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1 Kurzzusammenfassung

Im Laufe dieser Arbeit wurde eine systematische Analyse an 93 Epoxidhydrolase (EH)
Sequenzen durchgefiihrt. Ein Vergleich der drei bekannten EH Strukturen aus Agrobacterium
radiobacter, Mus musculus und Aspergillus niger zeigte die hohe Konservierung des o/f3
Hydrolase Folds und die Existenz zweier variabler Loop-Regionen, dem NC-und dem Cap-
Loop (13). Aus dem Multisequenz-Alignment der 93 EHs wurden die Loop-Léngen aller EHs
bestimmt und in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen. Hierbei bildeten sich drei nach
Superfamilien und Organismengruppen getrennte Cluster. Jedes Cluster enthilt eine der drei
bekannten Strukturen. Unter der Annahme, dass dhnliche Loop-Lingen eine dhnliche Struktur
bedingen, konnten Homologiemodelle von fiinf EHs erstellt werden. Vergleiche der
Substratspektren mit der Cluster Zugehorigkeit fithrten zu der Annahme, dass Loop-Léange
und Substratspezifitit korrelieren, da z.B. nur fir EHs mit langen Cap-Loops der Umsatz
epoxidierter Fettsduren beschrieben wurde.

Mit dem Programm CODEHOP wurden degenerierte familienspezifische Primer erstellt und
an zwei bakteriellen Organismen getestet. Aus Streptomyces antibioticus Ti4, welcher eine
EH Aktivitdt gegen Styroloxid aufweist (150) und Rhodococcus ruber LU760 konnten jeweils

Fragmente mit signifikanter Homologie zu EHs amplifiziert werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befaBit sich mit der Erstellung und Auswertung einer
familienspezifischen Datenbank auf der Grundlage der Lipase Engineering Database (LED)
(45). Die Epoxidhydrolase/Haloalkandehalogenase (EH/HD) Datenbank enthilt 397 Sequenz-
eintrdge, 305 Proteineintrdge und fiir 19 dieser Proteineintrdge 51 Strukturdatensitze. Neben
EHs und HDs enthilt die Datenbank weitere Enzymfamilien, die in 14 homologe Familien
und zwei Superfamilien eingeteilt wurden.

Untersuchungen der Strukturen aus EH/HD Datenbank und LED zeigten, dass trotz massiver
struktureller Unterschiede, zwischen den Strukturen dieser beiden Datenbanken, das
katalytische Zentrum strukturell in allen o/f Hydrolasen erhalten ist. Auch das fiir Lipasen
ermittelte Anker-Konzept (111) fiir die Stabilisierung des Oxyanionholes greift bei den
Proteinen der EH/HD Datenbank. Fiir das hochkonservierte GXGXS-Motiv (92) konnte eine
mogliche strukturrelevante Funktion entwickelt werden, die seine konservierte Struktur und

Lage erklért.
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2 Abstract

Epoxide hydrolases (EHs) from eukaryotic and prokaryotic sources were found to be
applicable for the kinetic resolution of racemic mixtures of epoxides, and high enantiomeric
accesses have been reported (117). Enantiopure epoxides and vicinal diols are extensively
employed as useful chiral building blocks for synthesis of various bioactive products in the
pharmaceutical and agrochemical industry (51).

Aim of this work was to identify similarities and differences in this highly divers enzyme
family by systematic analysis of available EH sequences and structures.

93 different EHs were identified by keyword and BLAST search. A phylogenetic analysis
showed the clear separation into the two separate superfamilies cytosolic (cEHs) and
microsomal (mEHs) EHs and several homologous families within each superfamily. In
contrast to eukaryotic EHs, bacterial EHs show a high variability and barley form any well
defined homologous families.

EHs belong to the family of o/f hydrolases. Analysis of the three known structures from
Agrobacterium radiobacter, Mus musculus und Aspergillus niger lead to division of the
modular structures into N-terminal domain, N-terminal catalytic domain, NC-loop, cap-

domain, cap-loop und C-terminal catalytic domain (Figure 1).

cap-loop (5-59 aa)

N

3\
plants
C-terminal
cytosolic m. cytosolic domain || linker catalytic domain
N-terminal |,
catalytic domain '\
fungi -
. microsomal
microsolr?;??;s. IanChorl domain NC-loop (16-57 aa)
J

Figure 1

Schematic illustration of the modular architecture of EHs. The variable N-terminal domain (green, left half of the
picture) occurring in cytosolic mammalian EHs (connected by a linker, pink), fungi/yeasts, insects and
microsomal mammalian EHs. Insect and microsomal mammalian EHs additionally contain a membrane anchor
(black). In the right half of the picture the three conserved domains are given: the N-termnial catalytic domain
(blue), the cap domain (red) and the C-terminal catalytic domain (yellow) and the two variable loops: NC-loop

(brown) and cap-loop (violet).
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Besides obvious differences in molecule size of the three structures, caused by the variable N-
terminal domain, EHs contain a highly conserved o/f3 hydrolase fold only interrupted by two
variable loops: NC- (connects N-terminal catalytic domain and cap-domain) and cap-loop
(located within the cap-domain). The bacterial EH from Agrobacterium radiobacter contains
short loops (NC-loop: 19 residues, cap-loop: 9 residues), the EH from Mus musculus contains
a medium sized NC-loop (23 residues) and a long cap-loop (35 residues) and the microsomal
EH from Aspergillus niger contains a long NC-loop (35 residues) and a short cap-loop (8
residues). Loop-lengths of all EHs were determined using the multisequence alignment of 93

EHs and were plotted against each other in a diagram (Figure 2).

701 Cytosolic EH  Microsomal EH
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Figure 2

A plot of the lengths of NC- and cap-loop, three clusters are formed, separated into both superfamilies: cytosolic
EHs, cluster I (mammalian EHs, plant EHs and bacterial EHs, related to eukaryotic EHs), cluster II (bacterial
EHs), and microsomal EHs: cluster III. Positions of the structurally known EHs are marked with arrows: Mus

musculus (Mm), Agrobacterium radiobacter (Ar) and Aspergillus niger (An).

Three clusters ordered by superfamily and organisms were formed: cluster I (cEHs from
mammals, plants and to eukaryotic EHs related bacterial EHs) comprises the structurally
known EH from Mus musculus, cluster II (cEHs from bacteria) contains the structurally
known EH from Agrobacterium radiobacter, and cluster III (mEHs) comprises the
structurally known EH from Aspergillus niger.

Although EHs contain a highly conserved structure, they show low sequences identities, what
complicates reliable homology modelling. Assuming that EHs of one cluster, and thus with
similar loop-lengths posses a similar structure, the loop-based classification into clusters and

the multisequence alignment of 93 EHs was used to perform homology models of five
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representative EHs of cluster I-III (from Glycine max, Mycobacterium tuberculosis,
Corynebacterium sp., Streptomyces coelicolor and Mesorhizobium loti). Of 78% of all 93
EHs the complete structure can be predicted using the insights resulting from the systematic
analysis. In contrast, only 14% of the EHs can be predicted using the accepted method of
pairwise alignments.

Another application for the loop-based assignment into clusters, is the prediction of substrate
specificity of EHs. Looking at the substrate spectra of EHs, it is remarkable that EHs with
long cap-loops (cyt. and mic. mammalian and plant EHs) are able to convert epoxy fatty acids
(22, 48, 52), while EHs containing long NC-loops (mic. mammalian , insect, and fungal EHs)
accept epoxy polycyclic aromatic hydrocarbons as substrates (18, 34, 48). For EHs with short
cap-loops the conversion of fatty acids is not described. The long cap-loop forms a
hydrophobic tunnel starting at the proteins surface down to the nucleophile of the catalytic
triad (Figure 3), which is not observable for EHs with short cap-loops. This hydrophobic
tunnel leads to the formation of a L-shaped binding pocket (8) and is similar to the fatty acid
binding site of lipases (112) and would provide space for the hydrophobic alkane chain of a
fatty acid. EHs with short cap-loops, without tunnel, and L-shaped binding pocket should not
be able to convert epoxy fatty acids, while the bacterial EHs of cluster I, related to eukaryotic

EHs and containing long cap-loops, should show activity.

hydophobic tunnel

Figure 3

Structures of the EHs from Mus musculus (left) and Agrobacterium radiobacter (right) in surface design in
topview on the cap domain. The structures are colored for hydrophobicity of their amino acids, hydrophilic
residues are marked blue, hydrophobic residues are red. Hydrophobic tunnel and nucleophile (green) are labled

and marked with arrows.
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The assignment to homologous families received from the phylogenetic analysis was
employed for the design of family specific primers. Tests of these primers were performed
with two bacterial organisms. Streptomyces antibioticus Tii4 shows EH activity towards
styrene oxide (150). An already amplified 236 bp fragment of this species was located in the
branch of the bacterial EHs of cluster I. With primers specific for this group, a 771 bp
fragment with significant homology to EHs was amplified. After purification, N-terminal
sequencing and tryptic digestion by the BASF AG, Ludwigshafen, it was possible to
complement the fragment N-terminal. The C-terminus was constructed using PCR with the
EH from Streptomyces avermitilis as template. Using the same set of primers, amplification of
a 700 bp fragment from genomic DNA from Rhodococcus ruber (LU760), which belongs like
the genus Streptomyces to the order of Actinomycetales, and identification as part of a

putative EH was possible.

The second part of this work is concerned with building up and interpretation of a family
specific database. The epoxide hydrolase/haloalkane dehalogenase database (EH/HD) is an
extension to the 93 EH alignment with inclusion of further enzyme families and structure
information. Building up the EH/HD database the automatic data extraction system of the
Lipase Engineering Database (LED) (45) was used. A set of representative sequences,
resulting from the 93 EHs of the systematic analysis and 18 HDs found by keyword search,
was used for BLAST searches. The collected data was ordered hierarchically by the database
system DWARF (46) in protein entry, homologous family and superfamily. The database
consists of 397 sequence entries, 305 protein entries and contains for 19 protein entries 51
structure data sets. Besides EHs and HDs the database contains several other enzyme families
like e.g. non-heme peroxidases, 2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolases, 2-hydroxy-6-
ox0-6-phenylhexa-2,4-dienoic acid hydrolases, prolyl-amino-peptidases, esterases und
luciferases, which were combined into 14 homologous families and two superfamilies.

To investigate similarities and differences of this huge amount of various o/p hydrolases of
LED and EH/HD database, an analysis of available structural data was performed. While
structures of the EH/HD database contain a canonical, a complete, o/f hydrolase fold, the
hydrolases of the LED often show reductions. These are restricted to the B-strands 1 and 32,
as well as the a-helices a4 and a5. B1, B2, a4 and a5 do not contain any catalytically
relevant residues. Despite all significant structural differences the catalytic machinery is

structurally conserved in all a/p hydrolases.
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A so called anchor-concept (111) was developed for lipases, which is also valid for the
structures of the EH/HD database. Despite the high conservation of the structures of the
EH/HD database, stabilization of the oxyanion hole is realized differently, either with a
hydrophobic pocket or a hydrophilic anchor. In case of prolyl-aminopeptidases no known
anchor-type was detected.

The GXGXS-Motif (92) is highly conserved and forms a structurally also highly conserved
loop. The GXGXS-Motif occurs only in the structures of the EH/HD database and is located
beneath the first two B-strands of the o/ hydrolase fold and the cap-helice a4 and a5, which
are connected by hydrogen-bonds (Figure 4).

The positions of the five residues involved in hydrogen bonding of the strands 1 and 2 and
the GXGXS-motif are structurally conserved. Hydrogen bonding between GXGXS-Motif and
cap-domain is more variable, but all residues involved are located at the loop between the
cap-helices a4 and a5. The GXGXS-Motif stabilizes the strands B1 and B2 and is acting like

a lock, connecting cap domain and N-terminal catalytic domain.

Cap-helices a4+oL5

1EDE 200 EAEASAYAA----PFPDTSYQ---AGVRKFPKMVA 227

. . 1cv2 A 184 EAEMAAYRE----PFLAAGEARR-PTLSWER 209
Cap-helix o4 - Cap-helix .5 1EHY A 191 TEEELEVHVDNC-MEPD-------| fizncerngyrRa 217
y 1TUN A 168 DELARLRYEAS--IQPgF------ QESFSSMFPEPRQ 196

1BRO_A 180 EEAVRNSWNTAA-JGI 204

1MT7 A 190 PEVLKSLEYAE-- 209

1QO77A 292 ILEMVSLYWL---TEj~======= FPEAIHTYRETTPT318

GXGXS-motif

1EDE__ 81 91
1cv2_A 62 73
1EHY A 62 73
1IUN_A 61 72
1BRO_A 57 68
1MTZ A 62 72
1Q07_A 148 158

Strand 1

Strands B1+p2

1EDE__ 23 NYLDDLPGYPGLEABYLDE 41
1cv2 A 12 KFIEIK---GREMAYIDE 26
Strand B2 1EHY A 10 KHYEVQLP---DVIIIEIYVREGAG 29
1IUN_A 8 KSILAAG----VETRYHDV 22
1BRO_A 1 PFITVGQENST---SIWLMYEDH 20
1MTZ_A 4 ECIENYAKVNG----IMIMYKLC 22
1007 A 85 PQFTTEIEGLIIEFAAL 101

Figure 4

Left: The coin in the coin slot (epoxide hydrolase of Agrobacterium radiobacter, |EHY): cap-helices a4 and a5
(red), GXGXS-motif (green), strands 1 and B2 (blue). Hydrogen bonds are shown as dashed lines. Right:
Multisequence alignment of 1EDE (haloalkane dehalogenase), 1CV2_A (haloalkane dehalogenase), IEHY A
(epoxide hydrolase), 1IUN_A (2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase), 1BRO_A (non-heme
bromoperoxidase) IMTZ (prolyl-aminopeptidases) and 1QO7_A (epoxide hydrolase). Frame colors are identical
to coloring of the structure (left). In the alignment: residues connected by hydrogen bonds have the same color

(hydrogen bonding indicated by lines).
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By systematic analysis of sequence and structure of this large and diverse protein family,
structurally and functionally relevant motifs and the modular architecture of o/f hydrolases
were analysed, which provides a deeper insight into sequence-structure-function relationships.
Understanding the modular structure allows reliable predictions of the biochemical properties

for functional genomics and protein engineering.
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3 Einleitung

3.1 Epoxidhydrolasen

3.1.1 Aligemeines

Epoxidhydrolasen (EHs, EC 3.3.2.3) gehoren zu einer Gruppe hydrolytischer Enzyme, die
Kofaktor unabhdngig, enantio- und regiospezifisch die Addition von Wasser an Oxiran
Derivate (Epoxide) unter der Bildung von vicinalen trans-Diolen katalysieren (10) Uber eine
Sx2-spezifische Ringdffnung des Epoxids wird das trans-konfigurierte 1,2-Diol gebildet
(Abbildung 1). EHs wurden in Organismen aller Arten gefunden, einschlieBlich Saugetieren
(6), Insekten (34), Pflanzen (4), Pilzen und Bakterien (5). Aufgrund ihrer Primérsequenz
wurden sie zur Struktur-Familie der o/ Hydrolasen gezdhlt (101). Die Enzymfamilie ist in
zwei grofle Gruppen gegliedert: 16sliche (cytosolische; cEHs) und membrangebundene EHs

(mEHs) (48).

o) o) HO OH
,\I\ESA%:M Epoxidhydrolase /A\ .
Ry R, > Rl\\\“‘ "y R, + Rl\\\\\\
Ry Ry H0 Ry Ry Ry R;
Epoxid (Racemat) Epoxid Diol
Abbildung 1

Hydrolyse von Epoxiden durch EHs

3.1.2 Siugetier EHs

Séugetiere enthalten sowohl cEHs als auch mEHs. Enzyme beider Gruppen wurden beziiglich
ihrer biologischen Rolle detailliert untersucht (48). Weniger interessant ist, aufgrund ihrer
schlechten Verfiigbarkeit, ihr Einsatz in der organischen Synthese (7).

Die cEHs der Sdugetiere sind Xenobiotica abbauende Enzyme, sie katalysieren die Hydrolyse
trans-substituierter Epoxide, ebenso wie die vieler aliphatischer Epoxide des Fettséure
Metabolismus (48). Endogene Epoxide sind wichtige Effektormolekiile, die hormonéhnliche
Reaktionen in verschiedenen organischen Systemen hervorrufen konnen. Arachidonsdure z.B.
wird zu einer Reihe von Monoepoxiden oxidiert, die dann zu den entsprechenden

Dihydrodiolen hydrolysiert werden kdnnen, welche gefasserweiternde Eigenschaften haben
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(78). cEHs sind hier also nicht ausschliesslich Entgiftungsenzyme, sondern spielen eine
entscheidende Rolle bei z.B. der Regulation des Blutdrucks und entziindungshemmenden
Prozessen.

Die mEHs der Sdugetiere katalysieren die trans-Addition von Wasser an ein breites Spektrum
von Epoxid-Substraten (100). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Entgiftung vieler
reaktiver epoxidierter Intermediate des Stoffwechsels (10, 48), ebenfalls scheinen sie an der
Aktivierung karzinogener polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe beteiligt zu sein
(48).

Mehrere Sdugetier cEHs und mEHs wurden gereinigt und sequenziert: z.B. aus Homo sapiens

(15, 125), Mus musculus (8), Oryctolagus cuniculus (60) und Rattus norvegicus (76).

3.1.3 Pflanzen EHs

Pflanzen enthalten cEHs (22) die epoxidierte Fettsduren umsetzen. Die Expression findet
hiufig im Keimling statt (40, 42). Mehrere Funktionen wurden den Pflanzen EHs bisher
zugeschrieben, wie eine Beteiligung an der Cutin-Biosynthese und der Abwehrreaktion gegen
Feinde. Eine mogliche Funktion wire eine Beteiligung an Stirkung und Reparatur von
Schiaden der Cuticula, verursacht durch Pflanzenpathogene (23). Ebenfalls vorgeschlagen
wurde eine Beteiligung an der Biosynthese oxidierter Fettsduren, wie z.B. dem Jasmonat.
Jasmonat ist ein Signalmolekiil, das Genexpressionen als Antwort auf Stress, im Besonderen
auf mechanische Verwundung, induziert (83). Die Expression ist nicht in allen Pflanzen
identisch: Solanum tuberosum accumuliert eine EH nach Verletzung oder Induktion durch
Methyljasmonat(129). Arabidopsis thaliana exprimiert das Enzym als junge Pflanze nach
Behandlung mit dem Wachstumshormon Auxin (74). Nicotiana tabacum exprimiert eine EH
als Antwort auf eine Infektion mit dem Tabakmosaik Virus, zeigt jedoch keinerlei Reaktion

auf eine Behandlung mit Auxin (55).

3.1.4 Insekten EHs

Insekten enthalten mEHs (139), die an der Regulation von Juvenil-Hormonen (JH) beteiligt
sind. Die JH der Insekten sind epoxidierte Sesquiterpenester, die Wachstum und Entwicklung
des Larvenstadiums und der sexuellen Reifung erwachsener Tiere kontrollieren (147). Die
Kontrolle dieser JH wird durch eine JH Esterase und eine JH Epoxidhydrolase, moduliert

durch ein JH Bindeprotein (113) ausgefiihrt. EHs wurden z.B. in den folgenden Insekten
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beschrieben: Ctenocephalides felis (71), Drosophila melanogaster (72), Galleria mellonella
(144), Manduca sexta (34) und Trichplusia ni (139).

3.1.5 EHs aus Hefen und Pilzen

Pilze und Hefen enthalten mEHs (79, 151) die an Stoffwechselfunktionen beteiligt sind (18).
Die erste EH aus einem Pilz wurde 1972 beschrieben (133), die EH aus Helminthosporum
sativum katalysiert die enantioselektive Hydrolyse von 10,11-Epoxyfarnesol. Der Verursacher
der WeiBfaule Pleurotus ostreatus hat, wie viele andere holzzersetzende Pilze, die Fahigkeit
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe wie Phenantren, Antrazen und Pyren
abzubauen (18). Bei dem hierfiir vorgeschlagenen Mechanismus z.B. fiir Phenantren, wird
Phenantren durch ein Cytochrom P450 in Phenantren-9,10-Oxid umgesetzt, anschliessend
wandelt eine Epoxidhydrolase dieses Epoxid in Phenantren trans-9,10-Dihydrodiol um. EH
Aktivitdt wurde in vielen Pilzen und Hefen gefunden, z.B.: Aspergillus niger (151), Beauveria
sulfurescens (108), Pleurotus ostreatus (18), Rhodotorula glutinis (142), Ulocladium atrum
(53) und Xanthophyllomyces dendrorous (141).

3.1.6 Bakterielle EHs

Bei einer Vielzahl von Bakterien wurde EH Aktivitdt nachgewiesen (7), hédufig mit der
Féhigkeit industriell wichtige Epoxide enantioselektiv umzusetzen. Viele enantiomerenreine
Epoxide und vicinale Diole sind Ausgangsstoffe fiir die pharmazeutische und agrochemische
Industrie. Da bakterielle Organismen sich vergleichsweise einfach in grofen Mengen
kultivieren lassen, stellen sie eine interessante Quelle flir den industriellen Einsatz dar.
Glycidylphenylether ist ein niitzliches Aryloxy Epoxid fiir die Synthese chiraler
Aminoalkohole (67) und B-Blockern (75). Eine EH aus Bacillus megaterium ECU1001 setzt
Glycidylphenylether mit hoher Enantioselektivitit fiir (R)-Glycidylphenylether, durchfiihrbar
im priparativen MaBstab, um (51). Die Priaferenz dieser EH ist komplementdr zu bisher
bekannten Enzymen (26, 87). (S)-Glycidylphenylether wird fiir die Synthese der medizinisch
wichtigen PB-Blocker verwendet (75). Bakterielle EHs wurde unter anderem in folgenden
Organismen beschrieben: Agrobacterium radiobacter (116), Corynebacterium sp. (92),
Nocardia sp. (80), Pseudomonas sp. (64), Rhoococcus sp. (130) und Streptomyces
antibioticus (150).
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3.1.7

Bekannte Strukturen

Bis heute wurden drei Epoxidhydrolase Strukturen aufgeldst:

1)

2)

3)

3.1.8

Die Struktur einer bakteriellen cEH aus Agrobacterium radiobacter AD1 (pdb-Eintrag
1EHY) wurde 1999 kristallisiert (96). Agrobacterium radiobacter AD]I ist ein Gram-
negatives Bakterium, das aufgrund seiner Fihigkeit Epichlorhydrin als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen, isoliert wurde (138).

Als nichstes wurde die Struktur einer cEH aus der Hausmaus Mus musculus (pdb-
Eintrag 1CQZ), ebenfalls 1999, veroffentlicht (8). Die Struktur besteht aus zwei
groBen Doménen, einer Epoxidhydrolase Doméne und einer N-terminalen Doméne,
welche strukturelle Ahnlichkeiten zu Haloacetat Dehalogenasen aufweist. Kiirzlich
wurde fiir diese Doméne eine Phosphataseaktivitdt nachgewiesen, die unabhingig von
der EH-Aktivitét zu sein scheint (30, 98).

Die erste Struktur einer mEH aus dem Pilz Aspergillus niger (pdb-Eintrag 1QQO7)
wurde 2000 veroffentlicht (151). Die EH aus Aspergillus niger stellt einen Sonderfall
eines mikrosomalen Proteins dar, sie ist ein ,,10sliches* mikrosomales Protein, der bei

eukaryotischen EHs tlibliche Membrananker fehlt ihr.

Epoxide

Epoxide (Oxirane) sind dreigliedrige, heterozyklische Verbindungen, die ein Sauerstoffatom

enthalten. Diese Verbindungen lassen sich auch als organische Oxide oder zyklische Ether

auffassen. Aufgrund der hohen Spannung im Oxiranring-System und der starken Polarisation

der C-O Bindungen sind Epoxide reaktive Elektrophile. Sie sind chirale Verbindungen und

als optisch reine Epoxide wichtige Bausteine in der organischen Synthese. Fiir die Darstellung

chiraler Epoxide existieren unterschiedliche chemische Verfahren wie z.B.: die Darstellung

ausgehend von prochiralen Verbindungen (109), die Sharpless-Oxidation (69) und das

Verfahren nach Jacobsen und Katsuki (63). Die Racematspaltung mit EHs zur Herstellung

enantiomerenreiner Epoxide stellt eine interessante Alternative zu den aufwendigen

chemischen Verfahren dar (7, 41, 103, 109, 130, 134).
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3.1.9 Reaktionsmechanismus

EHs enthalten eine katalytische Triade, gebildet aus einem Nukleophil und einem His/Saure-
Paar(62). Zusétzlich enthalten sie mindestens ein, fiir die Aktivtit essentielles, Tyr (118), das
iiber Wasserstoff-Briicken die Positionierung und Aktivierung des Substrats bewirkt. Im Falle
der EHs wird das Nukleophil, welches sich in einem ,,nucleopilic elbow* nach dem p-Strand
B5 befindet, von einem Asp gebildet, aber auch Ser oder Cys sind in anderen Enzymklassen
moglich. Das Nukleophil fiihrt den Angriff auf das primire Kohlenstoffatom des Oxiranringes
und somit die Ring6ffnung durch (Abbildung 2). Das hierdurch gebildete, kovalent an das
Nukleophil gebundene Esterintermediat wird durch das His/Séure-Paar hydrolisiert und das
Produkt wird freigesetzt. Der Saurerest, ein Asp oder Glu, nach 6 oder B7 positioniert,
assistiert dem His (nach B8) bei der Aktivierung eines Wassermolekiils. Dieses hydrolysiert
schliesslich das Esterintermediat an der Carbonylfunktion des Nukleophils. Wihrend der
Reaktion muf} die negative Ladung, die sich an der nukleophilen Seitenkette bildet, stabilisiert
werden. Dies wird durch das Oxyanionhole (137) gewihrleistet. Das Oxyanionhole besteht
aus zwei Backbone Amiden, deren korrekte Ausrichtung fiir die Reaktion essentiell ist.
Wihrend eine der Oxyanionhole AS in der Sequenz direkt auf das Nukleophil folgt und somit
stabil ist, liegt die andere AS im sog. HGX-Motiv (92) auf einem Loop. Die Stabilisierung
dieser Loop-Region erfolgt iiber den sog. Anker (111), der mit der Seitenkette der

Oxyanionhole AS wechselwirkt.
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Abbildung 2

Reaktionsmechanismus von EHs am Beispiel der EH aus Agrobacterium radiobacter. Tyr152 und Tyr215 (griin)
positionieren das Epoxid (blau) durch die Bildung von Wasserstoff Briicken zum Epoxid Sauerstoff und
aktivieren das Epoxid fiir den nukleophilen Angriff durch Asp107 (rot). Der nukleophile Angriff von Asp107
erfolgt auf den Epoxid-Kohlenstoff und fiihrt zu einem Enzym—Substrat Esterintermediat. Die Hydrolyse wird
durch ein aktiviertes Wassermolekiil durchgefiihrt. Die Aktivierung erfolgt tiber das Elektronen-Transfer-System
des His275/Asp246 Paares (rot) und fiihrt zur Freisetzung des Produkts und der Wiederherstellung des aktiven

Enzyms.
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3.2 o/p Hydrolase Fold

Anfang der 1990er Jahre wurden die 3D Strukturen von fiinf scheinbar unterschiedlichen
hydrolytischen Enzymen aufgedeckt. Die auffillige strukturelle Gemeinsamkeit dieser
Strukturen wurde ,,a/ Hydrolase Fold*“ genannt (101). Die Familie der o/ Hydrolasen ist
eine der groffiten Gruppen strukturell verwandter Enzyme mit unterschiedlichen katalytischen
Funktionen. Das Modell der divergenten Evolution beschreibt die Entwicklung von Proteinen
mit unterschiedlicher Funktion ausgehend von einem gemeinsamen Vorfahren. Im Laufe der
Evolution verdnderte sich ein Vorlduferprotein durch den Austausch von Aminosduren (AS)
und das Einfiigen oder Entfernen von Loop-Regionen. Dadurch konnten sich Enzyme mit
unterschiedlichen katalytischen Funktionen entwickelt haben, welche nur noch eine geringe
Sequenzdhnlichkeit aufweisen. Die Familie der o/f Hydrolasen reprédsentiert ein solches
Beispiel (62). Mitglieder dieser Familie sind beispielsweise: Acetycholinesterasen, Lipasen,
Thioesterasen,  Haloalkan = Dehalogenasen, = Non-heme  Peroxidasen, @EHs und
Serincarboxypeptidasen.

Der kanonische a/f} Hydrolase Fold enthélt ein zentrales B-Faltblatt, welches aus acht (-
Strands, sieben parallelen und einem antiparallelen (2), und sechs a-Helices besteht. Die
erste und die letzte der a-Helices (ol und a.6) befinden sich auf einer Seite des 3-Faltblattes,
die restlichen vier Helices auf der entgegengesetzten Seite (Abbildung 3). Viele Mitglieder
dieser Enzymfamilie enthalten Loop-Insertionen, die sich zu Subdominen falten. Diese
Sekundarstrukturelemente bilden sogenannte ,,Caps®, ,,.Lids* oder ,,Flaps®, welche wichtige
Rollen bei der Bildung von Form und Erreichbarkeit der Bindungstaschen der
unterschiedlichen Enzyme spielen (101). Zusétzlich zur Hydrolase Doméne enthélt z.B. die
Epoxidhydrolase Struktur eine Cap Region. Das Cap, bestehend aus fiinf a-Helices, ist in den
o/B Hydrolase Fold nach dem B-Sheet B6 insertiert und spielt eine wichtige Rolle bei
Substratbindung und Regioselektivitit (62).
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Abbildung 3

Darstellung des o/pf Hydrolase Folds am Beispiel der Non-heme Peroxidase aus Streptomyces aurefaciens
(1BRO). Der o/ Hydrolase Fold besteht aus einem zentralen B-Faltblatt (links, blau), bestehend aus einem
antiparallelen und sieben parallelen B-Strands. Das zentrale P-Faltblatt wird von sechs o-Helices flankiert

(rechts, rot).

3.2.1 Haloalkan Dehalogenasen

EHs weisen neben der strukturellen Ubereinstimmung, eine deutliche Ahnlichkeit auf
Sequenzebene zu Haloalkan Dehalogenasen (HD, E.C. 3.8.1.5) auf (116). HDs sind
bakterielle Enzyme, die Kohlenstoff-Wasserstoff Bindungen halogenierter aliphatischer
Verbindungen durch Hydrolyse spalten (62). 1985 wurde die erste HD aus Xanthobacter
autrophicus verdffentlicht (65). Die Enzyme setzen halogenierte Alkane in die entsprechenden
Alkohole um. Die Substratspezifititen von HDs sind im Regelfall breit, die Enzyme
akzeptieren verschiedene Chloro- und Bromoalkane mit einer Préferenz fiir primére
Kohlenstoff-Halogen Bindungen. Die Enzyme wurden aufgrund von Substratspezifitdt und
Sequenzhomologie in zwei Gruppen unterteilt (31, 95): HDs die C2-C4 Haloalkane umsetzen
und HDs die Mono-, Di- und Mehrfach halogenierte C2-C4 Alkane und zyklische Substrate

akzeptieren.



Einleitung 29

3.3 Streptomyceten

Die Gattung Streptomyces gehort zur Ordnung der Actinomycetales. Actinomyceten sind eine
grolle Gruppe filamentdser, gram-positiver Bakterien, deren DNA einen GC-Gehalt von 63-
78% aufweist. Diese faserartig wachsenden Bakterien bilden ein verzweigtes Netzwerk,
Mycel genannt, welches Analogien zu den Mycelien filamentds wachsender Pilze aufweist.
Die meisten Actinomyceten sind Sporenbildner und weisen einen komplexen
Differenzierungszyklus auf (Abbildung 4). Die Hyphen dieses Mycels haben einen
Durchmesser von 0,5-1,0 um und sind von unbegrenzter Linge. In der vegetativen Phase
fehlen den ihnen hiufig die Querwinde. Das Wachstum erfolgt an den Spitzen der Hyphen
und ist von Teilungen begleitet, so dass sich ein dichtes, verwobenes Mycel bildet. Altert eine
Streptomyces-Kultur, bilden sich Lufthyphen sogenannte Sporophoren, aus welchen sich
Sporen, Conidia, abschniiren. Strepfomyces-Sporen werden durch die Bildung von
Querwinden innerhalb der mehrkernigen Sporophoren gebildet.

Die Gattung Streptomyces wird durch iiber 500 unterschiedliche Species vertreten, welche
iiberwiegend Bodenorganismen sind. Thr charakteristischer Erdgeruch wird durch mehrere
Metabolite, Geosime genannt, verursacht. Diese Substanzen sind Sesquiterpenoide,
ungesittigte Ringverbindungen von Kohlenstoff, Sauerstoff und Wasserstoff. Ein typisches
Geosim ist trans-1,10-dimethyl-trans-9-decalol. Von besonderer Bedeutung ist die Fahigkeit
von vieler der Streptomyces Species eine grole Anzahl therapeutisch wichtiger Antibiotika zu
bilden. Uber 500 unterschiedliche, antibiotisch wirksame Substanzen wurden aus
Streptomyces isoliert. Viele Species produzieren mehrere Antibiotika, die, obwohl in einem
Organismus produziert, chemisch nicht zwingend verwandt sind. Beispiele fiir Streptomyces
Antibiotika sind: Streptomycin (Streptomyces griseus), Chloromycetin (Streptomyces
venezuelae) und verschiedene Tetrazycline (Streptomyces aureofaciens) (88). Fiir
Streptomyces antibioticus Ti4 wurde eine EH-Aktivitdt gegen Styroloxid nachgewiesen

(150).
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Wachstum des
Substratmycels

Entwicklung eines

o
Spare \ g 1 Luftmycels

Freisetzungg : Spitze
der Sporen Sporenbildung wellt sich

Abbildung 4

Lebenszyklus von Streptomyces. Nach dem Keimen, bildet Streptomyces ein Substratmycel und anschliessend
ein Luftmycel (Sporophoren), mit zunehmendem Alter beginnt sich die Spitze eines Sporophoren zu wellen und

die Sporen werden freigesetzt.
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3.4 Phylogenie

Phylogenie/Phylogenese:
[Griechisch: phylos — Stamm; Griechisch: genesis — Entstehung]: Stammesgeschichtliche

Entwicklung von Organismen (Begriff 1866 von E. Haeckel geprigt) (143).

