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1 ZUSAMMENFASSUNG

1. Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine EpiD und MrsD gehéren zusammen mit MutD zu
den LanD-Proteinen, einer Unterfamilie der homooligomeren Flavin-enthaltenden Cystein-
Decarboxylasen (HFCD). Diese katalysieren einen wichtigen Reaktionsschritt, eine oxidative
Decarboxylierung eines C-terminalen Cysteins, in der Biosynthese der Lantibiotika Epider-
min, Mersacidin und Mutacin Ill. Die beiden anderen Mitglieder der HFCD-Proteine, das
bakterielle Dfp und HAL3 auérabidopsis thaliandAtHAL3) katalysieren eine dhnliche Re-
aktion in der Biosynthese des bei allen Organismen sehr wichtigen Coenzyms A (CoA), die
nicht oxidative Decarboxylierung eines Cysteinylrestes. Die Kristallstrukturen der Proteine
EpiD und MrsD sowie der inaktiven Mutante EpiD-H67N im Komplex mit dem Pentapeptid
DSYTC wurden geldst. Die Homododekamere der untersuchten Proteine bilden Partikel mit
einer 23-Punktsymmetrie, die sich aus auf den Spitzen eines Tetraeders lokalisierten Trimeren
zusammensetzen. Die Monomere besitzen eine Rossmann-artige Tertiarstruktur, wobei sich
die Wechselwirkungen dieser Tertiarstruktur, die haufig von dinukleotidbindenden Proteinen
verwendet wird, mit den Kofaktoren FMN und FAD bei den HFCD-Proteinen deutlich von
denen anderer Flavoproteine unterscheidet. Die beiden charakteristischen Sequenzmotive,
PASANT und PXMNXXMW, dieser Proteinfamilie sind an der Kofaktorbindung, Wechsel-
wirkungen mit dem Substrat und wichtigen strukturellen Eigenschaften beteiligt. Die Struktur
des Komplexes von EpiD-H67N mit DSYTC und ein modellierter Komplex von MrsD mit den
funf C-terminalen Aminoséuren des Vorlauferpeptides von Mersacidin (MrsA) erklaren die
schon langer bekannte und untblich breite Substratspezifitat von EpiD und die Unterschiede
zu derjenigen von MrsD. Die von den Proteinen der HFCD-Familie katalysierte Decarboxy-
lierung eines C-terminalen Cysteins zeigt einen neuartigen Reaktionsmechanismus, der sich
deutlich von den bisher bekannten Decarboxylierungen und Dehydrierungen unterscheidet.
Als ersten Reaktionsschritt kann man eine Oxidation der Thiolgruppe annehmen, da nur diese
Kontakt mit dem Kofaktor hat. Die entstehendelhioaldehyd-Carbonsaure decarboxyliert
danach analog zu defiKeto-Carbonséauren wahrscheinlich spontan.

Die Kristallstrukturen der Substratkomplexe von MrsD und AtHALS3, die bisher nur mo-
delliert werden konnten, wurden eine genauere Betrachtung der Unterschiede in der Substrat-
bindung erlauben.



2 EINLEITUNG

2. Einleitung

2.1. Angeborene Immunantwort

Mehrzellige Organismen missen sich standig gegen ein Eindringen von Mikroben verteidigen.
Bei héheren Tieren findet der erste Kontakt von Mikroben mit ihren moglichen Wirten auf der
Haut, Bindehaut oder der feuchten epithelialen Oberflache des Atmungs-, Verdauungs-, Harn-
und Fortpflanzungstraktes statt. Die Abwehrmechanismen, die in der ersten Phase einer Infek-
tion dominieren, hangen nicht von einer spezifischen Antigenerkennung ab, sondern benutzen
gemeinsame strukturelle oder funktionelle Eigenschaften der Mikroben. Einige der Eigen-
schaften werden von komplementaren Rezeptoren des Wirtes erkannt, durch die danach die
Antwort des Immunsystems ausgelodst wird. Andere strukturelle oder Stoffwechseleigenschaf-
ten machen Mikroben anfallig gegen antimikrobielle Substanzen ihres potenziellen Wirtes,
wie z. B. oxidative Reagenzien (Peroxide), lytische Enzyme, Poren bildende Molekile und
Substanzen, die die Aufnahme essentieller Nahrstoffe behindern. Einige dieser antimikro-
biellen Substanzen sind standig vorhanden, andere werden erst bei Bedarf synthetisiert und
abgegeben. Eine dritte Gruppe wird durch bewegliche Zellen an ihren Einsatzort gebracht.

Im Gegensatz zur angeborenen Immunantwort ist das adaptive Immunsystem (Antikdrper
und antigenerkennende cytotoxische Lymphozyten) eine spate Entwicklung der Evolution, die
nur in héheren Wirbeltieren gefunden wird. Diese spielt bei der ersten Immunantwort nur eine
untergeordnete Rolle, ist jedoch dul3erst effektiv um Mikroben zu bekdmpfen, welche die ers-
ten Abwehrmechanismen tberlebt haben oder gegen Mikroben, die von friiheren Infektionen
bekannt sind.

2.2. Antimikrobielle Peptide und Peptidantibiotika

Antimikrobielle Peptide sind ribosomal synthetisierte, gencodierte, kleine Peptide (<100 Ami-
nosauren) und unterscheiden sich von den meisten Peptidantibiotika von Bakterien und Pil-
zen, die sich in Bezug auf ihre Biosynthese in zwei Klassen unterteilen lassen: 1) die nicht-
ribosomal an Multienzymkomplexen synthetisierten Peptidantibiotika. Dabei dient die Prote-
inoberflache als Matrix, wie zum Beispiel beim Gramicidin und Bacitracin (Ubersicht von H.
Kleinkauf und H. D6hren, 1987, sowie H. Kleinkauf und H. D6éhren, 1992) und 2. zunachst
an Ribosomen synthetisierte und anschliel3end modifizierte Peptide, zu denen zum Beispiel
die Lantibiotika gehoéren (sieh23). Antimikrobielle Peptide sind ein universeller Abwehr-
mechanismus und werden in mehrzelligen Organismen als Schlisselkomponente der angebo-
renen Immunitat gefunden. Bakterien benutzen sie, um Nahrungskonkurrenten zu behindern



2 EINLEITUNG 2.3 Lantibiotika

( j )9Antimikrobielle Peptide sind sowohl bei Pflanzen
als auch bei Tieren weit verbreitet.

Eine grosse und wichtige Gruppe der antimikrobiellen Peptide sind die Defensine, die
sowohl von Wirbel- als auch von wirbellosen Tieren produziert werden (siehe Zusammenfas-
sung von A. L. Hughes, 1999). Es sind drei Gruppen von Defensinen bekannt: die Defensine
von Insektena-Defensine (reifes Peptid enthélt 29-35 Aminosauren) von Saugetieren und
(-Defensine (reifes Peptid enthalt 38-42 Aminosauren) von Wirbeltieren. Auch menschliche
Neutrophile exprimieren eine Reihe verschiedend®efensine ( )0 5-
Defensine werden von Leukozyten und Epitelzellen, inklusive der menschlichen Haut, produ-
ziert ( ). Die Cathelicidine werden von Hautzellen exprimiert und schitzen
zum Beispiel Mause vor einer nekrotischen Infektion mit Gruppe A Streptokokken (GAS)

( ).

Nahezu alle antimikrobiellen Peptide sind kationisch und amphipatisch. Die einfachsten
Strukturen (siehe Tabl), deren Wirkungsmechanismus aufgeklart wurde, sind entweder
Helices oders-Haarnadelschleifen und bilden Kanéle durch Membranen. Zu diesen gehéren
das Magainin der Froschhaut (23 Aminosaurgn){ ] yund das
Protegrin von Schweineleukozyten (16-18 Aminosaurem){ f % Es
wurden zwei Hypothesen dariiber aufgestellt, wie die Zerstérung der Membranintegritat die
Mikroben abtétet. Die Abnahme der Vitalitat konnte mit dem Verlust an Energie, verursacht
durch ein Abwandern von lonen durch die zerstérte Membran, zusammenhangen. Alternativ
koénnten die durch die zerstorte Membran eindringenden Peptide an noch nicht identifizierte
zellulare Molekile binden und so deren Stoffwechselfunktion inhibietam?

).

2.3. Lantibiotika

Lantibiotika sind kleine ribosomal synthetisierte und danach modifizierte Peptide und gehéren
daher zur zweiten Klasse der Peptidantibiotika (si2l@# Die Gene fir die Vorlauferpepti-
de, die fir die posttranslationalen Modifikationen nétigen Enzyme, Regulatoren und Trans-
portproteine, die einen Selbstschutz der produzierenden Organismen darstellen, sind haufig
in einem Gencluster auf einem Plasmid codiert (LanA, LanB-D, etc.). Es gibt jedoch auch
Féalle, bei denen die Gene auf dem Chromosom liegen, z.B. Sulitiing|

) und Cinnamycin K ), oder mit Transposons assoziiert sind, z.B. Nisin
( Y2Durch posttranslationale Modifkationen, die zu einer hohen struk-
turellen Vielfalt fihren, werden die Beschrankungen durch den genetischen Code umgangen.
Zu diesen Modifikationen gehdren unter anderem Acylierungen, heterozyklische Ringbildung,



2 EINLEITUNG

2.3 Lantibiotika

Tabelle 1. Zusammenfassung der Peptidantibiotika

Struktur Vertreter Spezies und Ge-Antimikrobielle Wir-  Entwicklung fur in-
webe kung (nachgewiesen) dustrielle Nutzung
4-Disulfide pflanzliche Pflanzen Pilze gentechnisch modi-
a-Helix + Defensine fizierte Pflanzen mit
(-Faltblatt erhohter  Pilzresis-
tenz
Drosomycin Hamolymphe
von Arthropoden
3-Disulfide, reich «a-Defensine Neutrophile von Bakterien, Pilze,
an g3-Faltblattern Wirbeltieren und
(-Defensine mammalian epi- eingehdllte Viren
thelia
3-Disulfide Defensine von In- Hamolymphe Gram-positive Bak-
a-Helix + sekten von Arthropoden, terien
(-Faltblatt Muscheln
3- oder einige Thionine Pflanzen Bakterien, Pilze,
4-Disulfide, 2 (Crambin) Saugerzellen
a-Helices +
(-Faltblatt
2-Disulfide Protegrine, Neutrophbhile Bakterien, Pilze, ein- aktuelle Antibiotika
(G-Faltblatt Tachyplesine, von Schweinen, gehllte Viren
Polyphemusine  Hamocyten des
Pfeilschwanz-
krebses
1-Disulfide, Cyclo- Leukozyten Bakterien
zyklisch oder Dodecapeptide
teilweise zyklisch (bactenecin-1)
Ranalexin, Brevi- Haut von Amphi-
nin bien
a-Helix Cecropine Insekten- Bakterien aktuelle Antibiotika
Hamolymphe
Magainin, PGLa  Haut von Amphi- Bakterien
bien
LL-37 Saugerleukozyten
Linear, mit sich  Bactenecin 5 und S&augerleukozyten Bakterien
wiederholenden 7, PR-39, Pro-
Motiven oder phenin, Indolici-
vorherrschenden din
Aminosauren Diptericidin, Insekten- Bakterien
Apidaecin Hamolymphe
Histatine menschlicher orale Bakterien, Pilze  aktuell gegen Para-
Speichel dontitis

Tabelle nach T. Ganz und R. I. Lehrer (1999).
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Glykosylierung, Zyklisierung des Peptid-Rlckgrates oder die Bildung von Thioetherbricken.
Die Lantibiotika werden meistens von Gram-positiven Bakterien sekretiert und wirken auch
hauptséachlich gegen diese Gruppe der Bakterien. Lantibiotika hemmen die Zellwandsynthese,
indem sie mit Peptidoglykan-Vorstufen interagieren, und bilden transient potentialabhangige
Poren in der Cytoplasma-Membran. Nisin zum Beispiel bindet an den membrangebundenen
Zellwandvorlaufer Lipid Il und fuhrt dadurch zu einer erhéhten Durchlassigkeit der Plasma-
membran ) ). Als charakteristische Aminosaure enthal-

ten sie die Thioether-Aminosauren Lanthionin und 3-Methyl-Lanthiolainthionine contai-

ning aribiotic peptides) und zusatzlich, 3-Didehydro-Aminosaurens{

). Manche Lantibiotika enthalten auch D-Aminoséauren, z.B. D-Alanin bei Lactocin S,
das aus L-Serinen durch Dehydratisierung zu Dehydroalanin und anschlie3ender stereospezi-
fischer Hydrierung entsteht( ).

Zu den Lantibiotika gehéren Epidermin und Mersacidin, auf die im Folgenden noch néa-
her eingegangen wird, sowie unter anderem Mutacin, Nisin, Gallidermin und Cytolysin. Sie
kénnen nach H.-D. Entian und C. Klein in drei Gruppen eingeteilt werden (sieh&)fab.

e Typ A: positiv geladen, vier Thioetherringe, langlich
e Typ B: neutral oder negativ geladen, globular

e Zwischentyp: gleiches Ringmuster wie A, jedoch globular

Typ B Lantibiotika enthalten nicht nur die strukturellen Varianten von Duramycin, sondern
sie sind klein, globular, tragen nur niedrige Ladungen und hemmen enzymatische Aktivitaten
( ). Bierbaum et al. ordnen daher Mersacidin und das sehr ahnliche
Actagardin dem Typ B zu.

Nisin ist wegen seiner Wirksamkeit gegen Staphylokokken, Streptokokken und Clostridien
( : , y4as promi-
nenteste Lantibiotikum. Es wird vdractococcus lactisstammen der serologischen Gruppe
N produziert und seine hemmende Wirkung gegen Lactobacilli wurde schon 1928 von L. A.
Rogers und E. O. Whittier beschrieben. Nisin kommt in Milchproduktene{

) vor und verhindert das Wachstum von Clostridien in K&se und Konserven. Wegen der
mutagenen Wirkung des zur Zeit eingesetzten Nitritpokelsalz besteht ein grol3es Interesse,
dieses durch Nisin zu ersetzen. Da die Lantibiotika Epidermin und Gallidermin sehr gut ge-
gen Propionibacterium acnesStaphylokokken und Streptokokken wirken, kdnnten sie zur
Aknetherapie verwendet werdear( )
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Tabelle 2: Lantibiotika, die synthetisierenden Organismen und die Zielorganismen

Lantibiotikum  synthetisierende Organismen Zielorganismen

Typ A langlich, kationisch

Nisin Lactococcus lactis Clostridium tyrobutyricum
Lancefield Serotyp C Clostridium butyricum

Subtilin Bacillus subtilisSATCC 6633 Streptococcus faecalis

Staphylococcus aure
Streptococcus spec.

Epidermin/ Staphylococcus epidermidis Propionibacterium acnes
Gallidermin TU3298/ TU3928 Streptococcus spec.
Pep5 Staphylococcus epidermidis 5 Staphylococcus spec.

gleiches Ringmuster wie Typ A, aber globulér

Mersacidin Bacillus spec. Staphylococcus spec.
Streptococcus spec.

Typ B globular, neutral oder negativ geladen

Cinnamycin  Streptomyces spec. inhibiert Phospholipase A2, HSV-1

Duramycine  Streptomyces spec. inhibiert Phospholipase A2, HSV-1

Tabelle nach K.-D. Entian und C. Klein, 1993.

2.3.1. Epidermin

Epidermin wird von einem Staphylokokken-Stam@tgphylococcus epidermidii3298)
synthetisiert und sekretiert und enhalt vier durch Thioetherbriicken gebildete Ringe(

). Es enthalt neben den fur die Familie der Lantibiotika charakteristischen modi-
fizierten Aminosaurers-[(Z)-2-Aminovinyl]-D-Cysteine. Die Biosynthesegene epiA, epiB,
epiC, epiD, epiP und epiQ liegen auf dem 54kb Plasmid pTu32 des StaStay@sylococcus
epidermidisTi3298. Diese Gene sind ausreichend fir eine heterologe Epiderminproduktion
in Staphylococcus carnosusi( ; ). Drei weitere Gene
des Genclusters sind die Gene epiE, epiF und epiG. Die von diesen Genen codierten Proteine
bilden einen ABC-Transporter EpiFEG. Dieser transportiert Epidermin aus der Membran in
das die Zelle umgebende Medium und schiitzt so den Epidermin produzierenden Stamm vor
der Zellwand zerstorenden Wirkung des Epidermins. Der Transporter ist sehr spezifisch fur
Epidermin und das sehr ahnliche Gallidermin, wie Versuche mit Nisin und Gallidermin, sowie
Derivate dieser Lantibiotika zeigtef{ ).
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Abbildung 1: Biosynthese des Epidermin
A) Epidermin wird in einem mehrstufigen Prozess aus dem Vorlauferpeptid EpiA synthetisiert. Die-
se Stufen umfassen a) die oxidative Decarboxylierung des C-terminalen Cysteins, b) die Dehydrati-
sierung aller Serin- und Threoninreste c¢) Bildung der Thioetherbriicken und d) die Abspaltung des

Signalpeptides durch EpiP. Die seltene Aminos&uf€)-2-aminovinyl]-D-Cystein ist grau schat-
tiert.

B) EpiD katalysiert die oxidative Decarboxylierung des C-terminalen Cysteins zu der realg)ven (
Enthiolgruppe (grau schattiert).
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Biosynthese

Die Biosynthese des Epidermin startet mit einem 52 Aminoséauren langen Vorlauferpeptid
und umfasst eine Reihe von posttranslationalen Modifikationen (Ahbvon denen spezi-
ell die Bildung der ungesattigten Aminosas§(Z)-2-Aminovinyl]-D-Cystein aus Ser19 und
dem C-terminalen Cys22 des Epiderminvorlaufers EpiA detailliert untersucht watide:

). Die ersten 30 Aminosauren bilden eine Signalsequenz, die spéter von einer
Signalpeptidase (EpiP) abgespalten wird. Die Nummerierung startet mit dem ersten Isoleucin
des reifen Epidermin. Es werden zunachst alle Serine (Ser3, 16 und 19) und Threonine (Thr8
und 14) zu Didehydroalanin bzw. Didehydrobutyrin dehydratisiert. Danach erfolgt die oxida-
tive Decarboxylierung des C-terminalen Cysteins, die von EpiD (siehé) katalysiert wird,
und es ensteht ein reaktiveg){Enthiol. Die Thiolgruppen dieses Enthiols und der drei ver-
bleibenden Cysteine (Cys7, 11 und 21) werden nun stereoselektiv an die im ersten Schritt ge-
bildeten CC-Doppelbindungen addiert, wobei das Didehydrobutyrin14, entstanden aus Thr14,
unverandert erhalten bleibt. Dieser Schritt fiihrt zu der Bildung der charakteristischen Amino-
saurermeseLanthionin (Ala-S-Ala) und (8,3S,6R)-3-Methyl-Lanthionin (Abu-S-Ala, Abu =
Aminobutyrin) sowie der selteneren Aminosa®&f Z)-2-Aminovinyl]-D-Cystein (Abb.1).

2.3.2. Mersacidin

Mersacidin wurde vom Kulturiiberstand v@&acillus spec.HIL Y-85,54728 isoliert und ist
wegen seiner signifikantan vivo Wirksamkeit gegen methicillin-resisten&taphylococcus
aureus(MRSA) interessant( ). Es ist mit 20 Aminosauren eines der
kirzesten Lantibiotika und enthalt wie Epidermin 3-Methyllanthionin, ein Dehydroalanin und
ein S-Aminovinyl-2-Methylcystein( )(siehe Abb.2).

Mersacidin tragt keine Nettoladung und ist insgesamt hydrophob. Die Wirkungsweise von
Mersacidin beruht auf einer Storung der Peptidoglykan-Biosynthasa( ) und
nicht auf einer Depolarisierung der Cytoplasmamembran. Dies und die fehlende Ladung ord-
nen Mersacidin eher den Typ B Lantibiotika Zti¢ ). Die Behinderung der
Peptidoglykan-Biosynthese konnte von Brétal. (1997) naher spezifiziert werden. Mersaci-
din hemmt nicht die Synthese von Lipid Il [Undecaprenyl-Diphosphoryl-N-Acetylmuramoyl-
(pentapeptid)-N-Acetylglucosamine] sondern die Transglykosylierung dieses Intermediats zu
entstehenden polymeren Glycanstrangen.

Die seltene Aminosaure bei Mersacidin $f(Z)-2-Aminovinyl]-Methyl-D-Cystein, eine
Variante desS[(Z)-2-Aminovinyl]-D-Cystein von Epidermin, die aus dem oxidativ decar-
boxylierten C-terminalen Cystein und einem dehydratisierten Threonin (Thrl5 anstelle von
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von Mersacidin
Abbildung nach H. Brotet al. 1997.
Abu = Aminobutyrin, Dha = Dehydroalanin

Serl9 bei EpiD) gebildet wird.

2.4. Flavoproteine

Da alle in dieser Arbeit untersuchten Enzyme Flavoproteine sind, soll im Folgenden kurz
auf diese Enzymklasse eingegangen werden. Eine detaillierte Betrachtung wirde jedoch den
Rahmen dieser Arbeit sprengen. Daher sei auf einige Reviews verwiesen:

1. eine Serie von Ubersichtsartikeln im FASEB Journal mit dem Titel "Flavoprotein struc-
ture and mechanism1995 9(7), 473-475;1995 9(7), 476-483;1995 9(11), 995-1003;
1995 9(12), 1138-11461995 9(13), 1267-12761995 9(14), 1411-14181997, 11(2),
133-140.

2. eine Serie von Artikeln in Biochem. Soc. Transak?9q 24, 61-126.

3. eine Zusammenstellung der Geometrie der aktiven Zentren von Marco W. Fraaije und
Andrea Mattevi (2000).

Flavoenzyme haben die einzigartige Eigenschaft, an vielen verschiedenen Reaktionen betei-
ligt zu sein, wie zum Beispiel an Dehydrierungen einer Vielzahl von Stoffwechselproduk-
ten, an Ein- und Mehrelektronenibertragungen von und zu Redoxzentren, an der Emission
von Licht, an der Reparatur von DNA-Schaden und an der Aktivierung von Sauerstoff flr
Oxidations- und Hydroxylierungsreaktionen. Durch die spektroskopischen Eigenschaften des
Flavin-Kofaktors sind die Flavoproteine besonders fir detaillierte enzymologische Studien
geeignet und sind daher auch eine der am besten untersuchten Enzymfamilien.
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Abbildung 3: Naturliche Flavin-Kofaktoren
A) Strukturformeln der beiden in der Natur auftretenden Flavin-Kofaktoren FMN und FAD
B) Redox-Reaktion des Flavin, R = Seitenkette des Kofaktors.
Die reduzierte Form ist farblos, da das System konjugierter Elektronen bei N(5) und N(1)
unterbrochen ist.

Die prosthetischen Gruppen (FMN oder FAD) der Flavoproteine stammen vom Riboflavin
ab, das aus einem Isoalloxazin-Ringsystem und einer Ribityl-Seitenkette besteht, die an der
zentralen N-10-Position des Pyrazinringes gebunden ist (siehe3Abieser Vorlaufer wird
an der 5’-Hydroxylgruppe der Ribitylseitenkette von der Flavokinase zum Flavinmononukleo-
tid (FMN) phosphoryliert. In einer zweiten ATP-abhangigen Reaktion verknipft die FAD-
Pyrophosphorylase eine AMP-Einheit mit dem FMN und synthetisiert Flavinadenindinukleo-
tid (FAD). Beide Kofaktoren sind in der Natur weit verbreitet. Die Seitenkette spielt fur die
Bindung des Flavins eine wichtige Rolle und die Mehrheit der Flavoproteine bevorzugt sehr
stark entweder FMN oder FAD. Auf der anderen Seite spielt Riboflavin als Kofaktor nur eine
untergeordnete Rolle. In einigen Féllen wird das Flavin jedoch auch kovalent tber die Koh-
lenstoffatome C(6) oder C(8) des Isoalloxazin-Ringsystems an eine Aminoséurenseitenkette
gebunden. Das Isoalloxazin-Ringsystem ist auch in allen Fallen fur die Katalyse zustandig
und dient in vielen biologischen Prozessen als reversibler Reduktions-Oxidations-Katalysator
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und ist auch die strukturelle Komponente der Flavinkofaktoren, die fur die Lichtabsorption
im UV- und sichtbaren Spektralbereich zustandig ist. In der oxidierten Form beobachtet man
zwei Absorptionsmaxima bei ca. 360 und ca. 450 nm, die zu der gelben Farbe (lateinisch:
flavus= gelb) fuhren.

Die meisten bekannten Flavoproteine kbnnen je nach Funktion in eine von sieben Klassen
( Yoder nach ihrer Struktur in eine von vier Strukturfamilien eingeordnet werden.

1. Funktion:

a) einfache Flavoproteine: die einfachen Flavoproteine reagieren alle mehr oder we-
niger leicht mit molekularem Sauerstoff.

e Oxidasen:
Diese Klasse von Enzymen, wie z.B. D-Aminosaure-Oxidasen, Glucose-Oxi-
dase, Glycolat-Oxidase etc, setzen §&hr schnell zu KD, und oxidier-
tem Flavoprotein um. Enzyme dieser Klasse haben einige gemeinsamen Ei-
genschaften: sie stabilisieren alle das roteanionische Flavinradikal bei Ein-
Elektronen-Ubertragungen und ein Flavin N(5)-Sulfit-Addukt. Ebenso wird
das Benzoquinon-Anion von 6- und 8-substituierten Hydroxy- und Mercap-
toflavinen stabilisiert, bei denen die negative Ladung auf der N(1)-C(2)O-
Gruppe lokalisiert stabilisiert ist{ »6 Diese Eigen-
schaften wurden mit der Anwesenheit einer positiven Ladung in der Nahe des
Pyrimidinringes des Flavins interpretiert.

¢ Elektronentransferasen:
Diese Enyme sind physiologisch an Ein-Elektronen-Ubertragungen beteiligt,
z.B. Flavodoxine, Ferredoxin-NADP- und NADPH-Cytochrom P450-Reduk-
tasen. Sie reagieren trage mif Gnd produzieren © und das Flavin-Semi-
quinon. Im Gegensatz zu den Oxidasen zeigt diese Gruppe keine Tendenz
zur Bildung von Sulfit-Addukten oder zur Stabilisierung der Benzoquinon-
form von substituierten Flavinen. Studien in Losung mit reaktiven Flavinen
wie 8-Cl-, 8-Mercapto- oder 8-SCN-Flavinen zeigten, dass nur der Benzylring
dem Losungsmittel zuganglich i<t ( YO6Acyl-CoA-De-
hydrogenasen sind schwer einzuordnen, weil die Reaktion die Bildung einer
C=C-Doppelbindung offensichtlich durch die konzertierte Abstraktion eines

11
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Protons vom @ durch eine Enzymbase und eine Hydridubertragung vgin C
zum Flavin-N(5) beinhaltet ). Der katalytische Reaktions-
zyklus wird jedoch physiologisch durch mehrere nacheinanderfolgende Ein-
Elektronen-Ubertragungen auf das Elektronentransferprotein vervollstandigt.

