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Kurzzusammenfassung

Es werden biochemische und rontgenkristallographische Untersuchungen zwei-
er mikrobieller Redoxenzyme beschrieben. Fiir die R-spezifische Dehydrogenase
aus Lactobacillus brevis konnten mehrere Kristallisationsbedingungen bestimmt
werden. Von der innenzentriert orthorhombischen Kristallform mit der Raum-
gruppe 1222 wurden vollstindige Rontgendatensatze bis 0.99 A gemessen. Die
3D-Struktur konnte mittels Molekularem Ersatz mit der 3«,203-HSD als Such-
modell gelost werden. Die kristallographischen R-Werte des endverfeinerten
Modells betrugen fiir den R, = 13.4 % und fiir den Ry, = 15.3 %. Das Enzym
bildet im nativen Zustand ein Homotetramer und bindet ein halbes Mg?*-Ion
und ein Molekiil NADP pro Monomer. Fiir die D-Aminosdureoxidase aus Tri-
gonopsis variabilis wurden eine Reihe von Kristallisationsbedingungen ermittelt.
Von einem primitiv tetragonalen Kristall wurde ein vollstandiger Rontgenda-
tensatz bis 2.75 A gemessen. Zur Losung der 3D-Struktur mittels Molekularem
Ersatz wurde aus der Struktur der D-Aminosdureoxidase aus Schweineniere ein

Homologiemodell erstellt.

Abstract

Biochemical analysis and X-ray crystallographic investigations of two microbial
redox enzymes are described. For the R-specific alcohol dehydrogenase from
Lactobacillus brevis several crystallisation conditions could be identified. From
centered orthorhombic crystals in the space group 1222 complete X-ray data
sets up to 0.99 A were measured. The 3D-structure was solved by Molecular
Replacement with 3«,203-HSD as search model. The crystallographic R-values
of the final model are 13.4 % and 15.3 % for the R, and the Ry, respectively.
The native enzyme forms a homotetramer and binds half a Mg?*-ion and one
molecule NADP per monomer. For the D-amino acid oxidase from Trigonopsis
variabilis a set of crystallisation conditions could be determined. From a primitiv
tetragonal crystal a complete X-ray data set up to 2.75 A was collected. For the
3D-structure solution by Molecular Replacement a homology model was created

based on the 3D-structure of the D-amino acid oxidase from pig kidney.



Résumé

La these décrit une étude biochimique et radio-cristallographique de deux en-
zymes oxydo-réductrices microbiennes. Nous avons identifié plusieurs condi-
tions de cristallisation pour 1’alcool dehydrogénase R-spécifique de Lactobacillus
brevis. Un cristal orthorhombique centré appartenant au groupe d’espace 1222 a
permis 1'obtention d’un jeu de données complet a 0.99 A. La structure-3D a été
résolue par remplacement moléculaire, utilisant 3a,203-HSD comme modéle de
recherche. Les facteurs d’accord cristallographiques du modéle final se situent
a 13.4 % et 15.3 % pour R.s: et Ry respectivement. L'enzyme est dans son
état natif un homo-tétramere et chaque monomere, un demi ion Mg*"* et une
molécule NADP. Nous avons par ailleurs déterminé plusieurs conditions de
cristallisation de l’acide D-aminé oxydase de Trigonopsis variabilis et un jeu de
données a 2.75 A de résolution a été enregistré. Afin de résoudre la structure
par remplacement moléculaire, un modele homologue a été crée & partir de la

structure tridimensionnelle de ’acide D-aminé oxydase du rein de porc.



1 Einleitung

Die beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten Enzyme gehoren zu ei-
ner der Unterklassen der Oxidoreduktasen. Oxidoreduktasen sind eine der am
weitesten verbreiteten Enzymklassen (EC 1.). Bei den von ihnen katalysierten
Redoxreaktionen inkorporieren sie molekularen Sauerstoff in organische Sub-
strate oder dehydrieren diese. Unter den katalysierten Reaktionstypen sind Hy-
droxylierungen, Epoxidierungen, Sulfoxidierungen, oxidative Dealkylierungen
und Dehydrierungen. Dabei sind die meisten dieser Enzyme, abhéngig von der
Anwesenheit eines Kosubstrates in der reduzierten oder oxidierten Form, in der
Lage die Reaktionen in beiden Richtungen zu katalysieren. In der Regel laufen
diese Reaktionen mit hoher Effizienz, Stereo- und Regioselektivitat ab.

Die Oxidoreduktasen werden in drei Kategorien eingeteilt (Reid and Few-
son, 1994). Man unterscheidet die NAD(P)-abhdangigen Dehydrogenasen, die
NAD(P)-unabhéngigen Dehydrogenasen, Enzyme, die PQQ oder F49 als Kosub-
strate verwenden, und die FAD-abhéangigen Oxidasen.

Die R-spezifische Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (R-ADH-Lb)
gehort zur Gruppe der Dehydrogenasen mit NAD oder NADP als Kosubstra-
ten und katalysiert die Oxidation von Ketonen zu sekundédren Alkoholen und
umgekehrt (EC 1.1.1.). Die D-Aminosdureoxidase aus Trigonopsis variabilis (D-
AO-Tv) gehort der Gruppe der Oxidasen mit FAD als Kosubstrat, welche die
Oxidation von Amino- zu Amidgruppen unter Verwendung von Sauerstoff als
Elektronenakzeptor katalysieren (EC 1.4.3.).

Beide Enzyme sind interessant fiir biotechnologische Anwendungen.

1.1 Biokatalysatoren

In den letzten Jahrzehnten hat die Nutzung von Mikroorganismen und den
von ihnen synthetisierten Biomolekiilen fiir den Menschen eine immer grofSere
Bedeutung erlangt.

So kommt Mikroorganismen eine entscheidende Rolle beim Abbau von industri-
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ellen Schadstoffen zu, da sie in der Lage sind, neben natiirlich vorkommenden
auch Xenobiotica — naturfremde Substanzen — abzubauen. Desweiteren finden sie
klassischerweise bei der Bier- und Weinproduktion mittels Hefen, der Herstel-
lung von Milchprodukten durch Milchsdurebakterien oder der Produktion von
Essig durch Essigsdurebakterien Anwendung.

In der medizinischen Therapie wurde durch die Entdeckung des Penicillins und
anderer Sekundarmetabolite aus Pilzen, Actinomyceten und anderen Bakterien
eine neue Epoche zur Bekimpfung bakterieller Infektionskrankheiten eingeleitet.
Diese Anwendungsgebiete der Mikroorganismen werden durch neue Einsatzfel-
der in der organisch-chemischen Synthese standig erweitert.

Aus den Mikroorganismen koénnen unter anderem Enzyme gewonnen wer-
den, die mittlerweile als attraktive Katalysatoren in der Synthese organischer
Verbindungen gelten (Faber, 1997). Sie sind hoch spezifisch und selektiv und
viele Probleme der chemischen Synthese wie Isomerisierung, Racemesierung
oder Umlagerungen kdnnen durch die milden Reaktionsbedingungen vermieden
werden. Besonders fiir asymmetrische Synthesen weisen enzymatisch gefiihrte
Reaktionen betrédchtliche Vorteile auf, da die Reaktionen in der Regel streng
stereospezifisch verlaufen.

Die Bedeutung der Chiralitdt der Reaktionsprodukte und die mogliche Wir-
kungsweise von Enantiomeren wird am Beispiel des Schlafmittels Contergan®
deutlich. Enantiomere haben gleiche chemische Eigenschaften, aber eine spiegel-
bildliche rdumliche Struktur. Dadurch kénnen die Antipoden in lebenden Orga-
nismen, die ebenfalls chirale Molekiile wie Enzyme oder Rezeptoren enthalten,
unterschiedliche Wirkungen erzielen. So hat nur das S-Enatiomer des Thalido-
mids, dem Wirstoff des Contergan®, eine teratogene Wirkung (Fruchtschadigung
auf Grund zellzerstorender Wirkung) (Bohm et al., 1996).

Neben der organischen Synthese werden Enzyme zur Starkehydrolyse (Amyla-
sen), zur Lederbearbeitung (Proteasen), als Waschmittelzusatz (Proteasen, Lipa-
sen ) oder zur Fruchtsaftklarung (Pektinasen) verwendet. Von den Hauptenzym-
klassen (Enzyme-Nomenclature, 1979) kommen dabei vor allem Oxidoredukta-
sen (EC 1.), Hydrolasen (EC 3.) und Lyasen (EC 4.) zum Einsatz.

Zusitzlich zu den oben genannten Vorteilen bieten Enzyme noch eine Reihe
weiterer Vorteile gegeniiber rein chemischen Verfahren. Sie arbeiten bei Tempera-



1.2 Die R-ADH-Lb 3

turen von 20 bis 100°C, bei neutralem pH-Wert, Atmosphérendruck, in wéssriger
Losung und sind umwelt- und resourcenschonend, da sie weniger Abfall produ-
zieren, weniger Energie und keine nichtregenerierbaren Rohstoffe verbrauchen.
Weiterhin ist die Geschwindigkeit einer enzymbkatalysierten Reaktion 10° bis
10"mal hoher als bei nichtenzymatischen Reaktionen und um mindestens einige
Groflenordnungen hoher als die analoge chemisch katalysierte Reaktion (Voet
and Voet, 1992).

Heutzutage konnen industriell anwendbare Enzyme durch rekombinante Uber-
produktion kostengiinstig in grofien Mengen produziert und durch rationales
Proteindesign leistungsfahiger gemacht werden. Dies bedeutet die gezielte Ver-
dnderung von den oben beschriebenen Charakteristika durch den Austausch von
einzelnen Aminosduren. Ein erfolgreiches Beispiel ist die gezielte Mutagenese
der Waschmittelprotease Subtilisin aus Bacillus subtilis (Wells, 1987).

Durch die schnell fortschreitende Entwicklung strukturbiologischer Methoden
konnen von vielen biotechnologisch und pharmakologisch relevanten Proteinen
die 3D-Strukturen gelost werden. Mit den gewonnenen Strukturinformationen
kann das rationale Design von Proteinen erheblich beschleunigt und effektiver
gestaltet werden.

Im Bereich der pharmakologischen Anwendung liefern derartige Daten die Mog-
lichkeit des strukturbasierten Designs neuer pharmakologisch wirksamer Sub-
stanzen. Ein aktuelles Beispiel ist die Entwicklung eines Inhibitors der HIV-1-
Protease (Lange-Savage et al., 1997).

1.2 Die R-ADH-Lb

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Enyzm gehort der Gruppe der
kurzkettigen Dehydrogenasen (short chain dehydrogenases, SDR) an. Diese Gruppe
von Enzymen umfasst mittlerweile ca. 60 Vertreter (Jornvall et al., 1995) aus der
Klasse der Oxidoreduktasen (EC 1.), der Lyasen (EC 4.) und der Isomerasen
(EC 5.) (Jornvall et al., 1995). All diese Enzyme verwenden entweder NAD oder
NADP als Kosubstrate. SDR-Proteine setzen ein grofles Spektrum organischer

Molekiile wie z.B. Alkohole, Zucker, Prostaglandine oder Steroide um und sind
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Schliisselenzyme bei einer Vielzahl von Stoffwechselprozessen.

1.2.1 Historie und Biochemie der Dehydrogenasen

Dehydrogeasen werden seit der ersten Halfte des 20. Jahunderts intensiv bio-
chemisch untersucht. Erste umfassendere kinetische Daten dieser Enzyme wurde
seit 1948 in der Gruppe von Theorell in Stockholm gesammelt (Jeffrey, 1980). Die
erste hoch aufgeloste Struktur der Lactatdehydrogenase wurde von Adams et al.
(1970) publiziert.

Die Dehydrogenasen werden in drei grofSle Untergruppen eingeteilt. Die zu-
erst definierte Gruppe waren die medium chain dehydrogenases (MDR) (Jérnvall
et al. (1987), Persson et al. (1994)), die Untereinheiten von ca. 350 Aminosduren
enthalten und deren katalytische Aktivitit hdufig von Zn?*-Ionen-abhéngig ist
(Borras et al. (1989), Persson et al. (1994)). Zu dieser Gruppe gehoren unter
anderem die gut untersuchte ADH aus der Pferdeleber (Eklund et al., 1976) und
die ADH I aus Hefe (Ganzhorn et al., 1987). Die zweite Gruppe umfasst die in
dieser Arbeit untersuchten Metallionen-unabhéngigen short chain dehydrogenases
(SDR) mit kleineren Untereinheiten von ca. 250 Aminosduren (Jornvall et al.
(1981), Jornvall et al. (1995)). Die dritte zuletzt klassifizierte Gruppe der long chain
dehydrogenases (LDR) wird durch Eisenionen aktiviert und hat Untereinheiten von
ca. 380 Aminosduren (Conway et al. (1987), Inoue et al. (1989)).

Die ersten Enzyme der Gruppe der SDR-Proteine wurden in den 70er Jahren
analysiert. Dabei konnten zunéchst die partielle und spiter die vollstandige Pri-
maérstruktur der prokariotischen Ribitoldehydrogenase (Moore et al., 1978) und
der ADH aus Drosophila (Schwartz and Jornvall, 1976) aufgeklart werden. Trotz
der signifikanten Unterschiede zu den wohl bekannten Dehydrogenasen aus
Hefe und der Leber wurde das Konzept einer eigenen Proteinfamilie der SDR-
Proteine erst spéter etabliert (Jornvall et al., 1981). Zunédchst wurde angenom-
men, dass es sich um eine Gruppe von rein prokariotischen Enzymen handel-
te, bis die ersten Sdugetierenzyme, die 15-Hydroxyprostaglandindehydrogenase
(Krook et al., 1990) und die 173-Hydroxysteroiddehydrogenase (Peltoketo et al.,
1988), eindeutig den SDR-Proteinen zugeordnet werden konnten. Mit der Aufkla-
rung der 3D-Struktur der 3¢,203-Hydroxysteroiddehydrogenase (Ghosh et al.,
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1991) konnten erste fundierte Kenntnisse iiber das aktive Zentrum und den
katalytischen Mechanismus der SDR-Proteine gewonnen werden.
Das Reaktionsschema ist in Abbildung 1.1 gezeigt.

O OH

| |
R—C—R’ + NAD(P)H + H* R-C—R’ + NAD(P)’
H

Abbildung 1.1: Reaktionsschema der Alkoholdeyhydrogenasen. Die Reaktion
lauft je nach Lage des Gleichgewichtes in beide Richtungen ab.

Die Reaktion lduft in beiden Richtungen ab, abhidngig davon, auf welcher Seite
der Reaktionsgleichung ein Uberschuss vorliegt. In anabolen Stoffwechselwegen
lauft die Reaktion von rechts nach links ab und bei der bakteriellen Fermentation
in umgekehrter Richtung, wobei die Bildung des oxidierten Kosubstrates der
eigentliche Antriebsfaktor fiir die Reaktion ist (Clark, 1989).

Der Hydridtransfer verlduft bei den Dehydrogenasen immer streng stereospezi-
fisch, d.h. es werden je nach Enzym in der Oxidation nur R- oder S-Alkohole als
Substrate akzeptiert bzw. bei der Reduktion entstehen aus Ketonen nur R- oder
S-Alkohole. Dabei konnen die beiden Reste R und R” in den Substraten eine grofle
Spannbreite bei den verschiedenen SDR-Proteinen einnehmen, wie oben bereits
angesprochen wurde.

1.2.2 Technische Bedeutung der Dehydrogenasen

Dehydrogenasen bendtigen NAD(P) als Kosubstrate, die teuer sind und die
Kosten fiir organische Synthesen in die Hohe treiben. Dennoch kommt ihnen
in den letzten Jahren bei der industriellen Synthese chiraler Verbindungen ei-
ne immer groflere Bedeutung zu (Hummel, 1997). So wurden fiir die Synthe-
se von optisch aktiven Hydroxysduren und Aminosduren D- oder L-Lactat-
dehydrogenasen, D- oder L-Hydroxyisocapronsdauredehydrogenasen und die L-
Phenylalanindehydrogenase (Hummel et al. (1984), Hummel et al. (1987)) ein-
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gesetzt. Aminosduren mit ungewohnlichen Seitenketten wie S-tert-Leu konnten
durch enzymatische reduktive Aminierung der entsprechenden a-Ketosduren
mit der NAD-abhédngigen Leucindehydrogenase aus Bacillus sp. (Bommarius

et al., 1995) gewonnen werden.

Das haufig breite Substratspektrum wirkt sich in den meisten Félle positiv aus, da
die Enzyme fiir verschiedenste Synthesen eingestzt werden konnen: z.B. werden
Dehydrogenasen mittlerweile fiir Standardsynthesen chiraler Alkohle eingesetzt
(Hummel, 1997).

Die Reaktion wird durch die Notwendigkeit der Anwesenheit eines Kosubstrates
nicht negativ beeinflusst, da NAD(P) iiber einen langeren Zeitraum stabil ist
(Janssen et al., 1987) und durch Formiat kostengiinstig regeneriert werden kann
und daher nicht in stochiometrischen Mengen zugegeben werden muss (Hum-
mel, 1997).

1.2.3 Die R-ADH-Lb

Die in dieser Arbeit untersuchte R-spezifische Alkoholdehydrogenase aus Lactob-
acillus brevis (DSM 20054, EC 1.1.1.2) wurde im Rahmen der Doktorarbeit der Ko-
operationspartnerin Frau Bettina Riebel vom Institut fiir Enzymtechnologie der
Universitdt Diisseldorf an der Kernforschungsanlage in Jiilich (Arbeitsgruppe
von Werner Hummel) entdeckt, kloniert und biochemisch charakterisiert (Riebel,
1996). Das Enzym bildet ein Homotetramer (4 x 26.6 kDa) mit je 251 Aminos&du-
ren (siehe Abbildung 1.2) pro Untereinheit, akzeptiert als Kosubstrat NADP und
zeigt eine Mg®"-lonenabhéngigkeit (Riebel, 1996).

Die R-ADH-Lb kann ein weites Spektrum an Substraten umsetzen. Dabei muss
der Rest R (siehe Abbildung 1.1) eine Methylgruppe sein. Der zweite Rest R” kann
ein beliebiger aliphatischer oder aromatischer Rest sein (Riebel (1996), Hummel
(1997)). Bisher ist kein kompetitiv inhibierendes Substratanalogon bekannt.

Vor Beginn der vorliegenden Arbeit waren erste Kristallisationsversuche durch-
gefiihrt worden, auf deren Ergebnisse in Abschnitt 4.1.4 eingegangen wird.
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1 11 21 31 41 51
I I I I I I
1 SNRLDGKVAI ITGGTLGIGL AIATKFVEEG AKVMITGRHS DVGEKAAKSV GTPDQIQFFQ 60
61 HDSSDEDGWT KLFDATEKAF GPVSTLVNNA GIAVNKSVEE TTTAEWRKLL AVNLDGVFFG 120
121 TRLGIQRMKN KGLGASIINM SSIEGFVGDP SLGAYNASKG AVRIMSKSAA LDCALKDYDV 180
181 RVNTVHPGYI KTPLVDDLPG AEEAMSQRTK TPMGHIGEPN DIAYICVYLA SNESKFATGS 240
241 EFVVDGGYTA Q

Abbildung 1.2: Aminosduresequenz der R-ADH-Lb, bestimmt durch Edmann-
Abbau und Gensequenzierung (Riebel, 1996). Das N-terminale Met ist nicht
abgebildet, da dieses posttranslational abgespalten wird (siehe Abschnitt4.1.3.1).

1.2.4 Strukturelle Bedeutung der R-ADH-Lb

Die Losung der 3D-Struktur der R-ADH-Lb war in vielerlei Hinsicht interessant.
So ist die R-ADH-Lb der erste Vertreter aus der Gruppe der SDR-Proteine, der
eine Metallionenabhéngigkeit zeigt. Desweiteren ist das Enzym thermisch aufSer-
ordentlich stabil mit einem Aktivititsmaximum von 50°C (Riebel, 1996), was
die R-ADH-Lb neben dem weiten Substratspektrum fiir eine biotechnologische
Anwendung pradestiniert. Die geloste 3D-Struktur konnte ein rationales Design
des Proteins ermdoglichen, um z.B. die Kosubstratspezifitit von einer NADP-
Abhiéngigkeit zu einer NAD-Abhédngigkeit zu dndern, was die Regenerierung des
Kosubstrates in der biotechnoligischen Anwendung erleichtern wiirde.

Zu einigen SDR-Proteinen besteht eine starke strukturelle Ahnlichkeit (siehe
Abschnitt 4.1.10.7). Fiir eine eingehendere mechanistische Untersuchung war es

notwendig eine hochaufgeldste 3D-Struktur eines SDR-Proteins zu erhalten.

1.3 Die D-AO-Tv

Die hier untersuchte D-Aminosdureoxidase gehort zur Gruppe der
Aminogruppen-oxdierenden-Oxidoreduktasen mit Sauerstoff als Elektronen-
akzeptor (EC 1.4.3.). Die D-Aminosdureoxidasen bilden darin wiederum eine

eigene Untergruppe (EC 1.4.3.3). Vertreter dieser Gruppe finden sich sowohl in
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Saugetieren als auch in Mikroorganismen.

1.3.1 Historie und Biochemie der D-Aminosiaureoxidasen

Erstmals wurde eine D-Aminosdureoxidaseaktivitdt in Sdugetiergeweben 1935
beschrieben (Krebs, 1935). Seit dem ist das Enzym in Hefe, Pilzen, Mollusken,
Insekten, Fischen, Amphibien, Reptilien, Vogeln und einer Reihe von Sdugetier-
geweben gefunden worden (Meister (1965), Gavazzi et al. (1987)). Die prokarioti-
schen Vertreter sind iiblicherweise membrangebunden und sind wahrscheinlich
Monooxygenasen (Moreno, 1986) oder Dehydrogenasen (Olsiewski et al., 1980).
Die physiologische Funktion der D-AOs ist bis heute Gegenstand intensiver For-
schung und ihre Rolle im Metabolismus viel diskutiert. Sowohl D-Aminosauren
werden als natiirliche Substrate in Betracht gezogen (Konno and Yasumura,
1992), welche sich in bakteriellen Zellwdnden und in mikrobiellen Peptid-
antibiotika befinden, als auch andere Stoffwechselmetabolite wie Thiazolidin-2-
Carboxylat (Hamilton et al., 1979). D-Asp und D-Glu werden von den meisten
D-AOs nicht umgesetzt. Zur Oxidation dieser Aminosduren verfiigen diese Or-
ganismen tiber eine D-Aspartatoxidase (EC 1.4.3.1, Tedeschi et al. (1999), Kera
et al. (1998)).

In Saugetieren ist die D-AO vermutlich fiir den Abbau der D-Aminosduren
des Peptidoglycangeriistes der Zellwand von z.B. Darmbakterien erforderlich
(Konno and Yasumura, 1992). D-Aminosduren entstehen weiterhin bei dem Ko-
chen von Nahrungsmitteln oder der Fermentation duch Razemisierung von L-
Aminosduren (Briickner and Hansch, 1989).

Neuerdings wird fiir D-Ser, welches die D-AO stark aktiviert, eine wichtige
Rolle bei der Neurotransmission diskutiert (Snyder and Kim, 2000). Dies konnte
die hohe D-AO-Konzentration im Gehirn von Sdugetieren erkldren (Konno and
Yasumura, 1992).

Die am besten charakterisierte D-AO ist die aus Schweineniere. Von diesem
Enzym wurde erstmals eine vollstdindige Aminosdure- (Ronchi et al., 1982) und
die Nucleotidsequenz der cDNA (Fukui et al., 1987) bestimmt. 1996 konnte un-
abhédngig voneinander von zwei Arbeitsgruppen die 3D-Struktur gelost werden
(Mattevi et al. (1996), Mizutani et al. (1996)).
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Bis heute sind auch von einer ganzen Reihe anderer D-AOs die Primérstrukturen
(Konno and Yasumura (1992), Gonzalez et al. (1997), Alonso et al. (1998)) be-
stimmt worden. Besonders die mikrobiellen D-AOs sind heutzutage von grofSer
technischen Bedeutung (siehe Abschnitt 1.3.2). Daher wére die Losung der 3D-
Struktur eines mikrobiellen Enzyms von groffem Nutzen.

Im Zuge der 3D-Strukturlésung konnten eingehende mechanistische Untersu-
chungen angestellt werden (Mattevi et al., 1997). Demnach erfolgt die Oxidati-
onsreaktion iiber einen Hydridtransfer vom C,-Kohlenstoff des Substrates auf
den N5-Stickstoff des Isoalloxazinteils des FAD. Die Reaktion lauft formal nach
folgendem Schema ab:

W s
R-C—COOH + E—FAD R-C—COOH + E—FADH, (1)
H

E—FADH, + O, E—FAD + H,0, (2

NH

I Il
R—C—COOH + H)O R-C—COOH + NHj3 (3)

Abbildung 1.3: Reaktionsschema der D-Aminosdureoxidasen. (1): Oxidation des
C,-Kohlenstoffs und Reduktion des FAD. (2): Reoxidation des FADH, durch
molekularen Sauerstoff. (3): Hydrolyse des a-Iminosdureintermediats zur a-

Ketosaure.

Im ersten Schritt erfolgt die Oxidation des C,-Kohlenstoffs und die Reduktion
des enzymgebundenen Kosubstrates FAD (siehe Reaktionsgleichung (1)), das
durch molekularen Sauerstoff wieder in den oxidierten Zustand tiberfiihrt wird
(siehe Reaktionsgleichung (2)) Im zweiten Schritt der Reaktion wird das a-
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Iminosdure-Zwischenprodukt spontan zur a-Ketosdure hydrolysiert (siehe Re-
aktionsgleichung (3)). Das intermediér gebildete Wasserstoffperoxid wird durch
eine Katalase abgebaut, die wie die D-AO in den Peroxisomen oder den Mikro-
somen lokalisiert ist (Van den Munckhof, 1996). Fiir prokariotische D-AOs gibt es
bisher keinen Beweis der simultanen Produktion von Wasserstoffperoxid.

Die Reaktion verlduft streng stereospezifisch nur in der oben gezeigten Richtung.
L-Aminosduren werden also nicht als Substrate akzeptiert und haben auch kei-

nen kompetitiv inhibierenden Einfluss auf die Enzymaktivitat (Miiller, 2000).

1.3.2 Technische Bedeutung der D-Aminosadureoxidasen

D-AQOs werden technisch in Form von ganzen Zellen, als 16sliches Enzym oder
im immobilisiertem Zustand fiir biotechnologische Anwendungen genutzt. So
werden sie fiir die qualitative und quantitative Analyse von D-Aminosduren
(Hikkanen and Decker, 1985), in Biosensoren (Gemeiner et al., 1993), zur Her-
stellung von L-Aminosduren (Nakajima et al., 1990) und «a-Ketosduren (Bro-
delius et al., 1981) sowie der Umsetzung von Cephalosporin C zu Glutaryl-7-
Aminocephalosporansédure (Pilone et al., 1995) eingesetzt.

Der letztgenannte Prozess stellt momentan die wichtigste industrielle Anwen-
dung der D-AO dar. Das Folgeprodukt, die 7-Aminocephalosporansdure, ist ein
Zwischenprodukt fiir die Herstellung vieler synthetischer §-Lactam-Antibiotika
(Weltmarkt ca. 15 Mrd. US$, Bayer 1995, Fischer (1998)). Das vorher angewandte
rein chemische Verfahren ist sowohl in 6konomischer (hohe Driicke, niedrigere
Reaktionsgeschwindigkeit und Selektivitat) als auch in 6kologischer (organische
Losemittel und grofiere Mengen schwermetallhaltiger Abfélle) Hinsicht unter-
legen (Kula, 1999).

1.3.3 Die D-AO-Tv

Die D-Aminosaureoxidase aus Trigonopsis variabilis (DSM 70714, EC 1.4.3.3) wur-
de im Rahmen der Doktorarbeit der Kooperationspartnerin Frau Martina Miiller
vom Institut fiir Biochemie und Biotechnologie der TU Braunschweig (Arbeits-

gruppe von Lutz Fischer) isoliert, biochemisch charakterisiert und hinsichtlich
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biotechnologischer Anwendungen untersucht (Miiller, 2000). Das Enzym bildet
ein Homodimer (2 x 40.1 kDa inkl. Kosubstrat) mit je 356 Aminosduren (siehe
Abbildung 1.4) pro Untereinheit. Jedes Monomer enthélt ein FAD-Molekiil, das
fest, aber nicht kovalent gebunden ist (Miiller, 2000).

1 11 21 31 41 51
I I I I I I
1 MAKIVVIGAG VAGLTTALQL LRKGHEVTIV SEFTPGDLSI GYTSPWAGAN WLTFYDGGKL 60

61 ADYDAVSYPI LRELARSSPE AGIRLINQRS HVLKRDLPKL EGAMSAICQR NPWFKNTVDS 120
121 FEIIEDRSRI VHDDVAYLVE FASVCIHTGV YLNWLMSQCL SLGATVVKRR VNHIKDANLL 180
181 HSSGSRPDVI VNCSGLFARF LGGVEDKKMY PIRGQVVLVR NSLPFMASFS STPEKENEDE 240
241 ALYIMTRFDG TSIIGGCFQP NNWSSEPDPS PTHRILSRAL DRFPELTKDG PLDIVRECVG 300
301 HRPGREGGPR VELEKIPGVG FVVHNYGAAG AGYQSSYGMA DEAVSYVERA LTRPNL

Abbildung 1.4: Aminosduresequenz der D-AO-Tv, bestimmt durch Sequenzie-
rung der cDNA durch Chatterjee und Miiller im hiesigen Labor (Daten nicht

gezeigt).

Das Enzym setzt neben proteinogenen Aminosduren, Cephalosporin C und ei-
nige nichtproteinogenen Aminosduren um. Gar nicht oder nur schwach werden
D-Thr, D-Asp, D-Glu und Gly als Substrate akzeptiert (Miiller, 2000). Desweiteren
sind einige kompetitiv inhibierende Substratanaloga bekannt, die fiir eine Analy-
se des aktiven Zentrums, den Kristallisationsansédtzen zugesetzt werden konnen.
Vor Beginn der vorliegenden Arbeit waren mit diesem Enzym noch keine Kristal-

lisationsansétze durchgefiihrt worden.

1.3.4 Strukturelle Bedeutung der D-AO-Tv

Die Losung der dreidimensionalen Struktur der D-AO-Tv ist sowohl in wis-
senschaftlicher als auch in technischer Hinsicht von grofsem Interesse. Bisher
konnte keine 3D-Struktur einer mikrobiellen D-AO gelost werden. Lediglich die
3D-Struktur der D-AO aus Schweineniere, mit einer Sequenzidentitdt von 27 %,
konnte bisher gelost werden (Mattevi et al. (1996), Mizutani et al. (1996)).

Da mikrobielle D-AOs eine immer grofiere technische Bedeutung erlangen (siehe
Abschnitt 1.3.2), konnte die Losung der 3D-Struktur einer mikrobiellen D-AO
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ein rationales Proteindesign unterstiitzen, um spezifische Proteincharakteristika
zu verdndern (siehe Abschnitt 1.1). Auch fiir andere biotechnologisch relevante
mikrobielle D-AOs (D-AO aus Fusarium solani und aus Rhodosporidium toruloides)
wadre die Struktur der D-AO-Tv von grofSem Nutzen, da die Primérstrukturen mit

Segenzidentitdten von tiber 30 % auf eine dhnliche 3D-Struktur schlieflen lassen.
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1.4 Zielsetzung

Thema der Arbeit waren strukturelle Untersuchungen an zwei Oxidoreduktasen.
Von beiden Enzymen waren zu Beginn der Arbeit keine Kenntnisse iiber die
dreidimensionalen Strukturen vorhanden. Da die Kristallisierbarkeit von Protei-
nen schwer vorherzusagen ist, konnten die Ziele der Arbeit nicht genau definiert
werden.

Von der R-spezifischen Alkohlodehydrogenase aus Lactobacillus brevis waren
ein Aufreinigungsschema und erste Kristallisationsbedingungen des Apoenzyms
bekannt. Ziel der Arbeit war die Endreinigung des Enzyms und die anschliefien-
de Kristallisation eines terndren Komplexes des Enzyms mit Substrat und Kosub-
strat. Anschlieflend sollten rontgendiffraktometrische Messungen durchgefiihrt
werden, die Struktur mittels MR gel6st, verfeinert und ausgewertet werden.
Von der D-Aminosdureoxidase aus Trigonopsis variabilis war ein Aufreini-
gungsschema, jedoch keine Kristallisationsbedingungen bekannt. Das Enzym
sollte bis zur Homogenitat aufgereinigt und so weit wie moglich rontgenkristal-
lographisch untersucht werden, da nicht bekannt war, ob die Struktur mittels
Molekularem Ersatz (MR) zu losen war.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Analytik

2.1.1 Massenspektrometrie

In der Biochemie wird die Massenspektrometrie wird zur Bestimmung von
Molekulargewichten bzw. Fragmenten von Molekiilen, zur Sequenzierung von
Peptiden (Proteomanalyse und Peptidkartierung), Identifizierung von posttrans-
lationalen Modifikationen und Glykosylierungen sowie zur Gewinnung von
Teilstrukturinformationen, beispielsweiweise der Lokalisation von oberflichen-
nahen Aminosduren oder Disulfidbriicken, in der biochemischen Analytik an-
gewendet (Lehmann, 1996). Das Verfahren benottigt sehr wenig Substanz (1-
10 pmol), hat ein grofies Auflosungsvermogen (je nach Ionisierungsmethode
+ 1-10 au) und erlaubt einen hohen Probendurchsatz auf Grund der kurzen
Messdauer.

