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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1  Die Kristallstruktur der APC10-Untereinheit des humanen APC

Der Anaphase-promoting Complex ist eine Zellzyklus-regulierte Ubiquitin-Protein-Ligase.
Sie kontrolliert wichtige Uberginge in der Mitose und in der G;-Phase des Zellzyklus, indem
sie regulatorische Zellzyklusproteine durch Ubiquitinierung fiir die Proteolyse durch das
Proteasom markiert. Die Aktivitit und Substratspezifitit des APC wird durch
Phosphorylierung, aber auch durch regulatorische Proteine wie CDC20 und CDHI1 gesteuert.
Der humane APC besteht aus 11 Untereinheiten, von denen zwei Untereinheiten, APC11 und
APC2, jedoch ausreichen, um die Ubiquitinierungsraktion zu katalysieren. Die Funktion der
anderen Untereinheiten ist bisher unklar. Die APC10 Untereinheit des humamen APC10
besitzt eine starke Sequenzhomologie zu ApclO-Proteinen anderer Spezies aber auch zu
Proteinsequenzen in potentiellen Ubiquitin-Protein-Ligasen (E3), die als Doc-Doméinen
bezeichnet werden. APC10 konnte daher eine wichtige Rolle bei Ubquitinierungsreaktionen
spielen. Das APC10-Protein konnte in FE.coli nicht 16slich exprimiert werden.
Degradationsprobleme des riickgefalteten Proteins fiihrten zur Klonierung eines, am C-
Terminus um 14 Reste verkiirzten, APC10-Fragmentes, welches in E. coli 16slich und korrekt
gefaltet exprimiert werden konnte. Die Kristallstruktur des APC10 konnte durch ein MAD-
Experiment mit Kristallen des mit Selenomethionin markierten Proteins bei einer Auflosung
von 1,6 A gelost werden. Von den 185 Aminosduren des APC10 sind 162 Reste in der
Kristallstruktur enthalten sind. Das Eindoménenprotein besteht aus einem [-Sandwich, in
dem ein filinfstrangiges, antiparalleles Faltblatt auf ein dreistrdngiges, antiparalleles Faltblatt
gepackt ist. Die charakteristische Anordnung der Stringe in den Faltbldttern charakterisiert
die Tertidrstruktur des Proteins als jelly-roll-Faltungstyp. Strukturell sehr &hnliche Proteine
mit dem gleichen Faltungstyp sind die D1-Doméine der Galactose-Oxidase aus Dactylium
dendroides, die Galactose-bindende Doméne der Sialidase aus Micromonospora viridifaciens,
die C2-Domine des Gerinnungsfaktors Va aus Homo sapiens und die N-terminale Doméne
des DNA-Reparaturproteins XRCC1 aus Xenopus laevis. Den strukturell homologen
Proteinen ist gemeinsam, dass sie eine Oberflichenregion, die der N-terminalen Loop-Region
in der APC10-Struktur entspricht, zur Bindung eines Liganden, Zucker, Phospholipid oder
einzelstringige DNA, verwenden. Weiterhin besteht in der N-terminalen Loop-Region eine
Anhdufung von evolutiondr invarianten Resten in der Proteinsequenz des APCI10 und eine
Mutation in dieser Region fiihrt zu schweren Defekten in der APC-Funktion. Diese Daten
weisen auf eine mogliche Funktion des APC10-Proteins als Bindungsstelle fiir einen noch

unbekannten Liganden hin. Fiir die in der Kristallstruktur nicht enthaltenen 23 C-terminalen

1



Zusammenfassung

Reste konnte nachgewiesen werden, dass sie fiir die Bindung des APC10-Proteins an eine
andere APC-Untereinheit, CDC27/APC3, verantwortlich sind. CDC27/APC3 enthilt 10
tetratricopeptide  repeats, die aus anderen Proteinen als  Protein-Protein-
Wechselwirkungsmotiv bekannt sind. Uber diese Interaktion des C-Terminus ist das APC10-

Protein moglicherweise im APC-Komplex verankert.

1.2  Die Kristallstruktur der Carboxytransferase-Untereinheit der Glutaconyl-CoA
Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans
Glutaconyl-CoA Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans ist ein Ionenkanal in der
Cytoplasmamembran, der die bei der Decarboxylierung von Glutaconyl-CoA, einer
Zwischenstufe im Abbau von Glutamat, frei werdende Energie zum Transport von Na'-Ionen
ins Periplasma benutzt. Das Protein besteht aus 4 Untereinheiten mit noch unbekannter
Stochiometrie. Die Carboxytransferase-Untereinheit (GcdA) katalysiert den Transfer eines
CO;, vom Glutaconyl-CoA auf Biotin, welches kovalent an eine Lysin-e-Aminoguppe der
GcedC-Untereinheit gebunden ist. Die Decarboxylierung des Carboxybiotins durch die
Carboxybiotin-Decarboxylase-Untereinheit (GedB), die mit 9 potentiellen
Transmembranhelices den eigentlichen Ionenkanal bildet, liefert die Energie fiir den Aufbau
des Na'-Gradienten. FEine weitere Untereinheit, GcdD, die eine einzelne potentielle
Transmembranhelix enthdlt, wird als Membrananker fiir die GecdA-Untereinheit diskutiert.
Das GcdA-Protein konnte rekombinant in E.coli exprimiert, gereinigt und kristallisiert
werden. Die Kristallstruktur der GcedA-Untereinheit der Glutaconyl-CoA Decarboxylase
konnte durch ein MAD-Experiment mit in Platinterpyridin eingelegten Kristallen bei einer
Aufldsung von 2,6 A geldst werden. Das GedA-Protein liegt in Losung wahrscheinlich als
Dimer vor. Unter den Kristallisationsbedingungen kam es jedoch zur Ausbildung eines
Tetramers, in dem sich zwei Dimere mit ausgepridgt hydrophoben Oberflachenregionen
aneinanderlagern. Das GecdA-Monomer ist aus zwei Doménen, I und II, aufgebaut, die jedoch
eine so hohe Sequenzhomologie und Strukturhomologie aufweisen, dass sie moglicherweise
durch Exonduplikation aus einem Ursprungsprotein hervorgegangen sind. Jede Doméne ist
aus einem siebenstrangigen Faltblatt mit parallelen und antiparallelen Strangen aufgebaut, das
an beiden Seiten von mehreren a-Helices flankiert wird. Zusétzlich enthalten sie noch je zwei
antiparallel gegeneinander gepackte o-Helices, die weit aus der Oberfliche des Proteins
herausstehen. Diese ,,Helix-Finger*, von in der Struktur benachbarten Domidnen I und II
unterschiedlicher Monomere, lagern sich gegeneinander und bilden so eine Hohlung in der

Proteinoberfliche, die das aktive Zentrum des Proteins enthdlt. Die zwei
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Substratbindungsstellen des GcdA-Dimers konnten anhand des Glutaconyl-CoA/GedA
Komplexes, sowie des strukturhomologen Chlorobenzoyl-CoA/Chlorobenzoyl-CoA
Dehalogenase-Komplexes identifiziert werden. Da sich das aktive Zentrum in einer Hohlung
mit nur zwei Zugangasmoglichkeiten befindet und eine bereits vom Glutaconyl-CoA Substrat
besetzt ist, kann iiber die bleibende Offnung auf den Angriffspunkt des Biotinyllysin-Armes

und die Interaktion des GcdA-Proteins mit dem Biotincarrier geschlossen werden.

Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht in:

Kerstin S. Wendt, Hartmut C. Vodermaier, Uwe Jacob, Christian Gieffers, Michael Gmachl,
Jan-Michael Peters, Robert Huber und Peter Sondermann “Crystal structure of the

APC10/DOCI1 subunit of the human anaphase-promoting complex”. nature structural biology
(2001) 8, 784-788

Kerstin S. Wendt, Gleb Bourenkow, Iris Schall, Wolfgang Buckel, Rober Huber and Uwe
Jacob,” The crystal structure of the Carboxytransferase subunit of Glutaconyl-CoA-

decarboxylase”, Manuskript in Vorbereitung



Einfiihrung APC10

2 Einfithrung

2.1  Der Anaphase-promoting Complex

2.1.1 Der Zellteilungszyklus

Basis fiir jegliche Wachstums-, Entwicklungs- sowie Regenerationsprozesse von
mehrzelligen  Organismen ist die Teilung ihrer Zellen. Dabei miissen neben den
Komponenten des Zytoplasmas, wie den Zellorganellen, auch die genetischen Informationen
der Zellen verdoppelt und jeweils zur Hilfte auf die Tochterzellen aufgeteilt werden. Dieser
als Zellteilungszyklus bezeichnete Vorgang sowie seine Regulation sind schon seit langem
Gegenstand intensiver Forschung.

Die wichtigsten Phasen im Teilungszyklus eukaryontischer Zellen sind die S-Phase, wihrend
der das genetische Material der Zelle verdoppelt wird, und die M-Phase, auch Mitose, in der
das genetische Material zu gleichen Teilen auf die beiden Tochterzellen aufgeteilt wird.

Dazwischen liegen Wachstumsphasen der Zelle, die G,-Phase und die G,-Phase (Abb. 2-1).

APC-
Inaktivierung

Y

S-Phase G,-Phase
DNA-Synthese
G,-Phase
S Zellwachstum Zytokinese

M-Phase
Mitose

APC - '
Aktivierung f

XL

Metaphase Anaphase

Abbildung 2-1: Die verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Die Mitose wurde detailliert dargestellt. Die
Spindelfasern sowie Kinetochoren sind griin dargestellt. Abbildung nach (Low ).

Die Mitose kann nochmals in fiinf Phasen unterteilt werden: Prophase, Prometaphase,
Metaphase, Anaphase und Telophase. Wahrend der Prophase beginnt die Kondensation des

Chromatins und die Chromosomen werden als fadenférmige Strukturen sichtbar. Die

4



Einfiihrung APC10

Zentriolen wandern zu den Zellpolen und der Aufbau der bipolaren mitotischen Spindel im
Zytoplasma beginnt. In der Prometaphase wird die Kondensation der Chromosomen
fortgesetzt und die Schwesterchromatiden werden erkennbar. Die Kernhiille zerfillt in
Membranvesikel und die Spindelfasern dringen in den Kernbereich ein. An den Zentromeren
bilden sich die Kinetochoren und die Kinetochor-Mikrotubuli binden an die Kinetochoren.
Die Chromosomen beginnen in die Metaphasenebene zu wandern. In der folgenden
Metaphase sind die Chromosomen in der Mitte zwischen den Spindelpolen angeordnet und
bilden die metaphasische Platte. Die Schwesterchromatiden sind im Zentromerbereich noch
durch den Cohesin-Komplex verbunden. Der Spindelapparat ist komplett ausgebildet. Beim
Eintritt in die Anaphase werden die Chromatiden getrennt und durch Verkiirzung der
Kinetochor-Mikrotubuli zu den Zellpolen bewegt. Die polaren Mikrotubuli werden verlingert,
wodurch die Spindelpole auseinanderweichen und die Zelle gestreckt wird. Mit der Telophase
wird die Mitose abgeschlossen. Nachdem die Chromatiden an den Zellpolen angekommen
sind und anfangen zu dekondensieren, werden die Kernhiillen und Nucleoli gebildet und zwei
Tochterkerne entstehen. Die Kinetochor-Mikrotubuli verschwinden, aber die polaren
Mikrotubuli werden weiter verlingert. Wahrend der spiten Anaphase beginnt bereits die
Cytokinese bei der durch einen die Zellmembran einschniirenden, kontraktilen Ring in der
Hohe der Metaphasenplatte das Cytoplasma auf die beiden Tochterzellen verteilt wird (Voet
und Voet, 1992). Die korrekte Aufteilung des verdoppelten Chromosomensatzes auf die
beiden Tochterzellen erfordert die préizise Einhaltung eines zeitlichen Ablaufes und somit eine
genaue An- und Abschaltung der entsprechenden Prozesse. Storungen in diesem Ablauf
konnen zum Stillstand der Zellen in der Mitose, zum Zelltod oder zur Ungleichverteilung der
Chromatiden fiihren. Bei verschiedenen Krebsarten wurde eine solche Ungleichverteilung von

Chromatiden gefunden (Jallepalli et al., 2001).

2.1.2 Regulation durch Ubiquitin-abhiingige Proteolyse

Der Zellzyklus wird von zwei sehr unterschiedlichen Regulationsmechanismen gesteuert. Bei
der Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen durch mitotische Kinasen
handelt es sich um reversible Prozesse, welche vor allem am Anfang der Mitose eine Rolle
spielen. Ein Signal, das zur irreversiblen Abschaltung von Proteinen fiihrt und somit zur
Festlegung einer Richtung im Zellzyklus geeignet ist, ist die ubiquitinabhéingige Proteolyse
durch das 26S-Proteasom. Dafiir werden die Substratproteine mit Poly-Ubiquitin-Ketten als
Erkennungssignal fiir das Proteasom markiert (Peters, 1994). Ubiquitin ist mit 76

Aminosduren ein sehr kleines, aber innerhalb der Eukaryonten hochkonserviertes Protein.
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Neben der Zellzyklusregulation ist es in viele weitere Prozesse wie die Organell-Biogenese,

Apoptose, Zellproliferation oder Zelldifferenzierung integriert.
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Abbildung 2-2: Markierung von Proteasom-Substratproteinen mit Ubiquitin durch eine E1-E2-E3
Kaskade. Abbildung nach (Weissman, 2001).

In ersten Schritt der Ubiquitinierungsreaktion wird das Ubiquitin durch ATP-abhéngige
Ausbildung einer energiereichen Thioesterbindung zu einem Ubiquitin-aktivierenden Enzym
(E1) aktiviert. Danach wird es auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2) iibertragen. Die
Bindung an das Zielprotein erfolgt durch eine Ubiquitin-Protein Ligase (E3) (Abb.2-2). Dabei
bildet das C-terminale Glycin von Ubiquitin eine Isopeptidbindung zu einer Lysin-¢-
Aminogruppe des Substrates. Bislang konnten zwei Klassen von E3 Enzymen mit jeweils
konservierten Doménen unterschieden werden. E3-Enzyme die HECT-Doménen enthalten,
wie E6-AP, bilden eine Thioesterbindung mit Ubiquitin und iibertragen es dann auf das
Substrat (Huibregtse et al., 1993; Scheffner et al., 1995). Im Gegensatz dazu arrangieren
RING-Finger E3’s das E2-Enzym und das Substrat rdumlich so, dass das Ubiquitin direkt
vom E2 auf das Substrat iibertragen werden kann (Weissman, 2001). Der RING-Finger ist
eine durch die Koordination von zwei Zn®'-Ionen stabilisierte Protein-Protein
Wechselwirkungsdoméne, die in zahlreichen Proteinen gefunden wird. Darunter ist eine
steigende Anzahl von Proteinen, welche als Ubiquitin-Protein Ligasen identifiziert wurden,
wie c-CBL, MDM2, VHL oder Komplexe wie der SCF-Komplex oder der APC (Joazeiro und
Weissman, 2000). Das c-CBL Protein ist ein Proto-Onkogen das aktivierte Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen erkennt, ubiquitiniert und somit das Signal beendet. MDM2 ist ein Phosphoprotein
des Zellkerns welches das Wachstumssuppressorprotein p53 negativ reguliert, indem es p53

bindet und ubiquitiniert. Das VHL-Protein ist ein Tumorsuppressorprotein das mit dem von-
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Hippel-Lindau Syndrom assoziiert ist und an den ElonginC-ElonginB Komplex bindet. Zu
den Multi-Protein-Komplexen gehdren die Skpl-cullin-F-box Ubiquitin-Protein-Ligase
(SCF), welche unter anderem die Initiation der DNA-Replikation am G,/S-Phasen-Ubergang
steuert, und der fiir den Beginn der Anaphase und das Ende der Mitose verantwortliche
Anaphase-promoting Complex (APC).

Gegeniiber der grossen Anzahl identifizierter E3-Proteinen konnte bislang nur ein einziges
Ubiquitin-aktivierendes Enzym, E1/Ubal, beschrieben werden. Ubiquitin-konjugierende
Enzyme sind mehrere bekannt, beispielsweise die mit dem APC interagierenden Proteine
Ubc4 und UbcH10 (Weissman, 2001).

Die Poly-Ubiquitinierung der Substratproteine durch die E3-Enzyme erfolgt entweder durch
Bildung von Ubiquitin-Ketten, indem an die Lys 48 Seitenkette von bereits gebundenem
Ubiquitin ein weiteres Ubiquitin angehidngt wird, oder durch die gleichzeitige Ubiquitinierung

mehrerer Lysin-Seitenketten des Substrates.

2.1.3 Der Anaphase-promoting Complex

Der Anaphase-promoting Complex (APC), auch als Cyclosom bezeichnet, ist eine Ubiquitin-
Protein Ligase (E3), die wichtige Uberginge im Zellzyklus kontrolliert (Peters, 1998; Page
und Hieter, 1999; Peters, 1999; Weissman, 2001). Im Gegensatz zu anderen E3-Komplexen
mit maximal 5 Untereinheiten (SCF, VHL) ist der humane APC mit 11 bekannten
Untereinheiten ein ungewdhnlich groBer Komplex (M; ~870 000). Die dreidimensionale
Struktur des humanen APC konnte von Gieffers et al. durch Kryo-Elektronenmikroskopie mit
einer Auflosung von 24 A ermittelt werden (Gieffers et al., 2001) (Abb. 2-3).

Abbildung 2-3: Dreidimensionale Struktur des APC ermittelt durch Kryo-Elektronenmikroskopie nach
Gieffers et al., 2001.



Einfiihrung APC10

Die 11 Untereinheiten des humanen APC bilden einen Proteinwall, welcher eine innere
Kammer umschlieft. Dieser Innenraum wird als Reaktionskammer fiir die
Ubiquitinierungsreaktion diskutiert, da er grof genug ist, um Substratproteine und das
ubiquitinierte E2-Enzym aufzunehmen.

Der APC ist fast wiahrend des ganzen Zellzyklus aktiv. Am Ende der Metaphase wird er
aktiviert und erst am Ubergang der darauffolgenden G; zur S-Phase wieder inaktiviert (Fang

et al., 1998; Kramer et al., 1998) (Abb. 2-4).

apc  EEDGOBO

P ~”  Proteolyse durch das Proteasom
/Separin,

[ inaktiv )

‘\ Securin
- GED

(/Separi \ .
u\ aktiv //
~— Abbau des Cohesins .

Cohesin Trennung der Schwesterchromatiden

Abbildung 2-4: Einleitung der Schwesterchromatidentrennung durch den APC. Die Cystein-Protease
Separin (Separase) wird durch die ubiquitinabhéngige Proteolyse des Anaphasen-Inhibitors Securin (Pds1)
aktiviert.

Wihrend der Metaphase sind die Schwesterchromatiden bei Hefen noch iiber ihre ganze
Liange, bei Vertebraten jedoch nur in Centromerndhe, durch den Cohesin-Komplex verbunden
(Hirano, 2000; Amon, 2001; Cohen-Fix, 2001). Die Auflosung des Cohesin-Komplexes
erfolgt durch die Cystein-Protease Separase (Espl), die auch als Separin bezeichnet wird. Die
Separase ist bis zu diesem Stadium des Zellzyklus durch die Bindung eines Securins (Pds1)
inaktiviert (Abb. 2-4). Die Ubiquitinierung des Securins durch den APC und die folgende
Proteolyse aktivieren die Separase und die Chromatidentrennung wird eingeleitet. Die
Beendigung der Mitose sowie der Metaphasen/Anaphasen-Ubergang erfordert die
Inaktivierung von mitotischen cyclin-abhéngigen Protein-Kinasen (Cdk). Der APC markiert
die aktivierenden B-Typ Cycline dieser Cdk’s fiir die Proteolyse, was zur deren Inaktivierung
fiihrt. Weitere Ubiquitinierungssubstrate des APC sind A-Typ Cycline, Polo-dhnliche
Kinasen, Spindel-assoziierte Proteine wie Asel oder Kipl, APC-Aktivatoren wie Cdc20 und

auch Inhibitoren der DNA-Replikation wie Geminin (Peters, 1999).
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Die Erkennung des Substrates durch den APC erfolgt anhand zweier unterschiedlicher
konservierter Sequenzmotive, der D-box oder der KEN-box. Als D-box (destruction-box)
wird ein Motiv von neun Aminosduren mit der Sequenz R-X-X-L-X-X-X-X-N am
Aminoterminus des Substrates bezeichnet (Glotzer et al, 1991). Die KEN-box ist ein
ebenfalls N-terminal lokalisiertes Motiv aus sieben Aminosduren mit der Sequenz K-E-N-X-
X-X-N, das beispielsweise in B-Typ Cyclinen gefunden wurde (Pfleger und Kirschner, 2000).
Die Aktivitit des APC ist wahrscheinlich nicht auf Zellzyklusproteine beschrankt. Hinweis
dafiir ist die Expression der verschiedenen APC-Untereinheiten in den meisten Geweben,
auch wenn die Mehrheit der Zellen dort ausdifferenziert sind und sich nicht mehr teilen

(Jorgensen et al., 2001).

2.1.4 Regulation von Aktivitit und Substratspezifitit des APC

Die Vielfalt der Substrate des APC in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus erfordert eine
prazise zeitliche Regulation von Aktivitdt und Substratspezifitit des APC. Dabei agieren
aktivierende und hemmende Proteine (Tab.2-1) in engem Zusammenspiel mit
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen. Die bisher am  besten
charakterisierten Cofaktoren des APC sind die aktivierenden WD40-Proteine Cdc20 und
Cdhl, sowie die APC-Inhibitoren Mad2 und Emi2.

Die Aktivierung des APC in der Metaphase erfordert die Phosphorylierung von APC-
Untereinheiten durch Polo-dhnliche Kinasen (Charles et al., 1998; Descombes und Nigg,
1998; Nigg, 1998; Shirayama et al., 1998; Kotani et al., 1999) aber auch die Bindung von
Cdc20. Der aktivierte APC“*~Komplex ubiquitiniert D-box-Substrate wie das Securin
Pdsl. Am Ende der Metaphase wird die Substratspezifitit des APC durch Aktivierung mit
unphosphoryliertem Cdh1 statt mit Cdc20 erweitert, so dass auch KEN-box Substrate wie die

CC erst zeitlich nach

B-Typ Cycline prozessiert werden konnen. Da die Aktivierung von AP
APC*? ynd nach Abschluss der Chromatidentrennung erfolgen darf, wird Cdhl bereits im
friihen Zellzyklus, am Ubergang G;-S-Phase, durch eine Cyclin A abhingige Proteinkinase
phosphoryliert und somit inaktiviert (Zachariae et al., 1998; Lukas et al., 1999; Sorensen et
al., 2001). Erst am Ende der Mitose wird eine Cdhl-spezifische Phosphatase, Cdcl4,
aktiviert, welche Cdh1 dephosphoryliert und somit aktiviert (Visintin et al., 1998; Jaspersen et
al., 1999; Bembenek und Yu, 2001).

Ein weiterer Uberwachungsmechanismus der die Aktivierung des APC verhindert, so lange

die mitotische Spindel nicht voll funktionsféhig ist, ist der spindle checkpoint (Li et al., 1997,
Fang et al., 1998; Hwang et al., 1998; Fang et al., 1999; Dobles et al., 2000; Shah und
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Cleveland, 2000). Bisher konnte gezeigt werden, dass dieser checkpoint durch nicht an
Chromatiden gebundene Kinetochore sowie durch fehlende Spannung der Mikrotubuli
aktiviert wird (Gorbsky, 2001). Eine Komponente dieses checkpoints ist MAD2, ein APC-
Inhibitor der an den APC“P“**-Komplex bindet und ihn inaktiviert, solange der spindle
checkpoint aktiviert ist (Li et al., 1997; Fang et al., 1998; Hwang et al., 1998; Kim et al.,
1998; Fang et al., 1999; Dobles et al., 2000). Weitere Komponenten des Checkpoints, die
bereits in Hefen und Vertebraten identifiziert werden konnten, sind Madl, Mad3, Bubl,
BubR1, Bub2, Bub3 und Mspl

(He et al., 1998; Taylor et al., 1998; Brady und Hardwick, 2000; Hu et al., 2001; Taylor et al.,
2001). Uber die einzelnen Proteine ist bislang nur sehr wenig bekannt. Fiir BubR1 wurde eine
Bindung an Cdc20 nachgewiesen, wodurch der APC nicht aktiviert werden kann (Tang et al.,
2001). Weiterhin wurde ein MAD2-dhnliches Protein Mad2B identifiziert, welches an
APC“™ bindet und diesen Komplex inhibiert (Chen und Fang, 2001; Pfleger et al., 2001).
Damit ist die Beschreibung der APC-Regulation auf keinen Fall vollstindig. Es werden
immer weitere APC-Regulatoren gefunden, wie der APC-Inhibitor Emil, welcher kiirzlich in
Xenopus-Eiern identifiziert wurde. Emil kann den APCCd20 Komplex sowie den APCEM!
Komplex unabhéngig vom spindle checkpoint inhibieren (Reimann et al., 2001a; Reimann ef

al., 2001b).

Tabelle 2-1: APC-Regulatoren in verschiedenen Spezies

Spezies H. sapiens | S. cerevisiae S. pombe D. melanogaster | X. laevis MW [kDa]'
Aktivatoren | CDC20 Cdc29 Sipl Fizzy - 55
CDH1 Hctl/Cdhl Srw1/Ste9 Fizzy-related - 55
Inhibitoren MAD?2 Mad2 Mad2 - - 24
- Real Emil

"MW - Molekulargewicht des humanen Proteins.

2.1.5 Die 11 Untereinheiten des humanen APC

Die Nomenklatur der APC-Untereinheiten ist sehr unterschiedlich. Einige Untereinheiten sind
in den verschiedenen Spezies unter mehreren Namen beschrieben. In dieser Arbeit bezeichnen
Untereinheiten in Grossbuchstaben wie APC11 die humanen Proteine und Bezeichnungen wie

Apcll bezeichnen die Untereinheiten allgemein.
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Tabelle 2-2: APC-Untereinheiten in den veschiedenen Spezies nach Peters, 1999
Spezies H. sapiens 8. cerevisiae S. pombe A. nidulans MW [kDa]'
APC APC1/Tsg24 Apcl Cut4 BIME 200
Untereinheiten APC2 Apc2 - - 105
APC3/CDC27 Cdc27 Nuc2 BIMA 94
APC4 Apcé Cut20 - 92
APC5 Apc5 - - 75
APC6/CDC16 Cdclé6 Cut9 BIMH 70
APC7 - - - 62
APC8/CDC23 Cdc23 - - 60
- Apc9 - - -
APC10/DOC1 Apcl10/Docl ApclO - 24
APC11 Apcll - - 10
CDC26 Cdc26 Henl - 14
- Apcl3 - - -

"MW - Molekulargewicht des humanen Proteins

APC2 und APC11

Bislang konnte nur zwei Untereinheiten des APC eine Funktion zugewiesen werden. Ein
Komplex aus APC2 und APCI11 ist reicht in Gegenwart von UBC4 oder UbcH10 aus, um
verschiedene APC-Substrate zu ubiquitinieren. Dieser minimale rekonstituierte APC besitzt
keine Substratspezifitit, es kommt nicht nur zur Ubiquitinierung der angebotenen Substrate
sondern auch zu Multi-Ubiquitin-Ketten, die nicht an Substratprotein gebunden sind, oder
sogar zur Ubiquitinierung von APCI11 selbst (Tang et al., 2001). AuBlerdem wurde fiir
Apcllp (S. cerevisiae) (Leverson et al., 2000) und APC11 (H. sapiens) (Gmachl et al., 2000)
allein eine Ubiquitinierungsaktivitdt nachgewiesen, wenn UBC4 als E2 zur Verfiigung steht.
APCI11 enthilt eine RING-H2-Domine in der ein Cluster aus sechs Cysteinen sowie zwei
Histidinen zwei Zinkatome koordiniert (Zachariae et al., 1996; Ohta et al., 1999; Gmachl et
al., 2000). APC11 sowie seine Homologen in anderen E3-Komplexen binden an Proteine die
Cullin-Doménen enthalten. Cullin-Proteine sind essentiell fiir die Ubiquitinierung von G1-
Cyclinen, CDK-Inhibitoren und weiteren wichtigen regulatorischen Proteinen in Hefe und
Mammalia. In anderen RING-Finger E3-Proteinen die Cullin-Doménen enthalten sind diese
Dominen essentiell fiir die Rekrutierung von E2-Enzymen. Eine der APC Untereinheiten,
APC2, enthilt eine C-terminale Cullin-Doméne, die an das E2-Protein UbcH10 bindet (Yu et
al., 1998; Ohta et al., 1999; Tang et al., 2001).

11
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Die tetratricopeptide-repeat (TPR) Untereinheiten

Vier der APC-Untereinheiten, APC3/CDC27, APC6/CDC16, APC8/CDC23 und die nur von
Vertebraten bekannte Untereinheit APC7, enthalten mehrfach vorkommende 34 Aminosaduren
lange Motive, die sogenannten fetratricopeptide repeats (TPR). Wahrscheinlich funktionieren
Proteine mit TPR-Doménen als ,,Geriistproteine* und koordinieren als Protein-Protein-
Wechselwirkungsmodule den Zusammenbau von Multi-Protein-Komplexen wie dem APC
(Das et al., 1998; Blatch und Lassle, 1999). Hinweise dafiir sind das Vorhandensein dieser
Dominen in verschiedenen heterooligomeren Proteinkomplexen und die Blockierung der
Bildung eines stabilen APC-Komplexes bei Mutationen in den TPR-Doménen von Cdc27 in
S. cerevisiae sowie S. pombe (Lamb et al., 1994; Lamb et al., 1995; Peters, 1999). Die
Kristallstrukturen verschiedener TPR-Domédnen-Proteine wie der humanen Protein-
Phosphatase 5 (PP5) (Das et al., 1998) oder des Hsp70-Hsp90 Komplexes (Scheufler et al.,
2000) zeigen, das jedes TPR-Motiv aus einem Paar antiparalleler o-Helices besteht, die bei
bis zu 16 Wiederholungen des Motivs aneinandergereiht eine rechtsgingige helikale Struktur
mit einer amphipatischen Rinne bilden. Diese Rinne ist hervorragend fiir die Bindung von

Proteinen, aber auch anderer Molekiile geeignet (Abb. 4-11).