Bis in das 18. Jahrhundert hinein galt die ,Konstanz der Arten* als unumstéBliche
Lehrmeinung. Auch der schwedische Naturforscher Carl von Linné (1707-1778), der iiber ein
umfassendes naturwissenschaftliches Wissen verfiigte, glaubte an diese Theorie. Allerdings
kamen ihm bei der Aufstellung seines Systems der Pflanzen und Tiere Zweifel, als er
"flieBende Ubergiinge" zwischen einzelnen Arten feststellte. Der franzosische Zoologe
Georges de Cuvier (1769-1832) kannte zwar die Fossilien aus den Gesteinsschichten im
Pariser Becken, hielt aber dennoch an der Konstanz der Arten fest. Er deutete die fossile
Artenvielfalt als Abfolge von weltumspannenden Katastrophen (Sindfluten). An der Wende
vom 18. zum 19. Jahrhundert wurde versucht, Faktoren fiir die offensichtliche
Auseinanderentwicklung der Lebewesen zu finden. Jean- Bapiste de Lamarck (1744-1829)
duBerte sich in seiner "Philosophie zoologique" so: "Alles, was ein Lebewesen durch den
Einfluss anhaltender Daseinsbedingungen gewinnt oder verliert, wird durch Vererbung
erhalten und geht auf die kommende Generation iiber." Lamarck war der Auffassung, dass im
Laufe eines individuellen Lebens erworbene Eigenschaften an die Nachkommen vererbt
werden konnen. Diese Eigenschaften kdnnen durch eine Anpassung, wie sie von einer sich
dndernden Umwelt ausgelost wird, erworben werden, aber auch durch ein inneres Bestreben,
einer bestimmten Umwelt gerecht zu werden. Durch Gebrauch oder Nichtgebrauch eines
Organs kann dieses also entweder leistungsfahiger werden oder verkiimmern. So lie3en sich
rudimentére Organe erkldren, aber auch die Sprungkraft des Tigers und der lange Hals der
Giraffe.
In der Mitte des 19. Jahrhunderts gelang englischen Naturforschern der entscheidende
Durchbruch. Thr bedeutendster Vertreter war Charles Darwin (1809-1882). Von ihm erschien
1859 das Buch "Origin of Species by Means of Natural Selection", in dem Darwin Fakten fiir
eine Abstammung der Lebewesen von urspriinglicheren Formen vorlegte, und auch auf
Faktoren des Evolutionsgeschehens hinwies. Seine wesentlichen Aussagen waren:

1) In der Natur findet eine Uberproduktion von Nachkommen statt. Trotzdem bleibt die

GroBe einer Population innerhalb gewisser Grenzen konstant.
2) Die Mitglieder einer Population unterscheiden sich voneinander (Variabilitét).

3) Das am besten an seine Umwelt angepasste Individuum hat beim Kampf ums Dasein
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die besten Uberlebenschancen.
Darwin verwendete anstelle von 'Evolution' den Begriff 'descent with modification', also in
etwa 'Abstammung mit Verdnderung'. Wenn diese zutrdfe, sollte es moglich sein,
Stammbiume aufzustellen. Ernst Haeckel (1834-1919) vertrat die Thesen Darwins in
Deutschland und entwickelte erste konkrete Rekonstruktionen der Stammesgeschichte von
Tieren und Pflanzen. Er priagte den Begriff der Phylogenie fiir die Abstammungsgeschichte.
Die  Phylogenetik  widmet  sich  der  Rekonstruktion  der  evolutiondren

Verwandtschaftsbeziehungen von Arten und Artengruppen.

Haeckel (1894)

»Natiirlich bleiben aber auch diese Schemata (Stammbé&ume) ... immer nur Versuche, tiefer in
die Geheimnisse der Stammesgeschichte einzudringen; sie sollen nur den Weg andeuten, auf
welchem nach dem jetzigen beschrinkten Zustand unserer Kenntnisse die weitere
phylogenetische Forschung am besten vorzudringen hat. Ich brauche daher hier wohl nicht zu
wiederholen, dass ich meinen Entwiirfen von Stammbdumen und systematischen Tabellen

keinen dogmatischen Wert beimesse.*
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Abbildung 5

Stammbaum des Pflanzenreichs, Ernst Haeckel,

Organismen*.

1866 aus seinem Buch ,,Generelle Morphologie

der
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3.4.1 Erstellung von Stammbiumen

Bis Mitte des 20. Jahrhunderts beruhten biologische Klassifizierungssysteme auf sichtbaren
morphologischen Merkmalen. Ernst Haeckel teilte, ausgehend von Darwins Theorie, alle
Lebewesen in die drei Reiche der Tiere, Pflanzen und Protisten auf. Diese fasste er unter
Annahme der damals bekannten Gattungen und Arten von Pflanzen und Tieren unter dem
Gesichtspunkt ihrer moglichen Entwicklung in einem phylogenetischen Baum zusammen (E.
Haeckel, Generelle Morphologie der Organismen, 1866). Besonders schwierig war damals die
Klassifizierung der Einzeller, da diese arm an auswertbaren sichtbaren Merkmalen sind.
Daher ordnete Haeckel dem Reich der Protisten nicht nur einzellige Eukaryoten, sondern auch
die als “Moneres* bezeichneten Organismen, die Prokaryoten zu.

Versuche einer natiirlichen, d. h. in der Abstammung begriindeten Klassifikation einzelliger
Eukaryoten und Prokaryoten sind bis in die Gegenwart problematisch. Der Grund hierfiir ist
der gleiche, mit dem sich auch Haeckel konfrontiert sah, das Fehlen abgestufter
Merkmalsreihen.

Ein moglicher Ausweg aus der Problematik der Klassifizierung der Einzeller wurde von
Zuckerkandl und Pauling (152) geliefert. Sie schlugen vor, anstatt morphologischer Merkmale
die Sequenzen von Proteinen dazu zu nutzen, vergleichende Studien zur Evolution
durchzufiihren. Als Beispiel sollte das Cytochrom c dienen, daher wurden zwischen 1970 und
1980 sehr viele Sequenzen fiir Cytochrome c aus Prokaryoten ermittelt. Als Problem stellte
sich jedoch der laterale Gentransfer fiir diese Gene unterhalb verschiedener Bakteriengruppen
heraus (37). Daher setzte sich als Standardmolekiil fiir die Analyse phylogenetischer
Beziehungen innerhalb der Gruppe der Einzeller die 16s RNA, eine kleine Untereinheit der
ribosomalen RNA, durch.

Durch Untersuchungen mit 16s RNA wurde die Gruppe der Archaebakterien entdeckt (146).
Archaebakterien umfassen alle Methanbakterien, sowie alle extrem halophilen und extrem
thermoacidophilen Arten. Sie unterscheiden sich phylogenetisch und beziiglich vieler
Besonderheiten wesentlich von den restlichen Prokaryoten, den Eubakterien. Archaebakterien

fehlt z.B. der Murein-Sacculus der Zellwand (145).

Der Vorschlag von Zuckerkandl und Paulus Proteinsequenzen fiir phyolgentische
Untersuchungen einzusetzen (152) fiihrte einen Paradigmenwechsel herbei. Anstatt des
Phaenotyps wurde zukiinftig der Informationsgehalt des Genotyps von Organismen zur

Klassifizierung verwendet.
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3.4.2 Die molekulare Uhr

Das Auftreten von Mutationen #hnelt dem Zerfall radioaktiver Elemente. Uber kurze
Zeitraume ist die Haufigkeit von Einzelereignissen nicht oder nur sehr ungenau vorhersehbar,
iiber lange Zeitrdume jedoch sind die Vorhersagen recht genau. Aus dieser gleichmifligen
Substitutionsrate leitet sich der Wunsch ab, bei phylogenetischen Analysen die Sequenzen als
molekulare Uhren zu verwenden, um Aussagen iiber die Zeit zu machen, die zwischen den
einzelnen Verzweigungen im phylogenetischen Baum vergangen ist.

Untersuchungen an z.B. an Vertebraten haben allerdings ergeben, dass sich die
Mutationsraten verschiedener Organismen stark unterscheiden konnen. Dieses Phdnomen
konnte seinen Ursprung in den unterschiedlichen Generationszeiten mehrzelliger Organismen
haben. Erklart werden kann dies dadurch, dass fiir phylogenetische Analysen wichtige
Mutationsereignisse in den Keimbahnen stattfinden. Haben nun zwei Organismen eine
vergleichbare Anzahl an DNA-Replikationen in der Keimbahn, so ist die Mutationsrate in
dem Organismus mit kiirzerer Generationsdauer hoher, da hier eine grofere Anzahl an
Zellteilungen pro Zeiteinheit stattfinden und somit mehr Mutationen entstehen konnen. Eine
weitere Erklirung wire, dass unterschiedliche Organismen unterschiedlich gut
funktionierende Reparatursysteme enthalten, welche unterschiedlich hohe Mutationsraten
ermoglichen (49, 77, 84). Obwohl also keine globale molekulare Uhr existiert, ist es mdglich,
lokal, d.h. bei eng verwandten Organismen, anhand molekularer Uhren Zeitabstinde zu
schitzen. So wird z.B. fiir die Analyse der zeitliche Entwicklung der Affen und Menschen
eine molekulare Uhr verwendet, die mit dem Wissen um den Zeitpunkt der Divergenz einer

AuBengruppe aus fossilen Daten kalibriert wird (58, 84).
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3.4.3 Mathematische Algorithmen zur Erstellung phylogenetischer Biume

3.4.3.1 Datengrundlage

Um phylogenetische Bdume rekonstruieren zu konnen, werden Daten bendtigt, die die
stammesgeschichtliche Entwicklung widerspiegeln. Frither wurden zu diesem Zweck
hauptsdchlich morphologische Daten verwendet, heute werden hauptsidchlich Sequenzdaten

(AS-, DNA- oder RNA-Sequenzen) als Datenquelle genutzt.

Ausserer Knoten =
Taxon l

¥
Innerer Knoten = /'( Kantenlidnge
Vorldufer-Taxon

Abbildung 6

Schematische Darstellung eines bindren phylogenetischen Baums.

Zur Visualisierung phylogenetischer Analysen werden bindre Bdume verwendet (Abbildung
6). Solche Baume sind azyklisch verbundene, ungerichtete Graphen aus einer Menge von
Knoten, die mittels Kanten miteinander verbunden sind. Jeder Knoten ist nie mit mehr als drei
weiteren Knoten verbunden, d.h. er hat einen Grad von d < 3. Diese inneren Knoten
reprisentieren ausgestorbene Vertreter, gemeinsame Vorfahren der rezenten Organismen, die
die Blitter (Taxon) bilden (d = 1). Enthélt der phylogenetische Baum eine Wurzel, so hat
diese den Grad d = 2. Dieser Vorfahr beziehungsweise eine entsprechende DNA- oder
Protein-Sequenz ist jedoch oft unbekannt. In diesen Féllen sind die Baume wurzellos, die
aufgestellten Baumdiagramme repridsentieren dann die Verwandtschaftsverhéltnisse aller

Taxa untereinander, nicht aber die evolutiondren Wege ihrer Entstehung.
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3.4.3.2 Distanzbasierte Methoden

Distanzbasierte Methoden verwandeln ein Sequenz-Alignment in eine paarweise

Distanzmatrix und verwenden diese Werte zur Berechnung des phylogentischen Baums.

3.4.3.2.1 UPGMA

UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages) (91) ist die einfachste
Cluster-Methode. Zu Beginn bildet jede Sequenz ein eigenes Cluster und der zugehdrige
Zweig des Baumes besitzt die Lange 0. Im ndchsten Schritt werden die beiden Cluster mit der
geringsten evolutiven Distanz zu einem Cluster (Englisch: Cluster-Anhaufung)vereinigt. Ein
Verzweigungspunkt, der die beiden Zweige verbindet wird definiert. Die Kantenldnge des

Zweiges reflektiert die Distanz der beiden Taxa.

3.4.3.2.2 Neighbor-Joining

Die Kantenliingen der Aste eines phylogenetischen Baums sind additiv, d.h. die Kantenlingen
des direkten Wegs zwischen den Taxa werden addiert, um den Abstand zweier Taxa von
einander zu bestimmen. Der Neighbor-Joining Algorithmus (121) sucht nicht nur nach der
minimalsten Distanz zweier Sequenzen, sondern subtrahiert die durchschnittlichen Distanzen
der beiden Sequenzen zu den restlichen Sequenzen des phylogenetischen Baums. Hiermit
wird verhindert, dass ein Paar von Nachbarn unterschiedlich lange Kantenldngen aufweist,
und somit die Gefahr besteht, dass das Taxon mit der kiirzeren Kantenlénge, aufgrund der

Additivitét, ndher an einem anderen Taxa, als dem eigentlich ndchsten Nachbarn liegt.

3.4.3.3 Merkmalsbasierte Methoden

Merkmalsbasierte Methoden verwenden direkt das Multisequenz-Alignment zu Erstellung des
phylogenetischen Baums, indem sie die Variationsmoglichkeiten jeder Position des

Alignments einbeziehen.
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3.43.3.1 Maximum-Parsimony

Die Maximum-Parsimony-Methode (39) (Englisch: parsimony-Geiz) beruht auf dem
Okonomieprinzip, formuliert von dem mittelalterlichen Phylosophen Ockham, das besagt,
dass die einfachste Erklarung wahrscheinlich die richtige ist (,,It ist futile to do with more
what can be done with fewer”). Die Maximum-Parsimony-Methode sucht aus einer Menge
moglicher Bdume den Baum heraus, der mit der geringsten Anzahl an Mutationen die

beobachteten Unterschiede zwischen den Sequenzen erkléren kann.

3.4.3.3.2 Maximum-Likelihood
Die Maximum-Likelihood-Methode (43) (Englisch: Likelihood-Wahrscheinlichkeit)

berechnet ebenfalls jeden moglichen phylogenetischen Baum einer gegebenen Auswahl an
Sequenzen. Die Maximum-Likelihood-Methode ist wahrscheinlichkeitstheoretisch, d.h. jeder
moglichen ausgetauschten Position in den Sequenzen werden Wahrscheinlichkeiten
zugeordnet. Der optimale phylogenetische Baum besitzt eine maximale Gesamt-
wahrscheinlichkeit. Maximum-Likelihood-Methoden verwenden hierfiir Informationen iiber

Substitutionsraten, analog zu den Substitutionsmatrizen, die in MSAs Verwendung finden.
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3.5 Datenbanken

Seit dem Aufkommen des World Wide Web sind biologische Datenbanken zu einer wichtigen
Ergénzung der Literaturrecherche geworden. Informationen in einer zentralen biologischen
Datenbank zu finden und herunterzuladen gehort inzwischen genauso zu den Kenntnissen die

man als Wissenschaftler besitzen mul}, wie die traditionelle Literaturrecherche (50).

3.5.1 Datenbanktypen

Es gibt zwei Typen von Datenbank-Management-Systemen (DBMS): Systeme, die eine
indizierte Datei beutzen, ein sogenanntes Flat-File, und relationale DBMS. Ein dritter Typ,
das objektorientierte DBMS, wird immer populdrer. Die Wahl zwischen einem Flatfile-
System und einem relationalen Datenbank-System ist eine wichtige Entscheidung, die
weitreichende Auswirkungen auf das Fassungsvermogen und die Benutzbarkeit einer

Datenbank hat.

3.5.1.1 Flatfile-Datenbanken

Flatfile-Datenbanken sind die einfachsten Datenbanktypen, sie bestehen aus einer sortierten
Ansammlung dhnlicher Dateien. Dieser Datenbanktyp wird hiufig durch eine Indizierung mit
einer Suchfunktion ausgestattet. Fiir einen Index werden bestimmte Merkmale aus einer Datei
herausgeholt und mit der Datei und dem Speicherort verkniipft. Flatfile-Datenbanken kénnen
nur begrenzte Mengen an Daten verwalten, steigt die Datenmenge stetig an, wird dieser
Datenbanktyp immer ineffizienter. Der eindimensionale Aufbau des Indexes erschwert die
Handhabung groBler Datenmengen. Viele biologische Datenbanken haben ihren Ursprung in
einer Flatfile-Datenbank. Ein Beispiel ist die PDB-Datenbank (17), die bis 1990, ca. 20 Jahre
nach ihrer Entstehung, auf nicht mehr als ein paar hundert Dateien angewachsen war. Als die
PDB in den 90er Jahren an Grée zunahm muflten neue Losungen gefunden werden. Heute ist

die PDB eine objektorientierte Datenbank.

3.5.1.2 Relationale Datenbanken

In relationalen Datenbanken werden Informationen in einer Ansammlung von Tabellen
abgelegt. In diesem Datenbanktyp werden die Informationen eines jeden Kapitels in
getrennten Tabellen gespeichert, die miteinander verkniipft werden konnen. Es gibt z.B.

Tabellen fiir Versuchsbedingungen, die Elemente der Sekundirstruktur, die Positionen der
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Atome.... Ein relationales Datenbank-Managemant-System (RDBMS) erlaubt es z.B. alle
Proteinstrukturdaten auf einmal zu lesen. Die Daten in den Tabellen relationaler Datenbanken
stehen jeweils in Zeilen, wobei jede Zeile einem Datensatz entspricht. Jede Zeile kann
unterschiedliche Felder mit Informationen enthalten. Jedes Feld innerhalb der Datenbank muf}
eine eindeutige Information enthalten. Es kann nicht aus einer Liste oder einem weiteren Satz
an Information bestehen, der wiederum unterteilt werden kann. Die Tabellen einer
relationalen Datenbank sind nicht nur verbesserte Flatfiles. Die Aufgabe des RDBMS besteht
darin, Verbindungen zwischen verwandten Tabellen zu erstellen, indem diejenigen Elemente
aufgespiirt werden, die in anderen Tabellen vorhanden sind.

Das Netzwerk aus Tabellen und ihre Beziehungen zueinander, wird Datenbankschema
genannt. Um den Nutzen einer Datenbank iiber eine lange Zeit hinweg zu gewihrleisten,

sollte das Schema einer Datenbank sorgfilltig entwickelt werden.

3.5.1.3 Objektorientierte Datenbanken

Der Begriff ,,objektorientiert wird sowohl bei Programmiersprachen, als auch bei
Datenbanken verwendet. Ein DBMS ist dann objektorientiert, wenn es die gleichen
Grundprinzipien verwendet, wie die objektorientierte Programmierung. Der praktische
Nutzen objektorientierter Datenbank-Systeme ist ihre Flexibilitdt, mehr als nur Tabellen zu
speichern. Da Informationen nicht als Tabellen, sondern Objekte gespeichert werden, kann
solch eine Datenbank den Zugriff auf alles Mdgliche erlauben, von der einfachen Textdatei,
bis hin zur Videosequenz.

Viele Datenbank-Systeme werden heute so programmiert, dass sie sowohl objektorientierte

als auch relationale Ansétze verfolgen.
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4 Ergebnisse

4.1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die systematische Analyse von EHs. Die bei dieser Analyse
gewonnenen Erkenntnisse sollten den Verwandtschaftsgrad zwischen den einzelnen EHs
unterschiedlicher Herkunft aufzeigen und den Weg zur Erstellung familienspezifischer Primer
ebnen, um das Gen zu identifizieren, das fiir die bekannte EH Aktivitit gegen Styroloxid in
Streptomyces antibioticus Tu4 (150) verantwortlich ist. Bekannt war ein 250 bp Fragment,
das bei BLAST-Suchen signifikante Ahnlichkeit zu EH Sequenzen zeigte.

Um die Datenmenge zu erh6hen und eventuelle Verwandtschaften zu weiteren Enzymklassen
zu ermitteln, wurde eine Datenbank basierend auf BLAST-Suchen mit reprédsentativen
Ausgangssequenzen erstellt. EHs zeigen auf Sequenz- und Strukturebene eine enge
Verwandtschaft mit HDs (62). Daher wurden bei der Erstellung der Datenbank nicht nur EHs,
sondern auch HD Sequenzen als Ausgangspunkte verwendet. Die EH/HD Datenbank wurde
mit der schon bestehenden LED (Lipase Engineering Database) (45) verglichen und
strukturelle Untersuchungen der Gesamtstrukturen der in beiden Datenbanken enthaltenen

o/B Hydrolasen des GX-Typs (111) durchgefiihrt.

Der Ergebnisteil dieser Arbeit wurde in zwei Teile aufgeteilt. Der erste Teil befasst sich mit
der systematischen Analyse von 93 EH Sequenzen, dem Design familienspezifischer Primer
und der Amplifikation der EH aus Streptomyces antibioticus Tii4. Im zweiten Teil der Arbeit

wird die Erstellung und Auswertung der EH/HD Datenbank beschrieben.
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4.2 Teil 1: Systematische Analyse

Fiir die systematische Analyse von EHs wurden 93 unterschiedliche Sequenzen verwendet.
59% dieser durch Stichwort- und BLAST-Suche ermittelten Sequenzen sind putative
Proteine. Sie stammen aus verschiedenen bakteriellen und eukaryotischen Organismen wie
Pilzen bzw. Hefen, Pflanzen, Insekten oder Saugetieren. Eukaryotische EHs sind gut
untersucht (86, 99). Diese Enzyme sind jedoch industriell unbedeutend, da zwar hohe
Enantiomereniiberschiisse erzielt wurden, die Ausbeuten jedoch gering waren (25). Als
Alternative besitzen viele bakterielle EHs die Fahigkeit industriell interessante Epoxide mit
hoher Enantioselektivitdt umzusetzen (7, 70, 130). Bakterielle EHs haben den Vorteil, dass sie

sich fermentativ in groBen Mengen herstellen lassen.

4.2.1 Das Multisequenz-Alignment
Das Multisequenz-Alignment dieser 93 Sequenzen (Abbildung 7) zeigt deutlich die grof3e, fiir

diese Enzymfamilie typische Variabilitit, besonders N-terminal zeigen die EHs auffillige
Unterschiede. Die Differenzen in der Sequenzlinge konnen mehr als 200 Aminosduren
betragen. Diese N-terminalen Unterschiede korrelieren mit der Herkunft der verschiedenen
EHs. Die ldngsten N-terminalen Sequenzen haben die cytosolischen Sdugetier EHs,
verursacht durch eine zusétzlich zur eigentlichen EH vorhandenen Doméne. Diese Doméne
weist eine eigene Phosphataseaktivitét auf (30, 98), welche unabhingig von der EH Aktivitat
zu sein scheint. Pflanzliche und cytosolische bakterielle EHs dagegen haben einen kurzen N-
Terminus, der keine Ahnlichkeit zur zusitzlichen Domine der cytosolischen Siugetier EHs
aufweist und variable ist. Mikrosomale EHs aus Sdugetieren, Insekten, Pilzen und einigen
Bakterien enthalten N-terminal einen ,Meander (151). Zusédtzlich zu diesem weisen
mikrosomale Sdugetier und Insekten EHs einen Membrananker auf, welcher allerdings bei
mikrobiellen mikrosomalen EHs nicht vorkommt.

Das Multisequenz-Alignment zeigt im weiteren Verlauf abwechselnd homologe und variable
Bereiche. Die Aminosduren der katalytischen Triade befinden sich in den homologen
Bereichen. Das Nukleophil und die B6-Position der katalytischen Sduregruppe befinden sich
in einem ca. 150 AS langen Bereich, der auf den N-Terminus folgt. Die 7-Position der
katalytischen Séuregruppe und das katalytische His befinden sich am C-terminalen Ende der

Sequenz in einem ca. 100 AS langen Bereich.
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SKITTEEEIEFYIQQFKKTG—FRGPLNW.RNTER—NWKWSCKGLGRKILV 485
DKPLPSETILEMVSLYWLTESFPRAIHTIRETTPTASAPNGATMLQKELY 335

kat. Sauregruppe| kat. His
PVTMIWGLGETCVPYAPLIEFVPKYYSNYTMETIEDCGHFLMVEKP———— 282

PALMVTAEKEIVLRPEMSKNMEKWIPFLKR—GHIEDCGﬁWTQIEKPTEVNQ 535
IHKPFGFSFFPKELCPVPRSWIATTGNLVFFRDHAEGGEFAALERPRELK 385

EIAIDRIKTAFR-—-—-—----- 294
ILIKWLQTEVQONPSVTSKI 554
TDLTAFVEQVWQK-—————— 398

Variabilitit des N-terminalen Bereichs von EH-Sequenzen (griin) am Bsp. der EHs aus Agrobacterium

radiobacter (cytosolisch), Mus musculus (cytosolisch) und Aspergillus niger (mikrosomal).
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4.2.2 Superfamilien

Der aus dem Multisequenz-Alignment resultierende phylogenetische Baum (Abbildung 8),
zeigt eine deutliche Auftrennung in zwei Superfamilien: cytosolische und mikrosomale EHs.
Superfamilien werden aus homologen Familien gebildet, die eine niedrige aber signifikante
Sequenzédhnlichkeit aufweisen. Als Definition einer Superfamilie wurde die Konservierung
des Nukleophils, des katalytischen His und der B6-Position angewendet. Die B7-Position, die
bei der liberwiegenden Anzahl der EHs die katalytische Sduregruppe trédgt, eignet sich nicht
hierfiir, da sie bei einem Teil der 6 EHs nicht konserviert ist. Die 6-Position jedoch ist in
allen EHs einer Superfamilie konserviert und trdgt fiir die einzelnen homologen
familienspezifische Reste.

Das Vorhandensein von EHs beider Superfamilien in einem Organismus ist nur bei
Sdugetieren zu beobachten. Insekten und Pilze/Hefen weisen nur mikrosomale EHs auf,
wihrend die pflanzlichen Enzyme zu den cytosolischen EHs gehoren. Bakterielle EHs sind
Bestandteil beider Superfamilien, der Grof3teil bakterieller Sequenzen ist jedoch cytosolisch.
Die sternformige Anordnung des cytosolischen Teiles des phylogenetischen Baumes bedeutet,
dass die durch das Multisequenz-Alignment gegebenen Informationen nicht ausreichen, um
die Verwandtschaftsverhéltnisse der einzelnen EHs darzustellen. Um eine bessere Auflosung
zu erhalten, wurden separate Baume fiir mikrosomale und cytosolische EH Sequenzen

berechnet (Abbildung 9 und 10).



Ergebnisse 45

XP_080944

azsieg NP 811388
8 ’\8511%34, ET1314 a77

Mikrosomale EHs

NP_114428
: R MAFTETEE
36749
Cytosolische EHs :
F8a145
. CAAT2331
B 35955
©83218
CAC37878
H75259
NP_386739
NP 48826
TWP_218134 i
(P 3024 CAR95GB4 CARTE350
CAB38503 CAATT992 683273
' NP_420043 CAA11900
NP_532492
2Thedd Npm233180
NP_33a44p {1 T36559 RABI80LS,
CAB3269 84384
CABQ4R2
ARLT928 NP_3¢6241
ARKSUBTO
AALAB18]
NPT100474
01
Abbildung 8

Phylogenetischer Baum aus 93 EHs. Der Baum ist unterteilt in mikrosomale (oben) und cytosolische EHs
(unten). Farbig hervorgehoben wurden diec homologen Familien der Sdugetier EHs (blau), pflanzlichen EHs
(griin), Insekten EHs (gelb) und Pilze/Hefen EHs (orange). Nicht gekennzeichnet wurden bakterielle EHs, mit
Ausnahme einer isolierten Familie cytosolischer bakterieller EHs, verwandt mit eukarotischen EHs, welche mit

einem schwarzen Rahmen gekennzeichnet wurde
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4.2.3 Einteilung in homologe Familien

Die Mitglieder einer homologen Familie zeichnen sich durch eine hohe Sequenzédhnlichkeit
aus. Da phylogenetische Biume die verwendeten Sequenzen nach ihrer Ahnlichkeit ordnen,
beruht die Einteilung in homologe Familien in dieser Arbeit auf der phylogenetischen
Analyse der 93 EHs. Wie in den Abbildungen 9 und 10 zu sehen, wurden 12 homologe
Familien ermittelt:

Die Superfamilie der mikrosomalen EHs weist 4 homologe Familien, bestehend aus 1 Familie
Saugetier EHs, 1 Familie Insekten EHs, 1 Familie Pilze/Hefen EHs und 1 Familie bakterieller
EHs auf. Zusétzlich enthdlt die mikrosomale Superfamilie 4 isolierte EH Sequenzen: 2 EHs
aus Caenorhabditis elegans und 2 bakterielle EHs. Die Superfamilie der cytosolischen EHs
besteht aus 8 homologen Familien, welche sich auf 1 Familie Saugetier EHs, 2 Familien
Pflanzen EHs und 5 Familien bakterieller EHs verteilen. Zusitzlich enthélt die cytosolische
Superfamilie 8 isolierte EH Sequenzen: 1 EH aus Caenorhabditis elegans und 7 bakterielle
EHs, die sich keiner homologen Familie zuordnen lieen.

Unter den 5 homologen Familien cytosolischer bakterieller EHs befinden sich zwei Familien
(B6 EHs 1+2), deren Mitglieder zum Teil an der B6-Position oder an der B6- und der B7-
Position eine Sduregruppe enthalten, die sich jeweils in Wasserstoffbriicken Distanz zum
katalytischen His befinden. Eine weitere homologe Familie befindet sich isoliert von den
restlichen bakteriellen EHs in der Ndhe der eukaryotischen EHs. Wihrend bakterielle EHs
eine grofe Variabilitit auf Sequenzebene aufweisen (Abbildung 9), sind die homologen

Familien der eukaryotischen EHs aus Saugetieren, Insekten und Pflanzen gut zu erkennen
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Abbildung 9

Phylogenetischer Baum der cytosolischen EH Superfamilie. Farbig hervorgehoben wurden die homologen
Familien der Sdugetier EHs (blau) und der pflanzlichen EHs (griin). Homologe Familien bakterieller EHs

wurden mit einem schwarzen Rahmen gekennzeichnet. Die EH aus C. elegans wurde grau hinterlegt.
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Abbildung 10

Phylogenetischer Baum der mikrosomalen EH Superfamilie. Farbig hervorgehoben wurden die homologen
Familien der Sdugetier EHs (blau), Insekten EHs (gelb) und Pilze/Hefen EHs (orange). Die homologe Familie
der bakteriellen EHs wurde mit einem schwarzen Rahmen gekennzeichnet. Die EHs aus C. elegans wurden grau

hinterlegt.
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4.2.4 Konservierte AS

Fiinf katalytisch relevante AS sind fiir alle EHs absolut konserviert:

1) Zwei AS der katalytischen Triade, das Nukleophil und das katalytische His, welche in
direktem Kontakt mit dem Substrat sind. Die dritte AS der katalytischen Triade, die
katalytische Sduregruppe, zeigt Plastizitdt: in den meisten EHs befindet sie sich nach
dem Strand 7, in manchen EHs aber nach (6. In einigen bakteriellen EHs befinden
sich an beiden Positionen Sdurereste. Die Seitenketten beider AS sind auf das
katalytische His ausgerichtet und sind in Wasserstoffbriicken Distanz, um die positive
Ladung des Imidazolringes zu stabilisieren. Die katalytische Séuregruppe kann durch
Asp oder Glu gebildet werden.

2) Das Oxyanionhole wird durch die Backbone Stickstoffe zweier AS gebildet. Die erste
AS ist ein Teil des HGX-Motivs (92), die zweite ist der direkte Nachfolger des
Nukleophils in der Sequenz.

3) Alle EHs enthalten ein absolut konserviertes Tyr in Helix a5 der Cap-Domine. Die
meisten EHs enthalten ein zweites Tyr in Helix ol der Cap-Doméne, dessen Position
nicht in allen EHs konserviert ist. Einigen EHs beider Superfamilien, bei 6 EHs sogar

allen, fehlt dieses Tyr.

4.2.5 Die B6-Position

Die PB6-Position, bei einigen cytosolischen bakteriellen EHs von katalytischer Bedeutung,
scheint mehr Information iiber Herkunft und Evolution einer EH zu enthalten als auf den
ersten Blick ersichtlich. An dieser Position kommen hauptsidchlich Asn, Ser, Thr, Gly, Asp
und Glu vor, alle, mit Ausnahme von Gly, AS mit nukleophilem Potential. Ausnahmen bilden
zwel putative cytosolische bakterielle EHs, die Ala bzw. Val an dieser Position tragen.
Wihrend innerhalb der Superfamilie der mikrosomalen EHs mit zwei Ausnahmen (Thr) ein
Asn an der B6-Position konserviert ist, ist die Postion bei den cytosolischen EHs weniger gut
erhalten. Hier beschrénkt sich die Konservierung auf die einzelnen homologen Familien. Die
eukaryotischen homologen Familien, Sdugetier EHs (Asn), Pflanzenl (Gly), Pfanzen2 (Ser)
weisen familienspezifische Reste auf, widhrend bei cytosolischen bakteriellen EHs die
Variabilitdt grofer ist. Hier weisen vor allem die homologen Familien der zu eukaryotischen
EHs verwandten bakteriellen EHs (Bakterienll, Ser) und die Familie der EHs aus den gram-
negativen Wurzelbakterien der Rhizobien (Ser) konservierte [B6-Positionen auf. Beide

Familien bestehen aus Bodenbakterien (Ausnahme: Bakterienll, Mycobacterium tuberculosis
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EH) und tragen wie die homologe Familie der Pflanzen2 ein Ser. Die Familie der 6 EHs 1
enthalten ein Asp oder Ser, die f6 EHs 2 ein Glu oder ein Gly. Die restlichen cytosolischen
bakteriellen EHs variieren an der 36-Position zwischen Ser und Asn.

Wie anhand der B6 EHs ersichtlich, befindet sich diese Position in der Néhe des katalytischen
His. AS wie Asn, Ser, Thr, Asp oder Glu konnten die Funktion der katalytischen Séuregruppe
unterstiitzen, wihrend Gly, als kleinste aller AS keinen Einfluss hétte. AS wie z.B. das
basische Lys dagegen, hitten einen echer gegenteiligen Effekt und AS mit sperrigen
Ringsystemen scheitern an sterischer Hinderung. Auf DNA-Ebene fillt auf, dass sich Ser,
Thr, Asp und Glu durch Punktmutationen aus Asn darstellen lassen. Gly konnte sich durch
eine zweite Punktmutation aus Ser, Asp oder Glu entwickelt haben. Die B6-Position konnte
also einen Hinweis auf die Entwicklungsgeschichte der einzelnen homologen EH Familien

geben.

