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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Evolution der Nucleotid-bindenden Proteine

Nucleotide spielen im zellularen Metabolismus eine zentrale Rolle bei der
Energielibertragung, indem sie die im Katabolismus freigesetzte Energie an die
energieverbrauchenden Prozesse weiterleiten. Dazu werden entweder
hochenergetische Phosphatbindungen hydrolysiert (ATP, GTP) oder es erfolgt ein
Elektronentransfer durch ein Wasserstoffatom einer Base in Oxidations-
/Reduktionsreaktionen (FMN, FAD oder NAD(P)"). Der Transfer von Wasserstoff von
einem Substrat auf das Nucleotid wird durch Dehydrogenasen oder Oxidoreduktasen

katalysiert.

Als Nucleotide kommen hier das Nikotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid (NAD") bzw. die
phosphorylierte Form, das NADP" vor. Flavin kommt als Base in dem redox-aktiven
Flavinmononucleotid (FMN) und dem Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) vor. Im
Gegensatz zum ATP werden diese Molekile als Cofaktoren bezeichnet, was sich eher
historisch begrinden lasst. Aufgrund ihrer wichtigen Rolle im Zellstoffwechsel nimmt
man an, dass nucleotidbindende Proteine in der Evolution lebender Organismen bereits
sehr friih aufgetreten sind. Aus der Art der Bindung der Cofaktoren, den Vergleichen der
Primarsequenz und nicht zuletzt der 3D-Faltung dieser Proteine lasst sich die Evolution

dieser Proteine verfolgen und verstehen.

Sequenzmotive beschreiben aa-Regionen in Proteinen, in denen nur eine geringe
Variabilitat auftritt. Diese wird bedingt durch strukturelle Einschrénkungen, die sich
entweder aus der Faltung des Proteins oder durch die spezifische Bindung von

Cofaktoren, Substraten oder anderen Proteinen ergeben. Eines der ersten entdeckten




1 Einleitung

Sequenzmotive war ein in verschiedenen NADH-abh&ngigen Proteinen vorkommendes
Faltungselement, der sogenannte Rossman-Fold (Rossman 1974). Dieses Strukturmotiv
besteht aus einem sechsstrangigen, parallelen B-Faltblatt, das auf jeder Seite von einer
Helix flankiert wird. Diese Struktur hat eine zweizahlige Rotationssymmetrie, wobei der
erste Teil mehr an der Bindung des Adenosinanteils und der zweite an der des
Nicotinamidteils beteiligt ist. In dem FMN-bindenden Protein Flavodoxin (Rao 1973) wie
auch in NADPH- und FAD-bindenden Proteinen wurde eine leicht abgewandelte Form

dieses Motivs gefunden (Wierenga 1983).

Abbildung 1.1: schematische Darstellung eines idealisierten Rossman-Faltungsmotivs als
Banddiagramm . Der Rossman fold besteht aus zwei solcher Einheiten (Branden 1999).

Die gefundenen Sequenzmotive und die divergente Evolution der NAD- und FAD-

bindenden Proteine werden ausfihrlich bei Vallon beschrieben. (Vallon 2000).

Die weitere Einteilung der FAD-bindenden Proteine in Familien aufgrund zusatzlicher
Gemeinsamkeiten wurde ausfiihrlich bei Dym beschrieben. (Dym 2001) Eine der
bestuntersuchtesten FAD-bindenden Proteinfamilien wird durch die Glutathion
Reductase (GR) représentiert. Die dieser Familie zugehérigen Enzyme katalysieren
verschiedene Reaktionen. In allen Strukturen dieser Familie findet sich die Rossman-
Faltung. Die Topologie der Enzyme der GR-Familie besteht aus einem zentralen
funfstrangigen, parallelen B-Faltblatt (1, B2, B3, B7, B8) umgeben von a-Helices (al und

a2), parallel zu einem weiteren dreistrangigen, antiparallelen B-Faltblatt (4-6). Alle




1 Einleitung

Vertreter der GR-Famile besitzen zumindest im Bereich der FAD-Bindungsdoméne eine
ahnliche Topologie. Dabei findet man bei den Vertretern der GR;-Familie eine &hnliche
Faltung innerhalb der gesamten Domane, wohingegen die Vertreter der GR,-Familie
lediglich im N-terminalen Bereich der FAD-Bindungsdomane strukturelle Ahnlichkeiten
aufweist. (im Bereich der ersten ~30 Residuen). Innerhalb der GR,-Familie kommen
terminale Insertionen wie auch Insertionen in der Faltung vor. Insertionen werden
hauptsachlich innerhalb der Verbindungen zwischen 2 und a2 und a2 und (33 des

Rossman-folds beobachtet (Dym 2001).

1.2 L-Aminosaure Oxidase aus Rhodococcus opacus

Die L-Aminosdure Oxidase (LAAO) ist ein homodimeres Flavoprotein, das zuerst von
Zeller beschrieben wurde (Zeller 1944). Es gehort zur GR,-Familie der FAD-gebundenen
Reductasen. Das Enzym katalysiert die oxidative Desaminierung von L-Aminosauren zu
a-Ketosauren unter Bildung von Ammoniak und Wasserstoffperoxid. Das Gleichgewicht
der Reaktion liegt vollstandig auf Seiten des Produktes. Die Reaktion ist schematisch in

der folgenden Abbildung dargestellt.

VRN

E-FAD(0Y  E-FADH(red)

COOH
o0 \/ COOH g COOH
NH, NH o

R

Abbildung 1.2: schematische Darstellung der durch die L-AAO katalysierten Reaktion




1 Einleitung

Die L-Aminosaure Oxidase aus Rhodococcus opacus ist ein homodimeres Protein,
wobei jedes Monomer ein nicht-kovalent gebundenes FAD in der elongierten Form
enthalt. Jedes Monomer besteht aus 488 Residuen, das Molekulargewicht betragt
54.2kDa.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Protein wurde im Wildtypstamm exprimiert.
Die heterologe Expression in E.coli war nicht erfolgreich; das Protein konnte aber in
Streptomyces lividans heterolog expremiert werden. Dabei wurden bis zu dreimal héhere
Ausbeuten an LAAO erzielt als im Wildtyp (Geueke 2002). Da flr Streptomyceten weder
Methionin-auxotrophe Stamme noch Protokolle zur Hemmung der Methionin-Synthese
bekannt waren, konnten Seleno-Methionin Mutanten des Proteins nicht routinemassig
hergestellt werden; die Entwicklung geeigneter Methoden war zeitlich schwierig

einzuschéatzen.

Das Enzym zeigt hinsichtlich des Substratspektrums eine hohe Stereoselektivitat; es
werden keine D-Aminosauren umgesetzt (Geueke 2002). L-Prolin, L-Threonin und
Glycin werden von der LAAO ebenfalls nicht umgesetzt. Die roLAAO erreichte unter den
Testbedingungen spezifische Aktivitdten von bis zu 10Umg™ fiir die besten Substrate.
Damit ist die Spezifitat des Enzyms im Vergleich zu den Schlangengiftproteinen deutlich
geringer. Studien, die den Einfluss der Substratseitenketten beschreiben, existieren fur
mehrere Schlangengift-LAAOs (Ponnudurai 1994; Tan 1992; Braun 1992). In diesem
Zusammenhang wird der Einfluss des Cg-Atoms der Seitenkette auf die Enzymaktivitat
beschrieben. Die roLAAO zeigt eine verminderte Aktivitat flr Substrate, die eine
Verzweigung am Cg-Atom besitzen. Bislang besitzt die roLAAO das breiteste
Substratspektrum aller beschriebenen LAAOs. Es wird daher angenommen, dass die
roLAAO eine sehr flexible Substratbindungsstelle besitzen muss. Bei para-substituierten,
aromatischen Substraten kann der Einfluss des Substituenten auf eine Reaktion durch
den o-Faktor beschrieben werden. Ein positiver o-Faktor steht fiir eine

elektronenziehende Gruppe. p-Substituierte L-Phenylalaninderivate mit erhohter




1 Einleitung

Elektronendichte im Ring haben eine hohere Affinitat zur roLAAQ. Dies ist hinsichtlich
des postulierten Reaktionsmechanismus interessant, da die Abspaltung eines Hydrids
erleichtert wird, wenn durch den Substituenten in p-Stellung die Elektronendichte am

chiralen a-C-Atom erhdht wird.

1.2.1 Vorkommen und Nomenklatur der L-Aminosaure Ox idasen

L-Aminosaureoxidasen kommen in vielen Spezies vor, die am besten untersuchtesten
stammen aus Schlangengiften (Sanchez 1991; Tan 1991; Tan 1992; Ponnudurai 1994;
Torii 1994; Souza 1999). Auch kommt das Enzym in Schimmelpilzen (Le 1978;
Kusakabe 1980), Algen (Piedras 1992), Bakterien (Coudert 1975; Braun 1992; Brearley
1994), und Insektengiften (Ahn 2000) vor. Die meisten der aufgefihrten LAAOs
akzeptieren eine Vielzahl von L-Aminoséuren als Substrate. Einige der Enzyme werden
aber, aufgrund ihrer eingeschrankten Substratspezifitat, unter einem Namen gefiihrt, der
ihre Funktion genauer charakterisiert. Zum Beispiel bilden Streptomyces-Arten L-
Glutamatoxidasen, die fast ausschlie3lich Glutamat als Substrat akzeptieren (Kamei
1983; Kamei 1983; Bohmer 1989). Die L-Phenylalaninoxidase aus Pseudomonas spec.
oxidiert neben L-Phenylalanin nur noch L-Tyrosin, L-Tryptophan und L-Methionin, bei
deutlich verringerter Aktivitdt (Koyama 1983). Eine Sonderstellung nehmen die L-
Aminosaureoxidasen aus der Familie der Enterobacteriacea ein, da diese
membranstandig sind und bei der Regeneration des FADs Wasser anstelle von
Wasserstoffperoxid produzieren (Pantaleone 2001). Die Nomenklatur ist in der Literatur
nicht immer eindeutig; oft werden diese Enzyme, die von Proteus-, Providencia- und
Morganella-Arten (Cioaca 1974; Bouvrette 1994; Massad 1995) gebildet werden auch

als L-Aminosauredeaminasen bezeichnet.
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1.2.2 Physiologische Funktion der L-Aminosaure Oxid asen

Die physiologische Funktion der bakteriellen L-Aminosdure Oxidasen ist noch ungeklart.
Im Schimmelpilz Neurospora crassa wird die LAAO bei Mangel an frei verfigbarem
Stickstoff in Anwesenheit bestimmter L-Aminosduren wie L-Arginin oder L-Phenylalanin
induziert (DeBusk 1984); durch eine Kohlenstofflimitierung wird die Bildung dieser LAAO
verhindert (Sikora 1982). In der Alge Chlamydomonas reinhardtii wird eine LAAO
induziert, wenn L-Aminosauren als einzige Stickstoffquelle im Medium vorhanden sind.
Der bei der Oxidation der L-Aminoséuren entstehende Ammoniak wird von den Zellen
aufgenommen, die Ketoverbindungen bleiben im Uberstand zuriick (Munoz-Blanco
1990). Die Zugabe von Ammoniak reprimiert die Bildung des Enzyms. Daher vermutet
man, dass diese induzierbaren LAAOs bei der Stickstoffversorgung der Zellen eine Rolle
spielen. Da die LAAO aus Rhodococcus opacus die Desaminierung der meisten L-
Aminosauren katalysiert, versorgt sie wahrscheinlich die Zelle mit Stickstoff und
Ketoverbindungen, die im Folgenden in Glucose umgewandelt werden oder im
Citratzyklus oxidiert werden konnen. Aus diesen Erkenntnissen wird vermutet, dass die

roLAAO eine Funktion im Aminosaure-Katabolismus der Zelle tibernimmt.

Man vermutet, dass die von membrangebundenen L-Aminosduredeaminasen
produzierten Ketosauren als Siderophore dienen (Drechsel 1993; Massad 1995). Damit
koénnten diese Enzyme eine Rolle in der Regulation des Eisenstoffwechsels spielen.

Um den Beitrag der LAAO zur toxischen Wirkung des Schlangengiftes zu verstehen
wurde die Funktion des Proteins eingehend untersucht; die Ergebnisse aus den
Untersuchungen der LAAOs vieler verschiedener Schlangegifte weisen eindeutig auf
eine direkte Beteiligung an der Toxizitat hin. Durch die LAAO werden u. a. Apoptose
(Torii 1994; Suhr 1996; Souza 1999; Suhr 1999; Ahn 2000), Odeme (Ahn 2000),

Hamolyse (Ali 2000) und Stérungen der Thrombozytenaggregation (Sakurai 2001)
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ausgeldst. Unklar ist dabei aber immer, ob diese Wirkung nicht nur auf das bei der
Reaktion gebildete Wasserstoffperoxid  zuruckzufihren ist. Darauf weisen
Untersuchungsergebnisse hin, die belegen, dass die toxische Wirkung durch Zugabe
von Katalase nahezu vollstandig unterdriickt wird (Torii 1994; Takatsuka 2001). Im
Gegensatz dazu stehen die Beobachtungen von Suhr und Kim, wonach es zu einer
Bindung der LAAO an der Zelloberflache kommt und dadurch die lokale
Wasserstoffperoxidkonzentration so stark ansteigt, dass auch der Zusatz von Katalase

die Wirkung nicht vollstéandig unterdriicken kann (Suhr 1999).

1.2.3 Biotechnologische Bedeutung der L-Aminosaure Oxidasen

Bislang haben L-Aminosdure Oxidasen in der Darstellung von D-Aminosduren oder
Ketosauren kaum eine Rolle gespielt. Die L-Aminosauredeaminase aus Providencia
alcalifaciens wurde zur Synthese von Carboxy(CBZ)-L-oxolysin aus Ne-CBZ-L-Lysin
eingesetzt (Hanson 1992). Andere L-Aminosduredeaminasen wurden zur
Racemattrennung von DL-Aminosauren verwendet (Takahashi 1997; Pantaleone 2001).
Daruber hinaus werden LAAO als Biosensoren, im Aminosaurenachweis in
Lebensmitteln und zur Proteinbestimmung (Lee 1998; Liu 1999; Setford 2002)

eingesetzt.

1.3 Der Reaktionsmechanismus der Aminosaure Oxidase n

Die oxidative Dehydrierung, die durch diese Klasse der Flavin-abhangigen Enzyme
katalysiert wird, ist eine elementare biochemische Reaktion. Die D-Aminoséaure Oxidase
war das erste Enzym dieser Gruppe, das beschrieben und das zweite Flavoprotein, das

Mitte der dreiBiger Jahre entdeckt wurde (Krebs 1935; Warburg 1938). In den siebziger
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Jahren fand man heraus, dass die Schweineniere-DAAO (pcDAAO) die Elimination von
Halogenwasserstoff aus B-halogenierten Aminosauren katalysiert (Walsh 1971). Daraus
folgerte man, dass die Reaktion durch Abstraction des a-Protons der Aminosaure utber
einen Carbanionen-Mechanismus verlauft. Fir diesen Reaktionsmechanismus ist das
Vorhandensein einer katalytischen Base erforderlich. Basierend auf Arbeiten von Hersh
und Schuman-Jorns von 1975 wurde ein alternativer Mechanismus einer
Hydridubertragung durch Ubertragung des Wasserstoffs am C,—Atom der Aminogruppe
auf den N(5) des Flavins vorgeschlagen (Hersh 1975). Erste Untersuchungen zum
Reaktionsmechanismus der LAAO wurden ebenfalls in den siebziger und achtziger
Jahren von Porter & Bright im Zusammenhang mit der pH-Abhangigkeit der Reduktion
des Flavins durchgefuihrt (Porter 1980). Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die
Spaltung der C-H-Bindung im Enzym-Substrat-Komplex (Porter 1969). Auch hier wurden
beide mdglichen Reaktionsmechanismen diskutiert.

Die Kristallstruktur der DAAO aus Schweineniere im Komplex mit Benzoat, Imino-
Tryptophan und o-Aminobenzoat wurde von zwei unabhangigen Arbeitsgruppen gelést
(Mattevi 1996; Mizutani 1996). Die mechanistische Interpretation der Strukturdaten war
allerdings gegensatzlich. Aus der Simulation der Bindung von D-Leucin im aktiven
Zentrum durch molekulares Modelling (Miura 1997) wurde der Reaktionsverlauf durch
einen Elektronen-Protonen-Elektronen-Mechanismus beschrieben. Auch bei Mattevi et
al. wurde das D-Alanin durch Modelling ins aktive Zentrum positioniert (Mattevi 1996);
hier wird ein klassischer Hydridmechanismus aus den Interaktionen des Substrates mit
den Resten im aktiven Zentrum favorisiert. Die zweite Hypothese wird sowohl durch die
Bestimmung Kkinetischer Isotopeneffekte bei der DAAO aus Trigonopsis variabilis
(Pollegioni 1997) als auch durch die Kristallstruktur der DAAO aus Rhototorula gracilis
im Komplex mit D-Alanin, D-Trifluoralanine und L-Lactat unterstitzt, bei der die
Anordnung des Substrates im aktiven Zentrum eindeutig fir den Hydridmechanismus
spricht (Umhau 2000; Pollegioni 2002). Die Interpretation der ersten Kristallstruktur einer

LAAO aus Schlangengift (Pawelek 2000) deutet ebenfalls auf einen Hydridmechanismus
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hin, wobei die Autoren aber auch auf eine mdgliche katalytische Base im aktiven
Zentrum verweisen. Bislang existierten von der LAAO nur Komplexstrukturen mit o-
Aminobenzoat und Citrat; Substratkomplexe mit L-Phenylalanin wurden ebenfalls durch

molekulares Modelling erzeugt und interpretiert.

1.4 Methodische Aspekte der Strukturlosung

Theoretische und methodische Grundlagen der Proteinkristallographie sind in etlichen
Standardwerken (Blundell 1976; Shnueli 1996; Ducruix 1999; McPherson 1999) bereits
umfassend beschrieben und diskutiert worden. Daher modchte ich hier lediglich einige
Aspekte, die im Rahmen der Arbeit fir die Strukturlosung der LAAO wichtig waren,

ansprechen.

1.4.1 Schweratom-Inkorporation

Die Inkorporation von Schweratomen in Proteinkristalle zur Phasierung wurde zuerst von
Green beschrieben (Green 1954). Dabei werden die speziellen Eigenschaften der
Schweratome ausgenutzt. Sowohl fir die Methode des isomorphen Ersatzes (SIR, MIR)
als auch die der anomalen Dispersion (SAD, MAD) ist es notwendig, dass das
Schweratom an definierten Positionen im Protein mit guter Besetzung dieser Positionen
eingelagert wird, um ein klares Signal zu erhalten. Die wichtigsten Techniken und
theoretischen Grundlagen sind im Detail beschrieben (Blundell 1976; Drenth 1999) und

sollen hier nicht naher erlautert werden.

Durch heterologe Proteinexpression in Methionin-auxotrophen Organismen oder durch

Inhibition des Methionin-Anabolismus unter Zugabe von Seleno-Methionin lassen sich
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gezielt Seleno-Methionin-Derivate auf molekularbiologischem Wege darstellen (Doublie
1997). Da alle Methionine des Proteins durch Seleno-Methionine ersetzt werden, sind
die Selen-Positionen alle vollstandig besetzt. Ist ein entsprechendes Expressionssystem
nicht verfligbar, missen die Schweratome durch Diffusion in den Proteinkristall
eingebracht werden. Die Auswahl geeigneter Schweratomreagenzien ist in der Praxis
ein schwieriger und zeitaufwandiger Prozess. Dabei kénnen Informationen tber die Aa-
Zusammensetzung des Proteins sehr hilfreich sein. Ist zum Beispiel bekannt, dass im
Protein freie Cysteine vorliegen, kann eine Derivatisierung mit Quecksilber erfolgreich
sein, da diese in Disulfidbriicken interchaliert sind (Boggon 2000). Dabei ist auch die
Zusammensetzung der Kiristallisations Mutterlauge zu  berlcksichtigen, da
Schwermetallverbindungen nur in bestimmten pH-Bereichen eingesetzt werden kdnnen
oder mit Salzen interagieren oder konkurrieren kénnen. Ohne die Aufnahme eines
Datensatzes und die anschlieBende Bestimmung der Schweratompositionen ist es
schwierig, die erfolgreiche Derivatisierung eines Kristalls zu beurteilen. Erste Hinweise
auf eine Derivatisierung ist eine zu beobachtende Farbveranderung oder das Auftreten
von Rissen im Kristall wahrend der Behandlung mit der Schwermetall-Lésung. Eine sehr
schnelle und effektive Methode stellt die Massenspektrometrie dar, mit deren Hilfe
kovalent und nicht-kovalente Bindung von Schweratomen an das Protein untersucht
werden kénnen ( Cohen 2000, Cohen 2001, Loo 1997). Eine alternative Methode zur
Vorauswahl geeigneter Schwermetallreagenzien ist die native PAGE (Garman 2003).
Dabei bedingt die Verdnderung des Ladungszustandes des Proteins ein veréndertes
Laufverhalten im Gel und liefert so einen ersten Hinweis auf eine erfolgte
Derivatisierung. Die Bindung von Schweratomen, die nicht zu einer Ladungsanderung
im Protein fuhren, kébnnen mit dieser Methode nicht erfasst werden. Ein umfassender
Uberblick und weiterfiihrende praktische Anleitungen sind bei Garman & Murray

zusammengestellt (Garman 2003).
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1.4.2 Phasierungsmethoden

Die dreidimensionale Struktur eine biologischen Makromolekils lasst sich aus der
Elektronendichte bestimmen. Diese enthalt die Information Uber die Positionen der
einzelnen Atome des Molekils. Das Diffraktionsmuster und die Elektronendichte stehen

dabei durch die Fouriertransformation in folgendem Zusammenhang:

iz |:th @-Zﬂ(hxﬂwkz) Eeia(hkl)

I

Amplitude Basisfunktion Phase

Pryz =

Die Strukturfaktoramplituden lassen sich direkt aus den Diffraktionsdaten bestimmen
und den Gitterpunkten hkl zuordnen. Die Phaseninformation hingegen geht verloren. Um
diese Phaseninformation zu generieren, kénnen unterschiedliche Methoden angewendet

werden, die sich in beliebiger Form miteinander kombinieren lassen.

e Beim isomorphen Ersatz (MIR, SIR), werden zusatzlich zu den
Diffraktionsdaten nativer Kristalle Datensatze von Kristallen benétigt, die mit
Schweratomen derivatisiert wurden. Aus den isomorphen Differenzen zwischen
den Strukturfaktoramplituden der nativen und der Derivatdaten lassen sich durch
die Berechnung von Differenzpattersonfunktionen die Lagen der Schweratome
bestimmen. Ausgehend von diesen Positionen kénnen erste Phasen berechnet
werden. Da fir jeden Phasenwinkel zwei Losungen mdoglich sind
(Phasenambiguitat), muissen meist zur eindeutigen Bestimmung der
Phasenwinkel mehrere Derivate oder anomale Differenzen (SIRAS, MIRAS)

verwendet werden. Die verwendeten Derivatkristalle missen isomorph zu den
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nativen Kristallen sein, ansonsten kann diese Methode nicht angewendet

werden.

e Beim molekularen Ersatz (MR) werden die ersten Phaseninformationen von
strukturell &hnlichen Proteinen Gbernommen. Durch Patterson-Suchrechnungen
muss das Modell in der Einheitszelle so orientiert werden, dass es der Lage des
Moleklls mit der unbekannten Struktur entspricht. Bei einer Sequenzidentitat von
~30% wird eine vergleichbare Faltung zweier Proteine angenommen; durch die
Anwendung von maximum likelihood Algorithmen wurde die Methode in den
letzten Jahren erheblich verbessert und kann auch in Fallen erfolgreich sein, in

denen die Sequenzidentitat noch geringer ist (~25%).

* Mit den in der Kleinmolekulkristallographie eingesetzten direkten Methoden
lassen sich unter Verwendung strukturinvarianter Phasenbeziehungen die
Phasen direkt berechnen. Dafiir ist eine hohe Uberbestimmung der gemessenen
Daten im Vergleich zu den zu bestimmenden Parametern notwendig, was erst
bei atomaren Auflésungen erreicht wird. Aufgrund der zumeist geringeren
Streuféahigkeit von Proteinkristallen ist dies nur in sehr wenigen Féllen gegeben.
Bislang lassen sich diese Methoden nur zur Strukturldsung sehr kleiner Proteine
( ~1000 Nicht-Wasserstoff-Atome) bei einer Aufldsung unter 1A anwenden
(Mooers 2004). Sind zusatzlich Schweratome im Protein vorhanden, lassen sich

mit diesen Methoden auch gré3ere Strukturen losen.

* Anomale Dispersion (SAD, MAD) tritt bei Kristallen im Réntgenstrahl auf, wenn
die Energie der Rdntgenstrahlung in der Nahe der Absorptionskanten der im
Protein vorhandenen anomalen Streuer liegt. Die atomaren,

streuwinkelabhangigen Streufaktoren dieser Atome werden in diesen Fallen
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durch den anomalen Beitrag modifiziert. Damit ergibt sich der atomare
Streufaktor f als Summe aus dem wellenlangenunabhangigen, normalen
Streufaktor (f;) und dem wellenldngenabhdngigen, anomalen Streufaktor, der
sich wiederum aus dem dispersiven (f) und dem Absorptionsanteil (f')

zusammensetzt.

f= fo + FA)+ i F"(A) @)

Aus den anomalen Beitragen i f'(A\) resultieren die Bijvoet-Differenzen, so dass
die Strukturfaktoramplituden der Friedel-Paare nicht langer identisch sind
(Frk#F k). Die dispersiven Differenzen fihren zu Unterschieden zwischen
Strukturfaktoramplituden in Datensatzen, die bei verschiedenen Wellenlangen
gemessen wurden.

