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Kurzdarstellungen

Strukturelle Untersuchungen zur Funktion der Acetyl-CoA-Synthetase 1
aus Candidatus Korarchaeum cryptofilum

Dinukleotid-bildende Acetyl-Coenzym A-Synthetasen (ACDs) sind Vertreter der Super-
familie der dinukleotid-bildenden Acyl-Coenzym A-Synthetasen und sind mafgeblich
an der Energiegewinnung bei der Peptid- und Zuckerfermentation in Acetat-bildenden
Archaeen beteiligt. ACDs setzen Coenzym A-Thioester zur korrespondierenden Saure
und Coenzym A um, wobei die chemische Energie der Thioesterbinding durch Bildung
von Trinukleotiden iiber den Mechanismus der Substratkettenphosphorylierung erhal-
ten wird. In dieser Arbeit wurde die Struktur der Candidatus Korarchaeum cryptofilum
Acetyl-Coenzym A-Synthetase Isoform 1 (ckcACD1) mittels Einkristallstrukturanalyse
geklart. Der heterotetramere asfo-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 fiir ACDs charakteristisch ist. Die Ausrich-
tung der Untereinheiten ist dariiber hinaus mit der Diversitdt der Subdoménenkonnek-
tivitdt (Doménenvermischung) in der Familie der ACDs vereinbar. Anhand einer Kris-
tallstruktur von ckcACD1 im Komplex mit Acetyl-Coenzym A konnte die potentielle
Bindetasche von Coenzym A-Thioestern identifiziert werden. Analyse dieser Bindeta-
sche zeigte, dass vermutlich Ausrichtung und Komposition der umgebenden Schleifen
die Substratpriferenz bestimmen. Bindungsstudien mit verschiedenen Nukleotidsub-
straten und -substratanaloga zeigten weiterhin, dass der Abstand zwischen den Bin-
destellen der Liganden mit etwa 57 A auRergewdhnlich gro ist. Fiir den erforderlichen
Transport der aktivierten Phosphatgruppe zwischen der auf der a-Untereinheit gelege-
nen Reaktionszentrum site I (Coenzym A und Thioester) und der auf der f-Doméne
befindlichen Reaktionszentrum site IT (Nukleotide) wird eine Umlagerung innerhalb
des Proteins bendtigt. Mit einer in den Kristallstrukturen beobachtete konformationel-
len Umgestaltung der Aminosiuren Gly2420 bis Val262a, genannt Phosphohistidin-
segment, konnten erste experimentelle Beweise fiir die bislang postulierte Umlagerung

erhalten werden. Anhand der Geometrie der Wechselwirkung des Phosphohistidinseg-
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mentes mit der B-Untereinheit kann zudem der zuséitzliche Reaktionsschritt bei den
ACDs erklart werden.

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

Proteine mit Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologen Doménen (TIR-Doménen) sind
wesentlich an der Weiterleitung des Immunsignals beteiligt, wobei die TIR-Doméne
selbst die Plattform intermolekularer Wechselwirkung darstellt. Der Frischwasserpo-
lyp Hydra ist ein Modellorganismus der Evolution des Immunsystems. Hydra besitzt
die kleinsten bekannten TIR-Doménen. Kenntnis des strukturellen Aufbaus kénnte
daher Hinweise auf konservierte Interaktionsmuster liefern. Die TIR-Doméne 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-&hnliche Faltung und hohe strukturelle Verwandschaft zu be-
kannten TIR-Doménen auf. In der asymmetrischen Einheit des Kristallgitters wird
jeweils ein Molekiil beobachtet. Das Interaktionsmuster in den Kristallgittern ist in
beiden Kristallformen bis auf eine identische Interaktionsfliche unterschiedlich. Inter-
essanterweise ist an der gemeinsamen Wechselwirkung die BB-Schleife beteiligt, die in
der TIR-Doménen-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 cryptofilum

Dinucleotide-forming acetyl-coenzyme A synthetases (ACDs) belong to the superfami-
ly of dinucleotide-forming acyl-coenzyme A synthetases and are significantly involved

in the energy production during peptide and sugar fermentation in acetate-forming
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archaea. Representatives of this enzyme family are also found in a few bacterial and
eucaryotic species. ACDs convert coenzyme A 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 cryptofilum acetyl-Coenzym A synthetase iso-
form 1 (ckcACD1) was determined using X-ray crystallography. The heterotetrameric
oofe complex differs significantly 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 shuffling) found in the family of ACDs. Based on the crystal structure
of the ¢kcACD1 in complex with acetyl-coenzyme A the potential binding pocket of
coenzyme A thioesters could be identified. 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 57 A extraordinary large. The
transport of the activated phosphate group between site I (coenzyme A and its thioes-
ters) situated on the subunit a and site II (nucleotides) located at subunit f requires
rearrangements within the enzyme. With the observation of conformational reorgani-
sation of the amino acids Gly242a to Val262a, named phosphohistidine segment, in
one crystal structure, first 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 § 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
flavodoxin-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 different 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 differs from already observed TIR-TIR interactions.
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1. Einleitung

Zusitzlich zu den gekennzeichneten Zitaten wurden folgende Lehrbiicher 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 Stoffe zu entziehen, die
sie fiir ihr Uberleben bendtigen. Hierbei spielt keine Rolle, ob sich dieser Organismus
rein autothroph oder heterotroph erndhrt. In beiden Féllen werden die aufgenomine-
nen Né&hrstoffe in andere fiir den Organismus wichtige Bestandteile umgeformt. Der
Aufbau komplexerer Molekiile erfordert allerdings meist den FEinsatz einer Energie-
quelle. Im Laufe der Evolution hat sich ein universelles ,Energiemolekiil“ entwickelt.
Dieses ist Adenosintriphosphat (ATP). An das Grundgeriist Adenosin, ein {iber ei-
ne 5-B-glykosidische Bindung mit dem Zucker Ribose verbundenes Adenin, wird an
die 1’-Hydroxygruppe der Ribose iiber eine Sdureesterbindung ein Phosphat verkniipft
(Adenosinmonophosphat, AMP). Es konnen weiterhin bis zu zwei weitere Phosphat-
gruppen iiber je eine Phosphoanhydritbindung angekoppelt werden (Adenosindiphos-
phat, ADP bzw. -triphosphat, ATP). Energie gewinnt eine Zelle hauptséchlich aus dem
Aufbrechen der hochenergetischen Phosphoanhydritbindung des ADPs und des ATPs.
Bereitgestellt wird ATP im Falle eines sich heterotroph ernihrenden Lebewesens durch
die katabole Umwandlung der aufgenommenen Nahrung oder im Falle eines Autotro-
phs durch den Aufbau aus einfachen anorganischen Komponenten. Die dazu benétigte

Energie wird durch die Letzteren beispielsweise dem Licht entzogen (Photoautotrophie)
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oder aus der Durchfithrung chemischer Reaktionen einfacher anorganischer Molekiile

gewonnen (Chemoautotrophie).

Wird ein Molekiil von der Zelle nicht mehr benétigt, wird versucht dessen gespeicherte
chemische Energie in Form von ATP zu konservieren. Hierzu hat die Zelle effizien-
te Wiederverwertungsmechanismen entwickelt. Prinzipiell kann der Citratzyklus als
primére Plattform des anabolen bzw. katabolen zelluldren Stoffwechsels von Zuckern,
Aminosduren und Fetten in allen Dominen 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 Ankniipfung eines zusitz-
lichen Phosphats an die B-Phosphats eines durch das Enzym gebundenem Dinukleo-
tids (ADP bzw. GDP). Succinyl-Coenzym A-Synthetase (SCS) gehort zur Superfamilie
der dinukleotid-abhiangigen Acyl-Coenzym A-Synthetasen (Sanchez et al., 2000). Zur
gleichen Superfamilie kénnen ebenso die ATP-Citrat-Synthasen, Malyl-Coenzym A-
Synthetasen und Citryl-Coenzym A-Synthetasen gezéhlt werden (Sanchez et al., 2000;
Aoshima et al., 2004).

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

Diese ubiquitédr vorhandene Superfamilie setzt reversibel Nukleosiddiphosphat (NDP)
und Phosphat (P;) mit Acyl-Coenzym A-Estern zu den korrespondierenden Sauren und

den entsprechenden Triphosphaten um.

Acyl-C(0)-S-CoA + NDP + P; = Acyl-C(0)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-spezifische 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 iiber den Me-

chanismus der Substratlevelphosphorylierung. Die Struktur einer verkiirzten Form der
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humanen ATP-Citrat-Lyase (ACLY) wurde ebenfalls verdffentlicht (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 asfs, die SCS des Schweins
existiert als Heterodimer in der Form af. Aufgebaut ist die humane ACLY als Homo-
tetramer (Singh et al., 1976), kristallisiert werden konnte jedoch nur ein proteolytisch
gekiirztes Fragment (Sun et al., 2010). Uberlagert man die Strukturen der verschiede-
nen SCS und der ACLY zeigt sich eine identische Anordnung der einzelnen Unterein-
heiten. Nummeriert werden diese typischerweise beziiglich der Anordnung der E. coli
SCS mit den Zahlen 1 bis 5 (Fraser et al., 1999). Aufgebaut sind die a-Untereinheiten
aus zwei Doménen mit jeweils typischer Rossmannfaltung (Rao und Rossmann, 1973).
Die N-terminal gelegene Unterdoméne bindet Coenzym A bzw. dessen Thioester {iber
eine konservierte Nukleotidbindestelle (Subdoméne 1). Auf der daran anschliefenden
Doméne (Subdoméne 2) findet sich ein in allen nukleosiddiphosphat-bildenden Acyl-
Coenzym A-Synthetasen konserviertes und katalytisch essentielles Histidin (Sanchez et
al., 2000). Dieses wird im Laufe der enzymatischen Reaktion phosphoryliert (Kreil und
Boyer, 1964; Mitchell et al., 1964; Mérdh et al., 1971; Majumdar et al., 1991; Fraser
et al., 2002; Kanao et al., 2002; Brisen et al., 2008). Das enzymgebundene Phosphat
wird anschliefsend auf ein durch die B-Untereinheit gebundenes Nukleosiddiphosphat
iibertragen. Notwendig ist hierzu eine Umlagerung der Phosphohistidinschleife, die eine
Entfernung von etwa 28 A iiberbriicken muss. Die molekularen Grundlagen dieser Uber-
tragung sind bis jetzt jedoch nicht bekannt. Strukturell entspricht die f-Doméne einer
sogenannten ATP-Greifer-Faltung (ATP grasp) (Murzin, 1996; Galperin und Koonin,
1997). Diese besteht aus zwei Unterdoménen (Subdoméne 3 und 4), jeweils verant-
wortlich fiir die Interaktion mit dem Nukleosid oder mit der Phosphohistidingruppe
(bezeichnet site II). Auf der p-Doméne C-terminal gelegen ist Subdoméne 5, die zu-
sammen mit den Subdoménen 1 und 2 die Bindestelle fiir die Coenzym A-Ester bildet
(bezeichnet site I).



1. Einleitung

Fiir die E. coli SCS wird ein dreistufiger Mechanismus vorgeschlagen (Majumdar et al.,
1991; Fraser et al., 2002):

Enzym + Succinyl-CoA + P; = Enzym-Succinyl-P + CoA
Enzym-Succinyl-P —= Enzym-His2460-P + Succinat
Enzym-His2460-P + ADP —— Enzym + ATP

Succinyl-CoA + ADP + P; == 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 vollstindige Ubertragbarkeit des kompletten Mechanismus
auf andere Succinyl-CoA-Synthetasen wird von dieser Studie allerdings in Frage ge-
stellt. Jedoch spiegelt dieser Reaktionsweg im Grofen 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 iiber eine ADP-abhingige
Acetat-Thiokinase im parasitischen Einzeller Tritrichomnas foetus spekuliert (Lind-
mark und Miiller, 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
Schoénheit, 2002), Methanococcus jannaschii (Musfeldt und Schonheit, 2002), Thermo-
coccus kodakarensis (Shikata et al., 2007; Awano et al., 2014), Haloarcula marismortui
und Pyrobaculum aerophilum (Brisen und Schonheit, 2004b), Halococcus saccharolyti-
cus, Haloferazx volcanii und Halorubrum saccharovorum (Brasen und Schonheit, 2001),
Pyrococcus furiosus (Mai und Adams, 1996; Musfeldt et al., 1999; Schéfer und Schon-
heit, 1991; Glasemacher et al., 1997; Scott et al., 2014) und Pyrobaculum islandicum
(Hu und Holden, 2006) sowie dem Bakterium Chloroflerus aurantiacus (Schmidt und



1.1. Energie

Schonheit, 2013) und dem Einzeller Gardia lamblia (Sanchez und Miiller, 1996; Sanchez
et al., 1999; Sanchez 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 beziiglich ihrer Substratspezifitiat in
fiinf Gruppen einzuordnen (Awano et al., 2014). Es wird angenommen, dass diejeni-
gen Isoenzyme, die &hnlich der P. furiosus ACD1 bevorzugt kurzkettige aliphatische
CoA-Thioester umsetzen, hauptséchlich an der Zuckerfermentation beteiligt sind, wo-
hingegen diejenigen, die beispielsweise Aryl-Thioester verstoffwechseln, im Prozess der
Degradation von Aminosduren 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 Aminoséuren
verzweigtkettige Aryl- Succinyl-
Acetyl-Coenzym A Acyl-Coenzym A Coenzym A Coenzym A
ACD ACD\ ACDI ACDI
Acetat verzweigtkettige Arylsduren Succinat
Ketosauren

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

Domainenvermischung

Eine der interessantesten Eigenschaften der Superfamilie der Acyl-Coenzym A-Syn-
thetasen ist die aufsergewthnliche Vielfalt in der Anordnung ihrer Subdoménen. So

besitzen Acyl-Coenzym A-Synthetasen verschiedener Mikroorganismen beziiglich der
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funktionellen Domé&nen die gleiche allgemeine Zusammensetzung, die Anordnung der
Subdominen 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 Sanchez et al. (2000) wurde bereits das Phéno-
men der Doménenvermischung (domain shuffling) beschrieben (Sanchez et al., 2000).

Diese Diversitit ist schematisch in Abbildung 1.2 wiedergegeben.
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Abb. 1.2.: Doméinenvermischung bei Acetyl-Coenzym A-Synthetasen und Succinyl-
Coenzym A-Synthetasen. Der Aufbau der einzelnen Doménen a und f der E. coli Succinyl-Coenzym
A-Synthetase (SCS) kann als Fusion verschiedener Subdoméinen angesehen werden. Diese werden der
Reihe nach durchnummeriert (Fraser et al., 1999). Abweichend von der E. coli SCS finden sich ACDs
unterschiedlicher Doménenstruktur. A) E. coli Succinyl-CoA-Synthetase, B) P. furiosus ACD1-ACD5,
Ca. K. cryptofilum ACD1, C) A. fulgidus AF 1211 und M. jannaschii MJ0590, D) A. fulgidus AF 1938,
E) A. fulgidus AF _1511.

ACDs funktionieren nach einem vierstufigen Reaktionsmechanismus

Die Ubertragbarkeit der einzelnen Teilschritte des bereits im Text beschriebenen Reak-
tionsmechanismus fiir die Succinyl-Coenzym A-Synthetasen wurde anhand der ACD1
aus Pyrococcus furiosus gezeigt (Brésen et al., 2008). Aufgebaut ist das Enzym als agBe-
Heterotetramer (Mai und Adams, 1996). So finden die ersten beiden Teilreaktionen,
die Phosphorylyse des Coenzym A-Thioesters und die Bildung eines hochenergetischen

Phosphohistidinintermediats, an der a-Doméne statt (Brisen et al., 2008). Ein in allen
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Mitgliedern der dinukleotid-abhéngigen Acyl-Coenzym A-Synthetasen hochkonservier-
ter Histidinrest (His257a in der P. furiosus ACD1) wird dabei phosphoryliert (Brésen
et al., 2008). Situiert ist die Bindungsstelle fiir Coenzym A-Thioester (Reaktionszen-
trum site I) auf der a-Doméne der pf ACD1. Die Bindung der Nukleotide und deren
Phosphorylierung geschieht durch die B-Domine dieses Enzyms (site IT). In sowohl
den SCS als vermutlich auch der ATP-Citrat-Synthase sind beide Reaktionsstellen weit
voneinander entfernt (etwa 35 A im Fall der E. coli SCS), so dass im Fall der SCS ein
wswinging loop“-Mechanismus vorgeschlagen wurde (Bailey et al., 1999; Fraser et al.,
2000). Hierbei ,schwingt® die Phosphohistidinschleife von site I zu site II und zuriick.
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 auferordentlich hoch konservierten Histidinrest in
der ATP-Greiferdoméne besitzt (Brésen et al., 2008). Fiir die pf ACD1 konnte gezeigt
werden, dass das entsprechende His71f im Laufe der enzymatischen Reaktion phos-
phoryliert wird und ein Austausch gegen Alanin die Aktivitdt des Enzyms komplett
unterbindet (Brésen et al., 2008). Es wird daher ein vierstufiger Reaktionsmechanismus
vermutet, der im Gegensatz zur E. coli SCS die Ubertragung der Phosphatgruppe vom
His257a auf das His71f beinhaltet. Phospho-His71f iibertragt seine Phosphorylgruppe
dann auf das gebundendene Dinukleotid, woraufhin das entstandene Trinukleotid das
Enzym verlisst. Dieser Umweg der pf ACD1 resultiert méglicherweise aus der sterischen
Konsequenz der im Vergleich zur ecSCS um drei Aminosduren kiirzeren schwingenden
Schleife (Brasen et al., 2008).

Enzym + Acetyl-CoA 4+ P; = Enzym-Acetyl-P + CoA
Enzym-Acetyl-P —— Enzym-His257a-P + Acetat
Enzym-His257a-P == Enzym-His713-P
Enzym-His713-P + ADP —— Enzym + ATP

Acetyl-CoA + ADP 4+ P; = Acetat + CoA + ATP



1. Einleitung

1.1.3. Aufgabenstellung

Dinukleotid-abhéngige 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 Saureaktivierung
(Produktion von CoA-Thioestern). Mitglieder dieser Proteinfamilie finden sich in al-
len Doménen des Lebens (Sanchez et al., 2000; Schmidt und Schonheit, 2013). Trotz
des hohen Verwandtschaftsgrades der SCSs, den am Besten untersuchten Vertretern
der Acyl-CoA-Synthetasen, und ACDs zeigen letztere deutliche Unterschiede in Sub-
stratspezifitit, im Reaktionsmechanismus und Doménenstruktur (Sanchez et al., 2000;
Briisen et al., 2008). So kann die E. coli SCS ausschliefslich kurzkettige CoA-Thioester
und Succinyl-Coenzym A effektiv metabolisieren (Hildebrand und Spector, 1969). Im
Gegensatz dazu zeigen Mitglieder der ACD-Familie Aktivtit beziiglich einer grofen
Bandbreite an Coenzym A-Thioestern (Shikata et al., 2007; Awano et al., 2014; Scott
et al., 2014). Des Weiteren funktionieren ACDs nach einem einzigartigen vierstufigen
Mechanismus (Brésen et al., 2008).

Anhand eines auf der Struktur der ecSCS erstellten Homologiemodells der pf ACD1
wurde versucht, einige dieser Eigenarten zu erklédren (Brésen et al., 2008). Jedoch kon-
nen damit prinzipiell nicht alle Fragen beantwortet werden. Inshesondere der Einfluss
des Doménenvermischung auf die Anordnung der Subdoménen in Mehrketten- oder
Einzelketten-ACDs bleibt unbekannt. So fragen sich die Autoren in Sanchez et al.
(2000) bereits, wie die Einzelketten-ACD aus Giardia lamblia eine SCS-&hnliche An-
ordnung annehmen kann. In einem von Brésen et al. (2008) présentierten Modell der
pfACD1 miissen teilweise iiber 60 A zwischen den Termini iiberwun den werden, um
ein af-Fusionsprotein zu bilden. Bisher wurden keine Vertreter der Familie der ACDs
strukturell charakterisiert. Versuche zur Kristallisation der pf ACD1 waren erfolgreich,
jedoch konnte die Kristallstruktur aufgrund einer ungewthnlichen Art von Kristallver-

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

Dr. Marcel Schmidt studierte im Rahmen seiner Dissertation an der Christian-Albrechts-
Universitdt zu Kiel ACDs unterschiedlicher Organismen (Schmidt, 2013). Insbeson-
dere Isoform 1 einer ACD aus dem Archaeum Candidatus Korarchaeum cryptofilum
(ckcACD1) wies hohe Aktivitdt und Thermostabilitdt auf, so das dieses Enzym fiir

weiterfiihrende strukturbiologische Studien ausgewahlt wurde. Das Enzym besteht aus
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1.2. Immunitédt - Verteidigung der Energie

zwei a- (jeweils die Subdoménen 1-2-5, Uniprot-Zugriffsnummer B1L3C9) und zwei
B-Untereinheiten (mit den Subdoménen 3-4, Uniprot-Zugriffsnummer B1L7P8) und
bildet ein Heterotetramer mit der Zusammensetzung aoBe (Schmidt, 2013). Hochs-
te Aktivitdt 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 cryptofilum weist Eigenschaften der beiden grofsen Phyla Crenarchaeota
und Euryarchaeota der Domine der Archaeen auf, hat sich aber schon friihzeitig in
der Entwicklungsgeschichte davon getrennt entwickelt (Elkins et al., 2008). Candida-
tus Korarchaeum cryptofilum gehdren womdglich einem eigenem Phylum Korarchaeota

an.

In dieser Dissertation sollte die ckcACD1 im Komplex mit verschiedenen Substraten
und Substratanaloga kristallisiert und deren Struktur geklért werden. Aus den Binde-
modi verschiedener Cofaktoren kénnen Einsichten in die Funktionsweise des Enzyms
abgeleitet werden. Unterschiede im Reaktionsmechanismus innerhalb der Superfamilie
der Acyl-Coenzym A-Synthetasen kénnen so moglicherweise auf einer rationalen Basis
erklart werden. Weiterhin kénnten so Einblicke in die Funktionsweise eines Organismus
sehr friih aus der Entwicklungsgeschichte der Erde gewonnen werden. Hyperthermophi-
le sind die sich am langsamsten entwickelnden Lebewesen in der Doméne der Bakterien
und Archaen (Woese et al., 1990; Olsen et al., 1994), daher kann das Versténdnis der
Biochemie der Hyperthermophilen der Schliissel zum Verstdndnis der Evolution des
Metabolismus der Mesophilen sein (Woese et al., 1990).

1.2. Immunitat - Verteidigung der Energie

Im Laufe der Evolution haben sich alle Organismen an 6kologische Nischen angepasst.
Dies umfasst ebenfalls die Situation der Besiedelung gréferer Lebewesen durch kleine-
re Organismen. Dieser selektive Druck fiihrte zur Entwicklung von Mechanismen zur
Abwehr des schidlichen Einflusses durch pathogene Mikroorganismen. Die Erkennung
von Pathogenen erfolgt beispielsweise iiber Rezeptoren, die ein breites Spektrum an

unverdnderlichen 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 Lebensfdhigkeit des Pathogens verkniipft sind
und daher bei einer grofen Gruppe von Mikroorganismen vorkommen und strukturell
sehr dhnliche aufgebaut sind (Medzhitov und Janeway, 1997). Nach Erkennung dieser
Gefahrsignale reagiert die Zelle mit der Ausschiittung verschiedener Effektormolekii-
le, beispielsweise antimikrobieller Peptide, reaktiver Sauerstoff- oder Stickstoffspezies
(Buchmann, 2014). Ziel ist die Eliminierung des Pathogens. Dieser evolutionér alte Me-
chanismus der Bekdmpfung von Pathogenen wird angeborenes Immunsystem genannt.
Niedere Lebewesen sind allein auf diese Art der Verteidigung angewiesen. Héhere Or-
ganismen wiederum weisen zusétzlich ein adaptives Immunsystem auf. Dieses erkennt
zusitzlich pathogen-spezifische Strukturen und ist in der Lage ein Gedéchtnis dafiir
auszubilden. Bei einer wiederholten Infektion mit einem bestimmten Keim kann dieser
schneller aus dem Wirtsorganismus beseitigt werden. Medzhitov und Janeway (1997)
begriinden die Entwicklung eines zusétzlichen Immunsystems mit unterschiedlicher evo-
lutionérer Selektion (Medzhitov und Janeway, 1997). So haben kurzlebige Organismen
mit zeitiger (und einmaliger) Fortpflanzung eine geringere Notwendigkeit fiir adaptive
Immunitét, wohingegen langlebige Lebewesen, die sich spit und mehrfach reproduzie-
ren, eher von einem erworbenem Immunsystem profitieren (Medzhitov und Janeway,

1997).

1.2.1. Toll-dhnliche Rezeptoren im Immunsystem

Mit der Entdeckung des Typ-I-Membranproteins Toll in Drosophila melanogaster (Le-
maitre et al,, 1996) und dessen Homologen (Toll-dhnliche) im Menschen (Medzhitov
et al., 1997) wurde der Grundstein zum Verstédndnis der direkten Aktivierung des an-
geborenen Immunsystems gelegt (Kopp und Medzhitov, 1999). Davor wurde bereits
aufgrund der Ahnlichkeit der Immunerkennung in Siugetieren und D. melanogaster
auf ein evolutionér altes Prinzip spekuliert (Hultmark, 1994). Toll-dhnliche 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 extrazelluldre Teil
des Proteins ist geprigt von Leucin-reichen Wiederholungen (leucin-rich repeats LRR),
verantwortlich fiir die Bindung von Liganden (MAMPs) und die Ausbildung von Wech-
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selwirkungen zu anderen Toll-dhnlichen Rezeptoren oder Adapterproteinen. Die Form
der LRR-Doméne dhnelt einem Hufeisen. Die konkave Flache ist geprdgt durch eine
B-Faltblattstruktur, wobei die einzelnen Strénge iiber eine kurze Schleife miteinan-
der verbunden sind. Die Bindung von Gefahrsignalen erfolgt meist {iber diese konkave
Fliche (Botos et al., 2011). Es folgt daraufthin entweder die Anlagerung eines anderen
Toll-dhnlichen Rezeptors oder die Umlagerung eines bereits vorgeformten TLR-Dimers.
Dieser Vorgang bewirkt die rdumliche Annéherung der intrazellularen Toll /Interleukin-
1-Rezeptor-homologen Doméne (TIR-Doméne), 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-Doménen weisen eine Flavodoxin-dhnliche Faltung auf (Ve et al.,
2015), die in evolutiondr hochkonservierter Form vorliegt (Palsson-McDermott und
O’Neill, 2007). Im Menschen sind fiinf Adapterproteine mit TIR-Doménen bekannt:
MyD88 (myeloid differentiation primary response 88), MAL (MyD88 adaptor-like pro-
tein), TRIF (TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN 3), TRAM (TRIF-
related adaptormolecule) und SARM (sterile o and armadillo-motif containing protein).
Zur Vereinfachung wird im Folgenden nur der Fall fiir die Anlagerung von MyD88 be-
trachtet. Dies geschieht durch Wechselwirkung der TIR-Doménen der TLR und der
TIR-Doméne des MyD88 und fiihrt zur Ausbildung eines TIR-Signalosoms (Guven-
Maiorov et al., 2015). Uber homotype Wechselwirkungen ihrer DEATH-Doménen as-
soziieren MyD88 sowie die Kinasen IRAK4 und TRAK1 oder TRAK2 (IRAK, ILI-
R-associated kinase) zu einen grofen Komplex, dem Myddosom (Lin et al., 2010).
Kiirzlich 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 TRAK2 durch Phosphorylierung akti-
viert (Ferrao et al., 2012). TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) wird zur Mem-
bran beférdert und wechselwirkt iiber ein TRAF6-Bindungsmotiv mit den aktivierten
IRAK1/2, was zur Polyubiquitinierung derselben fithrt und damit zwei Kinasekom-
plexe, TAK1- (TGFpB-activated kinase 1) und IKK- (IkB kinase) Komplex, rekrutiert
(Ferrao et al., 2012). Letzterer ist verantwortlich fiir die Phosphorylierung von IkB
(inhibitor of kB), das sich darauthin von NFxkB (nuclear factor k B) 16st und zur De-
gradierung im Proteasom ubiquitiniert wird (Ferrao et al., 2012). NFkB wird in den
Kern transloziert und bewirkt die Expression entziindungsférdernder Botenstoffe oder

antimikrobieller Substanzen (Kyriakis und Avruch, 2001).
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1. Einleitung

Das Verstindnis der Erkennung mikrobiell-assoziierter molekularer Muster durch Toll-
ahnliche 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 Verfiigbarkeit von strukturellen Daten {iber die extra-
und intrazellularen Doménen. In manchen Féllen sind die Ektodoméanen zur besseren
Kristallisierfahigkeit mit Schleimaal-LRR fusioniert (Jin und Lee, 2008). Dazu gehéren
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 Zebrafisch (Yoon et al., 2012) und der Drosophila melanogaster Toll-Rezeptor
(Gangloff et al., 2013). Ohne grokere Modifikationen der Leucin-reichen Doméne wur-
den die extrazelluliren 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-
ahnlichen 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-Spéatzle-Komplexes bestimmt (Lewis et al., 2013; Parthier et al., 2014).
Das LRR-Domiénen besitzende Protein RP105 (radioprotective 105 kDa), welches an
der Regulation des Toll-dhnlichen Rezeptors 4 beteiligt ist, konnte aus der Maus und
dem Menschen strukturell charakterisiert werden (Yoon et al., 2011; Ohto et al., 2011).
Uber 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 intrazelluldren Toll/Interleukin-Rezeptor homologen Doménen der Toll-dhnlichen
Rezeptoren 1 und 2 (Xu et al., 2000), 6 (Jang und Park, 2014) und 10 (Nyman et al.,
2008) veroffentlicht. Auch die TTR-Doménen der meisten Adapterprotein sind struktu-
rell charakterisiert (Ve et al., 2015). Kiirzlich wurde zudem eine Studie ver6ffentlicht,
in der das dynamische Verhalten der Transmembranhelix von TLR-2 untersucht wurde
(Mineev et al., 2014).

1.2.2. Proteine mit TIR-Domanen sind weit verbreitet

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

der cytoplasmatische Teil von Toll-dhnlichen Rezeptoren und Interleukin-1-Rezeptoren
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1.2. Immunitédt - Verteidigung der Energie

beschrieben (Gay und Keith, 1991). Jedoch finden sich Proteine mit TIR-Doménen
nicht nur in Tieren, sondern auch in Pflanzen und Bakterien. In Archaeen, Viren
und Pilzen wurde bisher keine Vertreter gefunden. TIR-Doménen sind Schnittstel-
len fiir die Ausbildung von Protein—Protein-Interaktionen, oftmals iiber Ausbildung
homotyper Wechselwirkungen zwischen TIR-Doméanen. In jiingster Zeit wurden eini-
ge TIR-Doménen mit bakteriellem, tierischem und pflanzlichem Ursprung strukturell
charakterisiert. Alle sind a/B-Proteine mit einer typischen Flavodoxinfaltung. TIR-
Doménen unterschiedlicher Proteine weisen typischerweise eine geringe Sequenziden-
titit auf, besitzen trotzdem signifikante dreidimensionelle Ahnlichkeit zueinander (Ve
et al., 2015). Moglicherweise resultiert dies aus dem Vorhandensein unterschiedlicher
Protein—Protein-Interaktionmuster (Ve et al., 2012). Prinzipiell haben Proteine mit
TIR-Domaénen in den Vertretern der unterschiedlichen Reiche andere Funktionen. Die-

ser Sachverhalt ist in Abbildung 1.3 schematisiert.

Tiere Bakterien Pflanzen

Toll-dhnliche R-Protein
. Rezeptoren TIR-NBS-LRR

extrazellular
intrazellular /A

Adapter- /\/\ Bakterielles

protein - TIR-Domanen- —

Y protein v
Immunantwort Immunantwort

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

Proteine mit Toll/Interleukin 1-Rezeptor-homologen Doménen sind in héheren Lebe-
wesen essentiell am Immunsystem beteiligt. Der zugrundeliegende Mechanismus ist

jedoch bei Tier und Pflanze unterschiedlich.

Bei Tieren ergibt sich folgendes Bild. Nachfolgend der Erkennung eines Gefahrsignals
durch Toll-dhnliche Rezeptoren erfolgt eine Dimerisierung ihrer TIR-Dominen. Dieser
Schritt bildet die Grundlage fiir die Rekrutierung weiterer TIR-Doménen enthalten-
der Adapterproteine (Fekonja et al., 2012). Die auf diesem Wege in Gang gesetzte
Signalkaskade fiihrt letztendlich zur Ausschiittung entziindungsfordender Botenstoffe

als auch antimikrobieller Substanzen.
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Die pflanzlichen Immunabwehr muss in zwei Teilbereiche untergliedert werden. Die
Erkennung mikrobieller Besiedlung der Pflanzenoberfliche erfolgt durch das Detektie-
ren konservierter mikrobieller Muster mit Hilfe mustererkennender Rezeptoren. Diese
grundlegende Art der Pflanzenimmunitiat wird als PAMP-triggered immunity (PTI)
bezeichnet. Diese kann jedoch von einigen Schidlingen durch Sekretion von Effektor-
molekiilen unterdriickt werden. Werden von der Pflanzenzelle solche Effektoren er-
kannt, erfolgt meist eine hypersensitive Reaktion (HR), d.h. ein Absterben des infi-
zierten Pflanzenteils durch programmierten Zelltod, so dass eine weitere Ausbreitung
des Schidlings durch Unterbrechung seiner Nahrstoffversorgung verhindert wird. Die-
se Effektor-ausgeloste Immunitét (effector-triggered immunity, ETI) beruht auf soge-
nannten Resistenzproteinen (R-Proteine). Bis jetzt sind fiinf verschiedene Klassen der
R-Proteine bekannt (Sanseverino und Ercolano, 2012). Nur eine dieser Klassen funktio-
niert iiber die Verwendung von TIR-Doménen (TIR-NBS-LRR, TNLs). Fiir die Akti-
vierung der E'TI durch TNLs sind in allen Féllen Selbstassoziation von TIR-Doménen
bzw. homotype TIR-TIR-Interaktionen notwendig (Swiderski et al., 2009; Krasileva
et al., 2010; Bernoux et al., 2011; Williams et al., 2014).

Interessanterweise finden sich sowohl in pathogenen als auch in nicht-pathogenen Bak-
terien Proteine mit TIR-Domé&nen (Spear et al., 2009; Zhang et al., 2011). Méglicher-
weise fungieren TIR-Doménen auch hier als universelle Plattform fiir Protein—Protein-
Wechselwirkungen. Fiir TIR-enthaltende Proteine (TIR-Domé&nen-Proteine) aus Sal-
monella enterica (Newman et al., 2006), FEscherichia 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
beeinflussen. Im Fall von Brucella melitensis TcpB/BtpA/Btpl wurde nachgewiesen,
dass dieses mit den Adapterproteinen MAL und MyD88 sowie dem Rezeptor TLR-4
wechselwirkt und daher spezifisch den TLR-4-MAL-Weg stoéren 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-Doménenprotein aus Yersinia pestis (YpTdp) interagiert ebenfalls direkt mit
dem humanen Adapterprotein MyD88 (Rana et al., 2011). Im Mausmodell fir Beu-
lenpest konnte jedoch nur einen geringen Finfluss von YpTdp auf die Virulenz von Y.

pestis nachgewiesen werden (Spear et al., 2012).
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1.2.3. Hydra magnipapillata als Modellsystem fiir Signalerkennung und
-weiterleitung und deren Evolution

Der Frischwasserpolyp Hydra magnipapillata war und ist ein vielseitiger Modellorga-
nismus in der Forschung (Galliot, 2012). Der einfache zelluldre Aufbau des Polypen
und seine im Vergleich weniger komplexen molekularen Mechanismen sowie die evo-
lutiondre Verwandtschaft zum Menschen machen diesen Organismus zum exzellenten
Untersuchungsobjekt im Bereich der Embryogenese und Neurogenese, der Symbiose,
des Alterns, der evolutioniren Entwicklung und Regeneration, aber auch des ange-
borenen Immunsystems (Galliot, 2012). Hydra magnipapillata besitzt keine typischen
Toll-dhnlichen Rezeptoren (Bosch et al., 2009). Es finden sich allerdings zwei Klassen
von Typ-I-Membranproteinen, die jeweils eines der klassischen Merkmale eines TLR
aufweisen. So bestehen die extrazelluldren Teile von hyLRR-1 und hyLRR-2 (Hydra
magnipapillata Leucine-rich repeats 1 und 2) aus Leucin-reichen Wiederholungen, wor-
an sich eine Transmembranhelix anschliefst (Bosch et al., 2009). C-terminal befindet
sich dahingegen keine TIR-Domaéne. Diese ist intrazelluldr an den Proteinen Ay TRR-1
und hyTRR-2 (Toll receptor related 1 und 2) lokalisiert (Bosch et al., 2009). In Kom-
bination kénnen TRR-1 und LRR-2 die Anwesenheit von Flagellin erkennen (Bosch
et al., 2009). Diese Zweiteilung scheint eine Hydra-spezifische Entwicklung zu sein,
da die Seeanemone Nematostella vectensis, die ebenfalls zum Stamm der Nesseltiere
gehort, klassische TLR besitzt (Hemmrich et al., 2007; Miller et al., 2007). In Hydra
finden sich ebenfalls das Adapterprotein MyD88 und die grundlegenden Bestandteile
des Toll-Rezeptor-Systems sowie der Transkriptionsfaktor NF-kB (Hemmrich et al.,
2007; Miller et al., 2007; Lange et al., 2011). Prinzipiell besitzt Hydra somit ein zu
héheren 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 kénnen Kommensale die Immunantwort auf Besiedelung mit pathogenen
Bakterien verstirken (Wanke et al., 2011). Es finden sich im Menschen zudem Zusam-
menhénge zwischen TLR-Expression, Besiedelung mit Mikroorganismen und beispiels-
weise erhohter Fettleibigkeit (Pekkala et al., 2015). Das Verstdndnis der Regulation,
Signalweiterleitung und Immunantwort von Hydra kann méglicherweise auch die Sicht

auf das Immunsystem hoéherer Lebewesen, wie dem Menschen, beeinflussen.

17



1. Einleitung

1.2.4. Aufgabenstellung

An dieser Stelle sollen nochmals die Grenzen der bisherigen Forschung verdeutlicht
werden. So beinhalten die erwidhnten Kristallstrukturen entweder die Ekto- oder die
Endodomine. Es findet sich nur eine Publikation, in der die elektronenmikroskopische
Struktur des gesamten Toll-dhnlichen Rezeptors 5 beschrieben wird (Zhou et al., 2012).
Wihrend die Rekonstruktion der Elektronendichte deutlich eine dimere Anordnung der
Ektodoménen zeigt, ist nur eine der intrazelluléren TIR-Doménen beobachtbar (Zhou
et al., 2012). Moglicherweise ergibt sich ein anderes Bild nach Bindung des Ligan-
den Flagellin. Ob sich die Anordnung der aktivierten TIR-Doménen auf diese Weise
beobachten lisst, bleibt trotzdem fraglich. Es wird vermutet, dass das initiale TIR-
TIR-Dimer erst durch Wechselwirkung mit einem Adaptermolekiil stabilisiert wird (To-
shchakov et al., 2011). Im Menschen sind prinzipiell fiinf TIR-Doménen enthaltende
Adaptermolekiile bekannt (Song und Lee, 2012). Das zu untersuchende System wird

dementsprechend komplex und moglicherweise nicht mehr handhabbar.

Der Mechanismus der Erkennung von Pathogenen bzw. der Weiterleitung des Gefahr-
signals ist jedoch evolutionér konserviert und dhnelt sich e in vielzelligen Organismen
(Buchmann, 2014). So finden 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 fiir Untersuchungen leichter zugénglich. Hydra ist
evolutiondr mit dem Menschen verkniipft (Technau et al., 2005). Somit kénnte Hydra
moglicherweise einen groferen Beitrag zum Verstdndnis des angeborenen Immunsys-
tems im Menschen beitragen. So kann unser Auffassung der molekularen Mechanismen

an einem einfachen Modell iiberpriift und letztendlich vervollstdndigt werden.

Obwohl in den letzten Jahren sehr viel zur evolutiondren Herkunft des auf Toll-dhnlichen
Rezeptoren basierenden Immunsystems publiziert wurde (Wu et al., 2011; Mikami et
al., 2012; Song et al., 2012; Roach et al., 2013), machen diese Veroffentlichungen jedoch
auch deutlich, dass auf diesem Gebiet nachwievor zu wenig experimentelle Daten zur
Verfligung stehen. Frwihnte Studien bestehen hauptsichlich aus dem Vergleich von
Primérsequenzen von TIR- und LRR-Doménen aus unterschiedlichen Organismen. Se-
quenzinformationen lassen sich heutzutage mit vergleichsweise geringen Aufwand er-

mitteln. Strukturelle Informationen iiber Toll-dhnliche und Toll-verwandte sind jedoch
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rar gesit und kdnnen daher fiir eine umfassende Analyse evolutionérer 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 intrazelluliare TIR-Doméne des Toll-verwandten Rezep-
tors TRR-2 aus Hydra magnipapillata heterolog exprimiert und kristallisiert werden.
Aus dem Vergleich der Kristallstruktur mit anderen TIR-Doménen kénnten Hinweise
auf die evolutionédre Konservierung von homotypen TIR-TIR-Interaktionsmodi gewon-

nen werden.

1.3. Proteinkristallisation

Zur Aufklirung von Molekiilstrukturen mittels Rontgendiffraktion werden davon Kris-
talle des aufzuklarenden Molekiils bendtigt, deren Diffraktionmuster bei Bestrahlen mit
Rontgenstrahlen zur Ermittlung des dreidimensionalen Aufbaus herangezogen werden
kann (Friedrich et al., 1912). Diese Methode wird fiir 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 Molekiilen der organischen Chemie (Dickinson und Raymond, 1923) und natiirlich
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). Wihrend 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 Makromolekiilen ungleich schwieriger. Die-
se sind meist sehr viel grofer und haben aufgrund ihres modularen Aufbaus (RNS und
DNS aus Ribonukleotiden bzw. Desoxyribonukleotiden, Proteine aus Aminoséuren)
sehr viele gleichartige Akzeptoren bzw. Donoren fiir Wechselwirkungen zur Verfiigung.
Des Weiteren sind Molekiile mit steigender Grofe meist flexibler. Die Ausbildung ei-
nes Kristallgitters setzt die Anordnung der Molekiile im Gitter auf die gleiche Art und
Weise voraus (translationale Symmetrie). Hohe intrinsische Beweglichkeit des Molekiils

kann dessen Kristallisation vollsténdig verhindern.
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1. Einleitung

Aus dem Diffraktionsexperiment werden diskrete Beugungsreflexe erhalten, aus deren

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

Ik =|Frp>  L-P-A (1.1)

Der Aufbau des Experiments und die Geometrie des Detektors beeinflusst die Intensitét
der erhaltenen Reflexe. 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 Abhéngigkeit des Winkels
zwischen ihrer Eigenvibration und der Richtung des Rontgenlichts 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 Einfluss von Lichtschwéchung durch nicht-elastische Streuung des Ront-
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 Fy, ;. ; zur Beschreibung der Beugung an Elektronen kann

folgendermaken dargestellt werden.

Atome

Fh,k,l = Z fj . eXp(Qﬂ'i(hl’j + kyj =+ l$])> (1.2)
J

Mit dieser Gleichung lésst sich erkennen, dass die Position x;,y;, 2; eines jedes Atom
j im Kristallgitter zum Strukturfaktor (und damit zur Intensitdt jedes Reflexes) bei-
tragt. Das Element des Atoms schligt sich im atomaren Streufaktor f; nieder. Mit
dieser Gleichung kann {iber eine Fourier-Transformation die Funktion der Elektronen-

dichteverteilung p, , . berechnet werden. Diese lautet wie folgt
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1.3. Proteinkristallisation

1 .
Prye =1 DD Frpg - exp(—2mi(ha + ky + 12)) (1.3)
h k l

Hierbei ist V' das Volumen der Einheitszelle. Sind die Strukturfaktoren der einzelnen
Reflexe h, k,l bekannt, kann die Elektronendichte p an jedem Punkt z,y, 2z der Ele-

mentarzelle berechnet werden.

Jedoch wird ein Problem der Rontgenkristallographie mit einer anderen Darstellung

der Gleichung 1.2 zur Berechnung des Strukturfaktors F deutlich.

Fr 0 = [Fhpl - exp(—27i - ) (1.4)

Wie eingangs erwdhnt ist ausschlieflich der Betrag |Fy, ;| experimentell zugénglich.
Die Phase o kann nicht unmittelbar erhalten werden und muss erst {iber verschiede-
ne Methoden der Phasierung ermittelt werden. In Anbetracht der Tatsache, dass die
Korrektheit der Phase fiir das Losen 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 Beriicksichtigung der Formel 1.4

lautet

1 .
Poyz =y SN [Fupl - exp(—2mi(ha + ky + 1z — apgy)) (1.5)
hok 1
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1. Einleitung

1.3.2. Methoden der Phasierung

Isomorpher Ersatz

Die Methode des isomorphen Ersatzes gehort zu den experimentellen Phasierungsme-
thoden. Im Jahr 1954 verdffentlichte Green et al., dass Hamoglobin iiber 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 fiir die darauthin folgende Kliarung der Strukturen von
Myoglobin (Kendrew et al., 1958), Hamoglobin (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 Differenz der Reflexinten-
sitdten eines nativen Kristalls Ip und eines Derivatkristalls Ipg durch den Einfluss 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 gekldrt 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, aufgelost 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 fiithrt zur Phasenverschiebung as; eines Reflexes h, k,l und verur-
sacht eine Anderung des Strukturfaktors Fp (natives Protein) zu Fps; (mit S1 derivatisiertes Protein).
Ein an unterschiedlicher Stelle lokalisiertes anderes Schweratom S2 fiihrt zur Verschiebung ags. Daraus
resultiert ein unterschiedlicher Strukturfaktor Fpga. (b) Phasierung mittels isomorphem Ersatz. Sind die
Positionen der Schweratome S1 bekannt, lasst sich deren Streubeitrag Fs berechnen. Aus den Struktur-
faktoren F'p des nativen Proteins und Fpg; eines Schweratomderivats konnen zwei Winkel a; und as auf
die dargestellte Art erhalten werden. Es kann nicht entschieden werden, welcher Winkel eine korrekte
Losung darstellt. Erst ein zweites Derivat Fpgy kann diese Phasenzweideutigkeit auflosen und erlaubt
die Ermittlung des richtigen Phasenwinkels (hier a2). (¢) Inelastische Streuung fiihrt zur Phasenverschie-
bung eines Reflexes h, k,l und seines Bijvoet-Partners h, k,I. Aufgrund des imaginiren Anteils if” zum
Streubeitrags Fpa unterscheiden sich die resultierenden Strukturfaktoren F;;A und FI;A voneinander.
(d) Phasierung mittels anomaler Dispersion. Voraussetzung ist die Kenntnis der Substruktur der an-
omalen Streuer und der somit ermittelten Streubeitrage FX und FX. Aus der graphischen Konstruktion
ergeben sich ebenfalls zwei Phasenwinkel a; und az. Welcher Wert die korrekte Lésung bedeutet, kann
auch hier nicht gesagt werden.
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1. Einleitung

Anomale Dispersion

In einem ,normalen“ Diffraktionsexperiment kommt es zu einer gleichmékigen Pha-
senverschiebung durch alle im Kristall enthaltenen Atome. Die Reflexe des Beugungs-
bildes gehorchen der Friedels-Regel. Diese besagt, dass die Intensitdt Ij . ; des Refle-
xes mit den Indizes h, k,l und die Intensitdt Ij,  ; des symmetrieverwandten Reflexes
—h, —k, —1 gleich sind. Wird die Wellenlénge des Réntgenlichtes allerdings so gewahlt,
dass diese sich der Absorptionskante eines in Kristall enthaltenen Elements n#hert,
kann nicht mehr der idealisierte Fall der gleichen Phasenédnderung angenommen wer-
den. Aufgrund von resonanten Effekten der Photonen mit der Elektronenhiille kommt
es zur anomalen Diffraktion. Diese sorgt fiir eine Anderung im atomaren Streufaktor
f um einen wellenldngenabhéngigen reellen Beitrag f' und einen, ebenfalls wellenlén-

genabhangigen, imaginirem Beitrag i f".

f=fo+ fN)+if"N) (1.6)

Daraus folgt, dass die Regel von Friedel fiir den anomalen Streuer nicht gilt (I, x; #
I, 7). In der Abbildung 1.4c werden die Konsequenzen auf die Intensititen der Re-
flexe Iy ; und IB,I?;,Z dargestellt. Aus den Differenzen kann, dhnlich 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-
temodifikation zur Unterscheidung von richtiger und falscher Phase benutzt werden.
Im ersteren Fall sollte die Methode zur Verbesserung der Elektronendichtekarte fiih-
ren, im zweiteren Fall wird die Dichte komplett aus Rauschen bestehen. Giitekriterien
hierfiir sind beispielsweise der Korrelationskoeffizient CC oder die Kartenasymmetrie
(skew), eine statistische Grofe, die die Abweichung der Elektronendichteverteilung von
einer Gauss-Verteilung darstellt. Zur Kldrung der Zweideutigkeit kann sich eine weitere
Eigenschaft der anomalen Streuung zunutze gemacht werden. Die Faktoren f’ und f”
haben bei unterschiedlichen Wellenldngen Extremstellen. Durch Wahl der Wellenlénge
konnen 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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1.3. Proteinkristallisation

Molekularer Ersatz

Wie Gleichung 1.5 zur Berechnung der Elektronendichte an einem Punkt x, y, z verwen-
det wird, ist es ebenfalls moglich diese zur Ermittlung der Phasenwerte eines Reflexes
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 zuriick (Rossmann und Blow, 1962).

