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Zusammenfassung

CO-Dehydrogenasen katalysieren die Oxidation von CO mit H ,0 zu CO,, 2H" und 2e". Es
sind Mo- und Ni-haltige Formen bekannt, die keinerlei Ahnlichkeit auf der Ebene der

Primirstruktur, sowie in der Zusammensetzung ihrer Kofaktoren besitzen.

Mo-haltige CO-Dehydrogenase wird in die Enzym-Familie der Molybdin-Hydroxylasen

eingeordnet und teilt neben einer ausgepragten Homologie auf Primirstruktur-Ebene auch

die Zusammensetzung der Kofaktoren mit den meisten Enzymen dieser Familie. Zu den

Molybdin-Hydroxylasen gehoren eukaryontische und bakterielle Enzyme wie Xanthin-

Oxidase/-Dehydrogenase und Aldehyd-Oxidase.

Mo-haltige CO-Dehydrogenase ist als ein Molybdo-Eisen-Schwefel-Flavoprotein bekannt.

Die Kiristallstruktur der CO-Dehydrogenase ist sowohl die erste Struktur einer CO-

Dehydrogenase, wie auch das erste Molybdo-Eisen-Schwefel-Flavoprotein, dessen Struktur

kristallographisch bestimmt wurde. Die Strukturbestimmung geschah unter Verwendung von

Pattersonsuch- und MAD-Techniken. Die Charakterisierung der atomatr/nahe atomar

aufgelosten Strukturen verwendete die Kristalltransformation auf dem  free-mounting system zur
Optimierung der Diffraktionsqualitit der Kristalle.

Die Kiristallstruktur der Mo-haltigen CO-Dehydrogenase von  Oligotropha carboxidovorans wurde
zu einer Auflésung von 1.09 A fiir das 277 kDa Protein bestimmt und besteht aus einem

Dimer aus Heterotrimeren (LMS) ,. Dabei trigt jede Untereinheit eine Art von Kofaktor. Die
L-Untereinheit ist das Molybdoprotein und beherbergt das aktive Zentrum. Die M-

Untereinheit ist ein Flavoprotein, welches ein nichtkovalent gebundenes FAD-Molekiil trigt.

Die S-Untereinheit ist das Eisen-Schwefel-Protein und trigt zwei spektroskopisch

unterscheidbare [2Fe-2S]-Zentren.

Das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase besteht aus einem neuartigen Cu(I)- und

Mo(+VI/+1V)-haltigen zweikernigen Cluster, welcher tber einen H-Sulfido-Liganden
verbriickt ist. Mo ist dabei verzerrt tetraedrisch von funf Liganden umgeben, wobei die

Dithiolen-Gruppe tber einem Scheitelpunkt des Tetraeders sitzt. Neben den beiden

Dithiolen-Schwefeln ist Mo von einem Oxo-, einem Hydroxo- und einem Sulfido-Liganden

umgeben. Cu(I) ist vom H-Sulfido-Liganden und Sy von Cys 388 verzerrt linear koordiniert.
Dieser mit MAD-Methoden entdeckte Cluster ist der erste bekannte Mo- und Cu-haltige

Cluster in einem Enzym und widerspricht der Bezeichnung der Molybdopterin-haltigen

Enzyme als mononuclear molybdenum enzgymes, welche zur Abgrenzung gegen die mehrkernigen

Mo-haltigen Nitrogenasen gewihlt wurde (Hille 1996).



Kristallographische Studien zum Reaktionsmechanismus dieses Clusters beinhalten die
Charakterisierung der oxidierten, der anoxisch CO-, H ,- und Dithionit-reduzierten, der CN -
inaktivierten und der n-Butylisonitril-(nBIC)-gebundenen Formen des Enzyms bei

Auflésungen im atomaren und nahe atomaren Bereich.

Ein auf der Basis dieser Ergebnisse entwickelter Reaktionsmechanismus basiert aul3erdem auf
der Analogie des nBIC-gebunden Zustandes mit einem mdglichen Intermediat der CO
Oxidation, sowie der bekannten Chemie von Cu(l)-Komplexen. Dabei findet die Bindung
und Aktivierung des Substrats CO am substitutionslabilen Cu(I)-Komplex statt, und fithrt zur
Offnung des Clusters. Diese Offnung resultiert in einer Destabilisierung des oxidierten
Mo(+VI) mit folgender Reduktion des Mo und der Ausbildung einer ,spectator-oxo®-

Dreifachbindung am Mo.

Der entworfenene Reaktionsmechanismus kann ebenfalls die Aktivierung und Oxidation von

H, am [CuMo]-Cluster erklaren.

Aufgrund der hohen Konservierung der direkten Mo-Umgebung erscheint es wahrscheinlich,
daB auch andere Mitglieder der Molybdan-Hydroxylase-Familie die Destabilisierung, sowie
die Ausbildung eines ,,spectator oxo*“-Liganden zur Stabilisierung des Ubergangszustandes
nutzen werden.

Neben der Struktur der CO-Dehydrogenase von O. carboxidovorans wurde ebenfalls die
Struktur des Enzyms aus Hydrogenophaga psendoflava bestimmt. Die unter Mo-Mangel im
Wachstumsmedium von H. pseuadoflava synthetisierte inaktive CO-Dehydrogenase beinhaltet
statt des Molybdopterin-Cytosin-Dinukleotid Kofaktors (MCD) nur Cytosin-Diphosphat.
Aktive und inaktive Struktur wurden kristallographisch zu Auflsungen von 2.25-2.35 A
bestimmt. Die Mo-enthaltenden Formen der CO-Dehydrogenase-Strukturen aus beiden

Organismen sind sich sehr dhnlich.

Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht bzw. sind zur Verdffentlichung vorbereitet:

Dobbek, H., L. Gremer, O. Meyer, R. Huber (1999). “Crystal structure and mechanism of CO-
Dehydrogenase, a molybdo iron-sulfur flavoprotein containing S-selanylcysteine.” Proc. Nat.
Acad. Sc. USA 96(16): 8884-9.

Dobbek, H., L. Gremer, O. Meyer, R. Huber (1999).“ Crystal structure of CO dehydrogenase, a
molybdo iron-sulfur flavoprotein containing S-selanylcysteine. ]. Inorg. Biochem. 74: 116.

Dobbek, H. L. Gremer, R. Kiefersauer, O. Meyer, R. Huber. “Functional architecture of the
novel binuclear [CuMo]-cluster in CO Dehydrogenase at 1.1 A resolution” in preparation.

Dobbek, H., L. Gremer, O. Meyer, R. Huber. “Carbon Monoxide Dehydrogenase” Handbook of
Metalloproteins, ed. K. Wieghardt, R. Huber, T.L. Poulos & A. Messerschmidt. John Wiley &

Sons, in press.
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Dehydrogenase from Ofigotropha carboxidovorans. Flavins und Flavoproteins 1999: Proceedings of
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Molybdenum in Hydrogenophaga pseudoflava on the Crystallographic Structure of the Seleno-
Molybdo-Iron-Sulfur Flavoenzyme Carbon Monoxide Dehydrogenase .”  ]. Mol. Biol. 301(5):
1221-1235.
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Soulimane, R. Huber (2000). “A novel free-mounting system for protein crystals: transformation
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Summary

CO-dehydrogenase catalyzes the oxidation of CO with H ,O yielding CO,, 2H" und 2 e". Mo-
und Ni-containing species are known und show no resemblance in their amino acid

sequences or cofactor composition.

Mo-containing CO-dehydrogenase has been grouped in the enzyme family of molybdenum
hydroxylases und exhibits in addition to a marked sequence homology, also a common
cofactor composition with most of these enzymes. The family of molybdenum hydroxylases
comprises eu- und prokatyotic enzymes like xanthine oxidases/dehydrogenases und aldehyde
oxidase.

Mo-containing CO-dehydrogenases are known as molybdo-iron-sulfur-flavoproteins

The determined crystal structure of the Mo-containing CO-dehydrogenase is the first
structure of a CO-dehydrogenase as well as the first structure of a molybdo-iron-sulfur-
flavoprotein. The structure has been determined employing Patterson-search techniques und
MAD techniques. The charactetization of the atomical/near atomical tesolved structures has
been enabled through crystal transformation on the free-mounting system for the
optimization of diffraction quality.

The crystal structure of the Mo-containing CO-dehydrogenase from Oligotropha carboxidovorans
has been determined to a resolution of 1.09 A for the 277 kDa enzyme und is built up by a
dimer of heterotrimers (LMS),. Each subunit carries one type of cofactor. The L subunit is
the molybdoprotein und harbours the active site. The M subunit is the flavoprotein, carrying
a non-covalently bound FAD molecule. The S subunit is the iron-sulfur protein und carries
two spectroscopically distinguishable [2Fe-2S]-Clusters.

The active site of CO-dehydrogenase consists of a novel Cu(l)- und Mo(+VI/+IV)-
containing binuclear cluster, bridged by a M-sulfido ligand. The five ligands around Mo form
a distorted tetrahedral geometry with the dithiolene sulfurs straddling over one vertex of the
tetrahedron. In addition to the two dithiolene sulfurs, Mo is ligated by one oxo-, one
hydroxo- und one sulfido-ligand. Cu(I) is coordinated by two ligands in a distorted linear
geometry, the P-sulfido ligand und Sy of Cys 388. The cluster has been discovered by MAD
methods und is the first Mo- und Cu-containing cluster found in an enzyme. Its existence
contradicts a central dogma of molybdopterin containing enzymes, reflected in their name

mononuclear molybdenum engymes in contrast to the polynuclear Mo-containing nitrogenases

(Hille 1996).
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Crystallographic studies on the reaction mechanism of CO oxidation comprises the
characterization of the oxidized, anoxygenically CO-, H ,- und dithionite reduced, CN -
inactivated und an n-butylisonitril (nBIC) bound state of the enzyme at resolutions in the
atomic/near atomic range.

A reaction mechanism developed on the basis of these results is based on the analogy
between the nBIC bound state und a possible intermediate of CO oxidation, as well as on the
known chemistry of Cu(I) complexes. Binding und activation of the substrate occurs at the
substitution-labile Cu(I) complex, leading to the opening of the cluster. This opening results
in the destabilization of oxidized Mo(+VI) with the subsequent reduction of Mo und the
formation of a ,,spectator oxo“*-triple bond at Mo.

This reaction mechanism can also explain the activation und oxidation of H , at the [CuMo]

cluster.

Because of the remarkable conservation of the direct Mo environment it appears likely, that
the destabilization of oxidized Mo together with the formation of a ,,spectator oxo* triple
bond for the stabilization of the reaction intermediate is also used by other members of the
molybdenum hydroxylase family.

In cases of Mo-shortage or -depletion in the growth media Hydrogenophaga psendofiava
synthesizes an inactive CO-dehydrogenase containing cytosin diphosphat instead of the
molybdopterin-cytosin  dinucleotid cofactor, which has been determined by X-ray
crystallography together with the active form. The Mo-containing structures of the two

carboxidotrophic bacteria are highly similar.



10

Einleitung

Molybdoenzyme

Molybdin ist das einzige Element der zweiten (4d)-Ubergangsreihe des Periodensystems mit
bekannter biologischer Funktion. Dies erklirt sich aus seiner guten Bioverfiigharkeit, sowie aus
seiner Eignung zur Zweielektronen-Reduktion. Obwohl in der Erdkruste selten anzutreffen, ist
Mo in seiner stabilsten, sechswertigen Form als Molybdat(+VI) bei pH 7 in Wasser gut 16slich
(Kaim und Schwederski 1995) . Die Oxometallate des schwereren Homologen Wolfram, wie auch
die Oxide der links vom Molybdin im Periodensystem stehenden Niob, Tantal, Zirconium und
Hafnium sind dagegen bei pH 7 kaum l6slich. Der Tendenz von Molybdin, bei niedrigeren
Oxidationsstufen als +VI in wissrigen Losungen Cluster zu bilden, kénnen die Proteine als
vielzahnige Chelatsysteme entgegenwirken und damit die biochemisch gut nutzbaren
Redoxpotentiale zwischen Mo(+VI)/(+V)/(+1V) von etwa —300 mV verwerten.

Verbreitet sind Molybdoproteine zumeist in Organismen aus mesophilem und thermophilem
Habitat. Vergleichbare Enzyme aus Organismen hyperthermophiler Lebensbereiche nutzen statt
Molybdin meist Wolfram als Bestandteil des aktiven Zentrums, was sich durch die bessere
Léslichkeit der Sulfidowolframate, sowie das negativere Redoxpotential der Uberginge zwischen
sechs-, funf- und vierwertiger Form erkliren 1a3t (IKKaim und Schwederski 1995).
Molybdoproteine besitzen hidufig weitere redoxaktive Kofaktoren, neben Molybdin werden
Eisen-Schwefel-Zentren, Him-Gruppen und Flavinadenindinukleotid (FAD) gefunden, mit
denen zusammen es die kontrollierten Zweielektronentiberginge und Sauerstofftransfers vom
Substrat zu raumlich getrennten Einelektrontbertrigern, wie Cytochromen oder Ferredoxinen
katalysieren kann. Gegeniiber einigen anderen Elementen scheint sich die Verfiigbarkeit von
Molybdin antagonistisch zu verhalten, dies gilt uv.a. fiir Kupfer in Gegenwart von Sulfid-Ionen
(O'Dell Boyd 1997), sowie in einigen Fillen auch fir Wolfram.

Man findet Molybdin in Enzymen in zwei Grundformen: a.) als Bestandteil des mehrkernigen
aktiven Zentrums von Nitrogenasen, sowie b.) in den einkernigen Zentren von
Oxomolybdinenzymen, die deshalb auch einkernige Molybdinenzyme genannt werden (Hille
1996). Von diesen Oxomolybdinenzymen sind inzwischen mehr als 30 verschiedene Arten
bekannt, deren katalysierte Reaktionen im globalen Schwefel-, Stickstoff- und Kohlenstoffzyklus

wichtige Rollen spielen (Hille 1996).
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Die ,.einkernigen‘ Molybdoenzyme

Die einkernigen Oxomolybdidnenzyme werden aufgrund der katalysierten Reaktionen, der
Sequenzhomologien, des Vergleichs der Untereinheiten- bzw. Dominen-Strukturen, der Kristall-
Strukturen sowie EPR- und EXAFS-

spektroskopischen Eigenschaften in Hydroxylasen und Oxotransferasen unterteilt (Hille 1996).
Wahrend als Hydroxylasen eine relativ homogene Gruppe von Enzymen bezeichnet werden, die
neben ihrer Kofaktorzusammensetzung auch eine dhnliche Aminosiduresequenz auszeichnet,
werden die Oxotransferasen weiter in die DMSO-Reduktase und die Sulfit-Oxidase Familie
untergliedert. Die DMSO-Reduktase Familie umfa(3t bakterielle Enzyme wie die dissimilatorische
Nitrat- sowie die DMSO-Reduktase, wihrend die Sulfit-Oxidase Familie eukaryontische Enzyme
wie die Sulfit-Oxidase und die assimilatorische Nitrat-Reduktase umfa3t. Die echten
Oxotransferasen, wie die Enzyme der DMSO-Reduktase Familie und der Sulfit-Oxidase Familie
auch genannt werden, katalysieren den Transfer eines Sauerstoffatoms von bzw. zu einem
verfiigharen Elektronenpaar des Substrats.

Im Laufe der letzten fiinf Jahre wurden zahlreiche einkernige Molybdidnenzyme kristallographisch

aufgeklirt (Abb.1).

Einkernige Molybdan-haltige Enzyme

|
l l l

Sulfit-Oxidase Xanthin-Oxidase DMSO-Reduktase
Familie Familie Familie
(LMoO,) (LMoOS) (L,MoX)
CODH /

Abbildung 1: Molybdoenzyme. Von links nach rechts. Sulfit-Oxidase (SO) (Kisker, Schindelin et al. 1997), CO-
Dehydrogenase (CODH) (Dobbek, Gremer et al. 1999), Aldehyd-Oxidoreduktase (MOP) (Romao, Archer et al.
1995), DMSO-Reduktase (DMSOR) (Schindelin, Kisker et al. 1996), Formiat-Dehydrogenase (FDH) (Boyington,
Gladyshev et al. 1997), TMAO-Reduktase (Dos Santos, Iobbi-Nivol et al. 1998).
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Es wird erwartet, dal die Mitglieder der einzelnen Familien dhnliche Kofaktoren bzw. aktive

Zentren (Abb.2) besitzen.

ﬁ ﬁ 0 OSer (SCys)
S— Mo—©H, S— Mo— SCys \\ e (SeCys)
Qs/ \O QS/ AN S—— Mo—S
Xanthin-Oxidase Sulfit-Oxidase DMSO-Reduktase
Familie Familie Familie

Abbildung 2: Die drei Hauptfamilien der einkernigen Molybdoproteine ( n. (Hille 1996)). Die drei Familien
der einkernigen Molybdoproteine werden nach den von ihnen katalysierten Reaktionen, Sequenzhomologien und
vermuteten Mo-Liganden eingeteilt.

Struktur des Molybdopterin-Kofaktors

Die dreidimensionale Struktur des Mo-Molydopterin Kofaktors (Abb.3) konnte 1995 mit der

Struktur der Aldehyd-Oxidoreduktase von Desulfovibrio gigas (Romao, Archer et al. 1995) zum
erstenmal gezeigt werden. Die trizyklische Ringstruktur wurde zuvor schon in der Struktur eines

Wolfram-haltigen Enzyms, der Aldehyd-Oxidoreduktase aus Pyrococcus furiosus entdeckt (Chan,
Mukund et al. 1995). In allen nun bekannten Enzymen hat der Molybdin-Kofaktor die gleiche

Struktur, bestehend aus einem Organometallo-Komplex aus Molybdin und einem Pterin-Detivat.

Beide liegen in der Molybdin-Hydroxylase und Sulfit-Oxidase Familie in einer 1:1 Stéchiometrie

vor. Das Pterin ist ein 2-Amino-4-Hydroxy-Pteridin mit einer C ,-Alkyl-Seitenkette an der
Position 6. Der Pyran-Ring wird dabei formal durch die Kondensation der 3“-OH-Gruppe der
C,-Seitenkette des Pterin-Rings mit dem C7-Atom des Pterin-Nukleus gebildet. Die Position C1°

und C2" des Pyran-Rings sind sp’-hybridisiert und tragen in cis-Konfiguration je einen Schwefel-
Liganden. Die Schwefel dieser Dithiolenfunktion komplexieren das Molybdin-Ion. Die C4‘-

Phosphat-Gruppe bildet mit der 5°-Phosphat-Gruppe des 5-CMP im Molybdopterin-Cytosin-

Dinukleotid (MCD) Kofaktor eine Pyrophosphat-Briicke aus (Romao, Archer et al. 1995)
(Huber, Hof et al. 1990).
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Abbildung 3: Struktur des Mo-gebundenen Molybdopterin-Kofaktors. Zusitzlich zur Pterin-Grundstruktur
findet man den Pyranring, der die Mo-koordinierende Dithiolen-Gruppierung trigt. Die Bezeichnung
Molybdopterin-Kofaktor bezieht sich nur auf die organische Komponente des aktiven Zentrums.

Der an die Phosphat-Gruppe des Molybdopterins gebundene Rest unterscheidet sich in den
Familien, wie auch in den Enzymen, abhingig vom Organismus aus dem sie isoliert wurden.
Wahrend Enzyme aus eukaryontischen Systemen den Kofaktor in der oben dargestellten Form
besitzen (R=H) (Abb.3), kann man in prokaryontischen Systemen auch die Dinukleotide von
Guanin, Cytosin, Adenin oder Hypoxanthin finden.

Der Trizyklus ist deutlich nicht planar, sowohl im zentralen Pyrazinring als auch im Pyranring.
Der Pyranring befindet sich in einer half-chair Konformation, die deutlich von der Ebene des
Pterinsystems abweicht und ist gegentiber der Ebene des Pterinsystems um ~30-60° geneigt.
Obwohl die biochemische Bedeutung des Kofaktors nicht vollstindig verstanden ist, stabilisiert
er offensichtlich die Proteinkonformation und kann an der Weitergabe von Elektronen an andere
Kofaktoren beteiligt sein. Die konformationelle Flexibilitit des Kofaktors erlaubt zudem die
Modulation des Redoxpotentials des Molybdinions durch die relative Lage der Dithiolen-

Liganden zum Molybdin.

Molybdin-Hydroxylasen

Die Enzyme der Xanthin-Oxidase/-Dehydrogenase Familie

Die Xanthin-Oxidase Familie beinhaltet Enzyme wie CO-Dehydrogenase, Xanthin-Oxidase/-
Dehydrogenase, Aldehyd-Oxidoreduktase, Nikotinat-Dehydrogenase, 6-Hydroxy-nikotinat-
Dehydrogenase, Nikotin-Dehydrogenase, Chinolin-2-Oxidoreduktase, Isochinolin-1-
Oxidoreduktase, Chinolin-4-carboxylat-2-Oxidoreduktase, Chinaldin-4-Oxidoreduktase,
Chinaldinsdure-4-Oxidoreduktase, Picolinat-Dehydrogenasen und ( 2R)-Hydroxy-carboxylat-
Oxidoreduktase. Diese Enzyme katalysieren im allgemeinen Hydroxylierungen gemil3 der
Reaktion R-H + H,O -> R-OH + 2 H" + 2 ¢), wobei sie, anders als z.B. Mono- und

Dioxygenasen, Wasser als Sauerstoffquelle nutzen (Hille 1996). Die Reoxidation des reduzierten
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Enzyms kann durch O, als Oxidationsmittel erfolgen, wobei Peroxid oder Superoxid produziert

werden.

Die katalytische Reaktion kann aus der Perspektive des Enzyms in zwei Halbzyklen

unterschieden werden. In der reduktiven Halbreaktion nimmt Mo zwei Elektronen auf, wihrend

das Substrat hydroxyliert wird. Die anschlieBende oxidative Halbreaktion besteht aus dem

Transfer der Elektronen iiber die weiteren Kofaktoren zu einem externen Redoxpartner und

fihrt zur Wiederherstellung des aktiven Zentrums.

Die Molybdinhydroxylasen besitzen als prosthetische Gruppen typischerweise neben dem

Molybdopterin-Kofaktor, zwei spektroskopisch unterscheidbare [2Fe-2S]-Cluster sowie FAD.

Einigen Enzyme wie z.B. der Aldehyd-Oxidoreduktase von D. gigas (Romao, Archer et al. 1995)
fehlt die Flavindomine, bzw. Flavin-Untereinheit, die Xanthin-Dehydrogenase aus — Veionella
atypica besitzt dagegen nur einen [2Fe-25]-Cluster (Gremer und Meyer 1996). Wihrend
eukaryontische Mo-Hydroxylasen aus einem Polypeptid-Strang pro Monomer bestehen, besitzen

viele der prokaryontischen Hydroxylasen, bei dhnlicher Gesamtgrosse, eine Untereinheiten-

Struktur, die maximal drei Untereinheiten pro Monomer umfassen (Hille 1996).

Die Zuordnung von Molybdoenzymen zur Xanthin-Oxidase Familie wird meist aufgrund von

Sequenzhomologien, oder wo diese fehlen, nach ihrer Reaktivitit gegeniiber Cyaniden

durchgefihrt. Die Inaktivierung durch Cyanid-Ionen wird auf die Bildung von Thiocyanat-

Anionen zurtickgefiihrt (Bray 1975; Coughlan, Johnson et al. 1980), die aus der Reaktion von
Cyanid mit einem Sulfido-Liganden des Molybdins entstechen. Dementsprechend gilt das

Vorhandensein dieses Sulfido-Liganden als Merkmal der Xanthin-Oxidase Familie und seine

Prisenz als essentiell fiir die Katalyse.

Kupferproteine

Kupfer in der Natur

Kupfer wird in zahlreichen biologische Systemen gefunden, wo es sowohl von struktureller wie
katalytischer Bedeutung sein kann und als Cu(I/1I) auftritt.

Kupfer tritt in allen biologischen Reichen (Archden, Bakterien und Eukaryonten) auf. Aufgrund
seiner chemischen Eigenschaften, wie auch dem Vorkommen des Elements, kann man schlie3en,
daBl Kupfer erst spit, nach der Oxygenierung der Atmosphire seine heute bekannte biologische

Bedeutung erlangte (da Silva und Williams 1994).
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Kupfer in Katalyse und Flektronentransport

Kupfer wird in vielfiltigen Enzymen gefunden, die, nach bisherigem Wissen, ausschliefSlich auf
Reaktionen mit molekularem Sauerstoff oder Stickoxiden als Substrat oder Elektronenakzeptor
beschrinkt sind (Messerschmidt 1998).

Fir die Koordination von Kupfer werden unterschiedliche Geometrien gefunden, wobei die
Anzahl, wie auch die Natur der Liganden von der Oxidationsstufe des Metalls abhingt. Nach
dem HSAB-Konzept von Pearson sollte dabei das weichere Cu " weiche Liganden wie Schwefel-
Ionen oder die Aminosiuren Cys, bzw. Cys ~und Met bevorzugen. Das hirtere Cu ** wird dagegen
bevorzugt von Sauerstoff- oder Stickstoff-Atomen oder -Ionen koordiniert. Im Falle geringer
sterischer Hinderung ist die bevorzugte Koordination von Cu " eine tetraedrische Anordnung,
trigonal planare und lineare Koordinationen sind moglich, aber selten. Liganden um Cu **
bevorzugen dagegen eine quadratisch-planare Anordnung, wobei aber auch verzerrt tetraedrische,
quadratisch pyramidale und verzerrt oktaedrische Geometrien gefunden werden (Messerschmidt
1998).

Kupfer kommt in homometallischen, wie heterometallischen Zentren vor. Klassische

Homometallzentren sind dabei:

(Met) HN N~

\S’CH3 /E( \%N\Cu/ =
/) wvet HN OX $

C \%N 3 =N
N S N=

HN&N/ - NZ S //Cu\ /k( (52,0) )Q/NH
\§< /S >Q/ HN&N/ NANH HN\%“
\§< )Q/ “cu
(Cys) = / \NANH
HN \/z
Typ-| Typ-II Typ-lI

Abbildung 4: Klassische Kupferzentren (nach (Kaim und Schwedetski 1995)). Neben den drei hiufig
vorkommenden, klassischen Kupferzentren gibt es weitere mehrkernige Zentren.

Mehrkernige Zentren

Mehrkernige Metallzentren findet man sowohl in den aktiven Zentren von Enzymen als auch zur
Strukturgebung und im Elektronentransport von Proteinen. Wihrend ihre Rolle im
Elektronentransport als teilweise verstanden gelten kann, ist ihre Bedeutung in der Katalyse in
den meisten Fillen unklar. Auffallend ist das Vorkommen von mehrkernigen Ubergangsmetall-
Zentren wo es um die Aktivierung und redoxkatalytische Umsetzung kleiner Molekiile wie

molekularem Stickstoff (N ,) in Dinitrogenasen (Kim, Woo et al. 1993), molekularem Wassertoff
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(H,) in Hydrogenasen (Volbeda, Charon et al. 1995) (Peters, Lanzilotta et al. 1998), molekularem
Sauerstoff (O,) in Cytochrome ¢ Oxidasen (Tsukihara, Aoyama et al. 1996) und Kohlenmonoxid
(CO) in Kohlenmonoxid-Dehydrogenasen (CO-Dehydrogenasen) geht.

