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1 ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Essentielle Enzyme der Riboflavin-Biosynthese und des Folat-Stoffwechsels spielen
eine wichtige Rolle als potentielle Target-Proteine bei der Entwicklung neuer inhi-
bitorischer Wirkstoffe in der Medizin.

Ziel der Arbeit war, durch rontgenkristallographische Untersuchungen an Enzymen
dieser Stoffwechselwege, detaillierte strukturelle Kenntnisse ihrer Reaktionszentren

zu erlangen und somit die Basis zu einem rationalen Drug-Design zu erméglichen.

3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase aus Candida albicans

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig die Kristallstruktur der 3,4-Dihydroxy-
2-butanon-4-phosphat Synthase aus einer humanpathogenen Hefe beschrieben wer-
den. Die Magnesium-abhéngige 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase setzt
einen der beiden Ausgangsstoffe der Riboflavin-Biosynthese, Ribulose-5-phosphat,
zu 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat um. Die Kristallstruktur der 3,4-Dihydroxy-
2-butanon-4-phosphat Synthase aus Candida albicans konnte mittels PATTERSON-
Suchmethode mit dem Modell aus E. coli gelost werden. Das Protein wurde in sei-
ner apo-Form und in Anwesenheit des Substrates Ribulose-5-phosphat kristallisiert
und die Struktur mittels Molecular Replacement gelost. Die beiden Atommodel-
le wurden bei einer Auflésung von 1.6 bzw. 1.7 A auf einen R-Faktor von 19.2%
und 18.4% und einen freien R-Faktor von 21.9% und 21.8 % verfeinert. Ein Ver-
gleich der Substratbindung zu den bekannten Strukturen aus Magnaporte grisea
und Methanococcus jannaschii offenbarte eine neue, offene Konformation des, fiir
das aktive Zentrum dieses Enzymes, essentiellen sauren Loops, der in Anwesenheit

von divalenten Metallionen meist in einer geschlossenen Konformation vorliegt.
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Riboflavin-Kinase aus Schizosaccharomyces pompe

Die essentiellen Redox Co-Faktoren Riboflavin-Monophosphat (FMN) und Flavina-
denindinukleotid (FAD) werden von ihrem Vorldufer Riboflavin in aufeinander fol-
genden Reaktionen, welche durch die Metall-abhéngige Riboflavin-Kinase und die
FAD-Synthetase katalysiert werden, synthetisiert. In eukaryotischen Organismen
liegt die Riboflavin-Kinase als monofunktionelles Enzym vor, wéhrend in allen bis-
her bekannten bakteriellen Organismen Riboflavin-Kinase und FAD-Synthetase als
bifunktionelles Enzym vorliegen.

In der vorliegenden Arbeit wird die 1.6 A Kristallstruktur der Schizosaccharomy-
ces pombe Riboflavin Kinase beschrieben. Das monomere Enzym représentiert ei-
ne neue Familie Phosphorylgruppen-iibertragender Enzyme. Die Charakterisierung
des aktiven Zentrums gelang durch Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von
Komplexen der Riboflavin-Kinase mit ADP, FMN und Zink. Ein Vergleich des ADP-
Komplexes mit der apo-Form des Enzymes zeigt signifikante strukturelle Umlage-
rungen im Bereich einer kurzen a-Helix bei der ADP-Bindung. Im Gegensatz hierzu
werden bei der Bindung von Riboflavin keine merklichen Verénderungen beobach-
tet. Die Ribityl-Seitenkette wird vermutlich durch einen flexiblen Bereich (flap IT)
bedeckt. Der Diphosphat-Rest des ADPs wird von einem Glycin-reichen Loop (flap
I) und Teilen der kurzen a-Helix bedeckt. Die ungewohnliche Metall-Bindungsstelle
beinhaltet zusétzlich zur Phosphatgruppe des ADPs, nur den streng konservierten
Rest Thr45. Dies kénnte die Bevorzugung von Zink gegeniiber Magnesium in vitro

erklaren.
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7,8-Dihydroneopterin Aldolase aus Arabidopsis thaliana

7,8-Dihydroneopterin Aldolase (DHNA) katalysiert eine Retro-Aldol Reaktion, bei
der als Produkt 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin entsteht, ein biosyntheti-
scher Vorlaufer des Vitamins Tetrahydrofolat. In der Datenbank konnten drei Isofor-
men der DHNA aus A. thaliana gefunden werden, die sich in den Leader-Sequenzen
unterscheiden. Bei zwei Isoformen der DHNA konnte zusétzlich zur katalytischen
Aktivitdt eine Epimerase-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Das Enzym wurde in seiner apo-Form kristallisiert und die Struktur mittels PAT-
TERSON-Suchmethode unter Verwendung der bekannten Struktur aus Staphylococ-
cus aureus als Suchmodell gelost und bis zu einer Auflésung von 2.2 A verfeinert.
In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig die Kristallstruktur einer pflanzlichen
7,8-Dihydroneopterin Aldolase beschrieben.

Das Enzym bildet ein Ds-symmetrisches Homooktamer. Jede Polypeptidkette be-
steht aus einer Doméne, welche ein antiparalleles vierstringiges S-Faltblatt und zwei
lange a-Helices enthélt. Acht Monomere bilden zusammen zwei Ringe, die wieder-
um zu einem Hohlzylinder angeordnet sind. In allen acht Untereinheiten konnte ein
Purin-Derivat im jeweiligen aktiven Zentrum identifiziert werden.

Die dreidimensionale Faltung der Untereinheiten der DHNA zeigt eine grofe Ahn-
lichkeit zu den Faltungsmotiven der 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase,
der GTP Cyclohydrolase I und der Pyruvoyltetrahydropterin Synthase, welche alle
an der Biosynthese pterinartiger Co-Faktoren beteiligt sind. Des Weiteren besteht
eine grofle strukturelle Homologie zu beiden Doménen der Urat Oxidase. Mit Aus-
nahme der Dihydroneopterintriphosphat-Epimerase kann jedoch keine sequenzielle
Homologie festgestellt werden. Aufgrund struktureller und mechanistischer Unter-
schiede der DHNA im Vergleich zu Aldolasen der Klassen I und II, wird eine neue

Aldolase Klasse vorgeschlagen.
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2 Einleitung

2.1 Riboflavin-Biosynthese

Riboflavin (Vitamin Bs) ist in Form der Flavocoenzyme FMN und FAD an vielen
Redoxreaktionen beteiligt (Bacher, 1991). Eine grofie Anzahl von Redoxenzymen
wie z.B. die Acyl-CoA-Dehydrogenase der -Oxidation, die NADH-Dehydrogenase
der Atmungskette, die Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus oder die Monoami-
nooxidasen der Flavoproteine sind auf die Co-Enzymformen von Riboflavin ange-
wiesen. Des Weiteren sind Flavocoenzyme an einer Vielzahl anderer physiologischer
Prozesse wie Phototropismus (Briggs and Huala, 1999; Salomon et al., 2001; Cros-
son and Moffat, 2001), Biolumineszenz (Meighen, 1991; O’Kane and Prasher, 1992;
Meighen, 1993) und DNA-Photoreparatur (Thompson and Sancar, 2002) beteiligt.
Riboflavin wird in Pflanzen und vielen Mikroorganismen synthetisiert. Héhere Or-
ganismen miissen das Vitamin jedoch mit der Nahrung aufnehmen. Aus diesem
Grund bietet der Biosyntheseweg des Riboflavins einen geeigneten Ansatzpunkt
zur Entwicklung neuer Antibiotika. Ein Mangel an Riboflavin kann beim Menschen
unter anderem zu Stromatitis, Dermatitis und hypochromer Anémie fithren. Da Ri-
boflavin jedoch in sehr vielen Lebensmitteln vorhanden ist, treten oben genannte
Folgeerscheinungen eher selten auf.

Die Riboflavin-Biosynthese (Abbildung 1) wurde detailliert in Eubakterien und Pil-
zen untersucht und ist weitestgehend aufgeklart (Young, 1986; Bacher et al., 1996,
2001).
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Abbildung 1: Riboflavin-Biosynthese. 1 Guanosintriphosphat (GTP), 2 5-Amino-6-ribitylamino-
2,4-pyrimidindion, 3 Ribulose-5-phosphat, 4 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat,
Dimethyl-8-ribityllumazin, 6 Riboflavin, A 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase, B Lu-

mazin Synthase, C Riboflavin Synthase.

Die GTP-Cyclohydrolase II katalysiert einen der beiden Eingangsschritte der

Riboflavin-Biosynthese. Sie setzt GTP (1) zu 2,5-Diamino-6-ribosylamino-4(3H )-

pyrimidindion-5’-monophosphat um (Foor and Brown, 1975; Plaut and Har-
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vey, 1971). Das Produkt der GTP-Cyclohydrolase II wird durch die Desamina-
se/Reduktase zu 5-Amino-6-ribitylamino-2,4(1H,3 H )-pyrimidindion (2) umgesetzt.
Die Reihenfolge der beiden Reaktionen héngt vom jeweiligen Organismus ab.
Wiéhrend Prokaryoten zuerst den Pyrimidinring desaminieren und dann die Ribo-
sylseitenkette reduzieren (Burrows and Brown, 1978), findet in Pilzen die Reduktion
des Zuckers vor der Desaminierung statt (Nielsen and Bacher, 1981). Die Reihen-
folge in Pflanzen und Archaea ist derzeit noch nicht bekannt. Das Produkt der
Desaminase/Reduktase-Reaktion wird vermutlich von einer unspezifischen Phos-
phatase hydrolysiert, bevor es von der 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin Synthase B
mit einer Cy-Einheit zu 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (5) kondensiert wird (Neu-
berger and Bacher, 1986; Volk and Bacher, 1988; Kis et al., 1995).

Durch den Einbau '*C-markierter Vorstufen in wachsende Kulturen von Ashbya
gossypii konnte gezeigt werden, dafl die C4-Einheit regiospezifisch in Lumazin ein-
gebaut wird (Bacher et al., 1983). Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dafl
Ribulose-5-phosphat (3) ein direkter Vorldufer der C,-Einheit ist (Volk and Ba-
cher, 1988, 1990). Volk und Bacher konnten schlieflich 3,4-Dihydroxy-2-butanon-
4-phosphat (4) als den C4-Korper identifizieren. Das Enzym, das die Umsetzung
von Ribulose-5-phosphat zu 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat katalysiert, ist
die 3,4-Diyhdroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase (DHBPS)(A). Im letzten Schritt
der Riboflavin-Biosynthese erfolgt die Bildung von 7,8-Dimethyl-10(D-1-ribityl)-
isoalloxazin (6) (Riboflavin) aus zwei Molekiilen 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin.
Diese Dismutasereaktion wird von der Riboflavin Synthase (C) katalysiert. Das
zusétzlich entstehende 5-Amino-6-ribitylamino-2,4-(1H,3 H)-pyrimidindion wird in
den Biosyntheseweg zuriickgefithrt (Harvey and Plaut, 1966; Plaut, 1960; Plaut
et al., 1970; Plaut and Harvey, 1971; Wacker et al., 1964). In der Bilanz werden
fiir den Aufbau des Xylen-Ringes von Riboflavin demnach zwei Molekiile L-3,4-
Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat und ein Molekiil GTP verbraucht.



2 EINLEITUNG

2.1.1 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase

3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase (DHBPS) liefert die Bausteine fiir
die Zusammensetzung des Xylen-Ringes von Riboflavin (Volk and Bacher, 1988,
1990, 1991; Fischer et al., 2003) durch die Umsetzung von Ribulose-5-phosphat
(RubP) zu 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat als zweites Substrat der 6,7-
Dimethyl-8-ribityllumazin Synthase. Je nach Organismus liegen DHBPS und GTP-
Cyclohydrolase II entweder als bifunktionelles Enzym, oder in Form zweier ge-
trennter monofunktioneller Enzyme vor (Richter et al., 1992). Die monofunktio-
nelle DHBPS aus z.B. E. coli liegt als Homodimer mit einer Masse von 46 kDa vor.
Nach der Klonierung und Charakterisierung der DHBPS aus E. coli (Richter et al.,
1992) konnten in jiingster Zeit die Kristallstrukturen der Enzyme aus E. coli (Liao
et al., 2001), Magnaporte grisea (Liao et al., 2002) und Methanococcus jannaschii
(Steinbacher et al., 2003) gelost werden. Auf Basis dieser Daten, sowie der gerich-
teten Mutagenese an dem Enzym aus M. jannaschii (Fischer et al., 2002), wurde
folgender Reaktionsmechanismus postuliert.

Der erste Schritt, der von der DHBPS katalysierten Reaktion (Abbildung 2) stellt
die Bildung des Endiolintermediates 8 aus RubP (7) nach Abstraktion eines Protons
dar. Aufgrund der Koordination des Carbonylsauerstoffes von C2 an Metall IT ergibt
sich eine cis-Konformation des 2,3-Endioles. Die Protonierung der 1 OH-Gruppe
und anschlieender Eliminierung von Wasser fiithrt zur Bildung des 2,3-Diketons
10 durch Tautomerisierung des Endioles 9. Eine sigmatrope Umlagerung der Phos-
phormethylengruppe liefert das verzweigte Intermediat 11. Ermoglicht wird diese
Umlagerung vermutlich durch den elektronenziehenden Charakter der Carbonyl-
gruppe an C2 und die kompakte Geometrie des Substrates durch die Koordination
von 02, O3 und O4 an die beiden Metalle. Die Eliminierung des Formiates unter
Bildung des Aldehydhydrates 12 und die Keto-Enol-Tautomerisierung des resultie-

renden Endioles 13 - unter Aufnahme eines Protons - beenden die Reaktion.
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Abbildung 2: Postulierter Mechanismus der 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase.

Candida albicans ist der haufigste humanpathogene Hefepilz. Bei gesunden Men-
schen kann Candida Haut und Schleimhéute befallen, eine eher unangenehme als
gefdhrliche Infektion. Riskanter wird die Infektion bei Patienten, deren Immunsys-
tem geschwicht ist, beispielsweise bei HIV-Patienten, nach Organtransplantationen
oder einer Chemotherapie bei Krebserkrankungen. Pathogene Eubakterien (Shav-
lovsky et al., 1982) und vermutlich auch pathogene Hefen (Shavlovsky et al., 1979)
(Oltmanns et al., 1969) konnen Riboflavin nicht aus der Umwelt aufnehmen und
sind daher vollstdandig auf eine endogene Synthese des Vitamins angewiesen. Bis-
lang gibt es nur wenige Préaparate zur Therapie der Candida-Infektion. Bei diesen
wurden jedoch erhebliche Nebenwirkungen oder Resistenzentwicklungen beobach-
tet. Die molekulare Charakterisierung des Infektionsvorganges stellt die Grundlage

zur Entwicklung neuer Medikamente dar.

2.1.2 Riboflavin-Kinase

Die Flavocoenzyme FMN (Riboflavin-5’-phosphat, Flavinmononukleotid) sowie FAD

(Flavinadenindinukleotid) sind in allen zelluldren Organismen essentiell. Obwohl
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nur Pflanzen und einige Mikroorganismen Riboflavin selbst produzieren kénnen,
sind jedoch alle Organismen in der Lage, Riboflavin in die aktiven Flavinnukleotid

Co-Faktoren umzuwandeln (Abbildung 3).

o] 0]
Qo
HSC: : :r;J NAD A HSC: : :hIJ \NAO
G ¢H,
H—C —OH H—C—CH
H—¢—0H H—C—0H
CH,OH HC-0-P—0
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1 TP 2
PP,
i B
—
HC N N/J*o
.
H—C—OH
H—C—OH
H-G-0HO @
HC-0—F-0-F
0 0
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Abbildung 3: Bildung der Co-Faktoren Flavinmononukleotid (FMN; 2) und Flavinadenindinu-
kleotid (FAD; 3) unter Katalyse der Enzyme Riboflavin-Kinase A und FAD-Synthetase B.

Die Riboflavin-Kinase A katalysiert die Phosphorylierung von Riboflavin 1 an seiner
5’-OH-Gruppe zu Flavinmononukleotid (FMN) 2. Als zweites Substrat ist ATP not-
wendig, das im Laufe der katalytischen Reaktion eine seiner Phosphatgruppen auf
Riboflavin {ibertragt und selbst als ADP aus der Reaktion hervorgeht. FMN 2 wird
durch die FAD-Synthetase B in Flavinadenindinukleotid (FAD) 3 umgewandelt.
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Auch diese Reaktion ist eine ATP-abhéngige Reaktion, in der eine AMP-Einheit
auf das Flavin unter Freisetzung von Pyrophosphat iibertragen wird. Beide Reak-
tionen sind abhingig von zweiwertigen Metallkationen, wie z.B. Mg?* und Zn?*.
Allgemein sind Kinasen von grofler biologischer Bedeutung und zéhlen zur grofien
Gruppe Nukleotid-bindender Proteine, welche in strukturell verwandte Familien un-
terteilt werden kann (Schulz, 1992; Vetter and Wittighofer, 1999). Wiahrend Protein-
Kinasen zusammen mit ihren Gegenspielern, den Phosphatasen, eine zentrale Rol-
le in der Signaltransduktion sowie anderen regulatorischen Prozessen spielen, sind
Kinasen kleiner Molekiile an verschiedensten Prozessen, wie metabolischen Reak-
tionen, Inaktivierung von Antibiotika, oder der Biosynthese von Co-Faktoren, be-
teiligt. Eine kiirzlich veroffentlichte Studie iiber die sequenzielle und strukturelle
Klassifizierung von Kinasen zeigte, dafi 98 % aller Sequenzen auf lediglich sieben
Faltungsmotiven basieren (Cheek et al., 2002).

Die Riboflavin-Kinase kommt in einer Vielzahl von Organismen vor. In vielen pro-
karyotischen Organismen sind Riboflavin-Kinase- und FAD-Synthetase-Aktivitét
jedoch in einem bifunktionellen Enzym vereinigt (Mack et al., 1998; Manstein and
Pai, 1986). Im Gegensatz hierzu konnten beide Enzyme in einigen eukaryotischen
Organismen, wie z.B. Saccharomyces cerevisiae (FMN1) und Schizosaccharomyces
pombe, getrennt voneinander gereinigt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
daBl das mbR Gen aus Bacillus subtilis ebenfalls eine monofunktionelle Riboflavin-
Kinase codiert (Santos et al., 2000; Solovieva et al., 1999).

Wie bei allen Enzymen, die Phosphat-Gruppen iibertragen, sind fiir die Riboflavin-
Kinase Aktivitdt zweiwertige Metallionen unerldsslich. Im Gegensatz jedoch zu
den meisten ATP-abhingigen Enzymen, welche Mg?*-Ionen bevorzugen, weist die
Riboflavin-Kinase aus Rattenleber eine um den Faktor 1.8 erhohte Aktivitét in An-

wesenheit niedriger Konzentrationen von Zn**-Ionen bei einem pH-Optimum von

pH 9.3 auf (Merrill and McCormick, 1980).
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Kristallstrukturen der Riboflavin-Kinase als auch der FAD-Synthetase waren zum
damaligen Zeitpunkt unbekannt. Mittlerweile konnten die dreidimensionalen Struk-
turen der humanen Riboflavin-Kinase (Karthikeyan et al., 2003) sowie der Riboflavin-

Kinase aus Thermotoga maritima (Wang et al., 2003) aufgeklart werden.

2.2 Tetrahydrofolat-Biosynthese

Folsdure bzw. Folat ist die Vorstufe von Tetrahydrofolat, welches mit seinen De-
rivaten essentielle Co-Faktoren bei der Ubertragung und gegenseitigen Umwand-
lung von C;-Kohlenstoff-Einheiten verschiedener Oxidationsstufen darstellt. Letz-
tere kommen in vielen Organismen vor und spielen bei der Biosynthese der Purin-
basen, der Biosynthese von Serin und Methionin, sowie bei der Formylierung von
Methionyl-tRNA eine Rolle (Cossins, 1980, 1997). Substituierte Tetrahydrofolate
haben C;i-Einheiten an das N5- oder N10-Stickstoffatom gebunden. So wird z.B.
aus Homocystein durch Ubertragung einer Methylgruppe vom N5-Tetrahydrofolat
Methionin gebildet, wobei das substituierte Tetrahydrofolat hier als C;-Donor dient.
Bei Abbaureaktionen wiederum koénnen Tetrahydrofolate als Akzeptor dienen. Die
Hauptquelle dieser C;-Einheiten stellt die Umwandlung von Serin zu Glycin dar,
wobei N5, N10-Methylen-Tetrahydrofolate entstehen. Folsdure kommt somit eine
wichtige Rolle bei der Zellproliferation zu.

