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1 Zusammenfassung

Die Akkumulation von kompatiblen Soluten ist eine unter Mikroorganismen weit verbreitete
Strategie zum Schutz vor dem Ein uss von hyperosmotischen Bedingungen in der Umgebung.
Ectoin und sein Derivat 5-Hydroxyectoin sind prominente Mitglieder dieser Stressprotekti-
va. Aufgrund ihrer Eigenschaften werden Ectoin und 5-Hydroxyectoin auch als chemische
Chaperone bezeichnet und nden unter anderem in der pharmazeutischen Industrie Anwen-
dung. Die Ectoin-Biosynthese besteht aus drei Enzymreaktionen und durch eine vierte kann
5-Hydroxyectoin erhalten werden.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die biochemische und strukturelle Analyse der | -2,4-Di-
aminobutyrat-Transaminase EctB und der | -2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase EctA, die
die erste Reaktion bzw. die zweite Reaktion der Ectoin-Biosynthese katalysieren. EctB kata-
lysiert die Entstehung von Diaminobutyrat (DAB) und 2-Oxoglutarat aus | -Aspartat- ~— -Semi-
aldehyd und | -Glutamat, EctA den anschlieyenden Acetyltransfer von Acetyl-CoA auf DAB,
wobei N °-Acetyl-Diaminobutyrat (N °-ADABA) entsteht. Hierfir wurden Homologe aus dem
thermotoleranten Bakterium  Paenibacillus lautus genutzt. In diesem Organismus sind die
Ectoin-Synthesegene in ungewthnlicher Kombination mit Genen eines ABC-Transporters, wel-
cher als Ectoin- / 5-Hydroxyectoin spezi scher Ehu-Typ-Transporter identi ziert wurde, orga-
nisiert. Diese Komposition ermdglicht die Ressourcen-schonende Regelung des Ectoin-Haus-
haltes.

Die Transaminase ( Pl)EctB erweist sich sehr tolerant gegeniiber Schwankungen in pH-
Wert, Temperatur und Salz-Gehalt. Die durch das tetramere EctB-Protein katalysierte PLP-
abhéangige Enzymreaktion ist reversibel, wobei die Rickwértsreaktion eine hohe Verwandt-
schaft zur °-Aminobutyrat-Transaminase (GABA-TA) -Reaktion aufweist. Durch eine in silico
Modelling-Studie konnte ebenfalls eine hohe strukturelle Verwandtschaft dieser beiden Enzy-
me nachgewiesen werden, die auch durch die Fahigkeit von ( Pl)EctB, die GABA-TA-Reaktion
zu katalysieren, bestatigt wird.

Die Acetyl-Transferase ( Pl)EctA katalysiert die hoch-regioselektive Bildungvon N °-ADABA;
das Isomer N®-ADABA, ein Intermediat des Ectoin-Katabolismus, wird nicht gebildet. Die
funf hoch-aufgeldosten Kristallstrukturen von (- PIl)EctA waren die Basis fir die Analyse des
reaktiven Zentrums des Enzyms. Mithilfe einer zusatzlichen gerichteten Mutagenese-Studie
konnten die an der DAB-Bindung beteiligten Aminosauren identi ziert werden.

Sowohl EctB-Typ-, als auch EctA-Typ-Proteine sind hochkonserviert; die in dieser Arbeit
gewonnen Erkenntnisse eignen sich daher als Blueprint fiir andere Vertreter dieser Enzyme.

Einige Organismen besitzen ectC*-Gene, die unabhéngig vom klassischen ect-Gencluster
auftreten. Die codierten EctC*-Typ-Proteine haben eine starke, strukturelle Ahnlichkeit mit
EctC-Typ-Proteinen, die die Eisen-abhéngige Reaktionvon N °-ADABA zu Ectoin katalysieren.
Die katalytische Aktivitat der EctC*-Typ-Proteine ist jedoch rudimentér, was darauf hindeu-
tet, dass diese Reaktion nicht die Hauptaufgabe dieser Enzyme ist.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit, neben einer ersten Analyse der EctC*-Typ-Proteine,
detaillierte Informationen ber die Biochemie und Struktur der Ectoin-Syntheseenzyme EctA



1 Zusammenfassung

und EctB und verv ollstandigt damit die strukturelle und biochemische Aufklarung des gesam-
ten Ectoin- / 5-Hydroxyectoin-Biosynthese-Pathways.



2 Abstract

Among microorganisms, the accumulation of compatible solute is a widely used strategy to ad-
apt to hyperosmotic conditions in the environment. Ectoine and 5-hydroxyectoine are promi-
nent members of these stress protectants among bacteria. Due to their attributes they are des-
cribed as chemical chaperones and used for example in the pharmaceutical industry. The ecto-
ine biosynthesis is performed by three enzymes. By a fourth enzyme reaction 5-hydroxyectoine
can be produced.

This work describes the biochemical and structural analysis of the | -2,4-diaminobutyra-
te transaminase EctB and the 1|-2,4-diaminobutyrate acetyltransferase EctA, which cataly-
ze the rst and the second reaction of the ectoine biosynthesis pathway. The conversion of
| -aspartate- -semialdehyde and | -glutamate into diaminobutyrate (DAB) and 2-oxoglutarate
is catalyzed by EctB and the following acetyl transfer from acetyl-CoA onto DAB, with N°-
acetyl-diaminobutyrate ( N °-ADABA) as product, is mediated by EctA. Therefore, the protein
homologues of the thermotolerant bacterium  Paenibacillus lautus were used. In this organism
the ectoine biosynthesis genes are organized in an unusual combination with genes encoding
an ABC-transport system, which was identi ed as an ectoine- / 5-hydroxyectoine speci ¢ Ehu-
type transport system. This composition enables the resource-saving regulation of the ectoine
level in the cytoplasm.

The transaminase ( PI)EctB shows a high tolerance for uctuations in pH, temperature and
salt concentration. The PLP-dependent enzyme reaction, catalyzed by the tetrameric EctB pro-
tein, is reversible and the reverse reaction of this enzyme is very similar to the ° -aminobutyrate
transaminase (GABA-TA) reaction. An in silico modelling study revealed also a high structu-
ral relationship between these two enzymes. This was con rmed by the ability of ( PI)EctB to
catalyze also the GABA-TA reaction.

The acetyl-transferase ( Pl)EctA catalyzes the highly regioselective formation of N °-ADABA,
whereas the isomer N®-ADABA, which is an intermediate of the ectoine catabolism, is not
formed. The ve high-resolution crystal structures of ( PIl)EctA were the basis for the analysis
of the reactive site of the enzyme. By an additional site-directed mutagenesis study the amino
acids involved in DAB-binding were identi ed.

Both, EctB type and EctA type proteins, are evolutionarily conserved; therefore, the know-
ledge gained in this work is suitable as blueprint for other members of these enzyme groups.

Several organisms possess ectC* genes, existing independently from the classical ect gene
cluster. The encoded EctC*-type proteins exhibit a high structural similarity to EctC type pro-
teins, which catalyze the iron dependent reaction of N°-ADABA producing ectoine. However
the catalytic activity of these EctC*-type proteins is rudimentary, indicating that this enzyme
reaction is not the main function of these enzymes.

In summary, besides a rst analysis of the EctC* type proteins, this work provides detailed
information about the biochemistry and structure of the ectoine biosynthetic enzymes EctA
and EctB. It therefore completes the structural and biochemical characterization of the entire
ectoine / 5-hydroxyectoine biosynthetic pathway.






3 Einleitung

Bakterien sind allgegenwartig auf der Erde zu nden. Durch eine hohe Anpassungs-
fahigkeit sind sie in der Lage unterschiedlichste Habitate, teilweise mit extremen Le-
bensbedingungen, zu besiedeln. Fur ihr Uberleben haben sie spezielle Anpassungs-
mechanismen entwickelt, um sich vor den Einwirkungen permant uktuierender Um-
weltein Usse zu schiitzen. Zu diesen Stressfaktoren gehéren Verdnderungen des Sau-
ersto - und Nahrsto gehalts, sowie Schwankungen des pH-Wertes, der Temperatur
und der Osmolaritat (Bremer und Kramer 2019; Gunde-Cimerman et al. 2018; Ma-
digan und Oren 1999; Roessler und Muller 2001; Siliakus et al. 2017). Veranderun-
gen der Wetterverhaltnisse sind dabei ein wichtiger Parameter fir im Boden lebende
Bakterien, wie beispielsweise das Gram-positive Bakterium Bacillus subtilis , da diese
starke Fluktuationen der Osmolaritat in der Umgebung zur Folge haben. Hyperosmo-
lare Bedingungen, ausgelost durch Sonneneinstrahlung und Trockenheit, bewirken
einen Fluss der Wassermolekile entlang des osmotischen Gradienten aus der Zelle
Uber die Zellmembran in die Umgebung. Ohne einen entsprechenden Schutzmecha-
nismus der Zelle fuhrt dieser Ausgleich des osmotischen Drucks zur Dehydration und
Plasmolyse (Rojas und Huang 2018; Wood 2011). Die durch Feuchtigkeit und Regen be-
dingte Hypoosmolaritat verursacht dagegen einen Einstrom entlang des osmotischen
Gradienten von Wasser aus der Umgebung in die Zelle, wodurch diese zu platzen droht
(Booth 2014; Cox et al. 2018).

3.1 Schutzmechanismus gegen osmotisch bedingten
Stress

Osmotisch bedingte Wasserstrome in und aus der Zelle bewirken Veranderungen des
Zellinnendrucks (Turgor), welcher fir das Zellwachstum eine wichtige Rolle spielt und
aufgrund dessen sehr gut reguliert werden muss (Bremer und Kramer 2000; Rojas
und Huang 2018). Kein Bakterium kann die Wasserein- und -ausstréme durch akti-
ven Wassertransport entgegen dem osmotischen Gradienten (unter Energieverbrauch)
Uber die Zellmembran ausgleichen; stattdessen kommt es zur Anreicherung oder Aus-
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scheidung von lonen und organischen Soluten im bzw. aus dem Zytoplasma um das
osmotische Potential der Zelle dem der Umgebung anzupassen (Booth 2014; Rojas und
Huang 2018; Ventosa et al. 1998; Wood 2011). Bei einer schnellen Reduktion des os-
motischen Potentials der Umgebung und dem damit verbundenen plétzlichen starken
Anstieg des Zellturgors, werden durch die Ausdehnung der Zelle mechanosensitive
Kanéle (Msc) in der Membran ged net, welche unselektiv lonen und organische So-
lute ausstoyen und somit ein Platzen der Zelle verhindern (Booth 2014; Booth und
Blount 2012; Ho mann et al. 2008). Um sich andererseits an einen Anstieg der Um-
gebungsosmolaritdt anzupassen haben Mikroorganismen zwei Strategien entwickelt:
die salt-in - und die salt-out -Methode (Galinski und Truper 1994; Roessler und Muller
2001). Die salt-in -Strategie basiert auf der Anreicherung von anorganischen Salzen,
hauptséachlich Kaliumionen und Chlorid (Oren 2013). Diese Methode ist auf der einen
Seite energetisch gunstiger als die salt-out -Methode, jedoch fiihrt der hohe intrazel-
lulare Gehalt an lonen auf Dauer zu Schaden an Proteinen und negativem E ekt auf
essentielle Vorgange in der Zelle (Oren 2011; Yancey et al. 1982). Daher ndet man die-
se Methode in Bakterien, deren Lebensraum einen grundsétzlich héheren Salzgehalt
aufweisen (Coquelle et al. 2010; Oren 2013). Diese Bakterien haben ihr Proteom ange-
passt, durch negativ geladene Proteinober achen, um die Léslichkeit zu gewahrleisten
(Coquelle et al. 2010; Oren 2013). Auch in der, unter Mikroorganismen weit verbrei-
teten, salt-out -Methode (Abbildung 1A) werden zunachst Kaliumionen angereichert
(Csonka 1989; Kempf und Bremer 1998; Whatmore et al. 1990). Diese in der initialen
Stressreaktion aufgenommenen lonen werden jedoch anschlieyend durch sogenannte
kompatible Solute ersetzt. Diese kdnnen durch spezielle Transporter aufgenommen
oder de novo synthetisiert werden und erhalten das osmotische Potential im Zytoplas-
ma ohne die lonenstéarke zu erhdhen und die Biophysiologie zu stéren (Bremer und
Kramer 2019; Kempf und Bremer 1998).

3.2 Kom patible Solute

Kompatible Solute sind kleine organische Molekile mit niedrigem Molekulargewicht,
die in hohen Konzentrationen im Zytoplasma angereichert werden kdnnen. Da sie bei
physiologischem pH-Wert keine Nettoladung zeigen und oftmals in Form eines Zwit-
terions vorliegen, zeigen sie keine negative Beeintrachtigung der physiologischen Pro-
zesse innerhalb der Zelle (Brown und Simpson 1972; Csonka 1989; Yancey 2005). Ne-
ben ihrer Funktion als Osmoprotektivum schiitzen kompatible Solute unter anderem
auch bei Temperaturstress durch Hitze oder Kalte (Bursy et al. 2008; Ho mann und
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Bremer 2011; Holtmann und Bremer 2004). Sie werden nicht nur zur Regulierung
des Turgors genutzt, sondern besitzen auch die Eigenschaft Proteine zu stabilisieren
und deren Funktion zu bewahren (Knapp et al. 1999; Street et al. 2006). Kompatible
Solute werden oft auch als Chemische Chaperone bezeichnet, da sie mit Hilfe des
preferential exclusions die korrekte Faltung von Proteinen unterstiitzen (Arakawa
und Timashe 1985; Diamant et al. 2001; Stadmiller et al. 2017). Die Solute werden
dabei aus der Hydrathille von Proteinen ausgeschlossen, was zu einer ungleichméyi-
gen Verteilung ihrer Moleklle im Zytoplasma und einer daraus resultierenden ther-
modynamischen Triebkraft fiihrt. Diese begtinstigt die kompakte und richtig gefaltete
Form der Proteine (Bolen und Baskakov 2001; Street et al. 2006). Vertreter von kom-
patible Soluten lassen sich in unterschiedlichen Sto klassen nden; unter anderen in
Polyolen (z. B. Glyzerin), Zuckern (z. B. Trehalose), Aminosauren (z. B. Prolin) und
Aminosaure-Derivaten (z. B. Glycinbetain) (Bashir et al. 2014; Bremer und Kréamer
2000; Kempf und Bremer 1998; Yancey 2005).

B
. o OH
HN N\/go HO\)\/OH
Prolin Glycinbetain Glyzerin
- HO
— = Kompatible HO_
H
Solute HQlO o) o y
HOX
H OH
H H
H™ Yo H
Trehalose
Kompatible
Solute
Abbildung 1 Die salt-out -Methode und kompatible Solute. (A) Schematische Darstel-

lung der salt-out -Methode nach (Czech et al. 2018a): Die in einer initialen Stressreaktion ak-
kumulierten Kaliumionen werden durch lonen-Transporter sekretiert und durch kompatible
Solute ersetzt. Diese kdnnen durch spezi sche Transporter aufgenommen oder in der Zelle
synthetisiert werden. Beim Absinken des umgebenden osmotischen Potentials werden mecha-
nosensitive Kanéle (Msc) ged net und kompatiblen Solute, sowie lonen unselektiv freigesetzt.
(B) Chemische Strukturformeln fur Beispiele von kompatiblen Souten aus unterschiedlichen
Sto klassen: Prolin (Aminoséure), Glycinbetain (Aminoséure-Derivat), Glyzerin (Polyol), Tre-
halose (Zucker).
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3.3 Die kom patiblen Solute Ectoin und
5-Hydroxyectoin

Ectom R A 0D s oA %
HO\(\ e s Thes L e

oocC

ooc”

5-Hyd roxyectom

Abbildung 2 Ectoin und seine Wirkung. (A) Chemische Strukturen von Ectoin und 5-
Hydroxyectoin. ( B) Bildung des Ectoin ® Hydro Complexes zum Schutz von Proteinen. (Bitop
GmbH, https://www.bitop.de/de/extremolytes)

Ectoin [(4 S)-2-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidine-4-carboxylic acid] und sein hy-
droxiliertes Derivat 5-Hydroxyectoin [(4 S,5S)-2-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidine-
4-carboxylic acid] (Abbildung 2) sind unter Bakterien weit verbreitete Stressprotecti-
va (Czech et al. 2018a; Da Costa et al. 1998; Galinski und Triper 1994; Pastor et al.
2010). Studien konnten zeigen, dass in der Regel ein linearer Zusammenhang zwi-
schen der Osmolaritat der Umgebung und der intrazellularen Ectoin-Konzentration
besteht; was auf ein hochreguliertes ne tuning -System der Zelle zum Schutz vor Os-
motischem Stress und zum Erhalt des Turgors hinweist (Calderdn et al. 2004; Czech et
al. 2018b; Kuhlmann und Bremer 2002). Ectoine beein ussen ebenso Wechselwirkun-
gen zwischen Proteinen und DNA, und sind daher mdglicherweise an der Regulierung
des Transkriptoms bei osmotischem Stress beteiligt (Hahn et al. 2015; Kurz 2008; Re-
cord et al. 1998).

Neben dem zahlreichen Vorkommen von Ectoinen in Bakterien konnten diese auch
in wenigen Archaeen und Eukarya nachgewiesen werden (Czech und Bremer 2018;
Czech et al. 2018a; Harding et al. 2016; Harding und Simpson 2018; Weinisch et al.
2018; Widderich et al. 2016a; Widderich et al. 2014a). Trotz seinem hdu gen Auftreten
wurde Ectoin erst 1985 in dem halophilen Gram-negativen Bakterium Halorhodospi-
ra halochloris (zum Zeitpunkt der Entdeckung unter dem Namen  Ectothiorhodospira
halochloris ) von Galinski et al. entdeckt (Galinski et al. 1985). Die Entdeckung von 5-
Hydroxyectoin erfolgte anschlieyend 1988 aus dem Gram-positiven Bodenbakterium
Streptomyces parvulus (Inbar und Lapidot 1988).
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Wie andere kom patible Solute sind auch Ectoine polare Verbindungen mit sehr ho-
her Wasserloslichkeit, die bei neutralem pH-Wert zwitterionisch vorliegen (Inbar et
al. 1993; Zaccai et al. 2016). Die negative Ladung be ndet sich an der Carboxygruppe,
wahrend die positive Ladung zwischen den beiden Sticksto atomen im Ring deloka-
lisiert ist, da deren freies Elektronenpaar in die  YzElektronenwolke eingebunden ist.
Aufgrund dessen konnten Ectoine zunachst nicht mit herkdbmmlichen, fur Aminoséu-
ren geeignete, Nachweismethoden detektiert werden (Da Costa et al. 1998; Galinski
1993; Galinski et al. 1985; Inbar und Lapidot 1988). Ectoin und 5-Hydroxyectoin zei-
gen &hnliche, aber nicht identische Eigenschaften (Bursy et al. 2007; Kuhlmann et al.
2008a). Beide besitzen die ausgepragte Fahigkeit Wassersto briicken zu bilden und
Wasser zu binden (Di Gioacchino et al. 2019; Smiatek et al. 2013). Die zusatzliche
Hydroxygruppe von 5-Hydroxyectoin fiihrt dabei jedoch zu stéarkeren intramolekula-
ren Wassersto briicken (Da Costa et al. 1998; Galinski 1993; Galinski et al. 2014).
5-Hydroxyectoin ist demnach ein e ektiveres Schutzmittel gegen Austrocknung, das
nicht nur Makromolekile, sondern auch ganze Zellen schiitzen kann (Manzanera et
al. 2002; Manzanera et al. 2004). Weiterhin unterscheiden sich die Wechselwirkun-
gen der Ectoine mit DNA; Ectoin setzt die Schmelztemperatur von DNA herab, 5-
Hydroxyectoin dagegen erhéht diese (Kurz 2008). Die doch unterschiedlichen Eigen-
schaften der beiden Ectoine sind vermutlich der Grund, aus dem viele Bakterien eine
Mischung aus beiden Substanzen nutzen. Dabei stellte sich das 1:1 Verhaltnis fur
Streptomyces coelicolor am e ektivsten in Bezug auf Hitze- und Salzstress heraus,
wahrend andere Organismen nur Ectoin produzieren und wiederrum andere nur 5-
Hydroxyectoin anh&aufen (Bursy et al. 2008; Saum und Muller 2007; Seip et al. 2011).

Aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften sind Ectoine auch fur die biotechnologi-
sche Industrie interessant (Kunte et al. 2014; Lentzen und Schwarz 2006; Pastor et al.
2010). Ihre Schutzfunktion gegeniber UV-Strahlung und Austrocknung von Zellen er-
moglichtihnre Anwendung in Hautp egeartikeln (z. B. Feuchtigkeitscremes) und medi-
zinischen Produktionen (z. B. Neurodermitiscremes) (Bownik und Stjpniewska 2016;
Graf et al. 2008; Jorge et al. 2016; Kunte et al. 2014; Lentzen und Schwarz 2006; Pastor
et al. 2010; Shaikhpour et al. 2019). Daflr wird Ectoin bereits im Tonnenmaystab in-
dustriell produziert mithilfe des halophilen Bakteriums Halomonas elongata , welches
als naturliche Zellfabrik genutzt wird (Kunte et al. 2014; Lentzen und Schwarz 2006;
Pastor et al. 2010). Hierzu werden H. elongata Zellen in Hochsalzmedium gezogen,
welche unter diesen Bedingungen nattrlicherweise Ectoin produzieren. Anschlieyend
werden diese in ein Medium mit niedriger Osmolaritat Gberfihrt um einen Down-
Shock auszul6sen und die mechanosensitiven Kanale zu 6 nen. Das dabei freigesetz-
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te Ectoin kann aus dem Medium durch mehrere Reinigungsschritte isoliert und die
Zellen erneut in Hochsalzmedium fir einen weiteren Zyklus des bacterial milkings
Uberfuhrt werden (Kunte et al. 2014; Lentzen und Schwarz 2006; Pastor et al. 2010;
Sauer und Galinski 1998).

3.4 Ectoin-Aufnahme

Die Aufnahme von freien kompatiblen Soluten, die beispielsweise durch einen Down-
Shock oder durch Zelldegradierung freigesetzt wurden, aus der Umgebung ist fur
Mikroorganismen energetisch giinstiger als die  de novo Synthese (Oren 1999). Fir die
Aufnahme von kompatiblen Solute sind hocha ne Transportsysteme notwendig. Im

Fall des Bodenbakteriums B. subtilis sind das die ABC-Transporter OpuA, OpuB und
OpuC sowie die Einzelkomponentensysteme OpuD und OpuE (Ho mann und Bremer
2017; Holtmann und Bremer 2004; Kappes et al. 1996; Kappes et al. 1999; Kempf
und Bremer 1995). Mikroorganismen besitzen in der Regel eine Palette an Transpor-
tern, die sich in ihrem Substratspektrum, in ihrer Substratspezi téat und ihrem Trans-
portmechanismus unterscheiden (Ho mann und Bremer 2017; Morbach und Kramer
2002). Alle bisher gefundenen Ectoin-Transportsysteme kdnnen vier Transportklas-
sen zugeordnet werden (Czech et al. 2018a). Der ProP-Transporter aus  Escherichia coli
gehort beispielsweise zur Klasse der Major-Facilitator-Superfamilie, die von der proto-
nenmotorischen Kraft angetrieben werden (Culham et al. 2016; Yan 2015). Die Trans-
porter der Klasse der Betain-Cholin-Carnithin-Transporter (BCCT), zu der z. B. OpuD

aus B. subtilis oder EctM aus Marinococcus halophilus gehdren, nutzen, wie auch die
Vertreter der Tripartite ATP-independent Periplasmic Transporter (TRAP Transpor-

ter), Protonen- oder Natriumgradienten als Energiequelle (Kappes et al. 1996; Rosa

et al. 2018; Vermeulen und Kunte 2004; Ziegler et al. 2010). Bei TRAP-Transportern,
wie dem TeaABCD-System aus H. elongata, wird das Substrat dabei spezi sch vom
Substrat-Bindeprotein (TeaA in  H. elongata) erkannt (Grammann et al. 2002; Kuhl-
mann et al. 2008b). Auch in der Familie der ABC-Transporter (ATP-binding-cassette
transporter), zu der z. B. das Ehu-Transportsystem aus  Sinorhizobium meliloti  gehort,
wird das Substrat zunachst vom Substrat-Bindeprotein (EhuB in S. meliloti ) erkannt
und unter Energie-Verbrauch in Form von ATP Uber die Transmembrandomanen ins
Zytoplasma geschleust (Hanekop et al. 2007; Jebbar et al. 2005; Rice et al. 2014; Ter
Beek et al. 2014). Die Strukturen der beiden Ectoin- / 5-Hydroxyectoin-spezi schen
Substrat-Bindeproteine TeaA und EhuB konnten durch Kristallisation aufgeldst wer-

den. Beide bestehen aus jeweils zwei Doméanen, in deren Interface das Substrat tber

10
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eine Aromaten-Bindebox, bestehend aus zwei Pheny lalaninen und einem Tryptophan,
sowie ein Arginin gebunden wird (Hanekop et al. 2007; Kuhlmann et al. 2008b).

A

ABC-
Transporter

\\\\\\\\

Abbildung 3 ABC-Transporter mit spezi schem Substrat-Bindeprotein. (A) Schema-
tische Darstellung des modular aufgebauten ABC-Transportsystems. Dieses beinhaltet das
spezi sche Substrat-Bindeprotein (rot), zwei Transmembrandomé&nen (hell- und dunkeloran-

ge) sowie die ATP-bindende Einheit (gelb). ( B) Substrat-Bindeprotein EhuB (PDB-Code: 2Q88)
des Ectoin- / 5-Hydroxyectoin- spezi schen ABC-Transporters (Ehu) aus Sinorhizobium meli-
loti mit gebundenem Ectoin (Hanekop et al. 2007).

Freie kompatible Solute kdnnen jedoch nicht nur als Osmoprotektivum genutzt wer-
den, viele Mikroorganismen, wie z. B.  S. meliloti , nutzen Ectoine und andere kompati-
ble Solute als Sticksto -, Kohlensto - oder Energiequelle. Die resultierenden Abbau-
produkte kénnen fur die Synthese anderer kompatibler Solute verwendet werden (Ga-
linski und Herzog 1990; Schulz et al. 2017b; Schwibbert et al. 2011; Vargas et al. 2006).
Die Ectoin-Abbaugene wurden zunéchst fir ~S. meliloti beschrieben, konnten jedoch
anschlieyend in vielen weiteren Organismen gefunden werden, u. a. dem Meeresbak-
terium Ruegeria pomeroii und dem halophilen Ectoin-Produzenten H. elangota (Czech
et al. 2018a; Jebbar et al. 2005; Schulz et al. 2017b; Schwibbert et al. 2011). In  S. meli-
loti bilden die Abbaugene eutABCD zusammen mit den Ehu-Transporter-codierenden
Genen ehuABCD und einen GntR-Typ-Regulator-Gen, welches die transkriptionelle
Kontrolle Gber die Expression dieser Gene ermdglicht, ein Gen-Cluster (Jebbar et al.
2005). Wahrend die ehu-Gene eindeutig den Modulen eines ABC-Transporter zugeord-
net werden konnten, gibt es fir die des Ectoin-Katabolismus bis jetzt nur einen Vor-
schlag fur einen moglichen Degradations-Weg (Czech et al. 2018a; Schulz et al. 2017a;
Schulz et al. 2017b; Schwibbert et al. 2011). Die Aufklarung der genauen Abfolge der
einzelnen katabolen Schritte und die Biochemie der darin involvierten Enzyme ist je-
doch Gegenstand aktueller Forschung.

11
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3.5 Biosynthese von Ectoin

Die Biosynthese von Ectoin ver lauft Gber drei Enzym-katalysierte Reaktionsschrit-

te (Abbildung 4) (Czech et al. 2018a; Peters et al. 1990). Als Ausgangssto dient [ -
Aspartat- -semialdehyd (| -ASA). Dieses wird im ersten Schrittdurch die | -2,4-Diamino-
butyrat-Transaminase (EctB; EC 2.6.1.76) aminiert. Das daraus entstehende Produkt

| -2,4-Diaminobutyrat (DAB) wird im folgenden Schritt durch die | -2,4-Diaminobutyrat-
Acetyltransferase (EctA; EC 2.3.1.178) am Sticksto in °-Position acetyliert um N°-
Acetyl-1-2,4-Diaminobutyrat ( N °-ADABA) zu erhalten. Der letzte Reaktionsschritt wird
durch die Ectoin-Synthase (EctC: EC 4.2.108), die N °-ADABA durch Ringschluss in
Ectoin Uberfuhrt, katalysiert. Das von EctC produzierte Ectoin kann von einigen Mi-
kroorganismen anschlieyend in einem vierten Schritt durch ein weiteres Enzym, die
Ectoin-Hydroxylase (EctD; EC 1.14.11.55), am C5-Atom hydroxiliert werden, wobei das
Ectoin-Derivat 5-Hydroxyectoin entsteht. Weiterhin besitzen einige Bakterien eine zu-
satzliche Aspartat-Kinase (Ask_Ect; EC 2.7.2.4). Diese verhindert einen Mangel an

| -ASA, da dieses auch in vielen anderen Sto wechselwegen ein wichtiges Intermedi-

at darstellt und es dadurch ohne die Ask_Ect Kinase zu Engpassen kommen kdnnte
(Stoeveken et al. 2011).