RKupfer-haltige Zentren

Kupfer-haltige Proteine enthalten neben einkernigen Typ-1 und Typ-2 Zentren (Abb.4) auch
mehrkernige Cu-Zentren, bei denen die homonuklearen Zusammensetzungen dominieren.
Bekannte mehrkernige Zentren sind z.B. das Typ-3 Cu-Zentrum mit zwei Cu(I)-Ionen, die
antiferromagnetisch gekoppelt sind, sowie das violette Cu ,-Zentrum der Cytochrom-c-Oxidase
und N,O-Reduktase mit delokalisiertem, gemischtvalentem Cu(1.5)/Cu(1.5) System (ebenfalls

antiferromagnetisch gekoppelt). Diese Zentren werden durch Atome naher Aminosiuren wie

dem Sy von Cystein Resten verbriickt.

Ein bekanntes heteronukleares Cu-haltiges Metallzentrum, das Cu ,-Fe,..; Paar im aktiven
Zentrum der Cytochrom-c-Oxidase besteht aus einem antiferromagnetisch gekoppelten Cu in 4.5

A Distanz von Fe,,. Die Zuordnung eines Briickenliganden in diesem Zentrum ist nicht
eindeutig, doch ein unterschiedlich stark protoniertes, teilweise ungeordnetes Oxid-Ion wird als

Bestandteil der meisten hochaufgelosten Zentren beschrieben. Ein heteronukleares Zentrum

besitzt ebenfalls die Cu-, Zn-haltige Superoxid-Dismutase, in der die beiden Metallzentren iiber

einen Hist-Rest verbriickt sind. Kirzlich wurde die Existenz eines weiteren heterometallischen

Mo- und Cu-haltigen Clusters auf der Basis spektroskopischer Untersuchungen (EXAFES)

vorgeschlagen (George, Pickering et al. 2000), dessen Funktion allerdings unklar ist. Eine

Beteiligung am Elektronentransport erscheint wahrscheinlich.

Eisen-Schwefel-haltige Zentren

Eisen-Schwefel-Proteine werden zumeist fiir FEinelektronen-Ubertragungen bei negativem
Redoxpotential genutzt, konnen aber auch eine redox- oder nichtredoxkatalytische Funktion
haben. Die Sulfid- und Eisen-lonen sind aus Ferredoxinen reversibel extrahierbar und das

2 ..
3% tekonstituiert werden.

verbliebene Apoenzym kann mit externem S * und Fe
Thr Vorkommen in hyperthermophilen und anaeroben Organismen sowie ihr niedriges
Redoxpotential lassen auf eine wichtige Rolle von Fe/S-Clustern in der frihen Evolution
schlieBen, in Reaktionen, die am Beginn des chemolithoautotrophem Stoffwechsels gestanden
haben konnten.

Fe liegt in einer verzerrt tetraedrischen Koordination mit vier Schwefelatomen vor.

Die Fe-Atome haben dabei aufgrund der um die Halfte
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verringerten Ligandenfeld-Aufspaltung in der Tetraedersymmetrie gegentiber derjenigen in der

Oktaedersymmetrie durchgingig high-spin Konfiguration.

Cys S (Cys
(Cys)s wSu (Cys)
Fe\S /Fe\

(Cys) S S (Cys)

Abbildung 5: [2Fe-2S]-Zentrum. Jedes der beiden Fe-Ionen ist verzerrt tetraedrisch von vier Schwefel-Liganden
umgeben.

Der einfachste Fe-haltige Cluster ist der [2Fe-2S]-Cluster (Abb.5) mit verbriickenden H,-Sulfid-
Tonen, die auch als anorganischer oder siurelabiler Schwefel bezeichnet werden.

Aufgrund der elektrostatischen und strukturellen Asymmetrie sind die beiden Fe-Atome nicht
dquivalent. Die Reduktion des Clusters fihrt von einem Fe(IIl)/Fe(III)-System zu einem
Fe(III)/Fe(II)-System mit lokalisierten Ladungen. Mossbauer-, NMR- und ESR-spektroskopische
Untersuchungen legen eine Beschreibung mit lokalisierten Valenzen nahe (Dugad, La Mar et al.
1990; Achim, Golinelli et al. 1996) .

Der hiufigste und stabilste Typus der mehrkernigen FeS Zentren ist der [4Fe-4S]-Typ. Er bildet

in erster Naherung einen Tetraeder mit den [,-Sulfidionen auf den Tetraederflichen und dient
meist der Elektroneniibertragung bei negativem Redoxpotential (bis —0.7 V).

Der Ladung des oxidierten Clusters liegt bei —2 mit zwei Paaren von Fisendimeren etwa gleicher
Isomerieverschiebung (M&ssbauer-Spektroskopie) entsprechend einer Oxidationsstufe von +2.5
fur Fe, dh. es liegen gemischtvalente Fe(Il)/Fe(Ill) Paate mit weitgehender
Elektronendelokalisation bei effektiver Spinpaarung vor. Der Grund fiir die Delokalisation
(Resonanz) bei [4Fe-4S]-Zentren im Gegensatz zur lokalisierten Ladung von [2Fe-2S]-Zentren
liegt wahrscheinlich in einer strukturell bedingten Orthogonalitit der Metallorbitale, die iber
superaustauschende Sulfid-Briicken wechselwirken. Ein begiinstigender Effekt ftr schnellen
Elektronentransfer — sind die  geringen  Geometriednderungen des  Zentrums  bei
Reduktion/Oxidation.

Die Zahl hydrophober Reste, sowie die verminderte Zuginglichkeit von Wasser scheinen
Stabilitit und Redoxpotential der Cluster zu bestimmen (Stephens, Jollie et al. 1990) .
[3Fe-4S]-Systeme findet man aufler bei mikrobiellen Ferredoxinen auch in der Aconitase
(Aconitat-Hydratase/-Isomerase), wo sie in einer Nichtredox-Reaktion die Einstellung des
Gleichgewichts im Citrat-Zyklus bewirken. [3Fe-4S]-Systeme treten im Austausch neben labilen
[4Fe-4S]-Clustern auf (Bian und Cowan 1999).
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Komplexere [xFe-yS]-Cluster findet man im P-Cluster der Nitrogenasen und dem H-Cluster der
Hydrogenasen, der aus einem sulfid-verbrickten [2Fe-2§]- und [4Fe-4S]-Cluster besteht, sowie
im Prisman-Protein, welches einen 4Fe-Cluster enthdlt, der [,-Sulfido und H,-Oxo Bricken

enthilt und durch drei Cys-Reste, ein Cys-Persulfid, zwei Glu-Reste und ein His-Rest gebunden
ist (Aktuelle Reviews: (Sticht und Roesch 1998), (Johnson 1998), (Beinert 2000)).

Mo-haltige Zentren

Das einzige bislang bekannte mehrkernige enzymatische Mo-haltige Zentrum wird in
Nitrogenasen gefunden. Dieses Enzym wird aus stickstoffixierenden Bakterien isoliert und
enthilt Mo als Teil eines mehrkernigen Clusters aus Eisen, Schwefel und Molybdin. Die
Nitrogenase setzt sich aus einem FeMo-Protein (Kim, Woo et al. 1993) und einem Fe-Protein
(Georgiadis, Komiya et al. 1992) zusammen. Das homodimere Dinitrogenase-Reduktase Protein
besitzt einen [4Fe-4S]-Kuban Cluster, wihrend das O3, Tetramer der Dinitrogenase ein FeMo-
Protein mit zwei verschiedenen Clustern beinhaltet. Der P-Cluster besteht aus zwei tber
Thiolgruppen verbriickten [4Fe-4S]-Clustern. Der FeMo-Kofaktor besteht aus einem [4Fe-3S]-
Cluster, der tber drei Schwefelatome mit einem [Mo-3Fe-3S]-Cluster verbunden ist (Abb.6).
Neben den Mo-haltigen Nitrogenasen sind auch alternative Nitrogenasen bekannt, die statt des
Mo-Ions ein Vanadium-Ion (FeV-Kofaktor) oder ein Eisen-lon (FeFe-Kofaktor) enthalten. Man
findet diese alternative Nitrogenasen neben den Mo-haltigen Formen z.B. in _Azotobacter vinelandii
sowie teilweise auch in photosynthetischen Bakterien wie Rbodobacter capsulatus.

Biochemische Untersuchungen zeigen, daf3 fiir die Ubertragung eines Elektrons zwischen Fe-
Protein und FeMo-Protein zwei ATP Molekile hydrolysiert werden (Burgess und Lowe 1996).
Die kristallographische Untersuchung der Komplexstruktur mit gebundenem ADP*AIF |,
(Schindelin, Kisker et al. 1997) zeigte, dal3 die zwei dockenden dimeren Fe-Proteine groBere
konformationelle Anderungen durchlaufen, in deren Verlauf der [4Fe-4S] Cluster auf etwa 14 A
an den P-Cluster des FeMo Proteins heranriickt. Die Rolle der ATP-Bindung kénnte folglich die
Stabilisierung des geschlossenen Grenzflichen-Bereiches sein. Die folgende Hydrolyse des
Trinukleotides eflaubt dann die Dissoziation des Fe-Proteins vom MoFe-Protein, woraufhin das

Fe-Protein konformationelle Anderungen zur Abgabe von ADP + P durchliuft.
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Abbildung 6: Detr Eisen-Molybdin-Kofaktor det Nitrogenase aus Azotobacter vinelandii (Kim, Woo et al.
1993).

Die Position an der N, an dem Kofaktor bindet ist unklar und es werden sowohl eine p-n“: n'

end-on Bindung des Molekiils zwischen zwei Fe-Atomen sowie eine side-on bzw. end-on N'-Bindung

an Mo diskutiert (Burgess und Lowe 1990).

Ni- und Fe-haltige Enzyme

Nickel wird in einer wachsenden Zahl von Enzymen gefunden (Ermler, Grabarse et al. 1998).
Dabei tritt das Element in einkernigen Zentren (Methyl-CoM-Reduktase (Ermler, Grabarse et al.
1997)), homonuklearen zweikernigen Zentren (Urease (Jabri, Carr et al. 1995)), sowie in

heteronuklearen Zentren der CO-Dehydrogenase, Acetyl-CoA-Synthase und Hydrogenase auf.

N 0] O @]
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C 2 C
\ \//CéN

(Cys)S
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(Cys)s
(Cys)S

/

C
_ X P

Nig.,,,
NCys

(Cys)S

[4Fe4dS]

[NiFe] Cluster der
Ni,Fe Hydrogenase

H-Cluster der
Fe-only Hydrogenase

Abbildung 7: Die aktiven Zentren der bekannten metallhaltigen Hydrogenasen (nach (Peters 1999)). Fe-only
Hydrogenasen tragen den 6 Fe-haltigen H-Cluster in ithrem aktiven Zentrum. Die Zuordnung des Liganden X fur die
[NiFe]-Hydrogenasen ist nicht eindeutig. Wihtend der Briickenligand in der oxidietten D. gigas Struktur als O
mterpretiert wurde, zeigte die D. vu/garis Struktur in der oxidierten Form einen Sulfido-Liganden, der nach Reduktion
des Zentrums mit Hj fehlt (Higuchi, Ogata et al. 1999). [NiFeSe]-Hydrogenasen besitzen ein dhnliches Zentrum, wie
[NiFe]-Hydrogenasen, wobei einer der Ni-bindenden Cystein-Reste durch Selenocysteine ersetzt ist (Garcin, Vernede
et al. 1999).

Alle bekannten metallhaltigen Hydrogenase Systeme basieren im aktiven Zentrum entweder auf
einem zweikernigen [NiFe|-Zentrum oder dem Fe-haltigen H-Zentrum (Abb.7). Die Entfernung

eines S- oder O-haltigen Briickenliganden zwischen Ni und Fe durch Reduktion des Enzyms
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sowie auch spektroskopische Befunde sprechen fur ein verbriickendes Hydrid-Ion in der

reduzierten Form der [NiFe]-Hydrogenase.

Koblenmonoxid (CO)-Debydrogenasen

CO ist ein geruch- und farbloses giftiges Gas, dessen Giftigkeit auf seiner hohen Affinitit zu
Himoglobin und terminalen Cytochrom Oxidasen beruht.

Die enzymatische Aktivierung von CO zur Bildung von CO , spielt eine entscheidende Rolle im
globalen Kohlenstoff-Kreislauf. Es ist die zentrale Stoffwechselreaktion einer mannigfaltigen
Gruppe von aeroben und anaeroben Bakterien und Archacen (Ferry 1995), die aufgrund ihrer
Habitate und CO-Verwendungen unterschieden werden kénnen. Etwa 115-230 Tg CO pro Jahr
werden durch Bodenmikroorganismen umgesetzt (Sanhueza, Dong et al. 1998), die damit zum
Gleichgewicht zwischen der Entstehung und der Umsetzung von CO beitragen (Moxley und
Smith 1998). Die Umsetzung von CO durch Mikroben vollzieht sich im wesentlichen in den
oberen Bodenschichten unter aecroben Bedingungen, der Hauptsenke von atmosparischem CO.
Enzyme, die die Oxidation von CO bzw. die Reduktion von CO , katalysieren heilen CO-
Dehydrogenasen. Wihrend phototrophe Anaerobier Ni/Fe-haltige Enzyme nutzen (Ragsdale
und Kumar 1996), findet man bei aeroben Mikroorganismen Mo-haltige Enzyme (Moersdorf,
Frunzke et al. 1992). Beide Enzymtypen verwenden einzigartige Heterometall-Kofaktoren zur

Aktivierung von CO wie H ,.

Nickel-haltice CO-Dehvdrogenasen

Nickel-haltige CO-Dehydrogenasen sind die Schlisselenzyme vieler Bakterien und miissen

unterschieden werden in die monofunktionellen CO-Dehydrogenasen und die bifunktionellen

CO-Deydrogenasen/Acetyl-CoA-Synthasen (Review: (Ragsdale und Kumar 1996)).

Die Nickel-haltigen CO-Dehydrogenasen der phototrophen Purpur-Bakterien ( Rbodospirillum
rubrum, Rbodocyclus gelatinosus) und Carboxydothermus hydrogenoformans dienen der katabolen Nutzung
von CO (Bonam und Ludden 1987).

Das Schlisselenzym der CO-Oxidation bei R. rubrum ist eine nickel-haltige monofunktionelle
CO-Dehydrogenase (Bonam und Ludden 1987), die unter anaeroben Bedingungen im Dunkeln
in Anwesenheit von CO induziert wird und wie die Mo-haltigen CO-Dehydrogenasen eine hohe

Affinitit fur CO besitzt. Ein CO-Dehydrogenase Monomer besteht aus einer 62-kDa

Untereinheit mit zwei Metallzentren, einem Nickel-Eisen-Schwefel-Zentrum (Cluster-C) und

cinem [4Fe-4S]-Zentrum (Cluster-B). Spektroskopische Untersuchungen lassen vermuten, daf3

CO am Cluster-C gebunden und umgesetzt wird.
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Die nickel-haltigen bifunktionellen CO-Deydrogenasen/Acetyl-CoA-Synthasen der anaeroben
acetogenen und sulfatreduzierenden Bakterien und der methanogenen Archaeen haben anabole
Funktion und katalysieren die Reduktion von CO , zu enzymgebundenem CO, das zur Acetyl-
CoA-Synthese weiterverwendet wird. Die Enzyme besitzen offensichtlich getrennte aktive
Zentren fur beide Aktivititen, die wahrscheinlich an den beiden unterschiedlichen Nickel-Eisen-

Schwefel-Zentren (Cluster-A und -C) lokalisiert sind.

Molybdian-haltice CO-Dehydrogenasen

Carboxidotrophe Bakterien

Carboxidotrophe = Bakterien = zeichnen  sich  durch  die  aerobe,  respiratorische,

chemolithoautotrophe Nutzung von CO als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle aus (Meyer
und Schlegel 1978) (Meyer und Schlegel 1979) (Meyer und Schlegel 1983) (Meyer, Frunzke et al.
1989) (Meyer, Frunzke et al. 1993).

Die ubiquitir verbreiteten carboxidotrophen Bakterien bilden eine stoffwechselphysiologische

Gruppe, dessen bestuntersuchter Vertreter Oligotropha carboxidovorans OM5 ist. Taxonomisch
gliedert man dieses Proteobakterium in die O-Subklasse.

Die aus der CO-Oxidation freiwerdenden Elektronen werden zum Aufbau eines Protonen- und

Ladungsgradienten uber die cytoplasmatische Membran genutzt, der die anschlieBende

Energiegewinnung mittels oxidativer Phosphorylierung erméglicht  (Cypionka und Meyer 1983).
Die Assimilation von CO, erfolgt durch die Enzyme des Calvin-Zyklus (Santiago, Schubel et al.
1999). Neben dem CO-autotrophen Wachstum kann O. carboxidovorans auch mit H, als
Energiequelle und CO, als C-Quelle wachsen. Hierbei ibernimmt eine membrangebundene

Aufnahme-Hydrogenase die Oxidation von H , (Santiago und Meyer 1997).

Die CO-Dehydrogenase von O. carboxidovorans liegt in der logarithmischen Wachstumsphase zu
etwa 87% membranassoziiert vor, dissoziert jedoch beim Ubergang in die stationire

Wachstumsphase von der Innenseite der Cytoplasmamembran ab und liegt dann nur noch zu

etwa 50% membranassoziiert vor (Rohde, Mayer et al. 1984). Die generierten Elektronen der
CO-Oxidation (CO + H,0O -> CO, + 2 H' + 2¢) flieBen iiber den physiologischen
Elektronenakzeptor, das membrangebundene Cytochrom b, in die CO-insensitive
Elektronentransportkette. Ein physiologischer Komplex der beiden Proteine wurde isoliert und

wies eine 2:1 Stochiometrie zwischen Cytochrom und CO-Dehydrogenase Dimer auf. Der

weitere Elektronenflul geht auf ein neuartiges CO-insensitives 4-Typ Cytochrom, das als

terminale Oxidase dient. Der resultierende elektrochemische Gradient wird zur Regeneration von

ATP genutzt (Cypionka und Meyer 1983).
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CO-Dehydrogenase findet in dem carboxidotrophen Bakterium  Streptomyces thermoautotrophicus eine
weitere Verwendung als Teil eines CO-getriebenen Nitrogenase-Systems (Ribbe, Gadkari et al.
1997). Die zur Reduktion des N, benétigten Elektronen werden durch die CO-Dehydrogenase
abhingige CO-Oxidation bereitgestellt und auf O , unter Bildung von Superoxidanion-Radikalen
(O,") tibertragen. Fine Mn-haltige Superoxid-Oxidoreduktase oxidiert das gebildete O ," zu O,

zuriick und ist der primire Elektronendonor der Dinitrogenase (Ribbe, Gadkati et al. 1997).

Rataltische Eigenschaften der CO-Debydrogenase
CO-Dehydrogenase kann zz vitro eine Reihe artefizieller Elektronenakzeptoren nutzen, die in
Ermangelung des physiologischen Elektronenakzeptors in kinetischen Untersuchungen

verwendet werden. Die sich ergebende Michaelis-Menten-Konstante der CO-Dehydrogenase aus

O. carboxidovorans fir CO wurde bei 30°C zu 53 UM (Meyer, Frunzke et al. 1993) bestimmt. Die
katalytische Kompetenz der CO-Dehydrogenase zur H ,-Oxidation betrigt nur etwa 10-16% der
CO-oxidierenden Aktivitat. Die Fahigkeit zur O ,-Reduktion unter fu#rnover Bedingungen fithrt zur
Bildung von Superoxidanion-Radikalen (O ,") (etwa 25% der Elektronen), sowie
Wasserstoffperoxid (H,0,) (58.8% der Elektronen). Die Bildung dieser reaktiven Disauerstoff-

Spezies fithrt zur schnellen Inaktivierung des Enzyms.

Chemische und physikalische Eigenschaften von CO-Debydrogenase

CO-Dehydrogenasen der aeroben carboxidotrophen Bakterien sind Molybdo-Eisen-Schwefel-
Flavoproteine (Meyer, Frunzke et al. 1993) und gehéren zur Gruppe der Molybdin-Hydroxylasen
(Xanthin-Oxidase Familie). Obwohl CO-Dehydrogenase nicht die Umsetzung eines R-H
Substrates katalysiert, zeigt die Reaktion klare Parallelen zu den katalysierten Reaktionen anderer
Molybdin-Hydroxylasen. Das Enzym besteht aus einem (LMS) , strukturierten Heterohexamer,
untergliedert in die L-Untereinheiten (CoxL, 88,735 kDa), die M-Untereinheiten (CoxM, 30,239
kDa) und S-Untereinheiten (CoxS, 17,792 kDa) mit einer Gesamtmasse fiir das Holoenzym von
277.436 kDa. Der isoelektrische Punkt pl nativer CO-Dehydrogenase liegt bei 4.7 (Meyer,
Frunzke et al. 1993).

Als prosthetische Gruppen wurden zwei Molekiile des Molybdan-Kofaktors, Molybdopterin-
Cytosin-Dinukleotid (MCD), zwei Molekiile Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und je zwei EPR-
spektroskopisch unterscheidbare [2Fe2S]-Zentren vom Typ-I und Typ-1I gefunden (Meyer 1982)
(Bray, George et al. 1983).

CO-Dehydrogenase i3t sich durch Inkubation mit Na-Selenit (Na ,SeO;) stabil aktivieren (Meyer
und Rajagopalan 1984) . Radioaktiv markiertes "°Se-Selenit zeigte dabei, daB3 die Aktivierung durch

den Einbau von 1.54 bis 1.8 mol "Se in das Enzym verursacht wird, welches kovalent gebunden
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im Enzym vorliegt. Die Ergebnisse wurden auf das Vorhandensein eines Heterotrisulfids (R-S-

”Se-S-R) hin interpretiert (Meyer und Rajagopalan 1984).

Molekularbiologische Aspekte der CO-Debydrogenase von O. carboxidovorans

Die drei Untereinheiten der CO-Dehydrogenase werden von drei Strukturgenen coxL, coxM und
coxS kodiert. In O. carboxidovorans sind diese Strukturgene auf dem 128 kb groflen Megaplasmid
pHCG3 in der transkriptionalen Reihenfolge 5% coxM->coxS->cox.-3° angeordnet (Kraut,
Hugendieck et al. 1989) (Schibel, Kraut et al. 1995).

Ein Vergleich der Sequenzen der drei Gene mit anderen Molybdin-Hydroxylasen zeigt die hohe
Homologie zu diesen Enzymen.

Die Strukturgene bilden zusammen mit neun weiteren akzessorischen Genen ( coxBCDEFGHIK)
das cox-Gencluster (Santiago, Schubel et al. 1999). Neben dem strukturellen Gensubcluster

coxMS'L liegt ein weiterer Subcluster der akzessorischen Gene wxDEFG vor.

Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Strukturen der CO-Dehydrogenasen von  O. carboxidovorans und H.
psendoflava kristallographisch aufzukliren. Im weiteren Verlauf sollte ein detailliertes Bild des
aktiven Zentrums bei hochster Auflosung gewonnen werden, das zusammen mit der
Charakterisierung verschiedener katalytischer Zustinde, zur Entwicklung einer Theorie zum

Reaktionsmechanismus der CO- und H ,-Oxidation fiihren kénnte.
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Material und Methoden

Theoretischer Hintergrund der Proteinkristallographie

Die Grundprinzipien der Kiristallographie werden, teilweise unter besonderer Wiirdigung der
Probleme und Methoden der Proteinanalyse u.a. in folgenden Lehrbiichern beschrieben und
erlautert: (Blundell und Johnson 1976), (Buerger 1977), (Drenth 1994), (Giacovazzo, Monaco et
al. 1992), (Glusker, Lewis et al. 1994) , (Massa 1996), (Stout und Jensen 1989).

Auf den theoretischen Hintergrund der Kiristallographie und der ihr eigenen Probleme wird
verwiesen, wo es zur Interpretation der Ergebnisse, bzw. zum Verstindnis der Vorgehensweise

notwendig erscheint.

Cryokristallographie

Das Einfrieren von Kristallen unter Beibehaltung ihrer kristallinen Integritit kann zu einem

notwendigen, die Datensammlung vorbereitenden Schritt werden, wenn intensive

Rontgenstrahlung den Kiristall schidigt. Da dieser Dosis-abhingige Prozess durch tiefe

Temperaturen verlangsamt wird, werden Kiristalle am Synchrotron hiufig bei 100 K vermessen.

Bei multiple-wavelength-anomalous-dispersion-(MAD)-Messungen, die zum Erhalt der Isomorphie die
Sammlung mehrerer Datensitze von einem Kiristall voraussetzen, ist das Kihlen der Kiristalle

von entscheidender Bedeutung (Aktuelle Reviews: (Rodgers 1994; Garman und Schneider 1997;
Garman 1999)).

Ein weiterer Aspekt des Kiihlens ist die Moglichkeit instabile Zustinde im gefrorenen Zustand

weitgehend zu konservieren. So kénnen z.B. sauerstoffempfindliche Zustinde im gefrorenen

Zustand unter geringem Aufwand anoxygen gehalten werden, ebenso koénnen reaktive

Zwischenzustinde der Enzymkatalyse charakterisiert werden ( fieeze trapping), indem die
Weiterreaktion durch die niedrige Temperatur verlangsamt wird.

Da die Eiskristallbildung, die sich im Diffraktionsbild zeigt und zudem den Proteinkristall

schidigen kann, meist von einem Flissigkeitsfilm auf der Oberfliche des Kristalls (http:/ /www-

structure.llnl.gov/Xray/cryo-notes/Cryonotes.html) ausgeht, konnen zur Vermeidung dieses

Vorgangs zwei verschiedene Techniken angewandt werden:

a) die konventionelle Methode besteht darin, zum Kiristallisationspuffer eine

Cryoprotektanzlésung  beizumischen, die die Fiskristallbildung verhindert. Nachteil dieser

invasiven Technik ist die oft auftretende Schidigung des Kristalls (Mitchell und Garman 1994) .
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b.) eine nicht-invasive Methode besteht darin, die Kiristall-umgebende Losung vollstindig zu
entfernen und durch ein glasartig erstarrendes Ol zu ersetzen. Nachteil dieser selten eingesetzten
Technik ist die hdufig auftretende Erhchung der Mosaizitit des Kristalls.

CO-Dehydrogenase Kristalle wurden nach beiden Techniken gefroren. Dabei fanden 2R,3R-
Butandiol und Gycerin in der invasiven Methode und polyfluoriertes Polyethylensl (PFPE-OI)
sowie eine 9:2 Mischung von dickflussigem Paraffin/n-Heptan in der nicht-invasiven Methode
im Zusammenspiel mit der Kristalltransformation Anwendung.

Kristalle, die nach dem Einfrieren FEisringe zeigten, bzw. Schidigungen wihrend des
Einfriervorganges erlitten hatten, wurden durch annealing des Kristalls verbessert (Harp, Hanson

etal. 1999).

Kristalltransformation und Derivatisierung

Die Transformation der Kristalle wurde auf dem free-mounting System (Kiefersauer, Than et al.
2000) ausgefithrt. Fur die Datenmessung bei R.'T. wurde eine Trigerkapillare verwendet, an deren
Spitze der Kiristall montiert wurde. Fir die Messung am Synchrotron wurden Kristalle in einem
cryo-loop unter Ol transformiert und anschliessend auf die Temperatur von fl. N, gekiihlt.
Reduzierte CO-Dehydrogenase Kristalle wurden unter anoxischen Bedingungen vermessen,
wobei ihre gasférmigen Substrate als Teile des Trigergases eingesetzt wurden. Als Trigergase
wurden Stickstoff, bzw. Stickstoffmischungen hoher Reinheit (Firma Linde; Reinheit: 3.5-5.0)

verwendet.

Datensammlung und —auswertung

Zur Messung von Diffraktionsdaten bei R.T. wurden Kiristalle in silanisierten Quarzkapillaren mit
einem Innendurchmesser von 0.75-1 mm montiert. Die Kristalle wurden mit einer Pipette in die
Kapillare gesaugt und mit Filterpapierstreifen vom Losungsmittel befreit. Beide Enden der
Kapillare wurden mit einem Tropfen des Erntepuffers versehen und mit Harvard-Dentalwachs
verschlossen.

