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Kurzdarstellungen

Strukturelle Untersuchungen zur Funktion der Acetyl-CoA-Synthetase 1
aus Candidatus Korarchaeum crypto�lum

Dinukleotid-bildende Acetyl-CoenzymA-Synthetasen (ACDs) sind Vertreter der Super-

familie der dinukleotid-bildenden Acyl-CoenzymA-Synthetasen und sind maÿgeblich

an der Energiegewinnung bei der Peptid- und Zuckerfermentation in Acetat-bildenden

Archaeen beteiligt. ACDs setzen CoenzymA-Thioester zur korrespondierenden Säure

und CoenzymA um, wobei die chemische Energie der Thioesterbinding durch Bildung

von Trinukleotiden über den Mechanismus der Substratkettenphosphorylierung erhal-

ten wird. In dieser Arbeit wurde die Struktur der Candidatus Korarchaeum crypto�lum

Acetyl-CoenzymA-Synthetase Isoform 1 (ckcACD1) mittels Einkristallstrukturanalyse

geklärt. Der heterotetramere α2β2-Komplex unterscheidet sich deutlich vom struktu-

rellen Aufbau von bereits strukturell untersuchten Mitgliedern der Superfamilie. Eine

bioinformatische Analyse der Organisation der Untereinheiten deutet darauf hin, dass

der beobachtete Proteinkomplex aufgrund der hohen Homologie von ACDs archaellen,

bakteriellen und eukaryotischen Ursprungs für ACDs charakteristisch ist. Die Ausrich-

tung der Untereinheiten ist darüber hinaus mit der Diversität der Subdomänenkonnek-

tivität (Domänenvermischung) in der Familie der ACDs vereinbar. Anhand einer Kris-

tallstruktur von ckcACD1 im Komplex mit Acetyl-CoenzymA konnte die potentielle

Bindetasche von CoenzymA-Thioestern identi�ziert werden. Analyse dieser Bindeta-

sche zeigte, dass vermutlich Ausrichtung und Komposition der umgebenden Schleifen

die Substratpräferenz bestimmen. Bindungsstudien mit verschiedenen Nukleotidsub-

straten und -substratanaloga zeigten weiterhin, dass der Abstand zwischen den Bin-

destellen der Liganden mit etwa 57Å auÿergewöhnlich groÿ ist. Für den erforderlichen

Transport der aktivierten Phosphatgruppe zwischen der auf der α-Untereinheit gelege-

nen Reaktionszentrum site I (Coenzym A und Thioester) und der auf der β-Domäne

be�ndlichen Reaktionszentrum site II (Nukleotide) wird eine Umlagerung innerhalb

des Proteins benötigt. Mit einer in den Kristallstrukturen beobachtete konformationel-

len Umgestaltung der Aminosäuren Gly242α bis Val262α, genannt Phosphohistidin-

segment, konnten erste experimentelle Beweise für die bislang postulierte Umlagerung

erhalten werden. Anhand der Geometrie der Wechselwirkung des Phosphohistidinseg-

XIX



mentes mit der β-Untereinheit kann zudem der zusätzliche Reaktionsschritt bei den

ACDs erklärt werden.

Charakterisierung der Struktur der
Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologen Domäne aus Hydra
magnipapillata TRR-2

Proteine mit Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologen Domänen (TIR-Domänen) sind

wesentlich an der Weiterleitung des Immunsignals beteiligt, wobei die TIR-Domäne

selbst die Plattform intermolekularer Wechselwirkung darstellt. Der Frischwasserpo-

lyp Hydra ist ein Modellorganismus der Evolution des Immunsystems. Hydra besitzt

die kleinsten bekannten TIR-Domänen. Kenntnis des strukturellen Aufbaus könnte

daher Hinweise auf konservierte Interaktionsmuster liefern. Die TIR-Domäne des Toll-

Rezeptor-Verwandten 2 aus Hydra magnipapillata wurde im Rahmen dieser Arbeit

kristallisiert und deren Struktur anhand zweier Kristallformen ermittelt. Hydra TIR

weist eine Flavodoxin-ähnliche Faltung und hohe strukturelle Verwandschaft zu be-

kannten TIR-Domänen auf. In der asymmetrischen Einheit des Kristallgitters wird

jeweils ein Molekül beobachtet. Das Interaktionsmuster in den Kristallgittern ist in

beiden Kristallformen bis auf eine identische Interaktions�äche unterschiedlich. Inter-

essanterweise ist an der gemeinsamen Wechselwirkung die BB-Schleife beteiligt, die in

der TIR-Domänen-basierten Signalweiterleitung eine zentrale Rolle spielt. Der Interak-

tionsmodus unterscheidet sich von bereits beobachteten TIR�TIR-Wechselwirkungen.

Abstracts

Structural investigations into the function of acetyl-CoA synthetase 1
from Candidatus Korarchaeum crypto�lum

Dinucleotide-forming acetyl-coenzymeA synthetases (ACDs) belong to the superfami-

ly of dinucleotide-forming acyl-coenzymeA synthetases and are signi�cantly involved

in the energy production during peptide and sugar fermentation in acetate-forming

XX



archaea. Representatives of this enzyme family are also found in a few bacterial and

eucaryotic species. ACDs convert coenzymeA thioester to the corresponding acid and

coenzyme A, the chemical energy of the thioester bond saved through forming tri-

nucleotides via the mechanism of substrate level phosphorylation. In this work the

structure of Candidatus Korarchaeum crypto�lum acetyl-CoenzymA synthetase iso-

form 1 (ckcACD1) was determined using X-ray crystallography. The heterotetrameric

α2β2 complex di�ers signi�cantly from known structures of members of the superfa-

mily. Bioinformatic analysis of the subunit organisation indicates stability of the ob-

served complex, which furthermore might be characteristic for ACDs considering the

high homology of proteins from archaeal, bacterial and animal origin. Beside this, the

arrangement of the subunits is compatible with the diversity of subdomain connecti-

vity (domain shu�ing) found in the family of ACDs. Based on the crystal structure

of the ckcACD1 in complex with acetyl-coenzymeA the potential binding pocket of

coenzymeA thioesters could be identi�ed. Analysis of the binding pocket shows, that

orientation and composition of the surrounding loops are determinants of substrate

preference. Binding studies of nucleotide substrates and substrate analoga show that

the distance between the ligand binding sites is with 57Å extraordinary large. The

transport of the activated phosphate group between site I (coenzymeA and its thioes-

ters) situated on the subunit α and site II (nucleotides) located at subunit β requires

rearrangements within the enzyme. With the observation of conformational reorgani-

sation of the amino acids Gly242α to Val262α, named phosphohistidine segment, in

one crystal structure, �rst experimental evidence for this so far postulated rearrange-

ment was gathered. Based on the geometry of the interaction of the phosphohistidine

segment with the subunit β the additional reaction step facilitated by ACDs could be

explained.

Characterisation of the structure of the Toll/Interleukin-1 receptor
homologous domain from Hydra magnipapillata TRR-2

Proteins with Toll/Interleukin-1-receptor homologous domains (TIR domains) are pi-

votal for transduction of the immune signal, the TIR domain providing the platform

for intermolecular interactions. The fresh water polyp Hydra is a model organismn

for the evolution of the immune system. Hydra contains the smallest known TIR do-

mains and knowlegde of structural arrangement might provide clues about conserved

XXI



interaction modes. Hence, the TIR domain of Toll-receptor-related 2 was crystallised

and its structure was determined based on two crystal forms. Hydra TIR features a

�avodoxin-like fold and shows high structural homology to known TIR domains. In the

crystal lattice only one molecule per asymmetric unit is observed. The pattern of inter-

molecular interactions in the crystal lattices is di�erent in both forms except for one

interface. Engaged in the intermolecular contact is the BB loop, which is known to play

a central role in TIR domain mediated signal transduction. However, the interaction

mode di�ers from already observed TIR�TIR interactions.
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Teil I.

Einleitung





1. Einleitung

Zusätzlich zu den gekennzeichneten Zitaten wurden folgende Lehrbücher als Quellen

verwendet: Lehninger Principles of Biochemistry (Nelson und Cox, 2008), Principles

of Protein X-Ray Crystallography (Drenth, 1999) und Biomolecular Crystallography

(Rupp, 2010).

1.1. Energie

Alle lebenden Organismen sind in der Lage ihrer Umgebung Sto�e zu entziehen, die

sie für ihr Überleben benötigen. Hierbei spielt keine Rolle, ob sich dieser Organismus

rein autothroph oder heterotroph ernährt. In beiden Fällen werden die aufgenomme-

nen Nährsto�e in andere für den Organismus wichtige Bestandteile umgeformt. Der

Aufbau komplexerer Moleküle erfordert allerdings meist den Einsatz einer Energie-

quelle. Im Laufe der Evolution hat sich ein universelles �Energiemolekül� entwickelt.

Dieses ist Adenosintriphosphat (ATP). An das Grundgerüst Adenosin, ein über ei-

ne 5'-β-glykosidische Bindung mit dem Zucker Ribose verbundenes Adenin, wird an

die 1'-Hydroxygruppe der Ribose über eine Säureesterbindung ein Phosphat verknüpft

(Adenosinmonophosphat, AMP). Es können weiterhin bis zu zwei weitere Phosphat-

gruppen über je eine Phosphoanhydritbindung angekoppelt werden (Adenosindiphos-

phat, ADP bzw. -triphosphat, ATP). Energie gewinnt eine Zelle hauptsächlich aus dem

Aufbrechen der hochenergetischen Phosphoanhydritbindung des ADPs und des ATPs.

Bereitgestellt wird ATP im Falle eines sich heterotroph ernährenden Lebewesens durch

die katabole Umwandlung der aufgenommenen Nahrung oder im Falle eines Autotro-

phs durch den Aufbau aus einfachen anorganischen Komponenten. Die dazu benötigte

Energie wird durch die Letzteren beispielsweise dem Licht entzogen (Photoautotrophie)

3



1. Einleitung

oder aus der Durchführung chemischer Reaktionen einfacher anorganischer Moleküle

gewonnen (Chemoautotrophie).

Wird ein Molekül von der Zelle nicht mehr benötigt, wird versucht dessen gespeicherte

chemische Energie in Form von ATP zu konservieren. Hierzu hat die Zelle e�zien-

te Wiederverwertungsmechanismen entwickelt. Prinzipiell kann der Citratzyklus als

primäre Plattform des anabolen bzw. katabolen zellulären Sto�wechsels von Zuckern,

Aminosäuren und Fetten in allen Domänen des Lebens angesehen werden. Energie

in Form von ATP (bzw. Guanosintriphosphat, GTP) wird im Zitratzyklus durch die

Succinyl-Coenzym A-Synthetase der Zelle bereitgestellt. Die Hydrolyse der Thioester-

bindung des Succinyl-Coenzym A liefert die Energie zur Anknüpfung eines zusätz-

lichen Phosphats an die β-Phosphats eines durch das Enzym gebundenem Dinukleo-

tids (ADP bzw. GDP). Succinyl-Coenzym A-Synthetase (SCS) gehört zur Superfamilie

der dinukleotid-abhängigen Acyl-Coenzym A-Synthetasen (Sánchez et al., 2000). Zur

gleichen Superfamilie können ebenso die ATP-Citrat-Synthasen, Malyl-Coenzym A-

Synthetasen und Citryl-Coenzym A-Synthetasen gezählt werden (Sánchez et al., 2000;

Aoshima et al., 2004).

1.1.1. Acyl-Coenzym A-Synthetasen (NDP-bildend)

Diese ubiquitär vorhandene Superfamilie setzt reversibel Nukleosiddiphosphat (NDP)

und Phosphat (Pi) mit Acyl-Coenzym A-Estern zu den korrespondierenden Säuren und

den entsprechenden Triphosphaten um.

Acyl-C(O)-S-CoA + NDP + Pi Acyl-C(O)O- + HS-CoA + NTP

Strukturell und biochemisch charakterisiert sind die Succinyl-Coenzym A-Synthetasen

(SCS) aus den Bakterien Escherichia coli (Wolodko et al., 1994; Fraser et al., 1999;

Joyce et al., 2000) und Thermus aquaticus (Joyce et al., 2007; Joyce et al., 2012)

sowie die GTP-spezi�sche Succinyl-Coenzym A-Synthetase aus dem Schwein (Fraser

et al., 2006). Alle drei katalysieren die die Bildung von Succinat und ATP bzw. GTP

aus Succinyl-Coenzym A, ADP bzw. GDP und anorganischem Phosphat über den Me-

chanismus der Substratlevelphosphorylierung. Die Struktur einer verkürzten Form der
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humanen ATP-Citrat-Lyase (ACLY) wurde ebenfalls verö�entlicht (Sun et al., 2010;

Sun et al., 2011). ACLY dahingegen katalysiert die Aktivierung von Citrat zu Acetyl-

Coenzym A und Oxalacetat durch Hydrolyse von ATP zu ADP und Phosphat (Srere

und Lipmann, 1953; Srere, 1961).

Die bakteriellen SCS sind Heterotetramere der Komposition α2β2, die SCS des Schweins

existiert als Heterodimer in der Form αβ. Aufgebaut ist die humane ACLY als Homo-

tetramer (Singh et al., 1976), kristallisiert werden konnte jedoch nur ein proteolytisch

gekürztes Fragment (Sun et al., 2010). Überlagert man die Strukturen der verschiede-

nen SCS und der ACLY zeigt sich eine identische Anordnung der einzelnen Unterein-

heiten. Nummeriert werden diese typischerweise bezüglich der Anordnung der E. coli

SCS mit den Zahlen 1 bis 5 (Fraser et al., 1999). Aufgebaut sind die α-Untereinheiten

aus zwei Domänen mit jeweils typischer Rossmannfaltung (Rao und Rossmann, 1973).

Die N-terminal gelegene Unterdomäne bindet Coenzym A bzw. dessen Thioester über

eine konservierte Nukleotidbindestelle (Subdomäne 1). Auf der daran anschlieÿenden

Domäne (Subdomäne 2) �ndet sich ein in allen nukleosiddiphosphat-bildenden Acyl-

Coenzym A-Synthetasen konserviertes und katalytisch essentielles Histidin (Sánchez et

al., 2000). Dieses wird im Laufe der enzymatischen Reaktion phosphoryliert (Kreil und

Boyer, 1964; Mitchell et al., 1964; Mårdh et al., 1971; Majumdar et al., 1991; Fraser

et al., 2002; Kanao et al., 2002; Bräsen et al., 2008). Das enzymgebundene Phosphat

wird anschlieÿend auf ein durch die β-Untereinheit gebundenes Nukleosiddiphosphat

übertragen. Notwendig ist hierzu eine Umlagerung der Phosphohistidinschleife, die eine

Entfernung von etwa 28 Å überbrücken muss. Die molekularen Grundlagen dieser Über-

tragung sind bis jetzt jedoch nicht bekannt. Strukturell entspricht die β-Domäne einer

sogenannten ATP-Greifer-Faltung (ATP grasp) (Murzin, 1996; Galperin und Koonin,

1997). Diese besteht aus zwei Unterdomänen (Subdomäne 3 und 4), jeweils verant-

wortlich für die Interaktion mit dem Nukleosid oder mit der Phosphohistidingruppe

(bezeichnet site II ). Auf der β-Domäne C-terminal gelegen ist Subdomäne 5, die zu-

sammen mit den Subdomänen 1 und 2 die Bindestelle für die Coenzym A-Ester bildet

(bezeichnet site I ).
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Für die E. coli SCS wird ein dreistu�ger Mechanismus vorgeschlagen (Majumdar et al.,

1991; Fraser et al., 2002):

Enzym + Succinyl-CoA + Pi Enzym-Succinyl-P+ CoA

Enzym-Succinyl-P Enzym-His246α-P+ Succinat

Enzym-His246α-P+ ADP Enzym + ATP

Succinyl-CoA + ADP + Pi Succinat + CoA + ATP

Vor Kurzem wurde aus kinetischen Daten ein Mechanismus der am Citratcyclus betei-

ligten Succinyl-Coenzym A-Synthetase aus dem Myokard des Schweineherzens postu-

liert (Li et al., 2013). Die vollständige Übertragbarkeit des kompletten Mechanismus

auf andere Succinyl-CoA-Synthetasen wird von dieser Studie allerdings in Frage ge-

stellt. Jedoch spiegelt dieser Reaktionsweg im Groÿen und Ganzen den vorgeschlagenen

Mechanismus der E. coli SCS wieder.

1.1.2. Acetyl-Coenzym A-Synthetasen

Bereits im Jahr 1975 wurde erstmals in einem Abstract über eine ADP-abhängige

Acetat-Thiokinase im parasitischen Einzeller Tritrichomnas foetus spekuliert (Lind-

mark und Müller, 1975). Kurz darauf wurde erstmals in detaillierter Form die ACD aus

dem eukaryotischen Einzeller Entamoeba histolytica beschrieben (Reeves et al., 1977).

Im Laufe der folgenden Jahre wurden weiterhin die biochemischen Parameter der ACDs

aus den Archaeen Archaeoglobus fulgidus (Labes und Schonheit, 2001; Musfeldt und

Schönheit, 2002), Methanococcus jannaschii (Musfeldt und Schönheit, 2002), Thermo-

coccus kodakarensis (Shikata et al., 2007; Awano et al., 2014), Haloarcula marismortui

und Pyrobaculum aerophilum (Bräsen und Schönheit, 2004b), Halococcus saccharolyti-

cus, Haloferax volcanii und Halorubrum saccharovorum (Bräsen und Schönheit, 2001),

Pyrococcus furiosus (Mai und Adams, 1996; Musfeldt et al., 1999; Schäfer und Schön-

heit, 1991; Glasemacher et al., 1997; Scott et al., 2014) und Pyrobaculum islandicum

(Hu und Holden, 2006) sowie dem Bakterium Chloro�exus aurantiacus (Schmidt und
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Schönheit, 2013) und dem Einzeller Gardia lamblia (Sánchez und Müller, 1996; Sánchez

et al., 1999; Sánchez et al., 2000) bestimmt.

Die Funktion der ACDs scheint in einigen Organismen prinzipiell klar zu sein. Am

Besten verstanden ist die Situation der ACDs in Pyrococcus furiosus und Thermococ-

cus kodakarensis. Bereits vor einiger Zeit wurde mit der Charakterisierung einzelner

Isoenzyme P. furiosus begonnen (Mai und Adams, 1996; Glasemacher et al., 1997;

Hutchins et al., 2001). Anhand der umfassenden Studien der verschiedenen Isofor-

men der ACDs in beiden Archaeen (Shikata et al., 2007; Awano et al., 2014; Scott

et al., 2014) wurde vorgeschlagen, die Enzyme bezüglich ihrer Substratspezi�tät in

fünf Gruppen einzuordnen (Awano et al., 2014). Es wird angenommen, dass diejeni-

gen Isoenzyme, die ähnlich der P. furiosus ACD1 bevorzugt kurzkettige aliphatische

CoA-Thioester umsetzen, hauptsächlich an der Zuckerfermentation beteiligt sind, wo-

hingegen diejenigen, die beispielsweise Aryl-Thioester versto�wechseln, im Prozess der

Degradation von Aminosäuren fungieren (Mai und Adams, 1996; Glasemacher et al.,

1997; Hutchins et al., 2001; Scott et al., 2014). Zusammengefasst ist dies in Abbildung

1.1.

Kohlenhydrate Peptide

Glykolyse Aminosäuren

Acetyl-Coenzym A
verzweigtkettige

Acyl-Coenzym A

Aryl-

Coenzym A

Succinyl-

Coenzym A

Acetat verzweigtkettige

Ketosäuren
Arylsäuren Succinat

ACD ACD ACDACD

Abb. 1.1.: ACDs sind an der Degradation von Zuckern und Aminosäuren beteiligt. Verein-
fachte Darstellung der Funktionen von Acetyl-Coenzym A-Synthetasen (ACDs) in der Zelle (nach Mai
und Adams (1996)).

Domänenvermischung

Eine der interessantesten Eigenschaften der Superfamilie der Acyl-Coenzym A-Syn-

thetasen ist die auÿergewöhnliche Vielfalt in der Anordnung ihrer Subdomänen. So

besitzen Acyl-Coenzym A-Synthetasen verschiedener Mikroorganismen bezüglich der
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1. Einleitung

funktionellen Domänen die gleiche allgemeine Zusammensetzung, die Anordnung der

Subdomänen unterscheidet sich je nach Protein jedoch teilweise gravierend. So exis-

tieren ACDs, die aus zwei Untereinheiten gebildet werden, aber auch solche, die aus

einem Polypeptidstrang bestehen. In Sánchez et al. (2000) wurde bereits das Phäno-

men der Domänenvermischung (domain shu�ing) beschrieben (Sánchez et al., 2000).

Diese Diversität ist schematisch in Abbildung 1.2 wiedergegeben.

A) E coli SCS 

B) ckcACD3, pfACDI, pfACD2

C) AF1211

D) AF1192

E) AF1511

1 2 3 4 5

α β

A

1 2 3 45

α β

3 4

B

C

D

1 2 3 45

1 2 5

E 1 2 3 45Acetyltransferase

Coenzym A-

Bindung

Coenzym A-

Ligase

Coenzym A-

Ligase
ATP-Bindung ATP-Bindung

Abb. 1.2.: Domänenvermischung bei Acetyl-Coenzym A-Synthetasen und Succinyl-
Coenzym A-Synthetasen. Der Aufbau der einzelnen Domänen α und β der E. coli Succinyl-Coenzym
A-Synthetase (SCS) kann als Fusion verschiedener Subdomänen angesehen werden. Diese werden der
Reihe nach durchnummeriert (Fraser et al., 1999). Abweichend von der E. coli SCS �nden sich ACDs
unterschiedlicher Domänenstruktur. A) E. coli Succinyl-CoA-Synthetase, B) P. furiosus ACD1-ACD5,
Ca. K. crypto�lum ACD1, C)A. fulgidus AF_1211 undM. jannaschii MJ0590, D)A. fulgidus AF_1938,
E) A. fulgidus AF_1511.

ACDs funktionieren nach einem vierstu�gen Reaktionsmechanismus

Die Übertragbarkeit der einzelnen Teilschritte des bereits im Text beschriebenen Reak-

tionsmechanismus für die Succinyl-CoenzymA-Synthetasen wurde anhand der ACD1

aus Pyrococcus furiosus gezeigt (Bräsen et al., 2008). Aufgebaut ist das Enzym als α2β2-

Heterotetramer (Mai und Adams, 1996). So �nden die ersten beiden Teilreaktionen,

die Phosphorylyse des Coenzym A-Thioesters und die Bildung eines hochenergetischen

Phosphohistidinintermediats, an der α-Domäne statt (Bräsen et al., 2008). Ein in allen
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Mitgliedern der dinukleotid-abhängigen Acyl-Coenzym A-Synthetasen hochkonservier-

ter Histidinrest (His257α in der P. furiosus ACD1) wird dabei phosphoryliert (Bräsen

et al., 2008). Situiert ist die Bindungsstelle für Coenzym A-Thioester (Reaktionszen-

trum site I ) auf der α-Domäne der pfACD1. Die Bindung der Nukleotide und deren

Phosphorylierung geschieht durch die β-Domäne dieses Enzyms (site II ). In sowohl

den SCS als vermutlich auch der ATP-Citrat-Synthase sind beide Reaktionsstellen weit

voneinander entfernt (etwa 35Å im Fall der E. coli SCS), so dass im Fall der SCS ein

�swinging loop�-Mechanismus vorgeschlagen wurde (Bailey et al., 1999; Fraser et al.,

2000). Hierbei �schwingt� die Phosphohistidinschleife von site I zu site II und zurück.

Bisher konnte dieser Mechanismus experimentell noch nicht nachgewiesen werden. Der

Sequenzvergleich der Mitglieder der Superfamilie der Acyl-CoA-Synthetasen zeigt, dass

die Familie der ACDs ein weiteres auÿerordentlich hoch konservierten Histidinrest in

der ATP-Greiferdomäne besitzt (Bräsen et al., 2008). Für die pfACD1 konnte gezeigt

werden, dass das entsprechende His71β im Laufe der enzymatischen Reaktion phos-

phoryliert wird und ein Austausch gegen Alanin die Aktivität des Enzyms komplett

unterbindet (Bräsen et al., 2008). Es wird daher ein vierstu�ger Reaktionsmechanismus

vermutet, der im Gegensatz zur E. coli SCS die Übertragung der Phosphatgruppe vom

His257α auf das His71β beinhaltet. Phospho-His71β überträgt seine Phosphorylgruppe

dann auf das gebundendene Dinukleotid, woraufhin das entstandene Trinukleotid das

Enzym verlässt. Dieser Umweg der pfACD1 resultiert möglicherweise aus der sterischen

Konsequenz der im Vergleich zur ecSCS um drei Aminosäuren kürzeren schwingenden

Schleife (Bräsen et al., 2008).

Enzym + Acetyl-CoA + Pi Enzym-Acetyl-P+ CoA

Enzym-Acetyl-P Enzym-His257α-P+ Acetat

Enzym-His257α-P Enzym-His71β-P

Enzym-His71β-P+ ADP Enzym + ATP

Acetyl-CoA + ADP + Pi Acetat + CoA + ATP
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1. Einleitung

1.1.3. Aufgabenstellung

Dinukleotid-abhängige Acetyl-Coenzym A-Synthetasen katalysieren die Umsetzung von

CoA-Thioestern, Phosphat und ADP bzw. GDP zu CoA und ATP bzw. GTP in

Richtung der Energieerzeugung (Produktion von ATP/GTP) oder Säureaktivierung

(Produktion von CoA-Thioestern). Mitglieder dieser Proteinfamilie �nden sich in al-

len Domänen des Lebens (Sánchez et al., 2000; Schmidt und Schönheit, 2013). Trotz

des hohen Verwandtschaftsgrades der SCSs, den am Besten untersuchten Vertretern

der Acyl-CoA-Synthetasen, und ACDs zeigen letztere deutliche Unterschiede in Sub-

stratspezi�tät, im Reaktionsmechanismus und Domänenstruktur (Sánchez et al., 2000;

Bräsen et al., 2008). So kann die E. coli SCS ausschlieÿlich kurzkettige CoA-Thioester

und Succinyl-Coenzym A e�ektiv metabolisieren (Hildebrand und Spector, 1969). Im

Gegensatz dazu zeigen Mitglieder der ACD-Familie Aktivtät bezüglich einer groÿen

Bandbreite an Coenzym A-Thioestern (Shikata et al., 2007; Awano et al., 2014; Scott

et al., 2014). Des Weiteren funktionieren ACDs nach einem einzigartigen vierstu�gen

Mechanismus (Bräsen et al., 2008).

Anhand eines auf der Struktur der ecSCS erstellten Homologiemodells der pfACD1

wurde versucht, einige dieser Eigenarten zu erklären (Bräsen et al., 2008). Jedoch kön-

nen damit prinzipiell nicht alle Fragen beantwortet werden. Insbesondere der Ein�uss

des Domänenvermischung auf die Anordnung der Subdomänen in Mehrketten- oder

Einzelketten-ACDs bleibt unbekannt. So fragen sich die Autoren in Sánchez et al.

(2000) bereits, wie die Einzelketten-ACD aus Giardia lamblia eine SCS-ähnliche An-

ordnung annehmen kann. In einem von Bräsen et al. (2008) präsentierten Modell der

pfACD1 müssen teilweise über 60Å zwischen den Termini überwun den werden, um

ein αβ-Fusionsprotein zu bilden. Bisher wurden keine Vertreter der Familie der ACDs

strukturell charakterisiert. Versuche zur Kristallisation der pfACD1 waren erfolgreich,

jedoch konnte die Kristallstruktur aufgrund einer ungewöhnlichen Art von Kristallver-

zwilligung nicht gelöst werden (Lehtio et al., 2005).

Dr. Marcel Schmidt studierte im Rahmen seiner Dissertation an der Christian-Albrechts-

Universität zu Kiel ACDs unterschiedlicher Organismen (Schmidt, 2013). Insbeson-

dere Isoform 1 einer ACD aus dem Archaeum Candidatus Korarchaeum crypto�lum

(ckcACD1) wies hohe Aktivität und Thermostabilität auf, so das dieses Enzym für

weiterführende strukturbiologische Studien ausgewählt wurde. Das Enzym besteht aus
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1.2. Immunität - Verteidigung der Energie

zwei α- (jeweils die Subdomänen 1-2-5, Uniprot-Zugri�snummer B1L3C9) und zwei

β-Untereinheiten (mit den Subdomänen 3-4, Uniprot-Zugri�snummer B1L7P8) und

bildet ein Heterotetramer mit der Zusammensetzung α2β2 (Schmidt, 2013). Höchs-

te Aktivität hat die ckcACD1 mit Acetyl-Coenzym A, mit geringerer Rate setzt es

zudem Propyl- und Butyl-Coenzym A um (Schmidt, 2013). Bezogen auf das Substrat-

spektrum kann die ckcACD1 in die Klasse I der ACDs eingeordnet werden. Interessant

ist weiterhin der Ursprungsorganismus der ckcACD1. Das Archaeum Candidatus Ko-

rarchaeum crypto�lum weist Eigenschaften der beiden groÿen Phyla Crenarchaeota

und Euryarchaeota der Domäne der Archaeen auf, hat sich aber schon frühzeitig in

der Entwicklungsgeschichte davon getrennt entwickelt (Elkins et al., 2008). Candida-

tus Korarchaeum crypto�lum gehören womöglich einem eigenem Phylum Korarchaeota

an.

In dieser Dissertation sollte die ckcACD1 im Komplex mit verschiedenen Substraten

und Substratanaloga kristallisiert und deren Struktur geklärt werden. Aus den Binde-

modi verschiedener Cofaktoren können Einsichten in die Funktionsweise des Enzyms

abgeleitet werden. Unterschiede im Reaktionsmechanismus innerhalb der Superfamilie

der Acyl-Coenzym A-Synthetasen können so möglicherweise auf einer rationalen Basis

erklärt werden. Weiterhin könnten so Einblicke in die Funktionsweise eines Organismus

sehr früh aus der Entwicklungsgeschichte der Erde gewonnen werden. Hyperthermophi-

le sind die sich am langsamsten entwickelnden Lebewesen in der Domäne der Bakterien

und Archaen (Woese et al., 1990; Olsen et al., 1994), daher kann das Verständnis der

Biochemie der Hyperthermophilen der Schlüssel zum Verständnis der Evolution des

Metabolismus der Mesophilen sein (Woese et al., 1990).

1.2. Immunität - Verteidigung der Energie

Im Laufe der Evolution haben sich alle Organismen an ökologische Nischen angepasst.

Dies umfasst ebenfalls die Situation der Besiedelung gröÿerer Lebewesen durch kleine-

re Organismen. Dieser selektive Druck führte zur Entwicklung von Mechanismen zur

Abwehr des schädlichen Ein�usses durch pathogene Mikroorganismen. Die Erkennung

von Pathogenen erfolgt beispielsweise über Rezeptoren, die ein breites Spektrum an

unveränderlichen mikrobiellen molekularen Strukturen (microbial-associated molecular
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1. Einleitung

patterns MAMPs) erkennen. Diese mustererkennenden Rezeptoren detektieren hierbei

Strukturen, die meist essentiell mit der Lebensfähigkeit des Pathogens verknüpft sind

und daher bei einer groÿen Gruppe von Mikroorganismen vorkommen und strukturell

sehr ähnliche aufgebaut sind (Medzhitov und Janeway, 1997). Nach Erkennung dieser

Gefahrsignale reagiert die Zelle mit der Ausschüttung verschiedener E�ektormolekü-

le, beispielsweise antimikrobieller Peptide, reaktiver Sauersto�- oder Sticksto�spezies

(Buchmann, 2014). Ziel ist die Eliminierung des Pathogens. Dieser evolutionär alte Me-

chanismus der Bekämpfung von Pathogenen wird angeborenes Immunsystem genannt.

Niedere Lebewesen sind allein auf diese Art der Verteidigung angewiesen. Höhere Or-

ganismen wiederum weisen zusätzlich ein adaptives Immunsystem auf. Dieses erkennt

zusätzlich pathogen-spezi�sche Strukturen und ist in der Lage ein Gedächtnis dafür

auszubilden. Bei einer wiederholten Infektion mit einem bestimmten Keim kann dieser

schneller aus dem Wirtsorganismus beseitigt werden. Medzhitov und Janeway (1997)

begründen die Entwicklung eines zusätzlichen Immunsystems mit unterschiedlicher evo-

lutionärer Selektion (Medzhitov und Janeway, 1997). So haben kurzlebige Organismen

mit zeitiger (und einmaliger) Fortp�anzung eine geringere Notwendigkeit für adaptive

Immunität, wohingegen langlebige Lebewesen, die sich spät und mehrfach reproduzie-

ren, eher von einem erworbenem Immunsystem pro�tieren (Medzhitov und Janeway,

1997).

1.2.1. Toll-ähnliche Rezeptoren im Immunsystem

Mit der Entdeckung des Typ-I-Membranproteins Toll in Drosophila melanogaster (Le-

maitre et al., 1996) und dessen Homologen (Toll-ähnliche) im Menschen (Medzhitov

et al., 1997) wurde der Grundstein zum Verständnis der direkten Aktivierung des an-

geborenen Immunsystems gelegt (Kopp und Medzhitov, 1999). Davor wurde bereits

aufgrund der Ähnlichkeit der Immunerkennung in Säugetieren und D. melanogaster

auf ein evolutionär altes Prinzip spekuliert (Hultmark, 1994). Toll-ähnliche und Toll-

verwandte Rezeptoren (TLR bzw. TRR) scheinen in fast allen mehrzelligen Tieren

vorzukommen (Leulier und Lemaitre, 2008).

Der Aufbau dieser Rezeptoren ist daher auch nahezu gleich. Der extrazelluläre Teil

des Proteins ist geprägt von Leucin-reichen Wiederholungen (leucin-rich repeats LRR),

verantwortlich für die Bindung von Liganden (MAMPs) und die Ausbildung von Wech-
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1.2. Immunität - Verteidigung der Energie

selwirkungen zu anderen Toll-ähnlichen Rezeptoren oder Adapterproteinen. Die Form

der LRR-Domäne ähnelt einem Hufeisen. Die konkave Fläche ist geprägt durch eine

β-Faltblattstruktur, wobei die einzelnen Stränge über eine kurze Schleife miteinan-

der verbunden sind. Die Bindung von Gefahrsignalen erfolgt meist über diese konkave

Fläche (Botos et al., 2011). Es folgt daraufhin entweder die Anlagerung eines anderen

Toll-ähnlichen Rezeptors oder die Umlagerung eines bereits vorgeformten TLR-Dimers.

Dieser Vorgang bewirkt die räumliche Annäherung der intrazellulären Toll/Interleukin-

1-Rezeptor-homologen Domäne (TIR-Domäne), die wiederum durch Ausbildung homo-

typer TIR�TIR-Wechselwirkungen die Plattform zur Rekrutierung weiterer Adapter-

proteine bildet (Song und Lee, 2012; Narayanan und Park, 2015; Guven-Maiorov et

al., 2015). Alle TIR-Domänen weisen eine Flavodoxin-ähnliche Faltung auf (Ve et al.,

2015), die in evolutionär hochkonservierter Form vorliegt (Pålsson-McDermott und

O'Neill, 2007). Im Menschen sind fünf Adapterproteine mit TIR-Domänen bekannt:

MyD88 (myeloid di�erentiation primary response 88 ), MAL (MyD88 adaptor-like pro-

tein), TRIF (TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNβ), TRAM (TRIF-

related adaptormolecule) und SARM (sterile α and armadillo-motif containing protein).

Zur Vereinfachung wird im Folgenden nur der Fall für die Anlagerung von MyD88 be-

trachtet. Dies geschieht durch Wechselwirkung der TIR-Domänen der TLR und der

TIR-Domäne des MyD88 und führt zur Ausbildung eines TIR-Signalosoms (Guven-

Maiorov et al., 2015). Über homotype Wechselwirkungen ihrer DEATH-Domänen as-

soziieren MyD88 sowie die Kinasen IRAK4 und IRAK1 oder IRAK2 (IRAK, IL1-

R-associated kinase) zu einen groÿen Komplex, dem Myddosom (Lin et al., 2010).

Kürzlich wurde die Struktur des TIR-Signalosoms und Myddosoms modelliert (Guven-

Maiorov et al., 2015). Es erfolgt die Aktivierung der Kinasen durch Autophosphospho-

rylierung von IRAK4, die wiederum IRAK1 und IRAK2 durch Phosphorylierung akti-

viert (Ferrao et al., 2012). TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) wird zur Mem-

bran befördert und wechselwirkt über ein TRAF6-Bindungsmotiv mit den aktivierten

IRAK1/2, was zur Polyubiquitinierung derselben führt und damit zwei Kinasekom-

plexe, TAK1- (TGFβ-activated kinase 1) und IKK- (IκB kinase) Komplex, rekrutiert

(Ferrao et al., 2012). Letzterer ist verantwortlich für die Phosphorylierung von IκB

(inhibitor of κB), das sich daraufhin von NFκB (nuclear factor κ B) löst und zur De-

gradierung im Proteasom ubiquitiniert wird (Ferrao et al., 2012). NFκB wird in den

Kern transloziert und bewirkt die Expression entzündungsfördernder Botensto�e oder

antimikrobieller Substanzen (Kyriakis und Avruch, 2001).
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Das Verständnis der Erkennung mikrobiell-assoziierter molekularer Muster durch Toll-

ähnliche Rezeptoren, der Weiterleitung des Gefahrsignals in den Zellkern und der Ak-

tivierung der Immunantwort ist im Laufe der letzten Dekade stark gewachsen. Dies

bezieht sich ebenfalls auf die Verfügbarkeit von strukturellen Daten über die extra-

und intrazellulären Domänen. In manchen Fällen sind die Ektodomänen zur besseren

Kristallisierfähigkeit mit Schleimaal-LRR fusioniert (Jin und Lee, 2008). Dazu gehören

beispielsweise der TLR-1/TLR-2�Komplex aus der Maus (Jin et al., 2007), TLR-2 aus

der Maus (Kim et al., 2007), der murine TLR-2/TLR-6�Komplex (Kim et al., 2007),

der humane und murine TLR-4/MD-2�Komplex (Kim et al., 2007) sowie TLR-5 aus

dem Zebra�sch (Yoon et al., 2012) und der Drosophila melanogaster Toll-Rezeptor

(Ganglo� et al., 2013). Ohne gröÿere Modi�kationen der Leucin-reichen Domäne wur-

den die extrazellulären Abschnitte des murinen TLR-2 (Koymans et al., 2015), des

humanen (Choe et al., 2005; Bell et al., 2005) und murinen (Liu et al., 2008) Toll-

ähnlichen Rezeptor 3, des humanen TLR-8 (Tanji et al., 2013; Beesu et al., 2015), des

TLR-9 aus dem Pferd, Rind und Maus (Ohto et al., 2015) und des murinen TLR-13

(Song et al., 2015) strukturell charakterisiert. Es wurde weiterhin die Komplexstruk-

tur des Toll�Spätzle-Komplexes bestimmt (Lewis et al., 2013; Parthier et al., 2014).

Das LRR-Domänen besitzende Protein RP105 (radioprotective 105 kDa), welches an

der Regulation des Toll-ähnlichen Rezeptors 4 beteiligt ist, konnte aus der Maus und

dem Menschen strukturell charakterisiert werden (Yoon et al., 2011; Ohto et al., 2011).

Über Einzelpartikelrekonstruktion wurde die Struktur von TLR-5 ohne seinen Ligan-

den Flagellin, einem essentiellen Bestandteil bakterieller Flagellen, aus elektronenmi-

kroskopischen Daten bestimmt (Zhou et al., 2012). Es wurden ebenfalls die Strukturen

der intrazellulären Toll/Interleukin-Rezeptor homologen Domänen der Toll-ähnlichen

Rezeptoren 1 und 2 (Xu et al., 2000), 6 (Jang und Park, 2014) und 10 (Nyman et al.,

2008) verö�entlicht. Auch die TIR-Domänen der meisten Adapterprotein sind struktu-

rell charakterisiert (Ve et al., 2015). Kürzlich wurde zudem eine Studie verö�entlicht,

in der das dynamische Verhalten der Transmembranhelix von TLR-2 untersucht wurde

(Mineev et al., 2014).

1.2.2. Proteine mit TIR-Domänen sind weit verbreitet

Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologe Domänen (TIR-Domänen) wurden anfangs als

der cytoplasmatische Teil von Toll-ähnlichen Rezeptoren und Interleukin-1-Rezeptoren

14



1.2. Immunität - Verteidigung der Energie

beschrieben (Gay und Keith, 1991). Jedoch �nden sich Proteine mit TIR-Domänen

nicht nur in Tieren, sondern auch in P�anzen und Bakterien. In Archaeen, Viren

und Pilzen wurde bisher keine Vertreter gefunden. TIR-Domänen sind Schnittstel-

len für die Ausbildung von Protein�Protein-Interaktionen, oftmals über Ausbildung

homotyper Wechselwirkungen zwischen TIR-Domänen. In jüngster Zeit wurden eini-

ge TIR-Domänen mit bakteriellem, tierischem und p�anzlichem Ursprung strukturell

charakterisiert. Alle sind α/β-Proteine mit einer typischen Flavodoxinfaltung. TIR-

Domänen unterschiedlicher Proteine weisen typischerweise eine geringe Sequenziden-

tität auf, besitzen trotzdem signi�kante dreidimensionelle Ähnlichkeit zueinander (Ve

et al., 2015). Möglicherweise resultiert dies aus dem Vorhandensein unterschiedlicher

Protein�Protein-Interaktionmuster (Ve et al., 2012). Prinzipiell haben Proteine mit

TIR-Domänen in den Vertretern der unterschiedlichen Reiche andere Funktionen. Die-

ser Sachverhalt ist in Abbildung 1.3 schematisiert.

Adapter-

protein

extrazellulär

intrazellulär

Immunantwort

Bakterielles

TIR-Domänen-

protein

Toll-ähnliche

Rezeptoren

Immunantwort

R-Protein

TIR-NBS-LRR

PflanzenTiere Bakterien

Abb. 1.3.: Generelle Darstellung der biologischen Funktion von TIR-Domänen.

Proteine mit Toll/Interleukin 1-Rezeptor-homologen Domänen sind in höheren Lebe-

wesen essentiell am Immunsystem beteiligt. Der zugrundeliegende Mechanismus ist

jedoch bei Tier und P�anze unterschiedlich.

Bei Tieren ergibt sich folgendes Bild. Nachfolgend der Erkennung eines Gefahrsignals

durch Toll-ähnliche Rezeptoren erfolgt eine Dimerisierung ihrer TIR-Domänen. Dieser

Schritt bildet die Grundlage für die Rekrutierung weiterer TIR-Domänen enthalten-

der Adapterproteine (Fekonja et al., 2012). Die auf diesem Wege in Gang gesetzte

Signalkaskade führt letztendlich zur Ausschüttung entzündungsfördender Botensto�e

als auch antimikrobieller Substanzen.

15



1. Einleitung

Die p�anzlichen Immunabwehr muss in zwei Teilbereiche untergliedert werden. Die

Erkennung mikrobieller Besiedlung der P�anzenober�äche erfolgt durch das Detektie-

ren konservierter mikrobieller Muster mit Hilfe mustererkennender Rezeptoren. Diese

grundlegende Art der P�anzenimmunität wird als PAMP-triggered immunity (PTI)

bezeichnet. Diese kann jedoch von einigen Schädlingen durch Sekretion von E�ektor-

molekülen unterdrückt werden. Werden von der P�anzenzelle solche E�ektoren er-

kannt, erfolgt meist eine hypersensitive Reaktion (HR), d. h. ein Absterben des in�-

zierten P�anzenteils durch programmierten Zelltod, so dass eine weitere Ausbreitung

des Schädlings durch Unterbrechung seiner Nährsto�versorgung verhindert wird. Die-

se E�ektor-ausgelöste Immunität (e�ector-triggered immunity, ETI) beruht auf soge-

nannten Resistenzproteinen (R-Proteine). Bis jetzt sind fünf verschiedene Klassen der

R-Proteine bekannt (Sanseverino und Ercolano, 2012). Nur eine dieser Klassen funktio-

niert über die Verwendung von TIR-Domänen (TIR-NBS-LRR, TNLs). Für die Akti-

vierung der ETI durch TNLs sind in allen Fällen Selbstassoziation von TIR-Domänen

bzw. homotype TIR�TIR-Interaktionen notwendig (Swiderski et al., 2009; Krasileva

et al., 2010; Bernoux et al., 2011; Williams et al., 2014).

Interessanterweise �nden sich sowohl in pathogenen als auch in nicht-pathogenen Bak-

terien Proteine mit TIR-Domänen (Spear et al., 2009; Zhang et al., 2011). Möglicher-

weise fungieren TIR-Domänen auch hier als universelle Plattform für Protein�Protein-

Wechselwirkungen. Für TIR-enthaltende Proteine (TIR-Domänen-Proteine) aus Sal-

monella enterica (Newman et al., 2006), Escherichia coli (Cirl et al., 2008), Brucella

abortus (Cirl et al., 2008; Radhakrishnan et al., 2009), Enterococcus faecalis (Krae-

mer et al., 2014) und Brucella melitensis (Salcedo et al., 2008; Snyder et al., 2013;

Alaidarous et al., 2014) konnte gezeigt werden, dass diese den TLR-Signalweg negativ

beein�ussen. Im Fall von Brucella melitensis TcpB/BtpA/Btp1 wurde nachgewiesen,

dass dieses mit den Adapterproteinen MAL und MyD88 sowie dem Rezeptor TLR-4

wechselwirkt und daher spezi�sch den TLR-4�MAL-Weg stören kann (Snyder et al.,

2013; Alaidarous et al., 2014). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass das Protein in

die Wirtszelle transloziert wird und an der Virulenz beteiligt ist (Salcedo et al., 2013).

Das TIR-Domänenprotein aus Yersinia pestis (YpTdp) interagiert ebenfalls direkt mit

dem humanen Adapterprotein MyD88 (Rana et al., 2011). Im Mausmodell für Beu-

lenpest konnte jedoch nur einen geringen Ein�uss von YpTdp auf die Virulenz von Y.

pestis nachgewiesen werden (Spear et al., 2012).
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1.2. Immunität - Verteidigung der Energie

1.2.3. Hydra magnipapillata als Modellsystem für Signalerkennung und
-weiterleitung und deren Evolution

Der Frischwasserpolyp Hydra magnipapillata war und ist ein vielseitiger Modellorga-

nismus in der Forschung (Galliot, 2012). Der einfache zelluläre Aufbau des Polypen

und seine im Vergleich weniger komplexen molekularen Mechanismen sowie die evo-

lutionäre Verwandtschaft zum Menschen machen diesen Organismus zum exzellenten

Untersuchungsobjekt im Bereich der Embryogenese und Neurogenese, der Symbiose,

des Alterns, der evolutionären Entwicklung und Regeneration, aber auch des ange-

borenen Immunsystems (Galliot, 2012). Hydra magnipapillata besitzt keine typischen

Toll-ähnlichen Rezeptoren (Bosch et al., 2009). Es �nden sich allerdings zwei Klassen

von Typ-I-Membranproteinen, die jeweils eines der klassischen Merkmale eines TLR

aufweisen. So bestehen die extrazellulären Teile von hyLRR-1 und hyLRR-2 (Hydra

magnipapillata Leucine-rich repeats 1 und 2) aus Leucin-reichen Wiederholungen, wor-

an sich eine Transmembranhelix anschlieÿt (Bosch et al., 2009). C-terminal be�ndet

sich dahingegen keine TIR-Domäne. Diese ist intrazellulär an den Proteinen hyTRR-1

und hyTRR-2 (Toll receptor related 1 und 2) lokalisiert (Bosch et al., 2009). In Kom-

bination können TRR-1 und LRR-2 die Anwesenheit von Flagellin erkennen (Bosch

et al., 2009). Diese Zweiteilung scheint eine Hydra-spezi�sche Entwicklung zu sein,

da die Seeanemone Nematostella vectensis, die ebenfalls zum Stamm der Nesseltiere

gehört, klassische TLR besitzt (Hemmrich et al., 2007; Miller et al., 2007). In Hydra

�nden sich ebenfalls das Adapterprotein MyD88 und die grundlegenden Bestandteile

des Toll-Rezeptor-Systems sowie der Transkriptionsfaktor NF-κB (Hemmrich et al.,

2007; Miller et al., 2007; Lange et al., 2011). Prinzipiell besitzt Hydra somit ein zu

höheren Organismen vergleichbares Repertoire zur Abwehr von Pathogenen. Neuere

Forschung deutet darauf hin, dass Hydra seine Besiedelung mit Mikroorganismen ge-

zielt steuert (Franzenburg et al., 2012; Bosch, 2014). Auch im Menschen scheint das

der Fall. So können Kommensale die Immunantwort auf Besiedelung mit pathogenen

Bakterien verstärken (Wanke et al., 2011). Es �nden sich im Menschen zudem Zusam-

menhänge zwischen TLR-Expression, Besiedelung mit Mikroorganismen und beispiels-

weise erhöhter Fettleibigkeit (Pekkala et al., 2015). Das Verständnis der Regulation,

Signalweiterleitung und Immunantwort von Hydra kann möglicherweise auch die Sicht

auf das Immunsystem höherer Lebewesen, wie dem Menschen, beein�ussen.
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1. Einleitung

1.2.4. Aufgabenstellung

An dieser Stelle sollen nochmals die Grenzen der bisherigen Forschung verdeutlicht

werden. So beinhalten die erwähnten Kristallstrukturen entweder die Ekto- oder die

Endodomäne. Es �ndet sich nur eine Publikation, in der die elektronenmikroskopische

Struktur des gesamten Toll-ähnlichen Rezeptors 5 beschrieben wird (Zhou et al., 2012).

Während die Rekonstruktion der Elektronendichte deutlich eine dimere Anordnung der

Ektodomänen zeigt, ist nur eine der intrazellulären TIR-Domänen beobachtbar (Zhou

et al., 2012). Möglicherweise ergibt sich ein anderes Bild nach Bindung des Ligan-

den Flagellin. Ob sich die Anordnung der aktivierten TIR-Domänen auf diese Weise

beobachten lässt, bleibt trotzdem fraglich. Es wird vermutet, dass das initiale TIR�

TIR-Dimer erst durch Wechselwirkung mit einem Adaptermolekül stabilisiert wird (To-

shchakov et al., 2011). Im Menschen sind prinzipiell fünf TIR-Domänen enthaltende

Adaptermoleküle bekannt (Song und Lee, 2012). Das zu untersuchende System wird

dementsprechend komplex und möglicherweise nicht mehr handhabbar.

Der Mechanismus der Erkennung von Pathogenen bzw. der Weiterleitung des Gefahr-

signals ist jedoch evolutionär konserviert und ähnelt sich e in vielzelligen Organismen

(Buchmann, 2014). So �nden sich auch in Hydra die meisten Bestandteile des konser-

vierten Toll-Signalweges (Hemmrich et al., 2007; Miller et al., 2007; Bosch et al., 2009;

Lange et al., 2011). Der Signalweg ist durch die geringere Anzahl an Bestandteilen

weniger komplex und gegebenenfalls für Untersuchungen leichter zugänglich. Hydra ist

evolutionär mit dem Menschen verknüpft (Technau et al., 2005). Somit könnte Hydra

möglicherweise einen gröÿeren Beitrag zum Verständnis des angeborenen Immunsys-

tems im Menschen beitragen. So kann unser Au�assung der molekularen Mechanismen

an einem einfachen Modell überprüft und letztendlich vervollständigt werden.

Obwohl in den letzten Jahren sehr viel zur evolutionären Herkunft des auf Toll-ähnlichen

Rezeptoren basierenden Immunsystems publiziert wurde (Wu et al., 2011; Mikami et

al., 2012; Song et al., 2012; Roach et al., 2013), machen diese Verö�entlichungen jedoch

auch deutlich, dass auf diesem Gebiet nachwievor zu wenig experimentelle Daten zur

Verfügung stehen. Erwähnte Studien bestehen hauptsächlich aus dem Vergleich von

Primärsequenzen von TIR- und LRR-Domänen aus unterschiedlichen Organismen. Se-

quenzinformationen lassen sich heutzutage mit vergleichsweise geringen Aufwand er-

mitteln. Strukturelle Informationen über Toll-ähnliche und Toll-verwandte sind jedoch
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rar gesät und können daher für eine umfassende Analyse evolutionärer Verwandtschaf-

ten nicht herangezogen werden. Die Charakterisierung des Hydra magnipapillata Sys-

tems Toll-verwandter Rezeptoren kann nicht nur wertvolle Einblicke in die Evolution

des angeborenen Immunsystems liefern.

In dieser Arbeit sollte daher die intrazelluläre TIR-Domäne des Toll-verwandten Rezep-

tors TRR-2 aus Hydra magnipapillata heterolog exprimiert und kristallisiert werden.

Aus dem Vergleich der Kristallstruktur mit anderen TIR-Domänen könnten Hinweise

auf die evolutionäre Konservierung von homotypen TIR�TIR-Interaktionsmodi gewon-

nen werden.

1.3. Proteinkristallisation

Zur Aufklärung von Molekülstrukturen mittels Röntgendi�raktion werden davon Kris-

talle des aufzuklärenden Moleküls benötigt, deren Di�raktionmuster bei Bestrahlen mit

Röntgenstrahlen zur Ermittlung des dreidimensionalen Aufbaus herangezogen werden

kann (Friedrich et al., 1912). Diese Methode wird für alle Arten chemischer Verbin-

dungen eingesetzt, angefangen von typischen anorganischen Verbindungen, wie Salzen

oder Mineralien (Bragg et al., 1921b; Bragg et al., 1921a; Bragg et al., 1922), bis hin

zu Molekülen der organischen Chemie (Dickinson und Raymond, 1923) und natürlich

vorkommender, biologischer Systeme, wie Vitaminen, RNS, DNS und Proteinen (Car-

lisle und Crowfoot, 1945; Brink et al., 1954; Hodgekin et al., 1955; Kendrew et al.,

1958). Während die meisten Produkte der Chemie relativ klein sind und sich aufgrund

der geringen Anzahl an �aktiven� Gruppen leicht kristallsieren lassen, gestaltet sich die

Produktion von Kristallen von biologischen Makromolekülen ungleich schwieriger. Die-

se sind meist sehr viel gröÿer und haben aufgrund ihres modularen Aufbaus (RNS und

DNS aus Ribonukleotiden bzw. Desoxyribonukleotiden, Proteine aus Aminosäuren)

sehr viele gleichartige Akzeptoren bzw. Donoren für Wechselwirkungen zur Verfügung.

Des Weiteren sind Moleküle mit steigender Gröÿe meist �exibler. Die Ausbildung ei-

nes Kristallgitters setzt die Anordnung der Moleküle im Gitter auf die gleiche Art und

Weise voraus (translationale Symmetrie). Hohe intrinsische Beweglichkeit des Moleküls

kann dessen Kristallisation vollständig verhindern.
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1. Einleitung

Aus dem Di�raktionsexperiment werden diskrete Beugungsre�exe erhalten, aus deren

Position und Intensität I der Betrag des Strukturfaktors F berechnet werden kann.

Ih,k,l = |Fh,k,l|2 · L · P ·A (1.1)

Der Aufbau des Experiments und die Geometrie des Detektors beein�usst die Intensität

der erhaltenen Re�exe. Dies wird durch Einbeziehung des Lorentz-Faktors L ausgegli-

chen. Weitere Korrekturfaktoren sind der Polarisationsfaktor P sowie die Absorptions-

korrektur A. Ersterer zieht in Betracht, dass Elektronen in Abhängigkeit des Winkels

zwischen ihrer Eigenvibration und der Richtung des Röntgenlichts unterschiedlich stark

streuen (Thomson-Streuung). Sind die Vektoren parallel, dann ist der Streubetrag des

Elektrons maximal; stehen die Vektoren senkrecht aufeinander, streut das Elektron

nicht. Um den Ein�uss von Lichtschwächung durch nicht-elastische Streuung des Rönt-

genlichts (Compton-Streuung) mit der Materie im Kristall und der Luft zu betrachten,

wird der Faktor A als Absorptionskorrektur eingesetzt.

1.3.1. Kristallographisches Phasenproblem

Der komplexe Strukturfaktor Fh,k,l zur Beschreibung der Beugung an Elektronen kann

folgendermaÿen dargestellt werden.

Fh,k,l =

Atome∑
j

fj · exp(2πi(hxj + kyj + lxj)) (1.2)

Mit dieser Gleichung lässt sich erkennen, dass die Position xj , yj , zj eines jedes Atom

j im Kristallgitter zum Strukturfaktor (und damit zur Intensität jedes Re�exes) bei-

trägt. Das Element des Atoms schlägt sich im atomaren Streufaktor fj nieder. Mit

dieser Gleichung kann über eine Fourier-Transformation die Funktion der Elektronen-

dichteverteilung ρx,y,z berechnet werden. Diese lautet wie folgt
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1.3. Proteinkristallisation

ρx,y,z =
1

V

∑
h

∑
k

∑
l

Fh,k,l · exp(−2πi(hx+ ky + lz)) (1.3)

Hierbei ist V das Volumen der Einheitszelle. Sind die Strukturfaktoren der einzelnen

Re�exe h, k, l bekannt, kann die Elektronendichte ρ an jedem Punkt x, y, z der Ele-

mentarzelle berechnet werden.

Jedoch wird ein Problem der Röntgenkristallographie mit einer anderen Darstellung

der Gleichung 1.2 zur Berechnung des Strukturfaktors F deutlich.

Fh,k,l = |Fh,k,l| · exp(−2πi · α) (1.4)

Wie eingangs erwähnt ist ausschlieÿlich der Betrag |Fh,k,l| experimentell zugänglich.
Die Phase α kann nicht unmittelbar erhalten werden und muss erst über verschiede-

ne Methoden der Phasierung ermittelt werden. In Anbetracht der Tatsache, dass die

Korrektheit der Phase für das Lösen einer Struktur wichtiger ist, als die gemessenen

Amplituden, kann dies zurecht als das Phasenproblem der Kristallographie bezeichnet

werden. Eine andere Form der Gleichung 1.3 unter Berücksichtigung der Formel 1.4

lautet

ρx,y,z =
1

V

∑
h

∑
k

∑
l

|Fh,k,l| · exp(−2πi(hx+ ky + lz − αh,k,l)) (1.5)
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1. Einleitung

1.3.2. Methoden der Phasierung

Isomorpher Ersatz

Die Methode des isomorphen Ersatzes gehört zu den experimentellen Phasierungsme-

thoden. Im Jahr 1954 verö�entlichte Green et al., dass Hämoglobin über freie Sulf-

hydrylgruppen para-Quecksilberbenzoat und Silberionen bindet (Green et al., 1954).

Das so derivatisierte Protein konnte kristallisiert werden. Nach Ermittlung der Position

der Schweratome wurden teilweise die Vorzeichen bestimmter Phasenwerte berechnet.

Diese Arbeit war grundlegend für die daraufhin folgende Klärung der Strukturen von

Myoglobin (Kendrew et al., 1958), Hämoglobin (Perutz et al., 1960) und Lysozym

(Blake et al., 1962) durch Inkorporation von Hg-, Au-, Ag-, Pd- und I-Verbindungen

in das Kristallgitter.

Problematisch ist jedoch die Herstellung isomorpher Kristalle. Nur wenn die Zellpara-

meter weniger als etwa 1% voneinander abweichen, wird die Di�erenz der Re�exinten-

sitäten eines nativen Kristalls IP und eines Derivatkristalls IPS durch den Ein�uss der

gebundenen Schweratome verursacht und kann zur Lokalisation der Schweratomsub-

struktur herangezogen werden. Aus Gleichung 1.5 erkennt man die Beziehung zwischen

der Position eines Atoms und der Phase. Da die Substruktur bekannt ist, kann daraus

ein Teil der Phaseninformation abgeleitet und zur Rekonstruktion der Elektronendichte

verwendet werden.