Wihrend Pflanzen und viele Mikroorganismen Folat selbst produzieren konnen, sind
Séuger auf die Aufnahme tiber die Nahrung angewiesen (Young, 1986; Neuburger
et al., 1996). Unzureichende Versorgung mit dem Vitamin kann bei menschlichen
Embryonen zu Neuralrohrdefekten fithren und somit die Entwicklung des Zentral-
nervensystems beeintrichtigen (Feinleib et al., 2001).

In Abbildung 4 ist eine verkiirzte Version der Tetrahydrofolat Biosynthese darge-
stellt.

11
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Abbildung 4: Tetrahydrofolat-Biosynthese. 1: 7,8-Dihydro-D-neopterin-3’-triphosphate; 2
7,8-Dihydro-L-monapterin-3’-triphosphate; 3 7,8-Dihydro-D-neopterin; 4 6-Hydroxymethyl-7,8-
dihydropterin; 5: Tetrahydrofolat; A: GTP-Cyclohydrolase I; B: 7,8-Dihydroneopterintriphosphat-
Epimerase; C: 7,8-Dihydroneopterin Aldolase.

Die GTP-Cyclohydrolase I (A) katalysiert den ersten Schritt des Aufbaus der Pteri-
dinuntereinheit, dabei wird GTP zu 7,8-Dihydro-D-neopterin-3’-triphosphat 1 unter
Abspaltung von Formiat umgesetzt (Nar et al., 1995; Green et al., 1996; Bracher
et al., 2001; Schramek et al., 2002; Yim and Brown, 1976; Fan and Brown, 1976).
Homologien zur GTP-Cyclohydrolase II, welche den ersten Schritt der Riboflavin-
Biosynthese katalysiert, bestehen nicht. Uber die nichsten beiden Schritte zu 7,8-

Dihydro-D-neopterin 3 ist bislang wenig bekannt. Suzuki und Brown postulierten,

dal zur Abspaltung des Triposphat-Restes von Dihydroneopterintriphosphat zwei
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aufeinander folgende, enzymatisch katalysierte Reaktionen nétig sind (Suzuki and
Brown, 1974). Der erste Schritt wiirde demnach durch eine spezifische Dihydro-
neopterintriphosphat Pyrophosphatase katalysiert, wiahrend die noch verbliebene
Phosphatgruppe durch unspezifische Phosphatase-Aktivitdt entfernt wird. Kiirz-
lich wurde jedoch herausgefunden, dafl die Abspaltung von Pyrophosphat in wvitro
allein durch die Anwesenheit zweiwertiger Kationen wie Mg?* und Ca2* katalysiert
wird (De Saizieu et al., 1995).

Die Umwandlung von 7,8-Dihydro-D-neopterin 3 zu 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydro-
neopterin 4 wird durch die 7,8-Dihydroneopterin Aldolase (DHNA) (C) katalysiert
(Mathis and Brown, 1980; Haussmann et al., 1998; Deng et al., 2000; Illariono-
va et al., 2002). 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin 4 wird durch nachfolgende
Kondensation mit 4-Aminobenzoat und Glutamat durch Dihydropteroat Synthase
und Dihydrofolat Reduktase zu Dihydrofolat umgesetzt (Green et al., 1996; Ortiz
and Hotchkiss, 1966; Richey and Brown, 1969; Suckling et al., 1977). Heine und
Brown haben in E. coli ein Enzym, die 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epime-
rase (B), identifiziert, welches die Epimerisierung von 7,8-Dihydro-D-neopterin-3’-
triphosphat (1) zu 7,8-Dihydro-L-monapterin-3’-triphosphat (2) katalysiert (Heine
and Brown, 1975).

Sowohl Dihydropteroat Synthase als auch Dihydrofolat Reduktase stellen wichtige
Targets bei der Entwicklung neuer antimikrobieller und antiparasitarer Wirkstoffe
dar (Achari et al., 1997; Chio et al., 1996). Dihydropteroat Synthase wird durch
Sulfonamide, die ersten synthetischen Breitband-Antibiotika, gehemmt, wihrend
die Hemmung der Dihydrofolat Reduktase Aktivitdt mittels Trimethoprim oder
Methotrexat erfolgt, welches gegen eine Vielzahl pathogener Bakterien wirksam ist
(Singer et al., 1966; Schweitzer et al., 1990; Skold, 2000, 2001). Inhibitoren der
frithen Stufen der Tetrahydrofolatbiosynthese sind bisher nicht bekannt.

DHNA konnte aus verschiedenen Prokaryoten und einem Eukaryoten, dem Pilz

13
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Pneumocystis carinii kloniert und charakterisiert werden. Die Enzyme aus F.
coli, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, and Synechocystis sp. sind
kurze, monofunktionelle Proteine (118-150 Aminoséure-Reste), die Homooktame-
re bilden (Haussmann et al., 1998; Hennig et al., 1998). Neben der Aldolase-
Reaktion konnte bei DHNA aus E. coli (FolB) auferdem eine effiziente Ka-
talyse der Epimerisierung des 2’-Kohlenstoffs der Dihydroneopterin-Seitenkette
zu 7,8-Dihydromonapterin, und die anschliefende Spaltung des letzteren zu 6-
Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin beobachtet werden. Das Genom von Arabi-
dopsis thaliana beinhaltet drei Gene (AtFolB1-3) mit einer hohen Ahnlichkeit zu
bakteriellen DHNA-Genen, die sich in ihren Leader-Sequenzen unterscheiden. Ex-
pression und biochemische Charakterisierung zeigte bei zwei dieser drei Isofor-
men sowohl Aldolase-Aktivitat als auch eine deutliche Epimerase-Aktivitat (Goyer
et al., 2004). Bislang konnte jedoch die metabolische Bedeutung dieser zusétzlichen
Aktivitdat nicht aufgeklirt werden. Das Enzym aus H. influenzae zeigt ebenfalls
Epimerase-Aktivitat, jedoch deutlich schwiicher (Haussmann et al., 1998). In Strep-
tococcus pneumoniae ist die DHNA Teil eines bifunktionellen Proteines zusammen
mit 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin Pyrophosphokinase, dem nachfolgenden
Enzym des Folatstoffwechsels. In P. carinii liegt ein trifunktionelles Protein vor,
welches zusétzlich zu den beiden genannten Enzymen eine Dihydropteroat-Synthase
enthalt.

Hennig et al. beschreiben die erste Kristallstruktur der DHNA aus Staphylococcus
aureus und schlagen einen moglichen Reaktionsmechanismus vor (Hennig et al.,
1998), der in Ubereinstimmung mit der Reaktion, die von Aldolase aus Hasenmuskel
katalysiert wird, als Retroaldol-Reaktion interpretiert werden kann (Mathis and
Brown, 1970; Haussmann et al., 1998; Illarionova et al., 2002; Hennig et al., 1998).
Generell katalysieren Aldolasen C-C Bindungsbildungen und -spaltungen. Aufgrund

ihrer Stereosperzifitit stellen sie attraktive synthetische Katalysatoren dar.
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Basierend auf ihrer Art das Zwischenprodukt der Reaktion zu stabilisieren, kénnen
Aldolasen in zwei Klassen aufgeteilt werden. Klasse I Aldolasen kommen sowohl
in Prokaryoten als auch in Eukaryoten vor, und werden durch die Bildung einer
Schiff’schen Base mit dem Substrat charakterisiert (Gefflaut et al., 1995). Aldolasen
der Klasse II kommen nur in Prokaryoten und niederen Eukaryoten, wie Hefen,
Algen und Pilzen, vor und benétigen fiir ihre Aktivitdt zweiwertige Metallionen

(Gross et al., 1994; Smith et al., 1980; Szwergold et al., 1995; Rutter, 1960).

2.3 Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

Da die Methode der Rontgenkristallographie in verschiedenen Lehrbiichern ausfiihr-
lich behandelt wird (Blundell and Johnson, 1976; Drenth, 1994; Stout and Jensen,

1989), werden die wichtigsten Grundprinzipien im folgenden nur kurz dargestellt.

2.3.1 Uberblick

Fiir die Analyse der dreidimensionalen Struktur eines Proteines stehen zur Zeit
drei etablierte Methoden zur Verfiigung. Die Elektronenmikroskopie ermoglicht eine
dreidimensionale Darstellung der Oberfliche von Molekiilen. Ein atomares Modell
der Proteinstruktur liefert die Kernresonanzspektroskopie NMR (Nuclear Magne-
tic Resonance) und die Rontgenkristallographie. Die NMR untersucht Proteine in
Losung und kann somit Informationen iiber dynamische Prozesse liefern. Eine ent-
scheidende Limitation ist jedoch die Beschrankung auf Proteine mit einem Moleku-
largewicht von maximal 35kDa, weshalb fiir die Strukturanalyse hohermolekularer
Proteine oft ausschlielich die Methode der Réntgenkristallographie zur Verfiigung
steht.

Wilhelm Konrad Roéntgen legte, durch seine Experimente mit Kathodenstrahlen
und der Entdeckung der nach ihm benannten Rontgenstrahlung, die Grundlagen

fiir die Rontgenstrukturanalyse. Die Diffraktion von Rontgenstrahlen an Kristallen
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konnte erstmals von Laue und seinen Mitarbeitern (Friedrich et al., 1912) gezeigt
werden, und die erste Rontgenstruktur stellte Bragg am Beispiel von Natrium- und
Kaliumchlorid-Kristallen vor (Bragg, 1913). Proteinkristalle wurden bereits 1840
erwahnt, aber erst 1934 wurden die ersten Rontgendiffraktionsbilder eines Prote-
inkristalles veroffentlicht (Bernal and Crowford, 1934). Nachdem gezeigt werden
konnte, dafl das Prinzip des isomorphen Ersatzes auch fiir Proteine gilt (Green
et al., 1954; Harker, 1956), wurden als erste Proteinestrukturen Myoglobin (Ken-
drew et al., 1960) und Hédmoglobin (Perutz et al., 1960) gelost.

Die zunehmend grofle Zahl von Proteinkristallstrukturen - im Juli 2004 waren in
der Proteindatenbank in Brookhaven mehr als 26225 Proteinestrukturen hinterlegt
- von denen lediglich 15 % durch Kernresonanzmethoden und 2 % durch theoretische
Methoden bestimmt wurden - wurde vor allem durch die Entwicklung leistungsfihi-
ger Computer und Programme ermoglicht. In den letzten Jahren haben die neuen
Techniken der Molekularbiologie, durch die Bereitstellung groler Mengen nahezu
jedes gewiinschten Proteines, die Strukturanalyse erheblich stimuliert.

Die wichtigsten Rontgenquellen fiir die Proteinestrukturanalyse sind Drehanodenge-
neratoren, meist mit Cuk,-Strahlung (1.542 A) und Synchrotone mit Wellenléngen
der Strahlung zwischen 0.7 und 1.8 A. Eine charakteristische Eigenschaft von Wel-
len, und somit auch von Rontgenstrahlung, ist ihre Fahigkeit zur Interferenz, her-
vorgerufen durch Beugung an einer dreidimensional periodischen Anordnung des zu
untersuchenden Einkristalles. Die Proteinestrukturaufklarung durch Rontgenkris-
tallographie ist somit auf die Kristallisierbarkeit des Proteinmaterials angewiesen.
Dabei bestehen an das Protein hohe Anforderungen u.a. in Bezug auf Reinheit und

Homogenitat der Préaparation.
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2.3.2 Kristallisation

Heutzutage sind verschiedene Methoden zur Erzeugung von Protein-Einkristallen
bekannt (McPherson, 1982), von denen der Dampfdiffusionsmethode die weitaus
grofite Bedeutung zukommt. Bei dieser Methode wird dem hochkonzentrierten Pro-
tein ein Fallungsmittel zugesetzt und diese Mischung iiber einem Reservoir mit
hoherer Konzentration des Fallungsmittels dquilibriert. Der Konzentrationsgradi-
ent zwischen Proteinlésung und Reservoir wird durch die Dampfphase ausgeglichen,
was zu einem Aufkonzentrieren des Proteines bis zur Ubersittigung fithrt und im
Idealfall ein geordnetes Abscheiden des Proteines aus der Losung, die Kristallisati-
on desselben, zur Folge hat. Die Ausbildung eines Proteinkristalles ist jedoch stark
von den Bedingungen wie pH-Wert, Salzkonzentration, Art des Fallungsmittels,
Temperatur usw. abhéngig und in keinster Weise vorhersagbar. Dieses vieldimen-
sionale Problem wurde versucht durch faktorielle Ansétze zu 16sen (Jancarik and
Kim, 1991; Carter and Carter, 1979), stellt aber auch heutzutage noch eines der
Nadelohre der Proteinkristallographie dar, da es rein empirisch, in giinstigen Féllen
halbempirisch, zu 16sen ist.

Ein Kristall ist definitionsgeméf eine dreidimensional periodische Anordnung von
Gitterbausteinen. Allgemein wird ein Kristall durch Translation der sogenannten
Elementarzelle um ganzzahlige Vielfache der Elementarzellvektoren in alle drei
Raumrichtungen aufgebaut. Die Elementarzelle wird durch Anwendung aller Sym-
metrieoperatoren der jeweiligen kristallographischen Raumgruppe auf die kleinste

sich wiederholende Einheit, die asymmetrische Einheit, gebildet.

2.3.3 Beugung von Rontgenstrahlen an Kristallen

Trifft Rontgenstrahlung auf einen Kristall, regt ihr oszillierendes elektrisches Feld
die Elektronen der Atome im Proteinkristall zur Schwingung mit gleicher Frequenz

an. Die Elektronen wirken als oszillierende Dipole und emittieren ihrerseits Se-
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kundéarstrahlung der gleichen Frequenz. Diese ist fiir freie Elektronen gegeniiber
der einfallenden Strahlung um 180° phasenverschoben. Im Normalfall konnen die
Elektronen im untersuchten System als freie Elektronen betrachtet werden, was im
Falle der anomalen Streuung (2.3.6) nicht mehr gilt.

Die periodische Anordnung der Elementarzelle hat die Bildung eines Kristallgitters
zur Folge. Zur Beschreibung der Beugung werden diesem Gitter sogenannte Netze-
benen zugeordnet, die verschiedene Gitterpunkte enthalten. Die Netzebenen werden
durch ihre Schnittpunkte mit den Achsen der Elementarzelle identifiziert und durch
die sogenannten Miller-Indizes bezeichnet. Erfolgt die Streuung kohérent an einer
Netzebenenschar des Kristallgitters, so kommt es fiir einen bestimmten Einfallswin-
kel © zu einem Gangunterschied von einer Wellenlédnge A\ oder einem ganzzahligen
Vielfachen der Wellenléinge n\. Damit ist die Bedingung der konstruktiven Interfe-

renz erfiillt. Diese wird durch die Braggsche Gleichung beschrieben:

2dsin© B
: —

n

Hierbei ist d der Abstand der Netzebenenscharen, ©® der Winkel zwischen einfallen-
dem Strahl und Netzebenenschar und A die verwendete Wellenlénge.

Die Beugung von Rontgenstrahlen an den Netzebenenscharen des realen Gitters des
Kristalles erzeugt auf diese Weise ein dreidimensionales Gitter von Beugungsmaxi-
ma. Da die geometrischen Eigenschaften dieses Gitters zu denen des realen Gitters
invers sind, wird es als reziprokes Gitter bezeichnet. Das reziproke Gitter wird aus
der Ansammlung der Normalenvektoren von Netzebenenscharen mit der Lange des
reziproken Netzebenenabstandes gebildet. Unter Verwendung des reziproken Git-
ters lasst sich das BRAGGsche Gesetz als Vektordiagramm darstellen (Abbildung 5)
(Ewald-Konstruktion, (Ewald, 1921)).

Die Reflexionsbedingung ist exakt erfiillt, wenn ein reziproker Gitterpunkt P die

EwaLD-Kugel mit dem Radius 1/A durchquert. Die Richtung des gebeugten Strah-
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Abbildung 5: EwaLD-Konstruktion (Ewald, 1921). Die Richtung des Primérstrahles sy geht vom
Drehpunkt des Kristalls K zum Ursprung O des reziproken Gitters (griin). Um den Kristallur-
sprung wird eine Kugel mit dem Radius 1/X gezeichnet (Ewaldkugel). Der gebeugte Strahl wird
durch den Vektor s und ein reziproker Gittervektor durch den Vektor S reprisentiert.

les ergibt sich aus der Verbindung des Kristalldrehpunktes K mit dem die Kugel
durchquerenden reziproken Gitterpunktes P. Kristallgitter mit identischen Abmes-
sungen beugen demnach auch Rontgenstrahlung in identischer Richtung. Tatséchlich
ist die Beugung des Primérstrahls das Ergebnis der Interferenz aller an den Elek-
tronen der Atomhiille gebeugten Rontgenstrahlen. Betrachtet man eine isolierte
Elementarzelle, an der sich eine Welle bricht, so ergibt sich ein richtungsabhingi-
ges, kontinuierliches Beugungsbild. Durch die periodische Anordnung des Kristalles
konnen diese Sekundéarwellen jedoch nur in bestimmte Richtungen konstruktiv in-
terferieren. Die so erhaltenen Reflexe konnen durch die komplexen Strukturfaktoren
beschrieben werden. Die Positionen der Atome (oder besser deren Elektronenhiillen)
in der Elementarzelle und die komplexen Strukturfaktoren kénnen durch eine Fou-

rier-Transformation hergestellt werden:

ﬁ(h, ]{5, l) _ Z fj627r7_”j(h,k,l)
J
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Der Strukturfaktor F fiir den Reflex (hkl) beschreibt die Summe der Streubeitrige
iiber alle Atome j mit den fraktionellen Koordinaten 7; in der Elementarzelle; f;
ist der Atomformfaktor, der die Abhéngigkeit der Streuintensitidt vom Streuwinkel
und eingestrahlter Wellenldnge an dem jeweiligen Atom représentiert und unter An-
nahme von kugelsymmetrischer Ladungsverteilung (in Abwesenheit von anomaler

Streuung) von der Elektronenzahl des jeweiligen Elementes abhéngig ist.

2.3.4 Temperaturfaktor

In Abhéngigkeit von der Temperatur schwingen die Atome um ihre Gleichgewichts-
position. Die Rontgenstrahlen treffen also in aufeinanderfolgenden Einheitszellen
nicht auf identische Atome an exakt der gleichen Position. Dies ist vergleichbar
mit einem Rontgenstrahl der auf ein schnell schwingendes Atom trifft. Dabei wird
die gestreute Intensitéit vor allem bei groflen Streuwinkeln vermindert, so dafl der
atomare Formfaktor mit einem temperaturabhéngigen Faktor multipliziert werden
muf}. Die Bewegung der Atome innerhalb der reflektierenden Ebene (hkl) beeinflufit
nicht die Intensitét des Reflexes (hkl), sondern nur die Komponente senkrecht zur
Ebene, d.h. in Richtung von S , zeigt einen Effekt. Im einfachen Fall der isotropen
Bewegung ist die Komponente fiir jeden Reflex (hkl) gleich, und der Korrekturfak-

tor ergibt sich zu:
. -B sin2©
T(iso) =e 7 32

Dabei definiert sich der Temperaturfaktor B als eine Funktion des mittleren

Abweichungsquadrates u2:
B = 8n% x u?

Fiir einen Temperaturfaktor von B = 30 A? errechnet sich eine mittlere Verschie-
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bung der Atome um ihre Gleichgewichtsposition von 0.62 A. Dieser Wert gibt einen
Eindruck von der Flexibilitdt und Unordnung in Proteinestrukturen, die keinesfalls
vollkommen starr sind. Wegen dieser Unordnung im Kristall nimmt die Intensitit
des Beugungsbildes ab einem Beugungswinkel ©,,,,, sehr stark ab. Der entsprechen-

de Abstand der Gitterebenen d,,;, ergibt sich aus dem BRAGG’schen Gesetz:

A

dmin = ;
25100z

wobei d,;, als Auflosung des Beugungsbildes bezeichnet wird. Die Struktur kann
bis zu einer maximalen Auflésung von d,,;, bestimmt werden.

Der Temperaturfaktor B beschreibt eine dynamische Unordnung im Kristall durch
die temperaturabhéngige Schwingung der Atome und eine statistische Unordnung,
die daraus resultiert, dafl die Molekiile in unterschiedlichen Einheitszellen nicht ex-
akt die gleiche Position und Orientierung aufweisen. Diese beiden Effekte der Unord-
nung konnen nur dann unterschieden werden, wenn Diffraktionsdaten an identischen

Einkristallen bei verschiedenen Temperaturen gesammelt werden.

