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Abbildung 5-16: Aminosäuresequenzvergleich der (R)-2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen und 
Benzoyl-CoA-Reduktasen. Gezeigt sind die Alignments der (A) α-Untereinheiten 
und (B) β-Untereinheiten. Hoch konservierte Aminosäuren sind schwarz markiert, 
zu 70 % konservierte Aminosäuren grau. Rote Dreiecke zeigen die Cysteine, die 
[4Fe-4S]-Zentren koordinieren. Das blaue Dreieck markiert die Position des 
Glutamats, das sich bei der ISODH in Wasserstoffbrückenbindungsdistanz zu dem 
Hydroxyliganden befindet (Glu55). Das grüne Dreieck zeigt die Position des Serins, 
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das bei der ISODH in Wasserstoffbrückenbindungsdistanz zu Glu55 lokalisiert ist. 
ISODH: (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-Dehydratase, GLUDH: (R)-2-
Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase, PLDH: Phenyllactat-Dehydratase, BCR: 
Benzoyl-CoA-Reduktase. Verändert nach (Knauer et al., 2011). 

Auch das Glutamat im aktiven Zentrum, das in dem vorgeschlagenen Mechanismus essentiell 

für die Katalyse ist, ist zu 100 % konserviert (Glu55 in der (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-

Dehydratase). In der (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-Dehydratase ist Ser37 für die 

Positionierung der Seitenkette von Glu55 zuständig. Dieses ist in den (R)-2-Hydroxyacyl-

CoA-Dehydratasen vollständig konserviert. Somit kann angenommen werden, dass die 

Struktur der (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-Dehydratase ein strukturelles Modell für die 

Familien der 2-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratasen und Benzoyl-CoA-Reduktasen ist 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

Å   Ångström 

ACP   Acyl-Träger-Protein 

ADP   Adenosin-5’-diphosphat 

ADPNP   Adenosin-5’-(β,γ-imido)-triphosphat 

A. fermentans   Acidaminococcus fermentans 

A. fulgidus   Archaeoglubus fulgidus 

AHT   Anhydrotetracyclin 

Aktivatorox, ADP  oxidierter Aktivator mit gebundenem ADP 

Aktivatorred, ADP  reduzierter Aktivator mit gebundenem ADP 

Aktivatorred, ADPNP  reduzierter Aktivator mit gebundenem ADPNP 

Aktivatorred, Nf   Nukleotidfreie Form des reduzierten Aktivators  

AMPPCP   Adenosin-5’-(β,γ-methylen)-triphosphat 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

ARP   Actin-verwandtes Protein (actin related protein) 

ASKHA-Familie  Familie der Acetat- und Zuckerkinasen, Hsc70 und Actin 

ATP   Adenosin-5’-triphosphat 

A. vinelandii   Azotobacter vinelandii 

BCR   Benzoyl-CoA-Reduktase 

BSA   Rinderserumalbumin 

CaiB   (R)-Carnitin-CoA-Transferase 

C. botulinum   Clostridium botulinum 

C. difficile   Clostridium difficile 

C. novyi   Clostridium novyi 

CoA   Coenzym A 

C. propionicum  Clostridium propionicum 

C. saccharolyticum  Clostridium saccharolyticum 

C. sporogenes   Clostridium sporogenes 

C. symbiosum   Clostridium symbiosum 

Da   Dalton 

DEAE   Diethylaminoethyl 

DMF   Dimethylformamid 

DTB   D-Desthiobiotin 

DTT   Dithiothreitol 
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E. albertii   Escherichia albertii 

E. coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

ENDOR-Spektroskopie Elektron-Kern-Doppelresonanz-Spektroskopie 

ESR-Spektroskopie  Elektronenspinresonanz-Spektroskopie 

E. yurii   Eubacterium yurii 

FAD   Flavinadenindinukleotid 

Fe   Eisen 

Fe-Protein   Eisenprotein der Nitrogenase 

Frc   Formyl-CoA:Oxalat-CoA-Transferase 

F. nucleatum   Fusobacterium nucleatum 

GLUDH (R)-2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase 

G-Proteine Guaninnukleotidbindungsproteine 

hadA Gen der (E)-2-Isocaprenoyl-CoA:2-Hydroxyisocaproat-CoA-

Transferase aus Clostridium difficile 

HadA (E)-2-Isocaprenoyl-CoA:2-Hydroxyisocaproat-CoA-Transferase 

aus Clostridium difficile 

hadBC Gen der Dehydratase der (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-

