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1 Einleitung

1.1 Hydantoinasen

1.1.1 Allgemeine Einteilung und Historie

Hydantionasen gehoren nach der EC-Nomenklatur zur Gruppe der zyklischen
Amidasen (EC 3.5.2) und werden dort als Synonym fiir Dihydropyrimidinasen
(EC 3.5.2.2) angesehen. Im allgemeinen Gebrauch ist die Nomenklatur haufig
abhiangig von der Herkunft des jeweiligen Enzyms (pro- oder eukaryotisch)
oder vom Kontext, in dem das Enzym untersucht wird (biotechnologisch
oder biochemisch/medizinisch). In der Literatur gibt es keinen eindeutigen
Gebrauch des Begriffs Hydantionase (Syldatk et al., 1999) da es eine Reihe
an Hydantoinderivaten gibt (s. Abbildung 1.1). Diese werden von Enzymen
hydrolysiert, die teilweise den Dihydropyrimidinasen dhnlich (Allantionasen EC
3.5.2.5, Dihydroorotasen EC 3.5.2.3, Ureasen EC 3.5.1.5) teilweise aber auch
sehr undhnlich sind (Carboxymethylhydantoinase EC 3.5.2.4, Creatininase
EC 3.5.2.10, ATP-abhédngige N-Methylhydantoinase, Imidase, noch ohne EC-

Nummer).

Im Folgenden werden unter dem Begriff Hydantionase nach der traditionellen

Nomenklatur ausschliefdlich Dihydropyrimidinase-dhnliche Enzyme verstanden.

Dihydropyrimidinasen katalysieren, wie in Abbildung 1.2 dargestellt, die
reversible Hydrolyse von sechs- oder fiinfgliedrigen zyklischen Diamiden wie
Dihydropyrimidine oder Hydantoine zu den entsprechenden 3-Ureidosduren

oder Carbamoylaminosduren.
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Hydantoin D-Hydantoin L-Hydantoin  Dihydropyrimidin

HNN 0 R (3/ 3 “ooc,, 0 o
\EHN\E H HN\g q /l\/l\_’(iH q‘— HN )I\‘l\l/w
H

Allantoin 1-Methyl- Creatinin Dihydroorotat Harnstoff
hydantoin

Abbildung 1.1: Hydantoin, Hydantoinderivate und Dihydropyrimidine als Sub-
strate der verschiedenen Hydantoin-Hydrolasen. Der Pfeil markiert die Bin-

dung, die durch die entsprechenden Enzyme hydrolysiert wird.

1.1.2 Physiologische Bedeutung

Die enzymatische Hydrolyse von Hydantoinen ist schon lange bekannt. Die
ersten Hinweise gab es bereits in 20er Jahren (Gaebler & Keltch, 1926). Eine
erste Charakterisierung des dafiir verantwortlichen Enzyms in Gewebeschnit-
ten (Bernheim & Bernheim, 1946) und in partiell gereinigter Form (Eadie
et al., 1949) stammt aus den 40er Jahren. Auch damals gab es verschiedene
Nomenklaturen. In den ersten Berichten ist von Hydantoinasen die Rede, spater
wurden sie Hydantoin-Peptidasen genannt (Bernheim, 1952). Die Ahnlichkeit zu
den Hydropyrimidin-Hydrolasen wurde erstmals von Wallach & Grisola (1957)

vermutet.

Den Dihydropyrimidinasen wird als physiologische Funktion die Hydrolyse
von Dihydropyrimidinen als zweiten Schritt im reduktiven Katabolismus
von Pyrimidinen zugeordnet (s. Abb. 1.2, Vogels & Van der Drift, 1976). Die
Produkte dieses Abbaus (z. B. B-Alanin als Abbauprodukt von Uracil oder
B-Amino-isobutyrat als Abbauprodukt von Thymin) sind Neurotransmitter.

Beeinflussungen in diesem Katabolismus durch schlecht exprimierte oder wenig
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Hydantoinase

Lo .

R O
Y g o a0y
a) Hi NH Hi NH, H,N
- NHg
O - CO,
Hydantoin Carbamoylaminoséaure Aminoséaure

° © thpo COCH COCH
b) H@ Hgm HrgNH2 NH, HZNh
-CO,

Uracil 5,6-Dihydrouracil 3-Ureidopropionat B-Alanin

Abbildung 1.2: Reaktionen, die von Hydantoinasen katalysiert werden:
a) Hydrolyse von Hydantoinen im Hydantoinaseprozess,

b) Hydrolyse von Dihydropyrimidinen beim Metabolismus von Pyrimidinen.

aktive beteiligte Enzyme fithren zu Storungen in den Konzentrationen dieser
Neurotransmitter. Als Folge werden neurologische Schdden bei betroffenen
Patienten beobachtet, wie z. B. bei der Dihydropyrimidinuria (MIM 222748,
van Gennip et al.,, 1997, Hamajima et al., 1998; Sumi et al., 1998). In festen
Tumoren wurde dariiberhinaus eine erhohte Dihydropyrimidinaseaktivitat
festgestellt (Naguib et al., 1985).

1.1.3 Biotechnologische Bedeutung

Weitaus grofsere Bedeutung als in der biochemisch/medizinischen Forschung
haben die Dihydropyridinasen in der Biotechnologie. Da die Dihydropyrimidi-
nasen auch 5’-substituierte Hydantoine hydrolysieren, werden sie im Hydan-
toinaseprozess zusammen mit N-Carbamoylasen eingesetzt zur Herstellung
enantiomerenreiner auch nicht-proteinogener Aminosduren (Syldatk & Pietzsch,
1995, s. Abbildung 1.3). Bei Verwendung von zwei Enzymen (Hydantoinase und

Carbamolyase) wird eine hohe Enantio- und Stereospezifitit erreicht. Durch die
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L-Hydantoin L-Carbamoyl- L-Aminosaure
séure

R o) " R fggz R
P COH N 7—COOH
L-spezifisch H H —_— H NH, H,N

\g L-Hydantoinase \g L-Carbamolyase

R O D-Hydantoinase R D-Carbamolyase R

D-spezifisch HN__NH —_— HN_ NH, —_— HN
¥ L o
-HP -co,

-NH, D-Aminoséure

Racemase
und/oder
pH>8

D-Hydantoin D-Carbamoyl-
saure
Abbildung 1.3: Der Hydantoinaseprozess zur enantiospezifischen Produktion

von D- oder L-Aminosduren. Die dabei verwendeten Enzyme sind fett gedruckt.

spontane oder enzymatisch katalysierte Racemisierung des Edukts (Racemase)
kann ein racemisches Edukt vollstindig in ein enantiomerenreines Produkt

umgesetzt werden.

Hydantoinase, Carbamolyase und Racemase wurden zum Beispiel bei Arthro-
bacter aurescens innerhalb eines Genclusters gefunden (Wiese et al., 2000), was auf

eine gemeinsame natiirliche Funktion hinweisen konnte.

Enantiomerenreine D-Aminosduren sind wertvolle chirale Synthone bei der
Synthese von Antibiotika (D-p-Hydroxyphenyl-glycin), Pharmazeutika (D-
Naphthylphenyl-glycin), Pestiziden (D-Valin), Siifistoffen (D-Alanin) und
biologisch aktiven Peptiden (Durham & Weber, 1996). Insbesondere D-p-
Hydroxyphenyl-glycin ist von wirtschaftlicher Bedeutung, von dem mehr als

1000 t pro Jahr iiber den Hydantionaseprozess hergestellt werden.

Beim Screening nach Enzymen, die fiir die technische Nutzung sinnvoll sind,
stand neben der Substrat- und Enantiospezifitiat auch eine hohe Thermostabilitat

im Vordergrund. Die meisten Hydantoinasen sind vorwiegend D-spezifisch.
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Die Enantiospezifitét ist jedoch abhdngig vom Substrat. Aufgrund der Enantio-
spezifitdit der wichtigsten Substrate werden die Hydantionasen traditionell
in D- und L-Hydantoinasen eingeteilt. Wegen der Substratabhidngigkeit der
Enantiospezifitit und der hohen Homologie innerhalb der Hydantoinasen wird

diese Klassifizierung jedoch immer mehr in Frage gestellt.

Bei der biochemischen Charakterisierung der Dihydropyrimidinasen (Review:
Syldatk et al., 1999) standen vor allem biotechnologisch relevante Aspekte
im Vordergrund wie zum Beispiel Substrat- und Enatiospezifititen oder

Optimierungen von Umsatzraten und Fermentationen.

Die meisten Dihydropyrimidinasen werden in der Literatur als Homotetramere
beschrieben mit Untereineiten von je 50-60 kDa. Eine der wenigen Ausnahmen
ist die Dihydropyrimidinase aus Bacillus stearothermophilus (Lee et al., 1995), die
als Dimer beschrieben wird.

Die Dihydropyrimidinasen sind metallabhidngige Enzyme. Das am haufigsten
beschriebene Metall ist Zink, jedoch wurden auch Aktivititen mit Mangan,
Cobalt, Magnesium und Nickel beobachtet. Uber die Anzahl der Metalle pro
Untereinheit schwanken die Angaben zwischen 1-2.5 Metallionen/Untereinheit.
Das Metall lasst sich im Allgemeinen mit EDTA nur schwer entfernen, haufig
wird dafiir 8-Hydroxy-chinolin-sulfonsdure verwendet. Die metallfreien Enzym
konnen haufig durch Inkubation mit Metallen reaktiviert werden. Vorzugsweise

funktioniert dies mit Cobalt und Mangan, weniger gut mit Zink.

1.1.4 Homologe Proteine

Dihydropyrimidinasen haben untereinander Sequenzidentititen von meistens
tiber 30%. Die Sequenzidentitdt zu anderen zyklischen Amidasen ist ebenfalls
hoch: 30% zu Allantoinasen, > 25% zu Dihydroorotasen und 20% zu Ureasen.
Eine von der Proteinfunktion gesehen unerwartet hohe Sequenzidentitdt von
tiber 30% besteht zum collapsin response mediator-Protein (CRMP) und dem
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turned on after division-Protein (TOAD, Hamajima et al., 1996), die beide bei der
Entwicklung des Nervensystems beteiligt sind und keine katalytische Aktivitat

besitzen.

Die Rontgenstrukturen der Ureasen aus Klebsiella aerogenes (Jabri et al., 1995)
Bacillus pasteurii (Benini et al., 1998, 1999) sind unter den bislang gelosten
Strukturen am néchsten mit den Hydantoinasen verwandt. Die Strukturen
bestehen aus einem zentralen elliptisch verzerrten («/f)s-Barrel und einer
B-Faltblatt-Doméne. Eine genauere Beschreibung des aktiven Zentrums der
Ureasen befindet sich in Kap. 5.4.3 beim Vergleich der aktiven Zentren.

Basierend auf der Struktur der Urease aus Klebsielln aerogenes und Se-
quenzvergleichen schlugen Holm und Sander (Holm & Sander, 1997) eine
grofie Proteingruppe vor, zu der neben Dihydroorotasen, Allantoinasen und
Hydantoinasen auch AMP-, Adenin- und Cytosin-Deaminasen, Imidazolonepro-
pionasen, Aryldialkylphosphatasen, Chlorohydrolasen, Formylmethanofuran-
Dehydrogenasen und die angesprochenen CRMP und TOAD gehoren. Diese
Proteine stammen aus Archeons, Eubakterien und Eukaryonten und haben
teilweise dhnliche, aber auch vollkommen verschiedene Funktionen. Bei
den katalytisch nicht aktiven Mitgliedern dieser Gruppe sind die ansonsten
hoch konservierten metallbindenden Histidine (s. Kap. 5.4.3) nur teilweise
vorhanden. Aus Struktur- und Sequenzvergleichen (Holm & Sander, 1997) und
phylogenetischen Studien (May et al., 1998a) wurde gefolgert, dass all diese
Proteine von einem gemeinsamen Ur-Protein abstammen und das Ergebnis einer

divergenten Evolution sind.

1.1.5 Kristallisation

Die ersten Berichte {iiber kristalline Dihydropyrmidinasen sind aus den 70er
Jahren bekannt (Takahashi et al., 1978; Takahashi, 1983; Elard et al., 1987). Trotz
eines gemessenen nativen Datensatzes (May et al., 1996) und der Ankiindigung

einer Strukturlosung (Kim & Kim, 1998) war bis zu Beginn dieser Arbeit keine
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Struktur einer Dihydropyrimidinase bekannt.

1.1.6 Die D-Hyantoinase aus Thermus sp.

Die D-Hydantoinase aus Thermus sp. (D-Hyd) stand im Mittelpunkt dieser
Arbeit. Das Enzym wurde von der BASF AG (Ludwigshafen) bei Suche nach
thermostabilen hydantoinspaltenden Enzymen isoliert (Elard et al., 1987). Es
wird zur Zeit von Roche Diagnostics (Penzberg) unter dem Produktnamen
Hydantoinase 2 vertrieben. Das Enzym ist mit Ausnahme der Substrat- und
Enantiospezifitat (Keil et al., 1995) nur wenig charakterisiert. Es bevorzugt
phenylisch substituierte Hydantoine wie D-5-Phenyl- und D-5-Thienyl-
Hydantoin mit einer hohen D-Enantiospezifitit. Die Enantiospezifitdat bei mit
kleinen aliphatischen Seitenketten substituierten Hydantoinen (5-Methyl-
Hydantion) ist deutlich geringer. CD-Untersuchungen zeigen, dass die D-Hyd
einen deutlichen a-helicalen Anteil hat (Abendroth, 1998).

1.1.7 Die L-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens

Die L-Hydantoinase (L-Hyd) wurde von May et al. aus dem Bodenbakterium
Arthrobacter aurescens DSM 3745 isoliert und aufgereinigt (May et al., 1998b).
Die Expression wurde durch Zugabe von N-3-Indolyl-methyl-hydantoin
induziert. Die L-Hydantoinase bevorzugt unter den untersuchten Substraten
benzylisch substituierte Hydantoine wie 5’-L-Indolyl-methyl-hydanoin mit
einer hohen L-Sperzifitit. Die Enantiospezifitit ist substratabhdngig. So wird
von Methyl-thioethyl-hydantoin das D-Enantiomer leicht bevorzugt umgesetzt.
Mogliche natiirliche Substrate wie Dihydrothymin, Dihydrouracil, Dihydrorotat,
Allantoin oder Harnstoff werden kaum oder gar nicht hydrolysiert (May et al.,
1998b). Wegen der teilweisen L-Spezifitit wird das Enzym traditionell in die
Gruppe der L-Hydantoinasen eingestuft. Phylogenetische Studien (May et al.,
1998a) zeigten zwar eine enge Verwandtschaft zwischen der L-Hyd und den

Dihyropyrimidinasen. Die L-Hyd hat sich demnach jedoch sehr frith in der
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Evolution von den {iibrigen untersuchen Dihydropyrimidinasen getrennt und

bildet eine eigene Gruppe.

Die bei der Beschreibung des Hydantoinase-Prozesses angesprochenen Racema-
se und L-N-Carbamoylase befinden sich bei Arthrobacter aurescens zusammen mit
der L-Hyd in einem Gencluster (Wiese et al., 2000). Die Racemase liegt upstream,
die L-N-Carbamoylase downstream. Dies weist auf eine mogliche gemeinsame

natiirliche Funktion hin.

Die L-Hyd besteht aus 458 Residuen pro Monomer und bildet in der nativen
Form ein Tetramer (May et al., 1998b). Es ist ein zinkabhidngiges Enzym. Pro
Tetramer wurden 10 Zinkatome mittels Atomaborptionspektroskopie gemessen
(May et al., 1998d). Durch chemische Modifikation der zugidnglichen Histidine
wird die L-Hyd irreversibel, durch Entfernung des Zinks mit Komlexbildnern
reversibel inaktiviert. Metallfreie L-Hyd kann durch Inkubation mit Mangan und
Cobalt reaktiviert werden. Da Deaktivierung des Enzyms durch Entfernung des
Metalls mit einem Zerfall des Tetramers in Monomere einhergeht, wurden dem
Zink sowohl eine katalytische als auch eine strukturelle Funktione zugewiesen
(May et al., 1998c¢).

Die L-Hyd konnte kristallisiert und von den Kristallen ein Diffraktionsdatensatz
mit Daten bis 2.6A Auflosung gemessen werden (May et al., 1996). Wegen der
beschrankten Sequenzidentitat zur Urease aus Klebsiella aerogenes (20%) waren
die Suchen zum Molekularen Ersatz trotz der vorhergesagten strukturellen Ho-
mologie nicht erfolgreich.
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1.2 Spezielle kristallographische Kapitel

Die theoretischen und methodischen Grundlagen der Proteinkristallographie
sind in etlichen Standardwerken (zum Beispiel Blundell & Johnson, 1976; Shnu-
eli, 1996; Ducruix & Giege, 1999) bereits umfassend beschrieben und diskutiert
worden. Deshalb mochte ich an dieser Stelle mit der MAD-Phasierung und dem
automatischen Modellbau nur zwei Aspekte anreifien, die mit dieser Arbeit in

der Arbeitsgruppe erstmals angewendet wurden.

1.2.1 Strukturlésung und Phasierung

Die Elektonendichte ist fiir den Kristallographen der entscheidende Leitfaden im
direkten Raum zur Modellierung von Strukturen. Das Diffraktionsmuster und
die Elektronendichte stehen durch die Fouriertransformation (s. Abbildung 1.4)

im folgenden Zusammenhang;:

00
p(xyz) e l Fhkl . ei(th[ . e*Zﬂi(hJH“ky‘i’lZ) (1'1)
——r VvV il =~ ~ ——

Elektronendichte 777 Amplitude Phase  Basisfunktion

Die Strukturfaktoramplituden Fy lassen sich direkt aus den Diffraktionsmes-
sungen bestimmen und den Gitterpunkten hkl zuordnen, wéhrend sich die
Phaseninformation oy, nicht detektieren ldsst. Dies stellt das kristallographische
Phasenproblem dar. Folgende Verfahren zur experimentellen und rechnerischen
Ermittlung der Phasen stehen generell zur Verfiigung, wobei sich die einzelnen

Verfahren gegenseitig ergdnzen konnen:

Beim multiplen isomorphen Ersatz (MIR), dem traditionell am hé&ufigsten
verwendeten Verfahren, werden neben nativen Kristallen isomorphe Kristalle
gemessen, die mit schweren Atomen (Schwermetalle, Halogenide, Edelgase)
derivatisiert worden sind. Aus den isomorphen Differenzen zwischen den
Strukturfaktoramplituden des nativen und eines Derivatdatensatzes lassen
sich tiber Pattersonfunktionen die Lagen der Schweratome bestimmen. Aus
diesen Positionen konnen dann die ersten Phasen berechnet werden. Da bei der

Verwendung von isomorphen Differenzen von einem Derivat fiir jeden Reflex
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F(hkl), a(hkl)
_—

. ~ Fourier-Transformation

p(hkI)

Abbildung 1.4: Schematischer Zusammenhang zwischen Réntgenbeugung und
Elektronendichte tiber die Fourier-Transformation. Fiir die Berechnung der Elek-
tronendichte sind sowohl die Strukturfaktoramplituden F(hkl) als auch die Pha-
sen ar(hkl) notig (Phasenproblem).

zwei Phasenwinkel moglich sind, die sich zunéchst einmal nicht trennen lassen
(Phasenambiguitit), sind mindestens Derivate oder die Messung von anomalen
Differenzen notwendig.

Beim molekularen Ersatz werden die ersten Phaseninformationen aus einem
strukturell &hnlichen Protein gewonnen. Durch Patterson-Suchrechnungen muss
das Modell so in der Einheitszelle orientiert werden wie das Protein in der zu
losenden Kristallstruktur. Wegen der Grofie des Suchraums werden meistens
die Translations- und Rotationsrechnungen separiert. Im Allgemeinen geht
man davon aus, dass bei einer Sequenzidentitdt von ca. 30% eine vergleichbare
Faltung vorliegt und sich das Modell verwenden lassen sollte. Als Obergrenze
fiir mittlere Abweichungen von dquivalenten Ca-Atomen zwischen Modell und

zu losender Struktur wird 1-1.5A angenommen.

Bei den in der Kleinmolekiilkristallographie {iiblichen direkten Metoden wer-
den strukturinvariante Phasenbeziehungen verwendet, um aus den gemessenen
Strukturfaktoramplituden die Phasen direkt berechen zu konnen. Dafiir ist eine

hohe Uberbestimmung der gemessenen Daten im Vergleich zu den zu bestim-
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menden Parametern notwendig, die erst bei atomaren Auflésungen erreicht wird.
Auf Grund der begrenzten Streufdhigkeit von Proteinkristallen ist dies in den
meisten Fillen nicht gegeben. Deshalb lassen sich die direkten Methoden nur
bei kleinen Proteinen anwenden (Uson & Sheldrick, 1999). Als ein Grenzfall des
derzeit moglichen ist die Strukturlésung von triklinem Lysozym (1001 nicht-
Wasserstoff-Atome und ca. 200 gebundene Wasser) bei 0.85 A Auflésung (De-
acon et al., 1998) mit dem Programm SnB (Weeks & Miller, 1999) anzusehen.
Wenn schwere Atome im Protein vorhanden sind, konnen auch noch grofiere
Strukturen mit den direkten Methoden berechnet werden. Beispiele dafiir sind
die Losung der Strukturen von Cytochrom cs bei 1.2A Auflosung (2024 nicht-
Wasserstoff-Atome, 8 Eisen, Frazao et al., 1999) oder von OppA bei 1.2A Auflo-
sung (4189 nicht-Wasserstof-Atome, 1 Uran, Tame, 2000).

1.2.2 MAD-Phasierung

Anomale Streuung tritt bei Kristallen im Rontgenstrahl dann auf, wenn die
Energie der Rontgenstrahlung in der Ndhe der Absorptionskanten der im Kri-
stall vorhandenen anomalen Streuer liegt. Die atomaren streuwinkelabhdngigen
Streufaktoren (f°(0)) der betreffenden Atome werden in solchen Fillen durch

wellenldngenabhidngige Terme modifiziert:

f=F0)+Af(A) +iaf"(A) (1.2)

Die anomalen Beitrage iAf”(A) fithren zu den Bijvoet-Differenzen, so dass die
Friedel-Paare nicht mehr die selben Strukturfaktoramplituden haben (F # Fip)-
Die dispersiven Beitrdge Af’(A) fithren zu Unterschieden zwischen Datensétzen,

die bei unterschiedlichen Wellenldgen gemessen wurden.

Die verwendbare Rontgenstrahlung von durchstimmbaren Synchrotrons liegt im
Bereich zwischen ca. 0.6-2A. Eine Absorptionskante einer Vielzahl von Metallen
liegt in diesem Bereich. Weiterin konnen Nichtmetelle wie Selen oder Brom in
MAD-Experimenten verwendet werden (Hendrickson & Ogata, 1997; Pappa

et al., 1996). In Einzelfdllen konnten sogar die schwachen anomalen Beitrdge
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von Schwefel (K-Kante: 5.016 A) bei Cu-K,-Strahlung (1.54178A) erfolgreich zur
Strukturlosung kleinerer Proteine wie Cambrin (5 kDa, Hendrickson & Teeter,
1981) oder Lysozym (14 kDa, Dauter et al., 1999) verwendet werden.

Selen ist trotz relativ kleiner anomaler und dispersiver Streubeitrdge
(Af!..=7.5¢~ und Af"=6.0e~, K-Kante bei 0.979 A) der beliebteste anomale
Streuer (Ogata, 1998; Walsh et al., 1999) Durch Proteinexpression in methionin-
auxotrophen Organismen oder durch Inhibition des Methionin-Anabolismus
unter Zugabe von Seleno-Methionin lassen sich gezielt Seleno-Methionin-
Derivate produzieren (Hendrickson et al., 1990; Doublie, 1997).

Fiir die Phasierung mit MAD-Daten gibt es zwei generelle Wege: Nach dem
klassischen algebraischen Formalismus von Hendrickon (Hendrickson & Ogata,
1997) werden wellenldngen-abhingige Terme von wellenldngen-unabhingigen
Termen separiert. Dieses Verfahren ist im Programm MADSYS (Hendrickson
et al., 1988) realisiert. Eine andere Vorgehensweise (Phillips & Hodgson, 1980;
Ramakrishnan & Biou, 1997) ist die Behandlung der MAD-Daten als Sonderfall
der MIR-Phasierung mit anomalen Beitrdgen. Diese Vorgehensweise wird in
fast allen anderen gebrduchlichen Phasierungsprogrammen angewendet und ist

derzeit das iibliche Verfahren.

Prinzipiell reichen die Phaseninformationen von zwei Wellenldngen zur
eindeutigen Phasierung aus. Es werden jedoch hdufig mehrere Wellenldngen
gemessen, da durch eine Uberbestimmung der Gleichungssysteme die Qualitt
der erhaltenen Phasen steigt. Die verwendeten Wellenlingen werden so
ausgewdhlt, dass die anomalen und dispersiven Differenzen maximal werden.
Diese lassen sich durch Rontgen-Fluoreszenzspektren ermitteln. Im klassischen
MAD-Experiment werden mehrere Datensidtze gemessen: Zwei Datensdtze bei
Wellenldngen in der Nahe der Absorptionskante, die peak-Wellenldnge mit
maximalem Af” und die inflection-Wellenldange mit minimalem Af’, und ein oder
mehrere Datensdtze bei Wellenldngen entfernt von der Absorptionskante (remote
Wellenldnge).
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Aktuelle Arbeiten im Bereich der MAD-Phasierung beschaftigen sich damit,
ob auch mit MAD-Datensitzen bei einer oder zwei Wellenldngen dhnlich gute
Phasen ermittelt werden konnen als bei drei Wellenldngen. Gonzalez et al.
(1999) zeigten, dass die Qualitit der Phasen bei der Verwendung von nur
zwei Wellenldngen vergleichbar ist mit den Phasen, die aus drei oder vier
Wellenldngen berechnet wurden. Dies war insbesondere dann der Fall, wenn
durch Wahl der Wellenldngen die dispersiven Differenzen maximiert wurden.
In einigen Féllen (Rice et al., 2000) hat sich auch die Verwendung von nur
einer Wellenldnge (SAD) als fiir die Strukturlosung ausreichend erwiesen. Die
dabei auftretende Phasenambiguitdt kann durch Anwendung von statistischen
Methoden gelost werden (Yu-dong et al., 1999; Gu et al., 2001). Die sehr effektiven
Techniken der Dichtemodifikation unterstiitzen dies (Kleywegt & Read, 1997).

Da die anomalen und dispersiven Differenzen bei MAD-Messungen deutlich
geringer sind als die isomorphen Differenzen beim multiplen isomorphen Ersatz,
sind spezielle experimentelle Techniken wie Tieftemperatur-Messungen an einem
Kristall (Garman & Schneider, 1997) und die zeitlich nahe Messung von Friedel-

Paaren (inverse beam-Messung) notig oder sinnvoll.

Wie beim isomorphen Ersatz lassen sich die Positionen der anomalen Streuer
durch Auswertung von anomalen und dispersiven Patterson-Maps bestimmen.
Bei der Strukturlosung grofier Proteine oder von Proteinen mit mehreren Proto-
meren in der asymmetrischen Einheit steigt die Anzahl der anomalen Streuer.
Die Anzahl der Peaks in den Patterson-Maps steigt mit n> — n. Bei grofieren Sub-
strukturen lassen sich die Patterson-Maps nicht mehr einfach manuell auswerten.
In den letzten Jahren sind jedoch mit Hilfe von speziellen Programmen Selen-
Substrukturen von bis zu 70 Positionen (Deacon ef al., 2000; Deacon & Ealick,
1999) gelost werden. Generell werden bei diesen Programmen zwei verschie-
dene Strategien angewendet: Die Suchen bei SOLVE (Terwilliger & Berendzen,
1999) und CNS (Grosse-Kunstleve & Brunger, 1999) beruhen auf erweitereten
Patterson-Suchen, wiahrend SnB (Weeks & Miller, 1999) und SHELXD (Uson &
Sheldrick, 1999) auf direkten Methoden unter Verwendung des Shake-and-bake

Algorithmus beruhen.
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1.2.3 Automatischer Modellbau

Waihrend der Strukturlésung von Proteinen gibt es eine Reihe von entscheidenen
Schritten, die den Fortschritt in einem Projekt beeinflussen. Dazu gehoren
neben den biochemischen Schliisselschritten wie Klonierung, Expression und
homogene Aufarbeitung, der Kristallisation, der Datensammlung und der
Phasierung schliefslich auch der Bau und die Verfeinerung des Modells. In Zeiten
der post genome-Ara und der structural genomics, die einen hohen Durchsatz
von Projekten erfordern, gibt es vielfdltige Bestrebungen zur weitgehenden

Automatisierung moglichst vieler dieser Schritte.

Es gibt eine Vielzahl an Beispielen in dieser Arbeit, bei denen zu unterschiedli-
chen Ausmaflen automatisierte Vorgehensweisen Anwendung fanden. Dazu
zdhlen im Labor computergesteuerte Chromatographie-, Elektrophorese-,
PCR-Gerdte und Rontgenmesspliatze. Bei der Auswertung der Rontgendaten
wurden automatisierte Verfahren angewendet, zum Beispiel bei der Suche
von anomalen Streuern bei der MAD-Phasierung (SOLVE) oder bei der
Bestimmung von biologisch und kristallographisch sinnvoll gebundenem Wasser
in Proteinstrukturen (CNS, ARP).

Da auch der Bau und die Verfeinerung des Strukturmodells insbesondere bei de
novo-Strukturen sehr zeitaufwendg sind, gibt es auch hier seit etlichen Jahren
Bestrebungen fiir eine Automatisierung (Wang, 2000). Erste Ansédtze war die
auch in dieser Arbeit verwendete Skeletonisierung (Greer, 1974), bei der der
Pfad der hochsten Elektronendichte gesucht wird. Die warpNtrace-Routine des
Programmpakets ARP (automated refinement procedure) ist eine weiterfithrende
Bestrebung, Modellbau und Verfeinerung miteinander zu kombinieren (Perrakis
et al., 1999).

Die generelle Vorgehensweise eines warpNtrace-Laufs ist in Abbildung 1.5
dargestellt: Aus den experimentellen Phasen, die gegebenenfalls durch
Dichtemodifiationstechniken verbessert worden sind (Kleywegt & Read, 1997;
Perrakis et al., 1997), und den Diffraktionsdaten wird eine Elektronendichte
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Abbildung 1.5: Fliefischema zur automatischen Modellbau- und Verfeinerungs-
prozedur nach dem warpNtrace-Verfahren. Die Schliisselschritte von ARP sind
grau unterlegt. Diagramm nach Perrakis et al. (1999).

berechnet. Diese wird zundchst mit einem Modell interpretiert, das aus freien
voneinander unabhdngigen Atomen besteht. Im autotracing-Schritt werden
nun peptiddhnliche Konnektivititen zwischen den freien Atomen gesucht
und somit Kettenstiicke erstellt. Das nun entstandene Hybrid-Modell, das
aus freien Atomen und einem partiellen Proteinmodell besteht, wird unter
Beachtung stereochemischer Zwinge verfeinert. Die Verwendung des Hybrid-
Modells hat den Vorteil, dass in die Verfeinerung sowohl schon interpretierte
Modellbereiche als auch noch uninterpretierte Bereiche mit prominenter
Elektronendichte einbezogen werden. Dadurch wird die Elektronendichte
deutlich besser beschrieben als nur durch die bereits interpretierten Bereiche.

Die Modellbau- und Verfeinerungsschritte mit dem Hybrid-Modell werden in
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mehreren Zyklen gerechnet. Beim Hybrid-Modell werden nur wenige Typen
von Aminosduren verwendet (Gly: klein, Ala: mittelgrofs, Ser: grofier und
unverzweigt und Val: grofier und verzweigt), die dann beim Sequenz-Docking der
vorgegebenen Sequenz zugeordnet werden. In der aktuellen Version von ARP
(5.1) kann dieser Schritt auch schon parallel in den Modellbauschritten erfolgen.
Ein Beispiel fiir den Fortschritt einer automatischen Proteinmodellierung ist in
Kapitel 3.7.1.4 fiir die D-Hyd gegeben.

