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Einleitung

1. Einleitung

1.1 ABC ATPasen

Ein grofer Teil des Proteoms in jedem Organismus besteht aus Proteinen, die
Nukleosidtriphosphate (NTP) binden und hydrolysieren kénnen. P-loop NTPasen sind mit 10
bis 18% aller Genprodukte die am weitesten verbreiteten NTPasen. Die meisten Vertreter der
P-Loop NTPasen hydrolysieren die B-y-Phosphatbindung eines gebundenen NTP-Molekiils
und nutzen die hierdurch freigesetzte Energie zur Konformationsinderung. Auf
Sequenzebene werden P-Loop NTPasen durch zwei stark konservierte Motive charakterisiert,
das Walker-A Motiv und das Walker-B Motiv. Das Walker-A Motiv bildet einen flexiblen
N-terminalen Loop (,,P-Loop*), der einen B-Strang mit einer a-Helix verbindet. C-terminal
vom Walker-A Motiv befindet sich die Walker-B Sequenz, die ein hydrophobes B-Faltblatt
bildet, an dessen Ende ein konservierter Aspartat oder Glutamatrest positioniert ist. Uber ein
Wassermolekiil koordinieren diese konservierten Reste ein Mg**-Ion, welches wiederum die
B/y-Phosphate des Nukleotids stabilisiert (Walker et al., 1982). Struktur- und
Sequenzanalysen fiihrten zu einer Einteilung der P-Loop NTPasen in die KG ( Kinase-
GTPase)-Klasse und die ASCE (aditional strand, catalytic E)-Klasse (Aravind et al., 2004;
Leipe et al., 2002) (Abbildung 1.1). Zu der ASCE Gruppe der P-loop NTPasen gehoren die
AAA+-, ABC- Superfamilien, (SF1/2) Helikasen, und die RecA/F/F, Klasse der ATPasen
(Aravind et al., 2004; Leipe et al., 2002).

Die ATP binding cassette (ABC) ist eine weit verbreitete, stark konservierte ATPase
Doméne. Urspriinglich wurde sie in Transmembrantransportern entdeckt und als ABC
Doméne bezeichnet. ABC Transporter umfassen eine grof3e und sehr divergente Familie von
Transmembranproteinen, die spezifisch sehr verschiedene Substanzen von Ionen bis Proteine
durch Membranen transportieren. Andere Mitglieder dieser Familie haben bedeutende
Aufgaben in wichtigen zelluldren Prozessen wie DNA Reparatur (Rad50, MutS, UvrA),
Chromosomenmetabolismus (,,structural maintenance of chromosome* (SMC Proteine)) oder

mRNA Export aus dem Kern (EIF1p).
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Alpha und beta Proteine (o/f3)

Superfamilie P-loop enthaltende Nukleotidtriphosphat Hydrolasen
Klasse Kinase/ GTPase ASCE (RecA-fold)
(P-loop grenzt direkt an den Walker-B zusitzlicher B-Strang zwischen P-loop-Strang und
B-Strang) Walker B—Strang (aditional strand, catalytic E)
Beispiele GTPasen ABC-ATPasen

e.g. ABC Transporter

Heterotrimere G-Proteine )
DNA Reparatur Proteine (RadS0, MutS)

Ras-Proteine ABCE
Translationsfaktoren RecA-artige ATPasen
,,Signal recognition particle* e.g. Rec A- ATPasen
Kinesin (SF1/2) Helikasen
Myosin F1-ATPasen

CLP1 AAA-ATPasen

R e.g. Proteasome Regulatoren
MinD DNA Translokation
Replikationsfaktor C

Abbildung 1.1:  Einteilung von P-loop NTPasen
P-Loop NTPasen werden strukturell in die KG (Kinase-GTPase)-Klasse und die ASCE
(,,additional strand, catalytic E*) -Klasse unterteilt (Aravind et al., 2004; Leipe et al., 2002).
Beide Klassen enthalten viele weitere Proteinsuperfamilien und Proteinfamilien.

In E. coli sind 79 ABC Proteinsequenzen gefunden worden, das entspricht 5% des
Genoms. Im Menschen sind bisher mindestens 48 ABC Proteine bekannt. ATP wird von den
Mitgliedern der ABC Familie hydrolysiert, um eine Vielzahl von biologischen Aufgaben zu
erfiillen. So verwendet z.B. das DNA ,mismatch repair Protein MutS ATP um DNA
Basenfehlpaarungen zu erkennen und zu binden (Blackwell et al., 1998), wihrend das DNA
Reparaturprotein Rad50 ATP beniitzt, um Doppelstrangbriiche zu binden (Hopfner et al.,
2001).

ABC Proteine sind von hoher medizinischer Relevanz. So sind z.B. Mutationen in dem
ABC Transporter CFTR (,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) die
molekulare Basis fiir die hdufige Erbkrankheit cystische Fibrose (Sheppard and Welsh,
1999). ,,Multiple Drug Resistance* (MDR) beschreibt das Phidnomen, dass Zellen, in der
Regel Tumorzellen, eine Resistenz gegeniiber Medikamenten haben bzw. entwickeln. Hierfiir
konnen Transporter verantwortlich sein, die diese Substanzen/Medikamente wieder aus der
Zelle hinausschleusen. Am bekanntesten ist der Transporter MDR1. Das 170 kDa grof3e

Glykoprotein war der erste im Menschen charakterisierte ABC-Transporter. Als


http://de.wikipedia.org/wiki/Tumor
http://de.wikipedia.org/wiki/Resistenz
http://de.wikipedia.org/wiki/MDR1
http://de.wikipedia.org/wiki/Glycoprotein
http://de.wikipedia.org/wiki/ABC-Transporter
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urspriingliche Funktion des MDR1 wird die Entgiftung des Organismus von kdrperfremden
Substanzen angenommen (Gottesman and Pastan, 1993). Viele Defekte in ABC Proteinen
konnen zu Krebs fithren. Mutationen in MSH (eukaryotisches MutS Homolog) werden in
Verbindung mit angeborenem Darmkrebs gebracht. Bei Defekten der ABC ATPase Rad50
gibt es Fehler in der DNA Reparatur von Doppelstrangbriichen. Schidden in Rad50 oder den
assoziierten Proteinen NBSI1 und Mrell fiihren zu einem erhdhten Risiko an ,,Nijmegen
Breakage Syndrom‘ oder ,,Ataxia telangiectasia® Varianten zu erkranken. Das ,,Nijmegen
Breakage Syndrom* zeichnet sich durch eine Uberempfindlichkeit gegeniiber ionisierenden
Strahlen aus. (Carney et al., 1998; Stewart et al., 1999). Der strukturelle Mechanismus von

ABC ATPasen ist also von aullerordentlichem biomedizinischem Interesse.

1.2 ABCEL ist ein Mitglied der ,,ATP binding cassette* (ABC) Familie

Aus Sequenzanalysen ist bekannt, dass ABCEl zur ATP binding cassette (ABC)
Proteinfamilie gehort. Es enthélt zwei fiir diese Familie charakteristische und allgemein
konservierte ABC Dominen (Hopfner and Tainer, 2003), die Nukleotidbindungsdoménen
(NBD 1 und NBD 2). NBD 1 und NBD 2 von ABCEI1 sind durch weitere Doménen
verbunden. Bemerkenswert ist, dass ABCEI1 ein in der Evolution aullergewdhnlich hoch
konserviertes und in allen getesteten Organismen (Saccharomyces cerevisiae,
Caenorhabditis elegans) essentielles Protein ist (Kamath et al., 2003; Winzeler et al., 1999).
Kopien von eukaryotischen ABCE1 wurde in Archaecen gefunden, in Eubakterien sind keine
Homologe bekannt (Kerr, 2004). Eine Psi-Blast Suche (,,Position Specific Iterative Basic
Local Alignment Search Tool*), mit humanem ABCE]1 als Eingabesequenz im Jahr 2004
brachte 39 weitere ABCEI Sequenzen, wobei 22 ABCE1 Sequenzen aus Eukaryoten und 18
in Archaeen gefunden wurden (Kerr, 2004). Vergleicht man alle Proteine die in Archaeen
enthalten sind mit den Protecom des Eukaryoten S. cerevisiae, so findet man ABCEI unter
den fiinf am hochsten konservierten Proteinen. Bei einem Vergleich des Proteoms des
Archaeen Methanococcus jannaschii und S. cerevisiae ist es sogar das am zweithdchsten
konservierte Protein mit einer Sequenzidentitit von 45-50% (siehe Anhang). So hohe
Sequenzdhnlichkeiten, die vergleichbar mit der groen Untereinheit der RNA Polymerase
sind, sowie der letale Phéanotyp in S. cerevisiae und C. elegans (Giaever et al., 2002; Kamath
et al., 2003) deuten darauf hin, dass ABCEI ein Schliisselprotein in der Zellphysiologie von

Archaeen und Eukaryoten ist.
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Basierend auf Sequenzanalysen werden die ABC Proteine in drei Klassen geteilt, Klasse 1
und 3 sind ABC Transporter und besitzen Transmembrandoménen, Mitglieder der Klasse 2
sind keine Transporter und haben keine Transmembrandoménen, aber besitzen z. T. andere
zusitzliche Domédnen (Oswald et al., 2006). Durch Genomanalysen konnten eine Vielzahl
von weiteren ABC Protein Subfamilien identifiziert werden. In Eukaryoten wurden darauthin

sieben Subfamilien, ABCA bis ABCG definiert (Annilo et al., 2003), Abbildung 1.2).

ABCB1
ABCE4 1
ABCB11
ABCBS
- MABCBS 1
ABCB1 ABCB
— ABCB4
ABCB11
ABCBB
ABCB3
ABCBES
ABCBG
ABCB7
6
— ABCCT
— ABCC12
—— ABCC13
ABCCS
— ABCCB
r ABCED ABCCI
ABCC10
ABCC4
ABCC2
ABCG1
ABCC3
ABCDA
- ABCD:
ABCDA ABCD
ABCDZ
ABCCE
ABCCE
ABCCS
ABI

— ABCCT
ABCC10 ABCCII

ABCC2
ABCC3
. CC5
ABCG12
ABCC13
_ ABCF1
ABCF2 1
ABCF3
_ ABCF3 ABCF
CFAZBCH I
ABCE1 ABCE
ABCG
ABCG4
- IABCG
ABCG5
ABCAG
ABCAS
ABCAS
ABCA10
ABCAS
ABGCA1
{ ABCAT I
ABCA4
ABCAZ
ABCAZ
ABCA1Z
ABCA13 ABCA
ABCAS
L aBcag
L ABGA1D
Bk AG
CAS
ABCA12 11
ABCA4
ABCAT
ABCA1
ABCA2
ABCA3

Abbildung 1.2  Eukaryotische ABC Proteine werden in 7 Klassen eingeteilt.
Basierend auf Genomanalysen werden eukaryotische ABC Proteine in 7 Subfamilien (ABCA -
ABCF) unterteilt (Kerr, 2004). ABCEL1 ist das einzige Mitglied der ABCE Subfamilie
(Abbildung aus(Dean et al., 2001).

Fiinf dieser Familien enthalten Proteine mit Transmembranregionen und sind fiir
Membrantransporte verantwortlich (Kerr, 2004). Konformationsinderungen, die durch die
Bindung und Hydrolyse von ATP und die ADP Freisetzung entstehen, sind an den Transport

von verschiedenen Substanzen gekoppelt. Bei allen Mitgliedern der ABC ATPasen werden
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Bindung und Hydrolyse von ATP und die ADP Freisetzung benutzt, um durch einen
molekularen ,,powerstroke* mechanische Arbeit durch Konformationséinderung zu leisten.
Mitglieder der ABCE und ABCF Familie haben keine Transmembranregionen. ABCE1 ist
das einzige bekannte Mitglied der eukaryotischen ABCE Subfamilie. Trotz der hohen
funktionellen Divergenz zwischen den ABC Proteinen haben alle Mitglieder dieser Familien
strukturelle Gemeinsamkeiten (Hopfner et al., 2000). Die Nukleotid Bindungs Domine
(NBD) ist hoch konserviert, sodass ein gemeinsamer Mechanismus fiir die ATP Hydrolyse
erhalten ist. Diese charakteristischen nukleotidbindenden Doménen haben eine gemeinsame
Struktur, die wiederum eine Anzahl von speziellen Sequenzmotiven enthalten (Abbildung
1.3). Diese speziellen Sequenzmotive sind fir die ATP-Bindung und Hydrolyse
entscheidend. Der ,,Motor* fiir den mechanistischen ,,powerstroke* besteht bei allen ABC
Proteinen aus zwei homo- oder heterodimeren ABC-ATPase Domidnen. Diese ATPase
Domiénen bilden in der ATP gebundenen Form ein Dimer in einer ,,Kopf-zu-Schwanz-
Ausrichtung® (Hopfner et al., 2000). Im Gegensatz zu vielen anderen bekannten Mitgliedern
der ABC Proteinfamilie, die nur eine ATPase Doméne enthalten und nach ATP Bindung ein
Homodimer aus zwei Molekiilen bilden (Rad50, SMC Proteine) (Hopfner et al., 2000),
besitzt ABCE1 zwei ATPase Doménen und bildet nach Bindung von ATP ein ,,Heterodimer*

aus den beiden, leicht unterschiedlichen ATPase Doménen eines ABCE1 Molekiils.
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FeS (1)

100 110 120 130 140 150
pfu EDCV QL1 CGDNDS- - R 153
yeast TPR KQKPNEGRFDBPP K 159
human IPR KQKPNEGK YDBPP T 159
BtuD EVVVSKDINLDIHEGEFVVF LLRMIAG- —— ———-—-MT SGKGS IQFAG--QPLEAWSATKL 71

MalK ESTRLGPLSGEVRAGEILHL LLARMAG----—-LETITSGDLF IGEKRMNDTP-PAERGVG 78
Y-Loop (I) Walker A (I)

160 170 180 190 200 210 220
pfu  KNGEIRP DLI PKAVKG---K GKLEEV--VKAEEEENVLDRE IQH IAAALLRN 228
yeast LEDDIKAII DNIPRAIKGPVOKMG KLR KSPEDVKRYIKI ENVLKRD I1EK FAIGMSCVQE 239
human LEDDLKAII ARFLR - —-TNGSIEDRKDETKTQA 1V--CQQ HLKERNVED CAVVCIQK 234
BtuD ---ALHRAYL QQTPPFATPVW————HYLTLHQHDKTRTELLNDVAGALALDDKLGRSTNQ QRVRLAAV(11) 140
MalK ---————-MVARISYALYPHLSVA(4)FGLKLAGAKKEVINQRVNQVAEVLQLAHLLDRKPKA RQRVAIGRTLVAE 151

Q-Loop (1) Signature (1)

230 240 250 260 270 280 290 300
pfu TFYF RAIRR GVYCI FSQRKGT R 308
yeast ADVYM S FVCI1 S VTLPASV D 319
human 1FM IT VTMBFSV D 314
BtuD GQLLL VAQQSALDKI LSALCQQGLA IVMSSEDLNHTLRHAHRAWL LKGGKMLASGRREEVLTPPNLAQAYG 231
MalK PSVFL AALRVQMR 1E ISRLH (3) RTMIYVT§DQVEAMT LADK1 VWLDAG-RVAQVGKPLELYHYPADRFVA 231

Walker B/D-Loop (I) His-Switch (1)
310 320 330 340 350 360 370 380

Y LKD PYEIKETKTGERVEIERETLV —-- IKKG IGI 385
HIPA TEALQERIADATEDLQNDSASRAF: FSDS LIK 399
Y VPT DASLVEKVAET ANEEEVKKMC -MY! AIV FTDS FIRI 393

Y- Loop Walker A (I)

yeast
human

390 410 420 450

Kl EW LSK IDASK LN SNFYK IDLYBR A 465
yeast QD IP PKF FFKKIRGQFLNPQFQ DDI 1 V 479
human RL GEVP SPKS LHEKIRDAYTHPQFEV! QUENII R 413

Q-Loop (I Slgnature (n

470 490 500 510 52 0 530

LAVSRAIRHLMEKNE YGR LP MGMRE 545
yeast LA 11CSKVIRRF ILHNK RAPESLLT 559
human LCEG 1 LMAARVVKRF I LHAK TV NSBQTLLA 553

H|s Sw m:h (I

Walker B/D-Loop (ll)

570

SIGI YIA———— 590
yeast KNLN FFLDNTGI 608
human SQLE FFLDD--- 599

Abbildung 1.3 Sequenzalignment der NBD der ABC Transporter MalK, BtuD und der Sequenz von pfu,
yeast und humanem ABCEL.
ABC Proteine haben strukturelle Gemeinsamkeiten (Locher et al., 2002). Die fir die ATP
Bindung und Hydrolyse wichtigen Sequenzmotive (rot) sind bei allen ABC ATPasen sehr
konserviert. (griin: konservierte Cystein, dunkelgrau: identisch, hellgrau: konserviert).
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Die Aminosduresequenz jeder der beiden ca. 200 Aminosdurereste grolen ATPase
Doménen von ABC Proteinen enthédlt fiinf konservierte Motive (Abbildung 1.4) in zwei

Untereinheiten (,,Lobes*, Abbildung 4.7) (Hopfner et al., 2000; Hung et al., 1998).

 oxoxsn] (o]
Walker A (P-loop) Signature Walker B/ D-loop
a, B-Phospat- Mg>~-Bindung  y-Phosphat- pp | ovees  y-Phosphat-
Bindung ATP-abhédngige Bindung NBD Sensor

Signalweiterleitung Kommunikation

Abbildung 1.4  Konservierte Motive von ABC Proteinen
Die ABC-ATPase Domanen von ABC Proteine enthalt fiinf konservierte Motive, die fir die
ATP Bindung und Hydrolyse wichtig sind.

Die erste Untereinheit, mit einem o/f—Fold, enthélt die primdre ATP Bindungsstelle mit
dem P-loop (Walker-A Motiv, GX4GKS/T)), dem Q-Loop (mit einem Glutamin) und einem
H-Loop (benannt nach dem phylogenetisch konservierten Histidin). Untereinheit 2 ist
vorwiegend a-helikal, mit dem fiir ABC ATPasen charakteristischen Element, einer o-
helikalen Subdoméne und dem Signatur-Motiv (C-Loop, LSGGQ). Zwischen beiden
Untereinheiten liegt ein gemeinsames P-Faltblatt, welches das Walker-B Motiv (B-Loop,
(¢0d¢DE, ¢¢, hydrophobe Aminosdure)) und den D-Loop (SAYLD ) enthélt (Hopfner and
Tainer, 2003). Der Q-Loop liegt in einer strukturell diversen Region (SDR). Viele ABC-
ATPasen wie ABC Transporter und die Rad50/SMC-Unterfamilie kommunizieren mit
anderen Proteinen iiber Konformationsinderungen in dieser Region (Hopfner and Tainer,
2003).

Essentiell fiir die Funktion von allen ABC ATPasen ist die Dimerisierung von zwei
Nukleotidbindungsdoménen. Biochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass ATP-
Bindung, bzw. ADP-Freisetzung die Interaktion der beiden ATPase Dominen kontrolliert

(Fetsch and Davidson, 2002; Liu et al., 1999; Moody et al., 2002; van Veen et al., 2000).
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Nach der Bindung von ATP an das Walker-A Motiv, das Walker-B Motiv und den Q-Loop
der 1. Untereinheit orientieren sich beide Untereinheiten neu. Das ATP y-Phosphat wird vom
Signatur-Motiv einer zweiten NBD erkannt und gebunden. ATP Bindung zwischen dem
ABC Signatur-Motiv der einen Doméne und dem Walker-A Motiv der anderen Doméne fiihrt
dadurch zur Bildung eines Dimers. Die beiden NBD klappen zusammen und bilden ein
NBD-2ATP-NBD Sandwich. ATP Hydrolyse ist folglich nur durch die dimere Struktur der
ABC ATPasen moglich. Die durch die ATP-Bindung induzierte Bewegung verursacht
wahrscheinlich Konformationséinderungen in benachbarten Doménen. Bei vielen ABC
ATPasen werden dadurch regulatorische Domédnen verdndert. Obwohl die Struktur und die
ATP abhédngigen biochemischen Vorgdnge oft untersucht wurden und von hoher
medizinischer Relevanz sind, werden die strukturellen Mechanismen der ABC Enzyme noch
nicht vollstindig verstanden (Diederichs et al., 2000; Gaudet and Wiley, 2001; Hopfner et al.,
2000; Hung et al., 1998; Karpowich et al., 2001; Lewis et al., 2004; Lowe et al., 2001;
Schmitt et al., 2003; Smith et al., 2002; Verdon et al., 2003a; Verdon et al., 2003b).

ABCE1 enthélt neben der fiir diese Familie charakteristischen ABC Doménen noch
weitere, hoch konservierte Doménen (Abbildung 1.3). Eine cysteinreiche, potentielle Eisen-
Schwefel-Cluster Doméne befindet sich am N-Terminus von ABCE1 (Kerr, 2004). Drei
weitere stark konservierte Bereiche liegen in der NBD 1 zwischen dem Walker-A Motiv und
dem Q-Loop, zwischen den ATPase Doménen und am C-Terminus. Diese Doménen lassen

sich bislang keinen bekannten funktionellen Motiven zuordnen.

1.3 Funktion von ABCE1

Uber ABCE] sind einige sehr unterschiedliche Funktionen bekannt. Erstmals beschrieben
und charakterisiert wurde ABCE1 1995 als RNase L Inhibitor 1 (RLI1) (Bisbal et al., 1995).
Der RNase L/ 2°-5’A Signalweg wird nach viraler Infektion (z.B. HIV) durch Interferon
(IFN) induziert und spielt eine wichtige Rolle bei der antiviralen Zellantwort und der
Regulation von RNA Stabilitit. Typ-I IFN induziert iiber den Jak-Stat Signalweg die
Transkription einer 2’,5’-Oligoadenylat-Synthase, die nach Aktivierung durch
doppelstrangige RNA ATP zu 2’-5’ Oligoadenylate (2’-5’A) umsetzt. Die 2°-5’A abhingige
Endonuklease RNase L wird durch doppelstringige RNA aktiviert und baut darauthin
einzelstringige RNA z.B. mRNA von der 3’ Seite ab, wodurch die Proteinsynthese gehemmt
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wird. ABCE1 hemmt die 2°-5’A abhingige RNase L Aktivierung und damit die antivirale
Aktivitdit von IFN (Bisbal et al.,, 1995). Der genaue Mechanismus der Wechselwirkung
zwischen ABCE1 und RNase L ist jedoch nicht bekannt.

Hinweise darauf, dass die Inhibition von RNase L nicht die einzige endogene, biologische
Funktion von ABCEI1 sein kann, waren die Ergebnisse einer Psi-Blast Suche, (,,Position
Specific Iterative Basic Local Alignment Search Tool*“ (Altschul et al., 1997)), bei der
Sequenzkopien von ABCEI in 40 Organismen von Archaeen bis Eukaryoten (Kerr, 2004)
gefunden wurde. Aus diesen 40 Organismen enthalten aber nur drei Organismen RNase L
(Mensch, Maus, Ratte).

Erste Zusammenhdnge zwischen HIV Replikation und ABCE1 wurden erstmals von
Martinand et al. 1999 entdeckt (Martinand et al., 1999). In einem 2002 ver6ffentlichten
Artikel wurde ABCEI1 als ein wirtseigenes Protein beschrieben, dass zur Bildung des
unreifen ,,Human immune defiency virus 1 (HIV-1)-Kapsids benétigt wird (Zimmerman et
al., 2002). Bei der HIV-Kapsid Assemblierung bauen sich ca. 5000 Polypeptide des HIV-1
Strukturproteins Gag zu einem kugelformigen unreifen Kapsid an der cytosolischen Seite der
Plasmamembran zusammen, in welches dann die virale RNA eingeschlossen wird. Fiir
diesen Prozess wird ATP und die wirtszelleneigene 68 kDa schwere ATPase HP68 (,,Host
Protein®, Molekulargewicht 68 kDa = ABCE1) benétigt (Zimmerman et al., 2002). Das HIV-
1 Gag Polypeptid besteht aus vier Doménen, der Matrix-, Kapsid-, Nukleokapsid- und p6-
Domaine. Néhere Untersuchungen zeigten, dass die Nukleokapsiddoméne (NC) mit ABCEI
interagiert. Die NC-Domine enthélt Cystein-Histidin Zentren, die ein Zinkfingermotiv
formen und fiir die Einkapselung der genomischen HIV-1 RNA sorgen. AuBBerdem enthélt
die NC-Doméne wichtige Reste fiir die unspezifische RNA Bindung und Gag-Gag
Interaktionen (Lingappa et al., 2006).

ABCE]1 ist aulerdem mit dem in fast allen Lentiviren enthaltenden Protein Vif und dem
wirtseigenen Protein Apobec3G assoziiert (Lingappa et al., 2006; Zimmerman et al., 2002)
(Abbildung 1.5). Das Virale Protein Vif macht Viren in vivo infektios, indem es verhindert,
das Apobec3G des Wirtes in das Virus verpackt wird. Apobec3G ist eine Cytidin Deaminase,
die wahrend der reversen Transkription durch Hypermutationen dass virale Genom schédigt.

Die genaue Funktion von ABCE1 bei diesem Prozess ist nicht bekannt.
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Abbildung: 1.5 ABCE1 (HP68) ist an der Reifung des HIV1 Kapsids beteiligt.
ABCEL1 bindet an die Nukleokapsiddoméne von HIV Gag, und an zwei weitere Proteine (Vif,
Apobec3G). Abbildung von Drs. Jaisri Lingappa und Wes Sundquist, bearbeitet von John
Weddle.

In den letzten Jahren (2004-2005) erschienen drei Publikationen iiber die zelluldre
Funktion von ABCEI. In diesen Arbeiten wird ABCE1 als essentielles Protein fiir die
Ribosomenbiogenese und die Translationsinitiation beschrieben (Dong et al., 2004; Kispal et
al., 2005; Yarunin et al., 2005). Ein mit einem TAP-Tag fusioniertes ABCE1 Protein liel3
sich aus Hefezellen zusammen mit elF3, elF2 und elF5 reinigen, wobei die Interaktion mit
elF3 und eIF5 Ribosomen unabhingig war (Dong et al., 2004; Kispal et al., 2005). Nach
einer sorgfiltigeren Reinigung interagierte ABCEI noch mit sechs Polypetiden des
Translationsiniationsfaktors 3 (eIF3): elF3a/TIF32, elF3b/PRTI, elF3c/NIP1, elF3i/TIF34,
elF3g/TIF35 und elF3j/HCR1. Des Weiteren wurden ribosomale Proteine (RpI3, Rpl4, Rps3)
und das molekulare Chaperon Hsp70 gefunden. Es ist jedoch bekannt, dass diese Proteine bei
»landem Affinity Purifications® (TAP Reinigungen) immer als Kontaminationen auftreten
(Gavin et al., 2002). elF3 ist ein 750 kDa schwerer Multiproteinkomplex, der beim
Menschen mindestens 12 Proteine enthilt (Siridechadilok et al., 2005). In Hefe enthilt elF3
fiinf essentielle Untereinheiten (elF3a/TIF32, elF3b/PRT1, elF3c¢/NIP1, elF3i/TIF34 und
elF3g/TIF35) und eine nicht stochiometrische Untereinheit (eIF3j/HCRI1). elF3 bindet an die
40S ribosomale Untereinheit und vermittelt die Bindung an mRNA, die eine 5’-methylierte
Guanosin-Kappe besitzen durch Interaktion mit e[F4F. Virale mRNA kann iiber eine IRES
(,,internal ribosome entry site*) direkt an elF3 binden und damit die funktionelle Aufgabe des
Kappen-Bindungskomplexes ersetzen. Dadurch hat elF3 eine wichtige Aufgabe sowohl bei

der zelluldren als auch bei der viralen Proteinsynthese.
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Weiterfiihrende Two-Hybrid Analysen zeigten eine Interaktion von ABCEl mit
elF3j/HCR1p (Dong et al, 2004; Kispal et al., 2005). Zielgerichtete Mutationen in
verschiedenen Doménen von ABCEI konnten diese Interaktion genauer charakterisieren. So
verhinderten Mutationen im Walker-A Motiv von ABCEIl eine HCR1p Bindung, wihrend
Mutationen im Eisen-Schwefel-Cluster diese Interaktion nicht unterbrachen (Dong et al.,
2004; Kispal et al., 2005). Weiterhin wurde gezeigt, dass ABCEI in vivo mit der ribosomalen
40S Untereinheit wechselwirkt (Dong et al., 2004; Kispal et al., 2005). Da ABCE1 sowohl
mit der elF3 Untereinheit des Priinitiationskomplexes als auch dem 40S Ribosom interagiert,
begiinstigt es wahrscheinlich den Zusammenbau wund die Stabilitdit des 43S
Priinitiationskomplexes. Verglichen mit IF2, elF3 oder elF5 befinden sich jedoch geringere
Mengen an ABCE1 in der Zelle (Dong et al., 2004). Daher hat ABCE1 vermutlich eine
katalytische Funktion und ist kein stochiometrischer Bestandteil des Préinititationskomplexes
(Dong et al., 2004). Eine reduzierte ABCEl Konzentration in der Zelle bewirkt eine
generelle Storung der Translationsinitiation. Nach Entfernen von ABCE1 aus einem
Translationsassay konnte folglich das Protein einer Reporter Luziferase mRNA nicht mehr
synthetisiert werden (Dong et al., 2004). Nach dem Ausschalten von ABCEl in
Saccharomyces cerevisiae in vivo konnte eine Reduktion der Grofe und dem Vorkommen
der Polysomen festgestellt werden, nach 8h fiel das Polysomen/ 80S Monosomen Verhiltnis
auf ~5% im Vergleich zum Wildtyp. Dabei stieg zusétzlich die Menge des freien 40S
Ribosomen im Verhéltnis zum 60S Ribosom.

Ein Fusionsprotein aus ABCE1 und ,,green fluorescent protein® (GFP) konnte auch im
Zellkern nachgewiesen werden (Dong et al., 2004), daher konnte ABCE1 im Kern an der 60S
Ribosomenbiogenese beteiligt sein. Yarunin et al. konnten mit Northern Analyse zeigen, dass
wihrend der 60S Reifung nach einer ABCE1 Depletion 7S pra-rRNA nicht mehr zu 5,8S
rRNA prozessiert wurde, die 6S rRNA fehlte vollig (Abbildung 1.6). 7S pra-RNA lieB3 sich
wie 208S, 18S, 5,8S und 25S rRNA mit ABCEI kopriazipitieren. Die 7S Reifung ist einer der
letzten Schritte in der 60S Ribosomenbiogenese und wird wahrscheinlich von ABCE1
reguliert. Um den Einfluss von ABCE1 an der Ribosomenbiogenese weiter zu untersuchen,
wurde ABCE1 darauthin unter die Kontrolle eines Tetracyclin-regulierten Promoters gestellt.
Nach Zugabe von Doxyclin zeigten die ribosomalen Proteine Rpl25p (ein rRNA bindendes
Protein der 60S Untereinheit) und Rps2p (Bestandteil der 40S Untereinheit) eine deutliche
Anhédufung im Zellkern (Yarunin et al., 2005). ABCEI1 hat demnach auch eine wichtige Rolle

11
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im Kernexport von beiden ribosomalen Untereinheiten (Kispal et al., 2005; Yarunin et al.,
2005). Dartiiber hinaus konnte bei der frithen Ribosomenbiogenese 4h nach Ausschalten von
ABCEI1 eine Anhdufung von 35S rRNA festgestellt werden. Nach 6h war zusétzlich 32S pra-
rRNA akkumumliert und eine verminderte 27S und 20S prd-rRNA Konzentration zu
beobachten. Zu einem spéteren Zeitpunkt war auch die Konzentration der reifen 5,8S und

258 pra-rRNA reduziert (Abbildung 1.6).
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Abbildung 1.6  Beteiligung von ABCEL aus S. cerevisiae an der Ribosomenbiogenese
Das Ausschalten von ABCE1 hat vielféaltige Auswirkungen auf die 40S und 60S
Ribosomenbiogenese (Yarunin et al., 2005, Abbildung verandert nach Leger-Silvestre et al.,
2004)

Da reife rRNA sehr stabil ist und die Konzentration nur durch Zellwachstum abnimmt, ist
eine Konzentrationsdnderung wesentlich langsamer sichtbar als bei pra-rRNA. Yarunin et al.
gehen deshalb davon aus, dass die Depletion von ABCE1 die Prozessierung von pra-RNA in
beiden Synthesewegen fiir die ribosomalen Untereinheiten vermindert.

ABCE1 hat demnach wahrscheinlich zwei verschiedene Aufgaben in der friihen
Proteinsynthese (Kispal et al., 2005): In wachsenden Zellen ist ABCEI hauptsédchlich im

Zytoplasma und wird fir den Zusammenbau des 43S und 48S Priinitiationskomplexes
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verwendet. Weiterhin unterstiitzt ABCE1 im Zellkern die Reifung und den Kernexport der
ribosomalen Untereinheiten. Der Effekt der Depletion von ABCEl auf die
Translationsinitiation ist dabei aber fiir die Zelle kritischer als der Mangel an

Ribosomenuntereinheiten.

1.4 Biologische Funktionen von Eisen-Schwefel-Clustern

ABCEI ist ein zytoplasmatisches Protein, das am N-Terminus zwei cysteinreiche Regionen
enthilt (Abbildung 1.3). Die erste Sequenz (CX4CX4CX5C) ist in allen 40 bekannten ABCEI
Homologen konserviert, die zweite Sequenz (CX,CX,CX5C) in 36 ABCEI Proteinen (Kerr,
2004). Sie haben hohe Sequenzihnlichkeit mit der vier Eisen - vier Schwefel [4Fe-4S]-
Clustern Doméne von Ferredoxinen. Die Funktion einer Eisen-Schwefel-(FeS)-Cluster
Domine von ABCE] ist jedoch nicht bekannt. FeS-Proteine findet man bei Eukaryoten in
den Mitochondrien, im Zytosol und im Kern. Aufgrund der Redoxeigenschaften der FeS-
Cluster liegt die Funktion oft in der Elektroneniibertragung
(http://metallo.scripps.edu/promise/FESMAIN.html#FeS). FeS-Cluster sind an nahezu allen
wichtigen Redoxprozessen der belebten Welt beteiligt. Sie fungieren dabei sowohl als kleine
l16sliche Elektroneniibertragungsproteine (Ferredoxine) als auch als Untereinheiten grof3er, z.
T. membrangebundener, Proteinkomplexe. Schwefel kann formale Valenzen von -II bis +VI
annehmen, liegt in FeS-Cluster allerdings immer als S* vor. Eisen liegt als Eisen +II und
+III, sehr selten als Eisen +IV vor. Diese chemische Vielseitigkeit spiegelt sich in der
Vielzahl der verschiedenen FeS-Verbindungen (Abbildung 1.7) und dadurch auch in der
Bandbreite der Redoxpotentiale der FeS-Cluster von Proteinen wieder. FeS-Cluster, die an
Elektronentransfer beteiligt sind kdnnen Fe(Cys)s, [2Fe-2S], [3Fe-4S], [4Fe-4S] oder [8Fe-
8S] 1im aktiven Zentrum enthalten, wobei hdufig Cysteine die tetraedische
Schwefelkoordination vervollstindigen

(http://metallo.scripps.edu/promise/FESMAIN.html#FeS).

Eisen-Schwefel-Cluster ibernehmen neben dem Elektronentransfer auch andere wichtige
Funktionen. Aus vielen Beispielen ist bekannt, dass FeS-Cluster Tertidrstrukturen
stabilisieren, bzw. destabilisieren, wenn sich die Zusammensetzung der Umgebung &ndert.
Deshalb ist es nicht liberraschend, dass FeS-Cluster wichtige strukturelle und regulatorische
Aufgaben erfiillen. Bei den DNA Reparaturenzymen MutY und der Endonuklease III hat der

redoxinaktive [4Fe-4S]-Cluster, dhnlich wie Zink bei den Zink-Finger Proteinen, eine
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ausschlieBlich strukturelle Bedeutung. Der Cluster kontrolliert bei diesen Proteinen die
Struktur eines Proteinloops, der bei der Erkennung und Reparatur von geschidigter DNA

eine Rolle spielt.
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(Frey et al., 1987) (Bes et al., 1999) (Fukuyama et al., 2002)
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[3Fe-4S]-Cluster, Aconitase, 2 [4Fe-4S]-Cluster, Ferredoxin, [8Fe-8S]-Cluster, Nitrogenase Molybdenum-
Pig Peptostreptococcus Asaccharolyticus Eisen Protein,
(Robbins, AH., Stout, C.D.,) (Adman, E.T., Sieker, L.C. 2000) Clostridium pasteurianum

(Kimet al. 1993)

Abbildung 1.7  Eisen-Schwefel-Cluster unterschiedlicher Zusammensetzung
Eisenschwefelcluster kdnnen eine unterschiedliche Anzahl von Eisen und Schwefel-lonen
enthalten. Cysteine (gelbe Kugeln) Gibernehmen meistens die Koordination des Schwefels.
Eisenionen sind orange dargestellt.

Bei vielen zentralen Prozessen haben FeS-Cluster katalytische Funktionen als Oxigenasen
und Hydrogenasen (Bertini et al., 1995). Dehydrations- und Hydrationsreaktionen verlaufen
iiber eine ,,noncysteinyl” Ligation an einer besonderen Eisenbindungsstelle eines [4Fe-4S]-
Clusters. Aconitase, die die Isomerisierung von Citrat zu Isocitrat im Zitronensdurezyklus
katalysiert, ist das hierfiir am besten beschriebene Beispiel. Auch bei der Regulation der
Transkription und der Translation in Bakterien sind FeS-Proteine beteiligt. Diese Proteine
reagieren empfindlich auf Umwelteinfliisse. Dabei ist die Clusterzusammensetzung, die
Clusterumwandlung bzw. die Redoxchemie der Cluster wichtig fiir die Detektion. So reagiert
z.B. das Protein SoxR aus E. coli auf oxidativen Stress mit der Oxidation von Eisen (II) zu
Eisen (III) und stimuliert so die transkriptionale Expression von SoxS, welches wiederum die
Transkription von Proteinen der oxidativen Stressantwort aktiviert. Eine Ubersicht iiber die

biologischen Funktionen von FeS-Clustern ist in Tabelle 1.1 zusammengefasst.
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Tabelle 1.1 Ubersicht (ber die biologischen Funktionen der verschiedenen Eisen-Schwefel-Cluster
(Johnson et al., 2005)

Funktion Beispiele Cluster
Elektronen Transfer Ferredoxin; Redox Enzyme [2Fe-2S]; [3Fe-4S]; [4Fe-4S]
Gekoppelter Elektronen/ Protonen | Rieske Protein [2Fe-2S]
Transfer

Nitrogenase [8Fe-7S]
Substratbindung und Aktivierung (De-) Hydratase [4Fe-4S]

Radikal SAM Enzyme [4Fe-4S]

Acetyl-CoA Synthase Ni-Ni-[4Fe-4S]

[Ni-4Fe-5S]

Sulfit Reduktase [4Fe-4S]-siroheme
Eisenspeicher Ferredoxin; [4Fe-4S]

Polyferredoxin [4Fe-4S]
Strukturelle Funktion Endonuclease 111 [4Fe-4S]

MutY [4Fe-4S]
Regulation der Genexpression SoxR [2Fe-2S]

FNR [4Fe-4S]/[2Fe-2S]

IRP [4Fe-4S]

IscR [2Fe-28S]
Regulation von Enzymaktivitét Glutamine PRPP Amidotransferase | [4Fe-4S]

Ferrochelatase [2Fe-2S]
Disulfidreduktion Ferredoxin:Thioredoxin Reduktase [4Fe-4S]

Heterodisulfide Reduktase [4Fe-4S]

Biotin Synthase [2Fe-2S]

1.5 Die Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese

In Bakterien gibt es drei separate Systeme fiir die Eisen-Schwefel (FeS) -Cluster-
Biosynthese: das ISC (,,iron-sulfur-cluster®), das NIF (,,nitrogen fixation*) und das SUF
(,,sulfur fixation*) System. Das mitochondriale ISC-System der Eukaryoten hat eine grofe
Sequenzihnlichkeit mit dem bakteriellen ISC-System und ist nicht nur fiir die Assemblierung
der mitochondrialen Eisen-Schwefel Proteine zusténdig, sondern auch fiir die Biosynthese
der zytosolischen und nukledren FeS-Proteine. Die Fertigstellung der extramitochondrialen
Proteine ist sowohl von dem mitochondrialen ISC-Export System abhéngig, als auch von

dem zytosolischen Eisen-Schwefel-Assemblierungssystem (,,cytosolic iron-sulfur protein
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assembly machinery*, CIA) (Lill and Muhlenhoff, 2005). Da ABCEI ein cytoplasmatisches
Protein ist, werden beide Systeme fiir die Assemblierung der beiden FeS-Cluster bendtigt.
Der Ausfall der Eisen-Schwefel-Assemblierung in Mitochondrien ist fiir eukaryotische
Zellen schidlicher als Defekte in den besser bekannten mitochondrialen Funktionen wie die
oxidative Phosphorylierung. Steht Hefe fermentierbare Kohlenstoffquelle zur Verfiigung,
konnen Gene der oxidativen Phosphorylierung ohne Konsequenzen ausgeschaltet werden
(Grivell et al., 1999; Tzagoloff and Dieckmann, 1990). Selbst Séugetiere konnen lange ohne
Atmungskette und ATP Produktion iiberleben. Méuse ohne mitochondriale DNA haben in
der Embryonalentwicklung 10,5 Tage iiberlebt, was dafiir steht, dass die
Atmungsabhingigkeit erst spéter in der Sdugetierentwicklung entstanden ist (Larsson et al.,
1998; Muhlenhoff and Lill, 2000). Bis heute ist deshalb die einzige bekannte essentielle
Funktion der Mitochondrien die Assemblierung von Proteinen mit FeS-Cluster. Obwohl FeS
Proteine eine Vielzahl von biologischen Funktionen erfiillen ist bislang nur ABCEI als
essentielles Protein gefunden worden. Somit stellt die Synthese von ABCE1 die bis dato
einzig bekannte essentielle Funktion von Mitochondrien dar (Lill et al., 2005; Muhlenhoff
and Lill, 2000).

