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KAPITEL 1

Einleitung

1.1 Pilze

Mit einer konservativ geschitzten Mitgliederzahl von 1,5 Millionen (Hawks-
worth, 1991) gehoren die Pilze zu einem der wichtigsten Reiche in der Doméne
der Eukaryoten. Lange Zeit wurden sie zu den Pflanzen oder einfachen Or-
ganismen mit nicht-sexueller Reproduktion (Haeckel’s ,Protista’) gezahlt. Erst
1959 erklérte der Biologe Robert Whittaker sie zu einem eigenstandigen Reich
auferhalb der Pflanzen und Tiere (Ubersicht in Scamardella, 1999). Zahlreiche
biotechnische Prozesse und Produkte werden direkt oder indirekt durch Pilze
realisiert, sie sind daher fiir den Menschen und die Umwelt unverzichtbar.

Rolle in der Umwelt

In der Umwelt sorgen Pilze und Bakterien fiir den Abbau von organischem
Material und tragen somit zur Wiederverwertung von Néahrstoffen bei. Thre
Nahrung nehmen sie durch Absorption auf. Hierfiir scheiden sie eine Reihe von
Enzymen aus, die in der Lage sind, verschiedene Polymere in ihre Untereinheiten
abzubauen, u.a. Proteine, Cellulose, Chitin, aber auch Lipide. Einige Pilze der
Abteilung Basidiomycota sind sogar in der Lage Lignin zu zersetzen.

Eine weitere wichtige Rolle von Pilzen ist ihre Symbiose mit Pflanzen (My-
korrhiza). Etwa 6000 Pilze und 240000 Pflanzen stehen in einer solchen symbioti-
schen Beziehung (Bonfante, 2003). Einige Pilze nehmen jedoch eine andere Art
von Beziehung zu Pflanzen und Tieren auf, sie sind parasitdr. Zu den bekann-
testen Beispielen zdhlen Ustilago maydis (Maisbeulenbrand), Magnaporthe grisea
(Reisbrand) und Claviceps pupurea (viele Getreidesorten, Mutterkorn). C. purpu-
rea produziert giftige Alkaloide (Ergoline), die im Mittelalter Ursache fiir den
Ergotismus (Vergiftung durch Ergoline) nach dem Verzehr von kontaminierten
Nahrungsmitteln war.

Abgesehen von pathogenen Pilzen, die Pflanzen befallen, stellen viele Pilze
auch eine Gefahr fiir den Menschen dar. Sie sind in diesem Zusammenhang u.a.
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die Ausldser einer schwerer Lungenentziindung (Pneumocystis spp., Cryptococcous
spp. und Histoplasma capsulatum), Meningitis (Cryptococcous spp.) und verschie-
dener Hautkrankheiten (Malassezia spp.) um nur einige zu nennen (Ubersicht in
Reedy et al., 2007). Vor allem fiir immunsupprimierte Patienten ist das Risiko
einer Pilzinfektion sehr hoch, so liegt die Sterberate bei einer invasiven Aspergil-
losis bei 90% (De Lucca, 2007). Die Behandlung von Pilzinfektionen gestaltet sich
schwierig, da Pilze auch Eukaryoten sind.

Pilze als Nahrung und ihre Rolle in der Nahrungsmittelindustrie

Seit Tausenden von Jahren werden Hefen fiir die Herstellung von Brot, Bier
und Wein eingesetzt. Einige Pilze wie z.B. Champignons (Agaricus), Steinpilze
oder die seltenen und sehr begehrten Triiffel sind gdngige Nahrungsmittel. Thre
Rolle in der Herstellung von Nahrungsmitteln ist jedoch viel grofier. Geschitzte
40% der kommerziell verfiigbaren Enzyme (Archer et al., 2008) kommen aus
Pilzen oder haben ihren Ursprung iiber Pilzen (bei rekombinanten Prozessen).
Einige organische Sduren entstehen in Fermentationsprozessen mit Pilzen, z.B.
Zitronensaure (Aspergillus niger) und Apfelsaure (Schizophyllum commune und
Paecilomyces varioti) (Ubersicht in Archer et al., 2008). Die fiir die Herstellung von
Kase benotigte Protease Chymosin stammt i.d.R. auch aus Pilzen.

Medizinische Bedeutung

In der Medizin werden viele von Pilzen hergestellte Sekunddarmetabolite auf-
grund ihrer biologischen Wirkung geschétzt. Wahrend die Revolution der Me-
dizin durch Penicillin allseits bekannt ist, gibt es noch sehr viele weitere Se-
kundarmetabolite aus Pilzen, die eine dhnliche Verdnderung in diesem Gebiet
herbeigefiihrt haben, z.B. Cyclosporin A. Dieses zyklische Peptid besteht aus 11
Aminosduren und wurde aus Cylindrocarpon lucidum (und Tolypocladium inflatum)
isoliert (Borel et al., 1976). Es ist wegen seiner immunsupprimierenden Wirkung
in der Transplantationsmedizin unverzichtbar geworden.

Auch in Hinsicht auf Sekundarmetabolite bilden Pilze nicht nur ntitzliche,
sondern fiir Mensch und Umwelt auch hochgefdhrliche Substanzen. So wir-
ken die Aflatoxine (Aspergillus flavus Toxine) allein schon reproduktionstoxisch,
mutagen und cancerogen. Aflatoxine stellen vor allem in der Nahrungsmittel-
industrie ein grofies Problem dar, da sie bereits bei geringer Kontamination zur
Unbekdmmlichkeit fithren. Weitere Sekunddrmetabolite aus Pilzen sind u.a. als
Nerven-, Nieren- und Lebergifte klassifiziert (Ubersicht in Bhatnagar et al., 2002).
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1.2 Licht

Eine wichtige Eigenschaft aller Organismen ist die Wahrnehmung und Umset-
zung von extrazelluldren Signalen. Licht spielt dabei eine besonders grofie Rolle
sowohl fiir phototrophe Lebewesen, dessen Fortbestehen von Licht abhédngig ist
(Photosynthese), als auch fiir solche, die ihre Entwicklung von Licht abhéngig
machen. Zur zweiten Gruppe zédhlen auch die Pilze mit zahlreichen Beispielen
von unterschiedlicher Entwicklung und Morphologie bei Wachstum bei Licht
oder im Dunkeln. Einige bekannte Fille zu der verdanderten Entwicklung auf-
grund von Licht (Photomorphogenese) werden in den folgenden Abschnitten
naher erldutert.

1.2.1 Phycomyces blakesleeanus

Phycomyces blakesleeanus ist ein filamentoser Pilz, der zu den Zygomycota (Joch-
pilze) zahlt und dessen Hyphen nicht durch Querwinde (Septa) getrennt sind. So
gilt das Myzel als eine kollektive Zelle (Coenocyt) mit Millionen von Kernen. Der
Nobelpreistrager Max Delbriick begann mit der Forschung an P. blakesleeanus,
in der Hoffnung, darin ein Modellsystem fiir die Erforschung von Sinneswahr-
nehmung gefunden zu haben. Abgesehen vom Horsinn weist P. blakesleeanus
alle Sinne auf, die auch dem Menschen zugeschrieben werden (Cerdd-Olmedo,
2001).

P. blakesleeanus bildet in Abhdngigkeit von Licht zwei Typen von asexuellen
Strukturen aus, die Mikro- oder Makrosporangien. Erstere enthalten etwa 1000,
letztere bis zu 100000 Sporen. Durch Licht wird die Bildung von Mikrosporangien
inhibiert, widhrend die der Makrosporangien induziert wird. Die Makrosporen
befinden sich am Ende von mehreren Zentimeter langen Hyphen, die in die
Luft ragen und eine sehr ausgepréagte Hinwendung zum Licht (Phototropismus)
aufweisen (Abb. 1.1). Eine asexuelle Fortpflanzung von P. blakesleeanus findet
beim Zusammentreffen von zwei Kolonien mit unterschiedlichen Paarungstypen
statt.

Abbildung 1.1: Phototropismus bei Phycomyces blakesleeanus: Makrosporangien wachsen in Rich-
tung des Lichts, adaptiert aus Idnurm et al. (2006).

Ein weiterer ausschliefilich im Licht stattfindender Prozess ist die Synthese
des Pigments B-Carotin (Ubersicht in Cerd4-Olmedo, 2001). Dieses fiihrt zu einer
Gelbfarbung von P. blakesleeanus-Kolonien, die in Licht anwachsen, wéhrend

| 1.2
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Kolonien, die im Dunkeln anwachsen, farblos (weif3) bleiben. In diesem Zusam-
menhang werden die Carotinoide generell als Sekundarmetabolite akzeptiert, da
ihre Synthese nur im spaten Wachstum beginnt (Bramley und Davies, 1975).

1.2.2 Neurospora crassa

Auch in Neurospora crassa wird die Synthese von {3-Carotin unter Einfluss von
Licht beobachtet (Photocarotinogenese). Ein weiterer lichtgesteuerter Prozess, der
extensiv in den letzten Jahrzenten in N. crassa erforscht wurde, ist die zirkadiane
Uhr. Lichtexpositon von N. crassa fithrt zur Einstellung der zirkadianen Uhr.
Anschliefiend ist N. crassa in der Lage, auch bei konstanter Dunkelheit den
Zeitverlauf zu bestimmen. So kann die abwechselnde Bildung von Konidien
(in Antizipation von Tageslicht) und feinem Myzel (Antizipation von Nacht) in
einen sogenannten ,race tube” Experiment (engl. Rennrohr) beobachtet werden
(Brandt, 1953; Pittendrigh et al., 1959). Dabei wird ein Glasrohr, das Nadhrmedium
enthdlt, auf der einen Seite mit N. crassa angeimpft, mit Licht bestrahlt und
anschlieffend in vollstandiger Dunkelheit inkubiert. N. crassa wéchst entlang des
Rohrs abwechselnd mit feinen Myzelien oder in die Luft ragenden Konidien
(Abb 1.2). Dabei ist eine Rhytmik von etwa 22 Stunden zu erkennen.

2 Animpfung Koyidien II\//\yzel . : i
/ L4 L4 v‘

e e e TR W Draufsicht

L J

[
22 Stunden 24 Stunden
zirkadischer normaler
Tag Tag

Abbildung 1.2: Wachstum von N. crassa entlang eines mit Nahrmedium gefiillten Glasrohrs. N. crassa
bildet mit einem Rhythmus von etwa 22 Stunden abwechselnd Konidien und Myzel aus, adaptiert
aus Price-Lloyd et al. (2005).

Die molekulare Grundlage dieses Mechanismus ist sehr gut erforscht - ein
komplexes Netzwerk an Protein-Protein, Protein-DNA-Interaktionen und post-
translationalen Modifikationen fiihrt zu einer geregelten Antwort bei Licht. So
wurde beobachtet, dass die Menge an Transkripten des frequency-Gens (frq) nach
Lichtexposition innerhalb von 15-30 Minuten um das vier bis 25-fache ansteigt
(Crosthwaite et al., 1995). Durch dieses Ereignis wird die innere Uhr von N. cras-
sa eingestellt. Die erhohte Menge an frg-Produkt (FRQ) reguliert negativ die
Transkription von frequency und so oszilliert die Menge an FRQ.

Ausloser dieser erhohten Transkription von frg ist ein Komplex bestehend
aus den Proteinen White-collar 1 und 2 (White collar complex, WCC) (Ubersicht
in Hogenesch und Ueda, 2011). WC-1 und -2 enthalten beide eine PAS-Doméne
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(Per-Arnt-Sim) und ein Zinkfingermotiv fiir DNA-Bindung (Ballario et al., 1996).
WC-1 wurde 2002 von zwei Gruppen als der Blaulichtrezeptor von N. crassa iden-
tifiziert, es benotigt fiir seine Funktion das Coenzym Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) (He et al., 2002; Froehlich et al., 2002). FAD befindet sich in der LOV-
Domaine (engl. Light, Oxygen, Voltage), eine Sensordomadne, die je nach Ko-Faktor
Licht, Sauerstoff oder Elektrizitdt wahrnehmen kann. Somit ist WC-1 Lichtrezep-
tor und gleichzeitig Wandler dieses externen Signals in eine genetische Antwort.
In Neurospora crassa sind etwa 180 Gene identifiziert worden, die durch die zir-
kadische Uhr reguliert werden, sog. ccgs (engl. ccgs, circadian controlled genes,
Ubersicht in Liu und Bell-Pedersen, 2006).

Die genannten Beispiele verdeutlichen die bedeutende Wirkung von Licht auf
Pilze. Da diese Organismen nicht phototrop sind, stellen sich die Fragen nach
der Ursache und den Griinden hierfiir.

1.2.3 Lichtwahrnehmung in Pilzen

In Pilzen wurden Lichtrezeptoren fiir unterschiedliche Wellenldngen gefunden.
Sie haben dhnlich zu den Pflanzen und phototrophen Bakterien, Phytochrome,
Cryptochrome und Phototropin-dhnliche Proteine.

Im Bereich von 320 bis 500 nm (UV-A/Blaulicht) wird die Lichtwahrnehmung
in Pilzen u.a. durch Cryptochrome oder WC1-Homologe realisiert. WC-1 wurde
urspriinglich in N. crassa entdeckt und enthélt eine LOV-Doméne, die anders als
in Pflanzen nicht FMN, sondern FAD als Chromophor gebunden hat. Inzwischen
wurden Homologe zu WC-1 in vielen Pilzen identifiziert, darunter auch LreA
(engl. light response A) in A. nidulans. Die Struktur des Blaulichtrezeptor VVD
(engl. vivid) aus N. crassa konnte sowohl in der Licht- als auch in der Dunkelform
gelost werden und gibt Hinweise dariiber, wie Licht zu einer Konformationsande-
rung und Dimerisierung von Proteinen mit einer LOV-Domine fiihrt (Zoltowski
et al., 2007; Vaidya et al., 2011).

Cryptochrome sind Blaulichtrezeptoren, die mit den Photolyasen verwandt
sind. Sie haben eine Sequenz-Identitdt von etwa 25-40% zu ihnen (Sancar, 2003).
Anders als Photolyasen wurde bei Cryptochromen bisher angenommen, sie seien
nicht in der Lage DNA-Reparaturen mit Hilfe von Licht durchzufiihren (Pho-
toreparatur). Vor kurzem konnte jedoch das Cryptochrom CryA in Aspergillus
nidulans charakterisiert werde, CryA, welches sowohl regulatorische Funktionen
als auch DNA-Reparaturaktivitat aufweist (Bayram et al., 2008a). Der AcryA-
Stamm zeigte verringerte Uberlebensraten nach UV-Bestrahlung und produzierte
sehr grofle Mengen an sog. Hiillezellen. CryA ist daher in der Repression der
sexuellen Entwicklung bei Blaulicht verwickelt. Bei der Expression von CryA
in einem DNA-Reparatur-defizienten E. coli-Stamm konnte eine erhthte Uber-
lebensrate nach UV-Bestrahlung beobachtet werden, was moglicherweise auf
einen teilweise wiederhergestellten Photoreparaturmeachnismus zuriickzufiih-
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ren ist. Aufier CryA gibt es eine weitere Klasse an Cryptochromen, die auch
DNA-Reparaturaktivitdt aufweisen, die Cry-DASH-Proteine (Selby und Sancar,
2006).

Phytochrome aus Pilzen enthalten wie bakterielle Phytochrome Biliverdin
IXa als Chromophor. Sowohl pflanzliche, bakterielle als auch Pilz-Phytochrome
werden in eine Photosensor-Doméne und eine Ausgabe-Doméne unterteilt. In der
Photosensor-Doméne ist der Chromophor gebunden und kann je nach Licht in
zwei Konformationen vorliegen. Bei Rotlicht (660 nm) liegt diese in der Pr-Form
(engl. Phytochrome red) und bei Dunkelrotlicht (730 nm) in der Pfr-Form (engl.
Phytochrome far red) vor. Diese Z/E-Isomerie wird durch die Ausgabe-Doméne
in Form von Phosphorylierung weitergeleitet (Ubersicht in Rockwell et al., 2006,
Abb. 1.3). Alle Phytochrome enthalten am C-Terminus eine Histidin-Kinase-
verwandte Domédne (HKRD), die jedoch bei Pflanzen aufgrund des fehlenden
kritischen Histidins inaktiv ist (Ubersicht in Rodriguez-Romero et al., 2010). Bei
FphA (engl. fungal phytochrome A) aus A. nidulans ist eine Interaktion mit den
Regulator VeA (1.4.1) gezeigt worden (Purschwitz et al., 2008).

Py (C15-Z,anti)  Pf (C15-E,anti)

Abbildung 1.3: Z/E-Isomerie des Phytochrom-Chromophors. Bei 660 nm liegt die P,- und bei 680 nm
die P;-Form vor. Adaptiert aus Rockwell et al. (2006).

1.2.4 Warum machen Pilze ihre Entwicklung von Licht abhangig?

Pilze leben bevorzugt in feuchten und dunklen Habitaten, in denen sie vor Aus-
trocknung und UV-Strahlung geschiitzt sind. Fiir ihre Verbreitung verwenden
Pilze Sporen und fiir deren Freisetzung benétigen sie ein verléssliches Signal
tiir ihre eigene ober- oder unterirdische Positionsbestimmung — das Licht. In der
Natur garantiert das Licht, dass sich der Organismus an einer durch Wasser oder
Luft zugédnglichen Oberfldche befindet und daher die Verbreitung durch Sporen
optimal ist. Bei der Synthese von Sekundédrmetaboliten wird angenommen, dass
diese hauptsédchlich fiir die Bekimpfung von Bakterien oder anderen Gegnern
in der jeweiligen 6kologischen Nische notwendig sind. Dies beinhaltet jedoch
nicht viele andere Sekunddrmetabolite, die lediglich die Erscheinung des Pilzes
verdndern (Pigmente).



Aspergillus nidulans

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Komponenten aus einem Pilz, der
auch Photomorphogenese aufweist, Aspergillus nidulans. Dort sind Sekundarme-
tabolismus und Entwicklung an Licht gekoppelte Prozesse (Abb. 1.4).

Dunkelheit

Abbildung 1.4: Erscheinung und Sekundarmetabolismus von A. nidulans bei Dunkelheit und Licht.
Im Licht (A) werden griin-pigmentierte Konidien und kein Sterigmatocystin (fehlende Bande in
Diinnschichtchromatographie) gebildet. In Dunkelheit (B) werden vermehrt sexuelle Fruchtkorper
(gelbe Punkte) und Sterigmatocystin (Bande in Diinnschichtchromatographie) gebildet, adaptiert aus
Rodriguez-Romero et al. (2010).

1.3 Aspergillus nidulans

Die Gattung Aspergillus wurde erstmals 1729 von dem italienischen Priester Pier
Antonia Micheli beschrieben. Eine Betrachtung des Sporentrdagers unter dem
Mikroskop erinnerte ihn an die Form eines Weihwasserwedels (Aspergill) und
so nannte er den Pilz Aspergillus. Als Modelorganismus wurde Aspergillus nidu-
lans durch Guido Pontecorvo in den 50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts
an der Universitdt von Glasgow etabliert. Einfache Kultivierbarkeit, schnelles
Wachstum, sexuelle und asexulle Entwicklung und viele Mutanten, die auf dem
,Glasgow’-Wildtypen basieren, machen A. nidulans auch heute noch zu einem
hervorragenden Forschungsobjekt. Fiir die sexuelle Entwicklung von A. nidu-
lans ist ein Kreuzungspartner nicht zwingend erforderlich, da A. nidulans ein
homothallischer Pilz ist. Die Sequenzierung des 30 Megabasen grofien haploiden
Genoms, das auf acht Chromosomen verteilt ist, wurde 2005 abgeschlossen (Ga-
lagan et al., 2005). Mehr als 9500 offene Leserahmen (engl. Open Reading Frame,
ORF) konnten durch automatische Sequenzanalysen detektiert werden.
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1.3.1 Entwicklung von Aspergillus nidulans

Die vegetative Wachstumsphase von A. nidulans beginnt mit der Keimung einer
Spore. Von A. nidulans werden zwei Arten von Sporen gebildet, die Konidiospore
(Produkt der asexuellen Entwicklung) und die Ascospore (Produkt der sexuel-
len Entwicklung). Aus der keimenden Spore wéchst durch apikale Extension
und Querverzweigung das Myzel, das bereits unterschiedliche Zelltypen ent-
hélt. Erst etwa 20 Stunden nach der Keimung sind die Hyphen kompetent fiir
weitere Differenzierung (Axelrod et al., 1973). Eine weitere Bedingung fiir eine
Differenzierung ist das Vorhandensein einer Luft-Medium-Interphase, denn in
Fliissigmedium liegende Kolonien sind nicht in der Lage, weitere Strukturen zu
bilden.

Im Folgenden durchlduft A. nidulans hauptsachlich zwei unterschiedliche re-
produktive Zyklen. Der asexuelle Zyklus wird im Licht, bei begrenztem Angebot
an Néahrstoffen oder starkem osmotischen Stress eingeschlagen (Mooney und
Yager, 1990; Skromne et al., 1995; Han et al., 2003). Licht mit einer Wellenldnge
von 680 nm induziert die Konidiation, wiahrend Licht mit 740 nm und Dunkel-
heit die Fruchtkorperbildung aktiviert (Mooney und Yager, 1990) (Abb. 1.4). Die
von Etta Kéfer beschriebene Velvet-Mutante (1965) macht die Erforschung dieses
Pilzes im Labor einfach, da fiir die Induktion der asexuellen Fortpflanzung und
Sporulation keine konstante Beleuchtung notwendig ist. Die Konidiation erfolgt
auch im Dunkeln. Ein weiterer Ausloser fiir die Entwicklung sind Derivate der
Hydroxylinolen- und Hydroxyoleinsdure, die psi-Faktoren (engl. precocious sexual
inducer). psiB und C 16sen die sexuelle Entwicklung aus und reprimieren die
Konidiation. psiA hingegen zeigt eine antagonistische Wirkung zu B und C
(Champe und El-Zayat, 1989; Champe et al., 1987).

1.3.1.1 Asexuelle Fortpflanzung

Die asexuelle Entwicklung beginnt mit der Bildung der Konidophoren, den
Tragern der Konidien. Hierfiir wachsen Hyphenzellen zu einem Stil der bis zu
100 pm in die Luft ragt und ein bis zwei pm grofler (im Durchschnitt) ist als
das tibliche Myzel (Luftmyzel). An diesen sepziellen Hyphenzellen (Fuf}) wird
aufierdem eine zweite Zellwandschicht gebildet, die beim tibrigen Myzel nicht
vorhanden ist. Am oberen Ende des Stiels entsteht durch Schwellung ein Vesi-
kel, in dem durch Kernteilung etwa 60 bis 70 Zellkerne gebildet werden. Durch
langliche Zellteilung entstehen am oberen Ende des Vesikels die Metulae, die
jeweils mit einen Zellkern beftillt werden und wiederum zwei Auswiichse (Phia-
liden) bilden. Die Phialiden bilden lange Ketten von Konidiosporen (Ubersicht in
Etxebeste et al., 2010). Die griin pigmentierten Konidiosporen sind so am oberen
Ende des Myzels exponiert und werden leicht durch Wind verbreitet (Abb. 1.5).
Reife Konidiophoren sind bereits 15 Stunden nach Differenzierung zu erkennen,
der gesamte asexuelle Zyklus benétigt lediglich zwei bis drei Tage.



Aspergillus nidulans

Q Ascospore
Q o 9 keimende
Spore

Kleistothezium
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Aspergillus nidulans. Der in Licht
ablaufende asexuelle Zyklus benétigt zwei bis drei Tage, der sexuelle Entwicklungsweg hingegen bis
zu sieben Tage, adaptiert aus Casselton und Zolan (2002).

1.3.1.2 Sexuelle Entwicklung

Im Vergleich zur asexuellen Fortpflanzung ist die sexuelle Entwicklung von
A. nidulans ein weitaus komplexerer und zeitintensiverer Prozess. So benotigt
der komplette Zyklus ausgehend von differenzierendem Myzel bis zur Bildung
des Fruchtkorpers etwa sieben Tage. In Aspergillus spp. gibt es zwei Gene fiir
Paarungstypen, die «- und HMG-Gene (engl. high-mobility group), beide sind in
A. nidulans vorhanden.

Die sexuelle Entwicklung beginnt mit der Anndherung zweier Hyphen, die
anschliefiend fusionieren und eine dikaryotische Hyphe bilden. Diese wird von
einem weiter wachsenden Myzel umgeben, das eine Art ,Nest” bildet und zu
Hiillezellen differenzieren (Braus et al., 2002). Das umgebende Myzel und die
Hiillezellen bilden die Hiille des Kleistotheziums aus. Diese Hiillezellen versor-
gen den heranwachsenden Fruchtkdrper mit Ndhrstoffen. Das Kleistothezium
wdchst aus dem Nest heraus, wahrend die dikaryotischen Zellen der ascogenen
Hyphen eine hakendhnliche Form annehmen, Crozier genannt.
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Die Karyogamie zweier haploider Kerne lauft im terminalen Bereich der Cro-
zier ab. Aus dieser Zygote gehen durch meiotische Teilung vier Zellkerne hervor,
die dann durch mitotische Teilung in acht haploiden Kernen resultieren. Diese
acht haploiden Kernen werden durch Membranen getrennt. Im weiteren Verlauf
wird eine zusédtzliche Mitose durchgefiihrt, so dass jeder Ascus 8 binukledre
Ascosporen enthilt. Reife Kleistothezien sind bis zu 200 pm grofs und enthalten
fiir gewohnlich 80000 Ascosporen (Braus et al., 2002). Anders als die Konidio-
sporen sind die Ascosporen aufgrund einer Ansammlung von Asperthicin rot
pigmentiert.

1.3.2 Sekundarmetabolismus

Der primére Metabolismus ist fiir die Aufrechterhaltung aller lebensnotwendigen
Prozesse innerhalb eines Organismus notwendig. Der Sekunddrmetabolismus
hingegen wird nur unter bestimmten Umstdnden aktiviert. Es wird angenommen,
dass die Synthese von Sekunddrmetaboliten u.a. der Eroberung von 6kologi-
schen Nischen dient. In den Jahren 1993 bis 2001 wurden allein mehr als 1500
Sekundiarmetabolite entdeckt, von denen mehr als die Hilft eine antibakteriel-
le, -pilzliche oder -Tumor-Wirkung zeigte (Keller et al., 2005). Die Entdeckung
und Anwendung von Sekundarmetaboliten bleibt daher weiterhin ein wichtiges
Forschungsgebiet.

Sekundérmetabolite werden abhéngig von ihren Synthesewegen in vier Grup-
pen unterteilt: nicht-ribosomale Peptide (NRPS), Polyketide (PK), Indolalkaloide
und Terpene. Nach der Sequenzierung des A. nidulans Genoms wurden 50 Gene
durch bioinformatische Methoden identifiziert, die fiir Proteine kodieren, die in
der Synthese von Sekundédrmetaboliten involviert sind (Keller et al., 2005), darun-
ter 27 Polyketidsynthasen und 14 NRP-Synthetasen. Anders als die verstreuten
Gene fiir den primédren Metabolismus sind die Gene fiir den Sekunddrmetabolis-
mus meist in Gruppen zusammengefasst und liegen nah beieinander. Nicht alle
naturliche Produkte von A. nidulans sind bekannt, da viele Gene still sind und nur
unter spezifischen Bedingungen aktiviert werden. So wird z.B. die Synthese von
zwei Kathepsin K (Protease) Inhibitoren nur in Anwesenheit von Streptomyces
rapamycinus durchgefiihrt (Niitzmann et al., 2011).

Zu den am Besten in A. nidulans charakterisierten Sekundarmetaboliten zahlt
der Aflatoxinvorganger Sterigmatocystin (Polyketid). A. nidulans synthetisiert
auch Penicillin (NRPS-Produkt). Sterigmatocystin ist ein Vorldufer der Aflatoxine,
einer Gruppe an Toxinen, die zuerst in Aspergillus flavus entdeckt wurden. Sie
gelten als hochgradig toxisch, cancerogen und teratogen.

Die Synthese von Sterigmatocystin (ST) ist abhidngig von verfiigbaren Néahr-
stoffen und Licht. Die ST-Biosynthese ist verringert, wenn der Pilz dem Licht
ausgesetzt ist und wird erhoht, sofern er im Dunkeln ist (Kato et al., 2003). Bei
tiberméfiigem Angebot an Ndhrstoffen kann eine erhohte ST-Biosynthese auch in
Licht beobachtet werden. Vor kurzem wurde auflerdem gezeigt, dass die Indukti-
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Abbildung 1.6: Biosynthese von Sterigmatocystin (Aspergillus nidulans) und Aflatoxin (Aspergillus
flavus) in Pilzen, nach Sanchez et al. (2008), verandert.

on der ST-Biosynthese nicht nur bei absoluter Dunkelheit, sondern bereits durch
Licht mit einer Wellenldnge von 680 bis 740 nm stattfindet (Purschwitz et al.,
2008). Ahnlich wie die Entwicklung unterliegt auch der Sekundédrmetabolism
dem Einfluss der psi-Faktoren, so stimuliert psiB die ST-Produktion (Tsitsigiannis
und Keller, 2006). Die Synthese von ST in A. nidulans ist ein sehr komplexer
Prozess. In 16 Schritten, die durch Enzyme katalysiert werden, entsteht aus
Acetyl-CoA Sterigmatocystin. In A. nidulans geschieht die Umwandlung in ein
Aflatoxin nicht, da hierfiir zwei Enzyme fehlen. Beide sind in A. flavus und
A. parasiticus vorhanden (Sanchez et al., 2008) (Abb. 1.6).

1.4 Der Velvet-Komplex

Die Verbindung zwischen der Regulation von Sekunddrmetabolismus und Ent-
wicklung in Aspergillus nidulans und auch die beteiligten Proteine sind seit langer
Zeit bekannt. Eine Verbindung zwischen dem Aktivator fiir die sexuelle Ent-
wicklung und dem Aktivator fiir Sekunddrmetabolitsynthese war jedoch bisher
nicht bekannt. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass die Regulation dieser beiden
Prozesse durch einen trimeren Komplex (Velvet-Komplex) koordiniert wird (Bay-
ram et al., 2008b). Dieser Komplex besteht aus der putativen Methyltransferase
LaeA und den beiden Velvet-Proteinen VeA und VelB. Die molekulare Funktion
dieser Proteine, die keinerlei Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen zeigen, ist
bisher unbekannt. Alle Proteine konnten zu bestimmten Zeiten im Zellkern nach-
gewiesen werden, obwohl nur VeA eine eindeutige Kernlokalisationssequenz
tragt. Basierend auf verfiigbaren Daten zum Velvet-Komplex sowie assoziierten
Proteinen, ist bekannt, dass der Import von VeA {tiber das Importin x-Ortholog
KapA realisiert wird. VelB gelangt durch seinen Interaktionspartner VeA in den
Zellkern. Dieser Importprozess wird nur im Dunkeln beobachtet, und so bildet
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sich im Zellkern der trimere Komplex bestehend aus LaeA-VeA-VelB (Velvet-
Komplex). Der Velvet-Komplex aktiviert den Sekundarmetabolismus und die
sexuelle Entwicklung. Desweiteren ist das Zusammenkommen des VelB-VosA-
Komplexes im Zellkern abhdngig von Licht (Abb. 1.7). Dieser Komplex reguliert
die Sporogenese und Biosynthese von Trehalose.

Die Entfernung einer Komponente fithrt sowohl zur gestorter Entwicklung als
auch verdnderter Produktion von Sekundarmetaboliten. Durch die Analyse von
verschiedenen Uberexpressions-Mutanten konnte das rsmA-Gen (engl. remediator
of secondary metabolism) identifiziert werden, das den Sekunddrmetabolismus
auch bei AlaeA- und AveA-Hintergrund aktivieren kann. Die Defekte bei der
Entwicklung konnten durch die Uberexpression von rsmA nicht aufgehoben
werden (Shaaban et al., 2010). Die jeweilige Rolle dieser Proteine sowie ihre
Beziehung zueinander ist Gegenstand der folgenden Abschnitte.

© W
@ |—°——Licht
’
-—® &
o \/@ L ..
QN gw @g

/e

~Licht |

Zytoplasma

Zellkern

Sporogenese Asexuelle Entwicklung Bildung des sexuellen
Biosynthese von Fruchtkdrper Koordination der Entwicklung und
Trehalose und des sekundren Metabolismus

Unbekannte Funktion

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der bekannten Interaktionen, Lokalisation sowie Funktion
der Proteine. VeA interagiert mit VelB und wird tiber KapA im Dunkeln in den Zellkern transportiert.
Im Zellkern kann VelB Teil von drei verschiedenen Komplexen sein, die unterschiedliche Funktionen
haben. Der LaeA-VeA-VelB-Komplex bildet sich im Zellkern und aktiviert den sekundaren Metabolis-
mus und die sexuelle Entwicklung. Der VelB-VosA-Komplex reguliert die Biosynthese von Trehalose
und reprimiert die asexuelle Entwicklung. VeA wird im Zellkern posttranslational modifiziert (PM),
dies wird durch LaeA verhindert, basierend auf Bayram und Braus (2011).

1.4.1 Velvet
Der Velvet-Phanotyp

In den 60er Jahren des vergangen Jahrhunderts wurden viele Mutanten von
Pilzen fiir die Forschung mittels Exposition an Rontgenstrahlen generiert. Dabei
trat ein Phanotyp von Aspergillus nidulans hervor, der sehr haufig selektiert wurde.
Dieser Phanotyp duflerte sich durch eine samtartige Oberflache (Abb. 1.8C) und
neigte zu einer hoheren asexuellen Vermehrung iiber Sporen (Konidiation) — der
Velvet-Phanotyp (Kéfer, 1965). Diese Eigenschaft machte diese Mutante geeignet
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fir die Verwendung im Labor, da die Ausbildung von Konidien nicht mehr
abhdngig vom Licht war.
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Abbildung 1.8: Phinotyp von WT und veAT1-A. nidulans bei Licht und Dunkelheit. Der veA 1-Stamm
produziert im Licht (A) und auch Dunkelheit (C) vermehrt Konidien und nur wenige Kleistothezien
(gelb). Der Wildtyp hingegen produziert in Licht (B) wenige aber im Dunkelheit (D) vermehrt
Kleistothezien. Die Bilder wurden freundlicherweise von Ozgiir Bayram zur Verfiigung gestellt.