Generell wird derzeit davon ausgegangen (Perrakis et al., 1999), dass fiir dieses
Verfahren bei de novo Strukturen die zu verfeinernden Atome sechsfach durch
Rontgenreflexe {iberbestimmt sein miissen, was etwa einer Auflosung von
2.3A entspricht. Bislang konnten somit Strukturen bis zu iiber 1500 Residuen

automatisch modelliert werden.
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1.3 Zielsetzung

Die Aufgabenstellung der Arbeit war die rontgenkristallographische Untersu-
chung von bakteriellen Hydantoinasen. Auf Grund der vielen Nadelore und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte wihrend einer Strukturaufklarung liefs

sich das genaue Ziel zu Beginn der Arbeit nur schwer definieren.

Von der D-Hydantoinase aus Thermus sp. war ein erstes Aufreinigunsschema
bekannt. Zu Beginn der Arbeit stand eine grofie Menge der kommerziell
erhiltlichen Enzyms (D-Hydantoinase 2, Roche Diagnostics, Penzberg) zu
Verftigung, im Laufe der Arbeit wurde uns auch das Plasmid tiberlassen.

Eine erste Kristallisationsbedingung war aus meiner Diplomarbeit bekannt
(Abendroth, 1998).

Von der L-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens gab es zu Beginn der Arbeit
ein publiziertes Aufreinigungsprotokoll (May et al., 1998b) und eine publizierte
Kristallisationsbedingung. Von diesen Kristallen war ein Diffraktionsdatensatz
mit Daten bis 2.6A Aufldsung gemessen worden (May et al., 1996). Protein
wurde in Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Prof. Syldatk
am Institut fiir Bioverfahrenstechnik der Universitdt Stuttgart fermentiert
und aufgearbeitet. Mit dem vorhandenen Datensatz waren Rechnungen zum
Molekularen Erstatz unter Verwendung der a-Untereinheit der Urease aus
Klebsiella aerogenes bis dahin nicht erfolgreich.

Wihrend der Arbeit sollten nun eine oder beide Strukturen geldst werden. Da
kein hinreichend homologes Modell vorhanden war, musste die erste Struktur
de novo gelost werden. Von der zweiten Struktur konnte man erwarten, dass sie
mittels Molekularen Ersatzes unter Verwendung der ersten Struktur als Modell
16sbar wire.

Da bislang noch keine Rontgenstruktur der Dihydropyrimidinasen bekannt
war, sollte die Struktur zundchst einmal Informationen tiiber die generelle

Faltung dieser Enzyme und den Aufbau des aktiven Zentrums liefern.
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Dariiberhinaus konnte man erhoffen, dass sich aus den Strukturen Hinweise
fiir eine Begriindung der unterschiedlichen Substrat- und Enantiospezifitat der
beiden Enzyme ergeben kdnnten.
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2.1 Verwendete Chemikalien, Materialien, Gerite
und EDV-Systeme

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien hatten p.4.-Qualitdt und wurden von den Herstel-
lern Biomol, Fluka, Merck und Sigma bezogen. Das Wasser wurde in einer Reinst-
wasseranlage aufbereitet und hatte eine Leitfdhigkeit von Q™! <50 um - cm™1.

Samtliche Losungen wurden durch eine 0.2 yum-Membran filtriert.

2.1.2 Materialien, Gerdte und EDV-Systeme

Die wichtigsten Materialien und Geréte sind in den Tabellen 2.1, 2.3 und zusam-

mengefasst.

Tabelle 2.1: Verwendete Gerite.

Gerit Hersteller

Chromatographiesysteme

Akta Explorer Pharmacia, Uppsala, Schweden
FPLC-System Pharmacia, Uppsala, Schweden
Cryostream Cooler Oxford Cryosystems, Oxford,

England
DNA-Sequezierung
ABIPRISM 310 PE Applied Biosystems, Weiter-
stadt
Drehanoden (Cu)
FR 591 Nonius, Delft, Niederlande

Rotaflex RU-200 B Rigaku, Diisseldorf
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Dynamische Lichtstreuung
DynaPro-801

EDV-Systeme

Indigo2 mit Irix 6.5

Octane mit Irix 6.5

O2 mit Irix 6.5

PC mit RedHat Linux 6.2
Flachenzdhler

DIP-2030H

MAR 300 und 345
French Press Aminco

mit FA-030
Massenspektrometrie

ESI-MS LCQ (T)

MALDI-MS Biflex III (TOF)
Mikroskop Stemi 2000-C
Monochromatoren

MAC-XOS Doppelspiegel
PCR Mastercycler 5330
Nucleobond
pH-Meter 766 Calimatic
Phast Elektrophoresesystem
Reinstwasseranlage
Spektralphotometer Ultrospec 2000
Spiegelreflexkamera EOS 500N
Waagen

Analysenwaage FA-210-4

Laborwaage SBA 52
Zentrifugen

RC 3B Plus und RC 5B Plus

5417 C und 5810 R

Protein Solutions, Charlottesville
VA, USA

Silicon Graphics, Miinchen
Silicon Graphics, Miinchen
Silicon Graphics, Miinchen
SL Datentechnik, Koln

MAC Science, Yokohama, Japan
MAR Research, Norderstedt
SLM-Instruments, Rochester,
USA

Finnigan MAT, Bremen
Bruker, Bremen

Zeiss, Jena

MAC Science, Yokohama, Japan
Eppendorf, Hamburg
Macherey und Nagel, Diiren
Knick, Berlin

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Serlapur

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Canon, Tokyo, Japan

Faust, Koln

Scaltec, Heiligenstadt

Sorvall, Newtown CT, USA
Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 2.3: Sonstige Materialien.

Bezeichnung

Hersteller

BCA Proteinassay

Bradford Proteinassay
capillary wachs
Celluloseacetatfilter 0.2 um
Celluloseacetatfilter 0.02 um

Pierce, Rockford IL, USA

BioRad, Miinchen

Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA
Sartorius, Gottingen

Whatman, Maidstone, England

Chromatographie-Sdulen und -materialien

STREAMLINE Phenyl
STREAMLINE Q-XL
MonoQ HR 5/5 und 10/10
Phenyl Sepharose CL-4B
Superdex 200 HR 10/60
Nucleobond AX100-Saulen
Cryoloops
sonstige Cryowerkzeuge
Gelelektrophorese
PhastGel Gradient 8-25%
Goniometerkopfe
Knetgummi
Linbro-Schalen

Markrohrchen (0.1-1 mm @)
Ultrafiltration
Centricon-10 und -30
Centriprep-10, -30 und -50

Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden
Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden
Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden
Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden
Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden
Macherey-Nagel, Diiren

Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA
Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Stoe, Darmstadt

Polo, Koln

Hampton Research, Laguna Niguel, USA
und ICN, Eschwege

Hilgenfeld, Malsfeld

Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn
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Tabelle 2.4: Computerprogramme

Programm (-Paket) Referenz
Kristallographie
CCP4-suite CCP4 (1994)
CHOOCH Evans & Pettifer (2001)
CNS-suite Brunger et al. (1998)
HKL-suite Otwinowski & Minor (1997)
REPLACE Tong & Rossmann (1997)
SOLVE Terwilliger & Berendzen (1999)
Grapikprogramme
@) Jones et al. (1991)
BRAGI Schomburg & Reichelt (1988)
Auswertung von Rontgenstrukturen
CCP4-suite CCP4 (1994)
DSSP Kabsch & Sander (1983)
ProFit McLachlan (1982)
TOPS Westhead et al. (1999)
Darstellung von Proteinstrukturen und Elektronendichten
BOBSCRIPT Esnouf (1997)
MOLSCRIPT Kraulis (1991)
RASTER3D Merritt & Cacon (1997)
Bild-, Tabellen- und Textbearbeitung
GNUPLOT Williams & Kelley (1996)
XFIG Sutanthavibul (1985)
ETRX Lamport (1985)




2.2 Molekularbiologie, Sequenzierung und Proteinexpression 23

2.2 Molekularbiologie, Sequenzierung und Protein-

expression

2.2.1 Mikroorganismen und Medien

Mikroorganismen

E. coli DH5x

Invitrogen, Carlsbad, USA
supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15)
hsdR17 recAl end Al gyrA96 thi-1 relAl

E. coli BL21 Amersham-Pharmacia, Uppsala, Schweden
F~ ompT hsdSg (rymy) gal dem

E. coli B834 Novagen, Madison, USA
F~ ompT hsdSg (rz;my) gal dem met

Medien und Puffer

LB 11: 10 g Casaminoacids, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, pH 7.5

M9 1.44 g KH,PO,, 6 g Na,HPO, (entspricht 50 mM Phosphat
pH7.4),0.5 g NaCl, 1 g NH,Cl, autoklavieren, dann
+2mL 1M MgSOy, 0.1 mL CaCl,, 10 ml1 20% (w/v) Glukose

TB 10 mM HEPES, 55 mM MnCl,,15 mM CaCl,, 250 mM KCI;
alles bis auf MnCl, 16sen, mit KOH pH auf 6.7 einstellen,
MnCl, l6sen, durch 0.45 ul Filter filtrieren und bei 4°C
aufbewahren

Spurenelemente 1 1, 100x: 15 g NaOH, 60 g EDTA, 20g MgSO, - 7 H,O, 5 g
CaCl, - 6 H,O,2 g ZnSO, - 4 H,0,2 g MnSO, - 4 H,0,05 ¢
CuSOy - 5 H,0, 95 mg Co(l; - 6 H,O, 10 g FeSO, - 7 H,O,
31 mg H3BO;3, 2 mg Na,MoOy, 74,5 g KCl, autoklavieren

Puffer A 20 mM Tris-HCI, pH 8.0

Puffer B 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8.0

Puffer C 500 mM NH,4SOy, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0

Puffer D 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8.0

Puffer E 1 M NH4S04, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0



24 Experimenteller Teil

2.2.2 Plasmid

Das Plasmid p6a mit dem Gen der D-Hyd wurde uns von der Firma Roche Dia-
gnostics zur Verfiigung gestellt. Die Transkription des Gens wird durch den IPTG
induzierbaren modifizierten lac/T5 Promotor und den Terminator rrnB kontrol-
liert. Das Plasmid tragt das 3-Lactamase-Gen, das Resistenz gegen das Anti-
biotikum Ampicillin verleiht. Es verfiigt iiber den aus der pUC-Plasmidgruppe
stammenden origin of replication der ColE1-Kompatibilitatsgruppe.

2.2.3 Herstellung kompetenter Zellen

E. coli Zellen wurden nach dem folgenden Verfahren kompetent gemacht (Inoue
et al., 1990): Bakterienzellen aus einer Stocklosung wurden auf einer LB-Platte
ausgestrichen und tiber Nacht bei 30°C inkubiert. Eine 20 mL LB-Vorkultur wur-
de mit einer Bakterienkolonie angeimpft und bei 30°C 12 Stunden lang inkubiert.
Eine 250 mL LB-Hauptkultur wurde mit dem resuspendierten Pellet von 1 mL
der Vorkultur angeimpft, bei 30°C bis ODgy=0.8 angezogen, 10 min auf Eis
gekiihlt und bei 2500 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml kaltem
TB-Buffer aufgenommen, 10 min auf Eis gekiihlt und erneut bei 2500 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml kaltem TB-Buffer aufgenommen, mit 1.4
ml DMSO versetzt (Endkonzentration 7%), 10 min auf Eis inkubiert, in 500 ul
Fraktionen in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -70°C gelagert.

2.24 Glycerin-Dauerkulturen

Fiir eine Glycerin-Dauerkultur wurden 700 pl LB-Medium/Glycerin (1:1 v/v)
mit 300 ul Zellen in Medium versetzt und bei -20°C oder -70°C eingefroren.

2.2.5 Hitzeschock-Transformation

100 pl einer Dauerkultur kompetenter Zellen wurden 10 Minuten auf Eis aufge-
taut und mit ca. 100 ng Plasmid 25 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Minute
bei 42°C wurde der Ansatz drei Minuten auf Eis gekiihlt, mit 400 ul LB-Medium
versetzt und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf
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einer LB-Platte mit 150 pug Ampilillin pro ml Medium ausgestrichen und {tiber
Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.6 Plasmidprdparation

E. coli DH5« Zellen wurden mit dem D-Hyd Plasmid transformiert. Von der
Amp/LB-Platte wurde ein Klon {iiber Nacht bei 37°C in einer 3 ml Amp/LB
Vorkultur angezogen. Eine 200 ml Amp/LB Hauptkultur wurde mit 1 mL der
Vorkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Die Hauptkultur wur-
de bei 4°C und 5000xg zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde geméafs dem
Protokoll der alkalischen Lyse aufgeschlossen. Herstellerangaben: Macherey-
Nagel; Nucleobond AX100-Sdulenkit. Die Aufreinigung des Plasmids erfolgte
tiber Nucleobond AX100-Sdulen. Das getrocknete Plasmid wurde in Wasser
(LiChrosolv, Merck) aufgenommen.

2.2.7 DNA-Sequenzierung

In PCR-Reaktionsgefdfien wurden 4 pug Plasmid DNA mit Wasser (LiChrosoly,
Merck) auf 10 pul verdiinnt und mit 1 ul Sequenzierprimer (10 pmol/ul) und
4 pl Big Dye-Mix (Big Dye Reaction Terminator Cycle Sequencing Kit, PE
Applied Biopsystems, Weiterstddt) versetzt. Die PCR-Reaktion wurde nach
dem folgenden Schema durchgefiihrt:

zundchst 4 min 95°C (Denaturierung),

30 Zyklen: 15 sek 95°C (Denaturierung),
15 sek 55°C (Annealing) und
4 min 60°C (Reaktion);

anschliefend Kiihlung bei 8°C

Die PCR-Ansitze wurden durch Ethanolfallung fiir die folgende Sequenzierung
aufgereinigt: Die Ansdtze wurden mit 80 ul Wasser (LiChrosolv, Merck), mit 10 ul
3 M Natriumacetat pH 4.6 und 250 ul Ethanol versetzt und bei Raumtemperatur
30 Minuten bei 23000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet
mit 300 ul 70% (v/v) Ethanol versetzt und erneut 5 Minuten bei 23000 x g zentri-
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fugiert. Der Uberstrand wurde entfernt, das Pellet an der Luft getrocknet und in
20-25 pl Wasser /TSR-Puffer aufgenommen und in Sequenziergefifie tiberfiihrt.
Die Sequenzieransdtze wurden vor der Sequenzierung eine Minute bei 95°C
denaturiert und tiber Kapillargelelektrophorese analysiert. Aus dem erhaltenen

Chromatogramm wurde die Basensequenz abgeleitet.

Die Sequenzierung des Hydantoinase-Gens wurde von beiden Seiten des
Gens ausgehend von bekannten Sequenzstiicken und in beiden Richtungen
vollstandig und {iberlappend durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung der D-Hyd
wurden die folgenden Primer (MWG-Biotech, Ebersberg) verwendet:

DHydPril CGCATATGCTTCACCTCG
DHydPri2 CAGCTACTGCGATTACACC
DHydPri3 AGCTGCTGGGCAAGGAGG
DHydPri4 GCCGTCTCCAAGTTCGACG
DHydRevl GCGCTACTGCCGCCAGGC
DHydRev2 CAGTCCAAACAGCTTGGC
DHydRev3 CGTTCTCACAGTGGGCGG

2.2.8 Expression der nativen D-Hyd

Die nativen D-Hyd wurde sowohl in E. coli BL21 (Pharmacia) als auch in E.
coli B834 Zellen (Novagen) exprimiert. Das LB-Medium wurde mit 150 mg/ml
Amp und 0.1 mM MnCl, versetzt. 20 ml Amp/LB Vorkultur wurden aus einer
Glycerin-Dauerkultur angeimpft und bei 37°C im 100 ml Erlenmeyerkolben tiber
Nacht angezogen. Die Hauptkultur von 4 x300 ml Amp /LB in 3 1 Erlenmeyerkol-
ben mit Schikanen wurde mit je 3 ml Vorkultur angeimpft und bei 37°C kultiviert.
Bei einer ODy(=0.8 wurde die Proteinexpression mit 1 mM IPTG induziert. Nach
vier Stunden wurden die Zellen auf Eis gekiihlt, fiir 20 Minuten bei 5900 x g und
4°C zentrifugiert, in 15 ml Puffer A aufgenommen und fiir weiteren Gebrauch bei

-20°C gelagert.
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2.2.9 Expression der Se-Met-D-Hyd

Die Se-Met-D-Hyd wurde in Methionin auxotrophen E. coli B834 Zellen expri-
miert. 20 ml Amp/LB Vorkultur wurden aus einer Glycerin-Dauerkultur ange-
impft und bei 37°C im 100 ml Erlenmeyerkolben iiber Nacht angezogen. Die Vor-
kultur wurde dann drei Mal 5 Minuten bei 3000 x g und 4°C zentrifugiert und inje
20 ml kaltem M9 Minimalmedium resuspendiert. Die Hauptkultur von 4 x 300 ml
M9 Minimalmedium wurde mit 50 mg/ml Seleno-L-Methionin (Fluka, > 98%)
und je 50 mg/ml der restlichen Aminosduren, Spurenelementlésung und 1 mM
MnCl, versetzt. Die Hauptkulturen wurden mit je 3 ml in M9 Minimalmedium
gewaschener Vorkultur angeimpft und bei 37°C kultiviert. Die Proteinexpression
wurde bei ODgyp=0.8 mit 1 mM IPTG induziert. Nach vier Stunden wurden die
Zellen auf Eis gekiihlt, fiir 20 Minuten bei 5900 x g und 4°C zentrifugiert, in 15 ml
Puffer A + 20 mM Dithiothreitol aufgenommen und fiir weiteren Gebrauch bei

-20°C gelagert.

2.2.10 Zellaufschluss

Die gefrorenen Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit einem Proteaseinhibitor-
Cocktail bestehend aus 35 ug/ml PMSF, 0.7 ug/ml Pepstatin A und 0.5 pg/ml
Leupeptin verstetzt. Die Zellen wurden in drei Durchgédngen in der French Press
bei einem inneren Druck von 170 MPa lysiert.

2.3 Chromatographie

2.3.1 Probenvorbereitung

Der erste Schritt der Aufreinigung von Proteinen nach der Zelllyse ist die
Entfernung von Zelldebris. Dies geschieht im Labormafistab normalerweise
durch Zentrifugation. Da dies zum Beispiel bei grofieren Probemengen Probleme
bereiten kann, wird im technischen Mafsstab die STEAMLINE-Technologie
eingesetzt. Die STEAMLINE-Sdulen werden zundchst mit ungeklartem Zelllysat
im Fliefsbett beladen. Nach Kompression des Sdulenbettes kann wie in der

normalen Chromatographie verfahren werden. Fiir die D-Hyd wurden zwei
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Zellaufschluss Zellaufschluss
!
l Zentrifugation
!
hydrophobe Interaktion Ionentausch
STREAMLINE Phenyl STREAMLINE Q
Flief3- und Festbett Festbett
l !
Entsalzung hydrophobe Interaktion
HiPrep Phenyl Sepharose CL-4B
l !
Ionentausch Ionentausch
MonoQ MonoQ
l !
Gelpermeation Gelpermeation

Superdex 200 prep grade Superdex 200 prep grade

Abbildung 2.1: Die zwei unterschiedlichen Chromatographiewege zur Aufrei-

nigung von D-Hyd.

unterschiedliche Aufreinigungsprotokolle entwickelt, deren generelle Abldufe
in Abbildung 2.1 schematisch dagestellt sind. Das erste Protokoll ist eine Studie
tiber die Verwendung von STREAMLINE-S4ulen im Labormafistab. Im zweite
Protokoll wird das Zelllysat durch Zentrifugation geklart.

2.3.2 Chromatographie mit STREAMLINE Phenyl im Fliefs- und
Festbett

2.3.2.1 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die hydrophobe Interaktionschromatographie wurde mit 45 ml STREAMLINE
Phenyl Sdulenmaterial in einer C 16/40 Sdule mit einem variablen Adapter
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am oberen Ende durchgefiihrt. Da die werksméfiig eingebauten Filter der C-
Sédulen fiir Zellaufschluss zu fein sind, wurden sie durch Grofimutters Nylon-
strumpf ersetzt. Das Lysat wurde mit dem selben Volumen Puffer E + 0.1 mM
MnCl, gemischt und tiber eine Schlauchpumpe in aufwartiger Flussrichtung bei
3.5 ml/min (1.7 cm/min) auf die Sdule im expandierten Modus aufgetragen. Die
Sdule wurde im expandierten Modus bei gleicher Flussrate und Flussrichtung
mit Puffer C + 0.1 mM MnCl, gewaschen bis die Absorbanz bei 280 nm wieder
gesunken war. Die Flussrichtung wurde umgekehrt und der variable Adapter
von Hand auf die Hohe des komprimierten Sdulenmaterials angeglichen. Bei
Flussrichtung nach unten wurde zum Waschen und zur Elution ein Stufengra-
dient mit sinkenden NH,SO, Konzentrationen (500, 250 und 0 mM) angelegt.
Aktive Fraktionen (s. Kap. 2.4.2) wurden vereinigt (45 ml) und im folgenden
Schritt entsalzt.

2.3.2.2 Entsalzung

Die vereinigten aktiven Fraktionen aus dem vorherigen Chromatographieschritt
wurden fiir die folgende Anionentausch-Chromatographie in Puffer A + 0.1 mM
MnCl, entsalzt. Dies geschah in drei Fraktionen von je 15 ml mit Hilfe einer

HiPrep 26/10 Entsalzungssdule bei Flussraten von 5 ml/min (1 cm/min).

2.3.2.3 Anionentausch-Chromatographie

Die entsalzten Fraktionen wurden mit 2 ml/min (2.5 cm/min) auf eine MonoQ
HR 10/10-Sdule aufgetragen. Die Sdule wurde mit Puffer A + 0.1 mM MnCl,
gewaschen und bei gleicher Flussrate in einem segmentierten Gradienten mit
steigendem NaCl Gehalt eluiert. Der folgende Gradient wurde angewendet:
85 ml bei 0 mM NaCl, dann Stufe auf 125 mM NaCl, flacher linearer Gradient
von 125-160 mM NaCl innerhalb von 20 ml, dann Stufe auf 190 mM NaCl, steile
Gradienen auf 250 bzw. 500 mM NaCl innerhalb von je 10 ml. Danach wurde bei
500 mM NaCl gewaschen. Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und durch

Ultrafiltration mit Centriplus 50 auf 1 ml autkonzentriert.
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2.3.24 Gelpermeationschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie wurde mit Superdex 200 prep grade Sau-
lenmaterial in einer XK 70/16-Sdule durchgefiihrt. Die Sdule wurde mit Puffer D
+ 0.1 mM MnCl, &dquilibriert, die konzentrierten aktiven Fraktionen aus dem
vorherigen Schritt wurden bei einer Flussrate von 0.5 ml/min (0.25 ¢cm/min)

chromatographiert.

2.3.3 Chromatographie mit Zentrifugation
2.3.3.1 Zentrifugation

Zur Entfernung von Zelldebris wurde das Lysat fiir 30 Minuten bei 10000 x g und
4°C zentrifugiert.

2.3.3.2 Anionentausch-Chromatographie

Fiir die Anionentausch-Chromatographie wurden 25 ml STREAMLINE Q XL
Saulenmaterial in einer C 16/20 Siule mit Puffer A dqulibriert. Der Uberstand der
Zentrifugation wurde mit 4 ml/min auf die Sdule aufgetragen und bei gleicher
Flussrate in einem segmentierten Gradienten mit steigender Salzkonzentration
eluiert: 0-500 mM NaCl innerhalb 125 ml, 500-1000 mM NaCl innerhalb 50 ml.
Die aktiven Fraktionen (55 ml) wurden vereinigt.

2.3.3.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die aktiven Fraktionen aus dem vorherigen Schritt wurden mit dem gleichen
Volumen Puffer E versetzt. 25 ml Phenyl Sepharose CL-4B Saulenmaterial in
einer XK 16/60 Sdaule wurden mit Puffer C dquilibriert und bei einer Flussrate
von 3 ml/min mit Probe beladen. Die Elution fand in einem linearen Gradienten
auf Puffer A innerhalb von 125 ml statt. Die aktiven Fraktionen (35 ml) wurden

vereinigt.
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2.3.3.4 Anionentausch-Chromatographie

Eine MonoQ HR 10/10 Sdule wurde mit Puffer A dquilibriert. Die aktiven Frak-
tionen aus dem vorherigen Schritt wurden bei einer Flussrate von 2 ml/min
aufgetragen und in einem segmentierten Gradienten auf Puffer B eluiert: 0-
500 mM NaCl innerhalb 80 ml, 500-1000 mM NaCl innerhalb 40 ml. Die aktiven

Fraktionen (8 ml) wurden vereinigt.

2.3.3.5 Gelpermeationschromatographie

200 ml Superdex 200 prep grade Saulenmaterial in einer XK 70/16-Sdule wurden
mit Puffer D dquilibriert. Die vereinigten Fraktionen aus dem vorherigen Schritt
wurden bei einer Flussrate von 1.0 ml/min chromatographiert.

2.4 Proteinanalytik

2.4.1 Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden nach zwei verschiedenen Verfahren bestimmt.
In allen Fillen war BSA Standardsubstanz. Generell wurde das Verfahren nach
Bradford mit dem Kit von BioRad (Miinchen) angewendet. Lediglich zur Aus-
wertung der Chromatographie und der Bestimmung der spezifischen Aktivitdten
wurde nach der BCA (Bicinchinoic acid) Methode verfahren und dabei das Kit
von Pierce (Rockford, USA) verwendet.

2.4.2 Aktivititstest

Die quantiative Aktivitdt der Hydantoinase wurde nach der Methode bestimmt
wie von Abendroth et al. (2000) beschrieben. Dies ist eine Abwandlung der
Methode nach Sharma & Vohra (1997): 200 ul 40 mM D/L-Methyl-thioethyl-
hydantoin in Puffer A wurden mit 50 pul Enzymlosung versetzt und fiir
10 min bei 37° inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 62.5 ul 12%
(w/v) Trichloressigsdure gestoppt. 62.5 ul Ehrlich’s Reagenz (10% (w/v) p-
Dimethylamino-Benzaldehyd in 12% (w/v) Salzsdure) und 375 ul Wasser
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wurden zugegeben. Das denaturierte Protein wurde durch Zentrifugation
bei 15000x g tiber 2 min pelletiert. Die Konzentration von derivatisiertem N-
Carbamoyl-Methionin wurde bei 435 nm bestimmt.

Qualitative Aktivitdtstests bei der Ermittlung der aktiven Fraktionen wurden auf
einer Mikrotiterplatte nach der folgenden Methode durchgefiihrt: 50ul 40 mM
D/L-Methyl-thioethyl-hydantoin in Puffer A wurden bei Raumtemperatur mit
20ul Enzymldsung inkubiert. Nach 5-20 Minuten je nach erwarteter Enzymkon-
zentration wurde 30ul Ehrlich’s Reagenz zugesetzt. Aktive Fraktionen zeigen
eine kréftige Gelbfarbung.

2.4.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden das Phast System und vorgefertig-
te Gradientengele (8-25% Acrylamid) verwendet. Die Proteinlosungen wurden
mit Wasser auf eine Konzentration von etwa 0.2 mg/ml verdiinnt, mit dem
Auftragspuffer (4x: 8 ml 60 mM Tris/HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 1 g SDS, 4 mg
Bromphenolblau, 2 ml 3-Mercaptoethanol) gemischt, 5 min bei 95°C inkubiert,
kurz zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Trennung wurde nach dem
Pharmacia Separation Technique File No. 110 durchgefiihrt. Nach der Auftren-
nung wurden die Proteine mit einer Silberfarbung sichtbar gemacht (Pharma-
cia Development Technique File No. 210). Als Grofienmaker wurde das Marker-
Kit combithek (Boehringer Mannheim, Mannheim) verwendet: 170 kDa «-
Macroglobulin, 116 kDa 3-Galactosidase, 85.2 kDa Fructose-6-Phosphat-Kinase,
55.5 kDa Glutamat-Dehydrogenase, 39.2 kDa Aldolase, 26.6 kDa Triosephosphat-
Isomerase, 20.1 kDa Trypsin-Inhibitor, 14.3 kDa Lysozym.

2.4.4 Massenspektromoetrie
24.4.1 ESI-Massenspektrometrie

Zur ESI-Massenspektrometrie wurden die Proteinproben gegen ein Methanol-
Wasser-Gemisch 1:1 (v/v) mit 0.1% Essigsdure dialysiert. Es wurden ca. 100 pul

mit einer Konzentration von 10 pmol/ ul benétigt.
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2.4.4.2 MALDI-Massenspektrometrie

Die ca. 100 pl Proteinprobe mit 10-100 pmol/ul wurden gegen 0.1% TFA dia-
lysiert. 5 ul davon wurden gemischt mit 15 ul 0.1% TFA und 30 pl einer mit
Sinapinsdure gesattigten Acetronitril-Wasser-Losung 1:1 (v/v). Die Spots auf
dem Target wurden mit einer Ethanol-Diinnschicht (0.5 ul in Ethanol geséttigte
Sinapinsdure) benetzt und nach dem Trocknen mit 0.5 ul Probe versehen. Nach
dem Trocknen wurde die Probe direkt vermessen. Als Standard fiir die externe

Kalibrierung wurde BSA verwendet.

2.4.5 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung wurde mit dem Gerdt DynaPro-801 durchgefiihrt.
Die Proteinprobe mit einer Konzentration von 0.2-10 mg/ml wurde vor der Mes-
sung durch einen 0.2 um Filter filtriert. Es wurden jeweils 20-35 Einzelmessungen
aufgenommen. Die Auswertung erfolgte monomodal mit globuldren Proteinen
als Standard fiir die Berechnung der Molmasse aus dem hydrodynamischen

Radius mit der Software des Gerites.

2.5 Proteinkristallisation

2.5.1 Allgemein

Fiir die Kristallisation wurde das aufgereinigte Protein durch Ultrafiltration auf-
konzentriert und umgepuffert. Die Kristallisationsversuche wurden nach der
Dampfdiffusionsmethode mit sitzenden oder hangenden Tropfen durchgefiihrt.
Es wurden Linbro-Platten und Polystyrol- und Polypropylen-Briicken verwen-
det. Die Tropfen wurden aus Proteinlosung, Reservoirlosung und gegebenenfalls
Additiven gemischt. Die Ergebnisse wurden in regelméfligen Abstianden unter
einem Stereomikroskop untersucht und protokolliert. Die Reservoirs wurden von
Hand gemischt. Der pH der Puffer wurde in den ersten Screens nach Pufferta-
bellen aus 0.5 oder 1 M Pufferlésungen, bei den verfeinerten Kristallisationsbe-
dingungen per pH-Meter in einer 1 M Losung eingestellt. Effekte weiterer Kom-

ponenten des Reservoirs wie Salze wurden vernachldssigt. Bei der Beschreibung
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der Kristallisationsbedingung handelt es sich grundsatzlich um die Beschreibung
des Reservoirs. Erste Kristallisationsbedingungen wurden nach dem Schema der
unvollstindigen faktoriellen Suche (Jancarik & Kim, 1991, sparse matrix screen)
durchgefiihrt. Ausgehend von diesen ersten Bedingungen wurden die Bedingun-

gen durch systematische Variation von einem oder zwei Parametern optimiert.

2.5.2 Impfkristallisation

Fiir die Impfkristallisation (micro seeding) wurde nach der von Scheffzek et al.
(1997) beschriebenen Methode verfahren: Zur Herstellung der Impflosung mit
den Kristallisationskeimen wurden Kristalle im Tropfen mit einer Pipettenspitze
mechanisch zerkleinert. Die so behandelten Tropfen wurden in 200 ul einer
Stabilisierungslosung gegeben, die dem Reservoir des Ansatzes entsprach, der
angeimpft werden sollte. Die Kristallsplitter in der Stabilisierungslosung wurden
sequenziell jeweils um den Faktor 2-4 auf bis zu 12.8 ml verdiinnt. Uber die
Verdiinnung lie8 sich die Anzahl der Kristallkeime im Kristallisationsansatz

steuern.

Fiir die Kristallisationsansdtze wurde eine niedrigere Fallungsmittelkonzen-
tration verwendet, als fiir eine spontane Kristallisation notwendig wére. Nach
8-12 Stunden Aquilibrierung wurden die Kristallisationsansdtze mit 0.5 pl frisch
hergestellter Impflosung angeimpft.