Die Methode beruht auf der Erzeugung von Ionen, der Beschleunigung dieser
Ionen in einem elektrischen Feld (siehe Gleichung 2.1) und der anschlieflenden
Trennung der Ionen, nach ihrer kinetischen Energie Ej;,, die proportional zum

Masse-Ladungsverhiltnis 7 ist (siehe Gleichung 2.2).

Im Folgenden sollen kurz die beiden verwendeten Ionisierungsverfahren erlau-
tert werden. Bei der matrix assisted laser desorption-Methode (MALDI, Karas and
Hillenkamp (1988)) werden makromolekulare Substanzen mit einem 103-10%-
fachen Uberschuss einer Matrixsubstanz ko-kristallisiert. Diese Matrixsubstanz
wird durch die Einstrahlung eines Laserpulses verdampft, wobei die Makromo-

lekiile mit in die Gasphase gerissen werden und durch Protonenabstraktion von
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der Matrixsubstanz ionisiert werden. Die Detektion erfolgt nach Beschleunigung
in einem elektrischen Feld in einem Flugzeitanalysator (time of flight, TOF). Die
Genauigkeit der Methode liegt, je nach Grofie des Analyten und der Massenge-
nauigkeit der Kalibriersubstanz, bei & 10 au.

Bei der Elektrosprayionisation (ESI, Fenn et al. (1989)) passiert eine Losung
des Analyten eine positiv geladene Metallkapillare und wird beim Austritt aus
der Kapillare zerstaubt. Die dabei entstehenden Tropfchen verlieren allméhlich
immer mehr Losungsmittel, wobei die Oberflachenladung ansteigt. Erreicht die
Ladungsdichte an der Tropfenoberfliche eine gewisse Grenze (Rayleigh-Limit),
so teilt sich der Tropfen. Nach mehrmaliger Wiederholung dieses Prozesses ent-
stehen , nackte” Ionen, die in einem Quadrupolanalysator getrennt und detektiert
werden. Mit der ESI-MS kann eine Aufldsung von ca. £ 1 au erreicht werden.
Beide Verfahren erlauben eine Molekulargewichtsbestimmung bis hin zu Massen
> 100 kDa, wobei sich bei der ESI-MS weitere Moglichkeiten durch eine Kopp-
lung mit einem Fliissigkeitschromatographen ergeben.

2.1.2 Dynamische Lichtstreuung
2.1.2.1 Grundlagen

Das von einem Laserstrahl gestreute Licht einer makromolekularen Probe, bei-
spielsweise Proteine, DNA, Polysaccharide oder Mizellen, enthilt Informationen
tiber die Diffusionsrate der Teilchen in der Losung. Diese Information kann zur
Charakterisierung der hydrodynamischen Grofie, der Konformation, der Inter-
aktionen oder Aggregation der gelosten Biomolekiile verwendet werden (Santos
and Castanho, 1996).

Bei der Messung werden Photonen im 90°-Winkel zur Einstrahlrichtung des
Laserstrahls detektiert. Da sich die Molekiile in Losung mit der Braun’schen
Molekularbewegung fortbewegen, kommt es auf Grund konstruktiver und de-
struktiver Interferenz zu Fluktuationen der Intensitdt des gestreuten Lichtes.
Diese Fluktuationen sind wegen der Bewegung der Molekiile zeitabhangig und
somit auch von der Grofie der Teilchen abhédngig. Die Sammlung der Photonen
innerhalb eines Zeitfensters und die anschliefende Analyse (Autokorrelation)

fiihrt zu einem translationalen Diffusionskoeffizienten D;. Dieser kann iiber die
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Funktion G(r), die die Korrelation des gestreuten Lichtes als Funktion einer
Zeitkonstante 7 widergibt, berechnet werden:

G(r) =14 2000 (2.3)
4-7-ng-sin2

2 (2.4)

mit ¢ =

Der Wellenvektor ¢ ist abhdngig vom Streuwinkel ©, dem Brechungsindex n, und
der Wellenldnge A des eingestrahlten Laserlichtes. Mit Hilfe der Stokes-Einstein-

Gleichung kann daraus der hydrodynamische Radius Ry berechnet werden:

kp-T

Ry=—2"~_
B~ 6.1-n-D,

(2.5)

Dabei ist kg die Bolzmannkonstante, 7' die absolute Temperatur und 7 die Vis-
kositdt der Losung. Auf diese Weise kann Ry und die Grofienverteilung der
Molekiile in Losung bestimmt werden. Die minimale bestimmbare Partikelgrofie
betragt etwa 4 kDa.

2.1.2.2 Auswertung

Die hier beschriebene Auswertung bezieht sich auf die Verwendung des Pro-
gramms DYNAMICS V3.0 (Fa. Protein Solutions). Das Programm bietet zwei
verschiedene Auswertemodi zur Berechnung des Molekulargewichtes My, an,
die im Folgenden kurz erldutert werden sollen. Betrachtet man den Analyten als

anndhernd kugelformig, so bietet sich das globular-Modell an.

My = (1.549 - Ry )**%° (2.6)

Dabei entspricht 1.549 dem Ry — Faktor und der Exponent wird mit 2.426

vorgegeben.
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Nimmt man an, dass die gemessenen Makromolekiile nicht kugelférmig sind —
was bei den meisten Biomolekiilen der Fall ist — so bietet sich das Volume Shape
Hydration Model zur Auswertung an. Dabei wird durch die Reibungsverhiltnis

die Molekiilform in die Berechnung einbezogen.

4. . . Ru 3
Mo — 3° T Na (Reibungsverhéiltnis) (2 7)
w = — .
spezifisches Volumen

Die Werte fiir die Reibungsverhaltnis und das spezifische Volumen sind abhan-
gig vom gewdhlten Molekulargewichtsbereich bzw. des Modellmolekiils, das fiir
die Auswertung verwendet wurde. Diese Werte sind experimentell bestimmt
worden und werden vom Programm vorgegeben (Santos and Castanho, 1996).

Desweiteren erlaubt das Program eine Unterscheidung zwischen monodispersen
und polydispersen Proben, sodass eine Molekulargewichtsverteilung gemessen

werden kann.

2.1.3 CD-Spektroskopie
2.1.3.1 Grundlagen

Die CD-Spektroskopie kann zur Bestimmung von Sekundéarstrukturgehalten bei
Proteinen verwendet werden. Eine Substanz hat dann ein CD-Signal, wenn sie
unterschiedliche Wechselwirkungen mit links- und rechts-zirkularpolarisiertem
Licht hat. Bei Proteinen werden die CD-Spektren im fernen UV z.B. bei 250-
180 nm gemessen. Der Chromophor der Proteine, der in diesem Bereich ab-
sorbiert, ist die Amid-Gruppe der Peptid-Bindung. Die Amid-Gruppe hat hier
zwei Uberg'einge: n — 7 (¢ & 20/M -cm und Ay = 220 nm) und 7 — 7
(e &= 7000/M - cm und Ay = 195 nm). Die Amidgruppe ist ein inhédrent achiraler
Chromophor. Die fiir die CD-Aktivitdt notwendige Chiralitdt wird durch das
benachbarte chirale Zentrum am C,-Atom induziert. Es hat sich gezeigt, dass un-
terschiedliche Sekundérstrukturen unterschiedliche UV-CD-Spektren liefern. Die
Aufspaltung der einzelnen Ubergénge in mehrere Banden ist auf das sogenannte
Exciton-splitting zurtickzufiihren.
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Bei einer Messung wird mit einer Frequenz im kHz-Bereich abwechselnd links
und rechts zirkular polarisiertes Licht erzeugt. Gemessen werden dann die unter-
schiedlichen Extinktionen (¢). Der Unterschied (Anisotropiefaktor, g) ist bei Pro-
teinen relativ gering. Wegen des zusétzlich geringen Signal-Rausch-Verhéltnisses

gerade bei kurzen Wellenldngen miissen Spektren akkumuliert werden.

e A
Anisotropiefaktor g= Erechts — Elinks _ 2€ 14 (2.8)

Eunpolarisiert €
Die gemessenen Unterschiede der molaren Extinktionskoeffizienten werden aus
historischen Griinden meist mit folgender Gleichung in die spezifischen Ellipti-

zitdten [©] umgerechnet.

100-© . deg-cm?
== l-c —3298A€, [@] IHW

6]

(2.9)

Dabei ist [©] die spezifische Elliptizitdt, © die konzentrationsabhangige Elliptizi-
tat, [ die Weglange in der Kiivette und ¢ die Proteinkonzentration.

Neben der Bestimmung der Sekundérstrukturgehalte konnen CD-spektrosko-
pische Untersuchungen auch dazu verwendet werden, Denaturierungen von
Proteinen durch Temperatur, pH-Verschiebungen oder andere Substanzen (wie
z.B. Harnstoff) zu detektieren. Zur Bestimmung des Schmelzpunktes werden
bei a/f-Proteinen in einem flachen Temperaturgradienten die CD-Signale bei
222 nm und bei « + (-Proteinen bei 208 nm gemessen (Beck et al., 1996). Die
Existenz eines isodichoren Punktes zeigt auflerdem, dass es sich bei einem solchen

Ubergang um einen direkten Ubergang zwischen zwei Zustanden handelt.

2.1.3.2 Auswertung

Zur Bestimmung von Sekundérstrukturgehalten aus CD-Spektren stehen eine
Anzahl unterschiedlicher Programme zur Verfiigung (Greenfield, 1996). Ent-
scheidend fiir alle moderneren Auswertungsprogramme ist die Eingabe von
spezifischen Elliptizitidten, weshalb eine sehr genaue Proteinkonzentration ange-

geben werden muss (£ 10 %).
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Bei allen Programmen wird mit einem Basisdatensatz dem gemessenen Spektrum
ein theoretisches Spektrum angeglichen. Als Basisdatensatz dienten zun&chst
Peptide mit einer Sekundéarstuktur, spater dann CD-Spektren von Proteinen mit
bekannter Kristallstruktur. Bei den heute {iblichen Verfahren wird vereinfachend
davon ausgegangen, dass sich die CD-Signale der einzelnen Sekundarstruktur-
elemente linear addieren. Eine grofie Beschrankung ist darin zu sehen, dass die
einzelnen Sekundérstrukturelemente je nach Grofie und Konformation unter-
schiedliche CD-Spektren liefern und dass die Wechselwirkungen der einzelnen
Sekundarstrukturen untereinander, sowie die Beitrdge der aromatischen Ami-
nosduren unberiicksichtigt bleiben. Dies fithrt dazu, dass man mit Fehlern von
10 Prozentpunkten bei a-Helices und mehr bei anderen Sekundérstrukturen
rechnen muss.

2.1.4 Sekundirbestimmung aus der Proteinsequenz

Es gibt eine Reihe von Methoden, mit denen man die Sekundéarstrukturgehalte
von Proteinen nicht aus dem CD-Spektrum, sondern aus der Proteinsequenz
ermitteln kann. Grundlage aller zur Verfligung stehenden Programme ist die
statistische Auswertung von bekannten Rontgenstrukturen hinsichtlich der Se-
kundérstrukturen. In der vorliegenden Arbeit wurde das Programm PREDATOR
verwendet (Frishman and Argos, 1996).

Die statistische Haufigkeit der einzelnen Aminosduren in den einzelnen Sekun-
dérstrukturen ist der Ausgangspunkt der Algorithmen von Garnier et al. (1978)
(GOR I) und Gibrat et al. (1987) (Gibrat). Beim Algorithmus von Levin et al.
(1986) (homologue) werden bei Sequenzabschnitten Ahnlichkeiten gesucht. Der
Algorithmus von Deléage and Roux (1987) (DPM - double prediction method)
verwendet ein Mehrstufenverfahren. Bei diesen Programmen werden Genauig-
keiten in einem Dreistufenmodell (a-Helix, #-Faltblatt und Rest) von 57-63 % pro
Residuum erreicht.
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2.2 Proteinrontgenstrukturanalyse

2.2.1 Kristallisation von Proteinen

Voraussetzung der Rontgenstrukturanalyse ist die Herstellung geeigneter Kri-
stalle. Eine Vielzahl von Faktoren haben Einfluss auf das Kristallisationsverhalten

von Proteinen. Unter anderem sind dies:

e Homogenitit der Proteinprobe (Mikro- und Makrohomogenitit)

pH-Wert und Puffer

Temperatur

Ionenstiarke und Art des Salzzusatzes

Konzentration und Art des Fallungsmittels

Additive wie Inhibitoren, Metallionen, Detergenzien

Konzentration der Proteinprobe
o Kiristallisationstechnik

Die Kiristallisation erfolgt aus einer Losung heraus, in der das Protein {ibersattigt
ist. Ubersittigungen erreicht man durch pH-Variation zum isoelektrischen Punkt
hin, durch geringe Ionenstarken (Einsalzeffekt), hohe Salzkonzentrationen (Aus-
salzeffekt) oder durch Zugabe eines Féallungsmittels.

Die unterschiedlichen Fallungsmittel haben dabei verschiedenste Einfliisse auf
das Protein. Hohe Salzkonzentrationen fithren zu einer Konkurrenz um Hy-
dratwasser, die Proteine werden dehydratisiert und neigen zur Aggregation.
Organische Losungsmittel, vor allem kurze aliphatische Alkohole wie Ethanol,
Isopropanol etc. verringern die Dielektrizitdt des Losungsmittels und fithren
dariiberhinaus zu einer Konkurrenz um Hydratwasser. Die gleichen Effekte ha-
ben langkettige polare Polymere wie Polyethylenglykole, die zusatzlich noch die
Struktur des Wassers beeinflussen.
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Proteinkristalle sind sehr empfindlich. Sie werden durch wenige Wechselwir-
kungen zusammengehalten und enthalten einen grofien Anteil an ungeordne-
tem Losungsmittel (20-80 %, Andersson and Hovmoller (2000)). Dies hat einen
grofSen Einfluss auf das kristallographische Verhalten und die Auswertung der
Rontgenmessungen. Andererseits lassen die grofien Losungsmittelkanéle auch
die Diffusion von Inhibitoren, Substraten oder Schwermetallatomen zu und er-
moglichen z.B. enzymatische Reaktionen im Kristallverband.

2.2.1.1 Kiristallisationstechniken

Das Phasendiagramm (siehe Abbildung 2.1) verdeutlicht die Vorgdange wéahrend
einer Kristallisation. Kritisch ist dabei die Bildung von stabilen Kristallisations-
keimen, aus denen dann grofiere Kristalle wachsen konnen. Zur Bildung der Kri-
stallisationskeime muss eine hohere Fallungsmittelkonzentration vorliegen als
tiir das weitere Wachstum der Kristalle. Um nicht in den Prazipitationsbereich zu
gelangen, wird bei Diffusionsmethoden versucht, eine langsame Ubersittigung
der Losung zu erreichen.

Keimbildung

5

= Fallungs-

= zone

c

(] N

N Keimbildungs-

o

2 zone

=

]

o Wachstums-

o zone
|6slicher
Bereich

Fallungsmittelkonzentration

Abbildung 2.1: Phasendiagramm bei der Kristallisation. Die Pfeile zeigen den
Verlauf einer Kristallisation bei Dampfdiffusions- (durchgezogen) und Dialyse-

verfahren (gestrichelt) an.

Bei der Dampfdiffusionsmethode (siehe Abbildung 2.2) befindet sich der Tropfen
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mit der Proteinlosung iiber den Dampfraum in Kontakt mit einem Reservoir,
welches das Fallungsmittel enthélt. Der Tropfen wird aus variierenden Antei-
len von Proteinlosung, Fallungsmittel und eventuell Additiven gemischt. Wih-
rend der Gleichgewichtseinstellung kommt es durch allméhliche Destillation der
fliichtigen Bestandteile der Losungen (vor allem Wasser, aber auch fliichtige
Salze und organische Losungsmittel) im Tropfen zu einer langsamen Erhchung
der Fallungmittel- und Proteinkonzentration. Je nach den gewéhlten Bedingun-
gen bleibt das System im 16slichen Bereich, gelangt in die Prazipitations-, die
Keimbildungs- oder die Wachstumszone. Ziel ist es, das System moglichst gerade
an die Keimbildungszone zu bringen, so dass sich wenige Keime bilden, aus

denen dann grofSe Kristalle wachsen.

Tropfen — T ®
/
@

Briicke

<1— Reservoir

sitzender Tropfen héngender Tropfen

Abbildung 2.2: Kristallisation durch Dampfdiffusion mit sitzendem und hén-

gendem Tropfen.

Die Methoden des sitzenden und hdngenden Tropfens, die wihrend der vor-
liegenden Arbeit ausschliefilich verwendet wurden, unterscheiden sich durch
unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeiten, so dass die Ergebnisse der einen
Methode nicht unbedingt auf die andere Methode {tibertragen werden kénnen.
Der Endzustand der dquilibrierten Losungen ist jedoch gleich.

Daneben finden noch eine Reihe anderer Kristallisationstechniken Anwendung.
Bei der Dialysemethode wird die Proteinlosung in einer kleinen Dialysezelle
gegen das Fallungsmittel dialysiert. Dabei dndert sich (siehe Abbildung 2.1) im
wesentlichen nur die Fallungsmittelkonzentration.

Bei batch-Methoden wird das Protein gleich mit dem Fallungmittel in der end-
giiltigen Konzentration versetzt, sodass sich das System von Beginn an in der
Keimbildungszone des Phasendiagramms in Abbildung 2.1 befindet. Durch ein
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Uberschichten des Gemisches mit Ol wird eine Verdunstung des Losemittels

vermieden bzw. stark verlangsamt.

2.2.1.2 Suche nach Kristallisationsbedingungen

Die Kristallisationsbedingungen fiir ein Protein kénnen nicht verhergesagt wer-
den, sondern miissen empirisch ermittelt werden. Es gibt verschiedene Wege, auf

denen man optimale Kristallisationsbedingungen ermitteln kann.

McPherson (1990) hat eine logisch arbeitende Vorgehensweise vorgeschlagen, bei
der man die beiden tiblichsten Fallungsmitte]l Ammoniumsulfat und PEG 4000
verwendet und sich dann mit Hilfe eines FliefSsschemas an gute Fallungs- bzw.

Kristallisationsbedingungen annéhert.

Eine andere Moglichkeit ist das faktorielle Design eines Kristallisationsexperi-
ments, bei dem aus einer Auswahl an Parametern (Fallungsmittel, Konzentratio-
nen, Salzzusitze) von Versuch zu Versuch mehrere Parameter verandert werden.
Die Schwierigkeit besteht in der Auswahl der Parameter und die Auswertung
der Experimente, wenn bestimmte Effekte einem Parameter zugeordnet werden
miissen. Eine Moglichkeit zur Planung von Kristallisationsansidtzen nach dem
unvollstandigen faktoriellen Design (Carter and Carter, 1978), bei dem eine vor-
gegebene Anzahl an Versuchen verwendet wird, bietet das Programm SAMBA
(Audic et al., 1997).

Jancarik and Kim (1991) und spéater Cudney et al. (1994) haben Screeningverfah-
ren entwickelt, die die bislang erfolgreichsten Kristallisationsbedingungen von
Proteinen enthalten. Durch die weite Streuung der Bedingungen erhilt man mit

wenig Proteinverbrauch meist schon Startbedingungen fiir die Optimierung.

Bei der Optimierung der Kristallisationsbedingungen werden verschiedene Para-
meter wie Fillungsmittelkonzentration, pH-Wert, Salzkonzentration etc. um die
Startbedingung variiert. Dabei wird erst in recht groben, dann in immer feineren

Schritten vorgegangen.
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2.2.2 Rontgenkristallographie
2.2.21 Rontgendiffraktometrie

Ein Charakteristikum von Proteinkristallen ist die begrenzte Haltbarkeit im Ront-
genstrahl. Die Streufdhigkeit der Kristalle nimmt mit zunehmender Messdauer
deutlich ab. Um einen moglichst vollstindigen Datensatz aus einer Messung
zu erhalten, muss man fiir eine schnelle Datensammlung sorgen und kann zu-
sdtzlich sekundéare Effekte der Zerstorung der Kristalle im Rontgenstrahl durch
Einfrieren verhindern (Cryokristallographie). Allerdings miissen fiir die Vermes-
sung von Proteinkristallen geeignete Frostschutzmittel in der Kristallisationslo-
sung vorhanden sein. Dies ermdglicht beim Einfrieren der Kristalle ein glasarti-
ges Erstarren des Losungsmittels in den Losungsmittelkandlen im Kristall und
auf der Aufenseite des Kristalls.

Die rasche und effektive Sammlung qualitativ hochwertiger Daten wird heutzu-
tage mit CCD- und Flachendetektoren ermdglicht, die eine hohe Auflosung und
Empfindlichkeit bieten. Hinzu kommt die mittlerweile etablierte Datensamm-
lung mit Synchrotonstrahlung, die eine hohe Intensitdat und niedrige Divergenz
aufweist.

Dabei verwendet man im allgemeinen keine Weissenberg- oder Prdzessions-
techniken, deren Indizierung einfach ist, bei denen aber nur eine Schicht des
reziproken Gitters abgebildet wird. Bei den sogenannten Rotationsaufnahmen
werden Punkte aus verschiedenen Schichten des reziproken Gitters abgebildet,
die wéhrend einer Rotation des Kristalls um einen kleinen Winkel A® die
Ewaldkugel schneiden (Reflexionsbedingung nach Ewald’scher Deutung). Aus
jeder Schicht ist dies ein sichelférmiger Ausschnitt (lune). Ein grofier Anteil der
Reflexe auf einem Bild wird nur teilweise abgebildet und verteilt sich auf mehrere
Aufnahmen. Da die einzelnen Schichten voneinander getrennt sein miissen, ist
die Grofie des Rotationswinkels A® begrenzt und kann aus der langsten Achse
der Einheitszelle r,,,,, der maximalen Auflésung D,,,, und der Mosaizitdt M
nach Gleichung 2.10 abgeschéatzt werden.

Dia 180°

rmaa: ™

AD = M (2.10)
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2.2.2.2 Indizierung und Integrierung

Da es sich bei den Rotationsaufnahmen um verzerrte Abbildungen etlicher
Schichten des reziproken Gitters handelt, ist die Indizierung aufwendiger als
bei anderen Aufnahmetechniken. Die Orientierung des Kristalls ist nicht bekannt
und muss berechnet werden.

Bei Auswertungsprogrammen wie DENZO (Otwinowski and Minor, 1997) wird
am ersten gemessenen Bild eine Autoindizierung vorgenommen. Dabei werden
von den stirksten Reflexen alle moglichen Kombinationen von Indices aufge-
stellt. Wenn fiir einen Index bei allen Reflexen eines Bildes ganze Zahlen gefun-
den werden, dann ist eine Achse des Kristalls im realen Raum gefunden (real
space indexing). Anschliefend werden die anderen Achsen berechnet, die dann
noch auf kristallographische Standardzellen umgewandelt werden. Mit Hilfe der
Abweichungen der gefundenen Zellgeometrie von den Bravais-Gittern muss der
Anwender eine Laue-Klasse bestimmen. Mit den nun bekannten Parametern
werden anschlieflend die schwécheren Reflexe gefunden. Die Kristall- und De-
tektorparameter werden in mehreren Zyklen verfeinert, sodass die Positionen der
Reflexe bestimmt werden.

Bei der Integration werden auf Basis der aus dem ersten Bild bestimmten Para-
meter bei allen Bildern die Stirke der Reflexe im Verhiltnis zum Hintergrund-
rauschen bestimmt. Das Profil der einzelnen Reflexe wird aus den gemessenen

Intensitdten und dem gemittelten Profil der umgebenden Reflexe berechnet (pro-

file fitting).

2.2.2.3 Skalierung

Unter dem Begriff Skalierung wird die Zusammenfassung unterschiedlicher
kristallographischer Daten verstanden. Damit ist die Vereinigung der zunéchst
getrennt ausgewerteten Aufnahmen gemeint, bei der die einzelnen Bilder auf ein
gemeinsames Niveau gebracht werden, also gegeneinander skaliert werden.

Fiir die Skalierung muss eine Raumgruppe angegeben werden, die nach der
Indizierung erst nur geschétzt und nach der Skalierung bestétigt werden muss.
Auf Grund der Chiralitit der Proteine sind bei Proteinkristallen nur 65 der

230 Raumgruppen moglich. Nichtenantiomorphe Raumgruppen lassen sich mit
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Hilfe der systematischen Ausloschungen bestimmen, die durch Schraubenachsen
innerhalb der kristallographischen Symmetrie zustande kommen. Prakisch wird
dabei so vorgegangen, dass die Skalierungsprogramme die gemessenen Intensi-
taten an den Punkten angeben, an denen die Ausloschungen sein sollten, und
diese mit dem Rauschen o; vergleichen.

In einem ersten Schritt werden die Intensitdten der symmetrieverwandten Refle-
xe verglichen und deren Verhaltnisse bestimmt. Mit diesen relativen Skalierungs-
faktoren k (siehe Gleichung 2.11), die z.B. unterschiedlich lange Belichtungszeiten
und Kiristallqualitaten berticksichtigen, werden nun die einzelnen Reflexe multi-
pliziert. Der Faktor kj ist der relative Skalierungsfaktor fiir das jeweilige Bild. Der
B-Faktor quantifiziert die Tatsache, dass Reflexe mit hoherer Auflosung starker
anfallig fiir Strahlungszerstorung sind als Reflexe mit geringerer Auflosung. In
der Gleichung ist somit &, der relative Skalierungsfaktor fiir ein Bild, k£ der Skalie-
rungsfaktor fiir eine Observation unter Beriicksichtigung des Strahlungszerfalls
und S der Streuvektor der einzelnen Observation. Die Reflexe, die sich tiber
mehrere Bilder erstrecken, werden zusammengefasst. D.h. aus den integralen
Intensititen 1(S)* fiir die einzelnen Aufnahmen werden relative Intensititen
I1(S)7¢ berechnet. Mit Hilfe von Wilson-Plots (Wilson, 1942) wird die Skalierung
auf ein absolutes Niveau gebracht.

k= k- e~ Bol5” (2.11)

Normalerweise werden die Intensititen danach in Strukturfaktoramplituden
umgewandelt, da diese von den meisten der heute gebrduchlichen kristallogra-
phischen Programme verwendet werden.

Fiir eine Einschdtzung der Qualitdt des erhaltenen Datensatzes gibt es eine
Anzahl von Parametern. Die Auflosungsgrenze wird durch das Signal-Rausch-
Verhiltnis bestimmt, wobei als Grenze U—II = 2 — 3 angesehen wird. Bis zur
Auflosungsgrenze sollte der Datensatz moglichst in einer grofien Vollstandigkeit
und mit einer hohen Redundanz vorliegen. Der R;,,,-Wert (siehe Gleichung 2.12)
vergleicht die Intensitdten der symmetrieverwandten Reflexe und sollte fiir den
gesamten Datensatz bis zur Auflosungsgrenze nicht wesentlich iiber 10 % liegen.

Gute Datensatze haben R-Werte von unter 5 % (McRee, 1996). Der Wert wird aber
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stark beeinflusst durch die Redundanz der Messungen und die Rigiditdt, mit der
schlechte Daten verworfen werden (Blundell and Johnson (1976), McRee (1996)).

N N R
Syl < I(S) e > —1(S);]
Rogm = 20— (2.12)
Y I(S)i
g i=1

Dabei sind § der Streuvektor, < I(S)™ > die gemittelte Intensitdt des Reflexes
mit dem Streuvektor S und I(5)7¢ die Intensitit der einzelnen Observationen.
Eine robustere Methode der Datenvalidierung ist durch den sogenannten R,
der die Multiplizitat der Daten beriicksichtigt, und der R, 44, der die Zunahme
der Genauigkeit basierend auf der Mittelung dquivalenter Reflexe widerspiegelt,
gegeben (Diederichs and Karplus, 1997).

2.2.24 Packungsdichte und Losungsmittelgehalt

Die Packungsdichte und den Losungsmittelgehalt von Proteinkristallen ldsst sich
aus dem Kristallvolumen (Volumen der asymmetrischen Einheit, V,,,,.) pro Ein-
heit des Molekulargewichts My, (in Dalton) anndhern. Dieser Koeffizient ist als
V y-Wert (Matthews, 1968) bekannt und wird meistens als Matthews-Koeffizient
bezeichnet. Mit ihm lésst sich die Anzahl der Molekiile in der asymmetrischen
Einheit abschatzen.

Vi = % 1.7 - S—Z <Vyu<34. g—i (2.13)
Die oberen und unteren Grenzen fiir den Matthews-Koeffizienten wurden empi-
risch ermittelt. Die angegebenen Werte stammen aus der Originalpublikation von
Matthews (1968), konnen in einigen Fallen aber nach oben erweitert werden. Der
Losungsmittelgehalt des Proteinkristalls (Viygsser) liegt im allgemeinen zwischen
27 und 65 % (meistens bei 43 %, es wurden jedoch auch erheblich hthere Werte
beobachtet) und kann wie folgt tiber das spezifische Partialvolumen des Proteins

im Kiristall (v) abgeschatzt werden:



28 Theoretische Grundlagen

1.66 - v 1.2
66 ’le 3

Vi Vi

VWasser =1- (214)

Andersson and Hovmoller (2000) fanden kiirzlich eine analoge Gleichung, die
den Packungskoeffizienten k (Anteil des Proteins am Volumen der Elementarzel-
le) entsprechend Gleichung 2.15 angibt.

_ZVpro _ 19.5- Z - N,

k -
‘/cell ‘/cell

(2.15)

Dabei sind V,, und V., das Protein- und das Zellvolumen, Z die An-
zahl der Proteinmolekiile in der Einheitszelle und N/, die Anzahl aller
Nicht-Wasserstoffatome exklusive der Wassermolekiile. Der mittlere gewichtete
Packungskoeffizient £, (Gewichtung iiber die Haufigkeitsverteilung der Raum-
gruppen) entspricht dem von Matthews (1968) bestimmten Wert (Andersson and
Hovmoller, 2000).

2.2.2.5 Verzwillingung

,Unter Verzwilligung versteht man die gesetzmiiflige Verwachsung von verschie-
den orientierten Doménen ein und der selben Struktur zu einem Zwillings-
kristall” (Massa, 1996). In der Sichtweise des reziproken Raumes bedeutet dies,
dass ein Zwilling ein Kristall mit einer Anomalie ist, bei der die Domé&nen des
Kristalls einander so orientiert sind, dass ihre Beugungsgitter ganz oder teilweise
tiberlappen (Chandra et al., 1999).

Unter der Zwillingsregel versteht man das Symmetrieelement, welches den einen
Zwillingsteil (Doméne) in den anderen {iiberfiihrt.

Generell unterscheidet man zwei Zwillingstypen. Bei epitaxalen, nicht-
merohedrischen Zwillingen, kommt es zu keiner vollstindigen Uberlagerung der
Reflexe, da die Gitter der beiden Zwillingspartner nicht vollstandig tiberlappen.
Derartige Zwillinge kann man h&ufig an Verwachsungen der Kristalle erkennen.
Bei merohedrischen Zwillingen kommt es zu verschiedenen Orientierungen der
Doménen im Kristall, was an der dufSeren Form der Kristalle nicht zu erkennen

ist, da die beiden Gitter exakt iibereinander liegen. Sind die Volumina der
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Domiénen ungleich, so spricht man von ungleich merohedrischen Zwillingen.
Bei gleichen Volumina der Doménen spricht man von perfekt merohedrischen
Zwillingen.

Merohedrische Kristalle konnen nur entstehen, wenn eine hohere Symmetrie
durch Rotation erreicht werden kann. Dies ist bei den Punktgruppen 3, 4, 6, 321,
312 und 23 der Fall. Perfekte Merohedrie kann zusatzlich zu den scheinbaren
Raumgruppen 422, 432 und 622 fiithren (Chandra et al., 1999).

2.2.2.6 Pattersonfunktion

Die Pattersonfunktion, die in den folgenden Rotationsrechnungen verwendet
wird, erhilt man durch Fouriertransformation der Intensititsfunktion. Dabei ist
V das Volumen der Einheitszelle und F' der Strukturfaktor mit dem Index hkl.

+oo +o0o +oo

’J V3 Z Z Z ‘F h k, l 27rz (ha+ky+1z) (216)

h=—0o0 k=—00 l=—

Mit Hilfe der sogenannten nativen Pattersonfunktion kénnen nichtkristallogra-
phische Symmetrieachsen, die parallel zu den kristallographischen Symmetrie-
achsen liegen und in der Selbstrotationsfunktion (s.u.) von den viel intensiveren
Peaks der kristallographischen Achsen tiberdeckt werden, gefunden werden. In
diesem Fall wiirde man in der nativen Pattersonkarte neben dem Ursprungspeak,
der immer auftritt, einen zweiten sogenannten Pseudoursprungspeak beobach-

ten.

2.2.2.7 Selbstrotationsrechnungen

Mit der Selbstrotationsfunktion R(C) lassen sich lokale nichtkristallographische
Symmetrien und damit die Lage von Molekiilen in der asymmetrischen Einheit
bestimmen. Dabei wird die Pattersonfunktion (s.o.) gedreht und das Maf§ an

Uberlappung mit der nicht gedrehten Pattersonfunktion berechnet.