APC1, APC4, APCS5, APC9 und CDC26

Von diesen Untereinheiten ist bisher nur bekannt, dass sie essentielle Untereinheiten des APC
sind, ihre Funktion im Komplex ist jedoch unklar. Apcl (Jorgensen et al., 2001) ist mit 200
kDa die grofite APC-Untereinheit und CDC26 ist mit 14 kDa die kleinste (Gmachl et al.,
2000). Bis auf Apc9, das bisher nur in S. cerevisiae gefunden wurde, sind alle Untereinheiten

fiir Hefen und Vertebraten charakterisiert (Peters, 1999; Zachariae und Nasmyth, 1999).

APC10/ DOC1

Eine weitere essentielle Komponente der APC Aktivitét ist die Apc10 Untereinheit, auch als
Docl bezeichnet (Irniger et al., 1995; Hwang und Murray, 1997; Kominami ef al., 1998). Sie
wurde zuerst in S. cerevisiae bei der Suche nach Mutanten mit einem Defekt in der Proteolyse
mitotischer Cycline identifiziert (Irniger et al., 1995; Zachariae und Nasmyth, 1996; Hwang
und Murray, 1997). In S. pombe wurde Apcl0 ebenfalls anhand von Mutanten identifiziert,
die Sterilitit sowie Defekte in der Chromosomentrennung zeigten (Kominami et al., 1998;
Zachariae et al., 1998). Die Mutanten sind temperatursensitv, so dass sie bei

Temperaturerhdhung von 25 auf 37°C in der Mitose arretieren. ApclO/Docl
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Deletionsmutanten bei S. pombe sind lebensfahig aber das Ende der Mitose und das gesamte
Wachstum sind verzogert.

Mittlerweile konnten hochkonservierte Apcl0 Homologe in verschiedenen Spezies
identifiziert werden, darunter Homo sapiens, Xenopus laevis, Mus musculus und Drosophila
melanogaster. Mause die homozygot fiir ein defektes Gen fiir das Apc10 Protein sind, zeigen
einen im Embryonalstadium letalen Phéanotyp, auch als Oligosyndactylismus bezeichnet, der
auf einer Blockade des Metaphasen/Anaphasen-Ubergangs beruht. Bei diesem durch
Strahlung hervorgerufenen Gendefekt wurden die ersten 38 Aminosduren des Apcl0 deletiert
(Pravtcheva und Wise, 2001).

Experimente am humanen APC10 zeigten, dass APC10 eine echte Untereinheit des humanen
APC und kein voriibergehend assoziiertes Regulatorprotein ist (Grossberger et al., 1999;
Kurasawa und Todokoro, 1999). Einige Proteinsequenzen mit bislang unbekannter Funktion,
wie KIAA0076, KIAA0708, RIS/HERC2 (Lehman et al., 1998) und PAM (Guo et al., 1998),
enthalten eine Region mit Sequenzhomologie zu APC10/DOC1 welche als DOC-Doméne
bezeichnet wird. Einige dieser Proteine enthalten zusitzlich eine Cullin-Domine, eine HECT-
Domine oder eine RING-H2 Domine (Grossberger et al., 1999). Da diese Dominen von
anderen Ubiquitin-Protein-Ligasen bekannt sind, spielt Apc10/Docl moglicherweise eine
wichtige Rolle bei der Ubiquitinierungreaktion (Peters, 1999).

Uber die Lokalisation von APC10 im APC ist wenig bekannt. Es gibt Hinweise, dass APC11
und APCI10 miteinander interagieren, da APC11 und APC10 coprézipitiert werden kdnnen
(Tang et al., 2001).
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2.2 Die Glutaconyl-Coenzym A Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans

2.2.1 Na'/H'-Antiporter

Im Stoffwechsel vieler Prokaryonten spielen elektrochemische Gradienten eine wichtige
Rolle. Sie stellen einen wichtigen Kopplungsmechanismus zwischen exergonischen und
endergonischen Prozessen dar. Chemische Energie oder Lichtenergie wird in Form von
Protonengradienten oder Na'-Gradienten gespeichert und treibt endergonische Prozesse wie
ATP-Synthese, Flagellenbewegung oder die Aufnahme von Wasser gegen einen
Salzgradienten an. Na'/H'-Antiporter sind in der Cytoplasmamembran der meisten Zellen von
Prokaryonten bis zum Menschen, hoheren Pflanzen und in den Membranen vieler
eukaryontischer Organellen vorhanden. Sie wurden zuerst von Peter Mitchell und Kollegen
entdeckt und sind sehr weit verbreitet (West und Mitchell, 1974). Besonders in marinen,
halophilen, alkalophilen Organismen sowie Bakterien des Magen-Darm-Traktes sind sie fiir
die Aufrechterhaltung des pH-Wertes sowie des osmotischen Gleichgewichtes, die Na'-
abhéngige Energiekonservierung, aber auch den Ionen-Wasser Kotransport verantwortlich

(Dimroth, 1987).

2.2.2 Energiegewinnung durch Decarboxylierung

Anaerobe und fakultativ anaerobe Bakterien gewinnen ihre Energie unter Anderem durch die
Fermentation von Substraten wie Citrat, Lactat, Succinat oder Glutamat. Die frei werdende
Energie der Decarboxylierungsschritte in diesen Stoffwechselwegen wird oft in Form eines
Na'-Gradienten gespeichert. Prominente Vertreter von endergonischen Prozessen in hoheren
Organismen, die ebenfalls durch Energie aus Decarboxylierungsreaktionen angetrieben
werden, sind die Fettsdurebiosynthese und die Synthesen von Phoshoenolpyruvat, Sphingosin
und d-Aminolaevulinat, welche durch die Decarboxylierung von Malonyl-CoA, Oxaloacetat,
Serin und Glycin angetrieben werden. Zu einer Klasse von Na'-abhingigen Ionenpumpen, die
ihre Energie aus der Dearboxylierung von [-Ketosduren und deren Analoga bezichen,
gehoren die Dbiotinabhingigen Decarboxylasen: Oxalacetat-Decarboxylase aus den
Enterobakterien Klebsiella Pneumoiae und Salmonella typhimurium, Malat-Decarboxylase
aus Malomonas rubra, Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase aus Veilonella Parvula und
Propiogenium modestum, sowie die Glutaconyl-CoA Decarboxylase aus den anaeroben
Bakteriestimmen Acidaminococcus fermentans und Fusobakterium nucleatum. Die freie
Energie dieser Decarboxylierungen betrigt AG” =30 kJ/mol und geniigt, um pro erzeugtem
CO; ein Na" im Austausch gegen 1-2 H" vom Cytosol in das Periplasma zu transportieren.

Fiir Propiogenium modestum konnte nachgewiesen werden, dass die freien Energie der
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Decarboxylierung von Methylmalonyl-CoA zu Propionyl-CoA, die in dem Na'-Gradienten
gespeichert ist, von einer Na'-abhiingigen F Fo-ATPase zur ATP-Synthese eingesetzt wird
(Hilpert und Dimroth, 1984; Bott et al., 1997). Das in dieser Arbeit beschriebene Protein
Glutaconyl-CoA Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans ist in der Lage die bei der
Decarboxylierung von Glutaconyl-CoA frei werdende chemische Energie in einem Na'/H'-
Gradienten zu speichern. Glutaconyl-CoA ist ein Zwischenprodukt beim Abbau von

Glutamat.

2.2.3 Die Fermentation von Glutamat zu Acetat

Einige strikt anaerobe Bakterien wie Acidaminococcus fermentans konnen Glutamat bei
Abwesenheit anderer Quellen als einzige Kohlenstoffquelle verwerteten. Fiir die Fermentation
von Glutamat zu Ammoniak, CO,, Acetat und H, sind zwei unterschiedliche Wege
beschrieben, die jedoch zu identischen Produkten fithren (Gleichung 1) (Buckel und Barker,
1974; Buckel, 2001a). Der Methylaspartat-Weg ist vom Coenzym B, abhéngig und wird von
nahe verwandten Bodenbakterien wie beispielsweise Clostridium tetani oder Clostridium
tetanomorphum beschritten. Von Coenzym B, unabhédngig ist dagegen der der
Hydroxyglutarat-Weg, welcher bei Bakterien aus anaeroben Nischen von Mensch und Tier,
z.B. bei Acidaminococcus fermentans oder Fusobakterium nucleatum, vorkommt (Buckel und
Barker, 1974). Das in dieser Arbeit beschriebene Enzym aus Acidaminococcus fermentans,
Glutaconyl-CoA Decarboxylase ist an der Umsetzung von Glutamat {iiber den
Hydroxyglutarat-Weg beteiligt (Abb. 2-5 a). Glutamat wird zuerst durch oxidative
Desaminierung unter Verwendung von NAD' zu 2-Oxoglutarat sowie Ammoniak oxidiert.
Oxoglutarat wird dann zu (R)-2-Hydroxyglutarat reduziert. Glutaconat-CoA Transferase
katalysiert die Bildung von (R)-2-Hydroxyglutaryl-CoA aus Acetyl-CoA, wobei Acetat frei
wird (Buckel et al., 1981b; Jacob et al., 1997). Die folgende Dehydratisierung von (R)-2-
Hydroxyglutaryl-CoA zu Glutaconyl-CoA  wird durch die FMN-abhingige 2-
Hydroxyglutaryl-CoA Dehydratase, welche einen [4Fe-4S] Eisen-Schwefel-Cluster enthélt,
unter Verbrauch von ATP katalysiert (Buckel, 1980a; Muller und Buckel, 1995). Die
Decarboxylierung von Glutaconyl-CoA zu Crotonyl-CoA wird durch die Glutaconyl-CoA
Decarboxylase katalysiert (Gleichung 3). Crotonyl-CoA kann zu (S)-3-Hydroxybutyryl-CoA
umgesetzt werden oder zu Butyryl-CoA. Der Weg {iiber (S)-3-Hydroxybutyryl-CoA zu
Acetyl-CoA bzw. Acetat wird durch Crotonase, 3-Hydroxybutyryl-CoA Dehydrogenase,
Acetyl-CoA Acetyltransferase, Phosphat-Acetyltransferase und Acetat-Kinase katalysiert
(Weg nach Wohlfarth und Buckel, 1985; Mack et al., 1994 und Schweiger et al., 1987)
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(Gleichung 1). Der zweite, iiber Butyryl-CoA zu Butyrat fithrende Weg, wird durch Phosphat-
Butyryltransferase und Butyrat-Kinase katalysiert (Gleichung 2). Das Verhéltnis zwischen
den entstchenden Endprodukten Acetat und Butyrat kann durch die extrazellulire Na'-
Konzentration beeinflusst werden (Hartel und Buckel, 1996). Unter physiologischen
Bedingungen wurde ein Verhiltnis von 3:1 zwischen Acetat und Butyrat beobachtet, so dass
sich aus 1 mol Glutamat 1,2 mol Acetat, 0,4 mol Butyrat, 0,2 mol H, und 0,6 mol ATP
ergeben (Hartel und Buckel, 1996). Hartel und Buckel postulierten 1996 einen Mechanismus
der die extrazelluldre Wasserstoffbildung erkldrt (Hartel und Buckel, 1996). Dabei wird das
bei der Oxidation von (S)-3-Hydroxybutyryl-CoA zu Acetoacetyl-CoA durch die 3-
Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase gebildete NADH durch eine membranstindige NADH
Dehydrogenase oxidiert und zwei frei werdende Elektronen pro NADH auf eine extrazelluldre
Hydrogenase iibertragen. Diese Hydrogenase reduziert zwei Protonen im extrazelluldren
Raum unter Bildung von H,. Im Cytoplasma werden die bei der Oxidation von NADH
freigesetzten Protonen bei der Decarboxylierung von Carboxybiotin verbraucht (Abb. 2-5 b
und Abschnitt 2.2.5) (Hartel und Buckel, 1996; Buckel, 2001b).

Bei der Fermentation von Glutamat zu Acetat wird insgesamt eine Energie von 45 kJ pro mol
Glutamat frei (Gleichung 1) und bei der Fermentation von Glutamat zu Butyrat eine Energie
von —67 kJ/mol Glutamat (Gleichung 2). Der grofite Anteil der frei werdenden Energie (30
kJ/mol Glutamat) stammt dabei aus der Debarboxylierung von Glutaconyl-CoA zu Crotonyl-

CoA (Gleichung 3) durch die membranstidndige Glutaconyl-CoA Decarboxylase.

(D) Glutamat + 2 H,O — 2 Acetat + NH4 + CO, + H,
AG”= -45 kJ/mol Glutamat
(2) 2 Glutamat+ 2H,0 +H" — 2 Acetat” + Butyrat + 2NH4" + 2 CO,
AG”= -67 kJ/mol Glutamat
(3)  Glutaconyl-Co A" +H" — Crotonyl-Co A + CO,&*0mie)
AG"= -30 kJ/mol Glutaconyl-CoA
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Abbildung 2-5: Glutamat-Fermentation bei Acidaminococcus Fermentans. a) Glutamat-Fermentation nach
dem Hydroxyglutarat-Weg in Acidaminococcus fermentans, Fusobakterium nucleatum und anderen anaeroben
Bakterien(Buckel und Barker, 1974; Buckel, 1980a). b) Theoretisches Modell der Glutaconyl-Coenzym A
Decarboxylase, das eine mogliche Anordnung der vier Untereinheiten, deren Funktionen, sowie die Integration
des Enzyms in die Cytoplasmamembran zeigt (Abbildung aus Buckel, 2001).
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2.2.4 Glutaconyl-CoA Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans
Glutaconyl-CoA Decarboxylase ist ein Schliisselenzym der Glutamat-Fermentation in dem
strikt anaeroben Bakterium Acidaminococcus fermentans, welches aus dem Intestinum von
Schweinen und dem Rinderrumen isoliert wurde (Cheeseman und Fuller, 1966; Rogosa, 1969;
Cook et al., 1994). Die Reinigung des nativen Proteins und der Na'-Transport der Glutaconyl-
CoA Decarboxylase durch die Cytoplasmamembran wurde zuerst von Buckel et al. (Buckel
und Semmler, 1982) beschriecben. Die Kopplung von Decarboxylierungsreaktion und
Membrantransport wurde anhand der nativ gereinigten und in Phospholipidvesikeln
rekonstituierten Glutaconyl-CoA Decarboxylase untersucht (Buckel und Semmler, 1983).
Wie die verwandten Na'-transportierenden Decarboxylasen Oxaloacetat-Decarboxylase und
Methylmalonyl-CoA Decarboxylase besteht Glutaconyl-CoA Decarboxylase aus vier
verschiedenen Untereinheiten (Abb. 2-5 b) mit noch unbekannter Stochiometrie, der
Carboxytransferase-Untereinheit (65 kDa) GedA , der Carboxybiotin-Decarboxylase (36 kDa)
GcedB, der Biotin-tragenden Untereinheit GedC (24 kDa) und GedD (14 kDa) (Braune et al.,
1999). Biotinabhédngige Decarboxylasen wie die Glutaconyl-CoA Decarboxylase katalysieren
die Decarboxylierungsreaktion in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird das CO, von der
Carboxytransferase-Untereinheit auf ein kovalent an die e-Aminogruppe von Lys 112 der
GcdG  Untereinheit gekniipftes Biotin iibertragen. Die GcdA Untereinheit kann die
Carboxylierung von freiem Biotin in Gegenwart von Glutaconyl-CoA auch isoliert von den
anderen Untereinheiten katalysieren (Braune et al, 1999). Carboxybiotin kann durch
Protonierung sehr leicht decarboxyliert werden und ist ein sehr energiereiches Intermediat.
Dieser Zwischenschritt ermoglicht es, die rdumliche Distanz zwischen dem katalytischen
Zentrum der Carboxytransferase und dem katalytischen Zentrum der in der Membran
verankerten Carboxybiotin-Decarboxylase GcdB zu iiberwinden. Im mittleren Teil der
Sequenz des Biotin-Carriers GcdC (146 Aminosduren) befindet sich eine 50 Reste
umfassende ,,Linker-Region* (Reste 26-75), welche durch einen hohen Gehalt von Prolinen
(14 Prolinen und 34 Alanine) wahrscheinlich eine gestreckte Konformation besitzt, aber
trotzdem rigide ist (Braune et al., 1999). Die Carboxybiotin-Decarboxylase GedB formt mit 9
moglichen Transmembran-Helices (Braune et al., 1999; Buckel, 2001b) einen lonenkanal und
transportiert mit der freien Energie aus der Decarboxylierung von Carboxybiotin 1-2 Na'/CO,
im Austausch gegen H' durch die Membran. Die GedD Untereinheit besitzt ebenfalls eine
hydrophobe N-terminale Region, die moglicherweise eine membranstindige a-Helix bildet
(Braune et al., 1999). Thre Funktion ist unklar, moglicherweise dient sie zur Verankerung der
GcdA Untereinheit in der Membran. Lediglich die Methylmalonyl-CoA Decarboxylase
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besitzt noch eine weitere sehr kleine e-Untereinheit (55 Aminosduren) mit noch unbekannter
Funktion (Huder und Dimroth, 1993). Bislang gibt es in Acidaminococcus fermentans keine
Hinweise auf eine Kopplung des Na'-Gradienten an eine ATP-Synthese, wie durch die Na'-
abhingige FFo-ATPase bei Propiogenium modestum (Hilpert und Dimroth, 1984; Bott et al.,
1997). In Acidaminococcus fermentans konnte jedoch eine Na'-Abhingigkeit der
Wasserstoffproduktion durch membranstindige NADH Dehydrogenasen (Siehe 2.2.3.)
nachgewiesen werden (Buckel und Semmler, 1982; Buckel und Liedtke, 1986b; Hartel und
Buckel, 1996).

2.2.5 Die biotinabhéangige Decarboxylierung

Carboxylasen und Decarboxylasen katalysieren Herstellung oder Spaltung einer Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindung, wobei CO, Substrat oder Produkt. Nach der Enzymnomenklatur
werden sie den Carboxy-Lyasen zugeordnet (EC 4.1.1.). Bei Decarboxylierungsreaktionen
kommt es zu einer Umwandlung eines Carboxylatanions, das an ein sp’-Zentrum gebunden
ist, in anorganisches CO, und ein sp® —Zentrum. Die verschiedenen Typen von Carboxylasen
unterscheiden sich hinsichtlich der Stabilisierung der negativen Ladung am sp*-Zentrum und

dessen weiterer Verwendung.

O 0 O o}
Guanosin—0—P—0—P~0=P—0 0—P=0
uanosin—O—P—0—P—0Q—P— —P=
o A — |
o Q Phosphoenolpyruvat- )\(O
_/\J%/U\(O Carboxykinase o
0
a Oxalacetat o Phosphoenolpyruvat
+ RNH R.¥_H R_ _H
M 2 \N/ 0 \N/
P R —
0 I M
Acetoacetat  Acetoacetat- 0
D boxyl
ecarboxylase + OH +CO,
Me” :Me?j
éo 0 0
OM\, —> O\(HXCHQ’ +CO;
oH€ CH;  Dimethyloxalacetat- o CH,
Decarboxylase

Dimethyloxalacetat
C

Abbildung 2-6: Stabilisierung der Enolat-Ubergangszustiinde bei verschiedenen decarboxylierenden
Enzymen. a) Ausbildung eines phosphorylierten Intermediates bei der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase.
b) Ausbildung einer Schiff’schen Base im Ubergangszustand bei der Acetoacetat-Decarboxylase

¢) Stabilisierung des Enolates durch ein zweiwertiges Metallion wie Mg*", Mn*" oder wie Cu®* bei der
Dimethyloxalacetat Decarboxylase. (Voet und Voet, 1992)
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Bei B-Ketocarbonsiuren erfolgt die Decarboxylierung iiber einen Enolat-Ubergangszustand
der B-Ketogruppe, welcher durch verschiedene Mechanismen stabilisiert werden kann. Bei
der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase wird der Oxyanion-Ubergangszustand durch
Phosphorylierung abgefangen (Abb. 2-6 a) (Voet und Voet, 1992). Weitere Mdoglichkeiten
sind die voriibergehende Ausbildung einer Schiff-Base zwischen der B-Ketogruppe und einem
primiren Amin wie beispielsweise bei der Acetoacetat Decarboxylase (Abb. 2-6 b). Weitere
in verschiedenen Enzymen gefundene Stabilisierungsmoglichkeiten sind zweiwertige
Metallionen wie Mg”" und Mn”*" die durch Vermittlung eines Wassermolekiils den
Carbonylsauerstoff koordinieren (Abb. 2-6 c¢) oder die Stabilisierung des Enolates {iber zwei
starke Wasserstoftbriickenbindungen zu Aminogruppen des Proteinriickgrates, wie bei der
Methylmalonyl-CoA Decarboxylase aus Escherichia Coli (Benning et al., 2000) und
moglicherweise auch bei Glutaconyl-CoA Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans
(Abb.2-8).

Eine Reihe von Decarboxylasen iibertrdgt die Carboxylgruppe zuerst auf Biotin, wodurch ein
Teil der Energie, die bei der Decarboxylierung frei wird, im Carboxybiotin gespeichert wird.
In einem zweiten Schritt wird das Biotin regeneriert und CO, wird frei. Diese Decarboxylasen
sind aus mindestens 3 funktionellen Untereinheiten aufgebaut: 1. einer Carboxytransferase
(Abb. 2-8), 2. dem Carboxybiotin Carrierprotein und 3. der Biotin-Carboxylase. Biotin (Abb.
2-7) ist ein Ringsystem, in dem ein Imidazolin-Ring an einen Tetrahydrothiophen-Ring, der
eine Valerat-Seitenkette trigt, kondensiert ist. Die Carboxylierungsstelle wird dabei von dem
am wenigsten sterisch behinderten Stickstoff an Positionen 1 der Ureido-Gruppe gebildet

(Abbildungen 2-5 b und 2-7).

NH,
Coenzym A N XM
cH
HC\N/ N o Biotin
I N c
C
HS—CH§CH2-I\ll—C—CHECHZ-ITI—C—(|3—C—CH2-O—I|3—O—I|3—O—CH2 HN7 3NH
H H OH CH, O o © Z_ﬁ\/\/\ H
N—Lys
C/
H S I
o)
c|> OH
O=P—0
CI)— Valerat-Seitenkette
\ A A J
Y Y
B-Mercaptoetylamin Panthothensaure 3’ Phosphoadenosindiphosphat

Abbildung 2-7: Die Coenzyme der Glutaconyl-CoA Decarboxylase. Die Glutaconat-CoA Transferase
aktiviert 2-Oxoglutarat durch Ubertragung auf Coenzym A. Biotin ist durch seine Valerat Seitenkette an die &-
Aminogruppe eines Lysins gekoppelt. Das Ringsysten sitzt daher am Ende eines 1,4 nm langen beweglichen
Arms. und kann so als Caboxy-Carrier rdumliche Distanzen zwischen verschiedenen aktiven Zentren
iiberwinden.
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Zu diesen Decarboxylasen gehdren auch die unter 2.2.2. beschriebenen Na'-abhingigen
Ionenpumpen. Hier wird die Zwischenstufe des Carboxybiotin benutzt, um die rdumliche
Entfernung zwischen zwei enzymatisch aktiven Zentren zu iiberwinden. Der Mechanismus
erinnert an den Lipoamid-Arm des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes (Voet und Voet,
1992). Uber die strukturellen Grundlagen dieses swing over Mechanismus des Lipoyl-Armes
ist noch nichts bekannt. Von biotinabhdngigen Decarboxylasen sind schon Kristallstrukturen
der Carboxytransferase-Untereinheiten sowie ihrer Biotin-Carriern bekannt, beispielsweise
die Strukturen der Biotin-Carboxylase (Waldrop et al., 1994) und der Biotinyl-Domaine
(Athappilly und Hendrickson, 1995) der Acetyl-CoA Carboxylase, einem Enzym der
Fettsdure-Biosynthese.

Proteinriickgrat der GedA-Untereinheit J\

| | 0 o
S TII aN O
Q
/‘\r_\/\iﬂ“L B -
CoAS H N
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Abbildung 2-8: Postulierter Mechanismus des Carboxytransfers von Glutaconyl-CoA auf Biotin nach
Buckel, 2001 (Buckel, 2001b). Der Oxyanion-Ubergangszustand der Carbonylgruppe des Thioesters wird durch
Kontakte zu zwei Aminogruppen des Proteinriickgrates der GedA Untereinheit stabilisiert.
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Funktion der meisten Untereinheiten des Anaphase-promoting Complex ist noch unklar.
Daher sollte das humane APC10 Protein rekombinant exprimiert, gereinigt, kristallisiert und
die Kristallstruktur der APC10 Untereinheit geldst werden. Die Struktur des APC10 Proteins
kann als Strukturmodell fiir die Doc-Doméne dienen. Aus der Kristallstruktur und moglichen
Strukturhomologien zu anderen Proteinen sollten Informationen iiber die Funktion der
APCI10-Untereinheit im APC-Komplex und iiber die Interaktion mit anderen APC-

Untereinheiten gewonnen werden.

Die Glutaconyl-CoA Decarboxylase ist ein Beispiel fiir eine Familie von Na -abhiingigen
TIonenpumpen. Uber die Stochiometrie der Untereinheiten in diesen Ionenpumpen, sowie iiber
den Mechanismus, mit dem die freie Energie der Decarboxylierung in einen Na'-Gradienten
umgewandelt wird, ist nur wenig bekannt. Da das Holoenzym der Glutaconyl-CoA
Decarboxylase nur sehr schwer nativ zu reinigen ist und bislang nicht kristallisiert, sollte die
rekombinant exprimierte Carboxytransferase-Untereinheit (GcedA) kristallisiert und ihre
Struktur, sowie der Substratkomplex gelost werden. Mit diesen Strukturen sollten mdglichst
viele Informationen iiber die GedA-Untereinheit und auch iiber das Holoenzym gewonnen

werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Bakterienstimme, Plasmide, Oligonucleotide, Enzyme, Medien und Antibiotika

Bakterienstimme

E. coli DH5a. F ¢80d lacZ AM15 A(lacZYA-argF) deoR recAl endAl
hsdR17(k - mk + ) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 reldl
(Stratagene GmbH, Heidelberg)

E. coli B834(DE3) pUBS250 F -, ompT, hsdsb, (b - mb - ), gal, dem, (DE3), metB,
pUBS250 (Cm r ) (Brinkmann et al., 1989) (Novagen,
Bad Soden)

E.coli B834 F -, ompT, hsdsb, (- mb-), gal, dem, metB (Novagen, Bad
Soden)

Der E. coli Stamm DHS5o wurde fiir Klonierungszwecke aber auch fiir die Expression der
Glutaconyl-CoA Decarboxylase GedA Untereinheit benutzt. Das Selenomethionin-markierte
GcdA-Protein wurde in dem Stamm E.coli B834 exprimiert. Der Stamm E. coli B834(DE3)
pUBS250 wurde fiir die native Expression von APC10 aber auch fiir die Expression des mit

Selenomethionin markierten Proteins verwendet.

Plasmide

Das Plasmid pET11d der Firma Novagen (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden)
wurde fir die Expression von APCI0 verwendet. In diesem Vektor steht das zu
exprimierende Gen unter der Kontrolle eines T7/ac-Promotors. Die Carboxytransferase-
Untereinheit der Glutaconyl-CoA Decarboxylase wurde mit Hilfe des Expressionsvektors
pJF118HE (Furste ef al., 1986; Braune ef al., 1999) exprimiert, in dem das zu exprimierende

Gen unter der Kontrolle eines Ptac Promotors steht.

Oligonucleotide
Start
Doclvorn 5’-TTTTAA CCATGG CTA CAC CAAAC-3
Ncol
Stop
Doclhin 3’-TT GGATCC TCACC TTA TTGAACG-5’
BamHI
Stop
Docltrunc 3’-GT GGATCC TCAT CTA GGAAATTTA CC-5°
BamHI
T7-Promotor-Primer 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
T7-Terminator-Primer 3’-ATAGTTATTGCTCAGCGGTG-5’
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Enzyme

Alle verwendeten DNA-modifizierenden Enzyme wurden von New Englang Biolabs

(Schwalbach) bezogen.

Medien

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium): SOB-Medium:

1% Trypton, 2% w/v Trypton,

0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % w/v Hefeextrakt,
1 % NaCl 10 mM Nac(l,

Fiir LB-Agarplatten wurde dem 0,025 mM KCl
LB-Medium noch 15 g/l Agar-Agar

zugesetzt.

Minimalmedium: Siehe Abschnitt 3.3.2.3.

Antibiotika

Endkonzentrationen eingesetzter Selektions-Antibiotika:
Ampicillin (Amp) 100 pg/ml

Kanamycin (Kan) 50 pg/ml

Chloramphenicol (Chl) 34 pg/ml

Von allen Antibiotika wurde eine 1000x konzentrierte Stammlosung in Wasser oder bei

Chloramphenicol in Ethanol hergestellt, sterilfiltriert und bei —20 °C aufbewahrt.

3.1.2 Sonstige Materialien

Die Chemikalien und anderen Verbrauchsmaterialien wurden, wenn nicht anders beschrieben
in p.A. Qualitit von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel de Héen
(Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Eppendorf (Hamburg), Hampton Research
(Laguna Hills, USA), Millipore (Eschborn), Qiagen (Hilden), Stratagene (Heidelberg),
BioRad (Miinchen) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Gelektrophoresekammern flir die horizontale Gelelektrophorese mit Agarose-Gele oder fiir
die SDS-Page-Gelelektrophorese von Proteinen waren Eigenanfertigungen des MPI fiir

Biochemie.
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3.2 Molekularbiologische Methoden (Sambrook et al., 1989)

3.2.1 Steriles Arbeiten

Alle Losungen und Medien flir molekularbiologische Arbeiten sowie die Proteinexpression
wurden vor Verwendung autoklaviert, bzw. sterilfiltriert. Nach Verwendung wurden die mit
Bakterien kontaminierten Medien und Gerédte nochmals autoklaviert. Alle Puffer wurden mit
Wasser von MILLIPORE-Qualitdt hergestellt, durch Filtration durch eine PVDF-Membran

(Porendurchmesser 0,22 um) sterilisiert und bei Bedarf mit einer Wasserstrahlpumpe entgast.

3.2.2 [Ethanolprezipitation von DNA

Um DNA zu konzentrieren oder von Verunreinigungen zu befreien wurde sie einer
Ethanolfdllung unterzogen. Zur DNA-Losung wurden 1/10 des Volumens an 3 M
Kaliumacetat-Losung, pH 5,2, sowie 2,5 Volumina absolutes Ethanol (-20 °C) gegben und die
DNA fiir 30 min bei —20°C gefillt. Das Préazipitat wurde durch Zentrifugation (45 min, 12000
rpm, 4 °C) abgetrennt, der Uberstand abdekantiert und das Pellet mit 1 ml eiskaltem 70 %igen
Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 12000 rpm, 4 °C) wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet luftgetrocknet. Die DNA wurde in TE-Puffer oder in
H,O aufgenommen.