Platzierung des Suchmodells in der Elementarzelle erfolgt iiblicherweise in zwei Schrit-
ten. Zuerst wird die rotatorische Orientierung des Suchmodells beziiglich des gesuchten
Molekiils in der Elementarzelle ermittelt, danach folgt die Uberlagerung beider durch

Translation.

Die Ermittlung der korrekten Rotation wird mit Hilfe einer Selbst-Pattersonkarte
durchgefiihrt. Benotigt werden hierzu die intramolekularen Vektorbeziehungen. Die-
se sind fiir jedes Molekiil einzigartig, d&hneln sich aber bei homologen Proteinen. Die
korrekte Ausrichtung wird durch eine Uberlagerung der Pattersonfunktionen des ge-

suchten Molekiils und des Suchmodells ausgedriickt.

Rot(a, B,7) = /UP(u) - P.(u,) du (1.7)

Dabei ist U das Volumen des Pattersonraums, P(u) und P,(u,) sind die Selbst-Pat-
tersonfunktionen abgeleitet aus den Diffraktionsdaten bzw. dem Suchmodell. Fiir den
Fall der korrekten Orientierung mit den Winkeln «, 3,7 beschreibt die Funktion Rot
ein Maximum. Heutzutage wird hauptsichlich die fast rotation function verwendet
(Crowther, 1972).
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1. Einleitung

Nach der rotatorischen Ausrichtung wird das Molekiil im realen Raum so verschoben,
dass die Ubereinstimmung der berechneten Strukturfaktoramplituden F.q. mit den
beobachteten Werten F,p, maximal wird. Hierzu kommen entweder eine R-Funktion

oder der allgemeine lineare Korrelationskoeffezient C' zum Einsatz.

Z ||Fob8| —k |Fcalc||
_ hkl

R = 1.8
> Fone 9
hkl
z (’Fobs‘z - ‘Fobs‘Q) ' (‘Fcalc‘z - ‘Fcalc‘2>
O — hkl (19)
—F\ 2 —F\ 2 1/2
Z ‘Fobs’2 - ’}?ol)s‘2 Z ’Fcalc’2 - ’Fcalc’2
hkl hkl

Sind mehr als ein Molekiil in der asymmetrischen Einheit, so ergibt die Suche nach einer
geeigneten Rotationsmatrix mehrere Losungen. Zu jeder Losung muss eine Translati-

onsfunktion berechnet werden.

Direkte Methoden

Da Strukturfaktoren nicht unabhingig voneinander, sondern durch die Struktur mit-
einander verbunden sind, existieren zwischen manchen Reflexen mathematische Zu-
sammenhange. 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 fiir eine erfolgreiche ab initio-Phasierung relativ strikt sind, so soll-
te die Aufldsung der Daten besser als 1,2 A und die Anzahl der Nicht-Wasserstoffatome
auf etwa 1000 begrenzt sein, konnten beispielsweise die Strukturen des Er-1 Phe-
romons (Anderson et al., 1996) und Vancomycin (Loll et al., 1997) geklart werden.
Mit steigender Anzahl an zu suchenden Atomen werden allerdings die Anforderungen
an die Rechnerkapazitit iiberproportional gréfser. In einem interessanten und zeitge-

nossischen Ansatz versuchen die Autoren von Jorda et al. (2014) den Spieltrieb der
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1.3. Proteinkristallisation

hoch-computerisierten Gesellschaft zu Nutze zu machen und die Phasierung von Ma-

kromolekiilen zu ,,crowdsourcen‘.
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2. Ergebnisse

2.1. Expression und Proteinreinigung

Die Herstellung der Candidatus Korarchaeum cryptofilum Acetyl-CoA Synthetase Iso-
form 1 (ckcACDL1) erfolgte durch heterologe Expression der einzelnen Untereinheiten
in Bakterien der Art Escherichia coli im Stamm BL21 (DE3) CodonPlus RIL. Hierzu
wurden die a- und B-Untereinheiten jeweils separat produziert und das aktive Enzym

durch einfaches Vermischen der Untereinheiten rekonstituiert.

Erste Kristallisationsexperimente wurden mit gereinigter ckcACD1 der Arbeitsgrup-
pe Prof. Schonheit durchgefiihrt (Schmidt, 2013). Die Untersuchung der Proteinprobe
mittels dynamischer Lichtstreuung zeigte jedoch eine zusétzliche Proteinspezies ge-
ringerer Grofe. Im dazugehorigen SDS-Gel war dahingegen keine Verunreinigung in
dieser Grofenordnung sichtbar. Es war daher anzunehmen, dass es sich hierbei um
freie B-Untereinheit handelte. Da die Probenhomogenitdt bei der Kristallisation eine
kritische Grofse darstellt und iiber Erfolg und Misserfolg entscheiden kann, wurde das
von der AG Schénheit ibernommene Protokoll zur Rekonstitution und Reinigung der
ckcACD1 angepasst. Jedoch wurden nur wenige Anderungen vorgenommen und die
in Kapitel 7.3 gezeigte Reinigungsprozedur ist somit kein wesentlicher Bestandteil der

Leistungen dieser Doktorarbeit.

Bei der Durchfiihrung der Reinigung der ckcACD1 wurde nach Hitzefédllung eine iiber-
miéfig starke Absorption zwischen 230 nm und 280 nm und eine unerwartet hohe Visko-
sitdt der Proteinlosung festgestellt. Beides konnte auch durch Dialyse (MWCO 14 kDa)
nicht entfernt werden. Eine Bestimmung der Proteinkonzentration durch Messung der

Absorption bei einer Wellenldnge von 280nm war deswegen nicht moglich. Die rela-
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2. Ergebnisse

tive Proteinmenge der Hitzeextrakte wurde daher iiber SDS-PAGE bestimmt. Zum
Zweck der Rekonstitution des ckcACD1-Heterotetramers wurden die Losungen der a-
und B-Untereinheit so vermischt, dass ein Uberschuf der p-Untereinheit vorlag. Es soll-
te zudem das Protein vor Reinigung iiber Gelfiltration konzentriert werden. Jedoch
wurde dieser Schritt durch die Viskositidt der Losung massiv erschwert. Die anschlie-
$end durchgefithrte Grofenausschluftichromatographie zeigte ebenfalls eine ungewohn-
lich starke Absorption im Elutionsprofil. Bereits mit dem Ausschlufsvolumen wurde
eine starke Absorption bei den untersuchten Wellenléngen 260 nm und 280 nm detek-
tiert, die wihrend des gesamten Lauf erhalten blieb. Die proteinhaltigen Fraktionen
mussten mittels SDS-PAGE ermittelt werden. Reines Protein wurde durch mehrfache
Wiederholung der Trennung iiber Gelfiltration erhalten. Die Verunreinigung konnten

so schrittweise aus der Losung entfernt wurden.

Mit der Annahme, dass insbesondere lingerkettige Oligonukleotide zur Hintergrun-
dabsorption und Viskositdt beitrugen, wurde bei der néchsten Reinigung des Proteins
versucht, die DNS-Fragmente durch DNagse zu verdauen. Auf diesem Weg sollte die
Viskositdt der Losung und die Anzahl der Trennungsschritte iiber Gréfsenaussschlufs
verringert werden. Der Verdau erfolgte bei 6 °C iiber Nacht. Es zeigte sich jedoch, dass
die Konzentrierung der Probe trotzdem &dhnlich zeitaufwendig war. Ein anderes Bild
bot jedoch die Gelfiltration. Der Verdau resultierte augenscheinlich in einer Verkleine-
rung der mittleren Kettenldnge der Oligonukleotide, da diese erst ab einem spéteren
Zeitpunkt von der S#ule eluierten. Zur kompletten Entfernung der DNS aus der Pro-
teinlosung mussten ebenfalls mehrere Schritte der Gréfienausschlufschromatographie
durchgefiihrt werden. Jedoch wurde eine geringere Anzahl an Reinigungsschritten be-

notigt.

Aus jeweils einem Liter LB-Medium wurden so etwa 13mg an reinem Protein er-
halten. Diese Angabe bezieht sich auf das rekonstituierte asfs-Heterotetramer. Hier-
zu wurden die theoretischen Extinktionskoeffizienten fiir die Wellenldnge A=280nm
(€980nm) der beiden Untereinheiten berechnet. Diese betrugen fiir die a-Untereinheit
41830 M~ tem™!, fiir die p-Untereinheiten 7450 M~ tem™!. Fiir die photometrische Er-
mittlung der Konzentration der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI in Lésung
wurden beide Werte addiert. Zur Verwendung in den nachfolgenden Kristallisations-
versuchen wurde eine Losung gereinigter ¢kcACD1 der Konzentration von 12,8 mg/mi

verwendet.
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Abb. 2.1.: Finaler Reinigungsschritt der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACD1
iiber Gelfiltration. (a) Elutionsprofil des letzten Schritts der Reinigungsprozedur der ckcACDI1.
(b) Uberblick des Reinigungsfortschritts der Cendidatus Korarchaeum cryptofilum Acetyl-Coenzym A-
Synthetase 1. Fiir eine SDS-PAGE-Analyse wurden folgende Proben aufgetragen: A Zellen vor Induktion
(a-Untereinheit), B Zellen bei Ernte (a-Untereinheit), C Zellen vor Induktion (B-Untereinheit), D Zellen
bei Ernte (B-Untereinheit), E Gereinigter ckcACD1-Komplex. Wihrend der denaturierenden Elektro-
phorese werden die Untereinheiten voneinander getrennt. Der ckcACD1-Komplex erscheint deshalb als
Doppelbande der a- und B-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 25 mM Selenomethionin.
Obwohl das proteinogene Methionin (S-Met) und das mit Selen markierte Methionin
(Se-Met) auf atomarer Ebene sehr dhnlich sind, kann die Substitution von S-Met durch
Se-Met bei der Expression zu Problemen fithren. Der Einbau von Se-Met in die endo-
genen Proteine von FE. coli kann deren Effizienz reduzieren, was im Extremfall sogar
die Uberlebensfihigkeit des ganzen Organismus herabsetzt. Es kann auch vorkommen,
dass das Zielprotein schlechter oder auch gar nicht in der Wirtszelle exprimiert wird,
wenn aufgrund des groferen Atomradius des Selens eine fehlerhafte Faltung des Pro-
teins stattfindet. 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 Puffer 20mM D'T'T zugesetzt. Die Reinigung des
markierten Proteins folgte dem etabliertem Protokoll fiir das native Protein, wobei die

erhaltenen Elutionsprofile dem nativen Protein entsprachen.
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Abb. 2.2.: Bestimmung der Expressionseffizienz in Minimalmedium (a) a-Untereinheit der
ckeACD1 (molekulare Masse 49,3kDa) (b) p-Untereinheit der ckecACD1 (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 Hitzefillung.

Tab. 2.1.: Optimierte initiale Kristallisationsbedingung der ckcACD1.

Kristallform Puffer & pH-Bereich Fallungsmittel
? Acetat-Puffer pH 4,0-5,0 17-20% (w/v) PEG 10000
? Citrat-Puffer pH 4,4 7% (w/v) PEG 6000
112 Tris/HCI pH 8,3-8,7 14-22% (w/v) PEG 6000
1P Tris/HCI pH 8,3-8,7 14-16 % (w/v) PEG 6000

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

2.3. Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse

Im Rahmen der Hochdurchsatzkristallisation HT-X (EMBL, Hamburg) der Protein
Production Platform (P-Cube) wurden 384 Kristallisationsbedingungen getestet. Es
wurden bereits in den ersten Kristallisationsansitzen 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 pIl-Wertes sowie des verwendeten Fallungsmittels

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

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

2.3.1. Kiristallform |

Kristalle der Kristallform I erschienen {iber Nacht und waren nach zwei Tagen aus-
gewachsen. Da nicht abzuschétzen war, wie sich das Trdnken der Kristalle in Gefrier-
schutzldsung auf diese auswirkt, wurden einige Kristalle direkt in fliissigem Stickstoff
gefroren, andere in Gefrierschutzlosung getaucht und anschliefiend in fliissigen Stick-
stoff iberfithrt. Die Kristalle der Kristallform I wurden an BL14.1 (BESSY II, Berlin)
rontgenographisch untersucht. Die inneren Reflexe hatten eine hohe Intensitét, jedoch
brach das Signal bereits bei niedriger Auflésung abrupt ab. Unabhingig von der Be-
handlung mit Gefrierschutz oder ihrer Grofe streuten die Kristalle bis etwa 20 A. Ur-
sache dafiir ist vermutlich eine fehlerhafte Fernordnung innerhalb der Kristalle. Das
Aussehen der Kristalle kénnte 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
Abschlufs 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 Rontgenlicht bis zu einer Auflosung
von etwa 8 A. Die dazugehorige, kubische Raumgruppe wurde als P23 mit den Zell-
konstanten a = b = ¢ = 229,8 A bestimmt. Mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 80 %
entspricht dies drei ckcACD1-Heterotetrameren (Masse ca. 150 kDa) pro Einheitszelle.
Der Wassergehalt betragt in diesen Fall etwa 45 % mit einem Matthews-Parameter von
2,25A4%/pa (Matthews, 1968).

2.3.2. Kristallform Il

Erste Kristallisationsansidtze wurden bei Raumtemperatur (18°C) durchgefiihrt. Be-
reits Minuten nach Zusammenpipettieren von Protein- und Fallungsmittellosung 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, grofiere Kristalle konnten
durch Ansetzen linglicher Tropfen erhalten werden. Hierzu wurde ein hantelférmiger

Tropfen aus der Proteinlosung auf das Deckgléschen pipettiert. In ein Ende der Han-
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(d)

Abb. 2.3.: Kristalle der Kristallform I. Der verwachsene Kristall (a) entstand in 100 mM
AcOH/NaOH (pH 4,8) und 17 % PEG 10 000. Dargestellt unter (b) und (d) sind Kristalle, die aus 100 mM
Citrat/NaOH (pH 4,4), 7% PEG 6 000 und (a) 10mM CoCly bzw. (b) (NH4)2SO4 kristallisierten. Die
Losung in (d) enthielt zusétzlich 30 % EtOH. Der Kristall erschien allerdings nach einer Kristallisati-
onszeit von einem Jahr. Es ist daher anzunehmen, dass das Ethanol bereits aus der Losung verdunstet
ist.
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tel wurde das Fallungsmittel gegeben, wobei ein Verhiltnis Protein zu Fallungsmittel
von 1,75-2:1 eingehalten wurde. So wurde ein Konzentrationsgradient erzeugt, der zu
einer langsamen Erhéhung der Fallungsmittelkonzentration und so zu einer geringeren
Keimzahl fithrte. Bei der Kristallisation bei 6 °C wurden zusétzlich runde Kristallisati-
onstropfen angesetzt. Einkristalle wurden teilweise entweder in den normalen oder den

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

2.3.3. Rontgenstrukturanalyse

2.3.4. Einbringen von Schweratomen

In dieser Arbeit wurden Versuche zur Phasierung der ckcACD1 iiber isomorphen
Schweratomersatz durchgefiihrt. 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 unterdriickt und Se-Met an dessen Stelle in
das Protein eingebaut. Kristalle der Kristallform II aus modifizierter ckcACD1 wuch-
sen unter Bedingungen dhnlich dem nativen Protein. Allerdings waren die Kristalle

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

Bei der zweiten Methode wurde versucht, Schweratomionen (Sm, Yb, Hg, Au, Br, I)
durch Trankungsexperimente in die vorhandene Kristallstruktur zu inkorporieren (siehe
Kapitel 7.4). Diese Kristalle zeigten jedoch nur geringes Streuvermogen. Um zu tiber-
priifen, ob die verwendeten Schwermetalle Sm, Hg bzw. Au im Proteinkristall gebun-
den waren, wurden Rontgenfluoreszenzmessungen an der Beamline BL14.1 am Berliner
Synchrotron BESSY II fiir diese Elemente durchgefiihrt. Es zeigte sich ausschlieklich
im mit HgCly getrinkten Kristall ein schwaches Fluoreszenzsignal (sieche Abbildung
2.5). Um zu vermeiden, dass die verwendeten Kristalle durch das Tréanken beschidigt
werden, wurde direkt zum Kristallisationstropfen HgCly zugesetzt (Co-Kristallisation).
Kristallwachstum und -habitus waren mit dem nicht-derivatisierten Protein vergleich-
bar (siehe Abbildung 2.4c).
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(a) (b)

(d)

Abb. 2.4.: Kristalle der Kristallform II. (a) Kristall gewachsen aus 100 mM Tris/HCI1 pH 8,3 und
16 % (v/v) PEG 6 000. (b) Se-Methionin markierter ckcACD1-Kristall, gewachsen aus 100 mM Tris/HCl
pH 8,3, 10 mM CaCly, 22% (v/v) PEG 6 000. (c) Ein Kristall entstanden bei der Co-Kristallisation mit
Quecksilber. Die Bedingung enthielt 100 mM Tris/HCI pH 8,3, 30 mM CaCly, 14 % (v/v) PEG 6 000 und
2mM HgCls. (d) Diffraktionsbild eines ckeACD1-Kristalls. Zur besseren Darstellung wurde der Kontrast
des Bildes angepasst. Die oberen Kante entspricht einer Auflésung von etwa 2,7 A.
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Abb. 2.5.: Rontgenfluoreszenzsignal des Quecksilbers im Kristall. Ein Kristall wurde fiir 5 Mi-
nuten mit HgCls-haltiger Losung inkubiert. Nicht gebundenes Quecksilber wurde durch 30 sekiindiges
Waschen in Gefrierschutzlésung entfernt. Durch die Prozedur des Trinkens wurde der Kristall jedoch so
geschidigt, 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 ungefihren Zellparametern a = 100 A b= 1124, ¢ = 1284
herangezogen. Die Daten wurden mit POINTLESS (CCP4, 1994; Winn et al., 2011)
beziiglich potentieller Schraubenachsen untersucht und die Raumgruppe auf P272;2;
festgelegt. Die Daten wurden mit diesen Parametern neu prozessiert. Alle untersuchten
Kristalle der Kristallform II gehérten zur Raumgruppe P2;212; und hatten dhnliche
Zellparameter. Die dazugehdrigen Kristallparameter und Datenstatistiken sind in den
Tabellen 2.2, 2.3 und 2.4 angegeben.
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Tab. 2.2.: Statistiken der Prozessierung der Diffraktionsdaten verschiedener Kristalle der ckcACD1 (Teil 1).

Name

ckcACDI1-A

ckeACD1-B

ckeACD1-C

Kristallisation

Tris/HCI, pH 8,3 100 mM
PEG 6000 16% (w/v)
CaCls 10,0 mM

Tris/HC], pH 8,3 100 mM
PEG 6000 14% (w/v)
CaCl, 30,0 mM

Tris/HCl, pH 8,3 100mM
PEG 6000 18% (w/v)
MgCl, 30 mM

Kristallparameter

Raumgruppe
Zelldimensionen (A)

P2,2:2;
a=102,5, b=112,2, c=124,9

P2:2:2;
a=99,6, b=114,4, ¢=127,0

P2,2:2;
a=100,2, b=111,9, ¢=127,6

Prozessierungsparameter

Auflésungsgrenze (A)*
Vollstandigkeit (%)"

Zahl der einzigartigen Reflexe!
Durchschnittliche Redundanz'
I/a (D)

meme Aﬁuvf 2

Rpim (%)% 3

CCy 0"

Anomale Vollstindigkeit (%)*
Anomale Redundanz’
RCRanom

OO@UOE

B-Faktor, nach Wilson-Plot (A2)*

83,46 - 1,95 (1,98 - 1,95)
99,8 (99,7)

105037 (5118)

6,5 (6,6)

6,7 (0,6)

26,8 (344,9)

10,4 (132,7)

0,992 (0,169)

25,5

127,04 - 1,90 (1,93 - 1,90)
97,8 (58,1)
112092 (3 230)
6,3 (2,7)

8,1 (0,3)

19,7 (529,6)
7,8 (301,8)
0,996 (0,103)
95,9 (40,4)

3,2 (1,6)

1,049

0,049

24,9

48,84 - 2,40 (2,47 - 2,40)
99,9 (98,8)
56 770 (4557)
12,5 (12,5)
9,9 (0,8)

28,1 (331,8)
7,9 (92,6)
0,995 (0,229)
99,8 (98,1)
6,5 (6,4)
1,183

0,167

40,2

I Werte in Klammern: duRerste Auflésungsschale.

2 Redundanz-unabhingiger R-Faktor. Rmeas = Y |~ m > L
i

N-1

hkl Rkl 7

hkl)—<I(hkl)>|
> > i (hkl)

, mit I;(hkl) als die Intensitit der i-ten Messung der Reflexe mit

den Miller’schen Indizes h,k,l und < I;(hkl) > als der mittleren Intensitit aller Messungen von I(hkl). N gibt die Redundanz der gemessenen
Reflektionen an (Diederichs und Karplus, 1997b; Diederichs und Karplus, 1997a; Weiss, 2001).

3 Prézision-anzeigender R-Faktor. Rpim = > | H\Lw s Lilhkl) - <T(hkD)>|
@

N > 5> Ii(hkl)

hkl hkl'd

, mit I;(hkl) als die Intensitit der i-ten Messung der Reflexe mit den

Miller’schen Indizes h, k, [ und < I;(hkl) > als der mittleren Intensitit aller Messungen von I(hkl). N gibt die Redundanz der gemessenen Reflektionen
an (Diederichs und Karplus, 1997b; Diederichs und Karplus, 1997a; Weiss, 2001).
4 Berechnet nach (Popov und Bourenkov, 2003).
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Tab. 2.4.: Statistiken der Prozessierung der Diffraktionsdaten verschiedener Kristalle der ckcACD1 (Teil 3).

Name ckcACD1-G ckeACD1-H ckeACD1-1
Kristallisation
Tris/HCl, pH 8,7 100 mM Tris/HC], pH 8,5 100 mM Tris/HCl, pH 8,3 100 mM
PEG 6000 14% (w/v) PEG 6000 18% (w/v) PEG 6000 16 % (w/v)
MgCl, 30,0 mM Na;HPO, 10,0 mM
NaOAc 5,0 mM

Kristallparameter

HUeNEEmHE@Um TMHMHMH WMHMHMH TMHMHMH

Zelldimensionen (A) a=106,1, b=110,6, c=125,7 a=105,3, b=109,9, c=126,8 a=106,1, b=110,7, c=126,0
wHONmmmmmﬂﬂﬁmmvmﬂwamnmﬂ

Auflésungsgrenze (A)* 110,61 - 1,90 (1,93 - 1,90) 83,03 - 2,10 (2,14 - 2,10) 126,03 - 1,99 (2,03 - 1,99)
Vollsténdigkeit (%)" 100,0 (99,5) 99,5 (99,1) 99,6 (93,1)

Zahl der einzigartigen Reflexe’ 116 787 (5673) 85835 (4477) 101504 (4632)
Durchschnittliche Redundanz® 13,0 (9,8) 6,7 (6,9) 6,6 (5,9)

1/o(I)! 9,4 (0,5) 7,5 (0,8) 8,4 (0,5)

Runeas (%)% 2 17,2 (485,7) 21,9 (241,4) 15,3 (354,4)

Rpim (%)% 3 4,8 (151,7) 8,4 (90,9) 5,9 (140,1)

CCy ot 0,998 (0,159) 0,993 (0,312) 0,998 (0,124)

Anomale Vollstindigkeit (%)* - - -
Anomale Redundanz' - - }
RCRanom - - -
CCanom - -
B-Faktor, nach Wilson-Plot (A2)* 37,1 26,2 37,2

I Werte in Klammern: duRerste Auflésungsschale.

mmmacbamg-:zwvw.&smmmmwm-ﬁwwﬁoﬁmEmmmH WMNT/\,I\LW M% in B;bQ:&v@_m%mgambm:meQmw@.-amszmmmczmamﬁmﬂmmmxmay
hkl'T
den Miller’schen Indizes h,k,l und < I;(hkl) > als der mittleren Intensitdt aller Messungen von I(hkl). N gibt die Redundanz der gemessenen
Reflektionen an (Diederichs und Karplus, 1997b; Diederichs und Karplus, 1997a; Weiss, 2001).

1 _w > |1; (hkl)—<I(hkl)>|
1 .

3 Prizision-anzeigender R-Faktor. Rpim = >0 ST RED mit I;(hkl) als die Intensitdt der i-ten Messung der Reflexe mit den
hkl el

Miller’schen Indizes h, k,l und < I;(hkl) > als der mittleren Intensitét aller Messungen von I(hkl). N gibt die Redundanz der gemessenen Reflektionen
an (Diederichs und Karplus, 1997b; Diederichs und Karplus, 1997a; Weiss, 2001).
4 Berechnet nach (Popov und Bourenkov, 2003).

N
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2.4. Strukturlosung und Verfeinerung

2.4.1. Ermittlung geeigneter Suchmodelle fiir den Molekularen Ersatz

Neben den experimentell zugdnglichen Streuwerten braucht man zur Ermittelung der
Strukturfaktoren die dazugehoérigen Phasen. Ein Ansatz der Phasenbestimmung ist
die Anwendung der Methode des Molekularen Ersatzes. Die dazu bend&tigten 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
Primé&rsequenz beider Untereinheiten der ckcACD1 ermittelt. Basierend auf Sequenz-
identitdten von 42% und 48 % wurden die a- und B-Untereinheiten einer moglichen
ACD aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Eintrage 2CSU bzw. IWR2, keine Publikation)
als potentielle Suchmodelle identifiziert. Der hohe Grad an Sequenz#dhnlichkeit sollte
ebenfalls auf groke strukturelle Ahnlichkeit hindeuten.

Mit den gegebenen Zellparametern und Kristallsymmetrie sind in der asymmetrischen
Einheit zwei a- und zwei B-Untereinheiten (zwei aff-Protomere) am wahrscheinlichs-
ten. Dies entspriiche einem Matthews-Koeffizienten von 2,4 A*/Da, korrespondierend ei-
nem Losungsmittelgehalt im Kristall von etwa 49 % (Matthews, 1968; Kantardjieff und
Rupp, 2003). Eine berechnete Patterson-Selbstrotationsfunktion weist zudem auf eine
zweizdhlige nicht-kristallographische Rotationssymmetrie hin (siehe Abbildung 2.6a).
Die erwarteten zwei a-Protomere sollten iiber eine Rotation um 180 ° ineinander iber-
fiihrbar sein. Nicht-kristallographische Translationssymmetrie wurde hingegen nicht
beobachtet.

2.4.2. Positionierung der a-Untereinheiten

Die a-Untereinheit macht etwa 1/3 des ckcACD1-Komplexes aus. Deren Streubeitrag
zu den erhaltenen Diffraktionsdaten sollte dementsprechend grofs sein und die korrekte
Losung sich mit guten Kontrast von falschen Ergebnissen abheben. Es wurde daher

mit der der Positionierung der zu erwarteten zwei a-Untereinheiten begonnen.
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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 48,7 A. Dieser Wert entspricht
der Hélfte des durch dynamische Lichtstreuung ermittelten hydrodynamischen Radius des ckcACDI1-
Komplexes. Korrespondierend dazu wurden Daten bis zu einer maximalen Aufldsung von 2,80 A ver-
wendet. Dargestellt ist der Ausschnitt fiir y = 180 °, entsprechend zweizédhliger Rotationsachsen. Neben
den durch kristallographische Symmetrie verursachten schwarz dargestellten Signalspitzen (©; ¢; %) 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 zweizdhligen
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 griin sind die a-, in gelb und rot die B-Untereinheiten
eingeférbt. Die zweiz&hlige nicht-kristallographische Achse zwischen den a- bzw. B-Untereinheiten ist
deutlich sichtbar und ist etwa 45° zu den Achsen a bzw. b ausgerichtet.



2.4. Strukturlfsung und Verfeinerung

Grundlage fiir ein mit dem Programm SWISS-MODELL (Arnold et al., 2006; Kie-
fer et al., 2009; Guex et al., 2009) erstelltes Homologiemodell der a-Untereinheit der
ckcACD1 war eine der Untereinheiten des dimeren a-Komplexes einer putativen Acetyl-
CoA-Synthetase aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU). Einige moglicher-
weise flexible Bereiche des Ersatzmodells wurden vor Durchfiihrung des Molekularen

Ersatzes und der Phasierung entfernt.

Die Positionierung des Homologiemodells fiir die a-Untereinheit erfolgte mit dem Pro-
gramm MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997). Zur Ermittlung der Ausrichtung der er-
warteten zwei Exemplare wurde der Vorgang zweimal durchgef"hrt. Aus zwei Lésungen
der Rotations- und Translationssuche wurde ein klares Dimer erhalten. Dieses dhnelte
dem bereits bekannten Dimer aus der Kristallstruktur der potentiellen o-Untereinheit
der ACD aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU). Nach Verfeinerung mit dem
Programm REFMACS5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011) wurden mit
Ryork = 0,49 (Rgree = 0,51) jedoch sehr hohe R-Faktoren erhalten. Der figure-of-merit
(FOM), ein Mak fiir den Phasenfehler, war mit 0,35 dementsprechend niedrig. Um die
Richtigkeit des Ergebnisses zu {iberpriifen, wurde die erhaltene Dichte visuell inspiziert.
Bereits zu diesem Zeitpunkt konnte man einige der fehlenden Bereiche der Proteinket-
te erahnen. Eine endgiiltige Aussage {iber den Erfolg der Phasierung konnte allerdings
nicht getroffen werden, weil die Elektronendichtekarte zu stark verrauscht war. Das
Bauen von fehlenden Resten war zu diesem Zeitpunkt allenfalls schwer moglich. Es

wurde daher mit der Positionierung der f-Untereinheiten fortgefahren.

2.4.3. Positionierung der B-Untereinheiten

Es wurde versucht die fehlenden B-Untereinheiten zum bestehenden Modell hinzuzu-
fiigen. Dies gestaltete sich als nicht trivial. Mit dem Programm MOLREP (Vagin und
Teplyakov, 1997) konnte nur ein Molekiil 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 definitive Losung. Beide verwen-
dete Programme MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) und PHASER (McCoy et

al., 2007) zeigten das gleiche Phénomen. Die translatorische Komponente der zweiten
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B-Untereinheit war nahezu gleich, jedoch waren die Molekiile 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 Diffraktionsdaten, als
auch die beobachtete dimere Anordnung der o-Untereinheiten, deuten auf eine C2-
Molekiilsymmetrie hin. Die Molekiile der a-Untereinheiten kénnen durch Rotation um
180 ° ineinander iiberfiihrt werden. Es ist anzunehmen, dass die B-Untereinheiten eben-
falls iiber eine zweizéhlige Drehachse verbunden sein sollten. Aus diesem Grund wurde
die Transformationsmatrix beider a-Untereinheiten ermittelt und auf die bereits po-
sitionierte B-Untereinheit angewendet. Das entstandene komplette Molekiilmodell 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 zusétzlichen Reste hinzugefiigt
oder entfernt (Modus rebuild-in-place). Das so erhaltene Modell wies mit Ryoix = 0,31

und Riree = 0,36 erstmals verhéltnismékig 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 Einfiigen der Reste mittels dem Programm COOT (Emsley und
Cowtan, 2004; Emsley et al., 2010) und anschliefender Verfeinerung des Modells mit
dem Programm REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011). Da-
durch sanken die R-Faktoren auf Ryok = 0,26 (Rfee = 0,31) mit einem FOM-Wert
von 0,78. Aufgrund der maximalen Auflssung der ersten Diffraktionsdaten von 2,8 A
war es in manchen Bereichen schwierig die Proteinkette in die Elektronendichtekar-
te zu bauen. Zusitzlich kénnen die durch die Benutzung eines ungenauen und nicht
vollstandigen Suchmodells eingefiihrten Phasenfehler (model bias) insbesondere in die-
sem frithen Stadium der Strukturlosung zu einer nicht interpretierbarer Elektronen-
dichtekarte fithren. Es wurden daher Moglichkeiten der Reduktion von Phasenfehlern
durchgefiihrt. So wurde prinzipiell beim automatischen Modellbau mit der prime &
switch-Methode modifizierte Elektronendichtekarten verwendet (Terwilliger, 2004b).

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

omit-Karten reduziert. Mit Hilfe hoher aufgeldster Streudaten eines weiteren Kristalls
konnte die Struktur der ckcACD1 weiter verbessert werden. Einige vorhandene Liicken
in den Molekiilketten wurden geschlossen und die Bindungstasche von Coenzym A
identifiziert. Es zeigte sich jedoch, dass der Bereich der B-Untereinheit (Aminosduren
Leu39p-Alall4p) schlecht definiert war. Die in diesem Bereich befindliche potentielle
Bindungsstelle fiir ADP- bzw. ATP schien zudem nicht durch Substrat besetzt zu sein.
Im Rahmen der Arbeit wurden Datensétze mit anomalem Streusignal aufgenommen.
Dies umfasste Daten eines Kristalls, der durch Co-Kristallisation der ckcACD1 mit
HgCl, erhalten wurde, als auch einen Datensatz eines Proteinkristalls mit intrinsischer
Markierung mit Selenomethionin. In beiden Féllen reichte die anomale Signalstérke
nicht fiir eine ab initio-Phasierung. Trotzdem konnte diese Daten fiir die Reduktion
von Phasenfehlern herangezogen werden. Die Struktur der ckcACDI1 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 Klarung des zugrundeliegenden Mechanismus der ckcACD1 wurde das Enzym in
verschiedenen Zusténden und mit unterschiedlichen Substraten kristallisiert. Durch ge-
rinfiigig verschiedene Kristallisations- und Gefriervorginge entstehen Heterogenitdten
der Kristalleigenschaften, die sich beispielsweise durch kleine Unterschiede in der Positi-
on des ckcACD1-Komplex innerhalb der Einheitszelle ausdriicken kénnen. Durch zwei-
maliges Durchfithren von Starrer-Korper-Verfeinerung (rigid body refinement) wurden
daher zuerst die Anderungen der Position des kompletten ckcACD1 und der einzelnen
Untereinheiten ausgeglichen. Es folgte anschliefsend eine Gellee-Kérper-Verfeinerung
(Murshudov et al., 2011). Bei dieser Form der Verfeinerung (restraint refinement) wer-
den zusétzlich Beschrankungen (restraints) von Atomabstdnden durch den Raum ein-

gefiihrt, so dass kleine Verdnderungen in der Konformation des Proteins besser aus-
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geglichen werden kionnen. Ublicherweise wurde das Protein anschliefend automatisch
neu gebaut. Nicht automatisch gebaute Bereiche wurden manuell eingefiigt. Falls die
Elektronendichte es zulief, wurden Substratmolekiile in die Struktur eingepasst. In den
untersuchten Kristallen zeigten sich oftmals hochflexible Bereiche, deren Elektronen-
dichte nicht oder schlecht interpretiert werden konnte. Diese Teile des Proteins wurden
nicht in das Modell aufgenommen. Eine Zusammenfassung der Verfeinerungsstatistiken

findet sich in den Tabellen auf den folgenden Seiten.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.6.: Statistiken der Verfeinerung von ckcACD1-B.

Kristall ckcACD1-B
PDB-Eintrag 4XYM
Verfeinerung

mow%mo AHNUV ! \ N.w?mm AANVV L3
QO*N \OQoJ\mww \Oo?mmw,w
Ramachandran-Plot (%) *

19,53 / 23,71
0,999 / 0,961 / 0,952
97,82 / 2,04 / 0,15

Cruickshank DPT (A) ® 0,200
Abweichungen von Idealwerten (RMSD) ©
Bindungslingen (A) 0,007
Bindungswinkel (°) 1,056
Isotrope Temperaturfoktoren (A?)7
Mittlerer B-Faktor 39,5 (11074)
Riickgrat 37,7 (5532)
Seitenketten 41,6 (4939)
Solvens 41,6 (436)
CoA 40,2 (96)
Ca-AMPCP 40,5 (56)
Hg 52,5 (8)
} S ForalFFearclD

Reryst = R SN} A e mit Fops und Feqi als gemessene bzw.

kalkulierte Strukturfaktor-Amplituden.

2 Berechnet mit CALCULATE CC* des PHENIX-Programmpakets
nach (Karplus und Diederichs, 2012).

3 Riree und CCrree werden entsprechend Reryst bzw. CCeryst berechnet,
verwenden aber die 5,1 % der vom Verfeinerungsprozess ausgenommen
Reflexe (Briinger, 1992; Tickle et al., 2000).

4 Berechnet mit MOLPROBITY (Chen et al., 2010): bevorzugt / er-
laubt / verboten.

5 Diffraction-component precision index (Cruickshank, 1999) berechnet
mit Sfcheck (Vaguine et al., 1999) nach dem Ansatz von Murshudov
(Murshudov und Dodson, 1997).

6 Abweichungen beziiglich der Standardgeometrie der Bibliothek von
Engh und Huber (Engh und Huber, 1991)

7 In Klammern: Anzahl der Atome.

mC348 ASN
A348 ASN

0 180

¢

Abb. 2.8.: Ramachandran-Plot von ckcACD1-B. Zwei Ausreifser
(jeweils die Aminosdure Asn348a) werden beobachtet. Beide Aminosiu-
ren sind in der Elektronendichte jedoch eindeutig definiert.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.8.: Statistiken der Verfeinerung von ckcACD1-D.

Kristall ckcACD1-D
PDB-Eintrag 4Y8V
Verfeinerung
Reryst (%) '/ Riree (%) 7 18,44 / 22,55
CC*? / CClryst® / CClree? 0,999 / 0,967 / 0,945
Ramachandran-Plot (%) * 98,26 / 2,56 / 0,15
Cruickshank DPI (A) ® 0,240
Abweichungen von Idealwerten (RMSD) ©
Bindungslingen (A) 0,004
Bindungswinkel (°) 0,921
Isotrope Temperaturfoktoren (A%)7
Mittlerer B-Faktor 33,6 (111318)
Riickgrat 31,7 (5 544)
Seitenketten 35,4 (4956)
Solvens 31,1 (519)
Mg-ADP 55,5 (56)
Mg-ADP* 53,4 (56)

S U Fopal—FFoarel
L Reryst = S TEa mit Fops und Feq . als gemessene bzw.

kalkulierte Strukturfaktor-Amplituden.

2 Berechnet mit CALCULATE CC* des PHENIX-Programmpakets
nach (Karplus und Diederichs, 2012).

3 Riree und CCfee werden entsprechend Reryst bzw. CCeryst berechnet,
verwenden aber die 5,1 % der vom Verfeinerungsprozess ausgenommen
Reflexe (Briinger, 1992; Tickle et al., 2000).

4 Berechnet mit MOLPROBITY (Chen et al., 2010): bevorzugt / er-
laubt / verboten.

5 Diffraction-component precision index (Cruickshank, 1999) berechnet
mit Sfcheck (Vaguine et al., 1999) nach dem Ansatz von Murshudov
(Murshudov und Dodson, 1997).

6 Abweichungen beziiglich der Standardgeometrie der Bibliothek von
Engh und Huber (Engh und Huber, 1991)

7 In Klammern: Anzahl der Atome. Mit einem * markierte Nukleotide
sind an die a-Untereinheit gebunden.

€348 ASN
" A348°ASN

0 180

¢

Abb. 2.10.: Ramachandran-Plot von ckcACD1-D. Zwei Ausreifser
(jeweils die Aminosdure Asn348a) werden beobachtet. Beide Aminosiu-
ren sind in der Elektronendichte jedoch eindeutig definiert.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.10.: Statistiken der Verfeinerung von ckcACD1-F.

Kristall ckcACD1-F
PDB-Eintrag 4YAJ
Verfeinerung

x X

.mwon%ma Aﬁv ! \ Rpree Aﬁvv L3
OQ*M \OOnJ\mnm \QO?mmw,w
Ramachandran-Plot (%) *
Cruickshank DPT (&) ®

Abweichungen von Idealwerten (RMSD) ©

21,45 / 24,13

0,998 / 0,961 / 0,939
97,02 / 2,56 / 0,15
0,283

Bindungslingen (A) 0,003
Bindungswinkel (°) 0,771
Isotrope Temperaturfaktoren (A%)7
Mittlerer B-Faktor 43,9 (10359)
Riickgrat 42,7 (5432)
Seitenketten 45,7 (4754)
Solvens 35,1 (171)
L 21 Fops| =kl Featell) )
Reryst = S TEa mit Fops und Feqic als gemessene bzw.

kalkulierte Strukturfaktor-Amplituden.

2 Berechnet mit CALCULATE CC* des PHENIX-Programmpakets
nach (Karplus und Diederichs, 2012).

3 Rfree und CCpree Werden entsprechend Rcryst bzw. CCeryst berechnet,
verwenden aber die 5,1 % der vom Verfeinerungsprozess ausgenommen
Reflexe (Briinger, 1992; Tickle et al., 2000).

4 Berechnet mit MOLPROBITY (Chen et al., 2010): bevorzugt / er-
laubt / verboten.

5 Diffraction-component precision index (Cruickshank, 1999) berechnet
mit Sfcheck (Vaguine et al., 1999) nach dem Ansatz von Murshudov
(Murshudov und Dodson, 1997).

6 Abweichungen beziiglich der Standardgeometrie der Bibliothek von
Engh und Huber (Engh und Huber, 1991)

7 In Klammern: Anzahl der Atome.

m A348 ASN
C348 ASN

[ S _ _ _ _ _ _ _ - _ . - G - - - o - - R

0 180

¢

Abb. 2.12.: Ramachandran-Plot von ckcACD1-F. Zwei Ausreifser
(jeweils die Aminosdure Asn348a) werden beobachtet. Beide Aminosiu-
ren sind in der Elektronendichte jedoch eindeutig definiert.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.12.: Statistiken der Verfeinerung von ckcACD1-H.

Kristall ckcACD1-H
PDB-Eintrag 4YBZ
Verfeinerung

Reryst (%) ' / Riee (%) 13 21,58 / 25,34

OQ*M \OOnJ\mnw \Qomnmmw“w
Ramachandran-Plot (%) *
Cruickshank DPT (&) ®

Abweichungen von Idealwerten (RMSD) ©

0,998 / 0,939 / 0,909
97,75 / 2,11 / 0,15
0,268

g £348 ASN
A348 ASN

Bindungslingen (A) 0,004
Bindungswinkel (°) 0,970
Isotrope Temperaturfaktoren (A?)7
Mittlerer B-Faktor 41,8 (10972)
Riickgrat 40,2 (5532)
Seitenketten 43,6 (4950)
Solvens 40,5 (461)
ADP 68,8 (27)
) S ForalFFoarclD
Reryst = S TEa mit F,ps und Feq. als gemessene bzw.

kalkulierte Strukturfaktor-Amplituden.

2 Berechnet mit CALCULATE CC* des PHENIX-Programmpakets
nach (Karplus und Diederichs, 2012).

3 Rfree und CCpree werden entsprechend Reryst bzw. CCeryst berechnet,
verwenden aber die 5,1 % der vom Verfeinerungsprozess ausgenommen
Reflexe (Briinger, 1992; Tickle et al., 2000).

4 Berechnet mit MOLPROBITY (Chen et al., 2010): bevorzugt / er-
laubt / verboten.

5 Diffraction-component precision index (Cruickshank, 1999) berechnet
mit Sfcheck (Vaguine et al., 1999) nach dem Ansatz von Murshudov
(Murshudov und Dodson, 1997).

6 Abweichungen beziiglich der Standardgeometrie der Bibliothek von
Engh und Huber (Engh und Huber, 1991)

7 In Klammern: Anzahl der Atome.

o O el S—— |

0 180

¢

Abb. 2.14.: Ramachandran-Plot von ckcACD1-H. Zwei Ausreifser
(jeweils die Aminosdure Asn348a) werden beobachtet. Beide Aminosiu-
ren sind in der Elektronendichte jedoch eindeutig definiert.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.14.: Berechnete Kontaktflichen der Ca. Korarcheum cryptofilum ACD1. Mit dem
Programm PISA (Krissinel und Henrick, 2007) wurde auf Grundlage der Proteinstruktur des Kristalls
ckcACD1-B die Berechnung der Kontaktfliche durchgefiihrt. Zuvor wurden sowohl die Hg- als auch die
Cl-Atome entfernt.

Interface- Struktur 1 Struktur 2 Kontakt- css’ NGt
Nr. Kette Reste Kette Reste fliiche [A?] [keal/mol|

1 A 70 C 69 2030,5 0,850 -334

2 A 924 B 18 7845 0,269 6,5

3 C 22 D 17 769,5 0,269 -7,5

4 B 15 D 14 5371 0,074 84

* Der Complezation Significance Score CSS gibt die Signifikanz einer bestimmten
Interaktionsflache fiir die Ausbildung des Gesamtkomplexes an. Der Wertebereich
ist zwischen 0 und 1. Je hoher der Wert, desto grofer die Beteiligung an der

Stabilitdt des Komplexes.
T Durch die Ausbildung einer Kontaktfliche kommt es zur Verdringung der Hy-

drathiille und damit einhergehend Gewinn freier Solvationsenergie AlG. Nicht mit
eingerechnet wurden die Effekte von Wasserstoff- und Salzbriicken. Je kleiner der
Wert, desto hydrophober sind die Grenzflichen und kommen mit héherer Wahr-
scheinlichkeit nicht durch Kristallkontakte zustande.

