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Kurzzusammenfassung

Die Creatininase (CrnA) aus Pseudomonas putida ist ein homohexameres Enzym und besitzt ein
Molekulargewicht von 28.4 kDa pro Untereinheit. Das Enzym katalysiert die Hydrolyse des
zyklischen Amids Creatinin zu Creatin unter Ringspaltung und konnte bisher in Bakterien und
Archaea nachgewiesen werden. CrnA hat biomedizinische Bedeutung bei der Quantifizierung
von Creatinin, das in der medizinischen Analytik einen Indikator fiir Nierenfunktionsstdrungen
darstellt.

In der vorliegenden Arbeit wird die Klonierung des Creatininasegens aus P. putida var. naraen-
ses in E. coli sowie die Expression, Reinigung und Kristallisation des Proteins und des SeMet-
Derivats (SeMet-CrnA) ebenso beschrieben wie die Kristallisation und Bestimmung der 3D-
Struktur der von der Firma Roche (friiher Boehringer Mannheim) hergestellten Creatininase
(BM-CrA).

CrnA und SeMet-CrnA wurden in dem E. coli-Stamm M15 exprimiert. Nach der Expression der
CrnA sowie SeMet-CrnA zeigte sich im SDS-Gel eine zweite starke Bande, die wéahrend der
Proteinreinigung nicht abgetrennt werden konnte. Die Kristallisation des SeMet-Proteins fiihrte
nicht zu fiir die Rontgenstrukturanalyse geeigneten Kristallen.

Die BM-CrnA kristallisierte in der Raumgruppe P2, mit den Gitterkonstanten a = 74.4 A,
b=94.1A,c=11524, 0= v=90°, B =104.3°. Die Kristalle wurden rontgendiffraktometrisch
charakterisiert. Die Auflésungsgrenze der Diffraktionsdaten lag bei 2.1 A. Da keine homologen
Strukturen in der Strukturdatenbank biologischer Makromolekiile (PDB) gefunden wurden,
wurde die Phasierung nach der MAD-Methode durchgefiihrt. Aus MAD-Daten eines Platinderi-
vats der BM-CrnA konnten erste grobe Anfangsphasen bestimmt werden, die mit Hilfe von
Mittelung durch nichtkristallographische Symmetrie stark verbessert werden konnten. Nachdem
ein Strukturmodell erstellt worden war, fiihrte die Verfeinerung der Daten zu einem R, von
knapp 21 %.

Das aktive Zentrum der CrnA enthilt zwei Zinkatome, die von einem Aspartatrest tiberbriickt
werden. Die Faltung des Enzyms besteht aus einem zentralen vierstrangigen [3-Faltblatt, das von
vier Helices umgeben ist. Damit unterscheidet sich die CrnA von der Familie der zyklischen

Amidohydrolasen, die typischerweise eine (B/c)g-Fassstruktur aufweisen.
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Abstract

Creatininase (CrnA) from Pseudomonas putida is a homohexameric protein with a molecular
weight of 28.4 kDa per subunit. The enzyme catalyzes the cleavage of the cyclic amid bond of
creatinine to creatine. So far CrnA has been found in Bacteria and Archaea. CrnA is biomedical-
ly relevant because it can serve to create biosensors for the determination of creatinine. The
concentration of creatinine in blood, serum and urine gives valuable information about renal
function.

In this thesis the cloning, expression, purification and crystallization of CrnA from P. putida
var. naraenses 1s described and furthermore the crystallization and structural analysis of CrnA
(BM-CrnA) from P. putida which was produced by Roche (former Boehringer Mannheim).
CmA and SeMet-CrnA were both expressed in E. coli strain M15. After expression of CrnA and
SeMet-CrnA one strong band was found beneath the CrnA-band in an SDS-gel which could not
be removed during purification. Crystallization of SeMet-CrnA did not succeed in crystals
suitable for x-ray-measurements.

Crystals of BM-CrnA belong to space group P2, with cell dimensionsa=74.4 A, b=94.1 A, c
=115.2 A, =7=90°, B = 104.3°. They were analyzed by an x-ray diffraction experiment and
showed diffraction to 2.1 A resolution.

As there were no homologous structures in the protein data bank (PDB), phasing was performed
by MAD methods. MAD data of a platinum derivative of BM-CrnA were used to derive phases.
The phases could strongly be improved by non-crystallographic symmetry averaging so that the
electron density map could be interpreted and a molecular model could be built. Refinement
ended up with an R, of 21 %.

The active site of the enzyme contains a binuclear zinc-centre bridged by an aspartate side chain.
The fold of the CrnA monomer consists of a four stranded parallel 3-sheet which is surrounded
by four o-helices. By this it differs from the family of cyclic amidohydrolases which typically
possess a (B/a)g-barrel fold.
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1. Einleitung

1.1. Wissenschaftliche und wirtschaftliche Bedeutung der Strukturaufklirung von Protei-

nen

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen kann Aufschluss iiber ihre Faltung, die Bindung
von Cofaktoren und Substraten/Inhibitoren sowie iiber den Kontakt zwischen ihren Unterein-
heiten bzw. zwischen Ligand und Rezeptor in Ligand-Rezeptor-Komplexen geben. Daraus
lassen sich Schliisse iiber die Funktionsweise des Proteins, den Aufbau des katalytischen
Zentrums und die Substratbindung sowie das funktionelle Wechselspiel verschiedener Doménen
bzw. Untereinheiten ziehen.

Das wissenschaftliche Interesse an Strukturen bezog und bezieht sich auf das biochemische
Verstiandnis von Proteineigenschaften und Katalysemechanismen sowie Proteininteraktionen.
Durch das exponentielle Anwachsen an Strukturinformation, die in der Proteindatenbank PDB
(Abb. 1, Berman et al., 2000) verfiigbar ist, wachsen heute und kiinftig die Méglichkeiten, diese
Informationen fiir die Entwicklung von theoretischen Methoden zur Vorhersage von Sekundér-
strukturen und Funktionalitdten, zur Bestimmung von Protein-Ligand-Kontaktstellen sowie zur
Vorhersage bestimmter Proteineigenschaften wie Thermostabilitét zu nutzen.

Auch die Genauigkeit bei der Untersuchung von evolutiver Verwandtschaft auf der Grundlage

von Faltungsfamilien wéchst mit zunehmender Anzahl an bekannten Strukturen.

16000

mdeposited sthuctures for the year

14000 4 mtotal available structures

12000

10000

2000 4

G000

40010 4

2000 4

last updake : 01-Jan-2001

Abb. 1: Wachstum der Proteindatenbank (Abbildung aus: http://pdb.ccdc.cam.ac.uk/pdb/holdings.html)
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Das Verstindnis von Funktionsmechanismen und Bindungseigenschaften eines Proteins ist eine
Grundlage fiir die gezielte Entwicklung von pharmazeutischen Wirkstoffen, die Proteinwirkun-
gen modifizieren oder Interaktionen mit Proteinen beeinflussen.

Nach der Entschliisselung des humanen Genoms ist es nun in umfassendem Mal} moglich,
medizinisch relevante, krankheitsassoziierte Gene aufzufinden und die Strukturen dieser
Genprodukte aufzukldren. Weiterhin ist die Bestimmung moglichst vieler Protein-Ligand-
Strukturen und damit das Verstidndnis von Reaktionsmechanismus und Bindung ein wesentli-
cher Schritt bei der Optimierung von Leitstrukturen (rationales Design).

Die Entwicklung von Hochdurchsatztechniken in den Bereichen Klonierung, Expression,
Proteinreinigung, Kristallisation, Rontgendatensammlung sowie Auswertung von Rontgendaten
scheint die Rontgenstrukturanalyse zu einem wirtschaftlichen Arbeitsschritt beim rationalen

Design von pharmakologisch wirksamen Substanzen zu machen.

Ein weiterer wirtschaftlich relevanter Aspekt der Proteinkristallographie ist die Nutzung von
Enzymen als Biokatalysatoren fiir chemische Synthesen insbesondere bei der Herstellung von
enantiomerenreinen Verbindungen, die hiufig nur schwer auf klassisch organisch-synthetischem
Weg hergestellt werden konnen. Auch hier ist die genaue strukturelle Kenntnis des aktiven
Zentrums und des Funktionsmechanismus des Enzyms hilfreich, um durch gezielte Mutationen
die Substratspezifitit eines Enzyms zu erhéhen oder das Substratspektrum auf bestimmte

Zielsubstanzen zu erweitern.
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1.2. Das Enzym Creatininase (CrnA, EC 3.5.2.10)

Die Creatininamidohydrolase (Creatininase, CrnA) wurde bisher in verschiedenen Arten von
Bakterien der Gattung Alcaligenes (Inouye et al., 1986), Arthrobacter (Kaplan und Naugler,
1974), Flavobacterium (Akamatsu und Kanai, 1951) und Pseudomonas (Rikitake et al., 1979,
Yamamoto et al., 1995) nachgewiesen (Wyss et al., 2000). Nach multiplen Sequenzvergleichen
(s. 3.1.6) wird auBBerdem vermutet, dass die CrnA in Archaea vorkommt. CrnA-induzierbare
Bakterien sind in der Lage, Creatinin als Stickstoff- und/oder Kohlenstoffquelle zu nutzen.
CrnA katalysiert die hydrolytische Spaltung des zyklischen Amids Creatinin zu Creatin unter
Ring6ffnung:

O

/_( HZO, Zn2+ /_COOH

N. _NH — > N_ NH,
HsC/ \[( Creatininase H,C~ Y
NH NH
Creatinin Creatin

Bereits 1936 waren von Miller und Dubos (Miller und Dubos, 1936, 1937) einzelne Stamme
von Bodenbakterien beschrieben worden, die auf creatininhaltigem Medium wuchsen und dieses
verstoffwechselten. Sie nutzten einen solchen Zellextrakt erstmals, um quantitativ Creatinin in
Blut und Urin zu bestimmen (s. 1.4).

Akamatsu und Miyashita vermuteten 1951 (Kaplan und Naugler, 1973), dass ein Enzym
innerhalb ihres Zellextrakts die reversible Umwandlung von Creatinin zu Creatin katalysiert und
nannten es deshalb Creatinomutase. Sie stellten auBBerdem fest, dass dieses Enzym unter Hitze-
einwirkung (55 °C, 30 min) stabil blieb.

1973 gelang es dann Kaplan und Naugler (Kaplan und Naugler, 1973), ausgehend von einem
zellfreien Extrakt aus Arthrobacter ureafaciens, die Existenz dieses Enzyms zu beweisen und
es von dem creatinkatabolisierenden Enzym zu trennen. Sie konnten den Stoffwechselweg in die
reversible Umwandlung von Creatinin zu Creatin sowie den weiteren Abbau zu Sarcosin und
Harnstoff unterteilen. Auch sie bestatigten die Hitzestabilitit der Creatininase.

Rikitake et al. zeigten 1979 (Rikitake et al., 1979) dass es sich bei der Creatininase um ein Zink-
Metalloprotein handelt; Aktivititsuntersuchungen dieser Arbeitsgruppe wiesen auch die zwei-
wertigen Kationen Mn**, Co®", Mg*', Fe*" und Ni*" als aktivititssteigernd aus, teilweise mit
Aktivititen tiber 100 % im Vergleich zu Zink. Sie bestimmten den pH-Bereich zwischen

7 und 9 als pH-Optimum des Proteins sowie den isoelektrischen Punkt bei 4.7.
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1995 klonierten Yamamoto et al. (Yamamoto et al., 1995) das Creatininasegen aus Pseudomo-
nas sp. PS-7 in E. coli und bestimmten die Nucleotidsequenz. Das Protein ist aus 259 Amino-
sduren zusammengesetzt und besitzt ein Molekulargewicht von 28437 Da.

Das in dieser Arbeit flir die Strukturaufklarung verwendete Protein stammt von der Firma Roche
(friiher Boehringer Mannheim), deren Mitarbeiter das Creatininasegen ebenfalls in E. coli
kloniert und anschlieend sequenziert haben. Das Ergebnis (personliche Mitteilung) unter-
scheidet sich von dem der Arbeitsgruppe um Yamamoto in der Proteinsequenz in 8 Aminosau-
ren, was 97 % Sequenzidentitét entspricht. Die Boehringer-Creatininase (BM-CrnA) besitzt ein
Molekulargewicht von 28399 Da (Abb. 2).

1 MSKSVFVGEL TWKEYEARVA AGDCVLMLPV GALEQHGHHM CMNVDVLLPT
51 AVCQRVAERI GALVLPGLQY GYKSQQKSGG GNHFPGTTSL DGATLTGTVQ
101 DIIRELARHG VRRLVLMNGH YENSMFIVEG IDLALRELRY AGIHDFKVVV
151 LSYWDFVKDP AVIQRLYPEG FLGWDIEHGG VFETSLMLAL YPDLVDLERV
201 VDHPPATFPP YDVFPVDPAR TPAPGTLSSA KTASREKGEL ILEVCVQGIA
251 DAIGQEFPPT

Abb.2: Aminosduresequenz der BM-CrnA

Im Rahmen der Diplomarbeit (Beuth, 1997) hatten chromatographische Untersuchungen an
einer Gelfiltrationssdule ein Molekulargewicht fiir die CrnA von etwa 170000 Da ergeben.
Danach sollte es sich bei dem Enzym um ein Homohexamer handeln. Lichtstreuexperimente
(s. 3.1.2) sowie kristallographische Selbstrotationsrechungen (s. 3.4.1.1) und letztendlich die
Rontgenstruktur bestétigten dieses Ergebnis. Rikitake et al. (Rikitake et al., 1979) gingen in
ithrer Arbeit von einem Molekulargewicht von 175000 Da, bestimmt durch Ultrazentrifugation,
aus.

Da Sequenzvergleiche mit Eintrdgen aus Protein- sowie Gendatenbanken (EMBL, SWISS-
PROT) keine signifikanten Homologien (< 30 %) mit anderen Amidohydrolasen oder sonstigen
Proteinen aufzeigten, wurde vermutet, dass die CrnA eine von den bekannten Amidohydrolasen

abweichende Struktur aufweist, was in der vorliegenden Arbeit bestdtigt werden konnte.
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1.3. Mikrobielle Abbauwege von Creatin und Creatinin

Bislang konnten in verschiedenen bakteriellen Gattungen und Arten unterschiedliche Abbauwe-
ge ausgehend von Creatinin beobachtet werden, die teilweise parallel ablaufen und teilweise fiir
eine Art oder Gattung spezifisch sind (Abb. 3).

creatinine
acetic acid
HZO
S
1-methylhydantoin creatine methylguanidine
ATP + HQO /Hzo \C? \
©) urea urea
ADP + P, acetyl
' HO  NH3+CO, P.+2[H] phosphate
\ 2 \  J D Y _
N-carbamoylsarcosine - sarcosine » methylamine
acceptor + HZO / O2 + H20
e
formaldehyde + formaldehyde + H202
reduced acceptor
Y

glycine

Abb. 3: Schematische Darstellung der mikrobiellen Abbauwege von Creatinin und Creatin sowie der
beteiligten Enzyme (die Graphik stammt aus: http://physrev.physiology.org/cgi/content/full
/80/3/1107#F7, Wyss und Kaddurah-Daouk, 2000); die entsprechenden Enzyme sind nummeriert
dargestellt: 1) Creatinindeaminase (EC 3.5.4.21), 2) Cytosindeaminase (EC 3.5.4.1), 3) N-Methylhydan-
toinamidohydrolase (ATP-abhingig, EC 3.5.2.14), 4) N-Carbamoylsarcosinamidohydrolase (EC
3.5.1.59), 5) Creatininamidohydrolase (EC 3.5.2.10), 6) Creatinamidinohydrolase (EC 3.5.3.3),
7) Sarcosinreduktase (1.4.4.-), 8) noch nicht charakterisiert, 9) Methylguanidinamidinohydrolase (EC
3.5.3.16), 10) Sarcosinoxidase (EC 1.5.3.1), 11) Sarcosindehydrogenase (EC 1.5.99.1)

In den Organismen, in denen CrnA-Aktivitit nachgewiesen werden konnte, verlduft die Um-
wandlung von Creatinin zu Creatin weiter zu Sarkosin und Harnstoff in einer zweiten hydrolyti-
schen Reaktion. Dieser Reaktionsschritt wird von der Creatinase (Enzym 6 in Abbildung 3)

katalysiert. Im folgenden Schritt wird Sarcosin von der Sarcosinoxidase (Enzym 10 in Ab-
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bildung 3) zu Glycin demethyliert.

In einigen Stimmen von Pseudomonas, Brevibacterium, Moraxella, Micrococcus, und Ar-
throbacter sowie in anaeroben Clostridium- und Tissierella-Stimmen wird Creatinin von der
Creatinindeaminase (Enzym 1 in Abbildung 3) zu N-Methylhydantoin umgesetzt, welches von
der N-Methylamidohydrolase (Enzym 3 in Abbildung 3) unter ATP-Verbrauch weiter zu
N-Carbamoylsarcosin verstoffwechselt wird. Dieses wird von der N-Carbamoylsarcosinamido-
hydrolase (Enzym 4 in Abbildung 3) zu Sarcosin hydrolysiert, welches wie oben beschrieben
weiter umgesetzt wird.

Ein bisher nur von van Eyk et al. (van Eyk et al., 1968) beschriebener, in Pseudomonas stutzeri
ablaufender Stoffwechselweg fiihrt von Creatinin zu Methylguanidin und Essigsdure (Re-
aktion 8 in Abbildung 3). Die von der Methylguanidinamidohydrolase katalysierte Hydrolyse
von Methylguanidin zu Methylamin (Reaktion 9 in Abbildung 3) wurde 1980 von Nakajima et
al.(Nakajima et al., 1980) in Alcaligenes sp. beschrieben.

Innerhalb der Pseudomonaden und vermutlich einiger weiterer Bakterien werden die beschriebe-
nen Creatinin-Abbauwege iiber Creatin sowie N-Methylhydantoin als Zwischenstufen nebenein-
ander beobachtet. Wie die Regulation zwischen diesen beiden Stoffwechselwegen abléuft, ist
ebenso unklar wie die Bedeutung dieser beiden alternativen Wege. Von Kim et al. wurde 1987
(Kim et al., 1987) die Umsetzung von Creatinin durch die Cytosindeaminase zu N-Methylhy-
dantoin innerhalb einiger Mikroorganismen beschrieben, so dass gefragt werden kann, ob
- zumindest in einigen Mikroorganismen - Creatinindeaminase und Cytosindeaminase identisch
sind und ob somit tatsdchlich zwei parallele Stoffwechselwege ausgehend von Creatinin
vorliegen oder ob die Umsetzung zu N-Methylhydantoin nur einen Nebenweg darstellt.

Die Strukturen aller beteiligten Enzyme und systematische multiple Sequenzvergleiche sowie
Kenntnisse liber die Quantitit der einzelnen Metaboliten innerhalb der Organismen sind nétig,

um diese Fragen endgiiltig zu beantworten.
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1.4. Klinische Bedeutung der CrnA

Bei Vertebraten stellt Creatinin ein Endprodukt des Stoffwechsels dar, welches in den Nieren
glomerular filtriert und mit dem Urin ausgeschieden wird.

Die direkten Vorstufen von Creatinin im Stoffwechsel sind Creatin und Creatinphosphat,
welche nichtenzymatisch durch Ringschluss zu Creatinin unter Abspaltung von Wasser bzw.
Phosphat reagieren kdnnen. Creatin wird in zwei Stufen ausgehend von L-Arginin und Glycin
gebildet. Den ersten Schritt bildet die Ubertragung einer Amidinogruppe von L-Arginin auf
Glycin unter Bildung von L-Ornithin und Guanidinoessigsdure. Diese Reaktion verlduft liber-
wiegend in den Nieren und wird von dem Enzym L-Arginin-Glycin-Amidinotransferase kataly-
siert. Guanidinoessigsdure wird mit dem Blut weitertransportiert und anschlieend in der Leber
in Anwesenheit von S-Adenosylmethionin unter Bildung von Creatin methyliert. Die S-Adeno-
sylmethioninmethyltransferase katalysiert diesen Reaktionsschritt. Von der Leber aus wird
Creatin mit dem Blut in besonderem Umfang in Muskelzellen verteilt (Wyss et al., 2000,
Spencer, 1986). Dort wird es unter ATP-Verbrauch in Creatinphosphat umgewandelt, welches
als energiereiches Phosphat die Aufrechterhaltung einer moglichst konstanten ATP-Konzen-
tration bei Arbeit gewdhrleistet, indem sein Phosphatrest durch die Creatinkinase auf ADP

iibertragen wird:

Creatinphosphat + ADP —Sdtinkinase o creatin + ATP - AG® =-12,6 kJ/mol

Da die Bildung von Creatinin konstant und der Muskelmasse proportional ist, weist eine erh6hte
Creatininkonzentration im Serum auf Nierenfunktionsstérungen hin.

Die Bedeutung dieses Zusammenhangs filir die medizinische Diagnostik wurde schon friih
erkannt und bereits 1936 nutzten Dubos und Miller (Dubos und Miller, 1936) einen bakteriellen
Zellaufschluss fiir die enzymatische Konzentrationsbestimmung von Creatinin. Sie bestimmten
die Creatininkonzentration aus der Differenz zweier Serumproben, von denen eine mit dem
Zellaufschluss behandelt worden war. Als Indikator fiir Creatinin diente die alkalische Reaktion
mit Pikrinsdure (Jaffé, 1886, s. 2.2.2.2.3).

Als nichtenzymatische Creatinin-Indikatorreaktion wird in der klinischen Analytik bis heute die
Jaffé-Reaktion eingesetzt, die billig und einfach in der Durchfiihrung ist. Allerdings ist die
Reaktion recht unspezifisch und deshalb ungenau, was iiber die Jahre von vielen Autoren
detailliert beschrieben wurde (Kemperman et al., 2000, Watkins, 1967, Spencer, 1986).
Ausgehend von der CrnA-Reaktion wurden unterschiedliche gekoppelte enzymatische Tests fiir
die Creatininbestimmung beschrieben, die sich jedoch aufgrund ihrer hohen Kosten, hohem

experimentellen Aufwand sowie miBiger Prézision nicht vollstindig gegeniiber der Jaffé-
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Reaktion durchgesetzt haben.
1972 beschrieben Wahlefeld et al. (Wahlefeld et al., 1972) einen kompletten enzymatischen
Test zur Creatininbestimmung, dessen Verlauf photometrisch iiber die Extinktionsabnahme bei

340 nm aufgrund der Oxidation von NADH zu NAD" verfolgt werden kann:

Creatinin + H,0 —Sininase _y Creatin
Creatin + ATP —&einkinzse o Creatinphosphat + ADP

ADP + Phosphenolpyruvat —rwvatdnase o ATp 4 pyryyat

Pyruvat + NADH + H' —-acatdehydrogenase o, \ATY* 4 | gctat

In einer weiteren enzymatischen Reaktionsfolge werden Farbreaktionen mit H,O, als Indikator
zur Creatininbestimmung genutzt (Suzuki, 1994) sowie Biosensoren, welche elektrochemisch
O, (Nguyen et al., 1991, Rowe et al., 2001) oder H,O, (Tsuchida et al., 1983) detektieren:

Creatininase

Creatinin + H,O —————— Creatin

Creatinase

Creatin + HH O —————— Sarcosin + Harnstoff

Sarcosin + O, + H,0 —>xcosinodidase o poyrmaldehyd + Glycin + H,0,

Bei den oben erwdhnten Biosensoren sind alle beteiligten Enzyme an einer Matrix immobili-
siert, was zu einer einfacheren Durchfiihrung des Tests fiihrt sowie geringere Kosten zur Folge
hat. Auch die von Madaras und Buck (Madaras und Buck, 1996) beschriebenen miniaturisierten
Biosensoren, die ebenfalls auf den letztgenannten Enzymreaktionen basieren und bei denen alle
beteiligten Enzyme iiber Glutardialdehyd vernetzt und an eine feste Matrix gekoppelt sind, sind

sicherlich zukunftsweisend.
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1.5. Das Interesse an der Struktur der CrnA

Es bestand zum einen ein wissenschaftliches Interesse an der Struktur der CrnA, da aufgrund
von Sequenzvergleichen vermutet wurde, dass sich die Struktur des Enzyms von allen bekann-
ten Amidohydrolasestrukturen sowie den Strukturen sonstiger Proteine unterscheidet, was in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte. In der Arbeit wurden die interessierenden Unter-
schiede zu den bekannten Amidohydrolasen, der Aufbau der Metallionenbindungsstelle sowie
die Faltung des Proteins im Vergleich zu bekannten Faltungstypen betrachtet. Auf diesen
Grundlagen wurde nach mdglichen Verwandtschaften gesucht.

Zum anderen besitzt die CrnA vom wirtschaftlichen Standpunkt aus betrachtet seit Jahrzehnten
grof3e Bedeutung in der klinischen Analytik (s. 1.4). Eine Optimierung des aktiven Zentrums der
CrnA durch gezielte Mutagenese konnte die Auflosung der beschriebenen enzymatischen Tests
verbessern. Fiir die Biosensoren nach Madaras (Madaras, 1996) wire z. B. eine hohere Bin-
dungskonstante der CrnA bezogen auf Creatinin wiinschenswert.

Des Weiteren sind das breite pH-Optimum und die Hitzestabilitdt der CrnA fiir biotechnologi-
sche Anwendungen interessant. Durch gezielte Mutagenese konnte man versuchen, das aktive

Zentrum des Enzyms an unterschiedliche Substrate anzupassen.

1.6. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Bestimmung der dreidimensionalen Struktur der CrnA auf der
Grundlage von rontgenographischen Methoden.

Den Ausgangspunkt der Arbeit bildete die BM-CrnA der Firma Roche, die bereits wahrend der
Diplomarbeit (Beuth, 1997) fiir Kristallisationsexperimente zur Verfligung stand. Aus dieser
Zeit stammten zwei unterschiedliche Kristallisationsbedingungen, die jedoch schwer reprodu-
zierbar waren und bis zum Beginn dieser Arbeit zu nicht auswertbaren Datenséitzen gefiihrt
hatten. Aus diesem Grund stand die Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen am
Anfang der Arbeit.

Im Verlauf der Arbeit entwickelte sich mit der selbst durchgefiihrten Klonierung eines CrnA-
Gens aus Pseudomonas putida var. naraenses in E. coli ein weiteres Forschungsfeld mit dem

Ziel der Expression, Reinigung und Kristallisation von nativer und Selenomethionin-CrnA.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Ausgangszustand der Creatininase (Fa. Roche)

Das Enzym Creatininase (CrnA) wurde uns von der Firma Roche (vorher Boehringer Mann-
heim) zur Verfiigung gestellt. Zur Unterscheidung des im Haus exprimierten Enzyms wurde in
dieser Arbeit die Abkiirzung BM-CrnA verwendet. Das Enzym lag in lyophilisierter Form in

einer Gesamtmenge von etwa 5 g vor.

2.1.2. Mikroorganismen und Plasmide

Mikroorganismen:
P. putida var. naraenses (DSM 1991) DSM
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig
E. coli XLIBlue Fa. Stratagene, La Jolla, California
Genotyp:
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F* proAB lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet")]
E. coli M15 (pREP4) Fa. Qiagen, Hilden
Genotyp:
nal® str’ rif lac ara” gal mtl F recA” uvr'* lon”
Plasmide:
pQE70 Fa. Qiagen, Hilden
Lac/T5-Promotor, B-Lactamase-Gen
pQE70 Cr PQE70-Derivat, Gen der CrnA inseriert in die
Sphl- und BamHI-site von pQE70
pREP4 Fa. Qiagen, Hilden

Lac-Repressorgen, Kanamycin-Resistenzgen
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2.1.3. Verwendete Gerite und Materialien

Geriit Hersteller
ABIPrism DNA-Sequenzierer Applied Biosystems, Weiterstadt
Akta Explorer Amersham Pharmacia, Freiburg

CD-Spektropolarimeter J-715
Cryostream Cooler

Differential Scanning Calorimeter
Drehanoden (Cu): FR 591
Rotaflex RU-200 B
DynaPro-801 (Dynamische Lichtstreuung)
ESI-MS LCQ (T)
Flachenzdhler:

DIP-2030H

MAR 345

FPLC-System

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

MAC-XOS Doppelspiegel
CMF12-38Cu6 Doublemirror
PCR Mastercycler 5330

PCR Mastercycler gradient
pH-Meter 766 Calimatic

Phast Elektrophoresesystem
Pipettierautomat Multiprobe 104
Reinstwasseranlage

Speed Vac concentrator 5301
Spektralphotometer Ultrospec 2000
Spiegelreflexkamera EOS 500N
Waagen:

Analysenwaage FA-210-4
Laborwaage SBA 52
Zentrifugen:

RC 3B Plus und RC 5B Plus
5417 Cund 5810 R

Jasco Germany, Gross Umstadt

Oxford Cryosystems, Oxford, England
MicroCal, Northhampton MA, USA
Nonius, Delft, Niederlande

Rigaku, Diisseldorf

Protein Solutions, Charlottesville VA, USA
Finnigan MAT, Bremen

MAC Science, Yokohama, Japan
MAR Research, Hamburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Bruker, Bremen

Zeiss, Jena

MAC Science, Yokohama, Japan
Osmic, Northwood MI, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin

Amersham Pharmacia, Freiburg
Packard, Meriden CT, USA
Seralpur

Eppendorf, Hamburg

Amersham Pharmacia, Freiburg

Canon, Tokyo, Japan

Faust, Koln
Scaltec, Heiligenstadt

Sorvall, Newtown CT, USA
Eppendorf, Hamburg
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Material

Hersteller

Bradford-Kit
Celluloseacetatfilter 0.2 um
Celluloseacetatfilter 0.02 pm
Chelating Sepharose Fast Flow
Cryoloops

sonstige Cryowerkzeuge
Goniometerkdpfe
Linbro-Schalen

Markréhrchen (0.1-1 mm Durchmesser)
MonoQ HRS5/5 und 10/10
(Anionenaustausch)

Nucleotrap Gelextraktionskit
Nucleotrapkit fiir Midipréparationen
PD10-Séulchen

PhastGel Gradient 8-25 %

PhastGel IEF pH 2.5-6

PhastGel IEF pH 3-9

Phenyl Superose HR 5/5 (hydrophobe
Interaktion)

Superdex 200 HR10/30 (Gelfiltration)
Ultrafiltration:

Centricon-10 und -30

BioRad, Miinchen
Satorius, Gottingen
Whatman, Maidstone, England

Amersham Pharmacia, Freiburg

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

Stoe, Darmstadt

Hampton Research, Laguna Niguel CA, USA

oder ICN, Eschwege
Hilgenfeld, Malsfeld

Amersham Pharmacia, Freiburg

Macherey und Nagel, Diiren
Macherey und Nagel, Diiren
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg

Amersham Pharmacia, Freiburg

Amersham Pharmacia, Freiburg

Millipore, Eschborn
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2.2. Priparative und analytische Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1. Anzucht von P. putida var. naraenses (DSM 1991)

Die lyophilisiert gelieferten P. putida Zellen wurden mit 1 ml Medium (7.5 g Pepton,
4.5 g Fleischextrakt, 1500 ml Wasser, pH 7.0 mit 2 N NaOH einstellen, 15 mg MnSO, - H,0)
versetzt und 30 min quellen gelassen. AnschlieBend wurde die Suspension vorsichtig ge-
schiittelt.

500 ml Medium (s. 0.) wurden mit 800 pl Bakteriensuspension inokuliert und iiber Nacht im
Schiittler bei RT und 180 rpm geschiittelt. Am nidchsten Morgen wurden die Bakterien in einen
Zentrifugenbecher tiberfiihrt und unter Kiihlung (4°C) 25 min bei 4500 rpm in der Sorvall-
Zentrifuge RC 3B pelletiert. Die Zellen wurden bei -70°C gelagert.

2.2.1.2. Praparation genomischer DNA

Eine Spatelspitze Bakterienpellet (P. putida-Zellen) wurde mit 500 ul STE-Puffer (0.4 M NacCl,
10 mM Tris/HCI, pH 7.5, 10 mM EDTA) gewaschen und anschlieend bei 13000 rpm 2 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 pul GTE-Puffer (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI,
pH 7.5, 10 mM EDTA) resuspendiert, mit 10 pl 10 mg/ml Lysozym versetzt und 30 min bei
37°C inkubiert. Dann wurde die Suspension mit 50 pl 10 % SDS, 5 ul 10 mg/ml RNase und
10 pl 20 mg/ml ProteinaseK versetzt und nochmals 30 min bei 37°C inkubiert.

Das Zelllysat wurde mit dem gleichen Volumen mit TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 7.5,
2 mM EDTA) gesittigtem Phenol ausgeschiittelt und 3 min bei 13000 rpm in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die phenolische Phase wurde verworfen. Der Uberstand wurde
weitere drei Male mit einem Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1) ausge-
schiittelt, 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert und die organische Phase jeweils verworfen. Zuletzt
wurde einmal mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt und wieder zentrifugiert.
Aus der wisserigen Phase wurde nun die DNA durch Zugabe von 0.7 Volumenanteilen
100 % Isopropanol gefiéllt und 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit
70 % Ethanol gewaschen und in 50 pl TE-Puffer resuspendiert. Die DNA wurde bei -20°C
gelagert.
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2.2.1.3. Konzentrationsbestimmung von genomischer und Plasmid-DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte iiber die photometrische Messung der
Absorption ihrer Basen bei 260 nm. Dabei entspricht eine Absorption (E,¢,) von eins einer

Konzentration von 50 pg DNA pro 1 ml Losung.
Cpona = Esg - 50 pg/ml - Verdiinnungsfaktor

Hieraus kann die molare Konzentration der DNA (Cpya o) 1N LOsung abgeschitzt werden.
Man nimmt fiir das Molekulargewicht einer Base den durchschnittlichen Wert 330 g/mol und
geht davon aus, dass das E. coli-Genom aus 10 Millionen Basen zusammengesetzt ist. Daraus

ergibt sich ein Molekulargewicht des E. coli-Genoms (Mg,,,,) Von 3.3 - 10° g/mol.

Genom

CDNA, molar = CDNA/ MGenom

Beriicksichtigt man die Avogadrosche Zahl (N, = 6.022 - 10* mol™), kann nun die Anzahl der
DNA Molekiile (npy,) in der Losung berechnet werden.

Npna = CDNA, molar * Na

Die Reinheit der DNA wurde aus dem Quotienten E,¢/E,¢, bestimmt. Ein Quotient zwischen 1.8
und 2.0 spricht fiir saubere DNA, die nicht mit Protein oder RNA kontaminiert ist.

