehler zeigt jeweils die Standardabweichung.

TSP-Variante Dissoziationskonstante Ky / pM
Wt 129+ 11

E372Q 0,015+ 0,002

E372A 0,193 +£0,013

D339N 210+ 7

D339A 15,5+0,3
D339N/E372Q 0,030 + 0,002
D339A/E372Q 0,007 + 0,002
D339N/E372A 0,203 + 0,002
D339A/E372A 0,351 + 0,066

3.6.2. Bindungsstudien mittels isothermaler Titrationskalorimetrie

Als zweite Methode zur Charakterisierung der Bindung wurde isothermale Titrationskalori-
metrie (ITC) genutzt. Diese Methode hat den Vorteil, dass thermodynamische Parameter wie
die Bindungsenthalpie, die -entropie und die Gibbs-Energie ermittelt werden konnen. Die
zuvor mittels Fluoreszenztitration untersuchten Varianten wurden mit Hilfe von ITC weiter-
gehend charakterisiert. Dabei ist anzumerken, dass aufgrund der geringen Affinitdt und auf-
grund zu geringer Bindungsenthalpien keine ITC-Messungen fiir den Wt und seine Variante
D339N durchgefiihrt werden konnten.

Abbildung 3-13 zeigt beispielhaft die Titration der Variante E372A mit Hexasaccharid. Bei
Zugabe von Hexasaccharid wird Wéarme frei, die hier in einer Abnahme der Heizrate zur
Einstellung der gleichen Temperatur in der Messzelle im Vergleich zur Referenzzelle zu
erkennen ist. Mit steigender Séattigung der Bindestellen sinkt das gemessene Signal, bis
schlieBlich eine Sittigung erreicht wird, in der nur noch Verdiinnungswirmen zu sehen sind.
Fir die Variante E372A ergab sich aus dieser Messung eine Dissoziationskonstante von
232 nM. Zudem kann mittels ITC die Bindungsenthalpie direkt aus der gemessenen Wérme
bestimmt werden und die Bindungsentropie kann aus diesem Wert und der Gibbs-Energie, die
aus der Bindungskonstanten erhalten wird, berechnet werden (vgl. Methoden 2.2.5.2). Fiir die
Variante E372A ergab sich eine Bindungsenthalpie von -36,1 kJ mol” und ein Entropieterm

(-TAS) von -1,7 kJ mol™ fiir die Bindung.
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Beziiglich der Affinitdt erwiesen sich alle weiteren Varianten aufler D339A in den Unter-
suchungen mittels ITC als hochaffin im Vergleich zum Wt (Tab. 3-3). Zwischen einigen
Ergebnissen aus ITC und Fluoreszenztitration wurden Diskrepanzen festgestellt: Die
Varianten E372Q, D339N/E372Q und D339A/E372Q zeigten in der Fluoreszenz eine bis zu
zehnfach erhohte Affinitdt. Diese Diskrepanzen sollen im Verlauf dieser Arbeit diskutiert
werden (vgl. Abschnitt 4.4.1.).

Hinsichtlich der Enthalpie- und Entropiebeitrdge zur Bindung unterscheiden sich die TSP-
Varianten E372Q und D339N/E372Q am stirksten (Tab. 3-3). Die Variante E372Q bindet das
Hexasaccharid stark entropisch begilinstigt, wihrend der Enthalpieterm im Vergleich zu allen
anderen Varianten am geringsten zur Bindung beitrégt. Bei der Variante D339N/E372Q stellt
sich die Situation entgegengesetzt dar: Diese Variante weist verglichen mit den anderen
Varianten von HK620TSP den groften enthalpischen Beitrag zur Bindung auf. Entsprechend
ist bei dieser Variante schon ab 25°C ein ungiinstiger Entropieterm zu verzeichnen.
D339N/E372Q verursachte unter den HKG620TSP-Varianten aufgrund des grofBlen
enthalpischen Beitrags zur Bindung das grofite Messsignal in der ITC, was einen geringen
Messfehler bedeutet. Daher wurde diese Variante fiir exemplarische Messungen mittels ITC
verwendet, die aufgrund des hohen Materialaufwands nicht mit allen Varianten durchgefiihrt

werden konnten.
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Tabelle 3-3: Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen der Bindung von Hexasaccharid des O-Antigentyps
018A1 durch HK620TSP-Varianten mittels ITC. Aufgelistet wurden die Ergebnisse der Anpassungen der Messdaten (vgl.
Abb. 3-13). Die aus der Anpassungsroutine erhaltenen Standardabweichungen wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit
nicht Gberall aufgefiihrt, betrugen bei n und AH jedoch unter 3%. Dabei bezeichnet n die Anzahl an Bindestellen, Ky die
Dissoziationskonstante, AG die Gibbs Energie, die aus Kp berechnet wurde, AH die Bindungsenthalpie, -TAS den
Entropieterm der Bindung (Berechnung aus AG und AH) und AC, die Warmekapazitatsanderung durch Bindung. Fir ACp ist
der Fehler aus der linearen Regression zur Ermittlung dieses Parameters gezeigt (vgl. Abschnitt 2.2.5.2.). Eingeklammerte

Werte wurden nicht in die Berechnung von ACpy mit einbezogen.

AC
. T Ky AG AH _TAS »
VAL /°C /aM /kJmol” /kJmol" /kJmol' ' I';Jofﬁ
175 102 270+ 60 36,6 13,6 23,0
200 105 150+ 14 38.4 17.9 20.5
E372Q 250 103 79+16 _40.4 23,6 16.8 1,60 +
300 1.02 96417 40,7 32,0 8.7 0.05
350 101 72413 421 40,6 15
450 100 8149 432 577 14,5
(550 100 13613 43,1 815 38.4)
150 0,95 189432 37,1 20,7 16,4
202 093 192429 37.9 271 10.8
E372A 250 105 232428 378 36,1 17 160+
300 107 235433 38.4 44,6 6.2 0.05
350  1.03 299 4 25 385 51,9 13.4
150 109 247 +44 36,4 4.4 12,0
202 106 183421 378 312 6.6
D33ON/E372Q 250 107 174420 39,0 38,8 02  -1.67+
300 107 13748 39.8 45.9 6.1 0.06
350 098 125411 40,7 574 16,7
450 097 13348 41,9 735 317
(550 107 314£10 40,8 100.1 59.3)
150 109 893 +9] 33,0 22,9 10,1
202 106 9624333 -33.8 27,0 6.8
D339N/E372A 250 097 971+ 54 33,9 39,6 5.7 161+
300 1.03  901+76 35,1 45.4 10,3 0.13
350  1.04 952459 35.4 53.8 18.4
150 095 194451 37,0 172 19,8
202 097 187425 38,1 4.7 134
D339A/E372Q 250 1.03  178+22 385 322 6.3 1,69 +
300  1.03 167415 39,3 418 2.5 0.06
350  1.02 164418 40,1 51,0 10.9
150 0,96 228424 36,6 17.8 18,8
202 097 262427 36,9 25,0 11,9
D339A/E372A 250 1.03 394+ 32 36,5 328 37 157+
300 101 469+ 29 36,1 41,1 5.0 0.03
350 1.00 602435 36,7 48,9 122
D339A 250 096 26+3uM 262 148 114 nd,
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Neben den genannten biophysikalischen Gréen kann mittels ITC auch die Warmekapazitéts-
dnderung der Bindung (AC,) bestimmt werden, indem die Bindungsexperimente bei ver-
schiedenen Temperaturen durchgefiihrt werden. Fiir die Bindung von Hexasaccharid wurden
Wirmekapazititsidnderungen flir alle messbaren Varianten aufler der Variante D339A
bestimmt. Fiir die Untersuchung der Bindung dieser Variante mittels ITC wéren aufgrund der
geringen Affinitdt und der geringen Bindungsenthalpie zu grole Mengen an Oligosaccharid
ndtig gewesen. Fiir die gemessenen Varianten ergaben sich Warmekapazititsdnderungen bei

Kohlenhydratbindung zwischen -1,57 und -1,69 kJ K™ mol™ (Tab. 3-3).

3.6.3. Ermittlung der pH-Abhangigkeit der Kohlenhydratbindung

Sowohl mittels Fluoreszenztitration als auch mit Hilfe von ITC wurde die pH-Abhéngigkeit
fiir die Bindung von Hexasaccharid am TSP bestimmt. Diese Untersuchungen ergaben, dass
pH 7,5 die optimale Bedingung fiir Experimente zur Kohlenhydratbindung darstellt. In
Abbildung 3-14 ist dies anhand des Beispiels der Hexasaccharid-Bindung durch die TSP-
Variante D339N/E372Q), die mittels ITC detektiert wurde, gezeigt. Es ist zu erkennen, dass
die Dissoziationskonstante im Bereich um einen pH-Wert von 7,5 am geringsten und somit
die Affinitdt zum Kohlenhydrat bei diesem pH am grofiten ist. Aus diesem Grund wurde diese
Bedingung fiir alle Bindungsstudien in dieser Arbeit benutzt. Mit steigenden pH-Werten ist
die Bindung zunehmend enthalpisch begiinstigt, wahrend sich der Entropieterm entgegen-

gesetzt entwickelt und der Bindungsenthalpie zunehmend entgegensteht (Abb. 3-14 B).

A B ®  Bindungsenthalpie (AH)
O  Entropieterm (-TAS)
450 10
o
Z 400 | R < 0
3 2 °
o ] o
I e 2 -10 A )
n -~
< 300 o
S b (é -20 - °
2 250 - g .
2 2 30 | .
‘N 200 - . o
? T 40 *
2 150 | . . < - .
[m]
100 . . - . . -50 T T . : :
55 6,0 6,5 7.0 75 8,0 8,5 55 6,0 6,5 7,0 7.5 8,0 8,5
pH pH

Abb. 3-14: Ermittlung der pH-Abhangigkeit der Kohlenhydratbindung durch TSP mittels ITC. Gemessen wurde die Bindung
von Hexasaccharid durch die TSP-Variante D339N/E372Q in Puffern mit unterschiedlichem pH-Wert. Dargestellt sind die
Dissoziationskonstanten (A) sowie die Bindungsenthalpien und der Entropieterm (B) in Abhangigkeit des pH-Werts.
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3.6.4. Affinitat zu O18A1-Antigenen aus verschiedenen Stammen

Zu den Bindungsstudien bleibt anzumerken, dass sowohl Fluoreszenztitrationen als auch
Messungen mit ITC zusétzlich mit den bereits erwidhnten heterogeneren Oligosacchariden aus
E. coli H TD2158 durchgefiihrt wurden, um den Einfluss der Modifikationen zu beurteilen. In
der Hexasaccharid-Préparation aus diesem Stamm wurden zu 10% Glucose in der Seitenkette
anstelle von N-Acetylglucosamin mittels NMR gefunden (vgl. Abschnitt 3.4.). Bei Bindungs-
studien mit Hexasacchariden aus E. coli H TD2158 und THE3042 zeigte sich, dass @hnliche
Ergebnisse fiir beide Oligosaccharid-Priparationen erhalten werden konnten. Dies ist in
Tabelle 3-4 anhand der Bindung der jeweiligen Hexasaccharid-Préparationen durch die TSP-
Variante D339N/E372Q exemplarisch gezeigt. Bei Bindung der heterogenen Hexasaccharid-
Priparation aus E. coli H TD2158 ist eine apparent etwas geringere Affinitdt zu verzeichnen,
die hauptséchlich durch eine leicht ungiinstigere Bindungsenthalpie bedingt ist.

Tabelle 3-4: Vergleich der Bindung von Hexasacchariden aus E. coli H TD2158 bzw. E. coli IHE3042 durch die TSP-Variante
D339N/E372Q. Die Werte wurden mittels Messung der Bindung durch ITC wie zuvor beschrieben generiert (vgl. Tab. 3-3).

AC
T Ky AG AH -TAS P
e /oM /kImol”  /kJmol” /kJmol® II;JO 5
E.coliTHE 250 107 174420  -38.6 38,8 020  -1,67+
3042 0.06
E.coliHl 250 102 277435 374 377 0.33 nd.

TD2158

3.6.5. Bindungsstudien mittels Oberflachenplasmonresonanz

Aufgrund der teilweise recht hohen Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen aus Fluoreszenz-
titrationen und ITC (Tab. 3-5) wurden zur Validierung der Bindungsparameter exemplarisch
Messungen zur Bindung mittels Oberflichenplasmonresonanz (SPR) durchgefiihrt. Dazu
wurden einige Proteinvarianten auf den entsprechenden Chips immobilisiert. AnschlieBend
wurde nach Zugabe von Kohlenhydraten die Anderung im Brechungsindex bei Bindung des
Zuckers verfolgt. In Abbildung 3-15 ist beispielhaft das Ergebnis aus solchen Messungen bei
unterschiedlichen Hexasaccharid-Konzentrationen fiir die Variante E372Q gezeigt. In dieser
Messung ergab sich fiir die Variante E372Q bei 20°C eine Dissoziationskonstante von

240 nM.
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18

16 1 —F [} * Abb. 3-15: Untersuchung der Kohlenhydratbindung
14 durch die TSP-Variante E372Q, mittels Oberflachen-
" plasmonen-resonanz (SPR). Die TSP-Variante E372Q

wurde auf einem CM5-Chip durch Aminkopplung
10 A immobilisiert und anschlieRend wurde die Anderung
des Brechungsindex nach Zugabe verschiedener
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Dieses Ergebnis stiitzt das Resultat der ITC-Messung und weist eine dhnliche Diskrepanz zu
der Fluoreszenzmessung auf (Tab. 3-5). Ahnliches gilt fiir die Variante D339N/E372A. Fiir
Variante D339A ergab sich mittels SPR eine Dissoziationskonstante von 33,5 pM bei 20°C.
Dieses Ergebnis findet Ubereinstimmung mit den Werten aus ITC (26 uM) und Fluoreszenz
(16 uM). Die Ergebnisse aus Fluoreszenz und SPR stimmen fiir den Wt iiberein (jeweils etwa

125 uM).

Tabelle 3-5: Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus Studien der Bindung von O18A1-Hexasaccharid durch HK620TSP bei
20°C mittels Oberflachenplasmonresonanz (SPR), isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) und Fluoreszenztitration.
Diskrepanzen zwischen Ergebnissen der Fluoreszenztitrationen und den anderen Methoden sind kursiv und fett markiert.
Die angegebenen Fehler fiir die Werte aus ITC und SPR entsprechen den Standardabweichungen aus der Anpassung der ex-
perimentellen Daten (vgl. Abb. 3-15). Bei den Fluoreszenz-Daten handelt es sich um Mittelwerte aus Dreifachbe-
stimmungen, deren Standardabweichung als Fehler angegeben ist.

SPR ITC Fluoreszenz
TSP-Variante Kp / pM Kp / pM Kp / pM
Wt 125+ 25 n.d. 129 £ 11
D339A 33,5+1,5 26,0 £ 3,0 (25°C) 15,5+0,3
D339N/E372A 1,1 +£0,1 1,0+£0,3 0,2+0,0
E372Q 0,24 £ 0,03 0,15+ 0,01 0,02 £ 0,00

3.6.6. Bindungsstudien mit langeren Oligosacchariden

Die bisher behandelten Varianten des HK620TSP haben sich gegeniiber lingeren Oligo-
sacchariden als nahezu inaktiv gezeigt (vgl. Ergebnisse 3.5.). Dies ermoglichte Bindungs-
messungen mit zwei und drei repetitiven Einheiten. Hier sollen die Messungen mittels ITC

zur Ermittlung thermodynamischer Parameter dargestellt werden. Die Werte fiir die Bindung
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langerer Oligosaccharide entsprechen anndhernd denen fiir die Bindung des Hexasaccharids.
Es ist eine leichte Erh6hung der Affinititen gegeniiber dem Dodekasaccharid und Oktadeka-
saccharid im Vergleich zum Hexasaccharid bei allen Varianten zu verzeichnen (vgl. Tab. 3-6
mit 3-3 und 6-1). Der grofite Unterschied in der Affinitdt zu Hexasaccharid bzw. Dodeka-
saccharid ist dabei bei der Variante D339N/E372A zu finden, bei der die Dissoziations-
konstante etwa 2,5mal kleiner ist im Vergleich zu der Bindung des Hexasaccharids (vgl. Tab.
3-3 und 3-6). Die Triebkrifte fiir die Bindung verschieben sich dabei tendenziell dahin-
gehend, dass die Bindung des Dodekasaccharids im Vergleich zu der des Hexasaccharids
starker entropisch begiinstigt ist und weniger enthalpisch.

Tabelle 3-6: Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen der Bindung von Dodekasaccharid des O-Antigentyps

018A1 durch HK620TSP-Varianten mittels ITC. Die Werte wurden wie zuvor beschrieben generiert, es gelten die gleichen
Abkirzungen und Anmerkungen beziglich der Fehlerangaben (vgl. Tab. 3-3).

AC
. T Ko AG AH _TAS »
VRS em & /aM kI mol”  /kImol” /kJmol" II;JO }(1
E372Q 250 107 67416  -40.9 21,7 19,2 nd.
E372A 250 105 106+£15  -39.8 31,7 8.1 nd.
150 101 29412 -416 19,3 223
202 102 9543 39,3 26,5 12,9
D339N/E372Q 250 101 103+14  -39.8 34,0 58 162+
300 105 143416  -39.8 421 23 0.06
350 101 120411  -40.8 51,9 11.1
D339N/E3T2A 250 104 398435  -36.5 333 32 nd.
D339A/E372Q 250 0095 133420  -39.2 28,1 11,1 nd.
D339A/E3T2A 250 097 249427  -37.6 31,1 6.5 nd.

Fiir die Komplexbildung mit zwei bzw. drei repetitiven Einheiten (vgl. Anhang, Tab. 6-1)
wurden beispielhaft Warmekapazititsinderungen fiir die Variante D339N/E372Q bestimmt.
Diese entsprechen mit -1,62 + 0,06 bzw. -1,55 £ 0,03 kJ K mol” etwa der Wairmekapazitits-

anderung bei Bindung von einer repetitiven Einheit (-1,67 + 0,06 kJ K™ mol™).
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3.7. Untersuchungen beziiglich der Affinitatserh6hung

In den vorherigen Abschnitten wurde auf die Kohlenhydratbindung durch HK620TSP und
Varianten dieses Proteins, bei denen das aktive Zentrum verdndert wurde, eingegangen. In der
Arbeit von C. Uetrecht und in dieser Arbeit wurden TSP-Varianten generiert, die im Ver-
gleich zum Wt eine stark erhdhte Affinitdt zum Kohlenhydrat-Liganden aufweisen. Die Ur-
sache flir diese Affinititssteigerung wurde bisher noch nicht untersucht. In der vorliegenden
Arbeit wurden Kristallstrukturen verschiedener HK620TSP-Varianten im Komplex mit Hexa-
saccharid gelost, um der Frage nach der Ursache fiir diese hohe Affinitit nachzugehen. Alle
kristallographischen Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.

Heinemann am Max-Delbriick-Zentrum fiir Molekulare Medizin in Berlin-Buch durchgefiihrt.

3.7.1. Kokristallisation von HK620TSP-Varianten mit Hexasaccharid

Die Kokristallstrukturen wurden unter Anleitung von J. Miiller aus der Arbeitsgruppe von U.
Heinemann geldst. Zur Strukturldsung wurden zundchst Bedingungen ermittelt, unter denen
die Varianten E372Q, D339N, D339A und das Wildtyp-Protein (HK620TSPAN) mit dem
Hexasaccharid kokristallisieren. Es wurden mehrere Bedingungen gefunden, unter denen aus-
reichend grofle Kristalle entstanden. AnschlieBend wurde jeweils eine geeignete Bedingung
gesucht, unter der die Kristalle eingefroren werden konnten (sog. Cryo-Bedingung). Im An-
schluss an die Optimierung der Cryo-Bedingung wurden die Kristalle auf ihre Beugung hin
untersucht. Dabei zeigten die Kristalle, die in hdngenden Tropfen unter einer Bedingung mit
Natriumformiat (vgl. Abschnitt 2.2.5.4.) gewachsen sind, die besten Eigenschaften in ersten
Rontgenbeugungstests (Abb. 3-16 C). Diese hexagonal zylindrischen Kristalle der Raum-
gruppe P321 hatten eine GroB3e von etwa 0,2 mm (Abb. 3-16 A und B).

C e Abb. 3-16: Kristalle der D339N-Variante (A)

sowie des Wt (B). Die etwa 200 um grofRen
Kristalle sind nach zwei Tagen bei 20°C in
hiangenden Tropfen mit 4 mg/ml TSP, 1,4 mM
Hexasaccharid, 1,6 M Natriumformiat, 91 mM
NaCl, 1 mM EDTA und 66 mM Tris/HCI pH 8,5
Uber einem Reservoir mit 3,5 M Natrium-
formiat und 0,1 M TrisHCI pH 8,5 gewachsen.
Die eingefrorenen Kristalle wurden zunéachst
bei 100 K an einer Drehanode bei der Cu-Ka-
Linie von 1,54 A beziiglich ihrer rontgenbeu-
genden Eigenschaften getestet (vgl. Beu-
gungsmuster C). Die besten Kristalle wurden
danach ausgewahlt und in fliissigem Stickstoff
aufbewahrt, bis sie an der BESSY Beamline 1
in Berlin Adlershof vermessen wurden.
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Die Kristalle mit den aussichtsreichsten Ergebnissen in den Voruntersuchungen wurden in
Berlin Adlershof mit Synchroton-Strahlung (Bessy Beamline 1) vermessen. Die Datensitze
wurden mittels molekularem Ersatz mit der bereits unter anderen Bedingungen geldsten
Struktur von HK620TSPAN (Wt; PDB: 2VIJI; Barbirz et al. 2008) als Modell phasiert.

Fiir den Wt wie auch fiir die drei Varianten E372Q, D339N, D339A konnten Strukturen unter
diesen Bedingungen mit Auflésungen bis zu 1,5-1,35 A gelost werden (Statistiken vgl.
Anhang Tab. 6-2). Die eingefiihrten Substitutionen in der Proteinsequenz waren in diesen
Strukturen klar definiert. Die Proteinstrukturen haben sich durch diese einzelnen Amino-
siureaustausche nicht gravierend gefindert (mittlere Abweichung aus den Uberlagerungen der
Ca-Atome (RMSD) zwischen 0,08 A und 0,12 A). Bei genauerer Inspektion der Kohlen-
hydratbindestelle konnten jedoch einige Unterschiede gefunden werden, die im folgenden
Absatz erlidutert werden sollen (vgl. Anhang, Tab. 6-3).

Die Uberlagerung aus den Strukturen des Wt-TSP und der Variante E372Q jeweils im
Komplex mit O18A1-Hexasaccharid ergab eine Abweichung mit einem RMSD von 0,12 A
zwischen den Positionen der Ca-Atome. Dabei ist der verdnderte Rest GIn372 in der Variante
im Vergleich zum Wildtyp (E372) anders orientiert (Abb. 3-17) und weicht mit einem RMSD
von fast 0,4 A deutlich vom Durchschnitt ab.

GIn372

Abb. 3-17: Veranderungen durch Einfiihrung der Variation E372Q in HK620TSP. Dargestellt sind das N-Acetylglucosamin
(NAG) sowie die Aminosduren 372 und 374 aus der Wt-Komplexstruktur (A, PDB: 2X85) und aus der Komplexstruktur von
E372Q (B, PDB: 2X6W). Die Reste sind entsprechend beschriftet, Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte Linien
gekennzeichnet und die Distanzen (in A) sind angegeben. Die zusatzliche Wasserstoffbriicke zum Liganden in der Struktur
der Variante E372Q ist gelb markiert. In Variante E372Q sind zwei alternative Konformation fir das NAG vorhanden.

Bei der Variante E372Q konnte im Gegensatz zu den anderen hier gezeigten Kokristallstruk-
turen eine alternative Konformation (a-Anomer) am N-Acetylglucosamin des reduzierenden

Endes beobachtet werden. Diese alternative Konformation wurde fiir die bereits verdffent-
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lichte HK620TSP-Struktur, die unter anderen Kristallisationsbedingungen erstellt wurde,
ebenfalls gefunden (2VIJI, Barbirz et al. 2008).

Die Aminogruppe (NE2) in dem Glutamin-Rest, welcher durch ortsgerichtete Mutagenese
eingefiihrt wurde, kann als Donor fiir bis zu 2 Wasserstoftbriicken fungieren (McDonald &
Thornton 1994). Die Carboxylgruppe (OE2) im Glutamat liegt dagegen unter physiologischen
Bedingungen deprotoniert vor (isoelektrischer Punkt 3,2 bzw. pKy.coon = 4,3) (Barrett 1985).
Somit kann diese funktionelle Gruppe nur als Akzeptor fungieren. Dadurch kann der variierte
Rest (GIn372) eine zusdtzliche Wasserstoffbriicke zu einem Sauerstoff (O5) des N-Acetyl-
glucosamins (a-Anomer) im Hexasaccharid ausbilden (Abb. 3-17 B, gelb markiert).
Zwischen der Hydroxylgruppe im N-Acetylglucosamin (O1 NAG, jeweils -Anomer) und
dem Carbonyl- bzw. Carboxyl-Sauerstoff kann in beiden Varianten eine Wasserstoftbriicke

ausgebildet werden.

Zwischen den Ca-Atomen aus den Kokristallstrukturen der Variante D339A und des Wt-TSP
wurde ein RMSD von 0,078 A bestimmt. Es konnten keine konformationellen Unterschiede
zwischen diesen Strukturen beobachtet werden. Durch Austausch des Aspartats durch ein
Alanin sind lediglich die Wechselwirkungen zwischen dem Rest 339 und dem Zucker aufge-
hoben (gelbe Markierung Abb. 3-18). Dazu zdhlt eine Wasserstoffbriicke zu dem Stickstoff
des N-Acetylglucosamins 724 (vgl. Tabelle 6-3 im Anhang). Alle weiteren Wechsel-
wirkungen zwischen Kohlenhydrat und Protein sind von der Verdnderung in der Aminoséure-

sequenz nicht beeinflusst.

Abb. 3-18: Die Zuckerbindestelle in der
HK620TSP-Variante D339A: Das Protein ist in
der Banderdarstellung gezeigt. Die an der
Bindung des Hexasaccharids beteiligten Reste
(sticks) sind eingezeichnet wie auch ko-
ordinierte Wassermolekille (rote Kugeln),
dabei wurde der variierte Rest Ala339 rot
markiert. Der Zucker ist in seiner Differenz-
elektronendichte (2F,-F. konturiert bei 3 0)
dargestellt (PDB: 2X6Y).
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Die Positionen der Ca-Atome der Variante D339N weichen mit einem RMSD von 0,097 A
ebenfalls nur geringfiigig von denen im Wt ab. Bei der Variante D339N wurde am aktiven
Zentrum interessanterweise nur Elektronendichte fiir ein Tetrasaccharid gefunden (Abb. 3-
19). Fiir das N-Acetylglucosamin am reduzierenden Ende und fiir die verzweigte Glucose war
keine Elektronendichte zu finden, fiir die restlichen Monosaccharide hingegen schon. Durch
den Austausch des Aspartats durch ein Asparagin entfillt eine Wasserstoffbriicke zwischen
der im Wildtyp vorhandenen Carboxylgruppe und dem Stickstoff des N-Acetylglucosamins
am reduzierenden Ende (Abb. 3-19 B). Dies scheint dafiir auszureichen, dass die letzten zwei
Zuckerreste nicht mehr fixiert und sehr flexibel sind, wodurch fiir diese keine eindeutige

Elektronendichte erhalten werden konnte (gelbe Markierung Abb. 3-19).

B Gal

Asn339

Vi

Abb. 3-19: Struktur der HK620TSP-Variante D339N (A, PDB: 2X6X): Das Protein ist in der Banderdarstellung gezeigt, die an
der Bindung des Kohlenhydrats beteiligten Reste (sticks) sind eingezeichnet wie auch entsprechende Wassermolekile (rote
Kugeln), dabei wurde der variierte Rest (339) rot markiert. Der Zucker ist in seiner Differenzelektronendichte (2F,-F. kon-
turiert bei 3 o) dargestellt. Fiir das N-Acetylglucosamin 724 und die Glucose 725 wurde keine Elektronendichte gefunden
(gelber Kreis, vgl. Abb. 3-18). Vergleich der Reste 339 und ihrer Interaktionen mit dem Zucker zwischen der Variante
D339N und dem Wt-TSP (B): Der variierte Rest 339 ist vergleichend dargestellt. Das Asp339 im Wt (hautfarben) bildet eine
3,0 A lange Wasserstoffbriicke zu dem Stickstoff (blau) des N-Acetylglucosamins (NAG) aus. Nach Austausch des Rests mit
Asparagin (Asn) wird stattdessen eine schwache Wasserstoffbriicke (3,8 A) zu dem Ring-Sauerstoff (rot) an der benach-
barten Galactose (Gal) ausgebildet.