¢ Flavo-Monoxygenasen:
Bei dieser dritten Klasse der einfachen Flavoproteine reagiert das reduzier-
te Enzym mit Q zu einem leicht beobachtbaren Flavin-C(4a)-Hydroperoxid
Intermediat. Alle Enzyme dieser Klasse werden durch NADH oder NADPH
reduziert. In Abwesenheit eines weiteren Substrates zerféllt das Flavinhy-
droperoxid zu HO, und oxidiertem Flavin. Ist jedoch ein weiteres Substrat
vorhanden, so wird ein Sauerstoffatom auf das Substrat Ubertragen und ein
C(4a)-Hydroxyflavin gebildet, welches nach einer Dehydratisierung das oxi-
dierte Flavin fur den nachsten katalytischen Zyklus zuriick bildet. Zwei Bei-
spiele dieser Klasse sind p-Hydroxybenzoat-Reduktase und bakterielle Luci-
ferase.

b) Flavoproteine mit zusatzlichen Redox-Zentren:

¢ Flavoprotein-Disulfid-Oxidoreduktasen:
Enzyme dieser Klasse enthalten ein Disulfid in unmittelbarer Néhe zum Flavin
(in allen Fallen FAD). Die Katalyse beinhaltet eine Wechselwirkung des Fla-
vins mit einem Pyridinnukleotid, eine Elektronenibertragung durch das Fla-
vin zum reaktiven Disulfid/Dithiol-Paar und die Wechselwirkung des letzteren
mit dem zweiten Substrat/( ). Das zweite Substrat ist Ublicher-
weise auch ein Disulfid/Dithiol-Paar, z.B. ein Liponsaure-Derivat bei der Li-
ponamid-Dehydrogenase, Glutathion bei der Glutathion-Reduktase, Thiore-
doxin bei der Thioredoxin-Reduktase und Trypanothion bei der Trypanothion-
Reduktase.

e Ham-enthaltende Flavoproteine (Flavocytochrome):
Das am besten bekannte Beispiel dieser Klasse ist Lactat-Dehydrogenase aus
Hefe (Flavocytochrom 4), die neben FMN noch eine Cytochrom-Doméane
vom b-Typ enthalt { : Y. Ein zweites in-
teressantes Beispiel ist der Fusionskomplex von Cytochrom P-450 BM-3, bei

12
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dem eine FMN- und FAD-enthaltende NADPH-Cytochrom P450 Reduktase
eine Doméane und ein Cytochrom P450 eine andere eines einzelnen katalytisch
eigenstandigen Proteins bildet £ Yo Die NO-Synthase
enthalt zusatzlich zu FAD und FMN auch ein Ham mit ahnlichen Eigenschaf-
ten wie in Cytochrom P450.

¢ Flavoproteine mit Metallen:
Das am langsten bekannte Beispiel eines komplexen Flavoproteins ist die
Xanthin-Oxidase, die, wie schon 1954 gezeigt wurde, zuséatzlich zur prosthe-
tischen Gruppe FAD noch Molybdén- und Eisen-Schwefel-Zentren enthalt.

c) Flavoenzyme ohne bekannte Funktion:
Die genaue physiologische Funktion des schon lange bekannten ,Old Yellow En-
zyme (OYE)“ ist noch immer unbekannt, obwohl einige fest bindende Liganden
wie zum Beispiel Phenole und Steroide identifiziert wurddia ).

d)

2. Struktur: Typische Beispiele sind Flavodoxin, Glycolat-Oxidase, Glutathion-Reduktase
und Ferredoxin-NADP-Reduktase | ):

¢ In Flavodoxinen binden die C-terminalen Enden eines 5-strangigealtblattes den
Kofaktor FMN, wobei er mit dem Dimethylbenzylring dem Lésungsmittel zugewandt
ist ( ) ; )-

e Bei der Glycolat-Oxidase wird das FMN von einem 8-strangigen paralleteRass
gebundenl( ).

e Die Familie der NADP -Reduktasen benutzt eine Flavinbindungsdomane, die aus ei-
nem 6-stréngigen antiparallelghFaltblattkern mit einem ,Greek key“-Motiv besteht
( ). Diese Gruppe schliel3t sowohl FMN- als auch FAD-bindende
Proteine ein.

¢ Glutathion-Reduktasen und &hnliche Proteine benutzen eine nach Rossmaam{
) benannte Faltung, um den ADP-Teil des FAD zu bindeénr(

Y.

Die Verteilung dieser verschiedenen Faltungsarten korreliert nicht mit der Funktion der En-
zyme. Topologisch sehr ahnliche Flavoenzyme auf der einen Seite katalysieren verschiedene

13
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Reaktionen, auf der anderen Seite haben Proteine mit derselben Funktion sehr verschiede-
ne Tertidrstrukturen. Zum Beispiel zeigen Flavocytochrgnuid D-Aminoséauren-Oxidase
sehr verschiedene Topologien, obwohl sie eine sehr ahnliche Reaktion katalygieren

{ } ). Im Gegensatz dazu zeigen unter-
schiedliche Enzyme wie Oxidasen (D-Aminosauren-Oxidase i( }

)) und Cholesterol-Oxidase/( ), Hydroxylasen (p-Hydroxybenzoat-
Hydroxylase ¢ )) und Oxidoreduktasen (Fumarat-Reduktase und ver-
wandte Enzymely ) )) topologisch sehr ahnliche FAD-

Bindedomanen. In diesem Aspekt bestatigen Flavoenzyme die Beobachtung voneatiaktin

(1998), dass es nur eine kleine Beziehung zwischen Faltungstopologie und Funktion gibt.
Viele Flavoproteine bilden eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen N3 des Kofaktors

und einem Protonenakzeptor des Proteins. Eine Ausnahme ist die Flavocytochrom-c-Sulfid-

Dehydrogenase ). Da dies auch bei strukturell sehr unterschiedlichen Flavo-
proteinen mit unterschiedlichen Funktionen der Fall ist, kdnnte dies eine wichtige Eigenschatft
bei der Flavinbindung und Katalyse seira( ).

2.5. Homooligomere flavin-enthaltende Cystein-Decarboxylasen

Aufgrund der Sequenzhomologien und der katalysierten Reaktion kénnen die Flavoproteine
EpiD ausStaphylococcus epidermidigi3298, MrsD au8acillus sp.HIL-Y85/54728 (

), MutD aus Streptococcus mutangi ), Dfp, AtHAL3A und B aus
Arabidopsis thalianasowie Sis2/HAL3 au$Saccharomyces cerevisifiatalysierte Reaktion
noch unbekannt) in eine neue Proteinfamilie eingeordnet werdehodieoligomererilavin-
enthaltenderCysteinDecarboxylasen (HFCD) (Abbd). Bei Dfp zeigt nur die N-terminale
Domane eine starke Homologie, die jedoch ausreichend fiir die Decarboxylierungsreaktion ist
( ). Es ist allerdings mit 430 AS auch das langste Protein dieser Familie und
es besteht aus zwei Doméanen. Bei Sis2 (562 AS) ist es die C-terminale Domane (ca. 185 AS),
die eine Homologie zu den anderen HFC-Decarboxylasen aufweist. Bis auf Sis2 konnten die
molekularen Substrate der Proteine inzwischen aufgeklart werden Gsiehend2.5.2. Die
Proteine sind zwischen 181 und 209 Aminosauren lang (N-terminale Domane des Dfp ca. 214
AS) und enthalten zwei charakteristische Sequenzmotive. Das sogenannte PASANT-Motiv ist
das am starksten konservierte Motiv und hat die Sequenz P-A/L-S/T-A-N/D-T/I/L. Das zweite
Motiv ist weniger stark konserviert und hat die Konsensussequenz P-X-M-N-X-X-M-W. Bei
zwei Mitgliedern der HFCDs ist das Tryptophan gegen Tyrosin (Dfp) oder Phenylalanin (Sis2)
ausgetauscht. Bei Sis2 sind zusatzlich die Aminosauren Asparagin zu Valin und das zweite
Methionin zu Threonin mutiert (Abb}). Ein Histidin (EpiD His67, MrsD His75E. coli Dfp
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His99 und AtHAL3 His90) ist bei allen Mitgliedern der HFCD-Familie streng konserviert
und dessen Mutation zu Asparagin fuhrt zu einer kompletten Inaktivierung der Enzyme (

) ) % FUr EpiD, MrsD und Dfp konnte durch
Gelfiltrationsexperimente gezeigt werden, dass sie Homododekamere bilden:(

). AtHALS3 bildet, wie die Kristallstruktur und auch Gelfiltrationsexperimente zeigen,
Trimere ( ). Das Dfp-Protein wurde in vielen Bakterien identifiziert, z. B.
Haemophilus influenzae, Bacillus subtilis, Borrelia burgdorferi, Mycobacterium tuberculosis
und Helicobacter pyloti Ferner werden Proteine mit einer signifikanten Sequenzédhnlichkeit
zu EpiD und Dfp auch von CGelegans Maus, Mensch und vielen weiteren Eukaryonten ex-
primiert, was zeigt, dass sie ubiquitar sind.

Die Familie der HFCD kann in zwei Unterfamilien unterteilt werden, die LanD-Proteine
und die Proteine der CoenzymA-Biosynthese. Diese Unterfamilien werden im Folgenden na-
her beschrieben. Sis2 kann noch nicht eingeordnet werden, da sein molekulares Substrat noch
nicht identifiziert wurde. Es beeinflusst wie AtHAL3 (sieb&.2.9 den Zellzyklus und die
Salztoleranz (,ion homeostasis”) der Zellen. Es wurde berichtet, Sis2 sei eine regelnde Unter-
einheit der Ppzlp-Ser/Thr-Proteinphosphatase, die die Expression des ENA1-Genes reguliert,
welches fur eine Natrium-Extrusions-Pumpe \&accharomyces cerevisiaediert (

i ). Die gleiche regulierende Funktion wurde jedoch zunachst
auch fur AtHAL3 angenommeni( ). Es wurde aber auch vorgeschlagen, dass
Sis2 die Transkription durch eine Wechselwirkung mit Chromatin stimuliert.

2.5.1. LanD-Proteine

Diese Proteine sind das Produkt der lanD-Gene (steBe Zu diesen gehéren die in dieser
Arbeit untersuchten EpiD und MrsD sowie MutD. Sie katalysieren die oxidative Decarboxy-
lierung des C-terminalen Cysteins der Vorlauferpeptide der Lantibiotika Epidermin, Mersaci-
din und Mutacin Il und erzeugen so die reaktive ZwischenstdjeHnthiol, die dann zu der
sehr seltenen Aminosausd(Z)-2-Aminovinyl]-D-Cystein weiter umgesetzt wird. Dies fuhrt
dazu, dass diese Lantibiotika am C-Terminus keine Nettoladung tragen.

2.5.1.1. EpiD

EpiD ist ein 181 Aminosauren langes Protein und hat eine molekulare Masse von 20,8 kDa.
Wie schon erwéhnt, katalysiert das Flavoprotein EpiD das C-terminale Cystein von EpiA. Der
Kofaktor wurde als nicht kovalent gebundenes Flavinmononukleotid (FMN) identifiziert. Das
molekulare Substrat und die katalysierte Reaktion wurden mittels Massenspektrometrie auf-
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Abbildung 4: Sequenzvergleich der Mitglieder der HFCD-Familie

Vergleich der Aminosauresequenz von EpiD mit den LanD-Proteinen MrsD und MutD, den CoA-

BiosyntheseenzymeB. coli Dfp und Arabidopsis thalianaAtHAL3 sowie SIS2 ausSaccharomyces ce-

revisiae Aminosauren der Dimerkontaktflachen sind griin, die der Trimerkontaktflachen orange hinter-
legt. Gelb hinterlegte Reste sind an der FMN-Bindung, dunkelblau hinterlegte direkt an der Bindung des
Substrates beteiligt. Die Aminosauren der Substratbindungsklammer (SBK) sind hellblau hinterlegt. Das
PASANT- und das PXMNXXMW-Motiv sowie die konservierten Reste der SBK sind eingerahmt. Pro143
(168) und Met162 (183) haben bei EpiD und AtHAL3 konservierte Positionen und zeigen, dass die Substrat-
bindungsklammer bei AtHAL3 um vier Aminoséuren kiirzer ist als bei EpiD. Das Alignment mit AtHAL3

ist strukturbasiert (Alberet al, 2000). Die gréf3ten Unterschiede werden in Helix H3 sowie zwischen
B-Strang S3 und Helix H4 (eingerahmte Region) sichtbar. Die Aminosauren dieser Region ersetzen den

Dimerkontakt bei AtHAL3 und sind wahrscheinlich an der Substratbindung beteiligtfugl. Das streng
konservierte Histidin im aktiven Zentrum ist rot markiert.
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2 EINLEITUNG 2.5 Homooligomere flavin-enthaltende Cystein-Decarboxylasen

geklart ( s )und die Struktur des Reaktionsprodukts
von EpiD mittels NMR-Spektroskopie bestatigt( ). EpiD ist essentiell fur

die Biosynthese von Epidermin, da eine naturliche Mutation im epiD-GerStaphylococ-

cus epidermidi§ i3298/EMS11 dazu fiihrt, dass dieser Stamm kein Epidermin synthetisieren
kann. Die Punktmutation in diesem Stamm fuhrt zu einem Austausch von Gly93 zu Asp und
damit einer Stérung der FMN-Bindung( ).

Die Substratspezifitdt von EpiD wurde durch massenspektrometrische Analysen der Re-
aktionsprodukte von einzelnen Peptiden und Peptidbibliotheken, die Variationen der C-ter-
minalen Sequenz von EpiA (SFNSYCC) enthielten, untersu¢hpl t

). Die Substraterkennung von EpiD erfordert Peptide mit mindestens vier bis
funf Aminoséuren der C-terminalen Konsensussequenz V/I/L/(MYXREA/S/VITICI(I/L)-C
(naturliche Aminosauren fett gedruckt). Das Tyrosin kann durch grof3e hydrophobe Amino-
sauren und das vorletzte Cystein durch Reste mit vergleichbarer Grol3e ersetzt werden. Die
Reste in Klammern fihren zu reduzierten Reaktionsraten. Das C-terminale Cystein ist nicht
austauschbar, weder durch Serin oder Homocystein noch durch Cysteinamid (Gysel¥H
ein S-Ethyl-Cystein (-C(SEt)). Dies zeigt, dass sowohl die freie Carboxyl- als auch die freie
Thiolgruppe fur die Reaktion notwendig sind.

2.5.1.2. MrsD

MrsD enthalt 194 Aminoséuren und hat ein Molekulargewicht von 21,7 kDa. Es zeigt
eine hohe Sequenzhomologie zu MutD (31,4 % ldentitat) und EpiD (25,9 % Identitét) {
), bindet jedoch im Gegensatz zu allen anderen Mitgliedern der HFCD-Familie
FAD und nicht FMN. Bisher liegen noch keine Daten zur Substratspezifitat vor.

2.5.2. Proteine der CoenzymA-Biosynthese

Die Enzyme Dfp und AtHALS3 bilden die zweite Unterfamilie der HFCD, é#iBC-Decar-
boxylasen, und decarboxyliereR){4"-Phospho-N-PantothenoylcysteiRRC) zu 4" -Phos-
phopantetheinRP), eine Reaktion der CoenzymA-Biosynthe&e ({ )

). Die Biosynthese des CoenzymA (CoA) ist ein mehrstufiger Prozess. Der
erste Schritt ist eine Decarboxylierung von L-Aspartatgzidlanin durch das Produkt des
panD-Genes, eine Aspartat-1-Decarboxylase. Danach erfolgt eine Verknipfung mit Pantoat
zu Pantothenat, welches in Bakterien in einem zweistufigen Prozdd3Gnumgewandelt
wird, welches dann in Bakterien von Dfp bzw. in Pflanzen von HAL3 decarboxyliert wird.

Das Produkt dieser Decarboxylierung, 4 -Phosphopantethein, die im Gegensatz zu den LanD-
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Proteinen redox-neutral verlauft, ist der direkte Vorlaufer von CoA und die prosthetische
Gruppe des Acyl-Carrier-Proteins. Es wird in zwei Stufen durch die Enzyme Phosphopan-
tethein-Adenylyltransferase und Dephospho-CoA-Kinase in CoA umgewandelt. CoA wird
fur viele Synthese- und Abbaureaktionen im Stoffwechsel bendtigt und ist der grundlegende
Acylgruppenibertrager in allen lebenden Zelléii( ).

Vergleiche der Sequenzen der bakteriellen CoaC-Doménen (N-terminale Doméane von
Dfp, siehe unten) mit dem eukaryontischen AtHAL3 und EpiD ergaben, neben den schon er-
wahnten Motiven noch ein weiteres Sequenzmotiv (G-G/S-1-A-X-Y-K), das charakteristisch
fur die PPC-Decarboxylasen ist(( n

2.5.2.1. Dfp

Das Dfp-Protein wurde zuerst bei einer temperaturempfindli¢ghecoli-Mutante (dfp-

707) identifiziert, und es wurde angenommen, dass es am DNA- und Pantothenat-Stoffwechsel
beteiligt ist (dfp ist ein Mnemonic fir DNA und Flavoprotei&){ ;

). Diese Mutante zeigt bei 4Z eine langsame Einstellung der DNA-Synthese
und bendétigt entweder Pantothenat odeilanin fur das Wachstum in Minimalmedium bei
30 °C. Spitzeret al. konnten jedoch nicht herausfinden, welche Schritte des Pantothenat-,
DNA-Stoffwechsels oder der CoA-Biosynthese durch diese Mutation im dfp-Gen beeinflusst
werden. Auch die Zerstérung des dfp-GeneStireptococcus mutarighrt zu einer Sauresen-
sibilitat und erhdhter Nahrstoffanforderung( ).

Dfp katalysiert nicht nur die Decarboxylierung vdR){4” -Phospho-N-Pantothenoylcystein
(PPC) zu 4’-PhosphopantethefPR), sondern, wie kirzlich gezeigt wurde, auch die Synthese
von PPC aus 4"-Phosphopantothenat und L-Cyst8ing( ). Damit wurden alle
Enzyme der CoA-Biosynthese . coliidentifiziert und das dfp-Gen von Strausisal. in
coaBC umbenannt.

2.5.2.2. AtHAL3

HAL3 kommt in Arabidopsis thalianan zwei Unterformen vor (AtHAL3a: 209 AS und
AtHAL3Db: 201 AS) und wurde von Espinosa-Rueral. (1999) cloniert und isoliert. Es ent-
halt wie EpiD und Dfp ein nicht kovalent gebundenes FMN. Eine Uberexpression von HAL3
in transgenen Arabidopsis-Pflanzen fiihrt zu einer verbesserten Wachstumsrate sowie erhéhter
Salz- und Durretoleranz und zum gleichen Phanotyp, wie er schon fur das Hefe-HAL3 bekannt
war. Espinosa-Ruiet al. konnten auBerdem zeigen, dass eine Uberexpression von AtHAL3
in einer Hefemutante ohne ScHAL3 den normalen PhanotypSamctharomyces cerevisiae
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teilweise wieder herstellt und deren Sensitivitat gegeniber Lithiumchlorid reduziert.

Kupkeet al. (2001) konnten erst kirzlich das molekulare Substrat von AtHAL3 identifi-
zieren. Es ist das Gleiche wie bei DR C und es wird wie auch von Dfp nur decarboxyliert,
jedoch nicht oxidiert.

Wenn nun auch das molekulare Substrat von AtHAL3 identifiziert ist, so ist jedoch noch
nicht bekannt wie die Uberexpression dieses Enzyms die Salztoleranz und den Zellzyklus
beeinflusst. Die Antwort auf Salz- und Dirrestress durch die Umwelt beeinhaltet jedoch My-
riaden von zellularen und physiologischen Anpassungen, die von Signalkaskaden, durch die
mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP Kinase) aktiviert, lbef'Caermittelten Natrium-
Transport und Kompartimentierung durch kinase-aktivierte Plasmamembraneintrittskanale bis
zur Na"/K*-Extrusionpumpe reicheri( ; ) ).

Die Kristallstruktur von AtHAL3 wurde von Albergt al. (2000) geldst. Eine Beschrei-
bung der Struktur und ein Vergleich mit den in dieser Arbeit gelosten Strukturen erfolgt im
Kapitel Diskussion.5).
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3 MATERIALIEN UND METHODEN

3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Stamme

E. coliM15 pREP4 pQE12-EpiD

E. coliM15 pREP4 pQE12-EpiD-H67N

E. coliM15 pREP4 pQE12-MrsD

E. coliM15 pREP4 pQE12-MrsD-H75N

Diese Stamme wurden im Rahmen einer Zusammenarbeit von Thomas Kupke, Uni Ttbingen
zur Verfugung gestellt und dienten zu Expression und anschlieRender Reinigung der unter-
suchten Proteine.

e E. coliBL21(DES3) pET-28a(+)-His-AtHAL3-H9ON

Dieser Stamm wurde von Francisco A. Culiafiez-Macia zur Verfigung gestellit.

3.1.2. Chemikalien und Gerate

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich, Biomol, Difco, Fluka, Merck,
Roth, Serva und Sigma bezogen und waren mindestens vom Reinhersgrathlyse (p. a.).

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben von den Fir-
men Amicon, Eppendorf, Millipore, Qiagen, Stratagene und BioRad bezogen.

Benutzte Gerate und Materialien: FPLC LCC-500 (Pharmacia), Superosel?2 fur FPLC
(Pharmacia), Kolbenhubpipetten (Eppendorf), UV-VIS-Spektrophotometer Lambda 17 (Per-
kin Elmer), Ultrazentrifuge L7-55 mit Rotor Ti-45 (Beckman), Tischzentrifugen, Zentrifuge
Avanti mit Rotor JA20 (Beckman), Zentrifugen J2-21 und J2-21M mit Rotoren JA10 und JA20
sowie J-6M/E mit Rotor JS4.2 (Beckman), Amicon-Ruhrzelleneinheit (Amicon), Ultrafiltra-
tionsmembranen YM30 (Amicon), Centriprep 30 Mikrokonzentratoren (Amicon), Centricon
30 Mikrokonzentratoren (Amicon), Ultrafree 30 Mikrokonzentratoren (Milipore), Partikel-
filter Millex HA 22 um (Millipore), Image Plate-System (MarResearch), Réntgengenerator
RTP300 (Rigaku)
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3.2. Arbeiten mit Bakterien
3.2.1. Flussigkulturen

Steriles LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) wurde nach Zugabe der bendtigten Antibiotika,
mit Bakterien von einer Glycerin-Stammkultur (sieh&.2 oder einer anderen Flissigkultur
angeimpft und anschlieRend bei 37 im Schuttler inkubiert.

LB-Medium: 10 g Trypton
59 Hefeextrakt
10 g Natriumchlorid
ad. 1000 ml dest. Wasser

Antibiotika wurden den Medien nach dem Autoklavieren und Abkihlen unteiCsh
folgenden Konzentrationen zugesetzt:

Ampicillin: 100 pg/ml
Kanamycin: 25.g/ml

3.2.2. Lagerung

Die langfristige Aufbewahrung von Bakterien erfolgte in Glycerinkulturen bei°*@0Dazu
wurden die Bakterien einer 50 ml Kultur sedimentiert (5000 §C415 min). Das Sediment
wurde in 0,5 ml sterilem LB-Medium resuspendiert und 0,5 ml steriles Glycerin zugegeben
und diese Suspension dann bei <8)gelagert. Die Entnahme erfolgte mit einer Impfose, so
dass kein Auftauen der Kultur nétig war.

3.3. Arbeiten mit Proteinen
3.3.1. Charakterisierung von Proteinen
3.3.1.1. Fallung von Proteinen mit Trichloressigséure

Proteine wurden vor der Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Trichloressigsaure (TCA)
gefallt, um eine héhere Konzentration zu erreichen oder um Kalium-lonen zu entfernen, da
diese mit Dodecylsulfat einen Niederschlag bilden, der die Gelelektrophorese stort. Eine Pro-
be der Proteinlésung wurde mit 12 % (w/v) TCA versetzt, die Proteine 10 minti2géfallt
und anschlieRend sedimentiert (17000 g, RT, 5 min). Das Sediment wurde danach ipl10-15
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3.3 Arbeiten mit Proteinen

Proteinprobenpuffer (siel23.1.9 resuspendiert. Wenn die Farbe des Bromphenolblau von
blau nach gelb umschlug, wurde die Losung mit 2 M TrisHCI pH 8,8 it chritten neutra-
lisiert. Vor dem Auftragen auf das Gel wurde die Probe 5 min bei®@8kubiert.

3.3.1.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) dient dazu, Proteine nach
ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Dabei werden die Proteine durch Natriumdodecylsul-
fat (Sodium Dodecylsulfat, SDS) denaturiert. Dabei lagert sich pro etwa zwei Aminosauren
ein Molekll SDS an das Protein an und sorgt so fir eine zur Lange des Proteins proportionale
Ladung. Die Proteine werden danach in einem elektrischen Feld gegen den Widerstand des
Gels nach ihrer Lange und damit auch Molekulargewicht aufgetrennt. Die kleinen Proteine
wandern dabei schneller als die grof3en.

In dieser Arbeit wurde die Variante nach Laemmli (1970) verwendet. Je 10 ml Gellésung
werden kurz vor dem Giel3en der Gele/Z0rEMED und 10ul einer Ammoniumperoxodi-
sulfatlosung (10 % (w/v) APS in D) zugegeben.

Die Proteinproben wurden 1:1 mit Proteinprobenpuffer gemischt, 5 min b&C96ku-
biert, um alle Proteine restlos zu denaturieren, und danach auf das Gel aufgetragen. Der
Gellauf wurde bei einer konstanten Stromstarke von 40 mA und max. 250 V durchgefuhrt.
Nach Beendigung der Elektrophorese (wenn die Bande des Farbstoffes das Gel gerade ver-
lasst) wurden die Gele mit Coomassie Brillant Blue (si@li1.3 gefarbt.