Tabelle 1: Aminoséuren an der B6-Position der einzelnen homologen Familien

Homologe Familie = AS der 36-Position

cytosolische EHs

Saugetiere Asn
Pflanzenl Gly
Pflanzen2 Ser
Bakterienl Ser, Asn, Gly, Asp, Glu
BakterienIl Asn

mikrosomale EHs

Saugetiere Asn
Insekten Asn
Pilze/Hefe Asn, Thr

Bakterien Asn, Thr
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4.2.6 Remodellierung der Kristallstruktur der Agrobacterium radiobacter EH

Die Struktur der Agrobacterium radiobacter EH (1IEHY) wurde als Tetramer kristallisiert
(96). Jedes Monomer besteht aus 294 AS. Fir die Kristallstruktur wurden einige
ungewohnliche Konformationen beschrieben. Intermolekulare Kontakte zwischen den
einzelnen Monomeren legen den Schluss nahe, dass diese auf Kréfte, die wéhrend der
Kristallisation auftraten, zuriickzufiihren sind. Das als katalytische Sduregruppe identifizierte
Asp246 befindet sich nicht in ausreichender Ndhe zum katalytischen His um seine
katalytische Funktion erfiillen zu konnen. Stattdessen zeigt der Loop 244-257 in Richtung des
Losungsmittels, verursacht durch einen Kontakt mit dem Nachbar-Monomer. Die entstandene
Liicke wurde durch GInl34 gefiillt, welches nun wie ein Inhibitor das aktive Zentrum
blockiert. Der Loop 138-148 konnte aufgrund schlechter Werte fiir die Elektronendichte nicht
aufgelost werden (Abbildung 11).

Fiir die systematische Analyse der bekannten EH Strukturen wurde die Struktur der EH aus
Agrobacterium radiobacter remodelliert. Als Template wurde die Struktur der Non-heme
Peroxidase aus Streptomyces aurefaciens (1BRO) verwendet, welche strukturell sehr grofB3e
Ahnlichkeit aufweist. Remodelliert wurden der Loop 244-257 und der Loop 132-148. Die AS
132-137 wurde ebenfalls modelliert, da dieser Teil des Loops GInl134 trdgt, das das aktive
Zentrum blockiert. Nach der Modellierung (Abbildung 11) befand sich das katalytische
Asp246 in ausreichender Nahe zum His275, das GIn134 befand sich nicht mehr im aktiven
Zentrum und der Loop 138-148 war modelliert. Die Stabilitdt des Modells wurde mit einer
MD-Simulation erfolgreich getestet.

Abbildung 11

Kristallstruktur (grau) und remodellierte Struktur (gelb) der Agrobacterium radiobacter EH. Farbig markiert
wurden die Loops 244-257 (blau) und 132-148 (griin), die katalytische Triade (rot) und das GIln134 (griin).
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4.2.7 Modularer Aufbau von EHs

Bei den drei bekannten Strukturen handelt es sich um eine cytosolische Sdugetier EH (Mus
musculus, PDB Eintrag: 1CQZ), eine cytosolische bakterielle EH (Agrobacterium
radiobacter, PDB Eintrag: 1EHY) und eine mikrosomale EH (A4spergillus niger, PDB
Eintrag: 1Q0O7). Auf den ersten Blick erscheinen die drei Strukturen sehr unterschiedlich.
Diese Unterschiede werden durch den variablen N-terminalen Bereich verursacht. Werden die
Strukturen iiberlagert, wird eine erstaunliche strukturelle Ubereinstimmung des o/ Hydrolase
Folds und der Cap-Region sichtbar. Aufgrund der guten Konservierung wurden die Strukturen
in Module eingeteilt (Abbildung 12):

N-terminale Doméne: Dieser Bereich weist die groBte Variabilitdt innerhalb der EHs auf:
cytosolische Sdugetier EHs enthalten eine durch einen prolinreichen Linker verbundene
Doméne, wohingegen cytosolische bakterielle und pflanzliche EHs keine N-terminale
Domine haben. Mikrosomale EHs dagegen enthalten einen ,,Meander aus 4 a-Helices. Die
eukaryotischen mikrosomalen EHs von Siugetieren und Insekten haben zusétzlich einen
Membrananker.

N-terminale katalytische Domiine: Enthilt die erste Hélfte des o/f Hydrolase Folds, bis
zum Strand 6. Sie besteht aus 6 B-Strands und 4 a-Helices. Die N-terminale katalytische
Doméne enthilt das Nukleophil und die B6-Position der katalyische Sauregruppe.

NC-Loop: Variabler Bereich, der N-terminale katalytische Domine und Cap-Doméine
verbindet. Der NC-Loop beginnt direkt nach der f6-Position und endet vor der ersten Cap-
Helix. Er ist iiberwiegend hydrophob, seine Lénge variiert fiir die 3 bekannten Strukturen
zwischen 19 AS (Agrobacterium radiobacter EH), 23 AS (Mus musculus EH) und 35 AS
(Aspergillus niger EH). Die beiden ldngeren NC-Loops enthalten eine a-Helix wéhrend der
kurze Loop der Agrobacterium radiobacter EH keine Sekundirstrukturelemente aufweist.
Cap-Domiine: Diese, oberhalb des o/f Hydrolase Folds positionierte Doméne ist bei EHs
nach Strand 6 des o/ Hydrolase Folds insertiert. Sie besteht aus 5 a-Helices, die dhnlich
dem Uteroglobin in zwei Lagen angeordnet sind (62). Die obere, trapezformige Lage wird
durch die Helices al, a2 und o3 gebildet, die untere, einen Winkel von ca. 100°
einschlieend, von den Helices a4 und a5. In den drei Strukturen haben die Helices al, a2,
o3 und o4 dhnliche Liangen (Helix al: 5-8, Helix a2: 7-10, Helix a3: 14 und Helix a4: 8-12
AS). Helix a5 dagegen besteht aus 11 AS (4Agrobacterium radiobacter und Aspergillus niger
EH), aber nur aus 4 AS fiir die EH aus Mus musculus. Die Cap-Doméne enthilt ein absolut

konserviertes Tyr in Helix a5 und die meisten EHs enthalten ein zweitens Tyr in Helix o.1.
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Cap-Loop: Variabler Loop innerhalb der Cap-Doméne. Der Cap-Loop verbindet die beiden
Lagen der Cap-Doméne und befindet sich zwischen den Helices a3 und a4. Seine Lénge
variiert fiir die 3 bekannten Strukturen zwischen 8 AS (A4spergillus niger EH), 9 AS
(Agrobacterium radiobacter EH) und 36 AS (Mus musculus EH). Bei den Cap-Loops der drei
bekannten Strukturen steigert sich der Grad der Hydrophobizitidt mit wachsender Linge. Die
Aspergillus niger EH enthidlt einen hydrophilen Cap-Loop (25% hydrophobe AS), die
Agrobacterium radiobacter EH einem erhohten hydrophoben Anteil (43% hydrophobe AS)
und die Mus musculus EH einen iiberwiegend hydrophoben Cap-Loop (63% hydrophobe AS).
C-terminale katalytische Domine: Enthilt den zweiten Teil des o/ Hydrolase Folds ab
Strand 7. Sie besteht aus 2 -Strands und 4 a-Helices. Die C-terminale katalytische Doméne

enthélt das katalytische His und die f7-Position der katalytischen Séduregruppe.

Diese Einteilung in ,,Module® wurde auf das Multisequenz-Alignment {ibertragen. Die
Sekundirstrukturen einzelner EH Sequenzen wurden berechnet, um die Ubertragbarkeit der
Module auf das Multisequenz-Alignment abzuschitzen. Wie in der Schema-Zeichnung in
Abbildung 13 zu sehen, spiegelt das Alignment diesen modularen Aufbau wider, die variablen

und konservierten Regionen sind gut erkennbar.
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Asperg;llus niger

Abbildung 12

Bekannte Strukturen aus Agrobacterium radiobacter (unten rechts), Mus musculus (oben) und Aspergillus niger
(unten links). EHs zeigen einen modularen Aufbau unterteilt in N-terminale Doméne (griin), N-terminale
katalytische Doméne (blau), NC-Loop (braun), Cap-Domine (rot), Cap-Loop (violett) und C-terminale

katalytische Domine (gelb).
Cap-Loop (5-59 AS)

N

\
Pflanzen EHs
: C-terminale
Saugetier cytosol}sche Linker katalyt. Doméne
EHs (cyt) Domine N-terminale |,
katalyt. Doméne \
Pilz EHs .
microsomale
Insekten EHs - NC-Loop (16-57 AS
e I Anker I Domiine p( )
EHs (mik) J
Abbildung 13

Schematische Darstellung des modularen Aufbaus der EHs. Die variable N-terminale Doméne (griin, linke
Bildhilfte), enthalten in cytosolischen Séugetier EHs (iiber einen Linker (pink) verbunden), Pilze/Hefen,
Insekten und mikrosomalen Séaugetier EHs. Insekten und mikrosomale Séugetier EHs enthalten zusétzlich einen
Membrananker (schwarz). In der rechten Bildhélfte sind die drei konservierten Domédnen aufgefiihrt: N-
terminale katalytische Doméne (blau), Cap-Domine (rot) und C-terminale katalytische Doméne (gelb) und die

beiden variablen Loops: NC-Loop (braun) und Cap-Loop (violett).
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4.2.7.1 Loop-Lingen

Obwohl die Sequenz Identititen unter den EHs mit bekannter Struktur nur ca. 30% betragen,
sind o/f Hydrolase Fold und die Cap-Domine strukturell sehr gut erhalten. Sehr
unterschiedlich sind dagegen die beiden variablen Loops. Fiir die systematische Analyse der
Loop-Léngen aller 93 EHs wurden mit Hilfe des Multisequenz-Alignments die ersten und
letzten AS der Loops ermittelt. Um sie zu charakterisieren wurden die Loop-Léngen aller EHs
in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen. Hierbei bildeten sich drei nach Superfamilien
und Organismengruppen geordnete Cluster (Abbildung 14). Cluster I+II enthalten
cytosolische EHs, wéhrend in Cluster I1I nur mikrosomale EHs vorkommen:

1) Die EHs von Cluster I haben mittel lange NC- und lange Cap-Loops (16-40 bzw. 31-
59 AS) und beinhalten Sdugetier und Pflanzen EHs und eine Gruppe mit
eukaryotischen EHs verwandten bakteriellen EHs. Cluster I enthélt die EH von Mus
musculus mit bekannter Rontgenstruktur, welche einen NC- und einen Cap-Loop von
23 bzw. 35 AS Lénge besitzt. Diese Loops sind lang innerhalb des Clusters, so dass
diese Struktur als Template fiir die Modellierung der meisten EHs von Cluster I
verwendet werden kann. Sdugetier EHs haben Loops dhnlicher Lange (NC-Loop: 23
und Cap-Loop: 35 oder 36 AS), Pflanzen EHs zeigen eine stirkere Variabilitiat (NC-
Loop: 16-25 und Cap-Loop: 31-35 AS) und die bakteriellen EHs von Cluster I zeigen
Variabilitdt in beiden Loops (NC-Loop: 18-40 und Cap-Loop. 38-59 AS).

2) Die EHs von Cluster II sind charakterisiert durch kurze NC- und Cap-Loops (18-25
bzw. 5-12 AS) und beinhalten die bakteriellen EHs der cytosolischen Superfamilie,
ausgenommen die mit Sdugetier EHs verwandten bakteriellen EHs. Cluster II enthalt
die EH von Agrobacterium radiobacter mit bekannter Rontgenstruktur (NC-Loop: 19
und Cap-Loop: 9 AS). Cluster II ist deutlich separiert von den beiden anderen Clustern
cytosolischer EHs (Cluster I und Cluster III), wie auch im zugehdrigen
phylogenetischen Baum (Abbildung 9) zu sehen, in dem die Mehrheit der bakteriellen
EHs ebenfalls klar getrennt von allen anderen cytosolischen EHs ist. Fiir
Homologiemodelle bakterieller cytosolischer EHs mit NC-Loops bis zu einer Lénge
von 21 AS kann die Agrobacterium radiobacter EH als Template verwendet werden.
Fiir die zwei homologen f6 EH Familien kann diese EH ebenfalls als Template
eingesetzt werden, da sie Asp Reste an der B6- wie auch an der 37-Position (nach [6:
Asp131 und nach Strand B7: Asp246) besitzt.

3) Alle mikrosomalen EHs, einschlieBlich der bakteriellen EHs, bilden ein einziges

Cluster III. Die Langen der NC-Loops variieren stark (21-57 AS), wihrend die Cap-
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Loops von Insekten, Pilzen/Hefen und Bakterien kurz sind (8-10 AS), haben die

mikrosomalen Saugetier EHs ldngere Cap-Loops (19 AS). Cluster IV enthélt die

Rontgenstruktur der Aspergillus niger EH (NC-Loop: 35, Cap-Loop: 8 AS). Die

Aspergillus niger EH kann als Template nur fiir eine begrenzte Anzahl mikrosomaler

EHs verwendet werden. Pilze und Insekten EHs und eine bakterielle EH haben zu

lange NC-Loops (42-57 AS), wihrend die Cap-Loops eine vergleichbare Lénge

aufweisen (8-10 AS). Fiir die Sédugetier und die Caenorhabditis elegans EHs sind
beide Loops zu lang (NC-Loop: 48, 49 und Cap-Loop: 19 AS).
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o 50 | // + Sauger mik,
2 | T m T Mm,/ d Iqsekten
~ = [ & : T X Pilze
&30 ® ® g o C.elegans
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Abbildung 14

Aufgetragen nach der Anzahl an AS von NC- und Cap-Loop bilden sich drei Cluster, separiert in die beiden

Superfamilien. Cytosolische EHs: Cluster I (Séugetier, Pflanzen EHs und zu eukaryotischen EHs verwandte

bakterielle EHs ), Cluster II (bakterielle EHs) und Cluster III (mikrosomale EHs). Die Positionen der

strukturbekannten EHs sind durch Pfeile gekennzeichnet: Mus musculus EH (Mm), Agrobacterium radiobacter

EH (Ar) und 4spergillus niger EH (An).
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4.2.7.2 Der NC-Loop

Die drei Cluster besitzen iiberlappende NC-Loop-Léngen. Der NC-Loop der Agrobacterium
radiobacter EH (19 AS) enthélt keine helikalen Elemente, wohingegen die lingeren NC-
Loops der EHs von Mus musculus (23 AS) und Aspergillus niger (36 AS) eine Helix
enthalten. Bei allen drei NC-Loops betrigt die Lange des nicht-helikalen Teils 16-19 AS. Fiir
NC-Loops mit einer Linge groBBer 19 AS scheinen die zusétzlichen AS eine Helix zu bilden.
Cluster I enthdlt NC-Loops von 16-25 AS Liange. Der Loop der Oryza sativa EH (16 AS) ist
kiirzer als der Loop der Agrobacterium radiobacter EH (19 AS) aus Cluster II, so dass fiir
kurze NC-Loops im allgemeinen keine helikalen Elemente erwartet werden. Im Gegensatz
dazu enthélt die EH aus Streptomyces coelicolor (Cluster II) einen NC-Loop mit einer Lénge
von 25 AS, ausreichend lang um eine Helix zu bilden. Moglicherweise findet die Bindung
von Helices in allen Clustern statt. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse ldsst sich Abbildung 14 in
vier Bereiche unterteilen. Bis zu einer Lange von 19 AS findet keine Helix-Bildung statt (Bsp.
19 AS bei Agrobacterium radiobacter EH), von ca. 20 bis 32 AS ist die Helix kurz (Bsp. 23
AS bei Mus musculus EH), von 33 bis 40 AS ist die Helix lang (Bsp. 36 AS bei Aspergillus
niger EH). Fiir NC-Loops lidnger als 40 AS kann keine Aussage getroffen werden, da keine
Daten fiir solche lange Loops existieren. Der variable NC-Loop wird von zwei strukturell
konservierten Regionen flankiert, der N-terminalen katalytischen Domédne und der Cap-
Doméne. Aufgrund dessen scheint sich der NC-Loop unabhéngig vom konservierten Rest des
Proteins zu falten, so dass das Vorhandensein und die Lénge helikaler Bereiche ausschlielich
abhéngig ist von der Loop-Lénge.

Ein potentieller Substrat Tunnel befindet sich direkt neben dem flexiblen NC-Loop. In der
Struktur der EH aus Agrobacterium radiobacter ist dieser NC-Loop aufgrund zu hoher B-
Faktoren nicht aufgelost (96). Auch aus den nah verwandten Haloalkan Dehalogenasen ist
bekannt, dass dieser Loop eine grof3e Flexibilitét besitzt (124). Zusétzlich zeigt die dritte Cap-
Helix in molekular dynamischen Simulationen der Haloalkan Dehalogenase Sphingomonas
paucimobilis ebenfalls ein flexibles Verhalten (110). Da die dritte Cap-Helix oberhalb des
NC-Loops liegt, konnte eine gemeinsame Bewegung beider Regionen einen Substrat Tunnel

Offnen, der auch fiir grofere Substrate ausreichend wire.
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4.2.8 Der Cap-Loop

Eine Substratgruppe der cytosolischen EHs sind epoxidierte Fettsduren. Eine Fettséure ist ein
hydrophobes Molekiil. Von Lipasen ist bekannt, dass sie in ihrer Bindungstasche eine
Fettsdure- und eine Alkoholbindestelle enthalten (112). Die Beschaffenheit dieser
Bindestellen ist direkt an die Substratspezifitit gekoppelt. So setzen Lipasen mit groBer
Fettsdurebindestelle lidngerkettige Triacylglyceride um als Lipasen mit kleiner
Fettsdurebindestelle (112). Die beiden bekannten EH Strukturen, deren Enzyme keine
epoxidierten Fettsduren umsetzen, weisen einen kurzen Cap-Loop auf, wihrend die
cytosolische EH einen sehr langen Cap-Loop enthélt. Der Cap-Loop der Mus musculus EH
wolbt sich oberhalb des Nukleophils iiber die Cap-Doméne. Hierdurch entsteht ein
hydrophober Tunnel, der von der Enzymoberfliche direkt zum Nukleophil fiihrt (Abbildung
15). Mit Hilfe des Cap-Loops wird bei eukaryotischen cytosolischen EHs eine
Fettsdurebindestelle gebildet, die in den Strukturen der cytosolischen bakteriellen EH aus
Agrobacterium radiobacter und der mikrosomalen EH aus Aspergillus niger nicht auftritt.
Auch mikrosomale Sdugetier EHs haben die Féhigkeit epoxidierte Fettsduren umzusetzen.
Wie in Abbildung 14 ersichtlich, besitzen diese EHs zwar einen kiirzeren Cap-Loop als die
cytosolischen Sdugetier EHs, jedoch ist dieser noch deutlich ldnger als die Cap-Loops der
restlichen mikrosomalen und cytosolischen bakteriellen EHs, welche keine epoxidierten
Fettsduren umsetzen. Eine Ausnahme bildet die cytosolische Familie der mit eukaryotischen
Proteinen verwandten bakteriellen EHs, diese besitzen einen, fiir bakterielle EHs untypischen,

langen Cap-Loop und miissten daher epoxidierte Fettsduren als Substrat akzeptieren.
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Nukleophil

hydrophober
Tunnel

Abbildung 15

Strukturen der EHs aus Mus musculus (link) und Agrobacterium radiobacter (rechts) in der
Oberflachendarstellung mit Ansicht auf die Cap-Doméne. Die Strukturen wurden nach Hydrophobizitét ihrer AS
eingefarbt, hydrophile AS sind blau und hydrophobe AS rot gekennzeichnet. Bei der Mus musculus EH ist
deutlich der durch den langen Cap-Loop gebildete hydrophobe Tunnel erkennbar, der sich direkt oberhalb des
Nukleophils (griin) befindet. Die Struktur der Agrobacterium radiobacter EH, welche einen kurzen Cap-Loop
besitzt, weist keinen hydrophoben Tunnel oberhalb des Nukleophils auf.

4.2.9 Homologiemodellierung

Bei einem ersten Ansatz fiir Homologiemodellierung wurden Ziel- und Template- Sequenzen
paarweise aligned. Aufgrund der niedrigen Sequenzéhnlichkeiten innerhalb der EHs und der
Existenz von nur drei bekannten Strukturen, konnten auf diese Weise maximal fiir 14 % der
93 untersuchten EHs Strukturen modelliert werden. Um mdglichst alle EHs zu modellieren
wurde das 93 EH Alignment als Grundlage fiir die Homologiemodellierungen verwendet.
Basierend auf dem 93 EH Alignment liegen die Sequenzidentititen fiir die meisten EHs
zwischen 20 und 30%, dem Grenzwert fiir erfolgreiche Homologiemodellierungen. Um zu
ermitteln, ob Homologiemodellierungen in diesem Bereich sinnvoll sind, wurden aus jedem
Cluster reprisentative EHs ausgewihlt: Ziel EHs haben 20-30% Sequenzidentitidt zur

Template-Sequenz und enthalten Loops dhnlicher Lange.
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1) Cluster I: Fiir die meisten EHs aus Cluster I kann die cytosolische EH aus Mus
musculus als Template-Sequenz verwendet werden. Fiir einige EHs jedoch konnen die
Loops auf Grundlage dieses Templates nicht modelliert werden: zwei Pflanzen EHs
enthalten NC-Loop von 16 und 19 AS Lénge, welche keine helikalen Elemente
enthalten sollten. Wéhrend der NC-Loop der Mus musculus EH (23 AS) eine Helix
enthilt, weist der entsprechende Loop der Agrobacterium radiobacter EH (19 AS)
eine geeignete Linge auf und kann als Template dienen. Zusitzlich haben mehrere
bakterielle EHs dieses Clusters NC-Loops ldnger als 28 AS, fiir welche der NC-Loop
der Aspergillus niger EH (35 AS) als Template verwendet werden kann. Manche
bakterielle EHs jedoch enthalten Cap-Loops ldnger als 40 AS, fiir welche kein
Template zur Verfiigung steht. Somit konnen 94% der Strukturen aller Cluster I EHs

komplett vorhergesagt werden. Als reprisentative Modelle wurden die Strukturen der
EHs aus Glycine max (19% identische AS, 30% identische AS ohne die N-terminale
Doméne) (Abbildung 16) und Streptomyces coelicolor (20% identische AS)
(Abbildung 17) gewihlt.

Abbildung 16

Uberlagerung der Template-Struktur der Mus musculus EH (grau) mit der nach rmsd eingefirbten modellierten

Struktur der Glycine max EH.
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Abbildung 17

Uberlagerung der Template-Struktur der Mus musculus EH (grau) mit der nach rmsd eingefirbten modellierten

Struktur der Streptomyces coelicolor EH.

2) Cluster II: Da alle EHs von Cluster II dhnliche Loop-Léngen enthalten, kdnnen die
Strukturen aller Cluster II EHs vorhergesagt werden. Fiir eine EH mit einem NC-Loop
langer als 20 AS kann der NC-Loop der Mus musculus EH als Template verwendet
werden. Die meisten EHs dieses Clusters haben ihre katalytische Sduregruppe an der
7-Position, aber einige enthalten sie an der 6-Position. Fiir beide EH-Typen kann
die EH aus Agrobacterium radiobacter als Template-Sequenz verwendet werden: sie
hat geeignete NC- und Cap-Loop-Léngen (19 bzw. 9 AS) und sie enthélt je ein Asp an
beiden Positionen, welche sich in Wasserstoffbriickenabstand zum katalytischen His
befinden. Als repriasentative Modelle wurden die Strukturen der EHs aus
Mycobacterium tuberculosis (26% identische AS, Asp in B7-Position) (Abbildung 18)
und Corynebacterium sp. (25% identische AS, Asp in B6-Position) (Abbildung 19)
gewdihlt.
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Abbildung 18

Uberlagerung der Template-Struktur der Agrobacterium radiobacter EH (grau) mit der nach rmsd eingefirbten
modellierten Struktur der Mycobacterium tuberculosis EH.

Abbildung 19

Uberlagerung der Template-Struktur der Agrobacterium radiobacter EH (grau) mit der nach rmsd eingefirbten

modellierten Struktur der Corynebacterium sp. EH.
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3) Cluster III: Fiir 50% aller mikrosomale EHs kann der Cap-Loop auf Grundlage der
Aspergillus niger EH modelliert werden, wéhrend nur fiir 19% aller mikrosomalen
EHs die Struktur beider Loops vorhergesagt werden kann. Beide Loops der Sdugetier
EHs sind zu lang fiir die Modellierung, bei Insekten und Pilz EHs sind die NC-Loops
viel langer als in der Template-Struktur. Als repridsentative Modelle wurde die

Strukturen der EH aus Mesorhizobium loti (23% identische AS) (Abbildung 20).

Abbildung 20

Uberlagerung der Template-Struktur der Agrobacterium radiobacter EH (grau) mit der nach rmsd eingefirbten

modellierten Struktur der Mesorhizobium loti EH.
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4.3 Familienspezifische, degenerierte Primer

Die bei der systematischen Analyse erfolgte Einteilung der EHs in Superfamilien und
homologe Familien ermoglicht das Design familienspezifischer Primer fiir das Screening nach
unbekannten EHs (Abbildung 21). Die Primer wurden mit dem webbasierten Programm
CODEHOP (120) erstellt.

Fiir die Erstellung der CODEHOP-Primer wurde die Einteilung der EHs in homologe
Familien genutzt. Die mikrosomalen EHs wurden in eine Gruppe Saugetier EHs (mSéuger),
eine Gruppe Insekten EHs (mlInsekten), eine Gruppe Pilze/Hefen EHs (mPilze) und eine
Gruppe bakterieller EHs (mBakterien) unterteilt. Zwei bakterielle Sequenzen aus Clostridium
acetobutylicum (AAK78696) und Caulobacter crescentus (AAK25053) konnten aufgrund
ihrer isolierten Lage im phylogenetischen Baum nicht beim Design der Primer beriicksichtigt
werden. Die cytosolischen EHs wurden in eine Gruppe Sdugetier EHs (cSduger), zwei
Gruppen pflanzlicher EHs (cPflanzenl und cPflanzen2) und 5 Gruppen bakterieller EHs
(cBakterien1-5) unterteilt (Tabelle 2). Aufgrund der hohen Diversitét der bakteriellen EHs der
cytosolischen Superfamilie konnten einige Sequenzen nicht fiir das Design der Primer

verwendet werden.
Cytosolische EHs Mikrosmale EHs

cPflanzenl

AAL5B278

minsekten NP_604550, 132060
(125489

ALsezge
e cPflanzen2

e TP 190669
ARRSU02

mSiuger
2O7esT P

NP @%BAB

AAB18243.

AAB1924
A-BBDWQ\

NP_€11385

uw-uy/ g
NP_611385

| XP_0503:.

cSauger

CAC3TETE:

AT 1S / im_338739
L A freoss / x

83279

ERECR
L= NP_497268

cBakterien2

cBakterien4

Abbildung 21

Fiir das Design von CODEHOP-Primern eingesetzte homologe Familien.
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Uber Multisequenz-Alignments der jeweiligen Sequenzen einer homologen Familie, wurden

die zu erwartenden Fragmentgrof3en der Amplifikate abgeschatzt:

Tabelle 2: Erwartete FragmentgroBe bei Amplifikation mit CODEHOP-Primern.

Homologe Familie erwartete Fragmentgrofie
mSéuger ~750 bp
mlnsekten ~1150 bp

mPilze ~1000 bp
mBakterien ~300 bp

cSauger ~1350 bp
cPflanzenl ~750 bp
cPflanzen2 ~600 bp
cBakterienl ~750 bp
cBakterien2 ~650 bp
cBakterien3 ~750 bp
cBakterien4 ~300 bp
cBakterien5 ~750 bp

Die praktische Anwendung der Primer erfolgte stichprobenartig mit den Primern der Gruppe

cBakterien5.

4.3.1 Amplifikation der EH aus Streptomyces antibioticus Tii4

Wie in der Einleitung beschrieben, wurde bei dem Stamm Streptomyces antibioticus Tii4 eine
Aktivitat gegen Styroloxid nachgewiesen (150).

Mit herkdmmlichen degenerierten Primern, erhalten aus einem Multisequenz-Alignment
mehrerer EHs, konnte aus genomischer DNA von Streptomyces antibioticus ein ca. 250 bp
Fragment amplifiziert werden. Dieses Fragment wurde ohne zu klonieren sequenziert und
eine ca. 100 bp lange Sequenz mit signifikanter Ahnlichkeit zu Epoxidhydrolasen erhalten
(Personliche Mitteilung Dr. Eckart Bonacker). Das Fragment war mit der Schnittstelle BamH
I versehen und wurde in den Vektor pUCI18 ligiert. Eine Sequenzierung dieses Konstruktes
mit M13-Primern ergab eine 236 bp lange Sequenz, die bei einer BLAST-Suche eine hohe
Ahnlichkeit zu der putativen EH aus Streptomyces coelicolor A2(3) (T36559) zeigte. Mit den
Primern, die zur Amplifikation des 236 bp Fragmentes verwendet wurden, lie} sich aus

genomischer DNA von Streptomyces coelicolor A2(3) ein Fragment gleicher Grofe
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amplifizieren. Innerhalb des 93 EH Alignments ordnete sich das 236 bp Fragment in
unmittelbarer Nachbarschaft zur putativen EH aus Streptomyces coelicolor A2(3) (T36559)
an. Diese cytosolischen bakteriellen EHs befinden sich im phylogenetischen Baum isoliert
von den restlichen bakteriellen EHs in der Néhe eukaryotischer EHs. Zur Amplifikation eines
Fragmentes der EH aus Streptomyces antibioticus Tii4 wurden daher die, flir diese homologe
Familie erstellten, COPDEHOP-Primer der Gruppe cBakterien5 verwendet. Aus der
Kombination von jeweils drei Forward- (cB5 F1-F3) und Reverse-Primern (cB5 R1-R3)
wurde mit einem Primer-Paar (cB5 F1 und cB5 R1) ein Fragment von ca. 800 bp Lénge
amplifiziert (Dr. Francesca Blasco). Eine T/A-Klonierung in den Vektor pCR*2.1-TOPO und
anschlieende Sequenzierung des Fragmentes mit M13-Primern ergaben eine 771 bp lange
Sequenz mit einer signifikanten Ahnlichkeit zu Epoxidhydrolasen, besonders zur putativen
EH aus Streptomyces coelicolor A2(3).

Wie ein Alignment mit der Sequenz der putativen EH aus Streptomyces coelicolor A2(3)
zeigt (Abbildung 22), enthdlt das amplifizierte Fragment aus Streptomyces antibioticus Ti4
die komplette katalytische Triade, beide AS des Oxyanionholes und die beiden als

Protonendonatoren dienenden Tyr der Cap-Doméne, N- und C-Terminus fehlen.

Agrobacterium radiobacter EH MAIRRPEDFKHYEVQLPDVKIHYVREGAGPTLLLLHWPGFWWEWSKVIGPLAEH—YDVI 59
Streptomyces antibioticus EH —-—-————--———-—"—"—"——————"—"——————~—— PLVLLCHEPESWHSWHRQFGPLAAAGFRVV 31
Nuclophilic elbow

Agrobacterium radiobacter EH VPDLREFEDEEKPDLNDLSKYSLDKAADDQAALLDALGIEKAYVVEHBEAATVLHKFIRK 119

Streptomyces antibioticus EH APDQREYEREDHP--EAVDAYTILHLVGDVVGLIRELGEEKAYVVEHBNEEAPVAWHTALL 89
Protonendonor

Agrobacterium radiobacter EH YSDRVIKAAIFDPIQPDFG--PVYFGLGHVHES--W¥SQFHOLDMA-VEVVGSSREVCKK 174

Streptomyces antibioticus EH RPDLVRGVAGLSVPPPFRGSRPPLPAMDRMFGGRFEWNYFNRPGVADAEFAEDTRTALRK 149

Agrobacterium radiobacter EH YFKHFFDHWS-----—--—-—-——-—————————— YRDELLTEEELEVHVDNCMKPDNIHGG 211
Streptomyces antibioticus EH FFYWASGDAPGAGRKQPLVDPERGWLADMADPEVLPEWFTEEDLDALTESFSQG--FTGA 207
Agrobacterium radiobacter EH FNYYRANIRPDAALWTDLDHTMSDLPVTMIWGLGETCVPYAP———LIEFVPKYYSNYTME 268
Streptomyces antibioticus EH LNWYRN—LDRNWELTAPWHGAVVTPPALYVYGDREVVPAFPGTPELIERLPSLMPNLWRE 266

kat. His
Agrobacterium radiobacter EH ——TIEDCGHFLMVEKPEIAIDRIKTAFR 294
Streptomyces antibioticus EH PLKLAGCGHWPQQERPKG —————————— 284

Abbildung 22

Alignment des CODEHOP-Fragments der Streptomyces antibioticus EH und der EH aus Agrobacterium

radiobacter. Katalytisch relevante AS (farbig markiert) sind konserviert.
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4.3.1.1 Fermentation und Reinigung

Eine Moglichkeit, die N-terminale Sequenz der EH aus Streptomyces antibioticus Ti4 zu
ermitteln, ist die N-terminale Ansequenzierung mit dem Edman-Abbau. Hierfiir wird
gereinigtes Enzym benotigt. Fiir die Reinigung wurde eine grofere Menge Zellmasse
fermentativ hergestellt. Die Reinigung der EH aus Streptomyces antibioticus Tii4 wurde im
Labor von Herrn Dr. Friedrich bei der BASF durchgefiihrt. Die EH aus Streptomyces
antibioticus Ti4 wurde in einem vierstufigen Prozess aufgereinigt. Der durch den
Zellaufschluss erhaltene Rohextrakt wurde durch eine Anionenaustausch Chromatographie
auf einer Sephadex FF-Sdule als ersten Reinigungsschritt vorgereinigt. Anschlieend wurden
die aktiven Fraktionen gepoolt und durch eine Ammoniumsulfatfillung das Volumen
verringert. Die Molekularsieb Chromatographie ergab aktive Fraktionen mit einer
Proteingrofe von ungefédhr 40 kDa. Als letzte Reinigungsschritte wurden eine hochauflosende
Anionenaustausch Chromatographie auf einer MonoQ-Sdule und eine Hydrophobe
Interaktionschromatographie durchgefiihrt. In Abbildung 23 ist das SDS-Gel nach dem letzten
Reinigungsschritt dargestellt. Die markierte Protein-Bande bei ca. 40 kDa wurde aus dem Gel

isoliert, N-terminal ansequenziert und einem Trypsinverdau unterzogen.