Mit der Verwendung nur eines Derivatkristalls ergibt sich allerdings eine Phasenzwei-

deutigkeit (siehe Abbildung 1.4b), die durch Einsatz weiterer isomorpher Schweratom-

derivate geklärt werden kann (siehe dazu die rot gestrichelte Linie in den Abbildungen

1.4a und 1.4b). Man spricht dann von multiplem isomorphen Ersatz (MIR). Des Wei-

teren kann die Zweideutigkeit auch durch Kopplung mit anderen Methoden, wie z. B.

anomale Dispersion als SIRAS (single isomorphous replacement and anomalous scat-

tering) oder durch Einsatz von molekularem Ersatz, aufgelöst werden kann.
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Abb. 1.4.: Phasierung mittels isomorphen Ersatzes und anomaler Dispersion. Harkerdiagram-
me im Fall von (a) isomorphem Ersatz und (b) anomaler Dispersion. (a) Bindung eines Schweratoms
(S1) an ein Protein im Kristallgitter führt zur Phasenverschiebung αS1 eines Re�exes h, k, l und verur-
sacht eine Änderung des Strukturfaktors FP (natives Protein) zu FPS1 (mit S1 derivatisiertes Protein).
Ein an unterschiedlicher Stelle lokalisiertes anderes Schweratom S2 führt zur Verschiebung αS2. Daraus
resultiert ein unterschiedlicher Strukturfaktor FPS2. (b) Phasierung mittels isomorphem Ersatz. Sind die
Positionen der Schweratome S1 bekannt, lässt sich deren Streubeitrag FS berechnen. Aus den Struktur-
faktoren FP des nativen Proteins und FPS1 eines Schweratomderivats können zwei Winkel α1 und α2 auf
die dargestellte Art erhalten werden. Es kann nicht entschieden werden, welcher Winkel eine korrekte
Lösung darstellt. Erst ein zweites Derivat FPS2 kann diese Phasenzweideutigkeit au�ösen und erlaubt
die Ermittlung des richtigen Phasenwinkels (hier α2). (c) Inelastische Streuung führt zur Phasenverschie-
bung eines Re�exes h, k, l und seines Bijvoet-Partners h̄, k̄, l̄. Aufgrund des imaginären Anteils if ′′ zum
Streubeitrags FPA unterscheiden sich die resultierenden Strukturfaktoren F+

PA
und F−

PA
voneinander.

(d) Phasierung mittels anomaler Dispersion. Voraussetzung ist die Kenntnis der Substruktur der an-
omalen Streuer und der somit ermittelten Streubeiträge F+

A
und F+

A
. Aus der graphischen Konstruktion

ergeben sich ebenfalls zwei Phasenwinkel α1 und α2. Welcher Wert die korrekte Lösung bedeutet, kann
auch hier nicht gesagt werden.
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1. Einleitung

Anomale Dispersion

In einem �normalen� Di�raktionsexperiment kommt es zu einer gleichmäÿigen Pha-

senverschiebung durch alle im Kristall enthaltenen Atome. Die Re�exe des Beugungs-

bildes gehorchen der Friedels-Regel. Diese besagt, dass die Intensität Ih,k,l des Re�e-

xes mit den Indizes h, k, l und die Intensität Ih̄,k̄,l̄ des symmetrieverwandten Re�exes

−h,−k,−l gleich sind. Wird die Wellenlänge des Röntgenlichtes allerdings so gewählt,

dass diese sich der Absorptionskante eines in Kristall enthaltenen Elements nähert,

kann nicht mehr der idealisierte Fall der gleichen Phasenänderung angenommen wer-

den. Aufgrund von resonanten E�ekten der Photonen mit der Elektronenhülle kommt

es zur anomalen Di�raktion. Diese sorgt für eine Änderung im atomaren Streufaktor

f um einen wellenlängenabhängigen reellen Beitrag f ′ und einen, ebenfalls wellenlän-

genabhängigen, imaginärem Beitrag if ′′.

f = f0 + f ′(λ) + if ′′(λ) (1.6)

Daraus folgt, dass die Regel von Friedel für den anomalen Streuer nicht gilt (Ih,k,l 6=
Ih̄,k̄,l̄). In der Abbildung 1.4c werden die Konsequenzen auf die Intensitäten der Re-

�exe Ih,k,l und Ih̄,k̄,l̄ dargestellt. Aus den Di�erenzen kann, ähnlich der Phasierung

durch isomorphen Ersatz, ein Satz aus zwei unterschiedlichen Phasenwerten gewonnen

werden (siehe Abbildung 1.4d). Im Gegensatz zum isomorphen Ersatz kann hier Dich-

temodi�kation zur Unterscheidung von richtiger und falscher Phase benutzt werden.

Im ersteren Fall sollte die Methode zur Verbesserung der Elektronendichtekarte füh-

ren, im zweiteren Fall wird die Dichte komplett aus Rauschen bestehen. Gütekriterien

hierfür sind beispielsweise der Korrelationskoe�zient CC oder die Kartenasymmetrie

(skew), eine statistische Gröÿe, die die Abweichung der Elektronendichteverteilung von

einer Gauss-Verteilung darstellt. Zur Klärung der Zweideutigkeit kann sich eine weitere

Eigenschaft der anomalen Streuung zunutze gemacht werden. Die Faktoren f ′ und f ′′

haben bei unterschiedlichen Wellenlängen Extremstellen. Durch Wahl der Wellenlänge

können die Unterschiede im anomalen Signal zur Ermittlung der korrekten Phase her-

angezogen werden. Ein gravierender Nachteil dieser Methode ist das geringe anomale

Signal, das im Normalfall nur wenige Prozent des absoluten Signals ausmacht.
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Molekularer Ersatz

Wie Gleichung 1.5 zur Berechnung der Elektronendichte an einem Punkt x, y, z verwen-

det wird, ist es ebenfalls möglich diese zur Ermittlung der Phasenwerte eines Re�exes

h, k, l mit bekannter dreidimensionaler Struktur (d. h. der Verteilung der Elektronen)

heranzuziehen. Ist eine Struktur eines Proteins homologer Sequenz bekannt, kann diese

Struktur zur Ermittlung erster Phaseninformationen herangezogen werden. Dies erfor-

dert die Ausrichtung des Suchmodells in der Einheitszelle des Kristalls. Diese Methode

wird molekularer Ersatz genannt und geht auf die Arbeiten von Rossmann und Blow

im Jahre 1962 zurück (Rossmann und Blow, 1962).

Platzierung des Suchmodells in der Elementarzelle erfolgt üblicherweise in zwei Schrit-

ten. Zuerst wird die rotatorische Orientierung des Suchmodells bezüglich des gesuchten

Moleküls in der Elementarzelle ermittelt, danach folgt die Überlagerung beider durch

Translation.

Die Ermittlung der korrekten Rotation wird mit Hilfe einer Selbst-Pattersonkarte

durchgeführt. Benötigt werden hierzu die intramolekularen Vektorbeziehungen. Die-

se sind für jedes Molekül einzigartig, ähneln sich aber bei homologen Proteinen. Die

korrekte Ausrichtung wird durch eine Überlagerung der Pattersonfunktionen des ge-

suchten Moleküls und des Suchmodells ausgedrückt.

Rot(α, β, γ) =

∫
U
P (u) · Pr(ur) du (1.7)

Dabei ist U das Volumen des Pattersonraums, P (u) und Pr(ur) sind die Selbst-Pat-

tersonfunktionen abgeleitet aus den Di�raktionsdaten bzw. dem Suchmodell. Für den

Fall der korrekten Orientierung mit den Winkeln α, β, γ beschreibt die Funktion Rot

ein Maximum. Heutzutage wird hauptsächlich die fast rotation function verwendet

(Crowther, 1972).
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1. Einleitung

Nach der rotatorischen Ausrichtung wird das Molekül im realen Raum so verschoben,

dass die Übereinstimmung der berechneten Strukturfaktoramplituden Fcalc mit den

beobachteten Werten Fobs maximal wird. Hierzu kommen entweder eine R-Funktion

oder der allgemeine lineare Korrelationskoe�ezient C zum Einsatz.

R =

∑
hkl

||Fobs| − k |Fcalc||∑
hkl

|Fobs|
(1.8)

C =

∑
hkl

(
|Fobs|2 − |Fobs|2

)
·
(
|Fcalc|2 − |Fcalc|2

)
[∑
hkl

(
|Fobs|2 − |Fobs|2

)2 ∑
hkl

(
|Fcalc|2 − |Fcalc|2

)2
]1/2

(1.9)

Sind mehr als ein Molekül in der asymmetrischen Einheit, so ergibt die Suche nach einer

geeigneten Rotationsmatrix mehrere Lösungen. Zu jeder Lösung muss eine Translati-

onsfunktion berechnet werden.

Direkte Methoden

Da Strukturfaktoren nicht unabhängig voneinander, sondern durch die Struktur mit-

einander verbunden sind, existieren zwischen manchen Re�exen mathematische Zu-

sammenhänge. Ausgenutzt wird dies beispielsweise durch die Shake-and-Bake-Prozedur

(DeTitta et al., 1994; Weeks et al., 1994; Hauptman, 1997a; Hauptman, 1997b). Obwohl

die Voraussetzungen für eine erfolgreiche ab initio-Phasierung relativ strikt sind, so soll-

te die Au�ösung der Daten besser als 1,2Å und die Anzahl der Nicht-Wassersto�atome

auf etwa 1 000 begrenzt sein, konnten beispielsweise die Strukturen des Er-1 Phe-

romons (Anderson et al., 1996) und Vancomycin (Loll et al., 1997) geklärt werden.

Mit steigender Anzahl an zu suchenden Atomen werden allerdings die Anforderungen

an die Rechnerkapazität überproportional gröÿer. In einem interessanten und zeitge-

nössischen Ansatz versuchen die Autoren von Jorda et al. (2014) den Spieltrieb der
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hoch-computerisierten Gesellschaft zu Nutze zu machen und die Phasierung von Ma-

kromolekülen zu �crowdsourcen�.
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Teil II.

Strukturelle Untersuchungen zur

Funktion

der Acetyl-CoA-Synthetase 1

aus Candidatus Korarchaeum

crypto�lum





2. Ergebnisse

2.1. Expression und Proteinreinigung

Die Herstellung der Candidatus Korarchaeum crypto�lum Acetyl-CoA Synthetase Iso-

form 1 (ckcACD1) erfolgte durch heterologe Expression der einzelnen Untereinheiten

in Bakterien der Art Escherichia coli im Stamm BL21 (DE3) CodonPlus RIL. Hierzu

wurden die α- und β-Untereinheiten jeweils separat produziert und das aktive Enzym

durch einfaches Vermischen der Untereinheiten rekonstituiert.

Erste Kristallisationsexperimente wurden mit gereinigter ckcACD1 der Arbeitsgrup-

pe Prof. Schönheit durchgeführt (Schmidt, 2013). Die Untersuchung der Proteinprobe

mittels dynamischer Lichtstreuung zeigte jedoch eine zusätzliche Proteinspezies ge-

ringerer Gröÿe. Im dazugehörigen SDS-Gel war dahingegen keine Verunreinigung in

dieser Gröÿenordnung sichtbar. Es war daher anzunehmen, dass es sich hierbei um

freie β-Untereinheit handelte. Da die Probenhomogenität bei der Kristallisation eine

kritische Gröÿe darstellt und über Erfolg und Misserfolg entscheiden kann, wurde das

von der AG Schönheit übernommene Protokoll zur Rekonstitution und Reinigung der

ckcACD1 angepasst. Jedoch wurden nur wenige Änderungen vorgenommen und die

in Kapitel 7.3 gezeigte Reinigungsprozedur ist somit kein wesentlicher Bestandteil der

Leistungen dieser Doktorarbeit.

Bei der Durchführung der Reinigung der ckcACD1 wurde nach Hitzefällung eine über-

mäÿig starke Absorption zwischen 230 nm und 280 nm und eine unerwartet hohe Visko-

sität der Proteinlösung festgestellt. Beides konnte auch durch Dialyse (MWCO 14 kDa)

nicht entfernt werden. Eine Bestimmung der Proteinkonzentration durch Messung der

Absorption bei einer Wellenlänge von 280 nm war deswegen nicht möglich. Die rela-
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tive Proteinmenge der Hitzeextrakte wurde daher über SDS-PAGE bestimmt. Zum

Zweck der Rekonstitution des ckcACD1-Heterotetramers wurden die Lösungen der α-

und β-Untereinheit so vermischt, dass ein Überschuÿ der β-Untereinheit vorlag. Es soll-

te zudem das Protein vor Reinigung über Gel�ltration konzentriert werden. Jedoch

wurde dieser Schritt durch die Viskosität der Lösung massiv erschwert. Die anschlie-

ÿend durchgeführte Gröÿenausschluÿchromatographie zeigte ebenfalls eine ungewöhn-

lich starke Absorption im Elutionspro�l. Bereits mit dem Ausschluÿvolumen wurde

eine starke Absorption bei den untersuchten Wellenlängen 260 nm und 280 nm detek-

tiert, die während des gesamten Lauf erhalten blieb. Die proteinhaltigen Fraktionen

mussten mittels SDS-PAGE ermittelt werden. Reines Protein wurde durch mehrfache

Wiederholung der Trennung über Gel�ltration erhalten. Die Verunreinigung konnten

so schrittweise aus der Lösung entfernt wurden.

Mit der Annahme, dass insbesondere längerkettige Oligonukleotide zur Hintergrun-

dabsorption und Viskosität beitrugen, wurde bei der nächsten Reinigung des Proteins

versucht, die DNS-Fragmente durch DNase zu verdauen. Auf diesem Weg sollte die

Viskosität der Lösung und die Anzahl der Trennungsschritte über Gröÿenaussschluÿ

verringert werden. Der Verdau erfolgte bei 6 °C über Nacht. Es zeigte sich jedoch, dass

die Konzentrierung der Probe trotzdem ähnlich zeitaufwendig war. Ein anderes Bild

bot jedoch die Gel�ltration. Der Verdau resultierte augenscheinlich in einer Verkleine-

rung der mittleren Kettenlänge der Oligonukleotide, da diese erst ab einem späteren

Zeitpunkt von der Säule eluierten. Zur kompletten Entfernung der DNS aus der Pro-

teinlösung mussten ebenfalls mehrere Schritte der Gröÿenausschluÿchromatographie

durchgeführt werden. Jedoch wurde eine geringere Anzahl an Reinigungsschritten be-

nötigt.

Aus jeweils einem Liter LB-Medium wurden so etwa 13mg an reinem Protein er-

halten. Diese Angabe bezieht sich auf das rekonstituierte α2β2-Heterotetramer. Hier-

zu wurden die theoretischen Extinktionskoe�zienten für die Wellenlänge λ=280 nm

(ε280 nm) der beiden Untereinheiten berechnet. Diese betrugen für die α-Untereinheit

41 830M−1cm−1, für die β-Untereinheiten 7 450M−1cm−1. Für die photometrische Er-

mittlung der Konzentration der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1 in Lösung

wurden beide Werte addiert. Zur Verwendung in den nachfolgenden Kristallisations-

versuchen wurde eine Lösung gereinigter ckcACD1 der Konzentration von 12,8mg/ml

verwendet.
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Abb. 2.1.: Finaler Reinigungsschritt der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1
über Gel�ltration. (a) Elutionspro�l des letzten Schritts der Reinigungsprozedur der ckcACD1.
(b) Überblick des Reinigungsfortschritts der Candidatus Korarchaeum crypto�lum Acetyl-Coenzym A-
Synthetase 1. Für eine SDS-PAGE-Analyse wurden folgende Proben aufgetragen: A Zellen vor Induktion
(α-Untereinheit), B Zellen bei Ernte (α-Untereinheit), C Zellen vor Induktion (β-Untereinheit), D Zellen
bei Ernte (β-Untereinheit), E Gereinigter ckcACD1-Komplex. Während der denaturierenden Elektro-
phorese werden die Untereinheiten voneinander getrennt. Der ckcACD1-Komplex erscheint deshalb als
Doppelbande der α- und β-Untereinheiten mit einer Masse von 49,3 kDa bzw. 25,6 kDa.

2.2. Expression Selenomethionin-markierten Proteins

Sollte Selenomethionin-markierte Acetyl-Coenzym A-Synthetase 1 hergestellt werden,

erfolgte die Expression in Minimalmedium unter Zugabe von 25mM Selenomethionin.

Obwohl das proteinogene Methionin (S-Met) und das mit Selen markierte Methionin

(Se-Met) auf atomarer Ebene sehr ähnlich sind, kann die Substitution von S-Met durch

Se-Met bei der Expression zu Problemen führen. Der Einbau von Se-Met in die endo-

genen Proteine von E. coli kann deren E�zienz reduzieren, was im Extremfall sogar

die Überlebensfähigkeit des ganzen Organismus herabsetzt. Es kann auch vorkommen,

dass das Zielprotein schlechter oder auch gar nicht in der Wirtszelle exprimiert wird,

wenn aufgrund des gröÿeren Atomradius des Selens eine fehlerhafte Faltung des Pro-

teins statt�ndet. Jedoch wurde eine deutliche Expression von sowohl S-Met- als auch

der Se-Met-ACD1 erhalten (siehe Abbildung 2.2). Es wurde zur Vermeidung der Oxi-

dation des Selens in die verwendeten Pu�er 20mM DTT zugesetzt. Die Reinigung des

markierten Proteins folgte dem etabliertem Protokoll für das native Protein, wobei die

erhaltenen Elutionspro�le dem nativen Protein entsprachen.

33
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(a) (b)

Abb. 2.2.: Bestimmung der Expressionse�zienz in Minimalmedium (a) α-Untereinheit der
ckcACD1 (molekulare Masse 49,3 kDa) (b) β-Untereinheit der ckcACD1 (molekulare Masse 25,6 kDa).
Auf eine SDS-PAGE wurden die folgenden Proben aufgetragen: A Zellen vor Induktion, B Zellen bei
Ernte, C Rohzellextrakt, D Rohzellextrakt nach Hitzefällung.

Tab. 2.1.: Optimierte initiale Kristallisationsbedingung der ckcACD1.

Kristallform Pu�er & pH-Bereich Fällungsmittel

Ia Acetat-Pu�er pH 4,0�5,0 17�20% (w/v) PEG 10 000
Ia Citrat-Pu�er pH 4,4 7% (w/v) PEG 6 000
IIa Tris/HCl pH 8,3�8,7 14�22% (w/v) PEG 6 000
IIb Tris/HCl pH 8,3�8,7 14�16% (w/v) PEG 6 000

Die Kristallisationstemperatur betrug bei (a) 18 °C, im Fall von (b) 6 °C.

2.3. Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse

Im Rahmen der Hochdurchsatzkristallisation HT-X (EMBL, Hamburg) der Protein

Production Platform (P-Cube) wurden 384 Kristallisationsbedingungen getestet. Es

wurden bereits in den ersten Kristallisationsansätzen zwei verschiedene Kristallformen

erhalten. Die erste zeigte ein quadratisch-bipyramidales Aussehen. Die zweite Kris-

tallform wies einen nadeligen Habitus auf. Diese nadelige Form wurde in sehr vielen

Bedingungen beobachtet. Oftmals waren die Kristalle dendritisch verwachsen. Die Be-

dingungen wurden hinsichtlich des pH-Wertes sowie des verwendeten Fällungsmittels

optimiert. Hierbei wurden die Form, die Gröÿe und der Grad der Verwachsung als

Kriterium herangezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.
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2.3. Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse

2.3.1. Kristallform I

Kristalle der Kristallform I erschienen über Nacht und waren nach zwei Tagen aus-

gewachsen. Da nicht abzuschätzen war, wie sich das Tränken der Kristalle in Gefrier-

schutzlösung auf diese auswirkt, wurden einige Kristalle direkt in �üssigem Sticksto�

gefroren, andere in Gefrierschutzlösung getaucht und anschlieÿend in �üssigen Stick-

sto� überführt. Die Kristalle der Kristallform I wurden an BL14.1 (BESSY II, Berlin)

röntgenographisch untersucht. Die inneren Re�exe hatten eine hohe Intensität, jedoch

brach das Signal bereits bei niedriger Au�ösung abrupt ab. Unabhängig von der Be-

handlung mit Gefrierschutz oder ihrer Gröÿe streuten die Kristalle bis etwa 20Å. Ur-

sache dafür ist vermutlich eine fehlerhafte Fernordnung innerhalb der Kristalle. Das

Aussehen der Kristalle könnte allerdings auch ein Hinweis auf Verzwilligung des Kris-

talls sein (Abbildung 2.3a). Es wurde versucht die Kristallpackung durch Zusatz von

verschiedenen Additiven zu verbessern. Die so erhaltenen Kristalle streuten aber eben-

falls nicht. Es wurde daher mit dieser Kristallform nicht weitergearbeitet. Kurz vor

Abschluÿ der Arbeit wurden in einem Tropfen eines ein Jahr alten Kristallisationsan-

satzes zwei Kristalle entdeckt, wovon einer zur Messung an der Heimanlage verwendet

werden konnte. Dieser Kristall (Abb. 2.3d) streute Röntgenlicht bis zu einer Au�ösung

von etwa 8Å. Die dazugehörige, kubische Raumgruppe wurde als P23 mit den Zell-

konstanten a = b = c = 229,8Å bestimmt. Mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 80%

entspricht dies drei ckcACD1-Heterotetrameren (Masse ca. 150 kDa) pro Einheitszelle.

Der Wassergehalt beträgt in diesen Fall etwa 45% mit einem Matthews-Parameter von

2,25Å3/Da (Matthews, 1968).

2.3.2. Kristallform II

Erste Kristallisationsansätze wurden bei Raumtemperatur (18 °C) durchgeführt. Be-

reits Minuten nach Zusammenpipettieren von Protein- und Fällungsmittellösung konn-

ten Kristalle der Kristallform II beobachtet werden. Nach etwa einem Tag waren die

Kristalle ausgewachsen. Die initiale Bedingung befand sich allerdings in einem Bereich

des Phasendiagramms in dem sich sofort viele Kristallisationskeime bildeten und so

war die Anzahl an kleinen Kristallen sehr hoch. Einzelne, gröÿere Kristalle konnten

durch Ansetzen länglicher Tropfen erhalten werden. Hierzu wurde ein hantelförmiger

Tropfen aus der Proteinlösung auf das Deckgläschen pipettiert. In ein Ende der Han-
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(a) (b)

(c) (d)

Abb. 2.3.: Kristalle der Kristallform I. Der verwachsene Kristall (a) entstand in 100mM
AcOH/NaOH (pH 4,8) und 17% PEG10 000. Dargestellt unter (b) und (d) sind Kristalle, die aus 100mM
Citrat/NaOH (pH 4,4), 7% PEG6000 und (a) 10mM CoCl2 bzw. (b) (NH4)2SO4 kristallisierten. Die
Lösung in (d) enthielt zusätzlich 30% EtOH. Der Kristall erschien allerdings nach einer Kristallisati-
onszeit von einem Jahr. Es ist daher anzunehmen, dass das Ethanol bereits aus der Lösung verdunstet
ist.
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2.3. Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse

tel wurde das Fällungsmittel gegeben, wobei ein Verhältnis Protein zu Fällungsmittel

von 1,75-2:1 eingehalten wurde. So wurde ein Konzentrationsgradient erzeugt, der zu

einer langsamen Erhöhung der Fällungsmittelkonzentration und so zu einer geringeren

Keimzahl führte. Bei der Kristallisation bei 6 °C wurden zusätzlich runde Kristallisati-

onstropfen angesetzt. Einkristalle wurden teilweise entweder in den normalen oder den

länglichen Tropfen erhalten. Nach zwei Tagen waren die Kristalle ausgewachsen.

2.3.3. Röntgenstrukturanalyse

2.3.4. Einbringen von Schweratomen

In dieser Arbeit wurden Versuche zur Phasierung der ckcACD1 über isomorphen

Schweratomersatz durchgeführt. Hierbei kamen zwei unterschiedliche Methoden zum

Einsatz.

Bei der ersten Methode wurde das Protein intrinsisch markiert. Dies geschah durch Ex-

pression des Zielproteins in Medium angereichert mit Selenomethionin. Die Produktion

von endogenem S-Methionin wird dadurch unterdrückt und Se-Met an dessen Stelle in

das Protein eingebaut. Kristalle der Kristallform II aus modi�zierter ckcACD1 wuch-

sen unter Bedingungen ähnlich dem nativen Protein. Allerdings waren die Kristalle

meist etwas kleiner und zum Teil stärker verwachsen (Abbildung 2.4b).

Bei der zweiten Methode wurde versucht, Schweratomionen (Sm, Yb, Hg, Au, Br, I)

durch Tränkungsexperimente in die vorhandene Kristallstruktur zu inkorporieren (siehe

Kapitel 7.4). Diese Kristalle zeigten jedoch nur geringes Streuvermögen. Um zu über-

prüfen, ob die verwendeten Schwermetalle Sm, Hg bzw. Au im Proteinkristall gebun-

den waren, wurden Röntgen�uoreszenzmessungen an der Beamline BL14.1 am Berliner

Synchrotron BESSY II für diese Elemente durchgeführt. Es zeigte sich ausschlieÿlich

im mit HgCl2 getränkten Kristall ein schwaches Fluoreszenzsignal (siehe Abbildung

2.5). Um zu vermeiden, dass die verwendeten Kristalle durch das Tränken beschädigt

werden, wurde direkt zum Kristallisationstropfen HgCl2 zugesetzt (Co-Kristallisation).

Kristallwachstum und -habitus waren mit dem nicht-derivatisierten Protein vergleich-

bar (siehe Abbildung 2.4c).
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(a) (b)

(c)

(d)

Abb. 2.4.: Kristalle der Kristallform II. (a) Kristall gewachsen aus 100mM Tris/HCl pH 8,3 und
16% (v/v) PEG 6 000. (b) Se-Methionin markierter ckcACD1-Kristall, gewachsen aus 100mM Tris/HCl
pH 8,3, 10mM CaCl2, 22% (v/v) PEG 6 000. (c) Ein Kristall entstanden bei der Co-Kristallisation mit
Quecksilber. Die Bedingung enthielt 100mM Tris/HCl pH 8,3, 30mM CaCl2, 14% (v/v) PEG 6 000 und
2mM HgCl2. (d) Di�raktionsbild eines ckcACD1-Kristalls. Zur besseren Darstellung wurde der Kontrast
des Bildes angepasst. Die oberen Kante entspricht einer Au�ösung von etwa 2,7Å.
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Abb. 2.5.: Röntgen�uoreszenzsignal des Quecksilbers im Kristall. Ein Kristall wurde für 5 Mi-
nuten mit HgCl2-haltiger Lösung inkubiert. Nicht gebundenes Quecksilber wurde durch 30 sekündiges
Waschen in Gefrierschutzlösung entfernt. Durch die Prozedur des Tränkens wurde der Kristall jedoch so
geschädigt, dass davon kein Datensatz aufgenommen werden konnte.

2.3.5. Auswertung der Daten

Es folgte die Auswertung der Daten der Kristallform II mit dem Programm XDS

(Kabsch, 2010). Bei der Integration wurde automatisch die orthorhombische Punkt-

gruppe 222 mit den ungefähren Zellparametern a = 100Å, b = 112Å, c = 128Å

herangezogen. Die Daten wurden mit POINTLESS (CCP4, 1994; Winn et al., 2011)

bezüglich potentieller Schraubenachsen untersucht und die Raumgruppe auf P212121

festgelegt. Die Daten wurden mit diesen Parametern neu prozessiert. Alle untersuchten

Kristalle der Kristallform II gehörten zur Raumgruppe P212121 und hatten ähnliche

Zellparameter. Die dazugehörigen Kristallparameter und Datenstatistiken sind in den

Tabellen 2.2, 2.3 und 2.4 angegeben.
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2.4. Strukturlösung und Verfeinerung

2.4. Strukturlösung und Verfeinerung

2.4.1. Ermittlung geeigneter Suchmodelle für den Molekularen Ersatz

Neben den experimentell zugänglichen Streuwerten braucht man zur Ermittelung der

Strukturfaktoren die dazugehörigen Phasen. Ein Ansatz der Phasenbestimmung ist

die Anwendung der Methode des Molekularen Ersatzes. Die dazu benötigten homo-

logen Strukturmodelle wurden mit dem Programm FFAS (Jaroszewski et al., 2000;

Rychlewski et al., 2000; Jaroszewski et al., 2005; Jaroszewski et al., 2011) anhand der

Primärsequenz beider Untereinheiten der ckcACD1 ermittelt. Basierend auf Sequenz-

identitäten von 42% und 48% wurden die α- und β-Untereinheiten einer möglichen

ACD aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Einträge 2CSU bzw. 1WR2, keine Publikation)

als potentielle Suchmodelle identi�ziert. Der hohe Grad an Sequenzähnlichkeit sollte

ebenfalls auf groÿe strukturelle Ähnlichkeit hindeuten.

Mit den gegebenen Zellparametern und Kristallsymmetrie sind in der asymmetrischen

Einheit zwei α- und zwei β-Untereinheiten (zwei αβ-Protomere) am wahrscheinlichs-

ten. Dies entspräche einem Matthews-Koe�zienten von 2,4Å3/Da, korrespondierend ei-

nem Lösungsmittelgehalt im Kristall von etwa 49% (Matthews, 1968; Kantardjie� und

Rupp, 2003). Eine berechnete Patterson-Selbstrotationsfunktion weist zudem auf eine

zweizählige nicht-kristallographische Rotationssymmetrie hin (siehe Abbildung 2.6a).

Die erwarteten zwei αβ-Protomere sollten über eine Rotation um 180 ° ineinander über-

führbar sein. Nicht-kristallographische Translationssymmetrie wurde hingegen nicht

beobachtet.

2.4.2. Positionierung der α-Untereinheiten

Die α-Untereinheit macht etwa 1/3 des ckcACD1-Komplexes aus. Deren Streubeitrag

zu den erhaltenen Di�raktionsdaten sollte dementsprechend groÿ sein und die korrekte

Lösung sich mit guten Kontrast von falschen Ergebnissen abheben. Es wurde daher

mit der der Positionierung der zu erwarteten zwei α-Untereinheiten begonnen.
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2. Ergebnisse

Self Rotation Function

MOLREP

Rad  :   48.70 Resmax :     2.80RF(theta,phi,chi)_max :    0.5322E+05    rms :      1817.

 Chi =  180.0

X

Y

 RFmax =     0.5322E+05
(a) (b)

Abb. 2.6.: Nicht-kristallographische Symmetrie in Kristallform II. (a) Berechnet wurde die
Selbstrotationsfunktion (SRF) anhand der Daten zur Struktur ckcACD1-B mit dem Programm MOL-
REP (Vagin und Teplyakov, 1997). Der verwendete Suchradius betrug 48,7Å. Dieser Wert entspricht
der Hälfte des durch dynamische Lichtstreuung ermittelten hydrodynamischen Radius des ckcACD1-
Komplexes. Korrespondierend dazu wurden Daten bis zu einer maximalen Au�ösung von 2,80Å ver-
wendet. Dargestellt ist der Ausschnitt für χ = 180 °, entsprechend zweizähliger Rotationsachsen. Neben
den durch kristallographische Symmetrie verursachten schwarz dargestellten Signalspitzen (Θ; φ; χ) bei
(0; 0; 180), (-90; 0; 180), (90; 0; 180), (0; -90; 180) sowie (0; 90; 180) sind bei (90; 45; 180), (90; -45;
180), (-90; 45; 180) und (-90; -45; 180) vier durch nicht-kristallographische Symmetrie (NCS) verursachte
Signale zu beobachten. Diese sind rot markiert. Anhand der SRF kann die Ausrichtung der zweizähligen
Achse der NCS im Kristall ermittelt werden. Die Achse sollte dabei parallel zur a-b-Ebene, aber 45 ° zu
den Achsen a bzw. b liegen. (b) Ausrichtung des ckcACD1-Komplexes im Kristall. Die Blickrichtung ist
entlang der c-Achse auf die a-b-Ebene. In blau und grün sind die α-, in gelb und rot die β-Untereinheiten
eingefärbt. Die zweizählige nicht-kristallographische Achse zwischen den α- bzw. β-Untereinheiten ist
deutlich sichtbar und ist etwa 45 ° zu den Achsen a bzw. b ausgerichtet.
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2.4. Strukturlösung und Verfeinerung

Grundlage für ein mit dem Programm SWISS-MODELL (Arnold et al., 2006; Kie-

fer et al., 2009; Guex et al., 2009) erstelltes Homologiemodell der α-Untereinheit der

ckcACD1 war eine der Untereinheiten des dimeren α-Komplexes einer putativen Acetyl-

CoA-Synthetase aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU). Einige möglicher-

weise �exible Bereiche des Ersatzmodells wurden vor Durchführung des Molekularen

Ersatzes und der Phasierung entfernt.

Die Positionierung des Homologiemodells für die α-Untereinheit erfolgte mit dem Pro-

grammMOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997). Zur Ermittlung der Ausrichtung der er-

warteten zwei Exemplare wurde der Vorgang zweimal durchgef"hrt. Aus zwei Lösungen

der Rotations- und Translationssuche wurde ein klares Dimer erhalten. Dieses ähnelte

dem bereits bekannten Dimer aus der Kristallstruktur der potentiellen α-Untereinheit

der ACD aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU). Nach Verfeinerung mit dem

Programm REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011) wurden mit

Rwork = 0,49 (Rfree = 0,51) jedoch sehr hohe R-Faktoren erhalten. Der �gure-of-merit

(FOM), ein Maÿ für den Phasenfehler, war mit 0,35 dementsprechend niedrig. Um die

Richtigkeit des Ergebnisses zu überprüfen, wurde die erhaltene Dichte visuell inspiziert.

Bereits zu diesem Zeitpunkt konnte man einige der fehlenden Bereiche der Proteinket-

te erahnen. Eine endgültige Aussage über den Erfolg der Phasierung konnte allerdings

nicht getro�en werden, weil die Elektronendichtekarte zu stark verrauscht war. Das

Bauen von fehlenden Resten war zu diesem Zeitpunkt allenfalls schwer möglich. Es

wurde daher mit der Positionierung der β-Untereinheiten fortgefahren.

2.4.3. Positionierung der β-Untereinheiten

Es wurde versucht die fehlenden β-Untereinheiten zum bestehenden Modell hinzuzu-

fügen. Dies gestaltete sich als nicht trivial. Mit dem Programm MOLREP (Vagin und

Teplyakov, 1997) konnte nur ein Molekül mit gutem Kontrast platziert werden. Die

Position der zweiten Untereinheit konnte nicht bestimmt werden. Auch durch Ver-

wendung von anderen Suchmodellen, generiert durch SWISS-MODEL (Arnold et al.,

2006; Kiefer et al., 2009; Guex et al., 2009), SCWRL (Krivov et al., 2009) oder der

Einsatz von Polyalaninmodellen, erbrachten keine de�nitive Lösung. Beide verwen-

dete Programme MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) und PHASER (McCoy et

al., 2007) zeigten das gleiche Phänomen. Die translatorische Komponente der zweiten
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2. Ergebnisse

β-Untereinheit war nahezu gleich, jedoch waren die Moleküle jeweils unterschiedlich ro-

tiert. Beide Programme positionierten die Untereinheiten in den gleichen freien Raum

der Einheitszelle.

Es wurde daher ein erweiterter Suchansatz verfolgt. Sowohl die Di�raktionsdaten, als

auch die beobachtete dimere Anordnung der α-Untereinheiten, deuten auf eine C2-

Molekülsymmetrie hin. Die Moleküle der α-Untereinheiten können durch Rotation um

180 ° ineinander überführt werden. Es ist anzunehmen, dass die β-Untereinheiten eben-

falls über eine zweizählige Drehachse verbunden sein sollten. Aus diesem Grund wurde

die Transformationsmatrix beider α-Untereinheiten ermittelt und auf die bereits po-

sitionierte β-Untereinheit angewendet. Das entstandene komplette Molekülmodell der

ckcACD1 wurde mit dem Programm PHENIX.AUTOBUILD (Terwilliger, 2004a; Ter-

williger, 2004b; Zwart et al., 2005; Terwilliger et al., 2008; Afonine et al., 2012) neu ge-

baut und automatisch verfeinert. Hierbei wurden keine zusätzlichen Reste hinzugefügt

oder entfernt (Modus rebuild-in-place). Das so erhaltene Modell wies mit Rwork = 0,31

und Rfree = 0,36 erstmals verhältnismäÿig niedrige R-Faktoren auf.

2.4.4. Verfeinerung und Verbesserung des initialen Modells

Einige Bereiche der Proteinmodelle wurden vor Verwendung als Suchmodell im Mole-

kularem Ersatz entfernt. Sobald diese in der Elektronendichtekarte sichtbar wurden,

erfolgte das manuelle Einfügen der Reste mittels dem Programm COOT (Emsley und

Cowtan, 2004; Emsley et al., 2010) und anschlieÿender Verfeinerung des Modells mit

dem Programm REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011). Da-

durch sanken die R-Faktoren auf Rwork = 0,26 (Rfree = 0,31) mit einem FOM-Wert

von 0,78. Aufgrund der maximalen Au�ösung der ersten Di�raktionsdaten von 2,8Å

war es in manchen Bereichen schwierig die Proteinkette in die Elektronendichtekar-

te zu bauen. Zusätzlich können die durch die Benutzung eines ungenauen und nicht

vollständigen Suchmodells eingeführten Phasenfehler (model bias) insbesondere in die-

sem frühen Stadium der Strukturlösung zu einer nicht interpretierbarer Elektronen-

dichtekarte führen. Es wurden daher Möglichkeiten der Reduktion von Phasenfehlern

durchgeführt. So wurde prinzipiell beim automatischen Modellbau mit der prime &

switch-Methode modi�zierte Elektronendichtekarten verwendet (Terwilliger, 2004b).

Weiterhin wurden model bias durch die Verwendung von composite simulated annealing
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2.4. Strukturlösung und Verfeinerung

omit-Karten reduziert. Mit Hilfe höher aufgelöster Streudaten eines weiteren Kristalls

konnte die Struktur der ckcACD1 weiter verbessert werden. Einige vorhandene Lücken

in den Molekülketten wurden geschlossen und die Bindungstasche von Coenzym A

identi�ziert. Es zeigte sich jedoch, dass der Bereich der β-Untereinheit (Aminosäuren

Leu39β�Ala114β) schlecht de�niert war. Die in diesem Bereich be�ndliche potentielle

Bindungsstelle für ADP- bzw. ATP schien zudem nicht durch Substrat besetzt zu sein.

Im Rahmen der Arbeit wurden Datensätze mit anomalem Streusignal aufgenommen.

Dies umfasste Daten eines Kristalls, der durch Co-Kristallisation der ckcACD1 mit

HgCl2 erhalten wurde, als auch einen Datensatz eines Proteinkristalls mit intrinsischer

Markierung mit Selenomethionin. In beiden Fällen reichte die anomale Signalstärke

nicht für eine ab initio-Phasierung. Trotzdem konnte diese Daten für die Reduktion

von Phasenfehlern herangezogen werden. Die Struktur der ckcACD1 wurde mit dem

MRSAD-Protokoll des Programms PHENIX.AUTOSOL (Terwilliger, 1994; Terwilli-

ger, 2000; Terwilliger, 2002a; Terwilliger, 2002b; Terwilliger, 2003b; Terwilliger, 2003a;

Grosse-Kunstleve und Adams, 2003; McCoy et al., 2004; Terwilliger et al., 2009; Ter-

williger et al., 2013) neu gebaut. Dabei werden die durch den Molekularen Ersatz

erhaltenen Phasen zur Bestimmung der Substruktur der anomalen Streuer herange-

zogen. Die so erzeugte experimentelle Elektronendichtekarte beruht auf verbesserten

Phasen und die damit gebaute Struktur beinhaltet weniger Fehler durch model bias.

2.4.5. Verfeinerung der Strukturen der ckcACD1 mit verschiedenen
Substraten

Zur Klärung des zugrundeliegenden Mechanismus der ckcACD1 wurde das Enzym in

verschiedenen Zuständen und mit unterschiedlichen Substraten kristallisiert. Durch ge-

rinfügig verschiedene Kristallisations- und Gefriervorgänge entstehen Heterogenitäten

der Kristalleigenschaften, die sich beispielsweise durch kleine Unterschiede in der Positi-

on des ckcACD1-Komplex innerhalb der Einheitszelle ausdrücken können. Durch zwei-

maliges Durchführen von Starrer-Körper-Verfeinerung (rigid body re�nement) wurden

daher zuerst die Änderungen der Position des kompletten ckcACD1 und der einzelnen

Untereinheiten ausgeglichen. Es folgte anschlieÿend eine Gellee-Körper-Verfeinerung

(Murshudov et al., 2011). Bei dieser Form der Verfeinerung (restraint re�nement) wer-

den zusätzlich Beschränkungen (restraints) von Atomabständen durch den Raum ein-

geführt, so dass kleine Veränderungen in der Konformation des Proteins besser aus-
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2. Ergebnisse

geglichen werden können. Üblicherweise wurde das Protein anschlieÿend automatisch

neu gebaut. Nicht automatisch gebaute Bereiche wurden manuell eingefügt. Falls die

Elektronendichte es zulieÿ, wurden Substratmoleküle in die Struktur eingepasst. In den

untersuchten Kristallen zeigten sich oftmals hoch�exible Bereiche, deren Elektronen-

dichte nicht oder schlecht interpretiert werden konnte. Diese Teile des Proteins wurden

nicht in das Modell aufgenommen. Eine Zusammenfassung der Verfeinerungsstatistiken

�ndet sich in den Tabellen auf den folgenden Seiten.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.14.: Berechnete Kontakt�ächen der Ca. Korarcheum crypto�lum ACD1. Mit dem
Programm PISA (Krissinel und Henrick, 2007) wurde auf Grundlage der Proteinstruktur des Kristalls
ckcACD1-B die Berechnung der Kontakt�äche durchgeführt. Zuvor wurden sowohl die Hg- als auch die
Cl-Atome entfernt.

Interface- Struktur 1 Struktur 2 Kontakt-
CSS*

Δ
iG�

Nr. Kette Reste Kette Reste �äche [Å2] [kcal/mol]

1 A 70 C 69 2 030,5 0,850 -33,4

2 A 24 B 18 784,5 0,269 -6,5
3 C 22 D 17 769,5 0,269 -7,5

4 B 15 D 14 537,1 0,074 -8,4
* Der Complexation Signi�cance Score CSS gibt die Signi�kanz einer bestimmten
Interaktions�äche für die Ausbildung des Gesamtkomplexes an. Der Wertebereich
ist zwischen 0 und 1. Je höher der Wert, desto gröÿer die Beteiligung an der
Stabilität des Komplexes.
� Durch die Ausbildung einer Kontakt�äche kommt es zur Verdrängung der Hy-
drathülle und damit einhergehend Gewinn freier Solvationsenergie Δ

iG. Nicht mit
eingerechnet wurden die E�ekte von Wassersto�- und Salzbrücken. Je kleiner der
Wert, desto hydrophober sind die Grenz�ächen und kommen mit höherer Wahr-
scheinlichkeit nicht durch Kristallkontakte zustande.

2.5. Der Aufbau des Candidatus Korarchaeum crypto�lum

ACD1-Komplexes

Der ckcACD1-Komplex besteht aus jeweils zwei α- und zwei β-Untereinheiten. Jeweils

eine α- und β-Untereinheit (αβ-Protomer) sind in einer nicht-kristallographischen zwei-

zähligen Rotationssymmetrie angeordnet (siehe Abbildung 2.16). Berührungspunkte

�nden sich zwischen den beiden α-, den α- und β- sowie den beiden β-Untereinheiten.

Eine objektive Analyse zur Stabilität der oligomeren Anordnung wurde mit dem Pro-

gramm PISA (Krissinel und Henrick, 2007) durchgeführt (siehe Tabelle 2.14). Mit etwa

2 000Å2 ist die Interaktions�äche zwischen den α-Untereinheiten am gröÿten und soll-

te damit sehr stabil sein. Die Kontakt�ächen zwischen den α- und β- bzw. den β- und

β-Untereinheiten sind mit 740-770Å2 und 540Å2 deutlich geringer. Für den vollständi-

gen ckcACD1-Komplex ergibts sich ein positiver Wert für die freie Dissoziationsenergie

ΔGdiss von 9,3 kcal/mol. ΔGdiss ist ein Maÿ für die Kraft, die aufgebracht werden muss,

um einen Komplex voneinander zu trennen (Krissinel und Henrick, 2007). Die präsen-

tierte Komplexstruktur der ckcACD1 wird somit als stabil bewertet.
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2.5. Der Aufbau des Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1-Komplexes

(a)

(b)

Abb. 2.16.: Darstellung der verfeinerten Kristallstruktur ckcACD1-B. Grün und blau sind die
α-Untereinheiten dargestellt (Ketten A bzw. C), die β-Untereinheiten sind rot bzw. gelb gefärbt (Ketten
B bzw. D). Im Kristall be�ndliche Ca2+- und Hg2+-Ionen werden als grüne bzw. graue Sphären gezeigt.
(a) Seitliche Ansicht des ckcACD1-Komplexes. (b) Aufsicht auf den ckcACD1-Komplex. Blickrichtung
ist entlang der zweizähligen nicht-kristallographischen Rotationsachse.
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2. Ergebnisse

2.5.1. Aufbau der α-Untereinheit

Die α-Untereinheit besteht aus drei Unterdomänen (in Analogie zur E. coli SCS als

Subdomänen 1, 2 und 5 bezeichnet). Eine N-terminal gelegene CoA-Bindedomäne mit

Rossmann-Faltung (Aminosäuren Asn2α bis Phe131α) sorgt für die Bindung von Coen-

zym A bzw. der Coenzym A-Thioester (Subdomäne 1). Aufgebaut ist diese aus einem

fünfsträngigen parallelen Faltblatt, deren Enden hauptsächlich durch Helices mitein-

ander verbunden werden. Zwischen den Strängen β2 und β5 be�ndet sich hingegen

ein kurzes zweisträngiges antiparalleles Faltblatt (Stränge β3 und β4) verknüpft über

eine β-Schleife. Die zugrundeliegenden Bindungsmodi von Coenzym A und Acetyl-

Coenzym A werden in Kapitel 2.6.1 näher beschrieben. Angeschlossen daran �nden

sich zwei Domänen mit Flavodoxin-ähnlicher Faltung. Erstere (Subdomäne 2) besteht

aus den Aminosäuren Gly132α bis Asn293α und dessen Grundstruktur wird aus einem

siebensträngiges Faltblatt gebildet. Abweichend zu einer typischen Flavodoxinfaltung

enthält das zentrale Faltblatt zusätzliche antiparallele Stränge. Das katalytisch essenti-

elle Histidin His254α be�ndet sich in einem Bereich mit einem überdurchschnittlichen

Anteil an Aminosäuren mit kleinen Seitenketten (Gly242α bis Gly261α). In den in

dieser Arbeit erhaltenen Kristallstrukturen zeigt sich dieser Bereich als sehr �exibel.

Die C-terminal (Aminosäuren Arg300α bis Arg464α) gelegene Subdomäne 5 wird aus

einem fünf- bzw. sechssträngigem Faltblatt aufgebaut. Der sechste, zum übrigen Falt-

blatt antiparallel angeordnete, Strang ist jedoch in manchen Fällen so stark verzerrt,

dass dieser bei der Sekundärstrukturanalyse nicht immer als solcher erkannt wird. Er

besteht aus den Aminosäuren Ser355α bis Phe356α. Mit Diederwinkeln Φ und Ψ von

78 ° und 108 ° be�nden sich die Aminosäuren Asn348 sich in beiden α-Untereinheiten

im verbotenen Bereich des Ramachandran-Plots (Ramachandran et al., 1963). In allen

Fällen ist die Elektronendichte jedoch eindeutig und lässt keine andere Interpretation

zu.

2.5.2. Aufbau der β-Untereinheit

Bezogen auf die Nomenklatur von SCS und ACDs kann die β-Untereinheit als durch

zwei Subdomänen aufgebaut angesehen werden (Sánchez et al., 2000). Alternativ dazu

kann der Aufbau der β-Untereinheit als ATP grasp-Faltung aufgefasst werden. Aufge-

baut werden Vertreter dieser Proteinklasse normalerweise aus drei Subdomänen A, B,
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2.5. Der Aufbau des Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1-Komplexes

und C (Fawaz et al., 2011). Im Fall der ckcACD1 besteht die Subdomäne A (Amino-

säuren Met1β bis Pro33β) allerdings nur aus zwei Helices, die stark mit der Subdomäne

C (Gly117β bis Arg230β) interagieren. In Anbetracht ihrer ähnlichen Temperaturfakto-

ren können die Subdomänen A und C als eine Einheit angesehen werden (Subdomäne

4). Typischerweise bilden die Subdomänen A und C die Grundlage zur Bindung des

Substrates (Reaktionszentrum site II ) (Fawaz et al., 2011). Im Fall der ACDs ist das

Substrat eine phosphorylierte Histidinspezies, wie es in den darau�olgenden Kapiteln

beschrieben wird. Die Reste Thr35β bis Phe113β lassen sich zur B-Subdomäne zuordnen

(Subdomäne 3). Ein viersträngiges antiparalleles Faltblatt bildet dessen Grundstruk-

tur, wobei die einzelnen Stränge entweder durch Schleifen oder α-helikalen Bereichen

verbunden werden. Hier �nden sich ebenfalls die Aminosäuren der sogenannten T-

Schlaufe (Gln65β�Gly73β), der für die Bindung der Phosphatgruppen eines Nukleotids

verantwortlich ist. Die T-Schlaufe beinhaltet ebenfalls das in den meisten archael-

len und bakteriellen ACDs konservierte HK(S/T)(D/E)-Motiv (siehe dazu auch die Se-

quenzvergleiche in Sánchez et al., 2000). Die Subdomäne C bildet ebenfalls ein anti-

paralleles Faltblatt, dessen sechs Stränge hauptsächlich über Helices verknüpft werden.

Davon abweichend �ndet sich zwischen den Strängen β9 und β10 nur eine kurze Schleife.

Die Nukleotidbindung wird durch Interaktion der Subdomänen 3 und 4 gebildet.

Von ATP grasp-Enzymen ist bekannt, dass diese eine Ö�nungs- und Schlieÿbewegung

durchführen, um die Bindung von Nukleotiden zu gewährleisten (o�en) und um die

Orientierung von katalytisch wichtigen Aminosäuren zu bewerkstelligen (geschlossen)

(Polekhina et al., 1999). In den erhaltenen Kristallstrukturen wurde die ckcACD1-

Komplex in verschiedenen Zuständen erhalten (siehe Tabelle 2.15). Die geschlossenste

Form wurde in Kristallstruktur ckcACD1-B (Komplexstruktur mit Ca·AMPCP) erhal-

ten und mit einem Ö�nungswinkel von über 24 ° wurde die Kristallstruktur ckcACD1-

I als die bislang am weitesten geö�nete Form kristallisiert. Vereinfacht lässt sich die

Ö�nungsbewegung als simple Rotation beschreiben, wobei die Rotationsachse sich als

zwischen den Aminosäuren Thr35β-Asn36β und Glu112β-Gly117β be�ndlich vorgestellt

werden kann. Aufgrund der fehlenden bzw. der vom Rauschen nicht unterscheidbaren

Elektronendichte konnten oftmals Bereiche nicht gebaut oder Aminosäureseitenketten

platziert werden und fehlen daher in den entsprechenden �nalen Modellen.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.15.: Ö�nungswinkel der β-Untereinheit in den Kristallstrukturen der ckcACD1.

Name Kette B Kette D

ckcACD1-A 16,6 ° 9,3 °

ckcACD1-B 0,0 °a 1,5 °

ckcACD1-C 10,8 ° 9,3 °

ckcACD1-D 9,3 ° 4,3 °

ckcACD1-E 18,2 ° 12,2 °

ckcACD1-F 23,8 ° 13,7 °

ckcACD1-G 10,2 ° 4,6 °

ckcACD1-H 12,7 ° 7,7 °

ckcACD1-I 24,6 ° 10,2 °

a Die als geschlossene Form der β-Untereinheit de�nierte Kette B der Kris-

tallstrukur ckcACD1-B wurde als Referenz verwendet. Diese wurde daher

auf einen Ö�nungswinkel von 0,0 ° festgelegt. Verglichen wurde die Ausrich-

tung der Aminosäuren Thr35β�Phe113β (Subdomäne B) zu den Aminosäuren

Ser3β�Pro33β und Gly117β�Arg230β (Subdomänen A und C).

2.5.3. Intramolekulare Interaktions�ächen

Der ckcACD1-Komplex besteht aus jeweils zwei α- und zwei β-Untereinheiten, die auf

verschiedene Art miteinander in Wechselwirkung treten. So sorgen Teile der Helices

α7, α9 und α16 der α-Untereinheiten für die Interaktion mit C- und N-terminalen

Abschnitten der Stränge β6 und β7, der dazwischen liegenden Schleife und dem N-

terminalen Teil der Helix α6 der β-Untereinheiten. Dabei wird eine hydrophobe Tasche

ausgebildet. Eine hydrophober Kern entsteht ebenfalls an der Kontakt�äche der beiden

β-Untereinheiten. Hier stehen die hydrophoben Reste der 310-Helix η2 mit denen der

α-Helix α5 in Kontakt. Weiterhin beteiligt sich Phe177β an der hydrophoben Kontakt-

�äche. Interessanterweise verläuft die intramolekulare Rotationsachse des ckcACD1-

Komplexes durch die β�β-Kontakt�äche, so dass die beschriebenen Interaktionen zwei-

mal beobachtet werden. Alle an den Interaktions�ächen beteiligten Aminosäuren sind

im Kapitel 2.5.4 in den Abbildungen 2.25 und 2.26 dargestellt.
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2.5. Der Aufbau des Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1-Komplexes

2.5.4. Nur die Subdomänen des ckcACD1-Komplexes sind ähnlich zu
anderen Proteinen

Der Vergleich des vollständigen ckcACD1-Komplex (Kristallstruktur ckcACD1-B) mit

bekannten Strukturen der Proteindatenbank mittels dem Programm DALI (Holm und

Rosenstrom, 2010) erbrachte keine Ergebnisse. Jedoch zeigten die einzelnen Unter-

einheiten Homologie zu bereits strukturell charakterisierten Proteinen. Das Ergebnis

ist in Tabelle 2.16 zusammengefasst. Insbesondere die für den molekularen Ersatz

als Suchmodell verwendeten Strukturen der putativen Acetyl-Coenzym A-Synthetase

aus P. horikoshii weisen nur geringe strukturelle Abweichungen auf. Prinzipiell sind

auch die zur Superfamilie gehörenden Succinyl-Coenzym A-Synthetasen strukturell

sehr ähnlich. Allerdings konnte hier nur eine strukturelle Überlagerung einzelner Sub-

domänen erfolgen. Geringste strukturelle Abweichung �ndet sich zu den archaealen

Succinyl-Coenzym A-Synthetasen (SCS) des Euryarchaeoten Methanocaldococcus jan-

naschii und des Crenarchaeoten Aeropyrum pernix. Es wurden jedoch ausschlieÿlich

die α-Untereinheiten kristallisiert und ohne dazugehörige Publikation verö�entlicht.

Sowohl strukturell als auch biochemisch charakterisiert sind die SCS aus Thermus

aquaticus (Joyce et al., 2012) und Escherichia coli (Fraser et al., 1999; Joyce et al.,

2000; Fraser et al., 2002) sowie der GTP-spezi�sche SCS aus dem Schweineherzen

(Fraser et al., 2000). Interessanterweise ist die Sequenzidentität in den meisten Fällen

kleiner als 25%. Mit niedriger Homologie zur ckcACD1 wurden weiterhin die humane

ATP-Citrat-Lyase ACLY (Sun et al., 2011) und eine vorhergesagte Acyl-Coenzym A-

Synthetase aus E. coli (ohne Publikation) erkannt. Visuelle Inspektion der Überlage-

rung zeigte jedoch, dass nicht die kompletten Proteine für die Überlagerungsprozedur

herangezogen wurden. Daher wurde das Programm GESAMT (Krissinel, 2012) für bes-

sere Ergebnisse der Superpositionierung verwendet. Hohe strukturelle Verwandschaft

der Coenzym A-Bindedomäne (Subdomäne 1) �ndet sich zu verschiedenen (putati-

ven) Coenzym A-Bindeproteinen. Ein Vergleich der Coenzym A-Bindemodi zwischen

ckcACD1 und diesen Proteinen zeigt ebenfalls auÿerordentlich gute Übereinstimmung.

Geringe strukturelle Übereinstimmung der β-Untereinheit der ckcACD1 zu verschiede-

nen Kinasen wurde ebenfalls gefunden. Zusammengefasst ist dies in Tabelle 2.16.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.16.: Strukturelle Überlagerung der ckcACD1 mit der Proteindatenbank.

Beschreibung
Subdomänen- RMSD [Å] PDB-
struktura (Anzahl Cα) Einträge

Putative dinukleotid-bildende Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
P. horikoshii ACD α-Untereinheit

1-2-5
2,2 (430)*

2CSU
dimere phACD1 α-Untereinheit 2,9 (832)*

P. horikoshii ACD β-Untereinheit 3-4 1,3 (226)� 1WR2

Succinyl-Coenzym A-Synthetasen
M. jannaschii α-Untereinheit 1-2 2,5 (259)* 2YV1
A. pernix α-Untereinheit 1-2 2,5 (257)* 2YV2

E. coli (Fraser et al., 1999; Joyce
et al., 2000; Fraser et al., 2002)

α 1-2, β 3-4-5
β 3-4-5

2,4 (374)*

2,5 (198)�
1SCU, 2SCU,
1CQJ, 1CQI,
1JKJ

T. aquaticus (Joyce et al., 2012)
α 1-2, β 3-4-5

β 3-4-5
2,2 (198)*

2,5 (198)� 3UFX

S. scrofa (Fraser et al., 2000; Fraser
et al., 2006; Huang et al., 2015)

α 1-2, β 3-4-5
β 3-4-5

2,7 (394)*

2,8 (198)�

1EUD,
1EUC, 2FP4,
2FPG, 2FPI,
2FPP, 4XX0

weitere Acyl-Coenzym A-Synthetasen
H. sapiens ATP-Citrat-Lyase (Sun
et al., 2010; Sun et al., 2011)

3-4-5-1-2-AS 2,8 (374)* 3MWE,
3PFF

putative E. coli Acyl-Coenzym A-
Synthetase

1-2-5
3,9 (530)*

3,3 (295)* 3DMY

Identi�zierte Coenzym A-Bindeproteine
Hypothetisches Proteins PH1109 aus P. horikoshii (PDB-Eintrag 2D59)(Hiyama et
al., 2006), Pfu-723267-001 aus P. furiosus (PDB-Eintrag 1Y81)(keine Publikation),
TT1466 aus T. thermophiles (PDB-Eintrag 1IUK)(Wada et al., 2003)

Identi�zierte ATP grasp-Proteine mit struktureller Ähnlichkeit
E. coli Carbamoylphosphate-Synthetase (PDB-Eintrag 1KEE)(Miles et al., 2002),
T. maritima Phosphoribosylamin-Glycin-Ligase (PDB-Eintrag 1VKZ)(ohne Publi-
kation), S. aureus Biotin-Carboxylase (PDB-Eintrag 2VPQ)(Mochalkin et al., 2008),
die Synapsine aus Ratte und Rind (PDB-Einträge 1PK8 und 1AUX )(Brautigam
et al., 2004; Esser et al., 1998) sowie dem Menschen (PDB-Eintrag 2P0A)(ohne Pu-
blikation), Vancomycin-Resistenz-vermittelndes Protein VanA (PDB-Eintrag 3SE7)
(D'Costa et al., 2011), X. oryzae pathovar oryzae D-Alanin-D-Alanin-Ligase A
(PDB-Eintrag 3RFC)(ohne Publikation), L. mesenteroides D-Alanin:D-Lactat-Ligase
(LMDDL2) (PDB-Eintrag 1EHI)(Kuzin et al., 2000), E. coli Glycinamid-Ribonucle-
otid-Transformylase (PDB-Eintrag 1EZ1)(Thoden et al., 2000a)

Identi�zierte Kinasen mit struktureller Ähnlichkeit
H. sapiens Inositol-1,3,4-Trisphosphat-5/6-Kinase (PDB-Eintrag 2Q7D)(Chamber-
lain et al., 2007) und Diphosphoinositol-Pentakisphosphat-Kinase 2 (PDB-Eintrag
3T9C)(Wang et al., 2012)
* Überlagerung mit der α-Untereinheit; � Überlagerung mit der β-Untereinheit
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2.6. ckcACD1 bindet seine Substrate vergleichbar zu

anderen Mitgliedern der Superfamilie

Mit der Kristallisation der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1 wurde der erste

Schritt in Richtung der Charakterisierung der enzymatischen Grundlage der Acetyl-

Coenzym A-Synthetasen (NDP-bildend) zurück gelegt. Es wurde versucht, einzelne Ab-

schnitte des vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus (in Kurzform in Abbildung 2.17

dargestellt) strukturell zu untersuchen. Dazu wurden Substratmoleküle durch Kokris-

tallisation in das Protein eingebracht oder es wurden bereits vorgeformte Kristalle mit

den einzubringenden Substanzen inkubiert (Tränkungsversuche). Um phosphoryliertes

Protein zu erhalten, wurde dieses vor der Kristallisation mit Acetyl-Coenzym A und

Phosphat oder Adenosintriphosphat zur Reaktion gebracht. Die Bindungsstellen bzw.