Das zur Verfilgung stehende Spektrum der Roéntgenstrahlung an
durchstimmbaren  Synchrotrons  liegt  zwischen 0.6-2A. In  diesem
Wellenlangenbereich liegen die Absorptionskanten vieler Metalle. Zusétzlich
kénnen auch Nichtmetalle wie Selen oder Brom zur Detektion des anomalen
Signals verwendet werden (Dauter 1999). Zur Strukturldsung kleiner Molekile
lassen sich auch die schwachen anomalen Streubeitrdage des Schwefels (K-
Kante: 5.016A) unter Verwendung der Cu-K,-Strahlung (1.54178A) einsetzten
(Yang 2001). Dabei hat sich in den letzten Jahren trotz der relativ geringen
anomalen und dispersiven Streubeitrage (Afmax=7.5 € und Af'y=6.0 €, K-
Kante: 0.979A) die Verwendung von Selen durchgesetzt ( ). Der groRe Vorteil
dieser Methode ist, dass hier keine Isomorphie zu den nativen Kristallen
notwendig ist. Die Strukturloésung kann ausschlieBlich mit den Daten des
Derivates durchgefiihrt werden, ohne dass Daten der nativen Kristalle vorhanden
sind. Allerdings ist das anomale Signal im Vergleich zur isomorphen Differenz

sehr klein und daher schwierig zu detektieren.
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1.4.3 SAD-Phasierung

Das Potential des anomalen Signals bei einer Wellenlange wurde bereits in den
achtziger Jahren bei der Strukturlosung des Crambins erkannt ( Hendrickson 1981).
Darliber hinaus zeigte Wang durch Verwendung von simulierten Daten, dass das
anomale Signal von zwei Schwefelatomen ausreichend fiir die Strukturlésung kleiner
Proteine ist (Rice 2000). In den letzten Jahren wurden in mehreren Fallen Daten einer
Wellenlange dazu verwendet, Proteinstrukturen zu lésen, auch wenn das anomale
Signal gering war (Rice 2000).

Unter dem aspekt der Datensammlungsstrategie ist die SAD-Methode, bei der nur bei
einer Wellenlange Daten gemessen werden, gegentber der MAD-Methode von Vorteil.
Durch eine geringere Gesamtbelichtungszeit treten weniger Strahlenschaden im Kristall
auf, die die Auswertung der Daten erschweren kénnen, die vorhandene Messzeit kann
effektiver genutzt werden, was im Hinblick auf Hochdurchsatz Messungen immer
wichtiger wird und ein Messplatz mit modulierbarer Wellenlange ist nicht unbedingt
erforderlich. Es ist sogar mdglich, dass anomale Signal des Schwefels an einer
herkdmmlichen Drehanode mit Cu-Ky-Strahlung zur Phasierung zu detektieren (Yang
2001).

Rein formal bendétigt man zur eindeutigen Bestimmung der experimentellen Phase jedes
Reflexes drei Messungen der Amplituden, vorrausgesetzt, dass die Koordinaten des
Modells, welches die Differenzen beschreibt, bestimmt werden kann. Im Falle des
multiplen isomorphen Ersatzes werden die isomorphen Differenzen mehrerer Derivate,
bei der MAD-Methode die Unterschiede der Strukturfaktoren der anomalen Streuer bei
verschiedenen Wellenlangen zur eindeutigen Bestimmung der experimentellen Phasen

verwendet. Bei der SAD- Methode tritt weiterhin das Problem der Phasenambiguitat auf.

Waéhrend im letzten Jahrzehnt der Uberwiegende Teil der de novo Strukturen mit der

MAD-Technik gelést wurde, setzt sich in den letzten Jahren immer mehr die
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Verwendung der SAD-Methode durch (A. Popov, pers. Mitteilung). Das Gelingen der
MAD-Phasierung ist stark von der angewendeten Datensammlungsstrategie abhangig.
Untersuchungen belegen, dass ein Kristall wahrend eines MAD-Experimentes deutliche
Strahlungsschaden erkennen lasst, was an der Zunahme des Messfehlers (Rsym) der
einzelnen Datensétze zu erkennen ist (Rice 2000). Dieser Effekt wird durch die gréRRere
Verwendung von Réntgenstrahlung von Synchrotronen der dritten Generation noch
mehr in den Vordergrund treten. Zudem ist haufig die zur Verflgung stehende
Synchrotron-Messzeit begrenzt. Auch im Hinblick auf die immer populdreren high-
throughput Strukturldsungen wird die Méglichkeit, interpretierbare
Elektronendichtekarten aus einer geringeren Datenmenge zu erhalten, immer
interessanter. Die erneute Auswertung der Messdaten bereits geldster Strukturen (Rice
2000) hat gezeigt, dass in den meisten Fallen die Strukturlosung alleine unter
Verwendung des peak-Datensatzes moglich war.

Formal besteht die Phasenbestimmung aus zwei unabhéngigen Schritten. Zuerst
mussen die Positionen der anomalen Streuer mit Hilfe von Patterson- oder direkten
Suchmethoden aus den Bijvoet-Differenzen ermittelt werden. Sind diese Positionen
bestimmt, muss die Substruktur verfeinert werden, um das Modell besser auf die
gefundenen Differenzen anzugleichen. Gleichzeitig wird die Substruktur zur Berechnung
der ersten Proteinphasen verwendet. Zusatzlich missen die Fehler der Messung und
des Modells bericksichtigt  werden. Dies fuhrt zur Verwendung von
Wahrscheinlichkeitsverteilungen. Bei der SAD-Phasierung besteht zudem das bereits
erwahnte Problem der Phasenambiguitdt. Bei einer Wellenlange gesammelte Daten
kbénnen nicht unimodale Phasen-Wahrscheinlichkeitsverteilungen liefern. Um die
Phasenambiguitat zu brechen, wurden zur Strukturldsung verschiedene Methoden
eingesetzt. Die  modernen  Methoden  verwenden  sorgféltig  gewichtete
Wahrscheinlichkeiten, um die ersten Phasen und deren Genauigkeiten zu bestimmen
(SHARP, MLPHARE ). Die aus SAD-Phasierungen erhaltenen Elektronendichtekarten

sind qualitativ deutlich schlechter als solche aus MAD-Phasierungen. Nach Anwendung
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von Dichtemodifikationen wie solvent-flipping oder Histogramm-Anpassung sind die
erhaltenen Elektronendichtekarten denen aus MAD-Phasierungen vergleichbar. Die
zusatzliche Verwendung von nicht-kristallographischen Symmetrien innerhalb der
asymmetrischen Einheit kann dariiber hinaus zur Verbesserung der Phasen betragen
(Rice 2000).

Die Entwicklungen auf dem Gebiet der Instrumente (Synchrotron Strahlung, CCD-
Detektoren), der experimentellen Protokolle (Tieftemperaturmessungen, Verwendung
von Se-Met-Mutanten, Derivatisierung mit Edelgasen) und im Besonderen der
Weiterentwicklung der zur Verfiigung stehenden Software (LOsung grolder
Substrukturen, maximum-likelihood Verfeinerung und Phasierung, Dichtemodifikation)
tragen dazu bei, dass die SAD-Methode fiir eine schnelle und effektive Strukturlésung in

den nachsten Jahren weiter an Bedeutung gewinnen wird ( Rice 2000).

1.5 Zielsetzung

Die Aufgabenstellung der Arbeit war die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur der
L-Aminosaure Oxidase aus dem Bodenbakterium Rhodococcus opacus. Strukturell
konnte bislang nur eine L-Aminosaure Oxidase aus dem Gift einer Schlange
(Calloselasma rhodostoma) charakterisiert werden (Pawelek 2000). Aufgrund der
Sequenzidentitat von 23% wurde zur Strukturlésung auch die Methode des molekularen
Ersatzes unter Verwendung des Schlangengiftenzyms als Homologiemodell in Betracht
gezogen. Die erste strukturelle Charakterisierung einer bakteriellen LAAO ist hinsichtlich
der Faltung und Substratspezifitdt im Vergleich zu den enkaryontischen Enzymen
interessant.

Zu Beginn der Arbeit waren die Expressionsbedingungen in Rhodococcus opacus und
ein zwei- und dreistufiges Aufreinigungsschema fir die L-Aminoséure Oxidase (roLAAO)

bekannt (Geueke 2002). Zudem waren bereits mit Hilfe kommerzieller Screens (Jankarik
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1991) Kristallisationsbedingungen gefunden und teilweise optimiert worden. Erste
Diffraktionsmessungen bei Raumtemperatur zeigten allerdings nur ein unzureichendes
Diffraktionsverhalten der Kristalle bis zu einer Auflésungsgrenze von ~8A.

Im Institut fir Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (im
Forschungszentrum Julich) wurde die L-Aminosdureoxidase aus Rhodococcus opacus
(DSM 43250) exprimiert (Geueke 2002). Die vom N&hrmedium abgetrennten,
gefrorenen Zellen wurden mir zur weiteren Verwendung zur Verfiigung gestellt.

Nach erfolgreicher Strukturlésung konnten zusatzlich noch Substrat- und
Inhibitorkomplexe der LAAO untersucht werden. Diese zusatzlichen Informationen
tragen dazu bei, dass der fir die LAAO (Pawelek 2000) wie fur die DAAO (Mattevi 1996;
Umhau 2000; Pollegioni 2002) postulierte Reaktionsmechanismus mit Hilfe dieser

Strukturdaten abgesichert und beschrieben werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien, Gerate und EDV-Systeme

Die wichtigsten Materialien und Gerate sind

zusammengestellt.

in den Tabellen 2.1 bis

Tabelle 2.1: Verwendete Geréte

Gerat

Hersteller

2.3

Cryostream Cooler

Drehanoden (Cu)

FR 591

Rotaflex RU-200 B
EDV-Systeme

Amilo D (3.1GHzPentium, 752Mb
RAM) mit SUSE 9.0

Indigo, Octane und O2 mit Irix 6.5
Bildspeicherplatten

DIP-2030H

MAR 345

FPLC-System

French Press Aminco mit FA-030
Massenspektrometer

ESI-MS LCQ (T)

MALDI-MS Biflex 1l (TOF)

Oxford Cryosystem, Oxford, England

Nonius, Delft, Niederlande

Rigaku, Dusseldorf

Fujitsu-Siemens, Minchen

Silicon Graphics, Minchen

MAC Science, Yokohama, Japan

MAR Research, Norderstedt

Pharmacia, Uppsala, Sweden

SLM-Instruments, Rochester, USA

Finnigan MAT, Bremen

Bruker, Bremen
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Gerat

Hersteller

Mikroskop Stemi 2000-C
Monochromatoren

MAC-XOS Doppelspiegel
CMF12-38Cu6 double mirror
pH-Meter 766 Calimatic

Phast Elektrophoresesystem
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

Zeiss, Jena

MAC Science, Yokohama, Japan
Osmic, Northwood, USA

Knick, Berlin

Pharmacia, Uppsala, Sweden
Pharmacia, Uppsala, Sweden

Canon, Tokyo, Japan

Faust, Koln

Scaltec, Heiligenstadt

Sorvall, Newtown CT, USA
Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 2.2: Sonstige Materialien

Bezeichnung

Hersteller

Amicon Ultra
Bradford Proteinassay

capillary wax

Centricon-10 und -30

Cryoloops und -werkzeuge

HighPrep 16/10 Q FF (20ml)
HiPrep Phenyl FF (20ml)

PhastGel Gradient 8-25%

Goniometerkdpfe

Linbroschalen

Quarzréhrchen

Zelluloseacetatfilter 0.2um und

0.45um

Millipore, Eschborn

BioRad, Miunchen

Hampton Research, Laguna Niguel CA,
USA

Millipore, Eschborn

Hampton Research, Laguna Niguel CA,
USA

Amersham-Pharmacia, Uppsala, Sweden

Amersham-Pharmacia, Uppsala, Sweden

Pharmacia, Uppsala, Sweden

Stoe, Darmstadt

Hampton Research, Laguna Niguel CA,
USA

Hampton Research, Laguna Niguel CA,
USA

Hilgenfeld, Malsfeld

Sartorius, Gottingen
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Tabelle 2.3: Computerprogramme

Programm (-Paket)

Referenz

Auswertung von Rdntgendaten

CCP4-suite

CNS-suite

HKL-suite

SOLVE/RESOLVE
autoSHARP/SHARP
ARP/WARP

Analyse von Rontgenstrukturen

CCP4/CCP4i-suite

DSSP

Darstellung von Proteinstruk-
turen und Elektronendichten
@)

BRAGI

PYMOL

(Collaborative Computational Project
1994)

(Bruenger 1998)

(Otwinowski 1997)

(Terwilliger 1999)

(Brigogne 2003)

(Perrakis 1997),(Perrakis 1999)

(Collaborative Computational Project
1994)
(Kabsch 1983)

(Jones 1991)

(Schomburg 1998)

(DeLano Scientific LLC, San Carlos CA,
USA)
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2.2 Zellaufschluss, Chromatographie und Proteinanal  ytik

2.2.1 Zellaufschluss und Chromatographie

Fur die Gewinnung der LAAO wurden Rhodococcus opacus Zellen von Frau Dr. Birgit
Geueke (Institut fir Enzymtechnologie, Universitat zu Disseldorf im Forschungszentrum
Julich) zur Verfugung gestellt und bis zum weiteren Gebrauch bei -20C gelagert. Die
Anzuchtbedingungen der Zellen sind bei Geueke & Hummel beschrieben (Geueke
2002).

Zur Isolierung des Proteins wurden die Zellen in 50mM TEA-Puffer, pH 7.0, unter
Eiskiihlung resuspendiert und in drei Durchgdngen in der French Press bei 1500psi
aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden bei 14000rpm (Sorvall, SS 34 Rotor) 30
Minuten pelletiert und verworfen. Die Reinigung der LAAO erfolgte entsprechend der
Literaturangaben (Geueke 2002) nach einem zweistufigen Protokoll.

Der erste Trennschritt, eine lonenaustausch-Chromatographie, wurde an unserem
Institut mit einer 20ml-Saule (HighPrep 16/10 Q FF (Amersham Pharmacia)) mit einer
Flussrate von 5ml/min durchgefiihrt. Nach Equilibrieren der Séaule mit Puffer A (50mM
TEA pH 7.0) erfolgte die Auftrennung der Proteine durch Erhdhen des Gradienten von 0-
40% Puffer B (50mM TEA pH 7.0; 1M NacCl ) innerhalb von 5 Saulenvolumina.

Als zweiter Trennschritt wurde eine hydrophobe Interaktions-Chromatographie mit einer
HiPrep Phenyl FF (Amersham Pharmacia, 20ml) bei einer Flussrate von 5ml/min
durchgefiihrt. Vor dem Auftragen auf die Sdule wurde die Proteinldsung aus den
vereinigten, aktiven Fraktionen mit einer 3M (NH,).SO, Lo6sung auf eine
Ammoniumsulfatkonzentration von 750mM eingestellt. Ein linearer Gradient, indem die

Konzentration des Puffers A (50mM TEA, 750mM (NH,).SO4, pH 7.0) durch die Zugabe
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von Puffer B (50mM TEA pH 7.0) von 100% auf 50% innerhalb von 5 Saulenvolumina
erniedrigt wurde, wurde fur die Auftrennung der Proteine verwendet.

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und die Proteinlésung mit Amicon-Ultra
Filtriereinheiten mit einer Ausschlussgrenze von 30kDa in 50mM Glycin, pH 8.6,
umgepuffert und konzentriert. Bis zum weiteren Gebrauch wurde die Proteinlésung

aliquotiert bei 4°C gelagert.

2.2.2 Aktivitatstest

Zur Detektion der aktiven Proteinfraktionen wurde ein gekoppelter Enzym-Assay
durchgefiihrt. Dazu wurden 400ul einer gesattigten o-Dianisidinlésung in 500mM TEA
pH 7.6 mit 10ul Peroxidase (1000U/min), 100ul 100mM L-Alanin und 440ul Wasser
versetzt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurden 50l
Probenlésung zugegeben. Bei Anwesenheit von LAAO in der Probenldsung erfolgte ein

Farbumschlag von farblos zu orange.

2.3 Proteinanalytik

2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Verfahren nach Bradford mit dem
Kit von BioRad (Munchen) verwendet. Dabei bilden Proteine mit dem Reagenz
Coomassie Brilliant Blue einen farbigen Komplex, der bei einer Wellenlange von 595nm

absorbiert. Die Komplexbildung ist linear zur Proteinkonzentration. Die
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Proteinkonzentration wird dabei aus einer mit Rinderserumalbumin bestimmten

Eichgerade ermittelt.

2.3.2 Polyarylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Fur alle PAGE-Experimente wurde das Phast System von Pharmacia eingesetzt. Fir
SDS-PAGE wurden vorgefertigte Gradientengele mit einer Sammelgel- und einer
Trenngelzone mit einem Acrylamidanteil von 8-25% verwendet. Proteinldsungen mit
Konzentrationen zwischen 0.1-1mg/ml wurden mit dem Auftragspuffer (8ml
Verdunnungspuffer, 1g SDS, 4mg Bromphenolblau, 2ml -Mercaptoethanol ) in einem
definierten Verhaltnis gemischt und 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden
anschlieBend scharf abzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Nach
elektrophoretischer Trennung (Pharmacia Seperation File No. 110) wurden die
Proteinbanden durch eine sensitive Silberfarbung sichtbar gemacht (Pharmacia
Development File No,. 210). Der LMW-Marker (low molecular weight) der Firma
Pharmacia wurde als Standard verwendet.

Bei der nativen PAGE wurden 1ul der Proteinlésung mit einer Konzentration von 0.1-
Img/ml auf ein Phast 8-25% Acrylamid Gradientengel aufgetragen. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte nach dem Pharmacia Separation Technique File
No. 210. Da bei der nativen PAGE das von der Grol3e und der Ladung abhangige

Laufverhalten der Proteine sehr individuell ist, wurde hier kein Marker eingesetzt.
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2.3.3 Massenspektrometrie

2.3.3.1 MALDI-tof-MS

Eine Proteinldsung mit einer Konzentration von 100pmol/pl wurde gegen 0.1%
Trifuloressigsaure dialysiert. 5ul davon wurden mit 15pl 0.1% Trifluoressigsaure und
30ul einer mit Sinapinsaure gesattigten 1:2 Acetonitril-Wasser-Lésung (v/v) gemischt.
Auf den Spots des MALDI-Probenhalters wurden 0.5ul einer in Ethanol gesattigten
Sinapinsaurelésung als Dinnschicht prapariert. Nach dem Trocknen der Diinnschicht
wurden 0.5ul der Proteinlésung auf die Spots aufgebracht und getrocknet. Proben mit
Rinderserumalbumin wurden in der gleichen Weise prapariert und als Standard
verwendet. Bei der MALDI-MS (MALDI: matrix assisted LASER desorption ionization,
(Karas 1988)) wird die Proteinprobe mit einem Uberschuss an Matrixsubstanz
(Sinapinséaure) kokristallisiert. Durch Bestrahlung der Probe mit LASER-Strahlung einer
Wellenlange im Bereich des Absorptionsmaximums der Matrixsubstanz wird die
kokristallisierte Probe unter Hochvakuum in die Gasphase gerissen und anschliel3end in
Abhéngigkeit des Masse zu Ladungsverhaltnisses (m/z) in einem Flugzeitanalysator

(TOF: time of flight) analysiert.

Um zu Uberprifen, ob das Protein durch die Praparation zersetzt wird, wurde die
Proteinldsung mit verschiedenen Sauren und der Matrix versetzt und die Proben

anschlieRend mit SDS-PAGE untersucht.

* mit 0.1% TFA

e mit 0.1% Essigséaure
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* mit 0.1% Ameisensaure
* mit 0.1% TFA + Sinapinsaure
* mit 0.1% Essigsaure + Sinapinsaure

¢ mit 0.1% Ameisensaure und Sinapinsaure

2.3.3.2 ESI-MS

Fur die ESI-MS ( ESI: electro spray ionization) wurde die Enzymlésung gegen ein 1:1
Methanol-Wasser-Gemisch mit 0.1% Essigsaure dialysiert. FUr eine Messung werden
ca. 100ul einer Proteinldsung mit einer Konzentration von 10pmol/ul bendtigt. Fur die
Untersuchung von Kristallen mit ESI-MS wurden diese mehrfach in 50% MPD, 0.1M

HEPES pH 7.8 gewaschen und anschlieend in 0.1% TFA gelost.

2.4 Vorauswahl geeigneter Derivatisierungsreagenzie n

Zur Auswahl geeigneter Schwermetallkomponenten wurden mit Hilfe der nativen PAGE
mehrere Voruntersuchungen durchgefiihrt. Basierend auf der beschriebenen Methode
(Garman 2003) wurde die Proteinldsung mit den Schwermetall-Losungen versetzt und
24 Stunden inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde eine
zusétzliche Probe genommen. Die so erhaltenen Probeldsungen wurden auf ein 8-25%
Acrylamid Gradientengel aufgetragen und durch native PAGE aufgetrennt. Eine durch
eine erfolgreiche Derivatisierung erfolgte Veradnderung des Ladungszustandes des

Proteins lasst sich durch Bandenverschiebung auf dem Gel im Vergleich zum nativen
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Protein erkennen. Die gleiche Methode wurde auch mit in Wasser aufgeltsten Kristallen

angewendet, die vorher mit Schwermetall-Lésung inkubiert worden waren.

2.5 Kiristallisation

Fur die Kristallisation wurde die Proteinlosung auf Konzentrationen zwischen 10-
20mg/ml konzentriert und mit Amicon Ultra-Rdhrchen durch Zentrifugieren filtriert. Die
Kristallisationsversuche wurden nach der Dampfdiffusionsmethode mit sitzenden oder
hangenden Tropfen in Linbro-Platten mit Polystyrol- oder Polypropylenbriicken oder
siliconisierten Glasdeckglaschen durchgefiinrt. Die Kristallisationstropfen wurden aus
Proteinlésung, Reservoirlésung und gegebenenfalls Additiven oder Detergentien
gemischt. Das Volumen der Tropfen variierte zwischen 2-4ul. Die Platten wurden bei
12°C gelagert. Die Ergebnisse wurden regelmaRig unter einem Stereomikroskop
beobachtet und dokumentiert. Bei der Definition der Kristallisationsbedingung werden
grundsatzlich die Zusammensetzungen der Reservoirldsungen angegeben. Die
Komponenten des Proteinpuffers werden vernachlassigt. Zur Suche nach geeigneten
Kristallisationsbedingungen wurden die kommerziell erhéltlichen Screens der Firmen
Hampton Research und Jena Bioscience verwendet. Diese sind nach der Strategie der
unvollstandigen faktoriellen Suche (sparse matrix screens) nach Jankarik und Kim
(Jancarik, 1991) zusammengestellt. Die Reservoire wurden alle per Hand pipettiert und
gemischt. Die gefundenen Kristallisationsbedingungen wurden durch die systematische
Variation der verschiedenen Parameter wie Konzentration der Komponenten, pH-Wert,

Temperatur optimiert.
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2.5.1 Impfkristallisation

Fur die Impfkristallisation (microseeding) wurden Proteinkristalle im Tropfen mit einer
Nadel zerstort und 1l der Kristallsplitter in 200ul einer Stabilisierungslésung tberfihrt,
die der Zusammensetzung des Reservoirs entsprach. Falls notwendig, wurde diese
Lésung vor der Verwendung weiter verdinnt. Fur die Kristallisationsansatze wurde die
Fallungsmittelkonzentration soweit erniedrigt, dass es nicht mehr zu einer spontanen
Kristallisation kam. Nach einer Inkubation der Kristallisationsansatze von 3 Tagen,

wurden die Tropfen mit 0.5ul der verdiinnten Impflésung versetzt.

2.5.2 Schwermetall-Derivatisierung

Da die Kristalle der LAAO haufig auf dem Boden der Microbriicken hafteten, musste
zuerst vorsichtig mit einer Nadel in der Nahe der Kristalle in die Briicke gestochen
werden, um die Kristalle von der Briicke zu l6sen. Zur Derivatisierung wurden die
P2,2,2,-Kristalle zuerst in eine Stabilisierungslésung tberfuhrt, die 1220mM HEPES pH
7.8, 12% PEG 4000 und 12% Isopropanol enthielt. Das Schwermetallreagenz wurde
zunachst in Wasser geldst und daraus eine gesattigte Losung im Stabilisierungspuffer
hergestellt, die als Ausgangslosung fir eine Verdinnungsreihe diente. Der zu
derivatisierende Kristall wurde mit einer Pipette in 1ul Stabilisierungspuffer in 9ul der
entsprechend verdiinnten Lésung des Schwermetallreagenzes Uberfuhrt. Der Ansatz
wurde luftdicht verschlossen und tber einen bestimmten Zeitraum inkubiert.

Alternativ wurden Kokristallisationsexperimente mit verschieden
Schwermetallreagenzien durchgefiihrt. Dabei setzte sich der Tropfen zu gleichen Teile

aus mit Schwermetallreagenz versetzter Reservoirlosung und Proteinlésung zusammen.
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2.5.3 Substrat-Enzym-Komplexe

Zur Herstellung von Protein-Substrat Komplexen wurden native, primitiv
orthorhombische Kristalle in gesattigte Losungen von L-Alanin oder L-Phenylalanin in
Stabilisierungspuffer Uberfiihrt und bis zur vollstandigen Entfarbung inkubiert und nach
Uberfiilhren in die Cryolosungen, die 10mM des Substrates (L-Alanin oder L-
Phenylalanin) enthielten, bei 100K eingefroren. Zusétzlich wurden native, primitiv
orthorhombische Kristalle in 5-15% Cryol6sung gesoakt, anschlieRend in eine mit L-
Anthranilsaure gesattigte Cryolésung mit 20% MPD Uberfiihrt und fir 30 Minuten

inkubiert. Diese Kristalle wurden ebenfalls bei 100K tiefgefroren.

2.6 RoOntgendiffraktometrie

2.6.1 Kristallmontage und Diffraktionsmessungen

Fur die Tieftemperaturmessungen wurden die primitiv orthorhombischen Kristalle
sequenziell in Losungen des Stabilisierungspuffers mit zunehmendem MPD-Anteil (5-
20%) Uberfuhrt. Die Kristalle wurden mit einem Nylonloop aus dem Tropfen gefischt, in
flissigen Stickstoff getaucht und dort bis zur Messung gelagert. Im Falle der zentriert
orthorhombischen Kristalle konnten die Kristalle direkt aus dem Tropfen montiert und
eingefroren werden, da die Kristallisationslosung bereits eine geeignete Cryolésung
darstellt. Fur die Messung wurde der Kristall in dem Nylonloop mit Hilfe einer Cryozange
auf den Goniometerkopf aufgesetzt und so justiert, dass er zu jedem Zeitpunkt der
Messung in der Strahlebene lag.

Die Kristalle der roLAAO wurden mit den am Institut zur Verfliigung stehenden

Drehanoden mit Cu-K,-Strahlung bei 100K vermessen.
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Von ausgewahlten Kristallen wurden Datensatze unter Verwendung von
Synchrotronstrahlung an der Aullenstation des EMBL in Hamburg und an den
Strahlquellen der PSF (protein structure factory) am BESSY in Berlin bei 100K
gemessen. Die Rontgenmessplatze am Institut und am EMBL waren mit Cryostream
Cooler 600 Cryoanlagen von Oxford Cryo Systems, Oxford, England ausgeristet. Am
PSF wurde das Cryo Cool 328 System von Cryo-Industries of America, Manchester NH,
USA verwendet. Weitere Details zur Ausstattung der Synchrotron Messplatze sind auf
den entsprechenden Internetseiten (www.embl-hamburg.de/px/px_beamlines.html,

www.psf.bessy.de/userguide/beamlines/) zu finden.