16 %
380 mM
0,1%

Trenngel:

5%
125 mM
0,1%

Sammelgel:

Probenauftragspuffer (2x): 100 mM
200 mM
4 %(w/v)
20 %(wi/v)

Acrylamid/Bisacrylamid (30:1)
TrisHCI pH 8,8

SDS
ddH,O

Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
TrisHCI pH 6,8

SDS
ddH,O

TrisHCI pH 6,8
DTT
SDS
Glycerin
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0,04 %(w/v) Bromphenolblau
ddH,O

Laufpuffer: 25 mM Tris
250 mM Glycin

0,1 %(w/v) SDS
ddH,O

3.3.1.3. Farben von Proteingelen

Zum Anféarben der Proteingele wurde die gegeniber einer Silberfarbung deutlich schnel-
lere und einfachere Farbung mit Coomassie Brilliant Blau verwendet. Diese Farbemethode
war fur diese Arbeit ausreichend empfindlich und wurde zur qualitativen Identifizierung von
Proteinen eingesetzt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in der Farbeldsung in der Mi-
krowelle kurz auf ca. 60C erhitzt und danach 20 min auf einem Schuttler inkubiert. Danach
wurde das Gel in der Farbeldsung bis zu einer vollstandigen Entfarbung des Hintergrundes auf
einem Schattler inkubiert. Gegebenenfalls wurde die Farbelésung 1-2 mal erneuert.

Farbelbsung: 0,25%  Coomassie Brilliant Blue R-250
25 % Ethanol

8% Eisessig

dH,O
Entfarber: 25% Ethanol
8% Eisessig

dH,O

3.3.1.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der Proteine wurde tber die Extinktion bestimmt. Mit dem UV-VIS-
Spektrometer von Perkin Elmer, Lambda 17, wurde die Extinktion bei 464 nm, dem Absorp-
tionsmaximum von FMN bzw. FAD, gemessen und mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Geset-
zes die Konzentration berechnet. Mit einem Extinktionskoeffizientervfh700—.— und
dem jeweiligen Molekulargewicht erh&lt man folgende Umrechnungsfaktoren:

EpiD: 1 OD = 1,94 mg/ml|

MrsD: 1 OD = 1,85 mg/ml
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Dies gilt allerdings nur, wenn die Kofaktorbindungsstellen vollstandig besetzt sind. Wenn
einzelne Stellen unbesetzt sind, ist der gemessene Wert niedriger als es der Proteinkonzentra-
tion entspricht. Die sonst Ubliche Methode, die Proteinkonzentration mit Hilfe der Absorption
bei 280 nm zu bestimmen, ist in diesem Fall jedoch nicht genauer, da sowohl FMN als auch
noch viel starker FAD auch bei dieser Wellenlange absorbieren. Die anderen Methoden nach
Lowry oder Bradford ergaben ebenfalls keine genaueren Werte, da entweder die Kofaktoren
mit dem entsprechenden Reagenz reagieren oder durch eine ungiinstige Aminosaurevertei-
lung zu einer starkeren Reaktion mit den Reagenzien fuhrt als bei den Eichproteinen. Fir die
Kristallisation kann die Konzentration jedoch durch eine Verdinnungsreihe leicht optimiert
werden, so dass die ungenaue Bestimmung durch wenige zusatzliche Versuche ausgeglichen
werden konnte.

3.3.2. Reinigung von Proteinen

Alle untersuchten Proteine wurdentn coli GUberexprimiert. Dazu wurden von einer Glyce-
rinkultur 200 ml LB-Medium angeimpft und tGber Nacht bei 37, 180 rpm geschiittelt. Von
dieser Kultur wurden dann sechs mal 800 ml LB-Medium mit je 10 ml angeimpft und bei
37 °C unter Schatteln inkubiert. Nachdem die optische Dichte bei 600 nm einen Wert zwi-
schen 0,6 und 0,8 erreichte, wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropyl-
(-D-thiogalaktopyranosid) induziert. Danach wurden die Bakterien 5h béC372.80 rpm
inkubiert und anschlie3end bei 5000 g;@, 30 min sedimentiert. Das Sediment wurde in
100 ml Aufschlusspuffer resuspendiert und diese Suspension béC-20s zur Reinigung
gelagert.

3.3.2.1. Reinigung von EpiD

Als Aufschlusspuffer wurde Puffer A (20 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) verwen-
det und der Zellsuspension 1 mg/ml DNase | zugesetzt. Die Zellen wurden mit Ultraschall
aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde in der Ultrazentrifuge bei 38000 rpi@, 45 min
zentrifugiert. Der klare gelbe Uberstand wurde dekantiert und auf eine mit 150 mM NacCl
in Puffer A aquilibrierte Q-Sepharose-Saule (100 ml Q-Sepharose fast flow) keadfge-
tragen. Nach dem Waschen bis zum Erreichen der Anfangsextinktion mit 150 mM NacCl in
Puffer A, wurden die auf der Saule gebundenen Proteine mit einem linearen NaCl-Gradienten
(150-450 mM NaCl in Puffer A, Gradientenvolumen: 1 1) eluiert. Es wurden 10 ml-Fraktionen
gesammelt, die anschliel3end mittels SDS-Gelelektrophorese analysiert wurden. Fraktionen,
die EpiD enthielten, wurden vereinigt, KCI bis zu einer Konzentration von 2 mol/l zugegeben
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und diese Losung dann auf eine mit 2 M KCl in Puffer A aquilibrierte Phenylsepharose-Saule
(60 ml Phenylsepharose, fast flow, low sub) aufgetragen. Fur diese Saule musste frisches Sau-
lenmaterial verwendet werden. Nach dem Waschen mit 2 M KCl in Puffer A wurden die auf
der Saule gebundenen Proteine mit einem KCI-Gradienten (2-0 M in Puffer A) eluiert. Die
Fraktionsgrof3e und das weitere Vorgehen war analog zu oben. Die vereinigten Fraktionen
wurden gegen Puffer B (20 mM TrisHCI, pH 8,0) dialysiert. Danach erfolgte ein dritter Chro-
matographieschritt iber Q-Sepharose, bei dem im Vergleich zum ersten Puffer A durch Puffer
B ersetzt wurde. Die Durchflussgeschwindigkeit betrug bei allen Chromatographieschritten
2 ml/min. Die vereinigten Fraktionen des letzten Chromatographieschrittes wurden gegen
Puffer B dialysiert, dann zuerst in der Riuhrzelle und danach mit Centriprep- und Centricon-
Mikrokonzentratoren bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml konzentriert.

3.3.2.2. Reinigung von MrsD

Der Aufschluss wurde analog zZu3.2.1durchgefihrt. Der Rohextrakt wurde dann auf
eine mit 20 mM NacCl in Puffer B aquilibrierte Q-Sepharose-Saule aufgetragen, mit dem glei-
chen Puffer gewaschen und dann mit 60 mM NacCl in Puffer B eluiert. Das Eluat wurde nach
Zusatz von 20 mM KHPO, K,HPO, auf eine mit 20 mM KHPQO, in Puffer C (20 mM
TrisHCI, 150 mM NaCl, pH 8,0) aquilibrierte Hydroxylapatit-Séaule (50 ml, BioRad) aufge-
tragen. Nach dem Waschen mit dem gleichen Puffer, wurden die gebundenen Proteine mit
einem linearen Phosphat-Gradienten (20-500 mMHIRO, in Puffer C) eluiert. Die verei-
nigten Fraktionen wurden gegen Puffer C dialysiert, auf etwa 20 mg/ml konzentriert und in
Aliquots zu 0,3-0,5 ml auf eine Superosel2-Saule (Pharmacia, HR30/10) aufgetragen und mit
Puffer C bei einer Flussrate von 0,3-0,4 ml/min eluiert. Die vereinigten Fraktionen (jeweils
0,5 ml) wurden gegen Puffer D (20 mM TrisHCI, 50 mM NacCl, pH 8,0) dialysiert und bis zu
einer Konzentration von 10 mg/ml konzentriert.

3.3.2.3. Reinigung von AtHAL3-H90N-His

Da dem Gen fur die AtHAL3-Mutante H90N die Codons fur sechs Histidine angefugt
wurden, kann dieses Protein durch Adsorption an ein Saulenmaterial gereinigt werden, an
das Nickel-lonen gebunden sind. Als Aufschlusspuffer diente Puffer B. Vor dem Auftra-
gen auf eine mit 20 mM Imidazol in Puffer E (20 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 5 mM
(-Mercaptoethanol) aquilibrierte Ni-NTA-Saule (Quiagen, 30 ml) wurden 150 mM Nacl,
20 mM Imidazol und 5 mM3-Mercaptoethanol zugegeben. Nach dem Waschen mit 20 mM
Imidazol in Puffer E wurden die gebundenen Proteine mit einem linearen Imidazol-Gradienten
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(20-500 mM Imidazol in Puffer E, 500 ml) eluiert und 10 ml Fraktionen gesammelt. Die ver-
einigten Fraktionen wurden auf etwa 20 mg/ml konzentriert und analog zur MrsD-Reinigung
Uber eine Superosel2-Saule gereinigt. Es wurde nur Puffer D durch Puffer E ersetzt. Nach
dem Vereinigen der Fraktionen wurde die Proteinlosung gegen 20 mM TrisHCI, 200 mM Imi-
dazol und 5 mM3-Mercaptoethanol dialysiert und anschliel3end auf 7,5 mg/ml konzentriert.

3.4. Kiristallographische Methoden

Wilhelm Conrad Rontgen entdeckte 1895 bei Kathodenstrahlversuchen eine neuartige Strah-
lung, die spater nach ihm benannt wurde und schuf damit die Grundlagen fur die Rontgen-
kristallographie. Roéntgenstrahlen sind aufgrund ihrer Wellenlange besonders geeignet um
die atomare Struktur von Proteinen zu untersuchen, was mit Lichtmikroskopen wegen deren
mangelnder Aufldsung nicht moglich ist. Allerdings gibt es fir diese Strahlen keine Linsen, so
dass keine direkten Abbildungen maoglich sind. Dies kann man jedoch durch die Methoden der
Kristallographie umgehen. W. Friedrich, P. Knipping und M. v. Laues( )
entdeckten die Diffraktion von Rontgenstrahlen, die dann von W. L. Bragg( Yzu

den ersten Strukturbestimmungen an Natrium- und Kaliumchloridkristallen ausgenutzt wur-
de. Im Folgenden entwickelten viele Forscher die Theorie zur Interpretation der Diffraktion
von Rontgenstrahlen an einem Einzelkristall. Es sei hier noch P. P. Ewatal ) er-

wahnt, der mit dem mathematischen Modell des reziproken Gitters ein bequemes Hilfsmittel
zur Konstruktion der beobachteten Reflexe lieferte.

Die ersten Rontgendiffraktionsbilder von Proteinkristallen, die schon von Hiunefeld 1840
beschrieben wurden, verdffentlichten J. D. Bernal und D. Crowf& i{

! ). Dadurch wurde gezeigt, dass sich auch Makromolekiile in Kristall-
gittern periodisch anordnen kdnnen. Da das Montieren an der Luft die Kristalle regelméafRig
durch Austrocknen zerstorte, montierten Bernal und Crowford sie in einer Glaskapillare und
belieRen sie in der Mutterlauge. 1960 konnten dann als erste Proteinstrukturen die Strukturen
von Myoglobin ( ) und H&moglobin ) und bald darauf
als erste Struktur in Deutschland die des Erythrocrudtimof ) gelost werden.

Am Anfang gelang es nur selten die Struktur eines Proteins aufzuklaren. Mittlerweile
hat sich diese Methode jedoch neben der Elektronenmikroskopie (EM) und NMR-Methoden
(nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz-Spektroskopie) zunehmend zu einer Standar-
danalyse flr biologisch interessante Makromolekiile entwickelt, die viele Felder in der Me-
dizin und Biologie und das Verstandnis fur Struktur und Funktionen von Proteinen revolutio-
niert hat. In zunehmendem Mal3e dient sie auch als Werkzeug zur Entwicklung pharmako-
logisch wichtiger und interessanter Molekiile und Strukturen und damit dem medizinischen
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Fortschritt.
Fur die Losung einer Proteinstruktur sind folgende Schritte nétig:

e die Bereitstellung von reinem Protein

das Finden einer geeigneten Kristallisationsbedingung

die Datensammlung und -auswertung

die Losung des Phasenproblems

die Interpretation der Elektronendichtekarte

e die Verfeinerung dieses Modells

Neue Methoden und empirische Erfahrungen sowie die Steigerung der Leistungsfahigkeit der
Computer haben eine rasante Zunahme an geldsten Proteinstrukturen ermdglicht, wie die na-
hezu exponentiell wachsende Anzahl der in der ,Protein Data Base" (PDB) hinterlegten Struk-
turen zeigt. AuRerdem hat sich auch die Grof3e und Komplexitat der mit Hilfe der Rontgen-
kristallographie strukturell aufgeklarten Proteine erhoht.

Im Folgenden werden die verwendeten Methoden der Kristallisation und Strukturlésung,
sowie jeweils die zugrunde liegende Theorie der Proteinkristallographie kurz dargestellt. Da
dieses Gebiet sehr umfangreich ist und eine ausfuhrliche Darstellung der Theorie der Rontgen-
kristallographie den Rahmen dieser Arbeit Gberschreiten wirde, sei auf die Lehrblcher ver-
wiesen: Messerschmidt und Huber, 2000; Drenth, 1994; Giacowdzd 1992 und Blundell
und Johnson, 1976 .

Verwendete Abklrzungen und kristallographische Begriffe sind im Anhang aufgelistet und
erklart.

3.4.1. Erzeugung von Rontgenstrahlen

Fir die Aufklarung der atomaren Struktur von Proteinen benétigt man Strahlung, deren Wel-
lenlange im Bereich der aufzulésenden Absténde liegt (ca. 2 A und darunter). Der entspre-
chende Bereich des elektromagnetischen Spektrums (1000-0,1 A) ist die Réntgenstrahlung.
Da die Wechselwirkung von Strahlung mit Materie mit abnehmender Wellenlange abnimmt
und damit die Detektion der gebeugten Rontgenstrahlen zunehmend erschwert wird, benutzt
man zur Réntgenkristallographie bevorzugt Strahlung mit einer Wellenlange von 0,6-2,0 A.
Diese Rontgenstrahlen werden im Labor meistens mit Hilfe eines Drehanodengenerators
erzeugt. Hierbei wird ausgenutzt, dass Elektronen, die auf ein Metall geschossen werden,
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Elektronen von den Metallatomen herausschlagen. Die Fehistellen werden durch Elektronen
einer hoheren Schale aufgefillt. Bei diesem Ubergang wird Strahlung einer diskreten Energie,
die charakteristische Rontgenstrahlung, emittiert. Im Fall des haufig verwendeten Kupfer, sind
dies Ubergange von der L- zur K-Schale und die Wellenlange der emittierten Strahlung ist eine
Mischung aus K; (1,54051 A) und K, (1,54433 A). Neben der charakteristischen Réntgen-
strahlung entsteht noch die Bremsstrahlung durch das Abbremsen der Elektronen beim Auf-
treffen auf die Anode. Diese Strahlung, die einen grol3en Wellenlangenbereich abdeckt, wird
jedoch bei der Réntgenkristallographie durch Monochromatoren herausgefiltert. Ein Nachteil
dieser Methode Rontgenstrahlen zu erzeugen, ist die abhangig vom Anodenmaterial durch die
Energieniveaus festgelegte Wellenlange.

An Synchrotronen befinden sich Ladungen auf einer Kreisbahn und werden daher stéandig
beschleunigt. Dadurch wird Bremsstrahlung von deutlich hoherer Intensitat als beim Dreh-
anodengenerator freigesetzt. Neben den fir die Einhaltung der Kreisbahn nétigen Magnet-
feldern kbnnen zusatzliche Magnete die Rontgenstrahlung noch verstarken. Diese Magnete,
die Teil des Synchrotron sind und als Undulatoren und Wiggler bezeichnet werden, zwingen
die Ladungen auf eine zusatzliche, raumlich begrenzte Zickzack-Bahn. Die von Synchrotro-
nen emittierte Bremsstrahlung erstreckt sich tber einen breiten Wellenlangenbereich, aus dem
die fuir das Experiment gewlnschte Wellenlange mit Hilfe eines durchstimmbaren Monochro-
mators herausgefiltert werden kann. Dies ist neben der héheren Intensitat und der geringe-
ren Strahlverbreiterung der entscheidende Vorteil, der Experimente ermdglicht, bei denen die
Wellenldnge der Rontgenstrahlung frei wahlbar sein muss (siehe3ai¢h?).

3.4.2. Kristallisation

Eine essentielle Voraussetzung fir die Strukturbestimmung eines Proteins durch Rontgenkri-
stallographie ist die Existenz von Einkristallen des gewtuinschten Proteins. Die Kristallbildung
von Proteinen ist allerdings noch nicht vollstandig verstanden. Jedoch geht man in Analogie
zur Kristallbildung bei Kleinmolekilen davon aus, dass die Proteinlésung fur die Keimbildung
deutlich in den Bereich der Ubersattigung gebracht werden muss. Geschieht dies zu schnell
oder wird das System bei diesem Vorgang gestort (z.B. durch Vibration oder Temperatur-
schwankungen) erhalt man haufig nur Prazipitat oder Mikrokristalle. Das weitere Wachstum
der Kristalle erfolgt dann in einem Bereich geringerer Uberséttigung (Blolie praktische
Umsetzung dieses weithin anerkannten grundsatzlichen Prinzips der Kristallisation hangt von
vielen Parametern ab und stellt somit eine Suche in einer mehrdimensionalen Matrix vonein-
ander abhangiger Parameter dar. Die Loslichkeit der Proteine wird beeinflusst von:

e der Art und Konzentration des/der Fallungsmittel(s). Dies sind zum Beispiel Ethanol,
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Isopropanol, 2,5-Methylpentan-diol (MPD), Polyethylenglycole (PEG) verschiedener
Kettenlange oder verschiedene Salze, die die Loslichkeit des Proteins erniedrigen.

o der verwendeten Puffersubstanz

e dem pH-Wert, der durch einen geeigneten Puffer eingestellt wird und durch die unter-
schiedlichen Protonierungs- und damit Ladungszustande von Aminos&auren an der Ober-
flache des Proteins die Loslichkeit aller Proteine beeinflusst. An seinem isoelektrischen
Punkt (pl) besitzt ein Protein seine niedrigste Oberflachen-Nettoladung und damit auch
seine niedrigste Loslichkeit.

e der Temperatur, die einen entscheidenden Einfluss auf die Kristallisation hat, da sie
einerseits den Dampfdruck im geschlossenen System und damit den Konzentrations-
ausgleich bestimmt, andererseits aber auch die Loslichkeit des Proteins beeinflusst.

e der Art und Konzentration von optionalen Additiven, wie zum Beispiel Detergenzien,
die zwar die Loslichkeit erhéhen, aber auf der anderen Seite durch Wechselwirkung mit
hydrophoben Bereichen ein unspezifisches Zusammenlagern verhindern und somit ein
geordnetes Kristallwachstum erméglichen. Auch Salze dienen als Additive, die Uber
die lonenstéarke der Losung die Loslichkeit erhbhen oder erniedrigen. Bifunktionale
Reagenzien bilden haufig Briicken zwischen Proteinmolekilen (,cross linker”) und er-
hohen so die Kristallpackungskrafte. Als weitere Additive kann man Kofaktoren und
Nukleotide ausprobieren.

Zusatzliche Parameter sind die Konzentration der zur Kristallisation verwendeten Proteinl6-
sung sowie das Tropfenvolumen und das Verhéaltnis von Proteinlésung zu Prazipitanzldsung.
Meistens wird fur diese Suche ein statistischer Ansatz mit faktoriellen Kristallisationsbedin-
gungen nach dem Prinzip des ,sparse matrix screens!i¢ 7

) gewahlt.

Es gibt mehrere Methoden flr die Durchfiihrung von Kristallisationsexperimenten, z. B.
das sogenannte ,Batch“-Verfahren, die Flussigkeit-Flussigkeit-Diffusions-, die Dampfdiffusi-
ons- und die Dialyse-Methode. Das ,Batch®-Verfahren ist die alteste und einfachste Methode,
bei der das Fallungsmittel direkt zur Proteinldsung gegeben und die Lésung auf diese Weise
plotzlich in einen Zustand der Ubersattigung gebracht wird. Mit etwas Gliick wachsen dar-
aus Kristalle, ohne dass eine weitere Manipulation notig ist. Bei der Fllssigkeit-Flussigkeit-
Diffusion werden Proteinlésung und Préazipitanzlésung in einer Kapillare Gbereinander ge-
schichtet, die Lésung mit der héheren Dichte nach unten. Durch langsame Diffusion findet
ein Konzentrationsausgleich statt und der Zustand der Ubersattigung wird erreicht. Die am
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haufigsten verwendete Methode ist die Dampfdiffusionsmethode. Dabei nutzt man die Tat-
sache aus, dass sich in einem geschlossenen System die Konzentrationen zweier getrennter
Lésungen langsam durch Diffusion des Losungsmittels ausgleichen. Im Falle von Kristal-
lisationsexperimenten wird eine bestimmte Menge Proteinlésung mit einer gewissen Menge
Prazipitanzldsung gemischt und in einem geschlossenen Gefald Uber einem gré3eren Volumen
der Prazipitanzlésung (,Reservoir®) aquilibriert. Die Konzentration sowohl des Proteins als
auch des Fallungsmittels und der anderen Komponenten erh6ht sich dabei gleichmafiig durch
die Diffusion von Lésungsmittel (meistens Wasser) vom Tropfen zum ,,Reservoir®. Der Trop-
fen kann entweder in einer Vertiefung erhdht Gber dem Reservoir sitzen (,sitting drop“) oder
hangend Uber der Losung platziert werden (,hanging drop®). Bei der Dialyse-Methode wird
die Proteinlésung gegen eine Losung des Fallungsmittels dialysiert und somit der Konzentrati-
onsausgleich hergestellt. Diese Methode hat den Vorteil, dass die Losung, gegen die dialysiert
wird, einfach ausgetauscht werden kann. Es gibt inzwischen einige Varianten, bei denen auch
kleine Mengen Proteinlosung (einige Mikroliter) eingesetzt werden kdnnen.

Loslichkeitskurve

Protein-
konzentration

Parameter (z.B. Konzentration an Fallungsmittel)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Loslichkeitskurve eines Proteins
Der Sattigungspunkt des Proteins ist in Abhéngigkeit von Proteinkonzentration und Fallungs-
parameter (z.B. Konzentration des Fallungsmittels) aufgetragen. Bevor sich Kristallkeime
bilden, muss das System aus dem Bereich der Losung langsam aber deutlich in den Bereich
der Uberséttigung gebracht werden. Das Wachstum der Kristalle erfolgt dann bei geringerer
Ubersattigung.

Zur Kristallisation wurde die Methode der Dampfdiffusion im sitzenden Tropfen ange-
wandt. Die Kristallisationsexperimente wurden in CrysChem-Platten (Hampton Research,
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Laguna Niguel, DA, USA) bei 18C durchgefuhrt. Alle Kristallisationsldsungen wurden
durch Ultrafiltration von Schwebstoffen befreit. Das Reservoirvolumen betrug bei ,Screens*
300l und bei den anderen Ansatzen 5@0In die Vertiefung der Saule wurden 2 bzw,.b
Proteinlésung und 2I Fallungslésung pipettiert, gemischt und danach die Vertiefungen der
Platten mit CrystalClear-Klebestreifen verschlossen (Abb.

Protein- plus
_—T Préazipitanzldsung
N

~Reservoir-"

Losung \7 7

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Vertiefung einer CrysChem-Platte

3.4.3. Aufbau von Kristallen

Kristalle haben meistens glatte Oberflachen und zeigen Anisotropie, d.h. einige ihrer physi-
kalischen Eigenschaften sind von der Richtung der Messung innerhalb des Kristalls abhangig.
Einkristalle zeichnen sich durch eine regelméRige dreidimensionale Anordnung identischer
Bausteine aus. Diese Elementar- oder Einheitszellen bauen den Kristall nur durch translato-
rische Verschiebung um ganzzahlige Vielfache der Einheitsvek&ignauf. Durch dieses
mathematische Modell wird ein Kristall so in identische Einheiten aufgeteilt, dass nur wenige
Parameter notig sind, um die Anordnung der Atome zu beschreiben. Somit reduzieren sich
die fur einen Kristall charakteristischen Elemente auf die Parameter der Einheitszelle, die drei
Kantenlangen a,b und c sowie die drei von ihnen aufgespannten Winkeind~. Enthalt ein

Kristall andere Symmetrieelemente als die Translation (z.B. Rotations- und Schraubenachsen,
Spiegelebenen oder Inversionszentren), so setzt sich die Einheitszelle ihrerseits aus mehreren
asymmetrischen Einheiten zusammen, die durch Symmetrieoperationen innerhalb der Ele-
mentarzelle aufeinander abgebildet werden kénnen. Alle mdglichen Kombinationen dieser
Symmetrieelemente ergeben 32 mégliche Punktgruppen und durch zusatzliche Translationen
innerhalb der Elementarzelle ergeben sich 230 Raumgruppen, die sich in sieben Kristallsy-
steme (Bravais-Gitter) einordnen lassen (triklin, monoklin, orthorhombisch, tetragonal, trigo-
nal, hexagonal, kubisch). Da in Proteinen fast ausschlieRlich L-Aminosauren vorkommen,
treten in Proteinkristallen keine Spiegelebenen oder Inversionszentren auf und die Zahl der
maoglichen Raumgruppen reduziert sich dadurch auf 65. Sind mehrere gleiche Proteinmoleku-
le in einer asymmetrischen Einheit vorhanden, so spricht man von nicht-kristallographischer
Symmetrie (,non crystallographic symmetry“, NCS), da diese Molekiile nicht durch die Sym-
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metrieoperatoren der Raumgruppe, sondern durch lokale Symmetrieoperatoren aufeinander
abgebildet werden.

In der Realitat bestehen Proteinkristalle allerdings nicht aus einem einheitlichen, idealen
Gitter, sondern aus einer Vielzahl kleiner Blocke mit idealer Ordnung, die im Kristall zuein-
ander geringfuigig verschoben oder verkippt sind. Diese "Verkippung" wird als Mosaikbreite
bezeichnet und betragt bei realen Kristallen zwischen einem zehntel und mehreren Grad.