Bei der Kiristallisation der Se-Met-D-Hyd wurde nach einem modifizierten
Protokoll verfahren: Da sich wihrend der ersten 24 Stunden im Tropfen ein
diffuses Prazipitat bildete, wurde fiir die Kristallisation der Kristalle, die fiir
die MAD-Messung verwendet werden sollten, eine komplette Platte mit 24
identischen Bedingungen vorbereitet. Nach 24 Stunden wurden alle Tropfen
vereinigt und der Niederschlag abzentrifugiert. Die nun wieder klaren Topfen
wurden dann auf frische Briicken gegeben, zwei Stunden lang &quilibriert
und dann angeimpft. Es wurden auch hier Kristallsplitter der nativen D-Hyd
verwendet.
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2.5.3 Suche nach Schwermetallderivaten

Beim anfanglichen Versuch der Strukturlosung der D-Hyd durch multiplen
isomorphen Ersatz wurden die Kristallisationsansdtze zundchst mit 20 ul einer
Stabilisierungslosung versetzt (2 M Li,SO4, 100 mM HEPES/NaOH pH 7.5,
5% (v/v) PEG 400). Nach fiinf Minuten wurden die Kristalle dann dann vom
Untergrund gelost, indem mit einer Nadel in der Ndhe des Kristalls in die Briicke
gestochen wurde. Die freien Kristalle wurden aus dem Kristallisationsansatz
entfernt und in 200 pl der Stabilisierungslosung in einem Lymphschélchen
gegeben. Die Kristalle wurden dann in 10 pl Stabilisierungslosung auf eine
neue Briicke gegeben. Das Reservoir dieses Ansatzes bestand ebenfalls aus der
Stabilisierungslosung. Zum Tropfen wurde dann 1ul Schwermetalllosung in

Wasser gegeben.

2.6 Rontgendiffraktometrie

2.6.1 Kristallmontage

Fiir Tieftemperaturmessungen wurden die Kristalle der zentriert orthorhom-
bischen Kristallform im Tropfen mit 25 ul Cryoldsung (2 M Li,SO,, 100 mM
HEPES/NaOH pH 7.5, 5% (v/v) PEG 400) versetzt, nach 5 min durch Einstechen
in die Briicke in der Nédhe vom Kiristall vom Untergrund geldst und mit einer
Pipette in 1 ml Cryoldsung in einem Lymphschélchen gegeben. Der Kristall
wurde mit einem moglichst kleinem Nylonloop aus der Stablilisierungslosung
aufgenommen und nach der Montage auf dem Goniometerkopf moglichst
schnell in einem Stickstoffstrom auf 100 K gekiihlt.

Fiir Raumtemperaturmessungen wurden die Kristalle mit 10 ul Reservoirlosung
versetzt, durch Einstechen in die Briicke in der Ndhe vom Kristall vom
Untergrund geldst und mit einer Pipette in 1 ml Reservoirldsung in einem
Lymphschilchen gegeben. Die Kristalle wurden in ein der Grofse der Kristalle
angepasstes Markrohrchen (0.5-1.0 mm &) gesogen. Mit einem diinneren
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Markrohrchen (0.1 mm &) wurde die Mutterlauge um den Kristall entfernt. Zur
Beibehaltung einer feuchten Atmosphédre wurde etwas Fliissigkeit in kurzem
Abstand zum Kiristall gelassen. Die Kapillare wurde an beiden Enden mit einem
niedrigschmelzenden Wachs (capillary wachs) versiegelt und mit Knetgummi

auf dem Goniometerkopf montiert.

2.6.2 Diffraktionsexperimente
2.6.2.1 Allgemein

Samtliche Kristalle wurden an der institutseigenen Drehanode mit Cu-Ka-
Strahlung charakterisiert. Mit dieser Anlage wurde auch der Datensatz der
D-Hyd in der Raumgruppe P2;2,2; gemessen. Die MAD-Datensdtze und die
beiden hochaufgelosten Datensidtze wurden bei 100 K am DORIS Speicherring
des DESY in Hamburg an Messpldtzen der EMBL-Outstation unter Verwendung

von Synchrotronstrahlung gemessen.

2.6.2.2 Se-Met-D-Hyd

Die drei MAD-Datensédtze wurden an der bending-magnet beamline X31 auf einer
MARB300 Bildspeicherplatte (150 um Pixelgrofie) gemessen. Die Rontgenfluores-
zenzspektren zur Bestimmung der Wellenlédngen fiir den peak- (0.9794 A) und den
inflection- Datensatz (0.9797 A) wurden mit dem Programm CHOOCH (Evans &
Pettifer, 2001) ausgewertet. Die Wellenldnge des remote Datensatzes (0.9184 A)
lag auf der hoherenergetischen Seite der Absorptionskante. Alle drei Datenséitze
wurden an einem Kristall en bloc mit Belichtungszeiten von ca. 10 Minuten pro
Bild gemessen. Die weiteren Messparameter sind in der folgenden Tabelle 2.5

aufgelistet.
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Tabelle 2.5: Messparameter fiir die MAD-Datensitze

Datensatz

Wellenldnge [A]

hochste Auflosung [A]
Kristall-Detektor [mm]

Rotation pro Bild [°]
Bilder

Gesamtrotation [°]

peak inflection
0.9794 0.9797
2.45 2.45
375 375
0.5 0.5
219 202
109.5 101

2.6.2.3 native D-Hyd, C222;

Die hochauflosenden Datensdtze der nativen D-Hyd der Raumgruppe C222,

wurden an der multipol wiggler beamline BW7B auf einer MAR345 Bildspeicher-

platte gemessen. Der 1.3A-Datensatz wurde zur Vermeidung von gesittigten Re-

flexen in den Bereichen niedriger Auflosung in drei Runden mit unterschiedlicher

Aufldsung aufgenommen. Die Messparameter sind in den folgenden Tabelle 2.6

aufgelistet.
Tabelle 2.6: Messparameter fiir die nativen Datenséitze

Datensatz 1.70 A 1.30 A

hoch mittel niedrig
Wellenldnge [A] 0.8439 0.8420 0.8420 0.8420
hochste Auflosung [A] 1.68 1.29 2.45 4.00
Kristall-Detektor [mm] 310 220 480 700
Rotation pro Bild [°] 0.3 0.2 0.75 1.50
Bilder 300 460 150 75
Gesamtrotation [°] 90 92 1125 112.5
Dosis [counts] 10sec 7500 500 150
Bildspeicherplatte [mm] 345 345 345 300
Pixelgrofie [um] 100 100 150 150
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2.6.2.4 native D-Hyd, P212121

Der Kristall der Raumgruppe P2,2,2; wurde mit CuK,-Strahlung einer haus-
eigenen Drehanode gemessen. Die Drehanode wurde bei einer Hochspannung
von 45 kV und einem Stromfluss von 100 mA betrieben. Der Strahl wurde mit
einem Graphitkristall monochromatisiert. Das Diffraktionsmuster wurde auf
einer DIP2030H-Bildspeicherplatte aufgezeichnet. Der Kristall wurde in einem
Markrohrchen montiert und bei 8°C vermessen. Jedes der 201 Bilder wurde pro
10 miniitiger Belichtung um 0.7° gedreht.

2.7 Datenreduktion

Die Diffraktionsbilder wurden mit den Programmen DENZO und SCALEPACK
aus dem HKL-Programmpaket (Otwinowski & Minor, 1997) indiziert, integriert
und skaliert.

Bei den MAD-Datensidtzen wurden die Daten mit SCALEPACK mit der Option
no merge original index skaliert. Symmetrieverwandte Reflexe wurden mit SOLVE
(Terwilliger & Berendzen, 1999) zusammengefasst (mergen), das einen lokalen
Skalierungsalgoritmus beinhaltet.

Bei den hochaufgeldsten Daten des 1.3 A-Datensatzes lieRen sich die Reflexe
mit DENZO nicht mehr rdumlich trennen. Fiir diesen Datensatz wurden die
Diffraktionsbilder mit DENZO integriert (Optionen: overlap none, reject fraction
0.2, overload value 500000, reject slope 5000). Fiir die Dekonvolution der raumlich
tiberlappenden Reflexe und die Integration wurde das Programm PrOW
(Bourgeois, 1999) verwendet. Nach Umkonvertierung der Daten in HKL-Format

wurden die Daten mit SCALEPACK skaliert und zusammengefasst.

Die statistische Auswertung der Datensdtze wurde mit dem Programm
NOVEL_R (Diederichs & Karplus, 1997) durchgefiihrt. Die Strukturfaktor-
amplituden wurden bei allen Datensdtzen mit TRUNCATE (CCP4, 1994) aus
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den Intensitdten berechnet. Die freien Reflexe fiir die Kreuzvalidierung bei
der Strukturverfeinerung wurden mit UNIQUEIFY (CCP4, 1994) bestimmt, die
Packungsdichte mit MATTHEWS_COEFF (CCP4, 1994) und die Selbstrotations-
funktion mit GLRF (Tong & Rossmann, 1997) berechnet.

2.8 Strukturlésung und Modellbau der D-Hyd

2.8.1 Detektion von Derivaten

Die Datensidtze der moglichen Derivate wurden mit SCALEIT (CCP4, 1994)
gegen einen nativen Datensatz skaliert. Die folgenden Kriterien zur Detektion
eines Derivates wurden betrachtet: R;,,-Werte (aus SCALEIT), x>-Werte bei der
Skalierung von Rontgenbildern des moglichen Derivats gegen den nativen
Datensatz (aus DENZO), Normalwahrscheinlichkeiten (aus SCALEIT, Howell,
1992) und isomorphe Pattersonmaps (mit FFT berechnet, CCP4, 1994).

2.8.2 Selen-Substruktur

Die Selen-Substruktur der Se-Met-D-Hyd wurde mit den automatischen
Suchroutinen des Programms SOLVE gelost (Terwilliger & Berendzen, 1999).
Dafiir wurden die symmetrieverwandten Reflexe der MAD-Datensédtze mit dem
lokalen Skalierungsalgorithmus zusammengefasst. Die drei Datensdtze wurden
gegeneinander skaliert und die anomalen (f”) und dispersiven (f’) Streubeitrdge
verfeinert. Fiir die Suche und die Verfeinerung der Selen-Positionen wurde die
obere Auflosungsgrenze auf 3.0A gesetzt. Aus den verfeinerten Selen-Positionen

wurden die ersten exprimentellen Phasen berechnet.
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2.8.3 Dichtemodifikation

Alle Rechnungen zur Dichtemodifikation wurden, wenn nicht anders vermerkt,
mit dem Programm DM (CCP4, 1994) durchgefiihrt. In einem ersten Schritt
wurde eine einfache Dichtemodifikation (Solvensgldttung und Histogramm
Anpassung) berechnet. Durch die so erhaltene Dichte wurde mit MAPMAN
(Kleywegt & Jones, 1996) ein Skelett (bones) gelegt. Dieses Skelett wurde mit
BONES2PDB (CCP4, 1994) in eine PDB-Datei tiberfithrt. In O (Jones et al.,
1991) wurden dann manuell die Bereiche herausgesucht, die ein Monomer
umfassen. Aus diesen Koordinaten wurde anschliefsend mit NCSMASK (CCP4,
1994) die NCS-Maske erstellt, die fiir die folgenden Mittelungsrechnungen
verwendet wurde. Mit dem Programm FINDNCS (CCP4, 1994) wurden aus
den Positionen der Selen-Substukturen die Symmetrieoperationen zwischen den
Monomeren ermittelt. Da fiir die Rechnungen zur nicht-kristallographischen
Mittelung die Symmetrieoperationen von einem Monomer auf alle anderen
Monomere verwendet wurden und teilweilse aber andere Kombinationen von
Symmetrieoperationen bekannt waren, mussten diese durch Matrizenmulti-
plikation ineinander {iiberfiithrt werden. Die Symmetrieoperatoren wurden als
Rotationsmatrix M und Translationsvektor ¢ berechnet (s. Gleichung 2.1). Zur
Matrizenmultiplikation wurden diese in augmentierte Matrizen (s. Gleichung 2.2)
uiberfiihrt. Mit dieser augmentierten Matrix lassen sich dann gewohnliche
Multiplikationen von 4x4 Matritzen durchfiihren.

/
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Die Symmetrieoperationen wurden mit DM verfeinert. Zur Phasenextension
wurden die Strukturfaktoramplituden des 1.7A-Datensatzes mit den Phasen
bis 3.0A aus SOLVE kombiniert. Die Phasen wurden in 600 Zyklen unter
Verwendung von nicht-kristallographischer Mittelung tiber alle sechs Monomere
in kleinen Schritten von 3.2A auf 1.7A Auflosung erweitert. Wiahrend der
Phasenerweiterung wurden die Proteinmaske und die nicht-kristallographischen

Symmetrieoperationen verfeinert.

2.8.4 Modellbau und Verfeinerung

Ein erstes Modell wurde mit dem Programm ARP/wARP (Perrakis et al., 1999)
erstellt. Dafiir wurden die modifizierten Strukturfaktoramplituden und Phasen
nach der Phasenerweiterung auf 1.7A Auflssung verwendet. Im ersten Schritt
wurde mit dem warpNtrace-Modus von ARP nach dem fast protocol ein Hybrid-
Proteinmodell erstellt. Mit dem sidedock-Modus wurde dann die Sequenz in das
Hybrid-Modell gelegt (side chain docking).

Im Folgenden wurde in abwechselnden Zyklen von manuellem Modellbau in O
(Jones et al., 1991) und Verfeinerungsrunden mit CNS (Brunger et al., 1998) das
Modell unter Verwendung des 1.7 A Datensatzes verfeinert. Zunichst wurde die
nicht-kristallographische Symmetrie (NCS) durch Verfeinerung eines Monomers
und festen NCS-Operationen berticksichtigt (NCS constraints). Spdter wurde
dann mit allen Monomeren gerechnet, wobei die Abweichungen der weiteren
Monomere vom Referenzmonomer mit im Laufe der Verfeinerung sinkenden

Energietermen belegt wurden (NCS restraints).

In ersten Verfeinerungsrunden, bei denen grofiere manuelle Modifikationen
im Modell vorgenommen worden waren, wurde vor der conjugate gradient
Minimierung ein stimulated annealing mit Molekiildynamik berechnet. Fiir den
automatischen Wassereinbau wurden neben stereochemischen Gegebenheiten
Peaks tiber 30 in sigmaA-gewichteten F,F.-Elektronendichten Peaks vorausge-

setzt. Wassermolekiile mit B-Faktoren iiber 50A2 wurden verworfen.
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Fiir die Verfeinerung des 1.3A-Datensatzes wurde das fertige 1.7A-Modell ohne
Wasser verwendet. Nach einer ersten Starre-Korper-Verfeinerung bei 2.0A
Auflosung und einer Verfeinerung bei 1.3A Auflosung wurde automatisch
mit ARP/WARP verfeinert und Wasser eingebaut. Wiahrend der folgenden
Verfeinerungsrunden mit REFMACS5 (Murshudov et al., 1997) wurden die
NCS-restraints vermindert und am Ende ganz aufgelost, die Gewichtung der
Rontgendaten im Vergleich zu stereochemischen Zwéngen erhoht, Beitrdge
von Wasserstoffatomen berticksichtigt (riding hydrogens) und die B-Faktoren
anisotrop verfeinert. Wassermolekiile mit isotropen B-Faktoren iiber 50 AZ

wurden verworfen.

2.9 Strukturlésung der D-Hyd, P2,2;2;

Die Selbstrotationsfunktionen wurden mit GLRF aus dem REPLACE-Paket
(Tong & Rossmann, 1997), die Rechnungen fiir den Molekularen Ersatz und die
Verfeinerung mit CNS (Brunger et al., 1998) durchgefiihrt. Als Suchmodell fiir den
Molekularen Ersatz bei der D-Hyd in Raumgruppe P2;2;2; wurde ein Monomer
der D-Hyd ohne Wasser der Raumgruppe C222; verwendet. Die Rotationssuche
wurde mit Daten von 10-4A Auflosung gerechnet. Vor der Translationssuche
mit Daten von 15-4A Auflssung und Strukturfaktoramplituden wurde
in jedem Fall noch eine Patterson-Korrelationsverfeinerung berechnet. An
die Translationssuchen schloss sich eine Starre-Korper-Verfeinerung gegen
normalisierte Strukturfaktoramplituden an.

Um mogliche Effekte der Kristallpackung oder Kristallisationsbedingung auf
der Quartdrstruktur zu beriicksichtigen, wurde in der Kreuzrotations- und der
ersten Translationssuche mit einem Monomer gerechnet. Dieses wurde in der
zweiten Translationssuche festgehalten, um das zweite Monomer zu finden.

Entsprechend wurde mit drei und vier Monomeren verfahren.
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Das Modell wurde mit Daten bis zu 2.6A Auflsung verfeinert. Die nicht-
kristallographische Symmetrie wurde erst mit NCS-constraints, dann mit NCS-
restraints beriicksichtigt. Wasser wurde automatisch eingefiigt und bei B-Faktoren
{iber 50 A? verworfen.

2.10 Strukturlosung der L-Hyd

2.10.1 Homology Modelling

Nach der Technik des Homologie-Modellings wurde ein Modell fiir die L-
Hyd erstellt. Daftir wurde zunédchst mit CLUSTALW (Thompson et al., 1994)
ein multiples Sequenzalignment von L-Hyd, D-Hyd und Urease aus Klebsiella
aerogenes erstellt. Fiir das halbautomatische Homologie-Modelling mit dem
Programm MODELLER (Version 4, Sali & Blundell, 1993) wurde jedoch wegen
der deutlich hoheren Homologie nur die Strukturinformation der D-Hyd
verwendet. Das dabei verwendete Sequenzalignment ist in Abbildung 2.2
dargestellt.

2.10.2 Molekularer Ersatz

Die Selbstrotationsfunktionen wurden mit GLRF aus dem REPLACE-Paket (Tong
& Rossmann, 1997) berechnet. Fiir den Molekularen Ersatz wurden verschiedene
Suchmodelle verwendet:

- D-Hyd Monomer

- D-Hyd Dimer

- poly-Ala-D-Hyd Monomer

- poly-Ala-D-Hyd Dimer

- verkiirztes poly-Ala-D-Hyd Monomer
—  verkiirztes poly-Ala-D-Hyd Dimer

—  Homologie-Modell
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Abbildung 2.2: Multiples Alignment von L-Hyd und D-Hyd, in das die Se-
quenziformation der Urease aus Klebsiella aerogenes eingeflossen ist, als Basis
fiir das halbautomatische Homologie Modelling der L-Hyd. Die Striche stellen

Loopregionen der Urease dar.

L-Hyd ----MFDVIVKNCRLVSSDGITEADILVKDGKVAAISAD---------- TSDVEASRTID
D-Hyd ------ PLLIKNGEIITADSRYKADIYAEGETITRIGQN---------- LEAPPGTEVID

L-Hyd AGGKFVMPGVVDEHVHIIDMDLKNRYG-RFELDSESAAVGGITTIIEMPITFPPTTTLDA
D-Hyd ATGKYVFPGFIDPHVHIYLPFMATFAKDTHETGSKAALMGGTTTYIEMCCPSRNDDALEG

L-Hyd FLEKKKQAGQRLKVDFALYGGGVPGNLPEIRKMHDAGAVGFKSMMAASVP----GMFDAV
D-Hyd YQLWKSKAEGNSYCDYTFHMAVSKFDEQTEGQLREIVADGISSFKIFLSY----KNFFGV

L-Hyd SDGELFEIFQEIAACGSVIVVHAENETIIQALQKQIKAAGGKDMAAYEASQPVFQE----
D-Hyd DDGEMYQTLRLAKELGVIVTAHCENAELVGRLQQKLLSEGKTGPEWHEPSRPEAVE----

L-Hyd ---NEAIQRALLLQKEAGCRLIVLHVSNPDGVELIHQAQSEG----- QDVHCESGPQYLN
D-Hyd ---AEGTARFATFLETTGATGYVVHLSCKPALDAAMAAKARG----- VPIYIESVIPHFL
L-Hyd ITTDDAER---IGPYMKVAPPVRSAEMNIRLWEQLENG-------—- LIDTLGSDHGGHP
D-Hyd LDKTYAERGGVEAMKYIMSPPLRDKRNQKVLWDALAQG--------- FIDTVGTDHCPFD

L-Hyd VEDKEPGWKDVWKAGNGALGLETSLPMMLTNGVNKGRLSLERLVEVMCEKPAKLFGIYPQ
D-Hyd TEQKLLGKEAFTAIPNGIPAIEDRVNLLYTYGVSRGRLDIHRFVDAASTKAAKLFGLFPR

L-Hyd KG----------- TLQVGSDADLLILDLDIDTKVDASQFRSLHKYSPFDGMPVTGAPVLT
D-Hyd KG----------- TIAVGSDADLVVYDPQYRGTISVKTQHVNNDYNGFEGFEIDGRPSVV

L-Hyd MVRGTVVAEKGEVLVEQGFGQFVTRRNYEA
D-Hyd TVRGKVAVRDGQFVGEKGWGKLLRREPMYF

Bei den poly-Ala-Modellen wurden Glycine konserviert. Bei den verkiirzten
Modellen wurden weniger gut konservierte Sequenzbereiche aus der Struktur
der D-Hyd entfernt.

Die Suchen mit der D-Hyd und den entsprechenden poly-Ala-Modellen wurden
mit den Programmen REPLACE (Tong & Rossmann, 1997), AMORE (CCP4,
1994) und CNS (Brunger et al., 1998) teilweise unter Beriicksichtigung der
bekannten nicht-kristallographischen Symmetrie durchgefiihrt (locked rotation
und translation function). Erfolgreich waren jedoch lediglich die Rechnungen mit
CNS unter Verwendung des Homologie-Modells (Monomer) als Suchmodell.
Diese Rechnungen liefen analog wie bei der D-Hyd der Raumgruppe P2,2;2; ab
(s. Kap. 2.9).
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2.10.3 Modellbau und Verfeinerung

Die Verfeinerung wurde mit CNS mit Daten bis zu 2.6A Auflésung durchgefiihrt.
Da das Homologiemodell bereits die Sequenz der L-Hydantoinase hatte, wurde
von Anfang an mit diesem Modell und nicht mit einem Poly-Ala-Modell
gearbeitet. Schlecht definierte Residuen wurden entfernt und in simulated
annealing omit-Dichten erst als Alanine und dann als richtige Aminosdure neu
modelliert. Nach grofieren Verdnderungen im Modell wurde vor der conjugate
gradient Minimierung ein simulated annealing mit Molekiildynamik berechnet.
Nach Vervollstindigung des Protein-Modells wurde Wasser eingebaut. Die nicht-
kristallographische Symmetrie wurde durchgingig durch feste NCS-Operatoren
(constraints) berticksichtigt.

211 Validierung der Modelle

Wihrend des Modellbaus und der Verfeinerung wurden die Modelle stindig
mit PROCHECK (Laskowski et al., 1993) und den Validierungsroutinen der
verwendeten Verfeinerungsprogramme auf ihre stereochemische Validitat
tiberpriift. Die Sekundérstrukturen wurden mit DSSP (Kabsch & Sander, 1983)
bestimmt.

212 Substratmodelling

Fiir tetraedrischen Ubergangszustinde der Substrate wurden die Carbonyl-
gruppen der Amid-Gruppen, die bei der Reaktion hydrolysiert werden, in
geminale Diole tiberfiihrt. Die Strukturen dieser geminalen Diole wurden mit
CORINA (Gasteiger et al., 1996) berechnet. Fiir das manuelle Modelling wurde
das Programm O (Jones et al., 1991) verwendet.
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3.1 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung der D-Hyd fiihrte zu der Protein-Sequenz, die in
Abbildung 3.1 dargestellt ist. Die DNA-Sequenz befindet sich im Anhang
(Abb. A.1). Es zeigte sich dabei, dass entgegen der urspriinglichen Annahmen
(Elard et al., 1987) sich der C-Terminus der D-Hyd nicht unmittelbar vor
der HindIll-Schnittstelle, sondern ca. 80 bp weiter am 3’-Ende befindet. Aus
den Elektronendichten war spéter sichtbar, dass das N-terminale Methionin

posttranslational entfernt und das Lysin des aktiven Zentrums (Lys150)

carbamyliert worden war (s. Kapitel 5.4.3). AufSer dem N-terminalen Methionin

befinden sich im D-Hyd Monomer noch neun weitere Methionine, deren

Selentome in den Se-Met-Kristallen fiir die MAD-Phasierung genutzt wurden.

51
101
151
201
251
301
3b1
401
451

MPLLIKNGEI
VFPGFIDPHV
DALEGYQLWK
IFLSYKNFFG
GKTGPEWHEP
AAKARGVPIY
WDALAQGFID
YGVSRGRLDI
GTISVKTQHV
LLRREPMYF

ITADSRYKAD
HIYLPFMATF
SKAEGNSYCD
VDDGEMYQTL
SRPEAVEAEG
IESVIPHFLL
TVGTDHCPFD
HRFVDAASTK
NNDYNGFEGF

IYAEGETITR
AKDTHETGSK
YTFHMAVSKF
RLAKELGVIV
TARFATFLET
DKTYAERGGV
TEQKLLGKEA
AAKLFGLFPR
EIDGRPSVVT

IGQNLEAPPG
AALMGGTTTY
DEKTEGQLRE
TAHCENAELV
TGATGYVVHL
EAMKYIMSPP
FTAIPNGIPA
KGTIAVGSDA
VRGKVAVRDG

TEVIDATGKY
TEMCCPSRND
IVADGISSFK
GRLQQKLLSE
SCKPALDAAM
LRDKRNQKVL
IEDRVNLLYT
DLVVYDPQYR
QFVGEKGWGK

50
100
150
200
250
300
350
400
450

Abbildung 3.1: Sequenz der D-Hyd. Die Methionine sind unterstrichen. Met1

wird posttranslational prozessiert, Lys150 carboxlyiert.
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3.2 Aufreinigung

Die Aufreinigung der D-Hyd nach dem Protokoll 1 lieferte 10-15 mg homogenes
Protein pro 1.2 1-Kultur. Nach Protokoll 2 wurden ebenfalls aus 1.2 1-Kultur
10-15 mg homogenes Protein erhalten. Fiir die Aufreinigung nach Protokoll 1
sind die Chromatogramme in Abbildung 3.2 dargestellt und die Ergebnisse der
Aufreinigung in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Die Chromatogramme befinden
fiir Protokoll 2 sind in Abbildung 3.3 dargestellt.

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der Ausbeuten und Aktivititen der einzelnen

chromatographischen Schritte fiir die Aufreinigung nach Protokoll 1

Schritt Aktivitdit Ausbeute Protein spez. Aktivitit Anreicherungs-

[nkat] [%] [mg] [nkat/mg] faktor

Zelllysat 75500 100 250 300 1.0
STREAMLINE 65500 86 41 1600 5.3
Entsalzung 62000 82 38 1630 5.4
Anionentausch 41000 54 15 2730 9.1

Gelpermeation 28800 38 10 2880 9.6
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Abbildung 3.2: Chromatogramme der D-Hyd nach Protokoll 1, in denen die
Absorbanz bei 280 nm und die Leitfdhigkeit gegen das Elutionsvolumen auf-
getragen sind. Die aktiven Fraktionen, die fiir die weiteren Schritte vereinigt

wurden, sind markiert.
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Abbildung 3.3: Chromatogramme der D-Hyd nach Protokoll 2, in denen die

Absorbanz bei 280 nm und die Leitfahigkeit gegen das Elutionsvolumen auf-

getragen sind. Die aktiven Fraktionen, die fiir die weiteren Schritte vereinigt

wurden, sind markiert.
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3.3 Proteinanalytik

3.3.1 SDS-Gelelektrophorese

Die verschiedenen Schritte der Chromatographie wurden durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert. In Abbdildung 3.4 ist ein SDS-Gel
abgebildet, das die Aufreinigung nach Protokoll 1 zusammenfasst. Es zeigt eine
nach Grofse homogene Proteinfraktion.

Abbildung 3.4:

SDS-Gel der chromatographischen
Schritte, native D-Hyd, Protokoll 1.
M: Marker,

ZL: Zelllysat,

SL: nach Streamline,

ES: nach Entsalzung,

AX: nach Ionentausch,

GP: nach Gelpermeation.

Der Pfeil markiert die D-Hyd.

Die Grofien der Markerproteine

sind in kDa angegeben.

M ZL SLESAX GP M
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3.3.2 Dynamische Lichtstreuung

Mit der dynamischen Lichtstreuung wurde der hydrodynamische Radius
gemessen und daraus das Aggegationsverhalten und das Molvolumen bestimmt.
Die Werte fiir native D-Hyd und Se-Met-D-Hyd sind in der folgenden Tabelle 3.2
zusammengefasst. Auch in der dynamischen Lichtstreuung erwies sich die auf-
gereinigte D-Hyd als homogene Probe. Die Polydispersitit liegt mit 11% deutlich
unter den allgemein fiir kristallisierbare Proteine angenommenen Schwellenwert
von 30% (Ferre-D’Amare & Burley, 1997). Das nach dem Modell fiir globuldre
Proteine aus dem hydrodynamischen Radius berechnete Molgewicht entspricht
einem Dimer. Die Strukturlosung lieferte jedoch eindeutige Hinweise auf ein

Tetramer.

Tabelle 3.2: Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung von nativer und Se-Met-

D-Hyd bei monomodaler Auswertung.

native D-Hyd Se-Met-D-Hyd

Scans 35 15
hydrodynamischer Radius [nm] 4.5 4.6
Polydispersitit [%] 11 11
berechnetes Molgewicht [kDa] 113 119
Baseline 1.000 1.001
SOS-Error 1.146 0.437

3.3.3 MALDI-MS

Als weiteres Reinheitskriterium wurden von den D-Hyd MALDI-
Massenspektren angefertigt (s. Abb. 3.5). Neben den Peaks der einfach und
zweifach geladenen Molekiilionen ([MH,]*" und [MH]") und dem Dimer-Peak
(IMoH]™") sind keine weiteren Peaks zu erkennen. Auch hierbei erweist sich die

aufgereinigte D-Hyd als homogene Proteinfraktion.
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3.3.4 ESI-MS

Mittels ESI-Massenspektrometrie wurden die Molmassen der nativen D-
Hyd und Se-Met-D-Hyd ermittelt und der Einbau von Selen kontrolliert.
In der folgenden Tabelle 3.3 sind die gemessenen und die aus der Sequenz
berechneten Massen gegeniiberstellt. Innerhalb der Fehlergrenzen des ESI-
Massenspektrometers in diesem Massenbereich (£ 0.1%) entspricht die
gemessene Masse der erwarteten. Der Massenshift durch den vollstindigen
Einbau von Selen ist deutlich belegbar. Der Masseshift durch die Carboxylierung
des Lysins liegt innerhalb der Fehlergrenze und ist somit nicht belegbar.

Tabelle 3.3: Ergebnisse der ESI-Massenspektrometrie im Vergleich mit den aus
der Sequenz berecheten Massen. Das Metl wurde nicht einbezogen, Lys150

wurde als Lysin (Lys) oder als carbamyliertes Lysin (Kcx) berechnet.
native D-Hyd Se-Met-D-Hyd
ESI-Masse 50.648 Da 51.098 Da

berechnet (Lys) 50.675 Da 51.097 Da
berechnet (Kcx) 50.719 Da 51.141 Da
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3.4 Kristallisation

Fiir alle Kristallisationen der Kristalle der Raumgruppe C222; erwies sich
Mikroseeding als die Technik der Wahl, um zuverldssig grofie Einkristalle zu
erhalten. Die Qualitdt der Kristalle konnte durch mehrere Mikroseeding-Zyklen
erhoht werden (s. Abb. 3.6a und b). Spontane Kristallisation bei hoheren
Fallungsmittelkonzentrationen war deutlich schlechter reproduzierbar und

fithrte haufig zu verwachsenen Kristallen.

Bei der Kristallisation der Se-Met-D-Hyd wurde ein sich schnell bildender
Niederschlag durch Zentrifugation entfernt. Beim Animpfen fiihrte nur die
Verwendung von Kristallsplittern nativer D-Hyd zum Erfolg, wahrend mit
Kristallsplittern der Se-Met-D-Hyd kein Effekt auf die Kristallisation zu

bemerken war.

