Charakterisierung und Strukturaufklarung von
rSAM abhangigen Epimerasen
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Mikroorganismen kdénnen Resistenzen gegen
antimikrobielle Wirkstoffe ausbilden, was eine
Gefahr fUr die globale medizinische Versor-
gung darstellt. Die Suche nach neuen Anti-
biotika ist ein Weg, um dieser Gefdhrdung
entgegenzutreten. In diesem Zusammenhang
stellen antimikrobielle Peptide (AMPs) mog-
liche neue Therapeutika dar. Eine Herausfor-
derung in ihrer Entwicklung ist jedoch, dass
Peptide schnell durch kérpereigene Proteasen
abgebaut werden. Durch die Modifikation der
Peptide, zum Beispiel durch die Installation
von D-Aminosauren, konnte dieser Abbau
verlangsamt und so der Anwendungsbereich
von AMPs stark ausgeweitet werden.

=

Abb. 1: Antimikrobielle Peptide als mégliche Alternative zu
traditionellen Antibiotika.

rSAM abhéngige Epimerasen sind Enzyme,
welche anspruchsvolle posttranslationale Epi-
merisierungen von Aminos&uren in Peptiden
durchfiihren. Seit ihrer Entdeckung zu Beginn
des 21. Jahrhunderts wurden mehrere Stu-
dien zur Aufklarung ihres Wirkmechanismus
sowie der Substratspezifitdt unternommen.
Zum heutigen Zeitpunkt konnte jedoch noch
keine Proteinstruktur dieser Enzyme aufgeklart
werden. Mit dem Ziel, Epimerasen mechanis-
tisch besser zu verstehen und fUr die Erken-
nung potenter AMPs zur Optimierung, sind
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strukturelle und biochemische Informationen
jedoch sehr wichtig.

Um eine rontgenkristallographische Untersu-
chung der Struktur von rSAM abhangigen Epi-
merasen zu ermoglichen, wurden Kristallisati-
onsplatten mit insgesamt 960 verschiedenen
Pufferbedingungen angesetzt. Nach 25 Tagen
konnte noch keine Kristallbildung beobachtet
werden, jedoch waren bei einigen Bedingun-
gen lokale Prazipitationen zu erkennen. Diese
Bedingungen werden als Startpunkt fir wei-
tere Kristallisationsversuche dienen.

Abb. 2: Entwicklung von lokalen Prazipitationen bei einer
Kristallisationsbedingung tber den Zeitraum von 25 Tagen.

Mittels in vitro Biokatalysen wurden die Sub-
stratspezifitdten von zwei neu beschriebenen
Epimerasen analysiert. Die durchgefuhrten
Experimente zeigten die Empfindlichkeit von
rSAM abhangigen Epimerasen auf: In Abhan-
gigkeit der verwendeten Peptidpraparation
konnten enzymatische Aktivitdten festgestellt
werden. Die Resultate weisen auf eine Inhibie-
rung oder Aktivierung der Epimerasen durch
eine noch nicht identifizierte Komponente der
Reaktionsmischung hin.