3.5.1 Die L-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase (EctB)

Die | -2,4-Diaminobutyrat-Transaminase (EctB) katalysiert den ersten Schritt der Bio-
synthese von Ectoin / 5-Hydroxyectoin ausgehend von | -ASA (Peters et al. 1990). Die-
ser besteht aus dem reversiblen Transfer der Aminogruppe von | -Glutamat auf das
Substrat | -ASA unter Entstehung von DAB und 2-Oxoglutarat. Diese Reaktion ist, wie

alle Transaminase-Reaktionen, vom Kofaktor Pyrodoxal-5-Phosphat (PLP) abhangig.
PLP wird dabei Uber eine reversibel gebildete Schi 'sche Base, also des aus der Kon-
densation der PLP-Aldehyd-Gruppe mit dem priméren Amin einer Lysin-Seitenkette

des Enzyms entstehenden Aldimins, im aktiven Zentrum gebunden (Oliveira et al.
2011; Ste en-Munsberg et al. 2015). EctB ist das bisher am wenigsten untersuchte
Enzym des Ectoin-Biosynthesewegs. Die Ect-Enzyme aus H. elangota und Methylo-
microbium alcaliphilum  wurden als Hexamer-bildende Proteine beschrieben (Ono et
al. 1999; Reshetnikov et al. 2011), eine Kristallstruktur eines EctB Proteins konn-

te jedoch bis zum heutigen Tag noch nicht gelést werden. Ono et al. bestimmten die
folgenden apparenten K.,-Werte von EctB aus H. elangota bei einer optimalen Tem-
peratur von 25*C und einem pH-Wert von 8.6: K., £4.5mM fir |-ASA und K., A&
9.1 mM fur I -Glutamat. Aufgrund der Instabilitdt des Substrats | -ASA und des darauf

12
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Abbildung 4 Biosynthese von Ectoin / 5-Hydroxyectoin. Reaktionsschema der Ectoin- /
5-Hydroxyectoin-Biosynthese ausgehend vom Precursor I-Aspartat- ~ -Semialdehyd, inklusive
aller beteiligten Enzymreaktionen.
basierenden Mangels an kommerziell erwerblichem | -ASA nutzten Ono et al. dafir

eigenhandig chemisch synthetisiertes Substrat; fir weitere Enzym-Tests wurde die
Ruckwartsreaktion, also die Umsetzung von DAB und 2-Oxoglutarat zu | -Glutamat
und | -ASA, betrachtet (Ono et al. 1999; Reshetnikov et al. 2011). EctB aus H. elan-
gota zeigt ebenfalls eine starke Abhangigkeit von Salzionen. So konnte die Enzymak-
tivitdt durch Zugabe von 0.1 M bis 0.5 M NaCl mit steigender NaCl-Konzentration
deutlich erhdht werden. Eine erhebliche Verstarkung dieses E ekts erfolgte durch die
Zugabe von KCI statt NaCl (Ono et al. 1999). In einer Studie von Chen et al. konn-

te die Enzymaktivitat durch bestimmte Mutationen gesteigert werden (Chen et al.
2015). Ziel dieser Studie war die Entwicklung eines Ectoin-Screening-Tools, mithil-

fe einer, flr den nicht nicht-natirlichen E ektor Ectoin sensitivierten, Variante des

im Arabinose-Sto wechsel wichtigen Regulator AraC aus  E. coli. Durch Kopplung mit
einem Fluoreszenz-Reportersystem und anschlieyender Koexpression mit dem Ectoin-
Synthesecluster ectABC aus H. elangota konnte, Uber mehrere Zyklen zufalliger Mu-
tation von ectB, die EctB-Variante gefunden werden, die in diesem System eine 3.3-

13
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fachen Ectoin-Produktion erzeugte. Diese Variante  beinhaltete die Mutationen D180V,
F320Y und Q325R, und zeigte in in vitro Enzymassay eine etwa vierfache katalyti-
sche E zienz im Vergleich zum EctB-Wildtyp. Auch in diesen Assays wurde jeweils
die Ruckwartsreaktion des Enzyms gemessen (Chen et al. 2015).

3.5.2 Die L-2,4-Diaminobutyrat-Acety Itransferase (EctA)

Die | -2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase (EctA) gehort zur Gruppe der GCN5-ver-
wandten- N -Acetyltransferasen (GNAT), die den Acetylgruppen-Transfer vom Donor-
Molekil Acetyl-CoenzymA (Acetyl-CoA) zum primaren Amin des Akzeptor-Molekils
katalysieren (Vetting et al. 2005). Im Fall von EctA ist das die Acetylierung von DAB
aus der EctB-Reaktion mit Acetyl-CoA als Acetylgruppen-Donor und N °-ADABA und
freiem CoA als Produkten (Peters et al. 1990). Auch dieses Enzym war Teil der Studie
von Ono et al., welche die folgenden optimalen Bedingungen, aber keine kinetischen
Parameter, fiir ( He)EctA bestimmten: pH 8.2 bei 20*C mit Zusatz von 0.4 M NaCl (Ono
et al. 1999). Die Gruppe um Trotsenko untersuchte erganzend die biochemischen Ei-
genschaften der methylotrophen Bakterien M. alcaliphilum , Methylophaga thalassica
und Methylophaga alcalica (Mustakhimov et al. 2008; Reshetnikov et al. 2006; Resh-
etnikov et al. 2005). Der optimale pH-Wert fir die Reaktion dieser Enzyme liegt eher

im alkalischen Bereich ( 8.5j 9.5). Die optimale Temperatur von EctA aus M. alcali-
philum ist mit ( He)EctA vergleichbar; fir die anderen beiden Enzyme liegt sie jedoch
hoher (30; 35*C). Wahrend ( He)ECctA eine eher hohe Salzkonzentration benétigt, wer-
den die Enzyme aus beiden Methylophaga durch Salzzugabe inhibiert (Mustakhimov
et al. 2008; Reshetnikov et al. 2011; Reshetnikov et al. 2005). Die fir die methylotro-
phen Bakterien ermittelten  Kp-Werte von EctA liegen in vergleichbaren Bereichen:
Km A0.365 0.465mM fir DAB und K A30; 701 M fir Acetyl-CoA (Mustakhimov et
al. 2008; Reshetnikov et al. 2011; Reshetnikov et al. 2005). Alle vier analysierten EctA
Enzyme wurden als Dimere beschrieben (Mustakhimov et al. 2008; Ono et al. 1999;
Reshetnikov et al. 2011; Reshetnikov et al. 2005). Fir EctA aus dem Gram-negativen
pathogenen Bakterium Bordetella parapertussis ist eine Kristallstruktur (PDB-Code:
3D3S) in der Proteindatenbank (PDB) vorhanden. Diese zeigt eine dimere Struktur in
deren Interface das Substrat DAB liegt. (Abbildung 5A) Weitere Informationen, z. B.
biochemische Daten, wurden fur dieses Enzym nicht publiziert.
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3.5 Biosynthese von Ectoin

Abbildung 5 Bekannte Kristallstrukturen von Ectoin-Synthese-Enzymen. (A) EctA
aus Bordetella parapertussis , mit Substrat DAB (PDB-Code: 3D3S), ( B) EctC aus Paenibacil-
lus lautus , mit Substrat N °-ADABA (PDB-Code: 50NN) (Czech et al. 2019) und ( C) EctD aus
Sphingopyxis alaskensis , mit 2-Oxoglutarat und 5-Hydroxyectoin (PDB-Code: 4Q50) (Hoepp-
ner et al. 2014).

3.5.3 Die Ectoin-Synthase EctC

Die Ectoin-Synthase gehért zu der Enzymklasse der Lyasen, genauer zur Gruppe
der Hydrolyasen, die unter Wassereliminierung eine C-O-Bindung spalten. EctC spal-

tet die Doppelbindung der Acetylgruppe von (N °-ADABA) unter Bildung eines intra-
molekularen Imins, die zum Ringschluss fuhrt. Fir diese Reaktion nutzt EctC ein
Eisen(ll)-lon als Kofaktor im reaktiven Zentrum. Die Biochemie der EctC Enzyme
wurde bereits mehrfach untersucht und es stehen Daten von EctCs aus verschiede-
nen Organismen zur Verfigung (Czech et al. 2019; Ono et al. 1999; Widderich et al.
2016a; Widderich et al. 2016b). Fur EctC aus H. elangota konnte ein mit ( He)EctB und
(He)EctA vergleichbarer optimaler pH Bereich von  8.5; 9.0 ermittelt werden (Ono et
al. 1999). Die optimale Temperatur ist jedoch sehr stark vom Salzgehalt abhangig. Bei
geringem Salzgehalt (0.05 M) liegt die optimale Temperatur bei 0j 10*C, bei einem
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3 Einleitung

eher moderaten Salzgehalt (0.77 M) liegt die optimale Temperatur bei ~ 15*C und bei
hohem Salzgehalt (3 M) konnte sie sogar auf 30*C erhoht werden. Auch die Kinetik
zeigt eine Salzabhangigkeit. Bei einem eher moderaten Salzgehalt (0.77 M) liegt der
Km bei 8.4mM und die vimax bei 56Umgi 1. Diese kann durch Verringerung des Salzge-
haltes (0.05 M) zwar auf 85Umg'  erhdht werden, dabei wird der K, jedoch ebenfalls
auf 11mM erhoht (Ono et al. 1999). Auch fir eines der wenigen Ectoin produzierenden
Archaeen, Nitrosopumilus maritimus , wurde die Ectoin-Synthase biochemisch charak-
terisiert (Widderich et al. 2016a). Unter den optimalen Bedingungen ( 30*C, pH 7) la-
gen die kinetischen Parameter bei K, £6.4mM und Vpmax £12.8Umg’ 1. Ein weiteres
nicht nur biochemisch, sondern auch strukturell charakterisiertes EctC stammt aus

dem psychrophilen, marinen, Alphaproteobakterium Sphingopyxis alaskensis (Wid-
derich et al. 2016b). Die folgenden optimalen Reaktionsbedingungen und kinetischen
Parameter furr dieses Enzym wurden beschrieben: 15*C, passend zur Kalteanpassung
von S. alaskensis, pH 8.5 und 0.25 M NaCl, mit einer Salztoleranz von bis zu 1 M NaCl,
Km £4.9mM und vmax £25Umgi 1. Aktuelle Forschung fiigt dieser EctC-Reihe ein
weiteres Mitglied aus dem thermotoleranten Gram-positiven Bakterium Paenibacillus
lautus hinzu. Seine optimalen Reaktionsbedingungen sind vergleichbar mit den ande-
ren EctC-Enzymen: 30*C, pH 7 und 0.05 M NaCl. Der K -Wert liegt dabeibei 7.8mM.
Die Vmax von 16 Umg 1 wurde, aufgrund von Substrat- oder Produkt-Inhibierung, be-
rechnet; der tatsachlich gemessene Wert liegt bei 9Umgi ! (Czech et al. 2019). Dieser
Inhibierungse ekt wurde flr die anderen Enzyme nicht beschrieben und kénnte viel-
leicht auf Verunreinigungen des chemisch neu synthetisierten Substrats N °-ADABA,
welches von Czech et al. verwendet wurde (Czech et al. 2019), beruhen.

Alle beschriebenen Ectoin-Synthasen liegen als Dimer in Losung vor (Czech et al.
2019; Ono et al. 1999; Widderich et al. 2016a; Widderich et al. 2016b). Aber auch
EctC-Kristallstrukturen indizieren eine dimere Struktur des Enzyms (Czech et al.
2019; Widderich et al. 2016b). Die erste gefundene Kristallstruktur von EctC zeigt das
Enzym aus S. alaskensis in seiner Apoform (PDB-Code: 5BXX / 5BY5), einer Cupin-
Struktur (Widderich et al. 2016b). Die anschlieyend gelosten Strukturen von EctC
aus P. lautus enthalten neben dem katalytisch wichtigen Eisen(ll)-Kofaktor (PDB-
Code: 50NM) auch das Substrat N °-ADABA (PDB-Code: 50NN) oder das Reaktions-
produkt Ectoin (PDB-Code: 50NO) (Czech et al. 2019). Diese Strukturen erlaubten
die sowohl die Identi zierung der hochkonservierten Eisen(ll)-bindenden Aminosau-
ren (E57, Y84, H92), als auch die der ebenso hochkonservierten Substrat- (W21, R25,
N38, T40, Y52, E57) und Produkt- (W21, S23, N38, Y52, E57, F106) bindenden Amino-
sauren. Die Ectoin-Bindestelle unterscheidet sich jedoch von der im Ectoin-bindenden
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3.5 Biosynthese von Ectoin

Substrat-Bindeprotein EhuB, w elche aus einer Aromaten-Bindebox besteht (Czech et
al. 2019; Hanekop et al. 2007). Weiterhin au allig ist der C-terminale Bereich des En-
zyms; dieser wirkt in der Struktur aus S. alaskensis scheinbar hoch exibel. Dieses
Phanomen wird in der Struktur aus  P. lautus nicht beobachtet. Diese Struktur lasst
vermuten, dass es sich beim C-Terminus um eine Art Deckel fur das Cupin- Fass
handelt (Czech et al. 2019; Widderich et al. 2016b).

In phylogenomischen Studien von EctC-Enzymen wurden neben  ectC-Genen, die
im typischen ectABC(D)-Gencluster organisiert sind, auch einzeln vorkommende  ectC-
Gene gefunden (ectC*) (Czech et al. 2018a; Kurz et al. 2010; Widderich et al. 2016a;
Widderich et al. 2016b). Diese kbnnen als einziges ect-Gen eines Organismus auftreten
oder zusatzlich zu einem ectABC(D)-Gencluster oder weiteren einzelnen ectC*-Genen
vorhanden sein (Czech et al. 2018a). Die physiologische und biochemische Funktion
der codierten Proteine (EctC*) ist noch ungeklart. Obwohl ihre Aminosauresequen-
zen sich teilweise sehr stark von denen der EctC-Proteine unterscheidet, sind die an
der Bindung von Eisen(ll), N<°-ADABA und Ectoin auch in der Gruppe der EctC*-
Proteinen meist konserviert (Czech et al. 2018a). Das Genom des P anzen-pathogenen
Bakteriums Pseudomonas syringae pv. syringae B728 enthalt solche ectC*-Gene. Ob-
wohl dieses Bakterium unter Laborbedingungen kein Ectoin produziert, konnte durch
Zugabe von Ober &chen-sterilisierten Blattern der Wirtsp anze Syringa vulgaris die
Produktion von Ectoin beobachtet werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass das
Bakterium N °-ADABA von der P anze geliefert bekommt (Kurz et al. 2010).

3.5.4 Die Ectoin-Hydroxy lase EctD

Die Ectoin-Hydroxylase EctD gehért zur Gruppe der Hydroxylasen, also zu den Oxido-
reduktasen, die tUber eine Redox-Reaktion eine Hydroxy-Gruppe einflihren. Die Ectoin-
Hydroxylase katalysiert die regio- und stereospezi sche Hydroxylierung am C5-Atom

von Ectoin unter Abh&ngigkeit vom Nicht-Ham-Eisen(ll)-Kofaktor sowie von den Ko-
substraten Sauersto ( O3) und 2-Oxoglutarat (Clifton et al. 2006). Im katalytischen
Zentrum kommt es dabei zur Aktivierung des Sauersto s durch den Eisen(ll)-Kofaktor,
wahrend 2-Oxoglutarat decarboxyliert und anschlieyend Ectoin hydrolysiert wird. Ne-

ben 5-Hydroxyectoin entstehen in dieser Reaktion demnach auch  CO, und Succinat
(Widderich et al. 2014b). Wie die Ectoin-Synthase EctC ist auch die Ectoin-Hydroxylase
EctD bereits intensiv analysiert worden (Hoeppner et al. 2014; Reuter et al. 2010; Wid-
derich et al. 2016a; Widderich et al. 2014a; Widderich et al. 2014b). Eine Studie von
Widderich et al. beinhaltet die biochemische Analyse einer Reihe von EctD-Enzymen
aus hauptséachlich extremophilen Organismen: H. elongata, Alkalimnicola ehrlichii
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Acidiphilium cryptum , S. alaskensis, P. lautus , Pseudomonas stutzeri, Virgibacillus
salexigens (Widderich et al. 2014a). Sowohl die optimalen pH-Werte (  7.5; 8.0), als auch
die optimalen Temperaturen ( 32 40*C) sind fiir diese Enzyme miteinander vergleich-
bar, wobei jedoch nicht nur fir EctD aus dem thermotoleranten P. lautus die optimale
Temperatur bei 40*C liegt, sondern auch fur EctD aus dem psychrophilen ~ S. alasken-
sis. Die optimalen Salzkonzentrationen fur diese acht EctD-Enzyme sind sowohl fir
NaCl als auch fur KCI eher niedrig, die Toleranz gegenlber KCI ist jedoch in allen
Fallen signi kant hoher als die Toleranz gegentber NaCl. Auch die ermittelten ki-
netischen Parameter liegen in vergleichbaren Bereichen: K., 5 10mM fir Ectoin,
Km A2.5;] 5mM fiir 2-Oxoglutaratund  Vimax £1j 7Umg’ 1 (Widderich et al. 2014a). Ne-
ben diesen acht bakteriellen EctD-Enzymen, wurde anschlieyend EctD des Archaeons

N. maritimus mit optimalen Bedingungen und kinetischen Parametern, die in den fir

die bakteriellen EctDs zuvor beschriebenen Bereichen liegen, charakterisiert (Widde-
rich et al. 2016a; Widderich et al. 2014a).

Alle biochemisch charakterisierten Enzyme lagen als Dimere in Losung vor. Die
Kristallstrukturen von EctD aus V. salexigens in der Apoform mit gebundenem kata-
lytisch wichtigem Eisen(ll)-Kofaktor (PDB-Code: 3EMR) und aus S. alaskensis (PDB-
Code: 4Q50) zeigen ebenfalls Dimere, wobei jedes Monomer aus einer doppelstran-
gigen -Helix besteht (Hoeppner et al. 2014; Reuter et al. 2010). Viele andere Nicht-
Ham-Eisen(ll)-Kofaktor-, 2-Oxoglutarat-abhéngige Dioxygenasen besitzen eine sehr
ahnlich Struktur, mit einem Konserviertem H-X-D/E-Motif, welches auch in EctD vor-
handen ist, fur die Eisen(ll)-Bindung innerhalb der Helix. Zur Unterscheidung von
EctD-Enzymen von anderen Mitgliedern dieser Gruppe dient eine aus 17 Aminoséau-
ren bestehende Signatur-Sequenz (F-x-W-H-S-D-F-E-T-W-H-x-E-D-G-M/C-P), die un-
ter anderem an der Substrat-Bindung beteiligt ist (Hoeppner et al. 2014; Reuter et al.
2010).

Neben der in vitro und der strukturellen Charakterisierung von EctD, wurden auch
in vivo Studien in synthetischen Zellfabriken durchgefuhrt, in welchen ectD-Gene aus
den verschiedenen Organismen in E. coli heterolog exprimiert wurden (Czech et al.
2016; Jebbar et al. 1992). Das im Medium zugesetzte Ectoin gelangte uber die Trans-
porter ProU und ProP ins Zytoplasma, wo die Hydroxylierung stattfand. Die anschlie-
yende Quanti zierung des sekretierten 5-Hydroxyectoins zeigt deutliche Unterschiede
in den Aktivitaten der EctD-Enzyme, obwohl diese sich in den in vitro Enzymassays
sehr ahnlich dargestellt haben. Dieser E ekt kann z. B. von Auswirkungen des zy-
toplasmatischen Reaktionsbedingungen in  E. coli auf die Enzyme und ihre Aktivitat
oder generell von Unterschieden in den Produktionsleveln der heterologen Proteine
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stammen (Czech et al. 2016).

3.5.5 Die Aspartatkinase Ask_Ect

Die Aspartatkinase Ask_Ect katalysiert, wie alle Aspartatkinasen, die ATP-abh&angige
Phosphorylierung von | -Aspartat. Das entstehende Produkt |-Aspartyl- -phosphat
wird von der | -Aspartat- —-semialdehyd-Dehydrogenase unter NADPH-Verbrauch zu

| -ASA reduziert. |-ASA wird nicht nur zur Ectoin-Synthese bendtigt, es spielt auch
eine wichtige Rolle als Intermediat in vielen Sto wechselwegen, z. B. der Biosyn-
these einiger Aminoséauren (Lo et al. 2009). Um mdgliche Engpasse fur die Ectoin-
Produktion zu vermeiden, haben einige Organismen die zuséatzliche Aspartatkinase
Ask_Ect eingefuihrt (Czech et al. 2018a; Reshetnikov et al. 2006; Stoeveken et al. 2011).
Da die Aspartatkinase-Reaktion jedoch energetisch sehr aufwendig ist, werden As-
partatkinasen in der Regel sehr gut mittels Feedback-Inhibierung reguliert (Lo et al.
2009). Stoveken et al. verglichen die Aspartatkinase Ask_Ectaus  P. stutzeri mitder As-
partatkinase Ask_LysC, die in ebenfalls P. stutzeri vorkommt, jedoch unabhangig von
der Ectoin-Biosynthese. Wahrend sich die biochemischen und kinetischen Parameter
der beiden Enzyme sehr &hnlich verhielten, konnten Unterschiede in der allosteri-
schen Feedback-Kontrolle festgestellt werden (Stoeveken et al. 2011). Ask_LysC wur-
de sowohl von | -Threonin als auch von der Mischung aus | -Threonin und [ -Lysin in-
hibiert. Diese beiden Aminoséauren werden Uber das Intermediat | -ASA synthetisiert.
Die Aspartatkinase Ask Ect dagegen wurde nur durch | -Threonin inhibiert, wobei
sich dieser E ekt bei hoheren Salzkonzentrationen reduziert. Durch Expression des
ectABCD-ask_ectClusters aus P. stutzeri in E. coli konnte im Vergleich zum ect-Cluster
mit deletiertem ask_ectdie etwa fiin ache Menge an Ectoin / 5-Hydroxyectoin detek-
tiert werden. Dies fuhrt zur Annahme, dass Ask_Ect eine fir die Ectoin-Biosynthese
spezialisierte Aspartatkinase ist (Stoeveken et al. 2011). Jedoch existiert sie nur in ei-
nem kleinen Anteil der Ectoin-Produzenten. Die groye Mehrheit dieser scheint einen
anderen, noch unbekannten, Mechanismus entwickelt zu haben, um einen maglichen
Mangel an | -ASA bei Salzstress zu verhindern (Czech et al. 2018a).

3.6 Ect-Gencluster

Die Organisation der ectABC(D)-Gene im Cluster ist evolutionar konserviert, jedoch
sind verschiedene Kombinationen mit zusatzlichen Genen bekannt. Abbildung 6 zeigt
eine Auswahl; eine ausfiihrliche Darstellung bietet die Ubersichtsarbeit von Czech
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et al. (Czech et al. 2018a). Das Gen ectB ist dabei das zweite Gen des Clusters, ob-
wohl die codierte Transaminase die erste Reaktion der Ectoin-Biosynthese katalysiert
(Louis und Galinski 1997). Das Gen ectD ist in vielen Ectoin-Produzenten vorhan-
den (z. B. Streptomyces coelicolor), aber nicht in allen (z. B. Bacillus pseudo rmus ).
In manchen Fallen tritt  ectD auch separiert vom ectABC-Cluster auf (z. B. H. elango-
ta). Einige ect-Cluster beeinhalten auch ein zusatzliches Gen ( ask_eci) fur die Aspar-
tatkinase Ask_Ect (z. B. Vibrio cholerae ). Auch das Gen (ectR) fur einen MarR-Typ-
Regulator wird hau g im Cluster gefunden (z. B. Achromobacter xyloxidans ) (Czech
et al. 2018a). Die ect-Gene kdnnen auyerdem in Kombination mit Transporter-Genen
auftreten (Czech et al. 2018a). Fur P. lautus wurden beispielsweise die Gene eines
ABC-Transporters in direkter Nachbarschaft, zu den ectABCD-Genen identi ziert.

Abbildung 6 Organisation der ectABC(D) -Gene im Cluster.  Eine Auswahl an unter-
schiedlichen ectABC(D)-enthaltenen Cluster zeigt die Diversitat der Organisation von ect-
ABC(D)-Genen mit anderen Genen. Eine ausfiihrliche Analyse ist im Review von Czech et

al. zu nden (Czech et al. 2018a).

3.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Enzyme EctC und EctD des Ectoin- / 5-Hydroxyectoin-Biosynthesewegs wurden
biochemisch und strukturell bereits intensiv analysiert (Czech et al. 2019; Hoeppner

et al. 2014; Ono et al. 1999; Reuter et al. 2010; Widderich et al. 2016a; Widderich

et al. 2014a; Widderich et al. 2016b; Widderich et al. 2014b). Eine Analyse der | -2,4-
Diaminobutyrat-Transaminase EctB und der | -2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase
EctA, welche die ersten beiden Schritte der Ectoin-Synthese katalysieren, sollen nun

im Rahmen der vorliegenden Dissertation folgen. Diese soll einerseits die Biochemie
betre en, also die Bestimmung der optimalen  in vitro Reaktionsbedingungen (Tem-
peratur, pH-Wert und Salztoleranz) der beiden Enzyme, sowie deren kinetische Pa-
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rameter. Andererseits ist die str  ukturelle Aufklarung mittels Kristallstrukturen und

/ oder Protein-Modelling von Interesse. Dabei sollen die fir die Enzymreaktion bzw.

die Substrat-Bindung relevanten Aminoséauren identi ziert und deren Ein uss auf die
Reaktion durch Mutagenesestudien Uberprift werden. Fur die Heterologe Expressi-
onin E. coli und anschlieyende a nitdtschromatographische Reinigung werden hier-

fur Vektorkonstrukte zur Fusionierung der Proteine mit einem C- oder N-Terminalen
Strep-Tag-1l herangezogen. Diese beinhalten jeweils das ectA- bzw ectB-Gen aus dem
thermotoleranten Bakterium  Paenibacillus lautus , da aus diesem Organismus die
Ectoin-Synthase EctC bereits erfolgreich, auch mit Liganden im aktiven Zentrum,
hochau 6send kristallisiert werden konnte.

Phylogenomische Studien zeigten die verbreitete Existenz von einzeln vorkommen-
den ectC*-Genen, die nichtim typischen ectABC(D)-Gencluster organisiert sind (Czech
et al. 2018a; Kurz et al. 2010; Widderich et al. 2016a; Widderich et al. 2016b). Die phy-
siologische und biochemische Funktion der codierten Proteine (EctC*), und inwieweit
sie die gleiche Reaktion katalysieren wie EctC-Proteine, deren Gene im  ectABC(D)-
Cluster organisiert sind, ist ungekléart. Hierflr soll eine Reihe dieser EctC*-Proteine
sowohl aus Organismen, die nur EctC*-Proteine besitzen, als auch aus Organismen,
welche mit zusétzlichem ect-Cluster ausgestattet sind, in  E. coli produziert und ge-
reinigt werden. Diese sollen in invitro Enzymassays, unter verschiedenen Reaktions-
bedingungen, auf ihre Aktivitdt gegentber der Ectoin-Synthase-Reaktion Uberprift
werden.

Insgesamt gesehen soll also, neben der Analyse der EctC*-Proteine, eine solide bio-
chemische und strukturbiologische Charakterisierung der Enzyme EctA und EctB er-
zielt werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien und Materialien

Alle verwendeten Chemikalien stammen, sofern nicht anders erwéhnt, von den Fir-
men Sigma-Aldrich (Taufkirchen, DE), Merck (Darmstadt, DE) und Roth (Karlsruhe,
DE). Das Saulenmaterial StrepTactin-Super ow, Desthiobiothin und Anhydrotetra-
zyklin (AHT) wurden von IBA GmbH (Géttingen, DE) bezogen. Die Gréyenstandards
PageRuler Prestained Protein Ladder und der Unstained Protein MW Marker fir SDS-
Gele stammen von Thermo Fisher Scienti ¢ (Dreieich, DE), die Farbe-Ldsung Instant-
Blue von Expedeon (Heidelberg, DE). Acetyl-CoA wurde von Jan Zarzycki (AG Erb,
MPI Marburg) synthetisiert. Die ADABA-Isomere ( ®-ADABA und °-ADABA) wurden
nach chemischer Synthese und Reinigung von der AG Dickschat (Universitat Bonn)
zur Verfuigung gestellt oder von der Firma Chem-Impex (Wood Dale, USA) bezogen.
| -ASA stammt von GlycoSyn (Lower Hut, Neuseeland) und Ectoin wurde von der bitop
AG (Dortmund, DE) zur Verfugung gestellt.

4.1.1 Medien und Pu er

Fir die Kultivierung von  E. coli-Stammen, zur Stammbhaltung und Vorkultivierung,
wurde LB-Medium (Luria-Bertani) verwendet. Die Herstellung von Agar-Platten er-
folgte durch Zugabe von 1,5 % Agar. Die heterologe Expression und Osmoprotektions-
assays wurden in modi ziertem Minimalmedium A (MMA; Tabelle 2) (Miller 1972)
durchgefuhrt. Dieses enthielt 0.2 % (w/v) Glukose, 1 mM  MgSO4, 3 mM Thiamin und,
fur die heterologe Expression, auyerdem 0.1 % Casaminosauren. Weitere Medienzu-
satze, Antibiotika und AHT, wurden als konzentrierte Stamml&sungen angesetzt, ste-

ril Itriert und, nach Abkuhlung der autoklavierten Medien, in den in Tabelle 3 ange-
gebenen Endkonzentrationen zugegeben.
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Tabelle 2 Minimalmedium A.

Komponenten Zusammenstetzung
KoHPO4 10.5 g

KH 2POy4 45¢9

(NH 4)2S04 19

NaCitrat @ H,O 05¢g

Tabelle 3 Medienzuséatze.

Medienzusatz Stammlésung Ldsungsmittel Endkonzentration
Ampicillin 100mgmLit H,0 1001 gmLi?t
AHT 2mgmLi?t Dimethylformamid  0.21gmLi?

4.1.2 Stamme, Plasmide und Oligonukleotide

In Tabelle 4 sind alle verwendeten E. coli-Stamme aufgefiihrt. Der Stamm  E. coli
TOP10 wurde fur Mutagenesen und Plasmid-Préaparationen genutzt, der Stamm E.
coli BL21 als Produzent der rekombinanten Proteine und  E. coli MG1655 fir Osmo-
protektionsassays.

Tabelle 4 Verwendete E. coli Stamme.