Im Unterschied zu Salz- oder Kleinmolekulkristallen enthalten Proteinkristalle einen re-
lativ hohen Anteil an ungeordnetem LOosungsmittel (ca. 30-70 %). Dies bedeutet, dass die
Proteinmolekule locker gepackt und die Kristallpackungskrafte deutlich schwacher sind. Dies
fuhrt zu einer deutlich geringeren Stabilitdt der Kristalle gegen Strahlensch&den, mechani-
schen Beanspruchungen und Verlust von Losungsmittel. Andererseits sind dadurch aber auch
chemische Reaktionen im Kristall mdglich. So kdnnen biologisch relevante Reaktionen im
Kristall durchgefuihrt oder Schweratomderivate durch Inkubieren der Kristalle mit geeigneten
Schwermetallverbindungen hergestellt werden.

3.4.4. Beugung von Rontgenstrahlen an Einkristallen

Die bei einem Rontgenbeugungsexperiment auf einen Kristall treffenden Rdntgenstrahlen re-
gen die Elektronen der im Gitter angeordneten Atome zu Schwingungen mit der Frequenz
der einfallenden elektromagnetischen Welle an. Die Elektronen emittieren als oszillierende
Dipole Strahlung mit der gleichen Frequenz, jedoch mit einer Phasenverschiebung Yon 180
(elastische oder Thomson-Streuung). In ausgezeichneten Richtungen kommt es zur positi-
ven Interferenz dieser emittierten Wellen, d.h. es entsteht eine Streustrahlung, in den ande-
ren Richtungen jedoch summieren sie sich zu Null. Bei den leichten Atomen, wie den in
Aminosauren hauptséchlich vorkommenden Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff, stimmt
die einfallende Rontgenstrahlung nicht mit diskreten energetischen Ubergangen innerhalb der
Atome und Molekiile tGberein, und man kann daher die beobachteten Streueffekte als Beugung
an freien Elektronen behandeln.

Das Auftreten von Streustrahlen kann analog zur Beugung von sichtbarem Licht mit der
Braggschen Gleichung erklart werden:

thkl sin Hhkl =n\ (1)

Positive Interferenz tritt unter dem Glanzwinkgl,; auf, wenn der Gangunterschied des an
einer Gitterebenenschar hkl mit einem Abstand vgn gebeugten Strahls ein ganzzahliges
Vielfaches der Wellenlange ist. Die Gitterebene mit den Millerschen Indizes hkl schneidet
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die x-Achse in a/h, die y-Achse in b/k und die z-Achse in c/l. Ist einer der Indizes gleich Null,
so wird die entsprechende Achse nicht geschnitten, d.h. die Ebene verlauft parallel zu dieser
Achse. Die Interferenzen hoherer Ordnung (n > 1) besitzen eine vernachlassigbare Intensitat
und werden daher im Folgenden nicht bertcksichtigt.

Sowohl aus dieser als auch der folgenden Betrachtung der Ewald-Konstruktion wird deut-
lich, dass die Punkte des reziproken Gitters und dadurch das Streubild eines Kristalls nur von
der Einheitszelle, jedoch nicht von deren Inhalt abhangen. Die Information tber den Inhalt
der Einheitszelle und somit Gber das Protein ist in den Intensitaten und Phasen der Reflexe
enthalten.

Das von P. P. Ewald entworfene Gedankenkonzept des reziproken Gitters und die Ewald-
Kugel liefern eine wesentlich einfachere Methode zur Konstruktion der gestreuten Strahlen
(Abb. 7). Das reziproke und das reale Gitter sind wie folgt verknupft: Jedem Reflex hkl wird

Abbildung 7: Die Ewaldkugel zur Konstruktion des gestreuten Réntgenstrahles
Der Radius der Kugel um den Mittelpunkt M betragh 1/ind das Zentrum des reziproken
Gitters liegt auf der Kugeloberflache bei O. Das reziproke Gitter dreht sich mit dem Kristall
(dem realen Gitter) um den Punkt O. Der eintretende Steahirsl im Winkel 20 als Strahl s
gestreut.

ein Punkt im reziproken Gitter mit den Indizes hkl zugeordnet. Jeder dieser Punkte bildet den
Endpunkt des VektorS!, der senkrecht auf der Gitterebene hkl steht und die Langg; 1/d
hat. Die reziproke Zelle lasst sich definieren als eine Zelle mit den Aclisdstundc*, die

1im Folgenden werden Vektoren durch Fettdruck gekennzeichnet.
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jeweils senkrecht auf der Ebene steht, die von den beiden anderen realen Achsen aufgespannt

wird (z.B. stehta*senkrecht auf der Ebene, die vbmund c aufgespannt wird) und als Lange

den Reziprokwert der entsprechenden realen Achse haben (z.B 1/a). In Vektorschreibweise

lassen sich die Punkte des reziproken Gitters auch schreib8rdig* + kb* + Ic*. Es lasst

sich zeigen, dass die oben beschriebene Bedingung fur eine konstruktive Interferenz immer

dann erflllt ist, wenn ein Punkt des reziproken Gitters die Ewald-Kugel schneidet. Wéahrend

sich das reziproke Gitter mit dem Kristall dreht, kommen die verschiedenen Punkte des rezi-

proken Gitters in Streuposition. Der gestreute Strahl zeigt in Richtung des VékiorEine

Fouriertransformation verknipft das reale Gitter, d.h. den Kristall mit dem darin enthaltenen

Protein, eindeutig mit dem reziproken Gitter. Dies ist letztendlich eine Voraussetzung fur die

Bestimmung der raumlichen Struktur der Proteine mit Hilfe der Rontgenkristallographie. Die

wichtigsten Gleichungen, die diese Verkntpfung wiedergeben, werden nun kurz dargestellt.
Ein StrukturfaktorF},,,; ist eine Kombination vorN Wellen in der Richtundkl, die bei

einem Beugungsexperiment von den N Atomen in der Elementarzelle ausgehen. Diese Wel-

len haben die Amplitudg; (atomarer Streufaktor) und die Phasg die ein Ausdruck der

raumlichen Anordnung des Atonmisn der Elementarzelle ist. Der Strukturfaktsy,,; kann

als Summe der atomaren Streufaktoren dargestellt werden:

Frpr = Apgi + B (2)
mit;
A =Y ficos 2m(hav; + ky; + 12;) (3)
N
Buw = fisin2m(ha; + ky; + 1) (4)
N

Da die Elektronenwolke um ein Atom eine rdumliche Ausdehnung besitzt, hangt der ato-
mare Streufaktof; von der AuflésungZsin 6/)) ab. Dabei nimmt mit zunehmendem Streu-
winkel der Gangunterschied zwischen Elementarwellen, die an verschiedenen Elektronen ei-
nes Atoms gestreut wurden, zu. Aufgrund der im Vergleich zu den Abstdnden der Gitterebe-
nendy,, deutlich kleineren inneratomaren Distanzen und des somit kleinen Gangunterschiedes
beobachtet man keine vollstandige Ausléschung (destruktive Interferenz), sondern nur eine
Abschwachung der Intensitat des gestreuten Strahles mit zunehmender Auflésung. Neben der
statischen Ausdehnung der Atome muss auch die dynamische Beweglichkeit der Atome be-
ricksichtigt werden. Dies geschieht im einfachsten Fall der isotropen Bewegung durch die
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Einfihrung des Temperaturfaktobs

. o
sin“ 0
fi,dynamisch = fi,statisch €Xp (Bz T) (5)

Der TemperaturfaktoB hangt von der mittleren quadratischen Auslenkuhges Atoms ab:

B = 8n*u? (6)

Bei einem Beugungsexperiment kann nur die Strukturfaktoramplitude:

| Fhukt] = 4/ Al + Bi (7)

bestimmt werden. Die Phasedes jeweiligen Reflexes ist gegeben durch:

B
Ol = arctan Zhkt (8)
Ahkl
Die Elektronendichte in der Elementarzelle am Ort (X, y, z) kann in der umgekehrten Richtung

mit folgender Fouriersummation berechnet werden:

1 , .
p(z,y,z) = v Z | Fr| exp|—2mi(ha + ky 4+ 12) + iapp] 9)
hkl

Die Elektronendichteverteilung ist die priméare Information, die man mit Hilfe der Methoden
der Rontgenkristallographie erhalt. Da die beugenden Elektronen zu den Atomen gehdoren,
erhalt man damit auch die Information Uber die rdumliche Anordnung der Atome.

Bei den bisherigen Betrachtungen wurde vorausgesetzt, dass die Elektronen frei sind und
die Phase des gestreuten Strahles exakt urh d&@eniiber dem einfallenden Strahl verscho-
ben ist. In diesem Fall gilt das Friedelsche Gesdtg;; = F_;_,_;. Dies gilt nicht mehr,
wenn die verwendete Rontgenstrahlung energetisch in die Nahe einer Absorptionskante eines
im Kristall vorhanden Atoms kommt und dabei Elektronen der inneren Schalen angeregt oder
aus ihrer Schale herausgeschlagen werden. Dies fuhrt zu einer Phasenverschiebung ungleich
180C°. Durch diese anomale Dispersion sind dadii; und F_;,_,_; nicht mehr gleich und
man spricht von einer anomalen Differenz. Bei der haufig verwendeten KupfStiahlung
und den Atomen der natirlichen Aminosauren ist dieser Effekt nicht signifikant messbar.

3.4.5. Datensammlung und Datenauswertung

Fraher wurden photographische Filme fur die Aufnahme der Beugungsbilder von Kristallen
benutzt. Da diese Art der Detektion jedoch sehr zeitaufwendig und die Schwérzung der Filme
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nur in einem kleinen Bereich proportional zur eingefallenen Strahlung ist, wurden sie immer
mehr durch Detektoren ersetzt, die empfindlicher sind, einen gré3eren dynamischen Bereich
besitzen und ein direktes, digitales Bild liefern. Zu diesen Detektoren gehdren die propor-
tionalen Flachenzéhler (,multiwire proportional counter®), Video-Systeme, die im Moment
meist verbreiteten ,image plates” und die immer mehr eingesetzten CCD-Detektoren (,,char-
ge coupled devices"). Die ,image plates haben gegeniber dem Film einige Vorteile. Sie
bestehen aus einer Platte, die mit einem rontgensensitiven Material beschichtet ist. Ront-
genphotonen regen Elektronen in diesem Material in einen erhéhten Zustand an. Ein Teil
dieser Energie wird sofort als Fluoreszenz abgegeben, der Rest jedoch wird nur sehr langsam
(innerhalb mehrerer Tage) abgegeben. Durch einen roten Laser werden ortsaufgelost die in
S0 genannten ,color centers” gefangenen Elektronen weiter angeregt und fallen dann in den
Grundzustand zuriick. Bei diesem Ubergang wird blaues Licht emittiert, das mit Photomul-
tipliern detektiert wird. In einem gewissen Rahmen ist das emittierte Licht proportional zur
Anzahl der Photonen, die an dieser Stelle auf die Platte aufgetroffen sind. Die Empfindlichkeit
der ,image plates” ist mindestens zehnmal héher als bei Filmen und der dynamische Bereich
ist viel breiter ( : 10* — 10°). CCD-Detektoren haben einen breiten dynamischen Bereich
mit einer sehr guten Ortsauflosung, niedriges Rauschen und eine hohe maximale Z&hlrate.
AulRRerdem ist die Auslesezeit mit einigen Sekunden deutlich niedriger als bei ,image plates”
mit mehreren Minuten. Diese Tatsache beschleunigt vor allem bei Messungen mit Synchro-
tronstrahlung die Aufnahme eines Datensatzes deutlich, da hier die Auslesezeit einer ,image
plate” in der gleichen Gréfenordnung wie die Belichtungszeit liegt. CCD-Detektoren werden
daher auch hauptsachlich an den Strahlfihrungen (,beamlines®) der Synchrotrons eingesetzt,
da sich der deutlich héhere Preis bei einer Messung an einem Drehanodengenerator, an dem
die Belichtungszeit deutlich hoher als die Auslesezeit einer ,image plate® ist, nicht bezahlt
macht.

Im Normalfall wird monochromatische Strahlung fir die Aufnahme von Diffraktionsbil-
dern eines Proteinkristalls verwendet. Der Kristall wird wahrend der Messung pro Bild um
einen bestimmten Winkel, Ublicherweise zwischert @2d 2,0 gedreht. Je nach Raumgrup-
pe muss dabei ein Gesamtwinkel vort 25 180 Uberstrichen werden, um einen hinreichen-
den Bereich des reziproken Raumes zu erfassen.

3.4.5.1. Datensammlung

Bei Raumtemperatur (16 °C)
Die Kristalle wurden in eine Glaskapillare tberfihrt und die umgebende Mutterlauge
entfernt. Auf beiden Seiten des Kristalls wurde die Kapillare im Abstand von etwa 1cm mit
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je einem Tropfen Mutterlauge und am Ende mit Wachs verschlossen. Die Kapillare wurde
mit Wachs auf dem Goniometerkopf befestigt. Die Daten von sowohl nativen als auch deriva-
tisierten Kristallen wurden mit einer Image-Plate (MarResearch, Hamburg) mit Kupfer-K
Strahlung (1,5418 A) gesammelt, die mit einer Drehanode (Rigaku, Japan) erzeugt wurde.
Der Abstand zwischen Detektor und Kristall variierte je nach erreichter Auflésung zwischen
200 und 350mm. Die Datensammlung erfolgte mit Winkelinkrementen zwischen 0,2 ind 1,5

Bei 100K

Die Kristalle wurden entweder direkt aus dem Tropfen (EpiD Kristallform | und Sub-
stratkomplex) oder nach dem Uberfiihren in einen geeigneten Frierpuffer (MrsD und AtHAL3)
mit einer Nylonschleife aus ihrem Tropfen gehoben und in einem Stickstoffstrom bei 100K
schockgefroren. Die Datensammlung erfolgte entweder wie oben beschrieben mit Kupfer-
Ka-Strahlung oder mit Synchrotronstrahlung am DESY (Deutsches Elektronensynchrotron,
HASYLAB) an der Strahlfiihrung BW6Wiggler Beamling mit einem CCD-Detektor (Mar-
Research, Hamburg). Die Wellenlange betrug 1,00 A und der Kristall-Detektor-Abstand zwi-
schen 80 und 150mm.

3.4.5.2. Datenauswertung

Der erste Schritt der Datenauswertung ist die Indizierung der Streubilder, d.h. die Zu-
ordnung des Kristallgitters zu einem der Bravais-Gitter und der Indikkesu den einzelnen
gemessenen Reflexen. Da die Kristalle heutzutage in willktrlicher Orientierung montiert wer-
den, ist die der Indizierung zugrunde liegende Theorie ziemlich komplex, daher sei hier wieder
auf die Lehrbucher verwiesen. Ist das Bravais-Gitter identifiziert und die Orientierung sowie
die Parameter der Einheitszelle bestimmt, so kdnnen die Positionen der einzelnen Reflexe
vorhergesagt und deren Intensitat innerhalb einer Begrenzung integriert werden. Nach der
Integration erfolgt die Skalierung der einzelnen Bilder eines Datensatzes. Dabei werden die
Intensitaten mit einem Skalierungsfaktor multipliziert, der so bestimmt wird, dass symme-
trieverwandte Reflexe die gleiche Intensitat aufweisen. Befinden sich Reflexe auf mehreren
aufeinander folgenden Bildern, werden die Intensitaten die einzelnen Teile addiert und danach
aus den Intensitately,, die Strukturfaktoramplituden,, berechnet. Als Mal} fir eine kor-
rekte Indizierung und Datenreduktion dient der R-Faktgr, ;. Dieser gibt an, wie gut die
Intensitaten der symmetrieverwandten Reflexe tGibereinstimmen und wird berechnet nach:

N .
> hki % ijl [Tkt — Inia(9))|
thl Thia

(10)

Rsym,[ =
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Alternativ kann man auch dei,,, r verwenden, bei dem die Intensitafign durch die Struk-
turfaktoramplitudent',,, ersetzt wird. Bei falsch gewahlter Raumgruppe ist der R-Faktor
schon bei niedriger Auflésung sehr hoch (>15 %).

Nach der Wahl der Raumgruppe und der Bestimmung der Zellkonstanten kann der Matt-
hews-Koeffizient berechnet werdevi { ¥

Ve Vzene — Vzele
W= =
MZelle n Masym

(11)

Wobei V.. das Volumen der Einheitszelle, n die Anzahl der asymmetrischen Einheiten der
Zelle (= Anzahl der Symmetrieoperatoren der Raumgruppe)Wpg,. bzw. M,,,,, das Mo-
lekulargewicht des sich in der Einheitszelle bzw. asymmetrischen Einheit befindlichen Pro-
teins ist. Letzteres hangt davon ab, wieviele Molekile des untersuchten Proteins sich in der
Einheitszelle befinden. Der Matthews-Koeffizient liegt bei Proteinkristallen in der Regel zwi-
schen 1,7 und 3,5 #Da und meistens um 2,15%Ma. Auf diese Weise kann man abschétzen
wieviele Molekule sich in der asymmetrischen Einheit befinden und dann auch den Losungs-
mittelgehaltVy,y; des Kristalls berechnen:

1,23
VLM =1~ VProtein =1-- (12)
Vi
Die aufgenommenen Diffraktionsbilder wurden mit MOSFLM:{ ) indiziert und

integriert. Die Datenreduktion erfolgte mit den Programmen SCALA und TRUNCATE der
CCP4-Programmsammliung (CCP4, 1994).

3.4.6. LOsung des Phasenproblems

Mit Hilfe der Beugung von Réntgenstrahlen an einem nativen Proteinkristall kbnnen nur die
Amplituden der Streufaktoren aus den Intensitaten der Reflexe berechnet werden, nicht aber
die zugehorigen Phasenwinkel, die jedoch zur Berechnung der Elektronendichteverteilung
nach Gleichung im Kristall nétig sind. In der Proteinkristallographie werden die Metho-
den der Multiplen Anomalen Dispersion (MAD), des Singularen oder Multiplen Isomorphen
Ersatzes (,singular or multiple isomorphous replacement”, SIR o. MIR), des Molekularen
Ersatzes (,molecular replacement”, MR) und in seltenen Féllen direkte Methaleniijo)
verwendet. Diese Methoden werden im Folgenden kurz dargestellt.
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Abbildung 8: Harker-Konstruktion der Proteinphasen beim isomorphen Ersatz

Die Vektoren Fy; und Fy, sind die Darstellung der Strukturfaktoren der bekannten
Schweratom-Teilmodelle der Derivate 1 und 2. Die Radien der Kreise entsprechen den Struk-
turfaktoramplituden des nativen DatensatZé% () bzw. der Derivatdatensétzgfey; | und

|Fpr1|) und ihre Mittelpunkte liegen an den Enden der Vektofgn bzw. Fy,. Idealer-

weise entsteht nur ein Schnittpunkt aller Kreise, der das Ende des Vektors des gesuchten
Protein-Strukturfaktors markiert und damit die Phagebestimmt. Die bei nur einem Deri-

vat entstehende Ambiguitét (zwei Schnittpunkte) kann anstelle eines zweiten Derivates auch
mit Hilfe der anomalen Streubeitrage geldst werden.

3.4.6.1. Phasierung mittels isomorphem Ersatz

Der Isomorphe Ersatz{| ) bezeichnet ein Verfahren, das eine lokale Ande-
rung in der Elektronendichteverteilung eines Kristalls, verursacht durch die Anwesenheit eines
Schweratoms, ausnutzt. Diese Anderung wird durch das Einfiihren eines Schweratoms her-
beigefuhrt. Jedoch darf dabei die dreidimensionale Struktur des Proteins und damit die Sym-
metrie des Kiristalls nicht verandert werden (Isomorphie). Es gibt verschiedene Methoden,
Schweratome in einen Kristall einzuftihren. Kristalle kbnnen in eine Schwermetallsalzlésung
eingelegt (,soaking”), Aminosauren (haufig Methionin) kdbnnen durch Varianten mit einem
schwereren Atom (meistens Selenomethionin) ausgetauscht oder sich bereits im Kristall be-
findliche Metallionen herausgeldst bzw. durch schwerere lonen ersetzt werden. Mit Hilfe der
Teilstruktur dieser Veranderungen, z.B. der Koordinaten der zusatzlichen Schweratome, und
der gemessenen Strukturfaktoramplituden eines nat¥eund eines oder mehrerer deriva-
tisierter Kristalle| ;| kdnnen erste Phasenwinkel berechnet werden (8)b.

Grundlage dieser Konstruktiorii{ ) ist die vektorielle Summe der Struktur-
faktoren der einzelnen Atome, die auch als Summe der Strukturfaktoren des Protein- und
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Schweratomteilmodelles dargestellt werden, kann:

Fyesamt,hkt = Z Finkl = Fppw + Frpw (13)

Zunachst muss die Teilstruktur der Schweratome gel6st werden, deren Strukturfaktoram-
plituden sich nach:

|Fy| = [Fpy| — |Fp| + A (14)

berechnen. Der Paramet&rbeinhaltet Messfehler, Fehler durch Anisomorphie und systema-
tische Fehler, da diese Gleichung eigentlich nur bei vektorieller Betrachtung gilt. Diese Fehler
tragen bei den weiteren Betrachtungen zum Rauschen bei. Das Schweratom-Teilmodell lasst
sich mit Hilfe von direkten oder Pattersonmethoden (siehe auth.3 I6sen. Fir die Patter-
sonmethode wird eine Fouriersummation mit den Koeffizieftép| — |F»|)? und einem
Phasenwinkel von null, eine sogenannte Differenz-Pattersonfunktion berechnet. Die Maxima
dieser Funktion entsprechen den Vektoren zwischen den Schweratomen. Unter Beachtung der
Raumgruppensymmetrie lassen sich die Koordinaten x,y,z des Teilmodells bestimmen. Durch
die Zentrosymmetrie der Pattersonfunktion lassen sich die Koordinaten x,y,z und -x,-y,-z nicht
unterscheiden. Daher werden die Phasen und Elektronendichtekarten fur beide Koordinaten-
satze berechnet. Die korrekten Koordinaten liefern die wahre Elektronendichtekarte und die
falschen das Spiegelbild. Durch visuelle Betrachtung der Elektronendichtekarten kann man
z.B. mit Hilfe der Gangigkeit der Helices eine Entscheidung féllen. Mit Hilfe der ersten Prote-
inphasen lasst sich eine Differenzfourier-Elektronendichtekarte als Fouriersummation mit den
Koeffizienten| Fpi | — | Fp| und den Phasenwinketn» berechnen. Maxima in diesen Elektro-
nendichtekarten treten an den Positionen der Schweratome auf. Mit Hilfe dieser Karten lassen
sich zusatzliche Schweratomlagen oder bei neuen Derivaten die Positionen der Schweratome
bestimmen. Diese Elektronendichtekarten zeigen einen hoheren Kontrast als die Patterson-
funktion und liefern die Positionen der Schweratome in Bezug auf den gleichen Ursprung wie
das Derivat, das zur Berechnung der ersten Phasen benutzt wurde.

Die Phasenambiguitat, die entsteht, wenn nur ein Derivat zur Berechnung der Protein-
phasen eingesetzt wird (zwei Schnittpunkte der Kreise mit Radigsund z.B.|Fpy| in
Abb. 8), kann alternativ zu einem zweiten Derivat auch mit Hilfe der anomalen Streubei-
trage (siehes.4.4) geldst werden. Es lassen sich mit ihnen zusatzliche Beziehungen in die
Harker-Konstruktion einbringen. Die anomalen Differenzen lassen sich auch, obwohl sie sehr
klein sind, zur Bestimmung des Schweratom-Teilmodelles einsetzen, da sie innerhalb eines
Datensatzes gemessen werden und somit keine Fehler durch Anisomorphie beinhalten. Man
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spricht dann von der Methode des Singularen Isomorphen Ersatzes mit anomaler Streuung
(,Single isomorphous replacement, with anomalous scattering®, SIRAS). Falls mehrere glei-
che Molekile in der asymmetrischen Einheit vorhanden sind, kann man die Ambiguitéat auch
durch Mitteln der Elektronendichte I6sen. Dazu wird zunachst fir jeden Reflex zuféllig einer
der beiden mdglichen Phasenwinkel gewéhlt und damit eine Elektronendichtekarte berechnet.
Die korrekt ausgewdahlten Phasenwinkel ergeben die wahre Elektronendichteverteilung, die
falschen tragen zum Rauschen bei. Lassen sich in dieser Dichtekarte die Bereiche mit Pro-
tein von dem Ldsungsmittelbereich unterscheiden, kann man mit Hilfe einer Maske und den
Symmetrieoperatoren die Elektronendichte mitteln (sigde?). Die Symmetrieoperatoren,

die ein Molekul auf ein anderes abbilden, kdnnen aus dem Schweratom-Teilmodell abgeleitet
werden.

Die Struktur von EpiD wurde mit der Methode des Isomorphen Ersatzes (IR) gelést. Dazu
wurden Kristalle der Kristallform Il in Prazipitanzlésung, in der 1 bis 10 mM einer Schwera-
tomverbindung (AuCJ, HgCl, K4OsCk, PbCl,, Thiomersal etc.) gel6st wurden, Uberfuhrt
und die Daten nach einer Inkubationszeit zwischen einer Stunde und einer Woche’@Gei 16
gesammelt.

Nach der Datenreduktion wurden die isomorphen Differenzen mit dem Programm SCA-
LEIT (CCP4, 1994) berechnet und die Lagen der Schweratome mit SHELXS((

) bestimmt. Die Phasen wurden mit dem Programm MLPHARE (CCP4, 1994) berech-
net. Aus der Lage der Schweratome wurden die lokalen Symmetrieoperatoren berechnet und
mit dem Programm IMP optimiert und die Elektronendichte mit dem Programm RAVE in
einer Maske gemittelt, die mit dem Programm MAMAI¢ yerzeugt
wurde.

3.4.6.2. Multiple Anomale Dispersion

Die Phasierung mit Hilfe der Multiplen Anomalen Dispersion (MAD) konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht verwendet werden, da kein geeignetes Schweratomderivat hergestellt wer-
den konnte. Da diese Methode jedoch immer gréf3ere Bedeutung erlangt, soll sie hier der
\olIstandigkeit halber erwéhnt und kurz beschrieben werden.

Diese Methode kann als besondere Form des isomorphen Ersatzes betrachtet werden, de-
ren Prinzip schon lange bekannt ist, jedoch erst durch die Einfihrung der durchstimmbaren
Synchrotronstrahlung fir die Anwendung in der Proteinkristallographie geeignet wurde. Sie
wurde von Hendrickson und Kollegeii¢ }

) zum ersten Mal zur Losung einer Proteinstruktur eingesetzt. Wichtiger als die Anzahl
der Elektronen, die durch ein Atom zusatzlich in den Kristall eingefiihrt werden, ist hierbei
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jedoch die Lage einer Absorptionskante des Atoms. Die Energie einer solchen Kante muss im
Bereich der verwendeten Strahlung liegen. Es kénnen fur MAD Atome verwendet werden, die
fur den Isomorphen Ersatz zu wenige Elektronen besitzen, wie zum Beispiel Zn oder natirlich
im Protein vorhandene Metalle, die eine geeignete Absorptionskante besitzen (Fe in Ham oder
Eisen-Schwefel-Cluster enthaltenden Proteinen). Haufig wird auch Selenomethionin anstelle
der naturlich vorkommenden Methionine durch Expression in Methionin-auxotrophen Bakte-
rienstammen in selenomethioninhaltigem Medium eingebaui ). So kann haufig

auf die oft sehr langwierige Suche nach einem Schweratomderivat verzichtet werden.