Die atomar und nahe-atomar aufgelosten Datensitze, wie auch die Datensitze zur MAD
Phasierung der CO-Dehydrogenase Struktur wurden an der Wiggler Beamline BW6 (DESY,
HASYLAB, Hamburg) aufgenommen. Alle Kiristalle am Synchrotron wurden im gefrorenen
Zustand vermessen (100 K) und die Diffraktionsbilder mit Mar Research  Charge-Coupled-Device-
Detektoren (MarCCD) aufgenommen.

Datensitze von transformierten Kristallen bei 15-22° C wurden auf Iwage Plate Systemen (MarIP)
aufgenommen, die die gebeugten Strahlen eines Drehanoden-Rontgengenerator detektierten. Die
Datensitze fir CO-Dehydrogenase von H. pseudoflava wurden ebenfalls an einem Drehanoden-

Réntgengenerator vermessen.
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Zur Bestimmung der Kiristallorientierung, Raumgruppe, Elementarzellparameter sowie zur
Integration der Reflexintensititen wurden die Programme MOSFLMO6XX (Leslie 1991) und
DENZO (Otwinowski und Minor 1996) eingesetzt. Die Datenreduktion wurde mit den
Programmen SCALA (Collaborative Computational Project No. 4 1994), TRUNCATE
(Collaborative Computational Project No. 4 1994) und SCALEPACK (Otwinowski und Minor
1996) durchgefihrt (Aktuelle Reviews: (Dauter 1999) (Leslie 1999; Rossmann und van Beek
1999)).

Patterson-Suchtechniken

Selbstrotationsfunktionen wurden mit dem Programm GLRF (Tong und Rossman 1990)
berechnet und dargestellt.

Patterson-Suchen mit Struktursuchmodellen wurden mit den Programmen AMORE  (Navaza
1994), MOLREP (Collaborative Computational Project No. 4 1994) und CNS (DelLano und
Bringer 1995) (Brunger, Adams et al. 1998) ausgefiihrt (Aktueller Review: (Turkenberg und
Dodson 1996)).

MAD

Erreicht die Energie der verwendeten Rontgenstrahlung die Anregungsenergie einer Atomsorte
der untersuchten Struktur kann es z.B. zur Entfernung eines Elektrons aus der K-Schale des
betreffenden Atoms kommen. Aufgrund der Wechselwirkung der Strahlung mit den inneren
Elektronen erfihrt der restliche gestreute Anteil der Réntgenstrahlung eine kleine Anderung in
Amplitude und Phase, was man als anomale Streuung, bzw. aufgrund der Abhingigkeit von der
Wellenlidnge als anomale Dispersion bezeichnet. Diese Differenzen kénnen zur Lokalisierung der
anomalen Streuer, wie zur folgenden Phasierung der gemessenen Daten verwendet werden.
Datensitze zur MAD-Phasierung (Smith 1997), wie zur Detektion anomaler Streuer im fertigen
Modell wurden an der Beamline BW6 (DESY, HASYLLAB, Hamburg) gemessen.

Bestimmungen der K-Absorptionskanten der untersuchten anomalen Streuer beruhen auf
Fluoreszenz-Scans, die ebenfalls an der BW6 ausgefithrt wurden. Auswertung und Phasierung mit
den berechneten anomalen und dispersiven Differenzen bei verschiedenen Wellenlingen, die sich
aus den intrinsischen anomalen Streuern des Multimetalloproteins CO-Dehydrogenase ergaben,
wurden mit Programmen des CCP4-Paketes (FFT, MLPHARE, RSPS) (Collaborative
Computational Project No. 4 1994) (Helliwell 1997) und SHARP (La Fortelle, Irwin et al. 1997)
durchgefihrt (Aktueller Review: (Abrahams und De Graaff 1998)).

Dichtemodifikation

Die Modifikationen der errechneten Fouriersynthesen beruhten auf: a.) dem Festsetzen eines

konstanten Wertes fiir den Solvensbereich (solvent flattening) (Cowtan und Main 1996) ; b.)
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Mittelung der Fouriersynthesen nicht-kristallographisch verwandter Bereiche ( real-space averaging)
(Chapman und Blanc 1997) (Aktuelle Reviews: (Rossmann 1995; Kleywegt und Read 1997)),
sowie c.) der Abschitzung der Frequenzverteilung der korrekten Fouriersynthesen im

Proteinbereich (bistogram matching). Die Umsetzung dieser Methoden wurde in den Programmen

DM (Collaborative Computational Project No. 4 1994) (Cowtan und Main 1998), RAVE
(Kleywegt 1996) und MAIN (Turk 1992) genutzt.

Modellban und Verfeinerung

Atomare Proteinmodelle wurden auf Silicon Graphics Computern, sowie einem unter Linux

betriecbenen PC mit den Programmen MAIN (Turk 1992) und XTALVIEW (McRee 1993) in
2Fo-Fe- und Fo-Fe-Fouriersynthesen eingepal3t. Initiale Wasser-Molekile wurden mit ARP in
Differenz-Fouriersynthesen lokalisiert (LLamzin und Wilson 1997).

Proteinstrukturen mit individuellen isotropen Temperatur-Faktoren wurden mit den

Programmen XPLOR (Briinger 1992) und CNS (Bringer, Adams et al. 1998) verfeinert. Die
Verfeinerung individueller anisotroper Temperaturfaktoren (Merritt 1999) erfolgte mit den
Programmen SHELXH (Sheldrick und Schneider 1997) und REFMAC (Murshudov, Lebedev et
al. 1999).

Alle Verfeinerungen wurden durch die Auszeichnung eines Testsets, der nicht fiir Verfeinerungen

verwendet wurde, kontrolliert (Briinger 1992) (Briinger 1993).

Strukturanalyse und Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Bindungswinkel und —lingen der Proteinstruktur erfolgte mit
den Programmen XPLOR (Bringer 1992), CNS (Bringer, Adams et al. 1998), REFMAC
(Murshudov, Lebedev et al. 1999) und PROCHECK (Laskowski, MacArthur et al. 1993). Die
Sekundarstruktur-Zuweisung erfolgte mit DSSP  (Kabsch und Sander 1983) (Aktueller Review:
(Luscombe, Laskowski et al. 1998)).
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Experimenteller Teil und Ergebnisse

Vermessung der Kristalle

Kristalle der CO-Dehydrogenase von O. carboxidovorans streuen bei Raumtemperatur bis 3.0 A
und zeigen einen schnellen Abbau ihrer Streuqualitit bei anhaltender Bestrahlung an einem
konventionellen Réntgengenerator mit rotierender Anode. Ihre Raumgruppe ist orthorhombisch
P 2,2, 2, mit Zellkonstanten von a=129.1 A, b=142.4 A und c=167.8 A. Dies entspricht einem
Matthews-Koeffizienten (Matthews 1968) von 2.7 A’/Da fiir ein 277 kDa CO-Dehydrogenase
Dimer pro asymmetrischer Einheit.

Zur Vermeidung des schnellen Abbaus der Streueigenschaften wurden verschiedene Kiihlzusitze

(MPD, Glucose, Saccharose, 2R,3R- Butandiol, PEG 200/400, Kaliumphosphat) ausprobiert, die

allerdings zur Zerstérung der kristallinen Integritit fihrten. Das Kiihlen der Kristalle wurde

moglich durch eine Verinderung der Kiristallisationsbedingungen durch Zusatz von Glycerin. Die

verinderten Kiristallisationsbedingungen  (15%  (w/v)  Glycerin, 2% MPD, 0.74 M
NaH,PO,/NaOH, 0.74 M KH,PO,/KOH, 0.1 M HEPES/NaOH, pH 7.2) etlaubten die
schrittweise Erhohung der Glycerin-Konzentration auf 25 %, so dal Kiristalle unter
weitgehendem Erhalt ihrer Streueigenschaften eingefroren werden konnten. Die so behandelten

Kiristalle konnten fiir Messungen am Synchrotron eingesetzt werden.

Kristalltransformation und Derivatisierung

Zur Optimierung der Streueigenschaften der Kristalle wurden verschiedene Methoden getestet.

Da die bereits ubersittigte Ka/NaHPO ,-Losung des Kristallisationspuffers — eine
Transformation/Dehydratation durch Erhohung des Prizipitanzmittels (Samygina, Antonyuk et
al. 2000) nicht erlaubte, wurde die Verwendung verschiedener Ole zur Transformation und
Schockfrierung der Kiristalle ausprobiert. Erste Versuche wurden dabei mit Pflanzendl, n-Heptan,
Petroleumbenzin, dickflissigem Paraffin6l, dinnflissigem Paraffin6l und Silikondl durchgefiihrt.
Die Verwendung einer 9:2 (v/v) Mischung von dickflissigem Paraffin mit n-Heptan zeigte dabei
eine geeignete Viskositit, bei geringer Absorption des Rontgenstrahls. Kristalle wurden
vorbereitet, indem sie in 5 Ml Kiristallisationspuffer vorgelegt und mit der Olmischung
tberschichtet wurden. Nach der Entfernung des verbliebenen Kristallisationspuffers vom Kiristall
wurden die Kristalle mit einem ¢ryo-logp isoliert und auf die Temperatur von fl. N, gekiihlt.

Kristalle, die so behandelt wurden, streuten bis 2.0 A und zeigten deutlich reduzierte
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Zellkonstanten, besaBlen aber eine erhohte Mosaizitit von mehr als 1 °© mit Gberlappenden
Reflexen.

Da die Verbesserung der Streuleistung vom Schrumpfen der Zellkonstanten begleitet war, wurde
die von Dr. R. Kiefersauer entwickelte Methode zur Transformation von Kristallen im Gasstrom
kontrollierter Feuchtigkeit angewendet und zusammen mit Dr. R. Kiefersauer weiterentwickelt
(Kiefersauer, Than et al. 2000) .

In einem ersten Experiment wurde dazu ein Kiristall auf der Spitze des kapillarfreien
Halterungssystems fixiert und die Feuchtigkeit so eingestellt, da} das Kristallvolumen konstant
blieb. Der Kiristall streute bis 3.0 A mit den oben aufgefithrten Zellkonstanten. Im nichsten
Schritt wurde die Feuchtigkeit um 6% auf 89% (1%*min ") reduziert, wonach der Kristall bis 2.2
A bei unverinderter Mosaizitit (~0.2°) streute. Die Zellkonstanten waren deutlich reduziert auf
a=123.4 A, b=133.8 A und ¢=167.1 A. Fine weitere Verringerung der Feuchtigkeit fithrte zur
Erh6hung der Mosaizitit.

In einem zweiten Experiment wurde ein verindertes Feuchtigkeitsprotokoll verwendet.
Ausgehend vom nativen Zustand, wurde die Feuchtigkeit mit einem Gradienten von 1%*min '
um 11% auf 84% reduziert. Eine ausgeprigte Verbesserung der Streukraft wurde begleitet von
einer deutlichen Erh6hung der Mosaizitit (Abb.8). Die Elementarzelle schrumpfte dabei um 17%
im Volumen, mit Zellkonstanten von a=119 A, b=132 A und ¢=162 A. Die weitere Verringerung
der Feuchtigkeit um 3% fiihrte zur Zerstorung der kristallinen Ordnung. Uberraschenderweise
kehrte nach einem Feuchtigkeitssprung auf 90% die kristalline Ordnung wieder und die Kiristalle
zeigten eine Mosaizitit von 0.2° bei einer Auflésung von 1.8 A (Abb.8). Obwohl die Feuchtigkeit

um 9 % erhoht wurde, blieben die Zellkonstanten nahezu unverindert.
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Humid.: 96% Humid.: 93%
Dist.: 250mm Dist.: 130mm
124A 143A 169A

Humid.: 81% Humid.: 90%

Dist.: 130mm Dist.: 130mm
119A 132A 162A
d: 1.8A, 120s, 0.01°

Abbildung 8: Vetlauf der Kristalltransformation. Deutlich ist die Ab- und Zunahme der Streuqualitit des
Kiristalls im Vetlauf der Transformation erkennbar. Bei einer Distanz von 250 mm zwischen Kiristall und Detektor
(oben links) entspricht der Plattenrand des Detektors einer Auflosung von 2.89 A. Bei 130 mm einer Auflésung von
1.85 A

Ein ihnliches Protokoll konnte auch fiir die Transformation von Ol (Perfluoriniertes
Polyethylen(PFPE)-Ol) umbhiillten Kristallen im Cryo-Loop verwendet werden. Der Erfolg der
Transformation hing dabei von der Geschwindigkeit des Wasserentzugs ab, wobei sich eine
Transformationsdauer unter einer Stunde als glinstig erwies. Das Schockgefrieren der Kiristalle
resultierte abermals in einer Verringerung der Zellkonstanten auf a=119.3 A, b=132.4 A und
c=160.6 A. Die gefrorenen Kiristalle zeigten eine leicht erhéhte Streukraft, aber auch einen
geringen Anstieg der Mosaizitit von 0.2 ° auf 0.35-0.4 °. Mit diesen Kristallen konnten
Datensitze am Synchrotron bis zu einer Auflésung von 1.09 A fir das 277 kDa Protein

gemessen werden.
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Kristalltransformation unter anoxischen Bedingungen

Zur Charakterisierung reduzierter Formen der CO-Dehydrogenase war die Vermessung unter

anoxischen Bedingungen notwendig. Um eine Oxidation des Kristalls zu verhindern wurde N ,
hoher Reinheit als Trigergas verwendet. Hierzu wurde die Maschine mit allen verwendeten

Schliduchen fiir einen Tag mit dem anoxischen Trigergas vorgespilt, bevor ein Kiristall wie zuvor

beschrieben im eryo-loop vorbereitet wurde. Der montierte Kiristall wurde anschlieBend
transformiert und nach erfolgreicher Durchfihrung durch einen Wechsel des Trigergases

reduziert.

Eine H,/N,-Mischung (95 % N,/5 % H,) wurde zur Vermessung der H ,-reduzierten Spezies
verwendet und eine CO/N ,-Mischung (90 % N,/10 % CO) zur Vermessung der CO-reduzierten
Form.

Die Reduktion des Kristalls wurde dabei
anhand seines Farbwechsels unter dem
Mikroskop verfolgt. Das Austreten von
gifigem CO in den Messraum wurde
durch ein nahe am Messort angebrachtes
Abzugsrohr (Abb.9) verhindert und die
Dichtigkeit des Systems mit drei CO
Sensoren im Messraum wihrend der

gesamten Messdauer tiberprift.

Abbildung 9: Absaug- und Messeinreichtung. Das
Ausstromen von giftigem CO wurde durch ein am
Messort befestigter Abzugsschlauch entfernt.

Dithionit-reduzierte Kristalle wurden durch einstiindiges Einlegen in 10mM NaS ,0,-Lésung in

anoxischem Kiristallisationspuffer hergestellt und anschlieSend im N ,-Strom transformiert.

Selbstrotationsfunktion
Vor der Durchfiihrung der Patterson-Suche wurde eine Selbstrotationsfunktion bis 3.5 A

berechnet.
Diese zeigt eine nichtkristallographische zweizihlige Achse, der die Anwesenheit zweier

Monomere in einer asymmetrischen Einheit der Elementarzelle entsprach (Abb. 10).
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x=180.00

Abbildung 10: Plot der Selbstrotationsfunktion von O. carboxidovorans CO-Dehydrogenase.

Patterson-Suche und Anomale Dispersion

Strukturlosung der CO-Dehvdrogenase von Q. carboxidovorans

Nach der Aufnahme eines ersten Datensatzes aus mehreren Kristallen mit einer Auflésung von
3.5 A wurde eine Patterson-Suche durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Suchmodell aus konservierten
Bereichen der monomeren Aldehyd-Oxidoreduktase (Mop) von D. gigas (Romao, Archer et al.
1995) konstruiert (Abb.11).

Abbildung 11: Suchmodell fiir die Pattersonsuche. Der weil} eingefirbte Bereich der Mop-Struktur (Romao,
Archer et al. 1995) wurde zur Patterson-Suche eingesetzt, wihrend die blauen Bereiche zur erfolgreichen Patterson-
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Suche nicht berticksichtigt wurden. Rechnungen, in denen die Metall-Kofaktoren nicht zum Suchmodell gehorten,
blieben ohne Ergebnis.

Obwohl dieses Model weniger als 10% der Streumasse der asymmetrischen Einheit ausmachte
konnte mit dem Programm AMORE (Navaza 1994) eine Losung gefunden werden. Um die
richtige Losung zu erhalten, war die Verwendung der Eisen-Schwefel-Zentren wie des Mo-Ions
im Suchmodell notwendig, was andeutet, da3 die korrekte Uberlagerung der Patterson-Synthesen
durch die starken interatomaren Vektoren zwischen den Metallen deutlich beeinfluf3t wird. Die
relative Masse des Suchmodells liegt an der unteren Grenze des momentan korrekt
Orientierbaren bei Nichtidentitit zwischen Suchmodell und dem entsprechenden Bereich der
zulésenden Struktur (Oh 1995) (Bernstein und Hol 1997). Die richtige Losung zeichnete sich
durch einen R-Faktor von 50.8% mit einem Korrelations-Koeffizienten (cc) von 0.294 nach der
Translations-Suche fiir das zweite Monomer aus. Die nichst hochste Losung zeigte einen  R-
Faktor von 52.1% bei einem cc von 0.24 in einem Auflésungsbereich von 14.0-5.0 A.

Obwohl die Berechnungen von Omit-Fouriersynthesen fir die Eisen-Schwefel-Zentren und das
Molybdin-lon die Richtigkeit der Patterson-Lésung bestitigten, war es nicht moglich, die hiermit
berechneten 2Fop-Fr Fouriersynthesen, auch nach zweifacher zyklischer Mittelung, zu
interpretieren. Aus diesem Grunde wurden MAD-Datensammlungen an zwei verschiedenen
Wellenlingen an der Wiggler Beamiine BW6, Synchrotron-DESY, Hamburg durchgefithrt. Hierbei
wurden die anomalen Streueigenschaften von Eisen an zwei Wellenlingen (remote: 0.9761 A, £
1.7316 A) ausgenutzt. Die Datensiitze wurden auf MAR-Research CCD-Detektoren gesammelt
und mit DENZO und SCALEPACK ausgewertet (Otwinowski und Minor 1990).

Obwohl die Position der [2Fe-2§]-Zentren nicht deutlich in anomalen Differenz-Patterson
Berechnungen erkennbar war, lieferten anomale Differenzfouriersynthesen  (Bijvoet-
Fouriersynthesen), die unter Verwendung der Phasen des lokalisierten Teilmodells ( @, — 90°)
berechnet wurden, die Position der vier [2Fe-2§]-Zentren in der asymmetrischen Einheit. Dies

zeigte auch, daf} der anomale Streubeitrag trotz einer mittleren theoretischen Intensitit von
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weniger als 2% der Gesamtintensitit (mittlere theoretische Bijvoet Differenz: 1.68 %o; mittlere

theoretische dispersive Differenz: 1.17 %) sinnvolle zusitzliche Information liefern konnte.

Strukturlésung der CO-Dehydrogenase von H. psendoflava

Die Struktur der CO-Dehydrogenase von H. pseundoflava wurde mit Patterson-Suchmethoden
unter Verwendung der Programme AMORE (Navaza 1994) und CNS (Briinger, Adams et al.
1998) gelost. Ein Monomer der CO-Dehydrogenase von O. carboxidovorans diente dabei als
Suchmodell, wobei nicht-identische Aminosduren durch Alanine ersetzt wurden. Eine eindeutige

Losung konnte gefunden werden und zeichnete sich nach Rigid-Body Verfeinerung der beiden
Monomere durch eine Korrelation von 62.1 % und einen R-Faktor von 36.8 % im
Auflsungsbereich von 15.0-3.5 A aus. Die aus der Losung gewonnenen Phasen erlaubten die

Berechnung von interpretierbaren 2F-F, Fouriersynthesen.

Dichtemodifikation und Phasierung

Die Positionen der 10 lokalisierten anomalen Streuer (8 Fe und 2 Mo pro asymm. Einheit)

wurden als Eingabe fiir die Programme SHARP (La Fortelle, Irwin et al. 1997) und MLPHARE
(Collaborative Computational Project No. 4 1994) verwendet, die die Berechnung der
experimentellen Phasen durchfithrten. Mit Hilfe dieser Phasen war es nach  solvent-flattening
moglich, in F-Fouriersynthesen die Molekiilgrenzen zu erkennen, die zur Erstellung einer Maske

fir die zyklische Mittelung entscheidend waren. Zur Berechnung der zu interpretierenden

Fouriersynthese wurden verschiedene Protokolle ausprobiert. Die besten Fouriersynthesen

konnten nach folgendem Protokoll errechnet werden:

1.) Gewichtung und Kombination der unmodifizierten experimentellen Phasen mit den

Modellphasen mit SIGMAA (Collaborative Computational Project No. 4 1994) .
2.) Phasenmodifikation mit DM (Collaborative Computational Project No. 4 1994) (solvent-

flattening) der kombinierten Phasen.
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3) Weitere Phasenexpansion/-modifikation durch zyklische Mittelung mit AVE  (Kleywegt und

Jones 1992) in 20 Zyklen.

A

Abbildung 12: Verwendung und Verbesserung der erhaltenen Phasensitze widetgespiegelt an berechneten
Fouriersynthesen in der Umgebung des FMN-Anteils des FAD.

A)) 2Fo-wFe Fouriersynthese bei 10 konturiert. Die Phasen des plazierten Suchmodells wurden durch zweifache
zyklische Mittelung modifiziert.

B.) mFo Fouriersynthese bei 10 konturiert. Verwendung des Phasensatzes erhalten aus dem MAD-Experiment,
nach Modifikation mit DM.

C.) Z2Fo-wFe Fouriersynthese bei 10 konturiert. Die Phasen des plazierten Suchmodells wurden mit den MAD-
Phasen kombiniert, solvent flattened und zweifach zyklisch gemittelt.

D.) Finale 2Fs-wFe Fouriersynthese bei 2.2 A Auflésung (10 konturiert).

Modellban und Verfeinerung

Modifizierte Phasensitze, wie oben beschrieben, etlaubten die sukzessive Interpretation der mit
ihnen berechneten Fouriersynthesen im Modellbau mit MAIN (Turk 1992). Die erhaltenen
Koordinaten wurden verfeinert mit Positional-Verfeinerungen, wie implementiert in CNS
(Brunger, Adams et al. 1998). Fur die Verfeinerung der Kofaktoren wurden aus den jeweils
hoéchstaufgelosten Strukturen der PDB Parametersitze berechnet, die als Restraints in den
Verfeinerungen verwendet wurden. Fir die finalen Verfeinerungen der CO-Dehydrogenase von

H. psendoflava wurden Parametersitze aus den atomar aufgeldsten ohne Restraints verfeinerten



36

Strukturen von O. carboxidovorans gewonnen, die die zur Zeit exaktesten Koordinaten fiir alle
Kofaktoren darstellen. Im Laufe der Verfeinerungen wurden die Restraints fur die anorganischen
Strukturbereiche (direkte Mo-Umgebung und Eisen-Schwefel-Zentren) langsam verringert.

Die nahe atomar/atomar aufgelésten Strukturen (d: 1.09-1.48 A) wurden mit SHELX (Sheldrick
und Schneider 1997) und REFMAC (Murshudov, Lebedev et al. 1999) verfeinert. Diese
Programme erlauben die Berechnung anisotroper Temperaturfaktoren fiir einzelne Atome und

konnen ungeordnete Regionen mit mehreren Konformationen verfeinern. Wahrend die

Peptidstruktur mit den klassischen Parametersitzen (Engh und Huber 1991) restrained wurde,
wurden die Kofaktoren ohne geometrische Vorgaben verfeinert. Der Modellbau wurde fiir diese

Strukturen mit XTALVIEW (McRee 1993) durchgefiihrt, das die Modellierung alternativer
Konformationen erlaubt und die anisotropen Temperaturfaktoren individueller Atome darstellen

kann.

Interpretation des aktiven Zentrums

Erste Untersuchungen zum Aufbau des aktiven Zentrums

Zusitzliche Elektronendichte im aktiven Zentrum der CO-Dehydrogenase wurde auf der Basis

der anomalen Streueigenschaften bei zwei Wellenldngen, sowie der nachgewiesenen Prisenz von

Se in aktiver CO-Dehydrogenase interpretiert. Die Tatsache, dal3 es sich bei dem anomalen

Streuer um ein terminal an ein SY-Atom gebundenes Atom handelt, sprach zudem fir ein
nichtmetallisches Atom.

Obwohl die 2Fo-Fr-Fouriersynthese mit einer Interpretation des Atoms als Schwefel erklirbar
war, zeigten die anomalen Differenzfouriersynthesen, daf3 es sich um einen Streuer handeln muf3,

der eine Absorptionskante zwischen 0.9761 und 1.7316 A hat (Abb.13). Der mittels Neutronen-

Aktivierung nachgewiesene Se-Gehalt von 0.43 mol (Sc)*mol’1<<;g),neh>drogemse), sowie das Fehlen von
erkennbaren anomalen Streuern aullerhalb der [2Fe-2§]-Cluster und des aktiven Zentrums, d.h.

dem Fehlen von anderen moglichen Positionen an denen das nachgewiesene Se vorliegen kénnte,

wurden als Interpretationsbasis des anomalen Streuers als ein Se-Atom verwendet. Dies passte

ebenfalls zu der bekannten Aktivierung von CO-Dehydrogenase mit Na-Selenit, welche zu einem

kovalenten Einbau von Se fihrt (Meyer und Rajagopalan 1984). Zum Zeitpunkt der
Interpretation als Se sprachen alle experimentellen Befunde fir eine Beteiligung von Se an der

Katalyse der CO-Dehydrogenase.
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Abbildung 13: Die Molybdin-Lage der L-Untereinheit. (A) Die Liganden um das Mo-Ion wurden als ein
Hydroxo- und zwei Oxo-Liganden interpretiert. Das Zentralatom ist an das MCD tber die Dithiolen-Gruppe
gebunden. Die zweite Koordinationssphire des Mo-Ton wird aufgebaut aus den Resten Gln?*t, Glu’®l und Cys**%L.
Ein unbekanntes Atom gebunden an den Cys-Rest wurde anhand der anomalen Streueigenschaften bei den beiden
gemessenen Wellenlingen, wie seiner Bindung an Sy-Cys*#" als Se charakterisiert. (B) und (C) zeigen das aktive
Zentrum zusammen mit dem nahen [2Fe-2S]-Zentrum. Differenz-Fouriersynthesen wurden berechnet mit den
Phasen des fertigen Modells, die 90° gedreht wurden, und mit den Amplituden der Bijvoet-Differenzen bei den
Wellenlingen A= 1,7316 A (B) in rot und mit Daten gemessen bei der Wellenlinge A\»= 0,9761 A in gelb. Die
Fouriersynthesen sind bei 30 konturiert. f-Werte mit dem Programm ABSORB fiir ausgewihlte Atome berechnet:
Fe: A,3.9 e und Az, 1.5 e Se: A1,1,41 e und A2,3.84 e S: A1,0,69 e und A2,0,23 e; Mo: A1,3,36 e und A»,1.23 ¢-.