Orte des Reaktionsgeschehens werden in Analogie zur E. coli Succinyl-Coenzym A-

Synthetase bezeichnet (Fraser et al., 2002). Die Bindungstasche von Coenzym A und

das Reaktionszentrum der Phosphorylierung von His254α durch die α-Untereinheit

wird daher als Reaktionszentrum site I, die Bindungsstelle der Phosphohistidinschleife

und der Nukleotide durch die β-Untereinheit als Reaktionszentrum site II benannt.

Da das Protein als α2β2-Heterotetramer aufgebaut ist, �nden sich in einem Molekül

jeweils zwei gleiche α- bzw. β-Untereinheiten. Bindungsstellen werden jedoch oftmals

durch benachbarte Untereinheiten gebildet. Um diese voneinander unterscheiden zu

können, soll die folgende Konvention genutzt werden: gekennzeichnet wird die korre-

spondierende Untereinheit mit einem Apostroph. So beschreibt beispielsweise His254α

das Histidin His254α der einen α-Untereinheit und His254α' die entsprechende Amino-

säure der zweiten α-Untereinheit.

2.6.1. Coenzym A und Acetyl-Coenzym A

Coenzym A wird in einer stark ausgestreckten Form ausschlieÿlich durch Subdomäne

1 gebunden (Kristallstrukturen ckcACD1-A, ckcACD1-B, ckcACD1-C, ckcACD1-E,

ckcACD1-I). Hierbei zeigt die Sulfhydrylgruppe in Richtung der Stelle der Histidin-

phosphorylierung (Reaktionszentrum site I ). Die Adeningruppe interagiert hauptsäch-

lich über hydrophobe Wechselwirkungen mit der Proteinkette, eine weitere Ausrichtung

des Purins erfolgt durchWechselwirkungen mit zwei Wassermolekülen (siehe Abbildung
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Abb. 2.17.: Schematische Darstellung der durch die ckcACD1 katalysierten Reaktion. Aus-
gehend vom Apo-Protein (1) erfolgt die Bindung jeweils der Substratmoleküle Acetyl-Coenzym A (Ac-
S-CoA) und Phosphat (PO4

3-) (1→2). Unter Abspaltung von Acetationen (AcO-) erfolgt die Phospho-
rylierung des His254 der α-Untereinheit (2→3). Es kommt zur Übertragung der Phosphorylgruppe auf
die β-Untereinheit, wobei dieses auf ein Dinukleotid (beispielsweise ADP) übertragen wird (4→5). Das
gebildete Trinukleotid (dementsprechend ATP) wird als Energieäquivalent für die Zelle zur Verfügung
gestellt (5→6). Be�ndet sich jedoch kein Dinukleotid in der Bindetasche der β-Untereinheit könnte die
Amidatbindung des Phosphohistidin auch durch Hydrolyse gespalten werden (3→1). In diesem Schritt
wird demzufolge keine Energie frei. Die hier dargestellten Reaktionspfeile deuten die bevorzugte Reak-
tionsrichtung der ckcACD1 an. Ablaufen kann die Reaktion jedoch auch in Gegenrichtung. Umgesetzt
wird dann ATP, HS-CoA sowie AcO- zu ADP und Ac-S-CoA.
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2.18d). Ein Wassermolekül verbrückt den Carbonylsauersto� der Aminosäure Lys79α

mit der C6-Aminogruppe des Heterozyklus, das andere Wasser steht in Kontakt mit

dem Carbonylsauersto� des Pro59α und dem N1 des Adenins. Beide Reste sind in an-

deren ACDs nicht konserviert. Da deren Beteiligung an der Bindung des Adenins nur

über das Proteinrückgrad erfolgt und die Seitenketten nicht dazu beitragen, ist dieser

Sachverhalt jedoch wenig erstaunlich. Die Ribosegruppe zeigt in der Kristallstruktur

keine direkten Wechselwirkungen mit dem Protein oder umgebenden Wassermolekü-

len. Dessen Konformation C2'-endo (2E) wird jedoch durch eine starke Wassersto�-

brücke (Abstand 2,6Å der beiden Sauersto�atome) zwischen dem 2'-Hydroxyl und

einem Sauersto� der 3'-Phosphatgruppe stabilisiert. Letzteres wird über mehrere H-

Brücken �xiert. So interagieren die Hydroxylgruppe der Seitenkette von Ser19α, das Nδ

von Asn46α sowie die ζ-Aminofunktion von Lys24α direkt mit den zwei verbleibenden

Sauersto�en. Des Weiteren �nden sich noch einige Wassermoleküle, die ebenfalls an

der Ausrichtung dieser Phosphatgruppe beteiligt sind. Insbesondere die Aminosäuren

Ser19α und Asn46α sind in der Sequenz anderer ACDs stark konserviert, so das an-

zunehmen ist, dass dieser Bindungsmodus strukturell konserviert ist. Der Seitenkette

der Aminosäure Lys24α kommt jedoch eine Doppelrolle zu. Deren Aminofunktion steht

ebenfalls in Wechselwirkung mit einem Sauersto� der α-Phosphatgruppe. Im Gegensatz

dazu wird das β-Phosphat nur indirekt über zwei Wasser gebunden, die Wassersto�-

brücken zur Hydroxylgruppe des Ser74α sowie dessen Carbonylsauersto�, zum Amin

der Amidbindung des Gly26α sowie Ile25α und zum Carbonylsauersto� der Amino-

säuren Gly17α ausbilden. Ein ähnliches Bild zeigt sich bei der Wechselwirkung der

Pantoinsäure. Nur der Carbonylsauersto� bildet eine Wassersto�brücke zum Sticksto�

des Proteinrücksgrads der Aminosäure Ser100α aus. Auch hier wirkt ein Wassermolekül

als Vermittler zwischen dem Protein und Ligand. Durch H-Brücken zum Carbonylsau-

ersto� des Ser100α und zum Sticksto� des Amids der Aminosäure Ser77α sowie eine

schwache Wechselwirkung mit dessen Hydroxylgruppe bildet dieses einen stabilen An-

ker für die α-Hydroxylgruppe der Pantoinsäure. Eine sehr schwache Interaktion des

Oγ der Aminosäure Ser100α mit dem Amid zwischen Pantoinsäure und Cysteamin

und Wassersto�brücken der Carbonylfunktionen der Amidbindungen der Aminosäu-

ren Ile98α und Ile130α sorgen für die Ausrichtung des Cysteamins. Stabilisiert wird es

weiterhin durch hydrophobe Wechselwirkungen mit Phe144α. Wechselwirkungen der

Thiolgruppe mit dem Protein wurden in allen erhaltenen Kristallen nicht beobachtet.

Überlagert man die Struktur des Apoproteins ckcACD1-F mit denen mit gebunde-

nem Coenzym A zeigen sich nur kleine Unterschiede in der Umgebung der Bindeta-

sche. Mit der Bindung des Substrats nähert sich die β2-β3-Schleife der α-Untereinheit
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dem Substrat und bringt damit insbesondere die Aminosäure Pro47α um 0,8Å nä-

her an die Adeningruppe. Zusammen mit der β1-α2-Schleife, die ebenfalls ausgelenkt

wird, sorgt diese Bewegung für die stärkere Fixierung des Coenzyms. So wird ebenfalls

die Seitenkette der Aminosäure Lys24α in Position zur Interaktion mit der α- und β-

Phosphatgruppe gebracht. Die SCS aus dem Schwein ssSCS hat an korrespondierender

Stelle ebenfalls ein Lysinrest Lys26α, wobei hier die Seitenkette nicht an der Interak-

tion mit Coenzym A beteiligt ist (Huang et al., 2015). Bei der ecSCS �ndet sich ein

Serinrest Ser18α.

In der Kristallstruktur ckcACD1-E wurde zusätzliche Elektronendichte im Bereich der

Thiolgruppe eines der zwei durch die ckcACD1 gebundenen Coenzym A-Moleküle be-

obachtet, die aufgrund zu geringer interatomere Abstände nicht durch koordinierte

Wassermoleküle o. ä. erklärt werden konnte. Dem Kristallisationstropfen war Acetyl-

Coenzym A zugesetzt, so wurde eine kovalent gebundene Acetylgruppe in die Dichte

eingepasst. Dargestellt ist dies in Abbildung 2.18b. Aufgrund seiner planaren Struk-

tur kann jedoch nicht eindeutig die Ausrichtung der Methyl- bzw. Carbonylgruppe be-

stimmt werden. Es wurde daher die nähere chemische Umgebung untersucht. Letztend-

lich wurde die Methylgruppe in Richtung eines durch die Seitenketten der Aminosäuren

Phe131α, Phe144α, Ala162α, Ile165α, Met355α und Thr384α' erzeugten hydrophoben

Bereichs angeordnet. Die Acetylgruppe kommt co-planar zur Peptidbindung zwischen

den Aminosäuren Gly161α und Ala162α mit einem Abstand von etwa 4Å zum liegen

(siehe Abbildung 2.18e). Dies ist im Bereich typischer π-π-Wechselwirkungen (Deane

et al., 1999).

2.6.2. Phosphationen

Es wurden Tränkungsexperimente von Kristallen der ckcACD1 mit Phosphationen

durchgeführt. Dazu wurden die Kristalle in Gefrierschutzlösung, die zusätzlich mit Di-

natriumhydrogenphosphat versetzt war, inkubiert. Es konnten Di�raktionsdaten bis

zu einer Au�ösung von etwa 2Å aufgenommen werden (Kristallstrukturen ckcACD1-

G und ckcACD1-I). In den Elektronendichten konnten die Bindungsstellen von Phos-

phationen identi�ziert werden. Diese be�nden sich an den Kontakt�ächen beider α-

Untereinheiten im Bereich der Aminotermini der Helices α5 und α11'. Dort sorgt das

positive Helix-Dipolmoment für die Stabilisierung der negativen Ladung der Phospha-
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(a) (b) (c)

(d) (e)

Abb. 2.18.: Bindungsmodus von Coenzym A und Acetyl-Coenzym A. Darstellung von
(2Fo − Fc, SAomit, αc, SAomit) simulated annealing omit-Karte (Konturierung σ-Niveau 1,0) der Ko-
faktoren (a) Coenzym A in der Struktur ckcACD1-A und (b) Acetyl-Coenzym A in der Struktur
ckcACD1-E. c) Strukturelle Unterschiede der Coenzym A-Bindedomäne nach Substratbindung. Violett
dargestellt ist das Apoenzym (ckcACD1-F), in blau gefärbt ist die ckcACD1 mit gebundenem Coenzym A
(ckcACD1-A). Insgesamt ist nur ein geringer struktureller Unterschied in den Untereinheit sichtbar. Eine
deutliche Bewegung erfahren allerdings Pro47α und Lys24α. Während Ersteres durch den hydrophoben
Charakter der Nukleobase des Coenzyms A herangezogen wird, tritt letzteres über seine ε-Aminogruppe
mit Sauersto�en der 5'-α- und 5'-β-Phosphate in Wechselwirkung. d) Orientierung der Adenosingruppe
von Coenzym A erfolgt durch die vermittelnde Interaktion von Wassermolekülen (rote Sphären) mit den
Hauptkettencarbonylgruppen der Aminosäuren Pro59α bzw. Lys79α. e) Ausrichtung der Acetylgruppe
von Acetyl-Coenzym A (Kristallstruktur ckcACD1-E). Mit einer gestrichelten Linie ist zudem der Ab-
stand von 4,0Å des Carbonylkohlensto�s der Acetylgruppe zum Carbonylsticksto� der Peptidbindung
zwischen Gly161α und Ala162α gezeigt.
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tionen. Beide Helices sollen im Einklang mit der Literatur im Folgenden als power

helices bezeichnet werden (Wolodko et al., 1994). Mehrere Wassersto�brücken zu den

Aminofunktion der Peptidbindungen der Aminosäuren Gly161α und Ala162α sowie

Gly308α' und Gly309α' sind für die Koordinierung der Ionen verantwortlich. Es �ndet

sich ebenfalls eine starke Wassersto�brücke (2,6Å) zur Hydroxylgruppe der Seitenkette

der Aminosäure Ser160α. Das Phosphation koordiniert zusammen mit der Carboxyl-

gruppe der Aminosäure Asp351α' vermutlich ein Natriumion (ckcACD1-G) bzw. ein

Magnesiumion (ckcACD1-I). Beide Metallionen besitzen eine verzerrte quadratisch-

pyramidale Koordinationsphäre. In die Elektronendichte der der Struktur ckcACD1-G

konnten allerdings nur drei Wassermoleküle platziert werden. Die vierte Koordinati-

onsstelle erscheint nicht bzw. sehr schwach besetzt zu sein. Eine simulated annealing

omit-Elektronendichtekarte deutet darauf hin, dass möglicherweise ein Wassermolekül

an der freien Stelle gebunden wird. Ein weiteres Metallion wird zwischen dem Phospha-

tion und dem Nε der Imidazolseitenkette des His254α komplexiert. Die positive Ladung

des Ions wird elektrostatisch durch die Carboxylatseitenkette des Glu213α stabilisiert.

Auch in der ecSCS und der GTP-spezi�schen ssSCS wird Phosphat in einer vergleich-

baren Position gebunden (Joyce et al., 2000; Fraser et al., 2000). Die N-Termini zweier

äquivalenter Helices kompensieren auch hier die negative Ladung der Anionen. Es �n-

den sich jedoch keine zusätzlich durch Phosphat gebundenen Metallionen.

2.6.3. Phosphoryliertes His254α

Gereinigtes ckcACD1 wurde in einen Magnesium-reduzierten Reaktionspu�er über-

führt. Diese Lösung wurde mit 1mM Acetyl-Coenzym A, 10mM Na2HPO4 und 5mM

NaOAc versetzt und für eine Minute bei 75 °C inkubiert. Das phosphorylierte Protein

wurde direkt im Anschluÿ zur Kristallisation angesetzt. Di�raktionsdaten bis zu einer

maximalen Au�ösung von 2,8Å wurden von einem Kristall gesammelt (Kristallstruk-

tur ckcACD1-E). In die daraus berechnete Elektronendichtekarte konnte der komplet-

te Bereich der oftmals ungeordneten Phosphohistidinschleife (Aminosäuren Gly242α

bis Val262α) der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1 gebaut werden. Im Be-

reich der Aminosäure His254α wurde darüberhinaus positive Di�erenzelektronendichte

beobachtet. Interpretiert wurde dies als ein am ε-Sticksto� der Imidazolseitenkette

be�ndlicher Phosphatrest. Der Phosphohistidinrest soll im Folgenden gemäÿ der No-
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(a)

(b)

(c)

Abb. 2.19.: Phosphatbindung und Phosphorylierung von His254α. (a) Die Bindung von Phos-

phationen PO
3-

4
durch beide α-Untereinheiten (grün bzw. blau eingefärbt) in wall eye-Stereo in der Kris-

tallstruktur ckcACD1-G. Phosphorylierte ckcACD1 wurde durch Reaktion mit Ac-CoA und Phosphat
(b) sowie ATP (c) erhalten. Gezeigt sind wall eye-Stereoabbildungen der Bindungsmodi von τ-PO3-
His254α durch die α-Untereinheiten der ckcACD1. Einzelne Aminosäuren sind als Stäbe dargestellt,
hierbei haben die Kohlensto�atome die Farbe der Untereinheiten (grün bzw. blau). Folgendes Farb-
schema wurde weiterhin verwendet: Sticksto� blau, Sauersto� rot, Phosphor orange, Magnesiumionen
hellgrün und Natriumionen lila. In magenta wurde simulated annealing omit-Elektronendichte mit einer
Konturierung von 1 σ abgebildet.
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menklatur der IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) als Tele-

Phosphohistidin bzw. τ-Phosphohistidin bezeichnet werden.

Stabilisiert wird die Konformation des phosphorylierten Imidazolseitenkette des His254α

durch eine Wassersto�brücke (Abstand 2,7Å) zur Carboxylgruppe der Seitenkette des

Glu213α, das dadurch eine ideale Geometrie für die Phosphorylierungsreaktion ermög-

licht. Die Phosphorylgruppe be�ndet sich weiterhin am N-terminalen Ende zweier α-

Helices, α5 bzw. α11'. Hierbei wechselwirkt das positive Dipolmoment der Helices mit

der negativen Ladung der Sauersto�atome der Phosphatgruppe. Neben den elektrosta-

tischen E�ekten lassen sich noch schwache Wassersto�brücken zum Oγ des Ser160α und

den Hauptkettensticksto�en des Gly161α sowie Gly308α' beobachten. Der Abstand des

Phosphors des Phosphohistidins zum Schwefel von Coenzym A beträgt 7,0Å.

In einem weiteren Versuch wurde 10mM ATP dem Protein zugesetzt und diese Lösung

für zwei Minuten bei 75 °C zur Reaktion gebracht. Ansätze zur Kristallisations wur-

den bei einer Temperatur von 5 °C durchgeführt. Einer der erhaltenen Proteinkristalle

streute das Röntgenlicht bis zu einer Au�ösung von maximal 2,1Å. Mit dem Datensatz

konnte ebenfalls ein Model der ckcACD1 mit phosphoryliertem His254α gebaut wer-

den (Kristallstruktur ckcACD1-H). Auch hier ist die Carboxylgruppe des Glu213α für

die Abstraktion des am Nδ be�ndlichen Protons der Imidazolseitenkette des His254α

durch eine Wassersto�brücke verantwortlich. Es �ndet sich ebenfalls eine starke Was-

sersto�brücke zur Hydroxylgruppe des Ser160α. Zusätzlich wird durch eines der Sauer-

sto�atome der Phosphorylgruppe ein Mg2+-Ion komplexiert. Interessanterweise steht

das Metallion nicht direkt mit der Carboxylgruppe der Seitenkette des Asp351α' in

Verbindung. Der Kontakt wird vielmehr über ein Wassermolekül vermittelt. Gleich-

zeitig bewirkt dieser Komplex eine weitere Annäherung der Phosphorylgruppe an das

Reaktionszentrum site I und führt zur Stabilisierung der Phosphorylgruppe durch Aus-

bildung von Wassersto�brücken zu den Aminogruppen der Peptidbindungen zwischen

den Aminosäuren Ser160α-Gly161α, Gly161α-Ala162α, Gly307α'-Gly308α' und 308α'-

Gly309α'. Insbesondere die Aminosäuren Ser160α und Asp351α' sind in der Superfa-

milie der Acyl-Coenzym A-Synthetasen hochkonserviert. In einigen Fällen ist Ser160α

gegen Threonin ausgetauscht (Sánchez et al., 2000), eine Aminosäure mit vergleichba-

ren Eigenschaften der Seitenkette.
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2.6.4. Adenosindiphosphat

Bindung eines ADP-Analogs in der geschlossenen ATP grasp-Domäne

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit Kristallstrukturen der Candidatus Korarchaeum

crypto�lum ACD1 mit Adenosindinukleotiden erhalten. Deren Bindungsstelle in der

ATP grasp-Domäne wies jedoch auch nach Bindung des Nukleotids eine hohe Flexi-

bilität auf und war daher in der Elektronendichte oftmals schlecht de�niert. Mit der

Struktur ckcACD1-B wurde die ATP grasp-Domäne der ckcACD1 in einer geschlosse-

nen Form mit gebundenem Adenosin-5'-α,β-µ-methylendiphosphat (AMPCP) erhalten.

AMPCP ist ein nicht-hydrolysierbares ADP-Analog, das eine Methylengruppe anstelle

der Phosphoanhydritbindung zwischen α- und β-Phosphat besitzt. Die nachfolgende

Beschreibung bezieht sich auf diese Kristallstruktur.

AMPCP wird von der β-Untereinheit in einer Tasche, gebildet von den Subdomänen

B und C (bezüglich der Nomenklatur der ATP grasp-Domäne) bzw. Subdomänen 3

und 4 (bezüglich der Nomenklatur der E. coli SCS), gebunden (siehe Abbildung 2.20).

Der Nukleosidteil wird durch hydrophobe Wechselwirkungen der Aminosäuren Val58β,

Val77β, Phe113β und Val223β eingebettet, weiterhin �nden sich verschiedene Wasser-

sto�brückenbindungen zwischen AMPCP und der β-Untereinheit. So akzeptiert des N1

des Adenyls eine Wassersto�brücke zum Sticksto� der Hauptkette des Restes Ala114β.

Gleichzeitig interagiert N6 über Wassersto�brücken mit dem Oε von Gln111β und des

Carbonylsauersto�s von Rest Glu112β mit der β-Untereinheit der ckcACD1.

Die Seitenkette der in den meisten ACDs konservierten Aminosäure Lys60β sorgt für

die Ausrichtung des Nukleotids durch Wechselwirkung mit dem N7-Atom des Aden-

ins, gleichzeitig be�ndet sie sich in einer Wassersto�brücke zum Sauersto� O2A des

α-Phosphats. Diese duale Rolle für den äquivalenten Rest Lys46β wird ebenso in der

Struktur der ecSCS im Komplex mit ADP beobachtet. Die Phosphatgruppen inter-

agieren ebenso mit den Seitenketten der Aminosäuren Lys69β und Ser70β sowie der

Aminofunktion des Proteinrückgrades des Ser70β. Die aufgezählten Aminosäuren zäh-

len zum Fingerabdruckmotiv der ATP grasp-Domäne (Fawaz et al., 2011).
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Abb. 2.20.: Nukleotidbindung durch die ATP grasp-Domäne. Gitterdarstellung von simula-

ted annealing omit-Elektronendichte (Konturierungslevel 1,0σ) und des Interaktionsmusters mit der β-
Untereinheit des ckcACD1-Komplexes des nicht-hydrolysierbaren ADP-Analogs AMPCP in Kristall-
struktur ckcACD1-B (a) bzw. (d), des ADP in Kristallstruktur ckcACD1-D (b) bzw. (e) und des nicht-
hydrolysierbaren ATP-Analogs AMPPCP in Kristallstruktur ckcACD1-C (c) bzw. (f). Zur Klarheit
wurden in Abbildung (d) die Reste Val66β-Val72β der T-Schleife nicht gezeigt.
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Über jeweils ein Sauersto�atom der α- und der β-Phosphatgruppe komplexiert AMPCP

zudem ein Ca2+-Ion. Das pentagonal-bipyramidal koordinierte Kation akzeptiert wei-

terhin Elektronenpaare der Carboxylgruppe des Asp224β, des Hauptkettencarbonyls

der Aminosäure Asn211β und drei Wassermolekülen. Die Bindungslängen der Sauer-

sto�atome der Phosphatgruppen zum Ca2+ betragen 2,3Å und sind damit kürzer als

die Bindungen zu den weiteren Liganden, die sich im Bereich zwischen 2,5Å und 2,6Å

be�nden. Der C3'-Pucker (3T2-Pucker) des Riboserings wird nicht durch direkte Wech-

selwirkungen mit dem Protein aufrecht erhalten, sondern durch eine Wassersto�brücke

zwischen O3' der Ribose und einem Wasser der äquatorialen Koordinationsphäre des

durch AMPCP komplexierten Ca2+-Kations sowie einer schwachen H-Brücke des O2'

zum Oε der Aminosäure Glu119β.

Bindung von ADP in geö�neten Formen der ATP grasp-Domäne

Mit den Kristallstrukturen ckcACD1-D, ckcACD1-G und ckcACD1-H konnten weitere

Einblicke in die Dynamik der Dinukleotidbindung gewonnen werden. In diesen Struk-

turen komplexiert ckcACD1 über die β-Untereinheiten ADP, jedoch weisen diese einem

Ö�nungswinkel der ATP grasp-Domäne zwischen 4 ° und 13 ° auf (vgl. Tabelle 2.15).

Mit der Bewegung verändert sich auch die Umgebung der Bindestelle des Nukleotids.

Mit gröÿerem Ö�nungswinkel zeigt sich eine deutliche Verschiebung des ADP-Moleküls.

Hierbei erscheint es, als würde das Dinukleotid aus der Bindungstasche gezogen (siehe

Abbildung 2.21b). Ursächlich sind vermutlich die starken Wechselwirkungen der Phos-

phatgruppen mit der T-Schleife (siehe Abbildung 2.21a). Interessanterweise bleiben

die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Wechselwirkungen des Dinukleotids mit der

geschlossenen β-Untereinheit trotzdem nahezu identisch. Es �ndet sich allerdings zu-

sätzlich eine Wassersto�brücke von der Aminofunktion der Seitenkette des Lys69β zum

Sauersto� der Phosphoranhydritbindung zwischen dem α- und β-Phosphat des ADPs.

Diese Wechselwirkung ist im Ca·AMPCP-Komplex nicht vorhanden, da die an der

gleichen Stelle be�ndliche Methylengruppe keine Wassersto�brücke akzeptieren kann.

Mit der Ö�nungsbewegung der Subdomäne B entfernen sich die Phosphatreste von der

als �x zu betrachtenden Subdomäne C. Das durch ADP komplexierte Magnesiumion

verbleibt am Dinukleotid. Daraus resultiert zusätzlich der Verlust der Koordination

des Magnesiums durch die Carboxylgruppe des Asp224β und der Carbonylgruppe der

Peptidbindung der Aminosäure Asn211β.
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(a)

0°

4,3°

7,7°

10,2°

Öffnungs-
winkel

T-Schleifeβ
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gruppe α

(b)

Abb. 2.21.: Ö�nungsbewegung der ATP grasp-Domäne verursacht eine Änderung in der
Bindung von ADP. (a) Die β-Phosphatgruppe von ADP interagiert mit den Resten der T-Schleife
(Lys60β-Val75β). Mit gestrichelten Linien wurden Wassersto�brückenbindungen eingezeichnet, die eine
sehr starke Bindung an des β-Phosphats an das Protein ermöglichen. Gezeigt wurde die Kristallstruktur
ckcACD1-D. (b) Durch die Bewegung der Liddomäne erfolgt eine Änderung des Bindungsmodus von
ADP. Dargestellt ist eine Überlagerung der ATP grasp-Domänen der Kristallstrukturen ckcACD1-B
(grau), ckcACD1-D (grün), ckcACD1-H (blau) und ckcACD1-G (orange).

2.6.5. Adenosintriphosphat

Versuche zur Co-Kristallisation der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1 mit

ATP waren nicht erfolgreich. Es zeigte sich zwar im Bereich der für die ATP grasp-

Domäne beschriebenen Nukleotidbindestelle zusätzliche Elektronendichte, die jedoch

nicht für die sichere Platzierung eines ATP-Moleküls genutzt werden konnte.

Dafür gelang es eine Kristallstruktur ckcACD1-C mit Adenosin-5'-β,γ-µ-methylentri-

phosphat (AMPPCP) zu erhalten. In diesem Kristall wurde zusätzlich eine Umlagerung

des Phosphohistidin-tragenden Bereichs beobachtet. Es ist daher nicht ausgeschlossen,

dass die Interaktion von AMPPCP mit der ATP grasp-Domäne der ckcACD1 dadurch

beein�usst wird. Verglichen mit den im vorherigen Kapitel beschriebenen Bindungsmo-

di der Dinukleotide ist der Interaktionsmodus des Nukleosids von AMPPCP mit dem

von ADP bzw. AMPCP nahezu identisch. Jedoch sind sowohl das Adenin als auch die

Ribose um etwa 1-2Å aus der Bindetasche verschoben. Weiterhin ist Lys60β bei gebun-

denem AMPPCP nicht mehr im Abstand für eine Wassersto�brücke zum Sticksto� N7

der Nukleobase. Auch das β-Phosphat ist in Richtung des umgebenden Solvents her-

ausgedreht, was mit einer Änderung des Dihedralwinkels C5'-O5'-PA-O3A um etwa

130 ° einhergeht. Abschlieÿend beträgt der Winkel zwischen den drei Phosphoratomen

nahezu 90 °. Zwischen den in die aufgespannte Ebene hereinragenden Sauersto�atomen
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der Phosphatgruppen und Asp224β wird ein Mg2+-Ion gebunden. Das γ-Phosphat in-

teragiert ebenfalls mit der Guanidylgruppe der Aminosäure Arg226β.

2.7. ckcACD1 überbrückt eine Lücke von 51Å während

des enzymatischen Zyklus

Nach der Phosphorylierung des His254α am Reaktionszentrum site I muss dieser Rest

zur Übertragung der Phosphatgruppe in räumliche Nähe des durch die β-Untereinheit

gebundene Dinukleotids gebracht werden. Die Entfernung zwischen den Phosphatgrup-

pen (d. h. τ-Phospho-His254α und ADP) beträgt etwa 47Å. Ein Transfer der Phos-

phatgruppe zwischen der α- und β-Untereinheit erfordert daher eine bedeutende Um-

lagerung innerhalb des Proteins. Im Fall der E. coli SCS wurde bereits ein �swinging

loop�-Mechanismus postuliert (Joyce et al., 2000), der bisher strukturell nicht beschrie-

ben werden konnte. Mit dieser Arbeit kann erstmals eine entsprechende Umlagerung

experimentell gezeigt werden.

In der Kristallstruktur ckcACD1-C kann die Interaktion dieser Schleife mit der β-Un-

tereinheit beobachtet werden. Das Nε der Seitenkette des His254α nähert sich bis auf

4,3Å dem γ-Phosphat des durch das Protein gebundene ATP-Analog AMPPCP. Wäh-

rend dieser Umlagerung vollzieht sich auch eine Umformung der Sekundärstruktur, so

dass nicht von einem swinging loop gesprochen werden sollte. Es wird daher im Folgen-

den der Terminus �Phosphohistidinsegment� verwendet. Das Phosphohistidinsegment

in Richtung Reaktionszentrum site I ist aufgebaut aus einer α-Helix bestehend aus

den Aminosäuren Glu245α bis Gly260α (Helix α8), die die Seitenkette der Aminosäure

His254α zur Coenzym A-Bindestelle orientiert (Reaktionszentrum site I ). Die Ami-

nosäuren Gly256α bis Gly260α agieren als �exible Schleife, die die Helix α8 mit der

darau�olgenden Helix α9 verbinden. Während der Umklappenbewegung verliert das

Phosphohistidinsegment den Groÿteil seiner helikalen Struktur. Helix α8 entfaltet sich

teilweise und die Aminosäuren Thr244α bis Ala255α ordnen in einer ausgestreckten

Weise an, so dass sich deren Abstand zwischen Thr244α und Ala255α um etwa 10Å

vergröÿert. Gleichermaÿen bilden die Aminosäuren His254α bis Ile258α eine kurze He-

lix α8*. Hierbei soll die Bezeichnung �*� für die umgeformte Helix α8 stehen. Durch die

Umlagerung des Phosphohistidinsegmentes bewegt sich das τ-Sticksto�atom etwa 37Å
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2. Ergebnisse

(a)

Gly179β‘

η2

α6‘

α7‘

α5

α8*

(b)

512Å

372Å

6,02Å

7,12Å
8,72Å

6,72Å
AMPCP

Coenzym2A

Reaktionsstelle
„site I“

Reaktionsstelle
„site II“

His254α

α8

α8*

His254α

His68β

(c)

Abb. 2.22.: Bewegung des Phosphohistidinsegmentes zwischen den Untereinheiten der
ckcACD1. (a) Interaktion des Phosphohistidinsegments (orange) mit der β-Untereinheit verursacht
konformationelle Veränderungen der benachbarten Aminosäuren. Dargestellt sind die Kristallstruktu-
ren ckcACD1-B (grün) und ckcACD1-C (orange und blau). Einige Reste der Lid-Domäne wurden zur
Klarheit nicht gezeigt. (b) Umordnung der hydrophoben Kontakt�äche führt zur Veränderungen in der
Ausrichtung der Helix α5 und zur Neuorientierung der Reste zwischen den Helices α6' und α7'. Die gezeig-
ten Pfeile zeigen zudem weitere Bewegungen innerhalb der ATP grasp-Domäne an. (c) Zur Ermittlung
der Abstände wurden die Kristallstrukturen ckcACD1-A (Coenzym A), ckcACD1-H (Phosphohistidin
His254α, blau), ckcACD1-C (Phosphohistidinsegment in Richtung β-Untereinheit, grün) und ckcACD1-B
(geschlossene ATP grasp-Domäne und AMPCP) überlagert.

zwischen der Bindestelle an Reaktionszentrum site I und an Reaktionszentrum site II

(siehe Abbildung 2.22c). Mitsamt der Wechselwirkung des Phosphohistidinsegmentes

mit der β-Untereinheit �nden gleichzeitig maÿgebliche Veränderungen in den Konfor-

mationen nahegelegener Aminosäuren statt. Die Ausbildung eines hydrophoben Kerns,

bestehend aus den Resten Ile258α, Ala259α, Ile121β, Met135β, Val143β, Val149β und

Phe151β verursacht eine teilweise Entfaltung und Umordnung der Helix α5 (Aminosäu-

ren Gly140β bis Phe146β) und führt gleichermaÿen zur Neuanordnung der hydrophoben

Kontakt�äche zwischen beiden β-Untereinheiten. Es erfolgt zudem eine Bewegung der

Aminosäuren zwischen den Helices α6' und α7'. Die gröÿte Änderung in der Position

erfährt Gly179β' mit einer Auslenkung von 5,9Å.
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2.7. ckcACD1 überbrückt eine Lücke von 51Å während des enzymatischen Zyklus

(a)

(b)

Abb. 2.23.: Phosphoshistidinsegment (nicht-phosphoryliert) ausgerichtet zur Nukleotid-
bindestelle. Farblich sind die α-Untereinheiten blau bzw. grün, die β-Untereinheiten rot bzw. gelb
dargestellt. (a) Der komplette ckcACD1-Komplex mit nicht-phosphorylierter Phosphoshistidinsegment
in Abgabeposition. Durch die Umlagerung kommt die Imidazolseitenkette des His254α in räumliche Nähe
der Nukleotidbindestelle. (b) Detaillierte Aufsicht auf die Schnittstelle zwischen Phosphoshistidinsegment
und der β-Untereinheit.

Über verschiedene Wechselwirkungen zur β-Untereinheit wird die beobachtete Konfor-

mation der Schleife stabilisiert. So akzeptiert die Carboxylgruppe des Glu207β eine

sehr starke, ionische Wassersto�brücke (Abstand 2,3Å) zum Oγ des Ser253α. Gleiches

tri�t auf Thr255α zu. Die Hydroxylgruppe der Seitenkette steht mit einer Distanz

von 2,5Å in einer starken Wassersto�brücke mit der Carboxylfunktion der Amino-

säure Asp209α. Gleichermaÿen spendet die OH-Gruppe des Thr255α ein Proton für

eine schwache H-Brücke (Abstand 3,1Å) zum Carbonylsauersto� der Peptidbindung

des Met308β. Die Imidazolseitenkette wird durch die Interaktion mit der Carboxyl-

gruppe des Restes Asp209β �xiert. Diese Wechselwirkung ist mit einem Abstand von

3,2Å relativ schwach. Verstärkt wird die Wechselwirkung der Phosphohistidinschleife

mit der β-Untereinheit durch Interaktion der Seitenkette der Aminosäuren Ile258α und

Ala259α mit einer durch die Reste Leu125β, Met135β, Val149β und Phe151β gebildeten

hydrophoben Tasche.
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2. Ergebnisse

2.8. Die α-Untereinheiten besitzen eine zusätzliche

Bindungsstelle für Di- und Trinukleotide

In der Elektronendichtekarte der Kristallstrukturen ckcACD1-D und ckcACD1-C wur-

den klare Anzeichen für zusätzlich gebundene ADP bzw. AMPPCP-Moleküle erhalten.

In beiden Fällen vermittelt die terminale Phosphatgruppe von ADP und AMPPCP die

Bindung an die α-Untereinheit. Dargestellt ist dies für ADP in Abbildung 2.24a, für

AMPPCP in Abbildung 2.24c. Diese Anbindung ist auÿerordentlich ähnlich mit dem

Interaktiomodus von Phosphationen und der Phosphogruppe des τ-Phosphohistidins

His254α an die α-Untereinheiten. So �nden sich auch hier zahlreiche Wassersto�brücken

zu den Aminofunktionen des Proteinrückgrades der Aminosäuren Gly161α, Gly162α,

Gly308α' und Gly309α' sowie zur Hydroxylgruppe der Seitenkette der Aminosäure

Ser160α. Die Konformationen der ADP- und AMPPCP-Moleküle unterscheiden sich

jedoch deutlich voneinander. Auch die Flexibilität der Moleküle sind verschiedenen.

Während die Phosphatgruppen und die Ribose in der Elektronendichte von AMPP-

CP in der Struktur gut geordnet sind, scheint dessen Puringruppe im Kristall �exibel

zu sein. Auch bei niedriger Konturierung der Elektronendichtekarte konnte keine be-

vorzugte Ausrichtung des Heteroaromats ermittelt werden. Im Fall von ADP wird die

Puringruppe eine exzentrisch, parallel-verlagerten (o�-centered parallel displaced) π-

Stapelwechselwirkungen mit dem Imidazolrest des Histidin His254α stabilisiert (siehe

Abbildung 2.24b). Der beobachtete Abstand der beiden Ringsysteme von 3,4Å scheint

auch die geringstmögliche Distanz zweier Interaktionspartner zu sein (Hunter et al.,

1991; McGaughey et al., 1998).

Ein Magnesiumion koordiniert sowohl ADP als auch AMPPCP durch ihre Phosphat-

gruppen. Auch hier ist der Interaktionsmodus zwischen ADP und AMPPCP verschie-

den. ADP komplexiert das Metallion ausschlieÿlich durch eine der Sauersto�atome

der β-Phosphatgruppe. Um das Metall gruppieren sich weiterhin in einer annähernd

oktaedrischen Koordinationssphäre fünf Wassermoleküle. Zwei dieser Wasser bilden

starke Wassersto�brücken zu jeweils einem der beiden Sauersto�atome des Seitenket-

tencarboxylats von Asp351α'. Im Fall von AMPPCP interagiert das Magnesiumion

mit der γ- und β-Phosphatgruppe. Das Metallion scheint auch hier (nur indirekt) mit

der Carboxylgruppe der Seitenkette von Asp351α' zu wechselwirken. Möglicherweise

sind ebenfalls Wassermoleküle an der Vermittlung der Interaktion beteiligt. Positive

Di�erenzdichte zwischen Metall und Carbonsäuregruppe deutet darauf hin.
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2.9. Versuche zur Stabilisierung von Reaktionsintermediaten

Prinzipiell wurde die zusätzliche Bindung von Nukleotiden nur bei Datensätzen von

Kristallen, die bei einer Temperatur von 278K wuchsen, beobachtet. Ein arti�zieller

Ursprung ist daher nicht auszuschlieÿen. Interessanterweise wird der oben beschrie-

bene Interaktionsmodus von Asp351α' mit der Hydrathülle eines gebundenen Metal-

lions ebenfalls in den Kristallstrukturen der ckcACD1 mit phosphoryliertem His254α

(ckcACD1-H) und im Komplex mit Phosphationen (ckcACD1-G und ckcACD1-I) er-

halten. Dieser Aspartatrest ist in den ACDs und SCS auÿerordentlich hoch konserviert

(Sánchez et al., 2000). Es ist daher möglich, dass dieses Bindungsmotiv eine wichtige

Rolle in der Funktion der ACDs spielt.

2.9. Versuche zur Stabilisierung von

Reaktionsintermediaten

Es wurden Versuche zur Stabilisierung einzelner Reaktionsintermediate durchgeführt.

Es ist bekannt, dass sowohl Aluminiumtri�uorid AlF3 bzw. Aluminiumtetra�uorid AlF-4
(Carlier et al., 1988; Antonny und Chabre, 1992; Xu et al., 1997) als auch Nitrationen

NO-3 (Cook et al., 2002) als Analoge von Übergangszuständen des Phosphats fungie-

ren können. Da das His254β phosphoryliert und im Verlauf des Reaktionszyklus zwi-

schen den α- und β-Untereinheiten schwingen muss, könnten diese Verbindungen mög-

licherweise die Reaktionsschleife in Aufnahmeposition (d.h. His254α in Richtung der

α-Untereinheit) bzw. in Abgabeposition (d. h. His254α in Richtung der β-Untereinheit)

stabilisieren und diese für kristallographische Untersuchungen zugänglich machen.

Die im Rahmen dieser Arbeiten durchgeführten Versuche zur spezi�schen Stabilisierung

einzelner Reaktionsintermediate durch Einsatz von Aluminium�uorid bzw. Nitrationen

waren nicht erfolgreich. In den untersuchten Kristallstrukturen wurde keine Elektro-

nendichte beobachtet, die als AlF3 bzw. AlF-4 oder NO
-
3 interpretiert werden konnten.

Möglicherweise ist die im Kristallgitter beobachtete Konformation der ckcACD1 nicht

in der Lage, die Anordnung der Aminosäuren im Übergangszustand zu stabilisieren.
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2. Ergebnisse

(a)

(b)

(c)

Abb. 2.24.: Bindung von ADP durch die α-Untereinheiten. Beide α-Untereinheiten (grün bzw.
blau eingefärbt) binden ADP durch Wechselwirkung seiner Phosphate und durch π�π-Wechselwirkungen
zwischen Adenin und His254α. Darstellungen in wall eye-Stereo. Die Seitenketten einiger Aminosäuren
sind als Stäbe abgebildet. Kohlensto�atome sind entweder in der Farbe der dazugehörigen Proteinket-
te oder weiÿ. Dahingegen sind Sticksto�atome dunkelblau, Sauersto�atome rot, Phosphoratome orange
und Magnesiumionen grün. Das in (a) um ADP gelegte magentafarbene Gitter ist simulated anne-

aling omit-Elektronendichte mit einer Konturierung von 1σ. (b) Koordinationsspäre des Magnesiumions
angezeigt durch schwarze gestrichelte Linien. (c) In Gitterdarstellung ist simulated annealing omit-
Elektronendichte mit einer Konturierung von 0,8σ abgebildet.
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2.10. Sequenzvergleiche mit anderen ACDs zeigen hohe Homologie

2.10. Sequenzvergleiche mit anderen ACDs zeigen hohe

Homologie

Die Sequenzen einiger zum Teil biochemisch charakterisierter Nukleosiddiphosphat-

bildenden Acetyl-Coenzym A Synthetasen sollten überlagert werden. Problematisch

war hierbei, dass die Mitglieder der ACD-Familie ein komplexes Muster an Subdo-

mänenkonnektivität aufweisen (Sánchez et al., 2000). Das als Domänenvermischung

(domain shu�ing) bezeichnete Phänomen macht den direkten Vergleich unterschied-

lich aufgebauter ACDs unmöglich. Es wurden daher einzelne Domänen der Proteine

miteinander verglichen. Hierzu wurden die konservierten Domänen mit dem NCBI-

Programm CD-SEARCH (Marchler-Bauer und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al.,

2009; Marchler-Bauer et al., 2011) identi�ziert und entsprechend der Sequenz der Can-

didatus Korarchaeum crypto�lum ACD1 ausgerichtet. Die im folgenden genutzte Do-

mänennomenklatur entspricht weiterhin der Nummerierung der E. coli SCS (Fraser et

al., 2002). Das Ergebnis für die Subdomänen 1-2-5 (die α-Untereinheit der ckcACD1)

ist in der Abbildung 2.25 dargestellt, während die Subdomänen 3-4 (β-Untereinheit

der ckcACD1) in Abbildung 2.26 gezeigt. In den folgenden Beschreibungen wird die

Nummerierung der Aminosäuren von der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1

verwendet. Abweichungen von dieser Regel werden explizit im Text genannt.

Allgemein zeigt sich hohe Ähnlichkeit zwischen den untersuchten Sequenzen, sichtbar

an der groÿen Anzahl an Aminosäuren in rot bzw. mit rotfarbener Hinterlegung. Inter-

essanterweise spielt es hierbei keine Rolle, ob das Enzym aus einer Kette besteht (Acidu-

liprofundum boonei, Haloarcula marismortui, Methanocaldococcus jannaschii, Archaeo-

globus fulgidus) oder aus zwei Untereinheiten aufgebaut ist (Candidatus Korarchaeum

crypto�lum, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Ignisphaera aggregans, Hyper-

thermus butylicus, Staphylothermus hellenicus, Pyrobaculum aerophilum). Auch zwi-

schen den Einzelketten-ACDs aus Aciduliprofundum boonei (1-2-5-3-4) Haloarcula ma-

rismortui (1-2-5-3-4), Methanocaldococcus jannaschii (1-2-5-3-4), Archaeoglobus ful-

gidus AF_1211 (1-2-5-3-4) und AF_1938 (3-4-1-2-5) sowie dem Fusionsprotein aus

Acyltransferase (AT) und ACD AF_1511 (AT-1-2-5-3-4) kann auf Sequenzebene we-

nig unterschieden werden. Deutlichere Di�erenzen zwischen den Sequenzen o�enbaren

sich nur in der CoenzymA-Ligase-Domäne 5 (vgl. Abbildung 1.2).
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In den überlagerten Sequenzen �nden sich die in Bräsen et al. als konserviert beschrie-

benen Histidinreste His254α sowie His68β (Bräsen et al., 2008). Ersteres be�ndet sich in

einem hochkonservierten SHT-Motiv. Dieser Bereich ist in den Kristallstrukturen hoch-

�exibel. Diese Beweglichkeit wird auf Sequenzebene dadurch deutlich, dass der Anteil

an Glycin, Alanin und Serin, also Aminosäuren ohne bzw. mit kleinen Seitenketten,

überdurchschnittlich hoch ist. Der Vergleich mit anderen ACDs zeigt das gleiche Bild.

His68β ist in einem hochkonservierten HK(S/T)(D/E)-Motiv situiert. In einer Studie

von Bräsen et al. (2008) konnte gezeigt werden, dass im Fall der P. furiosus ACD1

die Reste Glu218α und Asp212β maÿgeblichen Ein�uss auf die Katalyse haben. Die-

se Aminosäuren sind ebenfalls in der ckcACD1 als Glu213α bzw. Asp209β vorhanden.

Aminosäuren, beteiligt an der Bindung von Coenzym A, sind ebenfalls konserviert (sie-

he grüne Dreiecke in Abbildung 2.25). Dies tri�t ebenfalls zu für die Reste zur Bindung

von Di- bzw. Trinukleotiden durch die β-Untereinheiten (siehe grüne Dreiecke in Ab-

bildung 2.26). Es sind auch wenige hydrophobe Aminosäuren stark konserviert, die

an der Ausbildung der homo- bzw. heterotypen Kontakt�ächen im ckcACD1-Komplex

beteiligt sind (Phe144α, Tyr211α, Phe223α und Phe130β). Möglicherweise deutet dies

auf ein ähnliches Interaktionsmuster der Subdomänen bzw. Untereinheiten innerhalb

der Familie der dinukleotid-abhängigen Acetyl-Coenzym A-Synthetasen hin. Die Phos-

phohistidinschleife der ckcACD1 wird im Laufe des enzymatischen Zyklus zwischen der

α- und β-Untereinheit hin- und herbewegt. Damit geht eine Umordnung der Wechsel-

wirkungen zwischen den Untereinheiten von statten. Bezogen auf die α-Untereinheit

betri�t dies maÿgeblich die Aminosäuren des Phosphohistidinsegmentes, die α-α'- und

α-β-Interaktionen bleiben gröstenteils bestehen. Im Gegensatz dazu ändert sich das

Wechselwirkungsmuster der β-Untereinheit deutlich. Tendenziell sind die Aminosäu-

ren der beteiligten Bereiche höher konserviert. Eine quantitative Aussage kann aber

aufgrund des geringen Umfangs dieser Überlagerung nicht getro�en werden.
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           iiii   jjjjk        iiiiiiiiiiii    jjjjk     jk 
           iiii   jjjjk        iiiiiiiiiiii    jjjjk     jk                                                            T
                                                           T173 

141 
       1       10        20        30        40        50          X        X         X         X         X         X   
                      UU U    UU                    UU     

Korarchaeum cryptofilum                 c   c  cc       c     c       c                       A  DF DEEEEEEEEF    DEF DF  DEF   A DEEEEEF    DF                 P   A  GA       G     N       G                       L  LF  SAI VV  S    KI  QI   LL   F  KVYPIN    EL .......MND ER  N          KDPS   S  LR   SYG K       PTAD  M
Pyrococcus horikoshii                  c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  FF  KGI VI  S    KL  EV   LK   K  KVYPVN    EV .........M DY  N          NDPK   Y  FK   EY. K       IKEE  Q
Pyrococcus furiosus                  c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  LF  KSV VI  S    KI  AI   LI   Y  KIYPVN    EI .......MS. EA  N          AKPG   Y  MK   EYG E       IKGG  E
Ignisphaera aggregans                   c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  LF  RGI VV  S    KI  II   LI   Y  RIYPIN    EL .......MTD KY  Y          RDPN   S  LK   EYG Q       PYAN  M
Hyperthermus butylicus                 c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  LF  SSI VV  S    KI  II   LK   F  RIYPVN    EI .......MAG EK  Y          KNPQ   H  LK   EYG K       PNAD  L
Staphylothermus hellenicus                 c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       M  LF  RSI VI  S    KI  TI   II   Y  RIYPIN    KI .......... KP  E          RSPG   H  MK   EYG K       PKAD  L
Pyrobaculum aerophilum                 c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  LI  QSV VI  S    SV  VI   LV   F  SVYPVN    EA .........M SK  D          AKQG   Y  LE   NR. Q       PKYD  E
Aciduliprofundum boonei                  c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  IF  KSI IV  S    AI  QC   LI   Y  KIYPVN    EV .......MEN DP  K          RDPK   H  VK   DSG E       PKAD  A
Haloarcula marismortui                  c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  LF  ERV VV  T    SV  AV   LL   F  EVVAVN    TV .......MGR ST  A          DSEG   H  TT   DS. T       PNKE  L
Chloroflexus aurantiacus                 c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  IF  QSV VI  S    RL  RV   IL   Y  NIYPIH    EV .......M.. EA  S          PDPA   H  LK   DHG Q       PRAT  L
Methanocaldococcus jannaschii                   c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  IS  KSV II  S    KV  AI   LK   F  KIYPIN    EI ...MWGRDYE KY  Y          KTEG   Y  MK   D.. N       PKYD  F
Archaeoglobus fulgidus (A)                 c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       M  LF  KVV VI  S    KV  TI   LR   F  TVYAVN    EI .......... ER  Y          PQEG   N  MK   N.. S       PKYR  L
Archaeoglobus fulgidus (B)                 c   c  cc       c     c       c                       B  KG KddddddddG    KdG KG  KdG   B KdddddG    KG                 P   A  GA       G     N       G                       L  FF  ESV VI  S    KV  RT   LL   F  VAYPVN    AI KREKIATFNA KH  N          RDVE   G  FY   TYR N       RAAK  M
Archaeoglobus fulgidus (C)                 c   c  cc       c     c       c                       C  JH JIIIIIIIIH    JIH JH  JIH   C JIIIIIH    JH                 P   A  GA       G     N       G                       L  LF  KSV VI  S    KP  NI   LK   F  KIYPVN    KI ....DYTIPD RD  Y          RTVG   F  VW   QNG M       PNAD  L

                               z  z

                                  z


     jk    lll        jjjk   iiiiiiiiiiiiii   jjjk     lll  
     jk    lll        jjjk      iiiiiiiiii    jjjk     lll  ....T                                                       
....T                                                       173 

141 
         60          70        80        90       100                 X           X         X         X         X       
                          UUU      U              UUU     

Korarchaeum cryptofilum         c                   c                        cc c        A  A DEF A     DEEEEEEEF   A  DEEF DEEEEF DEEEEEEF A           Y                   P                        GF E        L    KVS V     VDVAVISV    V  VIDD GKAGVK AVVITS       ....G KC P   D ..PDK         SDK LG    C      F        K V..
Pyrococcus horikoshii           c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        V    SVK I     IDLAIIVV    V  TLIQ GEKGVK VVIITA       ....G KA K   D ..PDE         KRF KD    C      G        G TGE
Pyrococcus furiosus          c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        F    SVL I     VDMAVIVV    V  VLEE GQKGVK VPIISS       INGRK KV K   E ..PDE         AKF PQ    C      V        G LGE
Ignisphaera aggregans         c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        L    SIS V     VDVAVVSV    V  VIDD GKAGVK AVVISS       ....G RA P   S ..EGP         AKN LD    A      F        K V..
Hyperthermus butylicus          c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        L    SVS I     VDVVVVSV    V  VIED GKAGAK AVIIAS       ....G KA P   A ..PEP         APK PE    A      F        R ..V
Staphylothermus hellenicus         c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        Y    SVL V     IDMAIIVV    V  VAEE GRKGVK LVVIAS       ....G KA K   E ..PDE         EQI LK    C      V        S V..
Pyrobaculum aerophilum          c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        L    SIL I     VDVAVIAT    V  VLEE GRKGVS AIIISS       LWGRK KF K   E ..QEA         APT PK    A      A        A A..
Aciduliprofundum boonei         c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        L    SVL I     VDIALIVV    V  VTEE GKKGVK LVIIAS       ....G KC H   D ..PDK         AKL PA    C      G        S ..V
Haloarcula marismortui          c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        L    NLA L     VDVAVVVV    A  VIEN GEAGIE VVVITA       ....G PC D   R DDPGS         PTV VE    A      N        G TGS
Chloroflexus aurantiacus         c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        L    SVL V     IDLAVVVI    V  AVDE GRKGIK LVVITA       ....G CA P   D ..PNP         PQH IA    C      G        K VGG
Methanocaldococcus jannaschii         c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        I    SVL V     IDLAVIVV    V  VLEE GKKGVK AVIITA       ....G KC K   D ..EDD         NIV PK    C      G        S ..V
Archaeoglobus fulgidus (A)         c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        F    SVL I     VDLAIIVV    V  AVEE GRKDVE AVVISA       ....G PC P   K ..PEN         AKL PK    C      G        K AGI
Archaeoglobus fulgidus (B)         c                   c                        cc c        B  B KdG B     KdddddddG   B  KddG KddddG KddddddG B           Y                   P                        GF E        V    TIS V     VELAVLSV    A  VAEE GKKGVK LLVLTA       ....G RA P   E ..PDE         VKY LE    C      A        A VGG
Archaeoglobus fulgidus (C)         c                   c                        cc c        C  C JIH C     JIIIIIIIH   C  JIIH JIIIIH JIIIIIIH C           Y                   P                        GF E        L    SIL I     VDMAIIAV    V  VMAE AQKGIK AVIVSS       ....E KC P   D ..PDE         AKI PE    C      G        S EGE
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  110       120       130         140           150             X         X         X           X             X         
                       UU               U                   

Korarchaeum cryptofilum                      ccc  c             c           c      c   A DF DEEEF DEEEEEEEEF  A     A A DEEEF           A DF DEE                     GPN  G             F           G      Q   E EE LVRRA SYGMRVL           A A LNAT              VA IS GNE L  E     H          IF YLY.. P R     GPK....DVLS N  F   
Pyrococcus horikoshii                       ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   R EK LVEIA KYGMRII           T V LNAT              VA IS EGK E  E     H          CV IMN.. H D     IT.....VAKK N  F   
Pyrococcus furiosus                       ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   K EQ LVETA KYGMRIL           T A LNAT              LA IS EGK V  Q     R          IF VVY.. P K     GPT....DVLP P  L   
Ignisphaera aggregans                       ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E EE LVRRA KYGIRVL           T S INAS              VA IS GNV L  E     H          IF YVY.. P R     GPR....DVIP N  F   
Hyperthermus butylicus                       ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E EK VVETA KYGIRVL           T S INAT              VA IT GNV L  K     R          VF YVY.. P R     GPR....DVIP G  F   
Staphylothermus hellenicus                      ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E ER LVEIA RYGMRVL           T A LNAT              IA IT GNI A  K     R          IF ITY.. P K     GPK....DVLE P  F   
Pyrobaculum aerophilum                       ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E EN VRAVA QYGIRVL           A S FDTV              LA IS GNA L  W     R          CI IYN.. Y N     LPADRAGRPPP P  L   
Aciduliprofundum boonei                        ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   D ER VVDIA KYGMRIL           N L MNAS              AA IS GRE L  E     H          VV IMN.. P H     GPY....LPYP K  M   
Haloarcula marismortui                       ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E EK LREAA EYDLNLV           T V LNAT              IS MS DGA R  R     S          SL VMS.. P G     GNE....MASD D  F   
Chloroflexus aurantiacus                      ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E ER LLATV RYGMRMI           T S LNAS              IA MS AGR L  E     R          SL IID.. I K     ANA....MPLP N  L   
Methanocaldococcus jannaschii                       ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E EN IKEIA RYNIRII           T I LNAT              VS IS GNY L  K     K          CL IMN.. H N     AKV....FPPK G  I   
Archaeoglobus fulgidus (A)                      ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   K ER LVEVA RYGVKLV           T I MNAT              IA LS EGA L  E     E          CL MIN.. E A     SRV....APEK R  F   
Archaeoglobus fulgidus (B)                      ccc  c             c           c      c   B KG KdddG KddddddddG  B     B B KdddG           B KG Kdd                     GPN  G             F           G      Q   E QK LVEIC KYGMRLI           P T LLAT              IA AS EGV R  K     R          CM IINTA E R     APT....PPNE S  F   
Archaeoglobus fulgidus (C)                      ccc  c             c           c      c   C JH JIIIH JIIIIIIIIH  C     C C JIIIH           C JH JII                     GPN  G             F           G      Q   E ER VLEIA KHGIRIF           T N FITS              IG IA KGA Y  R     K          TT VLN.. E G     AIQP...VIKK N  I   

                                        z z

                                        zz


  iiiiiiiiiiii      jjjjjk        iiiiiiiiii     jjjjjk                                TT                               173 
  iiiiiiiiiiii      jjjjjk        iiiiiiiiii     jjjjjk                                TT                               141 

 

160       170         180       190       200       210       X         X           X         X         X         X       

Korarchaeum cryptofilum  c                 c       cc                        c c    EEEF  DEF  A      DF A  DEEEF A A   DEEF    A  A DF DEEF A   G                 G       GN                        Y E    S AL  ALM  T      I  S  VSV   A L   DLLD    D  T VI I L  I      GI   GY VVEN..  I SI     K D DDV    FFDK PN G  M    G AP
Pyrococcus horikoshii   c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AL  GIV  T      I  S  ISV   A V   ELME    T  D AI L I  V      GA   YK IKED..  F KF     M D DFA    YLAD EE K  A    G ..
Pyrococcus furiosus   c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AL  ALM  T      I  S  VSV   A I   DLLE    D  T AI I M  V      GI   GW ILEK..  L AV     K D DDA    FFKD EN R  L    G ..
Ignisphaera aggregans   c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AL  ALM  T      I  S  VSI   A L   DFLE    D  T VI L I  V      GI   GT ILEN..  V SI     K D EDA    FFEN PN S  L    G ..
Hyperthermus butylicus   c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AL  ALM  T      I  S  ISL   A L   DFLE    D  T IV I M  V      GI   GT IMEG..  V AI     K D DDA    FFEK PN N  L    G ..
Staphylothermus hellenicus  c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AL  ALM  T      I  S  VSM   A I   DVSK    D  T VI I L  L      GI   GW IMEE..  I AL     M D DVI    YLAG PN R  T    G KP
Pyrobaculum aerophilum   c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AV  AIM  A      L  G  ANY   A V   ELLE    D  V VI V I  F      AA   DW ARRR..  L FM     K D TEI    AFAN DR K  T    G KY
Aciduliprofundum boonei    c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AL  AMD  T      V  S  ISI   A L   DLIN    D  T VI L I  V      LI   AR WVDK..  I HM     M D DFG    YFNK ED N  S    G ..
Haloarcula marismortui   c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AF  AVL  A      V  K  VSL   A L   DFVA    D  T VI G L  I      IT   DW AERD..  F DI     K V DES    EWGD PD D  L    D ..
Chloroflexus aurantiacus  c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AI  AIL  S      I  S  VSL   T V   ALLE    D  S VI A L  I      CT   DW HQQG..  F RF     K D DEV    AWNR EH R  L    A ..
Methanocaldococcus jannaschii   c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AV  AIL  A      I  S  VSI   A I   DLLE    D  T IV L I  L      LN   DI PLLN..  F KV     K D QES    YFLD ED K  V    G ..
Archaeoglobus fulgidus (A)  c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AF  AVL  S      V  S  VSL   A L   DFLE    D  T VI I M  V      IL   EW KRNG..  F KV     K M DES    YLAK DS D  L    G ..
Archaeoglobus fulgidus (B)  c                 c       cc                        c c    dddG  KdG  B      KG B  KdddG B B   KddG    B  B KG KddG B   G                 G       GN                        Y E    S AV  ALM  V      L  S  VSL   A I   DLIE    D  T LI L Q  I      GL   DR NNYG..  L YF     S D TSN    FWEE GR K  M    S ..
Archaeoglobus fulgidus (C)  c                 c       cc                        c c    IIIH  JIH  C      JH C  JIIIH C C   JIIH    C  C JH JIIH C   G                 G       GN                        Y E    T LF  IMM  V      I  S  VGM   I V   EVLD    D  T VI I M  I      LG   DI TSNHPS  F KI     K D EDY    FLLK EQ K  G    G ..

