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1. Sammanfattning och nyttan {or forsvarsmakten

I rapporten ges en presentation av den utveckling som internationellt pagér av minsystem och andra
system, fradmst substridsdelar, som kan komma att utgdra ett hot mot svensk trupp i internationella

insatser eller vid ett begransat vipnat angrepp mot Sverige.

Vid svenskt deltagande i internationella insatser utgdrs minhotet ofta av &ldre, enklare och
platslagda minor. Hotet kommer efterhand att kompletteras eller ersittas med modernare system.
Andelen oexploderad ammunition (OXA), inklusive terroristladdningar (Improvised Explosive

Device, IED), tycks oka 1 varje krig eller konflikt.

For att detektera explosivimnen i olika objekt kan kemiska metoder eller biologiska sensorer t ex
hundar anvidndas. De kunskaper som framkommit inom detta projekt anvénds for att utveckla nya
metoder for att analysera mycket laga halter av explosivimnen vid detektion av minor, OXA och
IED. I forsta hand dr det kemiska analysmetoder och bakteriella biosensorer som utvecklats. Genom
att forbéttra och sdnka kemiska analysmetoders detektionsgrinser finns bl a forutsiattningar for att
pa ett bittre sitt utveckla och verifiera inldrnings- och testmetoder for explosivimnessdkande
hundar. Analysmetoderna &r &ven ldmpliga att anvinda for verifiering vid FMs milj6- och

saneringsarbeten infor dverldmning av skjutfaltsomraden till det civila samhéllet.

Migrationsstudier, d.v.s. studier av transport och nedbrytning av explosivimnen som liacker ut i
marken fran nedgrivda objekt, har genomforts for TNT och dess relaterade foreningar. Nu har

motsvarande studier pabdrjats for explosivimnena hexogen, oktogen, pentyl och tetryl.

Vid institutionen for biokemi och biofysik vid Stockholms Universitet pagér en studie for att med
bakterier som biosensor detektera minfalt. Arbetet utfors av Professor Peter Brzezinski och Dr Irina
Smirnova. Naturligt forekommande jordbakterier kan stélla om sin metabolism sa att den kidnner av
explosivimnesrelaterade substanser i jorden och anvinda dem som foda. Nar bakterierna kommer i
kontakt med dessa &mnen borjar bakterien att fluorescera vilket kan upptickas genom att bestrila
omradet med UV- ljus. Utspridning av bakterierna samt bestralningen skulle kunna ske fran till
exempel en UAV. Studier om vad som hinder med de utspridda bakterierna, ndr de gjort sin insats
pagar ocksd. Antingen dor de dérfor att de inte kan konkurrera med de naturliga bakterierna i

omradet. Alternativt, och det mest sannolika, kan de muterade bakterierna gora sig av med de
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manipulerade DNA-strdngarna och aterta sin naturliga form. Studien genomfors for trotyl (TNT)

och dinitrotoluen (2,4-DNT).

En eventuell framtida anvdndning av nedbrytbara explosivimnen (energetiska salter) i olika
vapensystem kriver att det finns olika typer av detektionsteknologier d&ven for dessa system. Genom
att genomfora nedbrytningsstudier pa dessa foreningar, samtidigt som forskningen och utvecklingen
for att framstdlla dem pégar, finns forhoppning om att minska avstandet mellan vapenutvecklingen
och utvecklingen av detektionsmojligheter. Dessa dmnen kan ocksa tidnkas ingd i SAT-enheter
(sdkrings-, armerings och tindenhet) i framtida vapensystem for att erhalla begrdnsad verkanstid
och undvika att oexploderad ammunition utgdr ett hot i decennier. (Tilliggsprotokoll 5 till FN:s

vapenkonvention fran 1980 om “Explosive Remnants of War” ERW).

En studie (FramFoT) har genomforts, pa uppdrag av FM, avseende framtida forskning f6r skydd mot
landminsystem. Resultat av studien har utgjort underlag for det FM-beslut som fattats for den
framtida forskningen inom minomradet. Den dvervigande delen av forskningen skall fr o m 2005
bedrivas inom det si kallade MOMS-projektet (Multi Optisk MinSpaning) for detektion av ytlagda
och sidverkande minor. En mindre del av forskningen skall ske i ett projekt kallat "Doftbild”. Mélet
for det projektet &r att erhalla l&ngsiktig kunskapsutveckling for att kunna bedéma utvecklingen av
framtida kemiska och biologiska sensorer och analyssystem samt att stodja FMs utveckling av

minhundar. Ovrig verksamhet i nuvarande projekt liggs ner och projektet avslutas ett ar i fortid.

I denna rapport redovisas det arbete som utforts vid avdelningen Vapen och skydd under
innevarande ar. En slutrapport 6ver arbetet som utforts inom projektet kommer forhoppningsvis att

kunna férdigstillas under forsta halvéaret 2005.
2. Inledning

FOI har under ett antal ar forskat inom flera teknologiomraden, kemiska metoder, bakteriella
biosensorer, markradar och optiska sensorer for att kunna detektera framfor allt nedgrdvda minor
samt dold OXA. Avstdndsutlagda minor, ytlagda substridsdelar, OXA och IED utgdr ett hot som

ocksd maste kunna detekteras.

I dag finns det ingen enskild teknologi som kan uppnd den hoga detektionsniva som krivs framfor
allt vid internationella insatser och humanitdr ammunitions- och minrdjning. Ett sétt att oka
detektionssannolikheten dr att anvénda flera detektionsmetoder som bygger pa olika teknologier.

Teknologierna kan anvindas i samma system i sa kallade multisensorsystem eller for att verifiera
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varandra. Nagra teknologier bygger pé att detektera explosivimnen som ldcker ut fran nedgridvda
minor och dold OXA till omgivande jord och luft. Dessa kan vara kemiska metoder och

biosensorer, som till exempel hundar, rattor, bin, bakterier och antikroppar.

3. Hotbilden

Sedan vapenkonventionen CCW (Convention on Certain Conventional Weapons) 1980 [1] och
Ottawafordraget (dven kallat Mine Ban Treaty — MBT) 1997 [2] har oviljan hos de stater som valt
att ej gd med i nadgondera eller endera fordrag utgjort, utgdér och kommer att utgéra en del av den
nuvarande och framtida minhotbilden i1 vérlden. Samtidigt har reduktionen av vérldens lager av
truppminor de senaste ren inneburit ett konkret minskat minhot, da tillgadngen till antalet minor och

dédrmed mojligheten att anvinda dem minskat.

Enligt Landmine Monitor har sedan Ottawafordraget (forbud mot att utveckla, tillverka, lagerfora
Overfora och anvédnda truppminor) undertecknades 1997 fram till den 12 februari 2004 totalt 68
stater forstort ndra 30,5 miljoner truppminor.[3] Samtidigt har fortfarande en betydande del av

vérlden ej visat sig ha viljan att ansluta sig (Tabell 1).

Tabell 1 Forteckning dver de 43 stater som ej undertecknat Ottawafordraget den 28 juni 2004.[4]

Virldsdel Stat/Land
Nordamerika Kuba, USA
Sydamerika -

Finland, Lettland, Ryssland, f.d. Jugoslavien (utom Bosnien-Herzegovina och

Europa Kroatien som undertecknat fordraget)

Afrika Egypten, Libyen, Marocko, Somalia

Asien Armenien, Azerbajdzjan, Bahrain, Bhutan, Kina, Georgien, Iran, Irak,
Indien, Laos, Kazakstan, Nordkorea, Israel, Kuwait, Kirgizistan,
Sydkorea, Libanon, Mongoliet, Burma, Nepal, Pakistan, Oman,
Saudiarabien, Singapore, Sri Lanka, Syrien, Forenade Arabemiraten,
Uzbekistan, Vietnam

Oceanien Mikronesien, Palau, Tonga, Tuvalu
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Bilden idag av explosiva lamningar av krig (Explosive Remnants of War — ERW) efter konflikter
och krig blir allt mer komplicerad, d& nya typer av ammunition och stridsdelar kommer i bruk pé
slagfdlten och de “’klassiska” minfdlten som kéinns igen fran tidigare konflikter endast blir en del 1
en mer komplex minhotbild. Dessa nya typer av efterkrigsmiljoer patriffas exempelvis 1 Kuwait
efter Gultkriget 1991 samt i pidgdende konflikter i Afghanistan, Irak och i Tjetjenien, dér dven ett
stort hot fran terroristladdningar (Improvised Explosive Devices — IED) {foreligger for
civilbefolkningen.

Skillnaden 1 hotbild utgérs av minor/substridsdelar med mer avancerade funktioner dn for ett par
decennier sedan. Sjdlvdeaktiverings- och sjdlvdestruktionsmekanismer dr idag regel for framtagna
minor/substridsdelar for att taktiskt kunna utnyttja minvapnet mer effektivt dn tidigare. Trots denna
teknologiska utveckling dr det ett faktum att felfunktionen hos de nya min- och substridsdel-
systemen ofta &r mycket hogre 1 stridszonen dn vad tillverkaren uppger, eller vad som uppmatts i

terrdng och miljoforhéllanden pd smatt idealiserade testfalt.

3.1 Substridsdelar och avstindsutliggning

Human Rights Watch rapporterade 2002 att 33 ldnder producerar minst 208 olika typer av
ammunition som innehaller substridsdelar, samt att 56 lander lagerfor substridsdelar. Substridsdelar
har anvénts i minst 13 ldnder, bland annat i f.d Jugoslavien (inklusive Kosovo), Kuwait,

Afghanistan, Irak och Tjetjenien.[5]

Substridsdelar sprids i konflikter med framst avstdndsutliggningssystem av olika typer dir man i
Ost, med Ryssland som den ledande tillverkaren, frimst fokuserar pa raketartilleri (Multiple Rocket
System — MRS) 1 kalibrar frén 122 mm (Grad) upp till 300 mm (Smerch), med riackvidder fran 20 till
90 km (Figur 1).

Y

Figur 1 Ryska avstandsutliggningssystem for substridsdelar i form av raketartilleri. Grad (till vénster),
Smerch (i mitten) och Uragan (till hdger).
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Inriktningen 1 vidst avseende avstandsutliggningssystem, med USA som ledande tillverkare, ar att
integrera substridsdelsystem 1 sd mdnga olika leveranssystem som mojligt for att f& utdkade
valmgjligheter 1 en stridssituation. Rackvidden for avstdndsutliggningen stricker sig fran ett par
meter for mekaniska/maskinella system till Gver 100 mil for kryssningsmissilbaserade system. Ett

par exempel pa system som é&r i bruk idag inom den amerikanska krigsmakten ges nedan ( Figur 2).

Figur 2 Ett par exempel pad USA:s system for avstdndsutliggning av substridsdelar. AGM-154/B Joint
Stand-Off Weapon- JSOW (till vanster), CBU-89 (i mitten) och Tomahawk Land Attack Missile- TLAM-
D (till hoger).

Avstandsutldggningssystemen anpassas efter de allt mer avancerade substridsdelar som utvecklas
och dr under utveckling idag och man skapar olika typer av modulsystem for att dessa skall kunna
implementeras i dispensrar, artilleriammunition och avancerade taktiska robotar, exempelvis det
amerikanska Army Tactical Missile System — ATACMS. Dessa system kan 1 sin tur anvéndas i
befintliga utskjutnings- och leveranssystem, likt Multiple Rocket Launch System — MLRS och
stridsflyg sdsom F-15, F-16 och F/A-18. Sedan 1990-talet kan ocksa amerikanskt strategiskt
bombflyg, likt B-52, B-1B och B-2A utrustas med dessa system, men dven Unmanned Aerial
Vehicles — UAV kan bédra potentiella leveranssystem for substridsdelar, vilket ett nyligen genomfort

test med BLU-108 1 USA, i september, 2004 visat.[6]

3.2 Smart Munitions: Sensor Fused Weapons (SFW)

Ett begrepp for de allt mer avancerade substridsdelar som har utvecklats sedan slutet av 1980-talet
och 1 borjan pa 1990-talet och som nu anvénds eller som &r redo for anvindning i en néra framtid &r
sa kallade smart munitions. Ett kint begrepp ar Wide Area Munition — WAM, med M93 Advanced
Hornet som exempel, men smart munitions omfattar &ven avancerade substridsdelar, eller sa kallade
sublets, dir sensorer av olika slag uppticker mél som skall bekdmpas och initierar verkansdelen.
Dessa verkansdelar har ofta tvd separata sjilvdestruktionsfunktioner och en sjdlvdeaktiverings-
mekanism som extra atgérd ifall de forstnimnda mekanismerna fallerar. Det dr dock oklart hur
kansliga dessa substridsdelar dr och vilken sdkringsstatus de har ifall de hittas som oexploderade

objekt, eller duds enligt amerikansk terminologi.
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Genom att passiva och/eller aktiva sensorer star for initiering av verkansdelen har en del av dessa
stridsdelar (frimst de substridsdelar som &r avsedda for bekdmpning av bepansrade fordon) fatt
beteckningen Sensor Fused Weapons — SFW. Exempel pa sensorer dr millimetervagsradar, IR i
olika frekvensomraden, akustiska och seismiska sensorer. Ett par exempel dr de amerikanska Sense

and Destroy Armor — SADARM och Brilliant Anti-Armour Technology — BAT. [7]

Forbittringar av befintliga SFW-koncept genomfors kontinuerligt for att forbéttra verkansrackvidd,
genomslagsformaga och selektionsformaga hos verkansdelen, men &ven kostnadsreducering,
inforandet av lagkdnsliga spraingdmneskompositioner och flerfunktionsverkan hos stridsdelen é&r
viktiga aspekter i de sa kallade P3/-programmen (Pre-Planned Product Improvement) ingédende i de
amerikanska vapensystemskoncepten. Ett par Sensor Fused Weapons éar i1 produktion idag och

anvéands i viss utstrickning. Dessa beskrivs mer ingdende nedan.