Stamm  Genotyp Referenz

TOP10 Fi,iE44¢(lacZY A-argF)U169 ©80¢lacZ ¢ M15 Invitrogen
hdsR17(r xi m gkA)recAlendAthi-1relA1gyrA96 GmbH, Karls-
ruhe, DE
BL21 Fi ompT hdsS (ri m}) dcm? Tet' gal endA Agilent Technolo-
gies, Walsbronn,
DE
MG1655 K-12, Fi i ilvG rfb-50 rph-1 K. Jensen (Jen-
sen 1993)

In Tabelle 5 sind alle verwendeten Plasmide aufgeflihrt. Diese stammen entweder
von Laura Czech bzw. Nils Widderich oder wurden im Zuge dieser Arbeit mit Hilfe
der in Tabelle 6 gelisteten Primer konstruiert. Die Primer wurden durch die Firma
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Microsynth (Balgach, CH) synthetisiert.

Tabelle 5 Verwendete Plasmide.

Plasmid Gen Tag Resistenz  Herkunft
pLC50 ectA aus P. lautus Strep-Tag (N-term.)  Ampicillin L. Czech
pLC51 ectA aus P. lautus Strep-Tag (C-term.)  Ampicillin L. Czech
pPAR9 ectA aus P. lautus, Strep-Tag (C-term.) Ampicillin diese Arbeit
Mutation D33A
pAR10 ectA aus P. lautus, Strep-Tag (C-term.) Ampicillin diese Arbeit
Mutation Y38A
pAR11 ectA aus P. lautus, Strep-Tag (C-term.) Ampicillin diese Arbeit
Mutation W79A
pAR12 ectA aus P. lautus, Strep-Tag (C-term.) Ampicillin diese Arbeit
Mutation Q80A
pAR13 ectA aus P. lautus, Strep-Tag (C-term.) Ampicillin diese Arbeit
Mutation T115A
pAR14 ectA aus P. lautus, Strep-Tag (C-term.) Ampicillin diese Arbeit
Mutation H155A
pAR15 ectA aus P. lautus, Strep-Tag (C-term.) Ampicillin diese Arbeit
Mutation E158A
pLC52 ectB aus P. lautus Strep-Tag (N-term.)  Ampicillin L. Czech
pARS8 ectB aus P. lautus Strep-Tag (N-  Ampicillin diese Arbeit
term.) und Xa-
Schnittstelle
pAR16 ectB aus P. lautus, Strep-Tag (N-  Ampicillin diese Arbeit
Mutation K274H term.) und Xa-
Schnittstelle
pAR18 ectB aus P. lautus, Strep-Tag (N-  Ampicillin diese Arbeit
Mutation K274A term.) und Xa-
Schnittstelle
pAR19 ectB aus P. lautus, Strep-Tag (N-  Ampicillin diese Arbeit
Mutation K274R term.) und Xa-
Schnittstelle
pAR20 ectB aus P. lautus, Strep-Tag (N-  Ampicillin diese Arbeit
Mutation M149R term.) und Xa-

Schnittstelle
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Tabelle 5 Plasmide: Fortsetzung.

Plasmid Gen Tag Resistenz Herkunft
pAR21 ectB aus P. lautus, Strep-Tag (N-  Ampicillin diese Arbeit
Mutation N301G term.) und Xa-
Schnittstelle
pAR22 ectB aus P. lautus, Strep-Tag (N-  Ampicillin diese Arbeit
Mutation M149R, term.) und XA-
N301G Schnittstelle
pWN14  ectC aus P. lautus Strep-Tag (C-term.)  Ampicillin N. Widderich
pLC39 ectC* aus Vibrio sp. Strep-Tag (C-term.)  Ampicillin L. Czech
EJY3
pLC40 ectC* aus Pseudo- Strep-Tag (C-term.)  Ampicillin L. Czech
monas syringae pv.
syringae B728a
pLC41 ectC* aus Cory- Strep-Tag (C-term.)  Ampicillin L. Czech
nebacterium  lipo-
philo avum DSM
44291
pLC42 ectC* aus Achromob-  Strep-Tag (C-term.)  Ampicillin L. Czech
acter xyloxidans A8
pLCA43 ectCaus V. sp. EJY3 Strep-Tag (C-term.)  Ampicillin L. Czech
pLC45 ectC aus A. xy- Strep-Tag (C-term.) Ampicillin L. Czech

loxidans A8

Tabelle 6 Verwendete Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz Beschreibung

pASK_IBA_F gtgaaatgaatagttcgac Primer zur Sequenzierung
des Inserts im Vektor pASG-
IBA3 und pASG-IBA5

pASK_IBA R cgcagtagcggtaaacggc Primer zur Sequenzierung
des Inserts im Vektor pASG-
IBA3 und pASG-IBA5

EctA_Y38A F gaatagcccggcegtggtatatgetgctgg Primer zur Mutagenese von

(Pl)ectA: Y38A (TAT/GCG)
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Tabelle 6 Oligonukleotide: Fortsetzung.

Bezeichnung Sequenz Beschreibung
EctA_Y38A_R agatccaggctaccggta Primer zur Mutagenese von
(PhectA: Y38A (TAT/GCG)
EctA_D33A F cggtagcctggcgctgaatagec Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectA: D33A (GAT/GCG)
EctA D33A R gtatcacgaatcagttccc Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectA: D33A (GAT/GCG)
EctA_W79A F cctgtttgttgcgcaggttgcagttg Primer zur Mutagenese von
(PhectA: W79A (TGG/GCG)
EctA W79A R gtttccggattacgcgga Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectA: W79A (TGG/GCG)
EctA Q80A_F gtttgtttgggcggttgcagttgcaag Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectA: Q80A (CAG/GCG)
EctA_Q80A_R agggtttccggattacgc Primer zur Mutagenese von

EctA_T115A_F

EctA_T115A_R

EctA_H155A F

EctA_H155A R

EctA _E158A F

EctA_E158A R

Strep_XA_EctB
_Mut_F2

Strep_XA_EctB
_Mut_R

tattgaaaccgcggttagcccgag

aaacgcacaccatgacatg

tggcaccaccgcggaagatgaaccy

tctggaaacatttctgcac

ccatgaagatgcgccgctgtttgtg

gtggtgccatctggaaac

gtcgtgataatcaggtgatggaaaaac

cttcgatcattccggatttttcgaattg

(Pl)ectA: Q80A (CAG/GCG)

Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectA: T115A (ACC/GCQG)

Primer zur Mutagenese von
(PlectA: T115A (ACC/GCQG)

Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectA: H155A (ACC/GCQG)
Primer zur Mutagenese von

(Pl)ectA: H155A (ACC/GCQG)
Primer zur Mutagenese von

(Pl)ectA: E158A (ACC/GCG)
Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectA: E158A (ACC/GCG)

Primer zur Insertion der
XA-Schnittstellein  zwischen
Strep-II-Tag und ( Pl)ectB
Primer zur Insertion der
XA-Schnittstellein  zwischen

Strep-llI-Tag und ( Pl)ectB
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Tabelle 6 Oligonukleotide: Fortsetzung.

Bezeichnung Sequenz Beschreibung

EctB_K274A_F ttgtctgagcgcgagcattggtg Primer zur Mutagenese von
(PlectB: K274A (AAA/GCG)

EctB_K274H_F  ttgtctgagccatagcattggtg Primer zur Mutagenese von
(PlectB: K274H (AAA/CAT)

EctB_K274R_F ttgtctgagccgtagcattggtg Primer zur Mutagenese von
(PlectB: K274R (AAA/CGT)

EctB_K274 R acaatatccggttcaatac Primer zur Mutagenese von
(PhectB: K274A, K274H,
K274R

EctB_M149R_F  atttcatggtcgtagcctgggtagcc Primer zur Mutagenese von
(PlectB: M149R (ATG/CTG)

EctB_M149R_R  (cattggtaaaacacagaac Primer zur Mutagenese von
(Pl)ectB: M149R (ATG/CTG)
EctB_N301R_F gggtgaacacggcggcacctttc Primer zur Mutagenese von
(PlectB: N301R (AAT/GGC)
EctB_N301R_R  ggttcccaaatatcaatttc Primer zur Mutagenese von

(P)ectB: N301R (AAT/GGC)

4.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.1 Sterilisation

Hitzestabile Medien und Lésungen wurden autoklaviert (mindestens 60 Minuten bei
121*C und 1 bar Uberdruck). Hitzeemp ndliche Losungen wurden steril Itriert (Ste-

ril ter mit 0.2 ' m Porengroye). Verwendete Glasgerate wurden fir mindestens 2
Stunden bei 180*C sterilisiert.

4.2.2 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von E. coli erfolgte routinemayig bei 37 *C unter aeroben Bedingun-
gen in LB oder MMA. Bei Stammen, die mit Plasmid-DNA transformiert wurden,
wurde das entsprechende Antibiotikum dem Medium zugesetzt. Zunachst wurden die
genutzten Bakterienstamme auf LB-Agarplatten bei 37 *C uiber Nacht inkubiert. An-
schlieyend erfolgte die Beimpfung einer 5 mL LB-Vorkultur im Reagenzglas. Diese
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wurde zur Uberfiihrung der Bakterien in groyere K ultivierungsanséatze (20 mL - 4 L)
und / oder in das Minimalmedium MMA genutzt. Zur Stammbhaltung wurden zu einer

5 mL LB-Vorkultur 20% (Endkonzentration) Glyzerin zugegeben und diese bei i 80*C
gelagert.

4.2.3 Ermittlung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte in Medien erfolgte Uber die photometrische Bestim-

mung der optischen Dichte bei der Wellenlange A578nm mithilfe eines Ultospec

3100 pro Photometers (Amersham Bioscience, Freiburg, DE). Als Referenz wurde das
entsprechende Kultivierungsmedium verwendet. Dabei gilt die Annahme, dass eine

ODs7g von 1 einer Zelldichte von 1= 10° Zellen mL i ! entspricht (Miller 1972).

4.2.4 Osmoprotektionsassays

Osmoprotektionsassays wurden im  E. coli-Stamm MG1655 durchgefuhrt. Dieser wur-
de dazu zunéchst auf einer LB-Agarplatte tiber Nacht bei 37 *C inkubiert. Aus einer
5 mL LB-Vorkultur (tiber Tag), wurde eine 5 mL Ubernachtkultur in modi ziertem

MMA (siehe Abschnitt 4.1.1) mit 0.3 M NaCl angeimpft (10t L Ubertagkultur). An-
schlieyend wurde die Hauptkultur (5 mL), ebenfalls in modi ziertem MMA, mit 0.8 M

NaCl und zugesetztem kompatiblen Solut (in der Regel 1 mM Endkonzentration) auf
eine ODs7g von 0.1 angeimpft und bei 37 *C inkubiert. Alternativ, zur Aufnahme von
Wachstumskurven, wurde die Hauptkultur (¢ 5001 L) in 48-Well-Plates im Microplate-
Reader Epoch2 (BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, DE) bei 37 *C unter
Schutteln inkubiert.

4.3 Molekularbiologische und Gentechnische
Methoden

4.3.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte mithilfe des auf dem Prinzip der alkalischen

Lyse (Bimboim und Doly 1979) basierendem GeneJET Plasmid Miniprep Kit der Fir-
ma Thermo Fisher Scienti ¢ (Dreieich, DE). Dabei wurde nach Angaben des Herstel-
lers verfahren. Fir die Elution der DNA von den Reinigungssaulen wurde jedoch nicht
der vorgeschlagene Elutionspu er sondern Wasser (35! L pro Plasmid) verwendet.
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4.3.2 Ermittlung der DNA-Konzentration

Die photometrische Bestimmung von DNA-Konzentrationen erf  olgte mithilfe eines
Nanodrop ND-10.000 UV/Vis-Spektralphotometers (PegLab, Erlangen, DE) bei der
Wellenlange , /A£260nm. Dabei gilt die Annahme, dass eine Absorption  Aygp AL einer
Konzentration (doppelstrdngige DNA) von 50t g entspricht (Sambrook und Russell
2001).

4.3.3 Gerichtete Mutagenese von Plasmiden

Die gerichtete Mutagenese wurde zur Einfihrung von Punktmutationen oder Inser-
tionen mithilfe des Q5 Site Directed Mutagenesis Kit der Firma New England BioLabs
(Frankfurt, DE), nach Herstellerangaben, durchgefihrt. Die dabei verwendeten Oligo-
nukleotide (siehe Tabelle 6) wurden Uber das vom Hersteller angebotene Online-Tool
NEBaseChanger erstellt (https://nebasechanger.neb.com).

4.3.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung der Plasmide, zur Prifung der durchgefiihrten Mutationen, erfolg-
ten durch die Firma Euro ns Genomics (Ebersberg, DE) nach dem Sanger-Verfahren.
Dazu wurden die Sequenzierungsprimer fur IBA-Plasmide genutzt (siehe Tabelle 6).
Die Auswertung erfolgte mithilfe des BioEdit Sequence Alignment Editors (Hall et al.
1999).

4.3.5 Transformation von E. coli -Zellen
Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Methode von
Sambrook und Russel (Sambrook und Russell 2001). Dabei wurde zunadchst eine 200 mL
LB-Kultur mit 2.5 mL einer LB-Ubernacht-Kultur angeimpft und bei 37 *C inkubiert.
Bei einer ODs7g von 0.4 0.6 wurde das Wachstum der Zellen durch Kiihlung auf Eis
fur 30 min unterbrochen und die Zellen anschlieyend durch Zentrifugation geerntet
(850m g, 4*C, 10 min). Nach dem Waschen der Zellen in 15 mL eisgekiihltem 0.1 M
CaCl, (Inkubationszeit: 30 min) wurden sie in 4 mL eisgekihltem 0.1 M CaCl, mit
15 % Glyzerin aufgenommen, aliquotiert ( 1401 L), in Ussigem Sticksto eingefroren
und bei j 80*C gelagert.
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Transformation chemisch kompetenter ~ Zellen

Nach dem Auftauen der Zellen (auf Eis) wurden 200 300ng Plasmid-DNA oder 5L
des Mutagenese-Ansatzes pro Aliquot zugegeben. Es erfolgte eine weitere Inkubation
von 30 Minuten auf Eis, anschlieyend ein Hitzeschock (90 Sekunden,  42*C) und die
sofortige Abkihlung auf Eis fur 2 Minuten. Nach Zugabe von 5001 L LB und einstin-
diger Inkubation bei 37 *C wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit entsprechendem
Antibiotikum zur Selektion ausplattiert.

4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 Produktion und Reinigung von rekombinanten Proteinen
Heterologe Expression

Zur heterologen Expression von Ectoin-biosynthetischen Genen wurden die Expressi-
onsvektoren pASG-IBA3 und pASG-IBA5 verwendet. Diese enthalten das Gen eines
TetR-Repressors, fur welchen das Tetrazyklin-Derivat AHT als Induktor wirkt, und
erlauben die durch einen AHT-induzierbaren  tet-Promoter kontrollierte Genexpressi-
on. Das entstehende Fusionsprotein enthalt dabei einen C- (IBA3) oder N-terminalen
(IBA5) Strep-Tag-Il. Hierfur wurden zunachst E. coli BL21 Zellen, wie in Abschnitt
4.3.5 beschrieben, mit dem entsprechenden Plasmid transformiert. Aus einer LB-Uber-
nachtkultur wurde die Hauptkultur (1 - 4 L) in modi ziertem MMA (siehe Abschnitt
4.1.1) auf eine ODs7g von 0.1 angeimpft und bei 37*C inkubiert. Die Induktion der
Expression, durch Zugabe von AHT (Endkonzentration:  0.21 gmLi 1), erfolgte beim
Erreichen der ODs57g von 0.5. Nach weiteren 2 Stunden Inkubation wurden die Zellen
durch Zentrifugation geerntet ( 2360 @ g, 4*C, 10 min), wobei die Kultur ggf. in 1 L-
Fraktionen geteilt wurde, und das Zellpellet bei | 80*C gelagert.

A nitdtschromatographische Reinigung mittels Strep -Tag-ll

Die aufgetauten Protein-enthaltenden Zellpellets wurden in jeweils 15 mL Reinigungs-

pu er [100 mM Tris-HCI (pH 7.5, eingestellt bei 4*C), 150 mM NaCl] resuspendiert
und mithilfe einer French-Press-Zelle (bei 16000 PSI) aufgeschlossen. Durch Zentrifu-
gation (31870 @ g, 4*C, 36 min) und anschlieyender Filtration mittels Filtopur S 0.45
(Sarstedt, Numbrecht, DE) wurden Zelltrimmer und unldsliche Komponenten aus
dem Zellextrakt entfernt. Aus diesem wurden die  Strep-Tag-ll-markierten Proteine
Uber eine Tropfsaule mit 1.5 mL StrepTactin-Super ow Séaulenmaterial (IBA GmbH,
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Gottingen, DE) aufgereinigt. Die  Saule wurde hierfir zunéchst mit 20 mL Reinigungs-
pu er (siehe auf der vorherigen Seite) equilibriert. Nach dem Auswaschen des Lysats
mit 30 mL Reinigungspu er wurden die rekombinanten Proteine mit 10 mL Elutions-

pu er (Reinigungspu er mit Zusatz von 2.5 mM Desthiobiothin) in 1 mL - Fraktionen
eluiert. Mit 10 mL Regenerationspu er (Reinigungspu er mit Zusatz von 2.5 mM 2-

(4 -Hydroxy-Benzeneazo)Benzoesaure (HABA)) wurde die Saule im Anschluss regene-
riert.

Bestimmung der Quatarstruktur mitt  els Gréyenausschlusschromatographie

Die Bestimmung der Quatarstruktur erfolgte unter anderem durch Gréyenausschlus-
schromatographie (Gel ltration) an einem Akta-System mit einer HiLoad 16/600 Su-
perdex 200 pg Saule (GE Healthcare, Minchen, DE). Die Saule wurde mit Pu er
[20 mM Tris-HCI (pH 7.5, eingestellt bei 4 *C), 50 mM NaCl] equilibriert. Als Eichpro-
teine wurden Thyroglobulin (669 kDa), Alkohol-Dehydrogenase (156 kDa), Albumin
(66 kDa) und Carboanhydrase (29 kDa) verwendet. Diese wurden, wie auch das gerei-
nigte Protein, wurden in einer Konzentration von 2mgmL ! in einem Volumen von
2 mL eingesetzt.

Bestimmung der Quatarstruktur mittels MALS

Alternativ zur reinen Groyenausschlusschromatographie wurde diese im analytischen
Maystab mit einer S200 300/10 GL Saule (GE Healthcare, Miinchen, DE) mit einem
MALS-System inklusive Brechungsindexdetektor (Postnova Analytics, Landsberg am
Lech, DE) gekoppelt. Hierfur wurden 100! L einer 100t M Proteinlésung und stan-
dardméayig der folgende Pu er verwendet: 20 mM HEPES (pH 7.5), 200 mM NacCl,
20 mM MgCl 5, 20 mM KCI.

Ermittlung der Protein-Konzentration

Die photometrische Bestimmung von Protein-Konzentrationen erfolgte mithilfe eines
Nanodrop ND-10.000 UV/Vis-Spektralphotometers (PeglLab, Erlangen, DE). Die je-
weils genutzten Extinctionskoe zienten (siehe Tabelle 7) wurden online durch das
ProtParam-Tool berechnet (https://web.expasy.org/protparam/).

Tabelle 7 Berechnete Extinktionskoe zienten der rekombinanten Proteine.

Protein Organismus Extinktionskoe zient

EctB P. lautus 46410Milcmi?
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Tabelle 7 Extinktionskoe zienten der rekombinanten Proteine: Fortsetzung.

Protein Organismus Extinktionskoe zient
EctA P. lautus 25440Mitcmit
EctC P. lautus 25440Mi 1cmit
EctC* V. sp. EJY3 21430Milcmit
EctC V. sp. EJY3 21430Miicmit
EctC* A. xyloxidans A8 19940Mitemit
EctC A. xyloxidans A8 27960Mi 1cmit
EctC* P. syringae pv. syringae B728a 18450Mitemit
EctC* C. lipophilo avum DSM 44291 18450Mi temit
SDS-Page

Zur Uberprufung der het erologen Proteinproduktion, sowie der E ektivitat von chro-
matographischen Proteinreinigungen, wurden SDS-Gelelektrophoresen durchgefiihrt
(Laemmli 1970). Die Proteinproben wurden daftr mit (4x) SDS-Probenpu er [62.5 mM
Tris-HCI (pH 6.8), 2 % (w/v) SDS, 8 % (v/v) Glyzerin, 15.6 M]versetzt, bei 96*C 10 min
inkubiert und anschlieyend auf ein 15 %-iges SDS-Gel (Zusammensetzung: siehe Ta-
belle 8) aufgetragen. Der folgende Laufpu er wurde verwendet: 1gli! SDS, 3¢glit
Tris, 14gli t Glycin. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 120 Volt in einer SDS-
Elektrophorese-Kammer von BioRad Laboratories Inc. (Feldkirchen, DE). Als Gréyen-
standard wurden der PageRuler Prestained Protein Ladder und der Unstained Prote-

in MW Marker von Thermo Fisher Scienti ¢ (Dreieich, DE) genutzt. Die Farbung der
Gele erfolgte durch die Farbe-Losung InstantBlue von Expedeon (Heidelberg, DE).

Tabelle 8 Zusammensetzung eines 15 %-ige SDS-Gels.

Gel-Komponente Trenngel Sammelgel

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8), 13.8 mM SDS 1.25 mL -

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8), 13.8 mM SDS - 1.25 mL

40 % Acrylamid 1.88 mL 4131 L
TEMED 1251 L 10tL
APS (10 %, in Wasser) 125 L 20t L
Wasser 1.88 mL 3.4 mL
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4.4.2 in-vitro Enzymassays
L-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase-Assays

Aufgrund der limitierten Verfiuigbarkeit des Substrates | -ASA wurde in dieser Arbeit,
wie ebenfalls in der Literatur beschrieben (Chen et al. 2015; Ono et al. 1999; Reshet-
nikov et al. 2011), die Ruckreaktion von EctB betrachtet. Dabei wurde mittels HPLC-
basierter Analyse (siehe 4.4.3) das produzierte | -Glutamat quanti ziert. Alle Enzym-
Reaktionen (Reaktionsvolumen: 100! L) wurden im Wasserbad durchgefiihrt, wobei
alle Reaktionskomponenten, mit Ausnahme des Kofaktors PLP und des Enzyms bei
entsprechender Temperatur 5 Minuten vorinkubiert wurden. Der Reaktionsstart er-
folgte, nach Zugabe von PLP und anschlieyender Durchmischung, durch Zugabe des
Enzyms; gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von 1001 L Acetonitril.

Die Abhangigkeit vom Kofaktor PLP wurde bei  45*C (Reaktionszeit: 1 Minute) in
100 mM Tris-HCI (pH 7.0) mit 100 mM NaCl, 10 mM DAB, 15 mM 2-Oxoglutarat,
2.71 g gereinigtem EctB und verschiedenen PLP-Konzentrationen durchgefuhrt. Die
Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen erfolgte bei ~ 45*C (Reaktionszeit:
2 Minuten) in folgendem Reaktionsansatz: 100 mM Tris-HCI (pH 7.0) mit 200 mM
NaCl, 10 mM DAB, 15 mM 2-Oxoglutarat, 1 mM PLP und 51 g gereinigtem EctB-
Protein. Dabei wurde der pH-Wert des Tris-Pu ers fir das Temperatur-Screening, wie
auch bei allen anderen Reaktionen, bei der jeweiligen Assay-Temperatur eingestellt.
Fur das pH-Screening wurde eine Pu ermischung, bestehend aus MES-HCI (pH 5.5),
Tris-HCI (pH 7.5) und CHES-NaOH (pH 10) mit jeweils 50 mM, eingesetzt. Der oben
beschriebene Assay wurde ebenfalls fur die Bestimmung der kinetischen Parameter
verwendet, unter Variation der Konzentration von entweder DAB oder 2-Oxoglutarat.
Auch die Mutanten-Assays erfolgten unter diesen Bedingungen; die Reaktionszeit fur
die Prifung der Lysin-Mutanten wurde jedoch auf 5 Minuten verlangert. Alle Enzym-
Reaktionen wurden in biologischer und technischer Doppelbestimmung durchgefihrt.

L-2,4-Diaminobutyrat-Acety Itransferase-Assays

Zur Bestimmung der Regioselektivitat der EctA-Reaktion wurde zunéchst ein Enzym-
Assay bei 30 *C (Reaktionszeit: 5 Minuten) in folgendem Reaktionsansatz ( 20* L) durch-
gefuhrt: 100 mM TES-HCI (pH 7.5) mit 2 mM Acetyl-CoA, 2 mM DAB und 11 g gerei-
nigtem EctA. Die Reaktion wurde mit 201 L Acetonitril gestoppt und das entstande-
ne ADABA Uber HPLC analysiert (siehe 4.4.3). In allen weiteren EctA-Assays wurde

die Enzymaktivitat durch einen kontinuierlichen spektrophotometrischen Assay be-
stimmt, basierend auf der Reaktion von Dithionitrobenzoeséure (DTNB) mit dem ge-
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bildeten freien CoA aus der EctA-Reaktion. Dabei wurde ein Extinktionskoe zient

von 14000 Mi tcmi ! fir DTNB zur Bestimmung des freigesetzten CoA verwendet. Al-

le Reaktionskomponenten wurden bei entsprechender Temperatur vorinkubiert. Der
Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe von DAB. Die Bestimmung der optimalen Reak-
tionsbedingungen erfolgte bei 30*C (Reaktionszeit: 1.5 Minute) in folgendem Reakti-
onsansatz: 100 mM TES-HCI (pH 7.5) mit 1 mM DTNB, 1.2 mM Acetyl-CoA, 5 mM
DAB und 0.1t g gereinigtem EctA. Dabei wurde der pH-Wert des Tris-Pu ers flr
das Temperatur-Screening, wie auch bei allen anderen Reaktionen, bei der jeweiligen
Assaytemperatur eingestellt. Aufgrund der Instabilitat des Enzyms bei hohen Tem-
peraturen ( 45 60*C), wurde die Aktivitat in diesem Bereich bereits nach 0.3 min
bestimmt. Fir das pH-Screening wurde eine Pu ermischung, bestehend aus jeweils
50 mM MES (pH 5.5), PIPES (pH 6.5), TES (pH 7.5), CHES (pH 7.9), HEPES (pH 8.5)
und CAPS (pH10.0), mit 1.2 mM Acetyl-CoA, 1.7 mM DABund  0.11 g gereinigtem EctA
eingesetzt. Das pH-Screening erfolgte dann in einem Reaktionsvolumenvon 501 L bei
30*C mit Reaktionsstart durch Zugabe von Acetyl-CoA und Reaktionsstopp nach 100
Sekunden durch Addition von 501! L 80 % Acetonitril. Denaturiertes Protein wurde im
Anschluss durch Zentrifugation ( 20800 & g, 4 *C, 5 min) entfernt. 501 L des Uberstands
wurden zur Neutralisation in 150! L gepu erte DTNB-L6sung (0.2 M TES-HCI (pH
7.5), 2 mM DTNB) gegeben und anschlieyend die DTNB-Absorption im PlateReader
(Tecan, Group Ltd, Mannedorf, CH) bei 30*C gemessen. Die apparenten kinetischen
Parameter wurden mithilfe des beschriebenen kontinuierlichen Assay bestimmt, wo-

bei entweder bei einer Konzentration von 5 mM DAB die Acetyl-CoA-Konzentration,
oder bei einer Konzentration von 4 mM Acetyl-CoA die DAB-Konzentration variiert
wurde. Auch fur die Aktivitatsassays der EctA-Mutanten wurde dieser Assay mit ei-

ner Konzentration von 2 mM Acetyl-CoA und 5 mM DAB verwendet. Alle Enzym-
Reaktionen wurden in biologischer und technischer Doppelbestimmung durchgefihrt.

Ectoin-Synthase-Assays

Die Aktivitatsprifung, der in Tabelle 7 gelisteten EctC-Proteinen, bezogen auf die
klassische EctC-Reaktion erfolgte durch einen Enzymassay auf Basis vorangegange-
ner Forschung an der Ectoin-Synthase EctC (Czech et al. 2019). Dabei enthielt die Re-
aktionslosung (Reaktionsvolumen: 601! L) jeweils die folgenden Komponenten: 100 mM
Puermit50 mM NaCl, 5mM  °-ADABA, 0.1 mM (NH 4)2Fe(SO4)2 und 101! g gereinig-
tes EctC-Protein. Alle Komponenten wurden, mit Ausnahme des Eisensulfats und des
Enzyms bei entsprechender Temperatur vorinkubiert und die Reaktion nach Zuga-

be von Eisensulfat und anschlieyender Durchmischung, durch Zugabe des Enzyms
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gestartet. Es wurden die Pu ersysteme T  ris-HCI (pH 7.0), Tris-HCI (pH 8.5) und He-
pes (pH 8.5) jeweils bei 20*C und bei 30*C getestet; wobei jeweils nach 10 Minuten
und nach 20 Stunden eine 251 L-Probe aus der Reaktionsmischung entnommen und
mit gleichem Volumen Acetonitril gestoppt wurde. Diese wurden nach Anschnitt 4.4.3
analysiert. Die Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 20*C (Reaktions-
zeit: 1 Minute fur die EctC-, 30 Minuten fur die EctC*-Proteine) in folgendem Reak-
tionsansatz (Reaktionsvolumen: 601 L): 100 mM Tris-HCI (pH 8.5) mit 50 mM NacCl,
1; 80 mM N°-ADABA, 0.1 mM (NH 4)2Fe(SOg4)2 und gereinigtem EctC ( 11 g fir die
EctC- und 61 g fur die EctC*-Proteine). Alle Enzym-Reaktionen erfolgten in biologi-
scher und technischer Doppelbestimmung.