                                                         zzz
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α1 β1 α2 β2 β3 

β4 η1 β5 α3 β6 η2 

α4 β7 β8 η3 β9 β10 

α5 β11 α6 β12 

Abb. 2.25.: Sequenzbasierte Überlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der α-Untereinheit der ckcACD1. Beschreibung nachfolgend.
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Korarchaeum cryptofilum       c           c      c       c                                                              ccc                         A A  A DEEF  DEEEEEEEEEF DEEEEEEEEEEEEEEF  A A DF DEF DF      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    V SRVS  K IIVIKA RT VGAR AA   GSIAGS  I Y SA KQS IL.GRG M ID A    LR           E                VA . E  F   G  
Pyrococcus horikoshii        c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          K    V KRVT  K IIALKA KS SGAR AS   GSLAGS  I Y AA KQS VL.RNG K ME A    KK           E                WK . E  F   G  
Pyrococcus furiosus        c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    V KEVS  K IIVIKA RS RGAK AA   GSLAGS  V Y AA KQS VL.KDG R ME A    KK           E                DK . S  F   G  
Ignisphaera aggregans        c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    I GRVS  K IIAIKS RT AGAK AA   GSLAGG  I W TA KQA IL.RDG R IE A    LK           E                PV . E  L   G  
Hyperthermus butylicus        c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    V SRVT  K IVVIKS RT AGAR AA   GSLAGN  F Y AA KQS IL.SDG K VE A    LK           E                IA . E  F   G  
Staphylothermus hellenicus       c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    E KKVT  K VIVIKA RS RGAA AA   GSLAGS  L Y AA KQA II.GTG K IE M    AK           K                DN . Q  F   G  
Pyrobaculum aerophilum        c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    T RKVA  K IVAYKA RG AAQR VR   AAMAGT  M Y GL KQA IIFGEA R LE A    VK           S                YE . H  F   G  
Aciduliprofundum boonei         c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    A KNSK  K IIALKA TS RGAA AA   GSLAGS  I Y AA KQG VV.KDG K LN C    ..           K                TK . E  F   H  
Haloarcula marismortui        c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          S    T REVT  T IVLVKS RT AGAS AA   GAMAGS  A Y AG DKA TL.NDG S VQ A    QE           D                ER . E  L   G  
Chloroflexus aurantiacus       c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          P    V REVT  T VVAIKS TT AGTR AS   GSLAGS  A Y TA AQS IL.DDG G IR A    KT           A                EA . E  F   G  
Methanocaldococcus jannaschii        c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          K    V KKLS  K IIALKS RT VGKK AK   GSLAGE  I Y AA KEA II.K.D R LK A    KK           E                DV . E  F   G  
Archaeoglobus fulgidus (A)       c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    V KSVA  K VVVMKA KS SGAK AS   GSLAGS  A Y AA RQS VI.EDG K MR A    RR           Q                YE . R  F   G  
Archaeoglobus fulgidus (B)       c           c      c       c                                                              ccc                         B B  B KddG  KdddddddddG KddddddddddddddG  B B KG KdG KG      F           P      G       A  S T                                                          H                          R    L KRIS  K ILAIAS VT AGAK VA   GAIVSS  I I AL KQT II.PNP K AR A    KK           P                SG A D  F   G  
Archaeoglobus fulgidus (C)       c           c      c       c                                                              ccc                         C C  C JIIH  JIIIIIIIIIH JIIIIIIIIIIIIIIH  C C JH JIH JH      F           P      G       A  SHT                                                          H                          R    V SSAE  K IVVFKS RT YGQK AM   ASICGD  V F AV RQA LV.KNG A YD A    ..           E                DD . D  C   N  
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  280       290       300       310       320       330         X         X         X         X         X         X     
Korarchaeum cryptofilum 

                                c       c                    A DF DEEF A DEF      A DF DEEF DF DEEEEEF     A A      DF                                  G       D                    A SV DAFD T ALS      G RL VLTN  G GVQST T     I L      LI  M K  E    W K   WNPIPE E  I    G  A       FADNG Y SKPPES  QE
Pyrococcus horikoshii                                  c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A TI EMLS A AFS      G KV IMTN  G GVLTA E     L L      TI  V N  D    M R   Q.PLPR N  A    A  P       LDKRG K ATLEEK  EE
Pyrococcus furiosus                                  c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A TI EAFD A ALS      G NV IITN  G GVMAT A     L L      EL  R Y  G    W R   NLPEPQ D  V    G  I       AEEEG H YDN.LE  KI
Ignisphaera aggregans                                  c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A TV DAFD V ALS      G ML VITN  G GVQAT T     I L      LV  F K  E    W K   WNPIPA D  V    G  A       LAENG I TRSPKD  EE
Hyperthermus butylicus                                  c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A SI EAFD V ALT      G RI IITN  G GVQAS T     F L      LV  F K  E    W K   WNPLPD D  V    G  A       LADNG L QKPPQS  DE
Staphylothermus hellenicus                                 c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A TT EMFD A AFA      G ET IITN  G GVLAT A     V L      LK  R Y  E    W R   SQPLPR E  I    G  V       AEEHN K LDPSPE  EK
Pyrobaculum aerophilum                                  c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A SV EMFD A ALA      G RV VVSD  G GIQAV A     L V      IA  E S  R    M K   TQPIPR R  L    S  M       LESLG E PEVPES  KE
Aciduliprofundum boonei                                   c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A NL ALFD T ALA      G NL IITN  G GVLAT A     V I      LK  W E  D    E M   LQKPMR D  L    G  V       AEKYG P KDAPDD  LL
Haloarcula marismortui                                  c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    V SV ELFD A ILA      G EI IVTN  G GVMTT A     L L      TF  R E  Q    Y Q   GQPLPD D  A    A  P       VGDSD Q AQFGDK  SR
Chloroflexus aurantiacus                                 c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A TM ELFD A VFA      G RV IVTN  G GIIAT A     L M      TI  R R  N    L L   YQPMIR N  A    A  P       VERSG A AEFTPE  RH
Methanocaldococcus jannaschii                                  c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A TF ELVD I LFS      S EI IITN  G GVLAA S     M L      TI  R Y  E    L H   TQPTIS N  G    A  F       CVDYN K SNFEKS  EK
Archaeoglobus fulgidus (A)                                 c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A SV ELFD A LLL      A NL ILTN  G GVMAA A     V L      TI  E S  E    F L   K..YRK G  A    S  P       CDQFG P ANFNFE  RK
Archaeoglobus fulgidus (B)                                 c       c                    B KG KddG B KdG      B KG KddG KG KdddddG     B B      KG                                  G       D                    A SI ELFS S FLL      G RV IVTN  G GAITS W     L I      TQ  R S  D    I E   HQPLPK N  C    G  L       CHQVG E AELSER  ES
Archaeoglobus fulgidus (C)                                 c       c                    C JH JIIH C JIH      C JH JIIH JH JIIIIIH     C C      JH                                  G       D                    V SF ELFD T AFS      G RV IIHY  S CVQGS A     L L      TV  R Y  D    V K   LQPLPK D  A    T  G       AYFAG K AEFSKD  DK
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  340       350           360       370       380               X         X             X         X         X           

Korarchaeum cryptofilum             cc                                                             c                                            DEF DF   A  DEEEF   A        A  DF  DF    A  DF A    A                  NP                                                             D                                            IKK VP   S    I I   A        Y  GT  AL    V  LT L    A         F  PFA FA     TGM P....DDW YM  LA  KNPD DA  V YCQT VT..TP
Pyrococcus horikoshii              cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            LRS LP   A    V M   A        Y  TA  LL    V  LI I    T         F  PMA VK     IAS R....GED YR  KL  QDPN DM  A CVVP FAGMTL
Pyrococcus furiosus              cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            FAN MP   S    V L   A        Y  AI  AL    M  IA L    A         H  PFG YK     TGM D....GKS EG  RD  AHPE HS  V YCQT VL..DP
Ignisphaera aggregans              cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            IKR AP   S    I I   A        Y  AL  AL    V  IV L    A         F  PFA LA     TGM P....DEW YK  LA  KNPD HA  V YCQT VT..NP
Hyperthermus butylicus              cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            IRK VP   S    I L   A        Y  AV  AL    V  IV L    A         F  PFA LN     TGM P....TEW YK  YA  NDPG DS  V YCHT MT..HP
Staphylothermus hellenicus             cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            FKK MP   S    V L   A        Y  AL  AF    I  II L    A         A  WFG AR     TGQ I....VEN VE  RI  ESGE HN  L YCRT IL..DP
Pyrobaculum aerophilum              cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            LKR LL   A    I V   A        Y  VI  LL    F  AL V    V         E  PFA VS     TGS T....DEH KI  DM  PTAF DM  I TLMQ PG..LT
Aciduliprofundum boonei               cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            MFK MP   N    V L   A        Y  SI  AL    V  VV L    S         H  EFG PK     TGM D....RPE EG  RD  KHDW DG  V YCET FT..DP
Haloarcula marismortui              cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            LRE MP   N    V I   A        F  AL  VL    V  AV V    A         E  DEA IY     IGD P....AER ET  ET  ADDN SM  V ACPT VL..SF
Chloroflexus aurantiacus             cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            LQE LP   N    I V   A        Y  AI  AL    V  LI L    A         T  PNA VF     IGD T....PDR AV  KA  ADPN DG  I FTPQ VS..EP
Methanocaldococcus jannaschii              cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            LKN LP   N    L I   A        Y  VI  LA    V  LL I    E         I  PTA IS     IGD T....PER KK  EV  EDSN KG  V LTPQ MT..KP
Archaeoglobus fulgidus (A)             cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            LKE LP   N    V I   A        F  SL  LS    V  VL I    A         F  AES FY     LGD S....AER SR  QI  EDEN DI  T LTPT QM..DF
Archaeoglobus fulgidus (B)             cc                                                             c                                            KdG KG   B  KdddG   B        B  KG  KG    B  KG B    B                  NP                                                             D                                            LRN LP   S    V M   A        Y  TL  VA    V  II I    V         L  EIA VK     TAS D....VRM GQ  KT  EDEN DA  C FVAA SE..EK
Archaeoglobus fulgidus (C)             cc                                                             c                                            JIH JH   C  JIIIH   C        C  JH  JH    C  JH C    C                  NP                                                             D                                            ISE TP   N    I I   V        Y  AI  VM    V  VI C    R         V  EWH VN     WPM EYYGAFKA QT  EA  EDEG DS  A VWAN L....I
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390       400          410        420       430       440     X         X            X          X         X         X     

Korarchaeum cryptofilum    DF DF A            DF    DF   A      A  A DF A    DEF DF    AK IV A            VT    GG   V      L  Q IA Y    RAS AM IGV  G  D IKEAGNSK...P  VGMV  .PE AEAVSF NK R  A PTPE   S  S
Pyrococcus horikoshii     KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AE II A            VL    AG   S      L  N IP Y    DVA AA TEH  G  R VKEVNNE...KP  AMFM  .YV EKAKEL EK G  T ERPE   S  Y
Pyrococcus furiosus     KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AE VI E            LV    GG   A      L  N IP Y    RAI AL REL  I  R YNESGRKK...P  VAIV  .IE KEAIDM NE G  A PEPE   K  S
Ignisphaera aggregans     KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AK IL A            IT    GG   T      L  N IP Y    RAA AM MGV  S  D VKDSGIKK...P  VGMV  .VE FEAIKY TK N  A PTPE   A  A
Hyperthermus butylicus     KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AE II A            MT    GG   A      L  A IP Y    RAA AI VEV  A  N VKDAGGLK..KP  VALI  .IE YEGIKK TE K  A PTPE   A  A
Staphylothermus hellenicus    KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AK VI L            LV    GG   V      L  N IP Y    RAV SI RDL  A  K YEEYKETNYSKP  AGFV  .ED REAVRL NK G  A PSAE   A  A
Pyrobaculum aerophilum     KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    SE II A            AV    GS   V      L  N IP Y    RAA AL KNL  Y  D KKYG..K...PI  VNFG  .EL QKFEEA ED G  V PTPD   K  W
Aciduliprofundum boonei      KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AE IY A            IA    GG   S      L  N IP Y    AAV AL QNI  G  K YKDSGV.D..KP  VSLV  .ER VKAGEW IE G  Y NSPH   R  A
Haloarcula marismortui     KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    SE IV Q            VA    GG   V      L  A VP Y    RAV SL EEL  R  E QEQFG.....KP  ATLM  .KS DAGANV SE G  N FDPA   G  G
Chloroflexus aurantiacus    KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AN II L            VV    GG   I      L  A IP Y    RAV SL LTT  L  D VKGSD.....KP  TSFM  .AS EKAVQA NA R  N LFPE   Q  A
Methanocaldococcus jannaschii     KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AK II V            LI    GG   V      L  N IP Y    NGV AL LEV  S  E KNSHKEFKN.KP  TSFV  .VS KGAKSY RK G  A ITPE   K  S
Archaeoglobus fulgidus (A)    KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    AE VV K            AV    GG   V      L  S IP F    RAV AI LKA  S  G ...........N  CCFM  .ES DESERI RS G  N FDPV   R  S
Archaeoglobus fulgidus (B)    KG KG B            KG    KG   B      B  B KG B    KdG KG    VE AV S            VV    SS   D      G  V VP Y    TAA VL SEE  K  I AAKYANSVG.KP  YIYI  ... SKDGVI DE K  V VFPN   K  G
Archaeoglobus fulgidus (C)    JH JH C            JH    JH   C      C  C JH C    JIH JH    FE DY S            IY    GA   V      L  N IP Y    NAV VL NAD  P  K LKKY..G...KP  FCVE  RDV FDHKNA EL G  V TNVI   N  G

                           zzz z zz              zzzzz

                           zzz z zz              zzzzz


α7 β13 α8 α8 α9 ’

b14 α10 β15 α11 α12 

β16 α13 β17 

α14 β18 α15 β19 

Abb. 2.25 Sequenzbasierte Überlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der α-Untereinheit der ckcACD1 (Fortsetzung).

86



2.10. Sequenzvergleiche mit anderen ACDs zeigen hohe Homologie
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  450       460                                                 X         X                                             

Korarchaeum cryptofilum  A    A A                                                    L    R R                                                   A YAYA A SYVMKSL..AVR.............................          
Pyrococcus horikoshii   B    B B                                                    L    K V                                                   A VEQA N GILEVE...................................          
Pyrococcus furiosus   B    B B                                                    L    K K                                                   A YKWS W AKHKEK...................................          
Ignisphaera aggregans   B    B B                                                    I    K R                                                   S YRYL L DYVAKRL..EVRY............................          
Hyperthermus butylicus   B    B B                                                    V    K R                                                   T HRYV Y EYVKKRLS.YLEEEKRLKRSLFVQH................          
Staphylothermus hellenicus  B    B B                                                    M    R L                                                   K IWYM Y NKIKSRK..................................          
Pyrobaculum aerophilum   B    B B                                                    L    E R                                                   A YKYG I RRL......................................          
Aciduliprofundum boonei    B    B B                                                    L    R L                                                   A RTYG Y EKASKEFV.PYKVNKEKVEAIIGKAKACGRS..........          
Haloarcula marismortui   B    B B                                                    L    E K                                                   A KRYR I ATEYEEPT.TFDVDRERAREILESGARR.............          
Chloroflexus aurantiacus  B    B B                                                    M    L Q                                                   A YRQS W RRPTPTYR.TFSVDRERVARLFASVREAGRV..........          
Methanocaldococcus jannaschii   B    B B                                                    L    L K                                                   H YKYS M VKEDYDE..YLENIKEEFIKITEENKE..............          
Archaeoglobus fulgidus (A)  B    B B                                                    L    K S                                                   V GRYS I AKERVKEDLDVSVEREKAEEIIEKLLESGGRVVGAEGLPVL          
Archaeoglobus fulgidus (B)  B    B B                                                    V    K R                                                   K VEYA W EKSVEPVP.TFEVDRAR........................          
Archaeoglobus fulgidus (C)  C    C C                                                    V    K R                                                   K TKYA R IQS......................................          

          z  zz     z

          z  zz     z


α16 

 

Abb. 2.25 Sequenzbasierte Überlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der α-Untereinheit der ckcACD1 (Fortsetzung). UniProt-Zugri�snummern: Candidatus Ko-
rarchaeum crypto�lum B1L3C9, Pyrococcus furiosus Q9Y8L1, Pyrococcus horikoshii O58493, Ignisphae-
ra aggregans E0SRD3, Aciduliprofundum boonei B5IDQ6, Hyperthermus butylicus A2BMF4, Staphy-
lothermus hellenicus D7DBE1, Pyrobaculum aerophilum Q8ZTH5, Haloarcula marismortui Q5V3N6,
Methanocaldococcus jannaschii Q58010, Archaeoglobus fulgidus A O29057 B O28761 C O28341. Amino-
säuren, markiert mit einem grünen Pfeil, sind an der Bindung von Coenzym A beteiligt. Unterhalb der
Überlagerung �nden sich verschiedenfarbige Blöcke mit der Reste markiert werden, die an der Ausbildung
des ckcACD1-Komplexes beteiligt sind. Blau entspricht der Struktur ckcACD1-H, wobei dunkelblau für
die Interaktion zwischen beiden α-Untereinheiten steht und hellblau für die Ausbildung der Fläche zur
β-Untereinheit verwendet wurde. Zum Vergleich wurde die Situation für die Kristallstruktur ckcACD1-C
in violett (α�α'-Wechselwirkungen) und rosa (α�β-Wechselwirkungen) dargestellt.
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2. Ergebnisse
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     1       10        20        30        40        50          X        X         X         X         X         X     
                                       U


Korarchaeum cryptofilum           DF DF       A   DF  DEF DEF A    DEF   DEF  A DEF           LL KA       L   EA  FIS YGI V    LAK   EAV  S EIG .....MSSRD  L  KENGRKS LEH  KY   S   P TNIR   SEE   NF R   F
Pyrococcus horikoshii            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           VI EV       M   EA  VLK YGL V    LAK   EAL  A EIG ...MKEEAVR  E  LKQGRTA VEY  KQ   A   P PEEK   TLD   EY K   Y
Pyrococcus furiosus            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II KA       L   EA  ILK YGI V    VAR   EAV  S EIG .MDRVAKARE  E  KAENRP. VEP  KE   L   P PEFK   NEE   KF G   Y
Ignisphaera aggregans            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II KA       L   EA  ILS YKF V    LAK   EAV  A SIG .....MSLRS  L  RDEGRKK LEH  YE   E   P PKFG   SEE   KI D   Y
Hyperthermus butylicus            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II KA       L   EA  VAE YGL V    LAR   EAA  S EIG .....MSLRS  L  RDEGRKK LEH  YA   A   P PRYG   DPD   RL R   F
Staphylothermus hellenicus            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           VL KA       L   EA  IIK YNI A    IAR   EAV  A KIG ....MGSAKD  R  LEEGRKK LEH  FE   A   S PETA   SLD   EY E   Y
Pyrobaculum aerophilum            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II KA       L   EA  LLR YGI V    VAR   EAV  A EIG .....MNPRE  Q  YEEKRRK KED  LA   A   P PEFA   DEE   KA E   F
Aciduliprofundum boonei            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II KA       L   EA  VFA YGL I    MAR   EAV  A AVE YKVNKEKVEA  G  KACGRSL TEP  KE   A   P PKGK   NPE   KI R   Y
Haloarcula marismortui            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           IL SG       L   EA  LLD YGI T    VVS   EAE  A EIG FDVDRERARE  E  ARRGSNR .GV  ME   A   P PQGD   SPV   AV E   D
Chloroflexus aurantiacus           KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           LF SV       L   EA  VIE YGM L    LAQ   EAV  A EFG FSVDRERVAR  A  REAGRVE GEV  RE   A   R PKSR   TPD   AI N   Y
Methanocaldococcus jannaschii            KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II EL       P   TA  LLS YGL V    LAK   EAL  C KLG FIKITEENKE  K  LS....N NEY  KK   I   P PKGY   NED   EY K   .
Archaeoglobus fulgidus (A)           KG KG       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II KL       V   EG  VLE YGI V    IAR   EAR  A SIG VSVEREKAEE  E  LESGGRV .GA  LP   A   E APYG   NVD   DI E   Y
Archaeoglobus fulgidus (B)           JH JH       B   KG  KdG KdG B    KdG   KdG  B KdG           II EA       L   EA  LLR FGI F    YVK   EVY  A KFG FEVDRARAAS  A  IG.RREW SPP  FE   C   S PEYE   TPE   EA K   .
Archaeoglobus fulgidus (C)                       C   JH  JIH JIH C    JIH   JIH  C JIH                       L   ES  LLE YGI T    FCE   QAV  A EIG ....................ML LEH  KA   K   K AKCI   TEE   KA K   F

 jjjjjk       lll  jjjjk  iiiiiiiiiiiiiiiiii         jjjjjk 
 jjjjjk       lll  jjjjk  iiiiiiiiiiiiiiiiii         jjjjjk         TT                                                  
        TT                                                  
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   60        70        80        90       100         110       X         X         X         X         X           X   
  U U       UUU    U                                     UUU


Korarchaeum cryptofilum     c              c                                 c                  cccc                                             DEEEF DF DEEEEEEEEF A A     DF A A A DF A         A DEEEF      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVL I SP VV    VGG  V L     VR A R I EN K         I  ILVQ  P     V  Q          K N RSEEE  K Y E I  V RNV..PNAE E     EF
Pyrococcus horikoshii     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVL L SP IL    AKV  L I     LK K E I EN K         I  VLVA  P     M  Q          M N KNEEE  K W E H  A KYR..PDAE L     PM
Pyrococcus furiosus     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVM I SP II    AGG  I I     AR A R I QN R         L  VIIY  P     V  Q          K N KNDEE  E F T M  A NYK..PDAD W     RM
Ignisphaera aggregans     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVL I SP IV    VGG  I L     VR G R I LN R         I  VLIQ  P     V  D          I N KDSSD  E F K M  V NRA..PNAR E     EM
Hyperthermus butylicus     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVL I SP IT    VGG  L I     AR A T I EN K         I  VLIQ  P     V  D          I D RSEDD  K F Q I  V KHA..PEAR A     EM
Staphylothermus hellenicus     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                LVL I SP IS    VGG  L I     LI A N I EN S         I  VLIQ  P     V  D          I N KSKEE  E Y K Y  V KNA..PGAR V     KM
Pyrobaculum aerophilum      c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KTD   V                                 G                  H                                                VVA I SR IV    VGG  L I     IR A K L EV K         L  VLIQ  P     I  Q          I G NDAQG  D C R R  V RV...PYAE E     KM
Aciduliprofundum boonei      c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVM I SP IV    AGG  V I     VR A Q I EN E         I  VYVQ  P     V  N          K N KNDDE  K F E I  A RYD..PHAE M     HM
Haloarcula marismortui      c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVM I SP IL    IGG  V V     VR T E L VR R         I  VQVQ  D     V  D          E A .PVEE  D Y D V  A NYQ..EDAT L     EM
Chloroflexus aurantiacus     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVM I SP IL    IGG  V L     VR A E I YR R         I  VLVQ  P     S  D          R G SDASA  D F L E  A KYL..PSAR W     EM
Methanocaldococcus jannaschii     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KTE   V                                 G                  H                                                CVM I SP II    AGG  I P     AF K I N KE A         I  VLVE  K     V  Q          I N KNPKE  K L E A  Y KRMGIDNLI E     EF
Archaeoglobus fulgidus (A)     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KSD   V                                 G                  H                                              VVL V SP VV    VGG  L V     LE A F I SN E         I  VLVQ  P     V  D          K N .GEND  K F E L  V GRM..PKAR E     KM
Archaeoglobus fulgidus (B)     c              c                                 c                  cccc                                             KdddG KG KddddddddG B B     KG B B B KG B         B KdddG      K        KTE   V                                 G                  H                                               VAL A AP LI    KGA  V L     KK A E L RI E         V  FLVQ  R     H  N          K N TPKEA  E E M K  G ......... E     RM
Archaeoglobus fulgidus (C)     c              c                                 c                  cccc                                             JIIIH JH JIIIIIIIIH C C     JH C C C JH C         C JIIIH      K        KSD   V                                 G                  H                                                VVM V GR IV    VGG  L V     VR V Q L SI K         A  VNIQ  P     A  E          I N KSEDE  E F R M  P ......... E     PQ

            z zz
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Korarchaeum cryptofilum        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           A     DEEEEF  DF DEF DEF DEEEEEEEEEEEEEEEEEEEF   A  DEEEEEEF       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           A     V LII   RD Q   TVM  L  VFV LFR VSFRVA LS   A  MIKEVKAY P..PG      LL  P   P   F                     EQD ES        
Pyrococcus horikoshii         c   c      cc     c cc   c   c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           L     R VII   ED Q   AIM  L  IFV ILK VTFRLV IT   A  MIQEIKAY K..PG      VT  P   H   F                     EKD RK        
Pyrococcus furiosus        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           L     R VIV   RD Q   AVM  L  IFV ILK VSFRVA IT   A  MIREIKAY P..LG      MI  P   P   F                     KED LE        
Ignisphaera aggregans        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           V     L IIV   RD I   IVM  L  VFV VLR VSFRVA IT   A  MIRELKAY P..QG      ST  T   P   F                     PID DM        
Hyperthermus butylicus        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           V     L VIV   RD I   LLM  L  IFV VLK VSFRLA VT   A  MIKEIKAY P..SD      AT  Q   P   F                     PID EE        
Staphylothermus hellenicus        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           A     L VII   RD I   VVM  L  IFV VLR VSFRIA LT   A  MMNEIKAA P..KG      GL  N   P   F                     EED FE        
Pyrobaculum aerophilum         c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           I     V LIV   YD I   AVL  L  IFT LYK ISMRII IE   A  MVQEVKAY P..RG      SV  E   H   F                     PED WE        
Aciduliprofundum boonei         c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           E     T TII   ND Q   TVM  L  IFV ILK VTFRIA FS   A  MVKEINGY P..WG      SI  S   P   F                     KDE LD        
Haloarcula marismortui        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           V     V TIL   RD Q   LLL  L  IFV VLE NTVSVA VS   A  MLDDIDSA DLDNG      MN  P   P   F                     ETE KG        
Chloroflexus aurantiacus        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           V     R VLV   RD Q   LIA  M  IYV VLK VAFRLA LS   V  QIRSIRAY R..KG      VS  P   P   V                     VEE QE        
Methanocaldococcus jannaschii        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           I     M III   RD I   VVM  L  VFV VLK VSFGIS IT   A  MLRELKSY E.KDM      AK  D   S   V                     RDF HE        
Archaeoglobus fulgidus (A)        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           V     K LIV   RD Q   MIM  M  VYV VLK VSFRIA IT   A  MVREVKAY D..GG      MK  P   P   F                     RRE HE        
Archaeoglobus fulgidus (B)        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           B     KddddG  KG KdG KdG KdddddddddddddddddddG   B  KddddddG       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           S     V MFV   ED S   LIT  A  ILV LMK VSVRVT IT   A  MVRELKAY R...G      VA  P   P   C                     RQD VE        
Archaeoglobus fulgidus (C)        c   c      cc     c cc       c      c                                                c                           C     JIIIIH  JH JIH JIH JIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH   C  JIIIIIIH       E   G      FG     G GG       D      P                                                E                           L     I VIV   EN Q   VAM  L  VFV VLK VSFRLL LT   A  MVREVKGY E..KG      VA  E   S   F                     RRD EE        

                             zz zzz                      zz
             z zzzz  z             z   zzzzz zzzz  z   z

         z zzz zzzz  z z             z zzzzz zzzz  z   z
                            pp pp  p                    
                          z ppzppzzpz                    zz


lll          iiiiiiiiiiiiiiiii    jjjjjjjjjjk      jjk   jjj      TT                                                    123 
lll          iiiiiiiiiiiiiiiii    jjjjjjjjjjk      jjk  jjjj      TT                                                    141 
      180       190       200        210         220                X         X         X          X           X        
                                        UU            UU U


Korarchaeum cryptofilum   c c                                 c cc             c          c                                                      DEEF DF   DEF DEF DEEEF DF     A DEEEF DEF A     A  DEEEEEE  L G                                 D NP             D          R                                                      L T   G   VDI AIK ALIRA RI     E IAEM    V A     G  VV ARIIK    F  MEP   E   D     G  GVENE .     L   I YPK.. IK       
Pyrococcus horikoshii   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      I A   G   ADI AIV MLLKV KL     D IKEM    V V     G  IV SRIIP    A  EEP   D   D     S  VDDLK Y     L   F YNKGE AV       
Pyrococcus furiosus    c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      I A   G   VNI ALA IIVKV EL     E IKEI    I A     S  AV ARMIP    A  EKP   E   D     G  ALELP .     I   F YED.. AI       
Ignisphaera aggregans    c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      I E   G   RDL AVK ILIKT NI     E IQDI    I L     G  IA ARIMK    Y  SPP   D   D     S  MLEVE .     L   M FERGK AK       
Hyperthermus butylicus   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      I E   G   RDI ALK IIVKT KL     E IQDI    I V     G  IA IRIIR    Y  KPP   E   D     S  MLENP .     L   M FEKGK AK       
Staphylothermus hellenicus   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      L E   G   VDK SLA IILSV KL     E IESI    V A     N  VV ARIIK    Y  QPP   K   K     S  LEENP .     L   M YPD.. AV       
Pyrobaculum aerophilum     c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      L T   G   RDI AVV IVLKF RL     E IAEA    V A     G  VV ARFIR    F  MPP   P   D     A  IQENP .     L   I LEEGK AY       
Aciduliprofundum boonei   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      I K   G   KDI AIA AVSRL QL     D IKEV    V V     G  VV ARIIG    A  EKP   E   E     S  VWDFR V     A   I YEK.. LS       
Haloarcula marismortui   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      L R   G   VDE TLV TIQRL QL     A IVEL    L A     G  AV LRLTP    A  RDP   A   E     S  VTDFP .     I   V T..PD VQ       
Chloroflexus aurantiacus   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      L R   G   ADI AIE TVLRV QL     E IVEM    L V     G  VL ARIIP    V  EAP   A   E     S  VTDFP .     I   V HHEGE AV       
Methanocaldococcus jannaschii   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      V E   G   RDI FIV TLIKI VF     E IKEL    V V     G  IG ARIIK    V  RPK   N   D     G  MDIHK .     L   F FNEKE GC       
Archaeoglobus fulgidus (A)   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      I R   G   ADI AIA LLLRV KL     E VLEM    V V     G  VV FRMVR    L  EKP   D   D     S  SLDHP .     L   K F..ES YA       
Archaeoglobus fulgidus (B)   c c                                 c cc             c          c                                                      KddG KG   KdG KdG KdddG KG     B KdddG KdG B     B  Kdddddd  L G                                 D NP             D          R                                                      L E   G   ANV AFI TILRI YL     E IVEM    V V     G  VV AKIRR    Y  GEK   E   E     N  IEEFP .     C   M S..SS AE       
Archaeoglobus fulgidus (C)   c c                                 c cc             c          c                                                      JIIH JH   JIH JIH JIIIH JH     C JIIIH JIH C     C  JIIIIII  L G                                 D NP             D          R                                                      L E   R   GDV AVV LLLKL EV     E IVEM    V V     G  VA ARIVK    Y  .VK   G   D     N  VER.. S     L   F YER.. AV       

zz  zzz

                                    zzzz                 z z
zz   zz z                               z


α1 β1 α2 β2 α3 

β3 η1 β4 α4 β5 

β6 β7 α5 β8 α6 

η2 α7 β9 β10 β11 

 

Abb. 2.26.: Sequenzbasierte Überlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der α-Untereinheit der ckcACD1. Beschreibung nachfolgend.
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2.10. Sequenzvergleiche mit anderen ACDs zeigen hohe Homologie

k                                                                                                                       123 
k                                                                                                                       141 

230                                                           X                                                          

Korarchaeum cryptofilum F                                                           L                                                            R....................                                      
Pyrococcus horikoshii  G                                                           L                                                            KPKD.................                                      
Pyrococcus furiosus  G                                                           L                                                            .....................                                      
Ignisphaera aggregans  G                                                           L                                                            R....................                                      
Hyperthermus butylicus  G                                                           L                                                            RSEEGR...............                                      
Staphylothermus hellenicus  G                                                           L                                                            KT...................                                      
Pyrobaculum aerophilum  G                                                           L                                                            RMA..................                                      
Aciduliprofundum boonei  G                                                           L                                                            KTGKSTKVTPKPLDKCS....                                      
Haloarcula marismortui G                                                           L                                                            DQEKL................                                      
Chloroflexus aurantiacus G                                                           L                                                            N....................                                      
Methanocaldococcus jannaschii G                                                           K                                                            .....................                                      
Archaeoglobus fulgidus (A) G                                                           L                                                            GEEV.................                                      
Archaeoglobus fulgidus (B) G                                                           I                                                            RRNS.................                                      
Archaeoglobus fulgidus (C) H                                                           V                                                            GERKRFDYTIPDLRDLFYPKS                                      

Abb. 2.26 Sequenzbasierte Überlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der β-Untereinheit der ckcACD1 (Fortsetzung). Candidatus Korarchaeum crypto�lum

B1L7P8, Pyrococcus horikoshii O59452, Pyrococcus furiosus Q9Y8L0, Ignisphaera aggregans E0SRD2,
Hyperthermus butylicus A2BMF5, Staphylothermus hellenicus D7D966, Pyrobaculum aerophilum

Q8ZTH6, Aciduliprofundum boonei B5IDQ6, Haloarcula marismortui Q5V3N6, Methanocaldococcus

jannaschii Q58010, Archaeoglobus fulgidus (A) O29057 (B) O28761 (C) O28341. Unterhalb der Überla-
gerung �nden sich verschiedenfarbige Blöcke mit der Reste markiert werden, die an der Ausbildung des
ckcACD1-Komplexes beteiligt sind. Blau entspricht der Struktur ckcACD1-B, wobei dunkelblau für die
Interaktion zwischen den β- und α-Untereinheiten steht und hellblau für die homotype Kontakt�äche der
β-Untereinheit verwendet wurde. Zum Vergleich wurde die Situation für die Kristallstruktur ckcACD1-C
in violett (α�β-Wechselwirkungen) und rosa (β�β'-Wechselwirkungen) dargestellt.
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3. Diskussion

3.1. Expression und Reinigung der Candidatus

Korarchaeum crypto�lum ACD1

Das Expressions- und Reinigungsprotokoll wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Schön-

heit ausgearbeitet und ist nicht Inhalt dieser Dissertation. Jedoch traten einige Beson-

derheiten auf, die eine Anpassung der verwendeten Protokolle notwendig machten.

Die α- und β-Untereinheiten wurden separat in Bakterien der Spezies E. coli und des

Stammes BL21(DE3) RIL exprimiert. Aufgeschlossen wurden die Zellen mittels Ultra-

schall. Neben dem Zielprotein wurde bei der Lyse der E. coli -Zellen eine groÿe Menge

an endogener DNS freigesetzt. So wies das Rohextrakt nach Hitzefällung, bei dem

ein Groÿteil unerwünschter bakterieller Proteine abgetrennt wurden, im UV-Bereich

eine starke Hintergrundabsorption auf. Eine spektroskopische Bestimmung der Prote-

inkonzentration war zu diesem Zeitpunkt unmöglich. Um die für die Rekonstitution

des ckcACD1-Komplexes benötigten Volumenanteile der Hitzeextrakte von α- bzw.

β-Untereinheit abzuschätzen, musste daher eine analytische SDS-PAGE durchgeführt

werden. Die Lösung mit rekonstituierter ckcACD1 wies zusätzlich hohe Viskosität auf.

Ursächlich war hier ebenfalls die hohe Konzentration an DNS. Der Einsatz von DNa-

se I verbesserte die Situation nur wenig. Verdaut wurde bei 278K für etwa 12 Stunden.

Möglicherweise kann die zeitliche Verlängerung der Reaktion oder die Inkubation des

Reaktionsansatzes bei geringfügig höheren Temperaturen zu einem besseren Ergebnis

führen. Die bloÿe Anwesenheit einer solch groÿen Menge an DNS, als auch die da-

durch hervorgerufene Viskosität der Lösung war auch bei den darauffolgenden Schrit-

ten ein Problem. Letzteres wirkte sich insbesondere negativ auf die Konzentrierung der

ckcACD1 mittels Ultrazentrifugation aus. So dauerte dieser Schritt überproportional
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3. Diskussion

lang, bis ein für die Applizierung auf eine Gel�ltrationssäule geeignetes Probenvolumen

erreicht wurde. Aber auch die Gel�ltrationsexperimente wurden durch die Menge an

DNS gestört. So konnten die proteinhaltigen Fraktionen nicht durch Beobachten der

durch das Protein verursachten Absorption bei 280 nm identi�ziert werden, da dieses

Signal unterhalb der durch die DNS-Verunreinigung verursachten Grundabsorption lag.

Diese war über den kompletten Elutionsbereich verteilt. Dadurch mussten auch hier

die Fraktionen mit Zielprotein mittels analytischer SDS-PAGE ermittelt werden. Eine

kontinuierliche Abreicherung an DNS wurde nur durch multiple Durchführung der Grö-

ÿenausschluÿchromatographie erreicht. Da im Normalfall sowieso mehrere Durchgänge

der Reinigung der ckcACD1 durch Gel�ltration notwendig waren, um nicht gebundene

β-Untereinheit vom ckcACD1-Komplex komplett abzutrennen, wurde auf die Entwick-

lung eines anderen Reinigungsprotokolls verzichtet. Falls dies erforderlich wäre, könnte

in einem Schritt freie DNS durch einen Anionentauschers abgetrennt werden. Eventu-

ell lässt sich durch Wahl geeigneter Bedingungen auÿerdem ein Groÿteil als Monomer

vorliegende β-Untereinheit vom vollständigen ckcACD1-Komplex entfernen. Eine Ab-

reicherung von DNS im Rohextrakt mit Streptomycinsulfat (Cohen und Lichtenstein,

1960) oder Polyethylenimin (Burgess, 1991) wären Möglichkeiten, einen zusätzlichen

chromatographischen Schritt zu vermeiden. Dass das Protein mit dem vorliegenden

Reinigungsprotokoll hinreichend von proteinogenen Verunreinigungen getrennt wurde,

zeigte die apparente Homogenität der Proteinprobe bei der durchgeführten analyti-

schen SDS-PAGE (siehe dazu Abbildung 2.1b).

3.2. Kristallisation und Strukturlösung der Candidatus

Korarchaeum crypto�lum ACD1

Die durchgeführten Kristallisationsexperimente resultierten in zwei Kristallformen, I

und II. Während Kristallform I nur geringe Di�raktionskraft aufwies, streuten Kris-

talle der Form II bis zu einer maximalen Au�ösung von etwa 2,0Å. Die Kristalle der

Form II gehörten zur orthorhombischen Raumgruppe P212121. Die stäbchenförmigen

Kristalle wuchsen, sobald die Lösung mit dem Fällungsmittel zur Proteinlösung zu-

gegeben wurde und konnten schon nach wenigen Minuten beobachtet werden. Erste

Kristallisationsversuche wurden bei einer Temperatur von 291K durchgeführt, später

wurde bei 278K kristallisiert.
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3.2. Kristallisation und Strukturlösung der Candidatus Korarchaeum crypto�lumACD1

Mittels der Methode des Molekularen Ersatzes (MR) konnte das Phasenproblem ge-

löst werden. Mit der Verwendung von MR werden allerdings unweigerlich Phasenfehler

durch Abweichung des Suchmodells von der Zielstruktur erhalten, die die Interpretation

der resultierenden Elektronendichtekarten erschweren bzw. unmöglich machen kann. In

manchen Fällen führen diese Fehler in der Phase aber nur zur Inkorporation von Feh-

lern in kleinen Bereichen des Modells, während der Groÿteil des Proteinmodells korrekt

gebaut werden kann. Globale statistische Parameter, wie die R-Faktoren, die die Güte

des kompletten Models betrachten, reichen meist nicht aus, um die Anwesenheit dieser,

als model bias (Hodel et al., 1992) bezeichneten Fehler, nachzuweisen. Die in diesen

Bereichen möglicherweise lokal erhöhten Temperaturfaktoren können vielfach ebenso

durch die Beweglichkeit des korrespondierenden Proteinabschnitts erklärt werden. Es

wurde versucht diesen Fehlern auf verschiedene Art zu begegnen. Im Rahmen des au-

tomatischen Modellbaus wurden prime & switch-dichtemodi�zierte Karten verwendet

(Terwilliger, 2004b). Das simulierte Tempern (simulated annealing) der Proteinstruk-

tur wurde als sehr e�ektiv zur Beseitigung von model bias beschrieben (Hodel et al.,

1992). Es wurden daher composite simulated annealing omit-Elektronendichtekarten

erstellt und das initiale Modell der ckcACD1 dementsprechend verfeinert. Erste Ver-

suche zur Phasierung allein über die anomalen Beiträge der Datensätze von Selen-

und Quecksilber-markierten ckcACD1-Kristallen schlugen fehl. Jedoch wurden die an-

omalen Di�raktionsdaten genutzt, um das bestehende Strukturmodell zu verbessern.

Hierbei werden die durch Molekularen Ersatz erhaltenen Phasen dazu genutzt, die Sub-

struktur der anomalen Streuer zu ermitteln und daraufhin eine experimentelle Elektro-

nendichte zu erzeugen (MRSAD, molecular replacement and single anomalous disper-

sion)(Baker et al., 1995; Schuermann und Tanner, 2003). Es kann daher angenommen

werden, dass die vorgestellten Modelle der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1

nur geringe Fehler durch model bias beinhalten.

Problematisch war oftmals die Platzierung der Aminosäuren der B-Domäne der β-Un-

tereinheiten. Die lokale Elektronenendichte war durch die hohe Beweglichkeit der Sub-

domäne oftmals stark verrauscht. Durch den Vergleich mit der geschlossenen Form

der ckcACD1-B, die in den entsprechenden Bereichen gut de�niert war, konnte in den

meisten Fällen zumindest α-Helices identi�ziert und platziert werden. Deshalb sind die

Temperaturfaktoren dieser Reste deutlich gröÿer, als diejenigen der weniger bewegli-

chen Proteinkette. Eine Interpretation dieser Bereiche kann deshalb nicht auf Ebene

einzelner Aminosäurereste durchgeführt werden. Dies betri�t vor allem die Kristall-

strukturen mit gröÿerem Ö�nungswinkel (siehe dazu Tabelle 2.15).
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3.3. Aufbau der Candidatus Korarchaeum crypto�lum

ACD1

3.3.1. Die Domänen des ckcACD1-Komplex haben Ähnlichkeiten zu
anderen ACDs

Der in dieser Arbeit präsentierte Komplex der Candidatus Korarchaeum crypto�lum

Acetyl-Coenzym A-Synthetase 1 wurde mit bereits verö�entlichten Strukturen in der

Proteindatenbank PDB verglichen. Jedoch wurde kein Protein oder Proteinkomplex

mit gleichem strukturellen Aufbau gefunden. Einzig Homologe der Subdomänen konn-

ten identi�ziert werden. Möglicherweise scheint ein dimeres Arrangement der α-Untereinheiten

für ACDs charakteristisch zu sein. So lagern sich auch die putativen α-Untereinheiten

einer ACD aus Pyrococcus horikoshii (phACDα) in einer homodimeren Form zusammen

(PDB-Eintrag 2CSU) (keine Publikation). Weiterhin besitzt auch eine andere putative

Acyl-Coenzym A-Synthetase aus E. coli (ecACD) eine vergleichbare dimere Struktur

(PDB-Eintrag 3DMY)(keine Publikation). Bezogen auf die Domänennomenklatur der

ACDs (Sánchez et al., 2000) haben die genannten Proteine eine Zusammensetzung

1-2-5. Im Gegensatz zu den erstgenannten Proteinen, besitzt ecACD jedoch nicht den

sonst in ACDs konservierten Histidinrest. Auch die Succinyl-Coenzym A-Synthetasen

(SCS) gehören zur gleichen Superfamilie der dinukleotid-bildenden Acyl-Coenzym A-

Synthetasen. So lassen sich auch die Anordnung der Subdomänen 1, 2 und 5 der ecSCS

strukturell gut mit den korrespondierenden Subdomänen der ckcACD1 und phACDα

überlagern. So wurden zwei Publikationen verö�entlicht, die Homologiemodelle für die

Pyrococcus furiosus ACD1 (Bräsen et al., 2008) sowie die eine Succinyl-Coenzym A-

umsetzende ACD aus Thermococcus kodakaraensis (Shikata et al., 2007) beschrieben,

die auf der E. coli SCS (ecSCS) und der phACDα basierten. Die fehlenden ATP grasp-

Domänen (Subdomänen 3-4) wurden gemäÿ der Struktur der ecSCS ausgerichtet. Auch

aufgrund der so erhaltenen sterischen Gegebenheiten im Modell wurde über einen neu-

artigen enzymatischen Mechanismus spekuliert, der prinzipiell auf die Klasse der ACDs

zutre�en sollte (Bräsen et al., 2008). Die Struktur des ckcACD1-Komplexes weicht je-

doch deutlich von den Homologiemodellen ab. Daher können auch die Erkenntnisse

der Struktur-Funktionsbeziehungen der Succinyl-Coenzym A-Synthetasen nicht direkt

übernommen werden.
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3.3. Aufbau der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1

3.3.2. ckcACD1 ist ein ungewöhnlicher α2β2-Komplex

Betrachtet man die Architektur der Candidatus Korarchaeum crypto�lum ACD1, dann

erscheint der Komplex als ziemlich ungewöhnlich. Auf der konvexen Seite eines der α-

Untereinheiten wird jeweils eine der β-Untereinheiten gebunden. Über eine zweizählige

Achse bildet das αβ-Protomer mit seinem rotatorischen Äquivalent den kompletten

ckcACD1-Komplex mit einer α2β2-heterotetrameren Komposition. Während die α�α'-

Interaktions�äche mit über 2 000Å2 sehr groÿ ist und deren Stabilität nicht angezwei-

felt werden kann, stellt sich die Frage nach der Relevanz der beobachteten Kontakte

zwischen den α- und β- bzw. den β- und β-Untereinheiten. Mit der gröÿten Inter-

aktions�äche ist das α-Dimer vermutlich die strukturelle Basis zur Ausbildung des

ckcACD1-Komplexes. Der Complexation Signi�cance Score (CSS, siehe Tabelle 2.14)

für diesen Kontakt ist mit 0,850 (CSSα�α') auch dementsprechend groÿ. Jedoch wird

der Komplexes ebenfalls durch die Wechselwirkungen der α�β- sowie β�β-Untereinheiten

stabilisiert. Der dazugehörige CSS ist mit 0,269 (CSSα�β) bzw. 0,074 (CSSβ�β') deut-

lich geringer, da aber die Interaktion zwischen den α- und β-Untereinheiten doppelt

auftreten, ist die Summe des CSSα�β nur etwa ein Drittel kleiner als der CSSα�α'.

Obwohl der Komplex bei Raumtemperatur stabil ist, könnte sich bei höheren Tem-

peraturen ein anderes Bild ergeben. Die in der Literatur beschriebenen E�ekte der

Stabilisierung von Proteinen hyperthermophiler Organismen, wie eine groÿe Anzahl

an Salzbrücken oder strukturelle Rigidität (Petsko, 2001), scheinen bei der ckcACD1

geringen Ein�uss zu haben. So �nden sich bei der Ausbildung des α�β-Kontakts nur

drei potentielle Salzbrücke zwischen den Seitenketten der Aminosäuren Arg221α und

Asp160β, Lys270α und Glu167β sowie Arg464α und Glu158β. In der Interaktions�ä-

che zwischen den β-Domänen gibt es Salzbrücken zwischen der Seitenketten der Reste

Arg178β und Asp71β' bzw. Glu144β'. Auch die Annahme, dass bei Raumtemperatur

thermostabile Proteine besonders starr sind, scheint bei der ckcACD1 nicht zu greifen.

Insbesondere die β-Untereinheit weist selbst im beschränkten Platz des Kristallgit-

ters noch hohe Beweglichkeit auf (siehe dazu auch Kapitel 2.5.2). Eine theoretische

Studie über die Beziehung von thermischer Stabilität und Flexibilität homologer G-

Domänen aus mesophilen bzw. hyperthermophilen Ursprung konnte zeigen, dass das

thermostabile Protein in einer Simulation der Molekulardynamik gröÿere intrinsische

Beweglichkeit aufwies (Kalimeri et al., 2013). Für die SAM-Domäne des humanen p73,

die ebenfalls eine hohe Thermostabilität besitzt, wurde dahingegen festgestellt, dass

mit steigender Temperatur sogar einige der Bereiche des Proteins geringere Flexibilität
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aufwiesen (Neira et al., 2012). In beiden Fällen wurde diese Eigenart mit der höhe-

ren Widerstandsfähigkeit des Proteins gegenüber Wärme in Verbindung gebracht. Es

wird aber auch diskutiert, dass Proteine aus Hyperthermophilen im Gegensatz zu ihren

mesophilen Homologen einen höheren oligomeren Status besitzen (Petsko, 2001). Im

Widerspruch dazu liegt die Succinyl-Coenzym A-Synthetasen aus dem Bakterium E.

coli ebenfalls als Heterotetramer vor (Fraser et al., 1999). Für multimere Proteine ther-

mophiler Organismen wird jedoch diskutiert, dass diese zur Steigerung ihrer Stabilität

die Packung der Protomere zueinander verbessern (Salminen et al., 1996; Baldasseroni

und Pascarella, 2009). Jedoch sind die Reste der hydrophoben Bereiche zwischend den

Kontakt�ächen der α�β- sowie β�β-Untereinheiten eher ober�ächlich situiert und locker

gepackt. Es kann daher nicht abschlieÿend über die Ursache der Thermostabilität des

ckcACD1-Komplexes geurteilt werden.

3.4. Strukturelle Einsichten in die Funktionsweise der

ckcACD1

3.4.1. Substratspezi�tät und Mechanismus des Reaktionszentrums site I

Prinzipiell �nden zwei enzymatische Schritte an Reaktionszentrum site I statt. Diese

sind (1) die Phosphorylyse des Acyl-CoA-Thioesters unter Bildung eines enzymgebun-

denen Acyl-Phosphats und (2) der nukleophile Angri� des konservierten Histidinrestes

His254α auf das Acyl-Phosphat unter Bildung von Phospho-His254α.
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ckcACD1α + Acyl-CoA + Pi ckcACD1α�Acyl�P+ CoA (1)

ckcACD1α�Acyl�P ckcACD1�His254α�P+ Acylat (2)

ckcACD1�His254α�P ckcACD1�His68β�P (3)

ckcACD1�His68β�P+ NDP ckcACD1 + NTP (4)

Acyl-CoA + NDP + Pi Acylat + CoA + NTP (5)

Substratspezi�tät - Acyl-Coenzym A-Bindestelle

Basierend auf dem Substratspektrum werden ACDs in verschiedene Klassen eingeord-

net (Mai und Adams, 1996; Scott et al., 2014; Jones und Ingram-Smith, 2014). Die

Ca. K. crypto�lum ACD1 setzt hauptsächlich kurzkettige Coenzym A-Thioester um

und gehört damit zur Klasse I (kleine oder verzweigte aliphatische CoA-Thioester) der

ACDs. Die höchste Aktivität wird mit Acetyl-Coenzym A erreicht (Schmidt, 2013).

Mit zunehmender Länge des aliphatischen Restes wird mit abnehmender Aktivität

auch Propionyl-, Butyryl- und Isobutyryl-CoA umgesetzt (Schmidt, 2013). Succinyl-

Coenzym A wird durch die ckcACD1 nicht versto�wechselt. Im Gegensatz dazu besitzt

die ecSCS eine hohe Spezi�tät für Succinyl-Coenzym A, kann aber zudem kleine alipha-

tische Coenzym A-Thioester (Hildebrand und Spector, 1969) konvertieren. Die meis-

ten ACDs sind in der Lage kurzkettige aliphatische CoA-Thioester zu versto�wechseln

(Reeves et al., 1977; Mai und Adams, 1996; Glasemacher et al., 1997; Bräsen und Schön-

heit, 2001; Musfeldt et al., 1999; Musfeldt und Schönheit, 2002; Bräsen und Schönheit,

2004b; Bräsen und Schönheit, 2004a; Bräsen et al., 2008; Schmidt, 2013; Scott et al.,

2014; Jones und Ingram-Smith, 2014). Katalytische Aktivität von ACDs bezüglich

Succinyl-Coenzym A wurden in der Literatur bisher allerdings nur selten beschrieben

(Sánchez und Müller, 1996; Shikata et al., 2007; Scott et al., 2014). Auf der anderen

Seite sind Mitglieder der ACD-Familie fähig aromatische Coenzym A-Thioester um-

zusetzen (Mai und Adams, 1996; Bräsen und Schönheit, 2004b; Scott et al., 2014).

Während die Spezi�tät der Mitglieder der SCS-Familie für Succinyl-Coenzym A durch

ihre Funktion als kritisches Element im Citrat-Cyklus, einem elementaren und konser-
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vierten Sto�wechselweg in allen Domänen des Lebens, durchaus Sinn ergibt, sind im

Kontrast dazu ACDs hauptsächlich dafür verantwortlich, Energie, die beispielsweise

bei der Glycolyse oder der katabolen Degradation von Aminosäuren der Zelle verloren

gehen würde, zu konservieren (Mai und Adams, 1996; Bräsen und Schönheit, 2004b;

Jones und Ingram-Smith, 2014; Scott et al., 2014). In diesem Zusammenhang scheint

eine geringe Substratspezi�tät von Vorteil.

Bei ckcACD1, SCS und ACLY bildet eine konservierte Anordnung der Subdomänen 1,

2 und 5 das Reaktionszentrum site I. Diese zeichnet für die Bindung von Coenzym A

und seiner Thioester sowie von anorganischen Phosphat verantwortlich. Anzunehmen

ist, dass hier ebenfalls die freien Carbonsäuren gebunden werden. Aufgrund des sehr

ähnlichen Arrangements der Subdomänen bei den genannten Enzymen werden die Un-

terschiede in der Substratpräferenz vermutlich nicht aufgrund der in der Superfamilie

beobachteten Domänenvermischung verursacht. Für SCS und ACLY wurden bislang

keine strukturellen Informationen über die Bindung eines Coenzym A-Thioesters ver-

ö�entlicht. Mit der in der Kristallstruktur ckcACD1-E beobachteten Anordung von

Acetyl-CoenzymA kann daher zum ersten Mal der Bindungssmodus eines Coenzym A-

Thioesters beschrieben werden. Aufgrund der zu geringen Streukraft des Kristalls konn-

te die Ausrichtung der Methyl- bzw. Carbonylgruppe jedoch nicht mit absoluter Si-

cherheit erfolgen. Es wurde daher die Bindungstaschen für Thioester bei ckcACD1

und ecSCS untersucht, um zu verstehen, wie die Ausrichtung der aliphatischen Grup-

pe (Methyl bei Acetyl-CoenzymA) erfolgt. Interessanterweise ist der für die Bindung

des Thioesters zur Verfügung stehende Platz sowohl bei ckcACD1 und SCS groÿ genug,

um prinzipiell auch voluminösere Liganden zu beherbergen. Dies ist überraschend, da

von nur eine begrenzte Anzahl an Substraten umgesetzt werden. Es �ndet sich jedoch

im Fall der ckcACD1 eine hydrophobe Tasche in der Nähe der Sulfhydrylgruppe des

Coenzyms A, die für die Erklärung der Substratspezi�tät der ckcACD1 herangezogen

werden kann (siehe Abbildung 3.1a). Begrenzt durch die Aminosäuren Ala162α und

Ile165α, die sich auf der �Power-Helix 1� be�nden, die Seitenketten der Reste Phe144α

und Met355α', Thr384α' und Ala385α', erlaubt diese Tasche das Einpassen nur kleiner

CoA-Thioester.

Es ist daher anzunehmen, dass durch Veränderungen dieser Tasche unterschiedliche

Substratspezi�tät erreicht wird. In ecSCS ist der gleiche Bereich gröÿer und partiell

geladen, so dass eine Interaktion mit der Carboxylgruppe von Succinyl-CoA möglich

wird (siehe Abbildung 3.1b). So �ndet sich in der �Power-Helix 1� der ecSCS der hoch-
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konservierte Tyrosinrest Tyr158α, dessen Hydroxylgruppe sich in idealem Abstand

zur Carboxyfunktion des Succinats be�ndet. Das Enzym ACLY setzt ebenfalls Acetyl-

Coenzym A um (Srere und Lipmann, 1953; Srere, 1961) und ein ähnlicher Interaktions-

modus der Acetylgruppe mit dem Protein in ACLY und ckcACD1 kann angenommen

werden. Die Überlagerung der Strukturen von ckcACD1 und der humanen ATP-Citrat-

Lyase im Komplex mit Citrat (Sun et al., 2010) zeigt, dass der Carbonylkohlensto� der

Acetylgruppe sich in einem Abstand von etwa 2,8 Å zum C1-Kohlensto� des gebun-

denem Citratmoleküls be�ndet. Es ist daher anzunehmen, dass der aliphatische Rest

in Richtung des Citrats in der ATP-Citrat-Lyase ausgerichtet ist. Basierend auf diesen

Vergleichen wird die Ausrichtung der Methyl- bzw. Carbonylgruppe, wie in Abbildung

2.18e gezeigt, vorgeschlagen. Möglicherweise ist bei der E. coli SCS die Thioatfunk-

tion vom Succinyl-Coenzym A-Thioester in Analogie zur ckcACD1 ebenfalls coplanar

zur Peptidbindung zwischen den korrespondierenden Resten Cys123α und Pro124α

ausgerichtet. Interessanterweise weist eine katalytisch inaktive Variante der ecSCS ei-

ne signi�kante Verzerrung der beiden Reste auf (Fraser et al., 2002). Der Cysteinrest

Cys123α selbst ist jedoch nicht am katalytischen Mechanismus beteiligt (Hidber et al.,

2007). Weiterhin wurde gezeigt, dass mit steigender Gröÿe der Seitenkette an Positi-

on der Aminosäure Cys123α die enzymatische Aktivität vermindert wird (Hidber et

al., 2007). Möglicherweise wirken sich geringfügige Unterschiede der Orientierung der

Cys�Pro-Peptidbindung auf die Ausrichtung der Thioestergruppe aus, was wiederum

die Funktion des Enzyms beeinträchtigt.