R(C) = /V P(@) - P(C, il)du (2.17)
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Dabei ist P(u) die Pattersonfunktion des Molekiils, P(C#) die mit der Rotati-
onsmatrix C gedrehte Pattersonfunktion und V' das durch die Lange des Rotati-
onsvektors vorgegebene Volumen der Pattersonfunktion. Die Polarwinkel ¢ und
1) geben die Orientierung der Rotationsachse in einem orthogonalen Koordina-
tensystem an, x den Rotationswinkel. Die Ergebnisse von Rotationsrechnungen
werden in stereographischen Projektionen dargestellt (siehe Abbildung 4.43).

2.2.2.8 Molekularer Ersatz

Zur Bestimmung von Phaseninformation in der Proteinkristallographie bieten
sich eine Reihe von Methoden an. Mit Hilfe von anomalen Streuern wie Schwer-
metallen kann tiber den multiplen isomorphen Ersatz (MIR) und multiple anoma-
lous diffraction (MAD) das Phasenproblem geltst werden. Mit der schnell wach-
senden Rechenleistung von EDV-Systemen gewinnen in den letzten Jahren die ab
initio-Methoden an Gewicht, bei denen tiber einen iterativen Prozess die Phasen
standig erweitert und verbessert werden. Eine weitere Methode, die ohne die
Bestimmung experimenteller Phaseninformation auskommt, ist die Methode des
Molekularen Ersatzes (MR). Hierfiir ist die Existenz einer homologen Struktur fiir
das gesuchte Modell erforderlich. Diese Methode soll im Folgenden besprochen
werden, da sie in der vorliegenden Arbeit angewendet wurde.

Man macht sich bei der MR-Methode die Tatsache zu Nutze, dass Proteine mit
einer dhnlichen Sequenz (> 30 % Sequenzidentitit) auch eine dhnliche Faltung
aufweisen und daher auch eine dhnliche Fouriertransformierte der Dichtefunkti-
on besitzen. Mit dieser Annahme wird dem unbekannten Protein sozusagen die
Phaseninformation des Suchmodells , ausgeliehen”. Dazu ist es notwendig das
Suchmodell moglichst genau in der Elementarzelle der unbekannten Struktur
zu positionieren. Auf diese Weise erhdlt man ein Startmodell, das noch sehr
stark von der Struktur des Suchmodells gepragt ist. Nach und nach muss dieser
model bias in der Verfeinerung entfernt werden und durch Strukturinformation
der gesuchten Struktur ersetzt werden.

Die Methode wird in zwei Schritten angewendet, um aus dem sechsdimensio-
nalen Suchraum mit drei Rotations- und drei Translationsfreiheitsgraden, jeweils

zwei dreidimensionale Probleme zu konstruieren. Auf diese Weise wird enorm
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viel Rechenzeit eingespart.

Rotationssuche Im ersten Schritt wird die Orientierung des Suchmodells in
der asymmetrischen Einheit der Einheitszelle der gesuchten Struktur bestimmt.
Befinden sich mehrere Molekiile in der asymmetrischen Einheit der gesuchten
Struktur, so muss fiir jedes Molekiil die Orientierung bestimmt werden.

Die Suche nach der richtigen Orientierung des Suchmodells im Verhéltnis zum
Kristall (gesuchte Struktur) erfolgt in dhnlicher Weise wie in Abschnitt 2.2.2.7
durch die Drehung der Pattersonfunktion des Suchmodells gegen die Patterson-
funktion des Kristalls der gesuchten Struktur. Dabei werden durch geeignete
Wahl des Pattersonradius nur die intramolekularen Vektoren (Selbstvektoren)

berticksichtigt.

R(C) = /V Py(@) - P»(C, @)du (2.18)

P, () ist die Pattersonfunktion des Kristalls, P(C, @) die mit der Rotationsmatrix
C gedrehte Pattersonfunktion des Suchmodells und V' das durch die Lange des
Selbstvektors bestimmte Volumen der Pattersonfunktion. Dieses Volumen ist von
der Grofie des Suchmodells abhingig und muss individuell vom Anwender
definiert werden.

Die Maxima der Rotationsfunktion R(C) entsprechen den bestmoglichen Orien-
tierungen der beiden Vektorsdtze zueinander. Diese Losung wird in Form von
Eulerwinkeln (6;, 05, f3) (Rossmann and Blow, 1962) oder Polarwinkeln (x, ¢, 1)

als Vorinformation in die folgende Translationssuche hineingesteckt.

Patterson-Korrelationsverfeinerung Zur Verbesserung der Ergebnisse der Ro-
tationssuche kann eine PC-Verfeinerung (patterson correlation refinement) als Vor-
bereitung auf die Translationssuche durchgefiihrt werden. Dabei wird das anna-
hernd richtig orientierte Modell in eine trikline Zelle mit exakt den Gitterkons-
tanten des Kristalls gelegt. Ein auf dieser Grundlage berechneter Datensatz wird
mit den gemessenen Daten korreliert. Durch eine Starre-Korper-Verfeinerung

wird versucht, den Korrelationswert zu maximieren. Da fiir das Modell eine
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unsymmetrische Zelle definiert worden ist, wirken sich nur Rotationsparameter
auf die Zielfunktion aus, wihrend die Position (Translation) beliebig ist.

Die PC-Verfeinerung ist eine sehr schnelle Methode zur Rotationsverfeinerung,
die insbesondere dazu dienen soll, aus der Liste der Rotationspeaks die wirklich
signifikanten zu identifizieren sowie die Modellstruktur durch Freigabe einzelner
Doménen und Strukturmotive so zu verfeinern, dass die Erfolgsaussichten fiir

die nachfolgende Translationssuche deutlich besser werden.

Translationssuche Bei der Translationssuche wird das richtig orientierte Such-
modell unter Verwendung der kristallographischen Symmetrie bewegt, um die
korrekte Position im Kristall, also eine maximale Ubereinstimmung mit den
Diffraktionsdaten, zu finden. Dabei wird die Pattersonfunktion des Kristalls
mit der Pattersonfunktion des Suchmodells an einer spezifizierten Stelle in der
Einheitszelle des Kristalls verglichen. Im Gegensatz zur Rotationssuche werden
hier nur intermolekulare Vektoren berticksichtigt.

R(r) = /V Py(d) - Py(r, @) du (2.19)

Dabei ist P, (%) die Pattersonfunktion des Kristalls, P(7, %) die mit der Transla-
tionsmatrix 7 bewegte Pattersonfunktion des Suchmodells und V' das durch die
Lange des Translationsvektors bestimmte Volumen der Pattersonfunktion. Dieses
Volumen ist von der Grofie des Suchmodells abhédngig und muss individuell vom
Anwender definert werden.

Die Translationssuche ist der kritische Schritt beim Molekularen Ersatz, denn der
Erfolg ist sowohl von den Fehlern im Suchmodell als auch von der Exaktheit der
Rotationslosung abhédngig. Hinzu kommt ein niedriges Signal-Rausch-Verhiltnis,
da nur die intermolekularen Vektoren einen Beitrag leisten und die intramoleku-

laren Vektoren ein starke Hintergrundrauschen erzeugen.

2.2.2.9 Strukturverfeinerung

Nachdem die 3D-Struktur durch die MIR-, MAD- oder MR-Methode ,,gelost”
worden ist, kommt man zu einem Startmodell, das bisher nur Grundziige der
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gesuchten Struktur enthilt. Ziel der Strukturverfeinerung ist die schrittweise und
systematische Veranderung des Startmodells, sodass es zur wirklichen Struktur
konvergiert. Als Maf3 fiir den Fortschritt der Verfeinerung und als Qualitéts-
kriterium fiir das Modell gilt der kristallographische R-Wert R,,,:. Er gibt die
Ubereinstimmung zwischen den aus dem Modell berechneten |F,,.| und den

gemessenen Strukturfaktoramplituden |F,;;| wider.

ZHFobs‘ —k- |Fcach
hkl
Z‘FobS‘

hkl

(2.20)

Rcryst =

Der R.,ys: ist von einem Skalierungsfaktor k£ zwischen den gemessenen und den
berechneten Daten abhidngig und soll im Verlauf der Verfeinerung einem Mini-
mum zustreben. Der R, wird immer zusammen mit den Auflosungsgrenzen

angegeben.

Der R.ryst kann im Laufe der Verfeinerung sehr niedrige Werte annehmen, ob-
wohl das Strukturmodell noch grobe Fehler enthélt (Briinger, 1987). Dieses Pha-
nomen kommt dadurch zustande, dass zu viele Parameter in die Verfeinerung
einfliefen (Briinger, 1992a). Um diese Uberverfeinerung (overfitting) zu vermei-
den, schlug Briinger (1992a) die Einfiihrung des Ry,.. vor. Er gilt als verlassli-
cher Indikator der Genauigkeit des Modells und wird zur Kreuzvalidierung des
Modells verwendet. Der Reflexdatensatz wird hierfiir in einen Testdatensatz T
und einen Arbeitsdatensatz W eingeteilt, wobei der Testdatensatz eine zuféllige
Auswahl von ca. 5-10 % alle Reflexe enthilt. Die Verfeinerung wird nur mit
dem Arbeitsdatensatz durchgefiihrt, aus dem der R, analog Gleichung 2.20
berechnet wird und der Ry,.. wird nur aus dem Testdatensatz ebenfalls analog
Gleichung 2.20 berechnet. Nach einem sinnvollen Verfeinerungsschritt sollten

sowohl der R, als auch der Ry,.. fallen.

Briinger (1997) empfiehlt einen Grenzwert von 40 % fiir den Ry,., d.h. Modelle
mit freien R-Werten tiber 40 % sollten mit Vorsicht behandelt werden. Desweite-
ren sollte die Differenz zwischen Ry,.. und R, klein sein bzw. das Verhiltnis

zwischen beiden Werten nahe bei eins sein (Kleywegt and Briinger, 1996).
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Unterbestimmung Bei der Verfeinerung miissen fiir jedes Atom drei unabhéan-
gige Ortskoordinaten, ein isotroper Temperaturfaktor oder bei hochaufgeldsten
Strukturen drei anisotrope Temperaturfaktoren und manchmal ein Besezungs-
faktor (z.B. bei multiplen Konformationen) verfeinert werden. Dieser grofien
Anzahl zu verfeinernder Parameter steht eine begrenzte Anzahl unabhédngiger
Daten |F,,| gegentiber. Sofern kein hochaufgelster Datensatz vorliegt, ist das
System unterbestimmt. Um eine gewisse Uberbestimmung zu gewdhrleisten,
miissen zusatzliche Informationen wie nichtkristallographische Symmetrie oder
stereochemische Parameter in die Verfeinerung einbezogen werden. Dies kann
auf zwei verschiedene Weisen geschehen:

e Die Reduzierung der zu bestimmenden Parameter durch strikte stereo-
chemische Zwénge (constraints, Brandén and Jones (1990)). Beispielsweise
konnen Teile der Struktur als starre Kérper behandelt werden, sodass deren
Koordinaten nur synchron verdndert werden diirfen. In der Praxis kann
dies allerdings nur schwer realisiert werden. Deshalb werden constraints vor
allem zu Beginn der Verfeinerung verwendet.

e Die Erhohung der Datenmenge durch Einfithrung neuer Observablen (so-
genannter Pseudoreflexe) durch die Einfiihrung flexibler stereochemischer
Randbedingungen (restraints, Hendricksen and Konnert (1980a), Hendrick-
sen and Konnert (1980b)). Restraints umfassen Vorgaben fiir Bindungslan-
gen und -winkel, Torsionswinkel und van der Waals-Kontakte, die inner-
halb bestimmter Fehlergrenzen schwanken diirfen. Mit dieser Methode
konnen kleinere Strukturteile leicht bewegt werden, grofiere Strukturteile

hingegen nicht.

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verfeinerungsrechnungen wurden
entweder mit constraints oder mit restraints durchgefiihrt. Eine denkbare Variante
wadre Verfeinerung ganz ohne stereochemische Vorgaben (unrestraint). Dies setzt
jedoch ein hohes Daten-zu-Parameter-Verhiltnis (hohe Auflosung) und eine recht
genaue Fixierung der Atome (niedrige Temperaturfaktoren) voraus.

Im Folgenden sollen die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verfeinerungs-
algorithmen kurz erldutert werden.
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Molekiildynamik Gerade zu Beginn der Verfeinerung hat das Strukturmodell
eine Reihe von fehlerhaften Bereichen. Bei einer Verfeinerungsrechnung soll die
Gesamtenergie der Struktur minimiert werden. Dabei kann es, gerade wenn das
Strukturmodell noch grofie Unterschiede zur wahren Struktur aufweist, zu einer
Konvergenz in ein lokales Energieminimum kommen. Um in den Konvergenzbe-
reich des globalen Minimums zu kommen, kann das Modell entweder manuell
korrigiert oder mit einer Molekiildynamik (MD) verdndert werden (Briinger,
1992b).

Bei einer MD wird die gesamte Struktur auf mehrere Tausend K aufgeheizt und
dann langsam abgekiihlt. Durch die starke thermische Bewegung der Atome
kann die Struktur mogliche lokale Minima auf der Potentialhyperflache verlassen
und das globale Minimum erreichen bzw. dort bleiben. Die Atome bewegen sich
dabei innerhalb eines Kraftfeldes, das aus physikalisch-chemischen Randbedin-
gungen (restraints/constraints) zusammengesetzt ist.

Der Vorteil einer MD ist ihr grofler Konvergenzradius (Kleywegt and Jones,
1997), d.h. selbst Atome oder Gruppen, die urspriinglich mehrere A von ihrer
endgiiltigen Position entfernt waren, werden korrekt verfeinert. Ohne manuelle
Eingriffe konnen so auch grofiere Fehler korrigiert werden.

MD-Rechnungen wurden in der vorliegenden Arbeit mit den Programmpaketen
X-PLOR (Briinger, 1992b) und CNS (Briinger et al., 1998) durchgefiihrt.

Methoden der kleinsten Fehlerquadrate und der maximalen Wahrscheinlich-
keit Die mathematischen Grundlagen der Methode der kleinsten Fehlerquadra-
te (least squares, LSQF) und die neuere Methode der maximalen Wahrscheinlich-
keit (maximum likelihood, MLKF) wurden eingehend von Read (1990) diskutiert.
Daher sollen an dieser Stelle die Methoden nur kurz dargestellt und die Vorziige
der MLKF-Methode deutlich gemacht werden.

Beide Methoden verfeinern die Funktion ® gegen die Atomparameter auf der
Grundlage eines Vergleiches der gemessenen |Fi;,| und der berechneten |F,,.|

Strukturfaktoramplituden:

d = thkl' (|Fobs| —k- ‘Fcalc|)2 (221)
hkl
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Bei diesem Ansatz, der sowohl fiir die LSQF- als auch fiir die MLKF-Methoden
gilt, wird davon ausgegangen, dass die Fehlerverteilung der Strukturfaktoram-

plituden einer Gauss-Verteilung entspricht und fiir die Gesamtgewichtungsfak-
1
. . 0-}21’]91 . . . . .
mung von wyy; fiir einzelne Observationen duflerst schwierig ist. Dies entspricht

verwendet, da die Bestim-

toren wy,,; wird ein einheitliches Gewicht wy,,; =

der Annahme, dass alle Reflexe mit der gleichen Genauigkeit gemessen worden
sind und die Verteilung der Koordinatenfehler fiir jeden Reflex gleich ist.

Der Unterschied zwischen der LSQF- und der MLKF-Methode liegt im Skalie-
rungsfaktor &k begriindet ist. Die LSQF-Methode definiert den Skalierungsfaktor k
zwischen |F,| und |F,y.| analog Gleichung 2.11 unter Verwendung einer Wilson-
Skalierung. Diese Form der Skalierung ist fiir Proteine jedoch nur ndherungs-
weise korrekt, da davon ausgegangen wird, dass die Atome gleichméflig in der
Elementarzelle verteilt sind und daher F,;; langsam mit der Auflosung abfallen
miisste. Bei Proteinen kann man allerdings eine klare Unterscheidung zwischen
dem Makromolekiil und dem umgebenden Losemittel treffen, was sich in der
Verteilung der F,;; widerspiegelt.

Bei der MLKF-Methode wird der Skalierungsfaktor k£ mit Hilfe zweier Gauss-
Funktionen gendhert, wodurch die negative Korrelation von Protein- und Sol-
vensanteilen Berticksichtigung findet:

k= ko-e BoSl. (1= fy - e~ BrIS) (2.22)

Der Faktor B, ist normalerweise so grof, dass er nur die Skalierung der 6 A oder
niedrigerer Auflosung beeinflusst, also in erster Linie den Solvensbereich.

Nach der Bestimmung der globalen Verfeinerungsparameter folgt die eigentliche
Verfeinerung unter Verwendung einer Konvolution einer normalen und einer
Differenzelektronendichtekarte. Die Dichtekarte wird bei der LSQF-Methode be-
rechnet nach:

w- (‘Fobs‘ —k- |Fcalc‘) : ei.acalc (223)

Bei der MKLEF-Methode ist die Elektronendichtekarte definiert nach:



2.2 Proteinrontgenstrukturanalyse 37

m - (|F0b8| _ D . |Fcalc‘) . ei'acalc

s (2.24)

Hierbei ist m der Phasenfehler (figure of merit), D ein Maf§ fiir den Koordina-
tenfehler und ¥ ein Erwartungswert fiir die Elektronendichte, bestimmt auf der
Grundlage gemessener und nicht gemessener Reflexe. Read (1986) konnte zeigen,
dass die Berechnung der Elektronendichtekarten nach Gleichung 2.24 deutlich
weniger Modellbehaftung zeigt als die Berechnung nach Gleichung 2.23.

Die Verfeinerung einer makromolekularen Struktur erfordert eine Reihe alter-
nierender Schritte von Verfeinerungsrechnungen und manueller Korrekturen am
Modell. Diese Vorgehensweise ist fiir jede Struktur individuell und unterschied-
lich aufwendig.

Von den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verfeinerungsprogrammen
verwendet SHELX (Sheldrick and Schneider, 1997) die LSQF-Methode und CNS
(Briinger et al., 1998) die MLKF-Methode. Bei REFMAC (CCP4, 1994) konnen

beide Methoden eingesetzt werden.

2.2.3 Hochaufgeloste Proteinstrukturen

Atomare Auflosung ist nach Sheldrick (1990) definiert als maximale Aufldsung
von mindestens 1.2 A mit mindestens 50 % der Intensititen groSer als 20 in der
dufleren Schale. Die Anzahl makromolekularer Strukturen, die diese Auflosung
erreichen, ist bisher sehr begrenzt. So finden sich in der PDB (Bernstein et al.,
1977) bisher 158 Eintrdge (gesamt 12696) bei dieser oder besserer Auflosung,
wobei die meisten Strukturen von kleinen Molekiilen (Peptide, Antibiotika etc.)
oder kleinen Proteinen (< 10 kDa) stammen und die Datenbank redundant ist.
Momentan befinden sich fiir Proteine mit mehr als 100 Aminosduren 52 Eitrage
bei einer Auflosung von 1.2 A oder besser und 14 Eintrage bei einer Auflosung
von 1.0 A oder besser in der PDB.

In naher Zukunft wird die Anzahl bekannter Protein-3D-Strukturen dieser Giite
stark anwachsen. Die wesentlichen Griinde hierfiir sind die Verbesserung der
Detektoren (CCD- und Flachendetektoren hoher Auflésung und Empfindlich-

keit), die Verwendung von Synchrotonstrahlung (hohe Intensitidt und niedrige
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Divergenz des Strahls) und die Messung unter Cryobedingungen (geringe Strah-
lenschaden an den Proteinkristallen).

Atomare Auflosung bietet einige naheliegende methodische Vorteile fiir Protein-
strukturen. So konnen die Datensdtze automatisch verfeinert werden (Lamzin
and Wilson, 1993) oder die Strukturen ab initio gelost werden, wie dies bei
A. australis Hector Scorpion Toxin (Smith et al., 1997) und Lysozym (Deacon et al.,
1998) erfolgreich war. Desweiteren sind die biologisch relevanten Vorteile hoher
Auflosung, wie z.B. exaktere und detailliertere Informationen tiber Reaktions-
mechanismen bei Enzymen, Regulation oder Interaktionen, herauszustreichen.
Bei atomerer Auflosung verfeinerte Proteinstrukturen liefern viel detailliertere
Proteinmodelle, eine bessere Korrelation zwischen gemessenen und berechneten
Strukturfaktoren wird erreicht und das hohe Daten-zu-Parameter-Verhiltnis er-
laubt eine wesentlich genauere Bestimmung der atomaren Koordinaten (Dauter
etal., 1997). Dies bedeutet, dass man multiple Konformationen erkennen und ver-
feinern, einzelne Atomtypen (C, N, O, S) unterscheiden, Wasserstoffatome iden-
tifizieren, den Protonierungsgrad bestimmen (His, Carboxylatgruppen etc.), spe-
zielle Wasserstoffbriicken analysieren (exakte Konformationsbestimmung von
His, Asn und GIn) und aniostrope Temperaturfaktoren verfeinern (Informationen
tiber die korrelierte Bewegung regider Gruppen) kann.

Schlussendlich liefern diese Daten die Moglichkeit bessere Bibliotheken stereo-
chemischer Parameter zu erstellen, da die bisher verwendeten Daten von kleinen
Molekiile stammen (Engh and Huber, 1991). Bei hoch aufgelosten Proteinstruk-
turen konnten jedoch deutliche Abweichungen von diesen Standardwerten be-
obachtet werden (Validation-Network, 1998).



3 Experimenteller Teil

3.1 Verwendete Chemikalien, Materialien, Gerite
und EDV-Systeme

3.1.1 Chemikalien und Proteine

Die verwendeten Chemikalien hatten p.a.-Qualitdt und stammten von den Her-
stellern Biomol, Fluka, Merck und Sigma. Das Wasser stammte aus einer Reinst-
wasseranlage und hatte eine Leitfahigkeit von Q! < 50 pm - cm . Samtliche
verwendete Losungen wurden durch eine 0.2 um-Membran sterilfiltriert.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Enzyme wurden von den Kooperati-
onspartnern in vorgereinigter Form zur Verfiigung gestellt. Die R-ADH-Lb wur-
de von Bettina Riebel vom Institut fiir Enzymtechnologie der Universitit Diis-
seldorf an der Kernforschungsanlage in Jiilich in rekombinanter Form in E. coli-
Zellen exprimiert und aufgereinigt. Die D-AO-Tv hat Martina Miiller von der
TU in Braunschweig aus Hefezellen (Stamm: Trigonopsis variabilis, DSM 70714)

isoliert und aufgereinigt.

3.1.2 Materialien, Gerdte und EDV-Systeme

Die wichtigsten Materialien und Gerédte sind in den Tabellen 3.1, 3.2 und 3.3

zusammengefasst.



Tabelle 3.1: Verwendete Gerite.

Gerit

Hersteller

Akta Explorer
CD-Spektropolarimeter J-715

Cryostream Cooler

Drehanoden (Cu)
FR 591
Rotaflex RU-200 B

Differential Scanning Calorimeter

DynaPro-801 (Dynamische Lichtstreuung)

ESI-MS LCQ (T)

Flachenzéhler

DIP-2030H

MAR 345

FPLC-System

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

MAC-XOS Doppelspiegel
CMF12-38Cu6 Doublemirror
pH-Meter 766 Calimatic

Phast Elektrophoresesystem
Pipettierautomat Multiprobe 104
Reinstwasseranlage
Spektralphotometer Ultrospec 2000
Spiegelreflexkamera EOS 500N
Waagen

Analysenwaage FA-210-4
Laborwaage SBA 52
Zentrifugen

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

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Jasco Germany, Gross Umstadt
Oxford Cryosystems, Oxford,
England

Nonius, Delft, Niederlande
Rigaku, Diisseldorf

MicroCal, Northhampton MA,
USA

Protein Solutions, Charlottesville
VA, USA

Finnigan MAT, Bremen

MAC Science, Yokohama, Japan
MAR Research, Hamburg
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Bruker, Bremen

Zeiss, Jena

MAC Science, Yokohama, Japan
Osmic, Northwood MI, USA
Knick, Berlin

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Packard, Meriden CT, USA
Serlapur

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Canon, Tokyo, Japan

Faust, Koln

Scaltec, Heiligenstadt

Sorvall, Newtown CT, USA
Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 3.2: Sonstige Materialien.

Bezeichnung

Hersteller

Bradford-Kit
Celluloseacetatfilter 0.2 ym
Celluloseacetatfilter 0.02 ym
Cryoloops

sonstige Cryowerkzeuge

Goniometerkopfe
Linbro-Schalen

Markrohrchen (0.1-1 mm @)

MonoQ HR5/5 und 10/10 (Anionenaus-
tausch)

PhastGel Gradient 8-25 %

PhastGel IEF pH 2.5-6

PhastGel IEF pH 3-9

Phenyl Superose HR5/5 (hydrophobe In-
teraktion)

Superdex 200 HR10/30 (Gelfiltration)
Ultrafiltration

Centricon-10 und -30

Centriprep-10, -30 und -50

BioRad, Miinchen

Satorius, Gottingen

Whatman, Maidstone, England
Hampton Research, Laguna Ni-
guel CA, USA

Hampton Research, Laguna Ni-
guel CA, USA

Stoe, Darmstadt

Hampton Research, Laguna Ni-
guel CA, USA oder ICN, Esch-
wege

Hilgenfeld, Malsfeld

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Pharmacia, Uppsala, Schweden

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Pharmacia, Uppsala, Schweden

Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn
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Tabelle 3.3: EDV-Systeme.

Rechner und Bertriebssystem Hersteller

Indigo2 mit Irix 6.5 Silicon Graphics (SGI), Miinchen
Octane mit Irix 6.5

O2 mit Irix 6.5

HP Apollo 700 mit HP-UX Hewlett Packard, Boblingen
IBM-kompatibler PC mit RedHat Linux Schonsee Loose Datentechnik,
und Windows98 KéIn

Drucker:

HP L] 5MP Hewlett Packard, Boblingen

HP L] 4500N Hewlett Packard, Boblingen

3.1.3 Programme und Programmpakete
3.1.3.1 Das HKL-Paket

Programmpaket zur Prozessierung und Auswertung von Film- und Bildspeicher-
plattendaten (Otwinowski and Minor, 1997).

DENZO Bestimmung der Kristallorientierung, Indizierung der Re-
flexe, Festlegung der Elementarzelle, Berechnung der inte-
gralen Reflexintensitdt und Reflexpartialitdt, Verfeinerung

der geometrischen Parameter der Messung (Detektor- und

Kristallparameter)

XDISPLAYF Visualisierung der Rohdaten und des Prozesses der Daten-
integration

SCALEPACK Skalierung durch Berechnung einzelner, isotroper Ska-

lierungs- und B-Faktoren
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3.1.3.2 Collaborative Computing Project Number 4 (CCP4)

CCP4 (CCP4, 1994) ist ein umfassendes Programmpaket fiir alle Bereiche der

Proteinkristallographie. Die folgenden Programme aus der CCP4-Sammlung

(Versionen 3.5 und 4.0) wurden verwendet:

AMORE

BAVERAGE

CAD

CONTACT

FFT

HGEN
HKLVIEW

MAKEDICT

MAPMASK
MATHEWS_COEF

MTZ2VARIOUS

MTZDUMP

MTZTONA4

PDBSET
PEAKMAX

Das Programmpaket enthalt eine Sammlung von Routinen
tiir alle Rechnungen zum Molekularen Ersatz.

Berechnung der Mittelwerte der Temperaturfaktoren (B)
von Haupt- und Seitenkettenatomen

Zusammenfassen und sortieren von Rontgendaten aus ver-
schiedenen Dateien und Generierung eines neuen Daten-
satzes

Berechnung verschiedener Kontakttypen in Proteinstruktu-
ren

Elektronendichtekarten- und Strukturfaktorberechnung
mit Hilfe des Fast-Fourier-Transform Algorithmus
Generierung von H-Atompositionen fiir Proteine
X-Windowsprogramm zur Darstellung von Pseudo-
Prazessionsaufnahmen

Konvertierung von PDB-Dateien in TNT- oder PROTIN-
Lexika und von PROTIN-Lexika in PDB-Dateien
Manipulation von Elektronendichtekarten

Berechnung des Matthews-Koeffizienten und des Wasser-
gehalts von Proteinkristallen

Konvertierung von Rontgendaten im MTZ-Format in
verschiedene andere Datenformate (z.B. X-PLOR/CNS,
SHELX, ASCII etc.)

Ausgabe von Daten (Header, Auflosungsbereich, Reflex-
werte etc.) aus Rontgendatendateien im MTZ-Format
Umwandlung von Reflexdateien im MTZ-Format in ASCII-
Dateien und umgekehrt

Verschiedene Manipulationen an PDB-Koordinatendateien
Peaksuche in Elektronendichtekarten
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POLARRFN Berechnung der Rotationsfunktion unter Verwendung von
Polarkoordinaten
PROCHECK Programmpaket zur Validierung der stereochemischen
Qualitat von Proteinstrukturen (Laskowski et al., 1993)
PROTIN Generierung einer Restraint-Datei fiir REFMAC
REFMAC Programm zur makromolekularen Verfeinerung

SCALEPACK2MTZ Konvertierung von SCALEPACK-Ausgabedateien in MTZ-

SFALL

SFCHECK

TRUNCATE

UNIQUE

WATPEAK

XDLMAPMAN

XLOGGRAPH

3.1.3.3 EPMR

Dateien

Strukturfaktorberechnung und kristallographische Verfei-
nerung unter Verwendung mit FFT in beiden Richtungen
Programm zur Bewertung der Ubereinstimmung zwischen
atomarem Modell und Rontgendaten (Vaguine et al., 1999)
Umrechnung von Reflexintensitaten in Strukturfaktoram-
plituden und Berechnung eines B-Faktors aus einem
Wilson-Plot (French and Wilson, 1978)

Generierung einer Liste einmaliger Reflexe, z.B. zur Defini-
tion freier Reflexe fiir die Kreuzvalidierung

Selektion von Peaks der PEAKMAX-Ausgabe und nahe
Positionierung an den entsprechenden Proteinatomen, die
als Wasserstoffbriickenakzeptoren oder -donatoren in Frage
kommen

X-Windowsprogramm zur Manipulation, Analyse und Re-
formatierung von Elektronendichtekarten

Graphische Darstellung von Datentabellen aus Protkollda-
teien von CCP4-Programmen

EPMR (Kissinger et al., 1999) ist ein Programm fiir den kristallographischen Mo-

lekularen Ersatz unter Verwendung eines evolutiondren Suchalgorithmus. Das

Programm verfeinert die drei Rotations- und Translationsparameter beziiglich

des Korrelationskoeffizienten zwischen F, und F.. Am Ende der Optimierung

wird eine Starre-Korper-Verfeinerung durchgefiihrt.
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3.1.3.4 X-PLOR und CNS

X-PLOR (Briinger, 1992b) war urspriinglich ein Programmsystem zur Verfeine-
rung von Kristallstrukturen mittels Energieminierung und Molekiildynamik. Die
hier verwendete Version 3.8 enthélt dartiber hinaus alle notwendigen Routinen
tiir den Molekularen Ersatz und fiir die Strukturbestimmung aus Daten, die
mittels NMR-Spektroskopie gewonnen wurden.

Crystallography & NMR System (CNS, Version 1.0) (Briinger et al., 1998) ist ei-
ne Weiterentwicklung des X-PLOR-Programmpaketes, wobei der {iberwiegende
Teil der Routinen neu geschieben wurde. Das Programmpaket ermoglicht tiber
die aus X-PLOR bekannten Funktionen die Suche nach Schweratompositionen,
Bestimmung experimenteller Phasen (MAD und MIR), Dichtemodifikation und
kristallographische Verfeinerung unter Verwendung von Maximum Likelihood-
Algorithmen.

Zu Beginn der Arbeit wurde X-PLOR verwendet, da CNS erst seit 1999 zur
Verfiigung stand.

Es kamen folgende CNS-Skripte zur Anwendung, die je nach Bedarf verdndert

wurden:

alternate.inp Generierung von multiplen Konformationen

bfactor_plot.inp Berechnung der Mittelwerte der Temperaturfaktoren (B)
der Haupt- und Seitenkettenatome

generate.inp Generierung der Topologiedateien

minimize.inp konjugierte Gradientenverfeinerung

model_map.inp Berechnung von Elektronendichtekarten

model_stats.inp Validierung und Statistik eines kristallographischen

Strukturmodells

optimize_rweight.inp Berechnung des Gewichtungsfaktors zwischen Rontgen-
termen und B-Faktor Restriktionen

optimize_wa.inp Berechnung des Gewichtungsfaktors zwischen Rontgen-
termen und geometrischen Restriktionen

refine.inp Kombination von Molekiildynamik, Energieminimie-
rung, B-Faktor-Verfeinerung und Berechnung von Elek-
tronendichtekarten
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sa_omit_map.inp Simulated Annealing und Berechnung einer Elektronen-
dichtekarte mit einer sphéarisch ausgelassenen fraglichen
Region in der Struktur (omit map)

water_pick.inp Suche nach Wassermolekiilen

3.1.3.5 REPLACE

Dieses Programmpaket (Tong and Rossmann, 1997) berechnet Rotations- (GLRF)
und Translationsfunktionen (TF) im direkten Raum. Auflerdem ist es in der Lage
die sogenannte Locked Rotation Function zu berechnen. Hierbei werden Informa-
tionen tiber die nichtkristallographische Symmetrie in das Berechnungsverfahren

einbezogen. Es wurde die Version 3.4 verwendet.