2.3.5 Berechnung der Elektronendichte

Da Rontgenstrahlen an der Atombhiille der Atome gebeugt werden, ergeben sich aus
der Strukturanalyse nicht sofort die genauen Atompositionen, sondern die dreidi-
mensionale Verteilung der Elektronen der Atome, die als Elektronendichtevertei-
lung bezeichnet wird. Diese Elektronendichteverteilung p an jedem Punkt (x,y,z)
in einem Kristall kann durch die Gesamtheit der Gréflen f; und r; ausgedriickt
werden, womit sie sich als inverse FOURIER-Transformierte der Strukturfaktoren
ergibt:

1 : —2mi(hx 2
p(x7yaz) = VZZZ |Fhkl|€whkze 2mi(ha+ky+iz)
h k 1
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Der Phasenwinkel ¢y, eines Reflexes, der den Gangunterschied des Reflexes im Ver-
gleich zu einer am Ursprung der Elementarzelle gestreuten Welle angibt, ist hierbei
der direkten Messung nicht zugénglich, da aus den integrierten Reflexintensitidten
lediglich die Strukturamplituden |ﬁhkl|7 die proportional zu den Quadratwurzeln
der gemessenen Intensitédten sind, bestimmt werden konnen. Diese Unbestimmtheit

wird in der Proteinkristallographie als das Phasenproblem bezeichnet.

2.3.6 Losung des Phasenproblems

Das Phasenproblem kann durch die Lokalisierung einer Substruktur gelost werden.
Zur Bestimmung der Substruktur kénnen direkte Methoden (Hauptmann and Karle,
1953) oder PATTERSON-Methoden verwendet werden. Direkte Methoden werden
vor allem bei der Phasenbestimmung von Kleinmolekiilstrukturen angewandt, sind
allerdings bislang noch nicht auf Proteinestrukturen iibertragbar. Den PATTERSON-
Methoden zur Losung von Proteinestrukturen liegt eine Funktion zugrunde, die
nur von den Strukturfaktoramplituden und nicht von den Phasen abéngig ist, die

sogenannte Patterson-Funktion:

1
P(r,y,z) = v SSNTN | FuulPcos(2n[hu + kv + lw))
hoko

Die Maxima dieser Funktion entsprechen jedoch nicht den Atompositionen, sondern
stellen die interatomaren Distanzvektoren dar. Daher entspricht die Symmetrie der
PATTERSON-Synthese derjenigen der Elektronendichte ohne jegliche translatorische
Symmetrieelemente mit Hinzufiigen eines Inversionszentrums. Bedingt durch die
kristallographischen Symmetrieoperatoren der jeweiligen Raumgruppe kommt es
im bestimmten Bereichen dieser Dichtekarte zu einer Haufung von Distanzvektoren.
Diese Bereiche werden Harker-Ebenen genannt.

Aufgrund der grofien Anzahl von Atomen in einem Protein ist es jedoch nicht

moglich aus der PATTERSON-Synthese direkt auf die Proteinestruktur zu schlie-
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Ben und somit ein Modell fiir die initiale Phaseninformation zu erhalten. Statt
dessen miissen Methoden angewandt werden, in denen Patterson-Synthesen von
einfacheren Substrukturen interpretiert werden, um die Phaseninformation fiir die
Proteinestruktur abzuleiten (SIR/MIR, MAD). Des Weiteren kénnen experimen-
telle Patterson-Synthesen mit theoretischen verglichen werden, um ein ausreichend

homologes Modell zur initialen Phasierung zu platzieren (MR).

Isomorpher Ersatz

Bei der Methode des isomorphen Ersatzes werden ein Datensatz eines nativen Prote-
inkristalles (, NATT*) und in den meisten Féllen mehrere Datensétze unabhéingiger
isomorpher Schweratom-Derivate (, DERI“) aufgenommen. Notwendige Eigenschaft
eines verwendbaren Derivates ist vollstdndige Isomorphie der Proteinanordnung im
Kristall und die geordnete Bindung von Schweratomen im kristallisierten Protein.
In guter Ndherung kann dann davon ausgegangen werden, daf3 die Differenzen in den
bestimmten Strukturfaktoramplituden (A|F|) von DERI und NATT allein auf Dif-
ferenzen in den Strukturen zuriickzufiihren sind, also auf die in dem DERI-Kristall
zusédtzlich vorhandenen Schwermetallatome.

Eine aus den A|ﬁ | berechnete PATTERSON-Synthese sollte also nur die interatoma-
ren Distanzvektoren der Schweratome beinhalten und deshalb durch ein geeignetes
Schweratommodell interpretierbar sein, vorausgesetzt, die Anzahl der gebundenen
Schweratome ist nicht zu hoch. Dies ist in der Praxis aufgrund der wesentlich gerin-
geren Anzahl der Schwermetallatome im Vergleich zu den Proteinatomen maglich.
Durch Vergleich von Nativ-, Derivat- und Differenzstrukturfaktoramplituden mit
den komplexen Strukturfaktoren aus dem Schweratommodell kénnen initiale Pha-
senwinkel fiir die Proteinestrukturfaktoren bestimmt werden. In manchen Féllen
lassen sich so bereits mit einem Derivat hinreichend genaue Proteinphasen bestim-

men (Single Isomorphous Replacement, SIR). Oft sind dazu jedoch mindestens zwei
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unabhéngige Derivate notig (Multiple Isomorphous Replacement, MIR).
Abbildung 6 zeigt die Ermittlung initialer Phasenwinkel durch MIR.

|F P112| 7

Abbildung 6: Harkerkonstruktion (Harker, 1956). Um den Ursprung wird ein Kreis mit dem
Radius |FP| fiir den jeweiligen Reflex gezeichnet (schwarz). Um —|Fy| (Lage und damit Phase
des Schwermetalls sind bekannt) wird ein weiterer Kreis mit dem Radius |Fpg1| gezeichnet. Die
beiden Schnittpunkte A und B ergeben zwei Moglichkeiten fiir Fp. Mit einem zweiten Derivat
kann diese Prozedur wiederholt werden und so die eindeutige Phase des Reflexes bestimmt werden
(Schnittpunkt A).
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Molekularer Ersatz

Bei der Methode des Molekularen Ersatzes, auch Faltmolekiilmethode oder ,, Mole-
cular Replacement® (MR) genannt (Hoppe, 1957; Rossman and Blow, 1962; Huber,
1965), liegt bereits ein Atommodell einer bekannten Kristallstruktur mit hinreichen-
der Ahnlichkeit zum untersuchten Modell vor. Aus den Koordinaten des bekannten
Suchmodells kénnen nach Positionierung in der zu losenden Struktur die Struk-
turfaktoramplituden |ﬁcalc| und die Phasen ®.,. berechnet werden. Mit den Mo-
dellphasen und den experimentell erhaltenen Strukturfaktoramplituden ]ﬁobs] kann
eine PATTERSON-Dichte P(x,y,z) fiir die zu bestimmende Kristallstruktur berechnet
werden.

Da sich in der Regel Raumgruppe und Orientierung des Suchmodelles in der Ele-
mentarzelle von der zu untersuchenden Struktur unterscheiden, mufl das Suchmodell
korrekt in der neu bestimmten Elementarzelle der unbekannten Struktur positioniert
werden. Dieses sechsdimensionale Suchproblem léasst sich in jeweils drei Rotaions-
und Translationsvariable zerlegen. Die beiden Sétze von PATTERSON-Vektoren aus
den gemessenen Strukturfaktoramplituden |ﬁobs| und aus den berechneten |ﬁcalc|
der Modellkoordinaten werden in einer Produktfunktion korreliert. Dabei wird der
eine Vektorensatz in einer Rotationsfunktion in kleinen Winkelschritten um alle
drei Achsen gegen den zweiten Satz gedreht. In einer eindeutigen Losung der Ro-
tationsfunktion werden die Vektoren innerhalb des Molekiiles (Selbstvektoren) zur
Deckung gebracht. Nach der korrekten Orientierung in der Rotation erfolgt die Po-
sitionierung durch eine anschliefende Translation in allen drei Raumrichtungen der
Elementarzelle, wozu die Kreuzvektoren zwischen den verschiedenen Molekiilen ein-
gesetzt werden. Durch FOURIER-Transformation lassen sich anschlieend die Phasen
berechnen. Als Faustregel gilt, dal diese Methode funktioniert, wenn die Homologie
der Aminoséduresequenzen der beiden Proteine hoch und die r.m.s. Abweichung der

Ca-Positionen der zwei Strukturen < 1 A ist.
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Multiple anomale Dispersion

Eine weitere Moglichkeit zur Losung des Phasenproblems bietet das Phénomen der
anomalen Streuung. Die Elektronen, an denen die Streuung erfolgt werden norma-
lerweise in guter Nédherung als freie Elektronen beschrieben. Dies gilt in der Néhe
der Absorptionskante eines Elements nicht mehr. Die inneren Elektronen interagie-
ren mit dem Nukleus, so dafl der gestreute Strahl nicht mehr die Phasendifferenz
von 180 ° aufweist.

Bei der Bestimmung von Proteinphasen durch Multiple Anomale Dispersion (MAD)
wird die Eigenschaft von Schweratomen als anomaler Streuer in Proteinkristallen
ausgenutzt. Dazu wird Rontgenstrahlung mit variabler Wellenldnge (Synchrotron-
Strahlung) an der spezifischen Absorptionskante der Schweratome verwendet. In
der Niahe dieser Absorptionskante des Elementes findet keine elastische Streuung
der Elektronen statt. Wechselwirkung der Synchrotronstrahlung mit dem Atom-
kern, durch Ionisation eines Elektrons aus der K-Schale, bedingt eine Phasenver-
schiebung (anomale Streuung oder Dispersion), die sich von der Phasenverschiebung
elastischer Streuung (180 °) unterscheidet. Der Atomformfaktor ist somit nicht mehr
langer eine reelle, sondern eine komplexwertige Zahl.

Dieses bedingt, daf die Friedel-Partner B nier und F " h—k—1 (Reflexe mit identischen
Strukturfaktoramplituden und Phasenwinkeln mit umgekehrten Vorzeichen) weder
betragsméfig noch in ihrem Phasenwinkelbetrag identisch sind, also die Struktur-
faktoren F) hir und F " n—k—1 keine komplex-konjugierten Zahlen mehr sind (siehe Ab-
bildung 7). Dadurch kann aus den Amplitudendifferenzen (Bijovet-Differenzen)
dieser Reflexe eine PATTERSON-Synthese errechnet werden, aus der sich ein Modell
der Substruktur aller bei einer bestimmten Wellenléinge anomal streuenden Atome
erstellen lasst.

Analog zum MIR-Fall kénnen in einem MAD-Experiment durch eine HARKER-

Konstruktion initiale Proteinphasenwinkel bestimmt werden (siche Abbildung 8).
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Abbildung 7: Der Einflufl der anomalen Dispersion auf Strukturfaktoren mit entgegengesetzten
Vorzeichen fiir den Phasenwinkel. Ohne anomale Streuung gilt FpyyT=Fpgn~. Diese Struktur-
faktoren setzten sich aus einem Beitrag des Proteines Fp und einem “normalen® Beitrag Fyn
des Schweratoms zusammen. Im Falle anomaler Streuung addiert sich eine reale Komponente Af
in Verlingerung zu Fyy und senkrecht dazu eine imaginéire Komponente Af” die stets einen
kleinen Phasenwinkel dazu addiert. Als Folge davon weisen die kombinierten Strukturfaktoren aus
“pormalen® und “anomalen® Beitriigen Fpya™ und Fpga~ sowohl unterschiedliche Amplituden
als auch Phasenwinkel auf.

Abbildung 8: Vereinfachte Harkerkonstruktion, die die Ableitung eines eindeutigen Phasenwin-
kels mit Hilfe der anomalen Streuung erlaubt. Der Vektor fiir die ,normalen“ Strukturfaktoram-
plituden ist mit Fp gegeben. Die beiden BIJOVET-Paare sind mit Fg™ und Fg~ gekennzeichnet.
Fy~ ist vereinfacht mit einem Phasenwinkel mit entgegengesetztem Vorzeichen dargestellt, damit
sich die drei Kreise in einem Punkt schneiden. Im MAD Experiment wird Fp durch Messung eines
remote Datensatzes bestimmt, dessen Wellenldnge weit von der Absorptionskante entfernt ist.
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3 Material und Methoden

Soweit nicht ausdriicklich anders erwahnt, wurden alle verwendeten Chemikalien
von den Firmen Aldrich (Steinheim), Fluka (Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel-de-

Héen (Seelze) oder Sigma (Deisenhofen) mit dem Reinheitsgrad p.a. bezogen.

3.1 Proteinchemische Methoden
3.1.1 Sequenzanalyse und -vergleich

Proteinsequenzen wurden aus der EMBL Datenbank (www.ebi.ac.uk) und aus der
Swissprot Datenbank (www.expasy.ch) erhalten. Sequenzen wurden mit dem GCG

Programmpaket (GCG, 1998) analysiert.

3.1.2 Konzentrierung von Proteinen

Die Aufkonzentrierung von Proteinen erfolgte durch Ultrafiltration in Zentrifuga-
tionskonzentratoren des Typs Centriprep und Centricon (Millipore) an YM5 oder
YM10 Membranen durch Zentrifugation bei 3000-5000x g.

3.1.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration von Proteinen in Losung wurde mit der Methode nach Bradford
(Bradford, 1976) photometrisch bei 595 nm bestimmt. Dazu wurde eine Eichgerade
mit BSA in den Konzentrationen 0,1 bis 15 ug/ml im Absorptionsbereich von 0
bis 1,2 erstellt. 200 ul Bradfordreagenz (BioRad, Miinchen) wurden mit 1 bis 50 ul
Probenlosung versetzt und mit Wasser auf 1 ml Volumen aufgefiillt. Die Extinktion

bei 595 nm wurde nach 5 miniitiger Inkubationszeit bei RT photometrisch bestimmt.
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3.1.4 Massenspektrometrie

Die relativen Molekularmassen der gereinigten Wildtyp Riboflavin Kinase, 3,4-
Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase und der 7,8-Dihydroneopterin Aldolase
wurden an einem Triple-Quadrupol lonenspray-Massenspektrometer API365 (Fa.
SciEx, Thornhill, Ontario, Kanada) bestimmt. Eine Eichung der m/z-Skala wur-
de mit Ammonium-Addukten von Polypropylenglykol-Oligomeren durchgefiihrt.
Aus den m/z-Peaks aller erzeugten Molekiilionen mit multipler Ladung wurden
die durchschnittlichen Molekularmassen ermittelt (Covey et al., 1988; Mann et al.,
1989). Die Spektren wurden freundlicherweise von Frau Elisabeth Weyher-Stingl

am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried erstellt und ausgewertet.

3.2 Kristallographische Methoden
3.2.1 Kristallisation

Die Kristallisationsansitze erfolgten nach der Dampfdiffusionsmethode (McPher-
son, 1982) im sitzenden Tropfen Sitting drop in CrysChem Platten (Charles Supper
Company). Die CrysChem Platten werden mit transparenter Klebefolie (CrystalCle-
ar, Mancolnc., Avon, USA) verschlossen. Der Kristallisationsverlauf wird iiber meh-
rere Monate bei 20°C verfolgt. Fiir das Screening einer groBen Anzahl von Kristalli-
sationsbedingungen wird das Prinzip des sparse matriz sampling angewandt (Carter
and Carter, 1979; Jancarik and Kim, 1991). Dabei werden jeweils 2 ul (10 mg/ml)
Proteinlosung mit 2 ul des Kristallisationspuffers vermischt und gegen 300 ul Reser-
voirlésung dquilibriert. In weiteren Versuchen kommen verschiedene Prézipitanzien
(u.a. PEG verschiedener Molekulargewichte, MPD, Ammoniumsulfat, NaCl, Na-
triumcitrat) variiert gegen verschiedene pH-Werte, sowie unterschiedliche Additive

(Hampton Research, USA) zum Einsatz.
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3.2.2 Datensammlung

Kristalle wurden zur Messung von Raumtemperaturdaten in silanisierte Glaskapilla-
ren von 0.7 mm Durchmesser gesaugt und mit Loschpapierstreifen oder diinn ausge-
zogenen Glaskapillaren vollstdndig vom Losungsmittel befreit. Um ein Austrocknen
zu verhindern wurden beide Seiten der Kapillare mit Reservoirlosung gefiillt und
mit Dentalwachs (Richter&Hoffmann Harvard Dental GmbH) verschlossen. Die Ka-
pillaren wurden auf einem Goniometerkopf fixiert und mit Drehwinkeln von 0.5 - 3°
auf der Drehanode (Rigaku RU-200, 50kV, 100 mA) vermessen. Detektiert wurde
mit einer MARResearch Imageplate.

Zur Messung von cryo-Daten wurden die Kristalle in Schlaufen aus Zahnseide
(Hampton Research) geangelt, in den jeweiligen Cryopuffer eingelegt und in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Gemessen wurden die Kristalle am Max-Planck-
Institut mit Kupfer-K,-Rontgenstrahlung (A = 1.542 A) mit einer Imageplate (Mar-
research, Hamburg), die auf einem Rontgendrehanodengenerator (Rigaku RU-200,
Tokio, Japan; Leistung 50kV, 100 mA) montiert war.

3.2.3 Datenauswertung

Die Bestimmung der Kristallorientierung, der Raumgruppe und der Elementarzelle
erfolgte mit zwei verschiedenen Programmpaketen. Je nach Datenqualitiat wurde
entweder das HKL. Programmpaket (Otwinowski and Minor, 1997) benutzt oder
die Indizierung der Daten und die Bestimmung der Reflexintensititen wurden mit
MOSFILM (Leslie, 1998) durchgefiihrt. Die Datenreduktion erfolgte dann mit dem
Programm SCALA und TRUNCATE (CCP4, 1994).

3.2.4 Phasierung

Die Bestimmung von Schweratomlagen erfolgte mit dem Programm SHELXS (Sheld-

rick et al., 1993). Die Verfeinerung der Schweratomparameter sowie die Berechnung

30



3 MATERIAL UND METHODEN

von Proteinphasen wurden mit dem Programm MLPHARE (Otwinowski and Mi-

nor, 1997) durchgefiihrt. Der Molekulare Ersatz wurde mit AMORE (Navaza, 1994)
durchgefiihrt.

3.2.5 Modellbau und Verfeinerung

Atommodelle wurden auf einer SILICON GRAPHICS work station mit dem Pro-
gramm MAIN (Turk, 1992) in die Elektronendichtekarten eingepafit. Hierbei wur-
de die Realraum-Verfeinerungsoption benutzt, um eine méoglichst gute Anpassung
an die Elektronendichte zu erhalten. Die Atommodelle wurden mit CNS verfeinert
(Briinger, 1998). Als Zielfunktion wurde der kristallographische R-Faktor minimiert,
wobei geometrische Parameter (Engh and Huber, 1991) beriicksichtigt wurden, da
die Zahl der Observablen im Verhéltnis zur Anzahl der verfeinerten Paramter in
der Proteinkristallographie im allgemeinen nicht ausreichend iiberbestimmt ist. Das
Gewichtsverhéltnis zwischen kristallographischem und geometrischem Term wurde
dabei zu Beginn der Verfeinerung bestimmt und mit fortschreitender Qualitdt des
Modelles schrittweise erhoht. Um ein objektives Kriterium fiir den Erfolg der Verfei-
nerungsrechnungen zu haben, wurden 5 % bzw. 10 % der Reflexe zuféllig ausgewihlt
und als TEST-Satz nicht in die Verfeinerung einbezogen (Briinger, 1992). Der so be-
rechnete freie R-Faktor, im Regelfall 5 % hoher als der kristallographische R-Faktor,
warnt dabei vor einer Uberanpassung des Atommodelles an die Daten. Positionelle
Verfeinerung und simulated annealing (SA) alternierten mit visueller Inspektion der
Elektronendichte und manuellem Einpassen bis zu einem Absinken des R-Faktors
auf 30 %. Danach wurden Wassermolekiile automatisiert mit CNS eingebaut. Im
Anschluss an die Koordinatenverfeinerung wurden individuelle Temperaturfaktoren
verfeinert. Dabei wurden Einschrédnkungen auferlegt fiir direkt verkniipfte Atome
und fiir iiber einen Winkel verkniipfte Atome, jeweils fiir Haupt- und Seitenket-

ten. Die Zielwerte der Standardabweichungen betrugen dabei 1,50 (Hauptkette)
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und 2,00 (Seitenkette) fir benachbarte Atome und 2,00 (Hauptkette) und 2,50
(Seitenkette) fiir iiber Winkel verkniipfte Atome.