Bisher sind noch zu wenige Mitglieder der ACD-Familie bezüglich ihres Substratspek-

trums charakterisiert, um an dieser Stelle eine detaillierte Analyse der Sequenz-Funk-

tionsbeziehung liefern zu können. Um jedoch einen Einblick in Determinanten der Sub-

stratpräferenz zu gewinnen, wurden die Sequenzen von ckcACD1 und den bezüglich

ihres Substratspektrums charakterisierten ACDs aus P. furiosus überlagert. In Ab-

bildung 3.1c ist das Ergebnis der Sequenzausrichtung für die Reste der potentiellen

Substrattasche gezeigt. Es zeigt sich eine deutlich heterogene Zusammensetzung, wie

sie im Prinzip jedoch bei unterschiedlicher Substratpräferenz zu erwarten ist. Inter-

essanterweise besitzen ckcACD1 und pfACD1 neben einem vergleichbaren Substrat-

spektrum auch eine identische Zusammensetzung ihrer Substrattaschen, wobei die α-

Untereinheiten beider Proteine eine Sequenzidentität von etwa 50% aufweisen. Die

gleichen Reste sind in den anderen Isoenzymen aus P. furiosus unterschiedlich. Hier-

bei sind die Sequenzen zwischen 35%�42% identisch.
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(a)

(b)

k       i   i   i         ... ...Sek.str.
  144    162 165 169   355     384 X      X   X   X     X       X

Ca. K. cryptofilum                        ACD3  c     ccDF     DF           F  A       A      F     GAT                   T  A       A       .GP       I   G    GM .P   QT ..VTT
     P. furiosus                      PF1540  c     ccKG     KG           G  B       B      F     GAT                   T  A       A       .GP       I   G    GM .D   QT ..VLD
     P. furiosus                      PF0532  c     ccKG     KG           G  B       B      F     GAT                   I  A       T       .IT       A   Y    AS .R   VP FAGMT
     P. furiosus                      PF0233  c     ccKG     KG           G  B       B      F     GAN                   I  A       S  .NP       A   D    GD .P   FQ ..PAL
     P. furiosus                      PF1838  c     ccKG     KG           G  B       B      F     GAV                   V  T       V  .LP       A   D    GD .D   FQ .PLLD
     P. furiosus                      PF1085  c     ccJH     JH           H  C       C      F     GAS                   I  A       I  .EV       G   A    AD .D   PP ..FIP

 s     pq   s        qs       sp 

  136    155 158 162   291     321 X      X   X   X     X       X
            E. coli                      SCS        c   DF  D                          D    JH  C                          C        G   PG                             I GIQ     T   Y   K   G.GGAT   GG... VR

β9−β10 α5 β16−α13 β17−α14 

(c)

Abb. 3.1.: Die Substratspezi�tät wird durch den Aufbau der Substrattasche bestimmt.
Das verfügbare Volumen der Substrattasche für die Bindung verschiedener Coenzym A-Thioester un-
terscheidet sich stark bei (a) ckcACD1 und (b) ecSCS. Abbildungen (a) und (b) in wall eye-Stereo.
(c) Überlagerung der Sequenzen von Ca. K. crypto�lum ACD1 mit den fünf Isoformen der ACDs aus
P. furiosus. Von letzteren sind die umgesetzten Substrate im Detail bekannt (Scott et al., 2014). Die
Beteiligung einzelner Reste an der Substraterkennung wurde anhand der ckcACD1 abgeschätzt und
als schwarze Balken abgebildet. Zum Vergleich wurden zudem die korrespondierenden Reste der ecSCS
dargestellt.
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Sobald groÿe CoA-Thioester umgesetzt werden sollen, muss zudem noch eine Vergrö-

ÿerung der oben beschrieben Substrattasche erfolgen. Die zu erwartenden strukturellen

Unterschiede sollen anhand der Isoenzyme pfACD1 und pfACD2 aus Pyrococcus fu-

riosus erläutert werden. pfACD1 gehört ebenfalls zur Klasse I (Mai und Adams, 1996;

Scott et al., 2014). Dahingegen wird pfACD2 aufgrund seiner Präferenz für Aryl-

thioester des Coenzyms A zur Klasse II gezählt (Mai und Adams, 1996; Scott et al.,

2014). Die Substrattasche der ckcACD1 wird auf einer Seite durch Aminosäuren der

Schleifen zwischen den Faltblattsträngen β16 und der darau�olgenden Helix α13 (im

Folgenden Schleife β16-α13 genannt) sowie β17 und α14 (Schleife β17-α14) begrenzt.

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen ACDs kann angenommen werden,

dass Substrate in ähnlicher Weise zur ckcACD1 gebunden werden und die Schleifen

β16-α13 und β17-α14 bei anderen ACDs und auch bei der pfACD2 eine vergleichbare

Rolle spielen. Im Sequenzvergleich der ckcACD1 und pfACD2 zeigt sich jedoch kei-

ne Verkürzung dieser Schleifen, was prinzipiell für eine Vergröÿerung der Bindetasche

zu erwarten gewesen wäre. Schleife β17-α14 der pfACD2 weist tatsächlich sogar zwei

Aminosäuren mehr auf. In Anbracht dessen, können voluminösere Liganden nur durch

eine räumliche Verschiebung der Ligase-Subdomäne 5 erreicht werden. Im vorherigen

Abschnitt wurde aber über die Funktion der Seitenkette des Restes Ile165α spekuliert.

So besitzt pfACD1 an der korrespondierenden Stelle ebenfalls ein Isoleucin, Ile170α.

Auf der anderen Seiten hat pfACD2 an der gleichen Position ein Alaninrest. Durch die

kleinere Seitenkette können dementsprechend gröÿere Thioester gebunden werden. Ob

allein dieser Austausch ausreicht um e�ektiv aromatische CoA-Thioester zu binden,

kann nicht mit Sicherheit gesagt werden. Es ist daher anzunehmen, dass sowohl eine

kleine Verschiebung der Subdomäne 5 und eine kleinere Seitenkette an der äquivalen-

ten Stelle zur Aminosäure Ile165α der ckcACD1 auftreten, um spezi�sch voluminöse

Substrate zu metabolisieren. Es wurde daraufhin überprüft, ob einige dieser E�ekte

an der Kristallstruktur des PH0766 aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU)

nachzuweisen sind. Dieses Protein kann basierend auf seiner Sequenz (91% Sequen-

zidentität zu pfACD2) ebenfalls zu Klasse II eingeordnet werden. Insbesondere die

Aminosäuren der Bindetasche sind identisch. Die Überlagerung der Subdomänen 1,

2 und 5' der ckcACD1 mit den korrespondierenden Subdomänen der Kristallstruktur

2CSU ergab eine mittlere Abweichung RMSD von 1,6Å. Dieser Wert ist geringer als

der Unterschied zwischen den kompletten α-Untereinheiten (Aufbau 1, 2 und 5) mit

einem RMSD von 1,8Å. Obwohl sicherlich durch die Ausbildung des vollständigen

ACD-Komplexes geringe strukturelle Veränderungen zu erwarten sind, könnte dies je-

doch darauf hindeuten, dass die spezi�sche Orientierung der Subdomänen 1, 2 und 5'
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evolutionär beschränkt ist und Substratspezi�tät gröÿtenteils durch Neuausrichtung

der Schleifen in der Substrattasche erreicht wird. Schleife β16-α13 überlagert aber sehr

gut mit dem korrespondierenden Abschnitt der ckcACD1. Dahingegen ist die längere

Schleife β17-α14 anders orientiert. Interessanterweise ist eine der zusätzlichen Amino-

säuren dieser Schleife (Phe381α' im Fall der Struktur 2CSU) in gutem Abstand um

mit aromatischen Coenzym A-Thioestern zu interagieren. Auch in der Sequenz der

pfACD2 be�ndet sich der gleiche Rest an der identischen Position.

Zusammenfassend kann daher angenommen werden, dass der Anordnung der Subdo-

mänen 1, 2 und 5' in ACDs vorraussichtlich sehr ähnlich ist und die Ausrichtung und

Aminosäurekomposition der dazwischenliegenden Schleifen die durch die ACD um-

setzbaren Substrate bestimmen. Das Phänomen der Domänenvermischung (domain

shu�ing) scheint nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Postulierter enzymatischer Mechanismus - Reaktionszentrum site I

Bislang sind die enzymatischen Teilschritte von ckcACD1 nicht im Detail untersucht.

In einer Arbeit von Bräsen et al. (2008) wurde jedoch der Mechanismus des homologen

Proteins ACD1 aus P. furiosus studiert. ckcACD1 und pfACD1 besitzen deutliche

Gemeinsamkeiten auf. Beide Proteine bilden α2β2-Heterotetramere (Mai und Adams,

1996), wobei die Untereinheiten einen identischen Aufbau besitzen (α: Subdomänen-

komposition 1-2-5 und β: Subdomänenkomposition 3-4). Die Sequenzen sind zu 50%

identisch. Basierend auf den umgesetzten Substraten gehören ckcACD1 und pfACD1

zur Klasse I der ACDs (Schmidt, 2013; Scott et al., 2014). Zusammenfassend kann

angenommen werden, dass ckcACD1 und pfACD1 nach einem vergleichbaren Me-

chanismus funktionieren. Interessanterweise scheinen die an Reaktionszentrum site I

ablaufenden Teilschritte (Phosphorylyse der Acyl-CoA-Bindung und die Reaktion des

Acyl-Phosphats mit dem konservierten Histidinrest) auch bei ecSCS analog ablaufen

(Bräsen et al., 2008). Möglicherweise tri�t dies auch auf andere Mitglieder der Super-

familie zu. Demzufolge könnte ein Vergleich von Gemeinsamkeiten von Sequenz und

Struktur von ckcACD1, pfACD1 und ecSCS Erkenntnisse über die Funktionsweise von

dinukleotid-bildenden Acyl-CoA Synthetasen erbringen.
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Tatsächlich zeigen sich deutliche Gemeinsamkeiten in der dreidimensionalen Anord-

nung der korrespondierenden Subdomänen (1, 2 und 5) sowie dem Bindungsmodus

des Substrates Coenzym A in ecSCS und ckcACD1 (siehe dazu Abbildungen 3.2a und

3.2b). Die Überlagerung der Strukturen o�enbart auch die räumliche Äquivalenz der

Aminosäuren His254α und His246α, Glu213α und Glu208α, Asp351α' und Asp288β

sowie Asn129α und Asn122α der ckcACD1 bzw. der ecSCS (siehe Abbildungen 3.2c

und 3.2d). Aus verschiedenen Mutagenesestudien zur E. coli SCS ist bekannt, dass die

Phosphorylierung des His246α essentiell für die Funktion von ecSCS ist (Majumdar

et al., 1991). Weiterhin wurde auch die Aminosäure Glu208α als notwendig für die

enzymatische Aktivität der ecSCS identi�ziert (Fraser et al., 2002). Die Bedeutung

der entsprechenden Reste der pfACD1, His257α und Glu218α, wurde ebenfalls durch

eine Studie untersucht. Auch hier wurde festgestellt, dass diese Aminosäurereste uner-

lässlich für die Funktionsfähigkeit sind (Bräsen et al., 2008). Bei der ecSCS interagiert

die Carboxylgruppe des Glu208α mit dem Proton des Nδ der Imidazolseitenkette des

ec-His246α. Dies ist ebenso der Fall in der ckcACD1. Auch hier wird die richtige Kon-

formation und Protonierungszustand von His254α durch Glu213α stabilisiert (siehe

Kapitel 2.6.3). Diese Reste sind in der Superfamilie der Acyl-Coenzym A-Synthetasen

hochkonserviert (Sánchez et al., 2000). Es ist daher davon auszugehen, dass die äqui-

valenten Aminosäuren in anderen ACDs die gleiche Funktion erfüllen.

Bis jetzt konnten keine strukturelle Informationen über die beiden ersten Teilschritte,

die Phosphorylyse des Coenzym A-Thioesters und die Übertragung der Phosphoryl-

gruppe auf das aktive Histidin, der durch ACDs bzw. SCS durchgeführten enzymati-

schen Reaktion gewonnen werden. Auch mit den in dieser Arbeit erhaltenen Kristall-

strukturen kann nur über einen möglichen Mechanismus spekuliert werden. So sind die

Abstände zwischen dem gebundenen Phosphation und der Thioesterbindung mit etwa

5Å zu groÿ für einen nukleophilen Angri� eines der Sauersto�e des Phosphatrestes (sie-

he Abbildung 3.3a). In direktem Kontakt mit der Phosphatgruppe steht allerdings die

Aminosäure Ser160α. Die Seitenkette dieses Restes bildet eine starke Wassersto�brücke

zu den Sauersto�atomen sowohl zum freien Phosphat (Pi) als auch zum τ-Phospho-

His254α. Der in der ecSCS äquivalente Rest ist Ser153α. Es wurde bereits in Fraser

et al. (2002) über eine mögliche Beteiligung dieser Aminosäure spekuliert. Prinzipiell

könnte das Serin mitsamt gebundenem Phosphat in einer �Aufklappbewegung� näher

an das Coenzym A bewegt werden, so dass daraufhin ein nukleophiler Angri� statt�n-

den kann. Interessanterweise ist dieser Serinrest als hochkonserviertes (Q/R)SG-Motiv in

NDP-bildenden Acyl-Coenzym A-Synthetasen vorhanden (siehe Sánchez et al. (2000)).
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(a) (b)

(c) (d)

Abb. 3.2.: Vergleich der Reaktionszentren site I von ecSCS und ckcACD1. Darstellung der
Ober�ächenpotentiale und der Bindungsmodi von CoenzymA (a) der Kristallstruktur ckcACD1-A und
(b) E. coli Succinyl-Coenzym A-Synthetase (PDB-Eintrag 2SCU, Fraser et al. (1999)). Zur besseren
Ansicht wurde hier nicht das vollständige α2β2-Heterotetramer der ecSCS gezeigt. Dargestellt ist ein
αβ-Protomer. Das Ober�ächenpotential wurde ebenfalls für dieses Dimer berechnet. Berechnet wurden
das Potential für einen pH-Wert von 8,0. Das Farbschema wurde so gewählt, dass rot einem Potential
von -8 kT/e, blau einem Potential von 8 kT/e entspricht. Kohlensto�atome wurden weiÿ, Sticksto�atome
blau, Sauersto�atome rot, Schwefelatome gelb und Phosphoratome orange gefärbt. (c) und (d) Die
Untereinheiten der E. coli SCS und Ca. K. crypto�lum ACD1 sind wie folgt gefärbt: ecSCS α orange, β
erbsgrün, ckcACD1 α grün, β blau. Die Kohlensto�atome der in Stabdarstellung gezeigten Reste besitzen
die Farbe ihrer jeweiligen Untereinheit. Sauersto�- und Sticksto�atome sind rot bzw. blau gezeigt. c)
Bindungsmodus von Phosphationen durch die ecSCS und ckcACD1. Die Phosphate sind jeweils mittig
in der Farbe des dazugehörigen Moleküls dargestellt. d) Sterische Situation der Phosphohistidinbindung
durch die α-Untereinheiten der ckcACD1 bzw. den α- und β-Untereinheiten der ecSCS.
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Unterschiedlich ist die dem Serin vorangestellte Aminosäure, wobei hier eindeutig zwi-

schen den einzelnen Proteinfamilien SCS (Arginin) und ACDs (Glutamin) di�erenziert

werden kann. Beide haben vermutlich eine strukturelle Funktion. In der Candidatus

Korarchaeum crypto�lum ACD1 akzeptiert das Oδ des Gln259α Wassersto�brücken

von den Aminogruppen des Proteinrückgrads der Aminosäuren Glu213α und Gly214α

und sorgt für die korrekte Ausrichtung der β12-α7-Schleife. Das genannte Glutamat

entspricht Glu218α bei pfACD1. Dieses ist für die enzymatische Aktivität unabding-

bar (Bräsen et al., 2008). Arg152α stabilisiert in der ecSCS eine korrespondierende

Schleife. So wird die Aminosäure Glu208α, die ebenfalls für die Funktion des Enzyms

notwendig ist (Fraser et al., 2002), korrekt ausgerichtet. Tatsächlich sind beide Reste

strukturell äquivalent (siehe Abbildungen 3.2c und 3.2d). Möglicherweise spielt zusätz-

lich eine weitere hochkonservierte Aminosäure eine Rolle. Die Autoren in Fraser et al.

(2002) vermuteten, dass die Aminosäure Cys123α bei der ecSCS eine wichtige Rolle

spielt. Dieser Rest ist allerdings oftmals gegen Aminosäuren mit komplett unterschied-

lichen Charakteristiken ihrer Seitenkette, wie z. B. Alanin oder Isoleucin, ausgetauscht.

So weisen Hidber et al. (2007) diesem Rest letztendlich nur strukturelle Bedeutung zu.

Die ckcACD1 besitzt an korrespondierender Position ein Isoleucin, Ile130α. In direkter

räumlicher Nähe be�ndet sich aber ein konserviertes GPN-Motiv, wobei die Seitenkette

des Asparagins sich sowohl in den Kristallstrukturen der ecSCS (Asn122α) als auch

in der ckcACD1 (Asn129α) an der Stelle be�ndet, wo in etwa der Phosphatrest zum

nukleophilen Angri� vermutet werden kann.

Der Bindungsmodus der Acetyl-Phosphatspezies ist ebenfalls unbekannt. Daher kann

an dieser Stelle auch nur über einen möglichen Mechanismus nachgedacht werden. Mit

der Analyse der Kristallstrukturen der ckcACD1 fällt auf, dass das Phosphohistidinseg-

ment eine groÿe konformationelle Beweglichkeit aufweist (siehe dazu auch Abbildung

3.3b). In manchen Fällen war die Elektronendichte in diesem Bereich so verrauscht,

dass die dazugehörigen Reste nicht gebaut werden konnten. Auf der anderen Seite ist

der Bindungsmodus von Phosphat bzw. der Phosphorylgruppe des τ-Phosphohistidins

genau de�niert. Dieser unterscheidet sich in den ermittelten Strukturen nur wenig von-

einander. Es ist daher anzunehmen, dass die Imidazolseitenkette des His254α für einen

nukleophilen Angri� durch eine Bewegung der Phosphohistidinsegments in die richtige

Position gebracht wird. Unter der Annahme, dass der Bindungsmodus von Acylphos-

phat durch den Bindungsmodus des Phosphations beschrieben werden kann, müssen

noch weitere Voraussetzungen gelten. Hierbei sollte (1) der Bindungsmodus nur gering-

fügig durch die sterischen Gegebenheiten des Acylrests beein�usst werden und (2) der
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Mechanismus sollte auf andere Acyl-Coenzym A-Synthetasen übertragbar sein. Unter

den angenommenen Voraussetzungen verbleibt nur das unter Abbildung 3.3a gezeigte

Sauersto�atome. Dieses ist ebenfalls für einen nukleophilen Angri� auf die Thioester-

bindung des Acetyl-Coenzym A am nächsten. Interessanterweise kann dann die Ke-

tofunktion des Acylphosphats eines der Wassermoleküle der Koordinationsshpäre des

durch Asp351α' komplexierten Magnesiumions ersetzen. So wird auch eine Stabilisie-

rung der negativen Ladung des bei der Reaktion entstehenden Carboxylats ermöglicht.

Die positive Ladung des τ-Phosphohistidins wird durch Interaktion der Imidazolgruppe

mit der negativ geladenen Carboxylgruppe von Glu213α ausgeglichen. In Abbildung

3.3c ist ein möglicher Mechanismus dargestellt. Hierbei spielt das gebundene Metall eine

wichtige Rolle. Allerdings ist bisher noch nicht untersucht, an welchem der Teilschrit-

te Metallionen beteiligt sind. In Zukunft sollten dahingehend Studien durchgeführt

werden.

3.4.2. Transport des aktivierten Phosphats zwischen den
Reaktionszentren site I und site II

Die Bindetasche für die Coenzym A-Thioester auf der α-Untereinheit (Reaktionszen-

trum site I ) und die Bindestelle für Nukleotide auf der β-Untereinheit (Reaktionszen-

trum site II ) sind im ckcACD1-Komplex sehr weit voneinander entfernt (siehe dazu

Abbildung 2.22c). Der Transport der aktivierten Phosphatgruppe zwischen den Reakti-

onszentren site I und site II erfordert daher eine bedeutende Umlagerung innerhalb des

Proteins. Im Fall der ecSCS wird ein �swinging loop�-Mechanismus vermutet (Joyce et

al., 2000). Hierbei soll sich die Schleife, die das Phosphohistidin enthält, umlagern und

im Laufe der enzymatischen Reaktionsweges zwischen den beiden Bindungsstellen hin

und her �schwingen�. Bislang wurden jedoch keine strukturellen Daten verö�entlicht,

die diese Umlagerung zeigen. Mit den in dieser Arbeit erhaltenen Kristallstrukturen

können erstmals detaillierte strukturelle Aussagen über diese postulierte Umklappbe-

wegung gemacht werden. In der Kristallstruktur ckcACD1-C sind die Aminosäuren

Gly242α bis Val262α so angeordnet, dass diese durch die β-Untereinheit gebunden

werden. Der konservierte Histidinrest His254α wird dabei in räumliche Nähe zum ge-

bundenen Nukleotid gebracht.
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Abb. 3.3.: Phosphorylyse von Acetyl-Coenzym A und Phosphorylierung von His254α. (a)
Mit 4,9Å ist der Abstand zwischen der Thioesterbindung zum nächstgelegenen Sauersto�atom der Phos-
phatgruppe sehr groÿ. (b) Flexibilität der Phosphohistinschleife in Abwärtsposition und der Aminosäure
His254α. Gelb: kein Phosphat gebunden. Magenta: Phosphat gebunden. Cyan: τ-Phosphohistidin. (c)
Möglicher Reaktionsmechanismus der Phosphorylierung des His254α.
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Für E. coli SCS wurde ein hypothetisches Modell der Phosphohistidinschleife (�swin-

ging loop�) in Wechselwirkung mit dem Reaktionszentrum site II vorgestellt (Joyce

et al., 2000). In diesem Modell stabilisiert die Seitenkette des Glutamatrestes Glu197β

den idealen Protonierungszustand des phosphorylierten Histidinrestes His246α (Fraser

et al., 1999; Joyce et al., 2000). Im Anschluÿ durchgeführte Mutagenestudien konn-

ten tatsächlich zeigen, dass die Aminosäure Glu197β am Reaktionsgeschehen beteiligt

ist (Fraser et al., 2002). Dies wird ebenfalls von einem weiteren Rest, Tyr109β, ange-

nommen (Fraser et al., 2002). Die Rolle beider Reste in der enzymatischen Katalyse

der ecSCS ist bislang jedoch nicht abschlieÿend geklärt. Von Mutagenesestudien an

der pfACD1 ist bekannt, dass neben der Ladung auch die Länge der Seitenkette des

zur Aminosäure Glu197β in ecSCS korrespondierende Rest Asp212β von Bedeutung

ist (Bräsen et al., 2008). Im Kontrast dazu beein�usst die Länge der Seitenkette des

Glu197β in der ecSCS nur geringfügig die enzymatische Aktivität des Enzyms (Fraser

et al., 2002). Ob diese Unterschiede durch eine abweichende Nutzung der Reste in der

Katalyse von ACD und SCS beruht, ist bisher nicht bekannt.

Der in Joyce et al. (2000) dargestellte Interaktionsmodus der Phosphohistidinschleife

mit dem Reaktionszentrum site II von ecSCS unterscheidet sich aber signi�kant von

der beobachteten Wechselwirkung des Phosphohistinsegmentes mit dem Reaktionszen-

trum site II bei ckcACD1. So ist auch die Funktion des zum Glu197β der ecSCS struk-

turell äquivalenten Restes Asp209β der ckcACD1 unterschiedlich. Die Carboxylgrup-

pe von Asp209β interagiert mit den Hauptkettensticksto�atomen zweier Aminosäuren

His254α und Thr255α und stabilisiert damit das Phosphohistidinsegment während der

Interaktion mit der β-Untereinheit (siehe Abbildung 3.4a). In der beobachteten Anord-

nung interagiert die Aminosäure Asp144β mit der Imidazolgruppe des konservierten

Histidinrests His254α des Phosphohistidinsegments und gewährleistet den optimalen

Protonierungszustand für den Phosphoryltransfer. Obwohl die Funktion der genannten

Aminosäuren Asp144β und Asp209β aus den ermittelten Kristallstrukturen abgeleitet

werden kann, müssen weitere Studien zur Ermittlung ihrer biochemischen Funktion

durchgeführt werden.
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3.4.3. Substratspezi�tät und Mechanismus des Reaktionszentrums site
II

Durch Reaktionszentrum site II werden folgende Teilschritte katalysiert. Diese sind (3)

die Übertragung der Phosphorylgruppe von der Aminosäure His254α auf His68β unter

Bildung von Phospho-His68β und (4) die Phosphorylierung des gebundenen Dinukleo-

tids. Das entstandene Trinukleotid wird aus dem Reaktionsgeschehen entlassen.

ckcACD1α + Acyl-CoA + Pi ckcACD1α�Acyl�P+ CoA (1)

ckcACD1α�Acyl�P ckcACD1�His254α�P+ Acylat (2)

ckcACD1�His254α�P ckcACD1�His68β�P (3)

ckcACD1�His68β�P+ NDP ckcACD1 + NTP (4)

Acyl-CoA + NDP + Pi Acylat + CoA + NTP (5)

Substratspezi�tät - Nukleotidbindestelle

Mitglieder der Proteinfamilien der ACDs als auch der SCSs sind in der Lage Purin-

nukleotide umzusetzen, jedoch sind einige Vertreter spezi�sch für entweder Adenosin-

bzw. Guanosinnukleotide (Mai und Adams, 1996; Sánchez und Müller, 1996; Glase-

macher et al., 1997; Musfeldt und Schönheit, 2002; Bräsen und Schönheit, 2004b).

Kinetische Studien wurden bis zu diesem Zeitpunkt nur mit Adenin-basierten Nu-

kleotiden durchgeführt (Schmidt, 2013). In dieser Arbeit wurden zudem ausschlieÿlich

Kristallisationsansätze mit ADP sowie den nicht-hydrolysierbaren ADP- und ATP-

Analoga AMPCP bzw. AMPPCP durchgeführt. Da demzufolge nicht bekannt war, ob

ckcACD1 auch Guanin-basierte Nukleotide versto�wechseln kann, wurden Sequenzver-

gleiche mit ACDs durchgeführt, von denen bekannt war, dass diese Guanosinnukleotide

umsetzen. Nukleotidspezi�tät wird bei ACDs durch das Reaktionszentrum site II der

ATP grasp-Domäne bewerkstelligt. Im Fall der ckcACD1 interagiert die Seitenkette
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der Aminosäure Gln111β mit dem N6-Sticksto�atom des Adenins. Dieser Rest (im

Folgenden genannt Position P1) sowie die Seitenkette der Aminosäure an der korre-

spondierenden Position von Thr35β der ckcACD1 (im Folgenden genannt Position P2)

sind möglicherweise prinzipiell für die Nukleotidspezi�tät der ATP grasp-Enzymen ver-

antwortlich (Kothe und Powers-Lee, 2004). Beide Isoformen der ATP grasp-Domäne

der ACDs aus P. furiosus (Mai und Adams, 1996; Scott et al., 2014) sowie AF1211

und AF1938 aus A. fulgidus (Musfeldt und Schönheit, 2002) können Adenosin- und

Guanosinnukleotide umsetzen. Auch die SCS aus E. coli ist dazu in der Lage (Joyce

et al., 2000; Fraser et al., 2002). Beide Isoenzyme aus P. furiosus haben an der kor-

respondierenden Stelle P1 entweder ein Tyrosin bzw. Alanin und als P2 ein Prolin,

weshalb kein direkter Vergleich mit ckcACD1 angestellt werden kann. Auf der anderen

Seite besitzen sowohl AF1211 und AF1938 ein Glutamin an der äquivalenten Position

P1. In Position P2 �ndet sich in beiden Fällen die Aminosäure Alanin. Sowohl Threo-

nin als auch Alanin können in die Gruppe der Aminosäuren mit kleiner Seitenkette

eingeordnet werden und haben daher ähnliche Eigenschaften. AF1211 kann ATP und

GTP mit der gleichen Rate umsetzen, AF1938 bevorzugt ATP vor GTP mit gewisser

Spezi�tät (Musfeldt und Schönheit, 2002). Basierend auf diesem Vergleich erscheint

es möglich, dass auch die ckcACD1 Guanosinnukleotide als Substrat akzeptiert. Die

daraufhin in der Arbeitsgruppe Prof. Schönheit durchgeführten kinetischen Studien

mit GDP zeigten, dass dieses bereitwillig von ckcACD1 umgesetzt wird (Weiÿe et al.,

2016).

Durch die zusätzliche Aminogruppe am Purinring von Guanin müsste sich jedoch der

Interaktionsmodus von Guanin-basierten Nukleotiden mit der ATP grasp-Domäne vom

Bindungsmodus von Adenin-basierten Nukleotiden unterscheiden. Um zu verstehen,

wie dieser Interaktionsmodus aussehen könnte, wurde ckcACD1 mit der Proteinkinase

CK2 aus Zea mays überlagert. CK2 besitzt eine ATP grasp-Domäne und ist in der Lage

sowohl Adenosin- als auch Guanosinnukleotide zu versto�wechseln (Issinger, 1993; Al-

lende und Allende, 1995). Zudem wurden Proteinstrukturen von CK2 im Komplex mit

ATP (PDB-Eintrag 1DAW) bzw. GTP (PDB-Eintrag 1DAY) verö�entlicht (Nie�nd et

al., 1999). Folgende Erkenntnisse konnten abgeleitet werden: (i) bei CK2 interagiert die

Adeningruppe von ATP ähnlich zur ckcACD1 und (ii) bei CK2 ist die Guaningruppe

von GTP verschoben und interagiert vergleichbar dem Bindungsmodus in der Struktur

der GTP-spezi�schen ssSCS (Fraser et al., 2006). Ein ähnlicher Interaktionsmodus ist

für Guanin-basierte Nukleotide auch bei ckcACD1 zu erwarten.
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Postulierter enzymatischer Mechanismus - Reaktionszentrum site II

Die Liddomäne der ATP grasp-Domäne war in den erhaltenen Kristallstrukturen der

ckcACD1 hochbeweglich. Dies ist insofern interessant, als dass die restriktive Packung

eines Kristallgitters einem Protein selten hohe Bewegungsfreiheit ermöglicht und die

strukturelle Untersuchung von Enzymen, die während ihres enzymatischen Prozesses

eine groÿe konformationelle Umlagerung durchführen, dadurch erschwert wird. Übli-

cherweise müssen hierzu neue Kristallformen gefunden werden, in dem das Protein in

der Kristallmatrix in einer anderen Konformation stabilisiert und für die Röntgenstruk-

turanalyse zugänglich wird. Die gröÿte in dieser Arbeit beobachtete Ö�nung der ATP

grasp-Domäne beträgt etwa 25 ° in der Kristallstruktur ckcACD1-I. In Studien zur E.

coli Biotin-Carboxylase (Thoden et al., 2000b; Sloane et al., 2001), der S. cerevisiae

Glutathion-Synthetase (Gogos und Shapiro, 2002) und der P. furiosus 5-Formamino-

imidazol-4-carboxamide-Ribonucleotidsynthetase (Zhang et al., 2008) wurde diese Art

der Ö�nungs- bzw. Schlieÿbewegung der ATP grasp-Domäne bereits beschrieben. So

zeigt der Vergleich der Strukturen der Biotin-Carboxylase zweier Kristallformen einen

Ö�nungswinkel der Lid-Domäne von 45 ° (Thoden et al., 2000b; Sloane et al., 2001). In

den beiden Kristallformen der Glutathion-Synthetase �ndet sich sogar ein Ö�nungs-

winkel von 65 ° (Gogos und Shapiro, 2002). In beiden Fällen wird angenommen, dass

die Bindung des Substrates die Schlieÿbewegung der Lid-Domäne induziert. Prinzipi-

ell sorgt die Ö�nung der ATP grasp-Domäne dafür, dass die Substrattasche für das

Substrat zugänglich ist, die Schlieÿung, dass die katalytisch genutzten Aminoäuren in

optimale Position gebracht werden und dass das umgebende Solvent vom Reaktions-

geschehen ausgeschlossen wird (Polekhina et al., 1999).

Der Abstand von His254α (Orientiert zum Reaktionszentrum site II ) zur β-Phosphat-

gruppe von ADP beträgt etwa 9Å und etwa 7Å zu His68β, dem zweiten, hochkon-

servierten Histidinrest in der Familie der ACDs. Die Distanz zwischen His254α und

ADP scheint für eine Übertragung des aktivierten Phosphatrestes zu groÿ sein, so dass

ein Mediator benötigt wird. Tatsächlich wurde für His68β festgestellt, dass ckcACD1

nach Austausch dieses Restes nur noch geringfügig aktiv ist (Weiÿe et al., 2016). Es

ist daher anzunehmen, dass His68β bei der Funktion von ckcACD1 eine essentielle

Rolle einnimmt. Damit übereinstimmend führt der Austausch der korrespondierenden

Aminosäure His71β in pfACD1 zur Inaktivierung des Enzyms (Bräsen et al., 2008).

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass His71β im Laufe der enzymatischen Reaktion
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phosphoryliert wird (Bräsen et al., 2008). Es wird daher vermutet, dass ACDs einen

vierstu�gen Mechanismus durchlaufen.

In dieser Arbeit konnte keine Kristallstruktur mit phosphoryliertes His68β erhalten

werden. Es wurde daher versucht, den möglichen Mechanismus aus den ermittelten

Kristallstrukturen abzuleiten. Die räumliche Ausrichtung der Histidinseitenketten von

His254α und His68β in Kristallstruktur ckcACD1-C lässt ausschlieÿlich einen nukleo-

philen Angri� des Nε der Imidazolgruppe von His68β auf die Phosphorylgruppe von

Phospho-His254α zu. Hierbei entsteht τ-Phospho-His68β. Die Übertragung der Phos-

phatgruppe auf ADP unter Bildung von ATP sollte prinzipiell auch nach einem SN2-

Mechanismus verlaufen. Betrachtet man die Konformationen von ADP bzw. AMPCP

in den in dieser Arbeit bestimmten Kristallstrukturen, so ist dieser Mechanismus aus

sterischen Gründen ausschlieÿlich für ein π-Phospho-His68β plausibel. In der Kristall-

struktur ckcACD1-C �ndet sich jedoch das ATP-Analog AMPPCP in einem Bindungs-

modus, der sich deutlich vom Dinukleotid unterscheidet. Es kann jedoch angenommen

werden, dass der Interaktionsmodus des Produktes ATP durch den Bindungsmodus

von AMPPCP beschrieben werden kann. Ob die Unterschiede zwischen Di- und Tri-

nukleotid durch die teilweise Ö�nung der Lid-Domäne oder durch die Interaktion des

Phosphohistidinsegmentes verursacht wurde, kann aber auch nicht ausgeschlossen wer-

den. Modelliert man aber die α- und β-Phosphatgruppen eines ADP-Moleküls in ei-

ne dem AMPPCP vergleichbare Anordnung, wird dadurch ein nukleophiler Angri�

des β-Phosphats auf τ-Phospho-His68β nach einem �in-line�-Mechanismus ermöglicht.

An dieser Stelle soll hervorgehoben werden, dass, analog zur Rolle der Aminosäure

Glu213α zur Phosphorylierungsreaktion von His254α an Reaktionszentrum site I, die

Carboxylatgruppen der in räumlicher Nähe be�ndlichen Reste Glu144β und Asp71β

zur Gewährleistung des idealen Protonierungszustandes der (Phospho-)Histidinspezies

fungieren. Glu144β ist in idealem Abstand zur Stabilisierung der optimalen Protonie-

rung von (Phospho-)His254α während der Orientierung des Phosphohistidinsegments

in Richtung des Reaktionszentrums site II. Aufgrund seiner Lage in der T-Schleife ist

der Aspartatrest Asp71β in einer Position um den benötigten Protonierungszustand von

(Phospho-)His68β sicherzustellen. Interessanterweise sind beide Aminosäuren, Glu144β

und Asp71β, innerhalb der Familie der ACDs konserviert.

Zusammenfassend lässt sich die Notwendigkeit für einen zusätzlichen Reaktionsschritt

anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Kristallstrukturen erklären. Dargestellt ist der

postulierte Mechanismus in Abbildung 3.4c. Die im Rahmen der Dissertation durchge-
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Abb. 3.4.: Vorgeschlagene Mechanismen der Energieerzeugung. (a) Interaktion des Phospho-
histidinsegments mit Reaktionszentrum site II. Zwei Konformere des Glutamatrests Glu144β werden in
der Kristallstruktur ckcACD1-C beobachtet. Die dargestellten Werte entsprechen der verfeinerten Be-
setzung aus der Kristallstruktur. Konformer A (55%) ist in Wassersto�brückenbindungen mit den Sei-
tenketten von His254α und Ser257α des Phosphohistidinsegments. Zusätzlich �ndet sich eine Salzbrücke
zur Guanidinegruppe von Arg147β. Konformer B (45%) bildet eine Salzbrücke zur Guanidinegruppe der
Aminosäure Arg178β'. In der Abbildung ist ebenfalls Asp209β gezeigt. Dieser Rest stabilisiert das Phos-
phohistidinsegment über Wassersto�brückenbindungen zu der Seitenkette von Thr255α und zum Haupt-
kettensticksto� von His254α. Einige Reste der Lid-Domäne wurden zur Klarheit der Darstellung nicht
gezeigt. (b) Darstellung der Region um die Aminosäure His254α in Orientierung zum Reaktionszentrum
site II. Die Anordnung entspricht der erwarteten Situation nach Übertragung der Phosphorylgruppe auf
ADP (Kristallstruktur ckcACD1-C). (c) Möglicher zweistu�ger Mechanismus. Der nukleophile Angri� er-
folgt hier zunächst durch des Nε der Imidazolgruppe des His68β. Mit einer Rotation der Seitenkette wird
das entstandene τ-Phosphohistidin für einen nukleophilen Angri� der Phosphatgruppe des Dinukleotids
in Position gebracht.
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führten Versuche zur Stabilisierung von Reaktionsintermediaten entlang des enzyma-

tischen Reaktionspfades der ckcACD1 waren jedoch bislang nicht erfolgreich. Anhand

konformationeller Unterschiede der ckcACD1 Stabilisiert in verschiedenen Übergangs-

zuständen könnten weitere Einblicke in die zugrundeliegenden enzymatischen Mecha-

nismen gewonnen werden. Gegebenenfalls ist die im Kristall beobachtete Flexibilität

der β-Untereinheit problematisch, da bestimmte Zustände des Proteins möglicherwei-

se einen genau de�nierten Ö�nungswinkel der ATP grasp-Domäne voraussetzen. In

Zukunft könnte nach Kristallisationsbedingungen gesucht werden, bei denen die ATP

grasp-Domäne im Kristallgitter stabilisiert und die Bindung von Übergangszustands-

analoga ermöglicht wird.

3.5. Der ckcACD1-Komplex ist prototypisch für andere

ACDs

Die Superfamilie der dinukleotid-abhängigen Acyl-Coenzym A-Synthetasen ist durch

ein Phänomen gekennzeichnet, dass als Domänenvermischung (domain shu�ing) be-

zeichnet wird (Sánchez et al., 2000). Prinzipiell scheinen fünf Subdomänen an einem

funktionellem Enzym beteiligt zu sein. In Abhängigkeit von der Proteinfamilie sind die-

se jedoch unterschiedlich miteinander verbunden (Sánchez et al., 2000). Im Fall der E.

coli SCS besteht das Protein aus zwei Untereinheiten α- und β mit den Subdomänen-

kompositionen 1-2 bzw. 3-4-5 (Fraser et al., 1999). Hierbei sind die Subdomänen 3 und 4

jedoch als eine strukturelle Einheit anzusehen (ATP grasp-Domäne). Ein SCS-ähnlicher

struktureller Aufbau wird auch bei der ATP-Citrat-Synthase beobachtet. Hierbei be-

sitzt dieses Enzym den Aufbau 3-4-5-1-2 mit einer zusätzlichen C-terminal fusionierten

Domäne (Citrat-Synthase-ähnlich). Die Subdomänen 1, 2, 3, 4 und 5 sind gleich der

ecSCS positioniert, weshalb ATP-Citrat-Synthase (ACLY) und ecSCS diesbezüglich in

die gleiche Strukturfamilie eingeordnet werden können. Jedoch wurde die ACLY nur

in einer verkürzten Form kristallisiert, die durch partiellen Verdau mit der Protease

Trypsin erhalten wurde (Sun et al., 2010). Das native Enzym weist eine homotetramere

Struktur auf (Singh et al., 1976). Bisher ist nicht bekannt, ob die Subdomänen in den

Kristallstrukturen der ACLY von einer oder mehreren Polypeptidketten stammen (Sun

et al., 2010). Auch zwischen SCS, ACLY und ckcACD1 �nden sich strukturelle Ge-

meinsamkeiten. So sind die an der Ausbildung des Reaktionszentrums site I beteiligten
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Subdomänen 1, 2 und 5 auf gleiche Weise zueinander ausgerichtet. Im Gegensatz dazu

ist die ATP grasp-Domäne bei der ckcACD1 auf eine andere Weise im Proteinkomplex

angeordnet. Das ist nicht absolut verwunderlich. Obwohl nah verwandte Mitglieder ei-

ner bestimmten Proteinfamilie oftmals identische Domänenkontakte aufweisen (Valdar

und Thornton, 2001; Rekha et al., 2005), müssen die Kontakt�ächen zwischen Do-

mänen von entfernten Verwandten, die zu einer Proteinsuperfamilie zusammengefasst

werden können, nicht unbedingt konserviert sein (Rekha et al., 2005). Die Interakti-

onsbereiche sind im Laufe der Evolution oftmals divergiert. Bezogen auf die Familie

der SCS sollte dies bedeuten, dass deren Mitglieder strukturell sehr ähnlich zueinander

sind. Tatsächlich lässt sich dies bei den Strukturen der bakteriellen SCS aus E. coli

(Wolodko et al., 1994) und T. aquaticus (Joyce et al., 2012) und der tierischen SCS

aus dem Schwein (Fraser et al., 2006) beobachten. Hier sind zudem die Komposition

und das Arrangement der einzelnen Subdomänen identisch. In diesem Zusammenhang

kann spekuliert werden, dass die Mitglieder der Familie der ACDs ebenfalls einen zu-

einander sehr ähnlichen dreidimensionalen Aufbau aufweisen und die in dieser Arbeit

präsentierten Strukturen der ckcACD1 charakteristisch für die Proteinfamilie sind.

Auch der Vergleich der Sequenzen verschiedener ACDs mit der ckcACD1 zeigt eine

allgemein hohe Konservierung der Subdomänen. Gröÿere Abweichungen �nden sich

nur in der CoA-Ligase Subdomäne 5. Interessanterweise ist dies unabhängig davon, ob

das Protein zur Klasse der Zwei-Komponenten- (Aufbau 1-2-5 & 3-4) oder Fusionstyp-

ACDs (Aufbau 1-2-5-3-4 oder 3-4-1-2-5) angehört (siehe dazu auch Abbildungen 2.25

und 2.26). Womöglich kann die Komplexstruktur der ckcACD1 als charakteristisch für

die Familie der ACDs angesehen werden. Mittels dem Programm ConSurf (Glaser et

al., 2003; Landau et al., 2005; Ashkenazy et al., 2010; Celniker et al., 2013) wurde der

Konservierungsgrad von Aminosäuren ermittelt, die an der Ober�äche der einzelnen

Domänen lokalisiert sind. Dargestellt ist das Ergebnis in Abbildung 3.5. Insbeson-

dere diejenigen Reste, die an der Ausbildung der Reaktionszentren site I und site II

beteiligt sind, sind hochgradig konserviert. Aber auch die Aminosäuren der Interdomä-

nenkontakte, d. h. zwischen den α�α'-, α�β- und β�β'-Untereinheiten, sind im Groÿteil

evolutionär durchschnittlich bis überdurchschnittlich konserviert. Dies gilt sowohl für

die homotype Wechselwirkung zwischen den α-Untereinheiten (Abbildung 3.5a oben)

sowie zwischen beiden β-Untereinheiten (Abbildungen 3.5b und 3.5c links) als auch

für die heterotype Interaktion der α- und β-Untereinheiten (Abbildungen 3.5a unten

sowie 3.5b und 3.5c rechts). Dies deutet auf konservierte Wechselwirkungsepitope hin.

Analog dazu wurde das Interaktionspro�l der E. coli SCS untersucht. Auch hier sind
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insbesondere diejenigen Reste konserviert, die an der Ausbildung der Reaktionszentren

site I und site II beteiligt sind. Interessanterweise scheinen die Interaktions�ächen

zwischen den Untereinheiten nicht gleichermaÿen konserviert zu sein. So bestehen die

Kontakt�ächen zwischen den α- und β-Untereinheiten, die für ein funktionelles En-

zym erforderlich ist, aus stärker konservierten Aminosäuren, als die Interaktions�äche

zwischen den αβ-Protomeren der ecSCS. SCS kommen sowohl in einer heterodimeren

(Aufbau αβ) oder heterotetrameren (Aufbau α2β2) Form vor. Aus diesem Blickwinkel

betrachtet, erscheint eine geringere Konservierung dieser Reste logisch.

Es wurde daraufhin nach weiteren Anhaltspunkten für die These gesucht, dass der

ckcACD1-Komplex modellhaft für ACDs angesehen werden kann. In der Kristallstruk-

tur der putativen α-Untereinheit aus P. horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU) �ndet sich ein

dimerer Aufbau, der identisch mit der Anordung der α-Untereinheiten des ckcACD1-

Komplex ist. In beiden sind ebenfalls die gleichen Epitope an der Bildung des Kon-

takts zwischen den Ketten verantwortlich. Subdomäne 1 beteiligt sich hierbei nur mit

wenigen Resten an der Stabilisierung der Wechselwirkung, wohingegen die Interak-

tion zwischen den Subdomänen 2 und 5 maÿgeblich für den Kontakt zwischen den

α-Untereinheiten sorgen. Die Reste des Phosphohistidinsegments sind in der Kristall-

struktur der P. horikoshii ACD nicht aufgelöst. Daher ist diesbezüglich kein Vergleich

zur ckcACD1 möglich. Trotz der hohen Sequenzidentität zwischen den beiden Protei-

nen, die ebenfalls eine hohe strukturelle Ähnlichkeit vermuten lässt, zeigt die Struktur-

vergleich eine relativ groÿe Abweichung RMSD von 1,8Å. Der Unterschied wird noch

gröÿer, wenn das komplette α-Dimer in Betracht gezogen wird (RMSD von 2,9Å).

Die Übertragbarkeit der ckcACD1-Komplexstruktur auf andere ACDs wurde daher

durch Modellierung eines putativen P. horikoshii α2β2-Komplex weiter hinterfragt.

Dazu wurden die Kristallstrukturen der Untereinheiten der putativen P. horikoshii

ACD (PDB-Einträge 2CSU und 1WR2) mit den entsprechenden Untereinheiten des

ckcACD1-Komplex strukturell überlagert. Es wurden keine groÿen sterischen Über-

lappungen erhalten, die nicht durch einfache Rotation der entsprechenden Seitenket-

ten behoben werden konnten. Dies betraf ausschlieÿlich die Aminosäuren Phe153 und

Met137 der P. horikoshii β-Untereinheit. Interessanterweise passt sich die Seitenkette

eines hochkonservierten Phenylalanins (Phe132β der phACD) in eine hydrophobe Ta-

sche der α-Untereinheit so ein, wie es ebenfalls bei der heterotypen Wechselwirkung

zwischen den α- und β-Untereinheiten der ckcACD1 beobachtet wird (Phe130β der

ckcACD1). In Zusammenfassung ist anzunehmen, dass der ckcACD1-Komplex als pro-
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Abb. 3.5.: Ober�ächenkonservierung der Untereinheiten des ckcACD1-Komplexes. Es wur-
de die evolutionäre Konservierung der Aminosäuren auf der Ober�äche der α- und β-Untereinheiten
mittels dem Programm ConSurf (Glaser et al., 2003; Landau et al., 2005; Ashkenazy et al., 2010; Celni-
ker et al., 2013) berechnet. Die verwendeten Farben geben den Grad der Sequenzkonservierung an. Gelb
gefärbt sind Aminosäuren über die keine Aussage gemacht werden können. In schwarz sind die Bereiche
eingerahmt, die an der Ausbildung des angegebenen Interdomänenkontakts beteiligt sind. (a) Darge-
stellt sind die Seitenansicht (oben) und die Aufsicht (unten) auf die α-Untereinheit der Kristallstruktur
ckcACD1-G. In den Abbildungen (b) und (c) sind jeweils leicht gedrehte Aufsichten auf die Interaktios-
�äche zwischen den beiden β-Untereinheiten (links) und dem Kontakt zwischen der β- und α-Untereinheit
dargestellt. Gezeigt in (b) ist die geschlossene ATP grasp-Domäne in Kristallstruktur ckcACD1-B, in
(c) die ATP grasp-Domäne der Kristallstruktur ckcACD1-C. Es wird deutlich, dass insbesondere die
Reste stark konserviert sind, die an der Ausbildung der Reaktionszentren oder Bindungsstellen für die
Substrate beteiligt sind. Mit orangefarbenen Ellipsen wurden jeweils diese Bereiche gekennzeichnet. Eine
unterbrochene Linie wurde für in Abbildung (a) für den N-terminalen, eine gestrichelte Linie für den
C-terminalen Anteil der site I verwendet. In Abbildung (b) und (c) wurde die unterbrochene Linie zur
Markierung der Bindungsstelle des Nukleotids benutzt.
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totypisch für zumindest diejenigen ACDs mit α2β2-heterotetrameren Aufbau angesehen

werden kann.

Ob der Aufbau der ckcACD1 auch denjenigen ACDs ähnelt, die aus nur einer Kette

bestehen, kann nicht abschlieÿend ausgesagt werden. Jedoch spricht einiges dafür. So

scheinen die Primärstrukturen von ACDs unabhängig ihrer Komposition stark kon-

serviert zu sein (siehe Kapitel 2.10). Dies tri�t auch auf die Epitope zu, die an der

Wechselwirkung zwischen den Untereinheiten der ckcACD1 beteiligt sind (siehe da-

zu auch Kapitel 2.10 und Abbildung 3.5). Es kann daher angenommen werden, dass

die korrespondierenden Aminosäuren auch in Einzelketten-ACDs die gleiche Funktion

übernehmen könnten. Weiterhin ergibt sich aus einer ckcACD1-ähnlichen Domänen-

anordnung eine relativ günstige Ausgangssituation für eine Fusion der Subdomänen

sowohl für den Typ 1-2-5-3-4 als auch den Typ 3-4-1-2-5. Die frei zugänglichen Termini

der Untereinheiten nähern sich in der ckcACD1 auf etwa 33Å, eine Entfernung, die

leicht mit weniger als 20 Aminosäuren überbrückt werden kann. Vergleicht man dazu

ein hypothetisches Modell basierend auf der ecSCS, so müssen die im Fall eines Fusi-

onsproteins des Typs 1-2-5-3-4 mehr als 60Å und beim Typ 3-4-1-2-5 ungefähr 30Å

überwunden werden. Jedoch sind die Termini in beiden Fällen sterisch schlechter zu-

gänglich, so dass die verbrückende Aminosäurekette deutlich länger sein müsste. Diese

Gelenkverbindungen zwischen den Domänen scheinen allerdings kurz zu sein (Sánchez

et al., 2000). In Zusammenfassung könnte der ckcACD1-Komplex daher auch für die

Modellierung einer Struktur eines ACD-Fusionsproteins herangezogen werden.

3.6. Schluÿfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden erstmals Strukturen einer Dinukleotid-bildenden Acetyl-Co-

enzymA-Synthetase vorgestellt. Der funktionale Komplex zeigt eine bislang nicht be-

kannte Anordnung der für die Superfamilie charakteristischen fünf Subdomänen. Mit

den ermittelten Kristallstrukturen konnten zudem Schnappschüsse entlang des enzyma-

tischen Reaktionsweges gewonnen werden. Erstmalig konnte der Bindungsmodus von

Acetyl-CoenzymA beschrieben werden. Aus den Strukturen wurden darüber hinaus die

Grundlagen der Substratspezi�tät abgeleitet. Unterschiedliche A�nität von ACDs zu

bestimmten Substraten scheinen durch die Ausrichtung und Komposition der Schlei-
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fen im Reaktionszentrum site I vermittelt zu werden. Obwohl mit dieser Arbeit erste

Hinweise auf den zugrundeliegenden Selektionsprozess erhalten werden konnten, be-

dürfen einige Aspekte jedoch weiterer Studien. Insbesondere die Bedeutung einzelner

Aminosäuren an der Auswahl von Substraten sollte überprüft werden. Um detaillierte

Einsichten in die Sequenz-Funktionsbeziehung zu gewinnen, sollten in Zukunft weitere

ACDs betre�end ihrer Substratpräferenzen charakterisiert werden.

Eines der wichtigsten Ergebnisse ist jedoch die Beobachtung der Umlagerung eines

Proteinsegments, in dieser Arbeit als Phosphohistidinsegment bezeichnet. Dieser Be-

reich beinhaltet den ersten phosphorylierten Histidinrest. Durch die beobachtete Um-

lagerung werden die weit voneinander entfernten Reaktionszentren site I und site II

miteinander verknüpft. Aus den räumlichen Gegebenheiten der Interaktion des Phos-

phohistidinsegments mit Reaktionszentrum siteII erklärt sich zudem die Notwendig-

keit des zweiten konservierten Histidinrestes als Intermediat bei der Übertragung der

Phosphorylgruppe auf das gebundene Dinukleotid.

Die in dieser Arbeit präsentierte Strukturen des α2β2-heterotetrameren ckcACD1-Kom-

plexes erscheinen zudem prototypisch für die Familie der dinukleotid-abhängigen Ace-

tyl-Coenzym A-Synthetasen. Obwohl ein möglicher Mechanismus für die vier enzymati-

schen Teilschritte postuliert werden konnte, sollten jedoch im Folgenden weiterführende

biochemische Studien durchgeführt werden, in denen einzelne Aspekte näher untersucht

werden. So scheint die Aufgabe bivalenter Metallionen bei der Katalyse noch nicht ab-

schlieÿend klar. Nukleotide interagieren oft nur als Metallkomplex mit Proteinen und

so konnte beispielsweise eine Komplexstruktur der E. coli SCS mit ADP nur in An-

wesenheit von Magnesiumionen erhalten wurde (Joyce et al., 2000). An dieser Stelle

ist die Aufgabe des Metallions verstanden. Welche Rolle jedoch das in den Kristall-

strukturen ckcACD1-G, ckcACD1-H und ckcACD1-I durch die Aminosäure Asp351α

gebundene Metallion während der ersten Teilschritte, der Phosphorylyse der Coen-

zym A-Thioester und der Reaktion des aktivierten Phosphats mit dem His254α des

Phosphohistidinsegments, spielt, sollte in Folgeexperimenten untersucht werden. Inter-

essanterweise sind die Voraussetzungen bezüglich benötigter Cofaktoren und des kata-

lytischen Mechanismus in einer Superfamilie gleich (Rekha et al., 2005). So sind alle

charakterisierten dinukleotid-abhängigen Acyl-Coenzym A-Synthetasen auf bestimm-

te bivalente Metallionen angewiesen (Srere und Lipmann, 1953; Gibson et al., 1967;

Glasemacher et al., 1997; Mai und Adams, 1996; Sánchez und Müller, 1996; Musfeldt

et al., 1999; Bräsen und Schönheit, 2001; Musfeldt und Schönheit, 2002; Bräsen et al.,
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2008; Schmidt und Schönheit, 2013). Es �nden sich auch wesentliche Gemeinsamkei-

ten in den Reaktionsmechanismen innerhalb der Superfamilie. Detailliertes Verständnis

der Funktionsweise der ckcACD1 führt daher auch zu einem besseren Verständnis der

Superfamilie. Auch die tatsächlichen Funktionen der Aminosäuren Asn129α, Asp71β,

Glu144β und Arg178β sind unklar. Diese sind in ACDs hochkonserviert und in idealer

Position für eine mögliche Beteiligung an der Katalyse angeordnet.

Ursache und Sinn der Vielfalt an Konnektivität und unterschiedlicher Anordnung der

Subdomänen in der Superfamilie konnte in dieser Arbeit nicht geklärt werden. Die

Autoren in Rekha et al. (2005) führen jedoch aus, dass die Organisation der (Sub-

)Domänen eines Proteins an dessen biochemische Funktion und auch an den Sto�-

wechselweg gekoppelt ist, an dem sich das Enzym beteiligt (Rekha et al., 2005). Durch

Variation des Interaktionsmusters kann die Möglichkeit für zusätzliche Wechselwirkung

mit weiteren Proteinen gescha�en oder regulatorische Mechanismen eingeführt werden

(Rekha et al., 2005; de Souza, 2012). Für die E. coli SCS beschreiben verschiedene

Publikationen einen synergistischen E�ekt bei der Ligandenbindung (Nishimura und

Mitchell, 1984; Nishimura und Mitchell, 1985; Bridger et al., 1968; Bild et al., 1980).

Es gibt ebenfalls Hinweise für eine Regulation des Enzyms auf Proteinebene (Birney

et al., 1997). Eine kürzlich verö�entlichten Studie über die Entamoeba histolytica ACD

konnte zeigen, dass Pyrophosphat und ATP inhibitorisch wirken und so bei einem

groÿen Energievorrats in der Zelle als Regulationsmechanismen wirken können (Jones

und Ingram-Smith, 2014). Prinzipiell kann daher angenommen werden, dass ACDs

auch solche regulatorische Elemente besitzen. Weiterhin sollten Versuche unternom-

men werden, Einzelketten-ACDs strukturell zu charakterisieren. Möglicherweise führt

die kovalente Verknüpfung der Subdomänen bzw. Untereinheiten zu weiteren nicht er-

warteten Unterschieden im Arrangement. So besitzt die Einzelketten-ACD aus dem

Bakterium Chloro�exus aurantiacus eine ungewöhnliche homotetramere Konstitution

(Schmidt und Schönheit, 2013). Im Kontrast dazu liegen andere Einzelketten-ACDs als

Homodimer vor (Musfeldt und Schönheit, 2002; Bräsen und Schönheit, 2004b; Awano

et al., 2014).

Prinzipiell lässt sich jedoch anhand der Sequenzkonservierung der bakteriellen und

archaellen ACDs annehmen, dass diese einen ähnlichen strukturellen Aufbau besit-

zen. So wird der ckcACD1-Komplex vermutlich Ähnlichkeit zu den ACDs aus Giardia

lamblia und Entamoeba histolytica besitzen. Beides sind parasitische Protozoen und

Verursacher von Giardiasis bzw. Amöbiasis. Giardiasis ist üblicherweise nicht tödlich,
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wohingegen Amöbiasis nach Malaria die zweithäu�gste Todesursache durch Parasiten

darstellt (�Amoebiasis� 1997; WHO, 1998). E. histolytica ACD ist am Abbau von Zu-

ckern und Aminosäuren beteiligt und ist eine wichtige Quelle für intracelluläres ATP

(Jones und Ingram-Smith, 2014). Weiterhin scheint das Enzym im Parasiten häu�g

aufzutreten. So ist es einer der bedeutendsten Histokompatibilitsmarker in Amöbenab-

szess der Leber in Hamstern (Huat et al., 2014). Beide Enzyme weisen eine moderate

Sequenzidentität zur ckcACD1 auf (37% E. histolytica und 35% G. lamblia vergli-

chen mit der α-Untereinheiten der ckcACD1 und 42% (E. histolytica) und 36% (G.

lamblia) verglichen mit der β-Untereinheit der ckcACD1). Beide Enzyme besitzen die

Acetyl-Coenzym A-Synthetase-spezi�schen Sequenzmotive, das SHT-Motiv (Ser252α-

Thr255α in der ckcACD1) in deren Phosphohistidinsegment der α-Untereinheit und

das HK(S/T)(D/E)-Motiv (His68β-Asp71β in der ckcACD1) sowie der konservierte Ar-

gininrest (Arg178β in der ckcACD1) in deren β-Untereinheit. Bezogen auf das Substrat-

spektrum der Enzyme können diese als ACD vom Typ I eingeordnet werden (Reeves

et al., 1977; Sánchez und Müller, 1996; Jones und Ingram-Smith, 2014). Sollte das

Arrangement der Subdomänen dieser beiden Enzyme dem Aufbau der ckcACD1 fol-

gen, könnte der Unterschied im Aufbau der ACDs verglichen mit bekannten humanen

Proteinen (wie SCS und ACLY) die Entwicklung hochspezi�scher Inhibitoren mit nur

geringen Nebenwirkungen zur pharmakologischen Nutzung ermöglichen.
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4. Ergebnisse

4.1. Herstellen des Expressionskonstruktes, heterologe

Expression und Reinigung der hyTRR2 TIR-Domäne

Die Expression der TIR-Domäne des Hydra magnipapillata Toll-Rezeptor-verwandten 2

(hyTRR-2) sollte im Bakterium E. coli erfolgen. Dazu wurde in das Plasmid pET19b

der kodierende Abschnitt der TIR-Domäne aus hyTRR-2 (korrespondierend den Res-

ten Lys95�Asn221) eingefügt um das Plasmid pET19b_hyTRR2 95�221 zu erzeugen.