3.1.3.6 SHELX-97

Das Programmpaket SHELX war urspriinglich fiir die Verfeinerung von Klein-
molekiilstrukturen entwickelt worden. Die hier verwendete Version SHELX-
97 (Sheldrick and Schneider, 1997) umfasst auch eine Reihe von Routinen zur
Verfeinerung hoch aufgeloster makromolekularer Strukturen auf Basis von Least
Square-Algorithmen (LSQF). Weiterhin sind Werkzeuge zur Elektronendichtebe-

rechnung und zur Sturkturvalidierung implementiert:

SHELXL Strukturverfeinerung von Makromolekiilen bei hohen Au-
l6sungen (maximale Auflosung 2.5 A oder besser)

SHELXPRO Interaktive Schnittstelle zwischen SHELXL und anderen
Programmen

SHELXWAT Automatische Wasservorhersage fiir Makromolekiile

3.1.3.7 Grafikprogramme

BRAGI Dreidimensionale Darstellung und Modellierung von Pro-
teinstrukturen; Version 5.0 (Schomburg and Reichelt, 1988)
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@)

SPDBV

Dreidimensionale Darstellung von Protein- und Kristall-
strukturen, Interpretation von Elektronendichtekarten,
Manipulations- und Darstellungsprogramme; Version 6.0.5
und 7.0 (Jones et al., 1991)

Der Swiss-PDBViewer ermoglicht die Analyse und Modi-
fikation mehrerer Proteinstrukturen zur selben Zeit (Guex
and Peitsch, 1997)

3.1.3.8 Sonstige Einzelprogramme

CONTIN

K2D

SELCON

DSSP

PREDATOR

STAMP

BOBSCRIPT

MOLSCRIPT

RASTER3D

SHOWCASE

Auswertung von CD-Spektren (Provencher and Glockner,
1981)

Auswertung von CD-Spektren (Andrade et al., 1993)
Auswertung von CD-Spektren (Sreerama and Woody, 1993)
Berechnung von Sekundérstrukturelementen aus 3D-
Strukturkoordinaten (Kabsch and Sander, 1983)
Bestimmung von Sekundérstrukturanteilen aus Proteinse-
quenzen (Frishman and Argos, 1996)

Strukturalignment von mehreren Proteinen (Russell and
Barton, 1992)

Erweiterung zum Programm MOLSCRIPT u.a. zur gra-
phischen Darstellung von Elektronendichtekarten (Kraulis,
1997)

Programm zum Erstellen von schematischen oder de-
taillierten Grafiken von 3D-Strukturkoordinaten (Kraulis,
1997)

Programmpaket fiir die Erstellung von Eingabedateien fiir
die graphische Wiedergabe von PDB-Koordinaten (Merritt
and Murphy, 1994) Verwendete Unterroutinen: RASTEP,
RENDER

Bearbeitung und Beschriftung von Bilddateien auf SGI-
Workstations
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SNAPSHOT Erstellung von Abbildungen einer Bildschirmausgabe auf
SGI-Workstations

GNUPLOT Erstellen von XY-Grafiken aus Datenreihen im ASCII-
Format (Williams and Kelley, 1996)

XFIG Programm zum Zeichnen und zum Beschriften von Abbil-
dungen (siehe A.2)

LATEX IXTEX ist ein Textsatzsystem, mit dem diese Arbeit erstellt
wurde (Lamport, 1985)

XPRESS Steuersoftware fiir eine Rontgenanlage der Fa. Nonius,
Delft, Niederlande

DYNAMICS Auswertung von Dynamischen Lichtstreumessungen; Ver-
sion 3.0 (siehe A.2)

Im Anhang A.2 sind eine Reihe von Internetseiten zusammengefasst, die unter

anderem die Dokumentationen verwendeter Programme enthalt.

3.2 Proteinreinigung

Die Proteinexpression und die Vorreinigung der verwendeten Proteine wurden
fiir die R-ADH-Lb (Riebel, 1996) und fiir die D-AO-Tv (Miiller, 2000) von den Ko-
operationspartnern durchgefiihrt und ist in den zitierten Arbeiten beschrieben.

3.2.1 Chromatographische Verfahren

Alle chromatographischen Trennungen wurden entweder mit einer EDV-
gesteuerten FPLC- oder einer Akta-Anlage durchgefiihrt.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Enzyme wurden vom Koope-
rationspartner in bereits vorgereinigter Form zur Verfiigung gestellt. Fiir die
Endreinigung dieser Enzyme eignete sich am besten die Methode der Anio-
nenaustauschchromatographie. Es wurden je nach Probengrofie MonoQ-Saulen
verschiedener Volumina (HR 5/5 und HR 10/10) der Fa. Pharmacia verwendet.
Die Trennmatrix dieser Sdulen besteht aus hydrophilen Polyetherkiigelchen, die

mit quartdren Aminogruppen substituiert sind.
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Im Folgenden sind die Bedingungen fiir die Endreinigung der R-ADH-Lb und
der D-AO-Tv zusammengestellt.

R-ADH-Lb

Puffer A: 50 mM HEPES pH 7.0, 1 mM MgCl,

Puffer B: 50 mM HEPES pH 7.0, 1 mM MgCl,, 1 M NaCl

Gradient: kontinuierlich von 0 bis 100 % Puffer B in 20 Sdulenvolu-
men

Detektion: 280 nm

Fraktionen: 1-5 ml

Temperatur: 10°C

D-AO-Tv

Puffer A: 50 mM Glycylglycin pH 5.5

Puffer B: 50 mM Glycylglycin pH 4.0

Gradient: kontinuierlich von 0 bis 100 % Puffer B in 20 Sdulenvolu-
men

Detektion: 280 nm, 455 nm

Fraktionen: 1-5 ml

Temperatur: 4°C

3.2.2 Aufkonzentrierung und Umpufferung

Die aufgereinigten Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie mussten
aufkonzentriert und umgepuffert werden, da fiir die Kristallisation Konzentra-
tionen von mehreren mg/ml erforderlich sind und zu hohe Salzkonzentrationen
storen. Dafiir wurden die Ultrazentrifugationsrohrchen Centriprep und

Centricon mit verschiedenen Porengréfien verwendet.

R-ADH-Lb
Pornegrofie: 10 kDa
Puffer: 20 mM HEPES pH 7.0, 1 mM MgCl,

Temperatur: 10°C
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D-AO-Tv

Pornegrofie: 30 kDa

Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 8.0, 20 mM NaCl, 30 mM Saccharose,
1 uM FAD

Temperatur: 4°C

Anschlieflend wurden die Proben mit einem 0.2 ym-Filter sterilfiltriert.

3.3 Analytik

3.3.1 Aktivititstests
3.3.1.1 R-ADH-Lb

Alkoholdehydrogenasen setzten Ketone bzw. sekundare Alkohole unter Zuhilfe-
nahme des Kosubstrates NADPH bzw. NADP um. Die Richtung der reversiblen
Reaktion hdngt von der Zugabe der Kosubstratform (reduziert oder oxidiert)
und des Substrates ab. Dariiber hinaus tendieren Alkoholdehydrogenasen auf
Grund von thermodynamischen Gesichtspunkten zur Bevorzugung einer der
beiden Reaktionen.

Die Aktivitdtsbestimmung beruhte auf der photometrisch gemessenen Abnahme
der Extinktion von NADPH bei 340 nm. Durch Zugabe eines Ketons (Ace-
tophenon) als Substrat der R-ADH-Lb sowie NADPH wurde der Verbrauch
von NADPH und der damit verbundene Umsatz des Ketons zum sekundéren
Alkohol photometrisch detektiert.

Testansatz:

Acetophenon: 970 pl einer 11 mM Losung in 0.1 M Kaliumphosphatpuffer
pH 7.0 (#10.67 mM im Test)

NADPH: 20 pl einer 9.55 mM Losung in 10 mM Tris/HCI pH 8.5
(2 0.19 mM im Test)

Enzymlosung: 10 pl

Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und eine Minute bei

30°C photometrisch bei einer Wellenldnge von 340 nm verfolgt.



3.3 Analytik 51

Die Berechnung der Aktivitat in U/ml erfolgte iiber das Lambert-Beer’sche Ge-

setz (exappm: 6.22 cm?/pmol 1).

3.3.1.2 D-AO-Tv

D-Aminosdureoxidasen setzen D-Aminosduren unter Zuhilfenahme von FAD
zu a-Ketosduren um. Das bei der Reaktion entstehende H,O, kann durch eine
Peroxidase reduziert werden, wiahrend gleichzeitig ein Reduktionsdquivalent
oxidiert wird. Verwendet man o-Dianisidin als Reduktionspartner (Fischer et al.,
1996), so ensteht bei der Oxidation des Chromogens ein brauner Farbstoff, der

im Sauren rot wird und bei 540 nm photometrisch detektiert werden kann.

Testansatz:

o-Dianisidin: 250 pl einer Losung aus 210 mg o-Dianisidin, 3000 U Per-
oxidase, 50 ml MQ, 50 ml Glycerin

D-Alanin: 350 pl einer 20 mg/ml-Losung in 50 mM Kaliumphosphat-
puffer pH 8.0

Puffer: 380 pl Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 8.0)

Enzymlosung: 20 pl

Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet, 30 bis 300 sec bei 30°C
verfolgt und durch Zugabe von 500 1 30 %iger (w/v) Schwefelsdure abgestoppt.
Die Berechnung der Enzymaktivitit wurde iiber eine Kalibrierung mit H>O,
(0.01-0.1 mM) durchgefiihrt.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Es wurde das Bradford-Kit der Fa. BioRad verwendet (Bradford, 1976). Dabei
wurden 4-28 pg (= 40-280 pg/ml) Protein auf 20 pl verdiinnt und mit 1 ml 1:5-
verdiinntem Farbereagenz versetzt. Nach fiinf Minuten Inkubation bei Raum-
temperatur wurde die Absorbanz bei 595 nm gegen MQ-Wasser gemessen und
mit einer BSA-Standardkurve verglichen.
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3.3.3 Elektrophorese

Zur SDS-Gelelektrophorese wurde das Elektophoresesystem Phast und die vor-
gefertigten SDS-Gele (8-25 % Acrylamid) der Fa. Pharmacia verwendet. Die
Proteinldsungen wurden mit Wasser auf eine Konzentration von etwa 0.1 mg/ml
verdiinnt, mit dem Auftragspuffer (4x: 8 ml 60 mM Tris/HCI pH 8.0, 1 mM
EDTA, 1 g SDS, 4 mg Bromphenolblau, 2 ml 3-Mercaptoethanol) vermischt,
5 min bei 95°C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Die Trennung wurde
nach dem Pharmacia Seperation Technique File No. 110 durchgefiihrt. Nach der
Auftrennung wurden die Proteine mit einer Silberfairbung angefarbt (Pharmacia
Development Technique File No. 210). Als Groflenmaker wurde die Proteinstandard-
mischung IV von Pharmacia verwendet: Cytochrome C 12300 Da, Myoglobin
16949 Da, Carboanhydrase 30000 Da (Doppelbande), Ovalbumin 42700 Da,
Albumin 66 250 Da, Ovotransferin 78 000 Da.

3.3.4 Proteasetest

Ein Test von Proteinproben auf Proteaseaktivitdt wurde von Chavira et al. (1984)
beschrieben. Der Test beruht auf der proteolytischen Spaltung von Azocoll, einem
wasserunloslichen Kollagenderivat, welches mit einem hellroten Azofarbstoff
angefdrbt ist. Durch die Proteolyse wird der Farbstoff freigesetzt und kann
photometrisch nachgewiesen werden. Es konnen selbst geringste Mengen an
Proteaseaktivitdt, die weder durch elektrophoretische Methoden noch durch
massenspektrometrische Methoden detektiert werden konnen, nachgewiesen
werden.

Azocollsuspension 1 ml 50 mM Tris/HCl pH 7.5, 1 mM CaCl,, Spatelspitze
Azocoll

— heftig vortexen

— 450 pl Azocollsuspension mit 20 pl Proteinlosung

(~ 1.5 mg/ml) mischen

Inkubation: 2-5 h bei 30°C

—
— Extinktion bei 520 nm messen
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Zusatzlich zu den Proteinproben wurden parallel Blindproben ohne Proteinlo-

sung inkubiert, die als Referenz bei der Extinktionsmessung dienten.

3.3.5 Massenspektrometrie

Massenspektrometrische Analysen sind eine sensitive Methode zur Molekularge-
wichtsbestimmung und Reinheitskontrolle von Proteinproben. Dabei kann mit
den hier verwendeten Methoden ESI-MS und MALDI-TOF-MS eine Aufldsung
von ca. £ 1 au respektive £+ 10 au in einem Massenbereich bis 100 kDa erreicht

werden.

Fiir diese Analysen ist es notwendig, die Proteinproben moglichst vollstandig

zu entsalzen. Die Konzentration der Proteinproben sollte bei etwa 100 pmol/ ul

liegen.

ESI-MS:

Proteinprobe nach Methanol:Wasser (1:1) mit 0.1 % (w/v) Essigsdure
umpuffern

— Endkonzentration 10 pmol/ ul (~ 100 pl)

MALDI-MS:

Proteinprobe nach 0.1 % TFA umpuffern

— Endkonzentration 10-100 pmol/pl (~ 100 pl)

— davon 5 pl mit 15 pl 0.1 % TFA und 30 pl Sinapinsdure
gesattigt in 0.1 % TFA in Actetonitril:Wasser 1:2 mischen

Targetpraparation Spots mit einer Ethanol-Diinnschicht (0.5 pl gesattigte Sina-
pinsdure in Ethanol) benetzen und trocknen lassen

— 0.5 pul Probe auf den Spot pipettieren

— Target trocknen lassen und danach sofort vermessen

Standards Trypsinogen (239819 Da), Carbonic Anhydrase

(29025.7 Da), BSA (66 413.0 Da) (externe Kalibrierung)
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3.3.6 Dynamische Lichtstreuung

Bei der dynamischen Lichtstreuung wird der durchschnittliche hydrodyna-
mische Radius einer Proteinprobe gemessen. Uber diesen Wert lassen sich
Riickschliisse auf das Molekulargewicht der Partikel und den Aggregationsgrad
der Probe ziehen. Da die Homogenitédt einer Proteinlosung entscheidend fiir
die Kristallisationsneigung eines Proteins ist, sind diese Analysen von enormer
Bedeutung in der Proteinkristallographie. Es wurde das Gerédt DynaPro-801 der

Fa. ProteinSolutions verwendet.

Testansatz:

Proteinprobe 0.1-10 mg/ml (entsprechend der gewiinschten Konzentra-
tion im Kristallisationsansatz); ca. 25 pl 0.2 um sterilfiltriert

Messung ca. 20 Scans

Auswertung mono- oder bimodal, je nach Anzahl der Aggregate in der

Losung

3.3.7 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie kann zur Bestimmung von Sekundarstrukturgehalten in
Proteinen verwendet werden. Neben den Sekundarstrukturanteilen konnen auch
Denaturierungen durch Temperaturverdnderungen, pH-Verschiebungen oder

andere Substanzen (z.B. Harnstoff) detektiert werden.

3.3.7.1 Messen von CD-Spektren

Fiir die Messungen wurden die Proteinproben im Centricon 30 (Fa. Millipore)
in 5 mM Phosphatpuffer pH 7.5 umgepuffert (die R-ADH-Lb-Proben enthielten
zusidtzlich 1 mM MgCl,). Es wurden jeweils Proteinkonzentrationen von 0.1-
0.2 mg/ml verwendet. Die Messungen fanden bei folgenden Standardbedingun-
gen statt:
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Wellenldangenbereich: 185-250 nm

Auflésung: 0.1 nm
Geschwindigkeit: 50 nm/min
Akkumulationen: 10 Spektren
Bandweite: 1 nm
Temperatur: 20°C
Stickstofffluss: 51/min.

Zur Auswertung wurden die Programme CONTIN (Provencher and Glockner,
1981), K2D (Andrade et al., 1993) und SELCON (Sreerama and Woody, 1993)
verwendet.

3.3.7.2 Schmelzkurven

Fiir die Schmelzkurven wurden mit den folgenden Einstellungen flache
Temperaturgradienten gefahren:

Wellenlange: 222 nm
Auflosung: 0.1 nm

Temperaturgradient: 40°C/h
Stickstofffluss: 51/min

3.4 Kristallisation

3.4.1 Allgemein

Sofern nicht anders vermerkt wurden alle Kristallisationsversuche als ‘sitzender
Tropfen” in Linbro-Platten (Fa. ICN oder Hampton Research) auf Polystyrol-
und Polypropylen-Briicken (Fa. Crystal Microsystems) nach der Dampfdiffu-
sionsmethode durchgefiihrt. Der Tropfen wurde aus Proteinlésung, Reservoir
und gegebenenfalls Additiven gemischt. Die Ergebnisse wurden in regelméfSigen
Abstanden unter einem Stereomikroskop mit Polarisationsfilter untersucht und
protokolliert.

Die Reservoirs wurden tiberwiegend von Hand gemischt, wenn anders vermerkt

auch mit einem Pipettierroboter, der {iber eine im Institut entwickelte Software
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gesteuert wurde (Schroder, 1997). Beim Ansetzen dieser Losungen wurde mit der
Logik des Pipettierroboters verfahren: Der pH-Wert des Puffers wurde in einer
500 mM oder 1 M Pufferlosung eingestellt, die dann mit den anderen Kompo-
nenten gemischt wurde. pH-Effekte der anderen Salze wurden vernachlassigt,
da die Reproduzierbarkeit, weniger aber der genaue pH-Wert von Interesse war.
Bei der Angabe der Kristallisationsbedingungen handelt es sich immer um eine
Beschreibung des Reservoirs, da auch die Losung, in der das Protein vorliegt, den

Endzustand im Tropfen beeinflusst.

3.4.2 R-ADH-Lb

Die allgemeinen Kiristallisationsbedingungen der R-ADH-Lb sind in der
folgenden Tabelle zusammengefasst:

Temperatur: 20°C

Konzentration: 15 mg/ml

Puffer der Protein- 20 mM HEPES pH 7.0, 1 mM MgCl,
stammlosung:

Additive: 3-25 mM NADP, 15-50 mM Acetophenon
Methode: sitzender und hiangender Tropfen
Tropfenvolumen: 2-5 ul Proteinldsung + 2-5 ul Reservoir

Reservoirvolumen: 1 ml

34.3 D-AO-Tv

Die allgemeinen Kristallisationsbedingungen der D-AO-TV sind in der folgenden

Tabelle zusammengefasst:
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Temperatur: 20°C

Konzentration: 6.75 mg/ml

Puffer der Protein- 20 mM Tris/HCI pH 8.0, 200 uM FAD, 20 mM NaC(l,

stammldsung: 30 mM Saccharose, 3 mM EDTA, 35 pg/ml PMSF
0.7 pug/ml Pepstatin A, 0.5 pg/ml Leupetin

Additive: 1 mM a-D,L-Hydroxyoctansdure

Methode: sitzender und hiangender Tropfen

Tropfenvolumen: 2-5 ul Proteinldsung + 2-5 ul Reservoir

Reservoirvolumen: 1ml

3.4.4 Impfkristallisation

Auf Grund der zum Teil langen Wachstumszeiten der Kristalle und zur Ziichtung
kompakterer Kristalle wurden, neben den normalen Kristallisationsansatzen,
Impftechniken (seeding) verwendet. Dabei wurden die Kristallisationsbedingun-
gen so gewdhlt, dass die Fallungsmittelkonzentrationen keine Kristallkeimbil-
dung mehr zuliefSen, vorhandene Kristalle sich jedoch nicht auflosten und wei-
terwachsen konnten (Fallungsmittelkonzentrationen um 5 bis 20 % verringert).
Zur Herstellung der Impfkeime wurden kleine verwachsene Kristalle mecha-
nisch zerstdrt und um den Faktor 300 bis 2400 mit Reservoirldsung verdiinnt.
Den Reservoirlosungen der R-ADH-Lb wurde zusatzlich NADP sowie Aceto-
phenon (siehe 3.4.2) und den Reservoirlosungen der D-AO-Tv wurde a-D,L-
Hydroxyoctansdure (siehe 3.4.3) zugefiigt.

Die Impfkristallisationsansidtze wurden vor der Zugabe der Impfkeime (je 0.5 1

pro Tropfen) 24 h vordquilibriert.

3.4.5 Dokumentation der Kristallisation

Fiir die Dokumentation der Kristallisationsbedingungen sind zwei verschiede-
ne Moglichkeiten denkbar. Die erste Moglichkeit ist die Protokollierung der
Anfangsbedingungen, d.h. die Zusammensetzung der einzelnen Komponenten
und deren pH-Werte sowie die eingesetzten Volumina. Die zweite Moglichkeit
ist die Dokumentation der eigentlichen Kristallisationsbedingungen, d.h. die

wesentlichen Losungseigenschaften, unter denen das System eine Grenze im
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Phasendiagramm erreicht und eine kristalline Phase ausbildet. Diese Parameter
sind jedoch aus den Anfangsbedingungen des Kristallisationsexperimentes nur
ungenau und vage abschétzbar.

In der Praxis kommt es auf die Reproduzierbarkeit der Kristallisationsbedingun-
gen an. Daher erfolgte die Dokumentation nach der ersten Methode. Dabei muss
ferner betrachtet werden, dass es sich bei den angegebenen Werten um typische
Beispiele handelt, da die Parameter, die die Kristallisation beeinflussen, einen

mehr oder weniger grofien Spielraum haben.

3.5 Rontgendiffraktometrie

3.5.1 Kristallmontage

Fiir Messungen bei 4°C wurden die Kristalle aus der Losung, in der sie ge-
wachsen waren, in ein der Grofie der Kristalle angepasstes Markrohrchen (0,5-
1,0 mm @&, Fa. Hilgenberg) gesogen. Mit einer diinneren Kapillare (0,1 mm @)
wurde die Mutterlauge um den Kristall herum abgesaugt. Zur Beibehaltung einer
feuchten Atmosphare wurde etwas Fliissigkeit in kurzem Abstand zum Kristall
gelassen. Die Kapillare wurde an beiden Enden mit einem niedrigschmelzenden
Wachs versiegelt und mit Knetgummi auf dem Goniometerkopf montiert.

Zur Tieftemperaturmessung wurden die Kristalle mit einem Cryoloop aus dem
Reservoir in einen Stickstoffstrom mit einer Temperatur von 100 K {iberfiihrt,
sofern es sich bei dem verwendeten Reservoir schon um eine Cryolésung han-
delte. In anderen Féllen wurden die Kristalle zundchst fiir einige Sekunden in
ein Reservoir, das zusétzlich zu den Fallungsmittelkomponenten noch ein Frost-

schutzmittel enthielt, tiberfithrt und anschliefSend im Stickstoffstrom montiert.

3.5.1.1 Rontgenaufnahmen

Rontgenaufnahmen am hauseigenen Rontgenmessplatz wurden mit einer
Kupfer-Drehanode durchgefiihrt (Cu K,-Strahlung) und das Beugungsmuster
wurde auf einer Bildspeicherplatte aufgezeichnet (dip2030H). Die Steuerung der
Messung erfolgte mit dem Programm XPESS. Folgende Einstellungen wurden
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standardmaflig bei den Messungen gemacht:

Spannung
Stromstarke
Wellenldnge
Detektorabstand
Monochromator
Rotationswinkel
Belichtungszeit

Kollimator

45 kV

100 mA

1.5418 A

110-250 mm

Graphitkristall oder Doppelspiegel
0.5-1°/Bild

1200 sec/Bild

0.5 mm

Die Messungen mit Synchrotonstrahlung am DESY in Hamburg wurden an der
Beamline BW7B (Multipol Wiggler, DORIS-Speicherring) durchgefiihrt. Die Daten
wurden mit einer MAR345 Bildspeicherplatte aufgezeichnet. Die Steuerung der

Messung erfolgte mit dem Programm MAR345. Folgende Einstellungen wurden

standardméflig bei den Messungen gemacht:

Messmodus
Wellenldnge
Detektorabstand

Monochromator

Rotationswinkel
Belichtungszeit
Kollimator

Dosis

0.8439 A

125-520 mm

Vorspiegel, Dreiwinkelmonochromator und gekriimmter
Spiegel

0.5-1°/Bild

10-300 sec/Bild

0.3 mm

3.6 Reduktion der Rohdaten

Fiir die Auswertung der Rontgenaufnahmen wurden die folgenden Computer-

programme verwendet:
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Indizierung, Integrierung DENZO
Visualisierung der Beugungsbilder XDISPLAYF
Skalierung SCALEPACK
Packungsdichte, Mutterlaugenanteil MATTHEWS_COEFF
Rotationsfunktionen GLRF
Sortieren von Datenreihen SORTMTZ
Konvertieren von Datenreihen und Dateien SCALEPACK2MTZ,
MTZ2VARIOUS

Kreuzvalidierung (Definition freier Reflexe) UNIQUE

3.7 Molekularer Ersatz

3.7.1 Suchmodelle

Als Startmodell fiir den Molekularen Ersatz diente im Falle der R-ADH-Lb die
Struktur der 3-a-20-8-Hydroxysteroiddehydrogenase in der Holoform mit einer
maximalen Auflésung von 2.64 A (PDB-Kiirzel 2HSD) (Ghosh et al., 1994). Das
Modell wurde fiir die Rechnungen auf ihr Poly-Alanin-Grundgeriist reduziert
und sdmtliche Heteroatome (Wasser, NAD) geloscht.

Fiir die Aufklarung der Struktur der D-AO-Tv wurden die Struktur der D-AO
aus der Schweineniere mit einer maximalen Auflésung von 2.6 A verwendet
(PDB-Kiirzel 1kif) (Mattevi et al., 1997). Die Modellkoordinaten wurden dabei —
basierend auf einem multiplen Sequenzalignment — in den undhnlichen Sequenz-
regionen auf ihr Poly-Alanin-Geriist reduziert und alle Heteroatome (Wasser,
FAD, Benzoesdure) geloscht.

3.7.2 Kombinierte Rotations- und Translationssuche

Das Programm EPMR (Kissinger et al., 1999) fiihrt alle notwendigen Schritte
fiir den Molekularen Ersatz nach einem evolutiven Suchalgorithmus aus. Dabei
wird fiir einen Satz von zufidlligen Losungen generiert (drei Rotations- und drei
Translationsparameter) und die Korrelationskoeffizienten zwischen F, und F.
berechnet. Aus den besten Losungen wird ein neuer Satz von zufélligen Rota-

tionswinkeln und Translationen berechnet und wiederum die Korrelationsko-
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effizienten berechnet. Dieser Prozess wird mehrmals wiederholt. Am Ende der
Optimierung wird eine Starre-Korper-Verfeinerung durchgefiihrt.

3.7.3 Rotationssuche

X-PLOR (Briinger, 1992b) verwendet eine konventionelle Rotationssuche im , Pat-
terson Raum”. Dabei werden zwei Pattersonfunktionen gegeneinander rotiert.
Die stationdre , Patterson Karte” P, wird aus den gemessenen Intensitdten durch
eine schnelle Fourier Tranformation in einem spezifizierten Gitter berechnet. Die
zu rotierende , Patterson Karte” P, wird aus dem Suchmodell berechnet. Fiir jede
Orientierung wird eine Produktfunktion R(M) =< P; - P, > berechnet. Bei dieser
Mittelwertbildung wird tiber alle Vektoren in P; innerhalb einer Kugelschale
summiert. Der jeweils zugehorige Wert von P, wird durch lineare Interpolation
aus den Nachbarintervallen ermittelt.

CNS (Briinger et al., 1998) bietet neben der Moglichkeit der Rotationssuche im di-
rekten Raum die Direct Rotation Function an. Dabei bedeutet direct, dass direkt mit
den Strukturfaktoramplituden - also im reziproken Raum - gesucht wird und ein
Korrelationskoeffizient zwischen berechneten und gemessenen Strukturfaktoren
berechnet wird. Die Pattersonsuche im direkten Raum ist die schnellste Methode,
es konnen aber mogliche Losungen fehlen, da nicht alle Pattersonvektoren in
die Suche einbezogen werden. Die Direct Rotation Methode ist genauer, benotigt
jedoch wesentlich mehr Zeit, da fiir jede Rotationsorientierung eine Fourier-
transformation berechnet werden muss. Eine zeitsparendere Methode verwendet
ein initiales grobes Raster und fiihrt anschlieffend eine genauere Suche um die
hochsten Peaks der initialen Suche durch (Fast Direct Rotation Search).

Die Rotationslosungen aus X-PLOR und CNS wurden vor der Translationssuche
noch einmal in einer PC-Verfeinerung verfeinert. Dadurch konnen die signifikan-

ten Rotationslosungen besser identifiziert werden (siehe Abschnitt 2.2.2.8).

3.7.4 Translationssuche

X-PLOR fiihrt eine Translationssuche durch Berechnung der Zielfunktion
1 - EXW—RAFF (Exger: effektive Energie, W4: Gewichtungsfaktor) mit der
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Moglichkeit der Verwendung verschiedener Targets (Standard: RESIdual) durch.
Die Translationssuche mit CNS bietet neben den bekannten Targets die Moglich-
keit der Verwendung des fastf2f2-Targets, was die Suche um den Faktor 100 bis
500 beschleunigt, jedoch sehr viel Speicher benétigt.

An die Translationssuche wurde eine Starre-Korper-Verfeinerung angeschlossen.

3.7.5 Fouriertransformation

Strukturfaktoren, Elektronendichte- oder Pattersonkarten wurden mit Fourier-
transformationsroutinen berechnet. Jedes der zur Verfeinerung verwendeten Pro-
grammpakete (CCP4 (FFT, PROLSQ), X-PLOR/CNS und SHELX-97) bietet derar-
tige Routinen an. Mit Ausnahme von SHELX-97 (Sheldrick and Schneider, 1997)
(und wahlweise bei X-PLOR), das jeden Strukturfaktor normal aufsummiert,
benutzten die Programme Fast Fourier Transform Algorithmen.

Die von CCP4 und X-PLOR/CNS berechneten Elektronendichten wurden mit
dem Programm XDLMAPMAN (CCP4) in fiir O (Jones et al., 1991) lesbare
Dateien im BRIX-Format konvertiert. SHELX-97 bietet dafiir die Unterroutine
SHELXPRO an.

Fiir erste Elektronendichten nach dem Molekularen Ersatz wurden 3F,2F,-
Dichtekarten und fiir spétere Verfeinerungsschritte 2F, Fi.-Dichtekarten verwen-
det, da bei diesen die gemessene Strukturfaktoren aufgrund besserer Phasen ho-
her gewichtet werden. Desweiteren wurden zur Visualisierung der Unterschiede
zwischen Modell und zu untersuchender Struktur F,F,-Dichtekarten berechnet.

3.8 Computergrafik

Mit interaktiver Computergrafik wurden Molekiilstrukturen und Elektronen-
dichtekarten rdumlich dargestellt. Das Programm BRAGI (Schomburg and Rei-
chelt, 1988) auf SGI-Workstations und Linux-PCs diente in diesem Zusammen-
hang zur Visualisierung, Vergleich und Analyse von Proteinstrukturen.

O ist ein speziell fiir die Proteinkristallographie geschriebenes Programm (SGI-
Workstations, Linux-PCs). Es wird bei der Verfeinerung eingesetzt, um manuelle

Anpassungen der Struktur an die Elektronendichtekarten vorzunehmen.
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3.9 Strukturverfeinerung

Alle verwendeten Verfeinerungsprogramme wurden mit den folgenden Optio-

nen verwendet:

e Glattung des diffusen Solvensanteils,

e automatischer Einbau von lokalisierten Wassermolekiilen mit B,,,, < 502,
einem |Fyps| — | Frqre| > 4 und einem Abstand von 2.5-4.0 A,

e Berechnung von 3F,2F,- bzw. 2F,F,- und F, F,-Dichtekarten.

3.9.1 Verfeinerung mit X-PLOR und CNS

Samtliche Anfangsverfeinerungen in dieser Arbeit wurden mit X-PLOR oder
CNS vorgenommen. Verfeinerung mit X-PLOR und CNS bedeutet die Mini-
mierung einer empirischen Energiefunktion nach der Methode der konjugierten
Gradienten mit zwischengeschalteten MD-Simulationen. Dabei macht man sich
den grofien Konvergenzradius der MD zu Nutze.

Fiir die Verfeinerung der hochaufgelosten Struktur der R-ADH-Lb fand neben
REFMAC und SHELX-97 auch CNS Anwendung. Dabei wurde die Energiemini-
mierung nach einem MLKF-Algorithmus durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Verfei-
nerung mit CCP4 und SHELX-97 bietet CNS keine Moglichkeit zur anisotropen
Verfeinerung der Temperaturfaktoren und der Generierung von lokalisierten
Wasserstoffatomen.

Die fiir die Verfeinerung verwendeten Eingabeskripte wurden bereits in Ab-
schnitt 3.1.3 aufgelistet.