2.2.1.4. Genomische PCR

Die primer zum ,,Fischen* des CrnA Gens aus dem P. putida-Genom wurden auf der Grundlage
des von Yamamoto et al. (1995) veroffentlichten CrnA-Gens konzipiert. Sie sollten zusétzlich
die Endonukleaseschnittstellen Sphl und BamHI enthalten, die das CrnA-Gen flankieren sollten,

um einen spateren Einbau in das Plasmid pQE70 (Fa. Qiagen) zu ermoglichen.
Die folgenden Primer wurden fiir die PCR-Reaktion eingesetzt (synthetisiert von Fa. MWG-
Biotech):

Primer 1 (enthielt die Sphl Schnittstelle sowie das Startcodon ATG):

S-TATTTGCATGCGCAAGAGTGTTTTTGTAGG-3'
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Primer 2 (enthielt die Schnittstelle sowie die komplementére Sequenz zum Stopcodon
TGA):

AGT
5'-AAT TCAGGTGGGCGGGAAC-3'

Die PCR-Reaktion fand in diinnwandigen Reaktionsgefia3en in einem Volumen von 50 pl statt.
Es liefen 6 Reaktionen parallel ab, in denen die annealing-Temperatur in dem gewihlten
Temperaturbereich von 64.5 +/- 7°C (abhingig von der Schmelztemperatur der Primer) variiert
wurde. Fiir die Reaktion wurden 1 pl genomische DNA (enthielt ca. 7.5 - 10° Genkopien), je
1 pl der primer 1 und 2 (100 pmol/pul in H,0), 3 pl ANTP-Mix (10 mM je dNTP) sowie 10 pl

Taq Polymerase-Puffer zusammengegeben und mit sterilem Wasser auf 100 pl aufgefiillt.

Protokoll der PCR-Reaktion (Gradienten-PCR am Mastercycler gradient, Fa. Eppendorf):

1. HeiB3start S5min 95°C

Enzymzugabe (2.5 pl Taq Polymerase, Fa. SIGMA)

2. Denaturierung Il min 95°C

3. Annealing 30s  64.5+/-7°C

4. Synthese 50s 72°C

Die Schritte zwei bis vier wurden dreifligmal wiederholt.
5. I min 72°C

Im Anschluss an die Reaktion wurden die Proben bei 4°C gelagert.

2.2.1.5. Agarosegel

Sowohl fiir analytische als auch fiir praparative Zwecke wurden 1 %ige Agarosegele angefertigt.
Die Agarose wurde in 1 x TAE Puffer (40 mM Tris/Acetat, pH 8.0, | mM EDTA) durch
Aufkochen in einem Mikrowellenherd gelost. Beim Erkalten wurde 1 pl Ethidiumbromidlosung
(10 mg/ml) pro 10 ml Losung zugegeben, bevor die noch warme zihfliissige Agaroseldsung in
einen Geltrdger (Fa. E. C. Apparatus Corporation) gegossen wurde. Die Proben wurden mit
1/10 Volumen 10 x Gelladepuffer (50 % Gycerin, 0.4 % Bromphenolblau, 0.4 % Xylen
Cyanol FF) vermischt, vorsichtig in die Probetaschen des Gels eingefiillt und in einer mit
1 x TAE gefiillten Elektrophoresekammer bei 80 mV 1-1.5 h aufgetrennt. Nach dem Lauf
wurden die Gele unter UV-Licht betrachtet und zur Dokumentation fotografiert. Als GroBen-
standards wurden der 100 bp-Marker, der 1 kb-Marker sowie der ABstEIIDigest der Firma NEB

verwendet.
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2.2.1.6. Gelextraktion

Die unter UV-Durchleuchtung sichtbaren DNA-Banden wurden mit einem Skalpell moglichst
exakt aus dem Agarosegel ausgeschnitten, in ein 1.5 ml-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und gewogen.
Die weitere Extraktion und Reinigung der DNA aus dem Gelstiick erfolgte mit dem Nucleotrap
Extraktionskit (Fa. Macherey und Nagel, Nr. 740584). Je 100 mg Agarosegel wurden mit 300 pl
Puffer NT1 versetzt. AnschlieBend wurden 12 pl Nucleotrap-Suspension (Glasmilch) zugegeben
und die Mischung unter regelméfigem leichten Vortexen 10 min bei 50°C inkubiert. Die Probe
wurde 30 s bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das DNA/Glasmilch-
Pellet wurde mit 500 pl Puffer NT2 versetzt, gevortext, erneut 30 s bei 13000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Dieser Schritt wurde wiederholt. Dann wurden 500 pl Puffer
NT3 zum Pellet gegeben und gemél den beiden letzten Schritten vorgegangen. Man lief3
DNA/Glasmilch bei 37°C trocknen und versetzte mit 25 ul TE-Puffer (s. 2.2.1.2.), vortexte die
Probe und inkubierte 10 min bei RT. AnschlieBend wurde noch einmal gevortext und 30 s bei
13000 rpm zentrifugiert. Zum SchluB wurde der DNA enthaltende Uberstand in ein frisches

Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die verwendeten Puffer entstammten dem Nucleotrap Extraktionskit.
2.2.1.7. DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Amplifizierte DNA aus dem PCR Ansatz sowie Plasmid-DNA wurden mit den Restriktions-
endonukleasen Sphl und BamHI geschnitten. Es wurden ca. 10 pg DNA pro Spaltungsansatz
eingesetzt. Das Gesamtvolumen eines Ansatzes schwankte zwischen 20 pl und 30 pl. Fiir einen
30 pul Ansatz wurde das Volumen an DNA, das 10 pg DNA enthielt, mit 3 pl BamHI Puffer
(10x),0.3 ul BSA (100 x), 1 pl BamHI-Endonuklease und 1 pl Sphl-Endonuklease versetzt und
auf ein Gesamtvolumen von 30 pl mit autoklaviertem Wasser aufgefiillt. Der Ansatz wurde 3 h
bei 37°C inkubiert und nach abgeschlossener Reaktion bei -20°C aufbewahrt oder direkt weiter
verarbeitet. Die Spaltungsansidtze wurden entweder iiber ein priparatives Agarosegel
(s. 2.2.1.5.) und anschlieBende Gelextraktion (s. 2.2.1.6.) oder iiber eine Ethanol-/Natrium-

acetatfallung gereinigt.



2. Material und Methoden 17

2.2.1.8. Ethanol-/Natriumacetatféllung

Das eingesetzte Volumen DNA-Losung wurde mit 1/10 Volumen 3 M NaOAc, pH 5.2 sowie
2.5 Volumen 100 % Ethanol versetzt und 15 min bei RT inkubiert. Im Folgenden wurde der
Fillungsansatz 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand sehr vorsichtig abgenom-
men. Haufig konnte man bei diesem Schritt das Pellet wegen geringer Grof8e und hoher Trans-
parenz kaum erkennen. Das Pellet wurde mit 100 pl 70 % Ethanol gewaschen und 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die DNA 10 min bei 37°C
getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pl TE-Puffer (s. 2.2.1.2.) aufgenommen.

2.2.1.9. Ligation

Das fiir die Ligation eingesetzte geschnittene Plasmid wurde iiber ein priparatives Agarosegel
(s. 2.2.1.5.) und anschlieBende Gelextraktion (s. 2.2.1.6.), das PCR-Fragment iiber Ethanol-
Natriumacetatfallung gereinigt. Fiir die Reaktion wurden 1 pl Plasmid mit 15 ul PCR-Fragment,
4 ul Ligase Puffer (5 x) und 1 pl Ligase (Fa. Gibco BRL) versetzt. Dabei wurden zunéchst
Vektor und Fragment gemischt und 5 min bei 45°C inkubiert, um unspezifische Basenpaa-
rungen zu losen. Daraufhin wurde die Probe auf Eis gesetzt, und es wurden Ligase-Puffer und

Ligase zugegeben. Die Ligation verlief tiber Nacht bei 16°C.
2.2.1.10. LB-Medium

Fiir dieses Medium wurden 10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt sowie 10 g NaCl gemischt, mit 950 ml
Reinstwasser versetzt und unter Riihren gelost. Die Losung wurde mit 5 N NaOH auf pH 7.0

gebracht und autoklaviert.
2.2.1.11. Agarplatten

Es wurden 500 ml LB-Medium (s. 2.2.1.10) mit 7.5 g Agar gemischt, die Mischung autoklaviert
und anschliefend bei 50°C temperiert. Der temperierten Agarlosung wurden gegebenenfalls

Antibiotika zugefiigt. Die Losung wurde unter der Sterilbank in Kulturplatten gegossen.
2.2.1.12. Kompetente Zellen
Es wurden kompetente Zellen des Stamms M15 (pREP4, Fa. Qiagen) sowie kompetente

XLIBlue-Zellen hergestellt. Dazu wurde zundchst mit einer Impfose E. coli-Material aus einem

Glycerinstock der entsprechenden Zellkultur geschabt und auf einer Agarplatte (s. 2.2.1.11)
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ausgestrichen. Die M15-Zellen wiesen Kanamycin-Resistenz auf, die XLIBlue-Zellen besallen
keine Antibiotika-Resistenz. Kanamycin wurde der Agarplatte in einer Konzentration von
30 pg/ml beigemengt. Die Platten wurden tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Von den Agarplatten
wurde eine einzelne Zellkolonie mit einer Impfose gepickt und in 3 ml LB-Medium/ (Kanamy-
cin) iiberfiihrt. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37°C geschiittelt (UN-Kultur). 100 ml LB-Me-
dium/(Kanamycin) wurden mit 1 ml UN-Kultur angeimpft und bis zu einer Zelldichte von
ODy,,=0.6-0.8 bei 37°C geschiittelt (ca. 4 h). Dann wurde der Ansatz auf zwei
50 ml Falconrdhrchen verteilt und 10 min bei 4°C und 4000 rpm (Sorvall-Zentrifuge RC 5B)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 12.5 ml eiskaltem 0.1 M CaCl,
resuspendiert. Nun wurden die Zellen 45 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde erneut
10 min bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet
wurde in 2 ml eiskaltem 0.1 M CaCl,/15 % Glycerin resuspendiert, und unter der Sterilbank
wurden je 100 pl in 1.5 ml Reaktionsgefdfe aliquotiert. Die Zellen wurden sofort bei -70°C

eingefroren.
2.2.1.13. Transformation

10 pl Ligationsansatz (s. 2.2.1.9) bzw. 1 ul gereinigte Plasmidlosung (s. 2.2.1.14), die etwa
20 ng Plasmid-DNA enthielt, wurden zu 100 ul kompetenter Zellen (s. 2.2.1.12) gegeben und
20 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde die Probe 90 s bei 42°C im Wasserbad inkubiert,
dann sofort auf Eis gestellt und dort weitere 3 min inkubiert. Dem Ansatz wurden 300 pl LB-
Medium zugegeben, anschlieBend wurde er 45 min bei 37°C auf einem Rollinkubator bewegt.
Die Transformationsansidtze wurden auf Agarplatten ausgestrichen, die Ampicillin (Amp,
150 pg/ml) enthielten (die gewiinschten Plasmide enthielten ein Ampicillin-Resistenzgen). Die
Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.14. Praparation von Plasmid-DNA im analytischen Maf3stab (Minipriparation)

Von einer Agarplatte wurde eine einzelne Kultur mit einer Impfose gepickt und in 3 ml LB-
Medium/Antibiotikum {iberfiihrt. Die Anzucht erfolgte {iber Nacht im Schiittler bei 37°C (UN-
Kultur). 1 ml der UN-Kultur wurde in ein 1.5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und 1 min bei
8000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und
das Pellet in 300 pl Puffer P1 (50 mM Tris/HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA) resuspendiert. Es
wurde mit 300 pl Losung P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) versetzt, vorsichtig geschiittelt und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 300 pl Losung P3 (2.55 M Kalium-
acetat, pH 4.8) zugegeben, wiederum vorsichtig gemischt und danach 15 min bei 13000 rpm
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zentrifugiert. Von dem Uberstand wurden 600 ul abgenommen und in ein frisches Reaktions-
gefif iiberfiihrt. Der Uberstand wurde vorsichtig mit dem gleichen Volumen P/C/I
(Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1) versetzt, griindlich geschiittelt und 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Die obere wisserige DNA-enthaltende Phase wurde abgenommen, mit
0.6 Volumen Isopropanol gemischt und 15 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe
5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde mit
300 ml 70 % Ethanol gewaschen und bei RT ca. 15 min getrocknet. Das trockene Pellet wurde
in 50 pl TE-Puffer (s. 2.2.1.2), der 20 pg/ml RNAse enthielt, aufgenommen und bei -20°C
gelagert.

2.2.1.15. Restriktionsanalyse

Die Restriktionsanalyse des Plasmids pQE70 Cr (pQE70 + CrnA-Gen) wurde mit der
Restriktionsendonuklease Bsal durchgefiihrt. Das korrekt zusammengesetzte Plasmid pQE70 Cr
wies zwei Bsal-Schnittstellen auf (Programm Clone). Spaltung mit Bsal sollte zu zwei
Fragmenten der GroBe 2618 bp und 1586 bp fiihren. Das einfach geschnittene Plasmid bestand
aus 4204 bp, das Plasmid ohne CrnA-Gen war 3427 bp lang.

Es wurden 4 pl Plasmid-DNA aus einer Minipriparation (s. 2.2.1.14) mit 14 pl H,O,
2 pl Puffer 4 (10 x, Fa. NEB) und 1 ul Bsal (5 U, Fa. NEB) versetzt und 3 h bei 50°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Probe direkt mit 2 ul Gelladepuffer (s. 2.2.1.5) versetzt und auf

ein 1 % Agarosegel aufgetragen.
2.2.1.16. Priparation von Plasmid-DNA im préparativen Mafistab (Midipréparation)

250 ml LB/Amp-Medium wurden mit 200 pl Bakteriensuspension aus einer 3 ml UN-Kultur
(s. 2.2.1.12) angeimpft und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt.

Die Priparation von Plasmid-DNA im priparativen Mal3stab erfolgte mit Hilfe des Nucleotrap-
Kits fiir Midipréparationen (Fa. Macherey und Nagel). Die Bakterienkultur wurde 25 min bei
4200 rpm zentrifugiert und mit 4 ml Puffer S1 resuspendiert. Dann wurde die Kultur mit 4 ml
Puffer S2 versetzt, vorsichtig geschiittelt und 5 min bei RT inkubiert. Es wurden 4 ml Puffer S3
dazu gegeben, griindlich gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde die Probe
25 min bei 17000 x g zentrifugiert. Eine AX100-Sdule wurde mit 2 ml Puffer N2 dquilibriert.
Der Uberstand der Zentrifugation wurde durch einen Faltenfilter auf die Séule aufgetragen. Die
DNA wurde mit 2 x 4 ml Puffer N3 gewaschen und mit 2 x 2 ml Puffer N5 von der Séule
eluiert. Das Eluat wurde mit 0.7 Volumen Isopropanol versetzt und 60 min bei RT inkubiert. Die
gefillte DNA wurde anschlieBend 30 min bei 6000 rpm zentrifugiert, mit 1 ml kaltem
70 % Ethanol gewaschen und wiederum 10 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde abgenommen und das Pellet ca. 15 min bei RT getrocknet. Es wurde in 50 pl
autoklaviertem Merck-Wasser gelost und bei -20°C gelagert. Die verwendeten Puffer

entstammten dem Nucleotrap-Midipréparationskit.

2.2.1.17. DNA-Sequenzierung

In PCR-Reaktionsgefden wurden 4 pg Plasmid-DNA mit Merck-Wasser auf 10 pl verdiinnt
und mit 1 pl Sequenzierprimer (10 pmol/ul) und 4 pl Big Dye-Mix (Big Dye Reaction

Terminator Cycle Sequencing Kit, Fa. PE Applied Biosystems, Weiterstadt) versetzt.

Protokoll der PCR Reaktion (PCR Mastercycler 5330, Fa. Eppendorf):

1. HeiB3start 4 min 95°C
2. Denaturierung 15s 95°C
3. annealing I5s 55°C
4. Synthese 4 min 60°C

Die Schritte zwei bis vier wurden dreifligmal wiederholt.

Im Anschluss an die Reaktion wurden die Proben bei 8°C gekiihlt. Die PCR-Ansédtze wurden fiir
die folgende Sequenzierung durch Ethanolfallung aufgereinigt. Dazu wurde ein PCR-Ansatz mit
85 ul Merck-Wasser, 10 pl 3 M Natriumacetat, pH 5.2 und 250 ul Ethanol versetzt und
anschlieBend 30 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet mit
300 pl 70 % Ethanol versetzt und wiederum 5 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde
5 min im Speed Vac (Fa. Eppendorf) getrocknet. Der getrocknete Ansatz wurde in 25 pul TSR-
Puffer aufgenommen und 2 min bei 90°C denaturiert. Die Probe wurde dann in
Sequenziergefille iiberfiihrt und tiber Kapillargelelektrophorese mit dem DNA-Sequenzierer

ABIPrism analysiert. Aus dem erhaltenen Chromatogramm wurde die Basensequenz abgeleitet.
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Die Sequenzierung des CrnA-Gens wurde von beiden Seiten des Gens ausgehend von flankie-
renden Sequenzabschnitten auf dem Plasmid pQE70 (CreaPril, CreaRevl) sowie Sequenz-
abschnitten innerhalb des CrnA-Gens (CreaPri2, CreaRev2) iiberlappend durchgefiihrt. Es
wurden die folgenden Primer (synthetisiert von Fa. MWG-Biotech, Ebersberg) fiir die Sequen-

zierung verwendet:

CreaPril 5'-cccgaaaagtgccacctg-3"!
CreaRevl 5'-gttctgaggtcattactgg-3"
CreaPri2 5'-gtgtgccagcgggtceg-3"!
CreaRev2 5'-gatcaccgccgggtcec-3"!

2.2.1.18. Expression von nativer CrnA

Zunéchst wurden M15 (pREP4)-Zellen mit dem Plasmid pQE70 Cr transformiert (s. 2.2.1.13)
und iiber Nacht auf LB/Amp-Agarplatten ausgestrichen. Die bewachsenen Platten wurden mit
3 ml LB-Medium versetzt und die Bakterien mit dem Glasstab aufgeschlammt. Es wurden
200 ml LB-Medium/Ampicillin (150 pg/ml) mit der Bakteriensuspension angeimpft. In einem
1-2 1 Erlenmeyerkolben wurden die Zellen bei 37°C geschiittelt. Bei einer OD,, von 0.6-0.8
wurde die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG bis zu einer Endkonzentration von 1 mM
induziert. Dreieinhalb Stunden nach der Induktion wurden die Bakterien in einen Zentrifugenbe-
cher iiberfiihrt und 20 min bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet bei -20°C eingefroren oder direkt weiter verarbeitet. Die Zellen wurden durch
Ultraschall lysiert. Dazu wurde das Bakterienpellet in 10 ml Tris/HCI, pH 8.0 resuspendiert und
in ein Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt. Unter Eiskiihlung wurden die Zellen mit dem Ultraschall-
stab (SS73) 4 x 30 s bei 40 % Power beschallt. Die Suspension wurde 30 min bei 4°C und
12000 rpm zentrifugiert. Aus dem Uberstand (Lysat) wurde die Creatininase durch chromatogra-

phische Methoden gereinigt.
2.2.1.19. Expression von Selenomethionin(SM)-CrnA in Minimalmedium (M9)

Kompetente M15 (pREP4)-Zellen wurden mit dem Plasmid pQE70_Cr transformiert und tliber
Nacht auf LB/Amp-Platten inkubiert. Es wurde eine Kolonie gepickt und damit 3 ml LB/Amp-
Medium angeimpft und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt (Vorkultur). Die Vorkultur wurde
5 min bei 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in M9-Medium
(2.9 gKH,PO,, 12 g Na,HPO,, 1 g NaCl, 2 g NH,Cl mit Reinstwasser auf 2 | auffiillen, autokla-
vieren) resuspendiert. Je 420 ml erginztes M9-Medium (400 ml M9-Medium, 18 ml 9 % Gluco-
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se, 400 ul Vitaminmix (1 mg/ml Niacinamid, 1 mg/ml Riboflavin, 1 mg/ml Pyridoxalphosphat,
1 mg/ml Thiamin), 800 ul 1 M MgSO,, 800 ul 12.5 mg/ml FeSO, x 7H,0, 400 pul 1000 x Amp)
wurden mit 900 pl resuspendierter Zellen angeimpft. Die Zellen wurden in 2-3 1 Erlenmeyerkol-
ben bei 37°C geschiittelt. Bei einer Zelldichte von OD,,,=0.6 (nach 6-7 h) wurde die Bakterien-
suspension mit 400 pl 100 mg/ml L-Lysin, 4 ml 20 mg/ml D,L-Phenylalanin, 3.2 ml 25 mg/ml
D,L-Threonin, 2 ml 20 mg/ml D,L-Isoleucin, 1 ml 20 mg/ml L-Leucin, 240 pl 85 mg/ml L-
Valin, 1.2 ml 20 mg/ml L-Selenomethionin versetzt und weitere 15 min bei 37°C inkubiert.
Dann wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Vier Stunden nach
der Induktion wurden die Zellen in einen Zentrifugenbecher tiberfiihrt und 25 min bei 4°C und
4500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet bei -20°C bzw.
-70°C eingefroren. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellen in 10 ml Tris/HCI, pH 8.0
resuspendiert und unter dreimaliger Passage in der French Pressure Cell bei einem Druck von
1500 bar aufgeschlossen. Die erhaltene Suspension wurde 30 min bei 4°C und 12000 rpm

zentrfugiert. Der Uberstand (Lysat) wurde anschlieBend weiter verarbeitet.
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2.2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1. Chromatographische Methoden

Es wurden unterschiedliche Reinigungsprotokolle fiir die Enzyme BM-CrnA, CrnA sowie
SeMet-CrnA verwendet:

Tab. 1: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Reinigungsprotokolle

CrnA SeMet-CrnA BM-CrnA
\ \ \
Lyse Lyse Ultrafiltration (Amicon,
Centricon30)
\ \
PD10 Ni-Chelat (1 ml)
\ \
Ni-Chelat (2 ml, Pharmacia, Che- PD10
lating Sepharose Fast Flow)
\ \
Ultrafiltration (Amicon, Phenylsuperose (1 ml, Pharmacia)
Centricon30)
\ \
Gelfiltration (Pharmacia, Ultrafiltration (Amicon,
Superdex200) Centricon30)
\
Ultrafiltration (Amicon,
Centricon30)

2.2.2.1.1. Ni-Chelat-Affinitatssdule

Fiir die Reinigung der SeMet-CrnA wurde zunéchst eine 1 ml Ni-Chelat-Durchflusssédule mit
5 ml Puffer A (20 mM Tris/HCI, pH 8.0, 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 5 mM B-Mercapto-
ethanol) dquilibriert. Dann wurden 10 ml durch 0.2 um filtriertes Lysat auf die Siule aufgetra-
gen. Es wurde mit 5 ml Puffer A gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine von der Sdule
zu waschen. Anschliefend wurde das Enzym mit 5 ml Puffer B (20 mM Tris/HCI, pH 8.0,
250 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 5 mM B-Mercaptoethanol) von der Sdule eluiert. Die Elu-

tionsfraktionen wurden vereinigt.
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Die native CrnA wurde iiber eine 2 ml Ni-chelating Sepharose Fast Flow-Séule an einer Mittel-
druckchromatographieanlage (FPLC) gereinigt. Das Lysat wurde dafiir zunéchst tiber eine PD10-
Saule (s. 2.2.2.1.2) in Puffer A (20 mM Tris/HCI, pH 8.0, 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl,
5 mM B-Mercaptoethanol) umgepuffert. Dann wurde die Sdule mit 10 Sdulenvolumen Puffer A
dquilibriert. AnschlieBend wurde die Probe iiber einen 10 ml Superloop bei einer Flussrate von
0.3 ml/min auf die Sdule aufgetragen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden mit 10 ml Puffer
A von der Sdule gewaschen. Die Elution erfolgte innerhalb eines linearen steigenden Gradienten
iber ein Volumen von 20 ml mit Puffer B* (20 mM Tris/HCI, pH 8.0, 250 mM Imidazol, 5 mM

B-Mercaptoethanol). Alle Elutionsfraktionen wurden vereinigt (10 ml).
2.2.2.1.2. PD10-Séule

Die Hilfte des Lysats der nativen CrnA wurde {iber PD10-Saulen (Fa. Amersham Pharmacia),
welche mit Sephadex G 25 gepackt sind, in Puffer A (s.2.2.2.1.1) fiir den Ni-Chelat Sdulengang
umgepuffert. Der Rest des Lysats wurde bei -20°C eingefroren.

Die PD10-Sdulchen wurden mit 20 ml Puffer A dquilibriert. Pro Séule wurden 2.5 ml Lysat
aufgetragen (2 Fraktionen). Mit 3.5 ml des Aquilibrierungspuffers wurde eluiert.

Die SeMet-CrnA wurde im Anschluss an den Ni-Chelat-Sdulengang {iber PD10-S4ulen umge-
puffert. Es wurden in zwei Fraktionen jeweils 2.5 ml Ni-Chelat-Eluat {iber ein PD10-S4ulchen
in Auftragspuffer (20 mM Tris/HCI, pH 8.0, 0.5 M (NH,),SO,) fiir die Phenylsuperose-Séule
umgepuffert.

2.2.2.1.3. Hydrophobe Interaktion

In einem zweiten Reinigungsschritt wurde die SeMet-CrnA {iber eine 2 ml Phenylsuperose-Saule
gereinigt. Die Trennung beruht auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen dem Protein und
dem Sdulenmaterial. Das in Auftragspuffer (20 mM Tris/HCI, pH 8.0, 0.5 M (NH,),SO,)
umgepufferte Protein (s. 2.2.2.1.2) wurde {iber einen 10 ml Superloop mit einer Flussrate von
0.2 ml/min am Chromatographiesystem FPLC auf die Séule aufgetragen. Die Elution erfolgte
iiber einen zweistufigen linearen abfallenden Gradienten: 500-150 mM (NH,),SO, innerhalb
20 ml, 150-0 mM (NH,),SO, innerhalb 6 ml mit dem Elutionspuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 8.0.
Bei diesem Reinigungsschritt wurde in erster Linie Aggregat abgetrennt. Die Fraktionen unter
dem ersten Peak im Elutionsgradienten entsprachen dem nicht aggregierten Protein (native
PAGE, s. 2.2.2.2.1) und wurden vereinigt (4 ml).
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2.2.2.1.4. Ultrafiltration

Es wurden Ultrafiltrationsrohrchen der Firma Amicon mit einer Ausschlussgrenze von 30000 Da
(Centricon30) verwendet. Sie wurden in allen Arbeitsschritten zum Umpuffern und Aufkonzen-
trieren der Proteinproben verwendet und stellten den letzten Schritt in den Reinigungsprotokol-
len dar. Die R6hrchen wurden mit 2.5 ml Probe beschickt und gegen den Proteinpuffer 20 mM
Tris/HCI, pH 8.0 bei 3000 x g in 4 Zyklen ultrafiltriert.

Die native CrnA wurde vor dem Schritt der Gelfiltration auf ein Volumen von 400 pl eingeengt.

2.2.2.1.5. Gelfiltration

Die durch Ultrafiltration aufkonzentrierte (s. 2.2.2.1.4) native CrnA wurde mit einer Flussrate
von 0.4 ml/min auf die Sdule Superdex 200 (Fa. Amersham Pharmacia) aufgetragen und chro-
matographiert. Die Sdule wurde zuvor mit dem Puffer 20 mM Tris/HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl
dquilibriert.

2.2.2.2. Proteinanalytik

2.2.2.2.1. Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur Polyacrylamidgelelektrophorese wurde ausschlieBlich das Phast System von Pharmacia
verwendet. Fiir die SDS-PAGE wurden sehr diinne vorgefertigte Gradientengele (PHAST-
Gradientengel) verwendet, die aus Sammelgelzone mit geringer Acrylamidkonzentration und
Trenngelzone (8-25 % Acrylamid) bestehen. Auf das Gel wurden SDS-haltige Pufferstreifen
gelegt. Die Proteinprobe wurde mit Verdiinnungspuffer (60 mM Tris/HCIl, pH 8.0,
1 mM EDTA) auf eine Konzentration von etwa 50 ug/ml gebracht. 20 ul des verdiinnten
Proteins wurden mit 10 pl Auftragspuffer (8 ml Verdiinnungspuffer, 1 g SDS, 4 mg Bromphen-
olblau, 2 ml B-Mercaptoethanol) gemischt, 10 min bei 95°C inkubiert und anschlieBend scharf
zentrifugiert. 1-2 pl der Probe wurden auf das Gel aufgetragen.

Nach abgeschlossener elektrophoretischer Trennung (Pharmacia Separation Technique File
No. 110) wurden die Gele silbergeférbt und die Proteine dadurch sichtbar gemacht (Pharmacia
Development Technique File No. 210). Als Proteinmarker wurde der Low Molecular Weight
Standard (14.4, 20.1, 30, 43, 67, 94 kDa) von Pharmacia verwendet.

Bei der nativen PAGE wurden 1-2 pl einer nativen Proteinprobe mit einer Proteinkonzentration
von 0.1-0.3 mg/ml aufein 8-25 % PHAST-Gradientengel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte

mit nativen Pufferstreifen nach dem Pharmacia Separation Technique File No. 120. Es wurde
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kein Standard aufgetragen, da die Wanderung des Proteins im Gel von der Grof3e und Ladung

des Proteins abhéngt.

2.2.2.2.2. Proteinbestimmung

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Standard Assays von BioRad nach
der Methode von Bradford (Bradford, 1976). Der Assay enthélt das Reagenz Coomassie Brillant
Blue, das mit dem Protein einen geférbten Komplex bildet, welcher bei 595 nm absorbiert.

Die Komplexbildung verlauft linear mit zunehmender Proteinkonzentration. Die Berechnung der
Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Eichkurve mit Rinderserumalbumin. Es wurden
200 pl BioRad-Reagenz (unverdiinnt) mit 800 pl Proteinldsung (1-25 pg/ml, BioRad-Microas-
say) gemischt und nach 5 min Inkubation bei RT die Extinktion bei 595 nm gegen einen Blind-
wert, bestehend aus 200 pl BioRad-Reagenz und 800 ul Puffer, spektralphotometrisch gemes-

sen.

2.2.2.2.3. Aktivititstest

Die Aktivitit der CrnA wurde mit Hilfe eines Firbetests, der sog. Jaffé-Reaktion (Jafté, 1886)
bestimmt. Bei dieser Reaktion bildet sich im Alkalischen ein roter Komplex zwischen Creatinin
und Pikrinsdure, dessen Absorption bei 520 nm gemessen wird. Obwohl die Reaktion schon seit
iiber 100 Jahren bekannt ist, ist der Aufbau des Komplexes noch immer unklar (Spencer, 1986,
Wyss, 2000).

Es wurden 100 pl Enzymlosung mit 900 pl 50 mM Tris/HCI, pH 8.0, 0.1 M Creatin gemischt
und 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden 100 pl des Gemischs abgenommen und
mit 1 ml 1 N NaOH, 1 ml 1 % Pikrinsdureldosung und 900 ul Reinstwasser versetzt. Nach 10 min
Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei 520 nm gegen einen Blindwert, der statt des Enzyms
100 pl Puffer (20 mM Tris/HCI, pH 8.0) enthielt, gemessen.

Die Aktivitdt in U/ml erhielt man nach Rikitake et al.(Rikitake et al., 1979) geméal3 folgender
Gleichung:

U/ml = E,,, - 6.45 - Verdiinnung

Die spezifische Aktivitit in U/mg wurde tiber die Proteinkonzentration ermittelt.
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2.2.2.2.4. Massenspektrometrie

Fiir die Charakterisierung von Reinheit, Gro3e und Zusammensetzung des Proteins wurden zwei
Verfahren der Massenspektrometrie angewendet: Matrix Assisted Laser Desorption lonization
(MALDI) (Karas, 1988) sowie Electron Spray Ionization (ESI) (Fenn, 1989). Beim MALDI-
Verfahren wird die Probe zusammen mit einem Uberschuss an Matrixsubstanz auf einem Target
kokristallisiert. Unter Hochvakuum wird die Probe anschlieBend mit Laserlicht bestrahlt und
dadurch mit der Matrixsubstanz in die Gasphase gerissen. Im elektrischen Feld wird die durch
Matrixteilchen ionisierte Probe abhingig von Masse und Ladung beschleunigt und schlief8lich in
einem Flugzeitanalysator detektiert. Man erhdlt Aussagen iiber das Verhiltnis von Masse zu
Ladung (m/z) der untersuchten Substanz. Es wurde iiber die externen Standards Myoglobin
(16952 Da) und Trypsinogen (23981 Da) kalibriert.

Zur Praparation wurden 5 pl 1-5 mg/ml Enzymprobe mit 15 pl 0.1 % Trifluoressigsdure (TFA)
sowie mit 30 pl geséttigter Sidapinsdurelosung (gesattigt in Acetonitril/H,O 1:2, 0.1 % TFA)
versetzt. Auf dem Target wurden die Spots zundchst mit 0.5 pl gesittigter Sidapinsidurelosung
benetzt und antrocknen gelassen. AnschlieBend wurden 0.5 pl Probe/Matrix auf den Spot
pipettiert und ebenfalls trocknen gelassen.

Mithilfe des MALDI-Verfahrens wurde insbesondere die SeMet-CrnA eindeutig neben nativer
CrnA nachgewiesen.

Beim ESI-Verfahren wird die Probe durch eine positiv geladene Metallkapillare geleitet und
beim Austritt fein verstdubt. Die dabei entstehenden Tropfchen verlieren kontinuierlich Losungs-
mittel, verbunden mit einem Anstieg der Oberflachenladung. Sie teilen sich nach Erreichen der
Grenzladungsdichte an der Tropfenoberfliche (Rayleigh-Limit). Man erhilt auf diese Weise
hochgeladene 16sungsmittelfreie Molekiilionen, die in einem Quadrupolanalysator getrennt und
detektiert werden.