Die Unterschiede in den Affinitdten der untersuchten TSP-Varianten lassen sich nicht allein
durch die beschriebenen Kristallstrukturen erkldren. Die Variante E372Q weist eine fast
1000fach erhohte Affinitdt gegeniiber dem Hexasaccharid im Vergleich zum Wt-TSP auf
(vgl. Tab. 3-5). In der Struktur konnten jedoch lediglich geringe Unterschiede (eine zusitz-
liche Wasserstoffbriicke) in der Variante gefunden werden. Die Variante D339N weist im
Vergleich zum Wt eine leicht verringerte Affinitét (Faktor 1,5) gegeniiber dem Hexasaccharid

auf, die durch die fehlende Fixierung der zwei Zuckerreste N-Acetylglucosamin 724 und
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Glucose 725 durch Variation des Restes 339 erklirt werden kann. Die etwa zehnfach erhdhte
Affinitit der Variante D339A im Vergleich zum Wt-TSP kann durch die kristallographischen
Daten nicht erkldrt werden. Dieser Aminosédureaustausch des Rests D339 zu einem Alanin hat
jedoch keine derartige Flexibilitdt im Zucker zur Folge wie der zuvor beschriebene Austausch

des Rests 339 zu dem S@ureamidanalogon Asparagin am gleichen Rest.

Insgesamt bleibt zu erwéhnen, dass sich das kohlenhydratbindende System der TSP-Varianten
sowie des Wildtyps durch zwei Merkmale von anderen dhnlichen Systemen abhebt. Zum
einen ist in diesem System eine besonders grole Zahl an schwachen Interaktionen wie
Wasserstoffbriicken (19 < 3,5 A) oder hydrophobe Wechselwirkungen (8) zwischen Protein
und Zucker zu verzeichnen (vgl. Tab. 6-3 im Anhang). Dabei sind einige Wasserstoftbriicken
iiber Wasser vermittelt (etwa 24 weitere). Zum anderen werden bei der Bindung des Zuckers

am Protein sehr viele Wassermolekiile (21) aus der Bindestelle verdringt (vgl. auch Barbirz et

al. 2008).

3.7.2. Kiristallisation der ligandenfreien Variante E372Q

Zur weiteren Untersuchung der hohen Affinitit der Variante E372Q gegeniiber dem
Kohlenhydrat-Liganden wurde zum Vergleich die Struktur der TSP-Variante E372Q unter
den im vorherigen Kapitel beschriebenen Bedingungen in Abwesenheit des Kohlenhydrat-
Liganden kiirzlich von U. Gohlke aus der Arbeitsgruppe von U. Heinemann gelost. Die
Struktur war mit einer Aufldsung bis 1,82 A etwas schlechter als die zuvor beschriebenen
Kokristallstrukturen (vgl. Tab. 6-2).

Zur Vereinfachung werden die Strukturen der Variante E372Q und des Wt ohne Ligand in der
Bindestelle im Folgenden mit E372Qjigandenfrei Und Witiigandentiei (2VJ1, Barbirz et al. 2008)
indiziert. Die Kokristallstrukturen, bei denen die Proteine im Komplex mit O18A1-Hexa-
saccharid kristallisiert wurden, werden verkiirzt Komplexstrukturen genannt.

Die Uberlagerungen der Co-Atome der Strukturen von E372Qjigandentrei Und Wiiigandentrei bZW.
der Komplexstruktur von E372Q ergaben jeweils einen RMSD von 0,11 A. Neben diesen
recht geringen Unterschieden zwischen den gesamten Strukturen sind an der variierten Stelle
verschiedene Rotamere zu finden (Abb. 3-20). Die Seitenkettenrotamere der Aminosduren
GIn372 und Tyr344 (z.T. auch His374, aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt) aus
der Struktur von E372Qjigandenrei Weichen deutlich von den entsprechenden Rotameren von

den entsprechenden Aminosduren in Wtigandentrei (Glu372 und Tyr344) und der Komplex-
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struktur von E372Q ab. Dabei ist zu erkennen, dass die Aminoséduren GIn372 und Tyr344 in
der Variante E372Q (E372Qjigandenfrei 1n griin) sich bei Bindung des Hexasaccharids drehen
(blau), wobei die zwei an diese Reste koordinierten Wasser (griine Kugeln) verdridngt werden.
Im Wt ist die Bindestelle vorgeformt und durch die Bindung werden keine Rotationen bewirkt
(Daten nicht gezeigt). Nach dieser Konformationséinderung durch die Kohlenhydratbindung
bei der Variante E372Q sind die Aminoséuren 344 und 372 wie zuvor erldutert nicht genau

wie im Wt orientiert (hautfarben, vgl. Abschnitt 3.7.1.).

| T r344
5
Abb. 3-20: Vergleich der Struktur von E372Qjizangentrei Mit Wtjigandenfrei Und der Komplexstruktur von E372Q. Gezeigt sind

das von der Variante E372Q gebundene Hexasaccharid (grau) sowie die Aminosduren 372 und 344 aus den verschiedenen
Strukturen. In dieser Umgebung koordinierte Wassermolekdle sind als Kugeln dargestellt. Abstande (in A) zu zwei Wasser-
molekiilen sind exemplarisch eingezeichnet. Dabei sind Aminosduren und Wasser aus der Struktur von E372Qygandenfrei 8rUN,
von Wtjgangentrei (PDB: 2VJ1) hautfarben und aus der Komplexstruktur von E372Q (PDB: 2X6W) blau dargestellt.

Ein detaillierter Vergleich der Wasser-Netzwerke konnte aufgrund der fehlenden
Vergleichbarkeit der Strukturen durch unterschiedlich gute Auflosung der Wassermolekiile an
dieser Stelle nicht durchgefiihrt werden. Zudem wurde die Struktur fir Wtjgandenfrei Unter
anderen Kristallisationsbedingungen (Barbirz et al. 2008) gelost als die von E372Qigandentreis
was die Vergleichbarkeit zusétzlich beeintrachtigt. Die Struktur von Wtjigandentrei Wird zur Zeit

unter vergleichbaren Bedingungen von U. Gohlke geldst.

3.7.3. Protonentransfer wahrend der Kohlenhydratbindung

Sigurskjold und Mitarbeiter beschrieben 1994 die Untersuchungen von Protonentransfer
wihrend eines Bindungsprozesses durch Messungen dieser Interaktion in Puffern mit ver-
schiedenen Protonierungsenthalpien (Sigurskjold et al. 1994). Diese Methode wurde in der
vorliegenden Arbeit genutzt, um Anderungen im Protonierungsverhalten durch die ver-

schiedenen Aminosédureaustausche als mogliche weitere Ursache fiir die Affinitétssteigerung
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zu analysieren. Durch Auftragung der in unterschiedlichen Puffern gemessenen Bindungs-
enthalpien gegen die Protonierungsenthalpie der Puffer kann ein linearer Zusammenhang
zwischen diesen GrofBlen ermittelt werden. Die Steigung der erhaltenen Gerade gibt Auf-
schluss iiber die Anzahl der Protonen, die transferiert werden, und iiber die Richtung des
Transfers. Der Schnittpunkt mit der Ordinate ermittelt die reine Bindungsenthalpie, ohne dass
die Protonierungseffekte einflieBen. Die zuvor gezeigten Bindungsstudien wurden alle in
Phosphatpuffer durchgefiihrt. Dieser Puffer weist eine geringe Protonierungsenthalpie
(Fukada & Takahashi 1998; 5,1 kJ mol™) auf, so dass die in der ITC ermittelten Enthalpien
den reinen Bindungsenthalpien sehr nahe kommen.

Fiir die beispielhaft untersuchten TSP-Varianten zeigten sich verschiedene Protonierungs-
effekte (Abb. 3-21). So konnte bei den Varianten E372Q und D339N/E372Q ein Transfer von
etwa 0,7 Protonen vom Protein an den Puffer beobachtet werden, wiahrend bei Variante
E372A kein Transfer beobachtet werden konnte. Sowohl die Varianten E372Q und
D339N/E372Q als auch Variante E372A wiesen trotz der unterschiedlichen Ergebnisse be-
zliglich des Protonentransfers eine hohe Affinitdt gegeniiber verschiedenen Oligosacchariden

auf.

o D339N/E372Q

e E372A

E372Q Abb. 3-21: Analyse von Protonentransfer
wadhrend des Bindungsprozesses. Zur
-20 Abschdatzung des Einflusses von Proto-
25 | nierungseffekten bei den verschiedenen
Varianten wurden die Bindungen mittels ITC
_ -30 - in unterschiedlichen Puffern gemessen (je
S . 50 mM Phosphat-, HEPES-, TES-Puffer pH7,5
g 351 6 . mit jeweils 1mM EDTA). Die ITC-
2 40 | Messungen wurden wie bereits beschrieben
\d durchgefihrt (vgl. Methoden 2.2.5.2. und
Ié -45 - ° Ergebnisse 3.6.2). Durch Auftragung der
P experimentell gemessenen  Enthalpien
-50 1 gegen die lonisierungsenthalpien der ver-
55 | schiedenen Puffer kann anhand der
° Steigung der Protonentransfer ermittelt

60 : , : werden.

0 10 20 30

AH,, / kJ mol”

3.8. Spezifitdt des TSP aus dem Phagen HK620

Es gibt drei natiirlich vorkommende Modifikationen des O18A1-Antigens, die bereits 1986
von Pluschke mit Hilfe von Antikérpern voneinander unterschieden wurden (vgl. Abschnitt

1.6.). Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob HK620TSP ausschlieBlich
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O18A1-Antigen bindet und PS daraus hydrolytisch verdaut oder ob andere natiirlich vor-
kommende O18-Antigene ebenfalls gebunden werden konnen. Diese O-Antigene unter-
scheiden sich von dem O18A1-Antigen durch unterschiedliche Verkniipfungen in Haupt- und
Seitenketten sowie z.T. durch Austausch oder Fehlen von Seitenkettenzuckern (Abb. 3-22,
vgl. Abschnitt 1.6.).

O18A1 O18A
aDGIc(1-6)
|
—6)aDGlc(1-4)aDGal(1—3)aDGIcNAC(1-2)aLRha(1—> —6)aDGlc(1->4)aDGal(1—>3)aDGIcNAC(1-2)aLRha(1—>
| |
BGICNAC(1-3) BGIcNAC(1-3)
018B1 018B
aDGIc(1—4)
|
—6)aDGIc(1-4)aDGal(1—>3)aDGIcNAc(1—3)aLRha(1—> —6)aDGlc(1-4)aDGal(1—>3)aDGIcNAC(1-3)aLRha(1—>
| |
BGlc(1-53) BGlc(1-53)

Abb. 3-22: Die vier verschiedenen 018-Antigene nach Pluschke und Jann. Das Antigen O18A (bzw. O18B) unterscheidet
sich von 018A1 (bzw. 018B1) nur durch eine fehlende Glucose in der Seitenkette (blau). Die B-Varianten weisen im
Vergleich eine Glucose anstelle des N-Acetylglucosamins in der Seitenkette auf (griin) und zeigen zudem andere Ver-
knupfungen in der Hauptkette (rot) (vgl. Abschnitt 1.6.).

3.8.1.  Aktivitat von HK620TSP gegenliber verschiedenen LPS

Fir die Untersuchungen beziiglich der Spezifitit wurden Lipopolysaccharide aus ver-
schiedenen E. coli-Stimmen mit den Antigenen O18A, O18B und O18B1 wie zuvor be-
schrieben gereinigt. Im Anschluss an die Reinigung wurden diese LPS mit HK620TSP
inkubiert und die Ansétze mittels SDS-PAGE und anschlieBender Silberfarbung analysiert.

In Abbildung 3-23 ist das Ergebnis dieser Untersuchungen zusammengefasst. TSP des Phagen
HK620 bindet nicht ausschlieBlich LPS mit O18A1-Antigen (Spuren 1 und 2), sondern bindet
und hydrolysiert zudem O18A-Antigen-LPS, was an dem Verschwinden von ldngeren LPS-
Ketten und der Anreicherung kiirzerer Fragmente nach Inkubation mit TSP zu erkennen ist
(Spuren 3 und 4). Bei dem O18A-Antigen liegen die geringsten Verdnderungen in der
Antigen-Struktur vor: Lediglich die Seitenkettenglucose fehlt, die Verkniipfungen sind im
Vergleich zum O18A1-Antigen komplett erhalten (Abb. 3-22). Die Verdnderungen in den
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Verkniipfungen der Hauptkette werden vom TSP offenbar nicht toleriert und somit werden

die Antigene O18B und O18BI1 nicht hydrolysiert (Spuren 5-8).

3 ¥ &
F & & 8
©) ©) @) O
1 2|3 4|5 6 ‘ 7 8
3 i IR Y™ - y | Abb. 3-23: Aktivitdit von HK620TSP gegeniiber LPS mit
b = = | verschiedenen O18-Antigenen. Gereinigte LPS der vier
TSP —] - e . verschiedenen 018-Antigene wurden (ber Nacht mit TSP
_;_: inkubiert (Spuren 2, 4, 6, 8) und anschlieBend mittels Gel-
i g elektrophorese und anschlieBender Silberfarbung der
= = = === 15%igen SDS-Gele analysiert. Zum Vergleich wurden die
- e . ’ gereinigten LPS direkt aufgetragen. Je Spur wurden 0,5 pg
- o A LPS verwendet. In den Spuren 1 und 2 wurde O18A1-LPS
= 2 w - (aus E. coli H TD2158) aufgetragen, in den Spuren 3 und 4
- : g S & O18A-LPS, in den Spuren 5 und 6 018B1-LPS sowie in den
= i e - Spuren 7 und 8 O18B-LPS.
i - > i ~

3.8.2. Aktivitat von HK620TSP gegentiber verschiedenen PS

Die Aktivitit von HK620TSP gegeniiber verschiedenen PS wurde wie zuvor erldutert anhand
der steigenden Anzahl an reduzierenden Enden, die durch DNSA nachgewiesen werden
konnen, untersucht. Abbildung 3-24 stellt die Ergebnisse dieser Studien mit den PS der vier
verschiedenen O18-Antigene und dem O18A1-PS aus E. coli IHE3042 dar.

Trotz unterschiedlicher, heterogener Substrate in diesem Experiment wird von einer
Substratséttigung zu Beginn der Reaktion ausgegangen, weshalb aus den Anfangssteigungen
Umsatzraten abgeschitzt werden konnten. Dabei wies HK620TSP gegeniiber dem PS aus
O18A und OI8Al eine dhnliche Aktivitit auf (29,1 + 5,9 pmolproquie S pmolrsp” bzw.
21,1 + 3,6 pmolproqu S pmolrsp™’). Die O18B und O18B1-Antigene konnten wie bei den
Messungen der Aktivitit gegeniiber den jeweiligen LPS (vgl. Abb. 3-23) durch das TSP nicht
gespalten werden. Gegeniiber dem PS aus E. coli ITHE3042 wurde eine etwas reduzierte
Umsatzrate von 13,5+ 3.4 pmolproque S pmolrsp” ermittelt. Zudem wurde aufgrund der
kiirzeren Ketten im PS aus E. coli IHE3042 (vgl. Abb. 3-7) ein im Vergleich zu den PS des
Typs OI8A und aus E. coli HTD2158 deutlich geringerer Sattigungswert (etwa 4 mM

reduzierende Enden im Vergleich zu 10 mM) schon nach etwa 60 Minuten erreicht.
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Abb. 3-24: Untersuchungen der Aktivitat von HK620TSP gegeniiber PS aus E. coli-Stammen unterschiedlicher O-Sero-
gruppen. Die Aktivitdit vom Wt wurde anhand des Verdaus von verschiedenen PS untersucht, welcher mit Hilfe von DNSA
anhand der Zunahme reduzierender Enden verfolgt werden kann. Es wurden 12 mg/ml PS aus verschiedenen Stammen
bzw. 10,2 mg/ml im Falle der PS der verkiirzten Antigen-Typen O18A und O18B in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5
und 1 mM EDTA bei 37°C mit 50 pg/ml TSP verdaut. Die eingesetzten PS-Mengen entsprechen gleichen Molarititen, wenn
von mittleren molaren Massen von 10 RU dieser PS zur Abschatzung ausgegangen wurde. Nach den im Diagramm gezeigten
Zeiten wurden Proben entnommen und die Konzentration an reduzierenden Enden wurde mit Hilfe von DNSA
nachgewiesen. Die Aktivitdten gegeniliber den PS mit O18A1- und O18A-Antigen wurden dreifach bestimmt. Aufgetragen
wurden die Mittelwerte mit entsprechenden Standardabweichungen als Fehlerbalken.

3.8.3. Praparation von Oligosacchariden des Antigentyps O18A

Zur Préparation von Oligosacchariden des Antigentyps O18A fiir Bindungsstudien wurde
gereinigtes PS mit HK620TSP verdaut und die Oligosaccharide in den Verdauansétzen
wurden durch GroéBenausschlusschromatographie aufgetrennt. Abbildung 3-25 zeigt ein
typisches Elutionsprofil der Verdauanséitze von O18A1- und O18A-PS. Es ist zu erkennen,
dass die Oligosaccharide des Typs O18A entsprechend ihrer geringeren GrofBe zu ldngeren

Elutionszeiten verschoben sind.
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Abb. 3-25: Chromatographische Trennung der Hauptprodukte nach PS-Verdau durch HK620TSP aus dem Phagen HK620.

Gezeigt ist das typische Elutionsprofil des Verdaus von 10 mg PS aus E. coli H TD2158 (schwarz) sowie von 10 mg PS des
Antigentyps O18A (grau) detektiert durch GIcNAc-Absorption bei 190 nm.

Die gereinigten O18A-Oligosaccharide wurden mittels Massenspektrometrie analysiert und
wiesen die erwarteten GroBen auf: Eine repetitive Einheit des Typs O18A hatte z.B. mit
917,06 m/z eine um 162,13 m/z verringerte Masse im Vergleich zum O18A1-Hexasaccharid,
was einer fehlenden Glucose entspricht (Hertel 2011). Zudem waren in den Massenspektren
keine weiteren Spezies zu finden, die auf Verunreinigungen bzw. Modifikationen des Zuckers

hitten schlieflen lassen konnen.

3.8.4. Bindung des O18A-Antigens durch HK620TSP

Um weitere Aufschliisse liber die Kohlenhydratbindung durch HK620TSP zu gewinnen,
wurden erginzende Bindungsstudien mit den Oligosacchariden des Typs O18A durchgefiihrt.
Konkret wurde die Bindung von einer repetitiven Einheit (Pentasaccharid) an HK620TSP
bzw. an Varianten davon mittels ITC untersucht, wodurch sich die in Tabelle 3-7 dargestellten
thermodynamischen Parameter ergaben. In Abbildung 3-26 ist beispielhaft die Messung der
Bindung von O18A-Pentasaccharid an die TSP-Variante D339N/E372Q zu sehen. Im Fall der
Bindung des Pentasaccharids konnten auch Ergebnisse fiir den Wt erhalten werden, da bei der
Bindung dieses Oligosaccharids durch HK620TSP im Vergleich zu Messungen mit O18A1-

Hexasaccharid groBere Mengen an Wirme freigesetzt werden.
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Fiir die Variante D339N/E372Q wurde beispielhaft die Wiarmekapazititsidnderung bei
Bindung von O18A-Pentasaccharid ermittelt (-1,38 kJ K™ mol™). Die gemessenen Dissozia-
tionskonstanten fiir die Bindung von O18A-Pentasaccharid an TSP weichen zum Teil leicht
von denen ab, die fiir die Bindung des O18A1-Hexasaccharids gemessen wurden. Eine Ten-
denz ist dabei allerdings nicht ersichtlich und die Dissoziationskonstanten bewegen sich in der
gleichen GroBenordnung wie fiir die Bindung des O18A1-Hexasaccharids (vgl. Tab. 3-3 und
3-7). Bei der Interaktion mit dem Pentasaccharid trigt der Enthalpieterm fiir alle Varianten
stirker zur Bindung bei als im Falle des lingeren Hexasaccharids (AAH = -10 kJ mol™"). Da
alle TSP-Varianten fiir beide Oligosaccharide ungeféhr die gleichen Affinitidten aufweisen,
muss dem stirker begiinstigenden Enthalpieterm bei Bindung des Pentasaccharids ein
ungiinstigerer Entropieterm entgegenstehen (A(-TAS) = 5-15 kJ mol™, vgl. Tab. 3-3 und 3-7).
Offensichtlich haben sich die Triebkrifte fiir die Bindung durch HK620TSP und seine

Varianten durch Fehlen der Glucose im Oligosaccharid verdndert.
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Tabelle 3-7: Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen der Bindung von O18A-Pentasaccharid durch HK620TSP
mittels ITC. Die Werte wurden wie zuvor beschrieben generiert und es gelten die gleichen Anmerkungen zu den Fehler-

angaben (vgl. Tab. 3-3).

AC
. T Ko AG AH _TAS »
VERET(ES e /oM /kJmol® /kJmol® /kJmol' :;Jo :(1
E3720 250 106 126417 -394 39,5 0.2 nd,
E372A 250 105 103410  -39.9 425 2.6 nd,
152 108 248431 364 38,1 1.7
202 105 200426  -367 434 6.7
D339N/E372Q 250 099 25511  -37.6 52.6 150  -138+
300 106 283+14  -380 55.6 17.6 0.08
350 104 279419  -38.6 62.5 23.9
450 107 543436 -38.1 79,9 418
D339N/E372A 250 1.06 662446 352 47,6 12,4 nd,
D339A/E372Q 250 0,99  100+3 37.6 46,6 9.0 nd,
D339A/E3T2A 250 098 592437 355 392 3.7 nd,
D339A 250 1,05 20=1uM 268 217 5.1 nd,
Wt 250 101 75+15uM 236 20,0 36 nd,

3.8.4.1. Die Bindung langerer O18A-Oligosaccharide

Fiir die Bindung von lédngeren Oligosacchariden des Typs O18A wurden thermodynamische

Parameter bestimmt. Tabelle 3-8 zeigt die Ergebnisse zur Bindung des Dekasaccharids an ver-

schiedene TSP-Varianten. Die Affinititen gegeniiber dem Dekasaccharid sind verglichen mit

denen zum Pentasaccharid tendenziell leicht erhdht (Tab. 3-7 und 3-8). Die Enthalpie- und

Entropieterme weisen entsprechend auch schwache Unterschiede auf. Diese leichten Ten-

denzen sind bei der Bindung von drei repetitiven Einheiten (Pentadekasaccharid) durch das

TSP nicht wieder zu finden (vgl. Tab. 6-4 im Anhang). Die thermodynamischen Parameter

der Bindung des Pentadekasaccharids entsprechen in etwa denen, die fiir die Interaktion des

TSP mit dem Pentasaccharid zu finden waren.
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Tabelle 3-8: Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen der Bindung von Dekasaccharid des O-Antigentyps
018A durch HK620TSP mittels ITC. Die Werte wurden wie zuvor beschrieben generiert (vgl. Tab. 3-3).

AC
. T K AG AH _TAS »
VEREL®  em /oM /kImol” /kJmol /kJmol? 1;10 }(1
E3720 250 105 134420 -39 40,1 0.9 nd,
E372A 250 103 2446 435 423 1.2 nd.
150 1,05 134+417  -37.9 362 1.7
202 1.00 146421 384 44,0 5.6
D339N/E372Q 250 1.06 153413  -38.8 49.4 10,6 -167+
300 103 178412 -39.1 567 17.6 0.10
350 099 16647 40,0 66.5 26.5
450 096 23349 40.4 87.0 46.6
D339N/E372A 250 107 32245 37,0 474 10,4 nd.
D339A/E372Q 250 107  80+8 40,5 434 2.9 nd.
D339A/E372A 250 105 29249 373 387 1.4 nd.

3.8.4.2. Der Einfluss von organischen Losungsmitteln

Klein und Mitarbeiter zeigten 2008, dass anhand der Bindungseigenschaften eines kohlen-
hydratbindenden Systems in verschiedenen Losungsmitteln unterschiedlich hoher Konzentra-
tionen die Triebkréfte der Interaktion ndher charakterisiert werden konnen (Klein et al. 2008).
Diese Methodik wurde in dieser Dissertationsarbeit angewandt, um das vorliegende Modell
genauer zu charakterisieren. Normalerweise ist diese Methodik bei Proteinsystemen kaum
anzuwenden, da die meisten Proteine unter diesen Bedingungen nicht stabil sind. Die auf3er-
gewOhnlich hohe Stabilitdt von HK620TSP ermoglichte es, diese Methode zu verwenden. Die
Stabilitdt des Proteins wurde zuvor durch Fluoreszenzspektroskopie unter den jeweiligen
Losungsmittel-Bedingungen untersucht (Daten nicht gezeigt).

In Tabelle 3-9 sind die thermodynamischen Bindungsparameter fiir Experimente in unter-

schiedlich hohen Konzentrationen an Methanol bzw. DMSO dargestellt.
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Tabelle 3-9: Ergebnisse der thermodynamischen Studien zur Bindung von O18A-Pentasaccharid an HK620TSP-Variante
D339N/E372Q in verschiedenen Lésungsmitteln mittels ITC. Die Werte wie zuvor beschrieben generiert (vgl. Tab. 3-3).

T e k?imrl / kﬁlzlol'l . ?nb;rl
Methanol 0 0,99 255+ 11 -37.6 -52.6 15,0
3 101 292417 37,2 588 216
7,5 099 32411 37,0 67,3 303
15 101 410+32 36,5 71,1 34,6
20 102 40317 36,4 72,9 36,5
25 098 410+ 32 36,4 80,3 43,9
DMSO 0 099 25511 37,6 52,6 15,0
I 101 298+22 37,1 55,8 18,7
2 099  325+26 37,0 554 18,4
4 1,04 34816 36,8 545 17,7
8 097 385431 36,6 57,8 212
16 104 452424 36,2 63,7 275

O18A- Pentasaccharid und Protein (TSP-Variante D339N/E372Q) wurden fiir diese Studien

jeweils mit gleichen Losungsmittelanteilen versetzt und anschlieBend wurde die Oligo-

saccharid-Losung zu dem Protein titriert. Fiir beide Losungsmittel ist zu erkennen, dass die

Dissoziationskonstanten mit steigender Konzentration an Methanol bzw. DMSO anstiegen

(Abb. 3-27). Die Affinitit von D339N/E372Q zu O18A-Pentasaccharid wurde dabei durch

DMSO bereits bei geringeren Konzentrationen entsprechend beeinflusst. Die Dissoziations-

konstanten erhohten sich in 16% DMSO um einen Faktor von 1,8, wihrend erst in 25%

Methanol eine dhnliche Erh6hung (Faktor 1,6; jeweils bezogen auf 0% Losungsmittel) von zu

verzeichnen war.

Dabei nimmt der Enthalpieterm ab, wahrend der entropische Term ansteigt. Dies ist bei bei-

den Losungsmitteln der Fall, allerdings ist dieser Effekt bei DMSO weniger stark ausgepragt.
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Abb. 3-27: Anderung der Bindungsaffinititen gegeniiber 018A-Pentasaccharid (A) und der Bindungsenthalpie bzw. des
Entropieterms (B) der Bindung durch die TSP-Variante D339N/E372Q in verschiedenen Ldsungsmitteln. Die Variante
D339N/E372Q sowie das zu titrierende Oligosaccharid wurden mit verschiedenen Lésungsmitteln (Methanol und DMSO)
bzw. unterschiedlichen Konzentrationen davon versetzt. AnschlieRend wurde die Proteinlésung (25 uM Bindestellen) mit
der Pentasaccharid-Lésung (0,5 mM) mittels ITC bei 25°C titriert. Die Entwicklung der Bindungsaffinitdt gemessen anhand
der Dissoziationskonstante ist hier aufgetragen (A) ebenso wie die Anderung der Bindungsenthalpie und des Entropieterms
(B, vgl. Tab. 3-9).

3.8.4.3. Die Kohlenhydrat-Bindestelle von HK620TSP

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse zur Bindung der O18A-Fragmente zeigten, dass durch
Verkiirzung des Oligosaccharids um die Glucose in der Seitenkette des Antigens die
thermodynamischen Parameter der Bindung verdndert wurden. Durch die vergleichende
Analyse der Interaktionen verschiedener Oligosaccharide mit HK620TSP konnte der Beitrag
eines einzelnen Monosaccharids (Glucose in der Seitenkette des Hexasaccharids) an der
Bindung ermittelt werden.