2.6.2 Diffraktionsexperimente mit nativen Kristalle  n

2.6.2.1 Nativer Datensatz der roLAAO in der Raumgru  ppe P2,2,2;

Der hochauflésende Datensatz der nativen roLAAO der Raumgruppe P2:2,2; wurde an
der EMBL-AulRenstation am DORIS-Speicherring des DESY (Deutsches Elektronen
Synchrotron) in Hamburg am Messplatz X13 gemessen. Der Messplatz ist mit einem
MAR CCD-Detektor mit 165 mm Durchmesser ausgeristet. Zur Vermeidung von
gesattigten Reflexen in den Bereichen niedriger Auflosung wurden zwei Datenséatze des
Kristalls bei unterschiedlicher Auflésung aufgenommen. Die Messparameter sind in der

folgenden Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 2.4: Messparameter nativer Datensatz, P2,2,2;

héchste Auflosung [A] 2.0 1.2
Wellenlange [A] 0.81 0.81
Kristall-Detektor [mm] 347.9 100
Rotation pro Bild [°] 1.04 0.5
Anzahl Bilder 100 277
Gesamtrotation 2-144.8° 2-210°

2.6.2.2 Nativer Datensatz der LAAO in der Raumgrupp e C222;

Der hochauflésende Datensatze der nativen roLAAO der Raumgruppe C222; wurde an
der EMBL-AuRRenstation am DORIS-Speicherring des DESY (Deutsches Elektronen
Synchrotron) in Hamburg an den Messplatzen X11 und X13 gemessen. Alle
Teildatensatze wurden von einem Kristall aufgenommen. Die Messplatze sind mit MAR
CCD-Detektoren mit 165 mm Durchmesser ausgerustet. Die Messparameter sind in der

folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 2.5: Messparameter nativer Datensatz, C222,

Messplatz X11 X11 X11 X13
hochste Aufldsung [A] 1.3 1.3 1.2 1.6
Wellenlange [A] 0.8041 0.81 0.81 0.8
Kristall-Detektor [mm] 110 110 130 150
Rotation pro Bild [°] 0.5 0.2 0.2 0.05
Anzahl Bilder 58 34 317 1500
Gesamtrotation 0-29 29-36.14  36.14-99.54 78-153
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2.6.3 Diffraktionsexperimente mit derivatisierten K ristallen

2.6.3.1 Auswahl geeigneter Derivate mit Rontgendiff  raktion

Die Derivatisierung erfolgte ausschlieRlich mit Kristallen der Raumgruppe P2,2:2;.

Zur Auswabhl geeigneter Schwermetallderivate der LAAO wurden
Diffraktionsexperimente dieser Kristalle an beiden Institutsanlagen durchgefihrt. Da bei
Verwendung von Cu-K,-Strahlung kein anomales Signal detektiert werden kann, muss
zur Beurteilung der Qualitat eines potentiellen Derivates die Methode des isomorphen
Ersatzes angewandt werden (SIR). Eine Strukturaufklarung ist mit dieser Methode nur in
den seltensten Fallen mdglich, sie kann aber durchaus zur Auswahl geeigneter Derivate
fur eine spatere Messung am Synchrotron dienen, bei der durch geeignete Wahl der
Wellenldngen das anomale Signal detektiert werden kann. Neben Datensatzen der
potentiellen Derivate werden fur die erste Beurteilung der Derivate auch Datensétze des
nativen Proteins bendtigt. An beiden Instituts-Messplatzen wurden daher Datensétze der
nativen Kristalle der primitiv orthorhombischen Kristalle und Datenséatze der potentiellen

Derivatkristalle aufgenommen.

2.6.3.2 Datensatze des Quecksilberchlorid-Derivates

An den Synchrotronmessplatzen wurden von einem mit Quecksilberchlorid derivatisierte
Kristalle ein MAD-Datensatz an der PSF in Berlin bei drei Wellenlangen und ein SAD-

Datensatz am EMBL in Hamburg aufgenommen.
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« 3 Wellenlangen MAD-Datensatz, PSF Berlin:

Am BL2 Messplatz der PSF am BESSY (Berliner Synchrotron) wurde ein MAD-
Datensatz des Quecksilberchloridderivates gemessen. An diesem Messplatz ist die
Wellenldange modulierbar und der Messplatz ist mit einem MAR 345
Bildspeicherplatten-Detektor ausgeriistet. Zu Beginn des Experiments wurde zur
Bestimmung der drei geeigneten Wellenlangen ein Rontgenfluoreszenzspektrum des
Hg-Derivat-Kristalls aufgenommen. Die Messwellenlangen wurden per visueller
Inspektion des Spektrums festgelegt. Die drei Datensétze wurden in der Reihenfolge
high energy remote, peak und inflection-Wellenlange von einem Kristall gemessen.
Strahlenschaden waren trotz der intensiven Synchrotronstrahlung im Verlauf der
Messung, die insgesamt etwa 12 Stunden dauerte, nicht feststellbar. Die

Messparameter sind in Tabelle 2.6 zusammengestellt.

Tabelle 2.6: Messparameter MAD-Datensatz, HgCl,-Derivat

peak inflection remote
héchste Aufldsung [A] 2.25 2.25 2.0
Wellenlange [A] 1.0086 1.00952 0.9311
Kristall-Detektor [mm] 200 200 200
Rotation pro Bild [°] 1 1 1
Anzahl Bilder 360 200 195
Gesamtrotation [°] 360 200 195

» SAD-Datensatz, EMBL Hamburg:

Am X31 Messplatz der EMBL-AulRenstation am DESY in Hamburg wurde ein
Datensatz des Quecksilberchloridderivates gemessen. An diesem Messplatz ist die
Wellenlange modulierbar und der Messplatz ist mit einem MAR 345

Bildspeicherplatten-Detektor ausgeristet. Zu Beginn des Experiments wurde zur
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Bestimmung der geeigneten Wellenlangen ein Rontgenfluoreszenzspektrum des Hg-
Derivat-Kristalls aufgenommen. Da das Spektrum kein wellenlangenabhangiges
anomales Signal des Hg-Derivat-Kristalles zeigte, wurde ein Datensatz bei der
theoretischen peak-Wellenldnge des Quecksilbers aufgenommen. Wahrend der 18-
stindigen Messung wurden keine Strahlungsschaden durch die intensive
Synchrotronstrahlung festgestellt. Die beste Datensammlungsstrategie wurde mit
dem Programm BEST (Popov 2003) bestimmt. Die Messparameter sind in

nachfolgender Tabelle aufgelistet.

Tabelle 2.7: Messparameter SAD-Datensatz, HgCl,-Derivat

hochste Auflosung [A] 2.45
Wellenlange [A] 1.008
Kristall-Detektor [mm] 380.27
Rotation pro Bild [°] 1.12
Anzahl Bilder 372
Gesamtrotation 0-360°0-56.64°

2.6.4 Datenséatze der roLAAO mit Substraten und Inhi  bitor

Am BL2 Messplatz der PSF am BESSY (Berliner Synchrotron) wurde je ein Datensatz
eines Kristalls der LAAO im Komplex mit L-Alaninin, L-Phenylalanin und Anthranilsédure
(o-Aminobenzoat) aufgenommen. Der Messplatz ist mit einem MAR 345
Bildspeicherplatten-Detektor ausgeristet. Die Messparameter sind in der folgenden

Tabelle zusammengestellt.
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Tabelle 2.8: Messparameter der Komplex-Datensatze, P2:2,2;

LAAO-Ala  LAAO-Phe LAAO-AB
hochste Auflosung [A] 1.45 1.45 1.45
Wellenlange [A] 0.9195  0.9195 0.9195
Kristall-Detektor [mm] 250 250 250
Rotation pro Bild [°] 1 1 1
Anzahl Bilder 167 107 114
Gesamtrotation 167 107 114

2.7 Datenreduktion

Alle Datensétze wurden mit den Programmen DENZO und SCALEPACK aus dem HKL-
Programmpaket (Otwinowski 1997) indiziert, prozessiert und skaliert. Bei der Reduktion
der anomalen Daten wurde fiir die weiteren Rechnungen mit SOLVE ((Terwilliger 1999),
(Terwilliger 2002)), CNS (Bruenger 1998) und autoSHARP (Bricogne 2003) mit den
Optionen anomalous und no merge original index skaliert. In SOLVE ist ein lokaler
Skalierungsalgorithmus, der  symmetrieverwandte Reflexe  zusammenfasst,
implementiert. In dem Programmpaket autoSHARP wird diese Skalierung mit dem
Programm SCALA aus dem CCP4-Programmpaket (Collaborative Computational Project
1994) durchgefiihrt; CNS verflgt ebenfalls Uber ein entsprechendes Programm zur
lokalen Skalierung der Daten.

Die Strukturfaktoramplituden wurden bei allen Datensatzen mit TRUNCATE (CCP4,
(Collaborative Computational Project 1994)) aus den gemessenen Intensitaten
berechnet. Zur Berechnung des freien R-Wertes wurden 5% der gemessenen Reflexe
mit UNIQUE (CCP4, (Collaborative Computational Project 1994)) zuféllig ausgewahlt.
Fur beide Kristallformen wurde die Anzahl der Molekile in der asymmetrischen Einheit

und die Packungsdichte im Kristall mit MATTHEWS_COEFF (CCP4, (Collaborative
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Computational Project 1994)) abgeschéatzt. Die Selbstrotationsfunktion wurde mit GLRF
(Tong 1997), native und Differenzpattersonfunktionen mit FFT (CCP4, (Collaborative

Computational Project 1994) ) berechnet.

2.7.1 Detektion isomorpher Schweratomderivate

Aus jedem Datensatz eines potentiellen Schweratomderivates wurde mit den
automatischen Suchroutinen in SOLVE die Schweratomsubstruktur mit der SIR-Methode
durch Verwendung der isomorphen Differenzen zwischen Derivat- und nativen Daten
bestimmt. Die Bewertung der Gite eines Derivates erfolgt in SOLVE anhand von vier
Kriterien. Es werden die Pattersonfunktion, die Kreuz-Validierungs-Fourierfunktion und
die native Fourierfunktion bericksichtigt. Ebenso wird der figure of merit, der eine
Abschatzung der Intensitat des Phasierungssignals der Derivates angibt, zur Bewertung
verwendet. Die Besetzung der gefundenen Schweratompositionen und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in Datensatzen mehrerer gleichbehandelter Kristalle

wurden ebenfalls als Kriterium herangezogen.

2.7.2 Phasierung des HgCl ,-Derivates (MAD)

Zur Ermittlung der Quecksilber-Substruktur und zur Phasierung wurde im Falle der MAD-
Datensatze das automatische Programm SOLVE verwendet. Dabei wurden auch die
Ergebnisse der SIR-Phasierung mit einbezogen. Ebenso wurde der peak-Datensatz als
SAD-Fall ausgewertet. Alternativ erfolgte eine Auswertung der MAD-Datensatze mit
Programmen des Programmpaketes CNS. Da diese Auswertung nicht zur
Strukturldsung genutzt werden konnte, wird im Weiteren auf eine ausfuhrlichere

Beschreibung der Auswertung verzichtet.
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2.7.3 SAD-Phasierung des Hg-Derivates - Detektion d  er Substruktur

Die Hg-Substruktur der mit Quecksilberchlorid derivatisierten roLAAO wurde unabhangig
voneinander mit autoSHARP(Brigogne 2003), SOLVE ((Terwilliger 1999), (Terwilliger
2002)) und SHELXD (Sheldrick 1990) gel6st.

Fur die weiteren Schritte der Strukturlosung wurde das Programmpaket autoSHARP
(Bricogne 2003) eingesetzt.

Fur die Suche und Verfeinerung der Hg-Positionen wurden Daten bis zu einer
Auflésungsgrenze von 2.7A verwendet. Aus den verfeinerten Hg-Positionen wurden die
ersten experimentellen Phasen berechnet. Diese dienten als Grundlage zur Berechnung
erster Elektronendichten, die automatisch bewertet wurden. AnschlieRend erfolgte ein

zweiter Verfeinerungslauf fir die Schweratompositionen und die Phasen.

2.7.4 Dichtemodifikation, Modellbau und Verfeinerun g

Fur die Strukturldsung der LAAO wurden die Rechnungen zur Dichtemodifikation mit
dem Programm SOLOMON (CCP4, (Collaborative Computational Project 1994))
innerhalb des automatischen Skriptes in autoSHARP (Brigogne 2003) durchgefiihrt. Auf
die Verwendung der nicht kristallographischen Symmetrie des Dimers zur Verbesserung
der Elektronendichten wurde verzichtet. Wahrend der Dichtemodifikation wurde eine
Phasenerweiterung auf 2.45A (Auflésungsgrenze des SAD-Datensatzes) durchgefiihrt.
Ebenfall in autoSHARP integriert, wurde ein erster Modellbauzyklus mit ARP/WARP
((Perrakis 1999), (Lamzin 2003)) durchgefuhrt, bei dem mit dem warpNtrace-Modus ein
Hybrid-Proteinmodell erzeugt wurde.

Die mit autoSHARP ermittelten Phasen wurden mit den nativen Strukturfaktoramplituden
zusammengefasst. Mit dem Programm DM (CCP4, (Collaborative Computational Project

1994)) wurde eine sukzessive Phasenerweiterung auf 2.0A durchgefiihrt. Das in
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autoSHARP erhaltene Modell diente als Startmodell fir einen weiteren Modellbauzyklus
mit ARP/WARP, bei dem der phased protocol Modus verwendet wurde. Mit dem
sidedock-Modus wurde dann die Sequenz in das Hybrid-Modell gelegt (side chain
docking), nachdem die im Modell vorhandenen Ketten A-G durch Betrachtung in O
(Jones 1991) zwei Monomeren zugeordnet worden waren.

Im Folgenden wurde in abwechselnden Zyklen von manuellem Modellbau in O (Jones
1991) und Verfeinerungsrechnungen in REFMACS5 (CCP4, (Collaborative Computational
Project 1994) das Modell unter Verwendung der nativen Daten bis 2.0A verfeinert. Das
so erhaltene Modell wurde zur Verfeinerung des Datensatzes bis 1.4A verwendet. Der
automatische Wassereinbau erfolgte durch Verwendung des entsprechenden Modus in
ARP/WARP. Wéhrend der nachfolgenden Verfeinerungsrunden wurden die Beitrdge von

Wasserstoffatomen berticksichtigt und die B-Faktoren anisotrop verfeinert.

2.7.5 Molekularer Ersatz zur Strukturlésung der C22  2;-LAAO

Das Modell der LAAO fir die primitiv orthorhombischen Kristalle wurde als Suchmodell
fur den molekularen Ersatz fir die zentriert orthorhombischen Kristalle verwendet. Der
molekulare Ersatz wurde mit dem Programm PHASER in CCP4 (Collaborative
Computational Project 1994) durchgefihrt; die anschlieenden
Verfeinerungsrechnungen wurden mit REFMAC5 aus der CCP4-Suite oder mit
Programmen des CNS-Programmpaketes (Bruenger 1998) berechnet.

Die Berechnungen fir eine mdgliche Verzwilligung des als zentriert orthorhombischen

bezeichneten Kristalls wurden in CNS (Bruenger 1998) durchgefuhrt.
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2.7.6 Enzym-Komplexe mit Substrat und Inhibitor

Zur Strukturlésung der Komplexe wurde das Strukturmodell der nativen roLAAO ohne
FAD bis 1.4A zur Verfeinerung mit REFMACS5 verwendet. Nach 25 Verfeinerungsrunden
wurde das FAD in 20 weiteren Zyklen in das Strukturmodell integriert. Dabei wurden die
Koordinaten fur die Atome des Isoallaxozinringes fir die oxidierte und reduzierte Form
des Cofaktors aus der Kleinmolekildatenbank (CDS, Allen 2002) Gbernommen. Die
planaren Zwénge des Isoallaxozinringes wurden dann in 10 Zyklen verringert, um die
Biegung des Isoallaxozinringes zu erlauben. AnschlieBend wurden mit der
entsprechenden Routine aus wWARP/ARP Wassermolekile eingebaut und die Substrate
und das Inhibitormolekul in die Elektronendichte gelegt. Die vollstandigen Strukturmodell

wurden anschlie3end noch anisotrop in 20 Zyklen verfeinert.

2.8 Validierung der Modelle

Wahrend des Modellbaus und der Verfeinerung wurden die Modelle stéandig mit
PROCHECK und SFCHECK (CCP4, (Collaborative Computational Project 1994) und
den Validierungsroutinen der verwendeten Verfeinerungsprogramme auf ihre
stereochemische Validitat Uberprift. Die Sekundarstrukturelemente wurden mit DSSP
(Kabsch 1983) bestimmt, die B-Faktoren des Modells mit dem Programm BAVERAGE
(CCP4, (Collaborative Computational Project 1994)) bewertet; Kontaktflachen des
Dimers wurden in CNS berechnet. Die Abweichung des Isoallaxozinringes von der

Planaritat wurde mit dem Programm PRINCIP (Laskowski 1995) berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellaufschluss, Chromatographie und Proteinana  Iytik

3.1.1 Zellaufschluss, Chromatographie

Die Ausbeute gereinigter LAAO aus 10g gefrorenem Zellmaterial ist in nachfolgender

Tabelle zusammengestellt;

Tabelle 3.1: Ausbeute Protein nach den Chromatographieschritten. Es sind die
Proteinkonzentration, das Volumen der Proteinldsungen und die Gesamtmenge Protein
angegeben.

Konz.  Vol. Menge
[mg/mll _[ml] [mg]
1.15 200 230
0.387 48  18.58
0.087 48 4.18

Rohlysat
Fraktionen nach Anionenaustauschchromatographie
Fraktionen nach hydrophober Wechselwirkungschromato graphie

Die Chromatogramme der beiden Chromatographieschritte sind in Abbildung 3.1 (a) und

(b) dargestellit.
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Abbildung 3.1: Chromatogramme der LAAO, in denen die Absorbanz bei 280nm und die
Leitfahigkeit gegen das Elutionsvolumen aufgetragen sind. Die aktiven Fraktionen, die fir die
weiteren Schritte vereinigt wurden, sind markiert.

Die LAAO-Aktivitat wurde Uber die Wasserstoffperoxidbildung mit einem gekoppelten
Enzymtest gemessen. Die durch die Peroxidase aus Meerrettich katalysierte
Farbstoffbildung aus H,O, und o-Dianisidin lasst sich photometrisch bei 450nm und
30°C quantifizieren. Allerdings wird diese Reaktion durch ebenfalls im Proteingemisch
enthaltene Katalase, die das entstandene Wasserstoffperoxid umsetzt, gestort. Zur
Detektion der aktiven Fraktionen wurde nur der erfolgte Farbumschlag von farblos nach
orange qualitativ genutzt. Nach den beiden Reinigungsschritten wurde die roLAAO in
ausreichender Menge mit einer hohen Reinheit erhalten. Auf eine weitere Optimierung

der Ausbeute wurde verzichtet.
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Die SDS-PAGE Gele in Abbildung 3.2 zeigen die Reinigung der LAAO wéhrend der
beiden Chromatographieschritte. Die einzelnen aktiven Fraktionen der LAAO nach dem
zweiten Trennschritt sowie die vereinigten Fraktionen zeigen die homogene Reinigung

des Proteins.

1 vereinigte Fraktionen nach zweiter Saule
aktive Fraktionen nach zweiter Saule

2-11 aktive Fraktionen nach erster Saule

Abbildung 3.2: Ergebnisse der SDS-PAGE der untersuchten Fraktionen nach beiden
Saulenlaufen
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3.1.2 Proteinanalytik

3.1.2.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(a) SDS-PAGE der (b) native PAGE der
nativen roLAAO bei nativen roLAAO bei
einer einer
Proteinkonzentration Proteinkonzentration
von 200ug/mi von 500ug/mli

Abbildung 3.3: Ergebnis der SDS-PAGE (a) und der nativen PAGE (b) der gereinigten LAAO
nach zwei Chromatographieschritten.

Wie aus Abbildung 3.3 zu erkennen, liegt die roLAAO nach zwei

Chromatographieschritten ohne Verunreinigungen durch Fremdproteine vor.

3.1.2.2 Massenspektrometrische Charakterisierung

Das MALDI-tof-MS Spektrum der LAAO zeigt neben einem sehr kleinen Peak bei der
Monomermasse hauptséachlich Fragmentpeaks in einem Massenbereich zwischen 5-10
kDa. Mehrere Messungen fiihrten zum gleichen Ergebnis.

Daher wurde mit Hilfe der SDS-PAGE Uberpriift, ob die Zugabe von Sauren oder Matrix

das Protein zerstort. Wie Abbildung 3.4 zeigt, ist bei allen untersuchten Bedingungen
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das Protein intakt und wird wahrscheinlich durch den lonisationsprozess zerstort. Daher

konnte diese Methode zur Untersuchung der roLAAO nicht verwendet werden.

1 LAO + 0.1% TFA

2 LAO + 0.1% Essigsaure

3 LAO + 0.1% Ameisenséure

4 LAO + 0.1% TFA + Sinapinsaure

5 LAO + 0.1% Essigsaure + Sinapinsaure

6 LAO + 0.1% Ameisenséaure + Sinapinsaure

Abbildung 3.4: SDS-PAGE der fur die MALDI-tof-MS vorbereiteten Proben

Mit ESI-Massenspektroskopie war es moglich, das Protein zu detektieren, wie die
Spektren der nachfolgenden Abbildung belegen. Zur Aufnahme des Spektrums wurde
die gleiche Proteinprobe (100pm/ul; mit/ohne 0.1% TFA) wie fir die Untersuchung mit

MALDI-tof-MS verwendet.
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Abbildung 3.5: dekonvuliertes ESI-MS-Spektrum der gereinigten LAAO im
Masse/Ladungsbereich von 53.1-54.4kDa

Nach Dekonvolierung der Spektren ergab sich die berechnete molekulare Masse (ohne
den nicht-kovalent gebundenen FAD-Cofaktor) der LAAO in Lésung von 53397Da und in
aufgelosten Kristallen von 53378 Da. Die theoretisch anhand der Aminosauresequenz
berechnete Masse betragt 53348 Da. Das beim peptide mass mapping erhaltene Profil
zeigte wie das ESI-MS-Spektrum die hohe Mikroheterogenitat der LAAO, sodass eine
sinnvolle Zuweisung der Fragmente zur Aminosauresequenz mit Standardmethoden
nicht durchgefiihrt werden konnte. Daher konnte diese Methode im Weiteren nicht zur

Untersuchung von Derivaten benutzt werden.
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3.2 Kiristallisation

Zu Beginn der Arbeit war bereits eine erste Suche nach Kristallisationsbedingungen mit
den kommerziell erhaltlichen sparse matrix screens (Crystal screen | und Il, Hampton
Research) erfolgreich durchgefiihrt worden. Es wurden bei verschiedenen Bedingungen
Kristalle erhalten. Einige dieser ersten Kristallisationsbedingungen wurden bereits
hinsichtlich des pH-Wertes des Puffers und der Fallungsmittelkonzentrationen optimiert.
Diese Kiristallisationsbedingungen konnten im Rahmen dieser Arbeit reproduziert und
weiter optimiert werden. Eine Kristallisationsbedingung wurde fir die weiteren

Arbeitsschritte ausgewahlt.

3.2.1 Kiristalle der Raumgruppe P2 2,2,

Die urspringliche Fallungsmittellésung bestand aus 100mM HEPES pH 7.5, 10%
Isopropanol und 20% (w/w) PEG 4000. Damit wurden grol3e, flachige Cluster aus vielen,
zusammengewachsenen Einkristallen erhalten (Abb. 3.6 (a)). Zur Verbesserung der
Kristallisationsbedingungen wurde die Zugabe von Detergentien getestet. Mit dem
Detergenz Cymal-5® konnten Einkristalle erhalten werden. Die nur schwach gelb
gefarbten Kristalle waren mechanisch sehr instabil, was aufgrund der Farbe auf einen
hohen Ldsungsmittelanteil zurtickgefihrt werde konnte. Die Kristalle I6sten sich in den
Tropfen nach mehreren Tagen auf und waren fir die Diffraktionsmessungen nicht zu
verwenden (Abb. 3.6 (c)). Fur alle Kristallisationsbedingungen der primitiv
orthorhombischen Kristallform war die Methode der Impfkristallisation am
erfolgreichsten. Die optimierte Fallungsmittelldsung bestand aus 100mM HEPES pH 7.8,
10% Isopropanol und 10% (w/w) PEG 4000. Bei dieser Fallungsmittelkonzentration kam

es nicht mehr zu einer spontanen Kristallisation. Die Kristallisationsansatze wurden 3
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Tage equilibriert, bevor je 0.5ul einer frisch hergestellten Impflosung zu den Tropfen
pipettiert wurde. Unter dem Mikroskop erkennbare Kristalle bildeten sich im Zeitraum
von wenigen Stunden. Diese wuchsen innerhalb von zwei bis drei Wochen auf ihre

endglltige GréRe (150 x 200 x 800 um, Abb.3.6 (b)).

(a) flachiger Cluster

(b) Einkristall (100 x 200 x 1000um3) nach

Microseeding

2 (c) Einkristalle (200 x 200 x 150um3) nach

Kristallisation mit Cymal-5®

Abbildung 3.6: Kristalle der Raumgruppe P2:2,2;

3.2.2 Kiristalle der Raumgruppe C222

Die Handhabung von Kristallen, die aus einer Fallungsmittelldsung mit leicht fllichtigen
Komponenten kristallisieren, ist meistens mit Schwierigkeiten verbunden, da durch das
Entweichen der flichtigen Substanzen das im Tropfen vorherrschende Gleichgewicht
empfindlich gestért wird und zur Zerstérung der Kristalle fuhren kann. Mit Hilfe des
Alkohol-Screens der Firma Jena Bioscience wurde, ausgehend von der bekannten

Kristallisationsbedingung, nach alternativen Kristallisationsbedingungen fiir die roLAAO
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gesucht. Dabei wurde eine neue Kiristallform gefunden. Die optimierte
Kristallisationslosung bestand aus 100mM HEPES pH 7.8 und 40-50% MPD. In den
Kristallisationstropfen bildete sich schnell ein Niederschlag, was aber die Kristallisation
nicht beeinflusste. Einkristalle bildeten sich nach mehreren Tagen. Das Wachstum der
Kristalle  bei  dieser Kristallisationsbedingung war sehr langsam.  Fir
Rontgendiffraktionsexperimente verwertbare Kristalle (200x200x50um) wuchsen ber
einen Zeitraum von drei Monaten. Auch in diesem Fall flhrte die Impfkristallisation zu
gut reproduzierbaren Ergebnissen. Dazu wurden die Tropfen nach einem Tag
Inkubationszeit mit 0.5ul einer P2,2,2;-Kristallsplittersuspennsion angeimpft. Das
Animpfen mit Kristallsplitter der gleichen Raumgruppe filhrte nicht zur Bildung guter

Einkristalle. Die Wachstumsphase der Kristalle konnte nicht beeinflusst werden.