3.2.6 Modellanalyse und graphische Darstellung

Die Molekiilgeometrien wurden mit dem Programm PROCHECK (Laskowski et al.,
1993) auf Datenkonsistenz iiberpriift und geometrisch analysiert. Uberlagerungen
und least square fits von Koordinaten wurden mit TOP3D (CCP4, 1994) durch-
gefiihrt.

Sekundérstrukturelemente wurden mit dem Programm STRIDE (Frishman and Ar-
gos, 1995) zugeordnet. Die Ligandenmodelle von Ribulose-5-Phosphat und Guanin
wurden mit dem Programm SYBYL Version 6.4 (Tripos Inc., St. Louis, USA 1997)
generiert und energetisch minimiert.

Zur graphischen Darstellung von Molekiilmodellen wurden die Programme BOB-
SCRIPT (Esnouf, 1997), MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) und Swiss-PdbViewer
(www.expasy.ch.spdv) benutzt. Zur Darstellung von Sequenzvergleichen wurde das
Programm ALSCRIPT (Barton, 1993) angewandt.

Zur Nachbearbeitung von Bildern, sowie zur Konvertierung kamen die Programme
PHOTOSHOP (Adobe Systems Inc., USA), XV (J. Bradley, Pennsylvania, USA),
ILLUSTRATOR (Adobe Systems Inc., USA) und CorelDRAW (Corel Corporation
Limited, 1998) zur Anwendung.
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4 Ergebnisse

4.1 Candida albicans 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat

Synthase
4.1.1 Kristallisation

Die DHBPS aus C. albicans wurde in einem rekombinanten E. coli Stamm als funk-
tionelles Protein iiberexprimiert (Echt, 2004) und freundlicherweise von Herrn Dr.
Markus Fischer von der Technischen Universitdt Miinchen zur Verfiigung gestellt.
Das Protein wurde mit Konzentrationen im Bereich von 17-34 mg/ml in Sitting
drop Kristallisationsexperimenten eingesetzt. Je 3 ul des aufkonzentrierten Protei-
nes wurden mit 1 pl der optimierten Préazipitanslosung 85 mM Na-Citrat, pH 5,0 und
17% (w/v) PEG 8000 versetzt und gegen 300 ul Bodenpuffer der selben Bedingung
bei 20°C aquilibriert. Aus diesen Ansétzen wuchsen nach ca. 24 Std. rontgentaug-
liche Proteinkristalle bis zu einer Gréfie von etwa 120 pm x 100 gm x 70 pm heran.
Kristalle sowie das Diffraktionspattern der C. albicans DHBPS sind in Abbildung
9 gezeigt.

Die Kristalle der nativen, apo-Form der DHBPS wurden zur Charakterisierung
von Substratkomplexen in Soaking-Kristallisationsexperimenten eingesetzt. Dabei
wurden die Kristalle in einer 2mM D-Ribulose-5-phosphat (Ru5P) Substratlosung

fiir 5 Minuten gesoakt.

4.1.2 Datensammlung und Strukturlésung

Zur Datensammlung unter Cryo-Bedingungen (100K) wurden Kristalle der apo-
Form der DHBPS und die mit RubP gesoakten Kristalle in einen Tropfen aus
Mutterlauge/17,5 % Glycerin iiberfiihrt. Die Indexierung der jeweiligen Diffrakti-

onsdaten zeigte eine trikline Gittermetrik mit den Gitterkonstanten a = 40,44 fol,
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Abbildung 9: Diffraktionspattern (maximale Auflésung: 1.6 fi, Rotation: 1,0°, Wellenldnge A =
1.542 A) und Kristalle der C. albicans DHBPS in 85 mM Na-Citrat pH 5.0 und 17 % PEG 8000.

b= 48,134, ¢ = 59,80 A und a = 66,23°, 3 = 71,98°, v = 89,86°. Die Da-
tensdtze der apo-Form und des Substrat-Komplexes sind somit zueinander abso-
lut isomorph. In beiden Féllen konnten vollstidndige Datensétze der apo-DHBPS
und der Ru5P/DHBPS bis zu einer maximalen Aufldsung von 1,6 A (apo), baw
1.7 A (Ru5P) gesammelt werden. Diese trikline Kristallform enthélt ein DHBPS-
Dimer in der asymmetrischen Einheit mit einem Solvensgehalt von 44 % (Matt-
hews, 1968). Die apo-Struktur wie auch die Rub5P-Komplexstruktur der C. albi-
cans DHBPS wurden mit Hilfe der PATTERSON-Suchmethode (Molecular Repla-
cement) mit dem Programm AMORE (Navaza, 1994) gelost. In beiden Féallen
wurden Daten in einem Auflésungsbereich von 15—3,521 verwendet. Zur Losung

der apo-Kristallstruktur diente die E. coli DHBPS Struktur (PDB-ID: 1G57) als
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Suchmodell. Die korrekte Replacement Lésung wurde nachfolgend in einer Suche
der Substrat-Komplexstruktur eingesetzt. Eine F,-F .-Fouriersynthese wies eindeu-
tig ein gebundenes RubP Substratmolekiil in beiden Untereinheiten des Dimers in
der asymmetrischen Einheit auf.

Die Ergebnisse der Datenprozessierung sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

nativ Ru5P

Raumgruppe P1 P1
Zellkonstanten

a 40,4 40,2
b 48,1 47,9
c 59,8 59,8
o 66,2 66,4
B 71,9 72,3
0 89,8 89,9
Auflésungsbereich [A] 20,0-1,6 20,0-1,7
gemessene Reflexe 165698 128699
unabhéngige Reflexe 43264 39461
Multiplizitét 3.8 3,2
—d 5,9 3,2
Vollstandigkeit [%] 84,4 77,3

® Romerge = (X [ 1 — (D)) / 22 L.

Tabelle 1: Ubersicht zur Datenprozessierung.
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4.1.3 Modellbau, Verfeinerung und Qualitit des Atommodelles

Die sehr gute Qualitdt der gemessenen Daten bis zu einer Auflosung von 1,614?
ermoglichte den Einbau von 90 % der insgesamt 408 Aminosiduren des nativen Di-
mers der C. albicans DHBPS bereits im ersten Zyklus des manuellen Modellbaus
unter Verwendung des Programmes MAIN (Turk, 1992). Nach einer anschlieBenden
Rigid body Minimierung und einem Simulated annealing bei 2500 K wurde das Mo-
dell schliefllich mit dem Programm CNS unter Verwendung des maximum-likelihood
Algorithmus (Briinger, 1998) verfeinert. Das Substrat wurde mit dem Programm
SYBYL gebaut und die Parametersétze berechnet, die als Restraints in der Verfei-
nerung verwendet wurden. In iterativen Zyklen von Modellbau, Einbau von Was-
sermolekiilen und Verfeinerung des Atommodelles, gefolgt von einer abschlieBenden
individuellen B-Faktorverfeinerung, konvergierte der kristallographische R-Faktor
bei 18,4% (Rypee = 21,8%).

Wihrend aller Stadien der Verfeinerung war fiir die interne Region von Asn78 bis
His83 keine Elektronendichte in diesem Bereich sichtbar. Dieser ungeordnete Teil
des Proteins wurde nicht in das finale Atommodell eingebaut und lédsst auf eine
hohe Flexibilitédt dieser Region schliefen. In beiden monomeren Untereinheiten wa-
ren die beiden N-terminalen Reste Met und Thr ebenfalls nicht geordnet. Das final
verfeinerte, dimere Atommodell der apo-Form der DHBPS enthélt somit 390 der
insgesamt 408 Aminoséduren. Die bis zu einer maximalen Auflésung von 1,7 A be-
rechnete experimentelle Elektronendichte der DHBPS komplexiert mit RubP war
ebenfalls von sehr guter Qualitdt. Die hohe Flexibilitdat der internen Region von
Asn78 bis His83 zeigte sich, wie schon in der apo-Struktur, auch in der Substrat-
Komplexstruktur. Auch hier sind die beiden N-terminalen Aminoséduren nicht ge-
ordnet.

Eine Uberpriifung der Bindungsgeometrien der Proteinhauptkette der C. albicans

DHBPS zeigte, daB sich 88,9 % (nativ) bzw. 89,9 % (Ru5P) aller Aminoséuren (Gly-
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cin und Prolin ausgenommen) in den am meisten bevorzugten Bereichen befinden,
wihrend 11,1 % (nativ) bzw. 10,1 % (Ru5P) in zusétzlich erlaubten Bereichen liegen.
Keine Aminoséure zeigt eine Bindungsgeometrie, die in den weitldufig erlaubten,
oder verbotenen Bereich der Ramachandran-Statistik (Ramachandran and Sasisek-
haran, 1968) fallen wiirde. Die Qualitit des verfeinerten Modelles wurde mit dem
Programm PROCHECK (Laskowski et al., 1993) iiberpriift.

Die Verfeinerungsstatistik der beiden Datensétze ist in Tabelle 2 gezeigt.

nativ RubP
Anzahl Proteinatome 3034 3034
Anzahl Wassermolekiile 692 672
Anzahl Ligandenatome - 27
R-Faktor®[%)] 19,2 18,4
R free” [%)] 21,9 218
r.m.s.-Abweichung vom Idealwert der
Bindungslingen [A] 0,005 0,005
Bindungswinkel [°] 1,19 1,27
Mittlerer B-Faktor, Protein [A2] 12,9 12,1
Mittlerer B-Faktor, Ligand [A?] - 27,8
Mittlerer B-Faktor, Solvens [A?] 28,3 28,0
(®W) Winkel Verteilung im
bevorzugten Bereich [%)] 88,9 89,9
zusétzlich erlaubten Bereich [%] 11,1 10,1

“R-Faktor= Y jpcw || Fovs| — k| Featell/ Xnricw | Fovs|
beree = EhklcT ||Fobs - k’FcaZC‘ ‘/ thlcT ‘FobS‘

Tabelle 2: Ubersicht zur Datenprozessierung und Verfeinerung.
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4.1.4 Strukturbeschreibung

In Ubereinstimmung mit den Strukturen der Enzyme aus E. coli (Liao et al., 2001),
M. grisea (Liao et al., 2002) und M. jannaschii (Steinbacher et al., 2003) liegt die
DHBPS aus Candida albicans als a+ Homodimer mit einer Grofle von 46 kDa vor.
Abbildung 10 zeigt eine Ribbondarstellung des DHBPS-Dimeres mit dem gebunde-
nen Ribulose-5-phosphat.

Abbildung 10: Stereodarstellung der Struktur der DHBPS aus C. albicans mit dem gebundenen
Substrat Ribulose-5-phosphat.

Die Interaktion der beiden Monomere beruht hauptséchlich auf hydrophoben Wech-
selwirkungen im Bereich der Dimer-Kontaktflache. Die jeweiligen N- und C-Termini
eines jeden Monomers liegen somit an den entgegengesetzten Enden des Dimeres.
Jedes Monomer besteht aus sieben Helices, die ein zentrales acht-strangiges ge-
mischtes (-Faltblatt umgeben. Dieses zentrale Faltblattmotiv ist in sich um etwa
180° verdreht und zeigt komplexe und relativ ungewthnliche Konnektivitaten. So
enthilt das Faltblatt drei Uberkreuzungen. Die erste Uberkreuzung verbindet das
C-terminale Ende von Strang S2 mit dem N-terminalen Ende von Strang S3. Der C-
Terminus vom Strang S3 wird durch die zweite Uberkreuzung mit dem N-Terminus

von 54, wiahrend der C-terminale Teil vom Strang S7 mit dem N-terminalen Teil von
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Strang S8 durch die dritte Uberkreuzung verbunden wird. Jede dieser Uberkreu-
zungen weist eine einzelne a-Helix von zwei bis drei Umdrehungen auf, die sich alle
auf derselben Seite des S-Faltblatts befinden. Zwischen dem C-terminalen Ende von
S4 und dem N-terminalen Ende von S5 liegt ein Bereich von 6 Aminosdure-Resten,
der sich aufgrund fehlender Elektronendichte in hohem Mafle flexibel erweist. Bei
diesem Bereich handelt es sich um einen Loop, der zwei verschiedene Orientierungen
einnehmen kann. In den bekannten Strukturen von M. jannaschii und M. grisea,
mit und ohne Liganden, fithrt dies zu einer offenen bzw. geschlossenen Konformati-
on des aktiven Zentrums. Diese Umlagerung zu einer geschlossenen Konformation
des aktiven Zentrums bei der Ligandierung spielt wahrscheinlich eine entscheidende
Rolle bei der Zugangskontrolle des Substrates zum aktiven Zentrum (Liao et al.,
2002; Steinbacher et al., 2003). Der saure Loop von Asp24 bis Asp34, der maf-
geblich an der Ligandenbindung beteiligt ist und in beiden apo-Strukturen der M.
grisea und M. jannaschiic DHBPS sehr flexibel ist, erweist sich sowohl in der nati-
ven wie auch in der Komplex-Struktur der C. albicans DHBPS als hoch geordnet.
Dieser Loop, der ebenfalls in einer offenen bzw. geschlossenen Konformation vor-
liegen kann, zeigt hier fiir die apo-Form und den RubP-Komplex ein und dieselbe
Konformation.

Ein Vergleich der C. albicans DHBPS-Struktur mit den bereits bekannten Struk-
turen der DHBPS aus E. coli, M. grisea und M. jannaschii offenbarte eine grofe
strukturelle Ahnlichkeit. Die Strukturen konnten mit r.m.s.-Abweichungen von 0.86
A (M. grisea), 1.22 A (M. jannaschii) und 1.03 A (E. coli) fiir 188 (M. grisea), 168
(M. jannaschii) und 186 (E. coli) Ca-Atome iiberlagert werden.

4.1.5 Struktur des aktiven Zentrums und Ligandenbindung

Das aktive Zentrum der C. albicans DHBPS konnte mittels Strukturdaten des

Protein/RubP-Komplexes charakterisiert werden.
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Die beiden topologisch dquivalenten aktiven Zentren des Enzymes liegen an der
Dimer-Kontaktfliche und werden jeweils hauptséichlich von den Resten eines Mo-
nomeres gebildet. Diese Reste entstammen vor allem dem zentralen (-Faltblatt
und dem N-Terminus der a-Helix von Argl42 bis Thr146, welche den zentralen
Rest His145 beitrdagt. Der saure Loop des aktiven Zentrums von Asp25 bis Asp34,
sowie Glul66 und Tyr87 sind weitere wichtige Bestandteile des aktiven Zentrums.
Die Reste Thr99 und His128 tragen durch das jeweils andere Monomer zum aktiven
Zentrum bei.

Abbildung 11 zeigt die RubP-Bindungsstelle von C. albicans mit der finalen 2F,-

F.-Elektronendichte iiber dem gebundenen Molekiil.

3
Thr146 4
Tyr87 >7 =tArg142  wyrg7
- Wy -
His145
Cys59 Cys59

\’\tfxsp34

His128 g ‘ His128//
i/\ﬁspgzj Glu166 'f,«’ltyﬂspgz 1G|u166

4

Abbildung 11: Stereoabbildung des aktiven Zentrums der 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat
Synthase aus C. albicans mit dem gebundenen Ribulose-5-phosphat. Die blau gekennzeichneten
Reste gehoren zum benachbarten Monomer. Die 2F,-F.-Elektronendichte ist bei 1 ¢ konturiert.

Die Fixierung des C1-C2-Teiles von RubP erfolgt durch Asp34, welches eine Wasser-
stoffbriicke zum C2-Carbonylsauerstoffatom ausbildet. Die C3-Hydroxylgruppe des
Liganden wird durch Wasserstoftbriicken-Wechselwirkungen zwischen Glul166 und
Cys59 stabilisiert, wihrend die Stabilisierung der C4-Hydroxylgruppe durch eine
Wasserstoffbriicke zu Tyr87 erfolgt. Die Phosphatgruppe des Liganden wird durch
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Wasserstoffbriicken zu den Seitenketten von Thr85, Argl42, His145 und Thr146
stabilisiert. Alle Wechselwirkungen finden zwischen dem Liganden und den Seiten-
ketten dieser konservierten Aminoséuren statt.

Die Konformation des aktiven Zentrums mit gebundenem RubP unterscheidet sich
nicht von derjenigen der nativen Struktur. Aufgrund der fehlenden Metallionen liegt
vermutlich ein unphysiologischer Bindungsmodus fiir den Liganden vor, der sich
von dem der Komplexstruktur der M. jannaschii DHBPS unterscheidet. Beiden
Komplexen gemeinsam ist jedoch die strukturelle Zusammensetzung der Phosphat-
bindungsstelle.

In Abbildung 12 ist eine Uberlagerung der aktiven Zentren der DHBPS aus C.

albicans und M. jannaschii gezeigt.

Tyr87 Tyr95 Tyr87  Tyr95

His128 Asp34 His128

Glu166 Glu166

Abbildung 12: Vergleich der aktiven Zentren der DHBPS aus C. albicans (griin) und aus M.
jannaschii (blau): Die Uberlagerung zeigt zwei verschiedene Konformationen fiir das gebundene
Ribulose-5-phosphat (C. albicans: violett; M. jannaschii: orange). Fiir die DHBPS aus M. janna-
schii sind die Wechselwirkungen mit den gebundenen Metallionen gezeigt.

Die Ribulosegruppe des Liganden bindet deutlich verschieden an das Enzym, ver-
glichen mit dem gemodellten Komplex aus M. grisea (Daten nicht gezeigt) und
dem experimentellen Komplex der Mutante H147S aus M. jannaschii. In diesen

Strukturen bildet das Cystein eine Wasserstoffbriicke zur C1-Hydroxylgruppe und
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das Aspartat zur C4-Hydroxylgruppe. Das Histidin, welches in M. jannaschii ge-
gen ein Serin ausgetauscht wurde, bildet eine Wasserstoffbriicke zu einem der
Phosphat-Sauerstoffatome aus. In M. jannaschii wechselwirkt es vermutlich mit
der Cl-Hydroxylgruppe. Tyr87 (Tyr94 in M. grisea), wechselwirkt mit dem C2-
Carbonylsauerstoffatom des Liganden. In M. jannaschii entspricht dieser Rest ei-
nem Phenylalanin, welches lediglich hydrophobe Beitrage leistet. Nur das Glutamat
zeigt die gleichen Wechselwirkungen wie in den beiden anderen Komplexen. Auch
die Phosphatgruppe wird auf dieselbe Weise stabilisiert wie in M. jannaschii. Die
Bindungsaffinitat fiir das Substrat RubP wird grofitenteils durch die Wechselwir-
kungen der Phosphatgruppe mit der gut definierten Phosphat-Bindungsstelle cha-
rakterisiert. Das Substrat kann daher auch in Abwesenheit zweiwertiger Metallionen
an das aktive Zentrum binden. Ist Ru5P an Metallionen im aktiven Zentrum von M.
jannaschit gebunden, liegt es in einer kompakten Geometrie vor. Diese ermoglicht

es, dal C5 zu C3 wandern kann und letztendlich C4 als Formiat freigesetzt wird.

4.1.6 Strukturvergleich

Die Uberlagerung des nativen Enzymes und des RubP-Komplexes zeigt keine signi-
fikanten konformellen Umlagerungen des sauren Loops (flap I). Sowohl in der M.
jannaschii als auch in der M. grisea Struktur werden zwei verschiedene Konforma-
tionen dieses Loops, eine offene und eine geschlossene, beobachtet. In den ligand-
freien Strukturen zeigt dieser Loop vom aktiven Zentrum weg. In den Komplexen
schliefit dieser flap I den Hohlraum des aktiven Zentrums ab und interagiert jeweils
direkt mit den Metall-Tonen iiber die streng konservierten Reste E26 (M. janna-
schii) und E37 (M. grisea). In C. albicans liegt dieser Loop in einer Konformation
vor, die mit keiner der oben genannten Konformationen fiir die M. jannaschii und
M. grisea Strukturen kompatibel ist. Da dieser Loop vom aktiven Zentrum weg

zeigt, wird diese Konformation im Komplex und in der ligand-freien Struktur als
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offen bezeichnet. Der zweite Loop (flap II) um Rest 78 bis 83 wird ebenfalls in zwei
Konformationen in den oben genannten Strukturen beobachtet. Dies steht jedoch
im Gegensatz zu den beiden C. albicans Strukturen (nativ und Ru5P-Komplex), in
denen diese Region nicht durch die Elektronendichte definiert ist. In M. jannaschii
ist ein Einschub von 16 Resten Teil dieses Loops, welcher in den anderen DHBPS
in dieser Lange nicht beobachtet wird (Abbildung 13).