Velvet — der zentrale Regulator

Erst vor einigen Jahren wurde die molekulare Basis fiir dieses Phdanomen aufge-
klart. Diese Mutante enthdlt ein mutiertes veA-Gen (Velvet A), dessen Starttriplet
ATG zu ATT mutiert ist. Durch das Fehlen des korrekten ATG-Triplets beginnt
die Translation des Proteins erst bei Methionin 37 (Kim et al., 2002). Die ersten 36
Aminosduren beinhalten jedoch einen Teil einer zweiteiligen Kernlokalisations-
sequenz (Stinnett et al., 2007, Abb. 1.9). Diese verkiirzte Form von VeA (VeAl),
enthélt noch das pat7-Motiv (ein Kernlokalisationsmotiv) und wird nur sehr
ineffizient durch das Importin « Ortholog KapA in den Zellkern transportiert
(Stinnett et al., 2007; Aratjo-Bazén et al., 2009).

VeA (wt) VeAl

10 20 30 | a0 50 60
MATLAAPPPP LGESGNSNSV SRITREGKKI TYKLNIMQQP KRARACGQGS KSHTDRRPVD

Abbildung 1.9: N-Terminus von Wildtyp-VeA und VeA1l. Der Beginn der beiden Varianten ist mit
einem Pfeil markiert. In VeA(wt) sind beide Teile der zweiteiligen Kernlokalisationssequenz (gelb
unterlegt) vollstandig, in VeA1 hingegen nicht. Das pat7-Motiv (orangene Linie) ist in beiden Formen
vorhanden, basierend auf Stinnett et al., 2007.

Die Konidiation von A. nidulans ist abhdngig von Licht, diese Abhdngigkeit ist
jedoch in einem veA1-Stamm aufgehoben. Desweiteren ist ein dhnliches Verhalten
wie bei pflanzlichen Phytochromen zu beobachten. Konidiation kann mit rotem
Licht (680 nm) herbeigefiihrt werden, eine zeitnahe Bestrahlung mit dunkelrotem
Licht (730nm) hebt jedoch dessen Wirkung wieder auf (Mooney und Yager,
1990). Dieses Phdanomen ist auf das inzwischen identifizierte Phytochrom FphA
(engl. Fungal phytochrome A) zuriickzufiihren (Blumenstein et al., 2005). FphA
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interagiert mit LreA und LreB (WC-1 und 2 Homologe) und auch mit VeA im
Zellkern (Purschwitz et al., 2008).

Die sexuelle Entwicklung wird durch VeA aktiviert (Kim et al., 2002), wahrend
die asexuelle Entwicklung reprimiert wird. Die Repression wirkt tiber brlA (engl.
bristle A), einen Transkriptionsfaktor, der als aktivierender Hauptregulator der
asexuellen Entwicklung gilt (Kato et al., 2003). In der gleichen Arbeit wurde
VeA auch als Aktivator der Sterigmatocystin-Biosynthese identifiziert. Die Ent-
fernung von veA fiihrte zur Repression von afIR (engl. aflatoxin Regulator) und
entsprechend zu nahezu keinem Sterigmatocystin.

Die Unterdriickung der sexuellen Entwicklung bei ungiinstigen Bedingungen
wie Nahrstoffmangel oder hoher Salzkonzentrationen wird durch RosA (engl.
repressor of sexual development A), einem putativen Zn(Il),Cyss—Transkriptions-
faktor tiber die Repression von VeA realisiert (Vienken et al., 2005).

Ein weiterer Faktor, von dem postuliert wird, eine repressive Wirkung auf
veA auszuiiben, ist der Blaulichtrezeptor CryA. Ein AcryA-Stamm weist ndmlich
erhohte Mengen an veA-Transkripten auf (Bayram et al., 2008a).

Das VeA-Protein

Die Sequenzierung des Velvet-Gens enthtillte ein Protein aus 573 Aminosduren
mit einer N-terminal gelegenen Kernlokalisationssequenz und einer C-terminal
liegenden PEST-Region (Kim et al., 2002). PEST-Regionen sind reich an Proli-
nen, Glutaminsaure, Serin und Threonin, sie kommen in Proteinen mit hoher
Synthese- und Abbaurate vor (Rogers ef al., 1986). Auch ist bekannt, dass VeA
posttranslational modifiziert wird. Hierbei handelt es sich sowohl um Phospho-
rylierung als auch um eine bisher unbekannte Modifikation (Purschwitz et al.,
2009; Sarikaya Bayram et al., 2010). Diese Modifikation an VeA ist abhidngig vom
intakten N-Terminus und scheint im Zellkern durchgefiihrt zu werden, da dies
nicht fiir VeAl beobachtet wurde. LaeA wirkt dieser Modifikation entgegen (Abb.
1.7).

VeA-Homologe oder allgemein Velvet-Proteine sind in den Asco- und Ba-
sidiomyceten stark konserviert, in Saccharomyces cerevisae und Candida albicans
jedoch nicht. Die Velvet-Proteine sind charakterisiert durch eine i.d.R. N-terminal
gelegene Region die unter den Mitgliedern dieser Proteinfamilie groe Ahn-
lichkeit aufweisen. Diese Region ist etwa 150 Aminosduren lang und wird als
Velvet-Faktor oder Velvet-Domine bezeichnet (Ubersicht in Bayram und Braus,
2011). Die Sequenz dieses Bereiches weist keinerlei Ahnlichkeit zu bereits charak-
terisierten Proteinen auf, wird jedoch fiir die Interaktion zwischen den einzelnen
Velvet-Proteinen benétigt (Bayram et al., 2008b). Es wird daher vermutet, dass es
sich hierbei um eine Protein-Protein-Interaktionsdoméne handelt.



Der Velvet-Komplex

1.4.2 VelB

Bei der Pdparation von TAP!-markierten VeA aus A. nidulans-Kolonien, die im
Dunkeln kultiviert wurden, konnte ein 40 kDa Protein isoliert werden, VelB
(Velvet-like protein B). Im AvelB-Stamm erfolgt im Dunkeln keine Fruchtkoérperbil-
dung und die ST-Biosynthese entspricht nur etwa 50% der des Wildtyps. VelB
ist sowohl bei Licht als auch bei Dunkelheit im Cytoplasma und im Zellkern
zu finden, der Import in den Zellkern ist jedoch abhdngig von VeA (Bayram
et al., 2008b). Ein weiterer Interaktionspartner von VelB ist VosA, die Funkti-
on dieser Interaktion war jedoch bisher unbekannt. Urspriinglich wurde VosA
allein als Aktivator von tpsA und orlA angesehen. Inzwischen ist jedoch VelB
als essenzieller Interaktionspartner von VosA identifiziert worden. Ahnlich zu
AvosA enthalten Sporen von AvelB keine Trehalose und weisen entsprechend
sehr geringe Uberlebensraten auf (Sarikaya Bayram et al., 2010).

Domanenaufbau von VelB

VelB ist auch ein Mitglied der Velvet-Protein-Familie, weist aber eine ungewohnli-
che Anordnung der Velvet-,Domé&ne” auf. Da keine strukturellen Informationen
zu dem Bereich, der als Velvet-Domine definiert ist, vorliegen, sind mehrere
strukturelle Anordnungen denkbar. Es konnte sich bei der aktuell definierten
Velvet-Region um zwei Domédnen handeln, die meist hintereinander kodiert
vorliegen, jedoch in VelB durch eine weitere Doméne getrennt sind. Die zweite
Moglichkeit besteht darin, dass es sich bei der Velvet-Region tatsdchlich nur um
eine Doméne handelt, die im Falle von VelB durch eine Sequenz unterbrochen
ist (Abb. 1.10). Bei dieser Anordnung handelt es sich nicht um eine A. nidulans-
Eigenheit, denn in VelB-Homologen ist auch eine solche Abfolge zu finden (Abb.
1.10). Grundsitzlich sind daher beide strukturellen Konstellationen denkbar.

Fusionsprotein bestehend aus Calmodulinbindeprotein und Protein A aus Staphylococcus
aureus
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Superfanilies (velvet superfanily Velvet superfamily )
A.oryzae 137 TERZEREEIIVERIRSIIAP QT . [LEPTR4AQ . [Y|PIOINAMGIOPV . . . . . ... PYPQMN SP@YP GNP QL Qp4eINPR4G A
A.flavus 136 TEREREEPVERERSIIAPOT . (LEJP TR4AQ . [YPIONANGIQPV . . . . . ... PYPQMN Sp&YP GNP QL Qp4ePF4G A
A.niger 138 TERERERFAMEEERSDBAPHS . VP SP4P P . [Y|AQINAMG|QPV . . . . . ... GYPQMNNpA4G GNP QL Qpgel Pp4G A
A.terreus 135 TEREREEIAMERRRSDBAPHA . [VIJP Sp4PQ . [Y|S[QPPGYP . . . . . . . . . .. PQMGNp@4GGIN|P PM PpgeIANY . Sl
A.nidulans 135 TEREREEFAVMERFRSBBAPHP . (TS Dp4P A S|Y|Q[TIN PR4GIQPVGQPVGQPVGYAGVGNPS4GG]
P.marneffei 136 NERERERINTEEFRNSIPAOESN|IEP TR4PP . |[F|GIOHGHPOQSLG. . . .. . YHQQVPGR@4GQNIN . . Mpgel|PpqA A

.oryzae 197 PQTS|Y|Y.QPYPPTG[EHMPQANISP . [A INEePGGMFTRNLIGELSASA

A AR LUSDIMIINK IGVWFILQDL SV
A.flavus 196 PQTS|Y|Y.QPYpPPTGEHMPQANISP .|A PN PGGMFTRNLIGRLSASARRLEIDIZMNK IGVWFIMLODLS V]
A.niger 198 PQAP|Y[Y.QPYp4. AGEHMPPTNISP .|A BlePGGMFTRNLIGELSASARRLEIDIKIGVWFIMLODL S V|
A.terreus 191 PQAS|Y|[YHONYM{GAG[EHMPPANMSP .[A INEPGGMFTRNLIGELSASABRRLEDIZINK IGVWFILQODL SV
A.nidulans 203 PQAQY[Y.QPMp4. . .[GMAQPQMPA .|A 8¢ PGGMFTRNLIGELSASAMRLMDUSINIKIGVWFMLODLSV
P.marneffei 197 APPP[QG.GPYp{. .GEGYYOQOGGMQPNI|LSIHO S|AAKeXe) opP:Ipfpge]SIP.NPNE )3 Ths) PD Nji@geh'AR3 T johob =Ry

Abbildung 1.10: Domanenvorhersage und Sequenzvergleich von VelB bzw. Homologen. Oben: Vor-
herhersage tiber die Domanenanordnung von VelB, beide Velvet-definierenden-Regionen sind hellrot,
generiert mit CDD (Marchler-Bauer et al., 2011). Unten: Sequenzvergleich von VelB-Homologen aus
A. oryzae, A. flavus, A. niger, A. terreus, A. nidulans und Penicillium marneffei. Stark konservierte
Reste sind rot unterlegt, gezeigt ist nur der Bereich der zwischen der Velvet-Region liegt (grau
unterlegt). Sequenzvergleich generiert mit ClustalW (Larkin et al., 2007) und visualisiert mit ESPript
(Gouet et al., 1999).

1.4.3 LaeA — eine putative Methyltransferase

Die Aktivierung des sekunddren Metabolismus ist nicht nur von VeA oder VelB
abhangig. Bei spateren Arbeiten wurde ein Faktor identifiziert, der bei Ent-
fernung zu einer vollstindigen Herunterregulierung der Gene fiir den sekun-
daren Metabolismus fiihrte. Aufgrund der fehlenden AfIR-Expression bei diesem
Stamm, wurde dieser Faktor LaeA genannt (engl. loss of afIR expression). In der
Sequenz von LaeA wurde keine Kernlokalisationssequenz identifiziert, trotzdem
ist es tiberwiegend im Zellkern lokalisiert (Bok und Keller, 2004). LaeA ist ein
42 kDa Protein mit einem typischen Motif fiir S-Adenosyl-Methionin (SAM)-
abhdngige Methyltransferasen. Dass es sich bei LaeA tatsdchlich um ein Enzym
mit der Fahigkeit, SAM zu binden und die Methylgruppe zu transferieren, han-
delt, ist sehr wahrscheinlich. Eine bekannte Methode fiir die Inaktivierung von
Methyltransferasen ist der Austausch von zwei konservierten Glycinen im ak-
tiven Zentrum, die fiir die Bindung von SAM essenziell sind (Hamahata et al.,
1996). Die Anwendung dieser Methode auf laeA fiihrt bei Aspergillus nidulans
zum gleichen Phanotyp wie ein AlaeA-Stamm (Bok et al., 2006).
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Unbekanntes Substrat

Ob es sich bei bei LaeA um eine Histonmethyltransferase handelt, ist hinge-
gen unklar. Bisher bekannte Lysin-Histonmethyltransferasen lassen sich in zwei
Gruppen einteilen, die SET-Doméne-enthaltenden und Dotl-dhnlichen (Uber-
sicht in Cheng et al., 2005). Die SET-Proteine enthalten mehrere konservierte
Sequenzmotive, die in LaeA nicht zu finden sind. Darunter das SET Motiv I
(GxG), IT (YXG), III (RFINHxCxPN) und IV (ELXFDY) (Ubersicht in Qian und
Zhou, 2006) (Abb. 1.11). Das Motiv L ist fiir die Bindung von SAM notwendig,
ist nicht spezifisch fiir SET-Doménen und kommt auch in anderen Methyltrans-
ferasen vor. Die andere Klasse an Histon-Lysinmethyltransferasen ist die Dot1-
Familie zu der LaeA jedoch auch keine Ahnlichkeit zeigt. Auch hier ist keines
der Dotl-spezifischen Motive in LaeA zu finden.

Abbildung 1.11: Kristallstruktur von Dim-5 aus Neurospora crassa. Gezeigt ist Dim-5 (blau) mit
gebundenen Histon 3-Peptid (grau) und S-Adenosil-Homocystein (SAH, orange) gebunden hat. Die
SET-Motive (gelb) und das Ziel-Lysin (cyan) des Peptids sind farblich hervorgehoben, ein Zink-lon ist
als Kugel dargestellt (grau). PDB-Eintrag: 1PEG, Zhang et al. (2003).

Was die Modifikation von Histonen betrifft, so ist eine Methylierung von
Argininen denkbar. Diese Modifikation wird von PRMTs (engl. protein arginine
methyltransferase) durchgefiihrt. Bekannte Motive der PRMTs wie der ,double
E-loop”, eine Schleife mit zwei konservierten Glutaminsdure-Resten oder der
, THW-loop”, eine Schleife mit konservierter Abfolge von Threonin-Histidin- und
Tryptophan-Resten kommen aber in LaeA nicht vor.

Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass es sich bei LaeA um eine neue Pilz-
spezifische Histonmethyltransferase handelt, die ein unbekanntes Motif fiir die

| 1.4
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spezifische Erkennng von Histonen verwendet. Es ist auch moglich, dass LaeA
nicht Histone, sondern andere Proteine methyliert und so in die Regulation
eingreift.

Rolle in der Entwicklung

Die Identifizierung von LaeA als Hauptregulator des Sekunddrmetabolismus
geschah in einen Stamm mit veAI-Hintergrund und daher galt LaeA lange Zeit
nur als Regulator des sekundédren Metabolismus. Vor kurzem wurde die Rolle
von LaeA bei der Entwicklung mit einem veA*-Hintergrund analysiert. In AlaeA-
Mutanten sind mehrere Defekte zu erkennen. So ist die Zahl der Hiillezellen
stark reduziert, gleichzeitig die der Fruchtkorper jedoch erhoht. Die Fruchtkorper
weisen aber eine verringerte Grofle auf und enthalten entsprechend nur 20%
der Ascosporen im Vergleich zum Wildtyp (Sarikaya Bayram et al., 2010). Eine
weitaus interessantere Beobachtung ist jedoch, dass der AlzeA-Stamm keinerlei
Inhibierung bei der Formierung von Kleistothezien durch Licht aufweist. Dies
ist ein Hinweis darauf, dass LaeA fiir die Licht-abhédngige Reprimierung der
Kleistothezienbildung notwendig ist.

1.4.4 Velvet-ahnliche Komplexe in anderen Organismen

Die Komponenten des Velvet-Komplexes wurden inzwischen auch in den Geno-
men anderer Pilze gefunden. Ahnlich wie in A. nidulans wird auch in Fusarium
fujikuroi der Sekunddrmetabolismus und die Entwicklung durch diesen Kom-
plex gesteuert. Durch die Deletion des veA- sowie lneA-Homologs Ffvell und
Fflael wurde ein positiver (Gibberelline, Fumonisin und Fusarin C) und negati-
ver (Bikaverin) Einfluss von velvet auf den Sekundarmetabolismus beobachtet
(Wiemann et al., 2010). Ein dhnlicher Einfluss auf die Konidiation und Virulenz
von F. fujikuroi hatte das VelB-Homolog FfVel2. Einer der Erreger fiir Lungenent-
ziindungen, Histoplasma capsulatum wéchst bei Raumtemperatur mit Hyphen
und wechselt zur Hefenform nach Aufnahme durch den Wirt. Anders als bei
A. nidulans ist nicht Licht, sondern Temperatur der Ausloser der Morphogenese.
Bei 37 °C wechselt H. capsulatum in die Hefeform. Die Regulation dieser Mor-
phogenese findet tiber Ryp1, Ryp2 (VosA-Ortholog) und Ryp3 (VelB-Ortholog)
statt. Ahnlich zu A. nidulans werden Ryp2 und Ryp3 auch fiir die Inhibierung
der verfrithten asexuellen Sporulation sowie Bildung von {iiberlebensfiahigen
asexuellen Sporen benotigt (Webster und Sil, 2008).

Die Moglichkeit, einzelne Komponenten dieses Komplexes unter den ver-
schiedenen Pilzen auszutauschen, bestarkt das Argument, dass es sich hier um
einen sehr konservierten regulatorischen Komplex handelt. Der AlaeA-Phianotyp
von A. nidulans kann mit den F. fujikuroi lael komplementiert werden (Wiemann
et al., 2010). Desweiteren kann der Verlust von veA in A. nidulans durch das
N. crassa Homolog ve-1 komplementiert werden (Bayram et al., 2008c).
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1.4.5 VosA

VosA (Viability of Spores) ist ein 47 kDa Protein, das die Biosynthese von Trehalose
die Sporogenese reguliert. Fiir ersteres ist die Transkription von tpsA, tpsC und
orlA notwendig. Die Degradation von Trehalose geschieht durch das Produkt
zweier Gene, die Trehalasen kodieren, treA und treB. Fiir die Synthese von Treha-
lose sind die tpsA/C- und orlA-Gene verantwortlich. Die Menge an tpsA/C- und
orlA-Transkripten ist aber in einem AvosA-Stamm verringert, wahrend diejenige
von treA erhoht ist. Die gebildeten Sporen enthalten keine Trehalose und weisen
sehr geringe Uberlebensraten auf (Ni und Yu, 2007) (Abb. 1.12). In Hinsicht
auf die Sporogenese wirkt VosA auf brlA reprimierend und verhindert so eine
verfriithte Konidiation.

3 Tage Konidie 8 Tage Konidie 24 Tage Ascospore

Abbildung 1.12: TEM-Bilder von A. nidulans Sporen aus WT- und AvosA-Stammen. Organellen,
Zellkern und andere Strukturen sind in den Sporen aus AvosA nach acht Tagen nicht mehr erkennbar.
adaptiert aus Ni und Yu (2007).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Fusion der C-terminalen Hilfte
(AS 214-C) von VosA an die DNA-Bindedoméne von Gal4 zur Expression von
B-Galaktosidase in S. cerevisae fiihrt. Eine Fusionierung der N-terminalen Halfte
(AS 1-214) oder des gesamten Proteins zeigten keine solche Aktivitat.

Eine Interaktion von VosA mit LaeA und VelB konnte mittels der ,, Yeast-
2-Hybrid”-Methode gezeigt werden (Bayram et al., 2008b). Bei VosA handelt
es sich auch um ein Velvet-Protein, die Velvet-Region umfasst die ersten 190
Aminosduren.
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Die Erforschung von Velvet begann mit einen Mutanten der durch Exposition
mit Rontgenstrahlen generiert wurde. In der vorliegenden Arbeit sollte eine
rontgenkristallographische Analyse der Velvet-Proteine VeA, VelB und VosA
sowie des nicht-Velvet-Proteins LaeA durchgefiihrt werden.

Zu Beginn der Arbeit existierten relativ wenig biochemische Daten zu den
einzelnen Proteinen des Velvet-Komplexes und zu VosA. Die verdnderten Phi-
notypen lassen keinen eindeutigen Riickschluss auf die Funktion dieser Proteine
auf molekularer Ebene zu. Ein Grofiteil der bekannten Interaktionen ist ledig-
lich in vivo durch Fluoreszenz-markierte Proteine oder mittels Yeast-2-Hybrid-
Verfahren gezeigt worden. Viele Arbeiten haben Teile der generellen Signalkas-
kade, in der diese Proteine involviert rekonstruiert. Auch sind die meisten Gene,
die von diesen Proteinen reguliert werden, bekannt. In Bezug auf Struktur und
molekulare Funktionsweise herrscht jedoch ein Mangel an experimentellen Da-
ten. Eine Funktionszuweisung anhand von Sequenzanalysen ist nicht moglich,
da sie keinen bisher bekannten Proteinen dhneln.

Ni und Yu vermuteten aufgrund ihrer Arbeit an VosA, dass Velvet-Proteine
Transkriptionsfaktoren sind (Ni und Yu, 2007). Eine Sequenzanalyse der Velvet-
Proteine ldsst jedoch kein bekanntes DNA-Bindemotiv erkennen. Es konnte sich
hier um eine neue Klasse von DNA-Bindeproteinen handeln, oder die Vermu-
tung ist falsch und Velvet-Proteine erfiillen ihre Funktion auf andere Weise. Eine
Moglichkeit wire, dass diese Proteine lediglich Geriistproteine sind, die andere
Proteine zusammenfiihren und dadurch zur Regulation beitragen. Die zweite
Moglichkeit ist aufgrund der bekannten Interaktionen zwischen Velvet- und
nicht-Velvet-Proteinen sehr wahrscheinlich. Es wurde erhofft, dass eine struk-
turelle Analyse neue Erkenntnisse tiber die molekulare Funktionsweise dieser
Protein-Familie gibt.

Bei der putativen Methyltransferase LaeA ist nicht bekannt auf welches
Molekiil LaeA die Methylgruppe iibertragt. Eine biochemische Analyse sollte
dabei helfen das Ziel-Molekiil von LaeA zu identifizieren.

Grundlage fiir die Strukturaufkldarung mittels Rontgenkristallographie ist die
Kristallisation der Proteine. Da sehr grofie Mengen an hochreinem Protein fiir
die Kristallisation benttigt werden ist die erfolgreiche rekombinante Expression
und Praparation aller Proteine und Proteinkomplexe notwendig. Hierfiir ist die
Etablierung von robusten Expressions- und Reinigungsprotokollen erforderlich.
Bei Proteinen mit vollkommen unbekannter Struktur ist jedoch die Struktur-
bestimmung auch im Falle einer erfolgreichen Kristallisation nicht zwingend
gegeben. Dies liegt daran das fiir die Bestimmung der Struktur das kristallo-
graphische Phasenproblem geldst werden muss. Ausschlaggebend ist hier die
Auswahl einer geeigneten Methode fiir die de novo-Phasierung der gesammelten
Daten im Beugungsexperiment.
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Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in acht Abschnitte, die sich jeweils mit der Prapara-
tion, Kristallisation und Strukturbestimmung der putativen Methyltransferase
LaeA, der Velvet-Proteine VeA, VelB und VosA sowie die verschiedenen Komple-
xe dieser befassen.

2.1 LaeA

Es wurde versucht, Volllaingen-LaeA als MBP-, GST- und His¢-Fusionsprotein
zu préparieren. Ein grundsétzliches Problem hierbei war die geringe Loslich-
keit von LaeA in den verwendeten Puffern. Die Loslichkeit von LaeA konnte
auch durch Komplexierung mit VeA bzw. VeA-VelB nicht erhoht werden. N-
terminale Verkiirzungen wiesen eine verbesserte Loslichkeit auf und konnten
zur Homogenitdt in grofSeren Mengen préapariert werden.

2.1.1 Volllangen-LaeA

Volllingen-LaeA wurde, wie in 6.2.5.1 beschrieben, exprimiert und prépariert.
MBP-LaeA wurde eindeutig tiberexprimiert (Abb. 2.1, Spur V und N). Der Grofs-
teil des Fusionsproteins befand sich nach Aufschluss im loslichen Uberstand
(Abb. 2.1, Spur U). Es konnte viel Ziel-Protein im Durchfluss- und in den Wasch-
fraktionen detektiert werden konnte (Abb. 2.1, Spur W). Die Gesamtproteinmen-
ge im Fluat (Spur E) betrug 45 mg.

Die Spaltung von MBP-LaeA durch die Zugabe von TEV-Protease (6.2.3.4)
verlief vollstandig (Abb. 2.3, Spur -T und +T), es kam jedoch zu starker Prizi-
pitatbildung. Der Uberstand wurde iiber eine Superdex 75 26/60 Sdule weiter
gereinigt. Drei lokale UV-Maxima wurde detektiert, die laut Kalibrierung der
Sdule dem Ausschlussvolumen (Abb. 2.2 [1]), einen globuldren Protein mit einer
Grofle von 80 - 90 kDa [2] und einem Protein mit etwa 40 - 50 kDa [3] entsprechen.

Es wurde vermutet, dass das zweite lokale UV-Maximum LaeA und das dritte
MBP entspricht, da LaeA moglicherweise als Dimer vorliegen kann (Bayram
et al., 2008b). Eine Dimerisierung von MBP ist zwar bekannt, aber diese wird
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Abbildung 2.1: SDS-PA-Gel der Reinigung von
MBP-LaeA mit Amylose. Aufgetragen sind Prote-

ingroRenstandard (M), Proben vor (V) und nach 18
(N) der Induktion mit IPTG, von unléslicher (P) 14 &
und l6slicher (U) Fraktion, Durchfluss (D), Wasch-

schritt (W) und Elution (E). MBP-LaeA (86 kDa)
ist mit einem Pfeil markiert.

durch die Bindung des Liganden (Maltose) wieder aufgehoben (Richarme, 1982).
Maltose wird durch eine Grofsenausschlusschromatographie oder Dialyse nur
sehr ineffizient von MBP getrennt (Angabe vom Amylose-Hersteller, NEB).

200 +
150

100

Absorption (mAu)

50 +
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Abbildung 2.2: Chromatogramm der GroRenausschlusschromatographie von geschnittenem Fusions-
protein (MBP + LaeA) tiber eine Superdex 75 26/60 Saule. Das erste UV-Maximum (1) entspricht
dem Ausschlussvolumen der Siule, die anderen zwei denen von LaeA (2) und MBP (3). Blau: UV-
Absorption bei 280 nm in gerdtespezifischer Einheit (Y-Achse, mAu) entlang des Elutionsvolumens
(X-Achse, ml). Gesammelte Fraktionen sind entlang der X-Achse nummeriert.
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Trotzdem wurde fiir die Unterscheidung von MBP (42,9 kDa) und LaeA
(43 kDa) eine massenspektrometrische Analyse von Dr. Oliver Valerius (Univer-
sitdat Gottingen) durchgefiihrt. Bei der oberen Bande (UV-Maximum 3) handelt es
ich um MBP und bei der unteren um LaeA (UV-Maximum 2). Die Fraktionen 17
bis 29 enthielten insgesamt 1 mg LaeA, konnten aber nicht hoher als 0,65 mg/ml
ankonzentriert werden.

Um die Ausbeute zu erh6hen, wurde versucht, die Loslichkeit von Volllangen-
LaeA zu verbessern. Eine signifikante Verbesserung der Loslichkeit von Vollldngen-
LaeA konnte jedoch auch nach extensiver Variation der Expressions- und Rei-
nigungsparameter nicht erzielt werden (nicht gezeigt). Zunédchst wurde eine
systematische Variation der Salz- und Glyzerinkonzentration beim Verdau mit
der TEV-Protease getestet. Spater wurde auch die Zugabe von SAM bei die-
sen Schritt evaluiert. Des weiteren wurden verschiedene Zelllinien [SoluBL21
(DE3) und ArcticExpress] und Expressionstemperaturen (12 bis 20 °C) getestet.
Auch die Koexpression von unterschiedlichen Chaperonen oder Induktion die-
ser durch einen Hitze- und/oder Salzschock wurde durchgefiihrt. Schliefdlich
wurde die Thermoflour-Methode angewendet um ein geeignetes Puffersystem /
pH-Wert zu finden, jedoch konnte hier keine Verschiebung in der Schmelztempe-
ratur beobachtet werden (nicht gezeigt). Trotz all dieser Versuche konnte keine
Verbesserung in der Loslichkeit erzielt werden.

Es wurde versucht die Loslichkeit durch zwei weitere Ansétze zu verbessern.
Im ersten Ansatz wurde eine Komplexierung mit den natiirlichen Interaktions-
partner VeA oder VeA-VelB versucht, da diese Proteine relativ gut 16slich waren.
Die Ergebnisse dieser Komplexierung sind in 2.5.1 beschrieben. Im zweiten An-
satz wurden N-terminale Verkiirzungen von LaeA generiert (2.1.2). Wegen der
geringen Ausbeuten an Volllaingen-LaeA konnten mit dem Volllangen-Protein
keine Kristallisationsversuche durchgefiihrt werden.

23



Kapitel 2 | ERGEBNISSE

24

2.1.2 GST-LaeA91 und GST-LaeA101

Die Generierung der LaeA-Verkiirzungen basierte auf eine Sekundarstruktur-
vorhersage, die mit dem Programm PSI-PRED (Bryson et al., 2005) durchgefiihrt
wurde. In dieser Vorhersage wurde mit einer hohen Sicherheit den ersten 80
Aminosduren keine Sekundérstruktur zugeschrieben. Daher wurden zwei Kon-
strukte generiert denen jeweils die ersten 91 bzw. 101 Aminosduren fehlten
(GST-LaeA91 und 101). Als Affinititssequenz wurde GST mit einer Schnittstelle
tiir PreScission-Protease gewdhlt.

2.1.2.1 Praparation von LaeA91 und LaeA101

GST-LaeA91 und GST-LaeA101 wurden, wie in 6.2.5.2 beschrieben, exprimiert
und prapariert. Da die Ergebnisse zu beiden Proteinen keine gravierenden Un-
terschiede aufweisen, ist hier nur die von GST-LaeA101 genauer beschrieben.
GST-LaeA101 lag nach dem Zellaufschlufs iiberwiegend im Pellet vor (Abb. 2.4A,
Spur P). Die Elution enthielt nur noch wenige Verunreinigungen (Spur E). Anders
als bei der Spaltung von GST- oder MBP-Vollldingen-LaeA wurde kein Prazipitat
beobachtet.
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Abbildung 2.4: A: SDS-PA-Gel der affinititschromatographischen Reinigung von GST-LaeA101 mit ei-
ner GSTrap 5 ml. Aufgetragen ist ProteingroBenstandard (M), Proben aus unléslicher (P) und loslicher
(U) Fraktion, Durchfluss (D) und Eluat (E) der GSH-Sepharose. B: SDS-PA-Gel der GroRenausschlus-
schromatographie von GST + LaeA101. Aufgetragen ist die verwendete Probe vor Gelfiltration (VG),
ProteingroRenstandard (M) und Fraktionen aus der Gelfiltration (5-17). Die Nummern beziehen sich
auf die Fraktionen aus dem Chromatogramm in Abb. 2.5. C: SDS-PA-Gel Entfernung von GST aus
LaeA101-Fraktionen Gber GSH-Sepharose. LaeA101 liegt im Durchfluss (D) und GST nur in der
Elution (E) vor. Ungeschnittenes GST-LaeA101 (=58 kDa) ist jeweils mit einem grauen Pfeil, GST
(=27 kDa) mit einem blauen Pfeil und LaeA101 (=~ 32 kDa) mit einem hellgriinen Pfeil markiert.

In der Gelfiltration wurden drei lokale UV-Maxima detektiert, mit nur gerin-
gen Mengen im Ausschluss (2.5). Es war moglich, LaeA101 von GST und aggre-
giertem Proteinen zu trennen (Abb. 2.4B). Restmengen an GST wurden durch



LaeA

erneutes Auftragen auf eine GSH-Sepharose entfernt (Abb. 2.4C, Spur ). Die Aus-

beute an reinem LaeA101 aus 330 ml ZYM5052-Expressionskultur lag bei 2,56 mg.
Bei LaeA91 konnten mit der gleichen Strategie aus 21 2YT-Expressionskultur
28 mg LaeA91 prépariert werden.
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Abbildung 2.5: Chromatogramm der GréRenausschlusschromatographie von geschnittenem Fusions-
protein (GST + LaeA101) tiber eine Superdex 75 16/60 Saule. Blau: UV-Absorption bei 280 nm in
geratespezifischer Einheit (Y-Achse, mAu) entlang des Elutionsvolumens (X-Achse, ml). Das erste
UV-Maximum (1) entspricht dem Ausschlussvolumen der Saule, die anderen zwei denen von GST
(2) und LaeA101 (3). Gesammelte Fraktionen sind entlang der X-Achse nummeriert.

2.1.2.2 Kristallisation von LaeA91 und LaeA101

Die Verkiirzungen LaeA91 und LaeA101 konnten in ausreichenden Mengen ge-
wonnen werden. Vor den Kristallisationsversuchen wurde S-Adenosyl-Methionin
(SAM) in einem 5-fach molaren Uberschuss zum Protein gegeben. Dabei wurde
die Proteinlosung fiir wenige Sekunden triib und anschliefSfend wieder klar.

LaeA91 wurde mit einer Konzentration von 4,3 mg/ml bei 4 und 20 °C wie in
6.2.6.1 beschrieben pippettiert. Dabei wurden die Sammlungen JBscreens, JCSG,
AmSQ;, Suite und ProPlex verwendet.

LaeA101 wurde mit einer Konzentration von 8 mg/ml bei 20 °C wie in 6.2.6.1
beschrieben pipettiert. Zum Einsatz kamen die Sammlungen JBScreens, JCSG,
ProPlex und PGA.