2.5. Der Aufbau des Candidatus Korarchaeum cryptofilum
ACD1-Komplexes

Der ckcACDI1-Komplex besteht aus jeweils zwei o~ und zwei B-Untereinheiten. Jeweils
eine a- und B-Untereinheit (af-Protomer) sind in einer nicht-kristallographischen zwei-
zéhligen Rotationssymmetrie angeordnet (siche Abbildung 2.16). Bertihrungspunkte
finden sich zwischen den beiden a-, den a- und B- sowie den beiden B-Untereinheiten.
Eine objektive Analyse zur Stabilitét der oligomeren Anordnung wurde mit dem Pro-
gramm PISA (Krissinel und Henrick, 2007) durchgefiihrt (siehe Tabelle 2.14). Mit etwa
2000 A? ist die Interaktionsfliiche zwischen den a-Untereinheiten am groften und soll-
te damit sehr stabil sein. Die Kontaktflichen zwischen den a- und B- bzw. den B- und
B-Untereinheiten sind mit 740-770 A% und 540 A? deutlich geringer. Fiir den vollstindi-
gen ckcACD1-Komplex ergibts sich ein positiver Wert fiir die freie Dissoziationsenergie
AGESS von 9,3 keal/mol. AGIS ist ein Mak fiir die Kraft, die aufgebracht werden muss,
um einen Komplex voneinander zu trennen (Krissinel und Henrick, 2007). Die prisen-

tierte Komplexstruktur der ckcACD1 wird somit als stabil bewertet.
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2.5. Der Aufbau des Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI-Komplexes

N-Terminus N-Terminus
Kette B Kette D
)
T\
C-Terminus
Kette D
C-Terminus C-Terminus
Kette A Kette C

. 7 - ) < =7 2 S .
N-Terminus b {(«' /7 & 3 N-Terminus
Kette A {)\‘ )‘"«’ ( g _;' (s l Kette C
4 5 )
N A4 R

iy

=)
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LS S P

(a)

C-Terminus N-Terminus N-Terminus
Kette C\) Kette C Kette D

C-Terminus
Kette D

Coenzym A

N-Terminus N-Terminus C-Terminus
Kette B Kette A « Kette A

(b)

Abb. 2.16.: Darstellung der verfeinerten Kristallstruktur ckcACD1-B. Griin und blau sind die
a-Untereinheiten dargestellt (Ketten A bzw. C), die B-Untereinheiten sind rot bzw. gelb gefirbt (Ketten
B bzw. D). Im Kristall befindliche Ca?t- und Hg?*t-Tonen werden als griine bzw. graue Sphéren gezeigt.
(a) Seitliche Ansicht des ckcACD1-Komplexes. (b) Aufsicht auf den ckcACD1-Komplex. Blickrichtung
ist entlang der zweiz&hligen nicht-kristallographischen Rotationsachse.
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2. Ergebnisse

2.5.1. Aufbau der o-Untereinheit

Die a-Untereinheit besteht aus drei Unterdoménen (in Analogie zur E. coli SCS als
Subdoménen 1, 2 und 5 bezeichnet). Eine N-terminal gelegene CoA-Bindedoméne mit
Rossmann-Faltung (Aminosiduren Asn2a bis Phel31a) sorgt fiir die Bindung von Coen-
zym A bzw. der Coenzym A-Thioester (Subdoméne 1). Aufgebaut ist diese aus einem
flinfstringigen parallelen Faltblatt, deren Enden hauptséchlich durch Helices mitein-
ander verbunden werden. Zwischen den Stringen B2 und 5 befindet sich hingegen
ein kurzes zweistrangiges antiparalleles Faltblatt (Strange B3 und p4) verkniipft iiber
eine B-Schleife. Die zugrundeliegenden Bindungsmodi von Coenzym A und Acetyl-
Coenzym A werden in Kapitel 2.6.1 ndher beschrieben. Angeschlossen daran finden
sich zwei Doménen mit Flavodoxin-dhnlicher Faltung. Erstere (Subdoméne 2) besteht
aus den Aminosduren Gly132a bis Asn293a und dessen Grundstruktur wird aus einem
siebenstringiges Faltblatt gebildet. Abweichend zu einer typischen Flavodoxinfaltung
enthélt das zentrale Faltblatt zusétzliche antiparallele Stréange. Das katalytisch essenti-
elle Histidin His254a befindet sich in einem Bereich mit einem iiberdurchschnittlichen
Anteil an Aminosduren mit kleinen Seitenketten (Gly242a bis Gly261a). In den in
dieser Arbeit erhaltenen Kristallstrukturen zeigt sich dieser Bereich als sehr flexibel.
Die C-terminal (Aminoséduren Arg300a bis Arg464a) gelegene Subdoméne 5 wird aus
einem flinf- bzw. sechsstringigem Faltblatt aufgebaut. Der sechste, zum iibrigen Falt-
blatt antiparallel angeordnete, Strang ist jedoch in manchen Féllen so stark verzerrt,
dass dieser bei der Sekundérstrukturanalyse nicht immer als solcher erkannt wird. Er
besteht aus den Aminosduren Ser3b5a bis Phe356a. Mit Diederwinkeln @ und ¥ von
78° und 108° befinden sich die Aminosduren Asn348 sich in beiden a-Untereinheiten
im verbotenen Bereich des Ramachandran-Plots (Ramachandran et al., 1963). In allen
Fallen ist die Elektronendichte jedoch eindeutig und lisst keine andere Interpretation

zUu.

2.5.2. Aufbau der B-Untereinheit

Bezogen auf die Nomenklatur von SCS und ACDs kann die B-Untereinheit als durch
zwei Subdomiénen aufgebaut angesehen werden (Sanchez et al., 2000). Alternativ dazu
kann der Autbau der f-Untereinheit als ATP grasp-Faltung aufgefasst werden. Aufge-

baut werden Vertreter dieser Proteinklasse normalerweise aus drei Subdoménen A, B,
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2.5. Der Aufbau des Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI-Komplexes

und C (Fawaz et al., 2011). Im Fall der ¢ckcACD1 besteht die Subdoméne A (Amino-
sauren Met1pB bis Pro33) allerdings nur aus zwei Helices, die stark mit der Subdoméne
C (Glyl117B bis Arg230p) interagieren. In Anbetracht ihrer &hnlichen Temperaturfakto-
ren kénnen die Subdoménen A und C als eine Einheit angesehen werden (Subdoméne
4). Typischerweise bilden die Subdoméinen 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 darauffolgenden Kapiteln
beschrieben wird. Die Reste Thr35p bis Phel13p lassen sich zur B-Subdoméne zuordnen
(Subdomine 3). Ein vierstrangiges antiparalleles Faltblatt bildet dessen Grundstruk-
tur, wobei die einzelnen Strénge entweder durch Schleifen oder a-helikalen Bereichen
verbunden werden. Hier finden sich ebenfalls die Aminosduren der sogenannten T-
Schlaufe (GIn658—Gly73p), der fiir 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 Sanchez et al., 2000). Die Subdomine C bildet ebenfalls ein anti-
paralleles Faltblatt, dessen sechs Strange hauptséachlich iiber Helices verkniipft werden.
Davon abweichend findet sich zwischen den Stréangen 9 und p10 nur eine kurze Schleife.
Die Nukleotidbindung wird durch Interaktion der Subdoménen 3 und 4 gebildet.

Von ATP grasp-Enzymen ist bekannt, dass diese eine Offnungs- und Schliekbewegung
durchfithren, um die Bindung von Nukleotiden zu gewéhrleisten (offen) und um die
Orientierung von katalytisch wichtigen Aminosauren zu bewerkstelligen (geschlossen)
(Polekhina et al, 1999). In den erhaltenen Kristallstrukturen wurde die ckcACDI-
Komplex in verschiedenen Zusténden erhalten (siehe Tabelle 2.15). Die geschlossenste
Form wurde in Kristallstruktur ckcACD1-B (Komplexstruktur mit Ca- AMPCP) erhal-
ten und mit einem Offnungswinkel von iiber 24 ° wurde die Kristallstruktur ckcACD1-
I als die bislang am weitesten gedffnete Form kristallisiert. Vereinfacht ldsst sich die
Offnungsbewegung als simple Rotation beschreiben, wobei die Rotationsachse sich als
zwischen den Aminosduren Thr353-Asn36p und Glul12p-Gly117p befindlich vorgestellt
werden kann. Aufgrund der fehlenden bzw. der vom Rauschen nicht unterscheidbaren
Elektronendichte konnten oftmals Bereiche nicht gebaut oder Aminosiureseitenketten

platziert werden und fehlen daher in den entsprechenden finalen Modellen.
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2. Ergebnisse

Tab. 2.15.: Offnungswinkel der B-Untereinheit in den Kristallstrukturen der ckcACD1.

Name Kette B Kette D
ckcACD1-A 16,6 ° 9,3°
ckcACD1-B 0,0°2 15°
ckcACD1-C 10,8° 9,3°
ckcACD1-D 9,3° 43°
ckcACD1-E 18,2° 12,2°
ckcACD1-F 23.8° 13,7°
ckcACDI1-G 10,2° 46°
ckcACD1-H 12,7° 7,7°
ckcACDI1-1 24.6° 10,2°

2 Die als geschlossene Form der f-Untereinheit definierte Kette B der Kris-
tallstrukur ckcACD1-B wurde als Referenz verwendet. Diese wurde daher
auf einen Offnungswinkel von 0,0° festgelegt. Verglichen wurde die Ausrich-
tung der Aminoséuren Thr35-Phel13p (Subdoméne B) zu den Aminosiuren
Ser3p-Pro33p und Glyl17p-Arg230p (Subdoménen A und C).

2.5.3. Intramolekulare Interaktionsflichen

Der ckcACDI1-Komplex besteht aus jeweils zwei o~ und zwei B-Untereinheiten, die auf
verschiedene Art miteinander in Wechselwirkung treten. So sorgen Teile der Helices
a7, a9 und al6 der a-Untereinheiten fiir die Interaktion mit C- und N-terminalen
Abschnitten der Strange p6 und B7, der dazwischen liegenden Schleife und dem N-
terminalen Teil der Helix a6 der §-Untereinheiten. Dabei wird eine hydrophobe Tasche
ausgebildet. Eine hydrophober Kern entsteht ebenfalls an der Kontaktfliche der beiden
B-Untereinheiten. Hier stehen die hydrophoben Reste der 3;9-Helix n2 mit denen der
o-Helix a5 in Kontakt. Weiterhin beteiligt sich Phel77p an der hydrophoben Kontakt-
fliche. Interessanterweise verlduft die intramolekulare Rotationsachse des ckcACDI1-
Komplexes durch die p—p-Kontaktfliche, so dass die beschriebenen Interaktionen zwei-
mal beobachtet werden. Alle an den Interaktionsflichen beteiligten Aminosduren 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 cryptofilum ACDI-Komplexes

2.5.4. Nur die Subdominen des ckcACD1-Komplexes sind dhnlich zu
anderen Proteinen

Der Vergleich des vollsténdigen 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 fiir 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 gehorenden Succinyl-Coenzym A-Synthetasen strukturell
sehr dhnlich. Allerdings konnte hier nur eine strukturelle Uberlagerung einzelner Sub-
doménen erfolgen. Geringste strukturelle Abweichung findet sich zu den archaealen
Succinyl-Coenzym A-Synthetasen (SCS) des Euryarchaeoten Methanocaldococcus jan-
naschit und des Crenarchaeoten Aeropyrum perniz. Es wurden jedoch ausschlieflich
die a-Untereinheiten kristallisiert und ohne dazugehorige Publikation verdffentlicht.
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-spezifische SCS aus dem Schweineherzen
(Fraser et al., 2000). Interessanterweise ist die Sequenzidentitdt in den meisten Féllen
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 Uberlage-
rung zeigte jedoch, dass nicht die kompletten Proteine fiir die Uberlagerungsprozedur
herangezogen wurden. Daher wurde das Programm GESAMT (Krissinel, 2012) fiir bes-
sere Frgebnisse der Superpositionierung verwendet. Hohe strukturelle Verwandschaft
der Coenzym A-Bindedoméne (Subdoméne 1) findet sich zu verschiedenen (putati-
ven) Coenzym A-Bindeproteinen. Ein Vergleich der Coenzym A-Bindemodi zwischen
ckcACD1 und diesen Proteinen zeigt ebenfalls aukerordentlich gute Ubereinstimmung.
Geringe strukturelle Ubereinstimmung der B-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 Uberlagerung der ckcACD1 mit der Proteindatenbank.

Subdominen- ~ RMSD [A] PDB-

Beschreibung struktur?® (Anzahl Ca)  Eintréige

Putative dinukleotid-bildende Acetyl-Coenzym A-Synthetasen

B. horikoshii ACD a—Unte.reln.helt 195 2,2 (430)* 50SU

dimere phACD1 a-Untereinheit 2,9 (832)

P. horikoshii ACD B-Untereinheit 3-4 1,3 (226)7 1WR2

Succinyl-Coenzym A-Synthetasen

M. jannaschii a-Untereinheit 1-2 2,5 (259)" 2YV1

A. perniz a-Untereinheit 1-2 2,5 (257)" 2YV2

E. coli (Fraser et al, 1999; Joyce a1-2,f3-4-5 24 (374)" 190’0? TECIIJ,

et al., 2000; Fraser et al., 2002) B 3-4-5 2,5 (198)f . JI%’ QL

: a1-2, B 3-4-5 2,2 (198)"

T. aquaticus (Joyce et al., 2012) B 345 25 (198)f 3UFX
1EUD,

S. scrofa (Fraser et al., 2000; Fraser o 1-2, f 3-4-5 2,7 (394)" 1EUC, 2FP4,

et al., 2006; Huang et al., 2015) B 3-4-5 2,8 (198)f 2FPG, 2FPI,
9FPP, 4XX0

weitere Acyl-Coenzym A-Synthetasen

H. sapiens ATP-Citrat-Lyase (Sun x 3MWE,

et al., 2010; Sun et al., 2011) 3451248 2.8 (374) 3PFF

putative E. coli Acyl-Coenzym A- 3,9 (530)"

Synthetase 1-2:5 33 (205)°  SPMY

Identifizierte 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 1TUK)(Wada et al., 2003)

Identifizierte ATP grasp-Proteine mit struktureller Ahnlichkeit

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-Eintrige 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 3SET7)
(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)

Identifizierte Kinasen mit struktureller Ahnlichkeit

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)

* Uberlagerung mit der a-Untereinheit; T Uberlagerung mit der p-Untereinheit
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2.6. ckcACD1 bindet seine Substrate vergleichbar zu

anderen Mitgliedern der Superfamilie

Mit der Kristallisation der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACD1 wurde der erste
Schritt in Richtung der Charakterisierung der enzymatischen Grundlage der Acetyl-
Coenzym A-Synthetasen (NDP-bildend) zuriick gelegt. Es wurde versucht, einzelne Ab-
schnitte des vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus (in Kurzform in Abbildung 2.17
dargestellt) strukturell zu untersuchen. Dazu wurden Substratmolekiile durch Kokris-
tallisation in das Protein eingebracht oder es wurden bereits vorgeformte Kristalle mit
den einzubringenden Substanzen inkubiert (Trankungsversuche). 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 His254a durch die o-Untereinheit
wird daher als Reaktionszentrum site I, die Bindungsstelle der Phosphohistidinschleife
und der Nukleotide durch die B-Untereinheit als Reaktionszentrum site /I benannt.
Da das Protein als asfo-Heterotetramer aufgebaut ist, finden sich in einem Molekiil
jeweils zwei gleiche a- bzw. B-Untereinheiten. Bindungsstellen werden jedoch oftmals
durch benachbarte Untereinheiten gebildet. Um diese voneinander unterscheiden zu
kénnen, soll die folgende Konvention genutzt werden: gekennzeichnet wird die korre-
spondierende Untereinheit mit einem Apostroph. So beschreibt beispielsweise His254a
das Histidin His254a der einen o-Untereinheit und His254a’ die entsprechende Amino-

saure der zweiten o-Untereinheit.

2.6.1. Coenzym A und Acetyl-Coenzym A

Coenzym A wird in einer stark ausgestreckten Form ausschlieflich durch Subdoméne
1 gebunden (Kristallstrukturen ckcACD1-A, ckcACDI1-B, ckcACD1-C, ckcACDI-E,
ckcACDI1-I). Hierbei zeigt die Sulfhydrylgruppe in Richtung der Stelle der Histidin-
phosphorylierung (Reaktionszentrum site I). Die Adeningruppe interagiert hauptséch-
lich iiber hydrophobe Wechselwirkungen mit der Proteinkette, eine weitere Ausrichtung

des Purins erfolgt durch Wechselwirkungen mit zwei Wassermolekiilen (sieche 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 Substratmolekiile Acetyl-Coenzym A (Ac-
S-CoA) und Phosphat (PO4%") (1—2). Unter Abspaltung von Acetationen (AcO") erfolgt die Phospho-
rylierung des Hiszs4 der a-Untereinheit (2—3). Es kommt zur Ubertragung der Phosphorylgruppe auf
die B-Untereinheit, wobei dieses auf ein Dinukleotid (beispielsweise ADP) iibertragen wird (4—5). Das
gebildete Trinukleotid (dementsprechend ATP) wird als Energiedquivalent fiir die Zelle zur Verfligung
gestellt (5—6). Befindet sich jedoch kein Dinukleotid in der Bindetasche der B-Untereinheit kénnte 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 Wassermolekiil verbriickt den Carbonylsauerstoff der Aminoséure Lys79a
mit der C6-Aminogruppe des Heterozyklus, das andere Wasser steht in Kontakt mit
dem Carbonylsauerstoff des Pro59a und dem N1 des Adenins. Beide Reste sind in an-
deren ACDs nicht konserviert. Da deren Beteiligung an der Bindung des Adenins nur
iiber das Proteinriickgrad 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 Wassermolekii-
len. Dessen Konformation C2-endo (2E) wird jedoch durch eine starke Wasserstoff-
briicke (Abstand 2,6 A der beiden Sauerstoffatome) zwischen dem 2’-Hydroxyl und
einem Sauerstoff der 3’-Phosphatgruppe stabilisiert. Letzteres wird iiber mehrere H-
Briicken fixiert. So interagieren die Hydroxylgruppe der Seitenkette von Ser19a, das N
von Asn46a sowie die &-Aminofunktion von Lys24a direkt mit den zwei verbleibenden
Sauerstoffen. Des Weiteren finden sich noch einige Wassermolekiile, die ebenfalls an
der Ausrichtung dieser Phosphatgruppe beteiligt sind. Insbesondere die Aminosiuren
Ser19a und Asn46a sind in der Sequenz anderer ACDs stark konserviert, so das an-
zunehmen ist, dass dieser Bindungsmodus strukturell konserviert ist. Der Seitenkette
der Aminosdure Lys24a kommt jedoch eine Doppelrolle zu. Deren Aminofunktion steht
ebenfalls in Wechselwirkung mit einem Sauerstoff der a-Phosphatgruppe. Im Gegensatz
dazu wird das B-Phosphat nur indirekt iiber zwei Wasser gebunden, die Wasserstoff-
briicken zur Hydroxylgruppe des Ser74a sowie dessen Carbonylsauerstoff, zum Amin
der Amidbindung des Gly26a sowie [le25a und zum Carbonylsauerstoff der Amino-
sauren Glyl7a ausbilden. Ein &dhnliches Bild zeigt sich bei der Wechselwirkung der
Pantoinséure. Nur der Carbonylsauerstoff bildet eine Wasserstoftbriicke zum Stickstoff
des Proteinriicksgrads der Aminosdure Ser100a aus. Auch hier wirkt ein Wassermolekiil
als Vermittler zwischen dem Protein und Ligand. Durch H-Briicken zum Carbonylsau-
erstoff des Ser100a und zum Stickstoff des Amids der Aminosdure Ser77a sowie eine
schwache Wechselwirkung mit dessen Hydroxylgruppe bildet dieses einen stabilen An-
ker fiir die a-Hydroxylgruppe der Pantoinsdure. Eine sehr schwache Interaktion des
Oy der Aminosdure Serl00a mit dem Amid zwischen Pantoinsdure und Cysteamin
und Wasserstoffbriicken der Carbonylfunktionen der Amidbindungen der Aminosiu-
ren I1e98a und Ile130a sorgen fiir die Ausrichtung des Cysteamins. Stabilisiert wird es
weiterhin durch hydrophobe Wechselwirkungen mit Phel44a. Wechselwirkungen der
Thiolgruppe mit dem Protein wurden in allen erhaltenen Kristallen nicht beobachtet.
Uberlagert man die Struktur des Apoproteins ckcACDI1-F mit denen mit gebunde-
nem Coenzym A zeigen sich nur kleine Unterschiede in der Umgebung der Bindeta-
sche. Mit der Bindung des Substrats nihert sich die $2-p3-Schleife der o-Untereinheit
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dem Substrat und bringt damit insbesondere die Aminosiure Prod7a um 0,8 A ni-
her an die Adeningruppe. Zusammen mit der pl-a2-Schleife, die ebenfalls ausgelenkt
wird, sorgt diese Bewegung fiir die stirkere Fixierung des Coenzyms. So wird ebenfalls
die Seitenkette der Aminosiure Lys24a in Position zur Interaktion mit der o- und B-
Phosphatgruppe gebracht. Die SCS aus dem Schwein ssSCS hat an korrespondierender
Stelle ebenfalls ein Lysinrest Lys26a, wobei hier die Seitenkette nicht an der Interak-
tion mit Coenzym A beteiligt ist (Huang et al., 2015). Bei der ecSCS findet sich ein

Serinrest Ser18a.

In der Kristallstruktur ckcACD1-E wurde zusétzliche Elektronendichte im Bereich der
Thiolgruppe eines der zwei durch die ckcACD1 gebundenen Coenzym A-Molekiile be-
obachtet, die aufgrund zu geringer interatomere Abstdnde nicht durch koordinierte
Wassermolekiile o. 4. erklart 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 ndhere chemische Umgebung untersucht. Letztend-
lich wurde die Methylgruppe in Richtung eines durch die Seitenketten der Aminosiduren
Phel3la, Pheld44a, Alal62a, Ile165a, Met355a und Thr384a’ erzeugten hydrophoben
Bereichs angeordnet. Die Acetylgruppe kommt co-planar zur Peptidbindung zwischen
den Aminosiuren Glyl6la und Alal62a mit einem Abstand von etwa 4 A zum liegen
(siehe Abbildung 2.18¢). Dies ist im Bereich typischer s-gi-Wechselwirkungen (Deane
et al., 1999).

2.6.2. Phosphationen

Es wurden Trankungsexperimente von Kristallen der ckcACD1 mit Phosphationen
durchgefiihrt. Dazu wurden die Kristalle in Gefrierschutzlosung, die zusédtzlich mit Di-
natriumhydrogenphosphat versetzt war, inkubiert. Es konnten Diffraktionsdaten bis
zu einer Auflésung von etwa 2 A aufgenommen werden (Kristallstrukturen ckcACD1-
G und ckcACD1-I). In den Elektronendichten konnten die Bindungsstellen von Phos-
phationen identifiziert werden. Diese befinden sich an den Kontaktflichen beider a-
Untereinheiten im Bereich der Aminotermini der Helices ab und all’. Dort sorgt das

positive Helix-Dipolmoment fiir die Stabilisierung der negativen Ladung der Phospha-

68



2.6. ckcACD1 bindet seine Substrate vergleichbar zu anderen Mitgliedern der Superfamilie

-

Asn129a
[

Glyl6la

CoA

}etylgruppe ¢

Ala\1620( _ P 4
(d) (e)

Abb. 2.18.: Bindungsmodus von Coenzym A und Acetyl-Coenzym A. Darstellung von
(2Fo — Fc, SAomit’ Y%, SAomit) stmulated annealing omit-Karte (Konturierung ¢-Niveau 1,0) der Ko-
faktoren (a) Coenzym A in der Struktur ckcACDI-A und (b) Acetyl-Coenzym A in der Struktur
ckcACDI1-E. ¢) Strukturelle Unterschiede der Coenzym A-Bindedomine nach Substratbindung. Violett
dargestellt ist das Apoenzym (ckcACD1-F), in blau gefirbt 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 Pro47a und Lys24a. Wéhrend Ersteres durch den hydrophoben
Charakter der Nukleobase des Coenzyms A herangezogen wird, tritt letzteres iiber seine e-Aminogruppe
mit Sauerstoffen der 5’-a- und 5’-B-Phosphate in Wechselwirkung. d) Orientierung der Adenosingruppe
von Coenzym A erfolgt durch die vermittelnde Interaktion von Wassermolekiilen (rote Sphiren) mit den
Hauptkettencarbonylgruppen der Aminosiuren Pro59a bzw. Lys79a. e) Ausrichtung der Acetylgruppe
von Acetyl-Coenzym A (Kristallstruktur ckcACD1-E). Mit einer gestrichelten Linie ist zudem der Ab-
stand von 4,0 A des Carbonylkohlenstoffs der Acetylgruppe zum Carbonylstickstoff der Peptidbindung
zwischen Glyl6la und Alal62a gezeigt.

Pro47a
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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 Wasserstoffbriicken zu den
Aminofunktion der Peptidbindungen der Aminosduren Glyl6la und Alal62a sowie
Gly308a’ und Gly309a’ sind fiir die Koordinierung der Ionen verantwortlich. Es findet
sich ebenfalls eine starke Wasserstoffbriicke (2,6 A) zur Hydroxylgruppe der Seitenkette
der Aminosédure Ser160a. Das Phosphation koordiniert zusammen mit der Carboxyl-
gruppe der Aminosdure Asp35la’ vermutlich ein Natriumion (ckcACDI1-G) bzw. ein
Magnesiumion (ckcACDI1-I). Beide Metallionen besitzen eine verzerrte quadratisch-
pyramidale Koordinationsphire. In die Elektronendichte der der Struktur ckcACDI1-G
konnten allerdings nur drei Wassermolekiile platziert werden. Die vierte Koordinati-
onsstelle erscheint nicht bzw. sehr schwach besetzt zu sein. Eine simulated annealing
omit-Elektronendichtekarte deutet darauf hin, dass moglicherweise ein Wassermolekiil
an der freien Stelle gebunden wird. Ein weiteres Metallion wird zwischen dem Phospha-
tion und dem Ne der Imidazolseitenkette des His254a komplexiert. Die positive Ladung
des Tons wird elektrostatisch durch die Carboxylatseitenkette des Glu213a stabilisiert.
Auch in der ecSCS und der GTP-spezifischen ssSCS wird Phosphat in einer vergleich-
baren Position gebunden (Joyce et al., 2000; Fraser et al., 2000). Die N-Termini zweier
dquivalenter Helices kompensieren auch hier die negative Ladung der Anionen. Es fin-

den sich jedoch keine zusétzlich durch Phosphat gebundenen Metallionen.

2.6.3. Phosphoryliertes His254a

Gereinigtes ckcACD1 wurde in einen Magnesium-reduzierten Reaktionspuffer iiber-
fithrt. Diese Losung wurde mit 1 mM Acetyl-Coenzym A, 10 mM NasHPO4 und 5 mM
NaOAc versetzt und fiir eine Minute bei 75 °C inkubiert. Das phosphorylierte Protein
wurde direkt im Anschlufs zur Kristallisation angesetzt. Diffraktionsdaten bis zu einer
maximalen Auflésung von 2,8 A wurden von einem Kristall gesammelt (Kristallstruk-
tur ckcACDI-E). In die daraus berechnete Elektronendichtekarte konnte der komplet-
te Bereich der oftmals ungeordneten Phosphohistidinschleife (Aminosduren Gly242a
bis Val262a) der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI1 gebaut werden. Im Be-
reich der Aminoséure His254a wurde dariiberhinaus positive Differenzelektronendichte
beobachtet. Interpretiert wurde dies als ein am e-Stickstoff der Imidazolseitenkette

befindlicher Phosphatrest. Der Phosphohistidinrest soll im Folgenden geméfs der No-
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Abb. 2.19.: Phosphatbindung und Phosphorylierung von His254a. (a) Die Bindung von Phos-

phationen POZ_ durch beide a-Untereinheiten (griin bzw. blau eingefirbt) 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 t-POs3-
His254a durch die a-Untereinheiten der ckcACDI1. Einzelne Aminosduren sind als Stdbe dargestellt,
hierbei haben die Kohlenstoffatome die Farbe der Untereinheiten (griin bzw. blau). Folgendes Farb-
schema wurde weiterhin verwendet: Stickstoff blau, Sauerstoff rot, Phosphor orange, Magnesiumionen
hellgriin und Natriumionen lila. In magenta wurde simulated annealing omit-Elektronendichte mit einer
Konturierung von 1 ¢ abgebildet.
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menklatur der TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) als Tele-
Phosphohistidin bzw. t-Phosphohistidin bezeichnet werden.

Stabilisiert wird die Konformation des phosphorylierten Imidazolseitenkette des His254a
durch eine Wasserstoffbriicke (Abstand 2,7 A) zur Carboxylgruppe der Seitenkette des

Glu213a, das dadurch eine ideale Geometrie fiir die Phosphorylierungsreaktion ermog-

licht. Die Phosphorylgruppe befindet sich weiterhin am N-terminalen Ende zweier a-

Helices, ab bzw. all’. Hierbei wechselwirkt das positive Dipolmoment der Helices mit

der negativen Ladung der Sauerstoffatome der Phosphatgruppe. Neben den elektrosta-

tischen Effekten lassen sich noch schwache Wasserstoffbriicken zum Oy des Ser160a und

den Hauptkettenstickstoffen des Gly161a sowie Gly308a’ beobachten. Der Abstand des

Phosphors des Phosphohistidins zum Schwefel von Coenzym A betragt 7,0 A.

In einem weiteren Versuch wurde 10 mM ATP dem Protein zugesetzt und diese Lésung
fiir zwei Minuten bei 75°C zur Reaktion gebracht. Ansidtze zur Kristallisations wur-
den bei einer Temperatur von 5°C durchgefiihrt. Einer der erhaltenen Proteinkristalle
streute das Réntgenlicht bis zu einer Auflsung von maximal 2,1 A. Mit dem Datensatz
konnte ebenfalls ein Model der ckcACD1 mit phosphoryliertem His254a gebaut wer-
den (Kristallstruktur ckcACD1-H). Auch hier ist die Carboxylgruppe des Glu213a fiir
die Abstraktion des am N8 befindlichen Protons der Imidazolseitenkette des His254a
durch eine Wagserstoffbriicke verantwortlich. Es findet sich ebenfalls eine starke Was-
serstoffbriicke zur Hydroxylgruppe des Ser160a. Zusétzlich wird durch eines der Sauer-
stoffatome der Phosphorylgruppe ein Mg?*-Ton komplexiert. Interessanterweise steht
das Metallion nicht direkt mit der Carboxylgruppe der Seitenkette des Asp35la’ in
Verbindung. Der Kontakt wird vielmehr iiber ein Wassermolekiil vermittelt. Gleich-
zeitig bewirkt dieser Komplex eine weitere Annéherung der Phosphorylgruppe an das
Reaktionszentrum site I und fithrt zur Stabilisierung der Phosphorylgruppe durch Aus-
bildung von Wasserstoffbriicken zu den Aminogruppen der Peptidbindungen zwischen
den Aminosduren Ser160a-Glyl61la, Glyl6la-Alal62a, Gly307a’-Gly308a’ und 308a’-
Gly3090a’. Insbesondere die Aminosduren Ser160a und Asp351a’ sind in der Superfa-
milie der Acyl-Coenzym A-Synthetasen hochkonserviert. In einigen Féllen ist Ser160a
gegen Threonin ausgetauscht (Séanchez et al., 2000), eine Aminosdure mit vergleichba-

ren Eigenschaften der Seitenkette.
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2.6.4. Adenosindiphosphat

Bindung eines ADP-Analogs in der geschlossenen ATP grasp-Domaéne

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit Kristallstrukturen der Candidatus Korarchaeum
cryptofilum ACDI1 mit Adenosindinukleotiden erhalten. Deren Bindungsstelle in der
ATP grasp-Doméne wies jedoch auch nach Bindung des Nukleotids eine hohe Flexi-
bilitdt auf und war daher in der Elektronendichte oftmals schlecht definiert. Mit der
Struktur ckcACDI1-B wurde die ATP grasp-Domine der ckcACDI in einer geschlosse-
nen Form mit gebundenem Adenosin-5’-a,3-p-methylendiphosphat (AMPCP) erhalten.
AMPCP ist ein nicht-hydrolysierbares ADP-Analog, das eine Methylengruppe anstelle
der Phosphoanhydritbindung zwischen o- und B-Phosphat besitzt. Die nachfolgende

Beschreibung bezieht sich auf diese Kristallstruktur.

AMPCP wird von der B-Untereinheit in einer Tasche, gebildet von den Subdoménen
B und C (beziiglich der Nomenklatur der ATP grasp-Doméne) bzw. Subdoménen 3
und 4 (beziiglich der Nomenklatur der E. coli SCS), gebunden (sieche Abbildung 2.20).
Der Nukleosidteil wird durch hydrophobe Wechselwirkungen der Aminosiuren Val58p,
Val77B, Phell13p und Val223p eingebettet, weiterhin finden sich verschiedene Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen AMPCP und der B-Untereinheit. So akzeptiert des N1
des Adenyls eine Wasserstoffbriicke zum Stickstoff der Hauptkette des Restes Alal14p.
Gleichzeitig interagiert N6 {iber Wasserstoffbriicken mit dem Oe von Glnl11f und des
Carbonylsauerstoffs von Rest Glul112p mit der p-Untereinheit der ckcACD1.

Die Seitenkette der in den meisten ACDs konservierten Aminoséure Lys60p sorgt fiir
die Ausrichtung des Nukleotids durch Wechselwirkung mit dem N7-Atom des Aden-
ins, gleichzeitig befindet sie sich in einer Wasserstoftbriicke zum Sauerstoff O2A des
o-Phosphats. Diese duale Rolle fiir den Aquivalenten Rest Lys46B wird ebenso in der
Struktur der ecSCS im Komplex mit ADP beobachtet. Die Phosphatgruppen inter-
agieren ebenso mit den Seitenketten der Aminosduren Lys69p und Ser70f sowie der
Aminofunktion des Proteinriickgrades des Ser70f. Die aufgezdhlten Aminoséuren zih-

len zum Fingerabdruckmotiv der ATP grasp-Doméne (Fawaz et al., 2011).
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Abb. 2.20.: Nukleotidbindung durch die ATP grasp-Doméne. Gitterdarstellung von simula-
ted annealing omit-Elektronendichte (Konturierungslevel 1,06) und des Interaktionsmusters mit der f-
Untereinheit des ckcACDI1-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 Val66B-Val72 der T-Schleife nicht gezeigt.
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Uber jeweils ein Sauerstoffatom der a- und der f-Phosphatgruppe komplexiert AMPCP
zudem ein Ca’?T-Ion. Das pentagonal-bipyramidal koordinierte Kation akzeptiert wei-
terhin Elektronenpaare der Carboxylgruppe des Asp224f, des Hauptkettencarbonyls
der Aminosdure Asn211f und drei Wassermolekiilen. Die Bindungsldngen der Sauer-
stoffatome der Phosphatgruppen zum Ca?" betragen 2,3 A und sind damit kiirzer als
die Bindungen zu den weiteren Liganden, die sich im Bereich zwischen 2,5 Aund2,6A
befinden. Der C3’-Pucker (3Ty-Pucker) des Riboserings wird nicht durch direkte Wech-
selwirkungen mit dem Protein aufrecht erhalten, sondern durch eine Wasserstoftbriicke
zwischen O3’ der Ribose und einem Wasser der dquatorialen Koordinationsphére des
durch AMPCP komplexierten Ca?’-Kations sowie einer schwachen H-Briicke des 02’

zum Oe¢ der Aminosdure Glul19p.

Bindung von ADP in gedffneten Formen der ATP grasp-Doméne

Mit den Kristallstrukturen ckcACD1-D, ckcACD1-G und ckcACDI1-H konnten weitere
Einblicke in die Dynamik der Dinukleotidbindung gewonnen werden. In diesen Struk-
turen komplexiert ckcACD1 iiber die B-Untereinheiten ADP, jedoch weisen diese einem
Offnungswinkel der ATP grasp-Domine zwischen 4° und 13° auf (vgl. Tabelle 2.15).
Mit der Bewegung verdndert sich auch die Umgebung der Bindestelle des Nukleotids.
Mit grokerem Offnungswinkel zeigt sich eine deutliche Verschiebung des ADP-Molekiils.
Hierbei erscheint es, als wiirde das Dinukleotid aus der Bindungstasche gezogen (siehe
Abbildung 2.21b). Urséchlich sind vermutlich die starken Wechselwirkungen der Phos-
phatgruppen mit der T-Schleife (siche Abbildung 2.21a). Interessanterweise bleiben
die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Wechselwirkungen des Dinukleotids mit der
geschlossenen B-Untereinheit trotzdem nahezu identisch. Es findet sich allerdings zu-
sétzlich eine Wasserstoftbriicke von der Aminofunktion der Seitenkette des Lys698 zum
Sauerstoff der Phosphoranhydritbindung zwischen dem a- und p-Phosphat des ADPs.
Diese Wechselwirkung ist im Ca-AMPCP-Komplex nicht vorhanden, da die an der
gleichen Stelle befindliche Methylengruppe keine Wasserstoffbriicke akzeptieren kann.
Mit der Offnungsbewegung der Subdomine B entfernen sich die Phosphatreste von der
als fix zu betrachtenden Subdoméne C. Das durch ADP komplexierte Magnesiumion
verbleibt am Dinukleotid. Daraus resultiert zusétzlich der Verlust der Koordination
des Magnesiums durch die Carboxylgruppe des Asp224f und der Carbonylgruppe der
Peptidbindung der Aminosdure Asn211p.
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Abb. 2.21.: Offnungsbewegung der ATP grasp-Doméne verursacht eine Anderung in der
Bindung von ADP. (a) Die p-Phosphatgruppe von ADP interagiert mit den Resten der T-Schleife
(Lys60p-Val758). Mit gestrichelten Linien wurden Wasserstoffbriickenbindungen eingezeichnet, die eine
sehr starke Bindung an des f-Phosphats an das Protein ermdglichen. Gezeigt wurde die Kristallstruktur
ckcACD1-D. (b) Durch die Bewegung der Liddomine erfolgt eine Anderung des Bindungsmodus von
ADP. Dargestellt ist eine Uberlagerung der ATP grasp-Dominen der Kristallstrukturen ckcACDI-B
(grau), ckcACD1-D (griin), ckcACDI1-H (blau) und ckcACD1-G (orange).

2.6.5. Adenosintriphosphat

Versuche zur Co-Kristallisation der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI1 mit
ATP waren nicht erfolgreich. Es zeigte sich zwar im Bereich der fiir die ATP grasp-
Doméne beschriebenen Nukleotidbindestelle zusétzliche Elektronendichte, die jedoch

nicht fiir die sichere Platzierung eines ATP-Molekiils genutzt werden konnte.

Dafiir gelang es eine Kristallstruktur ckcACD1-C mit Adenosin-5’-B,y-p-methylentri-
phosphat (AMPPCP) zu erhalten. In diesem Kristall wurde zusétzlich eine Umlagerung
des Phosphohistidin-tragenden Bereichs beobachtet. Es ist daher nicht ausgeschlossen,
dass die Interaktion von AMPPCP mit der ATP grasp-Doméne der ckcACD1 dadurch
beeinflusst 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 1-2 A aus der Bindetasche verschoben. Weiterhin ist Lys60p bei gebun-
denem AMPPCP nicht mehr im Abstand fiir eine Wasserstoffbriicke zum Stickstoff N7
der Nukleobase. Auch das p-Phosphat ist in Richtung des umgebenden Solvents her-
ausgedreht, was mit einer Anderung des Dihedralwinkels C5-05-PA-O3A um etwa
130° einhergeht. Abschliefend betrigt der Winkel zwischen den drei Phosphoratomen

nahezu 90 °. Zwischen den in die aufgespannte Ebene hereinragenden Sauerstoffatomen
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der Phosphatgruppen und Asp224p wird ein Mg?*-Ion gebunden. Das y-Phosphat in-
teragiert ebenfalls mit der Guanidylgruppe der Aminosiure Arg226p.

2.7. ckcACDL1 iiberbriickt eine Liicke von 51 A wihrend

des enzymatischen Zyklus

Nach der Phosphorylierung des His254a am Reaktionszentrum site I muss dieser Rest
zur Ubertragung der Phosphatgruppe in rdumliche Nihe des durch die B-Untereinheit
gebundene Dinukleotids gebracht werden. Die Entfernung zwischen den Phosphatgrup-
pen (d.h. -Phospho-His254a und ADP) betriigt etwa 47 A. Ein Transfer der Phos-
phatgruppe zwischen der a- und B-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 ¢kcACD1-C kann die Interaktion dieser Schleife mit der f-Un-
tereinheit beobachtet werden. Das Ne der Seitenkette des His254a ndhert sich bis auf
4,3 A dem y-Phosphat des durch das Protein gebundene ATP-Analog AMPPCP. Wih-
rend dieser Umlagerung vollzieht sich auch eine Umformung der Sekundérstruktur, 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 a-Helix bestehend aus
den Aminosduren Glu245a bis Gly260a (Helix a8), die die Seitenkette der Aminoséure
His254a zur Coenzym A-Bindestelle orientiert (Reaktionszentrum site I). Die Ami-
nosduren Gly256a bis Gly260a agieren als flexible Schleife, die die Helix a8 mit der
darauffolgenden Helix a9 verbinden. Wihrend der Umklappenbewegung verliert das
Phosphohistidinsegment den Grofsteil seiner helikalen Struktur. Helix a8 entfaltet sich
teilweise und die Aminosduren Thr244a bis Ala255a ordnen in einer ausgestreckten
Weise an, so dass sich deren Abstand zwischen Thr244a und Ala255a um etwa 10 A
vergrokert. Gleichermafen bilden die Aminosduren His254a bis 11e258a eine kurze He-

ki

lix a8*. Hierbei soll die Bezeichnung ,,*¢ fiir die umgeformte Helix a8 stehen. Durch die

Umlagerung des Phosphohistidinsegmentes bewegt sich das t-Stickstoffatom etwa 37 A

77



2. Ergebnisse

AMPCP . Reaktionsstelle
6,7 A —  sitell”

% 37A

Reaktionsstelle
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Abb. 2.22.: Bewegung des Phosphohistidinsegmentes zwischen den Untereinheiten der
ckcACDL1. (a) Interaktion des Phosphohistidinsegments (orange) mit der B-Untereinheit verursacht
konformationelle Verdnderungen der benachbarten Aminosduren. Dargestellt sind die Kristallstruktu-
ren ckcACD1-B (griin) und ckcACD1-C (orange und blau). Einige Reste der Lid-Doméne wurden zur
Klarheit nicht gezeigt. (b) Umordnung der hydrophoben Kontaktfliche fiihrt zur Verinderungen in der
Ausrichtung der Helix a5 und zur Neuorientierung der Reste zwischen den Helices a6’ und a7’. Die gezeig-
ten Pfeile zeigen zudem weitere Bewegungen innerhalb der ATP grasp-Domine an. (¢) Zur Ermittlung
der Abstinde wurden die Kristallstrukturen ckcACD1-A (Coenzym A), ckcACD1-H (Phosphohistidin
His254a, blau), ckcACD1-C (Phosphohistidinsegment in Richtung pf-Untereinheit, griin) und ckcACD1-B
(geschlossene ATP grasp-Domine und AMPCP) iiberlagert.

zwischen der Bindestelle an Reaktionszentrum site I und an Reaktionszentrum site I7
(siehe Abbildung 2.22¢). Mitsamt der Wechselwirkung des Phosphohistidinsegmentes
mit der B-Untereinheit finden gleichzeitig mafkgebliche Verdnderungen in den Konfor-
mationen nahegelegener Aminoséuren statt. Die Ausbildung eines hydrophoben Kerns,
bestehend aus den Resten 11e258a, Ala259a, 1le121p, Met1358, Vall43p, Vall49p und
Phel51p verursacht eine teilweise Entfaltung und Umordnung der Helix a5 (Aminoséu-
ren Gly1408 bis Phel46f) und fiihrt gleichermaken zur Neuanordnung der hydrophoben
Kontaktflache zwischen beiden B-Untereinheiten. Es erfolgt zudem eine Bewegung der
Aminosiuren zwischen den Helices a6’ und a7’. Die grofite Anderung in der Position
erfihrt Gly179p mit einer Auslenkung von 5,9 A.
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Abb. 2.23.: Phosphoshistidinsegment (nicht-phosphoryliert) ausgerichtet zur Nukleotid-
bindestelle. Farblich sind die a-Untereinheiten blau bzw. griin, die p-Untereinheiten rot bzw. gelb
dargestellt. (a) Der komplette ckcACD1-Komplex mit nicht-phosphorylierter Phosphoshistidinsegment
in Abgabeposition. Durch die Umlagerung kommt die Imidazolseitenkette des His254a in rdumliche Nihe
der Nukleotidbindestelle. (b) Detaillierte Aufsicht auf die Schnittstelle zwischen Phosphoshistidinsegment
und der B-Untereinheit.

Uber verschiedene Wechselwirkungen zur f-Untereinheit wird die beobachtete Konfor-
mation der Schleife stabilisiert. So akzeptiert die Carboxylgruppe des Glu207f eine
sehr starke, ionische Wasserstoffbriicke (Abstand 2,3 A) zum Oy des Ser253a. Gleiches
trifft auf Thr255a zu. Die Hydroxylgruppe der Seitenkette steht mit einer Distanz
von 2,5A in einer starken Wasserstoffbriicke mit der Carboxylfunktion der Amino-
sdure Asp209a. Gleichermafsen spendet die OH-Gruppe des Thr255a ein Proton fiir
eine schwache H-Briicke (Abstand 3,1 A) zum Carbonylsauerstoff der Peptidbindung
des Met308B. Die Imidazolseitenkette wird durch die Interaktion mit der Carboxyl-
gruppe des Restes Asp209p fixiert. Diese Wechselwirkung ist mit einem Abstand von
3,2 A relativ schwach. Verstirkt wird die Wechselwirkung der Phosphohistidinschleife
mit der B-Untereinheit durch Interaktion der Seitenkette der Aminoséuren Ile258a und
Ala259a mit einer durch die Reste Leul25p, Met135p, Vall49p und Phel51p gebildeten
hydrophoben Tasche.