Die Proteinproben wurden fiir die ESI-Analyse mit Methanol/Wasser 1:1, 0.1 % Essigsdure auf

eine Proteinkonzentration von etwa 0.5 mg/ml verdiinnt.
2.2.2.2.5. Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Mit der Methode der dynamischen Lichtstreuung erhédlt man Informationen iiber das Molekular-
gewicht des Proteins und sein Aggregationsverhalten. Man misst den translationalen Diffusions-
koeffizienten (D;), berechnet dariiber den hydrodynamischen Radius der Partikel in Losung,

woraus abschlieBend das Molekulargewicht abgeleitet wird:
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ks-T
Ry= ———
6m-Mn-Dr
Ry hydrodynamischer Radius
kg Boltzmannkonstante
T absolute Temperatur
n Viskositdt der Losung

Die Messungen wurden an dem Gerdt DynaPro-801 (Fa. ProteinSolutions) durchgefiihrt. Die
Proteinprobe wurde fiir die Messung in einer Konzentration von etwa 1 mg/ml eingesetzt und
vor der Messung durch einen 0.2 um Filter filtriert. Die Kiivetten wurden vor der Verwendung
griindlich mit Wasser und 20 % Ethanol gespiilt und getrocknet. Es wurden etwa 20 pl Probe in
die Kiivette eingefiillt. Pro Probenldsung wurden 20 Einzelmessungen aufgenommen. Die
Auswertung erfolgte unter Annahme einer monomodalen Verteilung (nur eine Partikelgrofe in
Losung) und mit der Eingabe average protein 149-370 kDa fiir die Berechnung der Molmasse

mit der Software des Gerétes.
2.2.2.2.6. Kalorimetrische Messungen

Es wurden kalorimetrische Messungen mittels DSC (Differential Scanning Calometry) am
VP-DSC-Microcalorimeter (Fa. Microcal) zur Bestimmung des Schmelzpunktes des Proteins
durchgefiihrt. Bei dieser Technik wird die Anderung der Wirmekapazitit eines Proteins in
Losung in Abhéngigkeit von der Temperatur gemessen. Neben der Temperatur der hitzebe-
dingten Entfaltung kann auch die Enthalpie (AH) des Phaseniibergangs bestimmt werden.

Die Proteinprobe wurde in einer Konzentration von 0.6 mg/ml in 20 mM Tris/HCI, pH 8.0 und
in einem Volumen von ca. 800 pl fiir die Messung eingesetzt. Es wurde gegen Wasser gemessen
bei einer Heizrate von 60°C/h. Eine Basislinienkorrektur wurde durch Abzug eines reinen
Pufferspektrums durchgefiihrt. Die Schmelztemperatur wurde {liber das Kurvenanpassungs-
modell non-2-state des Auswertungsprogramms (DSC Data Analysis in Origin, MicroCal

Incorporated) bestimmt.
2.2.2.2.7. Circular Dichroismus (CD)-Messungen

Der Circulare Dichroismus ist eine spektroskopische Methode, mit der die Sekundéarstruktur-
anteile von Proteinen in Losung abgeschétzt werden konnen. Der Messung zugénglich sind die
prozentualen Anteile von Helix und Faltblatt, nicht aber deren Position innerhalb der Sequenz.

Physikalisch gesehen basiert das Phdnomen auf dem unterschiedlichen Verhalten chiraler
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Molekiile rechts- bzw. links-polarisierten Lichts gegeniiber. Die wichtigsten UV/VIS-spek-
troskopisch aktiven Gruppen eines Proteins sind die Amidgruppen des Peptidgeriists und die
aromatischen Reste der Seitenketten. Bei bestimmten Sekundirstrukturelementen liegen die
Amidgruppen des Peptidgeriists geordnet vor. Durch Wechselwirkung zwischen den absorbie-
renden Zentren kommt es zur Aufspaltung der optischen Uberginge (sog. ,,Exciton-Splitting*,
Snatzke, 1981). Als Konsequenz zeigen Sekundérstrukturelemente wie o-Helix, 3-Faltblatt, 3-
Turn und Polyprolinhelix sehr charakteristische CD-Spektren im Bereich von 180 nm bis etwa
250 nm.

Ein fiir Helices charakteristisches Minimum im Spektrum liegt bei etwa 222 nm. Misst man ein
Spektrum bei dieser einen Wellenldnge und heizt dabei die Probe kontinuierlich auf, ist es
moglich, die Schmelztemperatur des Proteins anhand der Auflosung des Sekundérstruktur-
elements Helix zu bestimmen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Schmelzpunkt der BM-CrnA bestimmt. Fiir die CD-
Messungen wurde ein Jasco-CD-Spektroskop verwendet. Die Messungen wurden bei 222 nm
durchgefiihrt und die Temperatur von RT auf 100 °C mit einer Heizrate von 40 °C/h erhoht. Es
wurde eine Kiivette mit einer Schichtdicke von 0.1 cm verwendet. Wahrend der Messung wurde
das Gerédt mit N, gespiilt, um Ozonbildung im UV-Licht zu verhindern. Die Proteinkonzentration
betrug 0.27 mg/ml in 5 mM Tris/HCIL, pH 8.0. Es wurde die Elliptizitét (0,) der Probe gegen die

Temperatur gemessen und zur Bestimmung des Schmelzpunkts nach der Temperatur abgeleitet.
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2.3. Proteinkristallisation und Rontgendiffraktionsmessung

2.3.1. Kristallisation

Fiir die Kristallisationsansétze wurde durch Ultrafiltration umgepuffertes und aufkonzentriertes
Protein in Konzentrationen von 7.5-15 mg/ml verwendet. Die Kristallisationsversuche wurden
nach der Dampfdiffusionsmethode mit sitzendem oder hingendem Tropfen durchgefiihrt. Die
Kristallisation fand in LINBRO-Platten (Fa. ICN oder Hampton Research) mit Polystyrol- oder
Polypropylenbriicken bzw. Deckglédschen aus Glas statt. Die Tropfen wurden zu gleichen Teilen
aus Reservoirlosung und Proteinldsung sowie unter Umstdnden Additiven zusammenpipettiert.
Die Ergebnisse wurden in regelméfigen Abstinden unter einem Stereomikroskop untersucht und
protokolliert. Die Reservoirs wurden iiberwiegend von Hand pipettiert und gemischt, in ein-
zelnen Vorversuchen wurde ein Pipettierroboter (Fa. Canberra Packard) verwendet. Die Zu-
sammensetzung der Reservoirs wurde durchgehend mit der Software des Pipettierroboters
(Diplomarbeit, M. Schroder, 1997) berechnet. Anfangsbedingungen fiir die Kristallisation
wurden aus den Ergebnissen von Aggregationstests (DLS, s. 2.2.2.2.5) abgeleitet. Diese Bedin-
gungen wurden durch zufillige Variation von sechs Parametern im Rahmen eines studentischen

Kurspraktikums sowie systematische Variation von einem oder zwei Parametern optimiert.

2.3.2. Schwermetallderivatisierung

Fiir die platinhaltige Schwermetalllosung wurden 50 mg K,PtCl, in 1 ml Stabilisierungslosung
(15 % Ethanol, 27 % PEG 8000, 0.1 M HEPES, pH 7.5) eingebracht. Dabei konnte das Schwer-
metallsalz nur unvollstindig (etwa zur Hélfte) in Losung gebracht werden, so dass eine gesittigte
Losung mit einer Konzentration von 50-100 mM vorlag. Die Losung wurde in dunkelbraunen
ReaktionsgefdBen im Kiihlschrank aufbewahrt. Zu einem Tropfen, der BM-CrnA-Kristalle mit
einer Kantenlédnge von 0.2-0.3 mm in jeder Dimension enthielt, wurde 1 pl Pt-Losung pipettiert
(Pt-Konzentration im Tropfen ca. 5 mg/ml), das Reservoir wieder luftdicht abgeschlossen und
24 h bei RT inkubiert.

2.3.3. Montage von Kristallen fiir Tieftemperaturmessungen

Die Kristalle wurden mit einem Cryoloop (o 0.2-0.3 mm) vorsichtig in 10 pl Cryopuffer,
welcher zuvor in eine Mikrobriicke pipettiert wurde, iiberfiihrt. Die Bedingungen im Cryopuffer
entsprachen den Reservoirbedingungen zuziiglich 12-15 % Glycerin. Nach dem Umbetten wurde
der Kristall sofort wieder mit dem Cryoloop aus dem Cryopuffer gefischt, auf dem Goniometer-

kopf montiert und moglichst schnell in den 100 K kalten N,-Strom gebracht. Anschlieend
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wurde der Kristall justiert, so dass er bei Drehung um die Goniometerachse in der Strahlebene

lag.
2.3.4. Rontgendiffraktionsmessung

Datensitze des Pt-Derivats mit anomalem Streuanteil sowie ein nativer Datensatz wurden an
Messplidtzen der EMBL-Outstation bei 100 K am DORIS-Speicherring des DESY (Deutsches
Elektronen Synchrotron) in Hamburg an den beamlines BW7A bzw. BW7B gemessen (Tab. 2).
Am Messplatz BW7B wurden die Daten auf einer MAR345 Bildspeicherplatte detektiert, am
Messplatz BW7A auf einem MAR CCD-Detektor. Von einem Derivatkristall wurde ein Ront-
genfluoreszenzspektrum im Bereich der Pt-L™-Absorptionskante zur Bestimmung der Wellen-
langen fiir den peak- und inflection-Datensatz gemessen. Das Spektrum wurde mit dem Pro-
gramm CHOOCH (Evans und Pettifer, 2001) ausgewertet. Ein fiir das MAD-Experiment
geplanter dritter Datensatz, der bei einer entfernteren Wellenlinge (remote) gemessen werden

sollte, konnte aus Zeitgriinden nicht angefertigt werden.

Tab. 2: Messbedingungen der Synchrotrondatensétze

Datensatz peak inflection P2,
Wellenlinge [A] 1.07138 1.07164  0.84200
Auflosung [A] 30-3.0 30-3.0 50-2.1
Kristall-Detektorabstand [mm] | 200 200 360
Dosis 3000-5000 3000 3000
Rotation pro Bild [°] 0.5 0.5 0.5
Gesamtrotation [°] 180 170 180

Ein weiterer Datensatz wurde mit CuK -Strahlung an einer hauseigenen Drehanode (Fa. Nonius,
45 kV, 100 mA) auf einer DIP2030H Bildspeicherplatte (Fa. MAC Science) bei 100 K gemes-
sen. Die Monochromatisierung der Strahlung erfolgte durch ein Spiegelsystem (Fa. Nonius).
Wihrend der Messung wurde der Kristall pro Bild um 1° gedreht und 20 min pro Aufnahme
belichtet. Der Kristall-Detektorabstand betrug 160 mm, es wurden insgesamt 208 Bilder aufge-

nommen.
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2.4. Theoretische Methoden

2.4.1. Sequenzvergleich und Sekundéirstrukturbestimmung

Sequenzvergleiche gegen DNA-Datenbanken sowie gegen redundante und nichtredundante
Proteindatenbanken wurden auf verschiedenen servern mit den Programmen FASTA (Pearson
und Lipman, 1988) und BLAST (Altschul et al., 1997) durchgefiihrt. Die Internetadressen sind
am Ende der Dissertation im Internetseitenverzeichnis aufgefiihrt. Wurden zwei Proteinsequen-
zen gegeneinander verglichen, sind die Programme BESTFIT oder GAP aus dem GCG-Pro-
grammpaket verwendet worden (Version 10.1, Genetics Computer Group, 1982-2001), die auf
Algorithmen von Needleman und Wunsch (Needleman, 1970) und Smith und Waterman (Smith,
1981) beruhen. Multiple Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm CLUSTALW (Thomp-
son et al., 1994) durchgefiihrt.

Die Sekundirstruktur der BM-CrnA aus ihren Koordinaten wurde mit dem Programm DSSP
(Kabsch und Saunder, 1983) bestimmt.

2.5. Rechenmethoden

2.5.1. Verwendete Rechnersysteme und Programme

Rechner und Betriebssystem Hersteller

Indigo 2 mit Irix 6.5 Silicon Graphics (SGI), Miinchen
Octane mit Irix 6.5 Silicon Graphics (SGI), Miinchen
02 mit Irix 6.5 Silicon Graphics (SGI), Miinchen
IBM-kompatibler PC mit RedHat Linux Schonsee Loose Datentechnik, Kdln
und Windows95

Drucker:

HP LJ SMP Hewlett Packard, Boblingen

HP LJ 4500N Hewlett Packard, Boblingen

2.5.2. Aufbereitung der Diffraktometerdaten

Die Messdaten wurden mit den Programmen DENZO und SCALEPACK aus dem HKL-Pro-
grammpaket (Otwinowski und Minor, 1997) indiziert, prozessiert und skaliert. Die MAD-
Datensitze wurden mit der Option scale anomalous skaliert.

Die Strukturfaktoramplituden wurden mit dem Programm truncate (CCP4, 1994) aus den

Intensitdten berechnet. Peak- und Inflection-Datensatz wurden mit dem Programm cad (CCP4,
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1994) zusammengefasst und die Daten sortiert. Mit dem Programm scaleit (CCP4, 1994)
wurden die daraus resultierenden Daten skaliert sowie statistisch (isomorphe/anomale Differen-
zen, Wilsonplot, Intensitdtsverteilung im Aufldsungsbereich u. a.) analysiert. Die freien Reflexe
fiir die Kreuzvalidierung bei der Strukturverfeinerung wurden mit uniqueify (CCP4, 1994)
bestimmt, die native Pattersonfunktion wurde mit ff# (CCP4, 1994) berechnet, die Selbst-
rotationsfunktion mit GLRF (Tong und Rossmann, 1997).

Fiir die Phasierung mit dem Programmpaket CNS (Briinger, 1998) mussten die skalierten
MAD-Datensitze aus SCALEPACK zunédchst mit dem CNS-Skript to cns in CNS-Format
umgewandelt werden. Die Daten fiir die zwei Wellenldngen wurden dann mit dem Skript
merge.inp zusammengefasst und anschlieBend mit dem Skript scale.inp skaliert. Eine statistische

Analyse der Daten erfolgte in analyse.inp.
2.5.3. Strukturlésung und -verfeinerung
2.5.3.1. Phasierung

Mit dem CNS (Briinger, 1998)-Skript patterson_map.inp wurde eine anomale Differenzpatter-
sonfunktion aus den anomalen Differenzen der Peakwellenldnge berechnet. Die Patterson-
funktion wurde mit dem Skript heavy search.inp analysiert, wobei sechs Pt-Positionen bestimmt
werden konnten. Aus den so bestimmten Pt-Positionen wurden mit dem Skript mad phase.inp
im Aufldsungsbereich 30-3.0 A die ersten experimentellen Phasen berechnet sowie die Pt-

Positionen und anomalen (f*) sowie dispersen (f*) Streubeitrdge verfeinert.
2.5.3.2. Dichtemodifikation

Die Dichtemodifikation mit Hilfe von Solvensglittung, histogram matching, sechsfacher
Mittelung iiber nichtkristallographische Symmetrie (NCS-Mittelung) sowie Phasenerweiterung
wurde im Programm dm (CCP4, 1994) durchgefiihrt. Dabei fiihrten Solvensglittung und
histogram matching zu einer verbesserten Trennung von Molekiil- und Losemittelanteil in-
nerhalb der Dichte. Eine interpretierbare Elektronendichte konnte jedoch erst nach gelungener
NCS-Mittelung erhalten werden. Dazu mussten die NCS-Matrizen sowie die NCS-Monomer-
maske genau bestimmt werden.

Die NCS-Matrizen wurden mit dem Programm findncs (CCP4, 1994) aus den Positionen der
Schweratome ermittelt, wobei der Rotationsraum in allen drei Raumrichtungen zwischen +50
und -50 gewihlt wurde. Die Symmetrieoperatoren wurden als Rotationsmatrix M und Trans-
lationsvektor t dargestellt. Die so ermittelten 120°-Matrizen erwiesen sich als zu schlecht

definiert, so dass sie fiir die NCS-Mittelung aus den 180°-Matrizen berechnet wurden.
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Fiir die Berechnung wurden Rotationsmatrix und Translationsvektor als 4x4-Matrix (augmen-

tierte Matrix, M,,,,) dargestellt:

rii ri2 ri3
M=|r21 r2 123

3l 132 133

t1
t=] t2
t3
rir riz riz ti
raz1 r22 r23 t2
Laxs

31 132 133 t3

Produkte aus 4x4-Matrizen lassen sich mit gewdhnlicher Matrixmultiplikation berechnen. Die
Matrizenmultiplikation wurde mit dem Programm MapleV, das im regionalen Rechenzentrum
Koln verfiigbar ist, ausgefiihrt.

Fiir die Bestimmung einer Monomermaske wurde aus der solvensgeglitteten Elektronendichte
mit dem Programm mapman (Kleywegt und Jones, 1996) ein Skelett (bones) der Dichte be-
rechnet. Hieraus konnten die Abmessungen eines Monomers graphisch in dem Programm O
(Jones et al., 1991) in x-, y-, z-Richtung sehr grob abgeschitzt werden. Innerhalb dieser Ab-
messungen wurde eine erneute Elektronendichte berechnet und diese wiederum in ein Skelett
iiberfiihrt. Das Skelett des Monomers wurde in O mit dem Befehl sam-atom-out in eine pdb-
Datei iiberfiihrt. Die Maske wurde letztendlich in dem Programm ncsmask (CCP4, 1994)
verfeinert, in dem sie in alle drei Raumrichtungen vergroBert wurde, anschlieBend entsprechend
der Symmetrieoperationen rotiert und translatiert wurde und schlielich die dabei tiberlappenden
Bereiche abgezogen wurden (Option no overlaps).

Fiir die Phasenerweiterung wurden Strukturfaktoramplituden des 2.1 A Datensatzes mit den
Phasen nach NCS-Mittelung im Programm cad (CCP4, 1994) kombiniert. Die Phasen wurden
in 600 Zyklen unter Verwendung von sechsfacher NCS-Mittelung in kleinen Schritten von 3.0 A

auf 2.1 A erweitert. Wihrend der Phasenerweiterung wurden die NCS-Operatoren verfeinert.
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2.5.3.3. Modellbau

Der Modellbau wurde von Hand innerhalb des Graphikprogramms O (Jones et al., 1991) anhand
der phasenerweiterten und NCS-gemittelten Elektronendichte durchgefiihrt. Dabei wurden
zunichst Poly-Alanin-Sequenzen in sehr gut definierte Dichtebereiche gelegt. Eine Poly-Ala-
Helix wurde dabei als Modell fiir Helices verwendet, ebenso ein Poly-Ala-B-Faltblattabschnitt.
Loopregionen wurden als einzelne Aminoséure oder Dipeptid angefiigt. Die verschiedenen
Sequenzabschnitte wurden zunéichst nicht zusammengefiigt, sondern in einzelnen pdb-Dateien
gespeichert, die erst nach und nach miteinander verkniipft wurden. Nach etwa 50 % Aminoséu-
reeinbau wurde mit dem sequenzrichtigen Einbau der Aminosduren begonnen. In einigen gut
definierten Bereichen der Dichte konnten Aminosdurereste erkannt und nach individueller
Einschitzung eingebaut werden. So entstandene Sequenzabschnitte wurden anhand einer
Ahnlichkeitsmatrix (Reinemer, 1993, Abb. 4) mit der bekannten Aminosiduresequenz des
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Abb.4: Ahnlichkeitsmatrix nach Remington (iibernommen aus Dissertation Reinemer, 1993)
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Die Sequenzvergleiche aufgrund der Ahnlichkeitsmatrix nach Remington wurden mit dem
Programm bestfit (Needleman und Wunsch, 1970, Smith und Waterman, 1981) innerhalb des
GCG-Pakets (Version 10.1, Genetics Computer Group, 1982-2001) des regionalen Rechenzen-
trums Ko6In durchgefiihrt. In der Kommandozeile des Programmaufrufs kann eine beliebige
Vergleichsmatrix gewdhlt werden (-MATRIX=xxxx.cmp). Die oben dargestellte Matrix wurde
von Hand im erforderlichen Format editiert. Die Aminosduresequenzen wurden mit dem

Programm reformat in GCG-Format gebracht.
2.5.3.4. Verfeinerung

Wihrend der Verfeinerung wurde das Modell in wechselnden Zyklen manuell im Graphik-
programm O verdndert sowie in dem Programmpaket CNS verfeinert. In CNS wurde die
Verfeinerung zundchst anhand eines Monomers unter Einbeziehung der nicht-kristallographi-
schen Symmetrieoperatoren (NCS-constraints) durchgefiihrt. Spater wurden alle Monomere fiir
die Verfeinerung mit einbezogen, wobei die Zwinge durch nicht-kristallographische Symmetrie
im Laufe der Verfeinerung weiter gesenkt wurden (NCS-restraints). Die Verfeinerung wurde mit
dem CNS-Skript refine.inp durchgefiihrt, welches Molekiildynamik (simulated annealing),
Energieminimierung und B-Faktorverfeinerung beinhaltet. Es wurden sowohl automatisch mit
dem Skript water pick.inp Wassermolekiile mit ¢ > 2.5 in der FF-Differenzdichte eingebaut
als auch manuell. R-Werte fiir einzelne Aminosduren und Wassermolekiile wurden mit dem
Skript model map.inp berechnet. Die in CNS benétigten Parameter- und Topologiedateien des
in der Struktur fixierten Glycerins wurden {iber den HICUP-server erstellt (Kleywegt, 1998,
http://xray.bmc.uu.se/hicup/).

2.5.4. Validierung der Modelle

Das Modell wurde nach jedem Verfeinerungszyklus mit dem Programm PROCHECK (Las-
kowski et al., 1993) auf seine stereochemische Stimmigkeit iiberpriift. Des Weiteren wurden
individuelle R-Werte fiir die einzelnen Aminosduren und Wassermolekiile sowie statistische
Werte iiber Bindungslédngen und -winkel anhand der Validierungsroutinen von CNS iiberpriift.
Das starkste Gewicht bei der Beurteilung der Frage, ob sich eine Struktur im Rahmen der
Fiel der Wert

im selben Mal3 wie R, nach einem Verfeinerungsschritt, so war das Strukturmodell

Verfeinerung verbessert hatte oder nicht, erhielten die Werte von R, und R

free*

von R

free

durch diesen Schritt signifikant verbessert worden. R, gibt die Ubereinstimmung zwischen

berechneten (F_,,.) und beobachteten Strukturfaktoren (F) an, die im Laufe der Verfeinerung

calc obs.

optimiert wird:
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Z Fobs - Fcalc
_ _hkl
Rwork - F
Z obs
hkl

Der R, .-Wert basiert auf dem statistischen Prinzip der Kreuzvalidierung und wurde 1992 von
Briinger (Briinger, 1992) in der Kristallographie eingefiihrt. Bei dieser Methode wird zufalls-
basiert ein Testsatz von 5-10 % aller Observationen eines Datensatzes ausgewéhlt, der bei den
Verfeinerungsrechnungen nicht mit einbezogen wird. Fiir die Berechnung des R;,..-Werts werden
jedoch ausschlieBlich diese Daten verwendet. In der Praxis wurden mit dem Programm uniqueify

(CCP4, 1994) 5 % der Daten zu einem Testdatensatz zusammengefasst.

2.5.5. Substratmodellierung

Das Substrat der BM-CrnA Creatinin wurde zunéchst als einfache Valenzstrichformel in das
Programm Hyper Chem (Version 5, Fa. Hypercube) eingegeben und die Struktur im ersten
Schritt iiber eine mechanische Kraftfeldberechnung bestimmt (Eingabe: molecular mechanics
force field). Die Struktur wurde innerhalb des Programms auf semiempirischer Grundlage durch
Geometrieanalyse bis zur Konvergenz (209 Zyklen) verbessert (Eingabe: semi-empirical Y
geometry analysis). Die Koordinaten wurden in das Programm O (Jones et al., 1991) eingelesen
und manuell an das aktive Zentrum der BM-CrnA angepasst. Dabei wurden die OH-Gruppen des
Diols sowie die Iminogruppe an die im aktiven Zentrum vorhandenen Wassermolekiile angegli-
chen. Des Weiteren wurde auf hydrophobe Kontaktmoglichkeiten geachtet sowie sterische
Konflikte vermieden. Beide manuell gefundenen moglichen Positionen des Creatinins wurden
anschliefend mit den CNS-Routinen model anneal.inp (Rice und Briinger,1994) sowie mo-
del_minimize.inp energieminimiert. Die in CNS bendtigten Topologie- und Parameterdaten des

Creatinins wurden liber den HICUP-server (Kleywegt, 1998) bestimmt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. BM-CrnA

3.1.1. Ausgangszustand der BM-CrnA

Das Gen der BM-CrnA wurde im Haus Boehringer Mannheim aus dem Bakterium P. putida in
E. coli kloniert (nach Herstellerangaben). Das Enzym wurde mir in gereinigter Form zur Verfii-
gung gestellt. Es zeigte sowohl im SDS-Gel als auch im MALDI-Massenspektrum eine Haupt-
bande bei 28.4 kDa. Untersuchungen an einer Gelfiltrationsséule (Diplomarbeit, Beuth, 1997)
ergaben fiir das native Enzym ein Molekulargewicht von etwa 170 kDa. Aus diesem Grund
wurde das Vorliegen eines Homohexamers postuliert. Ultrazentrifugationsexperimente (Rikitake
et al., 1979) ergaben ein Molekulargewicht von 175 kDa und stiitzten somit das Ergebnis. Auch
die Ergebnisse aus Lichtstreuexperimenten stehen mit diesem Resultat in Einklang (s. 3.1.2).
Neben der Hauptbande bei 28.4 kDa beobachtete man im SDS-Gel zwei Subbanden bei 12.7 und
15.7 kDa (Abb. 5 und 6). Die spezifische Aktivitit der BM-CrnA, ermittelt aus der Jaffé-
Reaktion (Jaffé, 1886), lag bei 180 U/mg.

Marker [Da]

94000 =

67000 -~

43000 .

30000 -

20100 x

14400 e
Spur 1 2

Abb. 5: SDS-Gel der BM-CrnA (Spur 1: Marker, Spur 2: BM-CrnA)
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Abb. 6: MALDI-Massenspektrum der BM-CrnA

Das aus dem Massenspektrum ermittelte Molekulargewicht der BM-CrnA von 28.4 kDa pro
Untereinheit ist rechnerisch nur mit einer Abspaltung des Methionins in Position 1 zu erkléren.
Nach Hirel et al. (Hirel et al., 1989) betrigt die Wahrscheinlichkeit der Abspaltung von Methio-
nin vor der Aminosdure Serin in Position 2 (gemal Sequenzabfolge in der BM-CrnA) in E. coli
84 %, was mit dem beobachteten Ergebnis in Einklang steht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden etliche chromatographische und elektrophoretische Methoden
getestet, um die beiden Subbanden bei 12.7 und 15.7 kDa abzutrennen, was aber ohne Erfolg
blieb. Bei der Analyse dieser Versuche fiel auf, dass im nativen Polyacrylamidgel im Vergleich

zum SDS-Gel nur eine Proteinbande zu erkennen war (Abb. 7).

BM-CrnA-Aggregat

- BM-CrmA

Abb. 7: Natives Polyacrylamidgel der BM-CrnA
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Das fiihrte zu der Annahme, dass die beiden Subbanden Abbauprodukte des Enzyms darstellen,
was auch durch die Summe der GroBen der Subbanden bestétigt wird, die entweder enzymatisch
durch Proteolyse oder durch mechanischen Bruch direkt nach der Expression entstehen. Die
Abbauprodukte werden vermutlich in das native Hexamer eingebaut und sind somit von dem
Enzym nicht abzutrennen. Die demnach vorhandene Homogenitit des Proteins ermutigte dazu,

Kristallisationsexperimente mit der BM-CrnA fortzusetzen.

3.1.2. Analyse des Proteins durch dynamische Lichtstreuung (DLS)

Durch dynamische Lichtstreuexperimente sollte die Homogenitét der Proteinlosung in Bezug auf
ihr Aggregationsverhalten sowohl in reinem Losungsmittel als auch unter Zugabe von Salzen
und anderen potenziellen Fillungsmitteln fiir die Kristallisation getestet werden. Eine wichtige
Voraussetzung fiir die Kristallisation besteht darin, eine aggregatfreie Proteinausgangslosung fiir
Kristallisationsexperimente einzusetzen . Des Weiteren sollte ein potenzielles Fallungsmittel bei
Zugabe zur Proteinldsung nicht zur Aggregation des Proteins fiihren (Feher, 1978, D’Arcy,
1994). Feher et al. erstellten 1978 ein Modell der Kristallisation, in dem nichtspezifische
Aggregation der Molekiile zu heterogenen Polymeren fiihrt, wohingegen fiir die Kristallisation
eine kooperative, schrittweise Addition der Molekiile iiber geordnete Komplexe Voraussetzung
ist. D’Arcy et al. zeigten in Experimenten, dass Proteine, die aus Oligomermischungen heraus
kristallisiert wurden, nur in 8 % der Fille zu Kristallen fiihrten.

Die BM-CrnA wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml im Puffer 20 mM Tris/HCI pH 8.0
getestet sowie in Puffer plus 10 % Ethanol, 10 % Isopropanol , 50 mM CacCl,, 50 mM MgCl,,
50 mM MnCl,, 0.2 M (NH,),SO,, 0.2 M NaOAc sowie 0.2 M Ca(OAc), (Tab. 3).

Tab. 3: Ergebnisse der DLS-Messungen

Probe Ry[nm] P[nm] P[%] MW [kDa] Basislinie Fehler
Puffer 4.9 0.8 16.3 173 1.001 1.178
CaCl, 4.7 1.0 21.3 149 1.002 2.538
MgCl, 5.7 2.0 35.1 268 1.005 5.538
MnCl, 7.5 43 57.3 620 1.014 16.659
(NH,),S0, | 7.6 3.9 51.3 627 1.009 14.103
NaOAc 5.5 1.1 20.0 236 1.002 1.518
Ca(OAc), 5.7 1.6 28.1 274 1.003 2.415
Ethanol 6.2 1.1 17.7 351 1.001 0.605
Isopropanol = 6.8 1.4 20.6 458 1.002 1.122
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Ry hydrodynamischer Radius
P Polydispersion
MW  Molekulargewicht

Nach Herstellerangaben (Fa. Protein Solutions) entsprechen Werte fiir die Polydispersion
(Abweichung vom hydrodynamischen Radius) von unter 20 %, eine Basislinie # 1.001 sowie ein
Fehler zwischen 0.5 und 5 einer monomodalen Verteilung der Messwerte. Das bedeutet, unter
diesen Bedingungen liegen in der Versuchslosung nur Teilchen einer Grof3e vor, die Losung ist
homogen.

Dies traf nach Tabelle 3 lediglich auf das Enzym in reiner Pufferlosung sowie in 10 % Ethanol
zu. BM-CrnA in 20 mM Tris/HCI pH 8.0 war somit als Ausgangsbedingung fiir Kristallisations-
experimente geeignet. Auch das aus den Messwerten berechnete Molekulargewicht des Enzyms
stimmte sehr gut mit dem erwarteten Wert von 170 kDa iiberein. Calcium-, Magnesium- und
Manganchlorid fiihrten bereits bei einer Konzentration von 50 mM zur Aggregation des Enzyms.
Die Aggregatbildung nahm in der Richtung Calcium-, Magnesium-, Manganchlorid zu. Diese
Salze diirften kaum als Fillungsmittel fiir Kristallisationsexperimente geeignet sein. Ihre
Eignung als Zusatz zur Ausgangslosung des Enzyms mit dem Ziel der Stabilisierung durch die
zweiwertigen Kationen konnte nach diesem Experiment nur bedingt bewertet werden, da fiir
diesen Zweck noch geringere Salzkonzentrationen bendtigt werden. Ein Zusatz an MnCl, schien
nach den Messwerten auf jeden Fall kritisch zu sein.

Natrium- und Calciumacetat sowie Ammoniumsulfat wurden in der Konzentration 0.2 M fiir die
DLS-Messung eingesetzt, in welcher sie auch als Zusatz in Kristallisationsansitzen getestet
wurden. Natrium- und Calciumacetat und in besonderem Mall Ammoniumsulfat fiihrten zur
Aggregation der BM-CrnA. Auch diese fiir die Proteinkristallisation klassischen Salzzusatze
schieden nach diesem Test zumindest in Konzentrationen $ 0.2 M fiir die Kristallisation der
BM-CrmA aus.

Bemerkenswert waren die Werte fiir 10 % Ethanol. Die Werte fiir Polydispersion, Basislinie und
Fehler sprachen eindeutig fiir eine monomodale Verteilung der Teilchen in der Losung. Der
hydrodynamische Radius und die daraus bestimmte Grof3e der Partikel lagen jedoch deutlich
iber dem Molekulargewicht der BM-CrnA. Die Viskositdt von reinem Ethanol liegt bei
1.19- 10° Nsm™ im Vergleich zu 1.02 - 10 Nsm™, der Viskositit von Wasser. Demnach konnte
die Viskositit nicht die Ursache fiir das zu hoch berechnete Molekulargewicht des Proteins sein.
Moglicherweise bildete sich unter den Losungsbedingungen ein geordneter Proteinkomplex aus
etwa 2 hexameren Molekiilen. Eine solche geordnete Anlagerung konnte nach Feher eine
mogliche Vorstufe der Kristallisation sein.

Die Ergebnisse dieser Experimente wurden dahin gehend genutzt, Kristallisationsexperimente

mit Ethanol und weiteren niedermolekularen Alkoholen als Féallungsmittel zu starten.



42 3.1. BM-CrnA

3.1.3. Kristallisation

Zu Beginn der Arbeit lagen zwei unterschiedliche Kristallisationsbedingungen vor, die zu
nichtisomorphen Kristallen fiihrten. Diese Kristallisationsbedingungen waren im Rahmen der
eigenen Diplomarbeit (Beuth, 1997) gefunden worden. Unter den Bedingungen
0.2 M Mg(OAc),, 20.4 % PEG 6000, 0.1 M Cacodylatpuffer pH 6.5 wuchsen monokline
Kristalle mit den Gitterparametern a=75.4 A, b=95.7 A, c=117.3 A, o=y =90°, B = 104°.
In 0.2 M Na(OAc), 20 % PEG 8000, 0.1 M Cacodylatpuffer pH 6.6 bildeten sich hexagonale
Kristalle mit den Gitterparametern a=96.8 A, b=96.8 A, ¢ =155.8 A, o= =90°, y = 120°.
Die Kristalle waren in beiden Féllen nicht gut reproduzierbar. Datensétze der Kristalle lieBen
sich nicht skalieren, was vermutlich auf Fehlordnung der Kristalle oder auf einen nicht richtig
eingestellten Detektor (Inbetriebnahme der Rontgenanlage, 1997) zuriickzufiihren war.