Auch nach 6 Monaten konnte keine Kristallbildung in den Ansdtzen von
LaeA91 und -101 beobachtet werden.

| 2.2
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2.2 VelB

VelB wurde im Vorfeld von Annette Berndt und Dr. Achim Dickmanns mit einer
N-Hises-Sequenz gereinigt und versucht zu kristallisieren, was jedoch nicht er-
folgreich war. Daher wurde versucht, Volllangen-VelB mit einer C-terminalen
Affinitatssequenz (Hiss und Strep II) zu exprimieren und reinigen. Dabei war
es nicht moglich, VelB in absolut reiner Form zu prédparieren. Auch nach Ver-
wendung von Proteaseinhibitoren waren immer Fragmente und Degradations-
produkte vorhanden, die nicht entfernt werden konnten. Erst die Komplexie-
rung mit VeA erlaubte eine sehr reine Praparation (2.6.1). Im Verlauf der Arbeit
wurde auflerdem festgestellt, dass die VelB-Prdparationen teilweise nach der
Affinitatschromatographie mit DNA kontamiert waren. Nach Kristallisation und
Strukturbestimmung des VosA-VelB-Komplex wurde eine spezielle Verkiirzung

von VelB generiert (VelB-mini), die in reiner Form prapariert werden konnte
(2.2.2).

2.2.1 Volllangen-VelB

2.2.1.1 Préparation von Volllangen-VelB

C-Hise-VelB (VelB) wurde, wie in 6.2.5.3 beschrieben, exprimiert und prépariert.
VelB wurde gut iiberexprimiert und zeigte eine hohe Loslichkeit (nicht gezeigt).
Die Elution der HisTrap 5 ml Sdule enthiehlt noch sehr viele Verunreinigungen
(Abb. 2.6A).
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Abbildung 2.6: Reinigung von VelB und DNA-Bindungstest. A: SDS-PA-Gel der affinitidtschromatogra-
phischen Reinigung von VelB mit einer HisTrap 5 ml Sdule. Aufgetragen sind ProteingréRenstandard
(M), Proben vom Durchfluss (D1 - 2) und Eluat (Elution). C-Hise-VelB (41 kDa) ist markiert mit einen
roten Pfeil. B: Agarosegel fiir die Detektion von DNA in VelB-Praparation und einfache DNA-Bindung
durch diese (Gel-Retardation). Aufgetragen sind DNA-GroRenstandard (M), VelB allein (VelB), 110
bp DNA (DNAT1), VelB + DNAT1, ~300 bp DNA (DNA2) und VelB + DNA2.

Es wurde vermutet, dass das sehr schmierige Laufverhalten von C-Hise-
VelB in der Elution durch DNA-Kontamination verursacht wird. Fiir den DNA-



VelB

Nachweis wurden daher 150 ug VelB auf einen Agarosegel geladen (Abb. 2.6B,
Spur VelB). Zusatzlich wurde gepriift ob das praparierte VelB in der Lage ist
weitere DNA zu binden, dafiir wurden jeweils 150 pg VelB mit etwa 2 pg dop-
pelstrangiger DNA (= 110 und 300 bp) fiir eine Stunde bei 4 °C inkubiert tiber
Agarosegel-Elektrophorese getrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. In der
vorliegenden Protein-Praparation konnte DNA detektiert werden (Abb. 2.6B,
Spur VelB). Auch konnte eine Bindung und daraus resultierende Verdnderung
im Laufverhalten der beiden DNA-Fragmente (Spur DNA1 und DNA2) durch
die Proteinlosung (Spur VelB+DNA1 und VelB+DNA2) beobachtet werden.
Anschliefiend wurde VelB erneut préapariert, jedoch wurden 2 M LiCl zum
Zellaufschluss gegeben um Nukleinsduren zu féllen. Die Loslichkeit von VelB
wurde dadurch nicht beintréchtigt (Abb.2.7A, Spur P und U). Auf einem SDS-
PA-Gel war die Reinheit in etwa gleich wie die Praparation ohne 2 M LiCl.
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Abbildung 2.7: VelB-Praparation mit 2 M LiCl im Lysepuffer und DNA-Bindungstest. A: SDS-PA-Gel
der affinitatschromatographischen Reinigung von C-Hisg-VelB mit einer HisTrap 5 ml. Aufgetragen
sind Proben vor (V) und nach (N) Induktion mit IPTG, unlosliche (P) und 16sliche (U) Fraktion,
ProteingroRenstandard (M), Durchfluss (D1 - 2) und Eluat (Elution). C-Hisg-VelB (41 kDa) ist mit
einem roten Pfeil markiert. B: Agarosegel fiir die Detektion von DNA in C-Hisg-VelB-Préparation und
einfache DNA-Bindung durch diese. Aufgetragen sind alte C-Hisg-VelB-Praparation (VelB/a), neue
C-Hisg-VelB-Praparation (VelB/n), =~ 300 bp D-DNA Fragment (DNA2), neues C-Hisg-VelB inkubiert
mit DNA2 (VelB/n+ DNA2), neues hitze-denaturiertes VelB inkubiert mit DNA2 (VelB/nd + DNA2)
und DNA-Grolkenstandard (M).

Im Gegensatz zu der Reinigung ohne Lithiumchlorid (LiCl) war die Reini-
gung mit 2M LiCl nicht mit DNA kontaminiert (Abb. 2.7B, Spur VelB/a und
/n). DNA-Bindeaktivitdt konnte auch in dieser Praparation beobachtet werden
(Spur VelB/n+DNA2). Diese Aktivitat wurde stark reduziert, wenn vor Zuga-
be der DNA die Proteinldsung fiir 3 Minuten bei 80 °C inkubiert wurde (Spur
VelB/nd+DNAZ2).
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In der Grofienauschlusschromatographie eluierte VelB in zwei lokalen UV-
Maxima. Das Elutionsvolumen der UV-Maxima entspricht etwa 80-90 kDa (UV-
Maximum 1) und 40-50 kDa (UV-Maximum 2). VelB aus UV-Maximum 1 enthielt
weniger Verunreinigungen als VelB aus UV-Maximum 2 (Abb. 2.9A, Spuren 6-7
und 8-10). Diese Verunreinigungen konnten auch in weiteren Experimenten und
mit einem Anionentauscher (Source 30Q) nicht entfernt werden (Abb. 2.9B).
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Abbildung 2.8: Chromatogramm der GroRenausschlusschromatographie von VelB iber eine Su-
perdex 200 16/60 Saule. Das erste UV-Maximum (1) entspricht dimerem VelB, das zweite (2)
monomerem. Blau: UV-Absorption bei 280 nm in geratespezifischer Einheit (Y-Achse, mAu) entlang
des Elutionsvolumens (X-Achse, ml). Gesammelte Fraktionen sind entlang der X-Achse nummeriert.

Die Ausbeute lag mit dieser Methode bei 7 mg dimerem und ~ 80 mg mono-
merem VelB aus 11 2YT-Expressionskultur. Protein aus Fraktion 7 und 9 wurde
auf DNA-Bindeaktivitat gepriift. Lediglich bei Fraktion 7 konnte eine Verschie-
bung der DNA auf den Agarosegel beobachtet werden (Abb. 2.9C, Spur F7+D). In
keiner der beiden Proteinlosungen konnte eine DN A-Kontamination detektiert
werden (Spur F7 und F9). In spateren Experimenten wurde festgestellt das 2 M
LiCl fiir den Aufschluss nicht notwendig ist, da das Eluat der Gelfiltration i.d.R.
frei von DNA-Kontamination war (nicht gezeigt). Weiterhin wurde beobachtet
das monomeres VelB eingefroren, bei —80 °C gelagert und ohne Probleme wieder
aufgetaut werden konnte, dimeres VelB hingegen beim Auftauen grofitenteils
ausfiel.
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Abbildung 2.9: Gereinigtes VelB und DNA-Bindungstest mit VelB. A: SDS-PA-Gel der Grolkenaus-
schlusschromatographie von VelB. Aufgetragen ist die Probe vor Gelfiltration (VG), ProteingréRenstan-
dard (M) und Fraktionen aus der Gelfiltration (2-11). Die Nummern beziehen sich auf die Fraktionen
aus dem Chromatogramm in Abb. 2.8. VelB (41 kDa) ist mit einem roten Pfeil markiert. B: VelB-Eluat
des Source 30Q Anionentauschers (S30Q). C: Agarosegel fiir die Detektion von DNA in Fraktion 7
und 9 aus Gelfiltration (2.8) von VelB und qualitative Uberpriifung der DNA-Bindeaktivitit. Aufgetra-
gen sind DNA-Grolkenstandard, Fraktion 7 und 9 aus Gelfiltration (Spur F7 und F9), =~ 300 bp DNA2
Fragment (D) sowie Fraktion 7 und 9 inkubiert mit D-DNA (F7 + D und F9 +D).

2.2.1.2 Kristallisation von Volllangen-VelB

Eine extensive Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen fiir mono-
meres VelB wurde bereits in Vorarbeiten von Annette Berndt und Dr. Achim
Dickmanns durchgefiihrt. Es konnten dabei keine Proteinkristalle gefunden
werden, daher wurde im folgenden nur dimeres VelB fiir die Kristallisation
verwendet. Zum Einsatz kamen die in 6.1.10.2 aufgefiihrten Kristallisationslésun-
gen. Kristallisationsansidtze wurden sowohl bei 4 als auch 20 °C inkubiert. Die
getesten Proteinkonzentration variierten zwischen 2,5 und 40 mg/ml. Es wurden
auch Spuren von Proteasen (Trypsin und Chymotrypsin, 1:100) zur Kristallisati-
onsbedingung gegeben um flexible Teile des Proteins zu entfernen und so die
Kristallisation zu fordern (Dong et al., 2007). Aber auch durch diesen Ansatz
war es nicht moglich, Kristalle von VelB zu erhalten. Der Schwerpunkt wurde
daher auf die Rekonstituierung eines Komplexes mit LaeA-VeA, VeA oder VosA
gelegt. Zu einem spidteren Zeit wurde aufgrund neuer Erkenntnisse eine spezielle
Verkiirzung von VelB generiert, diese ist Gegenstand des nachsten Abschnitts.

| 2.2
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2.2.2 VelB-mini

VelB konnte zusammen in einem Komplex mit verkiirzten VosA (VosA190S)
kristallisiert werden. Lediglich die Reste, die als (Teil der) Velvet-Region gelten,
konnten in der Elektronendichte lokalisiert werden (s. Abb. 1.10, S. 15). Die Ver-
kiirzung, die generiert wurde, enthielt die Aminosduren 44-126 und 240-343. Die
Aminosauren 127-239 wurden durch eine Schleife ersetzt, die aus dem strukturell
dhnlichen Bereich von VosA tibernommen wurden. Es handelt sich hier um eine
Abfolge von acht Aminosdure (ASIPPSTA). Als Affinitdtssequenz wurde eine
C-terminale Hiss-Markierung gewihlt. Mit dieser speziellen Verkiirzung sollte
geklart werden, ob VelB-mini in Losung als Monomer oder Dimer vorliegt und
ob es korrekt gefaltet ist. Letzeres wurde durch die Komplexierung mit VeA224S
(2.6.2) und VosA190S (2.8.6) tiberpriift.

2.2.2.1 Praparation von VelB-mini

VelB-mini wurde wie in 6.2.5.4 beschrieben exprimiert und prapariert. Nach dem
ersten Reinigungsschritt mit einer HisTrap Sdule lag VelB-mini (22,5 kDa) bereits
in sehr reiner Form vor (Abb. 2.10A).
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Abbildung 2.10: A: SDS-PA-Gel der affinititschromatographischen Reinigung von VelB-mini mit
einer HisTrap 5ml Saule. Aufgetragen sind ProteingroRenstandard (M), Proben vom Durchfluss
(D1-2) und Elution (E). B: SDS-PA-Gel der Gelfiltration von VelB-mini mit einer Superdex 200 16/60
Sadule. Aufgetragen sind Probe vor Gelfiltration (VG), ProteingroRenstandard (M) und Fraktionen der
Gelfiltration (nicht gezeigt). VelB-mini (22,5 kDa) ist in beiden Gelen mit einem roten Pfeil markiert.

Die weitere Reinigung erfolgte mit einer Superdex 200 16/60 Saule. VelB-mini
eluierte in einem UV-Maximum, das auch etwa der Grofie von monomerem VelB-
mini entsprach (nicht gezeigt). Nach der Gelfiltration waren nur noch wenige
Verunreinigungen zu erkennen (2.10B). Es wurde nicht versucht, diese durch
weitere Reinigungsschritte zu entfernen. Durch diese Reinigungsprozedur war es
moglich, 35 mg hochreines VelB-mini aus 500 ml ZYM5052-Autoinduktionskultur
zu isolieren.
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2.2.2.2 Kristallisation von VelB-mini

Kristallisationsversuche wurden mit dem Pipettier-Roboter (6.2.6.1) angesetzt.
Es wurden alle in 6.1.10.1 aufgefiihrten Sammlungen mit einer Konzentration
von 11,5 sowie 6,5 mg/ml pipettiert. Die Kristallisationsplatten wurden bei 20 °C
inkubiert. Es konnten auch nach langerer Zeit keine Kristalle von VelB-mini in
den Ansédtzen beobachtet werden.

2.3 VeA

Volllangen-VeA allein konnte nicht zur Homogenitat gereinigt werden, wies aber
auch eine DNA-Bindung auf (nicht gezeigt). Es wurde daher eine Verkiirzung
von VeA generiert, die die ersten 224 Aminosduren enthélt. Dieser Bereich bein-
haltet die N-terminale Kernlokalisationssequenz und die Velvet-Doméne von
VeA. Als Affinitatssequenz wurde eine C-terminale Strep II-Markierung gewahlt.
Die Expression und Reinigung ist in 6.2.5.5 beschrieben.

2.3.1 Prdparation von VeA224S

Bei der Prédparation von VeA224S wurde beobachtet das ein grofier Teil von
VeA224S im Durchfluss der StrepTactin HP-Saule (Spur D1 und 2) vorlag. Das
Fluat enthielt 6,3 mg VeA224S (25,8 kDa) in hochreiner Form. Es wurde direkt
fiir die Kristallisation verwendet. In spateren Experimenten wurde die Monodi-
spersitdt von VeA224S durch Gelfiltration untersucht, VeA224S eluierte in einem
UV-Maximum (nicht gezeigt). Das Elutionsvolumen entsprach laut Kalibrierung
der Sdule etwa einem globulédren Protein mit einer Grofse von etwa 40-50 kDa.
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Abbildung 2.11: SDS-PA-Gel der affinitiatschromatographischen Reinigung von VeA224S mit ei-
ner StrepTactin HP 5 ml Sdule. Aufgetragen sind Proben ProteingréRenstandard (M), Proben vom
Durchfluss (D1 - 2) und Eluat (ET - 2). VeA224S (25,8 kDa) ist mit einem orangenen Pfeil markiert.
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2.3.2 Kiristallisation von VeA224S

VeA224S wurde einer systematischen Suche nach Kristallisationsbedingungen
unterzogen. Es wurden die Losungen JBScreens, ProPlex und JCSG (6.2.6.1)
mit je zwei Konzentrationen (5,2 und 13,5mg/ml) pipettiert. Die Inkubation
der Ansitze erfolgte bei 20 °C. Nach ein bis zwei Tagen konnten in zahlreichen
Bedingungen Kristalle beobachtet werden (Abb. 2.12), die eine d&hnliche Form
wie die VosA190S-Kristalle hatten (Abb. 2.25, S. 43). Die meisten Bedingungen
waren PEG-basiert, wenige enthielten als Prazipitanz eine Sulfat-Verbindung.

Abbildung 2.12: Kristalle von VeA224S. Die Bedingungen enthalten 100 mM MES pH 6,5 und
1,6 M MgSOy4 (A), 200 mM (NH4);SO4, 100 mM Bis-Tris pH 5,5 und 25% (w/v) PEG 3350 (B),
200 mM MgCl,, 100 mM Bis-Tris pH 5,5 und 25% (w/v) PEG 3350 (C) und 8% PEG 8000 und
100 mM Tris/HCI pH 8,5 (D). Die Kristalle sind nach ein bis drei Tagen bei 20 °C gewachsen. Die
Proteinkonzentration betragt 5,2 (A-C) bzw. 13,5 mg/ml (D).

2.3.3 Datensammlung von VeA224S

Es wurden zwei VeA224S-Kristalle gemessen, die aus den folgenden Bedingun-
gen stammten:

e 8 % PEG 8000, 100 mM Tris/HCI pH 8,5
e 25 % PEG 3350, 200 mM (NH4),SO4, 100 mM BisTris/HCI pH 5,5

Beide Kristalle wurden mit 12 % (v/v) 1,4-Butandiol eingefroren und am Syn-
chrotron Swiss Light Source (SLS, Villigen, Schweiz) gemessen. Es konnte jeweils
ein Datensatz aufgenommen werden. Die Datenstatistiken hierzu sind in Tabelle
2.1 aufgefiihrt.
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Tabelle 2.1: Statistik zur Datensammlung der VeA224S-Kristalle

VeA224S-Kristall1  VeA224S-Kristall 2

Messstation SLS, X06SA (Villigen, Schweiz)
Wellenlange [A] 0,80000
Raumgruppe P2,2,2
Zellkonstanten [A] a=52.86, b=106.17, c=156.26
Winkel [°] a=R=y=90
Auflosung [A] 50,00 - 2,97 50,00 - 2,82
(3,07 -2,97) (2,89 - 2,82)
Rinerge [%] 4,4 (51,0) 3,4 (50,6)°
Signal/Rauschen (I/0) 23,1 (2,9) 26,6 (2.9)"
Vollstandigkeit [%] 99,5 (99,6) 99,3 (99,8)°
Redundanz 4,0 (4,1) 3,6 (3,8)

* Werte in Klammern sind jeweils fiir die hochstaufgeloste Schale.

2.3.4 Strukturbestimmung von VeA224S

Die gesammelten Daten konnten erfolgreich mit molekularem Ersatz phasiert
werden. Als Suchmodell wurden Fragmenten von VosA190S verwendet. Die
Strukturbestimmung von VeA224S ist noch nicht abgeschlossen. Ausgehend von
den vorhandenen Daten ist VeA224S wie VosA auch ein Dimer, die Anordnung
der VeA224S-Molekiile ist jedoch anders als beim VosA-VosA-Homo bzw. VelB-
VosA-Heterodimer. Der Modellbau und die detaillierte Strukturanalyse steht
noch aus.

2.4 Importin & AIBB-VeA-Komplex

Da VeA weder alleine noch im Komplex mit VelB kristallisiert werden konnte
wurde versucht VeA mit Importin « zu komplexieren. Humanes Importin « ist
ein Ortholog zu Aspergillus nidulans KapA, das fiir den Import von VeA in den
Zellkern verantwortlich ist. Statt Volllangen-Importin & wurde eine Verkiirzung
verwendet, der die autoinhibierende Importin 3 Bindedoméne (IBB) fehlt (Impo
AIBB). Das Plasmid hierfiir wurde von Dr. Achim Dickmanns zur Verfiigung
gestellt. Der Komplex wurde wie in 6.2.5.6 beschrieben rekonstituiert.

Beide Proteine konnten in der Elution der HisTrap-Saule beobachtet werden
(Abb. 2.13, Elution H). Aufierdem waren noch sehr viele Verunreinigungen
vorhanden. Durch die Verwendung einer GSH-Sepharose konnten die meisten
dieser Verunreinigungen entfernt werden. Hier konnten im Durchfluss beide
Proteine detektiert werden, wobei VeA im Uberschuss vorlag (Abb. 2.13, Spur
DG). In der Elution der GSH-Sepharose lagen beide Protein in etwa gleichen
Mengen und relativ rein vor (Abb. 2.13, Spur Elution G). Die Abspaltung der
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GST-Affinitatssequenz von GST-Importin & AIBB durch Zugabe von PreScission-

Protease war vollstandig (Abb. 2.13, Spur +P).

Die Entfernung von GST durch Gelfiltration war erfolgreich, GST eluierte
in einem zweiten lokalen UV-Maximum. Eine Verunreinigung bei etwa 45 kDa
konnte somit auch teilweise vom Ziel-Komplex getrennt werden (Abb. 2.15, Spur

11-17).
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Abbildung 2.14: Chromatogramm der GroRenausschlusschromatographie des Impo AIBB-VeA-
Komplexes mit einer Superdex 200 16/60 Saule. Das erste UV-Maximum (1) entspricht den Impx
AIBB-VeA-Komplex und das zweite (2) GST. Blau: UV-Absorption bei 280 nm in geratespezifischer
Einheit (Y-Achse, mAu) entlang des Elutionsvolumens (X-Achse, ml). Gesammelte Fraktionen sind

entlang der X-Achse nummeriert.
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35 vor der Gelfiltration (VG), ProteingroRenstan-
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Fraktionen aus dem Chromatogramm in 2.14.
VeA (=64 kDa) ist einem orangenen, Importin
o« AIBB (=51 kDa) mit einem violetten und
GST (=27 kDa) mit einem blauen Pfeil mar-
14 a kiert.

18 .

Ausgehend von 500 ml ZYM5052- (GST-Impo AIBB) und 21 2YT-Expressions-
kultur (C-Hise-VeA) konnten 2 mg Importin o« AIBB-VeA-Komplex in hochreiner
Form gewonnen. Da beim Einengen der Proteinlosung der Grofiteil prézipitierte,
konnten nur wenige Kristallisationsversuche angesetzt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte keine Kristallbildung beobachtet werden.

2.5 LaeA-VeA-VelB-Komplex

Aufgrund zahlreicher Schwierigkeiten bei der Praparation und Kristallisations-
versuchen der einzelnen Volllingen-Proteine wurde versucht den gesamten
Komplex bestehend aus LaeA, VeA und VelB zu rekonstituieren. Hiermit soll-
te auch qualitativ die korrekte Faltung aller verwendeten Proteine festgestellt
werden.

2.5.1 Rekonstituierung des LaeA-VeA-VelB-Komplex

Der Komplex wurde wie in 6.2.5.7 beschrieben rekonstituiert. In der Elution der
Amylose-Saule konnten grofie Mengen an MBP-LaeA sowie zwei Proteine, deren
Grofle der von VeA und VelB entsprachen, detektiert werden (Abb. 2.16). Die
Abspaltung der MBP-Sequenz von LaeA und der N-terminalen Hiss-Sequenz
von VelB durch die TEV-Protease war fast vollstandig. Nur sehr wenig MBP-LaeA
wurde nicht verdaut (Abb. 2.16, Spur U) und im Falle von VelB ist eine kleine
Verschiebung im Vergleich zum ungeschnitten VelB (mit N-Hiss) auf dem Gel
sichtbar. Doch auch hier war zu beobachten, dass viel Protein ausfiel, vermutlich
LaeA. Aufgrund der sehr dhnlichen Grofien von VelB, LaeA und MBP konnten
diese auf den Gel nicht getrennt aufgelost werden.

Fiir die Entfernung von MBP wurde der Uberstand im néchsten Schritt auf
eine HisTrap 5ml Sdule geladen, an der VeA, das eine C-Hiss-Sequenz enthielt,
binden sollte. Im Durchfluss konnte hier nur ein etwa 45 kDa grofies Prote-
in, vermutlich MBP, detektiert werden (Abb. 2.17, Spur D1-3). Dagegen lag in
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kDa M D1 D2 Elution -T +T U

Abbildung 2.16: SDS-PA-Gel der affinitats-
chromatographischen Reinigung von MBP- 116 &
LaeA, N-Hisg-VelB und C-Hisg-VeA mit

Amylose. Aufgetragen sind ProteingroRen- 66
standard (M), Durchflussfraktionen (D),

Eluat (Elution), Eluat vor (-T) und nach 4> = -
(+T) TEV-Verdau sowie Uberstand (U) nach 35 [l
Zentrifugation des TEV-Verdaus. MBP-LaeA

(86 kDa) ist mit einem schwarzen Pfeil mar- 55 -

kiert, N-Hisg-VelB (=43 kDa) mit einem ro-
ten, C-Hisg-VeA (=64 kDa) mit einem oran-
genen und TEV-Protease mit einem violet- 18

ten. 14 .

der Elution sowohl das vermeintliche C-His¢-VeA (Abb. 2.17, orangener Pfeil)
als auch moglicherweise VelB und LaeA vor (Elution, grauer Pfeil). Eine mas-
senspektrometrische Analyse (durchgefiihrt von Dr. Oliver Valerius) einer der
Banden der Elution (grauer Pfeil) bestitigte diese Annahme. Sowohl LaeA als
auch VelB wurden nachgewiesen. Spuren von MBP waren auch vorhanden. Die
TEV-Protease (Hisg-markiert) wurde auch in der Elution beobachtet (violetter
Pfeil). Ungeschnittenes MBP-LaeA lag in geringen Mengen im Durchfluss und
auch in der Elution vor. Abbaufragmente wie von VeA oder VelB, wie sie bei der
einzelnen Praparation immer vorkamen, konnten hier nicht beobachtet werden.

VH D1D2D3 __ Elution M p,

- 116
- w 66

Abbildung 2.17: SDS-PA-Gel der affinitiatschromatographi- Seow-v— " 45

schen Reinigung von C-Hisg-VeA, LaeA und VelB mit einer "
HisTrap 5 ml Saule. Aufgetragen sind verwendete Proben fiir  » -

HisTrap (VH), Durchflussfraktionen (D1-3), Eluat (Elution) - 25
und ProteingrélRenstandard (M). MBP-LaeA (86 kDa) ist mit

einem schwarzen Pfeil markiert, N-His¢-VelB (=43 kDa) mit 18

einem roten, C-Hisg-VeA (=64 kDa) mit einem orangenen
und TEV-Protease mit einem violetten.

w14

In der Groflenausschlusschromatographie wurden mehrere lokale UV-Maxima
detektiert, u.a. eins, in dem alle drei Protein nachgewiesen werden konnten (Abb.
2.19, Spur 15). Des weiteren konnte ein zweiter Komplex, der lediglich die Velvet-
Proteine VeA und VelB enthielt, beobachtet werden (Abb. 2.19, Spuren 19-23 und
Vergrofierung).

Mit dieser Strategie konnten etwa 200 bis 800 ng Velvet-Komplex aus insge-
samt 51 ZYM5052-Expressionskultur prapariert werden. Die Verwendung von
GST-LaeA statt MBP-LaeA, oder spdtere Zugabe von LaeA zu VeA-VelB zeigten
keine verbesserte Loslichkeit des Komplexes (nicht gezeigt).
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Abbildung 2.18: Chromatogramm der GroRenausschlusschromatographie des LaeA-VeA-VelB-
Komplexes lber eine Superdex 200 26/60 Saule. Das letzte UV-Maximum (1) entspricht dem

der TEV-Protease. Blau: UV-Absorption bei 280 nm in geratespezifischer Einheit (Y-Achse, mAu)
entlang des Elutionsvolumens (X-Achse, ml). Gesammelte Fraktionen sind entlang der X-Achse

nummeriert.
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66
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Abbildung 2.19: Oben: SDS-PA-Gel der GroBenausschlusschromatographie des LaeA/C-Hisg-VeA-
VelB-Komplexes. Aufgetragen sind Proben vor der Gelfiltration (VG), ProteingroRenstandard (M) und
Fraktionen aus der Gelfiltration (15-41). Die Nummern beziehen sich auf die Fraktionen aus dem
Chromatogramm in Abb. 2.18. LaeA (=43 kDa) ist mit einem griinen Pfeil markiert, VelB (=40 kDa)
mit einem roten und C-Hisg-VeA (=64 kDa) mit einem orangenen. Unten: VergroRerte Bereiche

aus dem Gel, die jeweils LaeA + VelB (VG und 15) oder nur VelB (21) zeigen, der Kontrast wurde
erhoht.
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2.5.2 Kristallisation des LaeA-VeA-VelB-Komplex

Die Kristallisationslosungen JBScreens (1/2/4/5) wurden mit einer Proteinkon-
zentration von 5,4 mg/ml und zwei Tropfenverhiltnissen (Protein:Kristallisati-
onslosung 1:1 und 2:1) mit einem Roboter bei 20 °C pipettiert (6.2.6.1). Im Rahmen
dieser Arbeit konnte keine Kristallbildung beobachtet werden.

2.6 VeA-VelB-Komplex

2.6.1 Volllangen-VeA-VelB-Komplex

Wihrend der Arbeiten an der Rekonstituierung des LaeA-VeA-VelB-Komplexes
wurde klar, dass die Ausbeute lediglich aufgrund der sehr geringen Loslichkeit
von LaeA nicht verbessert werden konnte. Eine weitere Erkenntnis war, dass
von der Gelfiltration ein stabiler VeA-VelB-Komplex eluierte. Es wurde daher
versucht, diesen Komplex zu rekonstituieren und zu kristallisieren. Da dies
jedoch nicht erfolgreich war, wurde ein Minimal-VeA-VelB-Komplex generiert
(2.6.2). Dieser konnte in hoheren Mengen und grofierer Reinheit gewonnen
werden, konnte aber auch nicht kristallisiert werden.

2.6.1.1 Rekonstituierung des VeA-VelB-Komplexes

Der VeA-VelB wurde wie in 6.2.5.8 beschrieben rekonstituiert und prépariert.
Beide Proteine konnten im Eluat des ersten Reinigungsschritts (HisTrap) beob-
achtet werden, VeA lag jedoch im Uberschuss vor (Abb. 2.20, linke Seite, Elution).
Auch waren noch viele Verunreinigungen vorhanden. Diese Verunreinigungen
konnten durch eine StrepTactin HP Saule grofstenteils entfernt werden. Auch der
Uberschuss an VeA wurde auf diese Weise entfernt (Abb. 2.20, rechte Seite, Spur
D). Die Elution der StrepTactin HP Saule enthielt auch beide Proteine mit noch
einigen Verunreinigungen (rechte Seite, Elution).

HisTrap StrepTactin HP
kDa D Elution M D Elution
. EE =
. . L

116

, —
66 ;“-~~o-...-
=TT
45 6 - >
Abbildung 2.20: SDS-PA-Gel der affinitatschro- e ' - -
matographischen Reinigung von C-Hisg-VeA 35 = _ .
und C-Strep II-VelB mit einer HisTrap und Strep- = &
Tactin HP Saule. Aufgetragen sind Durchfluss - . -
(D) und Eluat (Elution) beider Schritte sowie 25 ; sy Pt -
ein ProteingroRenstandard (M). C-Strep 11-VelB
(~41 kDa) ist mit einem roten und C-Hisg-VeA
(~64 kDa) mit einem orangenen Pfeil markiert. I¢ i ,.. .
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In der Gelfiltration eluierte der Komplex in einem UV-Maximum mit leichter
Schulter. Eine Verunreinigung tiber VeA war noch erkennbar. Diese Bande (Abb.
2.22, Spur 6-10 und Vergrofierung) konnte durch MS-Analyse (durchgefiihrt
von Bernhard Schmidt) als das E. coli Chaperon DnaK identifiziert werden. In
weiteren Experimenten wurde oft eine Doppelbande von VelB beobachtet (Abb.
2.22, Vergrofierung). Es war mittels MS nicht moglich, zu bestimmen, ob es
sich hier um eine N- oder C-terminale Verkiirzung handelt. Die Ausbeute mit
dieser Reinigungsstrategie lag i.d.R. bei etwa 2,5mg VeA-VelB-Komplex aus
21 2YT-Expressionskultur. Der Komplex konnte nicht hoher als 5 bis 6 mg/ml

ankonzentriert werden.

100 +

80 1

60 T

a0 1

Absorption (mAu)

20 +

VeA-VelB-Komplex

35 40 45 50

Abbildung 2.21: Chromatogramm der GréRenausschlusschromatographie des VeA-VelB-Komplexes
tber eine Superdex 200 16/60 Saule. Blau: UV-Absorption bei 280 nm in geratespezifischer Einheit
(Y-Achse, mAu) entlang des Elutionsvolumens (X-Achse, ml). Gesammelte Fraktionen sind entlang

der X-Achse nummeriert.
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Abbildung 2.22: Oben: SDS-PA-Gel
der GroRenausschlusschromatographie
des VeA-VelB-Komplexes. Aufgetragen
sind Proben vor der Gelfiltration (VG),
ProteingroRenstandard (M) und Fraktionen
aus der Gelfiltration (6-15). Die Nummern
beziehen sich auf die Fraktionen aus
dem Chromatogramm in Abb. 2.21. VelB
(~41 kDa) ist mit einen roten und C-Hise-
VeA (=64 kDa) mit einen orangenen Pfeil
markiert. Unten: VergroBerter Bereich aus
diesen Gel das die Verunreinigung tber
VeA zeigt und VelB-Doppelbande (aus
anderem Gel), der Kontrast wurde erhoht.

| 2.6
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2.6.1.2 Kristallisation des VeA-VelB-Komplex

Kristallisationsansédtze wurden mit einer Konzentration von 5mg,/ml bei 4 und
20 °C mit einen Roboter angesetzt (6.2.6.1). Dabei wurden die folgenden Samm-
lungen verwendet: PGA, JBScreens, JCSG und ProPlex. Es konnte bis zum Ab-
schluss dieser Arbeite keine Kristallbildung festgestellt werden. Die meisten
Tropfen waren auch nach sehr langer Zeit bei beiden Temperaturen noch klar.

2.6.2 Minimal VeA-VelB-Komplex

Im weiteren Verlauf wurde nicht mehr versucht einen Komplex aus Volllangen-
VeA und -VelB zu reinigen. Stattdessen wurde versucht einen minimalen VeA-
VelB-Komplex (mini-VeA-VelB) zu rekonstituieren. Dieser Komplex sollte sich
aus zwei separat bereits kristallisierten Komponenten zusammensetzen: VeA224S
(2.3.1) und VelB-mini (2.2.2). Letzteres basiert auf einer vermutlich proteolytisch
verkiirzten Form von VelB im VelB-VosA190S-Komplex (2.8). Mit diesem Kom-
plex sollte auch tiberpriift werden, ob VelB-mini korrekt gefaltet und somit in
der Lage ist VeA224S zu binden.

2.6.2.1 Préparation des minimalen VeA-VelB-Komplex

Der minimale-VeA-VelB-Komplex, bestehend aus VeA224S (2.3.1) und VelB-mini
(2.2.2) wurde wie in 6.2.5.9 beschrieben prépariert. Beide Proteine waren gut
16slich und lagen im Uberstand vor (Abb. 2.23A, Spur U). Im ersten Schritt
wurde eine HisTrap Sdule verwendet, im Durchfluss konnte kein VeA224S oder
VelB-mini detektiert werden (Abb. 2.23A, Spur D1-2). Die Elution enthielt bereits
beide Proteine mit nur wenigen Verunreinigungen, wobei ein leichter Uberschuss
an VelB-mini beobachtet wurde (Spur EH). Durch die Verwendung der Strep-
Tactin HP Sdule konnte tiberschiissiges VelB-mini sowie eine Verunreinigung
unter VeA224S entfernt werden (Spur U1-2). In spédteren Durchflussfraktionen
waren auch groflere Mengen an VeA224S zu erkennen, ein Zeichen dafiir das die
Kapazitdt der Sdule erreicht wurde (Spur U2).

