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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Bakterielle Infektionen sind die Ursache einer Vielzahl von Krankheiten. Seit den 1930er
Jahren werden Antibiotika zur Behandlung eingesetzt, allerdings haben sich verschiedene
Mechanismen von Resistenzen gebildet. Diese Arbeit gliedert sich in zwei Bereiche, die im
Zusammenhang mit der Problematik bakterieller Infektionen stehen. Die Funktion von zwei
Enzymen wird anhand moderner strukturbiologischer Methoden charakterisiert. Im ersten
Teil wird ein Protein behandelt, das B-Lactam Antibiotika hydrolysiert. Der zweite Teil der
Arbeit charakterisiert ein Enzym, dessen Funktion auf der Stérung des Quorum Sensing
beruht. Diese Kommunikation zwischen Bakterien, spielt bei der Bildung von Biofilmen eine
regulatorische Rolle. Innerhalb dieser Biofilme sind die Bakterien vor duReren Einfliissen wie

Antibiotika geschutzt und die Erkrankungen somit nur schwer behandelbar.

Antibiotika-resistente Bakterien fiihren weltweit zu tausenden Todesfallen. Dabei treten auch
vermehrt multiresistente Erreger auf, gegen die die meisten heute bekannten Antibiotika
wirkungslos sind. Die B-Lactamase CTX-M-14 hydrolysiert den Lactamring von [B-Lactam
Antibiotika. Diese gehdren zu den bis heute am haufigsten verabreichten Antibiotikaklassen.
Eine Inhibierung dieser B-Lactamasen ist daher eine vielversprechende Vorgehensweise, um

trotz Resistenzen Infektionen behandeln zu kénnen.

Dazu wurde in dieser Arbeit die strukturelle Untersuchung der B-Lactamase CTX-M-14 aus
dem pathogenen Bakterium Klebsiella Pneumoniae in Kooperation mit den Arbeitsgruppen
von Prof. M. Aepfelbacher und Prof. H. Rohde (UKE) durchgefiihrt. Dieses medizinisch
bedeutsame, da weit verbreitete Enzym wurde fir verschiedene Roéntgendiffraktions-
messungen kristallisiert. Zu diesem Zweck wurde das Protein rekombinant exprimiert und
gereinigt. Es wurden Kristallisationsprotokolle entwickelt und optimiert, um reproduzierbare
Kristalle definierter GroRen zu erhalten und Diffraktionsdaten an verschiedenen Synchrotron-
und XFEL-Strahlungsquellen aufgenommen. Die Proteinkristalle wurden vor der Messung mit
neu zugelassenen B-Lactamaseinhibitoren versetzt, um ein besseres Verstandnis von deren
Bindung an das Enzym zu ermoglichen. Durch die reproduzierbare Kristallisation von
Mikrokristallen kénnen auch zukiinftig verschiedene Wirkstoffe untersucht werden, um in

einem zeitlich vertretbaren Rahmen Inhibitoren fir B-Lactamasen zu entwickeln.



Zusammenfassung

Viele Bakterien bilden Biofilme, die sie vor dufReren Einflissen wie Antibiotika schitzen.
Biofilme spielen aber nicht nur in der Medizin eine grol3e Rolle, sondern treten ubiquitar in
der Umwelt auf. Die Bildung der Biofilme wird mittels Quorum Sensing, einem chemischen
Kommunikationssystem, von den Bakterien in Bezug auf ihre Zelldichte abgestimmt. Der
Mechanismus des Quorum Quenching verhindert diese Art der Kommunikation, wodurch die

Bildung von Biofilmen verhindert werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, die zu den Quorum Quenching Enzymen gehérende Acylase
GqggA in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. W. Streit (Biozentrum, UHH) untersucht.
Diese stammt aus dem Biofilm-produzierendem Essigsaurebakterium Komagataeibacter
europaeus, welcher eine Bedeutung in der traditionellen Essigsdureproduktion hat. Bisher gab
es keine Daten zur strukturellen Charakterisierung dieses Proteins. GqgA wurde rekombinant
hergestellt und die Reinigung optimiert. Das Protein wurde in Losung mit Messungen der
dynamischen Lichtstreuung und des Circulardichroismus untersucht und erste strukturelle
Informationen mit SAXS-Messungen gesammelt. GqgA wurde kristallisiert und die Kristalle
mittels Seeding optimiert, um Rontgendiffraktionsdaten aufzunehmen. Aufgrund der
geringen Homologie zu anderen Proteinen war eine Loésung des Phasenproblems mittels
Molekularem Ersatz nicht moglich. Aus diesem Grund wurde das Protein in Minimalmedium
mit Selenomethionin exprimiert. Mithilfe der eingebauten Selenatome konnte die Struktur
durch SAD gelést werden. Uberraschenderweise enthielt die Struktur des SeGqgA nur zwei
der erwarteten drei Domanen. Die vollstéandige Proteinstruktur konnte schlielich mit der
SeGqgA-Struktur durch Molekularen Ersatz gel6st werden. Strukturell dhnelt GggA den
Prephenatdehydratasen, besitzt aber eine Acylase-Aktivitat. Die Struktur unterscheidet sich
von allen bisher bekannten Quorum Quenching Enzymen. Um die Oligomerisierung des
Enzyms zu untersuchen wurden nach Analyse der Quartarstruktur und der Kristallkontakte

flinf Mutanten erstellt und mit deren Charakterisierung begonnen.



Abstract

ABSTRACT

Bacteria are the major source of infectious diseases. Since the 1930s antibiotics have been
used to treat infections but different mechanisms of antibiotic resistance evolved. This thesis
focuses on two proteins. One of them is a B-lactamase, which can hydrolyze B-lactam
antibiotics. The other protein interrupts cellular communication called quorum sensing
between bacteria, which plays a crucial role in biofilm formation. Inside these biofilms the

bacteria are protected from outer influences like antibiotics and cannot efficiently be treated.

Antibiotic resistant bacteria cause thousands of deaths worldwide. There is also an increasing
number of bacteria, which are multi-resistant and very difficult to medicate. B-Lactamases are
enzymes which cleave the lactam ring of B-lactam antibiotics. These B-lactam antibiotics
belong till now to the most frequently used classes of antibiotics. To combat bacterial
infections the application of B-lactamase inhibitors is a common treatment in combination

with B-lactam antibiotics who target the cell wall biosynthesis.

In the course of this work research on the B-lactamase CTX-M-14 from the pathogenic bacteria
Klebsiella Pneumoniae was performed in cooperation with the groups of Prof. M.
Aepfelbacher und Prof. H. Rohde (UKE). This enzyme is spread worldwide and plays an
important role in resistance against B-lactam antibiotics. Crystallization of CTX-M-14 was
established for different methods of X-ray diffraction data collection. Therefore, the protein
was recombinantly expressed and purified. Crystals of various sizes were produced and
measured at different synchrotron and XFEL radiation sources. The crystals were soaked with
newly established B-lactamase inhibitors to elucidate their binding mechanisms to the
enzyme. Established reproducible production of microcrystals allows a screening of different

compounds to support future drug discovery approaches.

Many bacteria produce biofilms to prevent themselves from outer influences like antibiotics.
Biofilms are not only a problem in medicine but are ubiquitous in the environment. The
formation of biofilms is population density controlled via chemical communication by various
small molecules called autoinducers. This communication is well known as quorum sensing. It
can be interrupted by enzymatic quenching of this signal to prevent or stall biofilm formation.

These mechanisms are called quorum quenching.



Abstract

In the course of this work the acylase GqgA, which belong to the quorum quenching enzymes,
was investigated in cooperation with the group of Prof W. Streit (Biozentrum, UHH). The
enzyme is produced by the biofilm forming bacteria Komagataeibacter europaeus, which plays
a role in the traditional vinegar production. Until now, there is no information available about
the structural characterization of this protein. GqgA was recombinantly produced and the
purification protocol was optimized. First structural information was obtained with DLS and
CD spectroscopy, followed by SAXS measurements of the protein in solution. The protein
crystallization was optimized with seeding experiments and first diffraction data were
collected. Due to a low sequence homology to other proteins, it was not possible to solve the
phase problem with molecular replacement. To overcome this problem the protein was
expressed in minimal media supplemented with selenomethionine. The crystal structure of
this protein was solved with SAD. Surprisingly, one of the expected three domains was missing
in SeGqqgA. This structure allowed to solve the complete structure by molecular replacement
of crystals of the complete GggA. Even the overall structure of GqgA is similar to known
prephenate dehydratases, it has acylase activity, but a different polypeptide-fold compared
to any till now known quorum quenching enzymes. Five mutants of GqgA were produced and

their functional and structural characterization was initiated.
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Kapitel A: B-Lactamase CTX-M-14

1 EINLEITUNG

1.1 Klebsiella Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ist ein zuerst 1883 von Carl Friedlander beschriebenes Gram-negatives,
stabchenférmiges Bakterium der Gattung Klebsiella. Es ist mit einer Schleimkapsel
(Glycokalyx) umgeben und besitzt keine Flagellen, wodurch es sich nicht aktiv fortbewegen
kann. Es lebt fakultativ anaerob, kann Lactose abbauen und molekularen Stickstoff fixieren.
K. Pneumoniae ist ein mesophiles Bakterium, das am besten zwischen 30 °C und 37 °C wachst.

Es kann allerdings auch noch bei Temperaturen von bis zu 41 °C tiberleben (Zhu and Brill 1981).

K. Pneumoniae wird in drei phylogenetische Gruppen unterteilt, K. Pneumoniae (Kpl),
K. Quasipneumoniae (Kpll-A und KplI-B), sowie K. Variicola (Kplll) (Brisse and Verhoef 2001).
Zwischen den Gruppen tritt nur wenig Gentransfer auf. Alle drei kdnnen in Menschen
Infektionen auslosen, am haufigsten tritt aber Kp/ auf, welches einen sehr variablen Genpool
mit Gber 150 Stammen besitzt (Holt, Wertheim et al. 2015). Alle Gruppen treten ubiquitar auf
und finden sich in Gewdassern, dem Boden und an Pflanzenwurzeln. Jede Gruppe scheint sich
dabei an eine 6kologische Nische angepasst zu haben. So findet man das Gen nif, das fiir die
Stickstofffixierung nétig ist, bei den meisten Vertretern von Kplll (vorwiegend an Pflanzen),
bei einigen von Kpll, aber nur sehr selten in Kpl (vorwiegend in Menschen und Tieren). Bei Kpl/
konnte beobachtet werden, dass bei langerer Besiedelung von Menschen das nif-Operon
verschwand. Die meisten Virulenzfaktoren findet man hingegen bei Kpl. (Holt, Wertheim et al.
2015). K. Pneumoniae kommt auf der Haut, den Atemwegen und im Verdauungstrakt von
Tieren und Menschen vor und ist ein Teil der menschlichen Darmflora (Navon-Venezia,
Kondratyeva et al. 2017). Bei gesunden Menschen treten meist keine Infektionen mit
K. Pneumoniae auf, bei immungeschwachten Personen kann es allerdings schwere
Krankheiten wie Lungenentziindungen (Pneumonien), Wundinfektionen, Sepsis und
Harnwegsinfekte auslosen (Broberg, Palacios et al. 2014). Das Bakterium gilt als
Krankenhauskeim und fiihrt dort als zunehmend multiresistenter und sehr robuster Keim zu
etwa einem Drittel der Infektionen mit Gram-negativen Bakterien (Navon-Venezia,
Kondratyeva et al. 2017). Problematisch hierbei ist auch die zunehmende Ausbreitung von

Extended-spektrum [B-Lactamasen (ESBLs) und Carbapenemasen in K. Pneumoniae

5
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(Tzouvelekis, Markogiannakis et al. 2012, Munoz-Price, Poirel et al. 2013). Diese Enzymklassen
sind in der Lage eine Vielzahl von B-Lactam-Antibiotika abzubauen, was die Behandlung von
Infektionen erschwert (Paczosa and Mecsas 2016). Klebsiella kann sich an medizinische Gerate
wie Katheter und Beatmungsgerate anheften und immungeschwachte Patienten infizieren.
Weitere Risikogruppen sind dltere Menschen und Neugeborene, insbesondere Friihgeborene,
deren Immunsystem noch nicht vollstandig ausgebildet ist, wodurch sich die Bakterien
ungehindert vermehren kénnen (Pitout, Nordmann et al. 2015). Wahrend der letzten Jahre
kam es zu einigen epidemischen Ausbriichen auf Neugeborenen-Intensivstationen mit

mehreren Todesfallen (Bagattini, Crivaro et al. 2006, Yusef, Shalakhti et al. 2018).

1.2 Wirkungsweise von Antibiotika
Die Entdeckung des ersten Antibiotikums, des Penicillins, erfolgte bereits 1928 (Fleming 1929).

Seitdem wurden viele weitere Antibiotika identifiziert und weiterentwickelt. Die meisten

Antibiotika wurden zwischen 1930 und 1970 entdeckt (Dahal and Chaudhary 2018).

Antibiotika kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden, je nachdem ob sie zum Zelltod fiihren
(bakterizide Antibiotika) oder das Zellwachstum inhibieren, aber die Bakterien nicht téten
(bakteriostatische Antibiotika) (Kohanski, Dwyer et al. 2010). Die Uberginge zwischen beiden
Gruppen sind allerdings flieBend und hangen auch vom Bakterium ab (Pankey and Sabath
2004). Die meisten eingesetzten Antibiotika sind Naturstoffe oder Naturstoffderivate, es
werden aber auch synthetische Antibiotika eingesetzt. Fir gewohnlich werden nur
bakterienspezifische Systeme als Angriffspunkte der Antibiotika verwendet, um dem
menschlichen Organismus nicht zusatzlich zu schaden. Zu diesen bakterienspezifischen
Systemen gehoren die Zellwandsynthese, die bakteriellen Ribosomen und die

Folsduresynthese (Abb. 1) (Hubbard and Walsh 2003, Kohanski, Dwyer et al. 2007).

Einige Antibiotika storen die Zellwandsynthese. Das bekannteste Beispiel hierfiir ist Penicillin,
welches an verschiedene Penicillin-bindende Proteine (PBPs) binden kann (Waxman and
Strominger 1983). Zu den PBPs gehort die D-Alanin-Transpeptidase, welche zur
Quervernetzung und damit Stabilitdt der bakteriellen Zellwand bendtigt wird. Durch die
entstehenden Lasionen und den hohen osmotischen Druck kommt es zur Zelllyse (Tomasz

1979).
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Proteinsynthese
- Aminoglycoside

Struktur und Funktion der DNA - Lincosamide
- Chinolone - Makrolide
- Nitrofurane - Oxazolidinole

- Nitrimidazole Rifampicin - Tetracycline
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PABS: p-Aminobenzoesiure der Zellmembran - Bacitracin
DHFS: Dihydrofolsiure - Colistin - B-Laktam Antibiotika
THFS: Tetrahydrofolsdure - Polymixin - Fosfomycin
- Glykopeptide

Abbildung 1: Wirkungsweise verschiedener Antibiotikaklassen auf eine Bakterienzelle.

Prokaryotische 70S Ribosomen (2,5 MDa) bestehen aus einer groRen 50S und einer kleinen
30S Untereinheit. Das S steht flr die Svedberg-Einheit und beschreibt das
Sedimentationsverhalten. Eukaryotische 80S Ribosomen (4,2 MDa) bestehen hingegen aus
60S und 40S Untereinheiten. Beide Ribosomen unterscheiden sich nicht nur in ihrer GroRSe,
sondern auch in ihrer Proteinzusammensetzung, wodurch gegen prokariotische Ribosomen
gerichtete Antibiotika nicht auf eukariotische Ribosomen wirken. Je nachdem, wo die
Antibiotika an das Ribosom binden, haben sie verschiedene Auswirkungen. Wahrend sich
Tetracycline an die 30S Untereinheit anlagern und das Binden der aminoacyl-tRNA verhindern,
blockieren Makrolid-Antibiotika in der 50S Untereinheit den Tunnel, durch den das

synthetisierte Peptid das Ribosom verlassen sollte (Poehlsgaard and Douthwaite 2005).

Die Folsduresynthese findet nur in prokaryotischen Zellen statt, wahrend Eukaryoten die fir
die DNA-Synthese wichtige Folsdure von auBen aufnehmen missen. Sulfonamide hemmen
die Dihydropteroat-Synthase und damit die Bildung von Folsdure (Walsh 2000, Kohanski,
Dwyer et al. 2010).
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Es werden auch Alternativen zu klassischen Antibiotika gesucht. Die meisten momentan
erforschten Substanzen konnen allerdings nur erganzend oder prophylaktisch eingesetzt
werden. Einige dieser Komponenten wirken auf die pathogenen Bakterien (Antikorper,
Bakteriophagen, Anti-Biofilm Peptide), andere auf den Wirt (Stimulation des Immunsystems,
Impfungen, Probiotische Bakterien) Einige dieser Komponenten befinden sich in
unterschiedlichen Phasen der klinischen Studien und kénnten schon innerhalb der nachsten

Jahre zugelassen werden (Czaplewski, Bax et al. 2016, Wright 2016).

1.3 Resistenzmechanismen gegen Antibiotika

Zur Behandlung von bakteriellen Infektionen werden zumeist Antibiotika eingesetzt, jedoch
treten leider bereits nach wenigen Jahren der klinischen Anwendung Resistenzen auf (Abb. 2).
Diese Resistenzen konnen intrinsisch vorhanden sein, durch Mutationen entstehen oder
durch horizontalen Gentransfer erworben sein (Blair, Webber et al. 2015, Baym, Stone et al.
2016). Heute sind viele Griinde fiir die schnelle Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen
bekannt. Dazu zahlt z.B. ein zu sorgloser Einsatz von Antibiotika in der Landwirtschaft und
Medizin. In der Tierzucht werden Antibiotika immer noch prophylaktisch verabreicht,
wahrend in der Medizin zu oft nicht geprift wird, um welchen Erreger es sich handelt.
Teilweise werden Antibiotika auch bei Viruserkrankungen verschrieben, obwohl diese in
diesem Fall nutzlos sind, aber die Ausbildung von Resistenzen fordern. In einigen Landern sind
Antibiotika auch rezeptfrei erhaltlich. Weitere Griinde fir die wachsende Anzahl an
Resistenzen sind die zunehmenden internationalen Reisen und Migrationen, sowie
mangelnde Hygiene und unzureichende Abfallentsorgung. Aber auch Wildtiere tragen zur

Verbreitung von Resistenzen bei (Berendonk, Manaia et al. 2015, Aslam, Wang et al. 2018).
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Einfiihrung des Antibiotikums
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Abbildung 2: Markteinfiihrung verschiedener Antibiotika und Auftreten erster Resistenzen

Heute wird K. Pneumoniae als Quelle und Reservoir fiir Antibiotikaresistenzgene gesehen,
weil viele der wichtigsten Gene zuerst in K. Pneumoniae entdeckt wurden und folgend auch in
anderen Gram-negativen Bakterien (Holt, Wertheim et al. 2015, Navon-Venezia, Kondratyeva
et al. 2017). Bei K. Pneumoniae treten inzwischen Antibiotikaresistenzen gegen vier wichtige
Antibiotikaklassen, Cephalosporine der 3. Generation, Aminoglycoside, Fluoroquinone und
Carbapeneme, in jeweils bis zu 60 % der Bakterien auf. Besonders beunruhigend ist der
Anstieg bei der Resistenz gegen das Reserveantibiotikum Carbapenem durch die Ausbreitung
von Carbapenemasen (Torelli, Akhtar et al. 2019). Die Infektionen mit multiresistenten
Bakterien kénnen oft nur noch schwer behandelt werden und die Sterblichkeitsrate liegt bei
bis zu 40 %. Oft sind mehrere B-Lactamasegene im selben K. Pneumoniae-Stamm vorhanden,
die entweder auf dem gleichen oder auf unterschiedlichen Resistenzplasmiden liegen kénnen.
Es gibt verschiedene Mechanismen, die zur Resistenz gegen Antibiotika fiihren (Abb. 3) und

im Folgenden kurz beschrieben werden (Walsh 2000).
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Abbildung 3: Mechanismen der Antibiotika-Resistenz. Die Antibiotika (rote Rauten) diffundieren in
die Bakterienzelle, welche verschiedene Resistenzmechanismen besitzt. So konnen die Antibiotika mit
Efflux-Pumpen und ABC Transportern wieder aus der Zelle transportiert werden (A), das Ziel kann
verdndert werden, sodass die Antibiotika nicht mehr daran binden kénnen (B) oder das Antibiotikum
wird durch Enzyme abgebaut oder modifiziert (C).

A) Zuganglichkeit zum Ziel

Gram-negative Bakterien sind durch ihre duBere Membran und die umgebende Schleimkapsel
besser gegen das Eindringen von Antibiotika geschiitzt als Gram-positive Bakterien.
Hydrophile Antibiotika kdnnen jedoch (iber Porine, die als unspezifische Kanale fungieren, in
das Innere des Bakteriums gelangen. Ein moglicher Mechanismus dagegen ist die
Verringerung der Permeabilitdit der Membran indem die Anzahl unspezifischer Porine
herunterreguliert oder durch spezifischere Porine ersetzt wird. Auf diese Weise kdnnen
weniger Antibiotikamolekiile in das Bakterium eindringen. Antibiotika, die sich bereits im
Inneren der Bakterienzelle befinden kénnen mit Effluxpumpen aktiv wieder ausgeschleust
werden. Es gibt Effluxpumpen die sehr spezifisch gegen ein sehr enges Spektrum von
Antibiotika wirken (z.B. Tet-Pumpen), aber auch viele, die sehr unterschiedliche Antibiotika
transportieren kénnen (Lin, Nishino et al. 2015). Alle Bakterien haben mehrere Effluxpumpen
in ihrer chromosomalen DNA codiert, manche befinden sich allerdings auch auf Plasmiden und

kénnen somit leicht durch horizontalen Gentransfer libertragen werden.
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B) Modifizierung des Zieles

Die meisten Antibiotika binden sehr spezifisch an ihre Zielproteine. Treten in einigen Bakterien
zufallige Mutationen auf, welche die Bindung des Antibiotikums verhindern, aber zugleich die
natlirliche Proteinfunktion gewahrleisten, haben diese Bakterien einen Selektionsvorteil und
konnen sich weiter vermehren. Zum Teil liegen auch bereits alternative Proteine vor. Ein
Beispiel hierflr sind die fir die Zellwandsynthese wichtigen Penicillinbindenden Proteine
(PBP), welche durch Penicillin-Antibiotika inhibiert werden. In MRSA (Methicillinresistenter
Staphylococcus Aureus) tritt zusatzlich zum normalen PBP oft auch ein Protein namens PBP2a
auf, welches nicht durch Penicillin gehemmt wird und die weitere Zellwandsynthese

ermoglicht.

Aullerdem konnen Bakterien ihre eigenen Proteine zielgerichtet verandern, zum Beispiel

durch Methylierung, wodurch das Binden des Antibiotikums verhindert wird.

C) Modifizierung des Antibiotikums

Besonders haufig werden die Antibiotika selbst von den Bakterien verdandert. Diese Form der
Resistenz wurde bereits 1940 durch die Entdeckung der Penicillinase bekannt. Heute kennt
man bereits eine Vielzahl von Enzymen, die verschiedene Antibiotika, wie B-Lactame,
Aminoglycoside, Phenicole und Makrolide, hydrolysieren und damit unwirksam machen
konnen. Durch die Expansion von Antibiotikaklassen und —derivaten hat sich auch das
Wirkspektrum der hydrolysierenden Enzyme erweitert. Auf die Enzymklasse der

B-Lactamasen wird im folgenden Abschnitt genauer eingegangen.

Eine andere Moglichkeit Antibiotika zu verdndern ist die Transferierung verschiedener
chemischer Gruppen, z. B. Acyl-, Nukleotid- oder Phosphatgruppen, an sensible Stellen des
Antibiotikums, wodurch dieses sterisch an seiner Wirkung gehindert wird (Munita and Arias

2016).

11
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1.4 B-Lactamasen

Seit den 1940er Jahren werden [-Lactam-Antibiotika zur Behandlung von Infektionen
eingesetzt und auch heute noch sind sie aufgrund ihrer guten Vertraglichkeit die
meistverabreichte Antibiotikaklasse. Allerdings sind durch den haufigen Gebrauch einige
Enzyme (B-Lactamasen) entstanden, die diese Antibiotika abbauen kénnen (Livermore and
Woodford 2006). Anfang der 1960er Jahre wurden die ersten beiden B-Lactamasegene,
blasiv-1 und blatem-1 identifiziert. Etwa zwanzig Jahre spater traten die ersten extended-
spectrum B-Lactamasen (ESBL) auf, die eine erhohte Aktivitat gegen B-Lactam-Antibiotika,
darunter auch Cephalosporine der 3. Generation und Monobactame, besaRen. In den 2000er
Jahren l6sten CTX-M B-Lactamasen die zuvor am haufigsten auftretenden ESBLs TEM und SHV
ab (Canton, Jose et al. 2012). Heute sind tber 1600 B-Lactamasen bekannt (Papp-Wallace and
Bonomo 2016).

B-Lactam-Antibiotika reagieren mit PBPs (Waxman and Strominger 1983). Dabei wird zundchst
die nukleophile Hydroxylgruppe eines Serins durch ein Wassermolekil aktiviert. Dieses Serin
greift den B-Lactamring des Antibiotikums an, dieser wird ge6ffnet und es entsteht ein Ester
als kovalentes Intermediat, welches hydrolyseresistent ist. Dabei werden die PBPs inhibiert
und die Zellwandsynthese gestoppt. B-Lactamasen kénnen diese Inhibierung verhindern,
indem sie das B-Lactam binden und hydrolysieren, ohne ein stabiles Intermediat zu bilden.
B-Lactamasen sind Hydrolasen und werden in die Untergruppen A-D unterteilt, wobei Gruppe
B die Metallo-B-Lactamasen umfasst und die Gruppen A, C und D zu den Serin-B-Lactamasen
gehoren (Palzkill 2018). Die Penicillinasen bilden die Gruppe A, die Cephalosporinasen die
Gruppe C und die Oxacillinasen die Gruppe D. Der Mechanismus ist identisch zu dem der PBPs
(Abb. 4), allerdings ist die Hydrolyse des Intermediates bei den B-Lactamasen deutlich
schneller als bei den PBPs, sodass ein sehr effizienter Umsatz an B-Lactamen stattfindet, die

nach der Ring6ffnung wirkungslos sind (D'Costa and Wright 2009).

12
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Abbildung 4: Mechanismus der Inhibierung durch eine Serin-B-Lactamase. Das nukleophile Serin der
B-Lactamase greift den B-Lactamring des Antibiotikums an, 6ffnet diesen und bildet einen Ester als
kovalentes Intermediat. Durch die Hydrolyse des Esters |0st sich dieser als inaktive Penicillinsdaure vom
Enzym. Der B-Lactamring ist in rot hervorgehoben.