1 10 20
C.albicans . . . . . .. MTNI FTPI EEALEBYKNEBEFLI MIBID E D
M. jannaschii . . . ... L L L L MNNVEKAI| EJSILKKI@E | | L MY BIS D E
E. coli MAQTLLSSFGTPFERVENALABMLREGRGYV MML BID E D
M. grisea .MPSTDSI PKSNFDAI PDVI QEMFKNIGEFVVMLBDPS
S2 S3
—> *— —p -1
30 40 50 60
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M. grisea NEABILI | AAESVINTEBEQMAFMVRHSSE@L I |CAPLTP
H3
3
70 80
C. albicans ERANQEELEPEILAN. . . . . . .. . ... .. .. RSDRHG
M. jannaschii DI CNKIENG I FMIVDI LEFASQKFKVLRELYPNDI PYD
E. coli DRRKQEIDLEMBMVEN. . . ... ... ....... NTSAYG
M. grisea ERTTANMODLECEMVTH. . . . . . ... ... ... .. NADPRG
S4 H4
— o 3
920 100 110
C. albicans .. TAY]TI TCDIFAEG. TT I SAH ALTTRSLAN. .
M. jannaschii EKSSIEISI T1I H R K TF | TDN AFTI KKLAELYV
E. coli .. TGIFTVTI AAEG. VT VSAA I TTVRAAI A. .
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S5 .
<.
120 130 140
C. albicans PNSKPQDFI K [l L P VPEIL L KKEIR
M. jannaschii KEGRFNDFGKEFRS Vi T L AE@IL V KNEQ
E. coli DGAKPSDLNR VFP QABIGVLTHRIG
M. grisea PDAQPSHFRR VFP VAGIGV RARIR
H5 S6
- e
150 160 170
C. albicans AAVQEST GLQEAGVI CEILVREE. . . DHW. . . . . . .
M. jannaschii MT VABAE NLVE TTI CEMMGEBY. . . . D@N. . . . ..
E. coli ATI DEMT GFKEIAGVLCEL TNESN. .. . D@ . . .. ..
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M. grisea GMILRGDECVAFARRWGLKVCTI EDMI AHVEKTEGKL
C.albicans . . . . ..
M. jannaschii . . . . . .
E. coli S i 58 s
M. grisea ETNGSG

Abbildung 13: Sequenzalignment der 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase aus C. al-
bicans und den anderen bekannten Strukturen. Mutierte Reste sind gelb hinterlegt. Konservierte
Rest sind rot dargestellt. Uber dem Alignment sind die Sekundirstrukturelemente des Enzymes
aus C. albicans gezeigt.
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Dieser sogenannte flap Il wird ebenfalls in einer offenen und einer geschlossenen
Konformation fiir die ligand-freien Enzyme und die Komplexe aus M. jannaschii
und M. grisea beobachtet.

Abbildung 14 zeigt einen Vergleich des C. albicans RubP-Komplexes und der Kom-
plexe aus M. jannaschii (blau) und M. grisea (griin) hinsichtlich der Konformatio-

nen des sauren Loops (flap I) und des Loops um die Reste 78 bis 83 (flap II).

flapll

Abbildung 14: Uberlagerung der Komplex-Strukturen der DHBPS aus C. albicans (grau) und
M. jannaschii (griin). Der saure Loop der C. albicans DHBPS ist in pink dargestellt. Es ist nur
das Substrat Ru5P (gelb) des C. albicans Komplexes gezeigt.

4.1.7 Diskussion

3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat Synthase katalysiert die Umsetzung von
Ribulose-5-phosphat zu 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat und liefert somit den
zweiten Ausgangsstoff der Riboflavin-Biosynthese. In der vorliegenden Arbeit konn-
te sowohl die Struktur der nativen C. albicans 3,4-Dihydroxy-2-butanon 4-phosphat
Synthase, als auch eine Komplex-Struktur mit dem Substrat Ribulose-5-phosphat in
Abwesenheit des katalytisch notwendigen Mg?* gelost werden. Die Struktur der C.

albicans DHBPS weist die gleiche Faltung auf wie die entsprechenden Enzyme aus
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E. coli, M. grisea und M. jannaschii. Aufgrund des fehlenden zweiwertigen Medal-
lions ergibt sich ein nichtphysiologischer Bindungsmodus fiir das Substrat, der sich
von dem, in M. jannaschii beobachteten, unterscheidet. Aufgrund der Tatsache, dafl
RubP auch in Abwesenheit von Metallionen gebunden wird, wird die Vermutung
bestétigt, dafl das Metall nicht zur Substratbindung benétigt wird (Kelly et al.,
2001).

Ein Strukturvergleich der bekannten DHBPS-Strukturen aus C. albicans, E. coli,
M. grisea und M. jannaschii offenbart deutliche Konformationsunterschiede im Be-
reich des katalytisch aktiven sauren Loops. Dieser als flap I bezeichnete Bereich
liegt sowohl in der apo-Form, als auch im Substratkomplex der C. albicans DHBPS
in derselben, offenen Konformation vor. Im Gegensatz hierzu wird der saure Loop in
den apo-Strukturen der M. grisea und M. jannaschii in einer verschiedenen offenen
Konformation beobachtet. In diesen Enzymen war dieser Bereich in der Elektro-
nendichtekarte teilweise nur schlecht definiert. Erst in Anwesenheit eines Liganden
und der Metallionen ergab sich eine geordnete, geschlossene Konformation. In C.
albicans war die Elektronendichtekarte von flap I hingegen von Beginn an sehr
gut definiert. In der geschlossenen Konformation erfolgt die Metallbindung durch
die konservierten Reste Glu26 (M. jannaschii) bzw. Glu37 (M. grisea) (Steinba-
cher et al., 2003; Liao et al., 2002) des sauren Loops. Die alleinige Anwesenheit des
Substrates Ru5P kann nicht die Stabilisierung der geschlossenen Konformation des
sauren Loops vermitteln. Dies wird erst durch die Bindung zweiwertiger Metallionen

ermoglicht.
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4.2 Riboflavin-Kinase aus Schizosaccharomyces pombe

Die Struktur der nativen Riboflavin-Kinase aus Schizosaccharomyces pombe wur-
de bereits zuvor gelost (Bauer, 2001). Der Vollstéandigkeit halber und zum besse-
ren Verstdndnis wird im Folgenden jedoch nochmals auf die Kristallisation, Struk-

turlosung und Beschreibung der nativen Struktur eingegangen.

4.2.1 Kristallisation
Apo-Form der Riboflavin-Kinase

Die Riboflavin-Kinase aus S. pombe wurde in einem rekombinanten E. coli Stamm
als funktionelles Protein iiberexprimiert (Kemter, 2002) und freundlicherweise von
Herrn Dr. Markus Fischer von der Technischen Universitdt Miinchen zur Verfiigung
gestellt. Fur die Kristallisation wurde die Proteinlésung (20 mM Tris/HCI pH 8,0
und 100 mM NaCl) iber Membranen der Ausschlufigrenze 10 kDa auf die gewiinsch-
te Konzentration von 10 mg/ml eingestellt. Je 2 ul des aufkonzentrierten Proteines
wurden in Sitting drop Kristallisationsexperimenten mit der gleichen Menge der
optimierten Prézipitanslosung 100 mM Mes/NaOH pH 6,5, 200 mM Magnesiuma-
cetat und 20 % (w/v) PEG 8000 versetzt und gegen 300 ul Bodenpuffer der selben
Bedingung bei 20°C Aquilibriert. Aus diesen Ansédtzen wuchsen nach ca. 24 Std.
rontgentaugliche Proteinkristalle bis zu einer Grofle von etwa 100 um x 80 um x

50 um heran (Abbildung 15).

Soaking und Co-Kristallisationsexperimente

Die Kristalle der nativen, apo-Form der Riboflavin-Kinase wurden in einer Reihe
von Soaking Experimenten zur Erlangung verschiedener Substrat-Komplexe einge-
setzt. Dazu wurden Einkristalle in den entsprechenden 2 bis 10 mM Substratlosun-

gen von Riboflavin, FMN, ADP und ATP iiber einen Zeitraum von 2 Std. gesoakt
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und anschliefend vermessen. Eine kristallographische Analyse der verwendeten apo-
Kristalle ergab jedoch, daff symmetrieverwandte Molekiile der Kristallform P6,22
einen Zugang zur poteintiellen Bindungsstelle fiir die verwendeten Substrate blo-
ckieren. Da in Losung die Bindungsstelle der Riboflavin-Kinase freizugénglich sein
sollte, wurden die entsprechenden Substrat-Proteinkomplexe (2 mM Riboflavin bzw.
FMN, ADP oder ATP und 10 mg/ml Proteinlésung) zuvor angesetzt und anschlie-
Bend in Co-Kristallisationsexperimenten pipettiert.

Co-Kristalle des Komplexes ADP /Ribflavin-Kinase wuchsen nach einer Woche aus
50mM NaKHPO, und 20-22 % PEG 8000 bei 20°C. Diese ADP-Komplex Kristal-
le wurden in weiterfithrenden Soaking-Experimenten mit 2mM FMN und 5mM
ZnCly eingesetzt, da bei der kristallographischen Analyse ihrer Kristallform P1 eine
Zuggénglichkeit der Substratbindungsstelle beobachtet werden konnte. In einer F,-
F.-Fouriersynthese eines terndren ADP/FMN-Komplexes konnte ein gebundenes
FMN identifiziert und eingebaut werden, wihrend ein gut definiertes Zn-Atom in
einer Differenz-Fouriersynthese eines ADP /Zn-Komplexes lokalisiert werden konnte.

Kristalle der S. pombe Riboflavin-Kinase sind in Abbildung 15 gezeigt.

Abbildung 15: A: Kristalle der nativen Riboflavin-Kinase in 0.1 M Mes/NaOH pH 6.5, 0.2M
MgAc, 20 % PEG 8000. B: ADP Co-Kristalle in 50 mM NaKHPOy, 21 % PEG 8000.
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4.2.2 Datensammlung und Strukturlésung

Ein Datensatz der Ribflavin-Kinase wurde mit Graphit-monochromatisierter Cu-
K,-Rontgenstrahlung (A = 1.542 A) auf einem Image Plate Detektor an einem
Einkristall gemessen. Dafiir wurden die Kristalle in einen Tropfen aus Mutterlau-
ge/30% PEG 400 iiberfiihrt, nach kurzer Aquilibrationszeit in einem ,,Cryoloop*
geerntet, sofort auf der Meflapparatur montiert und in einem Stickstoffstrom bei
100 K schockgefroren. Die Kristalle der nativen S. pombe Riboflavin-Kinase zeigen
eine hexagonale Gittermetrik mit den Gitterkonstanten a = b = 70, 3 /01, c=141,3 A
und o = § = 90°, v = 120°. Die Datenreduktion ergab die Raumgruppe P6,22.
Der erste native Datensatz der Riboflavin-Kinase beinhaltet gemessene Reflexe bis
zu einer Auflosung von 2.9 A. Die hexagonalen Kristalle enthalten ein Molekiil in
der asymmetrischen Einheit, entsprechend 53 % Solvensgehalt. Das Verhéltnis von
Zellvolumen zu molekularer Masse V,,, betragt 2.62 A3 /Da und liegt im fiir Proteine
typischen Rahmen von 1.6 - 3.6 A% /Da (Matthews, 1968).

Ein Diffraktionsbild des nativen Datensatzes ist in Abbildung 16 gezeigt.

Da bis zu diesem Zeitpunkt keine Struktur der Riboflavin-Kinase aus anderen Or-
ganismen, oder homologe Strukturen bekannt waren, mussten zur Losung des Pha-
senproblems mittels MIR Schweratomderivate gesucht werden. Hierfiir wurden ver-
schiedene Kristalle der apo-Form bei 20°C mit 2 mM Thiomersal (CoHoHgNaO,S),
2mM 2,6-Bischloromercuri-4-nitrophenol, 2mM Tantalbromid (TagBry4), oder mit
einer Mischung aus 2 mM Thiomersal und 2 mM 2,6-Bischloromercuri-4-nitrophenol
iiber einen Zeitraum von zwei bis drei Tagen gesoakt. Die Diffraktionsdaten aller
Schweratomderivate mit einer Auflésung von 3.0 bis 3.8 A wurden bei 16°C aufge-

nominen.
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Abbildung 16: Diffraktionsbild des nativen Proteinkristalls der Riboflavin-Kinase. Die Auflésung
betrigt am Plattenrand 2.9 A (Rotation: 1°, Wellenléinge: A\ = 1.5418 A)

Tabelle 3 zeigt die verschiedenen Soaking-Experimente zum Erhalten von Schwera-

tomderivaten der Riboflavin-Kinase.

Schwermetallverbindung Konzentration Soakingdauer
Thiomersal (CoHgHgNaO,S) 2mM 2 Tage
2,6-Bischloromercury-4-nitrophenol 2mM 3 Tage
TagBry4-8H,O gesittigt 2 Tage
Thiomersal + BCMNP je 2mM 3 Tage

Tabelle 3: Bedingungen zur Darstellung von Schweratomderivatkristallen.

Die Bestimmung der Raumgruppe, die Verfeinerung der Zellparameter und die In-

tegration der Daten erfolgte mit dem Programm MOSFLM (Leslie, 1998). Initia-
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le Schweratompositionen fiir das Thiomersal-Derivat wurden mit dem Programm
SHELXS (Sheldrick et al., 1993) identifiziert, wohingegen alle weiteren Schweratom-
positionen durch Vergleich verschiedener Differenz-Fourierdichtekarten analysiert
werden konnten. Die Schweratomparameter wurden mit dem Programm MLPHA-
RE (Otwinowski and Minor, 1997) verfeinert. Die Berechnung der Phasen wurde in
einem Auflésungsbereich von 20 bis 3.0 A durchgefiihrt.

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der Datenprozessierung der Schweratomderivate und

der nativen Datensatze.

Nativl TM? BP® TaBr¢® TM+BP NativIIl
Raumgruppe P6122 P6:22 P6:22 P6,22 P6,22 P6,22
Auflssungsbereich [A] 20-2,9  20-3,0 20-3,8 20-3.,5 20-3,0 20-2,1
Unabhéngige Reflexe 4906 4435 2596 2294 4442 11946
Rerge® [%] 8,8 96 161 125 9,0 9.9
Vollstéindigkeit [%] 98,6 994 985 90,7 97,8 97,3
Multiplizitit 6,6 5.0 3.4 6.1 6.8 8.8
Riso - 27,5 23,5 10,4 24,7 -
Roniis ; 0,93 063 0,90 0,66 ;

¢ Thiomersal.

b 2,6-Bis-chloromercury-4-nitrophenol.

¢ TagBri4.

4 Rerge = Ll (i [Ti — (D)) 4 Lil;

Riso = 3 |Fpu — Fpl/ X Fp;

Rewnis=r.m.s. lack of closure/r.m.s. isomorphe Differenzen;

Phasing power (|Fy|)/r.m.s. lack of closure.

Tabelle 4: Ubersicht zur Datensammlung und Phasierung der Schweratomderivate und der nati-
ven Datensétze.
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Die Diffraktionsdaten der ADP Co-Kristalle wurden ebenfalls mit Graphit-mono-
chromatisierter Cu-K,-Rontgenstrahlung (A = 1.542 A) auf einem Image Plate De-
tektor gemessen. Die Kristalle wurden zur Messung unter Cryo-Bedingungen in
einen Tropfen aus Mutterlauge/30 % PEG 400 tiberfiihrt und, wie oben beschrieben,
montiert und schockgefroren. Die ADP Co-Kristalle der Riboflavin-Kinase weisen
eine trikline Gittermetrik auf mit den Gitterkonstanten a = 38,8%01, b = 45,8%01,
¢ =51,94, a = 90,7°, 8 = 111,0°und v = 97,3°. Der Datensatz des ADP-
Komplexes enthélt gemessene Reflexe bis zu einer Auflosung von 2,0 A. Fiir den
Erhalt weiterer Komplexverbindungen wurden die ADP Co-Kristalle mit 2mM
FMN und 5mM ZnCl, gesoakt und ebenfalls unter Cryo-Bedingungen gemessen.
Die Datensétze dieser Komplexverbindungen enthalten gemessene Reflexe bis zu
einer Aufldsung von 2,45 A (ADP+FMN) bzw. 1,6 A (ADP+Zn). Eine Datenre-
duktion ergab fiir alle ADP Komplex-Kristalle die Raumgruppe P1. Die ADP Co-
Kristalle enthalten zwei Monomere in der asymmetrischen Einheit, entsprechend
45 % Solvensgehalt und einem Matthews-Koeffizienten von 2.25 A3 /Da. Die Struk-
turen der Komplexverbindungen der Riboflavin-Kinase wurden mit Hilfe der PAT-
TERSON-Suchmethode (Molecular Replacement) mit dem Programm AMORE (Na-
vaza, 1994) gelost. Hierfiir wurden Daten in einem Auflésungsbereich von 15 - 3,5 A
verwendet. Dabei diente die zuvor mittels MIR geloste native Kristallstruktur der
Riboflavin-Kinase als Suchmodell.

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der Datensammlung und Phasierung der Komplex-

verbindungen.
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ADP ADP+FMN ADP+Zn
Raumgruppe P1 P1 P1
Auflésungsbereich [A} 20-2,0 20-2,45 20-1,6
Unabhéngige Reflexe | 21249 11694 42651
Roerge® (%] 6,1 4,1 4,3
Vollsténdigkeit [%] 95,1 96,6 92,5
Multiplizitat 3,2 2,2 3,0

d Rmerge = thl[(Zz ‘IZ - <I>D/Zz IZ]7

Tabelle 5: Ubersicht zur Datensammlung und Phasierung der Komplexverbindungen.

4.2.3 Modellbau, Verfeinerung und Qualitéit des Atommodelles

Die sehr gute Qualitdt der gemessenen Daten bis zu einer Auflésung von 2,1%01
ermoglichte den Einbau von 90 % der 163 Aminoséuren der apo-Form der S. pombe
Riboflavin-Kinase bereits im ersten Zyklus des manuellen Modellbaus unter Ver-
wendung des Programmes MAIN (Turk, 1992). Nach einer anschliefenden Rigid
body Minimierung und einem Simulated annealing bei 2500 K wurde das Modell
schliefilich mit dem Programm CNS unter Verwendung des maximum-likelihood
Algorithmus (Briinger1998) verfeinert. Fiir die Verfeinerung der Substrate wurden
aus der PDB Parameterséitze der Co-Faktoren berechnet, die als Restraints in den
Verfeinerungen verwendet wurden. In iterativen Zyklen von Modellbau, Einbau von
Wassermolekiilen und Verfeinerung des Atommodells gefolgt von einer abschlie-
Benden individuellen B-Faktorverfeinerung konvergierte der kristallographische R-
Faktor bei 22,0 % (R e = 26,6 %).

Die Verfeinerungsstatistik ist in Tabelle 6 gezeigt.
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Nativll ADP ADP+FMN ADP+Zn
Auflésungsbereich 20-2,1  20-2,0 20-2,45 20-1,6
Reflexe im working set 11269 20211 11079 40509
Reflexe im test set 611 1038 602 2142
Reryst® %) 220 238 22,7 21,9
Ryree® (%) 26,6 27.3 28.3 25,2
Anzahl Proteinatome (ohne H) 1149 2533 2533 2533
Anzahl Solvensatome (ohne H) 129 154 192 270
Anzahl Ligandenatome (ohne H) 53 115 55
r.m.s.d
Bindungsliingen [A] 0,010 0,007 0,010 0,008
Bindungswinkel [°] 1,3 1,7 1,3 1,3
(®, ¥)-Winkel Verteilung im
bevorzugten Bereich [%)] 89,1 89,8 86,7 92,2
zusétzlich erlaubten Bereich [%)] 10,9 8,9 13,3 7,2

aRCTyst = thleW HFol?S‘ - k|Fcal6”/ thlcw |F0bs‘;
beree = thlcT HFobs‘ - k?|Fcalc”/ thlcT |Fobs|-

Tabelle 6: Verfeinerungsstatistik.

Wiéhrend aller Stadien der Verfeinerung war fiir die interne Region von Val82 bis
Ser94 keine Elektronendichte in diesem Bereich sichtbar. Dieser ungeordnete Teil
des Proteines wurde nicht in das finale Atommodell eingebaut und ldsst auf eine
hohe Flexibilitéit dieser 12 Aminosduren langen Region schlieBen. Obwohl der gene-
relle Verlauf des Proteinriickgrates fiir die Reste Glu123 bis Tyr126 im Loop-Bereich
zwischen dem Strang S6 und der langen Helix H3 anfangs nur schlecht in der in-
itialen Elektronendichte definiert war, konnte die entsprechende Primérsequenz im

Laufe der Verfeinerung eindeutig zugeordnet werden. Somit enthélt das final verfei-
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nerte Atommodell der apo-Form der Riboflavin-Kinase 142 der 163 Aminoséduren
der Peptidsequenz.