Die Kristallisation Kristallform der Raumgruppe P2,2,2, lieferte reproduzierbar
nur Nadeln (s. Abb. 3.6c) Eine kompakte Kristallform (s. Abb. 3.6d) konnte nur

in wenigen Fillen erhalten werden.

Zentriert orthorhombische Kristalle der nativen D-Hyd wuchsen innerhalb
von wenigen Tagen bis zu 0.5 mm in jede Richtung (siehe Abbildung 3.6). Die
entsprechenden Kristalle der Se-Met-D-Hyd wuchsen bis ca. 0.3 mm. Der grofe
Kristall der Kristallform in Raumgruppe P2;2,2; (s. Abb. 3.6d) wuchs ohne
Seeding nach mehreren Wochen und hatte Kantenlangen von 0.7x0.7x0.1 mm.
Verschiedene Seedingansitze ergaben nur nadelformige Kristalle.

Die optimierten Kristallisationsbedingungen sind in Tabelle 3.4 aufgefiihrt.
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a) verwachsener C222,-Kristall b) C222;-Einkristalle

c) Nadeln der P2,2,2;-Kristallform d) Einkristall der P21212:-
Kristallform
Abbildung 3.6: Verschiedene Kristalle der D-Hyd.



56

Ergebnisse

Tabelle 3.4: optimierte Kristallisationsbedingungen.

native D-Hyd, C222,

Temperatur
Proteinkonzentration
Proteinpuffer
Reservoir

Tropfen
Methode

20°C

5.5 mg/ml

20 mM Tris-HCI 8.0

1.65 mM (NH4),SO4, 100 mM HEPES/NaOH pH 7.5,
5% (v/v) PEG 400

4.5 pul Protein + 3.0 pul Reservoir + 0.5 ul Impflosung

sitzender Tropfen

Se-Met-D-Hyd, C222,

Temperatur
Proteinkonzentration
Proteinpuffer
Reservoir

Tropfen

Methode

20°C

10 mg/ml

20 mM Tris-HCl 8.0, 20 mM DTT

1.65 mM (NH4),SO4, 100 mM HEPES/NaOH pH 7.5,
5% (v/v) PEG 400, 20 mM DTT

3.0 ul Protein + 3.0 ul Reservoir + 0.5 pl Impflosung mit
nativer D-Hyd

sitzender Tropfen

native D-Hyd, P21 2124

Temperatur
Proteinkonzentration
Proteinpuffer

Reservoir

Tropfen
Methode

20°C

11.5 mg/ml

100 mM Tris-HCI 8.0, 200 mM NaCl, 0.02% (w/v) NaNj3
30% (w/v) PEG 6000, 100 mM Cacodylat-HCl pH 6.5,
200 mM Natriumacetat

3.0 ul Protein + 3.0 ul Reservoir

héngender Tropfen
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3.5 Diffraktionsmessungen

In der Tabelle 3.5 sind die Statistiken der folgenden Roéntgendatensitze

zusammengestellt:

e drei MAD-Datensitze bei remote, peak und inflection Wellenldange
August 1999
C222,
Einheitszelle: a=125.10 A, b=215.18 A, c=207.65 A

e native D-Hyd bis 1.7 A Auflosung
September 1999
C222,
Einheitszelle: a=125.86 A, b=215.83 A, c=207.50 A

e native D-Hyd bis 1.3 A Auflosung
August 2000
C222,
Einheitszelle: a=126.24 A, b=215.93 A, ¢=207.91 A

e native D-Hyd in P2,2,2,
November 1997
P2,2:2;
Einheitszelle: a=83.15 A, b=161.54 A, c=168.51 A

In Abbildung 3.7 sind das Fluoreszenzspektrum und die mit CHOOCH (Evans
& Pettifer, 2001) nach der Kramers-Kronig-Beziehung berechneten Wellenldn-
genabhidngigkeiten der anomalen und dispersiven Streubeitrdge dargestellt.
Aus diesen Spektren wurden die Wellenldngen fiir den peak und den inflection-
Datensatz ermittelt.

Die drei MAD-Datensédtze wurden fiir die erste Phasierung verwendet, der native
Datensatz fiir den Modellbau und die erste Verfeinerung. Obwohl die nativen
Kristalle der Raumgruppe C222; deutlich weiter als bis 1.7A Auflésung streuten
(s. Abb. 3.8a) musste aus Zeitgriinden bei der ersten Messung die Auflosung
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auf 1.7A beschriankt werden. Erst bei dem zweiten nativen Datensatz konnte die
volle Streuleistung der Kristalle bis 1.3A Auflosung (s. Abbildung 3.8b und c)

ausgenutzt werden.
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Abbildung 3.7
Se-MAD-Diffraktionsexperiment
a) Rontgen-Fluoreszenzspektrum
b) dispersive Streubeitrage

¢) anomale Streubeitrage

Die verwendeten Wellenldngen
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a) aus Datensatz bis 1.7A Auflosung

b) aus Datensatz bis 1.7A Auflosung ¢) Ausschnitt aus b) zwischen
1.29A und 1.60A

Abbildung 3.8:

Diffraktionsbilder der nativen D-Hyd Kristalle der Raumgruppe C222;:
a) vom Datensatz bis 1.7A Auflssung

b) vom Datensatz bis 1.3A Auflésung

¢) Ausschnitt aus b) zwischen 1.29A bis 1.60A Auflosung
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3.6 Rechnungen mit den nativen Datensitzen

3.6.1 Bestimmung der Raumgruppen

Die Symmetrie der Rontgenreflexe der aus Ammoniumsulfat kristallisierten
Kristallform wies auf eine orthorhombische Laue-Symmetrie hin. Eine hexa-
gonale Laue-Symmetrie schien zundchst mit Daten von niedriger Auflosung
ebenfalls moglich. Bei Verwendung von Daten mit hoherer Auflosung konnte
wihrend Indizierung, Integration und Skalierung eine hexagonale Laue- bzw.
Raumgruppe ausgeschlossen werden. Aus den systematischen Ausléschungen
nach der Skalierung und in den einzelnen Rontgenbildern konnte dann
eindeutig die Raumgruppe C222; bestimmt werden. Analog wurde P2;2,2,

als Raumgruppe der anderen Kristallform bestimmt.

3.6.2 D-Hyd, C222,
3.6.2.1 Kristallpackung

Bei Verwendung der Daten des nativen Datensatzes, eines Molgewichtes von
50.7 kDa und einer Proteindichte von 1.22 mg/ml (Andersson & Hovmoller,
2000) die folgenden Packungsdichten berechtnet (s. Tab. 3.6, Matthews, 1968).

Tabelle 3.6: Packungsdichte
Monomere V [S—Z] Losungsmittelanteil

4 3.49 61%
6 2.33 41%

Beide Losungen sind im Bereich der bei Proteinkristallen iiblichen Werte. Deshalb
konnte an dieser Stelle noch keine eindeutige dariiber Aussage getroffen werden,
ob sich vier oder sechs Monomere in der asymmetrischen Einheit befinden.

Wegen der bei Hydantoinasen tiblichen tetrameren Quartdrstruktur wurden
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zundchst vier Monomere favorisiert. Erst nach Losen der Se-Substruktur konnten
sechs Monomere in der asymmetrischen FEinheit bestédtigt werden. Die hohe
Packungsdichte ist im Einklang mit der hohen Streukraft der Kristalle.

3.6.2.2 Selbstrotationsfunktion

Die Selbstrotationsfunktionen fiir Rotationswinkel von k=180°, k=120° und x=60°
unter Verwendung von Daten von 20-3.5 A sind in Abbildung 3.9 dargestellt.
Bei der k=180°-Suche gibt es mehrere Gruppen von Peaks mit unterschiedlichen
Peakhohen (s. Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Peaks der Selbstrotationsfunktion

[/oI) ¥ @ Ursprung
167 0 O kristallographisch
16.7 90 0,90 kristallographisch und NCS

57 90 30,60,90,120 NCS

Die Selbstrotationsfunktion ist konsistent mit den folgenden Anordnungen von
sechs Monomeren:

Drei Dimere, deren interne zweizdhlige Achsen in der ab-Ebene liegen und
bei denen die drei- und sechszdhligen Achsen durch Symmetrieoperationen
zwischen den Dimeren entstehen.

Zwei Trimere mit internen drei- und sechszédhligen Achsen. Die zweizdhligen
Achsen entstehen durch NCS zwischen den Trimeren.

Drei halbe Tetramere mit interner 222-Symmetrie. In diesem Fall gibt es
eine Uberlagerung der kristallographischen und NCS-Peaks. Die drei- und
sechszdhligen Achsen entstehen durch NCS zwischen den einzelnen Tetrameren.
Diese Anordnung erwies sich nach Losen der Struktur als die richtige

Interpretation.
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Bei vier Monomeren in der asymmetrischen Einheit mit einer internen 222-
Symmetrie ldsst sich direkt neben den kristallographischen Peaks nur ein 222-
System bei den zweizédhligen Achsen erkldren, nicht jedoch ein weiteres. Ebenso
waren die drei und sechszdhligen Achsen nicht direkt erklédrbar.

k=180° k=60°

Abbildung 3.9:
Selbstrotationsfunktionen D-Hyd der Raumgruppe C222; bei verschiedenen «-

Winkeln. Die Konturierung beginnt bei 2.5¢ und ist in 0.20-Schritte unterteilt.
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3.6.3 D-Hyd, P212121

Die Packungsdichte der D-Hyd der Raumgruppe P2;2,2; betrdgt bei vier
Monomeren in der asymmetrischen Einheit V=2.79 A3 /Da, was bei einer
angenommenen Proteindichte von 1.22 mg/ml einem Losungsmittelanteil von
61 % entspricht. Die Selbstrotationsfunktion (s. Abbildung 3.10) ist ebenfalls mit
einem Tetramer mit einer internen 222-Symmetrie vereinbar.

Abbildung 3.10:

Selbstrotationsfunktion der D-Hyd der Raumgruppe P2;212; bei k=180° und
einer Konturierung ab 20 in 0.20-Schritten. Die Peaks ABC, bzw. ABC’ bilden
ein 222-System, die Peaks X sind rein kristallographische Peaks.
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3.64 L-Hyd

Die Packungsdichte der monoklinen L-Hyd betrdgt bei 4 Monomeren in der
asymmetrischen Einheit Vy=2.88 A%/Da. Dies entspricht bei einer angenom-
menen Proteindichte von 1.22 mg/ml einem Losungsmittelanteil von 63%.
Die Selbstrotationsfunktion (s. Abbildung 3.11 und May et al., 1996) ist mit
einem Tetramer mit einer internen 222-Symmetrie vereinbar. Die beiden 222-
Systeme, die aus den Peaks ABC und A’B’C’ bestehen, sind iiber die zweizdhlige
Schraubenachse miteinander verbunden. Die Peaks A und A’ fallen aufeinander,
weil sie senkrecht zur kristallographischen zweizdhligen Schraubenachse liegen.
Diese ist auch der Grund fiir die Entstehung des Klug-Peaks D aus C und C".

Abbildung 3.11:

Selbstrotationsfunktion der monoklinen L-Hyd bei k=180° und einer Konturie-
rung ab 20 in 0.10-Schritten. Die Peaks ABC, bzw. A’'B’C’ bilden ein 222-System,
die Peaks X sind rein kristallographische Peaks, der Peak D ist der Klug-Peak
von C und C".
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3.7 Strukturlésungen

3.7.1 D-Hyd, C222,4
3.7.1.1 Suche nach Derivaten

Bei der Suche nach Schwermetallderivaten der D-Hyd konnte nur in einem
Fall ein schwaches Derivat gefunden werden. Generell zeigten die Kristalle
in quecksilberchloridhaltigen Losungen schnell Risse. Bei dem schachen
Derivat waren die Kristalle mit 0.01 mM HgCl, inkubiert worden. Nach der
Strukturlosung lieflen sich mit diesem Datensatz in jedem Monomer ein an
ein Cystein gebundenes Quecksilber nachweisen. Fiir eine Strukturlésung war
dieses Derivat jedoch nicht gut genug.

3.7.1.2 Se-Substruktur

Fiir die Bestimmung und Verfeinerung der 54 Positionen der der Se-Substruktur
der D-Hyd wurde das Programm SOLVE (Terwilliger & Berendzen, 1999)
verwendet. Dabei erwies es sich als notwendig, dass die Daten von allen drei
Datensdtzen verwendet wurden, dass die Daten mit dem lokalen Skalierungs-
algorithmus von SOLVE zusammengefasst und gegeneinander skaliert wurden
und dass die obere Aufldsung auf 3.0 A erniedrigt wurde. Mit SOLVE wurden
aus den verfeinerten Selen-Positionen die ersten Phasen mit einer figure of merit
von FOM(20-3A)=0.69 und FOM(3.1-3.0A)=0.58 berechnet.

Das Programm SnB (Weeks & Miller, 1999, Version 2.0), das bei der Losung
der meisten anderen grofien Substrukturen erfolgeich verwendet worden war

(Deacon & Ealick, 1999), fand bei keiner Wellenldnge eine Losung.

3.7.1.3 Dichtemodifikation

Die aus SOLVE erhaltene Elektronendichte hatte bereits eine hohe Qualitit. Die
Konnektivitat des Proteinmodells war in weiten Bereichen deutlich sichtbar.
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Durch verschiedene Dichtemodifikationstechniken wurde die Qualitit der

Elektronendichten signifikant verbessert.

Aus der Dichte nach einfacher Solvensgliattung war die Ausdehnung eines
Dimers und der Monomere deutlich erkennbar (s. Abb. 3.12). Es liefs sich ein
Riickgrat (bones) durch die Elektronendichte legen, so dass eine Monomermaske
erstellt werden konnte. Die nicht-kristallographischen Symmetrieoperatoren
lielen sich aus den Selen-Positionen mit Hilfe des Programms FINDNCS
bestimmen. Diese konnten dann mit Hilfe des Programms DM verfeinert werden.
Nach der Phasenextension auf 1.7A Auflsung unter nicht-kristallographischer
Mittelung war die (experimentelle!) Elektronendichte sehr detailliert, so dass in

den aromatischen Ringen bereits Locher zu erkennen waren (s. Abb. 3.13).
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Abbildung 3.12:

Verbesserung der Qualitdt der Phasen durch einfache Dichtemodifikation:

a) Dichte (10) mit ersten MAD-Phasen aus SOLVE,

b) Dichte (10) nach einfacher Dichtemodifikation {iberlagert mit einem Dimer
der D-Hyd.

Die Abbildungen zeigen, dass nach einfacher Dichtemodifikation die Ausdeh-

nung des Dimers deutlich erkennbar wird.
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Abbildung 3.13:

Verbesserung der Detailgenauigkeit in den experimentellen Elektronendichten

durch Dichtemodifikationstechniken:

a) erste Dichte aus SOLVE bei 3 A,

b) Dichte nach Solvensgldttung, Histogrammanpassung und sechsfacher nicht-
kristallographischer Mittelung bei 3 A,

¢) Dichte nach zusitzlicher Phasenerweiterung auf 1.7A,

d) zum Vergleich dazu die sigmaa-gewichtete 2F,F.-Dichte mit dem verfeinerten
Modell bei 1.3A Auflésung.
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3.7.1.4 automatischer Modellbau mit ARP/WARP

Wegen der hohen Qualitdt der phasenerweiterten und nicht-kristallographisch
gemittelten experimentellen Elektronendichte bei 1.7A Auflosung lie sich die
Struktur der D-Hyd mit der automatischen Modellierungroutine warpNtrace des
Programms ARP/wARP modellieren. Der Fortschritt des Modellbaus ist in der
Tabelle 3.8 und in Abbildung 3.14 zusammengefasst.

Tabelle 3.8: Forschritt beim automatischen Bau des Hybrid-Modells der D-Hyd
mit ARP/wARP. Ein Zyklus besteht je 10 Verfeinerungsrunden und einem an-
schliefenden Modellbau.

Zyklus Ketten Residuen Konnektivitit

1 114 2262 0.89
2 59 2548 0.95
3 45 2613 0.96
4 40 2631 0.97
5 37 2643 0.97

Bereits nach dem ersten (grofien) Zyklus konnten viele Residuen mit einer hohen
Konnektivitat gefunden werden. Nach fiinf Zyklen konvergierte der Modellbau
des Hybrid-Modells. Da die Lagen der Monomere bereits aus vorbereitenden
Betrachtungen bekannt war, konnten nun fiir das side chain docking, das heifst die
Uberfithrung des Hybrid-Modells in ein Protein-Modell, fiinf Proteinketten mit
einer Lange von 32-155 Residuen (Ketten CJLST, s. Tab. 3.9) fiir ein Monomer

ausgesucht werden.

In der Tabelle 3.9 ist das Ergebnis des side chain docking fiir das erste Monomer
dargestellt. Fiir 441 der 458 Residuen (= 96%) des Monomers A konnte ARP aus
den fiinf angegebenen Ketten ein Modell bauen. Fiir 337 der 458 Residuen (=
74%) fand ARP in der internen Rotamer-Bibliothek auch ein sinnvolles Rotamer.
Die nicht interpretierten Bereiche, zum Beispiel zwischen den Residuen 35-41,

sind auch die flexibelsten Bereiche der Struktur. Die automatisch modellierte
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Struktur hat zur endgiiltigen Struktur von Monomer A RMS-Abweichungen von
RMSDc, =0.14A und RMSD e atome=0.49A.

Die restlichen fiinf Monomere der asymmetrischen Einheit wurden dann aus
dem ersten Monomer durch Anwendung der bekannten NCS-Operationen
erstellt.
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Tabelle 3.9: Ergebnisse des side chain docking fiir Monomer A: Unter der Sequenz
sind die Namen der verwendeten Ketten angegeben. Ein * in der jeweils unter-
sten Zeile (SC correct) gibt an, dass ARP ein sinnvolles Rotamer fiir die jeweilige

Seitenkette finden konnte.

Number: 01...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: MPLLIKNGEIITADSRYKADIYAEGETITRIGQNLEAPPGTEVIDATGKY
Chain: --TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT------- JJJJIIIII
SC correct: kKK %k %k %k k% * kokkkk k ckkk kk 3% 3k %k ok %k %k k.

Number: 51...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: VFPGFIDPHVHIYLPFMATFAKDTHETGSKAALMGGTTTYIEMCCPSRND
Chain: JJJJIII33333333333333333333333333333333333JJ3IIIII
SC correct: * k¥kk k%% % sokkokok kokk kokokkokkokkokkokkkkk Kk K

Number : 101...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: DALEGYQLWKSKAEGNSYCDYTFHMAVSKFDEKTEGQLREIVADGISSFK
Chain: JJJJJIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII---CLCCeeeeeceeccecee
SC correct: * ¥k kkkkkkk * Hkkkkkkkdkkkkdkkdkk  RRkRRkR KK KKK KKK

Number : 151...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: IFLSYKNFFGVDDGEMYQTLRLAKELGVIVTAHCENAELVGRLQQKLLSE
Chain: ccceececceeccceeccececececcecceccccccecccecececececceccee
SC correct: k¥kkx sk okdokikokkok sk oksiokskokskokokokkok ok ok skokskoksk

Number: 201...+....10...+....20...4....30...+....40...+....50
Sequence: GKTGPEWHEPSRPEAVEAEGTARFATFLETTGATGYVVHLSCKPALDAAM
Chain: cceeeceeecceceeeccceeecceceeecceceeeccceeeccceeecccecee
SC correct: skkkx sk *x k sokkskkkokkokk kkokokkkkskokkkkkskokk Kk kokokkk

Number: 261...+....10...+....20...4....30...+....40...+....50
Sequence: AAKARGVPIYIESVIPHFLLDKTYAERGGVEAMKYIMSPPLRDKRNQKVL
Chain: cceeeceecceceeeccccceecccceeccecceccccce--LLLLLLLLLL
SC correct: kk skkkk sokkkokk  kkkokk kkkokkokkk kok kk ok kkk kokk kX

Number : 301...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: WDALAQGFIDTVGTDHCPFDTEQKLLGKEAFTAIPNGIPAIEDRVNLLYT
Chain: LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
SC correct: *% * % kkkkkk *xk * ok kok ok kokk kokk okkkokkk ok kok

Number : 351...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: YGVSRGRLDIHRFVDAASTKAAKLFGLFPRKGTIAVGSDADLVVYDPQYR
Chain: LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL--SSSSSSSSSSSSSSSSSSSS
SC correct: #¥kkx % sk skkkkkkkkkkokkkkk Rk kkkk  kkkkk *%

Number : 401...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: GTISVKTQHVNNDYNGFEGFEIDGRPSVVTVRGKVAVRDGQFVGEKGWGK
Chain: S5SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS
SC correct: kkkkk skkkkk sokkkkokkkokkkokk Fokkkkdkk kkk ok kk  kkk

Number: 451...+....10
Sequence: LLRREPMYF
Chain: SSSSSSS--
SC correct: *x*
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3.7.2 D-Hyd, P212121

Bei der Strukturlosung der D-Hyd der Raumgruppe P2,2,2; wurde ein Monomer
der bei 1.7A Auflosung verfeinerten D-Hyd der Raumgruppe C222; verwendet.
Es wurde mit nur einem Monomer gerechnet, um mogliche Effekte der
Kristallpackung auf die Quarternédrstruktur zu beriicksichtigen. Bereits bei der
Kreuzrotationssuche hoben sich die vier Losungen fiir die einzelnen Monomere
deutlich von den tiibrigen Losungen ab. In der folgenden Tabelle 3.10 sind die
Rotationswinkel und Translationsvektoren fiir das Monomer A der D-Hyd der
Raumgruppe C222; nach der Starre-Korper-Verfeinerung zusammengefasst.

Das entstandene Tetramer hat eine interne 222-Symmetrie und in der anschlie-

enden Starre-Korper-Verfeinerung R-Werte von Ry,x=29.0% und R,,,=30.3%.

Tabelle 3.10: Ergebnisse der Kreuzrotations- und Translationsfunktion nach

Starrer-Korper-Verfeinerung.

Monomer o1 02 03 trans x trans y transz
1 46.1° 84.3° 280.0° 89A 76.4A 12.6A
2 225.3° 74.8° 1062° 27.3A -67.4A 108.2A
3 131.2° 835° 81.0° 343A -83A 148.6A
4 312.9° 763° 251.7° -87A 181A 32.1A

3.7.3 L-Hyd

Die Rechnungen fiir den molekularen Ersatz waren zundchst mit Monomeren
und Dimeren nativer D-Hyd, poly-Ala-D-Hyd und in wenig konservierten
Bereichen verkiirzter poly-Ala-D-Hyd mit den Programmen REPLACE, AMORE
und CNS durchgefiihrt worden.

Da mit einem Monomer nach einem Tetramer gesucht wurde, konnte man

keine hohen Korrelationswerte erwarten. Um die Korrelationen und damit
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die Signifikanz richtiger Losungen zu erhchen, wurde einerseits mit einem
Dimer gerechnet. Im Nachhinein erkldrt die leicht unterschiedliche Anordnung
der Monomere in den Tetrameren der D- und L-Hyd (s. Abbl. 5.11) den
Misserfolg dieses Ansatzes. Andererseits wurde die aus der Selbstrotationssuche
bekannte nicht-kristallographische Symmetrie in der locked cross rotation function
und der locked translation function berticksichtigt. Auch dies fiihrte zu keiner
Verbesserung.

Desweiteren war im Nachhinein zu beobachten, dass bei den Kreuzrotations-
funktionen die richtigen Losungen durchaus unter den 20 oberen Losungen zu
finden waren. Diese lieflen sich jedoch durch Pattersonkorellationsverfeinerung
und Translationsfunktion nicht signifikant von den anderen Losungen hervorhe-

ben.

Mit einem Homology Modelling konnte unter Verwendung der Strukturen der
D-Hyd und der Urease aus Klebsiella aerogenes ein Modell der L-Hyd erstellt
werden. Dieses Modell hat im Vergleich zur verfeinerten Struktur eine RMS-
Abweichung von RMSD¢,, = 3.0 A iiber alle Residuen und von RMSD¢, = 1.0 A
tiber die 333 Residuen, die sich bei einer oberen Zuordnungsgrenze anpassen
liefSen.

In der Kreuzrotationsrechnung mit dem Homologiemodell hoben sich mehrere
Losungen leicht von den {ibrigen ab. In Tabelle 3.11 sind die besten 10 Losungen
der Kreuzrotationssuche mit den Score-Werten aufgelistet. Die richtigen

Losungen sind markiert.

Diese Losungen waren auch die besten Losungen nach der Pattersonkorrelations-
verfeinerung und Translationsfunktion. In Tabelle 3.12 sind die Rotationswinkel

und Translationsvektoren fiir die vier Monomere zusammengefasst.

Die vier Losungen liefSen sich durch Anwendung kristallographischer Symmetrie
zu einem Tetramer zusammensetzen und ergaben in der ersten Starre-Korper-
Verfeinerung R-Werte von Ryx=51.7% und Ry,,=52.6%.
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Tabelle 3.11: Ergebnisse der Kreuzrotationssuche. Die richtigen Losungen sind

mit einem * markiert.

Rang

01

01

01

score

O 0 NI O U1 = W N -

—_
(@)

81.5°

269.3°
314.8°
213.9°
209.1°

44.3°
37.7°
66.2°
98.4°
65.9°

34.9°
16.8°
34.9°
19.1°
34.9°
48.4°
55.3°
79.9°
28.0°
43.9°

91.9°
79.9°
26.8°
143.6°
147 4°
132.5°
131.1°
118.7°
72.7°
110.9°

0.0479 *
0.0465 *
0.0421 *
0.0400
0.0392
0.0384 *
0.0375
0.0357
0.0356
0.0355

Tabelle 3.12: Ergebnisse der Translationssuche und Starre-Korper-Verfeinerung.

Monomer 01 02 03 transx transy transz
1 77.2° 343° 957° 335A  62A  42A
2 265.2° 17.9° 829° 37A 261A 526A
3 316.8° 345° 24.7° -105A 532A 389A
6 44.3° 484° 132.6° 232A 458A -10.7A
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3.8 Verfeinerungen

Der Verlauf der Verfeinerungen fiir

— die D-Hyd der Raumgruppe C222; bei 1.7A Auflosung (Tab. 3.13),

— die D-Hyd der Raumgruppe C222; bei 1.3A Auflésung (Tab. 3.14),

— die D-Hyd der Raumgruppe P2,2;2, bei 2.6A Auflosung (Tab. 3.15) und
— die L-Hyd der Raumgruppe P2, bei 2.6A Auflosung (Tab. 3.16)

ist in den angegebenen Tabellen zusammengefasst.

In der Tabelle 3.17 sind die Statistiken der aller verfeinerten Modelle zusammen-

gefasst.
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Tabelle 3.17: Statistik iiber Inhalt und Qualitit der verfeinerten Modelle der D-
und L-Hyd. Der DPI (Koordinatenfehler nach Cruickshank (1999)) und die RMS-

Abweichungen wurden fiir alle Modelle mit REFMACS5 berechnet.

Enzym D-Hyd L-Hyd
Modell C222, C222, P2,2:2, P2,
1.3A 1.7A 2.6A 2.6A
Inhalt der Modelle (Residuen und nicht-Wasserstoff-Atome)
Protein (Residuen/Atome)  2748/21456 2748/21456 1832/14304 451/3416
Zink 12 12 8 2
Sulfat 9 6 — —
HEPES 2 — — —
Wasser 3716 2733 489 127
Verfeinerung
Auflosung [A] 50-1.30 20-1.70 25-2.60 30-2.60
Ruork [%] 15.3 17.6 18.8 22.4
Rree [%] 18.4 20.2 21.1 24 4
RMS-Abweichung von Idealwerten
DPI [A] 0.047 0.111 0.690 1.79
Bindungsldangen [A] 0.022 0.011 0.006 0.009
Bindungswinkel [°] 2.00 1.82 1.54 1.82
chirale Volumen [A3] 0.132 0.128 0.106 0.144
Torsionswinkel Periode 1 [°] 5.79 2.64 1.42 1.59
Torsionswinkel Periode 3 [°] 15.6 16.1 15.9 22.1
planare Gruppen [A] 0.01 0.01 0.69 0.009
B Faktoren
alle Proteinatome [A?] 18.6 14.0 28.2 226
Hauptkettenatome [A?] 17.5 12.8 27.2 21.1
Seitenkettenatome [A2] 19.9 15.3 29.3 24.5
Zink [A2?] 185 13.9 33.5 17.4
andere Heteroatome [A2] 28.9 28.5 — —
Wasser [A2] 31.9 27.7 31.0 30.2
gesamt [A?] 20.6 15.6 28.3 229
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3.9 Qualitat der Modelle

3.9.1 D-Hyd, C222,

Die endgiiltigen Modelle der D-Hyd der Raumgruppe C222; bei 1.3A und 1.7A
Auflosung bestehen aus sechs vollstindigen Monomeren. Die posttranslationale
Prozessierung des N-terminalen Methionins, die bereits aus den Ergebnissen der
ESI-Massenspektrometrie vorgeschlagen wurde, war aus der Elektronendichte
offensichtlich. Diese posttranslationale Modifizierung ist iiblich bei in E. coli
exprimierten Proteinen, bei denen Prolin die folgende Aminosdure ist (Hirel
et al., 1989). Wie in Abbildung 3.19a dargestellt haben der lange Loop zwischen
den Residuen 30-37 und der kurze Loop zwischen den Residuen 66-69 zwischen
den beiden kurzen Faltblédttern die hochsten Temperaturfaktoren und sind damit
die flexibelsten Teile der Struktur. Jedoch konnten auch diese Loops eindeutig
modelliert werden.

langer Loop langer Loop
Residuen 30-37 Residuen 33-42

Residuen
272-277 und
325-328

a) D-Hyd b) L-Hyd

Abbildung 3.19: Bandstrukturen der Monomere von a) D-Hyd (1.3A-Struktur)
und b) L-Hyd gefédrbt von blau nach rot nach Temperaturfaktoren (D-Hyd 10-
40 A?, L-Hyd 10-50 A2). Wegen der deutlich unterschiedlichen Auflosungen sind

die Niveaus der B-Faktoren generell unterschiedlich.
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Die endgiiltigen Modelle beinhalten (s. Tabelle 3.17) neben dem Protein zwolf
Zinkionen, 3716 gebundene Wasser (2733 bei 1.7A), neun Sulfationen (sechs),
und zwei HEPES-Molekiile (keins). Die Verfeinerung konvergierte bei R-Werten
von Ree=15.3% und Ry,,=18.4% (Reork=17.6%, Ry,=20.2%). In Hinblick auf die
gemessene Auflosung und die Grofie des Datensatzes (Krebs, 2000) sind diese
R-Werte zufriedenstellend. Da der 1.7A-Datensatz ein bei mittleren Auflésungen
abgeschnittener Datensatz ist, ist der Unterschied der R-Werte zum 1.3A-

Datensatz nur relativ gering.

Die Stereochemie der Modelle ist im Vergleich mit den Idealwerten nach Engh
& Huber (1991) gut. Die grofseren Abweichungen beim hoher aufgelosten
Datensatz sind durch eine stiarkere Gewichtung der Rontgenterme im Vergleich
zu den stereochemischen Zwéngen und die Verwendung verschiedener
Verfeinerungsprogramme zu erkldren. Im Ramachandran-Plot liegen 89.1% der
Residuen liegen in den am starksten favorisierten Bereichen (most favoured), 10.3%
in den zusédtzlich erlaubten Bereichen (additionally allowed). Die restlichen 14
Residuen (0.6%) im 1.3A-Modell haben alle eine gut definierte Elektronendichte.
Im 1.7A-Modell gibt es noch zusitzlich Residuen aus dem langen flexiblen Loop,
die sich in den grofsziigig erlaubten Bereichen des Ramachandran-Plots befinden.

Bei der hochaufgelosten Struktur bei 1.3A Auflosung wurden die B-Faktoren
anisotrop verfeinert. Die Anisotropie ist als Quotient aus kiirzester und liangster
Achse der thermischen Ellipsoide definiert (Merritt, 1999). Vollkommen istorop
geformte thermische Ellipsoide haben eine Anisotropie von 1. Prolate oder
oblate Ellipsoide haben eine geringere Anisotropie. Die Anisotropie betrédgt fiir
die Proteinatome Ap,in=0.65+0.11, die der Wasseratome A gypes=0.5610.13.

Somit liegt in der Struktur eine deutliche Anisotropie vor.