106 kDa
= 77kDa
e
51 kDa
EH
—— i

34 kDa

of
s D8 kDa

Abbildung 23

Wertfraktion nach dem letzten Reinigungsschritt.
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4.3.1.2 N-terminale Ansequenzierung

Die N-terminale Ansequenzierung wurde im Labor von Herrn Dr. Friedrich bei der BASF
durchgefiihrt.
Durch die N-terminale Ansequenzierung nach Edman konnten 18 N-terminale AS identifiziert

werden:

N-Terminus-(V)EHRMVD/(V)VNC/(N)IRLH/(L)I//(N)AE/(N)E...-C-Terminus

Eine mit der Sequenz VEHRMVDVNCIRLHIAEE durchgefiihrte BLAST-Suche ergab
signifikante Ubereinstimmungen zur N-terminalen Sequenz einer EH aus Streptomyces
avermitilis (88% Ahnlichkeit, 77% identische AS) und zur N-terminalen Sequenz einer EH
aus Arabidopsis thaliana (83% Ahnlichkeit und 61% identische AS) (Abbildung 24).

Putative EH aus Streptomyces avermitilis:

Score = 37.5 bits (78), Expect = 0.033
Identities = 14/18 (77%), Positives = 16/18 (88%)

Query: 1 VEHRMVDVNCIRLHIAEE 18
V HRM+DVN IRLHIAE+
Sbjct: 10 VNHRMIDVNGIRLHIAEQ 27

Putative EH aus Arabidopsis thaliana:

Score = 30.6 bits (62), Expect = 3.8
Identities = 11/18 (61%), Positives = 15/18 (83%)

Query: 1 VEHRMVDVNCIRLHIAEE 18

++HRMV VN I +HIAE+
Sbjct: 4 IDHRMVSVNGITMHIAEK 21

Abbildung 24

Ergebnis der BLAST-Suche mit den 18 AS der N-terminalen Sequenz.

Aus der Sequenz des N-Terminus wurde ein Primer (N-term F) abgeleitet. Aufgrund der

hohen Ahnlichkeit des 771 bp Fragments der Streptomyces antibioticus Tii4 EH zur putativen
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EH aus Streptomyces coelicolor A2(3), wurde ein fiir die EH aus Streptomyces coelicolor
spezifischer Reverse-Primer (Sc_R) fiir die PCR eingesetzt. Bei dieser PCR wurden zwei
Banden mit der erwarteten Grofle von ca. 1000 bp erhalten. T/A-Klonierung in den Vektor
pCR™2.1-TOPO und anschliefende Sequenzierung des Fragmentes mit M13-Primern ergaben
keine Ubereinstimmungen mit bekannten EHs. Wurde nur der Primer Sc R fiir die PCR
eingesetzt ergab sich das gleiche Ergebnis, so dass dieser Primer nicht fiir die Amplifikation

der EH aus Streptomyces antibioticus Tii4 geeignet war.

4.3.1.3 Amplifikation von N-Terminus und CODEHOP-Fragment

Um das 771 bp-Fragment um den N-Terminus zu erweitern, wurden der aus dem N-Terminus
abgeleitete degenerierte Primer (N-term F) und der CODEHOP-Reverse Primer (¢cB5 R)
verwendet. Das amplifizierte Fragment wies eine Grofle von ca. 900 bp auf. T/A-Klonierung
in den Vektor pCR®2.1-TOPO und anschlieBende Sequenzierung des Fragmentes mit M13-

Primern ergaben 306 AS der gesuchten Sequenz.

4.3.1.4 Aufbau des C-Terminus

Die EH aus Streptomyces antibioticus Tii4 zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit der
putativen EH aus Streptomyces avermitilis (NP_824987) (Abbildung 25). Daher wurde der C-
Terminus dieser EH benutzt, um das 306 AS-Fragment der EH aus Streptomyces antibioticus
(CODEHOP-Fragment + N-Terminus) zu vervollstindigen. Es wurde ein Primer kreiert, der
den N-Terminus der Streptomyces avermitilis EH und einen Uberhang in die Sequenz des
Streptomyces antibioticus EH enthielt (Abbildung 25). Als Template wurde ein Konstrukt aus
CODEHOP-Fragment und N-Terminus im Vektor pCR®2.1-TOPO benutzt. Das amplifizierte
Fragment wies eine GroBe von ca. 1000 bp auf. T/A-Klonierung in den Vektor pCR®2.1-
TOPO und anschlieBende Sequenzierung des Fragmentes mit M13-Primern ergaben mit 324

AS die vollstandige Sequenz der EH.
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antibioticus

avermitilis

antibioticus

avermitilis

antibioticus

avermitilis

antibioticus

avermitilis

antibioticus

avermitilis

antibioticus

avermitilis

Abbildung 25

———————— MVEHRMVDVNGIRLHIAEEGEGPLVLLCHEPESWHSWHRQFGPLAAAGEFRV
MAHPYARIMVNHRMI DVNGIRLHIAEQGEGPLVVLLHPES SYSWRHQFGPLAAAGFEFRV

vAPDOREY[EREDHPEAVDAYTILHLVGDVVGLIRELGEEKAY VVEHBEA PVAWHTALLR
vAPDOREY[EREDRPESVDAYTILHLVGDVIGLIHALGEETAY VVEHBGA PVAWHTALLR

PDLVRGVAGLSVPPPFRGSRPPLPAMDRMFGGREYWNYFNRPGVADAEFAEDTRTALRKE
PDVVRGVAGLSVPPPFRGERPPLDAMDEMFEDGQFYWNYFAQPGVADAEFGRDARGSLRKFEF

FYWASGDAPGAGR-KQPLVDPERGWLADMADPEVLPEWFTEEDLDALTESEFSQGFTGALN
LYSASGDAPGAGSGRQPLVAPGRGFLDGMPDPEVLPGWITEADLDVFAEEFAPGEFTGALN

WYRNLDRNWELTAPWHGAVVTPPALYVYGDREVVPAFPGTPELIERLPSLMPNLWREPLK
WYRNLDRNWELTAAWQGAVVSPPALYMYGDREAVPAFPGTAELIEKLPALMPNLRREPLV

LAGCCEWPQOERPKG-——--——---——---——~ 306
LPGCGEWTQQERPNEVNAALVDFLTGLRGEQRT 333 C-Terminus
OQERPKGVNAALVDFLTGLRGEQRT

Primer: C-Term R

52
60

112
120

172
180

231
240

291
300

Alignment der EH aus Streptomyces antibioticus Ti4 der putativen EH aus Streptomyces avermitilis. Farbig

gekennzeichnet wurden die AS des Oxyanionholes (blau), Protonendonatoren (griin), der katalytischen Triade

(rot), das GXGXS-Motiv (violett),die Gly des GX-Motives und des Nucleophilic Elbow (oliv). In der AS

Sequenz des Primers C-Term R wurden die Sequenzbereiche der Streptomyces antibioticus EH (tlirkis) und der

Streptomyces avermitilis EH (gelb) farbig markiert.

Abbildung 26 enthélt eine schematische Zusammenfassung der Amplifikation der EH aus

Streptomyces antibioticus.

Abbildung 26

N-Term_F ]
= 236 bp-Fragment CODEHOP-Fragment * ol
¢B5_F1 cB5_R1

Schematische Darstellung der Amplifikation der EH aus Streptomyces antibioticus. Dargestellt wurden das 236

bp-Fragment (rot), das CODEHOP-Fragment (blau) und die zur Amplifikation verwendeten Primer: ¢cBS_F1 und
cB5 R1 (CODEHOP), N-Term_F (N-Terminus) und C-Term_R (C-Terminus).
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4.3.1.5 Trypsin-Verdau

Als Nachweis, dass das gereinigte Protein aus Streptomyces antibioticus und die amplifizierte
Sequenz {ibereinstimmen, wurde ein tryptischer Verdau durchgefiihrt. Der tryptische Verdau

und die anschlieende N-terminale Sequenzierung wurde im Labor von Herrn Dr. Friedrich

bei der BASF durchgefiihrt und ergab folgende Fragmente:

Fragment 1:

Fragment 2 :

Die Fragmente konnten, wie in Abbildung 27 zu sehen, in der 306 AS umfassenden Sequenz

MVNL/(V)NG/(D)IR
GVAGLSVPPPFR

identifiziert werden.

S.antibioticus

S.antibioticus

S.antibioticus

S.antibioticus

S.antibioticus

S.antibioticus

Abbildung 27

306 AS umfassende Sequenz, bestehend aus N-Terminus (gelb) und CODEHOP-Fragment. Griin markiert

N-Terminus
MVEHRMVDVNGIRLHIAEEGEGPLVLLCHGFPESWHSWHRQFGPLAAAGFRVVAPDQRGY 60
MVNVNGIR Fragment 1
GRSDHPEAVDAYTILHLVGDVVGLIRELGEEKAYVVGHDWGAPVAWHTALLRPDLVRGVA 120
GVA

GLSVPPPFRGSRPPLPAMDRMFGGRFYWNYFNRPGVADAEFAEDTRTALRKFFYWASGDA 180
GLSVPPPFR Fragment 2
PGAGRKQPLVDPERGWLADMADPEVLPEWFTEEDLDALTESFSQGFTGALNWYRNLDRNW 240

ELTAPWHGAVVTPPALYVYGDRDVVPAFPGTPELIERLPSLMPNLWREPLKLAGCGHWPQ 300

QERPKG 306

wurden die aus dem tryptischen Verdau erhaltenen Fragmente Fragment 1 und Fragment 2.
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4.3.2 Amplifikation des EH Fragments aus Rhodococcus ruber

Die Spezies Rhodococcus ruber (LU760) gehdrt wie die Gattung Streptomyces zur Ordnung
der Actinomycetales, daher wurden die CODEHOP-Primer der Gruppe cBakterienS
verwendet, um eventuelle EH-Fragmente zu amplifizieren. Aus genomischer DNA konnten
zwei Fragmente der Grofen 700 und 900 bp amplifiziert werden. T/A-Klonierung und
Sequenzierung dieser Fragmente (Diplomarbeit Hendrik Schewe) zeigte, dass das 700 bp-
Fragment fiir eine putative EH kodiert. Es wurden 703 bp sequenziert, eine anschlieende
BLAST-Suche ergab eine eindeutige Homologie zu EHs. Wie in Abbildung 28 zu sehen,
enthidlt die 215 AS umfassende translatierte Sequenz das Nukleophil und die katalytische
Sauregruppe der katalytischen Triade, einen Teil des Oxyanionholes, und das als

Protonendonator wirkende, absolut konservierte Tyr der Cap-Doméne.

Agrobacterium radiobacter MTIRRPEDFKHYEVQLPDVKIHYVREGAGPTLLLLHINPGFWWEWSKVIGPLAEH—YDVI 59

Rhodococcus ruber = —omo o oo oo THAIWRLQVPALAARGFRVI 20

Agrobacterium radiobacter VPDLREFEDEEKPDLNDLSKYSLDKAADDQAALLDALGIEKAYVVEHBEBATVLHKFIRK 119
Rhodococcus ruber APDMREYEKEIDAP- - PAAGAYAVEFLCADI LGLMDQLGLEKAS LVEHB@GL.VGWQLCMN 78

Agrobacterium radiobacter YSDRVIKAAIFDPIQPDFGPVYFGLGHVHESWYSQFHQLDMAVEVVGSSREVCKKYFKHE 179
Rhodococcus ruber APQRFERFVALSTGHPAAIANAG---—---— VTQOMRFWYILGFLMPVVAEH--AIRANDWE 130

Agrobacterium radiobacter FDHWSYRDELLTEEELEVHVDNCMKPDNIHGGENYYRANIRPDAALWTDLDHTMSDLPVT 239
Rhodococcus ruber FLR----QMTRRPEQVAIWRAALEPEGRLTAALNY¥RANLK----LGRPHHWRPVEVPVM 182

Agrobacterium radiobacter MIWGLGETCVPYAPLIEFVPKYYSNYTMETIEDCGHFLMVEKPEIAIDRIKTAFR 294
Rhodococcus ruber GVWSDREPALGEKQMLDSVHHCRAGFRYERLSG —————————————————————— 215

Abbildung 28

Alignment des CODEHOP-Fragments der Rhodococcus ruber EH und der EH aus Agrobacterium radiobacter.
Farbig gekennzeichnet wurden die AS des Oxyanionholes (blau), der Protonendonatoren (griin), der
katalytischen Triade (rot), des GXGXS-Motives (violett), das Gly des GX-Motives und des Nucleophilic Elbows
(oliv).
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4.4 Teil 2: Erstellung und Auswertung der EH/HD Datenbank

Die EH/HD Datenbank stellt eine Erweiterung des 93 EH Alignments unter Einbeziehung
weiterer Enzymklassen und Strukturinformationen dar. Eine familienspezifische Datenbank
biindelt und organisiert grole Mengen an Sequenz-, Struktur- und Annotationsinformationen
und ist daher ein niitzliches Werkzeug bei der Erforschung dieser Enzyme.

Die EH/HD Datenbank ist im World Wide Web unter folgender Adresse erreichbar:
http:\\www.led.uni-stuttgart.de.

4.4.1 Die EH/HD Datenbank

Die EH/HD Datenbank beruht auf dem Algorithmus der LED (Lipase Engineering Database)
(45). Sie beruht auf einem erweiterbaren Datenmodell DWARF (Data WArehouse. for
PRotein Families (46)) und einer relationalen Datenbank, welche Informationen betreffend
Sequenz, Struktur und Annotation von Proteinen, abrufbar aus den 6ffentlichen Datenbanken
GenBank (16) und PDB (17), einbindet.

Basierend auf phylogenetischen Analysen des 93 EH Alignments und 18, durch
Stichwortsuche erhaltenen, HDs (Tabelle 23), wurden reprisentative Sequenzen ausgewahlt
(Tabelle 24). Mit diesen Sequenzen wurden BLAST-Suchen (3) mit einem Cutoff von E = 10
' durchgefiihrt. Die hiermit ermittelten homologen Sequenzen wurden automatisch vom
System extrahiert. Nach manueller Bereinigung des Datensatzes enthélt die Datenbank 397
Sequenzen unterschiedlicher o/B-Hydrolasen, 305 Protein- und 51 Struktureintrége. 48% aller
Proteine sind putativ. Die Sequenzen wurden in zwei Superfamilien und 14 homologe
Familien eingeteilt. Innerhalb einer Superfamilie sind die katalytischen AS konserviert,
wihrend homologe Familien auflerdem eine globale Sequenzdhnlichkeit aufweisen.
Sequenzeintrige mit einer Sequenzidentitit von mehr als 95% wurden zu einem

Proteineintrag zusammengefasst.
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4.4.2 Superfamilien

4.4.2.1 Cytosolische Hydrolasen Superfamilie (cHS)

Die groBere der zwei Superfamilien enthdlt 340 Sequenzen, 267 Protein- und 57
Struktureintrdge, die in 13 homologe Familien aufgeteilt sind. Die cHS besteht aus 16slichen,
cytosolischen Proteinen (c: cytosolisch), welche die katalytische Séuregruppe normalerweise
an der B7- bzw. in seltenen Fillen an der B6-Position enthalten. Das Nukleophil dieser
Enzyme ist entweder ein Asp oder ein Ser. Als Enzymfamilien enthalten sind: EHs, HDs,
Haloacid Dehalogenasen, Non-heme Peroxidasen, 2-hydroxymuconic semialdehyd
Hydrolasen,  2-hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2,4-dienoic ~ acid  Hydrolasen,  Prolyl-
Aminopeptidasen, Esterasen, Luciferasen, welche in die folgenden homologen Familien
eingeteilt wurden:

Eine Gruppe homologer Familien, die ausschliefSlich EHs und nicht annotierte Proteine
enthalten, sind: ,,l0sliche Sdugetier EHs®, ,,16sliche Pflanzen EHs®, ,,I6sliche bakterielle EHs
I und ,,l6sliche bakterielle EHs 11 und ,l6sliche EHs (B6)“. HDs und verwandte nicht
annotierte Hydrolasen sind in den homologen Familien ,l6sliche HDs ($6)“ und ,,16sliche
HDs (B7)* zusammengefasst. Eine weitere Gruppe von Asp-Hydrolasen wurde in der Familie
l6sliche Haloacid Dehalogenasen abgelegt. Die unterschiedlichen Ser-Hydrolasen und
verwandte nicht annotierte Proteine wurden auf die Familien ,l6sliche Non-heme
Peroxidasen®, , Esterasen/Lipasen/Peptidasen®, ,,Meta-cleavage compound Hydrolasen [+II*
verteilt. Eine Gruppe nicht zuzuordnender Proteine wurde unter dem Namen ,,Verschiedenes*

zusammengefasst.

4.4.2.2 Mikrosomale Hydrolasen Superfamilie (mHS)

Diese Superfamilie enthdlt 57 Sequenzen, 48 Protein- und 2 Struktureintridge, die in eine
homologe Familie zusammengefasst wurden. Die mHS besteht aus mikrosomalen Proteinen
(m: mikrosomal), welche die katalytische Sauregruppe an der [7-Position enthalten, das
Nukleophil dieser Enzyme ist ein Asp. Die mHS enthélt ausschlieBlich als EHs annotierte

Eintréage.
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4.4.3 Multisequenz-Alignments

Fir beide Superfamilien und jede homologe Familie wurden Multisequenz-Alignments
erstellt. Funktionell relevante AS wurden durch eine Farb-Codierung annotiert. Markiert
wurden die AS der katalytischen Triade, des Oxyanionholes, des GXGXS-Motivs und bei
EHs die AS der Protonendonatoren und fiir HDs die AS der Halogenid-Kralle.

4.4.4 Phylogenetische Analyse

Die Einteilung in Superfamilien und homologe Familien beruht auf einer phylogenetischen
Analyse, durchgefiihrt mit der distanzbasierten Neighbor-Joining Methode. Der
distanzbasierte phylogenetische Baum der cHS zeigt eine deutliche Aufteilung in Asp- und
Ser-Hydrolasen. Die phylogenetischen Baume der einzelnen homologen Familien wurden mit
der merkmalsbasierten Methode Tree-Puzzle berechnet. Bootstrap-Werte beschreiben die
Relevanz jeder Verzweigung der phylogenetischen Bidume. Diese phylogenetischen Bidume
zeigen deutlich die enge Verwandtschaft unter den eukaryotischen Familien, im Gegensatz zu

den mikrobiellen Familien, welche eine hohe Diversitit auf Sequenzebene aufweisen.

4.4.5 Strukturelle Untersuchungen an o/ Hydrolasen

Alle Enzymfamilien, die in den Datenbanken LED und EH/HD abgelegt sind, gehoren zur
Familie der o/ Hydrolasen. Die einzige Schnittmenge beider Datenbanken wird durch die
Non-heme Peroxidasen gebildet. Um die Gemeinsamkeiten und Unterschiede dieser groflen
Anzahl an verschiedenen o/ Hydrolasen zu untersuchen, wurde eine Analyse der
verfiigbaren Strukturdaten durchgefiihrt. In Tabelle 3 wurden die verwendeten PDB-Eintrége
aufgelistet. Untersuchungen des ,,o/f Hydrolase Folds* ergaben, dass Variationen der Anzahl
von [B-Strands und a-Helices in den meisten der untersuchten Ser-Hydrolase Strukturen
vorkamen. Asp-Hydrolasen, gastrische Lipasen, Non-heme Peroxidasen, Prolyl-
Aminopeptidasen, 2-Hydroxy-6-oxo-7-methylocta-2,4-dienoate Hydrolasen und alle Lipasen
des GGGX-Types (111) wiesen einen kanonischen Fold auf. Nicht alle Strands und Helices
waren betroffen. Abbildung 29 verdeutlicht das substraktive Verhalten der untersuchten
Strukturen. Die betroffenen B-Strands wurden aus der Struktur entfernt, a-Helices jedoch
durch Loop-Regionen ersetzt. Ausgehend vom kanonischen Fold der Asp-Hydrolasen
konnten verschiedene Subtraktionsgruppen ermittelt werden. Haufig betroffen waren die [3-
Strands B1 und B2 und die a-Helices a4 und a5. Die B-Strands B1 und B2 enthalten keine
katalytisch wichtigen AS. Nicht betroffen sind die Strands 33 bis 8, so dass die katalytische
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Maschine strukturell in allen o/f Hydrolasen erhalten bleibt. In Tabelle 4 sind die

untersuchten homologen Familien und die jeweilige Anzahl an vorkommenden -Strands und

a-Helices zusammengestellt.

Tabelle 3: Zum Strukturvergleich verwendete PDB-Eintrage aus LED und EH/HD.

Homologe Familie/Enzymklasse PDB-Eintrag
GX-Typ
Haloalkan Dehalogenasen 1EDE
Epoxidhydrolasen 1EHY (remodelliert)
2-Hydroxy-6-oxo-7-methylocta-2,4-dienoate Hydrolasen 1TUN
Prolyl-Aminopeptidasen IMTZ
Non-heme Peroxidasen 1BRO
Burkholderia Lipasen 4L1P
Bacillus subtilis Lipasen 1H6WA
Candida antarctica Lipasen 4LBS
Fusarium Cutinasen 2CUT
Gastrische Lipasen IK8QA
Pankreatische Lipasen 1RP1
Rhizomucor miehei Lipasen 4TGL
Moraxella Lipasen 1JFRA
GGGX-Typ
Acetylcholinesterasen 1C2BA
Bacillus Esterasen 1C7JA
»~Mammalian bile salt activated” Lipasen 1AQLA
Saugetier Caboxylesterase 1K4YA
Candida rugosa Lipasen 1CLEA
Hormon sensitive Lipasen IEVQA
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GGGX-T GX-T
A P 1 -, -5
-0
——|Cap: 1
Cap: 2 Cap: 2 Cap: 0 aph . 5
nach B6: 30/1f || nach p6: 3/4ct | nach 36: 5ot
B7: 4o 7: 3/4a
p ™ i
Cap: 2 f1- B8 -5
nachN: 2« ol- a6 — | Cap: 2
B6: 20 Cap: 1 nach 06: 20/2p5
/na,ch (6: 5 B6: 20
B1, -p2
-[31:- _[32':- -[38 -[319 -[325 l _55 B
o5 o Ejas-l -B1, -p2 Cap: 2
nach [33: 2a/1[ nac , 58: 10t
Abbildung 29

Ausgehend vom kanonischen o/ Hydrolase Fold (blaues Rechteck in der Mitte) sind die vorkommenden
Subtraktionsgruppen dargestellt (schwarze Rechtecke). Blau umrandet wurden die Enzymfamilien des GX-Typs
und rot umrandet die Familien des GGGX-Typs.
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Tabelle 4: Variationen des o/ff Hydrolase Folds der Strukturen von LED und EH/HD Datenbank.

Homologe Familie/Enzymfamilie o/p Hydrolase Anzahl (- Anzahl o-
Fold Strands Helices
GX-Typ
Haloalkan Dehalogenasen komplett 8 6
Epoxidhydrolasen komplett 8
2-Hydroxy-6-0x0-7-methylocta-2,4-dienoate komplett 8
Hydrolasen
Prolyl-Aminopeptidasen komplett 8 6
Non-heme Peroxidasen komplett 8 6
Burkholderia Lipasen nicht komplett 6 5
Bacillus subtilis Lipasen nicht komplett 6 6
Candida antarctica Lipasen nicht komplett 7 5
Fusarium Cutinasen nicht komplett 5 5
Gastrische Lipasen komplett 8 6
Pankreatische Lipasen nicht komplett 8 4
Rhizomucor miehei Lipasen nicht komplett 5 3
Moraxella Lipasen nicht komplett 8 5
GGGX-Typ
Acetylcholinesterasen komplett 8 6
Bacillus Esterasen komplett 8 6
,Mammalian bile salt activated” Lipasen komplett 8 6
Saugetier Carboxylesterase komplett 8 6
Candida rugosa Lipasen komplett 8 6
Hormon sensitive Lipasen komplett 8 6
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4.4.6 Topologie des Ubergangszustandes

Die Hydrolasen der EH/HD Datenbank setzen unterschiedliche Substrate um und nutzen
dafiir zwei unterschiedliche Nukleophile (Asp und Ser). Der bei der Reaktion gebildete
Ubergangszustand ist fiir die beiden Hydrolase-Typen nicht identisch, wihrend bei Asp-
Hydrolasen das Nukleophil die Rolle einer Séure iibernimmt und das Substrat als fungiert,
sind die Verhéltnisse bei Ser-Hydrolasen umgekehrt. Hier ist das Nukleophil ein Alkohol und
das Substrat eine Sdure. Trotz dieser Unterschiede, bilden beide Hydrolase-Typen ein
vergleichbares Ester-dhnliches Acyl-Enzym Intermediat, welches durch die AS des
Oxyanionholes stabilisiert wird. Ebenfalls hoch konserviert ist die Struktur des katalytischen
Zentrums (Tabelle 5), obwohl der Abstand der Position des Oxyanions in Intermediat im
Vergleich zur C,-Position des Nukleophils als Konsequenz der Inversion der Esterbindung
bei Asp-Hydrolasen 3 Bindungslingen und bei Ser-Hydrolasen 4 Bindungsliangen betrdgt
(Abbildung 30).

Tabelle 5: Abstinde zwischen Nukleophil, katalytischem His und Oxyanionhole

CHis.c Asp/Ser. 826A + 027 A
C,His_NOx- hole. 10.55A +0.45 A

CaAsp/Ser_NOx. hole: 583 A + 0.35 A

R, R,

(‘) RO ‘C @ Oxyanion
—O0—C—
R éi o | Oxyanion é hole
1/ T~ /hole ‘ /
@ ™ @:; B
AN . (x / N,

Abbildung 30

Schematische Darstellung des Ubergangszustandes von Asp-Hydrolasen (links) und Ser-Hydrolasen (rechts).
Die AS der katalytischen Triade sind durch Kreise gekennzeichnet. Die Abstinde zwischen Nukleophil,

katalytischem His und Oxyanionhole wurden durch gestrichelte Linien dargestellt.
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4.4.7 Anker Konzept

Das Oxyanionhole besteht aus zwei AS, deren Backbone Amide iiber Wasserstoff-Briicken
die negative Ladung des Ubergangszustandes stabilisieren. Withrend die Position der zweiten,
direkt auf das Nukleophil folgenden AS stabil ist, befindet sich die erste AS (HGX-Motiv) auf
einem Loop. Fiir die Funktion des Oxyanionholes ist eine exakte Ausrichtung der beiden
Backbone Amide erforderlich. Eine Fixierung des HGX-Motivs kann iiber Wechselwirkung
eines ,,Ankers® mit der Seitenkette der Oxyanionhole AS stattfinden (111). Der Anker
entspricht in seinen Eigenschaften der Oxyanionhole AS. Ist diese AS hydrophob, so ist es
auch der Anker, ist sie hydrophil, ist auch der Anker hydrophil. Fiir die Eintrige der LED
wurden drei verschiedene Anker-Konzepte ermittelt (Tabelle 6) (111):

Tabelle 6: Anker-Konzepte

1) Hydrophiler Anker
2) Hydrophober Anker
3) Hydrophobe Tasche

Dieses Konzept wurde auf die Familien der EH/HD Datenbank angewendet. Obwohl sich die
Strukturen der unterschiedlichen Enzymfamilien sehr stark &dhneln, weisen sie
unterschiedliche Anker-Konzepte auf. Wéahrend, wie in Abbildung 31 dargestellt, bei EHs und
Non-heme Peroxidasen die Stabilisierung iiber eine hydrophobe Tasche realisiert ist, weisen
2-Hydroxy-6-oxo-7-methylocta-2,4-dienoate Hydrolasen einen hydrophilen Anker auf. Bei
HDs befindet sich ein Backbone-Carbonyl in Wasserstoff-Briicken-Reichweite zur
hydrophilen Oxyanionhole AS. Das iiber die Dauer der Reaktion gebundene Chlorid-lon kann
ebenfalls die Position der Oxyanionhole AS beeinflussen, somit liegt hier ein Sonderfall des
hydrophilen Anker-Typs vor. In Tabelle 7 wurden die unterschiedlichen Anker-Typen
zusammengefasst. Die Struktur der Prolyl-Aminopeptidase weist keine Stabilisierung der

Oxyanionhole AS durch einen der Anker-Typen auf.



Ergebnisse 81

Tabelle 7: Anker-Typen der untersuchten Strukturen der EH/HD.

Enzym-Familie Pdb  HGX- Anker-AS Anker-Typ
Motiv

EHs (B7) IEHY HGW  F66, H156, F179, T183, Y215 | hydrophobe Tasche

HD (B7) 1EDB | HGE | V219 (Backone-Carbonyl), CI' . hydrophiler Anker
(Sonderfall)

HD (B6) 11Z8 | HGN | T204 (Backbone-Carbonyl), CI' | hydrophiler Anker
(Sonderfall)

Non-heme Peroxidase IBRO | HGF | F61,F159,Y160, F163, W205 | hydrophobe Tasche

2-Hydroxy-6-oxo-7-methylocta-2,4- . 1IUN | HGS Trp 143 hydrophiler Anker

dienoate hydrolase
Prolyl-Aminopeptidase IMTZ . HGG Kein Anker-
Konzept

A B
Hg
F179 F169
: Nz 15 T204¥‘

N33 *Br-
y N38 )
WI183 F66 W109
G37 ? G37
H36<L" |
H36
C
5-: W143
S34y !
G33
Pl 132 Y4a

Abbildung 31

Dargestellt wurden die unterschiedlichen Anker-Typen der untersuchten Strukturen der EH/HD. A: EH aus
Agrobacterium radiobacter (1EHY), hydrophobe Tasche, B: HD aus Sphingomonas paucimobilis (1128),
hydrophiler Anker, C: 2-Hydroxy-6-oxo-7-methylocta-2,4-dienoate Hydrolase aus Pseudomonas fluorescens
(1IUN), hydrophiler Anker und D: Prolyl-Aminopeptidase aus Thermoplasma acidophilum (1MTZ).

Farbig dargestellt wurden: das HGX-Motiv (gelb), hydrophobe AS (blau), polare AS (rot), hydrophobe und

polare AS (violett). Die gestrichelten Linien symbolisieren Wasserstoff-Briicken.
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In Tabelle 8 sind die Anker-Typen der LED Enzymfamilien aufgelistet (111).

Tabelle 8: Anker-Typen der LED Enzymfamilien.

Homologe Familie/Enzymfamilie =~ Anker Konzept
,Non-heme* Haloperoxidase hydrophobe Tasche
Burkholderia Lipasen hydrophober Anker
Bacillus subtilis Lipasen hydrophober Anker
Candida antarctica Lipasen hydrophiler Anker
Fusarium Cutinasen hydrophiler Anker
Gastrische Lipasen hydrophober Anker
Pankreatische Lipasen hydrophober Anker
Rhizomucor miehei Lipasen hydrophiler Anker
Moraxella Lipasen hydrophober Anker
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4.4.8 Anker-Struktur Beziehung

Die Struktureigenschaften und die Anker-Typen der untersuchten Strukturen wurden in
Abbildung 32 zusammengefasst. Hydrophobe und hydrophile Anker-Typen treten bei
vollstindigem sowie bei unvollstindigem o/ Hydrolase Fold auf. Auffillig ist, dass
hydrophobe Taschen nur bei Proteinen mit vollstindigem Fold auftreten, die kein Lid
aufweisen. Bei unvollstindigem Fold enthielten alle Proteine mit einer geraden Anzahl an 3-
Strands, hydrophobe Anker eine, wihrend alle Protein mit ungerader Anzahl an (-Strands
hydrophile Anker aufwiesen. Des weiteren konnte keine Korrelation mit Substraten oder

Funktion des jeweiligen Proteins gefunden werden.

vollstindiger unvollstindiger
o/ 3-Fold o/ 3-Fold
gerade Anzahl an [3-Strands
hydrophobe Tasche hydrohober Anker
Asp-Hydrolasen 6 [3-Strands 8 [(3-Strands
EHis Burk. L PLs
Ser-Hydrolasen
NPs Gls BLs MLs
ungerade Anzahl an [-Strands
hydrophiler Anker hydrophiler Anker
Asp-Hydrolasen 7 p-Strands 5 p-Strands
HDs
CLs FCs
Ser-Hyrolasen
RL
MCs
Abbildung 32

Zusammenhang zwischen Vollstandigkeit des o/ Hydrolase Folds und der unterschiedlichen Anker-Typen. Die
unterschiedlichen Anker-Typen wurden farbig markiert: hydrophober Anker (orange), hydrophiler Anker (blau).
Vollstindiger Fold, hydrophob: EHs: Epoxidhydrolasen, NPs: Non-heme Peroxidasen,

GLs: Gastrische Lipasen. Vollstindiger Fold, hydrophil: HDs, Haloalkan Dehalogenasen, MC: 2- Hydroxy-6-
oxo-7-methylocta-2,4-dienoate Hydrolasen. Unvollstdndiger Fold, hydrophob: Burk.L: Burkholderia Lipasen,
BLs: Bacillus subtilis Lipasen, PLs: Pankreas Lipasen, MLs: Moraxella Lipasen. Unvollstindiger Fold,

hydrophil: CLs: Candida antarctica Lipase, FCs: Fusarium Cutinase, RL: Rhizomucor miehei Lipase.
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4.4.9 Das GXGXS-Motiv
Das GXGXS-Motiv (92) ist hoch konserviert und bildet einen strukturell ebenfalls hoch

konservierten Loop nach -Strand 4 des zentralen B-Faltblattes aus. Der Loop befindet sich
in der Struktur zwischen des B-Strands 1 und B2 und den a-Helices a4 und a5 der Cap-
Domine, wie eine Miinze im Miinzschacht [,,Coin in a coin slot“] (12).

Die Funktion des GXGXS-Motivs scheint an die hoch konservierte Struktur der
Enzymfamilien der EH/HD Datenbank gekoppelt zu sein. Die drei Elemente 1 und 32,
GXGXS-Motiv und a4 und a5 der Cap-Doméne sind durch Wasserstoffbriicken miteinander
verbunden. Die B-Strands B1 und B2 sind durch Wasserstoffbriicken an das GXGXS-Motiv
gekoppelt die von fiinf strukturell konservierten AS gebildet werden (Abbildung 33): zwei AS
auf Strand B2 und drei AS im GXGXS-Motiv. Die Verbindung zur der Cap-Doméne ist bei
den Strukturen der EH/HD Datenbank variabler gestaltet. Die beteiligten AS befinden sich
jedoch immer am Ubergang zwischen Cap-Helix o4 und a5 und an unterschiedlichen
Positionen im GXGXS-Motiv. Eine mogliche Erklarung fiir diese groBBere Variabilitit ist die
funktionelle Diversitit der Cap-Doméine: Cap-Dominen enthalten oft AS die and er
Substratbindung beteiligt sind (118, 124) und weisen eine groflere Variabilitit als der hoch
konservierte o/ Hydrolase Fold auf.