Die Bindung der Seitenkettenglucose ist entropisch sehr giinstig (vgl. Abschnitt 3.8.4.,
A(-TAS)= 5-15 kJ mol"). Um den unerwartet hohen entropischen Beitrag der Bindung des
Glucoserests ndher zu verstehen, wurden die vorhandenen Strukturdaten (vgl. Abschnitt 3.7.1
bzw. Barbirz et al. 2008) hinsichtlich der Bindestelle fiir die Seitenkettenglucose auf
HK620TSP unter verdnderten Gesichtspunkten analysiert. Hierzu wurden die an der Bindung
beteiligten Aminosduren entsprechend ihrer Polaritdt eingefarbt und diese Reste in einer
raumfiillenden Illustration auf die Bandermodell-Struktur projiziert. Auf diese Weise ist zu
erkennen, dass die betreffende Seitenkettenglucose bei der Bindung an HK620TSP besonders
stark vom Losungsmittel abgeschirmt wird (Abb. 3-28 A). Durch Kohlenhydratbindung ist
eine unterschiedlich groBe Anderung der Zuginglichkeit (AASA) auf der Oberfliche der
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einzelnen Monosaccharide zu verzeichnen: Die Oberfldche der besagten Seitenkettenglucose
ist zu 75% bedeckt. Dahingegen weisen die anderen Monosaccharide, obwohl ihre Oberflédche
z.T. durch mehrere benachbarte Monosaccharide selbst weniger Losungsmittel-zugénglich ist,
mit 21-60% einen geringeren Anteil an nicht-zugénglichen Oberfldchen auf.

Die dafiir verantwortlichen Aminoséuren (469-472) sind in einem flexiblen turn der parallelen
B-Helix inkorporiert und iiberspannen den Glucoserest wie ein Schirm (Abb. 3-28 B zeigt die
Aminosduren 471 und 472 in Gelb). Die Kontakte der Glucose in der Seitenkette sind der
Tabelle 6-3 im Anhang zu entnehmen. Einige dieser Kontakte sind in Abbildung 3-28
dargestellt. Auffillig ist, dass in der Bindungstasche einige unpolare Aminosduren sitzen
(Val395, Tle426, Leud27, Gly428, Gly468), die nicht zur Bindung der Glucose beitragen. Hier
werden Kontakte zwischen hydrophilen und hydrophoben Gruppen nétig (Abb. 3-28 D in
lachsfarben, vgl. Tab. 6-3 im Anhang). Zwei stabilisierende Wasserstoftbriicken mit einem
Abstand von weniger als 3 A sind zu finden (Pro469, Asp430, vgl. Tab. 6-3 im Anhang). Im
Vergleich zu der Struktur von ligandenfreiem HK620TSP werden vier Wassermolekiile durch
die Bindung der Glucose verdringt (blaue Kugeln in Abb. 3-28 C), wihrend ein strukturelles
Wasser im Abstand von 2,8 A zu einer Hydroxylgruppe des Zuckers zu finden ist (rote Kugel
in Abb. 3-28 C).

Abb. 3-28: Strukturelle Analyse der Bindung des Hexasaccharids durch HK620TSP (PDB: 2X85). A: Die an der Bindung des
Hexasaccharids beteiligten Aminosauren sind raumfillend dargestellt und entsprechend ihrer Hydrophobizitdt nach der
Skala von Kyte und Doolittle eingefarbt (Kyte & Doolittle 1982). Dabei entspricht Rot der gréRten Hydrophobizitdat und Blau
der geringsten. Der Ligand (griine sticks) ist mit seinem reduzierenden Ende nach links dargestellt. Die Glucose der
Seitenkette ist durch ein gelbes Kastchen hervorgehoben und detailliert dargestellt (B, C, D). B: Zwei Aminosduren (Asn471
und Ser472) des turns sind in gelb dargestellt. C: Die vier blauen Kugeln zeigen Wassermolekile aus der Proteinstruktur
ohne gebundenen Zucker (PDB: 2vji). Die rote Kugel stellt das einzige durch den Zucker nicht verdrdngte Wasser in der
Bindetasche dar. D: Aminosauren, die laut Weizmannserver (Sobolev et al. 1999) ungiinstige Kontakte (hydrophil-
hydrophob) zu der Glucose eingehen, sind lachsfarben eingefarbt (vgl. Tab. 6-3 im Anhang).
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3.9. Herstellung der TSP-Variante E372Q/A471-2

Zur nédheren funktionellen Charakterisierung der Liganden-Bindestelle auf HK620TSP wurde
die Variante E372Q/A471-2 generiert. Dazu wurden aus der Variante E372Q mit Hilfe von
ortsgerichteter Mutagenese die zwei Aminosduren Asn471 und Serd72 deletiert. Beide
Aminoséduren sind Teil eines Schirms iiber der Seitenkettenglucose (vgl. Abb. 3-28 B), so
dass ihre Deletion diese Bindestelle freilegen sollte. E372Q wurde als Ausgangsvariante aus-
gewihlt, da fiir diese Variante eine sehr hohe Affinitdt zum Liganden beobachtet werden
konnte (vgl. Abschnitt 3.6.2.). Die Variante E372Q/A471-2 lieB sich trotz der Deletionen
unter den etablierten Bedingungen exprimieren und bis zu einer Reinheit von iiber 96%
reinigen. Im fern-UV-Zirkulardichroismus (CD) lieB sich keine Verianderung des Se-
kundarstrukturgehalts feststellen: In Abbildung 3-29 sind die fern-UV-CD-Spektren fiir
E372Q/A471-2 und dem Wt vergleichend dargestellt. Somit kann davon ausgegangen werden,

dass durch diese Deletionen keine groBeren strukturellen Anderungen hervorgerufen wurden.
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Abb. 3-29: Fern-UV-CD-Spektren von HK620TSP-Wt und Variante E372Q/A471-2 zur vergleichenden Abschitzung der
Sekundérstruktur. Es wurden je 0,1 mg/ml Protein in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 und 1 mM EDTA in 1 mm
Quartz-Kiivetten vermessen (vgl. Abschnitt 2.2.5.2.).

3.9.1. Bindung von Oligosacchariden durch Variante E372Q/A471-2
Interessant war nun die Frage, wie sich die kohlenhydratbindenden Eigenschaften von
Variante E372Q/A471-2 im Vergleich zu E372Q darstellen. Isothermale Titrationskalorime-
trie mit O18 A1-Hexasaccharid erwies fiir die neu generierte Variante E372Q/A471-2 im Ver-
gleich zu E372Q eine um den Faktor 27 geringere Ligandenbindungsaffinitit (Tabelle 3-10).
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Die Affinitdt zu O18A-Pentasaccharid war im Gegensatz dazu nur um einen Faktor von vier
verringert. Die Bindung von zwei repetitiven Einheiten (2 RU, Dekasaccharid) des O18A-
Antigens durch Variante E372Q/A471-2 unterlag einer hoheren Affinitét als die von einer RU
(Pentasaccharid) und war im Vergleich zu der Variante E372Q um einen Faktor drei
verringert.

Tabelle 3-10: Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen der Bindung verschiedener Oligosaccharide durch die
TSP-Varianten E372Q und E372Q/A471-2 mittels ITC. Die Werte wie zuvor beschrieben generiert (vgl. Tab. 3-3).

. . AG AH _TAS
i Ligand —— n Kp/oM o' /kJmol"  /kJ mol™
E372Q OI8A1 1,03  79+16 40,4 23,6 16,8

O18A 1,06 126+17 -39,4 39,5 0,2

OI8A2RU 1,05 134420 -39,2 40,1 0,9

E372Q/A471-2  OISAl 101 2105+169  -32.4 26,3 6,1
O18A 1,03 521450 35,8 32,9 2,9

OISA2RU 1,01  336+29 37,0 -34,0 3,0

3.10. Kinetische Untersuchungen der Kohlenhydratbindung

Da die Kinetik der Ligandenbindung fiir manuelle Mischmethoden und sogar fiir die zuvor
dargestellten SPR-Methoden (vgl. Abschnitt 3.6.5.) zu schnell war, also in der experimentel-
len Totzeit bereits abgeschlossen war, wurde fiir die Quantifizierung der Geschwindigkeits-
konstante der Kohlenhydratbindung auf Stopped Flow Techniken zuriickgegriffen. Bei dieser
Methode wurden Assoziationskinetiken gemessen, indem die beiden Bindungspartner durch
zwei Spritzen in eine Messzelle injiziert wurden. Die experimentelle Totzeit liegt im Bereich
von 3 ms.

Nachteilig bei dieser Methode ist der notwendige Einsatz sehr groer Mengen an Oligo-
sacchariden. Es wurden daher beispielhafte Untersuchungen mit ausgewihlten Varianten
durchgefiihrt (Tab. 3-11). Die Assoziation wurde wie bereits flir die Fluoreszenztitrationen
beschrieben iiber die Anderung der Fluoreszenz-Eigenschaften bei Kohlenhydratbindung

verfolgt (vgl. Abschnitt 3.6.1). Dabei ergab sich die beobachtete Fluoreszenz-Anderung aus
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der bei kleinen Anderungen der Ligandenkonzentration giiltigen Gleichung:

ko =ik, +k (P+L).

app diss ass

T
Dabei ist T die Halbwertszeit, kqp, die apparente Geschwindigkeitskonstante, kgiss und kg sind
die Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation und Assoziation, P und L die Protein- bzw.
Ligandenkonzentration. Die Messung apparenter Geschwindigkeitskonstanten bei verschiede-
nen Konzentrationen ermoglicht die Bestimmung von k,s und kgiss (Eigen & De Mayer 1963).
Die Auswertung der bei drei verschiedenen Temperaturen gemessenen Kinetiken der Bindung
von O18A-Pentasaccharid durch Variante D339A/E372Q sind in Abbildung 3-30 A und B
dargestellt sowie die Ergebnisse in Tabelle 3-11. Durch die Auftragung der ermittelten Ge-
schwindigkeitskonstanten (kgiss und kass) gegen die Temperaturen ergeben sich nach Arrhenius

Aktivierungsenergien von 97 + 26 bzw. 80 + 2 kJ/mol (Abb. 3-30 C und D).

A B
2,5
§ 10,1 o 20°C
a 10°
[sp} 4
1S =l e 30°C
2 10,0
&
(>\|< s 1,5
L 99 ~
Q
= < 10 4
@
o 98]
o
o 0,5 -
=3
w974
‘ : ’ ' ‘ 0,0 ; ; ; ; ;
0 5 10 15 20 25 0,0 0,5 1,0 1,5 2.0 25 3,0
Zeit/s Konzentration an O18A-Pentasaccharid / yM
C D
14,0
201
13,8
-2,2 ’
24 . 13,6 -
~ 26 ~ 13,4 -
g 28 ~ 13,2
| = ' z
-3,0 A 13,0
-3.2 12,8
-3,4 1 12,6 4
L]
-3,6 ; ; ¥ q . ; 12,4 ; i ; ; ; ‘
340 342 344 346 348 350 352 354 340 342 344 346 348 350 352 354
T 1R K T'/103K!

Abb. 3-30: Bestimmung der Bindungskinetik von O18A-Pentasaccharid und der TSP-Variante D339A/E372Q. Alle Kinetiken
wurden bei einer TSP-Konzentration von 0,23 pM in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 und 1 mM EDTA durchgefiihrt.
Die Kinetik bei 10°C und 2 uM Pentasaccharid und die monoexponentielle Anpassung (rot) des experimentellen Datensatzes
ist beispielhaft gezeigt (A). Die Auswertung der Kinetiken bei verschiedenen Temperaturen (B): Jeder Punkt stellt dabei
mindestens eine Akkumulation aus 15 Messungen dar mit der Standardabweichung dieser Mittelung als Fehlerbalken. In C
und D sind die Arrhenius-Diagramme fiir die Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation und Assoziation dargestellt.
Lineare Regressionen ergaben Aktivierungsenergien von 97 + 26 kJ mol™ bzw. 80 + 2 kJ mol™.
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Des Weiteren wurde die Bindungskinetik zwischen Variante D339A/E372Q und Hexa-
saccharid des Typs O18A1 exemplarisch gemessen. Dabei sind im Vergleich zu der Bindung
von O18A-Pentasaccharid die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation und Dissozia-
tion leicht herabgesetzt.

Als weiteres Ergebnis der kinetischen Untersuchungen bleibt festzuhalten, dass bei der
Bindung von O18A-Pentasaccharid durch den Wt die Geschwindigkeitskonstante der Disso-
ziation stark erhoht (Faktor 238), wihrend die der Assoziation herabgesetzt ist (Faktor 2,4).
Die aus den Kinetiken ermittelten Dissoziationskonstanten liegen in der GroBenordnung der

mittels ITC bestimmten Werte (vgl. Abschnitt 3.6.2. bzw. 3.8.4.).

Tabelle 3-11: Ergebnisse der Messungen der Bindungskinetiken nach Mischungen durch Stopped Flow. Gezeigt sind die
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Dissoziation und Assoziation sowie die daraus berechnete Dissoziations-
konstante (Kp*= kpiss/Kass)-

i i T Kkpiss Kass Kp*
Variante Ligand /oC /s /M / uM
D339A/E372QQ  Pentasaccharid O18A 10 0,031 310100 0,10
20 0,087 572300 0,15
30 0,126 987200 0,22

Wt Pentasaccharid O18A 10 7,37 130000 57
D339A/E372Q Hexasaccharid O18A1 20 0,059 269800 0,22
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3.11.  Arbeiten mit dem Phagen HK620

Fiir Studien am ganzen Phagen wurde HK620 freundlicherweise von Mireille Ansaldi von der
Universitit Marseille zur Verfiigung gestellt. Bei HK620 handelt es sich um einen
temperenten Phagen, der sich im lysogenen Zyklus als Prophage in das Bakteriengenom
einbauen kann (Dhillon ef al. 1998). Der Wechsel in den lytischen Zyklus kann durch Reize
wie UV-Strahlung oder chemische Substanzen (z.B. Carbadox, Mitomycin) induziert werden
(Barksdale & Arden 1974).

Der Phage HK620 befand sich unter den verwendeten Bedingungen (vgl. Abschnitt 2.2.6.1.)
nach Infektion von E. coli H TD2158 im lytischen Zyklus und konnte fiir diese Arbeit direkt
ohne Induktion auf diesem Stamm in groferen Mengen angereichert werden. Der Phage
konnte nach einem fiir den Phagen P22 etablierten Protokoll (vgl. Abschnitt 2.2.6.1.) gereinigt

und in sehr reiner Form in einem hohen Titer erhalten werden (1,6 x 10" Pfu ml™).

3.11.1. Spezifitat des Phagen HK620 in vivo

Nachdem festgestellt worden ist, dass HK620TSP neben LPS der O-Serogruppe O18A1 auch
LPS mit O18A-Antigen effizient binden und hydrolysieren kann, war zu vermuten, dass durch
den Phagen HK620 Stimme der entsprechenden O-Serogruppen infiziert werden konnen.
Stattdessen konnte jedoch nur die Infektiositit des Phagen gegeniiber dem Wirtsstamm E. coli
H TD2158 in Form von Plaques auf einem Bakterienrasen beobachtet werden.

Zur Veranschaulichung dieses Befundes sind exemplarisch Triibungsmessungen dargestellt
(Abb. 3-31), in denen je zwei Bakterienkulturen der Stdmme E. coli H TD2158 und IHE3042
bis zu einer optischen Dichte von 0,3 bei 600 nm wachsen gelassen wurden und jeweils eine
Kultur des jeweiligen Stammes mit HK620-Phagen infiziert wurde.

Wihrend die Triibung bei E. coli H TD2158 (Abb. 3-31 A) nach Phagenzugabe nicht weiter
zunahm, stieg die Bakteriendichte bei E. coli IHE3042 (B) unvermindert an.
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Abb. 3-31: Infektiositdt des Phagen HK620 gegeniiber unterschiedlichen E. coli-Stammen. Die Bakterien der Stamme
E. coliH TD2158 (A) und E. coli IHE3042 (B) wurden jeweils in zwei Kulturen unter gleichen Bedingungen bis zu einer
optischen Dichte (OD, gemessen bei 600 nm) von 0,3 wachsen gelassen. Zu jeweils einer der beiden gleich behandelten
Kulturen wurde HK620-Phage mit einer Multiplizitat der Infektion von 0,1 zugegeben (vgl. Methoden 2.2.6.1.) und die OD
wurde bei diesen Proben sowie bei den Kontrollen weiter verfolgt.

Aufgrund der Tatsache, dass einige der getesteten E. coli-Stamme (hier IHE3042) bei 37°C
ein Kapselpolysaccharid (KS5) exprimieren (Achtman et al. 1983) und diese Kapsel die
Infektion durch den Phagen stéren konnte, wurden die gleichen Experimente bei 18°C durch-
gefiihrt. Bei dieser Temperatur werden die Kapselpolysaccharide zwar nicht exprimiert (F.
Orskov et al. 1984), allerdings ist auch die Infektidsitdt des Phagen bei dieser Temperatur
nicht mehr nachweisbar. Aufgrund dieser experimentellen Grenzen wurden die weiter-
filhrenden Experimente zur Untersuchung des Infektionsmechanismuses in Form von in vitro

Ansitzen durchgefiihrt (sieche Abschnitt 3.11.3.).

3.11.2. Induktion von Prophagen

Der Phage HK620 ist in der Lage, seine DNA in das Genom von Wirtsbakterien einzubauen.
Aufgrund dieser Temperenz wurde getestet, ob HK620 nach Inkubation mit den E. co/i-Stam-
men, bei denen keine Lyse beobachtet werden konnte, aus dem Lysogen induziert werden
konnte.

Durch Antibiotika oder andere Stressfaktoren konnen Prophagen in den lytischen Zyklus
gebracht werden (Barksdale & Arden 1974). Antibiotika wie Carbadox konnen z.T. mit der
Bakterien-DNA interagieren, wodurch Reparaturmechanismen in der Zelle induziert werden,

die als kollateralen Effekt die Repression des Prophagen unterbinden (Kohler ez al. 2000).
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Es wurde vermutet, dass der Phage sich evtuell in das Genom der Bakterien einbaut, bei
denen keine Lyse beobachtet werden konnte. Durch Induktion mit dem Antibiotikum

Carbadox konnte dies allerdings nicht bestatigt werden (Abb. 3-32).

6
S o
o
. o E. coliHTD2158
4 ce o e FE. coliH TD2158 + Carbadox
£ ° o o E. coliO18A
8 3 o . * E. coli O18A + Carbadox
a ° a  E. coli O18A + HK620 + Carbadox
O , °° o E. coli IHE3042
21 ® 5 N e E. coli IHE3042 + Carbadox
s ‘ o ¢ & E. coli IHE3042 + HK620 + Carbadox
14 - I B S .
8 . 8
0 : . : : : .

0 50 100 150 200 250 300
t/ min

Abb. 3-32: Induktion von Prophagen in den lytischen Zyklus. Die Bakterien der E. coli-Stimme IHE3042 (griin) und der O-
Serogruppe O18A (rot, 10809) wurden bei 37°C kultiviert. Je eine Kultur wurde mit Bakterien, die zuvor 24 h in Anwesenheit
des Phagen HK620 kultiviert wurden, angeimpft (offene Dreiecke). Alle anderen wurden wie gewohnt mit einer UN-Kultur
der entsprechenden Bakterien angeimpft. Bei einer optischen Dichte von 0,5 bei 600 nm wurde jeweils eine Kultur sowie
die mit Phagen behandelten Kulturen mit Hilfe von Carbadox (1,5 pug/ml) induziert (gefillte Kreise und offene Dreiecke). Die
optische Dichte wurde weiter verfolgt. Als Kontrolle wurden jeweils Bakterien ohne Zugaben kultiviert (offene Kreise).
Ebenso dienten E. coli H TD2158 Bakterien (mit und ohne Carbadox) als Kontrolle (schwarz, gefiillte bzw. offene Kreise).

Nach Zugabe von Carbadox zu E. coli IHE3042 und E. coli der O-Serogruppe O18A (10809
DSMZ) konnte eine nachlassende Triibung durch Lyse gemessen werden. Allerdings zeigten
Kontrollen, bei denen die entsprechenden E. coli-Stamme ohne vorherige Inkubation mit dem
Phagen HK620 mit Carbadox versetzt wurden, ebenfalls Zelllyse. Dies bedeutet, dass in
E. coli THE3042 sowie E. coli der O-Serogruppe O18A andere, unbekannte Prophagen aus
dem Lysogen induziert wurden.

Fir den Wirtsstamm E. coli H TD2158 war bereits bekannt, dass lysogene Prophagen
vorhanden sind, die durch UV-Licht induziert werden konnten (Dhillon et al. 1998). Dies
konnte hier nicht bestétigt werden. Durch Carbadox konnte kein Prophage aus dem Lysogen

von E. coli H TD2158 induziert werden.

3.11.3. In vitro Experimente zur Infektion durch HK620

Aufgrund der zuvor beschriebenen experimentellen Grenzen (vgl. Abschnitt 3.11.1.) wurde
neben den in vivo Studien auf in vitro Untersuchungen zuriickgegriffen, die fiir Analysen des

verwandten Phagen P22 in unserem Labor von D. Andres etabliert werden konnten. Mit
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diesen Untersuchungen konnte fiir den Phagen P22 gezeigt werden, dass die DNA-Ejektion
lediglich durch das Wirts-LPS in Anwesenheit von Magnesium induziert werden konnte. Fiir
den Podovirus P22 konnte dies sowohl durch Fluoreszenz-basierte Untersuchungen als auch
durch gelelektrophoretische Untersuchungen validiert werden (Andres, Hanke et al. 2010;
Andres, Roske et al. 2012). Fiir die Untersuchungen der DNA-Ejektion mittels Fluoreszenz
wurde ein DNA-interkalierender Farbstoff (Yo-Pro) verwendet, der die hochkondensierte
DNA im Phagenkopf kaum binden kann. Nach Zugabe von LPS des Wirts kann ein Anstieg
der Fluoreszenz durch Ejektion der DNA beobachtet werden. Mit den fiir den Phagen P22
etablierten Methoden wurde der Infektionsmechanismus des Phagen HK620 studiert.

Fiir den Phagen HK620 zeigte sich, dass die DNA-Ejektion nicht unter den von D. Andres fiir
den Phagen P22 erarbeiteten Bedingungen induziert werden konnte. Im Gegensatz zum P22-
System war der Einsatz von deutlich mehr LPS nétig, um den Ausstofl von DNA zu bewirken.
Aufgrund der Lichtstreuung von LPS (vgl. Abschnitt 1.3.) wurden die Fluoreszenzmessungen
bei hohen LPS-Konzentrationen stark beeintriachtigt, so dass auf alternative Methoden zurtick-
gegriffen werden musste. Die DNA-Ejektion lieB3 sich auf Agarosegelen analysieren. In Ab-

bildung 3-33 ist das Ergebnis einer solchen gelelektrophoretischen Untersuchung gezeigt.

freie
Phagen-DNA

Abb. 3-33: Induktion der DNA-Ejektion bei dem Phagen HK620 durch Inkubation mit LPS. Gezeigt ist ein 1 %iges Agarose-
gel, auf dem verschiedene Proben des Phagen elektrophoretisch aufgetrennt wurden, um die DNA-Ejektion zu untersuchen.
Aufgetragen sind Proben, die jeweils HK620-Phagen (jeweils 1,6 x 10" Pfu pro Spur) enthalten. Dabei wurden in Spur 1
lediglich Phagenpartikel aufgetragen; in Spur 2 sind Phagen zu erkennen, die mit 0,1 mg/ml DNase behandelt wurden. Bei
den Proben der Spuren 3-6 handelte es sich jeweils um Phagenpartikel, die vor der Gelelektrophorese mit 1,2 mg/ml LPS
aus E. coliH TD2158 uber Nacht bei 37°C inkubiert wurden. Dabei wurde die DNA auf ihre DNase-Zuganglichkeit (Spur 4)
und auf die Zuganglichkeit durch die Restriktionsenzyme Hindlll und EcoRI getestet (Spuren 5 und 6). Zum Vergleich wurde
DNA mit Guanidinium-Hydrochlorid aus Phagen extrahiert und gereinigt. Diese DNA ist in Spur 9 zu sehen und wurde zur
Kontrolle ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Hindlll und EcoRI geschnitten (Spuren 7 und 8). Mit M ist der 1 kb-Marker
gekennzeichnet (entsprechende GréBen sind markiert). Das Gel wurde mit Ethidiumbromid (0,6 pug/ml im Gel) gefarbt.

Analysiert man eine Probe der Phagenpriparation mittels Gelelektrophorese erhélt man zwei
bis drei Banden (Spur 1, Abb. 3-33), von denen die unterste DNase-zugénglich ist (vgl. Spur 2
nach Zugabe von DNase). Diese Bande wird durch einige wihrend der Praparation geplatzte

Phagen verursacht. Die DNA im Phagenkopf ist nicht zugénglich fiir DNase. Zudem wird
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diese DNA wesentlich schlechter von Ethidiumbromid angefarbt, da diese DNA stark
kondensiert ist und das Ethidiumbromid kaum in den Doppelstrang interkalieren kann.

Durch Zugabe von LPS zu dem Phagen wurde die Menge an DNase-zugidnglicher DNA
deutlich gesteigert (untere Bande Spur 3 bzw. Spur 4 nach DNase-Zugabe). Die DNase-
zugingliche DNA-Bande lduft auf der gleichen Hohe wie Kontroll-DNA, die aus Phagen
prapariert wurde (Spur 9). Sowohl diese Kontroll-DNA als auch die DNA, die aus dem
Phagen nach Inkubation mit LPS freigesetzt wurde, wurden durch Restriktionsenzyme in die
gleichen DNA-Fragmente gespalten (vgl. die Spuren 5, 6 mit den Spuren 7, 8). Die DNA-
Bande, die nach LPS-Inkubation besonders ausgeprigt ist (untere Bande Spur 3), konnte

allerdings nicht komplett durch DNase oder Restriktionsenzyme verdaut werden.

3.11.4. Experimente zur DNA-Ejektion mit verschiedenen LPS

In den zuvor beschriebenen gelelektrophoretischen Experimenten konnte gezeigt werden, dass
die Ejektion von DNA aus dem Phagen HK620 lediglich durch die Anwesenheit des Wirts-
LPS aus E. coli H TD2158 induziert werden kann. Es war daher von Interesse, ob die DNA-
Ejektion zudem durch LPS aus anderen Bakterienstimmen ausgelost werden kann, die
entweder das gleiche O-Antigen (O18A1) oder das um eine Glucose verkiirzte O18A-Antigen
tragen. Das TSP wies Aktivitdt gegeniiber LPS und PS mit den genannten O-Antigenen auf.
In vivo konnte jedoch keiner der Stimme, die diese Antigene tragen, infiziert werden aufler
der schon beschriebene Wirts-Stamm E. coli H TD2158 (vgl. Abschnitt 3.11.1.)

Durch Inkubation des Phagen mit LPS aus E. coli IHE3042 konnte keine DNA-Ejektion indu-
ziert werden (Abb. 3-34 A). In Agarosegelen wurde das gleiche Bandenmuster beobachtet,
gleich ob die Phagen zuvor mit LPS inkubiert wurden oder nicht (vgl. Spuren 1 und 3).
Weitere LPS mit verschiedenen O-Antigenen wurden untersucht, darunter zur Kontrolle ein
weiterer E. coli-Stamm der O-Serogruppe O18A1 (DMSZ 10797). Das LPS aus diesem
Stamm wurde in der Arbeit von S. Hertel charakterisiert. Dieses LPS konnte durch
HK620TSP hydrolysiert werden und wies im Gegensatz zu dem LPS aus E. coli IHE3042
eine typische Kettenldngenverteilung auf (als smooth bezeichnete Bakterien) (Hertel 2011).
Durch LPS dieses Stammes konnte die DNA-Ejektion induziert werden, ebenso wie durch
LPS mit O18A-Antigen (nicht gezeigt). Durch Zugabe dieser LPS konnte die Menge an
DNase-zugénglicher DNA erhdht werden (Spuren 5 und 6, Abb. 3-34 B). Wie zuvor auch fiir
das Wirts-LPS beobachtet (Spuren 3 und 4, Abb. 3-34 B), konnte die DNA allerdings nicht

aus allen Phagen ejiziert werden.
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Abb. 3-34: Induktion der DNA-Ejektion bei Phagen durch Inkubation mit LPS. Gezeigt sind 1%ige Agarosegele, auf welchen
Proben des HK620-Phagen (jeweils 1,6 x 10" Pfu pro Spur) gelelektrophoretisch untersucht wurden. Dabei wurden auf den
Spuren 1 jeweils nur Phagenpartikel aufgetragen; in den Spuren 2 sind Phagen zu erkennen, die mit 0,1 mg/ml DNase be-
handelt wurden. Bei den Proben der Spuren 3 bzw. 3-10 (B) handelte es sich jeweils um Phagenpartikel, die vor der Gelelek-
trophorese mit 1,2 mg/ml LPS iber Nacht bei 37°C inkubiert wurden. A: Es wurde LPS aus E. coli IHE3042 verwendet. B: LPS
aus E. coli HTD2158 (3 und 4), aus einem anderen E. coli-Stamm der O-Serogruppe O18A1 (DMSZ 10797, 5 und 6), aus
E. coli der O-Serogruppe 018B (DSMZ 10837, Spuren 7 und 8) und aus E. coli der O-Serogruppe O18B1 wurden eingesetzt
(DSMZ 10922, Spuren 9 und 10). Zum Vergleich wurde DNA mit Guanidinium-Hydrochlorid aus den Phagen extrahiert und
gereinigt. Diese DNA ist in Spur 4 (A) bzw. 11 (B) aufgetragen. Die Gele wurden mit Ethidiumbromid (0,6 ug/ml im Gel)
gefarbt.