3.9.2 Verfeinerung mit CCP4

Die Verfeinerung der R-ADH-Lb mit CCP4 erfolgte skriptgesteuert, d.h. alle
verwendeten Befehle und Unterroutinen wurden in eine ausfithrbare Datei

integriert. Die Verfeinerungsrechnung umfasste die Programme:
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Vier bis zehn Zyklen:

HGEN Generierung von Wasserstoffatomen (bei Hochauflosung)

SFALL neue Rontgendatendatei inkl. Wasserstoffatome (bei Hoch-
aufldosung) erstellen

PROTIN stereochemische Beschrankungen (Restraints) fiir REFMAC
zusammenstellen

REFMAC kristallographische Verfeinerung; Algorithmus: MLKE,

WEIGht MATRix: 0.5-200, B-Faktorverfeinerung: isotrop
oder ansiotrop

Anschliefsend:

FFT Elektronendichtekarten berechnen
MAPMASK

PEAKMAX automatische Wassersuche
WATPEAK

Typische CCP4-Standardskripte sind in A.1.1 angegeben.

3.9.3 Verfeinerung mit SHELX-97

SHELXL-97 benétigt zwei Eingabedateien, eine Datei mit den Reflexdaten und
eine Datei mit allen Verfeinerungsoptionen sowie den Koordinaten. Nach jedem
Verfeinerungszyklus wurde die Ausgabedatei mit den Koordinaten mit dem Pro-
gramm SHELXPRO (Option U) fiir den ndchsten Verfeinerungszyklus vorbereitet
und eine neue Eingabedatei erstellt. Dabei wurden gegebenenfalls Residuen mit
multiplen Konformationen definiert und lokalisierte Wasseratome (siehe Seite 63)
aktualisiert, d.h. Reste mit zu hohen Temperaturfaktoren (B > 50%) oder zu
niedrigem Sigmalevel (| Fyps| — | Faie| < 4) geloscht.

Der Gewichtungsfaktor wurde fixiert auf WGHT 0.1 fiir alle Verfeinerungszy-
klen.

Eine typische Eingabedatei ist in A.1.2 angegeben.
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3.9.4 Qualitit der Modelle

Die stereochemische Qualitit der verfeinerten Modelle wurde auf die Uber-
einstimmung mit den Standardwerten von ?) getestet und die Torsionswinkel
wurden mit PROCHECK iiberpriift. Das Programm SHELXPRO (Sheldrick and
Schneider, 1997) wurde fiir die Darstellung des mittleren Koordinatenfehlers
durch ein Luzzati-Diagramm (Luzzati, 1952) und REFMAC sowie SFCHECK
wurden zur Ermittlung der Ubereinstimmung zwischen den verfeienerten Mo-
dellen und den Rontgendaten verwendet. Ein kombinierter Energie Z-score (zp-
comb) wurde fiir die Cyz Paarinteraktionen und die Cg Oberflachenterme mit
PROSAII (Sippl, 1993) berechnet.

3.10 Proteinmodelling

Die raumliche Struktur der D-AO-Tv wurde mit der Methode der vergleichenden
Modellierung (homology modelling) vorhergesagt. Dabei wurde davon ausgegan-
gen, dass Proteinen mit einer Sequenzidentitdt von iiber 25 % eine &hnliche Struk-
tur aufweisen, d.h. der gleichen Faltungsfamilie (SCOP-Nomenklatur, Murzin
et al. (1995)) angehoren. In der vorliegenden Arbeit wurde eine halbautomatische
Methode verwendet. Dabei gibt man ein strukturrichtiges Sequenzalignment vor.
Insertionen und Deletionen werden automatisch modelliert und verfeinert. Die

folgenden Programme wurden in der angegebenen Reihenfolge verwendet:

CLUSTALW multiples Sequenzalignment (Thompson et al., 1994)
BOXSHADE Darstellung multipler Sequenzalignments (siehe A.2)
JOY Visualisierung von Strukturinformationen in Sequenz-

alignments zur Erstellung strukturrichtiger Sequenz-
alignments (siehe A.2, Mizuguchi et al. (1998))

MODELLER Programm zur vergleichenden Modellierung vollstandiger
dreidimesionaler Proteinstrukturen (Sali and Blundell, 1993)

AMBER Programmpaket fiir Kraftfeldrechnungen mit Biomolekiilen
(Pearlman et al., 1995)

Verwendete Unterroutinen von AMBER:

PROTONATE Erganzen von Wasserstoffatomen in Koordinatendateien
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LINK94 Erstellen der Topologieinformationen fiir das Modell

EDIT9%4 Einpassen der Koordinaten des Modells in die Gesamt-
topologie

PARM94 Zuweisung der Kraftfeldparameter der Energiefunktion zu
den erzeugten Topologien und Berechnung der Wasserhiille

SANDER Modul zur Energieminimierung, Molekiildynamik und
NMR-Verfeinerung

Energieminimierungen wurden unter Verwendung der im Beispielskript angege-
benen Parameter durchgefiihrt (siehe A.1.3).



4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Die R-ADH-Lb

4.1.1 Ausgangsbedingungen

Das Projekt der Strukturaufkdrung der R-ADH-Lb wurde in Kooperation mit
dem Institut fiir Enzymtechnologie der Heinrich Heine Universitat Diisseldorf
an der Kernforschungsanlage in Jiilich durchgefiihrt. Die von den Kooperati-
onspartnern (Frau Bettina Riebel, Arbeitsgruppe von Herrn Werner Hummel)
geleisteten Vorarbeiten zur Strukturauflarung werden im Folgenden kurz zusam-

mengefasst:

e Screening nach einer ADH in Lactobacillus brevis mit einem anti-ADH-
Antikorper (spezifisch fiir die ADH aus Lactobacillus kefir),

e Aufreinigung, biochemische Charakterisierung und Sequenzierung des
Wildtyp-Enzyms,

e Klonierung der R-ADH-Lb,
e Expression der rekombinanten R-ADH-Lb in E. coli und Aufreinigung,
e Kristallisationsexperimente.
Die oben aufgefiihrten Experimente sind in der Dissertaion von Frau Riebel

zusammengefasst (Riebel, 1996).

4.1.2 Aufreinigung

Vorgereinigte Enzymchargen wurden vom Kooperationspartner zur Verfligung
gestellt. Die Reinheit betrug nach SDS-PAGE (Silberfarbung) ca. 90 %. Das Protein

wurde nach dem in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Reinigungsschritt mit einer
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Anionenaustauschersédule aufgereinigt. Der verwendete Anreicherungsschritt er-
brachte eine fiir die Kristallisation ausreichende Reinheit des Enzyms. In Abbil-
dung 4.1 sind die Fraktionen der R-ADH-Lb vor und nach der Anionenaustau-
scherchromatographie im SDS-PAGE dargestellt.

kDa
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Abbildung 4.1: SDS-PAGE der R-ADH-Lb vor (1) und nach (2) der Anionenaus-
tauscherchromatographie. Pfeil: R-ADH-Lb. M: Marker. Der Schatten oberhalb
der R-ADH-Bande (2) ist auf einen Artefakt beim Erstellen der Abbildung zu-

riickzufiihren.

Das SDS-PAGE zeigt, dass nach dem Anreicherungsschritt die R-ADH-Lb bei
apparenten 30 kDa eine Reinheit von ca. 95 % aufweist, was fiir eine erfolgreiche
Kristallisation des Proteins ausreichend war.

Anschliessend wurden die sauberen Proteinproben vereinigt, aufkonzentriert
und bei 4°C gelagert. Die Proteinproben liessen sich dabei problemlos auf eine
Konzentration von bis zu 30 mg/ml anreichern. Die mittlere spezifische Aktivitét
der verschiedenen verwendeten Proteinchargen betrug (149.4 £+ 17.3) U/mg. Die
R-ADH-Lb erwies sich als ausgesprochen stabil, da nach mehreren Monaten

Lagerung bei 4°C kein Aktivitatsverlust detektiert werden konnte.
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4.1.3 Analytik
4.1.3.1 Massenspektren

Das Massenspektrum der R-ADH-Lb diente einerseits zur Reinheitskontrolle der
Proben fiir die Kristallisation (MALDI-MS, siehe Abbildung 4.2) und andererseits
zur genauen Bestimmung des Molekulargewichts des Proteins (ESI-MS, siehe
Abbildung 4.3). Dies war notwendig, weil aus den ersten Elektronendichten des
Strukturmodells nicht eindeutig hervorging, ob die R-ADH-Lb die N-terminale

Aminosaure Met enthielt oder nicht.
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Abbildung 4.2: MALDI-MS der R-ADH-Lb. Cut off: 5000 Da. Spektrenakkumu-
lation: 60. Externe Kalibrierung gegen BSA. Der Peak bei 53.4 kDa ist auf das
einfach geladene Dimer der R-ADH-Lb zurtickzufiihren, der Peak bei 13.3 kDa
entspricht dem zweifach geladenen Monomer und der Peak bei ca. 9 kDa stammt
vom dreifach geladenen Mutterion.

Im MALDI-MS der R-ADH-Lb ist deutlich zu erkennen, dass die Probe sehr rein
war. Lediglich bei ca. 20 kDa ist noch ein Peak von einer Verunreinigung zu er-
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kennen, die im schon sehr sensitiven silbergefarbten SDS-PAGE (siehe Abbildung

4.1) nicht mehr zu erkennen ist.
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Abbildung 4.3: ESI-MS der R-ADH-Lb. Links: Originalspektrum. Rechts: De-
konvolutiertes Spektrum. Die Schultern am Hauptpeak im dekonvolutierten
Spektrum stammen von Addukten des Mutterions mit einwertigen Metallionen
(Na™, KT). S#: Nummern der einbezogenen Spektren. RT: Retentionszeit [min].
AV: Anzahl der gemittelten Spektren. NL: Ionenintensitit. T: Massenbereich im

Originalspektrum.

Der Peak bei 26627.0 Da im dekonvolutierten ESI-MS-Spektrum entspricht dem
rechnerischen Molekulargewicht des R-ADH-Lb-Apoenzyms (26627.2 Da) ohne
das N-terminale Met. Somit konnte hier nachgewiesen werden, dass die N-
terminale Aminosdure nach der Expression abgespalten wird, was bei der rekom-
binaten Herstellung von Proteinen haufig der Fall ist. Dabei reduziert sich das
Ausmafi der Abspaltung des Methionins durch die Methylaminopeptidase mit
wachsender Lange der Seitenkette der zweiten Aminosédure (Hirel et al., 1989). Da
die R-ADH-Lb an Postition zwei ein Ser hat, ist die Abspaltung sehr wahrschein-
lich. Das Fehlen dieses Methionins konnte spéater in der Strukturverfeinerung
bestitigt werden (siehe Abschnitt 4.1.10).
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4.1.3.2 Dynamische Lichtstreuung

Dynamische Lichtstreuexperimente dienen zur Bestimmung des Aggregations-
grades von Proteinproben. Derartige Untersuchungen kénnen von entscheiden-
dem Nutzen bei der Kristallisation von Proteinen sein, da in den meisten Fillen
eine homogene Probe mit definiertem Aggregationsgrad ausschlaggebend fiir
eine erfolgreiche Kristallisation ist.

Die durchgefiihrten Experimente wurden mit einer moglichst hohen Protein-
konzentration durchgefiihrt (2 mg/ml), um die Bedinungen wéhrend der Kri-
stallisation moglichst gut nachzubilden. Tabelle 4.1 gibt eine Ubersicht iiber die

Ergebnisse der Experimente.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuexperimente mit der R-ADH-
Lb. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus insgesamt 30 Scans. Die Mole-
kulargewichtsabschdtzung erfolgte mit dem Modell der ,Vol. Shape Hydration
24-110 kDa”. Modus der Auswertung: bimodal.

hydrodynamischer Radius (4.0 + 0.4) nm und (154 £ 7.0) nm
berechnete Molekulargewichte (108 + 29) kDa und (7900 + 14454) kDa
prozentuale Anteile (100 +1) % und (0 + 1) %

Baseline 1.003 £+ 0.002

SOS-Error 0.787 £ 0.766

Das berechnete Molekulargewicht von 108 kDa entspricht dem eines Tetramers,
welches bei der R-ADH-Lb die native Einheit darstellt (Riebel, 1996). Das zwei-
te Molekulargewicht von 7900 kDa stammt von einer Verunreinigung in der
Losung, die nur einen sehr kleinen Anteil an der Gesamtzahl der Molekiile in
Losung ausmacht, was auch den grofsen Mefifehler erklart. Diese Verunreinigung
hatte man mittels Filtration durch eine 0.02 yum-Membran entfernen konnen. Auf
Grund der erheblichen Proteinverluste bei diesem Arbeitsschritt wurde davon
abgesehen, da die Ergebnisse der Experimente auch so verwertbar waren.

Die R-ADH-Lb weist also unter den auch fiir die Kristallisation verwendeten
Bedingungen nicht zur Aggregation, was die erfolgreichen Kristallisationsexpe-

rimente dokumentieren (siehe Abschnitt 4.1.4). Zudem weist das Experiment auf
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die ,Stabilitat” des Tetramers hin, das sowohl bei niedriger als auch bei hoher
Proteinkonzentration das Holoenzym bildet, und nicht abhédngig von den Be-
dingungen in Losung, Einheiten mit unterschiedlichem Oligomerisierungsgrad
bildet.

4.1.3.3 CD-Spektren

Das CD-Spektrum der R-ADH-Lb ist in Abbildung 4.4 zu sehen.
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Abbildung 4.4: CD-Spektrum der R-ADH-Lb. Die rote durchgezogene Linie
zeigt das Spektrum bei 20°C ohne vorheriges Aufheizen und die blaue gepunk-
tete Linie das Spektrum bei 20°C nach vorhergehenden Aufheizen der Probe
auf 90°C. Das Spektrum nach dem Aufheizen konnte nur bis 195 nm gemessen
werden, da unterhalb dieser Wellenldnge das Signal-Rausch-Verhiltnis sehr grofs

wurde.

Die beiden Spektren weisen deutliche Unterschiede sowohl in Intensitét als auch
im Kurvenverlauf auf. Dies bedeutet, dass die R-ADH-Lb nach Aufheizen auf
90°C und Abkiihlen auf 20°C in einem anderen Faltungszustand vorliegt bzw.
eine verdnderte Sekundéarstrukturverteilung aufweist. Es scheint keine Riickfal-
tung des Proteins stattgefunden zu haben, da die R-ADH-Lb nach dem Abkiihlen
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nicht mehr aktiv war. Die R-ADH-Lb benétigt zur Bildung der aktiven nativen
Einheit (einem Homotetramer) zwei Mg?*-Ionen pro Tetramer, die moglicher-
weise beim Abkiihlen nicht mehr eingebaut werden (Riebel, 1996).

Da von der R-ADH-Lb die Sequenz bekannt ist, wurden — neben der Berechnung
der Sekundérstrukturanteile aus den CD-Spektren — auch Sekundirstruktur-
vorhersagen durchgefiihrt, die auf der Sequenz beruhen. Desweiteren wurden
die aus der Struktur der R-ADH-Lb bestimmten Sekundarstrukturanteile zum
Vergleich herangezogen. Die rechnerische Auswertung der Spektren mit den
Programmen CONTIN und K2D ergab die in Tabelle 4.2 zusammengefafiten
Sekundarstrukturanteile.

Tabelle 4.2: Mittels CD-Spektroskopie ermittelte Sekudérstrukturelemente der
R-ADH-Lb. Alle Angaben in %. CONTIN (Referenzdatensatz): 16 native Prote-
ine. SELCON (Referenzdatensatz): nach Johnson (1990). Die Vorhersage wurde
mit dem Programm PREDATOR durchgefiihrt. Die Sekundarstrukturanteile der

durch RSA ermittelten Struktur wurden mit dem Programm DSSP ermittelt.

Contin K2D Vorhersage RSA

a-Helix 54 60 26 43
(-Faltblatt 0 7 18 14
Rest 46 33 56 43

Im Rahmen der Genauigkeit der CD-Spektroskopie sind die Ergebnisse, die
mit den verschiedenen Programmen berechnet wurden, in sich konsistent. Die
Genauigkeit wurde allerdings durch die Verwendung mehrerer Programme nicht
erhoht, weil die iibliche Auswertung von CD-Spektren an sich schon fehlerbehaf-
tet ist. Bei der Bewertung der Ergebnisse muss dies mit berticksichtigt werden.
Die R-ADH-Lb hat einen hohen Anteil an a-Helices und einen relativ geringen
Anteil an g-Faltblattern (siehe Tabelle 4.2). Die Sekundarstrukturanteile sind fiir
die a-helikalen Anteile aus den CD-Spektren berechnet eher zu hoch und fiir die
(-Faltblattanteile zu niedrig.

Die sequenzbasierten Verfahren geben eine ganz andere Verteilung der Sekundar-

strukturen an. Die a-helikalen Anteile sind zu niedrig und die 3-Faltblattanteile
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stimmen jedoch recht gut mit den Resultaten aus der Rontgenstruktur {iberein.
Dennoch ist das Verfahren der CD-Spektroskopie, trotz der ungenauen Methoden
zur Proteinbestimmung, zumindest bei der Vorhersage der a-helikalen Sekun-
darstrukturanteile der sequenzbasierten Vorhersage ebenbiirtig.

Aus dem Habitus der Spektren kann man die Proteine grob in Faltungsklas-
sen einteilen (Greenfield, 1996). Dabei konnen a+f3-Proteine und «/3-Proteine
durch das relative Verhiltnis der Intensitdten der Banden bei 222 und 208 nm
unterschieden werden. In a+(3-Proteinen ist die Signal bei 208 nm grofier als bei
222 nm. Demnach miifste die R-ADH-Lb der Klasse der a+3-Proteine angehoren,
was die Losung der 3D-Struktur nicht bestétigt hat, da die R-ADH-Lb ein typi-
scher Vertreter der o/ 3-Proteine ist (siehe Abbildung 4.19).

80
-20000

60 _

— 25000 |7
S[18 i)
-
D -30000 -
3

-35000

Abbildung 4.5: Schmelzkurve der R-ADH-Lb bei 210 nm. Die rote durchgezoge-
ne Kurve zeigt die Schmelzkurve der R-ADH-Lb und die blau gepunktete Kurve

die erste Ableitung dieser Kurve nach der Temperatur.

Die Schmelzkurve der R-ADH-Lb (siehe Abbildung 4.5) wurde bei 210 nm ge-
messen, da das CD-Spektrum (siehe Abbildung 4.4) bei dieser Wellenldnge das
grofite Signal-Rausch-Verhiltnis aufweist. Daher ist beim Aufheizen des Proteins
bei dieser Wellenldnge auch die deutlichste Verdnderung im Spektrum zu erwar-
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ten.

Der Schmelzpunkt ist als der Wendepunkt in der Schmelzkurve definiert. Dieser
liegt bei ca. 47°C (Maximum der blauen gepunkteten Kurve in Abbildung 4.5).
Dieses Ergebnis deckt sich nicht mit den Daten aus den aktivitdtsbasierten Un-
tersuchungen zur Thermostabilitdt (maximal zwischen 25 und 40°C) und zum
Temperaturoptimum der Aktivitat (50°C) (Riebel, 1996). Moglicherweise liegt
dieser Gegensatz in der Natur der Messmethode. Bei der Schmelzpunktbestim-
mung durch CD-Spektroskopie wird nicht direkt die Faltungsenthalpie eines Pro-
teins gemessen, sondern die Verschiebung bzw. die Anderung der Interaktionen
zwischen den Sekundérstrukturelementen in Abhédngigkeit von der Temperatur.
Folglich gibt der Schmelzpunkt die Temperatur des , Aufweichens” der Tertidr-
und Quartdrstruktur wider und nicht die vollstdndige Entfaltung des Proteins.
Moglicherweise zerfallt das Homotetramers in zwei aktive Homodimere. AufSer-
dem ist der Schmelzpunkt als der Wendepunkt der Schmelzkurve definiert. Ein
,Plateau” — d.h. keine weiteren strukturellen Veranderungen — wird allerdings

erst bei ca. 60°C erreicht.

4,1.4 Kristallisation

Eine Reihe von faktoriellen und systematischen Kristallisationsexperimenten
wurden von der Kooperationspartnerin Frau Riebel in Jiilich durchgefiihrt. Dabei
konnten erste Kristalle des Apoenzyms der R-ADH-Lb unter Verwendung klei-
ner hydrophober Fallungsmittel wie MPD, PEG 400 oder PEGMME 550 geziichtet
werden.

Vorrangiges Ziel der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Kristallisations-
experimente war die Kristallisation der R-ADH-Lb mit dem Kosubstrat NADP
und einem Substrat, um dezidierte Aussagen iiber den Reaktionsmechanismus
machen zu kénnen. Da kein substratanaloger Inhibitor fiir das Enzym bekannt
ist, wurde das Substrat Acetophenon eingesetzt, das ebenso wie das Kosubstrat
in der oxidierten Form vorlag. Damit sollte ein Abreagieren des Substrates ver-
hindert und eine Bindung im aktiven Zentrum ermoglicht werden, sofern die
Konzentration des Substrates hoch genug gewéhlt werden wiirde.

Da sich herausstellte, dass die schon vorhandenen Kristallisationsbedingungen
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nicht fiir die nachtragliche Bindung von Kosubstrat und Substrat geeignet waren
— da sich die Kristalle bei der Zugabe geringster Mengen NADP zersetzten —,
musste nach neuen Wachstumsbedingungen fiir Kristalle in Anwesenheit von
NADP und Acetophenon gesucht werden. Es wurden zundchst faktorielle Tests
nach Jancarik and Kim (1991) (Crystal Screen, Fa. Hampton Research) und nach
Cudney et al. (1994) (Crystal Screen 2, Fa. Hampton Research) sowie systemati-
sche Kristallisationsansédtze mit einer groffen Anzahl von Salzen und hydropho-
ben Reagenzien durchgefithrt (McPherson, 1990). Die systematischen Ansatze
dienten in erster Linie der Bestimmung der Sattigungskonzentration der R-ADH-
Lb in verschiedenen Fallungsmitteln in Abhdngigkeit vom pH-Wert und der
Fallungsmittelkonzentration.

Die Bedingungen, unter denen reproduzierbares Kristallwachstum beobachtet
werden konnte, sind in Tabelle 4.3 zusammengefafst. Daneben gab es noch ei-
ne Reihe von weiteren Bedingungen, unter denen Kristallwachstum beobachtet

werden konnte, die aber nicht weiter verfolgt wurden.

Tabelle 4.3: Erfolgreiche Kristallisationsansatze der R-ADH-Lb. Die allgemeinen
Kristallisationsbedingungen entsprechen den in Abschnitt 3.4.2 dargestellten.
Die Kristallisationsergebnisse haben folgende bei der Dokumentation dieser Er-
gebnisse tiblichen Kennzahlen: 4: Rosetten, Spherulite; 5: Nadeln; 7: Einkristalle
< 0.2 mm; 8: Einkristalle > 0.2 mm; 9: Einkristalle mit Drusen.

Fallungsmittel Puffer pH Ergebnis
1 10-55 % MPD, 0.1 M HEPES/NaOH 7.0-7.5 4
0-50 mM CaCl,
2 20-48 % PEG 400, 0.1 M Tris/HCl 75-85 4,5,7,8
1-50 mM MgCl,
3 19-22 % PEGMME 550, 0.1 M Tris/HCI 8.0-9.1 4,5,7,8
50 mM MgCl,
4 2.0M (NHy)>SO4 verschiedene (0.1 M) 4.6-85 8

5 05-1.5 M Ammonuim- verschiedene (0.1 M) 4.5-85 7,8,9
phosphat
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Die Kristallisationsansdtze wurden mit den Methoden des sitzenden und des
héngenden Tropfens durchgefiihrt. Mit beiden Methoden wurden tibereinstim-
mende Ergebnisse erzielt. Wegen der besseren Handhabarkeit wurde bei der
Verfeinerung der Kristallisationsbedinungen die Methode des sitzenden Trop-
fens eingesetzt. Durch die Variation der Tropfengrofse konnte die Kristallisation
hingegen deutlich beeinflusst werden. Generell kann man sagen, dass in grofien
Tropfen (bis 5 ul Endvolumen nach der Aquilibrierung) auch grofe Kristalle
wuchsen.

Es zeigte sich wie auch schon bei der Kristallisation des Apoenzyms, dass sich
kleine hydrophobe Féllungsmittel zur Verwendung anboten. Insbesondere die
Kristallisation mit PEGMME 550 fiihrte zu zuverldssiger Kristallisation und
ergab die morphologisch besten Kristalle, die gegen mechanische Belastungen
ausgesprochen stabil sowie linger als ein Jahr haltbar waren. Allerdings dauerte
es ca. zwei bis drei Monate, bis erste Kristalle zu beobachten waren. Die optimale
Kristallisationbedingung enthielt 21 % PEGMME 550, 50 mM MgCl,, 0.1 M
Tris/HCl pH 8.9 im Reservoir. Den Tropfen wurden zusétzlich 10-25 mM NADP
und 30-50 mM Acetophenon zugefiigt (Konzentrationen sind Endkonzentratio-
nen nach der Aquilibrierung). Die Abbildung 4.6 zeigt einen Kristall der R-ADH-
Lb.

Auf Grund der langen Wachstumszeiten der Kristalle wurden, neben den nor-
malen Kiristallisationsansédtzen, Impftechniken verwendet. Dabei wurden die
Kristallisationsbedingungen so gewdhlt, dass die Fallungsmittelkonzentrationen
keine Kristallkeimbildung mehr zuliefien, vorhandene Kristalle sich jedoch nicht
aufldsten und weiterwachsen konnten (Féallungsmittelkonzentrationen um 5 bis
20 % verringert). Leider erbrachten die Ansitze nicht die gewiinschte Beschleu-
nigung bei der Kristallisation, es dauerte im Gegenteil eher ldnger (bis zu einem
halben Jahr), bis Kristallkeime beobachtet werden konnten.

Fiir eine Vermessung von Kiristallen der R-ADH-Lb mit Synchrotonstrahlung
war es wiinschenswert, fiir die Kristalle Cryobedingungen zu finden, da Prote-
inkristalle bei Raumtemperatur durch die hohe Intensitdt der Synchrotonstrah-
lung starke Strahlenschdden bekommen und ihr Streuvermogen schnell nach-
lagt. Die optimale Kristallisationsbedingung enthielt bereits ein Fallungsmittel
(PEGMME 550), welches als Frostschutzmittel zur Verhinderung von Eisbildung
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Abbildung 4.6: Orthorhombischer Kristall der R-ADH-Lb in der Raumgruppe
1222, gewachsen in 21 % PEGMME 550, 50 mM MgCl,, 0.1 M Tris/HCI pH 8.9,
25 mM NADP und 50 mM Acetophenon. Grofie: ca. 0.2 x 0.2 x 1.0 mm.

geeignet war. Allerdings war die Konzentration nicht ausreichend, da die Kri-
stalle beim Einfrieren Risse bekamen und auf den Beugungsaufnahmen starke
Eisringe zu sehen waren. Deshalb wurden die Mikrobriicken mit den Kristallen
in neue Reservoirlosungen {iiberfiihrt, die eine erhhte Konzentration an PEGM-
ME 550 enthielten. Die Fallungsmittelkonzentration wurde stufenweise von 21 %
auf 30 % und anschliefSend auf 40 % PEGMME 550 erhoht. Fiir die Aquilibrierung
geniigte jeweils ein Tag.

4.1.5 Rontgendiffraktometrie

Ein erster Datensatz konnte mit einem Kristall des Apoenzyms gemessen wer-
den, der von der Kooperationspartnerin Frau Riebel geziichtet worden war (Nie-
find et al., 2000). Im weiteren Verlauf der Arbeit konnten mit den Kristallen des
Holoenzyms qualitativ hochwertige Daten gesammelt werden, die im Folgenden
diskutiert werden.

Samtliche rontgendiffraktometrisch untersuchten Kristalle der R~ADH-Lb erwie-
sen sich im Rontgenstrahl als ausgesprochen stabil. Somit konnten mit jeweils

einem Kristall vollstandige Datensédtze gemessen werden. Die ersten Datensétzte,
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sowohl mit dem Apo- als auch mit dem Holoenzym, wurden mit einer Drehan-
ode der Fa. Nonius und einer MacScience Bildspeicherplatte mit der hauseigenen
Rontgenanlage gemessen. Ein Bild einer Beugungsaufnahme ist in Abbildung 4.7
dargestellt.

Abbildung 4.7: Beugungsaufnahme der I zentriert orthorhombischen Kristalle
der R-ADH-Lb. Die Daten wurden mit Cu Ka-Strahlung unter Verwendung
einer Nonius Drehanode, eines MAC-XOS Doppelspiegelmonochromators und
einer Mac Science Bildspeicherplatte aufgenommen. Messbedingungen: Tem-
peratur: 4°C, Kristall-Detektor-Abstand: 120 mm, Drehung pro Aufnahme: 1°,
Belichtungszeit pro Aufnahme: 20 min.
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Die Daten lief3en sich I zentriert orthorhombisch mit DENZO indizieren und
integrieren. Die Skalierung und das vereinigen der Beugungsaufnahmen erfolgte
mit dem Programm SCALEPACK. Dabei wurden folgende Gitterparameter

ermittelt;

Kristallsystem I zentriert orthorhombisch (1222)
Gitterkonstanten a=56.49 A, b=84.42A,c=11526 A
o= ﬂ =y= 9(0)°

Die Statistik des skalierten Datensatzes (R-ADH-Lb-Home) ist in Tabelle 4.4 auf-
gelistet.

Die Auswertung des Datensatzes erwies sich als problemlos, da die Mosaizitét
unter 0.2° lag und es keinerlei Uberlappungen bei den Reflexen gab. Mit einem
I/o; von 5.1 und einem Rj,,, von 28.0 % im hochaufgeldsten Bereich kann der
Datensatz bis 1.79 A als vollstindig angesehen werden. Im Reflexmuster lagen
keine systematischen Ausldschungen oder Reflexabschwéachungen vor. Folglich
kann davon ausgegangen werden, dass keine Schraubenachsen oder Pseudozen-
trierungen vorlagen.

Der oben beschriebene Datensatz diente zur Losung der Struktur der R-ADH-Lb
durch molekularen Ersatz (siehe Abschnitt 4.1.8).

Zur Verbesserung der maximalen Auflosung der Struktur und der besseren Loka-
lisation von Kosubstrat und Substrat in der 3D-Struktur der R-ADH-Lb sollte mit
Synchrotonstrahlung ein weiterer Tieftemperaturdatensatz gesammelt werden.
Fiir die Messung eines kompletten Datensatzes geniigte ein Kristall (siehe Ab-
bildung 4.6), der unter Stickstoffkiihlung vermessen wurde. Wegen des hohen
Streuvermogens des Kristalls war die Messung von zwei Datensdtze geboten.
Fiir den hochaufgelosten Datensatz musste eine lange Belichtungszeit verwen-
det werden, um im hochaufgelosten Bereich der Beugungsaufnahmen verwert-
bare Intensitdten zu erhalten. Dies hatte zur Folge, dass die meisten Reflexe
im niedrigaufgelosten Bereich iiberladen waren und nicht mehr ausgewertet
werden konnten (siehe Abbildung 4.8). Deshalb wurde ein zweiter Datensatz
mit kiirzeren Belichtungszeiten und geringerem Aufldsungsbereich gesammelt
(siehe Abbildung 4.9), um den Datensatz im Bereich niedriger Auflosung zu

vervollstandigen.
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Tabelle 4.4: Charakteristische Daten der R-ADH-Lb-Datensitze. R-ADH-Home:
Datensatz, der an der internen Rontgenanlage gemessen wurde. R-ADH-DESY:
Gemessen an der Beamline BW7B (Multipol-Wiggler), DORIS-Speicherring,
EMBL c/o DESY Hamburg.

R-ADH-Home R-ADH-DESY

Wellenldnge [A] 1.5418 0.8439
Temperatur der Datensammlung [K] 285 100

Anzahl Observationen 157288 639510
Anzahl Observationen (I /o > 1) 156 670 635730
Anzahl unabhédngiger Reflexe 25195 141 844
Auflosungsbereich [A] 100-1.79 20-0.99
Multiplizitat 6.2 4.5
Multiplizitét (erste Schale [A]) 6.3 (100-3.87) 3.6 (20-3.04)
Multiplizitét (letzte Schale [A]) 6.1 (1.86-1.79) 3.4 (1.00-0.99)
Durchschnitt 1 /o, 24.6 25.0
Durchschnitt I /o; (erste Schale) 33.8 37.1
Durchschnitt I /o (letzte Schale) 5.1 2.2
Vollstandigkeit [%] 98.3 99.7
Vollstandigkeit (erste Schale) [%] 94.1 97.2
Vollstandigkeit (letzte Schale) [%] 95.6 99.9

Rsym [%] 6.2 5.7

Rsym (erste Schale) [%] 4.2 3.1

Ry (letzte Schale) [%] 28.0 65.3

Die Datensdtze wurden einzeln mit dem Programm DENZO indiziert und inte-
griert. Beim hochaufgeldsten Datensatz wurden die Daten von 2.5 A bis zu einer
maximalen Auflésung von 0.99 A und beim niedrigaufgelosten Datensatz von
20 A bis maximal 1.4 A in die Integration einbezogen. Wahrend der Skalierung
mit SCALEPACK wurden die beiden Datensdtze vereinigt, wobei die tiberlade-
nen Reflexe des hochaufgeltsten Datensatzes ignoriert wurden (Statistik: siehe
Tabelle 4.4).
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Abbildung 4.8: Hochaufgeldste Beugungsaufnahme der I zentriert orthorhom-
bischen Kristalle der R-ADH-Lb. Gezeigt ist der Ausschnitt von ca. 1.4 A (links)
bis 0.93 A. Die Daten wurden mit Synchrotonstrahlung (A = 0.8439 A) an
der Multipol-Wiggler-Beamline BW7B (DORIS-Speicherring) an der EMBL-
Aufenstelle c/o DESY in Hamburg gemessen. Die Detektion erfolgte mit ei-
ner MAR345 Bildspeicherplatte. Messbedingungen: Temperatur: 100 K, Kristall-
Detektor-Abstand: 125 mm, Drehung pro Aufnahme: 0.4°, Rontgendosis pro
Aufnahme: 4 500 Units. Kollimatordurchmesser: 0.3 mm.

