#) 0LICH sl

HEINRICH HEINE
FORSCHUNGSZENTRUM UNIVERSITAT DUSSELDORF

Strukturelle Untersuchungen zur Aktivitat und Stabilitat in
Acetaldehyd-abhangigen Aldolasen

Markus Dick

Bioorganische Chemie an der Heinrich-Heine-Universitat
im Forschungszentrum Jilich




Forschungszentrum Jilich GmbH
Institut fiir Bio- und Geowissenschaften
IBOC - Bioorganische Chemie

Strukturelle Untersuchungen zur Aktivitat und
Stabilitat in Acetaldehyd-abhangigen Aldolasen

Markus Dick

Bioorganische Chemie an der Heinrich-Heine-Universitét Band 24
im Forschungszentrum Jilich

ISBN 978-3-95806-165-1



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis 8
Zusammenfassung 11
Abstract 16
1 Einleitung 21
1.1 EinfGhrungin die Thematik . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
1.2 Zielsetzung der Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2 Kenntnisstand 26
2.1 Enzyme und Enzymstabilitat . . . 1
2.1.1 Enzyme aus extremophilen Organlsmen ]

2.1.2 Verbesserung der Eigenschaften von Enzymen . . ... . . 28

2.1.3 In-silico-Methoden und constraint network analysis (CNA) . . . . . 30

2.2 Acetaldehyd abhangige Aldolasen . . . . . . . . . . . . . . . 33
2.2.1 Aldolasen . . . .. . . . . . 33

2.2.2 Die 2-Desoxy-D- rlbose 5 phosphat AIdoIase (DERA) .o 37

2.2.3 Angepasste Enzymeigenschaften durch DERAs unterschiedlicher Organlsmen 42

2.3 Strukturanalytik in der biochemischen Forschung . . . . . . . . . . . 44
2.3.1 Rontgenkristallstrukturanalytik . . . . . . . . . . 45

2.3.2 NMR-Spektroskopie von biologischen Makromolekulen . . . . . . 46

3 Ergebnisse und Diskussion 51
3.1 Projekt A: Erhéhung der Thermostabilitat der DERAgc. . . . . . . . . . 51
3.1.1 In-silico-Vorhersagen (Daniel B. Ciupka). . . . . . . . . . . . 51

3.1.2 Herstellung der Mutanten . . . . ¥

3.1.3 Biochemische Charakterisierung der Mutanten .o . . . . 56

3.1.4 Vergleich der berechneten mit den experimentellen Ty,- Werten .. . . 59

3.2 Projekt B: Vergleich extremophiler DERAs . . . .. . . . . . . . B2
3.2.1 Identifikation, Klonierung psychrophiler DERAs N Y2

3.2.2 Proteinexpression und Reinigung. . . . .. . . . . . . . 64

3.2.3 Vergleichende biochemische Charakter|5|erung .. . . . . . . . 66

3.2.4 Strukturaufklarung psychrophiler DERAs . . . . . . 70

3.2.5 Design von monomeren DERAs zur Analyse des Dlmer Interfaces .. . 73

3.2.6 CNA-Berechnungen . . . . . . . . . . . . 76

3.2.7 Versuche zur Stabilisierung des Dlmer Interfaces . - 72

3.2.8 Strukturelle Anpassung psychrophiler DERAs . . . .. . . . . 8

3.2.9 Selektivitatsscreening durch neue FIuoreszenzsubstrate ... ... 87

3.3 Projekt C: Analyse der Deaktivierung bei hohen Acetaldehyd-Konzentrationen . . 91
3.3.1 Analyse der Schiff’schen Base Bildung . . . . . . . . . . . . 91

3.3.2 Untersuchung méglicher struktureller Anderungen . . . . . . . . 94

3.3.3 Rickgrat-Zuordnung des DERA-Monomers. . . .. . . . . . 98

3.3.4 Identifikation und Lokalisation der Reaktlonsprodukte . . . . . . . 105

3.3.5 Reaktivierung der DERA durch Erhitzen. . . . . . . . . . . . 107



3.3.6 Kristallstrukturen der DERA nach Acetaldehyd-Inkubation .
3.3.7 Postulierter Inaktivierungsmechanismus

3.3.8 Acetaldehyd-Stabilitat durch C47M Mutation .

3.3.9 NMR-Kinetik .

4 Zusammenfassung und Ausblick

4.1 Thermostabilitdt und extremophile DERAs .

4.2 Suizid-Inhibierung der DERAgc durch Crotonaldehyd

4.3 CNA als Werkzeug zur Beurteilung der Proteinstabilitat .

4.4 Ausblick.
4.4.1 Untersuchung der DERA Stabllltat bezugllch anderer Aldehyde
4.4.2 Eine DERA mit verbesserten Eigenschaften fiir die Synthese? .

Materialien

5.1 Gerate und Software. .
5.2 Chemikalien, Enzyme und Fertlgklts .
5.3 Stammldsungen .
5.4 Plasmid, Primer und synthetlsche Gene .