TE-Puffer:
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir diese Arbeit mussten das Gene fiir die humane APC Untereinheit APC10 aus der cDNA
amplifiziert und in einen geeigneten Expressionvektor kloniert werden. Anhand der bekannten
Sequenz des APCI0 Gens wurden die Primern Doclvorn (Ncol Schnittstelle +
Startmethionin) und Doclhin (BamHI + Stop) generiert. Durch eine PCR-Reaktion (Saiki et
al., 1986) mit den spezifischen Primer Doclvorn und Doclhin wurden die
Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI, das Codon fiir das Startmethionin und das Stop-
Codon in die fiir das APC10 Protein codierende Sequenz eingefiihrt.

Die PCR-Ansétze mit jeweils 25 pl Volumen enthielten 50-100 ng template-DNA, je 3 pmol
der 5" und 3’-Primer, 2.5 pl 10xPfuTurbo-Reaktionspuffer (Stratagen, Heidelberg), je 250
uM dATP, dGTP, dCTP und dTTP. Die Ansédtze wurden in einem RoboCycler Gradient 96
(Stratagen, Heidelberg) dem folgenden Temperaturprogramm unterworfen:

Ix 1’94 °C
40’ Gradient 50 bis 61°C
4’72 °C
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30x 1°94°C
40’ Gradient 50 bis 61 °C
4’72 °C
I1x 10’72 °C (" Minuten, ’’Sekunden)
Vor der weiteren Verarbeitung wurde das PCR-Produkt mit dem Qiagen PCR-Purification Kit

von iiberschiissigen Nucleotiden, Enzymen und Salzen gereinigt.

3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente konnen in Abhingigkeit von ihrer GroBe mit 0.8 bis 2 %igen Agrosegelen
getrennt werden. Die Agarose wurde in kochendem 1xTAE-Puffer gelost, auf unter 60°C
abgekiihlt und nach Zugabe von 1 pg/ml Ethidiumbromid (Molecular Probes Europe BV,
Leiden) in eine horizontale Elektrophoresekammer gefiillt. Nach dem Erstarren der Agarose
wird die Kammer mit TAE-Puffer gefiillt und die mit 6xAuftragspuffer versetzten DNA-
Proben aufgetragen. Die Elektrophorese wird bei 5-10 V/cm Elektrodenabstand durchgefiihrt.
Die DNA-Fragmente im Gel konnen mit UV-Licht (sichtbar gemacht werden.

10xTAE-Puffer: Auftragspuffer:

400 mM Tris/HCl 10 ml 1XTAE-Puffer
100 mM Na-Acetat 80 ml Glycerin (87 %ig)
10 mM EDTA 0,2 g Bromphenolblau
pH 7.8 0,2 g Xylencyanol

3.2.5 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen
Die DNA-Banden wurden mit einer Skalpellklinge aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA

mit dem Qiagen Gel Extraction Kit nach der mitgelieferten Anleitung aus dem Gel extrahiert.

3.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde durch eine Absorptionsmessung mit einem
Spektrophotometer bei einer Wellenlinge von 260 nm bestimmt. Dabei entspricht eine
OD26onm von 1,0 einer Konzentration von 50 pg DNA/ml, 40 pg RNA/ml und 30 pg
Oligonucleotide/ml. Die OD der Proben sollte bei der Messung zwischen 0,1 und 1,0 liegen.

3.2.7 Verdau von DNA durch Restriktionsendonucleasen (Sambrook et al., 1989)

Um fiir eine Ligation geeignete Fragmente zu erhalten oder zur Charakterisierung von
Plasmiden wurden 0,5 -2 ng DNA nach den Angaben des Herstellers (NEB, Schwalbach) mit
der gewiinschten Restriktionsendonuclease sowie dem zugehodrigen Puffer versetzt, der

Ansatz auf 10 pl aufgefiillt und 1 h bei 37°C inkubiert.
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3.2.8 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um die Religation von geschnittenen Vektoren zu verhindern wurden die 5’ terminalen
Phosphatgruppen abgespalten. Zuvor wurden die Restriktionsendonucleasen hitzeinaktiviert,
indem der Restriktionsansatz 20 min bei 80 °C inkubiert wurde. Danach wurde der
Restriktionsansatz mit 0,5 U calf intestinal phosphatase (CIP) pro pg DNA versetzt und fiir 1
h bei 37 °C inkubiert. Die CIP-DNA-Phosphatase wurde durch Inkubation fiir 10 min bei 65
°C unter Zugabe von 0.5 pul 0.5 M EDTA bei pH 8 inaktiviert.

3.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente, wie geschnittene Vektor-DNA oder Insert-DNA, mit komplementéren 3’-
und 5’-Enden wurden kovalent miteinander verbunden, indem 15 ng der Vektor-DNA im
molaren Vehéltnis von 1:5 mit der Insert-DNA gemischt und mit 10xT4-DNA-Ligase Puffer
sowie 1 U T4-DNA-Ligase versetzt wurden. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 16°C.

3.2.10 Transformation kompetenter E.coli-Zellen

Elektroporation

In einer Elektroporationskiivette mit 0,2 mm Elektrodenabstand (BioRad, Miinchen) wurden
40 pl der elektrokompetenten Zellen sowie 50 bis 150 ng der entsalzten DNA gemischt und in
einem Elektroporator 1000 (BioRad, Miinchen) (Ladespannung 1650 V) kurzzeitig einem
sehr starken elektrischen Feld ausgesetzt. Die Zellen wurden mit 500 ul 37 °C warmem LB-
Medium aufgenommen, 1 h unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert und anschliessend 50 — 200 pl
der Kultur auf einer LB-Agarplatte mit Selektions-Antibiotikum ausgestrichen.

Transformation chemisch kompetenter Zellen

Die chemisch kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 50 pl Zellsuspension mit 100
— 200 ng DNA gemischt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, fiir 30 s einem
Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und wieder 2 min auf Eis inkubiert.

Die Zellen wurden in 750 pul LB-Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C geschiittelt.
Anschliessend wurden die Zellen zur Selektion von Transformanden auf LB-Agarplatten mit
dem entsprechenden Selektions-Antibiotikum ausgestrichen oder in LB-Medium mit

Selektions-Antibiotikum weiter inkubiert.

3.2.11 Priparation von Plasmid-DNA
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Zur Priparation von Plasmid-DNA wurde der E. coli Stamm DHS5o mit dem gewiinschten
Plasmid transformiert und damit 10 ml bzw. 50 ml LB-Medium + Selektions-Antibiotikum
angeimpft. Die Kulturen wurden tliber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die
Priparation der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Qiagen Mini Kit bzw. dem Qiagen Maxi Prep
Kit nach der mitgelieferten Vorschrift.

3.2.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode durchgefiihrt (Sanger et
al., 1977). Die verwendeten Sequenzierungsprimer sind unter 3.1.1. aufgefiihrt. Fiir die
Sequenzierungsreaktion wurden zu 4 ul Big Dye Terminator Mix (Applied Biosystems,
Miinchen) 3,5 pmol Primer und 0,5 pg Template-DNA gegeben und mit Wasser auf 10 pl
aufgefiillt. Die PCR-Reaktion wurde in einem RoboCycler Gradient 96 (Stratagen,
Heidelberg) mit dem folgenden Temperaturprotokoll durchgefiihrt.:

30x 96 °C 30"
48 °C 30"
60 °C 4’ (" Sekunden, *’Minuten)
Anschliessend wurden die Reaktionsprodukte mittels Micro-Spin S-200 Séulchen (Pharmacia,

Schweden) gereinigt und eine Ethanolfillung durchgefiihrt. Die Gelelektrophorese mit
anschlieBender fluoreszenspektroskopischer Analyse wurde von Marius Bociu (MPI fiir
Biochemie, Martinsried) mit einem ABI Prism DNA-Sequenator (Modell 373, Applied
Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt.

3.3  Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Bakterienkulturen

Fliissigkultur von Bakterien

Eine Einzelkolonie wurde mit einer sterilen Impfose von einer Agarplatte abgenommne und
in 5 mL steriles LB-Medium mit einem Selektions-Antibiotikum okuliert. Die Kulturen
wurden iiber Nacht in einem Schiittler bei 37 °C inkubiert. Diese Vorkultur kann fiir
Plasmidpraparationen oder zum Animpfen von groBeren Kulturen im Verhéltnis 1:100 bis

1:1000 genutzt werden.
Plattenkultur von Bakterien

LB-Medium wurde mit 15 g/l Agar versetzt und autoklaviert. Vor dem Giessen der Platten

wurde das bis auf unter 60 °C abgekiihlte Medium mit den erforderlichen Konzentrationen
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Antibiotika versetzt. Nach dem Ausplattieren von Bakterien wurden die Platten {iber Nacht

bei 37 °C inkubiert. Bis zur Verwendung wurden die Platten bei 4 °C gelagert.

3.3.2 Heterologe Expression von rekombinantem Protein in E. coli

3.3.2.1 Expression von APC10 und APCAC14 in unloslicher Form

Die fiir die APC10 Untereinheit des humanen APC codierende DNA-Sequenz wurde mit
Hilfe der Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI in den pET11d Vektor kloniert. Mit
diesem Plasmid wurde der E.coli-Stamm B834(DE3) pUBS250 (Brinkmann et al., 1989)
transformiert und eine Plattenkultur auf eine LB-Ampicillin (Amp)-Kanamycin (Kan)-
Agarplatte angelegt. Von einer Einzelkolonie wurde eine Vorkultur mit 100 ml LB-Amp-Kan
angeimpft und liber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 12
1 LB-Amp-Kan-Medium im Verhédltnis 5 ml Vorkultur auf 1 L Medium angeimpft. Die
Inkubation erfolgte unter Schiitteln bei 37°C in 2 1 Schikanenkolben. Nachdem eine ODgponm
von 0,8 erreicht war, wurde die Proteinexpression in den E. coli-Zellen durch Zugabe von 100
mM IPTG-Losung bis zu einer Endkonzentration von 100 uM IPTG in der Kultur gestartet.
Nach der Induktion wurde die Kultur weitere 6 h bei 37 °C inkubiert und die Zellen durch
Abzentrifugation (4200 rpm, 20 min, 4°C) geerntet.

Um eine C-terminal verkiirzte Version des APC10 zu exprimieren, wurde in die bereits in den
pET11d Vektor klonierte fiir das APC10 Protein codierende DNA durch PCR mit dem
,Doctrunc* Primer und dem ,,Doclvorn® Primer ein Stop-Codon eingefiihrt. Dadurch wurde
eine frithere Termination der Translation erreicht. Die Expression des APC10AC14 Proteins

erfolgte entsprechend dem unverkiirzten APC10-Protein.

3.3.2.2. Expression von GecdA

Der E.coli-Stamm DHS5o wurde mit dem in den Expressionsvektor pJF11HE klonierten Geda
Gen (Braune ef al., 1999) transformiert und eine Plattenkultur auf einer LB-Amp-Agarplatte
angelegt. Mit einer Einzelkolonie wurde eine Vorkultur von 120 ml LB-Amp-Medium
angeimpft und liber Nacht inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 12 1 LB-Amp-Medium im
Verhiltnis 1:100 angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37°C in 2 1 Schikanenkolben.
Nachdem eine ODgppnm von 0,8 erreicht war, wurde die Kultur mit 50 uM Endkonzentration
IPTG induziert und fiir 12 h weiter inkubiert. Die Zellen wurden durch Abzentrifugation
(4200 rpm, 20 min, 4 °C) geerntet.
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3.3.2.3 Expression des mit Selenomethionin markierten Proteins (Budisa ez al., 1995)

Mit dem Expressionsvektor, welcher die fiir das gewlinschte Protein codierende DNA-
Sequenz enthilt, wurden Zellen eines geeigneten methionin-auxotrophen E.coli-Stammes,
beispielsweise E.coli B834(DE3) pUBS250 (Brinkmann et al., 1989), transformiert. Die
Vorkulturen fiir die Expressionen wurden in LB-Medium mit Selektions-Antibiotikum
hergestellt. Vor der Uberimpfung auf das Minimalmedium wurden die Vorkulturen
abzentrifugiert (20 min, 4000 rpm) und das Zellpellet in Minimalmedium aufgenommen. Mit
den resuspendierten Zellen wurde die Hauptkultur angeimpft und gleichzeitig das
entsprechende Selektions-Antibiotikum in die Kultur gegeben. Im weiteren Verlauf erfolgte
die Expression der einzelnen Proteine wie unter 3.3.2.1. und 3.3.2.2. beschrieben. Die
Teilungsrate der FE.coli-Zellen war jedoch geringer als bei LB-Medium, wodurch das
Erreichen einer fiir die Induktion geeigneten Zelldichte (ODggo ~0,8) ldnger dauerte.

Minimalmedium:

740 ml H,O (in 2L Erlenmeyerkolben mit Schikanen autoklaviert)
100 ml 10XNéhrsalz-Losung

100 ml 10xXAminosduren-Lésung

60 ml 1 mg/ml Seleno-D,L-Methionin-Lésung

1 Liter 10xNadhrsalz-Lésung:

75ml 1M mH4SO4)

17 ml 5 M NaCl

10 ml 1 M MgSO4

200 ml 1 M Glucose

10 ml CaSO4x2H,0

10 ml Spurenelement-Stammldsung

10 ml 10 mg/ml Thiamin-Stammldsung
10 ml 10 mg/ml Biotin-Stammldsung
10 ml 1 mg/ml Ammonium-Eisen(Il)-Sulfat x 6 H,O, frisch hergestellt !
648 ml H,O

1 Liter 10xAminosduren-Losung:

476 ml IM K,HPO4

0,5 g aller Aminosduren au3er Methionin, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin
30 ml Aminoséurelosung 11

30 ml Aminoséurelosung II:

0,5 g Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin
1,5 ml 32 % HCI

28 ml H,O

Spurenelement-Stammldsung:
5 ul 10 mg/ml MnCl,-Losung
5 ul 10 mg/ml CuSO4-Losung
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5 ul 10 mg/ml Na,MoQOy4-Losung
auf 50 ml mit H,O auffiillen
Fiir die einzelnen Komponenten wurden Stammlosungen in H,O hergestellt und durch

Filtration durch eine PVDF-Membran mit einem Porendurchmesser von 0,2 pum sterilisiert.

3.3.3 Aufschluss von E.coli Zellen

Nach dem Ernten der Zellen durch Abzentrifugieren (4200 rpm, 20 min, 4°C) werden sie in
10 ml Sonipuffer pro Liter Kulturmedium resuspendiert. Danach wurden die Zellen entweder
in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C aufbewahrt, oder sofort
aufgeschlossen.

Durch Zugabe einer Spatelspitze Lysozym und 30 min Inkubation bei RT unter stindigem
Rotieren wurden die Zellwdnde aufgebrochen, so dass die Zellen durch Sonifikation
(Branson, Macrotip, Stufe 8, duty cycle 60 %, 10-15 min) im Eisbad vollstindig
aufgeschlossen werden konnen. AnschlieBend wird das Zellysat 30 min bei 20000 U/min und
4 °C abzentrifugiert. Nach Bedarf wurden der Zellsuspension Proteaseinhibitoren (Tab. 3-1)
oder ein fertiger Protease-Inhibitor-Coctail (Complete™, Boehringer Mannheim) zugesetzt.

Sonipuffer:
300 mM NaCl
50 mM Phosphatpuffer, pH 7,4

Tabelle 3-1: Proteaseinhibitoren: Anwendungskonzentration und Aufbewahrung von Stammlésungen

Pro’Fee.lse- eingesetzt.e Stammldsung Aufbewah&ung der
Inhibitor Konzentration Stammldsung
Aprotinin 1-2 pg/ml 10 mg/ml in 0,01M HEPES pH 8,0 -20°C
Leupeptin 1-2 pg/ml 10 mg/ml in H,O -20 °C
Pepstatin 1 pg/ml 1 mg/ml in Ethanol (98 %) -20°C
Antipain 1-2 ng/ml 1 mg/ml in H,O -20 °C
PMSF 100 pg/ml 1,75 mg/ml in Isopropanol -20 °C, instabil
EDTA ImM 0,5 M in H,O sterilfiltriert bei RT

3.3.4 Priparation von inclusion bodies

Hiaufig wird das in E. coli rekombinant exprimierte Protein in der Zelle als inaktives,
unldsliches Aggregat, in inclusion bodies (IB) abgelagert. Ursache dafiir kann ein sehr hohes
Expressionslevel bei cytoplasmatisch exprimierten heterologen, aber auch homologen
Proteinen (Williams et al., 1982) sein. AuBlerdem ist die reduzierende Umgebung im
Zytoplasma von E. coli fiir die Ausbildung von Disulfidbriicken ungeeignet, so dass die
Faltung von Zielproteinen mit Disulfidbriicken gestort ist und diese ebenfalls in IB’s
abgelagert werden. Der Anteil des in inclusion bodies abgelagerten rekombinanten Proteins

kann bis zu 30 % des gesamten Zellproteins betragen (Lilie ef al., 1998).
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Die inclusion bodies befinden sich nach dem Abzentrifugieren des Zelllysates im Sediment
und miissen noch von nicht aufgeschlossenen Zellen, den Resten der Zellmembranen und
Zellorganellen befreit werden. Dazu wird das Zellpellet mehrmals mit einem Dounce-
Homogenisator in Sonipuffer + 0,5 % (v/v) LDAO resuspendiert und abzentrifugiert. Mit
dieser Prozedur lassen sich die inclusion bodies im Sediment anreichern. Das LDAO wird
durch Waschen mit dem Sonipuffer entfernt. Die Reinheit des Zielproteins in den inclusion

bodies kann bis zu 90 % betragen (Lilie et al., 1998).

34 Proteinchemische Methoden

3.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Colorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Zu 200 pl des kdufliche Bradford-Reagenses BIO-ASSAY (Biorad, Miinchen ) wurden (800 —
Volumen der Proteinprobe) pul Wasser gegeben, gemischt, die Proteinprobe (0,5 bis 5 ug
Protein) dazugegeben und wieder gemischt. Nach 5 min Inkubation wurde die Extinktion der

Probe bei 595 nm gemessen und mit einer Eichkurve (BSA in H,O) verglichen.

Bestimmung der Proteinkonzentration anhand des Absorptionskoeffizienten

Zur Proteinbestimmung kann auch die haupsédchlich durch Tyrosine und Tryptophane
hervorgerufene Absorption bei 280 nm herangezogen werden. Die Extinktion der Probe,
welche in dem Bereich von 0,1 bis 1,0 liegen sollte, wird bei 280 nm bestimmt und die

Proteinkonzentration nach dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet:

E = &gum-c-d

c - gesuchte Konzentration
d — Schichtdicke der Kiivette [cm]

E280nm — Extinktionskoeffizient bei 280 nm, nach (Gill und von Hippel, 1989) aus der Anzahl
von Tyrosinen, Tryptophanen un Cysteinen berechenbar

3.4.2 SDS-Page-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970)
durchgefiihrt. Die dazu ndtigen Gele mit verschiedenen Anteilen Polyacrylamid wurden nach
dem Schema in Tabelle 3-2 hergestellt.

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen 1:1 mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95
°C erhitzt. Die Elektrophorese wurde bei 150 V — 180 V durchgefiihrt. AnschlieBend wurden
die Gele gefirbt oder geblottet.

2 x Probenpuffer:
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100 mM Tris/AcOH, pH 6,8
100 mM DTT

5mM EDTA

20 % (v/v) Glycerin

0,04 % (w/v) Bromphenolblau

Tabelle 3-2: Konzentration und Volumina der noétigen Losungen fiir 8 reduzierende SDS-Page-
Polyacrylamid-Gele mit 5 % igem Sammelgel

Sammelgel Trenngel

5% 10 % 12,5 % 15 %
Acrrylamid 30 % w/v [ml] 6,8 20 25 30
H,O [ml] 27,6 28 23 18
IM Tris-HCI pH 6,6 [ml] 5 - - -
2M Tris-HCI pH 8,8 [ml] - 11,8
10 % (w/v) SDS [pl] 600 600 600 600
10 % (w/v) AMPS [pl] 600 600 600 600
TEMED [ul] 20 20 20 20

Coomassie-Firbung
Die Gele wurden ca. 30 min in Coomassie-Féarbelosung inkubiert und in Entfarberlosung bis

zum optimalen Kontrast der Banden wieder entfarbt.

Farbelosung: Entfarber:
50 % Ethanol (v/v) 30 % Ethanol (v/v)
10 % Essigsaure (v/v) 7 % Essigsédure (v/v)

0,1 % Coomassie R 250 (w/v)

Silberfarbung nach Marcinka (Marcinka, 1975)
Die hochsensitive Silberfairbung kann Proteinbanden, die weniger als 0,02 pg Protein

enthalten, in Polyacrylamidgelen sichtbar machen.

Losung A:

40 % Methanol Losung C:

12 % Eisessig 2 g AgNO; in 10 ml H,O
100 pl Formaldehyd (38 %)

Losung B: Losung D:

0,4 g Na,S,03x5 H,O 2 g Natriumcitrat

in 10 ml H,O in 10 ml H,O
Silberlosung: I ml Losung C
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75 pl Formaldehyd (38 %) 12 g Na,CO;

100 ul Losung D 100 ml Formaldehyd (38 %)
20 ml Losung B

Entwickler: in 200 ml H,O

Das Gel wurde tiber Nacht in 200 ml Losung A fixiert und dann in 100 ml 30 %igem
Methanol (15 min), 2 x in 250 ml H,O (15 min) gewaschen. Nach Vorinkubation (1 min, 0,5
ml Lésung B in 100 ml H,O) und Spiilen (3%x20 s in 150 ml H,O) wurde das Gel 20 min in
100 ml Silberlsung inkubiert und wieder gewaschen (1x1min, 2x30 s in 250 ml H,O). Die
Entwicklung erfolgte in 200 ml Entwickler bis zur Sichtbarkeit der Banden. Die Reaktion
wurde mit 200 ml Stopplosung (20% Methanol + 1 ml Losung D) abgebrochen und die
Féarbung ( 2x30 min mit 200 ml H,O +1 ml Lésung D, 20 pl Lésung B) fixiert.

3.4.3 Western-Blot und Detektion der Proteine auf der Membran

Fiir die Ansequenzierung von Proteinbanden oder die Detektion mit Antikérpern werden die
durch das Gel getrennten Proteine im Elektroblotting-Verfahren auf eine PVDF-Membran
(Millipore, Eschborn) oder eine Nitrocellulose-Membran iibertragen. In einer semi dry blot
Apparatur (BioRad, Miinchen) werden von unten nach oben die folgenden Schichten
aufeinandergelegt: 6 Lagen 3MM-Filterpapier (Whatman, Maidstone, England) getrdnkt mit
Anodenpuffer I ; 3 Lagen 3MM-Filterpapier getrankt mit Anodenpuffer II; 1 Lage PVDF-
Membran (Porendurchmesser 0,45 mm), die zuvor mit 60 % (v/v) Methanol und mit Wasser
dquilibriert wurde, das Polyacrylamid-Gel sowie 6 Lagen 3MM-Filterpapier getrinkt mit
Kathodenpuffer. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran Proteine erfolgte durch ein
elektrisches Feld das fiir 1,5 Stunden bei einem Stromflul von 50 mA (ca. 0,8 mA/cm 2
Gelflache) angelegt wird.

Anodenpuffer I:
300 mM Tris pH ~10,4
20 % (v/v) Methanol

Kathodenpuffer:
Anodenpufter II: 25 mM Tris pH ~10
25 mM Tris pH ~10 40 mM 6-Aminohexansdure
20 % (v/v) Methanol 20 % (v/v) Methanol

Die Proteine auf der Membran konnen durch kurzzeitige Inkubation (1-2 min) in Membran-

Farbelosung und darauffolgendes Waschen mit Entfarber sichbar gemacht werden.

Membranfarbelosung:

50 % (v/v) Methanol Entféarber:

10 % (v/v) Essigsédure 30 % (v/v) Methanol
0,1 % (w/v) Coomassie 7 % (v/v) Eisessig

Brilliant Blue G250 (Serva)
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Detektion von Proteinen im Western-Blot mittels Antikérper-Fdrbung

Die Spur des Protein-Markers wird vor dem Blockierungsschritt der Membran entfernt und
separat mit Coomassie gefarbt. Der restliche Blot wird iiber Nacht bei 4 °C in
Blockierungspuffer inkubiert und danach 3x5 min in TBST-Puffer gewaschen. Das
Antiserum das den priméren Antikorper enthdlt wurde in TBST (1ul Antiserum in 1ml Puffer)
verdiinnt und der Blot 1 h damit inkubiert. Der {iberschiissige Antikdrper wird durch 3x5 min
Waschen in TBST-Puffer entfernt und der Blot danach 30 — 45 min (RT) mit
Sekundarantikorper (AP-Konjugat, 1 pl in 5 ml TBST-Puffer) inkubiert. Nach nochmaligem
Waschen mit 3x5 min TBST-Puffer wird der Blot fiir 10 min mit 10 ml frisch hergestelltem
BCIP/NBT-AP-Férbungssubstrat inkubiert. Die Entwicklung wird durch Waschen mit H,O
gestoppt und der Blot kann getrocknet autbewahrt werden.

10x TBS-Puffer:
100 mM Tris/HCI
1,50 M NaCl, pH 7,4
BCIP/NBT-AP-Farbungssubstrat

TBST-Puffer: 0,4 mg/ml NBT

1x TBS-Puffer mit (Nitroblautetrazoliumchlorid)

0,05 % (v/v) Tween 20 0,19 mg/ml BCIP (5-Brom-4-chlor
-3-indoylphosphat-toluidin)

Blockierungspuffer: 100 mM Tris/HCI, pH 9,5

2 % (w/v) BSA Fraktion V in TBS-Puffer 50 mM MgSO,4

0,05 % (w/v) Natriumazid

3.5  Priparation von APC10/DOC1

3.5.1 Riickfaltung von APC10

Die Renaturierung von Proteinen erfordert die Entfernung des denaturierenden Reagenzes
durch Verdiinnung oder Dialyse in einem Puffer, der die Proteinfaltung stabilisiert und die
Aggregation von Faltungsintermediaten verhindert. Dabei miissen dhnlich viele Variablen wie
bei der Kristallisation von Proteinen getestet werden: pH, lonenstirke, Temperatur und
Additive wie Arginin, PEG, Detergentien oder Chaotrope. Enthdlt das Protein
Disulfidbriicken kann im Renaturierungspuffer ein Redoxsystem aus einer Mischung des
reduzierten und oxidierten Zustandes von Thiolreagenzien, wie Glutathion, Cystein oder
Cysteamin, etabliert werden (Lilie et al., 1998).

Die inclusion bodies wurden fiir die Renaturierung des APC10-Proteins in 6M Guanidin, 150
mM Phosphatpuffer pH 7,4 gelost, | mM Mercaptoethanol zugegeben werden um bestehende
Disulfidbriicken aufzubrechen und eine Proteinkonzentration von 20 mg/ml eingestellt. Diese

Losung wurde vor jeder Riickfaltung frisch hergestellt.
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Je 20 pl dieser Proteinlésung wurden in 2 ml der verschiedenen Riickfaltungspuffer getropft
(mindestens eine 1:100 Verdiinnung), iiber Nacht bei 4 °C geriihrt und danach gegen 1xPBS
dialysiert. Die Analyse der Proben erfolgte durch eine analytische Gelfiltration mit einer
Superdex ™ 75 PC 3.2/30 Séule an einem Smart System (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden) oder nach einer Proteinfillung aus 500 pl Losung durch SDS-
Gelelektrophorese. Die beste Riickfaltungsbedingung wurde durch Screening von
Temperatur, Salzgehalt, Additiven wie PEG oder Tris, Detergezien sowie eingesetzter
Proteinkonzentration weiter optimiert.

Riickfaltungspuffer Initialer Screen

0; 0,8 und 1,6 M Arginin

100 mM Tris/Mes pH 5, pH 6, pH 7 und pH 8

150 mM NacCl

Temperatur: 4°C

Riickfaltungspuffer mit der hochsten Ausbeute an korrekt gefaltetem Protein

1.2 M Tris/HCI1 pH 7,0

150 mM NacCl

30 mM (NH4)st4

1 % PEG 4000

3mM DTT

5mM EDTA

Protease-Inhibitoren

Temperatur: 16 °C

3.5.2 Reinigung des renaturierten APC10

Das Absorptionsmaximum des renaturierten APC10 Proteins war von 280 nm zu 265 nm
verschoben, ein deutliches Indiz fiir eine Anlagerung von DNA an das Protein ist. Diese
Verunreinigung wurde mittels einer Hydroxylapatit-Matrix abgetrennt. Das Protein wurde mit
Puffer A auf eine Hydroxylapatit-Sdule (15 ml Hydroxylapatit-Matrix in einem Séulenkdrper
25 mm Durchmesser 20 cm Lénge) aufgetragen. In einem Gradienten von 0-100 % Puffer B
eluierte das APC10 Protein bei 50 mM Phosphat von der Sdule. Die DNA konnte mit 100 %
Puffer B wieder von der Sdule entfernt werden.

Hohermolekulare Verunreinigungen sowie nur partiell gefaltetes Protein wurde durch eine

Gelfiltrations-Chromatographie mit einer Superdex' 75 10/30 Siule an einem Akta-Explorer-

System (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) entfernt.

Puffer A: Puffer B:

50 mM Tris/HCI, pH 7,0 50 mM Tris/HCI, pH 7.0
3mM DTT 3mM DTT

150 mM KCI 150 mM KCI

500 mM Phosphat
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Gelfiltrationspuffer:

10 mM Tris/HCI, pH 7,0; 150 mM NacCl

5mM EDTA; 3mM DTT

Die Puffer A und B enthielten den EDTA-freien Protease-Inhibitor-Coctail complete EDTA-
free (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) und der Gelfiltrationspuffer complete (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim), wobei eine Tablette auf 500 ml Puffer eingesetzt wurden.

3.5.3 Massenspektroskopie

Das Molekulargewicht des intakten APC10 Proteins, des Degradationsproduktes sowie von
APCI0AC14 wurden mit einem Triple-Quadrupol Ionenspray-Massenspektrometer API365
(Fa. SciEx, Thornhill, Ontario, Kanada) bestimmt (Covey et al., 1988). Die Messungen
wurden freundlicherweise von Frau Sylvia Koerner am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in

Martinsried, Abteilung fiir Proteinanalytik durchgefiihrt und ausgewertet.