1.6 Strukturbestimmung mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse

Bei Proteinen ist die Molekiilstruktur eng mit der biologischen Funktion verkniipft. Die
Kenntnis der dreidimensionalen Proteinstruktur fiihrt deshalb in vielen Fillen zu einem
besseren Verstdndnis der makromolekularen Eigenschaften. Die drei wichtigsten Techniken
zur  Erforschung der dreidimensionalen  Struktur eines Proteins sind die
Rontgenkristallographie, die Elektronenmikroskopie (EM) und die magnetische
Kernresonanzspektroskopie (NMR).

Bei der Kristallstrukturanalyse mittels Beugung von Rontgenstrahlung wird die Verteilung
der Elektronen in der Elementarzelle bestimmt, da diese mit der Rontgenstrahlung in
Wechselwirkung treten. Das Ergebnis der Auswertungen ist eine Elektronendichtekarte. Da
die Rontgenstrukturanalyse prinzipiell kein Limit in der GroBe von Proteinen hat und
hochaufgeldste Daten liefert, wurde diese Methode gewdhlt, um fiir ABCEl genaue
Informationen  iiber die  Proteinstruktur zu erhalten. Die Methoden der
Rontgenkristallographie ist in einer Reihe von Lehrbiichern (Blow, 2002; Drenth, 1999;

McPherson, 2002) ausfiihrlich beschrieben, so dass hier nur auf einige grundlegenden
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Prinzipien sowie auf die zur Strukturlosung von ABCEI eingesetzten Methoden eingegangen

wird.

1.6.1 Proteinkristallisation

Die Rontgenstrukturanalyse bendtigt Proteinkristalle. Die Herstellung dieser Kristalle ist oft
schwierig und nicht vorhersagbar und in vielen Féllen der Engpass bei der
Strukturaufkldrung von Proteinen. Voraussetzung fiir die erfolgreiche Kristallisation ist
zundchst einmal fast immer eine sehr reine Proteinldsung. Um von der gelosten Form des
Proteins zur kristallinen zu gelangen, muss die Loslichkeit der Proteinmolekiile verringert
werden. Der Kristallisationsvorgang héngt von vielen verschiedenen Faktoren ab, wie z.B.:
der Proteinkonzentration, der Temperatur, der Art und Konzentration des Féallungsmittels, der
Ionenstarke, dem pH-Wert, sowie Pufferzusammensetzung und Additive. Die hohe
Ubersittigung der Proteinldsung fiihrt in den meisten Fillen jedoch nicht zu Kristallkeimen,
sondern zu einem amorphen Prézipitat, das gegeniiber dem Kristallwachstum kinetisch im
Vorteil ist. Um die Kristallisationsbedingungen jedes einzelnen Proteins zu finden ist es
deshalb noétig alle Parameter zu variieren und mit Hilfe einer Testreihe die richtigen
Parameter zu finden. Zum testen werden verschiedene Verfahren wie Dialyse, ,,Batch®-
Methode oder die Dampfdiffusionsmethode angewendet. Die Dampfdiffusionsmethode ist

dabei die am hiufigsten verwendete Methode.

1.6.2 Entstehung von Reflexen

Im Proteinkristall werden die Elektronen der periodisch angeordneten Atome durch ein
oszillierendes, elektromagnetisches Feld aus Rontgenstrahlen in Schwingung gebracht.
Dadurch senden sie mit einer Phasenverschiebung Strahlung derselben Frequenz aus. Diese
Strahlung entsteht an den Gitterebenen des Kristalls. Zwischen den von verschiedenen
Atomen gestreuten Strahlen kann es zur Interferenz kommen, jedoch werden die
Bedingungen fiir eine konstruktive Interferenz durch die kristalline Anordnung der Atome in
Netzebenen sehr stark eingeschrinkt. Positive Interferenz entsteht nur in diskreten
Richtungen bei denen die Bragg’sche Gleichung erfiillt ist (Abbildung 1.8). Im Normalgitter
eines Kristalls kann jede Gitterebene durch einen Vektor dargestellt werden, der senkrecht
auf der Gitterebene steht und die Lénge dn hat. Die daraus resultierenden Gitterpunkte im

reziproken Gitter werden mit den Millerschen Indizes h, k, 1 bezeichnet. Jeder dieser
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Gitterpunkte hkl des reziproken Gitters entspricht einer Schar von parallelen Gitterebenen im
realen Gitter. Der Abstand zwischen den Ebenen einer Ebenenschar im realen Gitter ist dpy.
Man kann sich das Beugungsmuster so erkldren, dass die Beugung an den (fiktiven)
Miller’schen Ebenen hkl zustande kommt. Der Gangunterschied zweier paralleler Strahlen,
die an Netzebenen mit dem Abstand d unter dem Glanzwinkel 0 reflektiert werden, betragt
2dsin®. Wenn dieser Gangunterschied ein ganzzahliges Vielfaches (n= 1, 2, 3,...) der
Wellenlidnge A betrdgt, sind beide Strahlen ,,in Phase* und es kommt zu einer konstruktiven
Interferenz. Weil die Reflexion tatsdchlich an vielen tausend Netzebenen stattfindet, fithren
schon sehr kleine Abweichungen vom Glanzwinkel dazu, dass die Strahlen sich gegenseitig

ausloschen.

hkl

hkl

Bragg‘sche Gleichung: ni = 2dsin®

Abbildung 1.8  Entstehung von Interferenz
Positive Interferenz entsteht nur in diskreten Richtungen. Wenn ein Biindel Rontgenstrahlen
einer bestimmten Wellenldnge (A) auf eine Netzebenenschar (hkl) mit dem Abstand d trifft, so
kommt es nur unter ganz bestimmten Winkelbeziehungen (0) zu einer konstruktiven
Interferenz.

Durch die Bragg’sche Gleichung wird aber nur die Richtung der gebeugten
Rontgenstrahlen angegeben, es wird keine Aussage iiber die Intensitét der Reflexe gemacht.
Neben der Position der Reflexe ist aber auch die Intensitdt messbar. Der Beugungswinkel
und die Intensitdt des Reflexes werden gemessen und einer Netzebene im reziproken Raum
des Kristallgitters zugeordnet, gekennzeichnet durch die Miller-Indizes h, k und 1. Die

Beugung fiihrt zu scharfen Intensitidtsmaxima.
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1.6.3 Der Strukturfaktor und die Elektronendichte

Die Intensititen der Reflexe werden durch den so genannten Strukturfaktor (F) bestimmt.
Der Strukturfaktor ist abhingig von der Art und Verteilung der Atome in der Einheitszelle.

Im Strukturfaktor steckt die gesamte Information {iber die Atompositionen in der
Elementarzelle. Der Strukturfaktor berechnet sich aus der vektoriellen Summation der
Teilwellen aller Streuzentren bei Reflexion an einer Ebenenschar hkl. Er ist somit eine
Funktion aller Atomlagen in der Zelle: Zur Ermittlung des Strukturfaktors wird zundchst ein

starres Gitter vorausgesetzt — also ohne Gitterschwingungen.

Foa = i fi exp[2mi(hxjtkyjHz))]
=

f; = atomarer Streufaktor

h,k,1 = Millersche Indizes

Xj, ¥j, Zj= Koordinaten des Atoms j

Der atomare Streufaktor f; ist proportional zur Kernladungszahl z und nimmt mit
zunehmendem 26 ab. Der Strukturfaktor Fyy ist eine vektorielle, komplexe Grofle aus einer
Addition von N Wellen in Richtung hkl, die von j Atomen in der Elementarzelle gestreut
werden.

Obwohl die Kristallstrukturanalyse eine Momentaufnahme eines biologischen Systems
liefert, enthélt sie dennoch Informationen iiber dynamische Vorgiange im Kristall in Form der
sogenannten B-Faktoren. Sie sind ein Mal} fiir die statistische Auslenkung oder statistische
Unordnung eines Atoms, das um die angegebenen Koordinaten oszilliert. Damit ergibt sich
fiir den Strukturfaktor:

N

Fia = D fjexp[2mi(hx;+kyj+z))] exp[-Bjsin’6/1%]
j=1

exp[-Bjsinz(?)/kZ] = Debye-Waller Faktor (B-Faktor)

Sowohl f; als auch der Debye-Waller-Faktor steigen mit der Auflosung und erhéhen die
Strukturfaktoramplitude. Der einzelne gebrochene Rontgenstrahl kann als periodische
Fourier-Reihe beschrieben werden und ergibt aufsummiert iiber alle Reflexe den
Strukturfaktor Fpy. Die experimentelle Fourier-Transformation (reales Kristallgitter «
reziprokes Kristallgitter) wird durch eine mathematische Fourier-Transformation behandelt,

bzw. das gemessene Beugungsmuster (h, k, 1 im reziproken Raum) wird durch eine inverse
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Fouriertransformation in eine Elektronendichte im realen Raum transformiert.

Elektronendichte . Strukturfaktor
Fourier
> 11
P06Y,2) =1V Y [Fluexp[-27i(hx+ ky +12)+i0] <4 Fro=V [ [ [ p(xy,2)exp[27i(hx+ky+12) Hxdydz
M Inverse Fourier oyt
Realer Raum Reziproker Raum

Die Elektronendichte in der Einheitszelle kann somit aus den Betrigen der

Strukturfaktoren |F| nk und der Phase 0y berechnet werden.

Im Experiment wird die Intensitit gemessen, die dem Quadrat der Strukturfaktoramplitude
entspricht:
I wa = a [Fud’
a = konstant
In der Messung der Intensititen ist aber keine Phaseninformation Oy enthalten. Die
Phaseninformation Oy geht beim Diffraktionsexperiment verloren und muss auf andere

Weise bestimmt werden.

1.6.4 Bestimmung der Phasen

Wie alle elektromagnetischen Wellen haben Rontgenstrahlen eine Amplitude f; (atomarer
Streufaktor) und eine Phase 0; (die die Lage des Atoms in der Elementarzelle beschreibt).
Um die Elektronendichte zu berechnen, werden beide Parameter, die Amplitude und die
Phase bendtigt. Um die Phasen zu erhalten gibt es verschiedene Methoden:
- Isomorphen Ersatz (,,Multiple isomorphous replacement®, MIR) durch
Schwermetallderivate
- Molekularer Ersatz (,,molecular replacement*, MR) durch ein bekannte, dhnliche
Struktur
- anomale Dispersion (“single wavelength anomalous diffraction”, SAD und
“multiwavelength anomalous diffraction”, MAD) durch anomale Streuer

Zur Berechnung der Phasen von ABCE1 wurden die Techniken SAD und MR verwendet.
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1.6.5 Die Pattersonfunktion

Die Pattersonfunktion ist eine inverse Fouriertransformation von quadrierten
Reflektionsamplituden (Fhklz). Diese Funktion ergibt keine Elektronendichtekarte, sondern
eine Dichtekarte der Vektoren zwischen allen streuenden Objekten in der Einheitszelle. Die
Pattersonfunktion ist eine Selbstfaltung der Elektronendichtefunktion und ist das Produkt von
zwei Elektrondichten an verschiedenen Orten. In eine Fourierreihe eingesetzt ergibt dass die
Pattersonfunktion P, wobei die Phasen 0 gleich Null gesetzt wurden.

P(u,v,w)= 2 |Fuexp[-2mi(hutkv+lw)]

Da die Dichte der Pattersonkarte aus dem Quadrat der Anzahl der Elektronen des
streuenden Objektes berechnet wird, dominieren die Vektoren zwischen Schweratomen. Die
Anzahl der Peaks ist aber abhingig von dem Quadrat der Anzahl der Atome, so dass die
Pattersonkarte von Proteinen kaum interpretierbar ist. Das heift, |F|* kann nicht direkt als
Koeffizienten der Fouriersummation fiir die Pattersonfunktion verwendet werden, die
Protein-Protein-Vektoren ergeben einen zu hohen Hintergrund. Man versucht daher, denn
Proteinanteil abzuziehen (Patterson -> Differenzpatterson). Beim isomorphen Ersatz wird
eine isomorphe Differenzpattersonkarte erstellt (z.B. die Differenz der Intensitidten zwischen
einem nativen Kiristall und einem Schwermetallderivat), bei einer anomalen
Differenzpattersonkarte wird die Differenz der Intensitidten zwischen Bijvoet Paaren (siehe
1.6.7) verwendet. Mit Hilfe der Pattersonkarte lassen sich somit die Lagen der Schweratome

bestimmen.

1.6.6 Direkte Methoden

Eine weitere Methode zur Bestimmung von Lagen von Schweratomen oder anomalen (siche
1.6.7) Streuern sind die direkten Methoden. Dabei werden folgende Voraussetzungen
verwendet:

- Die Intensitéiten besitzen auch die Phaseninformationen obwohl Phasen und

Amplituden einer Welle zwei unabhéngige Gréfen sind

- Die Elektronendichte ist immer positiv

- Die Atome und damit die Elektronendichten sind diskret im Raum verteilt.

- E-Werte: Strukturfaktoren, normalisiert fiir Punktatome wobei |E | aus |F| berechenbar

ist; E hat die gleiche Phase wie F
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- Zwischen den einzelnen Bragg’sche Reflexionen gibt es Phasenrelationen (Triplet
relation)
- aus einem kleinen Phasen-Startsatz kann man weitere Phasen berechnen
- Die Fouriersynthese vom besten Phasensatz entspricht den Atompositionen
In der Praxis gilt das nur fiir sehr starke Reflexe, die deshalb stark sind, weil viele Atome
in Phase reflektieren und deshalb auf denselben Gitterebenen liegen. Zur Berechnung wird
die Sayre-Gleichung verwendet, in der gleiche, punktférmige Atome ohne Thermalbewegung

vorausgesetzt werden

1.6.7 “Single Wavelength Anomalous Dispersion” (SAD) und “Multiple
Wavelengths Anomalous Dispersion” (MAD)

Bei anomalen Dispersionsexperimenten wird die Streueigenschaft von Atomen verdndert.
Idealerweise verhalten sich die Elektronen wie freie Oszillatoren, die mit der Frequenz der
einfallenden Strahlung oszillieren und Photonen derselben Frequenz emittieren. Das
einfallende Photon besitzt nicht genug Energie um die Elektronen anzuregen und auf hohere
Energieniveaus zu heben. Liegt die Energie des eintreffende Photons an der
Absorptionskante eines Atoms, so werden neben der normalen Streuung auch einige
Photonen absorbiert und bei einer geringeren Wellenldnge reemittiert (Fluoreszenz). Die
absorbierte Strahlung wird mit einer verdnderten Phase wieder abgegeben und verdndert
somit auch die Amplitude des Strukturfaktors. Dieses Phdnomen wird anomale Streuung
genannt und der anomale Streufaktor fu,oma Wird zu einer komplexen Zahl (Abbildung 1.9).
Die Anderung des realen Streubetrags, wird als dispersive Differenz bezeichnet.

fanomal = fo + Af +if>’

= fy+ Af

fanomal = £+’

fo ist der atomare Streufaktor, bei einer Wellenlinge weit entfernt von der

Absorptionskante des Atoms. Af ist der Anteil, um den f; an der Absorptionskante durch die
anomale Streuung verdndert wird. f°’ ist der imaginédre Teil, der ein Mal} fiir die anomale
Streuung und die daraus resultierende Phasenverschiebung ist. f*” ist direkt proportional zum
Absorptionskoeffizienten des anomalen Streuers und damit auch zu dessen

Fluoreszenzspektrum und wird durch einen ,,Fluoreszenzscan* ermittelt.
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Abbildung 1.9 Der atomare Streufaktor fiir ein gebundenes Elektron
Der anomale Anteil f,omar S€tzt Sich aus zwei Anteilen einem realen Teil f und einem
imaginaren Teil if’” zusammen.

Wird der Absorptionskoeffizient fiir Rontgenstrahlung des Schweratoms gegen die
Energie aufgetragen, ergibt sich eine Kurve mit einem sehr scharfen ,,Peak®, der der
Absorptionskante entspricht. Die fiir MAD Phasierung verwendeten Wellenlédngen
entsprechen dabei dem Wendepunkt der Kurve (,,Inflection point™ (1)), dem Maximun der
Absorptionskurve, (f’° Maximum, ,,Peak (2)) und einem Punkt weit entfernt von der
Absorptionskante. Dabei lédsst sich nur £’ genau bestimmen, aus f° l4sst sich mit Hilfe der

Kramer-Kroenig Gleichung f” berechnen.

\//’/ i

Abbildung 1.10 Die drei Standardwellenlangen fir ein MAD Experiment am Beispiel der Hg LI111
Absorbtionskante
Um bei einem MAD Experiment die besten Phaseninformationen zu erhalten wird bei drei
Wellenlangen gemessen. 1: “Inflection point™, 2:”’peak™, 3: “Remote”
Ubernommen von: http://www.embl-hamburg.de/display?file=~tucker/X31/X31_mad.html
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Die anomale Streuung ist abhidngig von der Wellenldinge und dem Atomtyp. Schwere
Atome wie Selen, Kupfer oder Eisen haben aufgrund ihrer hoéheren Elektronenzahl eine
starkere anomale Streuung. Thre Absorptionskanten liegen auch im Wellenlédngenbereich der
am Synchrotron erzeugbaren Rontgenstrahlung. Die Absorption von Rontgenstrahlung bei
bestimmten Wellenldngen durch die Elektronenhiille schwerer Atome bewirkt, dass das
Gesetz von Friedel nicht mehr gilt, demzufolge die Strukturfaktoramplituden der Reflexe mit
den Indizes h,k,| und -h,-k,-l gleich sind. Die absorbierte Strahlung wird mit einer
verdnderten Phase wieder abgegeben und veridndert somit auch die Amplitude des
Strukturfaktors.

F(hkl) # F(-h-k-I)
Die Bijvoet Differenz ist der Unterschied zwischen den gemessenen
Strukturfaktoramplituden:
AB;j = [Fy (hkD)] — [Fyu(-h-k-1)
Es wird definiert:
AF o= ([Fpir (hKD)|  [Fpu(-h-k-D)]) x £/26
Wobei:
/2’ ein Normierungsfaktor ist.
Fy = Streuanteil des schweren Atoms
Fpy = Strukturfaktor vom Schwermetallderivat
F, = Strukturfaktor des nativen Proteins

Eine Pattersonkarte, die mit A|Fan0|2 berechnet wird, sollte nur Peaks enthalten, die zu den
Vektoren zwischen anomalen Streuern gehdren. Damit konnen die Positionen der
Schweratome bestimmt und somit die Phasen der Strukturfaktoren berechnet werden. Die so
erhaltenen Phasen konnen zur Bestimmung der Phasen fiir das Protein verwendet werden. Da
jetzt der Strukturfaktor des anomalen Streuers Fy; und die Amplituden der Strukturfaktoren
von Fpy und Fp bekannt sind 1asst sich mit einer Fouriertransformation eine erste

Elektronendichte berechnen.

1.6.8 Molekularer Ersatz

Beim Molekularen Ersatz muss ein Modell vorliegen, das Ahnlichkeit zu der gesuchten

Struktur aufweist. Das Modell (bzw. dessen Patterson-Funktion, Pm) wird mit der Patterson-
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Funktion (Px) der zu losenden Struktur iiberlagert. Die aus dem Modell berechneten
Strukturfaktoren |Fpy|. werden mit den gemessenen Strukturfaktoren |Fiy|, der unbekannten
Struktur verglichen. Es werden zwei Faktoren optimiert:
1. Der R-Faktor wird minimiert. Das bedeutet, dass die kalkulierten Strukturfaktoren
|Fril|c den beobachteten Strukturfaktoren F|pyl, sehr dhnlich sind.
2. Der Lineare Standard Korrelationskoeffizient C wird maximiert.

Gut brauchbare Werte sind z.B. wenn R < 50% und C >30%.

Die berechneten Phasen 6, konnen dann mit den gemessenen Amplituden |F| o und den

berechneten Amplituden |F|. zur Berechnung des Strukturfaktors und einer ersten

Elektronendichte (2F,-F.) verwendet werden.

1.6.9 Verbesserung der Phasen

Oft sind die Phasen, die experimentell erhalten wurden, nicht gut genug, um eine
interpretierbare Elektronendichte zu erhalten. Zusétzliche Informationen kénnen helfen, die
Phasen zu verbessern:

- nicht kristallographische Symmetrie (,,non-crystallographic symmetry*, NCS). Wenn
sich mehr als ein Molekiil in der asymmetrischen Einheit befindet. Es wird zunichst
davon ausgegangen, dass alle Molekiile mehr oder weniger strukturell identisch sind.
Alle Molekiile der asymmetrischen Einheit werden dann unabhingig voneinander
betrachtet und die Elektronendichten gemittelt.

- Losungsmittelglittung (,,Solvent flattening®).

In der Umgebung des Proteins, in der nur Ldsungsmittel vorliegt (35-80% der
Einheitszelle) sollte die FElektronendichte sehr gering sein (LOsungsmittel ist
ungeordnet). An diesen Stellen werden alle Gitterpunkte des Losungsmittels auf einen
konstanten Wert gesetzt. Aullerdem sollte die Elektronendichte im Protein positiv
sein, deshalb werden alle Gitterpunkte des Proteins positiv gesetzt.

- Charakteristische Frequenzverteilung der Elektronendichte

- Phasenkombinationen aus unterschiedlichen Phasenberechnungen (MIR-MIR, MIR-
MAD)
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1.6.10 Strukturverfeinerung

Ungenauigkeiten in den Reflexintensitdten und in den Phasenwinkeln sowie unvollstindige
Daten ergeben Fehler bei der Phasenbestimmung. Daher werden das Strukturmodell und die
Dichte verfeinert. Die aus den gemessenen Daten bestimmten Strukturfaktoren F, und Phasen
0, (0 = gemessen (,,observed®)) und die daraus berechnete Elektronendichte werden dazu
verwendet, um ein erstes Atommodell in die Elektronendichte zu bauen. Daraus lassen sich
Modellphasen 6. (¢ = berechnet (,,calculated)) berechnen. Mit diesen verbesserten Phasen
kann dann wiederum eine neue, verbesserte Elektronendichte berechnet werden. Mehrere
Verfeinerungszyklen helfen zu einer verbesserten Ubereinstimmung von Modelldaten und
Messdaten. Fiir die Verfeinerungszyklen werden zwei Elektronendichten berechnet:

- Die 2 F,-F, Dichte, die den systematischen Fehler ein F, Dichte verringert,

- Die Differenzdichte F,-F; die “positive” bzw. ,,negative Dichten enthélt, wenn F,

von F. unterschiedlich ist.
F,= observierter (,,observed) Strukturfaktor
F.= berechneter (,,calculated*) Strukturfaktor
Ein MaB fiir die Ubereinstimmung zwischen Model und den beobachteten Daten stellt der

kristallographische R-Faktor dar:

th‘ F°|_ k|F°
th | F°|

|Fo| = beobachtete Strukturfaktoramplitude

R:

|FC| = berechnete Strukturfaktoramplitude des Modells
k = Skalierungsfaktor

Fiir vollig zufdllig verteilte Atome in der Einheitszelle einer nicht zentrosymmetrischen
Struktur ist der R-Faktor 0,59. Bei Proteinstrukturen erreicht man R-Faktoren von 0,15-0,25
abhédngig von der Auflosung. Daher gilt der R-Faktor als die relevante Richtgrofe, die angibt,
wie gut das Modell zu den Daten passt. Ziel ist es, den kristallographischen R-Faktor zu
minimieren, wobei auch geometrische Parameter wie Stereochemie (Bindungslingen und
Winkel) beriicksichtigt werden (Engh and Huber, 1991). Ein zufillig ausgewéhlter Teil der
Daten (5 % der Reflexe) wird von der Verfeinerung ausgeschlossen und zur Berechnung des
freien R-Faktors genutzt (Briinger, 1992). Er beschreibt, wie gut das Modell die nicht zur

Verfeinerung einbezogenen Daten voraussagt (Vergleichspriifung). Der so berechnete freie
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R-Faktor, oft 2- 5% hoher als der kristallographische R-Faktor, warnt dabei vor einer

Uberanpassung des Atommodells an die Daten.
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Struktur und die Funktion der ABC ATPase
ABCEL zu ermitteln. Obwohl in den letzten Jahren viele Funktionen von ABCE1
bekannt wurden, ist die genaue biologische Aufgabe weiterhin unklar. Die Struktur- und
ATP-abhdngigen biochemischen Vorgdnge von ABC ATPasen wurden oft untersucht
und sind von hoher medizinischer Relevanz aber die strukturellen Mechanismen der ABC
Proteine werden noch nicht komplett verstanden. Bei allen ABC ATPasen sind die
nukleotidbindenden Doménen (NBD) konserviert. ABCEL enthélt zwei unterschiedliche
NBD, alle bisher bekannten Strukturen von ABC ATPasen enthalten dagegen nur eine
NBD, die ATP abhéngig dimerisieren kénnen. Die beiden NBD von ABCEL sind durch
eine fir ABC ATPasen einzigartige Domane, die Scharnierregion, verbunden. Dadurch
ist in ABCEZ1 die relative Position der beiden NBD zueinander festgelegt. Die Struktur
von ABCE1 konnte deshalb wichtige Aufschlusse uber den fur alle ABC ATPasen
gemeinsamen Mechanismus der ATP-Bindung und -Hydrolyse geben.

Der N-Terminus von ABCE1l enthélt zwei cysteinreiche Regionen, die hohe
Ahnlichkeit mit der Eisen-Schwefel-Cluster (FeS) Doméne von Ferredoxinen haben. Die
Funktion dieser, bei allen ABCEL Proteinen stark konservierten Regionen, ist jedoch
nicht bekannt. Durch die aerobe Aufreinigung war es zundchst nicht moglich das
komplette Protein zu Kkristallisieren, da es sich herausstellte, dass ABCELl ein
sauerstofflabiles Protein mit schlechten Kristallisationseigenschaften ist. Im ersten Teil
der Arbeit sollten deshalb zun&chst nur die beiden NBD mit der verbindenden
Scharnierregion, ohne die N-terminale Doméne, kristallisiert und daraus die Struktur
bestimmt werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte mit Hilfe von biochemischen Methoden ein
System zur stabilen Bereitstellung von ABCEL fur die Kristallisation aufgebaut werden.
Da es sich herausstellte, dass die FeS-Cluster durch Luftsauerstoff oxidiert werden, war
es notwendig, eine Methode zu etablieren, diese vor Oxidation zu schitzen. Um
ausreichende Mengen an ABCEL1 zu erhalten, sollte ein effizientes Rekonstitutionssystem
in einem anaeroben Zelt gefunden werden. Mit Hilfe eines Enzyms aus der bakteriellen
FeS Biosynthese sollte ABCEL in die native Konformation zurtickgefiihrt werden. Aus

dem stabilisierten, nativen Protein sollte im weiteren Verlauf der Arbeit die Struktur
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ermittelt werden, um unter Verwendung des ermittelten Strukturmodells Aufschlisse auf
die moglichen biologischen Funktionen von ABCEL zu erhalten.

Um die aus dem Strukturmodell erhaltenen Ergebnisse zu Uberprifen, sollten
konservierte bzw. strukturell wichtige Motive von ABCE1 in einer Kollaboration mit
Birgit Martens, Genzentrum Minchen, in S. cerevisiae mutiert werden. Ortsspezifische
Mutagenesen sollte Hinweise auf die Funktion einzelner Aminosduren geben und deren
Auswirkung auf den Organismus in vivo zeigen.

Einige Archaeen, wie die in der Arbeit verwendeten, sind thermophile Organismen
und das Temperaturoptimum ihrer Proteine liegt bei hohen Temperaturen (>70°C).
Biochemische Analysen sind bei diesen Temperaturen oft nicht durchfuhrbar.
Uberexpression in E. coli ist bei eukaryotischen oder komplexeren Proteinen oft nicht
mdoglich. Eine Methode, um groRBe Mengen an léslichem ABCEL Protein zu erhalten ist
die Expression in Insektenzellen, die mit rekombinanten Baculoviren infiziert werden.
Fur biochemische Analysen und um ein eukaryotisches Homolog fir die Kristallisation
zu erhalten, sollte deshalb ABCE1 aus S. cerevisiae durch die Uberexpression in

Insektenzellen bereitgestellt werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

Alle verwendeten Chemikalien hatten die Qualitétsstufe ,,zur Analyse“. (pro Analysis,
p-A.) und wurden, falls nicht gesondert aufgefiihrt von Merck (Darmstadt), Sigma
(Deisenhofen) bzw. Carl Roth (Karlsruhe) bezogen. Kristallisationlosungen und
Werkzeuge wurden von Hampton Research (Aliso Viejo, USA), Nextal Biotechnologies

(Montreal, Canada, jetzt Qiagen, Hilden) oder Jena Bioscience (Jena) bezogen.

3.2 Methoden der Molekularbiologie

Allgemeine Techniken wie Polymerasekettenreaktion (PCR), Restriktionsverdau von
DNA zur Hydrolyse von Phosphodiesterbindungen, alkalische Dephosphorylierung von
DNA Enden, Vervielfdltigung von Plasmid-DNA und Agarosegel-Elektrophorese wurden
nach Standardprotokollen durchgefiihrt (Sambrook, 1989).

3.2.1 Isolierung von DNA

Genomische DNA aus Archaebakterien wurde mit DNAzol® Reagent (Molecular
Research Center, Cincinnati, USA) nach der Anleitung des Herstellers pripariert.
Plasmid DNA wurde mit NucleoSpin®-Plasmid Quick Pure Kit (Macherey-Nagel,
Diiren) isoliert. DNA Fragmente wurden aus Agarosegelen mit dem NucleoSpin®-

Extract II Kit (Macherey-Nagel, Diiren) herausgereinigt.

3.2.2 Konzentration und Reinheit von DNA

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch mit einem UV/VIS Specord 200 der VEB
Carl Zeiss Jena iiber die Absorbtion bei 260 nm bestimmt. Einer Konzentration von
50png/ml dsDNA entspricht hierbei einer 1 Az (Sambrook, 1989). Der Quotient aus
Ao/ Asgo ist ein Mal} fur die Reinheit der DNA. Bei vollkommen reiner dsDNA ist

dieser Quotient = 2.
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3.2.3 Klonierung

Die verwendeten Gene wurden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion aus dem
entsprechenden Genom mit der ACCUZYME™ DNA Polymerase (Bioline,
Luckenwalde) vervielfiltigt, mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen geschnitten

und in die bendtigten Vektoren kloniert.

3.2.4 Restriktionsverdau

Enzyme, Puffer und Nukleotide fiir die Molekularbiologie wurden bei Fermentas (St-
Leon-Rot) bezogen. Fiir den Verdau von DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde
die DNA mit dem gewiinschten Enzym unter dem vom Hersteller angegebenen
Bedingungen und Mengenangaben mindestens 1lh inkubiert. Zur Detektion der

entstandenen DNA Fragmente wurde Agarose-Gelelektrophorese verwendet.

3.2.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden fiir PCR, Mutagenese und DNA Sequenzierung bendtigt. Alle
verwendeten Oligonukleotide waren von Thermo Electron Corporation (Ulm) oder Fa.
MWG Biotech (Ebersberg) und HPLC gereinigt. In Tabelle 3.1 sind die verwendeten
Primer und die damit vervielfdltigten Produkte dargestellt, die fiir die Klonierungen

verwendet wurden.

Tabelle 3.1: Verwendete Primer fir ABCE1 Konstrukte aus verschiedenen Organismen
Konstrukt Oligo Sequenz
afu ABCE1 af rlin0

5’-AAAACATATGCCTTTCCGTATTGCAGTTGTGGACAGAGAACGC-3’
af rlicOrev
5’-AAAA GCGGCCGC TTA TCAGAAATAGTAGTAATACTCCCCAGC-3°

pfu ABCE1 pfuRLINO.for
5’-TGGGGAGGGCATATGCGTATTGCGGTCATCGATTACGACAAATG-3’
pfuRLIcOhis.rev
5’-AAAAGCGGCCGCGGCAATATAGTAGTATTCACCTTTC-3’
pfuRLICO.rev
5’-AAAAGCGGCCGCCTATTAGGCAATATAGTAGTATTCACCTTTC-

3 2

pfu ABCE1 A1-30 pfuRLIN1.for
5’-AAAAACATATGGGTGGTGAGGCAATAATTATTGACGAAGAAAAC-
3’pfuRLICO.rev

pfu ABCE1 N2 (Al- pfuRLIN2
83) 5’-AAAAACATATGGGTGTTAACGCCTTCGTCCTCTA-3’
pfuRLICO.rev

pfu ABCE! NIb (Al- | pfuRLINIb.for
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63)

5’-AAACATATGAAGGCCATAAGCATAGTTAACCTAC-3’
pfuRLICO.rev:

pfu ABCE1 NIC (Al-
71 Katharina Biittner)

pfuRLIN1c.for:
5’-AGAGCAGCTCGAAGAGGACTGTGTGC-3’
pfuRLICO.rev

pfu FeS

pfuRLINO.for

FeSHIS .rev:

5’-AAA AGCGGC CGC TTC GAG CTG CTC TGG TAG GTT AAC-3’
FeS.rev
5’-AAAAGCGGCCGCTCATTCGAGCTGCTCTGGTAGGTTAAC-3’

pab ABCELl

pabRLI.for
5’-AAAAACATATGGTGAGGAAAATGAGGATCGCG-3’
pabRLI.rev
5’-TTTTTTGCGGCCGCGGCGTAGTAGTATTCTCCCCTTGC-3’

pab ABCE1 AFeS

pabRLId75.for
5’-AAA CAT ATG CCA GAG CAA TTA GAT AAA GAT G-3°
pabRLi.rev

sso ABCE1

SSORLINO.for:

5’-AAA CAT ATG CGT GTT GCT GTA ATA AAT TAT GAC TTT TGT AAG-3’
SSORLI.rev

5’-GTA AAG AAA TGT CCA TAC GAA GCT ATA TCA ATT G-3°

sso ABCE1 AFeS

ssoRLid75.for
5’-AAA CATATG CCA GAC GAG TTA GAA GGA GAG G-3°

SSORLI.rev
pET-28 N-Strep N-Strep.for

5’-C ATG GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCT CA-3

N-Strep.rev

5’-TATGAGCGCCTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTAGC-3’
pET-29 C-Strep C-Strep.for

5’-G GCC GCG TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA-AAA TAA GC-3’

C-Strep.rev

5’-CGC ACC TCG GTG GGC GTC AAG CTT TTT ATT CGACT-3’
Isc-S ISC.for

5-AAACAT ATGAAATTAC CGATTTATCT CGACTAC-3’

ICS.rev

5’-AAAGCGGCCGCTTAATGATGAGCCCATTCGATGCTG-3’
Methanosarcina Mesaro.for:

5’-AAA CATATG CCA GAC GAG TTA GAA GGA GAG G-3°

Mesaro.rev:

5’-AAAGCGGCCGCTCACTCCTTAGCAGAATAATAATAG-3’
Methanosarcina AFeS | Mesarod75:

5’-AAA CAT ATG CCT GAA GCC CTG CAG GAA CC-3

Mesaro.rev:

5’-AAAGCGGCCGCTCACTCCTTAGCAGAATAATAATAG-3’
Human ABCE1 hrlin0

5’-AAA ACAT ATG GCAGACAAGT TAACGAGAAT TG-3’

hrlicOhrev

5’-AAAA GCGGCCGC ATCATCCAAGAAAAAGTAGTTTCCAC-3’

hrlicOrev

5’-AAAA GCGGCCGC TTA CTA ATCATCCAAGAAAAAGTAGTTTCCAC-3’
Human ABCE1 AFeS | hRLId74.for

5’-AAA CAT ATG CCG AGC AAC TTG GAA AAA GAA ACC AC-3’
hrlicOhrev
hrlicOrev

Yeast ABCE1

yRLINO.for
5’-AAACATATGAGTGATA AAAACAGTCG TATCGCTATC-3’
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yRLIco.rev
5’-AAAGCGGCCGCTTAAATACCGGTGTTATCCAAGAAAAAG-3’
yRLIcOHis.rev
5’-AAAGCGGCCGCAATACCGGTGTTATCCAAGAAAAAG-3’

Yeast ABCE1 AFeS yRLId76.for

5’-AAA CAT ATG CCG ACT AAT TTA GAA GCC CAT GTA ACT C-3’
yRLIco.rev

yRLIcOHios.rev

3.2.6 Oligonukleotide zur DNA Sequenzierung

DNA wurde von Medigenomix (Martinsried) sequenziert. Folgende Oligonukleotide zur

Sequenzierung wurden dazu verwendet:

T7 Promotor : 5’-AATACGACTCACTATATAGGG-3’
T7 Terminator: 5°- GCT AGT TAT TGC TCA GCGG-3’
T7 Terminator II: 5’- CAAAAAACCCCTCAAGACCCG-3’

3.2.7 Mutanten von ABCE1

Zusétzlich zu den N-terminal verkiirzten Konstrukten wurden ausgewéhlte Aminosduren
mutiert. Punktmutationen wurden mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (,,PCR-based
site-directed mutagensis®) (Ho et al., 1989) eingebracht. Komplementidre Oligos, die
jeweils die gewiinschte Mutation enthielten wurden in einer ersten PCR verwendet, dabei
wurden zwei Produkte mit iiberlappenden Enden amplifiziert. Diese DNA Produkte
wurden in einer zweiten PCR verwendet, wobei die Uberhiinge zusammengefiigt und
dann der komplementire Strang 3° verlingert wurde. Um das gesamte Gen zu
amplifizieren, wurden die flankierenden Primer ebenfalls in dem Reaktionsansatz
zugefiigt. Tabelle 3.2 enthilt eine Zusammenstellung der mutierten Aminosauren. Einige

Mutanten wurden von K. Buettner (Buettner, 2003) hergestellt.
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Tabelle 3.2 Zusammenstellung der erstellten Mutanten und ihre Lage in konservierten Bereichen
Organismus Mutante Teil des Strukturmotivs
pab ABCE1 R304E Hinge |
E240Q Walker B 1
E483Q Walker B 11
K443A Strukturell divers
Y244F D-Loop

Y244F-E483Q
E240Q-Y244F
E240Q-Y244F-E483Q
S216A

D-Loop + Walker B 11
Walker B I + D-Loop
D-Loop + Walker B 1+ 11
Signatur Motiv |

Y244F-E483Q
E240Q-Y244F-E483Q
S216A

D274N His-Switch (Buettner, 2003)
R304K-K443A Hinge I, Strukturell divers (Buettner,
2003)
pab ABCE1 AFeS Y244F D-Loop

D-Loop +Walker B II
D-Loop + Walker B I+ 11
Signatur Motif I

pfu ABCE1 AFeS E236Q Walker B I (Buettner, 2003)
E479Q Walker B II (Buettner, 2003)
E236Q-E479Q Walker B I+II (Buettner, 2003)
sso ABCE1AFeS S234R Signatur I
S481R Signatur II
S234R-S481R Signatur I+ 11
3.2.8 Plasmide

3.2.8.1 Kommerziell verfiigbare Plasmide

Zur Expression der rekombinanten Proteine in E. coli wurden pET- Vektoren der Firma
Novagen, Schwalbach/Ts und pTyB Vektoren von New England Biolabs (Frankfurt/
Main) verwendet. Als Transfervektor zur Klonierung der rekombinanten Proteine fiir die
Expression in Insektenzellen wurden der Vektor pFastBacl von Invitrogen (Carlsbad,
USA) verwendet. Die Selektion erfolgte tiber die vektorspezifischen Resistenzen durch

Zugabe der entsprechenden Selektionsmarker zu dem Wachstumsmedium.
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3.2.8.2 Modifizierte Plasmide mit Strep-tag

Die Plasmide pET-28 N-Strep und pET-29 C-Strep sind modifizierte pET-Vektoren
(Novagen, Schwalbach/Ts). Bei der Modifikation wurden die in den Plasmiden pET-29
bzw. pET-28 codierenden Regionen fiir den N-terminalen 6xHis-tag (pET-28) bzw. den
C-terminalen 6xHis-tag (pET-29) durch einen N-terminalen (pET-28 N-Strep) bzw. C-
terminalen (pET-29 C-Strep) Strep-tag II ersetzt.