Weitere Untersuchungen des aktiven Zentrums der hochaktiven CO-Dehydrogenase Spezies

g~ 0.9761A 1.7316 A

1.378 A, 1.381 A

number of electrons

0.9 1.0 1.1 1.2 13 1.4 15 1.6 1.7 1.8

wavelength (A)

Abbildung 14: Berechnete K-Absorptionskanten und f*“-Werte (Ordinate) fiir die anomalen Streuer der CO-
Dehydrogenase (Mo, Fe, Se, Cu) in Abhingigkeit von der Wellenlinge (Abszisse). Wihrend die beiden
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Wellenlingen, die fur die MAD-Phasierung gemessen wurden, nur zeigen konnen, dal ein anomaler Streuer mit einer
Absorptionskante zwischen 0.9761 und 1.7316 A vorliegen muB (die energetische Tage der Strahlung, die zur
Datensammlung verwendet wurde als schwarze Linien dargestellt), konnte mit den Messungen bei 1.378 und 1.381 A
nachgewiesen werden, dal es sich bei diesem Streuer um Cu handeln mul}, da sie eine Absorptionskante zwischen
den beiden Wellenlingen aufzeigten.

Aufgrund von widerspriichlichen Ergebnissen, die in spiter aufgenommenen Datensitzen das
Atom an der Position des Se als anomalen Streuer bei 1.05 A auswiesen, d.h. bei einer Energie,
die nicht zur Abspaltung eines Elektrons aus der K-Schale von Se austeicht (Abb.15), wurde ein
Fluoreszenz-Scan im Bereich von 0.8-4.0 A bei einer Finstrahlwellenlinge von 0.9 A an den

Kristallen vorgenommen.

10000 Fluoreszenz

9000 -

8000 -

7000 -

6000 -

5000 -

4000

Int. (rel. scale)

3000 -

2000 -

1000

Energy (keV)

Abbildung 15: Fluoreszenz-Scan (0.8-4.0 A) an einem gefrorenen CO-Dehydrogenase Kristall. Deutliche
Fluoreszenz-Maxima sind fir Kalium, Eisen, Kupfer und Selen erkennbar. Maxima fiir Co, Ni und Zn treten als
Verunreinigungen der Probe, wie der Messapparatur hiufig auf. Vergleicht man die Flichen der Fe-Fluoreszenz mit
der Cu-Fluoreszenz, so ergibt sich niherungsweise ein 3:1 Verhiltnis. Die intensive Strahlung bei ~13 keV entspricht
der Anregungswellenlinge von 0.9 A.

Dieser Scan zeigt deutlich die Anwesenheit von K, Fe, Cu und Se in dem CO-Dehydrogenase
Kiristall. Da die Prisenz von Fe durch die Eisen-Schwefel-Zentren erklirbar ist und Kalium einen
Teil des Kristallisationspuffers bildet, wurden Datensitze bei Wellenlingen aufgenommen, die
jeweils auf der hoherenergetischen und der niederenergetischen Seite der K-Absorbtionskanten
von Cu und Se liegen. Dazu wurde zuvor die Lage der Absorptionskante von Cu zu 1.3795 A

bestimmt.
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Zur Datensammlung wurden die Wellenlingen 1.381 A, fiir den Datensatz auf der
niederenergetischen Seite und 1.378 A, fiir den Datensatz an der hoherenergetischen Seite der Cu
K-Absorptionskante, ausgewihlt. Fir Se wurde kein Scan durchgefiihrt und die theoretisch
bestimmte K-Kante von 0.9795 A verwendet. Datensitze wurden bei den Wellenlingen 0.9800
und 0.9770 A gemessen.

Zur Lokalisierung der anomalen Streuer bei den betreffenden Wellenlingen wurden anomale

Difterenz-Fouriersynthesen fiir alle vermessen Datensitze berechnet (Abb.16 und 17).

| 1381 A | 1378 A

Abbildung 16: Anomale Differenz-Fouriersynthesen am aktiven Zentrum (Cu-Kante). Anomale
Differenzfourier-Synthesen wurden fiir einen Datensatz bei einer Wellenlinge von A; :1.381 A (auf der
niederenergetischen Seite der Cu K-Kante) und A, :1.378 A (auf der héherenergetischen Seite der Cu K-Kante)

berechnet. Die Signale der anomalen Differenz-Fouriersynthese bei 90 konturiert zeigen, dall das Mo-nahe Atom
seine Absorptionskante zwischen 1.378 und 1.381 A haben muB. Dies entspricht dem theoretisch erwarteten Bereich
fir die Absorptionskante von Kupfer und stimmt mit der zuvor gemessenen Absorptionskante von Cu bei 1.379(5)
A im CO-Dehydrogenase Kristall iiberein.

Die Identifizierung einer Absorptionskante fiir Strahlung zwischen 1.378 und 1.381 A fiir das
Mo-nahe Atom i3t die Identitit des Streuers eindeutig feststellen (Abb.16). Aufgrund der
Elementspezifitit der Absorptionskanten ist die Festlegung der Absorptionskante
gleichbedeutend mit einer eindeutigen Identifizierung des Atoms als Cu.

Die fiir Cu vorgenommenen Berechnungen der anomalen Beitrige auf der hSherenergetischen
und niederenergetische Seite der Absorptionskante wurden analog auch fir Se durchgefiihrt.
Wahrend der anomale Streubeitrag von Mo und Cu bei beiden Wellenlingen (0.9800 und 0.9770
A) Klar erkennbar war, konnte keine Verinderung des anomalen Signals zwischen den beiden

Wellenlingen nahe des aktiven Zentrums festgestellt werden (Abb.17).
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0.9770 A

Abbildung 17: Anomale Diffetenz-Fouriersynthesen am aktiven Zentrum (Se-Kante). Anomale
Differenzfourier-Synthesen wurden fiir einen Datensatz bei einer Wellenlinge von A :0.9800 A (auf der
niederenergetischen Seite der Se K-Kante) und Az :0.9770 A (auf der héherenergetischen Seite der Se K-Kante)
berechnet. Die geringe Verinderung des anomalen Signals des Mo-nahen Atoms zwischen den beiden Wellenlingen
zeigt, dal} der Streuer sich im kontinuierlichen Bereich seiner elementtypischen Energieabsorption befindet und
keine Absorptionskante in diesem Bereich hat. Die theoretische Absorptionskante von Se liegt bei 0.9795 A, d.h.
wire das Mo-nahe Atom Se, so miissten sich seine anomalen Streueigenschaften bei 0.9800 A und 0.9770 A deutlich
voneinander unterscheiden, was nicht der Fall ist.

Strukturbeschreibung der CO-Dehydrogenase

Die Dimerstruktur

CO-Dehydrogenase ist in Losung ein Dimer und es wurden in der Patterson-Suche zwei
Monomere pro asymmetrischer Einheit gefunden. Die Gesamtstruktur kann als Dimer von
Heterotrimeren (LMS), beschrieben werden (Abb.18). Das Vorliegen des Dimers in der
asymmetrischen Einheit wurde zuvor durch die Berechnung des Matthews-Koeffizienten, wie
auch durch die Berechnung einer Selbstrotationsfunktion nahegelegt. Das schmetterlingsférmige
Dimer misst 145¥100¥70 A° mit einer solvens-zuginglichen Oberfliche von 78,076 A% Die
beiden Monomere des Dimers sind im wesentlichen identisch, mit einer r.s.-Abweichung von
0.30 A fir die korrespondierenden C O-Atome. Die Dimerkontakfliche umfalt 2000 A * und
bedeckt 4.8 % der zuginglichen Oberfliche eines LMS-Monomers. Der Dimerkontakt wird
durch eine Kopf-an-Kopf Anordnung der beiden L-Untereinheiten aufgebaut und ergibt sich im
wesentlichen aus der Interaktion eines [-Faltblattes, das mit seinem nichtkristallographischen

Symmetriedquivalent im anderen Monomer interagiert.
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Abbildung 18: Binderdarstellung des CO-Dehydrogenase Dimers. Auf der linken Seite liegt die zweizahlige
Symmetrieachse des Dimers vertikal in der Ebene der Abbildung. Auf der rechten Seite steht die zweizahlige Achse
senkrecht auf der Papierebene. Zur besseren Kenntlichmachung der Monometrgrenzen sind in der unteren Reihe die
Monomere unterschiedlich eingefirbt, wihrend in der oberen Reihe die Einfirbung nach Sekundarstrukturelementen
erfolgte.

Die Struktur des Monomers

Das CO-Dehydrogenase-Monomer besteht aus drei Untereinheiten, wobei jede der
Untereinheiten eine Sorte von Kofaktor trigt. Die Redoxkomponenten eines LMS-strukturierten
Monomers sind der MCD-Kofaktor mit dem benachbarten [CuMol-Cluster, zwei [2Fe-2S]-
Zentren vom Typ-I und Typ-1I sowie ein nichtkovalent gebundenes FAD-Molekil (Abb.19). Die
prosthetischen Gruppen bilden den Pfad, auf dem die Elektronen vom [CuMo|-Zentrum tber
das Typ-I [2Fe-2S]-Zentrum zum Typ-1I [2Fe-2S]-Zentrum und schlieBlich zum FAD gelangen
konnen. Die kiirzesten Distanzen zwischen den einzelnen Kofaktoren sind 14.6 A zwischen dem
Mo-Ton und dem niher gelegenen Fe-lon des proximalen Typ-I [2Fe-2S]-Zentrum, 12.4 A
zwischen den benachbarten Fe-Ionen des proximalen und des distalen Typ-II [2Fe-2S]-
Zentrums, sowie 8.7 A zwischen dem C7-Atom des FAD und dem niheren Fe-Ton des distalen

[2Fe-2§]-Zentrums (Abb.19). Der kirzeste Abstand von Redoxzentren zwischen den beiden
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Monomeren im Dimer ist 52.9 A zwischen den beiden [CuMo]-Zentren und eine Interaktion

zwischen den beiden Redoxketten scheint unwahrscheinlich.

FAD
287 A
PRSI
, 124 A
FeS-1
14.6 A
[CuMo]-MCD

Abbildung 19: Aufbau des CO-Dehydrogenase-Monomers. Die drei Untereinheiten der CO-Dehydrogenase
konnen weiter unterteilt werden in einzelne Dominen. Die L-Untereinheit in die cyan gefirbte N-terminale Domine
und die blave C-terminale Domine. Die S-Untereinheit trigt die Eisen-Schwefel-Zentren mit der N-terminalen
Domine in rot und der C-terminalen Domine in orange. Die drei Dominen der M-Untereinheit sind gelb, weiss und
cremefatben eingefarbt, sequentiell vom N-Terminus zum C-Terminus. Die kiirzesten Verbindungen zwischen den
Kofaktoren sind in der rechten Abbildung gekennzeichnet durch eine schwarze, unterbrochene Linie. Die Distanzen
zwischen den Kofaktoren sind in rot eingetragen.

Aufbau der Untereinheiten

S-Untereinbeit: Eisen-Schwefel-Cluster

Die S-Untereinheit ist das Eisen-Schwefel-Protein der CO-Dehydrogenase. Sie besteht aus 166
Aminosiuren und misst 45 A * 30 A * 40 A. Die Untereinheit ist deutlich in eine N-terminale (aa
1-66) und eine C-terminale Domine (aa 77-166) unterteilbar (Abb.20). Jede der Dominen trigt
eines der spektroskopisch unterscheidbaren [2Fe-2S]-Zentren (Abb.20).
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Typ-1 [2Fe2§]
Typ-1I [2Fe2S]

Abbildung 20: Binderdarstellung des Eisen-Schwefel-Proteins der CO-Dehydrogenase, die S-Untereinheit.
In der linken Abbildung ist die N-terminale Domine in blau eingefirbt, die C-terminale Domine in rot. In der
rechtsstehenden Abbildung sind die Reste kontinuierlich vom N-Terminus zum C-Terminus von blau tiber griin und
gelb bis rot eingefirbt.

Die C-terminale Domine trigt das proximale Typ-I-Zentrum. Dieses [2Fe-2S]-Zentrum liegt 11
A unterhalb der Proteinoberfliche im CO-Dehydrogenase Dimer verborgen, wobei es an der
Untereinheiten Grenze zwischen S- und L-Untereinheit liegt. Das [2Fe-2§]-Zentrum ist am N-
Terminus zweier O-Helices lokalisiert, die einen Teil des Vierhelixbiindels mit zweizihliger
Symmetrie bilden (Abb.20). Diese Faltung, wie auch das Bindemotiv CX ,CX,;CXC, wurde zum
erstenmal fiir die entsprechende Domine im Mop-Protein beschrieben (Romao, Archer et al.
1995) und scheint auf Molybdin-Hydroxylasen beschrinkt zu sein.

Die Faltung der N-terminalen Domane ist dhnlich zu den Pflanzen-Typ [2Fe-2S]-Ferredoxinen
(Sticht und Roesch 1998). Sie trigt das distale Typ-II [2Fe-2S]-Zentrum, welches nahe der
Grenzfliche der S-Untereinheit mit der M-, wie auch der L-Untereinheit liegt. Sie ist aufgebaut
aus einem funfstriangigen B-balfbarrel (Sheet A (Abb.21)), das eine orthogonal verlaufende O-Helix
umfasst.

Die strukturelle Klassifizierung der Protein Datenbank-SCOP  (Murzin, Brenner et al. 1995) teilt
die N- und C-terminale Domine dhnlich wie oben vorgeschlagen ein. Die Faltung der N-
terminalen Domaine gehért danach zur Superfamilie der [2Fe-2S]-Ferredoxin verwandten
Faltungen und wird als B-grasp, Ubiquitin dhnliches Motiv beschtieben. Die C-terminale Domine

bildet ihre eigene Superfamilie.
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N-terminale Dowmiine C-terminale Dowmiine

(07 N1

51-54 73-75 - 13-19 106-119 125-131

77-79 89-96 143-156
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61-63 66-69 25-31
N2 3

Abbildung 21: Topologiediagtamm der S-Untereinheit. O-Helices werden durch Kreise symbolisiert und [3-
Faltblitter durch Dreiecke.

L-Untereinbeit: Molybdin-Kofaktor-Bindung
Die L-Untereinheit ist herzférmig mit Dimensionen von 60 * 83 * 70 A ? und besteht aus zwei

Dominen (Abb.22).

Abbildung 22: Binderdarstellung des Molybdoproteins (L-Untereinheit). Links wurden die beiden Dominen
in blau (N-terminale Domine) und rot (C-terminale Domine) eingefarbt. Rechts wurde das Protein kontinuietlich
vom N-Terminus in blau tiber griin, gelb, orange zum C-Terminus in rot eingefirbt.

Seine N-terminale Domine (aa 10-439) interagiert mit der M- und der S-Untereinheit im gleichen

Monomer. Thre Faltung wird durch ein sieben-stringiges (Sheet A (Abb.24)) und ein finf-
stringiges (Sheet E (Abb.24)) gemischtes [-Faltblatt dominiert. Die C-terminale Domine (aa

440-809) kann weiter unterteilt werden in zwei Subdomanen. Die erste Subdomine besteht aus
einer zentralen O-Helix von 27 Aminosiuren, welches in ein kleines dreistringiges [3-Faltblatt
(Sheet K (Abb.24)) gefolgt von einer O-Helix lauft, sowie einem vierstringigen [(3-Faltblatt (Sheet

J (Abb.24)). Dieses interagiert mit seinem Symmetrieverwandten des anderen Monomers, und

baut damit den Hauptdimer-Kontakt auf. Die zweite Subdomine der C-terminalen Domine
besteht aus einem langen dreistringigen antiparallelen [B-Faltblatt (Sheet H (Abb.24)), das von

sieben O-Helices umwunden wird. Der MCD-Molybdin-Kofaktor liegt eingebettet zwischen den
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beiden Dominen und ist durch ein Netz aus Wasserstoffbriicken in der Untereinheit verankert

(Abb.23).
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Abbildung 23: Interaktionen des MCD-Kofaktors mit der L- und S-Untereinheit. Schematische Darstellung
der H-Briicken-Wechselwirkungen des Moco mit den umgebenden Protein-Resten. H-Briicken sind als
durchgezogene Linien dargestellt und wurden ausgewihlt, wenn sie Distanzen im Bereich von 2.5-3.3 A zwischen
moglichen H-Brickendonoren und —akzeptoren aufweisen. Die Farbe der umgebenden Kiistchen entspricht dem
Konservierungsgrad der Reste in der Molybdin-Hydroxylasen, in einem Vergleich von ca. 50 Mitgliedern der
Enzymfamilie. Blau: >90% konserviert, Grin: 70-90% konserviert, Gelb: 30-70% konserviert, Rot: <30%
konserviert. Reste, die mit dem Pyranopterin-Teil des Kofaktors wechselwirken sind im allgemeinen hoch
konserviert.

Die SCOP-Datenbank sieht fiir die L-Untereinheit eine Unterteilung in zwei Dominen vor, die
der oben aufgefiihrten Einteilung nicht entspricht. Hiernach ist die N-terminale Domine nur
sehr klein (aa 10-146) und witrd als eigene Supetfamilie bezeichnet, die durch ein  B-hammerhead-
Motif gekennzeichnet ist. Die C-terminale Domine (aa 147-809) wird als Molybdopterin-

bindende Domaine bezeichnet.
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Abbildung 24: Topologiediagramm der L-Untereinheit. Dreiecke markieren (3-Faltblatter und Kreise 0-Helices.

M-Untereinheit: EAD

Die M-Untereinheit ist das Flavoprotein der CO-Dehydrogenase. Es bindet FAD in einem 1:1
Verhiltnis und zeigt die Motive *AGGHS™ und '"TIGG"*. Beide Motive sind konserviert in der
Molybdin-Hydroxylase-Familie (Dobbek, Gremer et al. 1999; Gremer, Kellner et al. 2000) . Die
M-Untereinheit wird in drei Dominen unterteilt, die N-terminale Domine (aa: 1-54), die mittlere
Domine (aa: 60-174) und die C-terminale Domine (aa: 180-285).

Die N-terminale Domine wird aufgebaut durch ein dreistringiges paralleles [-Faltblatt (31-

B3/Sheet A (Abb.25)), welches von zwei Helices (01-02) flankiert wird. Ein Loop zwischen 02
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und (32 einer BaPB-Einheit beinhaltet eines der beiden Doppel-Glycin Motive (Abb.25), die mit
dem Pyrophosphat-Teil des FAD-Molekiils interagieren. Glycin-haltige Motive werden hédufig in
Nucleotid-bindenden Proteinbereichen gefunden werden (Schulz 1992).

Das Hauptstrukturelement der mittleren Untereinheit ist ein funf-stringiges antiparalleles [3-
Faltblatt (34-B8 (Sheet B)(Abb.27)), das eine Insertion von sechs kleinen O-Helices (03-09
(Abb.26)) beinhaltet, die sich um den Adenosin-Dinukleotid Teil des FAD winden. Eine dieser
O-Helices trigt dabei das zweite Doppel-Glycin Motiv (aa 111-115 (Abb.206)), das ebenfalls mit
dem FAD-Molekiil interagiert. Die mittlere Domine bildet zusammen mit der N-terminalen

Domine die beiden Fligel, die den Kofaktor halten.

A L1670
NH,
AN GMN  g3N N S
. N
T111.091 . o’ </ |
- o L37N
0 N £ i o5
THIN - P N
— \P 0/ o o
63N o
o
HR5N - P3N
OH OH__
H——OH LW P300
H——oH R29 N1
H—>—O0H N115 N&2
9 1
HC N N o.
. LRt Y | D124N
75 sa __laa o 3NH
H,C G N | D124 052

A102N K185 Ng

Abbildung 25: Die Struktur der M-Untereinheit. (A) Molekulare Interaktionen zwischen FAD und der M-
Untereinheit. Die Atome des Isoalloxazinringes sind beschriftet. Die Aminosiuren, die das FAD Molekil iiber H-
Briicken binden koénnen sind markiert. Wihrend die N-terminale Domine (gelbe Kistchen) nur den Dinukleotid-
Anteil des FAD Molekiils bindet, interagiert die mittlere Domine auch mit dem Riboflavin-Anteil. Die C-terminale
Domine (Blaue Kiistchen) zeigt nur eine mogliche Wasserstoffbriicke zum Isoalloxazinring. (B) Faltung der M-
Untereinheit. Die N-terminale Domine ist gelb eingefirbt, die mittlere Domine rot und die C-terminale Domaine in
blau. Tyr 193 verringert die Zuginglichkeit des Isoalloxazinringes fiir das umgebende Solvens und ist cyan
eingefirbt.

Die C-terminale Domine enthilt ein drei-stringiges antiparalleles [3-Faltblatt (Sheet D (Abb.27)),
das in ein Drei-Helix-Bindel (a10-012 (Abb.206)) lduft. Der Isoalloxazin-Ring des FAD ist nur

von einer Seite zuginglich ist, die nahe der Grenzfliche zwischen den Untereinheiten liegt. Der
zentrale Teil des Isoalloxazin-Ringes wird von der umgebenden Lésung durch Tyr 193 geschiitzt,
der ein Teil eines langgestreckten Loops zwischen dem ersten und zweiten Faltblatt der C-

terminalen Domane ist. Ein Teil des Dimethylbenzenringes bleibt weiterhin zuginglich. Dies gilt



fir die C7- und C8-Positionen mit ihren Methyl-Gruppen, wie auch fiir die C9-Position des
Isoalloxazin-Ringes. Das C4a- und N5-Atom kann evtl. durch Konformationsinderungen der C-

terminalen Domine oder Tyr 193 zuginglich werden.
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P72222); NicotDH, Nicotin-

Swall:

Dehydrogenase von _Arthrobacter nicotinovorans (ndhA, Swall: Q17209); XDHCV, Xanthin-Dehydrogenase von

carboxidovorans (coxM, Swall: Q51323);
Calliphora vicina (xdh, Swall: XDH CALVI); XDHDM, Xanthin-Dehydrogenase von Drosgphila melanogaster (xdh,

CODH, CO-Dehydrogenase von O.

all

Sequenzvergleich der Mo-Hydroxylase-Flavoproteine. Sequenzvergleich von CoxM der CO-
genase von Oligotropha carboxidovorans mit den korrespondierenden Bereichen reprisentativer Mitglieder der

ylase Familie sind dhnlich zu denen, die fiir die Vanillyl-Alkohol-Oxidase-Familie der Flavoproteine gefunden

wetden. Die Sekundatstruktur wird dargestellt durch Pfeile fur [B-Falblittet und Balken fur O-Helices, eingefatbt

/

Molybdin-Hydroxylase-Familie.

/

und in rot und blau markiert. Die entsprechenden Motive fiir die FAD-Bindung bei Enzymen der Molybdan-

Hydrox
nach den Farben der Dominen. Aminosiure-Reste, die wenigstens dreimal in einer Reihe auftauchen sind in griin

eingefirbt. Die Position von Tyr 193 ist markiert durch einen Cyan eingefirbten Kreis.
zusammen in eine Domine (aa 1-177) der Superfamilie der FAD bindenden Dominen mit zwei

gemischten 0/f3 Unterdominen. Die C-terminale Domine wird definiert wie oben und bildet

Swall: XDH DROME). Zwei Bereiche aus herausgehobenen Aminosiuren sind verantwortlich fir die FAD-Bindung
Die SCOP-Klassifierung der M-Untereinheit gruppiert die N-terminale und mittlere Domane

QuinOR, Chinolin-2-Oxidoreduktase von Pseudomonas putida (qorM,

ihre eigene Superfamilie.

Abbildung 26
Dehydro
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N-terminale Domdine Mittlere Domidine

63-66 1 - -
Sheet B
8-60 158-159 153-155 149-151
N2 Sheet C

Sheet A

C-terminale Domine

N3

224-225 208-217 196-205 180-186
Sheet D %

Abbildung 27: Topologiediagramm der M-Unteteinheit. Dreiecke stellen B-Faltblitter und Kreise O-FHelices
dar.

Molybdin und Kupfer im aktiven Zentrum

Gln 240

W-Sulfido

Glu 763

Abbildung 28: Der zweiketnige [CuMo]-Clustert, das aktive Zenttum der CO-Dehydrogenasen.
Das aktive Zentrum der CO-Dehydrogenase konnte durch die Kristallstruktur als ein neuartiges,

zweikerniges Cu und Mo enthaltendes Zentrum charakterisiert werden (Abb.28). Das Mo-Ion
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befindet sich in oxidierter CO-Dehydrogenase im Oxidationszustand +VI und wird von 5
direkten Liganden koordiniert. Das Zentrum besteht auf der einen Seite aus einem Cu-Atom,
gebunden an das SY-Atom von Cys 388 und auf der anderen Seite aus der Mo-Hydroxo/-Oxo-
Gruppe, ligandiert durch drei Schwefel-Atome. Zwei der Schwefel (87 und S8) kommen dabei
vom Molybdopterin-Kofaktor, wihrend das dritte Atom ein Cu und Mo verbriickender M-

Sulfido-Ligand ist. Die Anwesenheit des H-Sulfido-Liganden konnte erst bei der Untersuchung
der hochaktiven Form der CO-Dehydrogenase erkannt werden. Dieses Enzym stammt aus einer
Reinigung, die ein Protein mit bislang hochster spezifischen Aktivitit lieferte (L.Gremer 2000).
Redoxdifferenzspektren zwischen Dithionit-reduzierter und CO-reduzierter CO-Dehydrogenase
lassen erkennen, daf dieses Enzym zu mehr als 90% katalytisch kompetent ist (L.Gremer 2000).
Trotz der Pentakoordination des Mo weisen die Winkel zwischen den Liganden es als eine
tetracdrische Koordination aus, wobei der Dithiolen-Ligand iber einem Scheitelpunkt des
Tetraeders sitzt und als ein einzelner zweizdhniger Ligand betrachtet werden kann. Die
Anwesenheit des volumindsen Dithiolen-Liganden bewirkt dabei eine Verkirzung des Winkels
zwischen dem W-Sulfido-Liganden und dem Hydroxo-Liganden, die der Dithiolen-Gruppe am
nichsten sind (Abb.28). Unter den drei Schwefel-Liganden zeigt der H-Sulfido-Ligand die

stirksten Wechselwirkungen mit dem Mo, resultierend in kurzen Bindungsabstinden zwischen M-
Sulfido-Liganden und Mo von 2.29-2.36 A, typisch fiir eine Mo-S Einfachbindung mit Werten
um 2.4 A (Schindelin, Kisker et al. 1997).

Cu hat nur zwei direkte Liganden, es teilt den H-Sulfido-Liganden mit Mo und ist zusitzlich an

das Sy-Atom von Cys 388 gebunden (Abb.28). Sie liegen in einer verzerrt-linearen Anordnung
vor und zeigen Bindungslingen um 2.18 A. Die lineare Koordinationsgeometrie, wie das Fehlen
von Cu(I)-typischen ESR- und UV/VIS-spektroskopischen Eigenschaften, kennzeichnen den

Oxidationszustand des Cu-Atoms als Cu(+1).

Die CO-Dehydrogenase von Hydrogenophaga pseudoflava

CO-Debydrogenase von H. psendoflava in Gegenwart von Mo inm Kulturmedium

Die Struktur der aktiven Mo ™ CO-Dehydrogenase von H. psendoflava zeigt eine sehr dhnliche
Faltung und Anordnung der Untereinheiten wie die CO-Dehydrogenase von  O. carboxidovorans.
Das schmetterlingsférmige Dimer hat eine Gesamtausdehnung von 145%100%¥70 A °. Die beiden
Monomere zeigen rms-Abweichungen von 0.24 A fiir die C a-Atome. Der Aufbau in L-, M- und
S-Untereinheit entspricht der O. carboxidovorans-Struktur. Die prosthetischen Gruppen bilden den

Pfad fiir den intramolekularen Elektronentransfer mit den kiirzesten Distanzen von Mo — Fe

as1= 144 A, Fe oo - Fepreag 1=12.5 A, Fepr g n-FAD ¢137,= 8.8 A. Eine Uberlagerung der C -
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Atome der Monomere von H. psendoflava und O. carboxidovorans CO-Dehydrogenasen zeigen rs-
Abweichungen von 0.73 A (0.64 A, 0.43 A und 0.79 A fiir die T-, S- und M-Untereinheiten). Das
Dimer-Grenzfliche der beiden Heterotrimere ist dicht gepackt, bedeckt 4260 A > der
zuginglichen Oberfliche und wird durch eine Kopf-zu-Kopf Anordnung der beiden L-
Untereinheiten aufgebaut.