Bei der Vervielfältigung der dazugehörigen DNS wurden C-terminal die genetischen

Informationen für sechs Histidinreste angefügt. Das rekombinante Protein enthielt auf-

grund der Klonierstrategie auÿerdem am N-Terminus zwei weitere Aminosäuren Me-

thionin und Glycin. Sequenzierung der rekombinanten DNS ergab, dass das Zielgen

abweichend zur in der Datenbank Uniprot (The UniProt Consortium, 2015) hinter-

legten Aminosäuresequenz (Zugri�snummer A6M946) anstelle für die Reste Glu118

und Val119 für die Aminosäuren Lys118 und Leu119 kodierte. Die ähnlichen physiko-

chemischen Eigenschaften der Seitenketten der ausgetauschten Reste deuten auf eine

natürliche Ursache hin und es wurde daher mit dieser Variante weitergearbeitet. Das

Protein weist damit eine theoretische Masse von 16 136,4Da auf.

Im E. coli-Stamm BL21(DE3) CodonPlus RIL wurde die heterologe Expression durch-

geführt (siehe dazu Kapitel 8.3). Das Kapitel 8.4 beschreibt die genaue Vorgehensweise

der Reinigung der hyTRR-2 TIR-Domäne (im folgenden hyTIR2). Eine erste Anrei-

cherung des Proteins aus dem geklärten Zelllysat erfolgte über immobilisierte Nickelio-

nena�nitätschromatographie. Die C-terminal fusionierte Hexahistidinsequenz bindet

hierbei als mehrdentater Ligand hocha�n an das Metall und das Zielprotein wird so

e�zient von Verunreinigungen getrennt. Elution erfolgte in einem Konzentrationsgra-
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Abb. 4.1.: Reinigung von hyTIR2 über Nickelionena�nitätschromatographie (IMAC). (a)
Elutionspro�l der Ni2+-A�nitätschromatographie. (b) Geleelektrophorese der Elutionsfraktionen. Die
Bahnen haben folgende Bezeichnung. M Marker, I Zellen vor der Induktion, E Zellen bei der Ernte.

dienten mit Imidazol, das als Analog der Seitenkette Histidin das Protein kompetetiv

von der Matrix verdrängt. Nach diesem Schritt wurde bereits nahezu reines Protein

erhalten (siehe Abbildung 4.1).

Es folgte anschlieÿend eine letzte Abtrennung von proteinogenen Verunreinigungen mit-

tels Gel�ltration. Zuvor wurde die Proteinlösung durch Dialyse in Gel�ltrationspu�er

überführt. Imidazol und andere kleinmolekulare Verunreinigungen wurden während

dieses Schritts entfernt. Das Elutionspro�l weist nur einen Peak auf. Wie in Abbildung

4.2 zu sehen, entsprachen die dazugehörigen Fraktionen dem Zielprotein.

Die Zusammenfasssung des Reinigungsfortschritts ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Das

�nale Produkt wies eine apparente Homogenität auf. Vor der Kristallisation wurde das

Protein auf etwa 4,1mg/ml konzentriert, aliquotiert und in �üssigem Sticksto� gefroren.

Die Reinigung erbrachte 2,3mg reines Protein pro Gramm feuchter Zellpaste oder

3,1mg pro Liter Expressionsmedium. Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde

ein theoretische Extinktionskoe�zienz ελ260 nm von 23 950M−1cm−1 verwendet.
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Abb. 4.2.: Reinigung von hyTIR2 über Gel�ltration. (a) Elutionspro�l der Trennung der TIR-
Domäne über Gel�ltration. (b) Gelelektrophoretische Analyse der proteinhaltigen Elutionsfraktionen. M
bezeichnet den Proteinmarker.

Abb. 4.3.: Übersicht der Reinigung von hyTIR2. M� Gröÿenstandard (LMW, GE Healthcare,
München, Deutschland), L� geklärtes Lysat, H� Eluat nach Nickela�nitätschromatographie, D� Protein
nach Dialyse, G� �nales Produkt nach Gel�ltration. Wie in Spur G zu sehen ist, lag nach Durchführung
der Reinigungsstrategie apparent reines Protein hyTIR2 vor.
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4.2. Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse

Im Rahmen der Hochdurchsatzkristallisationsplattform HT-X (EMBL, Hamburg) der

Protein Production Platform (P-Cube) wurden 384 Lösungen mit verschiedenen Zu-

sammensetzungen angesetzt und auf das Entstehen von Kristallen untersucht. Bei

mehreren ähnliche Bedingungen wurden stark verwachsene Kristalle mit nadeligem

Habitus erhalten. Durch Variation der Konzentration an Fällungsmittel, der Konzen-

tration des Proteins und durch Einsatz verschiedener Additive wurden die initialen

Bedingungen verfeinert. Nadeln mit einer Gröÿe von etwa 300µm x 20µm x 20µm

wurden aus 270mM MgCl2, 10mM Natriumacetat (pH 4,6), 350mM Natriumformat

und 18% (w/v) PEG 3350 mit Protein der Konzentration 3,5mg/ml erhalten. Jedoch

war diese Kristallisationsbedingung mit Protein einer anderen Reinigungscharge nicht

reproduzierbar. Vermutlich reichten bereits die geringen Unterschiede der Zusammen-

setzung des Proteinpu�ers um den idealen pH-Wert im ungepu�erten Kristallisations-

tropfen zu verfehlen. Verschiedene Pu�ersysteme wurden daraufhin auf ihre Verwend-

barkeit getestet. Optimierte Kristalle wurden in Ansätzen mit 100mM Natriumacetat

(pH 5,8), 290�350mM MgCl2 und 16�20% (w/v) PEG 3350 erhalten (siehe Abbildung

4.4a). Die Proteinkonzentration betrug 2,9mg/ml. Bei niedrigeren Konzentrationen an

PEG wuchsen einzelne stäbchenförmige Kristalle (Abbildung 4.4b). Die optisch nur

wenig voneinander zu unterscheidenden Kristalle gehörten allerdings zwei Kristallfor-

men an, die gravierend unterschiedliches Streuvermögen aufwiesen. Zusammengefasst

�ndet sich die Datenstatistik der in dieser Arbeit vermessenen Kristalle in Tabelle 4.1.

4.2.1. Kristallform I

Normalerweise wuchsen Kristalle der Form I in Büscheln aus der Proteinhaut, die

sich auf den Kristallisationstropfen bildete. Diese Art des Wachstums konnte auch

nicht durch Verwendung von Additiven oder durch Variation des pH-Wertes verbes-

sert werden. Einzelne Kristalle mussten daher vor dem Montieren herausgebrochen

und in Gefrierschutzlösung transferiert werden. Diese bestand aus 80% Reservoir und

20% MPD. Die Qualität der untersuchten Kristalle war sehr unterschiedlich. Die stäb-

chenförmigen Kristalle zeigten lokal sehr anisotropes Streuverhalten und mussten mit

dem Röntgenstrahl nach gut streuenden Abschnitten abgesucht werden. Kristalle die-
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(a) (b)

(c)

(d)

Abb. 4.4.: Kristalle der Hydra magnipapillata TRR-2 TIR-Domäne. (a) Kristallform I. Im
Kristallisationstropfen befand sich 100mM NaOAc (pH 5,6), 310mM MgCl2, 20% (w/v) PEG 3350. b)
Kristallform II. Der Tropfen enthielt 100mM NaOAc (pH 5,8), 350mM MgCl2, 18% (w/v) PEG 3350.
Repräsentative Di�raktionsbilder von einem Kristall der c) Kristallform I und d) Kristallform II. Der
Rotationswinkel betrug jeweils 1 °. Zur besseren Darstellung wurde der Kontrast der Bilder angepasst.
An der oberen Kante der Di�raktionsbilder beträgt die Au�ösung etwa c) 2,8Å und d) 1,9Å.
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4. Ergebnisse

ser Form gehören zur orthorhombischen Raumgruppe P212121 mit den allgemeinen

Zellparametern a = 33Å, b = 33Å, c = 106Å. Mit diesen Zellparametern war nur ein

Molekül in der asymmetrischen Einheit zu erwarten (Matthews, 1968). Der berech-

nete Wassergehalt in der Elementarzelle war mit etwa 39% relativ niedrig. Kristalle

dieser Form streuten bis zu einer maximalen Au�ösung von 2,3Å, jedoch wiesen die

untersuchten Kristalle mit 0,25 °�0,35 ° eine hohe Mosaizität auf (berechnet mit XDS

(Kabsch, 2010)).

4.2.2. Kristallform II

Es wurden während des Versuchs der Optimierung der Kristallform I einzelne stäb-

chenförmige Kristalle erhalten. Dies wurde ursprünglich als Verbesserung der ersten

Kristallform angesehen. Jedoch ergab die röntgenographische Analyse, dass diese Kris-

talle einer anderen Kristallform II zuzuordnen waren. Diese gehörten der monoklinen

Raumgruppe P21 an. Mit den gegebenen Zellkonstanten a = 31Å, b = 63Å, c = 32Å

und β = 105 ° ist ebenfalls nur ein Molekül pro Elementareinheit wahrscheinlich (Matt-

hews, 1968). Di�raktionsdaten dieser Kristallform wurden bis zu einer Au�ösung von

1,14Å aufgenommen. Der Wassergehalt der Elementarzelle ist mit 34,% um etwas

weniger als 5% niedriger als in Kristallform I. Die bessere Packung korrespondierte

gleichzeitig mit einer geringeren Kristallmosaizität (0,08 °, nach XDS (Kabsch, 2010)).

4.3. Strukturlösung und Verfeinerung

4.3.1. Positionierung und Verfeinerung des molekularen Modells

Phasierung der Struktur erfolgte über die Methode des molekularen Ersatzes an Daten

eines Kristalls der Kristallform I (maximale Au�ösung 2,7Å). Die verwendeten Such-

modelle wurden mit SwissModel (Peitsch, 1995; Arnold et al., 2006; Kiefer et al., 2009)

anhand der Strukturmodelle verschiedener TIR-Domänen erstellt (siehe dazu Tabelle

4.2). Durch Vergleich der Modelle untereinander wurden Bereiche groÿer Varianz und,

130



4.3. Strukturlösung und Verfeinerung

T
a
b
.
4
.1
.:
S
ta
ti
st
ik
en

d
er

P
ro
ze
ss
ie
ru
n
g
d
er

D
i�
ra
k
ti
o
n
sd
a
te
n
d
er

h
y
T
R
R
-2

T
IR
-D
o
m
ä
n
e.

K
r
is
ta
ll
p
a
r
a
m
e
te
r

K
ri
st
al
lf
or
m

I
K
ri
st
al
lf
or
m

II
a

K
ri
st
al
lf
or
m

II
a
�

L
an
gw

el
le
nd
at
en
sa
tz

R
au
m
gr
up
p
e

P
2
1
2
1
2
1

P
2
1

P
2
1

Z
el
ld
im
en
si
on
en

(Å
)

a
=

3
2
,3
2
,
b
=

3
3
,5
5
,
c
=

1
0
9
,7
8

a
=

3
0
,7
4
,
b
=

6
3
,5
8
,
c
=

3
2
,1
4

a
=

3
0
,7
0
,
b
=

6
3
,4
2
,
c
=

3
2
,0
8

α
=
β
=
γ
=

9
0

°
α
=
γ
=

9
0

°
,
β
=

1
0
5
,1
7

°
α
=
γ
=

9
0

°
,
β
=

1
0
5
,0
9

°

P
r
o
z
e
s
s
ie
r
u
n
g
s
p
a
r
a
m
e
te
r

A
u�
ös
un
gs
gr
en
ze

(Å
)1

1
0
9
,7
8
�2
,0
0

3
1
,7
9
�1
,1
4

3
1
,7
1
�1
,8
3

(2
,0
5
�2
,0
0
)

(1
,1
6
�1
,1
4
)

(1
,8
7
�1
,8
3
)

Z
ah
l
de
r
ei
nz
ig
ar
ti
ge
n
R
e�
ex
e1

8
6
2
5
(6
1
4
)

4
2
2
2
6
(2

0
4
5
)

9
1
9
7
(3
0
4
)

V
ol
ls
tä
nd
ig
ke
it
(%

)1
1
0
0
,0
(9
9
,9
)

9
7
,5
(9
6
,1
)

8
6
,9
(4
5
,4
)

D
ur
ch
sc
hn
it
tl
ic
he

R
ed
un
da
nz

1
1
2
,1
(1
2
,1
)

5
,8
(3
,6
)

1
1
,9
(7
,7
)

I/
σ
(I
)1

7
,4
(0
,8
)

9
,1
(0
,7
)

1
7
,4
(2
,9
)

R
m
e
a
s
(%

)1
,
2

1
9
,4
(3
9
4
,4
)

1
2
,3
(2
2
3
,2
)

1
2
,3
(7
7
,7
)

R
p
im

(%
)1
,
3

5
,6
(1
1
2
,5
)

5
,1
(1
0
0
,0
)

3
,5
(2
6
,3
)

C
C
1
/
2
1

0
,9
9
8
(0
,3
0
9
)

0
,9
9
8
(0
,1
9
6
)

0
,9
9
8
(0
,6
2
3
)

A
no
m
al
e
V
ol
ls
tä
nd
ig
ke
it
(%

)1
8
2
,8
(3
6
,9
)

A
no
m
al
e
R
ed
un
da
nz

1
5
,8
(4
,4
)

R
C
R
a
n
o
m

1
,2
3
4

C
C
a
n
o
m

0
,2
0
7

K
ri
st
al
lm
os
ai
zi
tä
t
(°
)

0
,3
5

0
,1
1

0
,0
8

B
-F
ak
to
r,
na
ch

W
ils
on
-P
lo
t
(Å

2
)4

5
4
,2

8
,2

1
1
,8

a
D
at
en
sä
tz
e
ge
m
es
se
n
am

gl
ei
ch
en

K
ri
st
al
l.

1
W
er
te

in
K
la
m
m
er
n
:
äu
ÿe
rs
te

A
u
�
ös
u
n
gs
sc
h
al
e.

2
R
ed
u
n
d
an
z-
u
n
ab
h
än
gi
ge
r
R
-F
ak
to
r.

R
m
e
a
s

=
∑ h
k
l[

N
N
−
1

]1 2
∑ i

|I
i
(h

k
l)
−
<
I
(h

k
l)
>
|

∑ h
k
l∑ i

I
i
(h

k
l)

,
m
it

I i
(h

k
l)
al
s
d
ie
In
te
n
si
tä
t
d
er

i-
te
n
M
es
su
n
g
d
er

R
e�
ex
e
m
it
d
en

M
il
le
r'
sc
h
en

In
d
iz
es

h
,k

,l
u
n
d
<

I i
(h

k
l)

>
al
s
d
er
m
it
tl
er
en

In
te
n
si
tä
t
al
le
r
M
es
su
n
ge
n
vo
n
I
(h

k
l)
.N

gi
b
t
d
ie
R
ed
u
n
d
an
z
d
er
ge
m
es
se
n
en

R
e�
ek
ti
on
en

an
(D

ie
d
er
ic
h
s
u
n
d
K
ar
p
lu
s,
19
97
b
;
D
ie
d
er
ic
h
s
u
n
d
K
ar
p
lu
s,
19
97
a;
W
ei
ss
,
20
01
).

3
P
rä
zi
si
on
-a
n
ze
ig
en
d
er

R
-F
ak
to
r.

R
p
im

=
∑ h
k
l[

1
N
−
1

]1 2
∑ i

|I
i
(h

k
l)
−
<
I
(h

k
l)
>
|

∑ h
k
l∑ i

I
i
(h

k
l)

,
m
it

I i
(h

k
l)

al
s
d
ie

In
te
n
si
tä
t
d
er

i-
te
n
M
es
su
n
g
d
er

R
e�
ex
e
m
it

d
en

M
il
le
r'
sc
h
en

In
d
iz
es

h
,k

,l
u
n
d
<

I i
(h

k
l)

>
al
s
d
er
m
it
tl
er
en

In
te
n
si
tä
t
al
le
r
M
es
su
n
ge
n
vo
n
I
(h

k
l)
.N

gi
b
t
d
ie
R
ed
u
n
d
an
z
d
er
ge
m
es
se
n
en

R
e�
ek
ti
on
en

an
(D

ie
d
er
ic
h
s
u
n
d
K
ar
p
lu
s,
19
97
b
;
D
ie
d
er
ic
h
s
u
n
d
K
ar
p
lu
s,
19
97
a;
W
ei
ss
,
20
01
).

4
B
er
ec
h
n
et

n
ac
h
(P
op
ov

u
n
d
B
ou
re
n
ko
v,

20
03
).

131



4. Ergebnisse

basierend auf der Einschätzung des Modellierprogramms, hoher Unsicherheit gelöscht.

Die resultierenden Modelle enthielten die Faltblattstränge βA�βC, die Helices αA�αC

und αE sowie die unmittelbar verbindenden Schleifen. Die Modelle wurden mit MOL-

REP (Vagin und Teplyakov, 1997) im slow mode platziert. Bei der Verfeinerung mit den

Modellen beruhend auf den TIR-Domänen der C713S-Mutante des humanen TLR-2

(PDB-Eintrag 1O77, Tao et al., 2002) und des humanen TLR-1 (1FYV, Xu et al., 2000)

sanken der Rwork sowie der freie R-Faktor Rfree sichtbar. Weitergearbeitet wurde des-

halb mit dem Modell auf Grundlage der Struktur der TIR-Domäne des humanen Toll-

ähnlichen Rezeptors 1 (PDB-Eintrag 1FYV, Xu et al., 2000). Nach Anwendung eines

Verfeinerungsprotokolls, bestehend aus abwechselnder Starre-Körper- und Beschränk-

ter Verfeinerung, wurde ein Rwork = 0,40 und Rfree = 0,46 erhalten. Das Modell wurde

in PHENIX.AUTOBUILD (Rebuild-in-place) (Terwilliger, 2004a; Terwilliger, 2004b;

Zwart et al., 2005; Terwilliger et al., 2008; Afonine et al., 2012) automatisch neu gebaut

und verfeinert. Es zeigten sich in der Elektronendichte fehlende Bereiche, besonders die

Faltblattstränge βD und βE. Die dazugehörigen Reste wurden aus der Struktur 1FYV

(korrespondierend den Aminosäuren Ser725�Leu731 und Leu756�Trp758 des TLR-1)

entnommen und als Polyalaninmodell in die Elektronendichte eingefügt. Nach meh-

reren Schritten manuellen Modellbaus und Rückbaus ergaben sich die R-Faktoren zu

Rwork = 0,25 und Rfree = 0,32. Dieses Modell beinhaltete nahezu das komplette Mole-

kül der hyTIR2 (AS Tyr97�Ser176 und Ile179�Asn221). Problematisch war zu diesem

Zeitpunkt die Modellierung der Helix αC (Asn165-Gln178). Die Elektronendichte in

diesem Bereich war entweder stark verrauscht oder fehlte. Der Modellbau gelang je-

doch mit Daten mit der maximalen Au�ösung von 2,0Å. Das �nale Modell enthält

die Reste Thr96�Asn220 mit Rwork = 0,25 und Rfree = 0,30. Die Inspektion des Pro-

tokolls des Programms REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011)

bei Durchführung der Verfeinerung zeigte hohe anisotrope Skalierungsfaktoren. Die

Daten wurden aus diesem Grund mit dem Di�raction Anisotropy Server untersucht

(Strong et al., 2006). Leichte Anisotropie wurde in Richtung der b*-Richtung festge-

stellt. Die Daten wurden daher in dieser Richtung bis zu einer Au�ösung von 2,5Å

geschnitten. Eine Verfeinerung mit REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov

et al., 2011) ergab nur ein sehr geringfügiges Sinken des freien R-Wertes. Die Elek-

tronendichtekarte zeigte ebenfalls keine Verbesserung. Eine Anpassung der Struktur

an die erhaltene Dichte und deren Verfeinerung führte ebenfalls nicht zum sichtba-

ren Erfolg. Die Strukturen wurden mit PHENIX.CALCULATE_CC* verglichen und

zeigten deutlich schlechtere CCwork- und CCfree-Werte. Die Daten wurden deshalb un-

geschnitten belassen. Weiterhin wurde eine Verfeinerung unter Einbeziehung von TLS
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4.3. Strukturlösung und Verfeinerung

(Translation/Libration/Screw) durchgeführt. Hierzu wurden 20 TLS-Segmente mit-

tels des TLS Motion Determination (TLSMD)-Server bestimmt (Painter und Merritt,

2006a; Painter und Merritt, 2006b). Die Verfeinerung der Struktur erbrachte ebenfalls

keine wesentliche Erniedrigung der R-Werte. Deshalb wurde auch auf die Verwendung

von TLS verzichtet. Die Statistiken der Prozessierung und Verfeinerung der Struktur

�ndet sich in Tabelle 4.3.

Tab. 4.2.: Verwendete Suchmodelle zur Phasierung der hyTRR-2 TIR-Domäne

PDB- Sequenz-
Beschreibung

Eintrag identität

1FYV 30 TIR-Domäne des humanen Toll-ähnlichen Rezeptors 1

(TLR-1) (Xu et al., 2000)

2J67 31 TIR-Domäne des humanen Toll-ähnlichen Rezeptors 10

(TLR-10) (Nyman et al., 2008)

2JS7 29 TIR-Domäne des humanen myeloid di�erentiation primary

response 88 (MyD88)

1T3G 24 TIR-Domäne des humanen Interleukin-1 Receptor Accessory

Protein-like 1 (Khan et al., 2004)

3H16 22 TIR-Domäne aus Paracoccus denitri�cans (Chan et al.,

2009)

3JRN 21 TIR-Domäne aus Arabidopsis thaliana (Chan et al., 2010)

3OZI 21 TIR-Domäne des Flachs (Linum usitatissimum) Disease Re-

sistance Proteins L6 (Bernoux et al., 2011)

4.3.2. Verbesserung des Modells anhand höher aufgelöster Daten der
Kristallform II

Es wurden Di�raktionsdaten eines Kristalls der Kristallform II bis zu einer maxima-

len Au�ösung von 1,14Å gemessen. Das aus Kristallform I erhaltene Strukturmodell

wurde mittels MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) in der Einheitszelle positioniert.

Nach 50 Zyklen Geleekörperverfeinerung (jelly body re�nement) wurden die R-Faktoren

Rwork = 0,27 und Rfree = 0,27 erhalten. Das Modell wurde anschlieÿend mit BUCCA-

NEER (Cowtan, 2006; Cowtan, 2008) neu gebaut. Bei Bedarf wurden einzelne Reste

manuell in die Dichte eingepasst und Wassermoleküle in das Modell integriert. Das

133



4. Ergebnisse

Abb. 4.5.: Überlagerung der Elektronendichte mit der anomalen Dichtekarte. Atombezeich-
nung: grau Kohlensto�, gold Schwefel, rot Sauersto�/Wasser, grün Chlor. Gitter: grau (2Fo − Fc, αc)-
Dichte (Konturierung 1,5σ), grün positive Dichte der (Fo − Fc, αc)-Karte (Konturierung 4,0σ), pink
anomale Dichte (Konturierung 3,5σ).

komplette Modell enthielt die Aminosäuren Gly94 bis Asn220. Für die Reste Arg108,

Asp145, Ser150, Val155, Ile173, His195, Arg212 und Arg216 wurden alternative Konfor-

mationen modelliert. Zusätzlich wurde in der Nähe des C-Terminus Elektronendichte

gefunden, in die weitere Aminosäuren modelliert wurden. Über die anomalen Signale ei-

nes langwelligen Datensatz konnte weiterhin ein Chloridion zugeordnet werden. Dieser

Datensatz zeigt ebenfalls ein schwaches anomales Signal der sich im Molekül be�nd-

lichen Schwefelatome. Dargestellt ist dies in Abbildung 4.5. Die R-Faktoren der mit

anisotropen B -Faktoren verfeinerten Struktur betragen Rwork = 0,14 und Rfree = 0,17.

4.4. Struktureller Aufbau der TRR-2 TIR-Domäne

Um den allgemeinen Aufbau zu beschreiben, soll hauptsächlich die hochaufgelöste

Struktur der Kristallform II herangezogen werden. In der Elektronendichte fehlen im

Wesentlichen die Aminosäuren, die zum Zweck der heterologen Expression und Prote-

inreinigung an die Zielsequenz fusioniert wurden. Diese werden bei der nachfolgenden

Betrachung daher nicht einbezogen.
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(b)

Abb. 4.6.: Φ,Ψ-Plot zur Validierung der Struktur der hyTRR-2 TIR-Domäne beider Kris-
tallformen (Lovell et al., 2003). Berechnet wurden die Diagramme mit SFcheck (Vaguine et al.,
1999). (a) Kristallform I. (b) Kristallform II. Legende: Allgemein, Präprolin, Prolin bevorzugt,

Allgemein, Präprolin, Prolin erlaubt, Glycin bevorzugt, Glycin erlaubt.

Strukturell entspricht die TIR-Domäne von Hydra magnipapillata TRR-2 einer typi-

schen Flavodoxin-ähnlichen Faltung. Das Grundgerüst besteht aus einem Faltblatt mit

fünf parallelen Faltblattsträngen, wobei die Stränge βB und βE sehr kurz und nur wenig

ausgeprägt sind. Verbunden werden die β-Stränge hauptsächlich durch Helices. Zwi-

schen βD und βE �ndet sich eine aus den hydrophoben Aminosäuren Tyr191, Phe192

und Leu193 bestehende kurze 310-Helix. In Analogie zu den bereits charakterisierten

TIR-Domänen soll diese trotzdem mit αD bezeichnet werden (siehe Abbildung 4.7). Das

Protein weist zwei hydrophobe Kernbereiche auf. Interessant ist hier die Anordnung

der Reste Trp110, Thr114, Lys118, Tyr184, Trp201 und Trp211. Die polaren Endgrup-

pen bzw. polaren Molekülbereiche, das Oγ des Threonins, Oη des Tyrosins, das Nε der

Tryptophanreste und Nζ des Lysins, sind so ausgerichtet, dass sie in Richtung des Lö-

sungsmittels zeigen und den ober�ächlich liegenden hydrophoben Kern abschirmen. In

beiden Kristallformen be�ndet sich jedoch in direkter Nähe ein über kristallographische

Symmetrie verbundenes Proteinmolekül. Es ist daher anzunehmen, dass dieser Bereich

trotzdem einen hydrophoben Charakter besitzt. Die kompakte Domänenstruktur wird

an einer Stelle aufgebrochen. Zwischen dem Faltblattstrang βA, der BB-Schlaufe, der

Helix αB und der Helix αC be�ndet sich eine hydratisierte Tasche, die das Eindringen

von Wassermolekülen tief in das Proteinmolekül ermöglicht (siehe Abbildung 4.9b).

Von den vier Cysteinresten sind drei ober�ächlich situiert. Allerdings ist nur die Sei-
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           100        110        120        130          

     MGKTYDV NICYAPEDRE WVINTLVFKL ERAGIKTFVN IRDDTPGNFF  

 

 

 

 

 

140        150        160        170        180                  

  AENIMDAIEN SNRTIVVMSP DFFKNNICDK TLQIGLSHQI IPILYRPCEV  

 

 

 

 

 

190        200        210        220 

  PYFLNHMTYL DWCDKDVRPV FWRNLFRDIR NNHHHHHH  

  

   αD                  βE                                     αE 

αB                           βC                            αC‘                 αC                                  βD 

βA                                         αA                                           βB         αB‘ 

Abb. 4.7.: Sekundärstruktur der TIR-Domäne aus Hydra magnipapillata TRR-2. Die Se-
kundärstrukturelemente sind über ihrer korrespondierenden Aminosäuresequenz angeordnet. Helikale
Bereiche werden als rote Zickzacklinien, β-Faltblattstränge als grüne Pfeile dargestellt. Grau eingefärbt
sind diejenigen Aminosäuren des N-Terminus bzw. C-Terminus, die in der Elektronendichte nicht sicht-
bar sind. Bezeichnet wurden die Faltblattstränge und Helices analog der für Toll/Interleukin-Rezeptor
homologe Domänen üblichen Nomenklatur. Die zwischen den Sekundärstrukturelementen be�ndlichen
Schleifen, werden gewöhnlich mit den Buchstaben der Sekundärstrukturen beschrieben. So wird die
Schleife zwischen dem Faltblattstrang βB und der Helix αB als BB-Schleife bzw. BB-Loop bezeichnet.
Abweichend davon wird in dieser Arbeit die Schleife zwischen Strang βD und βE als D-Schleife bzw.
D-Loop bezeichnet.
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CN

AB C D E

(a)

(b)

Abb. 4.8.: Topologischer Überblick über die Kristallstruktur der Hydra magnipapillata

TRR 2 TIR-Domäne. (a) Topologiediagramm. Die Bezeichnung der β-Stränge ist eingetragen. (b)
Wall-eye Stereodarstellung der Kristallstruktur hyTIR2, gefärbt nach der Sekundärstruktur (β-Strang:
magenta, helikale Strukturen: blau).
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4.4. Struktureller Aufbau der TRR-2 TIR-Domäne

tenkette von Cys202 für das umgebende Solvent zugänglich. Sowohl in Kristallform I

und II lassen die Kristallpackungen keine intermolekularen Disul�dbrücken zu. Intra-

molekular nähern sich die Schwefelatome der beiden Cysteinreste Cys102 und Cys167

bis auf 4,3Å in Kristallform II. Der Abstand beider Schwefel in der Kristallstruktur

der Form I beträgt 4,8Å. Eindeutig kann anhand der Elektronendichtekarte ausgesagt

werden, dass die Reste nicht in einer (partiell) disul�dverbrückten Form vorliegen.

In der Elektronendichtekarte der Kristallform II sind vier weitere Aminosäuren in direk-

ter Nähe zum C-Terminus zu erkennen (siehe Abbildung 4.9c). Zwei der Aminosäuren

konnten eindeutig als Histidinreste identi�ziert werden. Vermutlich stammen diese von

der C-terminal fusionierten Hexahistidin-A�nitätssequenz. Zwischen der Hauptkette

und den zusätzlichen Histidinresten �ndet sich allerdings keine Elektronendichte, die

eine kovalente Verknüpfung beider Elemente zweifelsfrei erlaubt. Die vier Aminosäuren

wurden daher als eine weitere Kette de�niert, wobei die Nummerierung der theoreti-

schen Primärsequenz angepasst wurde.

4.4.1. Zwischen den Kristallformen gibt es nur geringe strukturelle
Unterschiede

In dieser Arbeit wurden Strukturen von hyTIR2 in zwei Kristallformen erhalten. Durch

das unterschiedliche Interaktionsmuster der Proteinmoleküle innerhalb der jeweiligen

Kristallpackung könnten prinzipiell verschiedene Zustände des Proteins stabilisiert wer-

den. Dies führt im einfachsten Fall dazu, dass an der Ober�äche gelegene Aminosäuren

unterschiedliche Konformationen annehmen. Jedoch könnten auch �exible Schleifen

oder Bereiche des Proteins nach Stabilisierung in der Elektronendichte sichtbar wer-

den. Im Fall von hyTIR2 scheint der Ein�uss der Kristallpackung auf die Faltung von

hyTIR2 gering zu sein. Zudem sind nur wenige konformationelle Unterschiede sicht-

bar. Beide Strukturen überlagern mit einem sehr kleinen RMSD von 0,5Å über 125

Cα-Atome. Dargestellt ist diese in Abbildung 4.10. Unterschiede in der Position der Cα-

Atome mit einem RMSD gröÿer als 0,8Å �nden sich am N-Terminus, dem BB-Loop,

den 310-Helices αC' und αD sowie der N-terminalen Hälfte der Helix αE.
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(a) (b)

(c)

Abb. 4.9.: Besonderheiten der TIR-Domäne von Hydra magnipapillata TRR-2. (a) Die
Schwefelatome der Cysteinreste Cys102 und Cys167 nähern sich bis auf 4,3Å in Kristallform II. In
Gitterdarstellung wurde (2Fo − Fc, αc)-Elektronendichte mit einer Konturierung σ = 1,5 gezeigt. (b)
Wassermoleküle (rote Sphären) in einer hydratisierten Tasche. Die Ober�äche von hyTIR2 ist in grau
dargestellt. (c) In Kristallform II sind zwei symmetrieverwandte Moleküle (hellblau und orange) an
der direkten Bindung eines aus vier Aminosäuren bestehenden Peptids beteiligt. Zwei weitere hyTIR2
(grün und gelb) be�nden sich in direkter Nachbarschaft. Gezeigt ist eine wall eye-Stereoabbildung. Die
Konturierung (σ-Niveau) der (2Fo − Fc, αc)-Elektronendichte beträgt 1σ.

Abb. 4.10.: Strukturelle Überlagerung von hyTIR2 zweier Kristallformen. Abbildung ist in
wall eye-Stereo. Es �nden sich nur geringe Unterschiede in den Proteinstrukturen. Der Ein�uss der
Kristallpackung kann demnach vernachlässigt werden.
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4.4. Struktureller Aufbau der TRR-2 TIR-Domäne

4.4.2. Beweglichkeit der hyTRR-2 TIR-Domäne im Kristall

Mit Hilfe beider Kristallformen soll versucht werden, die intramolekulare Beweglichkeit

der TIR-Domäne des Hydra magnipapillata TRR-2 zu verstehen. Neben den Koordina-

ten x, y, z eines Atoms im Kristallgitter wird dessen thermische Bewegung durch einen

Temperaturfaktor B ausgedrückt. Dieser beschreibt im Allgemeinen die Abschwächung

der Röntgenbeugung an einem Atom bezogen auf seine thermische Beweglichkeit im

Kristall. Hier soll allerdings aus den B-Faktoren auf die Flexibilität spezi�scher Be-

reiche von hyTIR2 geschlossen werden. Hohe Beglichkeit wird durch einen erhöhten

B-Faktor ausgedrückt. Auf die gleiche Weise zeigt ein niedriger B-Faktor eine eher

geringe Bewegungsfreiheit an. Die aus einer Kristallstruktur erhaltenen Informatio-

nen müssen jedoch vorsichtig betrachtet werden. Insbesondere die Bewegungsfreiheit

von Bereichen des Moleküls, die sich in einem Kristallkontakt be�nden, könnten stark

eingeschränkt werden und daher im Kristall geringe B-Faktoren aufweisen. Die Kris-

tallformen I und II unterscheiden sich zudem stark in ihren B-Faktoren. In Kristallform

I ist dieser Wert mit durchschnittlich 52Å2 im Vergleich zum mittleren äquivalenten

Beq von 10Å2 in Form II mehr als 5fach erhöht. Ein direkter numerischer Vergleich ist

deshalb nicht möglich. Daher wurden die Temperaturfaktoren beider Proteinstruktu-

ren durch Berechnung eines relativen B-Faktors B' nach Parthasarathy und Murthy

(1997) zueinander skaliert.

Prinzipiell weist der Kern des Moleküls vergleichsweise niedrige B-Faktoren und daher

auch geringe Flexibilität auf. Insbesondere die Stränge des β-Faltblatts und die Helices

αA, αB und der Teile der Helix αE sind in beiden Kristallformen rigide angeordnet.

Diese Bereiche des Moleküls beherbergen die Aminosäuren, die an der Ausbildung des

hydrophoben Bereiches beteiligt sind (siehe dazu Abbildung 4.11). Im Gegensatz dazu

haben die peripher angeordneten Schleifen und Helices deutlich höhere Temperaturfak-

toren und haben demzufolge gröÿere Beweglichkeit. Unterschiede in den B-Faktoren

der Aminosäuren von Helix αC werden durch stabilisierende E�ekte von Kristallkontak-

ten bewirkt. Gleichermaÿen führt in Kristallform II die Interaktion mit dem zusätzlich

gebundenem Peptid zur Erniedrigung der B-Faktoren der BB- und D-Schleife.

Die Seitenketten aller Aminosäuren (auÿer Alanin) zeigen intrinsische Beweglichkeit.

Im Kristall können einige der möglichen Konformation durch stabilisierende Wechsel-

wirkungen �xiert und daher in der Elektronendichte beobachtet werden. Unterschied-
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Abb. 4.11.: B-Faktoren von hyTIR2 der beiden Kristallformen. (a) Kristallform I, (b) Kris-
tallform II. Die Werte des rechts gezeigten Balkens sind in der Einheit Å2. (c) Verteilung der relati-
ven Temperaturfaktoren der Cα-Atome der Proteinketten beider Kristallformen. Zur besseren Übersicht
wurden die Positionen der helikalen Bereiche (unterbrochene Balken) sowie die β-Stränge in die Graphik
eingefügt (ausgefüllte Balken).
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4.4. Struktureller Aufbau der TRR-2 TIR-Domäne

liche Konformationen konnten aufgrund der niedrigeren Au�ösung der gesammelten

Di�raktionsdaten der Kristalle der Form I nicht beobachtet werden. In diesem Fall

sind die Reste in der Elektronendichte nicht oder nur bei sehr niedriger Konturierung

sichtbar. So war die Seitenkette der Aminosäure His177 nicht in der Elektronendichte

de�niert und wurde daher nicht modelliert. Das Gegenteil war bei der Verfeinerung der

hochaufgelösten Kristallform II der Fall. Hier konnten den hauptsächlich an der Ober-

�äche be�ndlichen Aminosäureresten Arg108, Asp145, Ser150, Ile173, His195, Arg212

und Arg216 alternative Konformationen zugeordnet werden. Es lassen sich vielfach

spezi�sche intra- und intermolekulare Interaktionen der einzelnen Konformeren beob-

achten. Diese verringern die Flexibilität der beteiligten Reste.

In beiden Kristallformen sind also die gleichen Bereiche durch höhere Temperaturfak-

toren gekennzeichnet. Auf die Kristallpackung allein lässt sich dieses Phänomen nicht

zurückführen. Die Vermutung liegt deshalb nahe, dass es sich hierbei um tatsächliche

Flexibilität handeln könnte. Proteinkristallisation ist jedoch nicht in der Lage diese

Frage detailliert zu beantworten. Hier können spektroskopische und massenspektro-

metrische Techniken Abhilfe scha�en. Im besonderem Maÿe ist die Verwendung von

NMR-Spektroskopie dafür geeignet. Neben Informationen über die Konstitution eines

Moleküls können durch Nutzen des Kern-Overhauser-E�ektes zusätzlich Daten über die

Wechselwirkung spezi�scher Reste durch den Raum beobachtet werden. Simulation der

Molekulardynamik unter den experimentellen Randbedingungen ermöglicht einen Ein-

blick in die intramolekulare Flexibilität. Eine weitere Möglichkeit ist die Markierung

des Proteins mit Deuterium in Abhängigkeit von der Zeit. Die Rate des Austauschs

wird durch die Zugänglichkeit des beteiligten Protons zum umgebenden Solvens und

die Beteiligung an Wassersto�brückenbindungen bestimmt. Werden einzelne Fragmen-

te des markierten Proteins mittels Massenspektrometrie untersucht, ergibt sich aus der

Veränderung der Masse einzelner Reste unter Berücksichtung ihrer lokaler chemischen

Situation ein Bild ihrer Beweglichkeit.
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4.5. Die TIR-Domäne aus Hydra magnipapillata TRR-2

zeigt hohe strukturelle Ähnlichkeit zu anderen

TIR-Domänen

Die Kristallstruktur der Hydra magnipapillata TRR-2 TIR-Domäne wurde mit ande-

ren in der Proteindatenbank abgelegten Strukturen verglichen. Dies erfolgte mit dem

DALI-Server (Holm und Rosenstrom, 2010). Das Ergebnis ist in Tabelle 4.4 dargestellt.

Wie zu erwarten zeigt hyTIR2 hohe Homologie zu den TIR-Domänen der menschlichen

Toll-ähnlichen Rezeptoren und Adapterproteinen sowie zu bakteriellen und p�anzlichen

TIR-Proteinen. Weiterhin identi�zierte Kristallstrukturen waren die SEFIR-Domänen

des humanen IL-R17A (Zhang et al., 2014) und des murinen IL-R18B (Zhang et al.,

2013). Diese Ähnlichkeit ist erstaunlich, aber nicht komplett überaschend. Bereits 2003

stellten Novatchkova u. a. fest, dass TIR- und SEFIR-Domänen in eine Superfamilie

STIR eingeordnet werden können (Novatchkova et al., 2003). Kürzlich wurde zudem ge-

zeigt, dass Interaktionen zwischen TIR- und SEFIR-Domänen aktiv an der Regulation

der TLR-Signalweges beteiligt sind (Mellett et al., 2015).

Gröÿte strukturelle Ähnlichkeit zeigt hyTIR2 zu den TIR-Domänen der Toll-ähnlichen

Rezeptoren mit einem RMSD von 1,8Å bis 2,3Å. Auch die Strukturen der Adapter-

proteine MyD88 und TIRAP (auch bekannt als Mal) haben einen niedrigen RMSD

von 2,1Å bzw. 2,2Å. Die Sequenzen sind zu 25% bis 34% identisch. Trotz einer gerin-

gen Sequenzidentität von 11% bzw. 6% überlagern hyTIR2 und die SEFIR-Domänen

des humanen IL-17 Rezeptors A und murinen IL-17-Rezeptors B mit einem RMSD

vergleichbar mit diesen TIR-Domänen. Zu den Strukturen der TIR-Domänen der Ad-

apterproteine TICAM-1 und -2 und IL-1RAPL-1 sowie den TIR-Domänen p�anzlicher

und bakterieller Herkunft besitzt hyTIR2 ebenfalls moderate Ähnlichkeit. So lässt sich

hyTIR2 aus strukturellen Gesichtspunkten zu den TIR-Domänen Toll-ähnlicher Rezep-

toren zählen. Es �nden sich in hyTIR2 zudem drei in den TIR-Domänen Toll-ähnlicher

Rezeptoren konservierte Motive, Box 1, 2 und 3 (Slack et al., 2000). Im Fall von hyTIR2

besteht Box 1 aus den Aminosäuren Tyr97 bis 103, Box 2 aus den Resten Ile124 bis

Gly136 und Box 3 aus Phe210 bis Asn213. Für TLR-1, -2 und -4 konnte gezeigt werden,

dass sich Mutationen innerhalb dieser Motive negativ auf die Signalkapazität auswir-

ken, möglicherweise aufgrund verminderter Fähigkeit zur Ausbildung homo- und hete-

rotyper Wechselwirkungen (Poltorak et al., 1998; Xu et al., 2000; Ronni et al., 2003).
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4.5. hyTIR2 zeigt hohe strukturelle Ähnlichkeit zu anderen TIR-Domänen

Tab. 4.4.: Ergebnis der strukturellen Überlagerung der TIR-Domäne aus Hydra magnipa-

pillata TRR-2 mit der Proteindatenbank PDB. Dies geschah mit dem Programm DALI (Holm
und Rosenstrom, 2010).

Beschreibung
RMSD PDB-
[Å]a Einträge

Tierischer Ursprung
TIR-Domäne des humanen TLR-1 (Xu et al., 2000) 1,8 (32%) 1FYV
TIR-Domäne des humanen TLR-6 (Jang und Park,
2014)

1,9 (31%) 4OM7

TIR-Domäne des humanen MyD88 (Ohnishi et al.,
2009; Snyder et al., 2013)

2,1 (28%) 4EO7, 4DOM,
2Z5V, 2JS7

SEFIR-Domäne des humanen IL-17 Rezeptors A
(Zhang et al., 2014)

2,1 (11%) 4NUX

TIR-Domäne des humanen TLR-2 (Xu et al., 2000; Tao
et al., 2002)

2,2 (34%) 1FYW,
1FYX, 1O77

TIR-Domäne des humanen TIRAP (Valkov et al., 2011;
Lin et al., 2012; Woo et al., 2012; Snyder et al., 2014)

2,2 (25%) 4LQD, 3UB2,
3UB3, 3UB4,
2Y92, 4FZ5

TIR-Domäne des humanen TLR-10 (Nyman et al.,
2008)

2,3 (31%) 2J67

SEFIR-Domäne des murinen IL-17-Rezeptors B (Zhang
et al., 2013)

2,3 (6%) 3VBC

TIR-Domäne des humanen IL-1RAPL-1 (Khan et al.,
2004)

2,6 (23%) 1T3G

TIR-Domäne des humanen TICAM-2 (Enokizono et
al., 2013)

2,8 (19%) 2M1W

TIR-Domäne des humanen TICAM-1 (Enokizono et
al., 2013)

3,2 (21%) 2M1X

P�anzlicher Ursprung
TIR-Domäne aus A. thaliana (Chan et al., 2010) 2,3 (23%) 3JRN
TIR-Domäne des A. thaliana RPS4 (Williams et al.,
2014)

2,7 (19%) 4C6R, 4C6T

TIR-Domäne des A. thaliana RRS1 (Williams et al.,
2014)

2,7 (19%) 4C6S, 4C6T

TIR-Domäne des L. usitatissimum L6 (Bernoux et al.,
2011)

2,9 (21%) 3OZI

Bakterieller Ursprung
TIR-Domäne aus P. denitri�cans (Chan et al., 2009) 2,5 (26%) 3H16
TIR-Domäne des B. melitensis TcpB (Kaplan-Türköz
et al., 2013; Snyder et al., 2014; Alaidarous et al., 2014)

2,5 (30%) 4C7M, 4LQC,
4LZP

a In Klammern ist die Anzahl der überlagerten Aminosäuren angegeben. Beinhaltet
die Kristallstruktur mehr als eine Kette (d. h. mehrere Monomere bzw. Protome-
re in der asymmetrischen Einheit) wird ausschlieÿlich diejenige mit der geringsten
strukturellen Abweichung (RMSD) aufgeführt. Das Gleiche gilt für Strukturen mit
multiplen Einträgen in der Proteindatenbank.
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Zudem weist hyTIR2 eine für MyD88-bindende TIR-Proteine typische Triade beste-

hend aus den Aminosäuren Tyr97-Asp98-Asp132 auf (Brown et al., 2006). Heutezutage

wird jedoch insbesondere den Motiven Box 1 bis 3 wenig Bedeutung beigemessen, da

diese für die korrekte Faltung der TIR-Domäne notwendige Bereiche umfassen (Nara-

yanan und Park, 2015). In Zusammenfassung scheint hyTIR2 ein klassischer Vertreter

der Familie der Toll/Interleukin 1-Rezeptor-Domänen zu sein.

4.6. Analyse der Kristallpackung

Über homotype Interaktionen von TIR-Domänen erfolgt die Weiterleitung eines Ge-

fahrsignals innerhalb der Zelle (Song und Lee, 2012; Narayanan und Park, 2015). In

dieser Arbeit wurden zwei Kristallformen der TIR-Domäne aus Hydra magnipapillata

TRR-2 erhalten, bei denen sich jedoch nur jeweils ein Molekül in der asymmetrischen

Einheit be�ndet. Während der Ausbildung eines Kristallgitters geht das kristallisier-

te Protein eine Vielzahl von Wechselwirkungen ein. Für eine Analyse der homotypen

Wechselwirkungspartner sollte daher die Anordnung der symmetrieverwandten Mo-

leküle im Kristallgitter einbezogen werden. In manchen Fällen kann auch ein Ver-

gleich der intermolekularen Interaktionen unterschiedlicher Kristallformen Aufschluss

über physiologisch relevante Wechselwirkungen liefern. Mit dem Programm PDBePI-

SA (Krissinel und Henrick, 2007) wurden daraufhin für beide Kristallformen die Eigen-

schaften der Kontakt�ächen zu symmetrieverwandten Molekülen ermittelt (siehe dazu

Tabelle 4.5).

4.6.1. In beiden Kristallformen �ndet sich ein identischer Kristallkontakt

Die für Wechselwirkungen zur Verfügung stehende Ober�äche ist bei hyTIR2 in beiden

Kristallformen etwa gleich groÿ. Berechnet wurde diese für Kristallform I zu 7 255Å2

und 7 332Å2 für Kristallform II. In beiden Kristallformen ist der Wassergehalt relativ

gering. Für Kristallform I und Kristallform II beträgt dieser 38,8% bzw. 36,4% (berech-

net mit SFCheck (Vaguine et al., 1999) nur für den Anteil des Proteins, Solvensmoleküle

und das zusätzlich gebundene Peptid sowie das Chloridion wurden zuvor entfernt). Es

sollte daher in Form II eine insgesamt gröÿere Proteinober�äche an Interaktionen betei-
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4.6. Analyse der Kristallpackung

Tab. 4.5.: Analyse der Kristallpackung der Kristallformen I und II. Berechnet wurden die
Kontakt�ächen zwischen den über die kristallographische Symmetrie erzeugten Molekülen. Dies geschah
mit dem PISA-Server (Krissinel und Henrick, 2007).

Kristallform I

Symmetrie- Anzahl beteiligter Reste Kontakt- Δ
iG Δ

iG
operation Molekül 1 Molekül 2 �äche (Å2) (kcal/mol) P-Wert

x-1, y, z 20 13 557,8 -5,2 0,267
x-1/2, -y+1/2, -z+1 10 11 413,3 -6,3 0,139
-x+2, y-1/2, -z+1/2 14 13 384,0 1,2 0,765

x, y-1, z 6 4 117,8 0,3 0,674
x-1/2, -y-1/2, -z+1 2 2 68,8 1,3 0,769

Summe 1 541,7

Kristallform II

Symmetrie- Anzahl beteiligter Reste Kontakt- Δ
iG Δ

iG
operation Molekül 1 Molekül 2 �äche (Å2) (kcal/mol) P-Wert

x-1, y, z 13 18 628,3 -0,7 0,592
x, y, z-1 12 19 572,6 -4,3 0,286

-x, y-1/2, -z+1 7 7 202,0 1,4 0,740
-x+1, y-1/2, -z+1 4 6 149,3 0,1 0,500

x-1, y, z+1 3 1 51,2 -1,1 0,180
x-1, y, z-1 1 1 4,3 0,0 0,591

Summe 1 607,7

ligt sein. Werden jedoch ausschlieÿlich die Wechselwirkungen mit symmetrieverwand-

ten Molekülen betrachtet, ist die beteiligte Fläche etwa gleich groÿ. Etwa 21% (Form I)

bzw. 22% (Form II) der Proteinober�äche sind in homotypen Wechselwirkungen invol-

viert. Unter Einbeziehung des in Kristallform II gebundenen Peptids erhöht sich dieser

Wert deutlich auf 27%. Jedoch bringt die Betrachtung der Interaktion von hyTIR2 mit

einem Peptid arti�ziellen Ursprungs nur wenig Informationsgewinn bezüglich, aus phy-

siologischer Sicht, potentiell relevanter Protein�Protein-Kontakte. Im folgenden sollen

daher nur die tatsächlichen Protein�Protein-Interaktionen betrachtet werden. Positive

A�nität zweier Wechselwirkungspartner zueinander könnte auf biochemische Relevanz

hindeuten. In beiden Kristallformen weisen die beiden groÿ�ächigsten Wechselwirkung-

en einen negativen Δ
iG-Wert auf, was auf eine gewisse A�nität hindeutet.
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Die Anordnung der hyTIR2-Moleküle in den Kristallpackungen der Formen I und II

wurden verglichen. Interessanterweise ist eine der Kontakt�ächen in beiden Kristall-

formen nahezu identisch (siehe Abbildung 4.13). Ausgebildet wird die Wechselwirkung

durch diejenigen symmetrieverwandten Moleküle, die durch die Symmetrieoperatio-

nen (x ± 1, y, z) in Kristallform I bzw. (x, y, z ± 1) in Kristallform II erzeugt werden

können. In beiden Fällen sind die involvierten Flächen gleich groÿ und haben eine

leicht negative kalkulierte Bildungsenthalpie Δ
iG. Beiden Kontakt�ächen wird zudem

ein vergleichbarer P-Wert von 0,27 und 0,29 für Form I bzw. Form II zugeschrieben.

Mit diesem Wert wird versucht zu unterscheiden, ob eine Kontakt�äche durch hydro-

phobe (P-Wert<0,5) oder ionische Wechselwirkungen (P-Wert>0,5) zustande kommt.

Letzteres deutet darauf hin, dass es sich um einen reinen Kristallkontakt handelt. Das

Peptid in Kristallform II steht zudem maÿgeblich mit beiden symmetrieverwandten

Molekülen in Interaktion (siehe Abbildungen 4.9c und 4.13b). Jedoch verringert dies

nur geringfügig die Interaktions�äche (559,9Å2) und den Δ
iG (-4,1 kcal/mol) der Wech-

selwirkung.

4.6.2. Die BB-Schlaufe interagiert in beiden Kristallformen mit einem
benachbarten symmetrieverwandten Molekül

In eine hydrophobe Tasche, aufgespannt durch die Faltblattstränge βD und βE, die

Helix αE und der D-Schleife, ragen die Reste Pro135 und Gly136 der BB-Schleife

eines symmetrieverwandten Moleküls. Insbesondere die Aminosäure Pro135 wird da-

durch vollständig verborgen. Dies ist sehr interessant. Pro135 gehört zu einem in TIR-

Domänen evolutionär konservierten PG-Motiv, das vielfach als unerlässlich für die Si-

gnalfunktion beschrieben wurde (siehe u. a. Xu et al., 2000; Dunne et al., 2003; Ronni

et al., 2003; Brown et al., 2006; Núñez Miguel et al., 2007; Toshchakov und Vogel,

2007). So führen Mutationen dieses Prolinrestes zu einer Verminderung bzw. zum Ver-

lust der Signalfähigkeit oder zu einer veränderten Adapterspezi�tät (Li et al., 2005;

Toshchakov und Vogel, 2007; Bovijn et al., 2012; Piao et al., 2013; Qiu et al., 2013;

Verstak et al., 2013; Snyder et al., 2014). Austausch von Pro135 zu einer sterisch

anspruchsvolleren Aminosäure würde auch hier die Ausbildung dieses Kontaktes ver-

hindern. Aufgrund der sterischen Gegebenheiten der Interaktion zwischen beiden TIR-

Domänen wird auch an der Position des Glycinrest Gly136 keine andere Aminosäure

toleriert. Bisher ist die strukturelle Rolle des hochkonservierten Glycinrestes unklar.
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(a)

(b)

Abb. 4.12.: Ein in beiden Kristallformen identischer Kristallkontakt ist durch Elektronen-
dichte genau de�niert. Darstellung der Elektronendichte der BB-Schleife (oben) und dem Faltblatt-
strang βD (unten) in (a) Kristallform I und (b) Kristallform II. Zur Klarheit wurde die αD-Schleife nicht
gezeigt. Unterschiedliche Proteinketten wurden mit verschiedenen Farben ihrer Kohlensto�atome gekenn-
zeichnet. Sauersto�atome werden rot, Sticksto�atome blau dargestellt. (2Fo − Fc, αc)-Elektronendichte
ist grau. Die Konturierung (σ-Niveau) beträgt bei (a) 1σ und bei (b) 1,5σ. (Fo − Fc, αc) ist jeweils
konturiert auf ±4σ und grün bzw. rot dargestellt.
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4. Ergebnisse

(a) (b)

(c)

Abb. 4.13.: Identischer Kristallkontakt in Kristallform I und II. Dieser entsteht durch trans-
latorische Symmetrie entlang der X-Achse in Kristallform I bzw. der Z-Achse in Kristallform II (siehe
dazu auch Tabelle 4.5). Orange dargestellt ist Hydra magnipapillata hyTIR2 in der asymmetrischen Ein-
heit. Die symmetrieverwandten Moleküle sind hellblau (identisch in beiden Kristallformen) bzw. hellgrau
(unterschiedlich in beiden Kristallformen) gefärbt. Die Beschriftung bezieht sich jeweils auf die orange
gefärbten Moleküle. (a) Kristallform I. (b) Kristallform II. (c) Detaillierte Aufsicht auf die TIR�TIR-
Interaktion (wall-eye-Stereoabbildung).

Es wird angenommen, dass Signalweiterleitung durch transiente Interaktion zwischen

TIR-Domänen vermittelt wird (Song und Lee, 2012; Narayanan und Park, 2015). Die

zugrundeliegende Wechselwirkung ist daher vermutlich relativ schwach. Ob die hier

beobachete Interaktion möglicherweise auch eine physiologische Funktion besitzt, kann

ohne weiterführende Studien nicht ausgesagt werden.

4.7. Aminosäuren der hyTIR2�hyTIR2-Kontak�äche sind

evolutionär konserviert

Obwohl in allen multizellulären Organismen Proteine mit TIR-Domänen bekannt sind,

soll hier nur der Vergleich mit einer Auswahl verschiedener Sequenzen von Organismen

unterschiedlicher Ordnung geschehen. Die Wahl der Organismen erfolgte der Einfach-
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4.7. Aminosäuren der hyTIR2�hyTIR2-Kontak�äche sind evolutionär konserviert

heit halber nach der Publikation von Song et al. (2012). In dieser Publikation beschrei-

ben die Autoren die evolutionäre Entwicklung des Systems der Toll- bzw. Toll-ähnlichen

Rezeptoren. Dazu wurden die Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologen Domänen aus

folgenden Lebewesen verglichen: Amphimedon queenslandica, Suberites domuncula als

Vertreter der Schwämme, Nematostella vectensis, Hydra magnipapillata respräsentieren

die Ordnung der Nesseltiere und Branchiostoma �oridae sowie Danio rerio die Chorda-

tiere. Aus dem Reich der Amphibien wurde Xenopus tropicalis gewählt. Die Säugetiere

werden durch den Menschen Homo sapiens vertreten. Zur Veranschaulichung der evolu-

tionären Verwandtschaft dient Abbildung 4.14. Eine notwendige Anforderung für eine

aussagekräftige Gegenüberstellung der Aminosäuresequenzen ist, dass hauptsächlich

TLR oder TLR-ähnliche Proteine, die ausschlieÿlich mit MyD88 wechselwirken, vergli-

chen werden. Jedoch fehlen dazu biochemische und molekularbiologische Informationen

der einzelnen Organismen. Es wurde daher wie folgt verfahren. Im Fall der niederen

Organismen A. queenslandica, S. domuncula, N. vectensis, H. magnipapillata und D.

melanogaster sind keine weiteren Adapterproteine neben MyD88 bekannt. Hier sollte

die Voraussetzung der Interaktion mit MyD88 gegeben sein. Aus dem Menschen ist

bekannt, dass TLR-5 über MyD88 signalisiert (Song und Lee, 2012). In Analogie dazu

wurden daher die Sequenzen der TIR-Domäne der TLR-5-Orthologe im Zebra�sch und

Krallenfrosch genutzt. Die Überlagerung der vorliegenden Sequenzen sollte idealerweise

unter dem Gesichtspunkt struktureller Ähnlichkeit statt�nden. Jedoch sind bisher nur

Strukturen der TIR-Domänen humaner Toll-ähnlicher Rezeptoren bekannt. Ein Ver-

gleich auf Basis der Primärsequenz könnte durch die ferne evolutionäre Verwandtschaft

und die daraus resultierende geringe Sequenzidentität problematisch werden. So wurde

das Programm PRALINE (Heringa, 1999; Heringa, 2000; Heringa, 2002; Simossis und

Heringa, 2003; Simossis und Heringa, 2005; Simossis et al., 2005) genutzt. Dieses zieht

neben der reinen sequenzbasierten Überlagerung zusätzlich die aus den Sequenzen in

silico vorhergesagten Sekundärstrukturinformationen heran. Da im Laufe der Evoluti-

on die Tertiärstruktur eines Proteins stärker konserviert ist als die zugrundeliegende

Sequenz, ermöglicht die Kombination der Informationen aus Sequenz und Sekundär-

struktur eine genauere Überlagerung korrespondierender Aminosäuren. Das Ergebnis

ist in Abbildung 4.14 dargestellt.

Überlagert wurden hauptsächlich die in der Datenbank Uniprot (The UniProt Consortium,

2015) als TIR-Domäne gekennzeichnete Sequenzbereiche. Unterschiede im N-Terminus

sollen hier nicht betrachtet werden. Nicht dargestellt wurden zudem etwa 100 Amino-

säuren N-terminal vor der TIR-Domäne des Drosophila melanogaster Toll-Rezeptors.
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Die vorhergesagte TIR-Domäne ist in allen Fällen ungefähr gleich groÿ. Interessanter-

weise scheint die Länge der reinen TIR-Domänen mit steigendem Grad der evolutio-

nären Stufe stetig zuzunehmen. So wird insbesonders die AB-Schleife, die DD-Schleife

und die EE-Schleife länger. Die genannten Gröÿenunterschiede haben für sich allein

jedoch nur wenig Aussagekraft. Rezeptor- und Adaptermoleküle be�nden sich in ei-

nem coevolutiven Prozess und sind daher aneinander angepasst (Yeang und Haussler,

2007). Aus diesem Grund wurden auch die Sequenzen der TIR-Domänen des Adapter-

moleküls MyD88 auf die gleiche Art überlagert (siehe Abbildung 4.15). Auf den ersten

Blick erscheint die Länge der Sequenzen von MyD88 deutlich gleichförmiger zu sein.

Abweichend davon �nden sich in B. �oridae, A. queenslandica und S. domuncula, aus

wenigen Aminosäuren bestehenden Insertionen im Bereich der AB- bzw. FF-Schleife.