Nach den Ergebnissen aus den Lichtstreuexperimenten (s. 3.1.2) wurden Kristallisationsansétze
mit niedermolekularen Alkoholen durchgefiihrt. Fiir erste Tests in dieser Richtung wurden
Proteinkonzentrationen von 10 bzw. 20 mg/ml und als Fillungsmittel die Alkohole Ethanol,
Isopropanol, Dioxan und tert.-Butanol in einer Konzentration von 5 - 40 % eingesetzt. Der pH-
Wert wurde zwischen 7.5 und 9.0 variiert. Unter Verwendung von 33 - 40 % Ethanol als
Féllungsmittel bei pH 7.5 - 8.5 und einer Proteinkonzentration von 20 mg/ml wuchsen Nadeln
im Tropfen. Im weiteren Verlauf wurden die Alkohole in Kombination mit verschiedenen PEG*‘s
als Fallungsmittel getestet. Die Parameter wurden zufallsbasiert 6-dimensional im Rahmen eines
studentischen Praktikums variiert. Art und Konzentration von PEG und Alkohol sowie pH-Wert
und Temperatur konnten in den Ansétzen beliebig verdndert werden. Als Ergebnis wurden
Einkristalle bis zu einer GroBBe von 0.2 mm in jeder Dimension unter den Bedingungen
20 - 32 % Isopropanol, 16 % PEG4000, pH 7.0 gefunden sowie verwachsene und kleine Kristal-
le (< 0.1 mm) unter den Bedingungen 20 - 28 % Isopropanol, 20 - 22 % PEG4000, pH 7.0, RT
sowie 18 - 30 % Ethanol, 20 % PEG8000, pH 7.5, RT. Die Féllungssysteme Isopro-
panol/PEG4000 sowie Ethanol/PEG8000 wurden optimiert und fiithrten zu Kristallen mit einer
maximalen GroBe von 0.3 x 0.3 x 0.2 mm (Abb. 5), die reproduzierbar in dem allerdings weiten
Bereich von 16 - 22 % Ethanol, 20 - 27 % PEG8000, pH 7.5, 12 - 18 mg/ml Proteinkonzen-
tration wuchsen. Der erste vollstdndige native Datensatz wurde an einem Kristall gemessen, der
bei einer Proteinkonzentration von 12 mg/ml, unter den Fillungsbedingungen 22 % Ethanol,
20 % PEGS8000, 0.1 M MOPS pH 7.5 gewachsen war. Die Kristalle gehdrten zum monoklinen
Kristallsystem und zeigten die Gitterparameter a=74.8 A,b=94.0A,c=1162 A, a=7=90°,
B =104.3°. Es zeigte sich hier also die gleiche Kristallform wie unter den Féallungsbedingungen
PEG6000/Mg(OAc),, die bereits bekannt waren.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass es schwierig war, reproduzierbare Kristallisations-

bedingungen fiir die BM-CrnA zu finden. Das grofite Problem waren immer wieder auftretende
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Kristalle mit ausgepragten Baufehlern (Abb. 9), die im selben Bereich wie Einkristalle ohne
Baufehler auftraten. Die Tendenz des Enzyms zur Ausbildung von fehlgeordneten Kristallen
zeigte sich auch bei Diffraktionsmessungen, die mehrfach nicht skalierbare Daten hervor-
brachten sowie in der hohen Mosaizitit aller berechneten Datensitze (0.7° - 1.2°). Es liegt nahe,
die Begriindung hierfiir in der heterogenen Zusammensetzung der Proteinprobe zu sehen. Da
dieser Punkt nicht verbessert werden konnte (s. 3.1.1), mussten diese - in Bezug auf Reprodu-
zierbarkeit und Fliichtigkeit des Féllungsmittels - schwierigen Kristallisationsbedingungen in

Kauf genommen werden, was letztlich zum Erfolg fiihrte.

Abb. 8: Einkristalle Abb. 9: Kristalle mit Baufehlern Abb. 10: Kristalle nach Pt-Soaking
(hier: angeloste Kristalle)

3.1.4. Schwermetallderivate

Fiir eine gelungene Derivatisierung wurde die Platinverbindung K,PtCl, direkt zu dem Tropfen
pipettiert (Endkonzentration etwa 5 mg/ml), in dem der Kristall gewachsen war. Das Platinsalz
wurde dazu zundchst bis zur Sittigung in kiinstlicher Mutterlauge in Losung gebracht (etwa
50 mg/ml). Die Kristalle blieben auf diese Weise nach Schwermetallzugabe auch iiber Nacht
duBerlich unversehrt. Ein Umbetten der Kristalle in Schwermetalllosung oder kiinstliche Mutter-
lauge war vermutlich wegen der Fliichtigkeit des Féllungsmittels schwierig und fiihrte in der
Regel bei Verweilzeiten des Kristalls in Losung > 10 min zu Rissen im Kristall. Ein Umbetten
der Kristalle fithrte lediglich bei Verwendung der wirklichen Reservoirlosung zum Erfolg.
Soakingzeiten von 1 h bei einer Pt-Konzentration von 5 mg/ml reichten fiir eine Derivatisierung
des Enzyms nicht aus (nach Absorptionsspektrum). Soaking iiber Nacht fiihrte zum geordneten
Einbau von Pt-Atomen in den Kristall; man konnte tiber Nacht eine schwache Gelbfarbung der
Kristalle erkennen, nach mehreren Tagen wurde die Gelbfarbung der Kristalle intensiver und sie
begannen allméhlich zu zerfallen (Abb. 10). Mechanischer Stress innerhalb der Kristalle nach
Einbau der Schweratome spiegelte sich in einer Mosaizitét von 0.7° und verringerter Auflésung

(3.0 A) im Vergleich zu nativen Daten wider.
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3.1.5. Temperaturstabilitit der BM-CrnA

Das Temperaturverhalten der BM-CrnA wurde kalorimetrisch (DSC, Abb. 11) sowie mittels
Circulardichroismus (Abb. 12) untersucht. Die Messungen ergaben einen einzigen Schmelz-
punkt der Struktur, an dem sich Quartir- und Sekundérstruktur auflosen bzw., beachtet man das
leichte tailing im DSC-Spektrum zu niedrigeren Temperaturen hin, zwei sehr dicht beieinander

liegende Temperaturen fiir das Aufbrechen der Quartarstruktur sowie Sekundarstruktur.
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Abb. 11: DSC-Spektrum der BM-CmA Abb. 12: CD-Temperaturscan der BM-CrnA

Die nach den beiden Methoden berechneten Schmelzpunkte lagen bei 93.5 °C bzw. 93.4 °C und
stimmten somit sehr gut iiberein. Der durch CD-Messung bei einer Wellenldnge von 222 nm
erfasste Schmelzpunkt bezieht sich im Gegensatz zu den kalorimetrischen Messwerten lediglich
auf das Verschwinden von Helices in der Struktur, d. h. die Auflosung der Sekundérstruktur-
elemente des Proteins. Der sehr hohe Schmelzpunkt der BM-CrnA von iiber 90°C zeichnet das
Enzym als thermostabil aus. Da das Protein aus einem mesophilen Organismus stammt, ist die
hohe Temperaturvertriaglichkeit des Enzyms ungewdhnlich. Man wiirde hier evolutive Ver-
wandtschaft zu entsprechenden Enzymen aus thermophilen Organismen erwarten. In der Tat
zeigten Sequenzvergleiche (BLAST) Homologien zwischen 24 % und 29 % iiber den gesamten
Sequenzbereich zu Proteinen aus thermophilen Organismen, die 100 %ige Konservierung der
Aminosédurereste der BM-CrnA-Metallbindungsstelle des aktiven Zentrums aufwiesen und
dadurch mit ziemlicher Sicherheit als Creatininasen charakterisiert werden konnen (s. 3.1.6). Ein
typisches Merkmal von thermophilen Proteinen ist ihr Vorliegen als Homomultimerkomplex
(Vetriani et al., 1998), was mit der hexameren Struktur der BM-CrnA in Einklang steht.
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3.1.6. Sequenzvergleich und multiples Sequenzalignment der BM-CrnA

Es wurden Sequenzvergleiche gegen die nichtredundante SWISS-PROT- und TREMBLE-
Proteindatenbank auf dem NCBI-Server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf der Ebene von
Proteinsequenzen (BLASTP) bzw. Nucleotidsequenzen (Ubersetzen in alle open reading firames
(TBLASTN)) durchgefiihrt. Es zeigten sich Sequenzhomologien zwischen 42 % und 24 % iiber
den gesamten Sequenzbereich. Viele dieser Sequenzen stammten aus Sequenzierungsprojekten,
bei denen die Charakterisierung des entsprechenden Proteins noch ausstand. Als charakteristisch
dhnlich und vermutlich der Creatininase zuzuordnen, wurden diejenigen Sequenzen eingestuft,
die eine vollstindige Sequenzhomologie zu den Aminosduren des aktiven Zentrums der BM-
CrnA besallen. Es zeigte sich, dass BM-CrnA-homologe Sequenzen lediglich in Bakterien und
Archaea vorkommen, Ahnlichkeiten zu eukaryotischen Proteinen wurden nicht gefunden. Dieses
Ergebnis stimmt mit der Zuordnung der Creatininase innerhalb der Proteinfamilien-Datenbank
PFAM (Bateman et al., 2000) {iberein. Hier wurde die Creatininase aus P. putida nach Yamamo-
to et al. (Yamamoto et al., 1995) als Ausgangspunkt der Proteinfamilie der Creatininasen
gewihlt und Verwandtschaft zu Sequenzen in Bakterien und Archaea nachgewiesen.

Von diesen Ergebnissen ausgehend, wurde ein multiples Sequenzalignment mit neun Creatinina-
sesequenzen aus P. putida (3), Arthrobacter sp., Bacillus halodurans, Streptomyces coelicolor,
Halobacterium sp., Aeropyrum pernix und Sulfolobus solfataricus durchgefiihrt (Tab. 4,
Abb. 13), wobei die drei letztgenannten zu den Archaea gehdren und gleichzeitig thermophile

Organismen darstellen.

Tab. 4: Nummerierung der Sequenzen und score in Bezug auf Sequenz eins

Nummer Organismus (Autor) score (in Bezug auf 1)  Datenbankeintrag
1 P. putida (BM) 100 -

2 P. putida (Yamamoto) 96 pir | | T48846

3 P. putida (Tang) 37 gb | AAD45612.1
4 Arthrobacter sp. 34 pir | | T44251

5 Bacillus halodurans 27 dbj | BAB03945.1
6 Streptomyces coelicolor 22 emb | CAC16449.1
7 Halobacterium sp. 24 gb | AAG18747.1
8 Aeropyrum pernix 23 pir | | B72692

9 Sulfolobus solfataricus 20 emb | CAC23898.1
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LRRIIIVNGHGGNSYFLPLVQREFNMKHS--------------- DAKVIVFNTFGEEEKI
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FLGWDIEHGGVFETS----- LMLALYPDLVDLERVVDHPPATFPPYDVFPVD------- P
FLGWDIEHGGVFETS----- LMLALYPDLVDLDRVVDHPPATFPPYDVFPVD------- P

FPGWALEHAATSETS---- - LMMHFSPELVKEDLITDEGVNNPPTYQSFPPS- - - - - - - K
SSHNTYFHACEIETS----- LMLYLAPEYVDMERAICDIPVIPLSADATPTP------- W
DHSSDMGHAGPLETA- - - - - FLRHTDPELIREDRV -~ - - - - = - == - —————-——— o -
RPDVTPGHAGWFETS - - - - - LMLAAHPGLVRTPVPARTPVEPPPLFDRPPHPGLTVERHG
LPAQDLGHGGDVEAS - - - - - Iimmm = mmmmmmm e m e m e
LFNVNDLHAGTIETS----- KIWATGKSLVRVNKI - === == - == === ———=———— == -
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ARTPAPGTLSSAKTASREKGELILEVCVQGIADAIGQEFPPT
ARTPAPGTLSSAKTASREKGELILEVCVQGIADAIREEFPPT
ERTPACGTLSSPKGASREKGELILRVCTEGISNAVREAF - - -
TLIPASGCLHSAYSSSAEKGKLIALDATKNIVSFLIKEF---
EEFTDTAVLGDATLATKEKGEKVISVVLDNIVQVIEE-----
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Abb. 13: Multiples Sequenzalignment von Creatininasen aus unterschiedlichen Organismen erstellt mit
ClustalW (die Aminoséduren der Zinkbindung sind fett unterlegt; vollstandig oder teilweise konservierte

Reste sind mit einem Stern bzw. einem Punkt oder Doppelpunkt gekennzeichnet)



3. Ergebnisse und Diskussion 47

Deutlich erkennt man anhand des Alignments die Konservierung der Aminoséurereste, die an der
Koordination des Zinks beteiligt sind. Hier fallt lediglich die Sequenz drei (CrnA aus P. putida,
Tang et al., 1999) aus dem Rahmen, die sehr hohe Homologie im N- und C-terminalen Bereich
aufweist, jedoch nur sehr geringe Ubereinstimmung im mittleren Sequenzbereich besitzt. Da
diese Diskrepanz innerhalb der gleichen Art unwahrscheinlich ist, umso mehr, da sie sich auch
iiber Reste des aktiven Zentrums erstreckt, lag moglicherweise ein falsches Klonierungs- oder
Sequenzierungsergebnis der Autoren vor. Neben den fett unterlegten Resten der Zinkbindungs-
stelle lagen in allen Sequenzen einige weitere konservierte Reste vor, die entweder struktur-
gebend oder funktionell von besonderer Bedeutung sein diirften. Aufler der Zuordnung zur
Creatininasefamilie machten diese Sequenzvergleiche deutlich, dass die BM-CrnA-Sequenz
evolutive Verwandtschaft zu Sequenzen aus entwicklungsgeschichtlich alten Organismen
besitzt.
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3.2. CrnA aus Pseudomonas putida var. naraenses

Fiir die Isolierung des CrnA-Gens wurde der Stamm P. putida var. naraenses gewéhlt, da nach
Rikitake et al. (Rikitake et al., 1979) das gesuchte Enzym in diesem Pseudomonas-Stamm
exprimiert wird. Das Ziel der selbst durchgefiihrten Klonierung und Expression bestand zum
einen darin, groferen EinfluB auf die Reinheit des Proteins zu haben und zum anderen,

Selenomethionin-CrnA fiir MAD-Experimente exprimieren zu kénnen.
3.2.1. Isolierung und Klonierung des CrnA-Gens

Zunichst wurde die genomische DNA aus den P. putida-Zellen isoliert. Diese wurde fiir die

genomische PCR des CrnA-Gens verwendet. Fiir das Design der PCR-Primer mussten die

folgenden Gesichtspunkte beriicksichtigt werden:

C Einfiigen von geeigneten Restriktionsschnittstellen fiir die anschlieBende Klonierung in ein
Expressionsplasmid

C geeignete Lange der Primer (25-30 b)

C Schmelztemperatur der Primer ungefédhr gleich

C moglichst hohe Komplementaritdt der Primer zum CrnA-Gen

Die sequentielle Grundlage fiir die Primersynthese bildete die von Yamamoto et al. (Yamamoto
et al., 1995) veroffentlichte Sequenz des CrnA-Gens. Es wurden die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Sphl benétigt, die das CrnA-Gen flankieren sollten, um den spéteren Einbau in das
Plasmid pQE70 zu ermoglichen. Das zu amplifizierende Gen wurde mit einer Gréf3e von 800 bp
erwartet.

Aus diesen Uberlegungen folgte die Wahl der Primer.
Primer 1 (Sphl-Schnittstelle, Startcodon ATG):

S'-TATTTGCATGCGCAAGAGTGTTTTTGTAGG-3'

Primer 2 ( -Schnittstelle, komplementéres Stopcodon TGA):
AGT
5'-AAT TCAGGTGGGCGGGAAC-3!

Es wurden mehrere PCR-Ansétze bei unterschiedlicher Annealing-Temperatur durchgefiihrt, die
schlecht reproduzierbar ein 800 bp Fragment enthielten. Es gelang nicht, diese Genfragmente zu

klonieren und zu analysieren. Im Rahmen einer Gradienten-PCR, bei der in parallelen Ansétzen
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die Annealing-Temperatur variiert wurde, konnte erneut ein 800 bp Fragment neben weiteren

unspezifischen Fragmenten amplifiziert werden (Abb. 14).

Marker [bp]

Spur 1 2

Abb. 14: 1 % Agarosegel der genomischen PCR mit Annealing-Temperaturgradienten; Bande bei ca.
800 bp erkennbar (Spur 2)

Das Fragment wurde gereinigt, mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sphl verdaut und mit

dem ebenso verdauten Plasmid pQE70 ligiert und in E. Coli XLIBlue-Zellen transformiert.

Sphl,113
,,,,,, HI,121

T5/lac
|

pPQE70
3427 bps

Abb. 15: Schematische Darstellung des Originalplasmids pQE70 (Fa. Quiagen)
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T5/lac

\
4000

PQE70_Cr
4204 bps

1000

Abb. 16: Schematische Darstellung des Plasmids pQE70 mit dem Insert CrnA

Die Kolonien, die auf Amp-haltigem Medium gewachsen waren, wurden angeziichtet und ihre
Plasmide pripariert und analysiert. Die Plasmide wurden zum Teil mit dem Restriktionsenzym
Bsal und zum anderen Teil mit den Enzymen BamHI und Sphl verdaut. Mit dem Programm
CLONE (Scientific & Educational Software, Version 4.01, 1995) wurden diese Restriktions-
analysen theoretisch berechnet. Bsal-Verdau sollte zu zwei Fragmenten der GréBen 2618 bp
sowie 1586 bp fiihren, Verdau mit BamHI/Sphl zu Fragmenten der Gré8e 3427 bp und 777 bp
fiihren (Abb. 17).
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Marker [bp] B Marker [bp]
4000 4000
3000 3000
2000 2000
1500 1500
1000 1000
500 500
Spur 123456 789 10 11 1 2 3 4 5 6 7 8
Plasmid 2 3 45 7 121315 2 5 7 12 13 15

Abb. 17: 1 % Agarosegele des Bsal-Verdaus (links) und des BamHI/Sphl-Verdaus (rechts) verschiede-

ner Plasmidpréparationen

Die theoretisch ermittelten GroBBen der Fragmente nach Plasmidverdau stimmen hervorragend
mit den experimentell fiir Plasmid 2, 12, 13 und 15 erhaltenen GréBen iiberein. Plasmid 5 wurde
fiir die beiden dargestellten Agarosegele exemplarisch ausgewaihlt. Insgesamt zeigten 12 von 20
analysierten Plasmiden das Spaltungsmuster von Plasmid 5. Das Spaltungsmuster zeigt in beiden
Spaltungsansétzen nur eine Bande bei 3400 bp. Dieses Ergebnis spricht fiir eine Riickfaltung von
unvollstindig verdautem Plasmid pQE70 wiéhrend der Ligation ohne Einbau des PCR-Frag-
ments. Plasmid 7 zeigt bei Verdau mit Bsal nur eine Bande bei etwa 4200 bp, bei BamHI1/Sphl-
Verdau das Bandenmuster 800 bp und 3400 bp. Dieses Aufspaltungsmuster konnte bei 3 von 20
Plasmiden beobachtet werden (teilweise nur Bsal-Verdau). Hier liegt entweder eine Mutation der
Bsal-Schnittstelle im Bereich des CrnA-Gens vor, Einbau eines falschen Fragments in das
Plasmid oder unvollstdndiger Verdau mit der Restriktionsendonuclease Bsal. Plasmid 3 zeigt
eine Bande bei etwa 5000 bp. Moglicherweise wurde hier das CrnA-Gen zweifach in den Vektor
eingebaut bei gleichzeitig unvollstindigem Verdau mit Bsal.

Die positiv getesteten Klone 2, 12, 13 und 15 wurden in einer Glycerin-Stockkultur angelegt.

Das Ergebnis der Restriktionsanalyse wurde durch Sequenzierung der vier Klone iiberpriift.

3.2.2. Sequenzierung und Sequenzvergleich

Die Insertsequenzen der nach der Restriktionsanalyse positiven Klone 2, 12, 13 und 15 konnten
durch die Sequenzierung eindeutig als Gene der CrnA nachgewiesen werden. Im weiteren
Verlauf der Arbeit wurde ausschlie8lich mit Plasmid 12 gearbeitet. Das dargestellte Ergebnis der
Sequenzierung bezieht sich ebenfalls auf Plasmid 12, wobei lediglich in Klon 2 eine Punkt-
mutation beobachtet wurde. Die BM-CrnA-Sequenz unterscheidet sich von der CrnA (Klon 12)-

Sequenz in zwei Basen. Der Austausch in Position 4 (AYC) kommt durch das Einfiigen der
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Sphl-Schnittstelle zustande. Diese Mutation war in den Primern fiir die genomische PCR

enthalten und fiihrte gleichzeitig zu einem Aminosdureaustausch von Ser nach Arg. Der zweite

Austausch in Position 291 (TYC) hat keinen Aminosdureaustausch zufolge. Diese Variation in

einer Base liegt in allen vier Klonen vor. An Position 209 hat eine Punktmutation im CrnA-Gen

von Klon 2 stattgefunden (AYG), was zu dem Aminosédureaustausch TyrY Cys fiihrt. Zusam-

menfassend betrachtet unterscheiden sich BM-CrnA und CrnA (Klon 12) in zwei Basen bzw.

einer Aminosdure. Zusitzlich bleibt jedoch bei dem Aminosdureaustausch in Position zwei die

Frage offen, ob Methionin in Position 1 abgespalten wird oder nicht. Nach Hirel et al. (Hirel et

al., 1989) wird Met vor Ser in 84 % aller Fille abgespalten (die Abspaltung von Met in der BM-
CrnA wurde in Kapitel 3.1.1 dargestellt), wohingegen Met vor Arg nur mit einer Wahrschein-

lichkeit von unter 0.1 % abgespalten wird. Der Vergleich mit der CrnA-Sequenz nach Yamamo-

to et al. flihrte zu einer Sequenzidentitdt von 91 % auf Genebene bzw. 97 % auf Proteinebene

(Abb. 18).
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R Y N
. T
Yam gacgctatccgce

Abb. 18: Sequenzvergleich von CrnA (Klon 12), BM-CrnA und CrnA (Yamamoto, 1995)

Daraus leitet sich folgende Aminosduresequenz der nativen CrnA ab:

1 MRKSVFVGEL TWKEYEARVA AGDCVLMLPV GALEQHGHHM CMNVDVLLPT
51 AVCQRVAERI GALVLPGLQY GYKSQQKSGG GNHFPGTTSL DGATLTGTVQ
101 DITRELARHG VRRLVLMNGH YENSMFIVEG IDLALRELRY AGIHDFKVVV
151 LSYWDFVKDP AVIQRLYPEG FLGWDIEHGG VFETSLMLAL YPDLVDLERV
201 VDHPPATFPP YDVFPVDPAR TPAPGTLSSA KTASREKGEL ILEVCVQGIA
251 DAIGQEFPPT

3.2.3. Expression und Reinigung

Das Enzym wurde in dem E. coli-Stamm M15 (pREP4) exprimiert. Die Expressionsanalyse
zeigte im SDS-Gel zwei sehr starke Expressionsbanden bei etwa 29 kDa und 31 kDa (Abb. 19).

Marker [Da] M Oh 4h

"’."

Abb. 19: SDS-Gel der CrnA-Expression vor der Induktion (0 h) und 4 h nach der Induktion
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Die massenspektrometrische Analyse (Abb. 20) zeigte, dass diese Banden eine Massendifferenz
von 1.4 kDa (Tab. 5) aufweisen.
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11150 13150 15150 17150 19150 21150 23150 25150 27150 29150 31150

m/z

Abb. 20: Massenspektrum der CrnA mit vergroflerter Darstellung der Sidapinsdureaddukte im Massen-
bereich zwischen 12 kDa und 16 kDa

Tab. 5: Zuordnung der Peaks im Massenspektrum

m/z

12897
14293
14997
28607
30003

Zuordnung

M"Y ,kl. Fragment*
M**Y CrnA

M?*"Y CmA + 1400 Da
M"Y CrnA

M"Y CrnA + 1400 Da

Neben diesen beiden Banden waren nach der Reinigung des Proteins noch zwei weitere Banden

bei geringerem Molekulargewicht sowohl im SDS-Gel als auch im Massenspektrum zu sehen,

die mit den beiden Subbanden der BM-CrnA identisch zu sein schienen (,,kleines* und ,,grofes

Fragment). Das ,,gr. Fragment® ist im Massenspektrum in Abbildung 20 nur sehr schwach zu
erkennen und deshalb im Spektrum und in der Zuordnung nicht aufgefiihrt (vgl. 3.3.2., Abb. 25).

Insgesamt ist die Reinigung des Proteins iiber eine Ni-Affinitdtssdule (Abb. 21) sehr effizient.

Das SDS-Gel (Abb. 22) zeigt, dass fast simtliches Zellprotein in einem einzigen Reinigungs-



56 3.2. CrnA aus Pseudomonas putida var. naraenses

schritt abgetrennt werden kann. In Spur 1 erkennt man im Durchlauf den {iberwiegenden Anteil
an Zellprotein sowie CrnA, in den Eluatfraktionen 1 und 2 erkennt man die bereits beschriebe-
nen Banden der CrnA. Die Banden des Markers bei 20 und 30 kDa sind in diesem Gel nur sehr

schwach zu erkennen (vgl. Abb. 19).

3.5

B [%]

90 -

T25
70 -

50 -

30

_J /\ﬁ_\ |

10 20 30 40 50
vV [mi]

Abb. 21: Chromatogramm der Proteinreinigung iiber eine Ni-Affinitatssdule

Spur 1 2 3 4
DL E1 M E2

Abb. 22: SDS-Gel der Proteinreinigung iiber eine Nickel-Affinitdtssdule
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Da das Enzym keinen His-Tag besitzt, jedoch {iber eine Zinkbindungsstelle verfiigt, diirfte die
Bindung an die Séule iiber diesen Bereich stattfinden. Im zweiten Reinigungsschritt {iber eine
Gelfiltrationssdule wurde lediglich CrnA-Aggregat abgetrennt. Insgesamt ist das Resultat der
Aufreinigung, nach SDS-Gel und Massenspektrum beurteilt, unbefriedigend. Eine Abtrennung
der zusitzlichen Banden konnte nicht erreicht werden. Im Vergleich dazu sah man im nativen
Gel (Abb. 23) wie bei der BM-CrnA (s. Kapitel 3.1.1) lediglich eine breite Bande, was auch hier
zu der Annahme fiihrte, dass die beiden Fragmente bei geringerem Molekulargewicht Abbau-

produkte des Enzyms darstellen, die im nativen Hexamer eingebaut werden.

CrnA-Aggregat

* CrmA

ADD. 23: Natives Gel der CrnA

Die Summe der Molekulargewichte von ,,kleinem* und ,,groBem‘ Fragment (Abb. 25) entsprach
wie erwartet dem Molekulargewicht der CrnA. Eine genaue Analyse des Massenspektrums
(Abb. 20) unterstrich diese Analyse. Es konnte ein sehr gut aufgeldstes Spektrum gemessen
werden, in dem man deutlich die Sidapinsdureaddukte der einzelnen Peaks erkennt, was zu-
verldssig Aufschluss dariiber gibt, ob es sich um einfach oder zweifach geladene Ionen handelt
(m/z Sidapinsdure @200 Da). Der Peak bei m/z 12897 stammt demnach mit einer Massendiffe-
renz zwischen Peak und Addukt von etwa 200 Da eindeutig von einem einfach geladenen Ion,
die Peaks bei m/z 14293 und m/z 14997, die beide eine Massendifferenz von 100 Da zwischen
Peak und Addukt aufweisen, stammen von zweifach geladenen lonen. Das Zustandekommen der
Proteinfraktion bei 30 kDa konnte nicht gekldrt werden. Moglicherweise wurde das Enzym
aufgrund seiner starken Expression in E. coli mit einer leader-Sequenz versehen, die im bakte-
riellen Organismus zum proteolytischen Abbau des Enzyms fiihren soll. Ein Grofenvergleich

mit bekannten E. coli leader-Sequenzen fiihrte aber zu keiner prignanten Ubereinstimmung.
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Die Masse des CrnA-Monomers lag nach dem Massenspektrum bei 28607 Da. Das berechnete
Molekulargewicht betrug 28599 Da, unter der Annahme, dass das Methionin in Position 1 nicht
abgespalten wurde. Das Ergebnis des Massenspektrums untermauerte somit die bereits in
Kapitel 3.1.2 getroffene Vermutung, dass das Methionin in Position 1 nach der Expression des
Proteins im Gegensatz zur BM-CrnA nicht abgespalten wird.

Expression und Reinigung des Proteins fithren insgesamt zu einer Ausbeute von 10 mg Protein
aus 1 1 Kultur. Die Klonierung des CrnA-Gens in E. coli ist gelungen, jedoch fiihrte die Ex-

pression des Proteins zu einer starken Doppelbande, deren Ursache nicht geklart werden konnte.
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3.3. Selenomethionincreatininase (SeMet-CrnA)

Der Ansatz fiir die Darstellung des Selenomethioninderivats der CrnA besteht darin, die Met-
Biosynthese in dem entsprechenden Expressionsstamm zu blockieren. In Prokaryoten wird die
Met-Biosynthese durch Lys, Thr, Phe und Leu blockiert. CrnA enthélt sieben Methionin-positio-

nen pro Untereinheit.
3.3.1. Expression

SeMet-CrnA wurde im E. coli-Stamm M15 (pREP4) im Uberschuss von Lys, Phe, Thr, Ile, Val
und SeMet exprimiert. Diese Aminosduren wurden 15 min vor der Induktion zum Expressions-
medium gegeben. Im SDS-Gel (Abb. 24) erkennt man deutlich die starke SeMet-CrnA-Ex-

pression.

Oh M 4h Marker [Da]

94000
67000
43000
& 30000
20100

- & 14400

I
]
Il

Abb. 24: SDS-Gel der SeMet-CrnA-Expression vor der Induktion (0 h) und 4 h nach der Induktion

Wie beim nativen Protein sind zwei Expressionsbanden um 30 kDa zu erkennen. Der Nachweis,
dass es sich bei dem exprimierten Protein um SeMet-CrnA handelte, erfolgte nach Reinigung

des Proteins massenspektrometrisch.

3.3.2. Massenspektrometrische Analyse und deren Konsequenzen

Fiir die massenspektrometrische Analyse wurden native CrnA (Reinigung nur iiber Ni-Chelat-
sdule, vgl. 3.2.3) und SeMet-CrnA (Reinigung iiber Ni-Chelatsdule und Gelfiltration, vgl. 3.3.3)
gemischt und getrennt auf den Spots eines Targets préapariert. Der Vergleich der Spektren (Abb.
25 und 26) zeigt, dass es sich bei der exprimierten Creatininase tatsdchlich um SeMet-CrnA
handelt.
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Abb.25: Massenspektrum der nativen CrnA
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Abb. 26: Massenspektrum der SeMet-CrnA
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Tab. 6: Gegeniiberstellung der Massenspektren von CrnA (nat) und SeMet-CrnA (sm)

CrnA (nat)
m/z sm-nat [m/z]  Zuordnung
12899 M"Y ,Kkl. Fragment*
14292 M?"Y CmA
14992 M?*"Y CrnA + 1400 Da
15698 M"Y ,gr. Fragment
17103 unbek. Verunreinigung
28597 M"Y CrnA
29995 M"Y CrnA + 1400 Da
SeMet-CrnA (sm)
13133 234 M"Y ,kl. Fragment*
14457 165 M?"Y CmA
15157 165 M?*"Y CrnA + 1400 Da
15810 112 M"Y ,.gr. Fragment*
17207 unbek. Verunreinigung
28924 327 M"Y CrmA
30326 331 M"Y CmA + 1400 Da

Der Shift zwischen den Molekiilion-Peaks im Spektrum der SeMet-CrnA und der nativen CrnA
betrdgt 327 Da, die theoretische Differenz bei 7 Methioninen betrégt 7 x 47 Da, d. h. 329 Da
(Tab. 6). Die Massendifferenz der ,,kleinen Fragmente* betrdgt 234 Da, was fiinf SeMet-Positio-
nen entspricht, die Differenz der ,,groen Fragmente® 100 Da, was zwei SeMet-Positionen
entspricht. Sofern die beiden Fragmente tatsidchlich Bruchstiicke der CrnA sind, sollte aus der
Verteilung der Methionine in der Sequenz (Abb. 27) genau die Position der Bruchstelle be-

stimmbar sein.

1 MRKSVFVGEL TWKEYEARVA AGDCVLMLPV GALEQHGHHM CMNVDVLLPT
51 AVCQRVAERI GALVLPGLQY GYKSQQKSGG GNHFPGTTSL DGATLTGTVQ
101 DITRELARHG VRRLVIMNGH YENSMFIVEG IDLALRELRY AGIHDFKVVV
151 LSYWDFVKDP AVIQRLYPEG FLGWDIEHGG VFETSIMLAL YPDLVDLERV
201 VDHPPATFPP YDVFPVDPAR TPAPGTLSSA KTASREKGEL ILEVCVQGIA
251 DAIGQEFPPT

Abb. 27: CrnA-Sequenz; Methionine hervorgehoben
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Der Vergleich zeigt, dass das ,,kl. Fragment* nur dem N-Terminus entsprechen kann, da hier
eine entsprechende Hiufung der Methionine vorliegt. Die Bruchstelle liegt zwischen Aminoséu-
re Metll7 und Metl24. Berechnungen der Fragmentgrofen ergeben (server:
http://www.up.univ-mrs.fr/~wabim/d_abim/compo-p.html), dass die Bruchstelle in der Sequenz
nach Gly119 kommt. Die GroBe von Fragment AS1-AS119 betrdgt rechnerisch 12900 Da, die
GroBe des anderen Fragments betrdgt 15717 Da. Die Erbebnisse stimmen sehr gut mit den im
Massenspektrum gefundenen GréBen von ,,kl. und gr. Fragment® iiberein. Auch der Vergleich
mit dem Massenspektrum der BM-CrnA (s. 3.1.1, Abb. 6) spricht fiir diese Deutung der Frag-
mente. Das ,,gr. Fragment* der BM-CrnA zeigt mit m/z 15718 wie erwartet den errechneten
Wert des C-terminalen Fragmentes. Das ,,kl. Fragment™ weist jedoch ein m/z 12714 auf. Die
Differenz von 186 Da im “kl. Fragment” von BM-CrnA und CrnA entspricht genau dem
Unterschied von Met in Position 1 und der Mutation SerY Arg in Position 2 der nativen CrnA.
Mogliche Ursachen des fiir die CrnA typischen Bruchs der Kette an dieser Position lassen sich
nur vermuten. Denkbar sind proteolytischer Verdau oder mechanischer Bruch im Verlauf der

Proteinfaltung.