1.5 CTX-M B-Lactamasen

Die CTX-M B-Lactamasen sind eine relativ heterogene Gruppe der B-Lactamasegruppe A. Man
unterteilt sie in sechs Untergruppen (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 und
KLUC, jeweils benannt nach dem zuerst entdeckten Enzym der Gruppe), deren
Aminosauresequenz sich um 2 10 % voneinander unterscheiden. Jede dieser Gruppen
beinhaltet mehrere CTX-M-Varianten, deren Aminosduresequenz sich um < 5 %
unterscheiden. Am haufigsten treten Vertreter der Gruppen CTX-M-1 und CTX-M-9 auf. Das in
dieser Arbeit behandelte CTX-M-14 ist Teil der Untergruppe der CTX-M-9-Enzyme. Bisher sind
auch vier Hybridstrukturen bekannt, ein Hybrid aus CTX-M-14 und einem unbekanntem
Protein (CTX-M-45) und drei Hybride aus CTX-M-14 und CTX-M-15 (CTX-M-64, CTX-M-123 und
CTX-M-132) (D'Andrea, Arena et al. 2013).

Der Ursprung der CTX-M Enzyme liegt in verschiedenen Unterarten von Kluyvera, welches zu
den Enterobacteriaceae gehort und nur selten humane Infektionen auslést. Zunachst lagen
die Gene blacrx-m chromosomal vor. Einige dieser Gene wurden auf Plasmiden mobilisiert und

konnten sich somit auch auf andere Bakterienspezies ausbreiten.

Der Name CTX ist eine Abkiirzung des Antibiotikums Cefotaxim. Die Bezeichnung leitet sich
von der vergleichsweise hohen Aktivitdt der Enzyme gegen Cefotaxim ab (Langan, Vandavasi
et al. 2018). Aufgrund der elektrostatischen Umgebung und Flexibilitdt der Bindungstasche

kann das volumindse Cefotaxim effizient gebunden und hydrolysiert werden. Hingegen kann
13
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das Antibiotikum Ceftazidim nur schlecht umgesetzt werden (Bonnet 2004). Durch den
Gebrauch des Antibiotikums in Krankenhadusern entwickelten sich jedoch CTX-M-Mutanten,
die dieses besser umsetzen konnten. Am wichtigsten stellten sich hierbei die Mutationen
D240G und P167S/T heraus. Wahrend die Substitution D240G zu einer gréReren Beweglichkeit
des B3 B-Stranges und somit einer besseren Zuganglichkeit zum aktiven Zentrum fihrt (Chen,
Delmas et al. 2005), befindet sich P167S im Q-Loop und beeinflusst die Interaktion des
B-Lactams mit dem aktiven Zentrum (Kimura, Ishiguro et al. 2004). Beide Mutationen wirken
sich allerdings nachteilig auf die Aktivitat gegen Cefotaxim aus. Durch weitere Mutationen

(z.B. N106S) wurde die Aktivitat gegen Cefotaxim allerdings wiederhergestellt.

1.6 Inhibierung von B-Lactamasen

Einige Gram-negative Bakterien sind inzwischen gegen eine Vielzahl von Antibiotikaklassen
resistent und kénnen kaum noch behandelt werden. Eine Alternative zur Entwicklung immer
neuer Antibiotika, besteht darin, die Resistenzmechanismen der Bakterien zu Gberwinden,
beispielsweise durch Inhibierung der fiir den Resistenzmechanismus verantwortlichen
Komponenten (Baym, Stone et al. 2016). Bei den B-Lactamasen wurden zundchst die drei
Inhibitoren Clavulansaure, Tazobactam und Sulbactam jeweils in Kombination mit einem B-
Lactam-Antibiotikum zur Behandlung von Infektionen verwendet. Diese Inhibitoren besitzen
alle einen B-Lactam-Ring, aber haben selbst nur geringe antibiotische Wirkung. Es handelt sich
um Suizid-Inhibitoren, die in gleicher Weise und statt der B-Lactam-Antibiotika an das Serin
im aktiven Zentrum der B-Lactamasen binden, wodurch ihr B-Lactam-Ring ge6ffnet wird (Abb.
5). Durch Hydrolyse des Inhibitors 16st sich dieser vom aktiven Serin und die B-Lactamase
erlangt ihre Funktionsfahigkeit zurick (Ehmann, Jahic et al. 2012). Allerdings sind diese -
Lactamase Inhibitoren nur gegen B-Lactamasen der Gruppe A aktiv, wahrend die Klassen B, C
und D von Beginn an resistent gegen diese Inhibitoren waren. Einige B-Lactamasen der Klasse
A, die zunachst sensitiv gegen die Inhibierung waren, wurden durch die Substitution einzelner
Aminosauren ebenfalls resistent. Seit Mitte der 1990er Jahre gibt es zudem B-Lactamasen,
welche in der Lage sind Clavulansaure, Tazobactam und Sulbactam zu hydrolysieren, sodass
die klassischen Antibiotika-Inhibitor Kombinationen heute oft nicht mehr in der Lage sind B-
Lactamasen der multi-resistenten Erreger zu inhibieren. Teilweise konnte ein Wechsel des

B-Lactams der Kombination wieder zur Aktivitat gegen die pathogenen Organismen flihren.
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In den frithen 2000ern wurden Diazabicyclooctanone (DBOs) als synthetische nicht-B-Lactam
B-Lactamase Inhibitoren entdeckt und innerhalb der folgenden Jahre wurden einige Derivate
entwickelt, die sich hauptsdchlich am C2-Rest unterscheiden (Papp-Wallace and Bonomo
2016). Diese Inhibitoren sind vorrangig gegen die Klassen A und C aktiv, zeigen aber auch
Wirkung gegen einige B-Lactamasen der Klasse D. DBOs binden an das aktive Serin der B-
Lactamase, konnen aber nicht hydrolysiert werden, sodass die B-Lactamase permanent
inhibiert wird (Ehmann, Jahic et al. 2012, Ehmann, Jahic et al. 2013). Im Jahr 2015 wurde der
erste nicht-B-Lactam B-Lactamase Inhibitor Avibactam als Medikament in Kombination mit
Ceftazidim in den USA zugelassen (Both, Buttner et al. 2017), gefolgt von der Kombination
Relebactam-Imipenem/Cilastatin in 2019 (Bush 2018, Zhanel, Lawrence et al. 2018).
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Abbildung 5 Chemische Strukturen ausgewahlter B-Lactamase Inhibitoren: (A) Clavulansiure, (B)
Sulbactam, (C) Tazobactam, (D) Avibactam und (E) Relebactam. Der B-Lactamring ist in rot
hervorgehoben.

Ein weiterer Ansatz sind Boronsdurederivate als B-Lactamase Inhibitoren. Bereits Ende der
1970er Jahre wurde Borsdure als potenzieller B-Lactamase Inhibitor entdeckt, konnte zu
diesem Zeitpunkt aber keine Marktreife erlangen (Papp-Wallace and Bonomo 2016).
Boronsaure-derivate wie Vaborbactam binden kovalent an das aktive Serin der Serin-B-
Lactamasen der Klassen A und C. Im Jahr 2017 wurde die Kombination Vaborbactam-
Meropenem als Arzneimittel zugelassen (Bush 2018, Zhanel, Lawrence et al. 2018). Weitere
Inhibitoren der DBO Familie, sowie einige Boronsdurederivate befinden sich momentan in
unterschiedlichen Phasen der klinischen Studien (Bush and Bradford 2016, Papp-Wallace and

Bonomo 2016).
15



Einleitung Kapitel A: B-Lactamase CTX-M-14

1.7 Zielsetzung

In der Medizin gibt es eine zunehmende Verbreitung multiresistenter Krankheitserreger, die
teilweise nicht mehr mit Antibiotika allein behandelbar sind. Wenn es jedoch gelingt, die fir
die Resistenz verantwortlichen Proteine, z.B. die B-Lactamase CTX-M-14, zu inhibieren,
werden trotz der Resistenzsituation, auch zuvor nicht mehr wirksame Antibiotika wieder

einsetzbar.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Kristallisation von CTX-M-14 in verschiedenen KristallgréRen, um
das Protein fir verschiedene moderne Methoden der Réntgenstrukturanalyse zu nutzen. Das
sind die Einkristalldiffraktion von Makrokristallen und serielle Datensammlungen von
Mikrokristallen an Synchrotron- und XFEL-Strahlungsquellen. Die letztere Methode soll die
Moglichkeit eroffnen in einem Uberschaubaren Zeitrahmen maoglichst viele Protein/Ligand
Strukturen zu messen, um auf deren Basis neue Inhibitoren zu entwickeln. Die Qualitat der
Mikrokristallisation wurde durch Vergleich von Strukturanalysen bei hoher Auflésung an

Mikrokristallen und einem groReren Kristall Giberprift.

Zudem sollte zeitaufgelost die Bindung des Inhibitors Avibactam untersucht werden. Dieser
wird seit 2015 in Kombination mit Ceftazidim zur Behandlung von Infektionen eingesetzt. Ein
Verstandnis der detaillierten Bindung von Avibactam kann zur Entwicklung weiterer
Inhibitoren beitragen. Auch wenn bisher keine vollstandigen Resistenzen gegen Avibactam
bekannt sind, ist es sinnvoll schon jetzt Alternativen zu entwickeln, bevor neue Resistenzen

auftreten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in analytischer Qualitdt von den Firmen

Thermo Scientific, Sigma-Aldrich, Serva, Merck, Fluka und Applichem bezogen.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1 Ubersicht der Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
ReaktionsgefaRe Sarstedt
Falcon Réhrchen Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt

Serologische Pipetten

Fischer Scientific

Amicon Ultra 4, Ultra 15, Ultra 0,5, MWCO 3 kDa, 10 kDa

Merck Millipore

Dialyse Schlauchmembran Roth
Ni-NTA Agarose Matrix Qiagen
Spritzen 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml VWR
Spitzenvorsatzfilter 0,22 um VWR

2.1.3 Medien, Puffer und Losungen

Die einzelnen Medien, Losungen und Puffer wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit

destilliertem Wasser angesetzt. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit Salzsdure

beziehungsweise Natronlauge.
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Tabelle 2 Allgemein eingesetzte Medien, Puffer und Lésungen

Medium/L6sung/Puffer Substanz Zusammensetzung
Agar-Medium Trypton 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
Natriumchlorid 10 g/L
Agar 15g/L
Ampicillin-Stocklésung Ampicillin Natriumsalz 100 mg/ml
Coomassie-Entfarbelosung Essigsaure 20 % (v/v)
Coomassie-Farbeldosung Isopropanol 25 % (v/v)
Essigsaure 10 % (v/v)

Coomassie Blau

0,1 % (w/v)

Elektrodenpuffer (10x) Tris-HCL 250 mM
Glycin 19M
SDS 1% (w/v)
Isopropyl-B-D-thiogalacto- IPTG 1M
pyranosid-Stocklosung (IPTG)
LB-Medium Trypton 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
Natriumchlorid 10 g/L
Probenpuffer (2x) SDS 10 % (w/v)

Bromphenolblau
Glycerin 100 %

Sammelgelpuffer (pH 6,8)

0,5 % (w/v)
25 % (v/v)
12,5 % (v/v)

DTT 0,2 % (w/v)
Trenngelpuffer (pH 8,8) Tris-Base 1,5M
Sammelgelpuffer (pH 6,8) Tris-Base 0,5M
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Material und Methoden

Tabelle 3 verwendete Puffer fiir die Reinigung von CTX-M-14

Puffer A MES 20 mM
Puffer B MES 20 mM
NaCl 1M

Tabelle 4 verwendete Puffer fiir Puffertest Thermofluor (jeweils 100 mM Endkonzentration)

Puffer pH
Wasser

Natriumcitrat 4;5;6
Natriumacetat 4,5
MES 6
K3POa4 6
Bis-Tris 6,5
MES 6,5
NasPOq 7,75
K3POg4 7
HEPES 7
MOPS 7
Ammoniumacetat 7,3
TRIS-HCI 7,5; 8; 8,5
Imidazol 7,5
HEPES 8
Tricine 8
Bicine 8
Ammoniumacetat & Bicine 8,5
CHES 9
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Tabelle 5 verwendete Salze fiir Salztest Thermofluor

Salz Endkonzentration

Harnstoff 4 M

Guanidiumhydrochlorid 1M; 0,2 M

Natriumcitrat 0,2M
Natriummalonat 1M; 0,2 M
Ammoniumsulfat 1M;0,2M
NaCl 1M;0,6 M;0,2M
NH4Cl 1M;0,2M
MgSO4 1M;0,2M
NazSO04 1M;0,2M
KCI 0,2M

LiCl 0,2M

NaF 0,1M
NaBr 0,1M

Nal 0,1M
MgCl, 5mM
CaClz 5mM
ZnCl, 1 mM
NiCl, 1mM
MnCl, 5mM
CoClz 1 mM
CuSO4 1mM
EDTA 5mM

2.1.4 GroRenmarker
Fiir die SDS-PAGE wurde als Grolenmarker der Unstained Protein Molecular Weight Marker

von Fermentas verwendet.
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2.1.5 Kits
Es wurde das kommerziell erhdltliche Kit peqGold Plasmid Miniprep Kit | von PEQLAB

Biotechnologie zur Plasmidisolation verwendet.

2.1.6 Proteinsequenz

CTX-M-14

SAVQQKLAALEKSSGGRLGVALIDTADNTQVLYRGDERFPMCSTSKVMAAAAVLKQSETQKQLLNQPVE
IKPADLVNYNPIAEKHVNGTMTLAELSAAALQYSDNTAMNKLIAQLGGPGGVTAFARAIGDETFRLDRTE
PTLNTAIPGDPRDTTTPRAMAQTLRQLTLGHALGETQRAQLVTWLKGNTTGAASIRAGLPTSWTVGDKT
GSGDYGTTNDIAVIWPQGRAPLVLVTYFTQPQQNAESRRDVLASAARIIAEG

2.1.7 Vektoren
Tabelle 6 Verwendeter Vektor fiir CTX-M14

Bezeichnung Merkmale Hersteller

pPRSET A T7-Promoter, Amp-Resistenz, N-term. (His)6-tag Invitrogen

2.1.8 Bakterienstamme

Tabelle 7 Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Hersteller

DH5a F- endAl gIlnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG Invitrogen

®80d/aczZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rK- mK+), A—

BL21 (DE3) F-ompT hsdSB(rB-, mB-) gal dcm (DE3) Invitrogen

BL21 (DE3) pLysS F-, ompT, hsdSB (rB-, mB-), dcm, gal, A (DE3), pLysS, Cm" Invitrogen

2.1.9 Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in folgender Tabelle aufgefiihrt.
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Tabelle 8 Verwendete Gerite

Gerat Geratetyp Hersteller
CD-Spektrometer J-815CD Jasco
DLS-Messgerate Spectrolight 600 Xtal Concepts GmbH
SpectroSize 300 Xtal Concepts GmbH
FPLC AKTApurifier System GE Healthcare, USA

Gelelektrophorese-Kammer

SE 260 Mighty Small Il

Hoefer

Gelelektrophorese- EV231 PEQLAB Biotechnologie

Netzgerat

In-Haus Detektor Mar345S MarRESEARCH

In-Haus Strahlungsquelle IuScu Incoatec

Inkubationsschittler Innova 44 New Brunswick Scientific
KS 3000 i control IKA

Inkubator BD 56 Binder

lonenaustausch- HiTrap CM FF GE Healthcare, USA

chromatografiesaulen HiTrap SP CM GE Healthcare, USA
HiTrap SP XL GE Healthcare, USA

Kristallisationsroboter Honeybee 961 Genomic Solutions
Oryx4 Douglas Instruments

Magnetrihrer VMS-A VWR International

Mikroskope SZX12 Olympus
CLSM Zeiss

NanoDrop-Spektrometer ND-1000 PEQLAB Biotechnologie
ND-2000 PEQLAB Biotechnologie

qtPCR Mini8 Plus Coyote Bioscience

pH-Meter SevenEasy Mettler-Toledo

Photometer GeneQuant™ 1300 GE Healthcare, USA
Spectrophotometer

Rollschittler RS-TRO5 Phoenix Instruments

Schattler GFL-3014 GFL

Thermomixer Comfort Eppendorf
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Ultraschallgerat Soniprep 150 MSE

Waagen TE3102S Sartorius
CP2245-OCE Sartorius

Zentrifuge Multifuge X1R Heraeus
5415R Eppendorf
5418 R Eppendorf
Minispin Plus Eppendorf

2.1.10Software
Tabelle 9 Verwendete Software

Software Anwendung Referenz

ClustalQ Sequenzalignment (Madeira, Park et al. 2019)

Expasy Berechnung des (Gasteiger 2005)
Molekulargewichts

MolProbity Evaluation von (Williams, Headd et al. 2018)
Proteinstrukturen

CCP4i Refinement (Winn, Ballard et al. 2011)

CrystFEL Prozessierung serieller (White, Kirian et al. 2012)
Daten

Phenix Molekularer Ersatz und (Liebschner, Afonine et al.
Refinement 2019)

XDS Prozessierung (Kabsch 2010)
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Transformation

Zunachst wurde ein Aliquot (50 uL) einer chemisch kompetenten Zelllinie auf Eis aufgetaut
und mit 1 pul DNA versetzt. Es erfolgte eine 15-miniitige Inkubation auf Eis, gefolgt von einem
Hitzeschock bei 42 °C fir 40s, um die DNA in die Zellen zu transformieren. Nach einer
2-minttigen Inkubation auf Eis wurden 500 mL steriles LB-Medium hinzugefiigt und eine
Stunde bei 37 °C und 300 rpm im Thermomixer inkubiert. Von diesem Ansatz wurden 100 uL
auf LB-Agar mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C im

Trockenschrank inkubiert.

2.2.1.2 Plasmidprdparation

Zunachst wurden 5 mL LB-Medium mit 5 uL Ampicillin (100 mg/mL) versetzt und eine
einzelne, der bei der Transformation erhaltenen Kolonien, mit einer Pipettenspitze gepickt
und Uberfiihrt. Die Kulturen wurden Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Kulturen fir 10 min bei 4000xg und Raumtemperatur
zentrifugiert. Die Extraktion der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Kit peqGold Plasmid Miniprep
nach Herstellerangaben. Die Elution wurde mit 50 uL Elutionspuffer durchgefiihrt. Die

Lagerung der isolierten Plasmid-DNA erfolgte bei -20 °C.

2.2.1.3 Rekombinante Genexpression

Fiir die rekombinante Expression des Zielproteins wurde zunachst eine Vorkultur von 150 mL
LB-Medium mit 150 pl Ampicillin (100 mg/mL) versetzt und mit Zellen aus einem Glycerolstock
inokuliert. Die Kultivierung erfolgte tGber Nacht bei 220 rpm und 37 °C. Am nachsten Tag
wurden 5L fassende Schikanekolben mit jeweils 1L LB-Medium und 1 mL Ampicillin
(100 mg/ml) mit 25 mL der Vorkultur angeimpft. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte bei
37 °C und 180 rpm. Bei der gewiinschten ODego erfolgte die Induktion mit 1 mM IPTG. Nach
einer Inkubationszeit von drei Stunden, wurde die Zellsuspension in 1 L-Zentrifugenbecher
tberfiihrt und fiir 30 min bei 4000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellpellets bei -20 °C eingefroren.
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine gangige Methode zur Auftrennung von
Makromolekdilen nach ihrer Ladung und ihrem Molekulargewicht. Die Gele bestehen aus zwei
Bestandteilen, das Sammelgel dient zur Fokussierung der Probe und das Trenngel zur
groRenbedingten Separation der Proteine (Tab. 10). Das im Gel enthaltene Bisacrylamid bildet
ein Molekularsieb, dessen GrolRe durch die Konzentration des Bisacrylamids variiert werden
kann. Nach dem Anlegen einer elektrischen Spannung bewegen sich die Proteine aufgrund
ihrer verschiedenen GréRe mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch das Gel, wobei

kleinere Molekdile schneller wandern.

Zur Vorbereitung der Proben wurden 10 pL der Probe mit 10 uL des reduzierenden, 2x
konzentriertem Probenpuffers versetzt und 10 min bei 95 °C im Heizblock denaturiert. Das -
Mercaptoethanol im Probenpuffer reduziert Disulfidbriicken, wahrend sich das negativ
geladene Natriumdodecylsulfat (SDS) an die hydrophoben Bereiche des Proteins anlagert und
dessen Eigenladung tberdeckt, sodass die Trennung nur von der ProteingrofRe abhdngt. Um
die GroRe der Proteine abschatzen zu kénnen wurden 5 L eines ProteingroBenstandards auf
das Gel aufgetragen, wadhrend von den Proben jeweils 20 uL beladen wurden. Die
Durchfiihrung der Gelelektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 25 mA in

1x Elektrodenpuffer.

Um die Proteine auf dem Polyacrylamidgel zu visualisieren, wurde dieses fliir mindestens
30 min in eine Coomassie-Farbelésung auf einem Schittler inkubiert. Anschliefend wurde
diese Losung gegen eine Entfarbelésung ausgetauscht und erneut inkubiert, bis die

Proteinbanden auf dem Gel sichtbar wurden.
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Tabelle 10 Zusammensetzung der SDS-Gele. Volumenangaben fiir die Vorbereitung von 4 Gelen.

Gelart Zusammensetzung Volumen
Sammelgel ddH20 9,2 mL
(4 %) 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 2mL
Puffer 3,8 mL
10 % (w/v) SDS 150 pL
TEMED 15 pL
10 % (w/v) APS 75 plL
Trenngel ddH20 10,2 mL
(12 %) 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 12 mL
Puffer 7,5 mL
10 % (w/v) SDS 300 pL
TEMED 15 plL
10 % (w/v) APS 150 plL

2.2.2.2 Zellaufschluss

Die Zellpellets wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieBend mit 10 mL Puffer
resuspendiert. AnschlieBend wurde die auf Eis gelagerte Zellsuspension mit einem Sonifikator
finfmal fir 30s mit Ultraschall behandelt. Es folgte die Abtrennung der unldslichen
Bestandteile durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C und 17000 x g. Der Uberstand mit den

|6slichen Proteinen wurde weiterverwendet.

2.2.2.3 Dialyse

In Vorbereitung der lonenaustauschchromatographie musste die Salzkonzentration in der
Probe reduziert werden, woflir eine Dialyse durchgefiihrt wurde. Ein Zellulose-
Dialyseschlauchs wurde zum Quellen einige Minuten in Wasser gelegt. AnschlieBend wurde
ein Ende des Schlauches mit einer Klammer verschlossen und die Proteinlésung eingefiillt,
bevor auch das andere Ende verschlossen wurde. Dabei wurde etwas Platz im Schlauch
belassen, sodass die Flissigkeit sich darin bewegen und gegebenenfalls an Volumen
zunehmen konnte. Der Schlauch wurde in ein GefaR mit Dialysepuffer gelegt und unter Riithren

Uber Nacht bei 4 °C dialysiert. Dabei glichen sich die Salzkonzentrationen innerhalb und
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aullerhalb des Schlauches aus. Die Zugabe von DNase zur Proteinlosung vor der Dialyse konnte
die folgende Filtration der Probe vereinfachen, war aber nicht unbedingt notwendig und

wurde deshalb nur durchgefiihrt, wenn viel Protein zeitgleich gereinigt wurde.

2.2.2.4 lonenaustauschchromatographie

Zur lIsolation des Zielproteins wurde die dialysierte Proteinldsung zunachst filtriert und
anschlieend auf eine Kationentauscher-Saule gegeben. Diese besteht aus einer Agarose-
Matrix, an die negativ geladenen Gruppen gebunden sind. Das positiv geladene CTX-M-14
(pl = 9,0) bindet an die Matrix und kann mit einem linearen Salzgradienten eluiert werden. Die
lonenaustauschchromatographie wurde mithilfe eines AKTApurifier Systems (GE Healthcare,
USA) durchgefiihrt. Vor dem Lauf wurde die Saule zunachst mit einem Saulenvolumen dH,0
gespllt und anschlieBend mit einem Saulenvolumen Puffer equilibriert. Die Probe wurde
mithilfe einer Probenschleife aufgetragen. Wahrend des Laufs mit einer konstanten Flussrate
von 0,7 mL/min wurde die UV-Absorption bei 280 nm kontinuierlich aufgezeichnet. Durch die
signifikante UV-Absorption des Proteins konnten die Elutinsfraktionen ausgewahlt werden.

Das Zielprotein eluierte bei einer Salzkonzentration von ca. 50 mM NacCl.

2.2.2.5 Konzentration der Proteinlésung
Mithilfe eines Amicon Zentrifugalkonzentrators mit einem MWCO (Molecular Weight Cut-Off)
von 10 kDa wurde die Proteinldsung bei 4000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach Erreichen der

gewlinschten Konzentration wurde das Protein bei 4 °C gelagert.

2.2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein NanoDrop-
Spektrometer verwendet, welches die spezifische Absorption der aromatischen Aminosduren
bei einer Wellenlange von 280 nm misst. Fir die Messung wurden 2 uL der Proteinlésung
verwendet. Die Proteinkonzentration kann mittels folgender Gleichung aus der Absorption

berechnet werden.
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Gleichung 1: Berechnung der Proteinkonzentration aus der Absorption.
Mit A, = spezifische Absorption bei 280 nm, MW = Molekulargewicht, € = spezifische
Extinktionskoeffizient des Proteins bei 280 nm, d = Schichtdicke der Messkiivette.

Das Molekulargewicht und der Extinktionskoeffizient wurden, basierend auf der
Aminosauresequenz von CTX-M-14, vom Programm ProtParam des ExPASy Proteomics Servers
(Gasteiger 2005) ermittelt. Das Molekulargewicht fir CTX-M-14 liegt bei 30,98 kDa und der
Extinktionskoeffizient bei 25.565 Mcm™.

2.2.3 Biophysikalische Methoden

2.2.3.1 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Die Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie dient der Untersuchung optisch aktiver
Substanzen mit polarisiertem Licht. Die Absorption des Proteins in Losung wird Gber einen
spezifischen Wellenlangenbereich gemessen. Aus der Position der Minima, Maxima,
Nullpunkte und Wendepunkte kann die Sekundarstrukturzusammensetzung eines Proteins

vorhergesagt werden (Kelly, Jess et al. 2005).

Die CD-spektroskopischen Messungen wurden an einem J-815 Gerat (Jasco, Deutschland)
durchgefiihrt. Es wurden 100 pL der Proteinlésung in eine Quartzkiivette mit einer
Schichtdicke von 1 mm gegeben und 15x (iber einen Wellenlangenbereich von 260-180 nm
bei einer konstanten Temperatur von 20 °C gemessen. Die Messungen wurden gemittelt und

die nur Puffer enthaltenden Referenzmessungen abgezogen.

2.2.3.2 Dynamische Lichtstreuung
Die dynamische Lichtstreuung (DLS) gibt Aufschluss Gber den hydrodynamischen Radius Rh
eines Proteins in Losung. Der hydrodynamische Radius ist (iber die Stokes-Einstein-Gleichung

(Gleichung 2) definiert.
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Gleichung 2: Berechnung des hydrodynamischen Radius Rn. k = Boltzmann-Konstante, T =
Temperatur, n = Viskositat, D = Diffusionskoeffizient.

Vor der DLS-Messung wurden die Proben 30-60 min bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Dann
wurden 12 uL der Probe in eine Quartzkivette tGberfiihrt und im DLS-Gerat SpectroSize 300

(XtalConcepts, Deutschland) bei einer konstanten Temperatur von 20 °C gemessen.