Die S-Untereinheit hat AusmaBe von 45%30%40 A * und ist geteilt in eine C-terminale (aa 77-157)
und eine N-terminale Domine (aa 3-75), die beide je einen [2Fe-2S]-Cluster binden. Das Typ-I
Zentrum liegt 12 A unterhalb der Proteinoberfliche, nahe der Kontaktfliche zwischen der L-
und S-Untereinheit und wird durch zwei Loops gehalten. Das erste Fe-Ion wird gebunden durch
Cys 101 und Cys 138, das zweite durch Cys 104 und Cys 136. Gln 100 der S-Untereinheit kann

iiber seine Amid-Gruppe mit einem der S-Atome des Typ-1 Zentrums wechselwirken (3.3 A) und

tber seine O€1-Gruppe mit der Aminogruppe an der C2 Position des Pyrimidin-Ringes des

Moco. Das Typ-1I Zentrum liegt zwischen der S- und der M-Untereinheit. Das Faltungsmotiv

wird aus einem funfstringigen antiparallelen/parallelen [(-Faltblatt, welches eine O-Helix
orthogonal zur Richtung der Faltblitter umschlie3t, gebildet. Ein Fe-Atom des [2Fe-2S]-

Zentrums wird durch das Sy-Atom des Cys 42 und Cys 47 koordiniert, das andere durch Cys 50

und Cys 62.

Die M-Untereinheit hat Dimensionen von 60*50%40 A’ und wird aufgebaut durch eine N-
terminale (aa 1-54), eine mittlere (aa 60-147) und eine C-terminale Domine (aa 60-147) (Abb.29).

FAD witd gebunden durch die N-terminale und die mittlere Domine. Ein B-sm der N-

terminalen Domine trigt das Motiv. ?AGGHS™, dessen Reste mit dem Pyrophosphat-Teil des
FAD interagieren. Die mittlere Domine beinhaltet ein flnfstringiges antiparalleles [3-Faltblatt

mit einer Insertion von 6 kleinen O-Helices, die sich um den ADP Teil des FAD Molekiils
winden. Eine dieser Helices beinhaltet das zweite FAD bindende Motiv '"TIGGD'”. Die C-
terminale Domine, die durch einen flexiblen Iogp mit der mittleren Domane verbunden ist, trigt
Trp 193 auf einem ausgedehnten Logp. Die Trp-Seitenkette verbirgt den zentralen Teil des
Isoalloxazinringes mit den redoxaktiven C4a- und N5 Atomen vor der umgebenden Lésung. Die
C7- und C8-Methylgruppen, sowie das C9-Atom des Dimethylbenzenringes des FAD verbleiben
der Losung zuginglich. Mit Ausnahme weniger Aminosdurenaustausche zwischen — O.
carboxidovorans und H. psendoflava entsprechen sich die Interaktionen zwischen Protein und FAD.
Die I-Untereinheit hat eine herzférmige Gestalt mit Dimensionen von 85%75%70 A * und kann
unterteilt werden in eine N-terminale Domine (aa 7-435) und eine C-terminale Domine (aa 440-
803), die zueinander niherungsweise orthogonal liegen, wobei der Moco im Interface lokalisiert

ist (Abb.29). Der Moco erstreckt sich im Inneren der L-Untereinheit mit einer maximalen Linge
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von 17 A zwischen der Oxo-Gruppe an der C4-Position des Pyrimidinringes des Pyranopterins
und der Aminogruppe an der C4 Position des Cytosins. Der Kofaktor liegt mit seinem
Pyranopterin-Teil und dem Mo-Ion an der Basis der Einstilpung des aktiven Zentrums,
ausgebildet durch die N-terminale Domine. Der 5-CDP Anteil liegt in der entgegengesetzten
Richtung tief verborgen von der C-terminalen Domine. Die N-terminale Domine besitzt zwei
unterschiedene Subdominen. Der untere, dinne Teil der Domine besteht aus einem funf-
strangigen antiparallel-/parallelen [-Faltblatt, welches durch zwei O-Helices flankiert wird und
einer dritten Helix tiber dem Faltblatt. Der dickere obere Teil wechselwirkt mit der S- und der M-
Untereinheit im selben Monomer und der N-terminalen Domine der L-Untereinheit des anderen

Monomers. Seine Faltung wird dominiert durch ein siebenstringiges antiparallel/paralleles [3-

Faltblatt, welches eine zentrale O-Helix umhillt, und ist flankiert durch zwei O-Helices. Die C-
terminale Domine kann in zwei Fliigel unterteilt werden, die 85 A umfassen. Der Pyrophosphat-

Teil des Moco liegt am Schnittpunkt der Fligel. Der erste Teil besteht aus einem grossen
vierstringigen antiparallel/parallelem [3-Faltblatt, umgeben von finf O-Helices. Der zweite Teil
besteht aus einer groBlen, zentralen 0O-Helix, die in ein schmales, dreistringiges, antiparalleles [3-

Faltblatt miindet, dem eine O-Helix und ein vierstringiges antiparallel/paralleles [-Faltblatt folgt,

das mit dem anderen Monomer interagiert.

N-terminale Domaine C-terminale Domane

Abbildung 29: Binderdarstellung der Faltung der L-Untereinheit der CO-Dehydrogenase von I1.
pseudoflava. Die N-terminale und C-terminale Domine. Helices sind in rot, Faltblitter in gelb und Agps in griun
eingefirbt.

Ein Substratkanal mit Eingang nahe der Dimergrenzfliche endet am Moco. Es ist ein schmaler,
hydrophober Kanal von 17 A Linge und 6 A Breite (gemessen von den C P_Atomen der

umgebenden Aminosiuren). Der Kanal, wie der Moco, sind umgeben von der N-terminalen und
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der C-terminalen Domine. Das aktive Zentrum der H. psendoflava CO-Dehydrogenase ist dem der
O. carboxidovorans CO-Dehydrogenase sehr ahnlich. Aufgrund der geringeren Auflosung ist die
Interpretation der Liganden des aktiven Zentrums nicht eindeutig, entspricht aber offensichtlich

im wesentlichen dem der O. carboxidovorans CO-Dehydrogenase. Die Oxo-Gruppe ist in
Wasserstoffbriicken-Distanz zur N €2 Gruppe von Gln 237, welcher Teil eines [-Turns einer

Baf Einheit ist. In Trans-Position zur Oxo-Gruppe liegt O €2 von Glu 757 in einer Entfernung
von 3.5 A. Aufgrund der Parallelen in Reaktivitit wie Inaktivierung ist anzunehmen, daB die
Interpretation eines Se-Atoms im aktiven Zentrum (Hanzelmann, Dobbek et al. 2000) auch fiir
H. pseudoflava nicht korrekt ist und hier, wie bei O. carboxidovorans CO-Dehydrogenase das [CuMo]
Zentrum das Herz der katalytischen Einheit ist. Die Distanz zwischen Cu und Mo ist in  H.
psendoflava CO-Dehydrogenase mit 4.4 A etwa 0.6 A linger als in dem  O. carboxidovorans Enzym.
Verfeinerungen des Temperatur-Faktors legen eine Cu Besetzung der untersuchten H. pseudoflava
CO-Dehydrogenase Spezies von ca. 0.25 Mol pro Mol Monomer nahe.

Die Seitenkette von Arg 384 mit ihrer Guanidinium Gruppe erstreckt sich vom Mo-Ion bis zum
Pyrazinring der Pyranopterin-Einheit mit NH1 und NH2 der Guanidinium-Gruppe nahe bei der
NHS8 Position des Pyrazin-Ringes. Arg 384 in der L-Untereinheit der H. pseudoflava CO-
Dehydrogenase und Arg 387 in der L-Untereinheit der  O. carboxidovorans CO-Dehydrogenase, wie
Arg 533 von Mop (Romao, Archer et al. 1995) und Mod (Rebelo, Maciera et al. 2000) besitzen

die gleiche Konformation und Orientierung der Seitenkette. Zusitzliche deutliche Dichte am C 'y
Atom von Arg 384 der H. psendoflava CO-Dehydrogenase wurde als eine Hydroxyl-Gruppe, in 5.5
A Abstand vom Mo-Ton modelliert. Ein mogliche Funktion dieser Hydroxyl-Gruppe kénnte die
Stabilisierung der gestreckten Konformation von Arg 384 sein. Die Tatsache, daBl O.
carboxidovorans CO-Dehydrogenase diese Modifikation nicht enthalt, deutet allerdings an, dal3 sie

fir die Funktion nicht essentiell ist.

CO-Debydrogenase von H. pseudoflava in Abwesenheit von Mo im Kulturmedinm

Inaktive Mo™™* CO-Dehydrogenase wird produziert in Gegenwart eines Uberschusses an
Wolfram gegeniiber Molybdin im Wachstumsmedium (Hinzelmann und Meyer 1998). Die
Gesamtstruktur ist die gleiche wie bei Mo ™ CO-Dehydrogenase. Diese Ahnlichkeit umfaBt den
Autbau des Enzyms, welches ebenso ein Dimer aus Heterotrimeren ist, wie die Anwesenheit der
beiden [2Fe-2S]-Zentren. Ein Nachweis von Cu wurde bei diesem Enzym noch nicht
durchgefihrt. Grossere konformationelle Anderungen, wie Dominen- oder ILogp-Bewegungen
wurden nicht gefunden. Fine Uberlagerung der C ®-Atome des Monomers von Mo ™ und Mo ™"

CO-Dehydrogenase ergibt eine s Abweichung von 0.13 A. Die L-Untereinheit von Mo ™™* CO-
Dehydrogenase beinhaltet nur den 5-CDP Teil, aber nicht den Mo-Pyranopterin-Teil des Moco.
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Das 5-CDP liegt in Mo™™ an der Position und zeigt die gleichen Interaktionen, die dieser
Molekiilteil auch als Teil des MCD in Mo ™ CO-Dehydrogenase zeigt (Abb.30). Dieses Ergebnis
bestitigt die zuvor durchgefiihrten biochemischen Messungen (Hinzelmann und Meyer 1998), in
denen 5-CDP auch als die wesentliche Nukleotid-Komponente der I.-Untereinheit in Mo ™™
CO-Dehydrogenase identifiziert wurde. Das Fehlen von Elektronendichte an der Position des
Mo-lons und des Pyranopterins deuten das Fehlen der beiden Komponenten an. Trotz der
Abwesenheit des Pyranopterinringes zeigt die Umgebung um den fehlenden Kofaktor die
gleichen strukturellen Elemente wie Mo ™ CO-Dehydrogenase. Die Mo ™™*-Struktur bestitigt die
These, daB3 ein Uberschu3 von Wolframaten {iber Molybdaten die Biosynthese des Moco auf der
Ebene des MPT terminiert und MPT nicht in das Enzym eingebaut wird (Hinzelmann und
Meyer 1998). 5-CDP wird offensichtlich wihrend der Faltung des Proteins eingebaut, um die
Moco-Bindungsregion zu stabilisieren. Der Pyranopterin-Anteil ist nicht wesentlich in die

Stabilisierung des Molybdoproteins involviert, da es seine korrekte Struktur und Konformation

auch in seiner Abwesenheit erreicht.

GIln237

MCD
5'-CDP

Glu757

Abbildung 30: Uberlagetung der aktiven Zentren von MoPus (griin) und Mominus (rot) H. pseudoflava CO-
Dehydrogenase.

Alle Aminosiuren, die mit dem Moco in Mo ™ interagieren sind in Mo ™ CO-Dehydrogenase
ebenfalls geordnet. Konformationsinderungen sind zu beobachten fiir die Carboxylat-Gruppe
von Glu 757, die mit dem Mo-Ion interagiert und fiir den Cu Liganden Cys 385 (Abb.30). Dies

bedeutet, dal die Konformationen von Glu 757 und Cys 385 teilweise durch ihre
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Wechselwitkung mit Mo, bzw. dem Pyranopterinring bestimmt sind, wihrend die hoch

konservierten Reste Arg 384 und Gln 237 unverindert bleiben.

minus

Die in Mo™ modifizierte Aminosiure Arg 384 trigt auch in Mo eine Hydroxyl-Gruppe an

der Cy-Position, was fiir eine posttranslationale Modifikation spricht, die unabhingig von der

Aktivitit des Enzyms ist.

Abbildung 31: Obetflichendarstellung des Hohlraums um den MCD-Kofaktor. Links MoP™s, rechts Mominus,
Das aktive Zentrum von MoP"s CO-Dehydrogenase als Stibchen-Modell mit MCD-Mo-Cu-Cys 385. Der
iberwiegende Anteil des Enzyms ist in der inaktiven desulfo-Form, daher wurden drei Oxo-Liganden am Mo
gefunden. Die van-der-Waals-Oberfliche des Proteins wurde berechnet unter Auslassung der Wasser-Molekiile, des
MCDs und Cys 385. Rechts das aktive Zentrum von Mo™ws CO-Dehydrogenase mit 5-CDP und Cys 385. Die
Abbildung wurde mit INSIGHTII berechnet und erstellt.

Kiristallographische Studien zum Reaktionsmechanismus

Das aktive Zentrum in der oxidierten as isolated Form

Die Bestimmung der exakten Geometrie des aktiven, oxidierten Enzyms ist von besonderer
Bedeutung, da sie sowohl den Start- wie auch den Endpunkt des katalytischen Zyklus darstellt.
Alle Verinderungen, die andere katalytische oder inaktive Spezies zeigen, werden an der aktiven

Form gemessen.
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Ein unvermeidbarer Effekt in der Rontgenkristallographie ist die Generierung von Elektronen

durch die Absorption der Rontgenstrahlung durch das kristalline Material. Dies fiihrt

typischerweise zur Reduktion, teilweise auch zur Oxidation, von redox-sensitiven Gruppen.

Obwohl dieser Prozess temperaturabhingig ist, tritt er auch bei —160°C noch mefbar auf (Nave
1995).

Um die Auswirkung dieser zeit- und dosisabhidngigen Photoreduktion abschitzen zu kénnen

wurden zwei oxidierte Kiristalle am Synchrotron vermessen. Vom ersten gefrorenen Kiristall

wurden im Laufe von 7 h ein hochaufgeloster und ein niedrigaufgeloster Datensatz gesammelt,

die anschlieBend zu einem Datensatz bis 1.17 A Auflésung zusammengefal3t wurden. Ein zweiter

gefrorener Kiristall wurde in weniger als 1 h vermessen, wobei ein Datensatz bis 1.48 A

Auflésung aufgenommen wurde.

Abbildung 32: Stereodarstellung des [CuMo]-Zentrums in der oxidierten Form. 2Fs-F¢ Fouriersynthese
konturiert bei 1.00 (Linien), bzw. 2.50 (Oberfliche).

Das aktive Zentrum der oxidierten CO-Dehydrogenase trigt wie alle aktiven Formen den
[CuMo]-Cluster (Abb.32). Mo ist funfach koordiniert und tetraedrisch von seinen Liganden
umgeben. Die Distanzen zu den Dithiolen-Schwefeln (Mo-S7° und Mo-S8° ) sind nahezu
identisch und fiir Mo-S Einfachbindungen vergleichsweise lang (Abb.33). Die Wechselwirkung
zwischen Mo und O€2 des Glu 763 ist mit 3.13 A, verglichen mit den reduzierten und Inhibitor-
gebundenen Formen, kurz. Die Distanz zwischen Cu und Mo ist ebenfalls am kiirzesten in der

oxidierten Form.
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!

Cys 388

Glu 763

Abbildung 33: Darstellung des oxidierten aktiven Zentrums. Distanzen sind in A angegeben. Zusitzlich wurden
folgende Distanzen gemessen: Cu(T)-Hydroxo: 3.36 A, S8-S7% 3.15 A, Mo-Sy (Cys388): 5.91 A, Hydroxo-US: 3.08 A,
C7C8% 1.35 A. Gemessene Winkel: Oxo-Mo-Hydroxo: 106.3°, Hydroxo-Mo-WS: 95.6°, Oxo-Mo-S8: 100.7°, Oxo-
Mo-S7: 101.4°, S8-Mo-S7: 79.4°, .uS-Cu(I)-Sy (Cys388): 155.7°.

Das aktive Zentrum in der nBIC-gebundenen Form

Der Ersatz des Sauerstoffatoms von CO durch die Gruppe NR ist das Charakteristikum von
Isonitrilen (CNR). Die chemische Reaktivitit dieser Stoffklasse zeigt deutliche Parallelen zu CO.
Dies gilt insbesondere fiir die Zusammensetzung und Struktur von Metallisonitrilen und
Metallcarbonylen.

n-Butylisonitril (nBIC) ist ein starker kompetitiver Inhibitor der CO-Dehydrogenase (L.Gremer,
unveroffentlichte Ergebnisse) und kann als ein Analogon zu CO aufgefasst werden.
CO-Dehydrogenase-Kristalle wurden bei +18°C fir knapp 2 h mit 10 mM nBIC inkubiert.
Lingere Inkubationszeiten waren nicht moglich, da die Kiristalle nach 2 h Risse bekamen und
zerfielen. Die Entfernung der nBIC-haltigen Losung, sowie die anschlieBende Umhiillung mit Ol
stoppte diesen Prozess und die Kiristalle lieBen sich nach dem gleichen Protokoll transformieren,
das auch fir die nativen Kiristalle verwendet wurde.

Die schockgefrorenen Kiristalle wurden am Synchrotron vermessen, wobei komplette Datensitze

bis 1.09 A Auflésung gesammelt werden konnten. Die verfeinerte Struktur zeigt, dal3 nBIC im

aktiven Zentrum am [CuMo]-Cluster bindet. Dabei werden Bindungen von nBIC mit dem H-

Sulfido-Liganden des Mo, dem Hydroxo-Liganden sowie dem Cu-Ion ausgebildet (Abb.34).
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Abbildung 34: Stereodarstellung des [CuMo]-Zentrums nach der Bindung von nBIC. 2Fs-Is Fouriersynthese
konturiert bei 1.00 (Linien), bzw. 2.50(Oberfliche).

Der resultierende planare, vieratomige Metallozyklus zeigt kurze Distanzen zwischen nicht direkt
gebundenen Ringatomen (Abb.35). Die Bindung des Inhibitors fithrt zu grésseren strukturellen
Anderungen des [CuMo]-Clusters und fithrt zum open state des aktiven Zentrums, in dem der
Abstand zwischen Mo und Cu um mehr als 1 A zugenommen hat. Die Offnung des Zentrums
16st zudem weitere Verinderungen des Cys 388 tragenden Loops im aktiven Zentrum aus. Diese
Anderungen werden tiber die H-Briicken Wechselwirkung zwischen Glu 736 und dem Loop
weitergegeben und resultieren in einer Zunahme der Distanz zwischen O €2 von Glu 763 und Mo
(Abb.35). Eine Verkiirzung der Bindung des Oxo-Liganden am Mo von 1.73 A im oxidierten
Zustand auf 1.67 A in der nBIC-gebundenen Form, deutet auf eine Erhéhung seiner

Bindungsordnung mit der Ausbildung einer formalen Dreifachbindung zwischen dem Liganden

und Mo hin (Abb.35).
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!

Glu 763

Abbildung 35: Darstellung des aktiven Zentrums, nach Bindung von nBIC. Distanzen sind in A angegeben.
Zusitzlich wurden folgende Distanzen gemessen: S8S7¢ 3.09 A, Mo-Sy (Cys388): 6.84 A, C(nBIC)-N(nBIC): 1.37 A

Hydroxo-US: 2.49 A, C7-C8% 1.39 A. Gemessene Winkel: O2-Mo-O1: 103.7°, Hydroxo-Mo-US: 69.2°, Oxo-Mo-
Hydroxo: 112.6°, Oxo-Mo-58:105.6°, Oxo-Mo-S7: 106.2°, S8-Mo-S7: 82.7°.

Die Bindung von nBIC bewirkt am Cu eine Liganden-Substitution, durch die die Bindung
zwischen Cu und dem zuvor Mo und Cu verbriickenden H-Sulfido-Liganden gelést und durch

eine Bindung mit dem Stickstoffatom des nBIC ersetzt wird. Die Position des nBICs entspricht
einer Insertion der CN -Einheit in die Cu-H-Sulfido-Bindung. Die beiden Cu-Liganden weisen

auch nach der Liganden-Substitution wieder eine verzerrt lineare Geometrie auf.

CO-begaste, H -begaste und Dithionit-reduzierte CO-Debydrogenase

CO-Dehydrogenase besitzt mit dem FAD, den [2Fe-2S]-Zentren und dem [CuMo]-Cluster drei
prosthetische Gruppen, die unter physiologischen Bedingungen Anderungen in ihrem
Redoxzustand durchmachen. Im aktiven Zentrum gilt dies insbesondere fiir Mo, welches
wihrend eines katalytischen Zyklus von Mo(+VI) auf Mo(+1V) und zurtick wechselt.
CO-Dehydrogenase kann durch ihr physiologisches Substrat CO, das nicht-physiologische
Substrat H, und durch klassische Reduktionsmittel wie Natriumdithionit reduziert werden. Alle
drei Varianten der Reduktion wurden mit CO-Dehydrogenase-Kristallen unter anoxischen
Bedingungen durchgefiihrt. Von H ,-reduzierten-Kristalle wurden bislang nur Datensitze bis 1.9
A bei +20° C an einem Generator mit rotierender Anode gemessen. CO- und Dithionit-
reduzierte Kristalle wurden schockgefroren und Datensitze zu nahe-atomarer Auflésung (CO:

1.21 A; Dithionit :1.28 A Auflésung) am Synchrotron gesammelt. Die Reduktion der Kristalle
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unter Wirkung der Gase (H,/N, und CO/N,) konnte optisch durch die Entfirbung der Kristalle
auf dem Free-Mounting Kristallhalter verfolgt werden, die Reduktion mit Dithionit wurde in
Losung durchgefiihrt, wobei ebenfalls die Entfirbung der Kristalle optisch verfolgt werden
konnte.

Alle verfeinerten Strukturen zeigen nach erfolgter Reduktion sehr dhnliche Geometrien in ihren
aktiven Zentren (Abb.36). Obwohl wir strukturelle Anderungen an allen Kofaktoren feststellen
konnen, konnten keine Anderungen des organischen Anteils des Molybdopterin gefunden
werden, wie sie fiir das Mop Protein beobachtet wurden (Huber, Hof et al. 1996).

Die Reduktion resultiert in einer Verlingerung der Distanz zwischen Cu und Mo von 3.75 auf
3.93 A, eine Verlingerung der Bindung der Hydroxylgruppe am Mo auf 2.05 A und einer
Verkiirzung der Distanz zwischen Mo und der Dithiolengruppe. Die Bindungslingen zwischen
Mo und den Dithiolen-Schwefeln liegen zwischen der oxidierten und der nBIC gebundenen
Form (Abb.35). Der reduzierte [CuMo]-Cluster ist etwas weiter getffnet als in der oxidierten
Form und zeigt eine grossere Distanz zwischen Mo und der Carboxyl-Gruppe von Glu 763. Die
Gegenwart von gebundenem Substrat, Produkt oder Reduktans im aktiven Zentrum konnte nicht

beobachtet werden.

1 Gln 240

Mo (+1V)

T Cu(l)
h_2.20

Cys 388

Abbildung 36: Das aktive Zentrum nach Reduktion mit CO, H; oder Dithionit. Die Reduktion tesultiert in
einer Verlingerung der Distanz zwischen Cu und Mo von 3.75 auf 3.93 A, eine Verlingerung der Bindung der
Hydroxylgruppe am Mo auf 2.05 A und einer Verkiirzung der Distanz zwischen Mo und der Dithiolengruppe.
Distanzen sind in A angegeben. Zusitzlich wurden folgende Distanzen gemessen: Cu(T)-Hydroxo: 3.35 A, S8-S7¢
3.15 A, Mo-Sy (Cys388): 6.06 A, Hydroxo-US: 2.97 A, C7-C8% 1.41 A. Gemessene Winkel: Oxo-Mo-Hydroxo:
109.8°, Hydroxo-Mo-US: 86.5°, Oxo-Mo-S8: 104.1°, Oxo-Mo-S7: 105.9°, S8-Mo-S7: 82.1°, .US-Cu(I)-Sy (Cys388):
159.8°.
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Inaktive Formen der CO-Dehydrogenase

CN -Inaktiviernng

Inkubiert man CO-Dehydrogenase, wie auch Xanthin-Dehydrogenase oder Xanthin-Oxidase, mit
CN' so wird das Enzym inaktiviert unter Freisetzung von Schwefel in Form von Thiocyanat nach
der Gleichung: Mo=S +CN~ + H,0 = Mo=0 + SCN" + 2¢ + 2 H". Die Verinderung der Mo-
Liganden ist auch ESR-spektroskopisch in einem verinderten Mo(+V)-Signal nachweisbar. Die
beiden entstehenden Spektren werden als ,sulfo-, bzw. ,desulfo-,, Spezies bezeichnet
(Gutteridge, Tanner et al. 1978) (Lorigan, Britt et al. 1994). Diese Inaktivierung mit CN = gilt als
generelles Merkmal der Molybdan Hydroxylasen.

Nach 20 stindiger Inkubationszeit mit 5 mM CN ' enstanden 1.97 mol Thiocyanat (Gremer
2000). Diese Abspaltung ging mit einer Verinderung der ESR-Spektren der Mo(+V)-Spezies
einher, ohne dal3 Verinderungen in den Spektren der [2Fe-2S]-Zentren erkennbar waren und es
ist davon auszugehen, daf3 der Schwefel des Thiocyanats nur aus dem W-Sulfido-Liganden des
[CuMo]-Zentrums stammt.

Kiristalle, die fir mehr als 24 h mit 10 mM KCN inkubiert wurden, konnten nach erfolgter
Transformation am Synchtrotron vermessen werden, wobei Daten bis zu einer Auflésung von

1.19 A gesammelt wurden.

Abbildung 37: Steteodarstellung des aktiven Zentrums nach Inaktivierung mit CN-. 2Fo-Fe Fouriersynthese

konturiert bet 1.00 (Linien), bzw. 2.50(Oberfliche). Die Inaktivierung des Enzyms besteht in der Abspaltung des -
Sulfido-Liganden und des Cu(I)-Ions. Die Koordinationsstelle des Sulfido-Liganden am Mo wird im inaktivierten
Enzym durch eine Oxo-Gruppe besetzt. Nach der CN-Inaktivierung wird Mo durch drei Oxo-Liganden koordiniert.

Die Inaktivierung des Enzyms beruht auf der Zerstérung des [CuMo]-Clusters (Abb.37). Cu(I)

und der P-Sulfido-Ligand werden abgespalten, wahrscheinlich unter Bildung von SCN ~ und
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[Cu(CN),]. An der ehemaligen Position des H-Sulfido-Liganden am Mo sitzt ein zusitzlicher
Oxo-Ligand.

Die resultierenden Interaktionen zwischen nicht-direkt gebundenen Liganden bestimmen

wesentlich die Komplexgeometrie. Der O1- und O3-Ligand (Abb.38) haben gleiche

Bindungslingen zum Mo, mit Werten zwischen den typischen Bindungslingen von Oxo- und

Hydroxo-Liganden. Diese Verlingerung der Bindungen erlaubt den beiden Oxo-Gruppen, in

einer Distanz von 2.66 A voneinander zu verbleiben (Abb.38). Die Bewegung des S y-Atoms von
Cys 388 um mehr als 0.8 A weg vom Mo zeigt die gespannte Konformation des Cys-Restes in der

aktiven Form. Die Lage des Cys 388-tragenden Loops im aktiven Zentrum ist leicht verschoben,

unter VergroBerung der Distanz zu Mo und seine Lage ist dem  gpen state des [CuMo]-Clusters am
ahnlichsten.