3.3.3. Reinigung

Das Protein wurde im ersten Schritt iiber Ni-Chelat-Affinitdtschromatographie mit Stofelution
gereinigt und im zweiten Schritt iiber hydrophobe Interaktionschromatographie. Wie beim
nativen Protein ist hier der Reinigungsschritt iiber eine Ni-Chelatsdule sehr effektiv. Man
erkennt im SDS-Gel (Abb. 28) die SeMet-CrnA-Hauptbande bei ca. 29 kDa sowie die Subban-
den bei 13 und 16 kDa sowie 31 kDa. Die bei ca 17 kDa im SDS-Gel sichtbare Verunreinigung
kann im zweiten Reinigungsschritt stark reduziert werden. Ebenso scheint der Anteil an SeMet-
CrnA-Subbande bei 31 kDa nach dem zweiten Reinigungsschritt geringer zu sein. Das Massen-
spektrum (Abb. 29) bestitigt diese Beobachtung.
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Abb. 28: SDS-Gel der Reinigung der SM-CrnA iiber Ni-Affinitdtschromatographie (links) und hydro-
phobe Interaktion (rechts)
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Abb. 29: Massenspektrum der SeMet-CrnA nach der Reinigung
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Vergleicht man dieses Spektrum mit dem Massenspektrum in Abb. 26 erkennt man deutlich,
dass die Proteinfraktion bei 30.3 kDa einen wesentlich geringeren Anteil am Gesamtprotein
aufweist. Der Reinigungsverlauf ist insgesamt dem der nativen CrnA vergleichbar. Die Ausbeute

an gereinigtem Protein betrdgt 7 mg aus 1 1 Kultur.

3.3.4. Kristallisation und Diffraktionsmessung

Fiir die Kristallisation wurden Proteinldsungen in einer Konzentration zwischen 8 mg/ml und
20 mg/ml eingesetzt. Die Kristallisationsbedingungen wurden an die erfolgreichen Bedingungen
der BM-CrnA angelehnt. Unter den Bedingungen 10-25 % Ethanol, 10-30 % PEG8000, 0.1 M
HEPES pH 6.8-7.7 wuchsen in den Kristallisationsansidtzen jedoch nur stark verwachsene
Kristalle (Abb. 30). Der Wechsel zu PEG3350 fiihrte zu gleichméBig gewachsenen Einkristallen,

die maximale Kantenldngen von 0.15 mm in jeder Dimension aufwiesen (Abb. 31).

<
ADD. 30: SeMet-CrnA-Kristalle ADbD. 31: SeMet-CrnA-Kristalle
(PEGS8000 als Fallungsmittel) (PEG3350 als Féllungsmittel)

Die Kristalle wuchsen neben amorphem Prézipitat. Die Bedingungen fiir PEG3350 wurden von
10-30 % EtOH, 10-35 % PEG3350, 0.1 M HEPES pH 7.5 variiert. Die grof3ten Kristalle waren
nach 10 Monaten unter den Bedingungen 20 % EtOH, 35 % PEG3350, 0.1 M HEPES pH 7.5
gewachsen.

Kristalle, die eine GroBe von 0.1 mm in jeder Dimension besalen, wurden an der eigenen
Rontgenanlage und an einer Synchrotron-beamline vermessen. Die Kristalle streuten bis ca. 7 A.
Sie konnten nicht indiziert werden. Die gréferen sehr langsam gewachsenen Kristalle wurden

nicht vermessen.
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3.4. Strukturlésung der BM-CrnA
3.4.1. Nativer Datensatz (Kupferdrehanode)

Ein erster nativer Datensatz wurde an einer Kupferdrehanode der Firma Nonius mit angeschlos-
senem Mac Science DIP 2030 Detektor bei 100 K bis zu einer Aufldsung von 2.5 A gemessen
(Abb. 32). Die Indizierung und Skalierung der Daten mit DENZO und SCALEPACK (Otwi-
nowski, 1997) fiihrte zu der Raumgruppe P2, mit den Gitterparametern a=74.8 A, b=94.0 A,
c=1162 A, a=y=90°p=104.3°

Abb. 32: Eine Beugungsaufnahme des nativen Datensatzes



66 3.4. Strukturlésung der BM-CrnA

Als Auflosungsgrenze fiir die Skalierung wurde die Auflosungsschale mit einem Sig-
nal/Rauschverhdltnis von I/o(I) > 2 gewdhlt. Der R, -Wert des Datensatzes tiber alle Auflo-
sungsschalen betriigt 9.7 % (Tab. 7). Der Datensatz ist zwischen 50 A und 2.5 A vollstindig,
seine Redundanz betrégt 3.9.

Tab. 7: Statistik des nativen Datensatzes: es gehen 208 Aufnahmen bei einer Drehung des Kristalls von

1°/Aufnahme in die Statistik ein; die Zahlen in Klammern geben die Statistik der hochsten Auflosungs-

schale an.
Wellenlinge [A] 1.54178
Aufldsungsbereich [A] 50-2.5
Raumgruppe P2,
Anzahl an Reflexen 212677

Anzahl unabhingiger Reflexe 53895
Volumen d. Elementarzelle [A’] = 8.2 - 10°

Vollstindigkeit [%] 99.7 (99.3)
Vs(T) 13.8 (2.8)
R, [%] 9.7 (45.2)

Der R,,-Wert gibt die Abweichung der Intensititen I symmetrieverwandter Reflexe vom

Mittelwert 41, des entsprechenden Reflexes an:

ZZ‘Ii(hkl)—<I(hk1)>‘
Rsym: hkl i

i: 1 Beobachtungen eines ,,Rontgenreflexes*

Damit sagt er Wesentliches tiber die Giite des Datensatzes aus. Mit knapp 10 % liegt der R, -
Wert dieses Datensatzes relativ hoch. Eine mdgliche Ursache dafiir wird im spéter folgenden
Abschnitt 3.4.1.2 diskutiert.

1968 fiihrte B. W. Matthews (Matthews, 1968) eine statistische Analyse anhand von 116
bekannten Proteinkristallen durch. Er dividierte das Volumen der asymmetrischen Einheit in A°
durch das Molekulargewicht des Proteins in Dalton und die Anzahl der Proteinmolekiile pro
asymmetrischer Einheit. Das Ergebnis, der als Matthew-Parameter bekannte Wert V,, [A*/Da]

(eigentlich partielles Molvolumen), lag bei der iberwiegenden Zahl der untersuchten Proteine
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zwischen 1.7 und 4.0. Anhand dieser statistisch ermittelten Werte kann bei bekannter Grof3e der
Elementarzelle eines Proteinkristalls sowie bekannter Raumgruppe die Anzahl der Proteinmole-

kiile bzw. seiner Protomeren pro asymmetrischer Einheit abgeschétzt werden.

N

Mp - Nprrot

V,:: Volumen der asymmetrischen Einheit [A’]
M, : Molekulargewicht des Proteins [Da]

np, . Anzahl der Proteinmolekiile pro asymmetrischer Untereinheit

Der monokline Kristall weist zwei asymmetrische Einheiten pro Elementarzelle auf.

Mit V,; = 4.1 - 10° A* und M, = 170000 Da errechnete sich fiir n,,, = 1 ein Wert fiir den
Matthew-Parameter von V,, = 2.4 A*/Da. Demnach sollte ein hexameres BM-CrnA-Molekiil in
der asymmetrischen Einheit des Kristalls vorliegen. Beriicksichtigt man nun weiterhin das
spezifische Volumen eines Proteins (vp,, = 0.82 cm’/g, Andersson und Hovmiiller, 2000), kann

man den Gehalt an Losungsmittel (Xg) im Kristall berechnen:

X, =1.36/Vy ; 1-X,=Xq

Xp: Proteingehalt im Kristall

Der monokline BM-CrnA-Kristall hat einen Losungsmittelanteil von 44 %, was mit den
durchschnittlichen Losungsmittelanteilen von Kristallen der Raumgruppe P2, iibereinstimmt
(Andersson und Hovmiiller, 2000).

3.4.1.1. Selbstrotationsfunktion

Es wurden Selbstrotationsrechnungen durchgefiihrt, um nach nichtkristallographischer Symme-
trie (NCS) zu suchen. Hierbei wird eine native Pattersonfunktion (P (u,)) des Datensatzes in den
drei Raumrichtungen rotiert, wobei hiufig ein Polarkoordinatensystem (¢, y, k) verwendet wird,

und mit der unrotierten Funktion (P(u)) liberlagert.
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Mathematisch betrachtet wird nach denjenigen Winkelpositionen gesucht, bei denen es zu

maximaler Uberlappung zwischen der rotierten und der unrotierten Funktion kommt:

R(,v,%) = [ P(u)x P, (u, )du

U

R(¢, v, ¥): Uberlappungsfunktion

An diesen Stellen beobachtet man Maxima in der Selbstrotationsfunktion. Sie entsprechen den
Symmetrieachsen der Raumgruppe oder NCS-Achsen. Da die Raumgruppensymmetrie bekannt
ist, lassen weitere Peaks auf NCS schlieen. Als Ergebnis der Selbstrotationsfunktion wurden
drei Peaks bei k = 180° und einer bei k = 120° gefunden (Abb. 33).

K=180° E=120°

Abb. 33: Selbstrotationsfunktion k = 180° (links), k = 120° (rechts)

Der intensivste Peak bei k = 180°, ¢ = 0°, y = 0° entspricht der kristallographischen zweifachen
Achse. Die zwei weiteren Peaks bei k = 180° wiesen eine Intensitét von 55 % im Vergleich zum
intensivsten Peak auf und sollten lokale zweizdhlige Symmetrieachsen darstellen, die die
Untereinheiten des oligomeren Proteins ineinander tiberfithren. Es wurde vermutet, dass eine
dritte lokale zweizdhlige Achse parallel zu der kristallographischen Achse liegt. In einem
solchen Fall liegen die Peaks von kristallographischer Symmetrie und NCS tiibereinander. Diese
Interpretation fiihrte zu der Annahme, dass drei zweizéhlige NCS-Achsen vorliegen, die einen
Winkel von 60° zueinander aufweisen. Der Peak bei k = 120° zeigte eine Intensitit von 56 %
verglichen zum Hauptpeak und stellt eine dreizéhlige NCS-Achse dar, die senkrecht zu den drei
zweizdhligen Achsen steht (Tab. 8).
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Tab. 8: Polarwinkel der Peaks in der Selbstrotationsfunktion

¢ [°] v [°] K [°] Intensitit [%]
0 0 180 100

137 60 180 55

137 120 180 55

48 91 120 56

Die Selbstrotationsfunktion zeigte damit die hexamere Quartirstruktur und eine D;-Punkt-
symmetrie des Enzyms. Man kann sich das Molekiil also als Dimer von Trimeren oder auch
Trimer von Dimeren vorstellen. Im Laufe der Strukturldsung war die hohe nichtkristallographi-
sche Symmetrie von groer Bedeutung bei der molekularen Mittelung der Elektronendichte zur
Verbesserung der experimentellen Dichte (s. 3.4.3.3) sowie bei der Strukturverfeinerung
(s. 3.4.3.5). Auch bei der Ermittlung der Schwermetallpositionen war die NCS des Molekiils
sehr hilfreich (s. 3.4.3.1).

3.4.1.2. Native Pattersonfunktion

Aus dem gemessenen Datensatz wurde eine native Pattersonfunktion berechnet. Die Peaks der
Pattersonfunktion stellen die Endpunkte von Vektoren zwischen den Atomen dar. Dabei unter-
scheiden sich intermolekulare und intramolekulare Vektoren. Von besonderem Interesse sind die
Peaks intermolekularer Vektoren. Peaks der Vektoren zwischen Atomen von Molekiilen, die
durch die Raumgruppensymmetrie verwandt sind, finden sich immer auf ganz bestimmten
Schichten, den so genannten Harkerschichten. Diese ergeben sich aus der Differenz der speziel-
len Lagen der einzelnen Raumgruppen. In der Raumgruppe P2, mit der Schraubenachse b
befindet sich zu jedem Atom in der allgemeinen Lage (X, y, z) ein symmetriedquivalentes Atom
in Position (-x, 0.5 +y, -z). Die Endpunkte der Vektoren zwischen diesen Atomen liegen alle auf
der Harkerflache, die den Pattersonraum bei y = 0.5 schneidet (2x, 0.5, 2z).

In einer nativen Pattersonfunktion erwartet man einen starken Peak in einer Harkerschicht fiir
den Fall reiner Translation. Dieser tritt ein, wenn eine kristallographische sowie eine
nichtkristallographische Drehachse gleicher oder hoherer Symmetrie parallel liegen (Abb. 34).
Die aus der Selbstrotationsfunktion geschlossene Vermutung kann also durch die Patterson-

funktion theoretisch bestitigt werden.
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a 3

Abb. 34: Zustandekommen eines Peaks in der nativen Pattersonfunktion bei Vorliegen von parallelen
kristallographischen (griin) und nichtkristallographischen (blau) zweizdhligen Drehachsen

(aus: http://www-structure.llnl.gov/Xray/101index.html, Bernhard Rupp)

In der Pattersonfunktion zeigte sich ein starker Peak bei (0, 0.5, 0.5) mit einer Intensitit von
11 % des Ursprungspeaks (Abb. 35). Das Auftreten dieses Pseudo-Ursprungspeaks beweist zum
einen das Vorhandensein einer zur kristallographischen zweizéhligen Drehachse parallelen
nichtkristallographischen Achse und weist zusétzlich auf eine Pseudo-A-Flidchenzentrierung der
Molekiile im Kristall hin.

IINAEIRICE

Abb. 35: Native Pattersonfunktion (y = 0.5)

Bei einer A-Flichenzentrierung im Kristallgitter sollten die Reflexe mit den Indizes
k+1=2n - 1 systematisch ausgeldscht sein. Vergleicht man die Indizes mit geraden und ungera-

den Werten von k + 1, erkennt man, dass die ungeraden tatsdchlich systematisch eine geringere
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Intensitit aufweisen als die geraden. Einen Vergleich dieser Werte erhédlt man mit dem CCP4-
Programm truncate. Diese systematisch geschwichten Reflexintensititen diirften die Ursache fiir
den mit 10 % recht hohen R, -Wert des nativen Datensatzes sein.

Des Weiteren kann man aus der allgemeinen Differenz der Koordinaten in P2, (2x, 0.5, 2z) die
x- und z-Koordinaten des Schwerpunkts des BM-CrnA-Hexamers berechnen nach :

(0, 0.5, 0.5) =(2x, 0.5, 2z).

Die moglichen Schwerpunktkoordinaten lauten: (0, -, 0.25), (0, -, 0.75), (0.5, -, 0.25) und
(0.5, -,0.75).

3.4.2. Nativer Datensatz (Synchrotron)

Mit dem Ziel, einen Datensatz mit verbesserter Auflosung zu erhalten, wurde ein Kristall am
DESY (Deutsches Elektronen Synchrotron) in Hamburg vermessen. Der Kristall streute bis etwa
2.0 A (Abb. 36) und wurde bis 2.1 A berechnet (Tab. 9).

Tab. 9: Statistik des nativen Datensatzes (Synchrotron); es gehen 360 Aufnahmen bei einer Drehung des
Kristalls von 0.5°/Aufnahme in die Statistik ein; die Zahlen in Klammern geben die Statistik der

hochsten Auflosungsschale an.

Wellenlinge [A] 0.8428

Aufldsungsbereich [A] 50-2.1

Raumgruppe P2,

Zellparameter a=746A,b=941A,c=1152A4,
o=v=90° B =104.3°

Anzahl an Reflexen 223797

Anzahl unabhéingiger Reflexe | 71469

Vollstandigkeit [%)] 79.1 (52.5)

/(1) 22.5(1.8)

Ry, [%] 3.9(30.9)

Der Kristall zeigte im Rontgenstrahl eine starke Anisotropie in Bezug auf seine Streueigen-
schaften, woraus die geringe Vollstindigkeit in der hochsten Auflosungsschale resultiert. Die
Redundanz des Datensatzes betrégt 3.1. Der R, -Wert des Datensatzes ist mit 3.9 % sehr gut,
gleichzeitig liegt die Mosaizitit mit 1.2° sehr hoch.
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Abb. 36: Beugungsaufnahme des nativen Datensatzes (Synchrotron)
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3.4.3. Derivatdatensatz

Von einem tiber Nacht in 5 mg/ml K,PtCl, gesoakten Kristall wurden am Elektronenspeicherring
DORIS des DESY in Hamburg zwei Datensitze mit der Wellenlinge der L"-Platinabsorptions-
kante gemessen. Das Experiment war als MAD-Experiment geplant, so dass urspriinglich bei
drei Wellenldngen gemessen werden sollte: am Maximum des Pt-Fluoreszenzspektrums (peak,
A,), am Umkehrpunkt des Spektrums (inflection, A,) und bei einer Wellenldnge auflerhalb der
Absorptionskante (remote, A;). Aus Zeitgriinden konnte nur ein peak- und ein inflection-Daten-
satz aufgenommen werden.

Die Daten wurden mit dem Programm DENZO (Otwinowski und Minor, 1997) als primitiv
monoklin indiziert und mit dem Programm SCALEPACK (Otwinowski und Minor, 1997) bis zu
einer Auflésung von 3.0 A anomal (keyword im Skript: anomalous) skaliert. Sie lieBen sich
ebenso wie die nativen Daten der Raumgruppe P2, zuordnen mit den Zellparametern a=74.4 A,
b=94.1A,c=114.7 A, 0. =y =90° B = 104.6°. Im Vergleich zu dem ebenfalls in Hamburg
gemessenen nativen Datensatz zeigte der Derivatdatensatz nur eine maximale Abweichung in
den Gitterparametern von 0.4 % in der c-Achse. Die Datensitze sind damit hochstwahrscheinlich
isomorph. Im Gegensatz dazu zeigten sich zu dem an der hauseigenen Kupferdrehanode gemes-
senen Datensatz Abweichungen in der c-Achse von etwa 1.5 %. Bei der Skalierungsroutine
anomalous werden die Intensititen der Friedelpaare nicht zusammengefasst.

Die MAD-Datensitze besaien einen Ry, von 9.1 % (peak) bzw. 8.5 % (inflection). Der peak-
Datensatz konnte vollstindig gemessen werden, der inflection-Datensatz konnte mangels

Messzeit nur bis zu einer Vollstdndigkeit von 92 % gemessen werden (Tab. 10).

Tab. 10: Statistik der Derivatdatensitze: in die Statistik flieBen 360 Aufnahmen bei A, mit einer Rotation
von 0.5°/Aufnahme und 340 Aufnahmen von A, mit einer Rotation von ebenfalls 0.5°/Aufnahme; die

Werte in Klammern beziehen sich auf die hochste Auflosungsschale

MAD-peak MAD-inflection

Wellenlinge [A] 1.0714 1.0716
Aufldsungsbereich [A] 30-3.0 30-3.0
Raumgruppe P2, P2,
Anzahl an Reflexen 124861 109037
Anzahl unabhéngiger Reflexe 34341 28737
IVo(D) 14.7 (2.5) 15.2(2.9)
Vollstandigkeit [%] 99.8(99.9) 91.7(93.6)

R, [%] 9.1 (41.1)  8.5(38.6)
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Die Mosaizitit der Daten lag bei 0.7°, so dass bei einem Drehwinkel von 0.5°/Aufnahme im

Auflosungsbereich nicht mit {iberlappenden Reflexen zu rechnen ist.

3.4.3.1. Bestimmung von Schweratompositionen

Mit dem Programmpaket CNS wurden die Schweratompositionen bestimmt sowie die Anfangs-
phasen berechnet. Zunéchst wurde eine anomale Differenzpattersonfunktion des Datensatzes der
peak-Wellenlinge berechnet (Abb. 37) und aus den Peaks der Funktion automatisch
Schweratompositionen bestimmt. Der Algorithmus fiir die Bestimmung der Schweratompositio-
nen besteht im verwendeten Programm (CNS, Skript: heavy search.inp, Grosse-Kunstleve und
Briinger, 1999) aus kombinierter Pattersonsuche im direkten sowie im reziproken Raum und
anschlieBender Patterson-Korrelationsverfeinerung (Grosse-Kunstleve und Briinger, 1999,
Briinger, 1990). Im Programm wurden sechs zu suchende Schweratompositionen vorgegeben.
Das Ergebnis mit der hochsten Korrelation zwischen berechneten und beobachteten Strukturfak-
tordifferenzen wurde fiir die Berechnung einer theoretischen Pattersonfunktion verwendet
(Abb. 38).
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Abb. 37: Anomale Differenzpattersonfunktion Abb. 38: Aus den Schweratompositionen be-
(y=0.5) rechnete Differenzpattersonfunktion (y = 0.5)

Man erkennt an der Differenz von berechneter und gemessener Pattersonfunktion das starke
Hintergrundrauschen der anomalen Differenzpattersonfunktion, welches zum einen durch die
geringen Differenzen in den Intensititen der Friedelpaare hervorgerufen wird und zum anderen
mathematisch zu erkldren ist. Die Quadrate der anomalen Differenzen der Strukturfaktoram-
plituden setzen sich ndmlich aus den Quadraten der reinen Strukturfaktoramplituden des

Schwermetalls und einem Mischterm zusammen, der zum Rauschen in der Pattersonfunktion
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fiihrt. Erst die Summe der Quadrate von isomorphen Strukturfaktordifferenzen und anomalen
Strukturfaktordifferenzen kann theoretisch zu einer rauschfreien Pattersonfunktion fithren
(Drenth, 1994).

Die Plausibilitét der auf diese Weise bestimmten Schweratompositionen wurde durch graphische
Beurteilung ihrer Substruktur (Abb. 39) sowie durch die Symmetriebeziehung zwischen den

Atomen beurteilt.

Abb. 39: Substruktur der Pt-Atome in der Elementarzelle

Die Substruktur von sechs Pt-Atomen bildete zwei parallel iibereinander liegende Dreiecke aus,
was gut mit der in 3.4.1.1 hergeleiteten Vorstellung des Proteinmolekiils als Dimer von Trimeren
iibereinstimmte. Die Symmetriebeziehungen zwischen den Atomen wurden mit dem CCP4-
Programm findncs (Lu, 1997) berechnet. Die hier gefundenen Symmetrieoperationen waren mit
denen aus Selbstrotationsrechnungen des nativen Datensatzes in Einklang (vgl. 3.4.1.1, Tab. 8).
Auf dasselbe Zentrum bezogen fanden sich auch hier drei zweizdhlige Symmetrieachsen und
eine dreizéhlige Drehachse (Tab. 11).
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Tab. 11: Symmetrieachsen der Pt-Atome im Zentrum 30.07, -10.45, 27.66; in Klammern stehen die

entsprechenden Winkel aus der Selbstrotationsfunktion des nativen Datensatzes der BM-CrnA

Nummer ¢ [°] v [°] < [°] RMS
1 -36.43 (321.71)  55.37(53.79)  180.00 (180.00)  0.145
2 92.95(90.00)  87.81(90.00)  180.00 (180.00)  0.351
3 39.84 (38.28)  52.67(53.79)  180.00(179.98) 0.377
4 4.96 (358.50)  137.40(137.99) -123.52(120.00) 0.124
5 5.54(358.50)  137.01(137.99) -116.48(120.00) 0.250

Der RMS-Wert gibt die Abweichung der iibereinander gelagerten Atompositionen nach Anwen-
dung der jeweiligen Symmetrieoperation an. Eine ungenaue Positionierung der Pt-Atome wurde
anhand der gleichwertigen aber deutlich von 120° abweichenden Achsen vier und fiinf erkenn-
bar. Insgesamt war die Ubereinstimmung der Symmetrie der Pt-Atome untereinander und der
nichtkristallographischen Symmetrie des hexameren Proteinmolekiils ein aussagekriftiger

Hinweis auf die Stimmigkeit der Schweratompositionen.
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3.4.3.2. Anfangsphasen und erste Elektronendichte

Fiir die Phasierung wurden die Strukturfaktoren aus dem peak- und dem inflection-Datensatz
verwendet sowie die aus der Pattersonfunktion ermittelten Pt-Positionen. Aufgrund der
enantiomorphen Ambiguitéit bei der Berechnung der Schweratompositionen (Blundell, 1976)
wurde die Berechnung der Phasen fiir beide Héndigkeiten durchgefiihrt. Die Anfangsphasen
sowie die Handigkeit der Struktur wurden anhand des Gewichtungstfaktors m (figure of merit),
der die Giiltigkeit der Phasenwinkel bewertet, beurteilt. Der Gewichtungsfaktor m besitzt fiir
einen Phasenfehler von 0° den Wert 1 und fiir einen Phasenfehler von 90° den Wert 0. Er stieg
im Laufe der Phasierungszyklen fiir die eine mogliche Handigkeit (Handigkeit 1) von 0.1472 auf
0.2931 und fiir die andere (flip) von 0.1467 auf 0.2928. Obwohl der figure of merit der Phasen-
winkel insgesamt noch recht gering war, konnten dennoch leichte Unterschiede fiir beide
Héndigkeiten beobachtet werden. Da nur eine Handigkeit zu einer interpretierbaren Elek-
tronendichte fithren sollte, wurde hier die Entscheidung aufgrund der Beurteilung der unter-
schiedlichen Elektronendichten getroffen (Abb. 40).

Abb. 40: Elektronendichten der moglichen Héandigkeiten (links: Handigkeit 1, rechts: flip)

Die Anfangsphasen fiihrten zu kaum interpretierbaren Elektronendichten, allerdings konnte man
schwache Unterschiede zwischen Solvensbereich und Protein in der links abgebildeten Dichte
erkennen, was in Einklang stand mit den Unterschieden der figure of merits. Die enantiomorphe

Ambiguitit wurde zugunsten dieser Losung entschieden.
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3.4.3.3. Dichtemodifikation

In dem ersten Schritt der Dichtemodifikation wurde die Dichte mittels solvent flipping (Abra-
hams und Leslie, 1996) innerhalb des Programmpaketes CNS gegléttet. Nach der Solvens-
gléttung erkannte man deutlich die Gestalt des Proteinmolekiils neben den Lésungsmittelberei-
chen (Abb. 41).

Abb. 41: Elektronendichtekarten vor (links) und nach (rechts) solvent flipping

Allerdings war die Dichte zu diesem Zeitpunkt noch nicht interpretierbar, Sekundéarstruktur-
elemente wie Helix und Faltblatt waren nicht in der Dichte erkennbar.

Ein sehr leistungsstarkes Werkzeug in der Dichtemodifikation ist die Mittelung durch nicht-
kristallographische Symmetrie (NCS-Mittelung). Die in der Selbstrotationsfunktion ermittelte
hohe NCS des hexameren Molekiils (s. 3.4.1.1) sollte hier zu einer starken Verbesserung der
Elektronendichte fiihren. Um eine NCS-Mittelung anwenden zu konnen, benétigt man die
Matrizen aller Symmetrieoperationen, die aus einem Monomer das gesamte Hexamer darstellen,
bestehend aus Rotations- und Translationsanteil. Es wurden somit die folgenden Matrizen
gesucht:

Abbildung der Einheitsmatrix:

H)AYA

Abbildungen der 120°-Matrizen (Abb. 42):

2) A'Y B (Symmetrieoperation I)

3) A'Y C (Symmetrieoperation II)

Abbildungen der 180°-Matrizen (Abb. 42):

4) A'Y -A (Symmetrieoperation a)

5) A'Y -B (Symmetrieoperation c)

6) A'Y -C (Symmetrieoperation b)
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Abb. 42: Mogliche Symmetricoperationen im idealisierten hexameren Molekiil (die Bereiche im

Hintergrund sind durch ein negatives Vorzeichen angedeutet)

Aus den Kombinationen der 180°-Matrizen ergeben sich die beiden moglichen 120°-Matrizen:
axb=I(AYCO
axc=I1(AYB)

bxc=1II
bxa=1I
cxa=II
cxb=1I

Es wurden die Matrizen verwendet, die aus den Positionen der Pt-Atome im CCP4-Programm
findncs (Lu, 1997) (s. 3.4.3.1) ermittelt worden waren und die sich auf ein Zentrum beziehen.
Neben den Symmetrieoperationen musste eine molekulare Maske von Monomer A erstellt
werden. Dies war schwierig, da aus der Elektronendichte lediglich die Kontur des Hexamers zu
erkennen war, aber nicht die der einzelnen Monomere. Nach Skelettierung der Elektronendichte
wurde graphisch im Programm 0 (Jones, 1991) eine Monomermaske ermittelt.

Die NCS-Mittelung fiihrte zu einer signifikanten Verbesserung der Elektronendichte, nachdem
einige ,, Tricks* bei der Optimierung der NCS-Operatoren sowie der Monomermaske angewen-
det worden waren. Es zeigte sich nach ersten Rechnungen in dm (Cowton, 1994), dass die 120°-
NCS-Matrizen aus findncs nicht zu einer Uberlappung im Molekiilbereich fiihrten (Tab. 12).
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Tab. 12: Uberlappungen im Molekiilbereich nach Anwendung der NCS-Operationen

E 180°¢ 180° 180° 120° 120°
E 0.997 0.301 0.394 0.302 0.035 0.045
180° 0.300 0.997 0.273 0.256 0.025-0.022
180° 0.396 0.269 0.997 0.229 0.039 0.000
180° 0.301 0.255 0.231 0.998 0.067 0.026
120° 0.037 0.023 0.035 0.074 0.997 0.005
120° 0.048-0.023 0.004 0.027 0.005 0.997

Mithilfe von Matrixmultiplikationen innerhalb der 180°-Matrizen wurden neue 120°-Matrizen
berechnet (augmentierte 4x4-Matrizen, s. 2.5.3.2). Es zeigte sich eine stark verbesserte Uberlap-
pung der Molekiilbereiche (Tab. 13).

Tab. 13: Uberlappungen im Molekiilbereich nach Anwendung der berechneten NCS-Operationen

E 180° 180° 180° 120° 120°
E 0.997 0.315 0.402 0.293 0.305 0.277
180° 0.313 0.997 0.282 0.246 0.292 0.388
180° 0.398 0.281 0.997 0.233 0.290 0.243
180° 0.290 0.242 0.237 0.997 0.386 0.279
120° 0.308 0.289 0.296 0.386 0.997 0.312
120° 0.271 0.386 0.239 0.284 0.316 0.997

Zur Optimierung der NCS-Maske wurde diese im CCP4-Programm ncsmask radial stark
vergroflert und im Anschluss wurden die neuen NCS-Operatoren auf die Maske angewendet. Die
iiberlappenden Bereiche wurden weggeschnitten und der resultierende Bereich wurde als neue
Monomermaske in dm eingesetzt. Nach dieser Anderung verbesserte sich die Elektronendichte
immens (Abb. 43), Helices und Faltblitter wurden sichtbar und der komplizierte Aufbau des

Hexamers aus den sechs Monomeren wurde erkennbar.
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Abb. 43: Helikaler Bereich der Elektronendichte vor (oben) und nach (unten) der NCS-Mittelung (die
Struktur wurde zur besserern Ubersicht unterlegt)

Im letzten Schritt der Dichtemodifikation wurden die Phasen innerhalb von 200 Zyklen von
3.0 A auf2.1 A erweitert, was zu einer weiteren Verbesserung der Elektronendichte fiihrte. Die
im Molekiil enthaltene hohe NCS war letztlich entscheidend dafiir, eine interpretierbare Elek-

tronendichte zu erhalten und im Weiteren die Struktur der BM-CrnA zu 16sen.
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3.4.3.4. Sequenzeinbau

Nach der Dichtemodifikation waren in der Elektronendichte deutlich helikale Bereiche und
Faltblattstrukturen zu erkennen. Deshalb wurde zunéchst ein automatischer Modellbau mit dem
Programmpaket ARP/WARP (Perrakis und Lamzin, 1999) versucht. Hier konnten jedoch nur
kurze Sequenzabschnitte innerhalb der Struktur gefunden werden. Mégliche Griinde hierfiir sind
in der mit 2.1 A zu geringen Aufldsung zu sehen, die im Grenzbereich der Mdglichkeiten des
Programms liegt sowie damit verbunden in einem zu schlechten Daten/Parameter-Verhiltnis.

Das Strukturmodell wurde daher komplett von Hand im Graphikprogramm O (Jones, 1991)
erstellt. In die signifikanten Helixbereiche wurden zunéchst Polyalanin (Poly-Ala)-Helices gelegt
sowie Poly-Ala-Faltblattstrukturen in die charakteristischen Bereiche von -Faltbléttern in der
Elektronendichte. Gut erkennbare /oops oder ungeordnete Abschnitte wurden mit einzelnen
Aminosduren (Ala) oder Dipeptiden (Ala-Ala) Stiick fiir Stiick modelliert. Bei einer Vollstidndig-
keit des Modells von 54 % wurden die einzelnen Kettenabschnitte zusammengefasst und mit
dem sequenzrichtigen Bau des Modells begonnen. Fiir die Bewertung der Sequenzen wurde eine
Aminosduredhnlichkeitsmatrix nach Remington (iibernommen aus Dissertation Reinermer,
1993) (s. 2.5.3.3) verwendet, die die Ahnlichkeiten der einzelnen Aminosiuren zueinander in
Bezug auf ihre Erscheinung in der Elektronendichte beurteilt. Dieser Sequenzvergleich war
extrem leistungsstark, was die folgenden Ergebnisse der Sequenzvergleiche exemplarisch
belegen sollen (Abb. 44). Es wire ansonsten nur mit groer Unsicherheit oder iiberhaupt nicht

moglich gewesen, die Elektronendichte vollstindig zu interpretieren.

visuell 1 SG.LSWAEYEAY 11
BM-CrnA 7 VGELTWKEYEAR 18
visuell 1 LVVEACARAVASALGATF 18

BM-CrnA 240 LILEVCVQGIADAIGQEF 257

visuell 1 KAANHGAVFGVVDCAA 16

BM-CrnA 174 WDIEHGGVFETSLMLA 189

Abb. 44: Sequenzvergleiche anhand einer Aminosiuredhnlichkeitsmatrix (nach Remington, iibernommen

aus Dissertation Reinemer, 1993)
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Man erkennt die starken Abweichungen zwischen der individuellen Beurteilung der Dichte und
dem wirklichen Sequenzgehalt. Alle durchgefiihrten Sequenzvergleiche flihrten zu einer richti-
gen Sequenzzuordnung. Auf diese Weise konnte das gesamte Modell des Enzyms gebaut
werden, allerdings mit Einschrinkungen im N- und C-terminalen Bereich des Enzyms sowie in
zwel weiteren flexiblen Bereichen. Der Verlauf der Aminosduren 2 bis 8 im N-terminalen
Bereich (es wurde davon ausgegangen, dass Aminosdure 1, Methionin, abgespalten wurde,
s. 3.1.1) sowie die Lage der C-terminalen Aminosaurereste 259 und 260 konnten aufgrund der
schwachen Elektronendichte in diesen Bereichen nicht genau bestimmt werden. Das Gleiche gilt
fiir einen kurzen flexiblen loop zwischen Position 20 und 23. Ein ausgedehnter flexibler Bereich
zwischen den Positionen 158 und 172 war am schlechtesten definiert und zu Beginn in der
Elektronendichte kaum zu erkennen. Dieser Sequenzbereich wurde zuletzt in die Struktur
eingebaut und konnte nur ganz vage positioniert werden. Hier wurden Hilfsoptionen des Gra-
phikprogramms O verwendet, wie der Vergleich mit /oop-Regionen bekannter Strukturen, die in
den Datenbanken des Programms enthalten sind. Das wachsende Strukturmodell wurde ab einer
Vollstindigkeit von etwa 50 % in Verfeinerungsrechnungen eingesetzt, um eine Verbesserung

der Elektronendichte zu erzielen.
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3.4.3.5. Verfeinerung

Vor dem Beginn der Verfeinerung wurden mit dem CCP4-Programm uniqueify zufallsgeneriert
5 % der Daten eines Datensatzes als Testset innerhalb eines Datensatzes markiert, um wahrend
der Verfeinerung eine cross-Validierung (Briinger 1992, 1997) zu ermdéglichen. Die Verfeine-
rung wurde bis auf einige abschlieBende Berechnungen im Programmpaket CNS mit der Verfei-
nerungsroutine refine.inp (Briinger 1987, 1990, 1994) durchgefiihrt. Sie wurde in Zyklen von
manueller Korrektur des Strukturmodells am Graphikrechner sowie Molekiildynamik- und
Energieminimierungsrechnungen innerhalb der Verfeinerungsroutine bearbeitet.