2.2.3.3 Thermofluor-Assay

Die Thermofluor Methode dient zur Spezifikation der Proteinstabilitdt bei steigenden
Temperaturen und kann verwendet werden, um den Schmelzpunkt eines Proteins zu
bestimmen. Zunachst wurde ein Puffertest auf Basis der Bedingungen A1-B12 des RUBIC
Buffer Screens (Molecular Dimensions, UK) durchgefiihrt. Es wurde eine 62x konzentrierte
Verdinnung aus dem 5000x Stock des Farbstoffes SYPRO orange hergestellt. In den PCR-
Reaktionsgefafen wurden 21 pl Puffer, 2 uL Protein (20 uM) und 2 pL Farbstoff vermischt und
in das Mini8 Plus Real-Time PCR System (Coyote, USA), das zuvor bereits auf 20 °C equilibriert
wurde, gestellt. Die Proben wurden mit einer Heizrate von 1 °C/min von 20 °C auf 95 °C erhitzt
und jeweils nach 4 °C die Temperatur fir 20 s gehalten und die Fluoreszenz gemessen. Aus
den sich ergebenden Fluoreszenzkurven kann der Schmelzpunkt bestimmt werden. Es wurde

der Einfluss von 24 verschiedenen Puffern auf die Thermostabilitat des Proteins verglichen.

Als nachstes wurden 31 Bedingungen aus dem Durham Salt Screen ausgewahlt, um den
Einfluss verschiedener Salze auf die Thermostabilitat zu testen. Es wurden jeweils 10 pL der
Screen Bedingung in einem PCR-Reaktionsgefal} vorgelegt. 1 mL Proteinlésung wurde mit 4 pL
5000x SYPRO Orange versetzt und jeweils 10 uL in die Reaktionsgefalle lberfihrt. Es wurde

das gleiche Programm im Real-Time PCR System verwendet wie zuvor.

29



Material und Methoden Kapitel A: B-Lactamase CTX-M-14

2.2.4 Proteinkristallisation

2.2.4.1 Kristallisationsexperimente

Fir ein Hochdurchsatzscreening unterschiedlicher Bedingungen wurden kommerziell
erhaltliche Screens verwendet. Die Kristallisation erfolgte mithilfe des Honeybee 961
(Genomic Solutions, USA) Kristallisationsroboters in MRC2 Platten nach dem Sitting-drop
Verfahren. Es wurden 50 pL Reservoirlésung vorgelegt und 0,5 uL mit der gleichen
Proteinmenge gemischt. Die Platte wurde mit einer Folie versiegelt und bei Raumtemperatur
gelagert. Folgende Screens wurden verwendet: JCSG-plus und PACT premier von Molecular

Dimensions, UK sowie ComPAS Suite von Qiagen, Deutschland.

2.2.4.2 Kristallisation von CTX-M-14 im Sitting-drop Verfahren

Es ist nahezu unmaoglich die Bedingung vorherzusagen, bei der ein Protein kristallisiert. Fir
CTX-M-14 waren bereits Kristallisationsbedingungen bekannt (Chen, Shoichet et al. 2005,
Nichols, Hargis et al. 2015), die jedoch nicht zu Kristallen der gewiinschten Qualitat fiihrten.
Im JCSG-plus -Screen wurden verschiedene Bedingungen gefunden und verfeinert. Die
Bedingung 30 % PEG8000, 0,2 M Li,S0a4, 0,1 M C;H3NaO; pH 4,5 lieferte die besten Ergebnisse.
Es wurde das Verfahren der Dampfdiffusion in MRC Maxi-Platten genutzt. Es wurde ein
Reservoirvolumen von 100 pL und eine TropfengrofRe von 4 uL verwendet, wobei Protein
(10 mg/ml) und Prazipitat im Verhaltnis 1:1 gemischt wurden. Die Kristallisationsplatten
wurden mit einer Klebefolie versiegelt und bei Raumtemperatur gelagert. In regelmaRigen
Abstanden wurden die Platten unter dem Mikroskop auf mogliches Kristallwachstum

Uberpruft.

2.2.4.3 Seeding

Um die Kristallisation zu beschleunigen oder kleinere Kristalle zu erhalten, wird oft die
Methode des Seedings verwendet. Zur Praparation des dafiir benétigten Seedstocks wurden
vorhandene Kristalle mit einem Glasstab (CrystalCrusher) zerkleinert und in 50 puL
Reservoirlésung aufgenommen. Durch Zugabe kleiner Metallkiigelchen konnten die

Kristalltrimmer mit einem Vortexer weiter zerkleinert werden. AnschlieBend wurde eine
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Verdiinnungsreihe hergestellt. Mithilfe eines Haares konnten die Kristallkeime in den

Kristallisationstropfen tberfihrt werden.

Bei dieser konventionellen Seedstockpraparation sind die resultierenden Seedkristalle oft von
unterschiedlicher GréRe, was zu unterschiedlich groRen Kristallen bei der nachfolgenden
Kristallisation fuhrt. Fiir die Messung von Einkristallen ist diese Methode ausreichend, fir
serielle Messungen werden allerdings Kristalle von mdglichst homogener GroBe benoétigt, die
zudem auch deutlich kleiner sein miissen als Kristalle, die bei der konventionellen
Einkristalldiffraktion eingesetzt wurden. Deshalb wurde zur Generierung von Mikrokristallen
eine abgewandelte Methode entwickelt, um einen Seedstock mit noch kleineren und
homogenen Kristallkeimen zu erhalten. Die Kristalle aus einem vorangegangenen
Batchexperiment wurden mit dem Glasstab an der Wand des ReaktionsgefdaRes zerrieben,
anschliefRend bei 200 x g und 20 °C fir 5 Minuten zentrifugiert und die am Boden abgesetzten
Kristalle wieder mit dem Glasstab zerrieben. Dieser Vorgang wurde zehn Mal wiederholt.
Daraufhin befanden sich im Uberstand nur noch winzige Kristallstiicke, die zu klein waren, um
abzentrifugiert zu werden. Dieser Uberstand wurde abgenommen und als Seedstock zur

Praparation von Mikrokristallen verwendet.

Eine weitere Moglichkeit, vorrangig um moglichst grofle Kristalle zu erhalten, bietet das
Makroseeding, bei dem die Kristalle nicht zerstort werden, sondern nur in eine frische

Proteinloésung Gberfihrt werden, um weiter wachsen zu kénnen.

2.2.4.4 Kristallisation von CTX-M-14 Mikrokristallen im Batch Verfahren

Die Produktion von Mikrokristallen erfolgte im Batchverfahren. Fir einen Ansatz wurden 50 %
Proteinlésung (20 mg/ml) und 45 % Prazipitat (40 % PEG8000, 0,2 M Li;SO4, 0,1 M C;H3NaO;
pH 4,5) mit 5% Seedstock vermischt. Innerhalb einer Stunde, in der der Ansatz mehrfach
durchmischt wurde, entstanden Kristalle von 5-15 um GrofRe. Um das Kristallwachstum zu
stoppen, wurde der Ansatz mit 200 x g bei 20 °C fir 10 Minuten zentrifugiert und ein Teil des

proteinhaltigen Uberstandes abgenommen und durch Préizipitat ersetzt.
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2.2.4.5 On-chip Kristallisation

Die serielle Messung von Kristallen kann entweder durch ihre injektion in einen
Flussigkeitsstrahl oder mithilfe von Chips erfolgen, auf denen sich die Kristalle befinden. Fir
letzteres ist es moglich zuvor im Batch gewachsene Kristalle auf den Chip zu Gibertragen, oder
die Kristalle direkt auf dem Chip wachsen zu lassen. Die zweite Variante hat den Vorteil, dass
weniger Uberlagerungen der Kristalle auftreten. Es wurden zwei unterschiedlich groRe Chips
verwendet. Fir die Kristallisation wird zunachst Puffer in die Reaktionskammer gegeben, um
ein Austrocknen des Ansatzes zu verhindern. In einem Reaktionsgefd wurden 50 %
Proteinlosung (10 mg/ml) und 45 % Prazipitat (40 % PEG8000, 0,2 M Li;SO4, 0,1 M C;H3NaO;
pH 4,5) mit 1 % Seedstock vermischt. Der Kristallisationsansatz wurde auf dem Chip verteilt
und dieser in die Reaktionskammer geschoben. Der Aufbau wurde mit Parafilm versiegelt.
Nach 1-1,5 h hatten die Kristalle eine GroRe von ca. 30x30 um erreicht. Durch eine Variation
in der Seedstockmenge konnte ein Einfluss auf GroBe und Anzahl der Kristalle genommen

werden.

2.2.5 Rontgenstrukturanalyse

2.2.5.1 Einkristalldiffraktion

Zunachst wurden die Kristalle mit einer Nylonschlaufe entsprechender GrolRe aufgenommen,
in eine Cryolosung getaucht und folgend in Flissigstickstoff eingefroren. Die CTX-M-14
Kristalle wurden zusatzlich zuvor fir eine Stunde mit dem jeweiligen Inhibitor Avibactam
gesoaked. Die Cryolésung bestand aus den jeweiligen Prazipitaten, welcher mit 25 % Glycerol
versetzt wurde. Die Messungen erfolgten an der P11 Beamline (Meents, Reime et al. 2013) an
Petra lll am DESY, Hamburg. Der Kristall wurde auf ein Goniometer gesetzt und mit Stickstoff
auf 100 K gekiihlt. Die Datensammlung erfolgte (iber die Rotationsmethode. Es wurde mit
einem Rontgenstrahldurchmesser von 100 pm und eine Wellenldnge von 1,0332 A bzw.
0,9801 A (Selen-Absorptionskante) gemessen. Es wurde ein Pilatus 6M fast Detektor

verwendet. Die Diffraktionsdaten wurden mit dem Programm XDS (Kabsch 2010) prozessiert.
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2.2.5.2 Serielle Datensammlung am European XFEL

Eine CTX-M-14 Mikrokristallsupension, mit KristallgroRen von ca. 3-8 um, wurde zunachst
mittels eines 20 um Gravitationsfilters filtriert, um gréBere Kristalle zu entfernen. Das
Avibactam wurde mit einer finalen Konzentration von 20 mM zur Kristallsuspension
hinzugefligt und die Probe in eine Probenkammer injiziert. Die Probenkammer wurde an der
SPB/SFX Messstation mit einer HPLC-Pumpe verbunden, die mittels Wasser den Kolben in die
Probenkammer driickt, wodurch die Probe in den Injektionsschlauch tberflihrt wurde. Durch
die Pumpe kann hierbei eine konstante Flussrate auch bei hoherer Viskositat gewahrleistet
werden. In einer im 3D-Druck hergestellten Diise wurde der Flissigkeitsstrom der
Kristallsuspension mit Heliumgas ummantelt, um diesen besser zu fokussieren. Das Heliumgas
wurde durch einen GP1 Gasdruckregulator kontrolliert. Beide Flussraten wurden durch
entsprechende Durchflussmesser Uberwacht. Der Flissigkeitsstrahl (Durchmesser 1,8 um,
Geschwindigkeit 50-100 m/s) und der fokussierte, monochromatische Roéntgenstrahl
(Durchmesser 16 um?) wurden aneinander angepasst, sodass Rontgenstrahlen direkt auf den
Flussigkeitsstrom trafen. Die Diffraktion der Kristalle wurde von einem AGIPD 1M Detektor
aufgezeichnet. Es wurde mit 300 Pulsen pro Sekunde mit einer mittleren Photonenenergie
von 9,15 keV und einer mittleren Pulsenergie von 1,05 mJ gemessen (Wiedorn, Oberthir et

al. 2018) .

Zunachst wurden mit dem Programm Cheetah jene Detektorbilder automatisch identifiziert,
die Proteindiffraktion zeigten. Daflir wurden die peakfinder8 Parameter minSNR=8§,
minADC=250, minPix=1 and minPeaks=20 verwendet. Die Prozessierung der Daten erfolgte

mit dem Programm CrystFEL (White, Kirian et al. 2012).

2.2.5.3 Serielle Datensammlung am APS

Diffraktionsexperimente wurden an der BioCARS 14 ID Beamline an der Advanced Photon
Source (APS) im Argonne National Laboratory, USA durchgefihrt. Anders als bei den zuvor
genannten Messmethoden wurde hier polychromatische Strahlung (,,Pink Beam®) fokussiert
auf 20 um und direkt auf Chips gewachsene Kristalle verwendet. Die Chips wurden aus der
Reaktionskammer genommen und auf eine Haltevorrichtung aufgesetzt. Um eine
Austrocknung zu vermeiden wurde Puffer in die Reservoire des Chips gegeben. Die Chips

wurden mit Wasser bedampft und mit einem fusselfreien Tuch die Kristallisationslésung von
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unten abgesaugt, wodurch nur die Kristalle auf den Chips verblieben. Durch Aufsetzen einer
Umbhillung konnte die Austrocknung der Chips bis zu ihrem Einsatz vermieden werden. Die
Chips wurden senkrecht zum Rontgenstrahl auf eine Halterung an der Messstation gesetzt und
die Hille entfernt. Stattdessen wurde der Chip mit Helium bedampft, welches einen
kontrollierten Feuchtigkeitsgrad hatte. Am Computer wurde ein Raster definiert, das den
kompletten Chip umfasste und im Abstand von jeweils 30 um Diffraktionsdaten gesammelt.

Die Daten wurden mit dem Programm CrystFEL (White, Kirian et al. 2012) prozessiert.

2.2.5.4 Strukturbestimmung

Die Struktur von CTX-M-14 war bereits vor Beginn dieser Arbeit bekannt. Fir die
Strukturlésung wurde ein Molekularer Ersatz mit dem Programm: Phaser (McCoy, Grosse-
Kunstleve et al. 2007) daher zunachst mit in der Protein Data Bank (PDB) hinterlegten
Strukturen (PDB Codes 4UA6 und 5TWD) durchgefiihrt, nachdem alle Solvenzmolekiile aus
den Dateien entfernt wurden. Spater wurde die veroffentlichte Struktur von CTX-M-14 am

European XFEL (PDB Code 6GTH) als Grundlage verwendet.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Rekombinante Expression und Reinigung

Die Expression von CTX-M-14 erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. In Abbildung 6 wird
beispielhaft das Ergebnis einer SDS-PAGE-Analyse einer Expression dreier Kolben von
CTX-M-14 in E. coli BL21 (DE3) -Zellen gezeigt. Das Molekulargewicht von CTX-M-14 betragt
30,98 kDa.

MW [kDa]
116,0

66,2
45,0

35,0

25,0

18,4
14,4
M 1 2 3

Abbildung 6: SDS-PAGE-Analyse, Expression von CTX-M-14 auf einem 12 %igen
Polyacrylamidtrenngel. M: ProteingroRenstandard Unstained Protein Molecular Weight Marker, 1-3:
Zellkulturen nach 3 h Expression. Die Banden des Zielproteins sind markiert. Nach dreistlindiger
Expression ist eine deutliche Bande bei etwa 31 kDa bei jeder Zellkultur sichtbar, was dem
Molekulargewicht des Zielproteins entspricht.

Der Aufschluss der Zellpellets wurde wie beschrieben durchgefiihrt und der Uberstand (iber
Nacht dialysiert, um die hohe Salzkonzentration im Rohextrakt zu verringern, welche den
folgenden Schritt der lonenaustauschchromatografie beeintrachtigen wiirde. Nach dem
Kationentauscher war das Protein bereits von sehr hoher Reinheit (Abb. 7 links), sodass keine
weiteren Reinigungsschritte notig waren. Anfangs wurde ein linearer Gradient bis zu 100 %

Puffer B verwendet. Das Protein eluierte jedoch schon sehr friih von der Saule, sodass fiir eine
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optimale Reinigung nur der Bereich bis 5 % Puffer B notig war. Es wurde mit einem geringen

Konzentrationsanstieg eluiert, um Unreinheiten abzutrennen (Abb. 7 rechts).

MW [kDa] - ——
116,0

66,2

45,0
35,0

[%]

Konzentration Puffer B

25,0 -

18,4 ,
14.4 » A

2 // \\/ ‘\\

M Dialyse Elution

Retentiosvolumen [ml]

Abbildung 7: Reinigung von CTX-M-14. Links: SDS-PAGE-Analyse, Reinigung von CTX-M-14 auf einem
12 %igen Polyacrylamidtrenngel. M: ProteingréRenstandard Unstained Protein Molecular Weight
Marker, Dialyse: die Probenentnahme erfolgte direkt nach der Dialyse, vor weiteren
Reinigungsschritten, Elution: Elutionsfraktion nach der Reinigung mit einem Kationentauscher. Die
Banden des Zielproteins sind markiert. Nach dem Kationentauscher sind zusatzlich zum Zielprotein nur
noch sehr wenige schwache Banden anderer Proteine sichtbar. Rechts: Elutionsprofil des
Kationentauschers. Der hochste Absorptionspeak (blau) trat bei einer Konzentration (griin) von ca. 3 %
Puffer B auf, was ca. 50 mM NaCl entsprach.

3.2 Charakterisierung

Um die Dispersitat des Proteins in Losung einschatzen zu kdnnen und den polymeren Zustand
zu ermitteln, wurden nach der Reinigung DLS-Messungen durchgefiihrt. Die Proteinlosung
wurde zunachst auf mindestens 2 mg/mL konzentriert und anschlieRend bei 16.000 x g und
4°C fur mindestens 30 min zentrifugiert. Die DLS-Messungen ergaben einen
hydrodynamischen Radius von 2,5 nm = 0,1 nm (Abb. 8). Unter der Annahme eines globuldren
Proteins kann daraus ein Molekulargewicht von ca. 27,9 kDa errechnet werden, was dem
Molekulargewicht des Proteins ohne Signalpeptid (27.85 kDa) entspricht. Demzufolge ist
davon auszugehen, dass das Protein CTX-M-14 in L6sung monomer vorliegt. AuBerdem liegt

das Protein monodispers vor.
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Abbildung 8: Ergebnisse der DLS-Messungen von CTX-M-14. Links: Radienverteilung der DLS-
Messungen, bei denen der Radius in Abhdngigkeit von der Zeit dargestellt wird. Rechts: Darstellung
der Autokorellationfunktion, der mittleren Radienverteilung und des Radiusplots. Die DLS-Messungen
zeigen, dass das Protein monodispers vorliegt. Der hydrodynamische Radius von 2,5 nm deutet darauf
hin, dass das Protein als Monomer in Losung vorliegt.

Es wurden CD-spektroskopische Messungen durchgefiihrt, um einen ersten Eindruck tGber die
Anteile an Sekundarstrukturen zu erhalten. Es wurden 10 Proteinspektren im
Wellenldangenbereich von 190-260 nm aufgenommen und akkumuliert. Der Proteinpuffer
wurde finf Mal gemessen und nach der Akkumulation vom Proteinsignal subtrahiert (Abb. 9).
Durch die Messung konnte nachgewiesen werden, dass das Protein gefaltet vorliegt. Die
Vorhersage der Verteilung der Sekundarstrukturen erfolgte nach dem Algorithmus von Yang
et al. (Yang, Wu et al. 1986) und ergab einen a-helikalen Anteil von 43 %, 35 % [B-Strange und

22 % ungeordnete Teilstrukturen mit einem RMS-Wert von ca. 6 %.
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Abbildung 9 Messung des Circulardichroismus von CTX-M-14: Die CD-Messung zeigt, dass das Protein
einen hohen Anteil an Sekundarstrukturen besitzt und somit gefaltet vorliegt.

Die Thermofluor-Messungen dienten zur Uberpriifung der Stabilitit von CTX-M-14 in
verschiedenen Puffern oder unter Addition von Salzen. Der protein-bindende Farbstoff SYPRO
Orange fluoresziert in hydrophober Umgebung starker als in hydrophiler Umgebung. Beim
Erhitzen der Losung denaturiert das Protein allmahlich. Der Farbstoff lagert sich an den
dadurch zuganglichen hydrophoben Kern des Proteins an, wodurch die Fluoreszenz steigt. Am
hochsten ist diese, wenn das Protein komplett entfaltet vorliegt. AnschlieBend fallt das Signal
aufgrund von Dissoziation des Farbstoffes wieder ab. Das Fluoreszenzsignal wird als Funktion
gegen die Temperatur aufgetragen und ergibt eine sigmoidale Kurve. Der Wendepunkt dieser
Kurve beschreibt zugleich den Schmelzpunkt des Proteins, an dem dieses zu 50 % ungefaltet
vorliegt. Dieser liegt fliir CTX-M-14 bei 56 °C. Aus dem Vergleich der unterschiedlichen Puffer
wird deutlich, dass der Ausgangspuffer MES pH 6,0 bereits optimal flir das Protein ist.
Allerdings beeinflussen andere Puffer mit ahnlichen pH-Werten den Schmelzpunkt meist nur
gering. Hingegen zeigte sich, dass pH-Werte liber 7 die Thermostabilitdit von CTX-M-14
deutlich verringern (Abb. 10).
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Abbildung 10: Thermofluor Puffertest. Es wurde der Schmelzpunkt (TM) von CTX-M-14 in
verschiedenen Puffern bestimmt. Zur besseren Veranschaulichung wurden die Schmelzpunkte im
Vergleich zum Ausgangspuffer (100 mM MES pH6) eingefarbt, dabei steht griin fir einen Schmelzpunkt
+ 1 °C, gelb -2 bis -5 °C und rot fur > -5 °C.

Die meisten Salze hatten nur eine geringe Auswirkung auf die Schmelztemperatur von
CTX-M-14 (Abb. 11). Guanidin-HCl und Harnstoff wirken beide denaturierend auf Proteine,
wodurch der Schmelzpunkt stark herabgesetzt wird. Hingegen wirken Sulfate stabilisierend.
Unterschiedliche Metalle zeigen keinen Einfluss auf die Thermostabilitdt, sodass diese
vermutlich keine Rolle fiir CTX-M-14 spielen. Dies wird auch durch die Messung mit EDTA
bestatigt. Waren zweiwertige Metall-lonen wichtig fir die Thermostabilitat von CTX-M-14

wirde der Schmelzpunkt hier stark sinken.
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Abbildung 11: Thermofluor Salztest. Es wurde der Schmelzpunkt (TM) von CTX-M-14 unter Zugabe
verschiedener Salze bestimmt. Zur besseren Veranschaulichung wurden die Schmelzpunkte im
Vergleich zur Zugabe von Wasser eingefarbt, dabei steht dunkelgriin flrr einen Schmelzpunkt +3 bis
+9 °C, hellgriin 0 bis +3 °C gelb 0 bis -5 °C und rot fiir > -5 °C.

Die Ergebnisse der biophysikalischen Untersuchungen von CTX-M-14 in LOsung zeigen, dass
das Protein monodispers vorlag und dabei einen gefalteten und monomeren Zustand
aufweist. Somit sind die Voraussetzungen fiir weitere strukturbiologische Untersuchungen

gegeben.
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3.3 Kristallisation

Die Kristallisation von Proteinen stellt oft eine Herausforderung in der Strukturbiologie dar. Es
gibt verschiedene Moglichkeiten der Kristallisation. Am haufigsten wird die Methode der
Dampfdiffusion verwendet, bei der Proteinlésung mit einer Prazipitat-Losung in einem
Tropfen vermischt und Uber bzw. neben ein Reservoir mit Prazipitat-Losung gesetzt wird
(Benvenuti and Mangani 2007). Durch die geringere Prazipitatkonzentration im Tropfen
diffundiert Wasser aus diesem ins Reservoir und es kommt zu einem Anstieg der Protein- und
Prazipitatkonzentration im Tropfen (Abb. 12). Wahrend dieses Vorgangs erreichen die
Konzentrationen einen gesattigten Bereich, in dem Kristallisation theoretisch moéglich ware.
Allerdings muss zunachst eine Aktivierungsenergiebarriere Giberwunden werden. Diese wird
in der metastabilen Zone noch nicht erreicht, sondern erst in der labilen Zone. In diesem auch
Nukleationszone genannten Bereich kommt es zur spontanen Nukleation kleiner Kristalle
(Nukleationskeime). Durch die Kristallbildung sinkt die Proteinkonzentration im Tropfen,
welcher wieder die metastabile Phase erreicht. In dieser Phase ist ein weiteres
Kristallwachstum moglich. Ist die Ubersittigung im Tropfen zu hoch, kommt es zur

Prazipitation des Proteins (Asherie 2004).

Bei der Kristallisation im Batchverfahren findet keine Diffusion statt, sodass die
Kristallisationsbedingungen so gewahlt werden miissen, dass sich der Kristallisationsansatz
bereits zum Anfang in der labilen Zone der Kristallisation befindet (Wey and Karpinski 2002).
Zu diesem Zweck werden meist hohere Protein- und Prazipitatkonzentrationen als im
Batchverfahren eingesetzt. Je nach GrofBe des Kristallisationsansatzes gibt es zwei
verschiedene Moglichkeiten der Durchfiihrung. Fir kleine Probenvolumina wird ein Tropfen
des Kristallisationsansatzes in eine Microbatchplatte gegeben und mit Ol iiberschichtet. Je
nachdem welches Ol hierfir verwendet wurde, findet eine langsamere oder keine
Dampfdiffusion statt (Rayment 2002). Fur groere Probenvolumina erfolgt der

Kristallisationsansatz in einem verschlieBbaren ReaktionsgefaR.
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Abbildung 12: Phasendiagramm der Kristallisation mittels Dampfdiffusion. Bei der Diffusion von
Wasser aus dem Kristallisationsansatz erhéhen sich die Protein- und Prazipitatkonzentrationen im
Tropfen. Sobald die labile Zone erreicht wird, kann die Energiebarriere zur Kristallbildung iberschritten
werden und es kommt zur Bildung von Nukleationskeimen (blaue Quadrate). Die daraufhin sinkende
Proteinkonzentration bewirkt den Wiedereintritt in die metastabile Zone, in der das Kristallwachstum
stattfindet.

Eine Moglichkeit die Kristallisation zu beschleunigen, die Kristallqualitat zu verbessern oder
auch homologe Proteine oder Mutanten zu kristallisieren, bietet der Einsatz der
Seedingmethode (Bergfors 2003). Beim Seeding werden Nukleationskeime zum
Kristallisationsansatz hinzugefiigt. Hierfir kann entweder eine kleine Menge der
Seedstocklosung zum Kristallisationsansatz hinzugegeben werden, oder die Kristalle werden
mithilfe eines Haares in diesen Uberfiihrt. Beim Seeding muss die Aktivierungsenergie zur
Kristallbildung nicht mehr iberwunden werden, sodass normalerweise die Konzentrationen
von Protein oder Prazipitat gesenkt werden, um in die metastabile Zone des
Phasendiagramms zu gelangen, in welcher aus den Nukleationskeimen gréBere Kristalle

wachsen (Bergfors 2003). Abhangig von der Konzentration der Nukleationskeime im
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Seedstock entstehen unterschiedlich viele Kristalle, deren GréBe sich umgekehrt proportional
zur Anzahl verhalt. Diese haufig verwendete Methode wird auch als Mikroseeding bezeichnet.
Eine andere Méglichkeit des Seedings ist die Uberfiihrung von Makrokristallen in einen neuen
Kristallisationsansatz (Benvenuti and Mangani 2007). Diese Methode wird vorrangig
verwendet, um moglichst grofle Kristalle zu erhalten, wie sie beispielsweise fir

Neutronenbeugungsexperimente bendtigt werden.