Dehydratase aus Clostridium difficile 

HadBC Dehydratase der (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-Dehydratase 

aus Clostridium difficile 

hadI Gen des Aktivators der (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-

Dehydartase aus Clostridium difficile 

HadI Aktivator der (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-Dehydartase aus 

Clostridium difficile 

HgdCAf Aktivator der (R)-2-Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratase aus 

Acidaminococcus fermentans 

Hsp70   heat shock protein 70 

Hsc70   heat shock cognate protein 70 

ISODH   (R)-2-Hydroxyisocaproyl-CoA-Dehydratase 

LB   Luria-Bertani 

MAD   multiple wavelength anomalous dispersion 

MoFe-Protein   Molybdän-Eisen-Protein der Nitrogenase 

M. genomosp   Megasphaera genomospecies 
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MOPS   3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure 

M. barkeri   Methanosarcina barkeri 

PAGE   Polyacrylamidgelelektrophorese 

PDB   Proteindatenbank 

PEG   Polyethylenglycol 

PISA-Server   protein interfaces, surfaces and assemblies service-Server 

PLDH   Phenyllactatdehydratase 

PLP   Pyridoxal-5’-Phosphat 

r.m.s.   root mean square 

R. palustris   Rhodopseudomonas palustris 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

StdMOPS-Medium  gepuffertes Standard I-Medium 

SV   Säulenvolumen 

T. aromatica   Thauera aromatica 

TB-Medium   terrific broth-Medium 

TBGlc-Medium  TB-Medium mit Glucose 

TEMED   N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 

TFA   Trifluoressigsäure 

TLS   translation/libration/srew 

Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

UV/Vis-Spektroskopie Spektroskopie im ultraviolett und sichtbaren Bereich 

v/v   Volumen / Volumen 

w/v   Gewicht / Volumen 
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9 Anhang 

9.1 Chemikalien, Biochemikalien und Materialien 

9.1.1 Chemikalien 
ABCR GmbH:  (R)-2-Hydroxyisocaproat 

Acros Organics: Acetonitril, AlF3, Methylviologen, 99 % (v/v) MPD, 

Thioninacetat 

Aldrich: 1,1’-Carbonyldiimidazol, Kaliumhexacyanoferrat, NH4-Acetat, 

TFA 

BioRad:   Bradford-Reagens  

Fermentas: Molekulargewichtsmarker #SM0431 

Fluka: APS, ATP, Bis-Tris, (2R,3R)-(-)-Butan-2,3-diol, Coomassie 

Brillant Blau G250, Essigsäure, Li2S, NaF, Na2HPO4, NaH2PO4, 

Natriumoxalat,PEG 400, PEG 3.350, PEG 8.000, Triton X-100 

Grüssing:   Ammoniumsulfat, NaCl 

Hampton Research: Index Screen, Crystal Screen 2, PEG 3.350, 50 % (w/v) 

PEG 3.350, PEG/Ion-Screen 2, SaltRx-Screen,  

IBA GmbH:   Anhydrotetracyclin, D-Desthiobiotin 

Jena Biosciences:  Wizard I-Screen, Wizard II-Screen 

Merck:    MgCl2*6H20, NaOH, Natriumdithionit 

Molecular Dimensions: Structure Screen 1 und 2, PACT premier-Screen, JCSG-plus-

Screen, ProPlex-Screen, Morpheus-Screen, MacroSol-Screen 

OttoNordWald:  BactoTM-Agar, BactoTM-Hefeextrakt 

Riedel-de Haën: Bromphenolblau, HCl, K2HPO4, KH2PO4, NaCl 

Roth: α-D(+)-Glucose Monohydrat, Ampicillin, DTT, EDTA, 

99 % (v/v) Glycerin, Glycin, Methanol, MOPS, NaHCO3, 

Roti®-Standard, SDS, TEMED, Tetrahydrofuran, Tris, 

Trypton/Pepton 

Rießner Gase:   N2 (99,999 %), N2/H2 (95 %/5 %) 

Serva: Acrylamid/Bisacrylamid, Carbenicillin, Chloramphenicol, 

DMF, Lactat-Dehydrogenase 

Sigma: ADP, ADPNP, CoA(Trilithiumsalz), Eisen(III)ammoniumcitrat, 

Na3VO4 
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Universität Bayreuth, 