Fiir LPS aus Stimmen der O-Serogruppen O18B (DSMZ 10837) und O18B1 (DSMZ 10922)
konnte keine Ejektion beobachtet werden (Abb. 3-34 Spuren 7-10).

3.11.5. Inaktivierung des Phagen HK620 durch LPS

Die Untersuchungen der DNA-Ejektion mittels Agarosegelelektrophorese waren nur ein erster
qualitativer Hinweis auf die Rolle von LPS als Rezeptor, da die Ejektion und die Zugénglich-
keiten der ejizierten DNA nicht vollstindig waren. Eine weitere Methodik, um die Wirkung
von LPS auf den Phagen zu untersuchen, waren sog. Plating Experimente. Dazu wurde der
Phage HK620 mit LPS einiger verschiedener E. coli-Staimme inkubiert und anschlieBend auf
dem Wirtsstamm E. coli H TD2158 ausgestrichen. Durch Inkubation des Phagen P22 mit LPS
aus seinem Wirtsbakterium konnte zuvor eine Inaktivierung des Phagen anhand einer ab-
nehmenden Plaquezahl mit steigenden Inkubationszeiten beobachtet werden (Andres, Baxa et
al. 2010).

Durch Inkubation des Phagen HK620 mit LPS aus E. coli H TD2158 und O18A-LPS wurde
die Infektiositidt des Phagen deutlich gesenkt (Abb. 3-35). Nach lediglich 5 min Inkubation
mit dem Wirts-LPS waren nur noch etwa 7% der Partikel infektids. Durch Inkubation mit LPS
aus E. coli IHE3042 hingegen wurde die Infektidsitit des Phagen HK620 nicht inhibiert. Hier
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zeigte sich nahezu die gleiche Infektidsitit des Phagen wie bei der Kontrolle, bei welcher der

Phage ohne LPS inkubiert wurde.
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Abb. 3-35: Inaktivierung des Phagen HK620 durch verschiedene LPS. Phagen (500 Pfu ml™) wurden mit 25 ug ml™ LPS in
50 mM TrisHCI, 4 mM MgCl2, pH 7,6 bei 37°C inkubiert. Nach den der Abszisse zu entnehmenden Zeiten wurden Proben aus
diesen Ansatzen entnommen und auf E. coli H TD2158 ausplatiert. Es wurden LPS aus E. coli H TD2158, E. coli IHE3042 und
des Typs O18A verwendet. Zusatzlich diente ein Ansatz ohne LPS als Kontrolle.

Die Reduktion der Infektiositit des Phagen HK620 in Anwesenheit von LPS konnte anhand
der Abnahme der Plaquezahl (Abb. 3-35) verfolgt werden, des Weiteren wiesen die noch
vorhandenen Plaques eine andere Morphologie auf. Wahrend normalerweise durch HK620
mehrere Ringe im Plaque zu erkennen sind (vgl. Abb. 6-3 A bzw. C und D im Anhang), die
unterschiedlich klar sind, sind die Plaques nach Inkubation mit LPS kleiner und weisen nur

eine Phase auf (vgl. Abb. 6-3 B und E).

3.11.6. Studien zur DNA-Ejektion mittels Elektronenmikroskopie

Die Bedeutung der LPS-Struktur fiir die Bindung als initialem Schritt der Infektion wurde
mehrfach adressiert (vgl. Abschnitt 3.11.2.) Vor diesem Hintergrund war es sehr aufschluss-
reich, sich die Morphologie von LPS und die Wirkung dieser LPS-Strukturen auf den Phagen
HK620 durch elektronenmikroskopische Aufnahmen zu vergegenwirtigen. LPS aus E. coli
H TD2158 lag dabei in stibchenférmigen Strukturen mit einer Breite von etwa 15-20 nm vor
(Abb. 3-36 A). Die Phagen sind in Anwesenheit dieses LPS fast alle mit der Schwanzstruktur
daran gebunden und haben ihre DNA ejiziert (Abb. 3-36 B und C, Aufnahmen von DNA-
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gefiillten Phagen vgl. Einleitung Abb. 1-6). Bei Phagen, die ihre DNA ejiziert haben, kann der
Farbstoff in das Kapsid eindringen und dieses dunkel fiarben (Andres, Roske et al. 2012). Fiir
die Interaktion des Phagen mit LPS des Typs O18A konnten #hnliche Beobachtungen

gemacht werden (vgl. Anhang 6-4).

s )

Abb. 3-36: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von HK620 in Anwesenheit von LPS aus E. coli H TD2158. 10° Pfu/ml
wurden in 50 mM TrisHCI pH 7,6, 4 mM MgCl, mit 0,1 mg/ml tber Nacht bei 37°C inkubiert, anschlieBend auf Kupfernetze
gegeben und in einem negative staining mittels Uranylacetat gefarbt. A zeigt reine LPS-Strukturen. Die Phagen binden mit
der Schwanzstruktur an die LPS-Strukturen und haben ihre DNA ejiziert (B und C). Der Malstab ist rechts unten gezeigt, die
Lange des Balkens entspricht 500 nm (A und B) bzw. 100 nm (C).

LPS aus E. coli IHE3042 lag im Gegensatz zu dem LPS aus E. coli H TD2158 in unregel-
méBigeren, kleinen Strukturen vor (Abb. 3-37 A, Pfeil). Das LPS aus E. coli IHE3042 erwies
sich bereits zuvor als kurzkettig (vgl. Abschnitt 3.3.) und konnte in den Untersuchungen
mittels Gelelektrophorese keine DNA-Ejektion bewirken. Dies bestdtigt sich in den
Untersuchungen mittels Transissions-Elektronenmikroskopie (TEM), da kaum Phagen, die an
die LPS-Strukturen aus IHE3042 gebunden waren, gefunden werden konnten. Zudem waren

die Phagen meist noch mit DNA gefiillt (Abb. 3-37 A und B).

[ om ] _1 Q0 nm

Abb. 3-37: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Phagen HK620 in Anwesenheit von LPS aus E. coli [HE3042.
10° Pfu/ml wurden in 50 mM TrisHC pH 7,6, 4 mM MgCl, mit 0,1 mg/ml LPS aus E. coli IlHE3042 uber Nacht bei 37°C
inkubiert und anschliefend auf die Kupfernetze gegeben und in einem negative staining mittels Uranylacetat gefarbt. Der
MalRstab ist rechts unten gezeigt, die Lange des Balkens entsprechen jeweils 100 nm.
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3.11.7. Beeinflussung der Spezifitat von Phagen

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass Erkennung und Anheftung des Phagen HK620 an
LPS TSP-spezifisch sind. Vor diesem Hintergrund erschien die Fragestellung interessant, ob
TSP und somit die Spezifitit fiir bestimmte LPS zwischen verschiedenen Phagen mit dhn-
lichen LPS-erkennenden TSP austauschbar sind. Um einen derartigen, zu HK620 verwandten
Phagen mit LPS-hydrolysierenden TSP handelt es sich bei P22. Durch den Austausch von
Rezeptor-spezifischen Doménen zwischen den verwandten Phagen P22 und HK620 kann
untersucht werden, ob das bisher beschriebene Ejektionsverhalten von HK620 in Anwesenheit
von LPS aus E. coli H TD2158 auf einen anderen Phagen (P22) {ibertragen werden kann.

Mit Hilfe einer temperatursensitiven, lysogenen Variante des Phagen P22 in Salmonella
Typhimurium (DB7136) ist es moglich Phagen ohne TSP (sog. Kopfe) in den Bakterien
anzureichern und zu reinigen. Diese Variante des Phagen ist lysedefizient und nicht in der
Lage TSP zu produzieren (vgl. Methoden 2.2.7.). Es konnten P22-K&pfe gereinigt werden, an
welche anschlieBend in vitro TSP angeheftet werden konnen (Israel et al. 1967; Andres,
Hanke et al. 2010). Durch Verwendung eines TSP, das die Anheftungsdomine aus P22 und
die Kohlenhydratbinde-Doméne aus HK620 enthilt (Chimér, Abb. 3-36, vgl. Abschnitt 1.3.1.
und 1.4.), wurde versucht, die Spezifitit der P22-Phagen zu dndern. Dieses Chimér wurde
durch sogenanntes splicing by overlap extension (SOE) kloniert und konnte erfolgreich unter

etablierten Bedingungen exprimiert und gereinigt werden (vgl. Methoden 2.2.2.2.).

A Nhel BamHI

P22N HK620tspAN

pET11d pP22NHK620tspAN

B N- P22N HK620TSPAN -C
76,5 kDa

Abb. 3-38: Schematische Darstellung des Konstrukts (A) zur Expression des Chiméars aus N-terminaler Domdne aus P22
(P22N) und C-terminaler Domé&ne aus HK620 (HK620TSPAN) (B). Das Konstrukt wurde tber splicing by overlap extension
kloniert (vgl. Methoden 2.2.2.2.).

Aufgrund der hohen Sequenzidentitit in der N-terminalen Bindedoméne (Casjens & Thuman-
Commike 2011) konnten an die P22-Kopfe sowohl Volllingen-TSP aus HK620 als auch das

neu generierte Chimdr-TSP angeheftet werden. Im Folgenden sind Ergebnisse fiir den Hybrid-
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Phagen mit angeheftetem Chimir gezeigt, da die korrekte Assemblierung bei dieser Variante
wahrscheinlicher ist. In vivo konnte die Infektiositdt dieser Phagen nicht studiert werden, da
die P22-Kopfe lysedefizient sind. Somit konnen sie die Bakterien selbst nach erfolgreicher
Infektion nicht verlassen und es kann keine Plaque-Bildung beobachtet werden. Fiir die
Studien der Auswirkung von Variationen im P22TSP in vivo wird ein sog. Amber Suppressor
Bakterienstamm verwendet, bei dem eine tRNA transkribiert wird, welche die Fahigkeiten der
Lyse wiederherstellt (Andres, Hanke ef al. 2010). Ein derartig modifizierter E. coli H TD2158
Stamm lag nicht vor. Daher wurde in vitro getestet, ob die Spezifitit des Phagen P22 durch
Anheften der kohlenhydratbindenden Doméne aus HK620TSP beeinflusst werden konnte.

In Abbildung 3-39 ist ein Ergebnis der Untersuchungen fiir den Hybrid-Phagen mittels
Agarose-Gelelektrophorese gezeigt.

M1 2 34567 8 910

kbp
1
__ W freie P22-DNA
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Abb. 3-39: Induktion der DNA-Ejektion bei Hybrid-Phagen (P22-K6pfe mit Chimar-TSP) durch Inkubation mit LPS. Gezeigt
ist ein 1 %iges Agarosegel, auf dem Proben mit Hybrid-Phagen (jeweils 1,6 x 10" Partikel pro Spur) gelelektrophoretisch
untersucht wurden. Dabei wurden auf der Spur 1 nur Phagenpartikel aufgetragen; in der Spur 2 sind Phagen zu erkennen,
die mit 0,1 mg/ml DNase behandelt wurden. Bei den Proben der Spuren 3-6 handelt es sich jeweils um Phagenpartikel, die
vor der Gelelektrophorese mit 1,2 mg/ml LPS aus E. coli H TD2158 bei 37°C tiber Nacht inkubiert wurden. Dabei wurde in
Spur 4 anschlieRend auf DNase-Zuganglichkeit getestet und in den Spuren 5 und 6 wurde mit 10 U Restriktionsenzymen
(Aval und Clal) verdaut. Zum Vergleich wurde DNA mit Guanidinium-Hydrochlorid aus den Phagen extrahiert und gereinigt.
Diese DNA ist in Spur 9 aufgetragen und in den Spuren 7 und 8 mit Aval und Clal verdaut. In Spur 10 wurde zum Vergleich
der Phage mit LPS aus Salmonella Typhimurium inkubiert und anschlieRend mit DNase behandelt. Das Gel wurde mit
Ethidiumbromid (0,6 pug/ml im Gel) gefarbt.

Intakter P22-Phage weist eine deutlich hohere Mobilitdt im Agarosegel auf als intakter
HK620-Phage (vgl. Abb. 3-39 mit 3-33). Bei Prédparationen des Hybrid-Phagen bzw. des
Phagen P22 (Andres et al. 2010) zeichnen sich durch zwei distinkte Banden im Agarosegel
aus (Spur 1). Davon ensteht eine aufgrund von geplatzten Phagen; es handelt sich somit um
freie DNA, die zuginglich fiir DNase ist (vgl. Spur 1 mit 2). Diese freie DNA (Spur 9 zeigt
praparierte Phagen-DNA) lduft aufgrund einer dhnlichen Genomgrofe auf einer vergleich-
baren Hohe wie die préparierte DNA aus HK620 (vgl. Abb. 3-33). Auffillig ist die starke

undefinierte Farbung zwischen den distinkten Banden. Die Bande an intakten Phagen (die
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DNA im Kapsid ist nicht DNase-zugéinglich) von P22 bzw. der Hybride lduft auf einer Hohe
zwischen der Marker-DNA von 3 bzw. 4 kbp.

Durch Inkubation mit LPS konnte keine DNA-Ejektion bewirkt werden: Die Menge an freier
DNA iéndert sich nicht in Anwesenheit von LPS (vgl. oberste Bande Spuren 1 und 3).
Allerdings wurde das Laufverhalten der Phagen-DNA durch Inkubation mit dem E. coli-LPS
und anschlieBendem Verdau durch DNase oder Restriktionsenzyme verdndert (Spuren 4-6).
Durch Inkubation mit Salmonella-LPS und anschlieBendem DNase-Verdau dnderte sich das

Laufverhalten nicht (vgl. Spuren 2 und 10).

3.11.8. Untersuchung der Hybrid-Phagen mittels TEM

In den DNA-Ejektionsexperimenten mittels Agarose-Gelelektrophorese konnte bei dem modi-
fizierten Hybrid-Phagen (P22-K&pfe mit Chimér-TSP) keine DNA-Ejektion induziert werden.
In Aufnahmen mittels TEM wurden die Phagen nach Inkubation mit LPS aus E. coli
H TD2158 hauptsédchlich an dieses gebunden vorgefunden (Abb. 3-40). Das LPS bildet lange
stabchenformige Strukturen mit einer Breite von etwa 15-20 nm (vgl. 3-36 A). Bei den
Chiméar-Phagen sind Schwanzstrukturen zu erkennen, die an evtl. eher leicht verdickte
Strukturen des LPS (20-25 nm) aus E. coli H TD2158 binden (Abb. 3-40 B). Leere Phagen-
kapside, die sich durch eine dunkle Farbung auszeichnen, waren in etwa 30% der Hybrid-

Phagenkapside nach Inkubation mit LPS aus E. coli H TD2158 zu finden (Abb. 3-40 A).

Abb. 3-40: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Hybrid-Phagen (P22-Képfe mit gebundenem Chimar-TSP) in Anwe-
senheit von LPS aus E. coli H TD2158. 10" Partikel/ml wurden in 50 mM TrisHCI pH 7,6, 4 mM MgCl, mit 0,1 mg/ml LPS aus
E. coliH TD2158 Ulber Nacht bei 37°C inkubiert und anschliefend auf die Kupfernetze gegeben und in einem negative
staining mittels Uranylacetat gefarbt. Nach Inkubation mit LPS sind wenige leere Phagenkopfe zu erkennen (A, Pfeile). Der
MaRstab ist rechts unten gezeigt, die Lange des Balkens entspricht 200 nm (A) bzw. 100 nm (B).
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4. Diskussion

4.1. Die Reinigung von Tailspike Protein-Varianten

In der vorliegenden Dissertation wurde N-terminal verkiirztes TSP aus dem Phagen HK620
nach etabliertem Protokoll exprimiert und ohne Affinitits-fags gereinigt (Barbirz 2005;
Barbirz et al. 2008). Zudem wurden diverse Varianten des aktiven Zentrums sowie eine
Deletionsvariante (E372Q/A471-2) generiert und ebenfalls erfolgreich exprimiert. Bei TSP
handelt es sich um sehr stabile Proteine, was die Reinigung erleichtert und auch eine Reini-
gung im hohen Mafstab ermdglicht (Barbirz et al. 2009). Es konnten Ausbeuten zwischen
10 mg und 50 mg je Liter Expressionskultur erzielt werden. Die hdheren Reinigungsaus-
beuten wurden durch zwei Optimierungen im Vergleich zu den zuvor etablierten Be-
dingungen erzielt: Zum einen wurden die TSP-Varianten in Autoinduktionsmedium (Studier
2005) anstelle von herkdmmlichem LB-Medium exprimiert. Dieses Medium liefert sehr gute
Wachstumsbedingungen fiir die Bakterien und induziert die Expression {iber den Nahrstoft-
verbrauch zum optimalen Zeitpunkt.

Die zweite Optimierung bestand in einer zweiten Ammoniumsulfat-Fillung nach Aufschluss
der Bakterien. In dem herkdmmlichen Reinigungsprotokoll wurden HK620TSP sowie einige
andere Proteine zunidchst bei 35% Ammoniumsulfat aus dem Bakterienlysat geféllt. Danach
wurde das Protein chromatographisch weitergehend gereinigt. Es erwies sich als vorteilhaft,
das Protein nach erster Anreicherung aus dem Lysat durch Fillung mit 35% Ammoniumsulfat
einer zweiten Féllung bei 0,5 M Ammoniumsulfat (11,6%) zu unterziehen. Bei dieser Menge
an Ammoniumsulfat fiel fast nur HK620TSP aus, so dass viele Verunreinigungen abgetrennt
wurden, dadurch konnte auf den letzten Chromatographieschritt (GroBenausschlusschromato-
graphie) verzichtet werden.

Bei der Reinigung der TSPAN-Varianten konnte eine Spezies nicht abgetrennt werden, die in
der SDS-PAGE als diinne Bande unterhalb des nativen, trimeren TSP zu erkennen war (vgl.
Abb. 3-2). Nach Erhitzen der Proben konnte nur noch eine Bande von monomeren
HK620TSP-Varianten mittels SDS-PAGE und anschlieBender Silberfirbung detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Vermutlich handelt es sich somit bei der zweiten Bande, die
ohne Erhitzen der Proben knapp unter dem nativen Trimer zu erkennen ist (vgl. Abb. 3-2),
nicht um Fremdprotein, sondern um eine zweite TSP-Spezies, die in einer anderen Form
(Intermediat, gebundene lonen) vorliegt.
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Als einziges Volllaingen-TSP wurde eine Chimér-Variante mit N-terminaler Kapsidbinde-
Doméne aus P22 und C-terminaler kohlenhydratbindenden Doméne aus HK620 gereinigt.
Trotz dhnlicher Stabilitit werden die Volllingen-TSP schlechter exprimiert und lassen sich

schlechter reinigen (Ausbeute: 5 mg je Liter Expressionskultur).

4.2. Die Reinigung von Kohlenhydraten

Ziel dieser Dissertation war die Untersuchung der Bindung komplexer Kohlenhydrate durch
TSP aus dem Coliphagen HK620. Dafiir wurden polymere Kohlenhydrate (PS und LPS) aus
E. coli isoliert und gereinigt. AnschlieBend wurden diese polymeren Strukturen mit Hilfe der
enzymatischen Aktivitdt von HK620TSP in Oligosaccharide zerlegt. Die Herstellung dieser
Oligosaccharide durch organische Synthese stellt momentan aufgrund ihrer Komplexitit keine
Alternative dar. Aufgrund der komplexen Schutzgruppen-Chemie, die fiir die Synthese des
Hexasaccharids des Typs O18A1 notwendig wire, wire die Synthese trotz der gro8en Erfolge
in der Festphasensynthese von Kohlenhydraten in den letzten Jahren (Seeberger 2008;
Weishaupt et al. 2010) zu langwierig bzw. kostenintensiv gewesen (personliche Mitteilung M.
Lahmann bzw. Ancora Pharmaceuticals).

Als Problem bei der Reinigung erwies sich, dass LPS ein heterogenes Polymer ist und seine
Synthese in der Bakterie stark durch duBere Faktoren beeinflusst wird, da LPS eine Barriere
zum Schutz der Bakterien vor der Umgebung darstellt (Allende & Thomas J McIntosh 2003).
So kann sich z.B. die Linge bzw. Menge an O-Antigen-PS durch bestimmte Faktoren wie
Eisenmangel dndern oder das core-Saccharid kann durch Anderung des Expressionslevels der
Syntheseenzyme modifiziert oder verkiirzt werden (Bravo et al. 2008; Frirdich et al. 2003).
Des Weiteren konnen z.B. durch lysogene Konversion Modifikationen wie Acetylierungen,
Glucosilierungen oder Sialanylierungen im LPS vorliegen (Seltmann & Holst 2001; Gamian
et al. 1994; Lerouge & Vanderleyden 2002; Barksdale & Arden 1974).

Aufgrund der Herkunft der Oligosaccharide aus unterschiedlichen Stimmen und der teilweise
beobachteten Hygroskopie (vgl. Abschnitt 3.4.) wurden die Konzentrationen der Oligo-
saccharid-Stammldsungen fiir die Bindungsstudien zur Standardisierung durch die Bestim-
mung der Konzentrationen an reduzierenden Enden sowie durch NMR mit einem internen
Standard, DSS (4,4 Dimethyl -4 Silapentan-1-Sulfonsdure), verifiziert (vgl. Abb. 6-1 im An-
hang).
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4.21. Die Reinigung von Kohlenhydraten aus E. coli H TD2158

Der Stamm E. coli H TD2158, auf dem der Phage HK620 propagiert werden kann (Dhillon et
al. 1998), wies Heterogenitdten im O-Antigen auf. Diese Modifikationen wurden in der Arbeit
von C. Uetrecht 2006 mittels MALDI-MS nachgewiesen und im Zuge dieser Doktorarbeit
bestitigt. In Kooperation mit Géran Widmalm (Universitit Stockholm) wurden diese Hetero-
genitdten mittels NMR genauer untersucht und die von C. Uetrecht postulierten Modifika-
tionen beobachtet. Die Verkniipfungen bleiben in diesen Modifikationen erhalten und es
zeigte sich, dass das Polysaccharid in etwa 50% der Félle in der Seitenkette anstelle des N-
Acetylglucosamins eine Glucose trigt (O18A2, vgl. Ergebnisse Abb. 3-6, Zaccheus et al.
2012). Bei den gereinigten Oligosacchariden zeigte sich im Vergleich bei einer repetitiven
Einheit der geringste Grad an Modifikationen in den massenspektrometrischen
Untersuchungen (vgl. Ergebnisse Tab. 3-1). Durch die NMR-Studien lieBen sich 10% des
Hexasaccharids als O18A2-Modifikation quantifizieren.

Es erwies sich als problematisch die verschiedenen Oligosaccharide aus E. coli H TD2158
voneinander zu trennen, um homogenes Material fiir Bindungsstudien zu generieren. Eine
Trennung war prinzipiell mit Hilfe eines starken Anionentauschers (HPAEC) mdglich, aber
aufgrund des deutlich zu hohen Materialverlusts durch HPAEC und anschlieBende Ent-
salzung, war diese Methode nicht praktikabel. Stattdessen wurde ein anderer E. coli-Stamm

(IHE3042) als Quelle fiir O18 A1-Oligosaccharide verwendet.

4.2.2. Die Reinigung von Kohlenhydraten aus E. coli IHE3042

Das O-Antigen des Stammes E. coli IHE3042 wurde durch Jann und Mitarbeiter 1992
charakterisiert und bot sich daher als Stamm zur Synthese von O18A1-Oligosacchariden an.
Aus diesem Stamm konnten Oligosaccharide des Typs O18A1 ohne Auftreten von Modifika-
tionen erhalten werden. Zur Synthese der PS und LPS wurden die Bakterien dafiir bei 18°C
kultiviert, da sie iiber 20°C ein Kapselpolysaccharid (K5, Achtman et al. 1983) exprimieren,
welches die PS- bzw. LPS-Reinigung erheblich stort. Orskov und Mitarbeiter verdffentlichten
1984, dass 28 Kapselpolysaccharide in E. coli darunter K5 erst bei Temperaturen iiber 20°C
exprimiert werden (F. Orskov et al. 1984).

LPS aus diesem Bakterienstamm (IHE3042) erwies sich als semi-rough, was bedeutet, dass
viele kurze LPS-Ketten mit gar keinem O-Antigen oder nur wenigen repetitiven Einheit
vorhanden sind. Dies wurde durch Analysen mittels SDS-PAGE (vgl. Abb. 3-7) gezeigt.

Zudem wurde mittels dynamischer Lichtstreuung ein leicht verringerter Stokes Radius fiir
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LPS aus IHE3042 (29 nm) im Vergleich zu LPS aus H TD2158 (37 nm) bestimmt. In der
Elektronenmikroskopie lagen im Falle von IHE3042-LPS kleinere Strukturen als fiir das
Wirts-LPS vor (vgl. Abschnitt 3.4. und 3.11.7.).

Diese GroBenverteilung im LPS aus E. coli IHE3942 erschwerte die Reinigung ausreichend
groBBer Mengen an PS (hochste erreichte Ausbeute 16 mg je Liter Bakterienkultur) und an
daraus hergestellten Oligosacchariden. In den Arbeiten mit dem Phagen HK620 wurden die
Bakterien darauf hin untersucht, ob ein Prophage aus dem Lysogen induziert werden kann. In
dem Stamm E. coli THE3042 konnte mit Hilfe von Carbadox mindestens ein Prophage indu-
ziert werden (Kohler et al. 2000; Barksdale & Arden 1974, vgl. Abb. 3-32). Bisher ist unbe-
kannt, um welche Prophagen es sich handelt. Durch Reinigung der Phagen nach Induktion
und anschlieende Sequenzierung wire eine Identifizierung moglich. Die geringe Kettenldnge
des LPS aus E. coli IHE3042 konnte durch lysogene Konversion nach Infektion mit diesem,
unbekannten Phagen entstanden sein. Lysogene Konversion fiihrte z.B. nach Infektion durch
den Bakteriophagen P1 zu einer Reduktion der LPS-Lange in seinem E. coli-Wirt (Tomés &
Kay 1984). Ebenso konnten die Heterogenitdten im O-Antigen von E. coli H TD2158 Resultat
lysogener Konversion sein. Innerhalb dieser Arbeit konnten jedoch keine Prophagen durch
Carbadox aus diesem Stamm induziert werden, obwohl die Induktion mehrerer Prophagen
mittels UV-Licht beschrieben ist (Dhillon et al. 1998). Prinzipiell kénnen durch Prophagen im
Lysogen Modifikationen wie Acetylierungen und Glucosylierung eingefiihrt werden und
Serotyp-Konversionen wie nach Infektion von Sa/monella durch den Phagen €15 konnen

stattfinden (Uetake et al. 1955; Barksdale & Arden 1974; Kropinski et al. 2007).