PET-28 N-Strep

Die Oligonukleotide N-Strep.for und N-Strep.rev. sind komplementidr und kodieren fiir
einen kurzen Linker (Aminosduren MAS), der die Sequenz fiir das Strep-tag II Peptid
(Aminosiuren: WSHPQFEK) und einem Linker zum Protein (GAH) enthilt. Durch den
Strep-tag 11 kann ein Protein iiber Affinititschromatografie durch Bindung an Strep-
Tactin gereinigt wurden, durch den Linker wurde eine bessere Zuginglichkeit des Strep-

tags II fiir das StrepTactin erreicht.

Neol Ndel Nhel HindIIT Notl
T T T T T
AGGAGATATA  CCATGG CTAGC TGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAA GGCGCT CATATG GCTAGC ATGACTGGTGGACA// AAGCTT  GCGGCCGC
M AS WSHPQFEK GAHM
rbs Linker STREP-TAG Linker

Abbildung 3.1  Schematische Darstellung des codierenden Bereichs fiir den Strep-tag von pET-28 N-
Strep
Ein dsDNA Fragment konnte (iber die Restriktionsseiten Ncol und Ndel in pET-28 gesetzt
werden (oben). Ausschnitt aus Basensequenz, Aminosduresequenz und Restriktionsseiten
von pET-28 N-Strep (unten)

Um ein doppelstringiges DNA-Fragment zu erhalten wurden 100 pM beider
Oligonukleotide auf 100°C erhitzt und zum Zusammenfiigen langsam abgekiihlt. Die
Oligonukleotide wurden so gewihlt, dass nach dem Zusammenfiigen am 5’-Ende ein
CCATG Uberhang (fiir Ncol) am codierenden Strang und am 3’ Ende ein GTAT
Uberhang (fiir Ndel) am Gegenstrang entstanden ist. Mit Hilfe dieser ,,sticky-ends*
konnte das dsDNA-Fragment in einen mit Ncol und Ndel geschnittenen Vektor pET-28

gesetzt werden.
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PET-29 C-Strep

Die Oligonukleotide C-Strep.for und C-Strep.rev. sind komplementir und kodieren fiir
das Strep-tag II Peptid (Aminosduren: WSHPQFEK), fiir einen kurzen Linker
(Aminosduren AA), und dem Stop-Codon. Der zwei Aminosduren des Linkers
vergrolern den Abstand zwischen dem Protein und des des Strep-tag II. Die
Oligonukleotide wurden so gewdhlt, dass nach dem annealen am 5’-Ende ein GGCCGC
Uberhang (fiir Notl) am codierenden Strang und am 3’ Ende ein CGAGT Uberhang (fiir
Bpul02I) am Gegenstrang entstanden ist. Um ein doppelstringiges DNA-Fragment zu
erhalten wurden 10 uM beider Oligonukleotide auf 100°C erhitzt und zum
Zusammenfiigen langsam abgekiihlt. Mit Hilfe der ,sticky-ends® konnte das
zusammengefligte DNA-Fragment in einen mit Notl und Bpul 1021 geschnittenen Vektor

pET-29 gesetzt werden.

Nldel , /Hipdlll Notl Bpul .1 021
' // ' ! '
AGGAGATATA // TCGA CAAGCTT GCG GCCGC G TGGAG CCACCCGCAGTTCGAAAAA
AA WSHPQFEK
rbs Linker Stop

Abbildung 3.1  Schematische Darstellung des codierenden Bereichs fé?WSﬁé&taq von pET-29C-
Strep
Ein dsDNA Fragment konnte iber die Restriktionsseiten Notl und Bpu11021 in pET-29
gesetzt werden (oben). Ausschnitt aus Basensequenz, Aminosauresequenz und
Restriktionsseiten von pET-29 C-Strep (unten).

3.2.9 ABCEL wurde aus verschiedenen Organismen kloniert

Tabelle 3.3 enthilt eine Zusammenstellung aus welchen Organismen ABCEI hergestellt
wurde, die verwendeten Vektoren, Tags die die Reinigung tiber Affinitdtschromatografie
ermoglichten und die zum integrieren des ABCE1 Gens verwendeten Restriktionsseiten.
Samtliche Mutanten, die sich vom Wildtyp nur in einer oder wenigen Aminosduren

unterscheiden sind in der Tabelle nicht mit aufgefiihrt.
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Tabelle 3.3 Klonierungs und Reinigungsstrategie von ABCEL1 aus den unterschiedlichen
Organismen
Konstrukt Vektor Tag Restriktionsseiten
afu ABCE1 pET-21 His (C-Term) Ndel, Notl
pET-21 Ohne
pET-28 His (N-Term)
pfu ABCE1 pET-21 His (C-Term) Ndel,Notl
pET-28 His (N-Term)
pET-21 ohne
pET-29 ohne
pET-28 N-Step Strep-tag (N-Term
pET-29C-Strep Strep-tag (C-Term
pTYBI Intein Tag (C-Term) Ndel, Xhol
pTYBI12 Intein Tag (N-Term) Ndel, Notl
pfu ABCE1 N1 A1-30 pET-28 His (N-Term) Ndel, Not
pfu ABCE1 N2A1-83 pET-28 His (N-Term) Ndel, Not
pfu ABCE1 N1b A1-63 pET-28 His (N-Term) Ndel, Not
pfu ABCE1 Nlc Al1-71 pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
pfu FeS pET-21 Ohne Ndel, Notl
pET-28 N His
pab ABCE1 pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
pET-29 His (C-Term)
pET-29 Ohne
pET-28 N-Step Strep-tag (N-Term
pET-29C-Strep Strep-tag (C-Term
pTypl2 Intein Tag (N-Term))
pab ABCE1 AFeS pET-28 His (N-Term) Ndel, Not
pET-29 His (C-Term)
pET-29 Ohne
sso ABCELl pET-29 His C Ndel, Notl
pET-28 N-Step Strep-tag (N-Term
pET-29C-Strep Strep-tag (C-Term
GST-pET-29 GST-tag Vspl, EcoRI
sso ABCE1 AFeS pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
pET-29 ohne
Human ABCE1 pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
His (C-Term)
Ohne
Human ABCE1AFeS pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
pET-29 His (C-Term)
pET-29 Ohne
S. cerevisiae ABCE1 pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
pET-29 His (C-Term)
pET-29 Ohne
pET-28N-Strep Strep-tag (N-Term
pFastBacl Strep-tag (N-Term Stul
S. cerevisiae ABCE1AFeS pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
pET-29 His (C-Term)
pET-29 Ohne
pET-28-N-Strep pET-28 Strep-tag (N-Term) Ncol, Ndel
pET-29-C-Strep pET-29 Strep-tag (C-Term) Notl, Bpul 1021
Isc-S pET-29 ohne Ndel, Notl
Methanosarcina pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
Methanosarcina d75 pET-28 His (N-Term) Ndel, Notl
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3.3 Methoden der Mikrobiologie

3.3.1 Verwendete Bakterienstdmme

Zur Vervielfiltigung klonierter Plasmid DNA wurde der E. coli Stamm XLI-Blue
(Stratagene, La Jolla/CA (USA)) verwendet. Rekombinante Bacmid DNA wurde mit
DHI10Bac (Invitrogen) hergestellt. Zur Proteinexpression wurden die E. coli Stimme
Rosetta (DE3) (Novagen, Schwalbach/Ts) und BL21Codon Plus (DE3)-RIL (Stratagene,
Jolla/CA  (USA)) Hilfe des
methioninautotrophen E. coli Stamm B834 (DE3) (Novagen, Schwalbach/Ts) in Proteine

verwendet. Selenomethionin  konnte  mit

inkorporiert werden.

Tabelle 3.4: Bakterienstamme, die zur Klonierung und Expression von ABCEL verwendet wurden
Stamm Genotyp Firma
XL1-Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene, La Jolla/CA
relA1 lac [F'proAB laclZAM15 Tn10 (Tet®)] (USA)
Rosetta (DE3) F ompT hsdSg (r5” mg ") gal decm lacY1 (DE3) Novagen, Schwalbach/Ts.
pRARE (Cm")
B834 (DE3) F ompT hsdSg (r5” mg ) gal dcm met (DE3) Novagen, Schwalbach/Ts.
BL21Codon B F- ompT hsdS (rB- mB-) decm+ Tetr gal Strata gene,
Plus(DE3)-RIL _(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Camr], Extra | Jolla/CA (USA)
Kopien von argU, ileY und leuW tRNA Genen
auf einem ColE1-kompatiblen Plasmid (Cm")
DH10Bac F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZA Invitrogen

M15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara,
leu)7697 galU galK A~ rpsL nupG
/pPMON14272 / pMON7124

3.3.2 Insektenzellen

Die Sf21-Zellen (Invitrogen) entstammen dem Ovariumgewebe der Puppe des
Heerwurmes Spodoptera frugiperda Smith (einer Schmetterlingsraupe). Sie besitzen eine
Verdopplungsdauer von 18 bis 24 Stunden und wachsen sowohl in Monolayer als auch in
Suspensionskultur. Die in dieser Arbeit verwendeten Sf21-Zellen sehen im
Lichtmikroskop gleichméBig kugelrund aus, haben unterschiedliche Gréen und heften

sich innerhalb von 10 Minuten an den Boden von Zellkulturflaschen.
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3.3.3 Medien

3.3.3.1 Medien fur Bakterien

Luria Bertani (LB) Medium (Miller, 1972)

Bacto- Tryptone 1 % (w/v)
Hefeextrakt 0.5% (w/v)
NacCl 0.5% (w/v)
pH 7,0

1,5 -2 % Bacto-Agar wurden fiir die Herstellung von LB- Platten verwendet.

Minimal Medium fur Inkorporation von Selenomethionin

Das LeMaster's Medium enthélt folgende Komponenten (Le Master, 1985):
1. Autoklavierbare Bestandteile(in g/21):

Aminoséuren:
Alanine 1,0 Isoleucin 0,46
Arginine Hydrochlorid 1,16 Lysin Hydrochlorid 0,84
Asparaginsdure 0,8 Phenylalanin 0,2666
Cystein 0,066 Prolin 0,2
Glutaminsdure 1,5 Serin 4,166
Glutamin 0,66 Threonin 0,46
Glycin 1,08 Tyrosin 0,34
Histidin 0,12 Valin 0,46
Leucin 0,46
Adenosin 1,0 Thymin 0,34
Guanosin 1,34 Uracil 1,0
Natriumacetat 3,0 Succinic acid 3,0
Ammoniumchlorid 1,5 Natriumhydroxid 1,7
Kaliumdihydrogenphosphat 21,0

Alle Aminosdure sind die L-Enantiomere und und wurden von Sigma (Deisenhofen)
bezogen. Nach dem Autoklavieren wurde die Losung auf Raumtemperatur abgekiihlt und

die gefilterten nicht autoklavierbaren Bestandteile (10:1) hinzugefiigt.
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2. Nicht-autoklavierbare Bestandteile (Gramm pro 20 ml)

Glucose, MgS047H,0 20,0 Magnesiumsulfat 0,5
Eisensulfat 8.4 Schwefelsdure (konz) 16 ul
Thiamin 10,0

3. Selenomethionin

Selenomtehionin (Calbiochem, Schwalbach/Ts.) wurde direkt vor der Expression in

sterilem Wasser geldst (100mg/2200ml), und dem Medium zugefiigt.

3.3.3.2 Medium fur Insektenzellen

Fiir die Insektenzellen wurde folgendes Medium verwendet:

Zu HyQ SFX-Insect MP (Hyclone, Perbio) fiir 51 steriles Wasser wurde 0,35 g/l
Natriumdihydrogencarbonat und 1,5 ml/l Glycerin hinzugefiigt. Der pH der Losung
wurde mit Natronlauge auf 6,1-6,4 eingestellt, anschlieBend wurde die Losung steril

filtriert.

3.3.4 Konzentrationen von Antibiotika und IPTG

Antibiotika wurden als Stocklosungen (SL) in den angegebenen Konzentrationen

hergestellt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Ampicillin: SL: 100 mg/ml in HO;  Endkonzentration 100 pg/1
Kanamycin SL: 50 mg/ml in H,O; Endkonzentration 50 pg/l
Chloramphenicol SL: 50 mg/ml in Ethanol; Endkonzentration 50 pg/l
Tetracyclin SL: 10mg/ml in Ethanol, Endkonzentration 10 pg/ml
Gentamicin SL: 50mg/ml, Endkonzentration 7 pg/ml
X-gal SL:100mg/ml, Endkonzentration 100 pg/ml
IPTG: SL: 1 M in H,O Endkonzentration 0.5 mM

3.3.5 Transformation von E. coli

Kompetente E. coli Zellen wurden nach dem Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983)
hergestellt und in 100 pl Aliquots bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Fiir die Transformation wurden ca. 50 ng eines Ligationsreaktion bzw. 1 ng Plasmid-
DNA zu einem Aliquot kompetenter Zellen gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschritt bei 42°C fiir 45-60 Sekunden und kurzer Abkiihlung auf Eis (ca.
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2 Minuten) wurden die Zellen 45-60 Minuten bei 37°C in 1ml LB inkubiert, auf LB-Agar
Platten mit dem entsprechenden Selektionsmarker ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht

inkubiert.

3.3.6 Markierung mit Selenomethionin

Um fiir kristallographische Experimente Methionin durch Selenomethionin im Protein zu
substituieren, wurde der methionauxotrophe E. coli Stamm B834 (DE3) verwendet. Dazu
wurden die Zellen in einer Ubernachtvorkultur mit den entsprechenden Antiobiotika bei
37°C angezogen, abzentrifugiert und die Hauptkultur in LeMaster’s Medium mit ca. 2
Vol% aus der Ubernachtkultur angeimpft. Die Zellen wurden bis zu einer OD von 0,4-0,6
wachsen gelassen, auf 18°C abgekiihlt und die Proteinexpression mit der Zugabe von 0,5
mM IPTG induziert. Selenomethionin enthaltendes Protein wurde {iber Nacht bei 18°C
exprimiert. Zur Reinigung wurde zusdtzlich zu den angegebenen Puffer 2 mM DTT

hinzugefiigt.

3.3.7 Herstellung der Baculovirus-DNA

Rekombinate Baculovirus DNA wurde mit dem BAC-TO-BAC-System (Invitrogen)
hergestellt. Dazu wurde der pFastBac-1 Vektor benétigt, in den die DNA fiir das zu
exprimierende Protein kloniert wurde. Der E. coli Stamm DHI10BAC, der die
Baculovirus-DNA als ,,Expressionskassette (Bacmid) enthélt, wurde mit dem pFastBac
Vektor transformiert (1 ng Plasmid-DNA/100 ul Bakteriensuspension). Nach 30 Minuten
Inkubation auf Eis wurden die Zellen einem Hitzeschock bei 42°C fiir 45 Sekunden
unterzogen und anschlieend fiir 2 Minuten auf Eis abgekiihlt. Danach wurde je 900 pl
SOC-Medium zu den Bakterien gegeben und die Kultur fiir 4 h unter leichtem Schiitteln
bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden verschiedene Volumina (zwischen 10 und
100 pl) auf Agarplatten (5 pg/l Tetracyclin, 5 pg/l Kanamycin, 7 pg/l Gentamycin, 100
ug/l X-Gal) ausplattiert. DHIOBAC-E. coli enthalten ein Helferplasmid, dessen
Genprodukte zur Transposition der DNA aus dem pFastBac Vektor in die Bacmid-DNA
notwendig sind. Die Inkubation der Platten bei 37°C erfolgte so lange, bis blaue Kolonien
gut von weillen Kolonien unterscheidbar waren (2-3 Tage). Die Bakterienkolonien, die

das rekombinante Bacmid enthielten, wurden durch die Unterbrechung des lacZ-Gens
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iiber eine Blau-WeiB-Selektion identifiziert. Die ausgewdhlten Kolonien wurden

préapariert und die DNA zur Transfektion von Sf21-Zellen eingesetzt.

3.4 Methoden der Proteinbiochemie

Physikalische und chemische Parameter wie Molekulargewicht, theoretischer
isoelektrischer Punkt und Extinktionskoeffizient wurden mit ProtParam (Gasteiger E.,
2005)) des ExPASy Proteomics Server (http://www.expasy.org) berechnet. Homologe
Sequenzen wurden mit den NCBI BLAST wund PSI  BLAST-Server

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) gefunden. Sequenzalignments wurden mit

ClustalW (http://align.genome.jp) erstellt und in Genedoc (Nicholas, 1997) und Word
editiert.

3.4.1 Proteinexpression in E. coli

Die archaealen ABCE1 Proteine wurden in E. coli rekombinant 16slich iiberexprimiert.
Dafiir wurden E. coli BL21 Codon Plus DE3 RIL (Stratagene) bzw. Rosetta DE3 mit dem
entsprechenden Plasmid transformiert und auf LB-Agar mit dem Selektionsmarker
ausplattiert. Aus einer Einzelkolonie wurde eine Ubernachtkultur mit den erforderlichen
Antibiotika versetzt und bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Zur Expression wurde LB
Medium mit den erforderlichen Antibiotika mit 2% der Vorkultur angeimpft und bis zu
einer Zelldichte von ODgoo 0,4-0,6 bei 37°C inkubiert. Um die Ausbeute an 16slichem,
rekombinantem Protein zu erhdhen, wurden die Kulturen auf 18°C abgekiihlt und bei
18°C gehalten. Proteinexpression wurde durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert,
anschliefend wurde {iber Nacht bei 18°C unter Schiitteln inkubiert. Durch Zentrifugation
konnten die Zellen vom Medium getrennt (5000 g, SLS6000 Rotor bei 4 °C) und bis zur
weiteren Verarbeitung in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert werden.
Um Selenomethionin-markiertes Protein herzustellen wurde der methioninauxotrophe E.
coli Stamm B834 (DE3) (Stratagene) mit dem jeweiligen Plasmid transformiert. Die
Bakterien wurden in 100 ml LB Medium mit Ampicillin als Selektionsmarker bei 37°C in
einer Ubernachtkultur inkubiert. 2200 ml Le Masters Medium, angereichert mit
Selenomethionin und Ampicillin, wurden mit 2% der Ubernachtkultur angeimpft und bis
zu einer OD 600 von 0,5 inkubiert. Proteinexpression wurde durch die Zugabe von 0,5

mM IPTG induziert. Nach Inkubation bei 37°C fiir 3 h und Zentrifugation wurden die
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Zellen bis zur weiteren Verarbeitung in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C

gelagert.

3.4.2 Proteinexpression in Insektenzellen durch rekombinante

Baculoviren

Proteinexpression in Insektenzellen wurde nach der Anleitung des Bac-to-Bac®
Baculovirus Expressions System von Invitrogen durchgefiihrt. In einer 6 well
Kulturplatte (V =7cm?”) wurden 5x10° Zellen in 2 ml Medium angeimpft und bei 27°C
inkubiert. Nach dem Ausbilden eines Zellrasens (ca. 0,5 h), wurde das Medium vorsichtig
abpipettiert und 10ul Cellfectin (Invitrogen) mit 15 bzw. 25 ul Bacmid DNA in 2 ml
frischem Medium zu den Zellen pipettiert. Nach 5 h Inkubation bei 27°C wurde das
Medium gegen 2 ml Medium mit 7pg/ml Gentamycin ausgewechselt. Nach 5 Tagen
wurden die Zellen mit Medium gespiilt und bei 500 rpm. fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand enthielt das Virus. Fiir die Proteinexpression wurden in einem 75 cm’-
Schiittelkolben etwa 5x10° Zellen/ml fiir 1 h bei 27 °C inkubiert und dann mit der
Viruslosung versetzt. Es wurde ein Virus:Zell Verhéltnis von etwa 10:1 durch Zugabe der
entsprechenden Menge der Viruslosung (personliche Mitteilung Dr. Cui Sheng)
eingestellt. Dazu wurde 2 ml Medium mit Baculovirus hinzugefiigt. Nach Expression
iiber 3 Tage bei 27 °C wurde die Zellkultur in sterile Zentrifugenbecher tiberfiihrt und
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer (50 mM Tris/HCI pH 8.0, 200 mM
NaCl, 100 uM PMSF, 5 mM DTT) aufgenommen. Mit Hilfe von Ultraschall, in 3x10
Zyklen mit 50 % Leistung, wurden die Zellen unter stindiger Eiskiihlung aufgeschlossen.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt enthielt der Uberstand das 18sliche

exprimierte Protein.
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3.5. Proteinreinigung

3.5.1 Verwendete Puffer

Tabelle 3.5 Liste der zur Proteinreinigung verwendeten Puffer

Puffer Zusammensetzung

Aufschlusspuffer:

- Konstrukte mit 6xHis-tag 50 mM NaH,PO, pH 8.0, 200 mM NacCl, 100 uM PMSF

- Konstrukte mit Strep-tag 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 200 mM NaCl, 100 uM PMSF,

Ni-NTA 50 mM NaH,PO, pH 8.0, 200 mM NacCl, 5 bis 300 mM Imidazol

Strep-Tactin 20 mM TRIS/HClI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0 and 2,5 mM
Desthiobiotin

Anionaustauscher 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 50 mM bis 1 M NaCl

Kationenaustauscher 50 mM Tris/HCI pH 6,8, 50 mM bis 1 M NaCl

Mono-P 20 mM Tris/HCI pH 7,5, 50 mM bis 1 M NaCl

Gelfiltration 20 mM Tris/HCI, pH 8,0, 200 mM NacCl, 5% Glycerin

Western-Plot (PBS) 140 mM NaCl, 10 mM KCIl, 6,4 mM Na,HPO, x 2H,O, 2 mM
KH,PO,

Bei allen Konstrukten, die die N-terminal Eisen-Schwefel-Cluster-Domaine enthielten,
sowie Proteine mit inkorporierten Selenomethionin, wurde den Puffern unmittelbar vor

Gebrauch 2 mM DTT hinzugefiigt.

3.5.2 Zellaufschluss und Hitzeschritt

Nach dem Auftauen wurden die Zellpellets aus E. coli und Insektenzellen in Lysepuffer
resuspendiert. Zellaufschluf3 erfolgte mit Ultraschall im Eisbad. Durch Zentrifugation
konnten unldsliche Zellbestandteile von 16slichen Bestandteilen und ABCEI1 abgetrennt
wurden (15.000 g, 30 Minuten, bei 4 °C). Das Pellet wurde verworfen, der Uberstand mit
dem gewiinschten Protein zur Weiterverarbeitung verwendet. ABCEl Proteine aus
thermophilen Archaebakterien, konnten in einem ersten Reinigungsschritt durch
Hitzedenaturierung (10 Minuten, 65°C) und anschlieBender Zentrifugation (20 Minuten,
15000 g) von einem Teil der temperaturinstabilen, endogenen E. coli Proteine getrennt
werden. Zur weiteren Reinigung wurde bei Konstrukten mit einem 6xHis-Affinitétstag
eine Ni-NTA Affinititschromatografie verwendet. Konstrukte ohne 6xHis-tag und mit

Strep-tag wurden direkt {iber lonenaustauschchromatografie weiter gereinigt.
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3.5.3 Ni-NTA Affinitatschromatografie

Ni-NTA (Nickel-Nitrilotriessigsdure) - Chromatografie ist eine immobilsierte Metall-
Chelat-Affinitdtschromatografie (IMAC), bei der Proteine mit einem Hexahistidin-tag an
komplexierte Ni*-Ionen gebunden werden. Dazu wurde der Uberstand des Hitzeschrittes
auf eine Ni-NTA (QIAGEN, Hilden) Sdule aufgetragen. Um eine bessere Reinigung zu
erzielen, wurde das an der Sdule immobilisierte Protein zusétzlich mit 5 Sdulenvolumen
eines Puffers, der 10 mM Imidazol enthielt, gewaschen. Der zur Proteinelution
verwendete Puffer enthielt 300 mM Imidazol. Eluiertes Protein wurde fraktioniert
gesammelt und konnte anschlieBend durch SDS-PAGE analysiert werden. Fraktionen die

ABCEI enthielten, wurden zur weiteren Verwendung vereinigt.

3.5.4 lonenaustauschchromatografie

Fiir die Ionenaustauschchromatografie war es notig, die Ionenkonzentration zu
erniedrigen. Dazu wurde der Puffer mit dem Protein verdiinnt, so dass eine
Ionenendkonzentration von 50 mM vorlag. Bei der lonenaustauschchromatografie
mussten, da ABCEl Proteine aus unterschiedlichen Organismen verschiedene
isoelektrische Punkte haben, unterschiedlich weiter gereinigt werden. Bei ABCEI
Proteinen aus Sulfolobus solfataricus (sso) liegt der isoelektrische Punkt {iber 8, diese
Proteine haben auch erwartungsgemil an einen Kationenaustauscher (HighTrapSp
Amersham Bioscience, Freiburg) gebunden und lieBen sich so weiter aufreinigen. Fiir
Proteinkonstrukte aus Sulfolobus solfataricus wurden die Puffer deshalb mit verdiinnter
Salzsdure auf einen pH von 6,8 eingestellt. Die ABCE1 Proteine aus Pyrococcus abyssi
(pab) und Pyrococcus furiosus (pfu) besitzen einen isoelektrische Punkt von ca. 6 und
konnten iiber Anionenaustauschchromatografie (HighTrapQ Amersham Bioscience,
Freiburg) bei pH 8,0 gereinigt werden. Proteinelution erfolgte bei allen Konstrukten mit
einem linearen Salzgradienten iiber 10 Sdulenvolumen von 50 mM NacCl bis 1 M NaCl.
Die Bestimmung der Protein enthaltenden Fraktionen erfolgte {iber einen integrierten

UV-Monitor und tiber SDS-PAGE.
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3.5.5 Strep-tag Affinitatschromatografie

Das Strep-tag Reinigungssystem ist eine spezielle Affinititschromatografie fiir die
Reinigung von rekombinanten Proteinen, die zusétzlich ein aus den acht Aminosduren
WSHPQFEK bestehendes Peptid (Strep-tag II) enthalten. Der Strep-tag besitzt die hoch
selektive und leicht kontrollierbare Fihigkeit mit einer Streptavidin Mutante (Strep-
Tactin) zu interagieren. Das rekombinate Protein mit dem Strep-tag bindet wiahrend einer
Affinitdtschromatografie an immobilisiertes Strep-Tactin (IBA, Géttingen). Die Elution
der spezifisch gebundenen Proteine erfolgt mit Desthiobiotin, einem Biotinderivat.
Desthiobiotin bindet im Gegensatz zu Biotin reversibel an Strep-Tactin, dadurch kann das
immobilisierte Strep-Tactin mehrmals verwendet werden. In den Zellen enthaltenes
Biotin verhindert die Bindung des rekombinanten Strep-tag Proteins an Strep-Tactin. Um
das Biotin zu entfernen wurde die Strep-tag Affinititschromatografie im Anschluss an

eine lonenaustauschchromatogratie durchgefiihrt,

3.5.6 Gelfiltrationschromatografie

Um mogliche Aggregate und restliche Verunreinigungen zu entfernen, erfolgte als letzter
Reinigungsschritt bei allen ABCEI Proteinen eine Gelfiltrationschromatografie. Dazu
wurde die Proteinldsung mit dem gereinigten Protein auf ein Volumen 1-3 ml reduziert
und auf die Gelfiltrationssdule HiPrep 16/60 Sephacryl S200 HR (Amersham, Freiburg)
aufgetragen. Die Sdule wurde zuvor mit einem zur Kristallisation geeigneten Puffer
equilibriert. Die Bestimmung der proteinenthaltenden Fraktionen erfolgte iiber einen
integrierten UV-Monitor und iiber SDS-PAGE.

Alle Proteine konnten bis zur Homogenitit gereinigt werden. Ausgehend von 12 Litern

Kulturmedium lag die Ausbeute bei 50—100 mg gereinigtem Protein.

3.5.7 Zusammenfassung der verwendeten Chromatografieschritte

Tabelle 3.6 enthélt eine Zusammenfassung der verwendeten Chromatografieschritte.
Das Reinigungsprotokoll der ABCEI Proteinmutanten entsprach immer dem Protokoll

des jeweiligen Wildtypproteins.
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Tabelle 3.6 ABCEL1 Proteine aus den verschiedenen Organismen und die zur Reinigung
verwendeten Chromatografieschritte.
Protein Verwendete Chromatografieschritte
afu ABCE1 1. Ni-NTA Affinitatschromatografie
2. Mono-P
3. Gelfiltration HiPrep 16/60 Sephacryl S200
pfu ABCE1 1. Ni-NTA Affinititschromatografie

pfu ABCE1 N1, A1-30
pfu ABCE1 N1b, A1-63
pfu ABCE1 Nlc, A1-71
pfu ABCE1 N2, A1-83

2. Anionenaustauscher (HighTrapSp Amersham
Bioscience, Freiburg)
3. Gelfiltration HiPrep 16/60 Sephacryl S200

pab ABCE1
pab ABCE1 AFeS

1. Ni-NTA Affinitatschromatografie
2. Anionenaustauscher (HighTrapSp Amersham

Bioscience, Freiburg)

3. Gelfiltration HiPrep 16/60 Sephacryl S200

1. Anionenaustauscher (HighTrapSp Amersham
Bioscience, Freiburg)

2. Strep-Tactin Affinitdtschromatografie

3. Gelfiltration HiPrep 16/60 Sephacryl S200

sso ABCE1 1. Ni-NTA Affinititschromatografie

sso ABCE1 AFeS 2. Kationenionenaustauscher (HighTrapQ Amersham
Bioscience, Freiburg)

3. Gelfiltration HiPrep 16/60 Sephacryl S200

pab ABCE1 mit Strep-tag

3.6. Partielle Proteolyse

Bei dem gezielten enzymatischen Proteinverdau (partielle Proteolyse) wurde ABCEI fiir
kurze Zeit mit der Protease Trypsin inkubiert. Trypsin schneidet nur an spezifischen
Stellen in flexiblen Bereichen von Proteinen, dadurch werden die Proteine zu definierten
Fragmenten abgebaut. Die verwendeten Proteinlésungen wurden mit einer 1 M Tris/ HCI,
pH = 8, so verdiinnt, dass eine Pufferkonzentration von 100 mM vorlag. Zu jeweils 65 pg
des gereinigten Proteins wurden 0,75 pg der Protease Trypsin hinzugefiigt. Um die ATP
abhéngige Proteolyse zu testen wurde zusétzlich bei einem Teil der Ansidtze ATP (5 mM)
und Magnesium (10 mM) hinzugefiigt. Die Reaktionsansdtze wurden bei 37°C inkubiert
und nach 0, 1, 10 und 60 Minuten wurden Proben entnommen. Durch Zugabe von 10 mM
PMSF, SDS-Probenpuffer und Erhitzen auf 95°C wurde die Proteolyse zu den
angegebenen Zeitpunkten abgebrochen. Alle Proben wurden mit SDS-PAGE analysiert.
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3.7 Proteinanalyse

3.7.1 SDS-PAGE

Proteinproben wurden durch Glyzin SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) (Laemmli, 1970)) in einem vertikalen Mini-PROTEAN 3 System
(Bio-Rad, Miinchen) analysiert. Proteinbanden wurden mit Coomassie Brilliant Blue R-

250 Losung (Carl Roth, Karlsruhe) gefarbt.

3.7.2 Absorptionsspektrum

Absorptionsspektren zur Analytik von Protein- Losungen wurden mit dem Specord 200
der VEB Carl Zeiss Jena aufgenommen. Der zur Berechnung von Proteinkonzentrationen
verwendete Extinktionskoeffizient wurde mit dem Expasy-ProtParam tool (Gasteiger E.,

2005)) berechnet.

3.7.3 Western-Blot

Der Western-Blot dient der Identifikation und Quantifizierung spezifischer Proteine in
komplexen Proteingemischen. Vor dem eigentlichen Western Plot wurde ein
Proteingemisch mit Hilfe von SDS-PAGE entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt.
AnschlieBend wurden die Proteine durch ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches
Feld auf eine Membran aus Nitrocellulose transferiert. Das Blockieren der freien
Bindungsstellen erfolgte mit einem fiir die Antikorper nicht erkennbaren Protein. Dazu
wurde die Membran zweimal fiir jeweils 15 Minuten mit 2,5 g Milchpulver in 50 ml
PBS, 0,1%Tween inkubiert. Die Membran wurde anschlieBend mit einer verdiinnten
Antikorper-Losung behandelt, wobei die Antikorper spezifisch gegen das ABCE]1 aus S.
cerevisiae auf der Membran gerichtet waren (Antikorper von der Arbeitsgruppe Jansen
1:3000 in10 ml Blockpuffer verdiinnt). Inkubation erfolgte 2 Stunden bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4° C. Um unspezifisch gebundene Antikdrper von
der Membran zu entfernen wurde 3x mit PBS, 01% Tween fiir jeweils 15 Minuten
gewaschen. Eine zweite Antikorperlosung (1l Anti-Goat Sekundér-Antikorper in 10 ml
PBS, 0,1% Tween, 0,5 g Milchpulver) wurde fiir 30-60 Minuten bei Raumtemperatur zur
Membran gegeben. AnschlieBend wurde 3x mit PBS, 0,1% Tween fiir 15 Minuten bei
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Raumtemperatur gewaschen. Der Nachweis erfolgte mit Autoradiographie auf
Rontgenfilmen mit je 200 ml einer 1:1 verdiinnten ECL (Amersham, Freiburg) Losung.
Das Amersham Biosciences ECL (,,enhanced chemiluminescence®) ,,Western Blotting*
System ist eine chemiluminescente, nicht-radioaktive Methode, die mit Hilfe von
Meerrettich Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) konjugierte Sekundérantikorper
detektiert und mit einem chemiluminescenten Substrat, Luminol, ein Signal erzeugt, dass

auf Rontgenfilm visualisiert werden kann.

3.8 Rekonstitution der Eisen-Schwefel-Cluster

Das Protein ABCE1 enthélt am N-Terminus eine Eisen-Schwefel-Cluster-Doméne mit
zwei 4-Eisen-4-Schwefel-Clustern ([4Fe-4S]). Diese [4Fe-4S]-Cluster werden durch
Luftsauerstoff zum Teil oxidiert und/oder zersetzt. Zur Rekonstitution der zwei Eisen-
Schwefel-Cluster, wurde das bis zur Homogenitit gereinigte, konzentrierte Protein nach
dem letzten Reinigungsschritt in ein anaerobes Zelt (,,Glove box*) (Coy Laboratory
Products Inc., Grass Lake, MI, USA) iiberfiihrt. Um unter anaeroben Bedingungen zu
arbeiten (0-5 ,,parts per million” (ppm) Sauerstoff) ist die ,,Glove box* mit Formiergas
gefiillt (95% Stickstoff, 5% Wasserstoff). Kleine Mengen an eindringendem Sauerstoff
reagieren an Palladium Katalysatoren mit Wasserstoff zu Wasser.

Um die Proteinlosung sauerstofffrei zu bekommen, wurde der Puffer {iber eine
Gelfitrationssédule (Econo-Pac® 10DG desalting columns, Bio-Rad, Miinchen) mit einem
in der ,,Glove box* inkubierten Puffer (50 mM Tris/ HCI, pH = 8.0; 150 mM NaCl, 2
mM DTT) ausgetauscht. Zur Rekonstitution der Eisen-Schwefel-Cluster wurden pro 1 ml
ABCE1 Proteinlosung (Konzentration 1 mg/ml) Bestandteile, wie in Tabelle 3.7
aufgefiihrt ist, hinzugefiigt:

Tabelle 3.7: Fiir die Rekonstitution der Eisen-Schwefel-Cluster verwendete Chemikalien und Proteine.

Volumen | Name Konzentration der Endkonzentration
in pul Stocklosung
5 DTT IM 5mM
10 Pyridoxalphosphat 20 mM 200 uM
20 L-Cystein 100 mM 2 mM
20 FeCl, 100 mM 2 mM
6 ISCS 3ug/ul Insgesamt 18 ug
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Der Rekonstitutionsansatz wurde tiber Nacht bei 4-8°C in der anaeroben ,,Glove box*
inkubiert und anschlieend iiber eine Gelfitrationssidule (Econo-Pac® 10DG desalting
columns, Bio-Rad, Miinchen) mit 50 mM Tris/ HCI, pH = 8.0, 150 mM NacCl, 2 mM
DTT gereinigt. Die tietbraune Losung wurde auf eine Konzentration von 15 mg/ml

konzentriert und sofort weiterverwendet.

3.9 Kristallisation

Alle zur Kristallisation verwendeten Proteine wurden wie beschrieben bis zur
Homogenitdt gereinigt und auf eine Konzentration von 10-20 mg/ml konzentriert. Fiir die
Kristallisation wurde die Dampfdiffusionsmethode (sitzender Tropfen) verwendet. Um
die  geeigneten  Kristallisationsbedingungen zu  finden, = wurden  fertige
Kristallisationsscreens von Hampton Research (Aliso Viejo, USA), Jena Bioscience
(Jena) bzw. Nextal (Montreal, Kanada, jetzt Qiagen, Hilden) verwendet. Jeweils 1 ul der
Proteinlosungen wurde mit derselben Menge einer Prizipitationslosung versetzt und in
einem abgeschlossenen Raum in ,96-Well“ Kristallisationsplatten von Corning
(Schiphol-Rijk, Niederlande) gegen 100 upl der Prizipitationslosung equilibriert. Die
Kristallisationsanséitze wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops nach 24 h, 3-4 Tagen, 1
Woche und mehreren Wochen auf entstandene Kristalle untersucht. Erhaltene Kristalle
wurden in Nylonloops der Firma Hampton Research (Aliso Viejo, USA) geerntet und in

fliissigem Stickstoff schockgefroren.

3.10 Datensammlung, Strukturbestimmung, Modellbau und

Verfeinerung

Alle Daten wurden an der Beamline PX der Swiss Light Source (Villigen, Schweiz) oder
an der Beamline ID 29 der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in Grenoble,
Frankreich gemessen. Die erhaltenen Daten wurden mit DENZO und SCALEPACK aus
der HKL Suite (Ottwinowski and Minor, 1996) oder XDS (Kabsch, 1993) ausgewertet.