Bei der Kristallisation von CTX-M-14 wurde die Methode der Dampfdiffusion verwendet, um
Makrokristalle zu produzieren und das Batch-Verfahren zur Herstellung von Mikrokristallen.

Es konnten verschiedene Kristallformen erhalten werden (Abb. 13).

Die initial erhaltenen Kristalle sahen verwachsen aus (A), beugten aber dennoch bis ans
Detektorlimit an der Beamline P11 (1,14 A). Durch Seeding konnte die Kristallisation noch
weiter beschleunigt und die Kristallmorphologie verbessert werden. Es zeigte sich hierbei,
dass der Seedstock einen entscheidenden Einfluss auf die Kristallmorphologie hat. Je
nachdem, welche Kristallform dort vorherrschend war, hatten auch die daraus entstehenden
Kristalle eine favorisierte Form. Es konnten hexagonale (B, E, F), trigonale (C) und tetragonal-
bipyramidale Kristalle (D) bei gleichen Bedingungen auftreten. Teilweise fanden sich auch zwei
unterschiedliche Kristallformen im gleichen Kristallisationsansatz. Um Makrokristalle (A-D) zu
erhalten wurde die Methode der Dampfdiffusion mit einer Proteinkonzentration von
10 mg/ml und dem Prazipitaten 22,5-35 % PEG8000, 0,2 M Li»S0a4, 0,1 M Natriumacetat pH 4,5

verwendet. Die Kristalle wuchsen innerhalb weniger Stunden (Abb. 14).

43



Ergebnisse und Diskussion Kapitel A: B-Lactamase CTX-M-14

Abbildung 13: Kristalle von CTX-M-14. A-D: Makrokristalle mit verschiedenen Morphologien erhalten
bei gleichen Kristallisationsbedingungen mittels Dampfdiffusion (22,5-35 % PEG8000, 0,2 M Li,SO,,
0,1 M Natriumacetat pH 4,5, E-F: Im Batch-Verfahren erhaltenen Mikrokristalle (40 % PEG8000, 0,2 M
Li,SO4, 0,1 M Natriumacetat pH 4,5). In den Bildern A-E betragt der eingezeichnete MaRstab jeweils
100 pm, in Abbildung F 10 um.
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Abbildung 14: Kristallwachstum von CTX-M-14 innerhalb von fiinf Tagen. Bereits fiinf Stunden nach dem
Kristallisationsansatz (32,5 % PEG8000, 0,2 M Li2SO4, 0,1 M Natriumacetat pH 4,5) konnten Kristalle von etwa
50 um GrofRRe im Lichtmikroskop beobachtet werden. Diese wurden bis zum Tag 2 deutlich gréRer, anschlieRend
nahm die GréBe aber nur noch geringfiigig zu. Alle Aufnahmen wurden mit der gleichen VergréBerung des
gleichen Kristallisationsansatzes aufgenommen. Der eingezeichnete MaRstab entspricht 100 pm.

Fir die Aufnahme serieller Daten an Synchrotron- und XFEL-Strahlungsquellen wurde eine
grofRe Anzahl von Mikrokristallen von homogener GroRe und Qualitat bendtigt. Daflr wurde
die klassische Seedingmethode (Bergfors 2003) verandert. Anstatt die Protein- oder
Prazipitatkonzentration zu verringern, um in die metastabile Zone des Phasendiagramms zu
gelangen, wurde die Proteinkonzentration auf 20 mg/ml und die PEG-Konzentration auf 40 %
erhoht. Dadurch gelangte das System noch weiter als zuvor in die Nukleationszone, sodass die
Aktivierungsenergiebarriere leicht Uberwunden werden konnte und sehr Vviele
Nukleationskeime entstanden. Der Seedstock entschied hierbei tber die GroRe, Anzahl und
Homogenitat der Mikrokristalle. Mit der konventionellen Seedstockprdparation war es nicht
moglich die fir die Messungen am European XFEL erforderliche KristallgréRe von 3-8 um zu
erreichen, da die erhaltenen Bruchstilicke noch zu groR waren, aber mit den Metallkiigelchen
nicht weiter zerkleinert werden konnten. Durch die Kombination aus vorsichtigem
zentrifugieren und dem Zerreiben der Kristalle an der Wand des ReaktionsgefaRes,
entstanden kleinste Kristallbruchstiicke, die sich nicht mehr im Reaktionsgefall abgesetzten.
Dieser Uberstand wurde verwendet, um Mikrokristalle zu erhalten. Nach dem Mischen der
Loésungen wurde der Ansatz in regelmalligen Abstanden durchmischt, wodurch gleichmaRig
kleine Kristalle erhalten werden konnten. Die Mikrokristalle erreichten bereits nach 1-1,5 h

die gewiinschte GroRe.

Bei der On-Chip Kristallisation am APS fihrte die in Hamburg erprobte Kombination von
20 mg/ml Proteinkonzentration, Seedstock und 40 % PEG8000 Uberraschenderweise zu
nadelformigen Kristallen, die nicht diffraktierten (Abb. 15). Durch Reduzierung der
Proteinkonzentration auf 10 mg/ml konnten wieder hexagonale Kristalle erhalten werden.

Wie sich zeigte, lag der Grund fiir diese Probleme am Seedstock, der vor Ort vorbereitet
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wurde. Bei der Praparation des Seedstocks mit der dortigen Zentrifuge kam es zum
Verklumpen der Seedkristalle. Alternativ wurde jeweils gewartet, bis die Kristalle sich von
selbst abgesetzt hatten. Die mit diesem Seedstock erhaltenen Kristalle waren nicht mehr
nadelformig, spater stellte sich jedoch heraus, dass sowohl hexagonale als auch trigonale
Kristalle entstanden waren. Dies wurde vor Ort nicht bemerkt, weil das dortige Mikroskop
keine ausreichende VergroRRerung bot, um die Form der 30 um kleinen Kristalle unterscheiden

zu kdénnen. Bei der zweiten Messzeit am APS wurde ein neuer Seedstock hergestellt, der auch

bei einer Proteinkonzentration von 20 mg/ml zur hexagonalen Kristallform fiihrte.

Abbildung 15: On-Chip Kristallisation von CTX-M14. Der Kristallisationsansatz wurde gleichmaRig auf
einem Chip (A, unten im Bild) verteilt. Um eine Austrocknung wahrend der Kristallisation zu verhindern
wurde der Chip in einer mit 2 mL Puffer gefiillte Reaktionskammer inkubiert. Zundchst entstanden
nadelférmige Kristalle (B), nach der Reduktion der Proteinkonzentration entstand eine Mischung aus
zwei unterschiedlichen Kristallformen in einem Ansatz (C). Die Kristallbilder wurden von in Hamburg
reproduzierten Ansdtzen aufgenommen. Die abgebildeten Kristalle sind groRer als die am APS
gemessenen.

3.4 Datensammlung und Refinement

3.4.1 Synchrotrondatensammlung von Einkristallen

Ein Problem bei der Datensammlung mittels Rontgenstrahlung sind mogliche Strahlenschaden
im Proteinkristall, die sekundar durch freie Radikale ausgelost werden (Teng and Moffat
2000). Zu diesen moglichen Schaden zdhlen der Bruch von Disulfidbriicken, die

Decarboxylierung von Glutamaten und Aspartaten und der Verlust von Hydroxylgruppen an
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Tyrosinseitenketten. Als Folge entstehen allgemein eine Veranderung der GroRe der
Elementarzelle, erhdhte B-Faktoren, sowie eine geringere Diffraktion und somit der Verlust

hoch aufgel6ster Daten. Es gibt verschiedene Ansatze, um die Strahlenschaden zu begrenzen.

Makrokristalle werden meistens mit einer Nylonschlaufe aufgenommen, in eine Cryol6sung
eingetaucht und anschlieRend in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Cryol6sung ersetzt das
Losungsmittel im Kristallgitter, welches beim Einfrieren kristallisieren und den Kristall
zerstoren oder zusatzliche Diffraktion verursachen konnte. Diese zusatzlichen
Diffraktionsringe konnten Teile der Diffraktion des Kristalls Gberdecken, wodurch diese nicht
nutzbar waren. Mehrere Kristalle wurden an den Beamlines P11 (Meents, Reime et al. 2013,
Burkhardt, Pakendorf et al. 2016) und P13 (Cianci, Bourenkov et al. 2017) am PETRA Il
Synchrotron fir Datensammlungen eingesetzt, wobei die Diffraktion bis zum Detektorlimit
von 1,14 A bzw. 1 A aufgenommen wurde. Dabei wurde der Kristall gedreht, sodass von allen
Orientierungen Diffraktionsdaten aufgenommen werden konnten, wahrend die Kristalle
konstant auf 100 K gekiihlt wurden. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit dem Programm
XDS (Kabsch 2010) und die anschlieBenden Verfeinerungen der Koordinaten mit dem
Programm PhenixRefine (Afonine, Grosse-Kunstleve et al. 2012) aus dem Phenix
Softwarepaket (Liebschner, Afonine et al. 2019). Die Ergebnisse der Prozessierung und des
Refinements sind in Tabelle 11 zusammengefasst. Beide Proteinstrukturen traten in der

Raumgruppe P212121 auf.

Genau wie in den biophysikalischen Methoden vorhergesagt, liegt CTX-M-14 als Monomer im
Kristall vor. Der Matthews Koeffizient liegt bei 1,8 A3 Da%, entsprechend einem Solvenzanteil
von 32 % (Matthews 1968). Das Phasenproblem wurde mittels Molekularem Ersatz mit den in
der PDB hinterlegten Strukturen 4UA6 und 5TWD mit dem Programm Phaser (McCoy, Grosse-
Kunstleve et al. 2007) aus dem Phenix Softwarepaket (Liebschner, Afonine et al. 2019) geldst.
Die anfangs erhaltenen Modelle wurden mit den Programmen PhenixRefine (Afonine, Grosse-
Kunstleve et al. 2012) oder Refmac5 (Murshudov, Vagin et al. 1997) bis zur Konvergenz

verfeinert.
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Tabelle 11: Datensammlung und Refinement Statistik von Synchrotrondaten

Parameter Apoprotein Komplex mit Avibactam
Beamline P13 P11

Wellenlange [A] 0,9762 1,0332

Raumgruppe P212121 P212121

Auflésung [A]

30,0-1,0A (1,06 - 1,0 A)!

435-1,14 A (1,21-1,14 A)*

Zellkonstanten

a=41,36 A b=62,51 A c=86,35 A
a=B=y=90°

a=41,79 A b=62,19 A c=86,93 A
a=B=y=90°

Anzahl gemessener

Reflexe

1.461.599 (202.527)!

1.011.917 (132.110)?

unabhangige Reflexe

121.027 (19.132)*

83.276 (13.207)

Vollstandigkeit [%]

99,6 (98,4) *

99,8 (99,2) *

Rmeas [%] 3,8 (22,6)! 5,8 (25,9)
1/o(l) 36,48 (8,69)1 25,75 (7,52) 1
CCis2 100,0 (98,5)1 99,9 (98,1)1
Rwork 0,11 0,10

Rfree 0,12 0,12

Rmsd Bindungen/ 0,008 A/ 1,149° 0,029 A/ 2,854°
Winkel

Ramachandran 96,4 % 97,7 %
favorisiert

Ramachandran erlaubt | 2,4 % 2,3%
Ramachandran 1,2 % 0%
AusreilSer

'héchste Aufldsungsschale
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3.4.2 Serielle Datensammlung am Synchrotron APS

Bei den Messungen an der Advanced Photon Source (APS) wurden die Chips mit den darauf
befindlichen Kristallen montiert und ein Raster festgelegt. Entlang dieses Rasters erfolgte die
Messung. Die Kristalle liegen auf dem Chip in unterschiedlicher Orientierung vor, sodass viele
Kristalle gemessen werden mussten, um einen vollstandigen Datensatz zu erhalten. Die
FlUssigkeit des Kristallisationsansatzes wird vor der Montage des Chips abgesaugt, wodurch
der sonst durch Flissigkeit erzeugte Hintergrund stark reduziert wird. Die Messung bei
Raumtemperatur ermoglicht es, die Kristalle, ohne den Einsatz von Cryopuffern zu messen.
Cryopuffer entsprechen nicht den Wachstumsbedingungen der Kristalle und kdnnen die
Kristallordnung stéren. Der Materialverbrauch dieser Methode ist im Vergleich zu anderen
seriellen Messverfahren sehr gering. Die Messung eines Chips ist ausreichend fiir eine

vollstandige Datensammlung und bendétigt nur 200 uL Probenvolumen.

Bei der Auswertung der ersten Messzeit zeigte sich, dass Kristalle zweier unterschiedlicher
Raumgruppen (P212121 und P3,21) auf dem gleichen Chip vorlagen. Vermutlich lagen beide
Kristallformen bereits im Seedstock vor, aufgrund der schlechten Auflésung und VergrofRerung
des dortigen Mikroskops waren allerdings keine Unterschiede im Habitus der Kristalle
sichtbar. Durch eine Modifizierung des Programmes CrystFEL (White, Kirian et al. 2012) durch
Aleksandra Tolstikova (Gruppe Henry Chapman) konnten die Daten nach Raumgruppen
gefiltert und prozessiert werden, allerdings war die Datenqualitdt unzureichend und die
Auflosung lag nur bei maximal 3 A. Dies konnte in Zusammenhang mit den
Kristallisationsproblemen vor Ort und der Seedstockpraparation liegen. Die Daten der zweiten

Messung befinden sich aktuell noch in der Auswertung.

3.4.3 Serielle Datensammlung am European XFEL

Ein weiterer Ansatz zur Vermeidung von Strahlungsschiaden ist das Diffraction-before-
destruction Prinzip, fir welches Mikrokristalle bendtigt werden. Die kleinen Kristalle werden
von einem starken Rontgenpuls getroffen und zerstért. Wahrenddessen wird die Diffraktion
detektiert (Abb. 16). Aufgrund des sehr kurzen Energiepulses kann die Diffraktion
aufgenommen werden, bevor Schaden am Kristall auftreten (Chapman, Caleman et al. 2014).
Fir diesen Ansatz werden sehr viele Kristalle benétigt, die kontinuierlich in die

Interaktionszone des Rontgenstrahls transportiert werden miissen. Dies kann (iber einen
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Flissigkeitsstrom oder auf einem Kaptonband erfolgen. Die Kristalle haben eine zufallige
Orientierung, wenn sie die Interaktionszone erreichen, sodass viele Kristalle vermessen
werden miissen, um Daten aller Orientierungen zu erhalten. Die Messung von CTX-M-14
erfolgte am European XFEL mittels eines kontinuierlichen Fllssigkeitstroms bei
Raumtemperatur (Mancuso, Aquila et al. 2019). Die seriell aufgenommenen Diffraktionsdaten
hatten eine Auflésung von 1,7 A, was zum Zeitpunkt der Messung dem dortigen Detektorlimit
entsprach. Die meisten der aufgenommenen Diffraktionsbilder konnten indiziert werden und
nur wenige Diffraktionsbilder zeigten eine zeitgleiche Messung mehrerer Kristalle (Abb. 17).
Folglich waren sowohl die KristallgroRe als auch die Flussgeschwindigkeit des
Flussigkeitsstroms gut gewahlt. Aus den einzelnen Diffraktionsbildern wurden zunachst die
Zellkonstanten ermittelt (Abb. 18). Die Gaullsche Verteilung der ermittelten Werte weist nur
geringe Abweichungen auf, was auf eine gute Uniformitat der Kristalle hindeutet. Im
Gegensatz zu den zuvor aufgenommenen Daten lagen diese allerdings in einer anderen
kristallografischen Raumgruppe (P3,21) vor. Die Parameter der Datensammlung und

Strukturlosung sind in Tabelle 12 zusammengefasst (Wiedorn, Oberthiir et al. 2018).

Abbildung 16: Beugungsbild von CTX-M-14 aufgenommen am EuXFEL. Die Positionen der Diffraktion
wurden durch die Software berechnet und gelb umkreist. Die Kristalle beugten bis zu einer Auflosung
von 1,7 A.
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Indexing and integration results per pulse

Number

200

- Hts
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. Crystals
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76 80 84 88 92 9 100 104 108 112 16 120 124

Abbildung 17: Indizierung der EuXFEL-Daten. Die Abbildung zeigt, dass die meisten der
aufgenommenen Diffraktionsbilder (Hits, blau) indiziert werden konnten (orange). Dabei kam es nur
vereinzelt zu zeitgleichen Messungen mehrerer Kristalle, wie aus dem leicht héheren griinen Balken
ersichtlich wird.

a=41.81+0.024 b=41812002A c=23314+ 0134

- T T T T T
WeA 45K 46A  a7A  ask 45 420 423A 422h 423 4A  a1sA  41€A  a17A  ash a3k a20h  a:3A 422k 4234 2ok 304 ek adok

@ =90.02  0.03° =900 £ 0.03° v = 119.98 £ 0.03°

Abbildung 18: Bestimmung der Zellkonstanten der XFEL-Messung. Die Zellkonstanten wurden aus

den einzelnen Diffraktionsbildern ermittelt, wobei sich eine GauRsche Verteilung ergab. Der haufigste
Wert und dessen mogliche Abweichung wurden angegeben.
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Tabelle 12: Datensammlung und Refinement Statistik von CTX-M-14, gemessen am EuXFEL

Parameter CTX-M-14

Photonen Energie 9150 eV

Fokus des Rontgenstrahls | 15 um

Pulsenergie an der Probe 526 J

Pulslange 50 fs
Raumgruppe P3,21
Zellkonstanten a=b=41,8 A, c=233,3 A

a=p=90°, y=120°

Anzahl Hits/davon indiziert | 14.445/12.474

unabhingige Reflexe 27.838 (2.715)1
Auflésung 34,6-1,69 A (1,75-1,69 A)!
Vollstandigkeit 99,89 % (99,45 %)*

Replit 0,197 (0,476)!

1/o(1) 4,37 (2,30)!

CCi/2 0,93 (0,63)"

Wilson B-Faktor 26,8 A2

Rwork 0,18 (0,27)!

Rfree 0,21 (0,30)"

Rmsd Bindungen/ Winkel | 0,008 A/ 1,22°

Ramachandran favorisiert | 98,1 %

Ramachandran erlaubt 1,5%

Ramachandran AusreiRer 0,4 %

'héchste Aufldsungsschale
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3.5 Modellinterpretationen

Mithilfe des Programms DSSP (Kabsch and Sander 1983, Touw, Baakman et al. 2015) konnte
die Sekundarstrukturverteilung von CTX-M-14 anschaulich dargestellt werden (Abb. 19). Die
Helices bestimmen 43 % der Sekunddarstruktur, wahrend nur 19 % aus B-Strangen bestehen.
Der helikale Anteil entspricht genau dem durch die CD-Messungen vorhergesagtem, allerdings
ist der Anteil an B-Strangen mit 19 statt 35 % deutlich geringer. Diese Abweichung kdnnte am
flir die Auswertung der CD-Daten gewahlten Algorithmus liegen, da diese zu teilweise

erheblichen Unterschieden in der Auswertung der Daten fiihren.

CTX-M-14 besteht wie auch andere B-Lactamasen der Klasse A aus zwei Doméanen, einer a/p-
Domaéne und einer a-Doméne (Abb. 20). Die erste Domane setzt sich hierbei aus drei Helices,
unter ihnen die N- und C-terminalen Helices, und finf antiparallelen B-Strangen zusammen,

die zweite, groRere Domane besteht aus 11 Helices und vier relativ kurzen B-Strangen.

pssp=mmg AN AN NN N N— W e il R —_— NNANANNANNANNN N
VVVVVV v VVVVVVV
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Abbildung 19: Sekundarstruktur von CTX-M-14. Die Visualisierung der Sekundarstruktur erfolgte mit
dem Programm DSSP (Kabsch and Sander 1983, Touw, Baakman et al. 2015). 43 % des Proteins liegen
helikal vor, verteilt auf 14 Helices und 19 % der Sekundarstruktur liegen als B-Strange vor.
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Abbildung 20: Tertidrstruktur von CTX-M-14. Das Protein besteht aus zwei Domanen, einer o/B-
Domdne mit einem zentralen Faltblatt mit fiinf B-Strangen und einer gréBeren, grofRtenteils aus a-
Helices bestehenden Domane. Der Inhibitor Avibactam (gelb) bindet kovalent im aktiven Zentrum.

Das aktive Zentrum des Enzyms befindet sich an der Beriihrungsflache der beiden Domanen
und ist von aullen leicht zuganglich (Abb. 21). Die Aminosaurereste des aktiven Zentrums sind
flr B-Lactamasen der Klasse A stark konserviert. Bei der Substratbindung bildet sich eine
kovalente Bindung des Substrates, in diesem Fall Avibactam, mit dem reaktiven Ser70,
welches sich am N-Terminus der Helix2 befindet. Die Bindung des Substrates wird durch die
Wechselwirkung mit verschiedenen anderen Seitenketten stabilisiert (Abb. 22). Dazu gehéren
Asn132 und Asn170, welche Wasserstoffbriicken zur Carboxamidgruppe des Avibactams
bilden. Weitere Wechselwirkungen der Carboxamidgruppe bestehen zum katalytischen
Wasser, sowie Aspartat- und Glycerolmolekiilen. Die Sulfatgruppe wird durch Ser130, Lys234
und Thr235 positioniert. AulRerdem interagiert Ser237 sowohl mit der Carboxamidgruppe als
auch mit der Sulfatgruppe mittels Wasserstoffbriicken. Betrachtet man die
Oberflachenladung des Proteins, wird eine positiv geladene Tasche deutlich, in der das negativ
geladene Sulfat des Avibactams liegt (Abb. 23). Deutlich sichtbar ist auch die Ringoffnung des
Avibactams, die nach oben beschriebenem Mechanismus durch Spaltung der C7-N6 Bindung
erfolgte. Wenn kein Substrat zu CTX-M-14 hinzugegeben wird, befindet sich an dieser Stelle

ein Phosphat, was fiir die hohe Affinitat dieser Tasche zu negativ geladenen Molekiilen spricht.
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Abbildung 21 Bindung von Avibactam an das aktive Zentrum. Das aktives Zentrum wird mit 2 Fo-Fc
Elektronendichte um den Liganden und das katalytische Ser70 dargestellt.

X GOL-313
',

Abbildung 22: Wechselwirkungen von Avibactam im aktiven Zentrum von CTX-M-14. Die
Carboxamidgruppe von Avibactam bildet Wasserstoffbriicken zu Asn132, Asn170, dem katalytischen
Wasseratom sowie zu Solvenzmolekiilen aus. Die Sulfatgruppe wird durch Ser130, Lys234 und Thr235
stabilisiert.
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Abbildung 23: Elektrostatisches Potential der Substratbindungstasche von CTX-M-14. In der
Darstellung sind positiv geladene Bereiche blau und negative geladene Bereiche rot dargestellt. Es zeigt
sich, dass die negativ geladene Sulfatgruppe des Avibactams in einer positiv geladenen Tasche von
CTX-M-14 liegt.

3.6 Vergleich der Synchrotron- und XFEL-Strukturen von CTX-M-14 mit

Avibactam
Beim Vergleich der mit Synchrotron-Daten (CTXsyn) und XFEL-Daten (CTXxrer) gelosten
Strukturen von CTX-M-14 mit Avibactam fallen nur sehr geringe Unterschiede auf (Abb. 24).
Die Hauptkette verlduft bei beiden Proteinstrukturen identisch, aber einige Seitenketten
liegen in unterschiedlichen Konformationen vor. Der RMSD-Wert liegt bei 0,28 A fiir alle
Atome. Bei CTXsyn kbnnen drei Acetationen und elf Glycerolmolekiile identifiziert werden.
Letztere wurden mit dem Cryopuffer zugefiihrt, sodass sie nicht der natirlichen
Proteinumgebung entsprechen, bzw. keine biologische Bedeutung haben. Allerdings
interagieren jeweils ein Glycerol- und Acetatmolekil tGber Wasserstoffbricken mit dem am
aktiven Zentrum gebundenen Avibactam. Bei CTXxrer werden diese Positionen alternativ von
Wassermolekilen besetzt. Das fiir die Aktivierung des Ser70 nétige Wassermolekil ist in
beiden Strukturen zu finden (Abb. 24B, roter Kreis). Ein zweites Wassermolekdl, dass nur bei
CTXsyn vorhanden ist, stabilisiert dort die Sulfatgruppe des Avibactam (oranger Kreis). Dieses

Wassermolekil konnte der Grund fiir die unterschiedliche Konformation des Avibactams in
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beiden Strukturen sein. Bei CTXsyn ist auBer dem gebundenen Avibactam noch ein freies
Molekil mit intaktem Ringsystem zu finden (A blauer Kreis, C). Im Falle eines von CTX-M-14
umsetzbaren Substrates konnte dieses Molekil, nach der Hydrolyse des anderen, am aktiven
Zentrum binden. Die Stapelung von Substraten wurde bereits in verschiedenen B-Lactamasen

beobachtet (Olmos 2018). Die Sulfatgruppe des ungebundenen Avibactams wird durch Arg139

und Arg153 lber Wasserstoffbriicken stabilisiert.

Abbildung 24: Uberlagerung der iiber Synchrotron- und XFEL-Strahlung geldsten Strukturen von
CTX-M-14. Die Strukturen aus den Synchrotron- (griin) und XFEL-Daten (pink) stimmen weitestgehend
Uberein. Das Losungsmittel ist ebenfalls dargestellt (A). Bei CTXsyn liegt ein zweites Avibactammolekil
am Rand der Struktur (A blauer Kreis, C). Die Sulfatgruppe wird mittels Salzbrilicken stabilisiert. Im
aktiven Zentrum (B) zeigt sich eine etwas andere Konformation des Avibactams. Die an der
Stabilisierung des Inhibitors beteiligten Glycerolmolekiile und Acetationen kommen nur bei CTXs,x vor,
ebenso wie eines der beiden beteiligten Wassermolekiile nur in dieser Struktur sichtbar ist (oranger
Kreis). Das fiir die Aktivierung des Serin wichtige Wasser ist in beiden Strukturen konserviert (roter
Kreis).

57



Ergebnisse und Diskussion Kapitel A: B-Lactamase CTX-M-14

3.7 Spezifitat verschiedener Boronsaure-Inhibitoren

Seit den 1970ern ist bekannt, dass Boronsaurederivate Serinproteasen inhibieren kénnen
(Philipp and Bender 1971). Seitdem wurden viele verschiedene Inhibitoren entwickelt. Fiir den
medizinischen Einsatz dieser Komponenten ist deren Spezifitdit entscheidend, um
unerwiinschte Nebenwirkungen zu vermeiden (Smoum, Rubinstein et al. 2012). Im Jahr 2015
wurde ein Wirkstoffscreening verschiedener Boronsaurederivate fiir eine Carbapenemase von
K. Pneumoniae (KPC) durchgefiihrt (Hecker, Reddy et al. 2015). Dabei wurde der zyklische
Boronsdure Inhibitor Vaborbactam entwickelt (Abb. 25), welcher seit 2017 in Kombination mit
Meropenem eingesetzt wird. Auch in anderen Bereichen der Medizin werden
Boronsaurederivate eingesetzt. Das Krebsmedikament Bortezomib ist ein Boronsaurederivat
und seit 2004 in der EU zugelassen. Dieses Medikament gilt als Proteasom-Inhibitor. Im
Rahmen der Experimente, die zum Ende dieser Promotionsarbeit durchgefiihrt wurden,
konnten Diffraktionsdaten von CTX-M-14 im Komplex mit Borsdure bzw. Bortezomib
aufgenommen werden (Tab. 13). Dabei konnte gezeigt werden, dass Borsdure und Bortezomib

auch an Ser70 von CTX-M-14 binden (Abb. 26).
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Abbildung 25: Chemische Strukturen von Borsaure, Vaborbactam und Bortezomib.