Es ergaben sich folgende Gitterparameter:

Kristallsystem I zentriert orthorhombisch (1222)
Gitterkonstanten a=55.99 A, b=80.11 A, c=114.59 A
o= /8 =y= 90°

Die Mosaizitédt lag mit ca. 0.6° deutlich iiber der des Raumtemperaturdatensatzes,
jedoch konnte der Datenverlust durch Reflexiiberlappung mit dem kleinen Dreh-

winkel von 0.4° pro Aufnahme vermieden werden. Die Datenqualitdt bei hoher
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Abbildung 4.9: Niedrigaufgeloste Beugungsaufnahme der I zentriert orthor-
hombischen Kristalle der R-ADH-Lb. Die Daten wurden mit Synchroton-
strahlung (A = 0.8439 A) an der Multipol-Wiggler-Beamline BW7B (DORIS-
Speicherring) an der EMBL-Auflenstelle c/o DESY in Hamburg gemessen. Die
Detektion erfolgte mit einer MAR345 Bildspeicherplatte. Messbedingungen:
Temperatur: 100 K, Kristall-Detektor-Abstand: 215 mm, Drehung pro Aufnahme:
1°, Rontgendosis pro Aufnahme: 52 Units, maximale Auflsung: 1.27 A. Kollima-

tordurchmesser: 0.3 mm.

Auflésung ist nicht mehr sehr gut, was auf das niedrige Signal-Rausch-Verhaltnis
sowie die damit verbundenen Inhomogenitdten der einzelnen Observationen der
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Reflexe zuriickzufiihren ist. Dies spiegelt sich in den hohen R;,,,-Werten wider.
Als AusschlufSkriterium fiir die Verwendung der hochaufgelosten Daten in der
Strukturverfeinerung wurde ein I/o; von 2 festgelegt. Somit kann der Datensatz
im Auflosungsbereich von 20-0.99 A als vollstandig angesehen werden.

Die Kristallform entspricht der, die bei dem Datensatz gefunden wurde, mit dem
die Struktur gelost wurde (R-ADH-Home). Folglich sollten sich bei der Uber-
tragung der Strukturdaten auf den hochaufgelosten Datensatz keine Probleme

ergeben.

4.1.6 Test auf merohedrische Verzwilligung

Die Bestimmung des Verzwilligungsgrades der rontgendiffraktometrisch unter-
suchten Kristalle erfolgte mit dem Service des UCLA-DOE-Servers (siehe A.2,
Yeates (1997)). Bei keinem der beiden oben beschriebenen Datensitze konnte

weder eine partielle oder perfekte Verzwilligung ermittelt werden.

4.1.7 Untersuchungen der Kristallpackung

Bei der Berechnung der Packungsdichte mit dem Programm MATTHEWS_COEF
(CCP4, 1994) fiir den ersten in Abschnitt 4.1.5 beschriebenen Datensatz (R-ADH-
Home) wurden die dort angegebenen Zellparameter, die Raumgruppe 1222, ein
Molekulargewicht von 26.63 kDa und eine Proteindichte von 1.22 mg/ml ver-
wendet (Andersson and Hovméoller, 2000). Bei einem Monomer in der asymme-
trischen Einheit konnte eine sinnvolle Losung (V; = 2.58 é—z, Losemittelanteil:
47.3 %) gefunden werden (Matthews (1968), sieche Abschnitt 2.2.2.4). Ublicherwei-
se findet man fiir diese Raumgruppe Losemittelanteile von 36.5-59 % (Andersson
and Hovmaller, 2000).

Die Ermittlung der nichtkristallographischen Symmetrie eriibrigte sich somit fiir
diese Kristallform.

Fiir den hochaufgeldsten Synchrotondatensatz (R-ADH-Lb-DESY) wurde die-
se Berechnung ebenfalls durchgefiihrt, da die Gitterkonstanten auf Grund der
Mefstemperatur von 100 K etwas kleiner als beim Raumtemperaturdatensatz (R-

ADH-Lb-Home) sind. Es ergaben sich geringe Abweichungen beim Matthews-
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Koeffizienten (V,, = 2.41 é—z) und dem Losemittelgehalt des Kristalls (44.3 %).

4.1.8 Rechnungen zum Molekularen Ersatz
4.1.8.1 Suche der Modellsequenz

Durch Sequenzanalyse und Alignments ist bekannt, dass die R-ADH-Lb einer
Gruppe von Proteinen angehort, die in der Literatur als short chain alcohol dehy-
drogenases bezeichnet werden (Persson et al. (1991), Jornvall et al. (1995)). Da zu
Beginn der Arbeit bereits von drei Enzymen dieser Gruppe die 3D-Strukturen
aufgeklart waren und die Sequenzidentitidten grofier als 30 % sind (Ghosh et al.
(1991), Tanaka et al. (1996a), Tanaka et al. (1996b)), lag es nahe, die Strukturlosung
mit Hilfe des molekularen Ersatzes zu versuchen. Hierzu wurde in der PDB eine
Recherche mit FASTA durchgefiihrt (Pearson and Lipman, 1988).

Das Protein mit der hochsten Sequenzidentitat zur R-ADH-Lb ist die 3-o,20-3-
Hydroxysteroiddehydrogenase (Ghosh et al. (1991), PDB-Kiirzel: 2HSD). Abbil-
dung 4.10 zeigt das Sequenzalignment der R-ADH-Lb mit der 2HSD.

Die Sequenzidentitdt mit der 2HSD betragt nach dem Sequenzalignment 38.7 %.
Zudem sind die Identitdten iiber das gesamte Molekiil verteilt, was auf einen
identischen Faltungstyp schlieflen 14f3t. Das Modell konnte erfolgreich fiir die

Strukturlosung mittels molekularen Ersatz verwendet werden.

4.1.8.2 Kreuzrotationsrechnungen

Zur Bestimmung der Kreuzrotationslosung wurde X-PLOR (Briinger, 1992b)
eingesetzt. Als Suchmodell diente ein Monomer der 2HSD, das auf einen Poly-
Ala Strang reduziert wurde (Glycine wurden nicht ausgetauscht). Die Suche
wurde mit einem Pattersonradius von 25 A und einer Schrittweite von 5° im
Auflosungsbereich von 15-5 A durchgefiihrt. Die Suche lieferte eine Losung
mit einem hohen Wert fiir die Rotationsfunktion (1.82) und lag damit ca. 25 %
tiber der zweithochsten Losung. Nach der Patterson-Korrelationsverfeinerung
der Rotationslosungen ergaben sich fiir die beste Rotationslosung folgende Eu-
lerwinkel: #; = 152.52°, f; = 59.49°, 65 = 54.20°.
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>>2HSD:A 3 Alpha, 20 Beta-Hydroxysteroid Dehydrogenase (H (253 aa)
initn: 448 initl: 136 opt: 548 Z-score: 679.2 expect() 1.1le-31
Smith-Waterman score: 548; 38.710% identity in 248 aa overlap

>2HSD:A 2= 249 - :

10 20 30 40 50 60
R-ADH-Lb SNRLDGKVAIITGGTLGIGLAIATKFVEEGAKVMITGRHSDVGEKAAKSVGTPDQIQFFQ

2HSD: A NDLSGKTVIITGGARGLGAEAARQAVAAGARVVLADVLDEEGAATARELG--DAARYQH

10 20 30 40 50
70 80 90 100 110 120

R-ADH-Lb HDSSDEDGWTKLFDATEKAFGPVSTLVNNAGIAVNKSVEETTTAEWRKLLAVNLDGVFFG

2HSD:A LDVTIEEDWQRVVAYAREEFGSVDGLVNNAGISTGMFLETESVERFRKVVEINLTGVFIG
60 70 80 90 100 110

130 140 150 160 170 180
R-ADH-Lb TRLGIQRMKNKGLGASIINMSSIEGFVGDPSLGAYNASKGAVRIMSKSAALDCALKDYDV
2HSD: A MKTVIPAMKDAG-GGSIVNISSAAGLMGLALTSSYGASKWGVRGLSKLAAVE--LGTDRI
120 130 140 150 160 170

190 200 210 220 230 240
R-ADH-Lb RVNTVHPGYIKTPLVDDLPGAEEAMSQRTKTPMGHIGEPNDIAYICVYLASNESKFATGS

2HSD: A RVNSVHPGMTYTPMTAET-GIRQGEGNYPNTPMGRVGEPGEIAGAVVKLLSDTSSYVTGA
180 190 200 210 220 230

250
R-ADH-Lb EFVVDGGYTAQ

2HSD: A ELAVDGGWTTGPTVKYVMGQ
240 250

Abbildung 4.10: Sequenzalignment von R-ADH-Lb und 2HSD mit FASTA (PDB)
nach dem Smith-Waterman Algorithmus (Smith and Waterman, 1981). Doppel-

punkte: identische Aminosduren. Punkte: dhnliche Aminosduren.

4.1.8.3 Translationsrechnungen

Mit der hochsten Losung der Rotationssuche (s.0.) wurde nach der korrekten
Positionierung des Suchmolekiils in der Einheitszelle gesucht. Die Rechnung er-
folgte in Schritten von (0.5 x Gitterkonstante) ! A im Auflosungsbereich von 15—
5 A. Fiir die beste Losung war der Schwerpunkt des Suchmodells bei x = 3.89 A,
y = 15.13 A, ¢ = 1347 A mit einem Wert fiir die Translationsfunktion von
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T(tcc 1ty atz )_TMittelwert
or

Losung lag etwa 16 % iiber der zweithdchsten Losung (T(tm obyote)

= 4.98 und einem Packungswert P = 0.279 auszumachen. Diese

—Tnittelwert __
or =4. 16).

Der R-Wert lag nach der anschlieffenden Starre-Korper-Verfeinerung bei 52.5 %.

4.1.9 Strukturverfeinerung

Zu Beginn der Strukturverfeinerung wurden aus dem Reflexdatensatz mit Hilfe
eines Zufallsgenerators 5 % der Reflexe als Testdatensatz (freie Reflexe) zur
Berechnung des freien R-Wertes (cross validation, Briinger (1997)) ausgewdhlt.
Danach wurde das korrekt positionierte Suchmodell mit dem Programm X-PLOR
unter Verwendung einer Molekiildynamik (simmulated annealing), beginnend bei
3000 K, energieminimiert.

Die Modellierung der Seitenketten - es wurde mit einem Poly-Ala-Modell be-
gonnen (siehe Abschnitt 4.1.8.2) - und die Strukturverfeinerung erfolgte im
wesentlichen in zwei alternierenden Schritten. Zunédchst wurde die maximale
Auflosung auf 2.1 A begrenzt und die Poly-Ala-Seitenketten mit dem Programm
O gegen die korrekten Reste ausgetauscht. Da nicht fiir alle Residuen zu Beginn
eine interpretierbare Elektronendichte vorhanden war, musste der Austausch
schrittweise erfolgen. Zwischen den Modellbauschritten in O wurde die Struktur
mit dem Programm X-PLOR mit einer Molekiildynamik beginnend bei einer
Temperatur von 3000 K minimiert. Nachdem alle Ala-Seitenketten ausgetauscht
worden waren, wurden lokalisierte Wassermolekiile in das Strukturmodell ein-
gebaut und auch die hochaufgelosten Reflexe bis zu einer maximalen Auflosung
von 1.79 A in die Verfeinerung integriert.

Der N-Terminus und ein flexibler Loop (AS 187-202) erwiesen sich als die proble-
matischsten Bereiche beim Modellbau. Es war nicht bekannt, ob das N-terminale
Met in der Struktur vorhanden war oder nicht. Durch die Messung eines ESI-
MS (siehe Abschnitt 4.1.3.1) und die spétere Verfeinerung des hochaufgeldsten
Datensatzes (s.u.) konnte das Fehlen dieser Aminosdure nachgewiesen werden.
Die vollstindige Modellierung des flexiblen Loops gelang erst, nachdem alle an-
deren Aminosduren ausgetauscht und alle Liicken geschlossen bzw. Insertionen
entfernt worden waren. Beim ersten kompletten Strukturmodell der R-ADH-Lb
lagen nicht alle Seitenketten vollstindig in der Elektronendichte. Erst die Losung
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der hochaufgeltsten Struktur, die aus einem Tieftemperaturdatensatz berechnet
wurde, ermdglichte die 3D-Darstellung der gesamten Peptidkette der R-ADH-
Lb. Bei 100 K ist die termische Bewegung der Reste kleiner als bei Raumtempera-
tur und durch die hohere Auflésung lieffen sich mehr multiple Konformationen
verfeinern.

Der Einbau von definierten Wassermolekiilen fiihrte zu einer weiteren Verbesse-
rung der R-Werte. Dabei erwies sich der C-Terminus, der an einer Kontaktstelle
zwischen zwei Monomeren liegt, als weitere neuralgische Stelle in der Struktur.
Auf der Symmetrieachse lag ein sechsfach koordiniertes , Wassermolekiil” mit
niedrigem Temperaturfaktor (B = 2 A?). Dies war ein Hinweis fiir die spezifische
Bindung eines Metallions in der Dimerisierungsdoméne des Proteins.

Fir die R-ADH-Lb wurde eine Zn?*-Ionenabhingigkeit postuliert und eine
Mn?* /Mg**-Ionenabhéngigkeit (siehe Seite 122) nachgewiesen (Riebel, 1996).
Daher wurde den Kiristallisationslosungen — wegen der dhnlichen chemischen
Eigenschaften — sowohl Ca®*- als auch Mg>*-Ionen zugesetzt. Auf Grund der
Koordinationszahl von sechs, den Atomabstinden und den R-Werten konnte
letztlich ein Mg?*-Ion auf der Symmetrieachse nachgewiesen werden (siehe Ab-
bildung 4.24 und Abschnitt 4.1.10).

Die einzelnen Verfeinerungsschritte sind in Tabelle 4.5 zusammengefafst.
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Das Strukturmodell enthielt zu diesem Zeitpunkt weder Kosubstrat noch Sub-
strat. Eine genaue Lokalisierung dieser beiden Molekiile im aktiven Zentrum und
eine eingehende Analyse des aktiven Zentrums sollte mittels des in Abschnitt
4.1.5 beschriebenen Datensatzes (R-ADH-Home) moglich sein, da der vermessene
Kristall in Anwesenheit von NADP und Acetophenon gewachsen ist. Leider lief3
sich im aktiven Zentrum nur der Adeninteil des NADP lokalisieren.

4.1.9.1 Verfeinerung der hochaufgeldsten Strukur

Die verfeinerten Koordinaten des oben diskutierten Datensatzes dienten als in-
itiales Modell fiir die Verfeinerung des hochaufgeldsten Datensatzes (siehe Ab-
schnitt 4.1.5). Zunidchst wurden alle Wassermolekiile aus der Koordinatendatei
entfernt. Den ersten Schritt der Strukturverfeinerung bildete eine Starre-Korper-
Verfeinerung (Auflosungsgrenze 2.1 A). Die resultierenden R-Werte betrugen
43.4 % fiir den R-Wert und 43.0 % fiir den freien R-Wert. Der zweite Verfei-
nerungsschritt erfolgte mit X-PLOR, unter Verwendung einer Molekiildynamik
beginnend bei 4000 K mit einer maximalen Auflésung von 1.8 A. Der R-Wert
verringerte sich auf 28.2 %, der freie R-Wert auf 32.7 %.

Bei der Endverfeinerung der Struktur wurden die Temperaturfaktoren (oder
atomic displacement paramerters (ADP’s)) anisotrop verfeinert, was fiir Strukturen
mit einer Auflosung besser als 1.5 A empfohlen wird (Kleywegt, 2000). Da sich
durch die Generierung definierter Wasserstoffatome die Rechenzeit erheblich
verldngerte, wurden diese erst in den letzten Verfeinerungszyklen eingebaut.
Die R-Werte konnten durch diese Mafsnahmen noch einmal deutlich reduziert
werden.

Im Folgenden wurden parallel mehrere Verfeinerungsstrategien angewendet, die
sich an der fiir das jeweils verwendete Programmpaket zugrunde liegenden
,Philosophie” orientierte. Die Vorgehensweise bei der Anwendung der einzelnen

Programmpakete ist bereits in Abschnitt 3.9 ndher erldutert worden.

Verfeinerung mit CCP4 CCP4 ist ein modular zusammengesetztes Programm-
paket, das fiir die Verfeinerung auf mehrere Programme zugreift. Die verwende-

ten Einzelroutinen entsprechen den in Abschnitt 3.9.2 beschriebenen. Die chro-
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nologische Abfolge der Verfeinerungsschritte ist in Tabelle 4.6 zusammengefafst.



Tabelle 4.6: Ubersicht {iber die wichtigsten Stufen der Strukturverfeinerung des hoch aufgeldsten Datensatzes mit
CCP4. WEIGht MATRix: Gewichtungsfaktor zwischen den Rontgentermen und der stereochemischen Restriktio-
nen. NW: Anzahl vollstandig okkupierter Wassermolekiile. NW, /5: Anzahl halb okkupierter Wassermolekiile. NX:
Anzahl anderer Atome (Mg?*, NADP, Acetophenon). ACP: PDB-Kiirzel fiir Acetophenon.

Schritt Modell- und Verfeinerungsparameter WEIG MATR  NW/NWy,2/NX  Ryori [%0]  Rfree [%]
0 friihere Zyklen, 20-1.4 A 348/3/49 18.28 21.40
1 anisotrope B-Faktoren 0.9 371/3/49 16.38 19.51
2 Anpassung in O, multiple Konformationen 0.9 396/3/49 16.11 19.22
3 Anpassung in O und ACP-Einbau 20.0 420/5/62 12.66 16.56
4 Auflosung 20-1.10 A 100.0 430/5/62 13.92 16.69
5 kleinere Anpassungen in O 100.0 407/5/62 13.01 15.49
6 Auflésung 20-0.99 A 10.0 407/5/62 15.30 17.12
7 Generierung von Wasserstoffatomen 200.0 409/5/62 13.61 15.73
8 NAP, ACP mit isotropen Temperaturfaktoren 200.0 407/5/62 13.34 15.57
9 kleinere Anpassungen, Wasser: B < 50 A2 200.0 386/5/62 13.35 15.26
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Die Durchfithrung der Rechenzyklen erfolgte mit einer Glattung der diffusen
Solvensanteile. In die anisotrope Verfeinerung der Temperaturfaktoren wurden
die Proteinatome und Mg**-Ionen einbezogen. NADP und Acetophenon wurden
isotrop verfeinert. Eine Verfeinerung der multiplen Konformationen ist in CCP4
nicht implementiert.

Der Gewichtungsfaktor zwischen Rontgendaten und stereochemischen Restrik-
tionen wurde fiir jedem Verfeinerungszyklus neu bestimmt. Der hohe Wert in den
letzten Schritten der Verfeinerung entspricht einer starken Gewichtung zu Gun-
sten der Rontgendaten und entspricht einer guten Ubereinstimmung zwischen
den gemessenen (F,;s) und den berechneten Strukturfaktoramplituden (Fiq.).
Unter Schritt 0 sind die ersten Verfeinerungszyklen mit CCP4 zusammengefafst.
Es wurden erste Wassermolekiile gesucht und die Auflésungsgrenze auf 1.4 A er-
hoht. In den folgenden Schritten wurden nach und nach immer mehr Reflexe
aus dem hochaufgeldsten Bereich in die Verfeinerung integriert. Desweiteren
wurde der Gewichtungsfaktor erhtht, was einer starkeren Gewichtung der Ront-
genterme gegeiiber den stereochemischen Restriktionen entspricht. Dadurch ist
zwar das Verhiltinis zwischen der Anzahl der Rontgenreflexe und der Anzahl zu
verfeinernder Parameter verringert worden, jedoch durch die Hinzunahme der
hochaufgeldsten Reflexe ausgeglichen. Somit war eine ,,Uberbestimmung” der

Verfeinerungsparameter jederzeit gewahrleistet.

Verfeinerung mit X-PLOR und CNS Im Unterschied zu CCP4 und SHELX-97
bietet die aktuelle Version von CNS keine Moglichkeit der anisotropen Verfeine-
rung der Temperaturfaktoren und der Generierung von lokalisierten Wasserstoff-
atomen.

Die fiir die verschiedenen Verfeinerungszyklen verwendeten Einzeleingabeskrip-
te sind in Abschnitt 3.9.1 beschrieben. Tabelle 4.7 gibt den Ablauf der Verfeine-

rung wieder.



Tabelle 4.7: Ubersicht {iber die wichtigsten Stufen der Strukturverfeinerung des hoch aufgeldsten Datensatzes mit
CNS. WA: Gewichtungsfaktor zwischen den Rontgentermen und der stereochemischen Restriktionen. NW: Anzahl
vollstindig okkupierter Wassermolekiile. NX: Anzahl anderer Atome AZWYJ NADP, Acetophenon).

Schritt Modell- und Verfeinerungsparameter WA NW/NX  Ryork [%]  Rjree [%]
1 Molekiildynamik und Energieminmierung, 20-1.4 A 20 0/62 23.2 25.4
2 Wassergenerierung 20 126/62 22.0 23.2
3 Energiemimierung 20 126/62 19.3 21.5
4 Wassergenerierung 20 217/62 18.5 20.6
5 Energiemimierung, 20-1.10 A 20 217/62 19.8 21.7
6 Wassergenerierung 20  269/62 19.7 21.5
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Der verwendete Gewichtungsfaktor von 20 wurde vor den einzelnen Verfeine-
rungsrechnungen bestimmt. Der verwendete Wert entspricht einer hohen Ge-
wichtung der Rontgenterme gegeniiber den stereochemischen Restriktionen,
denn die Ubereinstimmung zwischen den aus dem Strukturmodell berechneten
Strukturfaktoren F, und den gemessenen Strukturfaktoren F, war in dieser Phase
der Verfeinerung schon sehr gut.

Eine Molekiildynamik kam nur im ersten Schritt der Verfeinerung zur Verwen-
dung. In den folgenden Zyklen reichte eine Energieminimierung aus, da der
Modellbau abgeschlossen war, also keine manuellen Verdanderungen am Struk-
turmodell mehr vorgenommen wurden und somit keine lokalen Energieminima
auftreten. Zudem konnte durch die Energieminimierung die Rechenzeit erheb-

lich verringert werden.

Verfeinerung mit SHELX-97 SHELX-97 zeichnet sich durch seine grofie Flexi-
bilitdt bei der Verfeinerung hochaufgeloster, makromolekularer Strukturen aus.
Dies umfafit unter anderem die Verfeinerung anisotroper Temperaturfaktoren fiir
einzelne Residuen, die individuelle Justierung von stereochemischen Zwiangen
und Beschrankungen, die Verfeinerung der Besetzungszahlen multipler Kon-
formationen oder die Generierung von Wassermolekiilen mit Besetzungszahlen
kleiner als 1. Samtliche Rechnungen beeinhalten eine Korrektur der diffusen
Solvensanteile.

In der Ausgabedatei von SHELX-97 wird eine Liste aller Atome mit den Vorschla-
gen neuer multipler Konformationen ausgegeben. Dies erleichtert das Einftigen
neuer Konformationen, was bei anderen Programmen graphisch oder mit Hilfe
von Peaks in der Differenzelektronendichte erfolgen muss.

Im Unterschied zur Verfeinerung mit den zuvor diskutierten Programmpaketen,
wird fiir SHELX-97 die Verwendung eines einheitlichen Gewichtungsfaktors von
0.1 vorgeschlagen (Sheldrick and Schneider, 1997). Statt dessen werden indivi-
duelle Restraints iiber die Kommandos DFIX, DANG, DEFS, FLAT, CHIV etc.
definiert (siehe Eingabeskript in Abschnitt A.1.2). D.h. durch die Erhéhung der
Standardabweichungen individueller stereochemischer Einschrankungen wird
die hohe Datenqualitit in der Verfeinerung berticksichtigt. Tabelle 4.8 fafst den
Ablauf der Verfeinerung der R-ADH-Lb-Struktur mit SHELX-97 zusammen.



Tabelle 4.8: Ubersicht iiber die wichtigsten Stufen der Strukturverfeinerung des hoch aufgeldsten Datensatzes mit
SHELX-97. NP: Anzahl der Proteinatome. NH: Anzahl der Wasserstoffatome. NW: Anzahl vollstandig okkupierter
Wassermolekiile. NW, 5: Anzahl halb okkupierter Wassermolekiile. NX: Anzahl anderer Atome (Mg, NADP,
Acetophenon). N,,,: Anzahl der least square Parameter.

Schritt Modell- und Verfeinerungsparameter NP/NH NW/NW;,,/NX  Npor  Ruyork [%0]  Rpree [%]
1 Energieminmierung, 20-1.4 A 1937/0 348/3/49 9533 18.3 21.6
2 anisotrope Temperaturfaktoren 1937/0 379/5/62 21446 13.9 17.9
3 Anpassungen in O und multiple Konforma-  1947/0 415/6/62 21585 13.1 17.7

tionen
4 Auflosung 20-1.10 A 1947/0 411/6/61 21585 14.3 16.8
5 neue multiple Konformationen 1996/0 368/26/64 22071 13.7 16.4
6  Aufldsung 20-0.99 A, Wasser: B < 50 A2 1998/0 314/33/64 21445 147 17.3
7 kleinere Anpassungen, Generierung der Was- 2005/2005 316/33/64 21449 13.8 16.3
serstoffatome
8 kleinere Anpassungen und Verfeinerung der 2003/1981 321/33/64 21550 13.9 15.5

multiplen Konformationen
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Alle Schritte der Verfeinerung umfassen neben der Energieminimierung auch die
Suche nach definierten Wassermolekiilen, deren Positionen gleichzeitig mitver-
feinert wurden.

Die anisotrope Verfeinerung der Temperaturfaktoren wurde auf alle Proteinato-
me und einige Mg**-Ionen angewendet. Kosubstrat und Substrat konnten auf
Grund der hohen Temperaturfaktoren und der geringen Besetzung — analog zur
Verfeinerung mit CCP4 — nicht anisotrop verfeinert werden.

Im letzten Schritt wurde eine Verfeinerung der multiplen Konformationen einge-
schlossen, was durch die Abnahme des freien R-Wertes gerechtfertigt ist.

4.1.10 Beschreibung und Diskussion der dreidimensionalen
Struktur

4.1.10.1 Qualitit des Modells und Vergleich der verschiedenen Verfeine-

rungsstrategien

Die Struktur der R-ADH-Lb wurde mit der Methode des molekularen Ersatzes
gelost und bis zu einer maximalen Auflésung von 0.99 A verfeinert.

Die Qualitdt der Modelle ist fiir alle drei Verfeinerungsmethoden dhnlich gut,
was ein Vergleich einiger charakteristischer Daten fiir die verfeinerten Strukturen
zeigt (siehe Tabelle 4.9).

Die R-Werte fiir das mit CNS erstellte Strukturmodell sind auf Grund der
Verfeinerung ohne anisotrope Temperaturfaktoren und ohne Generierung von
lokalisierten Wasserstoffatomen hoher als bei den anderen beiden Methoden.
Desweiteren zeigt die Superposition der drei Modelle fiir die Bereiche mit ho-
hen Temperaturfaktoren fiir das mit CNS erstellte Modell die grofiten Unter-
schiede (sieche Abbildung 4.11). Dies liegt daran, dass die Verfeinerung unter
Verwendung einer Molekiildynamik durchgefiihrt wurde (siehe Tabelle 4.7), was
groflere Verschiebungen im Strukturmodell zuldfit, da das zu verfeinernde Mo-
dell moglicherweise lokale Minima verlassen kann (Briinger, 1992b), bzw. das
Strukturmodell im Bereich hoher B-Faktoren schlechter definiert ist und mehrere
Konformationen moglich sind. Besonders deutlich wird dies am N-Terminus, der

flexibelen Aminosaure Ser141 und im Bereich der flexibelen Oberflichenschleife
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Tabelle 4.9: Charakteristische Daten der endverfeinerten 3D-Struktur der R-
ADH-Lb. Die R-Werte stammen aus der Ausgabe des jeweiligen Verfeinerungs-
programms, die Korrelationskoeffizienten aus der REFMAC-Ausgabe und die
mittleren Temperaturfaktoren aus SFCHECK. Je negativer der zp-comb-Wert ist,

desto besser (zp-combipeoretiscn, = —10.21).
CCP4 CNS SHELX
R-Wert (20-0.99 A) [%] 134 214 13.9
freier R-Wert (Testdatensatz: 5 % aller Reflexe) [%] 153 219 15.5
zp-comb -10.52 -10.54 -10.58

Korrelationskoeffizienten zwischen |F,s| und 0978 0964  0.968
|F calc‘

Mittlerer Temperaturfaktor [A?] 18.9 18.8 19.7
Anzahl der Wassermolekiile 389 185 354

von Thr192 bis Ala201 (siehe Abschnitt 4.1.10.1).

In den letzten Jahren wurden einige Strukturen mit R-Werten unter 10 % publi-
ziert (Sheldrick and Schneider (1997), Housset et al. (2000), Longhi et al. (1997)).
Allerdings stammen Strukturen mit einer so hohen Qualitdt meist von kleinen
Proteinen mit kleinen Einheitszellen und Rontgendatensdtzen mit weniger Re-
flexen (< 90000). Nach Krebs (2000) nimmt der R-Faktor einer endverfeinerten
Struktur mit der GrofSe der Einheitszelle und der Molekiilgrofie zu.

Die abschlieflenden 2F,-F.-Elektronendichtekarten zeigen bei einer Konturierung
von 1o fiir alle Hauptkettenatome eine durchgehende und gut definierte Elek-
tronendichte. Alle schon in Abschnitt 4.1.9 erwédhnten problematischen Bereiche,
wie der N-Terminus und die flexibelen Oberflachenschleife (Thr192-Ala201),
konnten eindeutig identifiziert und interpretiert werden. Dies erlaubte, das Feh-
len des N-terminalen Methionins durch die Struktur zu bestétigen (siehe Ab-
schnitt 4.1.3.1) und die flexibele Oberfldchenschleife vollstindig zu modellieren.
Lediglich die Seitenketten der Reste Asp197 und Leul98 sind nicht vollstandig
definiert.

Nach Carugo and Bordo (1999) sollte die Anzahl der detektierbaren Wasser-



4.1 Die R-ADH-Lb 929

0.9
0.8
0.7
_ 06
205
)]
= 0.4
~
0.3
0.2 )
0.1 fx Wl b 5 o PTTA A N
0 WMMJWMW A v\w%whm\fﬂ wauww&
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
AS

I LA LA

! |

; [ i '
) ! \
§

LU [SSLS NI NN S

Abbildung 4.11: RMS-Abweichungen der C,-Atome der drei R-ADH-Lb-
Strukturen, verfeinert mit CCP4, CNS und SHELX-97. Die rote Kurve zeigt
die RMS-Abweichungen zwischen der mit SHELX und der mit CCP4 verfei-
nerten Struktur (RMS = 0.063 A), die griine gepunktete Kurve zeigt die RMS-
Abweichungen zwischen der mit SHELX und der mit CNS verfeinerten Struktur
(RMS = 0.097 A), die blaue gepunktete Kurve zeigt die RMS-Abweichungen
zwischen der mit CCP4 und der mit CNS verfeinerten Struktur (RMS = 0.094 A).

molekiile in einer Proteinkristallstruktur mit einer Auflésung von 1.0 A etwa
1.6-1.7 mal grofler sein als die Anzahl der Aminosduren im Protein. Bei einer
Lange von 251 AS miissten somit ca. 400 bis 430 Wassermolekiile in der Struktur
lokalisierbar sein. Die Anzahl der eingebauten Wassermolekiile in die hoch-
aufgeloste Struktur ist jedoch etwas kleiner, da nur Wassermolekiile mit einem
Sigmalevel > 4 und einem maximalen isotropen Temperaturfaktor B,,,, < 50% in
das Modell eingebaut wurden. Die Autoren geben hingegen weder Grenzwerte

fir den Sigmalevel und B4, noch ein Abstandskriterium an.

Die Ergebnisse mit den verschiedenen Minimierungsalgorithmen MLKF (CCP4,
CNS) und LSQF (SHELX-97) unterscheiden sich nur unwesentlich und lassen
daher keine eindeutigen Schliisse tiber die Qualitdt der Algorithmen fiir die Ver-
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feinerung makromolekularer Strukturen hoher Auflosung zu. Alle Programme
sind fiir die Verfeinerung von Proteinstrukturen entwickelt worden; SHELX-97
sollte lediglich fiir die Verfeinerung von Strukturen mit einer Auflésung von
besser als 2.5 A verwendet werden (Sheldrick and Schneider, 1997).