Die Koordinationsgeometrie um das Mo-Ion ist wiederrum tetraedrisch mit 109° zwischen O2-

O1 und O2-O3, wihrend der Winkel zwischen O1-O3 nur 96° betrigt. Diese Verkleinerung des

idealen Tetraederwinkels beruht wahrscheinlich auf der Nihe des volumindsen Dithiolen-

Liganden, trans zu O1 und O3.

x Gln 240

Mo(+V1)
L
172

Cys 388

Abbildung 38: Das aktive Zenttum det CN- inaktivietten CO-Dehydtrogenase. Gemessene Distanzen sind in
A angegeben. Zusitzlich wurden folgende Distanzen gemessen: S8-S7% 3.13 A, Mo-Sy (Cys388): 6.62 A, C7-C8*
1.41 A. Gemessene Winkel: O2-Mo-O1: 109.0°, O2-Mo-O3: 108.8°, O1-Mo-O3: 98°, O1-Mo-588:101.7°, O1-Mo-S7:
104.5°, S8-Mo-S7: 80.3°.
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Die Gesamtgeometrie des CN -inaktivierten trioxo-Mo-Komplexes ist nahe der des einfachsten
Oxomolybdin-Komplexes, dem regulir tetraedrischen Tetraoxomolybdate(VI)-Dianion (MoO ,*
).

Die rekonstituierte Form der CO-Debydrogenase

Das Flavoprotein der CO-Dehydrogenase (M-Untereinheit) von O. carboxidovorans kann mit dem
Detergenz Natrium-dodecylsulfat vom (LLMS) , Dimer entfernt werden (Gremer, Kellner et al.
2000). Die daraus resultierenden M(LS),, bzw. (LS), strukturierten Spezies konnten mit
rekombinant in FE. co/i hergestelltem Apoflavoprotein wieder rekonstituiert werden (Gremer,
Kellner et al. 2000). Die Ausbildung des Heterotrimers (LMS) , verindert die Affinitit des
Apoflavoproteins fiir FAD von nicht-bindend fiir rekombinantes M alleine zu einem FAD-
bindenden Flavoprotein im rekonstituierten Enzym. Obwohl offensichtlich alle notwendigen
Kofaktoren im rekonstituierten (LMS), Protein vorlagen, konnte keinerlei CO oxidierende
Aktivitit nachgewiesen werden.

Die Struktur der FAD-haltigen rekonstituierten CO-Dehydrogenase wurde kristallographisch bei
2.8 A Auflésung untersucht und zeigte die gleiche Faltung und Bindung des Flavoproteins wie in
Wildtyp CO-Dehydrogenase. Ursache der Inaktivierung des Enzyms ist wahrscheinlich die
Unordnung des Loops im aktiven Zentrum, der das Cu ligandierende Cys 388 trigt. Dieser wie
eine Reihe anderer Loops der L-Untereinheit in der rekonstituierten CO-Dehydrogenase sind
ungeordnet und ziehen sich vom aktiven Zentrum bis zur Oberfliche der L-Untereinheit nahe

des Interfaces zwischen L- und M-Untereinheit (Gremer, Kellner et al. 2000) .

Strukturelle Charakterisierung des weiteren Elektronentransferweges

Geometrie der zwei [2Fe-28' |-Cluster im oxidierten und reduzierten Zustand

Im Gegensatz zu [4Fe-4S]-Zentren besitzen [2Fe-2S]-Zentren lokalisierte Ladungen, d.h. im
oxidierten Zustand liegt ein Fe 7" JFe’ Paar vor, wihrend im reduzierten Zustand ein Fe **/Fe’*
Paar vorliegt (Dugad, La Mar et al. 1990; Achim, Golinelli et al. 1996) . Molybdin-Hydroxylasen
verfiigen tber zwei [2Fe-2§]-Zentren pro Monomer, die aufgrund ihrer unterschiedlichen ESR-
Charakteristika in Typ-I und Typ-1I unterschieden werden. Die Lokalisierung bzw. Zuordnung
der Zentren gelang mit Hilfe der Strukturanalyse (Gremer, Kellner et al. 1999) der nativen und
rekonstituierten Spezies der CO-Dehydrogenase. Bei hohen Auflésungen konnten die zuvor
ununterscheidbaren [2Fe-2S]-Kerne der beiden Zentren verglichen werden. Wihrend das Typ-I
Zentrum einen deutlich nicht-planaren Core enthilt ist der Core des Typ-1I Zentrums planar

(Abb.39).
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Typ-1 Typ-11

Abbildung 39: Nicht-planater und planarer [Fe;S;]?*-Core detr beiden ESR-spektroskopischen Arten von
[2Fe-28]-Zentten in CO-Dehydrogenase.

Um die Determinanten zu bestimmen, die flir die selektive Reduktion des einen Fe-lIons
verantwortlich sind, wurden die Geometrien der reduzierten und oxidierten [2Fe-2S]-Cluster
vermessen. Theoretische Berechnungen von oxidierten und reduzierten [2Fe-2S]-Clustern
(Noodleman, Norman et al. 1985) legen geometrische Anderungen am reduzierten Fe-Ion nahe,
wobei erwartet wird, dal alle Fe-S Bindungen des Fe *um 0.07 A linger werden, entsprechend

dem Modell der lokalisierten Ladungen in [2Fe-2S]-Clustern.

Typ-l Typ-ll
S(Cys,,,) (Cys.)S S(Cys,,)
(CyS]_OS)SQl(S ZW \66 2.328 o ” @ 221/2 792 &2 2322
_____ 2 _13.4...... gs--- P22
/ 2.354 \346
(Cysy3;)S 2378 253474 S(Cys,30) (Cysg,)S 2 349 2 ﬂk / 256 S(Cys,,)
+le- +le-
S(Cys,-)
S, S(Cys, ) (Cyss0)S\ 2307 2.262 47
(Cy5105)8<95 223 2 74(3%66 - \ _____ , _2317__\ 2313
""""""" Fe / 326
/ 2.338 276 \
(Cysls7)s 2.362 2%3473 \S(Cyslsg) (Cys )s 2 327 2. ZOX S(Cys42)

Abbildung 40: Vergleich der Distanzen des oxidierten und reduzierten Typ-I und Typ-II [2Fe-2S]-Cluster.
Die angegebenen Werte entsprechen den mittleren Bindungslingen als Durchschnitt der beiden unabhingigen
Monomere in A. Die Strukturen besitzen abgeschitzte mittlere Fehler fiir die Fe-S Bindungen von ca. 2.8-6.3%10-3 A
(s. Diskussion).

Die unerwartet geringen Verdnderungen zeigen dagegen statt der erwarteten Verlingerung der

Fe-S Bindungslingen (Noodleman, Norman et al. 1985) im Mittel nur leichte Verkiirzungen, die
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beide Fe-Atome betreffen (Abb.40). Die mittleren Verinderungen fiir die Fe-S Bindungslingen
durch die Reduktion liegen beim Typ-1 Zentrum fiir Fe | bei -0.016 A, fiir Fe, bei ~0.010 A beim
Typ-11 Zentrum fiir Fe, bei -0.009 A, fir Fe, bei —0.005 A. Beide Zentren zeigen dagegen
Verlingerungen des Fe -Fe, Abstandes nach der Reduktion (Abb.40). Aufgrund der geringen,
beide Fe-Atome betreffenden  geometrischen ~ Anderungen 1it sich aus dem

Bindungslingenvergleich nicht schlieBen, welches der beiden Fe-Atome reduziert vorliegt.

Stabilisierung und Zugénglichkeit des Isoalloxazinringes, sowie konformationelle Anderungen in

unterschiedlichen Oxidationszustanden

Das Flavoprotein ist das letzte Glied der Elektronentransportkette in CO-Dehydrogenase, die
vom [CuMo]-Cluster iiber die beiden [2Fe-2§]-Cluster lduft. Das FAD ist dabei als der reaktive
Teil des Flavoproteins der finale Elektronenakzeptor und liegt im oxidierten Enzym als FAD und
im reduzierten Enzym (CO, H, wie Dithionit reduziert), nach Aufnahme von zwei Elektronen
und zwei Protonen als FADH, vor (Abb.41). Da der Elektronentransfer iber die Eisen-
Schwefel-Zentren stattfindet, muss die Reduktion des FAD in zwei Schritten erfolgen, dabeti liegt
der Isoalloxazinring nach Empfang des ersten reduzierenden Elektrons in der Semichinon-, nach
Aufnahme des zweiten Elektrons in der Hydrochinon-Form vor. Die Geschwindigkeit, wie die
Bereitschaft Elektronen aufzunehmen hingt von der Stabilisierung des Isoalloxazinringes ab
[Ghisla, 1989 #367], dementsprechend variiert das Redoxpotential fiir die Zwei-Elektronen
Reduktion auch deutlich um den Mittelwert von —200 mV mit Maximalwerten von —400 mV bis

+60 mV [Ghisla, 1989 #367].
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Abbildung 41: Oxidiertes und reduziertes Flavin.

Generell bewirkt die Nihe einer positiven Ladung eine Erhohung, die Nihe einer negativen
Ladung eine Erniedrigung des Redoxpotentials des Isoalloxazinringes [Ghisla, 1989 #367].

In CO-Dehydrogenase wird der Isoalloxazinring durch das positive, N-terminale Ende eines
Helixdipols stabilisiert, der auf die N1-C2=02 Gruppe zeigt (Abb.42). Die Nihe der positiven
Teilladung nahe dieser Gruppierung kann die anionische Form des Kofaktors stabilisieren und
damit das Redoxpotential des Kofaktors erhdhen. Die positive Ladung kann ebenfalls von

Bedeutung fur die Faltung, bzw. den Einbau des FAD/FMN in das Enzym sein, wie fur die
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Dihydroorotat-Dehydrogenase  [Bjornberg, 1997 #368] und Trimethylamin-Dehydrogenase
[Mewies, 1996 #369] gezeigt.

Abbildung 42: Stabilisierung der anionischen Form des Isoalloxazinringes (N1-C2=02 Gruppierung) durch
die positive Teilladung des N-Terminus einer Helix.

Die auf das FAD ftbertragenen Elektronen werden von der CO-Dehydrogenase auf ein
membranassoziiertes /-Typ Cytochrom weitergegeben (Moersdorf, Frunzke et al. 1992). Die Art
des Elektronenakzeptors wvariiert innerhalb der Molybdin-Hydroxylase-Familie und
konformationelle Anderungen in der Nihe des FADs konnen die Affinitit fiir unterschiedliche
Akzeptoren innerhalb einer Enzymklasse verindern.

Verinderungen des Redoxzustandes des 7,8-Dimethyl-Isoalloxazinringes resultieren zum einen in
Anderungen der Protonierung des Ringes und zum anderen in Verinderungen des
Bindungszustandes. Dies gilt insbesondere fir die ,,Endiamin-Subfunktion®, d.h. fir die Atome
N1, C10a, C4a und N5 des FAD.

H-Briicken am N5 Atom kommt dabei eine besondere Bedeutung zu. In den meisten Enzymen
ist dieses Atom in H-Briicken Distanz zu einem moglichen H-Donor [Fraaije, 2000 #370], wobei
das H-Donor Atom dem Substrat gegentiberliegt und dabei wahrscheinlich die Stereochemie des
Hydrid-Transfers mitbestimmt. Die H-Briicke wird im reduzierten Zustand aufgebrochen, da N5
selbst H-Donor Charakter bekommt.

In CO-Dehydrogenase ist das N5-Atom dagegen im oxidierten Zustand keinem moglichen H-
Donor benachbart. Erst im reduzierten Zustand, d.h. nach Protonierung des N5-Atoms, bildet
sich eine H-Briicke, in der N5 als méglicher Donor und der Carbonyl Sauerstoff von Gly 191 als

moglicher Akzeptor auftritt (Abb.43). Daraus resultierende konformationelle Anderungen des
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Gly-Carbonyls an einem gestreckten Loop der C-terminalen Domine wirken sich ebenfalls in
konformationellen Anderungen des schiitzenden, aromatischen Restes aus.

O. carboxidovorans H. pseudoflava
¥ 7an 8 7

Abbildung 43: Oxidierter/Reduzierter Isoalloxazinring in O. carboxidovorans (links) und H. psendoflava
(rechts) CO-Dehydrogenase M-Untereinheit. In beiden Strukturen wird der Oxidationszustand des FAD, bzw.
die Protonierung des N5-Atoms tber eine H-Bricke mit dem Carbonyl-Sauerstoff von Gly 191 auf einen
gestreckten Loop der C-terminalen Domine der M-Untereinheit iibertragen. Wiahrend die damit verbunden
konformationellen Anderungen in F. psesdoflava CO-Dehydrogenase zu einer Konformationsinderung des den
Isoalloxazinring verdeckenden Trp-Restes (Trp 193) fihren, verbleibt Tyr 193 von O. carboxidovorans CO-
Dehydrogenase auch nach Reduktion in seiner alten Konformation. Die Distanzen geben die jeweilige Distanz
zwischen dem Carbonyl-O und dem N5-Atom des Isoalloxazinringes an.

Offensichtlich fihrt die Reduktion des FAD, bzw. die neu ausgebildete H-Briicke bei den beiden
CO-Dehydrogenasen zu unterschiedlichen Reaktionen. Wahrend in  H. pseudoflava CO-
Dehydrogenase, die den Isoalloxazinting verdeckende Trp-Seitenkette nach Reduktion um 90°
wegklappt und damit das N5-Atom frei zuginglich wird, verbleibt die in O. carboxidovorans
schitzende Tyr-Seitenkette an ihrer alten Position. Die Konformation von Gly 191 ist in beiden
untersuchten Enzymen abhingic vom Oxidationszustand des Isoalloxazinringes. Seine
Konformationsinderungen bewirken ebenfalls leichte Anderungen der Konformationen

umliegender Reste, wie Trp 193 und Tyr 193.
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Diskussion

Methodische Weiterentwicklungen

Zuordnung des Elementtyps

Ein oft auftretendes Problem in der Rontgenkristallographie ist die Identifikation des
Elementtyps neu entdeckter Molekilgruppen. Diese treten insbesondere als unerwartete
Modifikationen, bzw. als koordinierte Ionen in Proteinen auf, deren chemische Identitit nicht
eindeutig feststellbar ist. Haufig werden zur Identifizierung indirekte Hinweise verwendet, so bei
Tonen ihre Koordinationsgeometrie, Art der Liganden und Bindungslingen, bzw. chemische
Analysen.

Zur Bestimmung des Elementtyps einer unerwarteten Komponenten des aktiven Zentrums von
CO-Dehydrogenase wurden MAD-Techniken verwendet (Abb.14).

Erste Untersuchungen zeigten das Vorliegen einer Modifikation im aktiven Zentrum der CO-
Dehydrogenase. Massenspektroskopische Analysen hatten zuvor neben der Anwesenheit von Fe
und Mo auch die Prisenz von Se im Enzym gezeigt. Zu dieser Zeit lagen Datensitze vor, die an
drei verschiedenen Wellenlingen gemessen wurden. Mit diesen Daten konnte gezeigt werden,

dal3 es sich bei dem Mo-nahen Atom um einen anomalen Streuer mit einer Absorptionskante

zwischen 1.7316 A und 0.9761 A handeln muss. Dies, wie die Bindung an ein S y-Atom eines Cys-
Restes legten die Interpretation des Atoms als Se nahe.

Erst die spitere Berechnung von anomalen Fouriersynthesen bei 1.05 A wiesen dieses Atom als

anomalen Streuer bei dieser Wellenlinge aus, was nicht zu der erwarteten Absorptionskante des

Se bei 0.98 A paBt. Fin Absorptionsscan (Abb.15), durchgefiihrt an einem Kristall der
hochaktiven CO-Dehydrogenase, zeigte das Vorliegen von Cu im Enzym. Messungen von

kompletten Datensitzen vor und hinter der experimentell ermittelten Cu K-Kante erlaubten die

Berechnung von anomalen Differenzfouriersynthesen, die eindeutig zeigten, dal3 das Mo-nahe

Atom ein Cu-Ion sein muss, da die Absorptionskante des Elements durch diese Fouriersynthesen

auf den Bereich zwischen 1.381 und 1.378 A festgelegt werden konnte (Abb.16). Die zusitzlich

durchgefiihrten Absorptionsscans wiesen in diesem 0.003 A weiten Bereich nur einen anomalen

Streuer aus, dessen Absorptionskante weiter auf 1.3795 A verfeinert werden konnte, was der
theoretischen KK-Kante von Cu bei 1.3808 A entspricht.

Diese Methode ist der direkteste Nachweis des Elementtyps eines Atoms in einer Proteinstruktur

und stellt eine Erweiterung des methodischen Repertoirs des Kristallographen dar.
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Optimierung der Diffraktionsqualitit von Proteinkristallen

Die Anzahl der Strukturen mit real atomarer Auflésung (d<1.2 A ), wie die Zahl der Strukturen

insgesamt, die in den letzten Jahren in der Protein Data Base (PDB) hinterlegt wurden, nimmt u.a.
durch  die  Verwendung von  Synchrotron-Strahlungsquellen  und  verbesserten
Kiristallisationsmethoden deutlich zu. Eine Analyse der in der PDB hintetlegten Strukturen zeigt,

daB die weitaus meisten real atomar aufgeldsten Strukturen (d<1.20 A) weniger als 50 kDa
Protein pro asymmetrischer Einheit der Elementarzelle aufweisen (Abb.44). Die meisten
Strukturen charakterisieren zudem nur einen katalytischen Zustand. Nur eine Struktur, die

Methyl-Coenzym-M-Reduktase von Methanobacterium thermoantotrophicum (Ermler, Grabarse et al.

1997) mit 300 kDa fuir das 0,3,Y,-Dimer bei einer Auflésung von 1.16 A fillt aus diesem Rahmen

heraus.
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Abbildung 44: Anzahl der atomar aufgelésten Struktuten in der PDB (Stand: 8. September 2000).
Aufgetragen ist die Anzahl der Strukturen in einem vorgegebenen Groflenbereich. Als Groflenkriterium wurde die
Proteinmasse in der asymmetrischen Einheit der hinterlegten Kristallstrukturen gewihlt.

Die Struktur der CO-Dehydrogenase bei 1.09 A ist etwa sechsmal grésser als die grosste zur Zeit
in der PDB hinterlegte Struktur mit vergleichbarer Auflssung (d<1.10 A). Dies zeigt das grosse
Potential der Kiistalltransformation. Die mit ihr erreichbaren Verbesserungen in der
Diffraktionsqualitit von Kiristallen bieten ein vielseitiges methodisches Hilfsmittel fiir

kristallographisch-mechanistische Studien bei héchsten Auflésungen.
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Genauigkeit der verfeinerten Koordinaten: Systematische und statistische Fehler
Systematische Febler

a.) Photo-Reduktion/-Oxidation durch Rontgenstrablung

Ein sowohl ungewollter wie unvermeidbarer Effekt von Rontgenstrahlen auf makromolekulare
Kiristalle ist die Schadigung der Probe durch die hochenergetische Strahlung. Einer der primiren
Effekte dieser Strahlung ist die Generierung von Elektronen durch Absorption der
Roéntgenphotonen  (Nave 1995). Neben anderen Prozessen kann dies zur Reduktion von
Redoxzentren fithren. Obwohl tiefe Temperaturen zu einer Verminderung dieser Prozesse
fithren, treten sie auch bei —160°C noch auf. Dadurch sind Anderungen des Oxidationszustandes
des Moco moglich (Schindelin, Kisker et al. 1997). Dies ist insbesondere in Untersuchungen, in
denen der Unterschied zwischen oxidierten und reduzierten Redoxzentren aufgeklirt werden soll,
stérend.

Die Feststellung des Oxidationszustandes einer Probe in Loésung wird meist spektroskopisch
vorgenommen, wobei u.a. Absorbtionen im UV/VIS-Bereich von Elektronentibergingen
(UV/VIS-Spektroskopie), die Detektierung paramagnetischer Zustinde (EPR-Spektroskopie), die
Messung der chemischen Verschiebung und der Quadrupol-Aufspaltung (Mo6ssbauer-
Spektroskopie) oder die Feststellung der exakten Lage der Absorbtionskante (XAS) (George,
Hedman et al. 1998) genutzt werden kénnen. Obwohl diese Methoden theoretisch auch fir die
Untersuchung von kristallinen Proben geeignet sind, setzen sie das Vorhandensein geeigneter
Spektrometer voraus und kénnen nur in Ausnahmefillen an Kristallen vor, nach oder im Falle
der UV/VIS-Spektroskopie wihrend der Messung am Kristall durchgefiihrt werden.

Um die Auswirkung der Photoreduktion auf CO-Dehydrogenase Kiristalle abschitzen zu kénnen,
wurden Messungen mit verringerter Strahlendosis am Synchrotron durchgefiihrt. Als Indikatoren
des Oxidationszustandes der redoxaktiven Zentren wurde der Abstand zwischen Mo und Cu, der
sich durch Reduktion vergroB3ert, sowie der Abstand zwischen dem Carbonyl-O von Gly 192M
und dem N5-Atom des Isoalloxazinringes gewihlt, da zwischen beiden Atomen nur im
reduzierten Zustand des Isoalloxazinringes (Protonierung des N5) eine H-Briicke aufgebaut wird.
Beide Distanzen kénnen ebenfalls hinreichend genau bei den Auflésungen bestimmt werden, die
mit CO-Dehydrogenase Kiristallen an Rontgengeneratoren mit konventioneller rotierender

Anode erzielt werden konnen.
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Mo-Cu Distanz (A)

N5-O Gly191 Distanz (A)

Ox. Kurzmessung 3.74 3.47
Ox. Langmessung 3.84 3.04
Dithionit Red. 3.93 2.98

Tabelle 1: EinfluB det Rontgenstrahlung auf den Oxidationszustand des [CuMo]-Clustets und des
Isoalloxazinringes. Die angegebenen Distanzen geben das Mittel der in den beiden Monomeren gemessenen
Distanzen an.

Die Distanzen, die sich in dem Kiristall zeigen, der weniger als eine Stunde dem Rontgenstrahl
ausgesetzt war, entsprechen den Distanzen, die von einem oxidierten Kristall auf einem
konventionellen Rontgengenerator gemessen wurden. Ein Kristall, der zur Optimierung der
Auflésung fiir ca. 7h am Synchrotron gemessen wurde, zeigt dagegen Verinderungen der

Distanzen und erscheint bereits teilweise reduziert (Tab.1).

b.) Fourierreihen-Abbruch-Phénomene in der Nibe elektronenreicher Atome und andere auflisungsabhdngige
Probleme

Eine Konsequenz der limitierten Auflésung makromolekularer Strukturen ist, dafl ihre
Fouriersynthesen Beitrdge von Reihenabbrucheffekten zeigen kénnen, die zur Ausbildung von
positiven und negativen Wellen in der Fouriersynthese um streuende Atome fithren. Dies tritt
auf, wenn der Atomformfaktor des betreffenden Streuer am Limit der verfiigbaren Daten nicht
auf Null abgesunken ist. Dieser Effekt ist insbesondere dann beobachtbar, wenn es um Regionen
nahe schwerer, elektronenreicher Atome wie Mo und W geht (Schindelin, Kisker et al. 1997) . Das
erste Minimum tritt dabei in einer Distanz vom Streuer auf, die in etwa der Auflésung des
Datensatzes entspricht. Da die Analyse makromolekularer Strukturen typischerweise bei
Auflssungen um ~2 A stattfindet und die interessierenden Metall-Ligand Abstinde in Mo-
haltigen Proteinen ebenfalls um ~2 A liegen, kann sich der Effekt der Abbruchwellen auf die
Interpretation und Positionierung der Mo-Liganden auswirken (Schindelin, Kisker et al. 1997)

(Abb.45).
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Abbildung 45: Fourierreihenabbruch-Effekte in der Nihe des Mo-Ions. Das Mo-Ion auf der linken Seite

wutde mit einer 2Fo-Fe Fourlersynthese dargestellt (Kontur Netz: 10, Oberfliche: 2.50), gerechnet bei den jeweils
angegebenen Auflésungen. Die rechts stehenden Diagramme zeigen den Einfluss der Fourierrethenabbruch-Effekte

auf eine berechnete Elektronendichte (Fcae. /Ocac -Fouriersynthese) bei verschiedenen Auflésungen um Mo alleine
(Griine Linie), bzw. eine Mo-Oxo Gruppe (Rote Linie) mit einer Bindungslinge von 1.67 A. Den beiden Atomen
wutde ein B-Faktor von 10.0 A2 zugewieser.

Die vergleichsweise geringe Auflosung makromolekularer Strukturen bedingt ebenfalls, dal3 das
Verhiltnis der experimentellen Observablen (gemessene Intensititen) zur Anzahl der verfeinerten
Parameter (Koordinaten und Temperaturfaktoren) deutlich kleiner ist als im Falle von
Kleinmolekilstrukturen. Zusitzliche Informationen in makromolekularen Verfeinerungen
stammen aus stereochemischen Beschrinkungen ( Restrains) in Form eines zusitzlichen
Energieterms, die die Geometrie des Molekils innerhalb zu erwartender Grenzen zu halten.
Durch diese Beschrinkungen wird aber auch eine Beeinflussung der Koordinaten vorgenommen,
die die Verfeinerung hin zum angenommenen Modell tendieren i3t (Hodel, Kim et al. 1992).
Diese Uberlegungen sind insbesondere in Verfeinerungen von Metall-Ligand Distanzen in
neuartigen Metalloproteinen wichtig. Wenn eine Beschrinkung der Distanzen wihrend der
Verfeinerung vorgenommen wird, kann das Ergebnis nicht mehr als unbeeinfluf3t angenommen
werden, wihrend es im Falle uneingeschrinkter Verfeinerungen zu falschen Werten verfeinern
konnte. Diese Fehler kénnen im Falle von Ligand-Metall Abstinden 0.2-0.3 A ausmachen und
einen Oxo-Liganden (typische Distanz 1.75 A) als Hydroxo- (typische Distanz ~1.9 A) oder als
Wasser-Liganden (typische Distanz ~2.2 A) ausweisen.

Bei atomaren Auflésungen dagegen besteht die Moglichkeit, in einer anfangs berechneten
Fouriersynthese die Liganden relativ genau zu plazieren (klare Maxima der (Differenz-)
Fouriersynthese, Abb.46). Die anschlieBende Verfeinerung kann dann von Anfang an ohne
Beschrinkungen in der niheren Umgebung des Metalls durchgeftihrt werden und fithrt zu einem

nahezu unbeeinfluf3ten Bild.
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Abbildung 46: Einflufl der Aufldsung der Daten auf eine 2Fo-Fc¢ Fourietsynthese. Die Foutiersynthesen
wutden alle mit dem gleichen Satz fiir Fo, Fc und O pror berechnet. Modell und Daten entstammen aus der bis 1.09 A
verfeinerten Struktur der nBIC-gebundenen Form der CO-Dehydrogenase.