3.3 BLU-108 ”Skeet”

BLU-108 ar ett av fa sa kallade intelligenta ammunitionssystem som finns i bruk i vérlden idag och
ar ett amerikanskt vapensystem som varit 1 produktion sedan 1992.[8] Vapensystemet dr baserat pé
avstandsutldggning med bland annat flyg, taktiska robotar, kryssningsrobotar och raketartilleri och
bestar av en dispenser med fyra verkansdelar, kallade skeet. Dessa sublets bestar av en IR-sensor,
elektronik, holje, samt en RSV-verkansdel i form av en Explosively Formed Penetrator — EFP 1
tantal, som ovanifran slér hél pa det bepansrade fordonshdljet (Figur 3). BLU-108 finns sedan 2001
1 en forbattrad version, som innefattar bland annat multipla sensorer (aktiv/passiv IR) for detektion
av malobjekt, dubblerad rickvidd for bekdmpning (121 m?) och inforandet av lagkinsligt
plastbundet sprangdmne i verkansdelen, samt en dubbelfunktion hos EFP-projektilen genom att den

ursprungliga tantallinsen kompletterats sa att en fragmentkrona ger omgivande splitterverkan.[7-9]

TITSp—— e

Skeel Smart Projectile

BLU-108/B Submunition
4 Skeet Smart Projectile
Warheads

Figur 1 BLU-108 med verkansdel, kallad ”Skeet”. Verkansdelen bek&mpar mél ovanifrén.[8]

10
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3.4 SMArt 155

SMATrt 155 dr ett Sensor Fused Weapon utvecklat i Tyskland, satt i produktion 1997 och som
avstandsutldggs med hjélp av artilleri. En sublet lokaliserar och identifierar det bepansrade malet
med hjdlp av en IR-, radiometer- och en millimetervagradarsensor, vilka sedan initierar verkans-
delen da algoritmkriterierna uppfyllts. Om inga mal uppticks gar substridsdelen till sjélv-

destruktion. Om den fallerar skall en sjdlvdeaktiveringsmekanism trada in (Figur 4).[10, 11]

Figur 2 Verkansdelen till SMArt 155.[10]
SMATrt 155 finns i en forbattrad version, SMArt 155 PI, dir bland annat verkansrackvidden utdkats
kraftigt, vilket bekréftats i tester gjorda under 2002.[11]

3.5 Motiv-3M / SPBE-D

Detta Sensor Fused Weapon dar Rysslands svar pd USA:s och Visteuropas motsvarigheter. Denna
verkansdel riktar sig ocksd mot bepansrade stridsfordon och skjuts ut med hjdlp av raketartilleri
(substridsdelen betecknas Motiv-3M) eller levereras i dispenserform av flyg eller attackhelikoptrar
(substridsdelen betecknas dd SPBE-D). Verkansdelen slar hél pa fordonstaket med en EFP-projektil
och om inget mél uppticks med de dubbla IR-sensorerna, &r det tinkt att verkansdelen skall ga till

sjalvdestruktion (Figur 5). [7, 12, 13]

Figur 3 Den ryska varianten pd SFW, som levereras med raketartilleri. Stridsdelen 9N139 (till vénster)
innehéllandes 5 substridsdelar. Motiv-3M (i mitten), med utféllda fallskdrmar (till hdger).[13]

11
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4. Migrationsstudier

Migrationsstudier bedrivs for att f& kunskap om vad som hénder néir explosivimnen lécker ut fran
nedgrivda minor och dold OXA. For att anvinda metoder som bygger pd att detektera
explosivimnen behovs kunskap om vilka fGreningar och nedbrytningssubstanser som finns i

marken runt ett objekt och vad som kan ténkas finnas i luftfasen dver objektet.

I FOI testfalt har darfor skarpa minor utan tindare samt blinda minor placerats ut, stridsvagnsmina
m/47B och truppmina, tidigare bendmnd trpm 10. I enlighet med Ottawafordraget ér det tillatet att
nyttja truppminor, 1 ett mycket begrinsat antal, for forskningsdndamal enbart avseende detektion.
Jordprover 1 markytlagret omkring och 1 nedforslut fran skarpa minor har tagits och analyserats med

avseende pa TNT och relaterade féreningar.

For att studera hur olika jordarter péaverkar spridning och nedbrytning av explosivimnen har
nedgrdavda ”1ador” med sju olika jordarter placerats 1 FOI testfdlt. Tva st truppminor har placerats pa
tva olika djup 1 varje 14da (3 och 10 cm). Minorna &r forsedda med stddpropp i tdndarhdlet. Minorna

har saledes legat i jorden lika 14ng tid och varit utsatta for samma typ av klimat under studien.

Viderstationen pa FOI testfilt ar ur funktion pa grund av ett nedslag i ett tidigare dskviader.

4.1 Provtagning runt skarpa minor i FOI testfilt

4.1.1 Material och metoder

Minorna placerades i FOI testfalt hosten 1998 och provtagningen skedde i september 2004, d.v.s. ca
6 ar efter utplaceringen. Det aktuella provtagningsomradet dr avsett for detektion med optiska
sensorer placerade 10 m upp i en skylift, men har merutnyttjats for migrationsstudierna. Métningar
har gjorts over flera dygn vid ett antal tillfidllen. Minorna har med avsikt placerats néra varandra, ca
0,5 m, for att kunna méta om det &r mdjligt att detektera bada minorna med optiska sensorer (FOI-
R—0066—SE). Det &r viktigt att kunna detektera en truppmina som ligger néra (i skuggan av) en
storre mina, vilket har varit ett vanligt militért sétt for utplacering av truppminor. Bdda minorna har
placerats med bottendelen pd 10 cm djup. Marken ddr minorna &r placerade &r gammal
jordbruksmark och lutar ca 20 cm per meter (Figur 6 och 7). Vixtligheten som bestar av olika
grassorter, tistlar och en del sméviaxt sly har inte rdjts eller klippts under den period minorna har

legat nergriavda.
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Strv m/47B

Figur 6 Schematisk skiss av minornas placering i forhallande till varandra, marken i genomskérning.

Figur 7 Minorna ar placerade diar marken lutar ca 20 cm per meter. Truppminan ligger placerad nordost om
stridsvagnsminan och i nedforslut i férhallande till densamma.

Béda mintyperna (Figur 8) innehaller TNT, 5,5 kg i stridsvagnsminan och 0,12 kg i truppminan,
(Tabell 2). Forutom minornas storlek skiljer de sig ockséd genom olika holjesmaterial. Stridsvagns-
minans holjesmaterial dr av plat och truppminans holje bestar av konstgummi och fenolhdrdplast.

Bada minorna ir utlagda i féltet med stédpropp, dvs utan téndare.

Figur 8 Stridsvagnsmina m/47B med trycklock och truppmina 10 med sékringshuv och stédpropp.
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Tabell 2 Data for minorna

Strv m/47B Trpm 10
Diameter 345 mm 80 mm
Hojd (minkropp) 60 mm 30 mm
Ho6jd med tandsystem 100 mm 30 mm
Holjesmaterial Plat Gummi + plast
Total vikt 9,5 kg 0,2 kg
Sprangamne Trotyl Trotyl
Sprangamnets vikt 5,5 kg 0,12 kg
Tandsystem Trycklock Tryckutlésare

Markprov har tagits i ytskiktet dver, i néra anslutning omkring och i nedforslut fran minorna. Efter
avslutad provtagning i ytskiktet blottlades minorna och lyftes ur sina positioner for att provtagning
av jord skulle kunna ske under minorna. Varje prov omfattade cirka 10 till 20 ml material (1 ml=1
cm’). Av detta material anvindes ca 1 g for att bestimma torrhalten i provet, torrsubstansen (TS),

och ca | g anvindes for att bestimma halten av TNT och relaterade foreningar.

Analys av TNT och relaterade foreningar ur jordprov gjordes med hjélp av den av FOI framtagna
extraktions- och analysmetoden for dessa foreningar (FOI-R—0923—SE). Markproven har
analyserats med avseende pd de i Tabell 3 angivna foreningarna. Detekterade halter anges i
nanogram per gram torrsubstans (ng/g TS), dvs 10 gram av den detekterade foreningen per gram
torrt provmaterial Foreningarna markeras ocksd av fargkoder, (Figur 9) och area samt siffer-
angivelse som anger detekterad halt. For att forsoka skapa en 6verskadlig bild av monstret av TNT
och relaterade foreningar presenteras data pa detta sétt. Tanken dr att 14saren skall kunna jaimfora
olika areor och féger och bilda sig en uppfattning om de olika mdnster av foreningar och halter som
detekterats. Observera att de fargade fdlten anger inte den exakta positionen dér foreningen

detekterats utan snarare omradet for detektion 1 forhallande till minan.

Tabell 3 TNT och relaterade foreningar.
Amne Forkortning Kommentar

2,4,6-Trinitrotoluen 2,4,6-TNT Huvudkomponent som bildas vid tillverkning
av explosivamnet trotyl. | dagligt tal refererad
till som trotyl eller TNT.

2,6-Dinitrotoluen 2,6-DNT Biprodukt som kan bildas vid tillverkning av
2,5- Dinitrotoluen 2,5-DNT -I;:\[lol—c')dukt som kan bildas vid tillverkning av
2,4- Dinitrotoluen 2,4-DNT ;:\rl)-ll'—(')dukt som kan bildas vid tillverkning av
2,3- Dinitrotoluen 2,3-DNT -I?E:\:)Iédukt som kan bildas vid tillverkning av
3,4- Dinitrotoluen 3,4-DNT -I;!\;Iédukt som kan bildas vid tillverkning av
3,5- Dinitrotoluen 3,5-DNT %E)})dukt som kan bildas vid tillverkning av
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1,3,5-Trinitrobensen 1,3,5-TNB Biprodukt som kan bildas vid tillverkning av
TNT.

2-Amino-4,6-Dinitrotoluen 2-a-4,6-DNT  Nedbrytningsprodukt efter paboérjad bakteriell
nedbrytning av TNT.

2,4-Diamino-6-Nitrotoluen 2,4-dia-6-NT  Nedbrytningsprodukt efter fortsatt bakteriell
nedbrytning av TNT.

4-Amino-2,6-Dinitrotoluen 4-a-2,6-DNT  Nedbrytningsprodukt efter paborjad bakteriell
nedbrytning av TNT

2,6-Diamino-4-Nitrotoluen 2,6-dia-4-NT  Nedbrytningsprodukt efter fortsatt bakteriell
nedbrytning av TNT

4.1.2 Resultat och Diskussion

Detekterade foreningar i jordprov tagna over och under stridsvagnsminan och truppminan visas i
(Figur 9). I prov taget i markskiktet rakt dver stridsvagnsminan detekterades laga nanogramhalter
(10'9g) av 2,4,6-TNT och 2,6-DNT samt 2,4-DNT. Under samma mina var halten av detekterade
foreningar i samma laga niva som i provet 6ver minan men hér detekterades fler foreningar. Under
stridsvagnsminan har forutom 2,4,6-TNT, 2,6-DNT och 2,4-DNT é&ven 2,4-dia-6-NT och 2-a-4,6-
DNT detekterats. De forstndmnda foreningarna dr huvudsprangdmnet samt biprodukter som uppstar
vid tillverkningen. De sistndmnda tva foreningarna, de s.k. aminoforeningarna, &r nedbrytnings-

produkter fran 2,4,6-TNT.

Over truppminan detekterades 2,4,6-TNT, biprodukterna 2,6-DNT och 2,4-DNT samt de biologiska
nedbrytningsprodukterna 2-a-4,6-DNT, 2,4-dia-6-NT, 4-a-2,6-DNT och 2,6-dia-4-NT. Under minan
aterfanns 2,4,6-TNT och 2,4-DNT samt de biologiska nedbrytningsprodukterna. Over och under
truppminan detekterades betydligt hogre halter av de biologiska nedbrytningsprodukterna én i
samma positioner vid stridsvagnsminan. Aven TNT och 2,4-DNT Aterfinns i en hogre halt vid

truppminan édn stridsvagnsminan.

2,6-DNT
2,5-DNT

® 2,4-DNT
2,3-/3,5-DNT

® 3,4-DNT
2,4,6-TNT

e 1,3,5-TNB

© 2,4-dia-6-NT
4-a-2,6-DNT

© 2,6-dia-4-NT

® 2-a-4,6-DNT
ng/g T.S.

Trp m 10 Strv m/47B

Figur 9 2,4,6-TNT och relaterade foreningar detekterade i jordprov 6ver och under stridsvagnsminan och
truppminan (badda med blind tdndare).
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Figur 10 visar resultat fran prov tagna 1 ytskiktet 6ver, runtomkring och nedanfér minorna. I proven
tagna omkring truppminan kan samma monster med hogre halter och fler foreningar skdnjas som 1
proven dver och under de bada minorna, d.v.s. hogre halter och fler féreningar omkring truppminan
an omkring stridsvagnsminan. I prov tagna i ytskiktet av marklagret i sluttningen ovanfér och
nedanfor minorna har i 6verviagande antal prov detekterats 2,4,6-TNT, 2,6-DNT, 2,4-DNT samt 2-
a-4,6-DNT (i koncentrationer 10°g/g torrsubstans) Resultatet tyder pa att det finns en
kontaminering av bakgrunden pa detta omrade av féltet. Eftersom det finns fler minor placerade i
detta omrade kan en mdjlig anledning vara att sma kontaminerade partiklar spridas med vinden.
Nérvaron av en detekterbar méngd av den biologiska nedbrytningsprodukten 2-a-4,6-DNT indikerar
att en stindig nedbrytning av 2,4,6-TNT sker. Fler prov bor dirfor tas pa andra stillen runt omkring
testféltet for att klarldgga hur bakgrunden ser ut. Dock kan inte denna bakgrundsniva detekteras i

den del av filtet ddr 14dor med olika jordarter dr placerade.