Bei dieser Methode wird sowohl die dispersive Differenz, die analog zur isomorphen Dif-
ferenz, eine Anderung des realen Streubeitrages darstellt, als auch die anomale Differenz,
die durch die Phasenverschiebung entsteht, fir die Phasierung ausgenutzt. Diese Differenzen
werden durch die Messung bei verschiedenen Wellenlangen optimiert. Der atomare Streu-
faktor eines anomal streuenden Atom)s,,.. lasst sich als Summe der von der Wellenlangen
unabhangigerf, und abhéangigeri(A) Anteile darstellen:

Janom. = fo + f()‘) = fo+ f/<)‘) + if//(/\) (15)

Die von der Wellenlange abhangigen Anteile fihren aufgrund von Absorptionseffekten sowohl
zu einer Verringerung der Streukraft (\) < 0), als auch zu der schon beschriebenen Phasen-
verschiebungif”(\))(siehe3.4.4). Die dispersive Differenz beruht auf den unterschiedlichen
Werten vonf’(\), und die anomale Differenz hebt in Abhangigkeit von der Gri)f¥e\) die
Friedel-Symmetrie innerhalb eines Datensatzes auf. Beide Differenzen sind proportional zu
den Strukturfaktoramplituden des Schweratomteilmodells und da beide Terme voneinander
unabhangig sind, kann man mit ihnen auch das Phasenproblem eindeutig I6sen. Theoretisch
wuirde es gentigen zwei Datensatze bei verschiedenen Wellenlangen zu messen, praktisch wer-
den jedoch wenn mdglich drei Datensétze gemessen, einer bei maxirfiglemer bei mi-
nimalemf’ und, um die dispersiven Differenzen zu maximieren, der dritte bei einer weit von
der Absorptionskante entfernten Wellenlange (,remote point*), befteahe null ist.

Ein grol3er Vorteil der MAD ist, dass keine Fehler durch Nicht-lIsomorphie auftreten, da al-
le Datensatze vom gleichen Kristall gemessen werden. Dies fuhrt haufig zu einer ausgezeich-
neten Bestimmung der Phasen, obwohl die Differenzen in der Gré3enordnung des Messfehlers
fur die Strukturfaktoramplituden liegen.

AulRerdem ist die Auflésung, bis zu der Phasen berechnet werden kénnen nur durch die
maximale Auflésung der Datensétze begrenzt. Dies liegt daran, dass die von der Wellen-
lange abhangigen Terme im Gegensatz zu dem wellenlangenunabhangigefy, Téemeine
,hormale* Abnahme der Streukraft mit der Auflésung zeigt, unabhangig von der Auflésung
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sind, da zu diesen Termen nur die inneren Elektronen des anomalen Streuers beitragen. Beim
isomorphen Ersatz lassen sich wegen der Ausdehnung der Elektronenwolke sinnvolle Phasen
h&ufig nur bis zu einer Auflésung von 3 A berechnen.

Der Nachteil, dass eine Rontgenquelle mit durchstimmbarer Wellenl&ange benétigt wird,
verschwindet durch den rasch zunehmenden Aufbau von Synchrotron-Messstationen (,be-
amlines") immer mehr. Da die Kristalle bei der Verwendung von Synchrotronstrahlung sehr
schnell innerhalb weniger Bilder zerstért werden bendétigt man jedoch fur eine Tieftempera-
turmessung geeignete Kristalle, die fir MAD-Messungen geeignete Atome enthalten.

3.4.6.3. Phasierung mittels Molekularem Ersatz

Steht ein Proteinmodell mit hinreichender Ahnlichkeit zur gesuchten Struktur zur Verfu-
gung, so kann versucht werden, das Phasenproblem mit Hilfe der Methode des Molekularen
Ersatzes zu I6sen. Dazu muss zunéchst das Proteinmodell entsprechend dem nativen Protein-
datensatz korrekt in der asymmetrischen Einheit positioniert werden und danach kdnnen aus
den Koordinaten des positionierten Modells Phasen berechnet werden. Eine Elektronendich-
tekarte, berechnet mit den gemessenen Strukturfaktoramplituden und den berechneten Phasen,
sollte dann die Lésung der gesuchten Struktur erméglichen. Ob die nétige Ahnlichkeit gege-
ben ist, kann nur durch Ausprobieren herausgefunden werden. Erfahrungen zeigen jedoch,
dass die Standardabweichung der-Gtome nicht groRer als 1 A sein sollte. Diese struktu-
relle Ahnlichkeit wird meistens bei Protein-Komplexen mit dem Substrat oder einem Inhibitor
im Vergleich zum freien Protein oder oft bei Proteinen mit einer hohen ldentitat der Primar-
struktur (> 20-30 %, z.B. bei homologen Proteinen aus verschiedenen Organismen) erfullt.

Die Positionierung des Suchmodells kann entweder mit Hilfe von Uberlegungen zur mog-
lichen Kristallpackung oder durch eine Suche im mehrdimensionalen Raum erfolgen. Die
erste Variante ist vor allem dann mdglich, wenn die Quartérstruktur eines multimeren Proteins
durch die kristallographischen Symmetrieachsen aufgebaut wird. Fir eine Positionierung er-
geben sich im allgemeinen 3 Rotations- und 3 Translations-, also insgesamt 6 Freiheitsgrade.
Da die Suche im 6-dimensionalen Raum theoretisch méglich ist, in der Praxis jedoch einen
hohen Rechenaufwand erfordert, werden die Rotations- und Translationsfreiheitsgrade unter
Zuhilfenahme der Pattersonfunktiof s Y getrennt abgesucht. Dies resultiert in
zwei dreidimensionalen Suchen und verringert damit den Rechenaufwand.

Die Pattersonfunktio?(u) enthalt als Selbstfaltung der Elektronendichteverteilpfrgy
in der Elementarzelle Informationen Uber alle Vektorerfu,v,w), die einen interatomaren
Abstand von einem Atom an Positior(x,y,z) zu einem Atom an Positiontu beschrei-
ben und lasst sich ohne Phaseninformation berechnen. Fr die korrekte Positionierung des
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Suchmodells ist hierbei wichtig, dass Vektoren, die intramolekulare Abstédnde beschreiben,
nur von den Rotationsfreiheitsgraden eines Molekulls abhdngen, wahrend die intermolekula-
ren Vektoren sowohl von der Orientierung als auch Lage der Molekile in der Einheitszelle
(Translationsfreiheitsgrade) abhangen.

P(u) = / p(r)p(r + u)dr (16)

P(u) = P(u,v,w) = % Z Z Z | Fhur|*cos2m (hu — kv — lw) (17)
hooko

Fur die Positionierung wird das Suchmodell in der Rotationssuche um bestimmte Inkre-
mente gedreht, Strukturfaktorémn,,. und daraus die Pattersonfunktion berechnet. Diese wird
mit der Pattersonfunktion des gemessenen Datensatzes verglichen und die Ubereinstimmung
mit Hilfe des Korrelationskoeffiziente@'(|F,;s|?, | Frac|?) Uberprift:

C(Pobsapcalc) = /P<|Fobs|27u) X P(‘Fcalc|27u)du (18)

Bei einer Ubereinstimmung der aktuellen Orientierung des Suchmodells mit der Orien-
tierung des Proteinmolekuls in der Einheitszelle erhalt man ein Maximum des Korrelations-
koeffizienten. Bei der Translationssuche wird danach das korrekt orientierte Modell durch
die Einheitszelle geschoben. Hierbei kann eine Ubereinstimmung sowohl mit Hilfe des Kor-
relationskoeffizienten, als auch mit Hilfe des kristallographischen R-Faktors (3iél)
Uberpruft werden. Manchmal kénnen durch Symmetrietiberlegungen die Freiheitsgrade so
eingeschrankt werden, dass die Aufteilung in Rotations- und Translationssuchen nicht mehr
notig ist. In der Suche Uber die verbleibenden Dimensionen kénnen mit Hilfe des kristallo-
graphischen R-Faktors als Bewertungsfaktor oft Losungen noch gefunden werden, die mit der
Patterson-Methode nicht gefunden wurden.

Die Struktur des Substratkomplexes und von MrsD wurde mit Hilfe der Methode des Mo-
lekularen Ersatzes geldst. Im Falle von EpiD-H67N mit dem Pentapeptid DSYTC wurde eine
Patterson-Suche mit dem Programm AMoRe( Yund einem Suchmodell, das aus
der verfeinerten Struktur von EpiD erzeugt wurde, durchgefihrt. Im Falle von MrsD wurde
das Modell mit Hilfe von Uberlegungen zur moglichen Kristallpackung positioniert. Mit Hil-
fe der Modellkoordinaten wurden dann mit dem Programmpaket GNS( )
Elektronendichtekarten berechnet und die Modelle danach in die Elektronendichte eingepasst
sowie die Primarstruktur korrigiert.
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3.4.7. Dichtemodifikation

Wenn die Qualitat der Elektronendichtekarten nach der Phasierung noch nicht fur eine Inter-
pretation ausreicht, kann man mit verschiedenen Methoden versuchen sie zu verbessern. Es
wird bei allen Methoden zusétzliche Information in die vorhandene Elektronendichte einge-
bracht. Nach einer Ricktransformation der modifizierten Elektronendichteverteilung erhalt
man verbesserte Phasenwinkgl,,;, die dann zusammen mit den gemessenen Strukturfakt-
oramplituden F,,s| zur Berechnung einer verbesserten Elektronendichtekarte eingesetzt wer-
den. Die angewandten Modifikationen beruhen auf verschiedenen Beobachtungen und theo-
retischen Uberlegungen.

3.4.7.1. ,Solvent Flattening*

Beim ,solvent flattening“ nutzt man die Tatsache aus, dass es im Proteinkristall getrennte
Bereiche mit Protein und Losungsmittel gibt. Da sich die Losungsmittelmolekiile wahrend
der Messung sehr schnell bewegen, kann bei den langen Belichtungszeiten nur ein statisti-
sches Mittel gemessen werden und die Elektronendichte zeigt im Bereich des Lésungsmittel
einen konstanten und niedrigen Wert. Nachdem der Bereich des Losungsmittel z.B. mit einem
Algorithmus von Wang( » bestimmt wurde, wird die Elektronendichte in diesem
Bereich auf einen niedrigen konstanten Wert gesetzt. Zur Bestimmung der Proteingrenzen ist
es erforderlich, den Losungsmittelgehalt des Kristalls zu kennen. Dieser kann mit Hilfe des
so genannten Matthews-Koeffizientevi< ¥ (siehe3.4.5.9 abgeschatzt werden.

Eine Erweiterung des ,solvent flattening” stellt das ,solvent flipping“ dard ).

3.4.7.2. Mitteln der Elektronendichte

Sind von einem Protein mehrere Molekule in der asymmetrischen Einheit oder existieren
mehrere Kristallformen, so kann man die Werte der Elektronendichte an den Stellen mitteln,
an denen sie aufgrund der vergleichbaren Position im Protein gleich sein sottev(

)/ Fur das Mitteln der Elektronendichte bendtigt man neben der Kenntnis
der Proteingrenzen noch die lokalen Symmetrieoperatoren, die ein Molekll auf ein anderes
abbilden.

3.4.7.3. Histogram Matching"“

Zhang und Main (1990) konnten zeigen, dass die relative Anzahl der Gitterpunkte in
der Elektronendichtekarte, die einen bestimmten Wert aufweisen, nur von der Auflésung des
Datensatzes, aber nicht vom Protein selbst abhangt. Das Histogramm der experimentellen
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Elektronendichte kann an das optimale Histogramm angepasst werden. Das ,histogram mat-
ching® ist nicht so méchtig wie das ,solvent flattening®, jedoch kann es, wenn es zusammen
mit diesem eingesetzt wird, den Unterschied zwischen einer interpretierbaren oder nicht inter-
pretierbaren Elektronendichtekarte ausmachen.

Weitere Methoden, um die experimentelle Elektronendichtekarte zu verbessern, sind z.B
das Skeletonisiereri( ; Yund die Anwendung der Sayreschen
Gleichung ¢ il

Haufig werden mehrere dieser Methoden nacheinander oder gleichzeitig angewandt. Dies
fuhrt meistens zu einer deutlich besseren Qualitat der Elektronendichtekarten, als wenn man
jedes Verfahren einzeln anwenden wirde. Diese Methoden werden auch zur Phasenexpan-
sion eingesetzt, wenn zum Beispiel nach einer MIR-Phasierung die Phasen nur bis zu einer
Auflésung von 3 A bestimmt werden konnten, der native Datensatz aber eine deutlich bessere
Auflésung aufweist. Dazu wird bei der Rucktransformation der modifizierten Elektronendich-
te schrittweise die Auflésung erhéht, fur die Phasenwinkel berechnet werden.

3.4.8. Phasenkombination

Wenn die initiale Elektronendichte von ausreichender Qualitat ist, um Sekundarstrukturele-
mente zu identifizieren und sie als Polyalanin-Teilmodell einzupassen, kann man eventuell
nach einer Verfeinerung der Koordinaten (si€h€.10 danach die aus den Koordinaten die-

ses Teilmodelles berechneten Phasen mit den experimentellen Phasen kombinieren. Dies flhrt
haufig zu einer deutlich besseren Elektronendichtekarte, in der auch die Seitenketten der Ami-
noséauren identifiziert und dadurch die Sequenz verankert werden kann. Auch fehlende Kon-
nektivitaten konnen danach oftmals identifiziert werden.

3.4.9. Modellbau

Die aus den Messdaten berechneten Elektronendichtekarten werden mit Hilfe von Computern
mit der Mdglichkeit zu Stereodarstellung als Gitternetz dargestellt. Dabei werden Punkte
mit gleicher Elektronendichte durch Linien verbunden. Es entstehen so ,schlauchférmige
Kéfige®, in deren Inneren eine hohere und AuReren eine geringere Elektronendichte vorliegt.
Die Aminoséauren, die von den Programmen meistens in der Strichdarstellung (,wireframe*)
dargestellt werden, kénnen sowohl verschoben und gedreht, als auch die Torsionswinkel der
Seitenketten verandert und so in die Elektronendichtekarten eingepasst werden.

Atomare Modelle wurden entweder mit einer Grafikworkstation ESV (Evans & Suther-
land) und dem Programm FRODO( %; mit einer Octane (Silicon Graphics Inc.)
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und den Programmen MAINI( )und O ( ) oder einem PC und dem
Programm O in die Elektronendichte eingepasst.

3.4.10. Verfeinerung

Nach einer manuellen Anderung des Modells durch Einpassen von Aminosauren, einzelnen
Molekilen (Wasser, Kofaktoren) oder Atomen (Metallionen) in die Elektronendichtekarten,
erfolgt eine rechnerische Optimierung der freien Parameter (Koordinaten und B-Faktor der
Atome) an die gemessenen Strukturfaktoramplituden. Ziel dieses Verfahrens ist es, die aus
den Koordinaten berechneten Strukturfaktoramplitufég,.| so gut wie moglich mit den
gemessenelF,,;| in Einklang zu bringen. Ein Mal3 dafur ist der kristallographische R-Faktor:

Rcryst _ thl ||F0b8| - k|FcaZC||
thl ’F0b8|
wobei k ein Skalierungsfaktor ist um die gemessenen und die berechneten Strukturfakt-
oramplituden auf eine einheitliche Skala zu bringen. Um eine Uberverfeinerung, d.h. eine
bessere ,Modellierung” des Rauschens und der Messfehler zu vermeiden, wird ein gewisser
Anteil der Reflexe ausgewéhlt und als ,test set” nicht in die Verfeinerungsrechnung einbezo-
gen ( ). Der aus diesen Reflexen berechnete freie R-Faktgr kst im
allgemeinen bis zu 8 % hoher als der kristallographische R-Faktgr)Rund sollte im Ver-
lauf einer Verfeinerung genau wie dieser sinken. Die Formel fir den freien R-Faktor ist bis auf
den unterschiedlichen Satz von Reflexen (tikl,test set* ) identisch mit der fur den kristal-
lographischen R-Faktor. Der R-Faktor einer bis zur Konvergenz verfeinerten Proteinstruktur
sollte je nach Auflésung 20-30 % betragen.

In der Proteinkristallographie Ubersteigt die Anzahl der Messwerte (kristallographisch un-
abhangige Reflexe) die Anzahl der freien Parameter (drei Koordinaten plus B-Faktor pro
Atom) aufgrund der niedrigen Auflosung nicht ausreichend, um nur die Ubereinstimmung
von|F.,.| und|F,,| in die Verfeinerung einzubeziehen. Daher werden zuséatzliche geometri-
sche Parameter, die auf den deutlich besser bestimmten Kleinmolekulstrukturen der einzelnen
Aminosauren beruhen, als Kraftfelder wahrend der Verfeinerung verwende (

).

(19)

3.4.10.1. ,Rigid Body“-Verfeinerung

Bei der ,Rigid Body“-Verfeinerung werden ganze Molekuile oder einzelne Domanen als
starre Korper (,rigid bodies") betrachtet und nur die Position und Orientierung dieser Korper
in der Einheitszelle optimiert. Dieses Verfahren wird hauptsachlich nach einem molekularen
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Ersatz angewendet, um das Suchmodell besser zu positionieren. Da die Anzahl der freien
Parameter je nach Anzahl der gewahlten starren Einheiten deutlich niedriger ist als bei einem
.positional refinement* (siehe nachsten Abschnitt), kann diese Methode auch bei niedriger
Auflésung und damit geringer Anzahl unabhéngiger Reflexe (Messdaten) verwendet werden.

3.4.10.2. ,Positional Refinement*

Beim ,Positional Refinement” wird die Position aller Atome im Rahmen der Engh-Huber-
Parameter in die Verfeinerung einbezogen. Dieses Verfahren dient hauptsachlich dazu, nach
leichten Anderungen am Modell oder nach einem ,Simulated Annealing* (siehe nachsten Ab-
schnitt) die korrekte Geometrie der Aminosauren wieder herzustellen. Das ,Positional Refine-
ment” hat jedoch einen relativ kleinen Konvergenzradius, d.h. ist ein Atom zu weit von seiner
korrekten Position entfernt, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass es in einem lokalen
Minimum gefangen wird und nicht in das globale Minimum gelangt.

3.4.10.3. ,Simulated Annealing”

Bei dieser Methode wird das Modell rechnerisch im Rahmen einer molekulardynamischen
Simulation auf 3000-5000K erhitzt und danach langsam abgekuhlt. Die Bewegungen der Ato-
me und ihre Positionen werden dabei nach der Newtonschen Dynamik unter Bertcksichtigung
der Engh-Huber-Parameter berechnet. Die Atome bewegen sich am Anfang stark und beim
Abkuhlen immer schwacher um ihre Gleichgewichtsposition herum. Durch die starke Bewe-
gung kann der Verfeinerungsprozess aus lokalen Minima herausgehoben und auf diese Weise
der Konvergenzradius erhéht werden.

3.4.10.4. B-Faktor-Verfeinerung

Die B-Faktoren sind ein Malf3 fur die thermische Bewegung der Atome, die zu einer Ver-
breiterung der Elektronendichte fiihrt. Bei einer hohen Auflosung kbnnen die B-Faktoren der
Atome unabhangig verfeinert werden. Sind jedoch zu wenige Messdaten vorhanden, so wer-
den zusatzliche Beschrankungen eingefiihrt. Je nachdem kann der B-Faktor fur alle Atome
einer kompletten Aminosaure oder sogar noch gréf3ere Einheiten bis zu ganzen Domanen auf
den gleichen Wert gesetzt werden. Aber auch bei der individuellen B-Faktor-Verfeinerung
sollten die B-Faktoren benachbarter Atome nicht allzu sehr voneinander abweichen.

Die Verfeinerungen der Atomkoordinaten und Temperaturfaktoren wurden mit den Pro-
grammen X-PLORH yund CNS § ) durchgefuhrt. Als Ziel-
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funktion diente bei CNS das ,maximum-likelihood target®. AuRerdem wurde vor jeder Verfei-
nerung eine ,bulk solvent“-Korrektur der gemessenen Strukturfaktoramplituden durchgefuhrt
und immer die Reflexe Uber den gesamten gemessenen Aufldsungsbereich fur die Verfeine-
rung verwendet. Beim ,simulated annealing” wurde als Starttemperatur 5000K gewahlt und
das ,slow cool“-Protokoll verwendet.

3.4.11. Analyse des Modells

Fehler im Modell, die vor allem nach einem molekularen Ersatz durch einen hohen Modell-
beitrag der aus den Koordinaten berechneten Phasen, entstehen kénnen, kann man durch so-
genannte ,omit maps*“ erkennen. Diese Elektronendichtekarten werden mit Phasen berechnet,
bei deren Berechnung Teile des Modells nicht berticksichtigt wurden und somit deren Modell-
beitrag reduziert. Es sollte so eher die ,wirkliche" Elektronendichte als diejenige, die dem
Modell folgt, sichtbar werden.

Nach der Verfeinerung wurde die Qualitat der Modelle mit dem Programm PROCHECK
( ) kontrolliert. Falls in den verschiedenen Statistiken und Grafiken, die
dieses Programm ausgibt, fir eine bestimmte Aminosaure ungewohnliche Phi-/Psi-Winkel,
Torsionswinkel der Seitenkette oder sonstige geometrische Auffélligkeiten auftraten, so wur-
den diese noch einmal Gberprift.

Die Sekundarstruktur der komplett verfeinerten Modelle wurden mit dem Programm DS-
SP ( Banalysiert und zu den grafischen Darstellungen verwendet.
Uberlagerungen mit anderen Proteinen wurden mit dem Programm TQP{0() durchge-
fuhrt.

3.4.12. Graphische Darstellung

Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm PILEUP (Wisconsin Package, Genetics Com-
puter Group (GCG), Madison, USA) erzeugt, manuell an die Strukturdaten angepasst und mit
ALSCRIPT ( Y dargestellt.

Zur graphischen Darstellung von Molekilmodellen wurden die Programme MOLSCRIPT
( ), BOBSCRIPT (durch Esnouf modifiziertes MOLSCRIFTS( )) und
RASTER3D ( J.verwendet. Oberflachen wurden mit dem WebLab-
Viewer Pro (http://www.msi.com) erzeugt und dargestellt.

Zur Nachbearbeitung von Bildern wurde das Programm PHOTOSHOP Version 5.0 (Adobe
Systems Inc., USA) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. Reinigung

Die Proteine EpiD, EpiD-H67N, MrsD und AtHAL3-H90N konnten mit derBi.2beschrie-
benen Methoden in elektrophoretischer Reinheit isoliert werden. Fur praparative Reinigungen
wurden die Zellen von 5-Liter Kulturen verwendet. Die Ausbeuten schwankten zwischen 5
und 20 mg Protein.

4.1.1. EpiD und EpiD-H67N

EpiD und EpiD-H67N eluierten bei ca. 250 mM NaCl von der Q-Sepharose. Bei der Phe-
nylsepharose gab es grél3ere Schwankungen. Bei manchen Préparationen eluierten die beiden
Proteine erst beim Waschen mit 2 mM TrisHCI pH 8,0. Dies fiihrte zu einer starkeren Ver-
unreinigung mit Fremdproteinen. Da selbst elektrophoretisch reines EpiD nach der Phenylse-
pharose nicht kristallisierte, wurde die Reinigung tber eine Q-Sepharose-Saule wiederholt.

4.1.2. MrsD

MrsD bindet nur sehr schlecht an eine Q-Sepharose-Matrix und eluierte schon bei 50 mM
NaCl. Der nachfolgende Chromatographieschritt Gber eine Hydroxylapatit-Saule entfernte
auch DNA-Verunreinigungen. Mit Hilfe einer Superose 12-Saule wurden noch letzte Reste an
Fremdproteinen entfernt.

4.1.3. AtHAL3-H9ON

Nach der ersten Affinitatschromatographie mit einer Nickelsaule waren noch mehrere Fremd-
proteine in den Fraktionen, die AtHAL3-HO0N enthielten, vorhanden. Bei einem Versuch,
diese mittels einer Q-Sepharose-Saule abzutrennen, ist ein grofRer Teil des Proteins auf der
Saule prazipitiert und konnte nur noch unter stark denaturierenden Bedingungen (6 M Guani-
diniumchlorid) von der Sdule gewaschen werden. Mit Hilfe einer Molekularsiebséaule (Superose-
12) konnten die verbleibenden Fremdproteine abgetrennt werden. Die Ausbeute lag bei 10-
20 mg aus funf LiteE. coli-Kultur.
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4.2. Kristallisation
4.2.1. EpiD

EpiD konnte in zwei verwandten monoklinen Kristallformen der Raumgruppe C2 mit zwolf
Molekdlen in der asymmetrischen Einheit kristallisiert werden (BabKristalle der ersten

Form wurden innerhalb von ein bis drei Tagen erhalten durch Mischen ydrP5oteinlo-

sung (10 mg/ml, 20 mM TrisHCI pH 8,0) mit 2| Prazipitanzlésung (30 % MPD, 100 mM
MES/NaOH pH 6,5) und anschlieRendes Aquilibrieren bei@8egen 0,5 ml Prazipitanz!o-
sung. Diese Kristalle waren jedoch nicht isomorph zueinander, daher konnten sie nicht zum
Derivatisieren und anschliessender Phasierung mittels MIR verwendet werden. Sie hatten
jedoch gegentiber der zweiten Form den Vorteil, dass sie direkt aus der Mutterlauge im Stick-
stoffstrom bei 100K schockgefroren werden konnten. Kristalle der zweiten Form wurden ana-
log zur ersten mit einer anderen Prazipitanzlésung (13 % MPD, 10 mM M&Q0 mM Tris-

HCI pH 8,0) erhalten. Diese Kristalle bildeten sich jedoch reproduzierbar nur, wenn der frisch
gemischte Tropfen mit Kristallen angeimpft wurde. Beide Kristallformen hatten &hnliche Zell-
konstanten (Tal$). Manchmal wurden von dieser Kristallisationsbedingung auch tetragonale
Kristalle der Raumgruppe P4(3)2(1)2 erhalten. Diese konnten durch Animpfen mit solchen
Kristallen reproduziert werden und nach schrittweiser Erhéhung der MPD-Konzentration auf
25 % schockgefroren werden. Fir die Suche einer Derivatisierungsbedingung hatten sie je-
doch keinen Vorteil gegeniiber der zweiten monoklinen Form. Da die c-Achse mit 280 A rela-
tiv lang war (Tab3), konnten nur kleine Winkelinkremente (0,2-0,5ei der Datensammlung
verwendet werden. Ferner zeigte die kumulative Intensitatsstatistik nach der Datenreduktion
eine deutliche sigmoide Abweichung von den theoretischen Werten. Dies ist ein deutlicher
Hinweis darauf, dass die Kristalle eine merohedrische Verzwilligung zeigen. Auch die R-
Faktoren einer Verfeinerung eines nahezu kompletten Models gegen einen Datensatz eines
tetragonalen Kristalls sanken nur bis ca. 35 %.