4.4.3 HPLC-basierte Analysen
Nachweis von | -Glutamat

Die Quanti zierung von | -Glutamat aus der EctB-Ruckreaktion erfolgte durch Deri-
vatisierung mit ortho-Phthalaldehyd (OPA), basierend auf bereits in der Literatur be-
schriebenen Methoden (Reshetnikov et al. 2011). Hierfur wurden ~ 31 L Probe zu 6t L
Boratpu er [0.4 M, pH 10.2] und anschlieyend 1! L OPA-LAsung [Boratpu er [0.4 M,
pH 10.2], 50 % Methanol, 0.65 % 3-Mercaptopropionsaure und 10 mgmL i * OPA] zuge-
setzt. Nach Mischung im Thermomixer (900 rpm,  20*C, 1 min) wurden 65! L Wasser
zugesetzt und die ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation (20800 & g, 10 min) ent-
fernt. Jeweils 50! L Probe wurden in das HPLC-System (Agilent Technologies, Wals-
bronn, DE), mit einer 150 ©4.6 mm Gemini 5t M C18 110 A Saule (Phenomenex,
Ascha enburg, DE) und Fluoreszenz-Detektor (Agilent Technologies, Walsbronn, DE),
injiziert. Die Trennung erfolgte Gber einen Gradienten (Tabelle 9) mit Losungsmittel

A, 40 mM Phosphatpu er (pH 7.8), und B, 45 % Methanol und 45 % Acetonitril in
Wasser, sowie einer Flussrate von 1 mLmin i 1 und einer Saulentemperatur von  40*C.
Die Detektion der OPA-Derivate erfolgte bei einer Anregungswellenlange von 340 nm
und einer Emissionswellenl&nge von 450 nm.

Nachweis und Unterscheidung der ADABA-Isomere

Der Nachweis von °- und ®-ADABA erfolgte durch Derivatisierung mit Fluorenylme-
thoxycarbonyl (FMOC), basierend auf bereits in der Literatur beschriebenen Metho-
den (Kunte et al. 1993). Hierfiir wurden 31 L FMOC-Lésung (25mgmL i ! in Acetoni-
tril) zu 2! L Probe gegeben und im Thermomixer (900 rpm, 20*C, 1 min) gemischt.
Nach Addition von 61 L 1-Aminoadamantan (ADAM) Lésung [ 7.6 mgmLi* und 50 %
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Tabelle 9 Lésungsmitt elgradient fur die HPLC-basierte Quanti zierung von | -Glutamat.
Zeit [min]  Anteil Laufmittel B [%)]

0 0

10 10

12 100

15 100
155 0
18.0 0

Tabelle 10 Losungsmittelgradient fur die HPLC-basierte Quanti zierung von ADABA.
Zeit [min]  Anteil Laufmittel B [%)]

0 0

2 0

8 20
16 27
18 54
20 100
25 100
26 0
29 0

Acetonin 0.5 M Natriumboratpu er (pH 7.7)] und erneuter Mischung im Thermomixer

(900 rpm, 20*C, 1 min) wurden 988! L Wasser zugesetzt und die ausgefallenen Prote-
ine durch Zentrifugation ( 20800 = g, 10 min) entfernt. Jeweils 37.5! L Probe wurden
in das HPLC-System (Agilent Technologies, Walsbronn, DE), mit einer 150 © 4.6 mm
Gemini 51 M C18 110 AS&ule (Phenomenex, Ascha enburg, DE) und Fluoreszenz De-
tektor (Agilent Technologies, Walsbronn, DE), injiziert. Die Trennung erfolgte tber
einen Gradienten (Tabelle 10) mit Losungsmittel A, 20 % Acetonitril und 0.5 % Te-
trahydrofuran in 50 mM Acetatpu er (pH 4.2), und B, 80 % Acetonitril in 50 mM Ace-
tatpu er (pH 4.2), sowie einer Flussrate von 1 mLmin i 1 und einer Saulentemperatur
von 40 *C. Die Detektion der FMOC-Derivate erfolgte bei einer Anregungswellenlange
von 266 nm und einer Emissionswellenlange von 305 nm.

Nachweis von Ectoin

Um denaturiertes Protein zu entfernen wurden die Proben zentrifugiert ( 20800 = g,
10 min). Jeweils 10! L Probe wurden in das HPLC-System (Agilent Technologies,
Walsbronn, DE), mit einer 125 &4 mm GROM-SIL AminolPR ( 3t M) Saule (Grom,
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Rottenbur g-Hailfngen, DE) und einem Diodenarray-Detektor (210 nm) (Agilent Tech-
nologies, Walsbronn, DE), injiziert. Die isokratische Trennung erfolgte bei 80 % Ace-
tonitril in Wasser.

4.5 Bioinformatische Methoden

Die bioinformatische Analyse der Ectoin-Biosynthese-Gencluster, inklusive ihrer Ver-
breitung und der genetischen Nachbarschaftsanalyse, erfolgte Uber die  Integrated Mi-
crobial Genome and Microbiome Database (IMG/M) (https://img.jgi.doe.gov/) (Chen et
al. 2018).

Aminosauresequenz-Alignments wurden mit dem Online-Server MAFFT erstellt
(https://ma t.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh et al. 2017). Die Darstellung dieser
Alignments erfolgte Gber den BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall et al. 1999).

In silico Modelle von Proteinstrukturen wurden mithilfe des SwissModel-Servers
(https://swissmodel.expasy.org/) (Waterhouse et al. 2018) generiert. Ihre Darstellung,
sowie die Darstellung von Kristallstrukturen, erfolgte durch das Programm Chimera
( https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen et al. 2004).

4.6 Chemische Methoden

4.6.1 Hydrolyse von Ectoin

Die Hydrolyse von Ectoin erfolgte nach Vorschrift von Kunte et al. (Kunte et al. 1993).

50 mM Ectoin wurden in einer 0.1 M KOH bei 50 *C hydrolysiert. Nach 20 Stunden Re-
aktionszeit und Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung mit Per-
chlorsaure neutralisiert. Vor der Verwendung im Osmoprotektionsassay erfolgte eine
Steril Itration des entstandenen Gemischs der ADABA-Isomere.
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5.1 Ectoin-Synthese in Paenibacillus lautus

Die Synthese der kom patiblen Solute Ectoin und 5-Hydroxyectoin zur Anpassung an
verschiedene Stress-Faktoren sind in unterschiedlichen Lebensraumen weit verbrei-

tet (Czech et al. 2018a; Da Costa et al. 1998; Galinski und Truper 1994; Pastor et
al. 2010). Zu den Ectoin produzierenden Organismen gehdrt unter anderem der ther-
motolerante Paenibacillus lautus . Dieses Gram-positive, Sporen-bildende Bakterium
wurde urspringlich aus heiyen Quellen des Yellowstone Nationalparks isoliert und
kann unter Laborbedingungen bei bis zu 50 *C kultiviert werden (Mead et al. 2012).
In P. lautus sind die Gene, die die Ectoin-Syntheseenzyme codieren, im typischen ect-
ABCD -Cluster organisiert. In vielen Organismen existieren in direkter Gennachbar-
schaft zusatzlich das Gen ask_ect, welches eine zusatzliche Aspartatkinase zur Ver-
meidung eines Mangels an Precursormolekilen kodiert, oder ectR, das Gen fir den
MarR-Typ Regulator EctR. Diese sindin  P. lautus nichtvorhanden (Czech et al. 2018a).
Jedoch existieren upstream zum ectABCD-Cluster die Gene ehuBCDA eines Ehu-Typ
Substrat-Bindeprotein abhangigen ABC Transporters (Hanekop et al. 2007; Jebbar

et al. 2005). Weiterhin ist downstream zum ectABCD-Cluster ein Gen (unknown)
mit unbekannter Funktion vorhanden. Der Abstand der beiden Cluster ( ehu und ect)
betragt 23 Basenpaare (bp), die Genabstande innerhalb der Cluster 1 16 bp (siehe
Abbildung 7). Diese kurzen, tiber das Online-Tool der IMG/M Datenbank (Chen et al.
2018) ermittelten, intergenen Sequenzen legen eine Koexpression beider Cluster sehr
nahe.

Abbildung 7 Organisationder  ectABCD -Gene in Paenibacillus lautus . Die Analyse der
intergenen Sequenzen deuten auf eine Koexpression der ectABCD-Gene mit den benachbarten
ehuBCDA -Genen hin. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.
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Tabelle 11 Vergleich der Ehu-Module von Sinorhizobium meliloti  und Paenibacillus
lautus in Bezug auf ihre Anzahl der Aminosduren (AS), Molekulare Massen und die
Aminosauresequenz-ldentiaten.

Sinorhizobium meliloti Paenibacillus lautus
Anzahl AS Masse [kDa] Anzahl AS Masse [kDa] Sequenz-Id.[%]
EhuA 261 29.2 283 31.6 60
EhuB 283 29.6 351 38.7 35
EhuC 220 24.6 220 24.8 46
EhuD 219 23.9 217 24.3 53

Obwohl die Anordnung der ehu-Gene in P. lautus (ehuBCDA) sich leicht von der
genetischen Anordnung des bereits eindeutig identi zierten Ehu-Transporters ( ehu
= ectoine-hydroxyectoine-uptake) aus Sinorhizobium meliloti  (ehuABCD (Jebbar et al.
2005)) unterscheidet, konnte eine Verwandtschaft zwischen den kodierten Ehu-Pro-
teinen aus den beiden Organismen festgestellt werden. Die folgenden Aminosaure-
sequenz-ldentitaten fir die einzelnen Ehu-Module wurden berechnet: 60 % flr das
ATP-Bindeprotein EhuA, 35 % fiir das Substrat-Bindeprotein EhuB und 46 % bzw.

53 % fur die Transmembranproteine EhuC und EhuD (siehe Alignments, Anhang Ab-
bildung 40). Wie in Tabelle 11 dargestellt, sind die jeweiligen Aminosaurezahlen und
die Molaren Massen der Proteine sehr gut miteinander vergleichbar. Der Unterschied

in der Lange der Peptidkette zwischen den beiden EhuB-Proteinen beruht vermutlich
auf den verschiedenen Signalsequenzen der beiden Substrat-Bindeproteine. Wahrend
sich das Substrat-Bindeprotein EhuB des Gram-negativen  S. meliloti im periplasma-
tischen Raum be ndet (Hanekop et al. 2007), wird das Homolog des Gram-positiven P.
lautus vermutlich Gber Lipidmodi kation in der Zytoplasmamembran verankert (Ab-
bildung 8A). Neben der Membranverankerung durch Lipimodi kation des N-Terminus
kénnen solche Proteine in Gram-positiven Bakterien, die im Gegensatz zu Gram-ne-
gativen Bakterien kein Periplasma besitzen, auch durch Fusion an eine Transmem-
brandomane verankert werden (Nguyen und Goetz 2016; van der Heide und Poolman
2002). Das Substrat-Bindeprotein EhuB und die Transmembranproteine (EhuC und
EhuD) liegen in P. lautus jedoch als einzelne Proteine vor.

Die Proteinstruktur des Substrat-Bindeproteins EhuB aus S. meliloti konnte durch
Kristallisation mit den Substraten Ectoin (PDB-Code: 2Q88) und 5-Hydroxyectoin
(PDB-Code: 2Q89) aufgeltst werden (Hanekop et al. 2007). Mithilfe des Online-Servers
SwissModel wurde ein Protein-Modell von EhuB aus  P. lautus erstellt (Abbildung 8B)
(Waterhouse et al. 2018). Als Template diente hierfur die Ectoin-gebundenen Struk-

40
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tur von ( Sm)EhuB (PDB-Code: 2Q88) (Hanekop et al. 2007). Die Templatestruktur
wurde in einer vorangegangenen Template-Suche des Modell-Servers als bester ge-
eigneter Hit identi ziert (Stand 25.09.2019). Eine Uberlagerung der Modell- und der
Templatestruktur erlaubt den Vergleich der Substratbindestellen von ( Sm)EhuB und
(PIEhuB (Abbildung 8). Fast alle der in der Substrat-Bindung involvierten Aminosau-

ren, die in den ( Sm)EhuB-Strukturen identi ziert wurden (Hanekop et al. 2007), sind
auch in der Bindungsstelle von ( PI)EhuB vorhanden (E110, F169, R174, E223) oder
durch ahnliche (Y113 (in ( Sm)EhuB: F), F149 (in ( Sm)EhuB: Y)) ersetzt. Der Aus-
tausch der aromatischen Aminosauren untereinander hat vermutlich keinen Ein uss

auf die Ectoin- bzw. 5-Hydroxyectoin-Bindung, da diese uber  ¥sWechselwirkungen der
Aromaten koordiniert werden (Hanekop et al. 2007). Weiterhin be ndet sich V222 in
(PI)EhuB an der Position, die in (  Sm)EhuB mit einem Threonin besetzt ist. Da die-
se Aminoséaure ungeféahr die gleiche Groye besitzt und Threonin nur Gber sein Rick-
grat eine Bindung mit den Liganden eingeht (Hanekop et al. 2007), hat auch diese
Aminosaure-Substitution in ( PI)EhuB vermutlich auch keinen Ein uss auf die Ectoin-
bzw. 5-Hydroxyectoin-Bindung. Dies bestarkt die Annahme, dass es sich hierbei um
ein Ectoin- / 5-Hydroxyectoin-spezi sches Substrat-Bindeprotein eines Ehu-Typ ABC-
Transporters handelt.

Die Nutzung dieses Transportsystems zum Import von Ectoinen neben deren  de no-
vo Synthese bei zellularem, osmotischem Stress untersttitzt die Ressourcen-schonende
Aufrechterhaltung des Ectoin-Pools, und damit ebenfalls die des Turgors. Um zu pri-
fen, ob die ungewdhnliche Kombination der Gene ( ehuBCDA -ectABCD) fir diese bei-
den Systeme (ABC-Transporter und Biosynthese) eine Ausnahmeerscheinung in P.
lautus ist, oder in weiteren Mitgliedern der Gattung Paenibacillus vorkommt, wur-
den mithilfe der IMG/M Datenbank (Chen et al. 2018) die Gennachbarschaften aller
in dieser Gattung verbreiteten ect-Gencluster analysiert. Dabei wurden sowohl Geno-
me betrachtet, deren Sequenzierung als abgeschlossen ( nished) gilt, als auch sol-
che die als Permanent Draft oder Draft annotiert sind. Hierfir wurde zun&chst
Uber eine BLAST-Suche mit der Aminosauresequenz von (- Pl)EctC als Referenz nach
EctC-Typ-Proteinen gesucht. Uber die Nachbarschaftsanalyse der codierenden Gene
konnten anschlieyend die ectGencluster sowie benachbarte ehuBCDA -Cluster iden-
ti ziert werden. Die Ectoin-Synthase eignet sich dabei am besten zur Identi kation
von ect-Genclustern, da das Ergebnis der BLAST-Suche nach den beiden anderen Pro-
teinen, EctA und EctB, neben den Ectoin-Syntheseenzymen auch eine Reihe anderer
Acetyltransferasen bzw. Aminotransferasen enthalt.

Wie in Tabelle 12 zusammengefasst, konnten ininsgesamt 288  Paenibacilli -Genomen
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Abbildung 8 In silico Modellanalyse des Substrat-Bindeproteins EhuB aus Pae-
nibacillus lautus . (A) Schematische Darst ellung des modular aufgebauten Ehu-ABC-
Transportsystems. Dieses beinhaltet das in der Membran durch eine Lipidierung verankerte,

fur Ectoin / 5-Hydroxyectoin spezi sche, Substrat-Bindeprotein, zwei Transmembrandoméanen
sowie die ATP-bindende Einheit. ( B) In silico Modell des Substrat-Bindeproteins EhuB aus P.
lautus mit dem Substrat Ectoin aus der Struktur des EhuB aus S. meliloti (PDB-Code: 2Q88).
(C) Darstellung der Ectoin-Bindestelle von ( Sm)EhuB (Kristallstruktur, PDB-Code: 2Q88) mit
allen koordinierenden Aminosaure-Seitenketten (Hanekop et al. 2007). (D) Darstellung der
Ectoin-Bindestelle von ( PI)EhuB (Modell) mit Ectoin aus 2Q88 und den entsprechenden koor-
dinierenden Aminoséaure-Seitenketten. ( E) Darstellung der 5-Hydroxyectoin-Bindestelle von
(Sm)EhuB (Kristallstruktur, PDB-Code: 2Q89) (Hanekop et al. 2007). (  F) Darstellung der 5-
Hydroxyectoin-Bindestelle von ( PI)EhuB (Modell) mit 5-Hydroxyectoin aus 2Q89. Diese Abbil-
dung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.
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Tabelle 12 Gennachbarschafts- Analyse der ect-Cluster der Gattung Paenibacillus : In den ins-

gesamt 288, in der IMG/M Datenbank vorhandenen, Paenibacilli -Genomen wurde mittels

BLAST Analyse nach ectABC(D)-Genclustern gesucht und deren genetische Umgebung auf

die Existenz von ehu-Genen geprift. Dabei wurden sowohl Genome mit dem Sequenzierstatus
nished betrachtet, als auch Genome mit dem Status Permanent Draft oder Draft.

Paenibacilli -Genome ectABC ectD ehuBCDA?2

Finished 16 2 2 2
Permanent Draft 85 14 14 14
Draft 187 25 22 21
Gesamt 288 41 38 37

a1n allen ectGenclustern, die in Kombination mit einem  ehu-Gencluster auftreten,
ist ein ectD-Gen vorhanden.

(Stand 04.06.2019) 41 ectABC-Genclustern gefunden werden, wobei 38 dieser Cluster
ebenfalls ectD beinhalten. In der direkten Gennachbarschaft von 37 der gefunden  ect-
ABCD -Genclustern, inklusive dem von P. lautus , konnte das ehuBCDA -Cluster iden-
ti ziert werden. Diese genetische Anordnung ist also nicht auf P. lautus beschrankt,
sondern scheint weit verbreitet unter den Ectoin-produzierenden Paenibacilli .

Die zu den 37 Paenibacilli ehuBCDA -Clustern gehdérenden EhuB-Proteine wurden
in in einem Aminosauresequenz-Alignment miteinander verglichen (verkirztes Ali-
gnment siehe Anhang, Abbildung 41). Dabei liegen die Aminosduresequenz-ldentitaten
zwischen 99% (Paenibacillus sp. FSL_HB8-457) und 65% ( Paenibacillus senegalensis
JC6). Die auf Seite 41 beschriebenen Substrat-bindenden Aminoséuren (E110, Y113,
F149, F169, R174, V222, E223) sind in allen PaenibacilliehuB -Genen konserviert mit
Ausnahme von V222. Dieses ist teilweise durch ein Isoleucin oder Alanin ersetzt. Zu-
sammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass die genetische Organisation
der Ectoin-Biosynthesegene in Kombination mit Genen fir ein Ectoin- / 5-Hydroxyectoin-
spezi schen Ehu-Typ ABC-Transporters in einem Operon (  ehuBCDA-ectABCD) evo-
lution&r bedingt in vielen  Paenibacilli vorkommt und ein Ressourcen-sparender Teil
eines Turgor-Regulationssystems zur Anpassung an osmotische Schwankungen der
Umgebung ist.
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5.2 Die L-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase EctB aus
Paenibacillus lautus

5.2.1 Analyse des oligomeren Zustandes von ( PIl)EctB

Zur Verbesserung der het erologen Expression in Escherichia coli wurde eine codon-
optimierte Variante des ( Pl)ectB-Gens (Accession-Nummer: NC_013406.1) in ein Ex-
pressionsvektor mit einem TetR-regulierten  tet-Promotor, kloniert. Das entstehen-
de rekombinante Protein enthalt einen N-terminalen Strep-Tag-Il, welcher die a ni-
tatschromatographische Reinigung des Proteins erlaubt. Das Fusionsprotein Strep-
Tag-lI-( PI)EctB hat, inklusive Linker und Xa-Schnittstelle, eine berechnete Masse
von 49.1 kDa. Die in Abbildung 9A dargestellte SDS-PAGE zeigt eine entsprechen-
de Monomer-Gréye des denaturierten Proteins.

Abbildung 9 Analyse des Oligomerisierungszustandes des gereinigten ( Pl )EctB-
Proteins. (A) SDS-PAGE des gereinigten ( Pl)EctB-Proteins sowie der Mutante K274H. ( B)
SEC-MALS Analyse des gereinigten ( Pl)EctB-Proteins (zur Verfugung gestellt von Nils Mais
und Prof. Dr. Gert Bange (Philipps-Universitat Marburg, Fachbereich Chemie)). Die mittels
MALS-RI ermittelte Proteingroye betragt ca. 200 kDa,; dies entspricht einer tetrameren Struk-

tur. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.

Die EctB-Proteine von H. elongata und M. aliphilicum wurden bereits mittels Gel-
Itration als Hexamere beschrieben (Ono et al. 1999; Reshetnikov et al. 2011). Die in
Kooperation mit Nils Mais und Prof. Dr. Gert Bange (Philipps-Universitat Marburg,
Fachbereich Chemie) gewonnenen Daten einer SEC-MALS Analyse (siehe Abbildung
9B) spezi zieren ( Pl)EctB jedoch als Tetramer. Auch die in Abschnitt 5.2.5 folgende
strukturelle Analyse auf Basis einer Modelling-Studie spricht fur einen homotetra-
merischen Zustand dieses Enzyms.
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5.2.2 PLP-Abhéangigkeit der Transaminase ( PI)EctB

Die I-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase EctB kat  alysiert die erste Reaktion des Ectoin-
Synthese-Pathways, also der Umsetzung von | -Aspartat- —-Semialdehyd (| -ASA) und
| -Glutamat zu | -2,4-Diaminobutyrat (DAB) und 2-Oxoglutarat. Dabei wird die Ami-
nogruppe von | -Glutamat auf |-ASA Ubertragen mit 2-Oxoglutarat und DAB als ent-
stehenden Produkten. Diese Enzym-katalysierte Aminotransfer-Reaktion ist, wie alle
durch Transaminasen katalysierten Reaktionen, abhéngig von deren Kofaktor PLP
(Ono et al. 1999; Reshetnikov et al. 2011; Ste en-Munsberg et al. 2015). Nach der a -
nitatschromatographischen Reinigung des ( PI)EctB-Proteins konnte jedoch keine fr
PLP charakteristische Gelb-Farbung beobachtet werden, wie sie zum Beispiel fiir den
GabR/MocR-Typ Regulator EnuR aus dem Ectoin-Katabolismus einiger Organismen
beschrieben ist (Schulz et al. 2017b). Das rekombinante Protein aus E. coli enthalt
demnach kein kovalent gebundenes PLP. Um die PLP-Abhangigkeit von (  PI)EctB zu
prufen wurden in einem in vitro Assay verschiedene Konzentrationen zur Reaktions-
mischung zugesetzt. Abbildung 10A bestatigt die Annahme, dass ( PI)EctB kein PLP
enthalt, oder nur ein sehr geringer Anteil (  Pl)EctB-Proteine PLP gebunden hat; oh-
ne die Zugabe von PLP konnte keine Enzym-Aktivitat festgestellt werden. In diesem
Assay (mit 0.6 M Enzym) war eine Konzentration ca. 300! M zugesetztem PLP ndtig
um die maximale Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen.

Abbildung 10 PLP-Abhéangigkeit der reversiblen ( Pl )EctB-Enzymreaktion. Zur bioche-
mischen Analyse von ( PI)EctB wurde die Ruckwartsreaktion des Enzyms mit der Entstehung
von | -Glutamat als Read-Out genutzt. ( A) PLP-Abhangigkeit der Aktivitat von ( Pl)EctB. (B)
Entstehung des zweiten Produkts der Rickwartsreaktion, | -ASA, im zeitlichen Verlauf. Feh-
lerbalken entsprechen der Standardabweichung, berechnet aus jeweils zwei biologischen und
zwei technischen Replikaten. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.
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Aufgrund der beschrankten k ommerziellen Erwerblichkeit des instabilen Substra-
tes | -ASA, das nur in einer geringen, aber fir eine vollstandige biochemische Analyse
(inklusive kinetischer Parameter) ungeeigneten, Konzentration verfligbar ist, wurde
in diesem Assay, wie auch in den vorangegangenen Studien zu EctB-Proteinen die
Ruckwartsreaktion betrachtet und die HPLC-basierte Quanti zierung von | -Glutamat,
dem Reaktionsprodukt der Ruckwartsreaktion, zur Auswertung genutzt (Ono et al.
1999; Reshetnikov et al. 2011). In einer weiteren Reaktion wurde die Entstehung von
| -ASA, als zweites Reaktionsprodukt der Rickwartsreaktion geprift. Die HPLC-MS-
basierte Auswertung, mit einer kommerziell erworbenen | -ASA-L6sung als Referenz,
erfolgte in Kooperation mit Kyra Geyer und Prof. Dr. Tobias Erb (MPI fur terrestri-
sche Mikrobiologie, Marburg). Abbildung 10B zeigt die kontinuierliche Zunahme der
| -ASA-Konzentration in der Reaktionslosung Uber die Zeit. Es konnten also beide Pro-
dukte der Ruckwartsreaktion nachgewiesen werden. Alle weiteren biochemischen Ex-
perimente erfolgten daher ebenfalls Uber die Ruckwartsreaktion, wobei die HPLC-
basierte Quanti zierung von | -Glutamat zur genauen Auswertung der kinetischen
Daten diente.

5.2.3 Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen fur
(Pl)EctB

Zur Ermittlung der optimalen  in vitro Reaktionsbedingungen (pH-Wert, Temperatur
und Salztoleranz) der PLP-abhangigen Transaminase EctB aus  P. lautus wurden bio-
chemische Assays unter PLP-Zugabe (siehe auf der vorherigen Seite) durchgefihrt.
Zunachst erfolgte die Bestimmung des optimalen pH-Wertes fur ( PI)EctB, wobei der
pH-Bereich von pH 5.5 bis pH 10 untersucht wurde. Abbildung 11A zeigt, dass P. lau-
tus in einem relativ breiten pH-Spektrum aktiv ist. Das Aktivitatsmaximum liegt da-

bei bei ca. pH 7.0, das Protein verliert jedoch erst bei extremen pH-Werten (pH 5.5
bzw. pH 10) signi kant an Aktivitat (Restaktivitat < 50 %). Im anschlieyenden Test

von verschiedenen Temperaturen ( 10 60*C) konnte ein optimaler Bereich bei htheren
Temperaturen ( 30 50*C), mit einem Aktivitatsmaximum bei ca.  45*C, fur ( PI)EctB
festgestellt werden (Abbildung 11B). Bei Raumtemperatur dagegen betragt die rela-
tive Aktivitat nur circa 50 %, bei  10*C nur noch etwa 20 %. Dies steht im Einklang
mit der Thermotoleranz des Wirtorganismus,  Paenibacillus lautus . Bei noch hdhe-
ren Temperaturen kommt es allerdings zu einem drastischen Verlust an Aktivitat; bei

60 *C sind nur noch etwa 10 % der maximalen Aktivitat vorhanden.

Das (Pl)EctB-Enzym besitzt, wie in Abbildung 11C dargestellt eine sehr hohe Tole-
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Abbildung 11 Optimale in vitro Reaktionsbedingungen fiir ( Pl )EctB. Die Er mittlung
des optimalen pH-Bereichs ( A), der optimalen Reaktionstemperatur ( B) und der Salztoleranz
gegenuber NaCl (C) und KCI ( D) erfolgte durch Nutzung der Ruckwartsreaktion von ( PI)EctB
mit der Entstehung von | -Glutamat als Read-Out. Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung, berechnet aus jeweils zwei biologischen und zwei technischen Replikaten. Diese
Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.

ranz gegeniuber NaCl; bis zu einer Konzentration von 0.75 M wird die Aktivitat nicht

signi kant beein usst und bei einer Konzentration von 1.25 M sind immer noch circa

50 % der maximalen Aktivitdt vorhanden. Jedoch konnte die fur EctB aus H. elon-
gata beschriebene Aktivierung durch Salzionen (Ono et al. 1999) fur (  PI)EctB nicht
beobachtet werden. Da dieser E ekt durch die Zugabe von Kaliumionen statt Natri-
umionen fir ( He)EctB erheblich starker war (Ono et al. 1999), wurde dies auch fir
(PNEctB uberprft. Wie in Abbildung 11D dargestellt, verhéalt sich die Aktivitat von
(Pl)EctB in Abhangigkeit der Konzentration der Kaliumionen ahnlich der Aktivitat
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von (PI)EctB in Abhangigkeit der Konzentration der Natriumionen. Auch hier konnte

nur ein minimaler Aktivierungse ekt durch Kaliumionen (bis zu einer Konzentration

von 0.5 M) festgestellt werden. Insgesamt kann ( PI)EctB als sehr widerstandsfahiges
Enzym, gegeniber pH- und Temperaturabweichungen sowie Schwankungen des Salz-
gehaltes, betrachtet werden.