Die Qualitat der Modelle wird eingehend im Folgenden Abschnitt diskutiert.
Alle Programmpakete sind modular aufgebaut, d.h. man verwendet fiir verschie-
dene Aufgabenstellungen verschiedene Unterroutinen bzw. Eingabeskripte. CNS
ist einfach zu handhaben und klar dokumentiert. CCP4 setzt auf die individuelle
Kombination vieler verschiedener Programme und ist umfangreich dokumen-
tiert. SHELX-97 ist am flexibelsten bei der Justierung der Verfeinerungsparameter
und bietet die meisten Verfeinerungsoptionen (z.B. multiple Konformationen).
Eine umfassende Nutzung des Programms erfordert allerdings viel Erfahrung,
da die Programmdokumentation sehr detailliert und etwas unitibersichtlich ist

und es an Eingabebeispielen in der Literatur mangelt.

Modellstatistik In Tabelle 4.10 sind die stereochemisch relevanten Grofsen der
3D-Strukturmodelle gegeniibergestellt.

Die Geometrie des endverfeinerten Modells ist von guter Qualitdt. Die RMS-
Abweichungen liegen zumeist etwas iiber den Standard RMS-Werten (Engh and
Huber, 1991). Die Standardwerte stammen von Strukturdaten von Kleinmole-
kiilen, die eine geringere Variationsbreite der stereochemischen Parameter auf-
weisen als hochaufgeloste Proteinrontgenstrukturen (Validation-Network (1998),
siehe Abschnitt 2.2.3). So wird z.B. fiir den Torsionswinkel w eine Standardabwei-
chung von 6° statt der bisher verwendeten 3° vorgeschlagen.

Da die hohe Auflésung eine sehr prazise Bestimmung der Atompositionen
zuliefs, konnte mit weniger strengen stereochemischen Restriktionen verfeinert
werden, was zwangsldufig zu grofleren Abweichungen von den Standardwerten
tiihrte. Diese Gewichtung zwischen den stereochemischen Restriktionen und den
gemessenen Rontgentermen wurde bereits im Abschnitt zur Strukturverfeine-
rung (4.1.9) diskutiert.

Die Qualitdt der Positionen der Atomkoordinaten ist am Beispiel der in Abbil-
dung 4.12 dargestellten hochkonturierten Elektronendichten illustriert.

Die einzelnen Atome lassen sich in der Elektronendichte gut lokalisieren, was
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Tabelle 4.10: Charakteristische stereochemische Grofien der endverfeinerten 3D-

Struktur der R-ADH-Lb. Verglichen sind die vorgegebenen Standardabweichun-
gen oz(j) (Engh and Huber, 1991) mit den RMS-Abweichungen des endverfei-

nerten Modells von den idealen Geometriedaten. Die Werte wurden als Qua-

dratwurzeln der mittleren Abweichungsquadrate (Z]’:de“l -7 JN{ odell)2 quf Basis

des Endmodells und der vorgegebenen Idealwerte Z;:de“l einer stereochemischen
Observablen berechnet. Die Daten stammen aus REFMAC.

stereochemische Grosse 07(j)

realer RMS-Wert
CCP4 CNS SHELX

interatomare Abstinde:

1,2-Absténde (Bindungslangen) [A] 0.020
1,3-Abstande (Maf3 fiir die Bindungswinkel) 0.040
[A]

1,4-Abstande (Mafs fiir die Torsionswinkel) 0.050
[A]

Chirales Volumen [A3] 0.150
Kontakte zwischen nichtgebundenen Atomen:
Wechselwirkungen tiber eine Torsion vermit- 0.300
telt [A]

Wechselwirkungen tiiber mehrere Torsionen 0.300
vermittelt [A]

planare Gruppen:

Torsionswinkel (w = 180°) [°] 3.0
Planaritdt der Peptidbindung (255 Gruppen) 0.030
[A]

Planaritat der Aromaten (23 Reste) [A] 0.020
Korrelation der Temperaturfaktoren:

1,2-Nachbarn (Hauptkette) [A2] 2.000
1,3-Nachbarn (Hauptkette) [A?] 3.000
1,2-Nachbarn (Seitenkette) [A2] 2.000

1,3-Nachbarn (Seitenkette) [A2] 3.000

0.042
0.060

0.042

0.364

0.178

0.318

6.2

0.035

0.021

3.643

5.124

4.663
6.066

0.051
0.063

0.075

0.247

0.193

0.295

6.2

0.037

0.024

2.233

3.036

4.587
5.789

0.029
0.048

0.047

0.279

0.174

0.292

6.1

0.033

0.020

2.503

4.239

4.410
5.620
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Abbildung 4.12: 2F, F,-Elektronendichten der Reste His186 und Phe242 bei 4o.
Die Abbildung wurde mit BOBSCRIPT und RENDER erstellt.

eine sehr genaue Bestimmung der Koordinaten bei atomarer Auflosung zuliefs.
Desweiteren lassen sich die Atomtypen, wie z.B. die C- und N-Atome vom Imi-
dazolring in His186, in der Elektronendichte voneinander unterscheiden. Dieses
Beispiel veranschaulicht die ,Korrektheit” der hochaufgelosten Struktur der R-
ADH-Lb.

Die Verfeinerung mit den drei Programmpaketen wurde unter Anwendung
stereochemischer Beschrankungen durchgefiihrt, die nicht fiir alle Protokolle
vollkommen transparent und justierbar waren. Somit ist die Beurteilung und ein

Vergleich der Verfeinerungsprotokolle und der Verfeinerungsergebnisse limitiert.

Ramachandran-Diagramm Das Ramachandran-Diagramm (Ramachandran
and Sasisekharan, 1968) veranschaulicht die Korrelation zwischen den Torsi-
onswinkeln ® und ¥ der Proteinhauptkette. Es gilt als bester Indikator fiir die
,globale Korrektheit” einer Struktur, da die Hauptkettentorsionswinkel wéhrend
der Verfeinerung normalerweise beschrankt werden (Validation-Network, 1998).

Die Winkel werden nach sterisch giinstigen (erlaubten) bis sterisch ungtinstigen
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(verbotenen) Winkelbereichen differenziert. Eine Ausnahme bildet nur Gly, das
wegen seiner kleinen Seitenkette sterisch sehr flexibel ist.

Die Auftragung in Abblidung 4.13 unterstreicht die gute stereochemische Qua-
litat des Strukturmodells. Alle Nicht-Gly- und Nicht-Pro-Aminosduren liegen in
erweitert erlaubten Regionen. Die Statistik der Torsionswinkelverteilung ist in
Tabelle 4.11 zusammengestellt.

Die Darstellung stammt von der mit SHELX-97 endverfeinerten Struktur. Die

Statistiken sind fiir die anderen Strukturmodelle dquivalent.

~b

~b

—
-1354" _"_I "_F -
5

® (deg)

Abbildung 4.13: Ramachandran-Diagramm der mit SHELX-97 verfeinerten 3D-
Struktur der R-ADH-Lb erzeugt mit PROCHECK. A, B, L: giinstige Regionen, a,
b, 1, p: erweitert erlaubte Regionen, ~a, ~b, ~1, ~p: grofizligig erlaubte Regionen,

Glycine sind als Dreiecke dargestellt.

Luzzati-Diagramm Ein géngiges Mittel, um am Ende der Rontgenstrukturana-

lyse eines Proteins die mittleren Fehler der Atomkoordinaten abzuschitzen, ist
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Tabelle 4.11: Statistik der @/W¥-Torsionswinkelverteilung (Ramachandran-
Diagramm). Die Statistik wurde mit dem Progamm PROCHECK fiir die mit
CCP4 endverfeinerte Struktur berechnet.

AS in erlaubten Regionen [A, B, L] 193  (90.6 %)
AS in erweitert erlaubten Regionen [a, b, 1, p] 20 (9.4 %)
AS in grofiziigig erlaubten Regionen [~a, ~b, ~1,~p] 0 (0.0 %)
AS in verbotenen Regionen 0  (0.0%)
Anzahl Nicht-Gly- und Nicht-Pro-AS 213 (100 %)
Anzahl Gly (dargestellt als Dreiecke) 28

Anzahl Pro 8
Gesamtanzahl der AS 251

die Auftragung des R-Wertes gegen die Auflosung nach ?). Abbildung 4.14 zeigt
exemplarisch das Luzzati-Diagramm der mit SHELX-97 verfeinerten Struktur fiir
alle Reflexe im Bereich zwischen 20 und 0.99 A Auflésung. Die Abbildung enthalt
mehrere statistisch berechnete Kurven fiir verschiedene mittlere Koordinatenfeh-

ler.

Die Auftragung der experimentell bestimmten R-Werte bewegt sich nahezu
durchgingig im Bereich unter 0.15 A fiir den Atomkoordinatenfehler. Lediglich
im Bereich niedriger Auflosung weicht die Kurve zu hoheren Atomkoordina-
tenfehlern deutlich ab. Dies liegt daran, dass die niedrig aufgelosten Reflexe
einen relativ hohen Anteil an Streustrahlung von ungeordneter Materie, wie z.B.
nicht lokalisierter Wassermolekiile, enthalten. Bei den hoch aufgelosten Reflexen
hingegen wirken sich die Ungenauigkeiten der Atomkoordinaten bei der Berech-
nung der |Fiq.| zunehmend stérker aus.

Die R-Werte konnten bei der Verfeinerung bis etwa 1.4 A kontinuierlich verbes-
sert werden. Bei der Hinzunahme der hochaufgelosten Reflexe bis 0.99 A stiegen
die R-Werte wieder an. Das Ansteigen der R-Werte bei hoher Auflosung liegt in
der schlechter werdenden Qualitdt der Rontgendaten von 1.4 A bis zur maxima-
len Auflésung. Fiir die Schale mit der hochsten Auflosung betragt der Ry, -Wert
65.3 % (siehe Tabelle 4.4). Die Festlegung der Hochauflosungsgrenze wurde in
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Abbildung 4.14: Luzzati-Diagramm der mit SHELX-97 verfeinerten 3D-Struktur
der R-ADH-Lb, erzeugt mit SHELXPRO. Die fett gezeichnete Kurve zeigt den
Verlauf des kristallographischen R-Wertes gegen die reziproke Auflosung und
die diinnen Kurven zeigen die Auftragung der mittleren Atomkoordinatenfehler
gegen die reziproke Auflosung. Es wurden samtliche Reflexe im Auflésungsbe-
reich von 20 bis 0.99 A verwendet. Jeder Punkt reprasentiert einen Auflosungs-
bereich mit 2185 (20-3.96 A) bis 12277 (1.02-0.99 A) Reflexen.

Abschnitt 4.1.5 bereits diskutiert.

Temperaturfaktoren und Anisotropie Die Auftragung der mittleren isotropen
Temperaturfaktoren (B) und der mittleren Anisotropie jeder Aminosdaure der
Hauptkette gegen die Sequenzposition legt die starren und beweglichen Ab-
schnitte der 3D-Struktur offen (siehe Abbildung 4.15).

In Abbildung 4.16 ist das Monomer der R-ADH-Lb — mit einer Anfarbung nach
den isotropen Temperaturfaktoren der Aminosduren — gezeigt. Zum Vergleich
ist in Abbildung 4.17 die R-ADH-LDb in einer dhnlichen Orientierung — mit einer
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Abbildung 4.15: Auftragung der mittleren isotropen Temperaturfaktoren (a)
und der mittleren Aniostropie der Hauptkette (b) gegen die Sequenzposition
der 3D-Struktur der R-ADH-Lb. b: Eine mittlere Anisotropie von eins bedeutet
perfekte Isotropie und eine mittlere Anisotropie von null wiirde theoretisch fiir
Atome gelten, die nur in einer Raumrichtung schwingen. Die Abbildung wurde
mit SHELXPRO erstellt. a-Helices sind blau, $-Faltblatter sind griin und die
verbleibenden Sekundarstrukturbereiche sind rot dargestellt.

Anfarbung nach den isotropen Temperaturfaktoren der Atome — dargestellt.

Die Abbildungen zeigen, dass sich einige Bereiche in der Struktur als regide
Gruppen bewegen (z.B. oC und oFG1), d.h. die gerichtete Bewegung der Atome
nicht unabhdngig voneinader ist. Dies macht fiir in sich regide Gebilde wie a-
Helices oder 3-Faltblidtter auch Sinn.

Einen sehr hohen isotropen Temperaturfaktor zeigt das N-terminale Ser, das nicht
tixiert ist und an der Oberfldche des Proteins liegt. Gleiches gilt fiir die beiden a-
Helices Ser40-Val50 (aC), Glu66—Phe80 (aD) und die Loopregion zwischen Ile92-
Lys96 (BD-aE) (siehe Tabelle 4.12).
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Abbildung 4.16: Monomer der R-ADH-Lb nach den mittleren isotropen Tem-
peraturfaktoren der Aminosduren angefarbt (dhnliche Orientierung wie in Ab-
bildung 4.17). Reste mit niedrigen Temperaturfaktoren sind blau (B, = 10%)
und Reste mit hohen Temperaturfaktoren sind rot (B, = 30?) gefdrbt. Die
Abbildung wurde mit MOLSCRIPT und RENDER erstellt.

Die Helices aC und aD befinden sich auf der ,,Aufienseite” des nativen Proteins,
d.h. sie sind zum Losemittel hin gerichtet und sind nicht an der Assoziation der
Monomere beteiligt.

Der flexible Loop zwischen Ile92 und Lys96 liegt in der Spalte des aktiven
Zentrums, ist somit solvenszugénglich und zeigt die strukturelle Anpassungs-
tahigkeit, die zur Bindung von Kosubstrat und Substrat nétig ist. Die hohen

Temperaturfaktoren des Nicotinamidteils des Kosubstrates und das schlecht defi-
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Abbildung 4.17: Monomer der R-ADH-Lb in Ellipsoiddarstellung (dhnliche Ori-
entierung wie in Abbildung 4.16). Je grofier die Elliptizitit ist, desto grofSer ist
die Anisotropie und je grofier die Ellipsoide sind, desto grofier ist der Tempe-
raturfaktor des betreffenden Atoms. Die Atome sind nach den isotropen Tem-
peraturfaktoren angefdrbt. Atome mit niedrigen Temperaturfaktoren sind blau
(Bmin = 10%) und Atome mit hohen Temperaturfaktoren sind rot (B, = 30%)
gefarbt. Die Abbildung wurde mit RASTEP und RENDER erstellt.

nerte Substrat verdeutlichen gleichermafien die Mobilitdt der Struktur in diesem
Bereich.

Den hochsten mittleren isotropen Temperaturfaktor weist Ser141 auf (roter Be-
reich in der Mitte von Abbildung 4.17). Die Aminosdure bildet die Verbindung

zwischen dem (-Faltblatt SE und der Helix 3;5a. Die Aminosdure ist somit in
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keine rigide Sekundérstruktur eingebunden und wird auch nicht durch raumlich
nahe Reste stabilisiert, da sie an der Oberfldche der katalytischen Spalte lokali-
siert ist.

Die beweglichste Region in der Struktur bildet der Bereich von Thr192 bis Ala201
(inkl. der Helices aFG1 und aFG2), die durch eine Schleife an der Oberfldche des
Proteins tiber dem aktiven Zentrum gebildet wird. Dennoch konnte in diesem Be-
reich fiir den hoch aufgeldsten Cryodatensatz eine durchgehende, gut definierte
Elektronendichte lokalisiert und verfeinert werden.

Betrachtet man die Verteilung der mittleren isotropen Temperaturfaktoren der
Hauptkette, so erkennt man deutlich die faltungsbestimmende Funktion der
sieben parallelen (3-Faltblatter, die die niedrigste Mobilitdt aufweisen. Die a-
Helices weisen hingegen eine weitaus hohere Beweglichkeit auf, da sie eher an
der Oberfliche des Proteins liegen. Die weniger mobilen Helices oE, aF und
a sind hauptsdchlich an der Dimerisierung zur Bildung des Homotetramers
beteiligt.

Die Verfeinerung anisotroper Temperaturfaktoren war auf jeden Fall sinnvoll,
da die Aminosduren fiir alle Bereiche der Struktur eine deutliche Anisotropie
aufweisen und eine isotrope Verfeinerung kein korrektes Bild der Mobilitdt der
Reste wiedergeben wiirde (siehe Abbildung 4.15b und 4.17). Verglichen mit den
mittleren isotropen Temperaturfaktoren schwankt die Verteilung der mittleren
Anisotropie der Hauptkette nicht so stark. Sie weist jedoch generell dieselbe
Tendenz wie die Temperaturfaktoren der Hauptkette auf, zeigt also in Bereichen
hoher Temperaturfaktoren eine hohe Anisotropie.

Die Verteilung dieser Werte fiir die Seitenketten entspricht dem oben Beschrie-
benen. Die Temperaturfaktoren sowie die Anisotropie der Seitenketten zeigen
lediglich fiir einzelne Aminosduren mit langen flexiblen Seitenketten — wie Lys
und Arg —, oberflichennahe Aminosédure oder in der katalytischen Spalte gelege-
ne Aminosduren hohe B-Faktoren. In beweglichen Teilen der Struktur zeigen die
Seitenketten im Vergleich zur Hauptkette eine hohere Mobilitat. Abbildung 4.18
illustriert dies beispielhaft fiir einige Aminosdureseitenketten.

Die Atome der Seitenketten weisen in diesen Beispielen eine deutlich ausgeprag-
tere Ellipsoidform auf als die Atome der Hauptkette. Je weiter die Atome der

Seitenkette vom C,-Atom entfernt sind, desto grofier werden die Ellipsoide. Die
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a) b)

<)

Abbildung 4.18: Ellipsoiddarstellung einzelner mobiler Aminosduren. (a): Asp5
(multiple Konformation), (b): Lys131, (c): Glu203 (multiple Konformation). Je
ausgepréagter die Elliptizitit ist, desto grofier ist die Anisotropie und je volumi-
noser die Ellipsoide sind, desto grofier ist der Temperaturfaktor des betreffenden
Atoms. Kohlenstoffatome sind grau, Stickstoffatome sind blau und Sauerstoffa-
tome sind rot gefarbt. Die Abbildung wurde mit RASTEP und RENDER erstellt.

Hauptkette hat demnach die Funktion eines Scharniers, das die Verankerung fiir

die mobilen Seitenketten bildet.

4.1.10.2 Globale Faltung

Das Monomer der tetrameren R-ADH-Lb hat eine parallele o/3-Eindoménen-
struktur (siehe Abbildung 4.19) (Orengo et al., 1994). Sie wird aus sieben paral-
lelen -Strangen sowie elf a- und 3;¢-Helices gebildet. Jedes Monomer kann ein
Molekiil NADP und ein Substratmolekiil binden und enthilt ein halbes Mg?*-
Ion.

Das zentrale g-Faltblatt, das aus den [-Strangen A bis SG besteht, ist links
gewunden und wird auf beiden Seiten von jeweils drei parallelen, ebenfalls links
gewundenen a-Helices flankiert (aC, aB und oG auf der einen und aD, oE und
oF auf der anderen Seite). Drei kiirzere Helices («FG1, aFG2 und 3;c) liegen
etwas abseits von diesem Motiv. Die beiden Helices aFG1 und aFG2 bilden einen
Teil der bereits erwédhnten flexiblen Schleife tiber der Substratbindungsstelle. Die

Helix 3;a bildet den C-Terminus. Die Topologie des Monomers ist schematisch
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Abbildung 4.19: Monomer der R-ADH-Lb. Die Sekundérstrukturelemente sind
mit einer Kennzeichnung versehen. Das Kosubstrat NADP ist als Stab- und
Kugel-Modell und das Mg?*-Ion als Kugel dargestellt. Die Abbildung wurde
mit MOLSCRIPT und RENDER erstellt.

in Abbildung 4.20 dargestellt.

Die aminoterminale Sequenz BA-aB-8B-aC-3C-aD-#D bindet das Kosubstrat
NADP und liegt als Rossmann-Faltung vor (Rossmann et al., 1975). Das Mo-
tiv enthdlt zwischen der aB-Helix und dem (B-Strang einen engen und Gly-
reichen Loop, der fiir dieses Faltungsmuster charakteristisch ist. Das C-terminale
Motiv BD-aE-BE-31pa-aF-fF-aFG1-aFG2-aG-31¢b-4G-319c und die zugehorigen
Loopregionen sind fiir die quarterndre Assoziation und die Substratbindung

verantwortlich.
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Abbildung 4.20: Schematische Darstellung der Faltungstopologie des R-ADH-
LbMonomers. Die Pfeile kennzeichnen die 3-Strange und die Kreise symbolisie-
ren die a-Helices. Die Abbildung wurde mit XFIG erstellt.

Der tiberwiegende Teil der Saf3-Motive formen Supersekundérstrukturen mit
rechtshandiger Geometrie (Brandén and Jones, 1990). Bei diesem Motiv liegt die
Helix, welche die parallelen 3-Strange verbindet, oberhalb der Ebene, die bei
der Betrachtung der Faltblattstrange vom N-Terminus aus erkennbar ist. Wie
in allen strukturell untersuchten SDR-Proteinen bilden die fiinf N-terminalen
Bap-Einheiten bis einschliefllich SF rechshdndige cross over. Das letzte Motiv
BF-aG-pG (mit einer langen Schleife, die aFG1 und aFG2 enthilt) bildet einen
seltenen linkshdndigen cross over. Dadurch entsteht oberhalb des Faltblattes eine
Bindungsstelle fiir die re-Seite des Nicotinamids. Dieser Teil des Kosubstrates
wird bei der Bindung etwas von der Nucleotidfaltung wegbewegt, woraus die
syn-Konformation der glykosidischen Bindung zwischen Ribose und Nicotina-
mid resultiert (Hiilsmeyer et al., 1998).

Neben den schon erwidhnten a-Helices und S-Faltblattern enthilt die R-ADH-
Lb einige kurze 3,y-Helices (siehe Tabelle 4.12). Hinzu kommen die Loops o EGE
(AE), oFBF (AF) und SDcE, die als Typ I 5-Turns bezeichnet werden (Guex and
Peitsch (2000), Venkatachalam (1968)).
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Tabelle 4.12: Sekundérstrukturelemente der R-ADH-Lb. Die Berechnung erfolg-
te mit dem Programm DSSP nach der Methode von Kabsch and Sander (1983).
Die erste Helix wird wie bei allen SDR-Proteinen mit B bezeichnet, um die
Verwandtschaft zur Lactat-Dehydrogenase zu betonen. a: a-Helix, 31¢: 319-Helix,

B: B-Strang.

Sequenzbereich Bezeichnung | Sequenzbereich Bezeichnung
Val8-Ilell BA [le143-Gly145  3jpa
Gly17-Glu28 aB Gly153-Leul’75 oF
Lys32-Gly37 BB Val180-Pro187  F
Ser4(0-Val50 aC Pro193-Asp196 aFGl1
[le56-GIn60 pC Ala201-Met205 oFG2
Glu66-Phe80 aD Pro219-Ala230 oG
Thr85-Asn88 6D Asn232-Ser234  3;b
Thr103-Met128 «E Glu241-Val244 G
Ala135-Met140 gE Tyr248-Ala250  344c

4.1.10.3 Quartdrstruktur und Kristallpackung

Die native Einheit der R-ADH-Lb ist ein Homotetramer mit einer Ausdehnung
von etwa 60 A x 50 A x 40 A. Die vier identischen Untereinheiten sind iiber eine
222-Symmetrie miteinander verbunden (siehe Abbildung 4.21).

Das Homotetramer hat eine lésemittelzugingliche Oberfliche von 29252 A?,
die fiir die Ausbildung von Kristallkontakten zur Verfiigung steht. Bei einer
Gesamtoberfliche des Monomers von 11486 A2 bleiben somit 4131 A? fiir die
Kontaktflachen innerhalb des Tetramers.



Abbildung 4.21: Homotetramer der R-ADH-Lb. Jedes Monomer ist unterschiedlich angefarbt. Monomer A: blau,
B: rot, C: griin, D: gelb. Das Kosubstrat ist als Stab- und Kugel-Modell und die Mg?*-Ionen sind als graue Kugeln
dargestellt. Beide Mg?*-lonen liegen auf der R-Achse. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT und RENDER
erstellt.
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Zur Beschreibung der Kontaktflichen wird im Folgenden das von Rossmann
et al. (1975) eingetiihrte P,Q,R-Koordinatensystem verwendet. Es handelt sich um
ein rechtshdndiges, orthogonales System, dessen Achsen mit der 222-Symmetrie
der Dehydrogenasen in Einklang stehen und dessen Ursprung am gemeinsamen
Schnittpunkt der Achsen im Zentrum des nativen Proteins liegt. Die Monomere
A/B und B/C sind tiber die P-Achse, die Monomere A/C und B/D sind iiber
die Q-Achse und die Monomere A/D und B/C {iber die R-Achse miteinander
verbunden.

In Abbildung 4.21 liegt die P-Achse vertikal, die Q-Achse horizontal und die R-
Achse ragt in die Papierebene hinein, wobei die beiden Mg?*-Ionen genau auf
der Symmetrieachse liegen. Durch die flache Anordnung der vier Monomere zu-
einander werden zwei grofie (P, Q) und eine kleinere Kontaktflache (R) gebildet.

Im Folgenden werden die drei Kontaktfldchen im einzelnen diskutiert.

Kontaktfliche an der P-Achse Die Kontaktflache an der P-Achse wird von den
aG-Helices und den SG-Strangen der beteiligten Monomere A und B bzw. C
und D gebildet. Neben einigen schwachen hydrophoben Interaktionen (Tyr224,
Phe242, Val243, Val244), deren Abstdnde zu den Symmetriepartnern grofier als
4 A sind, bilden mit Phe236 und His215 zwei Aromaten der Symmetriedquiva-
lente ein Cluster.

Die effektivsten Kontakte bilden Wasserstoftbriickenbindungen und Salz-
briicken. Abbildung 4.22 zeigt einen Ausschnitt der Kontaktstelle mit den
intermolekularen Salz- und Wasserstoffbriicken. Sie verbinden fast ausschlieslich
die aG-Helices. Die antiparallelen fG-Strange bilden nur eine Wasserstoftbriicke
zwischen der Hydroxylgruppe von Ser240 und dem Carbonylsauerstoff von
Val243. Fiir weitere Interaktionen sind die Hauptketten der antiparallelen 3G-
Strange der beiden Untereinheiten mit ca. 6-7 A fiir direkte Kontakte zu weit
voneinander entfernt und die Seitenketten sind jeweils ins innere der Monomere
gerichtet. Die Verkniipfung findet {iber fixierte Wassermolekiile statt.

Neben oberflichennahen Wassermolekiilen befinden sich in der Kontaktfliche
eine Reihe von Wassermolekiilen, die keinen Kontakt zur Proteinoberfliche ha-
ben und tief im Inneren der Kontaktfliche gelegen sind. Es ist anzunehmen,
dass diese Wassermolkiile bei der Assoziation der Untereinheiten zwischen den
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Abbildung 4.22: Kontaktstelle an der P-Achse im R-ADH-Lb-Tetramer. Mono-
mer A: blau, B: rot. Das Kosubstrat ist als Stab- und Kugel-Modell und die
Mg?*-Ionen sind als Kugeln dargestellt. Gezeigt sind die intermolekularen Salz-
und Wasserstoffbriicken. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT und RENDER
erstellt.

Monomeren eingeschlossen wurden und einen wichtigen Beitrag zur Bildung der

Quartarstruktur leisten.

Pro Untereinheit umfasst die Kontaktfliche an der P-Achse eine Flache von
1667 A2. Jones and Thornton (1996) diskutierten die GroRe von Kontaktflichen in
Abhéngigkeit des Molekulargewichts der am Kontakt beteiligten Untereinheiten.
Demnach sind die Kontaktfldche an der P- und der Q-Achse (siehe folgender Ab-
schnitt) von der Grofe her typische Kontaktflichen von Homodimeren mit einer
durchschnittlichen Fliche von etwa 1600-1700 A2 bei einem Molekulargewicht
von 27 kDa.
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Kontaktfliche an der Q-Achse Mit einer Fliche von 1715 A? bildet die Kon-
taktflache ander Q-Achse die grofite Kontaktflache zwischen den Untereinheiten
des Tetramers.

Die Assoziation der Untereinheiten wird durch ein Vierhelix-Biindel, das aus je
zwei aE- und aF-Helices aufgebaut ist, beherrscht. Die Assoziation iiber die oE-
Helices wird hauptséchlich tiber intermolekulare Salz- und Wasserstoffbriicken
gewdhrleistet. In Abbildung 4.23 ist die Kontaktfliche mit den intermolekularen
Salz- und Wasserstoffbriicken dargestellt. Zusatzlich zu diesen hydrophilen Kon-
takten werden die beiden aE-Helices iiber starke hydrophobe Wechselwirkungen
mit je zwei Trp108 und Phell8 zusammengehalten.

Abbildung 4.23: Kontaktstelle an der Q-Achse im R-ADH-Lb-Tetramer. Mono-
mer A: blau, C: griin. Das Kosubstrat ist als Stab- und Kugel-Modell dargestellt.

Gezeigt sind die intermolekularen Salz- und Wasserstoffbriicken. Die Abbildung
wurde mit MOLSCRIPT und RENDER erstellt.

Die Vermittlung der Kontakte iiber die beiden aF-Helices kommt durch hydro-

phobe und hydrophile Interaktionen des Proteinriickgrats zustande. Wechselwir-
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kungen zwischen den Seitenketten konnen nur zwischen der Hydroxylgruppe
von Ser168 und dem Sauerstoff der Amidgruppe von Asn156 beobachtet werden,
da sich die Helices mit 3-4 A sehr nahe kommen, so dass die Seitenketten von der

Symmetrieachse abgewandt sind.

Kontakte zwischen Homodimeren sind generell hydrophoberer Natur als Kon-
takte in Heterokomplexen und der Anteil hydrophober Aminosduren inner-
halb der Kontaktflache iiberwiegt (Jones and Thornton, 1996). Dies liegt dar-
an, dass Homokomplex zumeist permanent sind und Heterokomplex nicht,
wobei sich hydrophobe Aminosduren an der Oberfliche nachteilig auswirken
wiirden. Die Kontaktflache an der Q-Achse, und in eingeschriankten Maf$ die
im vorherigen Abschnitt diskutierte Kontaktfliche an der P-Achse, sind so-
mit eher untypische Beispiele fiir Kontakte in Homodimeren. Moglicherweise
hat sich das Homotetramer der R-ADH-Lb wahrend der Evolution aus einem
monomeren oder dimeren Vorlduferprotein gebildet, was durch die Tatsache
unterstiitzt wird, dass SDR-Proteine auch als Homodimere vorkommen (17/-
Hydroxysteroiddehydrogenase: Breton et al. (1996); Drosophila ADH: Benach
et al. (1999); Troponinreduktase: Nakajima et al. (1998)).

Kontaktfliche an der R-Achse Auf Grund der oben erlduterten Geometrie des
Homotetramers (siehe Abbildung 4.21) ist die Kontaktstelle an der R-Achse mit
791 A? die schwichste von den drei Assoziationsflichen.

An der Ausbildung der Kontaktfldche sind keine direkten Kontakte zwischen den
Aminosduren der Untereinheiten beteiligt. Die markanteste Interaktion findet mit
einem durch die C-terminalen Carboxylgruppen und vier Wassermolekiilen ok-
taedrisch koordinierten Mg?*-Ion statt (siehe Abbildung 4.24). Die Koordination
dieser harten Lewis-Sdure Mg®" durch harte Lewis-Basen wie Sauerstoff steht im
Einklang mit der Klassifizierung biologisch relevanter Metallionen (Hughes and
Poole, 1989).

Das Metallion liegt genau auf der Symmetrieachse. Folglich enthilt jedes Mono-
mer ein halbes Mg2+-Ion und das gesamte Tetramer zwei Mg”-lonen.
Zusatzlich wird der Kontakt tiber die R-Achse iiber ein Netz von Wasserstoff-

briicken aus verbriickten lokalisierten Wassermolkiilen vermittelt.
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Abbildung 4.24: Kontaktstelle an der R-Achse im R-ADH-Lb-Tetramer. Mono-
mer A: blau, D: gelb. Das Kosubstrat ist als Stab- und Kugel-Modell und das
Mg?+-Ton ist als Kugel dargestellt. Alle Abstinde in A. Die Abbildung wurde
mit MOLSCRIPT und RENDER erstellt.

4.1.10.4 Markante Bereiche in der Struktur

Die R-ADH-Lb ist ein bakterielles, cytosolisches Protein. Sie enthédlt daher weder
Disulfidbriicken noch ist das Enzym glykosyliert oder anderweitig posttransla-

tional modifiziert.

Multiple Konformationen In der hochaufgelosten Struktur der R-ADH-Lb
wurden 42 Reste (17 % aller Aminosauren) mit multiplen Konformationen lokali-
siert und verfeinert (siehe Tabelle 4.13). Der Anteil an Aminosduren in multiplen
Konformationen ist also nicht zu vernachlédssigen, kann allerdings erst bei ato-
merer Auflosung (< 1.2 A, Sheldrick (1990)) vollstindig detektiert werden. Z.B.
weist die 3D-Struktur vom Protein Crambin bei 0.83 A 30 % aller Aminosiuren
in diskreten Unordnung auf (Stec et al., 1995).