I truppminans nérhet kan ett tydligt monster urskiljas frdn bakgrunden. Det monster som TNT och
relaterade foreningar bildar 1 truppminans nérhet &r en tydlig indikation pé en innesluten TNT-kélla
1 ett genomslappligt holje. Nérvaron av DNT indikerar att kdllan &r military grade TNT och de hoga
halterna av biologiska nedbrytningsprodukter av TNT (aminoforeningarna) tyder péd att det finns
nagon slags barridr som ar genomslépplig men dnda “bromsar” upp migrationen av TNT ut fran

kéllan.

Om det inte funnits ndgon barridr mellan TNT-kdllan och den omgivande marken hade TNT
migrerat ut i den omgivande jorden i s& hoga koncentrationer att omradet i minans absoluta narhet
blivit forgiftat. Denna forgiftning innebér att migrationsmonstret av TNT och relaterade foreningar
runt minan blir helt fordndrat pa grund av att markens organismer inte méktar med att bryta ned TNT

lika fort som det tillkommer nytt.

Koncentrationen och ndrvaron i markytskiktet av . TNT och relaterade foreningar omkring
stridsvagnsminan &r i samma nivd som koncentrationen av de &mnen som é&r detekterade i
sluttningen ovanfor samt nedanfor, varféor nagot monster av dessa dmnen ej kan peka ut
stridsvagnsminans ndrvaro. Genom stridsvagnsminans metallhdlje diffunderar inga molekyler,
lackage av sprangdmnet sker genom skarvar och héligheter t ex for tindare. Genom truppminans
plast- och gummihéljen diffunderar olika miangder av springdmnet, mest diffunderar det genom

gummiholjet.

De ovan beskrivna monstren av migrerande foreningar frin dessa minor visar tydligt pé

nddvindigheten i att kombinera system for detektion, i detta fall t.ex. minhund och metalldetektor.
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Figur 10 2,4,6-TNT och relaterade foreningar detekterade i jordprov runt och nedanfor stridsvagnsmina m/47B och truppmina 10 (bada med blind téindare).
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4.2 Provtagning runt skarpa minor i olika jordmaterial

4.2.1 Material och metoder

Nedgravda ”lador” med sju olika jordarter har placerats i FOI testfilt for att bedriva
migrationsstudier av TNT som ldcker ut fran minor. De olika jordarterna har placerats i testfaltet
genom att rektanguldra gropar, ca 0,6 m djup, 2,4 m lingd och 1,2 m bredd, har klitts in med
markduk och fyllts. 1998 placerades TNT-block av gjuten military grade TNT direkt i de olika
jordarterna. Det visade sig efter ett tag att for hoga halter TNT ldckte ut till omkringliggande
jordmaterial. Analyser gjorda pad jordprov tagna i testfilt utomlands visade att lickage och
migration av TNT frdn en innesluten TNT-kropp placerad i jord inte kan jamforas med ldckage
frin en laddning utan hdljesmaterial. 1999 avbrots forsoket och ladorna gridvdes ur och ny

installation av jordmaterial pabdrjades.

Ar 2001 placerades tva stycken truppminor (Figur 8) med stddpropp i tindarhalet, ut pa 3
respektive 10 cm djup i varje jordart (frdn minans 6vre del till jordytan). Jordtyperna &r fin och
grov sand, fin och grov morén, lera, laterit och magnetit. Provtagning har utforts fyra ganger under
sommarhalvaret 2004. Proven har tagits rakt 6ver minan, ca 10 cm fran minans kant (markerat med
den inre grd ringen i1 Figur 11-18) samt ca 20 cm frdn minans kant (yttre gra ring). Totalt har 9 st
prov tagits/mina vid varje provtagningstillfille. Provtagning och analys har skett pd samma sétt
som finns beskrivet i 4.1.1. Resultaten redovisas hir pd samma sdtt som i 4.1.2, dvs med fargkoder

och areor som motsvarar dess inbordes skillnad 1 koncentration.

Alla jordprov har placerats i bruna glasvialer (40 ml) som fOrslutits med skruvlock med
teflonpackning for att halla tatt. De har forvarats i frys (-18°C) till dess analyser har kunnat utforas.
Orsaken till detta dr att bromsa hastigheten av den biologiska nedbrytningen som pédgar 1 jorden.
Morka vialer minskar den nedbrytning av sprangdmnet som sker genom UV-ljuset. Tidigare
studier har pavisat att detta forfarande bést bevarar provet sd att halterna av ingdende substanser &r

jamforbara med halterna vid provtagningstillfillet.

4.2.2 Resultat och Diskussion

Detekterade foreningar i jordprov dver och runt omkring minorna i fin och grov sand visas i
Figurer 11-18. Proven dr tagna i maj, juni och augusti 2004. Prov har dven tagits i laterit, magnetit,
lera och mordn men dessa analyser dr inte helt klara vid tidpunkten fér denna rapport. Pa grund av

detta redovisas endast delresultat fran arets migrationsstudier i olika jordmaterial.
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I prov tagna 6ver minorna i fin sand har laga koncentrationer spérats av 2,4,6 TNT och 2,4 DNT

samt nedbrytningsprodukterna 2,4-dia-6-NT, 2,6-dia-4-NT, 4-a-2,6-DNT och 2-a-4,6-DNT. Hoga

halter dterfinns av monoaminoféreningarna (4-a-2,6-DNT och 2-a-4,6-DNT).

I prov tagna i grov sand vid samma tidpunkter aterfinns endast mycket laga koncentrationer av

2,4,6-TNT. I provet taget i augusti aterfinns dock bade 2,4,6-TNT och monoaminoféreningarna.

Figur 11 Fin sand 2004-05-26
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Figur 13 Fin sand 2004-06-23

Figur 12 Fin sand 2004-06-17
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4)}14

Figur 14 Fin sand 2004-08-04
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5

Figur 15 Grov sand 2004-05-26 Figur 16 Grov sand 2004-06-17
259 34
) & %69 @
4 44 260
Figur 17 Grov sand 2004-06-23 Figur 18 Grov sand 2004-08-04

Den gemensamma migrationsbilden i fin sand visar att de hogsta halterna detekteras i prov tagna
rakt over minan. Dér aterfinns fler foreningar och 1 hogre koncentrationer @n i grov sand. En
tdnkbar orsak kan vara att den totala ytan (arean) som é&r tillgdnglig for adsorption &r mycket
mindre i grov sand 4n i fin sand. Dessutom dr haligheterna i den grova sanden storre 4n i den fina
sanden. Detta kan resultera i en 6kad migrations- och nedbrytningshastighet for dessa foreningar.
De hogre halterna i grov sand i augusti manad (Figur 18) kan eventuellt forklaras av dndrade
vider-forhdllanden som skapat bittre fOrutsittningar for adsorption av dessa foreningar till
sandmatrisen. I dvrigt visar den totala migrationsbilden av truppminan i dessa tvd matriser, pa en
standig fordndring och att den dr matrisberoende eftersom Gvriga parametrar som placering, tid,

och miljé/klimat d4r samma.
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5. Detektion av minor

Det &r naturligt att anvénda explosivimnesdetektorer som en typ av sensor vid ammunitions- och
minrdjningsarbete. Explosivimnet dr det som adr gemensamt for farliga objekt, och skiljer ett farligt
objekt fran ett ofarligt. For att anvinda kemiska eller biologiska sensorer, till exempel hundar, att
detektera minor och annan dold ammunition maste det finnas ndgot som kan detekteras och

kunskap om vad detta &r.

Fram till i &r har inriktningen i projektet varit att detektera TNT och relaterade foreningar eftersom
TNT ér det sprangdmne som forekommer mest 1 de minor som finns utlagda idag. Nu ar kunskapen
om vad som hinder nér TNT och dess explosivimnesrelaterade foreningar (ERS) ldcker ut i jorden
ganska god. Modernare minor och ammunition kan innehdlla andra springdmnen sdsom hexogen,
tetryl, pentyl och oktogen. Darfor har i ar studier paborjats for att fi kunskap om vad som hiander

ndr dessa sprangdamnen ldcker ut i jorden och om de kan detekteras 1 luft- och partikelfaserna.

Dessa sprangdmnen har lagre angtryck dn TNT vilket kan betyda att diffusionen (permeation)
genom minholjen skiljer sig fran hur TNT diffunderar. Vilka processer som startar mellan de nu
studerad explosivimnena och olika jordarter vet vi inte dnnu. Pressade tabletter har placerats i en
liten plastbehallare som sedan har placerats 1 sand i exikatorer. Prov har ocksa placerats ut 1 de

olika jordarter som finns pa FOI testfilt.

Flera véderfaktorer pédverkar substansernas rorelser och koncentrationer fran markytan till
gransskiktet ndrmast markytan (jord - atmosfarskiktet). Man vet att skillnader i temperatur mellan
mark och luft har stor paverkan péd vertikal luftrorelse i gridnsskiktet. Om marktemperaturen ar
hogre én luftens temperatur blir gransskiktet ostabilt genom sa kallad minitermik och molekylerna
i grinsskiktet spis ut, ju stdrre skillnad desto stdrre paverkan. Ar temperaturen i marken diremot
lagre dn luftens dras molekylerna in i1 griansskiktet. Dessutom péverkar vindhastigheten gréans-

skiktets tjocklek, hog hastighet minskar tjockleken och utspadningen av molekylerna okar. [14]

6. Analys av explosivimnen

For att kunna detektera de mycket 14ga koncentrationerna av trotyl och relaterade substanser som
forekommer 1 jord-, luft-, och vattenfas, har forbittrade upparbetnings- och analysmetoder
utvecklats. Arbete pagér nu for att kunna detektera andra explosivimnen som hexogen, pentyl, och
tetryl. Tabell 4 visar angtrycket (Vapour pressure) for nagra explosivimnen. Som synes skiljer sig
dessa explosivimnens angtryck markant frain TNT och DNT, vilket betyder att farre molekyler

lamnar explosivdmnet till omgivande matriser.
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Tabell 4 Angtrycket vid olika temperaturer

Amne Angtryck vid 25°C  100°C 200°C
1 TNB 0,5 mbar (122°C mp.) 14 mbar
2 Hexogen 0,000061 mbar 0,00054 mbar (110°C)  0,0053 mbar (139°C)
3 Oktogen 0,000003 mb
4 TNT 0,077 mbar 0,14 mbar 14 mbar
5 2,4-DNT 0,014 mbar (35°C) 0,83 mbar 50,5 mbar
6 Tetryl 0,000076 mbar
7 Pentyl 0,00019 mbar 0,0011 mbar (97°C) 0,094 mbar (139°C)

6.1 Analys med vitskekromatograf-masspektrometer (LC-MS)

Inom projektet har en tidigare utvecklad analysmetod modifierats i syfte att detektera flera
explosivimnen som dr och kommer att vara intressanta vid detektion av nedgrdvda minor och dold
OXA. Med den modifierade metoden ges mdjligheten att jonisera TNT, TNT-relaterade
foreningar, hexanitrostilben (HNS), hexogen (RDX), oktogen (HMX), pentyl och CL 20, vilket gor
det mojligt att uppnd separation och detektion av de individuella féreningarna i olika provmatriser.
Den nya analysmetoden kan anvdndas som en allmédn analysmetod for att detektera de flesta
explosivimnen som forekommer i olika matriser sdsom jord, vatten och luft i samband med
detektion av minor och OXA. Metoden kan ocksd anvédndas for verifieringsanalys av rena
explosivimnen, t.ex. av explosivimnesprov fran olika objekt samt f6r bestimning av fororeningar 1

explosivimnen. I Figur 19 visas en schematisk bild pa den utrustning som anvinds for analyser.

Injektor

UV- ljusdetektor Masspektrometer

Lésningspump

Kolonn

Figur 19 Schematisk bild dver den befintliga HPLC-UV-MS utrustningen

6.2 Analys av TNT och dess fororeningar.

2,4,6-TNT kan syntetiseras och upprenas med flera olika metoder varvid metodspecifika
biprodukter och fororeningar bildas (Figur 20). Ett anvdndningsomrade dr att kunna spéra olika

tillverkare av TNT. En forutsittning dr dock att man har ett referensbibliotek att jaimfora med.
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Vidare kan dessa foreningar vara viktiga vid trdning och anvédndning av explosivimnessOkande
hundar. Miljoanpassningen av minhundar i olika internationella insatser kan vara av storsta vikt da
doftbilderna hos de olika TNT-producenternas produkter kan ha betydelse for hundens mojlighet
att hitta TNT. Skillnaderna mellan olika tillverkares TNT askadliggors i Figur 21-22. Hundarna bor

darfor ges tillfdlle att trdna péd den typ av explosivimnen som forekommer i ett missionsomrade.