4.2.3. Die Reinigung von Kohlenhydraten des Antigentyps O18A

Die Reinigung der Oligosaccharide des Typs O18A war deutlich weniger problematisch als
die zuvor beschriebenen Reinigungen der O18 A1-Oligosaccharide. Die Reinigung von LPS
und PS aus dem Stamm 10809 (DMSZ) erbrachte ohne weitere Optimierungen hohe
Ausbeuten (80 mg je Liter Bakterienkultur). Dadurch konnten schneller Oligosaccharide
dieses Typs im Milligramm-MaRstab gereinigt werden. Die Ausbeuten waren hier deutlich
besser als bei der zuvor beschriebenen Reinigung aus E. coli IHE3042 aufgrund der langeren

O-Antigen-Ketten im O18A-LPS (vgl. Abb. 3-7 und 3-22, Stamm 10809).
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4.3. Spezifitdt und Aktivitdt von TSP aus dem Phagen HK620

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden, dass TSP aus dem
Phagen HK620 nicht ausschlieBlich fiir O18A1-Oligosaccharide spezifisch ist. HK620TSP
kann Oligosaccharide des Typs O18A binden und lédngere Saccharide dieses Typs mit einer
dhnlichen Aktivitit im Vergleich zum Verdau von O18A1-PS spalten (vgl. Abb. 3-23).

In massenspektrometrischen Messungen wurden bereits beschriebene Heterogenititen in den
Oligosacchariden aus E. coli H TD2158 gefunden. In NMR-Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass eine Losung von Hexasaccharid aus E. coli H TD2158 dabei die Modifikation
O18A2 zu einem Anteil von etwa 10% enthélt (Zaccheus et al. 2012). Im PS waren hingegen
etwa 50% dieser Modifikationen zu finden. Das legt die Vermutung nahe, dass das O18A1-
Antigen im Vergleich zu O18A2 bevorzugt durch HK620TSP gebunden wird. Dies kdnnte
damit begriindet werden, dass durch Modifikation des N-Acetylglucosamins zu einer Glucose
in der Seitenkette das Wasserstoffbriicken-Netzwerk gestort wird (siehe Anhang Abb. 6-5).

In der Hexasaccharid-Losung aus E. coli IHE3042 konnten entsprechende Modifikationen
weder in massenspektrometrischen Messungen noch in NMR-Experimenten zur Quantifi-
zierung nachgewiesen werden. In verschiedenen Experimenten wurde die Bindung durch
TSP-Varianten mit Oligosaccharid-Losungen aus den Stdmmen E. coli H TD2158 und
IHE3042 untersucht. Das heterogene Material aus E. coli H TD2158 wurde dabei geringfligig
schlechter von HK620TSP-Varianten gebunden, was dadurch begriindet werden kann, dass in
der Hexasaccharid-Praparation 10% als O18A2 modifiziert vorlagen (Zaccheus et al. 2012)
und somit apparent zu niedrige Dissoziationskonstanten gemessen wurden (vgl. Abschnitt
3.6.4.).

Die Varianten O18B und O18B1, die jeweils eine glykosidische Bindung mit einer anderen
Verkniipfung als in O18A1 und O18A in der Hauptkette aufweisen (Jann et al. 1992),
konnten von HK620TSP nicht erkannt werden (vgl. Abschnitt 3.8.1./2.). Das TSP aus dem
Phagen HK620 toleriert also das Fehlen der Glucose in der Seitenkette (O18A-Antigen),
wihrend es Indizien dafiir gibt, dass Modifikationen des N-Acetylglucosamins zu einer
Glucose an der anderen Seitenkette oder eine andere Verkniipfung in der Hauptkette (o1-3
statt al-2) nicht toleriert werden. Durch Modifikation des PS mit Hilfe einer N-
Acetylglucosaminidase soll in weiterfithrenden Arbeiten getestet werden, wie sich das Fehlen
des N-Acetylglucosamins, der zweite Rest in der Seitenkette, auf die Bindung und Aktivitit

von HK620TSP auswirkt.
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Gegeniiber den PS aus E. coli H TD2158 (21,1 + 3,6 pmolproque S pmolrsp™) und des Typs
O18A (29,1 5,9 umolproquis S pmolrsp”’) konnten dhnliche Umsatzraten mit Hilfe des
Nachweises reduzierender Enden durch DNSA fiir HK620TSP ermittelt werden. Die Umsatz-
rate gegeniiber dem PS aus E. coli THE3042 (13,5 + 3,4 pmolproqus S pmolrsp™) war leicht
reduziert und aufgrund der verkiirzten PS-Ketten wurde frither eine Sittigung erreicht (vgl.
Abb. 3-24). Die Sensitivitdt dieser DNSA-Messung ist recht gering und zudem ist aufgrund
der undefinierten, polymeren Substrate unterschiedlicher Herkunft keine Vergleichbarkeit
gegeben. Daher wiren Messungen der Aktivitit mit Bestimmungen von Michaelis-Menten-
Konstanten wiinschenswert. Dies wire durch die Analyse des Verdaus fluoreszenzmarkierter
Oligosaccharide (zwei repetitive Einheiten) mdglich. Analoges wurde fiir P22TSP gemessen
(Baxa et al. 1996). Die Markierung langerer Oligosaccharide des Typs O18A1 nach dem
Protokoll, welches fiir die Markierung der Substrate von P22TSP durch 7-Amino-4-
Methylcoumarin (AMC) etabliert wurde, blieb bislang ohne Erfolg (Kurtzke 2009). Ursache
dafiir war die Reaktionstragheit des N-Acetylglucosamins am reduzierenden Ende, die in
zukiinftigen Arbeiten durch Markierung mit 8-Aminonaphthalen-1,3,6-Trisulfonat (ANTS)
iiberwunden werden soll (Breadmore ef al. 2011).

Beziiglich der qualitativ beobachteten Aktivitit von HK620TSP gegeniiber LPS bleibt zu
erwdhnen, dass das TSP dieses nicht komplett hydrolysieren kann. Analoges wurde auch fiir
P22TSP und TSP aus dem Shigella-Phagen Sf6 beobachtet (Andres, Hanke ef al. 2010). Nach
Hydrolyse durch diese TSP bleibt jeweils eine relativ definierte Anzahl an repetitiven O-
Antigen-Einheiten am LPS erhalten. Dies soll in Abschnitt 4.7.2. ausfiihrlicher diskutiert

werden.

4.3.1. Generierung inaktiver TSP-Varianten

Als Bestandteil dieser Arbeit wurden verschiedene Hydrolyse-defiziente bzw. inaktive TSP-
Varianten durch Aminosdureaustausche am aktiven Zentrum generiert, exprimiert und
gereinigt. Das aktive Zentrum wurde in der vorangegangenen Arbeit von C. Uetrecht durch
die geringe Aktivitit von zwei Variationen von HK620TSP (E372Q und D339N) identifiziert.
Diese typische Anordnung des aktiven Zentrums weist mit einem Abstand von 6 A zwischen
den beiden sauren Aminosduren (D339, E372) auf einen Mechanismus hin, bei dem wahrend
der Hydrolyse die Konfiguration beibehalten wird (Davies & Henrissat 1995).

In dieser Arbeit wurden die neu generierten Varianten D339A, E372A, D339N/E372Q,
D339N/E372A, D339A/E372Q, D339A/E372A sowie die zuvor teilweise untersuchten Vari-
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anten E372Q, D339N und der Wt untersucht. Alle Varianten von HK620TSP wiesen dabei
nur geringe Aktivititen gegeniiber PS und LPS auf. Gegeniiber LPS wurde die Aktivitdt dabei
nur qualitativ betrachtet. Die Messungen der Aktivititen gegeniiber PS ergaben eine
Reduktion der Aktivitdt um einen Faktor bis zu 500 fiir die am aktiven Zentrum verdnderten
Varianten. Wie bereits erwéhnt ist die Sensitivitit dieser Messungen von reduzierenden
Enden mit Hilfe von DNSA relativ gering, weshalb zukiinftig Bestimmungen von Michaelis-
Menten-Konstanten anhand des Verdaus von fluoreszenzmarkierten Oligosacchariden in
Analogie zu Versuchen mit P22TSP erzielt werden sollen (Baxa et al. 1996).

In den Messungen der Aktivitdt gegeniiber LPS konnte bei den verschiedenen Hydrolyse-
defizienten Varianten von HK620TSP die Bildung hochmolekularer Komplexe im SDS-Gel
detektiert werden (vgl. Abb. 3-9). Bei allen Varianten zeigten sich diese Komplexe, deren
Bildung umso ausgeprégter war, je geringer die Aktivitdt der entsprechenden Variante zu sein
schien (vgl. Abb. 6-2 im Anhang). Es wurde in der Literatur {iber die Rolle der enzymatischen
Aktivitdt gegeniiber LPS durch TSP flir manche Phagen diskutiert. Als mogliche Griinde fiir
die Notwendigkeit dieser Aktivitdt anhand des Beispiels des P22-Phagen wurde gezeigt, dass
TSP das PS des LPS hydrolysiert und somit die Phagen zur Membran gefiihrt werden
(Andres, Hanke ef al. 2010). Zudem konnten in Analogie zu dem Influenza Typ A Virus
durch die hydrolytische Aktivitit neue Phagen wihrend der Lyse von Wirtszellwand-
fragmenten gelost werden (C. Liu ef al. 1995). Es kann des Weiteren an dieser Stelle fiir
HK620 nicht ausgeschlossen werden, dass diese Hydrolyse die laterale Bewegung zu einem
sekundéren Rezeptor erlaubt (Baxa ef al. 1996; Baxa et al. 2001). Fiir den Phagen P22 konnte
inzwischen gezeigt werden, dass kein sekundérer Rezeptor neben dem LPS notwendig ist
(Andres, Hanke et al. 2010). Untersuchungen mit dem Phagen HK620 beziiglich der Infektion
werden in Abschnitt 4.7. diskutiert. Die beschriebene Komplexbildung der inaktiven
HK620TSP-Varianten zeigt, dass die TSP ohne enzymatische Aktivitit kaum vom LPS
dissoziieren wiirden und somit der Phage weder einen potentiellen sekundéren Rezeptor noch
die Membran erreichen wiirde, um die DNA in den Wirt zu injizieren, sondern im LPS

héngen bliebe.

4.4. Die Kohlenhydratbindung durch HK620TSP

Das kohlenhydratbindende System des TSP aus dem Phagen HK620 sollte genutzt werden,
um Faktoren fiir Interaktionen von Proteinen mit Oligosacchariden und Triebkréfte dieser

Wechselwirkungen zu untersuchen. Das System kann als neues Modellsystem dienen, da es
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Eigenschaften besitzt, die es von bisher bekannten Systemen wie z.B. Lektinen unterscheidet.
HK620TSP besitzt hydrolytische Aktivitit gegeniiber langeren Oligosacchariden und bindet
komplexe Oligosaccharide spezifisch {iber ein stark ausgedehntes Wasserstoffbriicken-
Netzwerk. Diese grof3e Interaktionsfliche bietet gute Moglichkeiten fiir Bindungsstudien.

Kohlenhydrate sind Grundlage fiir viele Mechanismen der Zell-Erkennung und Zell-Adhésion
wie bei der Befruchtung, im Immunsystem, bei der Zell-Differenzierung und in der Pathogen-
Wirt-Erkennung (Topfer-Petersen 1999; Crocker et al. 2007; Varki 2007; Lentz 1990). Da-
durch und aufgrund der Tatsache, dass Krankheiten wie Krebs und chronische Entziindungen
mit einer Anderung der Glykosylierung einhergehen (Dube & Bertozzi 2005), sind Kohlen-
hydratstrukturen als Ansatzpunkt zur Herstellung von Impfstoffen interessant (Hecht et al.
2009; Westerlind & Kunz 2011). Entsprechend werden Daten, die zum Verstindnis von
Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen beitragen, helfen, Impfstoffe zu generieren und
Bindungsverhalten vorhersagen zu konnen. Gerade die Vorhersagen fiir solche Interaktionen
erweisen sich bislang vor allem aufgrund von zu geringen Mengen an experimentellen Daten
als problematisch (Shionyu-Mitsuyama et al. 2003; Taroni et al. 2000; Kerzmann et al. 2006).
In dieser Arbeit konnten Aspekte der Kohlenhydratbindung durch das TSP aus dem Bakterio-
phagen HK620 néher untersucht werden. HK620TSP stellt aufgrund des robusten Proteinge-
riists, das Variationen in der Aminosduresequenz und sogar Deletionen toleriert, ein ausge-
zeichnetes Modellsystem dar (vgl. Abschnitt 4.1.). Zudem besteht eine gewisse Toleranz ge-
geniiber Modifikationen im Kohlenhydrat-Ligand, die es erlaubte, die Bindung verschiedener

Oligosaccharide an HK620TSP zu studieren.

44.1. Affinitatssteigerung durch einzelne Aminosaureaustausche

Die Bindungseigenschaften von HK620TSP wurden anhand von Interaktionen des N-terminal
verkiirzten TSP mit isolierten Oligosacchariden definierter Grof3e analysiert. Durch den Aus-
tausch einzelner Aminosduren konnten die Bindungseigenschaften von HK620TSP
gravierend beeinflusst werden. So besitzt der Wt eine relativ schwache Affinitit gegeniiber
Oligosacchariden des Antigentyps O18A1 (Kp(Wt) = 100 uM). Durch den Austausch einer
einzelnen Aminosdure im aktiven Zentrum kann die Affinitdt um einen Faktor 500 erhoht
werden (z.B. Kp(E372Q) = 0,2 uM, vgl. Abschnitt 3.6. und Uetrecht 2006).

Ein komplettes Verstandnis dieser Affinitétssteigerung durch einzelne Aminoséureaustausche

im aktiven Zentrum konnte bislang nicht erlangt werden. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass
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der Austausch von Aminosduren am Rest E372 die Affinitdit von HK620TSP stirker
beeinflusst als am zweiten Rest D339 des aktiven Zentrums (vgl. Abschnitt 3.6.).

Eine Analyse von Kokristallstrukturen ergab mit einer zusitzlichen Wasserstoftbriicke (vgl.
Abschnitt 3.7.1.) fiir eine der hochaffinen Varianten (E372Q) im Vergleich zu dem Wt
lediglich kleine Unterschiede, die eine fast tausendfache Affinititssteigerung nicht begriinden
konnen. In der erst kiirzlich von U. Gohlke geldsten, ligandenfreien Struktur der Variante
E372Q (E372Qiigandentrei) sind einige Aminosduren (GIn372, Tyr344, His374) im Vergleich
zum Wijigandenfei VErschoben und koordinieren zwei Wassermolekiile. Durch die Bindung des
Hexasaccharids an Variante E372Q drehen sich diese Reste und verdringen dabei diese
Wassermolekiile (vgl. Abschnitt 3.7.2.). Das konnte Grundlage der erhohten Affinitdt sein,
eine detaillierte Analyse des Wasser-Netzwerkes konnte jedoch aufgrund der schlechter
aufgelosten Struktur von E372Qiigandenfrei Nicht durchgefiihrt werden. Im Vergleich zu den
zuvor beschriebenen Kokristallstrukturen konnte lediglich eine geringe Anzahl an Wasser-
molekiilen aufgelost werden (HyO(E372Qiigandentrei)= 337 vs. HXO(E372Qxkomplex)= 687).

Die Struktur von E372Qiigandenfrei Stiitzt jedoch die Vermutung, dass die verschiedenen
Varianten vor der Kohlenhydratbindung unterschiedlich hydratisiert vorliegen konnten, was
Unterschiede beziiglich der Wasserverdrangung durch den Zucker hervorrufen konnte. Fiir ein
tieferes Verstdndnis miissen genauere Analysen der Wasser-Netzwerke in den verschiedenen
Varianten durchgefiihrt werden. Zumal bestimmte Wassermolekiile z.B. am Riickgrat des
Proteins ungiinstig sind und ihre Verdrangung energetisch vorteilhaft und Affinitéits-steigernd
ist (Beuming et al. 2012). Zudem konnten Strukturen unter verschiedenen Ldsungsmittel-
Bedingungen weitere Aufschliisse {iber die Dynamik der Hydratation und der strukturellen
Wasser in der Bindungstasche geben (Mattos et al. 2006). Durch Lésungsmittel kann Wasser
von Protein- und Ligandenoberflichen entzogen werden. Dabei sind meist nur strukturell
wichtige (durch Wasserbriicken eingebundene) Wassermolekiile zu stark am Protein
gebunden, um entfernt zu werden. Es soll an dieser Stelle jedoch erwéhnt werden, dass in
Kristallstrukturen nur recht unbewegliche Wassermolekiile ausreichend Elektronendichte
liefern. Auf die Rolle von Wasser in der Interaktion von HK620TSP mit seinen Kohlen-
hydratliganden soll im Verlauf der Diskussion detaillierter eingegangen werden.

Durch die beispielhafte Untersuchung des Protonentransfers durch ITC-Messungen in Puffer-
systemen mit verschiedenen Protonierungsenthalpien konnten Unterschiede im Protonentrans-
fer festgehalten werden (vgl. Abschnitt 3.7.3.). Allerdings konnten diese Unterschiede nicht
als Begriindung fiir die Affinitdtssteigerung dienen, da keine Abhingigkeit der Affinitit von

den Eigenschaften im Protonentransfer verzeichnet werden konnten: Die Varianten E372A,
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E372Q und D339N/E372Q weisen alle eine hohe Affinitdt zum Hexasaccharid des Typs
O18A1 auf, zeigten aber unterschiedliche Ergebnisse beziiglich des Protonentransfers. Vari-
ante E372A bewirkt keinen Protonentransfer, wiahrend die anderen beiden Varianten wiahrend
der Bindung etwa 0,7 Protonen an den Puffer transferieren. Durch die Variation E372Q wurde
ein Protonen-Donor eingefiihrt, der mutmalBlich die Protonierung des benachbarten Histidins
374 bewirkt. Der in dem zuvor beschriebenen Experiment beobachtete Protonentransfer
konnte daher riihren, dass dieses protonierte Histidin 374 das Proton an den Puffer abgibt
(vgl. Abb. 3-17). Der Wt konnte in diese Untersuchungen leider nicht mit einbezogen werden,
da er eine zu geringe Affinitit und zu geringe Bindungsenthalpien aufwies fiir zuverléssige
Messungen mittels ITC. Aufgrund der groen Menge an Oligosacchariden, die fiir diese
Messungen notig waren, wurden zudem nicht alle Varianten untersucht.

Erste kinetische Untersuchungen vertieften das Verstindnis fiir die Affinitétssteigerung bisher
nicht. Es zeigte sich lediglich, dass O18A-Pentasaccharid knapp dreimal langsamer an den Wt
assoziiert als an die Variante D339A/E372Q. Die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
war bei dem Wt mit einem Faktor von 240 dramatisch erhoht (vgl. Abschnitt 3.10.). Die
Griinde fiir diese Kinetik sind noch ungeklért. Die Variation an der Aminosdure GIlu372 hat
groBeren Einfluss auf die Affinitit von HK620TSP als Variationen an der zweiten
Aminosdure im aktiven Zentrum (Asp339) (vgl. Abschnitt 3.6.). In der fiir die kinetischen
Untersuchungen verwendete Variante D339A/E372Q diirfte sich im Bereich der Aminoséure
372 eine &hnliche Situation wie in Variante E372Q darstellen (vgl. Abschnitt 3.7.2.).
Assoziation sowie Dissoziation des Kohlenhydrats aus dieser Variante bediirfen somit
eventuell der Rotation der Reste GIn372, Tyr344 und His374 (s.o.). Dies diirfte ebenso wie
die Wiederherstellung der Losungsmittelverhéltnisse auf dem Protein langsamer sein als im
Wt, in dem eine stirker vorgeformten Bindestelle vorliegt. Zu dieser Hypothese passen die
exemplarisch bestimmten Aktivierungsenergien flir Variante D339A/E372Q), die mit 80 + 2
bzw. 97 + 26 kJ mol™ fiir die Assoziation und Dissoziation relativ hoch sind. Ein Vergleich
zum Wt beziiglich der Aktivierungsenergien steht noch aus. Fiir die Assoziation bzw.
Dissoziation von Oktasaccharid an P22TSP wurden Aktivierungsenergien von 50 £ 15 bzw.
100 + 10 kJ mol™ bestimmt (Baxa er al. 2001). Aus den Aktivierungsenergien kann die
Enthalpiednderung der Bindung fiir 20°C als Differenz der Aktivierungsenergien abgeschitzt
werden. Dies korrelierte fiir P22TSP mit den gemessenen Bindungsenthalpien, was hier auch
gegeben ist. Mit einem Wert von etwa -17 kJ mol™ liegt die aus den Kinetiken abgeschitzte
Enthalpiednderung in der gleichen Grdéfenordnung wie die durch ITC experimentell

bestimmte (-24,7 + 0,2 kJ mol™ bei 20,2°C). Fiir P22TSP wurden die hohen Aktivierungs-
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energien mit enthalpischen Barrieren begriindet, die durch die Desolvatisierung von Protein
und Ligand vor der Kohlenhydratbindung entstehen (Baxa et al. 2001), was fiir HK620TSP
sicherlich auch einen wichtigen Faktor darstellt.

Aufgrund des noch liickenhaften Verstdndnisses flir die Affinitétssteigerung durch einzelne
Aminosdureaustausche in HK620TSP, werden zur Zeit noch Untersuchungen hinsichtlich der
Rolle von Wasser fiir die Kohlenhydratbindung durchgefiihrt. Aus den bisher durchgefiihrten,
kristallographischen Untersuchungen wurde ersichtlich, dass bei Bindung der Oligosaccharide
viele Wassermolekiile aus der Bindungsstelle verdringt werden. Durch Bindung des Hexa-
saccharids werden 21 Wassermolekiile von der Oberfliche von HK620TSP verdringt,
wihrend bei P22TSP nur 10 Molekiile durch Bindung eines Oktasaccharids aus S. Typhi-
murium verdringt werden. Das HK620TSP-Bindungssystem zeichnet sich zudem durch sehr
viele schwache Wechselwirkungen zwischen Zucker und Protein aus (19 direkte und etwa 24
Wasser-vermittelte Wasserstoffbriicken < 3,5 A). Dahingegen sind nur etwa 8 hydrophobe
Kontakte zu verzeichen (vgl. Tab. 6-3). Der Komplex von Oktasaccharid aus S. Paratyphi mit
P22TSP weist mit 12 direkten sowie 30 Wasser-verbriickten Wasserstoffbriicken und 16
hydrophoben Kontakten eine &hnlich hohe Anzahl an schwachen Interaktionen zwischen
Protein und Kohlenhydrat auf (Andres, Gohlke et al. 2012).

Verglichen mit P22TSP hat das Wt-TSP aus dem Phagen HK620 eine recht geringe Affinitét
zu dem Hexasaccharid (Kp(HK620TSP) =~ 100 uM vs. Kp(P22TSP) = 1 uM). Die Affinitat
des P22TSP kann jedoch durch einzelne Aminosdureaustausche im HK620TSP {ibertroffen
werden (Kp(HK620TSP E372A) = 0,2 uM).

Zwischen den Bindungsstudien mittels ITC und Fluoreszenztitration gab es Diskrepanzen bei
den Varianten E372Q, D339N/E372Q und D339A/E372Q, was darauf zuriickzufiihren ist,
dass die gemessenen Wiarmemengen bei der Bindung in der ITC teilweise sehr gering waren
(z.B. E372Q, vgl. Abschnitt 3.6.) und entsprechend der Fehler in der Bestimmung der
Affinitét fiir diese Methode relativ hoch war (bis zu 15%). Des Weiteren énderten sich die
Fluoreszenzeigenschaften der Varianten bei Kohlenhydratbindung unterschiedlich stark, was
die Genauigkeiten der Fluoreszenztitrationen beeinflusst. Mit Hilfe einer dritten Methode
(SPR) konnten die Bindungseigenschaften jedoch validiert werden.

Die Anderung der Fluoreszenzeigenschaften bei Kohlenhydratbindung kdnnten von einem
weniger effizienten statischen Quench im Komplex verglichen mit dem dynamischen Quench
durch Losungsmittelmolekiile im ligandenfreien Protein herrithren. Die Unterschiede in der

Anderung der Fluoreszenzeigenschaften bei den verschiedenen Varianten sind vermutlich
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durch verdnderte Wassernetzwerke an der Bindestelle und dem exponierten Tryptophan zu

begriinden. Dies wird im Verlauf der Diskussion noch ausfiihrlicher behandelt.

44.2. Weitere Bindungseigenschaften von HK620TSP

Fiir manche Lektine (C-Typ) und andere kohlenhydratbindende Proteine ist bekannt, dass
zweiwertige lonen essentiell fiir die Bindung sind (Weis & Drickamer 1996; Tormo et al.
1996). In den ersten Kristallstrukturen des HK620TSP-Hexasaccharid-Komplexes wurden
Calciumionen in der Bindestelle gefunden (Uetrecht 2006; Barbirz et al. 2008). Entsprechend
wurde Uberpriift, ob HK620TSP zweiwertige lonen direkt binden kann und ob die Kohlen-
hydratbindung von der Anwesenheit zweiwertiger Ionen abhingt. Es konnte weder eine
direkte Bindung von zweiwertigen lonen detektiert werden noch wurde die Kohlenhydrat-
bindung durch das TSP durch Anwesenheit zweiwertiger lonen veridndert (Daten nicht ge-
zeigt). Die Calciumionen in der Kristallstruktur scheinen daher nicht spezifisch und nur ein
Artefakt der Kristallisationsbedingungen zu sein. Fiir die Kristallstrukturen in der vorliegen-
den Arbeit wurden Bedingungen verwendet, unter denen alle gewiinschten Varianten kristal-
lisierten. In dem Kristallisationspuffer waren keine Calciumionen, es lag jedoch eine hohe
Konzentration an Natriumionen vor. Entsprechend wurden zum Teil Natriumionen in den
Strukturen gefunden. Zwischen den verschiedenen Strukturen sind die Positionen der
Natriumionen nicht konserviert. Durch die in dieser Arbeit gesammelten Ergebnisse und auf-
grund der Tatsache, dass Natriumionen lediglich schwach an biologische Makromolekiile as-
soziieren (Black et al. 1994), wird davon ausgegangen, dass die Bindung der lonen nicht rele-
vant fiir die Bindung ist und lediglich ein Artefakt der Kristallisationsbedingungen darstellt.

Im Zuge der Dissertation wurde die pH-Abhéngigkeit der Bindung durch Bindungsstudien bei
verschiedenen pH-Werten ermittelt. Bei einem pH von 7,5 wurde die grofite Affinitit gegen-
iiber den Oligosacchariden gemessen. Das ist aufgrund der Struktur der Kohlenhydrat-Binde-
stelle und des aktiven Zentrums nicht verwunderlich, da es sich bei dem aktiven Zentrum um
saure Aminosduren handelt. In einem pH-Bereich von 6-8 nimmt dabei der enthalpische
Beitrag zur Kohlenhydratbindung mit steigendem pH-Wert zu, wihrend ein zunehmend un-
giinstiger Entropieterm dem entgegensteht. Die Abhdngigkeit von Bindungsenthalpie bzw.
Entropieterm der Bindung ist vermutlich auf Unterschiede in der Solvatisierung und Proto-
nierungseffekte zurlickzufiihren. Die Fragestellung ist jedoch zu komplex fiir genauere

Spekulationen zu diesem Zeitpunkt.
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Bei niedrigeren pH-Werten nimmt die Affinitdt entsprechend stirker ab, als wenn man die
Bedingungen zu hoheren pH-Werten verschiebt (vgl. Abschnitt 3.6.3.). Die geringere
Affinitdt zwischen Kohlenhydrat und Protein bei saurem pH-Wert hat im Fall von der
Bindung von N-Acetylneuraminsiure als Rezeptor auf der Wirtszelle durch Himagglutinin
aus dem Influenza Virus einen funktionellen Charakter. Im Endosom dissoziiert das Ham-
agglutinin bei niedrigem pH von dem Rezeptor und eine pH-induzierte Konformations-
dnderung in diesem Protein erlaubt die Fusion mit der Endosommembran sowie die
Freisetzung des Viruses ins Cytosol (Xu & 1. A. Wilson 2011).

Wegen des Fehlens starker, hydrophober Kontakte, der Ermangelung hochpolarer Gruppen
und der Einschrinkung der Flexibilitdt durch die Bindung interagieren Oligosaccharide oft
mit geringen Affinititen. Die schwachen Wechselwirkungen wie Wasserstoftbriicken-
bindungen und van der Waals-Kontakte werden von entropischen Beitrdgen durch Desolva-
tisierung und durch Einschrinkung der Beweglichkeit des Zuckers bei der Bindung begleitet
(Kadirvelraj et al. 2008). Die Varianten von HK620TSP binden komplexe Oligosaccharide
mit mittleren bis hohen Affinitdten mit Dissoziationskonstanten im mikromolaren bis in den
submikromolaren Bereich.