58



Kapitel A: B-Lactamase CTX-M-14

Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 13: Datensammlung

Parameter Komplex mit Borsdure Komplex mit Bortezomib
Beamline In-Haus Rontgenquelle P11

Wellenlange [A] 1,5418 1,0332

Raumgruppe P212121 P212121

Auflésung [A]

30,0—-1,86 A (1,97 - 1,86 A)!

50-1,3A(1,38-1,3 A)*

Zellkonstanten

a=41,36 A b=62,27 A c=86,46 A
a=B=y=90°

a=41,33 A b=62,36 A c=86,27 A
a=B=y=90°

Anzahl gemessener

Reflexe

133.809 (19.120)*

701.129 (108.343)!

unabhangige Reflexe

19.394 (3054)!

105.779 (16.081)*

Vollstandigkeit [%]

99,7 (98,6) *

99,4 (97,7)

Rmeas [%] 9,8 (50,0)? 9,2 (72,1)!
1/o(l) 18,45 (4,15)1 12.83 (2,41)}
CCis2 99,9 (87,1)1 99,9 (77,5)!
Rwork 0,17 0,14

Rfree 0,20 0,17

Rmsd Bindungen/ 0,002 A/ 0,524° 0,012 A /1,315°
Winkel

Ramachandran 95,7 % 96,3 %
favorisiert

Ramachandran erlaubt | 3,12 % 2,86 %
Ramachandran 1,17 % 0,82 %
AusreilSer

'héchste Aufldsungsschale
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Abbildung 26: Bindung von Bortezomib an CTX-M-14. Bortezomib bindet ebenso wie die bekannten
B-Lactamase-Inhibitoren an Ser70 im aktiven Zentrum. Die Elektronendichte von Bortezomib ist bei
einem 1o Konturlevel der 2Fo-Fc Elektronendichte dargestellt.

Die Struktur von CTX-M-15 wurde im Komplex mit Vaborbactam gel6st (PDB Code 4XUZ,
(Hecker, Reddy et al. 2015)). CTX-M-15 gehort zur Untergruppe der CTX-M-1 Enzyme und
besitzt 82,8 % ldentitdt zu CTX-M-14 (Anhang A1l). Die Tertidrstruktur aller CTX-M Enzyme ist
identisch, sodass sie miteinander verglichen werden kénnen (Abb. 27). Beim direkten
Vergleich der Komplexe von CTX-M-14 mit Borsaure (rosa) und Bortezomib (cyan) sowie CTX-
M-15 mit Vaborbactam (griin) zeigt sich, dass alle drei Substrate an der gleichen Stelle des
aktiven Zentrums, am Ser70, binden. Dabei bildet sich jeweils eine kovalente Bindung zum
Boratom aus. Beim Betrachten der Wechselwirkungen der einzelnen Substrate mit Enzym und
Losungsmittelatomen, fallt die unterschiedliche Anzahl an Wasserstoffbriicken auf (Abb. 28 -
30). Borsadure bildet sieben Wasserstoffbriicken aus, wobei auch ein Netzwerk von
Wassermolekiilen involviert ist. Vaborbactam bildet neun Wasserstoffbriicken aus und wird
dadurch sehr gut im aktiven Zentrum stabilisiert. Bortezomib kann hingegen nur finf
Wasserstoffbriicken ausbilden, wobei die Ringsysteme offensichtlich flexibel sind und keine
direkten Wechselwirkungen mit CTX-M-14 ausbilden (Abb. 26). Die groRen Liganden
Vaborbactam und Bortezomib verdrdangen das Wasser aus dem aktiven Zentrum, was sich

Uber einen negativeren Entropiewert glinstig auf die Stabilitdt der Proteinstruktur auswirkt.
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w=  Borsaure ww  Bortezomib == Vaborbactam

Abbildung 27: Vergleich der Strukturen von CTX-M-14 mit gebundener Borsdure bzw. Bortezomib
und CTX-M-15 mit gebundenem Vaborbactam

Borsaure

Hoh123(8)

S

Cys69(A)

Ser70(A)

Abbildung 28: Wechselwirkungen von Borsaure im aktiven Zentrum von CTX-M-14. Borsaure bildet
drei Wasserstoffbriicken zu den umliegenden Aminosdureresten und vier weitere Wasserstoffbriicken
zu Wassermolekiilen aus.
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Bortezomib

Leul69(A)

Asnl04(A)

o»
snl32(A)
2
1
o .

2Ty - Asp240(A)
2]
Sh=r=""

% Bor301(A)

Cys69(A)

(2}
(;ry:j(i%

Glul66(A)
Serl30(A)

Tyrl05(A)

Abbildung 29: Wechselwirkungen von Bortezomib im aktiven Zentrum von CTX-M-14. Bortezomib
bildet nur fianf Wasserstoffbriicken zu den umliegenden Aminosadureresten aus, wobei die
Ringsysteme kaum stabilisiert werden und dadurch eher flexibel sind.

Vaborbactam

4d6312(A)
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Ser212(A)

Gly211(A)
Thr210(A)

Abbildung 30: Wechselwirkungen von Vaborbactam im aktiven Zentrum von CTX-M-14.

Vaborbactam bildet acht Wasserstoffbriicken zu den umliegenden Aminosdureresten und eine weitere
zu einem Wassermolekdl aus.

62



Kapitel A: B-Lactamase CTX-M-14  Ergebnisse und Diskussion

3.8 Vergleich von CTX-M-14 mit anderen B-Lactamasen

Die B-Lactamasen bilden eine sehr grolRe und heterogene Familie von >1600 Enzymen. Mehr
als 550 Proteine werden den Penicillinasen der Klasse A zugeordnet (Philippon, Slama et al.
2016). Uber einen langen Zeitraum waren zunichst die B-Lactamasen TEM und SHV mit ihren
Untervarianten bekannt, bevor die Gruppe der CTX-M Enzyme in den 2000ern zu der am
haufigsten auftretenden B-Lactamase Familie ernannt wurde (Canton, Jose et al. 2012). Es
wurden die vier Enzyme TOHO-1, TEM-1, SME-1 und SHV-1, die alle zur Gruppe A gehoren, fir
einen Vergleich ausgewahlt (Tabelle 14). Der Sequenzvergleich dieser vier Enzyme mit CTX-M-
14 zeigt eine relativ hohe Homologie zwischen den einzelnen Enzymen, auch wenn die
Sequenzidentitat von TEM-1, SME-1 und SHV-1 jeweils unter 50 % zu CTX-M-14 liegt (Abb. 31).
Das reaktive Ser70 (rot) ist in allen Enzymen konserviert, ebenso wie die anderen im aktiven
Zentrum liegenden Aminosaurereste Ser130, Asp131, Asn132, Lys234, Thr/Ser235 und Gly236

(blau), welche das Substrat stabilisieren.

Tabelle 14: Vergleich ausgewdhlter B-Lactamasen mit CTX-M-14

Proteinname Sequenzidentitit PDB Code Referenz

zu CTX-M-14
TOHO-1 84,2 % 11YS (Ibuka, Ishii et al. 2003)
TEM-1 38,1% 1M40 (Minasov, Wang et al. 2002)
SME-1 48,9 % 1DY6 (Sougakoff, L'Hermite et al. 2002)
SHV-1 38,5 % 1SHV (Kuzin, Nukaga et al. 1999)
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BAD AVG GOOD
CTX-M-14  S---AVQQOKLAALEKSSGGRLGVALIDTADNTQ-VLYRGDERF
TOHO-1 MN--SVQOOLEALEKSSGGRLGVALINTADNSQ- I LYRADERF,
TEM-1 HP--ETLVKVKDAEDQLGARVGY IELDLNSGK I LESFRPEERF
SME-1 NKSDAAAKQIKKLEEDFDGRIGVFAIDTGSGNT-FGYRSDERFP FKGFLAAAVLERVQQOKKLD INQKV
SHV-1 SP--QPLEQIKLSESQLSGRVGMIEMDLASGRTLTAWRAD

SKVMAAAAVLKOSETQROLLNQPV

cons = T e R s s CL AR £ L I I S it

CTX-M-14 EIKPADLVNYNPIAEKHVNGTMTLAELSAAALQY 2
TOHO-1 EIKKSDLVNYNP IAEKHVNGTMTLAELGAAALQY : KLIAH-LGGPDRKVTAFARSLGDETFRLDRTE

TEM-1 HYSONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVRELCSAAITMSDNTARA TT-IGGPRELTAFLHNMGDHVTRLDRWE
SME-1 KYESRDLEYHSPITTKYKGSGMTLGDMASAALQ ATN I IMERFLGGPEGMTKFMRS I GDNEFRLDRWE
SHV-1 HYRQODLVDYSPVSERKHLADGMTVGELCAAAITMSDNSAR AT-VGGPAGLTAFLRQIGDNVTRLDRWE

cons £ hk o ka: k: . kk: :: 1kk:  kkk Kk * shkkk ik ko akk_ kkkk K

CTX-M-14 PTLNTAIPGDPRDTTTPRAMAQTLROLTLGHALGETQRAQLVTWLKGNTTGAAS IRAGLPTSWTV/

TOHO-1 PTLNTAIPGDPRDTTTPLAMAQTLRNLTLGRKALAETORAQLVTWLKGNTTGSAS IRAGLPKSWVV
TEM-1 PELNEAIPNDERDTTTPAAMATTLRKLLTGELLTLASROQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWF I
SME-1 LELNTAIPGDKRDTSTPRKAVANSLNKLALGNVLNAKVKAIYONWLKGNTTGDARIRASVPADWVV
SHV-1 TELNEALPGDARDTTTPASMAATLRKLLTSQORLSARSQROLLOWMVDDRVAGPLIRSVLPAGWF IA

cons *hk hak ok kkk.hkk .ok ok .k wit N . * . t L. . ks ok * . hk.k.

CTZ-M-14 GDYGTTND IAVIWPQGRAPLVLVTYFTQPOON-AESRRDVLASAARI IAE--G

TOHO-1 GDYGTTND IAVIWPENHAPLVLVTYFTQPEQK-AERRRD ILAAAAKIVTHG-F
TEM-1 GERGSRGI IAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKH--W
SME-1 GAYGTANDYAVIWPENRAPLIVSIYTTRKSKD-DKHSDKTIAEASRIAIQAID
SHV-1 GERGARGIVALLGPNNKAERIVVIYLRDTPASMAERNQQIAGIGAALIEHWQR
cons N e N e e e e e e,

Abbildung 31: Sequenzvergleich ausgewdhlter B-Lactamasen der Klasse A. Die Sequenzen der
ausgewshlten B-Lactamasen TOHO-1, TEM-1, SME-1 und SHV-1 weisen eine hohe Ahnlichkeit zu
CTX-M-14 auf. Das fiir die Substratbindung genutzte Ser70 (rot) ist dabei ebenso konserviert wie die
anderen Aminoséaurereste des aktiven Zentrums (blau).

Diese hohe Ahnlichkeit findet sich auch in der Tertidrstruktur der Proteine (Abb. 32). Alle
Proteine zeigen die gleiche Faltung und nur sehr geringe strukturelle Abweichungen
voneinander. Die grofSten Abweichungen befinden sich an den terminalen Helices. Die
N-terminalen Helices von TEM-1 und SHV-1 weichen um bis zu 4 A von CTX-M-14 ab, bei den
C-terminalen Helices sind dies bis zu 3 A. Die geringsten Abweichungen weist wie erwartet
TOHO-1 auf, welches dem CTX-M-14 mit 84 % Sequenzidentitdt am meisten dhnelt. Das aktive
Zentrum ist in allen Proteinen sehr hoch konserviert, wie aufgrund der konservierten Sequenz

zu vermuten ist.
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I CTX-M-14

[ TOHO-1

[ TEM-1

B SHV-1
SME-1

Abbildung 32: Strukturvergleich ausgewahlter B-Lactamasen der Klasse A. Die Proteinstrukturen der
ausgewahlten B-Lactamasen TOHO-1, TEM-1, SME-1 und SHV-1 weisen eine identische Faltung zur
Struktur von CTX-M-14 auf. Das aktive Zentrum (schwarzer Kreis) ist auch strukturell sehr hoch
konserviert. Die groRten strukturellen Abweichungen der Strukturen finden sich an den N- und C-
terminalen Helices.
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4 AUSBLICK

4.1 Zeitaufgeloste Messungen

Seit die erste Kristallstruktur eines Enzyms geldst wurde, ist die hochaufgeloste Beobachtung
von katalytischen Vorgdngen innerhalb eines Enzyms ein Ziel der Strukturbiologie (Blake,
Koenig et al. 1965, Kupitz, Olmos et al. 2017). Allerdings gibt es mehrere limitierende Faktoren.
Zunachst war intensive Synchrotronstrahlung notig (Moffat 1989), die jedoch Strahlenschaden
in Kristallen verursachen. Zudem wurden Makrokristalle fir die Messung benétigt. Die
Diffusion von Substraten und Reaktionsprodukten in und aus einem Makrokristall ist deutlich
langsamer als die Umsetzungsraten vieler Enzyme (Nienhaus, Nienhaus et al. 2005, Tremblay,
Fan et al. 2010). Es ist zwar moglich Ubergangszustinde langsamer Reaktionen durch schnelles
Einfrieren sichtbar zu machen, jedoch kénnen keine Reaktionen bei Raumtemperatur
beobachtet werden. Eine Moglichkeit dieses Problem zu umgehen bieten sogenannte caged-
Compounds (Goeldner and Givens 2006). Dabei handelt es sich um aktive Substrate, welche
mit einer photolabilen Schutzgruppe ausgestattet werden. Durch diese Schutzgruppe wird das
Substrat nicht vom entsprechenden Enzym umgesetzt und kann mit diesem vermischt
werden. Durch einen Laserpuls wird die Schutzgruppe abgespalten und das Enzym kann mit
dem Substrat interagieren. Auf diese Weise konnte im Jahr 1990 die erste zeitaufgeldste
Struktur eines Proteins mittels caged-Compound gelost werden (Schlichting, Almo et al. 1990).
Allerdings sind nur wenige Substrate als caged-Compound kommerziell erhiltlich (Schlichting,
Almo et al. 1990, Stoddard, Cohen et al. 1998). Die Entwicklung der XFELs ermoglicht hingegen
die Untersuchung vieler anderer Enzym-Substrat-Systeme. Die Proteinkristalle und Substrate
kénnen je nach Aufbau der Dise z.B. direkt im Flug vermischt werden, sodass die Diffraktion
ohne Verzogerung gemessen werden kann. Die hierfiir verwendeten Mikrokristalle reduzieren
die erforderliche Diffusionszeit, um die Substrate aufzunehmen, sodass dieser limitierende
Faktor entfallt (Beyerlein, Dierksmeyer et al. 2017, Kupitz, Olmos et al. 2017). AulRerdem
treten dank des Diffraction-before-destruction Prinzips (Chapman, Fromme et al. 2011) keine
Strahlenschdaden auf, weil durch die sehr kurzen energiereichen Rontgenpulse die
Diffraktionsdaten aufgenommen werden, bevor Schaden am Proteinkristall auftreten. Diese
Methode erlaubt die Datensammlung bei Raumtemperatur, sodass die Enzyme in ihrem
natirlichen Zustand gemessen werden kdonnen, soweit die aktiven Zentren im Kristall frei

zuganglich sind. Es ist moglich, die Substrate erst direkt vor dem Eintritt in die
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Interaktionszone des Rontgenstrahls mit den Enzymen zu mischen, sodass auch sehr kurze
Reaktionszeitraume gemessen werden kdnnen. Diese Technik wird auch Mix-and-inject serial

crystallography (MISC) genannt (Schmidt 2013, Kupitz, Olmos et al. 2017).

Im Jahr 2018 wurden Daten der B-Lactamase BlaC mit dem Antibiotikum Ceftriaxone an vier
unterschiedlichen Reaktionszeitpunkten von 30 ms bis 2 s aufgenommen (Olmos, Pandey et
al. 2018). Dazu wurden zwei unterschiedliche Kristallformen genutzt, die beide jedoch nicht
optimal fiir diese Versuche waren. Die Plattchenférmigen Kristalle flihrten zu Datensatzen mit
einem Auflésungsbereich zwischen 2,15 und 2,75 A, mit vier Molekiilen in der ASU, von denen
nur zwei das Substrat im untersuchten Zeitraum banden. Die Besetzung des Substrates war in
beiden Proteinketten mit ca. 90 % auch schon nach einem Zeitraum von 30 ms sehr gut. Die
nadelférmigen Kristalle diffraktierten bis zu 1,8 A Auflésung mit nur einem Molekiil in der ASU,
allerdings war die Besetzung des Substrats mit nur 50 % deutlich niedriger, was

moglicherweise der kompakteren Kristallpackung zuzuschreiben ist.

Die bisherigen Experimente mit der B-Lactamase CTX-M-14 lieferten Kristalle in zwei
Raumgruppen, jeweils mit nur einem Molekil in der ASU, dessen Reaktionszentrum sich an
der Proteinoberflache befindet und somit leicht zuganglich fiir Substrate verschiedener GroRRe
ist. Daraus ergibt sich eine sehr gute Besetzung des aktiven Zentrums mit Substrat. Zudem
konnte bereits gezeigt werden, dass sich die Mikrokristalle von CTX-M-14 fiir verschiedene
Messmethoden eignen und auch die Probenzufiihrung mit einem Flissigkeitsstrom moglich
ist, welcher derzeit oft fiir die MISC verwendet wird. Die erreichte Auflésung war zwar etwas
schlechter als bei den Makrokristallen, jedoch lag das auch am Detektoraufbau am EuXFEL, da
dessen Auflésungslimit zum Messzeitpunkt bei 1,7 A lag. Mit einem anderen Detektor waren
vermutlich dhnliche Auflésungen wie fiir die Makrokristalle und Messungen am Synchrotron
moglich. Wahrend BlaC mit einem hydrolysierbaren Substrat untersucht wurde, wurde
CTX-M-14 mit nicht hydrolysierbaren Inhibitoren untersucht. Demzufolge treten bei CTX-M-14
nur zwei Zustande auf, dass ungebundene Substrat und das kovalent gebundene Substrat mit
gedffnetem B-Lactamring. Der dritte Zustand, das hydrolysierte Substrat, entfillt. Die von
A. Prester (UKE, Hamburg) durchgefiihrten Tapedrive-Versuche zeigten, dass die Substrate
Avibactam und Relebactam bereits nach sehr kurzen Zeitintervallen von 250 ms zu nahezu
100 % an CTX-M-14 gebunden hatten. Beim Tapedrive wird ein FlUssigkeitsfilm mit

enthaltenen Mikrokristallen auf einem Kaptonband aufgetragen und in die Interaktionszone
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des Rontgenstrahls befordert. Durch unterschiedliches Design der auftragenden Diisen kann
der Zeitraum zwischen dem Mixen des Proteins mit dem Substrat und der

Diffraktionsdatenmessung variiert werden.

Durch die hohe Enzymaktivitat von CTX-M-14 ist es leider nicht moglich zeitaufgeloste
Messungen des Wildtypproteins an Synchrotronquellen durchzufiihren. Auch bei den in dieser
Arbeit betrachteten kovalent bindenden Inhibitoren ist es nicht méglich Zwischenzustande am
Synchrotron zu messen. Es sind leider auch keine caged Substrate oder Inhibitoren vorhanden.
Fiir die Messung der kurzlebigen Zwischenzustande der Bindung eines Substrates an CTX-M-14
ist daher die gepulste Rontgenstrahlung eines XFELs notig. Die auf diesem Weg gewonnenen
Daten sollen zu einem besseren Verstandnis der Antibiotikaresistenz flihren, um zukilnftig

neue Wirkstoffe entwickeln zu kénnen.

4.2 Neutronenbeugung

Bisher wurden mehr als 150.000 Proteinstrukturen in der PDB hinterlegt. Bei den meisten
dieser Strukturen gibt es allerdings keine Informationen (iber die Wasserstoffatome von
Protein und Solvenz. Wasserstoff besitzt nur ein einzelnes Elektron, sodass die
Rontgenstrahlen nur schwach gebeugt werden. Oft wird die Position der Wasserstoffatome
nur anhand der dazu kovalent gebundenen Atome abgeleitet (Blakeley and Podjarny 2018).
Um die Position der Wasserstoffatome direkt bestimmen zu kénnen, ware eine Auflésung von
mindestens 1,0 A notig. Besonders Wasserstoffatome von mobilen Molekiilen, z.B. von
Wassermolekiilen konnen aber meist auch nicht bei hochauflésenden Réntgendaten unter

0,8 A lokalisiert werden (Ahmed, Blakeley et al. 2007).

Die Neutronenbeugung folgt den gleichen Prinzipien wie die Rontgenbeugung, allerdings
findet die Beugung an den Atomkernen, nicht an den Elektronen statt (Sivia 2011). Der Impuls
einer Bewegung wird am besten zwischen Korpern gleicher Masse (ibertragen, sodass
Neutronen von den Protonen der Wasserstoffatome am besten gestreut werden. Die gesamte
Streuung eines Atomkerns setzt sich aus der kohdrenten und nicht-kohdrenten Streuung
zusammen. Die nicht-koharente Streuung produziert ein gleichmaRiges Hintergrundsignal,

wahrend die koharente Streuung zu Bragg Reflexionen fiihrt (Blakeley and Podjarny 2018).
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Ein weiterer Vorteil der Neutronenbeugung gegeniiber der Rontgenbeugung ist, dass bei der
Neutronenbeugung keine Strahlenschaden auftreten, weil bei der Bestrahlung keine freien
Radikale entstehen. Folglich kdonnen Datensidtze von einem einzelnen Kristall bei
Raumtemperatur aufgenommen werden, ohne dass dieser Schaden nimmt. Allerdings muss

dieser Kristall deutlich groRer sein (ca. 0,5 mm?3) und die Messung dauert meist mehrere Tage.

Haufig werden die Proteinkristalle vor der Messung deuteriert. Deuterium hat eine niedrigere
nicht-koharente Streuung als Wasserstoff, wodurch der Hintergrund der Messung reduziert
wird. Zeitgleich ist die kohadrente Streuung des Deuteriums besser, sodass das Signal-zu-
Rausch Verhiltnis verbessert wird. Wahrend Wasserstoffatome erst bei einer Auflésung ab
1,5 A (Kurihara, Tanaka et al. 2004) lokalisiert werden kénnen, ist dies bei Deuteriumatomen

schon ab 2,5 A méglich (Habash, Raftery et al. 2000).

In der PDB befinden sich aktuell 162 Strukturen, die mit Neutronenbeugung geldst wurden
(Stand 23.01.2020). Bisher wurden sieben Strukturen von zwei unterschiedlichen B-
Lactamasen mittels Neutronenbeugung gel6st. Dabei handelt es sich um Toho-1 (6C78, 5KSC,

4C3Q, 4BD1, 2XQZ, 2WYX) und CTX-M-97 (5A90).

CTX-M-14 soll in naher Zukunft ebenfalls mittels Neutronenbeugung analysiert werden.
Dadurch sollen nicht nur die genauen Positionen der Wasserstoffatome ermittelt werden,
sondern auch der Protonierungsgrad von Aminosauren und Liganden. Bei der Hydrolyse der
Penicilline durch CTX-M-14 spielt ein katalytisches Wassermolekiil eine entscheidende Rolle,
sodass die Kenntnis dessen genauer Orientierung zu einem grundlegenden Verstandnis der
Protonierungszustdande dieses Vorgangs fiihren wird. Dadurch ware es dann moglich die
Entwicklung neuer Inhibitoren besser an die strukturellen Begebenheiten von CTX-M-14
anzupassen. Die bisher groBten erhaltenen Kristalle besitzen ein Volumen von 0,22 mm?,
welches bereits ausreichend fiir erste Tests sein wird. Zudem kann die KristallgréRe mittels

Makroseeding weiter erhéht werden.
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Kapitel B: Acylase GqgqA

5 EINLEITUNG

5.1 Komagataeibacter europaeus

Komagataeibacter europaeus ist ein Gram-negatives, aerobes Essigsaurebakterium, welches
zur Familie der Acetobacteraceae gehort. Die Bakterien sind an der partiellen Oxidation von
Kohlenhydraten und Alkoholen zu organischen Sauren beteiligt. Die traditionelle
Essigherstellung erfolgt mit Hilfe dieser Essigsaurebakterien aus ethanolhaltigen Substraten.
Die Bakterien bilden einen Cellulose-Biofilm an der Kontaktflache zwischen Fllssigkeit und
Luft. Dadurch wird die Sauerstoffversorgung gewahrleistet und ein besseres Uberleben unter
Stress durch hohe Ethanol- und Essigkonzentrationen ermdoglicht. Diese traditionelle Methode
erzeugt zwar qualitativ hochwertige Essige, ist aber zeit- und kostenintensiv. Alternativ
werden Essigsdurebakterien in speziellen Bioreaktoren unter Sauerstoffzufuhr schnell mit
dem Substrat vermischt. Essigsaure ist fur die meisten Bakterien bereits ab einer
Konzentration von 0,5 % toxisch. Die kleinen lipophilen Molekiile kénnen leicht durch die
Cytoplasmamembran ins Zellinnere gelangen und dort zu einer Ubersiuerung fiihren, die
letztlich zum Zelltod fiihrt. Essigsdurebakterien der Spezies Komagataeibacter kdnnen
hingegen Essigsaurekonzentrationen von bis zu 20 % tolerieren. Die Mechanismen, die zu
dieser Toleranz flihren sind noch nicht komplett verstanden (Barja, Andrés-Barrao et al. 2016).
Die Zusammensetzung der Lipidmembran verdndert sich bei steigender Acetatkonzentration,
wodurch die Oberflache fiir den passiven Transport hydrophober Molekiile verringert wird.
Zudem wird der Anteil an Glycolipiden in der Membran erhoht, wodurch die hydrophobe
Barriere verstarkt wird (Trcek, Jernejc et al. 2007). Des Weiteren konnte festgestellt werden,
dass die membrangebundene Alkoholdehydrogenase, welche Ethanol zu Acetaldehyd
oxidiert, eine wichtige Rolle bei der Resistenz gegen hohe Essigsaurekonzentrationen spielt

(Chinnawirotpisan, Theeragool et al. 2003).