NO,
NO, O,N NO,
O,N NO,
ON NO, NO,
NO,

NO,
2,3,5-TNT 3,4,5-TNT TNB 1,3-DNB
O,N NO,
NO, NO, NO, NO,
+ NO,
NO, NG, ON
NO,
2,4,6-TNT NO,
NO
2,3,4-TNT 2,4,5-TNT ’
1,4-DNB 1,2-DNB
O,N NO, NO,
NO,
2,3,6-TNT NB
NO, NO,
NO, NO, NO,
NO, NO, ANT
2,4-DNT 2,3-DNT 3,4-DNT NO,
O,N NO,
NO, 2-NT
2,4,6-TNT NO, 0N NO,
O,N OoN NO,
NO,
2,5-DNT 3,5-DNT 2,6- 4-NT
DNT

Figur 20 Olika foreningar som bildas vid tillverkning av 2,4,6-TNT
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Nedan visas tva kromatogram for TNT tagna frdn olika tillverkare. Héar syns tydligt att de

innehaller olika foreningar som harstammar fran respektive tillverkningsprocess samt en del d&nnu

inte identifierade substanser. Hur detta pdverkar den doftbild som harrér fran sprangdmnet i olika

objekt dr dnnu inte ként.

TNT fran tillverkare 1

Elueringsordning Forkortning

—

2,6-DNT
2,3 DNT

Unknown

2,3,6-TNT
2,4,5-TNT
2,3,4-TNT
2,5-DNT
2,4-DNT
2,4,6-TNT
TNB
Unknown

of of Q| | | | W N

i
=

—
—

—
(5]

Unknown

11

~

Figur 21 HPLC-UV kromatogram fran analys av military grade TNT. Notera den stora toppen 2,4,6-TNT.

Elueringsordning| Forkortning

1,2-DNB

4-amino-2,6-DNT

1,4-DNB

2,3,6-TNT

2,3,4-TNT

Unknown

2,4,6-TNT

Unknown

ol o U N| | A Wl Y =

Unknown

i
=

TNB

—
—

Unknown

o
[

Unknown

TNT fran tillverkare 2

Figur 22 HPLC-UV kromatogram fran analys av military grade TNT. Notera den stora toppen 2,4,6-TNT.

For att pé ett enkelt och snabbt sitt undersdka en okind laddning eller prov har en ny HPLC-UV

analysmetod tagits fram. Finns ingen masspektrometer tillgédnglig kan en UV-detektor anvéndas.

Detektionsgrianserna for dessa dmnen ligger i omradet 0,5 — 9,9 ng/analys. Om istillet en
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masspektrometer anvinds som detektor ligger detektiongridnserna i omradet 0,3 — 78 ng/analys.

Nedan visas ett kromatogram dér TNT:s sex olika isomerer har separerats.

Elueringsordning| Forkortning

3,4,5-TNT
2,3,6-TNT
2,4,5-TNT
2,3,4-TNT
2,4,6-TNT
2,4,6-TNT

(= Y0 B N SN SN

s

Figur 23 HPLC-UV kromatogram fran analys olika isomerer av TNT. Referensprov.

T ‘Ti;ne; [min]

Utvecklingsarbetet pagéar for att forbéttra detektionsnivderna for RDX ,HMX och tertyl samt att

detektera pentyl och hexanitrostilben (HNS) vilka inte tidigare har kunnat analyseras med LC-MS.

Arbete pagar ocksa for att reducera analystiden och har nu reducerats fran 45 min till 15 min med

bibehéllen separation av de ingdende substanserna. Pentyl och HNS kan i1 dagsldget analyseras

genom att kolonnens mobilfaskomposition i har optimerats. Nedan visas de kemiska strukturerna

for de explosivimnen som nu studeras liksom en tabell med de detektionsgranser som for

narvarande ar aktuella.

\N/No2 OZN\N N/NOZ
OZN\ P NO,
O,N NO, )_k EK
N N
/
NO, OaN CL 20 NO,
Tetryl
NO O5N
| N
a Fo
N N N
OZN/ N~ \NOZ 0N~ N
\NO
RDX HMX  °

NO,

O,N

NO,

Figur 24 Andra férekommande explosivimnen férutom 2,4,6-TNT.
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Figur 25 HPLC-UV kromatogram fran analys av nagra vanligt forekommande explosivimnen och
relaterade substanser.

7. Bakteriella biosensorer

7.1 Inledning

En studie for att detektera minfélt med hjélp av bakterier pagér. Det dr ett helt nytt angreppssétt att
forsoka fa naturligt forekommande bakterier att stdlla om sin metabolism sd att den kédnner av
explosivimnesrelaterade substanser i jorden. Nir bakterien kommer i kontakt med dessa @mnen

borjar de fluorescera och kan detekteras vid belysning med UV-ljus.

Den metod som for ndrvarande utvecklas 1 detta projekt bygger pd anvdndning av naturliga
bakterier for att detektera forekomsten av landminor i mark. Metoden bygger pa att bakterier har
en formaga att mycket snabbt anpassa sig till nya livsvillkor. Om ett nytt &mne introduceras i en
viss miljo och detta &mne kan utnyttjas av bakterien som foda, kommer bakterierna att snabbt stilla
om sin metabolism pé ett sddant sitt att det nya dmnet kan tas upp, brytas ner och infogas i
bakteriens dmnesomsittning. Detta dstadkommes genom produktion av biologiska katalysatorer,
enzymer, som dr proteiner som assisterar vid nedbrytning av den organiska substansen. Syntesen
av dessa enzymer startar forst da de kemiska foreningar som bakterien &dr "intresserad av"
upptrdder 1 naturen dédr bakterien lever. For att &stadkomma detta miste det finnas en

regulatormekanism som kan initiera produktionen av dessa enzymer.

Nér en organisk kemikalie fran omgivningen kommer in i bakterien binds den till ett
regulatorprotein, vilket orsakar en fordndring 1 proteinets form och aktiverar detta. Under

aktiveringen binds det till en specifik plats pA DNA-matrisen i bakterien, vilket initierar
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inldsningsprocessen och resulterar i1 syntetisering av ett passande enzym som anvénds for att bryta
ner den organiska foreningen. I det aktuella projektet har den DNA-matris som &r ansvarig for
syntes av nedbrytningsenzymet ersatts av en DNA-matris som kodar for ett gront fluorescerande
protein (GFP). I detta fall kan den “lurade” bakterien starta en syntes av gront fluorescerande
protein ndr den kdnner av den organiska foreningen, och bilda grona flickar pa t.ex. en substans

som kommer fran ett springdmne. Fluorescensen kan direfter detekteras med hjilp av UV-ljus.

7.2 Projektbeskrivning och tidigare uppnadda resultat

Den sensor som for nirvarande utvecklas dr baserad pa ett helcellsystem (fluorescerande
bakterier). Ett viktigt delmal 1 projektet ar att forbattra strukturen av ett naturligt regulatorprotein
(DntR) 1 jordbakterien Burkholderia DNT. Detta protein sitter bundet till en DNA-string och det
anvinds av bakterien for att kdnna igen t.ex. DNT och TNT. Det d&mne som skall brytas ner
(substratet, som i detta fall dr t.ex. DNT) binder till en specifik ficka i regulatorproteinet (DntR).
Vid bindning férdndras sensorproteinets struktur, vilket leder till att syntesen av det fluorescerande
proteinet aktiveras. For att optimera specificiteten for bindning av t.ex. DNT och 6ka kdnsligheten
méste substratbindningsfickan i DntR fordndras s& att DNT binder starkt och sé att andra substrat
binder mycket svagare. Problemet angreps genom att bestimma strukturen for DntR och sedan pa
ett rationellt sidtt modifiera substratbindingssdtet. Nar strukturen dr kdnd kan man modellera olika
substrat 1 bindningssétet och bestimma vilka aminosyrarester som méste bytas ut for att optimera

bindning for DNT, samtidigt som man undertrycker bindning av andra, odnskade substrat.

Figur 26 Strukturen for DntR. Bilden visar tvd DntR-molekyler dar varje molekyl bestar av en rod och en
gron "doméner".

Tvé typer av kristaller av DntR har erhéllits (Nativ 1 och Nativ 2). Dessa kristaller preparerades
frdn en acetat- respektive en tiocyanatinnehéllande losning. Béda kristallformerna gav samma
proteinstruktur. DntR visade sig vara uppbyggt av en dimer dédr de tvA monomererna ar ordnade 1
en antiparallell geometri (Figur 26). Strukturen visar att substratbindningsdoménen bestar av tva

delar, dar aminosyrorna 90-166 och 274-301 utgér den forsta domédnen och aminosyrorna 171-269
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den andra doménen. Doménerna ér forbundna via en flexibel del som bestir av aminosyraresterna
167-170 och 270-273. Den relativa orienteringen av doménerna i forhallande till varandra ar
stabiliserad via ett antal interaktioner, framforallt av saltbryggor mellan H228 och D105 samt

mellan R248 och E300.

Figur 27 Acetat inne i bindningsfickan i DntR. Acetat visas i gult. Syre- och kviveatomer visas i rott
respektive blatt. Grona linjer visar vétebindningar.

Figur 28 Modell av salicylat i substratbindningsfickan. Salicylat visas i1 gult. Andra atomer &r firgade
som i Fig. 27

Gangar som leder till kaviteter i1 proteinets inre finns 1 grinsytan mellan de bada doménerna 1 varje
DntR monomer. Vid ingdngen till kaviteterna dr ytan huvudsakligen hydrofil, medan den inuti
kaviteten dr framforallt hydrofob. Dessa kaviteter innehdller acetat och tiocyanat i respektive
kristallformer. Funktionella studier visar att dessa kaviteter &r just de som binder DNT och é&r alltsa
proteinets substratbindningssédte. I nativ 1-kristaller finns en acetat i var och en av de bdda
bindningssédtena 1 dimeren (Figur 27). I Nativ 2-kristallerna innehéller var och en av dimerens
kaviteter en tiocyanatjon, som binder ndgot djupare ner i kaviteten &n acetat, men som binder via

liknande interaktioner.

Strukturen visar att fickan kan binda dven mycket storre substrat dn acetat och tiocyanat. Med
utgangspunkt fran de erhdllna strukturerna kunde man déarfér modellera in salicylat 1 kaviteten
(Figur 28). Tidigare studier visade att bakterien dr kénslig just for detta substrat. Modellen visar att
salicylat binder pa liknande sétt som acetat, men salicylat binder via fler hydrofoba interaktioner.
Modellen visar ocksd att salicylat kan binda till DntR utan att dess bindningsficka behover

fordndras pd ndgot sétt.
7.3 Resultat uppniadda under 2004 (till oktober)

Den struktur for DntR som har bestdmts dr den forsta som har bestdmts f6r denna typ av sensor

med substrat bundet 1 bindningsfickan. Resultaten beskrivs 1 en artikel som nyligen blev publicerad
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1 den prestigefyllda internationella tidskriften "Journal of Molecular Biology" (Smirnova IA, Dian
C, Leonard GA, McSweeney S, Birse D, Brzezinski P). Development of a bacterial biosensor for
nitrotoluenes: Tthe crystal structure of the transcriptional regulator DntR. J. Mol. Biol. 340, p

o

405-418. Redaktoren valde dessutom att visa "vart" protein, dvs DntR, pa omslaget (Figur 29).
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Figur 29 Omslag Journal of Molecular Biology nr 340 (3)

I det fortsatta arbetet anvénds strukturen for att kartldgga vilka aminosyrarester i bindningsfickan
som maste fordndras for att 2,4-DNT skall kunna binda effektivt. For att lagga grunden for detta
fortsatta arbete har 2,4-DNT modellerats in i bindningsfickan (Figur 30). Detta arbete beskrivs

utforligt i bilagan.

Figur 30 Modellering av 2,4-DNT (i gult) i bindningsfickan (stereobild). Andra atomer ar firgade som i
Fig.27.

Under varen 2004 borjade metoder utvecklas for framstdllning av de olika mutanterna. Under
sommaren erh6lls tvd nya mutanter, en dubbelmutant och en enkelmutant. Under sommaren och
hosten lyckades dessa mutanters strukturer bestimmas och for nérvarande pagar analys av dessa.
Nasta steg blir att underséka om mutationerna har resulterat i en bakteriell biosensor som har en
forhojd specificitet och kénslighet for 2,4-DNT. For ndrvarande pagar arbete med framstéillning av

ytterligare ett antal mutantformer.
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I detta sammanhang dr det ocksa viktigt att beakta spridning av de fordndrade (muterade)
bakterierna. De bakterier som man utgdr fran &r naturliga jordbakterier som forekommer i stora
méngder 1 olika jordar. Tidigare forsok visade att bakterier i vilka DntR dr fordndrat (mutanter)

overlever tillrackligt 1ange for att de skall kunna anvéndas som biosensorer.

Diérefter finns tva mojligheter for det fortsatta forloppet. Den ena mojligheten dr att de forandrade
bakterierna dor eftersom de inte kan konkurrera med de naturliga bakterierna i omgivningen.
Alternativt kan de muterade bakterierna Overleva genom att gbra sig av med de manipulerade
DNA-strdngarna och éterga till sin naturliga form. Det senare alternativet dr en sannolik utveckling
eftersom bakterier har mycket litt att anpassa sig till sin omgivning. Bada dessa scenarier leder till
att endast naturliga bakterier dterfinns i miljon efter nagra dagar. Detta bekriftas av forsok i

laboratoriet.

Figur 31 visar fotografier tagna i mikroskop av modifierade celler. I bild A visas celler som inte
inducerats med ndgot substrat, bild B visar hur dessa blir vid belysning med UV-ljus. Bild C visar
celler som inducerats med substratet och hur de ser ut vid belysning med UV-ljus. Cellernas
kansligheten for DNT ligger for nérvarande pa ppm-niva, (10°) vilket kan vara realistiskt i vissa
fall, men kénsligheten behdver komma ned till minst 10 — 102 for att vara anvéindbar i de flesta

sammanhangen.
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C and D - induced cells

Figur 31 Mikroskopbilder av celler.
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8. Nedbrytbara energetiska salter och plaster

8.1 Inledning

I kapitlet om hotbilder beskrivs nya typer av ammunition och minor/substridsdelar med avancerade
funktioner. Sjdlvdestruerande eller sjidlvneutraliserande funktioner &r av stort intresse for nya
vapensystem men de har ofta hog felfunktion. En mojlig 16sning pé problemet skulle kunna vara
att anvinda nedbrytbara delar i verkansdelen men framforallt i tindkedjan tillsammans med
nedbrytbar plast 1 delar av eller hela holjet. Tiden for sjdlvneutralisation genom nedbrytning

bestdms av valet av plast.