Bei den Varianten E372Q und D339N/E372Q konnten allerdings im Gegensatz zu allen
anderen Varianten iliberraschende Temperaturabhédngigkeiten der Dissoziationskonstanten er-
mittelt werden. Typisch ist ein Anstieg der Dissoziationskonstanten mit steigender Tempera-
tur (Baxa et al. 2001). Fiir die genannten Varianten ist dies erst der Fall, wenn man
Messungen bei sehr hohen Temperaturen betrachtet (vgl. Tab. 3-3). Diese Messungen bei den
verhéltnisméBig hohen Temperaturen (55°C) wurden aufgrund der fehlenden Vergleichbarkeit
mit den Messungen der anderen Varianten nicht mit in die Berechnung der Wérmekapazitéts-
dnderungen einbezogen. Aufgrund der geringen Bindungsenthalpie als Messwert sind die
ermittelten Dissoziationskonstanten mit einem fiir diese Methode groen Fehler behaftet, was
diese irrefiihrende Temperaturabhéngigkeit erkldrt. Ein weiterer Faktor dafiir ist die geringe
Temperaturabhéngigkeit der Dissoziationskonstanten im niedrigeren Temperaturbereich wie
an einer Simulation in Abbildung 4-1 zu erkennen ist. Fiir die gezeigten Werte wurde die
Abhidngigkeit der Dissoziationskonstanten von der Temperatur mit Hilfe von gut bestimmten
Referenzwerten bei einer Temperatur von 30°C und der Warmekapazititsinderung durch die
Bindung berechnet (vgl. Tab. 3-3). Es ist zu erkennen, dass die Temperaturabhidngigkeit der
Dissoziationskonstante und somit die Thermodynamik zwischen dem System von P22TSP

und den HK620TSP-Varianten lediglich verschoben ist.
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Abb. 4-1: Die Temperaturabhangigkeit der Dissoziationskonstanten verschiedener, kohlenhydratbindender TSP im Ver-
gleich. Mit Hilfe der Dissoziationskonstanten von HK620TSP-Varianten (Ligand: O18A1-Hexasaccharid) bei 30°C und den

Warmekapazitdtsanderungen durch die Bindungen (vgl. Tab. 3-3) wurde diese Abhdngigkeit berechnet. Fir P22TSP wurden
publizierte Daten (Ligand Oktasaccharid aus S. Enteritidis) zur Berechnung benutzt (Baxa et al. 2001).

44.3. Die Thermodynamik der Kohlenhydratbindung durch TSP

In diesem Abschnitt soll die Thermodynamik des untersuchten Systems der Bindung von
O18A1-Oligosacchariden an HK620TSP diskutiert werden. Dabei soll zundchst auf Auffillig-
keiten in den Untersuchungen zur Thermodynamik eingegangen werden.

Wie bereits erwéhnt zeichnet sich das System der Kohlenhydratbindung durch HK620TSP
besonders dadurch aus, dass viele Wassermolekiile durch die Interaktion mit Oligosacchari-
den verdringt werden. So werden 21 Wassermolekiile bei Bindung des Hexasaccharids ver-
drangt, wahrend im verwandten System von P22 nur 10 Wassermolekiile bei Bindung eines
Oktasaccharids verdringt werden. Dadurch bedingt unterscheiden sich die Triebkrifte der
Bindung dieser beiden Systeme bei gleicher Temperatur. Typischerweise werden Kohlen-
hydrate unter groem Enthalpiebeitrag mit einem entgegenstehenden, ungiinstigen Entropie-
beitrag z.B. durch Lektine gebunden (Weis & Drickamer 1996). Eine derartige Thermodyna-
mik ist auch bei der Kohlenhydratbindung durch P22TSP zu finden (Baxa ef al. 2001). Die
Kohlenhydratbindung durch HK620TSP ist hingegen bei 20°C enthalpisch und entropisch be-
giinstigt. Ein Grund fiir diese Unterschiede ist die Verdrdngung der vielen Wassermolekiile
durch den Zucker bei der Bindung an HK620TSP, was entropisch begiinstigt ist und den un-
giinstigen Entropieterm durch eingeschrinkte Beweglichkeit des Zuckers durch Bindung
iibertrifft (Beuming ef al. 2012). Der geringe Enthalpiebeitrag zur Bindung kann ebenfalls mit

der Verdrangung der Wassermolekiile begriindet werden, da das Aufbrechen der Wasserstoft-

109



Diskussion

briicken des Wassers unter enthalpischen Einbuflen stattfindet (Chavelas & Garcia-Hernandez
2009). Unterschiede im Betrag des Enthalpie- und Entropieterms zwischen den verschiedenen
hochaffinen TSP-Varianten sind vorhanden (vgl. Tab. 3-3) und bisher nicht komplett ver-
standen. Studien beziiglich der Wasser-Netzwerke bzw. Dynamik von Wassermolekiilen und
des Zuckers in den verschiedenen TSP-Varianten konnten ein tieferes Verstidndnis erzielen
(vgl. Abschnitt 4.4.1.).

Anhand der ermittelten thermodynamischen Parameter fiir die Oligosaccharid-Bindung durch
die Varianten von HK620TSP wurde eine sog. Enthalpie-Entropie-Auftragung angefertigt
(Abb. 4-2). Man erhélt fiir die Entropieterme aller gemessenen Mutanten bei Bindung ver-
schiedener Oligosaccharide einen linearen Zusammenhang mit den gemessenen Bindungs-
enthalpien. Die Steigung aus diesem Zusammenhang liegt mit 1,2 im Bereich publizierter
Daten (0,62 bzw. 1,1 (Garcia-Hernandez et al. 2003; Toone 1994). Fiir das kohlenhydrat-
bindende System des HK620TSP konnte somit eine typische lineare Abhingigkeit zwischen
Entropieterm und Enthalpie gefunden werden. Ob es sich bei dieser Abhéingigkeit um ein
Artefakt, eine Notwendigkeit oder eine spezielle Eigenschaft handelt, ist Thema ausgiebiger
Diskussionen (Dunitz 1995; Hunter & Tomas 2003; Cooper et al. 2001).

® Hexasaccharidbindung HK620TSP-Varianten

® Dodekasaccharidbindung HK620TSP-Varianten

® Oktaidekasaccharidbindung HK620TSP-Varianten

® Oligosaccharidbindung P22TSP

» Literaturbeispiele Garcia-Hernandez et al., 2003

O Pentasaccharidbindung (O18A) HK620TSP-Varianten

TAS® / kcal mol

-10 A

-12 T T T T T T
-18 -16 14 12 -10 -8 -6 -4

AH? / kcal mol’

Abb. 4-2: Enthalpie-Entropie-Auftragung aus den gemessenen, thermodynamischen Parametern. Fir die Bindung der
Varianten von HK620TSP wurde eine Steigung von 1,2 ermittelt. Zum Vergleich sind Werte fiir P22TSP und einige Beispiele
aus Garcia-Herndndez et al. 2003 gezeigt, die jeweils eine Steigung von etwa 0,7 aufweisen.
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Die entropische Begiinstigung der Kohlenhydratbindung durch HK620TSP bei Standard-
temperaturen (20°C bzw. 25°C) ist eher ungewohnlich, es gibt jedoch Beispiele fiir andere
entropisch getriebene zuckerbindende Systeme: Die antigene Erkennung von Shigella flexneri
O-Antigenen durch Fab-Fragmente ist ebenfalls enthalpisch und entropisch getrieben. Vyas
und Kollegen fanden heraus, dass mit steigender Saccharidlinge der Entropieterm immer
groBeren Einfluss als Triebkraft bekommt (N. K. Vyas ef al. 2002). Pokorna und Mitarbeiter
arbeiteten an entropisch getriebenen Interaktionen von Lektinen. Dabei handelt es sich um
bakterielle Lektine, die sich durch diese auergewdhnliche Thermodynamik und ihren recht
hohen Affinitidten gegeniiber den Kohlenhydrat-Bindungspartnern von klassischen Lektinen
unterscheiden (Pokorna et al. 2006).

Mit Ausnahme dieser speziellen, bakteriellen Lektine sind entropisch begiinstigte Kohlen-
hydrat-Bindungsprozesse eher bei Antikdrpern oder anderen Proteinen zu finden, die ihre
Liganden mit hoheren Affinititen im Vergleich zu klassischen Lektinen und in tiefere
Taschen binden (N. K. Vyas et al. 1991; Cygler et al. 1991; Weis & Drickamer 1996). Die
Bindestellen dieser Proteine unterliegen oft Konformationsédnderungen bei Bindung, wihrend
die Bindetasche bei klassischen Lektinen vorgeformt und flach ist. Aufgrund der unter-
schiedlichen Bindungsweisen von Lektinen und Antikdrpern unterscheiden sich die Warme-
kapazititsinderungen durch die Bindung, da diese proportional zu der ligandbedeckten
Oberfliche bzw. zur Anderung der Losungsmittel-Zuginglichkeit ist (Sturtevant 1977;
Gomez et al. 1995, Perozzo et al. 2004; Chavelas & Garcia-Hernandez 2009).

Im Falle von HK620TSP wurden fiir die verschiedenen Varianten Wairmekapazitits-
anderungen von etwa -1,6 kI mol” K™ bei Bindung des O18A1-Hexasaccharids gemessen.
Fiir die Bindung von zwei repetitiven Einheiten wurde beispielhaft die Wérmekapazitéts-
anderung fiir die Variante D339N/E372Q gemessen, die mit -1,62 kJ mol” K nicht von
denen fiir die Bindung des Hexasaccharids abweicht. Das zeigt zusammen mit einer nur
geringfiigig erhohten Affinitit gegeniiber ldngeren Oligosacchariden, dass die spezifische
Kohlenhydrat-Bindestelle auf die fiir das Hexasaccharid beschriebene begrenzt ist (vgl.
Abschnitt 3.7.). Die fiir die Varianten von HK620TSP beobachteten Wérmekapazitits-
dnderungen sind konsistent mit denen fiir P22TSP gemessenen. Bei der Bindung des etwas
grofleren Oktasaccharids aus S. Enteritidis durch das P22TSP wurde eine Warmekapazitéts-
anderung von -1,84 kJ mol™” K™ gemessen (Baxa et al. 2001). Bei Lektinen wurden typischer-
weise deutlich geringere Verluste an Wairmekapazitit durch Kohlenhydratbindung
(-0,4 kI mol” K'') gemessen, wihrend fiir Antikdrper stark temperaturabhingige Warme-

kapazititsinderungen bis zu -4 kJ mol” K™ (vgl. Abschnitt 1.2.) ermittelt wurden (Toone
P g g
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1994; Sigurskjold & Bundle 1992). Die beschriebenen TSP-Systeme aus HK620 und P22
liegen somit beziiglich der Warmekapazitét der Bindung zwischen Kohlenhydratbindungen

durch Lektine und Antikdrper.

4.5. Die Bindung von O18A-Antigen-Fragmenten

Neben der Bindung von O18A1-Oligosacchariden wurden zudem O18A-Oligosaccharide fiir
Bindungsstudien gereinigt, da HK620TSP Aktivitit gegeniiber dem O18A-PS aufwies. Das
O18A-Antigen ist im Vergleich zu O18A1 nur um einen Zuckerrest verkiirzt. Im O18A-
Antigen fehlt die Seitenkettenglucose, so dass die kleinste repetitive Einheit des Typs O18A
ein Pentasaccharid ist (Jann et al. 1992).

Bei den Messungen der Bindung von OI18A-Pentasaccharid durch die hochaffinen
HK620TSP-Varianten zeigten sich dhnliche Affinititen wie fiir das O18A1-Hexasaccharid.
Allerdings unterliegt die Bindung einer verdnderten Thermodynamik im Vergleich zur
O18A1-Bindung. Die Bindung von O18A-Pentasaccharid ist stirker enthalpisch getrieben als
die Bindung von O18A1-Hexasaccharid (AAH = -10 kJ mol™"). Da gleiche bzw. sehr dhnliche
Affinitidten zu beiden Oligosacchariden vorliegen, ist entsprechend der entropische Beitrag
zur Bindung nicht so giinstig wie fiir die Interaktion mit dem O18A1-Antigen (A(-TAS) = 5-
15 kJ mol, vgl. Tab. 3-3 und 3-7). Die Unterschiede in den Bindungsparametern zwischen
den verschiedenen TSP-Varianten blieben dabei bestehen. Durch Fehlen der Seitenketten-
glucose haben sich die Triebkrifte der Bindung verschoben und die Bindung der Oligo-
saccharide ist z.T. nicht mehr bzw. weniger stark entropisch begiinstigt. Der lineare Zu-
sammenhang zwischen dem Entropieterm der Bindung und der Bindungsenthalpie bleibt trotz
der Verschiebung der Triebkrifte bestehen (vgl. Abb. 4-2). Die Aussagekraft dieses
Zusammenhangs bleibt fraglich und es steht zur Debatte, ob es sich dabei nur um ein Artefakt
handelt, dennoch soll erwdhnt werden, dass dieser Zusammenhang auch hier gegeben ist
(Cornish-Bowden 2002; Hunter & Tomas 2003; Cooper et al. 2001).

Klein und Mitarbeiter zeigten 2008, dass Untersuchungen von Bindungsparametern in
Losungsmitteln unterschiedlicher Konzentrationen ein tieferes Verstéindnis fiir den Bindungs-
prozess erzielen konnen (Klein ef al. 2008). In besagter Arbeit wurden dabei die Wechsel-
wirkungen zwischen biomimetischen Rezeptoren und Kohlenhydraten untersucht. Proteine
sind oft unter den Losungsmittel-Bedingungen nicht stabil, an dieser Stelle konnte jedoch die
aullergewohnlich hohe Stabilitdt von TSP genutzt werden (Barbirz et al. 2009). HK620TSP-

Varianten waren unter diesen Bedingungen stabil, wie zuvor mittels Fluoreszenzspektros-
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kopie getestet wurde (Daten nicht gezeigt). Die Methode nach Klein und Mitarbeitern wurde
exemplarisch zur Analyse der Bindung von O18A-Pentasaccharid durch die TSP-Variante
D339N/E372Q verwendet.

Durch Zugabe der verschiedenen Losungsmittel wurde Wasser von der Liganden- und
Proteinoberflidche entfernt (Klein ez al. 2008). Je hoher die Konzentrationen an Losungsmittel
waren, desto weniger Wassermolekiile befinden sich noch auf der Protein- und
Ligandenoberfliche und kdnnen bei der Zuckerbindung verdridngt werden. Entsprechend ist
der Einsatz der Losungsmittel entropisch ungiinstig. Das Wasser steht jedoch zusétzlich als
Donor und Akzeptor fiir Wasserstoftbriicken in Konkurrenz zu den polaren Gruppen von
Protein und Ligand. Daher wurde der ungiinstigste Enthalpieterm in Abwesenheit von
Methanol und DMSO gemessen. DMSO weist eine geringere Polaritit auf (Z=71,1;
Polarititsskala nach Kosower et al. 1963) als Methanol (Z = 83,6; Wasser zum Vergleich:
Z =94,6). Zudem kann DMSO selbst keine Wasserstoftbriicken ausbilden (aprotisch), wozu
Methanol jedoch in der Lage ist. Beide Losungsmittel entziechen Wasser von der Protein- und
Ligandenoberfldche, Methanol kann als jedoch protisches Losungsmittel eventuell Wasser-
stoffbriicken zwischen Kohlenhydrat und Protein vermitteln, ohne in starker Konkurrenz zu
polaren Gruppen zu stehen. Dies konnte den giinstigeren Enthalpieterm im Vergleich zu den
Messungen in DMSO erkldren ebenso wie den ungiinstigeren Entropieterm durch
Rekrutierung von einigen Methanol-Molekiilen an der Bindestelle (vgl. Abschnitt 3.8.4.2.).
Diese Analysen der Triebkrifte der Bindung in unterschiedlichen Losungsmitteln betonen die
Rolle des Wassers fiir die Bindung der Oligosaccharide durch HK620TSP. Der ungiinstige
Effekt auf die Entropie durch fehlendes Wasser in der Bindestelle iibertrifft die positive
Wirkung auf die enthalpischen Beitrdge zur Bindung, so dass die Affinitdt zwischen Protein
und Zucker bei steigenden Losungsmittel-Konzentrationen leicht sinkt (vgl. Abschnitt
3.8.4.2)). In 16% DMSO wurde die Affinitit der HK620TSP-Variante D339N/E372Q zu
O18A-Pentasaccharid um einen Faktor 1,8 verringert im Vergleich zur Bindung bei 0%
DMSO. Die Affinitit des Lektins Hevein gegeniiber N, N’, N’ ’-Triacetylchitotriose wurde
hingegen durch Zugabe von DMSO (20% final) um eine Groenordnung reduziert. Aufgrund
einer Kombination von MD-Simulationen und NMR-Messungen wurde vermutet, dass in dem
hydrophoben Losungsmittel DMSO vor allem das stacking von aromatischen Aminosduren an
den Zucker unterdriickt wurde (Siebert ef al. 2000). Hydrophobe Wechselwirkungen spielen
in HK620TSP vermutlich eine untergeordnete Rolle, trotzdem kénnen Analysen mittels NMR

in Kombination mit MD-Simulationen weitere Erkenntnisse liefern.
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Die Ursache fiir die Verschiebung der Triebkrifte bei Bindung von O18A-Pentasaccharid im
Vergleich zu der Komplexierung von O18A1-Hexasaccharid scheint in der Geometrie der
Bindestelle und der Bindung der Seitenkettenglucose zu finden zu sein. Dies soll im
folgenden Abschnitt ausfiihrlich diskutiert werden. Hier bleibt anzumerken, dass die zusétz-
liche Bindung der Seitenkettenglucose keinen Gewinn in der Gibbs-Energie bringt, die Trieb-
kréfte verdndern sich lediglich. Darum stellt sich die Frage, wozu die Bindung dieses Zucker-
rests dient. Welchen Vorteil hat die Bindung von O18A1-Oligosacchariden im Vergleich zu
denen des Typs O18A fiir den Phagen? Es bleibt an dieser Stelle ein evolutionédrer Zu-
sammenhang zu vermuten. Es wire moglich, dass HK620TSP aus einem O18A-bindenden
TSP entstanden ist oder umgekehrt. Der einzige, in der Literatur beschriebene Phage, der spe-
zifisch fiir E. coli mit O18A-Antigen ist, ist das Myovirus Q18A (Ulmer et al. 1987). Ahn-
liche Verwandtschaften wurden auch fiir P22TSP gefunden, fiir welches homologe Proteine
im Myovirus Det7 und im Siphovirus 9NA bekannt sind (Walter et al. 2008; Andres, Roske et
al. 2012). Es konnte also das gleiche kohlenhydratbindende System in verschiedenen Phagen
unterschiedlicher Morphologien ausgemacht werden. Ein derartiger evolutiondrer Zusammen-
hang konnte evtl. auch fiir das kohlenhydratbindende System des HK620TSP gegeben sein.
Uber den Phagen Q18A ist lediglich bekannt, dass dieser Phage spezifisch fiir Bakterien der
O-Serogruppe O18A ist. Durch Infektion von Bakterien-Hybriden aus E. coli K12, die mit
O18A-PS versehen wurden, konnte gezeigt werden, dass das O18A-PS vermutlich der
Rezeptor ist (Ulmer et al. 1987). Bisher sind keine strukturellen Daten oder Sequenzdaten von

dem Phagen Q18A erhiltlich, um diese Theorie niher zu beleuchten.

4.6. Die Zuckerbindestelle in HK620TSP

In diesem Abschnitt soll die Bindung der verschiedenen Oligosaccharide durch HK620TSP
abschlieBend diskutiert werden. Dabei spielt die Architektur der Bindefurche eine ausschlag-
gebende Rolle. Die Bindung der Oligosaccharide in diese Furche zeichnet sich durch viele
schwache Wechselwirkungen zwischen Protein und Zucker aus. So wurden in der Kristall-
struktur des Wt mit gebundenem Hexasaccharid etwa 19 direkte und 24 Wasser-vermittelte
Wasserstoftbriicken (< 3,5 A) gefunden und nur 8 hydrophobe Kontakte. Im Gegensatz dazu
stehen z.B. kohlenhydratbindende Module (CBM) aus PS-degradierenden Hydrolasen, die nur
wenige Wasserstoffbriicken ausbilden und ihre Bindung hauptsidchlich iiber stacking von

aromatischen Aminosiduren an den Zucker bewirken.
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Des Weiteren bleibt zu erwéhnen, dass die Kohlenhydrat-Bindestelle im HK620TSP auf die
Hexasaccharid-Bindefurche begrenzt zu sein scheint. In den Bindungsstudien gab es keinerlei
Anzeichen auf eine zweite spezifische Bindestelle. Bei den Untersuchungen der Bindung
langerer Oligosaccharide (2 oder 3 repetitive Einheiten) wurden nur leicht erhdhte Affinitaten
erhalten im Vergleich zur Bindung des Hexasaccharids, was durch unspezifische Wechsel-
wirkungen bedingt sein sollte (vgl. Tab. 3-3, 3-6 und 6-1). Zudem wurde in den Kokristall-
strukturen keine weitere Elektronendichte fiir Zuckerfragmente jenseits der beschriebenen
Bindestelle gefunden. Auch die ermittelten Wérmekapazititsdnderungen, die fiir die Bindung
von einer repetitiven Einheit und zwei repetitive Einheiten des Typs O18A1l gleich sind,
tragen dazu bei, eine zweite spezifische Bindestelle auszuschlieBen.

Zuvor wurde bereits versucht, Bindungstypen fiir Kohlenhydrat-Interaktionen zu unter-
scheiden (vgl. Abschnitt 4.4.3.). Die flache Bindungstasche in HK620TSP gleicht auf den
ersten Blick eher den vorgeformten Furchen in Lektinen (Weis & Drickamer 1996; Lis &
Sharon 1998; Ambrosi ef al. 2005). Bei detaillierterer Betrachtung fillt auf, dass vor allem die
Seitenkettenglucose des Hexasaccharids etwas stidrker begraben ist als die anderen zugéng-
lichen Zuckerreste, die in einer recht flachen Furche liegen. Diese Glucose wird von einer
Schleife (loop) des Proteins abgeschirmt (75% der Glucose sind verdeckt, vgl. Abb. 3-28).
Vergleicht man die Proteinstruktur vor und nach Zuckerbindung, findet man eine mittlere
Abweichung (RMSD) zwischen den jeweiligen Ca-Atomen von 0,15 A. Diese geringen
Abweichungen zwischen den beiden Strukturen sind auch an der Bindestelle zu finden, was
zeigt, dass diese vorgeformt ist. Allerdings zeigen die Reste Asn471 und Ser472 aus der
Schlaufe (469-472) einen groBeren RMSD von 0,6 A. Dies spricht dafiir, dass die Bindestelle
vorgeformt ist, geringfiigige konformationelle Anderungen an dieser Stelle durch die Bindung
jedoch bedingt werden. Dies bestdtigen auch einige Ergebnisse der kinetischen Unter-
suchungen der Bindung (vgl. Abschnitt 3.10.). Es zeigte sich, dass die Bindung von O18A-
Pentasaccharid an die Variante D339A/E372Q ebenso wie die Dissoziation schneller erfolgte
als fiir O18A1-Hexasaccharid. Die Bindung der Glucose in die Tasche bedingt also eine
langsamere Kinetik. Dies kann durch die Wasserverdringung aus der Tasche und gering-
fligige konformationelle Anderungen begriindet werden.

Aus der Bindestelle der Seitenkettenglucose werden bei Bindung der Glucose vier
Wassermolekiile verdrangt, die durch die Schleife aus den Aminosduren 469-472 teilweise
abgeschirmt werden (vgl. Abschnitt 3.8.4.3.). Wenn die Glucose dort nicht gebunden wird,
fehlt ein gewisser Entropiebeitrag zur Bindung. Wohingegen der Enthalpiebeitrag fiir die

Bindung dann giinstiger ist, da in der Tasche kaum enthalpisch giinstige Kontakte zwischen
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dem Zuckerrest und diesen Aminoséuren eingegangen werden und zudem das Aufbrechen der
Wasserstoffbriicken des Wassers enthalpisch ungiinstig ist (Chavelas & Garcia-Hernandez
2009). Durch diese Effekte wird das Pentasaccharid des Typs O18A letztendlich mit einer
dhnlichen Affinitdt gebunden wie das OIl8Al-Hexasaccharid. Der Entropiebeitrag der
Bindung von OI18A-Pentasaccharid ist im Vergleich zu typischen Entropiebeitrigen bei
solchen Komplexbildungen immer noch giinstig (bei 25°C -TAS (HK620TSP-Varianten +
O18A-Pentasaccharid) = 0,2-15 kJ mol™, -TAS (P22TSP + Oktasaccharid) = 38,6 kJ mol™).
Das liegt daran, dass auch ohne Bindung der Glucose 17 andere Wassermolekiile bei Kohlen-
hydratbindung verdringt werden, wohingegen bei der Bindung des Oktasaccharids von der
Oberflache von P22TSP insgesamt nur 10 Wassermolekiile verdrangt werden.

Die Erstellung der Variante E372Q/A471-2, bei der die Bindestelle fiir die Seitenketten-
glucose freigelegt wird, und die anschlieBenden Bindungsuntersuchungen mit dieser Variante
stiitzen die Vermutung, dass die Freisetzung von vier Wassermolekiilen aus der Abschirmung
durch die Schleife aus den Aminosduren 469-472 bei Bindung der Glucose entropisch sehr
giinstig ist. Die Bindung von O18A1-Hexasaccharid an Variante E372Q ist deutlich starker
entropiegetrieben als die Bindung an die Variante E372Q/A471-2 (A(-TAS) =-10,7 kJ mol™).
Im Vergleich zu der Variante E372Q ist die Bindung des Hexasaccharids an die Variante
E372Q/A471-2 unter enthalpischen Aspekten sogar giinstiger (AAH = +2,7 kJ/mol), da einige
der oben genannten, ungiinstigen Kontakte durch Deletion von zwei der abschirmenden
Aminoséduren ebenfalls eliminiert wurden bzw. die enthalpisch ungiinstige Verdringung der
vier Wassermolekiile aus der Tasche nicht stattfindet. Insgesamt {iberwiegt die Einbufle im
Entropieterm, so dass die Variante E372Q/A471-2 eine fast 27fach geringere Affinitit gegen-
iiber dem O18A1-Hexasaccharid aufweist, wihrend diese Variante das O18A-Pentasaccharid
nur etwa viermal schwécher bindet als die Variante E372Q und das O18A-Dekasaccharid so-
gar nur zwei- bis dreimal schwicher.

Es wurden beispielhafte Bestimmungen der Wiarmekapazititen der Bindung von OI18A-
Pentasaccharid und OI18A-Dekasaccharid durchgefiihrt. Eine Wirmekapazititsinderung
(ACp) von -1,38 kJ K™ mol™ fiir das Pentasaccharid bestitigt, dass eine kleinere Fliche des
Proteins durch das Pentasaccharid als durch das O18Al-Hexasaccharid bedeckt wird bzw.
eine geringere Anderung in der Losungsmittel-Zuginglichkeit durch Bindung des Penta-
saccharids bewirkt wird. Wohingegen durch das Decasaccharid die gleiche Warmekapazitéts-

dnderung erzielt wurde wie fiir die Bindung des Hexasaccharids. Durch das verldangerte Oligo-
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saccharid wird somit evtl. unspezifisch eine groBere Fldche an Protein und Ligand bedeckt
und hinsichtlich der Losungsmittel-Zugénglichkeit beeinflusst.

Fiir die Wechselwirkungen von Kohlenhydraten an Proteinen stellen auch die Flexibilitéit der
Zucker und die Anderung dieser wihrend der Bindung einen wichtigen Faktor dar. Generell
ist eine hohe, jedoch im Vergleich zu Peptiden aufgrund der Ringstruktur eingeschrianktere
Flexibilitdit von Kohlenhydraten in Losung anerkannt (DeMarco & Robert J Woods 2008;
Landstrom & Widmalm 2010). Durch Bindung der Oligosaccharide wird diese Flexibilitét
ebenso wie die einiger Aminosduren eingeschrankt. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden,
dass Teile der Kohlenhydrate nach der Bindung noch flexibel sind (Canales et al. 2005). Es
sind nur wenige Studien durch MD-Simulationen (Pathiaseril & R J Woods 2000; Kadirvelraj
et al. 2006) und eine kombinierte Studie aus STD-NMR und MD-Simulationen beziiglich der
Flexibilitdt der Kohlenhydrate wihrend ihrer Interaktion veroffentlicht (Theillet et al. 2011).
Untersuchungen zur Dynamik der Kohlenhydrate im System von HK620TSP bzw. der
Varianten davon kdnnten zum Verstindnis der Triebkridfte und auch der Unterschiede in der
Affinitdt beitragen, zumal jede nicht mehr bewegliche Verkniipfung im Zucker mit einer
Entropieeinbufle von etwa 1 kcal mol™ verbunden ist (McGavin et al. 2005).