Bei Molekiildynamikrechnungen (simulated annealing) wird das Strukturmodell auf ein hohes
Temperaturniveau gebracht (5000 K) und anschlieBend langsam abgekiihlt. Der Vorteil der
Methode besteht darin, dass auf diese Weise lokale Energieminima iiberwunden werden konnen
und so groBere raumliche Verdnderungen im Strukturmodell mdglich werden (Verschiebungen
bis zu mehreren A, Drenth, 1994), die zu globalen Minima in der Struktur fiihren. Da zu Beginn
der Verfeinerung noch gréBere manuelle Verdnderungen am Modell vorgenommen werden, ist
diese Minimierungsroutine sehr leistungsstark.

Wihrend der ersten Verfeinerungsrechnungen bei noch inkomplettem Strukturmodell wurde
nach der maximum likelihood-Methode (Pannu und Read, 1996) gegen experimentelle Struktur-
faktoramplituden sowie Phasen verfeinert (mlh/-Target). Es wurde eine Solvensmaske vor-
gegeben sowie strikte NCS (constraints). Der R-Wert lag nach den ersten Verfeinerungsrunden
bei knapp 50 %. Bei wachsendem Strukturmodell fiel der R, allméhlich bis auf 41.9 %. Eine
sichtbare Verbesserung der Elektronendichte sowie der R-Werte konnte nach Fertigstellung des
Strukturmodells, automatischer Solvensberechnung und Umschwenken auf lose NCS (re-
straints) beobachtet werden. Der R, fiel auf 32.1 %.

Die Verbesserung der Dichte wurde besonders an den schlecht definierten Bereichen sichtbar
(Abb. 46). Der Verlauf der N-terminalen sieben Aminosduren wurde wihrend der Verfeinerung
vollstdndig verdndert. Der Verlauf des Riickgrads war hier urspriinglich durch den Aminosaure-
rest Glu 9 (Abb. 46, unten) gelegt worden. Die Dichte zwischen Position 20 und 23 wurde gut
erkennbar, und sogar der gesamte Verlauf der C,-Kette und der meisten Reste des sehr flexiblen
Bereichs zwischen Aminoséure 158 und 172 wurde interpretierbar (Abb. 46). In diesem teil-
weise helikalen Bereich waren am Ende der Verfeinerung die Seitenketten der Aminoséuren
Gln 164, Glu 169 und Leu 172 nicht und die Seitenketten Lys 158, Ile 163 und Pro 168 nur
teilweise definiert. Das C,-Riickrat war bei Position Gly 170 bei einer Konturierung von 0.8 ¢
erkennbar. Im Ubrigen waren die N- bzw. C-terminalen Reste Ser 2, Lys 3 und Thr 260 be-
zliglich der Seitenketten teilweise nicht definiert, ebenso die an der Oberfldche liegenden
ausladenden Reste Lys 231, Arg 235 und Gln 247.
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Gegen Ende der Verfeinerung wurde nur noch gegen die Strukturfaktoramplituden verfeinert
(mlf-Target) und die NCS stark gelockert.

Bereits zu Beginn des Struktureinbaus fielen in der Elektronendichte im Bereich des hexameren
Molekiils insgesamt zwolf Bereiche mit einer hohen Konturierung von 6 - 7 ¢ auf, weshalb an
diesen Positionen Metallatome vermutet wurden. In der Literatur war diskutiert worden (Rikita-
ke et al. 1979), dass die Creatininase ein Zn-bindendes Enzym ist, was die Vermutung nahe
legte, dass in der Struktur Zn-Atome vorliegen. Diese miissten wihrend der Expression und
Reinigung des Enzyms beim Hersteller von dem Molekiil aufgenommen worden sein. Die im
Rahmen der Verfeinerung sich ergebenden Abstiinde zwischen den Metallatomen von 3.5 A
bestitigten das Vorhandensein von Zink in der Struktur durch Vergleich zu weiteren Proteinen
mit Zink-Zink-Zentren (Thoden et al. 2001, Wilcox, 1996). Auch die Abstinde zu den koordi-
nierenden Sauerstoff- und Stickstoffatomen von 1.9 A bis 2.5 A sprachen dafiir, dass Zinkionen
in der Struktur vorliegen (Abb. 45).
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Abb. 45: Elektronendichte im Bereich der Zinkbindungsstelle (Untereinheit A)
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Abb. 46: Verbesserung der Elektronendichte im Laufe der Verfeinerung anhand von herausragenden Beispielen

(alle Abbildungen wurden mit dem Programm BOBSCRIPT (Kraulis, 1997)) erstellt:
oben: flexibler Bereich zwischen den Resten 158 bis 172 vor (links) und nach (rechts) der Verfeinerung

Mitte: loop zwischen Aminosdurerest 20 und 23 vor (links) und nach (rechts) der Verfeinerung

unten: N-Terminus vor (links) und nach (rechts) der Verfeinerung
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Tab. 14: Ubersicht iiber die wesentlichen Zyklen der Verfeinerung

Verfeinerungs- Auflo- Anzahl ASim  Anzahl Ryor [%0]  Rjee [%0]
Optionen sung [A]  Strukturmodell ~Wasser/Glycerin

starre NCS, 50-2.1 125 0/0 49.9 50.5
Solvensmaske, mlf

starre NCS, 50-2.1 173 0/0 45.6 47.3
Solvensmaske, mlhl

starre NCS, 50-2.1 237 0/0 41.9 44.1
Solvensmaske, mlhl

lockere NCS (-), 50-2.1 260 0/0 35.5 39.7
Solvensmaske, mlhl

lockere NCS (-), 50-2.1 260 0/0 32.1 33.1
Solvenskorrektur, mlhl

lockere NCS (-), 50-2.1 260 311/3 24.0 26.5
Solvenskorrektur, mlf

lockere NCS (--), 50-2.1 260 521/3 23.2 25.0
Solvenskorrektur, mlf

lockere NCS (--), 50-2.1 260 725/3 21.8 24.8
Solvenskorrektur, mlf

Refmac: lockere NCS, 50-2.1 260 725/3 20.7 24.7
Wasserstoffanteil

Es wurden insgesamt 725 Wassermolekiile und drei Glycerinmolekiile in die Elektronendichte

eingebaut. Der R, fiel dadurch bis auf 21.8 %. Nach einer statistischen Untersuchung von

work
Carugo und Bordo (Carugo und Bordo, 1998) wiren bei einer Auflésung von 2.1 A etwa 1000
Wassermolekiile in der Struktur zu erwarten. Die geringere Zahl an gefundenen Wassermolekii-
len spiegelt vermutlich die bis zu dieser Auflosung nur unvollstindigen Daten wider (s. 3.4.2,
Vollstindigkeit (alle Daten): 79 %, Vollstindigkeit (hochste Auflésungsschale): 52 %). Nach der
statistischen Analyse der Autoren wiirde man die in der BM-CrnA-Struktur gefundene Anzahl
an Wassermolekiilen bei einer Auflssung von 2.4 A erwarten. Diese Aufldsung entspricht
moglicherweise der Qualitét der verfeinerten Elektronendichte. Die Anzahl an Wassermolekiilen
lasst sich aber auch anhand des Ablaufs der Verfeinerung selbst rechtfertigen. Alle Versuche,
weitere Wassermolekiile in die Struktur einzufiigen, fithrten zwar zu einer Senkung des R,

aber zu einer Erhohung des R;... Zum Abschluss wurden in dem Verfeinerungsprogramm

free*
refmac (Murshudov, Dodson 1996) aus der CCP4-Suite noch zusétzlich die Anteile der H-
Atome an der Elektronendichte beriicksichtigt, was den R, auf 20.7 % senkte. Einen Uber-

blick iiber die Zyklen der Verfeinerung gibt Tabelle 14.
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Die in Abschnitt 3.3.2 besprochene posttranslationale Spaltung des Enzyms hinter Gly119, die
in SDS-Gel und Massenspektrum in Form von zwei Abbruchbanden erkennbar war, lief3 sich
anhand der Elektronendichte nicht nachvollziehen. Die Bruchstelle liegt im rigiden Bereich der
BM-CrnA-Struktur, direkt an ein Faltblatt anschlieend. In diesem Bereich ist die Elektronen-
dichte geschlossen und weist eine gleichméfBige Konturierung auf.
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3.4.4. Strukturinterpretation

3.4.4.1. Qualitit der Struktur

Bei der Beurteilung der Qualitét einer Struktur werden in der Regel einige charakteristische
stereochemische GroBen dargestellt, welche im Vergleich zu statistisch ermittelten Standard-
abweichungen (6,, Engh und Huber, 1991) betrachtet werden. In Tabelle 15 sind diese Werte
fiir die BM-CrnA-Struktur zusammengestellt, ausgehend von der in refmac (s. 3.4.3.5,
Murshudov et al., 1997) endverfeinerten Struktur.

Tab.15: Vergleich von statistisch ermittelten Standardabweichungen (Engh und Huber, 1991) charakte-

ristischer stereochemischer Grofien mit den realen RMS-Werten der endverfeinerten BM-CrnA-Struktur

Stereochemische Grofle o, RMS (Struktur)
Interatomare Abstéinde:

Bindungslingen (1-2-Abstinde) [A] 0.020 0.020
Bindungswinkel [°] 2.000 1.542
Chirales Volumen [A®] 0.150 0.103
Kontakte zwischen nicht gebundenen Atomen:

Kontakte (alle Atome) [A] 0.300 0.228
Wasserstoffbriicken (Donor - Akzeptor) [A] 0.500 0.186
Planare Gruppen:

Torsionswinkel (= 180°) [°] 3.000 2.568
Planaritit der Peptidbindung [A] 0.030 0.008
Korrelation der Temperaturfaktoren:

1-2-Nachbarn in der Hauptkette [A%] 2.000 1.024
1-3-Nachbarn in der Hauptkette [A%] 3.000 1.749
1-2-Nachbarn in der Seitenkette [A?] 2.000 2.290
1-3-Nachbarn in der Seitenkette [A?] 3.000 3.521

Man kann der Tabelle entnehmen, dass sich die RMS-Abweichungen innerhalb der Struktur
iiberwiegend im Bereich der Standard-RMS-Werte bewegen. Die realen RMS-Abweichungen
werden allerdings innerhalb der Verfeinerung von dem Verhéltnis des Gewichts von Rontgenter-
men zu stereochemischen Restriktionen beeinflusst. Das Gewicht der Rontgenterme wurde in
Ubereinstimmung mit der Auflosungsgrenze und der Qualitit der Daten bei der Verfeinerung

niedrig gehalten.
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In stirkerem Maf3e unabhingig von den Restriktionen der Verfeinerung - und damit sehr aus-
sagekriftig bei der Beurteilung der Qualitét des Strukturmodells - sind die Torsionswinkel ¢
und y (Dodson et al., 1996). In einem Ramachandranplot (Ramachandran, 1965) sind die
charakteristischen ¢- und y-Werte des C-Riickgrats dargestellt. Bestimmte Winkelkombinatio-
nen kommen besonders hdufig vor und sind sterisch bevorzugt, andere sind sterisch ungiinstig.
Die sterisch giinstigen Bereiche sind in dem Ramachandrandiagramm gekennzeichnet. Lediglich
Glycin kann aufgrund seiner kleinen Seitenkette einen grofleren Bereich an Torsionswinkeln

einnehmen.
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Abb. 47: Ramachandranplot der BM-CrnA (Untereinheit A); das Diagramm wurde mit dem Programm
PROCHECK (Laskowski et al., 1993) erstellt.
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Der Abbildung 47 ist zu entnehmen, dass alle Aminosduren, mit Ausnahme von Glul69, in
bevorzugten Winkelbereichen vorliegen. Dieser Rest liegt in dem am schlechtesten definierten
Bereich der Elektronendichte, so dass das Modell an dieser Stelle den Kettenverlauf hochstwahr-
scheinlich nicht korrekt wiedergibt. Der vorliegende Ramachandranplot wurde, ausgehend von

Strukturdaten der Untereinheit A, erstellt, ist aber fiir alle Untereinheiten dquivalent.

Der durchschnittliche Koordinatenfehler des Modells wurde nach der Methode von Luzzati
(Luzzati, 1952) bestimmt. Bei dieser Methode wird die Auftragung des R, gegen die Auflo-
sung mit fiir bestimmte Koordinatenfehler berechneten Kurven verglichen. Aus den Koordina-
tenfehlern der nidchstgelegenen Kurven wird der mittlere Koordinatenfehler der Struktur abgelei-
tet. Diese Berechnung wurde mit dem Eingabeskript model stats.inp des CNS-Programms fiir
die in refmac (Murshudov et al., 1997) endverfeinerte Struktur durchgefiihrt. Es ergab sich ein
Wert von 0.31 A fiir den mittleren Koordinatenfehler der Struktur der BM-CrnA. Die auf diese
Weise bestimmten Koordinatenfehler liegen fiir gut verfeinerte Strukturen typischerweise
zwischen 0.2 A und 0.3 A (Drenth, 1994).

Ein hoherer Wert fiir den Koordinatenfehler resultiert, trdgt man nicht den R

work?

sondern den
R;.. gegen die Auflosung auf. Auf der Grundlage dieser Berechnung ergibt sich fiir den Koordi-
natenfehler der Struktur der BM-CrnA ein Wert von 0.35 A. Nach Briinger (Briinger, 1997)

geben die so bestimmten Koordinatenfehler realistischere Werte an.
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3.4.4.2. Verteilung der Temperaturfaktoren in der Struktur

Flexible und rigide Bereiche einer Struktur sowie ithre Unordnung kénnen anhand der Tempera-
turfaktoren (B-Faktoren) erkannt und unterschieden werden. Es wurden die B-Faktoren der C_-
Atome der Hauptkette gegen die Position innerhalb der Aminosduresequenz aufgetragen
(Abb. 48). Bei der Auftragung wurde von Monomer A ausgegangen, die Auftragung ist al-
lerdings fiir alle sechs Untereinheiten dquivalent. Dabei ergaben sich die fiinf hochsten Maxima
an den Positionen Glul69, an den C- und N-terminalen Aminosaduren Ser2 und Thr260 sowie
Glul98 und Arg235. Der in der Elektronendichte am schlechtesten definierte /oop-Bereich
zwischen Lys158 und Phel71 wurde bereits im Rahmen des Modellbaus (s. 3.4.3.4) sowie der
Verfeinerung (s. 3.4.3.5) diskutiert. Er liegt an der Oberflache der Struktur und ist vermutlich
um den helikalen Bereich scharnierartig beweglich. Ebenso wurden die oberflaichennahen
flexiblen Reste von N- und C-Terminus bereits besprochen. Die Reste 235 und 198 sind eben-
falls im Oberflachenbereich des Enzyms positioniert. Analog verhilt es sich mit den Resten, die
die vier Minima mit den niedrigsten B-Faktoren innehaben. Die Aminosaduren Tyr72, Gly92 und
Glul29 liegen im Bereich der starren (p/a),-Struktureinheit. Interessanterweise zeigt sich ein
herausstechendes Minimum bei Phe214. In diesem Bereich liegt eine B-faltblattdhnliche Kon-

taktflache zwischen zwei Untereinheiten (s. 3.4.4.4).
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Abb. 48: B-Faktoren der Hauptkette im Verlauf der Aminoséduresequenz



3. Ergebnisse und Diskussion 93

Der gemittelte B-Faktor iiber alle Aminosiuren betriigt 38 A” und liegt damit relativ hoch. Zum
einen kommt dies durch die ausgedehnten Bereiche mit sehr hohen B-Faktoren zustande (dyna-
mische Unordnung, nach Drenth, 1994), zum anderen fiihren leicht verdnderte Atomlagen in
unterschiedlichen Elementarzellen ebenfalls zu einer gleichméBigen Erhdhung der Temperatur-
faktoren, die nicht von dem Einfluss der dynamischen Unordnung zu unterscheiden ist. Diese
sogenannte statische Unordnung (Drenth, 1994) im Kristall zeigte sich bereits nach der Skalie-
rung der Daten in der hohen Mosaizitit (1.2°, s. 3.4.2) des nativen Datensatzes. Da die niedrigs-
ten B-Faktoren in den rigiden Bereichen der Struktur bei 20 A? liegen, ist die Unordnung im
Kristall hochstwahrscheinlich der Grund fiir die insgesamt hohen Temperaturfaktoren.

Der gemittelte B-Faktor der Struktur stimmt gut mit dem im CCP4-Programm truncate aus dem
Wilsonplot (Wilson, 1942) ermittelten Wert fiir den B-Faktor {iberein. Aus dem Wilsonplot
wurde ein Wert von 31.5 A? fiir den B-Faktor bestimmt. Der auf diese Weise ermittelte B-Faktor
ergibt sich aus dem Anteil an thermischer Bewegung, der in den Streufaktoren (f;) der einzelnen
Atome (i) steckt:

0: Glanzwinkel [°]
A: Wellenlinge [A]

£ Streufaktor der einzelnen Atome im Ruhezustand
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3.4.4.3. Globale Faltung des Proteins

Jede Untereinheit des Enzyms besitzt ein zentrales -Faltblatt bestehend aus vier parallelen
Strangen, das von vier Helices umgeben ist. Man kann die Faltung der BM-CrnA deshalb als
(B/a),-Einheit beschreiben. In der sequentiellen Abfolge zeigt sich ein alternierendes Auftreten
der Strukturelemente Helix und Faltblatt, beginnend mit Faltblatt (Abb. 49). Die strukturelle
Anordnung des parallelen vierstrangigen -Faltblatts entspricht jedoch nicht der sequentiellen
Abfolge; in der Struktur liegen die Faltblatter in der Reihenfolge 2, B1, B3, B4 nebeneinander.
Die Helices 1 bis 4 liegen zu beiden Seiten des Faltblattkerns. Dabei liegen die Helices 02 und

o3 auf der einen Seite und die Helices o1 und 04 auf der anderen Seite der Faltblatter.

Abb. 49: Eine Untereinheit der BM-CrnA mit Benennung der Strukturelemente (Abbildung erstellt mit
MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)
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Das zentrale vierstringige B-Faltblatt ist linkshéndig verdrillt, die Winkel zwischen den ein-
zelnen Striangen betragen etwa 25°. Die (B/a),-Einheit bildet den rigiden Kern der Struktur, was
auch an den unterdurchschnittlichen Temperaturfaktoren in diesem Bereich deutlich wird, die
hier zwischen 20 und 45 A? bezogen auf die C,-Atome der Hauptkette liegen, im Vergleich zu
durchschnittlich 38 A? innerhalb der Struktur (s. 3.4.4.1). Bezieht man den (B/a),-Kern auf die
sequentielle Abfolge der Aminoséuren, so ist er in etwa zwischen den Positionen 29 und 152
lokalisiert. Die Helix a4 bildet eine Ausnahme, denn sie ist separiert von diesem Zentrum im C-
terminalen Bereich der Sequenz zwischen den Resten 234 und 257 lokalisiert. Der ausgedehn-
teste loop-Bereich (loop5) erstreckt sich von Rest 190 bis Rest 233. Er liegt im Oberflachen-
bereich des Monomers, ist jedoch iiber das einstriangige Pseudo-Faltblatt (yp1) in der Quartér-
struktur fixiert (s. 3.4.4.4). Innerhalb dieses Bereiches liegen drei 3,,-Helices. Der flexibelste
Bereich liegt zwischen Aminoséure 158 und 172 und beinhaltet einen helikalen Anteil zwischen
Rest 160 und 166 (all). Er liegt an der Oberflache des Molekiils. In der Abbildung 49 kann man
sich Helix oll iiber die flankierenden /oops (loop3 und loop4) scharnierartig beweglich vor-
stellen mit den Angelpunkten etwa bei AS Vall57 und Gly170. Moglicherweise wird hier auch
die Zuginglichkeit zum aktiven Zentrum reguliert (s. 3.4.4.6). Die Helices al - alll liegen
auBBerhalb des (a/P),-Kernbereichs: al liegt im N-terminalen Bereich zwischen den Aminoséure-
resten 12 und 22, oIl und olll im C-terminalen Bereich zwischen Helix 04 und Faltblatt B4
(Abb.50, Tab. 16).

Abb. 50: Topologie der BM-CrnA (erstellt mit DSSP und TOP, Kabsch und Sander, 1983)
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Tab. 16: Tabellarische Topologie der BM-CrnA (berechnet mit DSSP, Kabsch und Sander, 1983)

Position Sekundérstrukturelement
7-9 3,,-Helix 3,,A
12-20 Helix al

26 - 30 Faltblatt f1
31-43 loopl

44 - 60 Helix al

63 - 68 Faltblatt 2
76 -79 Helix al*

69 - 91 loop2

92 -109 Helix a2
113-118 Faltblatt 3
124 - 140 Helix a3

147 - 152 Faltblatt p4
153 -156 3,,-Helix 3,,B
153 -159 loop3

160 - 166 Helix all

167 - 180 loop4

181 - 188 Helix alll

192 - 194 3,,-Helix 3,,C
197 - 199 3,,-Helix 3,,D
211-215 yp1

218 -220 3,o-Helix 3,,E
189 -233 loop5

234 - 257 Helix o4

Ein weiterer auffilliger Bereich in der Struktur ist das cis-Prolin an Position 215 (Abb. 51), das
hier zu einer starken Kriimmung im C,-Riickgrad fiihrt. Des weiteren befinden sich pro Unter-
einheit zwei benachbarte Zinkatome in der Struktur, die iiber einen Aspartatrest (Asp 45)
verbriickt sind (s. 3.4.4.5). Sie liegen rdumlich an den jeweils N-terminalen Enden der Helices

al und o3, dem C-terminalen Ende von Faltblatt B1 sowie dem sich anschlieBenden loop
(loop1).
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Abb. 51: Struktur und Elektronendichte im Bereich des cis-Prolin 215 (Abbildung erstellt mit
BOBSCRIPT, Kraulis, 1997)

Das gesamte Monomer bildet eine einzige Domine, deren funktionelles Zentrum der Bereich der
beiden Zn-Atome ist, der in den Zn-koordinierenden und stabilisierenden sowie in den sub-
stratbindenden Teil gegliedert werden kann (s. 3.4.4.5 und 3.4.4.6). Das strukturelle Zentrum
bildet der bereits besprochene (Ba),-Kern.
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3.4.4 4. Quartarstruktur

Die BM-CrnA setzt sich in ihrer Quartirstruktur zu einem Homohexamer zusammen, welches
eine Ausdehnung von etwa 70 A x 90 A x 55 A besitzt. Das Hexamer weist, wie bereits bespro-
chen (s. 3.4.1.1), D;-Punktsymmetrie auf. In der Aufsicht von der dreizdhligen Achse aus auf das
Molekiil (Abb. 52) kann man die 120°-Symmetrie, die quasi von drei Dimeren gebildet wird,
deutlich erkennen.

Abb. 52: Das hexamere Molekiil in Richtung der dreizéhligen Achse, rechts unten: schematisch

Diesem Aufbau folgend, findet man fiir jedes Monomer zwei unterschiedliche Kontaktflachen.
Die deutlich groBere Kontaktfliche, die die Monomere A und C, B und E sowie F und D zum
Quasi-Dimer verbindet (Kontaktflache 1), erstreckt sich {iber 19 Aminoséurereste pro Unterein-
heit, die an Wasserstoftbriicken beteiligt sind, sowie 13 Aminosdurereste, die hydrophobe
Kontakte bilden. Innerhalb der Kontaktflaiche werden 24 Wasserstoffbriickenbindungen ausge-
bildet (Programm: HBPLUS, McDonald und Thornton, 1994) sowie 19 hydrophobe Kontakte
(CCP4-Programm contact). Die AC-Kontaktfldche verlduft in etwa parallel zur z-Achse der
Elementarzelle iiber eine Linge von 50 A (Abb. 53).
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Abb. 53: Kontaktfliche im Bereich der Untereinheiten A und C (Grafik erstellt mit MOLSCRIPT,
Kraulis, 1997)

Die Kontaktflache, die die ,,Dimere* miteinander verbindet (Kontaktfldche 2 zwischen A und B,
E und D sowie F und C), wird zu einem Teil von den ausgedehnten /oops (Position 189 - 233)
der beteiligten Monomere ausgebildet. Ein Teilbereich dieser /oops bildet im Bereich der
Aminosduren 211 bis 215 ein Pseudofaltblatt (yf1, s. 3.4.4.3), das sich an den -Faltblattstrang
B4 anlagert (der schwarze Pfeil in der Abbildung 52 markiert diesen Bereich) und mit diesem
iiber Wasserstoffbriicken verkniipft ist (Abb. 54, Tab. 17). Insgesamt werden innerhalb dieser
Kontaktfliche 26 Wasserstoffbriicken gebildet sowie 11 hydrophobe Kontakte. Damit weist
diese Kontaktfliche im Vergleich zur AC-Kontaktflache einen hoheren Anteil an Wasserstoft-
briicken im Vergleich zu hydrophoben Kontakten auf. Um diese Aussagen zu quantifizieren,
wird im Folgenden die Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen zu der Grof3e der jeweiligen

Kontaktfldche in Beziehung gesetzt.
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Tab. 17: Wasserstoffbriicken in der B-faltblattihnlichen Kontaktfliche (berechnet mit contact, CCP4-

Suite)
Ausgangsatom Zielatom Abstand [A]
Vall48A-N Phe214B-0O 2.70
Vall48A-O Phe214B-N 2.92
Vall50A-N Asp212B-O 2.90
Vall50A-0O Asp212B-N 2.72
Asp212A-N Vall50B-O 2.78
Asp212A-0 Vall50B-N 2.95
Phe214A-N Val148B-O 2.95
Phe214A-O Val148B-N 2.75

Abb.54: B-faltblattahnliche Kontaktflache zwischen Monomer A und B
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Die GroBle der Kontaktfliche wurde als die Hélfte der Summe der Oberflachen der beteiligten
Monomere abziiglich der Oberfldche des komplexierten Molekiils berechnet (Jones und Thorn-
ton, 1996). Die Oberflichen wurden mit dem CCP4-Programm areaimol berechnet, das mit
einem abgewandelten Algorithmus nach Lee und Richards (Lee und Richards, 1971) rechnet.
Wassermolekiile an der Proteinoberfliche oder der Kontaktfliche wurden bei der Berechnung
nicht mit beriicksichtigt. Die Oberfliche eines BM-CrnA-Monomers betrigt 12076 + 41 A%, die
Oberfliche des ,,Dimers* um Kontaktfliche 1 betriigt 20295 + 80 A%und die des ,,Dimers* um
Kontaktfléiche 2 betriigt 21206 + 53 A% Daraus ergibt sich fiir Kontaktfliche 1 eine GroBe von
1928 + 5 A? und fiir Kontaktfléiche 2 eine GroBe von 1473 + 9 A% Nach Jones und Thornton
(Jones und Thornton, 1996) hat die Kontaktfliche innerhalb eines Homodimers eine durch-
schnittliche Ausdehnung von 1685 A% Damit liegt die GroBe von Kontaktfliche 1 deutlich iiber
dem Durchschnitt. Das gibt zum einen die langgezogene Gestalt der Beriihrungsfliche zwischen
Monomer A und C wieder zum anderen spricht dies fiir einen auflerordentlich festen Kontakt,
der typisch ist fiir Homooligomere, deren Untereinheiten in der Natur nie in dissoziierter Form
vorliegen.

Die zweite Kontaktfliche weist eine unterdurchschnittliche Ausdehnung im Vergleich zu dem
nach Jones und Thornton bestimmten Mittelwert auf. Da die Grofle einer Kontaktfliche im
Wesentlichen mit ihrer Bindungsstédrke einhergeht, ist an der Kontaktfliche 2 eher ein Auf-
brechen der hexameren Struktur zu erwarten als an Kontaktflache 1. Allerdings wird die Kon-
taktflache 2 durch die besprochene faltblattdhnliche Struktur gestdrkt. In diesem Faltblatt liegen
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Atomen der Hauptketten vor (Tab. 17), die von ihrer
Bindungslidnge und Bindungsgeometrie nach Xu et al. (Xu et al., 1997) stabiler sind als Wasser-
stoftbriicken zwischen Seitenkettenatomen oder zwischen Seitenkette und Hauptkette.

Bezieht man die zu Beginn dieses Abschnitts ermittelte Anzahl an Wasserstoftbriickenbindun-
gen auf die GroBe der berechneten Kontaktflichen, so ergeben sich fiir die Kontaktflache 1
1.2 Wasserstoffbriicken pro 100 A? und fiir die Kontaktfliche 2 1.7 Wasserstoffbriicken pro
100 A% Nach Jones und Thornton sind in den Kontaktflichen von Homodimeren durchschnitt-
lich 0.70 + 0.46 Wasserstoffbriicken pro 100 A* zu erwarten und in den Kontaktflichen von
Enzym-Inhibitor-Komplexen durchschnittlich 1.37 + 0.37 Wasserstoffbriicken pro 100 A
Danach ist der Gehalt an Wasserstoffbriicken in den Kontaktflichen der BM-CrnA hoch, was zu
der Annahme fithren konnte, dass das Enzym zeitweise in dissoziierter Form vorliegt. Dieses
Verhalten wurde in Losung jedoch nie beobachtet. Der besonders hohe Wasserstoftbriickenanteil

in der Kontaktflache 2 ist zudem durch die stabilisierenden yf-Faltblattkontakte zu erkléren.
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Neben den bereits diskutierten groBen Kontaktflichen zwischen den Monomeren gibt es im
Zentrum des hexameren Molekiils einen Bereich, in welchem sich alle sechs Untereinheiten nahe
kommen und jedes Monomer Kontakte zu zwei weiteren Untereinheiten ausbildet. Von Mono-
mer A ausgehend sind dies Kontakte zu den Untereinheiten E und F (Tab. 18). Dieser Bereich
im Schwerpunkt des Molekiils ist weiterhin gekennzeichnet durch eine Haufung an polaren
Resten und Wassermolekiilen, die ein ausgeprégtes und auffélliges Netz an Wasserstoftbriicken
bilden. An diesem Netzwerk sind die Reste Lys73, Asn82, Asp91, Aspl101, Argl04, Glul05,
Argl08, Glul29, Asp132, Argl36, Glul37 und Tyr140 beteiligt (Tab. 18, Abb. 55). Die Anzahl
von 12 polaren Resten, von denen zehn Reste iiber zwei Zentren Wasserstoffbriicken bilden
konnen, ist sehr aufféllig. Der Rest Tyr140 ist mit erwdhnt, da er eine zentrale Stellung innerhalb
des H-Briickennetzwerks einnimmt. Er ist aulerdem unter symmetrischen Gesichtspunkten
interessant, denn die Hydroxylgruppen der Reste A140, E140 und F140 liegen quasi auf den
Eckpunkten eines Dreiecks, durch dessen Schwerpunkt die dreizdhlige nicht-kristallographische
Symmetrieachse fiihrt. Die Tabelle 18 zeigt, dass in diesem begrenzten Bereich der Struktur

zwoOlf Reste 31 Wasserstoffbriicken ausbilden.