4.2.2. Komplex von EpiD-H67N mit DSYTC

Versuche EpiD-Kristalle der beiden monoklinen und der tetragonalen Kristallformen mit den
Pentapeptiden DSYTC, DSYTS und DSYTA zu ,soaken” schlugen allesamt fehl. Entweder
wurden die Kristalle zerstort oder es wurde keine zusatzliche Elektronendichte sichtbar. Daher
wurde versucht das Pentapeptid DSYTC mit der Mutante EpiD-H67N mit dem Peptid DSYTC
zusammen zu kristallisieren. Dazu wurden der Proteinlésung 3 mM DTT zugesetzt, um Di-
sulfidbildung zwischen zwei Peptidmolekllen und zwischen Protein- und Peptidmolekilen zu
verhindern. Anschlie3end wurde festes Peptid bis zu einer Konzentration von 10 mM zuge-
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Tabelle 3: Zellkonstanten

Kristallform Raum- Asymmetr. LOsungsmit- Zellkonstanten
gruppe Monomere telgehalt

EpiD1 Cc2 12 52 % a=164.7A,b=110.0A c=1529A
3 =904

EpiD2 C2 12 58 % a=1765A,b=1105A, c=154.2A
=943

AuCly c2 12 a=175.0A b=110.3A,c=153.9A
=943

EpiD3 P4(3)2(1)2 12 54 % a=b=13478A c=280.17 A

DSYTC 12(1)3 4 79 % a=b=c=2236A

MrsD1 F432 1 67 % a=b=c=1926A

MrsD2 F432 1 67 % a=b=c=191.8A

Ein Kristall der Form EpiD1 wurde fur den hochaufgeldsten Datensatz verwendet, Kristalle der Form EpiD2
wurden fir die Derivatisierung verwendet und Ay@lbt die Zellkonstanten nach dem ,soaken* mit Gold-
(1n-chlorid an. Mit DSYTC sind die Kokristalle von EpiD-H67N mit Peptid bezeichnet. Diese Kristalle
haben einen ungewdéhnlich hohen Losungsmittelgehalt und Matthewskoeffizient (5.8). MrsD1 sind Kristal-
le, die mit Phosphat, MrsD2 mit Tartrat als Prazipitanz erhalten wurden.

setzt. Dabei trat manchmal reversible, vor allem bei alteren Proteinlésungen (Aliquots wurden
bei -80°C gelagert) jedoch auch irreversible Prazipitation des Proteins auf. Bei einigen Pra-
parationen der Mutante EpiD-H67N konnte ein Zusatz von 2-4 % MPD zur Proteinlésung
dies verhindern. Mit der gleichen Prazipitanzlésung wie bei der ersten monoklinen Kristall-
form wurden kubische Kristalle erhalten (Tal, die zuerst jedoch zu klein waren, um mittels
Rontgenstrahlen untersucht zu werden. Der Zusatz vopl@,2 M Glycin zum Tropfen er-

gab Kristalle von ca. 0,1 mm in allen drei Raumrichtungen. Die Kristalle wuchsen innerhalb
von 2-3 Tagen, losten sich aber innerhalb der ndchsten drei Tage wieder auf. Es konnte kein
Erntepuffer gefunden werden, in welchem die Kristalle stabil sind.

4.2.3. MrsD

Um eine erste Kristallisationsbedingung zu finden, wurden sowohl die ,Crystal Screens |, 1l
und Cryo” von Hampton Research sowie ein faktorieller Satz von Prazipitanzlésungen ver-
wendet, der in der Abteilung zusammengestellt wurde. Ausreichend grofRe Kristalle konnten
von verschiedenen Bedingungen erhalten werden, jedoch beugten nur Kristalle von 1,6 M
KNaH,PQ,, 100 mM HEPES pH 7,5 oder 1,2 M KNaTartrat, 0,1 M TrisHCI pH 9,1, 0,02 %
NaN; die Rontgenstrahlen bis zu einer verwertbaren Auflosung. Kristalle aus der Phosphat-
bedingung zeigten jedoch eine schlecht definierte Elektronendichte fir den Kofaktor. Auch
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zusatzliches FAD bis zu einer Konzentration von 0,5 mM fiihrte zu keiner Verbesserung. Ho-
here FAD-Konzentrationen fuhrten zu sehr kleinen und verwachsenen Kristallen. Die hohe
Phosphat-Konzentration scheint das FAD aus seiner Bindungsstelle zu verdrangen. Die bes-
ten Kristalle wurden aus der Tartratbedingung erhalten, wenn 2 mM FAD der Proteinlésung
zugesetzt wurde. Aus beiden Bedingungen wurden kubische Kristalle erhalteB)(Tab.

4.2.4. AtHAL3-HI90ON mit PPC

Der Komplex von AtHAL3-H90N miPPC wurde analog dem Komplex von EpiD mitDSYTC
(siehe4.2.9 zu kristallisieren versucht. Dabei wurde bei ersten Versuchen die publizierte Be-
dingung: 0,1 mM TrisHCI pH 7,0, 2,5 M Ammoniumsulfat, Tropfenverhaltnis 2:1¢

) und das Protein ohne Substrat verwendet. Nachdem nur Bischel sehr kleiner
Nadeln gewachsen waren, wurde versucht, die Bedingung durch Variation der Konzentration
des Fallungsmittels und Proteins, Anderung des pH-Wertes und Verwendung von Additiven zu
optimieren. Bei einer Proteinkonzentration von 7,5 mg/ml und einer Ammoniumsulfatkonzen-
tration von 1,8 M wurden die Kristalle grof3er und es konnten auf einem Drehanodengenerator
Datenséatze bis ca. 4 A aufgenommen werden. Erste Versuche mit dem Substrat ergaben keine
Anderung in der Morphologie der Kristalle. Die nadelférmigen Kristalle kdnnen nach kurzem
Eintauchen in Frierpuffer (Prazipitanzlésung mit 25 % Glycerin) schockgefroren werden. Ein
Datensatz von einem solchen Kristall, welcher bis zu einer Auflésung von 2,5 A am DESY
aufgenommen werden konnte, zeigte jedoch ebenso wie die anderen Datensétze keine zusatz-
liche Elektronendichte in der Nahe des Kofaktors. Versuche, vor einer Messung das Substrat
in fester Form dem Tropfen mit den Kristallen zuzugeben, ergaben auch keine Verbesserung.

4.3. Strukturlésung
4.3.1. EpiD

Von der zweiten monoklinen Kristallform konnte ein nativer Datensatz (NATI2) an einem
Drehanodengenerator (Rigaku, Japan) mit einem ,Image Plate’-Detektor (Marresearch, Ham-
burg) bei 18 C mit einer Auflosung von 3,7 A und einem,R von 10,2 % aufgenommen
werden (Tab4). Dieser diente als Referenz fur die Suche von Derivaten.

Versuche, Selenomethionin in EpiD zu inkorporieren, schlugen fehl. Dies liegt wahr-
scheinlich daran, dass zwei Methionine in der Nachbarschaft des FMN liegen und das im Ver-
gleich zum Schwefel groRere Selen den Kofaktor verdrangt. Ohne FMN scheint das Partikel
jedoch nicht stabil zu sein, da es auch nicht gelang, das Apoenzym zu generieren. Eine Erkla-
rung dafir sind die Kontakte, die durch das FMN zwischen den Untereinheiten des Partikels
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Tabelle 4: Statistik der Datensammlung des EpiD

Datensatze
NATI1 NATI2 AuCl; DSYTC
Datensammlung
Raumgruppe C2 C2 C2 12(1)3
Auflésung [A] 2.5 3.7 4.3 2.57
letzte Schale [A] 2.50-2.56 3.71-3.91 4.30-4.53 2.68-2.57
Anzahl der unab- 81936 28987 14935 56352
héngigen Reflexe
Multiplizitat 2.6 (2.4) 2.1(2.8) 2.9(2.1) 2.7 (2.1)
Vollstandigkeit [%]  87.1 (73.3) 92.4 (82.1) 75.0(57.5) 93.2(59.4)
Ryym [%0] 5.8(24.8) 10.2(27.3) 14.4(32.2) 6.8(34.9)
.mean” l/ol 10.2(2.8) 5.8(2.4) 2.9(2.1) 12.2 (2.0)
Phasierung
Riso [%6] 25.9
Anzahl Schweratom- 12
positionen
RCullis [%] 76
.phasing power* 1.43

Der native Datensatz NATI1 wurde zur Verfeinerung, NATI2 zur SIR-Phasierung und zum Bauen
des ersten Polyalanin-Models verwendet und DSYTC ist ein Datensatz des Komplexes.

Ryym = D [I(h)i— < I(h) > |/ > < I(h) >

Riso = >_ |[Fpu — Fpl|/>_Fp

Rcunis = (r-m.s ,lack of closure”)/(r.m.s isomorphe Differenz)

vermittelt werden (siehé.4.1und4.4.3.

Da die Lésung des Phasenproblems nicht durch die Inkorporation von Selenomethionin
und anschliessender MAD-Messung geldst werden konnte, mussten Schweratomderivate ge-
sucht werden. Dazu wurde hauptsachlich die zweite monokline Kristallform verwendet. Trotz
vieler Versuche mit Quecksilber-, Blei-, Platin- und anderen Schwermetallverbindungen konn-
te nur ein Derivat identifiziert und zum Phasieren benutzt werden. Dieses wurde erhalten,
indem die Kristalle Uber Nacht in Prazipitanzlésung mit 1 mM Ap@¥legt wurden. Der Da-
tensatz hatte eine Aufldsung von 4,3 A, einep,R/on 14,4 % und eine isomorphe Differenz
zum nativen Datensatz von 25,9 %4{JRsiehe Tab4). Zunachst konnten vier Schweratom-
positionen mit SHELXS § ) identifiziert werden. Weitere acht Positio-
nen wurden danach durch das Berechnen und Betrachten von Differenz-Fourier-Dichtekarten
gefunden. Mit dem Programm MLPHARE (CCP4, 1994) konnten danach erste Phasen in
einem Auflésungsbereich von 15,0-4,3 A mit einer mittleren ,figure of merit” (FOM) von
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0,3 berechnet werden. Mit den Positionen der Schweratome konnten auf3erdem die Symme-
trieoperatoren fur das Mitteln der Elektronendichte berechnet werden. Diese wurden mit dem
Programm IMP ) optimiert und die Dichte damit innerhalb einer mit
MAMA ( yerzeugten Maske mit dem Programm RAVE«

)/cyclisch zwdlffach gemittelt. Dies fuhrte zu einem Ricktransformations-R-
Faktor von 18,1 %, und die Qualitat der Elektronendichtekarte erlaubte danach den Einbau
eines Poly-Alanin-Modelles und des FMN-Kofaktors.

Von Kristallen der ersten monoklinen Kristallform konnte am Deutschen Elektronen Syn-
chrotron (DESY) in Hamburg ein Datensatz bis zu einer Auflésung von 2,5 A und einem
Rsym von 5,8 % gemessen werden. Eine Patterson-Suche mit dem Poly-Alanin-Modell ergab
eine Losung. Die mit dieser LOosung und dem nativen Datensatz NATI1 berechnete Elek-
tronendichtekarte erlaubte den Einbau der Seitenketten der Reste 1-147 und 158-174. Die
Aminosauren 148-157 sind in der Elektronendichte nicht sichtbar, d.h. sie sind sehr beweg-
lich. Mehrere Zyklen Verfeinerung mit den Programmen XPLGR( yund CNS
( ) und manuellem Anpassen des Modells an die Elektronendichtekarten,
sowie das Einfugen der definierten Wassermolekile mit den Programmen ARP/WARP (

) und CNS flhrten zu einem R-Faktor von 22,1 % und einem freien R-Faktor
von 25,5 % (Tab5). Fur die Verfeinerungen wurden Protokolle fir das simulierte ,,Anne-
aling”, fur die Optimierung der Position der Atome unter Beriicksichtigung der Huber-Engh-
Parameters )und fir die individuelle B-Faktor-Verfeinerung verwendet.

Bei allen Verfeinerungen wurde die nicht-kristallographische Symmetrie (NCS) bertcksich-
tigt.

4.3.2. Komplex

Ein erster Datensatz konnte auf einem Drehanodengenerator bis zu einer Auflésung von 5,5 A
von einem Kristall, der noch ohne Glycin erhalten wurde, gemessen werden. Mit Hilfe des
Matthews-Koeffizienten und der Selbstrotationsfunktion konnte man darauf schliel3en, dass
vier Untereinheiten in der asymmetrischen Einheit enthalten sind und das Partikel durch eine
dreizahlige kristallographische Rotationsachse aufgebaut wird. Daher wurden fur ein Such-
modell vier Untereinheiten des EpiD-Partikels so ausgewahlt, dass sie nicht Uber eine lokale
dreizahlige Achse aufeinander abgebildet werden kénnen. Mit Hilfe der Programme AMORE
und MOLREP wurden damit Patterson-Suchen durchgefihrt, die allerdings zu keiner Losung
fuhrten. Erst als die Kristalle durch die Zugabe von Glycin zum Kristallisationsansatz ver-
bessert werden konnten und ein Datensatz bis zu einer Auflésung von 4,2 A aufgenommen
werden konnte, wurde eine Lésung gefunden. Eine erste Elektronendichtekarte zeigte zusatz-
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Tabelle 5: Statistik der Verfeinerung des EpiD

EpiD EpiD-H67N-DSYTC

Auflésung [A] 2.5 2.57
Reflexe im Arbeitsset 77526 53471
Reflexe im Testset 4087 (5 %) 2881 (5 %)
Reryst (%) 22.1 20.9
Reree (%0) 25.5 22.6
Anzahl der Atome (nicht Wasserstoff)
Protein 15994 5608
Ldosungsmittel 416 136
Kofaktor 372 124
Peptid 160
durchschnittlicher B-Faktor (B 37.7 49.5
RMS AB (A?) 1.5 1.7
RMS Abweichung von Idealwerten

Bindungslangen (A) 0.008 0.008

Bindungswinkel () 1.29 1.29

liche Elektronendichte in der Furche, die vom Kofaktor eines Trimers tber die zweizahlige
Symmetrieachse zu einem Kofaktor des benachbarten Trimers verlauft. Aul3erdem war schon
erkennbar, dass die Reste 148-157 im Komplex fixiert und damit in der Elektronendichte de-
finiert sind. Am DESY konnte ein Datensatz bis zu einer Auflésung von 2,5 A und einem
Rsym vON 6,8 % gemessen werden (Tdh. Mit Hilfe der mit diesem Datensatz berechneten
Elektronendichtekarte konnten die funf Aminosauren des Peptides sowie die fehlenden Reste
des Enzyms dem Modell hinzugefiigt werden. Mehrere Zyklen Verfeinerung und manuelles
Anpassen des Modells an die neuen Elektronendichtekarten sowie der Einbau der definierten
Wassermolekdle flihrten zu einemq& von 20,9 % und einem R, von 22,6 % (Tab5).

Hierbei wurde jedoch die NCS bei den Atomen des Peptides und der Reste 148-157 nicht
beriicksichtigt. Dies war nétig, da sich die Positionen dieser Reste von Untereinheit zu Unter-
einheit bedingt durch unterschiedliche Kristallkontakte unterscheiden.

4.3.3. MrsD

Von einem Kiristall aus der Phosphatbedingung konnte ein erster Datensatz bis zu einer Auf-
lbsung von 3,7 A gemessen werden (Taj. Der Matthews-Koeffizient, und die Selbstrota-

tionsfunktion deuteten darauf hin, dass sich nur ein Molekdl in der asymmetrischen Einheit
befindet. Die Patterson-Suche mit einem Molekil des EpiD als Modell ergab jedoch keine
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Tabelle 6: Statistik der Datensammlung des MrsD

Datensatze
MrsD1 MrsD2

Datensammlung

Raumgruppe F432 F432
Auflésung [A] 3.50 2.54

letzte Schale [A] 3.50-3.69 2.54-2.68
Anzahl der unab- 3971 10384
héngigen Reflexe

Multiplizitat 6.3 (6.5) 6.7 (6.8)
Vollstandigkeit [%] 95.8 (96.4) 99.4 (99.5)
Ryym [%0] 13.1(35.2) 4.8(32.5)
.mean” l/ol 15.7 (5.0) 24.2(5.4)

Der Datensatz MrsD1 ist von einem Kristall aus der Phosphat- auf einem Drehanodengenerator,
MrsD2 von einem Kristall aus der Tartratbedingung an der BW6, DESY, Hamburg gemessen.

Roym = 2 [I(h)i— < I(h) > |/ < 1(h) >

Losung. Da die Raumgruppe F432 jedoch eine spezielle Position mit der gleichen Symme-
trie wie das Partikel des EpiD besitzt, wurde das Partikel an dieser Stelle positioniert und so
gedreht, dass die Symmetrieachsen des Partikels mit den kristallographischen Achsen tber-
einstimmten. Eine mit einem Poly-Alanin-Modell berechnete Elektronendichtekarte zeigte
die meisten Seitenketten und die Sequenz konnte auch mit Hilfe der Sequenziberlagerung mit
der Sequenz des EpiD lokalisiert werden. Die meisten Seitenketten konnten schon in diese
Dichtekarte eingepasst werden. Nach einer Runde Verfeinerung mit Protokollen zur Optimie-
rung der Atomposition und ,simulated annealing” und anschlieRendem manuellen Uberarbei-
ten des Modells wurde eine ,composite omit* Elektronendichtekarte (Sigh&] berechnet.
Allerdings zeigte auch diese Dichtekarte keine deutliche Elektronendichte im Bereich des
Adenosinteiles des Kofaktors und auch die Dichte fur den Isoalloxazinteil war nicht deutlich.
Diese Bereiche wurden besser sichtbar, als ein Datensatz eines Kristalls von der Tartratbedin-
gung mit zusatzlichem FAD am DESY bis zu einer Auflésung von 2,54 A gemessen werden
konnte. Weitere Runden Verfeinerung und anschlieRendes manuelles Einpassen des Modells
in die neu berechneten Elektronendichtekarten sowie der Einbau der definierten Wassermole-
kiule senkten den kristallographischen R-Faktor auf 23,0 % und den freien auf 26,0 %)(Tab.
Das Modell enthalt die Reste 3-155 und 168-185, die Reste 156-167 sind wie beim EpiD in
der Elektronendichtekarte nicht definiert.
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Tabelle 7: Statistik der Verfeinerung des MrsD

MrsD

Auflésung [A] 2.54
Reflexe im Arbeitsset 9815
Reflexe im Testset 529 (5 %)
Reryst (%) 23.0
Reree (%0) 26.0
Anzahl der Atome (nicht Wasserstoff)
Protein 1345
Losungsmittel 69
Kofaktor 53
durchschnittlicher B-Faktor (B 56.4
RMS AB (A?) 1.74
RMS Abweichung von Idealwerten

Bindungslangen (A) 0.008

Bindungswinkel () 1.14

4.4. Struktur von EpiD und MrsD

Da die Strukturen von EpiD und MrsD nahezu identisch sind, werden die beiden Protei-
ne im Folgenden gemeinsam beschrieben, wobei die genannten Eigenschaften in der Form
EpiD/MrsD angegeben werden. Ein wesentlicher Unterschied besteht im gebundenen Kofak-
tor, FMN bei EpiD und FAD bei MrsD. Eine Insertion von 2 Resten uekelix H4 kann

auch im Sequenzvergleich identifiziert werden, ebenso die sechs zusatzlichen Aminosauren
am N-Terminus und die funf am C-Terminus. Die Aminosduren 3-7 des MrsD formen eine
kleinea-Helix (HO) vor 3-Strang S1, die sich an der Proteinoberflache befindet, jedoch keinen
Kontakt zu benachbarten Molekulen hat, auch nicht zu symmetrieverwandten im Kristall.

4.4.1. Partikel

Beide Proteine bilden sowohl im Kristall als auch in Losung, wie durch Gelfiltrationsexperi-
mente bestatigti{ ), Homododekamere, deren zwolf Molektle ein Tetramer
von Trimeren formen. Die Mittelpunkte der Trimere liegen jeweils auf einer Spitze eines Te-
traeders, die Ebene der Trimere ist parallel zur gegentiber liegenden Seit@)ADaraus re-
sultiert eine 23-Punktsymmetrie des Partikels, welches einen Durchmesser von ca. 100 A hat
und einen Hohlraum von ca. 35 A im Durchmesser einschlieRt. Die Trimere bilden ein Pris-
ma mit einer Seitenlange von etwa 65 A und einer Hhe von 35 A (Alt)h. Innerhalb
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Abbildung 9: Dodekamer des EpiD
A) Stereoabbildung des Partikels entlang der dreizéhligen Symmetrieachse. Jedes Trimer
ist in einer eigenen Farbe dargestellt. Die Substratbindungsklammern sind in hellblau, die
Substratpeptide in gelb und die FMN-Kofaktoren als "ball and sticks"dargestellt. Die Spitzen
des Tetraeders entsprechen den Schwerpunkten der Trimere.
B) Stereoabbildung des Partikels entlang der zweizéhligen Symmetrieachse

59



4 ERGEBNISSE 4.4  Struktur von EpiD und MrsD

Abbildung 10: Trimer von MrsD
Stereoabbildung eines Trimers von MrsD entlang der dreizahligen Drehachse mit Blickrich-
tung aus dem Innern des Partikels. Der Kofaktor FAD ist als ,sticks" dargestellt.

des Dodekamers hat jede Untereinheit Kontakt zu zwei benachbarten Molekilen innerhalb
des Trimers und einem Molekil des benachbarten Trimers. Die Trimerkontaktflachen wer-
den von Resten der-Helices H5, H7 und des N-terminalen Endes von H8 gebildet. Letztere
haben Kontakt zum N-terminalen Ende verHelix H5, C-terminalen Ende von H6 und der
Verbindung der beiden Helices. Der N-Terminus von H4 tragt indirekt Gber den Kofaktor
FMN, der im Zentrum der Kontaktflache signifikant zu den Wechselwirkungen beitragt, und
direkt durch Seitenketten zu den Trimerkontakten bei. Die Dimerkontaktflachen werden von
der a-Helix H1, der 3,-Helices H2 und H3 und der verbindenden ,coil“*-Region gebildet.
Das C-terminale Ende von H2 kontaktiert H3 des benachbarten Molektils und umgekehrt, wie
es die zweifache Symmetrie bedingt. Diese Kontaktflache enthalt aul3erdem funf Wassermo-
lekile. Durch die Oligomerbildung sind 28,3 % der Oberflache eines Monomers verdeckt.
Die Kontaktflachen innerhalb der Trimere sind mit 1864 (42,4 %) deutlich groRer als die
zwischen den Trimeren mit 475 25,9 %). Erstere setzen sich aus 68 % hydrophilen und

32 % hydrophoben Wechselwirkungen zusammen, letztere aus 69 % und 31 %. Die Wechsel-
wirkungen sind in Abb.11 detailiert dargestellt. Zu den Wechselwirkungen innerhalb eines
Trimers tragen hauptsachlich dieHelices H6 und H7, sowie der diese verbindende ,loop®
bei, die sich zwischen de-Strangen S4 und S5 befinden. Zusatzliche Kontakte werden von
dena-Helices H7 und H8 am oberen Rand des Trimers gebildet. Das benachbarte Protomer
ist auRerdem an der Bindung des Dimethylbenzylringes und der Phosphoribosylgruppe des
FMN beteiligt. Die Kontaktflache zwischen den Trimeren ist symmetrisch zur zweifachen
Rotationsachse und beinhaltet neben einigen hydrophilen Aminosauren finf Wassermolekiile.
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Abbildung 11: Kontaktflachen zwischen den Protomeren

Die an den Wechselwirkungen beteiligten Aminoséaure sind als ,sticks" und Wassermolekile
als rote Kugeln dargestellt. Die Kohlenstoffatome der FMN-Molekiile sind mit den gleichen
Farben dargestellt, wie das Protomer, dem es zugeordnet werden kann.

A) Wechselwirkungen zwischen zwei Protomeren eines Trimers. Das Gly93, welches bei
einer natirlichen Mutante gegen Asp ausgetauscht ist, ist gelb markiert.

B) Wechselwirkungen zwischen zwei Trimeren.
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Sie bildet einen grossen Teil der Substratbindungsstelle, welche vom Kofaktor in Richtung auf
die zweifache Rotationsachse verlauft (ABB). Der Abstand zwischen den Stickstoffatomen
N5 der beiden FMN-Molekile betragt 29 A.

4.4.2. Monomere

Die Monomore bestehen aus einer einzelnen Doméne mit einer Rossmann-artigen Faltung
( ), die aus drei Schichten besteht (Abh2B). Die beiden auf3eren
werden vorm-Helices, die mittlere von einem sechsstrangigen paralleiEaltblatt gebildet.

Die Ebene des Faltblattes ist parallel, dieStrange jedoch laufen im rechten Winkel zur
dreizahligen Achse der Trimere (Abt0). Die Anordnung der Faltblattstrange in einer 3-2-1-
4-5-6 Topologie fuhrt zu einer 2-fachen topologischen Symmetrie. Diese wird auch durch die
auf S1, S2, S4 und S5 folgenden Helices eingehalten, die ersten beiden zeigen nach vorne, die
anderen zwei nach hinten (Abb2 A).