I den inledande principstudien [15] studerades tva energetiska salter, guanidindinitramid (GDN)
och guanidinureadinitramid (GUDN), samt flera bionedbrytbara plaster med avseende pé termisk
stabilitet och kemisk kompatibilitet. Nedbrytningsstudier i falt av GDN och GUDN med och utan
plaster har bedrivits sedan november 2000.[16] Som en fortséttning pd detta arbete lades under
hosten 2002 ytterligare ett energetiskt salt, Guanidindinitrometan (GDNM), samt ytterligare ett
antal nedbrytbara kommersiella plaster ut i falt.[17]

Parallellt med faltstudierna har under 2003-2004 dven en studie av plasternas nedbrytning i nirvaro
av svampar genomforts samt en accelererad aldringsstudie av plasterna vid 60°C. Inledande

analyser av de aldrade plasterna har gjorts med svepelektronmikroskop (SEM) och HPLC.

8.2 Nedbrytning i falt

Nedbrytningen 1 falt har studerats hos ett antal kommersiellt tillgédngliga plastmaterial (Tabell 5)
samt tre olika explosivimnen, Guanidindinitramid (GDN), guanidinureadinitramid (GUDN) och

guanidinditrometan (GDNM).

Tabell 5 Oversikt 6ver i studien ingdende nedbrytbara kommersiella plaster.

Namn Polymer Leverantor

A: Biomax Polyester DuPont

B: Bionolle™ 1020 Polyester Showa Highpolymer Co. Ltd.
C: Bionolle™ 3020 Polyester Showa Highpolymer Co. Ltd.
D: CAPA Polyester Solvay Caprolactones

E: Mater-Bi™ YI Stiarkelsebaserad polymer Novamont SpA

F: Mater-Bi™ NF Starkelsebaserad polymer Novamont SpA

G: Eastar Bio Sampolyester Eastman Chemical Company
H: Solanyl Stéarkelsebaserad polymer Rodenburg Biopolymers

I: Biopol Polyester Metabolix Inc.
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Tva prov av varje plast (utstansade 2 mm tjocka plaststavar) samt explosivimne (pressade kutsar
med en vikt av ca 20 g vardera) placerades pa marken (Figur 32) och eventuella fordndringar 1 vikt

och utseende studerades.

Figur 32 Vinster bild; provkroppar av GDN (6.t.v.), GUDN (6.t.h.) och GDNM (nederst). Hoger bild,
provstavar i flt.

Tva av explosivimnena studerades dven tillsammans med tvd olika plastmaterial. Cylindrar av

explosivimnet placerades inuti ett plastholje och lades ut pa testfiltet (Figur 33).

Figur 33 Pressade prov av GDN and GUDN i plasthdljen av Mater-Bi™YT.

De studerade explosivimnena i detta forsok var GDN samt GUDN och plastmaterialen var

Bionolle™ 3020 samt Mater-Bi™ Y.

Resultaten fran studien i falt skiljer sig at for de tre explosivimnena. GUDN har visat sig vara mest
stabil av de tre medan GDN bryts ned, eller 16ses upp, snabbast. Det tog 371 dagar for GDN att
forsvinna helt medan GUDN och GDNM har forlorat 13% resp. 80% av sin vikt efter 785 dagar.

De olika plastmaterialen som placerats pa testfaltet visar ej ndgon viktsforandring forutom Mater-
Bi™ Y1, Mater-Bi™ NF och Solanyl. Beroende pa fuktupptag dkade alla tre nagot i vikt till en
borjan, dir Mater-Bi™ YI hade den storsta viktdkningen, innan de bodrjade minska 1 vikt. I
dagsldget uppvisar Solanyl den storsta viktminskningen av de tre med 15%. Mater-Bi™ YT och

Mater-Bi™ NF har aterigen borjat oka i vikt efter en liten viktsminskning (Figur 34).
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Figur 34 Viktsfordndringar hos markliggande plasterna Mater-Bi™ Y1, Mater-Bi™ NF och Solanyl.

Optisk besiktning av de tre visar att Mater-Bi™ Y1 har genomgétt en fargforindring och en fatt hel

del bubblor i materialet medan Solanyl-proven har blivit sproda och vitnat.

Experimentet med GDN och GUDN omgirdat av Mater-Bi™ YI och Bionolle 3020 visar att
Mater-Bi™ YT bryts ned ldttare dn Bionolle 3020 1 denna omgivning. Vért att notera ar att de tva

plasterna brutits ned olika fort beroende pa vilket explosivimne som det omslutit (Figur 35).

Figur 35 Vinster bild; GUDN med Bionolle (t.v.) och Mater-Bi (t.h.) efter 706 dagar utomhus.
Hoger bild; GDN med Bionolle (t.v.) och Mater-Bi (t.h.) efter 706 dagar utomhus.

De béada plasterna runt GDN har forsvunnit i avsevért storre grad @n plasterna runt GUDN. Detta
beror troligtvis pa det faktum att GDN tar upp fukt ldttare &n GUDN och dérigenom accelererar

nedbrytningshastigheten hos plastmaterialet det omsluts av.

8.3 Nedbrytning i nirvaro av svampar
Nedbrytningsstudien i ndrvaro av svampar gjordes under 84 dagar vid 30°C 1 1800 ml Fernbach

kulturkolvar innehdllande 800 ml mineralmedium och 11 utstansade plastbitar av varje dmne.
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Svampen Aspergillus fumigatus (AF 1771, 02-08) anvidndes vid experimenten. Valet av
Aspergillus fumigatus beror pd att den dr vanligt forekommande i1 naturen och &terfinns i en rad
material som ho, grodor, komposter och jord. For att frimja svamptillvixten tillsattes extra
kolkilla i form av granulat av poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) (PHBV) d& denna vid
tidigare studier visat sig vara effektiv vid nedbrytning av polymerer.[18] Vid varje provuttag togs
20 ml mineralmedium och en plastbit ut. Inget extra mineralmedium tillsattes efter provuttag och
plastbitarna tvittades med 70 % etanol innan de fick torka vid rumstemperatur. Mineralmediet

hade ett ursprungligt pH pa 5.5 och buffrades ej under studien.

Undersokning av materialen som brutits ned av Aspergillus Fumigatus visar ingen tydlig
viktminskning for huvuddelen av materialen. Dock uppvisar Mater-Bi™ YI, Mater-Bi™ NF,

Solanyl och Biopol en viktminskning (Figur 36).
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Figur 36 Viktminskning hos Mater-Bi™YI, Mater-Bi™NF, Solanyl och Biopol aldrade i nérvaro av
Aspergillus Fumigatus.

Mater-Bi™ YI uppvisar den storsta viktminskningen pd 40 vikts% och Solanyl den nist storsta

med 25 vikts%.

For att fa en klarare bild av om det forekommer fordndringar i ytskiktet hos plasterna fran
nedbrytningsstudien har dessa studerats med ett svepelektronmikroskop (SEM). Vid analysen
anvéndes ett JEOL svepelektronmikroskop av modellen JSM 6400 med en accelerationsspanning
pa 20 kV. Proven sputtrades med guld-palladium med en JEOL JFC-1100E sputter enhet under 5
minuter vid 10 mA. Vid analys av materialens ytor kan inget klart samband ses mellan uppmaétt
viktminskning och fordndringar i ytstrukturen hos proverna fran nedbrytningsstudien. Ytan hos
Mater-Bi™ Y], icke-nedbruten och nedbruten i1 nérvaro av Aspergillus Fumigatus, kan ses 1 Figur

37. Bilderna nedan visar viss erosion av ytan men dock ej lika tydligt som for Bionolle™1020
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(Figur 38). Bilderna av Bionolle™1020 fran nedbrytningsstudien visar en tydligare erosion av ytan
men diremot har vikten bara minskat med 3.5%. Detta kan jimforas med Mater-Bi™ YI som har

en viktminskning pé 40%.

Figur 37SEM bilder av icke-nedbruten Mater-Bi™YT (vénster) och Mater-Bi™YT efter nedbrytning i
nédrvaro av Aspergillus Fumigatus (hdger).

Figur 38 SEM-bilder av icke-nedbruten Bionolle™1020 (vénster) och Bionolle™1020 efter nedbrytning i
ndrvaro av Aspergillus Fumigatus (hoger).

8.4 Accelererad aldringsstudie vid 60°C

En accelererad aldringsstudie vid 60°C har genomfdrts pa de olika plasterna. Aldringsstudien gér
det mojligt att studera de nedbrytningsprodukter som de olika plasterna bildar. Granulat av
plasterna (ca 6 g) har ldrats dels i 15 ml mineralmedium och dels i 15 ml HPLC-vatten. Aldringen
pagick 1 22 veckor och ett provror av varje plast och medium togs ut med ungefir 4 veckors
intervaller. Optisk besiktning av de olika provroren visar pa stora skillnader ddr vissa granulat
verkar helt oférindrade medan nédgra, och speciellt Solanyl, brutits ned betydligt. For att f4 en

uppfattning om forekomst av eventuella nedbrytningsprodukter har inledande HPLC analyser
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gjorts pa granulaten aldrade 1 HPLC vatten under 18 veckor. HPLC:n var utrustad med en Waters
2695 Quaternary HPLC System och en Waters UV Detector Model 996. UV detektorn arbetade
mellan 210-350 nm, analysen gjordes under 30 minuter och med en flddeshastighet av 1.5
ml/minut. En C8 kolonn anvindes och som l6sningsmedel en blandning av HPLC-vatten och

acetonitril.

For att ett material skall vara lattnedbrytbart ute i naturen édr det en fordel om det &r kénsligt for
hydrolys och dédrmed kan brytas ned i mindre bestandsdelar. De inledande analyserna med HPLC
visar att det frimst dr Biomax, Eastar-Bio och Solanyl som &dr mest hydrolyskénsliga eftersom de

uppvisar rikligt med nedbrytningsprodukter.

Blankprov
—— Biomax
—— Mater-Bi NF

—— blankprov
—— Biomax
Eastar-Bio
Solanyl

Eastar-Bio
— Solany!

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Retentionstid (minuter) Retentionstid (minuter)

Figur 39 HPLC kromatogram (210 nm till vanster och 230 nm till hoger) 6ver nedbrytningsprodukter efter
aldring i vatten vid 60°C 1 18 veckor.

Vid 210 och 230 nm, dir framst ketoner, karbonyler och konjugerade system detekteras, uppvisar
alla tre polymererna rikligt med nedbrytningsprodukter (Figur 39). Vid 250 nm, déar framst
aromatiska system detekteras, uppvisar alla de undersdkta polymererna nedbrytningsprodukter i
mer eller mindre stor utstrickning men dven hir dr det Biomax, Eastar-Bio och Solanyl som
uppvisar storst utslag (visas ej). Solanyl, som minskat i vikt bade 1 faltforsoket och i
nedbrytningsstudien, dr dven hir det material som visar storst utslag. Mater-Bi™ Y1 som minskade
mest 1 vikt vid nedbrytningen i nérvaro av Aspergillus Fumigatus uppvisar ddremot knappt nigra

nedbrytningsprodukter i HPLC analysen.

8.5 Kompatibilitetsmatningar

For att undersdka om plasterna och de olika explosivimnena inte paverkas negativt av varandra
och att de &r kompatibla (forenliga med varandra) gors kompatibilitetsmétningar. Maétningarna
gors med en mikrokalorimeter, TAM 2277 fran Thermometric AB, och forsdken utfors vid 75°C 1

19 dygn, vilket motsvarar forvaring av &mnena vid 20°C 1 10 ar. Mitningarna sker isotermiskt och
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eventuell energiutveckling mellan komponenterna registreras av TAM vilket gor det mojligt att
faststélla om de tvd komponenterna dr kompatibla eller ej. For att komponenterna ska anses som
kompatibla skall den uppmaitta energin, E, ej dverstiga 30 J/g. [19]. Kompatibilitetsstudier mellan
GDN och Mater-Bi™ Y1, Mater-Bi™ NF samt Solanyl har gjorts (Figur 40).

60 -
@ —— GDN/Mater-Bi Y1, E=18.0 J/g
%_ —— GDN/Mater-Bi NF, E= 16.9 J/g
© 40 1 —— GDN/Solanyl, E= 16.3 J/g
©
:0
©
£
Hol
>

20 A

0 T T T
0 5 10 15

Tid (dagar)

Figur 40 Mitningar utforda i mikrokalorimeter under 19 dagar vid 75°C.
Resultatet fran métningarna visar att energiutvecklingen for de tre blandningarna ligger langt under

griansvardet pd 30 J/g och alla tre plasterna dr ddrmed kompatibla med GDN.