79



2. Ergebnisse

2.8. Die o-Untereinheiten besitzen eine zusatzliche

Bindungsstelle fiir Di- und Trinukleotide

In der Elektronendichtekarte der Kristallstrukturen ckcACD1-D und ckcACD1-C wur-
den klare Anzeichen fiir zusétzlich gebundene ADP bzw. AMPPCP-Molekiile erhalten.
In beiden Fillen vermittelt die terminale Phosphatgruppe von ADP und AMPPCP die
Bindung an die a-Untereinheit. Dargestellt ist dies fiir ADP in Abbildung 2.24a, fiir
AMPPCP in Abbildung 2.24c. Diese Anbindung ist auferordentlich dhnlich mit dem
Interaktiomodus von Phosphationen und der Phosphogruppe des t-Phosphohistidins
His254a an die a-Untereinheiten. So finden sich auch hier zahlreiche Wasserstoffbriicken
zu den Aminofunktionen des Proteinriickgrades der Aminosiuren Glyl6la, Gly162a,
Gly308a’” und Gly309a’ sowie zur Hydroxylgruppe der Seitenkette der Aminosiure
Ser160a. Die Konformationen der ADP- und AMPPCP-Molekiile unterscheiden sich
jedoch deutlich voneinander. Auch die Flexibilitdt der Molekiile sind verschiedenen.
Wihrend die Phosphatgruppen und die Ribose in der Elektronendichte von AMPP-
CP in der Struktur gut geordnet sind, scheint dessen Puringruppe im Kristall flexibel
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 (off-centered parallel displaced) -
Stapelwechselwirkungen mit dem Imidazolrest des Histidin His254a stabilisiert (siehe
Abbildung 2.24b). Der beobachtete Abstand der beiden Ringsysteme von 3,4 A scheint
auch die geringstmogliche 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 ausschlieflich durch eine der Sauerstoffatome
der pB-Phosphatgruppe. Um das Metall gruppieren sich weiterhin in einer anndhernd
oktaedrischen Koordinationssphire fiinf Wassermolekiile. Zwei dieser Wasser bilden
starke Wasserstoffbriicken zu jeweils einem der beiden Sauerstoffatome des Seitenket-
tencarboxylats von Asp35la’. Im Fall von AMPPCP interagiert das Magnesiumion
mit der y- und B-Phosphatgruppe. Das Metallion scheint auch hier (nur indirekt) mit
der Carboxylgruppe der Seitenkette von Asp3bla’ zu wechselwirken. Méglicherweise
sind ebenfalls Wassermolekiile an der Vermittlung der Interaktion beteiligt. Positive

Differenzdichte zwischen Metall und Carbonsiduregruppe deutet darauf hin.
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Prinzipiell wurde die zusétzliche Bindung von Nukleotiden nur bei Datensitzen von
Kristallen, die bei einer Temperatur von 278 K wuchsen, beobachtet. Ein artifizieller
Ursprung ist daher nicht auszuschliefsen. Interessanterweise wird der oben beschrie-
bene Interaktionsmodus von Asp35la’ mit der Hydrathiille eines gebundenen Metal-
lions ebenfalls in den Kristallstrukturen der ckcACD1 mit phosphoryliertem His254a
(ckcACD1-H) und im Komplex mit Phosphationen (ckcACD1-G und ckcACDI1-I) er-
halten. Dieser Aspartatrest ist in den ACDs und SCS aufserordentlich hoch konserviert
(Sanchez et al., 2000). Es ist daher moglich, 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 durchgefiihrt.
Es ist bekannt, dass sowohl Aluminiumtrifluorid AlF3 bzw. Aluminiumtetrafluorid AlF;
(Carlier et al., 1988; Antonny und Chabre, 1992; Xu et al., 1997) als auch Nitrationen
NOj (Cook et al., 2002) als Analoge von Ubergangszustéinden des Phosphats fungie-
ren kénnen. Da das His254p phosphoryliert und im Verlauf des Reaktionszyklus zwi-
schen den a- und B-Untereinheiten schwingen muss, konnten diese Verbindungen mdog-
licherweise die Reaktionsschleife in Aufnahmeposition (d.h. His254a in Richtung der
a-Untereinheit) bzw. in Abgabeposition (d.h. His254a in Richtung der B-Untereinheit)

stabilisieren und diese fiir kristallographische Untersuchungen zuginglich machen.

Die im Rahmen dieser Arbeiten durchgefiihrten Versuche zur spezifischen Stabilisierung
einzelner Reaktionsintermediate durch Einsatz von Aluminiumfluorid bzw. Nitrationen
waren nicht erfolgreich. In den untersuchten Kristallstrukturen wurde keine Elektro-
nendichte beobachtet, die als AlF3 bzw. AlF; oder NOj interpretiert werden konnten.
Moglicherweise ist die im Kristallgitter beobachtete Konformation der ckcACD1 nicht

in der Lage, die Anordnung der Aminoséuren im Ubergangszustand zu stabilisieren.
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His254a

Ser160a ?)
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Abb. 2.24.: Bindung von ADP durch die a-Untereinheiten. Beide a-Untereinheiten (griin bzw.
blau eingefirbt) binden ADP durch Wechselwirkung seiner Phosphate und durch w—s-Wechselwirkungen
zwischen Adenin und His254a. Darstellungen in wall eye-Stereo. Die Seitenketten einiger Aminosduren
sind als Stdbe abgebildet. Kohlenstoffatome sind entweder in der Farbe der dazugehorigen Proteinket-
te oder weifs. Dahingegen sind Stickstoffatome dunkelblau, Sauerstoffatome rot, Phosphoratome orange
und Magnesiumionen griin. Das in (a) um ADP gelegte magentafarbene Gitter ist simulated anne-
aling omit-Elektronendichte mit einer Konturierung von 1c. (b) Koordinationsspire des Magnesiumions
angezeigt durch schwarze gestrichelte Linien. (¢) In Gitterdarstellung ist simulated annealing omit-
Elektronendichte mit einer Konturierung von 0,8c abgebildet.
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2.10. Sequenzvergleiche mit anderen ACDs zeigen hohe

Homologie

Die Sequenzen einiger zum Teil biochemisch charakterisierter Nukleosiddiphosphat-
bildenden Acetyl-Coenzym A Synthetasen sollten {iberlagert werden. Problematisch
war hierbei, dass die Mitglieder der ACD-Familie ein komplexes Muster an Subdo-
ménenkonnektivitdt aufweisen (Sanchez et al., 2000). Das als Doménenvermischung
(domain shuffling) bezeichnete Phénomen macht den direkten Vergleich unterschied-
lich aufgebauter ACDs unméglich. Es wurden daher einzelne Doménen der Proteine
miteinander verglichen. Hierzu wurden die konservierten Doménen mit dem NCBI-
Programm CD-SEARCH (Marchler-Bauer und Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al.,
2009; Marchler-Bauer et al., 2011) identifiziert und entsprechend der Sequenz der Can-
didatus Korarchaeum cryptofilum ACD1 ausgerichtet. Die im folgenden genutzte Do-
méanennomenklatur entspricht weiterhin der Nummerierung der E. coli SCS (Fraser et
al., 2002). Das Ergebnis fiir die Subdoménen 1-2-5 (die a-Untereinheit der ckcACD1)
ist in der Abbildung 2.25 dargestellt, wiahrend die Subdoménen 3-4 (B-Untereinheit
der ckcACD1) in Abbildung 2.26 gezeigt. In den folgenden Beschreibungen wird die
Nummerierung der Aminosduren von der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACD1

verwendet. Abweichungen von dieser Regel werden explizit im Text genannt.

Allgemein zeigt sich hohe Ahnlichkeit zwischen den untersuchten Sequenzen, sichtbar
an der grofen Anzahl an Aminosduren 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
cryptofilum, 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 Differenzen zwischen den Sequenzen offenbaren

sich nur in der Coenzym A-Ligase-Doméne 5 (vgl. Abbildung 1.2).
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In den {iberlagerten Sequenzen finden sich die in Brésen et al. als konserviert beschrie-
benen Histidinreste His254a sowie His68p (Brésen et al., 2008). Ersteres befindet sich in
einem hochkonservierten SHT-Motiv. Dieser Bereich ist in den Kristallstrukturen hoch-
flexibel. Diese Beweglichkeit wird auf Sequenzebene dadurch deutlich, dass der Anteil
an Glycin, Alanin und Serin, also Aminosiuren ohne bzw. mit kleinen Seitenketten,
iiberdurchschnittlich hoch ist. Der Vergleich mit anderen ACDs zeigt das gleiche Bild.
His68p ist in einem hochkonservierten HK(S/T) (D/E)-Motiv situiert. In einer Studie
von Brisen et al. (2008) konnte gezeigt werden, dass im Fall der P. furiosus ACD1
die Reste Glu218a und Asp212f mafgeblichen Einfluss auf die Katalyse haben. Die-
se Aminosduren sind ebenfalls in der ckcACD1 als Glu213a bzw. Asp2098 vorhanden.
Aminosduren, beteiligt an der Bindung von Coenzym A, sind ebenfalls konserviert (sie-
he griine Dreiecke in Abbildung 2.25). Dies trifft ebenfalls zu fiir die Reste zur Bindung
von Di- bzw. Trinukleotiden durch die B-Untereinheiten (siehe griine Dreiecke in Ab-
bildung 2.26). Es sind auch wenige hydrophobe Aminosiuren stark konserviert, die
an der Ausbildung der homo- bzw. heterotypen Kontaktflichen im ckcACD1-Komplex
beteiligt sind (Pheld4a, Tyr21la, Phe223a und Phel30p). Moglicherweise deutet dies
auf ein &hnliches Interaktionsmuster der Subdoménen bzw. Untereinheiten innerhalb
der Familie der dinukleotid-abhéngigen Acetyl-Coenzym A-Synthetasen hin. Die Phos-
phohistidinschleife der ckcACD1 wird im Laufe des enzymatischen Zyklus zwischen der
a- und B-Untereinheit hin- und herbewegt. Damit geht eine Umordnung der Wechsel-
wirkungen zwischen den Untereinheiten von statten. Bezogen auf die o-Untereinheit
betrifft dies mafgeblich die Aminosduren des Phosphohistidinsegmentes, die a-a’- und
o-B-Interaktionen bleiben grostenteils bestehen. Im Gegensatz dazu dndert sich das
Wechselwirkungsmuster der B-Untereinheit deutlich. Tendenziell sind die Aminosiu-
ren der beteiligten Bereiche hoher konserviert. Eine quantitative Aussage kann aber

aufgrund des geringen Umfangs dieser Uberlagerung nicht getroffen werden.
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173
141

Kor ar chaeum cryptof i | um
Pyrococcus hori koshi i
Pyrococcus furiosus

| gni sphaera aggr egans
Hyperthermus butylicus

St aphyl ot her nus hel | eni cus
Pyrobacul um aer ophi | um

Aci dul i pr of undum boonei

Hal oarcul a mari snortui

Chl or of | exus auranti acus
Met hanocal dococcus j annaschi i
Ar chaeogl obus ful gi dus (A)
Archaeogl obus ful gidus (B)
Ar chaeogl obus ful gidus (C)
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Kor ar chaeum cryptofi | um
Pyrococcus hori koshi i
Pyrococcus furiosus

| gni sphaera aggr egans
Hyperthermus butylicus

St aphyl ot her nus hel | eni cus
Pyr obacul um aer ophi | um

Aci dul i pr of undum boonei

Hal oarcul a marisnortui

Chl or of | exus auranti acus
Met hanocal dococcus jannaschi i
Ar chaeogl obus ful gi dus (A)
Ar chaeogl obus ful gi dus (B)
Ar chaeogl obus ful gidus (C)
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141

110 120
Kor ar chaeum cryptof i | um GNE[ELEEEL VRRA
Pyrococcus hori koshi i EGKIREEKEL VEI AH
Pyrococcus furiosus EGKKVIEEQQLVETAR
| gni sphaera aggr egans GNVELEEEEL VRRAH
Hyperthernmus butylicus GNVELEKKVVETAR
St aphyl ot her nus hel | eni cus GNI EAERKILL VEI AR
Pyrobacul um aer ophi | um GNAELLE RAVAR
Aci dul i prof undum boonei GREDLEREVVDI AH
Hal oarcul a mari snortui DGAEREKRL REAAS|
Chl or of | exus auranti acus AGRELERELLATVR
Met hanocal dococcus jannaschii GNY|ELENKI KEI AK|
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) EGAKLEREL VEVAE|
Archaeogl obus ful gidus (B) EGVEROKKIL VEI CR
Ar chaeogl obus ful gidus (C) KGAEYERRVLEI AK|
a5
173 0200000000000
141 000000000000
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Kor ar chaeum cryptofi |l um VVEN. .
Pyrococcus hori koshi i | KED. .
Pyrococcus furiosus | LEK. .
I gni sphaera aggregans I LEN. .
Hyperthermus butylicus | MEG. .
St aphyl ot her nus hel | eni cus | MEE. .
Pyr obacul um aer ophi | um ARRR. .
Aci dul i prof undum boonei WVDK. .
Hal oarcul a marisnortui AERD. .
Chl or of | exus auranti acus HQQG. .
Met hanocal dococcus jannaschi i PLLN. .
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) KRNG. .
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) NNYG. . |L
Ar chaeogl obus ful gidus (C) TSNHPS|
[ ]
[

T

L F|

—nr
e O i B e i v

.. PDK|
.. PDE
.. PDE
.. EGP
.. PEP
.. PDE

. QEA
I|. . PDK

DDPGS

.. PNP
.. EDD
.. PEN
.. PDE

. PDE

[l klkalalekelalakal <

XNAARXRARXZIARXZIXXARZIX

— R X

[sinininisisisinininininls

rZraro>mrrZ2moZ

ErEEEEFd EEEEEDS

< —

e

200

DL L OF FDK|
DFAEL MEYLA
DDADL L EFFK
EDADFLEFFEN
DDADF L EFFEK|
DVSKYLA
ELLEAFAN
DFGDL I NYFNK
DESDFVAEWG
ALLEJAWN
QESDLLEYFL
DESDFLEYLAK
TSNDL | E[FWEE
EDYEVLDOFLLK

MOUMMUMOUUTUUMMT

90 100
Sy Yyv
L GVT DDCGKAGVKFAVVT TS[ERKEV.
KDTLI QCGEKGVKGVVI | T TGE
PQVL EE[CGQKGVKV|VPI | SS LGE
LDVI DDAGKAGVKFAVVI SSlEgK[EV.
PEVI EDAGKAGAKFAVI | AS Y,
L KVAEE/CGRKGVKVIL VVI ASlelgS[Ev.
PKVLEE/AGRKGVSAAI | | SS A. .
PAVTEE/CGKKGVKGL VI | ASlelgs[&. . v
VE\VI ENAGEAGI ENVVVI T TGS
I AAVDE/CGRKGI KGLVVI T KEVGG
PKVLEE[CGKKGVKGAVI | TAlEES[E. . v
PKAVEE/CGRKDVEGAVVI SAlERK[EAGI
L EVAEE/CGKKGVKALLVLT VGG
MPEVMAEICAQKGI KGAVI VSslegs[EEGE
| [ |
=

AP

[®) [ rCronHHdrrr >
—

Abb. 2.25.: Sequenzbasierte Uberlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der a-Untereinheit der ckcACD1. Beschreibung nachfolgend.
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a7 B13 a8 a8 a9
173 000000000000 —_— Q0000000000 Q00. 00000000 =
141 000000000000 —_— 00000 000070000000 =
220 230 240 250 260 270
Yy VY
Kor ar chaeum crypt of i | um . GR SRVSILR H
Pyrococcus hori koshi i . RN KRVTKK H
Pyrococcus furiosus . KD KEVSKK| HIIGSLAGS
| gni sphaera aggr egans . RD GRVSLK| HIIGSLAGG
Hyperthernmus butylicus . SD SRVT|LK| HIIGSLAG
St aphyl ot her nus hel | eni cus . GT KKVTAK| HIIGSLAGS
Pyrobacul um aer ophi | um FGE RKVAVK| HIJAAMAGT|
Aci dul i prof undum boonei . KD KNSK. . HIIGSLAGS
Hal oarcul a mari snortui . NDGSS| REVT|QE HIlGAMAGS
Chl or of | exus auranti acus . DD REVTKT] HIIGSLAGS
Met hanocal dococcus jannaschii . K. KKL SKK| HIIGSLAGE
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) . ED M KSVARR HIIGSLAGS
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) . PNPRKIFJARLIAKRI SKK| HIIGAI VSS
Ar chaeogl obus ful gidus (C) . KN SSAE. . HIIAS| CGDO
[ ® B W]
b14 al0 B15 all al2
173 =% 0000000000000 QQ00000000000Q Q00000
141 =» 0000000000000 —> 0000000000000 Q00000
280 290 300 310 320 330

Kor ar chaeum crypt of i | um

KISVIE IVLT GVQST[RT QE
Pyrococcus hori koshi i NTI D Al MT GVLTA[RE EE
Pyrococcus furiosus YTI|G 11T GVMAT[BA Kl
| gni sphaera aggr egans FIAKTVIE VIT GVQATI[B T EE
Hypert hermus butylicus FIAKISI |E 11T GVQASIB T DE
St aphyl ot her nus hel | eni cus Y[TT|E T GVLAT[BA EK
Pyr obacul um aer ophi | um EIASSVIR LVVS IGI QA KE
Aci dul i prof undum boonei ENL|D LT GVLAT[BA LL
Hal oarcul a mari snortui ESVIQ Al VT GVMT T[BA SR
Chl or of | exus auranti acus RTMN Al VT Gl | AT[RA RH
Met hanocal dococcus jannaschi i Y|T FE] Gl I T GVLAApRS EK
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) EIASSVE| Al LT GVMA RK
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) SSI D Cl VT GAl TS| ES
Ar chaeogl obus ful gidus (C) Y|ISED TKAESLQPLP Al I H CVQGS[BA DK

B16 ai3

173 Q99 TT - TT Q000000000000 —_— TT Q

141 Q@ TT - TT 0000000000000 -_— TT Q

340 350 360 370
Kor ar chaeum crypt of i | um I KKFVP . . DDWY]YMGT|L AALIKNPDV| .. TP
Pyrococcus hori koshi i L RSF|L P .. ..GEDYYRTAKL|LLIQDPN FAGMTL
Pyrococcus furiosus FANHMP .. .. GKS)YEGAI |RDALAHPE .. DP
| gni sphaera aggr egans | KRFAP .. DEWY[YKAL|L AALKNPDV| .. NP
Hyperthermus butylicus | RKIF|VP .. TEWY|YKAVIYAALINDPG .. HP
St aphyl ot her mus hel | eni cus FKKAMP .. VENY|VEAL|RI |AF[ESGE| .. DP
Pyr obacul um aer ophi | um L KREIL L .. DEHYIKI |VI DML L|PTAF|F .. LT
Aci dul i prof undum boonei MF KHM| . . RPEYEGS!| |RDALKHDW .. DP
Hal oarcul a mari snortui L REEM| . . AERFIETAL|ET|VL/ADDN .. SF
Chl or of | exus auranti acus L QET|L . . PDRYJAVAI |KAALADPNV| .. EP
Met hanocal dococcus j annaschii |LKNI L .. PERY|KKVI |EVLAEDSN .. KP
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) L KEF|L . ... AERFSRSL|QI |L SEDEN . . DF
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) L RNL|L .. .. VRMY|GQTL|IKT|VAEDEN .. EK
Ar chaeogl obus ful gidus (C) | SEMTP YYGAFKAYQTAI |EAVMEDEGV |
al4 p18 al5
173 Q0000000000000 —_— Q00000000000 = 000000000
141 00000000000000 —_— Q00000000000
390 400 410 420

Kor ar chaeum cryptofi | um I GVA | KEAGNSK. . . PVT] AEAVSF[L] S
Pyrococcus hori koshi i TEHA VKEVNNE. . . KPVL EKAKEL|L Y
Pyrococcus furiosus REL|A YNESGRKK. . . PL KEAI DML S
I gni sphaera aggregans MGVA VKDSGI KK. .. P T| FEAI KY|L 1A
Hyperthermus butylicus VEVA NAVKDAGGLK. . KPMT] YEGI KKIL, A
St aphyl ot her nus hel | eni cus RDL|A KILIYEEYKETNYSKPL REAVRL|L A
Pyr obacul um aer ophi | um KNL|S KKYG. . K. . . PI|A QKFEEAL W
Aci dul i prof undum boonei ONI A KIAYKDSGV. D. . KP| A VKAGEWL, A
Hal oarcul a nmari snortui EEL|S EQQEQFG. . . .. KPVA DAGANV|L| G
Chl or of | exus auranti acus LTTA KGSD. . . .. PV EKAVQAL A
Met hanocal dococcus jannaschii LEVA EVKNSHKEFKN. KPLI KGAKSY/|L S
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) LKAAESVVIGK. . . . ....... NA DESERI L S
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) SEEV | SAAKYANSVG. KPV SKDGVI |G G
Ar chaeogl obus ful gidus (C) NADF KISLKKY. . G. .. KPLY MIFDHKNAIL| G

Abb. 2.25 Sequenzbasierte Uberlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der a-Untereinheit der ckcACD1 (Fortsetzung).

86



2.10. Sequenzvergleiche mit anderen ACDs zeigen hohe Homologie

173 QQQQEQOQQOQQAQQQQ0
141  00000000000000QQ
450 460
Kor ar chaeum cryptofi |l um SYVMKSL. . AVR. . . . .
Pyrococcus hori koshi i
Pyrococcus furiosus
| gni sphaera aggr egans
Hyperthermus butylicus
St aphyl ot her nus hel | eni cus
Pyr obacul um aer ophi | um
Aci dul i prof undum boonei
Hal oarcul a marisnortui
Chl or of | exus auranti acus
Met hanocal dococcus jannaschi i
Ar chaeogl obus ful gi dus (A)
Ar chaeogl obus ful gi dus (B)
Ar chaeogl obus ful gidus (C)

YREYVKKRLS. YLEEEKRLKRSLFVQH. . . .............
LINKI KSRK. . . .

LIEKASKEFV. PYKVNKEKVEAI | GKAKACGRS. . . . ... ...
I [KATEYEEPT. TFDVDRERAREI LESGARR. . . ... .......
RRPTPTYR. TFSVDRERVARLFASVREAGRV. . . . ... ...
VKEDYDE. . YLENI KEEFI KI TEENKE. . . ... ........
AKERVKEDL DVSVEREKAEEI | EKL L ESGGRVVGAEGL PVL
EKSVEPVP. TFEVDRAR. . . . o\ ot oot
L QS .« ot

Abb. 2.25 Sequenzbasierte Uberlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der a-Untereinheit der ckcACD1 (Fortsetzung). UniProt-Zugriffsnummern: Candidatus Ko-
rarchaeum cryptofilum B1L3C9, Pyrococcus furiosus Q9Y8L1, Pyrococcus horikoshii 058493, Ignisphae-
ra aggregans EOSRD3, Aciduliprofundum boonei B51DQ6, Hyperthermus butylicus A2BMF4, Staphy-
lothermus hellenicus DTDBEL, Pyrobaculum aerophilum Q8ZTHS5, Haloarcula marismortui Q5V3NG,
Methanocaldococcus jannaschii Q58010, Archaeoglobus fulgidus A 029057 B 028761 C 028341. Amino-
sduren, markiert mit einem griinen Pfeil, sind an der Bindung von Coenzym A beteiligt. Unterhalb der
Uberlagerung finden sich verschiedenfarbige Blocke mit der Reste markiert werden, die an der Ausbildung
des ckcACD1-Komplexes beteiligt sind. Blau entspricht der Struktur ckcACD1-H, wobei dunkelblau fiir
die Interaktion zwischen beiden a-Untereinheiten steht und hellblau fiir die Ausbildung der Fléche zur
B-Untereinheit verwendet wurde. Zum Vergleich wurde die Situation fiir die Kristallstruktur ckcACD1-C
in violett (o—a’-Wechselwirkungen) und rosa (a—B-Wechselwirkungen) dargestellt.
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2. Ergebnisse

123
141
1

Kor archaeum cryptofilum ... .. MSSRDL L!
Pyrococcus hori koshi i ... MKEEAVRVI
Pyrococcus furiosus . MDRVAKARE| |
| gni sphaera aggregans .. ... MSLRS| |
Hyperthermus butylicus .. ... MSLRS| |
St aphyl ot hernus hel | eni cus . ... MGSAKDVL
Pyrobacul um aerophilum ... .. MNPRE| |
Aci dul i prof undum boonei YKVNKEKVE
Hal oarcul a mari snortui FDVDRERARE| L,
Chl or of | exus auranti acus FSVDRERVARLF
Met hanocal dococcus jannaschii FI KI TEENKE| |
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) VSVEREKAEE| |
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) FEVDRARAAS| |
Archaeogl obus fulgidus (©Q  ....................

123
141

Kor ar chaeum cryptofi |l um
Pyrococcus hori koshi i

Pyrococcus furiosus

| gni sphaer a aggr egans

Hypert hermus butylicus

St aphyl ot hernus hel | eni cus
Pyr obacul um aer ophi | um

Aci dul i prof undum boonei

Hal oarcul a marisnortui

Chl orof | exus auranti acus

Met hanocal dococcus jannaschi i

Ar chaeogl obus ful gi dus (A)

TVXTUVXTVOUTVUUUUUUT

Ar chaeogl obus ful gi dus (B)

DZIMMEOMIXOXAmm

Ar chaeogl obus ful gidus (C)

123
141

Kor ar chaeum crypt of i | um
Pyrococcus hori koshi i
Pyrococcus furiosus

| gni sphaera aggr egans
Hyperthermus butylicus

St aphyl ot her mus hel | eni cus
Pyr obacul um aer ophi | um

Aci dul i prof undum boonei

Hal oarcul a mari snortui

Chl or of | exus auranti acus
Met hanocal dococcus j annaschii |l
Ar chaeogl obus ful gi dus (A)
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) S
Ar chaeogl obus ful gidus (C) L)

= >l

m=2
MOOMIT VT VT VIRD

123 Q200
141 200

GVENE
VDDLK
ALELP
MLEVE
ML ENP
LEENP
| QENP
VWDFR
VTDFP
VTDFP
MDI HK|
SLDHP
| EEFP
VER.

Kor ar chaeum cryptofi | um
Pyrococcus hori koshi i
Pyrococcus furiosus

| gni sphaera aggr egans
Hyperthermus butylicus

St aphyl ot her nus hel | eni cus
Pyr obacul um aer ophi | um

Aci dul i prof undum boonei

Hal oarcul a marisnortui

Chl orof | exus auranti acus
Met hanocal dococcus j annaschii
Ar chaeogl obus ful gi dus (A)
Ar chaeogl obus ful gi dus (B)
Ar chaeogl obus ful gidus (C)

OmMooOomMmmMmMOX00000

AXODXTVIUOQIXIVXTUVUX

‘XU)ITI'UJJ'U'U'UU)'U'U'U'U'U‘

EQ

KD
ET
VE

200
0 170

DAESM KEVKA
RKMI QEI KA
LEMI REI KA
DMMI REL KA
EEMI KEI KA
FEMMNEI KAA
WEMVQEVKA
EAL DMVKEI NG
E/AKGML DDI DSA
EVQEQI RSI RA

lw]
>>>>>>> > D

RD
RR

FIAHEML RELKS
HEMVREVKA
VEMVREL KA
EEMVREVKG

E
E|

Lo}
>>>>

Abb. 2.26.: Sequenzbasierte Uberlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen

mit der a-Untereinheit der ckcACD1. Beschreibung nachfolgend.
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2.10. Sequenzvergleiche mit anderen ACDs zeigen hohe Homologie

123 »
141 »
230

Kor ar chaeum cryptofi |l um LR, ..o
Pyrococcus hori koshi i LIKPKD. . ... oo
Pyrococcus furiosus Lo
| gni sphaera aggr egans LR, .
Hyperthermus butylicus LIRSEEGR. . . ... .........
St aphyl ot her nus hel | eni cus LIKT. ..o
Pyr obacul um aer ophi | um LRMA. . ... ...
Aci dul i prof undum boonei LIKTGKSTKVTPKPLDKCS. . ..
Hal oarcul a mari snortui LIDQEKL. . . ... ... ...
Chl or of | exus auranti acus LN
Met hanocal dococcus jannaschii K. ....................
Ar chaeogl obus ful gi dus (A) LIGEEV. . . ... ... . ......
Ar chaeogl obus ful gi dus (B) IIRRNS. . ... ... ... ... ...
Ar chaeogl obus ful gidus (C) VIGERKRFDYTI PDLRDLFYPKS

Abb. 2.26 Sequenzbasierte Uberlagerung verschiedener Acetyl-Coenzym A-Synthetasen
mit der B-Untereinheit der ckcACD1 (Fortsetzung). Candidatus Korarchaeum cryptofilum
B1L7P8, Pyrococcus horikoshii 059452, Pyrococcus furiosus Q9Y8LO, Ignisphaera aggregans EOSRD2,
Hyperthermus butylicus A2BMF5, Staphylothermus hellenicus D7D966, Pyrobaculum aerophilum
Q8ZTHG6, Aciduliprofundum boonei B51DQ6, Haloarcula marismortui Q5V3N6, Methanocaldococcus
jannaschii Q58010, Archaeoglobus fulgidus (A) 029057 (B) 028761 (C) 028341. Unterhalb der Uberla-
gerung finden sich verschiedenfarbige Blécke mit der Reste markiert werden, die an der Ausbildung des
ckcACD1-Komplexes beteiligt sind. Blau entspricht der Struktur ckcACD1-B, wobei dunkelblau fiir die
Interaktion zwischen den B- und a-Untereinheiten steht und hellblau fiir die homotype Kontaktfliche der
B-Untereinheit verwendet wurde. Zum Vergleich wurde die Situation fiir die Kristallstruktur ckcACD1-C
in violett (o—B-Wechselwirkungen) und rosa (B—B’-Wechselwirkungen) dargestells.
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3. Diskussion

3.1. Expression und Reinigung der Candidatus
Korarchaeum cryptofilum ACD1

Das Expressions- und Reinigungsprotokoll wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Schén-
heit ausgearbeitet und ist nicht Inhalt dieser Dissertation. Jedoch traten einige Beson-

derheiten auf, die eine Anpassung der verwendeten Protokolle notwendig machten.

Die o~ und B-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 FE. coli-Zellen eine groke Menge
an endogener DNS freigesetzt. So wies das Rohextrakt nach Hitzefdllung, bei dem
ein Grofsteil unerwiinschter bakterieller Proteine abgetrennt wurden, im UV-Bereich
eine starke Hintergrundabsorption auf. Eine spektroskopische Bestimmung der Prote-
inkonzentration war zu diesem Zeitpunkt unméoglich. Um die fiir die Rekonstitution
des ckcACD1-Komplexes bendtigten Volumenanteile der Hitzeextrakte von a- bzw.
B-Untereinheit abzuschitzen, musste daher eine analytische SDS-PAGE durchgefiihrt
werden. Die Losung mit rekonstituierter ckcACD1 wies zusdtzlich hohe Viskositat auf.
Urséchlich war hier ebenfalls die hohe Konzentration an DNS. Der Einsatz von DNa-
se I verbesserte die Situation nur wenig. Verdaut wurde bei 278 K fiir etwa 12 Stunden.
Moglicherweise kann die zeitliche Verldngerung der Reaktion oder die Inkubation des
Reaktionsansatzes bei geringfiigig héheren Temperaturen zu einem besseren Ergebnis
fithren. Die bloffe Anwesenheit einer solch grofen Menge an DNS, als auch die da-
durch hervorgerufene Viskositdt der Losung 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 iiberproportional
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3. Diskussion

lang, bis ein fiir die Applizierung auf eine Gelfiltrationssiule geeignetes Probenvolumen
erreicht wurde. Aber auch die Gelfiltrationsexperimente wurden durch die Menge an
DNS gestort. So konnten die proteinhaltigen Fraktionen nicht durch Beobachten der
durch das Protein verursachten Absorption bei 280 nm identifiziert werden, da dieses
Signal unterhalb der durch die DNS-Verunreinigung verursachten Grundabsorption lag.
Diese war tiber 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 Durchfiihrung der Gro-
fenausschlufschromatographie erreicht. Da im Normalfall sowieso mehrere Durchginge
der Reinigung der ckcACD1 durch Gelfiltration notwendig waren, um nicht gebundene
B-Untereinheit vom cke ACD1-Komplex komplett abzutrennen, wurde auf die Entwick-
lung eines anderen Reinigungsprotokolls verzichtet. Falls dies erforderlich ware, konnte
in einem Schritt freie DNS durch einen Anionentauschers abgetrennt werden. Eventu-
ell lasst sich durch Wahl geeigneter Bedingungen auferdem ein Grofsteil als Monomer
vorliegende B-Untereinheit vom vollstindigen ckcACDI1-Komplex entfernen. Eine Ab-
reicherung von DNS im Rohextrakt mit Streptomycinsulfat (Cohen und Lichtenstein,
1960) oder Polyethylenimin (Burgess, 1991) wiren Moglichkeiten, einen zusétzlichen
chromatographischen Schritt zu vermeiden. Dass das Protein mit dem vorliegenden
Reinigungsprotokoll hinreichend von proteinogenen Verunreinigungen getrennt wurde,
zeigte die apparente Homogenitdt der Proteinprobe bei der durchgefiihrten analyti-
schen SDS-PAGE (siehe dazu Abbildung 2.1b).

3.2. Kristallisation und Strukturlosung der Candidatus
Korarchaeum cryptofilum ACD1

Die durchgefiihrten Kristallisationsexperimente resultierten in zwei Kristallformen, I
und II. Wahrend Kristallform I nur geringe Diffraktionskraft aufwies, streuten Kris-
talle der Form IT bis zu einer maximalen Aufldsung von etwa 2,0 A. Die Kristalle der
Form II gehorten zur orthorhombischen Raumgruppe P212:2;. Die stdbchenférmigen
Kristalle wuchsen, sobald die Lésung mit dem Fallungsmittel zur Proteinlosung zu-
gegeben wurde und konnten schon nach wenigen Minuten beobachtet werden. Erste
Kristallisationsversuche wurden bei einer Temperatur von 291 K durchgefiihrt, spéter
wurde bei 278 K kristallisiert.
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3.2. Kristallisation und Strukturlésung der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI

Mittels der Methode des Molekularen Ersatzes (MR) konnte das Phasenproblem ge-
16st 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. unmoglich machen kann. In
manchen Fillen fiihren diese Fehler in der Phase aber nur zur Inkorporation von Feh-
lern in kleinen Bereichen des Modells, wihrend der Grofteil des Proteinmodells korrekt
gebaut werden kann. Globale statistische Parameter, wie die R-Faktoren, die die Giite
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 moglicherweise lokal erhohten Temperaturfaktoren kénnen vielfach ebenso
durch die Beweglichkeit des korrespondierenden Proteinabschnitts erklart werden. Es
wurde versucht diesen Fehlern auf verschiedene Art zu begegnen. Im Rahmen des au-
tomatischen Modellbaus wurden prime & switch-dichtemodifizierte Karten verwendet
(Terwilliger, 2004b). Das simulierte Tempern (simulated annealing) der Proteinstruk-
tur wurde als sehr effektiv 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 iiber die anomalen Beitrédge der Datensdtze von Selen-
und Quecksilber-markierten ckcACD1-Kristallen schlugen fehl. Jedoch wurden die an-
omalen Diffraktionsdaten 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 darauthin 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 cryptofilum ACDI1

nur geringe Fehler durch model bias beinhalten.

Problematisch war oftmals die Platzierung der Aminoséuren der B-Doméne der f-Un-
tereinheiten. Die lokale Elektronenendichte war durch die hohe Beweglichkeit der Sub-
doméne oftmals stark verrauscht. Durch den Vergleich mit der geschlossenen Form
der ckcACDI1-B, die in den entsprechenden Bereichen gut definiert war, konnte in den
meisten Fillen zumindest a-Helices identifiziert und platziert werden. Deshalb sind die
Temperaturfaktoren dieser Reste deutlich gréfer, als diejenigen der weniger bewegli-
chen Proteinkette. Eine Interpretation dieser Bereiche kann deshalb nicht auf Ebene
einzelner Aminosdurereste durchgefithrt werden. Dies betrifft vor allem die Kristall-

strukturen mit groferem Offnungswinkel (siehe dazu Tabelle 2.15).
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3.3. Aufbau der Candidatus Korarchaeum cryptofilum
ACD1

3.3.1. Die Dominen des ckcACD1-Komplex haben Ahnlichkeiten zu
anderen ACDs

Der in dieser Arbeit prisentierte Komplex der Candidatus Korarchaeum cryptofilum
Acetyl-Coenzym A-Synthetase 1 wurde mit bereits veréffentlichten Strukturen in der
Proteindatenbank PDB verglichen. Jedoch wurde kein Protein oder Proteinkomplex
mit gleichem strukturellen Aufbau gefunden. Einzig Homologe der Subdoménen konn-
ten identifiziert werden. Moglicherweise scheint ein dimeres Arrangement der a-Untereinheiten
fiir ACDs charakteristisch zu sein. So lagern sich auch die putativen a-Untereinheiten
einer ACD aus Pyrococcus horikoshii (phACDa) 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 Dom#nennomenklatur der
ACDs (Sanchez 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) gehoren zur gleichen Superfamilie der dinukleotid-bildenden Acyl-Coenzym A-
Synthetasen. So lassen sich auch die Anordnung der Subdoménen 1, 2 und 5 der ecSCS
strukturell gut mit den korrespondierenden Subdoménen der ckcACD1 und phACDa
iiberlagern. So wurden zwei Publikationen verdffentlicht, die Homologiemodelle fiir die
Pyrococcus furiosus ACD1 (Brésen 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 phACDa basierten. Die fehlenden ATP grasp-
Doménen (Subdomaénen 3-4) wurden geméf der Struktur der ecSCS ausgerichtet. Auch
aufgrund der so erhaltenen sterischen Gegebenheiten im Modell wurde iiber einen neu-
artigen enzymatischen Mechanismus spekuliert, der prinzipiell auf die Klasse der ACDs
zutreffen sollte (Brésen et al., 2008). Die Struktur des ckcACDI1-Komplexes weicht je-
doch deutlich von den Homologiemodellen ab. Daher kénnen auch die Erkenntnisse
der Struktur-Funktionsbeziehungen der Succinyl-Coenzym A-Synthetasen nicht direkt

iibernommen werden.
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3.3. Aufbau der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI

3.3.2. ckcACDL1 ist ein ungewdhnlicher af,-Komplex

Betrachtet man die Architektur der Candidatus Korarchaeum cryptofilum ACDI1, dann
erscheint der Komplex als ziemlich ungew6hnlich. Auf der konvexen Seite eines der a-
Untereinheiten wird jeweils eine der p-Untereinheiten gebunden. Uber eine zweizihlige
Achse bildet das ap-Protomer mit seinem rotatorischen Aquivalent den kompletten
ckcACD1-Komplex mit einer aofo-heterotetrameren Komposition. Wahrend die o—a/’-
Interaktionsfliche mit iiber 2000 A2 sehr grof ist und deren Stabilitit nicht angezwei-
felt werden kann, stellt sich die Frage nach der Relevanz der beobachteten Kontakte
zwischen den o- und B- bzw. den B- und B-Untereinheiten. Mit der grofiten Inter-
aktionsflache ist das a-Dimer vermutlich die strukturelle Basis zur Ausbildung des
ckcACD1-Komplexes. Der Complezation Significance Score (CSS, siche Tabelle 2.14)
fiir diesen Kontakt ist mit 0,850 (CSSy ) auch dementsprechend grofs. Jedoch wird
der Komplexes ebenfalls durch die Wechselwirkungen der o—f3- sowie f—f-Untereinheiten
stabilisiert. Der dazugehérige CSS ist mit 0,269 (CSSq ) bzw. 0,074 (CSSpp) deut-
lich geringer, da aber die Interaktion zwischen den o- und p-Untereinheiten doppelt
auftreten, ist die Summe des CSSqp nur etwa ein Drittel kleiner als der CSS .
Obwohl der Komplex bei Raumtemperatur stabil ist, konnte sich bei héheren Tem-
peraturen ein anderes Bild ergeben. Die in der Literatur beschriebenen Effekte der
Stabilisierung von Proteinen hyperthermophiler Organismen, wie eine grofe Anzahl
an Salzbriicken oder strukturelle Rigiditét (Petsko, 2001), scheinen bei der ckcACD1
geringen Einfluss zu haben. So finden sich bei der Ausbildung des a—f3-Kontakts nur
drei potentielle Salzbriicke zwischen den Seitenketten der Aminosduren Arg22la und
Asp160B, Lys270a und Glul67p sowie Argd64o und Glul58p. In der Interaktionsfla-
che zwischen den p-Doménen gibt es Salzbriicken zwischen der Seitenketten der Reste
Argl78p und Asp71p’ bzw. Glul44p’. Auch die Annahme, dass bei Raumtemperatur
thermostabile Proteine besonders starr sind, scheint bei der ckcACD1 nicht zu greifen.
Insbesondere die B-Untereinheit weist selbst im beschrinkten Platz des Kristallgit-
ters noch hohe Beweglichkeit auf (siehe dazu auch Kapitel 2.5.2). Eine theoretische
Studie {iber die Beziehung von thermischer Stabilitdt und Flexibilitdt homologer G-
Doménen aus mesophilen bzw. hyperthermophilen Ursprung konnte zeigen, dass das
thermostabile Protein in einer Simulation der Molekulardynamik gréfere intrinsische
Beweglichkeit aufwies (Kalimeri et al., 2013). Fiir die SAM-Doméne des humanen p73,
die ebenfalls eine hohe Thermostabilitidt besitzt, wurde dahingegen festgestellt, dass

mit steigender Temperatur sogar einige der Bereiche des Proteins geringere Flexibilitét
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aufwiesen (Neira et al., 2012). In beiden Fillen wurde diese FEigenart mit der hdhe-
ren Widerstandsfihigkeit des Proteins gegeniiber Wiarme in Verbindung gebracht. Es
wird aber auch diskutiert, dass Proteine aus Hyperthermophilen im Gegensatz zu ihren
mesophilen Homologen einen héheren oligomeren Status besitzen (Petsko, 2001). Im
Widerspruch dazu liegt die Succinyl-Coenzym A-Synthetasen aus dem Bakterium F.
coli ebenfalls als Heterotetramer vor (Fraser et al., 1999). Fiir multimere Proteine ther-
mophiler Organismen wird jedoch diskutiert, dass diese zur Steigerung ihrer Stabilitét
die Packung der Protomere zueinander verbessern (Salminen et al., 1996; Baldasseroni
und Pascarella, 2009). Jedoch sind die Reste der hydrophoben Bereiche zwischend den
Kontaktflichen der a—f3- sowie f—-Untereinheiten eher oberflachlich situiert und locker
gepackt. Es kann daher nicht abschlieffend iiber die Ursache der Thermostabilitdt des
ckcACD1-Komplexes geurteilt werden.

3.4. Strukturelle Einsichten in die Funktionsweise der
ckcACD1

3.4.1. Substratspezifitit und Mechanismus des Reaktionszentrums site |

Prinzipiell finden 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 Angriff des konservierten Histidinrestes
His254a auf das Acyl-Phosphat unter Bildung von Phospho-His254a.
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ckcACDla + Acyl-CoA + P; == ckcACDla-Acyl-P + CoA (1)
ckcACDla-Acyl-P —= ckcACD1-His254a-P + Acylat (2)
ckcACD1-His2540-P —= ckcACD1-His68p-P (3)
ckcACD1-His68p—P + NDP —— ckcACD1 + NTP (4)

Acyl-CoA 4+ NDP + P; = Acylat + CoA + NTP (5)

Substratspezifitit - 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. cryptofilum ACDI1 setzt hauptsichlich kurzkettige Coenzym A-Thioester um
und gehort damit zur Klasse I (kleine oder verzweigte aliphatische CoA-Thioester) der
ACDs. Die hochste Aktivitdt wird mit Acetyl-Coenzym A erreicht (Schmidt, 2013).
Mit zunehmender Lénge des aliphatischen Restes wird mit abnehmender Aktivitdt
auch Propionyl-, Butyryl- und Isobutyryl-CoA umgesetzt (Schmidt, 2013). Succinyl-
Coenzym A wird durch die ckcACD1 nicht verstoffwechselt. Im Gegensatz dazu besitzt
die ecSCS eine hohe Spezifitit fiir 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 verstoffwechseln
(Reeves et al., 1977; Mai und Adams, 1996; Glasemacher et al., 1997; Brasen und Schon-
heit, 2001; Musfeldt et al., 1999; Musfeldt und Schonheit, 2002; Brisen und Schonheit,
2004b; Brasen und Schonheit, 2004a; Brasen et al., 2008; Schmidt, 2013; Scott et al.,
2014; Jones und Ingram-Smith, 2014). Katalytische Aktivitit von ACDs beziiglich
Succinyl-Coenzym A wurden in der Literatur bisher allerdings nur selten beschrieben
(Sanchez und Miiller, 1996; Shikata et al., 2007; Scott et al., 2014). Auf der anderen
Seite sind Mitglieder der ACD-Familie fahig aromatische Coenzym A-Thioester um-
zusetzen (Mai und Adams, 1996; Brasen und Schonheit, 2004b; Scott et al., 2014).
Wihrend die Sperzifitit der Mitglieder der SCS-Familie fiir Succinyl-Coenzym A durch

ihre Funktion als kritisches Element im Citrat-Cyklus, einem elementaren und konser-
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vierten Stoffwechselweg in allen Doménen des Lebens, durchaus Sinn ergibt, sind im
Kontrast dazu ACDs hauptséichlich dafiir verantwortlich, Energie, die beispielsweise
bei der Glycolyse oder der katabolen Degradation von Aminoséuren der Zelle verloren
gehen wiirde, zu konservieren (Mai und Adams, 1996; Briasen und Schonheit, 2004b;
Jones und Ingram-Smith, 2014; Scott et al., 2014). In diesem Zusammenhang scheint

eine geringe Substratspezifitdt von Vorteil.

Bei ckcACD1, SCS und ACLY bildet eine konservierte Anordnung der Subdoméinen 1,
2 und 5 das Reaktionszentrum site I. Diese zeichnet fiir die Bindung von Coenzym A
und seiner Thioester sowie von anorganischen Phosphat verantwortlich. Anzunehmen
ist, dass hier ebenfalls die freien Carbonsduren gebunden werden. Aufgrund des sehr
dhnlichen Arrangements der Subdoménen bei den genannten Enzymen werden die Un-
terschiede in der Substratpriferenz vermutlich nicht aufgrund der in der Superfamilie
beobachteten Doménenvermischung verursacht. Fiir SCS und ACLY wurden bislang
keine strukturellen Informationen iiber die Bindung eines Coenzym A-Thioesters ver-
offentlicht. Mit der in der Kristallstruktur ckcACDI1-E beobachteten Anordung von
Acetyl-Coenzym A 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 fiir Thioester bei ckcACDI1
und ecSCS untersucht, um zu verstehen, wie die Ausrichtung der aliphatischen Grup-
pe (Methyl bei Acetyl-Coenzym A) erfolgt. Interessanterweise ist der fiir die Bindung
des Thioesters zur Verfiigung stehende Platz sowohl bei ckcACD1 und SCS grof genug,
um prinzipiell auch voluminosere Liganden zu beherbergen. Dies ist {iberraschend, da
von nur eine begrenzte Anzahl an Substraten umgesetzt werden. Es findet sich jedoch
im Fall der ckcACDI1 eine hydrophobe Tasche in der Néhe der Sulthydrylgruppe des
Coenzyms A, die fiir die Erkldrung der Substratspezifitit der ckcACD1 herangezogen
werden kann (sieche Abbildung 3.1a). Begrenzt durch die Aminosauren Alal62a und
Ile165a, die sich auf der ,Power-Helix 1“ befinden, die Seitenketten der Reste Phel44a
und Met355a’, Thr384a’ und Ala385a’, erlaubt diese Tasche das Einpassen nur kleiner
CoA-Thioester.