Zufillige Febler: Die Genanigkeit der verfeinerten Koordination

Fir eine Abschitzung der Genauigkeit der verfeinerten Koordinaten wurden verschiedene
Modelle vorgeschlagen. So z.B. der Luzzati Plot und seine Nachfolger. Diesen Methoden ist die
Beschrinkung eigen, dal3 sie die Abhingigkeit des Koordinatenfehlers von der Elektronenzahl
und dem Debye-Waller B-Faktor nicht betrachten (Cruickshank 1999), sondern nur zur
Abschitzung eines mittleren Fehlers verwendet werden kénnen. Eine individuelle Abschitzung
der Varianz von Bindungslingen liefert dagegen die Inversion der /east-squares full-matrix nach
entsprechender Verfeinerung (Sheldrick und Schneider 1997), die allerdings fiir ein grosseres
Protein durch den enormen Speicherbedarf mit konventionellen Computern nicht durchfithrbar
ist (Cruickshank 1999).

Das Vorliegen nicht-kristallographischer Symmetrie ermdglichte es allerdings, fir die CO-
Dehydrogenase Mittelwerte und mittlere Fehler fiir Bindungslingen und Abstinde abzuschitzen,
die ohne geometrische restrains verfeinert wurden. Als Beispiele wurden zwei Sitze von
dquivalenten Bindungen (Atome mit &dhnlichen Massen und Debye-Waller-B-Faktoren)
ausgesucht, die zu unterschiedlichen Auflésungen verfeinert wurden. Dabei ergaben sich fir 16
Fe-S Bindungen mittlere Fehler zwischen 2.8-6.3%10 A und fir 10 C-C/N/ O-Bindungen Fehler

zwischen 7-26¥10° A fiir verfeinerte Strukuren im Auflésungsbereich zwischen 1.09-1.48 A.
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Aufgrund der geringen Datenbasis, von jeder Bindung liegen nur zwei unabhingige Messungen
vor, mag dieser Fehler den wahren Fehler unterschitzen.

In der vorliegenden Arbeit wurden solche Anderungen an den Redoxzentren als signifikant
angesechen, die bei den entsprechenden Auflésungen mindestens dem zweifachen mittleren
Fehler entsprachen. Dabei wurden alle Anderungen auf den Mittelwert der zwei unabhingigen

Messungen/Monomere in der asymmettrischen Einheit bezogen.

Ist die CO-Dehydrogenase ein Selenoprotein ¢

Unter den wenigen bekannten Se-haltigen Proteinen befinden sich einige Mo- und Wo-haltige

Proteine, wie Formiat-Dehydrogenasen (es sind W- und Mo-haltige Formen bekannt), Nicotinat-

Dehydrogenasen, Purin-Hydroxylasen und Xanthin-Dehydrogenasen (Schrider, Rienhéfer et al.
1999; Self und Stadtman 2000). Wihrend Formiat-Dehydrogenasen Se in der Form von
Selenocystein beinhalten, scheint es in den anderen Enzymen durch posttranslationale

Modifikationen eingeftigt zu sein. Die Abhingigkeit der Enzymfunktion von Se konnte fir die

Formiat-Dehydrogenase H aus E. co/i auch strukurell belegt werden (Gladyshev, Boyington et al.
1996) (Boyington, Gladyshev et al. 1997) .

Erste Hinweise fiir eine spezifische Funktion einer Se-haltigen Gruppe in CO-Dehydrogenase

ergaben sich aus der Aktivierbarkeit des Enzyms durch Selenit. Dabei konnte mit radioaktiv

markiertem "Se-Selenit ebenfalls nachgewiesen werden, daf} es zu einem kovalenten Einbau des

"Se kommt (Meyer und Rajagopalan 1984). Das vollaktivierte Enzym enthielt Se, Mo und FAD
in einem 1:1:1 molaren Verhiltnis, was als klarer Hinweis der katalytischen Funktion von Se

angesehen wurde.

Die Anwesenheit von Selen im as Zsolated Enzym wurde ebenfalls durch Neutronenaktivierungs-
Analyse, Fluoreszenz-Scans und EXAFS (unveroffentlichte Ergebnisse) bestitigt.

Die Suche nach der Position des Se im Enzym wurde im Rahmen dieser Arbeit mit anomalen

Differenzfouriersynthesen durchgefiihrt und zeigte, dal3 Se weder im aktiven Zentrum (Abb.18)

noch an einer anderen definierten Position in hochaktivem Protein vorliegt und damit eine

essentielle katalytische Funktion fiir Se in der CO-Oxidation unwahrscheinlich erscheint. Eine

moglich Erklarung fir die Anwesenheit von Se in CO-Dehydrogenase wire ein zufilliger Einbau

des Elements indem es Schwefel ersetzt. Eine ahnliche Beobachtung wurde uw.a. fiir ein

Selenoprotein von Clostridium kluyveri berichtet, wo Se in Form von Selenomethioninen, die iiber

das gesamte Polypeptid verteilt waren, vorlag (Sliwkowski und Stadtman 1985) .
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Strukturvergleich der CO-Dehydrogenasen mit der Aldehyd-Oxidoreduktase aus
Desulfovibrio gigas

Eine bereits vor der CO-Dehydrogenase strukturell charakterisierte Molybdidn-Hydroxylase ist
die Aldehyd-Oxidoreduktase von D. gigas (Mop) (Romao, Barata et al. 1993; Romao, Archer et al.
1995; Huber, Hof et al. 1996; Romao, Résch et al. 1997) .

Ein Vergleich des CO-Dehydrogenase-Monomers mit dem Mop-Monomer (Abb.47) zeigt die
prinzipielle Ahnlichkeit der beiden Strukturen fiir das Molybdo- und Eisen-Schwefel-Protein.
Obwohl das Mop-Monomer aus einer Polypeptide-Kette aufgebaut ist und die CO-
Dehydrogenase eine Untereinheiten-Struktur besitzt, ist die relative Iage der beiden einander
entsprechenden Untereinheiten gleich. Dies bewirkt insbesondere dhnliche Distanzen zwischen

den redoxaktiven Gruppen.

Abbildung 47: Vetgleich des CO-Dehydrogenase Monomers mit det monomeren Mop-Struktur von D.
gigas. Die Binderdarstellung zeigt die generelle Ahnlichkeit der beiden Monomere fiir die Mo-MCD Kofaktor-
haltige Untereinheit/Domine in weiss und die [2Fe-2S]-Cluster-haltige Untereinheit /Domine in rot. Die FAD-
haltige M-Untereinheit in gelb ist nicht im Mop-Protein vorhanden. Wahrend die S-Untereinheit und ihr
korrespondierender Strukturteil in Mop sehr dhnlich sind, unterscheiden sich die korrespondierenden Bereiche der
L-Untereinheit teilweise. Dies gilt insbesondere fiir den Substratkanal von Mop, der durch einen zusitzlichen Logp in
CO-Dehydrogenase verengt wird, sowie fiir Bereiche der Dimer-Grenzfliche, das im Falle von Mop schwicher
ausgeprigt ist.

Ein Sequenzvergleich zwischen Mop und Xanthin-Oxidasen/-Dehydrogenasen zeigte, dal3 diese
eine Insertion von 387 Resten zwischen der Mo-haltigen Domine und der Ferredoxin-Domine
aufweisen (Romao, Archer et al. 1995). Die Insertion der Reste liegt nach einem
Sequenzvergleich innerhalb des verbindenden Loops zwischen den beiden funktionalen
Einheiten und legte nahe, daf3 die Flavindomine an der Stellte sei, an der der Verbindungsloop in

Mop lag. Die Flavin-Domine in CO-Dehydrogenase wurde dagegen direkt tiber dem Typ-II-



Diskussion 77

[2Fe-28]-Zentrum gefunden (Abb48). Diese Position erlaubt kurze Distanzen zwischen den

redoxaktiven Gruppen im Monomer.

connecting
Loop

Abbildung 48: Der verbindende loop in Mop. Die Insertion der Reste, die Mop gegeniiber den Flavin-haltigen
Proteinen fehlen, liegen im grin eingefirbten Bereich. Dieser Aop fehlt der CO-Dehydrogenase aufgrund ihrer
Untereinheiten Struktur. Die M-Untereinheit liegt auf der gegentiberliegenden Seite der S-Untereinheit.

Beide Molybdin-Hydroxylasen liegen in Loésung als Dimere vor und fir beide wurden
Dimerstrukturen vorgeschlagen. Wihrend im Falle der beiden CO-Dehydrogenase-Strukturen ein
Dimer pro asymmetrischer Einheit der Elementarzelle gefunden wurde und die Dimere identisch
sind, wurden fir Mop (Romao, Archer et al. 1995) und die homologe Aldehyd-Oxidoreduktase
aus  Desulfovibrio desulfuricans (Mod) (Rebelo, Maciera et al. 2000) jeweils ein Monomer pro
asymmetrischer Einheit gefunden und ihre vorgeschlagenen Dimerstrukturen beruhen auf
Vergleichen der unterschiedlichen Packungen der Kiristallstrukturen von Mop und Mod. Ein
Vergleich der Dimerstrukturen von Mop/Mod und CO-Dehydrogenase (Abb.49) zeigt trotz der
relativ hohen Konservierung der Faltung in den Bereichen der jeweiligen Dimerinteraktionen,
daB3 beide offensichtlich unterschiedlich sind, wobei die jeweiligen Monomere um 90°
gegeneinander verdreht erscheinen. Das Fehlen der M-Untereinheit in Mop/Mod scheint nicht
der Grund dieser unterschiedlichen Dimerisierung zu sein, da auch das Mop/Mod-Dimer eine
Positionierung der Flavoprotein-Untereinheit iber dem N-terminalen Typ-II [2Fe-25]-Zentrum
erlauben wiirde.

Ein denkbarer Grund fir die beobachteten Unterschiede kann aus der Notwendigkeit des
Elektronentransfers zu einem membrangebundenen Cytochrom im Falle der CO-Dehydrogenase
bestehen, wihrend als physiologische Elektronakzeptor von Mop ein l6sliches Flavodoxin

identifiziert wurde (Barata, LeGall et al. 1993). Wahrend beim CO-Dehydrogenase-Dimer die
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Elektronen abgebenden Flavoproteine auf einer Seite des Dimers liegen und somit im
membrangebundenen Zustand zwei Elektronentransportketten vom aktiven Zentrum bis zum
membrangebundenen Cytochrom aufbauen konnen, erscheint ein solcher Transport im

Mop/Mod-Dimer weder nétig noch méglich.

CODH

Abbildung 49: Vergleich der Dimerstrukturen von Mop und CO-Dehydrogenase. Die zweizihlige Achse ist
durch eine orange Linie in der oberen Reihe dargestellt, wo sie in der Ebene der Abbildung liegt. In der unteren
Rethe steht die zweizahlige Achse senkrecht auf der Ebene der Abbildung und wird durch eine grine Ellipse
dargestellt.

Eine ausgeprigte Homologie zwischen beiden Proteinen besteht auch auf der Ebene der
Primirstruktur. Dabei sind aa 1-166 von Mop mit CoxS zu 28% (Schiibel, Kraut et al. 1995) und
aa 180-907 von Mop mit CoxL zu 25% identisch. In ihrer strukturellen Homologie unterscheiden
sich die S- und L-Untereinheit verschieden stark von den korrespondierenden Bereichen in Mop.
Wihrend die S-Untereinheit und der korrespondierende Bereich von Mop kaum unterscheidbar
sind, zeigen sich zwischen der L-Untereinheit und dem korrespondierenden Bereich von Mop
deutliche Unterschiede (Abb.50). Dies gilt insbesondere fiir den Substratkanal von Mop, der in
CO-Dehydrogenase durch einen zusitzlichen Loop geschlossen ist, sowie fir den ersten Teil der

C-terminalen Domine, der in CO-Dehydrogenase die Dimer-Grenzfliche aufbaut.
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"MopS" (griin) "MopL" (gelb)
S (weiss) L (weiss)

Abbildung 50: Ubetlagerung der S- und L-Untereinheit mit den korrespondierenden Beteichen von Mop

(Romao, Archer et al. 1995). Wihrend die I-Untereinheit einige Unterschiede in der Faltung zum entsprechenden

Bereich von Mop zeigt, sind die beiden Dominen der S-Untereinheit mit Mop nahezu identisch. Nur zwischen den
Dominen kommt es zu geringen Abweichungen.

Auch die aktiven Zentren von Mop und CO-Dehydrogenase zeigen neben deutlichen Parallelen
auch klare Unterschiede, die tiber die Funktion der Enzyme Auskunft geben konnten. Wahrend
die Sekundirstrukturelemente nahe der aktiven Zentren in beiden Enzymen sehr dhnlich sind, ist
schon die erste Koordinationssphire des Mo-lons unterschieden. As Zsolated Mop zeigt dhnlich
wie die CN -inaktivierte Form der CO-Dehydrogenase drei Sauerstoffliganden, von denen zwei
als Oxo- und einer als Hydroxo-Ligand interpretiert wurde (Huber, Hof et al. 1996). Die Position
des Hydroxo-Liganden stimmt mit der Position in CO-Dehydrogenase tiberein. Ebenso liegt in

beiden Enzymen ein Oxo-Ligand in trans Position zu Glu 869 bzw. Glu 763.

A Hisess Gln 240

Abbildung 51: Vergleich der aktiven Zentren von Mop (links) und CO-Dehydrogenase (rechts). IPP 3 steht
im aktiven Zentrum von Mop fiir ein Isopropanol-Molekul, das als mogliches Modell fiir den Michaelis-Komplex
(Huber, Hof et al. 1996) in det putativen Substrattasche liegt. Mit O/S ist in der Mop-Struktur der apikale Oxo-
Ligand gekennzeichnet, der nach Resulfurierung durch einen Sulfo-Ligand substituiert ist.

In beiden Zentren wechselwirkt ein hochkonservierter Glu-Rest mit Mo, wobei sich in  as isolated
Mop ein Abstand von 3.65 A zwischen O €2 des Glu-Restes und Mo ergibt, wihrend in s isolated
oxidierter CO-Dehydrogenase mit geschlossenem [CuMol-Cluster sich ein Abstand von 3.13 A



80

zeigt. Hier dhnelt Mop der CN -inaktivierten CO-Dehydrogenase, die mit 3.49 A ebenfalls einen

deutlich verlingerten Abstand zwischen Mo und O €2 zeigt.

Wahrend in Mop Resulfurierungsexperimente zum Austausch des apikalen Oxo-Liganden, trans

zu Glu 869, fihrten (Huber, Hof et al. 1996) (Abb.51) liegt in as Zsolated CO-Dehydrogenase der
verbriickende M-Sulfido-Ligand trans zur Dithiolen-Gruppe des MCD-Kofaktors. Dieser

Unterschied liegt wahrscheinlich in der zweiten Koordinationssphire des Mo-Ions begriindet,
welche die priferentielle Koordinationsstelle des Sulfido-Liganden mitbestimmt. Das Cu-Ion in
CO-Dehydrogenase kann den sehr labilen Sulfido-Liganden (Young 1997) (Stiefel 1997) am Mo
stabilisieren, was sich auch in der gleichzeitigen Abspaltung von Cu und dem Sulfido-Liganden
mit CN' ausdriickt. Aulerdem setzt das Cu-lon als Substratbindungsstelle eine zusitzliche
Priferenz, da der Sulfido-Ligand nach unserer Vorstellung an der Substratumsetzung direkt
beteiligt ist. An der Stelle des resulfurierten Liganden in Mop liegt in CO-Dehydrogenase ein
Oxo-Ligand, der in H-Briickendistanz zu Gln 240 positioniert ist (Abb.51). Dieser Gln-Rest ist
innerhalb der Molybdin-Hydroxylase-Familie strikt konserviert mit den Ausnahmen von Mop
und Mod, die an seiner Stelle ein Ile besitzen. In beiden Proteinen (Mop/Mod) wird als
moglicher H-Briickendonor fiir den apikalen Oxo-Liganden eine His-Seitenkette gefunden.

Ein Isopropanol-Molekil, das als mdgliches Modell fir den Michaelis-Komplex interpretiert
wurde und die Substratbindetasche in Mop markiert (Huber, Hof et al. 1996), liegt in etwa an der
Position, in der in CO-Dehydrogenase das Cu-lon liegt (Abb.51). Dies kann auf eine verwandte
Art der Substratbindung und —orientierung hinweisen.

Eine besondere Eigenschaft von Mop und Mod sind ihre relativ geringen katalytischen
Aktivititen und ihre geringe Substratspezifitit. Falls die Stabilisierung der Ubergangszustandes
durch einen spectator-oxo Effekt (Rappe und Goddard III 1980), wie fiir CO-Dehydrogenase
vorgeschlagen (siche Mechanismus Diskussion), ein gemeinsames Merkmal der Molybdin-
Hydroxylasen ist, konnte die verdnderte chemische Umgebung dieses Oxo-Liganden in Mop und
Mod evtl. ihre geringe Aktivitit erkliren. Die hochkonservierte direkte Umgebung des  spectator
oxo Liganden (Gln 240 sowie Glu 763 in trans Position zum spectator oxo Liganden) 1Bt es
wahrscheinlich erscheinen, dafl er ein generelles Charakteristikum der Molybdidn-Hydroxylasen

ist.

Vergleich der Faltung von M mit anderen Flavoproteinen

Durch die Verwendung des Programmes DALI (Holm und Sander 1993) konnten zwei
Flavoproteine identifiziert werden, die Ahnlichkeiten zur M-Untereinheit der CO-Dehydrogenase

zeigten. Es sind dies die UDP- N-acetylenopyruvylglucosamin-Reduktase von Escherichia coli
(MurB) (Benson, Walsh et al. 1996) und die Vanillyl-Alkohol-Oxidase (VAO) von Penicillinm
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simplicissimum (Mattevi, Fraaije et al. 1997). Beide zeigen in den Bereichen, die direkt fiir die FAD-
Bindung verantwortlich sind Ahnlichkeiten zur M-Untereinheit, d.h. sie besitzen entsprechende
Bereich fiir die N-terminale und mittlere Domine der M-Untereinheit. Keine Ahnlichkeit besteht
dagegen zwischen der C-terminalen Domine der M-Untereinheit und anderen Flavoproteinen
(Abb.52).

VAO und MurB sind die Mitglieder einer neuen Oxidoreduktase-Familie, die sich durch eine
konservierte FAD-bindende Domine auszeichnet (Fraaije, van Berkel et al. 1998). Eine
Variabilitit in der Substraterkennung und -umsetzung wird innerhalb der Flavoproteinfamilie
tber eine individuelle Kappen-Domine erzeugt. Ihr aktives Zentrum liegt in der Grenzfliche der
beiden Dominen.

Die FAD-Bindemotive der Molybdin-Hydroxylasen, die aufgrund der Interaktion mit dem FAD
sowie ihrer Konservierung charakterisiert werden konnen, sind aGgt entsprechend *AGGH?”
und AxpqiRnxatxGGn entsprechend "*ADPQIRYMGTIGGN ' in CoxM. In der VAO-Familie
findet man das ssGHs und shsG Motiv, die fir die Pyrophosphat-Bindung verantwortlich sind
(Fraaije, van Berkel et al. 1998). Beide Motive liegen in einer dhnlichen Entfernung voneinander

in der Primirsequenz und entsprechen sich hinsichtlich ihrer Position in der Struktur.
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Abbildung 52: Vetgleich det homolog strukturierten Flavoptoteine der Vanillyl-Alkohol-Oxidase-Familie
(VAO und MurB) und der M-Untereinheit der CO-Dehydrogenase. Vergleichbar gefaltete Bereiche sind blau
eingefirbt und dienen der FAD-Bindung. Weil} eingefirbte Bereiche zeigen keine Ahnlichkeit in ihrer Faltung .

Obwohl die drei Flavoproteine eine dhnliche Faltung aufweisen, unterscheiden sich ihre
Funktionen deutlich.

Da die N-terminale und mittlere Domine offensichtlich eine funktional konservierte FAD-
bindende Einheit darstellen, mag die C-terminale Domine der M-Untereinheit eine Molybdin-
Hydroxylasen-spezifische Funktion erftllen.

Tyr 193 in der CO-Dehydrogenase von O. carboxidovorans wie auch Trp 193 in H. psendoflava
schitzen das N5-Atom des Isoalloxazinringes gegen die umgebende Losung. Die beobachteten
konformationellen Anderungen nach Elektronenaufnahme des Isoalloxazinringes in den beiden
CO-Dehydrogenasen, wobei im Enzym aus H. psendoflava nach Reduktion des N5-Atoms das
FAD sogar zuginglich wird (Abb.43), lassen vermuten, daf3 die Kontrolle der Zuginglichkeit des
Isoalloxazinringes eine der Aufgaben der C-terminalen Domine ist. Auch der gestreckte /op, der
neben Tyr 193/Trp 193 cbenfalls Gly 191 trigt, welches durch seine Konformation den
Oxidationszustands des FAD anzeigt, wird in seiner Lage erst durch das antiparallele Faltblatt der

C-terminalen Domaine stabilisiert.

CO-Dehydrogenase als Prototyp fiir die Molybdin-Hydroxylasen

Die zwei vorliegenden Strukturen beschreiben erstmalig Molybdo-Eisen-Schwefel-Flavo-
Proteine. Sie stimmen in den ensprechenden Bereichen mit der Struktur des Molybdo-Eisen-
Schwefel-Proteins Mop aus D. gigas tberein. Aufgrund der hohen Homologie der
Aminosiuresequenz innerhalb der Molybdin-Hydroxylase-Familie kann erwartet werden, dal3 alle

betreffenden Enzyme auch eine hohe strukturelle Homologie aufweisen. Dies macht die
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Strukturen der CO-Dehydrogenasen, insbesondere fiir die FAD-tragende Untereinheit, wie auch

fir die Anordnung der Kofaktoren zum Prototyp fur die Struktur der Molybdan-Hydroxylasen.

Die Cu-bindende Aminosiure Cys 388 ist Teil eines Loop, der fir CO-Dehydrogenasen

konserviert ist. Vergleicht man diesen /&op (VAYRCSFR) mit den homologen Bereichen anderer

Molybdin-Hydroxylasen (Hinzelmann, Dobbek et al. 2000) so zeigt sich, daB} die

Zusammensetzungen jeweils typisch fiir einzelne Enzymklassen ist. So scheint es, daf3 dieser /oop

einen entscheidenden Beitrag zur Substratspezifitit der Enzyme leistet. Vergleicht man die

charakteristischen Motive der unterschiedlichen Substratklassen, so lassen sich folgende

Subfamilien aufstellen:

a.) VAYRCSFR (CO-Dehydrogenase)

b.) —A(Y/F)R-GVG (Quinolin-2-Oxidoreduktase, Nicotin-Dehydrogenase)

c¢.) —AMR-GHG (4-Hydroxybenzoyl-CoA-Reduktase)

d.) —AFR-G(F/Y)G (prokatyontische und eukatyontische Xanthin-Oxidase/-Dehydrogenase,
MOP, MOD, Aldehyd-Oxidase).

Im Mop-Protein z.B. ist dieser Bereich Teil eines gestreckten /ogps, der an einer vergleichbaren

Position wie in der CO-Dehydrogenase liegt und mit einem Isopropanol-Molekiil, ein mégliches

Modell fiir den Michaelis Komplex der Aldehyd-Oxidation (Huber, Hof et al. 19906), interagiert.

Abbildung 53: Lokalisierung der NAD*-Bindestelle in Xanthin-Dehydrogenasen. Die entsprechenden Reste
der CO-Dehydrogenase, die in 7o5y Mutanten der Xanthin-Dehydrogenase von D. melanggaster eine verinderte
Affinitat fir NAD™* zeigen, sind als rote Ball-and-Stick Modelle dargestellt.

Der Hauptunterschied in der Funktion der konvertierbaren Xanthin-Oxidase und Xanthin-
Dehydrogenase ist ihre Affinitit fir Elektronenakzeptoren (Hille 1996). Diese unterschiedlichen
Reaktivititen sind wahrscheinlich auf die Fihigkeit NAD */NADH zu binden zuriickfiihrbar
(Dobbek, Gremer et al. 1999). Affinititsstudien mit dem Pyridinnukleotid-Analogon 5%p-
Fluorosulfonylbenzoyladenosine (5-FSBA) (Nishino und Nishino 1987; Nishino, Schopfer et al.

1989), verwiesen auf einen Tyrosin-Rest, der die NAD '-Bindungsaffinitit verinderte.
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Reaktivititsstudien von Xanthin-Dehydrogenase Varianten von sy Mutanten Stimmen von D.
melanogaster beinhalten Mutanten, die NAD ™ nur noch schlecht oder nicht mehr als
Elektronenakzeptor nutzen konnten (Hughes, Bennett et al. 1992; Hughes, Doyle et al. 1992;
Doyle, Burke et al. 1996). Durch Sequenzvergleiche von Xanthin-Oxidase/-Dehydrogenase-
Sequenzen aus unterschiedlichen Quellen, konnten wir diese Mutationen, ebenso wie das
gelabelte Tyr im CO-Dehydrogenase Modell lokalisieren (Abb.53). Die Mutationen entsprechen
Gly 193, Asn 123 und Ala 156 in CoxM (Abb.53). All diese Reste sammeln sich auf zwei /ogps der
mittleren Domane der M-Untereinheit nahe der solvensexponierten Seite des Isoalloxazinringes
des FAD. Die so lokalisierbare putative NAD “-Bindungsstelle in Xanthin-Dehydrogenase wiirde
tir einen Hydrid-Transfer vom Isoalloxazinring zu einem Pyridinring auf der s-Seite sprechen.
Diese fiir Flavoproteine ungewchnliche Stereochemie wurde bereits fiir die Interaktion vom
Faltungshomologen MurB mit NADP " vorgeschlagen (Farmer, Constantine et al. 1996)

(Constantine, Mueller et al. 1997).

Koordinationsgeometrie bei Mo-haltigen Proteinen: Einbeit statt Vielfalt ¢ Eine verzerrt

tetraedrische Koordinationsgeometrie beschreibt alle Mo-haltigen Zentren

Die Koordinationsgeometrie Molybdopterin-haltiger Enzyme weist in den bisherigen

Beschreibungen groBle Variabilitdit auf (Hille 1996; Schindelin, Kisker et al. 1997). Die
zugeordneten Geometrien scheinen zudem teilweise nur schwierig mit der Mo-Komplexchemie

vereinbar zu sein (Young 1997). Die Interpretation der Geometrien am Mo geht dabei von einem
,»ein Atom—ein Ligand® Modell aus und zahlt die beiden Schwefelatome der Dithiolen-Gruppe

als zwei Liganden.

Die beobachteten Winkel am Mo-Komplex des [CuMo]-Zentrums legen dagegen eine verzerrt

tetraedrische Koordination nahe, in der die Dithiolen-Gruppe als ein zweizdhniger Ligand

interpretiert wird (Abb.54). Die Verzerrung der tetraedrischen Geometrie wird dabei wesentlich

durch den voluminésen Dithiolen-Liganden hervorgerufen, was sich insbesondere in der

Geometrie der CN -inaktivierten Form widerspiegelt. Die Interpretation einer tetraedrischen

Geometrie hat fur die Molybdin-Hydroxylasen zum einen den Vorteil, dal3 Spannungen bzw.

Verzerrungen der Geometrie fiir Liganden vorhergesagt werden, die entscheidend an der

Katalyse beteiligt sind und zum anderen erklirt, wieso die Bindungslingen zwischen Mo- und

den Dithiolen-Liganden linger sind als fiir Mo—S Einfachbindungen zu erwarten wire.
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Molybdin Hydroxylasen

A (CODH)

Abbildung 54: Verzerrt tetraedrische Geometrie der Mo-Liganden in der Molybdin-Hydroxylase-Familie.
Der blau eingefirbte Tetraeder, der sein Zentrum an der Position des Mo hat, entspricht mit seinen Eckpunten
MoO42.