8.6 Slutsatser

Fran nedbrytningssynpunkt &r GDN den mest intressanta av de tre studerade salterna, dels eftersom
den bryts ned snabbt men dven eftersom den verkar pdskynda nedbrytningen av den plast den
omsluts av. GDNM bryts ned ldngsammare, detta kan dock vara intressant beroende pd vilken
nedbrytningshastighet som Onskas. GUDN har dock en alltfor dalig nedbrytning for att vara
intressant i dessa sammanhang. De plaster som hittills verkar vara intressanta for nedbrytning ute i
falt ar fraimst Solanyl men dven Mater-Bi™ YI. Vid nedbrytningsstudien i nirvaro av svampar
uppvisar Mater-Bi™ YT den storsta viktminskningen pé 40 vikts% och Solanyl den nist storsta
med 25 vikts%. Dock finns ingen korrelation mellan de material som minskat mest i vikt och de
som uppvisar storst ytfordndringar vid analys med svepelektronmikroskop (SEM). Vid den
accelererade aldringen vid 60°C uppvisar Biomax, Eastar-Bio och Solanyl flest nedbrytnings-

produkter medan Mater-Bi™ Y1 endast gav mindre utslag.
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The transcriptional regulator DntR, a member of the LysR family, is a
central element in a prototype bacterial cell-based biosensor for the
detection of hazardous contamination of soil and groundwater by dinitro-
toluenes. To optimise the sensitivity of the biosensor for such compounds
we have chosen a rational design of the inducer-binding cavity based on
knowledge of the three-dimensional structure of DntR. We report two
crystal structures of DntR with acetate (resolution 2.6 A) and thiocyanate
(resolution 2.3 A), respectively, occupying the inducer-binding cavity.
These structures allow for the construction of models of DntR in complex
with salicylate (K4 =4 pM) and 2,4-dinitrotoluene that provide a basis
for the design of mutant DntR with enhanced specificity for dinitro-
toluenes. In both crystal structures DntR crystallises as a homodimer
with a “head-to-tail” arrangement of monomers in the asymmetric unit.
Analysis of the crystal structure has allowed the building of a full-length
model of DntR in its biologically active homotetrameric form consisting
of two “head-to-head” dimers. The implications of this model for the
mechanism of transcription regulation by LysR proteins are discussed.

© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: transcriptional regulator; LysR family; crystal structure;
bacterial biosensor; Pseudomonas putida

Introduction

based sensors are useful tools in the former of
these aims.

The synthetic nitroaromatic compound 24-
dinitrotoluene (2,4-DNT) is used in the manu-
facture of pesticides, polyurethane foams,
munitions and explosives. As nitroaromatics are
extremely hazardous for human health,' contami-
nation of both soil and groundwater at sites of
intensive use and fabrication of these compounds
is a serious cause for concern and it is important
to find a safe mechanism for the detection and
removal of such contamination. Bacterial cell-

tLA.S. & C.D. contributed equally to this work.

Abbreviations used: C*, polypeptide backbone
carbons; HTH, helix-turn-helix; IBD, inducer-binding
domain; K,, dissociation constant; MR, molecular
replacement; r.m.s., root-mean square; SAD, single
wavelength anomalous dispersion; 2,4-DNT, 2,4-
dinitrotoluene.

E-mail address of the corresponding author:
peterb@dbb.su.se

Many species of soil bacteria have adapted to the
presence of xenobiotic organic compounds in the
environment by developing the capacity to break
them down into metabolic intermediates. In most
cases the transcription of the genes encoding
enzymes involved in such degradation is regulated
and expression of these enzymes is enhanced by
the presence of inducer molecules, which are
usually either the compound to be degraded or an
intermediate in the metabolic pathway. A bio-
sensor might thus be engineered by placing a
reporter gene under the control of a transcriptional
regulator activated by the relevant inducer. Such
systems have already been developed for detection
of naphthalene, toluene and benzene.>*

Recently, around 30 strains of bacteria from the
genders Burkholderia, Alcaligenes and Pseudomonas
that can degrade 2,4-DNT have been isolated from
soil and surface water collected at Radford Army
Ammunition plant, West Virginia, USA.” Among
these is the Burkholderia sp. strain DNT, which is

0022-2836/$ - see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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capable of using 2,4-DNT as a sole source of
carbon. A pathway for the oxidative degradation
of 2,4-DNT by this strain and by Burkholderia
cepacia R34 has been well investigated.® "' These
microbes harbour metabolic plasmids that carry
genes encoding enzymes for oxidative degradation
of 2,4-DNT under control of a transcriptional regu-
lator, DntR, for which a gene and a promoter
sequence were found upstream of the regulated
genes."'1?

The genetic system from Burkholderia sp. strain
DNT was used to develop a prototype biosensor
for detection of dinitrotoluenes."”® Here, a plasmid
was constructed in which the expression of a
reporter gene, gfp, encoding the green fluorescent
protein, was placed under the control of the pro-
moter Ppyr and the transcriptional regulator DntR.
Bacteria containing this construct developed a
fluorescent response in the presence of an inducer.
However, the prototype biosensor had only a
limited sensitivity to 2,4-DNT although it was
clearly sensitive to the presence of salicylic acid"
(LA.S. et al., unpublished results). Salicylic acid is
an intermediate of the oxidative degradation of
the aromatic ring in several species of soil bacteria.
These include Ralstonia sp. U2,"* where such degra-
dation is under the control of a salicylate-depen-
dent transcriptional activator NagR (EMBL;
AAG13636.1), which has an amino acid sequence
almost identical to that of DntR. The corresponding
operons of Ralstonia sp. U2 and Burkholderia sp.
DNT thus seem to either originate from a common
ancestor or to have been introduced via lateral
gene transfer with a consequent elimination of a
salicylate-employing pathway in the latter microbe
resulting from a frame-shift mutation."

DntR belongs to the large LysR family of tran-
scriptional regulators that control genes encoding
a wide variety of metabolic pathways. These
regulatory proteins are between 300 and 350
amino acid residues in length and consist of an
N-terminal helix-turn-helix (HTH) region around
60-70 amino acid residues in length involved in
DNA binding and a much larger C-terminal regu-
latory domain where inducer binding occurs."~"’
For the prototype biosensor described above to be
useful in the detection of dinitrotoluenes the
inducer specificity of DntR must be modified. In
order to achieve this we have chosen the rational
re-design of the inducer-binding site of DntR. This
approach requires knowledge of the three-dimen-
sional structure of the protein. Based on this
structure, subsequent modification of selected
amino acid residues can then make the inducer-bind-
ing cavity exactly match the chemical and spatial
properties of the inducer molecule desired to initiate
transcription of the reporter gene and thus making
the biosensor sensitive to a specific compound.

With this goal in mind we describe here con-
ditions for purification, stabilisation and crystal-
lisation of DntR from Burkholderia sp. strain DNT;
the interaction of DntR with its promoter DNA
region, its oligomerisation state and its inducer-

binding properties for sodium salicylate and 2,4-
DNT as studied in solution. Using X-ray crystallo-
graphy we have also determined two three-
dimensional structures of DntR: one containing an
acetate ion and the other a thiocyanate ion in the
inducer-binding pocket. Analysis of the two struc-
tures allowed us to model how 2,4-DNT might
bind to DntR and thus to make rational con-
clusions as to which amino-acid residues should
be mutated in order to make DntR more specific
for the binding of this moiety or its metabolites.
The structures also allowed us to model the confor-
mation of an inducer-bound, full-length LysR
family member in its physiologically relevant
tetrameric state. The implications of our model for
the mechanism of transcription regulation by the
LysR-type regulators are discussed.

Results

The interaction of DntR with its promoter
region DNA

A “LysR motif” promoter recognition sequence
has been found 56 bp upstream of the transcrip-
tional start of dntA, one of the genes regulated by
DntR in Burkholderia sp. strain DNT."” To date,
however, no studies have been carried out concern-
ing the interaction of DntR with its promoter. Our
electrophoretic mobility shift assay experiments
show the formation of a DntR-DNA complex
both in the presence and in the absence of an
inducer molecule, sodium salicylate (Figure 1).
Considering the protein concentration range
where the shift was observed, this DntR-binding
site is a low affinity site, similar to that described
by Lorenz & Stauffer for MetR."® Although an
estimation of the binding constants was difficult
due to a partial retardation of the DntR-DNA
complex at the start (not shown), it is seen that the
presence of sodium salicylate slightly altered the
affinity of DntR to DNA (Figure 1). This result is
consistent with data available for other members
of the LysR family and with the assumption that
the inducer molecule binding by LysR proteins
activates transcription via conformational changes
of the protein—DNA complex without a significant
increase in the DNA-binding constant.'>*~?' A
difference in mobility of the complex in the
presence and in the absence of the inducer was sig-
nificantly smaller than observed for CysB,"” prob-
ably due to the smaller size of the DNA fragment
used in our study.

Inducer binding properties of the DntR protein

Quenching of the protein intrinsic fluorescence
upon binding of an inducer* was used to estimate
the dissociation constants (K) of potential DntR-
inducer complexes (Figure 2). For sodium salicy-
late a K4 of ~4 uM is estimated (Figure 2(a)),
while no Ky in the concentration range studied is
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Figure 1. Binding of DntR to the Ppyr promoter region
shown by an electrophoretic mobility shift assay. The
assay was performed in the absence and in the presence
of 10 mM sodium salicylate as indicated. The lanes
show the mobility of the DNA fragment after incubation
with increasing concentrations of DntR: 1, 38 nM; 2,
76nM; 3 and 4, 0.19 pM; 5, 0.38 uM; 6, 0.76 uM; 7,
1.44 uM; 8, 1.9 uM; 9, 3.8 uM; 10, no DntR.

observed for the binding of 2,4-DNT, showing that
there are no specific binding sites for this com-
pound (Figure 2(a)). According to our structural
data (see below), acetate or thiocyanate moieties,
originating from the crystallisation liquors were
found in the inducer-binding pockets of two
crystal forms of DntR. Neither of these compounds
causes any distinguishable fluorescence quenching
at concentrations up to tens of millimolar (data
not shown). However, the presence of a high
(0.2M) concentration of sodium thiocyanate
reduced the binding of sodium salicylate drasti-
cally (Figure 2(b)). This result indicates that at
such high concentrations thiocyanate binds in the
inducer-binding pocket of DntR.

The structure of the inducer-binding domain
of DntR

Two crystal structures were obtained for DntR;
one from an acetate-containing solution, the second
from a thiocyanate-containing solution. The refined
models (Table 1) of these structures are essentially
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Figure 2. Inducer binding to DntR, monitored as a
change in the protein intrinsic fluorescence. (a) Titration
of the relative fluorescence intensity (AF/F,) with
sodium salicylate (circles) and with 2,4-DNT (diamonds).
The continuous line represents a least square fit to
equation (1) (see Methods) with Ky =4 uM. The DntR
concentration was 3 pM. Incubation medium: 50 mM
NaH,PO,-NaOH (pH 7.6), 0.1 M Na,SO,, 17% glycerol.
2,4-DNT was dissolved in dimethyl sulphoxide. The
data were corrected for the fluorescence quenching
caused by this solvent. (b) Titration of the fluorescence
intensity with sodium salicylate in the absence (circles)
and in the presence (triangles) of thiocyanate. The DntR
concentration was 2.6 pM. Incubation medium with thio-
cyanate: 50 mM NaH,PO,-NaOH (pH 7.6), 0.2 M KSCN,
0.1M NaCl, 17% glycerol. The salt concentration was
adjusted to maintain the same ionic strength as without
thiocyanate.

isostructural with a superposition revealing
an r.m.s. deviation in C* positions of only 0.35 A. In
these models DntR presents a homodimer in the
asymmetric unit with the two DntR monomers
lined up in a “head-to-tail” arrangement (Figure
3). The buried surface at the monomer—monomer
interface is 1539 A
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Table 1. Refinement and model geometry statistics

Dataset SeMet Acetate-bound Thiocyanate-bound
Beam-line ID14-2 (ESRF) ID29 (ESRF) ID14-EH1 (ESRF)
Wavelength (A) 0.933 0.976 0.932
Amin (A) 3.0 2.6 2.20
Raym (%) 10.5 (47.1) 9.1 9.4
(52.4) (53.6)
Completeness (%)* 99.9 (99.9) 98.2 (97.7) 99.9
(99.9)
Anom. comp. (%)* 99.9 (99.9) N/A N/A
Multiplicity® 5.8 (6.0) 4.7 (4.8) 9.6 (2.7)
D/ o)) 13.9 (3.7) 11.4 (2.8) 13.4 (2.8)
Refined model composition
Protein residues A89-A301 A89 A302 A89 A302
B89-B301 B75 B301 B75 B301
Water molecules 35 129 155
Glycerol molecules 0 5 0
Acetate ions 0 2 0
Thiocyanate ions 0 0 2
Average isotropic thermal parameters (A?
Wilson plot 63.0 45.3
Overall 45.8 48.7 38.6
Main-chain/side-chains 46.4/48.7 48.5/48.8
Model quality indicators
R-work/R-free (%) 21.8/25.4 21.5/26.1 21.5/26.3
rmsd bond lengths 0.032/2.464 0.013/1.428 0.014/1.438
(A)/bond angles (°) .
Estimated coordinate error (A) 0.32 0.28 0.15
Ramachandran analysis (%)
Favoured regions A 923 B 89.6 A 91.8B929 A 88.5B90.8
Additionally, generously allowed regions A77B104 A82B7.1 A11.5B9.2
Disallowed regions AO0BO AO0BO AO0BO

 Figures in parentheses are for the highest resolution ranges for each data set (3.16—-3.0 A, 2.65-2.60 A and 2.32-2.20 A for the Se-

Met, acetate-bound and thiocyanate-bound, respectively).

Although the full-length DntR protein was
crystallised, in both crystal structures the electron
density for the major part of the N-terminal HTH
domains is poor and cannot be modelled to the
satisfaction of the refinement programs used in
the structure analysis. Thus, the structures pre-
sented here are essentially those of the inducer-
binding domain (IBD) of DntR. Nevertheless, both
the o,-weighted electron density (2mFops — DF
Qi) and the difference density (mFq.s — DFcag
Q) Maps calculated at the end of the refinement
procedures give a good indication of both the pos-
itions and orientations of the helices linking the
HTH and IBDs of DntR. This observation, in con-
junction with the residual electron density seen in
a lower resolution structure of DntR, has allowed
us to model the structure of full-length DntR, the
implications of which are discussed below.