AG Prof. Dr. Dobbek: Precipitant Synergy Screen (hergestellt nach (Majeed et al., 

2003)) 

Universität Konstanz, 

AG Prof. Dr. Kroneck: 5-Deaza-10-methyl-3-sulfopropylisoalloxazin (Kaliumsalz) 

Wacker:   Silicon-Antischaum-Emulsion Silfoam SE2 

9.1.2 Enzyme und Proteine 
BioRad:   BSA 

Fermentas: DNase I 

Fluka:    Aldolase, Lysozym 

GE Healthcare:  Carboanhydrase, Conalbumin, Ovalbumin, Ribonuklease A 

Serva:    Catalase 

9.1.3 Materialien 
Greiner Bio-one: Suspensionskultur Multiwellplatte (24 Well), 96 Well 

CrystalQuick-Platte 

GE Healthcare: DEAE-SepharoseTM Fast Flow, HiLoadTM 16/60 Superdex 

200 pg, Phenyl-SepharoseTM 6 Fast Flow, SourceTM 30Q, 

Sephadex G25 

IBA GmbH:   Strep-Tactin-Superflow 

Millipore: Microcon-Zentrifugations-Filtereinheit 

(Molekulargewichtsgrenze 100 kDa) 

Molecular Dimensions: MRC-Kristallisationsplatte 

Viva Science: Viva Cell 70 (Molekulargewichtsgrenze 50 kDa), Viva Spin 500 

(Molekulargewichtsgrenze 10 kDa und 30 kDa) 

Waters Corporation:  SepPak C18-Säulen 

9.2 Geräteliste 

Agilent:   8453-Diodenarray-UV/Vis-Spektrometer 

Analytic Jena: SPECORD 30 Spektralphotometer, SPECORD 40 

Spektralphotometer 

Bender & Hobein AG: Vortex Genie 

Branson:    Sonifier Cell Disruptor B15 
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Bruker AXS:   Röntgenstrahlgenerator Nonius FR591 

Coy Laboratory:   Handschuhkasten 

Douglas Instruments Ltd.: OryxNano 

Eigene Anfertigung: Apparatur für SDS-PAGE, Gelgießapparatur für SDS-

Polyacrylamidgele 

Eppendorf:   Zentrifuge 5810R, Zentrifuge MiniSpin 

GE Healthcare: ÄKTA prime, Electrophoresis Power Supply EPS301 und 

EPS601  

Haake:    Wasserbad C25 

Hartenstein:   Thermo Shaker TS-100,  

Ikamag:   Magnetrührer Ikamag Reo 

Julabo:    Wasserbad mit Schüttler SW21 und SW22 

Kern & Sohn GmbH:  Waage 440-47N 

Kontron: Ultrazentrifuge 

Marresearch GmbH: Diffraktometer mit Mikrofokusröntgenröhre (marµX), image 

plate-Detektor mar345dtb 

Melag Medizintechnik:  Autoklav Melag 23 

PEQLAB:   Nanodrop-UV/Vis-Spektrometer 

Rainin:    Pipetten 

Sartorius AG:   Waage BL150S, Waage A210P 

Sorvall:   Kühlzentrifuge RC6B Plus 

VWR:    Heizblock 

WTW:    pH-Meter inoLab pH Level 1 
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9.3 Weitere Tabellen 

Tabelle 9-1: Kristallisation der Komplexansätze. Aufgeführt sind die Bedingungen unter denen 
Kristalle gewachsen sind. Hierbei ist jeweils der Screen und die entsprechende 
Nummer im Screen aufgelistet. Die Spalte „Nukleotid“ gibt an, welches Nukleotid 
zur Komplexbildung verwendet wurde. Wurde ADPNP im Ansatz verwendet, so 
wurde der Ansatz gereinigt. Waren ADP*AlF4

- oder ADP*VO43- anwesend, so 
wurde der Ansatz nach der Inkubation nur konzentriert (vgl. Abschnitt 3.12.1). Der 
Kristall, von dem ein vollständiger Datensatz aufgenommen wurde, ist grau 
hinterlegt. 