Das GXGXS-Motiv wirkt wie ein Schloss, das Cap-Doméne und N-terminale katalytische
Doméne verbindet (Abbildung 33) und scheint daher eine wichtige strukturelle Rolle zu

spielen bei der Stabilisierung und Ausrichtung der Cap-Domaine.
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Cap-Helices a4+a5
: . 1EDE__ 200 EAEASAYAA----PFPDTSYQ---AGVRKFPKMVA 227
Cap HellX a4 Cap-HellX (XS icvz_A 184 EAEMAAYRE----PFLAAGEARR-PTLSWPR 209
1EHY A 191 TEEELEVHVDNC-MRPD------- Nincerngyra 217
1IUN A 168 DELARLRYEAS--IQPEF-----—- QESFSSMFPEPRQ 196
lBROiA 180 EEAVRNSWNTAA-BIGE————---—— FFAAAAAPTT 204
IMTZ_A 190 PEVLKSLEYAE--REN--—---—- VYRIMN 209
1007 A 292 ILEMVSLYWL---TEf---—---—- FPEAIHTYRETTPT 318
GXGXS-Motiv

GXGXS-Motiv
1EDE__ 81 91
1CV2_A 62 78
1EHY A 62 73
1IUN A 61 2
1BRO_A 57 68
1MTZ A 62 12
1007 A 148 158

Strand f1

Strands B1+B2
1EDE__ 23 NYLDDLPGYPGLEARIYLDE 41
1cv2 A 12 KFIEIK---G! YIDE 26
1EHY A 10 KHYEVQLP---DVIIIIYVREGAG 29
Strand B2 lIUNiA 8 KSILAAG---- [YHDV 22
1BRO_A 1 PFITVGQENST---SI Y EDH 20
IMTZ_A 4 ECIENYAKVNG----IMIMYKLC 22
1007 A 85 PQFTTEIEGLIIGIFAAL 101

Abbildung 33

Links: GXGXS-Motiv (griin), die Strands 1 und B2 (blau) und die Cap-Helices a4 und a5 (rot) (Agrobacterium

radiobacter EH). Wasserstoffbriicken wurden durch unterbrochene Linien dargestellt. Rechts: Multisequenz-
Alignment von 1EDE (HD), 1CV2 A (HD), 1IEHY A (EH), 1IUN A (2-hydroxymuconic semialdehyd
Hydrolase), IBRO_A (Non-heme Bromoperoxidase), IMTZ (Prolyl-Aminopeptidase) und 1QO7_A (EH). Die

Rahmenfarben des Alignments sind identisch zur Farbung der Struktur (links). Im Alignment haben durch

Wasserstoffbriicken verbundene AS die gleiche Farbe (Wasserstoffbriicken wurden durch Linien dargestellt).

dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Systematische Analyse von EHs

5.1.1 Rolle der modularen Architektur

Der o/f Hydrolase Fold ist eines der hiufigsten Faltungsmuster und beinhaltet EHs und
andere Hydrolasen wie Lipasen, Acetylcholinesterasen, Carboxypeptidasen und
Haloperoxidasen (62). Obwohl diese Enzyme unterschiedliche Arten von Reaktionen
katalysieren und unterschiedliche Substrate akzeptieren, enthalten alle o/ Hydrolasen eine
konservierte Struktur und eine vergleichbare katalytische Triade bestehend aus der
Kombination: Nukleophil-His-Sauregruppe (62).

Anhand von EH-Strukturen wurde der modulare Aufbau dieser Enzyme in N-terminale
Domaéne, N-terminale katalytische Doméne, NC-Loop, Cap-Domine, Cap-Loop und C-
terminale katalytische Domine eingeteilt (13). Trotz des hoch konservierten Zusammenspiels
aus Architektur und Geometrie der katalytischen Maschine, wurden eine weite Bandbreite an
Variationen entdeckt. EHs z.B. zeigen zwei solcher Variationen im katalytischen Zentrum:
Unterschiede in der Position der katalytischen Sduregruppe, welche sich entweder nach den (-
Strands 36 oder 37 des o/f Hydrolase Folds befinden kann und die Existenz eines zweiten fiir
die Substratbindung relevanten Tyr in der Cap-Doméne.

Die Cap-Doménen von EHs und HDs enthalten AS, die katalytisch relevant und an der
Substratbindung (8), bzw. bei HDs auch an der Halogenidbindung (31) beteiligt sind. Fiir
HDs wurde sogar vorgeschlagen, dass die Cap-Doméne direkt an der Reaktion beteiligt und
fiir die Substratspezifitit relevant ist (62).

Cytosolische und mikrosomale EHs unterscheiden sich in ihren Substratspektren (48). Hierfiir
konnte ein enger Substratkanal verantwortlich sein, der zwischen NC- und Cap-Loop sichtbar
ist. Diese Beobachtung wird unterstiitzt durch die hohe Beweglichkeit des NC-Loops in der
Struktur der Agrobacterium radiobacter EH, gefolgert aus hohen B-Faktoren fiir diesen
Bereich (96) und der hohen Flexibilitit der NC-Loops von Haloalkan Dehalogenasen in
molekulardynamischen Simulationen (104). Aufgrund dieser Flexibilitit konnte sich der NC-
Loop zur Seite bewegen und so den Zugang in das Molekiil ermoglichen. Zusétzlich wird
vermutet, dass die Cap-Helix a3, welche sich oberhalb des NC-Loops und neben den Cap-
Loop befindet, ebenfalls beweglich ist, wie es fiir die strukturell &hnlichen Haloalkan

Dehalogenasen beschrieben wurde (110).
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NC- und Cap-Loop unterscheiden sich beide deutlich in ihrer Lange fiir die drei bekannten
EH-Strukturen. Unterschiede in den Léangen von NC- und Cap-Loop konnten direkte
Auswirkungen auf die Form und Erreichbarkeit des katalytischen Zentrums haben und die
unterschiedlichen Substratspektren von EHs verursachen. Wihrend mikrosomale EHs mit
langen NC-Loops fahig sind volumindse polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
umzusetzen (48), setzen cytosolische Sdugetier und Pflanzen EHs epoxidierte Fettsduren um.

Diese EHs enthalten einen langen Cap-Loop.

5.1.2 Klassifizierung und Substratspektrum

Eine Klassifizierung fiir EHs, auerhalb der Einteilung in mikrosomale und cytosolische EHs,
wurde bisher nicht beschrieben.

Die Einteilung in Superfamilien auf Basis der Sequenzdhnlichkeit und die Gruppierung in
Cluster aufgrund von Loop-Léngen korreliert mit Substratspezifitit und metabolischer
Funktion der EHs (Tabelle 9): 1) Alle cytosolischen EHs hoherer Organismen aus Cluster
I haben lange Cap-Loops und NC-Loops mittlerer Lange. Diese Enzyme zeigen Aktivitét
gegen eine gemeinsame Substratklasse, aliphatische Epoxide und sind am Fettsdure-
Metabolismus beteiligt (48). Die homologe Familie der Sdugetier EHs ist an den
Metabolismen von Xenobiotica und von im Organismus erzeugten epoxidierten Fettsduren
beteiligt. Die Familie der Pflanzen EHs hingegen spielt eine zentrale Rolle in der Biosynthese
essentieller Bestandteile der Cuticula, wie epoxidierter Stearinsdure (23) und bei der
Entgiftung von epoxidierten Fettsduren im Keimling (4). 2) Alle bakteriellen EHs aus
Cluster II haben kurze Cap- und NC-Loops. Fiir mehrere dieser EHs wurden kleine
Substrate wie Styroloxid, Mono- und Disubstituierte Epoxide nachgewiesen (130). 3)
Mikrosomale EHs haben kurze bis mittel lange Cap-Loops und mittel bis lange NC-Loops.
Diese Enzyme sind am Metabolismus polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe
beteiligt. Die Familie der Insekten EHs ist durch den Abbau von polyzyklischen
Sesquiterpenestern in die Regulation der Juvenil Hormone involviert (147), wéahrend die gut
untersuchten Sdugetier EHs an der Aktivierung von karzinogenen polyzyklischen
Kohlenwasserstoffen und der Entgiftung epoxidierter Stoffwechselintermediate mitwirken
(48). Die meisten mikrosomalen EHs besitzen kurze Cap-Loops, mikrosomale Sdugetier EHs
jedoch enthalten Cap-Loops mittlerer Linge. Interessanterweise, ist diese Familie, wie
cytosolische EHs hoherer Organismen, fahig epoxidierte Fettsduren umzusetzen (132). Auf

Grundlage dieser Daten, scheint es, dass lange Cap-Loops die Féhigkeit fiir den Umsatz
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aliphatischer Substrate bedingen und lange NC-Loops die Fahigkeit fiir den Umsatz
polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe verleihen, wihrend EHs mit kurzen Cap-
und NC-Loops kleine Substrate bevorzugen. Gemal dieser Regel, kann die Substratspezifitit
nicht-charakterisierter bakterieller EHs von Cluster I und III vorhergesagt werden: Cluster I
EHs enthalten lange Cap-Loops und sollten daher epoxidierte Fettsduren umsetzen, und
Cluster III EHs enthalten lange NC-Loops und sollten epoxidierte polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe umsetzen. Dieser beobachtete Zusammenhang zwischen Loop-Lénge und
Substratspezifitit wird weiterhin gestiitzt durch experimentelle Daten, erhalten durch
Mutanten von Haloalkan Dehalogenasen (114). Bei diesem strukturell sehr dhnlichen Enzym
fiihrten Variationen der Lédnge des NC-Loops zur Umsetzung von Chloralkanen

unterschiedlicher Kettenlédngen.

Tabelle 9: Klassifikation von EHs durch Loop-Lange und Substratspezifitit

EH Superfamilie Organismen Cluster NC-Loop Cap-Loop Substrate
cytosolisch Pflanzen/ I kurz-medium lang epoxidierte Fettsdauren
Sdugetiere
Bakterien I kurz-medium lang epoxidierte Fettsduren P
Bakterien I kurz kurz kleine Substrate °
mikrosomal Insekten I lang—sehr lang kurz polyzyklische
aromatische

Kohlenwasserstoffe ©

Saugetiere I lang—sehr lang medium polyzyklische
aromatische

Kohlenwasserstoffe °

Pilze/Hefen 111 lang—sehr lang kurz polyzyklische
aromatische

Kohlenwasserstoffe °

Bakterien I lang kurz polyzyklische
aromatische

Kohlenwasserstoffe ?

¢: biochemisch charakterisiert

P: putativ (Vorhersage durch Loop-Léinge)
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5.1.3 Funktionalitit

Obwohl EH Aktivitit gegen epoxidierte Fettsduren und polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe essentiell ist fiir einen Organismus, enthalten nur Sdugetiergenome
cytosolische und mikrosomale EHs. Im Vergleich dazu kodieren die Genome von
Pilze/Hefen, Insekten und Pflanzen nur jeweils fiir eine der beiden EH Superfamilien. Obwohl
Pflanzen ein breites Spektrum an epoxidierten Steroiden und Diterpenoiden (1) enthalten,
fehlen mikrosomale EHs. In Pflanzen wie z.B. Arabidopsis thaliana und Zea mays wurde
jedoch das Enzym Glutathion S-Transferase (GST) gefunden (82), welche ebenfalls
Epoxidringe 6ffnen kénnen. Dies konnte ein pflanzen-spezifischer Abbauweg fiir epoxidierte
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe sein. In dhnlicher Weise kodieren Pilze/Hefen
ausschlieBlich fiir mikrosomale EHs. Die Aktivitdt der fehlenden cytosolischen EHs wird
moglicherweise durch andere Enzyme iibernommen: Saccharomyces cerevisiae z.B. hat die
Fahigkeit die epoxidierte Fettsdure Leukotrien mit Hilfe einer Leukotrien A(4) Hydrolase
umzusetzen (81). Leukotrien A(4) Hydrolasen haben keine Sequenzédhnlichkeit zu EHs und
gehoren zur Familie der Zink-Metalloproteasen, sie zeigen EH und Protease Aktivitét (56).
Interessanterweise enthalten die Genome einiger Bakterien Klassen (Mycobacterium) oder
Spezies (Caulobacter crescentus, Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti) EHs beider
Superfamilien. Die weite Verbreitung bakterieller EH Sequenzen reflektiert das breite
Substratspektrum, welchem Bakterien ausgesetzt sind (90). Im Allgemeinen zeigen Bakterien
eine hohe Diversitit, ausgelost durch die biologischen Habitate, die durch diese Organismen

bewohnt werden (21).

5.1.4 Homologiemodellierung

Mit paarweisem Sequenzvergleich, ist Homologiemodellierung begrenzt auf hohe
Sequenzdhnlichkeiten zwischen Target- und Template-Protein (11). Daher konnte nur ein
kleiner Prozentsatz von 14% der diversen Proteinfamilie der EH-Strukturen vorhergesagt
werden. Durch Nutzung der Ergebnisse der systematischen Analyse kann dieser Wert auf
78% der 93 EHs gesteigert werden. Unter der Annahme, dass EHs mit dhnlichen Loop-
Langen eine dhnliche Struktur aufweisen, wurde die Loop-bezogene Einteilung in die drei
Cluster und das Multisequenz-Alignment der 93 EHs zur Erstellung von Homologiemodellen
von fiinf repriasentativen EHs aus Cluster I-III genutzt: Glycine max EH, Mycobacterium
tuberculosis EH, Corynebacterium sp. EH, Mesorhizobium loti EH and Streptomyces

coelicolor EH. Die Anzahl der vorhersagbaren Strukturen variiert flir die drei Cluster:
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Wiéhrend 94% aller Cluster I EHs und 100% aller Cluster II EHs vorhersagbar sind, konnen
nur 19% der mikrosomalen Cluster III EHs komplett modelliert werden. Infolge ihrer
medizinischen Relevanz sind mikrosomale Sadugetier EHs gut untersuchte Enzyme (48),
welche sehr lange NC-Loops enthalten. Eine Kristallstruktur eines solchen Enzyms wiirde
dringend benétigt, um auch Strukturen mit sehr langen NC-Loops modellieren zu konnen.
Zusammenfassend konnen zur Zeit die Strukturen aller o/ Hydrolase Doménen, 78% der
NC- und 89% der Cap-Loops der 93 EH Sequenzen durch Homologiemodellierung
vorhergesagt werden.

Obwohl EHs nur eine geringe Sequenzédhnlichkeit aufweisen, ist ihre Struktur hoch
konserviert. Daher ist Strukturvorhersage moglich, trotz der Tatsache, dass die
Sequenzdhnlichkeiten  oftmals  unterhalb  des  Grenzwertes  fiir  verléssliche
Homologiemodellierungen von 30% liegen. Zusitzlich scheint die Substratspezifitdt durch die
Liange von zwei variablen Loops dominiert zu werden. Die hier vorgestellte systematische
Analyse zeigt die modulare Architektur von EHs auf, welche den Weg zu einem tieferen
Verstindnis der Struktur und Funktion von EHs und auch anderer homologer o/ Hydrolasen

ebnet.

5.2 Familienspezifische degenerierte Primer

5.2.1 Screening nach unbekannten EHs

Die Anzahl neuer Biokatalysatoren fiir den Einsatz in der chemischen Industrie ist in den
letzten Jahren stark angestiegen. Heute ist es moglich, Enzyme mit bestimmten
Substratspektren und -Selektivititen so zu verdndern, dass sie ausreichend stabil fiir die
organische Synthese werden (35). Um den Bedarf an neuen Enzymen decken zu konnen,
wurde eine groe Anzahl an Screening Methoden entwickelt. Fiir ein solches Screening
werden  Enzymgquellen  bendtigt:  kommerziell — erhéltliche  Enzymbibliotheken,
Stammsammlungen, Genbanken aus kultivierbaren oder nicht kultivierbaren Organismen.
Jede dieser Quellen hat ihre Vor- und Nachteile. Die kommerziell erhéltlichen
Enzymbibliotheken (z.B. Sigma, Roche Molecular Biochemicals) haben den Vorteil, Enzyme
in groer Menge und gleich bleibender Qualitdt liefern zu konnen. Der Nachteil ist ein
begrenztes Angebot an verschiedenen Enzymen und es besteht normalerweise keine
Moglichkeit fiir Mutationsexperimente. Stammsammlungen (z.B. ATCC, DSMZ) sind, da sie

komplette Organismen anbieten, eine Quelle fiir neue unentdeckte Katalysatoren, ein Nachteil
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ist die Limitierung auf den jeweiligen Organismus. Genbanken haben die Vorteile Quellen fiir
neue unentdeckte Katalysatoren sein zu konnen, Expression von Enzymen die im Original-
Wirt nicht exprimiert werden, zu bieten, Fermentationen sind mdglich und die Einfiihrung
von Mutationen ist einfach. Nachteile sind die notwendige ,,Wartung® dieser Bibliotheken,
und die Gefahr, dass viele Proteine im verwendeten Wirtsorganismus nicht exprimiert
werden. Um Enzymgquellen auf Aktivitit screenen zu konnen werden Screeningsysteme
benotigt. Im Fall der Epoxidhydrolasen ist entweder die Detektion des entstehenden Diols
oder des Epoxids sehr aufwendig (38, 150) oder ungenau (149) oder das Substrat unbekannt.
Daher wurde das Screening nach unbekannten EHs auf DNA-Ebene durchgefiihrt. Mit Hilfe
der in der systematischen Analyse durchgefiihrten phylogentischen Analyse ermittelten
homologen Familien, wurden mit dem Programm CODEHOP (120) degenerierte Primer fiir

das Screening entwickelt und erfolgreich eingesetzt.

5.2.1.1 CODEHOP-Primer

Die meisten Anwendungen der PCR (93) nutzen Primer, die exakt mit einer bekannten
Target-Sequenz {ibereinstimmen. In einigen Situationen jedoch, werden Primer fiir die
Amplifikation unbekannter Gene benétigt, z.B. bei der Amplifikation von Genen, die fiir
Proteine aus bekannten Proteinfamilien kodieren (36, 119). In solchen Fillen basiert das
Primer Design in der Regel auf reverser Translation konservierter Bereiche iiberlagerter
Sequenzen. Aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes kann diese Art des Primer
Designs Schwierigkeiten bereiten. Die degenerierten Positionen eines Primers erschweren die
Bestimmung geeigneter Annealing Temperaturen und Primerldngen. Der Degenerierungsgrad
limitiert die Amplifkation fremder Gene, da leicht Fehlamplifikationen aufgrund zu geringer
Ubereinstimmung zwischen Primer und Target-Sequenz auftreten kdnnen.

Zwei Strategien fiir das Amplifizieren unbekannter Gene werden verbreitet angewendet:
Synthese eines Pools an degenerierten Primern, mit den oben beschrieben Problemen und die
Erstellung von Consensus-Primern, welche zwar nicht degeneriert sind, aber ebenfalls
Unterschiede zur zu amplifizierenden Sequenz aufweisen, und somit ebenfalls zu
Fehlalignments fiihren konnen.

CODEHOP (COsensus DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers) (120) sind Hybrid-
Primer, die sich aus einem 3’ degenerierten Core und einer 5’ nicht-degnerierten Consensus
Clamp zusammensetzen. Reduktion der Linge des degenerierten Cores auf ein Minimum,

verringert die Anzahl degenerierter Primer im Primer-Pool. Die Hybridisierung des
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degenerierten Cores mit der Target-Sequenz wird durch die nicht-degenerierte Consensus
Clamp stabilisiert. Dies erlaubt hohere Annealing Temperaturen ohne eine gréfere Anzahl

degenerierter Primer.

5.2.1.2 Amplifikation der CODEHOP-Fragmente

In dieser Arbeit wurden CODEHOP-Primer verwendet, um die EH zu identifizieren, die fiir
die bekannte EH Aktivitit von Streptomyces antibioticus Ti4 gegen Styroloxid
verantwortlich ist (150). Es wurden CODEHOP-Primer fiir die Gruppe mit eukaryotischen
EHs verwandten bakteriellen EHs, entwickelt. Mit diesen Primern war es moglich 771 bp mit
einer signifikanten Homologie zu EHs zu amplifizieren. Die Translation ergab eine 284 AS
lange Sequenz, in der alle katalytisch relevanten AS vorhanden waren (Abbildung 22). Mit
demselben Primersatz konnten zusitzlich aus genomischer DNA von Rhodoccocous ruber
703 bp mit signifikanter Homologie zu EHs amplifiziert werden. Die Translation ergab eine

215 AS lange Sequenz, die ebenfalls katalytisch relevante AS enthielt (Abbildung 28).

5.2.1.3 Vervollstindigen der Sequenz Streptomyces antibioticus Tii4 EH

Die Sequenz der Streptomyces antibioticus EH wurde N- und C-Terminal vervollstindigt.
Durch Reinigung und N-terminale Ansequenzierung (durchgefiihrt im Labor von Herrn Dr.
Friedrich, BASF AG) konnte der N-Terminus der EH bestimmt werden. Dieser wurde {iber
PCR and das CODEHOP-Fragment angefiigt. Da die Streptomyces antibioticus EH grof3e
Ahnlichkeit mit einer EH aus Streptomyces avermitilis zeigte (Abbildung 25) wurde der C-
Terminus dieses Enzyms mittels PCR and das Konstrukt aus CODEHOP-Fragment und N-
Terminus angefiigt.

Auf eine Expression der Streptomyces antibioticus EH wurde aus zeitlichen Griinden

verzichtet.

5.3 Datenbanken

Im April 2003 wurde die Sequenzierung des Humanen Genoms vollendet (28). Die freie und
umfassende Verfiigbarkeit einer grofen Vielfalt an Daten ist eine fruchtbare Grundlage fiir
Biologen aller Disziplinen (14). Die groBten offentlichen Datenbanken enthalten eine
gewaltige Menge an Daten. Zur Zeit beinhaltet die GenBank (16) > 17 Milliarden

Nukleotidbasen, welche > 14 Millionen Sequenzen in 100 000 Spezies vertreten. Die
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Moglichkeiten, die ein solch groBer Satz an Daten bietet sind iiberwéltigend. Der Zuwachs an
neuen Daten wird weiterhin zunehmen, allein die GenBank verdoppelt ihre Zuwachsraten
innerhalb von 14 Monaten. Ebenso wichtig sind spezialisierte Datenbanken, die einen
einfacheren Zugang zu einer Teilmenge der Daten gewéhren (14). Spezialisierte Datenbanken
sind von enormem Wert flir die Forschung, da sie die groe Datenmenge reduzieren und die
Einbeziehung andere Arten von Daten erlauben. Diese Datenbanken bieten hdufig nicht nur
sequenzbasierte Informationen, sondern auch z.B. Daten {ber Genexpressionen,
makromolekulare Wechselwirkungen oder Informationen iiber biologische Stoffwechselwege.
Einer der wichtigsten Punkte ist aber, dass diese kleineren Datenbanken von Spezialisten
unterhalten werden und die Daten hiufig experimentell verifiziert sind, was bedeutet, dass sie

den neuesten Stand der Forschung auf dem jeweiligen Gebiet darstellen.

5.3.1 Die EH/HD Datenbank

Die EH/HD Datenbank (http://led.uni-stuttgart.de) wurde, wie die Lipase Engineering

Database (LED) (45) vor ihr, entwickelt, um Daten fiir die systematische Analyse von
Sequenz-, Struktur- und Funktionsbeziechungen der enthaltenen Proteinfamilien
bereitzustellen. Die EH/HD Datenbanken basiert auf einem erweiterbaren Modell einer
relationalen Datenbank, welche Sequenz-, Protein- und Strukturinformationen aus den
offentlichen Datenbanken GenBank (16) und PDB (17) extrahiert. Die EH/HD Datenbank
enthélt auf Proteinebene 397 Sequenz-, 305 Proteineintrdge und 51 Strukturdatensitze fiir 19
dieser Proteine, welche hierarchisch in Superfamilie, homologe Familie, Protein- und
Sequenzeintrag geordnet sind. Die EH/HD Datenbank enthdlt neben Asp-Hydrolasen wie
EHs, HDs und Haloacid Dehalogenasen auch Ser-Hydrolasen wie Non-heme Peroxidasen, 2-
hydroxymuconic semialdehyd Hydrolasen, 2-hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2,4-dienoic acid
Hydrolasen, Prolyl-Aminopeptidasen, Esterasen und Luciferasen, welche in 2 Superfamilien
und 14 homologe Familien eingeteilt wurden. Fiir die systematische Analyse werden
annotierte Sequenz-Alignments und phylogenetische Analysen fiir jede homologe Familie
und Superfamilie bereitgestellt. Fiir strukturelle Vergleiche wurden alle experimentell
bestimmten Strukturen iiberlagert. Zusdtzlich wurden die Homologiemodelle der fiinf EHs
aus Glycine max, Mycobacterium tuberculosis, Corynebacterium sp., Mesorhizobium loti und
Streptomyces coelicolor in die Datenbank aufgenommen.

Die EH/HD Datenbank wurde durch Dang Sy Hai um eine integrierte DNA-Datenbank
erweitert (32). Diese Datenbank enthidlt zu jedem Proteineintrag der EH/HD Datenbank die
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zugehorige kodierende DNS-Sequenz. Aulerdem werden annotierte DNA-Alignments jeder
homologen Familie und Informationen iiber Codon-Usage und eventuell enthaltene ,,Rare

Codons* bereitgestellt.

5.3.2 Reduktiver Fold und Anker-Prinzip

Dass der a/p Hydrolase Fold Variationen zuldsst ist bekannt (59). In den frithen 1990er Jahre
wurde bei fiinf Proteinen das gleiche Faltungsmuster festgestellt: der a/pf Hydrolase Fold
(101). Die Sequenzen waren scheinbar nicht verwandt, die Proteine setzten unterschiedliche
Substrate um und es wurde nicht einmal das gleiche Nukleophil benutzt. Die bisher
aufgelosten Strukturen zeigen, dass der o/f Hydrolase Fold wohl eines der variabelsten
Proteinfaltungsmuster ist. Dieser Fold toleriert sogar grof3e Insertionen, so dass die GroBe
einer Domidne zwischen 197 AS fiir die Fusarium solani Cutinase bis hin zu 582 AS fiir die
Acetylcholinesterase aus Mus musculus betragen kann. Das Verstindnis dieser Plastizitét ist
fiir Protein Design sowie Proteinklassifizierungen auf Sequenzebene unerlésslich (59).

Der kanonische o/f3 Hydrolase Fold wird beschrieben als eine aus acht Strands bestehende,
meist parallele o/ Struktur (101). Diese Beschreibung wurde von mehreren Datenbanken
iibernommen wie z.B. SCOP (94), CATH (102) und die o/f Hydrolase Fold Datenbank
ESTHER (29). Insertionen, Cap, Lid oder Flap genannt, definieren Form und Erreichbarkeit
der Bindungstasche und treten an unterschiedlichen Positionen im Fold auf (62). Insertionen
konnen nach einem oder mehreren Strands auftreten, meist sind die Strands 3, 34, f6 und 7
betroffen (59). Substratbinde-Doménen sind meist aus mehreren Insertionen aufgebaut und
bilden ein Cap oberhalb des aktiven Zentrums, sie kdnnen aber auch durch groB3e individuelle
Domaénen, wie die C-terminale Doméne pankreatischer Lipasen, gebildet werden.

Analysen von 19 Strukturen verschiedener homologer Familien der LED und EH/HD
Datenbank betitigen diese Aussagen (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Variationen in o/f Hydrolase Fold und Anker-Prinzip der Strukturen von LED und EH/HD

Datenbank.
Homologe Familie/Enzymfamilie o/ Hydrolase Anzahl f3- Anzahl o- Anker-Typ
Fold Strands Helices
GX-Typ
Haloalkan Dehalogenasen komplett 8 6 hydrophil. A.
Epoxidhydrolasen komplett 8 6 hydrophob. T.
2-Hydroxy-6-ox0-7-methylocta-2,4- komplett 8 hydrophil. A.
dienoate Hydrolasen
Prolyl-Aminopeptidasen komplett 8 6 -
Non-heme Haloperoxidasen komplett 8 6 hydrophob. T.
Burkholderia Lipasen nicht komplett 6 5 hydrophob. A.
Bacillus subtilis Lipasen nicht komplett 6 6 hydrophob. A.
Candida antarctica Lipasen nicht komplett 7 5 hydrophil. A.
Fusarium Cutinasen nicht komplett 5 5 hydrophil. A.
Gastrische Lipasen komplett 8 6 hydrophob. A.
Pankreatische Lipasen nicht komplett 8 4 hydrophob. A.
Rhizomucor miehei Lipasen nicht komplett 5 3 hydrophil. A.
Moraxella Lipasen nicht komplett 8 5 hydrophob. A.
GGGX-Typ

Acetylcholinesterasen komplett 8 6

Bacillus Esterasen komplett 8 6

,Mammalian bile salt activated” Lipasen komplett 8 6

Saugetier Carboxylesterasen komplett 8 6

Candida rugosa Lipasen komplett 8 6

Hormon sensitive Lipasen komplett 8 6

Weiterhin wurde die Stabilisierung des Oxyanionholes (Anker-Konzept (111)) der
Hydrolasen des GX-Typs (111) beider Datenbanken untersucht (Tabelle 10). Das HGX-Motiv
der GX-Hydrolasen ist eine Loop-Region, die einen Teil des Oxyanionholes trigt. Die
Position der Backbone Amide der Oxyanionhole AS muss absolut fixiert sein, um die
Funktion des Oxyanionholes wéhrend der Reaktion zu gewéhrleisten. Die Position auf einer
flexiblen Loop-Region erzwingt eine zusitzliche Stabilisierung dieser AS. Dies wird
bewerkstelligt durch Wechselwirkungen der Seitenkette dieser AS mit der Seitenkette einer
stabilisierenden (verankernden) AS, dem Anker. Gestlitzt wird diese Idee durch
Mutationsexperimente durchgefiihrt mit der Pseudomonas cepacia Lipase. In diesem Fall
filhrte ein Austausch der Seitenkette der Oxyanionhole AS von hydrophob nach hydrophil

ohne Anderung des Ankers zu einem Verlust der Aktivitdt (111), nach einer zusitzlichen
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Mutation, die dem Anker einen ebenfalls hydrophilen Charakter verlieh, konnte wieder
Aktivitdit nachgewiesen werden (44). Mogliche Anker-Typen sind: hydrophiler Anker
(hydrophil. A.), hydrophober Anker (hydrophob. A.) und hydrophobe Tasche (hydrophob.
T.). Untersuchungen an 13 Strukturen unterschiedlicher homologer Familien aus LED und
EH/HD Datenbank (Tabelle 10), zeigen, dass nicht nur die strukturell diversen Proteine der
LED unterschiedliche Anker-Typen aufweisen, sondern auch die strukturell sehr dhnlichen
Proteine der EH/HD Datenbank. Aus der systematischen Analyse konnten keine Hinweise auf

eine strukturell bedingte Praferenz fiir einen bestimmten Anker-Typ ermittelt werden.

5.3.3 Das GXGXS-Motiv

Fiir die Rolle des hoch konservierten GXGXS-Motivs wurden mehrere Vorschldge gemacht.
Als Funktion wurde eine Stabilisierung des Oxyanionholes durch die erste, meist aromatische,
variable AS des GXGXS-Motivs vorgeschlagen (116). Die HD aus Xanthobacter autrophicus
z.B. enthilt an dieser Position ein Phe. Der aromatische Ring des Phe (GFGXS) ist in einer
»T-Anordnung®“ (Abbildung 34) auf den Imidazolring des His (HGX) ausgerichtet, bei
welchem der positiv geladene His-Ring aufrecht auf der leicht negativ geladenen Oberflache
des Phe steht (116). Zwar wurden keine Wasserstoffbindungen oder Salzbriicken entdeckt,
eine His-Phe Wechselwirkung kann jedoch einen erheblichen stabilisierenden Effekt haben
(9, 85). Des weiteren spielt das GXGXS-Motiv bei der Bildung der hydrophoben Tasche des
Ankers eine Rolle (Abbildung 34). Diese Wechselwirkungen lassen sich jedoch nicht bei
allen untersuchten Strukturen der EH/HD-Datenbank nachweisen und erkldren daher nicht die
hohe Konservierung des GXGXS-Motivs. Alle Hydrolasen des GX-Typs enthalten ein
konserviertes HGX-Motiv (111) im Oxyanionhole, aber nur die Mitglieder der EH/HD
Datenbank weisen das GXGXS-Motiv auf. Daher wird eine andere Funktion des GXGXS-
Motivs vorgeschlagen: in Hydrolasen, welche die B-Strands f1 und B2 und eine den EHs
dhnliche Cap-Doméne enthalten, stabilisiert das GXGXS-Motiv die Position von 1 und 32

und stellt die Verbindung zwischen der o/ Hydrolase Domédne und der Cap-Doméne dar.
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Abbildung 34

Darstellung der Wechselwirkungen zwischen HGX-Motiv (blau) und GXGXS-Motiv (griin) der Agrobacterium
radiobacter EH. Die T-Anordnung des His-Imidazolrings (H) des HGX-Motivs und des aromatischen Ringes
des Phe (F) des GXGXS-Motivs wurde durch einen Doppelpfeil markiert, der Abstand zwischen Phe (F) und
Trp (W) des HGX-Motivs wurde durch unterbrochene Linien veranschaulicht.
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6 Zusammenfassung

Epoxidhydrolasen (EHs) besitzen héufig die Fahigkeit industriell wichtige Epoxide
enantioselektiv umzusetzen. Viele enantiomerenreine Epoxide und vicinale Diole sind
Ausgangsstoffe fiir die pharmazeutische und agrochemische Industrie (51).

Ziel dieser Arbeit war es durch eine systematische Analyse verfiigbarer EH Sequenzen und
Strukturen Ubereinstimmungen und Unterschiede dieser sehr diversen Enzymfamilie zu
ermitteln.