Nach der StrepTactin HP Sdule lag der mini-VeA-VelB-Komplex in sehr reiner
Form vor (2.23A, Spur ES). Es wurde trotzdem eine Gelfiltration durchgefiihrt,
u.a. auch um die Monodispersitit des Komplexes zu priifen. Der mini-VeA-
VelB-Komplex eluierte in einem UV-Maximum bei der Gelfiltration (nicht ge-
zeigt), enthielt nahezu keine Verunreinigungen (Abb. 2.23B) und lies sich sehr
leicht einengen. Die Ausbeute betrug mit dieser Reinigungsstrategie 21 mg aus
2x500ml ZYM5052-Expressionskultur. Der minimale VeA-VelB-Komplex wurde
so fiir Kristallisationsversuche verwendet.
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Abbildung 2.23: A: SDS-PA-Gel der affinititschromatographischen Reinigung von des VeA224S-
VelB-mini Komplexes (mini-VeA-VelB) mit einer HisTrap und StrepTactin HP Sdule. Aufgetragen sind
Durchfluss (D1-2) und Eluat (EH und ES) beider Schritte sowie ein ProteingroBenstandard (M). B:
SDS-PA-Gel der GroRenausschlusschromatographie des mini-VeA-VelB-Komplexes. Aufgetragen sind
Probe vor der Gelfiltration (VG), ProteingroBenstandard (M) und Fraktionen aus der Gelfiltration
(16-23). Die Nummern beziehen sich auf die Fraktionen aus der Gelfiltration (nicht gezeigt). In beiden
Gelen ist VelB-mini (=22 kDa) mit einem roten und VeA224S (~25 kDa) mit einem orangenen Pfeil
markiert.

2.6.2.2 Kristallisation des minimalen VeA/VelB-Komplex

Fiir die Kristallisation des mini-VeA /VelB-Komplexes wurde eine Proteinkonzen-
tration von 12 mg/ml gewahlt. Pipettiert wurden die Sammlungen AmSOj, Suite,
JB NucPro, JBScreens, JCSG, Morpheus, NatrixHT, PGA, und ProPlex (6.2.6.1).
Die Ansatze wurden bei 20 °C inkubiert, aber auch nach sechs Monaten wurde
keine Kristallbildung beobachtet.

2.7 VosA

VosA konnte sowohl in voller Lange (nicht gezeigt) als auch in verkiirzter Form
exprimiert und gereinigt werden. Lediglich die verkiirzte Form wurde kris-
tallisiert (2.7.2) und die Struktur konnte erfolgreich bestimmt werden (6.2.6.7,
2.7.4). Eine Ko-Kristallisation mit DNA war nicht erfolgreich (nicht gezeigt). Von
VosA-Mutanten wurde die DNA-Bindung analysiert (2.7.6, S. 54).
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2.7.1 Praparation von VosA190S

VosA190 umfasst die Aminosduren 1-190 und wurde entweder mit einer C-
terminalen Strep II- (VosA190S, 6.2.5.10) oder Hisc-Markierung (VosA190H,
6.2.5.11) exprimiert. Da die Ergebnisse zu beiden Préparationen keine markanten
Unterschiede aufweisen, ist nur die Praparation von VosA190S beschrieben.

VosA190S war grofitenteils im Uberstand (Abb. 2.24A, Spur U) und lag bereits
im ersten Reinigungsschritt mit sehr hoher Reinheit vor (Abb. 2.24A, Spur E).
Lediglich einige Banden bei etwa 50 und 116 kDa waren zu erkennen.

In der Gelfiltration konnte nur ein UV-Maximum detektiert werden (nicht
gezeigt), dieses enthielt tiberwiegend VosA190S (Abb. 2.24B). Die Verunreinigung
mit einer Grofie von etwa 50 kDa war noch vorhanden (Spuren 20-22). Durch eine
MS-Analyse (Dr. Oliver Valerius) konnte diese vermeintliche Verunreinigung
als VosA190S identifiziert werden. Mit dieser Reinigungsstrategie konnten aus
250 ml ZYM5052-Expressionskultur etwa 5 mg VosA190S bzw. 10 mg VosA190H
isoliert werden. In einem Gelretardationsexperiment wurde das gereinigte Vo-
sA190S auch auf DNA-Bindung tiberpriift. Dabei wurden zwei Beobachtungen
gemacht: VosA190S war in der Lage, das eingesetzte 300 bp DNA-Fragment zu
binden (Abb. 2.24C, Spur b und Vb), und in der Protein-Prdparation konnte keine
DNA detektiert werden (Spur V).

kDa M P U D1 D2 Elution p, VG M 19 20 21 22 23 V. b Vb
4 116 -— ‘
L
116 o
66 -—
- — ——— —
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45 —
45 93 35 -—
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{ | Y -
25 - . B
Y 18 e
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Abbildung 2.24: A: SDS-PA-Gel der affinitdtschromatographischen Reinigung von VosA190S mit
einer StrepTactin HP Saule. Aufgetragen sind ProteingroBenstandard (M), unlésliche (P) und 16sliche
(U) Fraktion, Durchfluss (D1 und 2) sowie Eluat (Elution). B: SDS-PA-Gel der GroRenausschlusschro-
matographie von VosA190S. Aufgetragen sind verwendete Probe vor Gelfiltration (VG), Proteingro-
Benstandard (M) und Fraktionen aus der Gelfiltration (3-23). Die Nummern beziehen sich auf die
Fraktionen aus der Gelfiltration (nicht gezeigt). VosA190S (~ 22 kDa) ist in beiden SDS-PA-Gelen
mit einem gelben Pfeil markiert. C: Agarosegel des Gelretardationsexperimentes mit VosA190S und
DNA-Fragment aus dem Promoterbereich des brlA-Gens. Aufgetragen ist VosA190S aus Gelfiltration
(V), brlA-Fragment (b) und beides zusammen (Vb).
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2.7.2 Kiristallisation von VosA190S

Kristallisationsversuche wurden nur von VosA190S (C-Strep II) und VosA190H
(C-Hisg) durchgefiihrt. Bei VosA190S wurde eine Konzentration von 10,4 mg/ml
und bei VosA190H 15,1 mg/ml verwendet. Es wurden die Sammlungen ProPlex,
JBScreens, AmSQO, Suite und JCSG bei 20 °C pipettiert. Bei beiden Varianten
konnten Kristalle in mehreren Bedingungen gefunden werden (Abb. 2.25). Die
meisten Kristallisationsbedingungen waren PEG-basiert.

VosA190S _ VosA190H

Abbildung 2.25: Kristalle von VosA190S und VosA190H. X-Formige Kristalle von VosA190S nach
einen (A) und sechs Tagen (B), die Bedingung enthielt 30% PEG 4000 und 100 mM MES pH
6,5. Kristalle von VosAT190H nach zwei (A) und 29 Tagen (D), die Bedingung enthielt 30% PEG
2000 MME und 150 mM KBr. Die Bilder wurden von einem automatisierten System aufgenommen
(6.2.6.1).

Die Kristalle waren reproduzierbar und fiir eine potentielle Phasierung von
Daten nach dem MAD-Verfahren kam das KBr in der VosA190H-Bedingung in
Frage. Beim MAD-Verfahren miissen mehrere Datensitze bei unterschiedlichen
Wellenldngen gemessen werden, die ein Kristalle u.U. nicht tibersteht. Bei der
Reproduktion der Kristalle wurden die Bedingungen beider VosA190-Varianten
kombiniert und weiter optimiert. KBr wurde durch KI ersetzt und schliefslich
war es moglich VosA190S in einer Bedingung mit 32% PEG 2000 MME und
150 mM KI zu kristallisieren (Abb. 2.26). Diese wurden fiir die Strukturbestim-
mung verwendet. CuK«-Drehanoden mit einer Wellenldnge von A=1,5418 A
sind besonders fiir die Phasenbestimmung mittels SAD von lodid-derivatisierten
Kristallen geeignet. Dies liegt am starken anomalen Signal von Iodid (f”=6,8
Elektronen) bei dieser Wellenldnge.

2.7
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Abbildung 2.26: Optimierung der VosA190S-Kristalle. Die Bedingungen enthalten 24% PEG8000 (A
24% PEG 4000 (B) oder 32% PEG 2000 MME und 150 mM Kl (C und D). Einige Kristalle waren in der
langsten Dimension ~250 um (C). Die Farbung ist durch die Verwendung eines Polarisationsfilters
entstanden.

2.7.3 Strukturbestimmung von VosA190S

Einer der in Abb. 2.26 dargestellten VosA190S-Kristalle wurde mit 12% (v/v)
Butandiol als Zusatz in der Kristallisationsbedingung eingefroren und mit einen
Rontgendiffraktometer (MicroMax 007, Rigaku, Japan) in der Abteilung fiir
Molekulare Strukturbiologie gemessen (6.2.6.4). Der Datensatz wurde mit dem
XDS-Paket (Kabsch, 2010) prozessiert. Dabei wurde das Programm angewiesen,
dass Friedel-Paare aufgrund anomaler Streuung (durch die Iodid-Ionen) unter-
schiedliche Intensititen aufweisen konnen (Option: FRIEDEL’ S_LAW=FALSE).
Die Kristalle konnten der Raumgruppe P4,22 zugeordnet werden. Die Statistiken
zur Datensammlung sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Tabelle 2.2: Statistik zur Datensammlung des VosA190S-Kristalls

VosA190S-KI-Datensatz

Messstation MicroMax 007, MSB, Gottingen
Wellenldnge [A] 1,5418
Raumgruppe P4,22
Zellkonstanten [A] a=b=45,350; c=189,320
Winkel [°] a=R=y=90
Auflosung [A] 47,35-1,79 (1,90 - 1,79)°
Rinerge [%] 3,6 (24,7)
Signal/Rauschen (I/ o) 22,17 (5,01)
Vollstandigkeit [%] 99,1 (95,4)"
Redundanz 4,01 (3,57)

* Werte in Klammern beziehen sich jeweils auf die hochstaufgeloste Schale.

Die Phasierung der Daten erfolgte mit SHELXC/D/E (Sheldrick, 2008), die
jeweils tiber das Programm HKL2MAP (Pape und Schneider, 2004) gesteuert wur-
den (6.2.6.7). Die beste Losung nach 100 Zyklen in SHELXD hatte Korrelations-
Koeffizienten CC,;/CCyeak VOn 43,12% und 25,4% und enthielt 10 Iodid-Ionen.
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Eine Losung sollte mindestens 30% und 15% haben. Fiir die weitere Prozessie-
rung wurden jedoch nur Iodid-lonen mit einer Besetzung >0,2 verwendet, so
dass drei Positionen mit einer Besetzung von jeweils 1,0 0,36 und 0,24 {ibrigb-
lieben. Nach Phasierung mit SHELXE lag der FOM!-Wert bei 0,7. Die Struktur
wurde wie in 6.2.6.7 beschrieben gebaut und verfeinert. Die initiale Elektronen-
dichtekarte war gut interpretierbar, nach Verfeinerung waren einige Seitenketten
und Aminosdurereste noch besser definiert (Abb. 2.27).

Abbildung 2.27: Vergleich der experimentellen Elekontronendichte nach Phasierung der Daten (A)
und nach Verfeinerung (B) (beide 10). Die Elektronendichte des lodid-lons mit der hochsten Belegung
ist mit einen Pfeil markiert.

Das fertige Model enthdlt ein VosA190S-Molekiil in der asymmetrischen
Einheit. VosA190S besteht aus 200 Aminosauren, zehn davon sind ein Teil der C-
Strep II-Affinitdtssequenz (mit Linker). Von diesen 200 konnten die Aminosduren
8-185 in der Elektronendichte lokalisiert werden. Die Elektronendichte fiir eine
Schleife (Aminosdure 160 bis 167) konnte nicht eindeutig zugewiesen werden.
Diese Reste liegen nah an einer kristallographischen Achse und sind nicht so gut
definiert wie der Rest des Proteins. Die gleichen Reste des gegeniiberliegenden
Symmetriepartners befinden sich auch hier (Abb. 2.28).

Erschwerend kam hinzu, dass ein Grof3teil der Dichte hier nicht durch Pro-
teinreste oder alternativen Konformation erkldrt werden konnte. Wahrend des
Modellbaus und Verfeinerung wurde auch die Moglichkeit in Betracht gezogen
das hier ein Austausch des C-Terminus (AS160-C) zwischen zwei Molekiilen statt-
findet (Abb. 2.29). Diese Idee wurde jedoch wieder verworfen, da ein geringerer
R-Faktor erzielt werden konnte, wenn der C-Terminus in nicht-getauschter Form
gebaut wurde. Nach Abschluss der Verfeinerung wurden noch Wassermolekiile
in die Struktur platziert. An zwei Stellen konnten eine dreieckige planare Elektro-
nendichtewolke beobachtet werden. Diese wurde als NO;-Molekiil interpretiert
(Abb. 2.28).

lengl. figure of merit
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Abbildung 2.28: Verfeinerte Elekontronendichtekarte von VosA190S (10). Die Ketten von zwei
Molekilen entlang einer kristallographischen Achse sind farblich hervorgehoben (griin und orange),
Prolin 163 beider Molekiile liegt parallel tibereinander und ist mit einen Pfeil markiert. VergroRerte

Seitenansicht: Planare dreieckige Elektronendichte die genau auf der Achse liegt und als NO3;-Molekiil
interpretiert wurde.

Abbildung 2.29: C,-Riickgrat zweier VosA190S-Molekiile (rot und blau) die sich gegenseitig den
C-Terminus (AS160-C) zur Verfiigung stellen. Die Elekontronendichte (10) ist in grau dargestellt.

Die Verfeinerung wurde abgeschlossen als keine Verbesserung des R-Faktors
durch Modifikation des Modelles mehr beobachtet wurde. Die Bindungswinkel
P und ¢ des C,-Riickgrats lagen innerhalb der erlaubten Werte, kein Rest lag
in der nicht-erlaubten Region des Ramachandran-Diagramms (Abb. 2.30). Die
Statistiken zur Verfeinerung sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.
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Abbildung 2.30: Ramachandran-Diagramm fiir alle Nicht-Glycin/Prolin-Reste von VosA190S, erstellt

mit MOLPROBITY (Chen et al., 2010). Dargestellt ist die Verteilung der Bindungswinkel ¢ (X-

Achse) und VP (Y-Achse) der einzelnen Reste (weille Punkte) innerhalb der bevorzugten (dunkelblau),
erlaubten (blau), zusatzlich erlaubten (hellblau) und verbotenen (wei) Region.

Tabelle 2.3: Statistiken zur Verfeinerung von VosA190S

Verfeinerung von VosA190S

Auflosungsbereich [A] 47,35 -1,79 (1,90 - 1,79)"
Anzahl der gesamten Reflexe 142606 (19836)°
Einzigartige Reflexe 35545 (5553)"
Reryst [%] 18,33 (26,09)"
Reree [%] 22,03 (34,18)
Wilson B-Faktor [A?] 28,7
Anzahl der Atome / & B-Faktor [A?]

Protein 1412 / 29,72

Wasser 193 / 33,99

Ionen 11 / 47,54
Ramachandran-Statistiken

Bevorzugte Regionen [%] 97,7

Nicht-erlaubte Regionen [%] 0
Standardabweichungen

Bindungslangen [A] 0,0158

Winkel [°] 1,567

* Werte in Klammern beziehen sich jeweils auf die hochstaufgeltste Schale.

2.7
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2.7.4 Struktur von VosA190S

VosA190S bildet eine kompakte Domaine, die im folgenden als Velvet-Doméne
bezeichnet wird. Diese besteht tiberwiegend aus (3-Strdngen, von denen drei auf
der einen und vier auf der anderen Seite liegen. C-terminal sowie zwischen (32
und -3 liegen kurze x-Helices vor («l und -2). Auf beiden Seiten des Proteins
weisen je zwei verldngerte 3-Strange aus der insgesamt flachen Struktur heraus
(B4/5und 36/7, Abb. 2.31). Auch die C-terminalen Reste ab AS 160, die zu x2
fiihren, stehen etwas weiter ab. Die allgemeine Faltung erinnert an 3-Sandwich-
Proteine, wie z.B. die Immunglobulinen (Poljak et al., 1973).

90°

Abbildung 2.31: Kristallstruktur von VosA190S, die einzenen Sekundarstrukturelemente sind num-
meriert («1-2 und $1-7). Das Molekiil ist entlang der Sequenz gefarbt (N-Terminus blau, C-Terminus
rot). Rechts sind weitere Perspektiven mit jeweils gedrehter Achse gezeigt. Die 2 NOs-Molekiile
sind als Stabmodelle visualisiert (N, blau und O, rot), die 3-lodid-lonen sind als Kugeln dargestellt
(violett).

Die asymmetrische Einheit enthielt nur ein Molekiil, aber aus den Ergebnissen
der Grofienausschlusschromatograpie war bekannt das VosA190S ein Dimer ist.
Das zweite Molekiil wurde daher unter den Symmetriepartnern gesucht. Hierfiir
wurde, mit PISA (Krissinel und Henrick, 2007) aus dem CCP4-Paket (Winn
et al., 2011), eine Suche nach Molekiilen durchgefiihrt, die in der Kristallpackung
grofse Oberflachen gegenseitig abdecken. Es wurden zahlreiche Molekiilpaare
gefunden, darunter zwei die jeweils eine Flache von 1077,8 und 775,6 A2 M1
und -2 im folgenden) abdecken. Die weiteren Molekiilpaare deckten weitaus
weniger Fldache ab (<400 A?). M1 wurde von PISA als natives Molekiilpaar
vorgeschlagen. Eine Betrachtung der Kristallpackung zeigte das M2 sich nur in
eine Raumrichtung wiederholte, wiahrend M1 durchgehend vorkam. Es wurde
daher M1 als das native Dimer definiert (Abb. 2.32).
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Abbildung 2.32: Ausschnitt aus der Kristallpackung von VosA190S. VosA190S-Molekiile (nur Cg-
Rickgrat) sind abwechselnd cyan und orange eingefarbt. Beide von PISA vorgeschlagenen Dimer-
Konformationen sind markiert und links bzw. rechts aus alternativer Perspektive gezeigt.

Die bereits erwdhnten (3-Strange 6 und 7 beider Molekiile bilden durch diese
Faltung eine Tasche, die durch die gleichen Strange des jeweils anderen Molekiils
vollstandig besetzt wird (Abb. 2.33). Diese 3-Strdnge werden durch hydrophobe
Interaktionen von Phe 72, Phe 136 und Val 143 beider Molekiile zusammengehal-
ten (Abb. 2.34B). Auch die restlichen Interaktionen zwischen beiden Molekiilen
sind grofitenteils hydrophober Natur (Abb. 2.34B). Weiterhin liegen sechs Was-
serstoffbriickenbindungen jeweils zwischen Tyr 70/Pro 90 und Ser 91/Tyr 60
und Leu 94/Tyr 70 des ersten und zweiten Molekiils vor (Abb. 2.34A).

180°

Abbildung 2.33: Modell des angenommenen VosA190S-Dimers. Links: Die einzelnen Molekiile
(cyan und orange) weisen auf der einen Seite mit den 3-Strangen 6 und 7 in das andere Molekiil (Ober-
flachendarstellung in der VergroRerung). Rechts: Riickseite des VosA190S-Dimer mit iberlagerter
Oberflachendarstellung.

2.7
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Abbildung 2.34: Schematische Darstellung der interagierenden Aminosaurereste beider VosA190S-
Molekiile. Dargestellt sind die Wasserstoffbriickenbindungen (A) und hydrophoben Interaktionen (B)
zwischen den beiden Molekiilen (Beschriftung in rot und blau). Sauerstoff, Stickstoff und Kohlenstoff
sind jeweils rot, blau und schwarz dargestellt. Erstellt mit Dimplot/2D-Gralab (Wallace et al., 1995;
Zhou et al., 2009).

Abbildung 2.35: Verteilung der Oberflachenladung von VosA190S. Cartoondarstellung und Oberfla-
chenladung des VosA190S-Monomers (A) und -Dimers (B). Positiv geladene Oberfldchen sind blau
und negativ geladene rot dargestellt. Oberflichenladungen wurden mit APBS berechnet und mit
PyMOL visualisiert.
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Die Gesamtoberfldche eines VosA190S-Molekiils betragt 8506 Az/ von der
1120 A? durch das zweite Molekiil (13%) abgedeckt werden. An einem Ende von
VosA190 ist eine stark positiv geladene Oberflache vorhanden. Diese Flache liegt
somit im Dimer jeweils am Ende des Gesamtmolekiils (Abb. 2.35).

2.7.5 Strukturvergleich von VosA190S und NFkB-p50

Eine Durchsuchung der Protein Data Bank (PDB) nach Proteinen mit dhnlicher
Aminosduresequenz ergab keine Treffer. Es wurde daher eine Suche nach dhnli-
chen Strukturen (unabhdngig von der Sequenz) durchgefiihrt. Fiir den Vergleich
von VosA190S mit dem Bestand der PDB wurde DALI (Holm und Rosenstrom,
2010) verwendet. Dabei wurden mehr als 1000 Treffer erhalten, von denen 59 ein
Z-Wert >8 hatten. Hohere Z-Werte stehen dabei fiir strukturell dhnliche, geringe
tiir strukturell unterschiedliche Proteine. Bei einem Z-Wert von tiber 20 gelten die
Proteine definitiv als Homologe. Werte zwischen 8 und 20 werden fiir Proteine
ausgegeben, die wahrscheinlich homolog sind (Holm et al., 2006). Das strukturell
dhnlichste Protein in dieser List war das humane NF«B-p50* (PDB-Eintrag: 1SVC)
mit einem Z-Wert von 11,3 und einer Standardabweichung von 2,8 A fiir 118
Cy-Atome. Der Grofiteil der verbleibenden 59 Treffer sind vorwiegend NFkB-,
Rel- oder allgemein B-Sandwich-Proteine.

Die strukturelle Ahnlichkeit beider Proteine liegt im N-terminalen Bereich der
Rel-Homologie-Doméne (RHD) (Abb. 2.36). Alle 3-Strange von VosA190S weisen
ein strukturelles Aquivalent in der RHD von NFkB-p50 auf, ausser 34. In beiden
Proteinen vorkommende o-Helices liegen in vollkommen unterschiedlichen
Positionen (Abb. 2.36). Insgesamt ist die strukturelle Ahnlichkeit auf den Kern
der beiden Doménen, den 3-Strangen, begrenzt.

Abbildung 2.36: Strukturvergleich und -Gberlagerung der RHD von NFkB-p50 und VosA190S.
Dargestellt sind die Einzelstrukturen der RHD von NFkB-p50 (gelb) und Velvet-Doméane von VosA
(cyan) sowie Uberlagerung beider Strukturen. In beiden Fillen ist nur ein Monomer gezeigt, die N-
und C-Termini sind in den Einzelstrukturen markiert. NFxB-p50, PDB-Eintrag: 1SVC, Miiller et al.
(1995).

2engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
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Bei der NFkB- und Rel-Protein-Familie handelt es sich um eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren, die direkt mit DNA interagieren und hierfiir in den Zell-
kern transportiert werden miissen (Ubersicht in Oeckinghaus und Ghosh, 2009).
Die zweite Eigenschaft ist auch fiir Velvet-Proteine bekannt und in verschiedenen
Arbeiten bereits ndher untersucht worden. Die erste Eigenschaft wurde bisher
nur vermutet, konnte aber im Verlauf dieser Arbeit auch fiir Velvet-Proteine
beobachtet werden. Interessanterweise enthilt die fiir den Vergleich verwende-
te Struktur von NF«kB-p50 auch ein doppelstrangiges DNA-Fragment (19 bp)
(Abb.2.37A).
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Abbildung 2.37: DNA-Bindung durch ein NFkB-p50-Molekiil und tiberlagertes VosA190S. A: Uber-
lagerte Monomere von VosA190S und NFkB-p50 gebunden an DNA. B: Die Erkennung von zwei
aufeinander abfolgenden Guanin-Basen erfolgt durch R57/59 und E63 bei NFkB-p50 (gelb). C: Po-
tenzielle Reste von VosA190S (cyan) die mit DNA (Basen griin, Riickgrat braun) interagieren konnten.
Sauerstoff ist rot, Stickstoff blau, Kohlenstoff griin oder Farbe der Hauptkette. NFkB-p50, PDB-Eintrag:
1SVC, Miiller et al. (1995).

Ausgehend von dieser Strukturiiberlagerung wurde angenommen das Vo-
sA190S, oder allgemein Velvet-Proteine in einer dhnlichen Art und Weise DNA
binden wie Proteine mit einer Rel-Homologie-Doméne. Der hierfiir in Frage
kommende Bereich von VosA190S weist im Vergleich zum restlichen Protein
relativ starke positive Ladung auf (Abb. 2.35). An dieser Stelle befinden sich
zwei Schleifen, die insgesamt vier Lysin- sowie ein Argininrest enthalten. Diese
konnten potenziell mit einem DNA-Riickgrat oder direkt mit Basen interagieren
(Abb. 2.37C). Die Rel-Proteine enthalten an dieser Stelle ein konserviertes Motiv
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bestehend aus zwei Argininen und einer Glutaminsaure (Miiller et al., 1995). Die-
ses Motiv dient der Erkennung zweier aufeinander abfolgender Guanin-Basen
(Abb. 2.37B).

Die NF«B- und Rel-proteine binden als Homo- oder Heterodimer an DNA
(Abb. 2.38A). Da VosA190S auch ein dimeres Protein ist, wurde die Position des
zweiten VosA190S-Molekiils ausgehend von der Uberlagerung ermittelt. Die
putativen Reste fiir die DNA-Bindung des zweiten Molekiils liegen jedoch in
diesem Modell mindestens 13 A vom DNA-Riickgrat entfernt (Abb. 2.38B).

Abbildung 2.38: Vergleich von NFkB-p50-Homodimer gebunden an DNA und hypothetische DNA-
Bindung durch VosA190S-Homodimer. A: Zwei NFkB-p50-Molekiile (gelb und braun) umlagern die
DNA und liegen etwas angewinkelt zu dieser. B: Hypothetisches Modell der DNA-Bindung durch
zwei VosA190S-Molekiile, die putativen DNA-Bindestellen sind in beiden Perspektiven mit Pfeilen
markiert. NFkB-p50, PDB-Eintrag: 1SVC, Miiller et al. (1995).
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2.7.6 Essentielle Reste fiir die DNA-Bindung in VosA190S

Es wurde versucht, das im Strukturvergleich mit NFkB-p50 erarbeitete Modell
der DNA-Bindung durch VosA190S mittels Mutagenese zu verifizieren. Die von
VosA gebundene Konsensussequenz wurde dabei freundlicherweise von Prof.
Jae-Hyuk Yu (University of Wisconsin, Wisconsin, USA) zur Verfiigung gestellt.
Die erwdhnten Aminosduren von VosA190S wurden entweder einzeln oder in
Kombination durch Alanin ersetzt, um so ihren Einfluss auf die DNA-Bindung
zu testen. Die getesteten Mutanten enthielten folgende Mutationen: K37A, K394,
R41A, K42A, K160A, K37A /K39A (doppel) und K37A /K39A /R41A /K42A (tot).
Alle Proteine wurden wie Wildtyp-VosA190S exprimiert und mit einer StrepTac-
tin HP Sdule gereinigt. Die Gelfiltration wurde ausgelassen, da nach Elution von
der StrepTactin HP Sdule bereits hochreines Protein vorlag.

2.7.7 Bindungsstudien zu den VosA190S-Mutanten mit VelB-mini

Um die korrekte Faltung der VosA190S-Mutanten zu iiberpriifen, wurde eine
Bindungsstudie (6.2.3.5) mit der speziellen VelB-Mutante VelB-mini (2.2.2) durch-
gefiihrt. VosA190S-Mutanten (C-Strep II) wurden auf StrepTactin Sepharose
immobilisiert und anschlieflend mit VelB-mini (C-Hisg) inkubiert. Alle VosA190S-
Mutanten waren in der Lage VelB-mini zu binden und eluierten zusammen mit
diesen. Eine Bindung von VelB-mini an die StrepTactin Sepharose konnte nicht
beobachtet werden (Abb. 2.39, Spur VelB-mini/E). Sehr geringe Mengen von
StrepTactin waren auch im Eluat vorhanden (schwarzer Pfeil). Es wurde daher
angenommen, das VosA190S korrekt gefaltet ist.
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Abbildung 2.39: SDS-PA-Gel von Bindestudie der VosA190S-Mutanten und VelB-mini mit StrepTactin
Sepharose. Aufgetragen sind ProteingroRenstandard (M) und Eluat der inkubierten Kombinationen
von VosA190S-Mutanten und VelB-mini, VelB-mini auf StrepTactin Sepharose allein (VelB-mini/E) und
verwendetes VelB-mini (VelB-mini/V). VosA190S-Mutanten sind mit einem gelben Pfeil, VelB-mini
mit einen roten und StrepTactin mit einen schwarzen Pfeil markiert.
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2.7.8 DNA-Bindung der VosA190S-Mutanten

Im Gelretardationsexperiment konnte in keiner der Proteinpraparationen DNA
detektiert werden (Abb. 2.40, leere Spuren). Fiir dieses Experiment wurden
jeweils 3.2 ng brlA10-DNA (44 bp) und 10 pg Protein verwendet. Alle getesteten
Mutanten wiesen verringerte DNA-Bindeaktivitdt auf. Der Einfluss von K37
und K39 war dabei am grofiten, und bei der Doppelmutanten K37A /K39A war
nahezu keine DNA-Bindung mehr erkennbar. Auch das im Modell von der DNA
wegweisende Arginin 41 wies geringere DNA-Bindung auf. Im Vergleich zu den
anderen Mutanten weist K160A die starkste Verschiebung im Gel auf (Abb. 2.40).
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Abbildung 2.40: Agarosegel des Gelretardationsexperiments mit brlA10 DNA-Fragment (brlA10) und
VosA190S-Mutanten. Eine groRere Verschiebung weist auf eine starkere Bindung durch das Protein
hin. Alle Spuren, auBer brlA10, enthalten das jeweilige Protein.

2.8 VelB-VosA190S-Komplex

Die erfolgreiche Kristallisation und Strukturbestimmung von VosA190S fiihrte
zu einem erneuten Versuch VelB zu kristallisieren, diesmal in Form eines VelB-
VosA190S-Komplexes. Dies war erfolgreich und die Struktur konnte bestimmt
werden. Obwohl die ermittelte Struktur von VelB nicht enorm von VosA190S
abweicht, ist sie sehr aufschlussreich hinsichtlich einer Besonderheit von VelB.

2.8.1 Praparation des VelB-VosA190S-Komplex

Dieser Komplex besteht aus VelB-C-His, (2.2) und VosA190S (2.7) und wurde
wie in 6.2.5.12 beschrieben prépariert. Beide Proteine waren in der 18slichen
Fraktion (Abb. 2.41, Spur U). Im ersten Reinigungsschritt wurde eine HisTrap
Sdule verwendet, das Eluat (Spur EH) enthielt grofie Mengen VelB und relativ
geringe Mengen an VosA190S. Auch waren zu diesen Zeitpunkt noch viele Ver-
unreinigungen vorhanden. Die meisten dieser Verunreinigungen sowie auch
tiberschiissiges VelB konnten durch den zweiten Reinigungsschritt (StrepTac-
tin HP) entfernt werden (Spur U1-2). Das Eluat der StrepTactin HP Sdule enthielt
beide Proteine in relativ gleichen Mengen mit nur noch wenigen Verunreinigun-
gen (Spur ES) und wurde direkt fiir die weitere Reinigung mit einer Superdex
200 26/60 Gelfiltrationssdule verwendet.
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Abbildung 2.42: Chromatogramm der Grélenausschlusschromatographie des VelB-VosA190S-
Komplexes iiber eine Superdex 200 16/60 Saule. Das erste UV-Maximum (1) entspricht dimeren
VelB-VosA190S und das zweite (2) monomeren VelB-VosA190S. Blau: UV-Absorption bei 280 nm in
geratespezifischer Einheit (Y-Achse, mAu) entlang des Elutionsvolumens (X-Achse, ml). Gesammelte
Fraktionen sind entlang der X-Achse nummeriert.

In der Gelfiltration wurden drei lokale UV-Maxima beobachtet (Abb. 2.42),
die alle VelB und VosA190S in unterschiedlichen Mengen enthielten. Protein aus
UV-Maximum 3, enthielt auch noch einige Verunreinigungen. Es wurde fiir die
Kristallisation verwendet, da es der Grofse eines monomeren VelB-VosA190S-
Komplexes entsprach.
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2.8.2 Kristallisation des VelB-VosA190S-Komplex

Die Sammlungen AmSQO; Suite, JB NucPro, JBScreens, JCSG, PGA und ProPlex
wurden wie in 6.2.6.1 beschrieben bei 20 °C pipettiert. Die Proteinkonzentration
betrug 11,64 mg/ml. Nach 6 Tagen konnte in einer Bedingung plattenférmige
ineinander gewachsene Kristalle beobachtet werden, die Bedingung enthielt
200 mM Kalium-Formiat und 20% PEG 3350. Die Kristalle konnten nicht repro-
duziert werden und wurden beim Versuch sie zu ernten zerstort (Abb. 2.44A).
Nach 4 Wochen konnten in einigen weiteren Bedingungen dhnliche Kristalle
beobachtet werden. Die Kristallisationsbedingungen enthielten:

e 25% PEG 4000, 150 mM (NH,),SO;, 100 mM MES pH 5,5 (Abb. 2.44B)
e 20% PEG 10000, 100 mM HEPES pH 7,5 (Abb. 2.44C)

e 20% PEG 3350, 200 mM NH,NO; (Abb. 2.44D)

Abbildung 2.44: Kristalle vom VelB-VosA190S-Komplex. Erste Kristalle von VelB-VosA190S nach 6
Tagen (A), sowie weitere nach 28 und 34 Tagen (B-D). Initiale Beugungbilder (1) sowie ein Datensatz
(2) wurde von den Kristallen aus Bedingung B aufgenommen. Die Kristallisationsbedingungen sind
alle PEG-basierend (s. Text). Die Farbung ist durch Verwendung eines Polarisationsfilters entstanden.
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2.8.3 Strukturbestimmung des VelB-VosA190S-Komplex

Es war moglich, einige Kristalle (Abb. 2.44B /1) zu ernten und initiale Beugungbil-
der, fiir die Bestimmung der Raumgruppe und der Zellkonstanten, aufzunehmen.
An einer MicroMax 007 Drehanode (Rigaku, Japan) konnten mehrere Beugung-
bilder aufgenommen werden. Dabei konnte eine Streuung bis lediglich ~6-7 A
beobachtet werden. Die Raumgruppe sowie Zellkonstanten konnten mit MOS-
FLM/iMOSFLM bestimmt werden (Leslie, 2006; Battye et al., 2011). Die Kristalle
gehorten der orthorombischen Raumgruppe P222 an, die Zellachsen wiesen
folgende Lange auf, a=52 A, b=56 A und =137 A. Die Winkel «, f und vy be-
trugen 90°. Mit diesen Daten wurde das Volumen der Einheitszelle berechnet,
um die Anzahl der Molekiile in der asymmetrischen Einheit bei entsprechen-
den Losungsmittelgehalt abzuschédtzen. Die Berechnungen wurden mit dem
CCP4-Paket durchgefiihrt und sind in Tabelle 2.4 zusammengefasst.