Abbildung 3.7: Kristalle der zentriert orthorhombischen Raumgruppe
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3.3 Derivatisierung

3.3.1 Massenspektrometrische Methoden

In Wasser geltste Kristalle wurden ebenfalls mit ESI-MS charakterisiert. Die folgende
Abbildung zeigt ESI-MS-Spektren der gereinigten LAAO und der kristallisierten LAAO.
Bei der Untersuchung der Proteinkristalle ergab sich bei der ESI-MS das Problem, dass
das zur Kristallisation verwendete PEG 4000 die Qualitdt der Spektren deutlich
verschlechtert. Dieses Problem konnte durch das Verwendung der PEG freien
Kristallisationsbedingung behoben werden.

Da diese Methode generell nicht fiir die schnelle Analyse des derivatisierten Proteins
(aufgrund der hohen Microheterogeitat des Proteins) eingesetzt werden konnte, wurde
dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. Im Massenspektrum der Kristalle des nativen Poteins
zeigt sich deutlich der bei der Kristallisation erfolgte Reinigungsschritt; die
Mikroheterogenitat ist deutlich verringert. Im Kristall reichert sich das nicht modifizierte
Protein an. Fir die Detektion von Schweratomderivaten der roLAAO ist aber auch hier
die Auflosung der Spekiren zu gering, sodass diese Methode nicht flr

Voruntersuchungen zur Derivatisierung eingesetzt werden konnte.
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Abbildung 3.8: Dekonvuliertes ESI-MS-Spektrum der gereinigten LAAO im

Masse/Ladungsbereich von 53.1-54.4kDa

3.3.2 Native Gelelektrophorese

Wird durch die Inkorporation von Schweratom der Ladungszustand des Proteins

verandert, andert sich auch das Laufverhalten der Probe in der nativen PAGE.

Derivatisierung, die nicht zu einer Veranderung der Ladungsverhaltnisse des Proteins

fuhrt, kann mit dieser Methode nicht detektiert werden. Die Methode kann auch zur

Untersuchung derivatisierter Kristalle, die in Wasser aufgeldst werden, verwendet

werden. In der nachfolgenden Tabelle sind die Konzentrationen und Inkubationszeiten

der Schweratomverbindungen, die das Laufverhalten des Proteins verénderten,

zusammengestellt. Insgesamt wurden 40 verschiedene Verbindungen getestet.
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Tabelle 3.2: Ubersicht iiber Verbindungen, die das Laufverhalten der LAAO im nativen PAGE
beeinflussten, mit den dazu erforderlichen Mindestkonzentrationen und Inkubationszeiten.

Schwermetallverbindung ~ Konzentration  Inkubationszei t
Pb-Acetat 10mM 24h
Triethyl-Pb-Acetat 10mM 24h
Auls 10mM 24h
KAuCl, 10mM 1lh
N-lodsuccinimid 10mM 1h
KirClg 10mM 1h
KOsCls 1mM 24h
K4PdClg 1ImM 24h
KoPtCly 1mM 24h
K,PtClg 10mM 24h
KoPt(CN), 10mMm 24h
KoPt(NO,), 10mMm 1h
HgCl, imM 1lh
Ethyl-HgClI 10mM 24h
Methyl-HgCl 10mM 24h
Hg-Dibromofluorescein 10mM 1h
(Merbromin)
Uranylnitrat 10mM 1h
Natriumwolframat 10mM 1h

3.3.3 Cokristallisation mit Schwermetallreagenzien

Geeignete Derivate zeichnen sich dadurch aus, dass Schweratome an definierte
Positionen im Protein eingebaut werden. Je mehr dieser Positionen in einem Kristall
besetzt sind, je hother also der Besetzungsgrad der Schweratomposition ist, umso
starker ist das detektierte Signal. Eine Derivatisierung des Proteins mit Schweratomen
und anschlieender Kristallisation hat den Vorteil, dass eine durch die Bindung des
Schweratoms erfolgende Konformationsdnderung des Proteins, die beim Soaking von
Kristallen oft zu deren Zerstérung fuhrt, bereits in Lésung auftritt. Allerdings kann diese

Konformationsénderung zu einer nicht-isomorphen Kristallform flihren. Ausgehend von
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den Ergebnissen der nativen Elektrophorese Experimenten wurden Kokristallisationen
mit Kaliumtetrachloro-platinat(ll), Quecksilber(ll)-chlorid, Kaliumhexachloro-osmat(1V)

und Kaliumhexachloro-palladat(ll) durchgefiihrt.

Tabelle 3.3: Ubersicht tiber die fiir die Kokristallisation eingesetzten Reagenzien mit den
entsprechenden verwendeten Konzentrationen

Schwermetallverbindung Konzentration

Kaliumtetrachloro-platinat(Il) 0.2-10mM

Quecksilber(Il)-chlorid 1-10mM
Kaliumhexachloro-osmat (V) 0.1-10mM
Kaliumhexachloro-palladat(ll) 1-10mM

Merbromin 1-50mM

Bei 5mM Kaliumtetrachloro-platinat(ll), 0.1 bzw. 1mM Kaliumhexachloro-osmat (IV) und

Merbrominkonzentrationen von 1-30mM wurden nach Microseeding Kristalle erhalten.

3.3.4 Kiristallsoaking mit Schwermetallreagenzien

Beim Soaking mit Derivatisierungsreagenzien wurden die Kristalle nach Uberfiihrung in
den Derivatisierungspuffer bereits in den ersten Minuten so stark beschadigt, dass sie
ihre Diffraktionseigenschaften verloren. In diesem Fall wurde die Konzentration des
Reagenzes verringert. Das Aussehen der Kristalle wurde nach 30 Minuten, dann nach
einigen Stunden und schlief3lich Gber einen Zeitraum bis zu 40 Stunden beobachtet. Die
Kristalle, die keine sichtbaren Schaden aufwiesen, wurden wieder in
Stabilisierungspuffer Uberflhrt und fur eine halbe Stunde inkubiert. Wurde dieser back

soak nicht durchgefihrt, entstand bei den anschlieenden Diffraktionsaufnahmen eine
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sehr hohe Hintergrundstreuung. Zur  Derivatisierung  wurden  Bleiacetat,
Trimethylbleiacetat, Triethylbleiacetat, Gold(llhiodid, N-lodsuccinimid,
Kaliumhexachloroiridat, Lanthan(lll)acetat, Kaliumhexachloro-osmat(1V),
Kaliumosmat(VI1), Kalium-hexachloropalladat(ll), Kaliumtetrachloroplatinat(ll), cis-Diamin-
chloro-platin(ll), Kaliumhexachloroplatinat(lV), Kaliumtetracyanoplatinat(ll),
Dichloro(ethylen-diamin)platin  (Il), Kaliumtetranitroplatinat(ll), Quecksilber(ll)chlorid,
Ethyl-quecksilber(ll)chlorid, Methylquecksilber(ll)chlorid, Diphenylquecksilber, Na-4-
Hydroxymercuribenzoat, Phenyl-Quecksilberacetat, p-Aminophenylqueck-silberacetat,
Thiomersal, Mersalylsdure, Merbromin, Uranylnitrat und Natriumwolframat in
Konzentrationen von 0.1-100 mM bei Soakzeiten zwischen 30 Minuten und 120 Stunden

verwendet.

3.4 Diffraktionsmessungen und Rechnungen mit native n
Datensatzen

3.4.1 Bestimmung der Raumgruppen

In Tabelle 3.4 sind die Datenstatistiken der nativen Rontgendatensatze aufgefihrt. Ein
erster nativer Datensatz eines P2,2,2, Kristalls wurde am Synchrotron in Grenoble bis
zu einer Aufldssung von 1.4A vermessen. Der Datensatz ist aufgrund der
Strahlenschéadigung des Kristalls nicht vollstandig (Vollstandigkeit 86.7%) und wurde bei
der Auswertung nicht beriicksichtigt. Von einem weiteren Kristall wurde am Synchrotron
in Hamburg zuerst ein niedrig aufgeldster Datensatz bis 2.5A vermessen. AnschlieRend
wurde vom gleichen Kristall ein hochaufgeldster Datensatz bis 1.2 A gemessen. Beide

Datensétze wurde fur die Datenstatistik zusammengefasst. Ein C222; Kristall wurde in
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Hamburg mit Synchrotronstrahlung bis zu einer Auflésung von 1.6 A vermessen. Der

erhaltene Datensatz ist, aufgrund der vielen tberlappenden Reflexe, nicht vollstandig.

Tabelle 3.4 : ausgewahlte Parameter der nativen Datensatze

Messplatz ID29,

EMBL outstation

Messplatz X11,

EMBL outstation

Messplatz X13,

EMBL outstation

Grenoble Hamburg Hamburg
Raumgruppe P2:2:24 P2:2:24 C2224
Gitterkonstanten (A) a=65.70 a=65.70 a=64.1
b=109.71 b=109.71 b=85.2
c=134.40 c=134.40 c=186.4
Auflésung (A) 1.4 1.4 1.5
Vollstandigkeit gesamt
86.7 (85.7) 99.8 (92.5)% 86.7 (85.6)%
(auRere Schale)
Signal/Rauschverhaltnis 18.0 (6.2) 34.4 (3.9) 18 (6.2)
gesamt (aufRere Schale)
Rsym 6 (12) 8 (60)% 6 (12)%
Anzahl Reflexe 973.381 3.9 Mio. 406.075
Anzahl unabhéngiger Reflexe 171.629 290.588 134.801
Multiplizitat 3.1(2.7) 13.4 (8.4) 3.01(2.72)

Als Auflésungsgrenze fiir die Skalierung wird Ublicherweise ein Signal/Rauschverhaltnis

22 gewahlt; alle Kristalle sind daher nicht bis zu ihrem Auflésungsmaximum vermessen

worden. Die Qualitat aller Datensétze ist mit Rpege-Werten zwischen 6-8% Uber alle

Auflésungsschalen hoch.
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3.4.2 Kiristallpackung

Die Anzahl der Proteinmonomere pro asymmetrischer Einheit lasst sich nach Matthew
(Matthew 1968) unter Verwendung der Kristallparameter aus der Indizierung, dem
Molekulargewicht des Proteins (54.2 kDa) und unter der Annahme einer fir
Proteinkristalle typischen Dichte von 1.22mg/ml (Anderson, Hovmoéller, 2000)
berechnen. Der Matthew-Koeffizient, der Losungsmittelanteil und die Anzahl der

Monomere pro asymmetrischer Einheit sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Tabelle 3.5: Ubersicht iiber Matthew-Koeffizient, LM-Anteil und Anzahl der Monomere pro
asymmetrischer Einheit fir beide Kristallformen

P2:2:2; C222,

Vi-Wert | 2.229 2.6
Monomere/ASU 2 1
Lésungsmittelanteil 43% 52%

3.4.3 Rechnungen zur Selbstrotationsfunktion

Nichtkristallographische Symmetrien (NCS) im Kristall lassen sich mit Hilfe von
Selbstrotationsfunktionen identifizieren. Fir die Daten der primitiv orthorhombischen
Kristallform wurden Selbstrotationsfunktionen berechnet. Dabei konnte kein Nicht-
Ursprungpeak identifiziert werden. Die interne Symmetrie des Dimers liel3 sich auf

diesem Wege nicht detektieren.
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3.5 Diffraktionsmessungen und Rechnungen mit Deriva  t-
Datensatzen

3.5.1 Screening nach potentiellen Derivaten

Von den in 3.4.4 beschriebenen, potentiellen Derivaten wurden (Teil-) Datensatze nach
Inkubation fir 24 Stunden in 10mM Derivatisierungsreagenz aufgenommen. Die
Auflédsungsgrenzen  dieser Kristalle sind in der nachfolgenden Tabelle

zusammengestellt.

Tabelle 3.6: Zusammenstellung der Auflésungsgrenzen der mit unterschiedlichen Reagenzien
behandelten Kristalle nach 24-stlindiger Inkubation und 10mM-Konzentration

Verbindung

Bleiacetat

keine Diffraktion

Trimethyl-Bleiacetat

keine Diffraktion

Triethyl-Bleiacetat

keine Diffraktion

Gold(lIl)iodid

-2.5A

N-lodsuccinimid

keine Diffraktion

Kaliumhexachloroiridat

keine Diffraktion

Lanthan(lll)acetat

keine Diffraktion

Kaliumhexachloroosmat(1V)

~3A

Kaliumosmat(VI)

keine Diffraktion

Kaliumhexachloropalladat(ll)

~3A

Kaliumtetrachloroplatinat(ll)

~25A

cis-Diamin-chloro-platin(ll)

keine Diffraktion

Kaliumhexachloroplatinat(V)

keine Diffraktion

Kaliumtetracyanoplatinat(Il)

~35A
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Dichloro(ethylendiamin)platin (11) keine Diffraktion
Kaliumtetranitroplatinat(ll) ~2.7A
Quecksilber(ll)chlorid -23A
Ethyl-Quecksilber(ll)chlorid ~3.0A
Methyl-Quecksilber(ll)chlorid ~25A
Diphenylquecksilber ~12 A
Na-4-Hydroxymercuribenzoat keine Diffraktion
Phenyl-Quecksilberacetat keine Diffraktion
p-Aminophenyl-Quecksilberacetat keine Diffraktion
Thiomersal keine Diffraktion
Mersalylséaure ~2.0A
Merbromin ~2.0A
Uranylnitrat ~3.0A
Natriumwolframat ~3.0A

3.5.2 Bewertung der Derivate mit der SIR-Methode

Von Kristallen, deren Aufldsungsgrenze oberhalb von 4A lag, wurden Datensétze mit 50
Bildern (1°/Bild) aufgenommen. Diese wurden dann mit SOLVE gegen die nativen Daten
skaliert. Aus den isomorphen Differenzen wurden dann mogliche Schweratompositionen
berechnet. Die Auswahl von geeigneten Kristallen fur die anschlielBende
Diffraktionsmessung mit Synchrotronstrahlung erfolgte anhand der Ergebnisse aus
SOLVE nach dem FOM-Wert, dem Besetzungsgrades der gefundenen
Schweratompositionen, der GroRe der isomorphen Differenzen und der nachfolgenden
Verbesserung des FOM-Wertes bei der Dichtemodifikation in RESOLVE. Bei allen
Datenséatzen wurden Daten im Aufldsungsbereich zwischen 10-3.5A zur Phasierung

verwendet.
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Bei der Derivatisierung mit Kaliumtetrachloroplatinat mit hohen Konzentrionen oder
langen Inkubationszeiten kam es zu einer Verdnderung der Zellparameter (Nicht-
Isomorphie), wobei sich die langste Achse bis zu 5% von der nativen Zelle unterschied.
Bei geringen Konzentrationen oder kurzen Soakzeiten konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Derivat und nativem Protein gefunden werden.

Die Auswertung der Diffraktionsdaten von mehreren mit Quecksilberchlorid
derivatisierten Kristallen ergab vier Quecksilberpositionen. Von einem solchen fir 24
Stunden mit 10mM Quecksilberchlorid derivatisierten Kristall wurde ein drei
Wellenldngen- MAD-Datensatze am BESSY in Berlin aufgenommen. Nachdem die
Auswertung der MAD-Daten nicht zur Strukturlosung fiihrte, wurde von einem Kristall,
der fUr 24 Stunden in 10mM Quecksilberchlorid derivatisiert wurde, ein SAD-Datensatz
am EMBL in Hamburg aufgenommen, dessen anomalen Signals zur Strukturlésung der

verwendet werden konnte.

3.5.3 MAD des Quecksilberderivates

Nach Durchflhrung eines Fluoreszenscans des Kiristalls wurden die drei
Messwellenlangen manuell aus dem Spektrum ermittelt. Diese lagen sehr nah an den
theoretischen Werten. Bei der peak-, inflection- und high energy-remote-Wellenlange
wurden von dem Kristall drei Datenséatze im gleichen Winkelbereich aufgenommen.
Dabei wurde der peak-Datensatz mit hoherer Redundanz vermessen, um eventuell die
Strukturldsung als SAD-Fall zu ermdglichen. In der nachfolgenden Tabelle sind

ausgewahlte Parameter dieser MAD-Datenséatze zusammengestellt:
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Tabelle 3.7: ausgewahlte Parameter der Datenstatistiken der MAD-Datensatze

peak inflection remote
Wellenlange [A] 1.0086 1.00952 0.9311
Energie(eV) 12291.89 12281.64 13315.79
Auflésungsbereich [A] 100-2.25 100-2.25 100-2.25
Reym 7.7(10.4) 7.7 (10.4) 8.4 (12.2)
Multiplizitat 14.3 (9.5) 7.9(7.1) 8.2 (8.1)

Vollstandigkeit [%] 98.9(89.2) 98.4(97.3) 100 (100)

(duRere Schale)

Die Datensatze wurden mit DENZO und SCALEPACK mit der no merge original index
und anomalous Option indiziert, prozessiert und skaliert und als MAD-Fall mit
SOLVE/RESOLVE ausgewertet. Die Korrelation der Daten bei den einzelnen
Wellenlangen war entgegen der Erwartung sehr gering. Dariiberhinaus wurde verscht,
den Peak-Datensatz als SAD-Fall auszuwerten. Die vorab mit SIR gefundenen
Quecksilberpositionen konnten mit keiner dieser Methoden bestimmt werden. Dabei
waren die Positionen nur zu 5-12% besetzt. Die Verwendung dieser Substruktur fiihrte in
Kombination mit den MAD-Daten nicht zu einer Verbesserung der Phasen. Die
Verwendung der entsprechenden Routinen in CNS war ebenfalls nicht erfolgreich. Da
die Datenqualitat sehr gut war, wurde als Grund fur die schlechte Phasierung die
geringe Besetzung der Positionen im Kristall vermutet. Das Fluoreszenzspektrums des
fur das MAD-Experiment verwendeten Kristalls, am X31-Messplatz der Aul3enstation
des EMBL in Hamburg zeigte wie auch andere mit Quecksilberchlorid derivatisierten
Kristalle, kein wellenldangenabhangiges Fluoreszenzsignal. Dies erklart nachtraglich die
Probleme bei der Auswertung mit den MAD-Daten, da bei dieser Methode die
Korrelation der Daten der verschiedenen Wellenlangen fiir die erfolgreiche Phasierung

eine grol3e Rolle spielt.
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Fur alle nachfolgenden Experimente wurden Kristalle ausgewahlt, in denen die
Besetzung der Positionen (bei Auswertung als SIR-Fall) moglichst hoch waren (20-50%)

und die gute Datenstatistiken besaf3en.

3.6 Strukturlésung des Quecksilberderivates als SAD  -Fall

3.6.1 Detektion der Quecksilber-Substruktur

Nachdem die Aufnahme von Fluoreszenzspektren mehrerer mit 10mM
Quecksilberchlorid fur 24 Stunden inkubierten Kristalle kein wellenldangenabhangiges
Signal zeigte dieser Kristall bei der Auswertung als SIR Fall aber eindeutig 4 Quecksilber
Positionen. Von einem Kristall wurde ein Datensatz bei der theoretischen
Peakwellenlange von A=1.008 am X31-Messplatz der EMBL-AuRRenstation in Hamburg

aufgenommen.

Tabelle 3.8: ausgewahlte Parameter der Datenstatistiken der SAD-Datensatze

peak

Wellenlange [A] 1.008
Auflésungsbereich [A] 20-2.45
Reym 11.2 (35.2)
Multiplizitat 15.3 (10.1)
Vollstandigkeit [%] 100 (99.9)

(duRBere Schale)

Die vier Positionen der Quecksilbersubstruktur wurden unabhangig mit den Programmen
SOLVE, SHELX und autoSHARP bestimmt. Es konnten mit allen Programmen

interpretierbare Elektronendichten nach der Phasierung berechnet werden. Zur
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Phasierung wurden Daten im Auflésungsbereich bis 2.7A verwendet. Mit SHARP
wurden aus den verfeinerten Quecksilberpositionen die ersten Phasen mit einem figure
of merit (FOM(azentrisch)) = 0.38 und (FOM(zentrisch))= 0.11 berechnet. Die anomale

phasing power betrug 1.103.

3.6.2 Dichtemodifikation und Solvenzglattung

Das beim SAD-Fall auftretende Problem der Wahl der Handigkeit lie3 sich mit Hilfe der
berechneten Korrelationskoeffizienten nach einer ersten Dichtemodifikation klar I6sen.
Die Korrelation betrug danach fur die Original Handigkeit 24.5% und flr die alternative
Handigkeit 10.6%. Nach der zweiten Dichtemodifikation unter Beibehaltung der
originalen Handigkeit betrug die Korrelation zu den normierten Strukturfaktoramplituden
bereits 70.5%, die aus der Phasierung mit SHARP erhaltene Elektronendichte hatte
schon eine hohe Qualitat (Abb. 3.10 (a)). Nach der ersten Dichtemodifikation war die
Konnektivitdt des Proteinmodells bereits in weiten Teilen erkennbar (Abb. 3.10 (b)). In
den folgenden Dichtemodifikationen nach stetiger Phasenerweiterung auf 2.45 A wurde
der Lésungsmittelanteil verfenert, um den exakten L&sungsmittelanteil zu bestimmen.
Dieser ergab sich zu 43.5%. Die Berucksichtigung des verfeinerten Solventanteils ergab
eine weitere Verbesserung der berechneten Elektronendichten. Es waren bereits klare

Bereiche mit Sekundarstrukturen zu erkennen (Abb. 3.10 (c)).
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(a) 20 konturierte
Dichte mit ersten
Phasen aus
SHARP fir die
Original Handigkeit
Uberlagert mit der
Hauptkette des
verfeinerten

Modells

(b) 20 konturierte
Dichte nach
Dichtemodifikation
und Solvenz-
glattung mit
SOLOMON und
Phasenerweiterung

auf 2.45A

Abbildung 3.9 (a) - (d):

Verbesserung der Phasen und der daraus berechneten

Elektronendichtekarten im Verlauf der Strukturldsung. Zur Orientierung ist die Hauptkette des
Dimes des endgultigen Strukturmodells der roLAAO ebenfalls dargestellt.
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(c) 20 konturierte
Dichte nach erstem
Modellbau in
WARP und
erneuter
Verfeinerung der

Phasen in SHARP

(d) 20 konturierte
2Fofc-Dichte des
fertigen Modells
bei
Phasenerweiterung

auf 1.4A

Abbildung 3.9 (a) - (d): Verbesserung der Phasen und der daraus berechneten
Elektronendichtekarten im Verlauf der Strukturldsung. Zur Orientierung ist die Hauptkette des
Dimes des endgultigen Strukturmodells der roLAAO ebenfalls dargestellt.
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3.6.3 Automatischer Modellbau mit ARP/WARP

Aufgrund der hohen Qualitat der phasenerweiterten experimentellen Elektronendichte
bis 2.45A lieR sich die Struktur der LAAO mit der automatischen Modellbauroutine
warpNtrace des Programms ARP/WARP einfach modellieren. Der erste Modellbau fand
innerhalb des Programmpaketes autoSHARP statt. Der Fortschritt des Modellbaus ist in

Tabelle 3.10 fur die durchgefiihrten Zyklen zusammengefasst.

Tabelle 3.9: Fortschritt beim automatischen Bau des Hybrid-Modells der LAAO Hauptkette mit
ARP/WARP. Ein Zyklus besteht aus 10 Verfeinerungsrunden mit REFMACS5 und einem
anschlieRenden Modellbau.

Zyklus Anzahl der Anzahl der Konnektivitat

Ketten Residuen in %
1 65 455 71
2 61 502 75
3 60 558 79
4 63 552 77
5 61 568 78
6 60 551 79
7 60 575 79
8 55 538 79
9 60 598 80

Bereits nach dem zweiten Modellbauzyklus konnten mehr als zwei Drittel der Hauptkette
automatisch erzeugt werden. Obwohl der automatische Modellbau mit ARP erst gute
Ergebnisse mit einer Auflésung >2.0A liefern soll war das erste Modell bereits sehr gut.
Allerdings war an diesem Punkt noch kein automatischer Einbau der Seitenketten

entsprechend der Sequenz (side chain docking) mit der verwendeten ARP/WARP

-65-



3 Ergebnisse

Version 5.1 moglich. Mit diesem ersten Modellbau konnten mit ARP/WARP 81% der
Proteinhauptkette automatisch gebaut werden.

Die nach dem Modellbau berechneten Phasen wurden mit den nativen Daten kombiniert
und eine Dichtemodifikation mit stufenweiser Phasenerweiterung im DM (CCP4, ) auf
2.0A durchgefiihrt. Unter Verwendung des ersten Modells aus ARP/WARP wurde
innerhalb des CCP4-Programmpaketes ein zweiter Modellbau mit ARP/WARP fir die
Hauptkette durchgefihrt. Dessen Fortschritt ist in der nachfolgenden Tabelle und in Abb.

3.12 dargestellit:
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Tabelle 3.10: Fortschritt beim automatischen Bau des Hybrid-Modells der LAAO mit ARP/WARP
nach Phasenerweiterung auf 2.0 A. Ein Zyklus besteht aus 5 Verfeinerungsrunden mit REFMAC5
und anschlieBenden Modellbau.

Zyklus Anzahl der Anzahl der Konnektivitat in %
Ketten Residuen
2 52 418 76
3 45 648 86
4 35 698 90
5 32 809 92
6 22 890 95
7 18 896 96
8 14 905 97
9 13 915 97
10 11 921 98
11 11 924 98
12 9 925 98
13 8 927 98
14 7 928 99
20 7 935 99
30 6 943 99
39 7 938 99

Bereits nach den ersten Zyklen war eine deutliche Erhéhung der Residuen und der
Konnektivitdt zu beobachten. Nach 30 Zyklen konvergierte der Modellbau des
Hybridmodells. Fir den sequenzrichtigen Einbau der Proteinseitenketten (side chain
docking) wurden die verbleibenden sieben Kettenfragmente nach Visualisierung in O ()
manuell zwei Monomeren zugeordnet. In Tabelle 3.13 (a) und (b) sind die Ergebnisse

des side chain docking fur beide Monomere dargestellt. Fir das erste Monomer (Kette
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A) konnten 467 der 489 Residuen (95.5%), fur das zweite Monomer 471 der 489
Residuen (96.3%) mit Seitenketten gebaut werden. Das funktionelle Dimer wurde durch
Anwendung der entsprechenden Symmetrieoperation (Anwendung der zweizahligen
Symmetrie (C,) entlang der z- und x-Achse, Translation um eine asymmetrische Einheit
entlang der x-Koordinate) erzeugt. Eine weitere Phasenerweiterung brachte keine

Verbesserung des Modells.