Methoden
6.1 Molekularbiologische Methoden . .
6.1.1 Ortsgerichtete Mutagenese (kaChange® und Round the Horn)
6.1.2 Ligation und Restriktionsverdau .
6.1.3 Kolonie-PCR
6.1.4 Genisolation aus genomlscher DNA
6.1.5 Agarose-Gelelektrophorese
6.1.6 DNA-Konzentrationsbestimmungen .
6.1.7 Sequenzierungen
6.2 Mikrobiologisches Arbeiten. .
6.2.1 Bakterienstdmme und Wachstumsmedlen .
6.2.2 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter Zellen
6.2.3 Anzucht und Langzeitlagerung von Bakterien .
6.2.4 Plasmidisolation . .
6.3 Proteinexpression und Reinigung .
6.3.1 Homo- und heterologe Protelnexpressmn in E coll
6.3.2 Proteinexpression im Minimalmedium .
6.3.3 Zellaufschluss .
6.3.4 Reinigung mittels Poly- H|st|d|n Tag IMAC
6.3.5 Entsalzen und Umpuffern von Proteinldsungen
6.3.6 Reinigung Uber die ProteingroRRe: SEC
6.3.7 Aufkonzentrierung von Proteinlosungen
6.4 Proteinanalytik . .
6.4.1 Prote|nkonzentrat|onsbest|mmung .
6.4.2 SDS-PAGE . .
6.4.3 Massenspektrometnsche Untersuchung der Protelnsequenz
6.4.4 Circular-Dichroismus (CD)-Spektroskopie
6.4.5 Bestimmung der Enzymaktivitat .
6.4.6 Aktivitats-basierte Halbwertszeitmessungen

111
114
119
123

125
125
129
130
133
133
136

140
140
142
142
142

146
146
146
148
149
149
149
150
150
150
150
152
152
153
153
153
153
154
154
154
155
155
155
155
156
157
157
158
159



6.5 Rontgenkristallstrukturaufklarung . . . . . . . . . . . . . . . 159

6.5.1 Proteinkristallisation . . . e . . . ... .. . . . 1e0

6.5.2 Messung des lefraktlonsmusters O X 10

6.5.3 Strukturbestimmung . . . . . . . . . . . . . . . . . 160

6.6 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) . . . . . . . . . . . . . . . 160
6.6.1 Probenvorbereitung. . . . . . . . . . . . . . . . . . 160

6.6.2 NMR-Messungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 161

6.7 In-silico-Experimente . . P (X X
6.7.1 Molekildynamik- Slmulatlonen e LY X

6.7.2 Constraint network analysis (CNA) . . . . . . . . . . . . . 162

7 Anhdnge 164
7.1 DNA- und Proteinsequenzen . . . . . . . . . . . . . . . . . 164
7.2 Reinigungschromatogramme . . . . . . . . . . . . . . . . . 170
7.3 NMR-Spektren . . 171
7.3.1 NMR-Zuordnung der Reaktlonsprodukte der DERA Reaktlon mit Acetaldehyd 172

7.3.2 Chemische Verschiebungen der Riickgrat-Zuordnung der DERA . . . . 174

7.4 In-silico-Skripte und Kontrollanalytik . . . . . . . . . . . . . . . 179
7.4.1 MD-Simulationen: Input-Skripte . . . ... 179

7.4.2 MD-Simulationen: RMSD, Tragheitsradius und RMSIP Dlagramme ... 182

7.4.3 CNA-Berechnungen: GauR-Verteilung der Ubergangszustinde. . . . . 183
Danksagungen 184
Erkldrung 186

Literaturverzeichnis 187



Bioorganische Chemie an der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
im Forschungszentrum Julich

Herausgegeben von Jorg Pietruszka

Die 2-Desoxy-p-ribose-5-phosphat Aldolase (DERA) besitzt als C-C-verkniipfendes Enzym
ein hohes Potential flir den Einsatz in der organischen Synthese. Auf Grund der sehr
guten stereoselektiven Kontrolle in Kombination mit milden Reaktionsbedingungen ohne
zusatzliche, toxische Chemikalien ist das Enzym zu einer vielversprechenden Alternative
zu rein chemischen Methoden fiir die Herstellung von Bausteinen fiir biologisch aktive
Verbindungen geworden. Prominentes Beispiel einer solchen Synthese ist die DERA-
katalysierte Herstellung der Seitenkette von bestimmten Statinderivaten, welche als
Cholesterin-senkende Medikamente einen Milliardenmarkt darstellen.

Trotzdem limitieren entscheidende Nachteile wie eine geringe Stabilitat und Substrat-
breite den industriellen Einsatz des Biokatalysators. Daher liegt der Fokus dieser Arbeit
auf der Optimierung der DERA fiir eine synthetische Anwendung. Im ersten Teil der Dis-
sertation wird erlautert, wie mit Hilfe von computergestiitzten Methoden die Thermo-
stabilitdat des Enzyms durch den Austausch von einzelnen Aminosauren erhoht werden
konnte. Im Laufe der Evolution hat die Natur bereits in sog. extremophilen Organismen
Anpassungen der DERA beziiglich Aktivitat und Stabilitat durchgefiihrt. Daher wird im
zweiten Teil der Arbeit beschrieben, wie durch vergleichende, strukturelle Studien mole-
kulare Ursachen fir die Adaption der Enzyme gefunden und diese fiir die Verbesserung
der biochemischen Eigenschaften genutzt werden. AbschlieBend konnte im dritten Pro-
jekt durch hochauflésende Verfahren wie NMR- und Rontgenkristallographie-Studien die
Ursache und eine Praventionsmoglichkeit fir die schnelle Inaktivierung des Enzyms bei
hohen Substratkonzentrationen gefunden werden.
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