3.5.4 Proteinreinigung von APC10AC14

Das abzentrifugierte Zellysat wurde im Verhiltnis 100 ml Lysat auf 200 ml Auftragspuffer
verdiinnt und durch eine PVDF-Membran (Porendurchmesser 0,22 pum) filtriert. An einer
FPLC-Anlage (Amersham Pharmacia Biotech AP, Uppsala, Schweden) wurde das verdiinnte
Lysat bei Raumtemperatur mit einer Flussrate von 2 ml/min auf eine MonoS Séule
(Amersham Pharmacia Biotech AP, Uppsala, Schweden) aufgetragen. Danach wurde die
Saule mit Auftragspuffer gewaschen, bis kein Protein mehr von der Sdule eluierte. In einem
linearen Gradienten von 50 — 500 mM NaCl konnte APC10AC14 bei ~ 300 mM NaCl nahezu
ohne Verunreinigungen von der Séule eluiert werden. Das eluierte Protein wurde mit einem
Ultrafree-Konzentrator (cutoff 3 oder 5 kDa) (Millopore, Eschborn) bis ~ 30 mg/ml Protein
eingeengt und 4 ml des konzentrierten Proteins auf eine mit Gelfiltrationspuffer equilibrierte
Superdex™ 75 HighLoad 26/60 Sdule (Amersham Pharmacia Biotech AP, Uppsala,
Schweden) aufgetragen. Bei einer Flussrate von 3 mL/min eluierte das Protein nach 172 ml
und wurde fraktioniert gesammelt. Die vereinigten Fraktionen des APC10-Peaks wurden
entweder in Flissigstickstoff schockgefroren und bei —70 °C gelagert, oder fiir die
Kristallisation mit einer NAP10-Sdule (Amersham Pharmacia Biotech AP, Uppsala,

Schweden) in Kristallisationspuffer umgepuffert.

Auftragspufter: Elutionspuffer:

10 mM MES pH 6,0 10 mM MES pH 6,0
50 mM NaCl 1 M NaCl

3mM DTT 3mM DTT
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Gelfiltrationspuffer: Kristallisationpuffer:
10 mM HEPES pH 7,5 10 mM HEPES pH 7,5
100 mM NaCl 0,05 % Natriumazid
3mM DTT

3.5.5 Proteinreinigung der GedA —Untereinheit der Glutaconyl-CoA-decarboxylase

Fir die Reinigung der GcedA wurde die Eigenschaft des Proteins, bei geringer
Salzkonzentration auszukristallisieren ausgenutzt. Das Zellysat wurde langsam mit dem
gleichen Volumen H,O 1:2 verdiinnt und bei 4 °C stehengelassen, bis sich das Protein als
weisser Niederschlag abgesetzt hatte. Nach dem Abzentrifugieren (8000 rpm, 30 min, 4°C)
wurde der Niederschlag in Gelfiltrationspuffer gelost und mehrere Stunden bei 4°C gegen 50
mM Phosphatpuffer pH 7,5 dialysiert (Spectrapor-Dialysemembran, cutoff 10 kDa), bis das
Protein wieder komplett auskristallisiert war. Nach nochmaligem Abzentrifugieren (8000
rpm, 30 min, 4°C) wurde das Protein bis zu einer maximalen Proteinkonzentration von 50
mg/ml in Gelfiltrationspuffer gelost. Um Verunreinigungen mit einem geringeren
Molekulargewicht als die GcdA abzutrennen, wurden 4 ml der Proteinlosung auf eine mit
Gelfiltrationspuffer equilibrierte Superdex' V75 26/60 High Load Siule aufgetragen. Das
Protein eluierte bei einer Flussrate von 2,5 ml/min nach 115 ml. Die vereinigten Fraktionen
wurden entweder in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei —80 °C aufbewahrt oder mit
einer NAP10 Sdule (Amersham Pharmacia Biotech AP, Uppsala, Schweden) in

Kristallisationspuffer umgepuffert.

Gelfiltrationspuffer:
500 mM NacCl
150 mM Phosphatpuffer pH 7,5

Kristallisationspuffer:

500 mM Ammoniumsulfat
3 mM Tris/HCI pH 7,0
0,05 % Natriumazid
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3.6  Kristallographie und Strukturbestimmung

Fiir die Analyse der dreidimensionalen Struktur eines Proteins stehen zur Zeit drei etablierte
Methoden zur Verfligung. Die Elektronenmikroskopie ermoglicht eine dreidimensionale
Darstellung der Oberfliche von Molekiilen. Ein atomares Modell der Proteinstruktur liefern
die Kernresonanzspektroskopie NMR  (nuclear magnetic  resonance) und die
Rontgenkristallographie. Die  NMR untersucht Proteine in Losung und kann somit
Informationen iiber dynamische Prozesse sammeln. Eine entscheidende Limitation ist jedoch
die Beschriankung auf Proteine mit einem Molekulargewicht von maximal 35 kDa. Im
Gegensatz dazu kann die Rontgenkristallographie auch Proteine mit hdherem
Molekulargewicht untersuchen. Voraussetzung dafiir ist die Herstellung von Proteinkristallen

mit hoher Qualitdt, welche den Rontgenstrahl beugen konnen.

3.6.1 Kiristallisation

Alle Kristallisationsexperimente wurden im Dampfdiffusionsverfahren durchgefiihrt. Dabei
kommt es in einem abgeschlossenen Volumen iiber die Gasphase zur Einstellung eines
Gleichgewichtes zwischen einem Tropfen (2-10 pl), der die Proteinlosung enthilt, und einer
Reservoirldsung (0,25 — 5 ml) (Ubersichtsartikel: (McPherson, 1990)). Bei der Methode des
»sitzenden Tropfens® befindet sich der Tropfen in; mit CrystalClear-Band (Hampton, Laguna
Hills, USA) versiegelten; CrysChem-Platten (Charles Supper Company, Natick,USA) auf
einer Erhohung oberhalb des Reservoirs. Nach der Methode des ,hdngenden Tropfens®
héngen die Tropfen in Linbro-Platten (ICN, Eschwege), an der Unterseite eines silikonisierten
Glasdeckglidschens (Hampton, Laguna Hills, USA), iiber dem Reservoir. Eine fiir die
Kristallisation geeignete Startbedingung wurde mit einem incomplete factorial Ansatz (Suche
im vieldimensionalen Raum der Losungszusammensetzung durch gleichmiBig gestreute
Stichproben) (Carter und Carter, 1979) mit den kommerziell erhiltlichen Hampton-crystal-
screens (Hampton, Laguna Hills, USA) und einem abteilungseigenen Screen ermittelt. Die
Startbedingung kann durch Variation verschiedener Bedingungen wie Temperatur (von 4 °C
bis 37 °C), GroBe der Kristallisationstropfen, Mischungsverhiltnis von Protein und
Reservoirlosung, Proteinkonzentration oder verschiedenste Zusdtze (Additive) wie Salze,
Aminosduren, Detergenzien, PEG oder Glycerin optimiert werden. Eine weitere Technik zur
Optimierung der Kristalle ist das Seeding. Hierbei wird das Kristallwachstum unabhédngig von
der Nucleation optimiert, da Kristallisationskeime von einem bereits bestehenden Kristall in
den neuen Tropfen iiberfiihrt werden. Beim Microseeding wird ein Kristallisationskeim durch

Beriihren eines bereits bestehenden Kristalls mit einem Haar, das dann durch die neuen
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Proteintropfen gezogen wird, iibertragen. Durch Macroseeding, bei dem ganze Kristalle in

den neuen Tropfen {libertragen werden, kdnnen Kristalle vergrossert werden.

3.6.2 Theoretischer Hintergrund

Die Methode der Rontgenkristallographie ist in einer Reihe hervorragender Lehrbiicher
(Blundell und Johnson, 1976; Drenth, 1992; Rhodes, 1993; Massa, 1996) sehr detailliert
beschrieben, so dass hier nur auf einige grundlegende Prinzipien sowie die zur Strukturlosung

eingesetzten Methoden eingegangen wird.

3.6.2.1 Kristallaufbau

Ein Kristall ist eine regelmifBige dreidimensionale Anordnung von Molekiilen, die durch
nichtkovalente ~Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Es werden sieben
Kristallsysteme unterschieden: triclinic, monocinic, orthorhombic, tetragonal, trigonal,
hexagonal und kubisch. Die sieben Kristallsysteme und die moglichen Symmetrielemente
ergeben 230 mogliche Raumgruppen, von denen aber nur 65 enantiomorph sind und damit
das Kristallgitter von chiralen Molekiilen, wie Proteinen, bilden konnen. Die Einheitszelle ist
das kleinste Volumenelement, durch dessen periodische Anordnung der Kristall aufgebaut
wird. Sie enthdlt alle kristallographischen Symmetrieelemente des Kristalls und wird durch
die Achsen a, b und ¢, sowie die Winkeln o, B und y zwischen den Achsen definiert. Die
asymmetrische Einheit der Einheitszelle ist die kleinste sich wiederholende Baugruppe im
Kristall, die durch Anwendung der kristallographischen Symmetrie die Einheitszelle aufbaut.
Das Kristallgitter entsteht durch die Eckpunkte der Einheitszellen. Verbindet man diese
Gitterpunkte durch parallele Ebenen entsteht eine Schar von Netzebenen. Diese Ebenen
schneiden die zu den Kristallachsen parallel laufenden Gitterachsen a, b und ¢ bei x =a/h, y =
b/k und z = ¢/l (h — Abstand zwischen den Netzebenen). Die ganzzahligen Variablen h, k und
1 werden als Miller Indices bezeichnet. In multimeren Proteine sind die Monomeren ebenfalls
durch Symmetrieelemente miteinander verbunden. Oft sind diese Symmetrielemente Teil der
kristallographischen Symmetrie. Enthilt eine asymmetrische Einheit jedoch mehr als ein
Monomer spricht man von lokaler Symmetrie oder nichtkristallographischer Symmetrie
(NCS). Diese nichtkristallographische Symmetrie ist vollig unabhidngig von der des

kristallographischen Systems zu betrachten.
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3.6.2.2 Beugung von Rontgenstrahlen an Kristallen

Der einfallende Rontgenstrahl regt die Elektronen in den Elektronenhiille der Atome im
Proteinkristall an, so dass sie als oszillierende Dipole mit der Frequenz des Rdntgenstrahls
schwingen. Dabei emittieren sie Sekundérstrahlung, die im Phasenwinkel um 180° zum
Primérstrahl verschoben ist, in alle Raumrichtungen. Dies ist die sogenannte kohirente
Streuung. Vereinfacht kann die Streuung des Rontgenstrahls durch ein Kristallgitter als
Reflexion des einfallenden Strahls an den imagindren Netzebenen die durch die Miller Indices

beschrieben werden.

/
\é/ (o

B

Abbildung 3-1: Reflexion des einfallenden Rontgenstrahls an einer Netzebenenschar. Der Einfallswinkel 6
ist gleich dem Reflexionswinkel. Nach dem Bragg’schen Gesetz sind nur die Winkel 6 erlaubt, bei denen der
Gangunterschied 2dsin® zwischen den an den verschiedenen Ebenen einer Netzebenenschar gestreuten
Rontgenstrahlen ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlédnge A ist..

Bragg zeigte dass eine Netzebenenschar mit den Indices hkl und dem Netzebenenabstand dpy
einen Reflex, d.h. konstruktive Interferenz, produziert, wenn der Gangunterschied zwischen
den an den verschiedenen Ebenen einer Netzebenenschar gebeugten Rontgenstrahlen ein
ganzzahliges Vielfaches der Wellenldnge ist. In allen anderen Féllen tritt Ausloschung, d.h.

destruktive Interferenz auf (Abb. 3-1).

Bragg’sches Gesetz: n - A = 2dp * sin Opy A -Wellenldnge des Rontgenstrahls
dpiq — Abstand der Netzebenen
Onk - Einfallswinkel des Rontgenstrahls

3.6.2.3 Das reziproke Gitter

Ein Modell, um viele Prinzipien der Rontgenkristallographie vereinfacht zu beschreiben, ist
das reziproke Gitter. Jede Netzebenenschar kann durch einen Vektor d beschrieben werden,
der in Richtung ihrer Flichennormale zeigt und die Lange des Netzebenenabstandes besitzt.
Es gilt dpg ~ 1/sin Oyi. Daher werden diese Vektoren um so kiirzer, je grofer die hkl-Indices
und die Beugungswinkel werden. Die Endpunkte des Vektors werden durch die
Achsenabschnitte a/h, b/k und c¢/l definiert. Wird statt dem normalen Gitter ein
Koordinatensystem mit reziproken Achsen a'= 1/a, b = 1/b und ¢ = 1/c verwendet, ergibt

sich, da die hkl-Indices immer ganzzahlig sind, aus den Endpunkten der reziproken
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Netzebenen-Abstandsvektoren d = 1/dn ein weiteres echtes Gitter, das reziproke Gitter.

Jeder Gitterpunkt im reziproken Gitter entspricht einem moglichen Reflex hkl.

3.6.2.4 Die Ewald-Konstruktion

Das Bragg’sche Gesetz kann mit Hilfe des reziproken Gitters als Vektordiagramm, der
Ewald-Konstruktion (Ewald, 1921) (Abb. 3-2), dargestellt werden. Die dreidimensionale
Projektion der Ewald-Konstruktion ist die Ewald-Kugel. Das Bragg’sche Gesetz und somit
die Beugungsbedingung fiir konstruktive Interferenz ist fiir eine Netzebene erfiillt, wenn der
Gittervektor der Netzebene vom Ursprung des reziproken Gitters (O) aus aufgetragen die
Ewald-Kugel schneidet (P). Verbindet man P mit dem Kristall in O ergibt sich die Richtung
des gebeugten Strahls s. Durch die Rotation des Kristalls und somit auch des reziproken

Gitters erfiillen immer andere Gitterpunkte die Beugungsbedingung.

Abbildung 3-2: Zweidimensionale Darstellung der Ewald-Konstruktion. Um den in Punkt M befindlichen
Kristall wird eine Kugel mit dem Radius 1/1 konstruiert. Der Vektor des einfallenden Rontgenstrahl ist mit sy
gekennzeichnet. Der Ursprung des reziproken Gitters befindet sich nun in O, wo der iiber den Kristall hinaus
verldngerte Vektor s, die Ewald-Kugel schneidet. Der einfallende Strahl wird um 26 gebeugt und wird zu s.

3.6.2.4 Friedel’sches Gesetz

Selbst Raumgruppen ohne Inversionszentrum in der Kristallsymmetrie haben im reziproken
Raum ein Inversionszentrum. Die durch die Inversion am Ursprung des reziproken Gitters
miteinander verkniipften Reflexe Akl und hkl besitzen die gleiche Amplitude, haben aber

unterschiedliche Vorzeichen der Phasenwinkel. Fiir die Strukturfaktoren gilt daher:

(Fpy (1. 1) = | Fyp (1 K 1)

3.6.2.5 Die Elektronendichtefunktion und die Pattersonfunktion
Jedes Atom i an den Positionen x_y und z in der Einheitszelle streut den Rontgenstrahl und

wird so Ausgangspunkte einer neuen Welle mit der Amplitude f; (atomarer Streufaktor) und
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der Phase 0. Aus der Summation der einzelnen Streubeitrdge ergibt sich ein Strukturfaktor

F(h, k, 1):

F(h,k,l)= i 1, expQri(hx + ky + I2))

Die Elektronendichte p(x,y,z), in die spiter das Modell eingebaut werden soll, kann als

Fouriersummation iiber alle Strukturfaktoren F(h, k, 1) berechnet werden:

p(x,y,2) = % N F(h,k,1)exp(2mi(hx + ky + Iz))

k.l

Dabei ist V das Volumen der Einheitszelle.
Werden statt der Strukturfaktoren die experimentiell bestimmbaren Strukturfaktoramplituden

[F(h, k, 1| eingesetzt siecht die Fouriersummation wie folgt aus:

p(x,y,2) = % N |F(h, kD) exp|-27i(hx + ky + Iz)+ icx(h, k,1)]

okl

Um die Elektronendichteverteilung in der Einheitszelle berechnen zu konnen, muss fiir die
einzelnen Strukturfaktoren neben der Amplitude auch der Phasenwinkel o experimentiell
bestimmt werden. Das Problem der Bestimmung des Phasenwinkels fiir die einzelnen Reflexe
wird auch als ,,Phasenproblem* bezeichnet.

Die Pattersonfunktion P(u,v,w) ist eine Fouriersynthese die die gemessenen Intensititen
(Strukturfaktoramplituden) ohne Phasenwinkel (o0 = 0) direkt als Fourierkoeffizienten
einsetzt. Dabei sind u, v und w die Achsen der Patterson-Zelle. Die Dimensionen der

Patterson-Zelle sind identisch mit den Dimensionen der realen Einheitszelle x, y und z.

P(u,v, w) = % S| F(h k1) | cos 27 (e + kv + D)

h,k,l

Der dadurch entstehende Pattersonraum mit den Koordinaten (u, v, w) wird durch alle von
einem Punkt aus aufgetragene interatomare Abstandsvektoren aufgespannt, welchen am Ende
eine Elektronendichte zugeordnet ist. Ein solchen Vektor ergibt sich, wenn ein beliebiger
Vektor durch die Einheitszelle geschoben wird und die Elektronendichten an beiden Enden
multipliziert und dem Vektor zugeordnet werden. Dabei entstehen nur positive Werte, wenn

an beiden Enden des Vektors Elektronendichte vorhanden ist.
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Die Patterson-Map enthdlt bei N Atomen in der Einheitszelle N? interatomare
Abstandvektoren mit positiver Elektronendichte, die sich als Peaks in der Patterson-map
darstellen. Werden in den Proteinkristall gezielt Schweratome eingebracht, heben sich deren
interatomare Abstandsvektoren als Maxima vom Hintergrund der Abstandsvektoren der

leichteren Atome wie C, N und O ab.

3.6.2.6 Das Phasenproblem
Jeder Strukturfaktor F(h k 1) repriasentiert eine Reflexion an einer Gitterebene. Er kann als

Wellenfunktion mit einer Amplitude und einem Phasenwinkel beschrieben werden.
F(h, k, 1) = |F(h, k, )jexpiou(h, k, 1)
Amplitude  Phasenwinkel

Die Strukturfaktoramplitude |[F(h, k, 1)| kann experimentiell ermittelt werden, da sie der

Quadratwurzel der gemessenen Intensitdt I(h, k, 1) proportional ist.
1(h, k1)~ |F (h, ke, 1)

Um aus den gemessenen Intensititen die Strukturfaktoren zu berechnen, muss fiir jeden
Strukturfaktor der Phasenwinkel ermittelt werden.
Fiir die Losung dieses Phasenproblems sind eine Reihe von Methoden etabliert:

1. Direkte Methoden

2. Molekularer Ersatz (Molecular Replacement)

3. Isomorpher Ersatz: SIR (einfacher isomorpher Ersatz) oder MIR (multipler

isomorpher Ersatz)

4. Multi-wavelengt anomalous dispersion (MAD)
Die direkten Methoden stehen noch am Beginn ihrer Entwicklung und sind bisher nur fiir sehr
kleine Molekiile einsetzbar. Fiir den molekularen Ersatz ist die Struktur eines Proteins mit
einer hohen Sequenzédhnlichkeit zum gesuchten Protein erforderlich, welche als
Strukturmodell zur Generierung von Phasen benutzt wird. Im Folgenden werden die fiir die
Strukturlosung in dieser Arbeit eingesetzten Methoden Isomorpher Ersatz und MAD ndher

erldutert.

3.6.2.7 Multipler isomorpher Ersatz

Fir die Methode des multiplen isomorphen Ersatzes miissen verschiedene
Schwermetallatome spezifisch an das Protein gebunden werden, ohne seine Struktur oder den
Kristall zu verdndern. Weiterhin sollte das Schweratome ausreichend Elektronen enthalten,

um messbare Anderungen in den Intensititen der Reflexe zu erhalten. Gelingt das, kann die
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Position der Schweratome anhand einer Differenz-Patterson-map aus den gemessenen
Strukturfaktoramplituden des derivatisierten Kristalls und des nativen Kristalls bestimmt
werden. Die Abbildung 3-3 zeigt die Losung des Phasenproblems durch multiplen

isomorphen Ersatz anhand einer Harker-Konstruktion.

a b

Abbildung 3-3: Zweidimensionale graphische Darstellung der Losung des Phasenproblems mit 2
Schweratomderivaten. a) Die Amplitude und damit der Betrag des Vektors Fp ist fiir die gemessenen Reflexe
bekannt. Der Betrag des Vektors Fy wird in einem Kreis um den Ursprung eines Koordinatensystems
aufgetragen. Fiir das erste Derivat werden die Schweratompositionen und damit der Vektor Fy bestimmt. Von
der Spitze dieses Vektors aus wird in einem Kreis der Betrag des Vektors Fyp abgetragen. Sie zwei
Schnittpunkte der Kreise zeigen die zwei méglichen Losungen Fp? und Fy® fiir den Phasenwinkel des Reflexes.
Diese Ambiguitdt muss fiir jeden Reflex aufgeldst werden. In Abbildung b) wird daher noch ein zweites
Schweratomderivat mit dem Vektor F’y (blauer Kreis) hinzugezogen, um den wiederum der Betrag des Vektors
F’yp abgetragen wird. Der Schnittpunkt der drei Kreise Fp® stellt nun die einzige Losung fiir den Phasenwinkel
dar.

Der Strukturfaktor jedes Reflexes ergibt sich aus der Vektorsumme:

—

F.,= F L+ F o Fp- Strukturfaktor des nativen Reflexes

Fup — Strukturfaktor des zugehorigen Derivat-Reflexes

Fy — Strukturfaktor des Schweratoms

Der Strukturfaktor Fp kann durch F, = F,, — F,, ermittelt werden, die graphische Losung

dieser Gleichung ist in Abbildung (Abb. 3-3 a) dargestellt. |Fyp| und |Fp| sind aus dem
gemessenen Derivat und dem nativen Kristall bekannt. Der Vektor Fy ist durch Lokalisierung
und Berechnung der Strukturfaktoren der Schweratome bekannt. Bei einem Schweratom-
Derivat (SIR) ergeben sich zwei Schnittpunkte der Kreise und somit zwei mogliche Losungen
fiir jeden Strukturfaktor. Wird ein weiteres Derivat (Fpy’ und Fy’) hinzugezogen das an einer
anderen Stelle des Proteins bindet, ergibt sich (wie in Abb. 3-3b) dargestellt, eine einzige

Losung.
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3.6.2.8 Die anomale Streuung

Bei elementspezifischen Bereichen des Rontgenspektrums konnen die Elektronen nicht mehr
unabhingig vom Atomkern betrachtet werden. Ist die Energie des eingesetzten Rontgenstrahls
etwas grofer als die Anregungsenergie der Elektronen in der duleren Schale einer beteiligten
Atomsorte, wird durch die Anregung eines Elektrons Rontgenstrahlung absorbiert und es
kommt zur ungerichteten Emission von Ka-Strahlung des betreffenden Elementes. Es findet
keine elastische Streuung der Elektronen an der Atombhiille mehr statt. Der restliche gestreute
Strahl erfihrt eine kleine Anderung in Phase und Amplitude, was auch als anomale Streuung
oder anomale Dispersion bezeichnet wird. Diese zusétzlichen Streubeitrdge konnen in einen
Realteil AF,; (dispersiver Beitrag), welcher ein positives oder ein negatives Vorzeichen besitzt,
und in einen Imagindrteil AF; (Absorption), der immer ein positives Vorzeichen besitzt,
zerlegt werden. Das Vektordiagramm in Abbildung 3-4 zeigt, dass bei anomaler Streuung die
Strukturfaktoren von Reflexen mit gleichen Strukturfaktoramplituden und Phasenwinkeln mit
umgekehrtem Vorzeichen (Friedel-Paare) nicht mehr gleich sind. Die Unterschiede zwischen
den Friedel-Partnern, jetzt Bijvoet-Paare, werden als Bijvoet-Differenzen bezeichnet. Das
Friedel’sche Gesetzt wird ungiiltig. Die Bijvoet Differenzen konnen genutzt werden, um die
Position der anomal streuenden Atome anhand einer anomalen Differenz-Patterson-Map zu
bestimmen, bei der die aus den Bijvoet Partnern berechneten (A[Fay0|)* als Koeffizienten in die
Foriertransformation eingesetzt werden. Die Bijvoet-Differenzen koénnen aus den
Strukturfaktoramplituden der Fiedel-Partner nach der folgenden Gleichung berechnet werden:

= qF;H _|FPH|)2Lf”

/- realer Beitrag der anomalen Streuung (Absorption)

AlF,

ano

/- imagindrer Beitrag der anomalen Streuung (dispersiver Beitrag)

46



Methoden

FH(+)anomaIe Btreuung FH(+)anomaIe Streuung

O

Fu(+)

len Beitrag

ohne anomg

I:H (_)anomale Streuung

Abbildung 3-4: Auswirkung der anomalen Streuung auf die Friedel-Paare. Ohne anomale Streuung gilt
[Fup(+)| = |Fup(-)| bei entgegengesetztem Phasenwinkel. Mit einem anomalen Beitrag, der sich aus dem realen
Beirag Af und dem imagindren Beitrag if”’ zusammensetzt, unterscheiden sich die resultierenden
Strukturfaktoren der Friedel-Paare Fyp(+) und Fyp(-) in Phasenwinkel und Amplitude.

Abbildung 3-5: Verwendung des anomalen Beitrags der anomalen Streuung zur Uberwindung der
Phasenunsicherheit bei einem einzigen Derivat (nach (Drenth, 1992)). [Fp| ist die Strukturfaktoramplitude fiir
den Referenzdatensatz ohne anomalen Beitrag. |F py| und |[F'py| sind die Strukturfaktoramplituden der Bijvoet-
Paare im Datensatz mit maximiertem anomalen Beitrag .

3.6.2.9 Multiple Anomale Dispersion (MAD)

Die Strukturlésung mit Hilfe der anomalen Streuung wurde erst durch die Verwendung von
Synchrotronstrahlung ~ moglich, da  hier = Rontgenstrahlung iiber ein  breites
Wellenldngenspektrum exakt eingestellt werden kann. Wie beim Isomorphen Ersatz werden
Schweratome eingesetzt um die Proteinphasen zu ermitteln. Der Beitrag der anomalen
Streuung zum Strukturfaktor ist nur gering, so das eine perfekte Isomorphie der Datensétze
und eine gute Auflosung nétig sind. Die Isomorphie wird erreicht, indem der gleiche Kristall

bei verschiedenen Wellenlingen vermessen wird. Wird der Absorptionskoeffizient fiir
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Rontgenstrahlung des Schweratoms gegeniiber der Wellenlinge der Rontgenstrahlung
aufgetragen, ergibt sich eine Kurve mit sehr scharfen Peaks die als Absorptionskanten
bezeichnet werden. An diesen Kanten ist der Einfluss der anomalen Streuung auf die
Strukturfaktoren am groften. Am Synchrotron werden die optimalen Wellenldngen anhand
eines Rontgenfluoreszens-Spektrums bestimmt. Der Datensatz mit maximalem f’ wird am
Maximum der Fluoreszens aufgenommen und der Datensatz mit maximalem f bei

geringfiigig hoherer Wellenlénge.

3.6.3 Datensammlung und Datenauswertung

Fir die Rontgenaufnahmen miissen Kristalle zerstdrungsfrei von Mutterlosung auf die
Messapparatur iiberfiihrt werden. Um die Kristalle bei Raumtemperatur zu vermessen, werden
sie zusammen mit einer kleinen Menge Reservoirlosung in eine diinne Glaskapillare
eingebracht, die mit Dentalwachs verschlossen wird. Durch die ionisierende Strahlung des
Rontgenlichts werden im Kristall radikalische Kettenreaktionen ausgeldst, die irreversible
Schiden am Kistallgitter verursachen konnen. Diese Rontgenschdden vermindern die Qualitét
der Datensammlung zum Teil extrem. Daher werden die Kristalle, vor allem fiir die
Messungen mit der besonders intensiven Synchrotronstrahlung, in einem Stickstoffstrom bei
100 K -eingefroren. Das Einfrieren bei 100 K minimiert die Auswirkungen der
Rontgenschdaden auf das Kristallgitter. Um eine Eisbildung wéhrend des Einfrierens zu
verhindern, werden die Kristalle vorher kurzzeitig mit einem Kryoloop durch einen
Kryopuffer gezogen, welcher Kryoprotektantien wie Glycerin, Ethylenglycol oder
niedrigmolekulare Polyethylenglycole in geeigneter Konzentration enthélt. Alternativ kann
der Kristall in einem glasartig erstarrenden Ol eingefroren werden. Diese Technik erfordert
allerdings eine vollstindige Entfernung des den Kristall umgebenden Wassers. Bei
ungeniigender Qualitdt der eingefrorenen Kristalle kann diese manchmal durch crystal
annealing, d.h. mehrmaliges Auftauen und Einfrieren der Kristalle, verbessert werden
(Kriminski et al., 2002) Die Datensammlung erfolgt entweder mit CuKo-Rontgenstrahlung
(A= 1,5418 A) an einem RIGAKU-Drehanodengenerator mit Kupferanode (Rigaku, Tokyo)
und MAR-Image plate Detektor oder an der BW6 beamline des Deutschen
Elektronensynchrotron (DESY, HASYLAB, Hamburg) mit einem MAR-CCD (charge-
coupled-device)-Detektor. Die Bestimmung von Kristallorientierung, Raumgruppe und
Gitterkonstanten sowie die Integration der Bilder erfolgt mit den Programmen MOSFLM
(Leslie, 1999) oder DENZO (Otwinowski Z., 1997). Zur Datenreduktion werden die
Programme SCALA und TRUNCATE (Collaborative Computational Project, 1994) oder
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SCALEIT (Otwinowski Z., 1997) eingesetzt. Die Bestimmung der Schwermetallpositionen
kann mit mehreren Programmen des CCP4-Paketes (RSPS, PEAKMAX, FFT etc.)
(Collaborative Computational Project, 1994) aber auch mit dem Programm SHAKE&BAKE
(Weeks und Miller, 1999) vorgenommen werden. Die Berechnung der Phasen wurde bei
APC10 mit MLPHARE (Collaborative Computational Project, 1994) und im Fall der GedA
mit SHARP (Farruggio et al., 1999) vorgenommen. Die Optimierung der Elektronendichte
erfolgt durch Dichtemodifikation mit dem Programm DM (Cowtan und Zhang, 1999). Ein
Parameter zu Kontrolle der Phasenwahrscheinlichkeit ist die figure of merit (FOM), die nach

der folgenden Gleichung berechnet wird.:

FOM = \/ (sing)’ +(cosg)’ ¢-Phasenunsicherheit

3.6.4 Modellbau und Verfeinerung

Elektronendichten wurden mit den Programmen FFT (Collaborative Computational Project,
1994) oder CNS (Brunger et al., 1998) berechnet. Der manuelle Einbau des Modells in die
2FoFc- und die FoFc- Elektronendichte erfolgte mit dem Programm O (Jones ef al., 1991).
Bei der Verfeinerung des Strukturmodelles mit dem Programm CNS wurden 5 % der Reflexe
bei der Verfeinerung nicht beriicksichtigt und zur Kontrolle der Verfeinerung anhand eines
freien R-Faktors herangezogen. Die Verfeinerung der Parmeter wie Atompositionen und B-
Faktoren in CNS erfolgte unter Beriicksichtigung der Parameter von Huber&Engh (Engh und
Huber, 1991). Die Analyse der durch nichtkristallographische Symmetrie (NCS) verwandten
Molekiile in der asymmetrischen Einheit und die Bestimmung der Symmetrieoperationen
erfolgte mit der Option LSQman im Programm O (Jones ef al., 1991). Im Fall der Gceda
konnte zundchst nur ein unvollstindiges Modell in die experimentiell gewonnene
Elektronendichte eingefiigt werden. Aus diesem Modell wurden mit dem Programm SFALL
(Otwinowski, 1991) Phasen berechnet, die mit Hilfe des Programms SIGMAA (Read, 1986)
mit den experimentiellen Phasen kombiniert wurden. Der so gewonnene Phasensatz hatte eine
hohere Phasenwahrscheinlichkeit als die experimentiell ermittelten Phasen.