4.4.3. Charakteristische Sequenzmotive und Kofaktor-Bindung

Die Kofaktoren FMN und FAD sind in der Trimerkontaktflache verborgen (AbbA) und
von drei Untereinheiten umgeben, kbnnen jedoch aufgrund der Mehrheit der Wechselwirkun-
gen vor allem mit den Aminosauren des PASANT-Motives klar einem Molekil zugeordnet
werden. Der Isoalloxazinring ist am C-terminalen Ende, zwischen den beiden Halften des
(-Faltblattes lokalisiert und steht senkrecht auf dessen Ebene. Die ,loop”-Regionen, die
die 5-Strange undx-Helices S1/H1, S2/H2, S4/H5 und S5/H7 verbinden, tragen zur Bin-
dung des Kofaktors bei (Abll2). Zwei dieser Regionen werden von den Aminosauren der
zwei fur die Familie der HFCD-Proteine charakteristischen Sequenzmotive gebildete

). Die Region S4/H5 enthalt das am starksten konservierte Motif PAS/TANT/I
(Reste 81-86/89-94), das den Pyrimidinteil des Isoalloxazinringes durch eine Wasserstoff-
brucke zwischen Peptid-Stickstoff von Ala84/92 und Sauerstoff O3 des Kofaktors stutzt. Die
Reste Ser83/Thr91, Asn85/93 und Thr86 von EpiD binden mit ihren hydrophilen Seiten-
ketten die Phosphatgruppe. MrsD besitzt anstelle von Thr86 ein Isoleucin, welches keine
Wechselwirkung mit der Phosphatgruppe eingehen kann. Pro81/89 und Ala82/90 haben kei-
nen direkten Kontakt zum Kofaktor, aber Pro81/89 nimmt eine unubliche cis-Konformation
ein, die in einem scharfen Knick nach S4 resultiert. Diese Geometrie scheint fur die Bin-
dung notig zu sein, da die EpiD-Mutante Pro81Ala kein FMN mehr binden kel

). Das Sequenzmotiv PNMNirMW (114-121) bzw. PnMNdIMW (122-129) bil-
det die Verbindung zwischen S5 und H7 und hat nur wenige Kontakte zum Pyrimidinteil
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Abbildung 12: Monomere von EpiD und MrsD

A) Stereoabbildung eines Protomers des Komplexes von EpiD mit DSYTC. Der Kofaktor
ist als ,balls and sticks" dargestellg- Strange sind gelhy-Helices rot, 3y-Helices hellrot

und ,coil“-Regionen orange gefarbt. Das Substrat (griin) wird von der Substratbindeklammer
(hellblau) eingeschlossen.

B) Stereoabbildung einer Uberlagerung von Monomeren von EpiD und MrsD. MrsD ist blau
und EpiD rot gefarbt. Die Kofaktoren FMN (pink) und FAD (cyan) sind als ,sticks* darge-
stellt. Der jeweils letzte Rest vor und erste nach dem undefinierten Bereich ist nummeriert.
Die zusatzliche Helix von MrsD am N-Terminus ist mit HO gekennzeichnet. Deutlich zu se-
hen sind auch die drei Schichten der Rossmann-artigen Tertiarstrukitiglices oben und
unten sowie das zentrateFaltblatt in der Mitte.
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des Kofaktors. Nur Asn115/123 bildet mit seinem Peptidcarbonylsauerstoff eine Wasserstoff-
briicke zu FMN/FAD-N3 (2,5/2,9 A) und seiner Amidgruppe eine polare Wechselwirkung
zu FMN/FAD-04 (3,5/3,2 A). Met120/128 befindet sich oberhalb des Pyrimidinsystems mit
einem Abstand von 4,2/3,7 A von C2 und ist Teil eines hydrophoben ,Clusters®, der au-
Berdem aus den Resten Prol14/122, Met116/124 und Trp121/129 besteht. Letzteres stitzt
Prol143/151, am Anfang der Substratbindungsklammer, an der Au3enseite des Molekiils. Das
konservierte Asn117/125 ist an der Substratbindung beteiligt (ABbnd 14).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Bindung von FMN und FAD
Die Aminosauren der charakteristischen Sequenzmotive sind fett dargestellt. Reste des Protomers, zu dem
der Cofaktor gerechnet wird, sind mit a, die des benachbarten Protomers mit b und die des Protomers vom
benachbarten Trimer mit c gekennzeichnet. A) FMN und die Aminosauren des EpiD, die Wechselwirkun-
gen mit dem Cofaktor eingehen. Die Reste Phe43a, Leu64b und Leu51c haben van-der-Waals-Kontakte
zum Dimethylbenzolring des FMN. Weitere hydrophobe Wechselwirkungen bestehen zwischen dem Py-
rimidinring und Ser12a, lle13a und Ser83a, sowie der Ribitylkette und Asn85a und Thr101b.
B) FAD und die Aminosauren des MrsD. Hydrophobe Kontakte bestehen zwischen dem Dimethylbenzol-
ring und den Resten Leu49a und Tyr57c, sowie zwischen dem Pyrimidinring und den Resten Serl8a und
lle19a, der Ribitylgruppe und Asn93a und Thr109b, sowie der Adenosylgruppe und Lys44a.

Da die Adenosylgruppe des FAD an die dreizdhlige kristallographische Drehachse heran-
ragt (Abb. 10), ergaben sich zwei Mdglichkeiten, diese in die Elektronendichte einzupassen.
Bei der gestreckteren und energetisch bevorzugten Konformation war jedoch die Elektronen-
dichte um die Base nach einer erneuten Phasierung schlechter als bei der zweiten. Bei der
zweiten Mdoglichkeit steht das C5 der Ribosyleinheit nahezu axial zum Ring. In dieser Kon-
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formation passen jedoch auch die beiden Hydroxylgruppen der Ribose besser in die Elektro-
nendichte (Abb.14B). Dieser Teil des Kofaktors wird vom N-Terminus von H2 (Lys44 und
Thr45), den ,loop“-Regionen nach S3 (Glu65 und His66) und zwischen H5 und H6 (Alal103)
sowie H6 (Thr109) gebunden.

Abbildung 14: Kofaktorbindung bei EpiD und MrsD

Die Kohlenstoffe der Aminosauren des Protomers, dem der jeweilige Kofaktor zugeordnet
wurde, sind orange, diejenigen des benachbarten Protomers gelbgriin und des benachbarten
Trimers griin geféarbt. Die Reste der charakteristischen Sequenzmotive sind mit gelber Schrift
gekennzeichnet. A) Stereoabbildung der FMN-Bindestelle des EpiD.

B) Stereoabbildung der FAD-Bindestelle des MrsD. Das hochkonservierte Histidin ist mit ro-
ter Schrift gekennzeichnet. Das Thr109b wurde wegen der besseren Ubersichtlichkeit nicht
gekennzeichnet. Die dargestellte Elektronendichtekarte ist eine ,simulated annealing omit
map”, d.h. bei der Berechnung wurden die Atome des FAD und diejenigen mit einem Ab-
stand von weniger als 5 A zum FAD nicht beriicksichtigt. AuRerdem wurde vorher ein ,si-
mulated annealing” (sieh24.10.3 mit einer Starttemperatur von 1000K und einer Abkiih-
lungsrate von 25K/Zyklus durchgefihrt. Die Elektronendichte ist bdidntouriert.
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Innerhalb des Trimers tragen beim EpiD die Reste 64-67, die sich van-thalix H4
befinden und die katalytisch aktive Aminosaure His67 enthalten, zur Kofaktorbindung bei.
Beim MrsD hat nur die katalytische Base His75 am Anfang der Helix H4 Kontakt zum FAD,
das Aquivalent zu EpiD-Leu64 geht jedoch keine Wechselwirkung mit dem Kofaktor ein.
Die Phosphoribosyl-Gruppe wird hauptsachlich von Aminosauren einer Untereinheit in einer
hydrophilen Vertiefung, die sich ins Innere des Partikels 6ffnet, verankert. Das benachbarte
Trimer hat nur mit dem €1 von Leu51 bzw. mit Tyr57 Kontakt zur C7-Methylgruppe des
Kofaktors.

Das oxidierte Isoalloxazinsystem ist planar und idi&eite ist dem Substrat zugewandt.

Die Einheit N1-C2=02 des Pyrimidinteils bildet mit O2 eine Wasserstoffbriicke zum Amid-
stickstoff von Ala84/92(2,8/2,7 A). Es befinden sich jedoch keine positiv geladenen Amino-
sauren oder Wasserstoffbriickendonoren in der Nahe von N1, die eine im Verlauf der Reaktion
auftretende negative Ladung stabilisieren kénntenvonm His67/75 (4,6/4,2 A) und O3 der
Ribosylgruppe (4,1/4,3 A) sind zu weit entfernt, jedoch bildet ein Wassermolekiil, das an
gleicher Position auch in AtHal3 gefunden wurdely ), Wasserstoffbricken

zu N1 (3,2/3,3 A), 02 (3,0/2,9 A) des Isoalloxazinringes und O3 (2,8/3,1 A) der Ribosyl-
gruppe. Beim EpiD bildet der Peptid-Stickstoff von 1le13, der in der Ebene durch N5 und
N10 liegt, eine Wasserstoffbriicke zu N5 (substratfrei 3,4 A, im Komplex 3,2 A) und schlief3t
mit ersteren Atomen einen Winkel von I26in. Sowohl die Distanz als auch der Winkel
liegen in den bei anderen Flavoproteinen gefundenen Bereichen von 2,8-3,3 A bzw. 216-170
( )0 Beim MrsD ist die Distanz von 3,9 A zwischen dem Peptid-
Stickstoff von Ile19 und N5 zu grof3 fir eine Wasserstoffbricke, der Winkel wiirde nfit 146
im Ublichen Bereich liegen. Ohne Substrat findet man jedoch ein Wassermolekul, welches
Wasserstoffbriicken zu den beiden Atomen bildet. N3 bildet eine Wasserstoffbrickenbindung
zur Carbonyl-Gruppe von Asn115/123 (2,8/2,9 A} dler katalytisch aktiven Aminoséure
His67/75 ist auf dere-Seite, 3,5/3,3 A oberhalb des Isoalloxazinringes, in einer Entfernung
von 4,5/4,3 A von N5 und mit einem Winkel von 889 zwischen N5, N10 und Nlokali-

siert.

4.5. Substratkomplex

Ein Substratkomplex konnte leider bisher nur von der EpiD-Mutante H67N mit dem Penta-
peptid DSYTC kristallisiert werden. Entsprechende Versuche mit MrsD-H75N und AtHAL3-
H90N mitPPC schlugen fehl, letzteres wahrscheinlich aufgrund der geringen Ldslichkeit von
PPC in der Proteinldsung und im Kristallisationstropfen. Ebenso schlugen Versuche mit na-
tivem EpiD und den Pentapeptiden DSYTC, DSYTS und DSYTA fehl. DSYTC wird wahr-
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4 ERGEBNISSE 4.5 Substratkomplex

scheinlich umgesetzt, das Produkt hat eine niedrigere Affinitat und diffundiert wieder weg.

4.5.1. Substraterkennungsklammer und Substratspezifitat

Um die Substratbindung von EpiD zu untersuchen, wurde die inaktive Mutante EpiD-H67N
mit dem Pentapeptid DSYTC kokristallisiert. Dieses Peptid wurde ausgewahlt, da es eine ho-
here Loslichkeit gegenliber dem natirlichen C-Terminus von EpiA, NSYCC oder SYCC, wel-
ches das kirzeste Substrat von EpiD ist, besitzt. Das vorletzte Cystein wurde durch Threonine
ersetzt, um intramolekulare Disulfidbriicken zu vermeiden. Diese Anderungen haben keine
Auswirkung auf die Substraterkennurig.( ). Die Mutante, bei der die reakti-

ve Base His67 gegen Asn ausgetauscht wurde, verhindert eine Umsetzung des Substrates, da
dieser Austausch zu einem totalen Verlust der enzymatischen Aktivitat fihrt. Das Pentapeptid
wird analog zu EpiA nummeriert, d.h. P-Asp18 bis P-Cys22.

Das Pentapeptid ist in einem Kanal gebunden, der die zweifache Symmetrieachse des Par-
tikels mit dem Kofaktor verbindet und nimmt eine gestreckte Konformation ein (siehe Abb.
9B). Die Elektronendichte ist gut definiert (Abb5). Es wird dort von einer Substratbindungs-
klammer (SBK) eingeschlossen (Abh6), die von den Resten Pro143 bis Met162 gebildet
wird und aus zwei stark verdrehten antiparalleteBtrangen (S7 und S8, Abli.2) besteht.

Diese Verdrehung fuhrt zu einer rechtsgedrehten doppelhelikalen Tertiarstruktur mit einem
nahezu 90Knick bei den Resten Lys147 und Asn158. Die Aminosauren Serl52, Ser153 und
G154 bilden die Haarnadelschleife zwischen den beigi&trangen, die zusammen mit dem
Substratpeptid ein dreistrangigéd-altblatt formen, wobei das Peptid parallel zu S7 verlauft.
Die anderen Seiten des Substrates sind dem N-Terminua-éelix H1 und dem ,Loop”
zwischen S5 und H7 (PXMNXXMW-Motiv) zugewandt. Die erste Aminosaure der Klam-
mer, Prol43, ist durch eine hydrophobe Wechselwirkung zu Trp121 fixiert, wohingegen die
letzte, Met162, Kontakt zu Pro81 des PASANT-Motives hat. Die Klammer ist ferner durch
die C-terminalex-Helix H9 an der Proteinoberflache verankert. Die leicht unterschiedlichen
Konformationen, die die Klammer und das Peptid in den vier kristallographisch unabhangi-
gen Untereinheiten einnimmt, zeigt die Anpassungsfahigkeit der Klammer an das Substrat mit
einer ungewohnlich breiten Spezifitat. Diese leicht verschiedenen Geometrien kommen durch
unterschiedlich starke Kristallkontakte der vier Untereinheiten zustande. Trotzdem nehmen
die Substrat-Cysteine und die sowohl in der apo- wie auch Komplexstruktur geordneten Reste
praktisch identische Positionen ein.

Des weiteren tragen Aminosauren von zwei weiteren Untereinheiten zur Substratbindung
bei. Eine davon ist 1le68 von der benachbarten Untereinheit des gleichen Trimers. Es fixiert
das Substrat-Cystein P-Cys22 in seiner Position relativ zum FMN mittels hydrophober Wech-
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4 ERGEBNISSE 4.5 Substratkomplex

Abbildung 15: Substratbindung des EpiD

A) Stereoabbildung der Elektronendichten des Substratpeptides und der Substraterkennungs-
klammer. Die2F, — F.-Elektronendichtekarten sind b&r konturiert. Die Dichte um das

Peptid ist in grin, diejenige um die SBK in blau dargestellt.

B) Detaillierte Stereoabbildung der Substratbindestelle. Die Reste der Untereinheit des dar-
gestellten Kofaktors (Kohlenstoffatome hellblau) sind mit orangenen Kohlenstoffatomen dar-
gestellt, die Reste der benachbarten Untereinheit in gelbgriin und des benachbarten Trimers
in griin. Die Position von His67 (gelbe Kohlenstoffe) wurde durch Uberlagerung des FMN
der substratfreien Strukur mit dem Komplex erhalten. Der Verlauf der Substraterkennungs-
klammer ist in der ,coil“-Darstellung hervorgehoben.
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4 ERGEBNISSE 4.5 Substratkomplex

Abbildung 16: Oberflachendarstellung der Substratbindungsklammer

A) Stereoabbildung der Oberflache der Substratbindeklammer. Das Substrat, in A) ist nur das
C-terminale Cystein sichtbar, ist mit orangenen Kohlenstoffatomen als ,Sticks" dargestellt.
Das Sy-Atom zeigt vom Betrachter weg, wobei dessen gelbe Farbe nur schlecht zu sehen ist.
Vom Kofaktor FMN ist nur das C6-Atom des Dimethylbenzylringes zu sehen (griin darge-
stellt). Deutlich ist auch die Offnung zu sehen, durch die das entstehepdke@®@eichen

kann.

B) Stereoabbildung mit der gleichen Orientierung wie A), wobei bei der Berechnung der
Oberflache die Aminosduren Lys147-Asn158 der Substratbindeklammer nicht beriicksichtigt
wurden. Diese sind mit grauen Kohlenstoffatomen in der ,stick“-Darstellung hervorgehoben.
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4 ERGEBNISSE 4.5 Substratkomplex

selwirkungen zur Methylengruppe. Reste des benachbarten Trimers tragen ausschlief3lich zur
Bindungstasche flr die Seitenkette des P-Tyr20 bei, die sich aus zwei Teilen zusammensetzt.
Der erste Teil setzt sich aus unbeweglichen Resten an der Proteinoberflache zusammen, z. B.
llel3-Asnl7 und Asnl115 der gleichen Untereinheit, sowie Asn19, His20, Val23 und Phe52
vom benachbarten Trimer. Den zweiten Teil bilden die Aminosauren Phel149 und lle151 der
SBK (Abb. 17). Die Bindung des grof3en aromatischen Restes enthélt also einen ,induced
fit’-Mechanismus.

Abbildung 17: Bindungstasche des Substrat-Tyrosins
Stereodarstellung der Oberflache der Bindungstasche fur das Tyrosin des Substratpeptides.
Die Oberflache in der Netzdarstellung ist nach den Wasserstoffbriickenbindungseigenschaf-
ten der beitragenden Reste gefarbt: blau Wasserstoffbriickendonoren, rot Wasserstoffakzep-
toren

4.5.2. Aufbau des reaktiven Zentrums

Das C-terminale P-Cys22 wird durch polare und unpolare Wechselwirkungen in der Nahe
derre-Seite des Isoalloxazinringes festgehalten (A#). Die Carboxylatgruppe wird durch
Wasserstoffbricken zu Ser152 der SBK und Asn117 des PXMNXXMW-Motifs, welches auch
die Peptidbindung von P-Cys22 fixiert, gebunden. Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
lle151 und @, sowie zwischen lle68 und/Cund Van-der-Waals Kontakte zwischen &nd

dem Isoalloxazinring tragen dazu bei, eine prazise Bindungsgeometrie zu definieren. Die
Atome der Carboxylatgruppe sind die einzigen von P-Cys22, die teilweise Kontakt zum L06-
sungsmittel haben, so dass das freiwerdende Kohlendioxid ungehindert das reaktive Zentrum
verlassen kann. Die Abstdnde zwischen Substratatomen und denen des Kofaktors betragen
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4 ERGEBNISSE 4.5 Substratkomplex

Abbildung 18: Detailansicht des aktiven Zentrums

Die reaktive Base His67 wurde nach Uberlagerung der Kofaktoren der Kristallstrukturen mit
und ohne Substrat in das Modell des Substratkomplexes Ubertragen und die Wasserstoffato-
me in der bevorzugten Konformation eingefiigt. Das Isoleucin 68, welches zwischen His67
und P-Cys22 lokalisiert ist, wurde entfernt, da es die Sicht auf P-Cys22 verdecken wirde
(vgl. Abb. 15 B). Die C3-Wasserstoffe befinden sich in einer hydrophilen Umgebung, das
Ca- Wasserstoffatom jedoch wird durch eine hydrophobe Wechselwirkung mit lle151 abge-
schirmt. Die cis-Konfiguration des Enthiol-Produktes deuten auf eine Bewegung des Schwe-
felatoms & in Richtung N5 hin. Die Carboxylatgruppe wird durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen zu Asn117 und Ser152 fixiert.

71



4 ERGEBNISSE 4.5 Substratkomplex

3,7 A zwischen $ und N5, bzw. 3,4 A zwischen N5 und dem Thiol-Wasserstoffatom, das
in der bevorzugten Konformation eingefiigt wurde. Die Atomeud C3 sind 5,0 A und
5,9 A von N5 entfernt.

4.5.3. Theoretisches Modell eines Komplexes von MrsD mit dem Pentapeptid
AECIC

Nach einer Uberlagerung von MrsD mit einem Protomer des Substratkomplexes von EpiD
wurden die Koordinaten des Pentapeptides DSYTC und der SBK Gibernommen und anschlie-
Rend die Aminosauren entsprechend der Primarsequenz von MrsD und des C-terminalen En-
des von MrsA ausgetauscht. Unter Verwendung der Eingabedatei ,model_anneal.inp” des
CNS-Programmpaketes wurden danach die Koordinaten ohne experimentelle Daten energie-
minimiert. Als Starttemperatur fir das ,,Annealing” wurden 500K gewahlt und die Minimie-
rung dreimal mit verschiedenen Startwerten des Zufallgenerators durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse unterscheiden sich nur geringfiigig voneinander. Eine Uberpriifung der Geometrien der
Ergebnisse mit dem Programm PROCHECK ergab keine auffalligen Abweichungen von den
Standardwerten. Dieses Modell kann nur als qualitative Abschatzung der Verhéaltnisse in ei-
nem Komplex von MrsD mit einem Pentapeptid AECIC betrachtet werden. Daher werden
nun auch nur die signifikanten Anderungen, vor allem die unterschiedlichen Aminosauren,
und keine Abstande diskutiert. Die auffalligste Anderung ist der Austausch von Ser148 durch
Alal55 (Abb. 25). Ersteres bildet beim EpiD eine Wasserstoffbriickenbindung zu P-Thr21
(Abb. 16B und17) und somit wahrscheinlich auch zum nativen P-Cys21. Das Alanin ist et-
was kleiner und hydrophober als Serin und erlaubt so das groRere und hydrophobe Isoleucin
an dieser Stelle im Substratpeptid. Das Cystein, das in MrsA die Stelle von P-Tyr20 einnimmt,
wird ebenso wie dieses in einer hydrophoben Tasche gebunden, die von den Resten Leu29 und
F48 gebildet wird. Leu29 ersetzt Val23 von EpiD und kénnte durch seine langere Seitenket-
te die Bindung eines gréReren Aromaten an dieser Stelle verhindern. Zusétzlich kann Ser25
nach einer einfachen Drehung seiner Seitenkette eine Wasserstoffbriicke zum Cystein bilden.
Weitere Unterschiede betreffen die Bindung der Carboxylatgruppe des C-terminalen Cysteins.
Da Serl52 durch Alal60 ersetzt ist, fallt eine Wasserstoffbriickenbindung weg. Es kommen
jedoch Wechselwirkungen mit Arg80 hinzu, das sich in Helix H4 des benachbarten Protomers
befindet. Die Wechselwirkungen mit Asn125, das EpiD-Asn117 entspricht, sollten nach einer
Drehung der Seitenkette in ahnlicher Weise wie beim EpiD mdoglich sein.

72



4 ERGEBNISSE 4.5 Substratkomplex

Abbildung 19: Theoretischer Substratkomplex von MrsD
Stereoabbildung eines Modelles des Komplexes von MrsD mit dem Pentapeptid AECIC. Das
Peptid, FAD und die Aminoséauren, die wahrscheinlich an der Substratbindung beteiligt sind,
sind als ,sticks” dargestellt. Die Farben der Kohlenstoffatome sind cyan beim FAD, grau
beim Peptid, orange bei Aminoséauren des FAD bindenden Protomers und griin bei Resten
des benachbarten Trimers. Der Verlauf der SBK ist als ,coil” dargestell.
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5 DISKUSSION

5. Diskussion

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine EpiD und MrsD sind strukturell nahezu identisch.
Dies wurde schon aufgrund der hohen Sequenzhomologie erwartet. Zu AtHAL3 gibt es nur
zwei signifikante Unterschiede. Erstens ist AtHAL3 ein Trimer( ) und

kein Dodekamer, wie es auch von der sehr kleinen Dimerkontaktfldchd)(widergespiegelt

wird, und zweitens zeigt schon der Sequenzvergleich eine Insertion im ,Loop* varketix

H4. Im Folgenden werden die Gemeinsamkeiten und Unterschiede innerhalb der Familie der
HFCD und mit anderen Flavoproteinen detailliert geschildert.

5.1. Vergleich mit anderen Flavoproteinen

Von allen bekannten Flavoproteinen mit einer Rossmann-artigen Tertiarstruktur wurden fur
die folgenden Vergleiche jeweils ein Vertreter aus der Proteindatenbank (,protein data bank®,
PDB) ausgewahlt ).

Flavodoxine  Die Mitglieder der HFCD-Familie sind strukturell mit den flavodoxin&hnli-
chen Proteinen verwandt, obwohl sie keinerlei Sequenzverwandtschaft zeigen. Diese besitzen
ebenso eine Rossmann-artige Tertiarstruktur, wobei das zeptfeddtblatt nur aus flnf;-
Strangen mit der Topologie 2-1-3-4-5 gebildet wird. Die Flavodoxine sind jedoch alle Mono-
mere im Gegensatz zu den homooligomeren HFCD-Proteinen. Die Aminosauren der HFCD-
Proteine, die sich am besten mit denen der Flavodoxine Uberlagern lassen, sind folglich auch
nicht an der Oligomerisierung beteiligt. Obwohl die Position der Flavinbindungsstelle iden-
tisch ist, unterscheidet sich die Orientierung des Kofaktors deutlich. Bei Flavodoxinen ist die
si-Seite, bei den HFCD-Proteinen die-Seite dem Substrat zugewandt. Der deutlichste Un-
terschied besteht in der Position der Phosphoribityl-Kette, die auf gegensatzlichen Seiten des
zentralens-Faltblattes liegt (Fig20A).

Pyruvat-Oxidase Alle Proteine der HFCD-Familie, deren Strukturen bisher bekannt sind,
benutzen die Polaritat einer kleinenHelix, um die Phosphatgruppe des FMN-Teils der Ko-
faktoren zu binden. Auch bei der Pyruvat-Oxidase findet man diese kleine Helix, das FAD
ist jedoch in der entgegengesetzten Richtung gebunden. Der Adeninteil ist an der Position
des Flavins bei den HFC-Decarboxylasen und der Flavinteil an der Position des Adenin bei
MrsD gebunden. Die Phosphatgruppe des FMN-Teils kommt jedoch an der gleichen Posi-
tion zu liegen (Abb.20B). Das-Faltblatt der Pyruvat-Oxidase kann sehr gut mit dem des
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Abbildung 20: Vergleich mit E. coli-Flavodoxin und Pyruvat-Oxidase

A) Stereoabbildung einer Uberlagerung von EpiD mit FlavodoxinBusoli (

). EpiD ist blau, Flavodoxin rot und die zugehérigen Kofaktoren entsprechend
mit cyan und pink geféarbten Kohlenstoffatomen dargestellit.
B) Stereoabbildung einer Uberlagerung von MrsD mit der FAD bindenden Doméne von
Pyruvat-Oxidasel\ ). MrsD ist blau, die Pyruvat-Oxidase rot dargestellt.
Die Kohlenstoffatome des FAD von MrsD sind cyan und der Pyruvat-Oxidase pink gefarbt.
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5 DISKUSSION 5.1 Vergleich mit anderen Flavoproteinen

MrsD Uberlagert werden, bei den Helices gibt es aber gréRere Unterschiede. Vor allem die
aquivalenten Helices zu H5, H6, H7 und H8 fehlen.