3.9.2 D-Hyd P212121

Das endgiiltige Modell der D-Hyd der Raumgruppe P2,2;2; bei 2.6A Auflosung
besteht aus vier vollstindigen Monomeren. Sowohl Tertidr- als auch Quar-
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tarstruktur entsprechen der Struktur der Raumgruppe C222;. Das endgiiltige
Modell beinhaltet zwei Zinkionen und 489 gebundene Wasser. Die Verfeinerung
konvergierte bei R-Werten von Ry,,+=18.8% und Ry,,,=21.1%. Da das Modell fiir
den molekularen Ersatz die selbe Struktur in einer anderen Orientierung ist und
diese bereits bei deutlich hoherer Auflosung verfeinert worden war, sind die R-
Werte fiir die Auflosung der Rontgendaten vergleichsweise niedrig. Demzufolge
ist auch die Stereochemie sehr gut. Im Ramachandran-Plot sind lediglich jeweils
Residuen pro Monomer an der Grenze zwischen additionally allowed zu generously
allowed. Dieses Modell wurde in der folgenden Strukturauswertung lediglich
beim Vergleich der Kristallpackung oder der Quartarstrktur verwendet.

3.9.3 L-Hyd, P2,

Im Kristall beinhaltet die asymmetrische Einheit ein ganzes Tetramer. Die
Struktur wurde jedoch mit NCS-constraints berechnet, so dass das Modell
aus einem Monomer besteht. Die Verwendung von NCS-restraints brachte
weder im freien R-Wert noch in den Elektronendichten eine Verbesserung und
wurde deshalb zu Gunsten eines verbesserten Daten-Parameter-Verhaltnisses
verworfen. Die Residuen 1-451 liefSen sich modellieren. Fiir die restlichen sieben
C-terminalen Residuen war keine Elektronendichte vorhanden. Neben dem
langen Loop (Residuen 33-42), der auch in der D-Hyd der flexibelste Teil der
Struktur ist, gibt es noch kleinere Loopbereiche (s. Abbildung 3.19b) mit erhohter
Flexibilitat.

Das endgiiltige Modell umfasst (s. Tabelle 3.17) desweiteren zwei Zinkionen
und 127 gebundene Wasser. Die Verfeinerung konvergierte bei Ryo=22.4%
und Ry,.=24.4%. Die Stereochemie ist fiir die gemessene Auflosung gut.
Im Ramachandran-Plot befinden sich 89.1% in den am meisten favorisierten
Bereichen (most favoured), 10.2% in den zusatzlich erlaubten (additinally favoured).
Ile64 ist das einzige Residuum in nicht-erlaubten Bereichen im Ramachandran-
Plot, hat aber eine gut definierte Elektronendichte und liegt in der Né&he
des aktiven Zentrums. Zwei Residuen befinden sich in grofsziigig erlaubten
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Bereichen (generously allowed): Lys436 liegt in einem engen Loop, His239 ist das
einzige Histidin, das Zink mit dem weniger bevorzugten Ne bindet.
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4.1 Sequenzierung und Homologien

Da die Sequenz der D-Hyd nur unvollstindig bekannt war (Elard et al., 1987),
wurde sie vor der Strukturldsung durch DNA-Sequenzierung ermittelt. Die
Sequenz ist in Abbildung 3.1 dargetellt. In Abbildung 4.1 ist ein Sequenzali-
gnment von D- und L-Hyd abgebildet. Die Sequenzidentitit betragt 29.4%. Die
Homologie erstreckt sich iiber die gesamte Sequenz. Dies macht eine gemeinsame
Faltung wahrscheinlich, was sich nach der Strukturlosung auch bestétigte.

Eine Suche nach sequenzhomologen Proteinen zur D- und L-Hyd in der
Swiss-Prot-Datenbank zeigt, dass innerhalb der Gruppe der Hydantoinasen
Sequenzidentitdten von tiber 30% bestehen. Zur D-Hyd hat die D-Hydantoinase
aus Bacillus stearothermophilus mit 45% die hochste Sequenzidentitit. Weitere
zyklische Amidasen haben ebenfalls hohe Sequenzidentitdten: Allantoinasen (>
30%), Dihydroorotasen (> 25%). Die Ureasen aus Bacillus pasteurii (2UBP, 21%
Sequenzidentitdt, Benini et al., 1999) und Klebsiella aerogenes (2KAU, 23%, Jabri
et al., 1995) sind die Proteine mit der grofiten Sequenzhomologie, deren Struktur
bekannt ist. Bei der L-Hyd sind die Homologien zu anderen Proteinen dhnlich.
Die Sequenzidentitdten zu den strukturell aufgekldrten Ureasen sind mit 23-24%
geringfiigig hoher als bei der D-Hyd.

Auf Grund von Sequenzanalysen im Vergleich mit der bekannten Struktur der
Urease aus Klebsiella aerogenes schlugen Holm & Sander (1997) eine Protein-
familie vor, zu der unter anderem auch Dihydroorotasen, Allantoinasen und
Hydantoinasen gehoren. Neben einer dhnlichen dreidimensionalen Faltung mit
einem zentralen («/3)s-Barrel wurde auch eine dhnliche Architektur des aktiven
Zentrums vorhergesagt. Nach Aufklarung der Strukturen liefs sich beides fiir D-
und L-Hyd bestatigen.



92

Diskussion I — die Experimente

>D-Hydantoinase 459 aa vs.
>L-Hydantoinase 458 aa
scoring matrix: , gap penalties: -12/-2
29.4J, identity; Global alignment score: 656

10 20 30 40 50

D-Hyd M—PLLIKNGEIITADSRYKADIYAEGETITRIGQNLEAPPGTEVIDATGKYVFPGFIDPH
L-Hyd MFDVIVKNCRLVSSDGITEADILVKDGKVAAISADTSDVEASRTIDAGGKFVMPGVVDEH
10 20 30 40 50 60

60 70 80 90 100 110
D-Hyd VHIY—LPFMATFAKDTHETGSKAALMGGTTTYIEMCCPSRNDDALEGYQLWKSKAEGNSY
L-Hyd VHIIDMDLKNRYGR——FELDSESAAVGGITTIIEMPITFPPTTTLDAF LEKKKQAGQ——
70 80 90 100 110

120 130 140 150 160 170
D-Hyd CDYTFHMAVSKFDEKTEGQLREI——VAD—GISSFKIFL——SYKNFF—GVDDGEMYQTLRL

L-Hyd ———RLKVDFALYGGGVPGNLPEIRKMHDAGAVGFKSMMAASVPGMFDAVSDGELFEIFQE
120 130 140 150 160 170
180 190 200 210 220 230

D-Hyd AKELGVIVTAHCENAELVGRLQQKLLSEGKTGPEWHEPSRPEAVEAEGTARFATFLETTG
L-Hyd IAACGSVIVVHAENETIIQALQKQIKAAGGKDMAAYEASQPVFQENEAIQRALLLQKEAG
180 190 200 210 220 230

240 250 260 270 280 290
D-Hyd ATGYVVHLSCKPALDAAMAAKARGVPIYIESVIPHFL-LDKTYAERGGVEAMKYIMSPPL
L-Hyd CRLIVLHVSNPDGVELIHQAQSEGQDVHCESG PQYLNITTDDAERIG PYMK——VAPPV
240 250 260 270 280

300 310 320 330 340 350

D-Hyd RDKRNQKVLWDALAQGFIDTVGTDHCPFDTEQKLLGKEAFTAIPNGIPAIEDRVNLLYTY

L-Hyd RSAEMNIRLWEQLENGLIDTLGSDHGGHPVEDKEPGWKDVWKAGNGALGLETSLPMMLTN
290 300 310 320 330 340

360 370 380 390 400 410
D-Hyd GVSRGRLDIHRFVDAASTKAAKLFGLFPRKGTIAVGSDADLVVYDPQYRGTISVKTQHVN

L-Hyd GVNKGRLSLERLVEVMCEKPAKLFGIYPQKGTLQVGSDADLLILDLDIDTKVDASQFRSL
350 360 370 380 390 400

420 430 440 450
D-Hyd NDYNGFEGFEIDGRPSVVTVRGKVAVRDGQFVGEKGWGKLLRREPMYF——

L-Hyd HKYSPFDGMPVTGAPVLTMVRGTVVAEKGEVLVEQGFGQFVTRRNYEASK
410 420 430 440 450

Abbildung 4.1: Sequenzalignment von D- und L-Hydantoinase mit FASTA nach
dem Smith-Waterman Algorithmus (Smith & Waterman, 1981). Doppelpunkte

bedeuten identische Aminosduren, einfache Punkte dhnliche Aminosiuren.
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4.2 Expression, Aufreinigung und Kristallisation

Die native D-Hydantoinase wurde anfanglich in E. coli BL21 Zellen exprimiert,
die Se-Met-D-Hydantoinase in Methioin-auxothrophen E. coli B834 Zellen. Die
Expression war in beiden Staimmen sehr gut (s. Abb. 3.4). Deshalb wurde spéater
auch die native D-Hydantoinase in E. coli B834 Zellen exprimiert.

Zwei Aufreinigungsprotokolle fiir die D-Hyd sind verfiigbar, mit denen man
homogenes kristallisationsfahiges Protein erhdlt. Beide folgen dem CiPP-
Konzept von Pharmacia, nach dem eine Aufreinigung generell aus den
Schritten Capture, intermediate Purification und Polishing besteht. Das Protokoll 1,
bei dem die STREAMLINE-Sdule im Flie3- und Festbett verwendet wurde,
ist als Technikstudie fiir die Verwendbarkeit von STREAMLINE Sdulen im
Labormafsstab anzusehen. Das Protokoll 2, das mit einer Zentrifugation
beginnt, ist von der Handhabung her deutlich einfacher Da das verwendete
Ionentauschermaterial des ersten Schrittes eine sehr hohe Ladungskapazitat
hat, kann im Protokoll 2 mit geringeren Sdulenvolumina gearbeitet werden.
In den beiden letzten Schritten nach Protokoll 2 (zweiter Anionentausch-
Chromatographie und Gelpermeations-Chromatorgraphie) werden nur wenige
Verunreinigungen abgetrennt, so dass einer davon gegebenenfalls ausgelassen

werden konnte.

Die Kristallisation der D-Hyd in der Raumgruppe C222; erwies sich als
sehr zuverldssig, wenn sie durch Impfkristalle initiiert wurde (microseeding).
Diese Kristalle hatten eine im Verhdltnis zur Grofle der Einheitszelle fiir
Proteinkristalle ungewohnlich gute Beugungseigenschaften. Im Gegensatz
dazu war die Kristallisation der D-Hyd in der Raumgruppe P2:2,2; weniger
gut reproduzierbar. Haufig bildeten sich kleine und nadelférmige Kristalle.
Aus diesen Griinden wurde trotz grofierer Einheitszelle und einer damit
verbundenen grofieren Se-Substruktur die Kristallform der Raumgruppe C222,

tiir die Strukturlosung verwendet.

Die Verwendung von Lithiumsulfat als Cryopuffer stammte urspriinglich
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aus der Suche nach Schwermetallderivaten fiir die MIR-Phasierung. Das
Fallungsmittel Ammoniumsulfat ist bei der Derivatsuche ungiinstig, da das
im Gleichgewicht vorliegende Ammoniak mit den Aminogruppen des Proteins
bei der Metallbindung in Konkurrenz treten kann. Deshalb wurden die Kristalle
direkt in 2 M Lithiumsulfatlosung tiberfiihrt. Dieser Puffer erwies sich auch als
Hochsalz-Cryopuffer. Wie kiirzlich erstmals systematisch beschrieben (Rubinson
et al., 2000), eignen sich auch gut l6sliche Salze in hoher Konzentration als Schutz
gegen Eisbildung ebenso wie sonst tiblichen Alkohole und Zucker (Garman &
Schneider, 1997).

4.3 MAD

Fiir die Losung der Struktur und Berechnung der ersten Phasen fiir die D-
Hyd wurde die Technik der MAD-Phasierung angewendet. Wegen der nur
begrenzt zur Verfiigung stehenden Messzeit am Synchrotron muss bei jeder
Messung bei gegebener Belichtungsdauer und gegebenem Rotationswinkel pro
Bild ein Kompromiss aus Redundanz der Daten und Anzahl der gemessenen
Wellenldngen gemacht werden. Der Einfluss dieser beiden Parameter auf auf die
Suche nach den anomalen Streuern und auf die Phasierung ist nachfolgend
beschrieben. Wéahrend der Datensammlung wurde nach der klassischen
Messstrategie verfahren (s. Kap. 1.2.2). Der Kristall wurde bei drei Wellenldngen
gemessen: peak, inflection und remote. Da Messzeit fiir knapp knapp 300° Rotation
vorhanden war, wurde der Kristall bei jeder Wellenldnge um ca. 95° gedreht.
Fiir die Messung von drei Wellenldngen mit inverted beam-Geometrie war nicht

geniigend Messzeit vorhanden.

Fiir die MAD-Phasierung musste zunéchst die Se-Substruktur gelost werden.
Da sich in der asymmetrischen Einheit der D-Hyd in der Raumgruppe C222,
sechs Monomere befinden, von denen jedes neun Methionine enthélt, mussten
54 Se-Positionen gefunden und verfeinert werden. Damit handelt es sich um eine

der grofiten bislang geldsten Se-Substrukturen (Deacon & Ealick, 1999; Ealick,
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2000). Dies gelang mit den erweiterten Patterson-Suchroutinen des Programms
SOLVE. Datfiir war es unter anderem von entscheidender Bedeutung, dass alle
drei Wellenldngen einbezogen wurden (s. Kap. 3.7.1.2).

Der tiberwiegende Anteil der bislang gelosten grofsen Se-Substrukturen wurde
mit Programmen gelost, die direkte Methoden verwenden (SnB, SHELXD). Dabei
wird nur mit einer Wellenldnge gerechnet, vorzugsweise der peak-Wellenldnge.
Bei einer Beschriankung auf eine Wellenldnge konnen bei gegebener Messzeit
die Daten mit einer weitaus hoheren Redundanz und damit deutlich hoheren
Qualitdt aufgenommen werden. Mit den vorhandenen Datensétzen liefs sich die
Se-Substruktur der D-Hyd mit direkten Methoden nicht 16sen. Wenn allerdings
bei der Datensammlung nur eine Wellenlinge mit einer deutlich hoheren
Redundanz gemessen worden wire, wire die Wahrscheinlichkeit fiir den Erfolg
der direkten Methoden hoch gewesen.

Wie in Kapitel 1.2.2 beschieben ist die Qualitit der Phasen, die aus MAD-
Messungen erhalten werden, hoher als die der SAD-Messungen erhaltenen
Phasen. Diese Unterschiede werden jedoch zu einem grofien Teil durch
anschliefende Rechnungen zur Dichtemodifikation zu einem grofien Teil

ausgeglichen.

Im Falle der D-Hyd sich die klassische drei-Wellenldngen-Methode als erfolgreich
erwiesen hat. Dennoch wiirde ich bei zukiinftigen Projekten mit dhnlichen
Problemstellungen den Kristall bei weniger Wellenldngen mit einer hoheren
Redundanz vermessen. Aus meiner Sicht scheint die Wahrscheilichkeit eines
Erfolges bei der Aufkldrung einer grofsen Se-Substruktur dann héher als bei
der von mir angewendeten Messstrategie. Die Nachteile von etwas schlechteren
Phasen scheinen mir dahingegen weniger gravierend zu sein.
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4.4 Strukturlésung und Modellbau

44.1 D-Hyd
4.4.1.1 Modellbau

Die Struktur der D-Hyd konnte tiberwiegend automatisch modelliert werden.
Fiir Proteinstrukturen ist dieses Verfahren wegen der dafiir ungeniigenden Auf-
16sung der Daten hdufig noch nicht anwendbar. Der Schliissel zum Erfolg waren
hierbei verschiedene Techniken der Dichtemodifikation: Nach Kenntnis der
Lage eines Monomer und der nicht-kristallographischen Symmetrie zwischen
den Monomeren konnte unter sechsfacher Mittelung die Phaseninformation
in kleinen Schritten von 3A auf 1.7A Auflosung erweitert werden. Der Effekt
der Phasenextension schien hierbei deutlich grofler als der der Mittelung, die
Elektronendichte nach Phasenextension auf 1.7A auch ohne Mittelung zhnlich
gut war wie mit Mittelung. Aufgrund der fiir Proteinkristalle ungewo6hnlich
guten Beugungseigenschaften der Kristalle der Raumgruppe C222; war es
moglich, den {iberwiegenden Anteil der ca. 300 kDa der asymmetrischen
Einheit automatisch zu modellieren. Nach Auskunft von A. Perrakis, einem der
Autoren von ARP, ist die D-Hyd damit die grofite bislang von ARP automatisch
modellierte Struktur.

4.4.1.2 Verfeinerung

Bei der Verfeinerug der Struktur gegen den hochaufgeldsten Datensatz
fithrten die Einfithrung von anisotropen B-Faktoren (Merritt, 1999) und die
Beriicksichtigung von Streubeitragen der Wasserstoffatome (riding hydrogens)
jeweils zu einer signifikanten Erniedrigung der R-Werte (s. Tabelle 3.14), so dass
diese weiterhin in die Verfeinerungsrechnungen eingeschlossen wurden. Eine
Analyse der anisotropen B-Faktoren unterstreicht die deutliche Anisotropie.
Multiple Konformationen wurden nicht beriicksichtigt, da in allen Féllen die
Beschreibung der Unordnung durch die anisotropen B-Faktoren ausreichend

war (siehe Abbildung 4.2) und sich in den Elektronendichten keine deutlichen
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a)

Abbildung 4.2: Beschreibung von Unordnung durch anisotrope B-Faktoren und

b)

multiple Konformationen am Beispiel von Tyr**® der D-Hyd. Die anisotropen B-
Faktoren sind durch ihre Ellipsoide dargestellt, die nach isotropen B-Faktoren ge-
tarbt sind. Die Unordnung dieses Residuums ldsst sich durch héhere B-Faktoren
und prolatere Ellipsoide vergleichbar gut beschreiben wie durch mehrere Kon-
formationen, weniger prolate Ellipsoide und niedrigere B-Faktoren.

a) Ellipsoide der anisotropen B-Faktoren bei Verwendung von einer Konforma-
tion,

b) verfeinerte Lage von zwei Konformationen,

c) Ellipsoide der anisotropen B-Faktoren bei Verwendung von zwei Konforma-

tionen.

alternativen Konformationen abzeichneten.

4.4.1.3 Strahlungsschidigung

Proteinkristalle werden auf verschiedene Weise durch die verwendete
Rongtenstrahlung geschadigt: Die primédren Schddigungen entstehen durch
Absorption von Rontgenstrahlung. Durch photoelektrische, Auger- und
Compton-Effekte werden energiereiche Elektronen von den betreffenden
Atomen entfernt. Dies kann zu Bindungsbriichen fiihren. Besonders anfillig
sind dabei Disulfidbriicken, Cystein, Methionin, Aspartat, Glutamat und
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Tyrosin (Burmeister, 2000). Die durch die priméren Effekte entstandenen freien
Elektronen konnen freie Radikale generieren. Freie Radikale konnen auch
durch direkte Interaktion von Rontgenstrahlung mit Solvens entstehen. Diese
diffundieren durch den Kristall und kénnen Sekundarschdden verursachen. Die
Sekundéarschadigungen werden durch die geringe Mobilitdt von Teilchen im
Kristall bei Tieftemperaturkiihlung verringert. Trotz Tieftemperaturkiihlung
wurden bei Proteinkristallen, die hohen Strahlendosen bei Messungen an
Synchrotrons der dritten Generation ausgesetzt waren, deutliche und spezifische
Strahlenschiaden beobachtet (Weik et al., 2000; Burmeister, 2000).

Die Kristalle der L-Hyd und der primitiv orthorhombischen D-Hyd wurden
bei 4-8° an der hauseigenen Drehanode vermessen, so dass man hier primére
und sekundédre Strahlenschddigung erwarten kann. Die Kristalle der Se-Met-
D-Hyd und der nativen D-Hyd (1.7 A) wurden bei Tieftemperaturkiihlung
gemessen. Da es sich beim PETRA-Speicherrings am DESY um ein Synchrotron
der 2. Generation handelt, ist die Strahlendosis fiir die meisten Messungen
bei Cryobedingungen nicht hoch genug, um deutliche Strahlungsschdden zu
verursachen.

Wegen der Kristallgeometrie und der erwiinschten Auflosung wurde der
Kristall der nativen D-Hyd bei hochster Auflosung lange (36 Stunden) dem
Synchrotronstrahl und damit erhohten Strahlendosen ausgesetzt. Um die
Effekte moglicher Strahlenschdden zu vermindern, wurde der Kristall nach
der ersten Hailfte des hochauflosenden Scans und vor den Scans bei mittlerer
und niedriger Auflosung entlang der Rotationsachse ein wenig translatiert, so
dass verschiedene Regionen des grofien Kristalls belichtet wurden. Eine leichte
Strahlungsschddigung machte sich vor allem bei den bei Raumtemperatur
gemessenen Kristallen durch einen Anstieg der B-Faktoren und ein Sinken der
Skalierungsfaktoren fiir die einzelnen Rontgenaufnahmen bei der Skalierung mit
SCALEPACK bemerkbar.

Eine Beriicksichtigung von Strahlungsschadigung, z.B. der allmé&hlichen

Entfernung ein Carboxylgruppe, kann durch die Verfeinerung der Besetzungs-
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zahlen erfolgen, da die Struktur ein rdumliches (Ausdehnung der belichteten
Flache) und zeitliches Mittel (Dauer der Messung) darstellt. Wegen der hohen
Korrelation von Temperaturfaktoren und Besetzungszahlen auch bei atomaren
Auflosungen (CCP4-BB-Diskussion, Februar 2000) wird dies im allgemeinen
jedoch nicht getan. Deshalb wurde dies auch bei der hoch aufgelosten D-Hyd
nicht in die Verfeinerung einbezogen.

44.2 L-Hyd

Trotz der hohen Homologie der Strukturen von D- und L-Hyd s. Kap. 5.1.4 waren
die Rechnungen fiir den molekularen Ersatz bei der Strukturlosung der L-Hyd

nicht einfach. Dies hatte die folgenden Griinde:

Auf der einen Seite musste mit einem Monomer die Orientierung von vier
Monomeren gesucht werden. Dadurch waren die Korellationskoeffizienten per
se gering. Die Verwendung von Di- oder Tetrameren brachte aufgrund der leicht
unterschiedlichen Anordnung der Monomere innerhalb des Tetramers (s. Kap.

5.3.3) keinerlei Gewinn.

Desweiteren lassen sich zwar bei den Strukturen der D- und L-Hyd bei einer
oberen Zurodnungsgrenze von 1.8A mehr als 45% der Ca-Atome mit einer
RMS-Abweichung von RMSc,=1.0A zuordnen. Jedoch bestehen fiir die weiteren
Sequenzbereiche deutliche Differenzen. Dies kommt auch darin zum Ausdruck,
dass das Modell der L-Hyd, das durch Homology Modelling aus der Struktur
der D-Hyd erstellt worden war, RMS-Abweichungen von RMSc,=3.0A und
RMS, e atome=3.7A im Vergleich zur verfeinerten Struktur aufweist. Dies liegt
deutlich tiber dem allgemein als Grenze fiir die Verwendbarkeit von Modellen
fiir den Molekularen Ersatz von RMSc, =1-1.5A. Die Abbildung 4.3, in der
die Abweichugen der Cx-Atome zwischen Modell und verfeinerter Struktur
tiber die Sequenz dargestellt sind, veranschaulicht Bereiche hoher und niedriger
struktureller Homolgie. Eine Begriindung dafiir, warum dieses an sich relativ

grobe Modell besser fiir die Rechnungen des Molekularen Ersatzes eignete als
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die verschiedene Modelle der D-Hyd (s. Kap. 2.10.2), mag darin liegen, dass
dieses Modell durch die korrekten Seitenketten in besser modellierten Bereichen
insgesamt eine hohere Homologie hat. Dies fiihrte dazu, dass sich die richtigen
Losungen nach der Patterson-Korrelationsverfeinerung und Translationssuche

von den restlichen abheben liefSen.
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5.1 Tertiarstruktur

5.1.1 D-Hyd

Die D-Hyd kristallisiert in Kristallform der Raumgruppe C222; mit drei
Halften von Tetrameren in der asymmetrischen Einheit. In der Kristallform
der Raumgruppe P2:2;2; befindet sich ein komplettes Tetramer in der
asymmetrischen Einheit. Im Folgenden wird wegen der deutlich hoheren
Auflosung, wenn nicht ausdriicklich erwdhnt, die Struktur der Raumgruppe
C222, diskutiert. Die generelle Faltung eines Monomers ist in Abbildung 5.1
darstellt. Das Monomer hat eine raumliche Ausdehnung von 70A x 50A x 50A,
das Tetramer von 120A x 80A x 80A.

Das Monomer besteht aus zwei Doménen, einem zentralen («/ 3)s-Barrel (rot und
gelb in Abbildung 5.1), das von mehreren zusatzlichen Helices (grau) flankiert
ist, und einer B-Faltblatt-Domaéne (blau und griin), die aus N- und C-Terminus
gebildet ist.

Das zentrale («/3)s-Barrel ist elliptisch verzerrt und nicht ganz geschlossen. Es
besteht aus den Helices o1, a2, a3, x4, a7, a8, «12, 15 und den 3-Strangen (38,
B11, 312, 313, 314, 315, 316, 317 (s. Abb. 5.5a) und erstreckt sich innerhalb der
Residuen 55-344. Die Liange der [-Strange innerhalb des Barrels sinkt zum
C-Terminus hin von 8 (511) zu 3 Residuen (317). Die Helices des Barrels
sind mit 9 («16) bis 18 Resiuden (a7) lang. Das («/[3)s-Barrel wird flankiert
von vier zusitzlichen a-Helices, drei kurzen 3;p-Helices und einem kleinen

zweistrangigen [3-Faltblatt.
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Abbildung 5.1: Die Faltung der D-Hyd in Stereodarstellung .
Die Banddiagramme zeigen die Faltung der D-Hyd aus zwei unterschiedlichen

Blickwinkeln (45 Grad Rotation um die vertikale Achse) in Stereodarstellungen.
Die Sekundérstrukturelemente der einzelnen Doménen sind farblich hervor-
gehoben: das zentrale («/f3)s-Barrel in rot und gelb, die S-Faltblatt-Doméne
in blau und griin und die Zinkionen im aktiven Zentrum als griine Punkte.
Die zusitzlichen Sekundérstrukturelemente sind grau, 319-Helices dunkelgrau
gefédrbt.

Die obere Abbildung gibt eine Aufsicht auf das Barrel und zeigt das elliptisch
verzerrte oben links leicht getffnete Barrel.

Die untere Abbildung zeigt das Barrel von der Seite und hebt die Anordnung

der Doméanen und des aktiven Zentrums hervor.
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Die 3-Faltblatt-Doméne besteht aus zwei [3-Faltbldttern. Das grofiere 3-Faltblatt
besteht aus sieben Strangen (33, 32, 37, 318, 321, 322 und 323) in einer antiparal-
lelen Anordnung. Die ersten drei Strange gehdren zum N-Terminus, die anderen
vier Strange zum C-Terminus. Das kleinere Faltblatt besteht aus vier Strangen
vom N-Terminus (35, 34, 31, 36) in einer gemischt parallelen/antiparallelen
Anordnung. Im Tetramer wird dieses Faltblatt im benachbarten Monomer fort-
gesetzt. Aus der skizzierten Darstellung der Topologie (s. Abb. 5.5a) ist ersicht-

lich, dass die Sequenz am N-Terminus zwischen den beiden Faltbldttern der j3-
Faltblatt-Domane hin- und herwechselt. Die beiden Faltblitter sind anndhernd
parallelen zueinander angeordnet, so dass sich zwei Schichten von Faltblattern
ausbilden (s. Abb. 5.2).

Abbildung  5.2: [3-Faltblatt-
Doméne der D-Hyd: Die beiden
Faltblatter sind anndhernd
parallel angeordnet und bilden
dadurch eine  Schichtstruktur.

Das Farbschema ist wie in
Abbildung 5.1

Der C-Terminus windet sich nach dem Faltblatt 323 in einem weiten Bogen um
einen Teil der Struktur. Die letzten 15 Residuen lassen sich keiner Sekundarstruk-
tur zuordnen (s. Abb. 5.1).
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5.1.2 Vergleich der Monomere der D-Hyd

Zwischen den sechs Monomeren der D-Hyd gibt es kleine, aber deutliche
strukturelle Unterschiede. Wihrend der Verfeinerung der D-Hyd mit 1.7A-
Daten wurde dies offenlichtlich, als bei dem Ubergang von einer festen
nicht-kristallographischen Symmetrie (constraints) zu einer flexiblen nicht-
kristallographischen Symmetrie (restraints) die R-Werte um 5% sanken (vgl.
Tabelle 3.13). Die letzten Verfeinerungen der D-Hyd bei hochster Auflo-
sung wurden vollkommen ohne Beschriankungen hinsichtlich der nicht-
kristallographischen Symmetrie durchgefiihrt.

Die einzelnen Monomere konnen mit RMS-Abweichungen von RMSD¢,=0.19-
0.37A und RMSD 1 410me=0.31-0.49A aufeinander gepasst werden. Die RMS-
Abweichungen zu den Monomeren der D-Hyd in der Raumgruppe P2,2,2; sind
mit RMSD(,=0.40-0.55A und RMSDjjcome=0.64-0.72A etwas héher. Generell
sind die Unterschiede zwischen den Monomeren gering. Grofiere Unterschiede
zwischen den Ketten befinden sich in den Loopbereichen entfernt vom aktiven
Zentrum (s. Abb. 5.3a) und spiegeln eine hohere Flexibilitit der betreffenden
Bereiche wieder. Dies driickt sich in erhohten B-Faktoren aus (s. Abb. 5.3a).

In manchen Bereichen der Struktur bilden sich Cluster von zwei oder drei
Strukturen, z.B. im Bereich des flexiblen Loops zwischen den 3-Strangen 35 und
36 (s. Abb. 5.3b). Allerdings sind diese Cluster nicht konsistent im gesamten
Monomer, so dass man die Monomere nicht generell in verschiedene Gruppen
einteilen kann. Deshalb werden diese Unterschiede eher als ein Ausdruck der
statischen und dynamischen Unordnung der Molekiile im Kristall angesehen

und ihnen keine biologische Funktion beigemessen.
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b)

Abbildung 5.3: Unterschiede zwischen den sechs Monomeren der D-Hyd:

a) Abhingigkeit der Unterschiede von den B-Faktoren: Die Ca-Ketten aller sechs
Monomere sind iibereinandergepasst und nach B-Faktoren von blau nach rot
gefarbt. Die Pfeile markieren die Bereiche mit den hochsten B-Faktoren und
Abweichungen der NCS. Der Rahmen markiert den in b) vergrofierten Bereich.
b) Die Vergrofserte Darstellung des flexiblen Loops zwischen 35 und 6 zeigt
eine Clusterbildung in zwei Gruppen. Ketten A, C und F sind rot, Ketten B, D
and E sind blau gefarbt.
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51.3 L-Hyd

Die Topologie und die generelle Faltung eines Monomers sind in Abbildung 5.4
darstellt. Das Monomer hat eine raumliche Ausdehnung von 70A x 50A x 50A,
das Tetramer von 120A x 80A x 80A.

Das Monomer besteht aus zwei Dominen, einem zentralen («/f3)s-Barrel, das
von mehreren zusatzlichen Helices flankiert ist, und einer [3-Faltblatt-Doméne,
die aus N- und C-Terminus gebildet ist. Die grofle Ahnlichkeit zur D-Hyd wird
im folgenden Kapitel 5.1.4 genauer beschrieben.

Das zentrale («/[3)s-Barrel ist elliptisch verzerrt. Es besteht aus den Helices a2,
a3, o4, o5, a8, 9, a14, 18 und den S-Strangen 38, 9, 510, 11, 312, 313, 514,
315 (s. Abb. 5.5b) und erstreckt sich innerhalb der Residuen 56-348. Das («/f3)s-
Barrel wird flankiert von vier zuséatzlichen a-Helices, sechs kurzen 3;y-Helices

und einem kleinen 3-Strang.