Die Mittelung der Elektronendichte im direkten Raum mittels der NCS-Symmetrie wurde mit
der Option AVE im Programm DM (Kleywegt und Jones, 1999) durchgefiihrt. Die dafiir
ndtige Maske um das Dimer wurde mit dem Programm MAMA (Kleywegt und Jones, 1999)

entlang der sichtbaren Protein-Solvens-Grenze um das Dimer angepasst.
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3.6.5 Geometrische Analysen der Strukturen sowie der Proteinoberfliche

Die Analyse der geometrischen Parameter wie Bindungslingen, Bindungswinkel und
dihedrale Winkel erfolgte mit den Programmen CNS (Brunger et al., 1998), MOLEMAN
(Kleywegt und Jones, 1999) und PROCHECK (Laskowski et al, 1996). Die
Sekundédrstrukturelemente wurden mit dem Programm PROMOTIF (Hutchinson und
Thornton, 1996) ermittelt. Die 16sungsmittelzugénglichen Bereiche des GcdA Proteins sowie
die Protein-Protein Interaktionsbereiche wurden mit NAccess (Hubbard und Thornton, 1993)

berechnet.

3.6.6 Suche nach Sequenz und Strukturhomologie

Der Vergleich der Strukturen mit den bekannten Strukturen der RCSB-Proteindatenbank
(Bermann et al., 2000) wurde mit dem DALI-Server (Holm und Sander, 1993) des European
Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/dali/) durchgefiihrt. Die Suche nach
Sequenzhomologen Proteinen erfolgte mit dem BLAST-Server der National Center of

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ).

3.6.7 Graphische Darstellungen

Die Oberflache der Proteine sowie die Oberflichenpotentiale wurden mit dem Programm
GRASP (A. Nicholls & B. Honig, Columbia University, USA) berechnet. Die Abbildungen
der Proteinstrukturen sowie der Oberflichen wurden mit den Programmen MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991), BOBSCRIPT und RASTER3D (Merrit und Murphy, 1994) erstellt. Die
schematischen Darstellungen der Formel erfolgten mit dem Programm ISIS Draw 2.2.1.
(MDL Information Systems Inc., K&In). Die Sequenzaligments wurden mit den Programmen

CLUSTALW (Thompson et al., 1994) und ALSCRIPT (Barton, 1993) hergestellt.
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4  Ergebnisse

4.1 Die Kristallstruktur von humanem APC10

4.1.1 Expression und Reinigung von humanem APC10 sowie von APC10AC14

Der fiir das humane APCI10 codierende Bereich wurde mit den Primern Doclvorn und
Doclhin aus der c-DNA, welche freundlicherweise von Dr. Christian Gieffers (IMP, Wien)
zur Verfiigung gestellt wurde, amplifiziert und in den Expressionsvektor pET11d kloniert. Fiir
eine bessere Initiation der Translation wurde die N-terminale Aminosdure Valin gegen Alanin
ausgetauscht. Trotz verschiedener Expressionsversuche mit mehreren E.coli-Stammen bei
unterschiedlichen Temperaturen lieB sich nur ein geringer Teil des Proteins 16slich
exprimieren. Die Aminosduresequenz des APC10 besitzt einen hohen theoretischen pl von
9,19 so dass Kationenaustauschermaterialien fiir die Reinigung des Proteins getestet wurden.
Das losliche Protein lieB3 sich bei pH 6-8 nicht an Q-Sepharose oder CM-Sepharose binden,
was auf eine Millfaltung des 16slichen Teils des APC10 Proteins hindeutet. Um fiir die
Kristallisation einer grofleren Menge korrekt gefaltetes Protein herstellen zu konnen, wurde
nach einem geeigneten Protokoll gesucht, um das in den Inclusion bodies akkumulierte

Protein zu renaturieren.

4.1.2 Renaturierung von APC10

Das Protein wurde in dem Methionin-auxotrophen Stamm B834(DE3) (Novagen) pUBS 250
(Brinkmann et al., 1989) bei 37°C {iberexprimiert und die Inclusion bodies gereinigt. Die
Ausbeute betrug 1-2 g Inclusion bodies pro Liter Kulturmedium. Das Protein aus den
Inclusion bodies konnte nach einem fiir dieses Protein optimierten Verfahren renaturiert und
gereinigt werden (Abb. 4-1). Da die Ausbeute bei der Riickfaltung von APC10 nur etwa 0,5
% betrug, wurden Riickfaltungen mit bis zu 10 L Puffer durchgefiihrt und das Protein vor der
Dialyse auf 200 ml aufkonzentriert.

Durch 1D-NMR-Spektroskopie konnte eine einheitliche Faltung des Proteins mit einem
groBBen Anteil B-Faltblatt nachgewiesen werden. Wihrend der Renaturierung und Reinigung
des Proteins wurde eine fortlaufende Degradation des Proteins bis zu einem stabilen Fragment
festgestellt. Die Degradation war auch durch Aufreinigung bei 4 °C in Gegenwart von

Protease-Inhibitoren nicht aufzuhalten.
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Abbildung 4-1: Reinigung des renaturierten APC10 Proteins

a) Auftragung der verschiedenen Reinigungsstufen des renaturierten APC10 Proteins auf ein 15 %iges
reduzierendes SDS-Polyacrylamid-Gel.

1 Molekulargewichtsmarker

2 Fraktion nach der Hydroxylapatit-Séule

3 Fraktion am Anfang des Proteinpeaks Peaks bei der Gelfiltration mit einer Superdex' ™75 10/30 Siule
4 Fraktion in der Mitte des APC10 Peaks der Gelfiltration

5 Fraktionen am Ende des APC10 Peaks der Gelfiltration

b) Degradation des Proteins in diskreten Schritten von 21,5 kDa auf 19,5 kDa wéhrend der Reinigung.
6 Molekulargewichtsmarker

7 Probe aus den Mitte des Peaks der Gelfiltration, ca. 1 Tag bei 4 °C auftbewahrt

Die Analyse des stabilsten APC10-Fragmentes durch N-terminale Proteinsequenzierung und
Massenspektroskopie zeigten, dass bei einem intakten N-Terminus lediglich die 14 C-

terminalen Aminosduren von APC10 durch die Proteolyse betroffen waren.

mA mAU
3500

3000 800

500
600

2000

1500 100

1000
200

500

0 0 50 100 150 200 250 300 350 400 ml
0 50 100 150 ml

Abbildung 4-2: Reinigung von APC10AC14; links: Elution des Proteins durch einen Salzgradienten von 50-
500 mM NacCl in einem einheitlichen Peaks von einer Kationenaustauscher-Saule. Die Detektion erfolgte bei 280
nm (blau). Die Sdule wurde gezielt mt protein {iberladen, was im Bereich zwischen 0 und 30 ml zu sehen ist. Der
Velauf des Salzgradienten ist durch die griine Kurve dargestellt. Der Gradient steigt von 50 mM NaCl linear auf
500 mM NaCl an und danach in einem Schritt auf 1 M NaCl. Das APC10DC14 Protein eluierte bei einer
Salzkonzentration von 300 mM nach einem Volumen von 115 ml. rechts: Das Protein eluierte von der
Gelfiltrationssdule nach einem Retentionsvolumen von 270 ml sehr dicht vor den Salzen, welche den zweiten
kleineren Peak nach dem Hauptpeak verursachen. Die Detektion des Proteins erfolgte bei 280 nm (blaue Kurve).
Zusitzlich ist der Verlauf Leitfahigkeit aufgetragen (hellblaue Kurve).

Um ein fiir die Kristallisation geeignetes stabiles und homogenes Protein zu erhalten, wurde
durch PCR mit den Primern Doclvorn und Doctrunc ein DNA-Konstrukt generiert, welches
das um 14 Aminosduren C-terminal verkiirzte Protein APC10 Protein APC10AC14 kodiert.
Unerwarteterweise lie sich das verkiirzte Protein im gleichen Expressionsvektor und im
gleichen E.coli-Expressionsstamm wie das Ausgangsprotein gut 16slich und korrekt gefaltet

exprimieren. Das Protein wurde wie im Methodenteil beschrieben durch Kationenaustausch-
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Chromatographie und Grossenausschluss-Chromatographie gereinigt (Abb. 4-2 und 4-3). Die
Affinitdt des Proteins zum Kationenaustauscher-Material S-Sepharose war unter den
gewihlten Bedingungen so hoch, das die Sdule gezielt mit dem Protein iiberladen werden
konnte und bei einer Salzkonzentration von 300 mM NaCl das Protein nahezu rein von der
Saule eluierte. Die bleibenden Verunreinigungen konnten durch die Gelfiltration mit einer
High Load Superdex ™75 26/60 Siule abgetrennt werden. Das APC10AC14-Protein eluierte
von der Gelfiltrationsséule bei einem Volumen von 270 ml kurz vor dem Salzpeak in einer

einheitlichen Monomerfraktion. Die Ausbeute an APC10AC14 betrug 20 mg Protein pro Liter

Kulturmedium.
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20,0 - * + APC10AC14
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w2, 4 5 6 7 .8 9 10 Wy

Abbildung 4-3: Reinigung von APC10AC14. Die verschiedenen Reinigungsschritte des APC10AC14 Proteins
wurden auf ein 15 %iges reduzierendes SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen.

1 Molekulargewichtsmarker 2 Zelllysat vor Induktion der Expression

3 Gesamtlysat 6 h nach der Induktion 4-9 Fraktionen der MonoS Elution

10, 11  Protein nach der Gelfiltration 1:10 verdiinnt und unverdiinnt aufgetragen

4.1.3 Kiristallisation von APC10AC14

Initiale Kristallisationbedingungen fiir APC10AC14 konnten mit einem incomplete factorial
screen (Carter und Carter, 1979) gefunden werden der mit Hilfe eines Pipettierroboters
(Plato3000, Qiagen, Dreieich) hergestellt wurde und 168 verschiedene Bedingungen
umfasste. Nach der Methode des ,,sitzenden Tropfens® wurden 2 pl einer Proteinldsung (20
mg/ml) mit 1 pupl der Reservoirlésung gemischt und bei 18 ° C nach der
Dampdiffusionsmethode iiber einem Reservoivolumen von 0,5 ml aufkonzentriert. Nach 3-4
Monaten bildeten sich in einer Bedingung mit 0.1 M Mes/NaOH pH 6,5, 1,6 M
Ammoniumsulfat und 10 % Dioxan erste Proteinkristalle. Die Reproduktion und Optimierung
dieser Bedingung war nur durch Microseeding moglich. Der Zusatz von 0.1 M MgCl, und 5
mM Nickelacetat als Additiv zur Kristallbedingung fithrte zum Wachstum von Kristallen mit
einer hexagonalen Grundfliche und einem Durchmesser von 100 puM innerhalb von 24
Stunden ohne das Microseeding notwendig war. Diese Kristalle zeigten im
Diffraktionsexperiment eine schwere Fehlordnung in einer Raumrichtung und waren daher

zur Strukturlosung ungeeignet (Abb. 4-4a). Ein systematischer Austausch des organischen
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Losungsmittels Dioxan in der Kristallbedingung gegen Losungsmittel dhnlicher Polaritdt wie
Aceton, Ethylacetat, Amylalkohol, Dimethylsulfoxid, Anilin und Acetonitril fiihrte in allen
Féllen zu Kristallen (Tab. 4-1), aber nur die mit Anilin erzeugten Kristalle wiesen keine
Fehlordnung mehr auf (Abb. 4-4b) und beugten den Rontgenstrahl bei Messungen in einer
Rontgenkapillare bis zu einer Aufldsung von 2 A. Die Kristalle konnten nach kurzeitigem
Einlegen in einen Kryopuffer bestehend aus 20 % Glycerin und Reservoirpuffer in fliissigem
Stickstoff eingefroren werden. Um einer Aufldsung der Kristalle im Kryopuffer vorzubeugen
wurde das Glycerin vor der Zugabe zum Reservoirpuffer mit NaCl gesittigt. Fiir die
Phasenbestimmung wurde das Protein definiert mit den notwendigen Schweratomen markiert,
indem das mit Selenomethionin gelabelte Protein wie in den Methoden beschrieben

hergestellt und kristallisiert wurde.

Abbildung 4-4: Diffraktionsbilder von APC10AC14 Kristallen
a) Der mit DMSO als Additiv gewachsene Kristall streut bis 3,5 A und zeigt eine deutliche Fehlordnung.
b) Der mit Anilin statt DMSO hergestellte Kristall streute bei Messungen am Synchrotron bis 1.6 A.
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Tabelle 4-1: Verschiedene organische Losungsmittel als Additive fiir die Kristallisation von APC10AC14

Losungsmittel Polaritit in g (A12O3)1 nach Kristalle
(Kiister und Thiel, 1985)
Hexan 0,00 -
Aceton 0,56 ;»’ ‘
Dioxan 0,56 g
Ethylacetat 0,58 |
Amylalkohol 0,61 g —
Dimethylsulfoxid 0,62
Anilin 0,62
Acetonitril 0,65
Ethanol 0,88 Prezipitat
Wasser >> ] -

' Unter der Bezeichnung Polaritit sind die relativen Adsorptionsenergien fiir jedes Losungsmittel an
Aluminiumoxid aufgefiihrt (Snyder, 1968) (Kiister und Thiel, 1985).

4.1.4. Bestimmung von Raumgruppe und Zellkonstanten

Um die Raumgruppe sowie die Zellkonstanten der Kristalle zu bestimmen wurden Testbilder
eines bei 100 K eingefrorenen Kristalls bis zu einer Aufldsung von 2 A aufgenommen. Die
Auswertung der Daten ergab ein hexagonales Kristallgitter der Raumgruppe P622 mit den
Zellkonstanten a = b = 97,64 A; ¢ = 67,77 A und o= = 90°; y = 120°. Da keinerlei

systematische Ausloschungen zu beobachten waren, wurde das Vorhandensein einer
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Schraubenachse ausgeschlossen. Das Verhiltnis von Zellvolumen zum Molekulargewicht des
Proteins betrug bei einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit 2,39 A’/ Dalton, woraus ein

Solvensgehalt des Proteinkristalls von 49 % resultiert.

Tabelle 4-2: Datensammlung und Statistik der Phasierung

Datensammlung °Se f’Se remote 7 Ni nativ
Wellenlénge (A) 0,9791 0,9797 0,9500 1,4800 1,600
Aufldsung (A) 2,05 2,05 2,05 2,25 1,600
Completeness (%) 99,56 99,56 99,82 74,57 100
Rinerge (Overall)' 6.2 4.4 4,7 53 3,7
I/0o(D) 35,14 36,09 35,86 18,52 35,20
Phasing Statistik
Phasing Power (iso)2 0,80 1,30 - 1,04 -
Phasing Power (ano)” 0,67 1,13 - 0,97 -
Reunis (150) 0,81 0,63 - 0,68 -

Lz,‘lh,k,l (i)_ <1h,k,1 )‘

_ hkli

'R _
e z z 1 ikl (i )

hkl i

’ Ih,k,l(i) Intensitdt des Reflexes fiir die individuelle Messung, <I,> ist der

Mittelwert des entsprechenden Reflexes

2 Phasing Power, r.m.s.d.= (|[Fy//E), Fy ist die Strukturfaktoramplitude der Schweratomstruktur , E ist der
residual lack of closure

4.1.5 MAD-Experiment und Berechnung der initialen Elektronendichte

Die Kiristallisierbarkeit des mit Selenomethionin markierten Proteins sowie das
Vorhandensein von Nickel-ITonen im Kristall erméglichten die Ermittlung experimentieller
Phasen durch ein MAD-Experiment, welches an der BW6 beamline am DESY in Hamburg
durchgefiihrt wurde. Es wurden 5 verschiedene Datensétze (Tab. 4-2) bei verschiedenen
Wellenldngen und Auflosungen gemessen. Um die Vollstindikeit der Friedel-Paare zu
gewihrleisten, wurde jeder Datensatz in zwei um 180° vesetzten Sektoren von jeweils 60° bei
einer Rotation von 0,5° pro Bild aufgenommen. Die Lokalisierung der zwei Selen-Lagen
sowie einer Nickel-Lage erfolgte mit dem Programm RSPS (Knight, 2000). Mit dem
Programm MLPHARE (Otwinowski, 1991) konnten die Lagen unter Einbeziehung der
anomalen Daten verfeinert und experimentielle Phasen bis 2,5 A Aufldsung mit einer figure
of merit von 0,287 berechnet werden. Durch Optimierung der Phasen und sowie ein so/vens
flattening mit mehreren Zyklen mit dem Programm DM (Cowtan, 1994) konnte eine
Ausdehnung der Phasen bis zu einer Aufldsung von 2,05 A bei einer figure of merit von 0,531

erreicht werden.
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Abbildung 4-5: Ramachandran-Plot der verfeinerten APC10 Struktur. Fiir jede Aminosdure ist ihr @
(Abszisse) und ¥ (Ordinate) - Winkel dargestellt. Die energetisch giinstigsten Regionen sind rot und die
energetisch erlaubten Regionen gelb dargestellt. Hellgelb bezeichnet energetisch noch moglichen Regionen und
weill energetisch verbotene Bereiche. Fiir Glycine (A) gelten aufgrund der fehlenden Seiteketten keine
Beschriankungen. Alle anderen Aminoséuren (m) befinden sich aufierhalb verbotener Bereiche. In der Region A
befinden sich die Winkel fiir a-helikale Strukturelemente, in B die Winkel von B-Faltblattstringen, L steht fiir
linksgéngige o-Helices und P fiir e-Regionen.

4.1.6 Modellbau und Verfeinerung

Die resultierende Elektronendichte war so gut, dass sich mehr als 80 % der Proteinsequenz
mit Seitenketten in die initiale Elektronendichte einbauen lieBen. Die kristallographische
Verfeinerung sowie die Berechnung der 2Fo-F¢ und Fo-Fc-Elektronendichten wurde mit dem
Programm CNS Version 1.0 (Brunger et al., 1998) unter Verwendung des hochaufgelosten
nativen Datensatzes durchgefiihrt. Trotz der guten Qualitit der Elektronendichte wurde fiir 9
C-terminale Reste von APC10AC14 auch im Laufe der weiteren Verfeinerung keine
Elektronendichte sichtbar, was auf eine hohe Flexibelitdt in dieser Region schlieBen lésst.
Nach einer Molekiildynamik-Simulation wihrend der ersten Verfeinerungsrunde sowie
mehrmaligem Uberbauen und Verfeinern von Atompositionen und B-Faktoren sank der R-
Faktor von 34,4 % (freier R-Faktor 36,8 %) auf 26,4 % (freier R-Faktor 30,1 %). Nach dem
Einbau von 157 Wassermolekiilen und einem Nickel-lon betrug der endgiiltige R-Faktor 20,9
% (freier R-Faktor 24,4 %). Die nur sehr schlecht sichtbaren Seitenketten der Reste 127-129
wurden eingebaut aber wihrend der Verfeinerung nicht beriicksichtigt. Das fiir eine
erfolgreiche Kristallisation notwendige Anilin war in der Elektronendichte nicht sichtbar. Mit
dem Programm PROCHECK (Laskowski et al., 1996) wurde ein Ramachandran-Plot erstellt,
(Abb. 4-5) um die Geometrie der Struktur zu iiberpriifen. Demnach befinden sich 86,5 % der
dihedralen Winkel des Proteinriickgrats in energetisch giinstigen Regionen und kein einziger
in nicht erlaubten Regionen des Plots. Der Rest Glu 87 liegt in einem ernergetisch unfiinstigen

Bereich des Plots, ist aber durch die Elektronendichte eindeutig definiert. Die Struktur von
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APC10AC14 wurde unter der Bezeichung 1JHJ in der RCSB Protein-Strukturdatenbank

hinterlegt.
Tabelle 4-3: Das Strukturmodell der APC10 Untereinheit des humanen APC
Verfeinerung des Strukturmodells
Anzahl Atome in der Proteinatome 1292
asymmetrischen Einheit Heteroatome (Nickel) 1
Wasser 157
R-Faktor'/ freier R-Faktor” [%] 20,09 (24,35)
r.m.s. Abweichungen Bindungslingen [A] 0,011
von den Idealwerten Bindungswinkel [°] 1,71
B-Faktoren gebundener Atome [A%] 3,284
B-Faktoren alle Atome [A%] 30,482
Proteinatome [A%] 29,371
Riickgrat [A?] 26,848
Losungsmittel [A%] 39,574
Verteilung der @ und ¥ Winkel im energetisch bevorzugter Bereich [%] 86,5
Ramachandran Plot (Abb. 4-5) energetisch erlaubter Bereich [%] 12,1
energetisch moglicher Bereich [%] 1,4
verbotener Bereich [%] 0
Z‘Fubs _kFcalc
"R= z 7 , |[Fopsl-experimentiell ermittelte Strukturfaktoren, |F.,|-berechnete Strukturfaktoren,
obs

k-Skalierungsfaktor
% Der freie R-Faktor wurde mit einem Referenzdatensatz berechnet, der aus 5 % der Strukturfaktoren besteht, die
nicht bei der Verfeinerung beriicksichtigt wurden.

4.1.7 Strukturbeschreibung

Abbildung 4-6: Stereoabbildung des APC10 Strukurmodells mit Sekundérstrukturelementen. Die Stringe
welche die beiden Seiten des Sandwiches bilden sind griin und rot geféarbt. Die Seitenketten von Ser 35, Asp 57
und Trp54 sind als stick-Modell dargestellt.

Von den 185 Aminosduren des humanen APC10 sind nur 162 in der Kristallstruktur
enthalten. Fiir die Kristallisation mussten 14 C-terminale Reste entfernt werden, neun weitere
C-terminale waren in der Elektronendichte nicht sichtbar. Das zentrale Element der Struktur
ist ein B-Sandwich (Abb. 4-6), in welchem ein dreistrangiges Faltblatt, bestehend aus B3, 36
und B8, auf ein funfstringiges antiparalleles Faltblatt, bestehend aus B1, B2, B7, B4 und B5,
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gepackt ist. Die Verbindung zwischen den Faltbldttern wird auf der einen Seite durch den
Loop PB3—P4 mit der kurzen o-Helix o2, den Loop B7—B8 mit dem Faltblatt f7° und den
verhidltnismaBig groBen B1-f2 Loop mit dem Faltblatt B1” gebildet. Auf dieser Seite des
Faltblattes befindet sich der N-Termius, daher wird diese Region im Folgenden als N-

terminale Loop-Region bezeichnet.

Abbildung 4-7: Topologie der APC10 Struktur. Die B-Faltblitter sind als Pfeile und die o-Helices als
Zylinder dargestellt. Die Faltblattstringe die das jelly roll Motiv bilden sind mit einer grauen Box unterlegt. Die
Colorierung der Strukturelemente entspricht Abbildung 4-6.

Die gegeniiberliegende Seite des Sandwiches, als C-terminale Loop-Region bezeichnet, wird
durch die Loops B2—B7 und B6—B7 geschlossen. Weitere Strukturelemente sind die kurze o-
Helix ol und das Faltblatt BO. Der N-Terminus wird aus 17 Resten in gestreckter
Konformation gebildet, ist aber aufgrund eines hohen Prolin-Gehaltes (23 %) in diesem
Bereich relativ rigide. Im Kristall wird der N-Terminus zusitzlich fixiert, indem die freie
Aminogruppe des N-terminalen Alanins zusammen mit der gleichen Gruppe eines
symmetrieverwandten Molekiils ein Nickel-lon koordiniert. Die charakteristische Anordnung
der B-Strange im B-Sandwich (Abb. 4-7) wird auch als jelly roll oder swiss roll bezeichnet
und ist von einer Klasse als ,,Discoidin-dhnlich® oder ,,Galactose Oxidase D1 Dominen-
dhnlich* bezeichneter Proteine bekannt (Baumgartner et al., 1998).

Die Verteilung der Oberflachenladung iiber das Protein ist ungleichméfig. Im Bereich der C-
terminalen Loop-Region fillt ein ausgeprégter Cluster positiver Ladungen bestehend aus den
Seitenketten von Arg 18, Arg 23, Arg 69, Arg 70, Lys 71, Lys 75, Lys 129, Lys 130 und Arg
13 auf (Abb. 4-8c). In der N-terminalen Loop-Region befindet sich der negativ geladene Rest
Glu 87, der durch einen Ring von Tyrosinen Tyr 53, Tyr 80, Tyr 83 und Tyr 89 sowie
weiterer hydrophober Reste wie Pro 38, Phe 40 und Leu 50 umgeben ist.
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b Lys130

Abbildung 4-8: Oberfliiche der APC10 Struktur. Die Oberfliche ist in verschiedenen Orientierungen
dargestellt und entsprechend dem elektrostatischen Potential von negativ (rot) bis positiv (blau) eingeférbt. a)
Blick auf die N-terminale Loop Region, b) Standardorientierung entsprechend Abbildung 4-6, ¢) Blick auf die
C-terminale Loop-Region mit einem Cluster positiver Ladungen.

4.1.8 Strukturell homologe Proteine

Die Suche mit einem Poly-Alanin Modell der APC10-Struktur gegen die RCSB-Protein-
Datenbank (Berman et al., 2000) mit dem Dali-Suchalgorithmus (Holm und Sander, 1993)
ergab eine unvermutet hohe strukturelle Homologie zu Proteinen aus Prokaryonten und
Eukaryonten mit sehr unterschiedlicher Funktion (Tab. 4-4). Die groBte Strukturdhnlichkeit
besteht zur D1 Domine der Galactose Oxidase aus Dactylium Dendroides, zur Sialidase aus
Micromonospora viridifaciens, zur C2 Doméne des humanen Gerinnungsfaktors Va und zum
DNA-Reparaturprotein XRCC1 aus Xenopus laevis. Die D1 Doméne der Galactose Oxidase
(Ito et al., 1991), sowie die Galactose-bindende Doméne der Sialidase (Gaskell et al., 1995)
interagieren mit auf der pflanzlichen Zelloberfliche befindlichen Kohlenhydratketten und
positionieren diese Substrate so gegeniiber dem katalytisch aktiven Zentrum, das sich in einer
anderen Doméne befindet. Die C2 Domine von Gerinnungsfaktor Va (Macedo-Ribeiro et al.,
1999) bindet an Phospholipide in der Zellmembran von Mammalia wihrend die N-terminale
Domine von XRCCI, das einzige cytoplasmatisches strukturhomologes Protein, an einen
Komplex aus gebrochener einzelstrangiger DNA und DNA-Polymerase B bindet (Marintchev
et al., 1999). Alle 4 Proteine weisen wie APC10 den jelly roll-Faltungstyp auf und gehoéren
somit ebenfalls zu den Discoidin-dhnlichen Proteinen (Baumgartner et al., 1998). Thnen ist
weiterhin gemeinsam, dass sie eine analoge Region auf der Oberfldche des Proteins, die in der

APCI10 Struktur dem B1-1°-B2 Loop entspricht, zur Bindung eines Liganden nutzen.
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Abbildung 4-9: Strukturbasiertes Sequenzalignment. Das humane APCI10 Protein wurde zusammen mit
strukturhomologen Proteinen, sowie den APC10 Unteeinheiten aus anderen Spezies dargestellt. Die
Nummerierung bezieht sich auf die Sequenz des humanen APC10 in der Box. Der schwarze Pfeil markiert das
Ende der in der Kristallstruktur von APC10AC14 sichtbaren Sequenz und der weille Pfeil den C-Terminus von
APCI0AC14 . Rot unterlegte Bereiche zeigen Identitdt zwischen den Proteinsequenzen und orange Bereiche
zeigen einen niedrigeren Grad der Konservierung zwischen den Sequenzen. Eine Sequenzdhnlichkeit zwischen
den oberen drei Sequenzen ist gelb dargestellt. Die Sekundérstrukturelemente der APC10-Struktur sind unterhalb
der Sequenzen eingezeichnet.

Eine Uberlagerung der Strukturen (Abb. 4-10) zeigt, dass die Ahnlichkeit zur APC10 Struktur
bei Faktor Va und XRCCl1, die keine Sequenzéhnlichkeit zum APC10 besitzen, hauptsédchlich
in der Topologie der Sekundérstruktur und im B-Sandwich besteht. Galactose Oxidase und
Sialidase zeigen auch in den Loops eine ausgepragte Strukturhomologie zu APC10. Lediglich
der B1'-B2-Loop, welcher in den Strukturen der Galactose Oxidase und der Sialidase eine
Wand der Galactose-Bindungstasche bildet, ist bei APC10 etwas verkiirzt. Im Gegensatz zu
der ausgeprdgten Strukturdhnlichkeit besteht zwischen den Proteinsequenzen der Galactose
Oxidase D1 Doméne sowie der Galactose-bindenden Domine der Sialidase und APC10 nur
eine geringe Ahnlichkeit (Abb. 4-9). Aminoséuren, die in der Galactose Oxidase und in der
Sialidase zu Bindung des Substrates beitragen, sind im APC10 Protein nicht konserviert. Die
bestehenden invarianten Reste sind nahezu vollstindig im B1-B1'-B2-Loop lokalisiert. Dabei
sind besonders die auch in den APC10 verschiedener Spezies invarianten Reste Ser 35, Trp 54

hervorzuheben. Ser 35 stabilisiert den Loop durch Wasserstoffbriicken zwischen dem
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Carbonyl-Sauerstoff und dem Ne von Trp 54 und dem Oy der Seitenkette zum N von Asp 57
(Abb. 5-2).