Die Positionen der Schwermetallatome wurden mit SOLVE (Terwilliger, 2002) gefunden
und die Phasen mit SHARP (De la Fortelle, 1997) ermittelt. Erste Phasen wurden mit
SOLOMON (Abrahams and Leslie, 1996) verbessert. Molekularer Ersatz wurde unter
Verwendung des angegebenen Suchmodels mit MOLREP, CNS 1.1 (Brunger et al.,
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1998) oder AMoRe ((Navaza, 1994) The CCP4 Suite: Programs for Protein
Crystallography) berechnet. Modellbau erfolgte mit automatisierten Resolve/ Refmac
Zyklen (Terwilliger, 2002). Manuelle Verfeinerung des Models erfolgte mit MAIN
(Turk, 1992). Nach anisotroper B-Faktor Verfeinerung und ,,bulk solvent* Korrekturen
wurde das Proteinmodell durch Zyklen von CNS (Brunger et al., 1998) und manuellem
Modellbau in MAIN (Turk, 1992) verbessert. Losungsmittel wurden mit CNS (Brunger
et al., 1998) hinzugefiigt. Fiir die Vergleichspriifung wurden 5% der Reflexe verwendet,
die bei der Verfeinerung nicht verwendet wurden. Koordinaten, Topolgie und Parameter
Files der Heterokomponenten wurden vom HIC-Up Server (Kleywegt and Jones, 1997)
bezogen. Die Stereochemie des fertigen Proteinmodels wurde mit PROCHECK
(Laskowski R. A., 1993) analysiert.
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4. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Strukturaufklarung der ATP binding cassette
(ABC) ATPase ABCEIl. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Struktur der ABCEI1
Proteine aus Pyrococcus abyssi (pab), Pyrococcus furiosus (pfu) und Sulfolobus
solfataricus (sso) bestimmt. Dabei konnte zuerst die Struktur der beiden ABC ATPase
Doménen ohne die N-terminale Eisen-Schwefel-Cluster Doméne ermittelt werden. Im
weiteren Verlauf der Doktorarbeit ist es dann gelungen, das gesamte Protein aus
Pyrococcus abyssi zu kristallisieren und dessen Struktur zu bestimmen. Dafiir war es
notwendig, ein System zur anaeroben Rekonstitution der sauerstoffsensitiven N-

terminalen Eisen-Schwefel-Cluster Doméne zu etablieren.

4.1 Klonierung und Reinigung von ABCE1 aus Pyrococcus furiosus und
aus Archaeoglobus fulgidus

Mit Hilfe von PCR konnten die kodierenden Sequenzen von ABCE1 aus genomischer
DNA von Pyrococcus furiosus (pfu) und Archaeoglobus fulgidus (afu) amplifiziert und in

pET21 kloniert werden. Die Proteine wurden mit einem C-terminalen 6xHis-tag

(Novagen) exprimiert.

Fraktionen

Marker
Marker

kDa g
116 1 ;

- 116
66

pfu ABCE1

e - — -
i, v ~ ~w  afu ABCE1
I~ ¥ o 45—
« R

35—

25— __-'.-—.____

18,455

25 : -—

Abbildung 4.1  SDS PAGE gefarbt mit Coomassie von pfu und afu ABCE1
Gereinigtes pfu ABCE1 nach der Gelfiltration S200 und Fraktionen mit atu ABCEI nach
Ni-NTA Affinititschromatografie.

Die Proteinexpression erfolgte in einem E. coli BL21 Codon Plus (DE3)-RIL Stamm

in jeweils 121 LB-Medium. Um die Ausbeute an l9slichem Protein zu erhéhen, wurde die
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Temperatur vor Induktion mit IPTG auf 18°C gesenkt. Expression erfolgte liber Nacht,
dadurch konnten gute Proteinausbeuten erreicht werden. Nach dem Zellaufschluss wurde
pfu ABCEI iiber Ni-NTA, HighTrapQ und S200 bis zur Homogenitit gereinigt. ABCE1
aus Archaeoglobus fulgidus wurde nach Proteinexpression und Zellaufschluss iiber Ni-
NTA, Mono-P und S200 gereinigt (siche Abbildung 4.1). Nach dem letzten
Reinigungsschritt wurden beide Proteine jeweils auf 10 mg/ml konzentriert und bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Proteine konnten mit und ohne Zusatz von

ATP nicht kristallisiert werden.

4.2 Proteolytischer Verdau von ABCE1 aus Pyrococcus furiosus und

Archaeoglobus fulgidus

Um auf flexible Regionen zu testen, die eine Kristallisation verhindern kénnten, wurden
die beiden Proteine pfu ABCEI und afu ABCEI unter nativen Bedingungen (partielle
Proteolyse) mit Trypsin inkubiert. Um zusétzlich zu testen, ob sich die Eigenschaften des
Proteins beziiglich Zugénglichkeit fiir Proteasen durch ATP verdndern, wurde der Verdau

zusitzlich in Anwesenheit von ATP durchgefiihrt.

-ATP + ATP - ATP +ATP

Abbildung 4.2  Proteolytischer Verdau von pfu ABCE1 und afu ABCE1
Die Proteine pfu ABCEI und afu ABCE1 wurden jeweils mit und ohne ATP mit der
Protease Trypsin inkubiert. Nach jeweils 1°, 10 und 60° wurden Aliquots zur Analyse
entnommen. Die mit einem roten Pfeil gekennzeichneten Banden entsprechen neu
entstandenen, stabilen Fragmenten.

Bei Inkubation mit Trypsin konnte bei beiden Proteinen ATP-unabhingig eine weitere
Proteinbande identifiziert werden, die auch nach 60’ Inkubationszeit stabil blieb

(Abbildung 4.2).
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4.3 Klonierung und Reinigung der ABC ATPase Doménen von ABCE1

aus Pyrococcus furiosus

Aufgrund der Ergebnisse
Proteinkonstrukte kloniert,

(Abbildung 4.3).

2 Eisen-Schwefel-
Cluster

aus der partiellen Proteolyse wurden zwei neuen

die sich in der Linge des N-Terminus unterschieden
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Signature Walker B/ D-LooP
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rmini von pfu ABCE1 beginnen innerhalb und nach der Eisen-

Schwefel-Cluster Doméne

Die obere Abbildung zeigt, dass das Konstrukt pfu ABCE1 N1 innerhalb der Eisen-
Schwefel-Cluster Domdne beginnt, wihrend pfu ABCEI N2 so gewdhlt wurde, dass es
nach der Eisen-Schwefel-Cluster Domdne beginnt. Der untere Teil der Abbildung zeigt
die Aminosduresequenz von pfu ABCE1mit den konservierten Motiven. Die neuen N-

Termini von pfu

ABCE] sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Bei einem Konstrukt liegt der neue N-Terminus innerhalb des Eisen-Schwefel-

Clustern Domine (pfu ABCEl N1, Aminosdure 1-30 fehlen), bei einem zweiten
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Konstrukt wurde die N-terminale Eisen-Schwefel-Cluster Domine komplett deletiert (pfu
ABCE1 N2, Aminosduren 1-83 fehlen). Die so gewéhlten Konstrukte enthielten aber
weiterhin die beiden Nukleotidbindungsdoméinen (NBD) von ABCE1. Mit Hilfe der PCR
wurden die entsprechenden kodierenden Sequenzen fiir ABCE1 aus genomischer DNA
von Pyrococcus furiosus amplifiziert und in den Vektor pET28 kloniert. Die Proteine
wurden mit einem N-terminalen 6xHis-tag (Novagen) exprimiert und konnten iiber Ni-

NTA, Anionenaustauscher und Gelfiltration bis zur Homogenitit gereinigt werden.

4.4 Kristallisation der ABC ATPase Domanen von ABCE1 aus

Pyrococcus furiosus (pfu)

Zur Kristallisation wurden jeweils 2 pl des gereinigten Proteins (10 mg/ml in 20 mM Tris
pH 7.5, 200 mM NaCl, 5% Glycerin) mit jeweils 2 ul der Prézipitationslosung aus
kommerziellen Screens zu einem Tropfen gemischt und bei Raumtemperatur mit Hilfe
der Dampfdiffusionsmethode (sitzender Tropfen) langsam konzentriert. Von dem
Proteinkonstrukt pfu ABCE1 N1 wurden keine Kristalle erhalten. Bei pfu ABCE1 N2
konnten nach einigen Wochen Kristalle in der Bedingung #38 des Hampton Cryo Screens
beobachtet werden (Abbildung 4.4). Die Bedingung, die zur Proteinkristallisation fiihrte
enthielt folgende Bestandteile:

0.09 M HEPES-Na pH 7.5

1.26 M tri-Natriumcitrat dehydrat

5% v/v Glycerin

Abbildung 4.4  Proteinkristalle von pfu ABCE1 N2 und Beugungsbild eines pfu ABCE1 N2 Kristalls

Ein nativer Datensatz wurde an der ,, Beamline“ PX (,,Swiss Light Source”, Villigen)
gesammelt.
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pfu ABCE1 N2 kristallisierte in der Raumgruppe P2,2,2; mit den Zellkonstanten
a=70,29 A, b=101,67 A, c=188,27 A. Die asymmetrische Einheit enthielt zwei Molekiile.
Ein nativer Datensatz wurde an der ,,Beamline* PX (,,Swiss Light Source®, Villigen) bis
zu einer Auflésung von 1,9 A gesammelt. Die aus dem nativen Datensatz erhalten
Messwerte wurde anschliefend zur Verfeinerung der Struktur mit Hilfe der aus einem

SAD-Datensatz (Kapitel 4.5) gewonnen Phasen verwendet.

4.5 Kristallisation und Strukturbestimmung der Selenomethionin

substituierten ABC ATPase Doménen aus Pyrococcus furiosus

Zur Phasenbestimmung mittels anomaler Dispersion wurde ein SAD Experiment an
einem Kristall des N-terminal verkiirzten Konstruktes pfiut ABCE1 N2 durchgefiihrt. Dazu
musste die Aminosédure Methionin des Proteins durch Selenomethionin substituiert
werden. Das Protein mit dem inkorporierten Selenomethionin wurde wie das native
Protein kristallisiert (Konzentration = 10 mg/ml in 20 mM Tris pH 7,5, 200 mM NaCl,
5% Glycerin). Kristalle konnten, wie bei dem nativen Protein, erst nach einigen Wochen
beobachtet werden. Das Selenomethionin substituierte Protein kristallisierte in der
Raumgruppe P2,2,2; mit den Zellkonstanten a=67,95 A, b=100,86 A, c=186,23 A, mit r
zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit (sieche Tabelle 4.1). Ein anomaler
Datensatz bis 2,5 A Auflésung wurde an der ,,.Beamline” PX (,,Swiss Light Source®,
Villigen) gesammelt. Zur Auswertung der Bilder (0.5° Drehung pro Bild) wurde die HKL
2000 Programmfolge (Otwinowski and Minor, 1997) verwendet. Mit Hilfe des
Programmes SOLVE (Terwilliger, 2002) konnten 15 der 16 Selenomethionine (jeweils 8
pro Molekiil) gefunden und daraus erste Phasen mit SHARP (La Fortelle and Bricogne)
berechnet werden. Nach einer Losungsmittelglittung (,,Solvent flattening®) zum
Verbessern der Phasen mit SOLOMON (Abrahams and Leslie, 1996), konnte eine
verbesserte Elektronendichte erhalten werden. 80% der Polypeptidkette konnte mit Hilfe
von alternierdenden Resolve/ Refmac Zyklen automatisch ein erstes Modell gebaut
werden (Terwilliger, 2002); (Abbildung 4.5). Fehlende Regionen des Modells wurden
manuell mit MAIN (Turk, 1992) hinzugefiigt. Nach anisotroper B-Faktor Verfeinerung
und ,,bulk solvent* Korrekturen wurde das Proteinmodell durch Zyklen von CNS 1.1.
(Brunger et al., 1998) und manuellen Modellbau in MAIN (Turk, 1992) verbessert.
Losungsmittel wurde mit CNS (Brunger et al., 1998) hinzugefiigt. Fiir die
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Vergleichspriifung wurden 5% der Reflexe hinzugezogen, die zur Verfeinerung nicht
verwendet wurden. Werte der Datensammlung und Modellstatistiken sind in Tabelle 4.1

dargestellt.
A B

Abbildung 4.5  Elektronendichten von pfu ABCE1 N2
(A) Erste Elektronendichte nach der Berechnung von Phasen mit SHARP.
(B) Verbesserte Elektronendichte nach eine Losungsmittelglittung (,, Solvent flattening )
mit SOLOMON.
(C) C-Kette, die mit Hilfe von Resolve/ Refinake Zyklen in das Modell eingebaut wurde.

Das Proteinmodell enthielt 508 Aminosdurereste (Glycin 84 bis Alanin 590, dem
nativen C-Terminus), ein Mg*"-Ion, ein ADP sowie 769 Wassermolekiile. Die gesamte
Hauptkette sowie die Seitenketten waren eindeutig in der Elektronendichtekarte definiert.
Die Qualitdat des verfeinerten Modells wurde mit Procheck (Laskowski R. A., 1993)
iiberpriift. Die Analyse der ¢, W-Dihedralenwinkel nach Ramachandran (Ramachandran,
1963) zeigten eine gute Stereochemie. 91,6% der Werte waren in der bevorzugten, 8,2%

in der erlaubten und 0,0% waren in der verbotenen Region.

Tabelle 4.1 Werte der Datensammlung und Modellstatistiken von pfu ABCE1 N2
Kristallografische Datensammlung und Analyse
Kristallografische Daten
Raumgruppe P2,2,2,
Einheitszelle (A) a=77.95, b=100,87, c=186,23,
a=p=y=90"
Rontgenstrahlungsquelle PX
Wellenliange 0.9330
Auflésung (A) 30-1,9
Beobachtete Reflexe 249.322 (44.451)
Vollstédndigkeit * (%) (letzte Schale) 96,7 (99,6)
Ryymm” (letzte Schale) 0,054 (0,383)
1/ol1 letzte Schale 2,7
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Verfeinerung

Aufldsungsbereich (A) 25-1,9

Reflexe F > 0 (Crossvalidierung) 99221 (5279)
Losungsmittelmolekiile 8178 (769)

R¢ (Rged) 0.1906 (0.2334)
Standardabweichung der Bindungslinge (A) 0.021
Standardabweichung der Bindungswinkel (°) 1,74

% im Kernbereich (nicht erlaubt) im Ramachandran | 91,6 (0;0)
Blot

*native Vollstindigkeit.

b Rgym ist der nicht gewichtete R Wert von I
zwischen symmetrieverwandten Molekiilen.
“R = Yyl|Fo(hkD)| — [Fo( KD/ Fo(hKD) fir
Reflexe im bearbeiteten Datensatz

4 Rgei = der crossvalidierte R Faktor fiir 5% der

Reflexe, die nicht mit verfeinert wurden.

4.6 Struktur von pfu ABCE1 N2

Bereits vor Beginn der Arbeit haben Sequenzanalysen gezeigt, dass ABCE1 zur ,,ATP
binding cassette* (ABC) Proteinfamilie gehort. Obwohl innerhalb der Familie der ABC
Proteine grofBe funktionelle Unterschiede bestehen, haben alle diese Enzyme eine
gemeinsame Architektur. Sie enthalten immer eine Nukleotidbindungsdoméne (NBD)
mit konservierten Motiven. Im Gegensatz zu allen bisher bekannten Strukturen von ABC
ATPasen enthdlt ABCE1 zwei NBD (NBD 1 und NBD 2) und zusétzliche, fiir diese
Proteinfamilie neuartige Doménen. Das Modell von pfu ABCE1 N2 zeigt, dass diese
ABC ATPase aus drei groBen Doménen und einer kleinen Doméne besteht. Neben den
beiden NBD (NBD 1 bzw. NBD 2) enthélt es eine Scharnierregion (zusammengesetzt aus
Hinge I + Hinge II), die die beiden NBD verbindet. Die drei groen Domédnen (NBD 1,
NBD 2 und Scharnierregion) formen eine ,,V-formige* Struktur mit einer Dimension von
ca. 75 A x 50 A x 50 A. Eine kleine Helix-Loop-Helix Domine sitzt seitlich der NBD 1
(Abbildung 4.6).
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Signatur-Motiv 2

Schanierregion (Hinge I+11)

Abbildung 4.6 Darstellung der Struktur von pfu ABCE1
Die drei grofsen Domdnen aus NBD 1 (braun), NBD 2 (gelb) und der Scharnieregion
(blau) bilden ein ,,V*. NBD I enthdlt noch eine kleine Helix-Loop-Helix-Domdne (grau).
pfu ABCEI hat ADP (cyan) gebunden. Konservierte Motive der ABC ATPasen sind rot
dargestellt.

4.6.1 Die Nukleotidbindungsdominen

Beide NBD haben eine dhnliche dreidimensionale Struktur, die wiederum eine Anzahl
von speziellen Sequenzmotiven enthdlt. Die Struktur dieser Sequenzmotive ist fiir die
ATP-Bindung und Hydrolyse entscheidend. Jede der beiden ca. 200 Aminosdurereste
grofBen NBD enthilt die fiinf konservierten Motive der ABC ATPasen, das Walker-A
Motiv, das Walker-B Motiv + D-Loop, das Signatur-Motiv, den Q-Loop und den H-Loop
(Hopfner et al., 2000; Hung et al., 1998) (siche Abbildung 1.4, Einleitung). Die ABC Typ
ATPase Motive liegen in zwei strukturellen Untereinheiten (Abbildung 4.7). Die 1.
Untereinheit besitzt einen o/f—Fold mit einer zentralen a-Helix (oA von NBD 1 bzw.
oL von NBD 2), die zwischen zwei (3-Faltbléttern liegt (Abbildung 4.8). Die zentrale o.-
Helix enthilt die primidre ATP Bindungsstelle, den P-Loop mit dem Walker-A Motiv
(Aminosiuren GX4GKS/T)). Weiterhin enthdlt Untereinheit 1 beider NBD den Q Loop
(mit einem Glutamin) und den H-Loop (benannt nach dem phylogenetisch konservierten

Histidin).
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\) Walker-A Motiv (P-loop)

Zentrale a-Helix (oA bzw. aL)

¥ Signatur-Motiv/ C-loop

Untereinheit 2

Abbildung 4.7  Jede NBD mit den fUnf konservierten Motiven lasst sich strukturell in zwei
Untereinheiten teilen
Untereinheit I (braun) enthdlt das Walker-A Motiv (rot), den H-Loop und den Q-Loop
(beide gelb). Zwischen Untereinheit 1 und Untereinheit 11 liegen das Walker-B Motiv und
der D-Loop (hellblau). Die Untereinheit 2 (griin) enthdlt das Signatur-Motiv
(dunkelblau).

Untereinheit 2 beider NBD ist vorwiegend a-helikal, mit dem fiir ABC ATPasen
charakteristischen Element, einer a-helikalen Subdoméne (aH von NBD 1 bzw. aQ von
NBD 2) mit dem Signatur-Motiv (C-Loop (Aminosduren LSGGQ)). Die Region
zwischen dem Q-Loop und dem Signatur-Motiv ist eine strukturell sehr unterschiedlich
ausfallende Region (,,structurally diverse region® ( SDR)) und bei ABC Transportern und
Proteinen der SMC Familie wichtig fiir die Kommunikation mit anderen Doménen
(Hopfner and Tainer, 2003; Schmitt and Tampe, 2002). Zwischen beiden Untereinheiten
liegt ein gemeinsames P-Faltblatt (Strang 3, 4, 5, 6, 7 bzw. 15, 16, 17, 18, 19, Abbildung
4.8), welches das Walker-B Motiv (¢dddDE, ¢ hydrophobe Aminosdure) und den D-
Loop (SAYLD) enthélt (Hopfner and Tainer, 2003). AuBlerhalb der NBD 1 liegt eine
Helix-Loop-Helix Doméne (aB und aC). Die Scharnierregion setzt sich aus zwei
Suddominen zusammen. Hinge I wird aus einer kurzen Sequenzregion zwischen den
beiden NBD gebildet und formt eine kleine o/ Struktur (aK und 9, $10). Durch einen
flexiblen Linker ist Hinge I mit der NBD 2 verbunden. Hinge II wird aus der sehr
konservierten C-terminalen Region von ABCE1 gebildet. Er enthilt zwei -Stridnge, die
von zwei a-Helices eingerahmt werden (aT, 22, 23, aU) (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8

Topologiediagram von pfu ABCE1 N2.
Sekunddrstrukturelemente werden wie folgt dargestellt: Pfeile, 5 Stringe; Zylinder, a
Helices. ABCEI enthdilt zwei ABC Typ ATPase Domdnen (orange, NBDI; gelb, NBD?2
und weiterhin drei fiir ABCE| einzigartige Subdomdnen (blau, Hinge I und Helix-Loop-

Helix; griin, Hinge II).

Beide NBD sind so orientiert, das die Untereinheit 1 der NBD 1 gegeniiber der
NBD2-Untereinheit 2 liegt und umgekehrt (Abbildung 4.9). Zwischen beiden NBD

befindet sich ein Spalt, (,,active site cleft*). An diesem ca. 10 A tiefen und 5-15 A breiten

Spalt liegen die aktiven Zentren des Molekiils (siche 4.6.2).

Abbildung 4.9

Untereinheit 1

Walker A Untereinheit 2
P-Loap

Signature

. . Signature |
einheit 2 S '
Untereinheit 2 7 0" W

Walker A
P-Loop
Untereinheit 1

Die beiden Untereinheiten der beiden NBD liegen zueinander in einer Kopf-zu-Ful
Ausrichtung.

Die NBD sind so orientiert, das von der NBD 1 die Untereinheit 1 (braun) gegeniiber der
NBD 2 Untereinheit 2(griin) liegt und umgekehrt. Zwischen beiden NBD befindet sich ein
Spalt mit den aktiven Zentren. Die beiden Untereinheiten 1 enthalten jeweils das Walker-
A Motiv (rot), den H-Loop und den Q-Loop (beide gelb). Zwischen Untereinheit I und
Untereinheit 11 liegen immer das Walker-B Motiv und der D-Loop (hellblau). Die
Untereinheiten 2 enthalten das Signatur-Motiv (dunkelblau).
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Die NBD haben nur eine kleine Beriihrungsfliche, die sich hauptsdchlich aus zwei
konservierten Loops, dem D-Loop und dem H-Loop zusammensetzt. Beide Loops spielen
bei den ABC ATPasen, die Homodimere bilden, bei der Dimerisierung und ATP
gesteuerten Konformationsidnderungen eine Rolle (Hopfner and Tainer, 2003; Schmitt

and Tampe, 2002).

4.6.2 Das aktive Zentrum

Zwischen den beiden NBD, am Eingang des Spaltes liegen die beiden aktiven
Zentren von ABCE1. Beide aktive Zentren werden von den Walker-A und Walker-B
Motiven, sowie dem Q-Loop der einen NBD und dem Signatur-Motiv der

gegeniiberliegenden NBD gebildet (Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10 Am Eingang eines Spaltes liegen die beiden aktiven Zentren von ABCE1l
Die zwei aktiven Zentren (rote Kreise) werden von dem Walker-A Motiv, dem Walker-B

Motiv und dem Q-Loop der einen NBD und dem Signatur-Motiv der gegeniiberliegenden
NBD gebildet.

Uberraschenderweise lieBen sich in der Elektronendichte von pfu ABCE1 N2 ein
ADP und ein Magnesiumion im aktiven Zentrum der NBD 2 erkennen (Abbildung 4.11).
Da ADP bei der Kristallisation nicht zugegeben worden war, musste es sich um ein
endogenes ADP aus E.coli handeln, das wihrend der gesamten Aufreinigung und

Kristallisation fest an das Protein gebunden war.
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Abbildung 4.11  Elektronendichte von ADP und Mg** im aktiven Zentrum
Experimentelle ,,single anomalous dispersion* (SAD) (A) und 2F -F. (B)
Elektronendichte von ADP und Mg”" im aktiven Zentrum (Kontur: 10).

Der Adeninring des ADP Molekiils liegt in einer flachen, aromatischen, hydrophoben
Grube, mit einem konservierten Tyrosin (Y-Loop, Abbildung 5.9). Das Diphosphat des
gebunden Nukleotids wird durch das Walker-A Motiv (GX4GKS/TT) koordiniert
(Abbildung 4.12).

Dabei werden das a-und B-Phosphat von ADP (bzw. ATP) durch das konservierte
Lysin des P-Loops, den Seitenketten-Sauerstoffen der Threonine sowie durch Amide der
Proteinhauptkette gebunden. Die negative Ladung des Phosphates wird durch die Reste
Lysin und Asparagin des P-Loops kompensiert.

Abbildung 4.12  Modell von ATP und Magnesium im aktiven Zentrum

Das Diphosphat des gebunden Nukleotids wird durch das Walker-A Motiv (Aminosduren
GX,GKTT) koordiniert.

Im Walker-B Motiv (¢dd$DE, ¢ hydrophobe Aminosdure) bindet die Aspartat-
Seitenkette ein Wassermolekiil, welches wiederum das Magnesiumion koordiniert

(Abbildung 4.13). Durch ein konserviertes Glutamat wird ein weiteres Wassermolekiil
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polarisiert, welches dann das y-Phosphat des ATP nukleophil angreifen kann. Das im
aktiven Zentrum gebundene Magnesium wird durch die Sauerstoffe des (- und y-
Phosphats von ADP, durch die konservierten Reste Serin bzw. Threonin des Walker-A
Motivs, Glutamin des Q-Loops sowie zwei Wasser, die durch das Aspartat und Glutamat

im Walker-B Motiv gebunden sind, koordiniert (Hopfner et al., 2000) (Abbildung 4.13).

Abbildung 4.13  Koordination des Magnesiusm im aktiven Zentrum
Das Walker-B Motiv koordiniert das Magnesiumion (lila).

Das bei allen ABC ATPasen konservierte Glutamin des Q-Loops (Q165 der NBD 1,
Q406 der NBD 2), tritt in Kontakt mit dem Magnesiumion und dem nukleophil
angreifenden Wasser im aktiven Zentrum. Dabei polarisiert es das angreifende
Wassermolekiil. Seine strukturelle Nachbarschaft zu angrenzenden funktionellen
Regionen (strukturell diverse Region), wie z.B. die Transmembranregion bei ABC
Transportern (Locher et al., 2002) oder die ,,coiled-coil“ Region in Rad50 oder SMC
Proteinen, macht den Q-Loop zu einem wahrscheinlichen Signaliibermittler der ATP
induzierten Konformationsdnderung (Hopfner et al., 2000; Karpowich et al., 2001; Smith
et al., 2002). Ein weiterer hochkonservierter Rest bei ABC Proteinen, ein Histidin (H268
der NBD 1, H512 der NBD 2), befindet sich im danach benannten H-Loop und wird
als y-Phosphat Sensor beschrieben (Schmitt and Tampe, 2002). Es liegt an der
Beriihrungsfliche zwischen NBD 1 und NBD 2 und konnte dadurch die Dimerisierung
kontrollieren.

In andere ABC ATPasen wurde gesehen, dass sich, nach der Bindung von ATP an
Walker-A, Walker-B und den Q-Loop der I.Untereinheit, beide Untereinheiten
reorientieren. Das ATP y-Phosphat wird vom Signatur-Motiv der gegeniiberliegenden

NBD erkannt. Das Signatur-Motiv (LSGGQ) bindet den Sauerstoff des ATP y-Phosphats
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iiber die Seitenkette des konservierten Serins und dem Hauptkettenstickstoff des 2.
Glycins. Die Bindung von ATP zwischen dem ABC Signatur-Motiv der einen Doméne
und dem Walker-A Motiv der anderen Doméne fiihrt zur Bildung eines Homo- bzw.
Heterodimers. Die beiden NBD klappen zusammen und bilden ein ,,NBD-2ATP-NBD
Sandwich“. ATP-Bindung und -Hydrolyse ist folglich nur in der dimeren Struktur der
ABC ATPasen moglich.

4.6.3 Die Helix-Loop-Helix Domiine und die Scharnierregionen

ABCEIl enthilt neben der fiir die ABC Familie charakteristischen NBD noch
zusitzliche, neuartige Domédnen, bei denen die oben beschriebene ATP induzierte
Bewegung eine Konformationsdnderung bewirken konnte. Seitlich der NBD 1, zwischen
Walker-A und dem Q-Loop, befindet sich eine konservierte Helix-Loop-Helix (HLH)
Domine (Abbildung 4.14). Eine dhnliche, wenn auch kiirzere, helikale Insertion bei dem
ABC  Transporter BtuCD  bildet eine  Kontaktfliche zu  assoziierten
Transmembrandominen (Locher et al., 2002). In MutS wird durch diese Doméne die
NBD mit DNA-bindenden Doménen verbunden (Lamers et al., 2000; Locher et al.,
2002).

Linker

Helix-Loop-Helix

N-Terminus

Abbildung 4.14  Blick auf die Scharnierregion von pfu ABCE1
Die Scharnierregion wird aus Hinge I (lila) und Hinge Il (blau) gebildet und verbindet
die beiden NBD. Die Helix-Loop-Helix Domdne (grau) liegt aufSerhalb der NBD 1.

Eine Scharnierregion, bestehend aus den Subdominen Hinge I und Hinge II,

verbindet strukturell NBD 1 und NBD 2. Hinge I hat o/f Struktur und liegt auch in der
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Primérsequenz zwischen NBD 1 und NBD 2. Ein kurzer, flexibler Linker verbindet
Hinge I mit der NBD 2. Die Flexibilitit kdnnte groBriumige Bewegungen zwischen den
beiden NBD durch ATP Bindung erlauben. Hinge II befindet sich am sehr stark
konservierten C-Terminus und besteht aus zwei B-Faltbléttern, die von zwei a-Helices
eingerahmt werden (Abbildung 4.14). Hinge I und Hinge II sind untereinander durch ein
Netzwerk aus Wasserstoffbriicken fest verbunden. Diese Wasserstoffbriicken werden
durch mehrere Arginine (,,Arginincluster”, R300, R 559, R560, R566, R568) gebildet.
Diese Arginine sind zwischen allen Organismen extrem konserviert (siche

Sequenzalignment, Anhang).

4.6.4 Konservierte Bereiche

Um die Konservierung von ABCE1 zu untersuchen, wurde ein Vergleich zwischen ABC
Enzymen mit Hilfe einer ,BLAST*“ Suche (,,Basic Local Alignment Search
Tool“(Altschul et al., 1997)) durchgefiihrt. Dabei wird Hilfe eines Algorithmus eine
moglichst schnelle Suche nach homologen Proteinen ermdglicht. Die Signifikanz eines
Treffers wird durch den E-Wert wiedergegeben. Je niedriger der E-Wert, umso hoher ist
die Signifikanz des Suchergebnisses. Dabei ist ABCE1 mit einem BLAST e-Wert von 2
152 zwischen Archaeen und Hefe das am hochsten konservierte ABC Protein iiberhaupt,
das nichste konservierte ABC Enzym hat einen ,,Blast-Wert™“ von 2! Bei einem
Vergleich aller Proteine aus dem Genom des Archaeen Methanococcus jannaschii und
des Eukaryoten Saccharomyces cerevisiae ist ABCE1 mit einer Sequenzidentitdt von 45-
50% sogar das am zweitstirksten konservierte Protein {iberhaupt. Ein Sequenzvergleich
zwischen ABCE]1 Proteinen befindet sich im Anhang.

Um wichtige Dominen an der Oberfldche zu identifizieren haben wir konservierte
Reste von ABCEL1 auf einer Oberflachendarstellung gekennzeichnet (Abbildung 4.15).
Drei Oberflachenregionen zeigen in der Evolution hohe Konservierung. Der komplette
aktive Spalt mit den beiden aktiven Zentren (,,active site cleft”) ist dabei am stirksten
konserviert, wahrscheinlich, da die ATP Bindung und die damit verbundene
Konformationsdnderung eine universell erhaltene Antriebskraft fiir mechano-chemische
Arbeit von ABC Proteinen ist. Ein weiterer konservierter Bereich von ABCE1 befindet
sich am gekiirzten N-Terminus (Aminosduren 75-80 von pfu ABCEIl). Ein dritter

konservierter Bereich liegt an der Beriihrungsfliche von Hinge I und Hinge II, gebildet
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von dem , Arginincluster. Wie bereits beschrieben, konnte diese Region fiir ATP-
abhingige Konformationsinderungen wichtig sein oder einen Bereich fiir eine

makromolekulare Interaktionsseite darstellen.

‘\ i,

¥ S’R top view”
e

Abbildung 4.15 Konservierte Bereiche von ABCE1
Obere Abbildung : Blick auf das aktive Zentrum (ADP, tiirkis, rot)
Untere Abbildung: Blick auf die Scharnierregion. (Dunkelgriin, stark konserviert;
hellgriin, weniger konserviert).

4.7 Das verbesserte Konstrukt ABCE1 AFeS aus Pyrococcus furiosus
(pfu ABCEL AFeS)

4.7.1 Konstruktion von pfu ABCE1 AFeS

Das urspriinglich verwendete Konstrukt ,pfu ABCEl N2“ (Reste 1-83 deletiert)
kristallisierte langsam, iiber mehrere Wochen und die Kristalle waren nur schwer
reproduzierbar. Die Auswertung der Struktur ergab, dass zwei Molekiile in der
asymmetrischen Einheit kristallisierten und ein Dimer bildeten. Diese Dimerisierung war
nur durch den neuen N-Terminus moglich. Die Reste 1-10 des verkiirzten N-Terminus
eines Molekiils interagierten mit einem [-Faltblatt 8 (Topologiediagramm Abbildung 4.8)
des jeweils zweiten Molekiils der asymmetrischen Einheit (Abbildung 4.16).
Kristallisation war nur durch diese Stabilisierung der N-Termini moglich, ansonsten
hitten die flexiblen Termini vermutlich die Nukleation verhindert. Um korrekte Faltung

des N-Terminus zu ermoglichen und so eine Dimerisierung zu verhindern, wurde der N-
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Terminus bei dem nachfolgenden Konstrukt um zwdlf Aminosduren verldngert
(Aminosduren 72-588). Im Folgenden erwédhnte Konstrukte ohne Eisen-Schwefel-
Cluster, auch aus anderen Organismen entsprechen diesem Konstrukt und werden

allgemein als ABCE1 AFeS bezeichnet.

& Molekiil 1

i ‘
Molekiil 2 Molekiil 2

¥ b , N-Terminus

Abbildung 4.16 pfu ABCEL kristallisierte mit zwei Molekulen in der asymmetrischen Einheit unter
Bildung eines Dimers
Beide N-Termini interagieren mit einem [-Faltblatt des jeweils anderen Molekiils

4.7.2 Kristallisation des Proteins ABCE1 AFeS aus Pyrococcus furiosus

Aufgrund des um zwdlf Aminosduren verldngerten N-Terminus &dnderten sich die
Eigenschaften des Proteins wéhrend der Aufreinigung nicht. Die Klonierung des Gens,
die Proteinreinigung und die Kristallisation wurden wie bei pfu ABCE1 N2 durchgefiihrt.
Die bekannten Kristallisationsbedingungen des Konstruktes pfu ABCE1 N2 wurden in
einem ,Grid Screen” verfeinert und ebenfalls verwendet. Verfeinerungen der
Kristallisationsbedingungen, Substitution der Methionine durch Selenomethionin zur
Aufnahme eines SAD Datensatzes, Bestimmung der Phasen und Strukturverfeinerungen
wurde von Katharina Biittner im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefiihrt (Buettner,

2003).
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Kristalle wurden sowohl beim nativen als auch beim Selenomethionin substituiertem
Protein innerhalb weniger Tage erhalten. Wie das Protein pfu ABCE1 N2 kristallisierte es
in der Raumgruppe P2,2,2,, die Zellkonstanten waren a=59,6 A, b=74,6 A, c=123,7 A,
wobei ein Molekiil in der asymmetrischen Einheit war (siche Tabelle 4.2). Ein nativer
Datensatz bis 1,9 A und ein anomaler Datensatz bis 2,5 A Auflssung wurden an der
Beamline PX (Swiss Light Source, Villigen) aufgenommen. Zur Auswertung der Bilder
(0.5° Drehung pro Bild) wurde die HKL Software (Otwinowski and Minor, 1997)
verwendet. Mit Hilfe des Programms SOLVE (Terwilliger, 2002) konnten 8 der 9
Selenomethionine gefunden und daraus erste Phasen mit SHARP (La Fortelle and
Bricogne) berechnet werden. Das endgiiltige Modell enthdlt 515 Reste (E76 bis zum
nativen C-Terminus), auBerdem zwei Mg®-Ionen, zwei ADP und 337 Wassermolekiile.
Tabelle 4.2 enthdlt eine Zusammenfassung der kristallografischen Daten und der

Ergebnisse aus der Verfeinerung (Buettner, 2003).

Tabelle 4.2  Kristallografische Daten und Ergebnisse aus der Verfeinerung von pfu ABCEL AFeS

Kiristallografische Datensammlung und Analyse

Kristallografische Daten

Raumgruppe P2,2,2,

Einheitszelle (A) a=59,6, b=74,6, c=123,7
a=p=y=90"

Rontgenstrahlungsquelle PX

Wellenléinge (A) 0.9791

Aufldsungsbereich (A) 30-1,9

Gemessen (anomal) 249.322 (44.451)

Vollstdndigkeit® (%) (letzte Schale) 95,2 (72)

Ryymm” (letzte Schale) 0,076 (0,218)

I/cl (letzte Schale) 9.4 (3,0)

Verfeinerung

Auflosungsbereich (A) 25-1,9

Reflexe F > 0 (Crossvalidierung) 43504 (2176)

Loésungsmittelmolekiile 4487 (337)

RE (Rged) 0.199 (0.225)

Standardabweichung Bindungslinge (A) 0.012

Standardabweichung Bindungswinkel (°) 1,5
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% Kernbereich (nicht erlaubt) im Ramachandran | 92,0 (0,0)
Blot

*Anomale Vollstandigkeit.

b Rgym ist der nicht gewichtete R Wert von 1
zwischen symmetrieverwandten Molekiilen.
“R = YullFo(hkD)] — [Fea(hkD))/ il FohKD) fir
Reflexe des bearbeiteten Datensatzes

4 Ryyei = der crossvalidierte R Faktor fiir 5% der

Reflexe, die nicht mit verfeinert wurden

Obwohl viele Strukturen von NBD aus ABC Proteinen im Komplex mit
verschiedenen Nukleotiden (ATP, ADP, und im Ubergangszustand) bekannt sind, wird
der Mechanismus der ATP-Bindung und Hydrolyse sowie die damit verbundene
Konformationsdnderung und die ADP-Freisetzung noch nicht genau verstanden (siche
5.5).

Um die Struktur der ATP-gebundenen Form zu erhalten, wurden deshalb
verschiedene Strategien getestet:

1. Kokristallisation der Volllangen und verkiirzten Konstrukte mit ATP bzw. ATP
Analoga: ADP + Orthovanadat, AMP-PNP, ADP + Berylliumfluorid (siche
Kapitel 4.8 und 4.9).

2. Denaturierung und Riickfaltung des Konstruktes pfu ABCE1 AFeS und
anschlieBende Kokristallisation mit ATP und dessen Analoga.

3. Klonierung, Reinigung von ABCEI1 aus anderen archaealen Organismen und
Kokristallisation mit ATP und Analoga (siehe Kapitel 4.8).