Die p-Faltblatt-Doméne besteht aus zwei [-Faltblittern. Das grofiere f3-
Faltblatt besteht aus sieben Strangen (33, 32, 37, 317, 320, 321 und j322)
in einer antiparallelen Anordnung. Die ersten drei Striange gehoren zum N-
Terminus, die anderen vier Strange zum C-Terminus. Das kleinere Faltblatt
besteht aus vier Straingen vom N-Terminus (35, 34, 1, 36) in einer gemischt
parallelen/antiparallelen Anordnung.

Der C-Terminus windet sich hinter dem Faltblatt (322 in einem weiten
Bogen um einen Teil der Struktur. Die letzten 15 Residuen lassen sich keiner
Sekundarstruktur zuordnen (s. Abb. 5.4).
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Abbildung 5.4: Die Faltung der L-Hyd in Stereodarstellung .
Die Banddiagramme zeigen die Faltung der L-Hyd aus zwei unterschiedlichen

Blickwinkeln (45 Grad Rotation um die vertikale Achse) in Stereodarstellungen.
Die obere Abbildung gibt eine Aufsicht auf das Barrel und zeigt das elliptisch
verzerrte oben links leicht gedffnete Barrel.

Die untere Abbildung zeigt das Barrel von der Seite und hebt die Anordnung
der Domidnen und des aktiven Zentrums hervor. Die Farbgebung ist wie in
Abbildung 5.1
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5.1.4 Homologe Strukturen

Der Vergleich der Topologien der D-Hyd und L-Hyd (s. Abb 5.5) zeigt die hohe
Homologie zwischen den beiden Enzymen. Die war bereits durch die signifikante
Sequenzidentitdt von 29% vermutet worden. Unterschiede in den kleinen Sekun-
déarstrukturelementen sind vor allem Effekte der Sekundéarstrukturzuordnung
durch DSSP zuriickzufiihren. Diese Bereiche unterscheiden sich bei Betrachtung
der Struktur deutlich weniger als es die Darstellung der Sekundarstrukturele-
mente suggeriert. Wenn bei einem strukturellem Alignment fiir strukturell dqui-
valente Ca-Atome eine obere Zuordnungsgrenze von 1.8A gesetzt wird, lassen
sich als 45% der Ca-Atome der beiden Enzyme mit einer RMS-Abweichung
von RMS¢,=1.0A zuordnen. Trotz der Homologien gibt es jedoch signifikante
Unterschiede im Detail (s. Abb. 5.6).

Abbildung 5.5: Die Skizzierung der Topologie der Monomere von D- und L-Hyd
zeigt die hohe Homologie. Faltblitter sind durch Dreiecke, Helices durch Kreise
dargestellt. Deren Grofie spiegelt die Grofie der jeweiligen Sekundérstrukturele-
mente wieder. Das Farbschema und die radumliche Orientierung ensprechen den
Banddiagrammen in Abb. 5.1 und Abb. 5.4.
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Abbildung 5.6: Der Vergleich
der Ca-Ketten D-Hyd (hell-
blau) und L-Hyd (dunkelblau)
nach einem Sturkturalignment
verdeutlicht die gleiche Fal-
tung, aber auch die struktuellen
Unterschiede.

Bereits bei der Analyse der Sequenzen der D-Hyd (s. Kap. 4.1) und der L-Hyd
(May et al., 1998a) wurde die Homologie zwischen den Hydantoinasen und
anderen Amidohydrolasen wie den Ureasen deutlich. Bei einer Suche nach
homologen Strukturen zum D-Hyd-Monomer in der gesamten PDB traten vor
allem die y-Untereinheiten der Ureasen aus Bacillus pasteurii (2UBP, Benini
et al., 1999) und aus Klebsiella aerogenes (2KAU, Jabri et al., 1995) hervor. Wenn
bei einem strukturellen Alignment fiir strukturell 4quivalente Cax-Atome eine
obere Zuordnungsgrenze von 1.8A gesetzt wird lassen sich mehr als 45% der
Ca-Atome von D-Hyd mit den entsprechenden Ca-Atomen der Ureasen bei
RMS-Abweichungen von RMSD¢,=1.2A anpassen. Damit liegen die Ureasen
nur unwesentlich iiber den RMS-Abweichungen zwischen D-Hyd und L-
Hyd. Die Ureasen haben eine sehr dhnliche Faltung: Sie bestehen ebenfalls
aus einem zentralen («/f)s-Barrel, das auch elliptisch verzerrt ist, und einer
B-Faltblatt-Doméne, die umfangreicher ist als bei den Hydantoinasen. Die
Strukturhomologie wird sowohl im Strukturalignment (s. Abb. 5.7) als auch
im strukturbasierten Sequenzalignment deutlich (s. Abb. 5.8). Neben mehreren
kleineren Insertionen und Deletionen im Vergleich zu den Hydantoinasen haben
die Ureasen deutlich ldangere Sequenzbereiche im C- und N-terminalen Bereich.
Dadurch ist bei den Ureasen die 3-Faltblatt-Domaéne deutlich grofler.
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Die nédchste Gruppe der sturkturhomologen Proteine sind die Phospho-
triesterasen, zum Beispiel die Phosphotriesterase aus Pseudomonas diminuta
(IHZY, Benning et al., 2001). 31% der Ca-Atome der D-Hyd lassen sich zu
dquivalenten Ca-Atome der Phosphotriesterase mit einer RMS-Abweichung von
RMSDc,=1.2A zuordnen. Die Phosphotriesterasen bestehen ausschliefslich aus
der (a/3)s-Barrel. IThnen fehlen im Vergleich zu den Hydantoinasen und Ureasen
die -Faltblatt-Domaéne.

Holm & Sander (1997) schlugen eine Proteinfamilie von ureasedhnlichen Pro-
teinen vor, zu der neben Amidohyrolasen wie Dihydroorotasen, Allantoinasen,
AMP-, Adenin- und Cytosin-Deaminasen auch funktionell weiter entfernte Enzy-
me wie Imidazolonepropionasen, Aryldialkylphosphatasen, Chlorohydrolasen
und Formylmethanofuran-Dehydrogenasen gehoren. Diese Proteinfamilie zeich-
net sich durch eine dhnliche Faltung und eine dhnliche Architektur des aktiven
Zentrums aus. Die Hydantoinasen passen zwanglos in diese Gruppe. Diese breite
Verteilung von strukturell dhnlichen Enzymen ist ein Ausdruck fiir die versatile

Verwendung des stabilen («/3)s-Barrel bei Proteinfaltungen.
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c) Urease aus Bacillus pasteurii d) Phosphotriesterase aus
Pseudomonase putida

Abbildung 5.7: Strukturalignment von D-Hyd (a), L-Hyd (b), Urease aus Bacillus
pasteurii und Phosphotriesterase aus Pseudomonase putida. Die Farbung der korre-
spondierenden Sekundirstruturelemente unterstreicht die strukturelle Ahnlich-
keit der Strukturen. Das zentrale, elliptisch verzerrte («/f3)g-Barrel befindet sich
in allen Strukturen. Die -Faltblatt-Domdne ist in der Urease deutlich grofer als

in den beiden Hydantoinasen. In der Phosphotriesterase ist sie nicht vorhanden.
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Zentrums. In den jeweils folgenden drei Zeilen sind die Sekundérstrukturele-

t die hohe Homolog
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Zeile ist die Benennung des Sekundarstrukturelementes eingefiigt, in blau fiir

670

Das strukturbasierte Sequenzalignment von D- und L-Hyd mit
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zwischen den Enymen. In den jeweils ersten drei Zeilen sind die Sequenzen
dargestellt, konservierte Residuen sind hervorgehoben. In der jeweils vierten
die D-Hyd, in rot fiir die L-Hyd. Ein * kennzeichnet die Residuen des aktiven

der a-Untereinheit der Urease aus Bacillus pasteur

Abbildung 5.8
mente dargestellt.

secondary structure
L-Hyd DSSP
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5.2 Kristallkontakte

Bevor im folgenden Kapitel 5.3 die Quartartruktur der untersuchten Hydanto-
inasen beschrieben und diskutiert wird, sollen hier zunidchst einmal die Protein-
Protein-Kontakte diskutiert werden, die nicht durch die Oligomerisierung, son-
dern durch die Packung im Kristall entstanden sind (Kristallkontakte). In Ta-
belle 5.1 sind fiir die beiden Kristallformen der D-Hyd und fiir die L-Hyd die
Grofien der relevanten Oberflachen aufgelistet. Diese Oberfldchen wurden nach
dem Verfahren von Lee & Richards (1971) berechnet und beziehen sich auf Flache
pro Protomer.

Tabelle 5.1: Kristall-, Oligomerkontakte und Packungsdichte bei den beiden
Kristallformen der D-Hyd und bei der L-Hyd. Die Kontaktflachen beziehen sich

auf jeweils ein Monomer.

D-Hyd D-Hyd L-Hyd

C222, P22, P2,
Monomer 16400A2  16400A2 16400A2
Kristallkontakte
Summe [A2]  830A2 1275A2  765A2
= 5% 8% 5%
grofiter 350A2  640A%  525A2
Oligomerkontakte
Summe 2050A2  2050A2  1470A2
= 13% 13% 9%
A/B 1220A2  1195A2  635A2
A/C 830A2  855A2  835A2
Packungsdichte
Vi 2338 2794 pggh
Solvens 42% 61% 63%

Die Kristallpackungen in den beiden polymorphen Kristallformen der D-

Hyd unterscheiden sich deutlich. In der Raumgruppe C222; sind 5% der
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Gesamtoberflache eines Monomers an Kristallkontakten beteiligt, in der
Raumgruppe P2;2;2; sind es mit 8% deutlich mehr. Es erscheint zunéchst
widerspriichlich, dass es in den Kristallen der Raumgruppe C222; bei einer
dichteren Kristallpackung kleinere Kristallkontakte gibt als in den weniger dicht
gepackten Kristallen der Raumgruppe P2;2,2,. Die zundchst widerspriichlich
erscheinende Dies ist darauf zuriickzufithren, dass es bei den Kristallen der
Raumgruppe P2,2;2; weniger Kristallkontakte gibt, die aber sehr unterschiedli-
che Grofen haben (265A2, 370A2 und 640A? fiir Monomer A). In den Kristallen
der Raumgruppe C222; gibt es mehr Kristallkontakte, die aber eine gerinere
GroBe haben (55A2, 195A2, 230A2 und 350A2).

Bei der L-Hyd sind 5% der Gesamtoberflache des Monomers an Kristallkontakten
beteiligt. Auch hier gibt es wie bei den D-Hyd-Kristallen der Raumgruppe
P2,2:2; deutliche Unterschiede in der GroRe (30A2, 205A2 und 530A2 fiir
Monomer A).

Bei allen Kristallformen sind die Gesamtflichen der Oligomerkontakte eines
Monomers ungefdhr doppelt so groff wie die Kristallkontakte. Wegen der
einen grofien Kristallkontaktfliche bei den Kristallformen P2;2,2; und P2,
sind die kleinsten Oligomerkontakte nicht sehr viel grofler als die grofiten
Kristallkontakte. Aus Vergleichen der drei Kristallformen liefSen sich jedoch die
Quartartstrukturen eindeutig zuordnen.

5.3 Quartirstruktur

5.3.1 D-Hyd

Bis zur Losung der Struktur war ungeklart, ob D-Hyd als Dimer oder Tetramer
vorliegt. Die analytische Gelpermeationschromatographie ergab kein eindeutiges
Ergebnis. Die dynamische Lichtstreuung (s. Tab. 3.2) wies eher auf Dimere
hin. Wenn bei der Prdparation der SDS-Gele die Proben nicht lange genug
erhitzt wurden, kam es gelegentlich zu Banden, die einem Dimer entsprechen.
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Abbildung 5.9: Tetramere D-Hyd:

Das Tetramer der D-Hyd ist in zwei verschiedenen Orientierungen dargestellt,
die sich um eine 45°-Drehung um die vertikale Achse unterscheiden. Das Farb-
schema ist wie in Abb. 5.1.

Die Selbstrotationsfunktion war sowohl mit einer dimeren als auch mit einer

tetrameren Anordnung im Kristall vereinbar.

Mit der Losung der Struktur liefs sich die Frage der Quartarstruktur eindeutig
16sen. Im Kristall liegt die D-Hyd als Tetramer mit einer internen 222-
Punktgruppensymmetrie vor. Ein solches Tetramer ist in Abbildung 5.9
dargestellt.

In der asymmetrischen Einheit der Kristallform der Raumgruppe C222; liegen
drei Halften von Tetrameren. Die Tetramere setzen sich aus den Monomeren
(1-6) und ihren kristallographischen Aquivalenten (1-6") wie folgt zusammen:
12127, 345’6, 563’4’. Diese ungewoOhnliche Zusammensetzung deutet auf eine
pseudo-hexagonale Raumgruppe hin (vgl. Kap. 3.6.1). Die unterschiedlichen

Tetramere sind sich sehr dhnlich. Sie konnen ohne signifikante Verzerrungen
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aufeinander gepasst werden. Das Tetramer, das sich in der asymmetrischen
Einheit der Raumgruppe P2;2,2; befindet, zeigt ebenfalls keine signifikanten
Abweichugen von den Tetrameren der Raumgruppe C222;.

Innerhalb des Tetramers gibt es zwei unterschiedliche Kontaktflichen
(s. Abb. 5.9): Die grofiere Kontaktfliche befindet sich zwischen den Monomeren
A-B und C-D und umfasst 1220A%? pro Monomer, die deutlich kleinere
Kontaktfliche befindet sich zwischen den Monomeren A-C und B-D und
umfasst 830A% pro Monomer. Monomere A-D und B-D beriihren sich nicht.
Die solvenszugingliche Oberfliche eines Monomers betrdgt 16400A%. Somit
sind rund 13% der solvenszugéanglichen Oberfliche an Kontakten innerhalb des
Tetramers beteiligt. Dies entspricht rund dem 2.5-fachen der Oberfliche der
Kristallkontakte (vgl. Tab. 5.1).

Das Dimer mit der grofieren Kontaktfliche erinnert an die Form einer mensch-
lichen Lunge. An Hand dieses Bildes lassen sich Lagen der Kontaktflaichen im

Tetramer anschaulich beschreiben:

Die grofiere Kontaktfliche (A-B und C-D) befindet sich an der Luftrohre
zwischen den beiden Lungenfliigeln. Es gibt zwei raumlich getrennte Bereiche der
Kontaktstellen. Der eine Bereich wird durch Residuen der [-Faltblatt-Doméne
gebildet, die zu den 3-Strangen 32, 33 und 35 gehoren. Das Faltblatt 35 aus der
3-Faltblatt-Doméne wird im benachbarten Monomer antiparallel fortgesetzt. Der
andere Bereich wird von Residuen des («/f3)s-Barrels gebildet. Diese Residuen
befinden sich vor allem in den Helices a8, 12 und 17, dem Faltblatt 316 und
den Loops in dieser Region gebildet werden. Im gesamten Interface gibt es
neben etlichen hydrophoben Wechselwirkungen nach den Kritrien von Baker &
Hubbard (1984) 14 Wasserstoff-Briicken. Salzbriicken gibt es dahingegen nicht.
Die Residuen His361 und Arg362, die sich in a-Helix 16 befinden, binden in allen
Monomeren ein Sulfat, das aus der Kristallisationslosung stammt und dem keine

biologische Funktion zugeordnet wird.

Die kleinere Kontaktflache befindet sich am Zwerchfell und wird ausschliefslich
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von Residuen aus a-Helices gebildet. Zwei dieser Helices stammen aus dem
Barrel (a4 und «7), die dritte Helix (ab) ist eine der zusétzlichen Helices.
Anders als bei der anderen Kontaktfliche sind die beteiligten Residuen in
einem engen Sequenzbereich lokalisiert. Auch die Art der Wechselwirkungen
unterscheidet sich deutlich von der anderen Kontaktfldche: Es {ibwerwiegen hier
die hydrophoben Wechselwirkungen. In dieser Kontaktfliche gibt es nur eine
Wasserstoff-Briicke, dafiir vier Salzbriicken.

Dass die tetramere Anordnung auch wirklich die native Anordnung und kein
Artefakt der Kristallisation ist, ldsst sich aus den folgenden Beobachtungen
schlieflen:

e Das gleiche Tetramer der D-Hyd gibt es auch in den Kristallen der Raum-
gruppe P2,2,2;. Diese Kristallform ist unter anderen Kristallisationsbe-
dingungen entstanden. Die Kristallkontakte in den beiden Kristallformen
unterscheiden sich deutlich.

e Auch die kleinere Kontaktfliche innerhalb des Tetramers ist vor allem in

der Raumgruppe C222; deutlich grofier als der grofite Kristallkontakt.
e Die L-Hyd liegt in einem &dhlichen Tetramer vor (s. Kap. 5.3.2).

e Desweiteren zeigt der hydrodynamische Radius in der Lichtstreuung keine
Konzentrationsabhéngigkeit iiber einen weiten Konzentrationsbereich, so
dass eine konzentrationsabhédngige Oligomerisierung ausgeschlossen wer-

den kann.

5.3.2 L-Hyd

Bei der L-Hydantoinase war bereits vor der Strukturldsung eine tetramere
Anordnung vermutet worden (May et al., 1998b). Das Tetramer der L-
Hyd ist in Abbildung 5.10 dargestellt. Ein Tetramer bildet den Inhalt einer
asymmetrische Einheit und hat eine interne 222-Punktgruppen-Symmetrie.
Dies ist in Ubereinstimmung mit den Peaks aus der Selbstrotationsfunktion

(s. Abb. 3.11). Die Anordnung dhnelt sehr der Anordnung in der D-Hydantoinase,
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Abbildung 5.10: L-Hyd Tetramer:

Das Tetramer der L-Hyd ist in zwei verschiedenen Orientierungen dargestellt,
die sich um eine 45°-Drehung um die vertikale Achse unterscheiden. Das Farb-
schema ist wie in Abb. 5.1.

so dass sich auch hier zur einfacheren Orientierung das Modell der Lunge
anwenden ldsst. Wie bei der D-Hyd kann man das Tetramer der L-Hyd mit zwei

am Zwerchfell miteinander verbundenen Lungen vergleichen.

Innerhalb des Tetramers gibt es zwei unterschiedliche Kontaktflichen: Die
Kontaktfliche zwischen den Untereinheiten A/B bzw. C/D befindet sich
an der Luftrohre umfasst 635A2. Die Kontaktfliche zwischen zwischen den
Untereinheiten A/C und B/D befindet sich am Zwerchfell und umfasst 835A2,
Zwischen den Untereinheiten A/D bzw. B/C gibt es keine Kontaktfldchen.
Pro Monomer gibt es 16400A2 solvenszugangliche Oberfliache. Somit sind 9%
der Oberfldche an Tetramer-Kontakten beteilgt, nahezu doppelt so viel wie an
Kristallkontakten.

Die Kontakte zwischen den Untereinheiten A/B bzw. C/D sind vor allem im
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B-Stang 35 lokalisiert. Das kleine der beiden j-Faltbldtter wird im benachbarten
Monomer antiparallel fortgesetzt. Aus dem unteren Bereich der Luftrohre
machen nur zwei Residuen aus der a-Helix &9 und aus einem Loop Kontakte

zum benachbarten Monomer. Neben einigen hydrophoben Kontakten gibt es
nach den Kriterien von Baker & Hubbard (1984) fiinf Wasserstoff-Briicken.

Die Residuen, die die grofiere der beiden Kontaktflichen zwischen den
Untereinheiten A/C bzw. B/D bilden, befinden sich ausschliefSlich in den
a-Helices a5, a6 und a8. In diesem Bereich gibt es neben hydrophoben
Wechselwirkungen vier Wasserstoff-Briicken.

5.3.3 Vergleiche mit homologen Strukturen

Die hohe Homologie zwischen der D- und der L-Hyd bei der Faltung setzt
sich auch bei der Quartarstruktur fort. Beide bestehen aus Tetrameren mit einer
internen 222-Punktgruppensymmetrie. Trotz der hohen Homologie gibt es doch
deutlich Unterschiede: Wahrend die Kontaktflichen im Bereich des Zwerchfells
bei beiden Tetrameren nahezu identisch groR sind (1710A2 bei D-Hyd, 1670A2
bei L-Hyd), sind die Kontaktflichen im Bereich der Luftrohre bei der D-Hyd
fast doppelt so grol wie bei der L-Hyd (2390A? bei D-Hyd, 1270A2 bei L-Hyd).
Das Dimer, das eine Lunge ausmacht, ist bei der L-Hyd zum unteren Ende der
Luftrohre hin um 14° weiter geoffnet als bei der D-Hyd (DYNDOM, CCP4, 1994).
Dies ist in Abbildung 5.11 veranschaulicht. Die Rotationsachse dieser Offnung
befindet sich im Bereich der Kontaktflache zwischen den -Strangen. Dadruch
bleibt diese Kontaktflache erhalten, wiahrend die Kontaktflache an den a-Helices

am unteren Teil deutlich kleiner wird.

Die oligomere Zusammenlagerung von Proteinen kann verschiedene biologische
Funktionen haben. So sind regulatorische Funktionen wie Allosterie oder
Kooperativitiat an Oligomere gekniipft. Fiir Hydantoinasen ist solches allerdings
nicht bekannt. Wenn aus der L-Hyd das Metall durch chelatisierende Reagenzien
wie 8-Hydroxychinoloinsdure entfernt wird, so erfolgt neben der reversiblen
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a) b)
Abbildung 5.11: Beim Vergleich eines Dimers aus den Monomeren A und B von
D-Hyd (blau) und L-Hyd (rot) wird die unterschiedliche Offnung deutlich. Der
Pfeil markiert die gedachte Achse, um die die L-Hyd weiter gedffnet wird. Der
Blickwinkel in b) ist entlang dieser Achse.

Inaktivierung auch ein Zerfall des Tetramers in Monomere (May et al., 1998d).
Deshalb wurden dem Zink neben katalytischen auch strukturelle Funktionen
zugeschrieben. In der Struktur der L-Hyd lieflen sich jedoch aufierhalb des
aktiven Zentrums keine Metalle lokalisieren. Die Struktur liefert auch keinen

Hinweis fiir eine Erkldrung dieser Beobachtungen.

Andere strukturell verwandte Enzyme haben vollstindig verschiedene
Quartarstrukturen. Die Ureasen formen ein (af3y); Trimer vom Heterotrimer.
Die Phosphotriesterase bildet Dimere, die aber mit keinem der moglichen

Hydantoinase-Dimere tibereinstimmen.
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5.4 Aktives Zentrum

54.1 D-Hyd

Das aktive Zentrum der D-Hyd befindet sich an dem Ende des Barrels, das von
der B-Faltblattdomine entfernt ist (s. Abb. 5.1), am Ende eines ca. 15A tiefen
hydrophoben Kanals (s. Abb. 5.12). Die Residuen, die das aktive Zentrum bilden,
befinden sich am C-Terminus von verschiedenen 3-Strangen (38, 313, 314, 315,
317) des Barrels (s. Abb. 5.8). Diese topologische Lokalisation wurde bereits
von Holm & Sander (1997) fiir verschiedene Amidohydrolasen vorhergesagt.
Generell ist bei Enzymen mit einer («/f3)s-Faltung das C-terminale Ende des

Barrels eine bevorzugte Lokalisation des aktiven Zentrums.

Abbildung 5.12: Die nach Hydrohpobizitdt (von rot nach blau) gefarbte Ober-
flache der D-Hyd verdeutlicht den hydrophoben Kanal, an dessen Ende das
aktive Zentrum liegt. Die Lage des aktiven Zentrums wird durch ein manuell

modelliertes Substrat (s. Kap. 5.5.2) angezeigt.
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Kex 150

iy

His 239

Abbildung 5.13: Aktives Zentrum der D-Hyd:

Residuen des aktiven Zentrums der D-Hyd {iberlagert mit der sigmaA-
gewichteten 2F,F.-Elektronendichte bei 1.3A-Auﬂésung und 1.00. Das zen-
trale binukleare Zinkzentrum wird {tiberbriickt von einem carboxylierten Ly-
sin (Kcx150) und einem Hydroxidion (OH™3). Die weiteren Liganden sind je
zwei Histidine (His59 und His61 bzw. His183 und His239) sowie ein Aspartat
(Asp315) und ein Wasser (Wat93).

Die Elektronendichte im aktiven Zentrum ist sehr gut definiert (s. Abb. 5.13), so
dass der Datensatz einen sehr detaillierten Einblick in das aktive Zentrum und

und die Koordination der Metalle gewdhrt.

Zentral im aktiven Zentrum liegen zwei Zinkionen. Diese sind mit isotropen
Temperaturfaktoren von 16-21 A? gut lokalisiert und haben einen Abstand von
3.6A. Beide Zinkionen sind pentakoordiniert (s. Abb. 5.14):

Zink 1 wird koordiniert von Kcx150 O41 (carboxyliertes Lysin, s. Kap. 5.4.3),
His183 N6, His239 N¢, "OH3 O and H,093 O. Die Geometrie der Koordination ist
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nach den Kriterien von Addsion (Addison et al., 1984) leicht verzerrt quadratisch
pyramidal. Der apikale Ligand (Spitze der Pyramide) ist dabei Kcx150 O41.

Zink 2 wird koordiniert von Kcx150 062, His59 Ne¢, His61 Ne¢, " OH3 O and
Asp315 O41 in einer verzerrt trigonal-bipyrimidalen Geometrie, bei der die
Ebene von His59 N¢, His61 Ne und “OH3 O gebildet wird. Wahrend His59,
His61 und His239 das bevorzugte Ne zur Bindung von Zink verwenden, ist es
bei His183 das deutlich weniger bevorzugte No.

Die beiden Zinkionen werden tiberbriickt durch die beiden Sauerstoffatome O41
und O62 des carboxylierten Lysins und durch das Hydroxidion “OH3. Die Nahe
zu den beiden Zinkionen fiihrt dazu, dass dieses Hydroxidion vorwiegend im
deprotonierten Zustand vorliegt und somit bei der Hydrolyse der Hydantoine
als Nukleophil agieren kann (s. Kap. 5.5.1).

Kex 150

His 183

Abbildung 5.14: Koordination der Zinkionen im aktiven Zentrum der D-Hyd in

Stereodarstellung. Die verzerrt quadratisch-pyramidale Koordination von Zn 1
und die verzerrt trigonal-bipyrimidale Koordination von Zn 2 sind verdeutlicht.
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54.2 L-Hyd

Das aktive Zentrum der L-Hyd befindet sich dhnlich wie bei der D-Hyd auf der
einen Seite des («/3)s-Barrels (s. Abb. 5.4) am Ende eines ca. 15A tiefen Kanals.
Die beteiligten Residuen gehoren zu den C-terminalen Enden der 3-Strange 38,
311, 312, 313, 315 (s. Abb. 5.8).

Die aktiven Zentren der L-Hyd und der D-Hyd sind sehr dhnlich. Auch hier
sind zwei Zinkionen {iiberbriickt von einem carboxylierten Lysin und einem
Hydroxidion. Die weitere Koordination besteht aus je zwei Histidinen und
einem Aspartat. Zink 1 wird koordiniert von Kcx147 Os1, His183 No, His239
Ne und “OH1 O, Zink 2 von Kcx147 062, His60 Ne¢, His62 Ne, "OH1 O and
Asp312 O51. Aufgrund der deutlich geringeren Auflosung der Daten (2.6A im
Vergleich mit 1.3A bei der D-Hyd) lassen sich keine weiteren koordiniernden
Wasser lokalisieren. Die hohe Homologie der aktiven Zentren von D- und L-Hyd
ist in Abbildung 5.15 verdeutlicht.

His 183

Abbildung 5.15: Aktives Zentrum der L-Hyd:
Die Uberlagerung des aktiven Zentrums der L-Hyd mit dem der D-Hyd (in gelb)
verdeutlicht die hohe Homologie.
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5.4.3 Das aktive Zentrum bei homologen Strukturen

Wie in Abbildung 5.15 dargestellt, dhneln sich die Bereiche der Metallbindung
der aktiven Zentren von D- und L-Hyd sehr stark. Diese Architektur der
Metallbindung findet man ebenfalls bei den Ureasen und Phosphotriesterasen.
Die erste Koordinationssphire der Metalle wird von identischen Residuen mit
gleichen Geometrien gebildet wie bei den Hydantoinasen (s. Abb. 5.16). In
Tabelle 5.2 sind die relevanten Abstinde im aktiven Zentrum aufgelistet und
mit Durchschnittswerten aus der CSD verglichen. Auch hier zeigt sich die hohe
Homologie. Die etwas abweichenden Werte bei der L-Hyd sind auf die deutlich
geringere Auflosung zuriickzufiihren. Somit besteht nicht nur bei der Faltung,
sondern auch beim aktiven Zentrum eine grofie Homologie zwischen diesen
Enyzmen (Holm & Sander, 1997).

Abbildung 5.16: Vergleich der aktiven Zentren der D-Hyd (blau), Urease aus
Bacillus pasteurii (rot, 2UBP) Phosphotriesterase aus Pseudomonas diminuta (griin,
1HZY). Die Orientierung ist wie in den Abbildungen 5.13 und 5.14. Neben
den je zwei Zinkionen sind die Liganden His, Kcx, Asp und das Hydroxidion
dargestellt.
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Tabelle 5.2: Aufstellung der relevanten Abstdnde in den aktiven Zentren homo-
loger Proteine in A. Die Nummerierung der Residuen bezieht sich dabei auf die
D-Hyd. Die Idealwerte sind Mittelwerte aus der CSD (Harding, 2001)

Protein D-Hyd L-Lyd Urease PTE ideal
PDB-code 2UBP 1HZY

Aufldsung 1.3 2.6 2.0 1.3

Me'-Me? 3.6 3.8 3.7 3.4

Me'-"OH3 O 2.1 24 2.1 2.0 21
Me!'—Kex150 O51 2.0 1.6 2.1 2.0 2.0
Me'-His183 Né& 2.2 2.0 2.2 2.2 2.0
Me!-His239 Ne 2.3 2.3 2.2 21 2.0
Me!'-H,093 O 2.2 — 2.2 21 2.1
Me?-~OH3 O 2.0 1.9 2.2 2.0 2.1
Me?—Kcex150 052 2.1 2.1 2.1 21 2.0
Me?-His59 Ne 2.2 2.1 2.2 1.8 2.0
Me?-His61 Ne 2.2 2.0 2.2 21 2.0
Me?Asp315 061 2.2 2.0 2.2 2.2 2.0

5.4.4 Carboxylierung des Lysins im aktiven Zentrum

Das Lysin im aktiven Zentrum von D- und L-Hyd weist eine besondere
Modifikation auf. Durch Carboxylierung entsteht Lysin-N(-carboxylsaure (PDB-
Kiirzel Kcx). Diese posttranslationale Modifikation kennt man auch bei einer
Reihe anderer Enzyme. In Kristallstrukturen ist sie bislang beschrieben worden
bei den Ureasen aus Bacillus pasteurii (Benini et al., 1999) und Klebiella aerogenes
(Jabri et al., 1995), der Phosphotriesterase aus Pseudomonas diminuta (Vanhooke
et al., 1996), der Ribulose Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RUBISCO) aus
Spinacia oleracea (Spinatbldtter Andersson, 1996), einer UDP-N-Acetylmuramoyl-
L-Alanin:D-Glutamat-Ligase aus E. coli (Bertrand et al., 1997) und einer Alanin-
Racemase aus Bacillus stearothermophilus (Shaw et al., 1997; Morollo et al., 1999).
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In den Hydantoinasen (Zn), den Ureasen (Ni) und der Phosphotriesterase (Zn,
Cd) dient dieses carbamylierte Lysin zur Bindung von zwei Metallionen, in
RUBISCO von einem Magnesium-Ion, wihrend in den UDP-N-Acetylmuramoyl-
L-Alanin:D-Glutamat-Ligasen die Metallpositionen von Wasser besetzt sind. In
der Alanin-Racemase werden iiber die beiden Sauerstoffatome der Carbamyl-
gruppe (061, 062) von Kex129 die Stickstoffatome Ne und NH1/2 von Arg!'?
gebunden und somit Orientierung des substratbindenden Arginins fixiert.