Tabelle 2.4: Matthews-Koeffizient und Losungsmittelgehalt bei unterschiedlicher Zusammensetzung
der asymmetrischen Einheit des VelB-VosA190S-Kristalls.

Molekiile/ Matthews-  Losungsmittel-
asymmetrische Einheit Koeffizient gehalt [%]

VelB (41 kDa)

1 2,43 49,47
VosA190S (22,5 kDa)

1 4,43 72,27

2 2,22 4454

3 1,48 16,81
VelB-VosA190S (63,5 kDa)

1 1,57 21,74

Proteinkristalle weisen i.d.R. einen Losungsgehalt von ~50% und durch-
schnittlichem Matthews-Koeffizienten von 2,69 A3/Dalton auf (Matthews, 1968;
Kantardjieff und Rupp, 2003). Es wurde daher angenommen, dass die asym-
metrische Einheit der Kristalle entweder ein Molekiil VelB oder zwei Molekiile
VosA190S enthilt. Da die Kristalle sehr zerbrechlich waren, was auf ein sehr
hohen Losungsmittelgehalt deutet, wurde ausgeschlossen, dass sowohl VelB als
auch VosA190S in der asymmetrischen Einheit vorliegen konnen.

Die in Abbildung 2.44B (2) gezeigte Gruppe an Kristallen wurde beim Ern-
ten vereinzelt und an der Messstation ID23-2 am ESRF (Grenoble, Frankreich)
vermessen. Die Statistiken zur Datensammlung sind in Tabelle 2.5 zusammenge-
fasst.
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Tabelle 2.5: Statistik zur Datensammlung eines VelB-VosA190S-Kristalls

VelB-VosA190-Datensatz

Messstation ID 23-2 (ESRF, Frankreich)
Wellenlange [A] 0,87260
Raumgruppe P2,2424
Zellkonstanten [A] a=52,03; b=56,75; c=138,17
Winkel [°] a=b=c=90
Auflosung [A] 36,95 - 2,20 (2,31 - 2,20)
Rinerge [70] 12,6 (48,3)"
Signal/Rauschen (I/ o) 8,1(29)
Vollstandigkeit [%] 97,0 (98,3)°
Redundanz 4,5 (4,5)°

* Werte in Klammern beziehen sich jeweils auf die hochstaufgeltste Schale.

Der Datensatz wurde wie in 6.2.6.8 (S. 111) beschrieben prozessiert. Die
gemessenen Kristalle waren isomorph zu den bereits getesteten Kristallen, daher
wurde die Anwesenheit eines vollstandigen VelB-VosA190S-Komplexes in der
asymmetrischen Einheit ausgeschlossen (s. Tabelle 2.4). Zu diesen Zeitpunkt
wurde die Annahme gemacht, dass zwei VosA190S-Molekiile vorliegen, da VelB
bisher nicht kristallisiert werden konnte und andererseits VosA190S sehr gut
kristallisierte. Fiir die Phasierung per molekularem Ersatz wurde das Programm
Phaser (McCoy et al., 2007) verwendet, als Suchmodell kamen verschiedene
VosA190S-Verkiirzungen zum Einsatz. Erfolgreich war ein Modell, das lediglich
die Reste Ser 17 bis Asp 79 und Ala 86 bis Met 165 enthielt. Es wurden zwei
eindeutige Losungen gefunden, mit einem gesamten LLG-Wert® von 587. Das
erste Molekiil wies einen RFZ=10,4; TFZ=20,4 und LLG von 236 auf. Beim zweiten

Molekiil war RFZ=4,4; TFZ=16,5 und LLG lag bei 501. Der R-Faktor betrug 53,4%.

Die initiale Elektronendichtekarte war von geringer Qualitdt (gesamte FOM=0,41)
und es war daher nicht moglich beide Molekiile eindeutig zu identifizieren. Die
Struktur wurde daher in Coot per Hand gebaut und nach Verfeinerung konnte
eines der beiden Molekiile als unvollstandiges VelB identifiziert werden.

Fiir die Kristallisation des Komplexes wurde Volllingen-VelB (377 AS inkl.

C-Hise) und VosA190S (200 AS inkl. C-Strep II) verwendet. Von VelB konnten
198, von VosA190S nur 149 Aminosduren in der Elektronendichte lokalisiert
werden. Unter der Annahme, dass sich lediglich die lokalisierten Reste in der
asymmetrischen Finheit befinden, ergibt das einen ~38,5 kDa grofsen Komplex
und einen Losungsmittelgehalt von ~52%.

Sengl. log likelihood gain, logarithmische Wahrscheinlichkeitssteigerung
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Das fertig verfeinerte Modell enthélt zwei Molekiile in der asymmetrischen
Einheit sowie ein Sulfat-Ion zwischen beiden Molekiilen. Die finalen Statistiken
zur Verfeinerung sind in Tabelle 2.6 aufgefiihrt.

Tabelle 2.6: Statistiken zur Verfeinerung von VelB-VosA190S

Verfeinerung von VelB-VosA190S

Auflosungsbereich [A] 36,95 - 2,20 (2,31 - 2,20)"
Anzahl der gesamten Reflexe 99691 (14610)°
Einzigartige Reflexe 22156 (3252)°
Ruork[%] 19,00 (22,02)°
Reree [%] 24,56 (28,44)"
Wilson B-Faktor [A2] 24,5
Anzahl der Atome / @ B-Faktor [A]?

Protein 2782 / 25,36

Wasser 251 / 30,92

Ionen 5/ 20,30
Ramachandran-Statistiken

Bevorzugte Regionen [%] 96,2

Nicht-erlaubte Regionen [%] 0
Standardabweichungen

Bindungen [A] 0,0031

Winkel [°] 0,737

* Werte in Klammern beziehen sich jeweils auf die hochstaufgelste Schale.

2.8.4 Struktur des VelB-VosA190S-Komplex

Da die Struktur von VosA190S bereits in 2.7.4 detailliert beschrieben wurde und
in dieser Struktur keine weiteren Reste zu sehen sind, soll hier der Schwerpunkt
auf VelB und dem gesamten Komplex liegen. In beiden Proteinen sind Schleifen
entweder proteolytisch entfernt worden oder unstrukturiert. Die Struktur dhnelt
der des VosA190S-Homodimers, beide Proteine sind gegeneinander gestapelt.
Von VosA190S weisen die 3-Strange 35 und 36 zu VelB, dessen entsprechende
Schleife nicht vollstandig definiert ist. Diese Schleife von VelB ist aufierdem etwas
langer und weist von VosA weg (Abb. 2.45). Beide Molekiile sind im Vergleich
zum VosA-Homodimer um etwa 30° rotiert (Abb. 2.46).
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Abbildung 2.45: Kristallstruktur des VelB-VosA190S-Komplexes. Die Anordnung von VelB (griin) und
VosA190S ist sehr dhnlich zu den der beiden VosA190S-Molekiilen im VosA190S-Homodimer. Beide
Proteine weisen mit B-Strangen zum anderen Protein (Oberflichendarstellung in der VergroRerung)

Die Reste Val 130 bis His 132 und Gly 232 bis Phe 234 von VelB sind orange hervorgehoben. Das
SO4*-lon ist als Stabmodell (S, gelb und O, rot) dargestellt.

90°

Abbildung 2.46: Unterschiedliche Orientierung der beiden Molekiile zueinander im Homo- und
Heterodimer. VelB (griin) ist um etwa 30° rotiert im Vergleich zu einem zweiten VosA190S-Molekiil

(orange). Fiir die Uberlagerung wurde das erste VosA190S-Molekiil aus dem VelB-VosA190S-
Heterodimer (cyan, Oberflachendarstellung) verwendet.
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Im Vergleich zum Homo-Dimer besteht ein weitaus grofieres Netzwerk an
Interaktionen zwischen beiden Molekiilen. Zahlreiche polare Interaktionen, dar-
unter 9 Wasserstoffbriickenbindungen, liegen zwischen den beiden Proteinen vor
(Abb. 2.47A). Ein weiterer Unterschied ist, dass die Interaktionen bei VosA tiber
die gesamte seitliche Oberfldche verteilt sind. Auch die Zahl an hydrophoben
Interaktionen ist sehr viel hoher (Abb. 2.47B).
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Abbildung 2.47: Aminosauren von VelB und VosA190S die in die Bindung involviert sind. Dargestellt
sind die Wasserstoffbriickenbindungen (A) und das Netzwerk an hydrophoben Interaktionen (B)
zwischen den beiden Molekiilen (rot und blau beschriftet). Sauerstoff ist rot, Stickstoff blau und
Kohlenstoff schwarz dargestellt, erstellt mit Dimplot/2D-GralLab (Wallace et al., 1995; Zhou et al.,
2009).

Die Ladungsverteilung ist dhnlich zum VosA190S-Homodimer, zwei positive
Flachen, die jeweils am Ende des Komplexes zu liegen kommen (Abb. 2.48A),
die aber aufgrund fehlender Reste in beiden Proteinen kleiner ausfallen. Dies
fiihrt dazu, dass auf der einen Seite des Gesamtmolekiils eine stark negative
Ladung vorhanden ist (Abb. 2.48B). Durch die fehlenden Reste verringert sich
die Oberfliche von VosA190S auf 7485 A2 (8506 A2 im Homo-Dimer), von der
19% (1453 A2) von VelB abgedeckt werden. VelB hat eine Oberfldche von 9855 A?
von der 14% (1449 A?) durch VosA190S abgedeckt werden.
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Abbildung 2.48: Verteilung der Oberflachenladung von VelB und dem VelB-VosA190S-Komplex.
Cartoondarstellung und Oberflachenladung von VelB (A) und VelB-VosA190S-Komplex (B). Positiv
geladene Oberflichen sind blau und negativ geladene rot dargestellt. Oberflichenladungen wurden
mit APBS berechnet und mit PyMOL visualisiert.

Abgesehen von den N- und C-Termini sowie einiger Schleifen beider Proteine,
konnten bei VelB die Reste 133-231 nicht in der Elektronendichtekarte lokalisiert
werden. Die Reste, die zu His 132 hin- und von Gly 232 wegfiihren, sind in der
Kristallpackung in einen Solvenskanal gerichtet (Abb. 2.49).

Abbildung 2.49: Ausschnitt aus der Kristallpackung von VelB-VosA190S. Gezeigt ist das C,-Riickgrat
von VelB (griin) und VosA190S (cyan) und Einheitszelle (violett) entlang der a-Achse. Die Reste
Val 130 bis His 138 und Gly 232 bis Phe 234 von VelB sind orange hervorgehoben und weisen in
einen Solvenskanal (Oberflachendarstellung in der VergroBerung).

VelB hat eine sehr dhnliche Faltung wie VosA190S, ein leicht deformiertes
B-Sandwich. Im Vergleich zu VosA190S weist VelB insgesamt vier zusétzliche
B-Strange auf, enthilt aber nur eine x-Helix am C-Terminus. Zwischen 34 und
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180°

Abbildung 2.50: Kristallstruktur von VelB. Die einzenen Sekundarstrukturelemente sind durchnum-
meriert (a1 und B1-11). Das Molekiil ist entlang der Sequenz gefarbt (N-Terminus blau, C-Terminus
rot). Die Reste Val 130 bis His 132 und Gly 232 bis Phe 234 sind dunkelgrau hervorgehoben. Rechts
sind weitere Perspektiven gezeigt mit jeweils gedrehter Achse.

B5 (B2 und B3 bei VosA190S, Abb. 2.31, S. 48) befindet sich keine x-Helix in
VelB (Abb. 2.50). Die Standardabweichung zwischen dem C,-Riickgrat beider
Proteine betrédgt 0,915 (VosA190S aus VelB-VosA190S-Heterodimer) bzw. 0,775 A
(VosA190S aus VosA190S-Homodimer) (Abb. 2.51).

Abbildung 2.51: Uberlagerung von VelB und VosA190S. Die Standardabweichung zwischen dem
Cq-Riickgrat von VelB (griin) und VosA190S (cyan, aus dem Homodimer) betrigt 0,775 A. Die Reste
Val 130 bis His 138 und Gly 232 bis Phe 234 von VelB sind orange hervorgehoben.
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2.8.5 Strukturvergleich mit NFkB-p50

Auch die Struktur des VelB-VosA190S-Heterodimers wurde mit NFkB-p50 ver-
glichen. Ein grofier Unterschied zwischen dem VosA190S-Homodimer und dem
VelB-VosA190S-Heterodimer ist die unterschiedliche Orientierung der beiden
Molekiile (30° Rotation). Bei Uberlagerung des Heterodimers mit NF«kB-p50
fithrt dies dazu, dass im Modell beide Molekiile mit ihren putativen DNA-
Interaktionsoberflichen sehr nah an das DNA-Riickgrat kommen (Abb. 2.52A).
Zu den Resten von VelB, die mit der DNA interagieren konnten, zdhlen drei
Lysine (K78, K320 und K321) und zwei Arginine (R80 und R81) (Abb. 2.52C). Des
weiteren weist die unterbrochene Schleife von VelB in diesen Modellen von der
DNA weg (Abb. 2.52A) und kommt in etwa dort zu liegen, wo sich bei NFxkB-p50
die drei zusédtzlichen x-Helices befinden (Abb. 2.52B).

Abbildung 2.52: Uberlagerung des VelB-VosA190S-Komplexes mit NFkB-p50. A: Uberlagerung des
VelB-VosA190S-Komplexes (griin/cyan) mit NFkB-p50 (gelb), VosA190S wurde fiir die Uberlagerung
verwendet. B: Uberlagerung von VelB (griin) und der NFkB-p50-RHD (gelb). C: VelB (griin) an
Stelle von NFkB-p50 (nicht gezeigt) bzw. VosA (cyan), die Reste R78, R80, R81, K320 und K321
sind als Stabmodell dargestellt (VergroRerung). In beiden Darstellungen sind potenzielle Stellen fir
Interaktionen zwischen Protein und DNA eingekreist (gelb). Die Reste Val 130 bis His 132 und
Gly 232 bis Phe 234 von VelB sind orange hervorgehoben.
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2.8.6 Minimal-VosA-VelB-Komplex

In 2.6.2 konnte bereits gezeigt werden, das VelB-mini in der Lage ist, VeA224S zu
binden. Dieser minimal-Komplex konnte jedoch nicht kristallisiert werden. Als
einen weiteren Test fiir die korrekte Faltung von VelB-mini wurde die Bindung
zu VosA190S gepriift. Hiermit sollte auch die Frage gekldrt werden, ob die Reste
133-231 von VelB fiir die Interaktion mit VosA190S benotigt werden oder ob es
sich hier moglicherweise um ein Kristallisationsartefakt handelt.

2.8.6.1 Préparation des minimal-VelB-VosA190S-Komplex

Der minimal-VelB-VosA190S-Komplex besteht aus VelB-mini (2.2.2, S. 30) und
VosA190S (2.7, S. 41). Beide Proteine lagen nach dem Zellaufschluss im Uberstand
vor (Abb. 2.53A, Spur U). Die Reinigung begann mit einer HisTrap Séule, nach
der bereits fast alle Verunreinigungen entfernt werden konnten (Abb. 2.53A, Spur
EH). Im Eluat lag ein Uberschuf8 von mini-VelB vor, der durch Auftragen auf
eine StrepTactin HP Sédule entfernt werden konnte (Spur U1-2). Auch geringe
Verunreinigungen im Bereich von 14 und 25 kDa konnten so vollstandig entfernt
werden. Das Fluat der StrepTactin HP Sdule enthielt in etwa gleichen Mengen
VelB-mini und VosA190S (Spur ES). Der Komplex wurde abschliefiend iiber einer
Superdex 200 16/60 Saule gereinigt.

HisTrap StrepTactin P~ ' VG M 9 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
KDa DI D2 EH M Ul U2 ES ‘fig -
l .
66 -

18 L ]

e 14
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Abbildung 2.53: A: SDS-PA-Gel der affinititschromatographischen Reinigung von des VelB-mini-
VosA190S-Komplex (mini-VelB-VosA190S) mit einer HisTrap und StrepTactin HP S&ule. Aufgetragen
sind Durchfluss (D1-2, U1-2) und Eluat (EH und ES) beider Schritte sowie ein ProteingroRenstandard
(M). B: SDS-PA-Gel der GroRenausschlusschromatographie des mini-VelB-VosA190S-Komplexes.
Aufgetragen sind Probe vor der Gelfiltration (VG), ProteingroBenstandard (M) und Fraktionen aus der
Gelfiltration (9-25). Die Nummern beziehen sich auf die Fraktionen aus der Gelfiltration (nicht ge-
zeigt). Beide Proteine sind =22 kDa grol8, VelB-mini (roter Pfeil) wandert jedoch wie in vergangenen
Experimenten (Abb. 2.39, S. 54) etwas hoher als VosA190S (gelber Pfeil).
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Bei der Gellfiltration wurde nur ein UV-Maximum detektiert (nicht gezeigt),
welches der Grofie des Komplexes (~40-50 kDa) entsprach. Der Komplex enthielt
nach diesem Reinigungsschritt keine Verunreinigungen mehr (Abb. 2.53B). Die
Ausbeute lag mit diesem Protokoll bei ~20 mg mini-VelB-VosA190S-Komplex
aus 2x500 ml ZYM5052-Expressionskultur.

2.8.6.2 Kristallisation des minimal-VosA-VelB-Komplex

Da der Komplex in reiner Form gewonnen werden konnte, wurden alle in
6.1.10.1 aufgefiihrten Sammlungen mit einer Konzentrationen von 14,2 mg,/ml
und mit zwei Tropfenverhéltnissen pipettiert (6.2.6.1). Es konnten bereits nach
ein bis zwei Tagen Kristalle gefunden werden (Abb. 2.54). Die meisten Bedin-
gungen enthielten Ammoniumsulfat als Prazipitantz und es war moglich, die
Kristalle zu reproduzieren. Hierbei zeigte sich, dass durch die Anderung des
Protein:Kristallisationslosungs-Verhéltnis auf 3:1 die Anzahl der Kristalle sich
verringerte, sich gleichzeitig aber ihre Grofie steigern lief3.

c

Abbildung 2.54: Kristalle von mini-VelB-VosA190S. Die Bedingungen enthalten A: 1,8 M (NH,4),SO;,,
50 mM Tris/HCI pH 8,5 und 25 mM MgSQOy, B: 2 M (NH4);SO4 und 100 mM Tris/HCI pH 8,5, C:
1,4 M Natriummalonat pH 7 und D: 2 M (NH4),SO4 und 100 mM Tris/HCI pH 8,5. Das Verhltnis
Protein:Kristallisationslosung ist 1:1 (A-C) bzw. 3:1 (D). Alle Kristalle sind nach etwa ein bis zwei
Tagen entstanden. Die verwendete Proteinkonzentration ist in allen Bedingungen 14,2 mg/ml. Die
Farbung ist durch die Verwendung eines Polarisationsfilter entstanden.

Um zu priifen, ob es sich um Protein- oder Salzkristalle handelt, wurden meh-
rere Beugungsbilder aufgenommen. Bei den Kristallen (Abb. 2.54D) handelte es
sich um Proteinkristalle mit entsprechend typischen Beugungsmuster. Es konnte
eine Beugung bis 1,85 A beobachtet werden (Abb. 2.55). Ersten Analysen zufolge
gehoren diese Kristalle der Raumgruppe P3 an. Die Zellachsen sind a=b=82 A
und c=131 A. Die Winkel ot und B betragen 90°, y=120°. Damit ergeben sich fiir
die asymmetrische Einheit mehrere Moglichkeiten der Zusammensetzung, die in
Tabelle 2.7 zusammengefasst sind. Eine detaillierte Analyse dieser Kristalle steht
noch aus.
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Abbildung 2.55: Beugunsbild eines mini-VelB-VosA190S-Kristalls. Eine Beugung bis 1,85 A (Vergro-
Berung) konnte beobachtet werden, das Bild wurde am ESRF (Grenoble, Frankreich) aufgenommen.

Tabelle 2.7: Matthews-Koeffizient und Losungsmittelgehalt bei unterschiedlicher Zusammensetzung
der asymmetrischen Einheit des mini-VelB-VosA190S-Kristalls (45 kDa Komplex).

Molekiile/ Matthews-  Losungsmittel-
asymmetrische Einheit Koeffizient  gehalt [%]

1 5,65 78,25

2 2,83 56,49

3 1,88 34,74

4 1,41 12,98
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KAPITEL 3

Diskussion

In dieser Arbeit wurde eine strukturelle Charakterisierung des trimeren Velvet-
Komplex bestehend aus den Proteinen LaeA, VeA und VelB aus Aspergillus
nidulans durchgefiihrt. Ein weiteres Protein, das zur Familie der Velvet-Proteine
gehort, VosA, wurde auch untersucht. Zu Beginn der Arbeit lagen weder iiber
die putative Methyltransferase LaeA noch iiber die Velvet-Proteine strukturelle
Daten vor. Die molekulare Funktionsweise der Velvet-Proteine war ebenso un-
klar. Im Verlauf dieser Arbeit wurde eine Funktion dieser Proteine identifiziert,
die durch die Bestimmung von zwei Kristallstrukturen erkldart werden konnte.
Diese Strukturen geben einen Einblick dariiber wie Velvet-Proteine ihre regulato-
rische Funktion austiben konnten. Die putative Methyltransferase konnte nicht
kristallisiert werden, hier konnten jedoch Verkiirzungen erstellt werden, die die
Grundlage fiir zukiinftige Untersuchungen bilden kénnen.

3.1 LaeA

Volllingen-LaeA konnte mit verschiedenen Affinitdtsmarkierungen (N/C-Hiss,
N-GST, N-MBP) iiberexprimiert, jedoch nur mit MBP oder GST gereinigt werden.
Die native Praparation von N- oder C-Hiss-LaeA war nicht moglich, da sich
LaeA nach Zellaufschluss in der unloslichen Fraktion befand. Bei der initialen
Préaparation von LaeA mit MBP wurde eine wichtige Beobachtung gemacht. Das
Elutionsvolumen von LaeA entsprach etwa einem LaeA-Dimer (=80 kDa). Das
zwei LaeA-Molekiile miteinander interagieren konnen, wurde zuvor auch aus
einen Yeast-2-Hybrid-Experiment abgeleitet (Bayram et al., 2008b). Das typische
Verhalten von LaeA, nach Abspaltung der Affinitdtssequenz auszufallen, lasst
sich dadurch erklaren, dass MBP auch vollkommen unlosliche Proteine in Lo-
sung halten kann. Dies erfolgt vermutlich durch die Bildung von Mizellen, bei
der das unlosliche Protein nach innen (abgeschirmt vom Losungsmittel) und
das hydrophile MBP nach aufien gerichtet ist (Fox et al., 2001). Es wurde daher
zundchst angenommen, dass 16sliches LaeA korrekt gefaltet sein muss, um spe-
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zifisch nur als Dimer zu eluieren, und unlosliches LaeA nicht korrekt gefaltet
ist. Die darauf erfolgten Anstrengungen, um die Menge an korrekt gefalteten
und somit 16slichen LaeA zu erhohen, fiithrten zu keinem signifikanten Ergebnis
(2.1.1,S.21).

In spéteren Experimenten wurde jedoch eine paradoxe Beobachtung gemacht.
MBP-LaeA interagierte mit VeA und beide Proteine fielen nach Abspaltung von
MBP aus, was dadurch zu erkladren ist, dass beide Proteine weiterhin mitein-
ander interagierten (2.5.1, S. 35). Auch blieb ein Teil von LaeA zusammen mit
VeA in Losung. Diese Interaktion war stabil genug, um an VeA tiber mehre-
re chromatographische Reinigungsschritte gebunden zu bleiben. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass rekombinantes LaeA zumindest partiell korrekt
gefaltet, gleichzeitig aber unloslich ist. In der Literatur werden unldsliche Protei-
ne, abgesehen von Membranproteinen, in der Regel mit nicht korrekt gefalteten
Proteinen gleichgesetzt. Die Proteinmengen, die fiir eine systematische Kristalli-
sation benotigt werden, konnten im Falle von Vollldngen-LaeA nicht gewonnen
werden. Die Ausbeute konnte weder durch Verdnderung verschiedener Para-
meter wahrend der Reinigung, noch durch Komplexierung mit VeA verbessert
werden, und es wurde daher eine Verkiirzung des Proteins ins Auge gefasst.

Die Verkiirzungen LaeA91 und LaeA101 konnten erfolgreich tiberexprimiert
und gereinigt werden. LaeA91 und -101 eluierten als Monomere in der Gro-
lenausschlusschromatographie. Es ist nicht klar, ob dies durch die Entfernung
der N-terminalen Reste oder durch Erhohung der Salzkonzentration verursacht
wurde.

Um die Chancen fiir eine erfolgreiche Kristallisation von Aspergillus nidulans
LaeA zu erhohen, sind mehrere noch nicht ausgeschopfte Moglichkeiten vorhan-
den. Limitierte Proteolyse konnte zur Identifizierung von stabilen Fragmenten
oder direkt bei der Kristallisation verwendet werden. Auch die Komplexie-
rung der bereits etablierten LaeA-Verkiirzungen mit VosA ist denkbar, denn
eine Bindung von LaeA91 mit Vollingen-VosA konnte im Rahmen dieser Ar-
beit beobachtet werden (nicht gezeigt). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
entfernten Reste fiir die Interaktion mit VosA und wahrscheinlich auch VeA
nicht notwendig sind. Bei VosA werden die ersten 239 Aminosduren, also die
gesamte Velvet-Domadne, fiir die Interaktion mit LaeA benoétigt. Anders ist es bei
VeA, wo die Velvet-Domaéne nicht mit LaeA interagiert (Bayram et al., 2008b).
Dieser Bereiche von VeA miisste jedoch weiter eingegrenzt werden, denn laut
Vorhersage enthilt er keine Sekundéarstrukturelemente und ist moglicherweise
unstrukturiert (nicht gezeigt). Es ist jedoch auch moglich, dass nach Bindung
mit LaeA eine (geordnete) Faltung eingenommen wird. Eine weitere und sehr
wichtige Option ist die Komplexierung mit dem Substrat von LaeA, welches
jedoch zunédchst identifiziert werden miisste. Sofern es sich bei dem Substrat
von LaeA um ein Protein handelt, konnten Analysen des Gesamt-Proteoms von
Wildtyp- und ALaeA-Aspergillus nidulans helfen dieses zu identifizieren. Nach
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erfolgreicher Identifizierung des Substrats, ware es moglich prapariertes LaeA
auf Funktionalitdt zu priifen und biochemisch zu charakterisieren.

Wenn diese Versuche auch nicht zur erfolgreichen Kristallisation fiihren,
besteht noch die Option, LaeA aus einen anderem Organimus zu analysieren.
Abgesehen von den bereits teilweise analysierten LaeA-Orthologen aus Fusarium
fujikuroi (Wiemann et al., 2010) und Aspergillus fumigatus (Bok et al., 2005), wére
der beste Kandidat das LaeA-Ortholog aus Chaetomium thermophilum. Dieser
filamentose Pilz besitzt die Eigenschaft bei Temperaturen von bis zu 55 °C zu
wachsen. Das Genom wurde erst kiirzlich veroffentlicht!, und erste Untersuchun-
gen mit Proteinen aus diesen Pilz sind sehr erfolgversprechend (Amlacher et al.,
2011). Ein Sequenzvergleich von Aspgerillus nidulans und putativen Chaetomium
thermophilum LaeA? ergibt eine Ahnlichkeit von 61% und Sequenzidentitit von
44% (nicht gezeigt).

In Hinsicht auf LaeA muss jedoch auch gesagt werden, dass die reine Struk-
turbestimmung evtl. nicht ausreichen wird, um zu erkldren, wie LaeA seine
regulatorische Funktion austiibt. Ein bekanntes Beispiel ist die ungewohnliche
Methylierung einer x-Aminogruppe, die seit mehr als 35 Jahren bekannt ist (Bro-
sius und Chen, 1976; Wittmann-Liebold und Pannenbecker, 1976). Auch beim
Ran Nukleotid-Austauschfaktor RCC1 kommt es zur x-N-Methylierung (Chen
et al., 2007). Diese Modifikation wird von einer Methyltransferase durchgefiihrt,
die erst kiirzlich identifiziert wurde (Tooley et al., 2010). Tooley und Mitarbeiter
stellten fest, dass die Struktur dieses Enzyms hingegen bereits 2005 von einem
Structural Genomics Konsortium veroffentlicht wurde (PDB-Eintrag: 2EX4).

3.2 LaeA-VeA-VelB-Komplex

Grundsatzlich war es moglich, den gesamten Velvet-Komplex nach der in Ab-
schnitt 2.5.1 beschriebenen Strategie zu préparieren. Es gab aber mehrere Griinde,
warum dieser Ansatz nicht weiterverfolgt wurde. Der Hauptgrund war die ge-
ringe Ausbeute, aus 51 ZYM5052-Expressionskultur (=~ 100 g Zellmasse) konnten
lediglich 200 bis 800 ng Velvet-Komplex prapariert werden (2.5.1). Weiterhin dau-
erte es sehr lange den Komplex fiir die Gelfiltration einzuengen, hierbei gingen
i.d.R. mehr als 50% verloren. Letztlich war auch die Monodispersitdt des Kom-
plexes nicht gegeben, in der Gelfiltration wurden zahlreiche tiberlappende lokale
UV-Maxima detektiert (Abb. 2.18, S. 37). Die Ergebnisse dieser Experimente deu-
ten aber darauf hin, dass alle Proteine eine korrekte Faltung einnehmen, da die
bekannten Interaktionen vorliegen. In Anbetracht der moglichen Subkomplexe
wurde, aufgrund der Loslichkeit, nur der VeA-VelB-Komplex als sinnvoll fiir
eine weitere Untersuchung erachtet (3.3.2).

!GenBank-Eintrag: ADUW00000000.1
2UniProt-Eintrag: GOSCT5
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3.3 Velvet-Proteine

Velvet-Proteine sind definiert durch drei konservierte Sequenzmotive (Velvet-
Region), wobei Motiv 2 und 3 immer nah einander liegen. Bei VelB (Aspergillus
nidulans) sind diese beiden Motive vom ersten Motiv durch etwa 100 Amino-
sduren getrennt, bei VeA und VosA nicht (Webster und Sil, 2008). Obwohl diese
Proteine in zahlreichen Pilzen eine wichtige regulatorische Funktion ausiiben,
war nur sehr wenig iiber ihre Struktur und molekulare Funktionsweise bekannt.
Unklar war auch, ob die Verteilung der genannten Motive ein Indiz fiir mehrere
Domaénen ist oder ob die Velvet-Region eine Doméne bildet. Ein grofies Problem
zu Beginn der Arbeit war das Fehlen jeglicher biochemischer Daten zu diesen
Proteinen. Es war daher zunéchst nicht moglich, eine Aussage dartiiber zu ma-
chen, ob die rekombinant exprimierten Proteine eine korrekte Faltung aufweisen
und fiir Kristallisation geeignet wiren. Die festgestellte DNA-Bindung und spa-
ter die Rekonstituierung aller bekannten Komplexe ist jedoch ein Indiz dafiir,
dass diese Proteine zumindest partiell korrekt gefaltet sind.

3.3.1T VeA

Vollldngen-VeA konnte nicht zur Homogenitit gereinigt werden, und die zahl-
reichen lokalen UV-Maxima in der Groflenausschlusschromatographie (nicht
gezeigt) deuteten zundchst auf ein entfaltetes Protein hin. Die nachfolgenden
Experimenten unterstiitzen jedoch die Annahme, dass rekombinantes VeA eine
korrekte Faltung aufweist. Volllaingen-VeA interagierte spezifisch mit LaeA und
VelB. Fiir die Interaktion mit LaeA werden laut Yeast-2-Hybrid-Experimenten die
AS 276-573, fiir VelB die AS 1-300 von VeA benétigt (Bayram et al., 2008b). Da die
Interaktionen auch gleichzeitig stattfanden (2.5.1), ist es eher unwahrscheinlich,
dass das préparierte VeA entfaltet vorlag. Auch die beobachtete Interaktion mit
humanen Importin a AIBB (KapA-Ortholog) spricht fiir ein korrekt gefaltetes
Protein (2.4). Bei Vollldingen-VeA war sowohl die Uberexpression als auch die
Reinigung ein Hindernis. Nur eine sehr geringe Uberexpression konnte beobach-
tet werden (nicht gezeigt). Die Verkiirzung VeA224S, die nur die Velvet-Doméne
umfasst, konnte kristallisiert werden, eine genau Analyse steht noch aus. Dieser
Bereich ist fiir die Interaktion mit VelB ausreichend (2.6.2, S. 40)

3.3.2 VeA-VelB-Komplex

Die Rekonstituierung des gesamten Velvet-Komplex war zwar erfolgreich, aber
tiir kristallographische Zwecke nicht geeignet. Vollldingen-VeA und VelB konnten
einzeln nicht zur Homogenitat gereinigt werden. Im Velvet-Komplex hingegen
wurden nahezu keine Verunreinigungen beobachtet. Ahnlich verhielt es sich bei
der Praparation des VeA-VelB-Komplexes. Durch die Ko-Expression beider Pro-
teine und Verwendung von zwei verschiedenen Affinitdtssequenzen konnte der
Komplex auf sehr einfache Weise préapariert werden (2.6.1.1, S. 38). Womoglich
stabilisieren sich beide Proteine gegenseitig. Geringe Mengen an E. coli Cha-
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peron DnaK waren auch in der Prdparation vorhanden (Abb. 2.22, S. 39) und
sind u.a. ein Hinweis darauf, dass eines der beiden Proteine nicht vollkommen
korrekt gefaltet ist. DnaK wurde bei der Praparation des LaeA-VeA-VelB- und
des minimalen-VeA-VelB-Komplexes nicht beobachtet. Moglicherweise intera-
giert VeA mit seinen freien C-terminalen Bereich mit DnakK, da die N-terminal
liegende Velvet-Doméne bereits mit VelB interagiert. Die Kristallisation war nicht
erfolgreich und zunéchst fillt der Verdacht auf die noch vorhandene Insertion in
VelB und den C-Terminus von VeA.