Es ist daher anzunehmen, dass durch Verdnderungen dieser Tasche unterschiedliche
Substratspezifitit erreicht wird. In ecSCS ist der gleiche Bereich grofer und partiell
geladen, so dass eine Interaktion mit der Carboxylgruppe von Succinyl-CoA moglich
wird (siehe Abbildung 3.1b). So findet sich in der ,Power-Helix 1 der ecSCS der hoch-
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konservierte Tyrosinrest Tyrl58a, dessen Hydroxylgruppe sich in idealem Abstand
zur Carboxyfunktion des Succinats befindet. Das Enzym ACLY setzt ebenfalls Acetyl-
Coenzym A um (Srere und Lipmann, 1953; Srere, 1961) und ein dhnlicher Interaktions-
modus der Acetylgruppe mit dem Protein in ACLY und ckcACD1 kann angenommen
werden. Die Uberlagerung der Strukturen von ckcACD1 und der humanen ATP-Citrat-
Lyase im Komplex mit Citrat (Sun et al., 2010) zeigt, dass der Carbonylkohlenstoff der
Acetylgruppe sich in einem Abstand von etwa 2,8 A zum C1-Kohlenstoff des gebun-
denem Citratmolekiils befindet. 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. Mdoglicherweise 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 Cys123a und Prol24a
ausgerichtet. Interessanterweise weist eine katalytisch inaktive Variante der ecSCS ei-
ne signifikante Verzerrung der beiden Reste auf (Fraser et al., 2002). Der Cysteinrest
Cys123a selbst ist jedoch nicht am katalytischen Mechanismus beteiligt (Hidber et al.,
2007). Weiterhin wurde gezeigt, dass mit steigender Grofe der Seitenkette an Positi-
on der Aminosdure Cysl23a die enzymatische Aktivitdt vermindert wird (Hidber et
al., 2007). Moglicherweise wirken sich geringfiigige Unterschiede der Orientierung der
Cys—Pro-Peptidbindung auf die Ausrichtung der Thioestergruppe aus, was wiederum

die Funktion des Enzyms beeintrachtigt.

Bisher sind noch zu wenige Mitglieder der ACD-Familie beziiglich ihres Substratspek-
trums charakterisiert, um an dieser Stelle eine detaillierte Analyse der Sequenz-Funk-
tionsbeziehung liefern zu konnen. Um jedoch einen Einblick in Determinanten der Sub-
stratpraferenz zu gewinnen, wurden die Sequenzen von ckcACD1 und den beziiglich
ihres Substratspektrums charakterisierten ACDs aus P. furiosus iiberlagert. In Ab-
bildung 3.1c ist das Ergebnis der Sequenzausrichtung fiir die Reste der potentiellen
Substrattasche gezeigt. Fs zeigt sich eine deutlich heterogene Zusammensetzung, wie
sie im Prinzip jedoch bei unterschiedlicher Substratpriferenz zu erwarten ist. Inter-
essanterweise besitzen ckcACD1 und pfACD1 neben einem vergleichbaren Substrat-
spektrum auch eine identische Zusammensetzung ihrer Substrattaschen, wobei die o-
Untereinheiten beider Proteine eine Sequenzidentitit 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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Abb. 3.1.: Die Substratspezifitit wird durch den Aufbau der Substrattasche bestimmt.
Das verfiigbare Volumen der Substrattasche fiir 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) Uberlagerung der Sequenzen von Ca. K. cryptofilum ACDI mit den fiinf 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 abgeschitzt und
als schwarze Balken abgebildet. Zum Vergleich wurden zudem die korrespondierenden Reste der ecSCS
dargestellt.
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Sobald groke CoA-Thioester umgesetzt werden sollen, muss zudem noch eine Vergro-
Berung der oben beschrieben Substrattasche erfolgen. Die zu erwartenden strukturellen
Unterschiede sollen anhand der Isoenzyme pfACD1 und pfACD2 aus Pyrococcus fu-
riosus erlautert werden. pf ACD1 gehort ebenfalls zur Klasse I (Mai und Adams, 1996;
Scott et al., 2014). Dahingegen wird pfACD2 aufgrund seiner Préferenz fiir Aryl-
thioester des Coenzyms A zur Klasse II gezédhlt (Mai und Adams, 1996; Scott et al.,
2014). Die Substrattasche der ckcACDI1 wird auf einer Seite durch Aminoséuren der
Schleifen zwischen den Faltblattstringen $16 und der darauffolgenden Helix al3 (im
Folgenden Schleife 16-a13 genannt) sowie B17 und al4 (Schleife 17-a14) begrenzt.
Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen ACDs kann angenommen werden,
dass Substrate in dhnlicher Weise zur ckcACD1 gebunden werden und die Schleifen
B16-a13 und B17-a14 bei anderen ACDs und auch bei der pf ACD2 eine vergleichbare
Rolle spielen. Im Sequenzvergleich der ckcACD1 und pf ACD2 zeigt sich jedoch kei-
ne Verkiirzung dieser Schleifen, was prinzipiell fiir eine Vergroferung der Bindetasche
zu erwarten gewesen wire. Schleife f17-al4 der pf ACD2 weist tatsichlich sogar zwei
Aminosduren mehr auf. In Anbracht dessen, kénnen voluminésere Liganden nur durch
eine rdumliche Verschiebung der Ligase-Subdomine 5 erreicht werden. Im vorherigen
Abschnitt wurde aber tiber die Funktion der Seitenkette des Restes Ile165a spekuliert.
So besitzt pf ACD1 an der korrespondierenden Stelle ebenfalls ein Isoleucin, Ile170a.
Auf der anderen Seiten hat pf ACD2 an der gleichen Position ein Alaninrest. Durch die
kleinere Seitenkette konnen dementsprechend grofsere Thiocester gebunden werden. Ob
allein dieser Austausch ausreicht um effektiv aromatische CoA-Thioester zu binden,
kann nicht mit Sicherheit gesagt werden. Es ist daher anzunehmen, dass sowohl eine
kleine Verschiebung der Subdoméne 5 und eine kleinere Seitenkette an der dquivalen-
ten Stelle zur Aminoséure Ile165a der ckcACD1 auftreten, um spezifisch volumindse
Substrate zu metabolisieren. Es wurde daraufthin tiberpriift, ob einige dieser Effekte
an der Kristallstruktur des PHO766 aus Pyrococcus horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU)
nachzuweisen sind. Dieses Protein kann basierend auf seiner Sequenz (91 % Sequen-
zidentitat zu pf ACD2) ebenfalls zu Klasse II eingeordnet werden. Insbesondere die
Aminosiuren der Bindetasche sind identisch. Die Uberlagerung der Subdominen 1,
2 und 5’ der ckcACDI1 mit den korrespondierenden Subdoménen der Kristallstruktur
2CSU ergab eine mittlere Abweichung RMSD von 1,6 A. Dieser Wert ist geringer als
der Unterschied zwischen den kompletten o-Untereinheiten (Aufbau 1, 2 und 5) mit
einem RMSD von 1,8 A. Obwohl sicherlich durch die Ausbildung des vollstindigen
ACD-Komplexes geringe strukturelle Verdnderungen zu erwarten sind, kénnte dies je-

doch darauf hindeuten, dass die spezifische Orientierung der Subdoménen 1, 2 und 5’
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evolutiondr beschrénkt ist und Substratspezifitdt groftenteils durch Neuausrichtung
der Schleifen in der Substrattasche erreicht wird. Schleife 16-al3 iiberlagert aber sehr
gut mit dem korrespondierenden Abschnitt der ckcACD1. Dahingegen ist die lingere
Schleife B17-al4 anders orientiert. Interessanterweise ist eine der zusétzlichen Amino-
sauren dieser Schleife (Phe381a’ im Fall der Struktur 2CSU) in gutem Abstand um
mit aromatischen Coenzym A-Thioestern zu interagieren. Auch in der Sequenz der
pf ACD2 befindet sich der gleiche Rest an der identischen Position.

Zusammenfassend kann daher angenommen werden, dass der Anordnung der Subdo-
ménen 1, 2 und 5’ in ACDs vorraussichtlich sehr dhnlich ist und die Ausrichtung und
Aminosdurekomposition der dazwischenliegenden Schleifen die durch die ACD um-
setzbaren Substrate bestimmen. Das Phéanomen der Doménenvermischung (domain

shuffling) scheint nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Postulierter enzymatischer Mechanismus - Reaktionszentrum site /

Bislang sind die enzymatischen Teilschritte von ckcACD1 nicht im Detail untersucht.
In einer Arbeit von Brésen ef al. (2008) wurde jedoch der Mechanismus des homologen
Proteins ACD1 aus P. furiosus studiert. ckcACD1 und pfACD1 besitzen deutliche
Gemeinsamkeiten auf. Beide Proteine bilden asfs-Heterotetramere (Mai und Adams,
1996), wobei die Untereinheiten einen identischen Aufbau besitzen (a: Subdoménen-
komposition 1-2-5 und B: Subdoménenkomposition 3-4). Die Sequenzen sind zu 50 %
identisch. Basierend auf den umgesetzten Substraten gehéren ckcACDI1 und pf ACD1
zur Klasse I der ACDs (Schmidt, 2013; Scott et al., 2014). Zusammenfassend kann
angenommen werden, dass ckcACD1 und pfACDI nach einem vergleichbaren Me-
chanismus funktionieren. Interessanterweise scheinen die an Reaktionszentrum site [
ablaufenden Teilschritte (Phosphorylyse der Acyl-CoA-Bindung und die Reaktion des
Acyl-Phosphats mit dem konservierten Histidinrest) auch bei ecSCS analog ablaufen
(Brisen et al., 2008). Moglicherweise trifft dies auch auf andere Mitglieder der Super-
familie zu. Demzufolge konnte ein Vergleich von Gemeinsamkeiten von Sequenz und
Struktur von ckcACD1, pf ACD1 und ecSCS Erkenntnisse iiber die Funktionsweise von
dinukleotid-bildenden Acyl-CoA Synthetasen erbringen.
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Tatséchlich zeigen sich deutliche Gemeinsamkeiten in der dreidimensionalen Anord-
nung der korrespondierenden Subdoménen (1, 2 und 5) sowie dem Bindungsmodus
des Substrates Coenzym A in ecSCS und ckcACDI (siehe dazu Abbildungen 3.2a und
3.2b). Die Uberlagerung der Strukturen offenbart auch die riumliche Aquivalenz der
Aminosduren His254a und His246a, Glu213a und Glu208a, Asp35la’ und Asp288pB
sowie Asnl29a und Asnl22a 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 His246a essentiell fiir die Funktion von ecSCS ist (Majumdar
et al., 1991). Weiterhin wurde auch die Aminosidure Glu208a als notwendig fiir die
enzymatische Aktivitdt der ecSCS identifiziert (Fraser et al., 2002). Die Bedeutung
der entsprechenden Reste der pf ACD1, His257a und Glu218a, wurde ebenfalls durch
eine Studie untersucht. Auch hier wurde festgestellt, dass diese Aminoséurereste uner-
lasslich fiir die Funktionsfdhigkeit sind (Brésen et al., 2008). Bei der ecSCS interagiert
die Carboxylgruppe des Glu208a mit dem Proton des N§ der Imidazolseitenkette des
ec-His246a. Dies ist ebenso der Fall in der ckcACD1. Auch hier wird die richtige Kon-
formation und Protonierungszustand von His254a durch Glu2l3a stabilisiert (siehe
Kapitel 2.6.3). Diese Reste sind in der Superfamilie der Acyl-Coenzym A-Synthetasen
hochkonserviert (Sanchez et al., 2000). Es ist daher davon auszugehen, dass die dqui-

valenten Aminosduren in anderen ACDs die gleiche Funktion erfiillen.

Bis jetzt konnten keine strukturelle Informationen iiber die beiden ersten Teilschritte,
die Phosphorylyse des Coenzym A-Thioesters und die Ubertragung der Phosphoryl-
gruppe auf das aktive Histidin, der durch ACDs bzw. SCS durchgefiihrten enzymati-
schen Reaktion gewonnen werden. Auch mit den in dieser Arbeit erhaltenen Kristall-
strukturen kann nur {iber einen moglichen Mechanismus spekuliert werden. So sind die
Absténde zwischen dem gebundenen Phosphation und der Thioesterbindung mit etwa
5 A zu gro fiir einen nukleophilen Angriff eines der Sauerstoffe des Phosphatrestes (sie-
he Abbildung 3.3a). In direktem Kontakt mit der Phosphatgruppe steht allerdings die
Aminoséure Ser160a. Die Seitenkette dieses Restes bildet eine starke Wasserstoftbriicke
zu den Sauerstoffatomen sowohl zum freien Phosphat (P;) als auch zum t-Phospho-
His254a. Der in der ecSCS &dquivalente Rest ist Ser153a. Es wurde bereits in Fraser
et al. (2002) iiber eine mogliche Beteiligung dieser Aminosaure spekuliert. Prinzipiell
kénnte das Serin mitsamt gebundenem Phosphat in einer , Aufklappbewegung® ndher
an das Coenzym A bewegt werden, so dass darauthin ein nukleophiler Angriff stattfin-
den kann. Interessanterweise ist dieser Serinrest als hochkonserviertes (Q/R) SG-Motiv in
NDP-bildenden Acyl-Coenzym A-Synthetasen vorhanden (siehe Sanchez et al. (2000)).
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Abb. 3.2.: Vergleich der Reaktionszentren site I von ecSCS und ckcACD1. Darstellung der
Oberflichenpotentiale und der Bindungsmodi von Coenzym A (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 vollstindige aspz-Heterotetramer der ecSCS gezeigt. Dargestellt ist ein
af-Protomer. Das Oberflichenpotential wurde ebenfalls fiir dieses Dimer berechnet. Berechnet wurden
das Potential fiir einen pH-Wert von 8,0. Das Farbschema wurde so gew&hlt, dass rot einem Potential
von -8 kT/e, blau einem Potential von 8 kT/e entspricht. Kohlenstoffatome wurden weiff, Stickstoffatome
blau, Sauerstoffatome rot, Schwefelatome gelb und Phosphoratome orange gefirbt. (¢) und (d) Die
Untereinheiten der E. coli SCS und Ca. K. cryptofilum ACDI1 sind wie folgt gefdrbt: ecSCS a orange,
erbsgriin, ckcACD1 a griin, p blau. Die Kohlenstoffatome der in Stabdarstellung gezeigten Reste besitzen
die Farbe ihrer jeweiligen Untereinheit. Sauerstoff- und Stickstoffatome sind rot bzw. blau gezeigt. c)
Bindungsmodus von Phosphationen durch die ecSCS und ckcACD1. Die Phosphate sind jeweils mittig
in der Farbe des dazugehorigen Molekiils dargestellt. d) Sterische Situation der Phosphohistidinbindung
durch die a-Untereinheiten der ckcACD1 bzw. den a- und B-Untereinheiten der ecSCS.
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Unterschiedlich ist die dem Serin vorangestellte Aminoséure, wobei hier eindeutig zwi-
schen den einzelnen Proteinfamilien SCS (Arginin) und ACDs (Glutamin) differenziert
werden kann. Beide haben vermutlich eine strukturelle Funktion. In der Candidatus
Korarchaeum cryptofilum ACDI1 akzeptiert das O8 des GIn2590 Wasserstoffbriicken
von den Aminogruppen des Proteinriickgrads der Aminosduren Glu213a und Gly214a
und sorgt fiir die korrekte Ausrichtung der pl12-a7-Schleife. Das genannte Glutamat
entspricht Glu218a bei pf ACDI1. Dieses ist fiir die enzymatische Aktivitdt unabding-
bar (Brésen et al., 2008). Argl52a stabilisiert in der ecSCS eine korrespondierende
Schleife. So wird die Aminosdure Glu208a, die ebenfalls fiir die Funktion des Enzyms
notwendig ist (Fraser et al., 2002), korrekt ausgerichtet. Tatséchlich sind beide Reste
strukturell &quivalent (siehe Abbildungen 3.2c und 3.2d). Méglicherweise spielt zusétz-
lich eine weitere hochkonservierte Aminosiure eine Rolle. Die Autoren in Fraser et al.
(2002) vermuteten, dass die Aminosdure Cys123a bei der ecSCS eine wichtige Rolle
spielt. Dieser Rest ist allerdings oftmals gegen Aminoséuren 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 ckcACDI1 besitzt an korrespondierender Position ein Isoleucin, Ile130a. In direkter
raumlicher N&he befindet sich aber ein konserviertes GPN-Motiv, wobei die Seitenkette
des Asparagins sich sowohl in den Kristallstrukturen der ecSCS (Asnl22a) als auch
in der ckcACD1 (Asnl29a) an der Stelle befindet, wo in etwa der Phosphatrest zum

nukleophilen Angriff vermutet werden kann.

Der Bindungsmodus der Acetyl-Phosphatspezies ist ebenfalls unbekannt. Daher kann
an dieser Stelle auch nur {iber einen mdoglichen Mechanismus nachgedacht werden. Mit
der Analyse der Kristallstrukturen der ckc ACD1 fillt auf, dass das Phosphohistidinseg-
ment eine grofe konformationelle Beweglichkeit aufweist (sieche dazu auch Abbildung
3.3b). In manchen Fillen war die Elektronendichte in diesem Bereich so verrauscht,
dass die dazugehdrigen Reste nicht gebaut werden konnten. Auf der anderen Seite ist
der Bindungsmodus von Phosphat bzw. der Phosphorylgruppe des 1-Phosphohistidins
genau definiert. Dieser unterscheidet sich in den ermittelten Strukturen nur wenig von-
einander. Es ist daher anzunehmen, dass die Imidazolseitenkette des His254a fiir einen
nukleophilen Angriff 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, miissen
noch weitere Voraussetzungen gelten. Hierbei sollte (1) der Bindungsmodus nur gering-

fiigig durch die sterischen Gegebenheiten des Acylrests beeinflusst werden und (2) der
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Mechanismus sollte auf andere Acyl-Coenzym A-Synthetasen iibertragbar sein. Unter
den angenommenen Voraussetzungen verbleibt nur das unter Abbildung 3.3a gezeigte
Sauerstoffatome. Dieses ist ebenfalls fiir einen nukleophilen Angriff auf die Thioester-
bindung des Acetyl-Coenzym A am néchsten. Interessanterweise kann dann die Ke-
tofunktion des Acylphosphats eines der Wassermolekiile der Koordinationsshpére des
durch Asp35la’ komplexierten Magnesiumions ersetzen. So wird auch eine Stabilisie-
rung der negativen Ladung des bei der Reaktion entstehenden Carboxylats ermdoglicht.
Die positive Ladung des 1-Phosphohistidins wird durch Interaktion der Imidazolgruppe
mit der negativ geladenen Carboxylgruppe von Glu213a ausgeglichen. In Abbildung
3.3c ist ein moglicher 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 durchgefiihrt

werden.

3.4.2. Transport des aktivierten Phosphats zwischen den
Reaktionszentren site | und site Il

Die Bindetasche fiir die Coenzym A-Thioester auf der a-Untereinheit (Reaktionszen-
trum site I) und die Bindestelle fiir Nukleotide auf der B-Untereinheit (Reaktionszen-
trum site 1) sind im ckcACD1-Komplex sehr weit voneinander entfernt (siehe dazu
Abbildung 2.22¢). Der Transport der aktivierten Phosphatgruppe zwischen den Reakti-
onszentren site I und site Il 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 enthélt, umlagern und
im Laufe der enzymatischen Reaktionsweges zwischen den beiden Bindungsstellen hin
und her ,schwingen®. Bislang wurden jedoch keine strukturellen Daten verdffentlicht,
die diese Umlagerung zeigen. Mit den in dieser Arbeit erhaltenen Kristallstrukturen
kénnen erstmals detaillierte strukturelle Aussagen iiber diese postulierte Umklappbe-
wegung gemacht werden. In der Kristallstruktur ckcACD1-C sind die Aminosduren
Gly242a bis Val262a so angeordnet, dass diese durch die B-Untereinheit gebunden
werden. Der konservierte Histidinrest His254a wird dabei in rdumliche Néhe zum ge-
bundenen Nukleotid gebracht.
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His254a
Asp351a’ /(2
— .. 0. Glu213a
&o‘. ..NVNH \[O]/\/
HO.  "how

HO*
H
} N Nﬂg\'
)\/ Ser160a

Ala162a ¢ 0
Gly161a

(c)

Abb. 3.3.: Phosphorylyse von Acetyl-Coenzym A und Phosphorylierung von His254a. (a)
Mit 4,9 A ist der Abstand zwischen der Thioesterbindung zum niichstgelegenen Sauerstoffatom der Phos-
phatgruppe sehr grof. (b) Flexibilitdt der Phosphohistinschleife in Abwéirtsposition und der Aminosiure
His254a. Gelb: kein Phosphat gebunden. Magenta: Phosphat gebunden. Cyan: t-Phosphohistidin. (c)
Moglicher Reaktionsmechanismus der Phosphorylierung des His254a.
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3. Diskussion

Fiir 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 Glu197f
den idealen Protonierungszustand des phosphorylierten Histidinrestes His246a (Fraser
et al., 1999; Joyce et al., 2000). Im Anschluf durchgefiihrte Mutagenestudien konn-
ten tatsdchlich zeigen, dass die Aminosdure Glul978 am Reaktionsgeschehen beteiligt
ist (Fraser et al., 2002). Dies wird ebenfalls von einem weiteren Rest, Tyr109f, ange-
nommen (Fraser et al., 2002). Die Rolle beider Reste in der enzymatischen Katalyse
der ecSCS ist bislang jedoch nicht abschliefend gekldrt. Von Mutagenesestudien an
der pf ACD1 ist bekannt, dass neben der Ladung auch die Linge der Seitenkette des
zur Aminosdure Glul97p in ecSCS korrespondierende Rest Asp212p von Bedeutung
ist (Brésen et al., 2008). Im Kontrast dazu beeinflusst die Lénge der Seitenkette des
Glul97p in der ecSCS nur geringfiigig die enzymatische Aktivitit 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 signifikant von
der beobachteten Wechselwirkung des Phosphohistinsegmentes mit dem Reaktionszen-
trum site II bei ckcACD1. So ist auch die Funktion des zum Glul97p der ecSCS struk-
turell dquivalenten Restes Asp209f der ckcACDI1 unterschiedlich. Die Carboxylgrup-
pe von Asp209B interagiert mit den Hauptkettenstickstoffatomen zweier Aminosiduren
His2540 und Thr255a0 und stabilisiert damit das Phosphohistidinsegment wahrend der
Interaktion mit der B-Untereinheit (sieche Abbildung 3.4a). In der beobachteten Anord-
nung interagiert die Aminosiure Aspl44f mit der Imidazolgruppe des konservierten
Histidinrests His254a des Phosphohistidinsegments und gewédhrleistet den optimalen
Protonierungszustand fiir den Phosphoryltransfer. Obwohl die Funktion der genannten
Aminosduren Aspl144f und Asp209B aus den ermittelten Kristallstrukturen abgeleitet
werden kann, miissen weitere Studien zur Ermittlung ihrer biochemischen Funktion

durchgefiihrt werden.
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3.4. Strukturelle Einsichten in die Funktionsweise der ckcACD1

3.4.3. Substratspezifitit und Mechanismus des Reaktionszentrums site
/]

Durch Reaktionszentrum site II werden folgende Teilschritte katalysiert. Diese sind (3)
die Ubertragung der Phosphorylgruppe von der Aminosiure His254a auf His68f unter
Bildung von Phospho-His68p und (4) die Phosphorylierung des gebundenen Dinukleo-

tids. Das entstandene Trinukleotid wird aus dem Reaktionsgeschehen entlassen.

ckcACD1a + Acyl-CoA + P; = ckcACDlo-Acyl-P + CoA
ckcACDlo—Acyl-P —— ckcACD1-His254a-P + Acylat
ckcACD1-His2540-P —— ckcACD1-His68p-P
ckcACD1-His68p-P + NDP —— ckcACD1 + NTP

Acyl-CoA + NDP + P; — Acylat + CoA + NTP (5)

Substratspezifitit - Nukleotidbindestelle

Mitglieder der Proteinfamilien der ACDs als auch der SCSs sind in der Lage Purin-
nukleotide umzusetzen, jedoch sind einige Vertreter spezifisch fiir entweder Adenosin-
bzw. Guanosinnukleotide (Mai und Adams, 1996; Sanchez und Miiller, 1996; Glase-
macher et al., 1997; Musfeldt und Schénheit, 2002; Brisen und Schonheit, 2004b).
Kinetische Studien wurden bis zu diesem Zeitpunkt nur mit Adenin-basierten Nu-
kleotiden durchgefiihrt (Schmidt, 2013). In dieser Arbeit wurden zudem ausschlieflich
Kristallisationsansédtze mit ADP sowie den nicht-hydrolysierbaren ADP- und ATP-
Analoga AMPCP bzw. AMPPCP durchgefiithrt. Da demzufolge nicht bekannt war, ob
ckcACD1 auch Guanin-basierte Nukleotide verstoffwechseln kann, wurden Sequenzver-
gleiche mit ACDs durchgefiihrt, von denen bekannt war, dass diese Guanosinnukleotide
umsetzen. Nukleotidspezifitit wird bei ACDs durch das Reaktionszentrum site II der
ATP grasp-Doméne bewerkstelligt. Im Fall der ckcACDLI interagiert die Seitenkette
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der Aminosdure GInl11f mit dem N6-Stickstoffatom des Adenins. Dieser Rest (im
Folgenden genannt Position P1) sowie die Seitenkette der Aminosdure an der korre-
spondierenden Position von Thr35p der ckcACD1 (im Folgenden genannt Position P2)
sind moglicherweise prinzipiell fiir die Nukleotidspezifitit der ATP grasp-Enzymen ver-
antwortlich (Kothe und Powers-Lee, 2004). Beide Isoformen der ATP grasp-Doméne
der ACDs aus P. furiosus (Mai und Adams, 1996; Scott et al., 2014) sowie AF1211
und AF1938 aus A. fulgidus (Musfeldt und Schonheit, 2002) kénnen 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 dquivalenten Position
P1. In Position P2 findet sich in beiden Féllen die Aminosdure Alanin. Sowohl Threo-
nin als auch Alanin kénnen in die Gruppe der Aminosiuren mit kleiner Seitenkette
eingeordnet werden und haben daher dhnliche Eigenschaften. AF1211 kann ATP und
GTP mit der gleichen Rate umsetzen, AF1938 bevorzugt ATP vor GTP mit gewisser
Spezifitat (Musfeldt und Schonheit, 2002). Basierend auf diesem Vergleich erscheint
es moglich, dass auch die ckcACD1 Guanosinnukleotide als Substrat akzeptiert. Die
daraufhin in der Arbeitsgruppe Prof. Schénheit durchgefiihrten kinetischen Studien
mit GDP zeigten, dass dieses bereitwillig von ckcACD1 umgesetzt wird (Weife et al.,
2016).

Durch die zusétzliche Aminogruppe am Purinring von Guanin miisste sich jedoch der
Interaktionsmodus von Guanin-basierten Nukleotiden mit der ATP grasp-Doméne vom
Bindungsmodus von Adenin-basierten Nukleotiden unterscheiden. Um zu verstehen,
wie dieser Interaktionsmodus aussehen konnte, wurde ckcACD1 mit der Proteinkinase
CK2 aus Zea mays iiberlagert. CK2 besitzt eine ATP grasp-Doméne und ist in der Lage
sowohl Adenosin- als auch Guanosinnukleotide zu verstoffwechseln (Issinger, 1993; Al-
lende und Allende, 1995). Zudem wurden Proteinstrukturen von CK2 im Komplex mit
ATP (PDB-Eintrag 1IDAW) bzw. GTP (PDB-Eintrag 1DAY) veroffentlicht (Niefind et
al., 1999). Folgende Erkenntnisse konnten abgeleitet werden: (i) bei CK2 interagiert die
Adeningruppe von ATP &hnlich zur ckcACD1 und (ii) bei CK2 ist die Guaningruppe
von GTP verschoben und interagiert vergleichbar dem Bindungsmodus in der Struktur
der GTP-spezifischen ssSCS (Fraser et al., 2006). Ein dhnlicher Interaktionsmodus ist

fiir Guanin-basierte Nukleotide auch bei ckcACD1 zu erwarten.
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3.4. Strukturelle Einsichten in die Funktionsweise der ckcACD1

Postulierter enzymatischer Mechanismus - Reaktionszentrum site 11

Die Liddomé#ne der ATP grasp-Doméne war in den erhaltenen Kristallstrukturen der
ckcACD1 hochbeweglich. Dies ist insofern interessant, als dass die restriktive Packung
eines Kristallgitters einem Protein selten hohe Bewegungsfreiheit ermdéglicht und die
strukturelle Untersuchung von Enzymen, die wihrend ihres enzymatischen Prozesses
eine groke konformationelle Umlagerung durchfiihren, dadurch erschwert wird. Ubli-
cherweise miissen hierzu neue Kristallformen gefunden werden, in dem das Protein in
der Kristallmatrix in einer anderen Konformation stabilisiert und fiir die Rontgenstruk-
turanalyse zuginglich wird. Die grofte in dieser Arbeit beobachtete Offnung der ATP
grasp-Domine betrigt etwa 25° in der Kristallstruktur ckcACDI1-1. In Studien zur F.
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 Offnungs- bzw. SchlieRbewegung der ATP grasp-Domine bereits beschrieben. So
zeigt der Vergleich der Strukturen der Biotin-Carboxylase zweier Kristallformen einen
Offnungswinkel der Lid-Doméne von 45 ° (Thoden et al., 2000b; Sloane et al., 2001). In
den beiden Kristallformen der Glutathion-Synthetase findet sich sogar ein Offnungs-
winkel von 65° (Gogos und Shapiro, 2002). In beiden Féllen wird angenommen, dass
die Bindung des Substrates die Schliekbewegung der Lid-Doméne induziert. Prinzipi-
ell sorgt die Offnung der ATP grasp-Domine dafiir, dass die Substrattasche fiir das
Substrat zuginglich ist, die Schliefung, dass die katalytisch genutzten Aminoduren in
optimale Position gebracht werden und dass das umgebende Solvent vom Reaktions-

geschehen ausgeschlossen wird (Polekhina et al., 1999).

Der Abstand von His254a (Orientiert zum Reaktionszentrum site II') zur p-Phosphat-
gruppe von ADP betrigt etwa 9 A und etwa 7A zu His68p, dem zweiten, hochkon-
servierten Histidinrest in der Familie der ACDs. Die Distanz zwischen His254a und
ADP scheint fiir eine Ubertragung des aktivierten Phosphatrestes zu grof sein, so dass
ein Mediator ben&tigt wird. Tatséchlich wurde fiir His68p festgestellt, dass ckcACD1
nach Austausch dieses Restes nur noch geringfiigig aktiv ist (Weile et al., 2016). Es
ist daher anzunehmen, dass His68p bei der Funktion von ckcACD1 eine essentielle
Rolle einnimmt. Damit iibereinstimmend fiihrt der Austausch der korrespondierenden
Aminosdure His71f in pfACD1 zur Inaktivierung des Enzyms (Brisen et al., 2008).

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass His71f im Laufe der enzymatischen Reaktion
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phosphoryliert wird (Brésen et al., 2008). Es wird daher vermutet, dass ACDs einen

vierstufigen Mechanismus durchlaufen.

In dieser Arbeit konnte keine Kristallstruktur mit phosphoryliertes His68f erhalten
werden. Es wurde daher versucht, den moglichen Mechanismus aus den ermittelten
Kristallstrukturen abzuleiten. Die rdumliche Ausrichtung der Histidinseitenketten von
His2540 und His68p in Kristallstruktur ckcACD1-C lésst ausschlieklich einen nukleo-
philen Angriff des Ne der Imidazolgruppe von His68p auf die Phosphorylgruppe von
Phospho-His2540, zu. Hierbei entsteht t-Phospho-His68f. Die Ubertragung der Phos-
phatgruppe auf ADP unter Bildung von ATP sollte prinzipiell auch nach einem Sy2-
Mechanismus verlaufen. Betrachtet man die Konformationen von ADP bzw. AMPCP
in den in dieser Arbeit bestimmten Kristallstrukturen, so ist dieser Mechanismus aus
sterischen Griinden ausschlieflich fiir ein s-Phospho-His68p plausibel. In der Kristall-
struktur ckcACDI1-C findet 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 Offnung der Lid-Doméne oder durch die Interaktion des
Phosphohistidinsegmentes verursacht wurde, kann aber auch nicht ausgeschlossen wer-
den. Modelliert man aber die a- und B-Phosphatgruppen eines ADP-Molekiils in ei-
ne dem AMPPCP vergleichbare Anordnung, wird dadurch ein nukleophiler Angriff
des B-Phosphats auf t-Phospho-His68f3 nach einem , in-line“-Mechanismus ermoglicht.
An dieser Stelle soll hervorgehoben werden, dass, analog zur Rolle der Aminosiure
Glu213a zur Phosphorylierungsreaktion von His254a an Reaktionszentrum site I, die
Carboxylatgruppen der in réumlicher Nidhe befindlichen Reste Glul44f und Asp71p
zur Gewéhrleistung des idealen Protonierungszustandes der (Phospho-)Histidinspezies
fungieren. Glul144p ist in idealem Abstand zur Stabilisierung der optimalen Protonie-
rung von (Phospho-)His254a wihrend der Orientierung des Phosphohistidinsegments
in Richtung des Reaktionszentrums site II. Aufgrund seiner Lage in der T-Schleife ist
der Aspartatrest Asp71p in einer Position um den benétigten Protonierungszustand von
(Phospho-)His68p sicherzustellen. Interessanterweise sind beide Aminoséauren, Glu144f
und Asp71f, innerhalb der Familie der ACDs konserviert.

Zusammenfassend lasst sich die Notwendigkeit fiir einen zusitzlichen Reaktionsschritt
anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Kristallstrukturen erklaren. Dargestellt ist der

postulierte Mechanismus in Abbildung 3.4¢. 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 I1. Zwei Konformere des Glutamatrests Glul44p werden in
der Kristallstruktur ckcACD1-C beobachtet. Die dargestellten Werte entsprechen der verfeinerten Be-
setzung aus der Kristallstruktur. Konformer A (55 %) ist in Wasserstoffbriickenbindungen mit den Sei-
tenketten von His254a und Ser257a des Phosphohistidinsegments. Zusédtzlich findet sich eine Salzbriicke
zur Guanidinegruppe von Argl47f. Konformer B (45 %) bildet eine Salzbriicke zur Guanidinegruppe der
Aminosdure Argl78f’. In der Abbildung ist ebenfalls Asp209p gezeigt. Dieser Rest stabilisiert das Phos-
phohistidinsegment {iber Wasserstoffbriickenbindungen zu der Seitenkette von Thr255a und zum Haupt-
kettenstickstoff von His254a. Einige Reste der Lid-Doméne wurden zur Klarheit der Darstellung nicht
gezeigt. (b) Darstellung der Region um die Aminosiure His254a in Orientierung zum Reaktionszentrum
site II. Die Anordnung entspricht der erwarteten Situation nach Ubertragung der Phosphorylgruppe auf
ADP (Kristallstruktur ckcACD1-C). (c) Moglicher zweistufiger Mechanismus. Der nukleophile Angriff er-
folgt hier zunédchst durch des Ne der Imidazolgruppe des His68f3. Mit einer Rotation der Seitenkette wird
das entstandene t-Phosphohistidin fiir einen nukleophilen Angriff der Phosphatgruppe des Dinukleotids
in Position gebracht.
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fiihrten 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 Ubergangs-
zustdnden konnten weitere Einblicke in die zugrundeliegenden enzymatischen Mecha-
nismen gewonnen werden. Gegebenenfalls ist die im Kristall beobachtete Flexibilitét
der B-Untereinheit problematisch, da bestimmte Zustinde des Proteins méglicherwei-
se einen genau definierten Offnungswinkel der ATP grasp-Domine voraussetzen. In
Zukunft kénnte nach Kristallisationsbedingungen gesucht werden, bei denen die ATP
grasp-Domine im Kristallgitter stabilisiert und die Bindung von Ubergangszustands-

analoga ermdglicht wird.

3.5. Der ckcACD1-Komplex ist prototypisch fiir andere
ACDs

Die Superfamilie der dinukleotid-abhangigen Acyl-Coenzym A-Synthetasen ist durch
ein Phinomen gekennzeichnet, dass als Doménenvermischung (domain shuffling) be-
zeichnet wird (Sanchez et al., 2000). Prinzipiell scheinen fiinf Subdoménen an einem
funktionellem Enzym beteiligt zu sein. In Abhéngigkeit von der Proteinfamilie sind die-
se jedoch unterschiedlich miteinander verbunden (Sanchez et al., 2000). Im Fall der E.
coli SCS besteht das Protein aus zwei Untereinheiten a- und  mit den Subdoménen-
kompositionen 1-2 bzw. 3-4-5 (Fraser et al., 1999). Hierbei sind die Subdoménen 3 und 4
jedoch als eine strukturelle Einheit anzusehen (ATP grasp-Doméne). Ein SCS-&hnlicher
struktureller Aufbau wird auch bei der ATP-Citrat-Synthase beobachtet. Hierbei be-
sitzt dieses Enzym den Aufbau 3-4-5-1-2 mit einer zusétzlichen C-terminal fusionierten
Doméne (Citrat-Synthase-dhnlich). Die Subdoménen 1, 2, 3, 4 und 5 sind gleich der
ecSCS positioniert, weshalb ATP-Citrat-Synthase (ACLY) und ecSCS diesbeziiglich in
die gleiche Strukturfamilie eingeordnet werden kénnen. Jedoch wurde die ACLY nur
in einer verkiirzten 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 Subdoménen in den
Kristallstrukturen der ACLY von einer oder mehreren Polypeptidketten stammen (Sun
et al., 2010). Auch zwischen SCS, ACLY und ckcACDI1 finden sich strukturelle Ge-

meinsamkeiten. So sind die an der Ausbildung des Reaktionszentrums site I beteiligten
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Subdoménen 1, 2 und 5 auf gleiche Weise zueinander ausgerichtet. Im Gegensatz dazu
ist die ATP grasp-Doméne 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 Doménenkontakte aufweisen (Valdar
und Thornton, 2001; Rekha et al., 2005), miissen die Kontaktflichen zwischen Do-
ménen von entfernten Verwandten, die zu einer Proteinsuperfamilie zusammengefasst
werden kénnen, 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 &hnlich zueinander
sind. Tatsdchlich lasst 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 Subdoménen identisch. In diesem Zusammenhang
kann spekuliert werden, dass die Mitglieder der Familie der ACDs ebenfalls einen zu-
einander sehr dhnlichen dreidimensionalen Aufbau aufweisen und die in dieser Arbeit

présentierten Strukturen der ckcACD1 charakteristisch fiir die Proteinfamilie sind.

Auch der Vergleich der Sequenzen verschiedener ACDs mit der ckcACDI1 zeigt eine
allgemein hohe Konservierung der Subdoménen. Grokere Abweichungen finden sich
nur in der CoA-Ligase Subdoméne 5. Interessanterweise ist dies unabhingig 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) angehort (siehe dazu auch Abbildungen 2.25
und 2.26). Womdglich kann die Komplexstruktur der ckcACD1 als charakteristisch fiir
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 Aminosduren ermittelt, die an der Oberfliche der einzelnen
Doménen lokalisiert sind. Dargestellt ist das Ergebnis in Abbildung 3.5. Insbeson-
dere diejenigen Reste, die an der Ausbildung der Reaktionszentren site I und site 11
beteiligt sind, sind hochgradig konserviert. Aber auch die Aminosduren der Interdoma-
nenkontakte, d.h. zwischen den a-a’-, o—f- und p—f’-Untereinheiten, sind im Grofteil
evolutiondr durchschnittlich bis {iberdurchschnittlich konserviert. Dies gilt sowohl fiir
die homotype Wechselwirkung zwischen den a-Untereinheiten (Abbildung 3.5a oben)
sowie zwischen beiden B-Untereinheiten (Abbildungen 3.5b und 3.5c links) als auch
fiir die heterotype Interaktion der a- und B-Untereinheiten (Abbildungen 3.5a unten
sowie 3.5b und 3.5¢ rechts). Dies deutet auf konservierte Wechselwirkungsepitope hin.

Analog dazu wurde das Interaktionsprofil 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 I beteiligt sind. Interessanterweise scheinen die Interaktionsflichen
zwischen den Untereinheiten nicht gleichermafien konserviert zu sein. So bestehen die
Kontaktflichen zwischen den a- und B-Untereinheiten, die fiir ein funktionelles En-
zym erforderlich ist, aus stérker konservierten Aminoséuren, als die Interaktionsfliche
zwischen den af-Protomeren der ecSCS. SCS kommen sowohl in einer heterodimeren
(Aufbau apB) oder heterotetrameren (Aufbau agfs) Form vor. Aus diesem Blickwinkel

betrachtet, erscheint eine geringere Konservierung dieser Reste logisch.

Es wurde darauthin nach weiteren Anhaltspunkten fiir die These gesucht, dass der
ckcACD1-Komplex modellhaft fiir ACDs angesehen werden kann. In der Kristallstruk-
tur der putativen a-Untereinheit aus P. horikoshii (PDB-Eintrag 2CSU) findet sich ein
dimerer Aufbau, der identisch mit der Anordung der a-Untereinheiten des ckcACD1-
Komplex ist. In beiden sind ebenfalls die gleichen Epitope an der Bildung des Kon-
takts zwischen den Ketten verantwortlich. Subdoméne 1 beteiligt sich hierbei nur mit
wenigen Resten an der Stabilisierung der Wechselwirkung, wohingegen die Interak-
tion zwischen den Subdoménen 2 und 5 mafigeblich fiir den Kontakt zwischen den
a-Untereinheiten sorgen. Die Reste des Phosphohistidinsegments sind in der Kristall-
struktur der P. horikoshii ACD nicht aufgelést. Daher ist diesbeziiglich kein Vergleich
zur ckcACD1 moglich. Trotz der hohen Sequenzidentitit zwischen den beiden Protei-
nen, die ebenfalls eine hohe strukturelle Ahnlichkeit vermuten lisst, zeigt die Struktur-
vergleich eine relativ grofe Abweichung RMSD von 1,8 A. Der Unterschied wird noch
groker, wenn das komplette a-Dimer in Betracht gezogen wird (RMSD von 2,9 A).
Die Ubertragbarkeit der ckcACDI1-Komplexstruktur auf andere ACDs wurde daher
durch Modellierung eines putativen P. horikoshii aofo-Komplex weiter hinterfragt.
Dazu wurden die Kristallstrukturen der Untereinheiten der putativen P. horikoshis
ACD (PDB-Eintrage 2CSU und 1WR2) mit den entsprechenden Untereinheiten des
ckcACD1-Komplex strukturell {iberlagert. Es wurden keine grofen sterischen Uber-
lappungen erhalten, die nicht durch einfache Rotation der entsprechenden Seitenket-
ten behoben werden konnten. Dies betraf ausschlieflich die Aminoséduren Phel53 und
Met137 der P. horikoshii B-Untereinheit. Interessanterweise passt sich die Seitenkette
eines hochkonservierten Phenylalanins (Phel32f der phACD) in eine hydrophobe Ta-
sche der a-Untereinheit so ein, wie es ebenfalls bei der heterotypen Wechselwirkung
zwischen den a- und B-Untereinheiten der ckcACD1 beobachtet wird (Phel30p der

ckcACD1). In Zusammenfassung ist anzunehmen, dass der ckcACD1-Komplex als pro-
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Kontakt- Kontakt-
flache B-B flache o-B
(b)

His68pB

Argl78pB

Kontakt- Kontakt-
flache B-B flache a-B
(a) (<)

variabel [ 2 3[4 [5[6[7] konserviert

Grad der Konservierung

Kontaktflache a-B

Abb. 3.5.: Oberflichenkonservierung der Untereinheiten des ckcACD1-Komplexes. Es wur-
de die evolutiondre Konservierung der Aminosduren auf der Oberfliche der a- und B-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
gefdrbt sind Aminoséduren iiber die keine Aussage gemacht werden kénnen. In schwarz sind die Bereiche
eingerahmt, die an der Ausbildung des angegebenen Interdominenkontakts beteiligt sind. (a) Darge-
stellt sind die Seitenansicht (oben) und die Aufsicht (unten) auf die a-Untereinheit der Kristallstruktur
ckcACD1-G. In den Abbildungen (b) und (c) sind jeweils leicht gedrehte Aufsichten auf die Interaktios-
fliche zwischen den beiden p-Untereinheiten (links) und dem Kontakt zwischen der f- und a-Untereinheit
dargestellt. Gezeigt in (b) ist die geschlossene ATP grasp-Doméne in Kristallstruktur ckcACD1-B, in
(c) die ATP grasp-Doméne der Kristallstruktur ckcACD1-C. Es wird deutlich, dass insbesondere die
Reste stark konserviert sind, die an der Ausbildung der Reaktionszentren oder Bindungsstellen fiir die
Substrate beteiligt sind. Mit orangefarbenen Ellipsen wurden jeweils diese Bereiche gekennzeichnet. Eine
unterbrochene Linie wurde fiir in Abbildung (a) flir den N-terminalen, eine gestrichelte Linie fiir den
C-terminalen Anteil der site I verwendet. In Abbildung (b) und (¢) wurde die unterbrochene Linie zur
Markierung der Bindungsstelle des Nukleotids benutzt.
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totypisch fiir zumindest diejenigen ACDs mit asfo-heterotetrameren Aufbau angesehen

werden kann.

Ob der Aufbau der ckcACD1 auch denjenigen ACDs &hnelt, die aus nur einer Kette
bestehen, kann nicht abschliefend ausgesagt werden. Jedoch spricht einiges dafiir. So
scheinen die Primérstrukturen von ACDs unabhingig ihrer Komposition stark kon-
serviert zu sein (siehe Kapitel 2.10). Dies trifft auch auf die Epitope zu, die an der
Wechselwirkung zwischen den Untereinheiten der ckcACDI beteiligt sind (siehe da-
zu auch Kapitel 2.10 und Abbildung 3.5). Es kann daher angenommen werden, dass
die korrespondierenden Aminosduren auch in Einzelketten-ACDs die gleiche Funktion
iibernehmen konnten. Weiterhin ergibt sich aus einer ckcACD1-dhnlichen Doménen-
anordnung eine relativ giinstige Ausgangssituation fiir eine Fusion der Subdomé&nen
sowohl fiir den Typ 1-2-5-3-4 als auch den Typ 3-4-1-2-5. Die frei zugénglichen Termini
der Untereinheiten nihern sich in der ckcACD1 auf etwa 33 A, eine Entfernung, die
leicht mit weniger als 20 Aminoséduren iiberbriickt werden kann. Vergleicht man dazu
ein hypothetisches Modell basierend auf der ecSCS, so miissen die im Fall eines Fusi-
onsproteins des Typs 1-2-5-3-4 mehr als 60 A und beim Typ 3-4-1-2-5 ungefihr 30 A
iiberwunden werden. Jedoch sind die Termini in beiden Fallen sterisch schlechter zu-
génglich, so dass die verbriickende Aminosidurekette deutlich langer sein miisste. Diese
Gelenkverbindungen zwischen den Doménen scheinen allerdings kurz zu sein (Sanchez
et al., 2000). In Zusammenfassung konnte der ckcACD1-Komplex daher auch fiir die

Modellierung einer Struktur eines ACD-Fusionsproteins herangezogen werden.