Die Beschreibung der Geometrie im ,,ein Atom —ein Ligand*“ Modell der Sulfit-Oxidase ergibt
eine niherungsweise quadratisch-pyramidale Geometrie (Kisker, Schindelin et al. 1997). Nimmt
man dagegen vier Liganden an, ergibt sich eine verzerrt tetraedrische Geometrie (Abb.55).
Vergleicht man die Geometrie um das Mo im [CuMo]-Cluster mit der Mo-Ligandengeometrie in
der Sulfit-Oxidase sind klare Parallelen erkennbar. Auch hier ergibt sich fiir die der volumintsen
Dithiolen-Gruppe gegeniiberliegenden direkt an der Katalyse beteiligten Liganden (Kisker,
Schindelin et al. 1997) (Hydroxo-/Thiolat(Cys)-Ligand) eine Verkirzung des Winkels.

Sulfit Oxidase Familie

C (S0)

Abbildung 55: Ligandengeometrie der Sulfit Oxidase (Kisker, Schindelin et al. 1997). Auch hier kann eine
verzerrt tetraedrische Geometrie gefunden werden. Die dem Dithiolen-Liganden gegeniibetliegenden Liganden
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(Hydroxo- /Thiolat(Cys)-Ligand) zeigen wie in der Mo-Hydroxylase Familie einen vetkurzten Winkel. Der blau
eingefirbte Tetraeder, der sein Zentrum an der Position des Mo hat, entspricht mit seinen Eckpunten MoO4*.

Interessant ist insbesondere, dall die Position der vier Liganden (Oxo-/Hydroxo-/Thiolat-
/Dithiolen-Liganden) auch der Liganden-Geomettie der CO-Dehydrogenase entspricht.

Legt man die Interpretation der Dithiolen-Gruppe als einem Liganden zugrunde, vereinfacht sich
inbesondere auch die Koordinationsgeometrie in der DMSO-Reduktase Familie und legt eine
verzerrt tetraedrische Beschreibung nahe (Abb.506). Fir die Formiat-Dehydrogenase H aus  E. co/
(Boyington, Gladyshev et al. 1997) und die dhnliche Nitrat-Reduktase aus D. desulfuricans (Dias,
Than et al. 1999) wurde dabei in der oxidierten Form eine verzerrt trigonal-prismatische
Geometrie beschrieben.

Far DMSO-Reduktasen wurden verschiedene Geometrien und unterschiedliche viele Liganden
beschrieben. Allen DMSO-Reduktase-Strukturen gemeinsam ist ein Ser-Rest als Protein-Ligand
(Abb.506). Fir die DMSO-Reduktase aus R. sphaeroides (Schindelin, Kisker et al. 1996) wurde eine
verzerrt trigonal-bipyramidale Geometrie gefunden mit einer Oxo-Gruppe bei Ligandierung
durch beide Dithiolen-Gruppen. Die erste DMSO-Reduktase-Struktur aus  R.  capsulatus
(Schneider, Lowe et al. 1996) zeigt dagegen zwei Oxo-Gruppen bei Ligandierung durch eine
Dithiolen-Gruppe mit einer pentakoordinierten quadratisch-pyramidalen Geometrie. Eine zweite
DMSO-Reduktase-Struktur aus R. capsulatus (McAlpine, McEwan et al. 1997) wurde als
heptakoordiniert beschrieben, wobei zwei Oxo-Gruppen gleichzeitig mit den beiden Dithiolen-

Gruppen das Mo koordinieren.
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DMSO Reduktase Familie

E (DMSOR B)

D (DMSOR A)

H (FDH)

Abbildung 56: Koordinationsgeometrie in der DMSO-Reduktase Familie. Wie auch bei den beiden anderen
Molybdopterin-haltigen Enzymfamilien kann die Mo-Koordinationsgeometrie in DMSO-Redukaste Familie als
verzerrt tetraedrisch beschrieben werden. Einzig die DMSO-Reduktase Struktur von R. capsulatus (F)(McAlpine,
McEwan et al. 1997) palit nicht in dieses Bild und beruht vermutlich auf einer Fehlinterpretation (Li, Temple et al.
2000) . Der blau eingefitbte Tetraeder, der sein Zentrum an der Position des Mo hat, entspricht mit seinen
Eckpunten MoO,>.

Neuere Untersuchungen bei hohen Auflésungen (1.3 A) an der DMSO Reduktase aus R
spaeroides (Li, Temple et al. 2000) sprechen fiir zwei mégliche Koordinationsumgebungen fiir das

Mo-Ion. Ein hexakoordiniertes verzerrtes trigonales Prisma gebildet aus den beiden Dithiolen-
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Gruppen mit einem Oxo-Liganden (Abb. 56 E) ist ebenso méglich, wie eine pentakoordinierte
quadratische Pyramide aus zwei Oxo-Liganden und einer Dithiolen-Gruppe (Abb.56 D), die im
wesentlichen der DMSO-Reduktase Struktur von Schneider (Schneider, Léwe et al. 1990)
entspricht. Beide Geometrien lassen sich ebenfalls alternativ als verzerrte Tetraeder
interpretieren. Die DMSO-Reduktase Struktur von McAlpine (McAlpine, McEwan et al. 1997)
scheint ebenso wie die R. sphaeroides Struktur alternative Zustinde im aktiven Zentrum zu
besitzen, wobei eine schwach besetzte Mo-Position als zusitzlicher Oxo-Ligand fehlinterpretiert

wurde (Li, Temple et al. 2000). Zu dieser Interpretation pallt auch, dal3 die heptakoordinierte
Geometrie sich als einzige nicht durch einen verzerrten Tetraeder beschreiben 1i3t (Abb.56 F).

Die zusitzliche Oxo-Gruppe liegt tber einer der Tetraederflichen und entspricht der Position

des Mo-lons in der pentakoordinierten Geometrie (Abb.56 D).

Die Komponenten des aktiven Zentrums

Das aktive Zentrum der Mo-haltigen CO-Dehydrogenase vereinigt mit den ionischen Formen

von Mo, Cu, S und O ein interessantes Elementquartett, das weitreichende Méglichkeiten zur

Katalyse bildet.

Dem neu entdeckten Cu kommt dabei eine besondere Rolle zu, die offensichtlich auch deutlich

verschieden von der Funktion des Elements in anderen Cu enthaltenden Proteinen ist. Die

Sonderrolle des Cu im [CuMo]-Cluster im Bereich der bioanorganischen Chemie spiegelt sich

schon in der Geometrie seiner Liganden wider. Obwohl zweifach koordinierte Cu(I)-Komplexe

in Losung, anders als in FestkOrpern, recht hiufig sind (Zuberbthler 1983), werden sie in
Proteinen selten beobachtet. Bislang wurde nur ein zweifach Cys-koordiniertes Cu(l)-Ion

entdeckt, welches im Cu beladenen Metallothionein (PDB: 1AQR) auftritt und keine katalytische

Funktion besitzt. Sonst findet man Cu(l) meist in verzerrt tetraedrischer Koordination

(Messerschmidt 1998).

Da Cu(l) eine gefiillte d ""-Schale besitzt, fehlt ihm die Moglichkeit zur Ligandenfeldstabilisierung
spezifischer Komplexgeometrien. Dies bedeutet, daf3 die Struktur von Cu(I)-Komplexen flexibel

sein kann. Eine insbesondere fiir den Reaktionsmechanismus der CO-Dehydrogenase (CO- wie

H,-Oxidation) wichtige Eigenschaft von Cu(I)-Komplexen ist neben ihrer Flexibilitit auch ihre

Labilitit. Diese Labilitit betrifft primir das haufige Auftreten von Substitutionsreaktionen am

Cu(D)-Ion. Weiterhin besitzt Cu(l) gefullte Orbitale zur Wechselwirkung mit TEOrbitalen eines
Liganden und insbesondere in der zweifach koordinierten Form die Moglichkeit zur Erhéhung
der Koordinationszahl. Dies kann auch bei Substitutionsreaktionen am Cu(I)-Komplex, wie fur
die CO-Oxidation vorgeschlagen (siche unten), wichtig sein, wenn es sich um eine assoziative

Substitution handelt. Diese Eigenschaften machen Cu(l) geeignet zur Bindung von CO.
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Interessant ist auch die Reaktivitit von CO mit Cu(l)-Komplexen. Die reversible Fixierung von
CO in Cu(l)-haltigen Loésungen wird seit tiber einem Jahrhundert angewendet (Pasquali und
Floriani 1983). Cu reagiert mit CO nur im Oxidationszustand +1 (Munakata und Kitagawa 1982)
und absorbiert ein CO Molekil pro Cu(I)-Ion, wobei die Affinitit des Cu stark von seinen
weiteren Liganden abhingt. Die Stabilitit der Carbonyl-Komplexe wird beherrscht durch die
Natur der Bindung des/der koordinierenden Liganden, der geometrischen Struktur und des
umgebenden Mediums (Munakata und Kitagawa 1982). Um eine reversible Bindung zwischen

CO und Cu(l) zu erhalten, sollte in einfachen Komplexen einer der Liganden Tebindende

Eigenschaften haben. Cu(I)-Carbonyle mit rein O-bindenden Liganden werden dagegen
eingesetzt, wenn stabile Komplexe gewiinscht werden (Munakata und Kitagawa 1982). Um CO
nukleophil angreifen zu kénnen, muss das Molekiil zuvor aktiviert werden. Dies geschieht, indem

die Bindung von CO an Cu(l) dessen elektrophile Eigenschaften verstarkt.

Weiterhin ist fiir Cu(I) die Existenz stabiler Cu-H Bindungen charakteristisch und es wurde

vorgeschlagen, daB3 diese Gruppe aus der Reaktion Cu * + H, > Cu-H + H" entstehen kann
(Pasquali und Floriani 1983).

Die Eigenschaften des Mo-oxo/-sulfido Komplexes stehen in den meisten Eigenschaften Cu(I)

gegeniiber. Mo ist fiinfach koordiniert, wenn man den Carbonyl-Sauerstoff in 3.16 A vom Mo

nicht berticksichtigt, und liegt im oxidierten Zustand der CO-Dehydrogenase als d " Mo(+VI) vor.
Substratbindung und —umsetzung bei Mo-haltigen Enzymen spielt sich wahrscheinlich in der

ersten und zweiten Koordinationssphire des Metalls ab, obwohl es auch Hinweise aus der

ENDOR-Spektroskopie fiir eine direkte Mo-Substratinteraktion bei der Xanthin-Oxidase gibt

(Howes, Bray et al. 1996) (Lowe, Richards et al. 1997). Die Rolle des Mo ist offensichtlich die
Aktivierung der Liganden, wie die Aufnahme bzw. Abgabe von zwei Elektronen. Nachdem im

Falle der Molybdin-Hydroxylasen zwei verschiedene Arten von Sauerstoff-Liganden (Oxo— und

Hydroxo-Liganden) vorliegen, ist nicht klar welcher der beiden Liganden auf das Substrat

Gbertragen wird und in vorgeschlagenen Mechanismen findet man beide Varianten. Auch die

Rolle der Sulfido-Gruppe in moglichen Mechanismen ist nicht klar. Interessant ist, dal3 im

oxidierten Zustand Mo(+VI) direkt an den reduzierten Sulfido-Liganden (S *) gebunden ist. Die
energetische Nihe des Mo-4d- und S-3p-Orbitals (Young und Wedd 1993) ermdglicht eine
Redoxchemie zwischen Metall und Ligand, insbesondere wenn das oxidierte Mo auf den

reduzierten Thio-Liganden (S?) trifft. Diese non-innocent role des Schwefel wird in Reaktionen
widergespiegelt, in denen ein induzierter interner Elektronentransfer von S * auf Mo dieses
paradoxerweise in Gegenwart von Oxidationsmitteln reduzieren kann (Coyle, Harmer et al.

1990). [MoOS]*" Komplexe sind selten, hochreaktiv und ihre Synthese schwierig. Dies liegt
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offenbar an der Instabilitit dieser Verbindungen (Young und Wedd 1993). Katalytische Zentren,

die diese Komponenten nutzen haben offensichtlich einen Weg gefunden, sie zu stabilisieren.

Der katalytische Mechanismus

CO-Oxidation

Parallelen in der chemischen Reaktivitit und elektronischen Struktur zwischen Isonitrilen und
CO lassen vermuten, dafl der Zustand in dem der kompetitive Inhibitor nBIC gebunden ist, dem
Ubergangszustand der CO-Oxidation am [CuMo]-Cluster entspricht. Nimmt man die oxidierte,
nBIC-gebundene und CO-reduzierte Struktur zusammen, erhilt man Einblick in die
Schlisselmomente der CO-Oxidation. Die erste Struktur reprisentiert dabei den Anfang und das
Ende eines jeden Zyklus, die zweite einen intermedidren Zustand und die dritte das reduzierte

aktive Zentrum nach Produktbildung.

A
o]
S
—— Ll(vn/ S0
Cr ™
0
>/o
Closed state
B -
Reoxidation
_Ze_
(viaFeS | ->Fes Il -> FAD)
Opened state
D
o)
-
s Mo™ ™ T~c,
Com
o}
>/o

Abbildung 57: Katalytischer Zyklus der CO-Oxidation. Wihrend die Zustinde A, C, D und E direkt beobachtet
wurden, ist der Zustand B (im Kasten) in Analogie zum Zustand C, der nBIC gebundenen Form, postuliert.

Die Katalyse beginnt, wenn das Substrat CO tber den hydrophoben Substratkanal das aktive
Zentrum erreicht. Der vermutlich erste Schritt der Katalyse ist die end-on Bindung von CO an
Cu(I) durch Ligandensubstitution. Dies resultiert in einer Bewegung des Cu weg von Mo, die
zum offenen Zustand des [CuMo]-Clusters fiihrt. Konformationelle Anderungen des Cys 388

tragenden Loops, insbesondere von Cys 388 und Ser 389, die durch die Offnung des Clusters
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ausgelost werden, werden Uber H-Briicken auf das hochkonservierte Glu 763 tbertragen

(Abb.28). Dies fihrt zur Vergrosserung der Distanz zwischen O €2 von Glu 763 und Mo, wie in
der nBIC gebundenen Form beobachtet, und zur Schwichung der zuvor erfolgten Stabilisierung
des hochgeladenen Mo-Ions durch die nahe negative Ladung (Tab.2). Diese Destabilisierung, wie
die Nihe des reduzierten Sulfido-Liganden (S *) zu Mo(+VI) lassen es wahrscheinlich erscheinen,
daB3 der Sulfido-Ligand durch eine interne Elektronentibertragung bei der Reduktion des Mo
(Stiefel 1997) eine entscheidende Rolle spielt. Die Elektronentbertragung wire dabei durch die
Bindung des Substrat an Cu(I), d.h. durch die Offnung des Clusters ausgelést. Die Koordinierung
von CO an Cu(l) verstirkt die Elektrophilizitit von CO und erhoht seine Reaktivitit mit der

nukleophilen Hydroxo-Gruppe.

Distanz: Mo-S(Cys 388) Distanz: Mo-O €2(Glu 763)
Oxidiert 591 A 3.14 A
Reduziert 6.06 A 3.30 A
nBIC gebunden 6.84 A 3.44 A
CN’ inaktiviert 6.60 A 3.49 A

Tabelle 2: Abhingigkeit det Stabilisierung des Mo-Zenttalions dutch Glu 763 vom Zustand des [CuMo]-

Clusters. Der Zustand des Clusters (offen/geschlossen) wird durch den Abstand zwischen dem SYy-Atom von Cys
388 und Mo angegeben, wobei ein kurzer Abstand zwischen beiden Atomen einem geschlossenen und ein langer
Abstand einem gedffneten Cluster entspricht. Die CN- inaktivierte Form wurde ebenfalls beriicksichtigt, da sich
durch die Zerstorung des Clusters fiir den Cys 388 tragenden Loop im aktiven Zentrum eine dhnlich trelaxierte
Konformation ergibt wie im nBIC gebundenen Zustand. Deutlich ist der Einfluss der Konformation des Cys

tragenden Loops auf die Distanz zwischen Mo und O€2 (Glu 763) etkennbar.

Eine zusitzliche Triebkraft der Reaktion ist die Erhohung der Bindungsordnung der Oxo-
Gruppe. Dieses in der bioanorganischen Literatur fiir Mo-haltige Proteine kontrovers diskutierte
Prinzip (Hille 1996) wird als spectator oxo effect (Rappe und Goddard IIT 1980) bezeichnet und geht
auf die Untersuchung von Reaktionen an bivalenten Oxo-Gruppen in der Metathese und
Epoxidierung von Olefinen zurtck. Dabei wurde beobachtet, dal3 eine zweite spectator Oxo-
Gruppe bei Cr-Katalysatoren fir die Metathese von Alkenen die Reaktionsgeschwindigkeit
deutlich erh6ht. Theoretische @b initio Studien fir Cr- und Mo-Komplexe legen nahe, daf3 die
Prisenz des spectator oxo-Liganden die Ausbildung des katalytischen Metallozyklus vorantreibt und
dabei eine entscheidende Rolle in der Katalyse spielt. Die zusitzliche Energie, die sich aus der
Ausbildung der Oxo-Dreifachbindung ergibt, kann fiir Dioxo-Molybdin Komplexe mehr als 100
kJ*mol" betragen, wenn die Koordinationssphire durch ionische Gruppen dominiert wird

(Rappe und Goddard III 1980). Das Vorherrschen von Schwefel-Liganden im Falle der CO-
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Dehydrogenase sollte allerdings zu einem mehr ionischen Charakter der Oxo-Gruppe fihren,
wodurch der spectator oxo Effekt abgeschwicht wirde (Hille 1996).

Die durch diese zusitzliche Bindung freigesetzte Energie fithrt zu einer weiteren Stabilisierung

des beobachteten Ubergangszustandes, in dem CO wahrscheinlich cis- P-1,2 gebunden zwischen
Cu- und dem Sulfido-Liganden vorliegt (Abb.57 B). Die ebenfalls beobachtete Flexibilitit in den

Bindungslingen zwischen Mo- und der Dithiolen-Gruppe kann Anderungen an anderen Mo-

Liganden kompensieren.

Nach Ausbildung des Ubergangszustandes sind wahrscheinlich die weiteren Reaktionen

bestimmt durch die Stabilitit der entstehenden Produkte und der Ablauf der Umsetzungen der

CO- und nBIC-gebundenen Zwischenprodukten ist deutlich unterschieden. Dies kénnte auch die

Inhibition durch nBIC (L. Gremer, unveroffentlichte Ergebnisse) erkliren.

Produktbildung und —freisetzung treten wahrscheinlich zusammen mit der SchlieBung des

Clusters und dem Ersatz des eingebauten Hydroxo-Liganden durch Wasser auf. Die

Bindungslinge zwischen Mo und dem neuen Liganden ist deutlich kirzer als fir einen Wasser-

Liganden zu erwarten wire und eine erste Deprotonierung des sauren Metall-gebundenen

Wasser-Molekils (Hille, Retey et al. 1998), unter der moglichen Mitwirkung von Glu 763, zur
Ausbildung des Hydroxo-Liganden hat wahrscheinlich bereits stattgefunden.

Ein entscheidendes Charakteristikum dieses Reaktionsmechanismus ist, daf3 die Elektronen durch

die Mo reduziert wird, nur indirekt aus dem Substrat kommen. Vielmehr 16st die Substratbindung

eine Kette von Reaktionen aus, die zur Reduktion von Mo fiihren.

Folgende Grafik fal3t die entscheidenden Schritte des entworfenen Reaktionsmechanismus

zusammen.
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Abbildung 58: Hypothetischer Reaktionsmechanismus fiir die Oxidation von CO. Beobachtete Strukturen
sind in rot eingefdarbt. Die fiir isolierte Cu-CO Komplexe ungewohnliche Orentierung des CO am Cu ist eine
mogliche Alternative zur hiufig gefundenen Bindung tiber das C-Atom des CO (Pasquali und Floriani 1983). Die
Ausrichtung des schwachen Dipols des CO Molekils konnte durch die anisotrop abgeschirmte Ladung des

Mo(+VD)-Ions bewirkt werden. Ob allerdings CO am aktiven Zentrum zuerst den U-Sulfido Liganden oder Cu(T)
angreift, oder in die Cu-US Bindung msertiert, scheint ohne weitere Untersuchungen nicht entscheidbar.

H,-Oxidation

Die H,-oxidierende Aktivitit der CO-Dehydrogenase betriagt ca. 10 bis 16 % der CO-

oxidierenden Aktivitit und obwohl sie wahrscheinlich keine physiologische Bedeutung hat, da  O.
carboxidovorans zur H,-Oxidation eine spezifische membrangebundene [NiFe|-Aufnahme-
Hydrogenase besitzt (Santiago und Meyer 1997), ist das Verstindnis der Reaktion sowohl im
Hinblick auf die CO-Oxidation der CO-Dehydrogenase, wie auch fiir Hydrogenasen im

allgemeinen interessant.

Die Inaktivierung der CO-oxidierenden Aktivitit der CO-Dehydrogenase resultiert ebenfalls im

Verlust der Hydrogenase-Aktivitit und die heterolytische Spaltung von H , verlangt offensichtlich
die gleichen Bestandteile des aktiven Zentrums, die auch zur CO-Oxidation benétigt werden. Da

kristallographische Studien zur H ,-Bindung nur indirekte Hinweise liefern kénnen, muf3 ein
plausibler Mechanismus fiir die H ,-Oxidation auf die Reaktionsméglichkeiten des Substrats mit
dem [CuMo]-Cluster, sowie die Parallelen zur CO-Oxidation abheben. Cu(I)-Salze kénnen die

heterolytische Spaltung von H , katalysieren, wobei das Hydrid-Ion am Cu(I) gebunden bleibt
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(Pasquali und Floriani 1983). Angenommen, daf} der Wechsel zwischen open state und closed state
des [CuMo]-Clusters auch die treibende Kraft der H ,-Oxidation ist, 13t sich folgendes Szenario

denken:

close state

.
“H
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o H—-Cu S(Cys)
S——Mo
<, / AN
s OH
o
o)\
N
“H
+IV half-close state

Q s
UO/ \Cu S(Cys)
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Abbildung 59: Hypothetischer Reaktionsmechanismus fiir die heterolytische H>-Spaltung und -Oxidation.
Der Mechanismus basiert auf der Parallele zur CO-Oxidation, sowie der Vermessung der Hp-reduzierten CO-
Dehydrogenase.

Wenn das Hydrid-Ion den p-Sulfido-Liganden am Cu(l) substituiert, und damit den opern state des
Clusters erzeugt, findet durch die Destabilisierung die Reduktion des Mo statt und das erste
Proton wird abgespalten. Das zweite Proton wird freigesetzt, wenn die Bindung zwischen Cu und
dem Sulfido-Liganden sich wieder bildet und dadurch das mit H ,-reduzierte aktive Zentrum, wie
beobachtet, liefert.

Interessant fiir das Verstindnis der katalytischen Mechanismen von CO-Dehydrogenasen und
Hydrogenasen ist die Tatsache, da3 sowohl die Ni- als auch die Mo-haltige CO-Dehydrogenasen
H, oxidieren kénnen. Hydrogenasen, Fe-only wie [NiFe]-Hydrogenasen, zeigen dagegen eine
kompetitive Hemmung in Gegenwart von CO. Dies ld3t vermuten, daf3 die Interaktionen von H ,
und CO mit den jeweiligen Metallzentren dhnlich ist. Wahrend Mo-haltige CO-Dehydrogenasen
jedoch eine zusitzliche nukleophile Hydroxo-Gruppe in ihrem aktiven Zentrum tragen und

damit CO oxidieren koénnen, wird CO, wo diese Gruppe fehlt, zwar aktiviert aber nicht
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umgesetzt. Hs bleibt zu bemerken, dal Hydrogenasen im Gegensatz zu Mo-haltigen CO-
Dehydrogenasen die Umsetzung von H, in beiden Richtungen katalysieren kénnen (Garcin,
Montet et al. 1998) und hohere spezifische Aktivititen als CO-Dehydrogenasen fur die H ,-

Oxidation aufweisen.

[CuMo]-haltige CO-Dehydrogenase als die spdte biologische Alternative

Biologische Katalysatoren der CO-Oxidation kénnen nach den Metallen ihrer aktiven Zentren
wie ihrer Stabilitit gegeniiber Sauerstoff in zwei grosse Klassen eingeteilt werden, die zwischen
den Mo- und Ni-haltigen Enzymen unterscheiden. Ein zusitzlicher Unterschied dieser Gruppen
wird im Vergleich der evolutioniren Perioden offenbar, in denen die verwendeten Metalle
bioverfiigbar wurden.

Ni und Fe waren bereits in der frithen anoxisch-reduzierenden Atmosphire verfiighar und
Organismen, die die Ni/Fe-CO-Dehydrogenase nutzen sind unter einem evolutioniren
Blickwinkel urspriinglich.

Cu-haltige Proteine sind dagegen erst spit entstanden. Mit dem Aufkommen der oxygenen
Photosynthese verinderte sich die Atmosphare der Erde langsam und wechselte ihren Charakter
von reduzierend zu oxidierend. Wihrend der entstehende oxidative Stress einerseits
wahrscheinlich zu einer frithen biologischen Katastrophe fithrte, wurden andererseits Metalle wie
Kupfer bioverfugbar. Wihrend das Metall unter den reduzierenden, Sulfid-haltigen frithen
Bedingungen als schwerlésliches Cu(l)-sulfid vorlag, wurde es nun zum gut 16slichen Cu *"-Ion
oxidiert. Das Resultat dieser Verinderung war die Entwicklung von Kupferproteinen und -
enzymen in denen Sauerstoff entweder als Substrat oder Elektronenakzeptor diente.

In den zwei Grundtypen von CO-Dehydrogenasen, den Cu/Mo-haltigen versus den Ni/Fe-
haltigen, beobachten wir zwei biologische Losungen zu einem dhnlichen Problem, der Oxidation
von CO mit Wasser zur Generierung von zwei Elektronen und zwei Protonen. Beide Systeme
sind wahrscheinlich charakteristisch fiir die Bediirfnisse wie die Méglichkeiten der evolutiondren

Perioden, in denen sie sich entwickelten.
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Anhang

A. Kristallographische Datentabelle

Data sct "I'otal / R Resolu | Complet | (1)/ (ol), Model Resolution | rmsd rmsd
unique refl. tion A | eness last shell R-factor % | Tast shell A bond, angle,
% A degree
Ox-short 941.420/387. | 0.046 1.49 95.9 25.1-3.5 13.5/16.9 | 13.3/19.8 | 18.1-1.48
014
Ox-long 2.071.856/76 | 0.061 1.17 95.3 24.3-3.2 13.7 /162 |18 /23 19.8-1.17
7.934
Di- 2.011.470/63 | 0.066 1.28 98.9 22.5-1.9 14.8 /18.0 |19 / 24 17.0-1.28
thio 2.876
NBIC 3.044.532/93 | 0.081 1.09 94.5 19.1-2.0
1.603
CO-red 2.234.419/70 | 0.073 1.21 94.1 25.2-1.9
7.024
MAD 490.440/144. | 0.034 |22 92.6 14.9-2.8 18.8 /23.1 25-2.2 0.0086 1.68
0.9761 247
A
MAD,2 369.914/97.3 | 0.053 25 89.2 18.9-5.7
(1.7316 46
A)
Moplus 433.970/162. | 0.083 2.25 94.0 7.7-2.0 20.9 / 23.7 | 32.3 / 34.1 | 20-2.25 0.0073 1.72
HP- 740
CODIT
Mominus 570.740/138. | 0.136 | 2.35 91.1 4.7-2.1 20.8 /245 | 33.0 / 32.2 | 20-2.35 0.0063 1.63
T1P- 188
CODH
CN (1) 430.811/105. | 0.119 2.36 92.5 5.6-1.6 17.0 / 20.5 38-2.36 0.0059 1.56
076
CN (2 2.299.197/74 | 0.077 1.19 95.6 20.8-2.1
4.094
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