Entfernung all dieser Teile, wie im minimalen VeA-VelB-Komplex, fiihrte
zwar zu noch hoherer Reinheit und Ausbeute, jedoch nicht zur erfolgreichen
Kristallisation. Die Velvet-Domé&nen von VeA und VelB neigten nicht zur Pra-
zipitation bei hoheren Konzentrationen und Temperaturen. Auch waren keine
Abbaufragmente von den beiden Proteinen in den Priparationen zu beobachten.
Diese Ergebnisse decken sich mit den anderen Experimenten, aus denen her-
vorgeht, dass die Velvet-Domaéne sehr stabil ist. Erweiterungen innerhalb oder
C-terminal von der Velvet-Domaéne fiihren hingegen zur Destabilisierung des
jeweiligen Proteins, solange diese Regionen nicht von einen Bindungspartner
besetzt werden.

3.3.3 Velvet-Proteine interagieren mit DNA

Sowohl die Arbeiten an VelB als auch spater VeA und der VosA-Verkiirzung
VosA190S hatten gezeigt, dass Velvet-Proteine eine DNA-Bindung aufweisen
(2.2, Abb. 2.9C, S. 29). Im Falle von VelB wurde DNA nur durch dimeres, nicht
aber durch monomeres VelB gebunden. Unklar war, wie diese Proteine DNA
binden konnen, da sie kein bekanntes DN A-Bindemotiv aufweisen. In weiteren
Experimenten konnte diese DNA-Bindung auf die vollstindige Velvet-Doméne
von VosA (VosA190S) reduziert werden. In unabhéngigen Arbeiten in der Gruppe
von Prof. Jae-Hyuk Yu (University of Wisconsin, Wisconsin, USA) wurde mit
einem dhnlichen Konstrukt (VosA AS 1-214) auch DNA-Bindung beobachtet
(nicht-veroffentlichte Daten). Dieses Phanomen kann nach Bestimmung der
Kristallstruktur von VosA190S (2.7.4) erklart werden und gibt Hinweise iiber
die Art und Weise, wie Velvet-Proteine ihre regulatorische Funktion ausiiben
konnten.

3.3.4 VosA190S

Bei der Kristallisation von VosA190S (C-Strep 1II) als auch VosA190H (C-Hise)
konnte Kristallbildung in verschiedenen Bedingungen beobachtet werden. Ei-
ne der VosA190H-Bedingungen enthielt 150 mM Kaliumbromid, was fiir eine
potenzielle Phasierung nach dem MAD? oder auch SAD*-Verfahren in Frage
gekommen wire. Es wurde jedoch ein Austausch mit Kaliumiodid durchgefiihrt,

Sengl. multi-wavelength anomalous dispersion
*engl. single wavelength anomalous dispersion
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da dieses einige Vorteile mit sich bringt. Iodid-derivatisierte Kristalle miissen
lediglich bei einer Wellenliange (CuKa A=1,5418 A oder CrKo A=2,2900 A) ge-
messen werden (SAD). Bei guter Datenqualitédt, d.h. hoher Auflésung, hoher
Redundanz und sehr gutem Signal/Rauschen-Verhiltnis ist es moglich, das
Phasenproblem mit lediglich einen Datensatz zu l6sen. Die Aufnahme mehrere
Datensétze bei unterschiedlichen Wellenldngen (MAD) an einem Synchrotron
wie bei Bromid- oder Selenium-derivatisierten Kristallen entfillt. Multiple Mes-
sungen am gleichen Kristall fithren auch zu hoheren Strahlenschdden, so das u.U.
nicht alle Datenséatze vollstandig sind und die Strukturbestimmung erschwert
wird. Es gibt jedoch auch einige Beispiele der erfolgreichen SAD-Phasierung
von Bromid-derivatisierten Kristallen (Devedjiev et al., 2000; Hoover et al., 2001;
Wilodawer et al., 2001). Ob das SAD-Verfahren erfolgreich sein wird, kann zum
Zeitpunkt der Datensammlung nicht gesagt werden und ist besonders fiir Brom-
derivatisierte Kristalle nicht die bevorzugte Strategie. Die Struktur von VosA190S
konnte aufgrund ko-kristallisierter lodid-lonen mit dem SAD-Verfahren gelost
werden.

VosA190S weist eine Immunoglobulin/Rel-N-dhnliche Doméne auf, die im
folgenden als Velvet-Domaéne bezeichnet wird. Bei Rel-N handelt es sich um
die N-terminal gelegene Doméne in der Rel-Homologie-Region von NF«B- und
Rel-Proteinen. Die Rel-Homologie-Region besteht aus zwei Immunglobulin-
dhnlichen Doménen. Die C-terminal gelegene Domaéne ist exklusiv fiir die Dime-
risierung der Rel und NF«B-Proteine verantwortlich ist. Die Interaktionen mit
der DNA finden {iber beide Doménen statt.

Eine Strukturiiberlagerung von VosA190S und des strukturell dhnlichen
NF«kB-p50 (PDB-Eintrag: 1SVC, Miiller et al., 1995) gab Hinweise auf die mogli-
che DNA-Bindung durch VosA190S. In dieser Uberlagerung kommt das erste
VosA190S-Molekiil mit einer stark positiv geladenen Oberfldche zur DNA zu
liegen. Die entsprechende Oberfldche des zweiten Molekiils hingegen ist mindes-
tens 13 A von der DNA entfernt (Abb. 2.38). Um beide putativen Bindungsstellen
zu besetzen miisste die DNA gebogen oder die Orientierung der VosA190S-
Molekiil zueinander verdndert werden. Im VelB-VosA190S-Komplex sind beide
Molekiile um etwa 30° verschoben, wodurch dieser Abstand auf nur 3,8 A ver-
kiirzt wird.

Die putativen Bindungsstellen in VosA190S werden von zwei Schleifen ge-
bildet, die vier Lysine und ein Arginin enthalten. Positiv geladene Reste sind
an dieser Stelle konserviert in Velvet-Proteinen. Die Bindung der DNA erfolgt
wahrscheinlich tiber diese Reste, denn der Austausch dieser mit Alanin fiihrt
bei VosA190S zur verringerten DNA-Bindung (2.7.8, Abb. 2.40). Besonders der
Einfluss von Arg 42 zur DNA-Bindung ist grofer als angenommen, denn dieses
weist im Modell von der DNA weg. Der Austausch von Lys 37 und Lys 39 gleich-
zeitig fiihrt zum vollstindigen Verlust der DNA-Bindung, was darauf hinweist,
dass diese Reste den Grofiteil der Interaktionen mit der DNA vermitteln. Der Aus-
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tausch von Lys 160 fiihrt auch zu einer verringerten DNA-Bindung und bestétigt
damit die Annahmen, dass auch die zweite Schleife in der DNA-Bindung invol-
viert ist. VosA190S liegt in Losung als Dimer vor und bindet womdoglich auch in
dimerer Form an DNA (2.7.1). Der Austausch einer Aminosaure wiirde daher
zum Verlust von zwei Interaktionspaaren fithren und entsprechend die stark
reduzierte DNA-Bindung erkldren. Ein weiteres Indiz dafiir, dass Velvet-Proteine
nur als Homo- oder Heterodimer mit DNA interagieren, ist das Verhalten von
VelB. VelB ist das einzige Velvet-Protein das sowohl als Monomer als auch Dimer
in der Grofienausschlusschromatographie eluierte. Lediglich dimeres VelB wies
DNA-Bindung auf, monomeres hingegen nicht (Abb. 2.9, S. 29). Es ist jedoch an
dieser Stelle auch anzufiihren, dass VelB moglicherweise nicht representativ fiir
die Velvet-Proteine ist (3.3.6).

Da die VosA190S-Mutanten weiterhin mit VelB-mini interagierten, ist da-
von auszugehen das der Austausch dieser Reste nicht die Faltung des Proteins
kompromittierte (2.7.8, Abb. 2.40, S. 55).

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann postuliert werden, dass es sich bei
den Velvet-Proteinen um Transkriptionsfaktoren handelt, die direkt mit DNA in-
teragieren. Diese Schlussfolgerung wird durch die Anwesenheit einer C-terminal
gelegenen Transkriptions-aktivierenden Region in VosA unterstiitzt (Ni und
Yu, 2007). Desweiteren konnte in der Arbeitsgruppe von Prof. Jae-Hyuk Yu
(University of Wisconsin, Wisconsin, USA) die von VosA gebundene DNA-
Konsensussequenz bestimmt werden (nicht-veroffentlichte Daten). Mit diesen
neuen und bereits vorhandenen Daten ergeben sich einige interessante Ahnlich-
keiten zu den Rel/NFkB-Proteinen.

3.3.5 VelB-VosA190S-Komplex

Die Kristallisation von VelB gelang nur im Komplex mit VosA190S. Es ist da-
von auszugehen, dass die zahlreichen Reste in VelB und VosA, fiir die keine
Elektronendichte ermittelt werden konnte, nicht unstrukturiert sind, sondern
proteolytisch entfernt wurden. Es sprechen mehrere Griinde fiir diese Annahme.
Bei VosA190S fehlen die Reste 37-39 sowie die Reste ab AS 159, welche in der
Struktur des VosA190S-Homodimers klar geordnet und definiert sind. Es ist un-
wahrscheinlich, dass diese Reste in diesem Komplex ungeordnet sind. Bei VelB
fehlt abgesehen von N- und C-terminal gelegenen Resten (AS N-43 und 344-C)
auch der Bereich, der die Velvet-Domane unterbricht (AS 133-231). Die Schleife,
die zu diesen Resten fiihrt, weist in einen Solvenskanal (Abb. 2.49, S. 63). Wenn
angenommen wird, dass diese Reste zwar noch vorhanden aber ungeordnet sind,
reduziert sich der Losungsmittelgehalt von 52% auf etwa 39% (2.4, S. 2.4). Die
Kristalle waren sehr fragil, was auf einen hohen Losungsmittelgehalt hinweist.
Es ist daher davon auszugehen, dass diese Reste tatsdchlich proteolytisch ent-
fernt wurden. Eine Proteasekontamination ist durchaus denkbar, da weder beim
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Aufschluss der Zellen noch bei der spdteren Praparation Proteaseinhibitoren
verwendet wurden.

Zu den grofiten Unterschieden im Vergleich zum VosA190S-Homodimer z&hlt
die verdnderte Orientierung sowie die Anzahl der Interaktionen zwischen beiden
Molekiilen. Beide Molekiile sind im Vergleich zum VosA190S-Homodimer um
etwa 30° rotiert. Der Komplex wird durch weitaus mehr hydrophoben Interak-
tionen und Wasserstoffbriickenbindung zusammengehalten (Abb. 2.47, S. 62)
als die beiden Molekiile im VosA190S-Homodimer (Abb. 2.34, S. 50). Weder fiir
das VelB-Homodimer noch fiir das VosA-Homodimer ist eine in vivo Funktion
bekannt. Beide Proteine allein sind nicht ausreichend fiir die Aktivierung der
Biogenese von Trehalose sowie Sporogenese (Sarikaya Bayram et al., 2010). Es
ist daher denkbar, dass die Homodimerisierung lediglich zur Stabilisierung der
Proteine, z.B. durch Maskierung von hydrophoben Resten, dient.

3.3.6 VelB - eine Ausnahme?

Bisher war unklar, ob es sich beim Velvet-Bereich um eine Doméane handelt
oder ob es zwei Doménen sind. Ausgehend von der VosA190S-Struktur, ist
die Antwort auf diese Frage eindeutig, der Velvet-Bereich ist eine unabhédngige
Domane (Velvet-Doméne).

Fiir VelB gilt es moglicherweise nicht, da nicht klar ist, wie die kristallisierte
Velvet-Doméne von VelB entstanden ist. Es ist moglich, dass zwei VelB-Molekiile
durch Austausch von Sekundirstrukturelementen die Doméne bilden, was auch
die geringe Menge an dimeren VelB bei der rekombinanten Expression und Rei-
nigung erklaren wiirde. Die Dimerisierung von VelB ist wie der Aufbau von VelB
eine Ausnahme unter den untersuchten Velvet-Proteinen. Die Velvet-Doménen
von VosA und VeA (VosA190S und VeA224S) sind durchgehend und enthalten
keine Unterbrechung. Ihr Elutionsvolumen in der Groéfsenausschlusschromato-
graphie entsprach jeweils einem Dimer. Bei VelB hingegen ist die Velvet-Doméne
durch 99 Aminosduren unterbrochen (Abb. 3.1), die als unstrukturiert (intrinsical-
ly disordered) vorhergesagt werden (DISOPRED, Bryson et al., 2005). Die spezielle
Verkiirzung VelB-mini eluierte als Monomer konnte aber weiterhin mit VeA224S
(2.6.2) und VosA190S interagieren (2.8.6). Somit kann eine Dimerisierung der
VelB-Velvet-Domaéne wie bei VosA190S oder beim VelB-VosA190S-Komplex aus-
geschlossen werden. Vielmehr ist anzunehmen, dass die Dimerisierung von VelB
tiber die Insertion (AS 133-231), welche in VelB-mini fehlen, erfolgt. Die Zusam-
mensetzung der Aminosduren 133-231 wird dominiert von Prolin, Glutamin,
Glycin, Tyrosin und Serin. Von Glutamin-reichen Polypeptiden ist bekannt, dass
sie sehr stabile 3-Faltblédtter ausbilden konnen (Perutz et al., 1994). Eine weitere
Moglichkeit einen Dimer auszubilden wire der Austausch von Sekundarstruktu-
relementen zwischen zwei Molekiilen, wie bei der Dimerisierungsdoméne (DD)
des Rel-Proteins RelB. Huang und Mitarbeiter (2005) stellten fest, dass die Rel-
Homologie-Region (RHR) von RelB im Vergleich zu anderen NFkB-Proteinen nur
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sehr schwer rekombinant exprimiert und gereinigt werden konnte. RelB-RHR
wurde permanent degradiert, konnte aber durch Komplexierung mit einen Bin-
dungspartner (NFk-p50/p52) stabilisiert werden (Huang et al., 2005). Ahnliches
wurde in dieser Arbeit fiir VelB beobachtet (Komplexierung mit VeA). Auch nach
Entfernung aller Reste die nicht zur Velvet-Domaéne gehoren (AS N-44, 126-240
und 343-C), konnte VelB nicht kristallisiert werden (2.2.2).

O Velvet T . Velvet e

100aa

Abbildung 3.1: Doméanenaufbau und Struktur von VelB. A: Die Velvet-Domane (griin und blau) von
VelB ist durch 99 Aminosauren (orange) unterbrochen. B: Trotz der Insertion hat die Velvet-Domane
von VelB eine sehr dhnliche Faltung wie die von VosA (gleiche Farbgebung wie in A).

Ungeklért bleibt der Ursprung und die Funktion der Insertion in VelB. Bei den
meisten Proteinen mit wiederholenden Sequenzen wird angenommen, dass diese
durch Fehl-Paarung wihrend der Replikation der DNA entstehen (Levinson und
Gutman, 1987). Die Insertion wird moglicherweise fiir die Interaktion mit ande-
ren Proteinen wie z.B. weiteren Transkriptionsfaktoren oder RNA-Polymerase
benotigt. Die Funktion der VeA-VelB- und VelB-VosA-Heterodimere in vivo ist
gut untersucht, wahrend die des VelB-Homodimer unbekannt ist. Eine in vivo-
Analyse von VelB-mini konnte aufschlussreich sein, da es kein Homodimer
ausbildet, aber noch mit VeA und VosA interagiert.

3.3.7 Vergleich Velvet- und NFkB-Proteine

Die Familie der NFkB- und Rel-Proteine wird definiert durch die konservierte
Rel-Homologie-Region (RHR) bestehend aus zwei Immunglobulin-dhnlichen
Domiénen. Im Menschen gehoren fiinf Proteine, NFkB-1 und -2 sowie RelA, RelB
und c-Rel, dieser Familie an. Sie konnen unterschiedliche Homo- und Hetero-
dimere ausbilden, wobei nur die Rel-Proteine eine transkriptionsaktivierende
Doméne (TAD) enthalten. Homo- oder Heterodimere von NF«B1 und 2 hingegen
wirken repressiv (Ubersicht in Huxford und Ghosh, 2009). Die Spezifitit fiir
eine bestimmte DNA-Sequenz und auch die regulierende Wirkung (Aktivierung
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oder Reprimierung) wird durch die Zusammensetzung des Dimers festgelegt.
Nicht alle Rel- und NF«B-Proteine konnen einander binden. Ein weiterer Unter-
schied zwischen den Rel und den NFkB-Proteinen ist das letztere zunachst in
einer Vorlduferform synthetisiert werden. Sie enthalten C-terminal von der RHR
Ankyrin-Wiederholungen, die proteolytische entfernt werden, um aktives NF«xB
zu generieren (Fan und Maniatis, 1991). Die Regulation von NFkB wird tiber
eine Reihe von posttranslationalen Modifikationen sowie den Inhibitor IkB (engl.
Inhibitor of kB) gesteuert. IkB verhindert den Import von NF«kB in den Zellkern
durch Maskierung der Kernlokalisationssequenz (Ganchi et al., 1992; Latimer
et al., 1998).

In Aspergillus nidulans sind vier Velvet-Proteine bekannt, VeA, VelB, VelC und
VosA (Abb. 3.2). Die bereits bekannten Interaktionen unter den Velvet-Proteinen
(S.12, Abb. 1.7) konnten in dieser Arbeit mit rekombinant exprimierten Proteinen
in vitro reproduziert werden. VosA ist der einzige Vertreter der Velvet-Familie, bei
dem eine Transkriptions-stimulierende Aktivitdt gezeigt wurde (Ni und Yu, 2007).
Diese Aktivitit liegt in den AS 216-C vor, also aufierhalb der Velvet-Domane.
Es ist denkbar, dass eine solche Aktivitit auch im C-terminalen Bereich von
VeA vorhanden ist, denn die C-terminalen Bereiche von VeA (AS 225-C) und
VosA (AS 191-C) sind zu 26% identisch und haben eine Ahnlichkeit von 47%
(Uberlappung von 215 AS, Abb. 3.3).

VeA
N[ E Velvet | C
VelB
N| Velvet Velvet | C
VelC
N| Velvet | C
—
VosA 100aa
N| Velvet |C

Abbildung 3.2: Dominenaufbau der Velvet-Protein in Aspergillus nidulans. Bei VeA und VosA
liegt die Velvet-Domane im N-terminalen Bereich, wihrend bei VelB und VelC diese tiber das
gesamte Protein verteilt ist. Bei VelB ist ausserdem die Velvet-Domane unterbrochen. Basierend auf
Dominenvorhersage mit CDD (Marchler-Bauer et al., 2011).

Die Velvet-Proteine bilden dhnlich wie die NFkB/Rel-Proteine Homo- und
Heterodimere aus. Zu den Heterodimeren zdhlen VeA-VelB und VelB-VosA (Bay-
ram et al., 2008b) und moglicherweise VelC-VosA (Ni et al., nicht-veroffentlichte
Daten, Sarikaya Bayram et al., 2010). Diese verschiedenen Komplexe erfiillen
unterschiedliche Funktionen (Abb. 1.7, S. 12). VeA-VelB werden fiir die Bildung
von sexuellen Fruchtkdrpern (Bayram et al., 2008b) und VelB-VosA fiir die Sporo-
genese und Biogenese von Trehalose (Ni und Yu, 2007; Sarikaya Bayram et al.,
2010) benotigt. Womoglich werden durch diese Kombination verschiedene DNA-
Sequenzen erkannt. Abhingig davon, ob eines der beiden Proteine in diesen
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Abbildung 3.3: Sequenzvergleich der C-terminalen Regionen von VosA (AS 191-C) und VeA
(AS 225-C) aus Aspergillus nidulans. ldentische Reste sind rot unterlegt und dhnliche Bereiche
blau umrahmt. Sequenzvergleich wurde mit ClustalW (Larkin et al., 2007) generiert und ESPript
(Gouet et al., 1999) visualisiert.

Komplexen eine TAD enthélt oder nicht, kommt es zur Aktivierung oder Repres-
sion des entsprechenden Gens.

VeA wird durch KapA, vorwiegend im Dunkeln, in den Zellkern transportiert
(Stinnett et al., 2007). Es ist moglich, dass die Kernlokalisationssequenz von
VeA durch ein weiteres Protein maskiert wird, dhnlich wie bei NF«xB durch IkB
(Ganchi et al., 1992; Latimer et al., 1998). In bisherigen Reinigungen von TAP-
markierten VeA aus Aspergillus nidulans konnte jedoch nur LaeA, KapA und
VelB isoliert werden (Bayram et al., 2008b). Ein solches Protein kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, da ein kiirzlich entdeckter Interaktionspartner von VeA,
das Phytochrom FphA, auch nicht durch die TAP-Methode gefunden wurde
(Purschwitz et al., 2008). Sollte ein solches Protein jedoch gefunden werden,
bietet das rekombinant praparierte Volllingen-VeA eine gute Moglichkeit diese
Interaktion in vitro zu charakterisieren. Die Kernlokalisationssequenz dieses
Konstrukts war zuganglich und es wurde effizient von humanen Importin «
AIBB gebunden (2.4, S. 33).

3.3.8 Ursprung der Velvet-Proteine

Zu Beginn der Arbeit galten die Velvet-Proteine als eine Pilz-spezifische Prote-
infamilie. Nach Bestimmung der Kristallstruktur der Velvet-Domé&ne von VosA
und VelB wurde zundchst vermutet, dass die Velvet-Proteine moglicherweise mit
den Immunglobulin-dhnlichen Rel/NFkB-Proteinen verwandt ist. VosA190S und
NFkB-p50-Rel-N weisen jedoch nur eine Sequenzidentitiat von 13,7% auf. Ein
gemeinsame Vorldufer dieser beiden Proteine ist nicht bekannt. Neuere Studien
geben jedoch Hinweise darauf, dass die Velvet- und auch die NFkB/Rel-Proteine
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noch viel dlter und nicht spezifisch fiir Pilze und Tiere sind (diese Arbeit und
Sebé-Pedrés et al., 2011).

Vor kurzem wurde in der PFAM-Datenbank ein weiteres Velvet-Protein®
aufgenommen, dass nicht aus einem Pilz stammt. Dieses Velvet-Protein hat
seinen Ursprung in dem Organimus Capsaspora owczarzaki (Stamm ATCC 30864),
dessen Genom in einer ersten Version 2009 verdffentlicht® wurde (Ruiz-Trillo et al.,
2007). C. owczarzaki enthilt, anders als Pilze, lediglich ein Velvet-Protein. Dieses
besteht aus 826 Aminosduren und enthdlt C-terminal von der Velvet-Domane
eine Glutamin-reiche Region (Abb. 3.6). Ob das C. owczarzaki-Velvet-Protein
in vivo eine Funktion austibt, ist unbekannt.

Bei Capsaspora owczarzaki handelt es sich um einen amoboiden Einzeller mit
Scheinfiifichen (Abb. 3.4), der als Symbiont in der tropischen Schnecke Biompha-
laria glabrata lebt (Hertel et al., 2002).

Abbildung 3.4: REM-Bild von Capsaspora owczarzaki, Bild freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Arnau Sebé Pedros (Barcelona).

C. owczarzaki zahlt weder zu den Pilzen noch zu den Tieren (Metazoa). Die
Zuordnung von diesen Organismus ist umstritten, er wird teilweise in eine eigene
Gruppe (Ruiz-Trillo et al., 2004, 2008) oder zu den Choanozoa gezéhlt (Shalchian-
Tabrizi et al., 2008). Diese unterschiedlichen Einordnungen entstehen durch die
Verwendung unterschiedlicher Gene und Einbeziehung unterschiedlicher Taxa
in der Analyse (Ruiz-Trillo et al., 2008). Somit liegt C. owczarzaki in der Systematik
vorerst zwischen den Tieren und den Pilzen (Abb. 3.5).

Interessanterweise wurden in C. owczarzaki zahlreiche Transkriptionsfaktoren
gefunden, die bisher als spezifisch fiir vielzellige Tiere galten (Sebé-Pedr6s et al.,

SUniProt-Eintrag: E9CE84
®GenBank-Eintrag: ACFS01000000
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Ciona intestinalis
Homo sapiens Metazoa
Drosophila melanogaster
Oscarella carmela
Monosiga brevicollis
Proterospongia sp.
Monosiga ovata
Capsaspora owczarzaki
Ministeria vibrans
Amoebidium parasiticum
Sphaeroforma arctica
Neurospora crassa
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Taphr/na deformans
@ Cryptococcus neoformans
Phanerochaete chrysosporium
Ust//ago maydis Pilze
Cunninghamella elegans
Rhizopus oryza |Zygomycetes
Mortierella verticillata
Allomyces macrogynus
Blastocladiella emersonii
Batrachochytrium dendrobatidis
Spizellomyces punctatus
Neocallimastix patriciarum
Dictyostelium discoideum
Ph ysarum polycephalum
Entamoeba histolytica
Acanthamoeba castellanii

Ophistokonten

) Choanozoa
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Abbildung 3.5: Phylogenie der Choanozoa und anderer Eukaryoten (rekonstruiert durch Sequenz-
analysen), adaptiert aus Sebé-Pedrés et al., 2011.

2011). Dazu zdhlen Transkriptionsfaktoren der Runx- und NFkB/Rel-Familie, die
in C. owczarzaki mit zwei bzw. einen Protein vertreten sind. Das NFkB-Protein’
aus C. owczarzaki enthdlt auch sechs Ankyrin-Wiederholungen und eine Kern-
lokalisationssequenz (Abb. 3.6). Unbekannt ist, ob C. owczarzaki die restlichen
Komponenten der NF«B-Signalkaskade, wie der Inhibitor IkB und die entspre-
chenden IK-Kinasen, enthalt.

C. owczarzaki Velvet

N| [ Velvet [OR |c m— 100 AS

C. owczarzaki NFkB/Rel

An kyrln-Wlederhqungen

Abbildung 3.6: Domanenaufbau des Velvet- und NF«kB/Rel-Proteins aus C. owczarzaki. Das Velvet-
Protein ist 826 AS groll und enthalt C-terminal von der Velvet-Domine (blau) eine Glutamin-reiche
Region (rot). Beim 1223 AS grollen NFkB/Rel-Protein liegen nach der Rel-N/C-Domane (violett/griin)
die Kernlokalisationssequenz (*) und sechs Ankyrin-Wiederholungen (grau) vor. Basierend auf
Domanenvorhersage mit CDD (Marchler-Bauer et al., 2011) und Daten aus Sebé-Pedrés et al., 2011.

"Uniprot-Eintrag: E9C0J2
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Beide Proteinfamilien haben also fiir eine gewisse Zeit koexistiert und sind
daher keine Neuerungen die erst durch die Diversifizierung in Pilze und Tiere
auftraten. Es ist gut moglich, dass die beiden Proteinfamilien einen gemeinsa-
men Ursprung haben. Abgesehen davon ist jedoch eine direkt Verwandtschaft
unwahrscheinlich, da sich die Architektur beider Proteinfamilien doch stark
unterscheidet. So haben alle Rel/NFkB-Proteine zwei Immunglobulin-dhnliche
Domaénen, wéahrend die Velvet-Proteine lediglich eine aufweisen. Auch existieren
in den Velvet-Proteinen keine Ankyrin-Wiederholungen und folglich kommt es
nicht zu einer proteolytischen Prozessierung von inaktiver zu aktiver Form. Die
Velvet-Proteine sind somit die ersten Transkriptionsfaktoren in Pilzen die eine
Immunglobulin-dhnliche Faltung haben.



KAPITEL 4

Zusammenfassung

Die Regulation des sekundadren Metabolismus und der Entwicklung in Aspergillus
nidulans sind zwei miteinander verbundene Prozesse. Ihre Regulation geschieht
in Abhédngigkeit von Licht. Die molekulare Grundlage dieser Verbindung ist
ein Komplex bestehend aus den beiden Velvet-Proteinen VeA, VelB und der
putativen Methyltransferase LaeA. Ein weiteres Protein der Velvet-Familie ist
VosA, dass in Verbindung mit VelB eine essenzielle Rolle in der Sporogenese und
Biosynthese von Trehalose spielt. Bisheriges Wissen {iiber die generelle Funktion
der einzelnen Proteine basiert tiberwiegend auf in vivo Analysen. Unbekannt
hingegen ist die molekulare Funktionsweise sowie Struktur dieser Proteine. Zu
diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit versucht dieses Defizit durch
eine rontgenkristallographische Strukturanalyse der Proteine aufzuheben.

Grundlage fiir die Kristallisation von Proteinen sind grofie Mengen an hoch-
reinen und homogenen Proteinprédparationen. Hierfiir konnte in dieser Arbeit
rekombinante Expression und Préparation aller Ziel-Proteine aufier LaeA (nur
verkiirzte Form), etabliert werden. Die Kristallisation verktirzter LaeA-Varianten
war nicht erfolgreich. Der Velvet-Komplex (LaeA-VeA-VelB) konnte zwar in vitro
rekonstituiert werden, jedoch waren die Mengen nicht ausreichend fiir extensi-
ve Kristallisationsversuche. Die bisher durchgefiihrten Kristallisationsversuche
waren erfolglos. Aufgrund grofier Probleme mit LaeA wurde daher der VeA-
VelB-Komplex rekonstituiert. Dieser Komplex konnte weder bei Verwendung
von Vollldngen- noch verkiirzten Formen beider Proteine kristallisiert werden.

Bei der Prdaparation von VelB wurde festgestellt das dieses oft mit DNA
verunreinigt war. In einen einfachen Gelretardationsexperiment konnte die DNA-
Bindung durch VelB bestitigt werden. In weiteren Analysen wurde festgestellt
das lediglich dimeres VelB diese DNA-Bindeaktivitdt aufwies, monomeres VelB
hingegen nicht. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass es sich bei den Velvet-
Proteinen um DNA-bindende Proteine und moglicherweise Transkriptionsfak-
toren handelt. Die Sequenz der Velvet-Proteine weist jedoch kein bekanntes
DNA-Bindemotiv auf.
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Die Kristallisation der Velvet-Doméne von VosA (VosA190S) war erfolgreich.
Die Struktur konnte aufgrund von co-kristallisierten Iodid-Ilonen durch das SAD-
Verfahren gelost werden. Die Ergebnisse der Grofienausschlusschromatographie
deuteten auf ein dimeres Protein hin, welches durch die Struktur bestatigt werden
konnte. Bei der Suche nach Proteinen mit dhnlicher Struktur wurde das huma-
ne NFkB-p50-Protein identifiziert, dessen N-terminale Rel-Homologie-Doméne
(RHD) eine sehr groe Ahnlichkeit zu VosA190S besitzt. Die NFkB-Proteine sind
bekannte Transkriptionsfaktoren die DNA binden konnen. Die Strukturiiberlage-
rung wurde genutzt, um potenziellen Aminosdurereste in VosA190S, die fiir die
Bindung von DNA notwendig wéren, zu identifizieren. Mutanten die auf dieser
Basis generiert wurden, zeigten eine verringerte bis gar keine DNA-Bindung.
Die Ergebnisse der Gelretardationsexperimente unterstiitzen die Hypothese das
die mutierten Aminosdurereste in der DNA-Bindung verwickelt sind.

Der VelB-VosA190S-Komplex konnte auch kristallisiert und die Struktur
durch molekularen Ersatz gelost werden. Bei dieser Struktur zeigte sich, dass
die Velvet-Domaine in VelB tatsdchlich eine Domaéne ist, die durch eine Insertion
von 99 Aminosduren unterbrochen ist. Fiir die Aminosdurereste der Insertion
war jedoch keine Elektronendichte zu beobachten. Vermutlich wurden diese
Reste, aufgrund einer Proteasekontamination wéahrend der Praparation oder
Kristallisation, entfernt. Mit einer speziellen Verkiirzung konnte gezeigt werden,
dass diese Insertion fiir die Interaktion mit VeA (AS 1-224) oder VosA (AS 1-190)
nicht benétigt wird. Ob diese Insertion in vivo eine Funktion erfiillt, ist nicht
bekannt. VelB weist ein sehr dhnliche Struktur zu VosA190S auf. Im Vergleich
zum VosA190S-Dimer liegen beide Proteine etwas verdreht und leicht versetzt
zu einander. Die Erkenntnisse iiber die Strukturaufklarung der Velvet-Doménen
von VosA und VelB wurden genutzt um ein verkiirzte Form von VeA zu gene-
rieren (AS 1-224). Diese Form konnte kristallisiert werden und erste Einblicke
deuten darauf hin, dass es sich bei VeA auch um ein Dimer handelt. Die einzel-
nen Molekiile liegen jedoch anders zueinander als beim VosA190S-Homo- oder
VelB-VosA190S-Heterodimer.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es sich bei den Velvet-Proteinen um
die ersten Pilz-spezifischen Transkriptionsfaktoren handelt, die fiir die DNA-
Bindung eine RHD /Ig-dhnliche Struktur besitzen. Die fiir diese Proteine defi-
nierende Velvet-Doméine ist sowohl fiir die Interaktion mit DNA als auch fiir
die Interaktion mit anderen Velvet-Proteinen verantwortlich. Die unerwartete
strukturelle Ahnlichkeit mit der RH-Doméne der NFkB-Familie warf die Frage
nach einen gemeinsamen Vorkommen auf. Durch Sequenzanalysen konnten im
Genom des amoboiden Einzellers Capsaspora owczarzaki zwei Gene gefunden
werden, die fiir ein ein Velvet- und ein NFkB/Rel-Protein kodieren. C. owczarzaki
zédhlt weder zu den Tieren noch zu den Pilzen. Beide Proteinfamilien sind also
dlter als bisher erwartet und stellen nicht eine Innovation der Tiere oder Pilze
dar.
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Summary

The regulation of secondary metabolism and development in Aspergillus nidulans
are two linked processes. Their regulation is dependent on light. The molecular
basis for this connection is a complex composed of the two Velvet-proteins VeA,
VelB and the putative methyltransferase LaeA (Velvet-complex). VelB together
with VosA, which is another Velvet-protein, are essential for sporogenisis and
biosynthesis of trehalose. Current knowledge about the general function of these
proteins is based mostly on in vivo analysis. The molecular mode of function
and structure of these proteins however is unknown. The current work aimed
at resolving this by means of x-ray crystallographic structure analyis of these
proteins.