Tabelle 3.11: Statistik des side chain dockings fir Monomer A und B. Mit der Zuweisung der

Kettenfragmente
Monomer A Monomer B
Kettenfragmente A 219 Residuen (1-219) B 201 Residuen (1-201)

C 199 Residuen (220-418) | D 144 Residuen (202-345)

G 48 Residuen (419-466) E 78 Residuen (346-423)

F 49 Residuen (424-472)

Anzahl gebauter Seitenketten 466 472

Anzahl der Rotamere 433 (89%) 427 (87%)

(prozentualer Anteil)

Anzahl Residuen des Dimer 938 von 980 (95.7%)

Tabelle 3.12: Ergebnisse des side chain docking fir Monomer A (a) und Monomer B (b): Unter
der Sequenz sind die Bezeichnungen der jeweiligen Ketten angegeben.

(a)

Nunber : 01...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: AACDLI GKVKGSHSVWWL GGGPAG. CSAFEL QKAGYKVTVLEARTRPGGR
Chain:  ----------- AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Nurber : 51...+4....10...+ ...20...+....30...+...40...+....50
Sequence: VW ARGGSEETDL SGETQKCTFSEGHFYNVGATRI PQSHI TLDYCRELGV
Chai n:
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Nunber :

Sequence:

Chai n:

Nunber :

Sequence:

Chai n:

Nunber :

Sequence:

Chai n:

Nunber :

Sequence:

Chai n:

Nunber :

Sequence:

Chai n:

Nunber :

Sequence:

Chai n:

Nunber :

Sequence:

Chai n:

Nunber :

Sequence:

Chai n:

101...+....10.. .+ ...20.. .+ ...30...+ ...40.. .+ ...50
El QGFGNQNANTFVNYQSDT SL SGQSVTYRAAKADTFGYNMSEL LKKATDQ

151...+....10...+ ...20.. .+ ...30...+ ...40...+ ...50
GAL DQVL SREDKDAL SEFL SDFGDL SDDGRYL GSSRRGYDSEPGAGLNFG

201...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
TEKKPFAMQEVI RSG GRNFSFDFGYDQAMMVFTPVGGVDRI YYAFQDRI
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA.- - CCCCCCCCCCCCCCCCCe

251...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
GTDNI VFGAEVTSMKNVSEGVTVEYTAGGSKKSI TADYAI CTI PPHLVGR
(6666006066600000000000000000000000000000000000000000

301...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
LONNLPGDVLTALKAAKPSSSGKLG EYSRRWAETEDRI YGGASNTDKDI
(66666666600000000000000000000000000000000000000000

351...+....10...+....20...+....30...+....40...+ ...50
SQ MFPYDHYNSDRGVVWVAYYSSGKRQEAFESL THRORLAKAI AEGSEI H
(66660606600000000000000000000000000000000000000006

401...+....10.. .+ ...20.. .+ ...30...+. ...40...+. ...50
GEKYTRDI SSSFSGSWRRTKYSESAWANWAGSGGSHGGAATPEYEKL LEP
COCOCOCOCOCOCOC0C000C0000C0C0CKE: - - - - - - - - cecececeeel

451...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
VDKI YFAGDHL SNAI AWQHGAL TSARDVVTHI HERVAQEA

GEGEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE -
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(b)

Nunber : 01...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: AAGDL I GKVKGSHSVVVL GGGPAGL CSAFEL QKAGYKVTVLEARTRPGGR
Chai n:

Nunber : 51...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: VWIARGGSEETDL SGETQKCTFSEGHFYNVGATRI PQSHI TLDYCRELGV
Chai n:

Nunber : 101...+....10...+....20...+....30...+....40...+. ...50
Sequence: El QGFGNQNANTFVNYQSDT SL SGQSVTYRAAKADTFGYMSEL LKKATDQ
Chai n:

Nunber : 151...+....10...+....20...+....30...+....40...+. ...50
Sequence: GAL DQVL SREDKDAL SEFL SDFGDL SDDGRYL GSSRRGYDSEPGAGLNFG
Chai n: EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Nunber : 201...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: TEKKPFAMQEVI RSG GRNFSFDFGYDQAMVMVFTPVGGVDRI YYAFQDR
Chai n: EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE- - BBBBBBBBBBBBBBBBBBBB
Nunber : 251...+....10...+....20...+....30...+....40...+. ...50
Sequence: GTDNI VFGAEVTSMKNVSEGVTVEYTAGGSKKSI TADYAI CTI PPHLVGR
Chai n: BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB
Nunber : 301...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: LQNNLPGDVLTALKAAKPSSSGKLG EYSRRWAETEDRI YGGASNTDKDI
Chai n: BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB
Nunber : 351...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: SQ MFPYDHYNSDRGVVVAYYSSGKRQEAFESL THRQRLAKAI AEGSEI H
Chai n: BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB
Nunber : 401...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: GEKYTRDI SSSFSGSWRRTKYSESAWANWAGSGGSHGGAATPEYEKLLEP
Chai n: BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB- - - - - - - - FFFFFFFFFFF
Nunber : 451...+....10...+....20...+....30...+....40...+....50
Sequence: VDKI YFAGDHL SNAI AWQHGAL TSARDVVTHI HERVAQEA
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Chai n: FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF- -

(a) Strukturmodell aus wWARP/ARP fiir SAD- (b) Strukturmodell aus wWARP/ARP nach
Datensatz bei 2.45A Phasenerweiterung auf 2.0A

(c) endverfeinertes Strukturmodell der
roLAAO bei 1.4A

Abbildung 3.10: Fortschritt beim automatischen Bau des Hybrid-Modells der LAAO mit
ARP/WARP. (a) erstes Modell unter Verwendung des SAD-Datensatzes bis 2.45A; (b) Modell
nach Phasenerweiterung auf 2.0 A. (c) endverfeinerte Struktur bei 1.4A. Die
Sekundarstrukturelemente sind als Banddiagramm dargestellt. Die Einfarbung der Ketten erfolgt
in (a) und (b) entsprechend der gefundenen Kettenfragmente. In (c) ist das Bandmodell
entsprechend dem Verlauf der Aminosauresequenz von blau nach rot eingefarbt.

Im endverfeinerten Strukturmodell befinden sich die inkorporierten Quecksilberatome im

Abstand von 1.7A zum Cys26 und 2.5A zum Cys291.
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»

Abbildung 3.11: Position der inkorporierten Quecksilberatome. Die Sekundarstrukturelemente
der Proteinkette sind als Banddiagramm dargestellt, die koordinierenden Cysteinresiduen als
Stadbchenmodell, die Hg-Atome als violette Kugeln. Der Abstand zwischen den beiden
Quecksilberatomen ist in A angegeben.

3.7 Strukturléosung LAAO, C222

Bei der Strukturlosung der LAAO der Raumgruppe C222; wurde ein Monomer der bei
1.4A verfeinerten LAAO der Raumgruppe P2,2,2; als Suchmodell verwendet. Bei der
Kreuzrotationssuche mit PHASER hob sich eine Losung deutlich von den lbrigen ab. In
der folgenden Tabelle sind die Rotationswinkel und Translationsvektoren fir das
Monomer A der LAAO der Raumgruppe P2;2:2; nach der Verfeinerung in PHASER
aufgelistet.

Das funktionelle Dimer der LAAO liegt in diesem Fall auf einer speziellen Lage, so dass

das Dimer durch die kristallographische Symmetrie erzeugt wird. Die Lésung hatte in der
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anschlielenden Starre-Korper-Verfeinerung R-Werte von R(work)=40.7% und
R(free)=41.4%. Die durchgefuhrten Verfeinerungsschritte sind in Tabelle 3.15
zusammengestellt. Die weitere Verfeinerung der Daten mit Einbau des FAD und
Wassers flihrte zu R-Werten, die fir die Qualitat der Daten und des Modells viel zu hoch
waren (Ryee=35.8% , Rwok=27.3%). Daher wurde vermutet, dass die Daten
falschlicherweise in einer héhersymmetrischen Raumgruppe prozessiert wurden, bedingt
durch die interne nicht-kristallographische Symmetrie des Dimers. Eine Prozessierung in
der entsprechend niedrigeren Raumgruppe P;2; flhrte mit den gemessenen Daten
lediglich zu einer Vollstandigkeit des Datensatzes von 45% (ber den gesamten
Auflésungsbereich. Damit konnten diese Daten zwar flr erste Rechnungen zum
Molekularen Ersatz verwendet werden, die Elektronendichten waren aber aufgrund der
geringen Vollstéandigkeit sehr schlecht definiert. Da eine hochaufgeltste Struktur der
LAAO mit den Kristallen der primitiv orthorhombischen Kristallform méglich war, wurde

auf die weitere Auswertung der Daten verzichtet.

Tabelle 3.13: Ergebnis der Kreuzrotations- und Translationssuche nach der Starre-Korper-
Verfeinerung unter Annahme der Raumgruppe C222,

01 02 03 trans x trans y trans z

123.4 48.8 313.8 0.876 -0.268 0.230

Tabelle 3.14: Ergebnis der Kreuzrotations- und Translationssuche nach der Starre-Korper-
Verfeinerung unter Annahme der Raumgruppe P;2;.

01 02 03 trans x trans y trans z
122.5 49.1 314.4 0.481 0.000 0.290
57.53 -130.93 -45.65 0.492 -0.009 0.103
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3.8 Strukturlésung der Komplexe

3.8.1 P2,2,2,-LAAO im Komplex mit L-Alanin

L-Alanin ist eines der besten Substrate fir die LAAO aus Rh. opacus (Geueke, 2001).
Zur Darstellung des Enzyme-Substrat-Komplexes wurden native Kristalle der
Raumgruppe P2:2,2; in eine gesattigte Losung des L-Alanins in Stabilisierungspuffer
Uberfuhrt und solange gesoaked, bis eine deutliche Entfarbung auftrat (Abbildung 3.12).
Dieser Prozess dauerte einige Minuten und wurde unter dem Stereomikroskop verfolgt.
Durch die Anordnung der Proteinmolekile im Kristall wurde die Reaktion mit Sauerstoff
verlangsamt und so die Re-Oxidation des FADs verhindert, wenn die Kristalle sofort in

Cryopuffer Gberfuhrt und tiefgefroren wurden.

(@) (b)

Abbildung 3.12: Kristall vor (a) und nach (b) Inkubation mit L-Alanin. Die Entfarbung des
Kristalls, die durch die Reduktion des FADs hervorgerufen wird, ist deutlich zu erkennen.

Ausgewahlte kristallographische Parameter eines am BL2-Messplatz der PSF am
BESSY aufgenommenen Datensatzes des LAAO-L-Alanin-Komplexes sind in Tabelle

3.15 zusammengestellt.
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Tabelle 3.15: Ausgewahlte kristallographische Parameter der Datenséatze der LAAO- Komplexe.
Die Datensatze wurden an der BL2 der PSF am BESSY in Berlin gemessen.

Substrat L-Alanin  L-Phenylalanin o-Aminobenzoat
Wellenlange (A) 0.9195 0.9195 0.9195
Raumgruppe P2:2:24 P2.,2:21 P2.:2:21
a(A) 65.9 66.05 65.65
b (A) 109.93 110.06 109.68
c (A 134.49 134.53 134.37
Unabhangige Reflexe 142028 157853 83174
Auflésung (A) 15-1.55 30-1.45 30-1.85
Vollstandigkeit (%) 99.8 (99.6) 91.3 (86.1) 99.2 (98.7)
Signal/Rausch-Verhaltnis 25.3 (10.0) 11.9 (2.1) 9.5(2.0)
(4ulRere Schale)
Reym (%) (4uRere Schale) 8.3 (23.3) 10.4 (47.7) 14.9 (50.3)

3.8.2 P2,2,2,-LAAO mit Komplex mit L-Phenylalanin

Das L-Phenylalanin hat im Vergleich zum L-Alanin nur die Héalfte der relativen Aktivitat.
Das zweite Substrat wurde ausgewahlt, da vermutet wurde, dass ein Substrat mit
aromatischem Ring in der Elektronendichte leichter zu identifizieren sei. Die Bindung von
zwei Substraten kann zudem Aufschluss Uber die Substratspezifitat geben. Ein nativer
Kristall wurde, wie in 3.8.1 beschrieben, in eine gesittigte L-Phenylalanin-Lésung in
Stabilisierungspuffer Uberfuhrt und die Entfarbung des Kristall visuell verfolgt. Die
Datenstatistik eines am BL2-Messplatz der PSF am BESSY aufgenommenen
Datensatzes des  LAAO-L-Phenylalanin-Komplexes ist in  Tabelle 3.15

zusammengestellt.
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3.8.3 P2;2,2,-LAAO im Komplex mit Anthranilat

Anthranilsdure (o-Aminobenzoat) wird sowohl fir die DAAO aus Schweineniere (Mattevi
1996) und Hefe (Pollegioni 2002), als auch fiir die LAAO aus Calloselasma rhodostoma
(Pawelek 2000) als Inhibitor beschrieben. Fur die crLAAO existieren bislang keine
Enzym-Substrat-Komplexe. Daher wurde dieser Komplex mit der LAAO aus Rh. opacus
ebenfalls mit Rontgendiffraktion charakterisiert. Ein nativer Kristalle wurde schrittweise in
die Cryolosungen (bis 15% MPD) Uberfuhrt. Die Cryolésung mit 20% MPD war mit
Anthranilsaure gesattigt. Da das 2-Aminobenzoat auch von der LAAO aus Rh. opacus
wie vermutet nicht umgesetzt wird, wurde keine Entfarbung beobachtet. Die Kristalle
wurden fur ca. 20 Minuten gesoaked und anschlieBend tiefgefroren. Ausgewdhlte
Parameter des am BL2-Messplatz der PSF am BESSY vermessenen Kristalls sind in
Tabelle 3.15 zusammengestellt. Langere Soak-zeiten mit Anthranilat fihrten zu einer

leichten Verschlechterung der Diffraktionseigenschaften der Kristalle.

3.9 Verfeinerung und Qualitat der Strukturen

3.9.1 Quecksilber-Derivat, P2 12,2, bis 2.45 A

In dem mit ARP/WARP generierten Strukturmodell wurden bereits 81% der
Proteinhauptkette gebaut; Seitenketten konnten in dieses Modell noch nicht automatisch
eingebaut werden. Die R-Werte flr dieses Modell betrugen Ruox=25.3% und

Riec=38.5%. Dieses Modell wurde als Startmodell fiir die native Struktur verwendet.

-76-



3 Ergebnisse

3.9.2 Native LAAO, P2 12,2, bis 1.4 A

Das unter 3.10.1 beschriebene Modell wurde flir den Modellbau des nativen Enzyms
verwendet. Dabei wurde nach Phasenerweiterung auf 2.0A und Dichtemodifikation mit
DM mit ARP/WARP in 40 Zyklen ein neues Modell erzeugt. Die erhaltenen Modelle
wurden jeweils in 5 Refmac5-Zyklen verfeinert. Die R-Werte wahrend des Modellbaus
verringerten sich von Ryox=42.2% und Ree=41.5% auf Ryox=26.6% und Ryee=14.2% flr
das Modell der Proteinhauptkette, welches 938 von 980 Residuen enthielt. Dabei
werden zur Berechnung der R-Faktoren auch die ungebundenen Dummy-Atome
bertcksichtigt. Visuell wurden in O den sieben Kettenfragmenten zwei Monomere
zugeordnet. AbschlieRend erfolgte der Einbau der Seitenkettenatome mit dem side-
chain-docking-Algorithmus in ARP/WARP. Die Vervollstandigung und Verfeinerung des
Strukturmodells bestand aus mehreren Zyklen der manuellen Anpassung des
Strukturmodells an  die  Elektronendichte in  'O'" und anschlieBender
Verfeinerungsrechnungen mit dem Programm REFMACS5. Bis auf die ersten drei
Residuen, die letzten beiden Residuen und die Residuen 432-440, fur die die Qualitat
der Elektronendichte nicht ausreichend war, konnten alle fehlenden Aminosauren in 'O’
eingebaut werden. Das so erzeugte Modell wurde mit dem Programm SFCHECK
(Berechnung der Elektronendichte-Korrelationskoeffizienten fir alle Haupt- und
Seitenkettenatome jeder einzelnen Aminosaure) auf lokale Fehler hin untersucht. Alle
Aminosauren waren gut in der Elektronendichte positioniert. Auch die Elektronendichte
des FAD war in beiden Monomeren sehr gut zu erkennen. Der Einbau des FAD-
Cofaktors erfolgte manuell in 'O'. Der Einbau von 1048 Wassern wurde mit der
ARP/WARP-Routine zum Einbau von Solvenzmolekilen, in die die Verfeinerung des
Modells mit REFMAC5 implementiert ist, durchgefuhrt. Keines der eingebauten
Wasseratome hatte einen B-Faktor >50A% Die nicht-kristallographische Symmetrie
(NCS) des Dimers wurde bei der Verfeinerung nicht berilicksichtigt. Nach anisotroper

Verfeinerung der B-Faktoren und teilweiser Freigabe der Planaritét des mittleren Rings
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des Isoallaxozins des FADs konnte das Strukturmodel bis zu einem Ry,x=16.8% und
Riee=15.1% verfeinert werden. Die stereochemische Qualitat der Struktur wurde mit
PROCHECK Uberprift. Im Ramachandran-Plot (Verteilung der
Hauptkettentorsionswinkel @und ) liegen 90.9% der bevorzugten (most allowed
regions) und 8.6 % in den zusatzlich erlaubten Bereichen (additionally allowed regions).
Die Ubrigen zwei Residuen des Monomers (0.5%) liegen in verbotenen Bereichen

(disallowed regions), sind aber gut in der Elektronendichte definiert (Abb. 3. 15).

- ﬁ
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Abbildung 3.13: Ramachandran-Plot der nativen LAAO, P2,2,2,. Die zwei Residuen Ser351 und
Asp452, die in den verbotenen Bereichen (weil3, disallowed regions) liegen, sind in beiden Ketten
des LAAO-Dimers in diesen Bereichen des Plots zu finden. Zur besseren Ubersicht sind nur die
Residuen der Kette A dargestellt. Glycine sind als Dreiecke dargestellt; alle anderen
Aminosauren als Quadrate.
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(a) Elektronendichte und Modell im Bereich

des Ser351

(b) Elektronendichte und Modell im Bereich

des Asp452

Abbildung 3.14 (a) und (b): Repréasentativer Ausschnitt der 2DF,-mF. gewichteten nativen
LAAO Elektronendichte bei 1.4A. Die gezeigte Elektronendichte ist bei 2.00 kontouriert. Gezeigt
sind die im Ramachandran-Plot in verbotenen Regionen liegenden Aminoséauren Ser351 (a) und

Asp 452 (b). Die Stickstoffatome sind dunkelblau, die Sauerstoffatome rot, Schwefelatome

orange und Kohlenstoffe blau dargestellt.
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(a) Elektronendichte und Modell im (b) Elektronendichte und Modell im Bereich

aktiven Zentrum um den fehlenden Loop 432-440

Abbildung 3.15 (a) und (b): Reprasentativer Ausschnitt der 2DF,-mF. gewichteten nativen
LAAO Elektronendichte bei 1.4A. Die gezeigte Elektronendichte ist bei 2.00 kontouriert. (a)
aktives Zentrum: Die katalytischen Aminosauren, wie auch der Cofaktor haben eine gut definierte
Elektronendichte. (b) fehlender Loop zwischen Residue 432-440. Hier ist keine Elektronendichte
zu sehen. Die Stickstoffatome sind dunkelblau, die Sauerstoffatome rot, Schwefelatome orange
und Kohlenstoffe blau dargestellt.

Das Modell besitzt eine hohe stereochemische Qualitat. Die Temperaturfaktoren sind,
mit Ausnahme der ersten drei N-terminalen Residuen und dem Loop zwischen den
Aminosauren 432-440, die nicht in die Elektronendichte modelliert werden konnten, sehr
niedrig (Mittelwert fur Proteinatome 11 A2, FAD 7.2 A?). Das gesamte Protein hat eine
sehr starre Struktur. In der folgenden Tabelle sind einige Kenngré3en der Struktur

aufgefihrt.
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Tabelle 3.16: Verfeinerung der nativen Struktur. Der DPI und der Luzzati-Plot wurden mit
SFCHECK berechnet. Ferner wurden mit SFCHECK Dichtekorrelationskoeffizienten fur alle
Haupt- und Seitenkettenatome berechnet. Die B-Faktoren wurden mit BAVERAGE berechnet.

Inhalt des Modells

Residuen (Kette A/B) 478/477
Substrat -
Wasser 993
FAD 212
Verfeinerung

Auflésungsbereich[A] 16-1.25
Ruork [%0] 15,10
Rfree [%] 16180
RMS Abweichungen

DPI [A] 0,042
Bindungslangen[A] 0,008
Bindungswinkel[] 1,277
Chirale Volumen[A3] 0,070
Luzatti plot [A] 0,136
B-Faktoren

Alle Proteinatome [AZ], Kette A/B 12.22/10.94
Atome der Hauptkette [A?], Kette A/B 11.54/10.33
Atome der Seitenkette [A?], Kette A/B 12-95/11.60
FAD[A?] 7,19
Substrat [A7] -
Wasser [A7] 20,35
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Abbildung 3.16: Bandstrukturen des Monomers A der LAAO, gefarbt von blau nach rot
entsprechend der Temperaturfaktoren. (Blau: B<10 A2, hellblau B<20 A2, griin B<30 A2, gelb bzw.
rot :B >30 A2). Rigide Bereiche der Struktur sind blau, flexible Bereiche rot gefarbt.
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3.9.3 Komplexe der LAAO

Die Vorgehensweise bei der Verfeinerung der Komplexstrukturen war identisch wie die
der nativen LAAO. Als Startmodell wurde die verfeinerte Struktur der nativen LAAO
verwendet. Fir die gebundenen Substrate L-Phenylalanin und L-Alanin und den Inhibitor
Anthranilsdure wurden bereits nach dem ersten Verfeinerungsschritt gut definierte
Elektronendichten im aktiven Zentrum erhalten, in die die Molekiile eindeutig eingepasst
werden konnten. Die B-Faktoren der beiden Substrate sind nicht héher als die der
Gesamtstruktur und geben damit einen Hinweis auf den hohen Besetzungsgrad des
aktiven Zentrums durch die Substratmolekile. Bei keiner Verfeinerung wurde die nicht-
kristallographische Symmetrie des Dimers berlcksichtigt. Die B-Faktoren wurden im
letzten Schritt anisotrop verfeinert. Die B-Faktoren der drei Komplexstrukturen sind
generell etwas hdher als die des Apoenzyms. Da deutliche Auflésungsunterschiede
zwischen den Datenséatzen vorliegen, sind die Niveaus der B-Faktoren generell
unterschiedlich. Aber auch bei den Komplexen zeigt sich, dass die Residuen, die an der
Substrat- und Cosubstratbindung beteiligt sind, sehr rigide sind. Die erhaltenen
Strukturmodelle wurden hinsichtlich ihrer stereochemischen Qualitdt mit PROCHECK
Uberpriift. Die Ramachandranplots der drei Komplexe unterscheiden sich nicht von
denen des ungebundenen Proteins. Auch hier finden sich die zwei Aminoséauren

aul3erhalb der erlaubter Bereiche, obwohl sie gut in der Elektronendichte definiert sind.
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Tabelle 3.17: Verfeinerung der Komplex-Strukturen. Der DPI und der Luzzati-Plot wurden mit
SFCHECK berechnet. Ferner wurden mit SFCHECK Dichtekorrelationskoeffizienten fur alle
Haupt- und Seitenkettenatome berechnet. Die B-Faktoren wurden mit BAVERAGE berechnet.

Substrat o-Aminobenzoat L-Alanin L-Phenylalanin
Inhalt des Modells

Residuen (Kette A/B) 478/477 478/477 478/477
Substrat 20 14 24
Wasser 892 842 504
FAD 212 212 212
Verfeinerung

Aufidsungsbereich[A] 20-1.85 15-1.55 15-1.45
Ruwork [%06] 14.98 14.70 18.10
Rfree [A] 20.42 17.30 20.60
RMS Abweichungen

DPI [A] 0.120 0.065 0.089
Bindungslangen[A] 0.013 0.009 0.009
Bindungswinkel[q 1.446 1.248 1.259
Chirale Volumen[A3] 0.081 0.072 0.074
Luzatti plot [A] 0.187 0.155 0.168
B-Faktoren

Alle Proteinatome [A?], Kette A/B 18.96/18.37 12.86/11.99 18.18/17.09
Atome der Hauptkette [A?], Kette A/B 18.37/18.94 12.18/11.37 17.58/16.54
Atome der Seitenkette [AZ], Kette A/B 19.58/17.84 13.58/12.65 18.82/17.09
FAD[A?] 13.80 7.75 12.22
Substrat [A?] 44.90 10.16 21.47
Wasser [A?7] 27.10 20.33 21.92
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Die folgende Abbildung zeigt die Ramachandran-Plots der drei endverfeinerten

Komplexstrukturen der roLAAO.
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(b) roLAAO im Komplex mit L-Phenylalanin

(c) roLAAO im Komplex mit o-Aminobenzoat

Abbildung 3.17 (a) - (c):

Ramachandran-Plot der Komplexstrukturen der LAAO, P2,2,2;. Die

zwei Residuen Ser351 und Asp452, die in den verbotenen Bereichen (weil3, disallowed regions)

liegen, sind jeweils in beiden Ketten des LAAO-Dimers in diesen Bereichen des Plots zu finden.
Zur besseren Ubersicht sind nur die Residuen der Kette A dargestellt. Glycine sind als Dreiecke

dargestellt; alle anderen Aminoséauren als Quadrate.
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Die folgenden Abbildungen zeigen Ausschnitte aus den Elektronendichten im Bereich

der Substratbindungsstelle am Isoallaxozinring.

(a) Repréasentativer Ausschnitt der
2DF,-mF. gewichteten
Elektronen-dichte der roLAAO im
Komplex mit L-Alanin bei 1.5A.
Die gezeigte Elektronendichte ist
bei 2.00 konturiert.

(b) Repréasentativer Ausschnitt der
2DF,-mF; gewichteten
Elektronen-dichte der roLAAO im
Komplex mit L-Phenylalanin bei
1.45A. Die gezeigte
Elektronendichte ist bei 2.00
konturiert.