4. Mutanten, die z.B. eine ATP-Hydrolyse verhindern (siche Kapitel 4.9).

Zu 2.. Katharina Biittner hat im Rahmen ihrer Diplomarbeit versucht, pfu ABCEI
AFeS durch eine vollkommene Denaturierung, gefolgt von einer Renaturierung und
anschlieender Kristallisation des Proteins mit ATP bzw. dessen Analoga zu
kristallisieren. Es konnte aber nicht in der geschlossenen, ATP-gebundene Konformation

kristallisiert werden (Buettner, 2003).
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4.8 Kristallisation und Strukturbestimmung der ABC ATPase Doméane

von ABCE1 aus weiteren Organismen

Zur Kokristallisation von ABCE1 mit ATP bzw. dessen Analoga, wurde das Protein
aus verschiedenen archaealen Organismen kloniert und in E. coli liberexprimiert. Ein
Sequenzalignment von ABCEl zwischen den Archaeen Pyrococcus furiosus (pfu),
Pyrococcus abyssi (pab), Archaeoglobus fulgidus (afu) und Sulfolobus solfataricus (sso)
(Abbildung 4.17) zeigt den Beginn der Konstrukte ohne Eisen-Schwefel-Cluster Doméne
(Start AFeS).

Start AFeS
\

pfu ABCEl
pab ABCEL

: EAV ERSEHFLEER CPVIFMGGEAI;EDEENYfKPIIQ SETE v IBIA TS TVNL PECLEANeVHR K]
: PDKCEI1 ClilY C PN RUICEEATMDVE A\ 1< B T OE1¥E CIG v IINA TS TVNL PESLINAneVHR vi:Y
afu ABCEL : (V) Ve - OE[e VK Y[@ZR VIXT€D/2 TVKEED - - - - [NAVIS|aNT @ ve] v WisiA T T VL PEIS T EaVHR VRN
sso ABCEL : SVINYEINTZ5 F@ KIS PReeN - LE[® TN FlelgDiR SEe KSR L S[H T VKCIGS VIl VIBE T(8 T(e] v YERSCIRYINZDEMECEV )Y 83
pfu ABCE1l : 'LPV¥EE GENGEGKETA AGQLIPNLCGD@D—— DEEI"FRGIELQ IHILK) -EE BOY
pab ABCEL : RIB T V)| GENGEGKITA AGOLI PNLlelino i TRAR:ENIHNIO\MIERIN] R POV
afu ABCEL : IB2VER (e zINelelis .| T) @8 Slel6)  KIFNIGKEEA - - (5| EET FDRIJACTIHAT DMLKG IIAEEAIMIVS QIO OMTEA
sso ABCE1l : FGIAETPIANNT I LEVLEKINe Ve T| NeE IRNFCDPNS KVGKEENL KRIFHEKINT KE#YSNELKIFHITOY :

Walker A

pfu ABCEl1 I
pab ABCEl : Lj
I

H I SLE| I EEVLD'EIQHLSGGELQR T2 AT RNAWE YEFDEPSSYLDIRORIAY S : 257

<1 AFE| (KEARE) VLDIHELHQINS[ele Ife)X AIAARLLP-KEIFYFFDEPSSYLDIRQPLK R’ 261

H YSEUAT AR’ MLD, [EKIBGIEAEAT ATAA R G : 255

ss0 ABCEl : ASKFLI(ET\NT| <h < [KE: T{YLWNKDAN I iSeleCif A R Y . L : 259

afu ABCEL
Signatur Walker B/ D-Loop

pfu ABCEl : E i R N RIRP TKTGE - - -JVEIERE TE ;342
pab ABCEL : v 1F, 0 P [KLSE- - - {VDVEREMAUEY| : 346
afu ABCEL : ) ) ) v VlaC KGR N ERN T IIDKPMEREVFQP - - -RESVGENIAUEN : 339
sso ABCEl : KNK- VINHD ) ) v A PARNMK I)JED) MLKEVSDLDLSKDLKBKMKW : 346

His Switch

pfu ABCEl : [ERLVIDI7ES] 194G EVIGIVCPNGIGKET FVRULACVIENE CREMEND S v K POV ERADNISGT P40 LT ] ;429
pab ABCEl : |zRLVJSD}{eS| NG EVIGIVCENGIGKETFVRILACIEINFCE 5 LT\UAN \EVEC W YELSKEDS S ;433
afu ABCE1l : |3SFTISSHE YOledy T €\ /(@ SINA TIEXS il 4 vil-\e)l T2 DDIRIK - [eVIa T 1o VK) Sp4e=1e) V| e, DVNMQWGMFIMRRIIN - PMID : 425
sso ABCEl : TKIIRKLED D KE@ T el [/ \Ehe)U AR TIVIEE T TADMES VT PEKQT LSO R F PN QQYMENASKDAS : 434
Walker A Q Loop
pfu ABCEL : - I KB ehns 'ETNELSGGELQRV‘IAATLL'DADIYLLDEPSAYLDVEQFLAESRAI'HLMEKNE1T EFBVLM : 516
pab ABCEL : - L9 WGT T RNVISDL.SGGELQRVA T AATLERPADMYHLDEPSAYL DVEQRIDMSRA T RIZAININHKIN EGWVLM : 520
afu ABCEl : f§S- FINQIVLE RNMND T, SCCELORVA T AL ERISADBYET DEP SARILDVEQRINFVARY, T RISFNBNENEKE] DERIVL : 512
sso ABCEl : TSSWFFERVTIRENLHRMLESNINeRelenRe T Y NdA KERNT ¥viRaetsiSTmnyariy T IAKMKRVTRERKAVTF I IDEIBLST : 522
Signatur Walker B/ D-Loop His Switch
pfu ABCEl : [iNaEPRIMVgE- e vErRRAL SRIGT TFRRD|IPPER PREN i) 590
pab ABCE1 : pisyaisimldid T\ga-eisize RHERML EC L T FRROIBECR PRANKE 593
afu ABCE1l : psMsimi1 Waysleni=eiiHe ThR: v Se#CT T FRRDIBATIIR Tk 586
sso ABCEL : HJIARRT I\PgKEs)griAEr IATS)EVTLK TEUNFIPIR ELE VINIIINA FE) gt vING T 600

Abbildung 4.17  Sequenzalignment archaealer ABCE1 Proteine
Ein Vergleich der Sequenzen von pfu, pab, afu und sso ABCE1 zeigt, dass ABCE1
innerhalb der Archaeen sehr konserviert ist. Die Konstrukte ohne Eisen-Schwefel-Cluster
Domdne beginnen alle an derselben Position (Start AFeS).

Zur Kokristallisation von ABCE1 mit ATP bzw. dessen Analoga, wurde das Protein
aus verschiedenen archaealen Organismen kloniert und in E. coli iiberexprimiert. Dabei
wurden die Proteine mit 6xHis Tag am N- bzw. C-Terminus oder ohne Tag exprimiert.
Die Tabelle 4.4 in Kapitel 4.15 enthdlt eine Zusammenstellung der verwendeten

Konstrukte und die Ergebnisse.
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Das Protein ABCE1 AFeS aus Pyrococcus abyssi (pab ABCEl AFeS) konnte in
groBBen Mengen iiberexprimiert werden. Fiir die Kristallisation wurde es liber Ni-NTA
Affinitdtschromatografie (Abbildung 4.18), Anionenaustauscher und Gelfiltration bis zur

Homogenitdt gereinigt. Proteinausbeuten lagen bei 14 mg/ml gereinigtes Protein pro Liter

Expressionskultur.
T -
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Abbildung 4.18 SDS- PAGE von pab ABCE1A4FeS nach Ni-NTA Affinitatschromatografie
Die einzelnen aufgetragen Spuren enthalten Proben vom Durchlauf, dem Wasch-schritt
und der Elution einer Ni-NTA, auf die pab ABCE1AFeS aufgetragen wurde.

Zur Kristallisation des Proteins pab ABCE1 AFeS wurden 2 pl des gereinigten
Proteins (40 mg/ml in 20 mM Tris pH 7,5, 200 mM NacCl, 5% Glycerin) mit 2 pl der
Prazipitationslosung zu einem Tropfen gemischt und bei Raumtemperatur mit Hilfe der
Dampfdiffusionsmethode (sitzender Tropfen) langsam konzentriert.

Ein Teil der Proteinlosung wurde zusétzlich mit ATP-Derivaten versetzt. Dabei
wurde zur Proteinldsung jeweils

1. 2 mM ADP, 5 mM Orthovanadat und 10 mM Magnesiumchlorid, bzw.

2. 2 mM Berylliumchlorid, 10 mM Natriumfluorid, 20 mM Magnesiumchlorid

und 2 mM ADP, bzw.

3. 2 mM Aluminiumfluorid, 10 mM Natriumfluorid, 20 mM Magnesiumchlorid

und 2 mM ADP
hinzugefiigt. Dadurch sollte das Protein in der geschlossenen Konformation,
entsprechend der ATP-gebundenen Form, kristallisiert werden. Nach drei Tagen konnten
bei allen Ansidtzen Kristalle beobachtet werden.

Das Protein kristallisierte in der Raumgruppe P2,2,2; mit den Zellkonstanten
a=59,804 A, b=62,428 A, c=147,273 A, mit einem Molekiil in der asymmetrischen

Einheit. An der ,,Beamline* PX (,,Swiss Light Source®, Villigen) wurde ein Datensatz bis
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zu einer Aufldsung von 2,3 A gemessen. Die Phasen wurden durch molekularen Ersatz
mit Hilfe des CCP4 Programms AMoRe (Navaza, 1994) ermittelt, wobei als Modell die
Struktur des Proteins pfu ABCE1 AFeS verwendet wurde. Die Struktur wurde nicht
weiter verfeinert, der kristallografische R-Faktor lag deshalb bei 27,80%, der freie R-
Faktor bei 32,70%. Wie bei pfu ABCE1 AFeS war ADP mitgereinigt und kokristallisiert
worden. Der Ubergangszustand, bzw. die geschlossene Konformation, die einer ATP-
Bindung entspricht, konnten durch die ATP Derivate nicht erzeugt werden.

Des Weiteren wurde ABCE1 aus Sulfolobus solfataricus (sso) verwendet. Sulfolobus
solfataricus ist wie Pyrococcus ein hyperthermophiler Organismus, der bei ca. 70°C bis
90°C optimal wichst. sso ABCE1 AFeS konnte kloniert und in grofen Mengen
iiberexprimiert werden. Reinigung erfolgte iiber Ni-NTA, Kationenaustauscher und
Gelfiltration bis zur Homogenitét. Im Gegensatz zu den Proteinen aus pab (theoretische
pl: 5,85) und pfu (theoretischer pl; 5,64), die einen leicht sauren isoelektrischen Punkt
haben, liegt der pl von sso ABCE1 AFeS mit 8,22 im leicht basischen Bereich. Deshalb
lieB sich sso ABCEI nicht iiber einen Anionenaustauscher reinigen, sondern iiber einen
Kationenaustauscher (sieche Material und Methoden). Zur Kristallisation von sso ABCE1
AFeS wurden 2 pl des gereinigten Proteins (17 mg/ml in 20 mM Tris pH 7.5, 200 mM
NaCl, 5% Glycerin) mit 2 pl der Prézipitationslosung zu einem Tropfen gemischt und bei
Raumtemperatur mit der Hilfe Dampfdiffusionsmethode (sitzender Tropfen) vorsichtig
konzentriert.

Zum Kokristallisieren wurden

1. 2,5 mM ATP und 20 mM MgCl,, bzw.

2. 2 mM ADP, 5 mM Orthovanadat, 10 mM Magnesiumchlorid, bzw.

3. 2 mM ADP, 2 mM Berylliumchlorid, 10 mM Natriumfluorid, 20 mM

Magnesiumchlorid
hinzugefiigt. Dadurch sollte das Protein in der geschlossen, das entspricht der ATP-
gebundene Konformation kristallisiert werden. Nach drei Tagen konnten bei den
Bedingungen mit ATP Kristalle beobachtet werden. Die Kristallisationsbedingung war
aus dem Hampton Natrix Screen #19 und enthielt folgende Bestandteile:

0,01 MgCl,

0,05 MES, pH 5,6

2,0 M LiCl
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Das Protein kristallisierte in der Raumgruppe P3; mit den Zellkonstanten a=59,804 A,
b=62,428 A, c=147,273 A, mit einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Daten bis
zu einer Aufldsung von 2,3 A wurden an der , Beamline* PX (,,Swiss Light Source*,
Villigen) gesammelt. Die Phasen wurden durch molekularen Ersatz mit Hilfe des CCP4
Programms AMoRe (Navaza, 1994) ermittelt, wobei als Modell die Struktur des Proteins
pfu ABCE1 AFeS verwendet wurde. Es konnte kein ATP bzw. ATP-Analoga und keine
Konformationsdnderung in der Struktur beobachtet werden. Wie bei den bereits
beschriebenen Konstrukten war ADP mitgereinigt und kokristallisiert worden und konnte
nicht ersetzt werden. Nach dem manuellen Einbauen der Aminosduresequenz wurde die

Struktur nicht weiter verfeinert.

4.9 Mutanten von ABCE1

4.9.1 Mutationen im D-Loop: Die Y244F Mutante

In einer 2003 verdffentlichten Arbeit beschreiben Lamers et al. (Lamers et al., 2003) die
Mutation eines konservierten Argininrestes in MutS, der sich direkt an das Walker-B
Motiv anschliet und im D-Loop liegt. Dort haben Auswertungen der Kristallstruktur
ergeben, dass bei der Bildung des Homodimers der Rest R697 jeder NBD die
gegeniiberliegende NBD kontaktiert. Dabei unterstiitzt der Rest R697 die
Nukleotidbindung der einen NBD, verhindert aber gleichzeitig die Nukleotidspaltung
durch die zweite NBD. Dadurch haben die beiden NBD unterschiedliche Affinitit zu
ATP. Durch die Mutation des Arginins zu Alanin (R697A) geht diese Asymmetrie
verloren und die DNA ,,mismatch* Reparatur ist beeintrachtigt (Lamers et al., 2003). An
der entsprechenden Position befinden sich bei ABCEI in den D-Loops zwei konservierte
Tyrosine (Y244) und (Y487), die in der ADP-gebundenen Form in den Spalt des aktiven
Zentrums hineinragen (Abbildung 4.19). Der Abstand zwischen den Seitenketten von
Y244 und Y487 betrigt 423 A, damit bilden die OH-Gruppen eine schwache
Wasserstoffbriickenbindung aus. Um die Funktion von Y244 und Y487 in ABCE1 zu
ermitteln, wurde eine Mutante kloniert, bei der Y244 zu Phenylalanin mutiert war

(Mutante pab ABCE1 AFeS Y244F).
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Abbildung 4.19 Mutationen des D-Loops
Beide D-Loops enthalten zwei konservierte Tyrosine (Y244) und (Y487) (beide rot), die in
den ,,active site cleft* hineinragen. In der ADP-gebundenen Form bildet sich zwischen
beiden Seitenketten eine Wasserstoffbriickenbindung aus.

Das Protein konnte in grolen Mengen in E. coli iiberexprimiert werden und iiber Ni-
NTA Affinititschromatografie, Anionenaustauscher und Gelfiltration bis zur
Homogenitdt gereinigt und auf eine Endkonzentration von 26 mg/ml konzentriert werden.
Zur Kiristallisation von pab ABCE1 AFeS Y244F wurden jeweils 2 pul des gereinigten
Proteins (26 mg/ml in 20 mM Tris pH 7.5, 200 mM NaCl, 5% Glycerin) mit jeweils 2 pl
der Prézipitationslosung gemischt und bei Raumtemperatur mit Hilfe der
Dampfdiffusionsmethode  (sitzender = Tropfen) vorsichtig  konzentriert. Zum
Kokristallisieren wurden

1. 2mM ADP, 5Sm M Orthovanadat und 10 mM Magnesiumchlorid, bzw.

2. 2 mM Berylliumchlorid, 10 mM Natriumfluorid, 20 mM Magnesiumchlorid und

2 mM ADP, bzw.
2. 2 mM Aluminiumfluorid, 10 mM Natriumfluorid, 20 mM Magnesiumchlorid und
2 mM ADP
hinzugefiigt. Dadurch sollte das Protein in der geschlossenen Konformation,
entsprechend der ATP-gebundenen Form, kristallisiert werden.
Das Protein kristallisierte in der Raumgruppe P2,2,2; mit den Zellkonstanten a=60,65 A,
b=62,95 A, c=151,16 A, mit einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit. An der
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,Beamline® PX (,,Swiss Light Source®, Villigen) wurde ein Datensatz bis zu einer
Auflésung von 3 A gesammelt. Die Phasen wurden durch molekularen Ersatz mit Hilfe
des CCP4 Programms AMoRe (Navaza, 1994) ermittelt, wobei als Modell die Daten des
Proteins pab ABCE1 AFeS verwendet wurde. Es konnte kein ATP bzw. ATP-Analoga
und keine Konformationsianderung in der Struktur beobachtet werden. Wie bei den
bereits beschriebenen Konstrukten war ADP mitgereinigt und kokristallisiert worden und
konnte nicht ersetzt werden. Nach dem manuellen Einbauen der Aminosduresequenz
wurde die Struktur nicht weiter verfeinert, der kristallografische R-Faktor lag deshalb
31,5%, der freier R-Faktor bei 33,76%. Wie bei pfu ABCE1 AFeS und pab ABCE1 AFeS
war ADP mitgereinigt und kokristallisiert worden und konnte nicht ersetzt werden.
Wihrend bei MutS der Rest R697 die Nukleotidbindung der einen NBD unterstiitzt und
gleichzeitig die Nukleotidspaltung durch die zweite NBD verhindert, konnte bei pab
ABCE AFeS Y244F keine verbesserte ATP-Bindung beobachtet werden. Eine

Konformationsédnderung war nicht zu beobachten.

4.9.2 Mutanten des aktiven Zentrums

Mutanten von Aminosduren im aktiven Zentrum wurden z.T. von Katharina Biittner
kloniert und auch zu biochemischen Untersuchungen verwendet (Buettner, 2003). Eine

Ubersicht der hergestellten Mutanten befindet sich in Kapitel 4.15.

Mutationen des Signatur-Motivs

Bei andereren ABC ATPase wurde beobachtet, dass sich nach der Bindung von ATP an
Walker-A, Walker-B und den Q-Loop beide Untereinheiten neu orientieren. Das ATP-y-
Phosphat wird zudem vom Signatur-Motiv der gegeniiberliegenden NBD erkannt und
gebunden (Hopfner et al., 2000). Um diese Dimersierung zu verhindern, wurde bei der
Mutante pab ABCE1 AFeS S216A das konservierte Serin des Signatur-Motivs zu Alanin
mutiert (durchgefiihrt von Katharina Biittner). Diese Mutante kristallisierte in der
Raumgruppe P32y und den Zellkonstanten a=98,460 A, b= 98,460 A, c=133,502 A,
0=p=90,00, y=120,00. Die ermittelte Struktur unterschied sich nicht von den bisher
gelosten Strukturen von ABCEL.
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Mutation des Walker-B Motivs und des D-Loops

Bei ABC ATPasen greift in der ATP-gebundenen Form ein Wassermolekiil, welches
durch das konservierte Glutamat im Walker-B koordiniert wird, das y-Phosphat des ATP
nukleophil an. Lammens et al. verwendeten zur Kristallisation der katalytischen Doméne
der ABC ATPase SMC aus Pyrococcus furiosus in Komplex mit ATP eine ATPase
inaktive Mutante, bei der das Glutamat im Walker-B Motiv durch Glutamin ersetzt
wurde. Dadurch konnte der ATP-gebundenen Komplex stabilisiert werden (Abrahams
and Leslie, 1996; Adman et al., 1973; Lammens et al., 2004). Um die ATP-gebundene
Form bei ABCEI zu stabilisieren, wurden sowohl in jeweils einem, als auch in beiden
Walker-B Motiven im aktiven Zentrum das konservierte Glutamat zu Glutamin mutiert
(Mutanten pab ABCE1 AFeS E240Q, pab ABCE1AFeSE483Q, pab ABCEl AFeS
E240Q-E483Q). Diese Mutanten wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert und
von Katharina Biittner fiir funktionelle Experimente eingesetzt.

Zur Kristallisation wurde eine Dreifachmutante verwendet, die sowohl die Y244F
Mutation im D-Loop, als auch die Mutationen in beiden Walker-B Motiven (E240Q,
E483Q) enthielt (pab ABCE1 AFeS Y244F-E240Q-E483Q). Auch diese Mutante konnte
nicht im Komplex mit ATP kristallisiert werden. Wie bei allen bereits beschriebenen

Konstrukten war ADP mitgereinigt und kokristallisiert worden.

4.10 Vergleich der Proteinstrukturen von ABCE1 AFeS

Um die ermittelten Strukturen zu vergleichen, wurden die ,,Backbone/ Ribbon* Modelle
der unterschiedlichen ABCE1 Strukturen mit Pymol {ibereinander gelegt. Dazu wurden
folgende kristallografisch untersuchten ABCE1 Konstrukte verglichen:
1. Strukturen aus verschiedenen Organismen (pfu (tiirkis und gelb) und pab (lila und
orange))
2. Strukturen aus gleichen Organismen, die sich in der Linge ihrer N-Termini
unterscheiden (pfu ABCE1 AFeS (tiirkis) und pfu ABCE1 N2 (gelb))
3. Strukturen mit gleichen N-Termini und unterschiedlichen kristallografischen
Raumgruppen (pab ABCEl AFeS (P2,2,2), (lila) und pab ABCE1l AFeS
(S216A) (P3,), (orange))

verglichen. Diese Ubereinanderlagerung lisst erkennen, dass alle Molekiile annihernd
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identisch sind (Abbildung 4.20).

Abbildung 4.20 Ubereinanderlagerung der ermittelten Strukturen
Eine Ubereinanderlagerung der Strukturen von pfu ABCEI AFeS (tiirkis), pfu ABCEI N2
(gelb), pab ABCE1 AFeS (lila), pab ABCEI AFeS (S216A4) (orange) ergibt, dass sich die
Strukturen nicht unterscheiden.

4.11 Der Eisen-Schwefel-Cluster

ABCE1 ist ein cytoplasmatisches Protein, das am N-Terminus zwei cysteinreiche
Regionen enthilt. Beide Regionen sind in allen ABCE1 Sequenzen sehr konserviert.
Diese cysteinreiche Domine hat gro3e Sequenzihnlichkeit mit bekannten vier Eisen- vier
Schwefel [4Fe-4S]- Cluster Doménen z.B. mit dem [4Fe-4S]- Clustertyp von
Ferredoxinen (Kerr, 2004). Ein weiterer Hinweis auf das Vorhandensein von Eisenionen
in ABCEl war die auffillige, konzentrationsabhingige Braunfirbung der ABCEI-
enthaltenden Losungen, wihrend die ABCE1 AFeS Proteinlosungen farblos waren

(Abbildung 4.21).

Abbildung 4.21 Gereinigtes ABCE1 Protein hat eine braune Farbe (Abb.: Katharina Buttner
(Buettner, 2003))
Die abgebildeten Rohrchen enthalten unterschiedliche Konzentrationen von ABCE]I,
wobei Réhrchen #3 die hochste Proteinkonzentration enthdlt. Die weiteren Protein-
Konzentrationen nehmen in der Reihenfolge der Réhrchen 4, 2, 5, 6, 1 ab. Es ist deutlich
zu erkennen, dass die Braunfirbung konzentrationsabhdngig ist.
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4.11.1 Vorarbeiten fiir die Kristallisation von pab ABCE1

Durch die heterologe Expression in E. coli und die aerobe Aufreinigung von ABCEI
kann die vollstindige Inkorporation von Eisen und Schwefel in die Eisen-Schwefel
(FeS)-Cluster gestort sein (Roland Lill, personliche Auskunft). Deshalb war es notwendig

ein System zu entwickeln, um funktionelle FeS-Cluster zu erhalten.

Konstruktion der Vektoren pET-28 N-Strep und pET-29 C-Strep

Alle bisherigen Konstrukte von ABCE1 waren so gewdhlt worden, dass sie entweder
ohne einen zusitzlichen Tag gereinigt wurden (schlechte Reinigungsergebnisse) oder
einen N- bzw. C-terminalen 6xHis-tag enthielten. Die Bildung eines funktionellen FeS-
Clusters kann jedoch durch einen 6x His -tag gestort werden (Holger Dobbek,
personliche Auskunft). Um einen moglichst funktionellen Protein-Eisen-Komplex zu
erhalten, wurde der 6x-His-tag durch ein Strep-tag II Peptid ersetzt. Dadurch wurde eine
effiziente ~ und  spezifische  Reinigung  iiber eine  StrepTactin  (IBA)
Affinititschromatografie moglich. Der Strep-tag II ist ein kurzes Peptid aus nur 8
Aminosduren (WSHPQFEK) welches am N-bzw. C-Terminus von ABCEI als
Fusionsprotein mit exprimiert wurde. Um das Strep-tag II Peptid mit dem gewiinschten
Protein zu fusionieren, wurden die Vektoren pET-28 und pET-29 (Novagen) so
modifiziert, dass die kodierende Sequenz fiir das Peptid und einen kurzen Linker,
innerhalb der ,,multiple cloning site* der Vektoren eingesetzt wurde (sieche Abbildung 3.1

und 3.2, Material und Methoden).

Mechanismus der Eisen-Schwefel-Cluster Biosynthese

Wihrend die Eisenquelle fiir den Zusammenbau von FeS-Clustern nicht bekannt ist, ist
bekannt, dass der Schwefel von pyridoxalabhéngigen Cysteindesulfurasen bereitgestellt
wird (Leimkuhler and Rajagopalan, 2001). In Bakterien gibt es drei separate Systeme fiir
die FeS-Custer Biosynthese: das ISC (Iron-sulfur-cluster), das NIF (,,Nitrogen fixation®)
und das SUF (,,sulfur®) System. Das mitochondriale ISC-System der Eukaryoten hat eine
grole Sequenzdhnlichkeit mit dem bakteriellen ISC-System und ist nicht nur fiir die
Assemblierung der mitochondrialen FeS Proteine zustindig, sondern auch fiir die
Biosynthese der cytosolischen- und nukledren- FeS Proteine. Die Fertigstellung der

extramitochondrialen Proteine ist sowohl von dem mitochondrialen ISC-Export System

79



Ergebnisse

als auch von dem cytosolischen FeS Assemblierungssystem (CIA) abhéngig (Lill et al.,
2005). Die pyridoxalphosphatabhingige Cysteindesulfurasen IscS/ NifS und SufS aus
Bakterien bzw. Mitochondrien stellen den Schwefel fiir die Biosynthese von FeS-Cluster
Proteinen zu Verfiigung. Sie katalysieren dabei die reduzierende Abtrennung des
Schwefels von L-Cystein, wobei Alanin und ein IscS-Persulfid entstehen. Fiir diese
Reaktion wird zusétzlich Pyridoxalphosphat als Aktivator des Cysteins gebraucht
(Johnson et al., 2005) (Abbildung 4.22).
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Abbildung 4.22 Mechanismus der NifS/ IscS Cystein Desulfurasen
Schwefel wird unter Bildung eines Cysteinpersulfid Zwischenproduktes von Cystein
abgespalten. Das an die Cysteindesulfurase gebundene Persulfid entsteht durch den
nukleophilen Angriff des Thiolat-Anions des Cysteins im aktiven Zentrums auf den
Schwefel des Substrat Cysteins (blau) (Pyridoxalphoshat, rot). Das Substrat Cystein wird

dadurch zu Alanin (Johnson and Dean, 2004).

Der Schwefel wird anschliefend direkt auf ein Geriistprotein (IscU in Bakterien bzw.
IscU1 (und IscU2 in Hefe) in Eukaryoten) libertragen (Cupp-Vickery et al., 2003; Urbina
et al., 2001) und kann in FeS Proteine eingebaut werden (Abbildung 4.23).

Der Mechanismus zur Reparatur von oxidierten 4Fe-4S-Clusters in E. coli
unterscheidet sich von der FeS-Cluster Biosynthese. Leimkuhler et al. klonierten und
reinigten erstmals die Cysteindesulfurasen aus allen drei bakteriellen FeS Systemen und
konnten zeigen, dass mit diesen Enzymen der Schwefel eines Cysteins direkt auf die
Dithiolen-Gruppe eines Proteins (Molybdopterin) iibertragen werden kann (Leimkuhler
and Rajagopalan, 2001). In anderen Arbeiten wurden dann Cysteindesulfurasen auch fiir
die Rekonstitution von FeS-Cluster Proteine verwendet (Gubernator et al., 2003;

Kurihara et al., 2003).
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Iron-sulfur proteins

Abbildung 4.23  Biosynthese von Eisen-Schwefel-Proteinen
Der Schwefel des IscS-Persulfids wird auf das Geriistprotein IscU iibertragen und dann
in FeS Proteine eingebaut (Kurihara et al., 2003).

Klonierung und Reinigung von IscS

IscS ist ein Enzym der bakteriellen FeS-Cluster Biosynthese. Das Gen konnte deshalb mit
Hilfe der PCR aus der genomischen DNA von E. coli amplifiziert werden. Das gereinigte
PCR-Produkt wurde in einen pET-28 Vektor (Novagen) gesetzt. Nach Induktion mit
IPTG erfolgte die Proteinexpression in einem E. coli BL21 Codon Plus (DE3)-RIL
Stamm (12 1 LB-Medium, 37°C ,4h). Nach Zellaufschluss wurde das Protein {iiber
Anionenaustauschchromatografie (HighTrapQ-Saule), Ammoniumsulfatprézipitation,
hydrophobe = Wechselwirkungs-Chromatografie (HighTrap Phenyl Séule) und
Gelfiltration auf einer S300 (26/60) Séule bis zur Homogenitdt gereinigt (Leimkuhler and
Rajagopalan, 2001). Da IscS als Cofaktor Pyridoxalphosphat benétigt, wurde das
gereinigte und auf 3 mg/ml aufkonzentrierte Protein gegen 50 mM Tris/HCI, pH = 7,8,
200 mM NaCl, 2 mM DTT 150 uM Pyridoxalphosphat iiber Nacht dialysiert. Bis zur

weiteren Verwendung wurde IscS bei -80°Cgelagert.
4.11.2 Klonierung und Reinigung von pab ABCE1 mit N-Terminalem
Strep-Tag 11

Uber die Ndel und NotI — Restriktionsstelle konnte die kodierende Sequenz von pab
ABCE] in den Vektor pET-28 N-Strep gesetzt werden und anschlieend mit dem Strep-

tag II-Peptid als Fusionsprotein in E. coli liberexprimiert werden. Strep-Tactin ist ein
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genetisch verdndertes Streptavidin, dadurch ist die Bindungsaffinitit von Strep-tag II
100-mal hoher als zu normalen Streptavidin. Nach Zellaufschluss und einem Hitzeschritt
wurde das pab ABCEI1 Protein iiber einen Anionenaustauscherséule vorgereinigt. Dieser
Schritt war notwendig, da die Bindungsstellen von Strep-Tactin ansonsten irreversibel
durch Biotin aus E. coli inhibitiert werden wiirden. Bei der anschliefenden
Affinitdtschromatografie band das Strep-tag II-Fusionsprotein mit hoher Affinitdt an das
immobilisierte Strep-Tactin. Zur Elution wurde Desthiobiotin verwendet. Als letzter

Reinigungsschritt folgte eine Gelfiltration auf einer S300 (26/60) Siule.

4.11.3 Rekonstitution der Eisen-Schwefel-Cluster von pab ABCE1

In vielen Eisen-Schwefel-Cluster Proteinen wird der [4Fe-4S] Cluster reversibel oxidiert
und in einem zweiten Schritt durch Abgabe eines Eisen-lons zu einem [3Fe-4S] Cluster
stabilisiert (Abbildung 4.24). So enthélt z.B. die inaktive Form der Aconitase einen [3Fe-
48] Cluster, umgekehrt erfolgt die Aktivierung durch die Aufnahme von Fe*™ in
reduzierenden Bedingungen (Abbildung 4.26)

Cys— ée_ !_\ p — oy
|:_J|lF{ Cys Oxidation Tl-Ftll:- —ys
\| FeTl —Cys Oyo— e
oys—s"

2-, 0. +
[4Fe-4S]"; [4Fe-4S]": [4Fe-4S]™": [4Fe-4S]" [3Fe-4S]*; [3Fe-4S]’; [3Fe-4S]

(spindy.korea.ac.kr)

Ox + [4Fe-4S]** —  Red + [4Fe-4S]*" (Metastabil)
[4Fe-4ST" —  [3Fe-4S]"+ Fe*”

(Djaman et al., 2004)

Abbildung 4.24 Oxidation von [4Fe-4S]- Clustern
Eisen-Schwefel-Cluster konnen reversibel oxidiert werden und in einem zweiten Schritt

. .2+ i
durch Abgabe eines Eisen” " -lones stabilisiert werden.
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Durch den Zellaufschluss und die Reinigung an Luft, war das Protein oxidierenden
Bedingungen ausgesetzt. Deshalb musste die FeS-Cluster unter reduzierenden
Bedingungen rekonstituiert werden. Um das Protein nicht weiter dem Luftsauerstoff
auszusetzen, wurden alle weiteren Schritte in einem anaeroben Zelt (Coy) durchgefiihrt
(Abbildung 4.25). Das anaerobe Coy Zelt ist mit Formiergas (95% Stickstoff, 5%
Wasserstoff) gefiillt und enthilt nur 0-5 ,parts per million“ (ppm) Sauerstoff: Diese
Bedingungen konnen konstant gehalten werden, indem der Wasserstoff an Palladium-
Katalysatoren mit eingebrachtem Luft-Sauerstoff zu Wasser reagiert. Um zu verhindern,
dass im Puffer geloster Sauerstoff die Reaktion beintridchtigt, wurden alle verwendeten
Puffer vor Verwendung eine Woche im Stickstoffzelt unter Riihren inkubiert. Der Puffer
mit dem gelosten Protein wurde zusétzlich iiber eine Entsalzungssdule (Bio-Rad) mit

sauerstofffreiem Puffer (50 mM Tris, pH 8,0, 200 mM NaCl, 5 mM DTT) ausgetauscht.

Abbildung 4.25 Alexandra Schele am anaeroben Stickstoffzelt
Im anaeroben Stickstoffzelt kann in sauerstofffreier Umgebung gearbeitet werden. Damit
sind die Eisen-Schwefel-Cluster von ABCE1 vor Oxidation geschiitzt.

Zur Rekonstitution der FeS-Cluster wurden 1 ml der pab ABCE1 Proteinlosung
(Proteinkonzentration 5 mg/ml) liber Nacht bei 6°C mit 0,2 mM Pyridoxalphosphat, 2
mM L-Cystein, 2 mM FeCl,, and 5 uM IscS inkubiert (Abbildung 4.26).

Um niedermolekulare Bestandteile nach der Reaktion zu entfernen, wurde die Losung
mit dem rekonstituierten Protein wiederum auf eine Entsalzungssdule (Bio-Rad)

aufgetragen. Fiir die Kristallisation wurde die Proteinlosung auf 15 mg/ml konzentriert.
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Abbildung 4.26  Rekonstitution von [3Fe-4S]-Clustern mit 1scS
Mit Hilfe der Cystein Desulfurase IscS wird der durch die Oxidation inkomplette [3Fe-
4S] Cluster zu einem [4Fe-4S] Cluster rekonstituiert.

4.11.4 Kristallisation, Datensammlung, Strukturbestimmung und

Verfeinerung

Zur Kristallisation des Proteins pab ABCEI1 (in 15 mg/ml in 50 mM Tris, pH 8.0, 200
mM NaCl, 2 mM DTT) wurden jeweils 2 pl des gereinigten Proteins mit jeweils 2 pl der
Préazipitationslésung  gemischt und bei  Raumtemperatur mit Hilfe der
Dampfdiffusionsmethode (sitzender Tropfen) konzentriert. Nach einigen Tagen konnten
Proteinkristalle erhalten werden. Die Bedingung die zur Proteinkristallisation fithrten war
0.2 M Ca-Acetat, pH 7.3
20% PEG 3350

pab ABCE1 kristallisierte unter anaeroben Bedingungen im Komplex mit
Magnesium®-Ionen und ADP in der Raumgruppe P432,2 mit den Zellkonstanten a =
b=63.2 A, ¢ = 319.38 A und einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Zum
Einfrieren des Kristalls wurden dieser zwei Minuten in einem Stabilisierungspuffer (0.2
M Ca-Acetat, pH 7.3 and 20% PEG 3350, 20% Glycerin) inkubiert und danach in
fliissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwendung gelagert. Ein nativer Datensatz wurde
an der ,,Beamline* PX (,,Swiss Light Source®, Villigen) bis zu einer Auflésung von 2,8 A
gesammelt. Datenprozessierung und —skalierung erfolgte mit XDS (Kabsch, 1993). Erste
Phasen konnten mit Hilfe der einzigen Losung nach molekularen Ersatz mit MOLREP,
CNS (Brunger et al., 1998) ermittelt werden. Suchmodell fiir den molekularen Ersatz war
pab ABCE1 AFeS.

Die zusitzliche Domine mit den FeS-Clustern war deutlich in der 2F,-F. und in der
F,-F. Dichte zu erkennen (Abbildung 4.28). Manueller Einbau der FeS-Cluster Doméne
(Reste 1-75) und Strukturverfeinerung erfolgte mit MAIN ((Turk, 1992). Als Modell fiir
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die FeS-Cluster Domine wurde das Protein 1FDX (2[4Fe-4S] Ferredoxin, PDB ID 1Dur)
aus Peptostreptococcus  Asaccharolyticus (Adman et al., 1973) verwendet.
Phasenverbesserungen wurden mit CNS (Brunger et al., 1998) durchgefiihrt. Eine
Zusammenstellung der kristallografischen Daten und der Verfeinerung enthilt Tabelle
4.3. Das Proteinmodell enthielt alle 593 Reste, zwei Mg2+-Ionen, zwei ADP, zwei [4Fe-
4S]-Cluster, sowie 135 Wassermolekiile. Die gesamte Hauptkette sowie die Seitenketten
waren eindeutig in der Elektronendichtekarte definiert. Die Qualitidt des verfeinerten
Modells wurde mit Procheck (Laskowski R. A., 1993) iiberpriift. Die Analyse der ¢, V-
Dihedralenwinkel nach Ramachandran (Ramachandran, 1963) =zeigten eine gute
Stereochemie. 91,6% der Werte waren in der bevorzugten, 8,2% in der erlaubten und

0,0% waren in der verbotenen Region.

Tabelle 4.3 Zusammenstellung der kristallografische Daten und der Verfeinerung

Kristallografische Daten

Kristallografische Daten

Raumgruppe P452,2

Einheitszelle (A) a=63.2, b=63.2, c=319.38,
a=p=y=90"

Rontgenstrahlungsquelle PX

Wellenliinge (A) 0,9793

Auflosungsbereich (A) 50-2,8

Gemessen 16308 (96,3%)

Reflexe im Test Set 796 (4,7%)

Vollstdndigkeit® (%) (letzte Schale) 97,5 (95,8%)

Roymm’ (letzte Schale) 14,8 (50,4)

I/c1 (letzte Schale) 15,21 (4,73)

Verfeinerung

Aufldsungsbereich (A) 20-2,8

Reflexe F > 0 (Crossvalidierung) 811 (4,8%)

Ldsungsmittelmolekiile 135

R (Rpiei) 0.2089 (0,2772)

Standardabweichung Bindungslinge (A) 0.008902

Standardabweichung Bindungswinkel (°) 1,138829

B-Faktor 47,6072 A’

% Kernbereich (nicht erlaubt) im Ramachandran | 83% (0)
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Blot

?Anomale Vollstindigkeit.

b Rgym ist der nicht gewichtete R Wert von I
zwischen symmetrieverwandten Molekiilen.
‘R = Yhal[Fo(hkD] = [Fo(hkDI/Z el Fo(hkD) fiir
Reflexe des bearbeiteten Datensatzes

4 Ryye; = der crossvalidierte R Faktor fiir 4,8% der

Reflexe, die nicht mit verfeinert wurden

4.12 Die Struktur von pab ABCE1

Das Proteinmodell von pab ABCEI enthidlt 589 Aminosduren. Das Protein hat eine
GroBe von ca. 80A x 65A x 50A und besteht aus vier strukturellen Doménen (Abbildung
4.27):

- einer N-terminalen Eisen-Schwefel Doméne (FeS Doméne)

- zwei ABC ATPase typische NBD (NBD 1 und NBD 2)

- einer Scharnierregion (zusammengesetzt aus Hinge I +Hinge II)

iy . Y
\ 4Fe-4S] Cluster
X e

[4Fc-48] Cluster ~ NBD 2

NBD 1

ADP/ Mg?
Signatur Motiv

Walker-A Motiv

Walker-B Motiv/ D-Loop

Signatur Motiv Walker-A Motiv

ADP/ Mg?