Crystallization requires large amounts of highly pure and homogenous pro-
tein preparations. All proteins except LaeA (truncated form only) could be ex-
pressed and purified to homogeneity in sufficient amounts for crystallization.
Truncated variants of LaeA could also be purified to high purity but could not be
crystallized so far. The Velvet-complex (LaeA-VeA-VelB) could be reconstituted
in vitro but the amounts were not sufficient for extensive crystallization trials.
The crystallization trials that have been performed so far, were not successful.
Due to severe problems with LaeA a complex comprising only VeA and VelB
was reconstituted. Neither the use of full-length nor truncated proteins lead to
crystallization of this complex.

During the preparation of VelB it was observed that it was regularly conta-
minated with DNA. A simple gel retardation assay confirmed that VelB binds
to DNA. Further analysis of this phenomena led to the conclusion that only
dimeric VelB bound to DNA, whilst monomeric VelB did not. At this point it
was concluded that Velvet-proteins are DNA-binding proteins and potentially
transcription factors. The sequence of the Velvet-proteins does not contain any
known DNA-binding motif.

The crystallization of the Velvet-domain of VosA (VosA190S) was success-
ful. The structure was solved using the SAD method, as the protein was co-
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crystallized with potassium-iodine. The dimeric state of protein that had been
observed in gel-filtration could be confirmed with the structure. A search for
structurally similar proteins identified the human NF«B-p50. The N-terminal
Rel-Homology-domain (RHD) exhibits a high degree of similarity to the Velvet-
Domain of VosA. The NFkB-proteins are transcription factors that are known
to bind to DNA. VosA190S residues that might be involved in DNA-binding
were selected for mutagenesis based on a structure overlay of VosA190S and
NFkB-p50 bound to DNA. The generated mutants all exhibited weaker or no
DNA-binding at all. The results from this experiment support the hypothesis
that the selected residues are involved in interaction with DNA.

The VelB-VosA190S-complex was also crystallized and the structure determi-
ned using molecular replacement. The structure revealed that the Velvet-domain
of VelB is indeed only one domain which is interrupted by an insertion of 99 ami-
no acids. However no electron density could be located for the residues of this
insertion. It is assumed that this insertion was removed due to a protease con-
tamination during purification or crystallization. Subsequently a truncation of
VelB, lacking this insertion, was shown to still interact with truncated forms of
VeA (aa 1-224) and VosA (aa 1-190). Whether this insertion has any function in
vivo is currently not known. The overall fold of VelB is very similar to that of
VosA190S. Compared to the VosA190S-homodimer both molecules are rotated
slightly in respect to each other.

Based on the determined structures of the Velvet-domains of VosA and VelB
a truncation of VeA was generated (aa 1-224) that could also be crystallized.
Initial results indicate that VeA is also a dimer. Although a detailed analysis of
the data is not complete at this point, the arrangement of both VeA-molecules
might be different compared to those in the VosA190S-homo- or VelB-VosA190S-
heterodimer.

To sum up, Velvet-proteins are the first fungi-specific transcription factors
which have a RHD/Ig-like structure. The defining Velvet-domain of these prote-
ins mediates interactions with DNA and other Velvet-proteins. The unexpected
structural similarity to the Rel-homology-domain of NF«kB/Rel-proteins led to
the question whether there is a common precursor. Sequence-analysis revealed
one gene in the amoeboid uni-cellular organism Capsaspora owczarzaki which en-
codes one Velvet-protein. The Capsaspora owczarzaki genome had previously been
shown to contain one gene encoding one NF«kB/Rel-protein. This organism does
not belong to the fungi nor metazoa kingdom. Therefor both protein-families are
much older than previously thought and not innovations of fungi or metazoa.
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Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Chromatographiesysteme, -sdulen und Zubehor

In dieser Arbeit wurden die Chromatographiesysteme AKTA Prime und AKTA-
Purifier (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. Die Proben wur-
den entweder mit einen 5, 50 oder 150 ml Superloop (GE Healthcare, Miinchen)
aufgetragen. Folgende Sdulen wurden mit diesen Systemen verwendet:

GSH-Sepharose 5ml GE Healthcare, Miinchen
GSH-Sepharose 15 ml GE Healthcare, Miinchen
HisTrap 5ml Ni-NTA-Sepharose ~ GE Healthcare, Miinchen
HiPrep Desalting 5 ml GE Healthcare, Miinchen
HiPrep Desalting 26/10 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Superdex 75 (16/60 und 26/60) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Superdex 200 (16/60 und 26/600) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
StrepTactin HP Sepharose 5ml GE Healthcare, Miinchen

StrepTactin HP Sepharose 15ml ~ GE Healthcare, Miinchen

StrepTactin Sepharose IBA, Gottingen

6.1.2 Computerprogramme und Datenbanken

2D-Gralab  Zhou et al., 2009
ARP/wARP Langer et al., 2008

CCPr4 Winn et al., 2011

CDD Marchler-Bauer et al., 2011
ClustalW Larkin et al., 2007

CNS Briinger et al., 1998

Coot Emsley et al., 2010
ESPript Gouet et al., 1999

HKL2MAP  Pape und Schneider, 2004
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Computerprogramme und Datenbanken (fortgesetzt)

LIGPLOT Wallace et al., 1995
Phaser McCoy et al., 2007
PHENIX Adams et al., 2010
PSIPRED Bryson et al., 2005
REFMAC5 Murshudov et al., 2011
SHELXC/D/E Sheldrick, 2008

XDS Kabsch, 2010

6.1.3 DNA-Oligonukleotide

DNA-Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen und sind
in Tabelle 6.1 aufgefiihrt.

Tabelle 6.1: Verwendete DNA-Oligonukleotide in dieser Arbeit. Die Sequenz ist immer in 5’ - 3’
angegeben. Die Schmelztemperatur entspricht den Herstellerangaben.

Name Sequenz Twm

brlA_10F ATTCGGCGACTAGGATCTTACTGGCCGCGGCCGAG 85,9°C
brlA_10R CTCGGCCGCGGCCAGTAAGATCCTAGTCGCCGAAT 85,9°C

6.1.4 Feinchemikalien

Alle Feinchemikalien und organischen Substanzen wurden von den Firmen Ap-
pliChem (Darmstadt), Fluka (Buchs), BioRad (Miinchen), Merck (Darmstadt),
Sigma-Aldrich (Steinheim), MWG Biotech (Miinchen), Oxoid (Basingstoke, Eng-
land), IBA (Gottingen) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

6.1.5 GroRenstandards fir DNA und Proteine

GeneRuler 1kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler DNA Ladder Mix Fermentas, St. Leon-Rot
Protein Molecular Weight Marker Fermentas, St. Leon-Rot



6.1.6 Gerate

AbiPrism 3100 DNA Sequencer
Alchemist HT-Roboter
Agarosegelelektrophorese-Kammer
Autoklav HST 4-5-8

Binokulare

Feinwaagen

GelDoc Geldokumentationsgerat
Gelschiittler Promax 1020

HLC Blockthermostat BT1302
Innova 4230 Schiittelinkubator
Inkubator Mytron

Magnetriihrer IKAMAG REO
mar345dtb Detektorsystem
Microfluidizer 110 S
PCR-Mastercycler gradient
PCR-Whatman Biometra T personal
pH-Meter Beckman

Photometer

Pipetten (verstellbar)

Pipettierhilfe Accu-Jet
Rontgendiffraktometer MicroMax 007
Rotor JA-20

Rotor JA-30.50 Ti

Rotor JLA-8.1000

Rotor 54180

SDS-PAGE-System Hoefer miniVE
Sonifier 250

Taumelrollenmischer RM5
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge 5417 R
Tischzentrifuge Micro centrifuge II
Unitron Schiittelinkubatoren
Vakuumkonzentrator 5301
Vortexer

Zentrifuge Allegra 21R

Zentrifuge Avanti ]J-20 XPI
Zentrifuge Avanti J-30 I

Material

Applied Biosystems, Darmstadt
Rigaku/MSC, Japan
Bio-Rad, Miinchen

Zirbus, Bad Grund

Carl Zeiss, Jena

Sartorius, Gottingen
Bio-Rad, Miinchen
Heidolph, Schwabach
Techne, Minneapolis, USA
New Brunswick Scientific, Niirtingen
Schiitt, Gottingen

IKA, Staufen

mar Research, Norderstedt
Microfluidics, USA
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen
Beckman Coulter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim
Rigaku/MSC, Japan
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Branson, USA

Schiitt, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sylvania, Ohio, USA
Infors, Einsbach
Eppendorf, Hamburg
Schiitt, Gottingen
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
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6.1.7 Organismen

Alle verwendeten Organismen stammen aus der Stammsammlung der AG Fic-
ner, Molekulare Strukturbiologie, Universitdat Gottingen.

E. coli BL21(DE3)

. coli BL21 Star (DE3)

. coli Rosetta 2 (DE3)

. coli XL1-Blue

. coli Arctic Express

. coli SoluBL21 (DE3)

usllins Bus i us iy

6.1.8 Plasmide

Alle Plasmide wurden von Dr. Ozgiir Bayram (OB), Jennifer Gerke (JG) und Dr.
Achim Dickmanns (AD) (Universitdt Gottingen) bereitgestellt und sind in Tabel-
le 6.2 aufgefiihrt. Darauf kodierte Proteine enthalten teilweise eine Schnittstelle
fiir die TEV- oder PreScission-Protease (PP).

6.1.9 Proteasen und Inhibitoren

AEBSF Applichem, Darmstadt
ALP-Protease Inhibitor Mix MSB, Universitdt Gottingen
APMSF Applichem, Darmstadt
PreScission-Protease GE Healthcare, Miinchen
TEV Protease MSB, Universitat Gottingen

6.1.10 Sammlungen von Kristallisationslésungen

Die Kristallisationslosungen im 8 x12-Format werden mit einen Alchemist HT-
Roboter zusammengemischt (Rigaku, Japan) und mit einen Phoenix /RE (Art
Robbins, USA) Roboter pipettiert. Die Losungen im 4 x6-Format werden per

Hand pipettiert.

6.1.10.1 Losungen im 8x12-Format
AmSQO; Suite Qiagen, Hilden
JB NucPro Jena BioScience, Jena

JBScreens (1,2,4,5) Jena BioScience, Jena
JBScreens (6,7,8,10) Jena BioScience, Jena

JCSG+ Newman et al., 2005

Morpheus Molecular Dimensions, England
NatrixHT Hampton Research, USA

PGA Molecular Dimensions, England
ProPlex Radaev et al., 2006

90



Material | 6.1

Tabelle 6.2: Verwendete Plasmide in dieser Arbeit. Die Plasmide vermitteln eine Resistenz gegen
Ampicillin (Amp) oder Kanamycin (Kan).

Plasmid Aminosduren  Affinitdts- Schnitt- Resistenz Quelle
sequenz  stelle

LaeA
pETM40-LaeA Volllange N-MBP TEV Kan OB
pGEX6P1-LaeA91 91-C N-GST PP Amp ]G
pGEX6P1-LaeA106 101-C N-GST PP Amp ]G
VeA
pETM11-VeA Vollldnge N-Hisg TEV Kan OB
pETM13-VeA Volllange C-Hise - Kan ]G
pETM13-VeA224S N-224 C-StrepII - Kan JG
VelB
pETM11-VelB Volllange N-Hisg TEV Kan OB
pETM13-VelB Volllange C-Hise - Kan ]G
pPR-IBA1-VelB Volllange C-StrepII - Amp ]G
pETM13-VelB-mini 44-126- C-Hisg - Kan ]G
ASIPPSTA-
240-343
VosA
pETM13-VosA190S N-190 C-StrepII - Kan OB
pETM13-VosA190H  N-190 C-Hisg - Kan OB
VosA-Mutanten (basieren auf pETM13-VosA190S)
K37A N-190, K37A  C-Strep II - Kan ]G
K39A N-190, K39A  C-Strep II - Kan ]G
R40A N-190, R40A  C-Strep II - Kan JG
K41A N-190, K41A  C-StrepII - Kan ]G
K160A N-190, K160A C-Strep II - Kan ]G
Doppel N-190, C-Strep I - Kan ]G
K37A/K39A
Tot N-190, C-Strep Il - Kan JG
K37A/K39A /R40A /K41A

Importin & AIBB (Homo sapiens)
pGEX6P1-Impa-AIBB  55-C N-GST PP Amp AD
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6.1.10.2 Losungen im 4 x6-Format

Clear Strategy Screen Molecular Dimensions, England
Crystal Screen 1&2 Hampton Research, USA
Crystal Screen Lite Hampton Research, USA
Crystal Screen PEG/ION Hampton Research, USA
Footprint Screens 1-3 Stura et al., 1992

JBScreen 1-9 Jena BioScience, Jena

Magic Screen Biogenova, Kanada

Structure Screen Molecular Dimensions, England

6.1.11 Sonstige Materialien

24-Well Kristallisationsschalen =~ Hampton Research, USA
Amicon Ultra Konzentratoren = Millipore, Schwalbach/Ts

Bradfordreagenz (5x) Bio-Rad, Miinchen
Crystal Clear Tape Henkel, Aachen
Glasgeréte Merck, Darmstadt
Nylonschleifen fiir Kristalle Hampton Research, USA
Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht

Reaktionsgefdfse (0.5 — 2ml) Sarstedt, Niimbrecht
Reaktionsgefédfse (15 und 50ml) Sarstedt, Niimbrecht
Sterilfilter Millipore, USA
Vivaspin Konzentratoren Vivascience, Hannover

6.2 Methoden

6.2.1 Molekularbiologische Methoden

6.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) erlaubt die
selektive Amplifizierung von spezifischen DNA-Abschnitten (Mullis et al., 1986).
Dabei wird von dem verwendeten Enzym, der DNA-Polymerase einer neuer
Strang synthetisiert. Fiir die Synthese aus einer Matrize (engl. template-DNA)
werden kurze DNA-Molekiile benétigt, die den Bereich der amplifiziert werden
soll, flankieren. Diese so genannten Primer haben in der Regel eine Lange von
20-30 Bp und sind zum Anfang und Ende der zu amplifizierenden Region kom-
plementér. An ihnen startet die DNA-Polymerase die Synthese eines Stranges,
erweitert (engl. extension) also den Primer. Die in dieser Arbeit verwendeten
DNA-Polymerasen sind in Tabelle 6.3 aufgefiihrt. Die PCR bildet die Grund-
lage fiir die gezielte Amplifizierung von Genen aus cDNA-Banken oder zur
Uberpriifung von DNA-Sequenzen in Vektoren. Ein Standard-PCR-Ansatz und
-Programm ist aufgefiihrt.
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Tabelle 6.3: Verwendete thermostabile DNA-Polymerasen.

Name Organimus Temperatur- Elongations-
optimum [°C] zeit/kbp [s]

Pfu-Polymerase Pyrococcus furiosus 68 60 -120
Tag-Polymerase Thermus aquaticus 72 30-60
Phusion modifiziert, Pfu-dhnlich 72 15-30

Standard-PCR-Ansatz

1 x PCR-Puffer

10 mM je dATP, dCTP, dGTP und dTTP
10 pmol je 5~ und 3’-Primer

10 bis 100ng  template-DNA

052U DNA-Polymerase (s. Tabelle 6.3)
ad 50 pl H,0O

Standard-PCR-Programm

Initiale Denaturierung 94 °C 2 Minuten
Denaturierung 94 °C 30 Sekunden
Primer-Hybridisierung x°C 30 Sekunden x 20-30
Elongation y°C  zMinuten

Finale Elongation y°C 10 Minuten

Fiir x wird eine Temperatur 3 bis 5°C unter der Schmelztemperatur der
beiden verwendeten Primer eingestellt. Die Temperatur als auch die Zeitdauer
der Elongationsreaktion hdngen von der verwendeten Polymerase ab, siehe dazu
Tabelle 6.3.

6.2.1.2 Konzentrationsbestimmung von DNA mit einen Photometer

Wissrige Nukleinsdureldsungen weisen eine starke Absorption im UV-Licht
auf, wobei das Absorptionsmaximum bei 260 nm liegt. Durch Bestimmung der
Absorption bei 260 nm gegen einen Referenzwert kann die DNA-Konzentration
quantitativ ermittelt werden. Hierzu werden folgende Umrechnungsfaktoren
verwendet:

Doppelstrangige DNA: 1 Ay, =50 ng/ml
Einzelstrangige DNA: 1 Aygpnm =40 ug/ml

Die Reinheit der Nukleinsdurelosung kann durch eine Messung der Absorp-
tion bei 280 nm bestimmt werden. Bei dieser Wellenldnge haben aromatische
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Aminosduren eine Absorptionsmaximum. Der Quotient von Ay, / Asgonm
liegt bei reinen Nukleinsdureldsungen zwischen 1,8 — 2,0. Bei Verunreinigungen
durch Proteine liegt der Quotient unter 1,8.

6.2.1.3 Trennung von DNA-Fragmenten durch Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente konnen nach ihrer Grofie in einen Agarosegel aufgetrennt wer-
den. Aufgrund des negativ geladenen Phosphatriickgrats wandert DNA in einen
angelegten elektrischen Feld zur Anode. In 1 xTAE geloste Agarose wird zum
Kochen gebracht und anschliefSend in eine Gelkammer mit Kamm gegossen. Das
erstarrte Gel wird mit 1xTAE tiberschiittet, die Proben werden mit Ladepuffer
versetzt und dann auf dem Gel aufgetragen. An den Gel wird fiir 70 bis 90 Minu-
ten eine Spannung von 80 V angelegt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1 - 2%
Agarosegele verwendet.

6 x Ladepuffer 50xTAE

10mM Tris/HClpH 7,6 2M Tris-Acetat, pH 8,0
0,03 % Bromphenolblau 50mM EDTA

0,03 % Xylen cyanol FF 50 mM EDTA

60 % Glyzerin

60 mM EDTA

6.2.1.4 Gelretardation

Fiir den Nachweis eine Protein-DNA-Interaktion kann die Gelretardation ver-
wendet werden. Protein sowie DNA werden gemischt, inkubiert und auf einen
Agarosegel (6.2.1.3) getrennt. Zusatzlich wird die DNA ohne Protein aufgetragen
(Referenz). Ist das Laufverhalten des Protein-DNA-Gemischs anders als bei der
Referenz-DNA dann ist eine Protein-DNA-Interaktion sehr wahrscheinlich. Fiir
qualitative Zwecke werden in dieser Arbeit DNA-Fragmente zwischen 44-350
verwendet, die entweder durch die Anlagerung zweier Oligonukleotide oder
mittels PCR (6.2.1.1) generiert werden. Bei der DNA1 handelt es sich um das
ROSE1-Element aus Bradyrhizobium japonicum mit einen 5° T7-Promoter. Die
DNAZ2 basiert auf der DNA1 und enthélt 3’ noch ein HDV-Ribozym sowie zwei
MS2-Bindestellen. Das brlA-Fragment wurde von Jennifer Gerke (Universitat
Gottingen) zur Verfiigung gestellt, es enthélt 300 bp des brlA-Gens aus Aspergillus
nidulans.
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6.2.1.5 Visualisierung von Nukleinsauren mit Ethidiumbromid oder GelRed

Elektrophoretisch aufgetrennte Nukleinsduren in einen Agarosegel konnen durch
Inkubation in einen Ethidiumbromidbad (1 pg/ml) und anschlieSender Bestrah-
lung mit UV-Licht (254 bzw. 365 nm) sichtbar gemacht werden. Einige Gele in der
vorliegenden Arbeit sind nicht mit Ethidiumbromid sondern in einen TAE-Puffer
mit 1xGelRed (Biotium, VWR, Darmstadt) gefarbt. GelRed kann alternativ auch
1x zum Gel zugegeben werden bevor es gegossen wird. Die Visualisierung ge-
schieht bei beiden Farbungsmethoden durch Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm
bzw. 365 nm). Die Dokumentation der Gele erfolgt mit einen GelDoc EQ System
(Bio-Rad, Miinchen) bei 254 nm.

6.2.2 Mikrobiologische Methoden

6.2.2.1 Herstellung von Flissig- und Festmedien

Fiir die Kultivierung von Bakterien werden Fliissig- und Festmedien verwendet.
Sofern nicht anders vermerkt werden alle aufgefiihrten Medien nach Herstellung
fiir 10 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Falls erforderlich werden sterilfiltrierte
Antibiotika zugegeben, dies geschieht nach Abkiihlen der Medien auf 40 bis 50 °C.
Die verwendeten Endkonzentrationen betragen 100 ug/ml Ampicillin, 34 pg/ml
Chloramphenicol und 30 pg/ml Kanamyecin.

LB- und 2YT-Medium und -Agar

LB-Medium LB-Agar
1% w/v)  Trypton 500 ml LB-Medium
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 1,5% (w/v) Agar

0,5% (w/v) NaCl

2YT-Medium 2YT-Agar
1% (w/v) Trypton 500 ml 2YT-Medium
1% (w/v) Hefeextrakt 1,5% (w/v) Agar

1% (w/v) NaCl

ZYM-5052 Autoinduktionsmedium

Die einzelnen Komponenten des ZYM-5052 Autoinduktionsmedium (Studier,
2005) werden separat angesetzt, bis auf die Spurenelemente (sterilfiltriert) au-
toklaviert und dann zu jeweils 1 xEndkonzentration zusammengemischt. Die
Spurenelemente konnen bei Bedarf auch entfallen, sie sind fiir die Expression
nicht essentiell.
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1xZY-Medium 1000xMgSQO4

1% w/v)  Trypton 2M  MgSO4x7 H,O
0,5% (w/v) Hefeextrakt

50xM 50x5052

1,25M K,HPO, 25% (v/v)  Glyzerin
1,25M NaH,PO,xH,0O 2,5% (w/v) Glukose
25M NH,CI 10 % (w/v) a-Lactose

0,25 M Na2804><10 HZO

5000xSpurenelemente

50 mM FeCls
20mM CaCl,
10mM MnCl,
50mM ZnSO;,
2mM  CoCl,
2mM CU.CIZ
2mM NazMOO4
2mM  Na,SeOy,
2mM H3BO4

Zusammensetzung von 11 ZYM-5052

11 1xZY

20ml  50xM

20ml  50x5052

500l  1000xMgSO,4

200l 5000 xSpurenelemente (optional)

6.2.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen

Eine LB-Agarplatte wird mit dem gewiinschten Zellstamm beimpft und tiber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine einzelne Kolonie von dieser Agarplatte wird
verwendet um 5 ml LB-Medium anzuimpfen, die auch tiber Nacht bei 37 °C
inkubiert wird. Von dieser 5 ml Vorkultur wird eine 1:500 Verdiinnung in 500 ml
LB-Medium vorgenommen. Inkubiert wird diese bei 37 °C bis zu einer ODggy von
0,6. Danach erfolgt die Zellernte durch Zentrifugation bei 3000 x g fiir 10 Minuten
und 4 °C. Das erhaltene Pellet wird in eiskaltem TFB1-Puffer resuspendiert und
vor dem nédchsten Schritt fiir 5 Minuten auf Eis gelassen. Die resuspendierten
Zellen werden erneut fiir 10 Minuten bei 3000xg und 4 °C zentrifugiert. Das
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Zellpellet wird vorsichtig in 50 ml eiskalten TFB2-Puffer resuspendiert und zu
jeweils 50 pl in 1,5 ml Reaktionsgefifie aliquotiert. Diese Aliquote werden mit
flisssigen Stickstoff gefroren und bei —80 °C gelagert.

TFB1-Puffer TFB2-Puffer

30 mM Kaliumacetat pH 7,0 10 mM Na-MOPS pH 7,2
50 mM MnCl, 75 mM CaCl,

10 mM CaCl, 10 mM RbCl,

100 mM RbCl, 15 % (v/v) Glyzerin

15 % (v/v) Glyzerin

TFB1 wird mit 0,2 M Essigsdure auf einen pH von 5,8 eingestellt, TFB2 mit 1
M NaOH auf pH 6,5.

6.2.2.3 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Chemisch kompetente Escherichia coli-Zellen werden zundchst auf Eis aufge-
taut. Die Transformation erfolgt durch Zugabe von 10 bis 100 pg Plasmid-DNA
zu 50 pl chemisch kompetenten Escherichia coli-Zellen. Die Zellen werden fiir
30 Minuten auf Eis inkubiert, dann fiir 1 Minute einem Hitzeschock bei 42 °C
unterzogen und anschliefiend fiir 5 Minuten auf Eis gekiihlt. Die abgekiihlten
Zellen werden nach Zugabe von 800 ul LB-Medium 45 Minuten bei 37 °C und
650 Upm inkubiert. Fiir die Ausplattierung und Selektion auf einer LB-Agar
Platte mit Antibiotikum werden die Zellen fiir 1 Minuten bei 5000xg und 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wird in 100 pl LB-Medium resuspendiert und auf der
LB-Agar Platte ausplattiert. Die Platte wird iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das
eingefiihrte Plasmid enthilt ein Gen mit einer Antibiotikaresistenz, die eine Se-
lektion von transformierten und nicht-transformierten Zellen durch die Zugabe
von Antibiotika ins Medium erlaubt.

6.2.2.4 Herstellung von Glyzerin-Dauerkulturen

Fiir die dauerhafte Lagerung von E. coli-Zellen werden 5ml LB-Medium mit
dem zu lagernden Stamm angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Aus
dieser Kultur werden 400 ul Zellsuspension mit 400 pl 80 % (v/v) Glyzerin ge-
mischt und mit fliissigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung von Glyzerin-
Dauerkulturen erfolgt bei —80 °C.
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6.2.2.5 Prdparation von Plasmid-DNA

Fiir die Amplifikation von Plasmid-DNA wird diese in E. coli-XL1 Blue Zellen
transformiert und die Zellen tiber Nacht bei 37 °C angezogen. Die Praparation
von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen erfolgt mit den QIAGEN Plasmid Mini
Kit-System. Ausgangsmaterial fiir die Praparation sind 5 ml Ubernachtkultur
des plasmidtragenden E. coli-Stamms. Es wird nach den Angaben des Herstellers
vorgegangen. Die Vorgehensweise bei der Praparation von Plasmid-DNA ist hier
kurz zusammengefasst. Die Zellen werden durch Zentrifugation geerntet und
durch alkalische Lyse aufgeschlossen. Die Entfernung der Zelltriimmer geschieht
durch Zentrifugation. Die Trennung von Plasmid-DNA von genomischer DNA
erfolgt tiber eine Einwegsdule mit Silikamembran.

6.2.2.6 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Fiir die Expression von rekombinanten Proteinen in Escherichia coli wird zunéchst
das Gen in ein geeignetes Plasmid eingefiihrt. Dabei wird es so in das Plasmid
integriert, dass es hinter einen Promoter liegt und der korrekte Leserahmen
erhalten bleibt. Der Promoter steht unter der Kontrolle des lac-Operons womit die
Expression des dahinterliegenden Gens iiber die Zugabe von Lactose oder einen
kiinstlichen Induktor wie Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) steuerbar
ist. In der vorliegenden Arbeit wird zusitlich zu der klassischen Induktion mit
IPTG auch ein modifiziertes Autoinduktionssystem (Studier, 2005) verwendet.

Expression in 2YT-Medium

2YT-Medium wird 1:100 mit Ubernacht-Kulturen angeimpft, bei 37 °C und 220 Upm
bis zu einer ODgy von 0,5 - 1,0 inkubiert. Induktion der Proteinexpression ge-
schieht durch Zugabe von 0,5-1 mM IPTG, danach wird auf eine Temperatur von
18 °C runtergekiihlt. Die Expression wird fiir 16-18 Stunden durchgefiihrt.

Exression in ZYM5052-Medium (Variante 1)
ZYM5052-Medium wird 1:100 mit Ubernacht-Kulturen angeimpft, bei 37 °C und

220 Upm bis zu einer ODgy von 0,5 - 1,0. Die Inkubation wird bei 18 °C und 220
Upm fiir 48 Stunden fortgesetzt.

Exression in ZYM5052-Medium (Variante 2)

ZYM5052-Medium wird 1:100 mit Ubernacht-Kulturen angeimpft und fiir 72
Stunden bei 16 °C und 220 Upm inkubiert.
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6.2.2.7 Zellernte und Aufschluss

Zellen werden durch Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 5000xg und 4 °C geern-
tet. Das Pellet wird mit fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert.
Fiir den Aufschluss werden i.d.R. 1 g Pellet in 5ml Lysispuffer resuspendiert.
Die Zusammensetzung des Lysispuffers hiangt von dem zu isolierenden Protein
ab und muss experimentell ermittelt werden. Der Zellaufschluss geschieht im
Fluidizer (Microfluidics, Newton, USA) der eisgekiihlt wird und vor dem Auf-
schluss mit dem verwendeten Lysispuffer dquilibriert wird. Bei einem Druck von
0,55 MPa werden die Zellen in 5-6 Zyklen aufgeschlossen. Das erhaltene Lysat
wird in JA-20 Zentrifugenrdhrchen tiberfiithrt und fiir 30 Minuten bei 30000 x g
und 4 °C zentrifugiert. Zur Analyse der Loslichkeit des Proteins im verwendeten
Puffer, werden 50 ul vom Uberstand und resuspendierten Pellet mit 50 ul 2 x
Laemmli-Puffer versetzt und nach 5 Minuten kochen bei 95 °C auf einen SDS-PA-
Gel analysiert (6.2.3.2). Sollen aus den Uberstand 16slichen Proteinen prapariert
werden, so wird dieser noch mit einen 0,45 pm Filter filtriert.

6.2.3 Proteinbiochemische Methoden

6.2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Losung werden 20 pl
dieser Losung mit 980 pl eines 1:5 verdiinnten Bradfordreagenz (Bio-Rad, Miin-
chen) gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir den Leerwert
werden 20 pl des Puffers in der das Protein gelost ist mit 980 pl eines 1:5 verdiinn-
ten Bradfordreagenz gemischt und auch fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschliefSend wird die ODsgs5 der Probe gegen den Leerwert gemes-
sen. Das Photometer wurde so kalibriert, das im Bereich von ODs95 0,1 — 0,9 die
Absorption der Proteinkonzentration in mg/ml entspricht.

6.2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die analytische Grofientrennung von Proteinen wird die diskontinuierli-
che SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970) verwendet. Fiir die
Durchfiihrung einer SDS-PAGE wird pro Gel eine Glasplatte und eine Keramik-
platte mit Ethanol gewaschen und staubfrei getrocknet. Auf die Keramikplatte
wird jeweils am rechten und linken Rand ein Abstandshalter aufgelegt. Auf
den Abstandshalter wird die Glasplatte aufgesetzt. Dieser Aufbau wird in eine
GiefSkammer fiir 4 Gele eingesetzt. Die Kammer wird bis 2cm unterhalb des
oberen Randes mit Trenngellosung aufgefiillt und mit Isopropanol tiberschichtet.
Nach Polymerisierung des Trenngels wird das Isopropanol entfernt. Die Kammer
wird bis zur oberen Kante mit Sammelgellosung gefiillt und pro Gel wird ein
Kamm eingesetzt, der nach Polymerisierung entfernt wird.

Fiir die Elektrophorese wird ein Gel in eine Gelhalterung eingespannt und in
die Laufkammer gesetzt. Das Reservoir der Laufkammer und der Gelhalterung
werden mit Laufpuffer gefiillt. Zu analysierende Proben werden 1:1 (v/v) mit

| 6.2
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2xLaemmli-Probenpuffer gemischt, fiir 5 Minuten bei 95 °C gekocht und in die
Geltaschen geladen.

Trenngel 12,5% Sammelgel

12,5 % (w/v) Acrylamid 5% (w/v) Acrylamid

0,33 % (w/v) Bisacrylamid 0,13 % (w/v) Bisacrylamid
0,375 M Tris/HCl pH 8,8 0,125M Tris/HCl pH 6,8
0,1 %(w/v)  SDS 0,1 %(w/v) SDS

0,1 %(v/v) TEMED 0,1 %(v/v) TEMED

0,05 O/O(W/V) (NH4)25208 0,05 0/O(W/V) (NH4)25208
Laufpuffer

2xLaemmli-Probenpuffer

62,5 mM Tris/HCl
70 mM SDS
50 % (v/v) Glyzerin

25 mM Tris/HCI

192 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5% (v/v) 2-Mercaptoethanol

Zum Anfédrben von Proteinen in Polyacrylamidgelen wird Coomassie Brilliant
Blue verwendet. Die untere Nachweisgrenze liegt bei 0,6 ng/cm Gel. Nach der
Elektrophorese wird das Polyacrylamidgel fiir eine Stunde in einem Farbebad
geschwenkt. Entfarbt wird das Gel fiir 4-5 Stunden in Wasser.

Farbelosung
10 % (v/v) Ethanol
5% (v/v) Essigsdure

0,002 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G/R 250

Zur Dokumentation werden entfarbte Gele in einem Scanner (AGFA Snapscan
50 oder Canon CanoScan 5600F) digitalisiert und im Dateiformat TIFF gespei-
chert.

6.2.3.3 Einengen von Proteinlosung durch Zentrifugation

Um Proteinlosungen zu konzentrieren werden diese in ein Geféfie {iberfiihrt, des-
sen Boden eine Membran mit definierter Porengrofie hat (Konzentrator). Durch
Zentrifugation werden Proteine entsprechend ihrer Gréfie durch die Membran
durchgelassen oder zuriickgehalten. Kleinere Molekiile wie Wasser und geldste
Ionen werden auch durchgelassen. Durch die Wahl der Porengrofie kann das
Protein oberhalb der Membran eingeengt werden. Zentrifugiert wird je nach Art
und Hersteller des Konzentrators bei 3000 — 4000 x g und 4 °C . Die Konzentration
der Proteinlosung wird jeweils vor und nach dem Einengen bestimmt (6.2.3.1).
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6.2.3.4 Spaltung von Proteinen durch Proteasen

Die Verwendung von Proteasen in dieser Arbeit dient der Entfernung der GST-
oder MBP-Affinititssequenz, die mit den Zielproteinen rekombinant fusioniert
ist um sie iiber Affinitdtschromatographie reinigen zu kénnen (6.2.4). Zwischen
dem Zielprotein und der Affinitdtssequenz liegt eine Schnittstelle fiir die zu
verwendende Protease. Zur Abtrennung der Affinititssequenz werden 0,01 mg
Protease pro 1 mg Fusionsprotein zugegeben und fiir 16 Stunden bei 4 °C auf
einem Taumelrollenmischer inkubiert. Die Effektivitat der Spaltungsreaktion
wird durch SDS-PAGE analysiert (6.2.3.2).