Abbildung 4-10: Uberlagerung strukturihnlicher Proteine. Stercodarstellungen des Proteinriickgrates der
iiberlagerten Strukturen von APC10 (blau), der Galactose oxidase D1 Doméne (griin), der Galactose-bindenden
Domine aus Sialidase (rot), der N-terminalen Doméne aus XRCCI1 (tiirkis) und der C2 Domine des
Gerinnungsfaktors Va (gelb). Das gebundene Galactose-Molekiil aus der Kristallstruktur der Sialidase ist als
rotes Stick-Modell dargestellt.

Tabelle 4-4: Proteine mit der grossten Strukturhomologie zu APC10

Protein Species PDB- Uberlagertle r.m.s.d (21er
Code | C, Atome' | C,Atome?[A]
Galactose Oxidase Dactylium dendroides 1GOF 139 2,3
Sialidase Micromonospora viridifaciens | 1EUT 143 2,5
Gerinnungsfaktor Va C2 Doméne | Homo sapiens 1CZT 127 2,8
DNA-Reparaturprotein XRCC1 Xenopus laevis 1XNA 124 3,0

" Uberlagerte C,, Atome: Anzahl der Co-Atome zweier tiberlagerter Strukturen, bei denen der Abstand zwischen
beiden Strukturen bei mindestens 3 Resten hintereinander nicht mehr als 3,8 betrigt.

? r.m.s.d.-root mean square deviation
N-Anzahl der iiberlagerten Ca-Atome

di-Abstand von Atom i in Struktur lund 2 ., ¢ —

4.1.9 Der C-Terminus von APC10

Die Anwesenheit der 14 C-terminalen Reste bei der Expression in E. coli fithrt zu einer
Missfaltung des Proteins und nach der Renaturierung sind die Reste fiir eine stufenweise
proteolytische Abspaltung zugénglich. In der Kristallstruktur von APC10AC14 sind noch
weitere 9 C-terminale Aminosduren nicht sichtbar. Der C-Terminus von APCI10 interagiert
wahrscheinlich nicht mit dem APC10 Protein, sondern konnte in vivo durch eine Interaktion
mit anderen Untereinheiten des APC-Komplexes stabilisiert werden. Deshalb wurden in einer
Kooperation mit der Abteilung von J. M. Peters am Institut fiir Molekulare Pathologie in
Wien die Wechselwirkungen von APC10, C-terminal verkiirzten APCI10-Varianten und

einem Peptid, welches den 23 in der Kristallstruktur fehlenden C-terminalen Resten
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entspricht, mit anderen APC-Untereinheiten untersucht. Bei Coexpression verschiedener (His-
HA)- oder (GST-HA)-mrkierter APC-Untereinheiten in Insektenzellen durch rekombinante
Baculoviren kann CDC27/APC3 die vollstindige Form von APC10 prézipitieren. Bei diesen
Experimenten blieb ein N-terminal intaktes, verkiirztes APC10 Fragment in Losung, das
wahrscheinlich APC10AC14 entspricht. Ein (GST-HA)-APC10 Fusionsprotein ohne die 23
C-terminalen Aminosduren und auch das APCI10AC14 Konstrukt konnten bei in vitro
Bindungsstudien im Gegensatz zum APCI10 nicht mehr an CDC27/APC3 binden. Das
synthetische Peptid, das den in der Kristallstruktur fehlenden 23 Resten entspricht, war allein
in der Lage CDC27 zu prézipitieren (Wendt et al, 2001). Die APC-Untereinheit
CDC27/APC3 enthélt 10 tetratricopeptide-repeats (TPR) (Siehe 2.1.5.). Fiir dieses verbreitete
Strukturmotiv wurde bereits nachgewiesen, dass es unstrukturierte N-terminale oder C-
terminale Peptidabschnitte binden kann. Das Chaperon-Adapterprotein Hop ist ein Beispiel
fir die Bindung von Proteinen durch TPR-Doménen iiber Peptide in gestreckter
Konformation. Hop koordiniert die Chaperone Hsp70 und Hsp90, indem die TPR1 Doméne
von Hop das C-terminale Heptapeptid von Hsp70 spezifisch bindet, wahrend die TPR2A
Domine das C-terminale Pentapeptid von Hsp90 bindet (Abb. 4-11) (Gatto et al., 2000;
Scheufler et al., 2000).

adl

Abbildung 4-11: TPR-Doménen von Hopl im Komplex mit Peptiden, Abbildung aus (Scheufler ef al.,
2000) A+C: TPR1 Domine mit dem gebundenen Peptid welches den 12 C-terminalen Resten von Hsp70
entspricht; B+D: TPR2A Domine im Komplex mit einem Peptid welches den 12 C-terminalen Resten von
Hsp90 entspricht. A und B zeigen eine Oberflachendarstellung des elektrostatischen Potentials in der
Bindungstasche, rot stellt negative Ladungen und blau positive Ladungen dar. Die Abbildungen C und D stellen
das Proteinriickgrat der TPR-Doménen zusammen mit den gebundenen Peptiden dar. Die Peptide sind als Stick-
Modelle dargestellt.
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4.2 Die Kiristallstruktur der Carboxytransferase-Untereinheit (GcdA) der
Glutaconyl-CoA Decarboxylase aus Acidaminococcus fermentans

Das gereinigte Protein fiir die ersten Kristallansdtze sowie die in den Expressionsvektor
pJF118HE (Furste et al., 1986) klonierte, fiir die Carboxytransferase-Untereinheit der
Glutaconyl-CoA Decarboxylase (GcdA) aus Acidaminococcus fermentans, codierende DNA-
Sequenz (Bendrat und Buckel, 1993; Braune et al., 1999) wurde freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe von Professor Buckel, Laboratorium fiir Mikrobiologie des Fachbereiches
Biologie der Philipps-Universitit Marburg bereitgestellt. Die Reinigung erfolgte dort wie in
Braune ef al., 1999 beschrieben (Braune et al., 1999). Da jedoch groflere Mengen des Proteins
sowie das mit Selenomethionin markierte Protein hergestellt werden mussten, wurde die

Reinigung in Martinsried neu etabliert.

4.2.1 Proteinexpression und Reinigung der GedA

Die Proteinexpression mit dem pJF119HE-Vektor in dem E.coli-Stamm B834 mit dem
Helferplasmid pUBS250 (Brinkmann et al., 1989) ergab eine grosse Ausbeut an GcdA-
Protein. Der Testaufschluss einer kleinen Menge Zellen ergab, dass sich das Protein
vollstindig im Uberstand befand. Nach dem Aufschluss der Zellen einer 12 L Expression und
dem Abzentrifugieren der Zellriickstinde triibte sich das Zelllysat jedoch und eine Analyse
auf einem 12,5 % SDS-Polyacrylamid-Gel ergab, dass das rekombinant exprimierte GedA-
Protein sedimentierte. Der Niederschlag liel sich jedoch durch eine Erh6éhung der
Salzkonzentration auf 0,5 M vollstindig 16sen. Eine Dialyse des in 0,5 M NaCl/IxPBS
gelosten Niederschlages gegen Wasser in einem Dialyseschlauch iiber 2 Stunden zeigte
wieder einen Niederschlag, bei dem es sich aber um Mikrokristalle handelte. Aufgrund dieses
Verhaltens wurde wie in den Methoden beschrieben ein erster Reinigungsschritt durch
zweifache Umkristallisation etabliert. Das wieder geloste Protein war bereits so sauber, dass
als zweiter Reinigungsschritt nur noch eine Gelfiltration mit einer Superdex75 26/60 High
Load Siule angeschlossen wurde (Abb. 4-12). Das Protein eluierte von dieser Sdule sehr nahe
am Ausschlussvolumen, was auf das Vorhandensein eines Multimers hinweist. Da das
Molekulargewicht sogar eines Dimers nicht mehr dem optimalen Grdssenbereich fiir die
Superdex ™75 High load Séule entspricht, wurden Testliufe mit einer Superosel2 10/30
Saule sowie einer Superdex 200 10/30 Sdule durchgefiihrt, welche aber keine Verbesserung
der Reinheit zeigten. Die Ausbeute betrug bei dieser Reinigung bis zu 100 mg gereinigtes

Protein pro Liter Kultur. Das mit Selenomethionin markierte Protein wurde auf die gleiche
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Weise gereinigt. Das Protein war in dem Hochsalzpuffer (500 mM NaCl, 50 mM Phosphat,

pH 7,5) bis zu Konzentrationen von mehr als 30 mg/ml Protein 16slich.

mAU| kDC] -
2000 66 +lhae - i . GcdA
T A

1500 45 »
1000 36 »

500 29 > -

| 24 » = -
0% 50 100 150 200 250 300 min 12 3 4 5 6 7 8
a b

Abbildung 4-12: Reinigung des GedA-Proteins a) Das GedA-Protein eluiert nach 120 min (Flussrate von 1
ml/min) von der Superdex'™75 HighLoad Séule. Die Verunreinigungen eluieren nach dem Hauptpeak. Der Peak
zeigt eine leichte Schulter, die nicht auf eine Verunreinigung zuriickzufiihren ist, da das Protein auf dem Gel (b)
und auch bei dem mit dieser Charge durchgefiihrten Experiment in 4.2.2 homogen erscheint. Mdglicherweise
bildet sich bei der hohen Proteinkonzentration im Peak ein Tetramer aus, welches auch in der Kristallstruktur
beobachtet wurde (Siehe 4.2.5). Die zwei Peaks oberhalb von 250 min zeigen Verunreinigungen mit sehr
geringem Molekulargewicht, die im Gel nicht sichtbar sind, sowie Salze. Die Detektion des Proteins erfolgte bei
280 nm. b) Verschiedenen Stufen der Expression sowie der Reinigung, aufgetragen auf ein 10 %iges
reduzierendes SDS-Polyacrylamid-Gel. Der Schatten oberhalb der GcdA-Banden ist ein Artefakt das durch das
Einscannen des Gels entsteht. 1 Molekulargewichtsmarker 2 Zellen vor Induktion

3 Zellen 8 h nach Induktion 4 Proteinsediment nach der Lyse

5 Protein nach der Umkristallisation

6-8 Fraktionen der Gelfiltration an Anfang, Mitte und Ende des Peaks

4.2.2. Molekulargewichtsbestimmung der GedA

Um das Molekulargewicht des gereinigten Proteins zu bestimmen wurden analytische
Gelfiltrationen mit einer Superosel12 PC 3.2/30 Séule an einem SMART System durchgefiihrt.
Die Retentionszeit des GedA Proteins lag mit 15,12 min leicht unter der Retentionszeit von
15,21 min eines 158 kDa Eichproteins aber deutlich iiber der Retentionszeit von 17,17 min

eines 44 kDa Proteins (Abb. 4-13).
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Abbildung 4-13: Analytische Gelfiltration zur Abschiitzung des Molekulargewichts des GedA Proteins

Die analytische Gelfiltration wurde mit einer Superosel2 PC 3.2/30 Sédule an einem SMART System mit einer
Flussrate von 80 1/min durchgefiihrt (Puffer: 50 mM TRIS pH 7,5; 500 mM NacCl) a) Elution des GcdA Proteins
im Peak 1 mit einer Retentionszeit von 15,12 min. Peak 2 zeigt den Salzpeak . b) Eichung des Superosel2 Siule
mit einem Gemisch von Eichproteinen in den gleichen Puffer wie in a)

Peak 1 11,39 min Thyroglobulin 670 kDa Peak 4 17,49 min Ovalbumin 44,0 kDa
Peak 2 ~13,13 min Schulter vom Thyroglobulin-Peak Peak 5 19,15 min Myoglobin 17,0 kDa
Peak3 15,24 min IgG 158 kDa Peak 6 24,67 min Vitamin B12 1,35 kDa
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Das Ergebnis dieses Experimentes zeigt, dass das Protein in einem Hochsalzpuffer (500 mM
NaCl) bei pH 7,5 moglicherweise als Dimer von 130 kDa vorliegt. Wére das Protein ein
Trimer von 195 kDa, miisste die Retentionszeit deutlich groBer als 15,21 min sein. Das

Monomer wiirde etwas unterhalb von 17,17 min eluieren.

4.2.3. Kristallisation

Durch einen incomplete factorial screen (Carter und Carter, 1979) mit den Crystal screen und
Crystal screen II Kits (Hampton, Laguna Hills, USA) wurden mehrere geeignete
Startbedingungen fiir die Kristallisation des GcdA Proteins gefunden. Die Mehrheit der
Bedingungen fiihrte zu Verzwilligung oder Fehlordnung der Kristalle. Zwei
Kristallisationsbedingungen (Tab. 4-5) konnten optimiert werden, so dass sie fiir

Rontgenexperimente ausreichend grof3e, den Rontgenstrahl beugende Kristalle ergaben.

Tabelle 4-5: Kristallisation der GedA

Raumgruppe P41212 P6422

Kristallisations- 0,1 M Acetatpuffer pH 4,7 0,1 M Mes pH 6,6
bedingungen 1,6 M Natriumformiat 2,2 M Ammoniumsulfat
- 5 % Dioxan

Zellkonstanten a=b=151,80 A4, c=162,45 A a=b=10196 A, c=248,04 A

a=B=y=90° a=B=90° y=120°
Auflésung 25 A 3-4 A,"unte.rschledhch gutes Streu-

vermogen in den verschiedenen
Raumrichtungen

Molekiile per ASU 2 2

Innerhalb von 6 Tagen wuchsen die Kristalle bis zu einer Gré3e von maximal 0,5 mm in allen
Dimensionen und blieben ca. 1 Woche fiir Rontgenexperimente brauchbar. Fiir erste
Messungen bei Raumtemperatur wurden die Kristalle in Rontgenkapillaren eingeschlossen.
Die Zellkonstanten der Kristalle sind in Tabelle 4-5 zusammengestellt. Das Vorhandensein
von Schraubenachsen wurde durch die systematischen Ausloschungen bei h =0,k =0 und I
#4n sowie h # 2n, k=0 und 1=0 (P41212) und h =0, k = 0 und 1 # 2n (P6422) bestimmt.
Die Orientierung der Schraubenachsen wurde in der ersten berechneten Elektronendichte
anhand der Héndigkeit der o-Helices bestimmt. Die Kristalle der Raumgruppe P41212 waren

fiir die Aufnahme eines kompletten Datensatzes bei Raumtemperatur nicht geeignet. Der
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Schaden an den Kristallen durch die energiereiche Rontgenstrahlung war so gross dass sich
die Kristalle wihrend der Messung vollstindig auflosten. Die Kristalle wurden daher mit
einem Kryoloop durch einen Kryopuffer (40 % v/v Reservoirpuffer, 30 % 4 M
Ammoniumsulfatlésung, 30 % Ethylenglycol) gezogen und im Stickstoffstrom bei 100 K
schockgefroren. Die Kristalle der Raumgruppe P6422 verhielten sich stabiler, zeigten aber
eine Anisotropie, die eine vollstindige Datensammlung bei einer hohereren Aufldsung als 3,5
A verhinderte. Das mit Selenomethionin markierte Protein wurde in der Raumgruppe P41212

kristallisiert.

Psi (degrees)

Phi (degrees)

a b

Abbildung 4-14: Diffraktionsbild eines GedA Kristalls und der Ramachandran-Plot der GedA Struktur

a) Rontgendiffraktionsbild eines bis 2,5 A streuenden bei 100 K eingefrorenen GedA Kristalls der Raumgruppe
P41212. b) Ramachandran-Plot der verfeinerten Struktur des GcdA Dimers. Fiir jede Aminosdure ist ihr @
(Abszisse) und ¥ (Ordinate)-Winkel dagestellt. Die energetisch giinstigsten Regionen sind rot und die
energetisch erlaubten Regionen gelb dargestellt. Hellgelb bezeichnet energetisch noch mdglichen Regionen und
weiss energetisch verbotene Bereiche. Fiir Glycine (A) gelten aufgrund ihrer fehlenden Seiteketten keine
Beschriankungen. Die anderen Aminosduren (m) befinden sich fast alle ausserhalb der verbotenen Bereiche. Bei
den 6 Resten in der verbotenen Region handelt es sich um Aminosduren in dem sehr schlecht definierten Bereich
in der Aminoséduresequenz von Rest 220 bis Rest 250.

4.2.4 MAD-Experiment, Losung des Phasenproblems und Modellbau

In der asymmetrischen Einheit der P41212-Kristalle befinden sich nach dem Matthews
Koeffizienten 2 Molekiile mit je 17 Methioninen pro Molekiil, somit 34 mdogliche Selen-
Positionen in den Kristallen des Selenomethionin-markierten Proteins. Da die grosse Anzahl
der Selen-Positionen deren Lokalisierung in einem MAD-Experiment erschwert, wurden die
Kristalle zusdtzlich 4 Tage in eine 10 mM Losung von Platinterpyridin in
Kristallisationspuffer eingelegt. Mit diesen Kristallen wurden an der BW6 Beamline des
HASYLAB (DESY, Hamburg) ein MAD-Experimente durchgefiihrt (Tab. 4-6). Um die zu
messenden Wellenldngen zu bestimmen, wurden ebenfalls an der BW6 Beamline

Fluoreszensscans zur Bestimmung der Ko-Absorptionskante durchgefiihrt. Da zur
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Auswertung der anomalen Daten moglichst vollstindige Friedel-Partner nétig sind, wurde
jeder Datensatz in zwei um 180 ° vesetzten Sektoren von jeweils 69 ° bei einer Rotation von

0,75 ° pro Bild aufgenommen.

Tabelle 4-6: Datensammlung und Phasierungsstatistik

7’ Pt " Pt 7’ Se f* Se remote Pt nativ Komplex
Wellenlinge (A) 1,07175 1,0723 0,9799 0,9793 0,9500 1,0500 1,5418
Auflésung (A) 2,50 2,50 2,30 2,50 2,65 3,20
Completeness (%) 99,2 99,2 97,5 98,3 97,8 99,9 90,2
Riperge (overall)' 7,2 7,1 9,2 7,9 7,5 9,9 12,2
1/0() 17,1 17,3 13,1 16,1 17,0 11,8 5,6
Phasierungsstatistik
Phasing Power (iso) 2,170 2,183 - - 2,340 0 -
Phasing Power (ano) 2,163 2,253 - - 1,21 0 -
Reunis (180) 0,6266 0,6254 - - 0,6242 0 -

LL‘IW,/ (i)_ [h,k,l ‘

_ bkl

IR _
e 2 2 Ly (i )

hk,l i

’ Ihqkql(i) Intensitdt des Reflexes fiir die individuelle Messung, <I, > ist der

Mittelwert des entsprechenden Reflexes
2 Phasing Power, r.m.s.d.= (|[Fy//E), Fy ist die Strukturfaktoramplitude der Schweratomstruktur , E ist der
residual lack of closure

Mit dem Programm RSPS (Knight, 2000) konnten {iber anomale-Differenz-Patterson-maps 4
Platin-Lagen lokalisiert werden. Weiterhin setzten sich noch eine Reihe von Peaks deutlich
von Hintergrund ab, die den Selen-Positionen zuzuordnen waren. Das Programm
SHAKE&BAKE (Weeks und Miller, 1999) konnte anhand der Unterschiede in den anomalen
Streubeitragen zwischen den Friedel-Partnern im f’(Pt) Datensatz mit direkten Methoden die
4 Platin-Positionen sowie 27 Selen-Positionen lokalisieren. Diese Lagen konnten ebenfalls
vollstindig mit RSPS verifiziert werden. Das Programm MLPHARE erwies sich aber als
ungeeignet fiir eine Phasierung einer so grossen Anzahl von Schweratompositionen. Die
MAD-Phasierung mit den kompletten Selen und Platin-Lagen mit dem Programm SHARP
(de La Fortelle und Bricogne, 1997) war zu zeitaufwendig, da die Berechnungen nach 14
Tagen noch keine Konvergenz erreicht hatten. Daher wurde eine Strukturlésung mit SHARP
(de La Fortelle und Bricogne, 1997), bei der nur die 4 Platin-Positionen und deren anomale
Beitrage zur MAD-Phasierung benutzt wurden, angestrebt. Die zusitzlich enthaltenen Selen-

Positionen storten bei diesem Vorgehen. Deshalb wurde ein Datensatz des Selenoproteins
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ohne weitere Schweratome als nativer Datensatz benutzt, mit der Konsequenz, dass die
Struktur mit Selenomethioninen gebaut werden musste.

Aus der Phasierung mit nur 4 Platinpositionen ergab sich eine Elektronendichte, die fiir den
Einbau der Sekundirstrukturelemente ausreichend war. Die Selen-Positionen wurden fiir die
Phasierung nicht benétigt, waren aber beim Einpassen der Proteinsequenz sehr hilfreich. Alle
27 durch Shake&Bake (Weeks und Miller, 1999) gefundenen Selene konnten in der
Elektronendichte wiedergefunden werden.

Die overall figure of merit nach der Phasierung mit SHARP betrug 0,602. Durch solvent
flattening mit dem Programm DM (Cowtan, 1994) konnte die Elektronendichte bis zu einer
overall figure of merit von 0,712 optimiert werden. Die mit den experimentiellen Phasen
berechnete Elektronendichte war ausreichend, um mit dem Programm O (Jones ef al., 1991)
nahezu alle Sekundirstrukturelemente als Poly-Alanin-Modell in beide Monomere
einzubauen. Aus dem Poly-Alanin-Modell wurden mit dem Programm SFALL (Otwinowski,
1991) theoretische Phasen berechnet, welche durch das Programm SIGMAA (Read, 1986) mit
den experimentiell bestimmten Phasen kombiniert wurden. Die aus den kombinierten Phasen
berechnete Elektronendichte wurde mit der Option AVE im Programm DM mit Hilfe des
NCS-Operators iiber die beiden Monomere in der ASU gemittelt. Die figure of merit betrug
nach dieser Optimierung 0,773. Der NCS-Operator wurde durch die Uberlagerung der
Sekundérstrukturelemente der beiden Monomere mit der Option LSQman im Programm O
(Jones et al., 1991) bestimmt. Die notigen Maske um das Dimer wurde mit dem Programm
MAMA (Kleywegt und Jones, 1999) erstellt. Die verbesserte Elektronendichte erlaubte die
Zuordnung des grofiten Teils der Aminosduresequenz zur Elektronendichte. Dabei wurden die
gefundenen Positionen der Selen-Atome als Referenz fiir die Lage der Methionine benutzt.
Nach der ersten Molekiildynamik-Simulation und der Verfeinerung unter Verwendung des
NCS-Operators mit dem Programm CNS (Brunger et al., 1998) betrug der R-Faktor 32,09 %
(freier R-Faktor 34,84 %). Die Sequenz konnte bis auf die Reste A220-A255 und B220-B255
in beide Monomere eingebaut werden. Nach einer weiteren Verfeinerung mit Verwendung
des Symmetrieoperators konnten alle Reste auler A221-A231 und B221-B231 eingebaut
werden.

Diese Reste sind in beiden Monomeren nicht sichtbar, was auf eine hohe Flexibilitdt in der
Region schlieBen ldsst. Die daran anschliefenden Reste, 232 bis 249, sind im Molekiil B
komplett sichtbar, verfeinern aber mit erhdhten B-Faktoren. Im Molekiil A ist nur das
Proteinriickgrat dieses Sequenzabschnittes sichtbar, so dass die Reste korrespondierend zu

Molekiil B eingebaut wurden. Fiir die Verfeinerung in CNS wurde die Besetzungszahl dieser
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Aminosduren auf 0,5 gesetzt. (Statistik Tab. 4-7) In den weiteren Verfeinerungszyklen wurde

die NCS-Symmetrie nicht mehr verwendet, um eine individuelle Anpassung der Monomere

an die Elektronendichte zu erlauben. Nach mehrmaligem Uberbauen sank der R-Faktor auf

26,42 % (freier R-Faktor 29,61 %). Die Struktur enthilt zusétzlich 5 Natrium-Ionen (Abb. 4-

16) und 9 Formiat-Anionen, die aus der Kristallisationslosung stammen. Nach dem Einbau

von Ionen und 350 Wassermolekiilen, sank der R-Faktor auf 20,01 % (freier R-Faktor 24,01

%). Tabelle 4-7 enthilt detaillierte Angaben zur Verfeinerung und zur Struktur. Da der native

Datensatz ebenfalls Selenomethionine enthielt, wurde die Struktur mit Selenomethionin-

Resten gebaut und verfeinert. In der Struktur eines Monomers sind 586 Reste enthalten, davon

17 Selenomethionine. Der N-terminale Methioninrest wurde wihrend der Expression in E.coli

prozessiert.
Tabelle 4-7: Verfeinerung der Strukturmodelle
S??Lizir Komplex
Maximale Auflosung [A] 2,6 32
Anzahl Atome in der Proteinatome 8880 8880
asymmetrischen Einheit (Dimer) Heteroatome 47 18
Losungsmittel 350 194
Ligand 52
R-Faktor' / freier R-Faktor” [%)] 20,01/24,01 | 17,94 /22,6
r.m.s. Abweichungen Bindungslingen [A] 0,00985 0,008
von Idealwerten Bindungswinkel [°] 1,3741 1,6119
B-Faktoren gebundener Atome [A%] 1,695 1,561
B-Faktoren alle Atome [A%] 42,38 24,85
Proteinatome [A%] 42,81 25,31
Hauptkette [A%] 42,57 25,07
Losungsmittel [A?] 36,21 29,75
Verteilung der @ und W Winkel im | energetisch bevorzugten Bereich [%] 87,8 82,7
Ramachandran Plot energetisch erlaubten Bereich [%] 10,3 14,7
energetisch moglicher Bereich [%] 1,3 1,8
verbotenen Bereich [%] 0,6 0,9

- k F cale
F

obs

F

obs

2

k-Skalierungsfaktor

, |[Fopsl-experimentiell ermittelte Strukturfaktoren, |F.,|-berechnete Strukturfaktoren,

% Der freie R-Faktor wurde mit einem Referenzdatensatz berechnet, der aus 5 % der Strukturfaktoren besteht, die
nicht bei der Verfeinerung beriicksichtigt wurden.
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Die Geometrie der Struktur wurde anhand eines Ramachandran-Plots (Abb. 4-14b) der mit
dem Programm PROCHECK (Laskowski et al., 1996) erstellt wurde iiberpriift. Es befinden
sich 87,8 % der dihedralen Winkel des Proteinriickgrats in energetisch giinstigen Regionen,
10,3 % in energetisch erlaubten, 1,3 % in zusédtzlich erlaubten und 0,6 % in nicht erlaubten
Regionen des Plots. Die Aminosduren Thr 245, Thr 248 und Lys 247 befinden sich in einer
Region mit einer sehr schlecht definierten Elektronendichte. Der Rest Ala 193 befindet sich in
unmittelbarer Nachbarschaft eines Prolines, worauf die Abweichungen in den Diederwinkeln

zurickzufiihren sind.

4.2.5 Strukturbeschreibung

In der asymmetrischen FEinheit liegt die Carboxytransferase-Untereinheit (GcdA) der
Glutaconyl-CoA-Decarboxylase als Homodimer vor (Abb. 4-15b, 4-16). Die beiden
Monomere sind durch eine zweizédhlige nichtkristallographische Symmetrieachse miteinander
verwandt und koénnen durch Rotation um 180° ineinander iiberfiihrt werden.

In der Kristallstruktur liegt die GedA jedoch als Homotetramer vor, bei dem die Dimeren
durch eine Rotation von 180° um eine kristallographische Achse und durch eine Rotation von
180° um die nichtkristallographische Symmetrieachse gegeneinander versetzt sind (Abb. 4-
15a). Zu dem durch die kristallographische Symmetrieoperation (Y, X, -Z) verwandten Dimer
besteht ein intensiver groBfldchiger Kontakt iiber eine ausgedehnte hydrophobe Oberfliche
(Abb. 4-22). Von der Gesamtoberfliche des Dimers von 42912 A? (berechnet mit dem CCP4-
Programm AREAIMOL, (Otwinowski, 1991)), sind mit 13932 A* 32,5 % der Oberflidche am
Kontakt zwischen den Dimeren beteiligt. Die beiden Monomere in der asymmetrischen
Einheit sind strukturell fast identisch. Molekiil B erlaubte gegeniiber Molekiil A einen
leichteren Einbau der Helix Ia7 (Abb. 4-17) in die Elektronendichte. Die r.m.s-Abweichung
der Co-Atome beider Monomere betrigt 0,65 %.

Die Struktur der Glutaconyl-CoA Decarboxylase Carboxytransferase Untereinheit kann in
zwel sehr dhnliche Doménen I und II unterteilt werden. Die Grenze zwischen den Doménen
liegt zwischen den Resten 284 und 290. Beide Doménen enthalten etwa die gleiche Anzahl
Sekundérstrukturelemente. Die Anordnung der Monomere im Dimer, indem jeweils Doméne
I mit Doméne II des anderen Monomers interagiert (Abb. 4-19b) fiihrt zur Ausbildung eines
Kanals im Inneren der Struktur, so dass die Aufeinanderlagerung der Dimeren zum Tetramer
eine Art Hohlzylinder entstehen ldsst. In Inneren des Kanals sind mehrere Wassermolekiile

sowie ein Sulfat-Anion lokalisiert (Abb. 4-16). Das Sulfat-lon befindet sich direkt auf der
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nichtkristallographischen Symmetrieachse. Zwei weitere Sulfate finden sich an den

AuBenflichen des Molekiils.

Abbildung 4-15: Anordnung der GecdA-Monomere im Tetramer

a) Das Tetramer in der Rontgenkristallstruktur wird aus zwei Dimeren aufgebaut, die durch eine Rotation von
180 ° um eine kristallographische Achse (roter Pfeil) und eine Rotation von 180° um die NCS-Achse (schwarzer
Pfeil) gegeneinander versetzt sind. Die zum oberen Dimer gehdrenden Monomere sind griin und gelb dargestellt,
die beiden Monomere des unteren Dimers sind blau und hellblau dargestellt.

b) Oberflichendarstellung des oberen Dimers, Ansicht von oben auf das Molekiil entlang der NCS. ¢) Ansicht
in b) um 180° gedreht, um die Unterseite des Dimers darzustellen, welche die Kontaktfliche im Tetramer bildet.

Die beiden Doménen der GedA enthalten jeweils mehrere o—f3-Motive die dem Rossmann-

Faltungstyp dhneln. Die spezifische Anordnung der o—p-Motive und weiterer Faltblatter
erlauben eine Zuordnung der Struktur zur Superfamilie des Clp/Crotonase Faltungstyps. Die

Mitglieder dieser Proteinfamilie katalysieren einen weiten Bereich von Reaktion welche alle
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iiber ein Oxyanion-Intermediat an der Thioester-Carbonylgruppe eines acylierten Coenzym A

Derivates verlaufen (Benning et al., 2000).