Im Design von Pharmaka wird versucht, die Tatsache, dass Wasser eine wichtige Rolle in
Bindungsprozessen einnehmen kann, zu nutzen. Zum einen treibt die Freisetzung von Wasser
wihrend der Bindung den Prozess. Daher sind oft Oberflichen ohne Platz zwischen Ligand
und Protein mit hoheren Affinitdten verbunden als Oberflichen mit wassergefiillten Liicken
zwischen den Interaktionspartnern. Eine Ausnahme besteht darin, dass diese Wassermolekiile
funktionell sein konnen und Wasserstoffbriicken vermitteln kdnnen. Zudem kann in der
Peripherie gebundenes Wasser die Bindestelle ausweiten (Toone 1994; Ladbury 1996; Li &
Lazaridis 2005; Clarke et al. 2001). Des Weiteren konnen sogenannte /ong-range Effekte
iiber Wasser vermittelt sein. Diese Effekte beschreiben den Einfluss von weit entfernten
Aminoséduren auf die Bindestelle und sind schwer vorherzusagen. Variationen in weit von der
Bindestelle entfernten Aminosduren konnen jedoch z.B. die Thermodynamik eines Systems
verdndern wie fiir Galectin-1 gezeigt (Gupta ef al. 1996).

Spezifititen konnen z.T. durch strukturelle Wasser erzielt werden wie im Fall des L-Ara-
binose bindenden Proteins (ABP). Die Bindung von L-Arabinose anstelle von D-Galactose
fiihrt tiber ein eingeschlossenes Wasser zu einer zusétzlichen Wasserstoffbriickenbindung und
damit zu einer hoheren Affinitdt (Quiocho et al. 1989). Durch P22TSP konnen drei ver-

schiedene Antigene gebunden werden. Die Spezifitit fiir das Antigen aus Salmonella Para-

117



Diskussion

typhi, welches in einer anderen Konformation bindet als die anderen beiden Antigene, wird
dabei durch ein strukturelles Wasser vermittelt (Andres, Gohlke et al. 2012).

Um Pharmaka beziiglich ihrer Bindung zu verbessern, wird versucht, Wasser in die Binde-
stelle einzufiihren. So wurde durch Einfithrung einer funktionellen Gruppe in einen Inhibitor
der HIV-1 Protease ein konserviertes Wasser aus der Bindestelle verdriangt, wihrend das
Wasserstoffbriicken-Netzwerk erhalten blieb. Dies steigerte die Aktivitdt des Inhibitors (M.
Miller et al. 1989; Lam et al. 1994). Die Vorhersage von solchen Prozessen und das
entsprechende Design von synthetischen Liganden stellt allerdings eine herausfordernde
Aufgabe dar und ist oft mit Scheitern verbunden (Kadirvelraj et al. 2008).

Aufgrund der Rolle des Wassers und der zunehmenden Wichtigkeit von Prozessen der
Kohlenhydrat-Erkennung ist das hier untersuchte System von Relevanz und in zukiinftigen
Arbeiten sollen die Prozesse wihrend der Bindung durch weitergehende Untersuchungen
mittels Rontgenstrukturanalyse, MD-Simulationen und STD-NMR noch tieferes Verstindnis
bringen. In dieser Arbeit wurden erste thermodynamische Daten zur Bindung von Kohlen-
hydraten durch HK620TSP generiert und der Satz an strukturellen Daten erweitert. Mit diesen
Daten konnen zukiinftig sogenannte Parametrisierungen von thermodynamischen Grof3en
unternommen werden. Das heiit es konnen Berechnungen dieser GroBen iiber Anderungen
der Zuginglichkeiten von Oberfldchen (AASA) bei der Komplexbildung durchgefiihrt werden
(Garcia-Hernandez et al. 2003; Chavelas & Garcia-Hernandez 2009). Dieses Wissen wird

helfen, Vorhersagen beziiglich kohlenhydratbindender Eigenschaften zu ermdglichen.

4.7. Arbeiten mit dem Phagen HK620

Die TSP aus den Phagen HK620 und P22 stellen in medizinischer Hinsicht ein interessantes
System dar, da sie die Spezifitit der Phagen bewirken und LPS, eine Schutzbarriere fiir die
Bakterien, hydrolysieren (Allende & Thomas J McIntosh 2003; Barbirz et al. 2008; U.
Eriksson ef al. 1979). TSP oder ganze Phagen konnen daher benutzt werden, um Bakterien fiir
therapeutische Zwecke oder in der Lebensmittelindustrie zu behandeln. Manche Phagen bzw.
Phagenproteine befinden sich bereits in klinischen Studien, wihrend z.B. ein Phage von
Listeria monocytogenes schon Anwendung in der Lebensmittelindustrie findet und benutzt
wird, um Listeria monocytogenes von entsprechenden Lebensmitteln zu eliminieren
(Wendlinger et al. 1996; Hagens & Offerhaus 2008; Lu & Koeris 2011). Beziiglich der

Moglichkeit, Phagen zur Therapie gegen Bakterien in der Lebensmittelindustrie oder als
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mikrobiologisches Werkzeug einzusetzen, ist es von Interesse den Infektionsmechanismus
von Phagen zu verstehen.

Der Phage P22 stellt einen Prototypen der Podoviren dar und wurde iiber 60 Jahre intensiv
studiert, so dass Daten zur Assemblierung, DNA-Packung und Infektion generiert wurden
(Israel et al. 1967; Strauss & King 1984; Andres, Hanke et al. 2010). So wurde schon frith
entdeckt, dass die Infektiositdt von P22-Phagen stark von der Konzentration an TSP abhéngt
und mindestens drei assemblierte TSP fiir eine Infektion notwendig sind (Israel et al. 1967;
Strauss & King 1984; Andres, Hanke et al. 2010). Arbeiten von D. Andres mit dem Phagen
P22 zeigten, dass LPS der einzige Rezeptor fiir den Phagen auf der Bakterienoberfliche ist,
der notwendig ist, um die DNA-Ejektion aus dem Phagenkapsid zu initiieren (Andres, Hanke
et al. 2010). Hinsichtlich der Vielfalt an verschiedenen Phagen und ihrer Rezeptoren, war die
Entdeckung interessant, dass ein zu dem P22TSP homologes TSP in dem Siphovirus 9INA
trotz der unterschiedlichen Morphologie des Phagens im Vergleich zu P22 die gleiche Wirts-
spezifitdt bedingt. Bei dem Phagen 9NA konnte ebenso die DNA-Ejektion durch das gleiche
LPS wie im Fall von P22 in Anwesenheit von Magnesiumionen initiiert werden, die Ejektion
unterlag einer dhnlichen Aktivierungsenergie, jedoch einer anderen Kinetik (Andres, Hanke et
al. 2010).

Ebenso gro wie die Vielfalt der Phagen ist die ihrer Rezeptoren. Es kdnnen Proteine,
Kapselpolysaccharide, Pili oder Flagellen, Teichonséure, verschiedene Teile des LPS oder das
Peptidoglycan von Phagen erkannt werden (vgl. Einleitung 1.5; Schwartz 1975; Scholl et al.
2001; Raimondo et al. 1968; Thompson et al. 2010; Filippov et al. 2011; Lindberg 1973). Der
Phage HK620 bindet wie P22 an LPS. Aufgrund der Verwandtschaft zwischen den Phagen
P22 und HK620 und zwischen vielen ihrer Proteine konnte ein dhnlicher Infektions-
mechanismus zu Grunde liegen (Casjens & Thuman-Commike 2011). Im Gegensatz zu den
Phagen 9NA und P22, die den gleichen Salmonella-Wirt haben, infiziert HK620 allerdings
E. coli. Der Phage HK620 konnte im Zuge dieser Arbeit trotz seiner Temperenz in hohen
Titern aufgereinigt werden. Obwohl HK620TSP die Bindung verschiedener Kohlenhydrate
toleriert, konnten durch den Phagen HK620 keine Bakterien anderer Stimme der O-
Serogruppe O18A1 oder mit anderen O18-Antigenen lysiert werden. Zudem konnte bei zuvor
mit HK620-Phagen behandelten Bakterien durch Induktion mit Carbadox (Barksdale & Arden
1974) keine Lyse induziert werden (vgl. Abschnitt 3.11.2.). Die durch das TSP mitgegebene
Spezifitdt und Aktivitit gegenliber dem Wirts-LPS ist somit in vivo nicht ausreichend, um
eine Infektion des Bakteriums durch den Phagen zu bewirken. Dies kann vermutlich damit

erkliart werden, dass diese Bakterien Kapselpolysaccharide aufweisen, die die Erkennung des
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LPS durch den Phagen verhindern (vgl. Abschnitt 3.11.4.). Des Weiteren wire es moglich,
dass ein weiterer Rezeptor fiir eine erfolgreiche Infektion notwendig ist. Zudem konnten LPS-
Liange oder LPS-Modifikationen eine Rolle fiir die Phageninfektion spielen. Aufgrund der
Komplexitit von in vivo Arbeiten wurde versucht, die Faktoren fiir die Infektion des Phagen

HK620 anhand von in vitro Experimenten zu identifizieren.

4.71. In vitro Untersuchungen zur DNA-Ejektion durch HK620

Die DNA-Ejektion einiger Phagen wurde bereits in vitro untersucht. Dazu z&hlt der Phage
Lambda, dessen DNA-Ejektion mittels Lichtstreuung (LS) untersucht wurde, und der
Bakteriophage T5, bei dem die unterschiedlich starke Férbung der gepackten und
freigesetzten DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff YoPro ausgenutzt wurde (Lof et al. 2007;
M. Eriksson et al. 2007). Es konnte zudem der Proteinrezeptor FhuA in Liposomen eingefiigt
werden und die DNA durch den Phagen T5 in diese ejiziert werden (Bohm et al. 2001;
Plancon et al. 1997). Anhand des Phagen P22 wurde zum ersten Mal die in vitro Ejektion
durch einen LPS-Rezeptor untersucht (Andres, Hanke et al. 2010). Die Ejektion der DNA aus
den Phagen P22 und 9NA wurde in der Fluoreszenz in Anwesenheit des Farbstoffs YoPro
nach Zugabe des Rezeptors beobachtet, wie zuvor fiir den Phagen T5 beschrieben (Andres,
Hanke et al. 2010).

Aufgrund der Lichtstreuung von LPS konnte die DNA-Ejektion nicht wie fiir den Phagen
Lambda anhand der Lichtstreuung der ejizierten DNA beobachtet werden (s.0.). Das
Fluoreszenzexperiment mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff YoPro erwies sich fiir
Messungen der DNA-Ejektion des Phagen HK620 ebenfalls als problematisch. Das lag daran,
dass bei den fiir P22 genutzten LPS-Mengen bei HK620 keine DNA-Ejektion beobachtet
werden konnte. Es wurde versucht, die Ejektion der DNA durch héhere LPS-Konzentrationen
zu initiieren, was aufgrund der starken Lichtstreuung bei grofleren Konzentrationen an LPS in
der Fluoreszenz nicht beobachtet werden konnte.

Daher wurde die DNA-Ejektion des Phagen HK620 mit Hilfe von Agarosegelen untersucht.
Auf Agarosegelen analysierte Préparationen von HK620Phagen weisen etwa drei Banden auf
(vgl. Abb. 3-33, Spur 2), von denen eine DNase-zuginglich ist. Dabei handelt es sich um
Phagen, die in dem letzten Schritt der Préparation (Dialyse, um CsCl des Dichtegradienten zu
entfernen) aufgeplatzt sind. Intakte Phagen zeichnen sich durch die Resistenz gegeniiber

DNase aus, somit wurden zwei der drei Banden intakten Phagenspezies zugeordnet.

120



Diskussion

Anhand des Anstiegs der Menge an DNase-zugéinglicher DNA zeigte sich in diesen Analysen,
dass erst durch die fiinffache Menge an LPS aus E. coli H TD2158 im Vergleich zu den P22-
Experimenten die Ejektion signifikant induziert werden konnte, was die Probleme in den
sensitiven Fluoreszenzmessungen erklért. In den Agarosengelen zeigte sich zudem, dass die
Ejektion nicht bei allen Phagen induziert werden konnte, es war trotz der groBen Menge an
LPS noch eine Bande von intakten Phagen zu erkennen (vgl. Abb. 3-33, Spur 3). Zudem war
die ejizierte DNA nach Zugabe von LPS z.T. nicht komplett zuginglich fiir DNase und Re-
striktionsenzyme (vgl. Abb. 3-33, Spuren 4-6). Der Restriktionsverdau mit EcoRI war dabei
jedoch vollstidndiger als der mit HindIII oder DNase. Dieses Enzym aus E. coli ist eventuell in
der Lage, nicht komplett ejizierte DNA aus dem Kapsid zu ziehen wie es zuvor fiir das Enzym
EcoKI und den T7-Phagen beschrieben wurde (Garcia & Molineux 1999).

Eine eindeutige Erklarung fiir die fehlende Vollstandigkeit der Ejektion und der Zugénglich-
keit der DNA nach Inkubation mit LPS lieferten elektronenmikroskopische Aufnahmen nicht
(vgl. Abschnitt 3.11.6.). Allerdings konnte in der Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass
die Phagen mit ihrer Schwanzstruktur an die LPS-Strukturen binden und nach Inkubation mit
LPS aus E. coli H TD2158 grof3tenteils keine DNA mehr in den Kapsiden haben.

Durch alle durchgefiihrten Analysen kristallisierte sich heraus, dass die Konzentration und die
Struktur des LPS einen wichtigen Faktor fiir die DNA-Ejektion in vitro darstellt. LPS aus
E. coli weist andere Eigenschaften auf als LPS aus dem P22-Wirt Salmonella. So wurde in
Untersuchungen mittels Lichtstreuung fiir das gereinigte E. coli-LPS ein geringerer Stokes
Radius (etwa 40 nm) gefunden als fiir das Salmonella-LPS (etwa 90 nm). In den elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen zeigten sich dhnliche stdbchenférmige Strukturen fiir die
LPS aus Salmonella Typhimurium (Andres, Roske et al. 2012) und E. coli H TD2158 (vgl.
Abb. 3-36 A, Richter et al. 2011). Fiir P22 wurde gezeigt, dass die Ausbildung multilamel-
larer Strukturen und somit die Imitierung der Zellmembran fiir diese in vitro-Untersuchungen
essentiell ist. Durch die einzelnen Bestandteile des LPS (Lipid A und PS) konnte keine DNA-
Ejektion induziert werden. Die Aktivitit der TSP war ebenso essentiell, um den Phagen zur
Membran hin auszurichten und das sog. Plug Protein durch die Bewegung des Phagen entlang
der LPS-Ketten gegen die Membran zu driicken (Andres, Hanke et al. 2010). Im Infektions-
modell fiir den Phagen P22, das von D. Andres vorgeschlagen wurde, spielt das Plug Protein
(gp26) eine wichtige Rolle als sog. Drucksensor, der durch die Bewegung des Phagen zur
Membran hin durch die Hydrolyse des LPS gegen die Membran gedriickt wird, wodurch
vermutlich die Ejektion initiiert wird (Andres, Hanke ef al. 2010). Das P22gp26 zeichnet sich

dadurch aus, dass es enorm stabil bei gleichzeitiger Flexibilitdt in der sog. Lazo-Doméne (IV
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vgl. Abschnitt 1.3.1./2.) ist, die am weitesten aus dem Phagen herausragt (Olia et al. 2007;
Olia & Cingolani 2008; Bhardwaj et al. 2009). Diese flexible Doméne trifft zuerst auf die
Membran und kann evtl. aufgrund ihrer Flexibilitit in die Membran integrieren (Tang et al.
2005; J. Chang et al. 2006; Lander et al. 2009; Andres, Hanke et al. 2010). Die Plug Proteine
(gp26) aus HK620 und P22 erwiesen sich in ersten Untersuchungen als relativ dhnlich
(Bhardwaj et al. 2009). Allerdings wurde kiirzlich die Struktur von gp26 aus HK620 gelost
und dieses Protein erwies sich im Gegensatz zu gp26 aus P22 als komplett flexibel
(personliche Mitteilung G. Cingolani). Die Eigenschaften von gp26 und dessen Interaktion
mit der Membran sind vermutlich entscheidend fiir die Freisetzung der DNA aus dem Phagen
und limitieren vermutlich die DNA-Ejektion in vitro. Mit dem sehr flexiblen Pl/ug Protein als
Sensor fiir die Ejektion ist es moglicherweise umso wichtiger bei in vitro Praparationen von
LPS die Membran des Wirts gut zu imitieren.

Durch Inkubation mit LPS aus E. coli IHE3042 konnte die Ejektion der DNA aus dem Phagen
HK620 weder im Agarosegel noch in der Elektronenmikroskopie beobachtet werden. Das
LPS aus diesem Stamm erwies sich im Laufe der Untersuchungen dieser Doktorarbeit als
semi-rough, was die Tatsache beschreibt, dass die Bakterien dieses Stammes hauptsédchlich
LPS mit sehr kurzen LPS-Ketten tragen. Es wurde gezeigt, dass dieser Bakterienstamm einen
Prophagen im Lysogen aufweist, der durch Carbadox induziert werden konnte (vgl. Abb. 3-
32). Durch den Einbau der unbekannten Phagen-DNA in das Genom der Bakterien konnte die
LPS-Synthese dahingehend beeinflusst worden sein, dass hauptsidchlich kurze Ketten
synthetisiert werden, wie es fiir bestimmte Phagen gezeigt wurde (Tomés & Kay 1984). Die
Struktur des LPS ist fiir das Bakterium wichtig als Schutzbarriere und eine minimale Lénge
ist zum Uberleben dieser notwendig (Snyder et al. 1999; Allende & Thomas J Mclntosh
2003). Das LPS ist durch Prophagen verdnderbar und kann zudem den Umgebungs-
bedingungen angepasst werden (vgl. Einleitung 1.5.; Nikaido 2003). Auch in vitro ist die
Struktur von gereinigtem LPS stark von den Umgebungsbedingungen abhingig. Die
Flexibilitdt und Struktur von LPS sind von Faktoren wie lonenkonzentration, Temperatur und
Detergenzien bestimmt (Kastowsky ef al. 1992; Brogden & Phillips 1988). Die Struktur des
LPS wurde in dieser Arbeit mittels LS und Elektronenmikroskopie untersucht und zeigte eine
typische, zuvor beschriebene, stibchenartige Form mit einer Breite von etwa 15-20 nm in
Losung (Richter et al. 2011). Es wird vermutet, dass die Struktur von LPS ausschlaggebend
ist fiir die Induktion der DNA-Ejektion in vitro. Dafiir spricht, dass die DNA-Ejektion durch
das sehr kurzkettige LPS aus E. coli IHE3042 nicht induziert werden konnte. Dieses LPS

zeigte in der Lichtstreuung einen reduzierten Stokes Radius (30 nm) im Vergleich zu LPS aus
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E. coli H TD2158 (40 nm) und in der Elektronenmikroskopie konnten nur kleine Strukturen
beobachtet werden (vgl. Abb. 3-36/7). Die Ausbildung multilamellarer Strukturen stellt neben
der Spezifitdt der TSP ein wichtiger Faktor fiir die in vitro Ejektion der DNA dar: Durch
Inkubation mit den LPS aus E. coli der O-Serogruppe O18A und zur Kontrolle eines dritten
Stammes der O-Serogruppe O18A1 (10797), der lange LPS-Ketten aufweist, konnte DNA-
Ejektion in Agarosegelen bzw. in Elektronenmikroskopie beobachtet werden (vgl. Abschnitt
3.11.4.). Diese LPS bilden im Gegensatz zu dem LPS aus IHE3042 ausreichend grof3e,

multilamellare Strukturen aus (vgl. Abb. 6-4), um den Phagen entsprechend auszurichten.

4.7.2. Inhibition der Infektiositat des Phagen HK620 durch LPS

Neben den Untersuchungen der DNA-Ejektion in der Gelelektrophorese wurde die In-
aktivierung des Phagen HK620 durch LPS untersucht. Es zeigte sich, dass die gleichen LPS,
die in den gelelektrophoretischen Untersuchungen durch Inkubation mit dem Phagen DNA-
Ejektion induzieren konnten, in diesen Untersuchungen die Infektiositét des Phagen herunter-
setzten (vgl. Abschnitt 3.11.5.). Durch Inkubation von HK620-Phagen mit LPS aus E. coli
H TD2158 sowie mit LPS des Typs O18A konnte die Anzahl an Plaques innerhalb von
5 Minuten auf 7% reduziert werden, was jeweils das Minimum darstellte; danach stieg die
Zahl an Plaques wieder leicht an. Diese Minima waren reproduzierbar und konnten darin
begriindet sein, dass manche Phagen evtl. anfianglich sehr stark an LPS-Mizellen gebunden
waren, was aber scheinbar aufgrund von zu kurzen LPS-Ketten oder anderen Faktoren nicht
zur DNA-Ejektion fiihrte. Nach Freisetzung der Phagen durch Verdau dieser LPS-Strukturen
waren vermutlich nicht mehr ausreichend viele LPS-Strukturen vorhanden, welche die
Ejektion induzieren konnten, und somit konnten weitere Bakterien infiziert werden, wodurch
die Plaque-Zahl nach diesem Minimum anstieg. Dies konnte eventuell erkldren, weshalb die
Plaques nach Inkubation mit LPS aus E. coli H TD2158 sowie mit LPS des Typs O18A
kleiner und einphasig sind (vgl. Abb. 6-3).

Zum Vergleich wurden Phagen mit Puffer inkubiert, wodurch die Infektidsitit des Phagen
ebenso wie bei Inkubation mit LPS aus E. coli IHE3042 nicht signifikant beeinflusst wurde
(vgl. Abb. 3-35).

Durch die drei voneinander unabhidngigen Untersuchungen der DNA-Ejektion mittels
Gelektrophorese, Elektronenmikroskopie und Inaktivierung des Phagen HK620 in vivo konnte
gezeigt werden, dass die Induktion der DNA-Ejektion durch LPS prinzipiell wie im Falle von
P22 und 9NA moglich ist. Fiir die Signalgebung zur DNA-Ejektion scheint kein zweiter
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Rezeptor notwendig zu sein. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass durch einen
zweiten Rezeptor die vollstindige Ejektion bei allen Partikeln erreicht werden konnte. /n vivo
konnte die Ejektion zudem durch andere Faktoren verbessert werden. So werden durch
Phagen z.T. Porine kodiert, lonenkanéle konnen in die Penetration involviert sein oder RNA-
Polymerase bzw. Restriktionsenzyme ziehen die DNA in die Zelle (Boulanger & Letellier
1988; Nikaido 2003; Garcia & Molineux 1999). Beim Phagen T7 wird die Menge an DNA,
die in die Zelle eindringt kontrolliert. Die Proteine gp15/16 helfen, die DNA in die Zelle zu
iiberfithren (Molineux 2001; C.-Y. Chang et al. 2010).

Die Aktivitit des TSP sowie die Struktur des LPS zur optimalen Ausrichtung des Phagen und
Auslosung eines Signals durch den Druck des Plug Protein (gp26) gegen die Membran
scheinen dabei wichtige Faktoren zu sein wie auch die Struktur des gp26 selbst. Darin
stimmen die in dieser Arbeit generierten Daten mit den fiir den Phagen P22 beobachteten
Ergebnissen iiberein. Dadurch kann auch erklédrt werden, warum LPS durch den Phagen (zeigt
das gleiche Verdaumuster auf LPS wie isolierte TSP) bzw. TSP nicht komplett verdaut wird
(vgl. Abschnitt 3.4.). In Abbildung 4-3 sind die GroBenverhiltnisse von LPS im Vergleich
zum Phagen gezeigt. Dabei ist anzumerken, dass fiir den Phagen HK620 sowie fiir einige
seiner Bestandteile wie gp26 noch keine Strukturdaten verdffentlicht sind. Daher wurde das
Modell von D. Andres sowie die strukturellen Daten fiir den verwandten Phagen P22 als
Grundlage zur Abschitzung genommen und modifiziert (Andres, Hanke ef al. 2010). Ebenso
sind keine strukturellen Daten fiir das LPS erhaltlich, die Grof3en und die Konformation
konnen entsprechend abweichen. Nach Verdau des LPS durch das TSP bleiben etwa 8
repetitive Einheiten erhalten (vgl. Abb. 3-7). Diese nehmen mit 10 nm in etwa die Linge des
C-Terminus bis zum aktiven Zentrum ein. Dabei wurde eine relativ gestreckte Kette an O-
Antigenen zu Grunde gelegt, dies ist Spekulation und konformationelle Epitope, wie sie fiir
andere polymere Kohlenhydratstrukturen gefunden wurden, koénnen nicht ausgeschlossen
werden (André et al. 2009). Unter Annahme dieses Modells stoppt die Hydrolyse durch das
TSP, wenn der C-Terminus auf die core-Zuckerregion der LPS-Mizellen trifft. Das Plug
Protein gp26 konnte durch die Bewegung des Phagen zur Membran hin in diese gedriickt
werden, wodurch die Ejektion initiiert wird. Gp26 ist dabei nicht lang genug, um die &duflere
und innere Membran zu durchspannen (Andres, Hanke et al. 2010; Bhardwaj et al. 2009). Die
Uberquerung der DNA unterliegt somit Mechanismen, die weder fiir P22 noch fiir HK620
geklart sind.
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Abb. 4-3: Modell zur Abschatzung der GroBenverhaltnisse. Dieses Modell wurde von D. Andres fiir den Phagen P22 erstellt
und aufgrund fehlender Daten fir den Phagen HK620 als Anhaltspunkt verwendet und modifiziert (Andres, Hanke et al.
2010). So wurde auf die Hohe von P22TSP (PDB: 1TSP) (Steinbacher et al. 1996) das TSP aus dem Phagen HK620 gesetzt
(HK620TSPAN, PDB: 2VJJ, Barbirz et al. 2008). Als Grundlage fiir die Abbildung des ganzen Phagen diente die Cryo-EM
Struktur des Phagen P22 (EMDB: 1222) (J. Chang et al. 2006). Die Strukturen des Plug Proteins gp26 (orange, PDB: 2POH)
(Olia et al. 2007) sowie der Portalstruktur aus gpl und gp4 (PDB: 3LJ4) (Olia et al. 2011) sind in die Dichtekarte des Phagen
angepasst worden. Fiir das LPS wurden die entsprechenden O-Antigen-Einheiten des Typs O18A1 verwendet, dabei ist die
Konformation nicht bekannt (Jann et al. 1992).

4.7.3. Beeinflussung der Spezifitat von Podoviren

Hinsichtlich der Nutzung von Phagen in der Lebensmittelindustrie, fiir therapeutische Zwecke
oder als biotechnologisches Werkzeug ist es von Interesse die Spezifitdt von Phagen steuern
zu konnen. Dies gelang bereits bei dem Phagen fd durch Austausch der rezeptorspezifischen
Domine (Lorenz ef al. 2011). Ebenso konnte die Spezifitit der bakteriziden Eigenschaften
von Phagen durch Austausch ihrer sogenannten Pyocin-Schwanzfasern verdndert werden
(Williams et al. 2008).

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde versucht, die Spezifitdt des Phagen P22 durch
Anheften von HK620TSP zu verdndern. Dabei sollten das Wissen iiber den Phagen P22 und
bekannte Techniken im Umgang mit diesem Phagen ausgenutzt werden. So ist es mdglich,
Phagenkopfe von P22 zu reinigen und TSP mit verschiedenen Verdnderungen daran anzu-
heften, um Auswirkungen auf die Infektion zu beobachten (Winston et al. 1979; U. Eriksson
et al. 1979; Andres, Hanke ef al. 2010). Aufgrund der hohen Sequenzhomologie im N-
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terminalen Bereich der TSP aus P22 und HK620 war es moglich das Volllingen-TSP aus
HK620 direkt an dem P22-Phagen zu heften (Casjens & Thuman-Commike 2011).

Um die Intaktheit des Phagen jedoch sicherzustellen wurde ein Chimér erstellt, bei dem die
kopfbindende, N-terminale Doméne aus dem Phagen P22 an die zuckerbindende Domine aus
dem HK620TSP fusioniert wurde. Dieses Chimdr konnte unter etablierten Bedingungen
exprimiert, gereinigt und an P22-K&pfe angeheftet werden. Der neu konstruierte Hybrid-
Phage konnte in vivo weder E. coli noch Salmonella infizieren.