Uber Stichwort- und BLAST-Suche wurden 93 unterschiedliche EH Sequenzen ermittelt.
Eine phylogenetische Untersuchung dieser Sequenzen zeigte die deutliche Trennung der
beiden Superfamilien in cytosolische (cEHs) und mikrosomale (mEHs) EHs und die
Aufteilung in separate homologe Familien innerhalb jeder Superfamilie. Bakterielle EHs
zeigen im Gegensatz zu eukaryotischen EHs eine grofle Variabilitdt und bilden kaum deutlich
voneinander abgegrenzte homologe Familien. EHs gehoren zur Familie der o/ Hydrolasen.
Untersuchungen der drei bekannten EH Strukturen aus Agrobacterium radiobacter, Mus
musculus und Aspergillus niger fiihrten zur Einteilung der modularen Strukturen in N-
terminale Doméne, N-terminale katalytische Domine, NC-Loop, Cap-Domine, Cap-Loop
und C-terminale katalytische Doméne. Trotz grofer Unterschiede in der duBleren Form der
drei Strukturen, verursacht durch die variable N-terminale Doméne, weisen EHs eine hoch
konservierte Struktur im Bereich des o/ Hydrolase Folds auf. Unterbrochen wird diese hohe
Konservierung nur durch zwei variable Loops: NC- (verbindet N-terminale katalytische
Doméne und Cap-Doméne) und Cap-Loop (befindet sich innerhalb der Cap-Doméne). Die
bakterielle EH aus Agrobacterium radiobacter enthélt kurze Loops (NC-Loop: 19 AS, Cap-
Loop. 9 AS), die EH aus Mus musculus enthilt einen NC-Loop mittlerer Lange (23 AS) und
einen langen Cap-Loop (35 AS) und die mikrosomale EH aus Aspergillus niger enthélt einen
langen NC-Loop (35 AS) und einen kurzen Cap-Loop (8 AS). Die Loop-Léangen aller EHs
wurden aus dem Multisequenz-Alignment der 93 EHs bestimmt und in einem Diagramm
gegen einander aufgetragen. Hierbei bildeten sich drei nach Superfamilien und
Organismengruppen geordnete Cluster: Cluster I (cEHs aus Séugetieren, Pflanzen und zu
eukaryotischen EHs verwandte bakterielle cEHs) enthilt die strukturbekannte EH aus Mus
musculus, Cluster Il (cEHs aus Bakterien) enthélt die strukturbekannte EH aus Agrobacterium
radiobacter und Cluster III (mEHs) enthélt die strukturbekannte EH aus Aspergillus niger.
EHs besitzen zwar eine hoch konservierte Struktur, zeigen aber nur geringe Sequenz

Identititen, welches die Erstellung verldsslicher Homologiemodelle erschwert oder
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unmoglich macht. Mit der Annahme, dass EHs mit dhnlichen Loop-Lingen eine &hnliche
Struktur aufweisen, wurde die Loop-bezogene Einteilung in die drei Cluster und das
Multisequenz-Alignment der 93 EHs zur Erstellung von Homologiemodellen von fiinf
repriasentativen EHs aus Cluster I-III genutzt. Mit dem {iblichen Verfahren, dem paarweisen
Alignment zwischen Target- und Template-Sequenz, konnten, aufgrund der geringen
Sequenzédhnlichkeit maximal 14% aller EH Strukturen vorhergesagt werden, Loop-bezogen
lieBe sich dieser Wert auf 78% aller EHs steigern.

Des weiteren ldsst sich die Loop-bezogene Einteilung in Cluster zur Vorhersage der
Substratspezifitdt nutzen. Betrachtet man die Substratspektren der einzelnen EHs, fillt auf,
dass EHs mit langem Cap-Loop (cyt. und mik. Sdugetier und Pflanzen EHs) die Féhigkeit
haben epoxidierte Fettsduren umzusetzen (22, 48, 52), wihrend EHs mit langen NC-Loops
(mik. Sdugetier, Insekten EHs und EHs aus Pilzen/Hefen) epoxidierte polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe als Substrate akzeptieren (19, 34, 48). Fiir EHs mit kurzen
Cap-Loops wird der Umsatz von Fettsduren nicht beschrieben. Der lange Cap-Loop bildet
einen hydrophoben Tunnel von der Proteinoberflache bis zum Nukleophil der katalytischen
Triade, der bei EHs mit kurzem Cap-Loop nicht erkennbar ist. Dieser hydrophobe Tunnel
fiihrt zur Bildung einer L-formigen Bindungstasche (8) und dhnelt der Fettsdure-Bindestelle
in Lipasen (112) und wiirde der hydrophoben Alkankette einer Fettsdure Platz bieten. EHs mit
kurzem Cap-Loop und ohne hydrophoben Tunnel und L-férmiger Bindungstasche, diirften
also nicht die Féhigkeit haben epoxidierte Fettsduren umzusetzen, wohingegen die
bakteriellen EHs aus Cluster I, die eine Verwandtschaft zu eukaryotischen EHs zeigen und
lange Cap-Loops besitzen, Aktivitit zeigen sollten.

Die aus der phylogentischen Analyse erhalten Einteilung in homologe Familien wurde zur
Entwicklung familienspezifischer Primer verwendet, welche an zwei bakteriellen Organismen
getestet wurden. Streptomyces antibioticus Ti4 zeigt eine EH-Aktivitdt gegen Styroloxid
(150). Ein bereits aus dieser Spezies amplifiziertes 236 bp Fragment siedelte sich im
phylogenetischen Baum bei den zu eukaryotischen EHs verwandten bakteriellen EHs des
Clusters I an. Mit den fiir diese Gruppe entwickelten Primern konnte ein 771 bp Fragment mit
signifikanter Homologie zu EHs amplifiziert werden. Nach Reinigung, N-terminaler
Ansequenzierung und Trypsin-Verdau durch die BASF AG, Ludwigshafen, konnte das
Fragment N-terminal komplementiert werden. Der C-Terminus wurde mittels PCR nach
Vorlage der EH aus Streptomyces avermitilis aufgebaut. Als zweites Bsp. wurden aus
genomischer DNA der Spezies Rhodococcus ruber (LU760), die wie die Gattung

Streptomyces zur Ordnung der Actinomycetales gehort, unter Verwendung des selben



Zusammenfassung 100

Primersatzes ein 700 bp-Fragment amplifiziert, welches ebenfalls als Fragment einer

putativen EH identifiziert werden konnte.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Erstellung und Auswertung einer
familienspezifischen Datenbank. Die Epoxidhydrolase / Haloalkan Dehalogenase Datenbank
(EH/HD) stellt eine Erweiterung des 93 EH Alignments unter Einbeziehung weiterer
Enzymfamilien und Strukturinformationen dar. Fiir die Erstellung der EH/HD Datenbank
wurde das automatische Datenextraktionssystem der Lipase Engineering Database (LED)
benutzt (45). Ein Satz reprédsentativer Sequenzen, resultierend aus den 93 EHs der
systematischen Analyse und 18 durch Stichwortsuche ermittelten HDs, wurde zur Erstellung
der Datenbank genutzt. Die gesammelten Daten wurden durch das Datenbanksystem DWARF
(46) hierarchisch in Proteineintrag, homologe Familie und Superfamilie geordnet. Die
Datenbank enthélt 397 Sequenzeintrage, 305 Proteineintréige und fiir 19 dieser Proteineintrige
51 Strukturdatensétze. Neben EHs und HDs beinhaltet die Datenbank weitere Enzymfamilien
wie z.B. Non-heme Peroxidasen, 2-hydroxymuconic semialdehyd Hydrolasen, 2-hydroxy-6-
oxo-6-phenylhexa-2,4-dienoic acid Hydrolasen, Prolyl-Aminopeptidasen, Esterasen und
Luciferasen, welche zu 14 homologen Familien und zwei Superfamilien zusammengefasst
wurden.

Um die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der grofen Anzahl an verschiedenen o/f
Hydrolasen aus LED und EH/HD Datenbank zu untersuchen, wurde eine Analyse der
verfligbaren Strukturdaten durchgefiihrt. Wéhrend die Strukturen der EH/HD Datenbank
einen kanonischen, also vollstindigen o/ Hydrolase Fold aufwiesen, wiesen die Strukturen
der Hydrolasen der LED héufig Reduzierungen auf. Diese beschrinkten sich jedoch auf die -
Strands B1 und B2, sowie die a-Helices a4 und a5, welche keine katalytisch wichtigen AS
tragen. Trotz massiver struktureller Unterschiede ist die katalytische Maschine strukturell in
allen o/f Hydrolasen erhalten.

Fiir Lipasen wurde ein sog. Anker-Konzept (111) entwickelt, welches auch bei den Strukturen
der EH/HD Datenbank greift. Trotz der hohen Konservierung der Strukturen der EH/HD
Datenbank wurde die Stabilisierung des Oxyanionholes unterschiedlich realisiert, sie erfolgt
entweder liber eine hydrophobe Tasche oder einen hydrophilen Anker. Im Fall der Prolyl-
Aminopeptidasen konnte keiner der bekannten Anker-Typen nachgewiesen werden.

Das GXGXS-Motiv (92) ist hoch konserviert und bildet einen strukturell ebenfalls hoch
konservierten Loop aus. Das GXGXS-Motiv tritt nur in Strukturen der EH/HD Datenbank auf

und befindet sich zwischen den ersten beiden B-Strands des o/f Hydrolase Folds und den
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Cap-Helices a4 und a5, die drei Strukturteile sind durch Wasserstoffbriicken miteinander
verbunden. Die Positionen, der die Wasserstoftbriicken ausbildenden AS, sind auf 2 und
dem GXGXS-Motiv absolut konserviert. Die Wasserstoffbriickenbindungen zur Cap-Domine
sind flexibler, befinden sich aber alle in der Loop-Region zwischen Cap-Helix a4 und a5.
Das GXGXS-Motiv stabilisiert die Position der Strands 31 und 2 und wirkt wie ein Schloss,
das Cap-Doméne und N-terminale katalytische Doméne verbindet.

Durch systematische Analyse von Sequenzen und Strukturen dieser grofen und diversen
Proteinfamilie, wurden strukturell und funktionell relevante Motive und die modulare
Architektur analysiert. Diese Untersuchungen lieferten einen tiefen Einblick in die Sequenz-
Struktur-Funktions Beziehungen der o/f Hydrolasen. Das Verstindnis der modularen
Struktur erlaubt zuverldssige Vorhersagen der biochemischen Eigenschaften fiir ,,functional

genomics® und ,,protein engineering®.
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7 Material und Methoden

7.1 Theoretische Arbeiten

7.1.1 Software und Hardware

7.1.1.1 Software

Tabelle 11: Verwendete Software

Einsatzgebiet Software
Homologiesuche BLAST (3)
Sequenzvergleich ClustalX (136)

Visualisierung/Bearbeitung von Strukturdaten

Spdb-Viewer (54)
Insightll, Accelrys

Sekundérstrukturvorhersage DSSP (66)
Homologiemodellierung Swiss-Model Server (54)
Molekulardynamische Simulation Amber6 (106)

Titra (89)
Phylogenetische Analyse Tree-Puzzle (126)
Visualisierung phylogenetischer Baume Phylodendron

Tree-View (105)
Erstellung degenerierter Primer CODEHOP (120)
Erstellung Datenbank DWAREF (46)

7.1.1.2 Datenbanken

Tabelle 12: Tabelle der verwendeten Datenbanken

Thema Datenbank

Proteine/Nukleotide =~ Swiss-Prot (24)

Genbank (16)

PIR (148)

EMBL (131)

TrEMBL (24)

DDBJ (135)

Strukturen PDB (17)

Literatur NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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7.1.1.3 Hardware

Tabelle 13: verwendete Hardware

Komponenten Hardware

Beowulf-Cluster, BioCortex (Linux)

Prozessoren 128x Athlon 1800+ Dualprozessoren (AMD)
Verbindung zwischen den Rechnern High Speed Myrinet Interconnect
Verbindung zum Server 1 Gbit-Netzwerk

Speicher-Kapazitit 1TB

SGI, Octane2 (Irix 6.5)

Prozessor R12000

Arbeitsspeicher 256 MB

7.1.2 Bioinformatische Methoden

7.1.2.1 Sequenz-Alignments

Alignments sind die Grundlage aller Sequenzanalysen. Das einfachste Alignment, das
paarweise Alignment, besteht aus zwei Sequenzen, die aufgrund der Position ihrer Nukleotide
bzw. AS aneinander ausgerichtet werden. Ziel ist es dabei, mdglichst viele identische
Positionen nebeneinander in den zu vergleichenden Sequenzen zu finden. Die Bewertung
dieses Vergleichs erfolgt mit Hilfe einer Substitutionsmatrix.

Das Multisequenz-Alignment, also das gleichzeitige analysieren mehrerer Sequenzen, liefert
im Vergleich zum paarweisen Sequenz-Alignment genauere Informationen zur AS Verteilung
an einzelnen Positionen. Alle Multisequenz-Alignments wurden mit ClustalX unter
Verwendung der Voreinstellungen durchgefiihrt.

Bei der Berechnung und der Darstellung eines Alignments gibt es zwei Parameter, die
bestimmt werden miissen: die Identitét und die Ahnlichkeit. Die Ahnlichkeit wird anhand der

verwendeten Substitutionsmatrix angegeben.

7.1.2.1.1 Globale Alignments

In den frithen 70er Jahren entwickelten Saul Needleman und Christian Wunsch einen
effizienten Algorithmus zur Generierung eines global optimalen Alignments (97). Sie
konstruierten zunéchst eine Matrix der zwei zu vergleichenden Sequenzen. Jedes Alignment
lasst sich als Pfad durch diese Matrix beschreiben, deren Zellen die Paare des Alignments

beschreiben. Daher werden solche dynamischen Programmierungsalgorithmen auch als Pfad-
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Matrix-Methoden bezeichnet. Der Pfad fiir ein globales Alignment, einem Vergleich iiber die
gesamte Linge der Sequenzen, beginnt an einem Rand der Matrix und endet am diagonal
gegeniiberliegenden Rand. Fiir jede Zelle werden drei Werte berechnet, der sog. Score fiir den
Vergleich der beiden AS und die Scores fiir den Fall eines Gaps in der einen bzw. anderen
Sequenz an dieser Position. Der beste dieser drei Scores wird als Wert in die Zelle eingesetzt.
Die Information, auf welche Weise dieser Wert ermittelt wurde, geht in das sog.
»Backtracing ein, hierbei wird der mogliche Riick-Pfad durch die Matrix und somit das
endgiiltige, optimale Alignment festgelegt.

Bei drei oder mehr Sequenzen wiirden Rechenzeit und Speicherbelastung exponentiell
ansteigen. Als Bsp.: Ein MSA aus n Proteinen der Ldnge 100 AS, wiirde zu 100"
Sequenzvergleichen fiihren. Zur Reduktion des Rechenaufwands wurden sog. progressive
Alignment-Methoden entwickelt. Progressive Alignment-Methoden arbeiten mit einer
Abfolge von paarweisen Alignments, indem zwei ausgewihlte Sequenzen verglichen werden
und anschlieBend nach und nach die restlichen Sequenzen diesem Alignment zugefligt
werden. Progressive Alignment Methoden sind heuristisch (Griechisch: Heureka!-Ich habe es
gefunden), sie gehoren zu den sog. ,greedy algorithms® (Englisch: greedy-habgierig,
gefriBig), welche ein Problem in Fragmente zerlegen und dann fiir jedes Fragment nach der
besten Losung suchen, ohne jedoch das Gesamtproblem zu beriicksichtigen. Im Falle von
MSAs wird das komplette Alignment in mehrere paarweise Alignments aufgeteilt. Da
progressive Methoden heuristisch sind, ist nicht garantiert, dass hiermit das best mdgliche
Alignment ermittelt wird. In der Praxis hat sich jedoch gezeigt, dass progressive Alignment
Methoden effizient sind und biologisch sinnvolle Alignments erzeugen. Die unterschiedlichen
progressiven Alignment Methoden unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht: (1) Festlegung der
Sequenzen des ersten paarweisen Alignments; (2) Art wie die restlichen Sequenzen dem
Alignment zugefiigt werden und (3) Art der Bewertung der individuellen Alignments in
Bezug auf das vorhergehende Alignment. Ein Bsp. eines allgemein verwendeten Programms

fiir progressive MSAs ist ClustalX (136).

7.1.2.1.2 Lokale Alignments

Die gingigsten Programme fiir Sequenz-Alignments beruhen auf einem sog. lokalen
Alignment. Lokale Alignment Methoden suchen das optimale Alignment zwischen lokalen
Regionen zweier Sequenzen. Lokale Alignment Methoden sind angebracht bei Sequenzen, die

lokal &hnlich Regionen aufweisen. Sie werden benutzt, um Sequenzmotive, Dominen und
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andere Sequenzwiederholungen zu finden, vor allem zur Datenbanksuche. Der
Rechenaufwand, die groBe Menge an zu durchmusternden Sequenzen einer Datenbank mit
globalen Methoden zu bewerkstelligen, wire enorm. Um den Aufwand zu reduzieren wird
nicht die komplette Sequenz, sondern nur Bruchstiicke flir das Alignment eingesetzt. Ein
dynamischer Programmieralgorithmus, der lokale Alignments zweier Sequenzen durchfiihrt,
ist der Smith-Waterman Algorithmus (128), welcher dem Needleman-Wunsch Algorithmus
(97) dhnelt. Ein lokales Alignment muss erweiterbar sein, um die Sequenz von Anfang bis
Ende zu vergleichen. Der Score eines solchen Alignments ist kumulativ. Falls dieser Score
unter einen bestimmten Wert fillt, besteht die Moglichkeit das Alignment abzubrechen und
ein neues Alignment zu beginnen. Auch kann das Alignment irgendwo innerhalb der Matrix
enden. Weit verbreitete Programme, die lokale Alignments verwenden, sind BLAST (3) und

FASTA (107).

7.1.2.2 Substitutionsmatrizen

Identitit und Ahnlichkeit von Sequenzen sind wichtige Parameter bei der Berechnung von
Alignments. Anhand dieser Parameter ldsst sich eine Aussage iiber die Homologie der
Sequenzen machen. Die Identitit ist ein Mal} fiir die Anzahl der identischen Positionen eines
Alignments, die Ahnlichkeit wird in Abhiingigkeit von der verwendeten Substitutionsmatrix
angegeben. In Substitutionsmatrizen werden alle moglichen Zeichen (die 4 Basen bei
Nukleotid Sequenzen, die 20 AS bei AS Sequenzen) entlang der X- und Y-Achsen notiert.
Jeder Zelle einer Matrix wird ein Wert zugeordnet, der sich nach der Stirke der Ahnlichkeit
zwischen den beiden Zeichen richtet.

Im wesentlich gibt es zwei wichtige Substitutionsmatrizen, die fiir Sequenz-Alignments
verwendet werden: PAM und BLOSUM.

Die PAM-Matrize (33) wurde in den 70er Jahren von Margret Dayhoff aus etwas 100
verschiedenen Proteinsequenzen, die untereinander zu mehr als 85% identisch waren,
berechnet. Aus globalen Alignments wurde ermittelt, wie hdufig eine AS ausgetauscht wurde,
und vor allem gegen welche. Das Ergebnis war eine Matrix mit 400 Feldern (20 AS auf jeder
Achse), in deren Feldern die Anzahl der beobachteten Austausche aufgefiihrt wurde. IPAM
(Percent Accepted Mutation) bedeutet ein Austausch pro 100 AS. PAM-Matrizen sind
extrapolierbar und konnen so auf die bendtigten evolutiven Abstinde der Sequenzen

angepasst werden.
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Die BLOSUM-Matrix (Blocks Substitution Matrix) wurden von Jorja und Steven Henikoff
(61) entwickelt und basiert auf einem lokalen Alignment. Fiir jede Matrize wurden
Alignments von Sequenzen verwendet, die zu einem bestimmten Prozentsatz identisch sind.
Die Matrix BLOSUMG62 wurde mit einem Alignment aus Sequenzen mit 62% Identitét
berechnet, die Nummer der Matrix steht also fiir die prozentuale Identitit der Sequenzbldcke.

Die BLOSUM-Matrizen sind nicht extrapolierbar.

Durchfiihrung:
Alle Multisequenz-Alignments wurden unter Verwendung der voreingestellten Parameter

durchgefiihrt.

7.1.2.3 Homologie Suche

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ist ein heuristischer Suchalgorithmus der 1990
am NCBI entwickelt wurde (3). Heuristische Verfahren sind eine Anndherung an die genaue
Berechnung von Sequenz-Alignments mit dem Smith & Waterman (128) oder Needleman &
Wunsch Algorithmus (97). Sie erméglichen es, innerhalb kurzer Zeit ganze Datenbanken
nach dhnlichen Sequenzen zu durchsuchen. Der BLAST-Suchalgorithmus besteht aus drei
Schritten: Auffinden von Hits, Suche nach einem zweiten Hit und Ausdehnung der Hits. Im
ersten Schritt, dem Auffinden von Hits wird, mit Sequenzabschnitten der Linge W (Word
size) nach Treffern gesucht, die einen Score grofer T (Threshold) aufweisen. Die
Voreinstellungen fiir W liegen fiir Nukleotidsequenzen bei 11 und fiir Proteinsequenzen bei 3.
Im zweiten Schritt, der Suche nach einem zweiten Hit, wird die Nachbarschaft der Treffer
untersucht. Befindet sich in direkter Nachbarschaft eines Hits mit einem maximalen Abstand
A (Fensterlinge) ein zweiter Hit, werden die beiden Hits im weiteren Verlauf der Suche
beriicksichtigt. Im dritten Schritt, der Ausdehnung der Hits, werden die Hits solange

bidirektional ausgedehnt, bis sich der Score nicht mehr erhohen lédsst.

7.1.2.4 Score und E-Wert

Der Score (S) eines Alignments ist abhidngig von der verwendeten Substitutionsmatrix und
der Hohe der Strafpunkte fiir die Entstehung und Verliangerung von Gaps (Englisch: Gaps-
Licken) im Alignment. Zur Normalisierung wird der Scores mit Hilfe der, flr die
Substitutionsmatrizen spezifischen Karlin-Altschul-Parameter A und K (68), in den Bit Score

(S*) umgerechnet.
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Der Bit Score allein sagt jedoch nichts tiber die statistische Signifikanz eines Alignments aus.
Der E-Wert (Erwartungswert) gibt die Zahl falsch positiver Treffer in einer zufélligen
Datenbank gleicher Grofle an. In seine Berechnung wird die Lange der Suchsequenz (m) und

die Summe der Sequenzlidngen aller in der Datenbank vorhandenen Lingen (n) einbezogen.

E=mn2"

Der E-Wert sollte so klein wie mdglich sein, denn umso geringer ist die Wahrscheinlichkeit,

dass das Alignment mit diesem Bit Score durch Zufall entstanden ist.

Durchfiihrung:

7.1.2.4.1 EH Sequenzen fiir die systematische Analyse

In einem ersten Schritt wurden iiber eine Stichwortsuche (,,epoxide®) in GenBank 71
unterschiedliche EH, putative EH oder Hydrolase Sequenzen ermittelt. Mit diesen Sequenzen
wurden ein Multisequenz-Alignment (ClustalX) und eine phylogenetische Analyse (Tree-
Puzzle) durchgefiihrt. Anhand dieser Analyse wurden 13 reprdsentative Sequenzen gewihlt
(Tabelle 21) und eine BLAST-Suche unter Verwendung der Voreinstellungen durchgefiihrt.
Die Suche ergab 75 unterschiedliche Sequenzen. Beim Vergleich mit den Sequenzen der

Stichwortsuche ergaben sich insgesamt 93 unterschiedliche Sequenzen (Tabelle 22).

7.1.2.4.2 BLAST-Suchen kurzer AS-Sequenzen

Fiir BLAST-Suchen mit kurzen AS-Sequenz (ca. 20 AS) wurde die Substitutionsmatrix
PAM30 (30% ausgetauschte AS) verwendet.

7.1.2.4.3 EH/HD Datenbank

Aus der phylogenetischen Analyse von 93 EH Sequenzen und weiterer 18, durch
Stichwortsuche ermittelter, HD Sequenzen (Tabelle 23) wurden 13 Sequenzen als ,,Seed™ fiir
eine BLAST-Suche zur Erstellung der Datenbank eingesetzt (Tabelle 24). Als Cutoff wurde E
= 10" festgesetzt. Fiir die Erstellung der EH/HD Datenbank wurde das automatische
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Datenextraktionssystem der LED benutzt (45). Die gesammelten Daten wurden vom System
auf Grundlage ihrer Sequenzihnlichkeit bewertet und in Proteineintrag, homologe Familie
und Superfamilie klassifiziert. Sequenzeintrige mit Sequenzidentitdten grofer als 95%
wurden zu einem Proteineintrag zusammengefasst. Erhéltliche Strukturinformationen wurden
aus der PDB extrahiert und die Sekundirstruktur-Informationen durch das Programm DSSP
(66) erstellt. Fiir die Uberlagerung dieser Strukturen, wurden strukturell konservierte AS, wie

die AS der katalytischen Triade und des Oxyanionholes verwendet.

7.1.2.5 Phylogenetische Analyse

Phylogenetische Analysen versuchen, die evolutiondren Beziehungen, zwischen Organismen,
bzw. Nukleotid- oder Proteinsequenzen zu beschreiben.

Die Methoden zur Berechnung phylogenetischer Baume werden in zwei Gruppen eingeteilt:
distanzbasierte und merkmalsbasierte Methoden. Verwendet wurde als distanzbasierte
Methode der Neighbor-Joining Algorithmus (ClustalX) und als merkmalsbasierte Methode

Maximum-Likelihood (Tree-Puzzle).

7.1.2.5.1 Neighbor-Joining

Die Neighbor-Joining-Methode (NJ) (121) errechnet anhand einer Distanzmatrix einen
phylogenetischen Baum. Die Distanzen werden mit paarweisen Alignments bestimmt.
Ausgehend von einer Distanzmatrix werden zu Beginn alle Sequenzen an einem
sternformigen Baum verteilt. Die Astlingen orientieren sich an den Distanzen. Der erste
Schritt besteht darin, einen inneren Knoten fiir ein Sequenzpaar so einzufiigen, dass die
Gesamtdistanz moglichst gering bleibt. In Abbildung 32 handelt es sich um das Sequenzpaar
1 und 2. Beim Einfiigen des inneren Knotens Y muss fiir jedes Paar, an dem der Knoten Y
plaziert werden kann, die Gesamtdistanz des Baumes berechnet werden, um die geringste
Gesamtdistanz zur Positionierung von Y auszuwéhlen. Nach dem Einfiigen muss die
Distanzmatrix neu bestimmt werden. Anstatt der Distanzen zu den beiden Sequenzen des
ausgewdhlten Paares, enthilt die Matrix nun die Distanzen aller nicht ausgewéhlten Taxa zum

inneren Knoten Y.
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Abbildung 35

Entstehung eines Neighbor-Joining-Baumes

Fiir das obige Bsp. wiirden sich die neuen Distanzen zu dem inneren Knoten Y Dyg berechnen
durch:

_ D+ Dax

D Jk € {3,4,5,6,7,8}

Die Schritte einen neuen inneren Knoten einzufiigen und die Distanzmatrix neu zu bestimmen
werden nun so oft wiederholt, bis ein phylogenetischer Baum entstanden ist. Nach jedem
Einfligen neuer Knoten verringert sich die Anzahl der zu untersuchenden Knoten um eins.
Der Baum ist dann vollstindig erstellt, wenn die Anzahl der zu untersuchenden Knoten gleich

drei ist.

Durchfiihrung:

Phylogenetische Analysen nach der Neighbor-Joining-Methode wurden fiir die Einteilung in
Superfamilien und homologe Familien bei der Erstellung der EH/HD Datenbank verwendet.
Zur Berechnung der phylogenetischen Biume mit ClustalX wurden die voreingestellten

Parameter verwendet.

7.1.2.5.2 Maximum-Likelihood

Die Maximum-Likelihood-Methode (43) ist eine merkmalsbasierte Methode und bezieht sich,
im Gegensatz zu distanzbasierten Methoden, nicht auf eine Distanzmatrix, sondern direkt auf
das Alignment der verwendeten Sequenzen. Ziel dieses Verfahrens ist es, unter allen

alternativen Baumen, die fiir einen Datensatz konstruierbar sind, denjenigen zu finden, der
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mit der grofSten Wahrscheinlichkeit die Entstehung der terminalen Sequenzen erklart. Die
Gesamtwahrscheinlichkeit (,,Likelihood*) eines Baumes setzt sich aus Ubergangswahr-
scheinlichkeiten zusammen, die besagen, wie wahrscheinlich ein AS Austausch an einer
bestimmten Position ist. Grundlage der Berechnung ist eine Matrix, die die
Ubergangswahrscheinlichkeiten der Proteine beschreibt (20x20 Punkte fiir AS). Unter der
Voraussetzung, dass alle Mutationen unabhéngig von ihrer Position in der Sequenz erfolgen,
kann fiir jede Position im Alignment ein eigener Baum berechnet werden. Um einen Baum zu
berechnen, werden die Einzelwahrscheinlichkeiten fiir jede einzelne Position im Alignment
berechnet. Die Wabhrscheinlichkeit L fiir den endgiiltigen Baum ist das Produkt der

Einzelwahrscheinlichkeiten:
L=Loyy*Loy*Lay*....% L= HL(i)
i=1

Die Einzelwahrscheinlichkeiten eines Baumes, berechnen sich z.B. fiir die dritte Position im
Alignment aus den Wahrscheinlichkeiten fiir die mdglichen Austausche P. Fiir einen Baum,

bestehend aus vier Sequenzen, ergeben sich 16 Moglichkeiten:

16
Ley=Pun+ P2+ P3)+...+ Pas) = ZP(;)

i=1

Die Wabhrscheinlichkeit fiir den endgiiltigen Maximum-Likelihood Baum wird als

Logarithmus angegeben:

InL=InLoy+InLey+InLey+...+InLw= le’lL(i)

i=1

Durchfiihrung:

Phylogenetische Analysen nach der Maximum-Likelihood-Methode wurden fiir die
systematischen Analyse der 93 EHs und die Berechnung der phylogenetischen Baume der
Superfamilien und homologen Familien der EH/HD Datenbank eingesetzt. Zur Berechnung
der phylogenetischen Bdume mit Tree-Puzzle wurden die voreingestellten Parameter

verwendet.
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7.1.2.6 Erstellung degenerierter Primer mit CODEHOP

Das Design familienspezifischer Primer basiert auf Multisequenz-Alignments. Hierbei
werden konservierte Regionen des Proteins revers translatiert und degenerierte Primer
entwickelt.

Fiir die Erstellung familienspezifischer Primer existieren zwei Strategien:

1) Bildung eines Pools degenerierter Primer, die iiber die komplette Lange der Sequenz
degeneriert sind. Diese Degenerierung kann zu Fehlamplifikationen, sog. Artefakten fiihren.
Der Schmelzpunkt solcher Primer ist schwer bestimmbar.

2) Design eines einzelnen Consensus-Primers iiber die hoch konservierte Region. Diese
Primer sind sehr spezifisch, bei entfernt verwandten Sequenzen bindet der Primer, aufgrund
zu vieler nicht mit der Template-Sequenz iibereinstimmender AS, nicht.

Eine sehr erfolgreiche Strategie mittels PCR unbekannte Gene mit geringer
Sequenzdhnlichkeit zu bekannten Sequenzen zu amplifizieren, ist der Einsatz von Hybrid-
Primern. Sie umgehen die oben genannten Probleme durch eine Kombination beider
Strategien. Diese bestehen am 3’-Ende aus einem relativ kurzen degenerierten ,,Core* und am
5’-Ende aus einer nicht-degenerierten ,,Consensus Clamp*. Der kurze, degenerierte ,,Core®,
erniedrigt die Gesamtzahl der individuellen Primer im degenerierten Primer Pool. Die
Hybridisierung des degenerierten ,,Cores* mit der Template-Sequenz wird durch die nicht-
degenerierte ,,Consesus-Clamp* stabilisiert, welche hohere Annealing Temperaturen ohne
gleichzeitiges Ansteigen des Degenerierungsgrades ermoglicht. Diese Art des Primer Designs
wird ,,COsensus-DEgenerate Hybride Oligonucleotide Primers*“ oder CODEHOP (120)
genannt.

Zu Beginn der Amplifikation wird nur ein kleiner Anteil (1/Degenerierungsgrad) der
degenerierten ,,Cores” der Primer vollstindig mit der zu amplifizierenden Sequenz
iibereinstimmen. Nach mehreren PCR-Zyklen, wenn Amplifikate vorheriger Runden als
Template genutzt werden, erhoht sich dieser Anteil der bindenden Primer, da jetzt die, bei

allen Primern identische ,,Consensus-Clamp* vorhanden ist.

Durchfiihrung:

Die fiir das Primer-Design verwendete Software ist im Netz unter folgender Adresse
verfligbar: http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html

Fir die Berechnung der Primer wurden Schmelztemperaturen von ca. 60°C und ein

maximaler Degenerierungsgrad von 128 verwendet.
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Die Accession Codes der fiir das Primer Design verwendeten Sequenzen befinden sich im

Anhang Tabelle 29.

7.1.2.7 Homologiemodellierung

Eine Methode, um die Tertidrstruktur eines Proteins ausgehend von der AS-Sequenz zu
modellieren, ist die Homologiemodellierung. Diese Methode sagt die Struktur eines Proteins
vorher, indem seine Sequenz (Target) mit der Sequenz eines homologen Proteins bekannter
Struktur (Template) verglichen wird. Der erste Schritt einer Homologiemodellierung ist die
Erstellung eines verldsslichen Sequenz-Alignments, so dass dquivalente AS beider Proteine
tibereinstimmen. Die Qualitit des Alignments ist der entscheidende Faktor bei der
Bestimmung der Qualitit des spdteren Modells. Je niedriger die Identitdt zwischen Target und
Template, desto schlechter ist das Alignment der beiden Sequenzen und folglich auch das
Modell. Aufgrund des Alignments wird der Verlauf des Backbones nach Vorgabe der
Template-Struktur festgelegt. Insertionen oder Deletionen von AS, welche hauptsichlich in
den variablen Loop-Regionen der Proteine vorkommen, werden anschliefend eingefiigt.
Stabile Protein-Strukturen befinden sich in einen Zustand mit moglichst geringer potentieller
Energie. Um qualitativ hochwertige Modelle zu erhalten, wird die im Modell enthaltene
Energie mittles verschiedener Techniken minimiert. Ein gutes Homologiemodell kann die
biologischen und biochemischen Eigenschaften eines Proteins (Funktion, Mechanismus,

Substratspezifitét, Inhibition) imitieren.

Durchfiihrung:

Fir die Remodellierung der EH aus Agrobacterium radiobacter sowie flir die
Homologiemodellierung der EHs aus Glycine max, Mycobacterium tuberculosis,
Corynebacterium sp., Streptomyces coelicolor und Mesorhizobium loti wurden das Programm
Spdb-Viewer fiir die Erstellung der Alignments und der Input-Projekt-Dateien, sowie der

Swiss-Model Server fiir die Berechnung der Modelle verwendet.