Scharnierregion

Abbildung 4.27  Strukturtibersicht von pab ABCE1
pab ABCE1 besteht aus vier Domdnen: der Eisen-Schwefel-Cluster-Domdne (FeS-
Domdine), den beiden Nukleotidbindungsdomdnen (NBD 1 + NBD 2) und der
Scharnierregion.
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Die Beschreibung der beiden NBD und der Scharnierregion erfolgte ausfiihrlich im
Kapitel 4.6 und wird an dieser Stelle nur kurz zusammengefasst. Die drei Domédnen NBD
1, NBD2 und die Scharnierregion formen eine Art ,,V* mit einer Dimension von ca. 75 x
50 x 50 A. NBD1 and NBD2 stehen zueinander in einer Kopf-zu-FuB-Ausrichtung,
wobei in dem Spalt zwischen den beiden NBD die beiden aktiven Zentren liegen.
Verbunden werden die beiden NBD durch die Scharnierregion. Die aktiven Zentren
werden aus dem Walker-A und Walker-B von NBD 1 und dem Signatur-Motiv von NBD
2, bzw. aus Walker-A und Walker-B von NBD 2 und dem Signatur-Motiv von NBD 1
gebildet. In der Kristallstruktur sind in beiden aktiven Zentren jeweils ein Mg”" und ein
ADP gebunden. Die Lage der beiden NBD zueinander entspricht der Lage der NBD in
einer fiir ABC Enzymen typischen Form.

Einzigartig bei ABCE] ist die aus ca. 75 Aminosdure bestehende N-terminale FeS
Domine. Sie enthélt eine ferredoxindhnliche o/p —Faltung, wobei zwei a-Helices ein
geknicktes, aus vier antiparallelen Strangen bestehendes B-Faltblatt einrahmen. Innerhalb
der FeS Doméne liegen zwei cysteinreiche, konservierte Bereiche mit zwei 4-Eisen 4-

Schwefel Clustern ([4Fe-4S]) (Abbildung 4.28).

Abbildung 4.28 Elektronendichte mit eingebautem Modell von pab ABCE1 und den beiden [4Fe-4S]-
Clustern.
Beide [4Fe-4S]-Cluster sind eindeutig in der Elektronendichte (rot) erkennbar. Sie bilden
Jeweils eine kubische Struktur, in dem jeweils vier Eisen-(rot) und vier Schwefelatome
(gelb) alternierend die acht Ecken eines verdrehten Wiirfels bilden.

Der erste cysteinreiche Bereich (Cluster I) (CX4CX4CX;3C) ist in allen 40 ABCEI1
Homologen, der zweite Bereich (Cluster II) (CX,CX,CX;C) ist in 36 ABCE Proteinen
konserviert (Kerr, 2004).
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Beide [4Fe-4S]-Cluster sind eindeutig in der Elektronendichte erkennbar und werden
von jeweils vier Cysteinen kovalent gebunden. Dabei wird der Cluster I durch die
Cysteine 15, 20, 25 und 65 koordiniert, Cluster II durch die Cysteine 55, 58, 61 und 29.
Sie bilden jeweils eine kubische Struktur, indem immer vier Eisen und vier Schwefel

Atome abwechselnd die acht Ecken eines verdrehten Wiirfels besetzen.

4.13 Oxidation durch Luftsauerstoff

Die Kristallisation der archaealen ABCE1 Proteine war nach einer aeroben Reinigung
ohne Rekonstitution nicht moglich. Ein Grund dafiir konnte die Oxidation der in den FeS-
Clustern gebundenen Eisenionen sein (siche Abbildung 4.24). Um den Einfluss des
Luftsauerstoffs auf den Oxidationszustand von pab ABCEl zu messen, wurden
Absorptionsspektren im ultravioletten und sichtbaren Bereich (UV-Vis) aufgenommen.
Typisch fiir FeS-Cluster Proteine sind zusétzlich zum Proteinabsorptionsmaximum bei
280 nm eine Absorptionsschulter bei 320 nm und ein breiter Peak mit einem

Absorbtionsmaximum bei 420 nm (Lazazzera et al., 1996; Palmer, 19973).

—t=5
—1t=10"

Absorption
o
®

—t=60"
—t=120'
—t=240'

=3
=

o
~

o
N

220 270 320 370 420 470 520 570
nm

Abbildung 4.29  Der Effekt von Sauerstoff auf das UV-Vis Spektrum von pab ABCEL
Die Abbildung enthdlt die Spektren von rekonstituierten pab ABCE]I (rot, t= 0) und 5’,
10°, 30°, 60°, 120°, 240’ und 24h nach der Exposition mit Sauerstoff.

Unter anaeroben Bedingungen absorbiert rekonstitutiertes pab ABCE1 Strahlung im
UV/Vis Bereich bei diesen Wellenlédngen (Abbildung 4.29). Nach 30 Minuten Inkubation
an Luftsauerstoff ldsst sich ein Abfall der Absorption bei allen Wellenldngen beobachten,

was durch Prézipitation des Proteins verursacht werden konnte. Nach 240 Minuten waren
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die Absorptionsschulter bei 320 nm und das Absorptionsmaximum bei 420 komplett
verschwunden. Diese Absorptionsabnahme im sichtbaren Bereich wird durch die

Oxidation der 2[4Fe-4S]- Cluster bewirkt (siche Kapitel 4.11.3 und Abbildung 4.24).

4.14 Expression des Proteins ABCE1 aus S. cerevisiae in Baculovirus

infizierten Insektenzellen

Baculoviren sind filamentose Viren mit doppelstrangiger DNA, die zur Erzeugung von
komplexen eukaryotischen Proteinen in Zellkulturen verwendet werden konnen. Dazu
wurde der ABCEI ORF aus S. cerevisiae in den Vektor pFastBac™ des ,,Bac—to—Bac“®
Sytems (Invitrogen) kloniert. Mit diesem Plasmid wurden dann E. coli DH10 multibac
Zellen transformiert. E. coli DH10 multibac Zellen enthalten ein ,,Eltern Bacmid®, mit
einer lacZ-mini-attTN7 Fusion. Mit Hilfe eines Transpositionsproteins, das den Zellen
mit einem Helfer Plasmid zugefiihrt wird, kann Transposition zwischen den Elementen
des pFastBac™ Vektors und dem Eltern Bacmid stattfinden. Das Gen wird in die LacZ
Region integriert, so dass das gewlinschte Bacmid iiber mit blau/ weil3 Selektion erkannt
werden kann. Nach zwei Tagen konnte aus den selektierten, weillen Zellen die Bacmid
DNA isoliert werden und damit Sf21 Insektenzellen mit Hilfe von ,,Cellfectin
transfection reagent” infiziert werden. Nach vier Tagen enthielt der Zelliiberstand
amplifizierten, rekombinanten Baculovirus. Der Uberstand wurde geerntet und dazu
verwendet, neue Sf21 Zellen zu infizieren. Nach 72 h Inkubation wurden die Zellen
geerntet. Das {iberexprimierte, rekombinante ABCEIl Protein konnte mit einem
spezifischen Antikdrper in einem Western Blot nachgewiesen werden. Als
Negativkontrolle wurden nicht infizierte Sf21 Zellen mitgeblottet, als Positivkontrolle
dienten S. cerevisiae Zellen mit endogenen ABCEIl. Mit Hilfe des verwendeten
Antikorpers konnte gezeigt werden, dass ABCE1 aus S. cerevisiae in Sf21 Zellen
iiberexprimiert werden kann. Das erhaltene Protein ABCE1 konnte bisher nicht gereinigt
werden. Auswertungen deuten darauf hin, dass das Protein unldslich exprimiert wird oder

nach Zellaufschluss prazipitiert.
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4.15 Zusammenfassung der Ergebnisse mit rekombinanten Proteinen

Fiir die vorliegende Arbeit wurden ABCE1 Proteine aus verschiedenen Organismen

verwendet. Eine Ubersicht iiber die verwendeten Konstrukte und deren Mutanten und die

Ergebnisse sind in der Tabelle 4.4 dargestellt. Ein Teil der Mutanten wurden von

Katharina Biittner im Rahmen ihrer Diplom- und Doktorarbeit (Buettner, 2003)

hergestellt und werden in der Tabelle mit (KB) gekennzeichnet.

Tabelle 4.4 Zusammenstellung der verwendeten Konstrukte
Name Konstrukt Ergebnis Raum- M./ a. | Einheitszelle ( A)
gruppe | E.?
pfu ABCE1 Volllange Keine Kristalle
pfu ABCEI N1 A1-30 Keine Kristalle
pfu ABCEL N2 A1-83 Kristalle P2,2,2, |2 a=70,29, b=101,67,
c=188,27
pfu ABCE1 N1C (KB) | A1-63 Gute Expression
E236Q (KB) Gute Expression
E479Q (KB) Gute Expression
E236Q-E479Q (KB) Gute Expression
pfu ABCE1 N1b Al1-71 Kristalle P2,22, |1 a=59,68, b=74,64,
= pfu ABCE1 AFeS c=123,69
pfu FeS (KB) 1-63 Unloslich in E.
coli
afu ABCE1 Vollldnge Keine Kristalle
h ABCE1 Vollldnge Keine
Expression,
Fehler in cDNA
h ABCE1 AFeS A1-74- Keine
Expression,
Fehler in cDNA
pab ABCEI Vollldnge Kristalle P4;2,2 1 a=63.2, b=63.2,
¢=319.38, a=p=y=90
R304E Gute Expression
E240Q Gute Expression
E483Q Gute Expression
K443A Gute Expression
Y244F Gute Expression
Y244F-E483Q Gute Expression
E240Q-Y244F Gute Expression
E240Q-Y244F-E483Q Gute Expression
S216A (KB) Gute Expression
D274N (KB) Gute Expression
R304K-K443A (KB) Gute Expression
Gute Expression
pab ABCE1AFeS Al-74 Kristalle, P2:22; |1 a=59,80,
b=62,43,c=147,27
Y244F Kristalle P2,2:2, |1 a=60,65, b=62,95,

Y244F-E483Q

Gute Expression

c=151,16
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E240Q-Y244F-E483Q Kristalle P2,2,2, a=86,52, b=83,34,
c=153,73
S216A (KB) Kristalle P3, a=98,460, b=98,460,
c=133,502,
a=p=90,00°,
y=120,00°
sso ABCE1 Vollldange Schlechte
Expression
sso ABCE1 AFeS Al-74 Kristalle P2,2,2,
S234R Gute Expression
S481R Gute Expression
S234R-S481R Gute Expression
y ABCELl Vollldnge Schlechte
Expression in E.
coli, unloslich in
Insektenzellen
v ABCE1AFeS A1-73 Schlechte
Expression in E.
coli, unl6slich in
Insektenzellen
Methanosarcina Volldnge Schlechte
Expression
Methanosarcina AFeS | Al1-74 Schlechte
Expression

% M./ a. E.: Molekiile/ asymmetrische Einheit

4.16 Mutationen in Kollaboration mit Birgit Martens (Genzentrum,

Miinchen)

Obwohl ABCEI in den letzten Jahren intensiv untersucht wurde, ist die genaue zelluldre
Funktion nicht bekannt. Um die aus der Struktur erhaltenen Ergebnisse experimentell zu
testen und Auswirkungen auf die Zelle in vivo zu untersuchen, wurden konservierte oder

strukturell wichtige Motive von ABCE1 von Birgit Mértens in S. cerevisiae analysiert.

Dazu musste das endogene ABCE1 Gen von S. cerevisiae deletiert und durch das ABCE1

Gen auf einem Plasmid, kontrolliert durch den endogenen Promoter, ersetzt werden. Mit

Hilfe eines Komplementationsassays konnten die Auswirkungen von Mutationen in den

funktionellen Motiven in vivo getestet werden.
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Tabelle 4.5 Mutationen in ABCEL1 aus S. cerevisiae
In der ersten Spalte wird die Aminosdure, die Sequenznummer in S. cerevisiae und die
eingefiihrte Punktmutation beschrieben, die Spalte lebensfihig gibt an, ob S. cerevisiae
durch die Mutation noch lebensfihig (+) oder nicht mehr lebensfihig (-) ist. Die 3.
Spalte gibt die strukturelle Position der Mutation im Protein an.

Mutation Lebensfihig Doméne/ Position
K19, K20 + FeS Doméne
C29A + FeS Doméne/ Cluster Il
C65A - FeS Doméne/ Cluster |
C29A, C65A - FeS Domane/ Cluster | + 11
K35A + FeS Domane/ Insertion 2
K63A + FeS Doméne
K64A + FeS Doméne
K116A - Walker A/ NBD 1
K116W - Walker A/ NBD 1
P129S + N-Terminus der Helix-Loop Helix Doméne
R148A + Helix-Loop Helix Doméne
L152A + Helix-Loop Helix Doméne
Q171A - Q-Loop/ NBD 1
L190A + NBD 1
E196Q + NBD 1
Q2101 + NBD 1
S223R - Signature/ NBD 1
E247Q - Walker B/ NBD 1
R265E + NBD 1
R311E - Hinge |
R328E + Hinge |
Q346R + Linker Hinge | zu NBD2
T389A + Walker A/ NBD 2
K391A - Walker A/ NBD 2
Q420A - Q Loop/ NBD 2
1422V + Strukturell divers/ NBD 2
T429E + Strukturell divers/ NBD 2
R431A + Strukturell divers/ NBD 2
L433A + Strukturell divers/ NBD 2
K453Q + Strukturell divers/ NBD 2
K453A - Strukturell divers/ NBD 2
D462A + Strukturell divers/ NBD 2
E464Q + Strukturell divers/ NBD 2
V465A + NBD 2
S469R - Signature/ NBD 2
E493Q - Walker B/ NBD 2
P494N + Walker B/ NBD 2
R573E - Hinge 2
P576S + Hinge 2
R580A + Hinge 2
P581A + Hinge 2
R582A + Hinge 2
1583A + Hinge 2
N584A + Hinge 2
K585A + Hinge 2
L586A + Hinge 2
D587A + Hinge 2
S588E - Hinge 2
Q589A + Hinge 2
D591A + Hinge 2
K592A + Hinge 2
E593Q + Hinge 2
Q594E + Hinge 2
K595A + Hinge 2
S596A + Hinge 2
S597A + Hinge 2
G598A + Hinge 2
N599A + Hinge 2
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Die Mutationen hatten allerdings nur zwei Auswirkungen: Die Zellen zeigten
entweder keinen Phénotyp, oder sie waren nicht lebensfihig (Tabelle 4.5). Essentielle
Aminosduren befinden sich vor allem in den Motiven der beiden aktiven Zentren, (siche
auch (Dong et al., 2004), im FeS-Cluster, in der Hinge I und II Doméne und in der
strukturell diversen Region (siche Abbildungen 4.30, 4.31).

pfu T ID GHF ERV IIDEENYKPI [KAT 75
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Abbildung 4.30  Sequenzvergleich zur Verdeutlichung der Positionen der eingefiihrten Mutationen
Sequenzvergleich von pfu, S. cerevisiae und humanem ABCEI. Mutationen die in S.
cerevisiae nicht lebensfihig waren sind rot unterlegt. Mutationen, die keinen Effekt auf
die Lebensfihigkeit von S. cerevisiae hatten sind griin. Die farbliche Unterlegung der
Domdinen entspricht den Farben in den Strukturabbildungen (braun, NBD 1; griin,
NBD?2; gelb, FeS Domdn,, blau, Scharnierregion, hellblau, HLH Domdne). Die Motive,
die an der Nukleotidbindung beteiligt sind wurden rot hinterlegt.
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Signature 1
Signature 2

‘Walker B/ D-Loop 1

Hinge I+I1

Abbildung 4.16  Strukturmodell von pab ABCEL zur Veranschaulichung der Positionen der

eingefiihrten Mutationen

Strukturmodell von pab ABCEI, in dem die Mutationen aus S. cerevisiae gekennzeichnet

sind. (Links, Ansicht von oben, rechts, von der Seite. Mutationen, die in S. cerevisiae

nicht lebensfihig waren sind mit einem roten Ball gekennzeichnet, Lebendmutanten mit
einem griinen Ball (braun, NBD 1; griin, NBD2; gelb, FeS Domdn,; blau, HLH Domdne

und Scharnierregion).

Eine ausfiihrliche Diskussion der Ergebnisse der eingebrachten Mutationen erfolgt in

Kapitel 5.
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5. Diskussion

5.1 Konservierung von ABCE1

ABCE]1 ist ein Mitglied der ,,ATP binding cassette” (ABC) Proteinfamilie. Es ist ein in
der Evolution auBBergewohnlich hoch konserviertes und in allen getesteten Organismen
essentielles Protein (Kamath et al., 2003; Winzeler et al., 1999). Kopien von ABCE1
wurden nur in Archaeen und Eukaryoten gefunden, in Eubakterien sind keine Homologe
bekannt. Eine Datenbanksuche im Jahre 2004 ergab 22 ABCE1 Homologe in Eukaryoten
und 18 homologe Sequenzen in Archaeen (Kerr, 2004). Heute ist durch die vielen neu
sequenzierten Genome bekannt, dass ABCEl1 Homologe in allen sequenzierten
Eukaryoten und in allen drei Gruppen der Archaeen vorkommen. Vergleicht man die
Sequenzen von ABCE1 Proteinen aus Archaeen und Eukaryoten, so findet man eine sehr
hohe Sequenzidentitit. So besteht z.B. zwischen Pyrococcus abyssi und Saccharomyces
cerevisiae eine Sequenzidentitit von 45,4%, zwischen Pyrococcus abyssi und Homo
sapiens 44,0%. Zwischen Saccharomyces cerevisiae und Homo sapiens liegt die
Sequenzidentitdt sogar bei 67,1%. Ein ausfiihrlicher Sequenzvergleich mit
Sequenzidentititen befindet sich im Anhang. Bei einem Vergleich aller Proteine findet
man ABCE1 zwischen Archaeen und Saccharomyces cerevisiae unter den fiinf am
meisten konservierten Proteinen. Eine vergleichbar hohe Konservierung hat z.B. die
grofle Untereinheit der RNA Polymerase. Bei einem Vergleich zwischen dem Genom des
Archaeen Methanococcus jannaschii und des Eukaryoten Saccharomyces cerevisiae ist
es sogar das am zweitstdrksten konservierte Protein (K.P: Hopfner personliche Auskunft).
Eine so hohe Konservierung und die essentielle Eigenschaft deuten auf eine wichtige
biologische Funktion von ABCE1 hin. Obwohl in den letzten Jahren viel an ABCE1
gearbeitet wurde, ist die genaue zelluldre Funktion nicht bekannt.

Im Gegensatz zu allen bisher bekannten ABC ATPasen enthidlt ABCE1 neben den fiir
die Familie charakteristischen Nukleotidbindungsdomdnen (NBD 1 und NBD 2) drei
weitere, fiir ABC ATPasen einzigartige Doménen. Eine Eisen-Schwefel-Cluster Doméne
(FeS Domine), eine kleine Helix-Loop-Helix (HLH) Domine und eine Scharnierregion
(zusammengesetzt aus Hinge I + Hinge II). NBD 1, NBD 2 und die Scharnierregion

bilden zusammen eine ,,V-formige* Struktur. Die N-terminale FeS und die Helix-Loop-
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Helix Dominen befinden sich in der Struktur seitlich der NBD 1 (Abbildung 5.1). Die
Orientierung der NBD von ABCEI ist dhnlich der bei anderen Mitgliedern der ABC
ATPase Familie. Die Position der drei anderen Doménen ist bei ABCE1 neuartig. Thre
Struktur-Funktionsbeziehungen werden im weiteren Teil der Arbeit diskutiert.

( w4

P/M -4S] Cluster

)

[4Fe-4S] Cluster ~ NBD 2

Signatur Motiv

3 — v

” § /L—’—-'(Wulkcr—n Motiv/ D-Loop
y 7 o
]

[ ] ﬁ‘i Walker-A Motiv
—~ ‘

\L
Mg?

Scharnierregion

Abbildung 5.1  Strukturiibersicht von pab ABCEI
pab ABCE1 besteht aus fiinf Domdnen: der Eisen-Schwefel-Cluster-Domdne (FeS
Domdine), den beiden Nukleotidbindungsdomdnen (NBD I + NBD 2) und der
Scharnierregion. Die Helix-Loop-Helix Domdne liegt seitlich der NBD 1.

5.2 Die Eisen-Schwefel-Cluster Doméne

ABCE1 ist ein vor allem zytoplasmatisches Protein, das am N-Terminus zwei
cysteinreiche Regionen enthilt. Diese Domiine hat hohe Ahnlichkeit mit der Eisen-
Schwefel (FeS) Bindedoméne von Ferredoxinen. Ferredoxine sind kleine Proteine, die in
vielen metabolischen Prozessen Elektronen transportieren. Je nach Aufbau der Eisen-
Schwefel-Cluster bilden sie verschiedene Untergruppen. Eine grofle Untergruppe, welche
zuerst in Bakterien entdeckt wurde, sind die bakteriotypischen Ferredoxine. In dieser
Gruppe wird das aktive Zentrum aus einem 4-Eisen-4-Schwefel ([4Fe-4S])-Cluster
gebildet. Wahrend der Evolution haben sich die bakteriotypischen Ferredoxine verindert,
So bildeten sich durch Genduplikationen, Transpositionen und Fusionen Proteine mit
multiplen Eisen-Schwefel Zentren, z.B. der Diclustertyp (2x[4Fe-4S]) wie bei ABCE1,

Polyferredoxine und Eisen-Schwefel Untereinheiten in gro3en Proteinen (z.B. bakterielle
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Succinatdehydrogenase/ Fumaratereduktase; Formathydrogenlyase und
Formatdehydrogenase Komplexe; die Pyruvate-Flavodoxin Oxidoreduktase; NADH
Ubiquinon Reduktase u.a.). Die bakteriotypische Ferredoxin Familie mit zwei [4Fe-4S]-
Clustern ist weitverbreitet, tritt aber vor allem bei Bakterien und Archaeen auf. Kleine
Ferredoxine findet man bei Eukaryoten nicht, das charakteristische Strukturmotiv ist aber
oft eine Doméne von groBen Metalloenzymen. Beispiele fiir Metalloenzyme mit zwei
[4Fe-4S]-Clustern sind Hydrogenasen, Dimethylsulfoxidreduktasen, das Photosystem I
und der Respiratorische Komplex I. In allen diesen Enzymen ist der vektorielle
(gerichtete) Elektronen Transfer zwischen den beiden Clustern ein essentieller Teil des
Gesamtmechanismus des Enzyms. Proteine, die Eisen-Schwefel-Cluster enthalten,
konnen auBer Elektronentransport noch andere Funktionen haben. Beispiele dafiir sind
Katalyse, Regulation der Genexpression oder Enzymaktivitit, Sauerstoff- und
Eisensensoren sowie die Erzeugung und Stabilisierung von Radikalen (Giastas et al.,

2006).

5.2.1 Die Struktur der Eisen-Schwefel-Cluster-Doméane von ABCE1

In allen bekannten 3D Strukturen von bakteriotypischen Ferredoxinen haben die [4Fe-
4S]-Cluster die gleiche Anordnung zueinander und eine fiir den Elektronentransport
relevante Abstand (12 A Zentrum zu Zentrum, 6 A Ecke zu Ecke). Ferredoxine sind
deshalb Redoxmediatoren zwischen elektronenspendenden und elektronenverwendenden
Enzymen, indem sie Elektronen weiterleiten. Vergleicht man Aminosduresequenzen von
bakteriotypischen Ferredoxinen, so gibt es zwei Unterfamilien (Giastas et al., 2006): Die
erste Unterfamilie wird durch Proteine aus Clostridien représentiert. Mitglieder dieser
Familie bestehen aus 55-61 Aminosduren und beide Eisen-Schwefel (FeS)-Cluster sind
durch zwei CXXCXXC..CP Motive an das Protein gebunden. Die Redoxpotentiale von
Cluster I und II, liegen bei ca. -400 mV. Mitglieder der zweiten Unterfamilie bestehen
aus ca. 82 Aminosduren und haben eine charakteristische Insertion aus 6 Aminosduren
zwischen dem 2. und 3. Cystein des Clusters II. Die Redoxpotentiale, gemessen gegen
die Normalwasserstoffelektrode, haben sehr negative und stark unterschiedliche Werte (-
585 mV bis -675mV fiir Cluster I und -420 mV bis -485 mV fiir Cluster II) (Giastas et al.,
20006).

97



Diskussion

Uberlagert man die N-terminalen Eisen-Schwefel-Cluster (FeS) Dominen
(Aminosduren 1-75 von pab ABCEl) mit FDX 2(4Fe-4S) Ferredoxin aus
Peptostreptococcus asaccharolyticus (PDB 1D 1Dur, (Adman et al.,, 1973), einem
Reprisentanten der Unterfamilie 1) so lésst sich eine hohe strukturelle Ubereinstimmung
erkennen (Abbildung 5.2). Der Abstand zwischen den beiden FeS-Clustern betrégt bei
pab ABCEL1 - wie bei anderen Ferredoxinen - ca. 12 A (Zentrum zu Zentrum) und hat

damit mit hoher Wahrscheinlichkeit eine elektronenleitende Funktion.

Abbildung 5.2 Uberlagerung der Hauptketten der Eisen-Schwefel-Cluster Doméanen von pab
ABCE1 und FDX 2(4Fe-4S) Ferredoxin.
Die FeS-Cluster Domdnen von pab ABCEI(gelb) und FDX 2(4Fe-4S) Ferredoxin aus
Peptostreptococcus asaccharolyticus (cyan) (PDB ID 1Dur, (Adman et al., 1973) zeigen
hohe strukturelle Ubereinstimmung. Zusditzliche Loops von ABCE1 wurden mit einem
blauen Pfeil gekennzeichnet.

Um Aussagen iiber die Funktion der FeS Doméne von ABCEl zu ermdglichen,
wurde mit Hilfe einer DALI Suche (http://www.ebi.ac.uk/dali/, (Holm and Sander, 1993)
in der Protein Daten Bank (,,Worldwide Protein Data bank®) die FeS Doméne

(Aminosdure 1-85) von pab ABCEl1l mit FeS Doménen von anderen Proteinen
verglichen. Die hochsten strukturellen Gemeinsamkeiten zeigte pab ABCEl mit der
Oxireduktase Adenylylsulfat Reduktase (PDB ID: 1JNR) aus Archaeoglobus fulgidus
(Fritz et al., 2002). Ferredoxine befinden sich auf den Plédtzen 2,3,6,7 und 8, wobei ein
Ferredoxin aus Clostridium (PDB ID 1FDN) aus der Unterfamilie 1 auf dem 2. Platz
steht. Ein Sequenzvergleich zwischen einem Mitglied der 1. Unterfamilie (PDB ID
IDUR), einem Mitglied der 2. Unterfamilie (PDB ID: 2FGO) und pab ABCEI zeigt, dass
bei ABCE1 die charakteristische Insertion der 2. Unterfamilie fehlt (Abbildung 5.3). Die
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FeS Domine von ABCE] ist deshalb mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Mitglied der
Unterfamilie 1 der bakteriotypischen Ferredoxine. Die Strukturiiberlagerung von pab
ABCEl und dem Ferredoxin der 1. Unterfamilie (Abbildung 5.2) und der
Sequenzvergleich zwischen verschiedenen ferredoxindhnlichen FeS Doménen zeigen
weiter, dass ABCEI an zwei Positionen zusitzliche Loops (Insertion 1 und Insertion 2)
enthilt (siche Abbildungen 5.2 und 5.3).

| |

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100

Ferredoxin2 : —--——---- AYVINDSE-- IAB--—- GABKPEFPVN--—- CIQEGS-—-1YAIDADSRI DFG—---- SBASVBPVGAPNPED -~ -~ =~ — = oo e o : 55

Ferredoxinl : —--—----- SLK1TDDE-- IN@--—- DVEEPE@PNG--—- AISQGEE— 1'YVIDPNLETEBVGHYDEPQBQQVBPVDCI PLDDANVESKDQLMEKYRK ITGKA = 82

pab_ABCEL  : -MVRKMRIAVIDYDK@NPDKE---GHFLEERVBPVNRMEGEAN I1DEENYKP 1 IQEASETEEE - - 1BVHKBPFNAIS IVNL-——— —— == oo 1 75

human_ABCE1 : MADKLTRIAIVNHDK@KPKKE- - -~RQEGKKSBPVVRMEKLCIEVTPQSK IAWISETLEIGEE - ---- 1BIKKBPFGALS IVNL-——— —— - = oo 1 75

DPYD : —————QVVAVIDEEMB—- IN§--—- GKEYMTENDS --GYQAI QFDPETHLPTV-TDTETGBT - - - —-| LBLSVBP I IDCIRMVSRTTP————— - oo : 68

APS R MPSFVNPEK@- -DG@KALERTAGEY I §PND - - -L MTL -DKEKMKAYNREPDMBERY — - - —- SBVKMEPQGAIDVRGYVDYSPLGGACVPMRGTSDI : 86
pc ¢ C Cp cc c o

Abbildung 5.3  Sequenzvergleich zwischen Ferredoxinen, ferredoxinihnlichen Domiinen und ABCE1
Ein Sequenzvergleich zwischen den Ferredoxinen der 1. Unterfamilie (1 DUR) und der 2.
Unterfamilie (2FGO), pab ABCEI, humanem ABCEI, der Dipyrimdinhydrogenase
(DPYD, PDB ID 1H7W) und der Oxireduktase Adenylylsulfat Reductase (APS, PDB ID
1JNR), zeigt, dass ABCEI zwar hohe Homologie (konservierte Cysteine, dunkelgriin) zu
Ferredoxinen hat, aber zusdtzliche Insertionen enthdlt (cyan und blaue Pfeile).
Konservierte Reste sind gelb und grau dargestellt, das fiir den Elektronentransport von
APS wichtige Tryptophan ist rot unterlegt.

Die Insertion 1 wird von zwei zusitzlichen Aminosiduren (Reste P177%, K19°“")
gebildet, die sich in der Sequenz zwischen dem 1. und dem 2. Cystein des Clusters I
befinden. Das Prolin ist bei allen bekannten ABCEI Proteinen konserviert. An Position
19°” befindet sich meistens ein Lysin, kann aber in seltenen Fillen auch ein Arginin oder
eine Aminosdure mit einer NHj-haltigen Seitenkette (Glutamin, Asparigin) sein. Die
Aminosdure mit der funktionellen NH,-Gruppe ist dabei so positioniert, dass es zur
strukturell diversen Region zeigt (Abbildung 5.4, B), allerdings ist die Mutation
K19AY*' K20A™* in S. cerevisiae ohne Phiinotyp. Vergleicht man die Struktur von pab
ABCE1 mit der Oxireduktase Adenylylsulfat Reduktase (APS, PDB ID 1JNR) aus
Archaeoglobus fulgidus (Fritz et al., 2002), so enthédlt APS in der 3D Struktur an einer
shnlichen Stelle eine Insertion (Aminosiuren K14%™ bis R18*"®), obwohl diese in der

Sequenz zwischen dem 2. und 3. Cystein des Cluster I ist (Abbildung 5.4, A).
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A) B)

Insertion 1

Insertion 2

Konserviertes

Bindungsstelle fiir Elektronendonor Lysin 19

Konserviertes
Lysin 19

Abbildung 5.4  Die Eisen-Schwefel-Cluster Domdine von pab ABCE] enthiilt konservierte Reste und
Insertionen
A) Uberlagerung der Hauptketten von pab ABCEI (gelb) mit der Struktur einer der
ferredoxindhnlichen FeS Domdnen der Oxireduktase Adenylylsulfat Reduktase (APS,
PDB ID 1JNR) aus Archacoglobus fulgidus (blau) (Fritz et al., 2002). Beide Proteine
enthalten einen Loop (Insertionl bei ABCE, 1 rot), der bei APS Reduktasen die
Bindungsstelle fiir den Elektronendonor ist. Uber ein konserviertes Tryptophan (rot)
gelangen die Elektronen in den FeS-Cluster von APS. pab ABCE| enthdlt im Vergleich
mit APS und anderen Ferredoxinen noch eine zweite konservierte Insertion (Insertion 2,
cyan). Weitere Proteindomdnen von pab ABCE1 und der APS wurden zur Vereinfachung
weggelassen.
B) Ein konserviertes Lysin (K 19) von pab ABCE| ist so positioniert, dass es zur
strukturell diversen Region zeigt (FeS Domdne, gelb; NBD 1; braun; NBD 2, gelb;
Hinge, griin; K19 und strukturell diverse Region, cyan; aktives Zentrum, pink).

Innerhalb der APS Reduktasen ist dieser Loop bei Schwefel-reduzierenden
Organismen hoch konserviert. Er bildet wahrscheinlich die Bindungsstelle fiir den
physiologischen Elektronendonor und variiert je nach Redoxpartner (Fritz et al., 2002).
Der zweite zusitzliche Loop von ABCE]1 in der FeS Doméne (Insertion 2, Aminosdure
30-36""") befindet sich zwischen den beiden FeS-Clustern. Die Linge der Insertion ist
innerhalb von ABCE1 konserviert. Dabei ist immer die vierte Aminosdure nach Cystein 4

eine basische Aminosiure (K34"““' bzw. R”* """ sjehe Sequenzvergleich, Anhang). Die
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darauffolgende Aminosiure ist hiufig ein Methionin (M34”*?). Methionine befinden sich
in der Regel selten an Proteinoberflichen. In einer Kollaboration mit Birgit Mértens,
Genzentrum Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ralf-Peter Jansen, wurde die konservierte basische
Aminosiure K34"““' aus S. cerevisiae durch ein Alanin ersetzt. Die erhaltene Mutante
zeigte keinen Phénotyp. Vergleicht man die Lage der Insertion 2 in der FeS Doméne mit
der Position der Elektronenakzeptorseite von APS (Fritz et al., 2002), so fillt auf, dass
bei APS in direkter Nachbarschaft ein konserviertes Tryptophan liegt (Abbildung 5.4).
Bei APS werden Elektronen iiber dieses konservierte Tryptophan zum
Elektronenakzeptor FAD geleitet (Fritz et al., 2002). Bei ABCE1 konnte daher die
Insertion 2 eine mdgliche Interaktionsstelle fiir einen Elektronenazeptor bilden. Da die
K34A%*" Mutante in ABCEI aus S. cerevisiae keinen Phinotyp zeigte, miisste diese
potentielle Elektronenakzeptorstelle in weiteren Mutagenesen auf die Funktionsfdhigkeit
des Proteins getestet werden. Dabei wiire es sinnvoll den Rest K34"“ nicht durch die
kleine Aminosdure Alanin sondern durch andere, vor allem negativ geladenen
Aminoséduren zu ersetzen.

Um die theoretische Lage der Elektronendonor und —akzeptorbindungstelle genauer
zu bestimmen wurde die Struktur von pab ABCEI noch zusétzlich mit der Struktur einer
ferredoxindhnlichen FeS Domine von Dihydropyrimidindehydrogenase (DPYD, PDP ID
1H7W) (Dobritzsch et al., 2001) aus Schweineleber (Sus scrofa, Wildschwein) und deren
Cofaktoren verglichen (Abbildung 5.5). Die DPYD besteht aus fiinf Doménen, wobei das
Homodimer 2 FAD, 2 FMN und 8[4Fe-4S]-Cluster enthilt. In der DPYD gelangen die
Elektronen von dem Elektronendonor NADPH,_ der an den Cofaktor FAD gebunden ist,
iiber eine neuartige 2 [4Fe-4S] Doméne zu der ferredoxindhnlichen 2 [4Fe-4S]-Cluster
Domine (Abbildung 5.9, rosa). Von dort gelangen die Elektronen dann iiber den 1. FeS-
Cluster und tiber den 2. FeS-Cluster zu FMN, das den Cofaktor fiir den
Elektronenakzeptor (Thymin oder Uracil) bildet (Dobritzsch et al., 2001).
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FAD, Cofaktor fur
Elektronendonor
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FMN, Cofaktor fiir

Elektronen akzeptor
(Thymin, Uracil)
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Abbildung 5.5  Weg der Elektronen in der Dihydropyrimidindehydrogenase (DPYD)
Uberlagerung der Hauptketten der Modelle der Proteinstruktur von pab ABCE1(gelb)
und dem Modell der Proteinstruktur einer ferredoxindhnlichen FeS Domdne der DPYD
(PDP ID 1H7W) (Dobritzsch et al., 2001) aus Schweineleber und deren Cofaktoren
(rosa). Weitere Proteindomdnen von pab ABCEI und der DPYD wurden zur
Vereinfachung weggelassen. Die in weiteren Domdinen der DPYD gebundenen
Cofaktoren sind zur Darstellung des Elektronenweges abgebildet.

Sowohl die Stelle des Elektroneneintritts als auch die Stelle des Elektronenaustritts
sind strukturell bei der DPYD und APS gleich positioniert. Dabei wird die
Elektroneneintrittsstelle bei APS durch den konservierten Loop K14 bis R18*®
gebildet. Bei pab ABCEI1 entspricht diese Stelle der Insertion 1 mit den konservierten
Aminosduren Prolin und Lysin (P17, K19°*"). Um die FeS-Cluster von APS zu
verlassen, werden die Elektronen iiber ein konserviertes Tryptophan (Abbildung 5.3, rot)
zum Elektronenakzeptor FAD geleitet (Fritz et al., 2002). Falls ABCE1 Elektronen
transportiert, was durch die nicht lebensfihigen Mutanten der Cysteine vermutet wird,
kénnte die Elektronenaustrittsstelle ein Loop mit der konservierten Sequenz (G567,
C57°", G58"“", Abbildungen 5.4 und 5.5, griin) sein. Dieser Loop ist strukturell gleich
positioniert wie das konservierte Tryptophan von APS. Wie bei den meisten 2[4Fe-4S]
Ferredoxinen ist auch bei ABCEI das 3. Cystein (C587"") des FeS-Clusters II das am

starksten nach auBlen exponierte Atom des Clusters. Dadurch ist der Schwefel dieses
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Cysteins am ehesten von auflen fiir den Elektronentransfer zugédnglich. Da diese Position
auch strukturell der Elektronenaustrittsstelle der DPYD entspricht, kdnnte hier eine Stelle
fiir den Elektronenaustritt sein, falls ein Elektronentransport bei ABCE] fiir die Funktion
wichtig ist.

Bei ABCE1 konnte ein bisher unbekannter physiologischer Elektronendonor an die
strukturell diverse Region binden. Das Elektron konnte iiber die Insertion I und die
beiden FeS-Cluster geleitet werden. Ein unbekannter Elektronenakzeptor, der an die
Insertion II bindet, konnte das Elektron iiber die konservierte Sequenz (G56*°, C57°“,

G587, Abbildung 5.5, griin) von den FeS-Clustern wieder aufnehmen.