70



Kapitel B: Acylase GqgA Einleitung

5.2 Quorum Sensing

Quorum Sensing beschreibt die Regulation der Genexpression in Abhangigkeit von der
Populationsdichte der Bakterien. Die Bakterien geben chemische Signalmolekiile, sogenannte
Autoinducer, an ihre Umgebung ab. Abhdngig von der Populationsdichte steigt die
Konzentration der Autoinducermolekiile an und sobald ein spezifischer Schwellenwert
Uberschritten wird, andert sich das Expressionsmuster der Bakterien (Stevens, Dolan et al.
1994). Die Entdeckung und Beschreibung dieses Phanomens erfolgte Ende der 1970er Jahre
(Nealson 1979). Dabei wurde der Zusammenhang zwischen der Populationsdichte zweier
mariner Bakterien, Vibrio fischeri und Vibrio harveyi, und der Lichtproduktion durch das
Protein Luciferase erkannt, welche nur bei hoher Zelldichte und somit einer hohen
Konzentration von Autoinducermolekiilen stattfand (Nealson and Hastings 1979). AulRer der
beschriebenen Lumineszenz wurden noch viele weitere Verhaltensmuster entdeckt, die durch
Quorum Sensing reguliert werden. Dazu gehoren die Virulenz pathogener Bakterien,
Antibiotikaproduktion, Proliferation, Mobilitdt und auch die Bildung von Biofilmen. Die
Kommunikation funktioniert zwischen Bakterien der gleichen Art, aber auch zwischen
verschiedenen Spezies und auch einige Eukaryoten reagieren auf Quorum Sensing Signale.
Gram-positive Bakterien nutzen Oligopeptide fiir die Kommunikation, wahrend Gram-
negative Bakterien Acylhomoserinlactone (AHLs) verwenden (Waters and Bassler 2005). Die
AHLs bestehen aus einem Homoserinlactonring und einer durch eine Amidbindung
verknlipften Acylkette von variabler Lange. Zudem kann der C3 Kohlenstoff vollstandig
reduziert vorliegen, aber auch eine Carboxyl- oder Hydroxylgruppe gebunden haben (Miller
and Bassler 2001). Die Gram-negativen Bakterien besitzen mindestens Homologe der zwei
regulatorischen Proteine Luxl und LuxR, die zuerst in V. fischeri beschrieben wurden. LuxI-
homologe Proteine sind Autoinducer-Synthasen und produzieren die artspezifischen AHLs auf
einem geringen basalen Level, welche aus der Zelle hinaus diffundieren (Abb. 33). Bei einer
erhohten Zelldichte liegen auch viele Autoinducermolekiile in der Umgebung vor, sodass auch
deren Konzentration innerhalb der Zelle ansteigt. Sobald die Aktivierungsschwelle der LuxR-
homologen Proteine Uberschritten wurde, binden die Autoinducer an den Regulator. Der
LuxR-AHL-Komplex bindet an einen Promoter und aktiviert die spezifische Genexpression
(Dong and Zhang 2005). Dazu zahlen auch die Luxl- und LuxR-Gene, welche Uber einen

positiven Feedback-Mechanismus verstarkt exprimiert werden. Dadurch wird die Produktion
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von Autoinducern stark erhdht, welche in die Umgebung diffundieren, andere Zellen

induzieren und somit zu einem populationsweit veranderten Phanotyp fiihren.

i N ‘ .
I Tk I

— - /. Expression
— Operon —— (Gene) ; B — -

. e ) \ — —

Geringe Zelldichte Hohe Zelldichte

Abbildung 33: Schematische Darstellung des Quorum Sensing am Beispiel des Luxl/LuxR-Systems.
Bei geringer Zelldichte werden zwar Autoinducermolekiile (orange Rauten) vom Protein Luxl
produziert, ihre Konzentration ist aber zu gering, um einen Effekt hervorzurufen. Erst wenn die
Konzentration von Autoinducern durch eine hohe Zelldichte iber einen Schwellenwert ansteigt, bindet
der Autoinducer an den LuxR-Regulator. Dieser Komplex kann dann an das spezifische Operon binden
und die Genexpression initiieren.

5.3 Biofilme

Die Produktion von Biofilmen kann bei sehr vielen Bakterienarten beobachtet werden. Diese
Biofilme bestehen aus ca. 10 % Bakterienzellen und aus 90 % von diesen Zellen produzierten,
extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS). Zu diesen EPS gehoéren verschiedenen
Polysaccharide, Proteine, Nukleinsduren und Lipide, welche ein dreidimensionales Netzwerk
bilden und sich an Oberflaichen anheften kénnen. In diesem Netzwerk werden die
Bakterienzellen immobilisiert, wodurch eine hohere Zelldichte entsteht, welche gute
Interaktionen zwischen den Zellen ermdéglicht. Durch Tunnel innerhalb des EPS ist ein
Stoffaustausch mit der Umgebung moglich, sodass Nahrstoffe von aullen aufgenommen und
Abfallprodukte abgegeben werden kdnnen. Alle Komponenten von lysierten Zellen, wie DNA,
bleiben im Biofilm vorhanden und kénnen recycelt werden. Dadurch kann auch horizontaler
Gentransfer stattfinden. Die Matrix schitzt zudem die Bakterienzellen vor duReren
schadlichen Einflissen, wie Antibiotika und dem Immunsystem des Wirts (Flemming and

Wingender 2010). Die Biofilme kdnnen auch sekundar von anderen, teilweise schadlicheren
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Bakterien besiedelt werden (Schauder and Bassler 2001). Der Aufbau eines Biofilms erfolgt in
unterschiedlichen Stadien (Abb. 34). Zunachst heften sich einzelne Bakterien an einer
Oberflache adhasiv an. Wenn eine bestimmte Zelldichte erreicht wird, wird ein alternatives
Expressionsmuster aktiviert, welches zur Ausbildung einer Biofilmmatrix und der
Immobilisierung der Bakterienzellen fihrt. In diesem Biofilm wachst die Zellpopulation weiter
an. AuBerdem konnen sich weitere Bakterienarten ansiedeln. Der Biofilm reift heran und
bildet dabei turmartige Auswiichse. Schliel8lich I6sen sich einige wieder mobilisierte Bakterien
aus dem Biofilm und kénnen neue Oberflachen besiedeln (Petrova and Sauer 2016, Hall and

Mah 2017).

Ja’
P )"

Anheften an Oberflache

e N\

e o °
o o
T e
- ® AT
Loslosen einiger Bakterien / Ausbilden einer Matrix
0:.
S o e
%
) v
SCe ° )
e - O
il i
e — X OC
Reifung Wachstum und Zwesitkolonisation

Abbildung 34: Bildung eines Biofilms auf einer Oberfldche. Die Bakterienzellen heften sich an einer
Oberflaiche an und bilden eine Matrix um sich aus. Dieser Biofilm kann auch von anderen
Bakterienarten kolonisiert werden. Nach der Reifung l6sen sich einige Bakterien aus dem Biofilm, um
neue Oberflachen zu besiedeln.

5.4 Quorum Quenching

Seit der Entdeckung des Penicillins 1928 von Alexander Fleming (Fleming 1929) wurden viele
Antibiotika entwickelt, die gegen akute Infektionen eingesetzt werden konnten. Diese
Antibiotika greifen zumeist in das Wachstum der Bakterien ein oder toten diese ab (siehe
Abschnitt 1.2). Flr die Bakterien bedeutet dies einen hohen Selektionsdruck, welcher die
Entstehung von Resistenzen beglinstigt (Abschnitt 1.3). Bei der Unterdriickung des Quorum

Sensings wird nur die Virulenz der Bakterien abgeschwacht, wahrend ihr Wachstum nicht
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eingeschrankt wird (Kalia and Purohit 2011). Somit sind sie einem deutlich geringerem
Selektionsdruck  ausgesetzt, was die Entwicklung von Resistenzmechanismen
unwahrscheinlicher macht. Die nicht virulenten Bakterien kbnnen vom Immunsystem des
Wirtes eliminiert werden (Hentzer and Givskov 2003). Eukariotische Zellen sind zwar teilweise
in der Lage bakterielle Quorum Sensing Signale wahrzunehmen, verwenden diese aber nicht
selbst zur Zell-Zell Kommunikation. Folglich hatte eine Inhibierung dieser Signale keine

negativen Auswirkungen auf eukariotische Zellen.

Es gibt verschiedene Mechanismen des Quorum Quenchings. Bei einer geringen
Zellpopulation kann die Fettsduresynthese blockiert werden, welche auch Vorstufen fiir AHLs
generiert. Dabei bieten sich besonders die Enoyl-ACP Reduktase und ihr Substrat S-Adenosyl-
Methionin an. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die Bindung der AHLs an die Rezeptoren
durch kompetitive Antagonisten zu verhindern, welche selbst an die Rezeptoren binden und
diese dadurch inaktivieren. Haufig werden die AHLs durch Enzyme abgebaut. Hierbei spielen
verschiedene Enzymklassen eine Rolle: Acylasen, Lactonasen, Paraoxonasen und
Oxidoreduktasen (Abb. 35). Deaminasen und Decarboxylasen sind auch in der Lage AHLs

abzubauen, spielen aber beim Quorum Quenching eine eher geringe Rolle.

Deaminase

Acylase
Decarboxylase

=

Laktonase
0 R\

N
Oxidoreduktase

Abbildung 35: Ubersicht der Angriffspunkte verschiedener Enzymklassen auf N-
Acylhomoserinlactone

Acylasen spalten die Amidbindung des Homoserinlactons, wahrend Lactonasen und
Paraoxonasen den Lactonring hydrolysieren. Oxidoreduktasen oxidieren oder reduzieren den

Rest am C3 Kohlenstoff unter Verbrauch von NADPH (Abb. 36) (Kalia and Purohit 2011).

74



Kapitel B: Acylase GqgA Einleitung
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Abbildung 36: Mechanismen des Abbaus von Quorum Sensing Signalen durch unterschiedliche
Enzyme. Acylasen hydrolysieren die Amidbindung. Lactonasen und Paraoxonasen oOffnen den
Lactonring, wahrend Oxidoreduktasen den C3-Kohlenstoff reduzieren.

55 GqggA

GqgA ist eine Quorum Quenching Acylase, die 2015 in Komagataeibacter europaeus entdeckt
wurde (Valera, Mas et al. 2016). GggA besitzt keinerlei konservierte Doméanen, wie sie bei
anderen Quorum Quenching Enzymen auftreten und hat nur sehr geringe
Sequenzhomologien zu diesen. Zunadchst wurde GqgqA aufgrund seiner Homologie den
Prephenatdehydratasen zugeordnet, allerdings zeigte es keine Prephenatdehydratase-
aktivitat. Wie bei den Prephenatdehydratasen wurden bei GqgA am N-Terminus eine
periplasmatisch bindende Proteindoméane (PBPD) der Typ 2 Superfamilie und am C-Terminus
eine ACT-Domane identifiziert. Die ACT-Domane wurde nach drei allosterisch regulierten
Enzymen benannt, welche diese Domane besitzen; die Aspartatkinase, Chorismatmutase und
TyrA (Prephenatdehydrogenase). Die ACT-Domaéne ist eine regulatorische Doméne, die kleine
allosterische Effektoren wie Aminosduren bindet (Chipman 2001). Die PBPD ist die
katalytische Domane des Proteins, in der Substrate umgesetzt werden. GqgA hat einen
starken Einfluss auf die Bildung von Cellulose-Biofilmen (Valera, Mas et al. 2016). Diese sind
in der Essigherstellung nicht gewiinscht, sodass der Einsatz von Quorum Quenching Enzymen

wie GqqA biotechnologisch interessant ist.
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GqgA bildet eine eigene phylogenetische Gruppe unter den Quorum Quenching Enzymen, alle

anderen weisen sehr unterschiedliche Aminosauresequenzen auf (Abb. 37).
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Abbildung 37: Phylogenetischer Baum verschiedener Quorum Quenching Enzyme. GqqA bildet eine
eigene phylogenetische Gruppe innerhalb der bisher untersuchten Quorum Quenching Enzyme. Die
NTN-Hydrolasen, welche zu den AHL Acylasen gehdren besitzen einen hohen Verwandtschaftsgrad zu
GqgA. (Abbildung erstellt von Katrin Petersen, bearbeitet).
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5.6 Zielsetzung

Die Bildung von Biofilmen stellt nicht nur die Medizin, sondern auch andere Bereiche wie
beispielsweise die Schifffahrt und Nahrungsmittelindustrie vor viele Herausforderungen.
Verantwortlich flr diese Biofilme sind Bakterien, die ihre Genexpression mittels Quorum
Sensing abstimmen, um dann Biofilme zu synthetisieren. Erst wenn ein Schwellenwert an
Signalmolekiilen Uberschritten wird, der meist mit einer hohen Bakteriendichte korreliert,

kommt es zu einer Anderung des Expressionsmusters.

Ein neuer Ansatz, um das Quorum Sensing zur Biofilmbildung zu unterbinden ist das Quorum
Quenching. Die dazu beitragenden Enzyme blockieren entweder den Signalweg oder bauen
die Signalmolekdle ab. Allerdings ist das Wissen zum Mechanismus des Quorum Quenchings

bisher sehr begrenzt und bislang sind nur wenige involvierte Proteinstrukturen bekannt.

Ziel dieser Arbeit war die biochemische Charakterisierung und Strukturaufklarung einer neuen
Acylase, die nur wenig Ahnlichkeit zu anderen bisher bekannten Quorum Quenching Enzymen
aufweist. Zunachst sollte das Protein in Losung mit verschiedenen Methoden, wie CD-
Spektroskopie, DLS und SAXS charakterisiert werden. AnschlieBend sollte GggA kristallisiert
und am Synchrotron gemessen werden. Zudem sollte eine Mdglichkeit gefunden werden das
Phasenproblem zu l6sen, um die Struktur zu erhalten. Des Weiteren sollte diese Acylase im

Komplex mit ihrem Substrat untersucht werden.
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6 MATERIAL UND METHODEN

In diesem Abschnitt werden nur fiir GqgA spezifische Materialien und Methoden aufgefiihrt.

Die allgemeinen Methoden, z.B. die Expression in Vollmedium oder die Analyse lber die

dynamische Lichtstreuung wurden bereits in Kapitel 2 beschrieben und werden hier daher

nicht wiederholt.

6.1 Material

6.1.1 Medien, Puffer und Losungen

Tabelle 15: verwendete Medien und Puffer fiir GqqA

Puffer Substanz Zusammensetzung
5x M9 Salze (1 L) Na;HPO4 -7H;0 64 g
KH2PO4 15¢g
NaCl 25¢g
NHa4Cl 5g
Minimalmedium (1 L) 5x M9 Salze 200 mL
20 % Glucose in H.0 25 mL
1M MgS0O4 2 mL
1M CaCl; 100 pL
10 g/L Thiamin 200 pL
10 g/L Biotin 200 pL
Lysispuffer NaH;PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Waschpuffer NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
Elutionspuffer NaH>PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
SEC Puffer (pH5) KH2PO4 100 mM
NaCl 150 mM
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Tabelle 16 verwendete Puffer fiir Pufferoptimierung (jeweils 100 mM)

Puffer pH
Kaliumphosphat 5,0;6,0;7,0
Natriumcitrat 4,5;5,5
Bis-Tris-Propan 6,5

HEPES 7,0;7,5; 8,0
Natriumacetat 4,5;5,0
Ammoniumacetat 7,3
Imidazol 8,0

Bicine 8,5;9,0
MES 5,8;6,2;6,5
TRIS 7,5; 8,0; 8,5

6.1.2 Proteinsequenz

GqgA

MNGERIAFQGRPGAYSDLACRQARPGWTTLPCQTFAQTIAAVHDGRAELAMLACENSLAGRVPDIHAL
LPEAGLFIVGEHFQRVEHCLLGIPGSTLADARRIHTHPVAMAQVRGIITELGLDPVVEFDTAGAAEMVRE
WGRKEDVAVASALAAELNGLEILRRNVEDATHNTTRFYIASRRPATLPPPGPGFMTTLLFRVNNQPGALY
KALGGLATAGVNMTRLESYMLEGSFSATQFLMDVEGHPEAPPLARALDELSFFSEQQEILGVYPASPFRR
KP

6.1.3 Vektoren
Tabelle 17 Verwendeter Vektor fiir GqqA

Bezeichnung Merkmale Hersteller

pET21a T7-Promoter, Amp-Resistenz, N-term. (His)s-tag Invitrogen
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6.2 Methoden
6.2.1 Molekularbiologische Methoden

6.2.1.1 Rekombinante Genexpression in M9 Minimalmedium

Zunachst wurden Vorkulturen in LB Medium steril angesetzt. Daflir wurden 100 mL Medium
mit 100 uL Amp100 und 5 mL 20 %iger Glucose versetzt und anschlieBend mit Zellen aus
einem Glycerolstock angeimpft. Die Vorkulturen wurden lber Nacht bei 37 °Cund 220 rpmim
Schittelinkubator inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Vorkulturen 20 min bei 4 °C und
17.000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 5 mL M9
Minimalmedium resuspendiert. In 5 L fassende Schikanekolben wurden jeweils 500 mL M9
Medium gegeben und mit je 500 uL Amp100 versetzt. Dann wurde mit jeweils 1,25 mL des
resupendierten Pellets angeimpft. Die Zellkulturen wurden bei 37 °C und einer Drehzahl von
160 rpm im Schittelinkubator inkubiert, bis eine ODsoo von 0,8 erreicht wurde. AnschlieRend
wurden zur Repression der Methioninsynthese je 5 mL der Aminosdureldsung (Tabelle 18) in

jeden Kolben gegeben.

Tabelle 18 Einwaage der Aminosdaurestammlésung. Die Aminosauren wurden in 20 mL H,0 gel6st.

Einwaage Aminosaure
200 mg L-Lysin

200 mg L-Phenylalanin
200 mg L-Threonin
200 mg D, L-Isoleucin
100 mg L-Leucin

200 mg D, L-Valin

Zusatzlich wurden jeweils 20 mL der Selenomethionin-Stammlosung (1 g/L) pro Kolben
hinzugefiigt. Nach 15 min erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von je
500 puL 1M IPTG. Nach 3 h wurden die Zellen 30 min bei 4.000 x g und 4 °C abzentrifugiert und

das Pellet bei -20 °C eingefroren. Diese Proteinvariante wird folgend als SeGqgA bezeichnet.
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6.2.1.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie in Kapitel 3.2.2.6 beschrieben. Das
Molekulargewicht von GqqA liegt bei 30,51 kDa und der Extinktionskoeffizient bei
18.700 Mtcm™,

6.2.2 Proteinbiochemische Methoden

6.2.2.1 Zellaufschluss

Die Zellpellets wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 10 mL Lysispuffer
resuspendiert. Anschliefend wurde die auf Eis gelagerte Zellsuspension mit einem Sonifikator
zehnmal fiir 30 s mit Ultraschall behandelt. Es folgte die Abtrennung der unl6slichen
Bestandteile durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C und 17000 x g. Der Uberstand mit den

|6slichen Proteinen wurde weiterverwendet.

6.2.2.2 Reinigung mittels Affinitdtschromatografie

Das Zielprotein besitzt einen N-terminalen Hise-Tag, welcher mit hoher Affinitat an Nickel
bindet. Diesen Umstand nutzt man fiir eine Affinitatschromatografie mit einer Ni-NTA-Matrix
in einem Glaskorper. Zunachst wurde die Matrix mit 5 Sdulenvolumen (CV) Lysispuffer
equilibriert und anschlieBend der Uberstand des Zellaufschlusses aufgetragen. Nach einer
Inkubation von 1 h bei 4 °C auf einem Rollschiittler wurde die Saule vertikal aufgehangt und
der Durchfluss gesammelt. Die Matrix wurde mit 5 CV Waschpuffer gewaschen und das
Protein mit 5 CV Elutionspuffer eluiert. AnschlieBend wurde das Volumen des Eluats auf 1 mL

eingeengt.
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6.2.2.3 Gréfsenausschlusschromatografie (SEC)

Die GrofRenausschlusschromatografie ermoglicht es Proteine nach ihrer GroRe aufzutrennen.
GroRe Proteine eluieren friiher als kleine Proteine, weil diese in die Poren der Matrix
eindringen und dadurch langsamer durch die Saule wandern. Es wurde eine Superose 6
Increase 10/300 GL Saule (GE Healthcare, USA) am Akta purifier FPLC System (GE Healthcare,
USA) verwendet. Die Sdule wurde zunadchst mit 1 CV Wasser gespiilt und mit 1 CV SEC-Puffer
equilibriert. Die Injektion der Probe erfolgte mittels einer 1 mL Probenschleife. Nach der
Injektion wurde mit 1,1 CV und einer FlieRgeschwindigkeit von 700 pL/min eluiert.
Wahrenddessen wurde die UV-Absorption bei 280 nm und 254 nm aufgezeichnet. Das Eluat
wurde in Fraktionen von 0,5 mL fraktioniert und die Fraktionen mit einem signifikanten UV-

Signal mittels SDS-PAGE analysiert.

6.2.3 Biophysikalische Methoden

6.2.3.1 Rontgenkleinwinkelbeugung (SAXS)

Die Rontgenkleinwinkelbeugung (SAXS) wird verwendet, um Informationen Uber ein Protein
in Losung zu erhalten, z.B. Gber dessen PartikelgroRe, seine Form oder den oligomeren
Zustand. Daflir wird Rontgenstrahlung verwendet und die Streuung in den Winkeln von
0,1°-10° aufgenommen. Zunachst wurde die gereinigte Proteinlésung 30-60 min bei 16000 x g
und 4 °C zentrifugiert und mit DLS, wie in Kapitel 3.2.3.2 beschrieben, analysiert, um die
Monodispersitat der Probe zu tberprifen. Es wurden immer mindestens drei verschiedene
Proteinkonzentrationen gemessen. Die Messungen wurden an der P12 EMBL-Beamline des
Speicherringes Petra IIl (DESY, Hamburg) durchgefihrt. Das Probenvolumen von 20 uL wurde
in einer Quartzkapillare mit einem monochromatischen Rontgenstrahl der Wellenldnge 1,24 A
bestrahlt und die Streuung am 3 m entfernten Detektor aufgezeichnet. Jeweils vor und nach
jeder Messung wurde der Probenpuffer gemessen, um eine entsprechende
Hintergrundkorrektur durchzufiihren. Dafiir wurde durch die an der Beamline integrierte

Software das Puffersignal von dem Probensignal subtrahiert (Kikhney and Svergun 2015).
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Die Datenprozessierung erfolgte mit den Programmen PRIMUS (Konarev, Volkov et al. 2003)
und GNOM (Svergun 1992) des ATSAS Programmpaketes (Franke, Petoukhov et al. 2017). Mit
diesen  Programmen  konnten der  Guinier- und  Kratky-Plot sowie die
Abstandsverteilungsfunktion bestimmt werden, aus denen der Gyrationsradius Rg und der
maximale Partikelabstand Dmax abgeleitet werden konnten. AnschlieBend wurden mit dem
Programm DAMMIF (Franke and Svergun 2009) des ATSAS Online Servers ab initio Modelle

berechnet.

6.2.4 Proteinkristallisation

6.2.4.1 Kristallisationsscreening

Fir ein Hochdurchsatzscreening unterschiedlicher Kristallisationsbedingungen wurden
kommerziell erhéltliche Screens verwendet. Die Kristallisation erfolgte mithilfe des Honeybee
961 Kristallisationsroboters (Genomic Solutions, USA) in MRC2 Platten nach dem Sitting-drop
Verfahren. Es wurden 50 pL Reservoirlosung vorgelegt und 0,5 uL davon mit der gleichen
Proteinmenge gemischt. Die Platte wurde mit einer Folie versiegelt und bei Raumtemperatur
gelagert. Folgende Screens wurden verwendet: JCSG-plus, PACT premier von Molecular

Dimensions, UK und ComPAS Suite von Quiagen, Deutschland.

6.2.4.2 Optimierung der Kristallisationsbedingung

Beim Screening von GggA konnte nur eine Bedingung (0,8 M Natriumsuccinat pH 7) gefunden
werden, bei der Proteinkristalle entstanden. Diese waren aber leider stark verwachsen, sodass
die Kristallisationsbedingung weiter optimiert werden musste. Hierzu wurde das Hanging-
drop Verfahren in Linbro Platten verwendet. 2 uL Proteinldsung (10 mg/ml) wurden auf einem
Deckglaschen mit 2 pL Prazipitat gemischt und tber ein mit 500 ul Prazipitat gefillten und mit
Silikon abgedichteten Well platziert. Um die Kristallqualitdt zu verbessern wurden die
Konzentration und der pH-Wert des Puffers variiert, sowie verschiedene Zusitze getestet.
AuBerdem wurde ein Seedstock hergestellt und mittels eines Haares Kristallisationskeime in
die Tropfen Uberfiihrt (siehe Kapitel 3.2.4.1). Eine weitere Kristallisationsbedingung (10 %
PEG3350) lieferte zumeist nadelférmige Kristalle. Der fiir die Losung des Phasenproblems

verwendete SeGqqA-Kristall wuchs allerdings auch in dieser Bedingung.
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6.2.5 Rontgenstrukturanalyse

6.2.5.1 Diffraktionsdatensammlung

Zunachst wurden die Kristalle mit einer Nylonschlaufe entsprechender GrolRe aufgenommen,
in eine Cryoldsung, die aus der Prazipitatlosung mit 30 % PEG1500 bestand, getaucht und in
Flussigstickstoff eingefroren. Die Diffraktionsdaten wurden an der Beamline P11 (Meents,
Reime et al. 2013), an PETRAIll am DESY, Hamburg gesammelt. Der Kristall wurde auf ein
Goniometer gesetzt und mit siedendem Stickstoff auf 100 K gekiihlt. Die Datensammlung
erfolgte mit der Rotationsmethode. Es wurde mit einem Rontgenstrahlfokus von 100 um und
eine Wellenldnge von 1,0332 A bzw. 0,9801 A (Selen-Absorptionskante) gemessen. Es wurde
ein Pilatus 6M Fast Detektor verwendet. Die Diffraktionsdaten wurden mit dem Programm

XDS (Kabsch 2010) prozessiert.

6.2.5.2 Strukturbestimmung

Zunachst wurde versucht, das Phasenproblem mittels Molekularem Ersatz und Nutzung der
nachst homologen Struktur (PDB Code 2QMX, 33,7 % Sequenzidentitat) zu lI6sen, was leider
jedoch nicht moglich war. Aus diesem Grund wurde ein Selenomethionin-substituiertes
Protein kristallisiert und die Diffraktion an der Selen-Absorptionskante gemessen. Dadurch
konnte ein anomales Signal erhalten und die Struktur mittels SAD mit dem Online Server
Autorickshaw (Panjikar, Parthasarathy et al. 2005) gel6st werden. Mit der SeGggA-Struktur
konnten dann weitere vorhandene Datensdtze mittels Molekularem Ersatz mit den
Programmen Molrep (Vagin and Teplyakov 1997) bzw. Phaser (McCoy, Grosse-Kunstleve et al.
2007) gelost werden. Die Aminosauren der noch fehlenden Doméane wurden manuell mit dem
Programm Coot (Emsley and Cowtan 2004) in die Elektronendichte eingebaut. Die Strukturen
wurden folgend mit den Programmen Refmac5 (Murshudov, Vagin et al. 1997) bzw.