Die berechneten experimentellen Elektronendichten der Riboflavin-Kinase komple-
xiert mit ADP (2,0 A), ADP/FMN (2,45 A) und ADP/Zn (1,6 A) waren von weitaus
besserer Qualitdt. War die interne Region zwischen Val82 und Ser94 in der apo-
Kristallstruktur noch génzlich ungeordnet, konnte diese Region in den Komplex-
Strukturen eindeutig in die Elektronendichte eingebaut werden, so dafl das finale
Atommodell einer jeden Komplexverbindung aus 154 Aminosduren besteht.

Eine Uberpriifung der Bindungsgeometrien der Proteinhauptkette der apo-Form
der S. pombe Riboflavin-Kinase sowie der drei Komplexe zeigte, dafl sich 89.1 %
(Apo), 89.8% (ADP), 86.7% (ADP+FMN), sowie 92.2% (ADP+Zn) aller Ami-
nosauren (Glycin und Prolin ausgenommen) in den am meisten bevorzugten Be-
reichen befinden, wihrend 10.9% (apo), 8.9% (ADP), 13.3% (ADP+FMN) bzw.
7.2% (ADP+Zn) in zusétzlich erlaubten Bereichen liegen. Keine Aminosiure zeigt
eine Bindungsgeometrie, die in den weitlaufig erlaubten, oder verbotenen Bereich
der Ramachandran-Statistik (Ramachandran and Sasisekharan, 1968) fallen wiirde.
Die Qualitéit des verfeinerten Modelles wurde mit dem Programm PROCHECK
(Laskowski et al., 1993) iiberpriift.

4.2.4 Strukturbeschreibung

Die aus 163 Aminosduren bestehende Primérstruktur der Riboflavin-Kinase aus
Schizosaccharomyces pombe ordnet sich zu einer Sekundérstrukturabfolge der To-
pologie S1, H1, S2, H2, S3, S4, S5, S6, H3, H4. Besonders die N-terminalen Reste
vor Strang S1 erweisen sich in den Kristallstrukturen in hohem Mafle ungeordnet.
Die Faltblattstringe S1 und S2 sind durch eine sechs Aminoséduren lange a-Helix H1
verbunden. Dieser Bereich von Aminoséure 32 bis 47 zeichnet sich besonders durch

das Auftreten streng konservierter Sequenzmotive GFGRG und LG-X-PTAN in den
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Ein Sequenzvergleich der S. pombe Riboflavin Kinase mit den Sequenzen verschie-
dener Organismen ist in Abbildung 17 gezeigt.

4 ERGEBNISSE

verschiedenen Organismen aus.
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Vergleich der Aminoséuresequenzen der S. pombe Riboflavin-Kinase mit den
95

ldung 17
Die nachfolgenden Strangmotive S3, S4 und S5, S6 sind durch einen aus 11 Ami-

aus S. pombe abgebildet. Die Nummerierung bezieht sich auf die Sequenz des Proteins aus S.

Sequenzen verschiedener Organismen. Konservierte Reste sind rot, homologe Aminosiuren sind
pombe.

gelb dargestellt. Uber dem Alignment sind die Sekundirstrukturelemente der Riboflavin-Kinase
noséuren (Gly82 bis Ser94) bestehenden flexiblen Loop getrennt. Der C-terminale
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Bereich der Riboflavin-Kinase weist iiberwiegend helikale Motive auf. Die a-Helix
H3 erstreckt sich mit einer Lénge von 17,1 A iiber 18 Aminoséuren von Leul29 bis
Met147 und geht rechtwinklig in eine 3/10-Helix H4 am C-Terminus des Proteins
iiber. In der rdumlichen, dreidimensionalen Anordnung dieser Sekundérstrukturele-
mente kommt der C-Terminus entgegengesetzt zur Orientierung des N-Terminus zu
liegen. Damit ergibt sich ein Durchmesser fiir die Tertidrstruktur der Riboflavin-

Kinase von ca. 36 fi, deren rdumliche Struktur in Abbildung 18 gezeigt ist.

Abbildung 18: Stereodarstellung der Kristallstruktur der Riboflavin-Kinase aus S. pombe. (-
Faltblattstrukturen sind orange, Helix-Motive rot dargestellt. Die eingezeichneten Aminoséuren
stellen hoch konservierte Reste in verschiedenen Organismen dar.

Das dominierende Motiv ist ein zentrales (-Faltblattmotiv (orange), welches von
zwei a-Helices (rot) flankiert wird. Das zentrale Faltblatt kann durch zwei iiberein-
ander liegende, vier-strangige antiparallele g-Faltblattstrukturen beschrieben wer-
den, die zu einem FaB-Motiv (83-barrel) verdreht sind. Das oben liegende, fiinf-
strangige §-Faltblatt der Topologie S1, S2, S5, S4, S3 dieses barrels stellt zudem die
Plattform fiir die Substratbindung dar. Zwischen den beiden Stringen S1 und S2
liegt, die fiir die ATP-Bindung essentielle, relativ kurze a-Helix H1 (Aminoséure 36
bis 41). Das darunter liegende, zweite Faltblatt des barrels ist aus vier [-Strédngen

der Topologie S1, S6, S4, S3 zusammengesetzt. Die Strange S1, S3 und 5S4 sind an
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beiden Faltblattmotiven des barrels beteiligt. In den Kristallstrukturen der ADP
Co-Komplexe konnte die Konformation des, in der apo-Form ungeordneten, fle-
xiblen Loops, eindeutig charakterisiert werden. Dieser flexible Loop (Aminosduren
83 bis 93) verbindet die Stringe S4 und S5 und liegt in direkter Nachbarschaft
zur FMN Bindungsstelle, wodurch eine mogliche Beteiligung an der Katalyse dieser

Loop-Region in Betracht gezogen werden kann.

4.2.5 Beschreibung des aktiven Zentrums

Die Lage des aktiven Zentrums der Riboflavin-Kinase konnte anhand von Soaking-
Experimenten mit FMN an ADP Co-Kristallen aufgekléirt und weiterfithrend cha-
rakterisiert werden.

In Abbildung 19 ist die Kristallstruktur eines terndren Komplexes der S. pombe
Riboflavin-Kinase mit ADP und FMN gezeigt.

Abbildung 19: Stereoabbildung des ADP/FMN-Komplexes der S. pombe Riboflavin-Kinase.
ADP ist violett, FMN ist gelb dargestellt.

Das aktive Zentrum der Riboflavin-Kinase kann in zwei Bindungsstellen fiir jeweils
ATP und Riboflavin unterteilt werden, welche durch die gebundenen Reaktionspro-

dukte ADP und FMN charakterisiert werden.

57



4 ERGEBNISSE

Bindung von Riboflavin

Die Bindungsstelle von Riboflavin wird vom N-terminalen Bereich der a-Helix H3
und der Loop-Region, die H3 mit dem Strang S6 verbindet, gebildet. In der Kristall-
struktur wird der Isoalloxazin-Ring von FMN an dieser Stelle in einer iiberwiegend
hydrophoben Tasche gebunden.

Abbildung 20 zeigt die detaillierte FMN-Produktbindung in der Riboflavin-

Bindungsstelle.

Abbildung 20: Stereoabbildung der Bindungsstelle von FMN. Die 2F,-F. Elektronendichte des
Liganden ist bei 1 o konturiert.

Der Dimethylbenzylring des Isoalloxazin-Trizyklus ist in einer hydrophoben Umge-
bung, die aus den Resten Val79, Tyr126, Leul29, Leul32 und Ile136 besteht, gebun-
den. Der Dioxopyrimidin-Teil des Ringsystemes ist dagegen iiber eine Wasserstoff-
briickenbindung des O4-Carbonylsauerstoffs zur Amidino-Seitenkette des konser-
vierten Restes Argl21 stabilisiert. Des Weiteren ist die Hauptketten Amid-Gruppe
von Leul24 mafgeblich an dieser Stabilisierung durch Wechselwirkungen zur O4-
und N3H-Funktion des Isoalloxazin-Ringsystemes beteiligt.

Eine detaillierte Beschreibung aller Wechselwirkungen wird in Abbildung 21 gege-
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Abbildung 21: Schematische Darstellungen der Wechselwirkungen der Riboflavin-Kinase mit
den Produkten ADP (links) und FMN (rechts).

Die Phosphoribityl-Seitenkette von FMN liegt in einer hydrophilen Tasche, ist aller-
dings in der Elektronendichtekarte beinahe vollstandig ungeordnet. Dennoch scheint
diese eine gestreckte Konformation einzunehmen, wodurch ein enger Kontakt zwi-
schen dem [-Phosphat von ADP in der ATP-Bindungsstelle und der Phosphat-
gruppe der Phosphoribityl-Seitenkette in direkter Nachbarschaft zum konservierten
Rest Asn47 entsteht. Die in diesem Bereich liegende Aminoséaure Glu96 ist ebenfalls
in verschiedenen Organismen streng konserviert und stabilisiert durch Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen zu OH3 der Ribitylkette und zur 5-Phosphoryl-
Gruppe die gestreckte Konformation der Seitenkette. Weiterhin ist die Seitenkette
von Ser81 im H-Briickenkontakt zur Hydroxylgruppe OH2 bei der Bindung der
Ribitylseitenkette beteiligt.

Dieser Bereich des Phosphoryl-Transfers wird vom Loop zwischen Strang S1 und He-
lix H1 bedeckt. Dieser Glycin reiche Bereich umfasst die Reste Gly33 bis Gly37 und
wird als flap I bezeichnet. In der Umgebung von Gly35 weist der flap I-Bereich eine

sehr schwach definierte Elektronendichtekarte auf. Moglicherweise ist eine Bestim-
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mung der exakten Loop-Konformation des flap I durch benachbarte Kristallkon-
takte erschwert, da in der hexagonalen Kristallform die Bindungsstellen vollsténdig
durch symmetrieverwandte Molekiile blockiert sind.

Eine weitere Besonderheit der Riboflavin-Bindungsstelle der S. pombe Riboflavin-
Kinase stellt die Tatsache dar, dal die Phosphozucker-Seitenkette bei der Bindung
von FMN in starkem Mafle dem umgebenden Losungsmittel (Solvens) ausgesetzt
ist. Dieses ist fiir Enzyme der Enzymklasse Phosphoryl-Gruppen iibertragender En-
zyme eher ungewohnlich. Im Allgemeinen verhindert ein gewisser Schutzmechanis-
mus der Enzyme die unkontrollierte ATP-Hydrolyse der Phsophozucker-Seitenkette
ihrer Substrate (Vetter and Wittighofer, 1999). Dieser Schutzmechanismus wird
durch grofle Doménen-Umlagerungen innerhalb der Enzyme erreicht. Auch durch
eine Umlagerung flexibler Loop-Strukturen, dhnlich dem Glycin reichen Loop der
Protein-Kinasen, kann dieser Schutz vor einer Hydrolyse gewéhrleistet werden. Bei
der Riboflavin-Kinase aus S. pombe konnte diese schiitzende Aufgabe dem Loop-
Bereich von Aminoséure Ser81 bis Ser94, der den Strang S4 mit dem Strang S5
verbindet, iibernehmen. Dieser Bereich der Riboflavin-Kinase wird als flap II be-
zeichnet und zeichnet sich durch die Anwesenheit des konservierten Peptidmotives
Ser-Xaa-Gly-Asn-Pro-Xaa-Xaa-Xaa-Asn aus. Da dieses Sequenzmotiv in allen Or-
ganismen zu finden ist, liegt die Vermutung nahe, dafl dieser Bereich eine wichtige

strukturelle oder katalytische Funktion erfiillt.

Bindung von ATP

Die ATP-Bindungsstelle der S. pombe Riboflavin-Kinase wird durch die Bindung
von ADP charakterisiert. Die Bindungsstelle kann somit eindeutig in der Nahe der
Helix H1, den benachbarten Loop-Bereichen zwischen S1 und H1 und zwischen H1

uns S2, sowie dem Loop zwischen Strang S5 und S6 lokalisiert werden.

Abbildung 22 zeigt die detaillierte ADP-Produktbindung in der ATP-Bindungsstelle.
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Abbildung 22: Stereoabbildung der Bindungsstelle von ADP. Die 2F,-F. Elektronendichte des
Liganden ist bei 1 o konturiert.

Die Bindung des Adenosyl-Ringes von ADP wird iiberwiegend durch Wasserstoff-
briickenbindungen der Protein Hauptkette in der Bindungstasche etabliert. Da-
bei bilden das N1-Ringatom und die 6-Aminogruppe des ADPs jeweils eine H-
Briicke mit der Hauptketten Amid- und der Carbonyl-Gruppe der Aminosiure
Leu99 aus. Die Ribosyl-Teil von ADP wird in einer hydrophilen Region gebun-
den. Dabei werden Wechselwirkungen des Ribosyl-Zuckers der ADP Seitenkette
durch eine H-Briickenbindung zur Aminofunktion der Lys39 Seitenkette ausgebil-
det. Des Weiteren formt der O4-Sauerstoff des Ribosyl-Zuckers van-der-Waals Kon-
takte zu den Aminosduren Lys39 und Aspl06. Weiterhin wird die Bindung des
Ribosyl-Rings durch H-Briickenbindungen der 20H-Gruppe des Zuckers mit den
Hauptketten Amid-Gruppen der Reste Phel07 und Tyr108 stabilisiert. Zusétzlich
befindet sich die 30H-Gruppe des Zuckers im H-Briickenkontakt zu der Haupt-
ketten Amid-Gruppe von Tyr108. Die Diphosphoryl-Gruppe von ADP wird durch
Wasserstoffbriickenbindungen der Seitenketten Amino-Gruppe von Lys39 mit einem
der Pa-Sauerstoffatome und der Bindung der Peptidfunktion von Glu37 zu einem

der Pp-Sauerstoffatome der Phosphorylgruppe in der Tasche gebunden. Fiir eine

61



4 ERGEBNISSE

detaillierte Beschreibung aller Wechselwirkungen siehe Abbildung 21.

Ein struktureller Vergleich der apo-Form der Riboflavin-Kinase mit ihren Komplex-
strukturen zeigt eine signifikante Umlagerung im Bereich der Helix H1 und dem
Loop zwischen S5 und S6 durch die Ligandierung von FMN und ADP (Abbildung
23).

Abbildung 23: Vergleich von ligand-freier (rot und dunkelgriin) und ADP-gebundener (hellgriin
und blau) Konformation der Riboflavin-Kinase. In Abwesenheit von Nukleotiden dreht sich flap
I in die Adenosin-Bindungsstelle. Konservierte Reste, die ihre Konformation aufgrund der ADP-
Bindung &#ndern, sind als ball-and-stick-Modell gezeigt. Asp106 und Tyr108 dienen der Fixierung
des Ribose-Restes. Flap IT ist pink dargestellt.

An dieser strukturellen Umordnung der ATP-Bindungsstelle sind mafigeblich einige
Glycin Reste, die sich am N- und C-terminalen Bereich der Helix H1 befinden, be-
teiligt. Aufgrund mangelnder Seitenketten-Wechselwirkungen dieser Reste mit dem
Liganden wird die Flexibilitdt dieses Bereiches erhoht. Des Weiteren ist bei der
dynamischen Formation der ATP Bindungsstelle der komplette Bereich der Ami-
nosauren His32 bis Asn47 beteiligt. Dieser Bereich erscheint im Sequenzvergleich der
Riboflavin-Kinase verschiedener Organismen (Abbildung 17) mit dem Sequenzmo-
tiv Gly-Xaa-Pro-Thr-Ala-Asn hoch konserviert. Die Aminosdure Xaa représentiert
einen relativ grofen hydrophoben Rest (Ile) oder Cys wie im Falle der Riboflavin-

Kinase aus C. elegans.
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Die Bindungsstellen fiir ATP und Riboflavin der S. pombe Riboflavin-Kinase ent-
sprechen sehr gut der Verteilung ihrer - im Sequenzmotiv anderer Organismen kon-
servierten - Aminoséurereste, die {iber die gesamte Substrat-Bindungsplattform des
zentralen Faltblattes verteilt sind (Abbildung 18). Zusétzlich zu Asn47 und Glu96
im Bereich des Phosphoryl-Transfers sind weitere Aminosiuren, die an der Bindung
von Riboflavin (Argl21 und Asp139), ATP (His98, Asp106 und Tyr1108) und des

zweiwertigen Metallions (Thr45) beteiligt sind, konserviert.

4.2.6 Die Bindung des zweiwertigen Metallions

Phosphorylgruppen iibertragende Enzyme haben einige Gemeinsamkeiten, wie z.B.
Carboxylséduren als Metall-Liganden und eine Base zur Aktivierung des Substrates
(Vetter and Wittighofer, 1999). Die Riboflavin-Kinase zeigt eine Aktivitédt in An-
wesenheit von Mg?™ und anderen divalenten Metallionen, weist jedoch mit Zn?*-
Ionen die hochste Aktivitat auf. Im Bereich des aktiven Zentrums konnten nur
drei strikt konservierte Reste gefunden werden, die als Metall-Liganden fungieren
konnen: Thr45, Asnd7 und Glu96. Einer der ADP-enthaltenden Co-Kristalle wurde
mit Zn** gesoakt, wovon Daten bis 1.6 A aufgenommen wurden. Diese zeigen eine
gut definierte Metall-Bindungsstelle (Abbildung 24).

Das Zink-Ion wird von Sauerstoffatomen der a- und S-Phosphatgruppen, sowie der
Carbonylgruppe und der Hydroxylgruppe von Thr45 koordiniert. Des Weiteren ko-
ordinieren zwei Wassermolekiile an das Zn-Ion, wodurch eine verzerrt oktaedrische
Geometrie entsteht, wie sie auch fiir Mg?* beobachtet wird. Interessanterweise sind
die benachbarten Reste Glu96 und Asn47 nicht an der Metall-Bindung beteiligt.
Diese Reste dienen vermutlich der Stabilisierung der Ribityl-Seitenkette, oder fun-
gieren als Base wihrend der Phosphoryl-Ubertragung. Fiir letztere Aufgabe scheint
G1u96 ideal positioniert zu sein. Die Seitenkette von Asn47 liegt in zwei Konforma-

tionen vor, die jedoch beide einen zu groflen Abstand hinsichtlich einer Koordination
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Abbildung 24: Stereoabbildung des aktiven Zentrums mit gebundenem Zn?*, ADP und FMN.
Die 2F ,-F. Elektronendichte der beiden Liganden ist bei 1 o konturiert.

an das Metallion aufweisen.

Betrachtet man die Geometrien des Komplexes, scheint es, als ob das Wassermo-
lekiil, welches dem Carbonyl-Sauerstoffatom von Thr45 gegeniiberliegt, die Stelle
des y-Phosphatsauerstoffatoms im Metall-ATP Komplex einnimmt. Der kiirzeste
Abstand zwischen dem freien (-Phosphatsauerstoffatom zu diesem Wassermolekiil
betragt 3.7/01, wéhrend der Abstand zu dem dquatorialen Wassermolekiil 5.1 A be-
tragt. Die Stabilisierung der y-Phosphatgruppe koénnte iiber zuséatzliche Wasser-
stoffbriicken zu Amidgruppen der Hauptkette im Bereich von flap I erfolgen. Auch
Asn47 konnte hierbei eine Rolle spielen.

An der Metall-Bindung sind sowohl die Hydroxyl-Gruppe der Seitenkette, als auch
die Carbonyl-Gruppe der Hauptkette von Thr45 beteiligt. Dieser Bindungsmodus
ist relativ ungewdhnlich, da im allgemeinen nur die Hydroxyl-Gruppe der Seiten-
kette von Serin- bzw. Threonin-Resten als Ligand fiir Mg?" dient, wie z.B. bei
der F1-ATPase (Abrahams et al., 1994), oder bei GTP-Bindeproteinen (Vetter and
Wittighofer, 1999). In diesen Fillen wird eine zweizidhnige Koordination mit dem

(- und y-Phosphatgruppen der Nukleotide beobachtet. Es liegen keine experimen-
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tellen Daten vor, die belegen, dafl die Riboflavin-Kinase tatséchlich auch in vivo
Zn** verwendet. Eine gesteigerte Aktivitit um einen Faktor von 1.8 verglichen mit
Mgt (Merrill and McCormick, 1980) kann leicht durch eine leichtere Verfiighar-
keit des letzteren ausgeglichen werden. Der Absolutwert fiir die Konzentration an
Zink, die sogenannte ,,Zink-Quote“, liegt in E. coli bei 0.2mM und wird von den
Bakterienzellen streng reguliert (Outten and O’Halloran, 2001). Die absolute zel-
luldre Mg?*-Konzentration hingegen, liegt zwischen 14 bis 20 mM fiir die meisten
Siaugetierzellen, wovon 0.25 bis 1mM als freies Mg?™ und ca. 90 % ATP in Form
von MgATP vorliegen (Romani and Maguire, 2002).