5.2.2 Konservierte Aminosauren der FeS Domane

Beide in der Struktur von pab ABCE 1 erkennbaren FeS-Cluster werden von jeweils vier
konservierten Cysteinen kovalent gebunden. In pab ABCE1 wird der Cluster I durch die
Cysteine 15, 20, 25 und 65” b koordiniert, Cluster II wird durch die Cysteine 55” ab 5gpab.
617 und 29°*” koordiniert (Abbildung 5.6 und 5.7)

10 20 30 40 50 60 70
pab : —-MVEKVEIENID YR D GHF LEER VERYNRMEGEAD 1 [JDEEN YKP IQEA S T oY HENY IS
yeast S SIPKINSR 1A 1VEIIDKCKPKKC2E0) wscpva (IC 1|2 TPéEEHA HIECHGCGI CVKKCPFBAI® I INL
Arabidopsi : -MARNZLTIINLYSSPI & C@®R-0 <SCPV~K LefIEYTV IN= 1 SEHELCIGCGI CVKKCPF[EAI®T INL|
human L VIADKIIIR 1A 1V)\[F DKCKPKKC/380) SCPWRIGKEC 1[5V '\ 1 SHILCIGCGI C1KKCPFEALS T VNL
* * X * * X * E e = T3 *

Abbildung 5.6  Sequenzvergleich von ABCEI aus C. cerevisiae, Arabidopsis thaliana, Homo sapiens
und Pyrococcus abyssi.
Die FeS Domdnen von ABCEI aus verschiedenen Organismen sind sehr konserviert.
(Konservierte Reste wurden dunkel hervorgehoben. Rotes Sternchen, konservierte
hydrophobe Reste, die die beiden Eisen-Schwefel-Cluster umgeben, griines Sternchen,
konserviertes Glycin an der-Clusteroberfliche)

Beide FeS-Cluster werden neben der Bindung zu den Cysteinen iiber
Wasserstoffbriickenbindungen zu Hauptkettenamiden stabilisiert. In Tabelle 5.1 sind die

Abstinde der Schwefel der Cysteine zu den Haupkettenamiden zusammengefasst.
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Tabelle 5.1 Distanzen (A) von N-HS Wasserstoffbriickenbindungen in den Eisen-Schwefel-
Clustern (Reste nummeriert nach pab ABCE 1).
Donor NH N-S Distanz

(A)
Cluster I Leu 24 47

Cys 25 4,00

Asn 16 3,36

Cluster 11 Thr 56 3,41

Cys 58 3,74

Cys 61 3,64

Nach Giastas et. al (Giastas et al., 2006) ist das Redoxpotential von Proteinen von
mehreren Parametern abhingig, dazu zéhlen die Zuginglichkeit der Cluster durch das
Losungsmittel und die Anzahl und der Typ der Wasserstoftbriickenbindungen der
Cysteine zu den Hauptkettenamiden (N-H'S Bindungen). Je besser ein Cluster vom
umgebenden Losungsmittel erreichbar ist, desto positiver sollte sein Redoxpotential sein.
Obwohl Ferredoxine sehr klein sind, sind die beiden FeS-Cluster und ihre Umgebung
sehr gut vom Losungsmittel abgeschirmt (Duee et al., 1994). Vergleicht man die
Sequenzen von ABCE]1 aus verschiedenen Organismen, so fillt auf, dass eine Reihe von
Aminosduren mit aliphatischen Seitenketten sehr konserviert sind (Abbildung 5.6).
Einige dieser hoch konservierten Reste umgeben die beiden Eisen-Schwefel-Cluster und
schirmen so die Cluster vor dem umgebenden Losungsmittel ab. So sind beide Cluster
von Prolinen umgeben (Cluster I: P17°” und P66"*’, Cluster II: P27°“"). Um den Eisen-
Schwefel-Cluster II bilden die Aminosduren V317, 139 7, V/1417*, 150/, 160°*” und
V/16/" einen hydrophoben Kokon (Abbildung 5.7). Gut vom umgebenden Losungsmittel
erreichbar ist Cluster II an der Position G57°%°, C587%” und G59°’. Hier ist der Schwefel
des Cysteins von Cluster II von aufen fiir einen moglichen Elektronentransfer zugénglich

(Abbildungen 5.5 und 5.7).
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Cluster 11

Abbildung 5.7  Die beiden [4Fe-4S]-Cluster und ihre Umgebung sind sehr gut vom Lésungsmittel
abgeschirmt
Konservierte, aliphatische Reste (rot) umgeben die Eisen-Schwefel-Cluster und bilden
einen Schutz vor umgebenden Losungsmittel. Cluster I ist von zwei Prolinen umgeben,
Cluster II von einem Prolin und einigen Valinen bzw. Isoleucinen. (FeS, orange; Cysteine
mit Seitenketten, cyan, konserviertes Glycin an der Oberfliche, griin, konserviertes Lysin
fiir den Elektroneneintritt, gelb).

5.2.3 Mutationen in der Eisen-Schwefel-Cluster Domane

Die Eisen-Schwefel-Cluster der N-terminalen Doméne werden durch die Mitochondrien
bereitgestellt und im Cytosol vervollstindigt (Lill and Muhlenhoff, 2005). Bis heute gibt
es nur eine biologische Funktion, die Mitochondrien in S. cerevisiae unter allen
Wachstumsfaktoren (aerob und anaerob) essentiell machen, nimlich die Herstellung von
FeS-Cluster Proteinen (Lill et al., 2005). Das einzige essentielle FeS-Cluster Protein das
bisher bekannt ist, ist ABCEl. Deshalb war zu erwarten, dass Mutationen der
koordinierenden Cysteine in der FeS Domiine letal fiir Hefen sind. Ubereinstimmend mit
dieser Annahme fiihrte die Mutation C69A”**" (Cluster I) zu einem letalen Phinotyp.
Uberraschenderweise hatte die Mutation der Aminosdure C29"““ (entspricht C28°*) zu
Alanin (Cluster II) keine Auswirkungen auf die Lebensfahigkeit. Eukaryotisches ABCE1
enthdlt im Gegensatz zu pfu und pab ABCEI ein zusitzliches freies Cystein zwischen
den beiden FeS-Clustern. Auch viele Ferredoxine enthalten an derselben Position ein
Cystein. Bei dem archaealen Ferredoxin I aus Azotobacter vineladii (azo) konnte gezeigt
werden, dass das freie Cystein C24“* den Cluster Liganden C20““ ersetzen kann, wenn

C20“° mutiert wird (Martin et al., 1990). Bei pab ABCEI] ist an der Position des freien
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Cysteins ein Alanin (A37"), das allerdings in der richtigen Position wire, um als

Cystein den FeS-Cluster zu koordinieren (Abbildung 5.8).

Abbildung 5.8  Die Position von Alanin 37 bei pab ABCEI.

Bei vielen ABCE1 Proteinen ist an der der Position der Aminosdure A3 7pab ein Cystein,
das auch den Eisen-Schwefel-Cluster koordinieren kann.

5.2.4 Die Eisen-Schwefel-Cluster Doméane hat enge Kontakte zur NBD 1

Die Eisen-Schwefel-Cluster (FeS) Domédne von ABCE] steht iiber die Seitenketten von
konservierten Aminosduren in engem Kontakt mit der Nukleotidbindungsdoméine 1
(NBD 1). Die NBD1 enthélt einen Loop, den sogenannten Y-Loop I (Aminosduren 84-
91p”b), der fiinf hoch konservierte Aminosduren (Sequenz: HRYXXNXF) enthilt. Die
Reste H84”*” und F917*’ des Y-Loops bilden eine aromatische Bindungsstelle fiir den
Adeninring des ADP (bzw. ATP) Molekiils. R85” und N89°“’ bilden iiber ihre
geladenen Seitenketten Wasserstoftbriickenbindungen zur Haupt- und Seitenkette der
FeS Doméne (Abbildung 5.9) Die Seitenkette von N8 bildet eine Wasserstoffbriicke
zur Hydroxylgruppe von Y117’ der FeS Domine aus. Gleichzeitig bildet N8’ eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Hauptkettenstickstoff des 149°*’ aus. Die geladenen
Seitenketten von R85”” und E51”*” der FeS Domine bilden eine weitere

Wasserstoftbriicke.
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Helix-Loop-Helixs
Domaéane

Abbildung 5.9  Der Y-Loop, die FeS Domdine und die HLH Domdine sind iiber Wasserstoffbriicken
eng verbunden

Modell der Proteinstruktur des N-Terminus von pab ABCEI. R85P™ und N89P™® bilden
tiber ihre geladenen Seitenketten Wasserstoffbriickenbindungen zur Haupt- und
Seitenkette der FeS Domdine. Das konservierte H84" ab des Y-Loops I steht iiber eine
Seitenkettenwasserstoffbriickenbindung im engen Kontakt mit dem konservierten N1 287

der HLH Domdne. H84"™ und FOIP™ des Y-Loops binden den Adeninring des ATP/ADP
Liganden. (FeS, gelb, NBD 1, orange NBD 2, griin, Helix-Loop-Helix, blau, ADP, rot,
Reste, die Wasserstoffbriicken zwischen den Domdnen bilden sind nach Element
gekennzeichnet)

Die Seitenketten des H84”” bilden Wasserstoffbriicken mit dem konservierten
N128"*, das den N-Terminus der Helix-Loop-Helix (HLH) Doméne bildet. Der Y-Loop
I konnte so eine wichtige Verbindung zwischen dem aktiven Zentrum mit der ATP
Bindungsstelle, der essentiellen FeS Doméne und der HLH-Doméne herstellen. Bei einer
durch die Bindung von ATP ausgeldsten moglichen Konformationsdnderung, konnte der
Y-Loop I als Signaliibermittler direkt auf die benachbarten Doménen einwirken.

Bei dem Konstrukt pfu ABCE1 N2, das als erstes kristallisiert wurde, befand sich nur
ein ADP in der NBD 2, wihrend das aktive Zentrum der NBD 1 leer war. Der N-
Terminus dieses Konstruktes lag im Y-Loop der NBDI, nach der konservierten
Aminosduresequenz HRY, und inserierte in das 3-Faltblatt eines zweiten Molekiils in der
asymmetrischen Einheit unter Bildung eines Dimers (Abbildung 4.16). Da der Y-Loop I
mit dem konservierten Tyrosin wichtig fiir die Bindung des Adeninrings des ADP ist,
konnte diese verkiirzte Mutante kein Nukleotid mehr binden. Das darauthin um 11
Aminosduren verliangerte Konstrukt pfu ABCE1 AFeS mit dem korrekt gefalteten Y-

Loop I, kristallisierte nicht nur schneller und als Monomer, sondern hatte auch in beiden
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NBD jeweils ein ADP gebunden. Der Y-Loop II der NBD 2 ist nicht so hoch konserviert
wie der Y-Loop I der NBD I. Er enthélt aber ebenfalls ein konserviertes Tyrosin
(Y3497**) und ein Phenylalanin (F 3527*), die zusammen die aromatische Bindungstelle

fiir den Adeninring des ATPs bilden.

5.3 Die Scharnierregion und die Helix-Loop-Helix Doméane

ABCE] enthilt neben der Eisen-Schwefel-Domine an zwei weiteren Positionen fiir ABC
Proteine neuartige Domédnen: Die Scharnierregion, die sich aus Hinge I und Hinge II
zusammensetzt und die Helix-Loop-Helix Region der NBD 1 (Abbildung 5.10). Beide

Domaénen sind bei allen ABCE1 Proteinen konserviert.

Mg

Linker

Schanierregion (Hinge 1+11)

Abbildung 5.10 ABCE]I ist aus fiinf Domdinen aufgebaut
ABCE]! hat zwei NBD, die durch eine fiir ABC Enzyme neuartige Scharnierregion
verbunden sind. Die Helix-Loop-Helix Domdne liegt seitlich der NBD 1.

Hinge I der Scharnierregion bildet den C-Terminus der NBD 1 und fiihrt {iber einen
Linker zur NBD 2. Hinge II wird aus dem C-Terminus von ABCE1 gebildet. Hinge I und
Hinge II sind untereinander durch ein Netzwerk aus Wasserstoftbriicken fest verbunden.
Diese Wasserstoffbriicken werden durch mehrere Arginine (Arginincluster: R3007%,
R559° R5607*°, R566""”, R568""") gebildet. Vergleicht man alle ABCE1 Sequenzen

(sieche Anhang), so sind diese Arginine zwischen allen Organismen sehr konserviert. Bei
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allen bisher bekannten ABC ATPasen haben die Nukleotidbindungsdoménen (NBD)
ohne ATP Bindung keine starke Interaktion miteinander. Bei ABCEl ist die
Scharnierregion strukturell eng mit der NBD 1:NBD 2-Beriihrungsfliche verbunden
Durch diese Region werden moglicherweise mechanochemische, ATP abhingige Signale
iibertragen. Die beiden Beriihrungsflichen der NBD von ABCEI1 haben eine Fliche von
ca. 1300 A% die denen in anderen ABC ATPasen entspricht. Im Gegensatz dazu hat die
Scharnierregion eine Kontaktfliche von 3500 A? mit den NBD. Durch den engen,
verhéltnisméBig groBen und hydrophoben Kontakt der Scharnierregion mit den NBD ist
die Lage der NBD zueinander festgelegt, und sie werden auch in Abwesenheit von ATP
zusammengehalten. Die ATP-Bindung bewirkt strukturelle Verdnderungen innerhalb der
Scharnierregion (siche Abbildung 5.13). Eine mogliche Verinderung konnte in der
Beriihrungsfliche zwischen Hinge I und Hinge II geschehen. Diese Region enthilt den
konservierten Arginincluster und formt damit eine hochkonservierte Oberfldchenteil
(siche Abbildung 4.16). Falls dieser Cluster an der ATP getriebenen
Konformationsdnderung beteiligt ist, sollten Mutationen in diesem Bereich letal ein.
Deshalb wurden in Kollaboration mit Birgit Mértens Mutanten von ABCEI in S.
cerevisiae generiert und in vivo untersucht. Wie erwartet sind die Mutanten R311EY**"
und R573EY**" letal. Vermutlich hat der Arginincluster eine wichtige Funktion fiir
ABCE]1, er konnte z.B. die ATP- abhéngige Konformationsdnderungen der NBD auf ein
mogliches Substrat vermitteln. Diese Vermutung wird von der Beobachtung gestiitzt,
dass die Mutante SS88E”*™" letal ist. Hier konnte durch die Mutation an der Oberfliche
der Scharnierregion eine mogliche Substratkontaktstelle betroffen sein. Eine andere
mogliche Erkldrung fiir den essentiellen Charakter des Argininclusters ist, dass die
Scharnierregion die Position der NBD zueinander festlegt und die Mutationen damit die
ATP-Bindung und/ oder die Hydrolyse beeinflussen. Vergleicht man die Position der
Scharnierregion mit anderen Strukturen von ABC ATPasen, so fillt auf, dass diese
Region bei ABCEl einzigartig ist. An der entsprechenden Stelle liegen aber
Interaktionsseiten (Abbildung 5.11). Das NBD Dimer von MalK interagiert liber diese
Region mit regulatorischen Untereinheiten, das SMC Dimer mit den regulatorischen
Kleisin Untereinheiten und bei MutS ist die C-terminale Region fiir die Tetramerisierung

verantwortlich (Chen et al., 2003; Haering et al., 2004; Lamers et al., 2000).
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SMC:kleisin MutS

Abbildung 5.11 Interaktionsseiten an der Scharnierregion von ABC ATPasen (Lebbink and Sixma,
2005)
Die Scharnierregion von ABCE]I ist bei anderen ABC ATPasen nicht vorhanden, an der
Position liegen aber Interaktionsseiten. Das NBD Dimer von MalK interagiert iiber diese
Region mit regulatorischen Subunits, das SMC Dimer mit den regulatorischen Kleisin
Subunits und bei MutS ist die C-Terminale Region fiir die Tetramerisierung
verantwortlich (Chen et al., 2003; Haering et al., 2004, Lamers et al., 2000).

Die Helix-Loop-Helix (HLH) Doméne sitzt seitlich der NBD 1 (Abbildung 5.10).
Eine der HLH Domine &dhnliche, wenn auch kiirzere, helikale Insertion des ABC
Transporters BtuCD bildet eine Kontaktfliche zu assoziierten Transmembrandominen
(Locher et al., 2002). In MutS verbindet diese Doméne die NBD mit DNA bindenden
Domainen (Lamers et al., 2000; Locher et al., 2002). Die HLH Domaéne steht {iber den Y-
Loop im engen Kontakt mit dem aktiven Zentrum der NBD 1. Eine durch die Bindung
von ATP im aktiven Zentrum ausgeloste Konformationsidnderung, konnte damit auch die

HLH beeinflussen.

5.4 Die strukturell diverse Region

Vorangegangene Ergebnisse aus anderen ABC ATPasen haben gezeigt, dass die NBD
der ABC ATPasen oft iiber die strukturell diverse Region (SDR) mit weiteren Doménen
kommunizieren. Bei der SMC Familie der ABC ATPasen und bei Rad50 befindet sich
dort die 600 bis 900 Aminosduren der coiled-coiled Domine (CCD) (Hopfner et al.,
2000), an die bei Rad50 die Nuklease Mrel1 bindet. Bei ABC Transportern (z.B. BtuCD)
bindet an die SDR eine Transmembrandomine (TMD) (Locher et al., 2002) (Abbildung
5.12). Nach der ATP-Bindung entsteht aus zwei Rad50 Monomeren bzw. aus zwei ABC-
Transporter ~Monomeren ein  antiparalleles Homodimer, dadurch  werden

Konformationsdnderungen der NBD iiber die SDR auf die benachbarten Regionen
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iibertragen. Dies geschieht z.B. bei Rad50 iiber die CCD auf daran gebundenes Mrel 1
(Haering et al., 2004; Hopfner et al., 2000; Locher et al., 2002).

CCD

.1}_" “J

LY \ N
NBD1 R NBD2

Abbildung 5.12  Vergleich des Aufbaus pab ABCE1 mit dem Aufbau von ABC Transportern und DNA
Reparatur Enzymen
Die NBD der ABC Enzyme kommunizieren oft iiber die strukturell diverse Region mit
weiteren Domdnen. Bei der SMC Familie und bei Rad50 (rechts, PD BID 1F2U (Hopfner
et al., 2000)) der ABC ATPasen sind das N-terminale Walker-A und das C-terminale
Walker-B Motiv durch die 600 bis 900 Aminosduren der coiled-coiled Domdne getrennt,
bei ABC Transportern (z.B. BtuC, mitte, PDB ID IL7V (Locher et al., 2002)) bindet eine
Transmembrandomdne. (Strukturell diverse Region, blau, NBD 1, gelb; NBD 2, rot;
Hingel, Il und Helix-Loop-Helix Domdne, grau; FeS Domdne, griin).

Der Autbau von ABCE] ist neuartig fiir strukturell charakterisierte ABC ATPasen.
Bei ABCEI1 ist die SDR nicht sehr konserviert, viele Mutationen in S. cerevisiae in
diesem Bereich zeigen keinen Phénotyp [422V, T429E, R431A, K453Q, D462A,
E464A). Auffillig ist aber eine bei vielen Organismen konservierte Sequenz
(Aminosduren K453 P454%*' 1.455"*") in der SDR der NBD 2. Die Mutation des
Lysins an der Oberflidche der SDR (K453AY**") ist letal (Ergebnisse von Birgit Mirtens,
Genzentrum, Miinchen). Die konservative Mutante K453Q zeigte keinen Phénotyp. Die
SDR konnte jedoch trotz ihrer geringen Konservierung fiir die Funktion von ABCE1 von
groBBer Bedeutung sein, z.B. durch die Interaktion mit einem Elektronendonor. Diese

Vermutung wird durch die Tatsache gestiitzt, dass bei pab ABCE]1 ein Kontakt zwischen
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der FeS-Cluster Domidne und der SDR besteht. Dieser Kontakt wird durch
Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Resten N68”*” der FeS Domine und D4497*
der SDR hergestellt.

5.5 Das aktive Zentrum

Aus allen bisher untersuchten ABC ATPasen ist durch genetische, biochemische und
strukturelle Arbeiten ist bekannt, dass funktionelle ABC Proteine Dimere bilden
(Hopfner et al., 2000; Walker et al., 1982). Erst dadurch kénnen sie ATP binden und
hydrolysieren und somit ihre biologische Funktion erfiillen. Dabei kontrolliert ATP die
Dimerisierung, und umgekehrt 16st die ATP-Hydrolyse die Verbindung zwischen den
NBD. Durch diesen Prozess werden auch die Bindung und Ausrichtung weiterer an der
Quartérstruktur beteiligten Proteine kontrolliert (Hopfner and Tainer, 2003). Obwohl
viele Strukturen von NBD von ABC Proteinen im Komplex mit verschiedenen
Nukleotiden (ATP, ADP, und im Ubergangszustand) bekannt sind, wird der
Mechanismus der ATP-Bindung, die damit verbundene Konformationsianderung und die

ADP-Freisetzung noch nicht genau verstanden (Abbildung 5.13).

Abbildung 5.13  Fiir die ATP Hydrolyse von ABC Proteinen gibt es zwei mégliche Mechanismen.
A) ,, Processive clamp mechanism*, bei dem beide ATP hydrolysiert werden, daraufhin
offnet sich das Dimer und ADP wird gegen ATP ausgetauscht
B) ,, Alternating cycle model “, es wird nur ein ATP hydrolysiert.
(Abbildung aus (Oswald et al., 20006).

ATP-Hydrolyse in zwei aktiven Zentren konnte durch eine abgestimmte, gemeinsame

und symmetrische Reaktion in beiden aktiven Zentren (,,processive clamp mechanism®)
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vollzogen werden. Nach der Hydrolyse beider ATPs dissoziiert das NBD Dimer, und die
entstandenen ADP Molekiile werden mit ATP ausgetauscht (Janas et al., 2003; van der
Does and Tampe, 2004). Bei einem zweiten diskutierten Mechanismus der ATP
Hydrolyse, dem ,alternating cycle model* (Senior et al., 1995) oder ,two-cylinder
engine Mechanismus, wird ein ATP in einem aktiven Zentrum hydrolysiert.
AnschlieBend offnet sich das aktive Zentrum, um ADP gegen ATP auszutauschen. Bis
dahin bleibt das zweite aktive Zentrum geschlossen, es kann erst ATP hydrolysieren,
wenn auch das erste aktive Zentrum wieder in der geschlossenen Konfirmation vorliegt
(Oswald et al., 20006).

Die Struktur von ABCE]1 ist die erste Struktur eines ABC Proteins, in dem die
aktiven Zentren nicht aus einem Homodimer, sondern aus zwei unterschiedlichen
Doménen eines Proteins gebildet werden. Dabei entsteht ein NBD ,,Heterodimer®. Bei
den von uns geldsten Strukturen, die aus drei verschiedenen Organismen stammen,
befand sich in beiden aktiven Zentren ADP. Ergebnisse der ortsspezifischen Mutationen
in den aktiven Zentren zeigten, dass die ATP-Hydrolyse in beiden NBD wichtig fiir den
zelluldren Mechanismus von ABCEI1 ist. S. cerevisiae ist nicht mehr lebensfdhig, wenn
man wichtige Aminosduren in jeweils einem aktiven Zentrum verdndert. Wie aus
Untersuchungen an SMC Proteinen bekannt ist, beeintrdchtigen Mutationen des
konservierten Glutamats im Walker-B Motiv die Dimerisierung nicht. Eine ATP
Hydrolyse ist in diesen Mutanten aber nicht mdglich, da die y-Phosphatbindung des ATP
nicht nukleophil angegriffen werden kann (Lammens et al., 2004). Mutiert man in S.
cerevisiae bei ABCE1 das Glutamat einer NBD (E247Q"*" der NBD 1, E493Q"*" der
NBD 2), so sind die Zellen letal. Mutationen im Walker—A Motiv der NBD 1
(K116A*" K116W"**") waren ebenso wenig lebensfihig wie Mutationen im Walker-A
Motiv der NBD 2 (K391A™*"). Bei diesen Mutanten konnte die negative Ladung des
Phosphats im Nukleotid durch Alanin oder Tryptophan nicht kompensiert werden. Die
Nukleotidbindung in dem aktiven Zentrum war gestort.

Eine sehr bekannte Mutation im aktiven Zentrum, die Mutationen des konservierten
Serins im Signatur-Motiv bei der ABC ATPase ,,cystic fibrosis conductance regulator*
(CFTR, S549R““™®)fiihrt bei betroffenen Patienten zu Mukoviszidose. Mutiert man die
analoge Aminosdure aus ABCE1 in jeweils einer NBD (S223R**' der NBD 1, bzw.
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S469R™*“" des NBD 2), so zeigte S. cerevisiae einen letalen Phinotyp. Von Rad50 ist
bekannt, dass Mutationen an der analogen Sequenz im Signatur-Motiv eine ATP Bindung
und damit die Dimerisierung der homodimeren ABC ATPase verhindern (Moncalian et
al., 2004).

Eine Uberlagerung von NBD 1 mit NBD 2 zeigt weiterhin, dass beide aktive Zentren
in der ADP gebundenen Form strukturell anndhernd identisch sind (Abbildung 5.14).

Y-loop

Abbildung 5.14  Uberlagerung der Hauptketten der beiden NBD von pfu ABCE1
Das Strukturmodell beider NBD von ABCE! sind fiir einen Vergleich aufeinanderr
abgebildet worden. Beide aktive Zentren sind strukturell gleich. Reste, die fiir die
Nukleotidbindung und Hydrolyse wichtig sind, werden in einer ,, ball-and-stick
Prisentation dargestellt (NBD1, braun, NBD2, gelb, ADP, cyan, Sauerstoff, rot,
Stickstoff; blau, Phosphor, weifs Magnesium, lila).

Die Standardabweichung der C,, von NBD 1 und NBD 2 betriigt 1,09 A (Tabelle 5.2).
Diese strukturelle Gleichheit von beiden NBD lisst den Schluss zu, dass sich beide NBD
im gleichen funktionellen Stadium befinden. Die Ergebnisse aus unseren
strukturbiologischen und den ortsspezifischen Mutagenesen unterstiitzt das Modell des
,Processive clamp mechanism®, da in diesem Modell beide ATP hydrolysiert werden,
bevor sich das Dimer 16st und ADP durch ATP ersetzt wird.

Da bei den strukturbiologischen Untersuchungen nur ein isoliertes ABCEI Protein
ohne mogliche Kofaktoren untersucht wurde, ist es mdglich, dass in vivo das ,,alternating
cycle model* zutrifft. Da Mutationen in einem aktiven Zentrum schon letal sind, ist unter

Umstédnden die abwechselnde Aktivitit essentiell.
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Tabelle 5.2 Vergleich der NBD Domdéinen von ABCE1 mit den NBD Domiinen von anderen ABC
ATPasen

ABCEI ABCE1 NBDI* ABCE1 NBD2"

sweichung(A) | Cy | abweiohung (&) | VOO | iichung(ty | Moo o
gggﬁﬁl o — — — 1,09 186
o |- — |10 186 _ _
EEX)‘ 1,99 322 1,28 170 1,23 169
?41;(1));96 - - 1,35 161 1,38 163
Qﬁﬁ; — — 1,44 168 1,32 169
e |— — 1,96 148 1,80 150
gﬁgl — — 1,76 143 1.74 144

“ Reste von ABCEI NBDI: 75-329, " Reste von ABCE1 NBD2: 330-590

Abkiirzungen: CTV-BtuCD: Die cyclotetravanadat gebundenen Form der NBD des Vitamin Bl12
Transporter (IL7V). ATP-MJ0796: Die ATP gebundene Form der NBD des archaealen Transporter
MJ0796 (1L2T). ATP-MalK: ATP gebundene Form des NBD des Maltosetransporters (1012). ATP-SMC:
ATP gebundene Form der NBD von dem Protein structural maintenance of chromosomes (SMC1) (IWIW).
In der Tabelle werden aufserdem die Nummern der fiir die Uberlagerung verwendeten C,, angegeben

Mit einer DALI Suche in der Protein Daten Bank, einer anschlieBenden
Proteiniiberlagerung mit LSQMAN, Berechnungen der Standardabweichungen und
manueller Beurteilung wurden die NBD von ABCEl mit den NBD anderer ABC
ATPasen verglichen. Der Vergleich in Tabelle 5.2 zeigt, dass ABCE1 die stirkste
Ahnlichkeit zu der Tetradecavanadat-gebundenen NBD des ABC Transporters BtuCD
(Locher et al., 2002) besitzt. Die Standardabweichung in einer strukturellen Uberlagerung
von ABCEl mit dem ABC Transporter BtuCD betrdgt 1,99 A tiber 322 Cy,-Atome (~
komplette NBD), bzw. 1,28 A (1,23) iiber 170 (169) C,-Atome (NBD 1bzw. NBD 2).
Die Lage der konservierten Motive der NBD in ABCE1 entspricht der Lage der Motive
der NBD in anderen Mitgliedern der ABC Protein Familie (Chen et al., 2006; Hopfner et
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al., 2000; Locher et al., 2002). Vergleicht man nicht nur die einzelnen NBD Doméinen
sondern das ATP gebundene Homodimer von BtuCD mit dem theoretischen Modell eines
ATP gebundenen NBDI1:NBD2 Heterodimers von ABCEI1 Ildsst sich eine hohe
strukturelle Ubereinstimmung feststellen (siche Abbildung 5.15, A).

Abbildung 5.15 Uberlagerung des Strukturmodells der NBD von pfu ABCE1 AFeS mit den
homodimeren NBD des ABC Transporters BtuCD
A) Uberlagerung der NBDs von pfu ABCE1 AFeS (rot) mit den beiden NBD des ABC
Transporters BtuCD (blau) (P = P-Loop, S = Signatur-Motiv)
B) Uberlagerung der Hauptketten der NBD in der ATP gebunden Form von MJ0796 mit
den beiden NBD von pfu ABCE1 AFeS. Die NBD 1 von pfu ABCE1 AFeS wurde dabei
direkt auf eine MJ0796 Untereinheit gelegt, NBD 2 muss um ~40° gedreht werden (rot,
NBD 1; gelb NBD 2; griin, Hinge II; blau, Hinge I).

Um dariiber hinaus die strukturellen Verdnderungen durch die Bindung von ATP zu
untersuchen, wurde pfuu ABCE1 AFeS mit dem ATP-gebundenen Dimer des bakteriellen
ABC Transporters MJ0796 verglichen (Abbildung 5.15, B). Dazu wurde die NBD 1 von
pfu ABCEI1 AFeS direkt mit einer MJ0796 Untereinheit iiberlagert. Um die NBD 2 von
pfu ABCEI AFeS mit der 2. Untereinheit von MJ0796 zu iiberlagern, muss diese um ~
40° gedreht werden (Abbildung 5.15 B).

Bei ABCEI fiihren ATP Bindung zur Bildung eines heterodimeren NBD Sandwich
aus NBD 1 und NBD 2 eines Molekiils. Die beiden NBD klappen zusammen und bilden
ein NBD 1 - 2ATP - NBD 2 Sandwich.
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Abbildung 5.16  Vergleich zwischen der ADP (A) und ATP (B) gebundenen Konformation von pab
ABCEI.
A) Strukturmodell von pab ABCE| in der ADP gebundenen Konformation (braun, NBD
1, griin, NBD 2, gelb, FeS Domdne, blau, Scharnierregion
B)Theoretisches Strukturmodell von pab ABCEI in der ATP gebundenen Konformation.
Um die Konformationsdnderung sichtbar zu machen wurden die NBD von ABCEI in
ADP-gebundenen Form mit den NBD von MJ0796 in ATP gebundener Konformation
tiberlagert (braun, NBD 1, gelb, NBD2, grau MJ0796, griin, FeS Domdne, blau, HLH
Domdine).
C) Um die Konformationsdnderung nach ATP-Bindung zu erméglichen muss die FeS
Domdine sterisch von der NBD 2 weggeschoben werden. Die Scharnierregion muss
flexibel nachgeben (orange, NBD 1; griin, NBD2; gelb, FeS Domdne, blau,
Scharnierregion).

In der ADP gebundenen Form lassen sich zwei Regionen mit hoher Flexibilitét
identifizieren: Der Q-Loop und das Signatur-Motiv, die beide potentielle
Interaktionsstellen mit dem y-Phosphat des ATP bilden. Durch ATP Bindung werden
diese beiden Regionen wahrscheinlich stabilisiert und konnten auch Positionsdnderungen
vollziehen (Oswald et al., 2006). Nachdem in der ADP gebundenen Form das Signatur-
Motiv ca. 11 A von der erwarteten Lage des ATP y—Phosphats entfernt liegt, miissen
sowohl die FeS Domine, als auch die Scharnierregion (Hinge I und Hinge II) grof3e

Verdnderungen erfahren. Dies erfordert, dass die Scharnierregion flexibel nachgeben
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muss um die Konformationsdnderung zu ermoglichen (Abbildungen 5.15 und 5.16 B).
Die FeS Domine ist in der ADP gebunden Form iiber Wasserstoffbriicken mit der
strukturell diversen Region der NBD 2 verbunden. Durch die Konformationsédnderung
nach der Bindung von ATP erfordert dies aber ein sterisches wegschieben von der NBD
2, damit sie nicht in die NBD 2 geschoben wird (Abbildung 5.16 B, C). Die strukturelle

Veranderung konnte eine ATP-abhédngige Signaliibermittlung auf ein Substrat vermitteln.

5.6 Biologische Funktion von ABCE1

ABCEIl ist an einer Vielzahl von sehr unterschiedlichen zelluliren Prozessen
beteiligt, wie RNase L Inhibition (Bisbal et al., 1995), Beteiligung an der Bildung des
unreifen HIV-1-Kapsids (Zimmerman et al., 2002) sowie an der Ribosomenbiogenese
und der Translationsinitiation (Dong et al., 2004; Kispal et al., 2005; Yarunin et al.,
2005). Bei allen diesen Prozessen hat RNA eine wichtige Bedeutung. ABCEI ist ein
konserviertes Protein, das sowohl in Eukaryoten als auch in Archaeen vorkommit.
Zentrale molekulare Prozesse der Archaeen, zum Beispiel Translation und Transkription,
sind denjenigen der Eukaryoten recht dhnlich (Aravind and Koonin, 2000). Da sowohl
die Proteinstruktur von ABCE1 und dessen Rolle in der Translationsinitiation (bei allen
untersuchten Eukaryoten) konserviert ist (Andersen and Leevers, 2007), konnte in der
Translationsinitiation die fundamentale Aufgabe von ABCE1 liegen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass ABCEI eine weitere Funktion
in allen bisher bekannten Prozessen besitzen konnte. Die ferredoxindhnliche Struktur der
N-terminalen FeS Domédne von ABCEl macht eine Beteiligung an
elektronentransportierende Redoxprozessen moglich. Beriicksichtigt man die Ergebnisse
dieser Arbeit, konnte z.B. die Aufgabe von ABCEI in der Erkennung und Modifikation
(chemisch oder konformativ) von RNA durch die beiden [4Fe-4S] Cluster sein. Eine
Moglichkeit wiare, dass ATP-Bindung und —Hydrolyse durch ABCEI eine, bisher nicht
bekannte, oxidierenden oder reduzierenden Modifikation z.B. von RNA oder anderen
Kofaktoren kontrollieren. Umgekehrt konnten auch die FeS-Cluster die Aktivitdt der
Nukleotidbindungsdoménen beeinflussen, z.B. durch eine Reaktion auf die

Verdnderungen von Umweltbedingungen wie eine Erh6hung von oxidativen Substanzen.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Struktur von zu ABCE1 bestimmt. ABCEL1 ist ein Mitglied
der ,,ATP_Binding Cassette“ (ABC) Superfamilie. Durch drei zusétzliche Domanen
unterscheidet sich ABCEL aber von allen bislang bekannten Mitgliedern dieser Familie.
Waéhrend dieser Doktorarbeit konnte ich zunédchst nur ein Teil der Struktur mit
Rontgenkristallografie bestimmen, ndmlich die der beiden ABC ATPase Domanen mit
der Scharnierregion und der Helix-Loop-Helix Domane. Die N-terminale cysteinreiche
Doméne war bei diesen Konstrukten deletiert. Um das komplette Protein zu
kristallisieren, war es im weiteren Verlauf der Arbeit notwendig, ein System zur
Rekonstitution der N-terminalen Doméne zu etablieren. Mit Hilfe einer biochemischen
Rekonstitution ist es gelungen die Struktur des kompletten ABCEL zu losen. Die N-
terminale Domdne von ABCELl bindet zwei Eisen-Schwefel (FeS)-Cluster. Diese
Domédne hat hohe strukturelle Ahnlichkeit mit Ferredoxinen und mit dem
ferredoxinahnlichen Strukturmotiv der Oxireduktase Adenylsulfat Reduktase. Eine
Gemeinsamkeit von allen elektronenleitenden Ferredoxinen ist der relative Abstand der
beiden FeS-Cluster. Um Aussagen uber die Funktion der FeS Doméne von ABCE1 zu
ermoglichen, wurde die FeS Doméane von pab ABCE1 mit FeS Doménen von anderen
Proteinen verglichen. Da ABCE1 sowohl eine hohe strukturelle Ubereinstimmung mit
ferredoxinahnlichen Proteinstrukturen, als auch die charakteristische Distanz der FeS-
Cluster zueinander aufzeigt, hat es mit hoher Wahrscheinlichkeit eine elektronenleitende
Funktion.

Neben der FeS Doméne enthélt ABCE1 noch an zwei weiteren Positionen fir ABC
Proteine neuartige Domanen. Eine Scharnierregion verbindet die beiden NBD und setzt
sich aus Hinge | und Hinge Il zusammen. Eine Helix-Loop-Helix Region befindet sich in
der Struktur seitlich der NBD 1. Beide Regionen sind bei allen ABCE1 Proteinen sehr
konserviert. Durch die Scharnierregion werden mdglicherweise mechanochemische,
ATP-abhéngige Signale Ubertragen. Die HLH Doméne hat tiber einen konservierten Loop
(Y-Loop) Kontakt mit dem aktiven Zentrum der NBD 1. ATP Bindung im aktiven
Zentrum konnte dadurch auch die HLH Doméne beeinflussen.

ABC Proteine binden und hydrolysieren ATP und konnen dadurch

mechanochemische Arbeit leisten. Die in dieser Arbeit gelste Struktur von ABCEL ist

119



Zusammenfassung

die erste Struktur eines ABC Proteins mit zwei unterschiedlichen NBD. Die funktionale
Architektur von ABCE1 ist deshalb neuartig fir strukturell charakterisierte ABC
Proteine.