PhenixRefine (Afonine, Grosse-Kunstleve et al. 2012) verfeinert.
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6.2.6 Docking

Fir die Vorhersage des aktiven Zentrums wurde die Onlineplattform Swissdock (Grosdidier,
Zoete et al. 2011, Grosdidier, Zoete et al. 2011) verwendet. Fir die Dockingexperimente mit
dem Substrat wurde das Programm Flexidock, welches zum Programmpaket Sybyl-X (Tripos,
USA) gehort, verwendet. Zur Vorbereitung wurde aus dem GqgA-Strukturmodell nur das
Polypeptid benutzt und der Ligand mit dem Programm JLigand (Lebedev, Young et al. 2012)
aus dem CCP4-Paket (Winn, Ballard et al. 2011) erstellt. Sowohl zum Protein als auch zum
Liganden wurden Wasserstoffatome hinzugefiigt und Ladungen berechnet. AnschlieRend
wurde der Ligand am Protein vorpositioniert. Uber mehrere Zyklen wurde anschlieBend die

freie Energie minimiert.
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7 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

7.1 Rekombinante Expression und Reinigung

Anfangs wurde das Protein gereinigt von K. Petersen fir Kristallisationsexperimente zur
Verfligung gestellt. Es zeigte sich aber, dass die eigene Produktion und Reinigung vorteilhafter
waren. Zum einen war eine bessere und schnellere Verfligbarkeit gewahrleistet, zum anderen
konnte die Reinigung angepasst werden, um bessere Ergebnisse bei der Kristallisation zu
erzielen. Dabei wurde zunachst das bereits vorhandene Expressions- und Reinigungsprotokoll

befolgt (Valera, Mas et al. 2016).

Die Expression von GqqA erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. In Abbildung 38 wird
beispielhaft das Ergebnis einer SDS-PAGE-Analyse einer Expression zweier Kolben von GqgA

in E. coli BL21 (DE3) -Zellen gezeigt. Das Molekulargewicht von GqgA betradgt 30,51 kDa.
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Abbildung 38: SDS-PAGE-Analyse, Expression von GqqA auf einem 12 %igen Polyacrylamidtrenngel.
M: ProteingrofRenstandard Unstained Protein Molecular Weight Marker, 1-2: Zellkulturen nach 3 h
Expression. Die Banden des Zielproteins sind markiert. Nach dreistlindiger Expression ist eine deutliche
Bande bei etwa 30 kDa bei jeder Zellkultur sichtbar, welches dem Molekulargewicht des Zielproteins
entspricht.
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Die Reinigung erfolgte zunachst Uber eine Ni-NTA Affinitdtsmatrix. GggA besitzt einen
N-terminalen Hise-Tag, der mit hoher Affinitdit an die Matrix bindet. Die hohe
Imidazolkonzentration im Elutionspuffer verdrangt das Zielprotein wieder von der Matrix. Oft
binden aber auch andere Proteine an die Matrix (Abb. 39), sodass ein weiterer
Reinigungsschritt, oft eine Gelfiltration, zum etablierten Protokoll hinzugefiigt wurde. Bei
dieser Gelfiltration mit einer Superose6 Increase Saule bei Raumtemperatur zeigte sich, dass
die Proteinlésung noch sehr viele unterschiedliche Proteine enthielt (Abb. 40 links). Zur
Identifikation des Zielproteins wurden von den beiden héchsten Absorptionspeaks Proben fiir
ein SDS-Gel entnommen (Abb. 40 rechts). Das Zielprotein GggA eluierte wahrend des

hdchsten Absorptionspeaks (Fraktionen C4-C7) und wies eine hohe Reinheit auf.

MW [kDa]

66,2

45,0 .

25,0

18,4
14,4

M D W E konz

Abbildung 39: SDS-PAGE Analyse der Reinigung mittels Nickel-NTA  Matrix.
M: ProteingréRenstandard Unstained Protein Molecular Weight Marker, D: Durchfluss, W:
Waschfraktion, E: Elution, konz: Konzentrat der Elution. Besonders im Konzentrat sind noch viele
andere Proteinbanden neben der des Zielproteins zu sehen.

87



Ergebnisse und Diskussion Kapitel B: Acylase GagA

kDa

66

45
35 -

25

18
14

wjnininojo ETTo oo oo fiisininviodssinjoiaia o M @3 @ ¢ 7 D4

Abbildung 40: Gelfiltration von GqqA vor der Pufferoptimierung. Links: Elutionsprofil der
Gelfiltration. Die Absorptionen (280 nm: blau, 254 nm: rot) zeigen deutlich, dass sich noch viele
unterschiedliche Proteine in der Losung befinden. Von den schwarz umrandeten Fraktionen wurde ein
SDS-Gel angefertigt. Rechts: SDS-PAGE Analyse der Elutionsfraktionen der Gelfiltration. Mittels eines
GroRenstandards (M) konnte das Molekulargewicht der Proteinbanden bestimmt werden. Das
Zielprotein GggA befand sich in den Fraktionen C4-C7.

Wahrend einer Langzeit-Messung der dynamischen Lichtstreuung zeigte sich jedoch, dass das
Protein GqqA in diesem Puffer nicht stabil war und sich bereits nach wenigen Stunden
Aggregate bildeten (Abb. 41). Folglich musste der Puffer optimiert werden, um eine bessere

Stabilitat des Proteins Uber einen langeren Zeitraum zu gewahrleisten.
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Abbildung 41: Ergebnisse der Langzeit-DLS-Messungen von GqqA vor der Pufferoptimierung. Links:
Radienverteilung der DLS-Messungen, bei denen der Radius in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt
wird. Rechts: Darstellung der Autokorellationfunktion, der mittleren Radienverteilung und des
Radiusplots. Die DLS-Messungen zeigen, dass das Protein polydispers vorliegt und die Reinigung
optimiert werden muss.

7.2 Pufferoptimierung
Fir die Pufferoptimierung wurde zunachst ein Screening verschiedener Puffer durchgefihrt
(Benvenuti and Mangani 2007). Von den im Methodenteil in Tabelle 16 beschriebenen Puffer
wurden jeweils 500 pL der 22 Losungen mit einer Konzentration von jeweils 0,1 M in einer
Linbroplatte vorgelegt und 1 puL Proteinlésung (2 mg/mL) auf einem Deckglaschen mit 1 pL
Reservoir gemischt und (iber das mit Silikon abgedichtete Well positioniert und bei
Raumtemperatur belassen. Die Platte wurde in den nachsten drei Tagen auf Prazipitatbildung
untersucht. Neun Tropfen blieben klar und die entsprechenden Pufferbedingungen wurden
weiter untersucht. Hierflr wurden jeweils 50 uL Proteinlosung gegen 100 mL Puffer lber
Nacht bei 4 °C dialysiert. Nach 16 h wurden die dialysierten Proben Gber DLS analysiert (siehe
Anhang A2). Die besten Ergebnisse wurden mit dem Puffer 0,1 M KH,PO4 pH 5 erhalten,
welcher fur die GroRenausschlusschromatografie mit 150 mM NaCl versetzt wurde.
AuBerdem wurde die Reinigung Uber die Gelfiltrationssaule nun bei 4 °C durchgefihrt. Das
Protein war nach der Reinigung deutlich weniger verunreinigt (Abb. 42). Daraufhin konnte
auch im Langzeit-DLS ein stabiles Signal erhalten werden (Abb. 43).
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Abbildung 42: Optimierte Reinigung von GqgA. Links: Elutionsprofil der Gelfiltration nach der
Pufferoptimierung. Die Absorption bei 280 nm ist blau dargestellt, die Absorption bei 254 nm rot. Nach
der Ni-NTA Saule sind nur noch wenige Proteine in der Losung, die gut voneinander getrennt werden
kénnen. Rechts: SDS-PAGE-Analyse, Reinigung von GggA auf einem 12 %igen Polyacrylamidtrenngel.
M: ProteingroRenstandard Unstained Protein Molecular Weight Marker, roh: Rohextrakt, D:
Durchfluss, W1 und W2: Waschfraktionen, E: Elution, GF Fraktionen: Fraktionen nach der Gelfiltration.
Wahrend anfangs noch viele Fremdproteine in der Losung sind, ist das Protein nach der Ni-NTA Saule
bereits relativ sauber. Nach der folgenden Gelfiltration bleibt eine deutliche Bande bei etwa 30 kDa,
was dem Molekulargewicht des Zielproteins entspricht.
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Abbildung 43: Ergebnisse der Langzeit-DLS-Messungen von GqqA nach der Pufferoptimierung. Links:
Radienverteilung der DLS-Messungen, bei denen der Radius in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt
wird. Rechts: Darstellung der Autokorellationfunktion, der mittleren Radienverteilung und des
Radiusplots. Die DLS-Messungen zeigen, dass das Protein Uber einen Zeitraum von vier Tagen
monodispers vorliegt. Der hydrodynamische Radius von 4,5 nm deutet darauf hin, dass das Protein als
Dimer in Losung vorliegt.
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7.3 Charakterisierung

Auller den Messungen der dynamischen Lichtstreuung wurden auch CD-spektroskopische
Messungen durchgefiihrt (Abb. 44). Durch die Messung konnte nachgewiesen werden, dass
das Protein gefaltet vorliegt. Die Vorhersage der Sekundarstruktur erfolgte nach dem CDSSTR
Algorithmus des Dichroweb-Servers (Sreerama and Woody 2000) und ergab einen a-helikalen
Anteil von 14 %, 36 % B-Faltblattstruktur und 50 % ungeordnete Teilstrukturen mit einem

RMSD-Wert von 0,5 %.

cD [mdeg)

Wellenfznge [nm]

Abbildung 44: Messung des Circulardichroismus von GqgA. Die CD-Messung zeigt, dass das Protein
GqgA eine definierte Sekundarstruktur besitzt. Mit dem CDSSTR Algorithmus wurden 14 % a-helikale
und 36 % B-Faltblattstruktur berechnet.

Die Rontgenkleinwinkelbeugung (SAXS) liefert Daten Uber die GrofRe, Masse und raumliche
Struktur eines Biomolekiils in Losung. Ergebnisse zu SAXS Messungen und Auswertungen fur
GqQgA sind in Tabelle 18 zusammengefasst. Das daraus berechnete Molekulargewicht deutet

ebenso wie DLS-Messungen darauf hin, dass GggA in Losung als Dimer vorliegt.

Die Analysen zweier zu GqqgA homologer Prephenatdehydratasen (PDTs) (Tan 2008) zeigten
fir eine PDT eine sogenannte geschlossene Konformation (PDB code: 2gmx) und fiir eine
weitere PDT eine offene Konformation (2gmw). Dabei wird die offene und geschlossene
Konformation wie folgt erklart, PDTs bestehen aus einer katalytischen periplasmatisch
bindenden Proteindomdne (PBPD) und einer regulatorischen ACT Domaéne, welche
Aminosauren wie Phenylalanin binden kann. Diese Bindung fiihrt zur Feedbackinhibierung der

PBPD, wodurch das Proteindimer von der offenen in die geschlossene Konformation tbergeht
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(Pohnert, Zhang et al. 1999). Die Bindung von Substraten ist in der offenen Form offensichtlich

vereinfacht, aber wahrscheinlich auch noch in der geschlossenen Konformation méglich (Tan,

Li et al. 2008).

Aus den bei unterschiedlichen Messungen aufgenommenen Daten (Tab. 19) konnten mit dem

Programm DAMMIF zwei Modelle von GqgA erstellt werden, welche sowohl eine

geschlossene Konformation als auch eine offene Konformation darstellen (Abb. 45).

Die Ergebnisse der biophysikalischen Untersuchungen von GqgA in Lésung zeigen, dass das

Protein monodispers vorlag und dabei einen gefalteten und dimeren Zustand aufweist. Somit

sind die Voraussetzungen fiur weitere strukturbiologische Untersuchungen gegeben.

Tabelle 19: Parameter der SAXS-Messung

Parameter der Datensammlung

Offene

Konformation

Geschlossene

Konformation

Ort der Datensammlung EMBL Beamline P12, PETRA |lll, DESY,
Hamburg

Wellenldnge (A) 1,24403 1,24403

Bereich von s (nm™) 0,03-5 0,03-5

Expositionszeit (s)/ Expositionsperiode (s) 0,045/ 0,05 0,045/ 0,05

Detektorabstand (m) 3,0 3,0

Konzentrationsbereich der Probe (mg ml) | 6,3-12,0 0,9-4,2

Temperatur (K) 293 293

Strukturelle Parameter

Rg (nm), berechnet aus Guinier Ndherung 3,36 2,69

Dmax (nm), berechnet aus p(r) Funktion 10,9 9,4

Molekulargewicht (kDa), berechnet aus p(r) | 80,99 58,37

Funktion

Genutzte Software

Initiale Prozessierung der Streuintensitaten

PRIMUSQT, GNOM

PRIMUSQT, GNOM

Ab-initio Modellierung
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Abbildung 45: SAXS-Modelle von GqgA. Die Modelle zeigen, dass GqgA als Dimer in Lésung in seiner
geschlossenen Form (links) oder der offenen Form (rechts) vorliegen kann. Zum Vergleich sind die
homologen Strukturen mit den PDB-codes 2gmx und 2gmw (Tan, Li et al. 2008) abgebildet.

7.4 Kristallisation und Datensammlung

Zunachst wurde mit GqgA ein Screening unterschiedlicher Kristallisationsbedingungen
durchgefiihrt. Dabei kristallisierte das Protein in der Bedingung 0,8 M Natriumsuccinat pH7.
Die zuerst erhaltenen Kristalle waren noch stark verwachsen (Abb. 46A). Nachdem die
Reinigung selbst Gbernommen und der zusatzliche Schritt der Gelfiltration eingefiihrt wurde,
konnten bessere Kristallmorphologien erreicht werden. Die Kristallisation mit Mikroseeding
resultierte in einer weiteren Verbesserung der Kristalle (B). Die durch Seeding erhaltenen
Kristalle wurden zerkleinert und als neuer Seedstock verwendet. Nach der dritten Runde von
Seedingexperimenten konnten je nachdem wie die Kristalle auf einer Oberflache lagen
hexagonale Kristalle unterschiedlicher Dicke erhalten werden (C, D). Wahrend der
Kristallisationsexperimente wurden die Kristallisationsbedingungen mehrfach variiert. Die
besten Ergebnisse wurden bei 0,6 — 0,7 M Natriumsuccinat pH7 nach drei Tagen erreicht. Die
Zugabe verschiedener Additive hatte keine oder sogar negative Auswirkungen auf die

Kristallisation.
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Abbildung 46: Kristallisation von GqqA. Die initialen Kristalle (A) waren noch stark verwachsen und
besaBen keine klaren Kanten. Nach Optimierung der Proteinreinigung und dem ersten Mikroseeding
konnten bessere Kristalle erhalten werden (B). Nach weiteren Seedingrunden waren hexagonale
Kristalle entstanden (C, D).

Bei der Aufnahme von Rontgendaten zeigte sich, dass die Kristalle zwar eine gute Morphologie
aufwiesen, aber verwachsen waren (Abb. 47A). Es wurde angenommen, dass der Cryopuffer
mit 30 % PEG1500 die Kristallordnung stort. Aus diesem Grund wurden einige Kristalle mit
alternativen Cryoprotektanten, wie unterschiedlichen PEGs, Zuckern, Glycerol oder Mineraldl
getestet. Oft I6sten sich die Kristalle in diesen Lésungen sofort auf, aber auch bei den
Bedingungen, bei denen dies nicht passierte, waren die Diffraktionsdaten stets schlechter als
mit PEG1500. Es konnten allerdings auch einige Kristalle zur Datensammlung genutzt werden.
Diese Kristalle bendtigten ca. zwei Monate zur Entstehung und zeigten keine Verwachsungen
(B). Von diesen Kristallen konnten Datensdtze aufgenommen und mit dem Programm XDS

(Kabsch 2010) prozessiert werden (Tabelle 20).
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Abbildung 47: Diffraktionsbilder von GqgA-Kristallen. Die Diffraktionsdaten vieler Kristalle sind trotz
guter Kristallmorphologie verzwillingt (A) und konnten nicht ausgewertet werden. Einige sehr langsam
gewachsene Kristalle zeigen dieses Problem nicht (B).

Tabelle 20: Statistik der Datensammlung und Auswertung von SeGqgA und GqgA Kristallen

SeGqgA GqgA

Diffraktionsquelle BL P11 at PETRAIII BL P11 at PETRAIII
Synchrotron (DESY) /Hamburg | Synchrotron (DESY) /Hamburg

Wellenldnge 0.9801 A 1.0332 A

Raumgruppe P21212, P2,

Zellkonstanten a=60,44 A b=63,73 A, a=76,87A,b=6576A,
c=97,34A, c=102,66 A,
a=B=y=90° B =104,27°

Auflosung 50,0-1,67 A (1,78 - 1,67 A)* 49,3-2,5 A (2,6-2,5 A)?

Anzahl gemessener 545065 (85204)! 234394 (23288)*

Reflexe

unabhingige Reflexe | 79955 (12767)* 34461 (3364)!

Vollstandigkeit 99,7 % (98,0 %)* 99,44 % (98,53 %)

Multiplicity 6,82 (6,67)! 6,8 (6,9)*

Rrmeas. 6,0 (60,9)! 4,4 (52,4)!

I/o(1) 21,9 (3,36)! 29,35 (3,90)!
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CCip2 99,9 (91,8)* 100 (96,9)*
Rwork 0,16 0,22

Rfree 0,20 0,27
Ramachandran 96,9 % 96,4 %
favorisiert

Ramachandran 1,8 % 3,3%
erlaubt

Ramachandran 1,3% 0,4%
AusreiRRer

'héchste Aufldsungsschale

7.5 Losung des Phasenproblems

Um aus den aufgenommenen Daten die Struktur berechnen zu koénnen, werden die
Intensitaten und Phaseninformationen der Messung bendétigt. Allerdings lassen sich nur die
Intensitaten, aber nicht die Phaseninformation, messen. In der Kristallografie wird dies als das
Phasenproblem bezeichnet (Hauptman 1991). Es gibt verschiedene Modglichkeiten das
Phasenproblem zu l6sen. Die einfachste und haufig genutzte Moglichkeit ist der Molekulare
Ersatz. Bei diesem werden die Phasen von einem zu mindestens 30 % homologen Protein als
Startphasen fir die Berechnung genutzt. Je hoher die Homologie ist, desto wahrscheinlicher

ist ein richtiger Losungsansatz.

Das Protein mit dem PDB-code 2gmx besitzt die hochste Homologie zu GqqgA, allerdings liegt
die Identitat nur bei 33,7 %. Es wurde versucht, die Struktur mit dem Monomer, Dimer oder
einzelnen Domadnen des homologen Proteins zu l6sen, leider blieben jedoch alle Versuche

erfolglos.

Eine weitere Moglichkeit das Phasenproblem zu I6sen besteht, indem Schweratome in das
Protein eingebracht werden und an deren Absorptionskante weitere Daten aufgenommen
werden. Zunachst wurde versucht die GggA-Kristalle mit Schwermetalllésungen, z.B. CdCl; zu
soaken. Dabei traten die gleichen Probleme wie bei den unterschiedlichen Cryoprotektanten
auf, entweder |6sten die Kristalle sich sofort auf, oder die Diffraktionsdaten wurden

schlechter. Eine andere haufig genutzte Moglichkeit, um Schweratome in ein Protein
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einzubringen, besteht im Austausch von Methionin zu Selenomethionin. Dies geschieht schon
wahrend der Expression, entweder durch Einsatz eines Methionin-auxotrophen Zellstammes
oder durch Expression in Minimalmedium. Es wurde die zweite Variante gewahlt, um
SelenoGqgA (SeGqqgA) herzustellen. Die erhaltenen Proteinldsungen wurde mittels DLS auf

Monodispersitat Gberprift (Abb. 48).
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Abbildung 48: DLS-Messung von SeGqgA. Links: Radienverteilung der DLS-Messungen, bei denen der
Radius in Abhadngigkeit von der Zeit dargestellt wird. Rechts: Darstellung der Autokorellationfunktion,
der mittleren Radienverteilung und des Radiusplots. Die DLS-Messungen zeigen, dass das Protein
monodispers vorliegt. Der hydrodynamische Radius von 3,7 nm deutet darauf hin, dass das Protein als
Dimer in Losung vorliegt.

Mit SeGggA wurde erneut ein Kristallisationsscreening durchgefiihrt. In zwei der Wells mit
den Kristallisationsbedingungen 5 % bzw. 10 % PEG3350 kam es zum Kristallwachstum
(Abb. 49A). Die versuchte Reproduktion der SeGggA-Kristalle in 24-Well Linbro Platten fuhrte
zu diinnen, nicht diffraktierenden Nadeln, sowohl fiir SeGqqA als auch fiir GggA (B). Bei der
flir GqgA etablierten Bedingung mit Succinat wuchsen die SeGqgA-Kristalle in der bekannten
hexagonalen Form (C) mit verzwillingten Diffraktionsdaten dhnlich dem normalem GggA. Von
einem der Kristalle aus dem Screening wurden an der Selenabsorptionskante von 0.9801 A
Diffraktionsdaten mit einer maximalen Auflésung von 1,7 A aufgenommen. Mittels des
anomalen Signals der Selenatome konnte die Struktur mit der Methode der Single-wavelength

anomalous dispersion (SAD) auf der Online Plattform Autorickshaw (Panjikar, Parthasarathy
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et al. 2005) gelost werden. Mithilfe dieser Struktur war es anschliefend moglich, die bereits
vorhandenen Daten von GqgA mit Molekularem Ersatz zu l6sen. Die Strukturen wurden

anschliefend mit Refmac5 (Murshudov, Vagin et al. 1997) aus dem CCP4i Paket (Winn, Ballard

et al. 2011) verfeinert.

Abbildung 49: SeGqgA Kristalle in verschiedenen Kristallisationsbedingungen. Die im Screening in
5% PEG3350 gewachsenen Kristalle diffraktierten bis 1,7 A (A). Eine Reproduktion dieser
Kristallisationsbedingung fihrte allerdings zu nicht diffraktierenden Nadeln (B). Mit 0,6-0,7 M
Natriumsuccinat wurden hexagonale Kristalle erhalten, die zu verzwillingten Diffraktionsdaten
fihrten.

7.6 Modell Interpretationen

7.6.1 Struktur von GggA und SeGqggA

GqgA besitzt die hochste Homologie zur Familie der Prephenatdehydratasen. Die
Prephenatdehydratasen bilden Dimere, die aus jeweils drei Domdnen bestehen. Die
N-terminale und mittlere Domane bilden zusammen eine PBPD, welche als katalytische
Domaéne fiur die Signalaufnahme und Signalverarbeitung verantwortlich ist, wahrend die
C-terminale Domane eine ACT Domane ist, welche als regulatorische Domane allosterische
Effektoren binden kann. Beispielsweise kann Phenylalanin an die ACT Doméne binden und

dadurch das Enzym inhibieren.

GqgA liegt kristallografisch als Homodimer vor. Jedes Monomer besteht aus drei Domanen,
die die gleiche Faltung wie die bisher bekannten Prephenatdehydratasen besitzt (Abb. 50). Die
N-terminale und mittlere Doméne sind strukturell sehr dhnlich und bestehen aus einem
B-Faltblatt mit vier parallelen und einem antiparallelen Strang, die von drei a-Helices umgeben
sind. Bei der N-terminalen Domane ist der antiparallele Strang des B-Faltblatts die Verbindung
von mittlerer und C-terminaler Domane, welche durch die N-terminale Domane fihrt und in
deren B-Faltblatt stabilisiert wird (Abb. 51).
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Abbildung 50: Bandermodell des GqgA-Dimers. An der N-terminalen Kontaktflache des Dimers sind
zwei Phenylalanine (pink) gebunden.

Abbildung 51: Bandermodelle des GqgA-Monomers. Links: Darstellung der unterschiedlichen
Domanen von GqggA. Die mittlere Domane (cyan) und die N-terminale Domane (orange) sind durch
einen Linker (griin) verbunden, welcher Teil des zentralen B-Faltblatts der N-terminalen Doméne (blau)
ist. Rechts: Vergleich der GqgA und SeGqqA-Strukturen. Beim Vergleich der Strukturen fallt auf, dass
beim SeGqqgA (blau) im Vergleich zu GgqgA (griin) die mittlere Domane fehlt. Diese liegt am Rand des
Proteins und hat nur wenige Wechselwirkungen mit den anderen Domanen. Die Schnittstellen (Kreis)
sind leicht zuganglich. Zur besseren Veranschaulichung ist jeweils nur ein Monomer gezeigt.
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Zwischen der N-terminalen und mittleren Proteindomdne befindet sich eine
solventzugangliche Tasche, die das aktive Zentrum beinhaltet. Die C-terminale Domane
besteht aus einem 4-strangigen, antiparallelen B-Faltblatt und zwei a-Helices. Diese Helices
bilden bei der Dimerisierung ein vier-Helix-Biindel und auch die B-Faltblatter interagieren
miteinander, sodass ein 8-strangiges antiparalleles B-Faltblatt entsteht. An der Kontaktflache
der C-terminalen Domanen sind zwei Phenylalanine gebunden. Die Elektronendichte der
Phenylalanine ist sehr gut definiert, sodass diese vermutlich schon wahrend der Expression an
das Protein gebunden hatten. Prephenatdehydratasen werden durch Phenylalanin gehemmt,
bei GqgA handelt es sich aber vermutlich nur um ein Relikt aus der Entwicklung der Acylase
GqQgA aus einer Prephenatdehydratase, da GqqA keine PDT-Aktivitat besitzt. Die C-terminale
ACT-Domane kommt auch in Kombination mit anderen Proteindomanen vor (Schuller, Grant
et al. 1995, Kaplun, Vyazmensky et al. 2006, Kotaka, Ren et al. 2006), allerdings wurde meist
nur die geschlossene Konformation beobachtet. Bei der offenen Konformation wirden
solventzugangliche Bereiche zwischen den ACT-Domdnen entstehen, aber die Bildung der
oben genannten Superstrukturen wiirde nicht stattfinden. Diese Strukturen verbessern
allerdings die Stabilitat des Proteins. Zwei Dimere der ACT-Domadne kdénnen zudem unter
Bildung eines 8-Helix-Blindels ein Tetramer bilden. Bei GqgA konnte die Tetramerisierung

ebenfalls beobachtet werden (Abb. 52).

Abbildung 52: Tetramerisierung von GqqA. Bei der Tetramerisierung von GqgA bildet sich ein 8-Helix-
Blindel heraus, welches zur weiteren Stabilisierung des Komplexes fihrt.
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In der zuerst geldsten Struktur des SeGggA waren Uberraschenderweise nur zwei der drei
Doménen vorhanden. Die mittlere Doméane (AS 86-169) fehlte in dieser Struktur (Abb. 51
rechts). Diese Domdne befindet sich am Rand des Proteins und besitzt nur geringe
Interaktionen zur N-terminalen Domadne. Die beiden Schnittstellen sind sich raumlich nahe
und gut von auRen zugadnglich. Es ist nicht bekannt, ob GqqA eine Autoprozessierung
durchfiihrt. Bei den Prephenatdehydratasen kommen keine Autoprozessierungen vor,
allerdings ist dieser Vorgang bei den NTN-Hydrolasen bekannt (Tan, Li et al. 2008), welche die
hochste Verwandtschaft zu GqgA innerhalb der Klasse der Quorum Quenching Enzyme
besitzen. Die beiden verbliebenen Domadnen werden durch den im [-Faltblatt der
N-terminalen Domadne stabilisierten Linker der C-terminalen Domadne, sowie Uber

Wasserstoffbriicken miteinander verbunden.