Monomer A

Doméne |

Domaéne |

Monomer B

Abbildung 4-16: Aufbau des GedA-Dimers

Die Abbildung stellt einen Blick von oben entlang der NCS-Achse auf das Tetramer (Siehe Abb. 4-15). Zur
besseren Ubersicht wurde das untere Dimer nicht mit dargestellt Die beiden Dominen der GcdA sind
unterschiedlich gefarbt um ihre Anordnung zu verdeutlichen. Zusitzlich sind die in der Kristallstruktur
enthaltenen Natrium-Ionen (rosa Kugeln) und Sulfat-Ionen (Sauerstoff = rote Kugeln, Schwefel = gelbe Kugeln)
dargestellt. Das in dem von Helices ausgekleideten Kanal liegende Sulfat befindet sich genau auf der Achse der
nichtkristallographischen Symmetrie.

Domiine I

Die Doméne I (Abb. 4-17) gehort zu dem offenen o/f-Faltungstyp. Ein charakteristisches
o—B-Motiv wiederholt sich in ihr dreimal. Ein siebenstringiges P—Faltblatt mit zwei
antiparallelen (Ibl und Ib2) und fiinf parallelen (Ib3, Ib4, Ib5, Ib6 und Ib7) Stringen, die
dhnlich einer rechtsldufigen Spirale gegeneinander verkippt sind, wird auf beiden Seiten von
drei (Ia4, Ia5 und Ia6) sowie zwei ( [a3 und Ia8) parallel laufenden a—Helices flankiert. Die
kurzen Stringe IbS’ und Ib6’ bilden ein zusédtzliches kleines Faltblatt das von oben auf das
grof3e Faltblatt sowie die Helix Ia6 gepackt ist. N-terminal des Faltblattes schliefen sich eine
ausschlieBlich aus o-Helixes bestehende Region an. Auf die das Faltblatt abschirmende Helix
a3 folgt die kurze a-Helix Ia2. Die sehr grofle Helix Ial interagiert mit Doméne II, so dass
der N-Terminus mit einer gestreckten Peptidkonformation in einem weiten Bogen die
Domine II fast vollstdndig umfasst und nach einer helikalen Schleife Ial’ in der Nédhe des C-
Terminus von Domiéne I zuriickbindet. Eine weitere Helix, Ia5’, welche aus einem kurzen
Anteil einer 3;9-er Helix und einem o-helikalen Anteil besteht ist von oben auf das Faltblatt
aufgelagert. Bemerkenswert ist der weit in den Raum greifende fingerartige Loop zwischen

den Faltblittern Ib7 und Ib8 der die o—Helices Ia7’und Ia7 sowie die kleine Helix Ia5’, deren
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Wasserstoffbriickenmuster einer 3;p-Helix entspricht, enthdlt (Abb. 4-17). Aufgrund von
Flexibilitdt in dieser Region konnten die Aminosduren 221 bis 231 nicht gebaut werden. Die
Seitenketten der Aminosduren 215-220 sowie 232-250 sind nur schlecht definiert. Daher
besitzt dieser Bereich erheblich hohere B-Faktoren als der Rest der Struktur. Innerhalb des
Dimers wird dieser ,,Finger* durch einen dhnlichen Loop der Domine II jedoch des anderen

Monomers stabilisiert.

N

la1

Abbildung. 4-17: Stereoabbildung der Doméine I der GedA-Struktur

Die Sekundirstrukturelemente wurden als blaue Helices und hellblaue Faltblattstringe dargestellt und
gekennzeichnet. Weiterhin wurde der N-und C-Terminus und die Unterbrechung in der Struktur von Doméne I
zwischen Rest 220 und Rest 232 gekennzeichnet.

Domiine 11

Die C-terminale Doméne II (Abb. 4-18) enthélt wie die Doméane I mehrere o—B—Motive, die
jedoch wesentlich schwécher ausgepriagt sind. Der Kern der Struktur wird von einem
sicbenstringigen B-Faltblatt gebildet. Die beiden duBersten Stringe sind extrem kurz. Wie in
Domine I sind zwei der Faltblattstringe antiparallel und fiinf Faltblattstringe parallel
angeordnet sowie rechtsgéingig gegeneinander verkippt. Die Strange IIb3, IIb6, 1Ib8 und I1b10
sind unterbrochen und setzen sich nach einem kurzen Turn in den Strdngen IIb4, IIb7, 11b9
und IIb11 fort. Dadurch ergeben sich ein weiteres antiparalleles Faltblatt bestehend aus den

Strangen IIb4, IIbS und IIb7 und ein paralleles Faltblatt bestehend aus den Stringen I1b9 und
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IIb11 ergibt. Das gesamte Faltblatt wird dadurch in Richtung der Innenseite des Dimers
geknickt. Die beiden kurzen Stringe IIb6 und IIb7 formen ein zusidtzlichen kleines
antiparalleles Faltblatt. Die beiden Seiten des grofen Faltblattes werden von den Helices 1la3,
[Ta4, I1a5 und IIal10 auf der einen und auf der gegeniiberliegenden Seite von den Helices Ilal,
a2 und IIa9 flankiert und vom Ldsungsmittel abgeschirmt. Wie in Doméne I besitzt diese
Domine ebenfalls einen weit aus der Struktur herausragenden, fingerartigen Loop zwischen
den Faltblittern IIb11 und IIb12, der die zueinander gegenldufigen o-Helices 1la6 und Ila7
sowie die kleine Helix Ila8 enthilt. Innerhalb des Dimers stabilisieren sich diese Finger der
beiden Doménen gegenseitig, indem jeweils der Finger von Doméne I von Molekiil A mit
dem Finger der Domine II von Molekiil B interagiert (Abb. 4-19b). Die weiteren
Interaktionen zwischen den Monomeren erfolgen iiber die Helices Ia5, a6 in einem Monomer
und den Helices Ila3 und Ila4 im anderen Monomer. In Abbildung 5-6 sind die
Sekundarstrukturelemente beider Domidnen im Zusammenhang mit der Proteinsequenz

dargestellt.

lla10

! \d
l1a10’ l1a10’

Abbildung 4-18: Stereoabbildungen der Doméne II der GedA-Struktur

Die Sekundarstrukturelemente sind als gelbe Helices und als griine Faltblattstringe dargestellt und markiert. Der

N-Terminus sowie der C-Terminus sind gekennzeichnet.
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Abbildung 4-19: Interaktionen zwischen den zwei Domiinen in der GedA-Struktur

Die Molekiile sind jeweils so orientiert, dass der Betrachter sich innerhalb des Dimers auf der NCS-Achse
befindet und nach aussen auf die Wand des Kanals schaut.

a) Kontakte zwischen den Domédnen I und II im Monomer. b) Kontakte zwischen den Dominen
unterschiedlicher Monomere, iiber die das Dimer aufgebaut wird. In Doméne I sind die Faltblattsrange blau und
die Helices hellblau gekennzeichnet. Doméne II ist durch griine Faltblattstringe und gelbe Helices
gekennzeichnet. Die bezeichneten Helices sind an den Kontakten zwischen den Doménen beteiligt.

4.2.6 Die Strukturihnlichkeit zwischen den Doménen I und IT

Die Dominen I und II interagieren durch die Helices lal, Ia4 sowie die Helices IIa8 und 11a9
(Abb. 4-19a). Verbunden werden sie durch einen Sequenzabschnitt in gestreckter
Konformation zwischen Helix [a8 und Helix Ilal. Fiir weitere Analysen wurde die
Dominengrenze zwischen Rest 289 und Rest 290 angenommen. Die Doménen sind mit 289
und 296 Resten fast gleich groB. Eine Uberlagerung von Domine I mit Domiine I zeigt dass
die Dominen eine sehr groBe Ahnlichkeit im Faltblatt und in den Helices besitzen (Abb. 4-
20b). Mit dem Programm TOP3D (Guoguang, 2000) wurde eine 15,7 %ige Identitdt der
Dominen mit einer root mean square deviation (r.m.s.d.) der Ca-Atome von 1,55 ermittelt.
Ein Sequenzalignment beider Doménen in Abb. 4-20 zeigt ihre hohe Sequenzihnlichkeit. In
den Proteinsequenzen sind 15,2 % der Aminosduren sind identisch und 29,1 % enthalten

ahnliche Aminoséuren.
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Abbildung 4-20: Sequenzhomologie und Strukturihnlichkeit zwischen den Doménen I und II

a) Alignment der Sequenzen von Doméne I in der oberen und Doméne II in der unteren Sequenz. Hellblau
unterlegte Reste sind identisch, gelb unterlegte Reste zeigen dhnliche Aminosduren. b) Uberlagerung der
Rontgenstrukturen von Doméne I (hellblau) und II (gelb).

4.2.7 Die Oberfliche der GedA-Struktur

Auf der Oberfliche des GcdA-Dimers (Abb. 4-21a) sind die weit herausragenden
fingerartigen Strukturen, die durch die Helices [a7 sowie Ila6 und Ila7 gebildet werden,
charakteristische Elemente. Wéhrend ein groBer Teil der Proteinoberfliche auf der Oberseite
des Dimers eine negative Ladung tragt (Abb. 4-21a) ist der Raum zwischen den Helix-
Fingern mit positiven Ladungen ausgekleidet (Abb. 4-21a). Der zwischen den Monomeren
befindliche Kanal trdgt an seinem Eingang positive Ladungen (Abb. 4-21a), die aber bei der
Erweiterung des Kanals an der Unterseite des Molekiils (Abb. 4-21b) in negative Ladungen
iibergehen. Eine Projektion von geladenen und ungeladenen Regionen auf die Oberfldche des
Dimers zeigt einen ungeladenen, hydrophoben Ring auf der Unterseite des Molekiils, welcher

zur Kontaktfliche innerhalb des Tetramers gehort (Abb. 4-22b).
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Abbildung 4-21: Ladungsverteilung auf der Oberfliche des GedA Dimers. Die Orientierung entspricht der
Darstellung in Abbildung 4-15b. Positive Ladungen auf der Proteinoberfldche sind blau und negative LAdungen
rot dargestellt. Die aus der Oberfldche herausragenden Helices 1a7, 1Ia6 und IIa7 sind markiert. Die Abbildung
a) stellt die Ansicht von oben entlang der NCS-Achse auf den durch das Dimer gebildeten Kanal dar. Diese Seite
des Dimers wird im Folgenden als Oberseite bezeichnet. Der Raum zwischen den ,,Helix-Fingern“ a7, 11a6 und
ITa7 ist durch positive Ladungen ausgekleidet. Abbildung b) zeigt das um 180° gegeniiber a) rotierte Dimer und
somit die Unterseite des Dimers. Abbildung a) zeigt einen Zoom auf den. Der Kanal wird an seiner engsten
Stelle von zwei Arginin-Seitenketten blockiert, die sich aufeinanderlagern und ein Sulfat-lon koordinieren. Der
Ausgang des Kanals triagt negative Ladungen.

Abbildung 4-22: Verteilung von geladenen und ungeladenen Bereichen auf der Oberfléiche des GedA
Dimers. Geladene Regionen sind rot und ungeladene Regionen griin dargestellt. a) Draufsicht auf das Dimer,
korrespondieren zu Abbildung 4-21a. b) Unterseite des GedA Dimers welche die Kontaktfliche zum Aufbau des
Tetramers bildet, korrespondierend zur Ansicht in Abbildung 4-21b.

4.2.8 Strukturverwandte Proteine

Der Vergleich mit strukturdhnlichen Proteinen kann oft wertvolle Informationen {iber die
Funktion von Sekundirstrukturelementen sowie iiber die Lokalisation aktiver Zentren liefern.
Mit einem Poly-Alanin-Modell der GedA-Struktur wurde daher mit Hilfe des Programs DALI
(Holm und Sander, 1993) eine Suche nach 4&hnlichen Strukturen in der RCSB-
Proteindatenbank (Berman et al., 2000) durchgefiihrt. Die Strukturen mit den geringsten
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Abweichungen gegeniiber der GcdA-Struktur gehdren ebenfalls zur Superfamilie des
Clp/Crotonase-Faltungstypes:

1. 4-Chlorobenzoyl-CoA Dehalogenase aus Pseudomonas spez., ein Enzym das die
Hydrolyse von 4-Chlorobenzoyl-CoA zu 4-Hydroxybenzoyl-CoA im Chlorobenzoat-
Abbauweg katalysiert (Benning et al., 1996),

2. Dienoyl-CoA Isomerase aus der Ratte welche die Isomerisierung von 3-trans, 5-cis-
Dienoyl-Coa im Abbauweg ungesdttigter Fettsduren katalysiert (Modis et al., 1998),

3. Methylmalonyl-CoA Decarboxylase aus Escherichia coli (Benning et al., 2000)

4, 02, 83 Enoyl-CoA Isomerase aus Saccharomyces cerevisiae, ein Enzym das ebenfalls
beim Abbau ungesittigter Fettsduren beteiligt ist und 3-cis —Enoyl-CoA sowie 3-trans-Enoyl-

CoA in 2-trans-Enoyl-CoA transformiert (Mursula et al., 2001).

Abbildng 4-23: Stereoabbildung einer Uberlagerung der zur GedA-Struktur homologen Proteine. Die
Domiéne I der GcdA-Struktur (rot) wurde mit den folgenden strukturdhnlichen Proteinen iiberlagert: 4-
Chlorobenzoyl-CoA Dehalogenase aus Pseudomonas spez. mit dem Substrat Chlorobenzoyl-Coenzym A (gelb),
Dienoyl-CoA Isomerase aus der Ratte (griin), Methylmalonyl-CoA Decarboxylase aus Escherichia coli (blau)
und 82, 63 Enoyl-CoA Isomerase aus Saccharomyces cerevisiae(schwarz).

Im Unterschied zur GedA bestehen die Kristallstrukturen der beiden Isomerasen und der
Methylmalonyl-CoA Decarboxylase aus sechs identischen Untereinheiten welche als Trimer
von Dimeren angeordnet sind. Die Chlorobenzoyl-CoA Dehalogenase ist im Kristallgitter ein
Trimer. Die strukturelle Ahnlichkeit zwischen den Molekiilen basiert vor allem auf dem
gleichen Faltblatt im Zentrum der Struktur, das von mehreren Helices flankiert wird (Abb. 4-
22). Die grofiten Unterschiede betreffen die aus der GedA-Struktur herausragenden Helix-
Finger, die aus den Helices Ia7 sowie Ila6 und Ila7 (Abb. 4-18, 4-19) gebildet werden. Dieser

Bereich ist in den anderen Proteinen in den Kern der Struktur integriert.

79



Ergebnisse GedA

Neben der Ahnlichkeit in der Sekundirstruktur besitzen die Strukturhomologen auch
funktionelle Ahnlichkeit. Alle vier Proteine setzen Substrate um, die zur Aktivierung mit
Coenzym A verkniipft wurden, und katalysieren die Reaktionen iiber ein Oxyanion-
Intermediat, bei dem der Carbonylsauerstoff des Thioesters von zwei Wasserstoftbriicken zu
Aminogruppen des Proteins koordiniert wird (Benning et al., 2000). Die zum gréfiten Teil
hydrophobe Substratbindungstasche befindet sich bei allen genannten Proteinen in der
gleichen Oberfldachenregion oberhalb des B-Faltblattes.

Da zwischen den beiden Domédnen der GedA-Struktur eine sehr groBe Strukturdhnlichkeit
besteht, wurden beide Doménen getrennt mittels des Programms TOP3D (Guoguang, 2000)
mit den gefundenen Strukturverwandten iiberlagert. Wie gut beide Doméanen mit den anderen
Strukturen iiberlagern zeigt die Statistik in Tabelle 4-8. In Abbildung 4-23 wurde die
Uberlagerung der Strukturen am Beispiel der Domine I dargestellt, zusammen mit dem
Substrat Chlorobenzoyl-CoA der Chlorobenzoyl-CoA Dehalogenase, um die Lokalisation der
Bindungstasche in den strukturdhnlichen Proteinen in Beziehung zur GcedA-Struktur zu
setzten. Die strukturverwandten Proteine besitzen nur jeweils eine substratbindende Doméne,
die aber mit den beiden Doménen der GcdA-Struktur etwa gleich gut iiberlagert. Deshalb
ergeben sich fiir die GedA zwei Moglichkeiten A und B fiir eine Bindung des Substrates
(Abb. 4-24).

Tabelle 4-8: Uberlagerung der GedA Domiinen mit strukturiihnlichen Proteinen

Domine | Domine 11

PDB- | rm.s.d. Ca

tching | rm.s.d. Co Iy matching
dmean*[A] | ™ dmear2[A]
Code Atomsl [A] mean mean

residues’ | Atoms' [A] residues’

4-Chlorobenzoyl-
CoA Dehalogenase INZY 1,51 1,34 118 1,40 1,23 105

Dienoyl-CoA

Isomerase 1DCI 1,53 1,35 130 1,57 1,43 104

Doy M [ 1EFS | 181 1,64 121 1,68 1,54 103
ylase

82, 83 Enoyl-CoA 1HNO 1,47 134 108

Isomerase

'r.m.s.d.-root mean square deviation

N-Anzahl der iiberlagerten Ca-Atome
d;-Abstand von Atom i in Struktur 1 und 2
% ean mittlerer Abstand: Wenn die Homologie zwischen beiden Strukturen iiber die ganze Sequenz verteilt ist
liegen die Werte fiir r.m.s. und dye,, dicht zusammen.
N

2.(d)

dmean = :
N
*matching residues: Anzahl der Co-Atome zweier iiberlagerter Strukturen, bei denen der Abstand zwischen

beiden Strukturen bei mindestens 3 Resten hintereinander nicht mehr als 3,8 A betrigt.
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Abbildung 4-24: Zwei Moglichkeiten der Substratbindung in der GedA-Struktur. Die zwei Moglichkeiten
A und B fiir die Subtratbindungstasche in der GedA-Struktur ergibt sich aus der Ahnlichkeit beider Domiinen
der GedA zur Struktur der Chlorobenzoyl-CoA Dehalogenase, deren Substrat Chlorobenzoyl-Coenzym A hier
als violettes Stick-Modell dargestellt ist.

Die potentielle Substratbindungstasche wird in beiden Fillen aus dem Interface von Doméne I
und Doméne II verschiedener Monomere gebildet. An der Bildung der potentiellen
Substratbindungstaschen sind bei Moglichkeit A das kleine Faltblatt Ib5°, 1b6’, sowie die
Helix Ia5’ aus Doméne I beteiligt und in Moglichkeit B die zu den bereits genannten
Strukturelementen dquivalenten Elemente in Domine II: das Faltblatt IIb9, IIb11 und die
Helix IIa5 (Abb. 4-24). Das aktive Zentrum befindet sich jedoch in beiden Fillen in einer
Hohlung der Proteinoberfliche, die nach oben von den Helices Ia7, Ila6 und Ila7
abgeschlossen wird (Abb. 4-24). Da das Dimer zwei identische Kontaktflichen zwischen den
Monomeren besitzt, an denen das Substrat gebunden werden kann, enthilt es zwei katalytisch

aktive Zentren.

4.2.9 Identifizierung der Substratbindungsstelle in der GedA-Struktur

Wihrend der Anfertigung dieser Arbeit war es mdglich, das Substrat in der Kristallstruktur
der GedA ensprechend der Bindungsmoglichkeit A (Abb. 4-24) zu lokalisieren. Kristalle der
Raumgruppe P41212 des nativen Proteins wurden 3 Tage in eine 5SmM Losung des
Substrates Glutaconyl-Coenzym A eingelegt. Das Substrat ist im Kristall stabil, da zur
Umsetzung die Anwesenheit von Biotin als Akzeptor der Carboxylgruppe notwendig ist. Die
eingelegten Kristalle konnten nicht mit dem gleichen Kryopuffer wie die nativen Kristalle

eingefroren werden. Das Substrat verdnderte das Kristallgitter aber so, dass im Gegensatz zu
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den nativen Kristallen das Rontgenexperiment bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden

konnte (Tab. 4-6). Die maximale Auflésung des Datensatzes betrug 3,2 A.

Abbildung 4-25: Benennung des Glutaconly-CoA-Substrates. Die Kohlenstoff-Atome sowie die 2 Phosphor-
Atome sind magenta gefdrbt. Die restlichen Atomsorten sind entsprechend den allgemeinen Konventionen
gefarbt

Die Zellkonstanten des nicht eingefrorenen Kristalls waren mit a = b = 153,72 A und ¢ =
164.09 A sowie oo = B = ¥ = 90° nur geringfiigig anders als die des eingefrorenen Kristalls des
Apoenzyms, so dass die Startphasen der nativen Struktur mit den Amplituden des Komplexes
kombiniert werden konnten. Um die Seitenketten der Aminosduren korrekt zu orientieren
wurden eine Molekiildynamik-Simulation mit dem Strukturmodell der GcdA gerechnet, das
Modell einmal manuell iiberbaut und in CNS verfeinert. Abweichungen im Proteinriickgrat zu
der nativen Struktur konnten nicht beobachtet werden. Lediglich die Orientierung einiger
Seitenketten war verdndert und die Helix Ia7 war in der Elektronendichte des Komplexes
besser definiert als in der nativen Elektronendichte. Die Statistiken des Komplex-Datensatzes
sowie des Modells sind in den Tabellen 4-6 und 4-7 enthalten. Die ausschlieBlich in der
potentiellen Substratbindungstasche der Substratbindungsmoglichkeit A sichtbare zusitzliche
Dichte (Abb. 4-26) besteht nur aus nicht verbundenen Abschnitten, die aber eindeutig dem
Adeninring sowie den zwei Phosphaten und der Thioester-Gruppe des Coenzym A und der
Carbonylgruppe des Glutaconyl-Restes (Abb. 4-26a) zugeordnet werden konnten. Der Einbau
des Substrates lieB3 sich mittels der Informationen iiber die Lage des Chlorobenzoyl-Coenzym
A Substrates in der strukturdhnlichen Chrorobenzoyl-CoA Dehalogenase-Struktur (Benning et
al., 1996) (Abb. 4-23 + 4-24) vornehmen. Die Auflosung von 3,2 A ist fiir eine genaue
Darstellung des Substrates allerding kaum ausreichend. Obwohl das GecdA Dimer an beiden
Kontaktstellen zwischen den Monomeren eine Substratbindungsstelle besitzt und in beiden
Bindungsstellen positive (Fo-Fc)-Differenzdichte sichtbar ist, wurde das Substrat nur in die

Bindungsstelle mit der am besten definierten Elektronendichte eingebaut.
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Abbildung 4-26: Lokalisierung des Substrates Glutaconyl-Coenzym A in der GedA-Struktur

a) Glutaconyl-CoA als Stick-Modell in der bei 2,5 ¢ konturierten (FoFc)-Differenzdichte des GedA-Glutaconyl-
CoA Komplexes., welche ohne das Substrat berechnet wurde. Die an der Ausbildung der Bindungstasche
beteiligten Strukturelemente sind entsprechend ihrer Zugehdrigkeit zu den verschiedenen Doménen gefarbt und

bezeichnet. b) Lokalisierung des Substrates im Interface zwischen den beiden Domédnen im Vergleich zu
Abbildung 4-24.

4.2.10 Die Architektur der Substratbindungstasche

Die Unterseite der zumeist hydrophoben Substratbindungstasche (Abb. 5-5) wird von dem
Faltblatt Ib5°, Ib6’ , der Helix a5’ und von dem Loop zwischen dem Faltblatt Ib3 und der
Helix [a4 gebildet und damit hauptsdchlich von Doméne I geformt. Die Bindung der
Carbonylgruppe des Glutaconyl-Restes erfolgt jedoch in einem Bereich, der auf einer Seite
von Doméne I und auf der anderen Seite durch Doméine II abgeschlossen wird. Die dabei
beteiligten Strukturelemente IIb9 und IIbl1 und die Helix Ila5 entsprechen den vorher
genannten Strukturelementen der Doméne I. Ein &hnliche Bildung des aktiven Zentrums
durch zwei verschiedene Untereinheiten ist von der Struktur der Chlorobenzoyl-CoA
Dehalogenase bekannt (Benning et al., 1996). Der grosste Teil der Bindungstasche liegt offen
und ist gut zugédnglich. Das aktive Zentrum liegt jedoch in einer Kavitét der Proteinoberfliche
verborgen, die nach oben hin durch die Helix-Finger Ia7, [la6 und Ila7 abgeschlossen wird.
Das Substrat liegt in der Bindungstasche in einer sehr geschlossenen Konformation, so dass
eine Reihe von intramolekularen Wasserstoftbriicken ausgebildet werden kann. Die Fixierung
des Substrates erfolgt tiber mehrere Wasserstoffbriicken zu Doméne I von Molekiil A, die in
Tabelle 4-9 aufgefiihrt sind. Die wihrend der Katalyse auf Biotin zu iibertragende
Carbonylgruppe des Glutaconyl-Restes wird durch eine Wasserstoftbriicke mit einem
Abstand von 2,6 A zu einem Wassermolekiil, welches durch Ile 417 in Domine II von

Molekiil B koordiniert wird, fixiert. Fir eine Stabilisierung des Oxyanionen-
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Ubergangszustandes kommen die Peptid-NH Gruppen von Gly 194 sowie Val 151 in Frage.
Im Fall der Chlorobenzoyl-CoA Dehalogenase werden die Phosphate wie im GcedA-
Glutaconyl-CoA Komplex durch ein Arginin (Arg 257 b) koordiniert und die Carbonylgruppe
des Thioesters wird durch Wasserstoftbriicken zum Peptid-Stickstoff von Phe 64a und Gly
114a koordiniert. In der substratfreien, nativen Proteinstruktur der GecdA wird die
Substratbindungstasche von mehreren Wassermolekiilen, sowie einem Formiat-Anion besetzt,

das etwa an der gleichen Stelle wie die Carbonylgruppe des Thioesters lokalisiert ist.

Tabelle 4-9: Wasserstoffbriicken zwischen Glutaconyl-Coenzym A (GCA)' und dem Protein

Wasserstoffbriicken-Donor | Wasserstoffbriicken-Akzeptor | Abstand [A]

Arg AS7 NH2 GCA 043 3,20

Arg AS7 NH2 GCA 042 3,21

GCA N5 Ser A149 OG 2,47

GCA N27 Ser A149 O 2,73

GCA N1 Val Al151 3,08

GCA N3 Val Al151 2,55

Gly A194 N GCA 038 2,83

"Die Benennung des Substrates entspricht der Abbildung 4-25.

Tabelle 4-10:  Wasserstoffbriicken des Substrates zum Losungsmittel und Intramolekulare
Wasserstoffbriicken im Glutaconyl-Coenzym A (GCA)'

Wasserstoffbriicken-Donor | Wasserstoffbriicken-Akzeptor | Abstand [A]
H,0 632 GCA 042 2,76
H,0 645 GCA 037 2,60
H,0 688 GCA 036 2,40

GCAN51 GCA 049 3,07
GCAN7 GCA 049 2,99
GCAN7 GCA 041 3,49
GCAN7 GCA 09 3,22

GCA N23 GCA 041 3,02

GCA N23 GCA 040 2,29

GCA N27 GCA 039 2,28

! Die Benennung des Substrates entspricht der Abbildung 4-25.

Ein weiterer Hinweis flr die korrekte Lokalisierung der Substratbindungstasche ist die
Beobachtung von Bedrat ef al., dass mindestens ein Cystein-Rest des Monomers sensitiv bei
der Behandlung mit N-Ethylmaleimid ist, was zum Verlust der enzymatischen Aktivitdt fiihrt
(Bendrat und Buckel, 1993). Von den 6-Cystein-Resten des GecdA Monomers befindet sich
nur Cystein 148 in der Nédhe der Substratbindungsstelle. Es befindet sich mit zugénglicher
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Seitenkette auf dem Boden der Bindungstasche neben den Resten Ser 149 und Val 151,
welche Wasserstoffbriicken zum Adeninring des Glutaconyl-CoA ausbilden (Abb. 5-5). Eine
Modifikation an dieser Stelle wiirde die Bindung des Adeninringes und somit des gesamten

Substrates stéren und in einem Verlust der Enzymaktivitét resultieren.

4.2.11 Der Biotin-Carrier der Glutaconyl-Coenzym A Decarboxylase

Die freie Energie der Decarboxylierung durch die GedA-Untereinheit wird in einem
energiereichen aber relativ stabilen Intermediat, Carboxybiotin, gespeichert. Als Biotin-
Carrier arbeitet die gamma-Untereinheit (GedC) der Glutaconyl-Coenzym A Decarboxylase.
Das Biotin ist an die e-Aminogruppe von Lys 112 gekoppelt das von zwei Methioninresten
flankiert wird (Abb. 4-27) (Braune et al., 1999), ein fiir Biotincarrier charakteristisches

Sequenzmotiv (Samols et al., 1988).
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%dcg GcedG -Biotin-Carrier der Glutaconyl-Coenzym A Decarboxylase aus
1QJO Acidaminococcus fermentans
1BDO 1DCZ -Biotin Carboxyl Carrier Doméne der Transcarboxylase aus

Propionibacterium Freudenreichii Shermanii
1QJO -Lipoyl-Domaéne der Pyruvat-Dehydrogenase aus Escherichia Coli
1BDO -Biotinyl-Doméne der Acetyl-Coenzyme A Carboxylase aus
Escherichia Coli

/\,\—>
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Abbildung 4-27: Theoretisches Strukturmodell fiir die Reste 84-146 der GedC Untereinheit. Das
Strukturmodell wurde anhand der bekannten Strukturen sequenzéhnlicher, biotintragender Proteine ermittelt.
a) Sequenzalignment der 63 C-terminalen Reste der GedC mit den Proteinsequenzen der fiir das Homology-
Modelling eigesetzten Strukturen. Die blau unterlegten Reste zeigen Identitédt in mindestens 3 der Sequenzen, die
violett unterlegten Reste Ahnlichkeit in der Proteinsequenz. b) Theoretisches Strukturmodel fiir die 63 C-
Terminalen Reste der GedC Untereinheit. Das Biotin wurde an Lys 112 gekoppelt dargestellt, wodurch sich ein
flexibler Arm mit einer Linge von 15,4 A ergibt. Charakteristisch fiir das Biotin ist die geknickte Form des
Ringes.
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Ein groBer Teil der Proteinsequenz (146 Aminosduren) besteht aus einer sehr Prolin und
Alanin-reichen Linker-Region (Reste 26-75, 14 Proline und 34 Alanine) (Braune et al., 1999).
Fiir den Bereich C-terminal von dieser Region (Reste 84-146) gibt es eine groBe Anzahl
sequenzédhnlicher Proteine. Von einigen dieser Proteine ist die dreidimensionale Struktur
durch NMR-Spektroskopie oder Rontgenkristallographie bekannt ist. Daher konnte anhand
der  Strukturen der Biotin-Carboxylcarrier-Doméne der  Transcarboxylase aus
Propionibacterium  freudenreichii  shermanii (1DCZ) (Reddy et al, 2000), der
Dihydrolipoamid-Acetyltransferase aus E. coli (1QJO) (Jones et al., 2000) und der Biotinyl-
Domine aus Acetyl-Coenzym A Carboxylase aus E.coli (1BDO) mit dem {iber das Internet
verfiigbaren =~ Programm  SWISS MODEL  (http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-
MODEL.html) (Peitsch, 1996) ein theoretisches Modell fiir die 63 C-terminalen Reste der
GcdC Untereinheit berechnet werden (Abb. 4-27b). Das theoretische Modell des GedC
Fragmentes besteht aus einem [-Sandwich bei dem ein zweistrangiges Faltblatt gegen ein
dreistrangiges Faltblatt gelagert ist. Das Lysin 112, an dessen Seitenkette das Biotin gekoppelt
ist, befindet sich an der Spitze eines aus der Struktur herausragenden Loops. Das hier
vorgestellte theoretische Modell kann nur einen Hinweis auf das mdgliche Aussehen des C-

terminalen GedC Fragmentes geben.