Asp101A ”<

27 A;‘ E Arg104A .
’ 35A!

L ‘ln /’é.g A 28A ‘\\ 25A f
XL"' \r‘u 2.6 “se Tyr140F '

: AGIu137A P Tyr140A

A
. “~._Arg136F

@® Tyr140E

Abb. 55: Ausschnitt des Wasserstoffbriickennetzwerks im Kontaktbereich der Untereinheiten A, C und F
(Grafik erstellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)
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Tab. 18: Wasserstoffbriickennetzwerk im Kontaktbereich der sechs Untereinheiten (dargestellt sind die
Bindungen ausgehend von Monomer A, fett unterlegt sind die Kontakte zu den Untereinheiten E und F);

die Bindungsldngen wurden entweder mit CONTACT berechnet oder stammen aus O (Jones, 1991)

Partneratom 1

Partneratom 2

Bindungslinge [A]

Asn82A-0OD1 Glul05C-OE1 2.8
Asn82A-0OD1 Glul05C-OE2 33
Asn82A-0 Argl08C-NE 2.7
Asn82A-0 Argl08C-NH2 2.7
Asp91A-N Aspl01C-OD2 2.8
Asp91A-OD1 Argl36B-NH2 34
Asp91A-OD1 Argl36B-NH1 3.1
Asp91A-OD2 Argl136B-NH2 2.5
Asp91A-OD2 Aspl01C-OD1 3.5
Asp91A-OD2 Argl04C-NH2 2.8
Aspl01A-OD1 Asp91C-OD2 3.5
Aspl01A-OD2 Asp91C-N 2.7
Argl04A-NH2 Asp91C-OD2 2.9
Argl04A-NHI Glul37A-OEl 2.8
Argl04A-NHI Glul37A-OE2 2.6
Glul05A-OEl Asn82C-OD1 2.9
Glul05A-OE2 Asn82C-OD1 3.2
ArglO8A-NE Asn82C-O 2.6
Argl08A-NH2 Asn82C-O 2.8
Glul29A-OEl Tyr72B-OH 2.5
Glul29A-OEl Lys73B-NZ 2.7
Glul29A-OE2 Lys73B-NZ 33
Asp132A-OD2 Lys73B-NZ 2.7
Argl36A-NHI Asp91B-OD1 3.0
Argl36A-NH2 Asp91B-OD1 34
Argl36A-NH2 Asp91B-OD2 2.5
Glul37A-OEl Argl04A-NHI 2.8
Glul37A-OE2 Argl04A-NHI 2.6
Glul37A-0OE2 Tyr140F-OH 2.5
Tyr140A-OH Glul37E-OE2 2.6
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Eine starke Vernetzung durch Wasserstoftbriicken zwischen den Untereinheiten wurde von
Vetriani et al. (Vetriani et al., 1998) als Ursache fiir besondere Thermostabilitét diskutiert. Ein
ganz dhnliches Netzwerk von Wasserstoftbriicken wurde von den Autoren in dem ebenfalls
hexameren Enzym Glutamatdehydrogenase aus den hyperthermophilen Organismen Pyrococcus
furiosus bzw. Thermococcus litoralis beobachtet. Das Enzym weist starke Analogien zur BM-
CrnA auf: die hexamere Glutamatdehydrogenase besitzt die gleiche interne dreizahlige Symme-
trieachse, die aus drei Quasi-Dimeren gebildet wird. Das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk
befindet sich bei diesem Enzym ebenfalls im Zentrum des Hexamers an der Kontaktfldche von
drei Untereinheiten, entsprechend den Untereinheiten A, C, F und B, D, E der BM-CrnA
(Abb. 55).

Vetriani et al. untersuchten Mutanten, bei denen Reste, die an dem H-Briickennetzwerk beteiligt
sind, ausgetauscht waren. Vor allem Austausche von Aminosduren, die an der Trimerbildung
beteiligt waren, fiihrten zu deutlich reduzierter Hitzestabilitit (104 °C Y 80 °C). Ausgehend von
der Bedeutung gerade dieser Reste diskutierten die Autoren den Zerfall des Proteins als koopera-
tive irreversible Dissoziation der Untereinheiten, was mit der Beobachtung nur eines Phasen-
tibergangs im DSC-Experiment der BM-CrnA {ibereinstimmt (s. 3.1.5). Diese Fiille an Analo-
gien stirkt die Annahme, dass auch bei der BM-CrnA das Wasserstoftbriickennetzwerk im
Bereich der Kontaktflache von drei Untereinheiten des Enzyms fiir dessen Thermostabilitdt von
entscheidender Bedeutung ist.

Um diese Hypothese zu untermauern, kénnte man nun untersuchen, ob ein Aminoséureaustausch
von Aspl101, Argl36, Argl04 oder Glul37 gegen einen hydrophoben Rest wie Valin oder aber
auch Threonin, das nicht liber zwei Zentren an einem Wasserstoffbriickennetzwerk beteiligt sein

kann, zu einer Erniedrigung des Schmelzpunkts der CrnA fiihren wiirde.
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3.4.4.5. Das Doppelzinkzentrum

Die BM-CrnA besitzt zwei Zinkatome im aktiven Zentrum, die einen Abstand von 3.5 A
zueinander aufweisen. Der Elektronenmangel dieser Lewissdure im Zentrum des Enzyms wird
durch koordinative Bindung zu basischen nucleophilen Aminosdureresten ausgeglichen. An der
Koordination sind in der ersten Sphére fiinf Aminosdurereste und mindestens zwei Wassermole-
kiile beteiligt. Die Anzahl und Position der Wassermolekiile war auch nach der Verfeinerung
nicht fiir jedes Monomer identisch. Daraus ergaben sich pro Zinkatom vier bis sechs Liganden,
die zu einer verzerrt tetraedrischen, zu einer verzerrt trigonal bipyramidalen sowie zu einer
oktaedrischen Koordination der Zinkatome beitrugen. Der charakteristischste Ligand ist das
Asp45, dessen Carboxylat-Sauerstoffatome an je ein Zinkatom koordinieren und diese somit
verbriicken. Zn300 zeigte im Wesentlichen die fiinffache (oder sechsfache) Koordination, an der
Asp45, His120, Glu34 und zwei (oder drei) Wassermolekiile beteiligt sind. Beide Wassermole-
kiile besitzen in der zweiten Koordinationssphire Wasserstoftbriickenbindungspartner, die die
Geometrie stabilisieren, und die elektronenziehende Wirkung des Zinks kompensieren. Das
Wassermolekiil 404 (Monomer A), das ungleichmdfig zwischen den beiden Zinkatomen
positioniert ist, wird von His 178 stabilisiert, das Wassermolekiil 164 von Glu122. Aufgrund der
stark basischen Umgebung im Bereich der Zinkbindungsstelle liegt das Wassermolekiil 404
vermutlich als Hydroxidion vor. Die Bindungsldngen zwischen den Sauerstoff- bzw. Stickstoff-
atomen und den Zinkatomen schwanken zwischen 1.9 A und 2.5 A. Die Bindungslingen sind
sehr kurz und sprechen damit fiir koordinative Bindungen (Tab. 19, Abb. 56).

Tab. 19: Koordination und Bindungslédngen zu den Zinkatomen 300 und 301

Paaratom 1 Paaratom 2 Abstand [A]
Asp45-0OD2 Zn300 2.1
Asp45-OD1 Zn301 2.0
His120-ND1 Zn300 24
Glu34-OE1 Zn300 2.0
WATI164 Zn300 2.4
WAT404 Zn300 25
His36-NE2 Zn301 2.1
Glu183-OE2 Zn301 1.9
WAT404 Zn301 1.9

His178-ND1 WAT404 2.2



106 3.4. Strukturlésung der BM-CrnA

His178

His120

Abb. 56: Koordination des Zinkzentrums in Untereinheit D (Abbildung erstellt mit MOLSCRIPT,
Kraulis, 1997)

In der obigen Abbildung erkennt man deutlich die tetraedrische Koordination an Zn301 sowie
die trigonal bipyramidale Anordnung an Zn300. Diese Nicht-Aquivalenz der Zinkatome wurde
bereits von anderen Autoren in Bezug auf Bimetallzentren von Hydrolasen diskutiert (Wilcox,
1996, Thoden et al., 2001, s. 3.4.4.5). Als Ursache wurde von den Autoren die unterschiedliche,
nicht symmetrische Funktion der Zinkionen bei der Katalyse genannt.

Betrachtet man die Lage der Wassermolekiile in allen sechs Untereinheiten, erkennt man
deutlich, dass diese sehr diffus verteilt sind (Abb. 57). Den Wasserpositionen wl und w2 in
Abbildung 57 entsprechen die Wassermolekiile 404 und 164 in der obigen Abbildung, die
Monomer D wiedergibt. Alle vier Wasserpositionen sind in den Untereinheiten C, E und F
besetzt. Die uneinheitliche Anzahl von Liganden an den Zinkionen stimmt mit den moglichen
Koordinationszahlen und -symmetrien, die bei niedermolekularen Verbindungen an zwei-
wertigem Zink beobachtet werden, liberein (Greenwood und Earnshaw, 1984). Beriicksichtigt
man weiter die Uberlegung, dass die Bindung zu Wasser energetisch weniger giinstig sein diirfte
als zu dem entsprechenden Substrat, erscheint es verstindlich, dass verschiedene mogliche
Koordinationen eingenommen werden. Auf der anderen Seite muss man auch die Grenzen der
Verfeinerung bei einer Auflésung von 2.1 A und mégliche Besetzungszahlen unter eins fiir die
verschiedenen Wassermolekiile beriicksichtigen. Diese Faktoren fiihren dazu, dass die Elek-

tronendichte im Bereich der elektronenreichen Zinkionen schwer interpretierbar wird.
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Abb. 57: Die Wassermolekiile innerhalb der Zinkbindungsstellen der sechs Untereinheiten. Die Positio-
nen der Aminosdurereste sowie Zinkionen gehoren zu Monomer A (Abbildung erstellt mit MOLS-
CRIPT, Kraulis, 1997)

Eine variable Koordination durch Wassermolekiile wurde auch von Karplus und Pearson
(Karplus und Pearson, 1997) fiir den Fall der Urease beschrieben. Die Urease besitzt ebenfalls
ein Bimetallzentrum, in welchem sich zwei Nickelionen befinden. In der genannten Untersu-
chung wurden 14 Ureasestrukturen mit einer Aufldsung von 2.5 A und besser iibereinander
gelegt. Es zeigte sich, dass die koordinierenden Aminosédurereste und die Nickelionen sehr gut
iibereinstimmten, die Wasserstruktur jedoch sehr variabel war. Auch wenn in dieser Studie nicht
die Strukturen der Untereinheiten eines Molekiils untersucht wurden, sondern Strukturen, deren
Daten bei unterschiedlichen Temperaturen gemessen worden waren sowie Strukturen von
nativem Protein ohne Substrat und von Mutanten, so zeigt der Vergleich doch die allgemein

recht geringe Determination der Wasserpositionen im Doppelmetallzentrum.
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3.4.4.6. Das Substrat im aktiven Zentrum - Reaktionsmechanismus

Es wurde manuell versucht, den vermutlich als Diol vorliegenden Ubergangszustand des
Substrats Creatinin in das aktive Zentrum des Enzyms einzufiigen. Dazu wurden die OH-
Gruppen des Creatinins sowie die Iminogruppe an in der Struktur fixierte Wassermolekiile
angeglichen. Gleichzeitig wurde auf hydrophobe Bindungsbereiche geachtet sowie sterische
Konflikte vermieden. Auf dieser Grundlage ergaben sich zwei mogliche Positionen des Creati-
nins im aktiven Zentrum. Im folgenden Abschnitt sollen diese beiden Positionen beschrieben
und beurteilt werden und im Anschluss denkbare Reaktionsmechanismen ausgehend von den
zwel beschriebenen Positionen diskutiert werden.

Beide Positionen wurden mit den Routinen model anneal.inp (Briinger und Rice, 1994) und
model minimize.inp des Programmpaketes CNS mittels Molekiildynamik bzw. Energieminimie-
rung optimiert; die Reste des aktiven Zentrums und der Zinkatome wurden dabei starr gehalten.
Die Rechnungen ergaben zwei energieminimierte Positionen fiir Creatinin (Position 1 und
Position 2), die anndhernd tlibereinander liegen, aber einen um 180° gegeneinander verdrehten
Ring aufweisen. Position 1 des Creatinins im aktiven Zentrum ermoglicht seine Stabilisierung
durch Wasserstoftbriicken und hydrophobe Kontakte. Die diolischen Hydroxylgruppen ersetzen
recht gut Wassermolekiile der Struktur, so dass sich von dort aus Bindungen zu den Zinkionen
mit einer Linge von etwa 2.1 A ergeben. Weiterhin bestehen fiir diese Gruppen Moglichkeiten
zu Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Ringstickstoff ND1 von His178 sowie mit dem
Hauptkettenstickstoff Tyr121. Der Amidstickstoff des Creatinins besitzt die Mdglichkeit zur
Ausbildung einer Wasserstoffbriicke (2.8 A) zum Carbonylsauer-stoff von Ser78. Auch der
Iminostickstoff des Creatinins besetzt die Position eines in der Struktur fixierten Wassermole-
kiils. Von dieser Position aus gibt es mehrere Moglichkeiten fiir Wasserstoftbriickenbindungen
jeweils zu Carbonyl-O-Atomen der Hauptkette. Die mit 2.7 A kiirzeste Bindung fiihrt zu Trp174.
Die Ring-Methylen- und Stickstoff-Methylgruppe kdnnen mit den Resten Trp154, Glu183 sowie
Tyr121 hydrophob wechselwirken (Abb. 58, Abb. 60).

Position 2 von Creatinin hat weniger Moglichkeiten zur Stabilisierung iiber hydrophobe Kontak-
te oder Wasserstoffbriicken. Die OH-Gruppen des Diols konnen wiederum Bindungen zu den
Zinkionen ausbilden, mit einer Linge von 2.3 A bzw. 2.1 A sowie zum Ringstickstoff ND1 von
His178. Der Amidstickstoff des Creatinins wird durch eine H-Briicke zur Car-boxylatgruppe von
Glul83 stabilisiert. Die Iminogruppe bildet in dieser Position eine Wasserstoffbriicke zum
Carbonylsauerstoff von Glul77, hydrophobe Kontakte sind moglich zu Tyr121 (Abb. 59,
Abb. 60).

Die eben besprochenen Positionen des Creatinins lassen sich rechtfertigen, da es verschiedene
Moglichkeiten der Stabilisierung gibt und keine sterischen Konflikte, allerdings sind sie damit

keinesfalls bewiesen, da die Energieminimierung in CNS bereits von einer vorgegebenen
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Position des Creatinins ausgeht und nicht von einer beliebigen Lage des Substrats und somit

nicht beliebig gro3e Verdanderungen in der Position des Substrats moglich sind.

csHis 178
Glu 183

CDy

CB

Abb. 58: Schematische Darstellung der Umgebung des Creatinins (Position 1) im aktiven Zentrum
(dargestellt mit dem Programm LIGPLOT (Wallace et al., 1995)); die gestrichelten Halbkreise zeigen die
hydrophoben Kontakte
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CA
Glu 183

His 178 °

Abb. 59: Schematische Darstellung der Umgebung des Creatinins (Position 2) im aktiven Zentrum
(dargestellt mit dem Programm LIGPLOT (Wallace et al., 1995)); die gestrichelten Halbkreise zeigen die
hydrophoben Kontakte
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Abb. 60: Rdumliche Lage des Creatinins (beide moglichen Positionen) im aktiven Zentrum (Abbildung
erstellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Eine Entscheidung fiir die eine oder andere Position wiirde auf der Grundlage ihrer Wechsel-
wirkungen wohl zugunsten von Position 1 ausfallen. Betrachtet man jedoch zusitzlich die in den
Programmen model anneal.inp und model minimize.inp berechneten Geamtenergien am Ende
der Minimierung, so liegen diese bei beiden Rechnungen fiir Creatinin in Position 2 niedriger als

fiir Creatinin in Position 1 (Tab. 20), was zu einer Priaferenz von Position 2 fiihren sollte.

Tab. 20: Gesamtenergien fiir Creatinin in Position 1 und Position 2 nach Molekiildynamik- und Energie-

minimierungsrechnungen

Position 1 Position 2
Gesamtenergie nach Molekiildynamik [kcal/mol] 64981 64654

Gesamtenergie nach Energieminimierung [kcal/mol] 11622 11560
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Obwohl dies im Rahmen des oben Diskutierten sehr spekulativ ist, sollen nun zwei denkbare
Reaktionsmechanismen diskutiert werden, von denen einer exemplarisch als Reaktionsschema
vorgestellt wird (Abb. 61).

Das als Diol im vorangehenden Abschnitt dar- Oj \O CO'
gestellte Creatinin impliziert den ersten Schritt &/I&A_/_\(I:

der Katalyse, ndmlich den nukleophilen Angriff NH e 7N
des Wassermolekiils oder vermutlich Hydroxyl- -<
ions wl (Abb. 57, s. auch 3.4.4.5), das die beiden
Zinkionen verbriickt, auf den Carbonylkohlen-
stoff des Creatinins (Schritt 1). Gleichzeitig fin- “
det eine allgemein basische Katalyse ausgehend

von Glul83 statt. Es bildet sich das dargestellte
Diol mit einem stark positiv polarisierten
Kobhlenstoff, das als zweizdhniger Ligand an bei-
de Zinkionen bindet. Bezogen auf die Creatinin- DA (,Cll)
Position 2 startet im nichsten Schritt moglicher- %%H\* o O~
weise eine saure Katalyse ausgehend von N~< H=0
Glul83. Die Ringspaltung wird dann vermutlich H;C NH
durch Ubertragung eines Protons von Glu183 auf

den Amidstickstoff des Creatinins eingeleitet

(Schritt 2). Dieser Reaktionsmechanismus ist aus “
sterischen Gesichtspunkten fiir Creatinin in Posi-

tion 2 denkbar. Ein zyklischer Ubergangszustand

zwischen der Carboxylatgruppe von Glul83, 7zn300 71301

Zn301 und dem Amidstickstoff des Creatinins ist

denkbar (Abb. 61) und stiinde in Analogie zu O\ //O’ |

dem von Thoden et al. (Thoden et al., 2001) fiir (C A
die Dihydroorotase, einem Enzym mit Doppel- N NH, Glul83
zinkzentrum, welches ebenfalls zyklische Amide CHj3
umsetzt, vorgeschlagenen Reaktionsmechanis-

mus.

Abb. 61: Moglicher Reaktionsmechanismus fiir Creatinin in Position 2 mit wesentlicher Beteiligung des
Restes Glul83 (Abbildung erstellt mit CHEMWIND (Version 2.1, 1987-1992, Fa. SoftShell))
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Eine dhnliche Betrachtung fiir Creatinin in Position 1 legt allenfalls eine Beteiligung von His178
bei der Protonierung des Amidstickstoffs von Creatinin nahe. Der Abstand von His178-ND1
zum Amidstickstoffs von Creatinin in Position 1 betriigt 4.0 A. Geht man davon aus, dass das
Creatinin ungenau positioniert ist, ist eine Anniherung auf unter 3 A denkbar. Eine Protonen-
iibertragung ausgehend von Histidin stiinde in Analogie zu dem vorgeschlagenen Reaktions-
mechnismus der Urease (Karplus et al., 1997), ebenfalls einem Enzym mit Doppelzinkzentrum.
Der beschriebene Reaktionsmechanismus unter Beteiligung von Glul83 sowie die berechneten
Gesamtenergien fiihren zu einer Priaferenz von Creatinin in Position 2, wohingegen die Wechsel-
wirkungen, die Creatinin in Position 1 ausbilden kann, fiir diese Moglichkeit sprechen. Fiir
gesicherte Aussagen liber die Lage des Substrats sowie den Reationsmechanismus sind Datensét-
ze mit eingebautem Substrat bzw. Inhibitor notig.

Auf festerem Boden ldsst sich der Zugang zum aktiven Zentrum diskutieren. Das Substrat liegt
verschlossen in einer Tasche des Enzyms. Besonders die ausladenden hydrophoben Reste
Trp154, Trp174 und Tyr121 versperren den Zugang zum aktiven Zentrum. Eine Darstellung des
Enzyms, in der van-der-Waals-Radien um alle Atome abgebildet sind, verdeutlicht die dichte
Oberfliache in diesem Bereich (Abb. 62).

158-171 =

Abb. 62: links: Van-der-Waals-Oberfliche der BM-CrnA mit Blick auf den moglichen Zugang zum
aktiven Zentrum; rechts: Sekundéarstruktur des Enzyms aus der gleichen Perspektive; das Enzym ist nach
Temperaturfaktoren gefarbt (blau: niedrige Temperaturfaktoren, rot: hohe Temperaturfaktoren). Das
Substrat ist der besseren Ubersichtlichkeit halber rot gefirbt.
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In der Abbildung 62 ist deutlich der bereits in Kapitel 3.4.4.4 angesprochene sehr flexible
helikale loop zwischen den Aminosduren 158 und 171 zu erkennen. Eine Bewegung des loops
an den durch Pfeile markierten Bereichen nach ,hinten-unten* (geméf der obigen Abbildung)
sollte auch den Rest Trp174 leicht nach ,,unten ziehen. Diese Bewegung ist iiber den Rest 174
hinaus eingeschrinkt, da His178 an der Koordination der Zinkatome beteiligt ist. Des Weiteren
ist eine Drehung des Restes Tyr121 nach ,,rechts-hinten* denkbar. Eine koordinierte Abfolge
dieser Bewegungen wiirde den mdglichen Zugang zum aktiven Zentrum stark vergréflern, so
dass angenommen wird, dass das Substrat auf diesem Weg ins aktive Zentrum gelangt. In der
Abbildung 62 (rechts) erkennt man auch, dass aus dieser Richtung das Riickgrad des Proteins

den Zugang zum aktiven Zentrum freigibt.
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3.4.4.7. Struktureller Vergleich mit der Familie der zyklischen Amidohydrolasen sowie weiteren

Proteinen mit Bimetallzentrum

Mittlerweile sind etliche hydrolytische Enzyme bekannt, die ein Doppelmetallzentrum besitzen.
Zu ihnen gehoren verschiedene Peptidasen, die die Amidbindung von Proteinen spalten sowie
Phosphatasen und Nukleasen, die Phosphorsdureesterbindungen von phosphorylierten Amino-
sduren, Sacchariden, Nukleotiden, DNA, RNA und anderen spalten.

Ebenso wie Dihydropyrimidinasen, Allantoinasen und Dihydroorotasen spaltet die Creatini-
nase die zyklische Amidbindung ihres Substrats. Sie besitzt genau wie die vorher genannten
Enzyme ein Doppelmetallzentrum, das von einer Carboxygruppe iiberbriickt ist. Bezogen auf die
Funktion gehdren somit alle diese Enzyme zur Familie der zyklischen Amidohydrolasen.
Dennoch fillt die CrnA innerhalb dieser Familie aus dem Rahmen, denn sie zeigt zu den iibrigen
Mitgliedern der Familie keine Ahnlichkeit in Struktur und Sequenz. Die Familie der zyklischen
Amidohydrolasen bildet eine groe Unterfamilie in einer Superfamilie von Proteinen, die
strukturell ein konserviertes (Ba)s-Zentrum aufweisen und zum iiberwiegenden Teil ein konser-
viertes Sequenzmotiv zeigen, das vier Histidine und einen Aspartatrest umfasst (Holm und
Sander, 1997). Diese Reste sind an der Metallbindung beteiligt, die fast allen Proteinen dieser
Familie gemein ist. Im Vergleich dazu weist die BM-CrnA-Struktur kein (Bo)g-barrel auf
(s. 3.4.4.3 und 3.4.4.8) und zeigt im multiplen Sequenzalignment auch nicht die Konsensusse-
quenz dieser Familie. Innerhalb der Unterfamilie von Dihydropyrimidinasen, Allantoinasen und
Dihydroorotasen (geméf der Klassifizierung von Holm und Sander) zeigen die Dihydroorotase
aus E. coli (Thoden et al. 2001) sowie die D-Hydantoinase aus Thermus sp. (Abendroth, Disser-
tation, 2001) ein carbamyliertes Lysin, welches die beiden Metallatome im aktiven Zentrum
tiberbriickt. Dieses Motiv teilen sie mit der Urease aus Klebsiella aerogenes (Karplus et al.,
1997) sowie der Phosphotriesterase aus Pseudomonas diminuta (Benning et al., 2001). Alle
diese Enzyme besitzen ein Wassermolekiil, das die Metallatome tiberbriickt. In der D-Hydantoi-
nase, Phosphotriesterase, Dihydroorotase sowie Urease liegen zusétzlich vier Histidine und ein
Aspartatrest in der ersten Koordinationssphére der Metallatome. Die Koordinationssphdre der
BM-CrnA setzt sich wie bereits beschrieben (s. 3.4.4.5) ginzlich anders zusammen. Die Metall-
ionen werden von einem Aspartatrest iiberbriickt und es koordinieren zwei Histidine, zwei
Glutamatreste sowie zwei bis vier Wassermolekiile in der ersten Koordinationssphére (Tab. 21).
In den beschriebenen Enzymen sind die Metallionen vier- bis sechsfach koordiniert. Im nativen
Zustand besitzt die Urease zweiwertige Nickelionen in ihrem Metallzentrum, Dihydroorotase
und Phosphotriesterase kommen in der Natur als Zinkenzyme vor, ebenso wie die D-Hydantoi-
nase und die BM-CrnA. Die Phosphotriesterase ist zusétzlich eingehend auf die Bindung der
zweiwertigen Kationen Nickel, Cadmium und Mangan untersucht worden, sie ist also nicht auf
Zinkionen spezialisiert. Auch fiir die D-Hydantoinase und die CrnA (Rikitake et al., 1979) ist die
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Bindung weiterer zweiwertiger Kationen beschrieben worden. Die Abstinde zwischen Metall
(Zink) und Ligand betragen in allen Enzymen 1.9 A bis 2.5 A. An vierfach ligierten Zinkionen
sind die Bindungsabstinde im Mittel etwa 0.1 A kiirzer als an fiinffach oder sechsfach ligierten.
Die Zink-Zink-Abstéinde betragen in allen Enzymen 3.5 A, der Nickel-Nickel-Abstand in der
Urease betrigt ebenfalls 3.5 A. Die in die Phosphotriesterase eingebauten, teilweise von ihrem
Ionenradius her im Vergleich zu Zink groBeren Metallionen, fiihren zu einer Aufweitung der
Ligand-Metall-Abstdnde. Bei dem gemischten Metallzentrum Zink/Cadmium wurden am
Cadmiumion Metall-Ligand-Abstinde bis 2.8 A beobachtet. Es zeigte sich auBerdem, dass die
grofleren Ionen bevorzugt die Position des stirker koordinierten Zinkions einnehmen.

Aus der Familie der Aminopeptidasen besitzt die Leucinaminopeptidase aus Rind (Burley et al.,
1992) ein Doppelzinkzentrum, das von drei Aspartatresten, einem Glutamatrest und einem Lysin
koordiniert wird. Die Zinkionen werden von dem Glutamatrest iiberbriickt. Der Abstand zwi-
schen den Zinkionen ist in diesem Enzym mit 2.9 A sehr kurz, ein iiberbriickendes Wassermole-
kiil wird nicht beschrieben. Die Abstinde zwischen den Liganden und Zink schwanken zwischen
1.9 A und 2.4 A, vergleichbar zu den Abstiinden in den bisher beschriebenen Zinkenzymen. Ein
Zinkatom wird in diesem Enzym als deutlich schwicher gebunden beschrieben, es wird nur von
drei Liganden koordiniert und ist austauschbar mit Mangan, Magnesium und Cobalt. Die
Methioninaminopeptidase aus Streptomyces griseus (Gilboa et al., 2000) wird in Kapitel 3.4.4.8
genau beschrieben und weist eine zur BM-CrnA sehr dhnliche erste Koordinationssphére der
Zinkionen auf. Struktur und Sequenz der beiden Enzyme unterscheiden sich jedoch vollig. Die
Methioninaminopeptidase aus E£. Coli (Roderick und Matthews, 1993) besitzt zwei Cobaltatome
im aktiven Zentrum, die einen Abstand von 2.9 A zueinander aufweisen. Die Metallionen
werden von zwei Aspartat-, zweil Glutamat- und einem Histidinrest koordiniert. Interessanter-
weise werden die Metallionen in diesem Enzym von zwei Resten tiberbriickt, ndmlich von einem
Aspartat- und einem Glutamatrest. Die Metall-Ligand-Abstiinde sind mit 1.6 A bis 2.3 A kiirzer
als in den bisher beschriebenen Enzymen (Tab. 21).

Ein in Bezug auf die Metallionen interessantes Beispiel aus der Familie der Phosphatasen ist
die purple acid Phosphatase aus Kidneybohne (Klabunde et al., 1996). Das Doppelmetallzen-
trum wird von einem Eisen(Ill)ion und einem Zink(II)ion aufgebaut, welche liber ein Wassermo-
lekiil und einzéhnig iiber ein Carboxylat-O-Atom eines Aspartatrestes verbriickt sind. Beide
Ionen sind oktaedrisch von sechs Liganden umgeben. Das Zinkion wird von einem Aspartatrest,
einem Asparagin, zwei Histidinen und zwei Wassermolekiilen koordiniert, das Eisenion von
zwel Aspartatresten, einem Tyrosin, einem Histidin und ebenfalls zwei Wassermolekiilen. Die
beiden Metallionen sind 3.3 A voneinander entfernt. Die Ligand-Metall-Abstinde liegen fiir
Zink zwischen 2.0 A und 2.3 A und fiir Eisen zwischen 2.0 A und 2.5 A. Bei dem hier vor-
geschlagenen Reaktionsmechanismus bindet Phosphat an das Zinkion und wird nukleophil von

einem an Fe(IIl) gebundenen Hydroxidion angegriffen. Es wird von den Autoren explizit nicht



3. Ergebnisse und Diskussion 117

von einem nukleophilen Angriff des iiberbriickenden Hydroxidions ausgegangen (Tab. 21).
Abschlielend soll die Ribonuklease H-Doméne der HIV-1 Reversen Transkriptase (Davies et
al., 1991) beschrieben werden. Im Metallzentrum dieses Enzyms befinden sich zwei Man-
ganionen, die einen Abstand von 4 A zueinander aufweisen. Welche Kationen nativ im Metall-
zentrum des Enzyms binden, wird von den Autoren nicht beschrieben. Auch dieses Doppel-
metallzentrum scheint nicht spezifisch fiir nur eine lonensorte zu sein. In der ersten Koordina-
tionssphire der Metallatome werden lediglich drei Aspartatreste und ein Gluta-matrest be-
obachtet, wobei ein Aspartatrest die beiden Ionen iiber eine Carboxylatgruppe verbriickt (Tab.
21). Weitere Nukleasen sind in der Literatur beschrieben, die drei Metallionen im Metallzentrum
enthalten (P1-Nuklease aus Penicillium citrinum, Volbeda et al., 1991).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die zwei Metallzentren in den besprochenen Proteinen
jeweils unterschiedlich koordiniert sind. In der erstgenannten Gruppe der zyklischen Amido-
hydrolasen und ihrer Superfamilie sind diese Unterschiede fiir die Substratbindung und die
Katalyse verantwortlich. Die Substratbindung findet bei diesen Enzymen zunichst am niedriger
koordinierten Metallion statt, der nukleophile Angriff am Carbonyl-C-Atom des Substrats
erfolgt iiber ein an beide Metallionen gebundenes Hydroxidion. Dieser Reaktionsmechanismus
lasst sich moglicherweise auf die BM-CrnA iibertragen (s. 3.4.4.6), obwohl zu der Familie keine
Ahnlichkeit in Sequenz und Struktur besteht. Bei der purple acid Phosphatase findet der nukle-
ophile Angriff am Carbonyl-C-Atom des Substrats auch iiber ein aktiviertes Hydroxidion statt,
allerdings ist dieses nur an Fe(IIl) gebunden. Die Substratbindung verlduft im ersten Schritt iiber
Zn(1II). Bei weiteren Enzymen gehen die Unterschiede in den Metallpositionen so weit, dass wie
bei der Leucinaminopeptidase Temperatur- und Besetzungsfaktoren fiir beide Positionen
unterschiedlich sind, so dass die Bindung des zweiten lons gleichzeitig mit dem Substrat
diskutiert wird. Auch fiir die Nuklease H wird die Ahnlichkeit zur 3',5'-Exonuklease beschrie-
ben, die bei Abwesenheit von Substrat oder Produkt ein zweiwertiges Kation im aktiven Zen-
trum aufweist und in Enzym-Substrat-Komplexen zwei. Einen Uberblick iiber die diskutierten
Ahnlichkeiten und Unterschiede gibt Tabelle 21.



pueSI[uUINONIg JAFIUYRZULD S[B JBMRASY 44 4
UISATT SOMQIAXOQIR)) 44
puedrT Jopuayoniqroqn M

xo1dwoy]
-VNQ-VNY Wi ud3 suewio(q
0t dsy dsy-1 ‘njn dsy-1 ‘dsy ¢ LZUN T -unpuigrassrpoydsoyd I-AIH  -Heseapnuoqry
HO HOM‘OHdsy  HO-M‘OH",, dsV 19 osejeydsoyd
€€ ‘ASV-,0 - O M SIH T USY  -,0-M ‘St IAL ‘dsy  uz/ d]  -sdamgsioydsoydiAY[y  ougoqAaupry] pov ajdand
njn osepndadou
67 NnDOdsy nD-tl‘dsy-n ‘dsy -1 “dsy-1 ‘nio ‘st z0D T UIUOIYIOJA SO[BUILID)-N 1702 7 -TWEUTUOIIOA
(urona 18nZ10A9q) osepndad
6'C npn nn-1 ‘s ‘dsy nn-1 ‘dsy ¢ 7T 1S9y 9[BUIULIA-N puny -OUTWRUIdNd |
HO HO-M HOM*, 0D
S'¢ YOO sAT OO SATMsiHg  -SAT- nifsig g ‘dsy 7T 18101I00IPAYI(] 1702 " 9SB)OIOOIPAYI(
OH",."0D
G'¢ L0D-SAT COD-SAT-M ‘SIH ¢ -SAT- *1 ‘STH T ‘dsy 2N T JJosurey  souado.dov Y asealn
HO-M HO-"OH
$'¢  .HO ‘dsy ‘dsy-1l ‘s ‘nio ‘dsy-1l ‘s ‘nio IZT urunealy vpynd g VuD-ING
Tﬁ QWOIE[[BIN uopuesI|
Iop pueisqy  -uaonlg  d [[EI9N ue puedr] V [[BI9JA Ue pue3IT  UOI[BIDIN 1e1)SqQNS snwsIuesI0 wAzuyg

wnnuazjelowaddo(q iU USWAZU UOA YOIS[SIOA 17 "qBL

VUID-]N{ 9P SunsQInynus ‘f'¢

811



3. Ergebnisse und Diskussion 119

3.4.4.8. Vergleich der (Bot),-Struktur mit dem (Bot)g-barrel

Topologisch fillt die Ahnlichkeit der (Bot),-Struktur der CrnA mit der Struktur eines halben
(Bovg-Fasses auf. Die Supersekundérstruktur des (Bo)g-barrels ist ein sehr verbreitetes Struktur-
element, das bei Enzymen mit einer Haufigkeit von 10 % gefunden wird. Die (Bot)s-Struktur
zeichnet sich durch eine alternierende Abfolge von parallelen B-Faltblattstrangen und o-Helices
aus, welche gleichermalen in Sequenz und Struktur vorliegt. Charakteristischerweise liegen die
Helices alle auf einer Seite der Faltblattstrange, welche sich fassformig schlieBen, so dass
Faltblattstrang 1 und Faltblattstrang 8 miteinander in Kontakt treten. Die Abfolge der Faltblatt-
strdnge verlduft gemédB der Sequenz in einer Richtung (Abb. 63, links). Im Gegensatz dazu
verlduft die Abfolge der Faltblattstringe in der CrnA-Struktur von der Mitte nach auflen in eine
Richtung, von auflen iiber eine Helix wieder in die Mitte und von dort anschliefend in die andere
Richtung. Dieser Richtungswechsel macht es moglich, dass die offene 3,-Anordnung beidseitig
von Helices bedeckt ist (Abb. 63, rechts: Beispiel fiir ein zweifach gewundenes sechsstringiges
Faltblatt, vgl. 3.4.4.3).