7.6.2 Vergleich der Struktur mit den SAXS-Daten

Wird das Modell der SAXS-Daten mit der kristallografischen Struktur (berlagert, wird eine
gute Ubereinstimmung sichtbar (Abb. 53). Durch die mit komplementiren Methoden
gemessenen Daten wird somit bestatigt, dass GqgA sowohl in Lésung als auch in der
Kristallstruktur als Homodimer vorliegt. Dabei hat es jeweils die geschlossene
Proteinkonformation angenommen. Die Tetramerisierung, welche bei GgqgA im Kristall
beobachtet werden konnte, findet offenbar in Losung nicht statt. Die oberen Fortsadtze des
SAXS-Modells kdnnen zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollig erklart werden. Es kdnnte sich

um ein Artefakt aus der Mittelung der verschiedenen DAMMIF-Modelle handeln.
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e

Abbildung 53: Uberlagerung des berechneten Ab-initio SAXS-Modells mit der gelésten Struktur. Die
Kristallstruktur von GggA stimmt gut mit dem SAXS-Modell der geschlossenen Form berein.

7.6.3 Vergleich von GqgA mit der Prephenatdehydratase 2gmx

Die Strukturen der Acylase GggA und der Prephenatdehydratase 2gmx weisen die gleiche
Faltung auf. Die Domanen untereinander sind jedoch etwas unterschiedlich zueinander
gelegen (Abb. 54). Diese Varianz sorgte vermutlich dafiir, dass der Molekulare Ersatz nicht
funktionierte. Ein entscheidender Unterschied zwischen den Strukturen ist der Loop zwischen
den funktionellen Domanen. Der Loop von GqgA ist um fiinf Aminosauren kiirzer und weist
eine komplett unterschiedliche Sequenz auf. Dementsprechend hat dieser Loop auch eine

andere Konformation in der Struktur (Abb. 54, rote Kreise)
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Abbildung 54: Uberlagerung der Strukturen von GgqA und 2gmx. Die Strukturen von GggA (griin) und
2gmx (blau) weisen die gleiche Faltung auf. Die Domédnen sind untereinander allerdings etwas
verschoben. Der groRte Unterschied zwischen den Strukturen befindet sich im Loop zwischen den
funktionalen Domanen (rote Kreise). Diese Loops weisen komplett unterschiedliche Sequenzen und
raumliche Anordnungen auf.

Vergleicht man die Sequenzen von GqgA und 2gmx wird deutlich, dass die zwischen den
beiden Proteinen konservierten Reste groRtenteils in der PBPD liegen, wahrend die ACT
Domaédne weniger stark konserviert ist (Abb. 55). Von den vier Aminosaureresten, welche in
2gmx als aktives Zentrum vermutet wurden (P52, T168, R169 und F170), sind drei in GqgA

konserviert. An der Position des P52 liegt allerdings ein Alanin.

Im Protein 2gmx wurden die Reste A123, L204, N206, L215 und S233 als wichtig fiir die
Aktivitat als Prephenatdehydratase identifiziert (Tan, Li et al. 2008). Allerdings sind nur zwei
dieser Reste (N209 und L218 in 2gmx bzw. N203 und L212 in GggA) in GqgA konserviert.

Daraus ergibt sich ein Hinweis auf eine geanderte Substratspezifitat.
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Abbildung 55: Sequenzvergleich von GqgA und der Prephenatdehydratase 2gmx. Die Sequenzen
besitzen eine Identitdt von 33,7 %. Die Prephenatdehydratase besteht aus zwei funktionellen
Untereinheiten, der PBPD (blau) und der ACT Domane (orange). Die Aminosduren des vermuteten
aktiven Zentrums von 2gmx (grin) sind groRtenteils auch in GggA konserviert. Von den finf
Aminosauren, die in 2gmx als wichtig fir die Aktivitat als Prephenatdehydratase identifiziert wurden
(rot), sind hingegen nur zwei Aminosauren in GqqA konserviert. Thr170 (violett) knnte nach dem
Mechanismus der NTN-Hydrolasen als katalytischer Rest fungieren.

GqgA besitzt keine Prephenatdehydratase Aktivitdt, wie bereits von Valera et al
experimentell ermittelt wurde. Dazu wurde das Gen fiir GqgA in zwei E. coli-Stamme
eingebracht, welchen das Gen pheA fehlte. Die Bakterien waren nicht in der Lage in
Minimalmedium zu wachsen. Erst nach der Zugabe von Phenylalanin zum Medium fand ein
Wachstum statt. Diese Untersuchung zeigte, dass GqgA die Phenylalaninsynthese von pheA

nicht kompensieren kann (Valera, Mas et al. 2016).
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7.7 Enzymaktivitat und Substratspezifikation

GqgA bevorzugt Homoserinlactone mit einer mittleren Acyl-Kettenlange von C8 bis C12
(Valera, Mas et al. 2016). Bisher waren alle Versuche eine Struktur mit Substrat oder einem
Inhibitor zu komplexieren oder Cokristallisationsexperimente ohne Erfolg, was teilweise aber
auch an der schlechten Datenqualitdt der aufgenommenen Diffraktionsdaten liegen kann. Um

dennoch Daten zur Substratbindung zu erhalten, wurden Dockingstudien durchgefiihrt.

Zu Beginn dieser Arbeit war die Enzymspezifikation von GggA noch unbekannt. Mit dem
Programm Swissdock (Grosdidier, Zoete et al. 2011, Grosdidier, Zoete et al. 2011) wurden
zundchst die moglichen Positionen und Aminosauren eines aktiven Zentrums vorhergesagt
(Abb. 56). Das Programm verwendet dazu ausgewadhlte kleinere Molekile, um die
wahrscheinlichsten Substratbindestellen zu lokalisieren. Fiir GggA wurden zwei potenzielle
Substratbindestellen je Monomer identifiziert, eines in einer Tasche des Proteins nahe der

Kontaktflache des Dimers (blaue Kreise) und eines in einer Furche an der Proteinoberflache

(rote Kreise).

Abbildung 56: Mogliche Substratbindestellen von GgqgA. Das Programm Swissdock (Grosdinier 2011)
konnte zwei mogliche Positionen flr die Substratbindung pro Monomer identifizieren (blaue bzw. rote
Kreise).
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Bisher sind verschiedene Arten von Quorum Quenching Enzymen identifiziert worden, die
haufigsten Gruppen bilden dabei die Lactonasen, Acylasen und Oxidoreduktasen. Fiir NTN-
Hydrolasen, welche den Acylasen zugeordnet sind, ist bekannt, dass sie zunachst ein
Signalpeptid abspalten nachdem sie ins Periplasma diffundiert sind. AnschlieBend durchlaufen
diese Enzyme zwei Autoprozessierungsschritte, bei denen ein kurzer Linker aus dem Protein
entfernt wird. Die verbliebenen N- und C-terminalen Peptidketten (a- bzw. B-Peptid) lagern
sich folgend nicht-kovalent aneinander an und bilden das aktive heterodimere Enzym. Bei den
NTN-Hydrolasen ist diese Autoprozessierung wichtig flir die Enzymaktivierung, da sich
N-Terminal am B-Peptid ein Serin befindet, welches eine essentielle Funktion in der Katalyse

hat (Fast and Tipton 2012).

Bei SeGqgA befindet sich N-Terminal am B-Peptid ein Treonin (Thr170), welches die gleiche
Funktion wie Serin in einem Katalysemechanismus einnehmen kénnte. Der in Abbildung 37
dargestellte phylogenetische Baum zeigt, dass die Verwandtschaft zu den NTN-Hydrolasen
von allen Quorum Quenching Enzymen am néachsten ist. Strukturell gibt es allerdings einige
Unterschiede zwischen dieser Enzymklasse und GqgA, welches den Prephenatdehydratasen
ahnelt. Der am besten untersuchte Vertreter der NTN-Hydrolasen ist das Protein PvdQ. Bei
diesem wird autoproteolytisch ein Segment von 23 Aminosduren aus dem Protein
ausgeschnitten, woraufhin sich ein 18 kDa und ein 60 kDa Fragment aneinander anlagern
(Bokhove, Nadal Jimenez et al. 2010). GqqgA (30,5 kDa) ist deutlich kleiner als PvdQ (84 kDa),
allerdings betragt der herausgeschnittene Teil im SeGqgA fast 1/3 des Gesamtproteins (84 AS
bzw. 9 kDa). Das a-Peptid besteht aus 85 AS (9,2 kDa) und das B-Peptid aus 112 AS (12,3 kDa).
Bei allen weiteren Kristallisationen und folgenden Datensammlungen war die Struktur
allerdings immer komplett, sodass nicht sicher gesagt werden kann, ob GqgA eine
Autoproteolyse durchfiihrt, oder es sich um eine zuféllige Konstellation, beispielweise durch

Verunreinigung mit Proteasen handelte.

Auch beim kompletten GqgA ist diese Position eine potentielle Substratbindungsstelle. Je
nach Vorpositionierung des Liganden bei Dockingexperimenten, kann die Acylkette sich in
zwei unterschiedliche hydrophobe Furchen legen (Abb. 57). Thr170 besitzt dabei bereits einen
Abstand von ca. 4 A zum Substrat, wiirde sich aber vermutlich bei der Substratbindung noch

ausrichten.
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Abbildung 57: Docking von N-octanoyl-L-homoserinlacton an Thr170. Je nach Vorpositionierung des
Liganden (roter Kreis) ergeben sich zwei Méglichkeiten fiir die Bindung an GqgA (A-C bzw. D-F). Die
Darstellung des Oberflichenmodells zeigt, dass die hydrophobe Acylkette sich jeweils in
unterschiedliche hydrophobe Furchen an der Proteinoberflache legt (B und E). Die Detailbetrachtung
(C und F) zeigt eine gute Positionierung des Liganden zum Thrl70, welches sich bei der
Substratbindung noch ausrichten kdénnte.

Eine weitere Moglichkeit fir das katalytische Zentrum sind die Aminosduren T174, R175 und
F176. Diese wurden fir die Prephenatdehydratasen als aktives Zentrum vermutet. Allerdings
gibt es hierfiir noch keine Bestdtigung, da zum jetzigen Zeitpunkt weder Mutanten noch
Kristallstrukturen von Prephenatdehydratasen mit gebundenem Substrat veroffentlicht
wurden. Auch an dieser Stelle wurde eine Dockingstudie durchgefiihrt (Abb. 58). Das Substrat
konnte in der solventzugdnglichen Tasche in der Ndhe der Dimer-Interaktionsflache binden.
Der gemessene Abstand betragt auch hier ca. 4 A. In diesem Dockingmodell konnte das
Substrat allerdings aufgrund sterischer Hinderungen nicht tief genug in der Tasche binden, um
eine Acylaseaktivitdt zu bestdtigen. Die berechnete Position wdre typischer flr eine
Lactonase-Aktivitat. Allerdings konnte der Lactonring zur Seite klappen, wodurch ein tieferes

Eindringen moglich ware. Dies wurde bei der Berechnung vom Programm nicht berticksichtigt.
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Abbildung 58: Docking von C8-HSL an Thr174. Der Lactonring bindet in einer solventzuganglichen
Tasche des GqgA (A), wahrend die Acylkette nach aulRen ragt (B, Ansicht von oben). Allerdings kann im
Dockingmodell das Substrat aufgrund sterischer Hinderungen nicht tief genug in die Tasche gelangen,
um eine Acylaseaktivitat zu bestéatigen (C). Die Position des Liganden ware typischer fiir eine Lactonase.

Die Enzymklasse konnte durch ESI-MS/MS Messungen von K. Petersen (Institut fir
Mikrobiologie, Universitdt Hamburg) als die der Acylasen bestatigt werden. Das genaue aktive
Zentrum sowie der genaue Mechanismus sind aber bisher noch nicht eindeutig identifizierbar.
Hierzu sollen in Zukunft Mutationen der beiden Threonine T170 und T174 durchgefiihrt und

untersucht werden.

7.8 Mutationen

Aufgrund der Kristallverwachsungen wurden die Proteinkontakte im Kristallgitter genauer
analysiert (Abb. 59). Es wurden funf Aminosduren bzw. Bereiche ausgewdhlt, die
Interaktionen zu Nachbarmolekiilen des Dimers aufwiesen und mutiert (Abb. 59 unten). Diese

Mutationen sind in Tabelle 21 zusammengefasst.
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F261 R279, K280, P281 P187, P188, P189, G190, P191

Abbildung 59: Bindermodell der raumlichen Anordnung benachbarter GqgA-Dimere im Kristallgitter
und VergroBerung von drei der Mutationsstellen. Die Mutationen sollen Wechselwirkungen zwischen
benachbarten Dimeren verhindern. Die Stellen der Mutationen M1, M2 und M4 sind in farblich
markierten Ausschnitten vergroRert dargestellt.

Tabelle 21: Mutanten von GqqA.

Name Mutation

M1 F261S

M2 A279-281

M3 R25S

M4 P187A, A188-190, P191S

M5 T118V
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Die Mutationen wurden von K. Petersen (Institut fiir Mikrobiologie, Universitat Hamburg)
durchgefiihrt, ebenso wie die Aktivitatstests der Mutanten. Bei diesen zeigte sich, dass nur die
Mutanten M2 und M5 aktiv sind, wahrend die Mutanten M1, M3 und M4 keine Aktivitat
zeigen (Abb. 60).

A wt

M1 M2 M3 M4 M5

— ——
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““0

b v .
2—»
+
=
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empty vector AQst‘l ethyl acetate
[ =y
;_,_\ +
-

Abbildung 60: Aktivitatstest und Expression der Mutanten von GqgA. A: Bei diesem Aktivitatstest
zeigt die lila Farbe das Vorhandensein von N-Acylhomoserinlactonen an. Werden diese vom Protein
umgesetzt entfarbt sich die Losung. Die Mutanten M2 und M5 sind ebenso wie der Wildtyp und die
Lactonase QsdR1 in der Lage das Substrat abzubauen, wahrend M1, M3 und M4 keine Aktivitat zeigen.
Der Leervektor, QsdR1 und das mit Ethylacetat versetzte Medium dienen als Kontrollen. B: SDS-PAGE
Analyse der Expression der Mutanten von GggA. Die Mutanten M1, M2 und M5 exprimieren ahnlich
gut wie der Wildtyp (wt) mit einer Hauptbande bei 30 kDa (4). Zudem sind auch deutlich schwéchere
Nebenbanden (1-3) erkennbar. Bei den Mutanten M3 und M4 konnte keine Expression in E. coli
festgestellt werden. Die Versuchsdurchfiihrung und Erstellung der Abbildungen erfolgten durch K.
Petersen.

Die Mutanten M3 und M4 lieRen sich zudem nicht in E. coli exprimieren. Offenbar fliihren diese
Mutationen zu unerwartet groBen Strukturdnderungen, sodass die Proteine sich falsch falten
und vermutlich direkt wieder von Proteasomen abgebaut werden. Die Mutanten M1, M2 und
M5 lieBen sich nach dem fiir GqgA etablierten Protokoll reinigen und zeigten im DLS ein

monodisperses Signal (Abb. 61).
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Abbildung 61: DLS- Messungen der GqgA Mutanten M1, M2 und M5. Links: Radienverteilung der DLS-
Messungen, bei denen der Radius in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt wird. Rechts: Darstellung
der Autokorellationfunktionen, der mittleren Radienverteilungen und der Radiusplots. Die DLS-
Messungen zeigen, dass die Proteine monodispers vorliegen.
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Bisher konnten nur die Mutanten M2 und M5 unter den bekannten Bedingungen kristallisiert
werden (Abb. 62). Diese Kristalle wiesen die gleiche Morphologie wie die Kristalle des Wildtyps
auf. Die Diffraktionsdaten waren ebenso verzwillingt. Fir M1 konnten bislang noch keine
geeigneten Kristallisationsbedingungen identifiziert werden. Méglicherweise ist das mutierte

Phe261 essenziell fir die Tetramerisierung von GqgA und somit fir die Ausbildung von

stabilisierenden Proteinkontakten.

Abbildung 62: Proteinkristalle der Mutanten M2 und M5. Die Kristalle der Mutanten M2 (A) und M5
(B) weisen die gleiche Morphologie auf wie die Kristalle des Wildtyps.
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8 AUSBLICK

Neben der Antibiotikaresistenz ist die Biofilmbildung eine zusatzliche Problematik bei
Behandlung bakterieller Infektionen. AuBerdem sind Biofilme in technischen Anwendungen
der Biotechnologie Ursache verschiedenster Probleme. Daher ist es von grundsatzlicher
Bedeutung, dass Inhibitoren fiir Enzyme des Quorum Sensing und Quorum Quenching

gefunden werden.

GqgA gehort zu einer neuen Familie von Quorum Quenching-Acylasen, die sich aus
Prephenatdehydratasen entwickelt haben. Auch (iber die PDTs gibt es bisher nur wenige
Informationen. Es sind bislang zwar vier Strukturen aus unterschiedlichen Organismen
bekannt (PDB Codes: 2gmx, 2gmw, 4lub, 3mwb), allerdings konnte bisher keines der Enzyme
im Komplex mit einem Substrat charakterisiert werden. Auch Mutanten wurden bislang nicht
analysiert. Potenzielle Aminosduren eines aktiven Zentrums wurden daher bislang nur
theoretisch vorhergesagt (Tan, Li et al. 2008). Wie in Kapitel 7.7 beschrieben ist momentan
noch nicht bekannt, ob das aktive Zentrum von GqgqA mit der vermuteten Position der aktiven
Zentren in den PDTs Ubereinstimmt, oder eher dem Mechanismus der NTN-Hydrolasen folgt.
Um diese Frage zukiinftig zu klaren muss entweder eine Proteinstruktur im Komplex mit ihrem
Substrat gelost werden oder Mutanten der moglichen katalytischen Reste Thr170 bzw. Thr174
hergestellt werden. Anschliefend kann Uber Aktivitatstests eine dann inaktive Mutante
verifiziert werden. Moglicherweise gelingt mit dieser Mutante dann auch die Strukturlésung

eines Enzym-Substrat-Komplexes, sofern diese das Substrat binden.
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9 ANHANG

Al. Sequenzalignment von CTX-M-14 und CTX-M-15
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A3.

Chemikalien

Substanz

Acrylamid

Agar
Agarose

Ammoniumacetat

Ammoniumchlorid
Ammoniumsulfat
Ampicillin-Natriumsalz

APS

Bicin
Biotin
Bis-Tris

Bromphenolblau
Kalziumchlorid
CHES

Cobalt(Il)chlorid

Chemikalien und Gefahrstoffe

CAS-No.

79-06-1

9002-18-0
9012-36-6

631-61-8

12125-02-9
7783-20-2
69-52-3

7727-54-0

150-25-4
58-85-5
6976-37-0

115-39-9
10043-52-4
103-47-9

GHS

GHSO06,
GHSO08

GHS02

GHSO07

GHSO07

GHS08

GHSO03,

GHSO07,
GHS08

GHSO07

GHS07
GHS07

GHSO07,
GHSO08,
GHS09

H-Satze

H301,
H312,
H315,
H317,
H319,
H332,
H340,
H350,
H316f,
H372

H226

H315,
H319, H335

H302, H319

H334,
H317

H272,
H302,
H315,
H317,
H319,
H334, H335

H315,
H319,
H335
H319
H319

H350i,
H360F,
H302,
H317,

P-Satze

P201, P280,
P301+310,
P305+351+338,
P308+313

P210, P240, P280,
P303+261+353,
P403+235, P501
P261, P280, P304+
P340, P305+351+
338, P405, P501
P305+351+338

P280, P261,
P302+352,
P342+311
P280,
P305+351+338,
P302+352,
P304+341,
P342+311

P261,
P305+351+338

P305+351+338
P264, P280,
P305+351+338,
P337+313

P201, P273, P280-
P302+352,
P304+340,
P342+311
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Coomassie Brilliant Blau
DTT

Essigsaure

Ethanol

Glucose

Glycerin

Glycin
Guanidium-Hydrochlorid

Harnstoff
Hefeextrakt
HEPES
Imidazol

IPTG
D,L-Isoleucin
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kupfersulfat

L-Leucin
Lithiumchlorid

Lithiumsulfat

D,L-Lysin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid

B-Mercaptoethanol
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6124-59-2
3483-12-3

64-19-7

64-17-5

50-99-7
56-81-5
56-40-6
50-01-1

57-13-6
8013-01-2
7365-45-9
288-32-4

367-93-1
73-32-5
67-63-0

7447-40-7
7778-77-0
7758-98-7

61-90-5

16712-20-2

10337-48-7

70-54-2

7791-18-6
7487-88-9
7773-01-5

60-24-2

GHSO07

GHS02,

GHSO05

GHS02

GHSO05,
GHSO07,
GHS08

GHSO02,
GHSO07

GHS07,
GHS09

GHSO07

GHS07

GHSO07

GHSO05,
GHSO06,

H334,
H341, H410
H302,
H315,
H319, H335
H226, H314

H225, H319

H302,
H315, H319

H302,
H314,
H360D

H225,
H319, H336

H302,
H315,
H319, H410
H302,
H315, H319
H302, H319

H302

H301+H331
, H310,

P302,352,
P305+351+338
P280,
P305+351+338,
P310

P210, P240,
P305+351+338,
P403+233
P305+351+388,
P302+352

P201, P280,
P301+P330+P331,
P305+P351+P338,
P308+P310

P210, P233, P240-
P305+P351+P338,
P403+P235

pP273, P302+352,
P305+351+338

P302+352,
P305+351+338
P280,
P301+P312+P330,
P305+P351+P338,
P337+P313

P264, P301+312,
P330, P501
P273,

P302+P352,

P280,
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MES

MOPS

Natriumacetat
Natriumbromid
Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid

Natriumhydroxid

Natriumiodid
Natriummalonat
Ni-NTA-Agarose
Nickel(ll)chlorid

Nickel (ll)sulfat

PEG 1500
PEG 3350
PEG 8000
L-Phenylalanin
Salzsaure

SDS

4432-31-9

1132-61-2

6131-90-4
7647-15-6
7647-14-5
6132-04-3
10049-21-5
7681-49-4

1310-73-2

7681-82-5
141-95-7

7791-20-0

10101-97-0

25322-68-3
25322-68-3
25322-68-3
63-91-2
7647-01-0

151-21-3

GHSO08,
GHS09

GHSO07

GHSO07

GHSO05

GHS09

GHSO06,
GHSO08,
GHS09

GHS07,
GHSO08,
GHS09

H315,
H317,
H318,
H373, H410
H315,
H319,
H336
H315,
H319, H335

H301,
H315, H319

H314

H400

H350i,
H360D,
H341,
H301,
H331,
H372,
H315,
H317,
H334, H410
H302,
H332,
H315,
H317,
H334,
H341,
H350i,
H360D,
H372, H410

H314, H335

H228,
H302,

P304+P340,
P305+P351+P338,
P308+P310

P261,
P305+351+339

P261, P305, P351,
P338

P302+352,
P305+351+338,
P308+310
P280, P310,
P305+351+338
P273

P273, P281,
P302+352,
P304+340,
P309+310

P201, P273,
P280, P302+352,
P304+340,
P308+313

P261, P280, P310,
P305+351+338
P210, P261, P280,
P301+312+330,
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H311, P305+351+338+310,
H315, P370+P378
H319, H335
Selenomethionin 3211-76-5 GHS06, H301, P261, P273,
GHS08, H331, P301+310, P311,
GHS09 H373,H410 P501
TEMED 110-18-9 GHS02, H225, P261, P280,
GHS05, H302, P305+351+338
GHS07 H314, H332
Thiamin 59-43-8 - - -
L-Threonin 72-19-5 - - -
Tricin 5704-04-1 - - -
Tris 1185-53-1 GHS07 H315, P261,
H319, P305+351+338
H335
Trypton 91079-40-2 - - -
D,L-Valin 516-06-3 - - -
Zinkchlorid 7646-85-7 GHS05, H302, P273, P280,
GHS07, H314,H410 P301+330+331,
GHS09 P305+351+338,
P308+310
Kristallisationsscreens
Kristallisationsscreen Anbieter GHS H-Satze P-Satze
ComPAS-Suite Qiagen GHSO02, H225, H301, P101, P201,
GHSO06, H302, P270,
GHSO07, H315, H319, P273, P280,
GHSO08, H331, P305+351+338,
GHS09 H332, H335, P309+311, P313
H340,
H350,
H360FD,
H373, H411
JCSG-plus Molecular GHSO02, H225, H301, P101, P201,
Dimensions GHSO05, H312, P270,
GHSO06, H315, H318, P273, P280,
GHSO07, H331, P305+351+338,
GHSO08, H335, H350, P309+311, P313
GHS09 H411
PACT premier Molecular GHS06 H301, H331, P101, P270,
Dimensions H412 P273,
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GHS und Gefahrensymbole

SOOOLDPY

GHS02 GHS03 GHS04 GHS05 GHS06 GHSO07 GHS08 GHS09

Abbildung 63: GHS Piktogramme. Zusammenfassung aller GHS Piktogramme mit ihrer
entsprechenden Nomenklatur.

H-Satze
H225 Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar.
H226 Flassigkeit und Dampf entziindbar.
H228 Entziindbarer Feststoff.
H271 Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.
H272 Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel.
H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.
H301 Giftig bei Verschlucken.
H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H302+332 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Einatmen.

H310 Lebensgefahr bei Hautkontakt.

H311 Giftig bei Hautkontakt.

H312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.

H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H330 Lebensgefahr bei Einatmen.

H332 Gesundheitsschddlich bei Einatmen.

H334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.
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H340 Kann genetische Defekte verursachen.
H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.
H350 Kann Krebs erzeugen.
H350i Kann bei Einatmen Krebs erzeugen.
H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen.
H360 Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib schadigen
H361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.
H361f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.
H372 Schadigt die Organe bei langerer oder wiederholter Exposition.
H400 Sehr giftig fir Wasserorganismen.
H410 Sehr giftig fir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.
P-Satze
P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.
P210 Von Hitze, heiBen Oberflachen, Funken, offenen Flammen sowie anderen

Zindquellenarten fernhalten. Nicht rauchen.

P220 Von Kleidung/ brennbaren Materialien fernhalten/entfernt aufbewahren.
P233 Behalter dicht verschlossen halten.

P260 Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.

P261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.
P264 Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

P301+310 Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum, Arzt oder ... anrufen.

P301+330+331 Bei Verschlucken: Mund ausspitilen. Kein Erbrechen herbeifihren.

P302+352 Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen.

P303+361+353 Bei Kontakt mit der Haut (oder dem Haar): Alle beschmutzten, getrankten
Kleidungsstlicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/duschen.

P304+340 Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen und flir ungehinderte
Atmung sorgen.

P305+351+338 Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen.
Vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter spilen.

P308+313 Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe
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P310
P320

P321
P337+313

P342+311
P361
P403+322
P405
P501

hinzuziehen.

Sofort Giftinformationszentrum, Arzt oder ... anrufen.

Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

Besondere Behandlung (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / é&rztliche Hilfe
hinzuziehen.

Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum, Arzt oder ... anrufen.
Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.

Behalter dicht verschlossen an einem gut belifteten Ort aufbewahren.

Unter Verschluss aufbewahren.

Inhalt/Behélter ... zufiihren.
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