4.2.12 Die Interaktion mit dem Biotin-Carrier

Die Carbonylgruppe des Glutaconyls ist in einer Kavitit der Proteinoberfliche gebunden, die
nach Anlagerung des Glutaconyl-Coenzym A nur noch von der gegeniiberliegenden Seite
zugénglich ist. In Abbildung 4-28 ist diese Bindungsstelle dargestellt. Der griine Pfeil deutet
die Eintrittsrichtung des insgesamt etwa 15, 4 A langen Biotinyllysin-Armes an. Anhand
dieser rdumlichen Beschrinkungen kann die Lokalisierung des in 4.2.11. beschriebenen C-
terminalen Fragmentes, auch als C-terminale Doméne der GedG Untereinheit bezeichnet, auf
der Oberfliche der GedA abgeschiitzt werden (Abb. 4-29). Uber die Interaktionen der Prolin-
Alanin-reichen Region sowie der N-terminalen Doméne der GcdC-Untereinheit (Abb. 4-29b)

mit der GedA-Untereinheit sowie dem Holoenzym gibt es noch keine Informationen.
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Abbildung 4-28: Die Substratbindungstasche der GedA. Die Abbildung zeigt einen Blick auf die Oberfléche
des Proteins im Bereich der Substratbindungsstelle. Die Oberflache ist entsprechend der Ladung des Proteins rot
(negative Ladung) und blau (positive Ladung) gefarbt. Das Substrat Glutaconyl-Coenzym A ist als Stick-Modell
dargestellt. Kohlenstoff-Atome und die Phosphor-Atome sind violett, Stickstoff-Atome blau, Sauerstoffatome rot
und das Schwefel-Atom gelb dargestellt. Der griine Pfeil markiert die moégliche Zutrittsrichtung fiir den
Biotinyllysin-Arm der GedC-Untereinheit zum Glutaconyl-Rest. In Abbildung a) verdecken die Helices la7, 11a6
und Ila7 die Bindungsstelle. Gegeniiber b) ist die Darstellung etwas gedreht und die Carbonylgruppe des
Glutaconyl-CoA wird auf der anderen Seite sichtbar. In Abbildung b) sind die Helices entfernt und das Substrat
ist vollstindig sichtbar. Arg A57, dessen Seitenkette mit den Sauerstoffen der Phosphate wechselwirkt, ist
markiert.

C-terminale Doméne
(Reste 84-146)

Prolin-Alanin-reiche
Region (Reste 26-75)

N-terminale Doméne
(Reste 1-26)

b

Abbildung 4-29: Oberflichendarstellung der Oberseite des GcdA Dimers mit den theoretischen
Kontaktstellen zur GedC-Untereinheit. a) Die Oberfldche ist entsprechend der Ladung des Proteins positiv
(blau) und negativ (rot) eingefarbt (Abb. 4-21). Die hypothetischen Kontaktflichen des Dimers mit der C-
terminalen Domédne der GecdG Untereinheit sind durch zwei blaue Ellipsoide angedeutet. b) Hypothetischer
Aufbau der GedC-Untereinheit.
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5 Diskussion

5.1. Die APC10-Untereinheit des humanen APC

5.1.1 Invariante Aminosiuren in den Apc10 Untereinheiten verschiedener Spezies

Um einen Hinweis auf die moglicherweise an der Funktion von APCI10 beteiligten
Aminosduren zu bekommen, wurden die Proteinsequenzen einiger bekannter APC10
Untereinheiten  verschiedener  Spezies  verglichen (Abb. 4-9). Die  groBten
zusammenhéngenden konservierten Sequenzabschnitte sind das Konsensus-Motiv im 1-f1°
Loop (28-AXWXXSSXKXG-40), das (53-WQSDGXXPH-63) Motiv im B1’-f2 Loop, das
(84-DESYXPS-93) Motiv in der o2-Helix und im o2-B4 Loop, sowie das (143-
NHXXGR(K)DXHXRXI-157) Motiv den B7 Strang, den B7’-Strang und den B8 Strang
einschlieft. Werden die zwischen den ApclO Proteinen verschiedener Spezies
hochkonservierten Reste auf einer Darstellung des Proteinriickgrates (Abb. 5-1a) oder auf der
Oberfliche des Proteins (Abb. 5-1b) markiert, zeigt sich, dass die zwischen Homo sapiens,
Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe

invarianten Reste im Bereich der N-terminalen Loop-Region anhdufen und dort eine

zusammenhdngende Oberfldche bilden (Abb. 5-1b).

118+119

Abbildung 5-1: Invariante Aminosiuren in dem APC10 Untereinheiten verschiedener Spezies. Die in den
APC10 Untereinheiten von Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae und
Schizosaccharomyces pombe (Sequenzalignment in Abbildung. 4-9) wurden in verschiedenen Darstellungen der
APCI10 Struktur hervorgehoben. a) Die invarianten Reste sind in der Darstellung des Proteinriickgrats von
APCI10 gelb dargestellt. b) Auf der Oberflachendarstellung der APC10-Struktur sind die invarianten Reste griin
hervorgehoben.

Diese Reste befinden sich vorrangig in den Loops, so dass ihnen keine Funktion bei der

Ausbildung des B-Sandwiches zukommt. Die evolutiondre Konservierung dieser Reste deutet
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vielmehr darauf hin, dass es sich bei diesen Resten um einen Bereich im Protein handelt, der

an der Funktion des APC10 im Holo-APC beteiligt ist.

5.1.2 Einblicke in eine mogliche Funktion von APC10 innerhalb des Holo-APC

Obwohl APC10 mit 20 kDa nur einen kleinen Teil des APC (870 kDa) bildet, ist diese
Untereinheit fiir die Funktion des APC essentiell. Eine vollstindige Entfernung oder eine
Mutation des Proteins fiihrt nicht zu einer Destabilisierung des APC Komplexes aber zu
schweren Funktionsstorungen wie verzogertem Wachstum und Temperatursensitivitét (siche
2.1.5.). Da die enzymatische Aktivitit des APC von zwei anderen Untereinheiten APC11 und
APC2 ausgeiibt wird, konnte APC10 eine Rolle in der Regulation oder Substraterkennung
besitzen. Die Kristallstruktur von APC10 gibt einige Hinweise auf die mdgliche Rolle des
Proteins innerhalb des Holo-APC, vor allem durch die unerwartete Strukturhomologie der
Doc-Doméne zu Proteinen mit sehr unterschiedlichen Funktionen. Gemeinsam ist diesen
strukturhomologen Proteinen, dass ihre zur Doc-Doméne homologe Domine verschiedene
Nicht-Protein-Liganden bindet. Die strukturdhnlichen Proteine wie die D1 Doméne der
Galactose Oxidase (Ito et al., 1991), die Galactose-bindende Doméne in Sialidase (Gaskell et
al., 1995), die C2 Doméne von Gerinnungsfaktor Va (Macedo-Ribeiro et al., 1999) und die
N-terminale Doméne von XRCC1 benutzen die gleiche Oberflichenregion mit einem kurzen
B-Faltblatt fiir die Ligandenbindung. Diese Region entspricht in der APC10 Struktur der
Oberflache in der N-terminalen Loop-Region die durch das kleine B-Faltblatt f1°-B7” gebildet
wird. Die Strukturdhnlichkeit der Proteine kann durch eine divergente Evolution eines
gemeinsamen Ursprungsmolekiils hin zu verschiedenen Funktionen erkdrt werden. Obwohl
die Aminosduren, die in der Galactose Oxidase und in der Sialidase fiir die Bindung der
Galactose verantwortlich sind, im APC10 nicht konserviert sind, besteht bei Resten welche
die Substruktur des B1-B1’-B2-Loops stabilisieren, wie Ser 35 und Trp 54 eine strikte
Konservierung innerhalb der APC10 Untereinheiten der verschiedenen Spezies aber auch in
Galactose Oxidase, Sialidase (Abb. 4-9), Gerinnungsfaktor Va und XRCCI. Ser 35 und Trp
54 im APCI10 entsprechen in der Gerinnungsfaktor Va Sequenz Ser 20 und Trp 47 (Macedo-
Ribeiro et al., 1999) sowie Ser 14 und Trp 33 in der XRCC1 Sequenz (Marintchev et al.,
1999). Diese strikte Konservierung deutet daraufhin, dass die Interaktionen zwischen den
beiden Resten fiir die Stabilisierung des, zwischen den beiden Resten liegenden, Loops
essentiell sind. Die Mutation von Ser 137 zu Phe in der Apc10 Untereinheit des S. cerevisiae
APC fiihrt zu Sterilitdt, allgemein verzogertem und temperatursensitivem Wachstum und

Defekten in der Chromosomentrennung (Hwang und Murray, 1997). Der Rest Ser 137 im
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S.cerevisiae ApclO entspricht Ser 35 des humanen APCI10. Ser 35 befindet sich fiir
Solvensmolekiile nicht zugidnglich im Inneren der APCI10 Struktur und bildet zwei
Wasserstoffbriicken vom Sauerstoff der Seitenkette zum Peptidstickstoff von Asp 57 und vom
Carbonylsauerstoff zum Trp 54 (Abb. 5-2). Der Austausch der Seitenkette des Serins gegen
die volumindse hydrophobe Seitenkette des Phenylalanins zerstort die Wasserstoftbriicke von
Ser 35 zu Asp 57, weiterhin kann es zu Verdnderungen des Proteinriickgrates kommen, da die
Seitenkette des Phenylalanins mehr Raum beansprucht als Serin und andere

Wechselwirkungen eingehen wird. Die zweite Wasserstoftbriicke des Peptidstickstoffes von

Rest 35 zum Trp 54 wird daher moglicherweise ebenfalls gestort.

/

Abbildung 5-2: Stereodarstellung der auf 1 ¢ kontourierten 2Fg-Fc-Elektronendichte der APC10
Struktur in der Umgebung von Ser 35. Die Wasserstoffbriicken zwischen Ser 35, Trp 54 und Asp 57 sind in
magenta dargestellt.

Die grosse Strukturhomologie zu Proteinen mit Ligandbindungsstelle in der, der N-terminalen
Loop-Region entspechenden Region, und die Sequenzkonservierung in der N-terminalen
Loop-Region ldsst auf eine Rolle der N-terminalen Loop Region, speziell des B1-f1°-B2
Loops, in der Funktion von APCI10 schliessen. Die Strukturhomologen zeigen, dass diese
Rolle in der Bindung eines anderen Biomolekiils bestehen konnte. Das Spektrum der
Interaktionspartner der Strukturhomologen reicht von Zuckern, Nucleotiden und
Phospholipiden bis zu DNA. Fiir die Natur des potentiellen Bindungspartners von APC10 gibt

es noch keine Hinwelise.

5.1.3 Die Struktur des APC10 aus Saccharomyces cerevisiae
Mittlerweile wurde auch die Kristallstruktur der APCI0 Untereinheit des APC aus
Saccharomyces cerevisiae gelost (PDB-Code 1GQP) (Au et al., 2002). Das Hefe-Protein (33

kDa) besteht aus 285 Aminosduren, deren Sequenz zu 35 % mit dem humanen Protein
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identisch ist. Gegeniiber dem humanen Protein besitzt das Hefe-Protein noch eine N-terminale
Verlangerung um 99 Reste, die in keiner der anderen bekannten APC10 Untereinheiten
vorkommt. In der Kristallstruktur ist aber nur ein kleiner Abschnitt dieser zusitzlichen
Sequenz enthalten. Die Uberlagerung der beiden Kristallstrukturen zeigt, dass das Riickgrat
der Strukturen und auch die Orientierung markanter Seitenketten nahezu identisch sind (Abb.
5-3). Die bestehenden Unterschiede lassen sich auf die unterschiedlichen Kristallkontakte in
den verschiedenen Raumgruppen zuriickfithren. Die nicht mehr zum jelly-roll Motiv
gehorende N-terminale Helix B¢ ist in der S. cerevisiae Struktur sehr verlangert aber die
weiteren N-terminalen Reste besitzen keine Sekundirstrukturelememte. Der C-Terminus

beider Strukturen ist flexibel und daher in der Elektronendichte nicht definiert.

Abbildung 5-3: Stereodarstellung der iiberlagerten Kristallstrukturen des humanen APC10 (blau) und
des Apcl0 aus S. cerevisiae (rot). Ausgewihlte Seitenketten in der N-terminalen Loop-Region sowie die
Termini sind markiert.

5.1.4 Die APC10 Struktur als Leitstruktur fiir andere Doc-Doméinen Proteine

Der Anaphase-promoting Complex ist eine Ubiquitin-Protein-Ligase die wichtige Uberginge
in der Mitose und wihrend der Gl-Phase des Zellzyklus kontrolliert. Verschiedene
Untereinheiten des APC haben Homologe in anderen E3-Enzymen, deren Struktur bereits
bekannt ist. Wie die mogliche Interaktion des RING-Finger Proteins APC11 mit einem E2-
Enzym aussehen konnte, zeigt die Kristallstruktur des c-CBL-RING-Fingers im Komplex mit
dem E2-Enzym UbcH7 (Zheng et al., 2000). Die Strukturen der TPR-Dominen wie sie in den
APC-Untereinheiten Apc3/Cdc27, Apc6/Cdcl6, Apc8/Cdc23 und Apc 7 vorkommen, sowie
ihre moglichen Interaktionen mit Liganden sind aus Kristallstrukturen wie beispielweise der
Protein Phosphatase 5 (Das et al., 1998) und dem Chaperon-Adaptor-Protein Hop1 (Scheufler

et al., 2000) bekannt. Fiir das Verstindnis des Zusammenwirkens der verschiedenen
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Untereinheiten im APC, auch der Untereinheiten deren Funktion noch nicht geklart ist, ist die
Kristallstruktur des Holo-APC notwendig. Die aufwendige Reinigung des Holo-APC
(Gieffers et al., 2001) lieferte bis jetzt zu wenig Protein fiir eine Kristallisation. Daher wurde
in dieser Arbeit der Schwerpunkt auf die Aufklarung der Struktur von Untereinheiten mit
bisher unbekannter Aufgabe gelegt, um iiber eventuelle Homologien zu bekannten Strukturen
Einblicke in thre Funktion zu erhalten.

Die Kristallstruktur des APCI10 ist die erste Struktur einer APC-Untereinheit mit atomarer
Auflésung und ebenfalls die erste Struktur einer Doc-Domine. Sie kann als Leitstruktur fiir
die anderen Doc-Doménen-Proteine dienen, wie die in der Einleitung erwdhnten Proteine
KIAA0076, KIAA0708, RJIJS/HERC2 und PAM, die moglicherweise ebenfalls an

Ubiquitinierungsreaktionen beteiligt sind.
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5.2  Die GedA-Untereinheit der Glutaconyl-CoA-Decarboxylase

5.2.1 Das Molekulargewicht der nativen GedA

Die Molekulargewichte der Untereinheiten konnten bei den verschiedenen Na'-abhingigen
Ionenpumpen bisher nur fiir die Monomere durch SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese und
anhand der Proteinsequenz bestimmt werden. Uber die Assoziation der Monomere zu
Multimeren oder die Stochiometrie der Untereinheiten in den funktionellen Ionenpumpen ist
nur sehr wenig bekannt.

Unter den Kristallisationsbedingungen ist die GedA ein Tetramer enthalten, welches tiber eine
grofle hydrophobe Oberflichenregion an der Unterseite des Dimers aufgebaut wird (Abb. 4-
22). Die Gelfiltrationsexperimente (Abb. 4-13) zeigen jedoch, dass das Protein bei einer
Salzkonzentration von 500 mM in Losung wahrscheinlich als Dimer vorkommt. In der
Kristallisationsbedingung liegt noch eine wesentlich hohere Salzkonzentration (1,6 M
Natriumformiat + 0,5 M Ammoniumsulfat aus dem Proteinpuffer) als im Gelfiltrationspuffer
vor. Durch diese hohe Salzkonzentration kommt es zu einer Abschwéchung der ionischen
Wechselwirkungen und die Zusammenlagerung der hydrophoben Oberflichenregionen zweier
Dimere unter Bildung eines Tetramers wird gefordert. Die Kristallisation des Proteins wird
moglicherweise durch die Aggregation des Proteins zu Tetrameren gefordert.

Die Ergebnisse der Gelfiltrationsexperimente stehen im Gegensatz zu dem durch Braune et al.
(Braune et al., 1999) gefundenen Molekulargewicht von 197 kDa fiir das aus E.coli gereinigte
rekombinante GedA Protein, das einem Trimer entsprechen wiirde. Dieses Molekulargewicht
wurde ebenfalls mit einer Superose 12 Sédule (HR 10/30, Amersham Pharmacia Biotech AP,
Uppsala) aber mit einer wesentlich geringeren Salzkonzentration (20 mM Kaliumphosphat-
Puffer pH 7,0, 150 mM NaCl, 16 uM Dodecyl B-D-Maltosid) bestimmt. Unter diesen
Salzbedingungen war das Protein nur bis zu einer Konzentration von 0,8 mg/ml ohne
Aggregation konzentrierbar (Braune et al., 1999). Moglicherweise handelte es sich bei den
beobachteten Aggregaten um die in 4.2.1. beschriebenen Mikrokristalle.

Die Kristallstruktur zeigt jedoch, dass ein homotrimerer Aufbau des GecdA Proteins wie er bei
anderen Decarboxylasen und den strukturhomologen Proteinen beobachtet wurde, sehr
unwahrscheinlich ist. Liegt das Protein nativ als Dimer vor, so kdnnte der hydrophobe Ring
auf der Unterseite des Dimers (Abb. 4-22) als Kontaktfliche zu anderen Untereinheiten der
Decarboxylase wie beispielsweise dem Ilonenkanal GcdB dienen (Abb. 5-4). Bei dieser
Anordnung wirft sich eine Reihe von Frage auf, beispielsweise welche Funktion der Kanal im
Inneren des Dimers hat. Moglich wire ein Austritt des entstehenden CO,. Die Informationen

aus der Kristallstruktur der GedA reichen leider nicht ausreichend um Aussagen iiber die
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Quartérstruktur des Ged-Holoenzyms, sowie iiber den Transfer des Carboxybiotins auf die
decarboxylierende Untereinheit und den darauffolgenden Aufbau eines lonengradienten zu

treffen.

@ GodB

innere Cytoplasmamembran

Abbildung 5-4: Moégliche multimere Formen der GedA. Das C-terminale Fragment der GedG Untereinheit
wurde als blauer Ellipsoid dagrgestellt und auf der Oberfliche der GcdA an seiner wahrscheinlichen
Interaktionsstelle positioniert. Unter den Kristallisationsbedingungen liegt die GedA als Tetramer vor (links)
und unter nahezu physiologischen Bedingungen wahrscheinlich als Dimer. Liegt das Protein als Dimer vor,
kédme der hydrophobe Ring auf der Unterseite des Dimers als Kontaktfliche zum Ionenkanal in Frage (rechts),
aber auch als Kontaktfliche zu den anderen Ged-Untereinheiten.

5.2.2 Die Entwicklung von zwei Substratbindungsstellen mit wunterschiedlicher

Spezifitit in der GedA

Die strukturverwandten Proteine 4-Chlorobenzoyl-CoA Dehalogenase (279 Aminosduren),
Dienoyl-CoA Isomerase (327 Aminosduren), Methylmalonyl-CoA Decarboxylase (296
Aminosduren) und 82, 83 Enoyl-CoA Isomerase (280 Aminosduren) sind alle Homotrimere
bzw. Homohexamere. Ein Monomer dieser Proteine ist etwa so grof3 wie eine einzige Domine
(~ 290 Aminosduren) der GedA. Weiterhin besteht zwischen den beiden Doménen I und II
der GcdA eine Sequenzidentitit von 15,7 % Sequenzidentitit (Abb. 4-20a ). Die
Uberlagerung der Dominen zeigt dass die Sekundérstruktur der Doménen nahezu identisch ist
(Abb. 4-20b). Das GcdA-Dimer entspricht also vielmehr einem Pseudotetramer.
Wahrscheinlich sind die beiden Doménen der GcdA durch Exonduplikation eines
urspriinglichen Monomers entstanden. Die Substratbindungsstellen der beiden Doménen
haben sich nachfolgend unterschiedlich entwickelt. Domine I wurde zur Bindungsstelle des

Glutaconyl-CoA Substrates wihrend Domédne II sich zu einer Bindungsstelle fiir das

Biotinyllysin und den Biotincarrier entwickelte.
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5.2.3 Der GcedA/Glutaconyl-CoA-Komplex :
Einblicke in den Mechanismus der Carboxytransferase

Die Qualitdt der positiven Differenzdichte Komplex erlaubt eine Positionierung des
Substrates in der Bindungstasche anhand des analogen Chlorobenzoyl-CoA/Chlorobenzoyl-
CoA Dehalogenase-Komplexes (Abb. 4-23 + 4-24), der den einzigen bisher geldsten Substrat-
Komplex eines strukturhomologen Proteins darstellt (Benning et al., 1996). Parallelen vom
Glutaconyl-CoA/GedA Komplex zum Chlorobenzoyl-CoA/Chlorobenzoyl-CoA
Dehalogenase-Komplex sind die Fixierung der Phosphate iiber Arginin-Seitenketten, Arg A57
bei der GedA und Arg 24a sowie Arg 257b bei der Dehalogenase. Weiterhin bilden Val A151
wie Phe 64a bei der Dehalogenase zwei Wasserstoffbriicken zu verschiedenen Teilen des
Substrates aus. Der Carbonylsauerstoff von Val A 151 bildet eine Wasserstoftbriicke zu N1
und N3 des Adeninringes (Sieche Abb. 2-8, 4-25) aus und der Peptid-Stickstoff kann
zusammen mit der NH-Gruppe von Gly A194 das Oxyanionen-Loch bilden, welches den
Enolat-Ubergangszustand wihrend der Decarboxylierung stabilisiert (Siehe 2.2.5.). Im
Komplex wird der Carbonylsauerstoff durch ein Wassermolekiil koordiniert, was wiederum

vom Ile B417 fixiert wird.

Abbildung 5-5: Die Interaktionen des Substrates Glutaconyl-CoA zur Bindungstasche. Das Glutaconyl-
CoA Molekiil ist zusammen mit den damit interagierenden Aminoséuren als Stick-Modell dargestellt. Das
Sauerstoffatom des Wassers, das im Komplex eine Wasserstoftbriicke zur Carbonylgruppe und zum Ile B417
ausbildet, ist als blaue Kugel dargestellt. Die Wasserstoffbriicken zum Protein sind als cyanfarbene Linien
eingezeichnet. Der Abstand des Thioester-Carbonylsauerstoffes zu Val A151 ist mit 3,6 A zu groB fiir eine
Wasserstoffbriicke. Da das Substrat bei Anwesenheit von Biotin in der Bindungstasche etwas anders positioniert
sein konnte und aus diesem Kontakt moglicherweise eine Wasserstoffbriicke entsteht, wurde diese Verbindung
trotzdem dargestellt. Das griin dargestellte Biotin wurde manuell unter Einbeziehung der rdumlichen
Zugénglichkeit des Carbonylrestes und der Informationen iiber den Mechanismus und das zu carboxylierende
Stickstoffatom positioniert.

Das zweite Substrat der Decarboxylierungsreaktion, Biotin kann nur durch die dem
Glutaconyl-CoA gegeniiberliegenden Offnung im aktiven Zentrum an die Carbonylgruppe des

Substrates herangefiihrt werden. Aufgrund der Informationen {iiber den postulierten
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Mechanismus der Transcarboxylierung wurde das Biotin in Abb. 5-5 positioniert. Der
Sauerstoft der Ureido-Gruppe tritt dabei moglicherweise an die Stelle eines Wassermolekiils
im Komplex (HOH 645). Eine Carboxylatgruppe, die als temporérer Protonenazeptor dient,
wie in (Buckel, 2001b) (Abb. 2-8) postuliert, konnte im Aktivzentrum des Komplexes bisher

nicht identifiziert werden.

5.2.4 Sequenzihnliche Decarboxylasen

Neben der Glutaconyl-CoA Decarboxylase sind noch weitere Na'-abhéngige Ionenpumpen
bekannt wie die Oxalacetat-Decarboxylase aus den Enterobakterien K. Pneumoiae und
Salmonella  typhimurium, Malat-Decarboxylase aus Malomonas rubra sowie die
Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase aus Veilonella Parvula und Propiogenium modestum.
Zwischen den funktionell gleichen Untereinheiten der verschiedenen lonenpumpen besteht
eine ausgeprigte Sequenzédhnlichkeit (Braune et al., 1999), die aber zwischen den
Carboxytransferase-Untereinheiten am geringsten ausgeprégt ist (Braune et al., 1999; Buckel,
2001b). Trotzdem kann die GedA-Struktur als Leitstruktur fiir diese Carboxytransferase-
Untereinheiten betrachtet werden. Eine groBere Sequenzédhnlichkeit des GcdA-Proteins
besteht zu Untereinheiten mehrerer Decarboxylasen aus verschiedenen pathogenen
Organimen. Die zwei Proteine mit der groBten Sequenzihnlichkeit sind die B-Untereinheit der
Propionyl-CoA Decarboxylase aus Mycobacterium tuberculosis und die B-Untereinheit 3-
Methylcrotonyl-CoA Decarboxylase aus Agrobacterium tumefaciens. Gegeniiber der GedA
Sequenz sind lediglich die Reste 227 bis 239 vor der Helix Ia7 und die Reste 364 bis 383,
welche die zwei kleinen Faltblitter IIb4 und IIb5 enthalten, in den anderen beiden Proteinen
deletiert. Die Sequenzidentitit zwischen den drei Proteinsequenzen betrdgt 18,8 %. Das
Alignment der Proteinsequenzen in Abbildung 5-6 zeigt, dass neben den in der Sequenz
identischen Resten ein sehr grofBer Teil der Sequenzen aus sehr dhnlichen Aminosduren
besteht. Die Sequenzidentitét ist dabei gleichmiBig liber die gesamte Sequenz verteilt. Das
weist darauf hin, dass zwischen diesen Proteinen sehr wahrscheinlich eine grofie
Strukturdhnlichkeit besteht und dass es sich bei diesen Proteinen ebenfalls um die
Untereinheiten von lonenkanélen handeln konnte. Von den substratbindenden Aminosiuren
(Tab. 4-9) ist nur Arg 57 konserviert, die einzige positiv geladene Aminosdure in der
Substratbindungstasche, welche im Glutaconyl-CoA/GcdA-Komplex iiber ihre Seitenkette die
Sauerstoffe der Phosphate im Substrat koordiniert (Abb. 5-5). Alle anderen
Wechselwirkungen mit dem Substrat erfolgen fast vollstidndig iiber das Proteinriickgrat, so

dass es sich trotzdem um einen dhnlichen Mechanismus wie bei der GedA handeln konnte.
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GedA - Glutaconyl-Coenzym A Decarboxylase alpha Untereinheit (Acidaminococcus fermentans)
PcdA - Propionyl-Coenzym A Carboxylase beta Untereinheit (Mycobacterium tubercuiosis)
McdA- 3-Methylcrotonoyl-CoA Carboxylase beta Untereinheit (Agrobacterium tumefaciens)

Abbildung 5-6: Sequenzalignment der Proteinsequenzen der Glutaconyl-CoA Carboxytransferase-
Untereinheit und der zwei Proteine mit der héchsten Sequenzhomologie. Die Sequenz ist entsprechend der
Sequenz der GedA nummeriert. Unterhalb des Alignments sind die Sekundérstrukturelemente der GedA
eingezeichnet. Die Sequenzen sind von griin fiir Sequenzidentitit {iber blau fiir groBe Ahnlichkeit und violett fiir
einen geringeren Grad an Homologie farbig unterlegt. Der rote Pfeil markiert die Grenze zwischen Doméne 1

und II in der GedA-Struktur.
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5.2.5 Weitere Ziele

Um den Mechanismus des Carboxyltransfers von Glutaconyl-CoA auf das Biotin detaillierter
beschreiben zu konnen, ist es notig, die Auflosung des Komplexdatensatzes zu erhéhen, um
die in der Bindungstasche sichtbare Elektronendichte zu verbessern. Weiterhin soll ein Biotin-
Fragment wie Imidazolindinon kokristallisisiert werden. Moglicherweise kann auch der
Komplex mit einem nicht umsetzbaren Biotin-Derivat, Glutaconyl-CoA und GcdA
cokristallisiert werden. Erste Kokristallisationsexperimente mit Biotin fithrten bisher nur zu
unbrauchbaren verwachsenen Kristallen und das Einlegen intakter Kristalle in Biotin-Losung
fiihrte zu deren Zerstérung.

Die Kristallisation des Gcd-Holoenzyms ist durch die membranstindige GedB Untereinheit
schwierig. Bisher konnten noch keine Kristalle des vollstindigen Komplexes erzeugt werden.
Durch Butanol kann der Ionenkanal selektiv aus dem Holoenzym entfernt werden wéhrend
die anderen Untereinheiten assoziiert und aktiv bleiben (Buckel und Liedtke, 1986b). Die
Stochiometrie und der Aufbau des Komplexes konnte so moglicherweise durch die

Kristallisation von Subkomplexen geklért werden.
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