5.2.4 Ermittlung der kinetischen Parameter fir die
Ruckwartsreaktion von ( Pl)EctB

Nach der auf Seite 46 beschriebenen Ermittlung der optimalen in vitro Reaktionsbe-
dingungen fir ( PI)EctB, wurde der folgende Reaktionsassay fur die Bestimmung der
kinetischen Parameter der Rickwartsreaktion des Enzyms aufgesetzt: 100 mM Tris-
HCI (pH 7.0), 100 mM NaCl, 10 mM DAB, 15 mM 2-Oxoglutarat und 1 mM PLP bei
45*C. Dabei wurde die Konzentration jeweils eines der beiden Substrate (DAB und 2-
Oxoglutarat) konstant gehalten und die des zweiten variiert (siehe Abbildung 12). Fiir
2-Oxoglutarat kommt es jedoch ab einer Konzentration von 20 mM zu einer signi kan-
ten Reduktion der Aktivitat (siehe Abbildung 12A). Diese stammt vermutlich entwe-
der von einer Substrat- oder einer Produkt-Inhibierung. Dieser E ekt kdnnte auch von
der entgegengesetzten Vorwartsreaktion des Enzyms stammen, die bei héheren Kon-
zentrationen von | -ASA und | -Glutamat einsetzt. Diese sind nicht nur die Produkte
der Ruckwarts- sondern auch die Substrate der Vorwartsreaktion. Fur die Berechnung
der kinetischen Parameter wurde daher nur der Bereich < 20 mM einbezogen. Dabei
konnten die folgenden apparenten kinetischen Parameter fir 2-Oxoglutarat ermittelt
werden: K, £9.08 1.5mM und Vmayx Z£3.48 0.3Umgi 1. Fir das Substrat DAB konnte
eine vollstandige Michaelis-Menten-Kurve bis zur Sattigung dargestellt werden (sie-
he Abbildung 12B). Aus dieser wurden folgende apparente kinetische Parameter be-
stimmt: K, Z£0.408§ 0.01mM und vmax £3.108 0.01Umg' 1. Erwartungsgemay sind
die ermittelten apparenten vpyax-Werte in etwa gleich. Die Kp,-Werte fir die beiden
Substrate indizieren eine hdhere A nitat des Enzyms ( PI)EctB gegentiber DAB als
gegeniber 2-Oxoglutarat. Vermutlich wird wahrend der Rickwartsreaktion daher zu-
erst DAB und anschlieyend 2-Oxoglutarat im aktiven Zentrum des Enzyms gebunden.
Wie in Tabelle 13 ersichtlich, liegen die apparenten  K,-Werte fur die Vorwartsre-
aktion von ( He)EctB und die Ruckwartsreaktion von ( PIl)EctB in &hnlichem Bereich.
Die Reaktionsgeschwindigkeiten fur die Vorwartsreaktion sind jedoch hoher (ca. 4x),
als die der Ruckwartsreaktion. Dies spricht fur die erwartungsgemaye Bevorzugung
der Vorwartsreaktion gegentuiber der Rickwartsreaktion.
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5.2 Die L-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase EctB aus Paenibacillus lautus

Abbildung 12 Kinetische Parameter von ( Pl )EctB. Die Er mittlung der apparenten kine-
tischen Parameter fur die Substrate der Rickwartsreaktion von ( PI)EctB, 2-Oxoglutarat ( A)
und DAB ( B), erfolgte durch Quanti zierung des entstehenden | -Glutamat als Read-Out. Feh-
lerbalken entsprechen der Standardabweichung, berechnet aus jeweils zwei biologischen und
zwei technischen Replikaten. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.

Tabelle 13 Vergleich der kinetischen Parameter fir Vorwarts- und Rilckwartsreaktion von
(He)EctB bzw. ( PI)EctB.

Enzym Substrat Km [mM] Vmax [Umgii] Referenz
(He)EctB | -Glutamat 2 9.1 12 (Ono et al. 1999)
(He)EctB | -ASA? 4.5 12 (Ono et al. 1999)
(PI)EctB 2-Oxoglutarat ° 9.0 3.4 diese Arbeit
(PEctB  DABP 0.4 3.1 diese Arbeit

8 Substrat der Vorwartsreaktion von EctB.
b Substrat der Riickwartsreaktion von EctB.

5.2.5 Bindung des Kofaktors PLP in (  Pl)EctB durch K274
Strukturelle Analyse durch in silico Modelling

Fir einen Einblick in die Struktur von ( PI)EctB, insbesondere in das reaktive Zen-
trum, wurde ein in silico Modell mithilfe des Online-Server SwissModel (Waterhouse
et al. 2018) erstellt. Als Template diente daftir die Kristallstruktur der °-Aminobutyrat-
Transaminase (GABA-TA) A1R958 (PDB-Code: 4ATP) aus dem Gram-positiven Bo-
denbakterium Arthrobacter aurescens TC1 (Bruce et al. 2012). Diese wurde neben
der Struktur der GABA-TA aus E. coli K12 (PDB-Code: 1SF2) (Liu et al. 2004; Liu
et al. 2005) von SwissModel als Template vorgeschlagen. Die GABA-TA aus A. au-
rescensliegt als Tetramer vor (Abbildung 13A) und, wie in Abbildung 13B, gezeigt,
wird auch fur ( PI)EctB eine tetramere Struktur vorgeschlagen. Dies wurde auch ex-
perimentell mittels SEC-MALS Analyse gezeigt (siehe Abbildung 9B). Die Template-
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struktur liegt in der PLP-gebundenen Form vor, wobei der Kofaktor kovalent tber die
Lysin-Seitenkette 295 (K295) gebunden ist (Abbildung 13C). In den Modellstruktur
von (PI)EctB be ndet sich an der entsprechenden Position ebenfalls die Aminoséure
Lysin (K274, Abbildung 13D).

Ein Alignment (Anhang, Abbildung 42) der GABA-TAs aus  A. aurescensund E. coli
mit EctB-Proteinen aus P. lautus, H. elongata und M. aliphilicum zeigt die strikte
Konservierung dieser Aminosaure in diesen Enzymen beider Gruppen, und spricht
ebenfalls fir deren Fahigkeit den Kofaktor PLP auch in den EctB-Enzymen zu binden.

Abbildung 13 In silico Modellanalyse: PLP-Bindung im tetrameren ( Pl )EctB durch
K274. (A) Kiristallstruktur der tetrameren GABA-TA A1R958 aus Arthrobacter aurescens
(PDB-Code: 4ATP) (Bruce et al. 2012). Diese Struktur diente als Template fir das in silico
Modelling von ( PI)EctB. (B) Die in silico Struktur von EctB aus P. lautus wurde ebenfalls
als Tetramer gemodellt. ( C) Darstellung der PLP-Bindung in der (  Aa)GABA-TA (PDB-Code:
4ATP) durch die Aminosaure K295 (Bruce et al. 2012). ( D) Darstellung der vorhergesagten,
an der PLP-Bindung beteiligten, Aminosaure K274 von ( Pl)EctB in Relation zur Position von
PLP aus der Templatestruktur (PDB-Code: 4ATP). Diese Abbildung wurde nach (Richter et al.
2019) modi ziert.
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Experiment eller Nachweis der PLP-Bindung durch Mutagenese-Studien

Die Uber in silico Modelling als PLP-bindende identi zierte Aminosaure, K274, wurde
mittels Punktmutagenese jeweils einmal durch die Aminoséuren Histidin, Alanin und
Arginin ersetzt. Da diese Aminosauren nicht in der Lage sind mit PLP eine Bindung
einzugehen, kann durch die mutierten EctB-Enzyme ebenfalls kein PLP gebunden
werden und keine Enzymreaktion mehr katalysiert werden.

Um auszuschlieyen, dass K274 in der Bildung der quartaren Struktur beteiligt ist
und die Mutation eine Beeintrachtigung des oligomeren Zustands zur Folge hat, wur-
de fir die Mutante ( PI)EctB K274H eine SEC-MALS-Analyse (in Kooperation mit
Nils Mais und Prof. Dr. Gert Bange (Philipps-Universitat Marburg, Fachbereich Che-
mie)) durchgefihrt. Die dadurch ermittelte Masse von circa 200 kDa entspricht je-
doch, analog zu Wildtyp-Enzym, einem Tetramer (Abbildung 14A); der Oligomerisie-
rungzustand wird also nicht durch die Mutation der PLP-bindenden Lysin-Seitenkette
beein usst. Weiterhin wurden alle drei Mutanten (( Pl)EctB K274H, ( PI)EctB K274A
und (PhEctB K274R) mit dem auf Seite 48 beschriebenen Assay auf ihre Aktivitat
Uberprift. Wie Abbildung 14B zeigt, sind alle enzymatisch Mutanten inaktiv. Dies
bestatigt die Annahme, dass der Aminosaure-Austausch zum Verlust der Fahigkeit
des Enzyms zur PLP-Bindung fihrt und die Lysin-Seitenkette von K274 die essenti-
elle Rolle fur die Enzymaktivitat spielt.

Abbildung 14 Experimenteller Nachweis der PLP-Bindung in ( Pl )EctB durch K274.
(A) SEC-MALS Analyse der gereinigten Mutante ( PI)EctB-K274H (zur Verfigung gestellt von
Nils Mais und Prof. Dr. Gert Bange (Philipps-Universitat Marburg, Fachbereich Chemie)).

Die mittels MALS-RI ermittelte Proteingréye betragt ca. 200 kDa; dies entspricht einer te-
trameren Struktur. ( B) Aktivitats-Test der Mutanten ( PI)EctB-K274H, ( PI)EctB-K274A und
(PHEctB-K274R. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung, berechnet aus jeweils
zwei biologischen und zwei technischen Replikaten. Diese Abbildung wurde nach (Richter et
al. 2019) modi ziert.
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5.2.6 Analyse des aktiven Zentrums von ( Pl)EctB mithilfe der
(Aa)GABA-TA

Im aktiven Zentrum der ( Aa)GABA-TA be nden sich 13 pot entiell an der Substrat-
und Kofaktor-Bindung beteiligten Aminosauren, darunter zwei aus der benachbarten
Monomereinheit (siehe Kristallstruktur (PDB-Code: 4ATP) in Abbildung 15A (Bruce
etal. 2012)). Diese sind meist nicht nurin der GABA-TAvon  E. coli sondern auchinden
EctB-Proteinen aus P. lautus, H. elongata und M. aliphilicum vorhanden oder durch
ahnliche Aminosauren ersetzt (siehe Abbildung 15B und Anhang, Abbildung 42). Aus-
nahmen bilden die Aminoséauren R164 und G322; diese sind in (  PIl)EctB durch M149
bzw. N301 substituiert. Die in Abbildung 15C dargestellte Kristallstruktur zeigt die
(Aa)GABA-TA inihrer PLP-GABA-Addukt gebundenen Form (PDB-Code: 4ATQ) (Bru-

ce et al. 2012) Diese bildet einen Zwischenschritt der Reaktion ab und indiziert die
Koordination der GABA-Carboxy-Gruppe durch R164 und dem konservierten G322,
welches als Teil eines Loops des Nachbarmonomers in das aktive Zentrum ragt (Bru-
ce et al. 2012). Die Position dieser Aminoséaure ist in den EctB-Proteinen durch ein
deutlich gréyeres, konserviertes, N301 besetzt (siehe Abbildung 15B,D). Diese Unter-
schiede in der Architektur der GABA-TA- und der EctB-Proteine sind vermutlich in
dem geringen Unterschied der Substrate begriindet. Wie in Abbildung 16 beschrieben
nutzen beide Enzyme 2-Oxoglutarat als Aminogruppen-Akzeptor (und | -Glutamat als
daraus entstehendes Produkt); fir die GABA-TA dient jedoch  °-Aminobutyrat (GABA)
als Aminogruppen-Donor, wahrend EctB das Substrat DAB, das eine zusatzliche Ami-
nogruppe besitzt, umsetzt. Ansonsten sind die Vorwartsreaktion der GABA-TA und die
Ruckwartsreaktion sehr ahnlich (siehe Abbildung 16).

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der reaktiven Zentren von ( PI)EctB und der
GABA-TA, sowie der Ahnlichkeit der durch diese beiden Enzyme katalysierten Reak-
tionen, wurde die ( PI)EctB-Transaminase auf ihre Aktivitdt gegentber der GABA-TA-
Vorwartsreaktion (siehe Abbildung 16) getestet. Hierzu wurde der auf Seite 48 be-
schrieben Assay durchfihrt, wobei fir die GABA-Reaktion zwei verschiedene GABA-
Konzentrationen eingesetzt wurden, da die kinetischen Parameter fir diese Reaktion
fur ( PI)EctB nicht bekannt sind. Wie in Abbildung 17A gezeigt, katalysiert ( PI)EctB
auch diese Reaktion. Die Enzymaktivitat von ( Pl)EctB ist allerdings gegeniiber GA-
BA deutlich niedriger als gegentber dem natlrlichen Substrat DAB. Durch gezielte
Mutagenese wurden die Aminosauren M149 und N301 durch Arginin bzw. Glycin er-
setzt, um das aktive Zentrum von ( PI)EctB an das von ( Aa)GABA-TA anzugleichen.
Jedoch fluhrte die Substitution N301G (unter den gewahlten Assaybedingungen) zu
einem drastischen Aktivitatsverlust gegeniber beiden Substraten, GABA und DAB,
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Abbildung 15 In silico Modelanalyse: Reaktives Zentrum von ( Pl)EctB. (A) Darstel-
lung der Liganden-Bindestelle von ( Aa)GABA-TA mit PLP (PDB-Code: 4ATP) und allen ko-
ordinierenden Aminosaure-Seitenketten (Bruce et al. 2012). ( B) Darstellung der Liganden-
Bindestelle von ( PI)EctB mit PLP aus 4ATP und den entsprechenden koordinierenden
Aminoséaure-Seitenketten. ( C) Darstellung der Liganden-Bindestelle von ( Aa)GABA-TA mit
enthaltenem PLP-GABA-Addukt (PDB-Code: 4ATQ) und allen koordinierenden Aminoséure-
Seitenketten (Bruce et al. 2012). ( D) Darstellung der Liganden-Bindestelle von ( PI)EctB mit
dem PLP-GABA-Addukt aus 4ATQ und den entsprechenden koordinierenden Aminosaure-
Seitenketten. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.

wéhrend die Substitution M149R die Inaktivierung des Enzyms zur Folge hat, sowohl
fur die Einzelmutation als auch als auch fur die Doppelmutation in Kombination mit
N301G. Die Substitution M149R hat scheinbar ebenfalls einen Ein uss auf die Ef-
zienz der a nitatschromatogra schen Reinigung; die Ausbeute war sowohl fir die
Einzel- als auch fur die Doppelmutante, die beide diese Mutation tragen, stark redu-
ziert. Die, in Abbildung 17B dargestellte, SDS-PAGE zeigt jedoch bei gleicher aufge-
tragener Proteinmenge, keinerlei Au alligkeiten gegeniiber dem Wildtyp-Protein.
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Abbildung 16 Transaminasen-katalysierte Desaminierung von DAB und GABA. Die

schematische Darst ellung der EctB- und der GABA-TA-katalysierten Enzymreaktionen, zeigt
die Ahnlichkeit zwischen der Ruckwartsreaktion von EctB-Proteinen und der Vorwartsreak-
tion der GABA-TAs. Der einzige Unterschied, die zuséatzliche Aminogruppe von DAB, ist blau
markiert. Die jeweilige Vorwartsreaktion der Enzyme wird durch einen roten Pfeil gezeigt.
Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.

Abbildung 17 Die ( Pl)EctB-katalysierte GABA-TA-Reaktion. (A) Aktivitatstest des
(PNEctB-Wildtyps und der Mutanten ( PIl)EctB-M149R, (PIl)EctB-N301G und ( PI)EctB-
M149R,N301G gegenlber den Substraten DAB und GABA. Fir das Substrat GABA wurden
zwei Konzentrationen gewahlt. Die Entstehung von | -Glutamat diente als Read-Out. Fehler-
balken entsprechen der Standardabweichung, berechnet aus jeweils zwei biologischen und zwei
technischen Replikaten. ( B) SDS-PAGE des gereinigten ( PI)EctB-Wildtyps sowie der ( PIl)EctB-
M149R, (PI)EctB-N301G und ( Pl)EctB-M149R,N301G. Diese Abbildung wurde nach (Richter
et al. 2019) modi ziert.
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5.2.7 Bioinformatische Analyse von EctB-Proteinen

Neben der biochemischen Analyse der Transaminase EctB sollte die Konservierung
von EctB-Typ Uber phylogenetisch verschiedene Mikroorganismen analysiert werden.
Als Basis dafur wurde ein von Laura Czech zur Verfliigung gestellter Datensatz von
Genomen mit bona de ect -Clustern verwendet (Czech et al. 2018a). Da eine BLAST-
Analyse dieses Datensatzes mit der direkten Suche nach EctB-Proteinen nicht nur
die gewunschten EctB-Proteine liefert, sondern auch andere Transaminasen, wurde
die Aminosauresequenz der Ectoin-Synthase EctC aus P. lautus als Template fur die
Suche eingesetzt. Anschlieyend konnten Uber die genetische Nachbarschaftsanalyse
mithilfe des Online-Tools der IMG/M Datenbank (Chen et al. 2018) die EctB-Protein-
Sequenzen gefunden werden. Ein Alignment der erhaltenen 430 EctB-Proteine zeigt
eine sehr hohe Konservierung mit 51 vollstdndig konservierten Aminosauren, darun-
ter das PLP-bindende Lysin (in ( PI)EctB an Position 274). Die Aminosauresequenz-
Identitaten variieren dabei zwischen 91 % ( Paenibacillus glucanolyticus DSM5162)
und 51 % (Kytococcus sedentarius DSM20547). Eine verkirzte Variante des Alignments
mit 10 zufallig ausgewahlten EctB-Protein-Sequenzen ist im Anhang (Abbildung 43)
aufgefiihrt. Dieses beinhaltet sowohl bakterielle EctB-Sequenzen, als auch welche der
weniger verbreiteten EctB-Sequenzen in Archaeen. Es wird angenommen, dass die-
se Archaeen die Fahigkeit Ectoin / 5-Hydroxyectoin zu synthetisieren Uber latera-
len Gentransfer erlangten und ihnen die Anpassung an bestimmte ©6kologische Ni-
schen ermoglichte (Ren et al. 2019; Widderich et al. 2016a). In einem neu erstell-
ten Archaeen-Datensatz (Stand: 22.07.2019) konnten mithilfe des Online-Tools der
IMG/M Datenbank (Chen etal. 2018) 30 ectABC(D)-Clustern gefunden werden. Dieser
Datensatz beinhaltet sowohl Genome, deren Sequenzierung als abgeschlossen ( nis-
hed ) qilt, als auch solche die als Permanent Draft oder Draft annotiert sind. Die
Aminosauresequenz-ldentitdten der den ectABC(D)-Clustern zugehoérigen EctB-Pro-
tein-Sequenzen lagen alle bei circa 50 % bezogen auf ( PI)EctB. Auch hier ist das PLP-
bindende Lysin (in ( PI)EctB an Position 274), sowie die 12 weiteren Aminosauren,
deren Beteiligung in der Substrat- und Kofaktor-Bindung angenommen wird (siehe
Abbildung 17) konserviert, oder durch ahnliche Aminosauren (Met149 und Asn301)
ersetzt (siehe Anhang, Abbildung 44).
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5.3 Die L-2,4-Diaminobutyrat-Acety Itransferase EctA
aus Paenibacillus lautus

5.3.1 Analyse des oligomeren Zustandes von ( Pl)EctA

Zur Verbesserung der het erologen Expression in E. coli wurde eine codon-optimierte
Variante des ( Pl)ectA-Gens (Accession-Nummer: MF327591.1) in Expressionsvektoren
mit TetR-regulierten tet-Promotoren, verwendet. Die daraus produzierten rekombi-
nanten Proteine enthalten einen C-terminalen (SA-WSHPQFEK-COOH) oder einen
N-terminalen (N H;-WSHPQFEK-SG) Strep-Tag-Il, fur die anschlieyende a nitéats-
chromatographische Reinigung der Proteine. Die berechneten Massen der beiden Fu-
sionsproteine betragen 20.25 kDa fur ( PI)EctA- Strep-Tag-Il und 20.68 kDa fir  Strep-
Tag-lI-( PI)EctA. Trotz des geringen Massenunterschiede der Fusionsproteine zeigen
diese in der elektrophoretischen Trennung der SDS-PAGE (siehe Abbildung 18A) un-
terschiedliche Laufverhalten. Aufgrund dessen wurden beide Proteine mittels ESI-
MS auf ihre tatsachliche Masse durch Dr. Uwe Linne (Serviceabteilung Massenspek-
trometrie und Elementanalytik, Philipps-Universitat Marburg, Fachbereich Chemie)
untersucht. Die folgenden Massen der denaturierten Momonere konnten bestimmt
werden: 20.12 kDa fur ( Pl)EctA- Strep-Tag-Il und 20.55 kDa fur  Strep-Tag-II-( PI)EctA
(Anhang, Abbildung 45). Die Dierenz zwischen der berechneten und der massen-
spektroskopisch bestimmten Masse von 0.13 kDa stammt mdglicherweise von einer
posttranslationalen Eliminierung des N-terminalen Methionin durch den Produkti-
onsorganismus E. coli.

Beide Varianten von EctA (( PI)EctA- Strep-Tag-Il und Strep-Tag-Il-( Pl)EctA) wur-
den mittels Gel Itration auf ihren oligomeren Zustand in Loésung analysiert. Die er-
mittelte Proteingréye betragt fir beide Falle ca. 45 kDa, was einer dimeren Struktur
entspricht. Auch fur das native EctA-Protein aus  H. elongata wurde eine Gréye von
45 kDa angegeben (Ono et al. 1999). Die EctA-Proteine aus den Methylotrophen Orga-
nismen M. alcaliphilum , M. thalassica und M. alcalica wurden ebenfalls bereits mit-
tels Gel Itration als Dimere beschrieben (Mustakhimov et al. 2008; Reshetnikov et al.
2006; Reshetnikov et al. 2005). Dies konnte nun auch fur EctA aus  P. lautus bestéatigt
werden. Auch die in Kooperation mit Dr. Sander Smits (Heinrich Heine Universitat
Dusseldorf) gewonnenen Daten einer SEC-MALS Analyse (siehe Anhang, Abbildung
47) belegen eine dimere Struktur von ( Pl)ECctA.
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Abbildung 18 Analyse des Oligomerisierungszustandes des gereinigten ( Pl )EctA-
Proteins. (A) SDS-PAGE des gereinigten ( PI)EctA-Proteins mit N-ter minalen und mit C-
terminalem Strep-Tag-1l. ( B) Gel ltration des gereinigten  Strep-Tag-ll-( PI)EctA. Die ermit-
telte Proteingréye betragt 45.8 kDa; dies entspricht einer dimeren Struktur. ( C) Gel Itration
des gereinigten ( PI)EctA- Strep-Tag-Il. Die ermittelte Proteingroye betragt 44.6 kDa; dies ent-
spricht einer dimeren Struktur. Der Eichlauf der verwendeten Standardproteine (Thyroglo-
bulin (669 kDa), Alkohol-Dehydrogenase (156 kDa), Albumin (66 kDa) und Carboanhydrase
(29 kDa)) ist im Anhang (Abbildung 46) dargestellt. Die Pfeile zeigen die Position des jeweili-
gen (Pl)EctA-Proteins auf der Eichgeraden.

5.3.2 Regioselektivitat der Acetyltransferase ( Pl)ECtA

Die L-2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase EctA katalysiert die zweite Reaktion des
Ectoin-Synthese-Pathways, also die Acetylierung des aus der EctB-Reaktion stam-
menden DAB mit Acetyl-CoA als Acetylgruppen-Donor (Peters et al. 1990). Dabei ent-
steht freies CoA und das am Sticksto an der °-Position acetylierte N °-ADABA. Wéh-
rend N°-ADABA in der Ectoin-Biosynthese eine wichtige Rolle spielt, wird dem am
Sticksto an der ®-Position acetylierten ADABA-Isomer, N ®-ADABA, eine zentrale
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Rolle im Ectoin-Katabolismus zugesprochen. Neben seiner Funktion als Intermedi-

at im Ectoin-Abbau, dient es ebenfalls als Induktor des GabR/MocR-Typ Regulator
EnuR, welcher die Expression der Ectoin-Katabolismus-Gene kontrolliert (Czech et

al. 2018a; Schulz et al. 2017a; Schwibbert et al. 2011). Da einige Organismen sowohl
Synthese- als auch Katabolismus-Gene besitzen, wurde zunéchst die Regioselektivitat
der Acetyltransferase EctA gepruft. Hierflr wurde ein in vitro Assay mit gereinigtem
(PIEctA-Protein durchgefuhrt und das entstehende ADABA HPLC-chromatogra sch
detektiert. Zur Analyse des Reaktionsprodukt diente dabei eine HPLC-Methode, die
die Trennung der beiden ADABA-Isomere voneinander erlaubt (Kunte et al. 1993). Als
Referenzen dienten chemisch synthetisiertes und aufgereinigtes  N®- und N °-ADABA
(Abbildung 19A), zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Jeroen Dickschat (Universitét
Bonn). Wie Abbildung 19B gezeigt, konnte in diesem Reaktionsassay nur N °-ADABA
detektiert werden. Dies spricht fUr regioselektive Acetylierung von DAB am Sticksto

an der °-Position durch ( PI)EctA ohne die Entstehung von N®-ADABA als Nebenpro-
dukt.

Abbildung 19 Regioselektivitat der EctA-katalysierten Acetylierungsreaktion. (A)
Chemische Struktur des Reaktionsproduktes der EctA-katalysierten Enzymreaktion, N°-
ADABA, und des Isomers N ®-ADABA ( B) HPLC-basierte Analyse des Acetylierungsprodukts
von EctA (i), N°-ADABA. Neben der Negativkontrolle (ii) (Reaktionsmischung ohne Enzym),
wurden chemisch synthetisiertes N®-ADABA (iii) und N°-ADABA (iv) als Referenzen einge-
setzt. Diese enthalten auch nach der Aufreinigung noch Spuren des jeweiligem Isomers und
wurden zur Verfliigung gestellt von Prof. Dr. Jeroen Dickschat (Universitat Bonn). Diese Ab-
bildung wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.
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5.3.3 Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen fir
(Pl)ECtA

Die Bestimmung der op timalen in vitro Reaktionsbedingungen (pH-Wert, Tempera-
tur und Salztoleranz) der Acetyltransferase EctA aus  P. lautus erfolgte mit Hilfe eines
kontinuierlichen photospektrometrischen Enzymassays. Dieser basiert auf der Reak-
tion von zugesetzter Ellmans Reagenz (5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure (DTNB)) mit
der Thiolgruppe von freiem CoA, welches neben N°-ADABA als Produkt der EctA-
katalysierten Reaktion entsteht. Das dabei gebildete 2-Nitro-5-thiobenzoat kann bei
einer Wellenlange von |, A412nm photometrisch detektiert und zur Quanti zierung
des produzierten freien CoAs genutzt werden.

Zunéchst erfolgte die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur, wobei der
Temperatur-Bereich von 10*C bis 60*C untersucht wurde. Ahnlich der optimalen Re-
aktionstemperatur fir die Transaminase (  Pl)EctB liegt auch der optimale Temperatur-
Bereich fur die Aktivitat der Acetyltransferase ( PI)EctA in héheren Temperaturbe-
reich (45 55*C, Abbildung 20A). Die Stabilitiat dieses Enzym unter in vitro Bedin-
gungen wird in diesem Temperaturbereich jedoch stark beeintrachtigt. Bereits ab ei-
ner Temperatur von 40*C kommt es nach kurzer Zeit zu einem Verlust an Aktivitét.
Die hochste Enzymaktivitat konnte bei circa 50 *C gemessen werden; diese wird aber
bereits nach circa 30 Sekunden drastisch reduziert. Bei  30*C ist ( PI)EctA Uber lange-
ren Zeitraum stabil, die Aktivitat betragt jedoch nur noch etwa 30 % des Maximums,
bei Raumtemperatur sind es nur noch etwa 10 %, bei  10*C ist kaum noch Aktivitat
vorhanden. Auch bei bei 60*C erfolgte eine Inaktivierung des Enzyms, dies konnte
jedoch auch in der hitzebedingten Denaturierung begriindet sein. Im anschlieyenden
Assay zur Bestimmung des optimalen pH-Wertes, konnte ein breites optimales pH-
Spektrum im eher basischen Bereich (pH 8.0 bis pH 9.5) identi ziert werden (siehe
Abbildung 20B). Auch bei extrem basischen pH-Werten, wie pH 10, reduziert sich die
Enzymaktivitat nur auf 75 %. Saure pH-Bereiche zeigen dagegen einen starkeren Ein-
uss auf die Aktivitat: bei pH 7.0 sind nur noch etwa 50 % der maximalen Aktivitat
vorhanden, bei pH 6.0 nur noch circa 10 % und bei pH 5.5 konnte kaum noch Restakti-
vitdt nachgewiesen werden. Im Vergleich zu ( PI)EctB wird ( PI)EctA sehr stark durch
die Existenz von NaCl in der Reaktionslésung inhibiert (siehe Abbildung 20C). Bei ei-
ner NaCl-Konzentration von 0.35 M wird die Aktivitat bereits auf < 50 % reduziert, bei
1.25 M sind nur noch etwa 10 % Restaktivitat vorhanden. Auch fir die EctA-Enzyme
aus M. thalassica und M. alcalica konnte ein inhibierender E ekt von NaCl nachge-
wiesen werden, wahrend die EctA-Enzyme aus H. elongata und M. alcaliphilum durch
die Anwesenheit von NaCl aktiviert werden (Mustakhimov et al. 2008; Ono et al. 1999;

59



5 Ergebnisse

Reshetnikov et al. 2006; Reshetnikov et al. 2005). Diese Eigenschaft der EctA-Proteine
scheint demnach spezi sch fur den entsprechenden Organismus zu sein.

Abbildung 20 Optimale in vitro Reaktionsbedingungen fir ( Pl )EctA. Die Ermittlung
der optimalen Reaktionstemperatur ( A), des optimalen pH-Bereichs ( B) und der Salztoleranz
gegenuber NaCl ( C) erfolgte unter durch Nutzung kontinuierlichen photospektrometrischen
Enzymassay mit der Entstehung von freiem CoA als Read-Out. Die Reaktionszeit bei Tempe-
raturen > 40*C wurde aufgrund von Temperaturbedingter Enzyminstabilitat auf ca. 30 Se-
kunden verkiirzt. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung, berechnet aus jeweils
zwei biologischen und zwei technischen Replikaten. Diese Abbildung wurde nach (Richter et
al. 2020) modi ziert.

5.3.4 Ermittlung der kinetischen Parameter von ( Pl)EctA

Nach den auf der vorherigen Seite bestimmten optimalen  in vitro Reaktionsbedin-
gungen wurde ein darauf basierender Enzymassay zur Ermittlung der kinetischen
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Parameter von ( PI)ECctA et abliert. Aufgrund der Instabilitat des Enzyms bei hohen
Temperaturen sowie der spontanen Hydrolyse von Acetyl-CoA unter alkalischen Be-
dingungen bei langerer Reaktionszeit wurden die apparenten kinetischen Daten bei
pH 7.5 und 30*C ermittelt. Dabei wurde die folgende Assay-Zusammensetzung ge-
nutzt: 100 mM TES (pH 7.5), 4 mM Acetyl-CoA und 5 mM DAB mit 1 mM DTNB, fir

die gekoppelte Farbreaktion. Es konnten die folgenden apparenten kinetischen Pa-
rameter flr Acetyl-CoA (Abbildung 21A) ermittelt werden: Km A2.798 0.73* M und
Vmax A55.27 8 6.56Umg' 1. Durch technische Limitierungen des Assays konnte hier-
bei die Konzentration von Acetyl-CoA nur bis maximal 8 mM erhéht werden. Fir
DAB wurden folgenden apparenten kinetischen Parameter (Abbildung 21B) bestimmt:
Km ZA0.138 0.031 M und vmax £44.878§ 2.66Umg' 1. Die Kn-Werte der methylotro-
phen EctA-Proteinen liegen deutlich niedriger: K., £0.365j 0.465mM fur DAB und
Km Z£30j 701 M fur Acetyl-CoA (Mustakhimov et al. 2008; Reshetnikov et al. 2011;
Reshetnikov et al. 2005).