Es wurde versucht, die DNA-Ejektion dieser Phagen mit dem chiméren TSP durch Inkubation
mit LPS aus E. coli H TD2158 zu induzieren. Dies gelang nicht, jedoch wurde ein verdndertes
Laufverhalten der Phagen-DNA in den Agarosegelen beobachtet (vgl. Abb. 3-39). In der
Elektronenmikroskopie banden fast alle Partikel an die LPS-Strukturen aus E. coli H TD2158.
Zum Teil sahen die Stellen im LPS, an welche die Partikel assoziiert waren, leicht verdickt
aus. Es wurden jedoch zu wenige Aufnahmen gemacht, um diesen Effekt zu quantifizieren.
Trotz der Bindung an LPS aus E. coli H TD2158 waren die Hybrid-Phagen fast alle noch mit
DNA gefiillt (vgl. Abb. 3-40).

Da die Phagen zwar an dem Rezeptor gebunden haben, die DNA aber nicht ejiziert haben,
konnte die erfolglose in vitro Ejektion durch das Plug Protein (gp26) bedingt sein, dem als
sogenannter Drucksensor und aufgrund der exponierten Lage eine besondere Rolle fiir das
Durchdringen der Membran in vivo zukommen konnte (Andres, Hanke et al. 2010). Wie
bereits beschrieben erwiesen sich die Plug Proteine aus HK620 und P22 zunéchst als relativ
dhnlich (Bhardwaj et al. 2009). Die kiirzlich geloste Struktur des gp26 aus HK620 weist
jedoch auf eine enorme Flexibilitit im Protein hin (personliche Mitteilung G. Cingolani). Es
wird vermutet, dass das gp26 des Phagen P22 nicht in passender Weise mit dem E. coli-LPS

interagieren kann, wie es eventuell das flexiblere gp26 aus dem Phagen HK620 kann.

4.8. Zusammenfassende Diskussion

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurden drei Themenstringe bearbeitet. Zum einen
wurde die Bindung von Oligosacchariden des Antigen-Typs O18A1 durch HK620TSP ana-
lysiert und die Bindung durch Verdanderung am TSP beeinflusst. Dafiir wurden besagte Oligo-
saccharide gereinigt und es war moglich, Bindungsstudien mittels Fluoreszenz, ITC und SPR
durchzufiihren. Durch einzelne Aminosiureaustausche konnte das System dahingehend beein-
flusst werden, dass die Affinitdten zu den besagten Oligosacchariden fast um ein Tausend-
faches in einen Bereich von submikromolaren Bindungskonstanten gesteigert wurden. Die
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Ursache fiir diese Affinitétssteigerung ist noch nicht génzlich geklért und wird weitergehend
bearbeitet. In einer hochaffinen Variante wurde eine zusétzliche Wasserstoffbriicke entdeckt,
was als einzige Ursache fiir eine tausendfache Affinitétssteigerung nicht plausibel ist. Die
Verdrangung von Wassermolekiilen wurde daher durch die Struktur der hochaffinen Variante
E372Q ohne gebundenen Zucker analysiert. Dabei zeigten sich Verschiebungen einiger
Aminosduren an der variierten Stelle (GIn372, His374, Tyr344), wodurch zwei Wasser-
molekiile koordiniert werden. Diese Wasser werden bei Kohlenhydratbindung durch Rotation
besagter Aminosduren verdringt. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die in den ver-
schiedenen Varianten vorhandenen Wasser-Netzwerke intensiver studiert werden miissen
ebenso wie die Dynamik von Wasser und Kohlenhydrat bei der Bindung z.B. durch eine
Kombination aus MD-Simulation und STD-NMR (Theillet et al. 2011).

Die Kohlenhydratbindung durch HK620TSP konnte durch erste thermodynamische Parameter
weitergehend charakterisiert werden. Dieses System hebt sich von dem bisher am besten
charakterisierten, kohlenhydratbindenden Modellsystem der Lektine ab. Lektine weisen meist
Spezifititen fiir weniger komplexe Kohlenhydrate als das HK620TSP auf und binden diese
enthalpisch getrieben in flache Bindungsfurchen (Dam & Brewer 2002; Weis & Drickamer
1996). Dahingegen ist die Bindung der komplexen Oligosaccharide durch HK620TSP {iber
ein ausgedehntes Wasserstoffbriicken-Netzwerk spezifisch und durch die Verdringung von 21
Wassermolekiilen getrieben. Das Wasser spielt in zweifacher Hinsicht eine grofle Rolle, da
die Bindung durch Verdrangung des Wassers entropisch begiinstigt ist und zum anderen viele
Wasserstoffbriickenbindungen iiber Wassermolekiile vermittelt werden. Die Affinitat des TSP
zu den Oligosacchariden sowie die Architektur der Bindestelle liegen zwischen klassischen
Lektinen und Antikoérpern bzw. periplasmatischen Bindeproteinen, welche spezifisch
gebundene Kohlenhydrate in tiefen Gruben binden (Quiocho 1986; Gabius et al. 2011). Die
Bindung von O18A1-Oligosacchariden durch HK620TSP-Varianten ist bei Raumtemperatur
enthalpisch und entropisch getrieben, was eher ungewdhnlich ist. Entropisch getriebene
Bindungsprozesse wurden z.T. fiir manche kohlenhydratbindende Antikdrper und fiir nicht-
klassische, bakterielle Lektine gefunden (Quiocho 1986; Pokorna et al. 2006).

Wenn die Bindung durch HK620TSP anhand des verkiirzten Oligosaccharids des Typs O18A
studiert wird, verdndern sich die Triebkrifte der Bindung. Durch Fehlen der Seitenketten-
glucose ist die Bindung weniger stark entropisch getrieben, wiahrend der Enthalpiebeitrag zur
Bindung zunimmt, wodurch sehr dhnliche Affinitdten der TSP-Varianten zu dem O18A-
Pentasaccharid erzielt werden. Durch Analyse der Bindung dieses verkiirzten Oligosaccharids

konnte der einzelne Beitrag der Glucose zur Bindung ermittelt werden. Durch Bindung dieser
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Glucose werden vier Wassermolekiile aus einer Tasche verdrdngt, was entropisch stark
begilinstigt ist (Beuming et al. 2012). Unter enthalpischen Aspekten betrachtet ist die Bindung
der Glucose aufgrund von einigen ungiinstigen Kontakten und der Auflésung der Wasser-
stoffbriicken der verdrangten Wassermolekiile eher ungiinstig. Die Freilegung der Bindestelle
durch Deletion von zwei Aminosduren (Asn471 und Ser472) einer abschirmenden Schleife
bestitigt dies in ersten Untersuchungen. Die Bindung von O18A1-Hexasaccharid durch die
Deletionsvariante ist entropisch weniger giinstig als mit diesen abschirmenden Aminoséuren,
wihrend der Enthalpiebeitrag zur Bindung eher positiv beeinflusst wird. Offen bleibt die
Frage, wozu die Bindung der Seitenkettenglucose dient oder ob sich HK620TSP aus einem
O18A-bindenden TSP evolutiondr herleitet. Mogliche Verwandtschaften zu dem O18A-
bindenden Phagen Q18A konnten bestehen, sind aber noch nicht untersucht. Bei diesem
Phagen handelt es sich um ein Myovirus (Ulmer ef al. 1987). Es konnte also eine Morpho-
logie-libergreifende Verwandtschaft bestehen wie im Fall der TSP aus den Phagen P22, Det7
und 9NA. Diese TSP sind alle homolog und bedingen dieselbe Spezifitit bei den Phagen (S.
R. Casjens & Thuman-Commike 2011; Andres, Roske et al. 2012; Walter et al. 2008).

In dem dritten Teilprojekt der Promotionsarbeit wurde der Infektionsmechanismus von
HK620 untersucht. Diese Arbeiten liegen in ihren Anfédngen, dennoch konnte bereits gezeigt
werden, dass prinzipiell die DNA-Ejektion durch LPS aus dem Wirt induziert werden kann
und kein weiterer Rezeptor dafiir notwendig ist. Entsprechend konnte der Phage durch
Inkubation mit dem LPS aus dem Wirt inaktiviert werden. Darin gleicht der Phage HK620
prinzipiell dem Phagen P22.

Interessanterweise fiihrt die Spezifitdt von HK620TSP, die nicht auf das O18 A1-Antigen ein-
geschrinkt ist, sondern auch O18A-LPS als Edukt toleriert, dazu, dass O18A-LPS in vitro den
gleichen Effekt auf den HK620-Phagen hat. Ebenso konnten andere LPS mit O18 A1-Antigen
neben dem Wirts-LPS die DNA-Ejektion induzieren, nur das kurze LPS (semi-rough) aus
E. coli THE3042 vermochte dies nicht. Diese Ergebnisse vergegenwértigen die Bedeutung der
Struktur des LPS fiir die Infektion. Multilamellare LPS-Strukturen sowie eine Aktivitit der
TSP gegeniiber diesem LPS sind notwendig, um eine Anheftung sowie Positionierung des
Phagen und iiber eine Bewegung durch Hydrolyse einen mechanischen Druck des gp26 gegen
die LPS-Mizelle zu erzeugen, wodurch die Ejektion der DNA zu induziert werden kann.

Die Struktur von LPS in Losung unterscheidet sich von der Struktur der Bakterienmembran.
Es handelt sich zudem um vielfaltige, komplexe Strukturen, die neben variablen O-Antigen-
Bereichen auch Modifikationen an dem core-Saccharid und am Lipid A aufweisen konnen

(Frirdich & Whitfield 2005). Trotz ungeklarter Struktur der verwendeten LPS wurde in ersten
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Experimenten versucht, die Ejektion durch Vergroferung der LPS-Mizellen (z.B. durch
verschiedene lonen-Bedingungen) zu beeinflussen, bislang jedoch erfolglos. Durch den
Einbau des LPS in definierte Liposomen konnte die DNA-Ejektion in vitro evtl. optimiert
werden. Eine verbesserte Beobachtung der DNA-Ejektion in vitro konnte zudem z.B. durch
Pulsed-Field-Elektrophorese erreicht werden. Durch diese Methode konnen grofle DNA-
Fragmente besser aufgetrennt werden als in herkdmmlichen Agarose-Gelelektrophoresen. Des
Weiteren konnten Untersuchungen an einzelnen Phagenpartikeln in Echtzeit helfen, den
Infektionsmechanismus zu verstehen (Mangenot et al. 2005; Grayson et al. 2007).

Die Anderung der Spezifitit des Phagen P22 durch Anheften der kohlenhydratbindenden
Domine aus HK620TSP iiber die N-terminale Kapsidbinde-Doméne aus P22TSP ist bislang
nicht gelungen. Da vermutlich die Struktur des Plug Proteins gp26 maBgeblich fiir das
Scheitern dieses Experiments sein konnte, werden zur Zeit die Gene fiir HK620TSP und
zusitzlich fiir gp26 aus dem Phagen HK620 in den Phagen P22 eingefiihrt. Dies ist Teil der

Masterarbeit von Christin Hanke und erzielt eventuell einen Durchbruch in diesem Projekt.
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6. Anhang
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Abb. 6-1: 1H-NMR-Messungen zur Quantifizierung der Konzentration an Hexasaccharid mit internem Standard. Die NMR-
Messungen wurden von A. Mainz aus der Arbeitsgruppe von Prof. Reif (FMP, Berlin) angefertigt. Gezeigt ist ein Ausschnitt
des 1H-Spektrums nach 256-Scans. Fir die Messungen wurden Aliquots der Hexasaccharid-Losung lyophyllisiert und
anschliefend in 0,2 mM DSS-D,0 (4,4-Dimethyl-4-Silapentan-1-Sulfonsaure in D,0) aufgenommen. Die Messungen wurden
an einem 750 MHz NMR Spektrometer (17.62 Tesla, Bruker Biospin) mit einem Recycle Delay von 20s benutzt, um
Relaxation der Substanzen zu gewahrleisten. VergroBert wurden die Signale der Methylgruppe der Rhamnose bei 1,31 ppm
und die der Acetylgruppen der N-Acetylglucosamine bei 2,01 und 2,05 ppm. Auflen sind zudem die Puffersignale als
Referenz bei den gleichen chemischen Verschiebungen gezeigt. Die Quantifizierung erfolgte tber die Integration dieser
Zuckersignale. Berechnet wurde die Konzentration mit Hilfe der bekannten Konzentration des internen Standards (DSS),
dessen Signale bei 0 ppm sowie bei 0,63, 1,76 und 2,9 ppm integriert wurden.

A 0° 1° 5° 10° 20° 30° 1h 2h 3h UN B pLPS 1° 10° 1h 2h 3h UN K

- -
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T LY R ; e

TSP— —_—_————

Komplexe —| -

LR LR

Abb. 6-2: Aktivitdt der Variante D339N/E372Q gegeniiber LPS. Der Verdau von LPS aus E. coli H TD2158 wurde wie zuvor
beschrieben anhand von SDS-PAGE und anschlieRender Silberfarbung beobachtet. Dazu wurden 0,5 mg/ml LPS (A) bzw. mit
W1t-TSP vorverdautes LPS (B, pLPS) mit 50 ug/ml der Variante D339N/E372Q in Standardpuffer inkubiert, Proben nach den
im Gel gekennzeichneten Zeiten entnommen und die Reaktion durch Einfrieren der Proben in flissigem Stickstoff gestoppt.
Die Kontrolle (K) in Gel B entspricht der Probe in Gel A nach 20 Minuten. Je Spur wurden 0,5 ug LPS aufgetragen.
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Tabelle 6-1: Thermodynamische Parameter aus den Bindungsstudien der TSP-Varianten mit O18A1-Oktadekasaccharid
mittels ITC. Die Werte wurden wie zuvor beschrieben generiert (vgl. Tab. 3-3).

AC
. T Ky AG AH _TAS »
MElaEiing joc M /M /kJmol”  /kJmol® /kJmol' ' I';JOF]
E372Q 250 114 132426 392 213 17,9 nd,
E372A 250 110 139422 39,1 30,0 9.1 nd
150 106 53421 40,0 15,9 24,1
200 108 51417 402 232 170 <1554+
D33ON/E372Q 250 112 63+ 14 414 30,7 10,7 0,03
300 109 7747 412 392 2.0
350 112 7147 421 46,5 4.4
D339N/E372A 250 115 521431 35,8 31,0 48 nd,
D339A/E372Q 250 101 42410 421 271 15,0 nd,
D339A/E372A 250 1,04 242429 377 292 8.5 nd,

Tabelle 6-2: Statistiken zu den Datensatzen und der Datenverfeinerungen der Strukturbestimmungen der TSP-Varianten.
Die Abkiirzungen ges., a. S. und Rama. stehen fiir gesamt, duRerste Auflésungsschale bzw. Ramachandran. Die Berechnung
der R-Werte (Ryor Und Ree) wurde beschrieben (vgl. Abschnitt 2.2.5.4.). Ry,m berechnet sich aus Rg,m=>| I-<I>| /31, wobei |
die Intensitat des gemessenen Reflexes ist und <I> die durchschnittliche Intensitdt des Reflexes.

Wt E372Q D339N D339A E372Qigandenfrei
(2X85) (2X6W) (2X6X) (2Xe6Y)
Datensatz
Rontgenquelle Bessy BL1 Bessy BL1 Bessy BL1 Bessy BL1 Bessy BL1
Detektor MARMOSAIC | MARMOSAIC | MARMOSAIC | MARMOSAIC | MARMOSAIC
Raumgruppe P321 P321 P321 P321 P321
Wellenlinge (A) 0,91841 0,91841 0,91841 0,91841 0,91841
Auflésung (A) 50-1,5 43,65-1,35 37,12-1,4 43,22-1,35 50,0-1,82
Einheitszelle 74,25/ 74,53/ 74,23 / 74,34 / 74,27 [/ 174,67
174,44 174,61 174,29 174,98

Rsym [%] ges./4. S. 4,9/235 4,6 /34,5 51/52,2 4,8 /34,5 6,3/37,0
I/(c 1) ges./a.S. 18,2/4,8 16,2 /3,0 17,1/2,1 15,8 /2,6 20,0/4,5
Vollstandigkeit [%] 88,0/ 66,0 92,9/71,5 90,0/72,0 91,6 /58,5 99,7 /98,3
ges./a. S.
Redundanz ges./a. S. 4,1/3,5 3,7/ 2,6 4,7/3,4 3,4/2,3 3,9/5,2
Verfeinerung
Auflésung (A) 36,31-1,50 | 36,44-1,35 | 37,12-1,48 | 37,17 - 1,35 | 36,13 - 1,82
Reflexe 79315 115308 99237 113302 48369
Rwork/ Riree 0,165/0,198 | 0,123 /0,157 | 0,158 /0,185 | 0,132 /0,170 | 0,167 /0,195
B-Faktoren
Protein alle Atome 14,2 13,1 17,4 11,8 9,3
(A%)
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Wasser / andere 19,7 / 15,9 27,7/ 13,1 17,3/23,9 27,3/12,9 20,7 / 15,5
Heteroatome (A?)

Rmsd

Bindungslinge (A) 0,010 0,011 0,010 0,010 0,019
Bindungswinkel (°) 1,33 1,45 1,38 1,33 1,80
Torsionswinkel (°) 7,12 7,1 6,9 7,0 7,6
Rama. Statistiken 97,6 /100,0 98,0/100,0 98,0/100,0 97,7 /100,0 97,5/100,0
erwinscht/erlaubt

Tabelle 6-3: Strukturelle Untersuchungen der Interaktionen zwischen O18A1-Hexasaccharid und den jeweiligen TSP-
Varianten mit Hilfe von Programmen des Weizmannservers (bip.weizmann.ac.il/oca-bin/lpccsu) (Sobolev et al. 1999). Spe-
zifische Wechselwirkungen sind mit HB fiir Wasserstoffbriicke, Phob fiir hydrophobe Kontakte und DC fiir destabilisierende
Kontakte gekennzeichnet (unspezifische mit -). Als destabilisierend werden hydrophil-hydrophobe Kontakte bezeichnet.
Neben den Distanzen in A sind die Kontaktflichen in A eingetragen. Einige Unterschiede zwischen den Varianten sind blau
hervorgehoben. Werte in Klammern gehéren zu der alternativen Konformation von NAG in Variante E372Q.

Kontakte Wt D339N D339A E372Q
Ram-Gly 211 | 3,5A;6,1; HB 3,6 A;20,3; HB 3,5A;52; HB 3,6 A;5,2; HB
Ram-His212 2,7 A; 34,1; HB 2,7 A;30,1; HB;DC | 2,7 A;36,5; HB;DC | 2,7 A; 30,4; HB;DC
Ram-GIn242 | 3,0 A; 25.4; HB 3,0 A; 27.4; HB 3,1 A; 24,7, HB 3,1 A;30,1; HB
Ram-Phe247 3,8 A; 31; Phob 3,8 A; 31,4; Phob 3,8 A; 31,4; Phob 3,8 A; 31,4; Phob
Ram-Pro252 3,9 A; 16; 4.1 A; 16,5; Phob,DC | 4,2 A; 14,4; Phob,DC | 4,2 A; 16,8; Phob,DC

Phob,DC
Ram-Leu282 | 3,7 A; 18,4; DC 3,7A;22,7;DC 3,6 A;17,8; DC 3,5A;19,3; DC
Ram-Trp314 3,9A;19,4; HB, | 3,9A;18,7; HB, 3,9 A;21,1; HB, 4.0A; 18,1; HB,
Phob, DC Phob, DC Phob, DC Phob, DC
Glcl-Leu282 | 3,7 A;22,2; Phob, | 3,8 A;26,7; DC 3,6 A;24,2; DC, 3,7 A; 22,6; DC, Phob
DC Phob
Glc1-Trp308 3,9 A; 3,6; Phob 3,8 A; 4,3; Phob 3,9 A; 4,4; Phob 3,9 A; 5,4; Phob
Gal-Leu282 3,6 A; 6,6, DC 45A;2.1;DC 3,6 A; 6,5, DC 3,8 A; 5,6, DC
Gal-Thr307 3,5A;152;DC 3,3A;27,9;DC 3,5A;27.4;,DC 3,4 A;282; DC
Gal-Trp308 3,6 A;9,2; Phob | 4,0 A;9,5; Phob, HB | 3,8 A; 4,9; Phob 3,9 A; 3,8; Phob
Gal-Asp339 4.4 A;10,6; DC 3,4A;37,4,DC; HB | 5,1 A;6,2; DC 42 A;12,6; DC
Gal-Tyr344 3,1 A; 19,0; HB 3,1 A;30,0; HB 3,0 A; 19,6; HB 2.9 A;20,0; HB
Gal-His397 4,1 A; 4.9; HB 4,0 A; 13,8; HB 4,0 A; 5,7, HB 4,0 A; 5,5, HB
Gal-Glu400 3,8A;1,6; HB 3,6 A; 1,6; HB
Gal-Asn471 45 A;18,0; HB
Nagl-Trp308 | 3,2 A;35,4; - 3,3 A;33.7; - 3,2 A;36,6; - 3,2 A;35,0; -
Nagl-Thr311 | 3,7 A;28,3;HB, |3,7A;29,4,HB,DC | 3,7A;27,4;,HB,DC | 3,6A;32,1;HB,DC
DC
Nagl-Gly313 | 4,0 A;10,2; HB 42 A;6,2; HB 4,0 A; 10,0; HB 4.0A;104; HB
Nagl-Trp314 | 3,4 A;23,8; HB 3,6 A;22,1; HB 3,3A;24,1; HB 3,4 A;22,7; HB
Nagl-Asn315 | 2,6 A;24,4;HB, |2,7A;30,3; HB,DC | 2,7A;22,6; HB,DC | 2,7 A;24,1; HB, DC
DC
Nagl-Tyr344 | 3,6 A;26,0; - 3,6 A;27.6; - 3,6 A;26,7; - 3,7 A;26,9; -
Nagl-Asn346 | 2,8 A;31,1; HB, |2,94;26,3;HB,DC | 28A;32,1;HB,DC |29A;32,1;HB,DC
DC
Nagl-His397 | 5,4; 3,1; Phob 5,5 A; 3,8; Phob 5,6 A; 2,2; Phob 5,4 A; 2,5; Phob

Nagl-Ala399

3,7 A; 31,9; Phob,
DC

3,7 A; 32,8; Phob,
DC

3,8 A; 32,5; Phob,
DC

3,9 A; 29,6; Phob, DC

Nagl-Glu400 | 2,9 A;21,4; HB, 3,0 A; 22.3; HB, 2,9 A;22,0; HB,
Phob, DC Phob, DC Phob, DC

Nag2-Thr307 | 3,5 A; 13,9; Phob 3,6 A; 13,5; Phob 3,7 A; 7,9 (4,5); Phob

Nag2-Trp308 | 2,9 A; 30,7; HB, 2,9 A;30,7,HB,DC | 29A;9,1; HB

144



Anhang

DC (3,0 A; 22,3;DC,HB)
Nag2-Asp339 | 3,0 A; 35,7; HB, 3,9 A; 30,1; Phob, 3,0 A; 22.8; Phob, HB
Phob, DC DC (2,9 A;3,2;HB)
Nag2-Ser 341 | 3,8 A;7,6; DC 3,7A;143; DC,HB | 3,2 A; 12,4; HB, DC
(3,3 A;16,4;,DC)
Nag2-Tyr344 | 3,2 A;16,3; - 3,2 A;15,6; - 3,2A;4.2; -
(3,1 A; 12,1)
Nag2-Cys369 53A;0,2; DC
Nag2-Glu372 | 2,6 A; 33,3; HB, 2,5A;37,1; HB,DC | 3,0 A;20,9; HB
DC (2,7 A;11,4;HB)
Nag2-His374 | 4,5;3,6; - 45A;43; - 44 A; 1,1 (1,6); -
Nag2-Tyr393 | 3,5 A;22,0; HB 3,5 A;33,5; HB 3,2 A; 18,5, HB
(3,1 A;10,0;-)
Nag2-His397 | 2,8 A;31,7; HB 2,7 A; 32,6; HB 2,7 A; 20,8 (10,7);
HB
Nag2-Asn471 | 2,9 A;20,8; HB, 3,0 A;20,0; HB,DC | 3,0 A; 15,8; HB, DC
DC (3,2 A;1,5;HB,DC)
Glc2-Tyr393 | 4,0A;12,4; HB 4,1 A; 19,8; HB 3,9 A;20,3; HB
Glc2-Val395 | 4,0 A; 13,1; DC 3,9A;19,5; DC 3,7 A; 26,5; DC
Glc2-His397 3,4 A;14,0; - 3,5A;134;- 3,5A;6,2; -
Glc2-T1e426 42 A;5,2;:DC 4.1 A;6,0;DC 4.1 A;6,4;DC
Glc2-Leud427 | 3,4A;6,1; HB 3,4 A; 6,6; HB 3,5A;5,9; HB
Glc2-Gly428 | 3,3 A;32,9; HB 3,3 A;26,9; HB 3,3 A;26,5; HB
Glc2-Serd29 40A;52; HB 40 A;4,8; HB 4.1 A;4,0; HB
Glc2-Asp430 | 2,8 A;30,3; 2,8 A;31,5;HB,DC | 2,8 A;31,6; HB,DC
HB,DC
Glc2-Gly468 | 3,0 A;29,5; HB 3,0 A; 29.6; HB 2,9 A;29,9; HB
Glc2-Pro469 2,7 A;28,1; HB, 2,7 A;27,6; HB,DC | 2,7 A;27,6; HB, DC
DC
Glc2-Asp470 | 3,6 A;16,9; DC 3,6 A; 18,4; DC 3,5A;17,4; HB, DC
Glc2-Asnd71 | 3,3 A;23,3; HB, 3,4A;21,7;,HB,DC | 3,4A;229; HB, DC
DC
Glc2-Arg505 | 4,6 ;4,0; HB 46 A;3,6; HB 46 A;42; HB

Tabelle 6-4: Thermodynamische Parameter aus den Bindungsstudien der TSP-Varianten mit O18A-Pentadekasaccharid
mittels ITC. Die Werte wurden wie zuvor beschrieben generiert (vgl. Tab. 3-3).

AC
. T Ky AG AH _TAS »
VNI joc M /M /kJmol” /kJmol® /kJmol® ' I';JO Fl
E372Q 250 101 206414 382 42,0 3.8 nd,
E372A 250 107 98419 40,0 432 3.2 nd
202 103 195+ 17 376 445 6.9
250 100 323425 37,0 52,7 15.7 1,60 +
D339N/E372Q 300 103 292+ 18 37,9 58,3 20.4 0,08
350 097 280+ 11 38,6 68.2 20.6
450 099 356433 392 86,5 473
D339N/E372A 250 1,05 541443 35,7 50,2 14,5 nd,
D339A/E372Q 250 103  202+8 382 453 7.1 nd,
D339A/E372A 250 095 297 +28 373 415 42 nd,
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Abb. 6-3: Einfluss von LPS auf die Infektidsitat des Phagen HK620. Gezeigt sind exemplarisch 2 Platten aus dem Inhibitions-
experiment (vgl. Abschnitt 3.11.5.). Dabei handelt es sich um eine Kontrolle (A), die mit Puffer inkubiert wurde, und um eine
Probe, die vor dem Plattieren mit 25 pg/ml LPS aus E. coli H TD2158 bei 37°C inkubiert wurde (B). Durch gleiche Ver-
groerung der Ausschnitte aus Abb. A und B und Verdunkelung wurde versucht, die Unterschiede in der Plaque-
Morphologie deutlich abzubilden (C-E). Die Kreise (D) symbolisieren in etwa die drei Phasen in den Plaques der Kontrolle.

i R0

Abb. 6-4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von HK620-Phagen in Anwesenheit von LPS des Antigen-Typs O18A.
10° Pfu/ml wurden in 50 mM TrisHCI pH 7,6, 4 mM MgCl, mit 0,1 mg/ml LPS des Typs O18A uber Nacht bei 37°C inkubiert,
anschlieBend auf die Kupfernetze gegeben und in einem negative staining mit Uranylacetat gefarbt. Der Mal3stab ist rechts
unten gezeigt, die Lange des Balkens entspricht 500 nm (A) bzw. 100 nm (rechts).
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Abb. 6-5: Das Wasserstoffbriicken-Netzwerk an der Bindestelle von HK620TSP fiir das N-Acetylglucosamin in der
Seitenkette des O18A1-Antigens (PDB: 2vjj). Gezeigt sind interagierende Aminosduren (T311, G313, N314, N346, E400)
sowie Wassermolekiile (blaue Kugeln). Gestrichelte Linien beschreiben das Wasserstoffbriicken-Netzwerk um das N-
Acetylglucosamin in der Seitenkette des 018A1-Antigens.
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