IRERRRRA

Abb. 63: links: einfach gewundene Po-Anordnung ((Bov)s-barrel); rechts: zweifach gewundene Ba-
Anordnung am Beispiel eines sechsstriangigen Faltblatts (Abbildung aus: http://www.expasy.ch/

swissmod/course/text/chapter4.htm)

Die dennoch vorhandene Ahnlichkeit der (Bo),- und der (Bo)-Faltung wird am Vergleich der
Struktur der CrnA und der (Bo)g-barrel-Struktur der D-Hydantoinase aus Thermus sp. (Abendroth,
Dissertation, 2001) deutlich (Abb. 64). Vier Faltblatter und zwei Helices der Strukturen lassen
sich sehr gut iibereinander legen. Uber 52 Aminoséuren ergibt sich ein RMS-Wert der C,-Atome
von 5.1 A (CCP4-Programm: TOPP, Lu, 1996).
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Abb. 64: Ubereinandergelegte Strukturen der Enzyme D-Hydantoinase (rot) und BM-CrnA (griin)
(Abbildung erstellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Es wird diskutiert, ob (Bot)s-Fass-Strukturen von einem gemeinsamen Vorlaufermolekiil mit
(Bor),-Struktur abstammen. Von Hocker et al. (Hocker et al., 2001) wurden Studien an den (B ot),-
Enzymen Imidazolglycerolphosphatsynthase und N°*-((5'-phosphoribosyl)-formimino)-5-
aminoimidazol-4-carboxamid-ribonukleotidisomerase aus Thermotoga maritima durchgefiihrt,
die zeigen, dass ihre N- und C-terminalen (Bor),-Strukturen sequentiell und strukturell hohe
Ubereinstimmung zeigen. Dies kann als Indiz dafiir gedeutet werden, dass in der Evolution eine
Genverdopplung stattgefunden hat, die zu den heutigen (Bot),-Enzymen fiihrte. Diese Hypothese
wiirde durch ein in der Natur vorkommendes (Bot),-Protein gestérkt werden.

Der Vorstellung, dass die (Bo),-Struktur der CrnA der Struktur eines gemeinsamen Vorlaufers
heutiger (Ba)s-Enzyme evolutiv nahe steht, ist die am Anfang des Kapitels dargestellte Be-
schreibung ihrer Struktur als zweifach gewunden entgegenzusetzen, die nicht mit der typischen
einfach gewundenen (Bo)g-barrel-Struktur identisch ist. Auf der anderen Seite stehen einer in
der Natur vorkommenden offenen einfach gewundenen (Bor),-Struktur mangelnde Kontakte zu
einer Seite des 3,-Biindels entgegen. Eine derartige (Bo),-Struktur wiirde vermutlich als Homo-
multimerkomplex vorliegen. Eine weitere Analogie der vorliegenden (Bo),-Struktur mit dem
(Bot)g-barrel besteht in der globalen Lokalisierung des aktiven Zentrums. Das aktive Zentrum ist

bei beiden Strukturtypen im C-terminalen Bereich der Faltblattstringe, in den loops die Faltblatt
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und Helix verbinden bzw. im N-terminalen Bereich der Helices lokalisiert (Jiirgens et al., 2000,
s. 3.4.4.3). Der Strukturvergleich zwischen D-Hydantoinase und CrnA zeigte jedoch keine
Ubereinstimmung in der Position der aktiven Zentren.

Ob die Struktur der CrnA mit derjenigen eines moglichen (Bo),-Vorldufermolekiils verwandt ist,
aus welchem sich durch Genverdopplung wihrend der Evolution die (Bot)g-Enzyme mit Fass-
struktur bildeten, ist also fraglich.

Eine alternative Erklirung fiir die Ahnlichkeit der CrnA-(Bax),-Struktur zur (Bot)e-Struktur der D-
Hydantoinase beruht auf physiko-chemischen Zwingen, die die Ursache fiir die vergleichbare
B,0,-Unterstruktur, bestehend aus dem vierstriangigen -Faltblatt sowie den zwei auf einer Seite
des Faltblatts liegenden Helices, sein konnen (Abb. 64). Das wiirde bedeuten, dass die 3,0,,-
Faltung stabil ist, unabhéngig davon, auf welchem Weg die Faltblattstringe angeordnet sind.



122 3.4. Strukturlésung der BM-CrnA

3.4.4.9. Konvergente Evolution - Vergleich mit einer Met-Aminosdurepeptidase

Ein schones Beispiel fiir konvergente Evolution ist der Vergleich der Zinkbindungsstelle der
BM-CrnA mit derjenigen der Aminopeptidase aus Streptomyces griseus (SGAP, PDB: 1CP7)
(Gilboa et al., 1999), einer Peptidase, die grol3e, hydrophobe, N-terminale Reste abspaltet. Die
SGAP besitzt ebenso wie die BM-CrnA ein Doppelzinkzentrum, in welchem beide Zinkatome
iiber einen Aspartatrest verbriickt sind. Obwohl diese Enzyme strukturell und sequentiell keine
charakteristische Ahnlichkeit zueinander aufweisen (in Abb. 65 ist ein Sequenz-alignment der

beiden Enzyme dargestellt), besitzen die Zn-Zentren doch eine bemerkenswerte Ubereinstim-

mung.
BM o MSKSVFVGELTWKEY . EARV.A 20
SG 1 APDIPLANVKAHLTQLSTIAANNGGNRAHGRPGYKASV. . .]SSLVRZLI;LD‘L 47
BM 21 AGDCVLMLPVGALECHGHHMCMNVDVLLPTAVCKRVAERIGALVMPGLQY 70
SG 48 L!}YTTTLQQFTéGGATCL;{I;H:IAIL. .. .W£|>GGDPNI:<\|/'L.MAC|%JK HLDSVSS 91
BM 71 GYKSQQKSGGGNHFPGTTSLDGATLTGTVQDI IRELARHGARRLVLMNGH 120
SG 92 c|; .AGINDl\.ICLSC[S.}AAVLE'l‘A!. i AVS.RACLYQP]J)KHLRF;;WW(LP'EELFGL!I.. G| . 137

BM 121 YENSMFIVEGIDLALRELRYAGIQDFKVVVL. ..SYWDFVKDPAVIQQLY 167

SG 138 ...SKFYVNNLPSADRS.KLAGYLNFDMIGSPNPGYFVYDDDP.VIEKTF 182

BM 168 PEGFLGWDIEHGGVFETSLMLALYPDLVDLDRVVDHPPATFPPYDVFPVD 217

SG 183 KNYFAGLNVP..TEIETE...... GD....GR.SDHAP. .FKNVGV.PVG 216

BM 218 PARTPAPGTLSSAKTASREKGEL. .ILEVCVQGIADAIREEFPPT.. ... 260

SG 217 GLFTGA.GYTKSAAQAQKWGGTAGQAFDRCYHSSCDSL .SNINDTALDRN 264

Abb. 65: Sequenzalignment von BM-CrnA mit SGAP; die Aminoséuren der Zinkbindungsstellen sind
fett unterlegt (durchgefiihrt mit dem Programm GAP (Needleman und Wunsch, 1970) des GCG-Pakets,
Version 9.1, Matrix: BLOSUM62 (Henikoff und Henikoff, 1992))
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Nach dem Sequenzalignment ergab sich eine Identitdt der beiden Sequenzen von 26 %, die fiir
nicht verwandte Proteine zwar recht hoch ist, sich jedoch in keiner Weise liber die Aminoséduren
der Zinkbindungsstellen erstreckte und zusitzlich etliche Liicken enthielt.

Ein manueller Vergleich des Zn-Zentrums mit den Aminosédureresten der ersten
Koordinationssphére beider Enzyme zeigte, dass die koordinierenden Atome nahezu perfekt
iibereinander liegen, wohingegen die C,-Atome des Riickgrats eine vollig unterschiedliche
Orientierung aufweisen (Abb. 66, Tab. 22). Der RMS-Wert aller an der Koordination des Zinks
beteiligten Atome betriigt 0.6 A. !

CrnA-Aspd5,

CP7-Asp97

CP7-His247

CrnA-Glui183

Abb. 66: Struktureller Vergleich der Zn-Zentren von BM-CrnA (tiirkis) und SGAP (braun)

1

Die Berechnung der RMS-Werte erfolgte nach L. Ellis (www.biophysics.org/biophys/society/btol) geméaf:

2
Ras= 20
N

d: Abstand der iibereinander gelegten Atome
N: Anzahl aller {ibereinander gelegter Atome
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Tab. 22: Ubereinstimmende an der Koordination der Zinkatome beteiligte Reste von BM-CrnA und

SGAP

BM-CrnA SGAP Abstand [A]
Glu34-OE1 His85-NE2 0.54
His36-ND1 Glul132-OE2 0.65
Asp45-OD1 Asp97-OD2 0.27
Asp45-0D2 Asp97-OD1 0.22
His120-ND1 Aspl160-OD1 1.19
His178-ND1 Glul31-OE1 0.58
Glul83-OE2 His247-NE2 1.10
S164-H,0 Asp160-OD2 1.07

Die Ahnlichkeit der Aminoséurereste in der ersten Koordinationssphire der Zinkatome ist
signifikant, dahingegen sind in der Substratbindung aufgrund der unterschiedlichen Positionie-
rung der Wassermolekiile im Zinkzentrum (Abb. 66) sowie der unterschiedlichen Gréfe der

Substrate Unterschiede zu erwarten.
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3.4.4.10. Vergleich struktureller Vorhersagen mit den endgiiltigen Strukturergebnissen

Im Rahmen der Diplomarbeit (Beuth, 1997) wurden theoretische Sekundirstrukturvorhersagen
sowie CD-Spektren der BM-CrnA durchgefiihrt bzw. gemessen. Die jetzt aus der Struktur
ermittelten prozentualen Anteile an a-Helix und B-Faltblatt betragen 41 % und 9 %. Die theore-
tischen Vorhersagemethoden nach Levin und Garnier (Levin und Garnier, 1986), Garnier et al.
(Garnier et al., 1978) und Gibrat et al. (Gibrat et al., 1987) geben dieses Verhiltnis in Bezug auf
den a-Helix-Anteil sehr gut und auf den -Faltblatt- Anteil recht gut wieder. Der o-Helix-Anteil
wird zwischen 36 % und 42 % vorhergesagt, der B-Faltblatt-Anteil zwischen 5 % und 20 %. Die
Vorhersage nach Levin und Garnier liegt mit 41 % bzw. 5 % nahezu ideal. Lediglich nach
Deléage und Roux (Deléage und Roux, 1987) wurde mit 27 % ein zu geringer Anteil an a-Helix
und mit 23 % ein zu hoher Anteil an B-Faltblatt vorhergesagt (Tab. 22). Auch bezogen auf die
sequentielle Abfolge der Sekundirstrukturelemente sind die Vorhersagemethoden der drei
erstgenannten Autoren in hohem Mal zutreffend. Die fiinf ausgedehnten Helizes al, al, a2, a3
und a4 (s. 3.4.4.3) im Molekiil werden nach den drei Methoden richtig vorhergesagt.

Die Bestimmung der Sekundirstrukturanteile mit Hilfe von CD-Messungen fiihrte dagegen zu
zu hohen Werten fiir den Anteil an o-Helix, der zwischen 42 % und 59 % je nach Vorhersage-
methode lag. Ein o-Helix-Anteil von 42 % wurde mit dem Programm SELCON (Sreerama und
Woody, 1993) vorhergesagt, was allerdings mit 37 % beim B-Faltblattanteil deutlich zu hoch lag.
Mit den Programmen CONTIN (Provencher und Glockner, 1981) und K2D (Andrade et al.,
1993) wurde ein a-Helix-Gehalt von 52 % bzw. 59 % bestimmt (Tab. 23). Bei den stark von der
Konzentration abhidngigen CD-Messungen liegt eine mogliche Ursache von zu hoch bestimmtem
Helixanteil in zu niedrig bestimmtem Proteingehalt.

Zusammenfassend betrachtet waren demnach die theoretischen Methoden zur Sekundérstruktur-

bestimmung deutlich zutreffender als die experimentelle Methode der CD-Messung.

Tab. 23: Vergleich der prozentualen Anteile der Sekundérstrukturelemente Helix und Faltblatt innerhalb
der BM-CrnA-Struktur, bestimmt nach verschiedenen theoretischen Vorhersagemethoden (weil3

unterlegt), CD-Messung (hellgrau unterlegt) sowie Rontgenstrukturanalyse (dunkelgrau unterlegt)

Levin Deléage Gibrat Garnier CONTIN SELCON K2D @ x-ray
o-Helix [%] 41 27 42 36 52 42 59 41
B-Faltblatt [%] | 5 23 20 18 31 37 8 9
Sonstige [%] 54 50 38 45 17 21 34 50
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3.4.4.11. Position der Pt-Atome im Schwermetallderivat

Der Datensatz des Schwermetallderivats wurde gegen die native Struktur verfeinert, um Infor-

mationen iiber die Bindung der Pt-Atome zu erhalten.

SR N oo
AR yﬁg\ '
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Abb. 67: Bindung der Pt-Atome an Metl125 im Bereich der Kontaktfliche zwischen Untereinheit A
und B

Man erkennt in Abbildung 67, dass die Pt-Atome jeweils an die Aminosdure Met125 gebunden
sind. Die Reste Met125 liegen im Kontaktbereich der Untereinheiten A und B sowie D und E
und Cund F (s. 3.4.4.4) und sind in diesem Bereich unmittelbar benachbart. Das fiihrt dazu, dass
sich auch die koordinierten Pt-Atome in direkter Nachbarschaft befinden, wodurch die globale
Anordnung im BM-CrnA-Molekiil in Form von drei Pt-Paaren erklirt werden kann (s. 3.4.3.1).
Der Pt-Pt-Abstand betriigt 7.6 A. Der nukleophile Schwefel des Methionins koordiniert an den
Pt(II)-Komplex unter Substitution eines Liganden. Das komplexe Anion [PtCl,]* liegt in
wisseriger Losung zum Teil hydrolysiert vor und ist bevorzugt quadratisch planar koordiniert
(Holleman, Wiberg, 1985). Die Geometrie der Koordination in der BM-CrnA lésst sich anhand
der Elektronendichte nicht bestimmen, aber es ist anzunehmen, dass der Pt-Komplex teilweise
hydrolysiert ist. An PtA400 erkennt man in Abbildung 67 eine deutliche Ausbeulung der

Elektronendichte, was fiir einen Chloroliganden in dieser Position spricht.
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3.5. Ausblick

Das zukiinftige Ziel der Expression und Aufreinigung der nativen CrnA sowie SM-CrnA sollte
in einer hoheren Reinheit und Homogenitét der Proteinldsung liegen.

Ein denkbarer Ansatzpunkt ist die Zugabe von Zink- oder Mangansalzen zum Expressions-
medium, um einen Einbau von zweiwertigen Kationen im aktiven Zentrum sicherzustellen. In
dieser Hinsicht ist auch die Durchfithrung der Proteinreinigung iiber eine Ni-Chelatsdule
fraglich, da hier vermutlich die Bindung an das Sdulenmaterial tiber die Zinkbindungsstelle der
CrnA stattfindet. Es wére interessant, Reinheit und Aktivitidt der CrnA nach Expression in
zinkhaltigem Medium und Reinigung {iber klassische chromatographische Methoden (Ionen-
austausch, hydrophobe Interaktion, Gelfiltration) zu tiberpriifen.

Auch iiber eine Mutation von Arg in Position 2 zu Ser (wie in der BM-CrnA) ist nachzudenken.
Moglicherweise ist die Klonierung eines Affinitdtszags mit eingefiigter Proteaseschnittstelle

(z. B. TEV-site) an das Protein fiir die Aufreinigung von Vorteil.

Der néchste Schritt in der strukturellen Analyse der BM-CrnA sollte in der Cokristallisation des
Enzyms mit Substrat oder Inhibitor bestehen, um die hypothetischen Aussagen, die in der Arbeit
iber Substratbindung und -katalyse getroffen wurden, zu verifizieren oder zu korrigieren. Fiir die
Cokristallisation kommen Creatin bzw. Creatinin in Frage sowie die von Rikitake et al. (Rikita-
ke et al., 1979) bestimmten Inhibitoren: N-Methylguanidin, Guanidin, 2-Pyrrolidon oder Guani-
dinoessigsdure. Auch eine Variation der Metallionen im aktiven Zentrum kann Aufschliisse tiber
den Reaktionsmechanismus liefern und ist somit eine sinnvolle Ergénzung zum Einbau von
Substrat oder Inhibitor. Da die Beschreibung von Substratbindung und Reaktionsmechanismus
eine der wesentlichen Aussagen der Strukturanalyse darstellt, sind diese noch durchzufiihrenden
Experimente von besonderer Bedeutung, um im Anschluss mogliche Aussagen iiber gezielte
Mutagenesen zur Verdnderung des Substratspektums oder zur Erhohung der Substratspezifitét

zu treffen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Klonierung des Creatininasegens aus Pseudomonas putida
var. naraenses in E. coli sowie die Expression, Reinigung und Kristallisation des Proteins
ebenso beschrieben wie die Kristallisation und Bestimmung der 3D-Struktur der von der Firma
Roche (frither Boehringer Mannheim) hergestellten Creatininase.

Das Gen der Creatininase (CrnA) aus P. putida var. naraenses wurde in E. coli kloniert und das
Enzym sowie das SeMet-Derivat (SeMet-CrnA) wurden exprimiert, gereinigt und kristallisiert.
Weiterhin wurde von der Firma Roche hergestellte und gereinigte Creatininase aus Pseudomo-
nas putida (BM-CrnA) kristallisiert und mittels rontgenographischer Methoden strukturell
analysiert. Das Enzym liegt nativ als Homohexamer vor, besitzt ein Molekulargewicht von
28.4 kDa pro Untereinheit und katalysiert die Hydrolyse des zyklischen Amids Creatinin zu
Creatin unter Ringspaltung. Obwohl das Enzym aus einem mesophilen Organismus stammt,
weist es eine Schmelztemperatur von iiber 90° auf.

Die Expression der SeMet-CrnA gelang - unter Verwendung von Minimalmedium plus Seleno-
methionin - in einem beliebigen E. coli-Stamm, in welchem die Methioninbiosynthese durch
Zugabe eines Uberschusses bestimmter Aminoséuren inhibiert wurde. Sowohl CrnA als auch
SeMet-CrnA wurden in E. coli stark exprimiert und zeigten im SDS-Gel nach der Expression
eine deutliche zweite Bande (M,,, + 1400 Da), die wiahrend der Proteinreinigung nicht abge-
trennt werden konnte. Die Kristallisation der SeMet-CrnA fiihrte nicht zu fiir die Rontgenstruk-
turanalyse geeigneten Kristallen.

Die BM-CrnA kristallisierte in der Raumgruppe P2, mit den Gitterparametern a = 74.4 A,
b=941A,c=1152A, o= v=90°, B =104.3°. Die Kristalle wurden rontgendiffraktometrisch
charakterisiert. Die Auflosungsgrenze der Daten lag bei 2.1 A. Selbstrotationsrechnungen an
einem nativen Diffraktionsdatensatz zeigten eine D;-Punktsymmetrie des hexameren Molekiils
an, bestehend aus drei zweizédhligen und einer dreizéhligen nichtkristallographischen Symmetrie-
achse, so dass man sich das Enzym als Trimer von Dimeren vorstellen konnte.

Es wurden Platinderivate (K,PtCl,) der BM-CrnA hergestellt und fiir ein MAD-Experiment
eingesetzt. Aus diesen Daten konnten erste grobe Anfangsphasen ermittelt werden, die durch
Mittelung tiber nichtkristallographische Symmetrie stark verbessert werden konnten. Helix- und
Faltblattstrukturen wurden sichtbar, so dass von Hand das komplette Strukturmodell erstellt
werden konnte. Die Verfeinerung wurde schliellich bei einem R, von knapp 21 % abge-
schlossen.

Der markanteste Bereich innerhalb der Struktur ist ein Doppelzinkzentrum, in welchem die zwei
Zinkionen 3.5 A voneinander entfernt sind und von einem Aspartatrest {iberbriickt werden. An
der Koordination der Zinkatome sind weiterhin zwei Glutamatreste und zwei Histidine sowie

zwel bis vier Wassermolekiile beteiligt. Ein Wassermolekiil bildet wiederum eine Briicke
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zwischen den zwei Zinkionen. Von diesem aktivierten Wassermolekiil ausgehend, diirfte der
nukleophile Angriff auf die Amidbindung des Creatinins starten. In Bezug auf die katalysierte
Reaktion ist die BM-CrnA in die Familie der zyklischen Amidohydrolasen einzuordnen, zu
deren Vertretern unter anderem Dihydroorotasen und Dihydropyrimidinasen gehdren. Dennoch
fillt die Creatininase innerhalb dieser Familie aus dem Rahmen, da sie keine Ahnlichkeit in
Struktur und Sequenz zu den restlichen Vertretern zeigt. Obwohl auch diese Enzyme, soweit
bekannt, ein Doppelmetallzentrum aufweisen, setzt sich die Koordinationssphére der Metall-
atome anders zusammen.

Eine weitere strukturelle Auffalligkeit der CrnA ist ein stark vernetztes Wasserstoftbriickenbin-
dungssystem im Zentrum des Hexamers im Kontaktbereich dreier Untereinheiten, dem eine
zentrale Rolle beim Zustandekommen der Thermostabilitit des Enzyms zugesprochen wird.
Diese Beobachtung sowie multiple Sequenzvergleiche zeigten, dass die Creatininase Verwandte

in sehr alten thermophilen Archaeabakterien besitzt.
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6. Anhang
I. Abbildungsverzeichnis

[1] Wachstum der Proteindatenbank PDB (Abbildung aus: http://pdb.ccdc.cam.ac.uk/pdb/
holdings.html)

[2] Aminosduresequenz der BM-CrnA

[3] Schematische Darstellung der mikrobiellen Abbauwege von Creatinine und Creatin
sowie der beteiligten Enzyme (die Grafik stammt aus:
http://physrev.physiology.org/cgi/content/ full/80/3/1107#F7, Wyss und Kaddurah-Da-
ouk, 2000)

[4] Ahnlichkeitsmatrix nach Remington (iibernommen aus Dissertation Reinemer, 1993)

[5] SDS-Gel der BM-CrnA (Spur 1: Marker, Spur 2: BM-CrnA)

[6] MALDI-Massenspektrum der BM-CrnA

[7] Natives Polyacrylamidgel der BM-CrnA

[8] Einkristalle

[9] Kristalle mit Baufehlern

[10] Kristalle nach Pt-Soaking

[11] DSC-Spektrum der BM-CrnA

[12] CD-Temperaturscan der BM-CrnA

[13] Multiples Sequenzalignment von Creatininasen aus unterschiedlichen Organismen er-
stellt mit ClustalW (die Aminosduren der Zinkbindung sind fett unterlegt; vollstindig
oder teilweise konservierte Reste sind mit einem Stern bzw. einem Punkt oder Doppel-
punkt gekennzeichnet)

[14] 1 % Agarosegel der genomischen PCR mit annealing-Temperaturgradienten; Bande bei
ca. 800 bp erkennbar (Spur 2)

[15] Schematische Darstellung des Originalplasmids pQE70 (Fa. Qiagen)

[16] Schematische Darstellung des Plasmids pQE70 mit dem Insert CrnA

[17] 1 % Agarosegele des Bsal-Verdaus (links) und des BamHI/Sphl-Verdaus (rechts) ver-
schiedener Plasmidpréparationen

[18] Sequenzvergleich von CrnA (Klon 12), BM-CrnA und CrnA (Yamamoto, 1995)

[19] SDS-Gel der CrnA-Expression vor der Induktion (0 h) und 4 h nach der Induktion

[20] Massenspektrum der CrnA mit vergroBerter Darstellung der Sidapinsdureaddukte im
Massenbereich zwischen 12 kDa und 16 kDa

[21] Chromatogramm der Proteinreinigung iiber eine Ni-Affinitdtssiule

[22] SDS-Gel der Proteinreinigung iiber eine Nickel-Affinititssdule

[23] Natives Gel der CrnA
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[24]

[25]
[26]
[27]
[28]

[29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]

[35]
[36]
[37]
[38]
[39]
[40]
[41]
[42]

[43]
[44]

[45]
[46]

[47]

SDS-Gel der SeMet-CrnA-Expression vor der Induktion (0 h) und 4 h nach der Indukti-
on

Massenspektrum der nativen CrnA

Massenspektrum der SeMet-CrnA

CrnA-Sequenz; Methionine hervorgehoben

SDS-Gel der Reinigung der SM-CrnA iiber Ni-Affinitdtschromatographie und hydro-
phobe Interaktion

Massenspektrum der SeMet-CrnA nach der Reinigung

SeMet-CrnA-Kristalle (PEG8000 als Fallungsmittel)

SeMet-CrnA-Kristalle (PEG3350 als Fallungsmittel)

Eine Beugungsaufnahme des nativen Datensatzes

Selbstrotationsfunktion k= 180° (links), K = 120° (rechts)

Zustandekommmen eines Peaks in der nativen Pattersonfunktion bei Vorliegen von
parallelen kristallographischen (griin) und nichtkristallographischen (blau) zweizdhligen
Drehachsen (aus: http://www-structure.llnl.gov/Xray/101index.html)

Native Pattersonfunktion (y = 0.5)

Beugungsaufnahme des nativen Datensatzes (Synchrotron)

Anomale Differenzpattersonfunktion (y = 0.5)

Aus den Schweratompositionen berechnete Differenzpattersonfunktion (y = 0.5)
Substruktur der Pt-Atome in der Elementarzelle

Elektronendichten der moglichen Handigkeiten (links: Handigkeit 1, rechts: flip)
Elektronendichtekarten vor (links) und nach (rechts) solvent flipping

Mogliche Symmetrieoperationen im idealisierten hexameren Molekiil (die Bereiche im
Hintergrund sind durch ein negatives Vorzeichen angedeutet)

Helikaler Bereich der Elektronendichte vor (oben) und nach (unten) der NCS-Mittelung
(die Struktur wurde zur besseren Ubersicht unterlegt)

Sequenzvergleiche anhand einer Aminosdurendhnlichkeitsmatrix (nach Remington)
Elektronendichte im Bereich der Zinkbindungsstelle (Untereinheit A)

Verbesserung der Elektronendichte im Laufe der Verfeinerung anhand von herausragen-
den Beispielen (alle Abbildungen wurden mit dem Programm BOBSCRIPT (Kraulis,
1997)) erstellt:

oben: flexibler Bereich zwischen den Resten 158 bis 172 vor (links) und nach (rechts)
der Verfeinerung; Mitte: loop zwischen Aminosédurerest 20 und 23 vor (links) und nach
(rechts) der Verfeinerung; unten: N-Terminus vor (links) und nach (rechts) der Verfei-
nerung

Ramachandranplot der BM-CrnA (Untereinheit A); das Diagramm wurde mit dem Pro-
gramm PROCHECK (Laskowski et al., 1993) erstellt
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[48]
[49]

[50]
[51]

[52]
[53]

[54]
[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

B-Faktoren der Hauptkette im Verlauf der Aminosduresequenz

Eine Untereinheit der BM-CrnA mit Benennung der Strukturelemente (Abbildung er-
stellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Topologie der BM-CrnA (erstellt mit DSSP und TOP, Kabsch und Sander, 1983)
Struktur und Elektronendichte im Bereich des cis-Prolin 215 (Abbildung erstellt mit
BOBSCRIPT, Kraulis, 1997)

Das hexamere Molekiil in Richtung der dreizdhligen Achse, rechts unten: schematisch
Kontaktfliche im Bereich der Untereinheiten A und C (Grafik erstellt mit
MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

B-faltblattahnliche Kontaktflaiche zwischen Monomer A und B

Ausschnitt des Wasserstoffbriickennetzwerks im Kontaktbereich der Untereinheiten A,
C und F (Grafik erstellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Koordination des Zinkzentrums in Untereinheit D (Abbildung erstellt mit
MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Die Wassermolekiile innerhalb der Zinkbindungsstellen der sechs Untereinheiten. Die
Positionen der Aminosédurereste sowie Zinkionen gehdren zu Monomer A (Abbildung
erstellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Schematische Darstellung der Umgebung des Creatinins (Position 1) im aktiven Zen-
trum (dargestellt mit dem Programm LIGPLOT (Wallace, 1995); die gestrichelten Halb-
kreise zeigen die hydrophoben Kontakte

Schematische Darstellung der Umgebung des Creatinins (Position 2) im aktiven Zen-
trum (dargestellt mit dem Programm LIGPLOT (Wallace, 1995); die gestrichelten Halb-
kreise zeigen die hydrophoben Kontakte

Réumliche Lage der Creatinins (beide moglichen Positionen) im aktiven Zentrum (Ab-
bildung erstellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Moglicher Reaktionsmechanismus fiir Creatinin in Position 2 mit wesentlicher Beteili-
gung des Restes Glul183 (Abbildung erstellt mit CHEMWIND (Version 2.1, 1987-1992,
Fa. SoftShell))

links: Van-der-Waals-Oberflache der BM-CrnA mit Blick auf den méglichen Zugang
zum aktiven Zentrum; rechts: Sekundérstruktur des Enzyms aus der gleichen Perspekti-
ve; das Enzym ist nach Temperaturfaktoren geférbt (blau: niedrige Temperaturfaktoren,
rot: hohe Temperaturfaktoren). Das Substrat ist der besseren Ubersichtlichkeit halber rot
gefarbt (die Abbildung wurde mit RASMOL erstellt)

links: einfach gewundene PBo-Anordnung ((Bov)s-barrel); rechts: zweifach gewundene
Bo-Anordnung am Beispiel eines sechsstrangigen Faltblatts (Abbildung aus:

http://www.expasy.ch/ swissmod/course/text/chapter4.htm)
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[64]

[65]

[66]
[67]

Ubereinandergelegte Strukturen der Enzyme D-Hydantoinase (rot) und BM-CrnA (griin)
Abbildung erstellt mit MOLSCRIPT, Kraulis, 1997)

Sequenzalignment von BM-CrnA mit SGAP; die Aminosduren der Zinkbindungsstellen
sind fett unterlegt (durchgefiihrt mit dem Programm GAP (Needleman und Wunsch,
1970) des GCG-Pakets, Version 9.1, Matrix: BLOSUM62 (Henikoff und Henikoff,
1992))

Struktureller Vergleich der Zn-Zentren von BM-CrnA (tiirkis) und SGAP (braun)
Bindung der Pt-Atome an Met125 im Bereich der Kontaktfldche zwischen Untereinheit
Aund B
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Schematische Darstellung der unterschiedlichen Reinigungsprotokolle.
MeBbedingungen der Synchrotrondatensitze.

Ergebnisse der DLS-Messungen.

Nummerierung der Sequenzen und score in Bezug auf Sequenz eins.

Zuordnung der Peaks im Massenspektrum.

Gegeniiberstellung der Massenspektren von CrnA (nat) und SeMet-CrnA (sm).

Statistik des nativen Datensatzes: es gehen 208 Aufnahmen bei einer Drehung des Kris-
talls von 1°/Aufnahme in die Statistik ein; die Zahlen in Klammern geben die Statistik
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Tabellarische Topologie der BM-CrnA (berechnet mit DSSP, Kabsch und Sander, 1983)
Wasserstoffbriicken in der B-faltblattdhnlichen Kontaktfliche (berechnet mit contact,
CCP4-Suite).

Wasserstoffbriickennetzwerk im Kontaktbereich der sechs Untereinheiten (dargestellt
sind die Bindungen ausgehend von Monomer A, fett unterlegt sind die Kontakte zu den
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Energieminimierungsrechnungen.

Vergleich von Enzymen mit Doppelmetallzentrum.

Ubereinstimmende an der Koordination der Zinkatome beteiligte Reste von BM-CrnA
und SGAP.

Vergleich der prozentualen Anteile der Sekundirstrukturelemente Helix und Faltblatt innerhalb

der BM-CrnA-Struktur, bestimmt nach verschiedenen theoretischen Vorhersagemethoden (weif3

unterlegt), CD-Messung (hellgrau unterlegt) sowie Rontgenstrukturanalyse (dunkelgrau unter-

legt).

III. Verwendete Internetadressen

[1]
[2]
[3]
[4]
[5]
[6]
[7]
[8]
[9]

http://pdb.ccdc.cam.ac.uk/pdb/holdings.html
http://physrev.physiology.org/cgi/content/ full/80/3/1107#F7
http://xray.bmc.uu.se/hicup

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.up.univ-mrs.fr/~wabim/d_abim/compo-p.html
http://www-structure.lInl.gov/Xray/101index.html
http://www.expasy.ch/ swissmod/course/text/chapter4.htm
http://cns.csb.yale.edu/v1.0/
http://www.ccp4.ac.uk/dist/html/INDEX.html



Personliche Daten

Lebenslauf

Name: Barbara Beuth

Adresse: Biobadstrasse 27, 51766 Engelskirchen
Telefon: 02263/60689

Geburtsdatum: 16.12.1970

Geburtsort: Koln

Nationalitit: deutsch

Familienstand: verheiratet

Schulausbildung

1977 - 1981: Gesamtgrundschule Antwerpenerstrasse, Koln
1981 - 1987: Apostelgymnasium, Koln

1987 - 1990: Georg-Biichner-Gymnasium, Kdln

Mai 1990: Abitur

Hochschulausbildung

1990 - 1994: Studium der Chemie an der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Mirz 1994: Vordiplom

1994 - 1997: Studium der Chemie an der Universitat zu Koln

Jan. - Okt. 1997:

Oktober 1997:
Nov. 1997 -
Sept. 2001:

Diplomarbeit am Institut fiir Biochemie der Universitit zu Koln, Ar-
beitskreis Prof. Dr. D. Schomburg, Thema:

“Charakterisierung und Kristallisation des Enzyms Creatininamido-
hydrolase aus Pseudomonas putida”

Diplom

Anfertigung der Dissertation am Institut fiir Biochemie der Universitét
zu Koln, Arbeitskreis Prof. Dr. D. Schomburg