Vergleichbar mit der Situation des Toll-Rezeptors besitzt MyD88 aus D. melanogaster

N-terminal weitere 150 Aminosäuren. Weiterhin scheinen die Sequenzen höher konser-

viert. Weitere Studien sollten folgen, um diese Diskrepanz weiter zu beleuchten.

Trotz der evolutiven Entfernung besitzen relativ viele der überlagerten Reste vergleich-

bare Eigenschaften ihrer Seitenketten. Dies sind insbesondere die Aminosäuren, die das

Innere des Proteins auskleiden und am Aufbau des hydrophoben Kerns beteiligt sind

(geringe Zugänglichkeit zum Solvent in Abbildung 4.14). Vier Aminosäuren sind weiter-

hin in allen Sequenzen identisch. Bezogen auf die Nummerierung von hyTIR2 sind das

die Reste Gly136, Leu199, Phe200 und Leu204. Gly136 ist Teil eines für TIR-Domänen

spezi�schen Sequenzmotivs. Hierbei ist dem Glycinrest eine hydrophobe Aminosäure,

wie Prolin, seltener auch Alanin oder Valin, vorangestellt. Leu199, Phe200 und Leu204

interagieren in hyTIR2 miteinander. Erstaunlicherweise ist Leu199 zudem direkt an

der homotypen TIR�TIR-Wechselwirkung beteiligt, die sowohl in Kristallform I als

auch Kristallform II identisch ist. Hier wechselwirkt es mit Pro135. Dieser Rest ist in

einer der überlagerten Sequenzen gegen Alanin (N. vectensis) und Valin (D. melanogas-

ter) ausgetauscht. In hyTIR2 stehen Pro135 die Aminosäuren Ile180, Thr197, Asn213

und Asp217 gegenüber. Wird angenommen, dass die Wechselwirkung in hyTIR2 eine

mögliche Art der homotypen TIR�TIR-Interaktion abbildet, �ndet sich allerdings kein

Hinweis auf einen korrespondierend Austausch. Valin und Prolin besitzen allerdings

sehr ähnliche Charakteristiken ihrer Seitenketten, sind also möglicherweise austausch-

bar. Der intrazelluläre Teil des Drosophila Toll-Rezeptors ist zudem aufgrund seiner

überdurchschnittlichen Länge auÿergewöhnlich. Abschlieÿend lässt sich, möglicherwei-

se auch aufgrund der sehr geringen Anzahl an untersuchten Sequenzen, keine Aussage

über die Relevanz der Wechselwirkung machen.
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Porifera

A. queenslandica

S. domuncula Cnidaria

H. magnipapillata

N. vectensis

Arthropoden

D. melanogaster

Deuterostomia

B. floridae

Vertebraten

D. rerio

X. tropicalis

H. sapiens

      jjjjjk  llliiiiiiiiiiiiii         jk iiii      iiiiiii                                                 TT         
      cc             c c   c   c-----      c  cc   c      c
    cc        cc cc   c   c  cc -----c c    cc  ccc cccc   c
    LMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM-----MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM
                                -----


       100       110       120            130       140              X         X         X              X         X     
A. queenslandica                                                                                                               cc               DEEEF DF DF   DF  A   A          A     A  A       DF                                                   PG               YDVFI FS ED   AE  I   L          Q     E  I       NM  DYKEAT     S  E  RET  KD KST ESN.....GY VAWHH VF P CSILE  ET
S. domuncula                                                  cc               KdddG KG KG   KG  B   B          B     B  B       KG                                                   PG               FVVYI YT QM   VR  L   I          E     N  I       ER  LSRFDK     S  N  SDW  ND KPL ESWHT...AI VNIHE SM P YSVSG  HR
N. vectensis                                                  cc               KdddG KG KG   KG  B   B          B     B  B       KG                                                   AG               FDVFI YS QD   VK  F   I          K     K  E       NI  EETHHE     S  S  RDL  NV YPE TRT......H VCIDF DF A LYITD  AN
H. magnipapillata                                                  cc               KdddG KG KG   KG  B   B          B     B  B       KG                                                   PG               YDVNI YA ED   VI  L   L          K     R  T       NI  RKKEKT     C  P  REW  NT VFK ERA.....GI TFVNI DD P NFFAE  MD
D. malanogaster                                                  cc               KdddG KG KG   KG  B   B          B     B  B       KG                                                   VG               FDAFI YS KD   IE  L   L          Q     R  L       NI  LDKDKK     S  H  QSF  DY VPQ EHGPQ...KF LCVHE DW V GHIPE  MR
B. floridae                                                  cc               KdddG KG KG   KG  B   B          B     B  B       KG                                                   PG               FDAFV YN ND   VM  L   I          R     R  V       NI  ENLQKK     S  H  RAW  NE VPH EEEGD...AF LCLDY DF P APITD  VN
D. rerio                                                  cc               KdddG KG KG   KG  B   B          B     B  B       KG                                                   PG               YDVYL FS KD   VE  L   L          R     R  I       NM  DPDRFL     C  S  MKW  RA LKR DSQFSEHNTL CCFEE DF P EDHLT  RS
X. tropicalis                                                  cc               KdddG KG KG   KG  B   B          B     B  B       KG                                                   PG               YDAYL YS KD   VQ  F   L          R     R  I       NI  AADACK     C  S  FQW  DA LRN DTQYCDRNRF LCFEE DF P EDHIV  RD
H. sapiens                                                  cc               JIIIH JH JH   JH  C   C          C     C  C       JH                                                   PG               YDAYL FS KD   VQ  L   L          N     R  V       NI  EPDMYK     C  S  FTW  NA LKH DTQYSDQNRF LCFEE DF P ENRIA  QD

iii jjjjjjjk   lll i  iiiiiiiii           jjjjk                                 ..                                      
  cc cc      cc c c --       c     -------c    cc ---------c
                 c c--c cc  c  cccc-------       c---------
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMM--MMMMMMMMMMMMM-------MMMMMMMM---------M
                    --             -------        ---------


  150       160         170              180                    X         X           X                X                
A. queenslandica  DF  A DEF DEF  DEF        A   A           DF DF             FI  S ITL LLS  FLK        E   A           II IL               FQ R   V   GH   SE..FCNK LYI LRKEKQADRRS  P  LSN.......SKD
S. domuncula KG  B KdG KdG  KdG        B   B           KG KG             LI  A KIV VVS  YST        E   A           VI IL               LE D   I   RD   SS..WCVY LEH IHQQPALCNGR  P  TDNC........N
N. vectensis KG  B KdG KdG  KdG        B   B           KG KG             AI  S KTL MIT  FLR        E   A           LV VM               FK R   L   RN   REGGWTYF MQI QGRLQHG.HDV  P  LENI.P.LNELPS
H. magnipapillata KG  B KdG KdG  KdG        B   B           KG KG             AI  S RTI VMS  FFK        T   G           II IL               EN N   V   PD   NN..ICDK LQI LSHQ.......  P  YRP.........C
D. malanogaster KG  B KdG KdG  KdG        B   B           KG KG             SV  S RTI VLS  FIK        E   A           II II               AD R   I   QN   SE..WARL FRA HRSALNEGRSR  V  YSDI.GDVEKLDE
B. floridae KG  B KdG KdG  KdG        B   B           KG KG             SI  S KTI LVT  FLK        E   A           LI VF               YD R   C   EE   SE..WCEM VQM TYRLFDEQVDV  L  LEDIPDRALHRYQ
D. rerio KG  B KdG KdG  KdG        B   B           KG KG             AI  S KTI VVS  FLK        T   A           LV LV               QN R   C   EH   DG..WCLE FTL QKRMQAELEDI  V  VGNIPQYRLLKYK
X. tropicalis KG  B KdG KdG  KdG        B   B           KG KG             AI  S KTI IVT  FLK        A   A           LI VV               WN K   C   KQ   DG..WCVE LNY QSRYFTELKDV  M  VGSLSQYQFMKYQ
H. sapiens  JH  C JIH JIH  JIH        C   C           JH JH             AI  S KIV LVS  FLR        A   A           LI VV               WN R   C   RH   DG..WCLE FSY QGRCLSDLNSA  M  VGSLSQYQLMKHQ

   lll     jk   l lliiiiiiiiiiiii                                        TT  .                                          
 cc c   c  cccc  -  c   c   c c
c  c  cc cc    cc-cc cc  cc  c  cc
MMMMMMMMMMMMMMMMM-MMMMMMMMMMMMMMMN
                 -


100       110        120       130                            X         X          X         X                          
A. queenslandica             c           c   c                                 A   A   A A           A  DF   A                                       L           F   L                                 V   L   T                K    L                            D PDM RGR Y SL.....KDNN SK  LRT ..................GRPLSSC...
S. domuncula            c           c   c                                 B   B   B B           B  KG   B                                       L           F   L                                 L   I   V                R    I                            S PGI SGV C GE.....DEPD EG  RHA FKK......P.......QGGLVRV....
N. vectensis            c           c   c                                 B   B   B B           B  KG   B                                       L           F   L                                 L   R   T                R    L                            T QHY SRR W EWFNE.DVRPH WE  RVA EPS......L.......FEHQGEGAV..
H. magnipapillata              c           c   c                                 B   B   B B           B  KG   B                                       L           F   L                                 V   L   T                N    I                            E PYF NHM Y DWCDK.DVRPV WR  FRD RNN.........................
D. malanogaster            c           c   c                                 B   B   B B           B  KG   B                                       L           F   L                                 L   L   T                K    L                            E KAY KMN Y KW.....GDPW WD  RFA PHRRPVGNIG.......NGALIKTALKG
B. floridae            c           c   c                                 B   B   B B           B  KG   B                                       L           F   L                                 M   M   T                R    L                            R RRL CKR Y EWPKDPQEKAL WE  KDA KTGDRPPIENII................
D. rerio            c           c   c                                 B   B   B B           B  KG   B                                       L           F   L                                 V   I   S                Q    I                            Q RSF ENR Y VWPDDGQDLEW YD  LHK RKDIKINQTTKETKR..EEANFNTNTAV
X. tropicalis            c           c   c                                 B   B   B B           B  KG   B                                       L           F   L                                 I   V   Q                R    I                            P RAY KRA Y RWPEDIQDVEW LG  SYQ LKENTVEKKPNQASRKPFNHELQNIETI
H. sapiens             c           c   c                                 C   C   C C           C  JH   C                                       L           F   L                                 I   V   Q                K    I                            S RGF QKQ Y RWPEDFQDVGW LH  SQQ LKKEKEKKKDNN.......IPLQTVATI

βA αA βB αB  ’ αB

βC αC  ’ αC βD

αD βE αE

 

Abb. 4.14.: Sequenzüberlagerung von TIR-Domänen verschiedener Toll-ähnlicher Rezep-
toren. Uniprot-Zugri�snummern: A. queenslandica E5KCC6, S. domuncula A7M856, N. vectensis

A7RYG9, H. magnipapillata A6M946, D. melanogaster P08953, B. �oridae C3YQN7, D. rerio B3DIN1,
X. tropicalis F7EAW0 und H. sapiens O60602. In der ersten Zeile sind die Sekundärstrukturelemente der
TIR-Domäne Hydra magnipapillata TRR-2 abgebildet. Verwendete Symbolik: Spirale... helikale Struk-
tur, Pfeil... β-Faltblattstrang, TT... β-Schleife. Die Zeile darunter gibt die Zugänglichkeit der Aminosäu-
reseitenkette zum umgebenden Solvens an (Farbschema: weiÿ... nicht zugänglich, hellblau... teilweise frei
zugänglich, dunkelblau... exponiert). Sequenzüberlagerung: Färbung der Reste nach der Risler-Matrix
(Risler et al., 1988). Rot hinterlegte Aminosäuren sind in allen Sequenzen identisch, in rot gedruckte Res-
te auf weiÿem Grund haben einen gleichen Charakter ihrer Seitenkette. Bereiche von Aminosäuren mit
ähnlichen Eigenschaften sind in einer blauen Box dargestellt. Abweichend davon sind die Aminosäuren
des PG-Motivs orangefarben gefärbt.
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4. Ergebnisse

       jjjjjk     iiiiii iiiiii            jjk  lll      jk  llliii                        .                           TT             
-   c        c    c   cc-   c c c c----- cc     c     c  c     c   -  c cc        c   c    -  c   c c -----c     cc cc cc c  c ccc  cc---MMMMMMMMMMMMM MMMMMMM-MMMMMMMMMM-----MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM-                       -        B -----             B             

    160       170        180            190       200       210      X         X          X              X         X         X
A. queenslandica                  c                                                        DEF A A  DEF  A A  DF DF          DEF A    DF A      A   A                   D                                                        FDI L F  A A  A E  LR IN          ISV I    LM G      V   I  LLIDGSD   F S AP   EF D MR  L  R..A.....G   Y ASEG  P QSFIDE ADK KR
S. domuncula                      c                                                        KdG B B  KdG  B B  KG KG          KdG B    KG B      B   B                   D                                                        FDV L F  A E  A E  QR IE          VRV V    LM D      I   I  .SIQKQQ   F S AE   RF E VR  L  N..A.....G   F PSAG  S RAFHQE ADI KQ
N. vectensis                   c                                                        KdG B B  KdG  B B  KG KG          KdG B    KG B      B   B                   D                                                        YDA V Y  E V  V Q  LQ ME          LRL V    IL G      I   I  .LPDDEM   F C AP   EF K .L  K  GPPY.....N   C DYRD  P ASELHG AHI EE
H. magnipapillata                                  c                                                        KdG B B  KdG  B B  KG KG          KdG B    KG B      B   B                   D                                                        YDV I Y  D I  A L  KN LE          FKV I    FL G      V   I  .FTLNDN   F S AK   SF K .I  R  KEN......G   C DYCD  P YNPFEQ CSV IE
D. melanogaster                  c                                                        KdG B B  KdG  B B  KG KG          KdG B    KG B      B   B                   D                                                        YNA V Y  A I  A E  MN LE          LRL L    ML G      Q   F  .GQPLPR   C L AE   DH T .I  N  SERY.....N   F RHRD  M VPFEHV LSH MA
B. floridae                   c                                                        KdG B B  KdG  B B  KG KG          KdG B    KG B      B   B                   D                                                        FDA I Y  Q R  V K  VE LE          LKL I    LI G      T   I  .GVHKEL   Y C CK   DF L .M  R  REQSGPGGRR   C DDRD  P TAYLTV AEL EN
D. rerio                               c                                                        KdG B B  KdG  B B  KG KG          KdG B    KG B      B   B                   D                                                        FDA I Y  S I  V E  IK LE          LKL V    VL G      A   I  .GLTPET   F C CQ   QF H .M  Q  HTEY.....N   C FDRD  P TCVWTI SEL EK
X. tropicalis                        c                                                        KdG B B  KdG  B B  KG KG          KdG B    KG B      B   B                   D                                                        FDA I Y  Q I  V E  IS LE          LKL V    VL G      T   I  .GSLPET   F C CA   SF Q .M  R  QTDY.....K   C FDRD  P TCLWSI SEL EH
H. sapiens                              c                                                        JIH C C  JIH  C C  JH JH          JIH C    JH C      C   C                   D                                                        FDA I Y  S I  V E  IR LE          LKL V    VL G      A   I  .GHMPER   F C CP   QF Q .M  Q  QTNY.....R   C SDRD  P TCVWSI SEL EK

i jjjjjjjk   lll iiiiiiiiiiii    iiiiijjjjk         lll     jk                                                                   TT   
c- cc      c  c c c  c c     c   cc  c    cc  c   cc c      ccc c-- -          c  c c  c   c  cc ccc  cc       cc ccc  c  cc cc   c --M-MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM-- -                                                               --

    220       230       240       250       260       270          X         X         X         X         X         X    
A. queenslandica   c                                    cc                            DF  DEEEF  A       A DF A        A DEEEF DF   A    A   A           C                                    IP                             R  IIILS  Y       Y AR A        R TL  I YR   E    F   L         G.  KT     PD NQCSWCN E  L HHKNPDPK H     V  KC. V.PD MSH FYLDFSRYK
S. domuncula       c                                    cc                            KG  KdddG  B       B KG B        B KdddG KG   B    B   B           C                                    IP                             T  VVILS  Y       Y AN A        R TT  I YR   E    F   L         G.  RT     PD LSSSWCG E  L FTNSPDAR N     L  PC. V.PA LSH HYLDYPRFK
N. vectensis    c                                    cc                            KG  KdddG  B       B KG B        B KdddG KG   B    B   B           C                                    IP                             R  IVILS  F       F AQ G        Q RL  V IE   T    I   I         R.  KI     PN NRSAMAD Q  I LSLSPDCK R     K  HC. I.PI YRF THVDMTR..
H. magnipapillata                   c                                    cc                            KG  KdddG  B       B KG B        B KdddG KG   B    B   B           C                                    IP                             K  IVILS  F       T AK A        K KV  I YE   E    L   S         K.  KV     PN NKSSYCQ H  I SSSLLEGN H     L  KC. IPLV KYF RLDCTDP..
D. melanogaster   c                                    cc                            KG  KdddG  B       B KG B        B KdddG KG   B    B   B           C                                    IP                             N  IVVLT  F       Y VN T        T KI  I YK   M    T   Y         TR  HL     EE LRSPENT L  F QKIQIENH R     L  TD. HIPQ LGI THIKYAG..
B. floridae    c                                    cc                            KG  KdddG  B       B KG B        B KdddG KG   B    B   B           C                                    IP                             K  VVVLS  F       F TK A        K RL  V YK   E    L   V         R.  RM     PE LTSPECD Q  Y MSLSPGAK Q     M  QI. V.PQ LRF TVIDYVK..
D. rerio                c                                    cc                            KG  KdddG  B       B KG B        B KdddG KG   B    B   B           C                                    IP                             K  VVVIS  Y       F TK A        T RL  V YK   R    I   L         R.  RM     DD LDSDACD Q  F LSLCPGAR K     V  SMK PFPS LRF TICDYSK..
X. tropicalis         c                                    cc                            KG  KdddG  B       B KG B        B KdddG KG   B    B   B           C                                    IP                             R  VVIIS  Y       F TK A        E RL  V YK   R    I   I         R.  KM     DD LDSSECD Q  F LSLGPGAR K     K  PMK PFPS LRF TLCDYTN..
H. sapiens               c                                    cc                            JH  JIIIH  C       C JH C        C JIIIH JH   C    C   C           C                                    IP                             R  VVVVS  Y       F TK A        Q RL  I YK   K    I   I         R.  RM     DD LQSKECD Q  F LSLSPGAH K     K  AMK EFPS LRF TVCDYTN..

   lll   iiiiiiiiii                                                                                                                   
---   c    c    c c                                                ---c c cc   c  c   cc                                              ---M MMMMMMMMMMMMMMMN                                              --- c                                                              

  280       290                                                       X         X                                                   
A. queenslandica           c  c                                                           A  DF  A DEF                                                           W  L                                                           E  F     KSV                                                 DDHRQC KY  DR Y   RHQQ..PGHT.....                                  
S. domuncula               c  c                                                           B  KG  B KdG                                                           W  L                                                           Q  F     KSV                                                 DDRKNC DY  KR Y   THHI...........                                  
N. vectensis            c  c                                                           B  KG  B KdG                                                           W  L                                                           V  I     RSL                                                 ...TEV EF  GN A   GERA..DIVAL....                                  
H. magnipapillata                           c  c                                                           B  KG  B KdG                                                           W  L                                                           S  F     KAI                                                 ...H.T SY  PC I   NVL............                                  
D. melanogaster           c  c                                                           B  KG  B KdG                                                           W  L                                                           L  F     RSL                                                 ...DSK FN  DK A   HDLDAFSIYSTRQVQ                                  
B. floridae            c  c                                                           B  KG  B KdG                                                           W  L                                                           K  F     KAL                                                 ...EEL SW  VR A   SRP............                                  
D. rerio                        c  c                                                           B  KG  B KdG                                                           W  L                                                           Q  F     KAL                                                 ...PCT VW  TR A   SLP............                                  
X. tropicalis                 c  c                                                           B  KG  B KdG                                                           W  L                                                           K  F     KAL                                                 ...PCT GW  ER A   SR.............                                  
H. sapiens                       c  c                                                           C  JH  C JIH                                                           W  L                                                           K  F     KAL                                                 ...PCT SW  TR A   SLP............                                  

βA αA βB βC αC

βD αD βE βF

αF

Abb. 4.15.: Sequenzüberlagerung von TIR-Domänen verschiedener MyD88-ähnlicher Ad-
apterproteine. Uniprot-Zugri�snummern: A. queenslandica E5KCC5, S. domuncula Q4W1E7, N. vec-
tensis A7RHZ4, H. magnipapillata MyD88 (persönliche Kommunikation mit Dr. Ren'e Augustin), D.
melanogaster Q7K105, B. �oridae C3ZGY7, D. rerio Q5XJ85, X. tropicalis Q28DJ2 und H. sapiens

Q99836. In der ersten Zeile sind die Sekundärstrukturelemente (Spirale... helikale Struktur, Pfeil... β-
Faltblattstrang, TT... β-Schleife) der TIR-Domäne des menschlichen MyD88 gezeigt (PDB-Eintrag 4EO7,
Snyder et al., 2013), die zweite gibt die Zugänglichkeit der entsprechenden Aminosäureseitenkette zum
umgebenden Solvens an (Farbschema: weiÿ... nicht zugänglich, hellblau... teilweise frei zugänglich, dun-
kelblau... exponiert). Sequenzüberlagerung: Färbung der Reste nach der Risler-Matrix (Risler et al.,
1988). Rot hinterlegte Aminosäuren sind in allen Sequenzen identisch, in rot gedruckte Reste auf weiÿem
Grund haben einen gleichen Charakter ihrer Seitenkette. Bereiche von Aminosäuren mit ähnlichen Ei-
genschaften sind in einer blauen Box dargestellt.

154



5. Diskussion

5.1. Kristallisation und Strukturlösung durch Molekularen

Ersatz

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die TIR-Domäne des Hydra magnipapillata Toll-Re-

zeptor-Verwandten 2, korrespondierend den Aminosäuren 95 bis 221, heterolog in E.

coli hergestellt und mittels chromatographischer Methoden zur apparenten Homoge-

nität gereinigt. Versuche zur Kristallisation waren erfolgreich. Röntgenkristallographi-

sche Untersuchungen der nadelförmigen Kristalle zeigten, dass diese zwei Kristallfor-

men zugeordnet werden müssen. Die als Form I bezeichnete Kristallform gehörte der

orthorhombischen Raumgruppe P212121 an, die zweite Form zur monoklinen Raum-

gruppe P21. Der Wassergehalt war mit 39% (Matthewkoe�zient 2,06Å3/Da) bzw. 35%

(Matthewkoe�zient 1,92Å3/Da) in beiden Formen niedrig. Unterschiedlich war jedoch

die Fähigkeit, Röntgenlicht zu streuen. Kristalle der Form I streuten anisotrop bis zu

einer Au�ösung von 2Å, wohingegen für Form II Di�raktionsdaten bis unter 1,2Å

gesammelt werden konnten.

Die Lösung des Phasenproblems erfolgte anhand von Daten der Kristallform I. Ein

verkürztes Modell von hyTIR2 basierend auf der Struktur der TIR-Domäne des huma-

nen TLR-1 (Xu et al., 2000) konnte erfolgreich für die Phasierung mittels Molekularen

Ersatz verwendet werden. Verglichen mit der �nalen Struktur hatte das Suchmodell

eine mittlere Abweichung RMSD über 89 Cα-Atome von 1,9Å. Eine sequenzunabhän-

gige Strukturüberlagerung ergab einen RMSD von 1,2Å. Trotz dieser relativ geringen

Abweichungen bewertete das Programm MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) die

gefundene Lösung mit einem niedrigen score von 0,246 und einem ebenso geringen Kon-

trast von 1,89. Der Fehler der initialen Phasen war mit über 60 ° dementsprechend groÿ.
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5. Diskussion

Die kalkulierte Elektronendichte war jedoch interpretierbar. Im Rahmen des automati-

schen Modellbaus führte der durch den niedrigen Wassergehalt und demzufolge groÿe

intermolekulare Wechselwirkungs�äche im Kristall zu Problemen, da insbesondere das

Programm BUCCANEER (Cowtan, 2006; Cowtan, 2008) oft die Ketten symmetriever-

wandter Moleküle miteinander verband. Während des Modellbaus wurden Maÿnahmen

zur Reduktion von model bias ergri�en. So wurden simuliertes Tempern des Modells

durchgeführt und prime & switch-dichtemodi�zierte Karten (Terwilliger, 2004b) ver-

wendet. Der Vergleich der Strukturen der niedrig aufgelösten Kristallformen I und der

hochaufgelösten Form II zeigt nur geringe Unterschiede (RMSD von 0,5Å). Model bias

wurden daher e�ektiv eliminiert.

5.2. Ein�uss der A�nitätssequenz auf die Kristallpackung

In Kristallform II be�ndet sich nahe dem C-Terminus ein Peptid, das nicht zum Kris-

tallisationstropfen zugesetzt wurde. Trotz der hochaufgelösten Di�raktionsdaten kann

in der Elektronendichte keine Verbindung zwischen Protein und Peptid beobachtet

werden. Das Peptid besteht aus vier Aminosäuren, wovon zwei benachbarte Reste

zweifelsfrei als Histidine identi�ziert werden konnten. Damit stammt dieses von der

C-terminal fusionierten Hexahistinsequenz. Die Aminosäuren wurden vermutlich durch

mitgeschleppte Proteasen vom restlichen Protein abgetrennt. Durch eine massenspek-

trometrische Analyse der Kristalle könnte diese Vermutung veri�ziert werden.

Ob dieses Peptid die Bildung von Kristallform II erst ermöglicht, kann jedoch nicht aus-

gesagt werden. Wechselwirkungen des Peptids �nden sich hauptsächlich zwischen den

symmetrieverwandten hyTIR2-Molekülen in Richtung der z-Achse. Möglicherweise füh-

ren die zusätzlichen intermolekularen Wechselwirkungen zur Stabilisierung schwacher

Kontakte und damit die Ausbildung eines nahezu komplett unterschiedlichen Kristall-

gitters. Andererseits könnte es sein, dass sich die strukturelle Grundlage zur Bindung

des Peptids erst mit Ausbildung des Kristallgitters ergibt. Tatsächlich könnte es schwer

werden, Kristalle der Form II zuverlässig zu reproduzieren. Möglicherweise können be-

reits durch Co-Kristallisation mit dem Tetrapeptid H2N−His4−COOH Kristalle der

Kristallform II erhalten werden. Jedoch könnte aufgrund der sterischen Situation ei-

ne Modi�kation des Proteins nötig sein. Eine abspaltbare A�nitätssequenz sollte am
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5.3. Die TIR-Domäne ausHydra magnipapillata Toll-Rezeptor-Verwandter 2 als Modellprotein

N-Terminus angebracht und das Protein C-terminal um drei Histidinreste verkürzt

werden. So könnte eine Anordnung der Aminosäuren, wie in der Kristallstruktur der

Kristallform II beobachtet, erreicht werden.

Die Rolle bestimmter Fusionssequenzen bei der Expression und Reinigung eines Pro-

teins ist gut untersucht. So kann die Löslichkeit und die Stabilität in Lösung eines

Proteins durch eine angebrachte A�nitätssequenz merklich verbessert sowie die An-

reicherung des Zielproteins e�zienter gestaltet werden (Walls und Loughran, 2011).

Jedoch kann der Ein�uss der A�nitätssequenz auf das Kristallisationsverhalten nicht

abgeschätzt werden. In einer Studie am Maltodextrin-bindenden Protein aus Pyrococ-

cus furiosus wurde der Ein�uss verschiedender A�nitätssequenzen getestet (Bucher et

al., 2002). Hier zeigten sich deutlich Unterschiede bei der Kristallisation des Proteins

sowie im Di�raktionsverhalten der untersuchten Kristalle. Die Octopindehydrogenase

aus Pecten maximus kristallisierte in Anwesenheit ihres Substrates Nicotinamidaden-

indinukleotid (NADH) deutlich besser als die Apo-Form (Smits et al., 2008). Aus der

Analyse der Kristallstruktur wurde ersichtlich, dass die zur Reinigung genutzte Hexa-

histidinsequenz mit dem Cofaktor wechselwirkte und das Protein so in einer stabilen

Konformation �xierte. Im Gegensatz dazu wurden bei der Prolidase aus Thermococcus

sibiricus zwei Kristallformen beobachtet (Tro�mov et al., 2012). In der ersten Form

waren die Moleküle im Kristall gut gepackt und dieser daher relativ stabil gegenüber

mechanischem Stress während des Montierens. Bei der zweiten Form erwiesen sich die

Kristalle als sehr wenig mechanisch belastbar. Bei letzterem ermöglichen erst die Ami-

nosäuren der His6-Sequenz eine zusätzliche intermolekulare Wechselwirkung, die diese

instabile Packung bedingt. Jedoch ist nicht nur die bloÿe Anwesenheit einer A�nitäts-

sequenz über Erfolg und Misserfolg bei der Kristallisation entscheidend, sondern auch

die Position der Fusion an das Zielprotein (Eschenfeldt et al., 2010).

5.3. Die TIR-Domäne aus Hydra magnipapillata

Toll-Rezeptor-Verwandter 2 als Modellprotein

Im Genom des Süÿwasserpolypen Hydra magnipapillata �nden sich alle wesentlichen

Bestandteile des Toll-Rezeptor-Systems (Hemmrich et al., 2007; Miller et al., 2007;

Lange et al., 2011). Jedoch besitzt Hydra keinen klassischen TLR. Anstelle dessen
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5. Diskussion

erfüllen zwei Proteinklassen die Aufgabe der Erkennung von Gefahrsignalen (Leucin-

reiche Wiederholungen LRR) und der Signalweiterleitung (Toll-Rezeptor-Verwandte

TRR) (Miller et al., 2007; Bosch et al., 2009). Ein Vergleich der Sequenzen und der

dreidimensionalen Strukturen verschiedener TIR-Domänen könnte Hinweise auf eine

möglicherweise in allen Organismen konservierte Interaktions�äche liefern. Interessan-

terweise haben die TIR-Domänen der Hydra magnipapillata Toll-Rezeptor-Verwandten

TRR-1 und -2 im Vergleich mit anderen bekannten TIR-Domänen die geringsten Län-

gen (siehe dazu auch Abbildung 4.14). Im Kontrast dazu ist die TIR-Domäne des

Adaptermoleküls MyD88 in seiner Länge wesentlich stärker konserviert (siehe Abbil-

dung 4.15). In den TIR-Domänen der Toll-ähnlichen Rezeptoren und von MyD88 sind

insbesondere die Reste des hydrophoben Kerns stark konserviert. Im Gegensatz dazu

zeigen sich die solvenszugänglichen Reste stärker veränderlich. Sollte ein evolutionär

bewahrter Mechanismus homotyper TIR�TIR-Wechselwirkung bestehen, wird dieser

sich ebenfalls in der Proteinstruktur der �kleinen� Hydra TIR-Domäne wieder�nden.

Allein auf Basis der reinen Sequenzinformation ist es vielleicht unmöglich diesen Me-

chanismus abzuleiten und soll in dieser Arbeit auch nicht versucht werden.

Auf struktureller Ebene ist hyTIR2 den TIR-Domänen der Toll-ähnlichen Rezeptoren

TLR-1, -2, -6 und -10 am nächsten. Entfernt man die Reste mit der gröÿten Abwei-

chung erhält man einen Eindruck über das strukturell und evolutionär hochkonservierte

Rückgrad der TIR-Domäne. Eine multiple strukturelle Überlagerung dieser fünf Struk-

turen mit dem Programm MultiProt (Shatsky et al., 2004) identi�zierte 88 Reste mit

einem RMSD von 0,91Å. Aufgebaut wird das Grundgerüst hauptsächlich aus dem fünf-

strängigen β-Faltblatt sowie Teilen der Helices αA, αB, αC' und αE. Ob die beteiligten

Reste an einer Interaktion mit anderen TIR-Domänen beteiligt sind, bleibt allerdings

unsicher. Möglicherweise resultiert dieser Aufbau auch daraus, dass sich TIR-Domänen

auf eine vergleichbare Art und Weise falten. Denn vergleicht man die Eigenschaften der

weniger konservierten Teile dieser TIR-Domänen, stellt man fest, dass diese Bereiche

in Relation zum kompletten Molekül erhöhte Temperaturfaktoren aufweisen und somit

höhere Flexibilität besitzen. Es bleibt daher die Frage, welche Bereiche vielleicht für

homotype Wechselwirkung verantwortlich sind. Denkbar wäre, dass strukturell kon-

servierte Teile des Proteins zur initialen Anlagerung anderer TIR-Domänen beitragen,

wobei diese durch Interaktion mit den �exibleren Resten stabilisiert wird.

Betrachtet man die Sequenz- und Strukturhomologie sowie die ähnliche Beweglichkeit

der Sekundärstrukturelemente verschiedener Vertreter von Toll/Interleukin-1-Rezeptor
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5.3. Die TIR-Domäne ausHydra magnipapillata Toll-Rezeptor-Verwandter 2 als Modellprotein

(a) (b)

(c) (d)

            jjjjjk  llliiiiiiiiiiiii i      jk i iii      ii                                    .           .     TT    hyTIR2             jjjjjk  llliiiiiiiiiiiii        jk            ii    TT                                                TT    TLR-1             jjjjjk     iiiiiiiiiiii         jjk           ii                                                            TLR-2             jjjjjk  llliiiiiiiiiiiii i      jk i iii      ii                                    .           .     TT    TLR-6             jjjjjk  llliiiiiiiiiiii         jjki iii      ii                                                .     TT    TLR-10
             100       110       120           130       140                      X         X         X             X         X       

hyTIR2                   c   c  cc       cc                                                                              cc              A A A A DF  DF DF A DF  DF  A     A A  A    DEF DE                  Y   D  WV       LE                                                                              PG              K Y V I  A   R    N LV      A     T V  I      N FA.........G T D N C  PE  E  I T  FK  .R ..GIK F N. RDDT   F  
TLR-1                   c   c  cc       cc                                                                              cc              B B B B KG  KG KG B KG  KG  B     B B  B    KdG Kd                  Y   D  WV       LE                                                                              PG              L F A I  S   S    N LL      E     I L  E      K IVNIPLEELQRN Q H F S  GH  F  K E  PN  .K ..GMQ C H. RNFV   S  
TLR-2                   c   c  cc       cc                                                                              cc              B B B B KG  KG KG B KG  KG  B     B B  B    KdG Kd                  Y   D  WV       LE                                                                              PG              I Y A V  S   A    N MV      N     L L  R      K II.......SRN C D F S  ER  Y  E L  QE  NF P.PFK C HK D.FI   W  
TLR-6                   c   c  cc       cc                                                                              cc              B B B B KG  KG KG B KG  KG  B     B B  B    KdG Kd                  Y   D  WV       LE                                                                              PG              L F A I  S   S    S LV      E     I L  E      K IV.......... Q H F S  EH  A  K E  PY  .K ..DIQ C H. RNFV   S  
TLR-10                   c   c  cc       cc                                                                              cc              C C C C JH  JH JH C JH  JH  C     C C  C    JIH JI                  Y   D  WV       LE                                                                              PG              V F A I  S   S    N LI      E     I L  E      K IS......LKRN R H F S  EH  L  K E  PN  .K DgSIL C Y. SYFD   S  

iiiiiiii jjjjjjjk   lll iiiiiiiii  i                jjjjk                                    ..                         hyTIR2 iiiiiiiiijjjjjjjk iiiiii    ii iiii                 jjjjk                                 .                             TLR-1        iiiiiiiiijjjjjjjk iiiiii  i ii ii          lll       jjjk                           ..    .                             TLR-2               iiiiiiiiijjjjjjjk iiiiii   iii iiii        lll      jjjjk                                 .                   TT        TLR-6             iiiiiiii jjjjjjjk iiiiii   lll  ii ii               jjjjk                                     .                         TLR-10              
       150       160       170                      80            X         X         X                       X     

hyTIR2  cc   cc c     c c  c                                c cc  cEEEF  DEEF DEEEEEF DEEEF        A                   DF DF DF NI   IE S     V S  F                                I IL  PE  M    N  RTIV M  D FKN        I                   I     R     DA    N       P     NICDKTLQ ..GL.....SH.......Q  P  Y  
TLR-1           cc   cc c     c c  c                                c cc  cdddG  KddG KdddddG KdddG        B                   KG KG KG NI   IE S     V S  F                                I IL  PE  I    K  KSIF L  N VQS        E                   L     E     TC    Y       P     ..EWCH.Y LYFAH...HNLFHE.GSNS  L  L  
TLR-2                 cc   cc c     c c  c                                c cc  cdddG  KddG KdddddG KdddG        B                   KG KG KG NI   IE S     V S  F                                I IL  PD  I    K  KTVF L  N VKS        E                   A     E     DS    H       E     ..EWCK.Y L.DFSHFRLFDEN...NDA  L  L  
TLR-6              cc   cc c     c c  c                                c cc  cdddG  KddG KdddddG KdddG        B                   KG KG KG NI   IE S     V S  F                                I IL  PE  I    K  KSIF L  N VQS        E                   L     E     NC    Y       P     ..EWCH.Y LYFA....HHNLFHEGSNN  L  L  
TLR-10                cc   cc c     c c  c                                c cc  cIIIH  JIIH JIIIIIH JIIIH        C                   JH JH JH NI   IE S     V S  F                                I IL  PE  V    K  KSIF L  N VQN        E                   I     E     SF    Y       P     ..EWCH.Y F.YFA...HHNlfhensdH  L  L  

     l    l     l     jk   ll liiiiiiiiiiiii                      .... .....        TT   .                              hyTIR2   lll     iiiiiiii    jk    lll  iiiiiiiiiii                                                                            TLR-1                 lll     iiiiiiiii   jk    llliiiiiiiiiiii                                                                             TLR-2                 lll     iiiiiiiii   jk         iiiiiiiii                                                                              TLR-6             lll     iiiiiiii    jk    llliiiiiiiiiiii                                                                             TLR-10              
 190                 200        210       220           X                   X          X         X          

hyTIR2                      cc c         cc c                                      A  DEEEEF     A   DEEEF A A                                      YL W         FW N                                      L  MT  D      V     R L R I                 CEVP.Y....F..... NH      CDKD. RPV     F D RN.......        
TLR-1                              cc c         cc c                                      B  KddddG     B   KdddG B B                                      YL W         FW N                                      M  RT  E      K     A L A I                 IPQYSIPSSYHKLKSL AR      PKEKS RGL     R A NIKLTEQAK        
TLR-2                                     cc c         cc c                                      B  KddddG     B   KdddG B B                                      YL W         FW N                                      M  KT  E      Q     V L A I                 IEKKAIPQRFCKLRKI NT      PMDEA REG     R A KS.......        
TLR-6                                    cc c         cc c                                      B  KddddG     B   KdddG B B                                      YL W         FW N                                      M  RT  Q      K     A I A F                 IPQNSIPNKYHKLKAL TQ      PKEKS RGL     R A N........        
TLR-10                                     cc c         cc c                                      C  JIIIIH     C   JIIIH C C                                      YL W         FW N                                      L  KA  E      K     A L A I                 IPFYCIPTRYHKLKAL EK      PKDRR CGL     R A N........        

βA αA βB αB  ’

αB βC αC  ’ αC βD

αD βE αE

 Abb. 5.1.: Strukturbasierte Überlagerung von hyTIR2 mit TIR-Domänen verschiedener
Toll-ähnlicher Rezeptoren. Superposition von hyTIR2 (orange) mit der TIR-Domäne von (a) TLR-1
(Xu et al., 2000), (b) TLR-2 (Xu et al., 2000), (c) TLR-6 (Jang und Park, 2014) und (d) einem Protomer
des TLR-10-Dimers (Nyman et al., 2008). Unten dargestellt ist die strukturbasierte Überlagerung der
Aminosäuresequenzen. Färbung nach der Risler-Matrix (Risler et al., 1988). Rot hinterlegte Reste sind
identisch, Aminosäuren in roter Schrift besitzen ähnliche physiko-chemische Eigenschaften ihrer Seiten-
ketten. Orange hervorgehoben ist das TIR-spezi�sche PG-Motiv. Helikale Bereiche sind mit einer Spirale
gekennzeichnet. Es wurden keine Unterschiede zwischen α- und 310-Helices gemacht. β-Stränge sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. Nummerierung und Nomenklatur entsprechend hyTIR2. Waren Aminosäuren in
den Strukturen nicht beobachtbar, wurden diese in Kleinbuchstaben dargestellt.
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5. Diskussion

homologen Domänen, so kann die TIR-Domäne aus Hydra magnipapillata TRR-2 als

ein klassicher Vertreter dieser Proteinfamilie angesehen werden. Die geringe Gröÿe

macht diese zusätzlich zu einem ausgezeichneten Untersuchungsobjekt für Studien der

Funktionalität einzelner Reste. Weiterhin ist nur ein Adapterprotein MyD88 bekannt.

Studien zur Weiterleitung von Gefahrsignalen sind in Hydra demnach leichter zu hand-

haben und hyTIR2 kann als Modellprotein angesehen werden.

5.4. Untersuchung der homotypen

TIR�TIR-Wechselwirkungen

5.4.1. Bekannte TIR�TIR-Wechselwirkungen

Prinzipiell kann sich vorgestellt werden, dass TIR-Domänen in drei verschiedenen In-

teraktionmodi involviert sein können (Burns et al., 1998; Medzhitov et al., 1998; Xu et

al., 2000). Die als �R face� (R=Rezeptor) bezeichnete TIR�TIR-Kontakt�äche bildet

die Plattform zur Oligomerisierung der Rezeptor-TIR-Domänen nach Erkennung eines

Gefahrsignals. Art und Weise dieser Interaktion bestimmt ebenfalls die Form der Im-

munantwort. Das sogenannte �A face� (A=Adapter) beschreibt die Oligomerisierung

der TIR-Domänen der Adaptermoleküle. Indes beschreibt das �S face� (S=Signal) den

Interaktionsmodus zwischen (aktivierten) Rezeptor- und Adapter-TIR-Domänen. Mit

den Kristallstrukturen der TIR-Domänen der humanen Toll-ähnlichen Rezeptoren 1,

2, 6, 10 und IL1RAPL wurden erste strukturelle Informationen über die Konstitution

potentieller homotyper TIR�TIR-Wechselwirkungen erhalten. Über deren physiologi-

sche Relevanzen wird jedoch kontrovers diskutiert (Tao et al., 2002; Gautam et al.,

2006; Nyman et al., 2008). Im Zusammenspiel zahlreich verfügbarer Daten aus Muta-

genesestudien, die einen Zusammenhang einzelner Reste mit der Funktionalität in vivo

herstellen, wird das TLR-10 TIR-Dimer (PDB-Eintrag 2J67, (Nyman et al., 2008))

als physiologisch präsentiert (Núñez Miguel et al., 2007; Nyman et al., 2008; Bovijn

et al., 2012). Dieses Dimer wurde so für theoretische Arbeiten über mögliche TIR-TIR-

Interaktions�ächen und Andockbereiche für die Adapterproteine MAL und MyD88 des

humanen TLR-4 herangezogen (Núñez Miguel et al., 2007; Bovijn et al., 2012).
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5.4. Untersuchung der homotypen TIR�TIR-Wechselwirkungen
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5. Diskussion

Das TLR-10 TIR-Dimer weist als Modellsystem jedoch einige Schwächen auf. Toll-ähn-

licher Rezeptor 10 gehört zur TLR-1-Unterfamilie und zeigt hohe Sequenzhomologie

mit TLR-1 und TLR-6 (Chuang und Ulevitch, 2001). Guan et al. (2010) konnten zei-

gen, dass TLR-10 analog zu TLR-1 zusammen mit TLR-2 das PAMP triacetyliertes

Lipopeptid Pam3CSK4 detektiert (Guan et al., 2010). Sowohl diese Studie (Guan et al.,

2010) als auch Hasan et al. (2005) (Hasan et al., 2005) konnten in Immunopräzipitati-

onsexperimenten eine Wechselwirkung des TLR-2/TLR-10-Komplex mit MyD88 und

eine Aktivierung des NF-κB-Signalweges nachweisen. Beide Studien stehen aber in der

Frage der TLR-10-Homodimere im Widerspruch. So beobacheten Hasan et al. (2005)

eine Aktivierung von NF-κB bei Expression eines konstitutiv dimeren TLR-10 (Hasan

et al., 2005), wohingegen das nahezu gleiche Experiment in Guan et al. (2010) nicht

reproduziert werden konnte (Guan et al., 2010). Im Kontrast dazu berichten letztere,

dass TLR-10 allein und im Komplex mit TLR-2 nicht in der Lage ist, den für diese Un-

terfamilie typischen NF-κB-Signalweg zu aktivieren (Guan et al., 2010). Im Jahr 2012

verö�entlichten Mikami et al. ihre Untersuchungen über die evolutionäre Entwicklung

der TLR in Vertebraten (Mikami et al., 2012). In dieser Studie wird die auÿerge-

wöhnliche Rolle des TLR-10 deutlich. Während die TIR-Domänen der Toll-ähnlichen

Rezeptoren 1�9 durchweg geringere evolutionäre Entwicklungsgeschwindigkeit als die

Ektodomäne aufweisen, was auf einen Selektionsdruck bezüglich der Ausbildung eines

Rezeptor-TIR�Adapter-TIR-Komplexes hindeutet, ist diese im Fall von TLR-10 um-

gekehrt (Mikami et al., 2012). Die geringe Konservierung könnte daher auch mit einen

unterschiedlichen Mechanismus der Signalweiterleitung zusammenhängen (Mikami et

al., 2012). Die Vermutung, dass insbesondere der Signalweg des Toll-ähnlichen Rezep-

tors 2 von anderen abweicht, wurde bereits in der 2006 verö�entlichten Publikation

von Jiang u. a. aufgestellt (Jiang et al., 2006). Diese Publikation stellte ebenfalls ein

Modell einer möglichen Kontakt�äche zwischen TLR-TIR und MyD88-TIR vor, die

der in der Kristallstruktur von TLR-10 beobachteten entspricht (Jiang et al., 2006). In

Anbetracht der Tatsache, dass TLR-1, -2, -6 und -10 aufgrund ihrer Sequenzhomolo-

gie zusammen gruppiert werden (Chuang und Ulevitch, 2001), könnte das beobachtete

Dimer entweder als molekulare Grundlage für die Rekrutierung spezi�scher Adapter-

proteine des TLR-2-Signalweg dienen oder der Anordnung des Rezeptor-TIR�MyD88-

TIR-Komplexes entsprechen. Für die TIR-Domänen von TLR-2 und -6 wurde zudem

spekuliert, dass die Signalweiterleitung die Ausbildung von Cystinbrücken voraussetzt

(Tao et al., 2002; Núñez Miguel et al., 2007; Jang und Park, 2014).
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5.4. Untersuchung der homotypen TIR�TIR-Wechselwirkungen

Es lässt sich aufgrund der geringen Sequenzidentität von 20-30% und den konforma-

tionellen Unterschieden in den Strukturen der TIR-Domänen der mustererkennenden

Rezeptoren nicht von einem sehr ähnlichen modus operandi der homotypen Interaktion

undWechselwirkung mit Adapterproteinen auszugehen. So berichten Jiang et al. (2006)

von einer Mutation (genannt Poc), die sich auf die Signalfunktion von TLR-4 und -9

auswirkt, jedoch auf die Weiterleitung über den TLR-2-Signalweg keinen Ein�uss hat

(Jiang et al., 2006). Studien zur Wechselwirkung von BB-Schleifen-mimetischen Pepti-

den auf die TLR-Signalwege ergaben ein ähnliches Bild (Toshchakov und Vogel, 2007).

Die BB-Schleife ist zudem nicht immer an der Ausbildung von TIR�TIR-Interaktionen

beteiligt (Horng et al., 2001; Toshchakov et al., 2002; Horng et al., 2002; Yamamoto

et al., 2002; Valkov et al., 2011).

5.4.2. Ein potentielles TIR�TIR-Dimer in den Kristallstrukturen der
TIR-Domäne von Hydra magnipapillata TRR-2

Ein Vergleich des Elutionsvolumens von hyTIR2 mit denen anderer Proteine ergab,

dass das gereinigte Protein in Lösung als Monomer vorliegt. Das Resultat wurde eben-

falls durch dynamische Lichtstreuung bestätigt. Dies ist konsistent mit den Ergebnis-

sen der Reinigung der TIR-Domänen der menschlichen TLR-1 und TLR-2 (Xu et al.,

2000), TLR-10 (Nyman et al., 2008), IL-1RAPL (Khan et al., 2004), MyD88 (Ohnis-

hi et al., 2009) sowie der p�anzlichen TIR-Domänen Arabidopsis thaliana TIR (Chan

et al., 2010), RPS4 und RRS1 (Williams et al., 2014) und Linum usitatissimum L6

TIR (Bernoux et al., 2011). Auch das bakterielle Paracoccus denitri�cans TIR liegt

als Monomer vor (Chan et al., 2009). Xu und Mitarbeiter beobachteten für die TIR-

Domänen aus TLR-1 und TLR-2 eine Oligomerisierung zu Dimeren und Tetrameren

bei hoher Proteinkonzentration (Xu et al., 2000). Ähnliches gilt für Linum usitatissi-

mum L6 TIR, das ebenfalls bei höherer Konzentration Dimere ausbildet (Bernoux et

al., 2011). Die TIR-Domäne des humanen TLR-6 scheint sich in einem Gleichgewicht

zwischen monomerer und dimerer Form zu be�nden (Jang und Park, 2014). TICAM-1

und -2 oligomerisieren bei erhöhten Konzentrationen und präzipitieren (Enokizono et

al., 2013). Im Gegensatz dazu existiert Brucella melitensis TcpB in Lösung als Dimer

(Kaplan-Türköz et al., 2013; Snyder et al., 2014; Alaidarous et al., 2014).
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5. Diskussion

Ob hyTIR2 bei hohen Konzentrationen ebenfalls in eine dimere oder oligomere Form

übergeht, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Jedoch sollten diese Unter-

suchungen durchgeführt werden. Die Signalfunktion von Interleukin- und Toll-ähnlichen

Rezeptoren erfolgt über Ausbildung homotyper Wechselwirkung ihrer TIR-Domänen.

Wäre die A�nität zueinander zu groÿ hätte dies eine permanente Aktivierung des

Signalweges zur Folge. Die dauerhafte oder extensive Überfunktion des TLR/ILR-

Systems wird jedoch im Menschen mit Krankheiten, beispielsweise rheumatoider Ar-

thritis (Joosten et al., 2003) oder multipler Sklerose (Racke und Drew, 2009) und

Alzheimer (Kitazawa et al., 2011), in Verbindung gebracht. Im Normalfall ist die Kon-

zentration von Toll-ähnlichen Rezeptoren in der Membran gering. Nach Interaktion mit

einem Liganden werden die intrazellulär be�ndlichen TIR-Domänen in eine Position

gebracht, die eine homotype Wechselwirkung begünstigt. Im Prinzip steigt dadurch

die lokale �Konzentration� stark an. Diese Betrachtungsweise tri�t auch auf ein Prote-

in im Kristallgitter zu. Gleichzeitig kann die Anordnung der Proteine im Kristall die

Stabilisierung schwacher Interaktionen ermöglichen.

In dieser Arbeit wurden Kristalle der Hydra magnipapillata TRR-2 TIR-Domäne in

zwei Kristallformen I (Raumgruppe P212121) und II (Raumgruppe P21) erhalten. Trotz

der unterschiedlichen Packung ist in beiden einer der beobachteten Kristallkontakte

identisch. Die Aminosäure Pro135 der sogenannten BB-Schleife bindet in einer Tasche

aus hydrophoben Resten der Faltblattstränge βD und βE sowie der Helix αE. Pro135

ist in in nahezu allen TIR-Domänen konserviert. Austausch dieses Rests kann die Si-

gnalfunktion der TIR-Domäne beeinträchtigen oder ganz verhindern (Xu et al., 2000;

Dunne et al., 2003; Li et al., 2005; Toshchakov und Vogel, 2007; Bovijn et al., 2012).

Die strukturelle Integrität der BB-Schleife scheint durch Austausch des Prolinrestes

nicht destabilisiert zu werden (Xu et al., 2000). Basierend auf dem TLR-10-Dimer

kann der Verlust der Signalfunktion mit Austausch des Prolins jedoch nicht in jedem

Fall erklärt werden. So reicht nach Substitution mit Histidin eine einfache Rotation

dieser Seitenkette, um sterischen Hindernissen auszuweichen und sogar stabilisierende

Wechselwirkung mit der komplementären Proteinkette zu etablieren. Dahingegen muss

die Substitution des Pro135 mit Histidin der Hydra TIR aufgrund sterischer Faktoren

zum Verlust der homotypen Wechselwirkung führen. Gleichzeitig ist dieses Modell mit

dem natürlichen Auftreten von Alanin und Valin anstelle der Aminosäure Prolin ver-

einbar. Tatsächlich ist die Anordnung des potentiellen Hydra TIR�TIR-Dimer auf die

TIR-Domänen der TLR-1, -2, -6 und -10 sowie IL1RAPL ohne groÿe sterische Kon�ikte

übertragbar.
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In einer Arbeit von Mikacenic u. a. (2013) wurde der Zusammenhang zwischen single

nucleotide polymorphisms (SNPs) auf Chromosom 4 und der Ausschüttung proent-

zündlicher Cytokine nach Gabe des MAMP Pam3CSK4 untersucht (Mikacenic et al.,

2013). Mit einer nicht-synonymen Mutation in der TIR-Domäne des TLR-10 (Aus-

tausch Ile775Val) konnte eine hypermorphe Reaktion verknüpft werden (Mikacenic et

al., 2013). Die Autoren spekulieren in ihrer Publikation über eine mögliche Aktivierung

der Signalfunktion des Toll-ähnlichen Rezeptors 10 (Mikacenic et al., 2013). Ronni et

al. (2003) konnten für auch für TLR-4 zeigen, dass der Austausch der korrespondie-

renden Aminosäure Val815 zu Alanin zum Verlust der Signalfunktion führt, wobei

das Expressionsniveau der Rezeptorvariante ähnlich dem Wildtyp blieb (Ronni et al.,

2003). Es stellt sich die Frage, ob im Fall des TLR-10 der Austausch der Aminosäure

Ile775 gegen das ebenfalls hydrophobe Valin eine signi�kante Veränderung der Struktur

verursacht und damit die Funktion beeinträchtigt. In einer theoretischen Arbeit über

das Zusammenspiel der inneren Struktur der TIR-Domäne und seiner Funktion stellen

Singh und Mitarbeiter jedoch genau eine entgegengesetzte Hypothese auf (Singh et al.,

2014). Ihre Annahme, dass die Funktionalität der TIR-Domäne insbesondere über ein

Wechselspiel des hydrophoben Kerns zustande kommt, unterstützen die Autoren unter

Anderem am Beispiel der Punktmutation des Restes Leu815Ala des TLR-4 (Singh et

al., 2014). Die in hyTRR2 korrespondierende Aminosäure Ile218 ist nicht direkt an der

TIR�TIR-Interaktion beteiligt, be�ndet sich aber in unmittelbarer Nähe (siehe dazu

Abbildung 4.13c). Eine Mutation an dieser Position könnte konformationelle Änderun-

gen der benachbarten Reste induzieren und würde daher die komplette Bindetasche

betre�en.

Betrachtet man die Kontakt�äche zwischen einem potentiellen Hydra TIR�TIR-Dimer,

so ist diese mit 590Å2 in Kristallform I und 560Å2 in Kristallform II gering. Die-

ser Punkt ist die gröÿte Schwachstelle des Modellsystems. Im Vergleich dazu bilden

die TIR�TIR-Komplexe des TLR-10 und IL1RAPL mit einer Kontakt�äche von über

700Å2 bzw. 1 000Å2 deutlich stärkere Wechselwirkung untereinander aus. Für eine

�niederenergetische� Wechselwirkung, wie sie in der Kristallstruktur der Hydra TIR-

Domäne des Toll-Rezeptor-Verwandten 2 zu �nden ist, spricht jedoch ein anderer Fakt.

So liegen die Toll-ähnlichen Rezeptoren 5 und 9 bereits ohne gebundenen Liganden di-

merisiert vor (Zhou et al., 2012; Latz et al., 2007). Trotz dessen lässt sich in der

EM-Struktur des TLR-5 nur eine der intrazellulären TIR-Domänen beobachten, die

andere ist beweglich und nicht aufgelöst (Zhou et al., 2012). Eine homotype Wechsel-

wirkung der TIR-Domänen wird hier wahrscheinlich erst durch eine Umlagerung des
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(a)

(b)

(c)

Abb. 5.3.: Wechselwirkungen der BB-Schleife von hyTIR2, TLR-6 und TLR-10. Zwei in-
teragierende TIR-Moleküle sind orange und blau gefärbt. Vom konservierten PG-Motiv der BB-Schleife
wurde die Aminosäure Prolin als Stabmodell gezeigt, d. h. bei (a) hyTIR2 die Aminosäure Pro135, bei
der TIR-Domäne des TLR-6 (b) der Rest Pro712 und des TLR-10 (c) der Rest Pro674. (a) Dargestellt
sind zwei über translationale kristallographische Symmetrie verbundene TIR-Moleküle von hyTIR2 der
Kristallform II. Zur Klarheit wurde das zusätzlich gebundene Peptid nicht abgebildet. (b) Durch eine
Disul�dbrücke stabilisiertes TIR�TIR-Dimer des Toll-ähnlichen Rezeptors 6 (PDB-Eintrag 4OM7, Jang
und Park, 2014). (c) In der Kristallstruktur der TIR-Domäne des TLR-10 wird eine Umlagerung der
BB-Schleife beobachtet, in der sich das konservierte PG-Motiv in unmittelbarer räumlicher Nähe be�ndet
(PDB-Eintrag 2J67, Nyman et al., 2008). Beide Prolinreste sind auf der gleichen Seite positioniert.
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TLR-5-Dimers nach Erkennung von Flagellin oder mit der Anlagerung eines Adapters

stabilisiert.

Mit der Aktivierung eines Toll-ähnlichen Rezeptors werden Adapterproteine rekru-

tiert, die über ihre TIR-Domänen wechselwirken und einen Signalkomplex Signalosom

ausbilden (Song und Lee, 2012; Narayanan und Park, 2015; Guven-Maiorov et al.,

2015). Dieser ist die Grundlage zur Bildung des nachgelagerten Signalkomplexes Myd-

dosom (Lin et al., 2010; Guven-Maiorov et al., 2015). Die Grundstruktur der DEATH-

Domänen des Myddosoms ist verö�entlicht (PDB-Eintrag 3MOP, Lin et al., 2010),

jedoch ist die Anordnung der TIR-Domänen unbekannt. Interessanterweise bestärkt

die Anordnung der DEATH-Domänen im Myddosom-Komplex die These eines über

translatorische Symmetrie angeordneten TIR�TIR-Dimers. Betrachet man die Aus-

richtung der DEATH-Domänen von MyD88 (Ketten A�F), fällt auf, dass die Ketten A

zu D und B zu F nahezu linear angeordnet sind. Mit einem Abstand ihrer C-Termini

(Verknüpfungspunkte zur TIR-Domäne) von ungefähr 25Å ist dieser in der Dimension

einer TIR-Domäne. Basierend auf dieser Anordnung kann sich die Ausbildung eines li-

nearen TIR�TIR-Komplexes, wie in den Kristallstrukturen von Hydra TIR beobachtet

wurde, vorgestellt werden.

5.5. Zusammenfassung und Schluÿfolgerung

Die Erkennung und Beseitigung einer Bedrohung durch eine mikrobielle Infektion ist

für jeden höheren Organismus eine Herausforderung. Obwohl eine Vielzahl an unter-

schiedlichen Pathogenen existieren, besitzen diese meist evolutionär konservierte mo-

lekulare Muster (MAMPs), die teilweise in allen Organismen eines Reichs vorkom-

men und essentiell mit der Lebensfähigkeit verknüpft sind (Medzhitov und Janeway,

1997). Alle Tiere besitzen ein angeborenes Immunsystem, das in der Lage ist eben

diese Muster zu detektieren. Beteiligt daran sind u. a. Toll-ähnliche Rezeptoren. Die-

se TypI-Membranproteine sorgen für die Übertragung eines Gefahrsignals in die Zelle.