Quinon-Reduktase  Auch die menschliche Quinon-Reduktase benutzt eine Rossmann-
artige Tertiarstruktur, um FAD zu binden. Wie bei den Flavodoxinen fehlt jedoch das struktu-
relle Aquivalent zu S3 und somit auch zu den Helices H2 und H3, so dass sich eine 2-1-3-4-5-
Topologie ergibt. Das zentrale Faltblatt ist auch in die entgegengesetzte Richtung gebogen, so
dass sich S5 und S6 nicht mehr mit inren Aquivalenten tiberlagern. Der Kofaktor ist wie bei
den Flavodoxinen auf unterschiedlichen Seiten/gi€altblattes gebunden (AbB1).

Abbildung 21: Uberlagerung von MrsD mit Quinon-Reduktase

Stereoabbildung einer Uberlagerung von MrsD mit der der menschlichen Quinon-Reduktase
( ). MrsD ist blau, die Quinon-Reduktase rot dargestellt. Die Kohlenstoffato-
men des FAD von MrsD sind cyan und der Quinon-Reduktase pink gefarbt.

Ferredoxin:NADP *-Reduktase Beider Ferredoxin:NADP-Reduktase (FNR) zeigt die
NADP-bindende Doméne eine ahnliche Tertiarstruktur. Das zent-&laltblatt hat jedoch

eine 3-2-1-4-5-Topologie, d. h. das strukturelle Aquivalent zu S6 fehlt. Der Adenosylteil der
Dinukleotide ist auf der gleichen Seite des Faltblattes gebunden, zeigt jedoch jeweils in eine
andere Richtung. Bei der FNR ist dieser Teil dichter am Faltblatt gebunden und somit die
Phosphatgruppe des Adenosylteils in der Ebene des Faltblattes, wahrend bei MrsD die Ribo-
sylgruppe des FMN-Teils an dieser Position liegt (AbB).

Diese Vergleiche zeigen, dass die Wechselwirkungen der Rossmann-artigen Tertiarstruktur
mit den Kofaktoren in der HFCD-Familie mit keinem bisher bekannten Protein identisch sind.
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5 DISKUSSION 5.2 Bindung des Kofaktors

Abbildung 22: Uberlagerung von MrsD mit Ferredoxin:NADP * Reduktase

Stereoabbildung einer Uberlagerung von MrsD mit der NADP- bindenden Doméne von Fer-
redoxin:NADP+ Reduktasée( ). MrsD ist blau, die Ferredoxin:NADP+ Re-
duktase rot, FAD mit cyan und NADPH mit pink gefarbten Kohlenstoffatomen dargestellt.

Trotz der teilweisen Ubereinstimmungen kann man auch aufgrund der fehlenden Sequenzmo-
tive die HFCD-Proteine in keine der von O. Vallon (2000) vorgestellten Familien einordnen.

Dieser neuartige Bindungsmodus der Flavinkofaktoren durch eine Rossmann-artige Terti-
arstruktur ist reprasentativ fur diese Proteinfamilie, da er mit den charakteristischen Sequenz-
motiven (PASANT und PXMNXXMW) verbunden ist.

Flavocytochrom b (L-Lactat-Dehydrogenase) gehoért strukturell gesehen zu der Familie
der Glycolat-Oxidasen (siele4 Seite13). Die Geometrie des aktiven Zentrums ist jedoch
sehr ahnlich zu der von EpiD. Allerdings hat in diesem Fall das aktive Histidin Kontakt zu
einem Proton an & und abstrahiert dieses als ersten Reaktionsschfiit ((

) )2

5.2. Bindung des Kofaktors

Verschiedene Flavoproteine, die eine Dehydrierung katalysieren, haben einige gemeinsame
EigenschaftenK )0 In den meisten Fallen ist das oxidierte Isoalloxa-
zinsystem wie auch bei den HFCD planar, aber sowohlrelials auchsi-Seite kann dem
Substrat zugewandt sein. Im Gegensatz zu vielen Flavoproteinen hat die Einheit N1-C2=02
des Pyrimidinteils keinen Kontakt mit einem positiv geladenen Rest oder dem N-Terminus
einer a-Helix, die eine im Verlauf der Reaktion auftretende negative Ladung stabilisieren
kénnten, jedoch bildet ein Wassermolekdl in allen drei bekannten Strukturen der HFCD eine
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Wasserstoffbriicke zu N1.

Auch einen Wasserstoffbriickendonor in der Nahe von N5, dem direkt an der Reakti-
on beteiligten Atom, findet man in allen drei Proteinen. Dieser moduliert das Reduktions-
Oxidations-Potential des Flavin-Kofaktors. Die Abstande und Winkel liegen in den von Fraai-
je und Mattevi genannten Bereichefi4.3. Bei AtHALS ist der Abstand des Peptidstick-
stoffes von Val30 mit 3,7 A etwas groRer als bei EpiD (3,2 A), der Winkel vorf 126
den Atomen N5 und N10 ist jedoch identisch. Die Distanz liegt etwas auf3erhalb des tblichen
Bereiches zwischen 2,8 und 3,3 Ar¢ )0 Dies kdnnte daran liegen,
dass die Distanz bei AtHAL3 ohne Substrat gemessen ist und diese bei EpiD ohne Substrat
auch etwas grof3er ist als im Komplex.

Bei AtHAL3 ist der Kontakt zu Leu51 des benachbarten Trimers durch eine hydropho-
be Wechselwirkung zu Trp81 ersetzt und der Dimethylbenzolring wird zuséatzlich von Trp78
gestutzt.

Interessanterweise findet man bei MrsD ein Leucin an der Stelle von EpiD-Phe43, wel-
ches den Dimethylbenzolring des Kofaktors stlitzt. Ein Austausch des Phe43 zu Leu43 fuhrt
allerdings bei EpiD zu einer signifikanten Verringerung der Aktivitat ).

Da der Benzolring des Phenylalanins senkrecht auf der Ebene des Isoalloxazinystems steht,
lasst sich dieser Effekt jedoch nicht durch eine Veranderung des Redox-Potentials durch ei-
ne Wechselwirkung der zwei-Elektronensysteme, dem sogenannten ,Aromaten-stacking”,
erklaren.

5.3. Substratbindung und Substratspezifitat

Die Substrate von Flavoproteinen werden haufig unter der Proteinoberflache gebunden und
von beweglichen ,loops”, Seitenketten oder flexiblen Domé&nen dorthin dirigiert, was zu einem
Ausschluss des Losungsmittels fuhrt. Alternativ wird von manchen Flavoproteinen auch eine
exakt an das Substrat angepasste enge Substratbindetasche verieraet (

). Die SBK tragt in EpiD nur zur Substratbindung bei, liefert jedoch keinen Beitrag zum
Ausschluss des Losungsmittel am reaktiven Zentrum. Dies wird durch die Komplementaritat
von P-Cys22 und starren Resten an der Proteinoberflache erreicht. EpiD kombiniert also beide
Strategien zu Substratbindung.

Die Struktur liefert eine Erklarung fur die schon langere Zeit bekannte ungewdéhnlich breite
Substratspezifitat (sietie5.1.1 Kupkeet al,, 1994, 1995). Die Bindungsstelle liegt zwischen
dem Kofaktor FMN und der zweifachen Symmetrieachse und bietet Platz fur ungefahr funf
Aminosauren. Langere Peptide wirden wahrscheinlich keine zusatzlichen Kontakte eingehen,
da sie Uber die Achse hinaus reichen wirden. Kurzere Peptide (weniger als funf AS) kdbnnen
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einige der notwendigen Wechselwirkungen mit der SBK nicht eingehen und werden deshalb
nicht oder nur sehr schlecht (SYCC) umgesetzt. Die Kontakte zu den ersten beiden Aminosau-
ren des Pentapeptides sind unspezifische Wechselwirkungen mit den Peptidbindungen, d.h. es
ist egal, welche Aminoséauren an dieser Stelle vorhanden sind. Etwas spezifischer ist die Bin-
dung des P-Tyr20, an dessen Stelle grof3e hydrophobe Aminosauren fir die Substratbindung
notig sind. An der vorletzten Stelle werden alle Aminosauren mit einer ahnlichen Gré3e wie
Cystein akzeptiert. GréRere Reste fihren zu einem sterischen Konflikt mit Asn159 der SBK,
welches zwischen den Seitenketten von P-Ser19 und P-Thr21 liegt.

Die Substratbindungsklammer ist bei den CoaBC-Proteinen (16 AS) kurzer als bei den
LanD-Proteinen (20 AS). Die Haarnadelschleife zwischen den beid8trdngen besteht
in allen bekannten Fallen aus drei Aminosauren, wobei die dritte bei allen Mitgliedern der
HFCD-Familie ein Glycin ist. Bei den LanD-Proteinen sind die ersten zwei Aminosauren
A-S/T, wobei bei EpiD das Alanin durch ein Serin (Serl52) ersetzt ist. Dieses bildet eine
Wasserstoffbriicke zur Carboxyl-Gruppe des C-terminalen Cysteins (siehé &himd hilft
somit, das Cystein in der ndtigen Orientierung zu fixieren. Bei MrsD kénnte Thrl61 diese
Funktion erfullen. Dazu musste sich jedoch der ,turn“ zwischen S7 und S8 drehen, damit
sich die Seitenkette des Thrl61, die in Aldh zum Betrachter gerichtet ware, nach links in
Richtung Carboxylatgruppe bewegen wirde. Bei den CoaBC-Proteine besteht der ,, Turn“ aus
den Aminosauren Alanin, Cystein und Glycin. Der modellierte Komplex von AtHAL3 mit
PPC ( ) zeigt eine Wasserstoffbriicke vom 8es Cysteins zum Carbonyl-
O desPPC. Da die SBK bei diesen Proteinen kirzer als bei den LanD-Proteinen ist, reicht sie
nicht an die Cysteinyl-Gruppe des Substrates heran. Die Carboxylgruppe wird beim AtHAL3
wahrscheinlich von einem Arg-Rest (Arg95) gebunden (stehe

5.4. Reaktionsmechanismus

Aus den bisherigen Ergebnissen kann man nicht mit letzter Sicherheit sagen, ob die Reaktion
radikalisch, Gber einen Hydridtransfer oder tber eine Thiolatzwischenstufe verlauft. Jedoch
laRt die Anordnung der Atome im Komplex vermuten, dass die Oxidation mit der Thiolgruppe
von P-Cys22 beginnt, da sie als einzige Kontakt zum FMN #4&t 9. Dies spricht deutlich
gegen eine direkte &C3-Dehydrierung, wie es zuerst analog zu der Reaktion der Acyl-CoA-
Dehydrogenaserni| )langenommen wurde. Die essentielle Notwendig-
keit der reaktiven Base His67 weist darauf hin, dass die Reaktion tiber eine Thiolatzwischen-
stufe verlauft und liefert ein Argument gegen eine direkte Hydridtbertragung. Dieses Histidin
ist bei allen Mitgliedern der HFCD streng konserviert und dessen Mutation zu Asparagin in-
aktiviert das Enzym komplett. Die Thiolgruppe ist essentiell fir die Reaktion notwendig,
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5 DISKUSSION 5.4 Reaktionsmechanismus

wie der Austausch des C-terminalen Cysteins gegen Serin zeigi¢ ). Dieser
Austausch fuhrt weniger zu einer sterischen Hinderung, viel wahrscheinlicher ist, dass die
Hydroxylgruppe ein unginstigeres Redoxpotential als die Thiolgruppe hat. Ein weiterer Hin-
weis auf den Angriff am Schwefelatom ist die Tatsache, dass das Schwefelatom 3,7 A von
N5 entfernt ist und dies mit den tblichen Abstanden von etwa 3,5 A (ibereinstimmt. Auch
der Winkel zwischen N10, N5 und diesem Atom liegt mit 1@ dem engen Bereich zwi-
schen 96-117( )0 Diese geometrischen Beschrankungen kdénnen
wahrscheinlich bei Homocystein nicht eingehalten werden und fiihren somit dazu, dass dieses
nicht umgesetzt wird (vgl.2.5.1.9. Der fir die Orotidin-5’-Monophosphat-Decarboxylase
vorgeschlagene Mechanismuisy( ), eine direkte Decarboxylierung von P-
Cys22, erscheint unwahrscheinlich, da ein entstehendes Carbanion in ein@mbigl nicht
resonanz-stabilisiert werden kann und sich auch keine Aminoséaure in unmittelbarer Nahe be-
findet, die dieses protonieren kdnnte. Daher lasst sich ein Mechanismus, wie in2&Rbb.
dargestellt, ableiten, bei dem zunachst die Thiolgruppe deprotoniert und danach durch ei-
ne Ubertragung von zwei Elektronen auf das FMN oxidiert wird und eine Abstraktion eines
Protons von @ fuhrt danach zu einem Thioaldehyd. Diese sind gut bekannte aber instabile
Verbindungen, die jedoch mit einer grof3en Seitenkette, wie zum Beispiel t-Butyl, mehrere
Stunden existiereri ).

N
H H H
S S 'S
H H
/
N117 H-GyH ot Ne, CO \CB/
~c=0 L - | — [
~ Co~ C
NH, Hy” v H Hyy” o H Ha'  H
2 "™N i N ] N
| 002 | 002 |
R R R

Abbildung 23: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der von EpiD katalysierten Reaktion
Die Startgeometrie ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Reaktion mit einer Oxidation des Schwe-
felatoms beginnt und das entstehende Thioaldehyd spontan decarboxyliert. Letzteres fihrt zu einer C-C-
Doppelbindung und Riickbildung der Thiolgruppe.

Eine spontane Decarboxylierung dieses Thioaldehyds, analog zi+idetocarbonsauren,
wurde wieder zu einer Thiolgruppe und gleichzeitiger Bildung einerGZ-Doppelbindung
fuhren. Ob die Elektronenibertragung in einem Schritt statt findet oder ob eine radikalische
Zwischenstufe decarboxyliert, ist noch unbekannt. Die Tatsache, dass Dfp und AtHAL3 ih-
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5 DISKUSSION 5.5 Vergleich mit AtHAL3

re Substrate nicht oxidieren, sondern nur eine Decarboxylierung katalysiéreng

) ), kann als Hinweis auf eine Einzel-Elektronen-Reaktion (,sin-
gle electron transfer, SET*) mit einer Radikalzwischenstufe in dieser Proteinfamilie gese-
hen werden. Die Abstraktion eines Protons vofi @ird durch eine auftretende positive
Ladung am Schwefelatom und dessen Elektronegativitat ermoglicht und wird héufig bei C-
H-Oxidasen beobachtet. Die Wasserstoffatome arn@ben Kontakt zu Asn66 (3,9 A) und
Asn117 (3,4 A). Beide Distanzen liegen in dem von Wahl und Sundaraling fiir -G2H
Wasserstofforiickenbindungen zusammengestellten Bereich von 3,0-4/0hA(

). Diese polaren Wechselwirkungen kdonnen weiter zu einer Abstraktion ei-
nes der beiden Protonen beitragen, da sie die C-H-Bindung verlangern, wie Hochprazisions-
Neutronendiffraktionsmessungen und theoretische Studien belegen. Wahrend Asn66 in seiner
Position streng fixiert ist, konnte Asn117 das Proton durch eine leichte Konformationsénde-
rung seiner Seitenkette das Proton an das Losungsmittel weiterleiten. Aul3erdem ist dieses
Asparagin bei allen Mitgliedern der HFCD-Familie konserviert und ein modellierter Kom-
plex des AtHAL3 mit seinem SubstrBPC zeigt, dass es auch hier Kontakt zu dem gleichen
Wasserstoffatom an &der Cysteinylgruppe hat{( ) ).

Asn66 hingegen ist nur noch bei MutD vorhanden, bei MrsD ist es durch ein Ser und bei At-
HALS3 durch ein Leu ersetzt. Auch die Stereochemie der Reaktion kann erklart werden, wenn
das 3-Wasserstoffatom in der Nahe des Asnl117 deprotoniert wird und sich P-CysiR-S
Richtung N5 dreht. Dies fiihrt zu einer cis-Konfiguration der Thiolgruppe und des Amidstick-
stoffes. In dieser Richtung befindet sich eine Kavitét, die von Met120 begrenzt wird, welches
auch essentiell fur die Reaktion ist, da seine Mutation zu Leu zu einem inaktiven Enzym fuhrt
( ). Diese Kavitat oberhalb des Pyrimidinringes, deren Form komplementar
zu einem Cystein ist, wurde auch in AtHAL3 beobachtet.

Die N-terminale Domane von Dfp und AtHAL3 katalysieren die Decarboxylierung der
terminalen Cysteinylgruppe von (R)-4’-Phospho-N-Pantothenoylcystein zu 4’-Phosphopan-
tethein.

5.5. Vergleich mit AtHAL3

Die Struktur von HAL3 aué\rabidopsis thalianavurde von A. Alberteet al. (2000) aufgeklart.

Die Monomere besitzen bis auf eine Insertion vor Helix H4 die gleiche Tertiarstruktur (Abb.
24). Die Trimere, die im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der HFCD nicht weiter oligo-
merisieren, sind gleich aufgebaut, wobei die Aminosauren der Insertion eine &hnliche Position
einnehmen, wie die an der Substratbindung beteiligten Reste des benachbarten Trimers beim
EpiD.
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5 DISKUSSION 5.5 Vergleich mit AtHAL3

/Insertion /Insertion

Abbildung 24: Uberlagerung von EpiD und AtHAL3

Stereoabbildung einer Uberlagerung von Epid mit AtHALL3 ). EpiD ist

blau, die Kohlenstoffatome des zugehdrigen FMN cyan, AtHALS3 rot und die Kohlenstoffa-
tome des zugehdrigen FMN pink gefarbt. Die in der Dichte nicht definierten Reste 173-179
sind als oranger ,coil“ dargestellt.

T. Kupkeet al. (2001) modellierten den Komplex von AtHAL3 nPC mit Hilfe der
Koordinaten des EpiD-Komplexes. Sie benutzten das Program SYBYL (Version 6.4, Tripos,
Inc.; St. Louis, MO) fur die Optimierung der Geometrie und Energieminimierung des Mo-
dells. Der Cysteinylrest ist wie bei EpiD durch hydrophobe Wechselwirkungen mit Val88
und 1le91 fixiert (Abb.24). Die Carboxylatgruppe kénnte hydrophile Wechselwirkungen mit
dem Amidstickstoff von Val88, der Guanidinogruppe des Arg95 und zu Asn142, das Asnl117
beim EpiD entspricht, eingehen. Die Wechselwirkung mit Arg95 findet sich auch beim MrsD
wieder (Abb. 25), wahrend sich beim EpiD an dieser Position ein Glu befindet, dessen Sei-
tenkette zu kurz fir eine Wechselwirkung mit der Carboxylatgruppe ist. Der Pantothenatteil
desPPC wird abwechselnd durch hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen gebunden,
wobei der Abstand der hydrophilen Aminosauren gré3er als bei den peptidbindenden HFC-
Decarboxylasen ist und genau dem Abstand der hydrophilen GruppePPdeentspricht.

Auf diese Weise wird bei der Substratbindung zwischen PolypeptiderPB@lunterschie-
den. Die Phosphatgruppe de®C wird wahrscheinlich von den positiv geladenen Resten
Lys34 und Lys171 gebunden. Diese Wechselwirkungen kénnten dafir sorgeRiassd
nicht Pantothenylcystein (PC) das Substrat von AtHAL3 ist.
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5 DISKUSSION 5.5 Vergleich mit AtHAL3

Abbildung 25: Theoretischer Substratkomplex von AtHAL3
Stereoabbildung eines Modells des Komplexes von AtHAL3PRIC. Das Protomer, dem
das FMN (violette Kohlenstoffatome) zugeordnet wurde, ist griin, die Substratbindeklammer
blau, das benachbarte Protomer golden und orange sowkRRfasls ,balls and sticks" mit
gelben Kohlenstoffatomen dargestellt. (Abbildung nach T. Kugtkad. (2001b))
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A ANHANG

A.

Al

Anhang

Kristallographische Begriffe

Auflésung
Datensatz

Derivat-Datensatz

Differenz-Fourier

Differenz-Patterson

Fcalc

F, obs

Abstand der Gitterebenen gemal Gleichyrsiehe3.4.4

Ergebnis der Auswertung einer Serie von Diffraktionsbil-
dern, welches die gemessenen Reflexe in Form von nume-
rischen Werten der Strukturfaktoramplitude}|) dar-
stellt, siehe 2,4

Datensatz von einem Proteinkristall, der durch die Reakti-
on mit einer Schwermetallverbindung eine lokale Anderung
der Elektronendichteverteilung aufweist, sie¢hé.6.1

Fouriersummation, bei der Differenzen zwischen Struktur-
faktoramplituden als Koeffiziernten benutzt werden: die re-
sultierende Elektronendichtekarte gibt die molekularen Un-
terschiede wieder, welche die Differnzen in den Struktur-
faktoramplituden erzeugen.

Pattersonfunktion bei der Differenzen zwischen Struktur-
faktoramplituden als Koeffizienten benutzt werden
Strukturfaktoren, die aus den Koordinaten eines Modelles
berechnet wurden, die sich aus den Strukturfaktoramplitu-
den F...| (kirzer E) und den Phasenwinketn.,;. zusam-
mensetzen.
experimentelle Strukturfaktoren, die sich aus den Struktur-
faktoramplituden #,,| (kirzer E) und falls experimentell
bestimmt, den Phasenwinkely),, zusammensetzen.
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A ANHANG A.l1 Kristallographische Begriffe

Figure of Merit Malf3 fur die Qualitat der experimentell ermittelten Phasen-
winkel als Kosinus des mittleren Phasenfehlers: fir einen
Strukturfaktor F},;,; ergibt sich die Figure of Merit (FOM)
Zu:

m= /(Phkl(a)exp[ia])da ; wobei0 < m < 1.

P, wird wahrend der Phasierung berechnet und gibt die
Wahrscheinlichkeit an, dass filf,,; der Phasenwinked

betragt
Freier R-Faktor siehe R,
Multiplizitat Mittelwert des Verhéaltnisses aus Anzahl der gemessenen
Reflexe und der kristallographisch unabhéngigen Reflexe
Nativer Datensatz Datensatz von einem unveranderten Proteinkristall, d.h.
nicht mit einer Schwermetallverbindung behandelt
R-Faktoren R-Faktoren werden in der Kristallographie dazu verwendet,

um die Ubereinstimmung von zwei Messwerten oder der
Messwerte mit dem Modell zu beschreiben

Reryst Beschreibung der Qualitat einer verfeinerten Kristallstruk-
tur als Funktion der Ubereinstimmung van..| und .|,
siehe Gleichungl(9) in 3.4.10

Reree wird analog zu R, mit einem bestimmten Anteil der Re-
flexe berechnet, die nicht bei der Verfeinerung bertcksich-
tigt wurden, dies soll eine Uberanpassung des Modells ver-
hindern

Rsym Beschreibung der Qualitat eines Datensatzes als Funktion
der Ubereinstimmung von symmetrieverwandten Reflexen,
siehe Gleichungl(0) in 3.4.5.2

Rigid Body Bezeichnung fur die Verfeinerung von ganzen Molekilen
(oder Molekiilteilen) als starre Korper, siebe.10.1
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r.m.s, bzw. RMS

Quadratisches Mittel (,root mean square*), das in der Regel
zur Angabe von Abweichungen verwendet wird, im Gegen-
satz zum Geometrischen Mittelwert werden hohe Differen-
zen starker gewichtet:

1
RMS-Abweich — —T)2
weichung= — /zn:(xn T)

n: Anzahl der Messwertey;,,: n-ter Messwertz: Mittel-
wert oder Standardwert

Simulated Annealing Verfeinerungsalgorithmus in XPLOR und CNS bei dem

Solvensbereich

Solvensgehalt
Test Set

\ollstandigkeit

Working Set

Zahl d. Reflexe

im Rahmen einer Molekuldynamikrechnung die Tempera-
tur des Systems virtuell erhéht wird, um so den Konver-
genzradius der Verfeinerung zu verbessern, siehd 0.3

Zusammenhangender Bereich in Proteinkristallen, der mit
Lésungsmittel gefillt ist

Anteil des Solvensbereich am Gesamtvolumen

Teil der Strukturfaktoren eines Datensatzes, der nur zur Be-
rechnung von R.. benutzt und nicht zur Verfeinerung her-
angezogen wird (in der Regel ca. 5% der gemessenen Struk-
turfaktoramplituden)

Prozentualer Anteil der gemessenen unabhangigen Refle-
xen im Vergleich zu den theoretisch mdglichen Strukturfak-
toren

Strukturfaktoren, die nicht zum , Test Set" gehéren und zur
Verfeinerung benutzt werden

Anzahl der unabhangigen Reflexe, bzw. Strukturfaktoram-
plituden, die nicht tber eine kristallographische Symmetrie
verwandt sind
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A.2. Nomenklatur der 20 proteinogenen Aminosauren

Name 3-Buchstabencode 1-Buchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure (Aspartat) Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsaure (Glutamat) Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Vv
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A.3. Liste der Verwendeten Abktrzungen

%(v/iv)
% (w/v)
aa

A
Abb.
AS
DA
dH,O
ddH,O
DESY
EDTA
E. coli
FAD
FMN
FPLC
g

h
HASYLAB
IEC
Kap.
LM

ol

m

M
MAD
MIR
min
MR
Mw
ncs
OD,

p. A.
PAGE

Volumenprozent

Gewichtsprozent

amino acid (Aminosaure)
Angstrom (1 A=1010 m)

Abbildung

Aminosauren

Dalton

H,O dest. (destilliertes Wasser)

H,O bidest. (zweifach entionisiertes Wasser)
Deutsches Elektronensynchrotron
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure
Escherichia coli

Flavinadenindinucleotid
Flavinmononukleotid

fast protein liquid chromatography
Erdbeschleunigung

Stunde

Hamburger Synchrotron-Strahlungslabor
ilon exchange chromatography (lonenaustauschchromatographie)
Kapitel

Ldsungsmittel

Mikro (10~°)

Milli (103)

Molar (mol/l)

Multiple Anomalous Diffraction

Multiple Isomorphous Replacement
Minute

Molecular Replacement
Molekulargewicht
nicht-kristallographische Symmetrie
Optische Dichte bei der Wellenlange x nm
zur Analyse
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PEG Polyethylenglykol
pl Isoelektrischer Punkt
rms root-mean-square (quadratisch)
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur
SBK Substratbindeklammer
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Tab. Tabelle
TCA Trichloressigsaure
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
uv Ultravoilett
Vv \Volt
VIS sichtbar
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