The structure of the IBD of DntR consists of two
sub-domains, each having a Rossman-fold top-
ology. Sub-domain I is comprised of residues
90-166 and residues 274—-301 while sub-domain II
is made up of residues 171-269. A “hinge” region
consisting of residues 167-170 and 270-273 links
the two sub-domains. The relative orientation of
the two domains is stabilised by a number of inter-
actions, the most notable being salt bridges formed
between the side-chains of H228 and D105, and

R248 and E300. A search using the DALI server®
reveals that the overall fold of the IBD of DntR
is similar to those of several periplasmic
substrate-binding proteins. However, the greatest
similarity is with the structures of the IBDs of
other LysR family members such as CysB,"”
OxyR* and CbnR."

As in the structure of CysB,"” the inducer-
binding cavities are found at the interfaces of sub-
domains I and II in each monomer of DntR. In the
structure of DntR these are vase-shaped and are
approximately 10 A deep with a diameter of 7 A.
The entrance to these cavities is polar, being lined
by side-chains of H169, H206, T104 and main-
chain atoms of T104 and L151. The surface of the
interior is largely hydrophobic, being lined by the
side-chains of the residues 1106, G107, Y110, F111,
G152, F167, R248 and 1273. In the crystals obtained
from an acetate-containing solution, a single acet-
ate ion is bound in each of the two cavities in the
dimer (Figure 4(a)). These ions are located towards
the top of each cavity and are held in place
(Figure 5(a)) by a number of protein-ligand inter-
actions. One oxygen atom of the acetate carboxyl
group forms strong hydrogen bonds to the N°
atoms of both H169 and H206. The second is
involved in a direct hydrogen bond to O of T104
as well as two water-mediated interactions (both
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Figure 3. The crystal structure of DntR. Ribbon rep-
resentations of the homodimers found in acetate-bound
crystals (a) and thiocyanate-bound crystals (b) of DntR.
In both cases, sub-domains I and II of the IDB are
shown in green and red, respectively, and the ordered
portion of the linker helix seen for monomer B is shown
in blue. The acetate and thiocyanate moieties that are
found in the inducer-binding pocket of both monomers
are shown in a space-filling representation. This Figure
and Figures 4-9 were prepared using the program
PyMol.*

via the same water molecule): one with the main-
chain amide group of T104 and one with the
carbonyl oxygen of L151. Longer-range hydro-
phobic interactions between the methyl group of
the acetate moiety and the side-chain or main-
chain atoms of G107, 1273 and F111 reinforce
protein—acetate interactions.

In the crystals obtained from a thiocyanate-con-
taining solution each of the two cavities contains a
thiocyanate ion. Here (Figure 4(b)) the ion is situ-
ated somewhat deeper in the cavity than acetate,
but binds to the protein through a similar combi-
nation of H-bonding and hydrophobic interactions.

Figure 4. The “omit” electron density maps for the
inducer-binding cavities of DntR. The acetate-bound
crystals (a) and the thiocyanate-bound crystals (b). The
backbone of the DntR residues is shown as a ribbon
representation with residues from sub-domain I of the
IDB coloured red and those from sub-domain II shown
in green. The side-chain atoms of the amino acid
residues that line the cavity as well as the acetate and
thiocyanate moieties bound in it are shown in a ball-
and-stick representation with carbon atoms coloured
orange and black (for the ligands), oxygen atoms red,
nitrogen atoms blue and the sulphur atom (of the thio-
cyanate moiety) yellow. Also shown, in green “chicken
wire” is the “omit” electron density (mFs — DFcac
Qeae), contoured at the 3 X r.m.s. level, calculated after a
round of refinement in which the occupancy of the acet-
ate and thiocyanate groups were set to zero.

In these crystals the presence of thiocyanate in the
inducer-binding cavity is consistent with the
results from our fluorescence-quenching measure-
ments (see Figure 2(b)).

Modelling of salicylate and 2,4-DNT into the
inducer-binding cavity

As can be seen in Figure 5(a), the inducer-bind-
ing cavities can clearly accommodate a much
larger moiety than acetate or thiocyanate. Using
the positions of the acetate ions as markers we
have manually positioned salicylic acid in both
cavities (Figure 5(b)). In our model, it is clear that
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Figure 5. DntR-ligand interactions. Stereoviews showing substrate—protein interactions for the acetate-bound
crystals (a) and for the models of DntR containing salicylate (b) and 2,4-DNT (c) in the inducer-binding cavities. The
surface defined by protein residues is shown in light purple. Both side-chain and main-chain atoms of amino acid resi-
dues that line the inducer-binding cavity are shown in ball-and-stick representation with carbon atoms coloured grey,
oxygen atoms red and nitrogen atoms blue. Acetate, salicylate and 2,4-DNT are also shown in ball-and-stick mode
with carbon atoms coloured yellow, oxygen atoms red and nitrogen atoms blue. Water molecules are shown as red
spheres. Direct and water-mediated hydrogen bonding interactions are shown as green and yellow broken lines,
respectively.
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binding of salicylate by DntR could be accom-
plished with only minor rearrangements in the
positions of the side-chains defining the surface of
the cavity. The carboxyl group of the salicylic acid
forms direct hydrogen bonds to the side-chain
atoms of H169, H206 and T104. Its hydroxyl group
occupies the space taken by a water molecule in
the acetate-bound crystals where it likely forms
direct hydrogen bonds with the main-chain amide
of T104 and the carbonyl oxygen of L151. The aro-
matic ring of salicylic acid participates in many
more hydrophobic interactions (particularly
involving Y110, F111 and 1273) with the interior of
the inducer-binding cavity than either the methyl
group of the acetate ions or the sulphur atom of
the thiocyanate ions found in the inducer-binding
pockets in the crystal structures that we report.
These latter clearly contribute to the specificity of
DntR for salicylic acid.

We have also manually modelled 2,4-DNT into
the binding cavity, this time using the acetate
group seen in our crystals as a template for the
position of its 2-nitro group. In this orientation
(Figure 5(c)) the oxygen atoms of the 2-nitro group
of 24-DNT form favourable interactions with
H206 and T104. However, interactions between
the carbon atoms of the aromatic ring and the
side-chains of F111 and F167 are unfavourable, as
are those between the oxygen atoms of the 4-nitro
group of 2,4-DNT and the side-chain atoms of
Y110, and R248. Figure 5(c) also shows that oxygen
atoms from both the 2-nitro and 4-nitro groups of
2,4-DNT appear to form hydrogen bonds with
different nitrogen atoms in the side-chain of H169.
However, unless H169 is doubly protonated, at
least one of these potential hydrogen bonds with
2,4-DNT will be unfavourable. Additionally, other
interactions between 2,4-DNT and the side-chain
of H169 are also unfavourable, with several inter-
atomic distances being 3.0 A or less. Taken together

the number of unfavourable interactions seen in
our model for 2,4-DNT binding suggests a lack of
specificity of DntR for 2,4-DNT and confirms both
the results of Ng & Forsman'" and those of our
fluorescence  quenching  measurements  (cf.
Figure 2(a)).

Quaternary structure of the active DntR
tetramer and modelling of the N-terminal DNA
binding domain

As described above, the asymmetric units of the
crystal structures of DntR reported here contain a
homodimer with a head-to-tail orientation of the
monomers (Figure 3). However, gel (filtration
studies (data not shown) demonstrate that in sol-
ution DntR is, as are other LysR transcription
regulators,®** a homotetramer. Examination of the
packing between molecules in our crystals reveals
the structure of a homotetramer (Figure 6). This
homotetramer consists of a dimer of dimers with
the buried surface at the dimer—dimer interface
being 839 A’ In this tetramer the IBDs of DntR
adopt a “head-tail-head-tail” arrangement similar
to that recently reported for the structure of full-
length CbnR."* We have also solved and refined,
to 3.0 A resolution, the structure of DntR in crystals
obtained from a third crystallisation condition (see
Methods). Both unit cell dimensions and space
group are the same as those reported here for the
acetate and thiocyanate-bound structures. The
structure of the DntR IBD is identical to that
found in the latter crystals (r.m.s. deviations in C*
positions are 0.23 A and 0.33 A, respectively).
However, somewhat paradoxically for a lower res-
olution structure, the residual electron density for
the N-terminal HTH domain is clearer than in
either the acetate and thiocyanate-bound crystals.
This observation has allowed us to position, but
not refine, the linker helices and the two helices in

Figure 6. The DntR homotetramer. (a) A ribbon representation of the homotetramer of DntR. The two molecules that
make up the dimer in the asymmetric unit of the DntR crystals are shown in red and blue, respectively. The arrows
indicate the position of the linker helices of the monomers B. The homotetramer is the result of the interaction of two
homodimers related by a crystallographic symmetry such that the two dimers that constitute the homotetramer have

co-ordinates (x, y, z) and (1 — x, y, 1/2 — z2).



Figure 7. Residual electron density for the N-terminal linker helices and HTH domain as seen in a crystal structure isomorphous to those reported here. The residual
electron density (21mFps — DF e, Qcale) is shown in green chicken wire for monomer A and blue chicken wire for monomer B. In both cases the electron density is contoured
at the 0.6 X rm.s. level. For both monomers the linker helices (see thin arrows) and the two helices in the HTH domain (see thick arrows) can clearly be positioned.
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Figure 8. The structure of the full-length DntR homotetramer. The putative structure of the full-length DntR homo-
tetramer with the N-terminal domains modelled as described in the text. The monomers in the head-to-head dimers,
two of which come together to form the DntR homotetramer, are shown in red (the extended monomer) and blue
(the compact monomer). As they could not be reliably traced, the loops in the N-terminal domain containing the linker
helices and the HTH domain are not shown. The arrows indicate the positions of the HTH domains.

the HTH domain for both DntR monomers found
in the asymmetric unit of our crystals (Figure 7)
and to produce a model of the full-length DntR
homotetramer (Figure 8). At first sight our model
of the full length DntR homotetramer is very simi-
lar to that reported for CbnR." In our model the
homotetramer actually consists of two oppositely
directed dimers in a head-to-head arrangement
where one monomer has an “extended” structure
in which the angle between the long axis of the
linker helix and that of the IBD is obtuse. The
second monomer has a “compact” structure in
which the angle referred to above is acute
(Figure 8). Additionally, the relative orientation of
the HTH domains in the head-to-head dimers is
very similar to that found for CbnR with the dis-
tance between the recognition helices being around
31 A in the full length DntR model and 30 A in the
structure of CbnR.

Nevertheless, although CbnR and DntR tetra-
mers have globally similar structures, a super-
position reveals differences between them.
Perhaps the most significant of these is that, when
compared to CbnR, the long axes of the linker
helices in both monomers that make up the
head-to-head dimers in DntR are translated hori-
zontally by around 12 A perpendicular to the
approximate plane defined by the IBDs
(Figure 9(a)). This means that the dispositions of
the four DNA binding domains are different in
the two structures (Figure 9(b)). In the structure of
CbnR these form a concave surface while in the
putative structure for the full length DntR, the two
pairs of DNA binding domains are much further

apart. These differences in the quaternary structure
may be significant and are discussed below.

Discussion

Our modelling work indicates that efficient bind-
ing of salicylic acid does not require any large
structural changes in the inducer-binding pocket
of DntR. In contrast, the efficient binding of 2,4-
DNT would probably require mutation of one or
several of the amino acid residues F111, Y110,
F167, H169, R248. These mutations are required to
provide both a larger binding pocket and a binding
pocket with the modified chemical properties
needed to engender more favourable interactions
between the protein and 2,4-DNT. Our structurally
based prediction of potential amino acid residues
requiring mutation tallies well with the available
biochemical evidence. Gene shuffling
experiments” have revealed a double mutant
(F111L, R97C) of DntR with marginally enhanced
sensitivity to DNTs. While the role of R97 is
unclear, the effect of the F111L mutation would
clearly be an enlargement of the inducer-binding
pocket.

An analysis of the effects of amino acid
mutations on the inducer-binding properties of
another salicylate-activated LysR family member,
NahR from Pseudomonas,”” also supports our con-
clusions about the design of the inducer-binding
pocket. Amino acid sequences of NahR and DntR
share 60% identity and the structures of these
proteins are presumably very similar. For NahR it
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Figure 9. A comparison of the full-length structures of
DntR and CbnR. (a) A superposition of the modelled, full-
length DntR dimer with head-to-head orientation of mono-
mers (green ribbons with recognition helices coloured yel-
low) and the structure obtained for the CbnR dimer (red
ribbons with recognition helices coloured blue). Although
the IBDs of the two compact monomers superimpose
well, the IBD of the DntR extended monomer is tilted and
rotated with respect to that of CbnR. The relative positions
of the linker helices in the two dimers are translated result-
ing in the shift in the positions of the HTH-motif of the
DNA binding domains. (b) A comparison of the quatern-
ary structures of DntR (left) and CbnR (right). The more
open conformation of the former is consistent with a
decrease of the DNA bending in the protein-DNA com-
plexes of activated LysR transcriptional regulators. Mono-
mers forming head-to-head dimers are shown in red and
green.

was particularly shown that the single mutations
N169D and R248C (numbering according to the
NahR sequence) resulted in a protein with
increased affinity for a number of benzoic acid
derivatives. R248 is conserved between the
sequences of NahR and DntR and in the structure
of the latter it is involved in stabilisation of the
inducer-binding cavity. According to our predic-
tion (see Results), this residue may need to be
mutated to enhance the specificity of DntR for 2,4-
DNT. The residue N169 is next to H170, which
seems to participate directly in the inducer binding
in NahR as H169 does in DntR.