Abbildung 3.18 (a) - (c): Reprasentativer Ausschnitt der 2DF,-mF. gewichteten

Elektronendichten der roLAAO im Komplex mit L-Alanin (a), L-Phenylalanin (b) und o-

Aminobenzoat (c). Dargestellt ist der Bereich der Substratbindungsstelle am Isoallaxozinring des

FADs. Die aktiven Residuen und das FAD sind in grau als Stabchenmodell dargestellt. Das L-

Alanin ist in dunkelblau, das L-Phenylalanin in hellblau und das o-Aminobenzoat in rot als

Stébchenmodell gezeigt.
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(c) Reprasentativer Ausschnitt der
2DFy,-mF¢ gewichteten
Elektronen-dichte der roLAAO im
Komplex mit o-Aminobenzoat bei
1.8A (Monomer A). Die gezeigte
Elektronendichte ist bei 1.00
konturiert.

Abbildung 3.18 (a) - (c): Reprasentativer Ausschnitt der 2DF,-mF. gewichteten
Elektronendichten der roLAAO im Komplex mit L-Alanin (a), L-Phenylalanin (b) und o-
Aminobenzoat (c). Dargestellt ist der Bereich der Substratbindungsstelle am Isoallaxozinring des
FADs. Die aktiven Residuen und das FAD sind in grau als Stabchenmodell dargestellt. Das L-
Alanin ist in dunkelblau, das L-Phenylalanin in hellblau und das o-Aminobenzoat in rot als
Stabchenmodell gezeigt.

3.10Vergleich der Struktur der roLAAO mit denen ho  mologer
Proteine

Nachdem die dreidimensionale Struktur der roLAAO gel6st worden war, wurde mit dem
Programm DALI durch Vergleich der Sekundéarsturkurelemente nach strukturhomologen
Proteinen in der PDB-Datenbank gesucht. Diese Suche ergab die hdchsten
Strukturhomologien zu anderen Proteinen der GH,-Familie. Das Ergebnis des
Strukturalignment fir einige ausgewdahlte Proteine aus der DALI-Suche ist in der

nachfolgenden Tabelle zusammengestellt.
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Tabelle 3.18: Ergebnisse des Strukturvergleiches mit Standardeinstellungen anhand der
Sekundarstrukturelemente mit dem DALI-Server. Dabei sind die PDB-Kurzel der Strukturen, die
Lange der Aminosauresequenz, die Anzahl alignierter Residuen, die sich daraus ergebende
RMS-Abweichung der C,-Atome, die Sequenzidentitat und die nach Dym erfolgte Zuordnung zur
GH,-Familie (Dym 2001) aufgefthrt.

Name PDB-ID |Lange Align RMS  $Seq.ld.[%] Familie
L-Aminosé&ure Oxidase, Schlangengift 1f8r-A 483 375 1.9 26/ GR2
Monoamin Oxidase, human loja_A 497 350 2.6 23/GR2
Polyamin Oxidase, Zea maize 1b37-B 462 347 3 18 GR2
D-Aminosaureoxidase, Schweineniere lan9-A 340 246 3.6 15 GR2
Sarcosin Oxidase, Bacillus spec. lel5-A 385 239 4.2 15 GR2
Glycin oxidase, Arthrobacter globiformis 1ng3-A 364 233 4.1 14

P-Hydroxybenzoat Hydroxylase (phbh), Pseudomona 1pbe_A 391 259 4.4 14| GR2
Phenol Hydroxylase 1foh-A 649 268 4.1 16 GR2
Cholesterol Oxidase Imxt_A 498 216 4.1 14| GR2
N,N-Dimethylglycin Oxidase 1pj5-A 827 252 3.6 15

Glucose Oxidase lgal_A 587 229 4.6 11/ GR2

Zusétzlich wurden fiir einige homologe Proteine noch paarweise Strukturvergleiche mit
dem Programm BRAGI (Schomburg 1998) als automatisches Strukturalignment zur
roLAAO mit Standardeinstellungen berechnet. Diese Ergebnisse sind in der Tabelle 3.18

zusammengestellt.

Tabelle 3.19: Ergebnisse des automatischen, paarweisen Strukturalignments der roLLAO mit
anderen Vertretern der GH,-Familie. Neben dem PDB-Kirzeln sind die Anzahl alignierter C-
Atome, die RMS-Abweichung der alignierten C,-Atome und die sich daraus ergebene
Strukturidentitat aufgetragen.

Name PDB-ID |Nr. align. C , RMSD(C,) [A] Struktur-1d.[o4
L-Aminoséaure Oxidase, Schlangengift 1f8r-A 314 1.062 65.7
L-Aminoséaure Oxidase, Schlangengift 1lreo_A 321 1.084 67.2
Monoamin Oxidase, human loja_A 222 1.176 44.6
Polyamin Oxidase, Zea maize 1b37-B 184 1.173 38.5
D-Aminoséureoxidase, Schweineniere lan9-A 113 1.2 23.6
D-Aminoséaure Oxidase, Hefe 1cOl_A 119 1.308 24.9
P-hydroxybenzoate hydroxylase (phbh), Pseudomona 1pbe_A 126 1.129 26.4
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4.1 Expression und Aufreinigung

Die Ubertragung des vorhandenen Aufreinigungsprotokoll fiir die roLAAO (Geueke
2002) konnte erfolgreich durchgefuhrt werden. Der Zellaufschluss mit der French-Press
funktionierte gut. Diese Methode machte allerdings die Verwendung gréRerer
Puffervolumina nétig. Das Rohlysat konnte direkt auf die Anionenaustausch-
Chromatographiesdule aufgetragen werden. Die roLAAO wurde nach zwei
Chromatographieschritten in hoher Reinheit und guter Ausbeute erhalten. Ein deutlicher
Vorteil der verwendeten Saulen ist die hohe Flussrate von 5mil/min, mit denen die
Trennung durchgefuhrt werden konnte. Damit konnte der Zeitaufwand fur die Reinigung

der roLAAO um den Faktor 20 verringert werden.

4.2 Proteinanalytik

Da bereits am |Institut fir Enzymtechnologie der Universitat zu Dusseldorf (im
Forschungszentrum Jilich) das Protein in vielerlei Hinsicht analysiert wurde und durch
erste Kristallisationsversuche bereits bewiesen war, dass das Protein fir die
Kristallisation rein genug war, wurde im Weiteren auf zusétzliche Experimente zur
Charakterisierung verzichtet. Die Reinheit des aus den gefrorenen Zellen nach den
beiden Chromatographischritten erhaltenen Proteins wurde mit SDS-PAGE Uberprift
und die Proteinkonzentration mit dem Bradford-Test bestimmt. Die Proteinldsung war
nicht mir Fremdproteinen kontaminiert. Zu hohe Konzentrationen der roLAAO (>

30mg/ml) fuhrten in einigen Fallen zur Fragmentation des Proteins bei langerer
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Lagerzeit. Die roLAAO konnte mit Konzentrationen von 10-20mg/ml in 50ml Glycin pH

8.6 gelagert werden und erwies sich bei 4°C tber mehrere Wochen als stabil.

4.2.1 SDS-PAGE und native Gelelektophorese

Die Ergebnisse der SDS-PAGE als auch die der nativen Gelelektrophorese fiir das
native Protein zeigen, dass keine Verunreinigung mit Fremdproteinen nach der
Reinigung feststellbar ist. Darliberhinaus liegt die roLAAO einheitlich als Dimer vor. Die
Methode konnte zudem gute Hinweise auf die zu testenden Derivatisierungsreagenzien
geben. Allerdings sind die zu beobachtenden Unterschiede hé&ufig sehr gering und
schwer zu detektieren. Andererseits ist, wie im Falle des Wolframats oder der
Osmiumverbindungen gesehen, ein deutlich zu beobachtender Shift im Gel keine
Garantie fur eine erfolgreiche Derivatisierung. Das fiur die Phasierung der roLAAO
verwendete Quecksilberchlorid fuhrte in zu hohen Konzentrationen (> 20mM) und bei
Verwendung frisch angesetzter Losungen zu einer Zerstorung des Proteins, was erste
Hinweise auf den Effekt der Verringerung der Aktivitdt der Lésung durch langere
Standzeiten ergab, die dann erfolgreich optimiert werden konnten, das eine ausreichend
hohe Besetzung der Quecksilberpositionen fiir die Phasierung erreicht werden konnte.

Die Methode ist bei Verwendung von Kristallen sehr zeitaufwéndig und deutlich weniger
aussagekraftig als eine Rontgendiffraktionsmesung. Die Methode kann aber bereits
wahrend der Optimierung der Kristallisationsdingungen eingesetzt werden und durch

Voruntersuchungen die bendtigte Messzeit fiir die Rontgendiffraktion verringern.
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4.2.2 Massenspektrometrische Untersuchungen

Die beobachtete Fragmentierung der roLAAO im MALDI-tof-MS-Experiment wurde nicht
durch die fur die Messung notwendigen Zuséatze von Sauren und Matrixmaterial bedingt.
Dies konnte aus den Ergebnissen der SDS-Gelelektrophorese ausgeschlossen werden.
Wahrscheinlich wird durch die Bestrahlung der Probe mit LASER-Licht das Protein
zerstort. Die Vermessung der fur die MALSI-tof-MS-Experimente eingesetzten Proben
mit ESI-MS bestatigten diese Vermutung. Die ESI-MS-Spektren zeigten sehr deutlich die
hohe Microheterogenitat des Proteins. Dadurch war die Dekonvulierung der Spektren
sehr schwierig. Beide massenspektrometrischen Methoden konnten nicht zur
Untersuchung von erfolgreichen Derivatisierungen verwendet werden, da die durch die
Mikroheterogenitat der Probe bedingte Massenungenauigkeit im Bereich der zu
untersuchenden Differenzen lag.

Der Vergleich von Spektren der Proteinlésung und Kristalle zeigt eine deutliche
Verringerung dieser Microheterogenitat und damit den Reinigungseffekt des
Kristallisationsvorgangs. Welche Ursachen die Mikroheterogenitat hat, lasst sich nur
vermuten. Es kdnnte sich z.B. um unspezifische Phosphorylierungen handeln. So ergibt
die Suche nach Sequenzmotiven mit Hilfe des Programms PROSCAN mehrere
mdgliche Phosphorylierungsstellen der roLAAO. Um genauere Aussagen machen zu
kénnen, mlsste das Protein eingehender untersucht werden. Die war im Rahmen dieser

Arbeit nicht méglich.
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4.3 Kristallisation

Die Kristallisation der roLAAO in der Raumgruppe P2;2,2; erwies sich als sehr
zuverlassig, wenn sie durch Impfkristallisation initiiert wurde (microseeding). Die Kristalle
hatten sehr gute Beugungseigenschaften und auch die Handhabung der Kristalle bei der
Uberfiilhrung in Derivatisierungs- oder Cryolésungen war problemlos. Vor der
Uberfiilhrung mussten die Kristalle jedoch meist erst vorsichtig von der Microbriicke
geldst werden. Dazu musste das Tropfenvolumen erhdht werden. Dies konnte durch
Zugabe von Reservoirlosung zum Tropfen geschehen. Die Verwendung einer
kinstlichen Mutterlauge mit um 20% erhdhten Konzentrationen des Puffers und der
Fallungsmittel erwies sich als glnstig, wenn die Kristalle fir langere Zeit inkubiert
wurden.

Die Verwendung von Methylpentandiol anstelle des Isopropanols und PEG 4000 fuhrte
zu einer zweiten Kristallform. Die Kristalle hatten ebenfalls gute Beugungseigenschaften,
die Reproduzierbarkeit dieser Kristalle gelang ebenfalls zufriedenstellend unter
Verwendung von Impfkristallen der P2,2,2;-Kristallform; das Wachstum der Kristalle war
aber sehr viel langsamer. Aus diesem Grunde wurden fir die
Derivatisierungsexperimente ausschlief3lich Kristalle der P2,2,2;-Kristallform eingesetzt.
Der Vorteil dieser Kristalle ist allerdings, dass sie in Cryopuffer wachsen und direkt aus
dem Tropfen montiert werden kodnnen. Dadurch hatten die Kristalle durch den

geringeren mechanischen Stress weniger Fehlordnungen.
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4.4 Derivate und erste Phasierungen

Die Ansatze zur Cokristallisation mit Schwermetallreagenzien fihrte zwar mit
Kaliumtetrachloroplatinat, Kaliumhexachloroosmat und Merbromin zu Kristallen, diese
konnten aber teils aufgrund der geringen GréRe nicht vermessen werden. Die mit
Kaliumhexachloroosmat und Merbromin cokristallisierten Kristalle besaf3en ein zu
schwaches Signal, um zur Phasierung eingesetzt werden zu kénnen. Daher wurde das
native Protein erst kristallisiert und die nativen Kristalle anschlieRend durch soaking

derivatisiert.

Die potentiellen Derivate wurden durch Berechnung der isomorphen Differenzen und der
daraus berechneten Positionen der Schweratome bewertet. Das Auffinden
reproduzierbarer Schweratompositionen bei mit dem gleichen Reagenz behandelten
Kristallen war ein guter Hinweis auf eine erfolgreiche Derivatisierung. Das zu erwartende
anomale Signal konnte zwar nicht abgeschétzt werden, daher wurden ein moglichst
hoher Besetzungsgrad der Positionen und eine gute Datenstatistik des Kristalls als
Kriterien fur die Auswahl der Kristalle fur die Strukturldésung herangezogen. Alle in
SOLVE verwendeten Bewertungskriterien zeigten eine hohe Korrelation zum

Besetzungsgrad der Positionen.

Bei der Derivatisierung mit Quecksilberchlorid konnte aus Diffraktionsdaten fir viele
Kristalle reproduzierbar die Substruktur von vier Quecksilberatomen in SOLVE

berechnet werden.

Aufgrund der geringen Korrelation der Datensétze und der schwachen Besetzung der
Quecksilberpositonen konnte die Struktur der roLAAO aus den MAD-Diffraktionsdaten

nicht ermittelt werden.
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4.5 Optimierung der Derivatisierung

Um die Intensitat des anomalen Signal zu optimieren, wurde bei der Quecksilberchlorid-
Derivatisierung bei den verwendeten Kristallen auf das Auffinden der vier
Quecksilberpositionen und die berechnete Besetzung dieser Positionen in SOLVE
geachtet. Der fir das SAD-Experiment verwendete Kristall hatte bei der Auswertung als
SIR-Fall eine um den Faktor sieben héhere Besetzung der Positionen als der Kristall der
MAD-Messung. Alle mit Quecksilberchlorid durchgefiihrten Derivatisierungen zeigten,
dass die Standzeit der verwendeten Derivatisierungslosung eine grof3e Rolle spielte.
Frisch angesetzte Losungen waren zu reaktiv, sodass die Kristalle stark geschadigt
wurden. Lésungen, die Uber einen Zeitraum von mehr als einem Jahr gelagert worden
waren, waren nicht mehr reaktiv genug und fiihrten in den Kristallen zu einer sehr
schwachen Besetzung der Schweratompositionen, wie im Falle des Kristalls des MAD-
Experimentes (5-12% bei SIR-Auswertung). Der flur die Strukturldsung verwendete

Kristall wurde mit einer Losung derivatisiert, die eine Standzeit von funf Monaten hatte.

Da kein wellenlangen-abhangiges Fluoreszenzsignal des Quecksilbers detektiert werden
konnte, obwohl mit den SIR-Daten dieses Kristalls die vier Quecksilberpositionen mit
guter Besetzung gefunden worden waren, wurde von einem Kristall ein Datensatz bei
der theoretischen peak-Wellenlange der Quecksilber L(lIl)-Kante bei A=1.008A mit einer
hohen Redundanz aufgenommen.

Es wurde darauf verzichtet, Daten bis zur Auflésungsgrenze des Kristalls aufzunehmen,
da in den meisten Fallen das anomale Signal bei einer Aufldsung oberhalb von 2.5A zu
schwach ist. Die Optimierung der Messstrategie durch die Verwendung des Programms
BEST (Popov 2003) war erfolgreich und trug zur optimalen Ausnutzung der
vorhandenen Synchrotronmesszeit bei. Dabei wurden durch das Programm sowohl der

Drehwinkel/Bild, als auch die fur ein Signal/Rauschverhéltnis von 5 Uber den
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gewunschten Auflésungsbereich notwendige Belichtungszeit vorgeschlagen. Die
berechneten Datenstatistiken stimmten mit den experimentellen tberein.

Durch das Vorliegen eines Dimers in der asymmetrischen Einheit und die Inkorporation
von zwei Quecksilberatomen pro Monomer besteht die Substruktur aus nur vier Atomen,
die mit den direkten Methoden in SHELX oder SHARP als auch den Patterson-
Suchroutinen (SOLVE) verlasslich gefunden wurden. Neben hoher Redundanz war die
gute Datenqualitdt ausschlaggebend fir den Erfolg der Phasierung mit der SAD-
Methode. Aus den berechneten Anfangsphasen konnte die Handigkeit bestimmt und

damit die Phasenambiguitat iberwunden werden.

4.6 Strukturldésung mit SAD und Modellbau

Die mit dem automatischen Skript in autoSHARP durchgefiihrte Substruktursuche und
Phasierung lieferte ausgezeichnete Ergebnisse. Dabei war, wie erwartet, die
Verbesserung der Phasen durch die Dichtemodifikation mit SOLOMON (CCP4,
(Collaborative Computational Project 1994) am effektivsten (Rice 2000). Die nach der
Dichtemodifikation erhaltenen Elektronendichten besalRen bereits eine hohe Qualitét.
Das mit ARP/WARP innerhalb des autoSHARP-Paketes nach Phasenerweiterung auf
2.45A (Auflésungsgrenze des SAD-Datensatzes) erzeugte Strukturmodell besaR bereits
ohne Verwendung der nativen Daten 67% der Hauptkettenatome des Proteins; die
Strukturldsung war somit allein mit den Derivatdaten méglich. Die Phasenerweiterung
und die Dichtemodifikation auf 2.0A nach Kombination mit den nativen Daten fiihrten zu
einer Elektronendichte, in die im zweiten Modellbauzyklus mit ARP/WARP nahezu das
vollstandige Strukturmodell des Dimers der LAAOQ, inklusive der Cofaktoren, automatisch
eingebaut werden konnte. Nur vier Residuen, die in der Elektronendichte nicht sehr gut
definiert waren und hohe B-Faktoren besafien, mussten manuell eingebaut werden. Fur

den Loop zwischen den Residuen 432-440 ist keine Elektronendichte zu erkennen.
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Dieser Bereich ist in beiden Monomeren zu flexibel, das gleiche gilt fur die ersten 2 und
letzten drei Residuen am N- bzw. C-Terminus der roLAAO, die nicht in das Modell
eingebaut werden konnten. Insgesamt war mit den verwendeten Datensdtzen des
Derivates und des nativen Proteins eine schnelle und fast vollautomatische

Strukturldsung maglich.

4.7 Komplexstrukturen der roLAAO

In den beiden Substratstrukturen sind die funktionellen Gruppen der Substrate sehr gut
in den Elektronendichten definiert. Die B-Faktoren der Amino- und Carboxylgruppe
liegen im Bereich der Proteinatome im aktiven Zentrum (B ~10 A?). Der Phenylring des
L-Phenylalanins ragt aus der Bindungsstelle am Isoallaxozinring in den hydrophoben
Trichter des Zugangsbereiches des aktiven Zentrums und kann dort eine flexible
Position einnehmen. Daher ist die Elektronendichte in diesem Bereich schlechter
definiert. Die Atome des aromatischen Ringes haben durch die Flexibilitdt héhere B-

Faktoren, die zwischen 24-29 A? liegen.

Die Elektronendichte des o-Aminobenzoatmolekuls ist nicht so klar wie die der beiden
Substrate, aber deutlich zu erkennen, sodass eine Positionierung in beiden
Untereinheiten des Molekils mdglich war. Die B-Faktoren sind daher deutlich héher als
fir die Substrate (~45 A?), da sich die gebundenen Molekiile nicht exakt in der gleichen

Orientierung befinden.
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5 Diskussion II: Die Struktur der roLAAO

5.1 Tertiarstruktur und Quartarstruktur der roLAAO

Die ROLAAO kristallisiert in der Kristallform der Raumgruppe P2:;2,2;, mit zwei
Monomeren in der asymmetrischen Einheit. Das Monomer hat eine raumliche

Ausdehnung von 79A x 52A x 44A, das Dimer von 100A x 64A x 68A.

Die beiden Monomere eines Dimers unterscheiden sich kaum voneinander. Die
Verfeinerung der Struktur der roLAAO wurden ohne Beriicksichtigung der nicht-
kristallographischen Symmetrie vorgenommen, d.h. die beiden Monomere wurden
unabhangig voneinander verfeinert. Die beiden Monomere kénnen im ungebundenen
Protein mit RMS-Abweichungen der Hauptkettenatome mit einem RMSDc,= 0.11A2
aufeinander angepasst werden. Die Unterschiede liegen in der Anordnung einzelner,
flexibler Reste auf der Proteinoberflache, erkennbar an den héheren B-Faktoren. Die
Unterschiede lassen sich auf die statische und dynamische Unordnung der Monomere
im Kiristall zurtckfihren. In Abbildung 5.1 ist die Struktur eines Monomers mit

Sekundarstrukturelementen aus verschiedenen Perspektiven dargestellt.

Das Protomer der roLAAO besteht aus 13 a-Helices, 27 B-Strangen und sechs 3io-
Helices, die in drei Domé&nen zu finden sind. Die Bezeichnung der
Sekundéarstrukturelemente wurde denen der LAAO aus Calloselasma rhodostoma
(Pawelek 2000) weitest mdglich angepasst. Abbildung 5.2 zeigt schematisch die

Topologie der roLAAO.
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Abbildung 5.1: Das Monomer der ROLAAO als Banddiagramm aus verschiedenen Blickwinkeln.
Dabei wurde das Monomer entlang vertikal des Isoallaxozinringes um 90 ° bzw. 270° gedreht.
Die Einfarbung folgt von blau nach rot der Aminosauresequenz vom N- zum C-Terminus.

Abbildung 5.2: Topologiediagramm des Monomers der roLAAO. Faltblatter sind durch Pfeile,
Helices durch Tonnen dargestellt. Die zur FAD-Bindungsdoméane gehérenden
Sekundéarstrukturelemente sind rot, die der Substrat-Bindungsdoméne griin und die der helicalen
Domaéne blau eingefarbt. Die Nomenklatur wurde, soweit wie moglich, denen der
Sekundarstrukturelemente der crLAAO angepasst.
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5.1.1 Die Doméanenstruktur der roLAAO

Die LAAO besteht aus drei gut definierten Doménen, der FAD-Bindungsdoméne, der
Substratbindungsdoméne und einer helicalen oder Dimerisierungsdomane. Die

Anordnung der Doménen ist in Abbildung 5.3 dargestellt.

Abbildung 5.3: Die Doménen eines Monomers der roLAAO als Banddiagramm. Die FAD-
Bindungsdomane ist in rot, die Substratbindungsdomane in griin und die helicale Doméne in blau
eingefarbt. Das FAD ist als Stabchenmodell in grau dargestellt.

Die FAD-Bindungsdoméne (Abb. 5.4) wird aus drei unzusammenhangenden Regionen
der Struktur ( Residuen 4-50, 237-315, 423-488) gebildet. Sie besteht aus einem
zentralen fUnfstrangigen (B1,2,10,14,22), parallelen Faltblatt, welches auf einer Seite von
drei Helices (010, 14, 15) und auf der anderen Seite von einem vierstrangigen (11-13,
15), antiparallelen Faltblatt eingefasst wird. Diese Domdane zeigt die klassische

Rossman-Faltung, die typisch fur NAD(P)- und FAD-bindende Proteine ist.
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Abbildung 5.4: Banddiagramm der FAD-Bindungsdoméane der roLAAO. Die Helices sind in rot,
die Faltblatter in gelb, und der Verlauf der Proteinhauptkette in griin dargestellt. Das FAD ist als
Stabchenmodell dargestellt.

Die Substratbindungsdoméane (Abb. 5.5) setzt sich aus den Residuen 52-128, 230-238
und 321-422 zusammen. Eine ausgedehnte Faltblatt-Struktur aus einem
siebenstrangigen parallelen (37, B8, p16-20) und einem zweistrangigen (B7und [(38),
antiparallelen B-Faltblatt wird von zwei Helices (a13 und al2) flankiert. Ein weiteres,
dreistrangiges antiparallelen Faltblatt (85, 6 und 9) wird von einer Helix (a14) flankiert.
Das Faltblatt wird durch ein zusatzliches zweistrangiges (Blll und BIV), antiparalleles

Faltblatt stabilisiert.
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Abbildung 5.5: Banddiagramm der Substrat-Bindungsdoméane der roLAAO. Die Helices sind in
rot, die Faltblatter in gelb, und die restliche Proteinhauptkette in griin, das FAD-Molekul als
blaues Stabchenmodell dargestellt.

Die helicale Doméane des Proteins besteht aus vier Helices (Residuen 127-225, alV-VII)
und einen ausgedehnten Loop, der durch ein zweistrangiges, antiparalleles Faltblatt (BV,

VI) stabilisiert wird.

Ein zweistrangiges antiparalleles Faltblatt findet sich zwischen FAD- und

Substratbindungsdomaéne. Insgesamt gibt es sieben Interdomanenverbindungen.
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Abbildung 5.6: Banddiagramm der helicalen Doméane der roLAAQO. Die Helices sind in rot, der
Verlauf der Proteinhauptkette in griin, das FAD-Molekil als Stabchenmodell dargestellt.

Abbildung 5.7: Die hydrostatische Oberflache eines roLAAO Monomers, berechnet in BRAGI
(Schomburg 1998). Die Farbung erfolgt von blau (hydrophil) Gber weil3 (neutral) nach rot
(hydrophob).
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5.1.2 Das funktionelle Dimer

Alle bislang untersuchten LAAOs sind als Homodimere beschrieben (Pawelek 2000).

Auch die LAAO aus Rhodococcus opacus liegt in Lésung als Dimer vor (Geueke 2002).

Das Vorliegen in der monomeren Form waére aufgrund der grof3en hydrophoben
Bereiche des helicalen Loops und dessen ausgedehnter Oberflache energetisch sehr
unginstig (Abb. 5.7). Durch die Dimerisierung jedoch werden diese hydrophoben
Bereiche der helicalen Doménen abgedeckt. Der lange, durch zwei kurze, zweistrangige
antiparallele Faltblatter stabilisierte Loop der helicalen Doméane eines Monomers
umschlingt zudem das korrespondierende Monomer und bildet einen Teil des zum

aktiven Zentrum fihrenden Trichter.