Die Verwendung von carboxyliertem Lysin kann rein sterische oder auch chemi-

sche Griinde haben:

e Die Residuen des aktiven Zentrums gehoren zu verschiedenen Teilen des
(a/3)s-Barrels und befinden sich somit in einer rigiden Umgebung. Da
die Seitenkette vom carboxylierten Lysin im Vergleich zu Glutamat eine
Bindung langer ist, konnte Glutamat fiir eine effektive Bindung zum Zink

schlichtweg zu kurz sein.

e Mogliche Resonanzstrukturen der Carbamat-Gruppe (s. Abb. 5.17) fithren
zu einer stiarker negativen Partialladung auf den Sauerstoffatomen O81 und
002, so dass die Carbamat-Gruppe Zink fester binden kann.

0 o . O
R_NH_CI:O - R_NH_C\:O - R- NH'CiO Abbildung 5.17: Der Vergleich der

Carbamat Resonanzformeln von Carbamat-
o o und Carboxylat-Gruppe illustriert
R—C:’O -~ R-C{ - die unterschiedliche Partialladung

der Sauerstoffe
Carboxlyat

Bei der Urease aus Klebiella aerogenes (Pearson et al., 1998) und der Phosphotrie-
sterase aus Pseudomonas diminuta (Kuo et al., 1997) wurde untersucht, welches
der tatsdchliche Grund fiir die Carboxlyierung des Lysins sein kann. Dafiir
wurde das Lysin des aktiven Zentrums gegen Glutamat, Alanin oder Cystein

ausgetauscht. In allen Féllen wurde keine Aktivitdit mehr beobachtet. In den
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Rontgenstrukturen konnte im aktiven Zentrum kein Metall mehr beobachtet
werden. Die Aktivitdt konnte in vitro durch Inkubation des metallfreien Enzyms
mit kleinen organischen Sduren (z.B. Ameisen- oder Essigsdure) teilweise
wiederhergestellt werden. In den Rontgenstrukturen der so reaktivierten Enzyme
wurde wieder Metall lokalisiert. Die Carboxlygruppe der zugegebenen Sduren
tibernimmt die tiberbriickende Funktion der Carbamylgruppe des Lysins.

Diese wird Fuktion bei manchen Enzymen mit vergleichbaren Koordinationen
in binuklearen Metallzentren von einer Carboxylat-Gruppe iibernommen.
Beispielsweise geschieht dies bei der Aminopeptidase aus Streptomyces griseus
(1CP7, Gilboa et al., 2000) durch ein Glutamat, bei der menschlichen Glyolxalase II
(1QHS5, Cameron et al., 1999) durch ein Aspartat.

Aus diesen Beobachtungen kann gefolgert werden, dass sowohl die Carboxyl- als
auch eine Carbamylgruppe die beiden Metallionen {iiberbriicken kann. Wegen
der Rigiditat des («/f)s-Barrels, zu dem die metallkoordinierenden Residuen
gehoren, sind es wohl vorwiegend sterische Griinde, die die Carboxylierung des

Lysins erfordern.

Uber die Bildung dieser posttranslationalen Modifikation werden fiir die
unterschiedlichen Enzyme verschiedene Wege und Mechanismen berichtet.
Fiir die Urease aus Klebsiella aerogenes wird fiir die Modifikation des Lysins
und die Bindung von Nickel ein komplexer GTP-abhingiger enzymatischer
Mechanismus unter Verwendung der Hilfsproteine UreD, UreF und UreG
vorgeschlagen (Soriano & Hausinger, 1999). In wvitro konkurriert dieser
enzymatische Mechanismus mit einer spontanen Carboxylierung von Lysin
mit gelostem Kohlendioxid (Park & Hausinger, 1996). In RUBISCO entfernt
eine Aktivase inhibierende Zucker-Phosphate vom Lysin, so dass eine
spontane Carboxylierung und Bindung von Magnesium moglich wird. Weder
fir Hydantoinasen noch fiir die Phosphotriesterasen ist ein enzymatischer
Mechanismus beobachtet worden. In einem solchen Fall miisste dieses Enzym
fiir die Hydantoinase in Bacillus sp., Arthrobacter aurescens und E. coli vorhanden
sein. Aufgrund der Lage des betreffenden Lysins am Ende eines tiefen Kanals
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miisste die Modifikation wéahrend der Proteinfaltung erfolgen. Deshalb wiirde

ich fiir die Hydantoinasen derzeit einen nicht-enzymatischen Weg favorisieren.

Aus PC-NMR-Untersuchungen an Insulin (Griffey ef al., 1988) gibt es Hinweise
darauf, dass bei physiologischen Kohlendioxid-Konzentrationen in Abhéngig-
keit vom pH-Wert bis zu 6% der termialen a-Aminogruppen und bis zu 2%
der e-Aminogruppen von Lysin carboxyliert sind. Die pH-Abhédngigkeit ist ein
Ausdruck der Konkurrenz zwischen der notwendigen und der mit steigendem
pH-Wert steigenden Deprotonierung von Lysin und der mit sinkendem pH-Wert
steigenden Loslichkeit von Kohlendioxid.

Aus den unterschiedlichen Funktionen, der zumindest teilweise spontanen
Bildung und der , Enstehungsgeschichte der Entdeckung der Carboxylierung”
bei den einzelnen Proteinstrukturen mag geschlossen werden, dass diese
posttranslationale Modifikation bei einer Reihe von Rontgenstrukturen mit
mittlerer und niedriger Auflosung bislang noch nicht beriicksichtigt worden ist

und moglicherweise deutlich haufiger vorkommt, als bislang angenommen.

5.4.5 Das binukleare Metallzentrum

Eine weitere Besonderheit des aktiven Zentrums der Hydantoinasen ist das
binukleare Zinkzentrum. Wie bereits in Abbildung 5.16 dargestellt, findet
man ein sehr dnliches dikukleares Metallzentrum mit einer nahezu identischen
Koordination auch in den Ureasen aus Klebsiella aerogenes und Bacillus pasteurii
und der Phosphotriesterase aus Psudomonas diminuta. Interessanterweise findet
man eine sehr dhnliche Geometrie in einem nicht-Protein-Modell fiir einen
(uZny)-Komplex p-Hydroxo-bis(tris(5-tert-butylpyrazol)zink(Il)) Triperchlorat
(Alsfasser & Vahrenkamp, 1993) und im ab initio berechneten aktiven Zentrum
der Phosphotriesterase aus Psudomonas diminuta (Kafafi & Krauss, 1999).

Wiéhrend in den Hydantoinasen (May et al., 1998d) und Phosphotriesterasen
Zink das gebundene Metall ist, ist es bei den Ureasen Nickel. Das Zn*" kann bei
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der L-Hyd durch Co®" und bei geringeren Aktivititen durch Mn?* (May et al.,
1998c¢), und bei der Phosphotriesterase ohne Aktivititsverlust durch Cd**, Ni**,

Co?* und Mn?* ersetzt werden.

Neben den oben erwdhnten Mutanten sind von der Urease aus Klebsiella aerogenes
und der Phosphotriesterase aus Psudomonas diminuta auch die Strukturen von

metallfreien und von metallsubsituierten Enzymen bekannt.

In der D-Hyd sind beide Zinkionen penta-koordiniert: Znl in einer verzerrt
quadratisch-planaren, Zn2 in einer leicht verzerrt trigonal-bipyramidalen
Geometrie. Da die Lokalisation von Wasser als moglicher Metallligand abhéngig
von der Auflosung des gemessenen Datensatzes ist, konnen beim Vergleich
der Koordinationsgeometrien die Strukturen der D-Hyd (1.3A Auflosung),
der Urease aus Bacillus pasteurii (2.0A Auflosung, Benini et al., 1999) und der
Phosphotriesterase aus Psudomonas diminuta (1.3A Auflosung, Benning et al.,
2001) verwendet werden, nicht jedoch die Struktur der L-Hyd (2.6A Auflosung).

In der nativen Urease aus Bacillus pasteurii (2UBP) ist Nil ebenfalls verzerrt
quadratisch-planar penta-koordiniert, Ni2 verzerrt oktaedrisch hexakoordiniert.
In inhibierten Ureasen verdndert sich die Koordinatinonsgeometrie. Bei der
nativen Phosphotriesterase aus Psudomonas diminuta ist Zn1 verzerrt-tetraedrisch
tetra-koordiniert, Zn2 trigonal-bipyramidal penta-koordiniert. Auch hier wird
die Koordinationsgeometrie durch gebundene Inhibitoren und Substitution des
Zn?* durch Cd*" oder Mn** verédndert.

In Urease und Phosphotriesterase konnten den beiden Metallen unterschiedliche

Funktionen zugeordnet werden:

In der Urease ist das penta-koordinierte Nil elektrophiler als das hexa-
koordinierte Ni2. Der Harnstoff wird deshalb tiber den Carbonyl-Sauerstoff
an Nil, tiber eine Aminogruppe an Ni2 gebunden, so dass das tiberbriickende
Hydroxidion den Carbonyl-Kohlenstoff nukleophil angreifen kann.
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Bei der Phosphotriesterase wird unterschieden zwischen der weniger solvenszu-
ganglichen «-Position (Zn2) und der stdrker solvenszuginglichen B-Position
(Zn1). Eines oder beide Zink lassen sich selektiv durch Cadmium substi-
tuieren. Bei Untersuchungen mit Zn?*"/Zn?"-, Zn**/Cd**- und Cd*"/Cd*"-
Phosphotriesterase zeigte sich, dass die 3-Position zuerst das Metall austauscht
und dass das Metall an der a-Position einen starkeren Einfluss auf die Katalyse
hat das Metall an der 3-Position. Dies ist im Widerspruch mit bei der weiter
unten diskutierten Substratbindung bei den Hydantoinasen: Zn1 (3-Position)
und Zn2 (x-Position) aktivieren das zwischen ihnen liegende Wasser. Zn1 bindet
das Substrat und polarisiert die Carbonyl-Gruppe, wahrend Zn2 keine Bindung

zum Substrat austibt.

5.4.6 Weitere binukleare Zinkzentren

Binukleare Zinkzentren sind neben den zu den Hydantoinasen homologen
Strukturen auch in einigen anderen Strukturen von vorwiegend hydrolytischen
Enzymen beschrieben worden, die eine vollkommen andere Faltung haben als
die Hydantoinasen. Diese Zentren unterscheiden sich in Struktur und Funktion
zu unterschiedlichen Graden von den Hydantoinasen. Es lassen sich bei diesem

Vergleich die folgenden Gruppen bilden:

Die Zinkzentren der mancher Aminopeptidasen zum Beispiel der Aminopepti-
dase aus Streptomyces griseus (1CP7, 1.58A Auflosung, s. Abb. 5.18b, Gilboa et al.,
2000) und der menschlichen Glyoxalase II (1QHS5, 1.45A Auflosung, Cameron
et al., 1999) dhneln dem der Hydantoinase am meisten. Auch hier werden die
beiden Zinkionen iiber eine Carboxyl-Gruppe und ein Wasser iiberbriickt. Die
Zn-Zn-Abstinde betragen 3.4-3.7A. Das Wasser liegt deprotoniert vor und dient
in der Katalyse als Nukleophil.

In den Zinkzentren der 3-Lactamase aus Bacteroides fragilis (1ZNB, 1.85A Auflo-
sung, s. Abb. 5.18c, Concha et al., 1996) und der Leucin-Aminopeptidase aus Bos
taurus (ILAM, 1.60A Aufldsung, s. Abb. 5.18d, Strater & Lipscomb, 1995) werden
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die beiden Zinkionen nur von einzelnen Atomen tiberbriickt. In der 3-Lactamase
ist dies ein deprotoniertes Wasser, in der Leucin Aminopeptidase tiberbriickt
zusétzlich eine Carboxylatgruppe, allerdings nur mit einem Sauerstoff. Der Zn—
Zn-Abstand betrigt bei der f-Lactamase 3.5A, bei der Leucin Aminopeptidase
ist er mit 3.0A deutlich kiirzer.

Bei der Klasse-II-Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase aus E. coli (1ZEN, 2.5A
Auflésung, s. Abb. 5.18e, Cooper et al., 1996) iiberbriicken die beiden Stickstof-
fatome eines Histidins das Zinkzentrum. Der Zn-Zn-Abstand ist dadurch mit
6.2A deutlich groBer. Jedes Zinkion wird zusitzlich unter anderem von einer
Carboxylat-Gruppe zweizdhnig koordiniert.

Eine vollig andere Struktur hat das binukleare Zinkzentrum des DNA-bindenden
PUT3-Protein aus Saccharomyces cerevisiae (1ZME, 25A Auflosung,s. Abb. 5.18f,
Swaminathan et al., 1997). Hier gibt es im DNA-bindenden Bereich einen
binuklearen Zn,Cys¢-Cluster.
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1,6-bisphosphat-Aldolase
aus E. coli

Abbildung 5.18: Der Vergleich unterschiedlicher binuklearer Zinkzentren. Die
beiden Zinkionen, jeweils als griine Punkte dargestellt, sind in (a) und (b) tiber
eine Carboxylatfunktion tiberbriickt, in (c) und (d) tiber einzelne Atome, in (e)

tiber ein Histidin. Das Zinkzentrum in (e) hat eine vollig andere Struktur.
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5.5 Substratbindung und Katalyse

5.5.1 Vergleich zur Urease

Nachdem die Strukturen der nativen D- und L-Hyd bekannt waren, sollte bei der
Interpretation der Strukturen versucht werden, Hinweise fiir eine Erkldrung der
unterschiedlichen Substrat- und Enantiospezifitidt zu finden. Der experimenelle
Ansatz, um Informationen {iber die Substratbindung zu erhalten, ist das soaking
von Kristallen mit Liganden oder die Co-Kristallisation von Protein und Ligand.
Als Liganden kommen Inhibitoren oder Ubergangszustandsanaloga in Frage.
Da fiir die Hydantoinasen solche Liganden nicht bekannt sind, konnte der

Ubergangszustand nur in silico modelliert werden.

Das aktive Zentrum der Urease aus Bacillus pasteurii ist sehr gut charakterisiert.
Die Urease aus Bacillus pasteurii wurde sowohl in nativer Form (2UBP) als
auch mit einem gebundenen Inhibitor (3UBP) kristallisiert (Benini et al., 1999;
Ciurli et al.,, 1999). Der in situ gebildete Inhibitor Diamidophosphonat ist
ein Analogon fiir den tetagonalen Ubergangszustand des Harnstoffs bei der
Katalyse (s. Abb. 5.19). Analog dazu wurden als Modell fiir den tetragonalen
Ubergangszustand bei der Hydrolyse der Hydantoine die entprechenden
geminalen Diole verwendet (s. Abb. 5.19). Wie bereits in Kapitel 5.4.3 diskutiert,
dhneln die aktiven Zentren der Hydantoinasen sehr stark denen der strukturell

verwandten Enzyme Urease und Phosphotriesterase.

Auf Grund der Strukturen der nativen und der inhibierten Urease konnte
kiirzlich ein neuen Reaktionsmechanismus aufgestellt werden (Benini et al.,
1999), der im Gegensatz zum bis dahin akzeptieren Mechanismus (Karplus et al.,
1997) nicht mehr mit einigen experimentellen Befunden im Konflikt ist. Nach
diesem neuen Reaktionsmechanismus wird Harnstoff in einer zweizdhnigen
Geometrie mit dem Sauerstoff an das elektrophilere penta-koordinierte Nil
und mit dem proximalen Stickstoff an das hexa-koordinierte Ni2 gebunden. Dies
fiihrt zu einer Konformationsanderung des Enzyms, bei der sich der flexible Loop

in der Ndhe des aktiven Zentrums zum Substrat hin bewegt, wodurch weitere
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Abbildung 5.19: Substrate und Ubergangszustandsanaloga fiir Urease und Hy-
dantoinase: Der tetragonale Ubergangszustand des Harnstoffs bei der Hydro-
lyse wird durch Diamidophosphat (DAP) simuliert. Analog dazu werden die
tetragonalen Uberganszustinde von Hydantoin und Dihydropyrimidinen durch
die entsprechenden geminalen Diole modelliert. In den Substraten sind die
hydrolysierbaren Bindungen durch Pfeile markiert.

Wasserstoffbriicken gebildet werden konnen. Durch die Ndhe zum Nickel wird
die C-O-Bindung polarisiert. Das nukleophile Hydroxidion, das die beiden
Nickelatome {iiberbriickt, greift nun den polarisierten Carbonyl-Kohlenstoff an.
Es entsteht ein tetraedrischer Ubergangszustand, der durch Wasserstoffbriicken
zu His222 und His323 stabilisiert wird. Die C-N-Bindung zum distalen Stickstoff
wird nun gespalten. Das deprotonierte Carbamat wird durch elektrostatische
Abstofiung zu Asp363 062 aus dem aktiven Zentrum dirigiert.

Die Positionen der Sauerstoffatome des Ubergangszustandsanalogons DAP
werden in der nativen Urease durch Wasser besetzt. In der D-Hyd befinden
sich an dquivalenten Positionen ebenfalls gut definierte Wasser (THO3 und
Wat93, s. Abb. 5.16). Diese wurden nun als Ankerpunkte verwendet, um
manuell die Modelle fiir den tetragonalen Ubergangszustand in das aktive
Zentrum der D- und L-Hyd zu modellieren. An diese Ankerpunkte wurden die
beiden Sauerstoffatome des geminalen Diols gehidngt. Das Hydantoin besitzt im

Gegensatz zum Harnstoff keine Symmetrie. Somit ist die Lage der zu spaltenden
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Bindung aus den Reaktionsprodukten bekannt ist. Deshalb sollten sich aus
der modellierten Substratbindung Aussagen machen, die iiber das Modell

hinausgehen.

5.5.2 Substratbindung D-Hyd

Bei der D-Hyd wurden die Postitionen der strukturell konservierten Wasser
“OH3 und WAT93 als Ankerpunkte fiir die Orientierung der Modelle fiir
die Ubergangszustinde verwendet. Zur Vereinfachung wurde zunachst 5-
Phenyl-hydantoin genommen, da es ein bevorzugtes Substrat bei einer hohen
D-Enantiospezifitit ist und die Modellierung durch eine geringe Anzahl an
moglichen Torsionswinkeln vereinfacht. Es kamen bei der Verwendung von zwei
Ankerpunkten generell zwei Orientierungen in Frage, von denen die eine schnell
durch sterische Konflikte und wenig produktive Interaktionen verworfen werden
konnte. Darauf wurde das Modell um die beiden Ankerpunkte gedreht und die
moglichen Torsionswinkel in der Seitenkette angepasst. Die somit erhaltene
mogliche Orientierung von D/L-5-Phenyl-hydantoin ist in Abbildung 5.20
dargetellt.

In dieser Orientierung kann man zwischen zwei Bereichen der Bindung des
Substrats im aktiven Zentrum unterscheiden: die Bindung des Hydantoinrings

und die Bindungstasche der Seitenkette.

Der Hydantoin-Ring wird durch ein Netz von Wasserstoff-Briickenbindungen
im aktiven Zentrum gebunden. Ser288 bildet Wasserstoff-Briicken vom N zum
20 (2.3A) bzw. vom O zum 3N des Hydantoin-Rings (2.6A). Asn336 bildet
eine lange Wasserstoff-Briicke vom O zum 1N des Hydantoin-Rings (3.9A).
Die beiden Sauerstoffe am 4C sind iiber kurze Bindungen (2.0-2.2A) an die
beiden Zinkionen gebunden. Im Gegensatz zu den Ureasen, in denen Ni2 die
proximale Aminogruppe bindet, gibt es keine weitere Interaktion zwischen
Zn2 und dem Substrat. Der tetragonale Ubergangszustand kann noch durch

die Hydroxyl-Gruppe von Tyr155 stabilisiert werden (2.8A). Die Wasserstoff-
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Jb)

Abbildung 5.20: Modell fir die
Bindung von D/L-5"-Phenyl-hydantoin
(PH) (D-PH in griin, L-PH in rot) im
aktiven Zentrum der D-Hyd:

In a) wird die rdumliche Anordnung
deutlich,

in b) ist zusdtzlich eine nach
Hydrophobizitit (von rot nach blau)
gefarbte Oberflache dargestellt, die die
hydrophobe Tasche hervorhebt.

c) gibt einen schematischen Uberblick

iiber die Substratbindung.

Briickenbindung zu Asn336 ist sehr lang (3.9A). Bei der L-Hyd, bei der die
Umgebung des gebundenen Hydantoin-Rings sehr &nlich ist, konnte gezeigt
werden (s. Kapitel 5.5.3), dass dieser Stickstoff essenziell fiir die Hydrolyse ist.

In der vorgeschlagenen Orientierung ragt die Seitenkette der 5-substituierten
D-Hydantoine in eine hydrophobe Tasche, die von Leu64, Cys95, Phel52, Tyr155
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und Phel59 gebildet wird. Die hydrophobe Tasche ist in Abbildung 5.20b an
Hand einer nach Hydrophobizitdt gefarbten Oberflache verdeutlicht. Tyr155
hat bei der Substratbindung eine interessante Funktion: die Hydroxlygruppe

stabilisiert den polaren Ubergangszustand, der Aromat ist Teil der hydrophoben
Tasche.

Mit dieser Orientierung ldsst sich die hohe Enantiospezifitat der D-Hyd fiir D-5'-
Phenyl-hydantoin gut erkldren: Bei L-5’-Phenyl-hydantoin wiirde der Benzolring
wie in Abbildung 5.20 dargestellt mit His61 in sterischen Konflikt kommen oder
anders argumentiert: Wenn der Benzolring in der hydrophoben Tasche bindet,
kann es nicht zu einer produktiven Orientierung der zu spaltenden Amidgruppe

zum nukleopilen Hydroxidion kommen.

Die hydrophobe Tasche scheint zu einem grofsen Teil die Substrat- und
Enantiospezifitdt der D-Hyd (Keil et al., 1995) bei 5’-substituierten Hydantoinen
zu dirigieren. Phenylisch substituierte Hydantoine werden bevorzugt umgesetzt.
Wenn der Benzolring einen polaren Rest tragt (p-Hydroxyphenyl-hydantoin) ist
die Hydrolyse deutlich langsamer. Benzylisch subtituierte Hydantoine (Benzyl-
hydantoin) werden nur schlecht hydrolysiert, da es zu keiner produktiven
Bindung kommen kann. Schwefel in hydrophoben Seitenketten (2-Thienyl- und
Methyl-thioethyl-hydantoin (MTEH)) scheint ebenfalls bevorzugt zu sein; so
wird z.B. MTEH mit einer dreifach hoheren spezifischen Aktivitit und einem
hoéheren enantionmeren Uberschuss (99% ee im Vergleich zu 83% ee) hydrolysiert
als vergleichbares n-Butyl-hydantoin. Moglicherweise ist hier die Ndhe zu Cys95
von Bedeutung.

5-Methyl-hydantoin ist ebenfalls ein gutes Substrat. Wegen der kurzen
Seitenkette ist die Enantiospezifitdt nur gering (34% ee). Die natiirlichen Substrate
(Dihydropyrimidine) passen ebenfalls zwanglos in der vorgeschlagenen
Orientierung in das aktive Zentrum. Bei diesen Sechsringen wird die lange

Wasserstoffbriicke zu Asn336 etwas kiirzer.

Bei all diesen Betrachtungen ist zu beachten, dass es sich bei den Literaturwerten
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zum Umsatz der verschiedenen Hydantoine um Angaben der spezifischen
Aktivitdt und des Enantiomerentiberschusses handelt und dass Angaben zu ki,
und K nicht verfiigbar sind.

Obwohl das vorgeschlagene Modell zur Bindung des Substrats im Einklang
mit den experimentellen Befunden ist, bleibt es bis zum experimentellen Beleg
durch die Strukturaufklarung der D-Hyd mit einem gebundenen Substrat- oder
Ubergangszustandsanalogon ein hypothetisches Modell.

5.5.3 Substratbindung L-Hyd

Auch fiir die L-Hyd ist kein stark bindendener Inhibitor bekannt. Deshalb sollte
nun das Modell der Substratbindung von der D-Hyd auf die L-Hyd tibertragen

werden.

Die L-Hyd ist deutlich umfassender charakterisiert als die D-Hyd. Dadurch
und wegen der unterschiedlichen Substrat- und Enantiospezifitdt konnte die
Ubertragung der Substratbindung auf die L-Hyd und die Erklirung der unter-
schiedlichen Spezifititen auch zur Evaluierung des vorgschlagenen Modells
dienen. Wegen der vergleichsweise geringen Auflosung des verwendeten
Datensatzes konnte in der Struktur der L-Hyd nur das Hydroxyd-Ion, nicht aber
das andere Wasser verfeinert werden. Deshalb wurden nach einem strukturellen
Alignment der aktiven Zentren der D- und L-Hyd die Substrate der L-Hyd
analog wie in der D-Hyd orientiert. Dabei wurden zunidchst moglichst gute
und rigide Substrate wie z. B. D/L-5-Indolyl-methyl-hydantoin verwendet.
In Abbildung 5.21 ist die mogliche Orientierung dieses Substrats im aktiven
Zentrum illustriert. Im Folgenden werden die Interaktionen des Hydantionrings

und der Seitenkette mit der L-Hyd getrennt diskutiert.

Der Einfluss von Variationen im Hydantoinring auf die Hydrolyse von
D/L-5-Benyzl-hydantoin-Derivaten wurde von Waniek untersucht (Waniek,
2000). Hydantoinderivate, bei denen der Sticktoff (3N) der Amidgruppe,
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die hydrolysiert wird, durch eine Methylengruppe ersetzt ist, werden nicht
hydrolysiert. Hydantoinderivate, bei denen der andere Stickstoff (1N) methyliert
(5-Benzyl-1-N-methyl-hydantoin), oder durch eine Methylengruppe (Benyzl-
succinimid), Sauerstoff (5-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion) oder Schwefel (5-

Benzyl-1,3-thiazolidin-2,4-dion) ersetzt sind, werden nicht oder nur schlecht

hydrolysiert.

Abbildung 5.21:

Modell fiir die Bindung von D/L-
5’-Indolyl-methyl-hydantoin (IMH) (L-
IMH in griin, D-IMH in rot) im aktiven
Zentrum der L-Hyd:

In a) wird die rdumliche Anordnung
deutlich,

in b) ist zusatzlich eine nach Hydro-
phobizitdt (von rot nach blau) gefarbte
Oberflache dargestellt, die den hydro-
phoben Bindungsbereich hervorhebt,

c) gibt einen schematischen Uberblick
tiber die Substratbindung von L-IMH.
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Die beiden Stickstoffatome, deren Bedeutung fiir die Bindung des Hydantoin-
Rings im aktiven Zentrum der L-Hyd gezeigt werden konnte, sind Teil des
Netzwerks an Wasserstoff-Briickenbindungen. Dieses ist bei D- und L-Hyd na-
hezu identisch: Die beiden Sauerstoffatome des tetragonalen Ubergangszustands
werden in beiden Enzymen durch die Zinkionen koordiniert, die zusitzliche
Wasserstoffbriicke zur Hydroxyl-Gruppe von Tyr155 besteht nur in D-Hyd. Die
Wasserstoffbriickenbindungen zu der Hauptkettenatomen von Ser288 (O und N)
und Asn336 (O) haben ihre Ensprechung in Bindungen zu Ala285 (O und N) und
Asn333 (O). Trotz der Lange der Bindung zu Asn333 (O) ist diese Bindung von
entscheidender Bedeutung fiir die Hydrolyse.

Der Einfluss der Seitenkette des 5-substituierten Hydantoins auf die Hydrolyse
wurde von May et al. (1998b) beschrieben. Die L-Hyd bevorzugt benzylische
Seitenketten mit einer hohen L-Enantiospezifitdt. Hydantoine mit phenylischen
Seitenketten sind enantiomerunabhéngig schlechte Substrate. Unsubstituier-
tes Hydantoin oder andere mogliche natiirliche Substrate wie Harnstoff,
Dihydropyrimidine, Dihydroorotat oder Allantoin werden kaum oder gar
nicht hydrolysiert. 5-Methyl-thioethyl-hydantoin (MTEH) mit einer langen
flexiblen Seitenkette ist ein gutes Substrat. Bei diesem Substrat wird das D-
Enantiomer leicht bevorzugt umgesetzt. Mutationen an einzelnen Residuen,
die durch gerichtete Evolution erhalten wurden (May et al., 2000), fiihrten
zu einer modifizierten Enantiospezifitit. Die V154A-L-Hyd hat eine hohere
Spezifitat fiir D-MTEH, die V180A-L-Hyd hat eine hohere spezifische Aktivitat
bei unverdnderter Enantiospezifitit; eine zusatzliche I95F-Mutation dndert die
Enantiospezifitdt von D nach L hin. Bei den Varianten handelt es sich allerdings
eher um phidnomenologische Untersuchungen, da keine Kinetiken gemessen

und keine kinetische Konstanten wie k;,; oder K,; bestimmt wurden.

Der Teil des aktiven Zentrums, der die Seitenkette der Substrate bindet,
unterscheidet sich deutlich zwischen D- und L-Hyd. Die hydrophobe Tasche,
die in D-Hyd die Substrat- und Enantiospezifitat dirigiert, existiert in dieser

Form nicht in L-Hyd. Der gesamte Bereich ist hier wesentlich offener. Dies
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hat den folgenden Einfluss auf die Spezifititen der L-Hyd: Die Seitenketten
der benzylisch substituierten Hydantoine wie 5’-Indolyl-methyl-L-hydantoin
konnen hydrophobe Wechselwirkungen mit His62 und I1e95 eingehen, wihrend
die Seitenketten der 5-phenylisch substituierten L-Hydantoine mit His62 in
sterischen Konflikt treten. Dies war auch bei der D-Hyd die Erkldrung fiir
die starke Bevorzugung von D-PH. Im Gegensatz zur D-Hyd konnen die
ensprechenden D-Enantiomere in der vorgeschlagenen Orientierung bei der
L-Hyd keine hydrophoben Wechselwirkungen eingehen, bzw. sind bei einer
Bindung im aktiven Zentrum in einer fiir die Katalyse ungiinstigen Orientierung.
Im Gegensatz zur D-Hyd sind die Unterschiede in der moglichen Bindung der
beiden Enantiomere bei der L-Hyd deutlich geringer, so dass die Erklarung fiir

die Enantiospezifitit weniger eindeutig ist als bei der D-Hyd.

a) native L-Hyd mit D/L-MTEH b) L-Hyd-Varianten mit D/L-MTEH

Abbildung 5.22:

Modell fiir die Bindung von D/L-MTEH (L-MTEH in griin, D-MTEH in rot) im
aktiven Zentrum der L-Hyd:

a) native L-Hyd, die D-MTEH leicht bevorzugt,

b) verschiedene Mutationen: V154A hat eine hohere Spezifitit fiir D-MTEH. FO51
hat eine hohere Spezifitit fiir L-MTEH.
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Die modulierbare Enantiospezifitiat bei der L-Hyd in Bezug auf das Substrat
MTEH soll im folgenden diskutiert werden: Wegen der langen und flexiblen
Seitenkette ist das manuelle Modellieren dieses Substrats (s. Abb. 5.22a) deutlich
schwieriger als bei den vorher diskutierten rigiden Substraten. Die lange flexible
Seitenkette mag auch der Grund fiir die geringe Enantioselektivitdt der L-Hyd
fiir dieses Substrat sein. Der Einfluss der V180A-Mutation ist schwierig zu
erkliren, da dieses Residuum 15A vom aktiven Zentrum entfernt liegt. Die
V145A-Variante (s. Abb. 5.22b) bietet der Seitenkette von D-MTEH mehr Platz,
wodurch die hohere D-Spezifitat erklart werden konnte. Bei der 195F-Variante
(s. Abb. 5.22b) wird durch den Phenylring die Hydrophobizitit in der Region
erhoht, in der die Seitenkette von L-MTEH liegt. Durch diese relativ kleinen
Anderungen kann die Spezifitit der L-Hyd moduliert werden. Dies unterstreicht,
dass die Substratbindung bei der L-Hyd erheblich weniger deutlich ist als bei
der D-Hyd.
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5.5.4 Vergleich der Hydantoinasen und deren natiirliche Sub-

strate

Bei D- und L-Hyd konnten mégliche Substrate im angenommenen Uber-
gangszustand in einer sehr dhnlichen Weise orientiert werden. Das Netzwerk
an Wasserstoffbriicken zum Hydantoinring ist bei beiden Enyzmen nahezu
identisch. Grofle Unterschiede bestehen jedoch in der Region, in der die

Seitenkette gebunden wird.