6.2.3.5 Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen

Fiir den qualitativen Nachweis einer Bindung zwischen zwei Proteinen wird
eines der beiden Proteine mit einer Affinitdtssequenz versehen sein um es zu
immobilisieren. In dieser Arbeit wird fiir diese Methode die Strep II-Markierung
und entsprechend StrepTactin Sepharose (IBA, Géttingen) gewihlt. Alle Schritte
werden bei 20 °C durchgefiihrt. 500 pg Strep II-markiertes Protein wird zu 100 pl
StrepTactin Sepharose (dquilibriert mit Puffer-S: 10 mM HEPES pH 7,4 und 150
mM NaCl) gegeben und fiir 5 Minuten bei 400 Upm inkubiert. Nach Inkubation
wird die Sepharose abzentrifugiert (2 Minuten, 400xg) und der Uberstand ent-
fernt. Es werden 200 pl Puffer-S werden zugegeben und wieder fiir 5 Minuten
bei 400 Upm inkubiert. Der Uberstand wird wieder durch Zentrifugation (2
Minuten, 400xg) entfernt und die Sepharose so dreimal mit je 200 pl Puffer-S
gewaschen. 500 pg des zweiten Proteins werden zur Sepharose gegeben und fiir
5 Minuten bei 400 Upm inkubiert. Es wird wie oben beschrieben dreimal mit
je 200 pl Puffer-S gewaschen und abschlieSend mit 100 pl Puffer-E (Puffer-S mit
2,5 mM Desthiobiotin) eluiert. In einen weiteren Ansatz wird nur das zweite
Protein zur StrepTactin Sepharose gegeben (Negativkontrolle). Es wird wie oben
gewaschen und eluiert. Die Analyse der Eluate erfolgt mit SDS-PAGE (6.2.3.2).

6.2.4 Chromatographische Methoden

Alle chromatographischen Reingungen erfolgen an einem AKTA Prime oder
AKTA Purifier System mit Fraktionssammler (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg). Chromatographiesystem und angeschlossene Sdulen werden vor Ver-
wendung in Wasser und dann in Puffer {iberfiihrt. Zum Ende des Experiments
werden beide Komponenten mit Wasser gespiilt und 20 % Ethanol gelagert.
Fiir die affinitdtschromatographische Praparation von rekombinanten Proteinen
aus E. coli, wird das in 6.2.2.7 beschriebene Lysat verwendet. Die Analyse der
jeweiligen chromatographischen Methoden (ausser Umpufferung) erfolgt per
SDS-PAGE (6.2.3.2).

| 6.2
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6.2.4.1 Praparation von GST-Fusionsproteinen

Die Isolierung von GST-Fusionsproteinen aus Lysat erfolgt durch immobilisiertes
Glutathion an einer Sdulenmatrix, der Glutathion-Sepharose 4B (GSH-Sepharose).
An dieser Matrix wird das Fusionsprotein immobilisiert, widhrend andere Protei-
ne nicht an die Sdulenmatrix binden bzw. durch Waschschritte entfernt werden.
Die Elution des Fusionsproteins erfolgt durch Zugabe eines Puffers der 30 mM
reduziertes Glutathion enthalt.

6.2.4.2 Praparation von Hisg-Fusionsproteinen

Fiir die Reinigung von Proteinen mit einer N- oder C-terminalen 6 x His-Sequenz
wird eine Affinititsmethode mit immobilisierten Metallchelatkomplexen (engl.
immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC) verwendet. Nach Auftragen
der Probe und einen Waschschritt werden gebundene Proteine durch einen
Imidazolgradienten eluiert. Alternativ kann auch ohne einen Gradienten direkt
mit einen Puffer der 300-400 mM Imidazol enthélt eluiert werden.

Die verwendeten Puffer diirfen kein EDTA enthalten, da EDTA ein Komplex-
bildner ist, der besonders stabile 1:1 Komplexe mit zweifach positiv geladenen
Ionen (z.B. Ni?* ) bildet. Diese werden dadurch wieder in die mobile Phase iiber-
fithrt und die Saule bindet keine Proteine mehr. Fiir die Reinigung von Proteinen
mit Hexa-Histidin Sequenz wird in dieser Arbeit eine 5 ml HisTrap Ni-NTA
Sepharose-Sédule (GE Healthcare, Miinchen) verwendet.

6.2.4.3 Praparation von MBP-Fusionsproteinen

Proteine die N- oder C-terminal mit dem Maltosebindeprotein (MBP) fusioniert
sind, konnen mit einer Amylose-Matrix (NEB, Frankfurt am Main) préapariert
werden. Zelllysat (6.2.2.7) wird auf das Material aufgetragen und mit 3-5 Sau-
lenvolumen mit Puffer gewaschen. Das Amylose-Material wird entweder in
einen XK 26/60-Gehduse zusammen mit einen AKTA-Prime System oder in ei-
ner Econo-Pac Gravitationsflusssdule (Bio-Rad, Miinchen) verwendet. Geklartes
Zelllysat (6.2.2.7) wird aufgetragen und die Sdule anschliefiend mit vier bis fiinf
Saulenvolumen Puffer gewaschen. Die Elution des Zielproteins erfolgt mit der
Zugabe eines Puffers, der 10 mM Maltose enthilt. Die Analyse aller Fraktionen
erfolgt per SDS-PAGE (6.2.3.2).

6.2.4.4 Praparation von Strep ll-markierten Proteinen

Proteine die mit der Strep II-Markierung (Aminosdureabfolge WSHPQFEK) ver-
sehen sind, konnen tiiber eine mutierte Variante von Streptavidin (StrepTactin)
aus Zelllysaten préapariert werden (Voss und Skerra, 1997). Fiir die Reinigung von
Strep II-markierten Proteinen wird eine StrepTactin HP 5ml Sdule verwendet.
Nach Auftrag der Probe und Waschschritt wird das Ziel Protein durch einen
Puffer, der 2,5 mM Desthiobiotin enthilt, eluiert. Die Sdule wird mit 2 Saulen-
volumen 0.5 M NaOH regeneriert und anschliessend mit Wasser gespiilt. Die
Lagerung der Sdule erfolgt in 20 % Ethanol bei 4 °C.
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6.2.4.5 GroRenausschlusschromatographie

Die Moglichkeit Proteine nativ und im praparativen Mafsstab ihrer Grofse nach
aufzutrennen wird durch die Grofienausschlusschromatographie realisiert. Dabei
eluieren grofie Molekiile frither und kleine Molekiile spéter von der Saule. In
dieser Arbeit wird das Superdex 75 und Superdex 200-Material (Amersham
Pharmacia Biotech) in XK 16/60- oder XK 26/60-Gehdusen verwendet. Das
Probenvolummen wird vor dem Auftragen auf ~5ml durch Einengen (6.2.3.3)
reduziert.

6.2.4.6 Umpuffern von Proteinl6sungen

Fiir die Entsalzung von Proteinlosungen werden in dieser Arbeit die Saulen
HiPrep Desalting 26 /10 und HiPrep Desalting 5 ml (GE Healthcare, Miinchen)
verwendet. Die Proteinkonzentration der zu entsalzenden Probe darf nicht hoher
als 70 mg/ml sein und das Volumen nicht 10 ml {iberschreiten. Die Sdule wird zur
Verwendung mit dem Puffer dquilibriert in dem das Protein tiberfithrt werden
soll. Danach wird die Proteinlosung aufgetragen und mit dem Aquilibrierungs-
puffer eluiert und fraktioniert.

6.2.5 Expressions- und Reinigungsprotokolle

Alle gereinigten Proteine, ausser dimeres VelB, werden im Puffer des letzten
Reinigungsschrittes (i.d.R. Gelfiltration) bei —80 °C gelagert. Falls nicht anders
angegeben erfolgt die Reinigung bei 20 °C.

6.2.5.1 MBP-LaeA

Fiir die Expression von MBP-LaeA wird Rosetta 2 (DE3) oder BL21 Star (DE3)
mit den Plasmid pETM40-LaeA transformiert (6.2.2.3). Die Expression erfolgt
wie in 6.2.2.6 beschrieben, mit 11 2YT-Medium. Die Reinigung erfolgt bei 4 oder
20°C. Der Puffer fiir den Zellaufschluss enthalt 10 mM Tris/HCI pH 8, 350 mM
NaCl und 1 mM EDTA. Im ersten Schritt wird eine Amylose-Sédule (6.2.4.3)
verwendet. Das Eluat wird mit TEV-Protease behandelt (6.2.3.4), fiir 10 Minuten
bei 4800 Upm zentrifugiert und der Uberstand ankonzentriert (Endvolumen
~5ml). Die Reinigung wird abgeschlossen mit einer Superdex 75 26 /60-Saule,
dquilibriert mit 10 mM Tris/HCI pH 8 und 150 mM NaCl.

6.2.5.2 GST-LaeA91 und -101

Fiir die Expression von GST-LaeA91 und -101 wird Rosetta 2 (DE3) mit den
Plasmid pGEX6P1-LaeA91 bzw pGEX6P1-LaeA101 transformiert (6.2.2.3). Die
Reinigung von GST-LaeA91 und -101 sind identisch, es wird daher nur die von
GST-LaeA91 beschrieben. Die Zellen werden aufgeschlossen in 300 mM NaCl,
1 mM DTT und 30 mM HEPES pH 7,4. Das Eluat des ersten Reinigungsschrittes,
eine GSH-Sepharose (6.2.4.1), wird mit PreScission-Protease behandelt (6.2.3.4)
und mit einer Superdex 75 16/60 Sdule weitergereinigt. Diese Sdule ist dquili-
briert mit 400 mM NaCl, 1 mM DTT und 10 mM HEPES pH 7,4. Fraktionen,
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die LaeA91 und teilweise noch GST enthalten, werden erneut auf eine GSH-
Sepharose (400 mM NaCl, 1 mM DTT und 10 mM HEPES pH 7,4) aufgetragen.
Der Durchfluss enthilt reines LaeA91 und wird weiterverwendet.

6.2.5.3 VelB

Die Expression von VelB erfolgt in Rosetta 2 (DE3), transformiert mit pETM13-
VelB in 2YT-Medium nach 6.2.2.6. Fiir den Zellaufschluss und die weitere Rei-
nigung wird ein Puffer mit mit 20 mM Tris/HCI pH 8, 30 mM Imidazol und
500 mM NaCl verwendet. Optional kann der Aufschlusspuffer noch 2 M LiCl
enthalten. C-His¢-VelB wird mit einer HisTrap 5 ml Sdule gereinigt (6.2.4.2). Das
Eluat wird auf eine Superdex 200 16/60-Saule (6.2.4.5) aufgetragen, dquilibriert
mit 10 mM Tris/HCI pH 8 und 150 mM NaCl. Gereinigtes monomeres VelB wird
bei —80°C gelagert, dimeres nicht.

6.2.5.4 VelB-mini

VelB-mini wird in Rosetta 2 (DE3), transformiert mit pETM13-VelB-mini, in
ZYM5052-Medium bei 16 °C exprimiert (6.2.2.6, Variante 2). Die Zellen werden
aufgeschlossen mit 35 mM Imidazol, 400 mM NaCl und 35 mM HEPES pH 7,5.
Die Reinigung verlduft wie bei Volllangen-VelB (6.2.5.3). Der Puffer fiir die
Gelfiltration enthalt 10 mM HEPES pH 7,5 und 150 mM NaCl.

6.2.5.5 VeA224S

Die Expression erfolgt in Rosetta 2 (DE3), transformiert mit pETM13-VeA224S,
in 500 ml ZYMb5052-Medium (6.2.2.6, Variante 2) bei 16 °C. Der Puffer fiir den
Aufschluss und ersten Reinigungsschritt enthdlt 40 mM HEPES pH 7,4, 40 mM
Imidazol und 400 mM NaCl. Die Reinigung erfolgt tiber eine StrepTrap HP 5 ml
Saule (6.2.4.4). Das Eluat kann direkt fiir die Kristallisation verwendet werden,
optional kann eine Gelfiltration (Superdex 200 16/60, 6.2.4.5) mit 10 mM HEPES
pH 7,4 und 400 mM NaCl durchgefiihrt werden.

6.2.5.6 Importin x AIBB-VeA-Komplex

VeA wird mit einer C-Hisg- und Importin o« AIBB mit einen N-GST-Affinitéts-
sequenz in Rosetta 2 (DE3) exprimiert. Die Expressionen werden separat in
2YT (VeA) und ZYM5052-Medium (Importin & AIBB) bei 16 °C durchgefiihrt
(6.2.2.6). Die Zellpellets werden zusammen in 30 mM Imidazol, 400 mM NaCl
und 30 mM HEPES pH 7,4 aufgeschlossen. Dieser Puffer wird fiir die ersten
zwei Reinigungsschritte verwendet. Die Reinigung wird bei 4 °C durchgefiihrt.
Als erster Reinigungsschritt wird ein HisTrap Sdule verwendet (6.2.4.2). Das
Eluat wird mit einer GSH-Sepharose weitergereinigt (6.2.4.1). Das Eluat der
GSH-Sepharose wird mit PreScission-Protease (6.2.3.4) behandelt und auf eine
Superdex 200 16/60-Saule aufgetragen (6.2.4.5). Diese Sdule ist mit 10 mM HEPES
pH 7,4 und 100 mM NaCl dquilibriert.
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6.2.5.7 LaeA-VeA-VelB-Komplex

Fiir die Rekonstituierung des Velvet-Komplex werden die Proteine separat wie
bisher beschrieben in Rosetta 2 (DE3) exprimiert. Im Falle von LaeA wird MBP-
LaeA (pETM40-LaeA) verwendet. VelB enthilt N-terminal eine Hiss-Sequenz
(pETM11-VelB) die durch TEV-Protease entfernt werden kann. VeA enthilt eine
C-terminale His¢-Sequenz ohne Proteaseschnittstelle (pETM13-VeA). Da zu die-
sem Zeitpunkt noch kein VelB-C-Strep II-Konstrukt vorlag, wurde diese Strategie
gewdhlt. Volllangen-VeA wird wie VelB (6.2.5.3) exprimiert. Die Zellpellets wer-
den vor den Aufschluss gemischt und zusammen in 30 mM Imidazol, 300 mM
NaCl und 30 mM Tris/HCI pH 7,5 aufgeschlossen. Dieser Puffer wird fiir die
ersten zwei Reinigungsschritte verwendet. Die Reinigung wird bei 4 °C durchge-
fiihrt. Im ersten Schritt wird eine Amylose-Matrix verwendet (6.2.4.3). Das Eluat
wird mit TEV-Protease behandelt (6.2.3.4) und der Uberstand auf eine HisTrap
5ml Sédule aufgetragen und eluiert (6.2.4.2). Das Eluat der HisTrap Sdule wird per
Gelfiltration (Superdex 200 26/60) weitergereinigt. Der Puffer enthilt 300 mM
NaCl und 20 mM Tris/HCl pH 7 4.

6.2.5.8 VeA-VelB-Komplex

VeA-VelB werden in Rosetta 2 (DE3), nach Transformation mit den Plasmiden
pETM13-VeA und pPR-IBA1-VelB, ko-epxrimiert. Die Expression erfolgt in 2YT-
Medium bei 16 °C (6.2.2.6). Fiir den Zellaufschluss, sowie die ersten zwei Reini-
gungsschritte, wird ein Puffer mit 30 mM Imidazol, 400 mM NaCl und 30 mM
HEPES pH 7,4 verwendet. Der erste Reinigungsschritt besteht aus einer HisTrap
5ml Sdule (6.2.4.2). Das HisTrap-Eluat wird mit einer StrepTrap HP 5 ml Saule
weitergereinigt (6.2.4.4). Das Eluat der StrepTrap-Saule wird abschliefsend mit
einer Superdex 200 16/60-Sdule (6.2.4.5), dquilibriert mit 10 mM HEPES pH 7,4
und 300 mM NaCl, gereinigt.

6.2.5.9 VeA224S-VelB-mini-Komplex

VeA224S und VelB-mini werden separat in Rosetta 2 (DE3), transformiert mit
pETM13-VeA224S bzw. pETM13-VelB-mini, in ZYM5052-Autoinduktionsmedium
(6.2.2.6, Variante 2) bei 16 °C exprimiert. Zellpellets werden in 300 mM NaCl,
35 mM Imidazol und 35 mM HEPES pH 7,4 gemischt und aufgeschlossen. Dieser
Puffer wird auch fiir die ersten zwei Reinigungsschritte verwendet. Die Reini-
gung verlduft im weiteren wie beim Volllingen-VeA-VelB-Komplex (6.2.5.8).
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6.2.5.10 VosA190S

VosA190S wird in Rosetta 2 (DE3), transformiert mit pETM13-VosA190S, in
ZYMb5052-Medium (6.2.2.6, Variante 2) bei 16 °C exprimiert. Fiir den Zellauf-
schluss und ersten Reinigungsschritt wird ein Puffer mit 30 mM Imidazol,
400 mM NaCl und 30 mM HEPES pH 7,4 verwendet. Das Eluat des ersten
Reinigungsschrittes, eine StrepTrap HP 5 ml Saule (6.2.4.4), wird fiir die weitere
Reinigung auf eine Superdex 200 16/60-Saule aufgetragen. Diese ist dquilibriert
mit 10 mM HEPES pH 7,4 und 400 mM NaCl.

6.2.5.11 VosA190H

Fiir die Expression von VosA190H wird Rosetta 2 (DE3) mit den Plasmid pETM13-
VosA190H transformiert. Die Expression ist identisch zu VosA190S (6.2.5.10). Fiir
den Zellaufschluss und ersten Reinigungsschritt wird ein Puffer mit 30 mM
Imidazol, 400 mM NaCl und 30 mM HEPES pH 7,4 verwendet. VosA190H
wird zunéchst mit einer HisTrap 5 ml Saule (6.2.4.2) gereinigt. Das Eluat dieses
Schrittes wird auf eine Superdex 200 16/60-Saule, dquilibriert mit 10 mM HEPES
pH 7,4 und 400 mM NaCl, aufgetragen.

6.2.5.12 VelB-VosA190S-Komplex

VelB und VosA190S werden separat in Rosetta 2 (DE3), transformiert mit pETM13-
VelB bzw. pETM13-VosA190S, in ZYM5052-Medium bei 16 °C exprimiert (6.2.2.6,
Variante 2). Beim Zellaufschluss werden die beiden Pellets gemischt und in
30 mM Imidazol, 400 mM NaCl und 30 mM HEPES pH 7,4 aufgeschlossen.
Die Reinigung erfolgt bei 4 °C. Zunéchst wird das Lysat mit einer HisTrap 5ml
Sédule gereinigt (6.2.4.2). Das erhaltene Eluat wird auf eine StrepTrap HP 5ml
Saule aufgetragen (6.2.4.4). Das Eluat aus diesen Schritt wird abschlieffend mit
einer Superdex 200 26/60-Sédule gereinigt. Der verwendete Puffer enthdlt 10 mM
HEPES pH 7,4 und 400 mM NaCl.

6.2.5.13 VelB-mini-VosA190S-Komplex

Beide Proteine werden separat in Rosetta 2 (DE3) exprimiert. Diese werden hier-
fiir mit den Plasmiden pETM13-VelB-mini und pETM13-VosA190S transformiert.
Die Expression wird in ZYM5052-Medium bei 16 °C (6.2.2.6, Variante 2) durch-
gefiihrt. Zellpellets aus beiden Expressionen werden in 400 mM NaCl, 35 mM
Imidazol und 35 mM HEPES pH 7,4 gemischt und aufgeschlossen. Die weitere
Reinigung erfolgt wie beim Volllangen-VelB-VosA190S-Komplex (6.2.5.12).
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6.2.6 Kristallographische Methoden

6.2.6.1 Hochdurchsatzkristallisation

Fiir die Hochdurchsatzkristallisation wird ein Phoenix /RE - Pipettierroboter
(Art Robbins, USA) verwendet. Dabei werden in MRC-96-3well-Platten zu 0,25 pl
Proteinlosung 0,25 nl Kristallisationslosung gegeben. Das Reservoir enthalt 40 pl
Kristallisationslosung. Es werden zwei Verhiltnisse an Protein : Kristallisations-
16sung (1:1 und 2:1) und eine Kontrolle (Puffer : Kristallisationslosung 1:1) pipet-
tiert. Die Platten werden bei 4 oder 20 °C inkubiert und in zeitlichen Abstanden
automatisch vom Minstrel System (Rigaku, Japan) fotografiert.

6.2.6.2 Optimierung von Kristallen

Fiir die Optimierung von Kristallen werden die einzelnen Komponenten einer
Kristallisationsbedingung variert, dafiir werden Kristallisationsplatten mit 6 x4
Kammern (Hampton Research, USA) verwendet. In jeder dieser Kammern ist
zentral eine Sdule mit einer kleinen Vertiefungen angebracht. Um die Sdule herum
liegt das Reservoir, welches mit jeweils 500 pl der Kristallisationsbedingungen
gefiillt wird. In die Vertiefung der Sdule wird 1 pl der Proteinlésung und 1 pl aus
dem Reservoir (1:1 Mischung) pipettiert und leicht gemischt, d.h. der Tropfen
sitzt tiber der Kristallisationsbedingung (engl. sitting drop). Abschliessend wird
die Platte mit Klarsichtklebeband verschlossen, bei 4 oder 20 °C inkubiert und
regelméfiig auf Kristallbildung im Binokular untersucht.

6.2.6.3 Kryo-Kristallographie

Geeignete Proteinkristalle werden vor Vermessung durch Rontgenstrahlen mit
einer Nylonschleife (engl. loop) geerntet, fiir wenige Sekunden in einen Kry-
opuffer getaucht und dann in fliissigen Stickstoff eingefroren. Der Kryopuffer
besteht in der Regel aus der Kristallisationslosung und weiteren Reagenzien. In
dieser Arbeit werden fiir PEG-basierte Kristallisationsbedingungen 12 % (v/v)
1-4-Butandiol und fiir andere 20-30 % Glyzerin verwendet. Durch diese Proze-
dur werden Eisbildung beim Einfrieren der Kristalle minimiert, die eine spatere
Auswertung der Daten erschweren konnen. Auch kann sich Zusammensetzung
des Kryopuffers auf das Beugungsverhalten von Rontgenstrahlen der Kristalle
auswirken und ist daher von grofier Bedeutung.
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6.2.6.4 Datensammlung

In Nylonschleifen immobilisierte Proteinkristalle werden auf einen Goniometer-
kopf angebracht und mit Rontgenstrahlen vermessen. Es wird in der Regel bei
100 bis 110 K gemessen um Schdden am Kristall durch Strahlung zu minimieren.
Der Datensatz von einen VosA190S-Kristallen wurde an einer Rigaku Micro-
Max 007-Anlage in der Abteilung Molekularen Strukturbiologie (Universitat
Gottingen, Gottingen) gemessen (MMO007). Der Datensatz des VelB/VosA190S-
Komplexekristalls wurde am ESRF (Grenoble, Frankreich) an der Messstati-
on ID23-2 gemessen (ID23-2). Die VeA224S Kristalle wurden am SLS (Villigen,
Schweiz) an der Messstation X06SA gemessen. Die Details der Messungen sind
in Tabelle 6.4 zusammengefasst.

Tabelle 6.4: Parameter bei der Datensammlung der VosA190S-, VelB-VosA190S und VeA224S-

Kristalle
VosA190S VelB/VosA190S VeA224S

Messstation MMO007 1D23-2 X06SA
Wellenlinge [A] 1,5418 0.8726 0.8000
Temperatur [K] 110 100 100
Detektor mardtb 345 mar MX-225 Pilatus 6M
Detektorabstand [mm] 140 120 600
Winkel [°] 103,7 100 125
Oszillation [°] 0,1 0,25 0,25
Belichtungszeit [s] 240 1,5 0,2

6.2.6.5 Phasenbestimmung und Berechnung der Elektronendichtekarte

Bei den im Beugungsexperiment gemessenen Intensitaten handelt es sich um die
Miller Indizes hkl. Vom Kristall ausgehende Reflexe konnen mit den Strukturfak-
tor F(hkl) beschrieben werden, dessen Amplitude |F(hkl)| als Intensitdt gemessen
wurde. Fiir die Berechnung der Elektronendichte p gilt:

p($yz) — 1/V Z |Fhkl|6—27ri(hx+ky+lz)+ia(hkl)
hkl

Da die Phasendifferenz «(hkl) nicht direkt gemessen werden kann, ist ein
Strukturbestimmung lediglich mit den gemessenen Intensitdten nicht moglich.
Dies ist das Phasenproblem der Kristallographie. Fiir die Losung dieses Phasen-
problems gibt es verschiedene Methoden. In dieser Arbeit werden die Methoden
molekularer Ersatz (MR, engl. molecular replacement) und anomale Dispersion bei
einer Wellenldnge (SAD, engl single wavelength anomalous dispersion) verwendet.
Beim molekularer Ersatz wird die Struktur eines Proteins benotigt das mindes-
tens eine Sequenzidentitdt von etwa 30 % zum gesuchten Protein aufweist. Bei

108



Methoden

SAD werden Proteinkristalle generiert die ein geeignetes Schwermetall enthalten,
wie z.B. Brom oder Iod. Das Absorptionsmaximum dieser Elemente liegt im Be-
reich der Rontgenstrahlen die in der Proteinkristallographie verwendet werden
(0,8-2 A). Diese Eigenschaft fiihrt dazu das bestimmte Symmetrieiquivalente
Reflexe (Friedelpaare) im Beugungsmuster nicht die gleiche Intensitdt haben und
somit nicht den Friedel Gesetz folgen. Durch diese unterschiedlichen Intensitaten
lasst sich die Position der Schweratome in der Einheitszelle bestimmen und erste
Abschitzungen zu den Phasen zu berechnen. Bei einer Wellenlinge von 1,5418 A
(Cu-Drehanode) hat das in dieser Arbeit verwendete Iodid einen imagindren
Anteil am Streufaktor f"von 6,8 Elektronen (Dauter und Dauter, 2001). Grund-
satzlich ist auch eine anderes Halogen, Schwermetall oder Element mit anomaler
Streuung fiir die SAD/MAD-Phasierung denkbar. Der Vorteil bei Iodid liegt
jedoch in der Moglichkeit die Phasen durch einen Datensatz an einer Drehan-
ode zu erhalten. Brom-derivatisierte Kristalle konnen unter Anwendung von
Synchrotronstrahlung (0,8-1 A) mit den MAD-Verfahren zur erfolgreichen Pha-
sierung fiihren. In der Literatur gibt es auch einige Beispiele fiir die Phasierung
nach dem SAD-Verfahren mit Bromid-Ionen (Devedjiev et al., 2000; Hoover et al.,
2001; Wlodawer et al., 2001). Ob jedoch das SAD-Verfahren angewendet werden
kann, ist zum Zeitpunkt der Datensammlung nicht klar und ist daher besonders
fiir Brom-derivatisierte Kristalle nicht die bevorzugte Methode.

6.2.6.6 Modellbau und Verfeinerung

Fiir den automatischen Modellbau wird das ARP/wARP-Paket (Langer et al.,
2008) verwendet. Der manuelle Modellbau erfolgt mit Coot (Emsley et al., 2010).
Die Verfeinerung wird mit REFMACS5 (Murshudov et al., 2011) aus CCP4 (Winn
et al., 2011), PHENIX (Adams et al., 2010) und CNS (Brtinger et al., 1998) durch-
gefiihrt. Manueller Modellbau und Verfeinerung werden zyklisch durchgefiihrt
mit den Ziel die errechneten Amplituden (| F.|) der Strukturfaktoren denen der
beobachteten Amplituden (|F,|) so gut wie moglich anzundhern. Dabei dienen
zwei Faktoren als Qualititsindikatoren fiir die Ubereinstimmung von Beob-
achtung und Interpretation, der kristallographische R-Faktor (R.ys) und der
freie R-Faktor (Reee) (Briinger, 1992). Die Formel fiir die Berechnug der beiden
R-Faktoren lautet:

R— ZHF0| B ’FCH

> IF)

Beim kristallographischen R-Faktor werden sdmtliche Reflexe in der Berechnung
verwendet. Dahingegen werden beim freien R-Faktor nur ein Teil der Reflexe (5
%) verwendet die nicht in die Verfeinerung mit einbezogen wurden. Dieser Teil
dient lediglich der Bewertung des Modells. Im Idealfall liegen beide Werte unter
20% und i.d.R. nicht mehr als 5% voneinander weg.

Desweiteren wird beim Modellbau darauf geachtet, dass das Modell nicht
gegen bekannte Werte fiir Bindungslangen und -winkel verstofit. Die Verwen-

| 6.2
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dung von F,-F.- und 2F,-F.-Elektronendichtekarten erlaubt es grobe Fehler bei
der Interpretation der Elektronendichte auszumachen.

6.2.6.7 Strukturaufklarung von VosA190S

Die Indizierung, Integration und Datenreduktion des VosA190S-Datensatzes
erfolgt mit dem XDS-Paket (Kabsch, 2010), dabei wurden Friedel-Paare nicht
gemittelt (Option: FRIEDEL’ S_LAW=FALSE). Die Lokalisierung der Iodid-Ionen
und Phasierung der Daten erfolgte mit SHELXC/D/E (Sheldrick, 2008), gesteuert
tiber HKL2MAP (Pape und Schneider, 2004). Die relativ hohe Auflosung des
VosA190S-Datensatzes erlaubte es den Grofiteil des Proteins automatisch durch
ARP/wARP (Langer et al., 2008) bauen zu lassen. Fehlende bzw. falsch eingebaute
Aminosduren wurde manuell in Coot (Emsley et al., 2010) korrigiert bzw. erganzt.

6.2.6.8 Strukturaufklarung des VelB-VosA-Komplex

Die Indizierung, Integration und Datenreduktion der gemessenen Daten vom
VelB/VosA-Komplex wurde mit MOSFLM (Leslie, 2006) und SCALA aus dem
CCP4-Paket (Winn et al., 2011) durchgefiihrt. Die Struktur des VelB-VosA-Komplexes
wurde durch molekularen Ersatz mit Phaser (McCoy et al., 2007) von Dr. Piotr
Neumann (Universitat Gottingen) gelost. Als Suchmodell wurde ein verkiirztes
VosA-Modell verwendet, das die Aminosduren Ser 17 bis Asp 79 und Ala 86
bis Met 165 enthilt. Es wurden zwei Molekiile in der assymetrischen Einheit
gefunden. Die Struktur wurde per Hand mit Coot gebaut, mit CNS und PHENIX
verfeinert und erlaubte schliefSlich die Identifizierung der beiden Proteine.

6.2.6.9 Visualisierung und Oberflaichenberechnungen

Die Visualisierung der Modelle erfolgt mit Coot oder PyMOL. Oberfldchenladun-
gen werden mit PDB2PQR (Dolinsky et al., 2007) und APBS (Baker et al., 2001)
berechnet und mit PyMOL dargestellt. Berechnung von Oberfldchen erfolgt mit
Arealmol und PISA aus dem CCP4-Paket (Winn et al., 2011). Interaktionen zwi-
schen zwei Molekiilen werden mit DIMPLOT aus dem LIGPLOT-Paket (Wallace
et al., 1995), gesteuert mit 2D-GraLab (Zhou et al., 2009) ermittelt und dargestellt.
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ANHANG A

Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

Xg Vielfaches der Erdbeschleunigung
o Alpha

B Beta

2% Gamma

v Préafix, mikro

Abb. Abbildung

AfIR Aflatoxin regulator

A Angstrbm (0,1nm)

Arnt aromatic hydrocarbon receptor nuclear translocator
AS Aminosdure

Bp Basenpaar

brlA bristle A

bzw. beziehungsweise

ccgs circadian controlled genes
Cry-DASH Cryptochrome-Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Human
CryA Cryptochrome A

Da Dalton

ddH,O bidestilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FOM Figure of merit

FphA Fungal phytochrom A

FRQ frequency

g Gramm

GST Glutathion-S-Transferase

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
HKRD histidine kinase related domain
HMG high-mobility group

i.d.R. in der Regel
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KapA

LaeA
LB
LOV
LreA/B

mAu
MBP

NF«B
nm
NRPS
Nt
NTA
OD
orlA
PAGE
PAS
PCR
Per
PEST
Pfr
Pfu
PK

Pr
PRMT
psiA/B/C
REM
RHD
RNA
RosA
rsmA
SAM
SDS

immobilized metal ion affinity chromatography
Isopropyl-3-D-isothiogalactosid
Prafix, kilo

Karyopherin A

Liter

Loss of AfIR expression A

Lysogeny Broth

light, oxygen, voltage

Light response A/B

Molaritat

Meter

Prafix, milli
Milliabsorptionseinheit
Maltosebindeprotein

Prafix, nano

nuclear factor, kappa-light-chain-enhancer, of activated B-cells
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Nicht-ribosomale Proteinsynthese
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osmotic-remedial lysis A
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Per-Arnt-Sim
Polymerasekettenreaktion

period

Prolin, Glutaminsiure, Serin, Threonin
Phytochrome far red

Pyrococcus furiosus

Polyketid

Phytochrome red

protein arginine methyltransferase
precocious sex inducer A/B/C
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Rel-Homologie-Domaéne
Ribonukleinsdure

repressor of sexual development A
remediator of secondary metabolism A
S-Adenosyl-Methionin
Sodium-dodecylsulfat
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SET
Sim
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TAP
Taq
TEM
TEMED

tpsA/C
Tris

u.a.
Upm
uv

v/v
VeA
VelB
vgl.
VosA
VVD
w/v
WC-1/2
WCC
WT
z.B.

Su(var)3-9, enhancer of zeste, trithorax
single minded

Sterigmatocystin

tandem affinity purification

Thermus aquaticus
Transmissionselektronenmikroskop
N, N, N’, N’ Tetramethylethylendiamin
Schmelztemperatur
alpha-trehalose-phosphate synthase A/C
Tris(hydroxymethyl)-aminoethan
Unit, Enzymaktivitdtseinheit

unter anderen

Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

Volumen

Volumenprozent
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Velvet-like protein B

vergleiche

Viability of spores A

vivid
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White collar 1/2

White collar complex

Wildtyp
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