Further support for our conclusions regarding
possible mutations to DntR is provided from the
analysis of the recently reported identical primary
structures of two transcriptional regulators NbzR
from Comamonas sp. ]S765 and NtdR from
Acidovorax sp. ]JS42. These respond to the presence
of nitro-substituted toluenes as well as that of

salicylate.® The sequences of these two transcrip-
tional regulators differ from that of DntR by five
amino acid substitutions: 174V, H169L; K189R;
P227S and 1232V. Of these substitutions H169L
would directly affect inducer binding according to
our model of the structure of DntR. It is thus clear
from both structural and biochemical data that
this residue is a prime candidate when considering
amino acid substitutions that would modify the
inducer-binding properties of DntR.

The structure of the IBD of DntR reported here
along with our modelling of the putative structure
of full-length DntR has ramifications when con-
sidering the mechanism by which LysR family
members control transcription. Both DntR and
CbnR (the only other full-length LysR transcription
factor that has been crystallised) adopt the same
homotetrameric structure and it is probable that
all LysR transcription regulators adopt this struc-
tural arrangement in vivo.

Our model of the putative structure of full-
length DntR indicates that the orientations of the
HTH domains with respect to IBDs are different
in the structures of DntR and CbnR with the result
that the two pairs of HTH domains are much
further apart in the former. It is thus clear that
full-length LysR transcription factors can adopt at
least two rather different conformations. The struc-
ture of CbnR contains no molecules in the inducer-
binding pocket and should represent the structure
of a LysR transcriptional regulator in its inactive
form. In contrast, the DntR inducer-binding
pockets have substrate bound and our model is
likely to represent the structure of a LysR transcrip-
tional regulator in its active form.

It has been proposed that activation of transcrip-
tion by LysR regulatory proteins is the result of a
significant conformational change of the protein—
DNA complex upon inducer binding.”* This is
proposed to result in a decrease of the DNA
bending caused by pre-bound transcriptional
activator.’** The assignment of our model of the
full-length structure of DntR as one typical of a
LysR regulatory protein in its active conformation
is consistent with this idea. LysR family members
bind to DNA both in the presence and absence of
inducer molecules and the same length of DNA
bound by a LysR protein in its active form would
clearly be much less bent than when it is bound to
the concave surface presented by an inactive
protein (as represented by the structure of CbnR).
The models that we refer to may thus provide a
structural insight as to how binding of inducer-
molecules by LysR regulatory proteins can
modulate DNA bending.

Methods

Cloning, expression, purification and
characterisation of DntR

The amino acid sequence used for all the studies of
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DntR described here was that available for Burkholderia
sp. DNT from Ng & Forsman." This sequence differs
from that generally available (TrEMBL; AAP70493)
because it contains eight additional residues (MNNG
EGEV) at the N terminus and a T192S mutation on the
core of the sequence. The sequence was further modified
by the addition of a hexa-histidine tag at the C terminus
of the protein to give a DntR-6His construct. However,
the residue numbering used throughout this text refers
to the 301 amino acid residue sequence available in the
SwissProt/ TrEMBL database.

The DntR gene from Burkholderia sp. strain DNT was
PCR amplified from the vector pLCN60.9" using the
forward primer TATTATCAAACCATGGCTAACGGT
GAGGGTGAGGTCATG containing a Ncol site and the
reverse primer TATCATTATCAGATCTTGCTTCAGA
GAAAAGCTCGAC containing a BgllI site. The DntR
amplicon was ligated into the cloning ATG-vector
pPQEG60 (QIAGEN) and transformed to E. coli strain
M15[pREP4] cells (QIAGEN).

Cells were grown aerobically at 37 °C in Luria-Bertani
medium supplemented with 100 wg/ml ampicillin and
25 pg/ml kanamycin. The expression of DntR-6His was
induced by addition of 1 mM IPTG. The cells were
harvested after five hours and frozen. The cells were
then crushed with X-Press (AB BIOX, Sweden) and sus-
pended in a buffer containing 0.3M NaCl, 50 mM
NaH,PO,-NaOH (pH 8.0), 1mM MgSO,, DNase II
(Boehringer) and Complete EDTA-Free Protease
Inhibitor Cocktail (Roche). The cell lysate was clarified
by centrifugation at 210,000¢ (90 minutes) and
supplemented with 10 mM imidazole. The DntR-6His
protein was purified on a column with Ni-NTA Super-
flow resin (QIAGEN) equilibrated with 10 mM imida-
zole, 0.3M NaCl, 50 mM NaH,PO,-NaOH (pH 8.0).
The protein was eluted with the imidazole concentration
gradient ranging from 10 mM to 250 mM. Fractions con-
taining a single polypeptide of ~35kDa, as shown by
SDS-PAGE analysis, were typically eluted between
97 mM and 156 mM imidazole. These were pooled, con-
centrated to half-volume, dialysed against the buffer
consisting of 0.3 M NaCl, 2 mM MgSO,, 1 mM DTT, 17%
(v/v) glycerol, 50 mM NaH,PO,-NaOH (pH 7.5) and
concentrated to 10 mg protein per ml by ultra-filtration.
The purified protein solution was flash-frozen in liquid
nitrogen and stored at —80 °C.

Selenomethionine incorporation was achieved using
the metabolic inhibition method.®" The purification pro-
cedure was generally the same as for the native protein
except that 10mM B-mercaptoethanol and 0.1 mM
EDTA were added to the chromatographic buffers and
the dialysis buffer was flushed with nitrogen. Selenium
for sulphur substitution was verified using MALDI-TOF
mass spectroscopy with a sinapinic acid matrix
(Voyager-DE, Applied Biosystems) and indicated a sub-
stitution rate of ~90%.

Gel filtration

Gel filtration was performed on a Superdex 200
preparative grade column (Amersham) in a buffer
containing 0.3 M NaCl, 2 mM MgSO,, 10 mM B-mercap-
toethanol, 1.7% glycerol, 50 mM NaH,PO,-NaOH
(pH 7.5). Chymotrypsinogen A (25kDa), ovalbumin
(43 kDa), bovine serum albumin (67 kDa) and aldolase
(158 kDa) were used for molecular size calibration
(Amersham).

Fluorescence measurements

The fluorescence spectra from 280 nm to 400 nm with
excitation at 274 nm were recorded at 22°C using a
Perkin—Elmer instrument and emission values at
326 nm were used in the data processing.

We assume that the observed relative change in the
fluorescence intensity (AF/F,) was proportional to the
fraction of the protein—inducer complex:

AF/Fy = 0.5k(K4 + [P] + [1]—
)

V/(Kq + P+ 112 — 411 )

where AF = F, — F; (F, and F; are the fluorescence levels
before and after addition of the inducer, respectively), k
is a constant; K is the dissociation constant and [P] and
[I] are the molar concentrations of DntR and the inducer
molecule, respectively. This model (equation (1)) takes
into account that both concentrations of the free inducer
and of the free protein decrease upon complex for-
mation. K4 was estimated by non-linear regression from
the dependence of the relative fluorescence quenching
upon increasing the inducer concentration with the aid
of the program Sigma Plot (SPSS Inc.) and the software
package GIM (Graphic Interactive Management
developed by Alexander L. Drachev).

As both salicylic acid and 2,4-DNT are fluorescent
compounds the saturation of quenching could not be
observed because of the inner filter effect, thus for these
inducers only the first part of the titration curve (up to
100 pM inducer) was used for the estimation of K.

Electrophoretic mobility shift assay

The assay was performed essentially as described in
the literature.”* A 120 bp DNA fragment containing the
Ppnr promoter sequence was obtained by PCR on the
template pLCN32_6" with primers CAGGGGTTCTACT
ACCAGTT (forward) and TATGGGTGATTTTAACTA
(reverse) and purified with a PCR purification kit
(QIAGEN). The 5'end of the fragment was labelled with
[y-*P]ATP (Redivue, Amersham) using the forward
polynucleotide-kinase reaction® and was purified with
a QIA Nucleotide Purification Kit (QTAGEN).

Incubation of purified DntR with the labelled DNA
fragment (5% 10°-20 X 10° cpm) was carried out at
22 °C for 40 minutes in 50 mM NaCl, 0.4 mM EDTA,
1 mM pDL-dithiotreitol, 10% glycerol, 20 mM Tris—HCl
(pH 8.0), 2mg/ml BSA, 2 pg/ml poly(dl-dC)-poly(dl-
dC)double strand (Amersham). Electrophoresis was
carried out on 6% (w/v) polyacrylamide DNA Retard-
ation Gels (Novex) using the running buffer containing
44.5 mM Tris, 44.5 mM boric acid, 1 mM EDTA (pH 8.9).
After electrophoresis the gels were dried in filter paper
and exposed to Fuji New RX medical X-ray film at
—70°C. In order to assess DNA binding in the presence
on an inducer molecule, taking into account the negative
charge of the salicylate moiety, 10 mM sodium salicylate
was added to both the incubation medium and the
running buffer.

Crystallisation, data collection, data processing and
structure solution

Crystals of the native protein were grown at 18 °C
using the hanging-drop method by mixing 1 ul of the
protein stock solution (8—10 mg ml ™" protein) and 1 ul
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of a reservoir solution. For the acetate-bound crystal
(Table 1) the reservoir solution consisted of 0.1 M imida-
zole (pH 6.5) and 1.0-1.2 M sodium acetate. For the thio-
cyanate-bound crystal form the reservoir contained
0.2M sodium tartrate, 0.2 M potassium thiocyanate,
0.5 mM sodium salycilate, 0.1 M Tris (pH 8.5) and 20%
(w/v) PEG 8000. Crystals of the selenomethionyl deriva-
tive were obtained using a reservoir solution made up of
0.1M imidazole (pH 6.5), 2.0 M sodium acetate and
2mM  Tris(2-carboxyethyl)phosphine  hydrochloride
(TCEP) and seeding was occasionally required. For the
crystal form with better defined position of HTH
domains (mentioned in Results as a third crystallisation
condition) the reservoir contained 0.2 M magnesium
acetate, 0.1 M sodium cacodylate (pH 6.5), 22% (v/v)
2-methyl-2,4-pentanediol and 5mM sodium salicylate.
In all cases, indexing of initial diffraction images
indicated that the crystals belonged to the trigonal or
hexagonal crystal systems with unit cell dimensions of
approximately a = b =107 A; c = 297 A.

The initial structure determination was carried out
using the SAD technique using X-ray diffraction data
from a single crystal of the selenomethionyl protein
collected on beam-line ID14-EH2 of the ESRFE
Determination of the positions of the selenium atoms in
the crystal was carried out with anomalous difference
data using direct methods as implemented in the
program SHELXD.*** Input command and data files for
the program were prepared using the BrukerNonius
program XPREP with data used in the search procedure
being truncated at 4.5 A resolution, which was the point
where (AF/F) fell below 1.5 (as calculated using
XPREP). The top 22 sites from the direct methods
procedure were taken for further refinement and phase
determination using data to 3.0 A with the program
SHARP?® 20 sites were finally accepted after this with
the quality of experimentally phased (Fops, Ppes, FOM)
electron density maps clearly indicating the correct
space group to be p6522. Improvement of the experi-
mentally obtained phases was then carried out using
solvent flattening, histogram matching and 2-fold non-
crystallographic symmetry (NCS) averaging in the
program DM. The resulting electron density map (Foubs,
@\, FOMpy) was of outstanding quality, allowing easy
interpretation and manual building, using the program
0,7 of a starting model for refinement. It was clear
that for both monomers in the asymmetric unit the
N-terminal, DNA-binding, domain was disordered and
the starting model thus consisted of only residues
90-301 for both molecules. Structure refinement was car-
ried out imposing strong NCS restraints on the positions
of the atoms using the program REFMACS5 interspersed
with rounds of manual rebuilding in O.

X-ray diffraction data from a single acetate-containing
crystal were collected on beam-line ID29 of the ESRE.
The structure of a monomer of the SeMet protein was
then used as a probe for molecular replacement (MR)
calculations using data in the range 15-3.5 A using the
program AmoRe.*® The initial phases obtained from the
resulting homodimeric model were then extended to
Amin = 2.6 A using a combination of NCS averaging, sol-
vent flattening and histogram-matching as implemented
in the program DM after first calculating reliable o4-
weighted figures of merit for the MR phases with the
program SIGMAA. Model refinement, during which
water, glycerol and acetate moieties were included, was
carried out as described above.

X-ray diffraction data from a single thiocyanate-
containing crystal were collected on beam-line 1D14-

EH1 of the ESRF. A monomer taken from the final
refined model for acetate-bound DntR, stripped of
water, glycerol and acetate molecules was used as a
probe for MR calculations using data in the range
15-3.0 A using the program MOLREP. The resulting
homodimeric model was then refined as before with
several thiocyanate ions, including two in the inducer-
binding pockets as the refinement procedure progressed.

The data from all three crystals were integrated and
scaled using the programs MOSFLM and SCALA with
structure factors and anomalous differences being
obtained using the program TRUNCATE. Statistics
showing the results of all data collection, data processing
and structure refinement protocols are shown in Table 1.
Unless otherwise specifically referenced all programs
used are distributed via the CCP4 package.®

Protein Data Bank atomic co-ordinates

Atomic co-ordinates and structure factor data for the
X-ray structures referred to here (DntR (acetate-bound)
and DntR (thiocyanate-bound)) have been deposited in
the Protein Data Bank (accession codes 1UTB and
1UTH, respectively). Co-ordinates for the modelled
structure of full length DntR are available from the
authors upon request.
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