Bei der D-Hydantoinase gibt es eine klar definierte hydrophobe Tasche, die
durch Leu64, Cys95, Phel52, Tyr155 und Phel59 gebildet wird und die Substrat-
und Enantiospezifitit zu steuern scheint. Das D-5’-Phenyl-hydantoin passt
genau in diese Tasche, so dass es den Anschein hat, als ob die D-Hyd auf
dieses unnatiirliche Substrat optimiert ist. Es stellt sich die Frage nach der
Funktion dieser ausgeprédgten hydrophoben Tasche, da die Dihydropyrimidine
als natiirliche Substrate der D-Hyd keine grofie hydrophobe Seitenkette haben
und diese Tasche bei anderen D-Hydantoinasen ebenfalls in dhnlicher Form

vorhanden zu sein scheint.

Bei der L-Hydantoinase ist dieser Bereich deutlich weiter. Es gibt hier
keine ausgepridgte hydrophobe Tasche. Dadurch scheinen feinere strukturelle
Unterschiede in den Bindungen zum Substrat die Spezififtaten auszumachen, die

sich moglicherweise durch einzelne Mutationen modulieren lassen (s. MTEH).

Die Orientierungen der Loops, die fiir die unterschiedlichen Spezfitdten
verantwortlich sind, sind in Abbildung 5.23 verdeutlicht. Diese globalbe
Betrachtung veranschaulicht schon die unterschiedliche Enantiospezifitat.

Strukturell passt die L-Hyd genauso zu den Dihydropyrimidinasen wie die
D-Hyd, weshalb sie auch als Dihydropyrimidinase eingeordnet werden sollte.
Allerdings werden Dihydopyrimidine durch die L-Hyd nicht hydrolysiert.
Das natiirliche Substrat der L-Hyd ist bislang noch unbekannt. Aus der
angenommenen Substratbindung kann man folgern, dass das nattirliche Substrat
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der L-Hyd sich deutlich von den untersuchten Substraten unterscheiden
wird. Ein Fragment des Substrats wird sicherlich dem Hydantoin- oder
Dihydropyrimidinring &hnlich sein, denn das Wasserstoffbriickennetzwerk
passt sehr gut. Uber den Rest des Substrats kann man wegen der Weite der

substratbindenen Tasche kaum Aussagen machen.

Abbildung 5.23: Die
Loops am aktiven
Zentrum der D-Hyd (mit
D-PH in blau) und L-Hyd
(mit L-IMH in rot) geben
einen globalen Hinweis
auf die unterschiedlichen
Enantiospezifititen. Der
Loop auf der rechten Seite
tragt die Residuen der D-
Hyd, die die hydrophobe
Tasche bilden.
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5.5.5 Katalytischer Mechanismus bei den Hydantoinasen

Durch die Homologie zu den Ureasen kann nun der fiir die Ureasen vorge-
schlagene Reaktionsmechanismus (Benini et al., 1999) auf die Hydantoinasen
tibertragen werden. In Abbildung 5.24 ist dieser Mechanismus schematisch fiir
die D-Hyd aufgestellt.

Das Substrat wird durch den hydrophoben Kanal in das aktive Zentrum der
Hydantoinase geleitet. Dort wird der Hydantoinring durch ein Netz von
Wasserstoffbriicken, die Seitenkette durch hydrophobe Wechselwirkungen
gebunden. Der Sauerstoff der Carbonylgruppe an 4C nimmt die Position des
am Zink gebundenen Wassers (Wat93 in D-Hyd) ein. Durch die Ndhe zum Zink
wird nun diese Carbonylgruppe polarisiert. Dies ermoglicht den nukleophilen
Angriff vom Hydroxidion, das durch die Ndhe zu den beiden Zinkionen in der
deprotonierten Form vorliegt. Es bildet sich ein tetragonaler Ubergangszustand,
der zusitzlich zu den vorhandenen Bindungen in D-Hyd durch die Hydroxyl-
Gruppe von Tyrl55 stabilisiert wird. Die Amidbindung wird nun gespalten.
Die entstandene Carboxyl-Gruppe wird deprotoniert, die entstandene Amino-
Gruppe protoniert. Die elektrostatische Abstoflung der Carboxylate von der
entstandenen Carbamoyl-Aminosdure und von Asp315 fiihrt zur Entfernung des
Reaktionsprodukts aus dem aktiven Zentrum.
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Abbildung 5.24: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der Hydantoinasen,
der durch Analogie zu den Ureasen erstellt wurde.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die rontgenkristallographische Strukturlosung
von zwei Dihydropyrimidinasen beschrieben und deren dreidimensionale
Struktur interpretiert. Bei beiden Enzymen handelt es sich um Homo-Tetramere
mit je ca. 50 kDa pro Protomer, die tiberwiegend von biotechnologischem

Interesse sind.

Die D-Hydantoinase aus Thermus sp. (D-Hyd) wurde als natives Protein
und Se-Methionin-Derivat in E. coli-Zellen exprimiert und anschlieffend zur
Homogenitdt aufgereinigt. Beide Enzymformen konnten in einer zentriert
orthorhombischen Kristallform (C222,) kristallisiert werden. Diese Kristalle
haben fiir Proteine aufiergewohnlich gute Beugungseigenschaften. Da keine
Struktur mit einer ausreichend hohen Homologie bekannt war, wurde die
Struktur de novo mittels Se-Met-MAD-Phasierung gelost. Dafiir wurden bei
drei Wellenlingen MAD-Datensitze bis 2.5A Auflosung gemessen. Da sich
sechs Monomere in der asymmetrischen Einheit befinden, von denen jedes
neun Methionine enthilt, musste eine grofie Substruktur von 54 Selen-Positionen
bestimmt werden. Die dabei daraus erhaltenen Phasen wurden mittels Techniken
der Dichtemodifikation auf eine nativen Datensatz {iibertragen und unter
nicht-kristallographischer Mittelung auf 1.7A Auflssung erweitert. Wegen der
hohen Qualitit somit erhaltenen Phasen konnten die sechs Monomere der
asymmetrischen Einheit iiberwiegend automatisch modelliert werden. Mit den
ca. 300 kDa handelt es sich um die bis dahin grofste automatisch gebaute Struktur.
Es konnte ein weiterer Datensatz bis auf anndhernd atomare Auflosung (1.3A)
gemessen werden, der mit fast 700.000 unabhédngigen Reflexen einer der grofiten
gemessenen Rontgen-Datensétze ist. Die Struktur wurde mit diesen Daten auf
kristallographische R-Werte von Ryx=15.3% und Ry, =18.4% verfeinert.

Die Struktur der D-Hyd in einer weiteren Kristallform (Raumgruppe P2:2;2;)
wurde mittels Molekularen Ersatzes gelost und mit Diffraktionsdaten bis 2.6A
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Auflosung auf kristallographische R-Werte von Ry,x=18.1% und R¢.=21.1%

verfeinert.

Die Struktur der D-Hyd besteht aus einem zentalen («/f3)s-Barrel, das
von einigen zusitzlichen Helices und Faltbldttern flankiert wird, und einer
zusatzlichen 3-Faltblatt-Doméne. Diese [3-Faltblatt-Doméne setzt sich aus zwei
parallenen Faltblittern zusammen, die von den N- und den C-terminalen
Residuen gebildet werden. Das aktive Zentrum liegt am Ende eines langen
hydrophoben Kanals, am C-Terminus verschiedener Striange des Barrels. Wegen
der hohen Auflosung der Daten konnte ein sehr detaillierter Einblick ins
aktive Zentrum erhalten werden. Dort befinden sich zwei Zinkionen, die von
Histidinen, einem Aspartat und einem carboxylieren Lysin koordiniert werden.
Zwischen den beiden Zinkionen befindet sich ein Wasser, das durch die Nahe
als Hydroxid vorliegt und das entscheidenen Nukleophil bei der Hydrolyse der
Amid-Bindung ist.

Von der L-Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens (L-Hyd) war ein Datensatz
mit Daten bis 2.6A Auflssung vorhanden. Wegen der hohen Homologie zwischen
D- und L-Hydantoinase wurden die D-Hyd als Modell fiir den Molekularen
Ersatz verwendet. Da die Standardtechniken des Molekularen Ersatzes jedoch
keine Losungen lieferten, wurde mittels Homologie-Modelling ein Modell
der L-Hyd erstellt, mit der der Molekulare Ersatz dann erfolgreich war. Die
Struktur wurde bei einer Auflosung von 2.6A auf kristallographische R-Werte
von Ryor=22.4% und Ry, =24.4% verfeinert.

Die Strukturen der D- und L-Hyd sind sich sehr dhnlich. Sie passen sehr gut
in eine grofie Proteinklasse der ureaseverwandten Proteine. Aus dieser Klasse
sind neben den Ureasen auch die Struktur der Phosphotriesterase bekannt,
die eine hohe Homologie zum («/f3)s-Barrel aufweist. Neben der Homologie
in der Faltung besteht eine noch hohere Homologie in der Architektur des
aktiven Zentrums. Diese Homologie und strukturell konservierte Wasser wurden
ausgenutzt, um die Substratbindung von der Urease auf die Hydantoinasen

zu tibertragen. Mit der manuellen Orientierung eines putativen tetragonalen
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Ubergangszustands von Substraten der D- und L-Hyd wurde erkannt, dass
der Hydantoinring in beiden Enzymen in einer vergleichbaren Weise gebunden
werden kann. Die Substrat- und Enantiospezifitit der D-Hyd wird von einer
ausgepragten hydrophoben Tasche dirigiert. Bei der L-Hyd, deren Substrat-
und Enantiospezifitdt sich von der D-Hyd unterscheidet, ist dieser Bereich des
aktiven Zentrums deutlich verschieden. Es gibt hier kein vorherrschendes Struk-
turelement, das die Substrat- und Enantiospezifitit so deutlich beeinflusst wie
bei der D-Hyd. Dies driickt sich auch in der substratabhdngigen Enatiospezifitat
der L-Hyd aus. Mit dem manuellen Substrat-Docking konnte somit insbesondere
tiir die D-Hyd eine befriedigende Erkldrung fiir die unterschiedlichen Substrat-
und Enantiospezifititen gegeben und ein Reaktionsmechanismus aufgestellt
werden.






7 Ausblick

Wiahrend dieser Arbeit wurden die nativen Strukturen der D- und L-Hyd gelost
und verfeinert. Neben den vielen Fragen, die bislang mit diesen Strukturen gelost
werden konnten, ergaben sich wahrend der Strukturaufkldrung eine Anzahl an

weiteren Fragen, die Ausgangspunkt fiir weiterfithrende Arbeiten sein knnen.

e Die Erkldrung der Substrat- und Enantiospezifitdat der D- und L-Hyd beruht
auf einem manuellen Substrat-Docking, das die Homologie zu den Urea-
sen ausnutzt. Obwohl das vorgeschlagene Modell soweit in sich schliissig
ist und mit den experimentellen Kenntnissen {iber die beiden Enzyme in
Einklang ist, steht ein direkter experimenteller Beweis noch aus. Dafiir
wire eine Kristallstruktur mit einem gebundenen Inhibitor oder Substrat
im Ubergangszustand notig. Ein moglicher Ansatz wire wie bei Urease eine
Co-Kristallisation mit einem nicht hydrolysierbares Uberganszustandsana-
logon. Zum Beispiel kinnte man versuchen, den tetragonalen Ubergangs-
zustand durch ein Hydantoinderivat zu imitieren, bei dem die Carbonyl-
gruppe der zu spaltenden Amidgruppe durch eine Phosphongruppe aus-
getauscht ist.

e Solange noch kein entsprechendes kleines Molekiil zur Verfiigung steht,
konnte das vorgeschlagene Modell mittels Kraftfeldrechnungen tiberpriift
werden. Dies wére insbesondere bei Substraten mit langen und flexiblen

Seitenketten sinnvoll.

e Bei der Interpretation der Spezifititen konnte vor allem bei der D-Hyd
nur auf ein geringes Datenmaterial zur Charakterisierung der Substrate
zuriickgegriffen werden. Dabei wire eine Kenntnis der kinetischen Para-
meter zur weiteren Auswertung hilfreich. Dies gilt insbesondere auch fiir
die detaillierte Interpretation der substratabhdngigen und modulierbaren

Enantiospezifitdat der L-Hyd.

e Trotz der vorhandenen Struktur konnte die Frage nach dem natiirlichen

Substrat der L-Hyd nicht gekldrt werden. Verschiedene Ansédtze kénnten
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hier zusammen mit der Struktur angewendet werden.

In vivo kdonnte bei Arthrobacter aurescens das Gen fiir die Hydantoinase oder
das gesamte Gencluster durch knockout ausgeschaltet werden. Uber eine
Analyse des Proteoms oder des Metabolismus dieser Mutanten konnte man
Hinweise auf die physiologische Bedeutung der L-Hyd bekommen.

In silico konnte man durch ein automatisches Substratdocking eine grofie
Datenbank an kleinen Molekiilen austesten, ob sie im aktiven Zentrum der
L-Hyd produktiv binden kdnnen.

Mit der Struktur der D- und L-Hyd stehen fiir weitere kristallographische
Arbeiten Modelle zur Verfiigung, mit denen sich die Strukturen anderer
Hydantoinasen oder verwandter Enzyme 16sen oder modellieren lassen. In-
teressant wird dabei neben weiteren Erklarungen fiir Spezifititen auch die
Struktur der nicht katalytisch aktiven Proteine wie dem collapsin mediator
response-Protein (CRMP) sein.



A Anhang

Al

Sequenzierung der D-Hyd

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

nnnntttatt
gagcggataa
atgcctttac
Eggggccgac
acctcgaggce
gtgtttcecg
ggccaccttc
tggggggcac
gatgccctceg
ctactgcgat
ccgaggggea
atttttctct
ccagaccctg
gtgagaacgc
ggcaagaccg
ggccgaagge
ccggectacgt
gccgctaaag
cttcctgetce
agtacatcat
tgggatgecc
ccccttegac
ttcccaacgg
tacggggtga
cagcaccaag
tegeggtggg
ggcaccatct
cgagggcttt
aggtggeggt
ctcctgeggce
gaatttgcectg

geggtagaag

tgectttgtga
caatttcaca
tgatcaagaa

atctacgccg
ccegeeegge
gcttcataga
gccaaggaca
caccacctac
agggctacca
tacaccttcc
gctcegggag
cctacaaaaa
cgcctggeca
cgagetggtg
gcccecgagtg
accgcgeggt
ggtgcacctc
cgaggggegt
gataaaacct
gtcgecgeceg
tggcecaggg
accgagcaga
catcccggece
gecegeggeceg
gcecgecaage
cagcgacgcc
cggtcaagac
gagattgacg
gcgggacggg
gcgagceccat

ggtgggatct
cttggectgtt

tacagattaa

atcagaacgc

gcggataaca
cagaatagat
cggcgaaatc

agggcgagac
accgaggtga
cccccacgtg
cccacgagac
atcgagatgt
gctctggaag
acatggccgt
attgtggccg
cttctttgge
aggagctggg
gggeggttge
gcacgagccc
ttgccacctt
tcctgecaaac
gcccatctat
acgccgageg
ttgcgegata
cttcatcgac
agctgetggg
atcgaagacc
cctcgatatt
tgtttggact
gacctggtgg
ccagcacgtc
gccggececeag
cagtttgtgg
gtacttctaa
gectgtggat
ttggeggatg
agaagcggtc

attataatag
taaagaggag
atcaccgcegg
catcacccgc
tagatgccac
cacatctacc
cggctccaag
gctgecccag
agcaaggccg
ctccaagttc
acggcattag
gtggacgacg
ggtgatcegtg
agcagaagct
agccgecceceg
cctcgagacc

cggeccctgga
atcgaatcgg

gggcggegtg
agcgcaacca
accgtgggca

caaggaggcc
gggtcaacct

caccgctttg
gttcccccege
tctacgaccc
aacaacgact
cgtggtgacg
gcgagaageg

attcaattgt
aaagaattc t
acagccggta

atcgggcaga
cggcaagtac

tgcccttcat
gcggecttga
ccgcaacgac
agggcaacag
gacgaaaaaa
ctccttcaaa
gggagatgta
accgcccact
actgtccgag
aggcggtgga
accggggcca
tgcggcecatg
tcatccccca
gaggccatga
gaaagtcctg
ccgaccactg
ttcaccgcta
gctctacacc
tggacgegge
aagggcacca
ccagtaccgg
acaacggctt
gtgcggggta
gtggggtaag

atgaagccga gatgggtttt

ageggtggtg
agagaagatt
tgat

ctggtgetgg
ttcagcctga

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350

Abbildung A.1: DNA-Sequenz des Gens der D-Hyd. Start und Stopp-Codon
sind doppelt, die EcoRI- und HindIII-Schnittstellen sind einfach unterstrichen.
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native and selenomethionine p-hydantoinase from

Thermus sp.

A p-hydantoinase from Thermus sp. was expressed in Escherichia
coli, purified to homogeneity and crystallized both as native and
Se-Met labelled protein. The crystals belong to the orthorhombic
space group C222;, with unit-cell parameters a = 125.9, b = 215.8,
c=2075A.A three-wavelength MAD data set was collected to 2.5 A
resolution and a native data set was collected to 1.7 A resolution.
Crystal packing and self-rotation calculations led to the assumption
of six protomers per asymmetric unit, corresponding to a V), value of
228 A*Da ! and a solvent content of 46%. As each protomer
contains nine Se-Met residues, 54 selenium sites per asymmetric unit
were present and could be unambigously located in the course of the
MAD experiment. This selenium substructure is one of the largest
selenium substructures that have been solved to date. The resulting
phases obtained at a high-resolution limit of 3.0 A could be extended
to 1.7 A and refined by application of density-modification tech-
niques, especially non-crystallographic symmetry.
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1. Introduction

Hydantoinases are cyclic amidases (E.C. 3.5.2;
Webbs, 1992). They catalyze the reversible
hydrolytic ring-opening of five- or
membered cyclic diamides such as 5’-mono-
substituted hydantoins and dihydropyrimi-
dines to the corresponding carbamoyl amino-
acids and 3-ureidoacids, respectively (Fig. 1).
According to their stereoselectivity, hydanto-
inases have been classified as L- (Yamashiro et
al., 1988), non- or p-enantiomer selective
(Moller er al., 1988; Yokozeki & Kubota, 1987).
p-Hydantoinases are considered to be the
bacterial counterpart of dihydropyrimidinases,
which are directly involved in the catabolism of
pyrimidines (Vogels & van der Drift, 1976).
The natural functions of both L- and non-
specific hydantoinases still remain unclear.
Hydantoinases are used as biocatalysts for the
stereospecific production of non-proteinogenic
amino acids (Syldatk & Pietzsch, 1995).

The biochemical properties and substrate
specificities of numerous hydantoinases are
well characterized in the literature (reviewed
by Syldatk et al., 1999), but to date no struc-
tural information at the atomic resolution level
has been published.

In this study, we used a thermostable
D-hydantoinase from Thermus sp. (Elard et al.,
1987). As no directly homologous structure is
known to date, Se-Met MAD phasing tech-
niques were applied.

six-

2. Materials and methods

2.1. Expression and purification

The bp-hydantoinase from Thermus sp.
(p-Hyd) was expressed in methionine auxo-
troph E. coli B834 cells (Novagene). The
transcription of the gene for p-Hyd was under
control of the TPTG-inducible TS promoter
and was performed by the endogenous E. coli
RNA polymerase. Each medium contained
150 mg 1”" ampicillin and 0.1 mM MnCl,. The
cultivation of the native p-Hyd was performed
in LB medium. For the production of Se-Met-
p-Hyd, a 20ml pre-culture was grown
overnight in LB medium, centrifuged at 3000g
for 5 min and resuspended in cold M9 minimal
medium in three cycles. The washed cells were
used to inoculate the main culture in 1.21 M9
medium supplemented with 50 mgml™!
selenomethionine and all other amino acids.
The main cultures were grown at 310K in
three 3 1 Erlenmeyer flasks to an ODgq of 0.8.
Expression was then induced with 1 mM IPTG
for 4h. The cells were then cooled on ice,
harvested by centrifugation for 20 min at
5900g, resuspended in 15 ml 20 mM Tris pH 8.0
and kept at 253 K for further use.

After addition of a protease-inhibitor
cocktail, the thawed cells were lysed by
passing them three times through an ice-cold
French press. Cell debris was removed by
centrifugation at 10 000g for 30 min.

1166  Abendroth et al. - p-Hydantoinase
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All buffers for the purification were
supplemented with 0.1 mM MnCl, and, for
the Se-Met-p-Hyd, additionally with 20 mM
DTT; all purification steps were performed
at 277 K. Purification was performed in
three steps following a modified version of a
previously published protocol (Abendroth et
al., 2000). The purification steps consisted of
fixed-bed  Streamline  anion-exchange,
hydrophobic  interaction  and
exchange chromatography. On average,
15mg of homogenous protein could be
obtained from 1.21 cultures. Homogeneity
was tested with standard SDS-PAGE, native
PAGE, isoelectric focusing, dynamic light
scattering, MALDI and ESI mass spectro-
metry.

The purified enzyme was rebuffered in
20 mM Tris pH 8 (plus 20 mM DTT for
Se-Met) and concentrated to 5.5 (native) or
9.5 mg ml™" (Se-Met) by ultrafiltration.

anion-

2.2. Crystallization

All  crystallization experiments
performed at 293 K using the sitting-drop
variant of the vapour-diffusion method.
Initial ~ crystallization ~conditions ~were
screened using the sparse-matrix approach
(Jancarik & Kim, 1991).

Microseeding appeared to be crucial for
obtaining good crystals. Initial crystals of
native p-Hyd were crushed with a needle
and diluted in different amounts of 1.6 M
ammonium sulfate, 2% PEG 400, 100 mM
HEPES/NaOH pH 7.5; these served as
seeding stocks. 0.5 pl of the different seeding
stocks were added to a drop which consisted
of 3 pl protein solution and 4.5 pl reservoir
(Se-Met-p-Hyd: 3 pl plus 3 pl) and which
had been equilibrated overnight.

As in the case of Se-Met-p-Hyd, some
protein precipitated during the first 12 h; the
24 drops were then collected and centri-
fuged at 10 000g. The clear supernatant was
distributed again on clean micro-bridges and

were

'COOH

quﬂ NW/ME

o

R
‘OOH

R, (o)

N N N. NH,

b b
o (&)

Figure 1
The reaction catalyzed by hydantoinases.

equilibrated for 1h prior to seeding. The
optimized reservoir consisted of 1.65M
ammonium sulfate, 5% PEG 400 and
100 mM HEPES-NaOH pH 7.5 (Se-Met-p-
Hyd: 1.65M ammonium sulfate, 5% PEG
400, 20 mM DTT and 100 mM HEPES-
NaOH pH 7.5). As the quality and the size
of the crystals depended on the quality of
the seed crystals, several cycles of seeding
were performed.

Crystals grew to dimensions of 0.5 mm in
each direction (Se-Met-p-Hyd: 0.3 mm)
within several days. For Se-Met-p-Hyd, only
native crystals could be used as seeds. Whilst
initial crystalization led to non-regular
crystals, severals cycles of seeding led to
good crystals of prismatic shape (Fig. 2).

2.3. Diffraction experiments

For X-ray diffraction experiments at
cryogenic temperatures, the crystals were
transferred directly into a cryoprotectant
buffer which consisted of 2 M Li,SO,, 5%
PEG 400 and 100 mM HEPES/NaOH pH
7.5. The crystals were mounted in a nylon
loop and flash-frozen in a nitrogen stream at
100 K (Oxford Cryosystems Cryostream).
Both data sets were measured at the EMBL
Outstation at DESY, Hamburg. The native
data set was measured on beamline BW7B
at 0.8439 A using a MAR 345 detector. The
diffraction limit was beyond 1.3 A resolu-
tion; a complete data set was measured to
1.7 A resolution. The MAD data set was
measured on beamline X31 using a MAR
300 detector. The peak and inflection point
were determined using EXAFS spectra. The
native and the three MAD data sets were
measured en bloc over approximately 95°.

All data were processed and scaled with
DENZQO and SCALEPACK from the HKL
suite (Otwinowski & Minor, 1997). The
MAD data were not merged with SCALE-
PACK but with SOLVE (Terwilliger &
Berendzen, 1999).

2.4. Solving the selenium substructure

The MAD data were merged with the
local scaling routine of SOLVE (Terwilliger
& Berendzen, 1999). The 54 Se-Met sites
could be located using the automated
protocol of SOLVE when the high-
resolution limit was lowered to 3.0 A. Initial
phasing was also performed with SOLVE.

2.5. Subsequent calculations

Subsequent calculations were performed
with programs from the CCP4 suite (Colla-
borative Computational Project, Number 4,

1994); for the calculation of the self-rotation
function, the program GLRF (Tong &
Rossman, 1990) was used.

Local symmetry operators were deter-
mined using the Se-Met positions with the
CCP4 program FINDNCS. The initial
phases from the MAD data set were
combined with the structure-factor ampli-
tudes of the native data set. Density modi-
fication was performed with the CCP4
program DM.

3. Results and discussion

Native and Se-Met-p-Hyd could be
expressed in methionine auxotrophic E. coli
cells. Because of the high expression level,
these bacteria were also used for the native
Cryostream enzyme. Both enzymes could be
purified to homogeneity using a similar
protocol. Approximately 15 mg of protein
could be purified from a 1.21 culture. EST
mass spectra of both native and Se-Met-D-
Hyd were in accordance with the calculated
molecular mass, indicating a complete
substitution of Met by Se-Met. In both cases
the N-terminal Met was post-translationally
excized, which is common in E. coli when
proline is the following residue (Hirel er al.,
1989).

The crystallization conditions were very
similar for both variants as stated above.
Several cycles of microseeding using seeds of
native p-Hyd were crucial for the growth of
well ordered and large crystals (Fig. 2). The
crystals grew to their final size within a few
days.

Figure 2
Orthorhombic crystals of native p-hydantoinase.

Acta Cryst. (2000). D56, 1166—1169

1167

Abendroth et al. « p-Hydantoinase



158

Anhang

crystallization papers

Table 1

Statistics of X-ray data sets of native and Se-Met-p-Hyd.

Values in parentheses refer to the highest resolution shell,

Data Wayelength Resolution Total No. of No. of unique Complete-  Multi-

set % (A) (A) reflections  reflections  o(I)  ness (%) plicity (%) Rymt
Native 0.8439 20-1.7 1006898 293229 256 (9.5) 953 (89.9) 34 7.1 (102)
MAD remote  0.9184 350556 97226 164 (80) 998 (99.1) 36 59 (17.7)
MAD peak 0.9794 2525 431701 97152 177 (92) 100.0 (99.9) 4.4 7.7 (16.9)
MAD inflection 0.9797 2525 394476 96723 193 (9.0) 1000 (99.8) 4.1 7.6 (14.8)

 Reym = s ZiTAhKD) = (KDY 0 i1 (KD

Native crystals of p-Hyd diffracted to
better than 1.3 A resolution at beamline
BW7B at DESY, Hamburg. Because of the
size of the unit cell and the available beam
time, the high-resolution limit was set to
1.7 A in order to obtain a complete data set.
A three-wavelength MAD data set was
measured to 2.5 A at beamline X31 at
DESY, Hamburg.

X-ray
rhombic Laue symmetry and systematic
absences indicated the space group to be
C222,. The unit-cell parameters for the
native enzyme are a = 1259, b = 2158,

intensity data showed ortho-
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Figure 3

¢=207.5 A and for Se-Met-p-Hyd, a=125.1,
b = 2152, ¢ = 207.6 A. The data could be
scaled to a symmetry R value of 7.1% for the
native data set and 5.9-7.6% for the
different MAD data sets. Statistics for all
four data sets are summarized in Table 1.
Assuming six monomers in the asym-
metric unit, the crystal packing parameter
Vay (Matthews, 1968) is 228 A’Da™',
corresponding to a solvent content of 46%.
During further analysis this value was
corrected to 38%.
Most of the hydantoinases are described
in the literature as forming tetramers and a
few as forming dimers. Results of both
gel-permeation chromatography and
dynamic light scattering could be
interpreted as either dimers, trimers or
tetramers. The self-rotation function

2 B
2

= 90.00

Self-rotation functions of p-Hyd with (a) x = 60°, (b) k = 120° and (c) x = 180°.

showed peaks at x angles of 60, 120 and 180°
(Fig. 3). Whereas the strongest peaks at
Kk =180° results from crystallographic
symmetry, all others have non-cystallo-
graphic origin. Owing to the different
possible quarternary structures of p-Hyd,
the following interpretations were consistent
with the self-rotation function: three dimers
with their internal dyads lying in the ab
plane, where the threefold and sixfold axes
stem from mappings between these dimers
in combination with the crystallographic
symmetry; (wo trimers with the corre-
sponding threefold axes and with twofold
axes which map these trimers to each other;
three tetramers with 222 symmetry on
special positions.

One bottleneck in solving large structures
of Se-Met-labelled proteins is the detection
of the selenium sites. With the advent of new
programs, a number of large selenium
substructures have recently been solved
(Deacon & Ealick, 1999). For solving this
selenium substructure, the program SOLVE
(Terwilliger & Berendzen) was used.
SOLVE found all 54 sites without using
information about local symmetry. For this
purpose, the high-resolution limit had to be
lowered from 2.5 to 3.0 A where the data
sets were complete, even if only data with
Ilo(I) > 3 were considered. The substructure

5

s
$

(©)
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solved here is one of the largest selenium
substructures known in the literature to
date (Deacon & Ealick, 1999). Initial maps
after density modification seem to be
traceable.
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A.3 Kurzzusammenfassung

Dieser Arbeit beschreibt und diskutiert die Rontgenstrukturaufklarung und
die dreidimensionale Struktur von zwei verschiedenen Dihydropyrimidinasen,
der D-Hydantoinase aus Thermus sp. und der L-Hydantoinase aus Arthrobacter

aurescens.

Die D-Hydantionase wurde als natives Enzym und Se-Met-Derivat exprimiert,
aufgereinigt und kristallisiert. Die Struktur der wurde de novo mittels MAD-
Phasierungstechniken aufgeklirt und mit Diffraktionsdaten bis 1.3A Auflosung
zu R-Werten von Ry,«=15.3% und Ry,x=18.4% verfeinert. Die Struktur der D-
Hydantoinase diente als Modell zur Strukturaufklarung der L-Hydantoinase
mittels Molekularen Ersatzes. Die Struktur der L-Hydantoinase wurde mit
Diffraktionsdaten bis 2.6A Aufldsun zu R-Werten von Ryo=22.4% und

Roork=24.4% verfeinert wurde.

Beide Strukturen sind sich sehr dhnlich und bestehen aus einem zentralen
(a/3)s-Barrel und einer 3-Faltblatt-Doméne. Im aktiven Zentrum befinden sich
zwei Zinkionen, die von einem carboxylierten Lysin {iberbriickt werden und
ein Wasser zum Nukleophil aktivieren. Die hohe Homologie zu den Ureasen
in der globalen Faltung und der Architektur des aktiven Zentrums erlaubte
eine Uberfiihrung des Modells fiir die Substratbindung von den Ureasen auf die
Hydantoinasen. Mit diesem Modell lassen sich die unterschiedlichen Spezifitdten
der beiden Hydantoinasen erkldren.
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A.4 Abstract

This thesis describes and discusses the X-ray structure determination and
the three dimensional structure of two different dihydropyrimidinases: D-
hydantoinase from Thermus sp. and L-hydantoinase from Arthrobacter aurescens.

D-hydantoinase was expressed, purified, and crystallized both as native enzyme
and as Se-Met derivative. The structure was solved de novo using MAD-phasing
techniques and refined using diffraction data up to 1.3A resolution to R-values
of Ryork=15.3% and Ry,k=18.4%. The structure of D-hydantoinase served as a
model in the determination of the structure of L-hydantoinase using molecular
replacement techniques. The model of the L-hydantoinase was refined using
diffraction data up to 2.6A resolution to R-values of Ryox=22.4% and Ry=24.4%.

Both structures have a very high similarity. They consist of a central («/f3)s-
barrel and a 3-sheet domain. Two zinc ions are located in the active site. They
are bridged by a carbamylated lysine and activate a water for nucleophilic
attack. The high homology to ureases both in global fold and architecture of
the active site allowed an extrapolation of the substrate binding model from the
ureases to the hydantoinases. This model provies an explanation for the different
specificities of both hydantoinases.
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