3.6. SchluBfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden erstmals Strukturen einer Dinukleotid-bildenden Acetyl-Co-
enzym A-Synthetase vorgestellt. Der funktionale Komplex zeigt eine bislang nicht be-
kannte Anordnung der fiir die Superfamilie charakteristischen fiinf Subdoménen. Mit
den ermittelten Kristallstrukturen konnten zudem Schnappschiisse entlang des enzyma-
tischen Reaktionsweges gewonnen werden. Erstmalig konnte der Bindungsmodus von
Acetyl-Coenzym A beschrieben werden. Aus den Strukturen wurden dariiber hinaus die
Grundlagen der Substratspezifitit abgeleitet. Unterschiedliche Affinitdt 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-
diirfen einige Aspekte jedoch weiterer Studien. Insbesondere die Bedeutung einzelner
Aminosduren an der Auswahl von Substraten sollte iiberpriift werden. Um detaillierte
Einsichten in die Sequenz-Funktionsbeziehung zu gewinnen, sollten in Zukunft weitere

ACDs betreffend ihrer Substratpriferenzen 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 I/
miteinander verkniipft. Aus den rdumlichen Gegebenheiten der Interaktion des Phos-
phohistidinsegments mit Reaktionszentrum sitell erklért sich zudem die Notwendig-
keit des zweiten konservierten Histidinrestes als Intermediat bei der Ubertragung der

Phosphorylgruppe auf das gebundene Dinukleotid.

Die in dieser Arbeit prasentierte Strukturen des aspso-heterotetrameren ckcACD1-Kom-
plexes erscheinen zudem prototypisch fiir die Familie der dinukleotid-abhéngigen Ace-
tyl-Coenzym A-Synthetasen. Obwohl ein méglicher Mechanismus fiir die vier enzymati-
schen Teilschritte postuliert werden konnte, sollten jedoch im Folgenden weiterfiihrende
biochemische Studien durchgefiihrt werden, in denen einzelne Aspekte ndher untersucht
werden. So scheint die Aufgabe bivalenter Metallionen bei der Katalyse noch nicht ab-
schliefsend 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 ckcACDI1-G, ckcACDI1-H und ckcACDI1-1 durch die Aminosdure Asp35la
gebundene Metallion wahrend der ersten Teilschritte, der Phosphorylyse der Coen-
zym A-Thioester und der Reaktion des aktivierten Phosphats mit dem His254a des
Phosphohistidinsegments, spielt, sollte in Folgeexperimenten untersucht werden. Inter-
essanterweise sind die Voraussetzungen beziiglich bendtigter Cofaktoren und des kata-
lytischen Mechanismus in einer Superfamilie gleich (Rekha et al., 2005). So sind alle
charakterisierten dinukleotid-abhingigen 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; Sanchez und Miiller, 1996; Musfeldt
et al., 1999; Briasen und Schonheit, 2001; Musfeldt und Schénheit, 2002; Brésen et al.,
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2008; Schmidt und Schonheit, 2013). Es finden sich auch wesentliche Gemeinsamkei-
ten in den Reaktionsmechanismen innerhalb der Superfamilie. Detailliertes Verstéindnis
der Funktionsweise der ckcACD1 fiihrt daher auch zu einem besseren Verstindnis der
Superfamilie. Auch die tatséichlichen Funktionen der Aminosduren Asnl129a, Asp71p,
Glul44p und Argl78p sind unklar. Diese sind in ACDs hochkonserviert und in idealer

Position fiir eine mdégliche Beteiligung an der Katalyse angeordnet.

Ursache und Sinn der Vielfalt an Konnektivitdt und unterschiedlicher Anordnung der
Subdoménen in der Superfamilie konnte in dieser Arbeit nicht geklért werden. Die
Autoren in Rekha et al. (2005) fiihren jedoch aus, dass die Organisation der (Sub-
JDoménen eines Proteins an dessen biochemische Funktion und auch an den Stoff-
wechselweg gekoppelt ist, an dem sich das Enzym beteiligt (Rekha et al., 2005). Durch
Variation des Interaktionsmusters kann die Moglichkeit fiir zusétzliche Wechselwirkung
mit weiteren Proteinen geschaffen oder regulatorische Mechanismen eingefiihrt werden
(Rekha et al., 2005; de Souza, 2012). Fiir die E. coli SCS beschreiben verschiedene
Publikationen einen synergistischen Effekt bei der Ligandenbindung (Nishimura und
Mitchell, 1984; Nishimura und Mitchell, 1985; Bridger et al., 1968; Bild et al., 1980).
Es gibt ebenfalls Hinweise fiir eine Regulation des Enzyms auf Proteinebene (Birney
et al., 1997). Eine kiirzlich veréffentlichten Studie iiber die Entamoeba histolytica ACD
konnte zeigen, dass Pyrophosphat und ATP inhibitorisch wirken und so bei einem
groken Energievorrats in der Zelle als Regulationsmechanismen wirken kénnen (Jones
und Ingram-Smith, 2014). Prinzipiell kann daher angenommen werden, dass ACDs
auch solche regulatorische Elemente besitzen. Weiterhin sollten Versuche unternom-
men werden, Finzelketten-ACDs strukturell zu charakterisieren. Moglicherweise fiihrt
die kovalente Verkniipfung der Subdoménen bzw. Untereinheiten zu weiteren nicht er-
warteten Unterschieden im Arrangement. So besitzt die Einzelketten-ACD aus dem
Bakterium Chloroflezus aurantiacus eine ungewohnliche homotetramere Konstitution
(Schmidt und Schénheit, 2013). Im Kontrast dazu liegen andere Einzelketten-ACDs als
Homodimer vor (Musfeldt und Schénheit, 2002; Brasen und Schonheit, 2004b; Awano
et al., 2014).

Prinzipiell ldsst sich jedoch anhand der Sequenzkonservierung der bakteriellen und
archaellen ACDs annehmen, dass diese einen dhnlichen strukturellen Aufbau besit-
zen. So wird der ckcACD1-Komplex vermutlich Ahnlichkeit zu den ACDs aus Giardia
lamblia und Entamoeba histolytica besitzen. Beides sind parasitische Protozoen und

Verursacher von Giardiasis bzw. Amdbiagis. Giardiasis ist iiblicherweise nicht tédlich,
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wohingegen Amdobiasis nach Malaria die zweithdufigste Todesursache durch Parasiten
darstellt (,Amoebiasis“ 1997; WHO, 1998). E. histolytica ACD ist am Abbau von Zu-
ckern und Aminosiuren beteiligt und ist eine wichtige Quelle fiir intracellulares ATP
(Jones und Ingram-Smith, 2014). Weiterhin scheint das Enzym im Parasiten hiufig
aufzutreten. So ist es einer der bedeutendsten Histokompatibilitsmarker in Amdbenab-
szess der Leber in Hamstern (Huat et al., 2014). Beide Enzyme weisen eine moderate
Sequenzidentitit zur ckcACD1 auf (37% E. histolytica und 35% G. lamblia vergli-
chen mit der a-Untereinheiten der ckcACDI und 42% (E. histolytica) und 36 % (G.
lamblia) verglichen mit der B-Untereinheit der ckcACD1). Beide Enzyme besitzen die
Acetyl-Coenzym A-Synthetase-spezifischen Sequenzmotive, das SHT-Motiv (Ser252a-
Thr255a in der ckcACD1) in deren Phosphohistidinsegment der a-Untereinheit und
das HK(S/T) (D/E)-Motiv (His688-Asp71p in der ckcACD1) sowie der konservierte Ar-
gininrest (Argl178f in der ckcACD1) in deren B-Untereinheit. Bezogen auf das Substrat-
spektrum der Enzyme kénnen diese als ACD vom Typ I eingeordnet werden (Reeves
et al., 1977; Sanchez und Miiller, 1996; Jones und Ingram-Smith, 2014). Sollte das
Arrangement der Subdoménen dieser beiden Enzyme dem Aufbau der ckcACD1 fol-
gen, konnte der Unterschied im Aufbau der ACDs verglichen mit bekannten humanen
Proteinen (wie SCS und ACLY) die Entwicklung hochspezifischer Inhibitoren mit nur

geringen Nebenwirkungen zur pharmakologischen Nutzung erméglichen.
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4. Ergebnisse

4.1. Herstellen des Expressionskonstruktes, heterologe

Expression und Reinigung der hy TRR2 TIR-Domane

Die Expression der TIR-Doméne des Hydra magnipapillata Toll-Rezeptor-verwandten 2
(hy TRR-2) sollte im Bakterium E. coli erfolgen. Dazu wurde in das Plasmid pET19b
der kodierende Abschnitt der TIR-Doméne aus hyTRR-2 (korrespondierend den Res-
ten Lys95-Asn221) eingefiigt um das Plasmid pET19b_hyTRR2 g5 991 zu erzeugen.
Bei der Vervielfiltigung der dazugehorigen DNS wurden C-terminal die genetischen
Informationen fiir sechs Histidinreste angefiigt. Das rekombinante Protein enthielt auf-
grund der Klonierstrategie aufterdem am N-Terminus zwei weitere Aminosduren Me-
thionin und Glycin. Sequenzierung der rekombinanten DNS ergab, dass das Zielgen
abweichend zur in der Datenbank Uniprot (The UniProt Consortium, 2015) hinter-
legten Aminosduresequenz (Zugriffsnummer A6M946) anstelle fiir die Reste Glul18
und Valll9 fiir die Aminosduren Lys118 und Leull9 kodierte. Die dhnlichen physiko-
chemischen Eigenschaften der Seitenketten der ausgetauschten Reste deuten auf eine
natiirliche Ursache hin und es wurde daher mit dieser Variante weitergearbeitet. Das

Protein weist damit eine theoretische Masse von 16 136,4 Da auf.

Im E. coli-Stamm BL21(DE3) CodonPlus RIL wurde die heterologe Expression durch-
gefiihrt (siehe dazu Kapitel 8.3). Das Kapitel 8.4 beschreibt die genaue Vorgehensweise
der Reinigung der hyTRR-2 TIR-Doméne (im folgenden hyTIR2). Eine erste Anrei-
cherung des Proteins aus dem geklarten Zelllysat erfolgte iiber immobilisierte Nickelio-
nenaffinitdtschromatographie. Die C-terminal fusionierte Hexahistidinsequenz bindet
hierbei als mehrdentater Ligand hochaffin an das Metall und das Zielprotein wird so

effizient von Verunreinigungen getrennt. Elution erfolgte in einem Konzentrationsgra-
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Abb. 4.1.: Reinigung von hyTIR2 iiber Nickelionenaffinititschromatographie (IMAC). (a)
Elutionsprofil der Ni?t-Affinitdtschromatographie. (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 verdringt. Nach diesem Schritt wurde bereits nahezu reines Protein
erhalten (siehe Abbildung 4.1).

Es folgte anschliefsend eine letzte Abtrennung von proteinogenen Verunreinigungen mit-
tels Gelfiltration. Zuvor wurde die Proteinlésung durch Dialyse in Gelfiltrationspuffer
iiberfithrt. Imidazol und andere kleinmolekulare Verunreinigungen wurden wéhrend
dieses Schritts entfernt. Das Elutionsprofil weist nur einen Peak auf. Wie in Abbildung

4.2 zu sehen, entsprachen die dazugehorigen Fraktionen dem Zielprotein.

Die Zusammenfasssung des Reinigungsfortschritts ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Das
finale Produkt wies eine apparente Homogenitéit auf. Vor der Kristallisation wurde das
Protein auf etwa 4,1 mg/m1 konzentriert, aliquotiert und in fliissigem Stickstoff gefroren.
Die Reinigung erbrachte 2,3 mg reines Protein pro Gramm feuchter Zellpaste oder
3,1 mg pro Liter Expressionsmedium. Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde

ein theoretische Extinktionskoeffizienz €, ., von 23950 M~ tem ™! verwendet.
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Abb. 4.2.: Reinigung von hyTIR2 iiber Gelfiltration. (a) Elutionsprofil der Trennung der TIR-
Domaine iiber Gelfiltration. (b) Gelelektrophoretische Analyse der proteinhaltigen Elutionsfraktionen. M
bezeichnet den Proteinmarker.
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Abb. 4.3.: Ubersicht der Reinigung von hyTIR2. M- Créfenstandard (LMW, GE Healthcare,
Miinchen, Deutschland), L— geklirtes Lysat, H- Eluat nach Nickelaffinitdtschromatographie, D— Protein
nach Dialyse, G- finales Produkt nach Gelfiltration. Wie in Spur G zu sehen ist, lag nach Durchfiihrung
der Reinigungsstrategie apparent reines Protein Ay TIR2 vor.
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4.2. Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse

Im Rahmen der Hochdurchsatzkristallisationsplattform HT-X (EMBL, Hamburg) der
Protein Production Platform (P-Cube) wurden 384 Losungen mit verschiedenen Zu-
sammensetzungen angesetzt und auf das Entstehen von Kristallen untersucht. Bei
mehreren &hnliche Bedingungen wurden stark verwachsene Kristalle mit nadeligem
Habitus erhalten. Durch Variation der Konzentration an Fallungsmittel, der Konzen-
tration des Proteins und durch FEinsatz verschiedener Additive wurden die initialen
Bedingungen verfeinert. Nadeln mit einer Grohe von etwa 300 pm x 20 pm x 20 pm
wurden aus 270 mM MgCly, 10 mM Natriumacetat (pH 4,6), 350 mM 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 Proteinpuffers um den idealen pH-Wert im ungepufferten Kristallisations-
tropfen zu verfehlen. Verschiedene Puffersysteme wurden daraufthin auf ihre Verwend-
barkeit getestet. Optimierte Kristalle wurden in Ansétzen mit 100 mM Natriumacetat
(pH 5,8), 290-350 mM Mg Cly und 16-20 % (w/v) PEG 3350 erhalten (siehe Abbildung
4.4a). Die Proteinkonzentration betrug 2,9 mg/mi. Bei niedrigeren Konzentrationen an
PEG wuchsen einzelne stdbchenférmige Kristalle (Abbildung 4.4b). Die optisch nur
wenig voneinander zu unterscheidenden Kristalle gehérten allerdings zwei Kristallfor-
men an, die gravierend unterschiedliches Streuvermogen aufwiesen. Zusammengefasst

findet sich die Datenstatistik der in dieser Arbeit vermessenen Kristalle in Tabelle 4.1.

4.2.1. Kristallform |

Normalerweise wuchsen Kristalle der Form I in Biischeln 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 Gefrierschutzlosung transferiert werden. Diese bestand aus 80 % Reservoir und
20 % MPD. Die Qualitat der untersuchten Kristalle war sehr unterschiedlich. Die stéb-
chenférmigen Kristalle zeigten lokal sehr anisotropes Streuverhalten und mussten mit

dem Réntgenstrahl nach gut streuenden Abschnitten abgesucht werden. Kristalle die-
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4.2. Kristallisation und Réntgenstrukturanalyse

)

(d)

Abb. 4.4.: Kristalle der Hydra magnipapillata TRR-2 TIR-Doméne. (a) Kristallform I. Im
Kristallisationstropfen befand sich 100 mM NaOAc (pH 5,6), 310 mM MgCls, 20 % (w/v) PEG 3350. b)
Kristallform II. Der Tropfen enthielt 100 mM NaOAc (pH 5,8), 350mM MgCls, 18 % (w/v) PEG 3350.
Reprisentative Diffraktionsbilder von einem Kristall der ¢) 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 Diffraktionsbilder betrigt die Auflésung etwa c) 2,8 A und d) 1,9 A.
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4. Ergebnisse

ser Form gehdren zur orthorhombischen Raumgruppe P212:2; mit den allgemeinen
Zellparametern a = 33 A, b = 33 A, ¢ = 106 A. Mit diesen Zellparametern war nur ein
Molekiil 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 Auflssung von 2,3 A, jedoch wiesen die
untersuchten Kristalle mit 0,25°-0,35° eine hohe Mosaizitat auf (berechnet mit XDS
(Kabsch, 2010)).

4.2.2. Kristallform Il

Es wurden wihrend des Versuchs der Optimierung der Kristallform I einzelne stib-
chenférmige Kristalle erhalten. Dies wurde urspriinglich als Verbesserung der ersten
Kristallform angesehen. Jedoch ergab die réntgenographische Analyse, dass diese Kris-
talle einer anderen Kristallform II zuzuordnen waren. Diese gehorten der monoklinen
Raumgruppe P2; an. Mit den gegebenen Zellkonstanten a = 31 A, b = 63A,c = 324
und S = 105 ° ist ebenfalls nur ein Molekiil pro Elementareinheit wahrscheinlich (Matt-
hews, 1968). Diffraktionsdaten dieser Kristallform wurden bis zu einer Auflésung von
1,14 A 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 Kristallmosaizitat (0,08 °, nach XDS (Kabsch, 2010)).

4.3. Strukturlésung und Verfeinerung

4.3.1. Positionierung und Verfeinerung des molekularen Modells

Phasierung der Struktur erfolgte iiber die Methode des molekularen Ersatzes an Daten
cines Kristalls der Kristallform I (maximale Auflésung 2,7 A). Die verwendeten Such-
modelle wurden mit SwissModel (Peitsch, 1995; Arnold et al., 2006; Kiefer et al., 2009)
anhand der Strukturmodelle verschiedener TIR-Doménen erstellt (sieche dazu Tabelle

4.2). Durch Vergleich der Modelle untereinander wurden Bereiche grofer Varianz und,
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4. Ergebnisse

basierend auf der Einschétzung des Modellierprogramms, hoher Unsicherheit geléscht.
Die resultierenden Modelle enthielten die Faltblattstringe BA—BC, die Helices aA—aC
und oE 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-Dominen der C713S-Mutante des humanen TLR-2
(PDB-Eintrag 1077, Tao et al., 2002) und des humanen TLR-1 (1FYV, Xu et al., 2000)
sanken der Ryopx sowie der freie R-Faktor Ryee sichtbar. Weitergearbeitet wurde des-
halb mit dem Modell auf Grundlage der Struktur der TIR-Doméne des humanen Toll-
ahnlichen Rezeptors 1 (PDB-Eintrag 1FYV, Xu et al., 2000). Nach Anwendung eines
Verfeinerungsprotokolls, bestehend aus abwechselnder Starre-Koérper- und Beschrénk-
ter Verfeinerung, wurde ein Ryork = 0,40 und Rygee = 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
Faltblattstrange pD und BE. Die dazugehérigen Reste wurden aus der Struktur 1IFYV
(korrespondierend den Aminosauren Ser725-Leu731 und Leu756-Trp758 des TLR-1)
entnommen und als Polyalaninmodell in die Elektronendichte eingefiigt. Nach meh-
reren Schritten manuellen Modellbaus und Riickbaus ergaben sich die R-Faktoren zu
Ryore = 0,25 und Rgee = 0,32. Dieses Modell beinhaltete nahezu das komplette Mole-
kiil der Ay TIR2 (AS Tyr97-Ser176 und Ile179-Asn221). Problematisch war zu diesem
Zeitpunkt die Modellierung der Helix aC (Asnl65-GIlnl178). Die Elektronendichte in
diesem Bereich war entweder stark verrauscht oder fehlte. Der Modellbau gelang je-
doch mit Daten mit der maximalen Auflésung von 2,0 A. Das finale Modell enthilt
die Reste Thr96-Asn220 mit Ryok = 0,25 und Reee = 0,30. Die Inspektion des Pro-
tokolls des Programms REFMACS5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011)
bei Durchfiihrung der Verfeinerung zeigte hohe anisotrope Skalierungsfaktoren. Die
Daten wurden aus diesem Grund mit dem Diffraction 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 Auflésung von 2,5 A
geschnitten. Eine Verfeinerung mit REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov
et al., 2011) ergab nur ein sehr geringfiigiges Sinken des freien R-Wertes. Die Elek-
tronendichtekarte zeigte ebenfalls keine Verbesserung. Eine Anpassung der Struktur
an die erhaltene Dichte und deren Verfeinerung fiihrte ebenfalls nicht zum sichtba-
ren Erfolg. Die Strukturen wurden mit PHENIX.CALCULATE CC* verglichen und
zeigten deutlich schlechtere CCyork- und CCpee-Werte. Die Daten wurden deshalb un-

geschnitten belassen. Weiterhin wurde eine Verfeinerung unter Einbeziehung von TLS
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4.3. Strukturlfsung und Verfeinerung

( Translation/Libration/Screw) durchgefithrt. 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
findet sich in Tabelle 4.3.

Tab. 4.2.: Verwendete Suchmodelle zur Phasierung der hyTRR-2 TIR-Doméine

PDB- Sequenz-

] ] .. Beschreibung

Eintrag identitét

1FYV 30 TIR-Doméne des humanen Toll-&hnlichen Rezeptors 1
(TLR-1) (Xu et al., 2000)

2.J67 31 TIR-Doméne des humanen Toll-dhnlichen Rezeptors 10
(TLR-10) (Nyman et al., 2008)

2JS7 29 TIR-Doméne des humanen myeloid differentiation primary
response 88 (MyD88)

1T3G 24 TIR-Doméne des humanen Interleukin-1 Receptor Accessory
Protein-like 1 (Khan et al., 2004)

3H16 22 TIR-Doméne aus Paracoccus denitrificans (Chan et al.,
2009)

3JRN 21 TIR-Doméne aus Arabidopsis thaliana (Chan et al., 2010)

3071 21 TIR-Doméne des Flachs (Linum usitatissimum) Disease Re-

sistance Proteins L6 (Bernoux et al., 2011)

4.3.2. Verbesserung des Modells anhand héher aufgel6ster Daten der
Kristallform 1l

Es wurden Diffraktionsdaten eines Kristalls der Kristallform II bis zu einer maxima-
len Auflésung von 1,14 A gemessen. Das aus Kristallform I erhaltene Strukturmodell
wurde mittels MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) in der Einheitszelle positioniert.
Nach 50 Zyklen Geleekorperverfeinerung (jelly body refinement) wurden die R-Faktoren
Ryork = 0,27 und Rpree = 0,27 erhalten. Das Modell wurde anschliefend mit BUCCA-
NEER (Cowtan, 2006; Cowtan, 2008) neu gebaut. Bei Bedarf wurden einzelne Reste

manuell in die Dichte eingepasst und Wassermolekiile in das Modell integriert. Das
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Met789

Abb. 4.5.: Uberlagerung der Elektronendichte mit der anomalen Dichtekarte. Atombezeich-
nung: grau Kohlenstoff, gold Schwefel, rot Sauerstoff/Wasser, griin Chlor. Gitter: grau (2Fo — F¢, ac)-
Dichte (Konturierung 1,56), griin positive Dichte der (Fo — Fc,ac)-Karte (Konturierung 4,0c), pink
anomale Dichte (Konturierung 3,50).

komplette Modell enthielt die Aminosduren Gly94 bis Asn220. Fiir die Reste Argl08,
Aspl4b, Ser150, Valls5, T1e173, His195, Arg212 und Arg216 wurden alternative Konfor-
mationen modelliert. Zusdtzlich wurde in der Nidhe des C-Terminus Elektronendichte
gefunden, in die weitere Aminosiuren modelliert wurden. Uber die anomalen Signale ei-
nes langwelligen Datensatz konnte weiterhin ein Chloridion zugeordnet werden. Dieser
Datensatz zeigt ebenfalls ein schwaches anomales Signal der sich im Molekiil befind-
lichen Schwefelatome. Dargestellt ist dies in Abbildung 4.5. Die R-Faktoren der mit

anisotropen B-Faktoren verfeinerten Struktur betragen Ryorx = 0,14 und Rgee = 0,17.

4. 4. Struktureller Aufbau der TRR-2 TIR-Domane

Um den allgemeinen Aufbau zu beschreiben, soll hauptsichlich die hochaufgelGste
Struktur der Kristallform II herangezogen werden. In der Elektronendichte fehlen im
Wesentlichen die Aminosduren, 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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180 * v : T 0 180

() (P)

Abb. 4.6.: ®,W-Plot zur Validierung der Struktur der hyTRR-2 TIR-Doméine beider Kris-

tallformen (Lovell et al., 2003). Berechnet wurden die Diagramme mit SFcheck (Vaguine et al.,

1999). (a) Kristallform I. (b) Kristallform II. Legende: = 4 Allgemein, Prdprolin, Prolin bevorzugt,
Allgemein, Préprolin, Prolin erlaubt, = *  Glycin bevorzugt, Glycin erlaubt.

Strukturell entspricht die TIR-Doméne von Hydra magnipapillata TRR-2 einer typi-
schen Flavodoxin-dhnlichen Faltung. Das Grundgeriist besteht aus einem Faltblatt mit
fiinf parallelen Faltblattstréngen, wobei die Stringe B und I sehr kurz und nur wenig
ausgeprigt sind. Verbunden werden die B-Stringe hauptsichlich durch Helices. Zwi-
schen BD und BE findet sich eine aus den hydrophoben Aminosduren Tyr191, Phe192
und Leul93 bestehende kurze 31p-Helix. In Analogie zu den bereits charakterisierten
TIR-Doménen soll diese trotzdem mit aD bezeichnet werden (siehe Abbildung 4.7). Das
Protein weist zwei hydrophobe Kernbereiche auf. Interessant ist hier die Anordnung
der Reste Trpl110, Thr114, Lys118, Tyrl184, Trp201 und Trp211. Die polaren Endgrup-
pen bzw. polaren Molekiilbereiche, das Oy des Threonins, O, des Tyrosins, das N, der
Tryptophanreste und N, des Lysins, sind so ausgerichtet, dass sie in Richtung des Lo-
sungsmittels zeigen und den oberflichlich liegenden hydrophoben Kern abschirmen. In
beiden Kristallformen befindet sich jedoch in direkter Néhe ein iiber kristallographische
Symmetrie verbundenes Proteinmolekiil. Es ist daher anzunehmen, dass dieser Bereich
trotzdem einen hydrophoben Charakter besitzt. Die kompakte Doménenstruktur wird
an einer Stelle aufgebrochen. Zwischen dem Faltblattstrang BA, der BB-Schlaufe, der
Helix aB und der Helix aC befindet sich eine hydratisierte Tasche, die das Eindringen
von Wassermolekiilen tief in das Proteinmolekiil erméglicht (siehe Abbildung 4.9b).

Von den vier Cysteinresten sind drei oberfldchlich situiert. Allerdings ist nur die Sei-
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BA aA BB aB’
mm) MWWWWWW D M\ /
100 110 120 130

KTYDV NICYAPEDRE WVINTLVFKL ERAGIKTFVN IRDDTPGNFF

aB BC acC’ aC BD
140 150 160 170 180
AENIMDATIEN SNRTIVVMSP DFFKNNICDK TLQIGLSHQI IPILYRPCEV

oD BE aE
190 200 210 220

PYFLNHMTYL DWCDKDVRPV FWRNLFRDIR N

Abb. 4.7.: Sekundirstruktur der TIR-Doméne aus Hydra magnipapillata TRR-2. Die Se-
kundérstrukturelemente sind iiber ihrer korrespondierenden Aminosduresequenz angeordnet. Helikale
Bereiche werden als rote Zickzacklinien, p-Faltblattstrange als griine Pfeile dargestellt. Grau eingefdrbt
sind diejenigen Aminosduren des N-Terminus bzw. C-Terminus, die in der Elektronendichte nicht sicht-
bar sind. Bezeichnet wurden die Faltblattstringe und Helices analog der fiir Toll/Interleukin-Rezeptor
homologe Doménen iiblichen Nomenklatur. Die zwischen den Sekundérstrukturelementen befindlichen
Schleifen, werden gewdhnlich mit den Buchstaben der Sekundirstrukturen beschrieben. So wird die
Schleife zwischen dem Faltblattstrang BB und der Helix aB als BB-Schleife bzw. BB-Loop bezeichnet.
Abweichend davon wird in dieser Arbeit die Schleife zwischen Strang fD und BE als D-Schleife bzw.
D-Loop bezeichnet.
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(b)

Abb. 4.8.: Topologischer Uberblick iiber die Kristallstruktur der Hydra magnipapillata
TRR 2 TIR-Doméne. (a) Topologiediagramm. Die Bezeichnung der p-Stringe ist eingetragen. (b)
Wall-eye Stereodarstellung der Kristallstruktur hyTIR2, gefirbt nach der Sekundéirstruktur (B-Strang:
magenta, helikale Strukturen: blau).
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tenkette von Cys202 fiir das umgebende Solvent zugénglich. Sowohl in Kristallform 1
und II lassen die Kristallpackungen keine intermolekularen Disulfidbriicken zu. Intra-
molekular ndhern sich die Schwefelatome der beiden Cysteinreste Cys102 und Cys167
bis auf 4,3 A in Kristallform II. Der Abstand beider Schwefel in der Kristallstruktur
der Form T betriigt 4,8 A. Eindeutig kann anhand der Elektronendichtekarte ausgesagt

werden, dass die Reste nicht in einer (partiell) disulfidverbriickten Form vorliegen.

In der Elektronendichtekarte der Kristallform II sind vier weitere Aminosduren in direk-
ter Ndhe zum C-Terminus zu erkennen (siehe Abbildung 4.9¢). Zwei der Aminosduren
konnten eindeutig als Histidinreste identifiziert werden. Vermutlich stammen diese von
der C-terminal fusionierten Hexahistidin- Affinitdtssequenz. Zwischen der Hauptkette
und den zusétzlichen Histidinresten findet sich allerdings keine Elektronendichte, die
eine kovalente Verkniipfung beider Elemente zweifelsfrei erlaubt. Die vier Aminoséuren
wurden daher als eine weitere Kette definiert, wobei die Nummerierung der theoreti-

schen Primérsequenz 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 Proteinmolekiile innerhalb der jeweiligen
Kristallpackung kénnten prinzipiell verschiedene Zustéande des Proteins stabilisiert wer-
den. Dies fiihrt im einfachsten Fall dazu, dass an der Oberfliche gelegene Aminoséuren
unterschiedliche Konformationen annehmen. Jedoch kénnten auch flexible Schleifen
oder Bereiche des Proteins nach Stabilisierung in der Elektronendichte sichtbar wer-
den. Im Fall von hyTIR2 scheint der Einfluss der Kristallpackung auf die Faltung von
hyTIR2 gering zu sein. Zudem sind nur wenige konformationelle Unterschiede sicht-
bar. Beide Strukturen iiberlagern mit einem sehr kleinen RMSD von 0,5 A iiber 125
Ca-Atome. Dargestellt ist diese in Abbildung 4.10. Unterschiede in der Position der Ca-
Atome mit einem RMSD grober als 0,8 A finden sich am N-Terminus, dem BB-Loop,

den 31p-Helices aC’ und aD sowie der N-terminalen Halfte der Helix oE.
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Abb. 4.9.: Besonderheiten der TIR-Domine von Hydra magnipapillata TRR-2. (a) Die
Schwefelatome der Cysteinreste Cys102 und Cysl67 nihern sich bis auf 4,3 A in Kristallform IL. In
Gitterdarstellung wurde (2Fo — Fc, ac)-Elektronendichte mit einer Konturierung ¢ = 1,5 gezeigt. (b)
Wassermolekiile (rote Sphéiren) in einer hydratisierten Tasche. Die Oberfliche von hyTIR2 ist in grau
dargestellt. (¢) In Kristallform II sind zwei symmetrieverwandte Molekiile (hellblau und orange) an
der direkten Bindung eines aus vier Aminosduren bestehenden Peptids beteiligt. Zwei weitere hyTIR2
(griin und gelb) befinden sich in direkter Nachbarschaft. Gezeigt ist eine wall eye-Stereoabbildung. Die
Konturierung (o-Niveau) der (2Fo — F¢, ac)-Elektronendichte betrigt 1c.

Abb. 4.10.: Strukturelle Uberlagerung von hyTIR2 zweier Kristallformen. Abbildung ist in
wall eye-Stereo. Es finden sich nur geringe Unterschiede in den Proteinstrukturen. Der Einfluss der
Kristallpackung kann demnach vernachldssigt werden.
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4.4.2. Beweglichkeit der hyTRR-2 TIR-Domine im Kiristall

Mit Hilfe beider Kristallformen soll versucht werden, die intramolekulare Beweglichkeit
der TIR-Doméne 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 ausgedriickt. Dieser beschreibt im Allgemeinen die Abschwichung
der Rontgenbeugung an einem Atom bezogen auf seine thermische Beweglichkeit im
Kristall. Hier soll allerdings aus den B-Faktoren auf die Flexibilitdt spezifischer Be-
reiche von hyTIR2 geschlossen werden. Hohe Beglichkeit wird durch einen erhéhten
B-Faktor ausgedriickt. Auf die gleiche Weise zeigt ein niedriger B-Faktor eine eher
geringe Bewegungsfreiheit an. Die aus einer Kristallstruktur erhaltenen Informatio-
nen miissen jedoch vorsichtig betrachtet werden. Insbesondere die Bewegungsfreiheit
von Bereichen des Molekiils, die sich in einem Kristallkontakt befinden, kénnten stark
eingeschrankt werden und daher im Kristall geringe B-Faktoren aufweisen. Die Kris-
tallformen I und IT unterscheiden sich zudem stark in ihren B-Faktoren. In Kristallform
I ist dieser Wert mit durchschnittlich 52 A% im Vergleich zum mittleren dquivalenten
Beq von 10 A2 in Form II mehr als 5fach erhht. Ein direkter numerischer Vergleich ist
deshalb nicht moéglich. 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 Molekiils vergleichsweise niedrige B-Faktoren und daher
auch geringe Flexibilitéit auf. Insbesondere die Striange des p-Faltblatts und die Helices
aA; aB und der Teile der Helix aE sind in beiden Kristallformen rigide angeordnet.
Diese Bereiche des Molekiils beherbergen die Aminosiuren, 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 héhere Temperaturfak-
toren und haben demzufolge grofsere Beweglichkeit. Unterschiede in den B-Faktoren
der Aminosduren von Helix aC werden durch stabilisierende Effekte von Kristallkontak-
ten bewirkt. Gleichermafien fithrt in Kristallform II die Interaktion mit dem zusétzlich

gebundenem Peptid zur Erniedrigung der B-Faktoren der BB- und D-Schleife.

Die Seitenketten aller Aminosduren (aufer Alanin) zeigen intrinsische Beweglichkeit.
Im Kristall kénnen einige der moéglichen Konformation durch stabilisierende Wechsel-

wirkungen fixiert 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 A2, (¢) Verteilung der relati-
ven Temperaturfaktoren der Ca-Atome der Proteinketten beider Kristallformen. Zur besseren Ubersicht

wurden die Positionen der helikalen Bereiche (unterbrochene Balken) sowie die p-Stringe in die Graphik
eingefligt (ausgefiillte Balken).
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4.4. Struktureller Aufbau der TRR-2 TIR-Domaéane

liche Konformationen konnten aufgrund der niedrigeren Auflésung der gesammelten
Diffraktionsdaten 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 Aminosdure His177 nicht in der Elektronendichte
definiert und wurde daher nicht modelliert. Das Gegenteil war bei der Verfeinerung der
hochaufgelosten Kristallform II der Fall. Hier konnten den hauptséchlich an der Ober-
fliche befindlichen Aminosdureresten Argl08, Aspl4b, Serl150, 1lel173, His195, Arg212
und Arg216 alternative Konformationen zugeordnet werden. Es lassen sich vielfach
spezifische intra- und intermolekulare Interaktionen der einzelnen Konformeren bheob-

achten. Diese verringern die Flexibilitdt der beteiligten Reste.

In beiden Kristallformen sind also die gleichen Bereiche durch héhere Temperaturfak-
toren gekennzeichnet. Auf die Kristallpackung allein l4sst sich dieses Phinomen nicht
zuriickfithren. Die Vermutung liegt deshalb nahe, dass es sich hierbei um tatséchliche
Flexibilitdt handeln konnte. Proteinkristallisation ist jedoch nicht in der Lage diese
Frage detailliert zu beantworten. Hier kénnen spektroskopische und massenspektro-
metrische Techniken Abhilfe schaffen. Im besonderem Mafe ist die Verwendung von
NMR-Spektroskopie dafiir geeignet. Neben Informationen iiber die Konstitution eines
Molekiils kénnen durch Nutzen des Kern-Overhauser-Effektes zusétzlich Daten {iber die
Wechselwirkung spezifischer Reste durch den Raum beobachtet werden. Simulation der
Molekulardynamik unter den experimentellen Randbedingungen ermoglicht einen Ein-
blick in die intramolekulare Flexibilitat. Fine weitere Moglichkeit ist die Markierung
des Proteins mit Deuterium in Abhéngigkeit von der Zeit. Die Rate des Austauschs
wird durch die Zugénglichkeit des beteiligten Protons zum umgebenden Solvens und
die Beteiligung an Wasserstoftbriickenbindungen bestimmt. Werden einzelne Fragmen-
te des markierten Proteins mittels Massenspektrometrie untersucht, ergibt sich aus der
Veranderung der Masse einzelner Reste unter Beriicksichtung ihrer lokaler chemischen

Situation ein Bild ihrer Beweglichkeit.
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4.5. Die TIR-Domane aus Hydra magnipapillata TRR-2
zeigt hohe strukturelle Ahnlichkeit zu anderen

TIR-Domanen

Die Kristallstruktur der Hydra magnipapillata TRR-2 TIR-Doméine 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 Ay TIR2 hohe Homologie zu den TIR-Doménen der menschlichen
Toll-dhnlichen Rezeptoren und Adapterproteinen sowie zu bakteriellen und pflanzlichen
TIR-Proteinen. Weiterhin identifizierte Kristallstrukturen waren die SEFIR-Doménen
des humanen IL-R17A (Zhang et al., 2014) und des murinen IL-R18B (Zhang et al.,
2013). Diese Ahnlichkeit ist erstaunlich, aber nicht komplett iiberaschend. Bereits 2003
stellten Novatchkova u. a. fest, dass TIR- und SEFIR-Doménen in eine Superfamilie
STIR eingeordnet werden konnen (Novatchkova et al., 2003). Kiirzlich wurde zudem ge-
zeigt, dass Interaktionen zwischen TIR- und SEFIR-Domé&nen aktiv an der Regulation
der TLR-Signalweges beteiligt sind (Mellett et al., 2015).

Grofkte strukturelle Ahnlichkeit zeigt Ay TIR2 zu den TIR-Domiinen der Toll-dhnlichen
Rezeptoren mit einem RMSD von 1,8 A bis 2,3A. Auch die Strukturen der Adapter-
proteine MyD88 und TIRAP (auch bekannt als Mal) haben einen niedrigen RMSD
von 2,1 A bzw. 2,2 A. Die Sequenzen sind zu 25 % bis 34 % identisch. Trotz einer gerin-
gen Sequenzidentitéit von 11 % bzw. 6 % tberlagern AyTIR2 und die SEFIR-Doménen
des humanen IL-17 Rezeptors A und murinen IL-17-Rezeptors B mit einem RMSD
vergleichbar mit diesen TIR-Doménen. Zu den Strukturen der TIR-Doménen der Ad-
apterproteine TICAM-1 und -2 und IL-1RAPL-1 sowie den TIR-Domé&nen pflanzlicher
und bakterieller Herkunft besitzt hy TIR2 ebenfalls moderate Ahnlichkeit. So lisst sich
hyTIR2 aus strukturellen Gesichtspunkten zu den TIR-Doménen Toll-&hnlicher Rezep-
toren zdhlen. Es finden sich in Ay TIR2 zudem drei in den TIR-Doménen Toll-dhnlicher
Rezeptoren konservierte Motive, Box 1, 2 und 3 (Slack et al., 2000). Im Fall von hyTIR2
besteht Box 1 aus den Aminosduren Tyr97 bis 103, Box 2 aus den Resten Ile124 bis
Gly136 und Box 3 aus Phe210 bis Asn213. Fiir TLR-1, -2 und -4 konnte gezeigt werden,
dass sich Mutationen innerhalb dieser Motive negativ auf die Signalkapazitdt auswir-
ken, méglicherweise aufgrund verminderter Fahigkeit zur Ausbildung homo- und hete-
rotyper Wechselwirkungen (Poltorak et al., 1998; Xu et al., 2000; Ronni et al., 2003).
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Tab. 4.4.: Ergebnis der strukturellen Uberlagerung der TIR-Domine aus Hydra magnipa-
pillata TRR-2 mit der Proteindatenbank PDB. Dies geschah mit dem Programm DALI (Holm

und Rosenstrom, 2010).

Beschreibung R[AA/‘I?D ngréige

Tierischer Ursprung

TIR-Doméne des humanen TLR-1 (Xu et al., 2000) 1,8 (32%) 1FYV

TIR-Doméne des humanen TLR-6 (Jang und Park, 1,9 (31%) 40M7

2014)

TIR-Doméne des humanen MyD88 (Ohnishi et al., 2,1 (28%) 4EOQO7,4DOM,

2009; Snyder et al., 2013) 275V, 2J57

SEFIR-Doméne des humanen IL-17 Rezeptors A 2,1 (11%) 4NUX

(Zhang et al., 2014)

TIR-Doméne des humanen TLR-2 (Xu et al., 2000; Tao 2,2 (34%) 1FYW,

et al., 2002) 1FYX, 1077

TIR-Doméne des humanen TIRAP (Valkov et al., 2011; 2,2 (25%) 4LQD, 3UB2,

Lin et al., 2012; Woo et al., 2012; Snyder et al., 2014) 3UB3, 3UB4,
2Y92, 4F7Z5

TIR-Doméne des humanen TLR-10 (Nyman et al, 2,3 (31%) 2J67

2008)

SEFIR-Domine des murinen 1L-17-Rezeptors B (Zhang 2,3 (6%) 3VBC

et al., 2013)

TIR-Doméne des humanen IL-1RAPL-1 (Khan et al., 2,6 (23%) 1T3G

2004)

TIR-Doméne des humanen TICAM-2 (Enokizono et 2,8 (19%) 2MIW

al., 2013)

TIR-Doméne des humanen TICAM-1 (Enokizono et 3,2 (21%) 2MI1X

al., 2013)

Pflanzlicher Ursprung

TIR-Doméne aus A. thaliana (Chan et al., 2010) 2,3 (23%) 3JRN

TIR-Doméne des A. thaliana RPS4 (Williams et al., 2,7 (19%) 4C6R, 4C6T

2014)

TIR-Doméne des A. thaliana RRS1 (Williams et al., 2,7 (19%) 4C6S, 4C6T

2014)

TIR-Doméne des L. usitatissimum L6 (Bernoux et al., 2,9 (21%) 30Zl1

2011)

Bakterieller Ursprung

TIR-Doméne aus P. denitrificans (Chan et al., 2009) 2,5 (26%) 3H16

TIR-Doméne des B. melitensis TcpB (Kaplan-Tirkéz 2,5 (30%) 4C7M, 4L.QC,

et al., 2013; Snyder et al., 2014; Alaidarous et al., 2014) 4LZP

2 In Klammern ist die Anzahl der iiberlagerten Aminoséduren angegeben. Beinhaltet
die Kristallstruktur mehr als eine Kette (d. h. mehrere Monomere bzw. Protome-
re in der asymmetrischen Einheit) wird ausschliefslich diejenige mit der geringsten
strukturellen Abweichung (RMSD) aufgefiihrt. Das Gleiche gilt fiir Strukturen mit

multiplen Eintrégen in der Proteindatenbank.
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Zudem weist hyTIR2 eine fiir MyD88-bindende TIR-Proteine typische Triade beste-
hend aus den Aminoséuren Tyr97-Asp98-Aspl32 auf (Brown et al., 2006). Heutezutage
wird jedoch insbesondere den Motiven Box 1 bis 3 wenig Bedeutung beigemessen, da
diese fiir die korrekte Faltung der TIR-Doméne notwendige Bereiche umfassen (Nara-
yanan und Park, 2015). In Zusammenfassung scheint hyTIR2 ein klassischer Vertreter

der Familie der Toll/Interleukin 1-Rezeptor-Doménen zu sein.

4.6. Analyse der Kristallpackung

Uber homotype Interaktionen von TIR-Dominen 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-Doméne aus Hydra magnipapillata
TRR-2 erhalten, bei denen sich jedoch nur jeweils ein Molekiil in der asymmetrischen
Einheit befindet. Wihrend der Ausbildung eines Kristallgitters geht das kristallisier-
te Protein eine Vielzahl von Wechselwirkungen ein. Fiir eine Analyse der homotypen
Wechselwirkungspartner sollte daher die Anordnung der symmetrieverwandten Mo-
lekiile im Kristallgitter einbezogen werden. In manchen Féllen kann auch ein Ver-
gleich der intermolekularen Interaktionen unterschiedlicher Kristallformen Aufschluss
iiber physiologisch relevante Wechselwirkungen liefern. Mit dem Programm PDBePl-
SA (Krissinel und Henrick, 2007) wurden daraufhin fiir beide Kristallformen die Eigen-
schaften der Kontaktflichen zu symmetrieverwandten Molekiilen ermittelt (siche dazu
Tabelle 4.5).

4.6.1. In beiden Kiristallformen findet sich ein identischer Kristallkontakt

Die fiir Wechselwirkungen zur Verfiigung stehende Oberfliche ist bei hyTIR2 in beiden
Kristallformen etwa gleich groR. Berechnet wurde diese fiir Kristallform I zu 7255 A2
und 7332 A2 fiir Kristallform IT. In beiden Kristallformen ist der Wassergehalt relativ
gering. Fiir Kristallform I und Kristallform II betrégt dieser 38,8 % bzw. 36,4 % (berech-
net mit SFCheck (Vaguine et al., 1999) nur fiir den Anteil des Proteins, Solvensmolekiile
und das zusétzlich gebundene Peptid sowie das Chloridion wurden zuvor entfernt). Es

sollte daher in Form IT eine insgesamt gréofere Proteinoberfliche an Interaktionen betei-
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Tab. 4.5.: Analyse der Kristallpackung der Kristallformen I und II. Berechnet wurden die
Kontaktflachen zwischen den iiber die kristallographische Symmetrie erzeugten Molekiilen. Dies geschah
mit dem PISA-Server (Krissinel und Henrick, 2007).