Die hohe Stabilitat des Dimers zeigt sich auch an der GroRe der Kontaktflache. Die
Kontaktflache der roLAAO innerhalb des Dimers betragt 3589A% und ist damit doppelt so
gro3 wie die mittlere Kontaktflache nach Jones und Thornton fiir Homodimere von

1685A? (Jones und Thornton, 1996).
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Abbildung 5.8: Das funktionelle Dimer der roLAAO als Banddiagramm aus verschiedenen

Blickwinkeln. Die Farbung der Ketten erfolgt vom N- zum C-Terminus von blau nach rot in den
Monomeren. Die FAD-Molekile sind als Stabchenmodell in grau dargestellt.

5.2 Strukturhomologe Proteine

Bei den Proteinen der GH,-Familie ist eine deutliche Sequenzhomologie nur im N-
terminalen Bereich vorhanden, der an der Ausbildung der FAD-Bindung beteiligt ist. Der
Vergleich der dreidimensionalen Strukturen zeigt wie erwartet, dass die Topologien
dieser Proteine sehr viel ahnlicher sind, als die Sequenzidentitat vermuten lasst. Obwonhl
zwischen den Schlangengift LAAOs und der LAAO aus Rhodococcus opacus nur eine
23 bzw 26% Sequenzidentitat besteht, betragt die strukturelle Ubereinstimmung 66 bzw.
67%, wenn bei einem strukturellen Alignment fur strukturell &quivalente C,-Atome eine

obere Zuordnungsgrenze von 1.8 A gesetzt wird. Die Strukturidentitat zur Monoamin
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Oxidase und zur Polyamin Oxidase betragt noch 45 bzw 39%. Die D-
Aminosaureoxidasen, die die gleiche Reaktion wie die LAAOSs fur die D-Enantiomere der
Aminosauren katalysieren, zeigen noch eine Strukturidentitat von ~25%. Die Struktur der
roLAAO ist ein erneutes Beispiel fir die bei Vallon und Dym & Eisenberg diskutierte
Topologiedhnlichkeit der FAD-bindenden Proteine der GH,-Familie (Dym & Eisenberg
2001, Vallon 2000). Die folgenden Abbildung zeigen die Superposition der roLAAO mit

verschiedenen Vertretern der GH,-Familie.

Dabei befinden sich, wie die Superpositionen der roLAAO mit der Polyamin Oxidase, der
Monoamin Oxidase und den D- und L-Aminoséure Oxidasen (Abb. 5.11 (a)-(c)) zeigt, die
strukturellen Ubereinstimmungen hauptsachlich im Bereich der FAD-Bindungsdomaéne.
In den D-Aminosdure Oxidasen sind die Substratbindungsdoménen weniger
ausgedehnt. Die DAAOQOSs, die PAO und MAO besitzen keine helicalen Doméanen. Eine
der roLAAO vergleichbare rdumliche Anordnung helicaler Bereiche oder Loopregionen

findet sich in keiner der homologen Proteine.
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(a) (b)

Abbildung 5.9 (a)+(b): Superposition der Hauptketten der homologen Proteine der GH,-Familie.

Die roLAAO ist in allen Abbildungen in orange gefarbt. Das FAD ist als Stabchenmodell in blau
dargestellt. (a) Superposition der Hauptketten der Polyaminoxidase (hellblau, PDB-Kirzel
1B37_A) und Monoamin Oxidase (dunkelblau, PDB-Kiirzel 10JA_A) mit der roLAAO. (b)

Superposition der Hauptketten der D-Aminosaure Oxidasen aus Schweineniere ( hellblau, PDB-
Kurzel 1DAO_A) und Rh. gracilis (dunkelblau, PDB-Kirzel:1COP_A ) mit der roLAAO.
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5.2.1 Strukturvergleich zwischen roLAAO und crLAAO

Die roLAAO besteht, wie die crLAAO aus drei Doméanen. In der folgenden Abbildung

sind die Strukturen der beiden L-Aminosdureoxidasen superpositioniert.

Abbildung 5.10: Superposition der C,-Ketten der LAAO aus Calloselasma rhodostoma (griin)
und der aus Rhodococcus opacus. Zur Ubersicht sind die Domanen der roLAAO, die FAD-
bindende Domane in rot, die Substrat-bindende in orange und die Dimerisierungsdoméane in blau,
farblich gekennzeichnet.

Die FAD-Bindungsdomane beider Proteine weist die groRte Ahnlichkeit auf. Hier
unterscheiden sich die Strukturen nur im Detail. Bei der roLAAO exisitiert die in der
crLAAO vorhandene Helix al nicht. Die Sequenz der roLAAO beginnt mit dem ersten
Faltblatt des Rossmann-Folds. Die korrespondierenden Residuen des in der
Elektronendichte der roLAAO nicht definierten Bereiches der Residuen 433-439 gehdren
in der crLAAO zu einer Interdoménen-Helix zwischen Substrat- und FAD-

Bindungsdomane, die in der Topologie nicht bezeichnet ist. Diese Helix findet sich auch
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in der roLAAO, ist aber deutlich kiirzer. Innerhalb der Substratbindungsdomane ist der
Loop zwischen den beiden antiparallalelen Strangen 3 und 4 deutlich langer als in der
crLAAO und bildet ein weiteres zweistrangiges, antiparalleles Faltblatt (31l und BIV) aus.
Die Position der Strange B3 und B4 erweitert das dreistréangige, antiparallele Faltblatt

der crLAAO zu einem flnfstrangigen, antiparallelen Faltblatt.

Der grof3te Unterschied zwischen den beiden Proteinen ergibt sich aber aus der Position
und der Struktur der helicalen Doméanen. Ein Teil der helicalen Doméne des zweiten
Monomers des roLAAO-Dimers befindet sich in der Position, die die Loop-Region in der
CrLAAO einnimmt. Die Anordnung der helicalen Doméanen fihrt zur Bildung vollig
verschiedener Dimere. Dies konnte der Grund fir den Misserfolg der
Strukturbestimmung der roLAAO mit molekularem Ersatz sein, bei der das Monomer der

crLAAO als Suchmodell verwendet wurde.

Die folgende Abbildung zeigt das strukturrichtige Sequenzalignment der beiden L-

Aminosaureoxidasen.

= O =
roLAAO Blleemeemeneeneeneas mwesiiasmmee@iacswaqxcvkwvmymm

al B1 a2 B2

RNPLAECFQENDYEEFLEI ARNGLKATSNPKHWWI VGAGMAGL SAAYVLAGAGHQVTVL EASERPGGRVR
34 44 54 64

== = D =) =

54 64 74 84 94 104° 114

g3 B4 g5 a3 B6 7
TYRNEE--------ccc-e- AG- WYANL GPMRLPEKHRI VREY| RKFDL RLNEFSQENDNAWYFI KNI - -
74 84 94 104 114 124
124 134 144 154 164 174 184

......
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194 204 214 224
EPGAGLNFGTEKKPFAMGEV] RSG GRNFSFDFG- =~ = - - = == = = = = = === = s e s eem e mmeee
avi avi |
--------------------- KYPVKPSEAGKSAGQL YEESL GKWWEEL KRTNCSY! LNKYDTYSTKEYL
144 154 164 174 184
234 244 254
------------------------------------ YDQuM MFTPVGGVDR! YYAFQDR! GTONI VFG
89 a10 B10
| KEGDLSPGAVDM GDLLNEDSGYYVSFI ESLKHDDI FAYEKRFDEI VDGVDKLPTAMYRDI Q DKVHFN
194 204 214 224 234 244 254
_ > ) E? C__On =)
264 274 284 204 312

AEVTSMKNVS- EGITVEYTAGE— KKSI TADYAI CTI PPH_VG?LQ\N— LF'GJ/ LTALKAAKF'SSSG(

nnnnnn

ull B16

......

AQVI KI QJ\IDQ(V TVVYETLSKETPSVTADYVI VCTTSRAVRLI KFNPPLL- PKKAHALRSVHYRSGTK
264 274 284 294 304 314 324

— —

=) =
324 334 344 354 364 374 384
LG EYSRRWAETEDRI YGGASNTDKDI SQ MFPYDHYNSDRGVWVAYYSSGKRQEAFESL THRQRLAKAI

fffffffffff

ﬂ1e 17 p18 19 a12 a13

fffffffffff

| FLTCTTKFWE- DDG HGGKSTTDLPSRFI YYPNHNFTNGVGVI | - AYG GDDANFFQAL DFKDCADI VF
344 354 364 374 384 3

394 404 414 424 441 451 261
AEGSE| HGEKYTR: - - Dl SSSFSGSWRRTKYSESAWANWA- GSATPEYEKLLEPVDKI YFAGDHLSNAI A
al3 al4 20 p22

NDLSLI HQLPKKDI GSFCYPSVI QKWSLDKYAMGG TTFTPYGQ-FSCPLTASQRI YFAGEYTAQAHG
94 404 414 424 434 444 454 4
471 481

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

W DSTI KSGLRAARDVNLASEN
64 474 484

Abbildung 5.11: Strukturrichtiges Sequenzalignment der roLAAO (obere Zeile) und crLAAO
(untere Zeile). Die Sekundéarstrukturelemente der roLAAO sind zusétzlich eingezeichnet: a-
Helices sind als Tonnen, B-Faltblatter als Pfeile dargestellt. Die Farbgebung entspricht der

Zugehorigkeit der Sekundéarstrukturelemente zur FAD-Bindungsdomane (gelb), der
Substratbindungsdomane (rot) und der helicalen Domane (blau).

5.2.2 Dimerisierung und Kontaktflachen

Die helicalen Domanen der roLAAO fligen sich zu einem vier-Helix-Bindel zusammen,
in dem die Helices antiparallalel angeordnet sind. Dieses Strukturmotiv findet sich haufig
in a-helicalen Doménen. Die Helices ordnen sich so zueinander an, dass die

hydrophoben Bereiche im Inneren des Bindels liegen und so vom L&sungsmittel
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abgeschirmt werden. Diese Art der Dimerisierung kommt in keinem der Proteine der
GH,-Familie vor. Das Dimer der crLAAO unterscheidet sich von dem der roLAAO auch
durch die relative Lage der beiden Monomere zueinander. Ein Grund kénnte sein, dass
die crLAAO glykosyliert ist und sich eine Glykosylierungsstelle in der helicalen Domane
befindet, sodass die Anordnung des Dimers dadurch anderen Zwangen unterliegt als in
der roLAAO. Die aktiven Zentren sind in der roLAAO auf der selben Seite des Molekils

angeordnet, in der crLAAO auf entgegengesetzten Seiten.

Bei den DAAOs zeigen die Proteine aus verschiedenen Organismen (Schweineniere
und Hefe) ebenfalls ein unterschiedliches Dimerisierungsverhalten. Wéahrend die
pcDAAO in der Kopf-an-Kopf-Anordnung vorliegt, bildet die yDAAO eine Kopf-an-
Schwanz-Dimerisierung. Die Grof3e der Kontaktflachen ist in beiden Proteinen
vergleichbar. Im Falle der yDAAO wird diese Dimerisierung hauptsachlich durch einen
Loop erreicht. Durch Mutationsexperimente konnte gezeigt werden, dass die Verkirzung
dieses Loops dazu fuhrt, dass das Protein nicht mehr als Dimer stabil ist und in der

monomeren Form vorliegt (Piubelli 2003).

-110-



5 Diskussion Il: Die Struktur der roLAAO

(c) Dimer der DAAO aus Hefe (d) Dimer der DAAO aus
Schweineniere

Abbildung 5.12 (a)-(d): Die Dimere der LAAOs und DAAOs als Banddiagramme. Zur besseren
Unterscheidung ist je ein Monomer blau, eins rot gefarbt.

Tabelle 5.1: Ubersicht iber die GroRe der Oberflachen und Kontaktflachen der LAAOs und

DAAOs.

Protein roLAAO crLAAO pkDAAO yDAAO
PDB-Kiirzel 1F8R 1DDO 1CoP

Oberflache der Monomere (A2) 20809 20736 14745 16069
Oberflache des Komplexes (A?) 34441 37549 26512 29277
Gesamtkontaktflache (A2) 7178 3923 2977 2860

Kontaktflache pro Monomer (A2) 3589 1961 1489 1430

Anteil Kontaktflache an Gesamtflache des Monomers (%) 17.2 9.5 10.1 8.9
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Die Kontaktflachen der beiden DAAOs und der crLAAOs machen 9-10% der Oberflache
des Monomers aus (1430-1961A2), was im Bereich der fiir Homodimere beschriebenen
mittleren Kontaktflache liegt (Jones 1996). Im Falle der roLAAO ist diese Flache mit

3589A2 doppelt so groR.

Abbildung 5.13: Vergleich der Kontaktflachen der beiden LAAOSs. Die beiden Monomere der
roLAAO (links) und crLAAO(rechts) sind als Bandmodelle dargestellt; die Teile des Proteins, die
an der Dimerisierung beteiligt sind, sind in orange (roLAAO) bzw. blau (crLAAO) markiert; das
FAD-Molekdl ist als Stabchenmodell gezeigt.

Der Vergleich der an der Dimerisierung beteiligten Residuen zeigt, dass in der roLAAO
die Kontaktflache fast ausschliesslich durch Residuen der helicalen Doméne gebildet
wird. Ausser der C-terminale Helix sind keine Reste der Substrat- und FAD-
Bindungsdomane an der Dimerisierung beteiligt. In der crLAAO findet die Dimerisierung
sowohl Uber Bereiche der helicalen Doméane als auch tber andere helicale Bereichen
der Substrat- und FAD-Bindungsdoméane statt. Die bei der Dimerisierung der crLAAO
gebildete vier-Helix-Bundel Struktur hat strukturell grosse Ahnlichkeit mit der
Rezeptorbindungsstelle des human growth factor. Dort liegt die Rezeptorbindungsstelle

zwischen zwei solcher Helixbiindel (Brandon & Tooze 1999). Aufgrund der Ahnlichkeit
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lieBe sich eventuell vermuten, dass dieser Bereich in der Evolution einmal eine

katalytische Funktion hatte, die verloren gegangen ist.

5.3 Das aktive Zentrum der roLAAO

Das aktive Zentrum der roLAAO, in dessen Mittelpunkt der Isoallaxozinring des FAD
liegt, befindet sich zwischen Substrat- und FAD-Bindungsdomane. Im Dimer liegen die
Zugange zu den aktiven Zentren auf derselben Oberflache des Dimers.

Das aktive Zentrum ist von einem hydrophoben Trichter von 23A x 20A Breite und 21A
Tiefe umgeben. Am Boden des Trichters verengt sich dieser unmittelbar vor der
Substratbindungsstelle am Isoallaxozinring auf 5Ax 6A. Im Vergleich dazu gelangt das
Substrat in der crLAAO durch einen Kanal, der von Residuen der helicalen Doméane
gebildet wird, zum aktiven Zentrum. Ungeeignete Substrate kdnnen so nicht in die Nahe
des aktiven Zentrums gelangen. In der roLAAQ existiert dieser begrenzte Zugang nicht,
was das sehr breite Substatspektum des Enzyms erkléart. Die Seitenketten der Substrate

liegen in dem breiten hydrophoben Trichter und sind zum Solvenz exponiert.
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Abbildung 5.14: Vergleich des Zugangs zum aktiven Zentrum in den beiden L-
Aminosaureoxidasen. Die Oberflache eines Monomers in der Umgebung des aktiven Zentrums
der roLAAO ist in hellblau dargestellt. Die blaugefarbte Helix gehért zum zweiten Monomer des

Dimers. Der durch die Residuen der helicalen Doméane gebildete Tunnel der crLAAO ist als
Banddiagramm in orange dargestellt; die o-Aminobenzoatmolekule, die den Weg des Substrates
beschreiben, un der Isoallaxozinring sind als orange Stabchenmodelle gezeigt.

5.3.1 Die Koordination des FAD-Cofaktors

Wie bei den meisten Vertretern der GR,-Familie (Dym 2001) ist das FAD nicht kovalent
in der elongierten Form gebunden. Der Cofaktor wird durch zahlreiche
Wechselwirkungen mit dem Protein und konservierten Wassermolekilen in seiner
Position im Inneren des Proteins fixiert. Durch Behandlung mit Kaliumbromid ist es zwar
moglich, den Cofaktor aus der roLAAO zu extrahieren; diese Reaktion ist aber
irreversibel - eine Rekonstitution des aktiven Proteins durch Zugabe von FAD ist nicht

mdglich (Geueke, 2002).
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Der lIsoallaxozinring des FAD ist zwischen der Substrat- und FAD-Bindungsdoméne
lokalisiert. Die meisten der potentiellen Wasserstoffbriickenbindungen werden durch das
Protein ausgebildet, was zu einem engen Netzwerk an Wechselwirkungen fiihrt. Die
Temperaturfaktoren des Cofaktors sind wie die des gesamten Proteins sehr niedrig
(B~7-12 A2). Auch im ungebundenen Zustand ist der Isoallaxozinring leicht gebogen und
nicht véllig planar (RMSD Abweichung von der idealen Planaritiat 0.17A). Die C(2)=0
und C(4)=0-Gruppen und die Methylgruppen sind leicht aus der Ringebene heraus
orientiert. In den Substratkomplexen ist der Isoallaxozinring deutlich starker gebogen

(RMSD Abweichung von der idealen Planaritat 0.27A).
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298 10 N Glna6s

O—R—0 =
- 2.7¢

Abbildung 5.15: Darstellung der nicht-kovalenten Kontakte zwischen FAD und Protein. Die
Entfernungen (Wasserstoffbriickenbindungsdistanzen) sind in A angegeben. Der Sauerstoff der
C(2)=0 Gruppe bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zu N(g)-Amidgruppe des GIn468 aus, das
in der a15-Helix liegt, der Sauerstoff der C(4)=0 Gruppe je eine Wasserstoffbriickenbindung zur
N(n)- und N(€)-Amidgruppe des Arg84 (315-Strang). Der am Stickstoff N(5) gebundene
Wasserstoff des Isoallaxozinringes wechselwirkt nicht direkt mit dem Protein, sondern mit den
Sauerstoffen der Wassermolekile W 499 und W 150. Die mittlere Alkoholgruppe des Ribitols
interagiert mit der Carboxylgruppe des Trp 467, welches in einem Loop zwischen (322 und a15
lokalisiert ist. Die Phosphatsauerstoffe werden durch die Carboxylgruppe des Asp459 (322), die
Amidgruppe und die N(g)-Amidgruppe des Arg50 (Loop zwischen (32 und 33), die Amidgruppe
des Gly49 (Loop zwischen 32 und 33) und die Amidgruppe des Ala23 (a2) koordiniert. Der O(g)-
Sauerstoff des Glu42 (32) und ein N(n) des Arg44 (Loop zwischen 2 und (33) wechselwirken mit
den Wasserstoffen der OH-Gruppen des AMP-Ribose-Anteils des FAD. Zuséatzlich existieren
noch sechs Koordinationen durch Wassermolekile, die die Position des FAD im Protien
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stabilisieren. Van der Waals Wechselwirkungen mit Trp416 und Trp426 bestehen zudem zu den
beiden Methylgruppen des Isoallaxozinringes.

5.3.2 Die Koordination von Substraten und Inhibitor

Die funktionellen Gruppen des L-Alanin und L-Phenylalanin befinden sich in identischen
Positionen. Ein Sauerstoff der Carboxylgruppe des Substrates wird durch den
Hydroxylsauerstoff des Tyr371, den N(n) des Arg84 und den Sauerstoff des
Wassermolekils (W190) koordiniert; der zweite Sauerstoff durch das N(g) des Arg84
und das N(g) des GIn228. Die Aminogruppe der Substrate wird durch den
Carbonylsauerstoff des Ala466 und den Sauerstoff des Wassermolekils W250 durch
polare Kontakte im aktiven Zentrum fixiert. Der Phenylring des L-Phenylalanins ragt aus
der Bindungsstelle am Isoallaxozinring in  den hydrophoben Trichter des
Zugangsbereiches des aktiven Zentrums und kann dort eine flexible Position

einnehmen.

Das o-Aminobenzoat ist so im aktiven Zentrum positioniert, dass die Aminogruppe und
die Saurefunktion in etwa die Position der entsprechenden Gruppe in den
Aminosauresubstratenn einnehmen; allerdings ist die exakte Positionierung aufgrund
der zusatzlichen C-C-Bindung zwischen Amino- und Carboxylfunktion nicht mdglich. Die
verfeinerte Position der Carboxylgruppe des Aminobenzoats und die daraus
resultierende Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen unterscheidet sich in den
unabhéngig voneinander verfeinerten Monomeren leicht. Das Molekil kann in leicht
variierenden Positionen im aktiven Zentrum gebunden werden. Dies fihrt zu den
deutlich héheren B-Faktoren (~30-40 A?), die Elektronendichte zeigt im Bereich des
Inhibitors die Mittelung aller vorkommenden Positionen. In einer der mdglichen

Positionen des o-Aminobenzoats ( im Monomer A des Strukturmodells) befindet sich ein
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Sauerstoff in geeignetem Wasserstoffbriickenbindungsabstand zum Wassermolekil
W159, der Hydoxylgruppe des Tyr371 und der C(2)=0 Gruppe des Isoallaxozinringes;
der zweite Sauerstoff bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zu dem Wasserstoff am
N(g) des GIn228 aus. Alternativ wird die Carboxylgruppe (im Monomer B der verfeinerten
Struktur) durch polare Wechselwirkungen eines Sauerstoffs mit dem Wassermolekil W
159 und den N(n)- und N(g)-Aminogruppen des Arg84, der zweite durch die C(2)=0
Gruppe des Isoallaxozinringes, durch polare Wechselwirkungen gebunden. Die
Aminogruppe des o-Aminobenzoates wird, wie die der Substrate, in beiden Monomeren,
durch den Carbonylsauerstoff des Ala466 koordiniert. Da durch die raumliche Struktur
des Inhibitors nicht alle zur Substratbindung zur Verfiigung stehenden
Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden koénnen, ist die Bindung des o-

Aminobenzoats flexibler als die der Substrate.

In der ungebundenen roLAAO ist das aktive Zentrum mit einem dichten Netzwerk aus
Wassermolekilen bedeckt. Anstatt der funktionellen Gruppen der Substrate werden

Wassermolekiile von den aktiven Residuen koordiniert.

Die Struktur des Proteins veréndert sich kaum bei der Bindung der Substrate oder des
Inhibitors. Die RMS-Abweichung der Proteinkette betragt zwischen der ungebundenen
Form und dem L-Alaninkomplex fiir die C,—Atome 0.124 A, fiir die Seitenkettenatome
0.204 A. Im Bereich des aktiven Zentrums ist die veranderte Position der Seitenkette des
Asp227 im Substratkomplex zu beobachten. Diese koordiniert in dieser Position tber

zwei Wassermolekile die Aminogruppe des Substrates.
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GIn228
Arg84 Argé4
Tyr371
f—__’ 271 30
Lys323

Alad66

(a) Komplex mit o-Aminobenzoat

GIn228
Arg84
Tyr371
' Lys323
Alad66

(c) ungebundener Zustand

(d) Komplex mit L-Phenylalanin

Abbildung 5.16 (a)-(d): Die aktiven Zentren der roLAAOQO in den verschiedenen funktionellen

Zustanden. Die aktiven Residuen, der Cofaktor FAD, die Substrate und der Inhibitor sind als

Stédbchenmodell, die Wasseratome als Kugeln dargestellt. Kohlenstoffatome sind in hellblau,

Stickstoffatome in dunkelblau und Sauerstoffatome in rot gefarbt. Das L-Alanin ist in griin, das o-

Aminobenzoat in hellblau und das L-Phenylalanin in orange dargestellt. Die

Wasserstoffbriickenbindungen sind durch gestrichelte, blaue Linien eingezeichnet. Die Abstande

sind in A angegeben.
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5.3.3 Der Oxidationszustand des FADs und die gebund  ene Spezies in
den Substratkomplexen

Durch das veranderte Absorptionsverhalten des konjugierten, aromatischen Systems ist
die oxidierte Form des FADs gelb, die reduzierte farblos. Die erwartete Farbverdnderung
beim Einbringen der Kristalle in die Substrat-haltige Losung war deutlich zu erkennen.
Die Zugabe des o-Amonibenzoates flihrte hingegen, wie vermutet, nicht zu einer
Farbveranderung. Die Frage war, inwieweit sich die Unterschiede des Redoxzustandes
des FADs mit den Strukturmodellen der Substrat- und Inhibitorkomplexe belegen lassen.
Die reduzierte Form des Flavins unterscheidet sich strukturell von der oxidierten Form
(Porter 1976). Durch die Reduktion des Flavins wird die Doppelbindung zwischen
N(5)=C(4a) zur Einfachbindung. Damit veréndert sich die Bindungslange von 1.3A fiir
die Doppelbindung auf 1.45A fir die Einfachbindung. Die Detektion einer solch geringen
Verdnderung von Bindungsabstanden ist nur mit sehr hochaufgeldsten Strukturen
mdglich. Die Freigabe von Zwangen bei der Verfeinerung der Atompositionen
hinsichtlich der Planaritat, Bindungslangen und -winkel des Isoallaxozinringes spielt
dabei allerdings eine sehr grosse Rolle. Die Bindungslangenveranderungen im Bereich
von 0.1-0.2A sind auch aus den fiir die roLAAO vorliegenden hochaufgeldsten
Elektronendichten nicht exakt zu bestimmen. Die Elektronendichte aller Strukturen der
LAAO wurde zuerst ohne Cofaktor im Strukturmodell berechnet. Dabei zeigten sich
tatsachlich Unterschiede in den Elektronendichten fir das FAD im ungebundenen
Zustand und denen der Substratkomplexe. Bei der Verfeinerung der Strukturen wurden
die Zwéange fur die Planaritdit des Isoallaxozinringes aufgehoben. Lediglich die
Planaritaten fir die Kohlenstoffe des Benzolringes und die Ringatome des Pyrimidins
wurden beibehalten. Alle Strukturen wurden sowohl mit der aus der Kleinmolekil-
Datenbank Ubernommenen Struktur des reduzierten als auch des oxidierten Flavins
verfeinert. Die beste Anpassung an die Elektronendichte wurde in den

Substratkomplexen mit der reduzierten Form gefunden; im Falle des Inhibitorkomplexes
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und der ungebundenen Form des Proteins lieferte die Verfeinerung mit der oxidierten
Form des Isoallaxozins die besseren Ergebnisse. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf das
Vorliegen des Flavins in der reduzierten Form in den Substratkomplexen und korreliert
mit der Beobachtung der Farbverdanderung der Kristalle.