4.2.7 Reaktionsmechanismus

Im Allgemeinen verliuft die Ubertragung einer Phosphorylgruppe iiber einen ,,in-
line “-Angriff des Nukleophils auf das y-Phosphat von ATP. Dies kann entweder mit
einem assoziativen, oder einem dissoziativen Ubergangszustand beschrieben werden.
Der fiinfwertige Ubergangszustand des assoziativen Mechanismus zeigt eine Nettola-
dung von -3 der Phosphorylgruppe, wihrend der Metaphosphat-Ubergangszustand
des dissoziativen Mechanismus eine Ladung von -1 aufweist. Diese Ladungen werden
haufig durch positiv geladenen Reste stabilisiert (Matte et al., 1998). Die Geometrie
des aktiven Zentrums der Riboflavin-Kinase erlaubt klar einen ,,in-line “-Angriff der
5’-Hydroxylgruppe von FMN auf das y-Phosphat von ATP (Abbildung 25).

Im Bereich des aktiven Zentrums der Riboflavin-Kinase ist kein konservierter ba-
sischer Aminosédure-Rest zu finden. Nur Arg36 von flap I stellt einen durchwegs
konservierten Rest dar, der in Richtung der Phosphat-Gruppe zeigt. Andere basi-
sche Reste, wie His32 und Lys39, liegen zwar in der Nihe des -Phosphates bzw.
der Ribose, sind jedoch nicht konserviert. Des Weiteren sind letztere Reste nicht
optimal positioniert um mit dem [-Phosphat zu interagieren. His32 liegt 6.8 A von

der S-Phosphat-Gruppe entfernt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dafl
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Abbildung 25: Moglicher Reaktionsmechanismus der Riboflavin-Kinase.

an der Stabilisierung des Ubergangszustands Reste von flap IT beteiligt sind, wie
z.B. Lys89, Lys91 und Arg93. Jedoch stellt Arg93 am C-terminalen Teil des Loops
den einzigen konservierten basischen Rest dar, welchem daher auch eine strukturel-
le Funktion zugeordnet werden konnte. Diese Ergebnisse lassen auf einen direkten
Angriff der, durch Glu96 aktivierten, 5-Ribitylhydroxyl-Gruppe auf das Metall-
koordinierte $-Phosphat schliefen. Vorausgegangene Untersuchungen an Mutanten
der Riboflavin-Kinase aus Schizosaccharomyces pombe konnten zeigen, dafl die Mu-

tation Glu96Gln die Aktivitdt signifikant vermindert (Kemter, 2002).

4.2.8 Strukturvergleich und Diskussion

Die Suche nach Strukturhomologen der Riboflavin-Kinase mit dem Programm DALI
(Holm and Sander, 1993) offenbarte eine relativ hohe topologische Faltungsdhnlich-
keit der Riboflavin-Kinase zu einer Mehrzahl an Domé&nenabschnitten von Prote-

inen in der Datenbank. Eine Uberlagerung der Riboflavin-Kinase mit den Struk-
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turen der Phtalatdioxygenase Reduktase (Correll et al., 1992), Flavohdmoprote-
in (Ermler et al., 1995), Flavodoxin Reduktase (Ingelmann et al., 1997) und F1-
ATPase (Abrahams et al., 1994) erbrachte iibereinstimmend in allen Strukturen
einzig das zentrale (-barrel als gemeinsames Faltungsmotiv. Im Gegensatz zur 9.
pombe Riboflavin-Kinase weisen Phatalatdioxygenase Reduktase, Flavohdmoprote-
in und Flavodoxin jedoch eine typisch Rossmann-dhnliche afa-Faltung auf. Dabei
kommt die FAD Co-Faktorbindungsstelle am topologischen Umkehrpunkt der afa-
Faltung zu liegen. Diese Rossmann-dhnliche Faltung lédsst sich allerdings nicht mit
der Struktur der Riboflavin-Kinase zur Deckung bringen, so dafl auch die Lage
der FAD-Bindungsstellen voneinander abweichen. Des Weiteren konnten &dhnliche
(B-barrel Doménen in den a- und §-Untereinheiten der F1-ATPase mit der Struktur
der S. pombe Riboflavin-Kinase iiberlagert werden. Jedoch zeigte die weitere Analy-
se das diese im Zentrum des ATPase Oligomers liegende Nukleotid-Bindungsstellen
in keiner Weise eine Gemeinsamkeit zur ATP-Bindungsstelle der Riboflavin-Kinase
aufwies (Braig et al., 2000).

Ein charakteristisches Sequenzmotiv aller Nukleotid-bindenden Proteine liegt im
Bereich der ATP-bindenden Helix H1. Dieser Bereich erscheint in der Fahigkeit ATP
Co-Faktoren zu binden in hohem Mafle mobil und geht bei der Nukleotid-Bindung
eine Konformationsumlagerng ein. Den streng konservierten Resten Thr45 und
Asnd7 im folgenden [-Strang S2, geht ein Glycin-reicher Bereich voraus (Gly33-Xaa-
(Gly)-(Arg, Lys)-Gly-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-Pro-Thr-Ala-Asn). Wahrend das
invariable Motiv Gly-Xaa-Pro-Thr-Ala-Asn charakteristisch ist fiir alle Riboflavin-
Kinasen, unterscheidet sich der Glycin-reiche Bereich deutlich von dem entsprechen-
den Bereich anderer, in der PROSITE-Datenbank hinterlegten, Nukleotid-bindenden
Proteine (Falquet et al., 2002). Diese Proteine enthalten grofitenteils den sogenann-
ten ,P-Loop“, oder auch Walker A Motiv (Walker, 1982) genannt. Dieses Motiv
ist durch die Sequenz Gly /Ala-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Gly-Lys(Xaa)-Ser/Thr bestimmt,
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wobei Xaa haufig ein Glycin représentiert.

Mittlerweile konnten die dreidimensionalen Strukturen der Riboflavin-Kinase aus
H. sapiens (Karthikeyan et al., 2003) und aus Thermotoga maritima (Wang et al.,
2003) gelost werden. Wéihrend die Proteine aus S. pombe und H. sapiens Ein-
Doménen-Enzyme sind, setzt sich die Struktur der 7. maritima Riboflavin-Kinase
aus zwei Doménen zusammen. Die C-terminale Doméne enthélt ein sechsstriangiges
antiparalleles S-Faltblatt und offenbart somit eine gewisse Ahnlichkeit zur Struk-
tur aus S. pombe (r.m.s.-Abweichung 1.47 A iiber 88 Cq-Atome). Die N-terminale
Doméne weist mit einem typischen Nukleotidbindungsmotiv in Form einer Rossmann-
Faltung keinerlei strukturelle Ahnlichkeit zur Riboflavin-Kinase auf.

Die Struktur der humanen Riboflavin-Kinase wurde im Komplex mit MgADP, so-
wie in Form eines ternidren Komplexes mit ADP, FMN und Mg?* gelost. Eine
Kristallstruktur der apo-Form des Enzymes aus H. sapiens ist bislang unbekannt.
Die Enzyme aus S. pombe und H. sapiens haben eine Sequenzidentitit von 44 %
und eine Uberlagerung des ADP/FMN-Komplexes aus S. pombe mit dem terniren
Komplex aus H. sapiens verdeutlicht die groBe Ahnlichkeit der beiden Struktu-
ren (r.m.s.-Abweichung 1.08 A iiber 123 Cq-Atome). Der flexible Loop-Bereich flap
Il im terndren Komplex der humanen Struktur liegt, im Gegensatz zur S. pombe
Riboflavin-Kinase, in einer sogenannten , geschlossenen“ Konformation vor. Diese
konformelle Anderung des Loops gewihrleistet in der humanen Struktur eine ex-
akte Positionierung der Ribityl-Kette von FMN. Weiterhin ist in dieser ,,geschlos-
senen“ Form eine gute Solvensabschirmung des Co-Faktors gegeben. Eine unkon-
trollierte ATP-Hydrolyse wird somit moglicherweise beeintrichtigt oder gar verhin-
dert. Im Gegensatz zur , geschlossenen Konformation liegt dieser Loop-Bereich in
der S. pombe Struktur in einer vergleichsweise ,offenen“ Konformation vor. Durch
diese ,offene“ Form der Co-Faktorbindungsstelle geht der Schutz vor einer ATP-

Hydrolyse verloren.
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4.3 Arabidopsis thaliana 7,8-Dihydroneopterin Aldolase
4.3.1 Kiristallisation

Gereinigte DHNA aus A. thaliana (Schott, 2003) wurde mit einer Konzentration
von 11,5mg/ml in Sitting drop Kristallisations-Experimenten eingesetzt und bei
20°C gegen 0,1 M Tris/HCI pH 7,2 und 21% (w/v) PEG 2000 Monomethylether
(MME) und zusétzlich 0,5pl 115 mM C-HEGA-11 (Cyclohexylbutanoyl-N-
hydroxyethylglucamid) dquilibriert. Nach etwa einem Tag konnten réntgentaugliche
Kristalle bis zu einer Grofle von etwa 80 pm x 80 ym x 80 um geerntet werden.

Kristalle sowie ein Diffraktionsbild der A. thaliana DHNA sind in Abbildung 26

gezeigt.

Abbildung 26: Diffraktionsbild (maximale Auflosung: 2,2 /i, Rotation: 1,0°, Wellenlénge

A=1.5418 A) und Kristalle der A. thaliana DHNA in 0,1M Tris/HCI1 pH 7,2, 21 % PEG 2000
MME und 115 mM C-HEGA-11.
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4.3.2 Datensammlung und Strukturlésung

Zur Datensammlung unter Cryo-Bedingungen (100K) wurden Kristalle der A.
thaliana 7,8-Dihydroneopterin Aldolase in einen Tropfen aus Perfluorpolyether
iiberfithrt. Die Indexierung der Diffraktionsdaten zeigte eine trikline Gitterme-
trik mit den Gitterkonstanten a=63,55 /01, b=84,22 /i, ¢=89,05 A und a=90,14"°,
(5=89,99°, v=76,17°. Der vollstiandige Datensatz beinhaltet Reflexe bis zu einer
maximalen Auflésung von 2,2 A (sieche Abbildung 26). Eine Analyse der Matthews-
Parameter erbrachte das Vorhandensein zweier DHNA Oktamere in der asymme-
trischen Einheit, entsprechend einem Solvensgehalt von 42 %. Die Bestimmung der
Raumgruppe, die Verfeinerung der Zellparameter und die Integration der Daten er-
folgte mit dem HKL-Programmpaket Denzo und Scalepack (Otwinowski and Minor,
1997).

Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse der Datenprozessierung.

Die Struktur der A. thaliana DHNA wurde mit Hilfe der PATTERSON-Suchmethode
(Molecular Replacement) mit dem Programm AMORE (Navaza, 1994) gelost.
Hierfiir wurden Daten bis zu einer Auflésung von 3,5 A verwendet. Dabei diente die
bekannte Kristallstruktur der DHNA aus Staphylococcus aureus (PDB-ID: 1DHN)
als Suchmodell. In der Rotationssuche konnten beide Oktamere eindeutig orientiert
werden. Hierbei zeichneten sich beide Losungen mit Korrelationskoeffizienten (CC)
von 9,0 und 8,7 gegeniiber einer ndchstmoglichen, falschen Orientierung (CC = 3,9)
ab. In der anschliefenden Translationssuche wurden beide Rotationslosungen in der
asymmetrischen Einheit positioniert. Die korrekte Positionierung hob sich eindeutig
mit einem Korrelationskoeffizienten von 12,6 gegen die ndchstmogliche Position mit

einem CC = 4,8 ab.
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Raumgruppe P1
Einheitszelle

a 63,55
b 84,22
c 89,05
o 90,14
I} 89,99
8 76,17
Auflésungsbereich [A] 20.0-2,2
gemessene Reflexe 240705
unabhéngige Reflexe 86882
Multiplizitét 2,7
Ryerge® [%0] 9,0
Vollstandigkeit [%] 95,5

¢ Rmerge = thl[(Z’L |IZ - <I>D/ ZZ IZ]

Tabelle 7: Ubersicht zur Datensammlung und Phasierung.

4.3.3 Modellbau, Verfeinerung und Qualitéit des Atommodelles

Die sehr gute Qualitdt der gemessenen Daten bis zu einer Auflésung von 2,2/1
ermoglichte den Einbau von mehr als 90 % aller 2016 Aminosauren der beiden Okt-
amere der A. thaliana DHNA im ersten Zyklus des manuellen Modellbaus unter
Verwendung des Programmes Main (Turk, 1992). Nach einer anschliefenden Rigid
body Minimierung und einem Simulated annealing bei 2500 K wurde das Modell
schliefilich mit dem Programm CNS unter Verwendung des maximum-likelihood
Algorithmus (Briinger, 1998) verfeinert. Der Ligand wurde mit dem Programm

SYBYL gebaut und die Parameterséitze berechnet, die als Restraints in der Verfei-
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nerung verwendet wurden. In iterativen Zyklen von Modellbau, Einbau von Was-
sermolekiilen und Verfeinerung des Atommodelles gefolgt von einer abschlieSenden
individuellen B-Faktorverfeinerung konvergierte der kristallographische R-Faktor
bei 19,5% (Rypee = 25,8%).

Das Monomer der rekombinanten A. thaliana DHNA besteht aus 126 Aminosaure-
resten, die mit Ausnahme der letzten fiinf, eine gut definierte Elektronendichte
zeigen. Die Elektronendichte der letzten drei Reste war in keiner Untereinheit de-
finiert, wahrend Asnl121 und Thr122 in den einzelnen Untereinheiten verschieden
gut definiert waren. Abgesehen von einigen Resten an der Proteinoberfliche war
der Grofiteil der Seitenketten deutlich durch die Elektronendichtekarte definiert.
Das finale Modell des DHNA-Oktamers besteht aus 975 Aminosédureresten.

Die Qualitédt des verfeinerten Modelles wurde mit dem Programm PROCHECK
(Laskowski et al., 1993) {iberpriift. Dabei liegen die Bindungsgeometrien von 91,1 %
aller Aminoséuren (Glycin und Prolin ausgenommen) in den am meisten bevorzug-
ten Bereichen. Wiahrend nur 8,9% der Aminosiuren in den zusitzlich erlaubten
Bereichen liegen. Keine Aminoséure zeigt eine weitldufig erlaubte, oder gar ver-
botene Bindungsgeometrie in dieser Ramachandran-Statistik (Ramachandran and
Sasisekharan, 1968).

Die Verfeinerungsstatistik ist in Tabelle 8 gezeigt.
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Auflésungsbereich 20-2,2
Reflexe (working set) 82949
Reflexe (test set) 3837
R-Faktor® [%] 19,5
Ryvec? %] 25,8
Anzahl Proteinatome 15312
Anzahl Solvensatome 929
Anzahl Ligandenatome 224
Mittlerer B-Faktor, Protein [A2] 22,3
Mittlerer B-Faktor, Ligand [A2] 19,6
Mittlerer B-Faktor, Solvens [A2] 24,8
r.m.s.-Abweichung vom Idealwert der
Bindungslingen [A] 0,007
Bindungswinkel [°] 1,32

“R-Faktor= 3w HFobS‘ - k|FcaltE| ’/ D hklCW |Fob8|
beree - thlCT ||Fobs - lecach/ thlCT |F0bs|

Tabelle 8: Verfeinerungsstatistik.

4.3.4 Strukturbeschreibung

Die aus 126 Aminosiuren bestehende Primérstruktur der DHNA aus A. thaliana
ist in Analogie zu der bereits bekannten Struktur aus S. aureus (Hennig et al.,
1998) zu einer einzigen Doméne bestehend aus einem vier-strangigen antiparallelen
B-Faltblatt (S1, S2, S3 und S4) und zwei langen a-Helices, H4 und H5, gefaltet
(Abbildung 27). Das DHNA-Monomer hat eine ellipsoidale Form der Grée 50 A x
25 A x 25 A.
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Abbildung 27: Stereoabbilung der A. thaliana 7,8-Dihydroneopterin Aldolase mit dem gemo-
dellten Produkt 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin.

Die Loops, die die Stringe S1 und S2, sowie den Strang S2 und die Helix H4
verbinden, enthalten zwei weitere kurze helikale Segmente, H1 (AS 19-24) und H2
(AS 38-44). Des Weiteren liegt eine kurze 31o-Helix, H3 (AS 47-49), zwischen H2 und
der langen Helix H4. Das vier-strangige (-Faltblatt besteht aus den Resten 3-13,
26-35, 92-99 und 112-119. Die beiden langen a-Helices (H4, AS 53-65 und H5, AS
72-86) liegen beide auf der selben Seite parallel zu dem vier-strangigen (-Faltblatt.
Der hydrophobe Kern des Molekiils wird von unpolaren Resten der beiden langen

a-Helices und des (-Faltblatts gebildet.

DHNA ist ein D4-symmetrisches Homooktamer mit der Form eines hohlen Zylinders,
der sich aus zwei ringférmigen Tetrameren zusammensetzt. Die 16 antiparallelen
(-Strange der vier symmetrieverwandten Polypeptidketten bilden zusammen ein,
durch ein Netzwerk aus Wasserstoftbriicken stabilisiertes, 3-barrel, das von einem

Ring aus Helices umrandet wird (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Ribbondarstellung des DHNA-Tetrameres mit dem gemodellten Produkt in allen
vier aktiven Zentren.

Sechs Wasserstoftbriicken der Hauptkette vom N-terminalen Strang S1 (AS 3-11)
zum C-terminalen Strang S4 (AS 107-113), sowie eine Salzbriicke zwischen Asp2 und
Argl8 stabilisieren die Wechselwirkungen benachbarter Untereinheiten im Tetra-
mer. Des Weiteren wird das Tetramer durch hydrophobe Wechselwirkungen der Sei-
tenketten von Leu24, Tyr12, Leul04 und Alal03 stabilisiert, wobei Leul04, Ala103
und Leu24 mit Tyrl2 und Leu24 der benachbarten Untereinheiten wechselwirken.
Das ringformige Tetramer hat einen Durchmesser von 60 A und eine Hohe von
25 A und umschlieBt eine hydrophile Pore von 30 A im Durchmesser. Durch die
Tetramerisierung wird eine Flédche von ca. 2136 14012, entsprechend 29.2 % der Fliche

eines Monomeres bedeckt.

Das Oktamer weist eine Co-Symmetrie auf, die durch die ,, Kopf-an-Kopf“-Anordnung
zweier Tetramere in Form eines hohlen Zylinders, hervorgerufen wird (Abbildung
29).

Die Stabilisierung dieser Zusammensetzung wird hauptséchlich durch hydrophobe
Wechselwirkungen verschiedener Seitenketten hervorgerufen. In diesem Falle werden

nur 690 A2 (entsprechend 9.5 % der Oberfliche eines Monomeres) durch die Oligo-
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Abbildung 29: Oktamer der A. thaliana DHNA.

merisierung bedeckt, was die Dominanz der intra-Tetramer iiber die inter-Tetramer
Wechselwirkungen verdeutlicht.

Die beiden DHNA-Strukturen aus A. thaliana und S. aureus weisen eine grofle
strukturelle Ahnlichkeit auf und koénnen mit einer r.m.s.-Abweichung von 0,72/01

zwischen 117 Ca-Atomen iiberlagert werden (Abbildung 30).

Abbildung 30: Uberlagerung der DHNA-Strukturen aus A. thaliana (rot) und aus S. aureus
(blau).
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4.3.5 Die Struktur des aktiven Zentrums

Die acht topologisch &quivalenten Substratbindungsstellen liegen jeweils an der
Kontaktfliche zwischen zwei benachbarten Untereinheiten des Tetrameres. In al-
len acht aktiven Zentren konnte ein gebundenes Guanin-Molekiil durch die sehr
gut definierte F,-F.-Elektronendichte eindeutig identifiziert werden. In der Kristal-
lisation wurden jedoch weder Co-Kristallisations- noch Soaking-Experimente zur
Erlangung von Guanin/DHNA-Komplexstrukturen eingesetzt. Daher liegt die An-
nahme sehr nahe, da das Guanin mit hoher Affinitit in das aktive Zentrum der
DHNA bindet, da es selbst durch die Proteinpréparation nicht abgetrennt werden
konnte (Abbildung 31).