7.1.2.7.1 Remodellierung

Als Template-Struktur wurde die Non-heme Peroxidase aus Streptomyces aurefaciens
(1BRO), als Target-Struktur das Monomer A des PDB-Eintrages der EH aus Agrobacterium
radiobacter (1IEHY A) verwendet. Die zu modellierenden Loop-Regionen wurden aus der

PDB-Datei geloscht und die beiden Strukturen iiberlagert und als Input-Projekt-Datei fiir den
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Swiss-Model Server gespeichert. Die Berechnung wurde im ,,Optimise (project) mode*

durchgefiihrt.

7.1.2.7.2 Homologiemodelle

Verwendet wurde jeweils die passende Template-Struktur und die Sequenz der Target EH.
Mit dem Spdb-Viewer wurde automatisch ein Alignment erzeugt, welches mit dem 93 EH
Alignments als Vorlage korrigiert, und eine Input-Projekt-Datei flir den Swiss-Model Server

erstellt wurde.

7.1.2.8 Molekulardynamische Simulation

Der Begriff molekulardynamische (MD) Simulationen beschreibt die Untersuchung von
Molekiilen und molekularen Systemen anhand von Computermodellen, mit dem Ziel das
natiirliche System zu imitieren. Die Modelle bestehen aus einem Satz an Atomen, definiert als
Punktmassen, mit Raumkoordinaten. Alle Molekiile eines solchen molekularen Systems
weisen Wechselwirken untereinander auf, welche Funktionen von Position und Eigenschaften
der einzelnen Atome sind. Diese Wechselwirkungen sind die zentrale Grofle in einer MD

Simulation und werden durch sog. Force-Fields beschrieben.

7.1.2.8.1 Ladungsberechnung

Titra (89) ist ein Programm, fiir elektrostatische Berechnungen in Proteinen. Fiir Proteine,
deren Raumkoordinaten im Format der Protein Data Bank (PDB) abgelegt sind, berechnet das
Programm pKa-Werte und Titrationskurven der titrierbaren AS. Informationen tiiber die
Wasser-Zugénglichkeit der ionischen AS werden mit dem Programm ACC RUN (im
Progamm-Paket enthalten) berechnet. Die Protonierung eines Proteins bei bestimmten pH ist
bedingt durch die pKa-Werte der titrierbaren AS (Asp, Glu, Lys, Arg, His, C- und N-

Terminus).

Durchfiihrung:

Verwendet wurde die remodellierte Struktur der Agrobacterium radiobacter EH
(ehy _mod.pdb).

Mit dem Programm ACC_RUN wurden zwei Eingabe-Dateien erstellt:

ehy _mod.acc: enthilt die initialen pKa-Werte und
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ehy mod.atom.acc: enthilt Daten iiber die Wasser-Zuggnglichkeit in A%,

Die pKa-Werte fiir die EH wurden im Bereich zwischen pHyin 6 und pHp.x 9 mit einer

Schrittweite von 0,5 mit Titra berechnet.

Als Ergebnis wurden folgende Dateien ausgegeben:

ehy _mod.tev: enthilt die Daten der Titrationskurve

ehy:mod.pks: enthélt Informationen iiber den jeweiligen pH-Wert, AS-Name, AS-
Nummer, pKinginsisch, PKprotein Und Partialladung.

Die Berechnung der Partialladungen ergab, dass His22 und His275 eine Ladung von ca. 1

aufwiesen. Das Amber-Force-Field umschreibt mit HIP ein positiv geladenes His, daher

wurden im PDB-File die entsprechenden His in HIP umbenannt und unter dem Namen

ehy mox.pdb gespeichert.

7.1.2.8.2 Minimierung

Die Minimierung wird durchgefiihrt, um deformierte Bindungsldngen- und Winkel zu
korrigieren. Dadurch wird die in der Struktur enthaltene Energie reduziert und das Protein
befindet sich in einem lokalen Energieminimum.

Die Minimierung wurde im Vakuum mit dem Programm Sander-Classic (Amber6) mit der

folgenden Eingabe-Datei durchgefiihrt:

Minimization
&ecntrl

imin=1, ntpr=10, maxcyc=500, ncyc=20, ntb=0, idiel=0, scee=1.2,
&end

imin=1: Durchfiihrung einer Minimierung.

ntpr=20: Energiedaten wurden alle 20 Schritte in die Output-Datei geschrieben.
maxcyc=500: Die Minimierung dauerte maximal 500 Zyklen.

ncyc=20: Die Minimierung erfolgte die ersten 20 Zyklen mit der Methode

,»teepest decent™ anschlieBend wurde die Methode ,.conjugate
gradient® verwendet.

ntb=0: Kein konstantes Volumen (,,periodic boundary*).

idiel=0: Distanzabhéngige dielektrische Funktion fiir Vakuum-Simulationen.

scee=1.2: Multiplikationsfaktor fiir Partialladungen, Default-Einstellung
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7.1.2.8.3 Solvatisierung und Neutralisierung des Proteins

Um das Protein mit einer Wasserhiille zu umgeben, wurde das Programm xLEaP (Amber6)
verwendet. Fiir die Solvatisierung wurde das Protein mit einer Wasserbox (watbox216) aus
TIP3 Wasser umgeben. Die Wasserbox hatte die Form eines ,,truncated ocathedron* und
befand sich im Abstand von 10 A von der Proteinoberfliche. Um die Ladung des Proteins von
—16 zu neutralisieren, wurden Na'-Ionen zugegeben. AnschlieBend wurde das System als

Koordinaten-Datei (ehy.xyz) und Parameter-Datei (ehy.parm) gespeichert.

7.1.2.8.4 Aufheizen

Das Autheizen der Struktur auf 300 K wurde in Wasser mit dem Programm Sander (Amber6)

durchgefiihrt.

Heating
&cntrl

nmropt=1, ntpr=100, ntwr=1000, ntwx=200, ntf=2, ntc=2, ntb=1,
nstlim=20000, ntt=1, tol=0.00000001,
&end
&wt

type="TEMPO’, istep1=0, istep2=5000, value1=10., value2=10.,
&end
&wt

type="TEMPO’, istep1=5001, istep2=15000, value1=10., value2=300.,
&end
&wt

type="TEMPO’, istep1=15001, istep2=20000, value1=300., value2=300.,
&end
&wt

type="TAUTP’, istep1=0, istep2=5000, value1=0.2, value2=0.2,
&end
&wt

type="TAUTP’, istep1=5001, istep2=20000, value1=0.4, value2=0.4,
&end

&wt
ttype="END’
&end
nmropt=1: Beschrinkung fiir zuldssige Distanzen und Winkel.
ntpr=100: Die berechneten Energiewerte wurden alle 100 Schritte in die Dateien

,mdout“ und ,,mdinfo* geschrieben.

ntwr=1000 Alle 1000 Schritte wurde eine Restart-Datei geschrieben.
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ntwx=200:

ntf=2:
ntc=2:
ntb=1:
nstlim=20000:

t0]=0.00000001:

TEMPO:
istep1/istep2:
TAUTP:

Die berechneten Koordinaten wurden alle 200 Schritte in das Datei
,mdcrd* geschrieben.

Keine Bindungswechselwirkungen mit Wasserstoffen.

SHAKE, Bindungen mit Wasserstoff haben feste eine Grofle.
Konstantes Volumen (,,periodic boundary®).

Anzahl der durchgefiihrten Schritte.

Relative geometrische Toleranz fiir das Zuriicksetzen der Koordinaten
bei SHAKE in A,

Anderung die Zieltemperatur.

Grenzen Anderungen ein.

“Pressure relaxion time” in ps.
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7.2 Experimentelle Arbeiten
7.2.1 Material

7.2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Tabelle 14: Verzeichnis der Hersteller der verwendeten Chemikalien

Hersteller

Chemikalie

ARK Scientific Biosystems, Darmstadt

PCR-Primer, Sequenzier-Primer

Bio Labs New England, Beverly, USA

Restriktionsenzyme

BIO-RAD Laboritories, Miinchen

LMW-Standard fiir SDS-PAGE

Boehringer-Mannheim, Mannheim

(Roche-Diagnostics)

RNAs e, Restriktionsendonukleasen, Alkalische
Phosphatase (CIAP), X-Gal

Clonetec

M13-Primer

Difco-Laboratories, Detroit, USA

Trypton, Malzextrakt

Eppendorf

Tag-Polymerase, Tag-Puffer

Gibco BRL GmbH, Eggenstein

1 kb-, 1+ kb- und 100 mb-Ladder (Standard fiir

Agarosegele), Restriktionsendonukleasen, TSB

Interactiva Biotechnologie, Ulm

PCR-Primer

Invitrogen Life Technologies

TOPO TA Cloning” Kit

Fluka Chemie, uchs, Schweiz

Agar, Ampicillin (Natriumsalz), Brom-phenolblau,
Coomassie Brilliant Blue R250, DMF, DMSO,
EDTA, Ethanol, Hefeextrakt, Lysozym, Magnesium
sulfat (wasserfrei), Natriumacetat, Natriumchlorid,
PEG 6000, Saccharose, SDS, Styroloxid, Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan, TEMED

MBI

Restriktionsendonukleasen, T4-Ligase

Merck, Darmstadt

Eisessig, DC-Platten

Qiagen, Hilden

Spin-Mini-Plasmid-Préparations-Kit,
Gel-Extraktions-Kit zur Extraktion von DNA aus

Agarosegelen

Perkin-Elmer, Weiterstadt

Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing ready
Reaction Kit

Pharmacia, LKB, Freiburg

Ultrapure dNTP-Set fiir DNA-Sequenz-Reaktionen

Roth GmbH, Karlsuhe

Rotiphorese® NF Acrylamidlosung/bis-Losung 30%
fiir SDS-Gele

Serva Feinbiochemikalien GmbH, Heidelberg

Agarose
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7.2.1.2 Gerite

Tabelle 15: Verzeichnis der Hersteller der verwendeten Gerite

Anwendung Geriite Hersteller
Agarose-Gelektrophorese DNA Sub Cell™, Mini Sub™ DNA Cell, | BioRad
Mini Sub™ Cell GT
Video Copy Processor P66E Mitsubishi

BWM 9X Monitor Javelin Electronics
UV-Leuchttisch MWG-Biotech
Brutschrinke WTE Binder
DNA-Sequenzierer 377A DNA Sequencer Applied Biosystems
Macintosh Quadra 650 Apple Macintosh
Fermenter Bioengineering Bioengineering AG
Steuersoftware IRIS NT Version 4.11 Infors
Gaschromatograph HRGC MEGA series 2 Fison Instruments, Rodano,
Italien
Detektor (GC) EL930 FID
Kapillarsdule (GC) FS-Cyclodex B-I/P CS Fused Silica CS-ChromatographieService,
Langerwehe
Mikroskop Axiolab E Zeiss
Objektive Achroplan 10x/0,25, 40x/0,65, 100x/1,0 Zeiss
Mikrowellengeriit Micro-Chef FM A935 Moulinex
Netzgeriite Power Pac 3000, Power Pac 300, Modell BioRad
200/2.0 Power Supply
PAGE Minigel-Twin G42 Biometra®
Model 583 Gel Dryer BioRad
PCR-Geriite Mastercycler gradient Eppendorf
Photometer BioPhotometer Eppendorf
UV/Vis-Spektrophotometer Pharmacia Biotech
Proteinreinigung Akta Explorer 100 Amersham Bioscience
Saulen Amersham Bioscience
Inkubatoren HT-Schiittelinkubator Infors AG
Termomixer Thermomixer 5436 Eppendorf
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waagen Basic, MCI Research RC 210 D Sartorius
Precision Advanced OHAU®
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5417 C Eppendorf
Eppendorf Centrifuge 5415 R Eppendorf
KR 22 i (Rotor: AK 500-11, 155 mm) Jouan

Sorvall RC - B (Rotor SA 600)

Du Pont Instruments
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7.2.1.3 Plasmide

Tabelle 16: verwendete Plasmide

Plasmid Grofle Charakteristik Lieferant/Referenz
pUCI8 2,7 kb Amp', lacZ-Promotor MBI-Fermentas (140)
pCR*2.1-TOPO 3,9 kb Amp", lacZ-Promotor Invitrogen

7.2.1.4 Mikroorganismen

Tabelle 17: Verwendete Mikroorgamismen

Spezies Stamm Eigenschaften Referenz

Escherichia coli Dh5a supE44 AlacU169(D80/acZAM15) hsdR17 Clontech (57)
recAl end Al gyrA9 thi-1relAl

One-shot | F’ {lacI® TnI0 (Tet") mcrA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen
mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(Str®) endA1 nupG

Streptomyces antibioticus Ti4 WT ETH 6677,

(Streptomyces eurythermus) NRRL 2539,
DSM40014

Streptomyces coelicolor A3(2) WT DSM65783

Rhodococcus ruber LU760 WT DSM44319
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7.2.1.5 Medien, Puffer und Losungen

Alle Angaben beziehen sich auf 1 1 H,O. Fiir Festmedien wurden, wenn nicht anders

angegeben, 16 g Agar verwendet.

HA-Medium

(Fermentation von S. antibioticus Ti4)

LB-Medium (122)

(modifiziert nach Luria-Bertani)

SOC-Medium

TSB-Medium

(Anzucht von Streptomyceten)

TSS 27)

Medienzusatz

Antibiotikum (Endkonzentration)

Glucose 40¢g
Malzextrakt 10,0 g
Hefeextrakt 40¢g
Leitungswasser ad 1000 ml
1 M Calciumchlorid-Lsg 1 ml/l

pH 7,3
Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g
Natriumchlorid 50g

pH 7,5
Trypton 2% (M/V)
Hefeextrakt 0,5% (M/V)
Natriumchlorid 10 mM
Kaliumchlorid 2,5 mM
Magnesiumchlorid 10 mM
Magnesiumsulfat 10 mM
Glucose 20 mM
TSB 30g
Leitungswasser ad 1000 ml
PEG 6000 10,0 g
DMSO 5ml
1 M Magnesiumchlorid-Lsg Sml
LB-Medium ad 100 ml

pH 6,5
Ampicillin 100 pg/ml
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7.2.1.6 Puffer fiir die Agarose-Gel-Elektrophorese

50x TAE-Puffer

1%-Agarosegel

2%-Agarosegel

6x DNA-Auftragspuffer

Tris

Eisessig

0,5 M EDTA, pH 8,0
H,O

Agarose
TAE Ix

Agarose

Glycerin
Bromphenolblau

EDTA (pH 7.5)

7.2.1.7 Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE

Lower Tris 4x

Upper Tris 4x

Trenngel (12,5%)

Tris
SDS
dH,0

Tris
SDS
dH,O

Acrylamidlsg 30%
Lower Tris 4x
dH,O

TEMED

Ammoniumpersulfat 10%

242 ¢

57 ml

100 ml

ad 1000 ml

4g
ad 400 ml
8g
ad 400 ml

30% (M/V)
0,2% (M/V)
5mM

36,46 g
0,8 ¢g

ad 200 ml
pH 8,8

12,11 g
0,8¢g

ad 200 ml
pH 6,8

3,33 ml
2 ml
2,67 ml
4 ul

40 pl
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Sammelgel (4%) Acrylamidlsg 30% 0,52 ml
Upper Tris 4x I ml
dH,O 2,47 ml
TEMED 4 ul
Ammoniumpersulfat 10% 40 pul
5x Laufpuffer Tris 15¢g
Glycin 72 g
SDS 10% (M/V)
H,0O ad 1000 ml
pH 8,3
5x Probenpuffer Tris/HCI (pH 6,8) 320 mM
Glycerin 50% (M/V)
SDS 10% (M/V)
B-Mercaptoethanol 25% (M/V)

7.2.1.8 Losungen fiir die Coomassie-Firbung von SDS-Gelen

Férbelosung

Entfarbelosung

Bromphenolblau

Coomassie-Brilliant Blue R-250

Methanol

Eisessig

Methanol
Eisessig

H,O

0,1% (M/V)

0,1% (M/V)
30% (V/V)
10% (V/V)

30% (V/V)
10% (V/V)
60% (V/V)
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7.2.1.9 Puffer fiir die Schnellisolierung von Plasmid-DNA

Resuspendierungs-Puffer Tris/HCI (pH 7,5) 100 mM
EDTA 10 mM
RNaseA 250 pg/ml
Lyse-Puffer Natriumhydroxid 02M
SDS 1,0% (M/V)
Neutralisierungs-Lsg Kaliumacetat 294 ¢
Eisessig 11,5 ml
H,O 28,5 ml

7.2.1.10 ANTP-Mix fiir die DNA-Sequenzierung

dANTP-Mix (25 mM) dATP (100 mM) 2,5 ul
dTTP (100 mM) 2,5 ul
dCTP (100 mM) 2,5 ul
dGTP (100 mM) 2,5 ul
H,04 90 ul
Phenol/Chloroform Phenol (pH 8) im Verhéltnis 1:1 mit Chloroform mischen
LI-Lsg (73) Tris-HCI 25 mM
EDTA 25 mM
Saccharose 300 mM
TE-Puffer Tris 10 mM
EDTA 1 mM

pH 8
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7.2.2 Molekularbiologische Methoden
7.2.2.1 Stammbhaltung und Kultivierung von E. coli-Stimmen

7.2.2.1.1 Stammhaltung auf festen Nidhrboden

Um Reinkulturen zu erhalten (122) wurden Verdiinnungsausstriche auf LB-Agarplatten mit
Zusatz von entsprechenden Antibiotika zur Plasmidselektion hergestellt, die {iber Nacht bei
37°C inkubiert und anschlieBend mit Parafilm verschlossen bei 10°C im Kiihlraum gelagert
wurden. Zur langfristigen Aufbewahrung der Stimme wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur
abzentrifugiert, das Pellet in einem Gemisch aus 500 pul LB-Medium und 500 pl Glycerin
(100%) aufgenommen und bei -80°C gelagert.

7.2.2.1.2 Anzucht in Fliissigmedien

Zur Durchfiihrung von Plasmidpréparationen im kleinen Mal3stab wurden 5 ml LB-Medium
mit Selektionsantibiotikum mit einer Einzelkolonie oder 10 pl Glycerinkultur beimpft und
tiber Nacht bei 37°C und 200 Upm im Schiittler inkubiert. Zur Isolierung grof3erer Mengen an
Plasmid-DNA bzw. zur Priparation kompetenter Zellen wurden 50 ml im 250 ml
Erlenmeyerkolben 1:100 angeimpft und im Schiittler bei 37°C bis zur gewiinschten Zelldichte
inkubiert.

7.2.2.2 Stammbhaltung und Kultivierung von Streptomyces-Stimmen

7.2.2.2.1 Anzucht in Fliissigmedien

5 ul einer Glycerinkultur wurden in 5 ml TSB-Medium im Reagenzglas bei 30°C fiir 2-3 d im
Schiittler inkubiert. Zur besseren Durchliiftung wurde eine Metall-Feder zugegeben.
Anschliefend wurde ein Schikane-Erlenmeyerkolben mit 500 ml TSB-Medium 1:100 mit
dieser Vorkultur angeimpft und wiederum fiir 2-3 d bei 30°C im Schiittler inkubiert.
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7.2.2.2.2 Fermentation

Fiir die Vorkultur wurden 0,5 1 TSB-Medium fiir 2-3 Tage bei 30 °C im Schikane-Kolben
kultiviert. Fiir die Fermentation von Streptomyces antibioticus Tii4 wurden die in Tabelle 18
angegebenen Parameter verwendet. Es wurden zwei Fermentationen mit Ausbeuten von je
~900 g feuchter Zellmasse durchgefiihrt. Wéhrend der Fermentation erfolgte keine
Probennahme, die Reinheit der Kultur und Aktivitit des Enzyms wurden erst nach
Beendigung der Fermentation iiberpriift. Auf Kontaminationen wurde mikroskopisch gepriift,
die Aktivitit der fermentierten Streptomyces antibioticus Ti4 Zellen wurde mittels GC

tiberpriift. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet.

Tabelle 18: Parameter der Fermentation

Parameter

Riihrertyp Scheibenriihrer
Riihrergeschwindigkeit 300 Upm
Beliiftung 17 /min
pH-Wert 7,3
Temperatur 30°C
Volumen 271
Fermentationsdauer ~72h
Medium HA-Medium + 1 mM Ca,Cl

7.2.2.3 Zellaufschluss von E. coli-Zellen

Um die Zellen aufzuschlieBen wurden 50 ml eines Kultivierungsansatzes 20 min bei 4000
Upm zentrifugiert, in 2 ml 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2 resuspendiert, mit Lysozym
versetzt und fiir 45 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels Ultraschall
2x 30 s mit 1 min Pause behandelt (80 W, Pulse 35% s-1). Die aufgeschlossenen Zellen
wurden bei 4°C und 4000 Upm fiir 20 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und auf

Eis zur weiteren Verwendung auftbewahrt.
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7.2.2.4 Zellaufschluss von Streptomyces-Zellen

7.2.2.4.1 Zellaufschluss mit Ultraschall

Um die Zellen aufzuschlieBen wurden 1 g feuchte Zellmasse mit 1 ml 0,5 M
Natriumphosphatpuffer pH 8 resuspendiert. Fiir den Aufschluss wurde die Probe 5x 1 min mit
je 1 min Pause mit Ultraschall behandelt (80 W, Pulse 35% s-1). Der Aufschluss erfolgte auf
Eis.

7.2.2.4.2 Zellaufschluss fiir die Proteinreinigung

230 g feuchte Zellmasse von Streptomyces antibioticus Ti4 wurden ad 430 ml mit 50mM
Kaliumphosphat, pH 8,0 suspendiert. Der pH des Gemisches wurde mit 1 M Kaliumhydroxid-
Losung auf pH 8 eingestellt. Zur Homogenisierung wurde anschlieBend im Ultraturrax bei
voller Leistung suspendiert. Das Suspendat wurde fiir 15 min bei 12000 Upm bei 4°C
zentrifugiert. 530 ml Uberstand (Leitfihigkeit 5,4 mS/cm) wurden mit 1 M Kaliumhydroxid-
Lsg auf pH 8 eingestellt und als Auftrag flir die Anionenaustausch-Chromatographie

eingesetzt.

7.2.2.5 Zellaufschluss von Rhodococcus-Zellen

6 g feuchte Zellmasse wurden in 30 ml Kaliumphosphatpuffer pH 8 resuspendiert, mit 60 ml
Glaskugeln (¢ 0,1-0,2 mm) in eine 100 ml-Schottflasche gegeben und ad 100 ml mit
Kaliumphosphatpuffer pH 8 aufgefiillt. Die Mischung wurde fiir 15 min auf einer Eis-Wasser-
Mischung gekiihlt und anschliefend mit einem Scheibenriihrer auf voller Leistung fiir 20 min
geriihrt. Um die Glaskugeln von den aufgeschlossenen Zellen zu trennen, wurde bei 4000

Upm und 4°C fiir 15 min zentrifugiert.
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7.2.2.6 DNA-Isolierung

7.2.2.6.1 Gesamt-DNA-Isolierung aus Actinomyceten

(modifiziert nach Altenbuchner und Cullum, 1984(2))

Die Zellen wurden 2 Tage in TSB-Medium und 1% Glycerin angezogen. 10-20 ml der Kultur
wurden 5 min bei 8000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml LI-Losung unter
Zugabe von 10 mg/ml Lysozym resuspendiert und 30-45 min bei 37°C unter gelegentlichem
Mischen inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml SDS 5% zugegeben, die Mischung kurz
gevortext und 10 min bei 60°C inkubiert. Nachdem die Lsg auf RT abgekiihlt war, wurden 2
ml Phenol/Chloroform (pH 8) zugegeben. Nach vorsichtigem Durchmischen wurde die
Suspension 5 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde 15 min bei 10.000 Upm zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Bei Triibung des Uberstandes musste die Phenolisierung
wiederholt werden. Zu dem Uberstand wurden 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 1Vol.
Isopropanol (-20°C) zugegeben und vorsichtig gemischt. Die ausgefallene DNA wurde mit
einer Pipettenspitze gefischt und in 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 0,5-1 ml TE

resuspendiert und bei 4°C autbewahrt.

7.2.2.6.2 Gesamt-DNA-Isolierung mit Anionenaustauschersiulen

Zur Isolierung genomischer DNA wurde das QIAmp-Kit, Qiagen verwendet. Es wurden 2 ml
einer Streptomyces antibioticus-Kultur eingesetzt und nach Angaben des Herstellers iiber

Anionentauscher-Sdulen gereinigt.

7.2.2.7 Plasmidisolierung

7.2.2.7.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Mit dieser Methode wurde Plasmid-DNA fiir Anwendungen isoliert, die weder besonders viel
noch besonders reine DNA erforderten (z.B. analytischer Restriktionsverdau). Sie beruht auf
dem Prinzip der alkalischen Lyse (20). Nach vollstindiger Lyse der Zellmembran mit Hilfe
von SDS wird die entfaltete RNA durch Natriumhydroxid und RNaseA hydrolysiert, wihrend
chromosomale und Plasmid-DNA denaturiert werden. Durch Absenken des pH-Wertes
renaturiert die Plasmid-DNA, wihrend die chromosomale DNA zusammen mit den Proteinen
ausfdllt und abzentrifugiert werden kann. Die Plasmid-DNA kann anschlieBend durch

Isopropanolfallung konzentriert und gereinigt werden.
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Durchfiihrung:

1,5 ml einer Ubernachtkultur von E. coli wurden 1 min bei 14.000 Upm abzentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in 200 pl Resuspendierungspuffer aufgenommen. Durch die Zugabe
von 200 pl Lyse-Puffer und anschlieBendem vorsichtigen Mischen wurde die Lsg. klar. Nach
Zugabe des Neutralisationspuffers wurden die Proteine und die chromosomale DNA gefillt.
AnschlieBend wurde fiir 5 min bei RT und 14.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und daraus die Plasmid-DNA durch Zugabe von 420 pl Isopropanol gefillt.
Nach 10 min Inkubation bei RT wurde die Probe fiir 20 min bei 4°C und 14.000 Upm
zentrifugiert, das Pellet mit 200 ul 70%igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert und im
Vakuum getrocknet. Das Pellet wurde in 20 ul TE-Puffer resuspendiert und bei -20°C
aufbewahrt.

7.2.2.7.2 Isolierung reiner Plasmid-DNA aus E. coli

Die Spin-Mini-Plasmidisolation (Spin-Mini, Qiagen) wurde durchgefiihrt, um bis zu 20ug
sehr reiner Plasmid-DNA zu gewinnen (Sequenzierung, PCR). Sie beruht ebenfalls auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse. Nach Abtrennung der restlichen Zellbestandteile wird die

Plasmid-DNA iiber eine lonenaustauschersdule gereinigt.

Durchfiihrung:

2 ml einer Ubernachtkultur von E. coli wurden 1 min bei 14.000 Upm zentrifugiert. Die Spin-
Mini-Plasmidpriparation wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt.

7.2.2.7.3 Isolierung groflerer Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die Isolierung groBerer Mengen an DNA wurden 15 ml einer E. coli-Kultur 10 min bei
4000 Upm zentrifugiert. Die Mini-Plasmid-Praparation wurde mit dem Peqlab Mini-Kit II
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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7.2.3 Enzymatische Methoden

7.2.3.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zum Restriktionsverdau wurden 0,5-1 ug DNA in einem Reaktionsvolumen von 10-50 pl mit
1-2 Units des jeweiligen Restriktionsenzyms in dem, den Angaben des Herstellers
entsprechenden Reaktionspuffer umgesetzt. Die Inkubationszeit der Spaltungsansitze betrug

1-2 h bei der fiir das jeweilige Enzym empfohlenen optimalen Temperatur.

7.2.3.2 Ligation mit T4-Ligase

Die T4-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten
3’-Hydroxy- und 5’-Phosphat-Enden doppelstrangiger DNA. Die T4-Ligase erkennt
auBlerdem getrennte Phosphodiesterbindungen in doppelstringiger DNA und kann diese
schlieBen (,,nick repair).

Zur Ligation wurde die Insert-DNA im Vergleich zur Vektor-DNA etwa in 3-5 fachem
Uberschuss zugegeben. Die Inkubation wurde fiir 1 h bei 37°C oder UN bei RT durchgefiihrt.

7.2.3.3 T/A-Klonierung

Bei der sogenannten T/A-Klonierung wird die Eigenschaft z.B. der Tag-Polymerase, ein
Adenin an das 3’-Ende des amplifizierten Fragments anzuhingen (terminale Transferase
Aktivitit), ausgenutzt. Das TOPO TA Cloning®-Kit (Invitrogen) stellt einen linearisierten
Vektor (pCR*2.1-TOPO) zur Verfiigung, der an seinen Enden, zum Adenin komplementire
3’-Thymidin-Uberhiinge besitzt. Die kovalent an den Vektor gebundene Topoisomerase

verbindet Insert und Vektor und fiihrt so die Ligation durch (127).

Durchfiihrung

Der Reaktionsansatz wurde, wie in Tabelle 15 dargestellt pipettiert und fiir 30 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz bis zur Transformation auf Eis gelagert. Die
Transformation erfolgte nach der Heatshock-Methode in kompetente One Shot” E. coli Zellen

(Invitrogen).
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Tabelle 19: Reaktionsansatz fiir die T/A-Klonierung

Reagenz Volumina
PCR-Produkt 4 ul
Salz-Lsg (Invitrogen) 1 ul
pCR™2.1-TOPO-Vektor 1l
Endvolumen 6ul

7.2.3.4 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurde eine UN-Kultur 1:100 mit LB-Medium verdiinnt
und bei 37°C im Schiittler bis zu einer ODs73 von 0,4-0,7 inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen bei 3000 Upm und 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml kaltem TSS-
Puffer resuspendiert. Zur Lagerung wurden die aliquotierten kompetenten Zellen (200 pl) in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

7.2.3.5 Transformation nach der Heatshock-Methode

7.2.3.5.1 E. coli DH50.-Zellen

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 200 pul kompetente Zellen wurden mit der
zu transformierenden DNA gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde
der ,,Heatshock®™ fiir 40 sek in einem 42°C warmen Wasserbad durchgefiihrt. Die Zellen
wurden danach unmittelbar auf Eis gebracht und mit 800 ml LB vermischt. Die Inkubation
erfolgte fiir 1h bei 37°C. Die Zellen wurden fiir 1 min bei 8000 Upm zentrifugiert, der
Uberstand bis auf 50-100 pl verworfen, das Pellet resuspendiert, auf LB/Amp -Platten
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

7.2.3.5.2 One Shot®-Zellen (Invitrogen)

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Zu einem Aliquot kompetenter Zellen
wurden 2 pl Reaktionsansatz (siche 7.2.3.3) gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. der
,Heatshock* wurde fiir 30 sek in einem 42°C warmen Wasserbad durchgefiihrt und die Zellen
anschlieen sofort auf Eis gebracht und mit 250 pl SOC-Medium vermischt. Die Inkubation
erfolgte fiir 1 h bei 37°C. 50-100 pl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Amp -
Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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7.2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR (engl. Polymerase Chain Reaction), entwickelt 1985 von K. Mullis, dient zur
spezifischen Amplifikation einer Ausgangs-DNA (Template) (93). Dabei wird ein Zyklus von
drei Reaktionsschritten bis zu 40 mal wiederholt. Der erste Reaktionsschritt eines jeden
Zyklus ist die Denaturierung des Template-DNA-Doppelstranges bei ca. 95°C. Dabei
entstehen DNA-Einzelstrdnge, an die sich im zweiten Reaktionsschritt, dem Annealing bei
45-65°C (abhédngig von der Schmelztemperatur der jeweiligen Primer/Template-
Kombination), jeweils ein Primer anlagert. Im dritten Schritt, der Extension, werden durch
Verlidngerung der Primer am 3’-Ende mittels thermostabiler Polymerasen bei 72°C zwei neue
Strange synthetisiert, die bei den folgenden Zyklen wieder als Template zur Verfiigung
stehen. Die Menge an gewiinschtem DNA-Fragment steigt exponentiell iiber die Reaktion,

weshalb eine geringe Menge an Ausgangs-DNA ausreichend ist.

Durchfiihrung

Als Ausgangs-DNA wurde entweder genomische DNA, eine Spin-Mini-Plasmidpriparation
oder eine Kolonie eingesetzt. Die Primer wurden in einer Konzentration von 100 pm/ul in
sterilem H,O gelost. Die vom Hersteller der verwendeten Polymerasen empfohlenen
Reaktionspuffer wurden benutzt. Die Zusammensetzung typischer PCR-Ansétze ist in Tabelle

20 dargestellt.

Tabelle 20: Zusammensetzung eines typischer PCR-Ansitze und Kolonie-PCR-Ansétze

Komponente Volumen pro Reaktion | Volumen pro Reaktion
(gen. DNA) (Kolonie-PCR)

10 x Polymerase Puffer Sul 2,5 ul
DMSO S5ul -
dNTP-Mix (je 2,5 mM) 2 ul 1 ul
Primer 1 2 ul 1 ul
Primer 2 2 ul 1 ul
Ausgangs-DNA 1-2 pl Kolonie
DNA-Polymerase 0,5 ul 0,2 ul
H,0 ad 50 ul ad 25 ul
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7.2.3.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgt nach der von Frederick Sanger entwickelten
enzymatischen Kettenabbruch-Methode (123). Dabei werden unterschiedlich lange DNA-
Fragmente durch kontrollierte Unterbrechung der Synthese mittels spezifischer Terminatoren
(2°,3’-Didesoxynukleosid-5’-triphosphate, =~ ddNTPs), die zusétzlich zu den 2’-
Desoxynukleotiden zum Reaktionsansatz gegeben werden, erzeugt. Da die ddNTPs an ihrer
3’-Position keine OH-Gruppe besitzen, kann ein entstehendes DNA-Fragment nach dem
statistischen Einbau dieses Terminators nicht mehr durch Ausbildung weiterer
Phosphodiester-Bindungen zum nichsten anzuhdngenden 2’-Desoxynukleotid verlidngert
werden und es kommt zum Kettenabbruch.

Bei der automatischen DNA-Sequenzierung mit dem 377-DNA-Sequencer von Applied
Biosystems sind die vier ddNTPs mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert,
und werden zusammen in einer Spur zusammen auf einem Gel aufgetrennt (47, 115). Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch zwei Argonlaser mit Emissionsbanden von 488 und 514
nm angeregt und detektiert. Diese Vierfarbentechnik erhdht sowohl den Durchsatz als auch
die Geschwindigkeit der Datenerfassung, die bereits wiahrend des Gellaufs durch einen
angeschlossenen Rechner erfolgt.