Hierzu dimerisiert die intrazellulär gelegene Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR) homolo-

ge Domäne, was die Anlagerung weiterer Adapterproteine ermöglicht. Dies ist der erste

Schritt einer Signalkaskade, die letztendlich zur Ausschüttung entzündungsfördernder

Botensto�e oder antimikrobieller Substanzen führt (Song und Lee, 2012).
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Der Süÿwasserpolyp Hydra magnipapillata ist ein Modellorganismus für Studien des

angeborenen Immunsystems (Galliot, 2012). Er besitzt alle essentiellen Bestandteile

eines funktionierenden TLR-Signalwegs (Hemmrich et al., 2007; Miller et al., 2007).

Im Vergleich zum Menschen �ndet sich in Hydra jedoch eine weitaus geringere An-

zahl an Toll-ähnlichen Rezeptoren und Adapterproteinen. Mit diesen Voraussetzungen

kann ein Studium des Vorgangs der Signalweiterleitung unter einfacheren experimen-

tellen Bedingungen durchgeführt werden. Hydra magnipapillata besitzt ebenfalls eine

der kürzesten bekannten TIR-Domänen. Wenn ein konservierter Mechanismus der Si-

gnalweiterleitung über homotype TIR�TIR-Wechselwirkung besteht, könnte sich dieser

in der dreidimensionellen Struktur der beteiligten Proteinmoleküle niederschlagen.

Es wurde daher die TIR-Domäne des Hydra magnipapillata Toll-Verwandten-2 in E.

coli heterolog exprimiert, das Protein gereinigt und kristallisiert. Es wurden zwei Kris-

tallformen erhalten, wobei die beobachteten Stukturen mit einer mittleren Abweichung

(RMSD) von 0,5 Å im Wesentlichen identisch aufgebaut sind. Die Hydra TIR-Domäne

besitzt eine Flavodoxin-ähnliche Faltung. Dieses entspricht dem Aufbau eines klassi-

schen Vertreters dieser Proteinfamilie (Pålsson-McDermott und O'Neill, 2007). Ein

Vergleich der Sequenzen von TIR-Domänen Toll-verwandter und Toll-ähnlicher Rezep-

toren mit Tieren verschiedener biologischer Ordnung zeigt geringe Sequenzidentität. In

einer strukturbasierten Überlagerung mit bekannten TIR-Domänen humaner TLR sind

jedoch groÿe Teile der Proteine erstaunlich ähnlich. Doch selbst Bereiche mit geringe-

rer struktureller Übereinstimmung besitzen ähnliche physikochemische Eigenschaften,

wie beispielsweise deren intramolekulare Beweglichkeit. Insgesamt kann vermutet wer-

den, dass die Toll-verwandten Rezeptoren aus Hydra magnipapillata und Toll-ähnlichen

Rezeptoren anderer Organismen auf eine vergleichbare Art und Weise funktionieren.

Eine Besonderheit der Kristallformen der Hydra TRR-2 TIR-Domäne ist die Anord-

nung der TIR-Moleküle im Kristallgitter. In beiden stehen zwei TIR-Moleküle über

eine identische Wechselwirkung in Kontakt. Hierbei bindet die BB-Schleife mit dem

biologisch hochrelevanten PG-Motiv in eine hydrophobe Tasche eines benachbarten Mo-

leküls. Normalerweise werden insbesondere die über reine translatorische Symmetrie

erzeugten Proteinkontakte nur in Ausnahmefällen als biochemisch sinnvoll angesehen

(Krissinel, 2010). Das wiederholte Auftreten eines bestimmten Kristallkontakts bei

homologen Proteinen erhöht jedoch die Wahrscheinlichkeit einer biochemisch reprä-

sentativen Protein�Protein-Interaktion (Shoemaker et al., 2006; Xu et al., 2008). Die

eigentliche biochemische Funktion einer Domäne scheint zudem stärker konserviert, als
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die Position der Interaktions�äche (Rekha et al., 2005). Letztendlich bleibt die Fra-

ge nach dem strukturellen Aufbau einer physiologischen, d. h. in der Zelle tatsächlich

auftretenden, TIR�TIR-Wechselwirkung o�en.

Mit der in dieser Arbeit vorgestellten Kristallstrukturen der Toll/Interleukin-1-Rezeptor

homologen Domäne des Hydra magnipapillata Toll-Rezeptor-Verwandten 2 wurden

erstmalig Einblicke in die Funktionsweise des Toll-Rezeptor-Systems eines niederen

Tieres gewährt. Jedoch müssen noch weitere Studien folgen, um detaillierte Einblicke

in die molekulare Grundlagen der Signalweiterleitung im Modellorganismus Hydra ma-

gnipapillata zu gewinnen. Aufgrund der konservierten Ähnlichkeit der Mechanismen

der Erkennung und Weiterleitung eines Gefahrsignals durch Toll-ähnliche Rezeptoren

kann so ebenfalls unser Verständnis dieses Vorgangs im Menschen vertieft werden.

169





Teil IV.

Experimentelle Methoden





6. Allgemeine Methoden

6.1. Molekular- und mikrobiologische Methoden

6.1.1. Bakterienstämme

Die Vervielfältigung der DNS als auch die Expression der Candidatus Korarchaeum

crypto�lum ACD3 sowie der TIR-Domäne des Hydra magnipapillata Toll-verwandtem

Rezeptor TRR-2 erfolgten im Bakterium Escherichia coli. Der in Tabelle 6.1 auf-

geführte Stamm BL21(DE3) CodonPlus RIL benötigt zur Aufrechterhaltung seines

CodonPlus-Genotyps die Zugabe von Chloramphenicol in das Nährmedium.

Tab. 6.1.: Benutzte E. coli Stämme.

Intrazelluläre Vervielfältigung von DNS

Name Genotyp Herkunft

XL1 blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17

supE44 relA1 lac [F proAB

lacI qZ∆ M15 Tn10 (Tetr)]

Stratagene, La Jolla, CA,

Vereinigte Staaten von

Amerika

Expression der Zielproteine

Name Genotyp Herkunft

BL21(DE3)

CodonPlus RIL

B F- ompT hsdS (rB- mB
-) dcm+

Tetr gal λ(DE3) endA Hte [argU

ileY leuW Camr]

Promega, Madison, WI,

Vereinigte Staaten von

Amerika
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6.1.2. Nährmedien und Selektion

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in LB-Medium. Flüssigmedium wurde durch Zugabe

der entsprechenden Menge Wassers zu LB-Pulver (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

erhalten. Medium für Festkulturen wurde durch Resuspendieren von LB-Agar (Carl

Roth, Karlsruhe, Deutschland) in der benötigten Menge Wasser erhalten. Vor Gebrauch

wurden die Medien autoklaviert.

lysogeny broth (LB)

Substanz Konzentration

Trypton/Pepton 1% (w/v)

Hefeextrakt 0,5% (w/v)

NaCl 1% (w/v)

lysogeny broth-Agar (LB-Agar)

Substanz Konzentration

Trypton/Pepton 1% (w/v)

Hefeextrakt 0,5% (w/v)

NaCl 1% (w/v)

Agar-Agar 1,5% (w/v)

Jedem Medium wurde eine entsprechende Menge an Antibiotika zugegeben, um einen

beständigen Selektionsdruck aufrechtzuerhalten.

Antibiotika

Substanz Endkonzentration Stock

Ampicillin 100 µg/ml 100mg/ml in Wasser
Chloramphenicol 25,5µg/ml 34mg/ml in Ethanol

6.1.3. Kultivierung der Bakterien

Die Bakterien wurden, soweit nicht anders angegeben, bei 37 °C kultiviert. Submerskul-

turen wurden zusätzlich mit einer Schüttelfrequenz von mindestens 180U/min (Erlen-

meyerkolben ohne Schikane) bzw. 125U/min (Erlenmeyerkolben mit Schikane) agitiert.
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6.2. Analytische Methoden

6.2.1. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Trenngelpu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 8,8 1,5M
SDS 0,4% (w/v)

Sammelgelpu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 6,8 1,0M
SDS 0,4% (w/v)

Trenngel 12% (je Gel 5ml)

Substanz Konzentration

Trenngelpu�er 25,0% (v/v)
Acrylamidmix 40,0% (v/v)
APS 0,1% (w/v)
TEMED 0,01% (v/v)

Trenngel 15% (je Gel 5ml)

Substanz Konzentration

Trenngelpu�er 25,0% (v/v)
Acrylamidmix 50,0% (v/v)
APS 0,1% (w/v)
TEMED 0,01% (v/v)

Sammelgel 5% (je Gel 1ml)

Substanz Konzentration

Sammelgelpu�er 12,5% (v/v)
Acrylamidmix 17,0% (v/v)
APS 0,1% (w/v)
TEMED 0,01% (v/v)

Um den Reinheitszustand der Proteinproben zu bestimmen, wurde eine diskontinu-

ierliche, denaturierende Gelelektrophorese durchgeführt. Trenngele wurden je nach

der Masse des erwarteten Proteins entweder 12%ig (Trennbereich 12�60 kDa) oder

15%ig (Trennbereich 10�43 kDa) hergestellt. Sammelgele waren jeweils 5%ig. Das ein-

gesetzte Mischverhältnis von Acrylamid zu Bisacrylamidmix betrug 37,5:1 (Rotipho-

rese Gel 30, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland). Zum Einsatz kam ein Mini-Protean-

Electrophoresis-System (BioRad, München, Deutschland).

20 µl der zu untersuchenden Probe wurden mit 5 µl Probenpu�er versetzt und für 5min

bei 95 °C inkubiert. Das der Lösung zugesetzte SDS denaturiert das Protein und ver-

sieht es mit einer gleichmäÿigen negativen Ladung. Disul�dbrücken werden durch β-

Mercaptoethanol aufgebrochen. Die Trennung im Gel erfolgt also ausschlieÿlich nach
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der Gröÿe der Proteine. Diese Prozedur wurde erstmals von (Laemmli, 1970) beschrie-

ben. Die Proben wurden elektrophoretisch bei einer konstanten Spannung (200V) ge-

trennt. Zur Abschätzung der Gröÿe wurden entweder der Low Molecular Weight Marker

(GE Healthcare, Chalfont St Giles, Vereinigtes Königreich) oder der Unstained Prote-

in Molecular Weight Marker (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. An-

schlieÿend wurde das Gel in Färbelösung versetzt mit Coomassie Brilliant Blue G250

oder Coomassie Brilliant Blue R250 gefärbt. Zum Entfärben wurde das Gel in 10%iger

Essigsäure inkubiert.

Probenpu�er 5x

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 6,8 250mM
Glycerin 50% (v/v)
β-Mercaptoethanol 200mM
SDS 10% (w/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)

Laufpu�er

Substanz Konzentration Stock

Tris 25mM 250mM
Glycin 200mM 2M
SDS 0,1% (w/v) 1% (w/v)

Färbelösung

Substanz Konzentration

Methanol 25% (v/v)
Essigsäure 25% (v/v)
Coomassie Brilliant Blue 0,1% (w/v)

6.2.2. Bestimmung der Konzentration von DNS und Protein in Lösung

Die Konzentration von DNS und Protein in Lösung wurde photometrisch mit einem

NanoDrop 1000 (ThermoScienti�c, Waltham, MA, Vereinigte Staaten von Amerika)

bestimmt. Es erfolgte die Berechnung der DNS-Konzentration aus der Absorption bei

der Wellenlänge λ = 260 nm. Angenommen wurde hierbei ein Absorptionskoe�zient

für doppelsträngige DNS von 50 ng·cm/µl. Korrespondierend dazu wurde die Konzen-

tration einer Proteinlösung aus der Absorption bei einer Wellenlänge von λ = 280 nm

bestimmt. Der theoretische Extinktionskoe�zient ε eines Proteins wurde ausgehend

von seiner Aminosäuresequenz mit dem Programm PROTPARAM (Gasteiger et al.,

2005) berechnet.
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6.2.3. Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Sollte der dispersive Zustand einer Proteinlösung bestimmt werden, wurde dynamische

Lichtstreuung (DLS) verwendet. Die Proben wurden in einem Zetasizer Nano S (Mal-

vern, Worcestershire, Vereinigtes Königreich) bei einer Temperatur von 18 °C gehalten

und mindestens 20 Messungen durchgeführt. Diese wurden anschlieÿend gemittelt und

bezüglich Modalität und Dispersität der untersuchten Lösung analysiert. Dies geschah

mit dem Gerät zugehörigen Programm Dispersion Technology Software (DTS, Version

5.10).

6.3. Kristallisation und röntgenographische Experimente

6.3.1. Kristallisation

Zur Kristallisation von Proteinen wird versucht, die Löslichkeit des Proteins über ein

gezieltes Verändern des Millieus herabzusetzen und so dessen Aggregation einzulei-

ten. Es wird deutlich, dass dieser Vorgang hauptsächlich nicht zu Kristallen führen

wird, eine Form der Proteinaggregation, die durch eine hohe Ordnung der aggregie-

renden Moleküle ausgezeichnet ist. Es wird daher hauptsächlich Aggregation in Form

von amorphen Niederschlag beobachtet, bei dem sich die Proteinmoleküle ungeordnet

aneinanderlagern. Letztere Form ist für die Nutzung in der Strukturaufklärung nicht

geeignet.

Um ein in Lösung be�ndliches Protein auszukristallisieren, wird überwiegend die Me-

thode der Dampfdi�usion angewendet (Davies und Segal, 1997; Weber, 1997). Für die

Ermittlung der initialen Kristallisationsbedingung wurde das Verfahren des sitzenden

Tropfens verwendet. Für weitere Kristallisationsexperimente wurde das Verfahren des

hängenden Tropfens genutzt.

Die Verfeinerung der Kristallisationsbedingung wurde mit 24-Well-Linbro-Platten (MP

Biomedicals, Inc., Solon, Vereinigte Staaten von Amerika) durchgeführt. Der Rand der

Aussparung wurde mit Silikonfett versehen und in die Aussparung eine Reservoirlö-

177



6. Allgemeine Methoden

sung vorgelegt. Der Kristallisationstropfen wurde auf ein Deckgläschen (22 mm, Carl

Roth, Karlsruhe, Deutschland) pipettiert. So wurde die Proteinlösung, der falls nötig

alle nötigen Cofaktoren zugesetzt wurde, auf das Gläschen gegeben. In diese Lösung

wurde daraufhin ein bestimmtes Volumen Reservoir pipettiert und das Reservoir mit

dem Deckglas verschlossen. Das entstandene geschlossene System ist jedoch nicht im

Dampfgleichgewicht und dementsprechend wird aus dem Kristallisationstropfen konti-

nuierlich Wasser an die Umgebung abgegeben. Dies führt zur Erhöhung der Konzentra-

tion von Protein und Fällungsmittel im Tropfen, was zur Kristallisation des Proteins

führen kann.

6.3.2. Gefrieren von Kristallen

Im Normalfall können Kristalle nicht direkt aus dem Kristallisationstropfen in �üssi-

gem Sticksto� überführt werden ohne das Gitter des Proteinkristalls durch Bildung

von kristallinem Wasser zu beschädigen. Des Weiteren stören die durch die Eiskristalle

gestreuten Röntgenstrahlen bei der Datensammlung von Proteinkristallen, da diese ei-

ne stärkere Intensität aufweisen und so Bereiche des Di�raktionsbildes überdecken. Es

wurden daher die Kristalle vor dem Frieren in Gefrierschutzlösung getränkt. Dadurch

sollte das Wasser beim schnelle Abkühlen des Kristalls in �üssigem Sticksto� amorph

erstarren. Diese Form des Wassers resultiert in einem di�usen Beitrag zum Di�rakti-

onsbild, der bei der Integration und Skalierung der Daten gut herausgerechnet werden

kann.

6.3.3. Di�raktionsexperimente

Verschiedene Röntgenquellen wurden zur Durchführung von Di�raktionsexperimen-

ten herangezogen. Aufgrund der Gröÿe der Kristalle eignete sich die Heimanlage nur

bedingt für die Aufnahme von hochaufgelösten Beugungsbildern. Es wurde daher ver-

stärkt auf durch Synchrotrons generiertes Röntgenlicht zurückgegri�en, das sich im

Vergleich durch eine um Gröÿenordnungen höhere Brillianz auszeichnet. Diese Brilli-

anz wird auch durch das Fokussieren des Röntgenstrahls erreicht. Der Durchmesser des

Strahls war kleiner als die Gröÿe des Kristalls und ermöglichte somit das Untersuchen
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einzelner Teile des Kristalls ohne den kompletten Kristall zu durchleuchten. Bereiche

höherer di�raktiver Qualität konnten so gezielt gefunden und für Di�raktionsexperi-

mente herangezogen werden. Die Kristalle wurden bei der kompletten Datenmessung

im Sticksto�strom bei 100K gehalten und danach zurück in �üssigen Sticksto� über-

führt.

6.3.4. Integration und Skalierung der Daten

Die Reduktion und Skalierung der gemessenen Daten erfolgte mit dem Programmen

XDS und XSCALE (Kabsch, 2010). Re�exe wurden mit dem Programm AIMLESS

gemittelt (Evans, 2006; Evans, 2011; Evans und Murshudov, 2013). Sollten anoma-

le Daten prozessiert werden, wurden die Bijvoet-Paare getrennt behandelt. 5% aller

Re�exe eines Datensatzes wurden für den freien R-Faktor reserviert (Brünger, 1992;

Brünger, 1997). Dieser wurde bei Datensätzen einer Kristallform identisch gehalten.

6.4. Strukturlösung und Verfeinerung

6.4.1. Molekularer Ersatz � Suchmodell

Der Erfolg des Molekularen Ersatzes hängt maÿgeblich von der Übereinstimmung zwi-

schen dem Suchmodell und der zu bestimmenden Struktur ab. Daher wurden aus-

schlieÿlich Modelle verwendet, die die höchsten Sequenzidentitäten zur Zielsequenz

aufwiesen. Da jedoch auch geringe Unterschiede in der Sequenz zu strukturellen Un-

terschieden führen können, wurde versucht, diesen auf unterschiedlichen Wegen zu

begegnen. Eine Art der Anpassung erfolgte durch das Programm SCWRL (Krivov et

al., 2009). Das für das Programm notwendige Sequenzalignment wurde mit FFAS (Ja-

roszewski et al., 2000; Rychlewski et al., 2000; Jaroszewski et al., 2005; Jaroszewski

et al., 2011) erstellt. SCWRL (Krivov et al., 2009) nutzt eine Bibliothek verschie-

dener Rotamere für die auszutauschenden Aminosäuren und kombiniert dies mit ei-

ner Minimierungsfunktion, die die Orientierung der Seitenketten, die van-der-Waals-

Wechselwirkungen und Wassersto�brückenbindungen in Betracht zieht. Des Weiteren
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wurde das Programm SwissModel (Peitsch, 1995; Arnold et al., 2006; Kiefer et al.,

2009) eingesetzt. Es wurde der automatische Modus der Pipeline verwendet. Diese

führt ausgehend von der vorgegebenen Sequenz eine vollautomatische Suche nach ge-

eigneten Templatmodellen in der Proteindatenbank PDB (Berman et al., 2000) durch.

Der Modellbau erfolgt durch Zusammenfügen starrer Fragmente, wobei über heuristi-

sche Methoden versucht wird, Unterschiede, wie Deletionen sowie Insertionen, in die

Zielstruktur einzupassen. Das ausgegebene Modell wird hinsichtlich seiner Validität

überprüft und unsichere Bereiche gekennzeichnet. Diese Bereiche wurden vor Verwen-

dung als Suchmodell entfernt.

6.4.2. Molekularer Ersatz � Positionierung

Die Positionierung der Suchmodelle in der Einheitszelle wurde mit den Programmen

MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) bzw. PHASER (McCoy et al., 2007) durchge-

führt. Bei letzterem wurde entweder die Version aus dem Programmpaket CCP4 (Ver-

sionen 2.0.6 bzw. 2.2.0 (CCP4, 1994; Winn et al., 2011)) oder PHENIX (Versionen

1.8.2-1309 (Adams et al., 2010)) verwendet. Anschlieÿend wurde das erhaltene Modell

mit REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011) verfeinert, wobei zu-

erst eine Starre-Körper-Verfeinerung, danach eine Beschränkte Verfeinerung durchge-

führt wurde. Die nicht-kristallographische Symmetrie unter den Untereinheiten wurde

mit PHENIX.FIND_NCS (Phenix Package (Adams et al., 2010)) bestimmt. Sollten die

ermittelten Symmetrieoperationen angewendet werden, kam PHENIX.APPLY_NCS

(Phenix Package (Adams et al., 2010)) zum Einsatz. Der automatische Modellbau er-

folgte mit PHENIX.AUTOBUILD (Terwilliger, 2004a; Terwilliger, 2004b; Zwart et al.,

2005; Terwilliger et al., 2008; Afonine et al., 2012), wobei entweder der Modus Rebuild-

in-place zum Einsatz kam oder das Modell mit Hilfe von BUCCANEER (Cowtan, 2006;

Cowtan, 2008) und RESOLVE (Terwilliger, 2004a) gebaut wurde.

6.4.3. Verfeinerung des Modells

Eine manuelle Anpassung des Modells an die (2Fo−Fc,αc)- und (Fo−Fc,αc)-Karten
erfolgte mit dem Programm COOT (Emsley und Cowtan, 2004; Emsley et al., 2010).
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Jeder Rest wurde auf seine Stimmigkeit überprüft und gegebenenfalls korrigiert. Be-

wegliche Seitenkeiten wurden bei Bedarf entfernt, wenn keine Dichte zu erkennen war.

Alle Substrate bzw. modi�zierte Aminosäuren wurden in COOT (Emsley und Cow-

tan, 2004; Emsley et al., 2010) eingefügt. Wassermoleküle wurden im letzten Schritt in

das Modell integriert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Abstände zu Protonen-

donoren bzw. -akzeptoren sinnvoll waren. Die überarbeiteten Modelle wurde mit den

Programmen REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011) oder PHE-

NIX.REFINE (Afonine et al., 2005; Davis et al., 2007; Urzhumtseva et al., 2009; Chen

et al., 2010; Afonine et al., 2012) verfeinert. Letzteres wurde eingesetzt um simulated

annealing-Verfeinerung oder Verfeinerungen der Torsionswinkel der Aminosäureseiten-

ketten durchzuführen. Die Cofaktoren wurden entweder zuvor gelöscht (früherer Status

des Modellbaus) und anschlieÿend in die Dichte eingepasst oder in der Struktur bei-

behalten (späterer Status des Modellbaus). Es sollte so verhindert werden, dass die

Elektronendichte im Bereich der Liganden aufgrund von model bias überinterpretiert

wurde (Pozharski et al., 2013). Wenn es notwendig war, wurde das Modell nochmals

mit PHENIX.AUTOBUILD (Terwilliger, 2004a; Terwilliger, 2004b; Zwart et al., 2005;

Terwilliger et al., 2008; Afonine et al., 2012) gebaut. Anomale Dichtekarten wurden mit

dem Programm FFT (CCP4-Paket, (Immirzi, 1966; Ten Eyck, 1973; Read und Schier-

beek, 1988)) aus den experimentell erhaltenen anomalen Di�erenzen und den berech-

neten Phasen aus den Koordinaten einer Struktur erstellt. Um den Ein�uss des Aus-

gangsmodells des molekularen Ersatzes auf die resultierenden Phasen (model bias) zu

minimieren, wurden Strukturen mit Schweratomen nochmals mit PHENIX.AUTOSOL

(Zwart et al., 2005; McCoy et al., 2007; Terwilliger et al., 2009; Adams et al., 2010)

nach dem MRSAD-Protokoll gelöst und das Modell mit den so erhaltenen Phasen neu

gebaut. Die für die Verfeinerung von Proteinstrukturen im Komplex mit Liganden not-

wendigen restraints wurden mit dem Webserver GRADE erstellt (Smart et al., 2011).

6.4.4. Überprüfen der Kofaktoren

Um zu verhindern, dass Elektronendichte, im Besonderen im Bereich der Substrate,

überinterpretiert wurde, folgte als letzter Schritt eine Verfeinerung ohne Liganden. Es

wurde daher simulated annealing omit-Elektronendichtekarte erstellt. Dieses geschah

mit PHENIX-Suite (Adams et al., 2010). Die erhaltenen Elektronendichtekarten wur-

den zur Validierung des Modells kritisch betrachtet.
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6.5. Bioinformatische Werkzeuge

6.5.1. Finden von Sequenzen

Bei der Suche nach homologen Proteinsequenzen wurde entweder das Programm BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) oder die UniProt-Datenbank

(The UniProt Consortium, 2015) verwendet. Ausnahmen werden im Text spezi�sch er-

wähnt.

6.5.2. Sequenz- und Strukturabgleich

Zum Abgleichen von Proteinsequenzen wurde PRALINE (Heringa, 1999; Heringa,

2000; Heringa, 2002; Simossis und Heringa, 2003; Simossis et al., 2005; Simossis und

Heringa, 2005) verwendet. In seltenen Fällen waren geringe manuelle Anpassungen

nötig. Zur graphischen Darstellung der Überlagerung von Proteinsequenzen und Se-

kundärstrukturen bzw. der Zugänglichkeit einzelner Reste zum Solvens wurde ESPript

(Gouet et al., 1999; Gouet et al., 2003) angewendet. Ein Abgleich der in dieser Arbeit

charakterisierten Proteinstrukturen mit bereits verö�entlichen Strukturen in der PDB

geschah mit DaliLite v. 3 (Holm und Rosenstrom, 2010).

6.5.3. Zuweisen von Sekundärstrukturelementen

Zur einheitlichen Zuordnung von Sekundärstrukturelementen wurde das Programm

DSSP verwendet (Kabsch und Sander, 1983; Joosten et al., 2011).

6.5.4. Erzeugung von Molekülgra�ken

Die in dieser Arbeit gezeigten Molekülgra�ken wurden mit dem PyMOL Molecular

Graphics System (Version 1.6.0.0, Schrödinger LLC, Vereinigte Staaten von Amerika)
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erzeugt. Einige der Annotationen der Bilder wurden mit gängiger Bildbearbeitungs-

software eingefügt.
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7. Expression, Reinigung, Kristallisation

und Strukturlösung der ckcACD1

7.1. Plasmide

Die in Tabelle 7.1 aufgezählten Plasmide ermöglichten die Expression der Unterein-

heiten der Ca. Korarchaeum crypto�lum ACD1. Die Selektion der Plasmide erfolgte

jeweils über Zugabe von Ampicillin.

Tab. 7.1.: In dieser Arbeit verwendeten Plasmide zur Expression der ckcACD1.

Name Beschreibung Herkunft

pET17b_ckcACD1_alpha
IPTG induzierbare Expression erhalten von Marcel
der ckcACD1 α-Domäne Schmidt (AG Schönheit,
(Gen Kcr_0198 ), AmpR Universität Kiel)

pet17b_ckcACD1_beta
IPTG induzierbare Expression erhalten von Marcel
der ckcACD1 β-Domäne Schmidt (AG Schönheit,
(Gen Kcr_0115 ), AmpR Universität Kiel)

7.2. Expression von ckcACD1

7.2.1. Expression von nativem Protein

Zellen einer Glycerinkultur wurden auf LB-Agar ausplattiert und über Nacht kulti-

viert. Eine einzelne Kolonie wurde in ein kleines Volumen LB-Medium transferiert und

für mindestens 12 Stunden kultiviert. Zum Starten der Expression wurden 1% (v/v)
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der Übernachtkultur für 5 Minuten bei 4 000 g pellettiert, in frischem LB-Medium re-

suspendiert und damit das Expressionsmedium angeimpft. Induktion der Expression

erfolgte bei einer optischen Dichte OD600 bei der Wellenlänge λ = 600 nm zwischen

0,4 und 0,8 mit IPTG einer �nalen Konzentration von 0,4 mM. Die Zellen wurden für

weitere fünf Stunden kultiviert und dann geerntet. Dies erfolgte durch Zentrifugation

bei 6 000 g für 10Minuten. Zellpellets wurden in �üssigem Sticksto� gefroren und bei

-80 °C gelagert.

7.2.2. Expression von Se-Methionin markiertem Protein

Sollte Se-Methionin markiertes Protein hergestellt werden, wurde ein modi�ziertes Pro-

tokoll angewandt. Eine Vorkultur wurde wie oben beschrieben kultiviert und die Zellen

vor dem Überimpfen pelletiert. In den darau�olgenden Schritten wurde LeMaster-

Medium verwendet. Dies bestand aus SelenoMethionine Medium Base (Molecular Di-

mensions, Newmarket, Vereinigtes Königreich) versetzt mit SelenoMethionine Medium

Nutrient Mix (Molecular Dimensions, Newmarket, Vereinigtes Königreich) nach Her-

stellerprotokoll (nachfolgend als Minimalmedium bezeichnet). Dem Medium wurden

entweder Methionin oder Selenomethionin zu einer Endkonzentration von 50mM bzw.

25mM zugegeben. Die Kultivierung der Hauptkultur in Minimalmedium versetzt mit

Methionin erfolgte bis zu einer optischen Dichte OD600 von 0,4. Zu diesem Zeitpunkt

wurden die Zellen bei 6 000 g pelletiert und anschlieÿend in einem gleichen Volumen

vorgewärmten Minimalmedium mit Selenomethionin resuspendiert. Nach 20 minütiger

Kultivierung erfolgte die Induktion mit IPTG zu einer Endkonzentration von 0,4mM.

Die Expression wurde für 3 Stunden fortgeführt und die Zellen anschlieÿend geern-

tet. Dies erfolgte durch 10 minütige Zentrifugation bei 6 000 g. Das Pellett wurde in

�üssigem Sticksto� gefroren und bis zur Verwendung bei −80 °C gelagert.

7.2.3. Dialyse

Die Probe wurde in einem Dialyseschlauch mit einer Ausschlussgrenze (molecular

weight cut-o� ) von 12 kDa gegen das 10fache Volumen an Pu�er dialysiert. Nach einer

Stunde wurde der Pu�er ausgetauscht und anschlieÿend für weitere 12 h inkubiert.
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7.3. Lyse und Reinigung der ckcACD1

Alle folgenden Schritte wurden, wenn möglich, gekühlt durchgeführt, um eine Degra-

dation des Zielproteins durch Proteolyse zu verhindern.

ACD-Pu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 7,5 100mM
NaCl 150mM
MgCl2 5mM

Der Pu�er wurde vor Nutzung durch
einen 0,2µm Filter �ltriert und entgast.

Reaktionspu�er (100x)

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 7,5 100mM
NaCl 150mM
MgCl2 5mM
ATP 200mM

7.3.1. Lyse

Das Zellpellet wurde gewogen und in ACD-Pu�er resuspendiert. Hierzu wurden für

ein Gramm der Zellpaste acht Milliliter Pu�er verwendet. Der Aufschluss der Zel-

len erfolgte durch mindestens 8 Runden des Soni�zierens mit einem SONOPULS HD

2200 (Bandelin, Berlin, Deutschland) ausgestattet mit einem Titanteller TT 13 (Power

75%, Cycle 0,6). Hierbei wurde das Probengefäÿ mit Eiswasser gekühlt, um einen ste-

tigen Wärmeaustausch zu gewährleisten. Intakte Zellen, Zelltrümmer und unlösliche

Bestandteile wurden anschlieÿend durch Zentrifugation bei 75 600 g für 30min abge-

trennt.

Das Reinigungsprotokoll wurde von Marcel Schmidt (AG Prof. Schönheit, Universität

Kiel) übernommen.

7.3.2. Hitzefällung

Der erste Reinigungsschritt nutzt eine inherente Eigenschaft von Proteinen thermophi-

ler Organismen aus. Diese Lebewesen haben sich an ihre Umgebung so angepasst, dass

ihre Zellbestandteile bei hohen Temperaturen stabil arbeiten. Endogene Proteine aus
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E. coli zeigen keine Thermostabilität über einen längeren Zeitraum. Das geklärte Lysat

wurde daher bei 68 °C für 20 Minuten inkubiert. Während dieser Zeit denaturierten

nahezu alle anderen Proteine und präzipitierten. Die Zielproteine dahingegen blieben

in Lösung. Das Präzipitat wurde durch Zentrifugation bei 75 600 g für 30min entfernt.

7.3.3. Rekonstitution des aktiven Enzyms

ckcACD1 bildet ein Heterotetramer bestehend aus zwei α- und zwei β-Untereinhei-

ten. Beide Untereinheiten wurden seperat exprimiert und mussten zum aktiven Enzym

rekonstituiert werden. Zur Abschätzung der Proteinmenge in den hitzegeklärten Lö-

sungen wurde eine Verdünnungsreihe angesetzt und über eine SDS-Gelelektrophorese

analysiert. Die mit Coomassie Brilliant Blau gefärbten Banden wurden visuell ausge-

wertet. Die Rekonstitution erfolgte über simples Vermischen der angemessenen Menge

beider Proteinlösungen. Es wurde angenommen, dass die α-Domäne analog zur homo-

logen P. furiosus ACD-1 (Musfeldt et al., 1999) in Lösung als Dimer vorliegt. Dies

könnte die Reinigung des rekonstituierten Proteins über Gel�ltration erschweren, da

die Gröÿenunterschiede zu gering für eine e�ziente Trennung sind. Es wurde daher

darauf geachtet, dass eine gröÿere Menge an β-Domäne zugesetzt wurde um eine voll-

ständige Rekonstitution zu gewährleisten. Der Masseunterschied zwischen dem aktiven

Enzym ckcACD1 und der monomeren β-Domäne ist ausreichend für eine Reinigung

mittels Gel�ltration.

7.3.4. Gel�ltration I

Der ckcACD1-Komplex wurde konzentriert und auf eine in ACD-Pu�er voräquilibrierte

Gel�ltrationssäule HiLoad 16/60 Superdex S200 pg (GE Healthcare, Freiburg, Deutsch-

land) aufgetragen. Die eluierten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und

gemäÿ dem Proteingehalt vereint. Auÿergewöhnlich war eine hohe Hintergrundabsorp-

tion, die eine Aufnahme analysierbarer Spektren zwischen 215�280 nm verhinderte.

Das Problem stammte von DNS-Fragmenten, die durch die Soni�zierung freigesetzt

wurden. Zusatz einer katalytischen Menge DNase I verringerte zwar die Anzahl der

hochmolekularen DNS-Fragmente, konnte das Problem jedoch nicht komplett lösen.
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Um diese Verunreinigungen mit Nukleotiden zu beseitigen, wurde der Gel�ltrations-

schritt wiederholt, bis das Chromatogramm einen klaren Proteinpeak enthielt.

7.3.5. Hitzereinigung

Eine zweite Hitzefällung wurde durchgeführt. Hierbei wurden die vereinigten Fraktio-

nen bei 78 °C für 15min inkubiert. Entstandenes Präzipitat wurde durch Zentrifugation

mit einer Beschleunigung von 75 600 g für 30 Minuten entfernt. Dieser Schritt war ge-

dacht, um das Protein auf einen einheitlichen Zustand �zurückzusetzen�. Da die erste

Hitzefällung im Zellrohextrakt stattfand, könnten theoretisch eine Vielzahl an potenti-

ellen Substraten anwesend sein, die durch die ACD umsetzbar sind. Das Enzym ist aber

nur bei erhöhten Temperaturen aktiv und könnte daher beim Abkühlen in verschiede-

nen konformationellen Zuständen gefangen bleiben. Analytisch kann zwischen diesen

Zuständen nur sehr schwer unterschieden werden, aber diese Art der Heterogenität

könnte eine erfolgreiche Kristallisation verhindern.

7.3.6. Gel�ltration II

Die Proteinlösung wurde auf eine mit ACD-Pu�er äquilibrierte Gel�ltrationssäule Hi-

Load 16/60 Superdex S200 pg (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) geladen. Die

Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und entsprechend dem Gehalt

an Protein und dessen Reinheit vereint. Hierbei wurden nur die reinsten Fraktionen

verwendet.

7.3.7. Vorbereitung zur Kristallisation

Das vereinigte Protein wurde in zwei Fraktionen aufgeteilt. Einer Fraktion wurde Reak-

tionspu�er zur einfachen Konzentration zugesetzt. Beide Chargen wurden bei 55 °C für

30 Minuten inkubiert. Die Proben wurden anschlieÿend mit einem gleichen Volumen

ACD-Pu�er versetzt und über ein Amicon Ultrazentrifugationsröhrchen konzentriert
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(MWCO 30 kDa, 1min, 3 000 rpm). Dieser Schritt wurde mindestens zehnmal wieder-

holt, bis freies Nukleotid aus der Lösung entfernt war.

7.4. Kristallisation der ckcACD1

Kristallisationsexperimente wurden bei 18 °C und 4 °C durchgeführt. Der Aufbau des

Experiments sah vor, dass in den Proteintropfen ein bestimmtes Volumen Fällungs-

mittel, zumeist im Verhältnis Protein:Fällungsmittel 1:1 oder 1:0,75, gegeben wurde.

Runde Tropfen führten normalerweise zu einer Vielzahl an kleinen Kristallen, die nur

durch eine veränderte Tropfenform bezüglich ihrer Gröÿe optimiert werden konnten.

Hier wurde die Proteinlösung in einer länglichen Form vorgelegt und das Fällungsmit-

tel in ein Ende des Tropfens gegeben. Bei niedriger Temperatur wurden jedoch beide

Tropfenformen verwendet, wobei je nach Substrat bzw. Modi�kation des Proteins ent-

weder in runden und/oder keulenförmigen Tropfen Kristalle mit nutzbarer Gröÿe und

Aussehen entstanden. Die Konzentration der Proteinlösung war in allen Fällen etwa

85 µM.

Kristallisation Se-Methionin modi�ziertem Proteins Um die Oxidation des Selens

zu verhindern, wurde der Kristallisationslösung zusätzlich 20mM DTT zugesetzt.

Derivatisierung von Proteinkristallen der ckcACD1 Es wurden verschiedene Ver-

suche zur Derivatisierung des Proteins mit Schweratomen gemacht. Hierzu kamen die

in Dauter et al. (2000) publizierten Vorschriften zum Schnelltränken von Kristallen

mit Halogenidionen zum Einsatz (Dauter et al., 2000). Verwendet wurde jeweils ein 1

molarer Zusatz an NaBr oder NaI zur Gefrierschutzlösung. Die Inkubationsdauer der

Kristalle in dieser Lösung betrug etwa 30 sec. Weiterhin wurden Kristalle mit verschie-

denen Schwermetallen getränkt (Sun et al., 2002). Kristalle wurden aus ihrer Mutter-

lauge (Konzentration 100%) in einer Lösung mit 80% der Stammkonzentration und

Zusatz von 10mM einiger Schwermetallverbindungen (SmCl3, YbCl3, YbCl2, Thio-

mersal (Natrium-2-(ethylmercurithio)-benzoat) oder Na[Au(CN)2]) überführt und für
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5 Minuten inkubiert. Nicht gebundene Schwermetallionen wurden durch 30 sekündige

Inkubation in Gefrierschutzlösung entfernt.

Co-Kristallisation mit Quecksilber Die Derivatisierung der ckcACD1 mit Quecksil-

ber erfolgte mit HgCl2, das zu einer Endkonzentration von 2mM zum Kristallisations-

tropfen gegeben wurde.

Derivatisierung mit Aluminium�uorid, Phosphat und Nitrat Das Protein wurde

vorab der Kristallisationsexperimente gegen das 100fache Volumen an 100mMTris/HCl

(pH 7,5), 150mM NaCl dialysiert. Die �nale Konzentration an Mg2+-Ionen beträgt

demnach 0,5mM (Magnesium-reduzierte Reaktionslösung). Dies geschah bei einer mitt-

leren Temperatur von 75 °C für 1 Stunde. Aufgrund einer defekten Steuerung des ver-

wendeten Heizblocks wurde zweimalig eine Temperatur von etwa 85 °C erreicht. Ent-

standenes Präzipitat wurde durch Zentrifugation entfernt. Es wurden anschlieÿend die

in Tabelle 7.2 dargestellten Experimente durchgeführt. Dazu wurden die benötigten

Chemikalien, auÿer ADP und Ac-CoA, in wässriger Lösung in einem Gefäÿ vorgelegt,

getrocknet und anschlieÿend in einer Lösung von ADP- bzw. Ac-CoA gelöst. Die Pro-

ben wurden vor der Kristallisation geteilt. Ein Teil wurde für eine Minute bei 75 °C

inkubiert, der andere wurde weiterhin auf Eis gelagert. Alle Kristallisationsexperimen-

te wurden bei 4 °C durchgeführt. Für Kristallstrukturen mit gebundenem Phosphat

wurden Kristalle aus den Ansätzen mit Ac-CoA+Na2HPO4 und ADP+Mg(NO3)2 ver-

wendet. Diese wurden für 30 Sekunden in Gefrierschutzlösung inkubiert, die zusätzlich

50mM Na2HPO4 enthielten.

7.5. Di�raktionsexperimente

Die Parameter der Datensammlung sind zusammenfassend in Tabelle 7.3 dargestellt.
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Tab. 7.2.: Kristallisationsexperimente zur Derivatisierung der ckcACD1. Folgende Versuche
wurden zur Derivatisierung der ckcACD1 mit Mg · ADP · AlF3, Acetyl-Coenzym A, Phosphat und
Nitrat durchgeführt. Zum Protein wurden die folgenden Chemikalien zur angegebenen Endkonzentration
zugefügt.

Apo

Substanz Konzentration

MgCl2 6,3mM

Mg ·ADP ·AlF3
Substanz Konzentration

ADP 2,0mM
AlCl3 2,5mM
MgCl2 2,5mM
NaF 8,6mM

ADP + Mg(NO3)2

Substanz Konzentration

ADP 2,0mM
Mg(NO3)2 5,0mM

Ac-CoA ·AlF3

Substanz Konzentration

Ac-CoA 1,0mM
AlCl3 5,0mM
NaF 17,0mM
NaOAc 5,0mM

Ac-CoA + Na2HPO4

Substanz Konzentration

Ac-CoA 1,0mM
Na2HPO4 10,0mM
NaOAc 5,0mM

Ac-CoA + Mg(NO3)2

Substanz Konzentration

Ac-CoA 1 mM
Mg(NO3)2 9,9mM
NaOAc 5,0mM

7.5.1. Beschreibung der Bewegung von Domänen

Zur Beschreibung der relativen Bewegung einer Domäne oder eines Teils einer Do-

mäne in den erhaltenen Kristallstrukturen wurden die zu vergleichenden Abschnitte

mit dem Programm LSQKAB (Kabsch, 1976; CCP4, 1994) folgendermaÿen überla-

gert. Hierzu wurden in zwei Schritten jeweils ein als �x gewählter Abschnitt und ein,

als beweglich de�nierter Bereich eines Proteins, mit einer Referenzstruktur verglichen.

Durch die strukturelle Überlagerung der im letzten Schritt erhaltenen Anordnung der

Proteine wurde der Rotationswinkel der untersuchten Bewegung aus der so erhaltenen

Rotationsmatrix berechnet.
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7.5. Di�raktionsexperimente
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8. Expression, Reinigung, Kristallisation

und Strukturlösung der hyTRR2

TIR-Domäne

8.1. Plasmide

Tab. 8.1.: Plasmide zur Expression der hyTRR2 TIR-Domäne.

Name Beschreibung Herkunft

pGEMT_hyTRR2_TIR AmpR erhalten von René
Augustin (AG Bosch)

pET19b AmpR Novagen

pET19b_hyTRR2 95�221 IPTG induzierbare Expression diese Arbeit
der TIR-Domäne der hyTRR2,
C-terminale His6-A�nitäts-
sequenz, AmpR

8.2. Herstellen des Expressionskonstruktes

Die DNS der TIR-Domäne des Toll-verwandten Rezeptors 2 aus Hydra magnipapillata

wurde über eine Polymerasekettenreaktion vervielfältigt. Die verwendeten Oligonukleo-

tide sind in Tabelle 8.2 aufgeführt. Über die durch die Oligonukleotide eingebrachten

Schnittstellen für zwei Endonukleasen (NcoI und XhoI) wurde die Zielsequenz in das

Plasmid pET19b insertiert. Mit dem Oligonukleotid TIR reverse wurde C-terminal ei-
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8. Expression, Reinigung, Kristallisation und Strukturlösung der hyTRR2 TIR-Domäne

ne Hexahistidin-A�nitätssequenz (kodiert durch catcaccatcaccatcac) an das Protein

angefügt.

Tab. 8.2.: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz

TIR forward gtgaagccatgggcaagacttatgatgtcaatatatgttacg
TIR reverse cgagtctcgagattagtgatggtgatggtgatg attatttcgaatatctc

Fett gedruckt sind die eingeführten Schnittstellen für NcoI bzw. XhoI.
Kursiv dargestellt sind die Nukleobasen des His6-A�nitätssequenz.

8.2.1. Ethanolfällung

Die Probe wurde mit 1/10 des Probenvolumens an 3M NaOAc (pH 5,4) versetzt. Die

Fällung von DNS erfolgte nach Zugabe des 2,75fachen an unvergälltem Ethanol. Zur

Beschleunigung dieses Vorgangs wurde die Probe in �üssigem Sticksto� gefroren. Nach

Zentri�gieren für 10min bei 20 716 g und 4 °C wurde der Überstand verworfen und das

Pellet mit eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen. Anschlieÿend wurde nochmals für

fünf Minuten zentrifugiert. Das getrocknete DNS-Pellet wurde in Wasser gelöst.

8.2.2. Polymerasekettenreaktion - PCR

Oligonukleotide wurden mit einer �nalen Konzentration 17µM, dNTPs zur �nalen

Konzentration 200 µM eingesetzt. Pfu-Polymerase und der Reaktionspu�er (inklusive

MgSO4) stammten von Promega (Madison, WI, Vereinigte Staaten von Amerika). Die

DNS der hyTRR2 TIR-Domäne wurde in vitro mit folgendem Zeit-Temperatur-Pro�l

ampli�ziert. Das entstandene Produkt wurde über eine Ethanolfällung gereinigt und

konzentriert.
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8.2. Herstellen des Expressionskonstruktes

Wiederholungen Temperatur (°C) Zeit (sec)

1 95 300

30
95 30
49 30
72 45

1 72 600

1 4 ∞

8.2.3. Restriktionsverdau

Das Zielplasmid pET19b und das PCR-Produkt wurden mit NcoI und XhoI verdaut.

Beide Enzyme stammten von Promega (Madison, WI, USA). Die Reaktion wurde in

Pu�er D durchgeführt und gemäÿ den Empfehlungen des Herstellers angesetzt. Re-

aktionsdauer war drei Stunden. Anschlieÿend wurde die Reaktion durch 15 minütige

Inkubation bei 65 °C gestoppt und die Reaktionsprodukte über Ethanolfällung gerei-

nigt.

8.2.4. Ligation

Zur Fusion des geschnittenen Vektors pET19b und des Inserts wurden 200 ng pET19b

in einem molarem Verhältnis von 1:3 mit Insert versetzt. Die Reaktion wurde in T4

Ligase-Pu�er mit T4 Ligase von Promega (Madison, WI, Vereinigte Staaten von Ame-

rika) durchgeführt, wobei die vom Hersteller empfohlene Mengen an Pu�er und Enzym

verdoppelt wurden. Ligiert wurde bei 18 °C für 12 Stunden, danach erfolgte eine Fäl-

lung der DNS mittels Ethanolpräzipitation. Aufgenommen wurde das Produkt in 10µl

Wasser.

8.2.5. Transformation des Ligationsansatzes in E. coli

Kompetente Zellen des E. coli -Stammes XL1 blue wurden zur Verwendung bei der

Elektroporation durch wiederholtes Resuspendieren der Bakterien in 100mM CaCl2-
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8. Expression, Reinigung, Kristallisation und Strukturlösung der hyTRR2 TIR-Domäne

Lösung hergestellt. Zur Lagerung der E. coli wurde zusätzlich 15% (v/v) Glycerin

zugegeben und Aliquots zu je 100µl in �üssigem Sticksto� gefroren.

Ein Aliquot mit Zellen elektrokompetenter E. coli XL1 blue wurde mit dem Liga-

tionsprodukt versetzt und in eine eisgekühlte Elektroporationsküvette (Spalt 1mm)

überführt. Durch Anlegen eines elektrischen Pulses über einen GenePulser II (BioRad,

Berkeley, CA, Vereinigte Staaten von Amerika) (Spannung U = 1800V, Widerstand

R = 200Ω, Kapazität C = 25 µF) wurde der Vektor in die Bakterien transformiert.

Nach anschlieÿender Kultivierung der Zellen für 30min wurden diese auf LB-Agar

ausplattiert und über Nacht kultiviert.

8.2.6. Isolierung von plasmidischer DNS aus E. coli

Die Präparation von plasmidischer DNS aus E. coli erfolgte mit einem NucleoSpin

Plasmid QuickPure Kit (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) nach Herstellerproto-

koll.

8.2.7. Sequenzierung

Plasmidische DNS wurde durch die MWG-Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) se-

quenziert. Verwendet wurde dazu das Standardoligonukleotid T7 Promoter.

8.2.8. Transformation in E. coli zur Expression

Expression sollte im E. coli-Stamm BL21(DE3) CodonPlus RIL erfolgen. Dazu wur-

den 100 µl hitzekompetente Zellen mit 180 ng Plasmid versetzt und für 30min auf Eis

inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C für 2min. Nach zweiminütiger Ruhephase

auf Eis wurden die Zellen in 700 µl LB-Medium resuspendiert und für 1 Stunde bei

37 °C inkubiert. Auf LB-Agar wurden 100µl der Bakteriensuspension ausplattiert und

über Nacht kultiviert.
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8.3. Expression der hyTRR2 TIR-Domäne

8.2.9. Herstellen einer Glycerindauerkultur

Mit einer Bakterienkolonie wurden 5ml LB-Medium angeimpft und für 12 Stunden

kultiviert. Mit 0,5ml der Kultur wurden 0,5ml Glycerin (50% (v/v)) versetzt, die

Suspension gemischt und sofort in �üssigem Sticksto� gefroren. Gelagert wurde die

Glycerinkultur bei −80 °C.

8.3. Expression der hyTRR2 TIR-Domäne

Aus einer Glycerinkultur wurde eine Vorkultur angeimpft und diese für mindestens

zwölf Stunden kultiviert. Inokulation der Expressionskultur erfolgte mit Zellen aus

der Übernachtkultur. Hierzu wurde 1% (v/v) des Volumens der Expressionskultur an

Vorkultur für 5 Minuten bei 4 000 g abzentrifugiert, das Pellet im gleichen Volumen

frischem LB-Medium resuspendiert und in die Expressionskultur überführt. Bei einer

optischen Dichte OD600 bei Wellenlänge λ = 600 nm zwischen 0,4 und 0,8 wurde die

Expression mit IPTG einer �nalen Konzentration von 1,0 mM induziert. Nach einer

weiteren Stunde Kultivierung bei 37 °C wurde die Temperatur auf 20 °C gesenkt und bei

dieser Temperatur für weitere 10�12 Stunden kultiviert. Die Ernte der Zellen erfolgte

durch Zentrifugation bei 6 000 g für 10min. Zellpellets wurden in �üssigem Sticksto�

gefroren und bis zur Verwendung bei −80 °C gelagert.

8.4. Reinigung der hyTRR2 TIR-Domäne

Die Reinigung der hyTRR2 TIR-Domäne erfolgte, soweit es möglich war, gekühlt oder

auf Eis. Chromatographische Schritte wurden an einem Äkta System (Äkta Basic, Äkta

Puri�er) durchgeführt. Hierbei waren die Proben und die Säulen in einem Kühlkabinett

untergebracht, um Degradation des Proteins zu verhindern.
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8. Expression, Reinigung, Kristallisation und Strukturlösung der hyTRR2 TIR-Domäne

Lysepu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 7,0 20mM
NaCl 300mM
Imidazol 25mM
Glycerin 5% (v/v)
β-Mercaptoethanol 10mM
PMSF 0,5mM

Waschpu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 7,0 20mM
NaCl 300mM
Imidazol 25mM
Glycerin 5% (v/v)
β-Mercaptoethanol 10mM

Elutionspu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 7,0 20mM
NaCl 300mM
Imidazol 500mM
Glycerin 5% (v/v)
β-Mercaptoethanol 10mM

Gel�ltrationspu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 7,0 20mM
NaCl 300mM
DTT 2mM

Proteinpu�er

Substanz Konzentration

Tris/HCl pH 7,0 20mM
NaCl 300mM
DTT 10mM
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8.4. Reinigung der hyTRR2 TIR-Domäne

8.4.1. Immobilisierte Nickel-A�nitätschromatographie

Die mit Lysepu�er äquilibrierte Säule HisTrap HP 5ml (GE Healthcare, München,

Deutschland) wurde mit dem geklärten Lysat beladen. Unspezi�sch gebundenes Pro-

tein wurde mit fünf Säulenvolumen Lysepu�er und zehn Säulenvolumen Waschpu�er

entfernt. Elution erfolgte durch Erhöhung der Imidazolkonzentration. Hierzu wurde zu-

erst in einem Stufengradienten der Anteil an Elutionspu�er auf 15% erhöht und dieses

für 5 Säulenvolumen konstant gehalten. Das Zielprotein eluierte hauptsächlich nach

Erhöhen des Anteils an Elutionspu�er auf 30%. Diese Konzentration war für weitere

5 Säulenvolumen konstant, dann erfolgte ein linearer Gradient über 15 Säulenvolumen

bis 100% Elutionspu�er. Das Eluat wurde auf seinen Proteingehalt untersucht und die

Fraktionen vereint.

8.4.2. Dialyse

Zur Entfernung des Imidazols und des Glycerins aus der Lösung wurden die vereinten

Fraktionen gegen das 20fache ihres Volumens an Gel�ltrationspu�er dialysiert. Ver-

wendet wurde Spectra/Por aus regenerierter Cellulose (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

mit einer Ausschluÿgrenze von 3,5 kDa.

8.4.3. Gel�ltration

Eine Gel�ltrationssäule Superdex 75 16/60 pg (GE Healthcare, München, Deutschland)

wurde mit Gel�ltrationspu�er äquilibriert. Bevor diese mit Probe beschickt wurde,

erfolgte die Konzentrierung des Proteins durch Ultra�ltration. Hierzu kamen Vivaspin-

Konzentratoren (Sartorius, Göttingen, Deutschland) mit einem Ausschlussgrenze von

3 kDa zum Einsatz. Das eingesetzte Probenvolumen betrug 2ml, die angelegte Flussrate

0,5ml/min. Die gesammelten Fraktionen wurden entsprechend ihres Proteingehalts

vereint.
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8.5. Kristallisation

Der Kristallisationsvorgang kann über einen längeren Zeitraum ablaufen, während des-

sen es zur Oxidation spezi�scher Reste in einem Protein kommen kann. Beispielsweise

können Cysteine, die sich räumlich gesehen nah zueinander be�nden, durch Knüp-

fen einer Disul�dbindung miteinander verbunden werden. Das Expressionskonstrukt

enthielt vier, vermutlich freie, Cysteinreste, daher wurde jedem Kristallisationsansatz

mindestens 10mM DTT zugegeben, um ein unspezi�sches Vernetzen der Proteinmole-

küle durch Ausbildung intermolekularer Disul�dbrücken zu verhindern.

Kristalle wurden nur reproduzierbar erhalten, wenn für die Tropfen zuerst das Fäl-

lungsmittel vorgelegt und in diese Lösung das Protein pipettiert wurde. Es wurden

jeweils die gleichen Volumina von Proteinlösung und Fällungsmittel eingesetzt.

8.6. Di�raktionsexperimente

Die Sammlung von Di�raktionsdaten wurde an verschiedenen Röntgenquellen durchge-

führt. Erste Di�raktionsexperimente erfolgten am Berliner Synchrotron BESSY II und

am Synchrotron ESRF in Grenoble. Hochaufgelöste Datensätze wurden am Berliner

Elektronenspeicherring BESSY II an der Beamline BL14.1 und an der EMBL-Beamline

P14 am Hamburger Synchrotron PETRA III aufgenommen. BL14.1 ist ausgestattet

mit einem Microdi�raktometer (MD2) mit einem Mini-kappa Goniometer MK3, einem

Kühlsystem CryoJet-XL crystal cooling system (Oxford Instruments, Abingdon, Ver-

einigtes Königreich), einem CATS-Probenwechsler sowie einem Pilatus 6M-Detektor

(Dectris, Baden, Schweiz). Die Hamburger Beamline P14 war ausgestattet mit einem

MD3-Mikrodi�raktometer sowie einem Pilatus 6M-Detektor (Dectris, Baden, Schweiz).
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8.6. Di�raktionsexperimente

Tab. 8.3.: Statistiken zur Datensammlung der Strukturbestimmung der Hydra magnipa-

pillata TRR-2 TIR-Domäne.

Datensatz Kristallform I
Kristallform II Kristallform II
hochaufgelöster Langwellen-

Datensatz datensatz

Wellenlänge [Å] 1,240 0,918 1,697
Detektorabstand [mm] 290,35 266,77 158,99
Rotation pro Bild [°] 0,1 0,1 0,1
Zahl der Bilder 2 400 3 600 7 200*
Synchrotron PETRA III BESSY II PETRA III
Beamline P14 BL14.1 P14
Detektor PILATUS 6M PILATUS 6M PILATUS 6M

* Es wurden zwei Datensätze zu jeweils 3 600 Bildern aufgenommen.
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A.1. Abkürzungen

°C Grad Celsius

Ac-CoA Acetyl-Coenzym A

ACD dinukleotid-abhängige Acetyl-CoenzymA-Synthetase

ACLY ATP-Citrat-Lyase, auch ATP-Citrat-Synthase bezeichnet

ADP Adenosindiphosphat

AmpR Ampicillinresistenz

AMPCP Adenosin-5'-α,β-µ-methylendiphosphat

AMPPCP Adenosin-5'-β,γ-µ-methylentriphosphat

ATP Adenosintriphosphat

ckcACD1 Acetyl-CoenzymA-Synthetase 1 aus Candidatus Korarchaeum crypto�lum

CoA CoenzymA

CSS Complexation Signi�cance Score

DLS dynamische Lichtstreuung

DNS Desoxyribonukleinsäure

DTT Dithiothreitol

et al. et alii, unter anderen

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

h Einheit Stunde

K Einheit Kelvin

kDa Kilodalton

LRR Leucin-reiche Wiederholungen (leucine-rich repeats)

ILR Interleukin-Rezeptor

IMAC immobilisierte Metallionen-A�nitätschromtatographie

IRAK das Protein IL1-R-associated kinase

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

MAD multiple anomale Dispersion (multiple anomalous dispersion)

MAMP microbe-associated molecuar pattern

min Einheit Minute

MIR multipler isomorpher Ersatz (multiple isomorphous replacement)

MR Molekularer Ersatz (molecular replacement)

MRSAD Molekularer Ersatz & einfache anomale Dispersion

MWCO molekulare Ausschluÿgröÿe (molecular weight cut-o� )

MyD88 das Protein myeloid di�erentiation primary response 88
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NCBI National Center for Biotechnology Information

NCS nicht-kristallographische Symmetrie (non-crystallographic symmetry)

NDP Nukleosiddiphosphat

NF-κB Nuklearer Faktor κB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)

NTP Nukleosidtriphosphat

OD600 optische Dichte bei einer Wellenlänge λ=600 nm

ORF open reading frame, o�ener Leserahmen

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAMP pathogen-associated molecuar pattern

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethyleglycol

g mittlere Erdbeschleunigung auf Meereshöhe

RMSD Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (root mean square deviation)

RNS Ribonukleinsäure

SAD einfache anomale Dispersion (single anomalous dispersion)

s Einheit Sekunde

SCS Succinyl-Coenzym A-Synthetase

SDS Natriumdodecylsulfat

SIR einfacher isomorpher Ersatz (single isomorphous replacement)

SIRAS einfacher isomorpher Ersatz & anomale Dispersion

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylendiamin

TIR Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologe Domäne

TLR Toll-ähnlicher Rezeptor

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol

TRR Toll-Rezeptor-Verwandte (Toll-receptor-related)

(v/v) Volumenverhältnis (Volumen pro Volumen)

(w/v) Masseverhältnis (Masse pro Volumen)

Symbole für Nukleinsäuren

A Desoxyadenosin C Desoxycytidin

G Desoxyguanosin T Desoxythymidin
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Symbole für Aminosäuren

A Ala Alanin M Met Methionin

C Cys Cystein N Asn Asparagin

D Asp Asparaginsäure P Pro Prolin

E Asp Glutaminsäure Q Gln Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I Ile Isoleucin V Val Valin

K Lys Lysin W Trp Tryptophan

L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin

Des Weiteren wurde Selen-markiertes Methionin verwendet. Die-

se Aminosäure wurde mit Se-Met abgekürzt.
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