Abbildung 21 Kinetische Parameter von ( Pl )EctA. Die Ermittlung der apparenten kine-
tischen Parameter flir die Substrate von ( PI)EctA, Acetyl-CoA ( A) und DAB ( B), erfolgte durch
Quanti zierung des entstehenden freien CoA als Read-Out Uiber einen kontinuierlichen photo-
spektrometrischen Enzymassay. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung, berech-
net aus jeweils zwei biologischen und zwei technischen Replikaten. Diese Abbildung wurde
nach (Richter et al. 2020) modi ziert.

5.3.5 Kiristallstruktur von ( PI)EctA

In Kooperation mit Dr. Sander Smits (Heinrich Heine Universitat Dusseldorf) konnten

die in Tabelle 14 aufgefuhrten flunf Kristallstrukturen von EctA aus P. lautus , in apo-
Form oder kokristallisiert mit DAB, mit CoA, mit DAB und CoA, oder mit ADABA
gelost werden.
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Tabelle 14 Krist allstrukturen von EctA aus Paenibacillus lautus .

Kristallstruktur Au 6sung [A] Monomere in der asym. Einheit PDB-Code

apo(Pl)EctA 2.2 3 6SKL
(PhEctA:DAB 1.53 1 6SL8
(PhEctA:DAB:CoA 1.2 2 6SLL
(P1)EctA:CoA 15 1 6SK1
(P1)EctA:ADABA 2.2 3 6SLJ

Die Tertiarstruktur von ( PI)ECctA (siehe Abbildung 22) entspricht der typischen GNAT-
Faltung mit einem verdrehten  -Faltblatt im Zentrum. Dieses besteht aus parallel
und antiparallel ausgerichteten Elementen und ist von vier ®-Helices umgeben (Sa-
lah Ud-Din et al. 2016; Vetting et al. 2005). Auch der in GNAT-Proteinen konservierte
P-Loop , welcher Uber das Sequenzmotif GIn/Arg-x-x-Gly-x-Gly/Ala die Diphosphat-
gruppe des Acetyl-CoAs bindet (Salah Ud-Din et al. 2016), konnte in ( PI)EctA identi-
ziert werden (siehe Abschnitt 5.3.7).

Abbildung 22 Tertiarstruktur von ( Pl )EctA. (A) Cartoon-Darstellung der Tertiarstruktur
sowie der einzelnen Sekundérelemente der Monomer-Einheit von apo( Pl)EctA. (B) Schemati-
sche 2D-Darstellung der einzelnen Sekundarelemente der Monomer-Einheit von apo(  PI)EctA
(PDB-Code: 6SKL). Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.

Die einzige bisher bekannte Kristallstruktur von EctA stammt aus Gram-negativen
pathogenen Bakterium B. parapertussis und zeigt ein Homodimer mit einem DAB-
Molekdl im Interface zwischen den beiden Monomer-Einheiten. Mit einer Aminoséu-
resequenz-ldentitat von 36.4 % und einer Aminosauresequenz-Similaritat von 49.7 %
zwischen den EctA-Proteinen aus P. lautus und B. parapertussis zeigt, dass sich diese
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beiden Proteine sehr ahnlich sind. Die DAB-Bindestelle in (  PI)EctA wurde jedoch, wie
im folgenden Abschnitt (Abschnitt 5.3.6) beschrieben, an einer anderen Stelle gefun-
den, als das fir ( Bp)EctA beschriebene Dimer-Interface. Auch ( PI)EctA liegt als Dimer
vor. Dies wurde zum einen schon fur den oligomeren Zustand in Lésung gezeigt (siehe
auf Seite 56), zum anderen konnte fur die Kristallstruktur ( Pl)EctA:DAB:CoA ein Di-
mer in der asymmetrischen Einheit gefunden werden. Abbildung 23 zeigt die dimere
Struktur des Proteins, wobei das 2. Monomer gegenuber der ersten Monomer-Einheit
um 180 Grad gedreht vorliegt. Das Dimer-Interface, gebildet aus den Sekundéarele-
menten ®1, ®2, ®5 und ~5, hat eine Flache von 1505.3 A? mit 27 Wassersto - oder
Salzbriicken (berechnet durch Dr. Sander Smits (Heinrich Heine Universitat Dissel-
dorf)).

5.3.6 DAB / ADABA-Bindest elle in ( PI)EctA

Mithilfe der beiden DAB-enthaltenden Kristallstrukturen ( PI)EctA:DAB und ( Pl)Ect-
A:DAB:CoA konnte die Bindestelle des Substrates DAB identi ziert werden. Sie be n-
det sich im Innern des Proteins und enthalt sieben Liganden-koordinierende Amino-
sauren; D33, W79, Q80, T115, H155, E158 und die Aminosaure Y38 aus der benach-
barten Monomer-Einheit (Abbildung 24A). Dieses Tyrosin ist Teil des Sequenzmotifs
36SPYCYMLLGD “° durch das die Helix ®2 de niert wird. Die aromatische Seiten-
kette dieser Aminosaure ragt dabei in die DAB-Bindestelle hinein und stabilisiert die
Substrat-Bindung. Die Carboxygruppe von DAB wird tUber die Seitenketten-Amine von
Q80 und W79 sowie der Aminogruppe des Aminosaure-Riickgrats von D33 gebunden.
Die Seitenkette von D33 wird dabei durch Koordinierung tber H155 stabilisiert. Die
Carboxygruppen von D33 und E158 wechselwirken mit dem DAB-Amin in ®-Position.
Die reaktive Aminogruppe in  °-Position wird Uber die Aminosdure-Ruckgrate von
T115 und W79 koordiniert.

Ein Vergleich mit der Kristallstruktur ( PI)EctA:ADABA zeigt, dass sich das Pro-
dukt ADABA an der gleichen Position mit der gleichen Orientierung be ndet wie auch
das Substrat DAB (Abbildung 24B). Es sind auyerdem die gleichen Aminoséuren an
der ADABA-Koordinierung beteiligt, wie in der oben beschriebenen DAB-Koordinie-
rung. Die durch die EctA-katalysierte Reaktion zusatzlich am ° -Sticksto eingefiihrte
Acetylgruppe wird Gber Wechselwirkungen zwischen dem Carbonylsauersto und der
Aminogruppe des Aminosaure-Rickgrats von V81 gebunden.

Alle an der Substrat- / Produkt-Bindung beteiligten Aminosauren sind innerhalb
der Gruppe der EctA-Typ Proteine hochkonserviert. (siehe Alignment im Anhang, Ab-
bildung 48). Durch gezielte Substitution jeder einzelnen der sieben DAB-bindenden
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Abbildung 23 Dimere Struktur von ( PI)EctA. (A) Ober achen-Darst ellung der dimeren
Struktur von ( Pl)EctA. Die Struktur ( PIl)EctA:DAB:CoA (PDB-Code: 6SLL) enthélt das Sub-
strat DAB (blau) und CoA (rot). ( B) Darstellung des dimeren Interfaces der beiden Monomer-
Einheiten, mit Fokus auf der Tyrosin-Seitenkette an Position 38 (magenta). Diese Aminosau-

re ragt jeweils in das reaktive Zentrum der benachbarten Monomer-Einheit. Diese Abbildung
wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.

Aminosauren (siehe auf der vorherigen Seite) durch Alanin, wurde deren Ein uss auf
die Enzymaktivitat gepruft. Dazu wurde der auf Seite 61 beschriebene kontinuierliche
photospektrometrische Enzymassay genutzt. Wie in Abbildung 24C dargestellt kommt
es durch die Mutation jeder dieser Aminosauren zu einer signi kanten Reduktion der
Enzymaktivitat von (  PI)EctA. Die Mutanten D33A und W79A zeigen dabei noch 8.7 %
bzw. 9.9 % der Aktivitat des Wildtyps. Beim Austausch von Y38, Q80, T115 und E158
bleiben <2 % der Wildtyp-Aktivitat erhalten. Lediglich fur die Substitution der Amino-
saure His155 konnten noch 29.8 % Aktivitét festgestellt werden, da diese Aminoséaure
keine direkte Bindung mit DAB eingeht. Sie stabilisiert die Aspartat-Seitenkette von
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Abbildung 24 DAB- / ADABA-Bindestelle in ( Pl)EctA. (A) Darstellung der DAB-
Bindestelle in ( PI)EctA:DAB (PDB-Code: 6SL8) mit allen koordinierenden Aminosaure-
Seitenketten. Wechselwirkungen zwischen den Aminosauren und dem Substrat DAB (blau)
sind dargestellt. Y38 (grtin) aus dem Nachbar-Monomer (golden) vervollstandigt die Bindes-
stelle. (B) Darstellung der ADABA-Bindestelle in ( PlI)EctA:ADABA (PDB-Code: 6SLJ) mit al-
len koordinierenden Aminosaure-Seitenketten. Wechselwirkungen zwischen den Aminosauren
und dem Substrat ADABA (magenta) sind dargestellt. ( C) Der Aktivitatstest der Mutanten
(PNEctA-D33A, ( PI)EctA-Y38A, ( PI)EctA-WT79A, ( PI)EctA-Q80A, ( PI)EctA-T115A, ( Pl)EctA-
H155A und ( PI)EctA-E158A zeigt den Ein uss der koordinierenden Aminoséauren auf die Ak-
tivtat von ( Pl)EctA. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.

D33, welche an der DAB-Bindung beteiligt ist und hat damit nur einen indirekten
Ein uss auf die Substrat-Bindung.

Da die Aminosaure Tyr38 aus dem zweiten Monomer Teil des Reaktionszentrums
des ersten Monomers ist, sollte ein mdglicher Ein uss dieser Aminosaure auf den oli-
gomeren Zustand des Enzyms ausgeschlossen werden. Hierfiir erfolgte in Kooperation
mit Dr. Sander Smits (Heinrich Heine Universitat Dusseldorf) eine MALS-Analyse der
Mutante Y38A. Da diese Daten (siehe Anhang, Abbildung 47) fir die Mutante jedoch
ebenfalls eine dimere Struktur belegen, wird davonausgegangen, dass diese Amino-
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saure keinen Ein uss auf den  Oligomerisierungszustand des Enzyms hat.

5.3.7 Acety |I-CoA- / CoA-Bindestelle in ( PI)EctA

Da keine Kokristallisation von ( PIl)EctA mit dem reaktiven Kosubstrat Acetyl-CoA
mdoglich war, wurde das stabile Analogon und Reaktionsprodukt CoA verwendet. Die
hieraus entstandenen Kristallstrukturen ( Pl)EctA:CoA und ( PI)EctA:DAB:CoA liefern
einen Einblick in die Bindestelle von Acetyl-CoA / CoA. Diese be ndet sich in einer Art
Tunnel seitlich des Enzyms (Abbildung 25A). Ein Teil der Bindestelle fur Acetyl-CoA
bzw. CoAist der in GNAT-Acetyltransferasen konservierte P-Loop mitder Consensus-
Sequenz Q/R-x-x-G-x-G/A fur die Bindung der Diphosphatgruppe von Acetyl-CoA /
CoA. In (PI)EctA besteht dieser P-Loop aus der Aminosauresequenz R88-R89-Q90-
G91-192-A93. Die Diphosphatgruppe wird dabei Giber H-Brticken zwischen den Phos-
phat-Sauersto en und den Aminogruppen der Aminoséure-Riickgrate von R89, Q90,
G91, A93 und K94 gebunden (Abbildung 25B). Weitere Interaktionen bestehen zwi-
schen den Amidsauersto en der Panthoinséure- sowie der  -Alanin-Einheit und dem
Aminosaure-Ruckgrat von V83 bzw. der Seitenkette von Q120. Die Aminosaure V81,
welche auch in der ADABA-Bindung eine Rolle spielt, bindet hier den Sticksto der
Cysteamin-Einheit des CoAs.

Abbildung 25 Acetyl-CoA- / CoA-Bindetunnel in ( Pl)EctA. (A) Die Ober achen-
Darstellung der CoA-Bindestelle in ( Pl)EctA:CoA (PDB-Code: 6SK1) zeigt einen langen Bin-
detunnel passend zum CoA-Molekul (rot). ( B) Cartoon-Darstellung der CoA-Bindestelle in
(PHECctA:CoA (PDB-Code: 6SK1) mit allen koordinierenden Aminosaure-Seitenketten. Diese
Abbildung wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.

Im Gegensatz zu DAB, das in den Kristallstrukturen ( PI)EctA:DAB und ( PI)Ect-
A:DAB:CoA die nahezu identische Position einnimmt, liegt CoA in den Strukturen
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Abbildung 26 Flexible Acetyl-CoA-/ CoA-Bindung in ( Pl )EctA. (A) Cartoon-Darst ellung
der CoA-Bindestelle in Monomer 1 (grau) aus ( PI)EctA:DAB:CoA (PDB-Code: 6SLL). Wech-
selwirkungen zwischen Aminoséaure-Seitenketten und der exiblen Cysteamin-Einheit von

CoA (rot) sind dargestellt. ( B) Cartoon-Darstellung der CoA-Bindestelle in Monomer 2 (gol-
den) aus (Pl)EctA:DAB:CoA (PDB-Code: 6SLL). Wechselwirkungen zwischen Aminosaure-
Seitenketten und der exiblen Cysteamin-Einheit von CoA (rot) sind dargestellt. ( C) Die
Cartoon-Darstellung der CoA-Bindestelle in ( PI)EctA:CoA (PDB-Code: 6SK1) zeigt eine veran-
derte Orientierung der exiblen Cysteamin-Einheit von CoA (rot) und der Bindestelle. Wech-
selwirkungen zwischen Aminosaure-Seitenketten und CoA sind dargestellt. Diese Abbildung
wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.
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(PNECctA:DAB:CoA und ( PI)EctA:CoA in leicht unterschiedlichen Positionen vor (Ab-
bildung 26). Dies betri t vor allem die Lage der ~  -Alanin-Cysteamin-Gruppe von CoA
und des Verbindungs-Loops zwischen den Helizes ®1 und ®2 des Enzyms. Dieser
wird in der dimeren ( Pl)EctA:DAB:CoA Struktur durch zusatzliche Interaktion des
Cysteamin-Sticksto s von CoA mit der S31-Seitenkette in Richtung CoA gezogen, wo-

bei sich die Cysteamin-Einheit nach auyen orientiert. Im zweiten Monomer dieser
Struktur sind die Bindungen durch N120 und S123 abgeschwacht, wobei die Cystamin-
Gruppe noch weiter nach auyen positioniert ist. In der ( PI)EctA:CoA Struktur da-
gegen entféallt die Bindung zwischen Cysteamin-Sticksto und S31. Die Cysteamin-
Einheit von CoA liegt weiter im Innern des Reaktiven Zentrums mit Orientierung der
SH-Gruppe in Richtung der DAB-Bindestelle. Eine Uberlagerung dieser ( PI)EctA:CoA
Struktur mit dem Liganden DAB aus (  PI)EctA:DAB zeigt einen Abstand von 2.8 A zwi-
schen der SH-Gruppe aus CoA und dem reaktiven °-Sticksto des Substrates DAB
(Abbildung 27).

Abbildung 27 Orientierung der Substrate in ( Pl )EctA in Relation zueinander. (A)
Cartoon-Darstellung des reaktiven Zentrums in ( Pl)EctA:DAB:CoA (PDB-Code: 6SLL). Der
Abstand zwischen der Cysteamin-Einheit von CoA (rot) und des  °-Sticksto des Substrates
DAB (blau) betragt hier 11.1 A. ( B) Die Uberlagerung von ( PI)EctA:CoA (PDB-Code: 6SK1)
mit DAB (blau) aus ( PI)EctA:DAB (PDB-Code: 6SL8) zeigt einen Abstand von 2.9 A. Diese
Abbildung wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.

Da alle GNAT-Enzyme eine strukturell konservierte Acetyl-CoA- / CoA-Bindestelle
haben (Salah Ud-Din et al. 2016; Vetting et al. 2005) wurde die Struktur von ( PI)ECtA,
mit Fokus auf dem reaktiven Zentrum des Enzyms, mittels Dali-Analyse (Holm 2019)
mit Strukturen anderer Acetyltransferasen verglichen. Diese lieferte die Kristallstruk-
tur der Ardl Acetyltransferase aus dem Archaeon  Sulfolobus sufataricus P2 (PDB-
Code: 2X7B) als besten Hit, unter den Strukturen, die ebenfalls CoA oder Acetyl-CoA
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enthalten. Auyerdem konnten die Strukturen einer Acetyltransferase aus dem Bakte-
rium Agrobacterium tumefaciens (PDB-Code: 2GE3) und die menschliche Acetyltrans-
ferase NAA-50 (PDB-Code: 4X5K) gefunden werden. Die in Abbildung 28 dargestellten
Uberlagerungen dieser drei Strukturen mit jeweils der Struktur von ( PI)EctA indiziert
die strukturelle Konservierung der Acetyl-CoA- / CoA-Bindestelle in Acetyltransfera-
sen aus allen drei Doménen des Lebens.

Abbildung 28 Struktureller Vergleich von ( Pl )EctA mit anderen Acetyl-Transferasen.

Die Uberlagerung von ( PI)EctA (grau) mit ( A) der Acetyltransferase ARD1 (blau) aus dem Ar-
chaeon Sulfolobus sufataricus P2 (PDB-Code: 2X7B), (B) einer Acetyltransferase (rosa) aus
dem Bakterium Agrobacterium tumefaciens (PDB-Code: 2GE3) und ( C) der menschlichen Ace-
tyltransferase NAA-50 (grin) (PDB-Code: 4X5K). Diese Abbildung wurde nach (Richter et al.
2020) modi ziert.
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5.3.8 Bioinformatische Analyse von EctA-Proteinen

Neben der biochemischen und str ukturellen Analyse der Acetyltransferase EctA wur-
de die Konservierung von EctA-Typ Uber phylogenetisch verschiedene Mikroorganis-
men analysiert. Dazu wurde der von Laura Czech zur Verfugung gestellter Daten-
satz von Genomen mit bona de ect-Clustern genutzt (Czech et al. 2018a). Da die
Ergebnisse einer direkten BLAST-Suche nach EctA-Proteinen neben den gewlinsch-
ten EctA-Proteinen auch eine Reihe anderer Acetyltransferasen enthalten, wurde die
Aminosauresequenz der Ectoin-Synthase EctC aus P. lautus als Template fiir die Su-
che verwendet. Anschlieyend konnten tber die genetische Nachbarschaftsanalyse mit-
hilfe des Online-Tools der IMG/M Datenbank (Chen et al. 2018) die EctA-Protein-
Sequenzen gefunden werden. Die Aminosauresequenz-ldentitdten innerhalb des Ali-
gnments der erhaltenen 432 EctA-Proteine variieren dabei zwischen 94 % (  Paeni-
bacillus glucanolyticus DSM5162) und 25 % ( Oceanobacillus iheyensis HTE831). Ei-
ne verkirzte Variante des Alignments mit 15 zuféllig ausgewéhlten EctA-Protein-
Sequenzen ist im Anhang (Abbildung 48) aufgefiihrt. Dieser zeigt vollstdndige Kon-
servierung von 13 Aminosauren, darunter sechs der sieben DAB-bindende Aminosau-
ren; die siebte (T115) ist teilweise durch das funktionell &hnliche Serin ersetzt. Auch
das an der N°-ADABA-Bindung beteiligte V81 ist nur teilweise durch Isoleucin oder
Threonin ersetzt. Wie bereits flr die Aminotransferase EctB beschrieben, wurden in
einem erneuerten Archaeen-Datensatz (Stand: 22.07.2019) mithilfe des Online-Tools
der IMG/M Datenbank (Chen et al. 2018) 30 ectABC(D)-Clustern gefunden (siehe auf
Seite 55). Fur die zugehdrigen EctA-Proteinsequenzen konnten Aminosauresequenz-
Identitaten zwischen 41 % ( Nitropumilus maritimus ~ SCM1) und 33 % (Methanobacte-
rium sp. BinDmb89) bezogen auf ( PI)EctA ermittelt werden. Auch das Alignment die-
ser EctA-Protein-Sequenzen zeigt eine nahezu vollstandige Konservierung der DAB-
bindenden Aminosauren, mit Ausnahme von D33; diese Aminoséure ist in einer der
30 Protein-Sequenzen durch Glutamat ersetzt. Ebenso ist V81 teilweise durch Alanin
oder Isoleucin ausgetauscht (siehe Anhang, Abbildung 49).
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5.4 Analyse von EctC*-Typ-Proteinen

5.4.1 Analyse des oligomeren Zustandes von EctC*-Proteine

Die klassische, von der Ectoin-Synthase EctC katalysierten, Reaktion besteht aus der
intramolekularen Eisen(ll)-Kofaktor-abhangigen Kondensation von N °-ADABA unter
Entstehung des zyklischen Ectoins durch Abspaltung eines Wasser-Molekdls. In fri-
heren phylogenomischen Studien von EctC-Enzymen wurden neben ectC-Genen, die
im typischen ectABC(D)-Gencluster organisiert sind, auch einzeln, von diesem Clus-
ter unabhangig, vorkommende, sogenannte ectC*-Gene gefunden (Czech et al. 2018a;
Kurz et al. 2010; Widderich et al. 2016a; Widderich et al. 2016b). Die physiologische
und biochemische Funktion der codierten Proteine (EctC*) ist noch ungeklart, da N°-
ADABA, das Substrat von EctC in der klassischen EctC-Reaktion, in der Regel kein ge-
nerelles Sto wechselintermediat ist, sondern als Intermediat der Ectoin-Biosynthese

von der | -2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase EctA synthetisiert wird. Im Genom

des P anzen-pathogenen Bakteriums Pseudomonas syringae pv. syringae B728 wur-
den solche EctC*-Proteine gefunden. Unter Laborbedingungen konnte in diesem Bak-
terium keine Ectoin-Produktion festgestellt werden. Die Zugabe von Ober achen-steri-
lisierten Blattern der Wirtsp anze Syringa vulgaris flhrte jedoch zur Produktion von
Ectoin, was die Vermutung nahe legt, dass von der P anze stammendes  N°-ADABA
als Substrate fur die EctC*-Enzyme dient (Kurz et al. 2010).

Um die Katalysefahigkeit der EctC*-Proteine, gegeniber der klassischen EctC-Reak-
tion zu analysieren, wurden zunachst sowohl verschiedene EctC-Typ-Proteine (also
EctC-Proteine, deren kodierende Gene im Cluster organisiert sind) als auch EctC*-
Proteine aus folgenden Organismen fUr in vitro Assays heterolog produziert: Vibrio
sp. EJY3 und Achromobacter xyloxidans A8 mit jeweils EctC- und EctC*-Proteinen, so-
wie Pseudomonas syringae pv. syringae B728a und Corynebacterium lipophilo avum
DSM 44291, die jeweils nur ein EctC* besitzen. Hierflr wurden die von Laura Czech
zur Verfigung gestellten Expressionsvektoren mit einer fir E. coli codon-optimierter
Variante des entsprechenden ectC-Typ-Gens (Accession-Nummer: siehe Tabelle 15)
und TetR-regulierten tet-Promotor genutzt. Die entstehenden rekombinanten Prote-
ine enthalten jeweils einen C-terminalen  Strep-Tag-ll (SA-WSHPQFEK-COOH) fir
die anschlieyende a nitatschromatographische Reinigung der Proteine. Als Referenz
wurde das bereits charakterisierte EctC-Typ-Protein aus P. lautus genutzt (Czech et
al. 2019).

Tabelle 16 zeigt die grundlegenden biochemischen Parameter der analysierten EctC-

/ EctC*-Typ-Proteine. Fir alle produzierten Fusionsproteine konnte eine theoretische
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Tabelle 15 Gen-Bank-Accession-Nummern der verwendeten ectC-Typ-Gene.

Organismus ectC-Typ Accession-Nummer
Paenibacillus lautus Y412MC10 ectC NC 013406
Vibrio sp. EJY3 ectC MK674255
Vibrio sp. EJY3 ectC* MK674251
Achromobacter xyloxidans A8 ectC MK674257
Achromobacter xyloxidans A8 ectCr MK674254
Pseudomonas syringae pv. syringae B728a ectC* MK674252
Corynebacterium lipophilo avum  DSM 44291 ectC* MK674253

Tabelle 16 Vergleich der grundlegenden biochemischen Parameter der analysierten EctC /
EctC*Typ-Proteine. Der fusionierte  Strep-Tag-Il wurde in die Berechnungen mit einbezogen.

berechnete gemessene

Organismus EctC-Typ Anzahl AS ber. pl Masse Masse

P. lautus EctC 140 4.83 15.8 kDa 32.8 kDa
V. sp. EJY3 EctC 138 5.07 16.0 kDa 34.8 kDa
V. sp. EJY3 EctC* 138 5.09 15.5 kDa 29.4 kDa
A. xyloxidans EctC 144 5.44 16.1 kDa 28.9 kDa
A. xyloxidans EctC* 143 5.97 16.1 kDa 31.4 kDa
P. syringae EctC* 138 5.53 15.7 kDa 32.5 kDa
C. lipophilo avum EctC* 134 491 14.8 kDa 28.2 kDa

Masse von ca. 16 kDa fiur die Monomer-Einheit berechnet werden. Auch das SDS-Gel
(Abbildung 29) zeigt Groyen in diesem Bereich, allerdings ist das Laufverhalten der
unterschiedlichen EctC- / EctC*-Typ-Proteinen aus unbekannten Grinden doch sehr
verschieden. Uber eine zusatzliche MALS-RI-Analyse konnte jedoch fiir alle Proteine
eine Groye von circa 30 kDa bestimmt werden. Dies entspricht etwa der doppelten
Masse der berechneten Monomergroye und damit einem dimeren Zustand in Lésung.
Die SEC-MALS-Analyse fir die EctC- / EctC*-Typ-Proteine von  A. xyloxidans sind in
Abbildung 29B und 29C dargestellt, alle weiteren be nden sich im Anhang (Abbildung

50).
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Abbildung 29 Analyse des Oligomerisierungszustandes der gereinigten EctC- und
EctC*-Proteine.  (A) SDS-PAGE der gereinigten EctC- und EctC*-Proteine. ( B) SEC-MALS
Analyse des gereinigten EctC-Proteins aus Achromobacter xyloxidans . Die mittels MALS-RI
ermittelte Proteingréye betragt 28.9 kDa; dies entspricht einer dimeren Struktur. ( C) SEC-
MALS Analyse des gereinigten EctC*-Proteins aus  A. xyloxidans . Die mittels MALS-RI ermit-
telte Proteingréye betragt 31.4 kDa; dies entspricht einer dimeren Struktur.

5.4.2 Aktivitatsvergleich der EctC*- mit  bona de
EctC-Proteinen

Die Aktivitat der EctC- / EctC*-Typ-Proteine, beztiglich der klassischen Ectoin-Syn-
thase-katalysierten Reaktion, wurde mithilfe eines in vitro Assays, mit 5 mM Sub-
stratkonzentration und jeweils 10! g gereinigtem Enzym, geprift. Dabei wurden drei
verschiedene Pu erbedingungen (Tris pH 7.0, Tris pH 8.5 und Hepes pH 8.5) bei
jeweils zwei Temperaturen ( 20*C und 30*C) getestet und jeweils nach 10 Minuten
und 20 Stunden eine Probe genommen. Wie Abbildung 30 zeigt, konnte fir die EctC-
Proteine in Tris pH 8.5 fiir beide Temperaturen nahezu Vollumsatz nachgewiesen wer-
den. Die Reduktion des pH-Wertes (pH 7.0) hat auf die Aktivitat aller EctC einen
reduzierenden E ekt, der Tausch des Pu ersystems (Hepes pH 8.5) hat auf die EctC-
Proteine aus P. lautus und V. sp. EJY3 keinen signi kanten Ein uss auf den Um-
satz (nach 10 Minuten), fuhrt jedoch zu einer drastischen Reduktion der Aktivitét
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von EctC aus A. xyloxidans . Fur die EctC*-Proteine konnte nach 10 Minuten noch
kein bzw. nur minimaler Umsatz festgestellt werden. Nach 20 Stunden Reaktionszeit
wurden nicht nur fir alle EctC-Proteine Vollumsatz unter allen gewahlten Bedingun-

gen detektiert, sondern auch fiir die meisten Bedingungen und EctC*-Proteine eine
Ectoin-Produktion nachgewiesen werden. Dabei wurde fir alle Proteine im Pu ersys-
tem Tris pH 8.5 die héchste Ectoin-Konzentration nachgewiesen. Die EctC*-Proteine
von V. sp. EJY3, P. syringae und C. lipophilo avum zeigen dabei bei der h6heren Tem-
peratur einen deutlichen Verlust an Aktivitat, dieser E ekt wird bei pH 7.0 teilweise
umgekehrt, wobei die Aktivitat jedoch niedriger ist. Fir EctC* aus P. syringae konnte
nur bei einer (Tris pH 8.5, 20*C) der sechs getesteten Bedingungen eine signi kante
Ectoin-Produktion festgestellt werden.