Die modernste Methode bedient sich der AmpliTaq®-Polymerase, FS und wird als ,,Cycle
Sequencing™ bezeichnet. Diese Methode erlaubt die zur PCR (93) analoge zyklische
Sequenzierung, bei der die enzymatische Sequenzierung mit einem Primer iiber mehrere
Zyklen durchgefiihrt werden, was geringere Mengen an Ausgangs-DNA erfordert, die
Automatisierung vereinfacht und die Sequenzierung doppelstrangiger DNA ermdglicht. Die
AmpliTaq®-Polymerase,FS ist ein hitzestabiles Enzym aus dem Bakterium Thermus
aquaticus, FS ist die Abkiirzung fiir Fluoreszenz-Sequenzierung. Es handelt sich bei diesem
Enzym um eine Doppelmutante der Wildtyp AmpliTaq®-Polymerase. Durch eine Mutation
(G46D) verliert das Enzym seine 5°,3’-Nuklease-Aktivitit. Die zweite Mutation im aktiven
Zentrum des Enzyms (F667Y) fiihrt zu einer Verdnderung seiner Akzeptanz gegeniiber

Didesoxynukleotiden. Diese konnen dadurch leichter eingebaut werden.
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7.2.3.7.1 DNA-Sequenzierung mit dem 377A-DNA-Sequencer

GieBen des Polyacrylamid-Gels

Um die exakte Erfassung der Fluoreszenzsignale wihrend des Gellaufs zu gewihrleisten,
wurden die Glasplatten vor dem GieBlen des Gels griindlich mit einem Detergenz (Alkanox)
gewaschen und mit dest. Wasser gespiilt. Danach wurden sie mit Isopropanol (p.a.)
nachbehandelt und mit einem fusselfreien Zellstoff (Kimwipe) trockengerieben. AnschlieBend

wurden die Abstandhalter plaziert und die Glasplatten zusammengesetzt.

Tabelle 21: 6%iges Polyacrylamidgel

Rotiphorese” NF-Harnstoff 18 ¢
Rotiphorese™ NF 40%ige Acrylamidlsg (19:1) 6,6 ml
Rotiphorese™ NF-10x TBE-Puffer 5,0 ml
H,Obidest. ad 50 ml

Der Harnstoff (Tabelle 21) wurde durch Riihren geldst und anschlieBend durch einen 0,2 pm
Filter filtriert. Die Lsg wurde in ein Becherglas tberfiihrt, 24 pl TEMED und 180 pl
Ammoniumpersulfatlsg (10%) zugegeben, vermischt und anschlieBend sofort zwischen die
durch Abstandshalter getrennten Gasplatten gegossen, der ,,Vorkamm® eingesetzt und die
Platten mit Klammern wihrend der zweistiindigen Polymerisationszeit abgedichtet.
anschlieBend wurden die Klammern entfernt, der Vorkamm durch einen ,,Haifisch-Kamm*
ersetzt und das Gel in den Sequenzierer eingebaut. Auf die Uberpriifung des

Basisdetektionssignals folgte ein einstiindiger Vorlauf.

Mit dem Dye Terminator Cycle Sequencing Kit mit AmpliTag® DNA Poymerase wurde

folgender Reaktionsansatz fiir die Sequenzierung verwendet (Tabelle 22).

Tabelle 22: Zusammensetzung der Sequenzierungsreaktion

Komponente Volumen pro Reaktion Konzentration/Menge
Terminator Ready Reaction Mix 4-8 pl 1x
Primer 1 ul 3,3 pmol
DNA 5ul 33-500 ng
H,O ad 20 pl
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Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem Thermocycler unter folgenden Bedingungen

durchgefiihrt (Tabelle 23).

Tabelle 23: PCR-Programm der Sequenzierung

Programmschritt Denaturierung Annealing Extension

1 95°C, 7 min

2 (25x%) 95°C, 40 sek 55°C, 30 sek  60°C, 4 min

3 60°C, 4 min
Probenaufarbeitung

Der PCR-Ansatz durch eine Sephadex-Matrix gefdllt. Die DNA wurde getrocknet und

anschlieBend in 4 pl Formamid/25 mM EDTA (4:1) aufgenommen. Die Proben wurden 3 min

bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und nach kurzem Zentrifugieren in die Taschen des in

das Sequenziergerdt eingebauten Polyacrylamidgels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte

nach dem vom Hersteller empfohlenen Programmparametern (2500 V, 40 mA, 30 W) fiir 12

h. Die bereits vom Rechner erfassten und prozessierten Sequenzdaten wurden anschlieend

mittels geeigneter Software ausgewertet.
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7.2.4 Analytische Methoden
7.2.4.1 Bestimmung der Epoxidhydrolase-Aktivitit

7.2.4.1.1 Chirale Kapillar-Gaschromatographie

Prinzip

Die Gaschromatographie ist eine sehr empfindliche Trennmethode, mit der sich Gase und
fliichtige Substanzen bestimmen lassen, insofern sie sich unzersetzt verdampfen lassen. Ein
inertes Triagergas stromt durch eine thermostabile Sdule, die zu analysierenden Substanzen
werden im Triagergastrom detektiert. Typische Tragergase sind Helium und Stickstoff, die

stationdre Phase besteht iblicherweise aus Aluminium- oder Siliziumoxid.

Durchfiihrung

Die Messungen der Aktivititstests wurden mit einem HRGC MEGA series 2
Gaschromatographen mit einem EL930 FID (Temperatur: 200°C) durchgefiihrt. Als
Trennsdule wurde eine FS-Cyclodex B-I/P CS Fused Silica Kapillarsdule (Heptakis-(3-O-
acetyl-2,6-di-O-pentyl)-B-cyclodextrin) mit einer Linge von 50 m und einem
Innendurchmesser von 0,25 mm verwendet. Als Tragergas wurde Wasserstoff verwendet. Die
Injektion erfolgte durch einen Splitinjektor (Temperatur: 200°C; Splitverhdltnis: 1:100).
Durch den Vergleich mit den Retentionszeiten von Standardsubstanzen konnten die Peaks den
Enantiomeren des Substrats Styroloxid und des Produkts 1,2-Phenylethandiol zugeordnet
werden. In Tabelle 24 sind die verwendeten Temperaturprogramme fiir Styroloxid und 1,2-

Phenylethandiol und die eingestellten Gasriickdriicke aufgezeigt.

Tabelle 24: GC-Temperaturprogramme fiir Styroloxid und 1,2-Phenyethandiol

Substanz Temparaturprogramm Gasriickdruck
Styroloxid 75°C, isotherm 130 kPa
1,2-Phenylethandiol = 150°C, isotherm 100 kPa

Reaktionsgemisch

1,5 ml Rohextrakt wurden mit 50 pl DMSO und 5 pl Styroloxid vermischt und UN bei 30°C
unter dem Abzug geschiittelt. Fiir die gaschromatographische Analyse wurde eine Extraktion
mit 2 x 300 pl Diethylether durchgefiihrt. Jeder Ansatz wurde zur Trocknung mit einer

Spatelspitze wasserfreiem Natriumsulfat versetzt.
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7.2.4.1.2 In der Mikrotiterplatte

Prinzip:
1,2-Phenyl- Benz- Form-
ethandiol aldehyd aldehyd
o EH OH NalO, //O
H—O>  — CcH + O=—/CH,
2 OH
geringe Absorption starke Absorption
bei 280 nm bei 280 nm
Abbildung 36:

Reaktionsprinzip des Aktivitétstests in der Mikrotiterplatte

Der Test auf EH-Aktivitdt (38) beruht auf dem unterschiedlichen Absorptionsverhalten des
Produkts, 1,2-Phenylethandiol und Benzaldehyd bei einer Wellenldnge von 280 nm. Aus
Styroloxid wird durch die Aktivitdt der EH das schwach absorbierende 1,2-Phenylethandiol
gebildet, anschlieend wird dieses durch die reduzierende Wirkung von Natriumperiodat in

das stark absorbierende Benzaldehyd und Formaldehyd gespaltet.

Durchfiihrung:

In einer Mikrotiterplatte (MTP) wurden zu 90 pl einer Probe, bzw. fiir die Negativkontrolle 1
M Kaliumphosphat-Puffer pH 8,0, 5 pl 1 M Kaliumsulfatpuffer pH 8,0 sowie 5 ul einer 0,25
M Styroloxidldsung in DMSO gegeben. AnschlieBend wurde fiir 2-20 h bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation wurden je 20 pl/Well entnommen, in eine neue UV-stabile MTP
tiberfiihrt und mit 100 pl 0,1 M Natriumacetat pH 5 versetzt. Die gesamte MTP wurde fiir die
Ermittlung der Null-Werte verwendet und bei einer Wellenldinge von 280 nm vermessen.
AnschlieBend wurden 5 pl einer 10 mM Natriumperiodatlosung in 0,1 M Natriumacetat pH
5,0 zugegeben, die MTP fiir I min inkubiert und wiederum bei einer Wellenldnge von 280 nm
vermessen. Durch den Vergleich der Messwerte vor und nach der Natriumperiodatzugabe

konnte die Zunahme an Benzaldehyd und somit die EH-Aktivitét ermittelt werden.
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7.2.4.2 Proteinreinigung

Die Reinigung der EH aus Streptomyces antbioticus Ti4 wurde durch die BASF AG,
Ludwigshafen durchgefiihrt. Es wurden lonenaustausch- und Ausschluss-Chromatographie

verwendet.

Prinzip:

7.24.2.1 Ionenaustausch-Chromatographie

Die Grundlage fiir die Ionenaustausch-Chromatographie (engl. ion exchange
chromatography, IEC) ist die kompetitive Wechselwirkung geladener Ionen. Ein
Probenmolekiil konkurriert mit Salz-Ionen um die geladenen Positionen auf einer
Ionenaustauscher-Matrix. In einem ersten Schritt bindet das Molekiill an die fixierten
Ladungen der stationdren Phase, im zweiten Schritt erfolgt die Verdrdngung und Elution des
Proteins durch die steigende Salzkonzentration des Eluenten. Fiir die Reinigung der EH aus S.

antibioticus T4 wurde eine Anionenaustausch-Chromatographie verwendet.

7.2.4.2.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Bei der hydrophoben Interaktionschromatographie (engl. hydrophobic interaction
chromatography, HIC) adsorbieren die unpolaren Oberfldchenregionen von Proteinen bei
hoher Salzkonzentration an die schwach hydrophoben Liganden einer stationdren Phase. Die
Elution der Proteine erfolgt durch eine Verringerung der Salzkonzentration. Die HIC
kombiniert die Eigenschaften einer nicht-denaturierenden Salzprézipitation mit der

Separationskraft der Chromatographie.

7.2.4.2.3 Molekularsieb-Chromatographie

Die Ausschluss-Chromatographie trennt geloste Molekiile nach ihrer Grofe und basiert auf
der unterschiedlichen Permeation der Analyten in ein pordses Tragermaterial mit
kontrollierter Porengréfe. Fiir das Trennverhalten ist das hydrodynamische Volumen der
Probenmolekiile verantwortlich. Molekiile ab einer bestimmten Grofe konnen nicht in die
Poren des Trenngels eindringen und eluieren zusammen mit der Losungsmittelfront im
Ausschlussvolumen V. Kleinere Molekiile bewegen sich nicht nur zwischen den einzelnen
Teilchen der stationdren Phase, sondern dringen aullerdem auch in ihre Poren ein. Dadurch

erfahren sie eine Verzogerung und ihr Elutionsvolumen V., entspricht der Summe des
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internen Porenvolumens und des Partikelzwischenraums. Die kleinsten Komponenten haben
somit die langste Aufenthaltsdauer in den Poren und werden zuletzt eluiert. Die mobile Phase

dient nur als Losungsmittel und hat keinen unmittelbaren Einfluss auf die Trennung.

Durchfiihrung:

Anionenaustausch-Chromatographie

Eine Q-Sepharose FF-Sdule (Pharmacia, Durchmesser: 2,6 cm, Volumen: 100 ml) wurde in
50mM  Kaliumphosphat, pH 8,0 é&quilibriert. (Fliessgeschwindigkeit 10ml/min,
FraktionsgroBe 1 Minute) 530 ml Zellaufschluss (mit Kaliumhydroxidpuffer auf pH 8
eingestellt) wurden als Auftrag auf die Sdule gegeben und die Sdule mit 600 ml 50mM
Kaliumphosphat, pH 8,0 gewaschen. Fiir die Elution wurde ein Gradient von 500 ml 50mM
Kaliumphosphat, pH 8,0 nach 500 ml 50mM Kaliumphosphat, pH 8,0, 0,5M NaCl angelegt.
AnschlieBend wurde die Sdule mit 300 ml 50mM Kaliumphosphat, pH 8,0, 0,5M NacCl
gewaschen. Die aktiven Fraktionen 101-110 mit einem Gesamtvolumen von 82 ml wurden

gesammelt.

Molekularsieb-Chromatographie

Die aktiven Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie (82 ml) wurden auf pH 7,5
korrigiert und mit 42,3 ¢ Ammoniumsulfat (80% Sattigung) gefillt. Der pH wurde wihrend
der Fallung bei 7,5 konstant gehalten. Nach 10 min rithren bei RT wurde die Triibung bei
1200 Upm (Sorval) und 4°C fiir 20 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in 8,2 ml 50mM Kaliumphosphat, pH 8,0 gelost. Eine Superdex 200-Siule
(Pharamcia, Durchmesser: 2,6 cm, Volumen: 240 ml) wurde in 240ml 50mM
Kaliumphosphat, pH 8,0 dquilibriert (FlieBgeschwindigkeit 4ml/min, Fraktionsgrofle 1min).

Die aktiven Fraktionen 25-27 mit einem Gesamtvolumen von 23,5 ml wurden gesammelt.

Anionenaustausch-Chromatographie (Mono Q)

Die aktiven Fraktionen der Ausschluss-Chromatographie (23,5 ml) wurden auf drei Aliquots
mit Volumina von 7,5-8 ml aufgeteilt. Eine Mono-Q Chromatographie-Siule (Pharmacia,
Volumen: 1 ml) wurde mit SO0mM Kaliumphosphat, pH 8,0 dquilibriert. Ein Aliquot wurde
aufgegeben und mit einem linearen Gradienten der Liange 75 ml nach 50mM
Kaliumphosphat, pH 8,0, 0,5M NaCl (FlieBgeschwindigkeit: 0,75 ml/min) eluiert. Die aktiven
Fraktionen der drei Mono-Q-Léufe, jeweils Fraktion 59-67, mit einem Gesamtvolumen von

18 ml wurden gesammelt.
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Hydrophobe Interaktions-Chromatographie (TSK Phenyl)

Die aktiven Fraktionen der Ausschluss-Chromatographie (18 ml) wurden wieder auf drei
Aliquots mit Volumina von 5 ml aufgeteilt. Dazu wurde je 1,13g Ammoniumsulfat gegeben.
Dadurch wurde eine 49%ige Sittigung der Losung erreicht. Diese Losung wurde auf eine
TSK Phenyl Chromatographie-Séule (Tosohaas, Volumen: 3,8 ml), dquilibriert in 20mM
Kaliumphosphat, pH 7,5, 40%ige Séttigung an Ammoniumsulfat, gegeben. Die Sidule wurde
in einem linearen Gradienten nach 20mM Kaliumphosphat, pH 7,5 eluiert (0,75ml/min, 100

Minuten, 1 min Fraktionen). Die aktiven Fraktionen 89-92 wurden gesammelt.

7.2.4.3 In-Gel Verdau der Proteinbande mit Trypsin

Die Coomassie-Blau gefirbte Bande wurde aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten, zerkleinert
und in ein Eppendorfgefal iiberfiihrt. Dann wurde das ca. 10 fache Bandenvolumen Wasser
zugegeben und 30 min geschiittelt. Der Uberstand wurde verworfen, der Vorgang einmal
wiederholt. AnschlieBend wurde das ca. 10 fache Bandenvolumen Methanol/Wasser
zugegeben, Smin geschiittelt und zentrifugiert. Nach 1 min. Ultraschallbad wurde der
Uberstand verworfen, der Schritt einmal wiederholt. Im nichsten Schritt wurde wieder ca. das
10 fache Bandenvolumen Wasser zugegeben, Smin geschiittelt, zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dann erfolgte die Zugabe eines ca. 10fachen Bandenvolumens
Acetonitril/Wasser, es wurde 5min geschiittelt und zentrifugiert. Nach 1 min. Ultraschallbad
wurde der Uberstand verworfen, und der Vorgang einmal wiederholt. AnschlieBend wurden
die Gelstiicke im einer Speed Vac ca. 10min getrocknet. Die Gelstiicke wurden mit
Spaltpuffer (Trypsin und Protein im Verhéltnis 1:1 in einer Mischung aus 10ul 1%iger
Essigsdure gelost, 100pul 100mM Ammoniumhydrogencarbonat und 5%Acetonitril bei pH 8.5
gelost) gerade iiberschichtet. Gut geschiittelt, zentrifugiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.
Fir die folgenden Pipettiervorginge des Uberstandes wurde die gleiche Pipettenspitze
verwendet. Der Uberstand 1 wurde in ein neues Eppendorfgefil iiberfiihrt. AnschlieBend
wurden 50l 70%iges Acetonitril und 1% (V/V) TFA zu den Gelstiicken gegeben, geschiittelt
und nach 5 min. Ultraschallbad, zentrifugiert. Uberstand 2 wurde abgenommen und zu
Uberstandl gegeben. Die beiden letzten Schritte wurden jeweils einmal wiederholt. Die

vereinigten Uberstinde wurden in einer Speed Vac bis auf eine leichte Feuchte einrotiert.
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7.2.4.4 N-terminale Sequenzanalyse: Edman-Abbau

Der Edman-Abbau ist ein zyklischer Prozess, bei dem in jedem Reaktionszyklus vom N-
terminalen Ende die endstindige AS abgespalten und identifiziert wird. Die Reaktion besteht
aus drei Schritten: Kupplung, Spaltung und Konvertierung.

Im ersten Schritt, der Kupplung, wird an die freie N-terminale Aminogruppe das ,,Edman-
Reagenz‘ Phenylisothiocyanat (PITC) gekoppelt, es entsteht ein disubstituierter Thioharnstoff
(Phenylthiocarbamoylpeptid, PTC-Peptid). Im zweiten Schritt, der Spaltung, wird das
getrocknete PTC-Peptid mit wasserfreier Sdure behandelt. Hierbei greift der Schwefel des
PITC nukleophil an der Carbonylgruppe der ersten AS an. Bei diesem Vorgang spaltet sich
die AS als heterozyklisches Derivat einer Anilinothiazolinon (ATZ)-AS ab. Im dritten Schritt,
der Konvertierung, wird die chemisch instabile ATZ-AS zu einem stabilen Derivat, der
Phenylthiohydantoin-AS umgesetzt und mittels HPLC und durch Vergleich mit einer
Standard-AS-Mischung identifiziert.

Die N-terminale Sequenzierung wurde durch die BASF AG, Ludwigshafen durchgefiihrt.
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8 Anhang

8.1 Accession Codes der verwendeten Sequenzen

Tabelle 25: Ausgangssequenzen mikrosomaler (mik.) und cytosolischer (cyt.) EHs fiir die BLAST-Suche der
systematischen Analyse.

Homologe Familie

Accession Code

Organismus

Insekten, mik. AAB18243 Trichoplusia ni
C. elegans, mik. NP_505811 Caenorhabditis elegans

Saugetier, cyt. NP_001970 Homo sapiens

Pflanzenl, cyt. AABO02006 Nicotiana tabacum

Pflanzen2, cyt. CAAS55294 Glycine max
Bakterienl, cyt. 1EHY Agrobacterium radiobacter
Bakterien2, cyt. NP_103292 Mesorhizobium loti
Bakterien3, cyt. C83216 Pseudomonas aeruginosa putativ
Bakterien4, cyt. CAC37878 Streptomyces coelicolor putativ
Bakterien5, cyt. NP_334552 Mycobacterium tuberculosos CDC1551
Bakterien6, cyt. NP_396231 Agrobacterium tumefaciens C58 (Cereon)
Bakterien7, cyt. CAA11900 Corynebacterium sp.
Bakterien8, cyt. NP_107141 Mesorhizobium loti
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Tabelle 26: 93 EH Sequenzen der systematischen Analyse

Accession Code Organismus Accession Code Organismus
cytosolische EHs mikrosomale EHs
Séaugetier EHs Sidugetier EHs
NP_001970 Homo sapiens AAAS52389 Homo sapiens
AAG14968 Homo sapiens CAA68486 Homo sapiens
AAG14967 Homo sapiens P04068 Oryctolagus cuniculus
A47504 Mus musculus BAB31132 Mus musculus
P34914 Mus musculus NP 034275 Mus musculus
BAB22083 Mus musculus P07687 Rattus norvegicus
NP _031966 Mus musculus NP_036976 Rattus norvegicus
NP_075225 Rattus norvegicus BAA19200 Sus scrofa
pflanzliche EHs Insekten EHs
AAKS50099 Arabidopsis thaliana CT34977 Drosophila melanogaster
AAL38771 Arabidopsis thaliana NP_611385 Drosophila melanogaster
AAL49778 Arabidopsis thaliana NP_611386 Drosophila melanogaster
NP_180242 Arabidopsis thaliana XP_080944 Drosophila melanogaster
NP_190669 Arabidopsis thaliana Q25489 Manduca sexta
NP_567228 Arabidopsis thaliana AAB18243 Trichoplusia ni
CAA55294 Glycine max AAB88192 Trichoplusia ni
T07145 Glycine max C. elegans EHs
Momo Momordica charantia (BASF) NP_504650 Caenorhabditis elegans
AAB02006 Nicotiana tabacum T33960 Caenorhabditis elegans
AALS58264 Oryza sativa Pilze/Hefen EHs
AAL58266 Oryza sativa 1Q07B Aspergillus niger
AALS58275 Oryza sativa CAB59812 Aspergillus niger
AAL58278 Oryza sativa AAF64646 Rhodotorula glutinis
AAL58281 Oryza sativa AAF18956 Xanthophyllomyces dendrorhous
BAAS84626 Oryza sativa bakterielle EHs
BAAS84627 Oryza sativa AAK25053 Caulobacter crescentus
T07043 Solanum tuberosum AAK78696 Clostridium acetobutylicum
AAA81891 Solanum tuberosum NP _ 107140 Mesorhizobium loti
T07044 Solanum tuberosum AAL17927 Mycobacterium smegmatis
T07048 Solanum tuberosum CAB99443 Stigmatella aurantiaca

C. elegans EHs

NP 497268 Caenorhabditis elegans
bakterielle EHs

AAK90870 Agrobacterium tumefaciens

AAL46181 Agrobacterium tumefaciens
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CAA73331 Agrobacterium tumefaciens
NP_ 396231 Agrobacterium tumefaciens
NP_ 532494 Agrobacterium tumefaciens
NP_534160 Agrobacterium tumefaciens

1EHY Agrobacterium radiobacter
NP_388739 Bacillus subtilis
AAF78792 Bradyrhizobium japonicum
NP_420043 Caulobacter crescentus
CAA11900 Corynebacterium sp.
H75259 Deinococcus radiodurans
BAB49078 Mesorhizobium loti
NP_103292 Mesorhizobium loti
NP_104428 Mesorhizobium loti
NP 107141 Mesorhizobium loti
NP 109474 Mesorhizobium loti
NP_302492 Mycobacterium leprae
CAA17992 Mycobacterium tuberculosis
NP 218134 Mycobacterium tuberculosis
NP_334552 Mycobacterium tuberculosis
NP_336446 Mycobacterium tuberculosis
NP_488261 Nostoc sp.
C83216 Pseudomonas aeruginosa
F83145 Pseudomonas aeruginosa
G83279 Pseudomonas aeruginosa
H83384 Pseudomonas aeruginosa
AAL19286 Salmonella typhimurium
NP_436749 Sinorhizobium meliloti
CAB38503 Streptomyces coelicolor
CAB62690 Streptomyces coelicolor
CAB76359 Streptomyces coelicolor
CABY9%4628 Streptomyces coelicolor
CAB95984 Streptomyces coelicolor
CAC37878 Streptomyces coelicolor
T36559 Streptomyces coelicolor
S77308 Synechocystis sp.
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Tabelle

27:

18 HD Sequenzen, verwendet fiir eine phylogenetische Analyse, fiir die Auswahl der
reprasentativen HDs fiir die BLAST-Suchen zur Erstellung der EH/HD Datenbank.

Accession Code

Organismus

A49896 Sphingomonas paucimobilis

CAB45532 Mycobacterium bovis

NP_106032 Mesorhizobium loti

AAC15838 Rhodococcus rhodochrous

CAB65289 Mycobacterium sp. GP1

NP 536182 Agrobacterium tumefaciens str. C58 (U. Washington)

AAK91024 Agrobacterium tumefaciens str. C58 (Cereon)

NP_640591 Xanthomonas axonopodis

AAM35127 Xanthomonas axonopodis

NP_635611 Xanthomonas campestris

NP_299247 Xylella fastidiosa

AALO01057 Photobacterium profundum putativ

AAK46638 Mycobacterium tuberculosis CDC1551

CAC41377 Mycobacterium avium

NP _419991 Caulobacter crescentus CB 15 putativ
B43718 Xanthobacter autrophicus

NP 336339 Mycobacterium tuberculosis CDC1551

NP_484237 Nostoc sp. PCC 7120

Tabelle 28: Ausgangssequenzen fiir die BLAST-Suchen zur Erstellung der EH/HD Datenbank und ihre
urspriingliche Klassifizierung in Superfamilien und homologe Familien.

Superfamilie homologe Familie Gattung Spezies Daten-  Accesion
bank Code
cyt. EH bacterial Bacillus subtilis REF NP 388739
cyt. EH bacteriall Agrobacterium  radiobacter = REF  NP_532494
cyt. EH plantsl Arabidopsis thaliana GB AAL38771
cyt. EH plantsII Oryza sativa GB AALS8278
cyt. EH C. elegansl Caenorhabditis elegans REF  NP_497268
cyt. EH mammalial Mus musculus PIR A47504
mik. EH fungi_bacteria Mesorhizobium loti REF | NP 107140
mik. EH insects Manduca sexta SP Q25498
mik. EH C. elegansll Caenorhabditis elegans PIR T33960
mik. EH mammaliall Rattus norvegicus SP P07687
HD HF1 Xanthobacter autropicus SP P22643
HD HF2 Sphingomonas  paucimobilis PIR A49896
HD HF3 Photobacterium  profundum GB AALO01057
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Tabelle 29: Homologe Familien, die zur Erstellung der familienspezifischen Primer verwendet wurden.

Primer Gruppe

Accession Code

Primer Gruppe

Accession Code

Primer Gruppe

Accession Code

mS&uger

AAAS52389

cSauger

AAAS59580

BAA19200

BAB31132

CAAG68486

NP 034275

NP _036976

P04068

P07687

mlinsekten

AAB18243

cPflanzenl

AAB88192

CT34977

NP_611385

NP 611386

Q25489

XP_ 080944

cPflanzen2

mPilze

AAF18956

AAF64646

CAB59812

mBakterien

AAK25053

AAK78696

AAL17927

NP_107140

NP _436753

A47504
AAG14967
AAG14968
BAB22083
NP_001970
NP 031966
NP_075225
NP_497268
P34914
AAB02006
AAL58264
AAL58266
AAL58275
AAL58278
AAL58281
AAA81891
AAK50099
AAL38771
AAL49778
BAA84626
CAA55294
NP_180242
NP_190669
NP_567228
T07043
T07044
T07048
T07045

cBakterienl

AAF78792

NP_104428

NP_107141

NP_436749

cBakterien2

H75259

NP 388739

NP_488261

NP_497268

cBakterien3

CAA17992

CAB38503

NP_302492

cBakterien4

AAK90870

AAL46181

CAB62690

CAB94628

H83384

NP_103292

NP_109474

NP_396231

cBakterien5

NP_218134

NP 336446

NP_420043

NP_532494

NP_534160

T36559
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8.2 Sequenzen

8.2.1 Primer

Tabelle 30: Verwendete Primer: Alle Primer wurden in 5’-3’-Ausrichtung aufgefiihrt, unter Verwendung der
tiblichen Bezeichnungen der vier Basen und degenerierter Positionen.

Anwendung Primer Sequenz

250 bp-Fragmentes 250 F cgggatccecgeacggcettccegga

250 R cgggatcccgscgecccagttgtg
CODEHOP: cBakterien5 cB5 F tggtgctgctgtgccaygggnttyceng

cB5 R gggcctcteetgetggrdecartgnee
Reverse-Primer S. coelicolor EH Sc R gctctagagcaggaggagecatgecgeag
N-Terminus N-Term F | atggtsgagcacmgsatggtsgac
Reverse-Primer zum Aufbau des C- C-Term R | tcagatcctctgetegeccegeageccggtcaggaagt
Terminus cgaccagcgcecgegttcacceccttcggtegetectgetg
M13-Sequenzier-Primer MI13 F caggaaacagctatgac

M13 R actggccgtcgttttac
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8.2.2 Sequenzen der CODEHOP-Fragmente
8.2.2.1 Streptomyces antibioticus Tii4

8.2.2.1.1 Sequenz des 250 bp-Fragments (236 bp)

EcoRI
GGATCCCGCACGGCTTCCCGGAGTCGGGGTACGCCTGGCGGCACCAGCTGGCGGCACTCGCCTCGG
CCGGTTACCGCGGTGGCGATCGATGTGCGGGGGTACGGCCGTTCGTCCAAGCCGGAGGCCGTGGA
GGCGTACCGGATGCTCGACCTGATCGCGGACAACGTGCCGTGGTGGAGGCGCTGGGCCAGCGTTCC
GCCGTGGTCGTCGGCCACAACTGGGGCGCCGGGATCC

EcoRI1

8.2.2.1.2 DNA-Sequenz des CODEHOP-Fragments (771 bp)

TTTGGTGCTGCTGTGCCATGGGTTTCCTGAGTCCTGGCACTCCTGGCACCGCCAGTTCGGCCCGCTG
GCCGCCGCGGGCTTCCGGGTGGTCGCCCCCGACCAGCGCGGATACGGGCGCAGCGACCATCCCGA
GGCCGTCGACGCGTACACCATCCTGCATCTGGTCGGCGATGTCGTCGGGCTGATCCGGGAGCTGGG
CGAGGAGAAGGCGTACGTGGTCGGGCACGACTGGGGCGCGCCGGTCGCCTGGCACACCGCGCTGC
TGCGGCCGGACCTGGTGCGCGGGGTGGCCGGTCTGAGCGTGCCGCCGCCGTTCAGGGGCTCGCGGC
CGCCGCTGCCCGCCATGGACCGGATGTTCGGCGGCCGCTTCTACTGGAACTACTTCAACCGTCCCG
GGGTCGCGGACGCCGAGTTCGCCGAGGACACCCGGACCGCGCTGCGCAAGTTCTTCTACTGGGCTT
CCGGGGACGCCCCCGGCGCCGGGCGGAAGCAGCCGCTGGTCGACCCCGAGCGCGGCTGGCTCGCG
GACATGGCCGACCCGGAGGTGCTGCCGGAGTGGTTCACCGAGGAGGATCTCGACGCGCTCACGGA
GAGCTTCTCCCAGGGCTTCACCGGGGCCCTGAACTGGTACCGCAACCTCGACCGGAACTGGGAGCT
GACCGCCCCCTGGCACGGCGCCGTCGTCACCCCGCCGGCCCTGTACGTCTACGGCGACCGTGACGT
GGTCCCCGCCTTCCCCGGCACGCCGGAGCTCATCGAGCGGCTGCCCTCGCTGATGCCCAACCTGTG
GCGGGAGCCGCTGAAGCTGGCCGGCTGCGGACACTGGCCCCAGCAGGAGAGGCCCAAGGGCGGG
GGGG

8.2.2.1.3 AS-Sequenz des CODEHOP-Fragments (284 AS)

PLVLLCHGFPESWHSWHRQFGPLAAAGFRVVAPDQRGYGRSDHPEAVDAYTILHLVGDVVGLIRELGE
EKAYVVGHDWGAPVAWHTALLRPDLVRGVAGLSVPPPFRGSRPPLPAMDRMFGGRFY WNYFNRPGV
ADAEFAEDTRTALRKFFYWASGDAPGAGRKQPLVDPERGWLADMADPEVLPEWFTEEDLDALTESFS
QGFTGALNWYRNLDRNWELTAPWHGAVVTPPALYVYGDRDVVPAFPGTPELIERLPSLMPNLWREPL
KLAGCGHWPQQERPKG
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8.2.2.2 Rhodococcus ruber (LU760)

8.2.2.2.1 DNA-Sequenz des CODEHOP-Fragment (703 bp)

TGGTGCTGCTGTGCCATGGTTTTCCGGACACCCATGCAATCTGGCGGCTCCAGGTCCCGGCGCTGG
CGGCCAGGGGTTTCCGGGTCATCGCGCCCGACATGCGTGGCTACGGCAAGACCGACGCGCCGCCC
GCTGCCGGCGCCTACGCCGTCGAATTCCTGTGCGCCGACATCCTCGGCCTGATGGACCAGCTGGGC
CTGGAGAAGGCCTCGCTCGTGGGCCACGACTGGGGCGGGCTGGTCGGCTGGCAGCTGTGCATGAA
TGCGCCGCAGCGCTTCGAGCGCTTTGTCGCCCTGTCCACCGGACACCCGGCGGCGATCGCCAATGC
CGGCGTCACCCAGCAAATGCGCTTCTGGTACATCCTGGGTTTCCTGATGCCGGTGGTGGCCGAACA
CGCGATCCGCGCCAACGACTGGTTCTTCCTGCGCCAGATGACGCGCCGTCCGGAACAGGTGGCGAT
CTGGCGGGCCGCGCTGGAGCCGGAAGGGCGCCTGACGGCGGCGCTGAACTACTACCGCGCCAACC
TCAAGCTGGGCCGGCCGCACCACTGGCGCCCGGTCGAAGTGCCGGTGATGGGCGTCTGGAGCGAC
CGCGACCCGGCGCTGGGCGAGAAGCAGATGCTGGATTCGGTCCACCACTGCCGCGCGGGCTTCCGC
TACGAGCGCCTGAGCGGGGCGGGCACTGGACCCAGCAGGAGAGGCCC

8.2.2.2.2 AS-Sequenz des CODEHOP-Fragments (215 AS)

THAIWRLQVPALAARGFRVIAPDMRGYGKTDAPPAAGAYAVEFLCADILGLMDQLGLXKASLVGHDW
GGLVGWQLCMNAPQRFERFVALSTGHPAAIANAGVTQQMRFWYILGFLMPVVAEHAIRANDWFFLRQ
MTRRPEQVAIWRAALEPEGRLTAALNYYRANLKLGRPHHWRPVEVPVMGVWSDRDPALGEKQMLDS
VHHCRAGFRYERLSG
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