Kristallnummer Nukleotid Kristallisationsbedingung 

01 ADP*AlF4
- Morpheus-Screen, 36 

02 ADP*AlF4
- Wizard-Screen 1, 9 

03 ADP*AlF4
- Wizard-Screen 1, 21 

04 ADP*AlF4
- Wizard-Screen 1, 28 

05 ADP*AlF4
- Wizard-Screen 1, 29 

06 ADP*AlF4
- Wizard-Screen 1, 40 

07 ADP*AlF4
- Wizard-Screen 1, 46 

08 ADP*AlF4
- Wizard-Screen 2, 39 

09 ADP*AlF4
- SaltRx-Screen, 20 

10 ADP*AlF4
- PEG/Ion-Screen 2, 35 

11 ADP*AlF4
- ProPlex-Screen, 58 

12 ADP*AlF4
- Precipitant Synergy-Screen, 11 

13 ADP*AlF4
- Precipitant Synergy-Screen, 26 

14 ADP*AlF4
- Precipitant Synergy-Screen, 35 

15 ADP*AlF4
- JCSGplus-Screen, 63 

16 ADP*AlF4
- PACT premier-Screen, 81 

17 ADP*AlF4
- PACT premier-Screen, 88 

18 ADP*AlF4
- PACT premier-Screen, 92 

19 ADP*AlF4
- PACT premier-Screen, 93 

20 ADP*AlF4
- Index-Screen, 60 

21 ADP*AlF4
- Index-Screen, 63 

22 ADP*AlF4
- Index-Screen, 69 

23 ADP*VO4
3- Wizard-Screen 1, 26 

24 ADP*VO4
3- MacroSol-Screen, 22 

25 ADP*VO4
3- ProPlex-Screen, 32 

26 ADP*VO4
3- ProPlex-Screen, 48 
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27 ADP*VO4
3- Structure-Screen 1, 48 

28 ADPNP ProPlex-Screen, 10 

29 ADPNP ProPlex-Screen, 29 

30 ADPNP ProPlex-Screen, 39 

31 ADPNP ProPlex-Screen, 40 

32 ADPNP ProPlex-Screen, 46 

33 ADPNP ProPlex-Screen, 47 

34 ADPNP ProPlex-Screen, 48 

35 ADPNP ProPlex-Screen, 56 

36 ADPNP ProPlex-Screen, 62 

37 ADPNP ProPlex-Screen, 66 

38 ADPNP JCSGplus-Screen, 16 

39 ADPNP JCSGplus-Screen, 24 

40 ADPNP JCSGplus-Screen, 80 

41 ADPNP Wizard-Screen 1, 1 

42 ADPNP Wizard-Screen 1, 21 

43 ADPNP Wizard-Screen 1, 26 

44 ADPNP Wizard-Screen 1, 29 

45 ADPNP Structure-Screen 1, 36 

46 ADPNP Structure-Screen 2, 12 

47 ADPNP Index-Screen, 19 

48 ADPNP Index-Screen, 56 

49 ADPNP Index-Screen, 66 

50 ADPNP Index-Screen, 92 

51 ADPNP Index-Screen, 94 

52 ADPNP Precipitant Synergy-Screen, 20 

53 ADPNP Precipitant Synergy-Screen, 25 

54 ADPNP Crystal-Screen 2, 3 

55 ADPNP Crystal-Screen 2, 48 

56 ADPNP Morpheus-Screen, 6 

57 ADPNP Morpheus-Screen, 11 

58 ADPNP Morpheus-Screen, 33 

59 ADPNP Morpheus-Screen, 42 

60 ADPNP Morpheus-Screen, 43 
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61 ADPNP Morpheus-Screen, 46 

62 ADPNP Morpheus-Screen, 68 

63 ADPNP Morpheus-Screen, 70 

64 ADPNP Morpheus-Screen, 82 

65 ADPNP Morpheus-Screen, 83 

66 ADPNP PACT premier-Screen, 48 

67 ADPNP PACT premier-Screen, 59 

68 ADPNP PACT premier-Screen, 60 

69 ADPNP PACT premier-Screen, 68 

70 ADPNP PACT premier-Screen, 80 

71 ADPNP PACT premier-Screen, 81 

72 ADPNP PACT premier-Screen, 83 

73 ADPNP PACT premier-Screen, 84 

74 ADPNP PACT premier-Screen, 92 

75 ADPNP PACT premier-Screen, 93 

76 ADPNP PACT premier-Screen, 95 

77 ADPNP PACT premier-Screen, 96 
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