Abbildung 30 Aktivitatsanalyse von EctC- und EctC*-Typ-Proteinen. Die Aktivitats-
tests wurden bei drei verschiedenen Pu er-Bedingungen und bei zwei verschiedenen Tempe-
raturen durchgefiihrt. Die Ectoin-Synthase aus  P. lautus diente als Referenz und die Ent-
stehung von Ectoin als Read-Out. Proben der Reaktion wurden nach ( A) 10 min und ( B) 20
Stunden analysiert. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung, berechnet aus jeweils
zwei biologischen und zwei technischen Replikaten.
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Zusammenfassend zeigt diese Analyse, dass die EctC*-Proteine die klassische Ectoin-
Synthase-Reaktion katalysieren, kdnnen, jedoch bedeutend schlechtere Reaktionsge-
schwindigkeiten im Vergleich zu den EctC-Proteinen vorweisen. Diese Reaktion ist
wahrscheinlich nur eine Nebenreaktion neben der noch unbekannten Hauptreakti-
on, die diese EctC*-Proteine katalysieren. Zum Teil sind sie, in Bezug auf die Ectoin-
Synthase-Reaktion, auch nur unter ganz bestimmten Bedingungen aktiv (siehe EctC*
aus P. syringae).

5.4.3 Ermittlung der kinetischen Parameter von
EctC-Typ-Proteinen

Mithilfe der auf Seite 73 beschriebenen Analyse der Aktivitat von EctC- / EctC*-Typ-
Proteinen konnte das Pu ersystem Tris mit pH-Wert 8.5 bei einer Temperatur von
20*C als am besten geeignete Reaktionsbedingungen bestimmt werden. Unter die-
sen Bedingungen erfolgte die Bestimmung der folgenden apparenten kinetischen Pa-
rameter (siehe Abbildung 31) fur die EctC-Proteine: K, £46.58 1491 M und vmax A&
186.1§ 32.2Umg' * fir P.lautus , Ky A£21.28 4.31 M und Vmay £292.78 24.2Umg' * fiir
V. sp. EJY3 und K, /£32.88 7.11' M und vmayx £160.38 17.1Umgi ! fiir A. xyloxidans .
Aufgrund technischer Limitierungen konnte die Substrat-Konzentration dabei nur bis

80 mM erhoht werden. Die ermittelten  K,-Werte der drei EctC-Proteine sind mitein-
ander vergleichbar, die berechnete maximale Reaktionsgeschwindigkeit von EctC aus

V. sp. EJY3 ist jedoch deutlich héher als die der anderen beiden Enzyme. Die kine-
tischen Parameter fur ( PI)EctC aus einer friheren Studie ( Pl)EctC (K, £7.8* M und
Vmax Z£16Umg' 1) (Czech et al. 2019) unterscheiden sich deutlich von den hier ermittel-
ten Werten. Die Begriindung hierfir liegt vermutlich in der Verwendung von chemisch
synthetisiertem N °-ADABA in der Studie von Czech et al.. Dieses enthélt, verglichen
mit dem hier verwendeten kommerziell erworbenen Substrat, einen relativ hohen Ver-
unreinigungsgrad mit unbekannten Substanzen.

Da fur EctC* aus A. xyloxidans unter allen auf Seite 73 getesteten Bedingungen En-
zymaktivitat nachgewiesen wurde und der N °-ADABA-Umsatz dieses Enzyms unter
den fur die Kinetik-Assays gewdahlten Bedingungen (Tris pH 8.5, 20*C) im Vergleich
mit anderen EctC*-Proteinen relativ hoch war, sollten fiir dieses Protein ebenfalls die
apparenten kinetischen Parameter ermittelt werden. Wie in Abbildung 31C darge-
stellt, verhielt sich die Zunahme der Enzymaktivitat im gemessenen Konzentrations-
bereich (0j 80 mM N °-ADABA) nahezu linear. Somit konnten keine kinetischen Para-
meter ermittelt werden. Dieser Verlauf bestatigt jedoch die sehr geringe A nitat der
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EctC*-Proteine gegeniiber N °-ADABA, dem Substrat der klassischen EctC-Reaktion.

Abbildung 31 Kinetische Parameter von EctC-Typ-Proteinen. Die Ermittlung der appa-
renten kinetischen Parameter fiir das Substrat N °-ADABA der EctC-Typ-Proteine aus ( A) P.
lautus , (B) V. sp. EJY3 und ( C) A. xyloxidans , erfolgte durch Quanti zierung des entstehenden
Ectoin als Read-Out. ( D) Auch fiir das EctC*-Protein aus  A. xyloxidans wurde die Abhéngigkeit
der spezi schen Aktivitat von der Substrat-Konzentration bestimmt. Die lineare Abhéngigkeit

im gewahlten Konzentrationsbereich eignet sich jedoch nicht zur Bestimmung von kinetischen
Parametern.

5.4.4 Struktureller Vergleich von EctC-Typ-Proteinen durch In
silico Modelling

Die oben beschriebenen Unterschiede zwischen der Aktivitat von EctC- und EctC*-
Proteinen lasst Variationen in der Aminosaure-Konstellation des reaktiven Zentrums

vermuten. In einer friiheren bioinformatischen Studie von EctC-Typ Proteinen wur-
de bereits gezeigt, dass sich die Aminosauresequenz der EctC*-Proteine deutlich von
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den EctC- Proteinen unterscheiden, die an der Bindung des Eisen(ll)-Kofaktors, des
Substrats und des Produkts bet eiligten Aminosduren jedoch meist Gber beide Grup-
pen konserviert sind (Czech et al. 2019). Auch die in silico Modellanalyse in Abbil-
dung 32 deutet auf eine hohe strukturelle Ahnlichkeit, mit fast vollstandig konser-
vierten Aminosauren im reaktiven Zentrum, hin. Die Modellstrukturen von EctC und
EctC* aus A. xyloxidans wurden mithilfe des Online-Server SwissModel (Waterhouse
et al. 2018) erstellt. Als Template dienten hierfir die Kristallstrukturen der Ectoin-
Synthase aus P. lautus (PDB-Code: 50NM bzw. 50NN) (Czech et al. 2019). Die ge-
nerierten Modellstrukturen wurden anschlieyend mit den N °-ADABA- und Ectoin-
enthaltenen ( PI)EctC-Strukturen (PDB-Code: 50NN bzw. 50NO) (Czech et al. 2019)
verglichen. Alle in der Substrat-, Produkt- oder Kofaktor-Bindung involvierten Ami-
nosauren aus (PI)EctC sind auch in EctC und EctC* aus A. xyloxidans vorhanden.
Eine Ausnahme bildet die Substition der Aminosaure Asparagin an Position 38 in
(PNEctC durch die Aminoséaure Histidin, sowohl in ( AxX)EctC* als auch in ( AX)EctC
(siehe Abbildung 32). Diese Aminosaure ist auch innerhalb der EctC-Typ-Proteinen
nicht konserviert (Czech et al. 2019). Ein Alignment der Sequenzen aller in Abschnitt
5.4.2 analysierten EctC und EctC*-Proteinen bestétigt dies (siehe Anhang, Abbildung
51). Es zeigt ebenfalls, dass die Aminosaure Tryptophan an Position 21 in ( PI)EctC,
die sowohl an der Substrat- als auch an der Produkt-Bindung beteiligt ist, in allen
EctC*-Proteinen, bis auf ( AX)EctC*, durch ein Glycin substituiert ist. Diese Aminosau-

re liegtin der N °-ADABA-gebundenen Form von ( PI)EctC in zwei Konformationen vor
(siehe Abbildung 32A), welche nach Czech et al. wahrscheinlich jeweils entweder an
der Substrat- oder an der Produkt-Bindung beteiligt sind (Czech et al. 2019). Da die
Substitution des Tryptophans durch Glycin im reaktiven Zentrum in den Proteinen

aus A. xyloxidans nicht vorhanden ist, die Aktivitdt von (  Ax)EctC* jedoch vergleichbar
niedrig ist, wie die der anderen EctC*-Proteine, ist diese Aminosauresubstitution ver-
mutlich nicht fur die Aktivitatsunterschiede verantwortlich. Im reaktiven Zentrum
konnte demnach also kein Unterschied zwischen EctC- und EctC*-Proteinen festge-
stellt werden, der die niedrige Aktivitat von EctC*-Proteinen in der Umsetzung von

N °-ADABA zu Ectoin begriindet. Die von Czech et al. identi zierte Deckel -Struktur
weist jedoch einen unterschiedlichen Grad der Konservierung auf (siehe Alignmentim
Anhang, Abbildung 51 und (Czech et al. 2019)). Mdglicherweise liegt hier die Ursache
fur die Aktivitatsunterschiede.
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Abbildung 32 In silico Modellanalyse von EctC- und EctC*-Typ-Proteinen. (A) Dar-
stellung der N °-ADABA-Bindestelle von ( PI)EctC mit N°-ADABA (magenta), dem Kofaktor
Fe (1) (PDB-Code: 50ONN) und allen koordinierenden Aminosaure-Seitenketten (grun fur die

N °-ADABA-Bindung und orange fir die Kofaktorbindung). Die Deckel -Struktur ist rot mar-

kiert (Czech et al. 2019). ( B) Darstellung der Ectoin-Bindestelle von ( PI)EctC mit Ectoin (gelb),
dem Kofaktor Fe (Il) (PDB-Code: 50NO) und allen koordinierenden Aminosaure-Seitenketten
(violett fur die Ectoin-Bindung und orange fir die Kofaktorbindung) (Czech et al. 2019). ( C)
Darstellung der N°-ADABA-Bindestelle von EctC aus A. xyloxidans (Modell) mit N°-ADABA
aus 50NN und den entsprechenden koordinierenden Aminoséaure-Seitenketten. (D) Darstel-
lung der Ectoin-Bindestelle von EctC aus  A. xyloxidans (Modell) mit Ectoin aus 50NO und den
entsprechenden koordinierenden Aminosaure-Seitenketten. ( E) Darstellung der N °-ADABA-
Bindestelle von EctC* aus A. xyloxidans (Modell) mit N °-ADABA aus 50NN. ( F) Darstellung
der Ectoin-Bindestelle von EctC* aus A. xyloxidans (Modell) mit Ectoin aus 50NO.
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5.5 N°-ADABA - ein Osmoprotektivum?

N °-ADABA ist das Substrat der Ectoin-Synthase und damit die Vorstufe fir das kom-
patible Solut Ectoin. Ectoin ist unter Mikroorganismen eine weit verbreitete Schutz-
substanz gegen osmotisch bedingten Stress. Es wurden jedoch auch osmoprotektive
Eigenschaften von N °-ADABA fur Salmonella typhimurium und Chromohalobacter
salexigens postuliert (Canovas et al. 1997; Garcia-Estepa et al. 2006). In dieser Arbeit
wurden die osmoprotektive Eigenschaften von N°-ADABA fiir E. coli getestet. Da-
zu wurde ein Osmoprotektionsassay im E. coli-Stamm MG1655 im Mikroplatereader
durchgefuhrt. Als Referenz wurden 1 mM Glycinbetain sowie Ectoin in verschiede-
nen Konzentrationen eingesetzt. Als N °-ADABA-Quelle diente zum einen ein durch
Ectoin-Hydrolyse chemisch synthetisiertes Gemisch aus N°- und ®-ADABA, zum an-
deren kommerziell erworbenes N °-ADABA. Beide lieferten in der fur die Trennung der
ADABA-Isomere geeigneten HPLC-Methode die gleichen N °-ADABA-Signale. Jedoch
konnte fur das kommerziell erworbene N °-ADABA keine Osmoprotektion festgestellt
werden, wahrend fur das ADABA-Gemisch aus der Ectoin-Hydrolyse ein solcher Ef-
fekt sichtbar war. Ein vorlau ger Osmoprotektionstest im Reagenzglas (siehe Anhang,
Abbildung 52) lieferte ein vergleichbares Ergebnis. Vermutlich enthalt das ADABA-
Isomeren-Gemisch noch restliches Ectoin. Vergleicht man die Daten der Wachstums-
kurven des ADABA-Gemischs mit denen der verschiedenen Ectoin-Konzentrationen,
kann von einer Rest-Ectoin-Konzentrationvon < 25! M ausgegangen werden. Fir N°-
ADABA konnte also kein osmoprotektiver E ekt in E. coli nachgewiesen werden.
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Abbildung 33 Osmoprotektions-Assay im
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E. coli -Stamm MG1655.

Wachstumskurven,

aus zwei biologischen Replikaten, von E. coli MG1655 bei 0.8 M NaCl zeigen einen osmopro-
tektiven E ekt von Glycinbetain und Ectoin, sowie dem Hydolyseprodukt aus Ectoin. Ectoin
wurde in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, ein minimaler E ekt konnte bereits ab

einer Konzentration von ca. 10

ca. 25t M.
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6 Diskussion

Ectoin und 5-Hydroxyectoin sind unter Bakterien weit verbreitete kom patible Solu-
te. Sie werden als Schutzsubstanzen vor Salz- und Hitzestress eingesetzt (Czech et
al. 2018a; Da Costa et al. 1998; Galinski und Triper 1994; Pastor et al. 2010). Die
Biosynthese von Ectoin erfolgt Uber drei Enzym-katalysierte Reaktionen; eine vierte
ermdglicht die Hydroxilierung von Ectoin zu 5-Hydroxyectoin (Peters et al. 1990). In
frheren Studien wurden bereits zwei dieser vier Enzyme biochemisch und strukturell
analysiert; die Ectoin-Synthase EctC und die Ectoin-Hydroxylase EctD (Czech et al.
2019; Hoeppner et al. 2014; Ono et al. 1999; Reuter et al. 2010; Widderich et al. 2016a,;
Widderich et al. 2014a; Widderich et al. 2016b; Widderich et al. 2014b). In dieser Arbeit
wurden die beiden anderen Enzyme, die |-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase EctB
und die | -2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase EctA, in Hinblick auf ihre biochemi-
schen Eigenschaften sowie ihre Protein-Struktur betrachtet, da fir diese Enzyme bis
jetzt nur wenige Daten publiziert wurden (Ono et al. 1999; Reshetnikov et al. 2011).
Fur beide Enzyme wurden hierfir jeweils Homologe aus dem thermotoleranten Gram-
positiven Bakterium Paenibacillus lautus gewahlt, da fur die Ectoin-Synthase aus die-
sem Organismus erfolgreich Kristallstrukturen mit kokristallisiertem Kofaktor, Sub-

strat und Produkt erhalten werden konnten (Czech et al. 2019). Zusatzlich wurde die
ungewohnliche genetische Organisation der Ectoin-Biosynthesegene in Kombination
mit Genen eines ABC-Transporters in diesem Organismus in silico analysiert, wobei
dieses Transportsystem als Ehu-Typ-Ectoin / 5-Hydroxyectoin-Transporter identi -
ziert werden konnte. Ein weiterer Themenbereich dieser Arbeit war der Vergleich von
EctC-Typ-Enzymen, die durch im ectABC(D)-Gencluster organisierte ectC-Gene ko-
diert werden, mit EctC*-Enzymen. Die  ectC*-Gene kommen Cluster-unabhangig vor,
teilweise als einziges ect-Gen im gesamten Organismus. Fir diese Enzyme konnte ei-
ne Ectoin-Synthase-Aktivitat festgestellt werden, jedoch mit signi kant reduzierter
Reaktionsgeschwindigkeit.

81



6 Diskussion

6.1 Charakterisierung der
L-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase

6.1.1 (PIl)EctB - ein PLP-abhangiges Tetramer

In friheren Studien wurden die EctB-Proteine aus Halomonas elangota und Methy-
lomicrobium alcaliphilum  als Hexamere beschrieben (Ono et al. 1999; Reshetnikov et
al. 2011). Die in dieser Arbeit gefundene tetramere Struktur des EctB-Proteins aus

P. lautus scheint widersprichlich, da die Mdéglichkeit eines Arten-spezi schen Olig-
merisierungszustands aufgrund der hohen Ahnlichkeit zwischen den EctB-Proteinen
(siehe Anhang, Abbildung 43) eher unwahrscheinlich ist. Mit h6herer Wahrscheinlich-
keit liegt die Begrtindung fur diesen Unterschied in den angewandten Analysemetho-
den. Der oligomere Zustand der Enzyme aus H. elangota und M. alcaliphilum wurde
mittels Groyenausschlusschromatographie (SEC) bestimmt (Ono et al. 1999; Reshet-
nikov et al. 2011). Diese Methode basiert auf Eichung des Systems mit Standardpro-
teine und der daraus folgenden Abschétzung der Groye des zu messenden Proteins
anhand seines Laufverhaltens. Dieses kann jedoch durch die globulare Form des Pro-
teins beein usst werden. Die fir ( PI)EctB verwendete MALS-RI-Methode bestimmt
dagegen die absolute Protein-Gréye, ohne Ein uss durch die Protein-Form (Oliva et al.
2004; Sahin und Roberts 2012). Aufgrund dessen und aufgrund der Verwandtschaft
zu GABA-Transaminasen (siehe Anhang, Abbildung 42), die ebenfalls als Tetramer
vorliegen (Bruce et al. 2012), kann davon ausgegangen werden, dass EctB-Proteine
ebenfalls eine tetramere Struktur annehmen. Wie GABA-Transaminasen und alle an-
deren Transaminasen, sind auch EctB-Enzyme vom Kofaktor PLP abhangig (Oliveira

et al. 2011; Ono et al. 1999; Reshetnikov et al. 2011; Ste en-Munsberg et al. 2015).
Dies konnte in dieser Arbeit auch fur ( PI)EctB gezeigt werden. Jedoch sind die reakti-
ven Zentren der rekombinanten ( PI)EctB-Proteine nicht mit PLP gesattigt. Wahrend
beispielsweise die PLP-gebundene Transaminasedoméne des GabR/MocR-Typ Regu-
lator EnuR eine deutlich sichtbare Gelbfarbung des gereinigten Proteins hervorruft
(Schulz et al. 2017b), ist frisch gereinigtes ( PI)EctB farblos. Durch eine niedrige PLP-
Bindungsa nitdt von ( Pl)EctB, im Vergleich zu EnuR, wird PLP wahrend der hetero-
logen Expression von ( PI)EctB in E. coli vermutlich nicht vollstdndig eingebaut. Die
Enzymaktivitat von ( PI)EctB kann durch Zugabe von PLP jedoch wiederhergestellt
werden.
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6.1.2 (Pl)EctB - ein widerstandsfahigs Enzym der e zienten
Ectoin-Produktion

Die I-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase EctB kat  alysiert die Gleichgewichtsreaktion
von | -ASA und | -Glutamat zu DAB und 2-Oxoglutarat. Die biochemische Charakte-
risierung, inklusive der Bestimmung der kinetischen Parameter, erfolgte hier durch
Analyse der Rickwartsreaktion, da das chemisch instabile Substrat | -ASA durch kom-
merzielle Quellen nur beschrankt verfigbar ist. Die EctB-Proteine aus H. elangota
und M. alcaliphilum wurden ebenfalls Uber die Rickwartsreaktion analysiert, wo-
bei fur ( He)EctB zusatzlich Daten zur Vorwartsreaktion vorhanden sind (Ono et al.
1999; Reshetnikov et al. 2011). Die K-Werte fur die Vorwartsreaktion von ( He)EctB
liegen in einem ahnlichen Bereich, wie die Ky,-Werte fiur die Rlickwartsreaktion von
(Pl)EctB, die maximale Reaktionsgeschwindigkeit der Vorwartsreaktion ist jedoch et-

wa vierfach hoher als die der Ruckwartsreaktion und indiziert die Bevorzugung der
Vorwartsreaktion. Das Gleichgewicht der Reaktionen wird auyerdem durch das Ent-
fernen des Reaktionsprodukts DAB durch die folgende EctA-katalysierte Reaktion zu

N °-ADABA in Richtung der Vorwartsreaktion verschoben. Die kinetischen Parameter
von EctA, im Vergleich zu EctB, sprechen fir eine deutlich schnellere EctA-Reaktion,
was vermutlich zu einer direkten Umsetzung des EctB-Produkts DAB fuhrt und damit

der direkten Entfernung aus Gleichgewicht fiihrt. Zusatzlich kann das zweite Reak-
tionsprodukt 2-Oxoglutarat als Substrat fur die Ectoin-Hydroxylase EctD dienen und
damit ebenfalls dem Gleichgewicht entzogen werden. Demzufolge kann bei osmoti-
schen Stress eine e ziente Umwandlung von | -ASA zu DAB erfolgen, welche dann zu
einer e zienten Ectoin-Produktion fuhrt.

Transaminasen stoyen auf groyes Interesse fir biotechnologische Anwendungen
(Ste en-Munsberg et al. 2015). Die Transaminase EctB aus  P. lautus zeigt eine ho-
he Toleranz gegenuber Schwankungen in Temperatur, pH-Wert und Salzgehalt. Auch
die Aktivierung durch hdéhere Temperaturen und die Unabhangigkeit von zusatzli-
chen Kaliumionen, wie sie z. B. fur ( He)EctB fur die Aktivierung nétig sind (Ono et al.
1999), kénnen eine Grundlage zur Nutzung dieses Enzyms fir industrielle Anwendun-
gen bieten.

6.1.3 (PIl)EctB - ein GABA-Transaminsase-verwandtes Enzym

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind keine strukturellen Daten von EctB-Proteinen verof-
fentlicht. Auch durch die in Kooperation mit Dr. Sander Smits (Heinrich Heine Uni-
versitat Disseldorf) sowie durch die mit Nils Mais und Prof. Dr. Gert Bange (Philipps-
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Universitat Marburg, Fachbereich Chemie) durchgefihrten Krist allisationsversuche,
konnte noch keine Kristallstruktur gewonnen werden. Hierbei schien vor allem der

zur Protein-Reinigung nétige Strep-Tag-ll sowie das fehlende PLP im reaktiven Zen-
trum problematisch zu sein. Durch die Entfernung des  Strep-Tag-Il mittels Faktor-Xa-
Proteolyse und Zugabe von zusatzlichem PLP konnten kleine Kristalle (siehe Abbil-
dung 34) in Kooperation mit Dr. Sander Smits (Heinrich Heine Universitat Diusseldorf)
erhalten werden, die allerdings fur die Rdntgenanalyse kein geeignetes Streumuster
erzeugten. Fur eine Kristallstrukturanalyse sind weitere Optimierungsprozesse nétig.
Gegebenenfalls sollte hier auch der Wechsel des Hostorganismus von EctB in Betracht
gezogen werden.

Abbildung 34 Kristalle von (Pl )EctB nach Zugabe von PLP. Die Bilder wurden von Dr.
Sander Smits (Heinrich Heine Universitat Disseldorf) zur Verfiigung gestellt.

Mithilfe einer in silico Modellstruktur, basierend auf der PLP-enthaltenen GABA-
Transaminase-Kristallstruktur aus  Arthrobacter aurescens (PDB-Code: 4ATP) (Bru-
ce et al. 2012), konnte dennoch ein Einblick in die strukturelle Bescha enheit von
(P)EctB gewonnen werden. Uber den Vergleich mit der Templatestruktur konnte die
Aminosaure Lysin an Position 274 als Bindungspartner fur den Kofaktor PLP iden-
ti ziert, und durch Mutagenesestudien veri ziert, werden. Die Substitution dieser
Aminosaure fihrte zum Verlust der Fahigkeit PLP zu binden (Abbildung 14) sowie
zur Inaktivierung des Enzyms. Fir die GABA-Transaminase aus Arthrobacter au-
rescens existiert eine weitere Kristallstruktur, die ein Zwischenprodukt der Reakti-
on, das PLP-GABA-Addukt enthalt (PDB-Code: 4ATQ). In dieser Struktur konnten
zwoOlIf weitere Aminosauren identi ziert werden, die wahrscheinlich an der Substrat-
Bindung / Reaktion beteiligt sind (Bruce et al. 2012). Diese sind bis auf R164 und
G322 in (Pl)EctB konserviert. Die Aminosduren R164 und G322 (in (  PIl)EctB: M149
und N301) sind Teil eines Loops der benachbarten Monomer-Einheit, welcher in das
reaktive Zentrum ragt, und koordinieren die GABA-Carboxygruppe innerhalb des re-
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aktiven Zentrums der GABA-Transaminase.

Fur ( P)EctB konnte neben der EctB-Reaktion auch die Kat alyse der GABA-Trans-
aminase-Reaktion, also der Umsatz von GABA und 2-Oxoglutarat zu Succinat und [ -
Glutamat, festgestellt werden. Die Aktivitat dieser, der ( PI)EctB-Ruckwartsreaktion
ahnlichen, Reaktion war jedoch deutlich niedriger als die Aktivitat gegentber der Um-
setzung von DAB und 2-Oxoglutarat zu | -ASA und | -Glutamat. Die Substitution der
Aminosauren M149 und N301 durch Arginin bzw. Glycin in ( PI)EctB, fihrte entge-
gen der Erwartung jedoch nicht zur Verbesserung der GABA-Transaminase-Reaktion,
sondern zur Inaktivierung des Enzyms bei optimalen Reaktions-Bedingungen des Wild-
typ-Enzyms. Vermutlich haben diese Aminosauren also einen anderen E ekt auf das
Enzym. Die vergleichsweise niedrige E zienz der Proteinreinigung dieser Mutanten
kénnte z. B. auch auf eine niedrigere Loslichkeit durch Faltungsprobleme hinweisen.

6.1.4 Vorschlag eines Reaktionsschemas fir ( Pl)EctB

Basierend auf dem generellen Reaktionsmechanismus fur Transaminasen (Ste en-
Munsberg et al. 2015) konnte der folgende Vorschlag, fir den enzymatischen Reakti-
onsmechanismus von EctB-Proteinen fir die Reaktion von | -ASA und | -Glutamat zu
DAB und 2-Oxoglutarat erstellt werden. In einer zwei-Schritte-Reaktion wird dabei
zunachst der Aminogruppen-Donor, | -Glutamat, auf den, Uber Schi'sche Base rever-
sibel gebundenen, Kofaktor PLP Ubertragen, unter Entstehung eines externen Aldi-
mins, dem PLP- | -Glutamat-Addukt. Aus der folgenden Freisetzung von 2-Oxoglutarat
entsteht der modi zierte Kofaktor Pyrodoxamin-5-Monophosphat. Dieser Ubertragt
die Aminogruppe im zweiten Schritt der Transaminase-Reaktion auf den Akzeptor

| -ASA unter Bildung des [|-ASA-PLP-Addukts. Durch Regeneration der Schi'schen
Base von PLP und K274 wird das zweite Reaktionsprodukt, DAB, freigesetzt.

Dieser Reaktionszyklus, dargestellt in Abbildung 35 fir die Vorwartsreaktion, ver-
lauft im Falle der EctB-katalysierten Rickwartsreaktion in entgegengesetzter Rich-
tung mit DAB als Aminogruppen-Donor und 2-Oxoglutarat als Aminogruppen-Akzep-
tor. In dieser Richtung erfolgt zuerst die Desaminierung von DAB, bevor die Amino-
gruppe auf 2-Oxoglutarat Ubertragen wird. Die  K-Werte flr diese beiden Substrate
deuten eine hohere A nitat des Enzyms ( PI)EctB gegenuber DAB als gegeniber 2-
Oxoglutarat an. Dies spricht ebenfalls fur eine bevorzugte Bindung von DAB vor dem
zweiten Substrat 2-Oxoglutarat im katalytischen Zentrum des Enzyms.
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Abbildung 35  Reaktionsschema der ( Pl)EctB-katalysierten Aminotransfer-
Reaktion. Im Ruhezustand des Enzyms ist der Kofaktor PLP kov alent an K274 gebunden
Uber Schi 'sche Base (internes Aldimin). Im ersten Reaktionsschritt wird | -Glutamat Uber die
Bildung eines | -Glutamat-PLP-Adduktes (externes Aldimin) desaminiert und 2-Oxoglutarat
freigesetzt. Wahrend der zweiten Halfte der Reaktion wird die Aminogruppe des nun modi-
zierten Kofaktors auf | -ASA, unter Bildung eines DAB-PLP-Aduktes (externes Aldimin),
Ubertragen. Das Produkt DAB wird freigesetzt und die PLP-Lysin-EctB-Bindung regeneriert.
Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.

6.2 Charakterisierung der
L-2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase

6.2.1 (PIl)ECtA - ein regioselektives Enzym

Die | -2,4-Diaminobutyrat-Acetyltransferase EctA wurde bereits fur ihre Vertreter aus

H. elongata, M. alcaliphilum , M. thalassica und M. alcalica als Dimer in Losung be-
schrieben (Mustakhimov et al. 2008; Ono et al. 1999; Reshetnikov et al. 2011; Reshet-
nikov et al. 2005), sowie flr EctA aus Bordetella parapertussis als Dimer kristallisiert
(PDB-Code:3D3S) wurde. In dieser Arbeit wurde ( PI)EctA ebenfalls als Dimer in L6-
sung identi ziert und die dimere Struktur Gber Kristallisation bestatigt. Analog zur
Transaminase ( PI)EctB bendtigt auch die Acetyltransferase ( PI)EctA hohe Temperatu-
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ren (40 50*C) fir op timale Reaktionsbedingungen, passend zum Lebensraum von P.
lautus . Anders als ( PI)EctB, ist ( PI)EctA jedoch bei diesen hohen Temperaturen unter
in vitro Bedingungen nicht stabil. Da im Zytoplasma andere Bedingungen vorliegen,

ist es dennoch moglich, dass stabilisierende Faktoren, mdglicherweise thermoprotekti-

ve Ectoine, das Protein vor dem hitzebedingten Zerfall schitzen. Weiterhin wurde fir
(PECctA, im Vergleich zu ( Pl)EctB auyerdem eine niedrige Salztoleranz gegenuber
NaCl festgestellt. Diese Eigenschaft wurde auch fur die EctA-Enzyme aus M. thalas-
sica und M. alcalica nachgewiesen, wahrend die EctA-Enzyme aus M. alcaliphilum
und dem halophilen H. elongata durch die Anwesenheit von Salzionen aktiviert wer-
den (Mustakhimov et al. 2008; Ono et al. 1999; Reshetnikov et al. 2006; Reshetnikov
et al. 2005). Folglich kann die Salztoleranz nicht als EctA-Enzym-spezi sch, sondern

als fur die Art des Host-Organismus spezi sch angesehen werden.