Abbildung 31: Stereoabbildung des aktiven Zentrums der A. thaliana DHNA. Es ist die 2F,-F,
Elektronendichte (konturiert bei 1 o) fiir Guanin sowie fiir das gebundene Wassermolekiil gezeigt.
Ser52 und Tyr53 gehoren zur benachbarten Untereinheiten.

Die Lokalisierung des Pyrimidin-Ringes entspricht dem allgemeinen Bindungsmotiv,
wie es in anderen Enzymen der Tetrahydrobiopterin-Biosynthese beobachtet wird.
Da sowohl Substrat als auch Produkt, der von der DHNA katalysierten Reakti-

on, einen Pyrimidin-Ring beinhalten, kann auf einen dhnlichen Bindungsmodus fiir

diese Liganden in DHNA geschlossen werden. 7,8-Dihydroneopterin wurde auf der
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Basis von Guanin in die Bindungsstelle gemodellt. Eine Analyse der gemodelleten
Bindungsverhéltnisse von 7,8-Dihydroneopterin zeigt, dass hauptséichlich die Helix

1 (Glu21) und der N-terminale Teil der Helix H4 (Leu72 und Glu73) einer DHNA
Untereinheit an der Bindung beteiligt sind. Weiterhin wird die Bindung durch den
C-terminalen Teil vom Strang S3 (Lys99) und des Loops zwischen den Helices H3
und H4 (Asn70) stabilisiert. Eine benachbarte Untereinheit der DHNA beteiligt sich
an der Bildung des aktiven Zentrums mit dem C-terminalen Bereich der Helix H3
(Tyr53) und dem Loop zwischen Helix H2 und Helix H3 (Ser52). Von diesen Res-
ten des aktiven Zentrums sind Lys99, Glu21 und Asn70 direkt an der Bindung der
Hydroxyl-Seitenkette des Dihydroneopterin-Liganden beteiligt. Des Weiteren wird
der Ligand indirekt {iber eine Fixierung eines gebundenen Wassermolekiils durch die
Reste Asn70 und Lys99 gebunden. Der Pyrimidin-Ring von 7,8-Dihydroneopterin
wird in einer hydrophoben Tasche gebunden, die durch die Reste Val36, Leu3S,
Tyr53 und Val54, sowie Leu71 und Leu72 einer benachbarten DHNA Untereinheit
gebildet wird (Abbildung32).
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der 7,8-Dihydroneopterin-Bindung in DHNA. Ser52
und Tyrb3 gehoren zur benachbarten Untereinheit.

Die N1H-Gruppe und die freie Aminogruppe des Pterin-Ringes des Liganden bilden
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jeweils eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Carboxylat-Seitenkettenfunktion
von Glu73 aus. Zusitzlich befindet sich das Pterin-Ringatom N10H der Ligan-
den in einem H-Briickenabstand zur Hydroxylgruppe von Ser52. Die Carbonyl-
Funktion O2 des Liganden ist in H-Briickenbindungen zur Amid-Gruppe von Leu72
und einem Wassermolekiil gebunden. Dieses Wassermolekiil bildet weiterhin ein H-
Briickennetzwerk zur Hauptketten-Carbonylgruppe von Asn70 und der Seitenkette
von Lys99 aus. Die Orientierung der Seitenkette von Lys99 wird durch Ausbildung
einer Salzbriicke mit Glu21 stabilisiert. Diese Orientierung von Lys99 bedingt somit

eine Wechselwirkung mit der Hydroxyl-Seitenkette des Pterin-Liganden.

4.3.6 Strukturvergleich

Die Bfaapfp-Faltung der 7,8-Dihydroneopterin Aldolase aus A. thaliana zeigt ei-
ne hohe topologische Ahnlichkeit zu 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase
(Ploom et al., 1999), 6-Pyruvouyltetrahydropterin Synthase (PTPS) (Nar et al.,
1994), der C-terminalen Doméne der GTP-Cyclohydrolase I (AS 94-238) (Nar
et al., 1995) und zu beiden Doménen der Urat-Oxidase (UO1 und UO2) (Colloc’h
et al., 1997). Diese Enzyme gehoren, mit Ausnahme der Urat Oxidase, zur Superfa-
milie der Enzyme der Tetrahydrobiopterin-Biosynthese. Dihydroneopterintriphos-
phat Epimerase katalysiert die reversible Epimerisierung von C2’ zu Dihydromo-
napterintriphosphat aus Dihydroneopterintriphosphat. GTP-Cyclohydrolase I kata-
lysiert die Umwandlung von Guanosintriphosphat zu Dihydronepterintriphosphat
und PTPS wandelt Dihydroneopterintriphosphat in 6-Pyruvoyltetrahydrobiopterin
um. Die Urat Oxidase katalysiert die Umwandlung von Harnsdure in Allanto-
in im Biosyntheseweg von Purin. Sie alle binden Purin- oder Pterin-Derivate
an topologisch dhnlichen Bindungsstellen zwischen benachbarten Untereinheiten.
Allerdings weisen lediglich zwei Mitglieder dieser Superfamilie, DHNA und 7,8-

Dihydroneopterintriphosphat Epimerase, eine sequenzielle Ubereinstimmung von
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mehr als 20 % auf, wihrend zwischen den anderen oben erwéihnten Enzymen kei-
ne nennenswerte Ahnlichkeit in der Aminoséuresequenz zu erkennen ist. Lediglich
ein Glutamat-Rest (Glu73 in A. thaliana DHNA), der als Anker zur Fixierung des
Pyrimidin-Ringes dient, ist allen diesen Enzymen gemein. In Domé&ne 2 der Urat
Oxidase ist dieser Rest ein Glutamin.

In Abbildung 33 ist ein Vergleich der Aminosiuresequenzen der A. thaliana DHNA
mit dem Enzym aus S. aureus und der 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase

aus F. coli gezeigt.

) —eess——
1 10 20 30
AtDHNA ... .GDKLILKGLKFYGFHGAI AEERTLGQMFLVD
SaDHNA ... MQDTI FLKGMRFYGYHGALSAENEI GQI FKVD
Epimerase MAQPAAI | RI KNLRLRTFI GI KEEEI NNRQDI VI N
H2 H3
—) o 9 3
40 50 60
AtDHNA | DAWVSLKKAGESDNLEDTI SYVDI FSLAKEI VE
SaDHNA VTILKVDLSEAGRTDNVI DTVHYGEVEFEEVKSI| ME
Epimerase VTI HYPADKARTSEDI NDALNYRTV. TKNI | QHVIE
H4 S3
g4 —
70 80 90 100
AtDHNA GSPRNLLETVAELI ASKTLEKFHQI NAVRVKLSKP
SaDHNA GKAVNLLEHLAERI ANRI NSQYNRVMETKVRI TKE
Epimerase NNRFSLLEKLTQDVLD. | AREHHWVTYAEVEI DKL
S2
)
110 120
AtDHNA NVALI KSTI DYLGVDI FRQRNTSSKN
SaDHNA NPP. I PGHYDGVGI EI VRENK. . . ..
Epimerase HAL. .. RYADSVSMTLSWQR. . . . ..

Abbildung 33: Vergleich der Aminoséuresequenzen der DHNA aus A. thaliana mit den Se-
quenzen der DHNA aus S.aureus und der 7,8-Diyhdroneopterintriphosphat Epimerase aus FE.coli.
Konservierte Reste sind gelb unterlegt. Uber dem Alignment sind die Sekundérstrukturelemente
der DHNA aus A.thaliana abgebildet (a-Helices: griin; 8-Faltblattstringe: blau).

Sechs von sieben katalytisch aktiven Aminosdure-Resten sind streng konserviert
zwischen Epimerase und DHNA; der einzige signifikante Unterschied im aktiven
Zentrum der beiden Enzyme ist die Triphosphat-Bindungsstelle der Epimerase. Die
groBe Ahnlichkeit der Bindungsstellen der DHNA aus A. thaliana, aus S. aureus

und der Epimerase aus F. coli wird in Abbildung 34 verdeutlicht.
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Abbildung 34: Uberlagerung der katalytisch aktiven Reste von DHNA aus A. thaliana (griin),
S.aureus (blau) und 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase aus E. coli (rot) mit dem gemo-
dellten Reaktionsprodukt 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin und dem gebundenen Wasser-
molekiil. In 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase ist Asn70 gegen ein Serin ausgetauscht.

4.3.7 Vergleich der Reaktionsmechanismen von DHNA und Klasse 1
Aldolasen

Je nach unterschiedlicher Stabilisierung ihrer Reaktionzwischenprodukte werden Al-
dolasen in zwei Enzym-Hauptklassen unterteilt. Aldolasen der Klasse I sind durch
die Bildung einer Schiff’schen Base als Zwischenprodukt der Reaktion charakteri-
siert. Klasse II Aldolasen dagegen benétigen ein Metall als Co-Faktor zur Stabili-
sierung des Zwischenproduktes. Aldolasen der Klasse II werden daher auch als Me-
talloaldolasen bezeichnet. Die Aktivitdt der DHNA aus A. thaliana ist weder von
zweiwertigen Metallionen abhéngig noch wird das Reaktionsprodukt durch einen
Schiff’schen Base Ubergangszustand gebildet. Eine Klassifizierung der DHNA aus
A. thaliana in die Klasse I oder II ist somit nicht zuléssig. Die Enzyme der Familie
der Klasse I Aldolasen besitzen keine Aminosiuresequenzhomologie untereinander
und katalysieren somit eine Vielzahl an verschiedenen Aldolspaltungs- bzw. Kon-
densationsreaktionen.

Jedoch zeichnen sich alle Klasse I Enzymreaktionen durch die Bildung eines kova-

lenten Intermediates (Schiff’sche Base) zwischen einem Lysin-Rest des Enzymes und
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einem Carbonyl-Kohlenstoffatom des Substrates aus. Einige Enzyme dieser Klas-
se I wurden mittels Rontgenkristallographie untersucht, und die dreidimensionalen
Strukturen der Fructose-1,6-bisphosphat Aldolase (FBPA) (Choi et al., 2001)(Sy-
gusch et al., 1987), der Transaldolase B (Jia et al., 1996), der 2-Keto-3-desoxy-
6-phosphogluconat Aldolase (KDPGA) (Mavridis and Tulinsky, 1976), der Typ I
3-Dehydroquinase (Gourley et al., 1999), der D-2-Desoxyribose-5-phosphat Aldola-
se (DRPA) (Heine et al., 2001), der N-Acetylneuraminat Lyase (Izard et al., 1994)
und der Dihydrodipicolinat Synthease (DHDPS) (Mirwaldt, 1995) sind bekannt.
Die Untereinheiten dieser Enzyme weisen alle eine klassische TIM [/a-Faltung
und eine C-terminale Region, die an der Substratbindung beteiligt ist, auf. Ur-
spriinglich wurde angenommen, dal Asp33 in FBPA die einleitende Carbinolamin-
Hydroxylgruppe (C2) protoniert, wobei Tyr363 das a-Proton auf das Carbonyl (C3
in DHAP) abstrahiert. Kiirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dafl Glul87 der Al-
dolase aus menschlichem Muskel als katalytische Sdure und Asp33 als katalytische
Base in Analogie mit den entsprechenden Glu96 und Aspl7 der Transaldolase B
(Jia et al., 1996) und Aspl187 und Aspl188 der DHDPS (Mirwaldt, 1995) fungieren.
In der KDPG-Aldolase aus F. coli fungiert vermutlich Glu45 als katalytische Base
(Wymer et al., 2001; Allard et al., 2001). Sowohl in N-Acetylneuraminat Lyase und
Typ I 3-Dehydroquinase nimmt ein Histidin (His79 und His143) vermutlich letztere
Rolle ein.

Eine Uberlagerung der Enzyme der Klasse I zeigte, daB, mit Ausnahme der Tran-
saldolase B, alle reaktiven Lysin-Reste nicht nur auf dem gleichen Strang, sondern
auch hinsichtlich des Zentrums des barrels an der gleichen Stelle liegen. Die Bin-
dungsstellen der Klasse I Enzyme scheinen alle eine dhnliche Konstellation der kata-
lytischen Reste aufzuweisen, die exakte Konfiguration variiert jedoch von Enzym zu
Enzym. Von daher ist anzunehmen, dafl keine einheitliche geometrische Anordnung

der katalytischen Reste fiir die Aldolase-Aktivitit notwendig ist.
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Der Reaktionsmechanismus der Klasse I Aldolasen ist in Abbildung 35 zu sehen.
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Abbildung 35: Reaktionsmechanismus der Klasse I Aldolasen mit X als nukleophiler Gruppe.

Da keine Kristallstruktur eines Substrat- oder Produktkomplexes der A. thalia-
na vorliegt, basiert der folgende Reaktionsmechanismus auf Vergleichen der ak-
tiven Zentren und Bindungsmoden anderer Enzyme der Folat-Biosynthese, vor
allem der 7,8-Dihydroneopterintriphosphat-Epimerase und der DHNA aus S. au-
reus. A. thaliana DHNA kann sowohl L-threo-Dihydroneopterin als auch D-
erythro-Dihydroneopterin als Substrate zur Bildung von 6-Hydroxymethyl-7,8-
dihydroneopterin verwenden. Das Enzym kann jedoch auch die Epimersierung des
C2’ von Dihydroneopterin und Dihydromonapterin mit nennenswerter Geschwin-
digkeit katalysieren.

Ein moglicher Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 36 zu sehen.

Das Proton der 2’-Hydroxylgruppe wird von Lys99 abstrahiert, wodurch die Spal-
tung der C1’-C2’-Bindung unter Bildung eines Enamin-édhnlichen Intermediates

2, welches durch Tautomerisierung in das Carbinol-dhnliche Produkt 3 umge-
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Abbildung 36: Moglicher Reaktionsmechanismus der A. thaliana DHNA. 1: 7.8-
Dihydroneopterin, 2:Enamin-Intermediat, 3: 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin.

wandelt werden kann, initiiert wird. Die Epimerisierung kann als eine nicht-
stereospezifische Reihe aus Retroaldol-Spaltung gefolgt von einer Aldol-Addition
interpretiert werden. Wie bereits gezeigt, sind die Mechanismen der DHNA und
der 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase sehr &hnlich (Haussmann et al.,
1998), abgesehen davon, dafl das Carbinol-dhnliche Intermediat von der Epimerase
nicht wieder freigesetzt werden kann.

Das Substrat 1 der DHNA kann als intramolekulare Schiff’sche Base gesehen

werden, wobei die Schiff’sche Base einen Teil des Dihydropyrazin-Ringes des
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Dihydroneopterin-Systemes bildet. Tatséchlich entsteht dieses Schiff’sche Base Mo-
tiv in Dihydroneopterin biosynthetisch bei der Kondensation der Carbonylgrup-
pe mit einer Aminogruppe in der mehrstufigen Reaktion, die von der GTP-
Cyclohydrolase T katalysiert wird (Schramek et al., 2002). Daher wird die Bildung
einer intermolekularen Schiff’schen Base mit einem Lysin-Rest des Enzymes nicht
benotigt. Es muss jedoch bemerkt werden, dafi der Pyrazin-Ring des Substrates
hydrolytisch gedffnet werden kann und die daraus resultierende Carbonylgruppe
dann eine Schiff’sche Base mit dem Enzym bilden kann. Diese Reaktionssequenz
wiirde eine reversible Transiminierung darstellen. Die Natur des Liganden, der in
den Enzym-Kristallen vorliegt, ist bislang unbekannt.

Aus struktureller Sicht kann gesagt werden, dafl alle Aldolasen der Klassen I
und II, deren Strukturen bestimmt wurden, eine klassische TIM [/a-Faltung
mit einer C-terminalen Region, die an der Substratbindung beteiligt ist, aufwei-
sen. Die Struktur der DHNA wird hingegen durch eine (faafp-Faltung ellip-
soidaler Form und einem aktiven Zentrum an der Kontaktfliche zwischen be-
nachbarten Untereinheiten charakterisiert. Die Aldolase SBfaaf(-Faltung tritt
auch in 7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase, GTP-Cyclohydrolase I, 6-
Pyruvoyltetrahydropterin Synthase und Urat Oxidase auf. Diese Enzyme kataly-
sieren jedoch, mit Ausnahme der 7,8-Dihydroneopteritriphosphat Epimerase, keine

Aldol-Reaktionen.

4.3.8 Diskussion

7,8-Dihydroneopterin Aldolase (DHNA) katalysiert eine Retroaldolreaktion zur Bil-
dung von 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydroneopterin aus 7,8-Dihydroneopterin. Des
Weiteren katalysiert das Enzym aus A. thaliana die Epimerisierung von 7.8-
Dihydroneopterin zu 7,8-Dihydromonapterin mit nennenswerter Geschwindigkeit.

Letzteres Produkt kann ebenfalls in einer Retroaldol-Reaktion zu 6-Hydroxymethyl-
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7,8-dihydroneopterin umgesetzt werden. In der vorliegenden Studie konnte die ers-
te Struktur dieses Enzymes aus einem pflanzlichen Organismus aufgeklart wer-
den. Die dreidimensionale Struktur der DHNA aus A. thaliana weist eine grofie
Homologie zu verschiedenen Enzymen der Tetrahydrobiopterin-Biosynthese auf
(7,8-Dihydroneopterintriphosphat Epimerase, 6-Pyruvoyltetrahydropterin Syntha-
se, GTP-Cyclohydrolase I, Urat Oxidase), welche jedoch mit Ausnahme der 7,8-
Dihydroneopterintriphosphat Epimerase keine nennenswerte sequenzielle Homologie
zur DHNA offenbaren. 90 % aller katalytisch aktiven Reste sind streng konserviert
zwischen diesen beiden Enzymen. Einzig das Bindungsmotiv der Phosphat-Einheit
der Epimerase unterscheidet die aktiven Zentren. Alle diese Enzyme haben jedoch
einen konservierten Glutamat-Rest (Glutamin in UO2) in ihrem aktiven Zentrum
zur Fixierung des Pyrimidin-Ringes gemein.

In allen Untereinheiten war eine gut definierte Elektronendichte im aktiven Zen-
trum zu finden, die auf einen Guanin-Liganden hindeutet, der jedoch nicht manuell
zugefiigt wurde, sondern vermutlich wiahrend der vollstdndigen Isolierung und Rei-
nigung des Proteines mitgetragen wurde. Daher liegt die Annahme sehr nahe, dafl
das Guanin mit hoher Affinitdt in das aktive Zentrum der DHNA bindet, da es
selbst durch die Proteinprédparation nicht abgetrennt werden konnte.

Aldolasen im allgemeinen konnen in zwei Klassen unterteilt werden. Enzyme der
Klasse I sind durch die Bildung einer Schiff’schen Base zwischen einem Lysin-Rest
des Enzymes und der Carbonyl-Gruppe des Substrates charakterisiert. Aldolasen
der Klasse II hingegen benétigen ein zweiwertiges Metallion als Co-Faktor. Auf-
grund der unterschiedlichen Reaktionsmechanismen und einer komplett andersar-
tigen Faltung der DHNA wird angenommen, dal die DHNA sowohl mechanistisch

als auch strukturell eine neue Klasse von Aldolase-Enzymen représentiert.
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5 Abkiirzungen

% (w/v)
% (v/v)
A

ADP

AS

ATP

BP

CC
C-HEGA-11
DHBPS
DHNA
DHDPS
DNA
DRPA
FBPA
FAD
FMN
GTP
kDa
KDPGA
M

MAD
MES
MIR
MR
PDB

Gewichtsprozente

Volumenprozente

Angstrom (1 A = 1071°m)
Adenosin-5-Diphosphat

Aminoséure

Adenosin-5-Triphsophat
2,6-Bischloromercuri-4-nitrophenol
Korrelationskoeffizient
Cyclohexylbutanoyl-N-hydroxyethylglucamid
3,4-Dihydroxy-2-butanon 4-Phosphat Synthase
7,8-Dihydroneopterin Aldolase
Dihydrodipicolinat-Synthase
Desoxyribonukleinséure
D-2-Desoxyribose-5-phosphat Aldolase
Fructose-1,6-bisphosphat Aldolase
Flavinadenindinukleotid
Flavinmononukleotid
Guanosin-5-triphosphat

(kilo)Dalton
2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconat Aldolase
Molar

Multiple Anomale Dispersion
Morpholinoethansulfonsédure

Multiple I1somorphous Replacement
Molecular Replacement

Protein Database
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PEG
PTPS
rms
RT
RubP
SA
™
Tris
UVv

Polyethylenglykol
6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthase
Mittleres Abweichungsquadrat
Raumtemperatur
Ribulose-5-Phosphat

Simulated annealing

Thiomersal (C9HoHgNaO,S)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Ultraviolettes Licht

Volt
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