Kristallform I

Symmetrie- Anzahl beteiligter Reste Kontakt- AG AG
operation Molekiil 1 ~ Molekiil 2 fliche (A?)  (keal/mol) P-Wert
x-1,y, 2 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 1541,7

Kristallform II

Symmetrie- Anzahl beteiligter Reste Kontakt- AG AG
operation Molekiil 1~ Molekiil 2 fliche (A?) (keal/mol) P-Wert
x-1, v,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 1607,7

ligt sein. Werden jedoch ausschliefslich die Wechselwirkungen mit symmetrieverwand-
ten Molekiilen betrachtet, ist die beteiligte Fliche etwa gleich grof. Etwa 21 % (Form I)
bzw. 22 % (Form II) der Proteinoberfliche sind in homotypen Wechselwirkungen invol-
viert. Unter Einbeziehung des in Kristallform II gebundenen Peptids erhdht sich dieser
Wert deutlich auf 27 %. Jedoch bringt die Betrachtung der Interaktion von hyTIR2 mit
einem Peptid artifiziellen Ursprungs nur wenig Informationsgewinn beziiglich, aus phy-
siologischer Sicht, potentiell relevanter Protein—Protein-Kontakte. Im folgenden sollen
daher nur die tatsédchlichen Protein—Protein-Interaktionen betrachtet werden. Positive
Affinitét zweier Wechselwirkungspartner zueinander kénnte auf biochemische Relevanz
hindeuten. In beiden Kristallformen weisen die beiden grofsfléchigsten Wechselwirkung-

en einen negativen AlG-Wert auf, was auf eine gewisse Affinitiit hindeutet.
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Die Anordnung der AyTIR2-Molekiile in den Kristallpackungen der Formen I und II
wurden verglichen. Interessanterweise ist eine der Kontaktflichen in beiden Kristall-
formen nahezu identisch (siehe Abbildung 4.13). Ausgebildet wird die Wechselwirkung
durch diejenigen symmetrieverwandten Molekiile, die durch die Symmetrieoperatio-
nen (x + 1,y, 2z) in Kristallform T bzw. (x,y,z + 1) in Kristallform IT erzeugt werden
kénnen. In beiden Féllen sind die involvierten Flichen gleich grofs und haben eine
leicht negative kalkulierte Bildungsenthalpie AIG. Beiden Kontaktflichen wird zudem
ein vergleichbarer P-Wert von 0,27 und 0,29 fiir Form I bzw. Form II zugeschrieben.
Mit diesem Wert wird versucht zu unterscheiden, ob eine Kontaktfliche 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 mafsgeblich mit beiden symmetrieverwandten
Molekiilen in Interaktion (siehe Abbildungen 4.9c¢ und 4.13b). Jedoch verringert dies
nur geringfiigig die Interaktionsfliche (559,9 A%) und den AIG (-4,1 keal/mol) der Wech-

selwirkung.

4.6.2. Die BB-Schlaufe interagiert in beiden Kristallformen mit einem
benachbarten symmetrieverwandten Molekiil

In eine hydrophobe Tasche, aufgespannt durch die Faltblattstrange D und BE, die
Helix oFE und der D-Schleife, ragen die Reste Prol35 und Glyl36 der BB-Schleife
eines symmetrieverwandten Molekiils. Insbesondere die Aminoséure Prol35 wird da-
durch vollstdndig verborgen. Dies ist sehr interessant. Pro135 gehort zu einem in TIR-
Doménen evolutiondr konservierten PG-Motiv, das vielfach als unerlésslich fiir die Si-
gnalfunktion beschrieben wurde (siehe u. a. Xu et al., 2000; Dunne et al., 2003; Ronni
et al., 2003; Brown et al., 2006; Nanez Miguel et al., 2007; Toshchakov und Vogel,
2007). So fithren Mutationen dieses Prolinrestes zu einer Verminderung bzw. zum Ver-
lust der Signalfihigkeit oder zu einer verianderten Adapterspezifitdt (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 Prol35 zu einer sterisch
anspruchsvolleren Aminosiure wiirde auch hier die Ausbildung dieses Kontaktes ver-
hindern. Aufgrund der sterischen Gegebenheiten der Interaktion zwischen beiden TIR-
Doménen wird auch an der Position des Glycinrest Gly136 keine andere Aminosiure

toleriert. Bisher ist die strukturelle Rolle des hochkonservierten Glycinrestes unklar.
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Abb. 4.12.: Ein in beiden Kristallformen identischer Kristallkontakt ist durch Elektronen-
dichte genau definiert. Darstellung der Elektronendichte der BB-Schleife (oben) und dem Faltblatt-
strang BD (unten) in (a) Kristallform I und (b) Kristallform II. Zur Klarheit wurde die aD-Schleife nicht
gezeigt. Unterschiedliche Proteinketten wurden mit verschiedenen Farben ihrer Kohlenstoffatome gekenn-
zeichnet. Sauerstoffatome werden rot, Stickstoffatome blau dargestellt. (2Fo — F¢, ac )-Elektronendichte
ist grau. Die Konturierung (o-Niveau) betrégt bei (a) 1o und bei (b) 1,506. (Fo — F¢,ac) ist jeweils
konturiert auf £4¢ und griin bzw. rot dargestellt.
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Abb. 4.13.: Identischer Kristallkontakt in Kristallform I und IIL. 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 Molekiile sind hellblau (identisch in beiden Kristallformen) bzw. hellgrau
(unterschiedlich in beiden Kristallformen) gefdrbt. Die Beschriftung bezieht sich jeweils auf die orange
gefirbten Molekiile. (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-Doménen vermittelt wird (Song und Lee, 2012; Narayanan und Park, 2015). Die
zugrundeliegende Wechselwirkung ist daher vermutlich relativ schwach. Ob die hier
beobachete Interaktion moglicherweise auch eine physiologische Funktion besitzt, kann

ohne weiterfiihrende Studien nicht ausgesagt werden.

4.7. Aminosduren der hy TIR2—hy TIR2-Kontakflache sind

evolutionar konserviert

Obwohl in allen multizelluldren Organismen Proteine mit TIR-Doménen 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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heit halber nach der Publikation von Song et al. (2012). In dieser Publikation beschrei-
ben die Autoren die evolutiondre Entwicklung des Systems der Toll- bzw. Toll-dhnlichen
Rezeptoren. Dazu wurden die Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologen Doménen aus
folgenden Lebewesen verglichen: Amphimedon queenslandica, Suberites domuncula als
Vertreter der Schwdmme, Nematostella vectensis, Hydra magnipapillata resprisentieren
die Ordnung der Nesseltiere und Branchiostoma floridae sowie Danio rerio die Chorda-
tiere. Aus dem Reich der Amphibien wurde Xenopus tropicalis gewédhlt. Die Sdugetiere
werden durch den Menschen Homo sapiens vertreten. Zur Veranschaulichung der evolu-
tiondren Verwandtschaft dient Abbildung 4.14. Eine notwendige Anforderung fiir eine
aussagekriftige Gegeniiberstellung der Aminoséuresequenzen ist, dass hauptsichlich
TLR oder TLR-&hnliche Proteine, die ausschliefslich 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 {iber MyD88 signalisiert (Song und Lee, 2012). In Analogie dazu
wurden daher die Sequenzen der TIR-Domaéne der TLR-5-Orthologe im Zebrafisch und
Krallenfrosch genutzt. Die Uberlagerung der vorliegenden Sequenzen sollte idealerweise
unter dem Gesichtspunkt struktureller Ahnlichkeit stattfinden. Jedoch sind bisher nur
Strukturen der TIR-Domé#nen humaner Toll-dhnlicher Rezeptoren bekannt. Ein Ver-
gleich auf Basis der Primérsequenz kénnte durch die ferne evolutionére Verwandtschaft
und die daraus resultierende geringe Sequenzidentitéit 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 Uberlagerung zusitzlich die aus den Sequenzen in
silico vorhergesagten Sekundérstrukturinformationen heran. Da im Laufe der Evoluti-
on die Tertiarstruktur eines Proteins stérker konserviert ist als die zugrundeliegende
Sequenz, ermoglicht die Kombination der Informationen aus Sequenz und Sekundér-
struktur eine genauere Uberlagerung korrespondierender Aminosiuren. Das Ergebnis
ist in Abbildung 4.14 dargestellt.

Uberlagert wurden hauptsichlich die in der Datenbank Uniprot (The UniProt Consortium,
2015) als TIR-Doméne gekennzeichnete Sequenzbereiche. Unterschiede im N-Terminus
sollen hier nicht betrachtet werden. Nicht dargestellt wurden zudem etwa 100 Amino-

sduren N-terminal vor der TIR-Doméine des Drosophila melanogaster Toll-Rezeptors.
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Die vorhergesagte TTR-Doméne ist in allen Fallen ungefahr gleich grok. Interessanter-
weise scheint die Linge der reinen TIR-Doménen mit steigendem Grad der evolutio-
néren Stufe stetig zuzunehmen. So wird insbesonders die AB-Schleife, die DD-Schleife
und die EE-Schleife ldnger. Die genannten Grofenunterschiede haben fiir sich allein
jedoch nur wenig Aussagekraft. Rezeptor- und Adaptermolekiile befinden sich in ei-
nem coevolutiven Prozess und sind daher aneinander angepasst (Yeang und Haussler,
2007). Aus diesem Grund wurden auch die Sequenzen der TIR-Doménen des Adapter-
molekiils MyD88 auf die gleiche Art iiberlagert (siche Abbildung 4.15). Auf den ersten
Blick erscheint die Lénge der Sequenzen von MyD88 deutlich gleichférmiger zu sein.
Abweichend davon finden sich in B. floridae, A. queenslandica und S. domuncula, aus
wenigen Aminosduren 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 Aminosiduren. Weiterhin scheinen die Sequenzen héher konser-

viert. Weitere Studien sollten folgen, um diese Diskrepanz weiter zu beleuchten.

Trotz der evolutiven Entfernung besitzen relativ viele der {iberlagerten Reste vergleich-
bare Eigenschaften ihrer Seitenketten. Dies sind insbesondere die Aminosduren, die das
Innere des Proteins auskleiden und am Aufbau des hydrophoben Kerns beteiligt sind
(geringe Zugénglichkeit zum Solvent in Abbildung 4.14). Vier Aminoséiuren sind weiter-
hin in allen Sequenzen identisch. Bezogen auf die Nummerierung von hyTIR2 sind das
die Reste Gly136, Leul99, Phe200 und Leu204. Gly136 ist Teil eines fiir TIR-Doménen
spezifischen Sequenzmotivs. Hierbei ist dem Glycinrest eine hydrophobe Aminosiure,
wie Prolin, seltener auch Alanin oder Valin, vorangestellt. Leu199, Phe200 und Leu204
interagieren in hyTIR2 miteinander. Erstaunlicherweise ist Leul99 zudem direkt an
der homotypen TIR-TIR-Wechselwirkung beteiligt, die sowohl in Kristallform I als
auch Kristallform IT identisch ist. Hier wechselwirkt es mit Prol135. Dieser Rest ist in
einer der {iberlagerten Sequenzen gegen Alanin (N. vectensis) und Valin (D. melanogas-
ter) ausgetauscht. In Ay TIR2 stehen Prol35 die Aminosauren Ile180, Thr197, Asn213
und Asp217 gegeniiber. Wird angenommen, dass die Wechselwirkung in hyTIR2 eine
mogliche Art der homotypen TIR-TIR-Interaktion abbildet, findet sich allerdings kein
Hinweis auf einen korrespondierend Austausch. Valin und Prolin besitzen allerdings
sehr dhnliche Charakteristiken ihrer Seitenketten, sind also mdoglicherweise austausch-
bar. Der intrazellulidre Teil des Drosophila Toll-Rezeptors ist zudem aufgrund seiner
iiberdurchschnittlichen Linge aufsergewthnlich. Abschlieffend ldsst sich, moglicherwei-
se auch aufgrund der sehr geringen Anzahl an untersuchten Sequenzen, keine Aussage

iiber die Relevanz der Wechselwirkung machen.
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N\ N\ \
Porifera Arthropoden Vertebraten
A. queenslandica D. melanogaster D. rerio
S. domuncula Cnidaria Deuterostomia  X. tropicalis
H. magnipapillata B. floridae H. sapiens
N. vectensis
BA B aB
—_— 0000 TT 0000000
100
A. queensl andi ca DYKEAT[YDVFI VF[I[PGCSI LENMET
S. donuncul a LSRFDKFVVYI S
N. vectensis EETHHEFDVFI DFEIAGL YI TDNI AN
H. magni papillata RKKEKT|YDVNI DDT|PGNFFAENI [MD
D. nml anogast er L DKDKKFDAFI DWLVGGHI PENI MR
B. floridae ENL QKKFDAF DFMPGAPI TDNI VN
D. rerio DPDRFL|YDVYL DF|l PGEDHL TINMRS
X. tropicalis AADACKYDAYL DF|l |PGEDHI
H. sapiens EPDMYKYDAYL DFVIPGENRI ANI QD
A. queensl andi ca .. I TIPITLILSN. .. .... SKD
S. donuncul a DNC........
N. vectensis LENI . P. LNELPS
H. nmagni papillata YRP. ........
D. nal anogast er Q .. | 1|YSDI . GDVEKLDE
B. floridae .. TYRLFDEQVDVLI |LIVFLEDI PDRALHRYQ
D. rerio C E .. QKRMQAELEDI |LV|VLVVGNI PQYRLLKYK
X. tropicalis ) .. VGSL SQYQFMKYQ
H. sapiens .. VGSL SQYQL MKHQ
A. queensl andi ca Ll o GRPLSSC. . .
S. donuncul a QGGLVRV. . . .
N. vectensis EWFNE. DVRP FEHQGEGAV. .
H. nmagni papill ata DWCDK. DVRPV|gWRNIBFRDI|RNN. . . . ... ... ... ... ........
D. nal anogast er KW. . ... GDP NGAL| KTALKG
B. floridae EWPKDPQEKAL[gWERMKDALKTGDRPPI ENI I . . .. ... .. ... ...
D. rerio VWPDDGQDL EWRYDQHEL HK|I [RKDI KI NQTTKETKR. . EEANFNTNTAV
X. tropicalis RWPEDI QDVEWZL GRIESYQI |LKENTVEKKPNQASRKPFNHEL QNI ETI
H. sapiens RWPEDFQDVGWgL HKINSQQI L KKEKEKKKDNN. . . . ... | PLQTVATI

Abb. 4.14.: Sequenziiberlagerung von TIR-Doméinen verschiedener Toll-&hnlicher Rezep-
toren. Uniprot-Zugriffsnummern: A. queenslandica ES5KCC6, S. domuncula ATMS856, N. vectensis
ATRYGY, H. magnipapillata A6M946, D. melanogaster P08953, B. floridae C3YQN7, D. rerio B3DIN1,
X. tropicalis FTEAWO und H. sapiens O60602. In der ersten Zeile sind die Sekundirstrukturelemente der
TIR-Doméne Hydra magnipapillata TRR-2 abgebildet. Verwendete Symbolik: Spirale... helikale Struk-
tur, Pfeil... B-Faltblattstrang, TT... B-Schleife. Die Zeile darunter gibt die Zuginglichkeit der Aminosau-
reseitenkette zum umgebenden Solvens an (Farbschema: weif... nicht zugénglich, hellblau... teilweise frei
zugdnglich, dunkelblau... exponiert). Sequenziiberlagerung: Farbung der Reste nach der Risler-Matrix
(Risler et al., 1988). Rot hinterlegte Aminosiuren sind in allen Sequenzen identisch, in rot gedruckte Res-
te auf weifem Grund haben einen gleichen Charakter ihrer Seitenkette. Bereiche von Aminosduren mit
dhnlichen Eigenschaften sind in einer blauen Box dargestellt. Abweichend davon sind die Aminosduren
des PG-Motivs orangefarben gefarbt.
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Abb. 4.15.: Sequenziiberlagerung von TIR-Doméinen verschiedener MyD&88-dhnlicher Ad-
apterproteine. Uniprot-Zugriffsnummern: A. queenslandica ESKCC5, S. domunculea Q4WIET7, N. vec-
tensis ATRHZ4, H. magnipapillata MyD88 (perstnliche Kommunikation mit Dr. Ren’e Augustin), D.
melanogaster QTK105, B. floridae C3ZGY7, D. rerio Q5XJ85, X. tropicalis Q28DJ2 und H. sapiens
Q99836. In der ersten Zeile sind die Sekundirstrukturelemente (Spirale... helikale Struktur, Pfeil... -
Faltblattstrang, TT... B-Schleife) der TIR-Doméne des menschlichen MyD88 gezeigt (PDB-Eintrag 4EO7,
Snyder et al., 2013), die zweite gibt die Zuginglichkeit der entsprechenden Aminosiureseitenkette zum
umgebenden Solvens an (Farbschema: weif... nicht zuginglich, hellblau... teilweise frei zuginglich, dun-
kelblau... exponiert). Sequenziiberlagerung: Farbung der Reste nach der Risler-Matrix (Risler et al.,
1988). Rot hinterlegte Aminosiuren sind in allen Sequenzen identisch, in rot gedruckte Reste auf weiffem
Grund haben einen gleichen Charakter ihrer Seitenkette. Bereiche von Aminosduren mit dhnlichen Ei-
genschaften sind in einer blauen Box dargestellt.
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5.1. Kristallisation und Strukturlésung durch Molekularen

Ersatz

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die TIR-Doméne des Hydra magnipapillata Toll-Re-
zeptor-Verwandten 2, korrespondierend den Aminosduren 95 bis 221, heterolog in F.
coli hergestellt und mittels chromatographischer Methoden zur apparenten Homoge-
nitét gereinigt. Versuche zur Kristallisation waren erfolgreich. Rontgenkristallographi-
sche Untersuchungen der nadelférmigen Kristalle zeigten, dass diese zwei Kristallfor-
men zugeordnet werden miissen. Die als Form I bezeichnete Kristallform gehorte der
orthorhombischen Raumgruppe P21212; an, die zweite Form zur monoklinen Raum-
gruppe P21. Der Wassergehalt war mit 39 % (Matthewkoeffizient 2,06 A*/Da) bzw. 35 %
(Matthewkoeffizient 1,92 A4°/Da) in beiden Formen niedrig. Unterschiedlich war jedoch
die Fahigkeit, Rontgenlicht zu streuen. Kristalle der Form I streuten anisotrop bis zu
einer Auflssung von 2 A, wohingegen fiir Form II Diffraktionsdaten bis unter 1,2 A

gesammelt werden konnten.

Die Losung des Phasenproblems erfolgte anhand von Daten der Kristallform 1. Ein
verkiirztes Modell von hyTIR2 basierend auf der Struktur der TIR-Doméne des huma-
nen TLR-1 (Xu et al., 2000) konnte erfolgreich fiir die Phasierung mittels Molekularen
Ersatz verwendet werden. Verglichen mit der finalen Struktur hatte das Suchmodell
eine mittlere Abweichung RMSD iiber 89 Ca-Atome von 1,9 A. Eine sequenzunabhin-
gige Strukturiiberlagerung ergab einen RMSD von 1,2 A. Trotz dieser relativ geringen
Abweichungen bewertete das Programm MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) die
gefundene Losung mit einem niedrigen score von 0,246 und einem ebenso geringen Kon-

trast von 1,89. Der Fehler der initialen Phasen war mit iiber 60 ° dementsprechend grof.
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Die kalkulierte Elektronendichte war jedoch interpretierbar. Im Rahmen des automati-
schen Modellbaus fiihrte der durch den niedrigen Wassergehalt und demzufolge grofe
intermolekulare Wechselwirkungsfliche im Kristall zu Problemen, da insbesondere das
Programm BUCCANEER (Cowtan, 2006; Cowtan, 2008) oft die Ketten symmetriever-
wandter Molekiile miteinander verband. Wihrend des Modellbaus wurden Mafsnahmen
zur Reduktion von model bias ergriffen. So wurden simuliertes Tempern des Modells
durchgefiihrt und prime & switch-dichtemodifizierte Karten (Terwilliger, 2004b) ver-
wendet. Der Vergleich der Strukturen der niedrig aufgelosten Kristallformen I und der
hochaufgelésten Form II zeigt nur geringe Unterschiede (RMSD von 0,5 A). Model bias

wurden daher effektiv eliminiert.

5.2. Einfluss der Affinitatssequenz auf die Kristallpackung

In Kristallform II befindet sich nahe dem C-Terminus ein Peptid, das nicht zum Kris-
tallisationstropfen zugesetzt wurde. Trotz der hochaufgeldsten Diffraktionsdaten kann
in der Elektronendichte keine Verbindung zwischen Protein und Peptid beobachtet
werden. Das Peptid besteht aus vier Aminoséuren, wovon zwei benachbarte Reste
zweifelsfrei als Histidine identifiziert werden konnten. Damit stammt dieses von der
C-terminal fusionierten Hexahistinsequenz. Die Aminosduren wurden vermutlich durch
mitgeschleppte Proteasen vom restlichen Protein abgetrennt. Durch eine massenspek-

trometrische Analyse der Kristalle konnte diese Vermutung verifiziert werden.

Ob dieses Peptid die Bildung von Kristallform II erst erméglicht, kann jedoch nicht aus-
gesagt werden. Wechselwirkungen des Peptids finden sich hauptsichlich zwischen den
symmetrieverwandten hyTIR2-Molekiilen in Richtung der z-Achse. Méglicherweise fiih-
ren die zusétzlichen intermolekularen Wechselwirkungen zur Stabilisierung schwacher
Kontakte und damit die Ausbildung eines nahezu komplett unterschiedlichen Kristall-
gitters. Andererseits konnte es sein, dass sich die strukturelle Grundlage zur Bindung
des Peptids erst mit Ausbildung des Kristallgitters ergibt. Tatsichlich kénnte es schwer
werden, Kristalle der Form II zuverlissig zu reproduzieren. Méglicherweise kénnen be-
reits durch Co-Kristallisation mit dem Tetrapeptid HoN—Hisy—COOH Kristalle der
Kristallform II erhalten werden. Jedoch konnte aufgrund der sterischen Situation ei-

ne Modifikation des Proteins nétig sein. Eine abspaltbare Affinitdtssequenz sollte am
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N-Terminus angebracht und das Protein C-terminal um drei Histidinreste verkiirzt
werden. So konnte eine Anordnung der Aminosduren, wie in der Kristallstruktur der

Kristallform IT beobachtet, erreicht werden.

Die Rolle bestimmter Fusionssequenzen bei der Expression und Reinigung eines Pro-
teins ist gut untersucht. So kann die Loslichkeit und die Stabilitidt in Lésung eines
Proteins durch eine angebrachte Affinitéitssequenz merklich verbessert sowie die An-
reicherung des Zielproteins effizienter gestaltet werden (Walls und Loughran, 2011).
Jedoch kann der Einfluss der Affinitdtssequenz auf das Kristallisationsverhalten nicht
abgeschitzt werden. In einer Studie am Maltodextrin-bindenden Protein aus Pyrococ-
cus furiosus wurde der Einfluss verschiedender Affinitédtssequenzen getestet (Bucher et
al., 2002). Hier zeigten sich deutlich Unterschiede bei der Kristallisation des Proteins
sowie im Diffraktionsverhalten der untersuchten Kristalle. Die Octopindehydrogenase
aus Pecten mazimus 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 fixierte. Im Gegensatz dazu wurden bei der Prolidase aus Thermococcus
sibiricus zwel Kristallformen beobachtet (Trofimov et al., 2012). In der ersten Form
waren die Molekiile im Kristall gut gepackt und dieser daher relativ stabil gegeniiber
mechanischem Stress wihrend des Montierens. Bei der zweiten Form erwiesen sich die
Kristalle als sehr wenig mechanisch belastbar. Bei letzterem ermdglichen erst die Ami-
nosduren der Hisg-Sequenz eine zusitzliche intermolekulare Wechselwirkung, die diese
instabile Packung bedingt. Jedoch ist nicht nur die blofe Anwesenheit einer Affinitats-
sequenz iiber Erfolg und Misserfolg bei der Kristallisation entscheidend, sondern auch
die Position der Fusion an das Zielprotein (Eschenfeldt et al., 2010).

5.3. Die TIR-Domane aus Hydra magnipapillata
Toll-Rezeptor-Verwandter 2 als Modellprotein

Im Genom des Siifswasserpolypen Hydra magnipapillata finden 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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erfiillen 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-Doménen kénnte Hinweise auf eine
moglicherweise in allen Organismen konservierte Interaktionsfliche liefern. Interessan-
terweise haben die TIR-Doménen der Hydra magnipapillata Toll-Rezeptor-Verwandten
TRR-1 und -2 im Vergleich mit anderen bekannten TIR-Doméanen die geringsten Léan-
gen (siehe dazu auch Abbildung 4.14). Im Kontrast dazu ist die TIR-Doméne des
Adaptermolekiils MyD88 in seiner Linge wesentlich starker konserviert (siehe Abbil-
dung 4.15). In den TIR-Doménen der Toll-dhnlichen Rezeptoren und von MyD88 sind
inshbesondere die Reste des hydrophoben Kerns stark konserviert. Im Gegensatz dazu
zeigen sich die solvenszugénglichen Reste stérker verdnderlich. Sollte ein evolutiondr
bewahrter Mechanismus homotyper TIR-TIR-Wechselwirkung bestehen, wird dieser
sich ebenfalls in der Proteinstruktur der ,kleinen“ Hydra TIR-Doméine wiederfinden.
Allein auf Basis der reinen Sequenzinformation ist es vielleicht unmdoglich diesen Me-

chanismus abzuleiten und soll in dieser Arbeit auch nicht versucht werden.

Auf struktureller Ebene ist hyTIR2 den TIR-Doménen der Toll-dhnlichen Rezeptoren
TLR-1, -2, -6 und -10 am n#chsten. Entfernt man die Reste mit der groften Abwei-
chung erhilt man einen Eindruck iiber das strukturell und evolutionédr hochkonservierte
Riickgrad der TIR-Doméne. Eine multiple strukturelle Uberlagerung dieser fiinf Struk-
turen mit dem Programm MultiProt (Shatsky et al., 2004) identifizierte 88 Reste mit
einem RMSD von 0,91 A. Aufgebaut wird das Grundgeriist hauptséchlich aus dem fiinf-
strangigen B-Faltblatt sowie Teilen der Helices aA, aB, aC’ und aE. Ob die beteiligten
Reste an einer Interaktion mit anderen TIR-Doménen beteiligt sind, bleibt allerdings
unsicher. Méglicherweise resultiert dieser Autbau auch daraus, dass sich TIR-Doménen
auf eine vergleichbare Art und Weise falten. Denn vergleicht man die Eigenschaften der
weniger konservierten Teile dieser TIR-Doménen, stellt man fest, dass diese Bereiche
in Relation zum kompletten Molekiil erhéhte Temperaturfaktoren aufweisen und somit
hohere Flexibilitdt besitzen. Es bleibt daher die Frage, welche Bereiche vielleicht fiir
homotype Wechselwirkung verantwortlich sind. Denkbar wire, dass strukturell kon-
servierte Teile des Proteins zur initialen Anlagerung anderer TIR-Doménen beitragen,

wobel diese durch Interaktion mit den flexibleren Resten stabilisiert wird.

Betrachtet man die Sequenz- und Strukturhomologie sowie die &hnliche Beweglichkeit

der Sekundérstrukturelemente verschiedener Vertreter von Toll/Interleukin-1-Rezeptor
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Abb. 5.1.: Strukturbasierte Uberlagerung von hyTIR2 mit TIR-Dominen verschiedener
Toll-dhnlicher Rezeptoren. Superposition von hyTIR2 (orange) mit der TIR-Doméne 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 Uberlagerung der
Aminosiuresequenzen. Farbung nach der Risler-Matrix (Risler et al., 1988). Rot hinterlegte Reste sind
identisch, Aminosduren in roter Schrift besitzen &hnliche physiko-chemische Eigenschaften ihrer Seiten-
ketten. Orange hervorgehoben ist das TIR-spezifische PG-Motiv. Helikale Bereiche sind mit einer Spirale
gekennzeichnet. Es wurden keine Unterschiede zwischen a- und 3;9-Helices gemacht. B-Stringe sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. Nummerierung und Nomenklatur entsprechend hyTIR2. Waren Aminosduren in
den Strukturen nicht beobachtbar, wurden diese in Kleinbuchstaben dargestellt.
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5. Diskussion

homologen Doménen, so kann die TIR-Doméne aus Hydra magnipapillata TRR-2 als
ein klassicher Vertreter dieser Proteinfamilie angesehen werden. Die geringe Grofe
macht diese zusitzlich zu einem ausgezeichneten Untersuchungsobjekt fiir Studien der
Funktionalitéit einzelner Reste. Weiterhin ist nur ein Adapterprotein MyD88 bekannt.
Studien zur Weiterleitung von Gefahrsignalen sind in Hydra demnach leichter zu hand-

haben und AyTIR2 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-Doménen in drei verschiedenen In-
teraktionmodi involviert sein konnen (Burns et al., 1998; Medzhitov et al., 1998; Xu et
al., 2000). Die als ,R face* (R=Rezeptor) bezeichnete TIR-TIR-Kontaktflache bildet
die Plattform zur Oligomerisierung der Rezeptor-TIR-Doménen 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-Doménen der Adaptermolekiile. Indes beschreibt das ,,.S face (S=Signal) den
Interaktionsmodus zwischen (aktivierten) Rezeptor- und Adapter-TTR-Doménen. Mit
den Kristallstrukturen der TIR-Doménen der humanen Toll-dhnlichen Rezeptoren 1,
2, 6, 10 und ILIRAPL wurden erste strukturelle Informationen iiber die Konstitution
potentieller homotyper TIR-TIR-Wechselwirkungen erhalten. Uber deren physiologi-
sche Relevanzen wird jedoch kontrovers diskutiert (Tao et al., 2002; Gautam et al.,
2006; Nyman et al., 2008). Im Zusammenspiel zahlreich verfiigharer Daten aus Muta-
genesestudien, die einen Zusammenhang einzelner Reste mit der Funktionalitat in vivo
herstellen, wird das TLR-10 TIR-Dimer (PDB-Eintrag 2J67, (Nyman et al., 2008))
als physiologisch prasentiert (Nunez Miguel et al., 2007; Nyman et al., 2008; Bovijn
et al., 2012). Dieses Dimer wurde so fiir theoretische Arbeiten iiber mégliche TIR-TIR-
Interaktionsflichen und Andockbereiche fiir die Adapterproteine MAL und MyD88 des
humanen TLR-4 herangezogen (Nuniez Miguel et al., 2007; Bovijn et al., 2012).
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5. Diskussion

Das TLR-10 TIR-Dimer weist als Modellsystem jedoch einige Schwéchen auf. Toll-dhn-
licher Rezeptor 10 gehdrt 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 Pam3CSK, detektiert (Guan et al., 2010). Sowohl diese Studie (Guan et al.,
2010) als auch Hasan et al. (2005) (Hasan et al., 2005) konnten in Immunoprizipitati-
onsexperimenten eine Wechselwirkung des TLR-2/TLR-10-Komplex mit MyD88 und
eine Aktivierung des NF-kB-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-kB 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 fiir diese Un-
terfamilie typischen NF-kB-Signalweg zu aktivieren (Guan et al., 2010). Im Jahr 2012
veroffentlichten Mikami ef al. ihre Untersuchungen {iber die evolutionére Entwicklung
der TLR in Vertebraten (Mikami et al, 2012). In dieser Studie wird die auberge-
wohnliche Rolle des TLR-10 deutlich. Wahrend die TIR-Doménen der Toll-&hnlichen
Rezeptoren 1-9 durchweg geringere evolutionire Entwicklungsgeschwindigkeit als die
Ektodomine aufweisen, was auf einen Selektionsdruck beziiglich 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 konnte daher auch mit einen
unterschiedlichen Mechanismus der Signalweiterleitung zusammenhéngen (Mikami et
al., 2012). Die Vermutung, dass insbesondere der Signalweg des Toll-dhnlichen Rezep-
tors 2 von anderen abweicht, wurde bereits in der 2006 verdffentlichten Publikation
von Jiang u. a. aufgestellt (Jiang et al., 2006). Diese Publikation stellte ebenfalls ein
Modell einer moglichen Kontaktfliche 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), kénnte das beobachtete
Dimer entweder als molekulare Grundlage fiir die Rekrutierung spezifischer Adapter-
proteine des TLR-2-Signalweg dienen oder der Anordnung des Rezeptor-TIR-MyD88-
TIR-Komplexes entsprechen. Fiir die TIR-Doméanen von TLR-2 und -6 wurde zudem
spekuliert, dass die Signalweiterleitung die Ausbildung von Cystinbriicken voraussetzt
(Tao et al., 2002; Nuniez Miguel et al., 2007; Jang und Park, 2014).
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5.4. Untersuchung der homotypen TIR-TIR-Wechselwirkungen

Es lasst sich aufgrund der geringen Sequenzidentitit von 20-30 % und den konforma-
tionellen Unterschieden in den Strukturen der TIR-Domé&nen der mustererkennenden
Rezeptoren nicht von einem sehr dhnlichen modus operandi der homotypen Interaktion
und Wechselwirkung 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 tiber den TLR-2-Signalweg keinen Einfluss hat
(Jiang et al., 2006). Studien zur Wechselwirkung von BB-Schleifen-mimetischen Pepti-
den auf die TLR-Signalwege ergaben ein dhnliches 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 Kiristallstrukturen der
TIR-Domaiane von Hydra magnipapillata TRR-2

Ein Vergleich des Elutionsvolumens von Ay TIR2 mit denen anderer Proteine ergab,
dass das gereinigte Protein in Losung als Monomer vorliegt. Das Resultat wurde eben-
falls durch dynamische Lichtstreuung bestétigt. Dies ist konsistent mit den Ergebnis-
sen der Reinigung der TIR-Doménen der menschlichen TLR-1 und TLR-2 (Xu et al.,
2000), TLR-~10 (Nyman et al., 2008), IL-1IRAPL (Khan et al., 2004), MyD88 (Ohnis-
hi et al., 2009) sowie der pflanzlichen TIR-Doménen 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 denitrificans TIR liegt
als Monomer vor (Chan et al., 2009). Xu und Mitarbeiter beobachteten fiir die TIR-
Doménen aus TLR-1 und TLR-2 eine Oligomerisierung zu Dimeren und Tetrameren
bei hoher Proteinkonzentration (Xu et al., 2000). Ahnliches gilt fiir Linum usitatissi-
mum L6 TIR, das ebenfalls bei hoherer Konzentration Dimere ausbildet (Bernoux et
al., 2011). Die TIR-Doméne des humanen TLR-6 scheint sich in einem Gleichgewicht
zwischen monomerer und dimerer Form zu befinden (Jang und Park, 2014). TICAM-1
und -2 oligomerisieren bei erhéhten Konzentrationen und prézipitieren (Enokizono et
al., 2013). Im Gegensatz dazu existiert Brucella melitensis TcpB in Losung als Dimer
(Kaplan-Tiirkéz et al., 2013; Snyder et al., 2014; Alaidarous et al., 2014).
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Ob hyTIR2 bei hohen Konzentrationen ebenfalls in eine dimere oder oligomere Form
iibergeht, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Jedoch sollten diese Unter-
suchungen durchgefiihrt werden. Die Signalfunktion von Interleukin- und Toll-dhnlichen
Rezeptoren erfolgt iber Ausbildung homotyper Wechselwirkung ihrer TIR-Doménen.
Wire die Affinitdt zueinander zu grof hitte dies eine permanente Aktivierung des
Signalweges zur Folge. Die dauerhafte oder extensive Uberfunktion 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-dhnlichen Rezeptoren in der Membran gering. Nach Interaktion mit
einem Liganden werden die intrazelluldr befindlichen TIR-Doménen in eine Position
gebracht, die eine homotype Wechselwirkung begiinstigt. Im Prinzip steigt dadurch
die lokale ,Konzentration* stark an. Diese Betrachtungsweise trifft auch auf ein Prote-
in im Kristallgitter zu. Gleichzeitig kann die Anordnung der Proteine im Kristall die

Stabilisierung schwacher Interaktionen erméglichen.

In dieser Arbeit wurden Kristalle der Hydra magnipapillata TRR-2 TIR-Doméne in
zwei Kristallformen T (Raumgruppe P212;21) und IT (Raumgruppe P2;) erhalten. Trotz
der unterschiedlichen Packung ist in beiden einer der beobachteten Kristallkontakte
identisch. Die Aminosdure Prol35 der sogenannten BB-Schleife bindet in einer Tasche
aus hydrophoben Resten der Faltblattstrange pD und BE sowie der Helix aE. Prol35
ist in in nahezu allen TIR-Domé&nen konserviert. Austausch dieses Rests kann die Si-
gnalfunktion der TIR-Doméne beeintrichtigen 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 Integritdt 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 erklart werden. So reicht nach Substitution mit Histidin eine einfache Rotation
dieser Seitenkette, um sterischen Hindernissen auszuweichen und sogar stabilisierende
Wechselwirkung mit der komplementiren Proteinkette zu etablieren. Dahingegen muss
die Substitution des Pro135 mit Histidin der Hydra TIR aufgrund sterischer Faktoren
zum Verlust der homotypen Wechselwirkung fithren. Gleichzeitig ist dieses Modell mit
dem natiirlichen Auftreten von Alanin und Valin anstelle der Aminosédure Prolin ver-
einbar. Tatsédchlich ist die Anordnung des potentiellen Hydra TIR-TIR-Dimer auf die
TIR-Doménen der TLR-1, -2, -6 und -10 sowie ILIRAPL ohne grofie sterische Konflikte

iibertragbar.
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5.4. Untersuchung der homotypen TIR-TIR-Wechselwirkungen

In einer Arbeit von Mikacenic u. a. (2013) wurde der Zusammenhang zwischen single
nucleotide polymorphisms (SNPs) auf Chromosom 4 und der Ausschiittung proent-
ziindlicher Cytokine nach Gabe des MAMP Pam;CSK, untersucht (Mikacenic et al.,
2013). Mit einer nicht-synonymen Mutation in der TIR-Doméne des TLR-10 (Aus-
tausch Tle775Val) konnte eine hypermorphe Reaktion verkniipft werden (Mikacenic et
al., 2013). Die Autoren spekulieren in ihrer Publikation iiber eine mégliche Aktivierung
der Signalfunktion des Toll-dhnlichen Rezeptors 10 (Mikacenic et al., 2013). Ronni et
al. (2003) konnten fiir auch fiir TLR-4 zeigen, dass der Austausch der korrespondie-
renden Aminosdure Val815 zu Alanin zum Verlust der Signalfunktion fiithrt, wobei
das Expressionsniveau der Rezeptorvariante ahnlich dem Wildtyp blieb (Ronni et al.,
2003). Es stellt sich die Frage, ob im Fall des TLR-10 der Austausch der Aminosédure
[1e775 gegen das ebenfalls hydrophobe Valin eine signifikante Verdnderung der Struktur
verursacht und damit die Funktion beeintrichtigt. In einer theoretischen Arbeit {iber
das Zusammenspiel der inneren Struktur der TIR-Doméne und seiner Funktion stellen
Singh und Mitarbeiter jedoch genau eine entgegengesetzte Hypothese auf (Singh et al.,
2014). Ihre Annahme, dass die Funktionalitdt der TIR-Domé&ne insbesondere iiber ein
Wechselspiel des hydrophoben Kerns zustande kommt, unterstiitzen die Autoren unter
Anderem am Beispiel der Punktmutation des Restes Leu815Ala des TLR-4 (Singh et
al., 2014). Die in hyTRR2 korrespondierende Aminosaure I1e218 ist nicht direkt an der
TIR-TIR-Interaktion beteiligt, befindet sich aber in unmittelbarer Nihe (siehe dazu
Abbildung 4.13¢). Eine Mutation an dieser Position kénnte konformationelle Anderun-
gen der benachbarten Reste induzieren und wiirde daher die komplette Bindetasche
betreffen.

Betrachtet man die Kontaktfliche zwischen einem potentiellen Hydra TIR-TIR-Dimer,
so ist diese mit 590 A% in Kristallform I und 560 A2 in Kristallform II gering. Die-
ser Punkt ist die grokte Schwachstelle des Modellsystems. Im Vergleich dazu bilden
die TIR-TIR-Komplexe des TLR-10 und ILIRAPL mit einer Kontaktfliche von {iber
700 A2 bzw. 1000 A2 deutlich stirkere Wechselwirkung untereinander aus. Fiir eine
yhiederenergetische” Wechselwirkung, wie sie in der Kristallstruktur der Hydra TIR-
Doméne des Toll-Rezeptor-Verwandten 2 zu finden ist, spricht jedoch ein anderer Fakt.
So liegen die Toll-dhnlichen Rezeptoren 5 und 9 bereits ohne gebundenen Liganden di-
merisiert vor (Zhou et al., 2012; Latz et al., 2007). Trotz dessen ldsst sich in der
EM-Struktur des TLR-5 nur eine der intrazelluliren TIR-Dominen beobachten, die
andere ist beweglich und nicht aufgelost (Zhou et al., 2012). Eine homotype Wechsel-

wirkung der TIR-Domaéanen wird hier wahrscheinlich erst durch eine Umlagerung des
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Abb. 5.3.: Wechselwirkungen der BB-Schleife von hyTIR2, TLR-6 und TLR-10. Zwei in-
teragierende TIR-Molekiile sind orange und blau gefdrbt. Vom konservierten PG-Motiv der BB-Schleife
wurde die Aminosdure Prolin als Stabmodell gezeigt, d. h. bei (a) hyTIR2 die Aminosdure Prol35, bei
der TIR-Domine des TLR-6 (b) der Rest Pro712 und des TLR-10 (c) der Rest Pro674. (a) Dargestellt
sind zwei iiber translationale kristallographische Symmetrie verbundene TIR-Molekiile von hyTIR2 der
Kristallform II. Zur Klarheit wurde das zusitzlich gebundene Peptid nicht abgebildet. (b) Durch eine
Disulfidbriicke stabilisiertes TIR-TIR-Dimer des Toll-dhnlichen Rezeptors 6 (PDB-Eintrag 40M7, Jang
und Park, 2014). (c) In der Kristallstruktur der TIR-Doméne des TLR-10 wird eine Umlagerung der
BB-Schleife beobachtet, in der sich das konservierte PG-Motiv in unmittelbarer rdumlicher N&he befindet
(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-dhnlichen Rezeptors werden Adapterproteine rekru-
tiert, die {iber ihre TIR-Domé&nen 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-
Doménen des Myddosoms ist veroffentlicht (PDB-Eintrag 3MOP, Lin et al., 2010),
jedoch ist die Anordnung der TIR-Doménen unbekannt. Interessanterweise bestirkt
die Anordnung der DEATH-Doménen im Myddosom-Komplex die These eines {iber
translatorische Symmetrie angeordneten TIR-TIR-Dimers. Betrachet man die Aus-
richtung der DEATH-Doménen von MyD88 (Ketten A-F), fillt auf, dass die Ketten A
zu D und B zu F nahezu linear angeordnet sind. Mit einem Abstand ihrer C-Termini
(Verkniipfungspunkte zur TIR-Doméne) von ungefihr 25 A ist dieser in der Dimension
einer TIR-Doméne. 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 SchluBfolgerung

Die Erkennung und Beseitigung einer Bedrohung durch eine mikrobielle Infektion ist
fiir jeden hoheren Organismus eine Herausforderung. Obwohl eine Vielzahl an unter-
schiedlichen Pathogenen existieren, besitzen diese meist evolutionér konservierte mo-
lekulare Muster (MAMPs), die teilweise in allen Organismen eines Reichs vorkom-
men und essentiell mit der Lebensfihigkeit verkniipft 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-&hnliche Rezeptoren. Die-
se TypIl-Membranproteine sorgen fiir die Ubertragung eines Gefahrsignals in die Zelle.
Hierzu dimerisiert die intrazellulér gelegene Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR) homolo-
ge Domiéne, was die Anlagerung weiterer Adapterproteine ermdglicht. Dies ist der erste
Schritt einer Signalkaskade, die letztendlich zur Ausschiittung entziindungsférdernder
Botenstoffe oder antimikrobieller Substanzen fithrt (Song und Lee, 2012).
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Der Siifswasserpolyp Hydra magnipapillata ist ein Modellorganismus fiir 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 findet sich in Hydra jedoch eine weitaus geringere An-
zahl an Toll-dhnlichen Rezeptoren und Adapterproteinen. Mit diesen Voraussetzungen
kann ein Studium des Vorgangs der Signalweiterleitung unter einfacheren experimen-
tellen Bedingungen durchgefiihrt werden. Hydra magnipapillata besitzt ebenfalls eine
der kiirzesten bekannten TIR-Domé&nen. Wenn ein konservierter Mechanismus der Si-
gnalweiterleitung iiber homotype TIR-TIR-Wechselwirkung besteht, konnte sich dieser

in der dreidimensionellen Struktur der beteiligten Proteinmolekiile niederschlagen.

Es wurde daher die TIR-Domé&ne des Hydra magnipapillata Toll-Verwandten-2 in FE.
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 A im Wesentlichen identisch aufgebaut sind. Die Hydra TIR-Doméine
besitzt eine Flavodoxin-&hnliche Faltung. Dieses entspricht dem Aufbau eines klassi-
schen Vertreters dieser Proteinfamilie (Palsson-McDermott und O’Neill, 2007). Ein
Vergleich der Sequenzen von TIR-Doménen Toll-verwandter und Toll-&hnlicher Rezep-
toren mit Tieren verschiedener biologischer Ordnung zeigt geringe Sequenzidentitdt. In
einer strukturbasierten Uberlagerung mit bekannten TIR-Doménen humaner TLR sind
jedoch grofse Teile der Proteine erstaunlich dhnlich. Doch selbst Bereiche mit geringe-
rer struktureller Ubereinstimmung besitzen dhnliche physikochemische Eigenschaften,
wie beispielsweise deren intramolekulare Beweglichkeit. Insgesamt kann vermutet wer-
den, dass die Toll-verwandten Rezeptoren aus Hydra magnipapillata und Toll-&hnlichen

Rezeptoren anderer Organismen auf eine vergleichbare Art und Weise funktionieren.

Eine Besonderheit der Kristallformen der Hydra TRR-2 TIR-Doméne ist die Anord-
nung der TIR-Molekiile im Kristallgitter. In beiden stehen zwei TIR-Molekiile iiber
eine identische Wechselwirkung in Kontakt. Hierbei bindet die BB-Schleife mit dem
biologisch hochrelevanten PG-Motiv in eine hydrophobe Tasche eines benachbarten Mo-
lekiils. Normalerweise werden insbesondere die iiber reine translatorische Symmetrie
erzeugten Proteinkontakte nur in Ausnahmefillen als biochemisch sinnvoll angesehen
(Krissinel, 2010). Das wiederholte Auftreten eines bestimmten Kristallkontakts bei
homologen Proteinen erhoht jedoch die Wahrscheinlichkeit einer biochemisch repra-
sentativen Protein—Protein-Interaktion (Shoemaker et al., 2006; Xu et al., 2008). Die

eigentliche biochemische Funktion einer Doméne scheint zudem stérker konserviert, als
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die Position der Interaktionsfliche (Rekha et al., 2005). Letztendlich bleibt die Fra-
ge nach dem strukturellen Aufbau einer physiologischen, d.h. in der Zelle tatséchlich
auftretenden, TIR-TIR-Wechselwirkung offen.