Die Acetyltransferase EctA katalysiert den Transfer der Acetylgruppe von Acetyl-
CoA auf die °-Aminogruppe von DAB unter Entstehung von N °-ADABA. In dieser Ar-
beit wurde gezeigt, dass das Isomer N ®-ADABA nicht gebildet wird. Aufgrund der ho-
hen Konservierung der Aminosauren im reaktiven Zentrum kann davon ausgegangen
werden, dass dies fir alle EctA-Proteine gilt. Dies ist vor allem Organismen relevant,
die neben der Ectoin-Synthese auch Ectoin-Katabolismus betreiben, da dieser Uber
das Intermediat N ®-ADABA ablauft (Czech et al. 2018a; Schulz et al. 2017a; Schwib-
bert et al. 2011). Die Regioselektivitat von EctA schlieyt damit zum einen die Entste-
hung eines unndtigen Substratzykluses ( futile cycle ), in dem N ®-ADABA Uber den
Syntheseweg gebildet und Uber den katabolen Weg direkt wieder abgebaut wird, aus.
Zum anderen kann dadurch ein unerwinschter Ein uss von EctA auf die Expression
der katabolen Gene verhindert werden, da N ®-ADABA als Induktor fir deren Regu-
lation wirkt (Czech et al. 2018a; Schulz et al. 2017a; Schwibbert et al. 2011). In dieser
Hinsicht gilt es nun zu zeigen, dass EutD, welches Teil des Ectoin-Katabolismus ist
und die Hydrolyse von Ectoin zu N ®-ADABA katalysiert (Czech et al. 2018a; Schulz
et al. 2017b), selektiv das ®-lsomer produziert, um einen solchen futile cycle durch
die zusatzliche Entstehung von N °-ADABA zu verhindern.

6.2.2 (Pl)ECctA - ein funktionelles Dimer aus der GNAT-Familie

In Kooperation mit Dr. Sander Smits (Heinrich Heine Universitét Dusseldorf) konnten

funf Kristallstrukturen von ( PI)EctA gewonnen werden: apo( Pl)EctA, (Pl)EctA:DAB,
(P1EctA:DAB:CoA, ( PI)EctA:CoA und ( PI)EctA:ADABA. Mithilfe der Liganden-enthal-
tenen Strukturen wurde die jeweilige Bindestelle der Substrate und Produkte identi-
ziert. Die ( Pl)EctA-Struktur entspricht dabei der klassischen GNAT-Faltung. Inner-
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halb der GNAT-Familie ist die Bindestelle von Acetyl-CoA/CoA konserviert (Salah Ud-
Din et al. 2016; Vetting et al. 2005). Das konservierte Bindemotif Q/R-x-x-G-x-G/A der
GNAT-Enzyme fir die Bindung der Diphosphat-Gruppe von Acetyl-CoA/CoA konnte
auchin ( P)EctA identi ziert werden. Weiterhin wurde die strukturelle Konservierung

der (PIl)EctA-CoA-Bindestelle Uber die drei Domanen des Lebens nachgewiesen (Abbil-
dung 28). Die Bindestelle des Substrats DAB wird von beiden Monomer-Einheiten des
Dimers gebildet; sie be ndet sich innerhalb einer Monomer-Einheit und wird durch ei-

ne in die Bindestelle ragende Tyrosin-Seitenkette aus dem zweiten Monomer vervoll-
standigt. Insgesamt sind sieben Aminosauren an der DAB-Bindung beteiligt. Der Ein-
uss dieser sieben Aminosauren, inklusive des Tyrosins aus dem Nachbarmonomer,
konnte mittels Mutagenese-Studien bestatigt werden. Auch das Produkt N °-ADABA
wurde an der gleichen Position mit gleicher Orientierung kokristallisiert, unter Betei-
ligung der gleichen koordinierenden Aminosauren wie flr DAB. Die in dieser Arbeit
beschriebene DAB-Bindestelle weicht jedoch von jener fur in EctA aus  B. parapertus-
sis postulierten ab. In dieser, bisher einzigen in der Proteindatenbank (PDB) verfug-
baren, Kristallstruktur von EctA wird ebenfalls ein funktionelles Dimer dargestellt,
wobei sich hier das Substrat DAB im Interface der Monomere be ndet (Abbildung
36A,B). Weitere Daten fur dieses Enzym, neben der PDB-Struktur, sind nicht vor-
handen. Die Veri kation der DAB-Bindestelle von (  PI)EctA sowie die rdumliche Nahe
der Substrate stellen die postulierte Bindestelle von ( Bp)EctA in Frage. Der Abstand
dieser DAB-Position zur konservierten Acetyl-CoA- / CoA-Bindestelle ermdglicht kei-
ne Reaktion der beiden Substrate. Der Abstand der reaktiven Gruppen von DAB und
CoAinder ( Pl)EctA:DAB:CoA-Kristallstruktur (PDB-Code: 6SLL) dagegen begiinstigt
die Acetyltransfer-Reaktion.

6.2.3 Die (Pl)EctA-Krist allstrukturen geben Einblick in den
Reaktionsmechanismus

Die funf Kristallstrukturen der Acetyltransferase ( PI)EctA bilden verschiedene Reak-
tionsschritte ab: Die Apo-Form stellt dabei den Ruhezustand des Enzyms dar, wobei
die Bindestelle von DAB und der Bindetunnel von Acetyl-CoA frei liegen (Abbildung
37A). Entsprechend der kinetischen Parameter kann davon ausgegangen werden, dass
zunéchst das Substrat DAB gebunden wird ((  PI)EctA:DAB in Abbildung 37B) und an-
schlieyend die Bindung von Acetyl-CoA erfolgt. Aufgrund der hohen Reaktivitat von
Acetyl-CoA wurde hier das ahnliche Reaktionsprodukt CoA verwendet. Die Orientie-
rung von CoA, sowie die von der Bindestelle des Enzyms verschiebt sich zwischen
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Abbildung 36 Vergleich der (Pl )EctA-Struktur mit der von ( Bp )EctA in Bezug auf die
DAB-Bindestelle.  (A) Krist allstruktur von (  Bp)EctA (PDB-Code: 3D3S). ( B) Darstellung der
putativen DAB-Bindestelle in (  Bp)EctA mit koordinierenden Aminoséuren (PDB-Code: 3D3S).
(C) Die Uberlagerung von ( Bp)EctA (PDB-Code: 3D3S) und ( PI)EctA (PDB-Code: 6SLL) zeigt
die raumliche Di erenz zwischen den beiden DAB-Bindestellen und fir die Aktivitat des En-
zyma notwendige Nahe des ( PI)DAB zum Reaktionspartner (Acetyl-)CoA.

den beiden CoA-enthaltenen Strukturen (( PI)EctA:DAB:CoA und ( Pl)EctA:CoA) je-
doch leicht. In der Struktur von ( PI)EctA:DAB:CoA zeigt die Cysteamin-Gruppe von
CoA eine eher nach auyen gerichtete Orientierung (Abbildung 37C). Dies kdnnte eine
Art Exit-Position des Reaktions-Produkts CoA darstellen, bevor dieses das reaktive
Zentrum verlasst. In der ( Pl)EctA:CoA-Struktur dagegen liegt die Cysteamin tief im
Bindetunnel mit Orientierung der SH-Gruppe in Richtung der DAB-Bindestelle. (Ab-
bildung 37D) Dies ist vermutlich die Reaktions-Position des Substrates Acetyl-CoA.
Eine Uberlagerung dieser Struktur mit DAB aus ( PI)EctA:DAB liefert einen fir die
Reaktion gunstigen Abstand zwischen der SH-Gruppe (CoA) und der  °-NH 3-Gruppe
(DAB) von < 3 A (Abbildung 37E). Dieser wird durch  in silico Addition der Acetylgrup-
pe an CoA sogar noch verringert (Abbildung 37F). Wéhrend sich scheinbar die Posi-
tion des Reaktionsproduktes CoA im Vergleich zur Acetyl-CoA-Position leicht andert,
verbleibt das zweite Reaktionsprodukt N °-ADABA an gleicher Position mit gleicher
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Orientierung wie das Substrat DAB (A  bbildung 37G).

Abbildung 37 Reaktionsschritte der ( Pl )EctA-katalysierten Acetyltransfer-Reakti-

on. (A) Die Struktur apo( PI)EctA (PDB-Code: 6SKL) reprasentiert den Ruhezustand des En-
zyms, in welchem beide Substrat-Bindestellen leer sind. (  B) In der Struktur ( Pl)EctA:DAB
(PDB-Code: 6SL8) ist das Substrat DAB gebunden, wéhrend der Bindetunnel fiir CoA noch
leer ist. (C) Die Struktur ( PI)EctA:DAB:CoA (PDB-Code: 6SLL) zeigt das Enzym mit beiden
besetzten Bindestellen. ( D) Die CoA-Bindestelle und das CoA selbst liegen jedoch in leicht
unterschiedlicher Konformation vor, wenn CoA als einziger Ligand gebunden ist und die DAB-
Bindestelle leer ist, wie in Struktur (  Pl)EctA:CoA (PDB-Code: 6SK1). ( E) Eine Uberlagerung
dieser Struktur mit DAB aus ( PI)EctA:DAB (PDB-Code: 6SL8) zeigt einen flr die Reaktion
gunstigen Abstand zwischen CoA und DAB. ( F) Durch in silico Addition der Acetylgruppe
an CoA reduziert diesen Abstand zusatzlich. ( G) Die Struktur ( PI)EctA:ADABA (PDB-Code:
6SLJ) enthélt das Reaktionsprodukt N °-ADABA. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al.
2020) modi ziert.
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Basierend auf einem Datensatz aus friiherer bioinformatischer Studie (Czech et al.
2018a) konnten jeweils ca. 430 bona de EctA- bzw. EctB-Proteine mit Ursprung aus
zehn bakteriellen und zwei archaeellen Phyla identi ziert werden. Die Aminosau-
resequenz-ldentitdten von 94%; 25% fur EctA-Proteine und 91%; 50% fir EctB-
Proteine, bezogen auf das jeweilige Homolog aus P. lautus , weisen auf einen hohen Ver-
wandtschaftsgrad hin. Die Aminosauren des reaktiven Zentrums von EctB sind dabei
nahezu vollstandig konserviert. Auch die Aminosauren der DAB-Bindestelle in ECtA
sind hochkonserviert. Die Bindestelle von CoA weist dagegen einige Abweichungen
in der Aminosaure-Zusammensetzung auf, jedoch ndet die Koordination von Acetyl-
CoA / CoA zum Groyteil nicht Gber die Aminosaure-Seitenketten, sondern Uber deren
Ruckgrate statt. Da diese fiir alle Aminoséuren, mit Ausnahme von Prolin, identisch
ist, ist der Ein uss der Seitenketten auf Acetyl-CoA- / CoA-Bindung vermutlich eher
gering.

Der hohe Verwandtschaftsgrad der EctB-Typ-, und der EctA-Typ-Proteine indiziert
die Eignung der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse uber diese beiden Enzyme
als Blueprint fur andere Vertreter dieser Enzym-Gruppen.

6.4 Der Ectoin-Haushalt in P. lautus

Die Ectoin-Synthesegene in P. lautus sind im klassischen ectABCD-Cluster organi-
siert. In ihrer direkten Nachbarschaft konnten Gene fir ein ABC-Transport-System
gefunden werden. Die kurzen intergenen Sequenzen verweisen auf eine Koexpressi-
on der beiden Cluster. Durch Alignment-Analysen sowie ein in silico Modelling des
Substrat-Bindeproteins konnte dieses Transportsystem als Ehu-Typ-Transporter fur

den Uber das Bindeprotein vermittelten hochspezi schen Ectoin- / 5-Hydroxyectoin-
Importidenti ziertwerden. Das  ehu-Gencluster wurde erstmal fir das Gram-negative
Bakterium S. meliloti beschrieben (Jebbar et al. 2005). Dieser Organismus nutzt das
durch den Ehu-Transporter importierte Ectoin als Nahrsto quelle. Das ehu-Gencluster
aus S. meliloti wird dabei mit den Ectoin-katabolen Genen kotranskriptiert. (Abbil-
dung 38A) Die ungewohnliche des ehu-Gencluster aus P. lautus (ehuBCDA) in Kom-
bination mit Ectoin-Synthesegenen in einem Operon ( ehuBCDA -ectABCD, siehe Ab-
bildung 38B) ist jedoch unter Ectoin-produzierenden Vertretern der Gattung Paeni-
bacillus weitestgehend konserviert, was auf eine evolutiondre Entwicklung hindeu-

tet. Neben P. lautus, der aus den heiyen Quellen des Yellowstone Nationalparks iso-
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liert wurde, vermutlich aber urspriinglich als Darmbakterium der dort lebenden Bi-

sons vorkommt (Mead et al. 2012), konnte diese genetische Konstellation zum Bei-
spiel auch in den, aus der menschlichen Darm ora isolierten, Arten P. vortex und P.
sp. HGF5 (The Human Microbiome Jumpstart Reference Strains Consortium 2010)
gefunden werden. Neben den Paenibacilli ist eine ahnliche genetische Anordnung bis
jetzt nur in Vertretern der Gattung  Nitrospina bekannt, genauer in der Art  Nitrospina
sp. SCGC_AAAT99 C22 (Abbildung 38C), einem extremophilen Bakterium aus dem
Roten Meer (Ngugi et al. 2016). Durch eine bioinformatische Analyse der in der IMG/M
Datenbank vorhandenen Nitrospina -Genome, konnten 4 weitere Vertreter dieser Gat-
tung mit identischem ectABCD-ehuBCDA -Cluster gefunden werden.

Abbildung 38 Organisation der ehu -Transportgene im Cluster . Vergleich der Gen-
Cluster mit ehu-Transportgenen aus dem Ectoin-versto wechselnden Bakterium S. meliloti
mit dem ehu-ect-Cluster aus den Ectoin produzierenden Paenibacilli . Dieses Gencluster aus P.
lautus ist identisch mit den entsrpechenden Clustern aus  P. vortex und P. sp. HGF5 und ist in
ahnlicher Form auch in der Gattung  Nitrospina bekannt (Ngugi et al. 2016). Diese Abbildung
wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.

Dieses Ehu-Transportsystem bietet dem Ectoin-produzierenden  P.lautus ausgeschie-
dene Ectoine wieder zu importieren. Dieses Recylingsystem wurde bereits flr den
Ectoin-spezi schen Transporter TeaABC aus H. elongata beschrieben (Grammann et
al. 2002) und ist wahrscheinlich Teil der Feinabstimmung des kompatiblen Solute-
Haushalt und des daraus resultierenden Turgors (Bdrngen et al. 2010; Grammann et
al. 2002; Ho mann et al. 2012; Lamark et al. 1992).

6.5 Die Ectoin-Synthase-Aktivitat von
EctC*-Typ-Enzymen

Klassischerweise sind die Ectoin-Synthesegene im ectABC(D)-Cluster organisiert. Es
sind jedoch auch Mikroorganismen bekannt, in denen einzelne  ect-Gene separiert von
den restlichen ect-Clustergenen an anderer Stelle im Genom vorkommen (Czech et
al. 2018a). In einigen Organismen existieren einzeln vorkommende sogenannte  ectC*-
Typ-Genen. Diese kdnnen als einziges ect-Gen im gesamten Organismus oder parallel
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zu einem vollstandigen ect-Cluster auftreten (Czech et al. 2018a). Die Aufgabe der
durch diese Gene kodierten Proteine (EctC*) ist nicht geklart. Kurz et al. schlagen

die Katalyse der klassischen Ectoin-Synthase-Reaktion fir EctC*-Proteine, also die
Umwandlung von N°-ADABA zu Ectoin, vor; basierend auf einer Studie, in der fur
das P anzen-pathogene Bakterium Pseudomonas syringae pv. syringae, nach Zugabe
von Ober achen-sterilisierten Blattern der Wirtsp anze, die Produktion von Ectoin
festgestellt werden konnte (Kurz et al. 2010). Da dieser Mikroorganismus aufgrund
fehlender ectAB-Gene selbststéndig kein Ectoin aus | -ASA herstellen kann, wird von
den Autoren angenommen, dass er das Substrat fur EctC, N °-ADABA, von der Wirts-
p anze bezieht (Kurz et al. 2010). Woher andere Organismen mit EctC*-Enzymen das
Substrat erhalten konnten ist unklar. Aus unbekannten Grinden konnte die Ectoin-
Produktion in P. syringae in der Studie von Kurz et al. nur durch Zugabe der Blatter,
nicht aber durch Zugabe von externem N °-ADABA, beobachtet werden (Kurz et al.
2010). Dies wirft die Frage nach dem Aufnahme-Mechanismus des Substrates durch

P. syringae auf. Fir das Gram-negative und nicht-halophile Bakterium Salmonella ty-
phimurium wurde die Aufnahme von N °-ADABA durch die Transportsysteme ProU
und ProP, sowie osmoprotektive Eigenschaften dieser Substanz, postuliert (Garcia-
Estepa et al. 2006). Hierfir wurde N°-ADABA aus Zellextrakten eines mutierten
Stammes des Ectoin-produzierenden Bakteriums Chromohalobacter salexigens, des-
sen Ectoin-Synthase-Reaktion blockiert ist, gewonnen (Canovas et al. 1997; Garcia-
Estepa et al. 2006). Jedoch beschreiben die Autoren einen geringen Anteil von Ectoin
und 5-Hydroxyectoin in diesen Zellextrakten (Canovas et al. 1997; Garcia-Estepa et
al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden die osmoprotektive Eigenschaften von

N °-ADABA fur E. coli getestet. Hierfur wurden sowohl reines N °-ADABA aus kom-
merziell erworbenen Quellen verwendet, sowie das aus der chemischen Hydrolyse von
Ectoin gewonnene ADABA-Isomerengemisch, welches neben dem N ®-ADABA-Isomer
auch geringe Mengen von Ectoin enthalt. Wahrend fir das industriell hergestellte N°-
ADABA keinerlei Osmoprotektion von  E. coli festgestellt werden konnte, genligten be-
reits geringe Mengen an Ectoin im ADABA-Isomerengemisch um einen osmoprotekti-
ven E ekt hervorzurufen. Analysen, in welchen mit Ectoin verunreinigtes N °-ADABA
verwendet wurde, sollten also sehr vorsichtig betrachtet werden.

In der hier vorgelegten Arbeit wurden verschiedene EctC*-Proteine, im Vergleich zu
Cluster-EctC -Proteinen (EctC) auf ihre Aktivitat Gberprift, unter Verwendung von
kommerziell erworbenen Substrat. Dabei wurde die Katalyse der Ectoin-Synthase-
Reaktion durch EctC*-Proteine bestéatigt, allerding mit drastisch verringerter Reakti-
onsgeschwindigkeit und teilweise nur unter bestimmten Reaktionsbedingungen (Ab-
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bildung 30). Fur die zum Vergleich herangezogenen authentischen EctC-Proteine aus

P. lautus , V. sp. EJY3 und A. xyloxidans wurden die folgenden kinetischen Parameter
bestimmt: K, £26.3j 46.5mM und vimax £160; 328Umg! L. Die Aktivitat der EctC*-
Proteine reichte nicht aus fir eine Bestimmung der kinetischen Parameter. Die ermit-
telten Werte fiir ( PI)EctC (K, £46.58 14.91 M und Vmay £186.1§ 32.2Umg' 1) weichen
deutlich von den fur dieses Enzym ermittelten Werte einer friheren Studie ( Pl)EctC
(Km Z£7.81M und vimax £16Umgi 1) ab (Czech et al. 2019). Auch die dort beschriebene
Substrat-Inhibierung konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Die Begrin-
dung hierftr liegt wahrscheinlich in dem verwendeten Substrat N °-ADABA. Dieses
wurde in dieser Arbeit aus kommerziellen Quellen erworben; in der Studie von Czech

et al. wurde dagegen chemisch synthetisiertes, aus der Ectoin-Hydrolyse gewonnenes,

N °-ADABA genutzt. Dieses enthalt aber auch nach der Aufreinigung noch Spuren des
Isomers N ®-ADABA (siehe Abbildung 19A) und vielleicht noch weitere kontaminie-
rende Substanzen. Die verringerte Aktivitat, sowie die Inhibition, kénnte von dieser
oder anderen Verunreinigungen stammen.

Eine in silico Modellstudie, mit Fokus auf dem reaktiven Zentrum lieferte keine
Hinweise auf die Ursache der reduzierten Aktivitat von EctC*-Proteinen gegeniber
den EctC-Proteinen. Fast alle an der Kofaktor-, Substrat-, oder Produktbindung be-
teiligten Aminosauren sind, wie auch die dimere Struktur, Uber beide Gruppe kon-
serviert (siehe Anhang, Abbildung 51 und (Czech et al. 2019)). Die restliche Amino-
sauresequenz ist jedoch, trotz strukturell hoher Ahnlichkeit sehr unterschiedlich. Vor
allem die von Czech et al. identi zierte Deckel -Struktur weist Unterschiede auf (sie-
he Alignment im Anhang, Abbildung 51 und (Czech et al. 2019)). Méglicherweise hat
diese Struktur einen Ein uss auf die Aktivitat und die Substratspezi tat der EctC*-
Enzyme.

Zusammengefasst konnte die Katalyse der Ectoin-Synthase-Reaktion durch EctC*-
Proteine nachgewiesen werden, jedoch mit signi kant geringerer E zienz, als die der
EctC-Proteine. Vermutlich ist diese Reaktion nur noch eine Nebenreaktion dieser Pro-
teine.

6.6 Ausblick

In der vorgelegten Arbeit wurden die Transaminase EctB und die Acetyltransfera-
se EctA biochemisch und strukturell analysiert. Die strukturellen Daten der Tran-
saminase EctB basieren auf einer in silico Modellingstudie. Fur kristallographische
Daten sind weitere Optimierungen der Kristallisationsbedingungen ndétig. Jedoch eig-
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nete sich das in silico Modell ebenfalls zur Analyse des reaktiven Zentrums und der
Identi zierung der katalytisch essentiellen Lysin-Seitenkette. Aufgrund des biotech-
nologischen Interesses an Transaminasen und der Aktivitéat von ( PI)EctB bei hohen
Temperaturen mit groyer Toleranz gegentber Schwankungen der Reaktionsbedingun-
gen, bietet sich dieses Enzym als Template fir weitere biotechnologische Forschung
an. In dieser Arbeit zeigte ( Pl)EctB bereits Neben-Aktivitat gegenuber dem nicht-
natlrlichen Substrat GABA. Durch weitere Docking- und Mutagenese-Studien kann

das Enzym fir dieses Substrat angepasst und / oder das Substratspektrum erweitert
werden.

In dieser Arbeit erfolgte weiterhin eine erste Analyse von EctC*-Typ-Proteinen wel-
che von Cluster-unabhangigen ectC*-Genen codiert werden. Diese Enzyme katalysie-
ren, trotz struktureller Ahnlichkeit zu den klassischen EctC-Typ-Proteinen, deren
Gene im typischen ect-Cluster organisiert sind, die Ectoin-Synthase-Reaktion nur mit
vergleichsweise geringer E zienz. Diese Reaktion ist vermutlich nur eine Nebenre-
aktion dieser Proteine. Die Charakterisierung der noch unbekannten Hauptreaktion
ist ein interessantes Projekt fur zuklnftige Forschung in diesem Bereich. Auch die ge-
naue Ursache bzw. der Unterschied der beiden EctC-Typ-Protein-Gruppen ist noch zu
klaren. Weiterhin sind in vivo Tests dieser Enzyme in E. coli geplant, in welchen die
Aktivitat von EctC*-Proteinen unter cytoplasmatischen Bedingungen gepruft werden
soll, da diese sich, wie bereits fur EctD-Proteine gezeigt (Czech et al. 2016), sehr stark
von der Aktivitat unter in vitro Bedingungen unterscheiden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden, neben einer ersten Analyse der EctC*-Proteine,
die Transaminase EctB und die Acetyltransferase EctA biochemisch und strukturell
charakterisiert. Diese Studie vervollstandigt somit die enzymatische Aufklarung der
Ectoin- / 5-Hydroxyectoin-Biosynthese. Wie in Abbildung 39 gezeigt, stehen nun, 34
Jahre nach der Entdeckung von Ectoin durch Galinski et al. (Galinski et al. 1985)
und 31 Jahre nach der Entdeckung von 5-Hydroxyectoin (Inbar und Lapidot 1988),
strukturelle und biochemische Daten von allen vier am Biosyntheseweg beteiligten
Enzymen zur Verfligung.
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Abbildung 39 Biosynthese von Ectoin / 5-Hydroxyectoin. Reaktionsschema der Ectoin- /
5-Hydroxyectoin-Biosynthese ausgehend vom Precursor |-Aspartat- — -Semialdehyd, inklusive
aller beteiligten Enzymreaktionen.
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Abbildung 40 Vergleich der Ehu-Module aus Sinorizobium meliloti und Paenibacillus lautus

(A) EhuA, (B) EhuB, (C) EhuC und ( D) EhuD; Konservierte Aminosauren sind blau hinterlegt.
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Abbildung 41 Aminosauresequenz-Alignment zufallig ausgewahlter EhuB-Proteinen. Aus Ubersichts-Griinden wurden die  Signal-
sequenzen der Proteine nicht einbezogen. Die Aminosduresequenz von ( PlI)EhuB wurde als Referenz eingesetzt. Konservierte Aminosauren

sind blau hinterlegt, Rote Punkte markieren die Substrat-koordinierenden Aminosauren. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2019)
modi ziert.
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Abbildung 42 Vergleich GABA-TA-Proteinen mit EctB-Typ-Proteinen. Konservierte Aminosauren sind blau hinterlegt, rote Punkte
markieren die Substrat- und PLP-koordinierenden Aminosauren. Die PLP-bindende Lysin-Seitenkette ist griin markiert. Diese Abbildung

wurde nach (Richter et al. 2019) modi ziert.
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Abbildung 43 Aminosauresequenz-Alignment zufallig ausgewahlter bakterieller und archaeeller EctB-Proteinen. Die Ami-
nosauresequenz von (Pl)EctB wurde als Referenz eingesetzt. Konservierte Aminosauren sind blau hinterlegt, rote Punkte markieren die

Substrat- und PLP-koordinierenden Aminosduren. Die PLP-bindende Lysin-Seitenkette ist griin markiert. Diese Abbildung wurde nach
(Richter et al. 2019) modi ziert.
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Abbildung 44 Aminosauresequenz-Alignment zufallig ausgewahlter archaeeller EctB-Proteinen. Die Aminosaduresequenz von
(PNEctB wurde als Referenz eingesetzt. Konservierte Aminosauren sind blau hinterlegt, rote Punkte markieren die Substrat- und PLP-

koordinierenden Aminosauren. Die PLP-bindende Lysin-Seitenkette ist griin markiert.
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Abbildung 45 ESI-MS-Analyse von (  Pl)EctA. Dekonvolutiertes ESI-Spektrum von ( A)
(PI)EctA- Strep-Tag-Il und ( B) Strep-Tag-II-( Pl)EctA.
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Anhang

Abbildung 46 Eichlauf der Gel Itration. Als Standardproteine wurden Thyroglobulin (669
kDa), Alkohol-Dehydrogenase (156 kDa), Albumin (66 kDa) und Carboanhydrase (29 kDa) ver-
wendet. Diese wurden in einer Konzentration von ~ 2mgmL i ! in einem Volumen von 2 mL ein-
gesetzt. Der Pfeil zeigt die Position des ( Pl)EctA-Proteins auf der Eichgeraden.
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Abbildung 47 SEC-MALS Analyse des (Pl )EctA-Wildtyps und der Mutante ( Pl )ECtA-
T38A. Beide Proteine ent halten einen C-terminalen Strep-Tag Il und kdnnen einer dimeren
Struktur zugeordnet werden. Die SEC-MALS-Analyse wurde zur Verfugung gestellt von Dr.
Sander Smits (Heinrich Heine Universitéat Disseldorf). Diese Abbildung wurde nach (Richter

et al. 2020) modi ziert.
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Abbildung 48 Aminosauresequenz-Alignment zufallig ausgewahlter bakterieller und archaeeller EctA-Proteinen. Die Ami-
nosauresequenz von (Pl)EctA wurde als Referenz eingesetzt. Konservierte Aminosauren sind blau hinterlegt, rote Punkte markieren die

Substrat- koordinierenden Aminoséauren. Diese Abbildung wurde nach (Richter et al. 2020) modi ziert.
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Abbildung 49 Aminosauresequenz-Alignment zuféllig ausgewahlter archaeeller EctA-Proteinen. Die Aminosauresequenz von
(PHEctA wurde als Referenz eingesetzt. Konservierte Aminosauren sind blau hinterlegt, rote Punkte markieren die Substrat- koordinie-
renden Aminosauren.




Anhang

Abbildung 50 SEC-MALS-Analyse der EctC-Typ- und EctC*-Typ-Protein.e Alle Protei-
ne enthalten einen C-terminalen  Strep-Tag Il und besitzen jeweils eine Gréye von ca. 30 kDa.
Dies entspricht einer dimeren Struktur.
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Abbildung 51 Vergleich von EctC-Typ- mit EctC*-Typ-Proteinen. Aminosauresequenz- Alignment aller in dieser Arbeit verwendeten

EctC-Typ- und EctC*-Typ-Proteinen. Die Aminosduresequenz von ( Pl)EctC wurde als Referenz eingesetzt. Konservierte Aminoséauren sind

blau hinterlegt, farbige Punkte markieren die Eisen- (rot), die N °-ADABA- (griin) und die Ectoin- (violett) koordinierenden Aminosauren.
Der rote Balken markiert die Aminosauren, die die Deckel -Struktur bilden.




Anhang

Abbildung 52 Osmoprotektions-Assay im E. coli -Stamm MG1655. Osmoprotektion von
E. coli MG1655 bei 0.8 M N aCl durch Glycinbetain und verschiedene Ectoin-Konzentrationen.
Auch fur das Hydolyseprodukt aus Ectoin konnte ein osmoprotektiver E ekt festgestellt wer-

den, fur reines (kommerziell erworbenes) N °-ADABA jedoch nicht.
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