In den Substratkomplexen ist der Isoallaxozinring starker gebogen, was hauptséchlich
durch die verénderte Position des N(5) Stickstoffes bedingt wird. Der Abstand zwischen
N(5) und dem Ca des Substrates betragt 3.4 A.

Da im Kristall eine Reaktion stattgefunden haben muss, da Flavin in den
Substratkomplexen in der reduzierten Form vorliegt, stellt sich die Frage, ob es sich bei
der im aktiven Zentrum gebundenen Spezies um das Substrat, das Produkt oder ein
Intermediat handelt. Im Substrat ist der Ca-Kohlenstoff der Aminosaure sp3-hybridisiert.
Daraus ergibt sich eine tetraedrische Anordnung der Liganden. Durch die im Produkt
vorhandene Doppelbindung ist dieser Kohlenstoff sp2-hybridisiert; das Produkt ist planar.
Die Elektronendichten im Bereich der Substratbindung sind in beiden Komplexen sehr
gut und die tetraedrische Anordnung ist eindeutig zu erkennen. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass in der Kristallstruktur das gebundene Substrat vorliegt. In
der Losung ist das Substrat in hohem Uberschuss vorhanden. Nach Umsetzung eines
Substrates konnte das FAD im Kristall nicht durch Luftsauerstoff oxidiert werden. Daher

wurde ein weiteres Substratmolekil gebunden, aber nicht mehr umgesetzt.

5.3.4 Die Substratspezifitdt der L-Aminosdure Oxida  se aus Rh.
opacus

Wie schon gezeigt, lasst sich das bei der roLAAO gefundene, breite Substratspektum
des Enzyms hauptséchlich aus der Architektur des Zugangs zum aktiven Zentrum
erklaren. Anders als in den homologen Proteinen wie der PAO, der crLAAO und den

DAAOs existiert kein Tunnel, durch den die Substrate zum aktiven Zentrum geleitet
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werden. Nur der direkte Zugang zum Isoallaxozinring wird durch eine Verengung der
Bindungstasche erreicht. Die beiden Tryptophane Trp 416 und 426 kdnnen van der
Waals Wechselwirkungen zu den Substratseitenketten ausbilden. Dies erklart die
bevorzugte Umsetzung von aromatischen Aminosduren. Die Orientierung der
Seitenketten wird ansonsten nicht durch das Protein vermittelt. Diese ragen aus der
hydrophoben Tasche heraus und sind zum Solvenz exponiert.

Das Aminosauren mit volumindsen, am CpB-verzweigten Resten wie L-tert-Leucin nicht
von der roLAAO (Geueke 2002) umgesetzt werden, 1aRt sich aus sterischen Konflikten
bei der Bindung im aktiven Zentrum erklaren.

In der Reaktion der pcDAAO st die Freisetzung des Produktes der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt aufgrund eines Loops, der den Zugang zum
aktiven Zentrum verschliel3t oder ermoglicht (Mattevi 1996). Dies ist in der roLAAO nicht

der Fall.

5.4 Der Vergleich mit homologen Aminosaureoxidasen

5.4.1 Die aktiven Residuen der homologen Aminosaure  oxidasen

Die aus den Kristallstrukturen der roLAAO gewonnenen Informationen lassen sich durch
Vergleiche mit den Strukturen der homologen Aminosdureoxidasen hinsichtlich der
Identifizierung und Funktion der aktiven Residuen erweitern. Das aktive Zentrum der D-
Aminosaure Oxidasen ist das Spiegelbild dessen der L-Aminosaureoxidasen. Dabei liegt
die Spiegelebene parallel zur Ebene durch die N(1) und N(3)-Stickstoffe des
Isoallaxozinringes (Pawelek 2000).

Die aktiven Residuen der roLAAO konnten aus den Koordinationen der Substrate und

des Inhibitors identifiziert werden. Es handelt sich um die Residuen Tyr371, Arg84,

-122-



5 Diskussion Il: Die Struktur der roLAAO

Lys323 und Ala466. Im aktiven Zentrum der L-Aminoséure Oxidase aus Calloselasma
rhodostoma finden sich entsprechende Residuen (Tyr372, Arg90, Lys326 und Gly464).
Die Position des GIn228 der roLAAO wird in der crLAAO von Phe227 besetzt.
Desweiteren befinden sich die Residuen Ser373, Trp426 und Trp416 der roLAAO an
den gleichen Positionen wie die Residuen lle374, 11e430 und Trp420 der crLAAO.

In der DAAO aus Hefe (Umhau 2000) und Schweineniere (Mattevi 1996) finden sich
ebenfalls ein Arginin (Arg285/Arg283) und ein Tyrosin (Tyr223/Tyr228) im aktiven
Zentrum. Die weiteren strukturell homologen Reste sind Tyr238/Phe242 und
Phe58/Tyr55. Die Position des Ala466 der roLAAO wird in der yDAAO von Ser334, in
der pcDAAO von Gly312 besetzt. Das in den LAAOs wie auch in der PAO vorkommende

Lysin existiert in den aktiven Zentren der DAAOS nicht.

5.4.2 Die Komplexe mit Alanin und (0-Amino-)benzoat

Die Koordination der Carboxyl- und Aminofunktion des o-Aminobenzoates im aktiven
Zentrum ist in beiden L-Aminosaure Oxidasen vergleichbar. Lediglich die relative Lage
des aromatischen Ringes unterscheidet sich in beiden Strukturen. Dieser wird in der
crLAAO von den beiden Residuen 1le430 und l1le374 durch van der Waals
Wechselwirkungen gesandwiched. In der Kristallstruktur finden sich noch zwei weitere
Aminobenzoatmolekiile, deren Position den Weg des Substrates zum aktiven Zentrum
andeutet. Dabei erfolgt die Orientierung der Molekile durch die elektrostatischen
Eigenschaften des Tunnels (Pawelek 2000). Durch den weit getffneten Trichter, der den
Zugang zum aktiven Zentrum der roLAAO bildet, kann kein weiteres Anthranilatmolekdil

aulRerhalb des aktiven Zentrums fixiert werden.
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Abbildung 5.17: Superposition der aktiven Residuen bei der Bindung von o-Aminobenzoat in
den beiden LAAOSs. Die Kohlenstoffatome der Residuen und des FAD der roLAAO sind in
hellblau gekennzeichnet, die der crLAAO in gelb. Die Kohlenstoffatome des gebundenen

Inhibitors o-Aminobenzoat sind fur die roLAAO in violett, fur die crLAAO in blau eingefarbt. Die

Stickstoffatome sind in dunkelblau, die Sauerstoffe in rot gekennzeichnet. Das an der Bindung

beteiligte Wassermolekdl ist fiir die roLAAO als Kugel dargestellt.

In der Kristallstruktur des Komplexes der yDAAO mit o-Aminobenzoat finden sich
entsprechend dem Zugangsbereich zum aktiven Zentrum zwei Aminobenzoatmolekiile.
Die Koordination der funktionellen Gruppen des im aktiven Zentrum befindlichen
Molekills entspricht der der L-Aminosdure Oxidasen. In der pcDAAO wird ein
Benzoatmolekil entsprechend durch das Arg283 wund Tyr228 Uber die

Carboxylsauerstoffe koordiniert.
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(a) yYDAAO im Komplex mit o-Aminobenzoat (b) yYDAAO im Komplex mit D-Alanin

(c) pcDAAO im Komplex mit Benzoat

Abbildung 5.18 (a)-(c): Die Koordination von (0-Amino)benzoat und L- bzw. D-Alanin in den
Komplexstrukturen der crLAAO und den DAAOSs. Die aktiven Residuen und die gebundenen
Molekile sind als Stabchenmodelle dargestellt. Die Sauerstoffe sind in rot, die Stickstoffatome in
dunkelblau, die Phosphatatome in violett und die Kohlenstoffe entsprechend der Zugehdrigkeit
zum Protein oder FAD in blau, zum Alanin in griin, zum o-Aminobenzoat in orange und zum
Benzoat in gelb gefarbt.

Die Bindung und Orientierung der Substrates wird in der roLAAO durch die Koordination
der Carboxylsauerstoffe durch Wasserstoffbriickenbindungen zum Arg84, Glu228, dem

Tyr371 und einem Wassermolekul erreicht; die Fixierung der Aminofunktion erfolgt tGber
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den Carbonylsauerstoff der Hauptkette des Ala466 und ein Wassermolekil. Die

Koordination des D-Alanins erfolgt in der yDAAO in analoger Form.

5.4.3 Die aktiven Residuen der Aminosaureoxidasen

Aus dem Vergleich mit der L-Aminosaure Oxidase aus Schlangengift und den strukturell
charakterisierten D-Aminosaure Oxidasen aus Hefe und Schweineniere lassen sich
weitere Residuen im aktiven Zentrum der roLAAO charakterisieren, die an der oxidativen
Deaminierung der Aminosauren beteiligt sind.

In allen vier Aminosdureoxidasen werden die Carboxylat-Sauerstoffe durch
Wasserstoffbriickenbindungen mit einem Tyrosin und einem Arginin koordiniert. In der
roLAAO erfolgt die Koordination noch zuséatzlich Gber das GIn228. Die Koordination der
Aminogruppe erfolgt Giber eine Hauptkettencarboxylgruppe und ein Wassermolekdil.

Die Orientierung der Seitenkette erfolgt in der crLAAO durch van der Waals
Wechselwirkungen mit zwei Isoleucinen, in den DAAOs durch ein Phenylalanin und ein
Tyrosin. In der roLAAOQ finden sich an entsprechenden Stellen Ser373 und Trp426.

In den beiden LAAOs besteht zum Wassermolekul im aktiven Zentrum, das einen der
Carboxylsauerstoffe koordiniert, eine Wasserstoffbriickenbindung zu einem Lysin
(roLAAO Lys323, crLAAO Lys326). Dieser Rest kommt in den DAAOSs nicht vor, findet
sich aber im aktiven Zentrum der PAO. Es wird vermutet (Pawelek 2000), dass das
Lysin, aufgrund seiner hydrophoben Umgebung einen erniedrigten pK-Wert besitzt und
als Base dienen kann, um die Nucleophilie des Wassers fir den Angriff am Imino-
Intermediat zu erhéhen. Dies sprache, im Vergleich zu den DAAOS, wo eine spontane
Hydrolyse des Intermediates vermutet wird, flr die Beteiligung der LAAOs an diesem
Schritt.

In der Struktur der crLAAO liegt das His223 im aktiven Zentrum in den beiden

Inhibitorkomplexen in alternativen Konformationen vor. Eine entsprechende
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Konformationséanderung wird auch bei einem Serin in der yDAAO bei der Bindung des o-
Aminobenzoates und des D-Alanins beobachtet. Dieser Rest (His224) wurde im Falle
der crLAAO als potentielle katalytische Base fiir einen Carbanionenmechanismus
diskutiert (Pawelek 2000). In der roLAAO findet sich an dieser Stelle kein
Aminosaurerest. Wahrscheinlicher ist daher die Schlussfolgerung von Umhau et al.,
dass diese Residuen die Freisetzung eines Protons von der Aminogruppe erleichteren,
indem sie dies auf die umgebenden Lésungmittelmolekiile Gbertragen (Umhau 2000). In
der roLAAO konnte diese Funktion das Asp227 haben, welches ebenfalls eine
Konformationséanderung zwischen Substrat- und ungebundenen Komplex zeigt. Dieser
Rest koordiniert in der roLAAQO allerdings nicht direkt die Aminogruppe, sondern steht
mit dieser Uber ein Wasserstoffbriickenbindungssystem mit zwei Wassermolekilen in
Verbindung. Ebenfalls wird durch diesen Rest der Stickstoff des Trp 426 koordiniert, der
ebenfalls Uber ein Wassermolekil mit der Aminogruppe interagiert. In der pcDAAO
konnte diese Funktion entsprechend vom Tyr224 tbernommen werden. Da in diesem
Falle keine Substratkomplexstruktur exisistiert, kann dies strukturell nicht bestatigt

werden.

5.5 Der katalytische Mechanismus der roLAAO

Aus den gewonnenen Strukturinformationen Uber die Bindung des Substrates im aktiven
Zentrum der roLAAO laRt sich der Reaktionsmechanismus der Teilreaktion zur Bildung
des Imino-Intermediates in Analogie zu dem der DAAOs (Mattevi 1996; Umhau 2000)
beschreiben. Da im aktiven Zentrum der roLAAO keine Aminosaure vorhanden ist, die
als katalytische Base fungieren konnte, kann die Reaktion nicht Uber einen
Carbanionen-Mechanismus ablaufen. Die Funktion des His223 als potentielle Base kann

durch die Struktur der crLAAO ausgeschlossen werden. Darlberhinaus ist die
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Anordnung der Ca-H Funktion des Substrates zum N(5) des Isoallaxozinring optimal fur
einen effektiven Hydridtransfer.

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich ein  Uberraschend einfacher
Reaktionsmechanismus der LAAO. Bei einem optimalen pH-Wert 28 ist die
Aminofunktion der L-Aminosaure ungeladen (Porter 1976). Durch die richtige
Positionierung des Orbitals der Ca-H Bindung zum LUMO des N(5) Stickstoff des
Isoallaxozinrings, kdnnen die beiden Orbitale Uberlappen, wobei sich die Aminofunktion
in einem Abstand von 3.4A oberhalb der C(4a)-C(4)-Bindung des Flavins befindet. Die
Ubertragung des Hydrids ist mit dem Ubergang des tetraedrischen Substrates in das
planare Produkt gekoppelt und fuhrt direkt zur Bildung des reduzierten Enzym-Produkt
Komplexes M2. Dabei wird die negative Ladung des Flavins Uber den Pyrimidinring
delokalisiert und durch die positive Ladung des entstandenen Produkt (aC=NH,'-
Gruppe) stabilisiert. Die Wechselwirkung dieser Ladungen scheint fur die
Thermodynamik der Reaktion bei der DAAO eine grosse Rolle zu spielen (Umhau 2000).
Die Umsetzungsgeschwindigkeiten der LAAO sind pH-abhangig (Porter 1980). Aus
diesen Untersuchungen wurde ein apparenter pK,-Wert von 8.6 berechnet, was
bedeutet, dass eine der an der Reaktion beteiligten Gruppen deprotoniert vorliegen
muss. Man vermutet, das die Aminogruppe des Substrates diese Rolle Ubernimmt. Dies
wird analog auch fur die DAAO postuliert.

Bei einem pH-Wert von 7, bei dem die Aminoséaure in der Zwitterionenstruktur vorliegt
(Michealis Komplex M1) erfolgen der Hydridtransfer und die Deprotonierung der a-NH3"-
Gruppe konzertiert. Daher ist die Frage zu stellen, wie die Ubertragung des Protons auf
das Solvenz funktioniert. In der yDAAO kann der Sauerstoff des Ser335 das Proton
Ubernehmen, indem die Seitenkette in die entsprechende Orientierung klappt. Dabei
fuhrt die Anordnung des Sauerstoffs des Serins und des Wassermolekils zu einer
festeren Wasserstoffbriickenbindung fiir den planaren Zustand des Ubergangzustandes
und des Produktes im Vergleich zum tetraedrischen Zustand des Substrates. Somit kann

die Ubertragung des Protons durch das Serin erfolgen. In der roLAAQ gibt es zwar keine
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entsprechende Aminosaure in der entsprechenden Position, die diese Aufgabe
Ubernehmen konnte. Das Netzwerk aus Wassermolekilen, die
Wasserstoffbriickenbindungen zur Aminogruppe bilden, steht aber im direkten Kontakt
Zu Asp227, dessen Seitenkette in den Substratkomplexen ebenfalls eine
Konformationséanderung erfahrt. Daher kann man vermuten, das das Proton Uber die
Wassermolekille auf das Aspartat Ubertragen wird und von dort auf das Solvenz. Bei
einem hoheren pH-Wert, bei der die Aminogruppe ungeladen vorliegt, ist diese
Interaktion nicht notwendig. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von
Mutationsstudien der yDAAO, bei der der Austausch des Serins gegen Glycin bei hohen
pH-Werten keinen Einfluss auf die Umsetzungsgeschwindigkeiten des Substrates zeigte,
bei pH 6 betrug die Umsetzungsgeschwindigkeit nur ein zehntel der des Wildtyps
(Umhau 2000). Die alternative Konformation des His223 in der Struktur der crLAAO
unterstiitzt ebenfalls diese Annahme.

Das in den LAAOs, der PAO und anderen Vertretern der GH2-Familie vorkommende
Lysin fehlt in den DAAOs. Man nimmt an, dass die NH;"-Gruppe des Lysins ebenfalls
zur Stabilisierung der negativen Ladung am Flavin dient. Zusatzlich wird eine
katalytische Funktion bei der Hydrolyse des Imino-Intermediates vermutet (Pawelek
2000). Aus den vorliegenden Strukturdaten kann zwar die Konservierung des Lys323 in
dieser Position fir die roLAAO ebenfalls bestatigt werden, Aussagen Uber die Funktion
lassen sich aber nicht treffen. Mutationsstudien und die Untersuchung weiterer
Komplexe des Enzyms sind dafiir notwendig.

Die vorliegenden Strukturdaten liefern gute Beweise fur den Hydridmechanismus bei der
Teilreaktion zur Bildung des Iminoséaure-Intermediates. Dieser Mechanismus erscheint
ungewohnlich, da die chemische Umsetzung des Substrates ohne die aktive Beteiligung
funktioneller Gruppen des Enzyms erfolgt. Die meisten Residuen des aktiven Zentrums
der LAAO dienen der Substrat-Erkennung, Bindungen und Fixierung, d.h. sie sorgen
dafur, dass die entsprechenden Orbitale der miteinander interagierenden Atome so

orientiert werden, dass eine Uberlappung moglich ist. Dabei erfolgt neben dem
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Hydridtransfer der Ubergang des tetraedrischen Substrates in das planare Produkt. In
dieser Form des Reaktionsmechanismus sind die Wechselwirkungen und
Orientierungen der Molekilorbitale die wichtigsten Faktoren fiir die chemische Reaktion.
Ein solches Konzept wurde auch von der Koshland-Gruppe diskutiert, wonach die
Orientierung der Orbitale einen grossen Anteil an der enzymatischen Katalyse besitzt

(Mesecar 1997).

GIn288

Abbildung 5.19: schematische Darstellung des Michealis-Komplexes M1. Es sind schematisch
die Wechselwirkungen des Substrates mit den aktiven Resten zur Erlauterung des
Hydridtransfers aufgefiihrt. L-Alanin ist in der zwitterionischen Form gebunden. Zusatzlich sind
die Entfernungen in A angegeben.
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GIn288

Asp227

Abbildung 5.20: schematische Darstellung des reduzierten Flavin-Produkt Komplexes M2. Es

sind schematisch die Wechselwirkungen des Produktes mit den aktiven Resten zur Erlauterung

des Hydridtransfers aufgefuhrt. Die negative Ladung des Flavins wird durch die positive Ladung
des Produktes stabilisiert.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die réntgenkristallographische Charakterisierung der L-
Aminosaure Oxidase aus Rhodococcus opacus (roLAAO) beschrieben. Dabei handelt es
sich um die ersten Strukturinformationen einer bakteriellen L-Aminoséure Oxidase.
Diese gehort zur GH2-Familie der FAD-abhangigen Oxidoreduktasen. Bislang war nur
die Struktur einer aus Schlangengift isolierten L-AAO bekannt. Zum ersten Mal wurden
Substratkomplexe einer LAAO strukturchemisch charakterisiert. Dartiberhinaus ist dies
die erste Struktur einer Aminosaureoxidase, die ohne Inhibitor oder Substrat in der
ungebundenen Form charakterisiert werden konnte.

Die L-Aminosaure Oxidase aus Rh. opacus wurde in zwei Kristallformen mit sehr guten
Diffraktionseigenschaften kristallisiert. Aufgrund der langeren Wachstumsphase der
Kristalle der zweiten Kristallform wurde zur Strukturlésung und der Untersuchung der
Substrat- und Inhibitorkomplexe der LAAO nur die primitiv orthorhombische Kristallform
verwendet. Da Rechnungen zum molekularen Ersatz mit dem Schlangengiftenzym als
Suchmodell nicht erfolgreich waren und ansonsten keine homologen Strukturen
existierten, musste die Struktur de novo gelost werden. Die kristallographische
Phaseninformation konnte mit einem Quecksilberderivat aus den anomalen Differenzen
bei einer Wellenldnge (SAD) gewonnen werden. Die Anwendung der MAD Phasierung
war aufgrund des nicht detektierbaren, wellenlangen-abhangigen Fluoreszenzsignals
des Quecksilbers nicht mdoglich. Die  Substruktur bestand aus vier
Quecksilberatomen/Dimer. Die Phasenambiguitat konnte mit Hilfe der hochredundanten
Daten Uberwunden und die Hangikeit der Substruktur bestimmt werden. Aufgrund der
Qualitat der SAD-Daten und durch Kombination mit den nativen Daten konnten 96% des

Strukturmodells automatisch modelliert werden.
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Die LAAO bildet ein Homodimer mit einer sehr grossen Kontaktfliche. Eine
vergleichbare Art der Dimerisierung findet sich bislang bei keinem Vertreter der GH,-
Familie. Das Monomer besteht aus drei Doménen, der FAD-Bindungsdomane, deren
generelle  Faltung innerhalb der Familie stark konserviert ist, der
Substratbindungsdoméne, die weitestgehend der der LAAO aus Schlangengiift
entspricht und der helicalen Domane, die ausschlie@lich fur die Dimerisierung des

Proteins verantwortlich ist und zu der ungewdhnlichen Dimerisierung fuhrt.

Im Laufe der Arbeit konnten mit der primitiv orthorhombischen Kristallform einige
hochaufgeléste Strukturen des ungebundenen Proteins, zweier Substrat- und eines
Inhibitorkomplexes bestimmt werden. Aus den so erhaltenen Strukturinformationen
konnten durch Vergleich mit den Strukturen der Schlanengift LAAO und der die D-
Aminosauren oxidierenden DAAOs wichtige Hinweise auf den Reaktionsmechanismus
der LAAOs gewonnen werden. Dabei erfolgt, wir fir die DAAOs gezeigt, die Reduktion
des Flavins Uber einen Hydridmechanismus, bei dem ausschlief3lich die Orientierung der
Uberlappenden Orbitale des Substrates und des Flavins durch Koordination des
Substrates durch die aktiven Residuen des Proteins sichergestellt wird. Ob das Enzym
an der Hydrolyse des Iminocarbonsdure Intermediats beteiligt ist oder diese spontan
ablauft, laRt sich aus den Kristallstrukturen nicht begrinden. Der Vergleich mit der
Schlangengift LAAO und der PAO deutet aber, anders als bei den DAAOs auf die

Vermittlung dieser Reaktion durch einen aktiven Rest des Proteins hin.
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Anhang

A.1 Kurzzusammenfassung

Die L-Aminosaure Oxidase aus Rh. opacus gehort zur Klasse der Nucleotid-bindenden
Oxidoreduktasen und darin zur GHy-Familie der flavinabhéangigen Oxidasen. Diese
Einteilung erfolgt aufgrund eines hochkonservierten Sequenzmotivs. Sie katalysiert
stereoselektiv die oxidative Deaminierung von L-Aminosauren in die entsprechenden a-
Ketosauren Uber ein Iminosaure-Intermediat, wobei Ammoniak und Wasserstoffperoxid
entstehen. Da keine ausreichend homologe Struktur bekannt war, wurde die Struktur de
novo mit Hilfe der SAD-Methode unter Verwendung eines Quecksilberderivates geldst.
Die LAAO bildet ein Homodimer mit einer ungewdhnlich groBen Kontaktflache. Eine
vergleichbare Art der Dimerisierung findet sich bislang bei keinem Vertreter der GH,-
Familie. Das Monomer besteht aus drei Doménen, der FAD-Bindungsdomane, deren
generelle  Faltung innerhalb  der Familie stark konserviert ist, der
Substratbindungsdomane, die weitestgehend der der LAAO aus Schlangengift entspricht
und der helicalen Domane, die ausschlieBlich fiir die Dimerisierung des Proteins
verantwortlich ist und zu der ungewoéhnlichen Dimerisierung fihrt.

Aus den hochaufgeltésten Strukturen des ungebundenen Proteins, zweier Substrat- und
eines Inhibitorkomplexes konnten durch Vergleich mit den Strukturen der Schlangengift
LAAO und der D-Aminosauren oxidierenden DAAOs wichtige Hinweise auf den
Reaktionsmechanismus der LAAOs erhalten werden. Dabei erfolgt, wie schon fir die
DAAOs gezeigt, die Reduktion des Flavins und die Umsetzung der L-Aminosaure in die
Iminosaure iber einen Hydridmechanismus, bei dem ausschlieRlich die zur Uberlappung
der Orbitale wichtige Orientierung des Substrates und des Flavins durch die aktiven
Residuen des Proteins sichergestellt wird. An der eigentlichen Reaktion ist kein Rest des

Proteins beteiligt.
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A.2 Abstract

L-amino acid oxidase from Rhodococcus opacus is classified as a member of the GH,-
family of flavin-dependent oxidoreductases according to a highly conserved sequence
motif. The protein contains non-covalently bound FAD in the elongated form. LAAO
catalyzes the stereospecific oxidative deamination of an L-amino acid substrate to the
corresponding a-keto acid along with the production of ammonia und hydrogenperoxide
via an imino acid intermediate. With no homologous structure known the structure was
solved de novo from anomalous differences of a mercury derivative using the SAD-

technique.

The bacterial LAAO forms a homodimer with an unusual huge contact area. This mode
of dimerization is not known for other members of the GH2-family so far. The monomer
consists of three well-defined domains: the FAD-binding domain corresponding to a
general topology throughout the GH2-family; a substrate-binding domain with almost the
same topology than the snake venom LAAO and a helical domain exclusively
responsible for the unusual dimerization mode of the protein and not found in other

members of the family.

The high-resolution structures of the unbound protein as well as two substrate and one
inhibitor complex compared to the structure of snake venom LAAO and DAAO from
yeast and pig kidney give insight into the mode of reaction of this enzymes. Reduction of
the flavin leads to an imino acid intermediate using a hydrid transfer mechanism. This
mechanism appears to be uncommon in that the chemical transformation can proceed
efficiently without the involvement of amino acid functional groups. Most groups present
at the active side are involved in substrate recognition, binding and fixation, i.e. they
direct the trajectory of the interacting orbitals. In this mode of catalysis orbital

steering/interactions are the predominant factors for the chemical step(s).
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A.4 Vorabveroffentlichungen

keine
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A.5 Posterbeitrage

Faust, A., Niefind K. , Schomburg, D. (2002)- Crystallization and Preliminary X-ray

analysis of an EcoRV variant with altered substrate specificity, ICCBM9, Jena, Gemany
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