ABCE1 hat eine fundamentale Rolle in der HIV-Kapsid Reifung, RNAse-L
Inhibition, Translationsinitiation und Ribosomenbiogenese. Wie vermutlich alle
Mitglieder der ABC Proteinfamilie ist es eine molekulare Maschine, mit einem fir diese
Familie konservierten Mechanismus der ATP-abhéngigen Konformationsédnderung. Bei
bisher bekannten ABC Proteinen treiben diese mechanochemischen Motoren eine
Vielzahl von sehr unterschiedlichen biologischen Prozessen an, wie Membrantransport,
DNA Reparatur und Chromosomenzusammenhalt. Die in dieser Arbeit geloste Struktur
von ABCE1 léasst vermuten, dass dieses Mitglied der ABC Proteinfamilie noch
mindestens eine weitere Funktion, den Transport von Elektronen, haben konnte. Die
genaue biologische Funktion des essentiellen Proteins ABCEL ist aber weiterhin unklar

und muss noch ermittelt werden.
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7. Anhang

Abktrzungen

A

aa
ABC
afu
ADP
ATP
ATP-y-S
AMP-PNP
BSA
Bp
AFeS
Dali
DNA
ds
DTT
E. coli
FeS
FPLC
h

HIV
ISC
kb

|

LB

M

m
MAD
Mg**
MR
NCBI
NBD
NMR
UN
pab
PAGE
PCR
PDB
PEG
pfu
RNA
SAD
SDR
SDS
S. cerevisiae
)
Tris
\Y

w

Angstrém (= 10°m)

“Amino acid”

“ATP binding cassette”

Archaeglobus fulgidus
Adenosindiphoshpat
Adenosintriphosphat

Adenosin 5’-0-(thio-triphosphat)
Adenylylimidodiphosphate

Bovines Serum Albumin

Basenpaare

ohne Eisen-Schwefel-Cluster Doméne
“Distance matrix alignment”
Desoxyribonukleinséure
doppelstrangig

Dithiothreitol,

Escherichia coli

Eisen-Schwefel

»Fast Protein Liquid Chromatography*
,»Hours*

Humanes Immundefizienz-Virus
Iron-Sulfur-Cluster

Kilobasenpaare

Liter

Luria-Bertani

Molar

milli

“Multiple-wavelength anomalous dispersion”
Magnesium lon

“Molecular replacement”

“National Center for Biotechnology Information
Nucleotid Bindungsdomaéne

“Nuclear magnetic resonance spectroscopy”
Uber Nacht

Pyrococcus abyssii

Polyacrylamid Gel Eleletrophorese
“Polymerase chain reaction”

Protein Daten Bank

Polyethylen Glykol

Pyrococcus furiosus

Ribonukleinséure

“Single wavelength anomalous diffraction”
Strukturell diverse Region

“Sodium dodecyl sulfate*
Saccharomyces cerevisiae

Sulfolobus solfataricus

Trisma Base (Tris-hydroxymethyl-aminomethan)

Volumen
“Weight”
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Anhang

CLUSTAL W (1.83) “Multiple Sequence Alignments”

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1:
Sequence 2:
Sequence 3:
Sequence 4:
Sequence 5:
Sequence 6:
Sequence 7:
Sequence 8:
Sequence 9:

Sequence 10:
Sequence 11:
Sequence 12:
Sequence 13:
Sequence 14:
Sequence 15:
Sequence 16:
Sequence 17:
Sequence 18:
Sequence 19:
Sequence 20:
Sequence 21:
Sequence 22:
Sequence 23:
Sequence 24:
Sequence 25:
Sequence 26:

Pyrococcus furiosus
Sulfolobus solfataricus
Pyrococcus abyss
Methanocaldococcus jannaschii
Haloarcula marismortui
Methanosarcina acetivorans
Nanoarchaeum equitans
Thermoplasma volcanium
Homo sapiens

Pan troglodyte

Canis familiaris

Mus musculus

Rattus norvegicus

Gallus gallus

Drosophila melanogaster
Anopheles gambiae str.
Caenorhabditis elegans
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae
Kluyveromyces lactis
Eremothecium gossypi
Neurospora crassa

ATRLI2, Arabidopsis thaliana
Oryza sativa japonica cultiva
Plasmodium falciparum
Encephalitozoon cuniculi

590 aa
600 aa
593 aa
600 aa
609 aa
588 aa
574 aa
592 aa
599 aa
599 aa
599 aa
599 aa
599 aa
599 aa
611 aa
608 aa
610 aa
593 aa
608 aa
607 aa
607 aa
607 aa
605 aa
608 aa
619 aa
624 aa
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Paarweiser Sequenzvergleich

Sequenz (1:2): 45.7627
Sequenz (1:3): 91.3559
Sequenz (1:4): 57.2881
Sequenz (1:5): 48.3051
Sequenz (1:6): 49.8299
Sequenz (1:7): 43.2056
Sequenz (1:8): 46.6102
Sequenz (1:9): 44.7458
Sequenz (1:10): 46.1017
Sequenz (1:11): 46.1017
Sequenz (1:12): 45.7627
Sequenz (1:13): 46.1017
Sequenz (1:14): 46.1017
Sequenz (1:15): 46.1017
Sequenz (1:16): 46.2712
Sequenz (1:17): 46.4407
Sequenz (1:18): 44.7458
Sequenz (1:19): 46.7797
Sequenz (1:20): 45.4237
Sequenz (1:21): 46.1017
Sequenz (1:22): 45.4237
Sequenz (1:23): 46.6102
Sequenz (1:24): 46.6102
Sequenz (1:25): 42.5424
Sequenz (1:26): 43.0508

Sequenz (2:2): 100
Sequenz (2:3): 45.0253
Sequenz (2:4): 47.1667
Sequenz (2:5): 36.8333
Sequenz (2:6): 42.3469
Sequenz (2:7): 41.8118
Sequenz (2:8): 43.5811
Sequenz (2:9): 41.9032
Sequenz (2:10): 42.404
Sequenz (2:11): 42.404
Sequenz (2:12): 42.404
Sequenz (2:13): 42.404
Sequenz (2:14): 42.571
Sequenz (2:15): 40
Sequenz (2:16): 41.1667
Sequenz (2:17): 39.8333
Sequenz (2:18): 39.4604
Sequenz (2:19): 41
Sequenz (2:20): 40.5
Sequenz (2:21): 40.3333
Sequenz (2:22): 40.3333
Sequenz (2:23): 40.6667
Sequenz (2:24): 39.8333
Sequenz (2:25): 39.3333
Sequenz (2:26): 40.6667

Sequenz (3:2): 45.0253
Sequenz (3:3): 100
Sequenz (3:4): 56.4924
Sequenz (3:5): 46.8803
Sequenz (3:6): 48.6395
Sequenz (3:7): 43.2056
Sequenz (3:8): 46.9595
Sequenz (3:9): 44.0135
Sequenz (3:10): 45.1939
Sequenz (3:11): 45.1939
Sequenz (3:12): 45.0253
Sequenz (3:13): 45.1939
Sequenz (3:14): 45.1939
Sequenz (3:15): 44.688
Sequenz (3:16): 45.1939
Sequenz (3:17): 45.8685
Sequenz (3:18): 44.1821
Sequenz (3:19): 45.3626
Sequenz (3:20): 44.5194
Sequenz (3:21): 45.0253
Sequenz (3:22): 44.3508
Sequenz (3:23): 45.5312
Sequenz (3:24): 46.543
Sequenz (3:25): 42.1585
Sequenz (3:26): 42.1585

Sequenz (4:2): 47.1667
Sequenz (4:3): 56.4924
Sequenz (4:4): 100
Sequenz (4:5): 43.8333
Sequenz (4:6): 50.6803
Sequenz (4:7): 43.9024
Sequenz (4:8): 46.6216
Sequenz (4:9): 44.0735
Sequenz (4:10): 45.0751
Sequenz (4:11): 45.0751
Sequenz (4:12): 44.7412
Sequenz (4:13): 45.0751
Sequenz (4:14): 44.9082
Sequenz (4:15): 45
Sequenz (4:16): 44.6667
Sequenz (4:17): 44.5
Sequenz (4:18): 44.0135
Sequenz (4:19): 44.5
Sequenz (4:20): 44.3333
Sequenz (4:21): 44.3333
Sequenz (4:22): 44.5
Sequenz (4:23): 45.5
Sequenz (4:24): 45.3333
Sequenz (4:25): 42.3333
Sequenz (4:26): 41.6667

Sequenz (5:2): 36.8333
Sequenz (5:3): 46.8803
Sequenz (5:4): 43.8333
Sequenz (5:5): 100
Sequenz (5:6): 54.4218
Sequenz (5:7): 37.2822
Sequenz (5:8): 41.0473
Sequenz (5:9): 39.7329
Sequenz (5:10): 40.5676
Sequenz (5:11): 40.5676
Sequenz (5:12): 40.4007
Sequenz (5:13): 40.5676
Sequenz (5:14): 40.4007
Sequenz (5:15): 40.2299
Sequenz (5:16): 39.3092
Sequenz (5:17): 38.2594
Sequenz (5:18): 37.9427
Sequenz (5:19): 37.9934
Sequenz (5:20): 37.2323
Sequenz (5:21): 37.2323
Sequenz (5:22): 36.9028
Sequenz (5:23): 39.1736
Sequenz (5:24): 38.3224
Sequenz (5:25): 36.7816
Sequenz (5:26): 36.6174

Sequenz (6:2): 42.3469
Sequenz (6:3): 48.6395
Sequenz (6:4): 50.6803
Sequenz (6:5): 54.4218
Sequenz (6:6): 100
Sequenz (6:7): 39.8955
Sequenz (6:8): 45.2381
Sequenz (6:9): 40.6463
Sequenz (6:10): 42.0068
Sequenz (6:11): 42.0068
Sequenz (6:12): 42.0068

Sequenz (7:2): 41.8118
Sequenz (7:3): 43.2056
Sequenz (7:4): 43.9024
Sequenz (7:5): 37.2822
Sequenz (7:6): 39.8955
Sequenz (7:7): 100
Sequenz (7:8): 36.7596
Sequenz (7:9): 36.2369
Sequenz (7:10): 36.5854
Sequenz (7:11): 36.5854
Sequenz (7:12): 36.4111

Sequenz (8:2): 43.5811
Sequenz (8:3): 46.9595
Sequenz (8:4): 46.6216
Sequenz (8:5): 41.0473
Sequenz (8:6): 45.2381
Sequenz (8:7): 36.7596
Sequenz (8:8): 100
Sequenz (8:9): 38.8514
Sequenz (8:10): 39.8649
Sequenz (8:11): 39.8649
Sequenz (8:12): 39.8649

Sequenz (9:2): 41.9032
Sequenz (9:3): 44.0135
Sequenz (9:4): 44.0735
Sequenz (9:5): 40.9015
Sequenz (9:6): 40.6463
Sequenz (9:7): 36.2369
Sequenz (9:8): 38.8514
Sequenz (9:9): 100
Sequenz (9:10): 98.4975
Sequenz (9:11): 98.3306
Sequenz (9:12): 98.1636

Sequenz (10:2): 42.404
Sequenz (10:3): 45.1939
Sequenz (10:4): 45.0751
Sequenz (10:5): 40.5676
Sequenz (10:6): 42.0068
Sequenz (10:7): 36.5854
Sequenz (10:8): 39.8649
Sequenz (10:9): 98.4975
Sequenz (10:10): 100
Sequenz (10:11): 99.8331
Sequenz (10:12): 99.6661



Sequenz (6:13): 42.0068
Sequenz (6:14): 41.8367
Sequenz (6:15): 41.3265
Sequenz (6:16): 42.3469
Sequenz (6:17): 42.517

Sequenz (6:18): 40.3061
Sequenz (6:19): 41.6667
Sequenz (6:20): 40.4762
Sequenz (6:21): 40.8163
Sequenz (6:22): 41.4966
Sequenz (6:23): 42.517

Sequenz (6:24): 43.0272
Sequenz (6:25): 37.9252
Sequenz (6:26): 39.4558

Sequenz (7:13): 36.5854
Sequenz (7:14): 36.5854
Sequenz (7:15): 36.7596
Sequenz (7:16): 36.9338
Sequenz (7:17): 36.9338
Sequenz (7:18): 36.2369
Sequenz (7:19): 31.3589
Sequenz (7:20): 36.5854
Sequenz (7:21): 36.9338
Sequenz (7:22): 36.9338
Sequenz (7:23): 37.4564
Sequenz (7:24): 38.1533
Sequenz (7:25): 35.3659
Sequenz (7:26): 37.2822

Sequenz (8:13): 39.8649
Sequenz (8:14): 39.8649
Sequenz (8:15): 39.3581
Sequenz (8:16): 39.527
Sequenz (8:17): 39.3581
Sequenz (8:18): 39.1892
Sequenz (8:19): 40.0338
Sequenz (8:20): 39.3581
Sequenz (8:21): 39.1892
Sequenz (8:22): 39.8649
Sequenz (8:23): 39.3581
Sequenz (8:24): 39.6959
Sequenz (8:25): 39.527
Sequenz (8:26): 37.5

Sequenz (9:13): 98.3306
Sequenz (9:14): 97.3289
Sequenz (9:15): 75.793

Sequenz (9:16): 76.2938
Sequenz (9:17): 64.4407
Sequenz (9:18): 63.4064
Sequenz (9:19): 67.1119
Sequenz (9:20): 66.611

Sequenz (9:21): 66.9449
Sequenz (9:22): 68.6144
Sequenz (9:23): 73.9566
Sequenz (9:24): 63.1052
Sequenz (9:25): 59.2654
Sequenz (9:26): 54.2571

Sequenz (10:13): 99.8331
Sequenz (10:14): 98.8314
Sequenz (10:15): 77.1285
Sequenz (10:16): 77.6294
Sequenz (10:17): 65.6093
Sequenz (10:18): 64.2496
Sequenz (10:19): 67.9466
Sequenz (10:20): 67.4457
Sequenz (10:21): 67.7796
Sequenz (10:22): 69.9499
Sequenz (10:23): 74.7913
Sequenz (10:24): 64.1068
Sequenz (10:25): 60.2671
Sequenz (10:26): 54.9249

Sequenz (11:2): 42.404
Sequenz (11:3): 45.1939
Sequenz (11:4): 45.0751
Sequenz (11:5): 40.5676
Sequenz (11:6): 42.0068
Sequenz (11:7): 36.5854
Sequenz (11:8): 39.8649
Sequenz (11:9): 98.3306
Sequenz (11:10): 99.8331
Sequenz (11:11): 100
Sequenz (11:12): 99.4992
Sequenz (11:13): 99.6661
Sequenz (11:14): 98.6644
Sequenz (11:15): 77.1285
Sequenz (11:16): 77.6294
Sequenz (11:17): 65.6093
Sequenz (11:18): 64.2496
Sequenz (11:19): 68.1135
Sequenz (11:20): 67.6127
Sequenz (11:21): 67.7796
Sequenz (11:22): 69.9499
Sequenz (11:23): 74.7913
Sequenz (11:24): 64.1068
Sequenz (11:25): 60.2671
Sequenz (11:26): 54.9249
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Sequenz (12:3): 45.0253
Sequenz (12:4): 44.7412
Sequenz (12:5): 41.5693
Sequenz (12:6): 42.0068
Sequenz (12:7): 36.4111
Sequenz (12:8): 39.8649
Sequenz (12:9): 98.1636
Sequenz (12:10): 99.6661
Sequenz (12:11): 99.4992
Sequenz (12:12): 100
Sequenz (12:13): 99.4992
Sequenz (12:14): 98.4975
Sequenz (12:15): 76.7947
Sequenz (12:16): 77.2955
Sequenz (12:17): 65.4424
Sequenz (12:18): 63.9123
Sequenz (12:19): 67.6127
Sequenz (12:20): 67.1119
Sequenz (12:21): 67.4457
Sequenz (12:22): 69.616
Sequenz (12:23): 74.6244
Sequenz (12:24): 63.9399
Sequenz (12:25): 59.9332
Sequenz (12:26): 54.591

Sequenz (13:2): 42.404
Sequenz (13:3): 45.1939
Sequenz (13:4): 45.0751
Sequenz (13:5): 40.5676
Sequenz (13:6): 42.0068
Sequenz (13:7): 36.5854
Sequenz (13:8): 39.8649
Sequenz (13:9): 98.3306
Sequenz (13:10): 99.8331
Sequenz (13:11): 99.6661
Sequenz (13:12): 99.4992
Sequenz (13:13): 100
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Sequenz (13:15): 77.1285
Sequenz (13:16): 77.6294
Sequenz (13:17): 65.6093
Sequenz (13:18): 64.2496
Sequenz (13:19): 67.9466
Sequenz (13:20): 67.4457
Sequenz (13:21): 67.9466
Sequenz (13:22): 69.9499
Sequenz (13:23): 74.7913
Sequenz (13:24): 64.1068
Sequenz (13:25): 60.2671
Sequenz (13:26): 54.9249

Sequenz (14:2): 42.571
Sequenz (14:3): 45.1939
Sequenz (14:4): 44.9082
Sequenz (14:5): 40.4007
Sequenz (14:6): 41.8367
Sequenz (14:7): 36.5854
Sequenz (14:8): 39.8649
Sequenz (14:9): 97.3289
Sequenz (14:10): 98.8314
Sequenz (14:11): 98.6644
Sequenz (14:12): 98.4975
Sequenz (14:13): 98.9983
Sequenz (14:14): 100
Sequenz (14:15): 77.1285
Sequenz (14:16): 77.4624
Sequenz (14:17): 65.4424
Sequenz (14:18): 64.0809
Sequenz (14:19): 67.6127
Sequenz (14:20): 67.2788
Sequenz (14:21): 67.7796
Sequenz (14:22): 69.783
Sequenz (14:23): 74.4574
Sequenz (14:24): 63.9399
Sequenz (14:25): 60.1002
Sequenz (14:26): 54.7579

Sequenz (15:2): 40
Sequenz (15:3): 44.688
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Sequenz (15:5): 40.2299
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Sequenz (16:2): 41.1667
Sequenz (16:3): 45.1939
Sequenz (16:4): 44.6667
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Sequenz (17:17): 100
Sequenz (17:18): 58.8533
Sequenz (17:19): 61.6776
Sequenz (17:20): 60.626
Sequenz (17:21): 59.9671
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Sequenz (19:21): 89.1269
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Sequenz (19:26): 53.4539

Sequenz (20:2): 40.5
Sequenz (20:3): 44.5194
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Sequenz (20:18): 72.344
Sequenz (20:19): 89.9506
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Sequenz (20:26): 52.5535

Sequenz (21:2): 40.3333
Sequenz (21:3): 45.0253
Sequenz (21:4): 44.3333
Sequenz (21:5): 37.2323
Sequenz (21:6): 40.8163
Sequenz (21:7): 36.9338
Sequenz (21:8): 39.1892
Sequenz (21:9): 66.9449
Sequenz (21:10): 67.7796
Sequenz (21:11): 67.7796
Sequenz (21:12): 67.4457

Sequenz (22:2): 40.3333
Sequenz (22:3): 44.3508
Sequenz (22:4): 44.5
Sequenz (22:5): 36.9028
Sequenz (22:6): 41.4966
Sequenz (22:7): 36.9338
Sequenz (22:8): 39.8649
Sequenz (22:9): 68.6144
Sequenz (22:10): 69.9499
Sequenz (22:11): 69.9499
Sequenz (22:12): 69.616

Sequenz (23:2): 40.6667
Sequenz (23:3): 45.5312
Sequenz (23:4): 45.5
Sequenz (23:5): 39.1736
Sequenz (23:6): 42.517
Sequenz (23:7): 34.8432
Sequenz (23:8): 39.3581
Sequenz (23:9): 73.9566
Sequenz (23:10): 74.7913
Sequenz (23:11): 74.7913
Sequenz (23:12): 74.6244

Sequenz (24:2): 39.8333
Sequenz (24:3): 46.543
Sequenz (24:4): 45.3333
Sequenz (24:5): 38.3224
Sequenz (24:6): 43.0272
Sequenz (24:7): 38.1533
Sequenz (24:8): 39.6959
Sequenz (24:9): 63.1052
Sequenz (24:10): 64.1068
Sequenz (24:11): 64.1068
Sequenz (24:12): 63.9399

Sequenz (25:2): 39.3333
Sequenz (25:3): 42.1585
Sequenz (25:4): 42.3333
Sequenz (25:5): 36.7816
Sequenz (25:6): 37.9252
Sequenz (25:7): 35.3659
Sequenz (25:8): 39.527
Sequenz (25:9): 59.2654
Sequenz (25:10): 60.2671
Sequenz (25:11): 60.2671
Sequenz (25:12): 59.9332



Sequenz (21:13): 67.9466
Sequenz (21:14): 67.7796
Sequenz (21:15): 65.5684
Sequenz (21:16): 64.2504
Sequenz (21:17): 59.9671
Sequenz (21:18): 72.344
Sequenz (21:19): 89.1269
Sequenz (21:20): 90.4448
Sequenz (21:21): 100
Sequenz (21:22): 73.9703
Sequenz (21:23): 66.1157
Sequenz (21:24): 59.9671
Sequenz (21:25): 56.3427
Sequenz (21:26): 53.3773

Sequenz (22:13): 69.9499
Sequenz (22:14): 69.783
Sequenz (22:15): 66.2273
Sequenz (22:16): 65.2389
Sequenz (22:17): 61.285
Sequenz (22:18): 72.344
Sequenz (22:19): 73.3114
Sequenz (22:20): 73.1466
Sequenz (22:21): 73.9703
Sequenz (22:22): 100
Sequenz (22:23): 67.1074
Sequenz (22:24): 61.285
Sequenz (22:25): 57.0016
Sequenz (22:26): 54.0362

Sequenz (23:13): 74.7913
Sequenz (23:14): 74.4574
Sequenz (23:15): 73.0579
Sequenz (23:16): 71.5702
Sequenz (23:17): 64.4628
Sequenz (23:18): 64.0809
Sequenz (23:19): 67.438
Sequenz (23:20): 66.281
Sequenz (23:21): 66.1157
Sequenz (23:22): 67.1074
Sequenz (23:23): 100
Sequenz (23:24): 71.405
Sequenz (23:25): 59.6694
Sequenz (23:26): 54.5455

Sequenz (24:13): 64.1068
Sequenz (24:14): 63.9399
Sequenz (24:15): 63.3224
Sequenz (24:16): 62.5
Sequenz (24:17): 61.1842
Sequenz (24:18): 59.6965
Sequenz (24:19): 61.5132
Sequenz (24:20): 60.626
Sequenz (24:21): 59.9671
Sequenz (24:22): 61.285
Sequenz (24:23): 71.405
Sequenz (24:24): 100
Sequenz (24:25): 54.7697
Sequenz (24:26): 51.9737

Sequenz (25:13): 60.2671
Sequenz (25:14): 60.1002
Sequenz (25:15): 58.1015
Sequenz (25:16): 58.7171
Sequenz (25:17): 53.1148
Sequenz (25:18): 56.3238
Sequenz (25:19): 56.25
Sequenz (25:20): 56.8369
Sequenz (25:21): 56.3427
Sequenz (25:22): 57.0016
Sequenz (25:23): 59.6694
Sequenz (25:24): 54.7697
Sequenz (25:25): 100
Sequenz (25:26): 50.4039

Sequenz (26:2): 40.6667
Sequenz (26:3): 42.1585
Sequenz (26:4): 41.6667
Sequenz (26:5): 36.6174
Sequenz (26:6): 39.4558
Sequenz (26:7): 37.2822
Sequenz (26:8): 37.5
Sequenz (26:9): 54.2571
Sequenz (26:10): 54.9249
Sequenz (26:11): 54.9249
Sequenz (26:12): 54.591
Sequenz (26:13): 54.9249
Sequenz (26:14): 54.7579
Sequenz (26:15): 53.1915
Sequenz (26:16): 52.7961
Sequenz (26:17): 51.6393
Sequenz (26:18): 52.9511
Sequenz (26:19): 53.4539
Sequenz (26:20): 52.5535
Sequenz (26:21): 53.3773
Sequenz (26:22): 54.0362
Sequenz (26:23): 54.5455
Sequenz (26:24): 51.9737
Sequenz (26:25): 50.4039
Sequenz (26:26): 100




ABCEL Sequenzalignment

P.furiosus
P. abyssi
Methanocal
Haloarcula
Methanosar
Thermoplas
Pan troglo
Mus muscul
Canis fami
Homo sapie
Rattus nor
Gallus gal
Drosophila
Anopheles
ATRLI2
Oryza sati
Caenorhabd
Kluyveromy
Eremotheci
Saccharomy
Schizosacc
Neurospora
Plasmodium
Encephalit
Sulfolobus
Nanoarchae

CGIC
CGIC
CGIC
CGIC
CGIC
CGIC
CGIC
CGIC
CGIC

cERAC

isE 1CiG CgiC kkCPf a

1y
I nlP



P.furiosus
P. abyssi
Methanocal
Haloarcula
Methanosar
Thermoplas
Pan troglo
Mus muscul
Canis fami
Homo sapie
Rattus nor
Gallus gal
Drosophila
Anopheles
ATRLI2
Oryza sati
Caenorhabd
Kluyveromy
Eremotheci
Saccharomy
Schizosacc
Neurospora
Plasmodium
Encephalit
Sulfolobus
Nanoarchae

AKGEV--VFQOMGP
1 hry N F 1

Ipp gvg G NGiGKstalkIL g

PNGTGKSTAVKILA
PNGTGKETAUKILHGQLIPNLCEDND--suDNVI-AFRG
ONGIGKST\L TL AR PN

IENGIGKEINTAWR T 1.A)mYe PN RYGEEPSW

PiNe) (el S VOIRISETT, VBN FEQG - - KGDDTVLEHYZ2
ONGHGKINTENEIN T I SCak

ANGEGKSTALK T L1
ANGEGKSTALK T
ANGIGKETALK T LI
TNGIGKSEALKILR

€KQ
€KQ
€KQ

INNGIGKSTALK I LINGIe]
QNGIGKSTALKILRGKQ

INNGIGKISTALK I LINGIMBNPNE
TNGIGKSTALKILRGKV!PNL
TNGIGKSTALKILRGKQ
INNGIGKSTALK I LINGI]
TNGIGKSTALKILEGKQ

PN1lg frg elg yt

175
179
188
192
172
179
181
181
181
181
181
181
189
189
181
185
192
181
181
181
181
181
195
183
177
176



P.furiosus
P. abyssi
Methanocal
Haloarcula
Methanosar
Thermoplas
Pan troglo
Mus muscul
Canis fami
Homo sapie
Rattus nor
Gallus gal
Drosophila
gAnopheles
ATRLI2
Oryza sati
Caenorhabd
Kluyveromy
Eremotheci
Saccharomy
Schizosacc
Neurospora
Plasmodium
Encephalit
Sulfolobus
Nanoarchae

E

LIEG--RRSLDNLDEVLDTIEE
EIINKKDKFNQKDKYIAEH

K

* 260 * 280 * 300 *
NIAAALLRNAT - FY FlOIacErAms T
AIAAALLRKEH—FYFFDEPSSYLDI
ATAAAYLRNGD - IYFiais)abssisiwiln T
A\LVATLARDAD - FYFLIBJT TPyAMs I Go)
AIAACAARDEQ-FYFFDE SiZY1.DIRY0

ENALSKDVKECSGGELQKLRIGTTLEKE‘D—IYLFDE

EXKTDERGFLDELID

SKKDERHMKNLLCDT, QVLDRDVS‘LSGGELQRFRIAARAMEERD—VYMFDEPSEYLD

TRKHDNDNLNSVIDQME RGLLDREIDQLSGGELQRF”IAMCCVQK;D—VYMFDEPSSYLD

RLEKSKDDAKRYIDIIEQISKNVL REVS‘LSGGELQRFRIGMSCVQE‘D—VYMFDEPSSYLD ALT
LLKARMEKPEADVKMYIKIIEE QNVL1RDVS‘LSGGELQRF”IGMSCVQQ‘N—VYMFDEPSSYLD ALT
LLKERMEKSPEDVKRYIKILQ ENVLKEDIE LSGGELQRFRIGMSCVQERD—VYMFDEPSSYLD 20T
LIKARANNN--NFEEVMDHTDIEQONLL REVGHLSGGELQRF”IAAVATQ AD - VYM IBH=SiSh Ay T KOINIEKAGR

RHIYDEDVTLIESEANONEA T GTVCVQKED - VY MiaBENISISh ARy
VEDLSGGELQRFELLMSIIGQSTNVYMFDEPSSYLDI
EEMDQRQRKDYYIEKMC
TKIDERGKKDEVKELENMTNLWNKDANILSGGELQRLLVAASLLREED—VYIFDEPSSYLD RE|

——————————————————————————————— ELIKLDNPLLKEFGEDKILDEKIE IEEjele MO KT LI YASLSKEGD - VY T |30 TNEF|lB T RERIER

11 r 1SGGeLQr a a fDEpssyLD ¢R1

AEKE
MN!

KVIAR

FNAXRL
MTAARL
INVE

ARLV

MPA
VAL

a

RKNNENGNFDEVVSL EAAMY TGERIFNVSNTIV
DRKDETKTQAIVCQQ THLKERIVEDLSGGELQRF”CAVVCIQK;D—IFMFDEPSSYLD ANy T
DRKDETKTQAIVCQQ THLKERIVEDLSGGELQRFRCAVVCIQ AERREFDEPSSYT.D AN T
DRKDETKTQAIVCQQ THLKERIVEDLSGGELQRF‘CAVVCIQE;D—IFMFDEPSSYLD ANy T
DRKDETKTQAIVCQQ THLKEXNVED|ESIE& RO FACAVVCI QKD - T FMiIN=iSichqny AN T
DRKDETKTQAVVCQQ THLKERIVEDLSGGELQRF‘CAVVCIQE;D—IFMFDEPSSYLD ANy T
DRKDETKTQTVVCQQ THLKEXNVED|ESIE& RO FACAVVCI QKD - T FMiIN=iSichqny AN T
DKKDERELQTKICE SHIRDBIEIAQIESEEHNeNE/NTAMYCIQNED - T FMigBIH=Sish AN AL ThS
DKKDERKNQMEICDIL THIRDREIQ‘LSGGELQRFRCAMVCIQDGD—IFMFDEPSSYLD CIMTHhE
DQKDERDKKAELCAD QVIDIEDVE LSGGELQRF”IAVVAIQNME IR4UEDEPSSYT.D AQVV
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253
257
266
270
250
257
259
259
259
259
259
259
267
267
259
263
270
264
264
264
262
262
274
287
255
249



P.furiosus
P. abyssi
Methanocal
Haloarcula
Methanosar
Thermoplas
Pan troglo
Mus muscul
Canis fami
Homo sapie
Rattus nor
Gallus gal
Drosophila
Anopheles
ATRLI2
Oryza sati
Caenorhabd
Kluyveromy
Eremotheci
Saccharomy
Schizosacc
Neurospora
Plasmodium
Encephalit
Sulfolobus
Nanoarchae

320 * 340

IHNRIESEE - GKSVLYAAHZINEAVIRBVAEEIS T THV VM EEIZG V(€ T FSQIEKG T
I E-GKAVL\AZIBIRA VIR AESID V ITHVVMEEIZG V)€ T F SKIZKGTIR
R
R

400 * 420
E--IKFT-------- KTGERVEIERETLV

--IRFT-------- KLSERVDVERETLV
P--IIFE-------- KRAVIDFKNRPILL

--IEFE-------- EHAPRSASQGDVVI

--IRFE-------- VHPPREDAQFQSMV
P--IEFE-------- EKSSKRDKFEHILI
ASLVFK---VAET--ANEEEVKKMC
ASLVFK---VAET--ANEEEVKKMC
ASLVFK---VAET--ANEEEVKKMC
ASLVFK---VAET--ANEEEVKKMC
ASLVFK---VAET--ANEEEVKKMC
ASLVFK---VAET--ANEEEVKKMC
ESLTFK---VSES--ATEEEIKRMN
ESLTFK---VSES--ASEEEIKRTC
ESLTFK---VAETPQESAEEIQSYA
EKLTFR---VTES-TEEIVEGQTYQ
SKLSFKTSEQ------- QEDIKRTG
EALQFR- - - -MADAGDELEAD-ASR
EALQFR----LAEAGEELHSD-AMR
EALQFR----IADATEDLQNDSASR
EALTFR----LADASDEITAD-RTA
ESLTFR----IAEGTEEFIQE-KSR
ESLNFK---LATDQDATDEDKKRLH

————— KVV\ALIRNR T VIRBNAESID Y TH I Mp4€ V=S A€ TV SMIZKS Vi
EIMAEEEDRSMLIASISINEA TR i# AN INVANMETISGAFEV I TPIEKSTK
QEISK--DRAVLIAYHZINEA TIHBM ﬁ
QDIESK - - KKTVIVAYzINEA TIMBWIEADSVN I VI4€DIZGV){€T FSE|ZLSTNRANK
INSIETNP -DRY I TYAAZINRS VIMB)ASSiv F' T CCLM €
IHSIETINP - DRY I INAYzINIRS VIlB) AESiv F T CCL)Y€
INSIETNP -DRY I TYAAZINRS VIMB)ASSiv F' T CCLM €
IHSIETINP - DRY I INAYzINIRS VIlB) AESiv F T CCL)Y€
IHSIEINP -DRY I I)A%=1z1028S
INSIETINP -DRY I I\A%ZII8S
IHSIELHP - TKF I I)A%21z108S
INSIETHP - DKF I I\A%=1z1008S
INSIELRP -NSYVIVAAHZINES
IHSIELOP - KNYVINAYZINIES T ARy arsinY T CCL (€
IWERVSD - TNY VVAYSZIBIEA
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340
344
349
358
336
343
346
346
346
346
346
346
354
354
348
351
355
351
351
352
349
349
363
373
342
330



P.furiosus
P. abyssi
Methanocal
Haloarcula
Methanosar
Thermoplas
Pan troglo
Mus muscul
Canis fami
Homo sapie
Rattus nor
Gallus gal
Drosophila
Anopheles
ATRLI2
Oryza sati
Caenorhabd
Kluyveromy
Eremotheci
Saccharomy
Schizosacc
Neurospora
Plasmodium
Encephalit
Sulfolobus
Nanoarchae

*

* 480 * 500 * 520

TYPRLVKDYGSF--R| VEEETEG- - - -KIEWDLTVAY[E]Y KADYEGTE ILSKIDASKLNSNFYKTELLK
EYPRLVKDYGSF - - VEEETEG- - - -KVEWDLTVAY[NE]Y| KAEYEGTvYELLSKIDSSKLNSNFYKTELLK
SYSSMKKTLGDF - - VIKIZDEGEV - - IKEGDIKVEY:eIeY TPDYDGTV IMLSSITN--IHTSYYKSEIIN
EYPELQKSYGDGEES RLE|STAG- - - -EIDTSLDIAY|NEY EIDQPMRvDAFLASITDD FGSSYWNTEIAQ
SFNSFSKQYGDG-/3S EIKIEDEG- - - -DPGIEVKIEYINEY KADTPVSVQDFLRGITKR FGTSYYEVEIAN
TWTDIKKKLGDF--S VMNEDEG - - - - STSQNVKVEY[NO]Y| STDFKGT¥ IASALKDRAEDTYVKNEIFH
RLKIZDEG- - - -GEVPVLNV[ Y6 SPKSTGSV LHEKIRDAYTHPQFVTDVMK

RLKJZDEG- - - -GEVPVLNVE Y6 SPKSTGS¥ LHEKIRDAYTHPQFVTDVMK

RLKIZDEG- - - -GEVPVLNV[ Y6 SPKSTGSV LHEKIRDAYTHPQFVTDVMK

RLKJZDEG- - - -GEVPVLNVE Y6 SPKSTGS¥ LHEKIRDAYTHPQFVTDVMK

RLKIZDEG- - - -GEVPVLNV[ Y6 SPKSTGSV LHEKIRDAYTHPQFVTDVMK

RLT|SDEG- - - -GEVPILNVE YeE SPKSTGS¥ LHEKIRDAYTHPQFVTDVMK

NLQEDGE - - - -VELPMLN IE|Y]esle) SPKFQNHV LHDKIRDAYVHPQFIADVMK

NLEEDEES - - -EPLPVLN I YN0 SPKSQST¥ LHEKIRDAYIHPQFVADVMK

LLKIZEDDTEGPDREIPEFNV[E Y6 SPKFQNSV LHQKIRDSYMHPQFMSDVMK

RVKIZEDKVGDEEVDVPEYT YKPQELISKYSST¥ LFEKVPGSCTQAQFRSDVMK

SLKISEDEN - - - TELPHVS I[SY|e6) SPKSETTVRFMLHDKIQNMYEHPQFKTDVMN

AIPADDGQ- - - -DI PKLNVEMIL6E) PKFTGT¥ FFKRIRAQFLNPQFQTDVVK

AIAADDGK- - - -DI PKLNVEMieZ®) PKFPGTV FFKRIRAQFLNPQFQTDVCK

‘LKEDEGQ-—-—DIPKLN WIKPQ) PKFPGT¥ FFKKIRGQFLNPQFQTDVVK

TepwigN I CKWMAKNS - - - - - -~ - - - - - - DLKI[SMIeZeT! PKFQGTV FLKKIRAAFLNGKFQSEVCK

VLKIEDGTK- - - -RVPEMKIEMINOT TPKFEGT¥ FFKKIKAAFLSPQFQTDVVK

EEDNLES—LSFLESLS MKPQ) QAKFTGTV LMSKLKGLYNDPYFNNEITK

LIK|EDRGD- - - -EFTKLSY[E|LINE LPKYKGT¥ FMSKIRSSFMDQSFVNDVIK
EITADEGS---VTPEKQILEYINIORINFPNYDGT\QQYLENASKDALSTSSWFFEEVT

DFDVKPIEK------ KITIEYNYO)Y EPK—-EVTVRKLFEQMNPNYRNEFYDSLLIR

G Ng GKtTE lag P s KPQ i 1

439
443
448
458
435
442
447
447
447
447
447
447
455
456
453
456
457
452
452
453
441
450
467
474
444
427



* 540 *

* 580 * 600 * 620 *

P.furiosus GIIDLYBREVNEMSeEN @8N T AAT IHOINLAVSRAIRHLMEKNERGVALV)YElzIB LYV IDMVSBRLM EGEPGKYGRﬁLPPMGM : 543
P. abyssi GIIDLYIRNYEDIRSIE@INE@) AN T AAT] IHOINLAVSRAIRHLMEKNE Eiz VLU IDMVSIBERLIVAECESGRHGRALPIEMGM : 547
Methanocal QLEKLLIBREYREMSeEN @AV TANC TIADEKEAGMVDisis ILEFQDMISBRET SEEZGKFGVGSSIEMNK : 552
Haloarcula QLESVMEQQLTDLSGGEEQRV‘IAAC YAENHDAWAMV I DT YV I DLLABRI I\AIDE A KNGH PIEOGM : 562
Methanosar QLERIYESLLTEMSeEN @AV NTAAC FAENNQI@FAMVYDIigB I YU IDMLSQRLL\AJEEKIZSVYGELHGIFFSM : 539
Thermoplas VMENTKEGVALVYDISIN I YLIDLISESLINVISEEIZGSHGASDGIFMDM 546
Pan troglo RIZNAIN K TAE DSKNTVFNNS IZBOTL : 551
Mus muscul SF I LHAKGGVAND D¢ PSKNTVRNSPQTL 551
Canis fami NE T LHAKIGVAG DGEPSKNT ANSIEQTL 551
Homo sapie SF I LHAKGGVAND DG¥PSKNT ANSIHQTL 551
Rattus nor SEF T LHAKRGRAND DEVIZSKNTVIANSIZQOTL 551
Gallus gal RIZNNAEENIKTAE D¢ PSKNTVRNSPQTL 551
Drosophila NYILHAKIGE EGQPSVKTT“FSPQSL 559
Anopheles HYTILHAKI@E EGQPSVDTTEHTPQSL 560
ATRLI2 NF I LHAKGGVAD EGQPSIDCT“NCPQSL 557
Oryza sati RIZNNMSINSKTAE E€KIZSVDCINNAIFEPL 560
Caenorhabd NE ITMHAKIGVAS EGQPSVKCT“C IZ0SL, 561
Kluyveromy 1HOINT TCSKVIREEFILHNK @A T DGIPSKQAFR"PESL 556
Eremotheci HOINT ITCSKVIREFILHN EETIZSKNAYARTIFESL 556
Saccharomy 1HOINT TCSKVIREEFILHNK GG T E¢TIESKNAHARAIESL 557
Schizosacc HOT TASKVIRIEFIVNS EEQIZSRDARCNPIEQSL 545
Neurospora FIMHAKGPAD T DEeKIZGIDAHANKIEESL 554
Plasmodium FILNTN @ T DGQAGVNTV“NTPQTL 571
Encephalit FIYSN QEEIZGVSSVIAS PIgMGL 578
Sulfolobus SVTRERKAVT|ZI IDIELSITHDMIA {EESEKAGLATSIZVTL 549
Nanoarchae LKERSLMETIINSTAFMYTIZERNVRIARAIRNI IKEKGIHA E€E SKYGKEN I3LPI 531
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P.furiosus
P. abyssi
Methanocal
Haloarcula
Methanosar
Thermoplas
Pan troglo
Mus muscul
Canis fami
Homo sapie
Rattus nor
Gallus gal
Drosophila
Anopheles
ATRLI2
Oryza sati
Caenorhabd
Kluyveromy
Eremotheci
Saccharomy
Schizosacc
Neurospora
Plasmodium
Encephalit
Sulfolobus
Nanoarchae

TfRrd

RPR Nk
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DINEQ KRvAG(E

* 680

EKEEMYYIA-

IBR|HOINAREENYYA - -

EKEEMYYVDE
INAEEMYYAP -

ESENMYYSAKD----

EENRMYYA- -
KSENMFFLDD
KSENMFFLDD
KSENMFFLDD
KSENMFFLDD
KSENMFFLDD
KSENNFFLDD

RSEQFFFLEDEACN-

RAEQMFFYEE
SAESNMYYLDD
(Y]

YYLEY

KSEQFFFLDDN- - - -
SSENMFFLDHNGV - -
LSENMFFLDTASV- -
SSENMFFLDNTGI - -

INAENMFFLEN

LSENMFFLDDPEKSS

LNETMFIIDE
ENNQMFES - -

LYY ---

D eQkK gy

EREDYYSMVLSTQ——

590
593
600
609
588
592
599
599
599
599
599
599
611
608
605
608
610
607
607
608
593
607
619
624
600
574
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