Mit der in dieser Arbeit vorgestellten Kristallstrukturen der Toll/Interleukin-1-Rezeptor
homologen Doméne des Hydra magnipapillata Toll-Rezeptor-Verwandten 2 wurden
erstmalig Einblicke in die Funktionsweise des Toll-Rezeptor-Systems eines niederen
Tieres gewdhrt. Jedoch miissen noch weitere Studien folgen, um detaillierte Einblicke
in die molekulare Grundlagen der Signalweiterleitung im Modellorganismus Hydra ma-
gnipapillata zu gewinnen. Aufgrund der konservierten Ahnlichkeit der Mechanismen
der Erkennung und Weiterleitung eines Gefahrsignals durch Toll-dhnliche Rezeptoren

kann so ebenfalls unser Verstindnis dieses Vorgangs im Menschen vertieft werden.
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6. Allgemeine Methoden

6.1. Molekular- und mikrobiologische Methoden

6.1.1. Bakterienstamme

Die Vervielfaltigung der DNS als auch die Expression der Candidatus Korarchaeum

cryptofilum ACD3 sowie der TTR-Doméne des Hydra magnipapillata Toll-verwandtem
Rezeptor TRR-2 erfolgten im Bakterium FEscherichia coli. Der in Tabelle 6.1 auf-
gefiihrte Stamm BL21(DE3) CodonPlus RIL bendétigt zur Aufrechterhaltung seines
CodonPlus-Genotyps die Zugabe von Chloramphenicol in das Nihrmedium.

Tab. 6.1.: Benutzte E. coli Stimme.

Intrazelluldre Vervielfdltigung von DNS

Name Genotyp Herkunft
XL1 blue recAl endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17 Stratagene, La Jolla, CA,
supB44 relAl  lac |F  proAB Vereinigte Staaten von
lacIUZA M15 Tn10 (Tet")] Amerika
Expression der Zielproteine
Name Genotyp Herkunft
BL21(DE3) B F ompT hsdS(rg~ mp”) dem™ Promega, Madison, WI,

CodonPlus RIL

Tet" gal A(DE3) endA Hte [argU
ileY leuW Cam'|

Vereinigte Staaten von

Amerika
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6. Allgemeine Methoden

6.1.2. Nahrmedien und Selektion

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in LB-Medium. Fliissigmedium wurde durch Zugabe
der entsprechenden Menge Wassers zu LB-Pulver (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
erhalten. Medium fiir Festkulturen wurde durch Resuspendieren von LB-Agar (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) in der benétigten Menge Wasser erhalten. Vor Gebrauch

wurden die Medien autoklaviert.

lysogeny broth (LB) lysogeny broth-Agar (LB-Agar)
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
Trypton/Pepton 1% (w/v) Trypton/Pepton 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v) Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NaCl 1% (w/v) NaCl 1% (w/v)
Agar-Agar 1,56% (w/v)

Jedem Medium wurde eine entsprechende Menge an Antibiotika zugegeben, um einen

bestindigen Selektionsdruck aufrechtzuerhalten.

Antibiotika

Substanz Endkonzentration Stock

Ampicillin 100 pg/ml 100 mg/ml in Wasser
Chloramphenicol 25,5 pg/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 zusdtzlich mit einer Schiittelfrequenz von mindestens 180 U/min (Erlen-

meyerkolben ohne Schikane) bzw. 125 U/min (Erlenmeyerkolben mit Schikane) agitiert.
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6.2. Analytische Methoden

6.2.1. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

(SDS-PAGE)
Trenngelpuffer Sammelgelpuffer
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
Tris/HCl pH 8,8 1,5M Tris/HCl pH 6,8 1,0M
SDS 0,4% (w/v) SDS 0,4% (w/v)
Trenngel 12% (je Gel 5ml) Trenngel 15% (je Gel 5ml)
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
Trenngelpuffer  25,0% (v/v) Trenngelpuffer 25,0 % (v/v)
Acrylamidmix 40,0 % (v/v) Acrylamidmix 50,0 % (v/v)
APS 0,1% (w/v) APS 0,1% (w/v)
TEMED 0,01% (v/v) TEMED 0,01 % (v/v)

Sammelgel 5% (je Gel 1ml)

Substanz Konzentration

Sammelgelpuffer 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 durchgefithrt. Trenngele wurden je nach
der Masse des erwarteten Proteins entweder 12 %ig (Trennbereich 12-60kDa) oder
15 %ig (Trennbereich 1043 kDa) hergestellt. Sammelgele waren jeweils 5 %ig. Das ein-
gesetzte Mischverhéltnis 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, Miinchen, Deutschland).

20 pul der zu untersuchenden Probe wurden mit 5l Probenpuffer versetzt und fiir 5 min
bei 95 °C inkubiert. Das der Lésung zugesetzte SDS denaturiert das Protein und ver-
sieht es mit einer gleichméfigen negativen Ladung. Disulfidbriicken werden durch B-

Mercaptoethanol aufgebrochen. Die Trennung im Gel erfolgt also ausschlieflich nach
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der Groke der Proteine. Diese Prozedur wurde erstmals von (Laemmli, 1970) beschrie-
ben. Die Proben wurden elektrophoretisch bei einer konstanten Spannung (200 V) ge-
trennt. Zur Abschitzung der Grobe wurden entweder der Low Molecular Weight Marker
(GE Healthcare, Chalfont St Giles, Vereinigtes Koénigreich) oder der Unstained Prote-
in Molecular Weight Marker (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. An-
schlielsend wurde das Gel in Féarbelosung versetzt mit Coomassie Brilliant Blue G250
oder Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbt. Zum Entfirben wurde das Gel in 10 %iger

Essigsdure inkubiert.

Probenpuffer 5x Laufpuffer
Substanz Konzentration Substanz Konzentration Stock
Tris/HCl pH 6,8 250 mM Tris 25 mM 250 mM
Glycerin 50% (v/v) Glycin 200 mM 2M
B-Mercaptoethanol 200 mM SDS 0,1% (w/v) 1% (w/v)
SDS 10% (w/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)

Farbeldsung

Substanz Konzentration

Methanol 25% (v/v)

Essigséure 25% (v/v)

Coomassie Brilliant Blue 0,1 % (w/v)

6.2.2. Bestimmung der Konzentration von DNS und Protein in Lésung

Die Konzentration von DNS und Protein in Lésung wurde photometrisch mit einem
NanoDrop 1000 (ThermoScientific, Waltham, MA, Vereinigte Staaten von Amerika)
bestimmt. Es erfolgte die Berechnung der DNS-Konzentration aus der Absorption bei
der Wellenléinge A = 260 nm. Angenommen wurde hierbei ein Absorptionskoeffizient
fiir doppelstriangige DNS von 50ng-cm/p. Korrespondierend dazu wurde die Konzen-
tration einer Proteinlosung aus der Absorption bei einer Wellenldnge von A = 280 nm
bestimmt. Der theoretische Extinktionskoeffizient ¢ eines Proteins wurde ausgehend
von seiner Aminosauresequenz mit dem Programm PROTPARAM (Gasteiger et al.,
2005) berechnet.
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6.2.3. Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Sollte der dispersive Zustand einer Proteinlésung bestimmt werden, wurde dynamische
Lichtstreuung (DLS) verwendet. Die Proben wurden in einem Zetasizer Nano S (Mal-
vern, Worcestershire, Vereinigtes Konigreich) bei einer Temperatur von 18 °C gehalten
und mindestens 20 Messungen durchgefiihrt. Diese wurden anschliefsend gemittelt und
beziiglich Modalitdt und Dispersitat der untersuchten Losung analysiert. Dies geschah
mit dem Gerit zugehorigen Programm Dispersion Technology Software (DTS, Version
5.10).

6.3. Kristallisation und rontgenographische Experimente

6.3.1. Kristallisation

Zur Kristallisation von Proteinen wird versucht, die Loslichkeit des Proteins iiber ein
gezieltes Verdndern des Millieus herabzusetzen und so dessen Aggregation einzulei-
ten. Es wird deutlich, dass dieser Vorgang hauptsédchlich nicht zu Kristallen fiihren
wird, eine Form der Proteinaggregation, die durch eine hohe Ordnung der aggregie-
renden Molekiile ausgezeichnet ist. Es wird daher hauptséichlich Aggregation in Form
von amorphen Niederschlag beobachtet, bei dem sich die Proteinmolekiile ungeordnet
aneinanderlagern. Letztere Form ist fiir die Nutzung in der Strukturaufklérung nicht

geeignet,.

Um ein in Losung befindliches Protein auszukristallisieren, wird {iberwiegend die Me-
thode der Dampfdiffusion angewendet (Davies und Segal, 1997; Weber, 1997). Fiir die
Ermittlung der initialen Kristallisationsbedingung wurde das Verfahren des sitzenden
Tropfens verwendet. Fiir weitere Kristallisationsexperimente wurde das Verfahren des

héngenden Tropfens genutzt.

Die Verfeinerung der Kristallisationsbedingung wurde mit 24-Well-Linbro-Platten (MP
Biomedicals, Inc., Solon, Vereinigte Staaten von Amerika) durchgefiihrt. Der Rand der

Aussparung wurde mit Silikonfett versehen und in die Aussparung eine Reservoirls-
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sung vorgelegt. Der Kristallisationstropfen wurde auf ein Deckglidschen (22 mm, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) pipettiert. So wurde die Proteinlésung, der falls notig
alle notigen Cofaktoren zugesetzt wurde, auf das Glischen gegeben. In diese Lésung
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 fithrt zur Erh6hung der Konzentra-
tion von Protein und Fillungsmittel im Tropfen, was zur Kristallisation des Proteins

fiihren kann.

6.3.2. Gefrieren von Kristallen

Im Normalfall kénnen Kristalle nicht direkt aus dem Kristallisationstropfen in fliissi-
gem Stickstoff iiberfiihrt werden ohne das Gitter des Proteinkristalls durch Bildung
von kristallinem Wasser zu beschidigen. Des Weiteren storen die durch die Eiskristalle
gestreuten Rontgenstrahlen bei der Datensammlung von Proteinkristallen, da diese ei-
ne starkere Intensitit aufweisen und so Bereiche des Diffraktionsbildes iiberdecken. Es
wurden daher die Kristalle vor dem Frieren in Gefrierschutzlosung getrankt. Dadurch
sollte das Wasser beim schnelle Abkiihlen des Kristalls in fliissigem Stickstoff amorph
erstarren. Diese Form des Wassers resultiert in einem diffusen Beitrag zum Diffrakti-
onsbild, der bei der Integration und Skalierung der Daten gut herausgerechnet werden

kann.

6.3.3. Diffraktionsexperimente

Verschiedene Rontgenquellen wurden zur Durchfiihrung von Diffraktionsexperimen-
ten herangezogen. Aufgrund der Grofe der Kristalle eignete sich die Heimanlage nur
bedingt fiir die Aufnahme von hochaufgelosten Beugungsbildern. Es wurde daher ver-
starkt auf durch Synchrotrons generiertes Rontgenlicht zuriickgegriffen, das sich im
Vergleich durch eine um Groéfenordnungen héhere Brillianz auszeichnet. Diese Brilli-
anz wird auch durch das Fokussieren des Rontgenstrahls erreicht. Der Durchmesser des

Strahls war kleiner als die Grofse des Kristalls und ermoglichte somit das Untersuchen
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einzelner Teile des Kristalls ohne den kompletten Kristall zu durchleuchten. Bereiche
hoherer diffraktiver Qualitéit konnten so gezielt gefunden und fiir Diffraktionsexperi-
mente herangezogen werden. Die Kristalle wurden bei der kompletten Datenmessung
im Stickstoffstrom bei 100 K gehalten und danach zuriick in fliissigen Stickstoff iiber-
fiihrt.

6.3.4. Integration und Skalierung der Daten

Die Reduktion und Skalierung der gemessenen Daten erfolgte mit dem Programmen
XDS und XSCALE (Kabsch, 2010). Reflexe 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
Reflexe eines Datensatzes wurden fiir den freien R-Faktor reserviert (Briinger, 1992;

Briinger, 1997). Dieser wurde bei Datensitzen einer Kristallform identisch gehalten.

6.4. Strukturlésung und Verfeinerung

6.4.1. Molekularer Ersatz — Suchmodell

Der Erfolg des Molekularen Ersatzes hingt makgeblich von der Ubereinstimmung zwi-
schen dem Suchmodell und der zu bestimmenden Struktur ab. Daher wurden aus-
schlieklich Modelle verwendet, die die hdchsten Sequenzidentititen zur Zielsequenz
aufwiesen. Da jedoch auch geringe Unterschiede in der Sequenz zu strukturellen Un-
terschieden fiihren kénnen, wurde versucht, diesen auf unterschiedlichen Wegen zu
begegnen. Eine Art der Anpassung erfolgte durch das Programm SCWRL (Krivov et
al., 2009). Das fiir 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 fiir die auszutauschenden Aminosduren und kombiniert dies mit ei-
ner Minimierungsfunktion, die die Orientierung der Seitenketten, die van-der-Waals-

Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen 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
fiihrt 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 Zusammenfiigen starrer Fragmente, wobei iiber heuristi-
sche Methoden versucht wird, Unterschiede, wie Deletionen sowie Insertionen, in die
Zielstruktur einzupassen. Das ausgegebene Modell wird hinsichtlich seiner Validitat
iiberpriift 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-
fithrt. 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. Anschliekend wurde das erhaltene Modell
mit REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Murshudov et al., 2011) verfeinert, wobei zu-
erst eine Starre-Kérper-Verfeinerung, danach eine Beschrinkte Verfeinerung durchge-
fiihrt 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 (2Fg — F¢, ac)- und (Fo —F¢, a¢)-Karten
erfolgte mit dem Programm COOT (Emsley und Cowtan, 2004; Emsley et al., 2010).
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Jeder Rest wurde auf seine Stimmigkeit iiberpriift und gegebenenfalls korrigiert. Be-
wegliche Seitenkeiten wurden bei Bedarf entfernt, wenn keine Dichte zu erkennen war.
Alle Substrate bzw. modifizierte Aminosduren wurden in COOT (Emsley und Cow-
tan, 2004; Emsley et al., 2010) eingefiigt. Wassermolekiile wurden im letzten Schritt in
das Modell integriert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Abstdnde zu Protonen-
donoren bzw. -akzeptoren sinnvoll waren. Die iiberarbeiteten 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 Aminosaureseiten-
ketten durchzufiihren. Die Cofaktoren wurden entweder zuvor geloscht (fritherer Status
des Modellbaus) und anschliefend in die Dichte eingepasst oder in der Struktur bei-
behalten (spéterer Status des Modellbaus). Es sollte so verhindert werden, dass die
Elektronendichte im Bereich der Liganden aufgrund von model bias iiberinterpretiert
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 Differenzen und den berech-
neten Phasen aus den Koordinaten einer Struktur erstellt. Um den Einfluss 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 gelst und das Modell mit den so erhaltenen Phasen neu
gebaut. Die fiir die Verfeinerung von Proteinstrukturen im Komplex mit Liganden not-
wendigen restraints wurden mit dem Webserver GRADE erstellt (Smart et al., 2011).

6.4.4. Uberpriifen der Kofaktoren

Um zu verhindern, dass Elektronendichte, im Besonderen im Bereich der Substrate,
iiberinterpretiert 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 spezifisch er-

wahnt.

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 Féllen waren geringe manuelle Anpassungen
nétig. Zur graphischen Darstellung der Uberlagerung von Proteinsequenzen und Se-
kundarstrukturen bzw. der Zuginglichkeit 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 veroffentlichen Strukturen in der PDB
geschah mit DaliLite v. 3 (Holm und Rosenstrom, 2010).

6.5.3. Zuweisen von Sekundarstrukturelementen

Zur einheitlichen Zuordnung von Sekundarstrukturelementen wurde das Programm
DSSP verwendet (Kabsch und Sander, 1983; Joosten et al., 2011).

6.5.4. Erzeugung von Molekiilgrafiken

Die in dieser Arbeit gezeigten Molekiilgrafiken wurden mit dem PyMOL Molecular
Graphics System (Version 1.6.0.0, Schrédinger LLC, Vereinigte Staaten von Amerika)
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erzeugt. Einige der Annotationen der Bilder wurden mit géngiger Bildbearbeitungs-

software eingefiigt.
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7. Expression, Reinigung, Kristallisation
und Strukturlosung der ckcACD1

7.1. Plasmide

Die in Tabelle 7.1 aufgez&hlten Plasmide ermdglichten die Expression der Unterein-
heiten der Ca. Korarchaeum cryptofilum ACDI1. Die Selektion der Plasmide erfolgte

jeweils iiber Zugabe von Ampicillin.

Tab. 7.1.: In dieser Arbeit verwendeten Plasmide zur Expression der ckcACD1.

Name Beschreibung Herkunft
IPTG induzierbare Expression erhalten von Marcel
pET17b_ ckcACD1 alpha der ckcACDI1 a-Doméne Schmidt (AG Schonheit,
(Gen Ker 0198), Ampt Universitat Kiel)
IPTG induzierbare Expression erhalten von Marcel
petl7b _ckcACD1 beta der ckcACDI1 B-Doméne Schmidt (AG Schonheit,
(Gen Ker 0115), Amp® Universitat Kiel)

7.2. Expression von ckcACD1

7.2.1. Expression von nativem Protein

Zellen einer Glycerinkultur wurden auf LB-Agar ausplattiert und iiber Nacht kulti-
viert. Eine einzelne Kolonie wurde in ein kleines Volumen LB-Medium transferiert und

fiir mindestens 12 Stunden kultiviert. Zum Starten der Expression wurden 1% (v/v)
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der Ubernachtkultur fiir 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 ODggp bei der Wellenldnge A = 600 nm zwischen
0,4 und 0,8 mit IPTG einer finalen Konzentration von 0,4 mM. Die Zellen wurden fiir
weitere fiinf Stunden kultiviert und dann geerntet. Dies erfolgte durch Zentrifugation
bei 6000 g fiir 10 Minuten. Zellpellets wurden in fliissigem Stickstoff gefroren und bei
-80°C gelagert.

7.2.2. Expression von Se-Methionin markiertem Protein

Sollte Se-Methionin markiertes Protein hergestellt werden, wurde ein modifiziertes Pro-
tokoll angewandt. Eine Vorkultur wurde wie oben beschrieben kultiviert und die Zellen
vor dem Uberimpfen pelletiert. In den darauffolgenden Schritten wurde LeMaster-
Medium verwendet. Dies bestand aus SelenoMethionine Medium Base (Molecular Di-
mensions, Newmarket, Vereinigtes Konigreich) versetzt mit SelenoMethionine Medium
Nutrient Mix (Molecular Dimensions, Newmarket, Vereinigtes Konigreich) nach Her-
stellerprotokoll (nachfolgend als Minimalmedium bezeichnet). Dem Medium wurden
entweder Methionin oder Selenomethionin zu einer Endkonzentration von 50 mM bzw.
25mM zugegeben. Die Kultivierung der Hauptkultur in Minimalmedium versetzt mit
Methionin erfolgte bis zu einer optischen Dichte ODgog von 0,4. Zu diesem Zeitpunkt
wurden die Zellen bei 6000 g pelletiert und anschliefsend in einem gleichen Volumen
vorgewirmten Minimalmedium mit Selenomethionin resuspendiert. Nach 20 miniitiger
Kultivierung erfolgte die Induktion mit IPTG zu einer Endkonzentration von 0,4 mM.
Die Expression wurde fiir 3 Stunden fortgefiihrt und die Zellen anschliefsend geern-
tet. Dies erfolgte durch 10 miniitige Zentrifugation bei 6 000g. Das Pellett wurde in
fliissigem Stickstoff 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-off ) von 12kDa gegen das 10fache Volumen an Puffer dialysiert. Nach einer

Stunde wurde der Puffer ausgetauscht und anschliefsend fiir weitere 12h inkubiert.
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7.3. Lyse und Reinigung der ckcACD1

Alle folgenden Schritte wurden, wenn mdoglich, gekiihlt durchgefiihrt, um eine Degra-

dation des Zielproteins durch Proteolyse zu verhindern.

ACD-Puffer Reaktionspuffer (100x)
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
Tris/HCL pH 7,5 100 mM Tris/HCl pH 7,5 100 mM

NaCl 150 mM NaCl 150 mM
MgCl, 5mM MgCl, 5mM

Der Puffer wurde vor Nutzung durch ATP 200mM

einen 0,2pm Filter filtriert und entgast.

7.3.1. Lyse

Das Zellpellet wurde gewogen und in ACD-Puffer resuspendiert. Hierzu wurden fiir
ein Gramm der Zellpaste acht Milliliter Puffer verwendet. Der Aufschluss der Zel-
len erfolgte durch mindestens 8 Runden des Sonifizierens mit einem SONOPULS HD
2200 (Bandelin, Berlin, Deutschland) ausgestattet mit einem Titanteller TT 13 (Power
75%, Cycle 0,6). Hierbei wurde das Probengefif mit Eiswasser gekiihlt, um einen ste-
tigen Warmeaustausch zu gewéhrleisten. Intakte Zellen, Zelltrimmer und unl&sliche
Bestandteile wurden anschliefend durch Zentrifugation bei 75600 g fiir 30 min abge-

trennt.

Das Reinigungsprotokoll wurde von Marcel Schmidt (AG Prof. Schonheit, Universitét

Kiel) iibernommen.

7.3.2. Hitzefillung

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 Thermostabilitét iiber einen ldngeren Zeitraum. Das geklarte Lysat
wurde daher bei 68 °C fiir 20 Minuten inkubiert. Wihrend dieser Zeit denaturierten
nahezu alle anderen Proteine und prézipitierten. Die Zielproteine dahingegen blieben

in Losung. Das Prézipitat wurde durch Zentrifugation bei 75600 g fiir 30 min entfernt.

7.3.3. Rekonstitution des aktiven Enzyms

ckcACD1 bildet ein Heterotetramer bestehend aus zwei o- und zwei B-Untereinhei-
ten. Beide Untereinheiten wurden seperat exprimiert und mussten zum aktiven Enzym
rekonstituiert werden. Zur Abschitzung der Proteinmenge in den hitzegeklarten Lo-
sungen wurde eine Verdiinnungsreihe angesetzt und {iber eine SDS-Gelelektrophorese
analysiert. Die mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten Banden wurden visuell ausge-
wertet. Die Rekonstitution erfolgte iiber simples Vermischen der angemessenen Menge
beider Proteinlosungen. Es wurde angenommen, dass die a-Doméne analog zur homo-
logen P. furiosus ACD-1 (Musfeldt et al., 1999) in Losung als Dimer vorliegt. Dies
konnte die Reinigung des rekonstituierten Proteins iiber Gelfiltration erschweren, da
die Grofenunterschiede zu gering fiir eine effiziente Trennung sind. Es wurde daher
darauf geachtet, dass eine grokere Menge an B-Doméne zugesetzt wurde um eine voll-
stdndige Rekonstitution zu gewéhrleisten. Der Masseunterschied zwischen dem aktiven
Enzym ckcACD1 und der monomeren B-Doméne ist ausreichend fiir eine Reinigung
mittels Gelfiltration.

7.3.4. Gelfiltration |

Der ckcACD1-Komplex wurde konzentriert und auf eine in ACD-Puffer vorédquilibrierte
Gelfiltrationssdule HiLoad 16/60 Superdex S200 pg (GE Healthcare, Freiburg, Deutsch-
land) aufgetragen. Die eluierten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert und
gemils dem Proteingehalt vereint. Aufergewdhnlich war eine hohe Hintergrundabsorp-
tion, die eine Aufnahme analysierbarer Spektren zwischen 215-280nm verhinderte.
Das Problem stammte von DNS-Fragmenten, die durch die Sonifizierung freigesetzt
wurden. Zusatz einer katalytischen Menge DNase I verringerte zwar die Anzahl der

hochmolekularen DNS-Fragmente, konnte das Problem jedoch nicht komplett 18sen.
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7.3. Lyse und Reinigung der ckcACDI1

Um diese Verunreinigungen mit Nukleotiden zu beseitigen, wurde der Gelfiltrations-

schritt wiederholt, bis das Chromatogramm einen klaren Proteinpeak enthielt.

7.3.5. Hitzereinigung

Eine zweite Hitzefdllung wurde durchgefiihrt. Hierbei wurden die vereinigten Fraktio-
nen bei 78 °C fiir 15 min inkubiert. Entstandenes Prizipitat wurde durch Zentrifugation
mit einer Beschleunigung von 75600 g fiir 30 Minuten entfernt. Dieser Schritt war ge-
dacht, um das Protein auf einen einheitlichen Zustand ,zuriickzusetzen“. Da die erste
Hitzefillung im Zellrohextrakt stattfand, konnten theoretisch eine Vielzahl an potenti-
ellen Substraten anwesend sein, die durch die ACD umsetzbar sind. Das Enzym ist aber
nur bei erhohten Temperaturen aktiv und kénnte daher beim Abkiihlen in verschiede-
nen konformationellen Zustdnden gefangen bleiben. Analytisch kann zwischen diesen
Zustidnden nur sehr schwer unterschieden werden, aber diese Art der Heterogenitéit

kénnte eine erfolgreiche Kristallisation verhindern.

7.3.6. Gelfiltration Il

Die Proteinlosung wurde auf eine mit ACD-Puffer dquilibrierte Gelfiltrationssiule 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-
tionspuffer zur einfachen Konzentration zugesetzt. Beide Chargen wurden bei 55 °C fiir
30 Minuten inkubiert. Die Proben wurden anschliefend mit einem gleichen Volumen

ACD-Puffer versetzt und iiber ein Amicon Ultrazentrifugationsréhrchen konzentriert
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(MWCO 30kDa, 1 min, 3000rpm). Dieser Schritt wurde mindestens zehnmal wieder-

holt, bis freies Nukleotid aus der Losung entfernt war.

7.4. Kristallisation der ckcACD1

Kristallisationsexperimente wurden bei 18 °C und 4 °C durchgefiihrt. Der Aufbau des
Experiments sah vor, dass in den Proteintropfen ein bestimmtes Volumen Fallungs-
mittel, zumeist im Verhéltnis Protein:Fallungsmittel 1:1 oder 1:0,75, gegeben wurde.
Runde Tropfen fiihrten normalerweise zu einer Vielzahl an kleinen Kristallen, die nur
durch eine verdnderte Tropfenform beziiglich ihrer Gréfe optimiert werden konnten.
Hier wurde die Proteinlésung in einer langlichen Form vorgelegt und das Fallungsmit-
tel in ein Ende des Tropfens gegeben. Bei niedriger Temperatur wurden jedoch beide
Tropfenformen verwendet, wobei je nach Substrat bzw. Modifikation des Proteins ent-
weder in runden und/oder keulenférmigen Tropfen Kristalle mit nutzbarer Gréofse und
Aussehen entstanden. Die Konzentration der Proteinlésung war in allen Féllen etwa
85 pM.

Kristallisation Se-Methionin modifiziertem Proteins Um die Oxidation des Selens

zu verhindern, wurde der Kristallisationslosung zusédtzlich 20 mM 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 Schnelltrinken von Kristallen
mit Halogenidionen zum Einsatz (Dauter et al., 2000). Verwendet wurde jeweils ein 1
molarer Zusatz an NaBr oder Nal zur Gefrierschutzlosung. Die Inkubationsdauer der
Kristalle in dieser Losung betrug etwa 30 sec. Weiterhin wurden Kristalle mit verschie-
denen Schwermetallen getréinkt (Sun et al., 2002). Kristalle wurden aus ihrer Mutter-
lauge (Konzentration 100 %) in einer Losung mit 80 % der Stammkonzentration und
Zusatz von 10mM einiger Schwermetallverbindungen (SmClz, YbCls, YbCly, Thio-
mersal (Natrium-2-(ethylmercurithio)-benzoat) oder Na|Au(CN)s]) tiberfiihrt und fiir
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5 Minuten inkubiert. Nicht gebundene Schwermetallionen wurden durch 30 sekiindige

Inkubation in Gefrierschutzlésung entfernt.

Co-Kristallisation mit Quecksilber Die Derivatisierung der ckcACD1 mit Quecksil-
ber erfolgte mit Hg Cly, das zu einer Endkonzentration von 2mM zum Kristallisations-

tropfen gegeben wurde.

Derivatisierung mit Aluminiumfluorid, Phosphat und Nitrat Das Protein wurde
vorab der Kristallisationsexperimente gegen das 100fache Volumen an 100 mM Tris/HCI
(pH 7,5), 150 mM NaCl dialysiert. Die finale Konzentration an Mg?"-Ionen betrigt
demnach 0,5 mM (Magnesium-reduzierte Reaktionslosung). Dies geschah bei einer mitt-
leren Temperatur von 75°C fiir 1 Stunde. Aufgrund einer defekten Steuerung des ver-
wendeten Heizblocks wurde zweimalig eine Temperatur von etwa 85 °C erreicht. Ent-
standenes Prizipitat wurde durch Zentrifugation entfernt. Es wurden anschliefend die
in Tabelle 7.2 dargestellten Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden die bendtigten
Chemikalien, aufser ADP und Ac-CoA, in wéssriger Losung in einem Gefifs vorgelegt,
getrocknet und anschliefsend in einer Losung von ADP- bzw. Ac-CoA gelost. Die Pro-
ben wurden vor der Kristallisation geteilt. Ein Teil wurde fiir eine Minute bei 75°C
inkubiert, der andere wurde weiterhin auf Eis gelagert. Alle Kristallisationsexperimen-
te wurden bei 4°C durchgefiihrt. Fiir Kristallstrukturen mit gebundenem Phosphat
wurden Kristalle aus den Ansitzen mit Ac-CoA+NayHPO,4 und ADP+Mg(NO3)o ver-
wendet. Diese wurden fiir 30 Sekunden in Gefrierschutzlosung inkubiert, die zusédtzlich
50 mM NagHPO4 enthielten.

7.5. Diffraktionsexperimente

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 durchgefiihrt. Zum Protein wurden die folgenden Chemikalien zur angegebenen Endkonzentration
zugefligt.

Apo Mg - ADP - AlF;
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
MgCls 6,3 mM ADP 2,0mM

AlCl; 2,5mM
MgCls 2,5mM

NaF 8,6 mM
ADP + Mg(N 03)2 Ac-CoA - AlF3
Substanz Konzentration Substanz Konzentration
ADP 2,0mM Ac-CoA  1,0mM
Mg(NO3)2 5,0mM AlCl;5 5,0mM

NaF 17,0 mM

NaOAc 5,0mM
Ac-CoA + NasHP Oy Ac-CoA + Mg(NOs3)2
Substanz  Konzentration Substanz Konzentration
Ac-CoA 1,0mM Ac-CoA 1 mM
NapHPO4 10,0mM Mg(NO3)2  9,9mM
NaOAc 5,0 mM NaOAc 5,0 mM

7.5.1. Beschreibung der Bewegung von Domanen

Zur Beschreibung der relativen Bewegung einer Doméne oder eines Teils einer Do-
méne in den erhaltenen Kristallstrukturen wurden die zu vergleichenden Abschnitte
mit dem Programm LSQKAB (Kabsch, 1976; CCP4, 1994) folgendermafien iiberla-
gert. Hierzu wurden in zwei Schritten jeweils ein als fix gewéhlter Abschnitt und ein,
als beweglich definierter Bereich eines Proteins, mit einer Referenzstruktur verglichen.
Durch die strukturelle Uberlagerung der im letzten Schritt erhaltenen Anordnung der
Proteine wurde der Rotationswinkel der untersuchten Bewegung aus der so erhaltenen

Rotationsmatrix berechnet.
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8. Expression, Reinigung, Kristallisation
und Strukturlosung der hy TRR2
TIR-Domane

8.1. Plasmide

Tab. 8.1.: Plasmide zur Expression der hyTRR2 TIR-Doméne.

Name Beschreibung Herkunft

pGEMT _hyTRR2_TIR AmpR erhalten von René
Augustin (AG Bosch)

pET19b Amph Novagen

pET19b hyTRR2 95991 IPTG induzierbare Expression  diese Arbeit
der TIR-Doméne der hyTRR2,
C-terminale Hisg- Affinitéts-
sequenz, Amp®t

8.2. Herstellen des Expressionskonstruktes

Die DNS der TIR-Doméne des Toll-verwandten Rezeptors 2 aus Hydra magnipapillata
wurde iiber eine Polymerasekettenreaktion vervielfaltigt. Die verwendeten Oligonukleo-
tide sind in Tabelle 8.2 aufgefiihrt. Uber die durch die Oligonukleotide eingebrachten
Schnittstellen fiir zwei Endonukleasen (Ncol und Xhol) wurde die Zielsequenz in das
Plasmid pET19b insertiert. Mit dem Oligonukleotid TIR reverse wurde C-terminal ei-
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ne Hexahistidin-Affinitétssequenz (kodiert durch catcaccatcaccatcac) an das Protein

angefiigt.

Tab. 8.2.: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz

TIR forward gtgaagccatgggcaagacttatgatgtcaatatatgttacg
TIR reverse cgagtctcgagattagtgatggtgatggtgatgattatttcgaatatctce

Fett gedruckt sind die eingefiihrten Schnittstellen fiir Ncol bzw. Xhol.
Kursiv dargestellt sind die Nukleobasen des Hisg-Affinitétssequenz.

8.2.1. Ethanolfillung

Die Probe wurde mit /10 des Probenvolumens an 3M NaOAc (pH 5,4) versetzt. Die
Féllung von DNS erfolgte nach Zugabe des 2,75fachen an unvergélltem Ethanol. Zur
Beschleunigung dieses Vorgangs wurde die Probe in fliissigem Stickstoff gefroren. Nach
Zentrifigieren fiir 10 min bei 20 716 g und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet mit eiskaltem 70 %igem Ethanol gewaschen. Anschliefend wurde nochmals fiir

fiinf Minuten zentrifugiert. Das getrocknete DNS-Pellet wurde in Wasser gelost.

8.2.2. Polymerasekettenreaktion - PCR

Oligonukleotide wurden mit einer finalen Konzentration 17 pM, dNTPs zur finalen
Konzentration 200 pM eingesetzt. Pfu-Polymerase und der Reaktionspuffer (inklusive
MgSOy4) stammten von Promega (Madison, WI, Vereinigte Staaten von Amerika). Die
DNS der hyTRR2 TIR-Doméne wurde in vitro mit folgendem Zeit-Temperatur-Profil
amplifiziert. Das entstandene Produkt wurde {iber eine Ethanolfdllung gereinigt und

konzentriert.
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Wiederholungen Temperatur (°C)  Zeit (sec)

1 95 300
95 30

30 49 30
72 45

1 72 600
1 4 00

8.2.3. Restriktionsverdau

Das Zielplasmid pET19b und das PCR-Produkt wurden mit Ncol und Xhol verdaut.
Beide Enzyme stammten von Promega (Madison, WI, USA). Die Reaktion wurde in
Puffer D durchgefiihrt und gemé&f den Empfehlungen des Herstellers angesetzt. Re-
aktionsdauer war drei Stunden. Anschliefend wurde die Reaktion durch 15 miniitige
Inkubation bei 65°C gestoppt und die Reaktionsprodukte iiber Ethanolfallung gerei-
nigt.

8.2.4. Ligation

Zur Fusion des geschnittenen Vektors pET19b und des Inserts wurden 200 ng pET19b
in einem molarem Verhéltnis von 1:3 mit Insert versetzt. Die Reaktion wurde in T4
Ligase-Puffer mit T4 Ligase von Promega (Madison, WI, Vereinigte Staaten von Ame-
rika) durchgefiihrt, wobei die vom Hersteller empfohlene Mengen an Puffer und Enzym
verdoppelt wurden. Ligiert wurde bei 18 °C fiir 12 Stunden, danach erfolgte eine Fil-
lung der DNS mittels Ethanolpréizipitation. Aufgenommen wurde das Produkt in 10l

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 100 mM CaCls-
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Losung hergestellt. Zur Lagerung der E. coli wurde zusétzlich 15% (v/v) Glycerin
zugegeben und Aliquots zu je 100 pl in fliissigem Stickstoff gefroren.

Ein Aliquot mit Zellen elektrokompetenter FE. coli XL1 blue wurde mit dem Liga-
tionsprodukt versetzt und in eine eisgekiihlte Elektroporationskiivette (Spalt 1mm)
iiberfiithrt. Durch Anlegen eines elektrischen Pulses iiber einen GenePulser IT (BioRad,
Berkeley, CA, Vereinigte Staaten von Amerika) (Spannung U = 1800V, Widerstand
R = 200, Kapazitdt C = 25uF) wurde der Vektor in die Bakterien transformiert.
Nach anschliefender Kultivierung der Zellen fiir 30 min wurden diese auf LB-Agar

ausplattiert und {iber Nacht kultiviert.

8.2.6. Isolierung von plasmidischer DNS aus E. coli

Die Praparation von plasmidischer DNS aus F. coli erfolgte mit einem NucleoSpin
Plasmid QuickPure Kit (Macherey-Nagel, Diiren, 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 T'7 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 pl hitzekompetente Zellen mit 180 ng Plasmid versetzt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C fiir 2min. Nach zweiminiitiger Ruhephase
auf Fis wurden die Zellen in 700 pl LB-Medium resuspendiert und fiir 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Auf LB-Agar wurden 100 pl der Bakteriensuspension ausplattiert und
iiber Nacht kultiviert.
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8.2.9. Herstellen einer Glycerindauerkultur

Mit einer Bakterienkolonie wurden 5ml LB-Medium angeimpft und fiir 12 Stunden
kultiviert. Mit 0,5ml der Kultur wurden 0,5ml Glycerin (50 % (v/v)) versetzt, die
Suspension gemischt und sofort in fliissigem Stickstoff gefroren. Gelagert wurde die
Glycerinkultur bei —80 °C.

8.3. Expression der hyTRR2 TIR-Domane

Aus einer Glycerinkultur wurde eine Vorkultur angeimpft und diese fiir mindestens
zwOlf Stunden kultiviert. Inokulation der Expressionskultur erfolgte mit Zellen aus
der Ubernachtkultur. Hierzu wurde 1% (v/v) des Volumens der Expressionskultur an
Vorkultur fiir 5 Minuten bei 4000 g abzentrifugiert, das Pellet im gleichen Volumen
frischem LB-Medium resuspendiert und in die Expressionskultur {iberfiihrt. Bei einer
optischen Dichte ODggp bei Wellenldnge A = 600 nm zwischen 0,4 und 0,8 wurde die
Expression mit IPTG einer finalen 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 fiir weitere 10-12 Stunden kultiviert. Die Ernte der Zellen erfolgte
durch Zentrifugation bei 6000 g fiir 10 min. Zellpellets wurden in fliissigem Stickstoff

gefroren und bis zur Verwendung bei —80 °C gelagert.

8.4. Reinigung der hyTRR2 TIR-Domane

Die Reinigung der hyTRR2 TIR-Doméne erfolgte, soweit es moglich war, gekiihlt oder
auf Eis. Chromatographische Schritte wurden an einem Akta System (Akta Basic, Akta
Purifier) durchgefiihrt. Hierbei waren die Proben und die Sdulen in einem Kiihlkabinett

untergebracht, um Degradation des Proteins zu verhindern.
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Lysepuffer

Substanz
Tris/HCl pH 7,0
NaCl

Imidazol

Glycerin
B-Mercaptoethanol
PMSF

Elutionspuffer

Substanz
Tris/HCI pH 7,0
NaCl

Imidazol

Glycerin
B-Mercaptoethanol

200

Konzentration

20mM
300 mM
25mM
5% (v/v)
10mM
0,5mM

Konzentration

20 mM
300 mM
500 mM
5% (v/v)
10 mM

Proteinpuffer

Substanz
Tris/HCI pH 7,0
NaCl

DTT

‘Waschpuffer
Substanz Konzentration
Tris/HC1 pH 7,0 20 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 25 mM
Glycerin 5% (v/v)
B-Mercaptoethanol 10 mM
Gelfiltrationspuffer
Substanz Konzentration
Tris/HCl pH 7,0 20 mM
NaCl 300 mM
DTT 2mM

Konzentration

20 mM

300 mM

10mM



8.4. Reinigung der hyTRR2 TIR-Doméne

8.4.1. Immobilisierte Nickel-Affinitadtschromatographie

Die mit Lysepuffer dquilibrierte Saule HisTrap HP 5ml (GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland) wurde mit dem geklérten Lysat beladen. Unspezifisch gebundenes Pro-
tein wurde mit fiinf Sdulenvolumen Lysepuffer und zehn Sdulenvolumen Waschpuffer
entfernt. Elution erfolgte durch Erh6hung der Imidazolkonzentration. Hierzu wurde zu-
erst in einem Stufengradienten der Anteil an Elutionspuffer auf 15 % erhoht und dieses
fiir 5 Saulenvolumen konstant gehalten. Das Zielprotein eluierte hauptsichlich nach
Erhohen des Anteils an Elutionspuffer auf 30 %. Diese Konzentration war fiir weitere
5 Séulenvolumen konstant, dann erfolgte ein linearer Gradient iiber 15 Séulenvolumen
bis 100 % Elutionspuffer. Das Eluat wurde auf seinen Proteingehalt untersucht und die

Fraktionen vereint.

8.4.2. Dialyse

Zur Entfernung des Imidazols und des Glycerins aus der Losung wurden die vereinten
Fraktionen gegen das 20fache ihres Volumens an Gelfiltrationspuffer dialysiert. Ver-
wendet wurde Spectra/Por aus regenerierter Cellulose (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

mit einer Ausschlufsgrenze von 3,5 kDa.

8.4.3. Gelfiltration

Eine Gelfiltrationssaule Superdex 75 16/60 pg (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland)
wurde mit Gelfiltrationspuffer dquilibriert. Bevor diese mit Probe beschickt wurde,
erfolgte die Konzentrierung des Proteins durch Ultrafiltration. Hierzu kamen Vivaspin-
Konzentratoren (Sartorius, Gottingen, Deutschland) mit einem Ausschlussgrenze von
3kDa zum Einsatz. Das eingesetzte Probenvolumen betrug 2 ml, die angelegte Flussrate
0,5ml/min. Die gesammelten Fraktionen wurden entsprechend ihres Proteingehalts

vereint.
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8. Expression, Reinigung, Kristallisation und Strukturlésung der hyTRR2 TIR-Doméne

8.5. Kristallisation

Der Kristallisationsvorgang kann {iber einen ldngeren Zeitraum ablaufen, wihrend des-
sen es zur Oxidation spezifischer Reste in einem Protein kommen kann. Beispielsweise
kénnen Cysteine, die sich rdumlich gesehen nah zueinander befinden, durch Kniip-
fen einer Disulfidbindung miteinander verbunden werden. Das Expressionskonstrukt
enthielt vier, vermutlich freie, Cysteinreste, daher wurde jedem Kristallisationsansatz
mindestens 10 mM DTT zugegeben, um ein unspezifisches Vernetzen der Proteinmole-

kiile durch Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken zu verhindern.

Kristalle wurden nur reproduzierbar erhalten, wenn fiir die Tropfen zuerst das Fal-
lungsmittel vorgelegt und in diese Losung das Protein pipettiert wurde. Es wurden

jeweils die gleichen Volumina von Proteinlésung und Féllungsmittel eingesetzt.

8.6. Diffraktionsexperimente

Die Sammlung von Diffraktionsdaten wurde an verschiedenen Rontgenquellen durchge-
fiihrt. Erste Diffraktionsexperimente erfolgten am Berliner Synchrotron BESSY II und
am Synchrotron ESRF in Grenoble. Hochaufgeloste Datensétze wurden am Berliner
Elektronenspeicherring BESSY IT an der Beamline BLL14.1 und an der EMBL-Beamline
P14 am Hamburger Synchrotron PETRA III aufgenommen. BL14.1 ist ausgestattet
mit einem Microdiffraktometer (MD2) mit einem Mini-kappa Goniometer MK3, einem
Kiihlsystem CryolJet-XL crystal cooling system (Oxford Instruments, Abingdon, Ver-
einigtes Konigreich), einem CATS-Probenwechsler sowie einem Pilatus 6M-Detektor
(Dectris, Baden, Schweiz). Die Hamburger Beamline P14 war ausgestattet mit einem
MD3-Mikrodiffraktometer sowie einem Pilatus 6M-Detektor (Dectris, Baden, Schweiz).

202



8.6. Diffraktionsexperimente

Tab. 8.3.: Statistiken zur Datensammlung der Strukturbestimmung der Hydra magnipa-
pillata TRR-2 TIR-Domaéne.

Kristallform IT  Kristallform II

Datensatz Kristallform I  hochaufgeloster ~— Langwellen-
Datensatz datensatz
Wellenldnge [A] 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 2400 3600 7200%*
Synchrotron PETRA III BESSY 11 PETRA III
Beamline P14 BL14.1 P14
Detektor PILATUS 6M  PILATUS 6M  PILATUS 6M

* Es wurden zwei Datensétze zu jeweils 3 600 Bildern aufgenommen.
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A.1l. Abkiirzungen

°C Grad Celsius

Ac-CoA Acetyl-Coenzym A

ACD dinukleotid-abhingige Acetyl-Coenzym A-Synthetase
ACLY ATP-Citrat-Lyase, auch ATP-Citrat-Synthase bezeichnet
ADP Adenosindiphosphat

Amph Ampicillinresistenz

AMPCP Adenosin-5'-a,B-p-methylendiphosphat
AMPPCP  Adenosin-5-f,y-p-methylentriphosphat

ATP Adenosintriphosphat

ckcACD1  Acetyl-Coenzym A-Synthetase 1 aus Candidatus Korarchaeum cryptofilum
CoA Coenzym A

CSS Complexation Significance Score

DLS dynamische Lichtstreuung

DNS Desoxyribonukleinsdure

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- Affinitétschromtatographie

IRAK das Protein IL1-R-associaled 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 Ausschlufsgrofe (molecular weight cut-off)
MyDS88 das Protein myeloid differentiation primary response 88
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NCBI
NCS
NDP
NF-xkB
NTP
ODgoo
ORF
PAGE
PAMP
PCR
PEG

g
RMSD
RNS
SAD

S

SCS
SDS
SIR
SIRAS
TEMED
TIR
TLR
Tris
TRR
(/%)
(/%)

A.1. Abkiirzungen

National Center for Biotechnology Information
nicht-kristallographische Symmetrie (non-crystallographic symmetry)
Nukleosiddiphosphat

Nuklearer Faktor kB (nuclear factor ’kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells)
Nukleosidtriphosphat

optische Dichte bei einer Wellenldnge A=600 nm

open reading frame, offener Leserahmen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

pathogen-associated molecuar pattern

Polymerasekettenreaktion

Polyethyleglycol

mittlere Erdbeschleunigung auf Meereshohe

Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (root mean square deviation)
Ribonukleinséure

einfache anomale Dispersion (single anomalous dispersion)

Einheit Sekunde

Succinyl-Coenzym A-Synthetase

Natriumdodecylsulfat

einfacher isomorpher Ersatz (single isomorphous replacement)
einfacher isomorpher Ersatz & anomale Dispersion

N,N,N’ N’-Tetramethylendiamin
Toll/Interleukin-1-Rezeptor-homologe Doméne

Toll-dhnlicher Rezeptor

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
Toll-Rezeptor-Verwandte ( Toll-receptor-related)

Volumenverhéltnis (Volumen pro Volumen)

Masseverhéltnis (Masse pro Volumen)

Symbole fiir Nukleinsiuren

A Desoxyadenosin = C Desoxycytidin

G Desoxyguanosin = T Desoxythymidin
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Symbole fiir Aminosiuren

A Ala Alanin M  Met  Methionin
C Cys  Cystein N Asn  Asparagin
D Asp  Asparaginsiure P Pro Prolin

E  Asp  Glutaminséure Q Gln  Glutamin

F  Phe  Phenylalanin R Arg  Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T  Thr Threonin

I 1le Isoleucin vV Val Valin

K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Y

Leu Leucin Tyr Tyrosin
Des Weiteren wurde Selen-markiertes Methionin verwendet. Die-

se Aminosiure wurde mit Se-Met abgekiirzt.
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