Besonders auffillig ist das gehdufte Auftreten von Met in multiplen Konforma-

tionen. Mit seiner langen, unverzweigten Seitenkette ist Met per se sehr beweglich
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Tabelle 4.13: Reste mit multiplen Konformationen in der 3D-Struktur der R-
ADH-Lb. N: Haufigkeit der AS im Protein, Ny,,,;:: Haufigkeit der AS in multiplen
Konformationen, N,.;: Prozentualer Anteil multipler Konformationen an der
Haufigkeit der AS.

AS N Npuwr N [%] | AS N Npwr  Npe [%]
Ala 25 1 4 Leu 16 3 19
Arg 8 1 13 Lys 17 3 18
Asn 11 2 18 Met 6 4 67
Asp 16 7 44 Phe 10 0 0
Cys 2 0 0 Pro 8 2 25
Gln 6 2 33 Ser 18 3 17
Glu 14 6 43 Thr 18 2 11
Gly 28 1 4 Trp 0 0
His 4 0 0 Tyr 6 1 17
Ile 16 0 0 Val 20 1 5

und kann auf Grund des geringen Dipolmoments keine so starken hydrophoben
Wechselwirkungen, wie z.B. Val und Leu, eingehen. Dennoch ist der Dipol nicht
stark genug, um eine Fixierung iiber Wasserstoffbriicken zu erreichen, wie dies
z.B. bei Lys und Arg moglich ist (Schulz and Schirmer, 1990).

Die Seitenketten der sauren Aminosduren Asp und Glu zeigen ebenfalls eine aus-
gepragte Tendenz zur Bildung multipler Konformationen. Der iiberwiegende Teil
dieser Reste wird durch Wasserstoffbriicken fixiert, da die Anzahl der moglichen
Salzbriicken durch die geringer Anzahl basischer Aminosduren begrenzt ist oder
die Reste nicht in rdumlicher Ndhe zueinander liegen.

In den flexiblen oder in den solvenszuganglichen Bereichen der Struktur treten
auch die weniger flexiblen Aminosduren Gly, Pro oder Tyr in multiplen Konfor-
mationen auf. In Abbildung 4.25 sind einige Beispiele multipler Konformationen
abgebildet.

Im allgemeinen haben die Reste mit multiplen Konformationen hohe Tempera-

turfaktoren und eine ausgepréagte Anisotropie. Das bedeutet, dass ein standiger
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Abbildung 4.25: 2F,F.-Elektronendichte multipler Konformationen der R-
ADH-Lb. a: Elektronendichte von Met140 bei 2.20, b: Elektronendichte von
Asp149 bei 1.90, c: Elektronendichte von Tyr189 und Met205 bei 1.30. Die Ab-

bildung wurde mit dem Programm O erstellt.

Wechsel zwischen den Konformationen stattfindet. Eine Haufung multipler Kon-
formationen konnte in den schon diskutierten Bereichen (siehe Seite 105ff) am
N-Terminus, in der Ndhe des aktiven Zentrums und in der flexiblen Oberflachen-
schleife beobachtet werden. Eine Ausnahme bildet z.B. Met205, das in zwei gut
definierten Konformationen auftritt (siehe Abbildung 4.25c).

Flexible Oberflichenschleife In diesem Bereich der Struktur (Thr192 bis
Ala201) konnten die meisten Reste in multiplen Konformationen lokalisiert wer-
den. Die hohen Werte fiir die isotropen Temperaturfaktoren und die Anisotropie
wurden bereits auf Seite 107 diskutiert. Sowohl fiir die Hauptkette als auch fiir
die Seitenketten konnte, trotz der der relativ geringen Fixierung der Atome,
eine durchgehende Elektronendichte verfeinert und somit alle Reste lokalisiert
werden (siehe Abbildung 4.26).

Abgesehen von Leul98 ist mit einer Konturierung von 1o fiir alle Seitenketten
in der flexiblen Schleife eine Elektronendichte sichtbar. Bei niedrigerer Konturie-
rung (0.6-0.80) konnte auch fiir diese Seitenkette eine interpretierbare Elektro-
nendichte lokalisiert werden.

In einer Reihe von verwandten Proteinen konnte dieser flexible Bereich ebenfalls
gefunden werden (Ghosh et al. (1994), Tanaka et al. (1996b), Tanaka et al. (1996a),
Nakajima et al. (1998), Hiilsmeyer et al. (1998)), wenngleich diese Region in den
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Abbildung 4.26: 2F, F.-Elektronendichte der flexiblen Oberflichenschleife bei
lo. Der gezeigte Bereich umfasst den Bereich von Ile190 bis Glu202. Um die
Ubersicht zu verbessern, wurde auf die Darstellung multipler Konformationen
verzichtet. Die Abbildung wurde mit BOBSCRIPT und RENDER erstellt.

verschiedenen Proteinen eine sehr unterschiedliche Lange mit etwa 12-30 Resten
aufweist (~AS248-AS5280 in Abbildung 4.34).

In der Familie der SDR-Proteine beinhaltet dieser sogenannte ,,Substratbindungs-
loop” ein oder zwei kurze Helices (R-ADH-Lb: oFG1 und oFG2). Fiir die 7a-
Hydroxysteroiddehydrogenase konnte eine substratinduzierte Bewegung nach-
gewiesen werden. Dabei schwingt der gesamte Loop, wie an zwei Scharnieren
aufgehiangt, um bis zu 8.5 A von einer ‘interaktiven’ in eine ‘katalytische’ Form
und umgekehrt. Die Konformationen des tiberwiegenden Teils des Loops bleiben
dabei unverandert (Tanaka et al., 1996b).

Mg?*-Bindungsstellen Die R-ADH-Lb ist—abgesehen von der R-ADH aus Lac-
tobacillus kefir (Sequenzidentitdt: 93 %, Riebel (1996)) — das bisher einzige Enzym
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aus der SDR-Familie, fiir das eine metallionenabhéngige Aktivitidt beschrieben
ist. Die beiden Mg?*-Ionen in der nativen Einheit (Homotetramer) der R-ADH-
Lb befinden sich in einer Kontaktstelle zwischen den Monomeren (siehe Seite 118f
und Abbildung 4.24). Sie haben keinen direkten Kontakt zum aktiven Zentrum
und sind somit nicht direkt an der Katalyse beteiligt. Ihre Bedeutung besteht
in der Aufrechterhaltung der Quartarstruktur, indem sie den Hauptbeitrag zur
Assoziation an der R-Achse leisten. Die an eine tetramere Quartastruktur gekop-
pelte Enzymaktivitat gilt fiir alle Vertreter dieser Gruppe von Enzymen (Reid and
Fewson (1994), Carrea and Riva (1984)).

Werden die Mg?"-Ionen aus dem Protein entfernt, so verliert das Enzym irrever-
sibel seine Aktivitiat, da die R-ADH-Lb nur als Tetramer aktiv ist (Riebel, 1996).
Allerdings kann die Aktivitdt des Proteins alternativ durch Zugabe von Mn?*-
Ionen, das einen dhnlichen Ionenradius hat, aufrechterhalten werden (Robson
and Garnier, 1988). Der Austausch gegen Ca*"-Ionen ist nicht moglich (Riebel,
1996).

Die zweite Gruppe der Dehydrogenasen, die medium chain dehydrogenases (MDR),
enthalten in den meisten Fillen ein Zn?*-Ion im aktiven Zentrum (?), Persson
et al. (1994)). Die long chain dehydrogenases (LDR) bilden die dritte Untergruppe
der Dehydrogenasen und werden durch Eisen aktiviert (Conway et al. (1987),
Inoue et al. (1989)). In keiner dieser beiden Untergruppen wurde eine Beteiligung

von Metallionen zur Bildung der Quartarstruktur beobachtet.

4.1.10.5 Kosubstrat- und Substratbindung

Nach der Verfeinerung der 3D-Struktur der R-ADH-Lb war unklar, ob die ermit-
telte Konfiguration der Kosubstratbindungsstelle und des aktiven Zentrums die
wirklichen Verhiltnisse richtig wiedergibt. Sowohl NADP als auch Acetophenon
zeigten schlecht definierte Elektronendichten und hatten sehr hohe Temperatur-
faktoren (siehe Abbildung 4.27). Eine hohe Mobilitidt des Kosubstrates wird auch
in anderen SDR-Strukturen beobachtet (Hiilsmeyer et al., 1998).

Die Aminosduren im Bereich des aktiven Zentrums sind in der Elektronendichte
gut definiert, jedoch ist bei einer Konturierung von 2.5¢ fiir NADP und Aceto-

phenon keine Elektronendichte mehr zu erkennen. Ein Strukturalignment der



124 Ergebnisse und Diskussion

Nicotinamid

Abbildung 4.27: F,F.-Elektronendichten des katalytischen Zentrums bei 2.5¢.
Die Abbildung wurde mit BOBSCRIPT und RENDER erstellt

R-ADH-Lb mit 3D-Strukturen anderer SDR-Proteine sollte zeigen, ob NADP
und Acetophenon in richtiger Weise in der Bindungstasche angeordnet sind.
Der Ausschnitt der Kosubstratbindungsstelle und des aktiven Zentrums der mit
STAMP alignierten Strukturen ist in Abbildung 4.28 dargestellt.

Neben dem Kosubstrat NAD(P) und dem Substrat zeigt die Abbildung die bei
SDR-Proteinen streng konservierten Aminosduren Ser142, Tyrl55 und Lys159
(R-ADH-LbNomenklatur) (Jornvall et al., 1995). Noch vor der Veroffentlichung
der ersten 3D-Struktur eines SDR-Proteins vermuteten Persson et al. (1991), dass
diese Reste fiir die Katalyse von entscheidender Bedeutung sein kénnten.

Alle Strukturen weisen dieselbe rdumliche Anordnung in diesem Bereich der
Struktur auf. Das Kosubstrat ist in einer gestreckten Konformation gebunden,
d.h. der Adenin- und der Nicotinamidring bilden die beiden Enden der langen
Achse des Kosubstrates. Weiterhin befindet sich der Nicotinamidring in syn-
Konformation, was eine rdumliche Ndhe zwischen der Sdureamidgruppe und
dem Phosphatriickgrat zur Folge hat. Auf die Bedeutung dieser Konformationen

wird spéter noch genauer eingegangen.
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NAD(P)

Q% =
Substra Set
Tyr

Abbildung 4.28: Superposition der NAD(P)-Bindungsregionen bekannter SDR-
Strukturen. Gezeigt sind das Kosubstrat und die Ser-Tyr-Lys-Triade. Die Struk-
turen wurden mit STAMP aligniert. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT und
RENDER erstellt.

NADP und Acetophenon befinden sich in der Struktur der R-ADH-Lb also in der
korrekten Position innerhalb der Bindungstasche, unterstiitzt durch die Tatsache,
dass die hier diskutierte Konfiguration im der katalytischen Spalte durch die
biochemischen Daten (z.B. R-Spezifitit, siehe Seite 129) und mechanistische Uber-
legungen belegt wird (siehe Abschnitt 4.1.10.6). Ausgehend von diesem Ergebnis
wurden alle weiteren Analysen der Kosubstratbindungsstelle und des aktiven

Zentrums durchgefiihrt.

Adenin-Ribose-Teil Die Fixierung des Kosubstrates findet in erster Linie
tiber den Adenin-Ribose-Teil des Kosubstrates statt, der weniger mobil als der

Nicotinamid-Teil ist und stiarker am Protein fixiert ist.
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Die Bindungsstellen an das Protein befinden sich an den Turns 3A-aB, fB-aC,
am C-Terminus von GC und dem mittleren Bereich von «aE. Diese Sekundar-
strukturelemente bilden den ,,Hohlraum”, in dem der Adenin-Ribose-Teil fixiert
wird. Die Wechselwirkungen mit dem Protein sind in erster Linie hydrophober
Natur. Die wichtigsten Reste fiir die Bindung des Adenin-Ribose-Teils sind in
Abbildung 4.29 dargestellt.

-

R38

A90

D62 ’

Abbildung 4.29: Adenin-Ribose-Bindestelle des NADP an die R-ADH-Lb. Die
Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte Linien angedeutet. Die Abbildung wur-
de mit MOLSCRIPT und RENDER erstellt.

Zwischen der Carboxylgruppe des Asp62 und der Aminogruppe des Adenin-
rings wird eine Wasserstoffbriickenbindung gebildet. Diese bei SDR-Proteinen
stark konservierte Aminosdure (siehe Abbildung 4.34) stabilisiert gleichzeitig den
Loop zwischen SC und aD und stellt die dufiere Begrenzung der hydrophoben
Bindungstasche dar.

Der Adeninring ist eingeschlossen zwischen den Seitenketten von Arg38 und
Ala90, die tiber hydrophobe Interaktionen mit dem Imadazolring interagieren.

Daneben gibt es noch eine Reihe weiterer Wasserstoffbriicken, die in Abbildung
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4.29 durch gestrichelten Linien angedeutet sind und fiir die Fixierung der Ribose

sorgen.

Phosphatriickgrat Wie in allen bekannten 3D-Strukturen enthélt die R-ADH-Lb
das charkteristische Gly-reiche Motiv GXXXGXG (Gly13-Gly19) des N-Terminus
in einem Turn zwischen BA und aB. An dieser Stelle wird der Pyrophosphatteil
des Kosubstrates gebunden. Ein Teil dieser Sequenz ist in Abbildung 4.30 gezeigt.

G17

Abbildung 4.30: Bindestelle des Pyrophosphatteils des NADP an die R-ADH-Lb.
Die Wasserstoftbriicken sind als gestrichelte Linien angedeutet. Wassermolekiile
(OW) sind als rote Kugeln dargestellt. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT
und RENDER erstellt.

Zusatzlich zu den Interaktionen tiber Wasserstoffbriicken mit dem Proteinriick-
grat findet eine Stabilisierung des Phosphatriickgrats tiber mehrere Wasserstoff-
briicken mit lokalisierten Wassermolekiilen statt.

Nicotinamid-Ribose-Teil FEin Netzwerk aus sechs Wasserstoffbriicken hilt den
Nicotinamid-Ribose-Teil des NADP fest. Dieses Muster unterscheidet sich nur

unwesentlich von der Fixierung in anderen SDR-Proteinen. Zusétzlich wird der
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Nicotinamidring durch eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Stickstoff der Sdu-
reamidgruppe und dem Phosphatriickgrat in der syn-Konformation verankert
(siehe Abbildung 4.31).

K159

N89

Abbildung 4.31: Nicotinamid-Ribose-Bindestelle des NADP an die R-ADH-Lb.
Die Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte Linien angedeutet. Wassermolekiile
sind als rote Kugeln dargestellt. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT und
RENDER erstellt.

Kosubstratspezifitit Alle biochemisch bisher untersuchten SDR-Proteine zei-
gen eine eindeutige Spezifitit entweder fiir NAD oder fiir NADP. Fiir die Be-
vorzugung von NAD oder NADP wird im wesentlichen die Rolle von drei
Aminosduren postuliert (Tanaka et al. (1996a), siehe Tabelle 4.14).

Fir die R-ADH-Lb sind dies die Aminosauren in den Positionen 16, 37 und
38 in unmittelbarer Nahe der Adeninribose. Demnach sollte sich fiir NADP-
bevorzugende Proteine in Position 16 ein Lys oder ein Arg befinden, was fiir
die R-ADH-Lb nicht zutrifft, da sich an dieser Stelle ein Leu befindet. Fur die
Positionen 37 wird fiir NAD-bindende Proteine ein Asp und fiir NADP-bindende
eine kleine Aminosdure - bei der R-ADH-Lb ein Gly - erwartet. Position 38 sollte
bei NADP-Bevorzugung ein Arg - das auch in der R-ADH-Lb gefunden wird -
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Tabelle 4.14: Reste, die die Kosubstratspezifitdt der SDR-Proteine beeinflussen
(Postulat). Die Nummerierung der Aminosduren entspricht der Nomenklatur
der R-ADH-Lb. Die nach Tanaka et al. (1996a) fiir die Bevorzugung entschei-
denden Reste sind in Spalte zwei und drei und die in der R-ADH-Lb an der
angegebenen Position gefundenen Reste in Spalte vier aufgelistet. Nahere Erlau-

terungen im Text.

Position NAD-abhéngig NADP-abhédngig R-ADH-Lb
16 variabel (auch basiche AS) Lys/Arg Leu
37 Asp kleine AS Gly
38 hydrophobe oder basische AS Arg Arg

stehen. Allerdings wird auch in einer Reihe von NAD-bindenden Proteinen an
dieser Stelle eine basische Aminosadure beobachtet. Folglich kann davon ausge-
gangen werden, dass die eigentlich entscheidende Aminosaure in Position 37 zu
finden ist (Jornvall et al., 1995).

Durch den Austausch von Gly37 (NADP-abhiangige R-ADH-Lb) gegen Asp
konnte die Kosubstratspezifitat gedndert werden (NAD-abhidngige R-ADH-Lb)
(B. Riebel, personliche Mitteilung).

Substratbindung Die Bindestelle des Substrates liegt in einer langen mit Lo-
semittel gefiillten Spalte, die durch Teile von D, SE und SF ausgekleidet und
durch die flexible Loopregion mit den Helices «FG1 und aFG2 zum Medium hin
verschlossen wird. Trotz der hohen Diversitiat unter den SDR-Proteinen in diesem
Bereich, befinden sich einige konservierte Sequenzabschnitte in der Substratbin-
dungstasche (siehe Abbildung 4.34). Dazu zdhlen die Aminosduren Ile92-Lys96,
Met140-Leul52, Tyr155, Lys159 und Val185-Tyr189.

Die rdumliche Anordnung des Substrates im aktiven Zentrum ist in Abbildung
4.32 veranschaulicht. Das Protein weist in diesem Bereich eine ausgepragte hy-
drophobe Oberfliche auf, die den aromatischen Rest des Acetophenons — oder
eine lange aliphatische Kette bei einem anderen Substrat — festhalt.

Die vorliegenden Strukturdaten der R-ADH-Lb zeigen, dass auf Grund sterischer
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Acetophenon

Abbildung 4.32: Oberfliche des aktiven Zentrums der R-ADH-Lb. Die Ober-
flache ist elektrostatisch gefarbt. rot: positive Ladung, blau: negative Ladung.
Das NADP und das Acetophenon sind als Stabmodell dargestellt. Die Abbildung
wurde mit BRAGI erstellt.

Hinderung der zweite Rest des Substrates eine Methylgruppe sein muss, da
sich die Seitenketten von Ile143 und Tyrl89 in direkter raumlicher Ndhe zur
Methylgruppe des Acetophenons befinden. Der Benzolring des Acetophenons
wird durch Atome der Seitenketten von Ala92, Tyrl55, Leul94 und Met205
in der fiir die Katalyse notwendigen Position stabilisiert. Das Substrat kann
folglich nur in einer Orientierung binden und die Reduktion verlduft streng R-
stereospezifisch. Im Fall der Oxidation akzeptiert die R-ADH-Lb dementspre-
chend nur R-Alkohole.

Die oben genannten Aminosdurereste sind somit potentielle Kandidaten fiir
Mutagenesestudien mit dem Ziel der Anderung oder Erweiterung des Substrat-
spektrums der R-ADH-Lb.
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4.1.10.6 Reaktionsmechanismus

Der im Folgenden diskutierte Reaktionsmechnismus beruht auf einem Reaktions-
modell von Tanaka et al. (1996a). Ausgehend von NADPH und einem Keton (z.B.
Acetophenon) soll die Reduktion des Substrates zu einem sekundéren R-Alkohol
beschrieben werden.

Die Katalyse wird durch die Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppe
des Tyr155 durch den Carbonylsauerstoff des Substrates eingeleitet. Der Uber-
gangszustand wird durch eine Reihe von Wasserstoffbriicken stabilisiert (siehe
Abbildung 4.33).

-~ Nicotinamic

Adenin

Y155

Abbildung 4.33: Aktives Zentrum der R-ADH-Lb. Gezeigt ist die katalytische
Triade (Ser, Tyr, Lys), das Substrat Acetophenon und das Kosubstrat NADP. Alle

Abstinde zwischen den Atomen sind in Aangegeben. Die Abbildung wurde mit
MOLSCRIPT und RENDER erstellt.

Eine besondere Rolle kommt dabei der Hydroxylgruppe von Serl42 zu, die
sowohl die negative Ladung der phenolischen Hydroxylgruppe von Tyrl55
stabilisiert als auch das Substrat in der fiir den Hydridtransfer erforderlichen

Position fixiert. Eine Interaktion zwischen der Aminogruppe von Lys159 und
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der Hydroxylgruppe von Tyrl55 scheint fraglich zu sein, da der Abstand fiir
eine gerichtete Interaktion zu grof§ ist (Ghosh et al., 1994). Diesem Rest kommt
wahrscheinlich eher die Aufgabe der Fixierung des Nicotinamid-Ribose-Teils des
Kosubstrates wiahrend der Katalyse zu.

Im zweiten Schritt der Reaktion wird vom C4-Kohlenstoff des Nicotinamidrings
das pro-S-Hydrid — von der Si- oder B-Seite des Nicotinamidrings — auf den
Carbonylkohlenstoff des Substrates (in Abbildung 4.33 Acetophenon) transferiert
und ein Proton aus dem Losemittel auf die Hydroxylgruppe des Tyrl55 tibertra-
gen. Diese pro-S-Stereospezifitit ist charakteristisch fiir alle SDR-Proteine (Jérn-
vall et al., 1981) und korreliert mit der Gleichgewichtskonstante der Alkohol-
Carbonyl-Redoxreaktion (Oppenheimer and Handlon, 1992). Leicht reduzier-
bare Carbonylverbindungen, wie a-Ketoaldehyde oder a-Ketosduren, verwen-
den das pro-R-Proton, wihrend schwer reduzierbare Carbonylverbindungen,
wie (3-Ketosduren oder Ketone, das pro-S-Proton verwenden (Oppenheimer and
Handlon, 1992). Diese, fiir einfache Substrate giiltige Korrelation, liefert einen
funktionellen Hinweis auf das biochemisch charakterisierte Substratspektrum
der R-ADH-Lb (Riebel, 1996).

Bisher konnte nicht gekldrt werden, ob die Reaktion — wie beschrieben — in
zwei Schritten ablduft, oder die Abstraktion des Protons durch den Carbonyl-
kohlenstoff des Substrates und der Hydridtransfer simultan ablaufen. Durch die
Strukturdaten kann keine der beiden Alternativen ausgeschlossen werden.

Fiir den Fall der Oxidation lduft die Reaktion in umgekehrter Reihenfolge der
oben beschriebenen Schritte ab.

Biochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass das pH-Optimum fiir die
Reduktion etwa bei pH 6.5 und fiir die Oxidation etwa bei pH 8.0 liegt (Riebel,
1996). Der pKg-Wert einer phenolischen Hydroxylgruppe eines Tyr liegt bei 10.1
(Dawson et al., 1969). Dies wiirde eine nahezu vollstindige Protonierung der
phenolischen Hydroxylgruppe am pH-Optimum der Oxidation bedeuten. Mog-
licherweise kann die Aminogruppe der Seitenkette von Lys159 einen Einfluss auf
den Protonierungsgrad der phenolischen Hydroxylgruppe des Tyr155 ausiiben,
also den pKgs-Wert senken.

Desweiteren befindet sich die hoch konservierte Aminosdure Asn113 in der Néhe

des aktiven Zentrums. Die Seitenkette ist auf der vom aktiven Zentrum abge-
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wandten Seite von Tyrl55 und Lys159 lokalisiert. Ihr Einfluss auf die Katalyse
ist unklar, da der minimale Abstand zwischen dem Amidstickstoff und der
phenolischen Hydroxylgruppe des Tyr155 mit 5.52 A bzw. der Aminogruppe des
Lys159 mit 4.63 A fiir eine starke Interaktion zu grof ist.

Tyr155 und Lys159 liegen auf der ,Innenseite” der Helix oF, die die Assoziation
der Monomere der R-ADH-Lb iiber die Q-Achse vermitteln (siehe Seite 116). Uber
diesen Kontakt werden die strukturellen Anderungen im aktiven Zentrum bei
der Substratbindung auf das korrespondierende Monomer {iibertragen (Ghosh
et al., 1994). Auf diese Weise konnen die Substratbindungseigenschaften sowie
die Aktivitat des zweiten Monomers beeinflusst (induced fit) und ein kooperativer

Effekt auf die Katalyse erzielt werden.

4.1.10.7 Strukturvergleich mit anderen SDR-Proteinen

Proteine zeigen auf der Ebene der Tertidrstruktur in vielen Bereichen eine ho-
he Homologie, obwohl die divergente Evolution auf der Sequenzebene bereits
viele Ahnlichkeiten entfernt hat. Hier zeigt sich, dass die Tertidrstruktur in der
Regel die hoher konserviertere Ebene ist als die Aminosduresequenz. Dies trifft
ganz allgemein auf die NAD(P)-abhdngigen Dehydrogenasen (neben SDR- auch
MDR- und LDR-Proteine) zu, die in der Rossmann-Faltung (Rossmann et al.,
1975) ein gemeinsames Nucleotidbindungsmotiv bei geringer Sequenzidentitat
haben. In anderen Bereichen der Struktur weisen die SDR- mit den MDR- und
LDR-Proteinen so gut wie keine strukturellen Ahnlichkeiten auf und gehoren zu
verschiedenen Faltungsklassen (Ghosh et al., 1991). Das Vorhandensein dieses
gemeinsamen Faltungsmotivs bei evolutiv derartig verschiedenen Proteinen ist
ein Beispiel fiir die konvergente Evolution von Proteinfamilien.

Die Gruppe der SDR-Proteine, die etwa 50 verschiedene Enzyme umfasst, er-
streckt sich iiber mehrere EC-Klassen, den Oxidoreduktasen (EC 1.), Lyasen
(EC 4.) und Isomerasen (EC 5.) (Jornvall et al., 1995). Ihre Sequenzidentititen
schwanken zwischen 12 und 58 %, im Durchschnitt betrdgt die Identitdt 25 %,
was einen gemeinsamen Ursprung mit evolutiver Divergenz andeutet. In Tabelle
4.15 sind die Homologien auf Priméar- und Tertidrstrukturebene der verglichenen
SDR-Proteinstrukturen zusammengefasst.
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Abbildung 4.34 zeigt das multiple Sequenzalignment strukturell aufgekldrter
SDR-Proteine und die jeweiligen Sekundéarstrukturbereiche. Alle alignierten
Strukturen weisen kleine RMS-Werte sowie eine grofSe Anzahl strukturalignierter
Aminosduren auf und zeigen identische Muster von Sekundérstrukturen (siehe
Seite 110ff). Dies deutet auf die Zugehorigkeit zu einer gemeinsamen Faltungsfa-
milie (SCOP-Nomenklatur, Murzin et al. (1995)) hin. Lediglich in einigen Regio-
nen aufierhalb der konservierten Sekundéarstrukturbereiche finden sich grofiere
Unterschiede, die somit keinen Einfluss auf die globale Faltung haben. In Abbil-
dung 4.35 wird dies an Hand der Superposition einiger bekannter SDR-Proteine
veranschaulicht.

Die markanteste strukturelle Variabilitit zeigen die alignierten SDR-
Proteinstrukturen im C-terminalen Bereich. Dazu gehoren die flexible Sub-
stratbindungsschleife (oberer Bereich in Abbildung 4.35) und der C-Terminus
(oben rechts in Abbildung 4.35), der in einigen SDR-Proteinen weit in das Innere
einer symmetriedquvalenten Untereinheit hineinragt (Ghosh et al., 1994). Dieser
Bereich ist fiir die Substratbindung und die Katalyse zustdndig und weist auch in
der Primérstruktur nur geringe Ubereinstimmungen auf (siehe Abbildung 4.34).
Dies erklart das weite Substratspektrum der SDR-Proteine, die u.a. Methanol,
Glucose, Steroide oder Prostaglandine umsetzen kdonnen.

Streng konserviert ist die katalytische Triade mit Ser142, Tyr1l55 und Lys159,
wobei die beiden letztgenannten Reste das Motiv YXXXK bilden. Diese Kon-
figuration im aktiven Zentrum lasst fiir die SDR-Proteine einen gemeinsamen
Reaktionsmechanismus vermuten (siehe Seite 131ff).

Der N-terminale Bereich (mittlerer Bereich in Abbildung 4.35) mit der Gly-
reichen NAD(P)-Bindestelle ist sowohl in der Primér- als auch in der Tertidrstruk-
tur starker konserviert. Hier zeigen sich auch Homologien zu anderen Nucleotid-

bindenden Proteinen, wie bereits diskutiert wurde.



Tabelle 4.15: Primér- und Tertidrstrukturhomologie bekannter SDR-Protein-
strukturen. Fiir jedes Proteinpaar sind in der oberen Zeile die Sequenzidenti-
taten [%] angegeben, in der mittleren Zeile sind die mittleren RMS-Werte der
Co-Atome im 3D-Strukturalignment [A] und in der unteren Zeile die Anzahl
der strukturalignierten Aminosduren. Die Alignments wurden mit STAMP be-
rechnet. radh: R-ADH-Lb, 2hsd: 3a,203-Hydroxysteroiddehydrogenase (Ghosh
etal., 1994), 1lahh: 7a-Hydroxysteroiddehydrogenase (Tanaka et al., 1996b), 1ael:
Troponinreduktase-I (Nakajima et al., 1998), 1cyd: Carbonylreduktase (Tanaka
et al., 1996a), 1ybv: g-Trihydroxynaphtalenreduktase (Andersson et al., 1996),
1bdb: cis-Biphenyl-2,3-Dihydrodiol-2,3-Dehydrogenase (Hiilsmeyer et al., 1998),
1a27: 173-Hydroxysteroiddehydrogenase (Breton et al., 1996), 1b16: DADH (Dro-
sophila) (Benach et al., 1999).

Enzym 2hsd 1lahh 1lael 1cyd 1lybv 1bdb 1a27 1blé6

radh 39.7 300 31.0 314 303 260 256 266
1.04 133 126 141 140 139 147 1.77

219 220 216 207 218 215 180 173

2hsd 358 286 290 272 332 266 226
121 132 142 134 117 139 173

215 217 210 217 217 188 168

lahh 314 327 314 279 231 214
1.30 138 1.13 126 145 192

226 211 226 208 182 182

lael 295 303 316 249 214
118 136 136 1.52 192

217 218 212 185 182

lcyd 292 246 251 211
154 141 158 1.78

216 203 191 166

lybv 281 216 204
1.30 149 1.80

210 176 181

1bdb 281 233
145 1.73

177 163

1a27 253
1.70

170
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Abbildung 4.34: Multiples Sequenzalignment bekannter SDR-Strukturen, er-
stellt mit CLUSTALW und JOY. Unter den Sequenzen sind die mit dem
Programm DSSP nach der Methode von Kabsch and Sander (1983) be-
rechneten Sekundérstrukturen gezeigt. Grofbuchstaben: solvensunzugang-

lich, Kleinbuchstaben: solvenszuganglich, kursiv: positiver ¢-Winkel, Bre-

ve (z.B. P): cis-Peptid, Tilde: Wasserstoffbriickenbindung zu einer an-

deren Seitenkette, fett: Wasserstoffbriickenbindung zu einem Hauptket-

tenamid, unterstrichen: Wasserstoffbriickenbindung zu einem Hauptketten-
carbonyl, rot: a-Helix, griin: (-Faltblatt, braun: 3ip-Helix. 1bl6: a-ADH
(Drosophila), 1a27: 173-Hydroxysteroiddehydrogenase, 1bdb: cis-Biphenyl-

2,3-Dihydrodiol-2,3-Dehydrogenase, 1lybv: A-Trihydroxynaphtalenreduktase,
radh: R-ADH-Lb, 2hsd: 3¢,208-Hydroxysteroiddehydrogenase, lahh: 7a-
Hydroxysteroiddehydrogenase, lael: Troponinreduktase-I, 1cyd: Carbonylre-

duktase. Die Sequenzen sind nach ihrer relativen Ahnlichkeit geclustert.
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C—-Terminus

Abbildung 4.35: Superposition bekannter SDR-Strukturen. Gezeigt ist das
Proteinriickgrat bekannter SDR-Strukturen. blau: R-ADH-Lb, rot: 3¢,205-
Hydroxysteroiddehydrogenase (2hsd), griin: Troponinreduktase-I (1ael), gelb:
Carbonylreduktase (1cyd), hellblau: 7a-Hydroxysteroiddehydrogenase (1ahh).
Zum Erstellen des Strukturalignments und der Abbildung wurde BRAGI ver-

wendet.

4,111 Ausblick

Die vorliegenden 3D-Strukturdaten sind von hoher Qualitdt und konnen fiir wei-
tere detailliertere Analysen beziiglich der stereochemischen Daten von Protein-

strukturen verwendet werden. Die Anzahl makromolekularer Strukturen dieser
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Groenordnung mit einer Auflosung besser als 1 A ist bisher noch begrenzt, um
allgemeingiiltige Aussagen treffen zu konnen (siehe Abschnitt 2.2.3).
Wiinschenswert wiére eine eingehendere Untersuchung der Substratbindungs-
stelle, des aktiven Zentrums und der Substratbindungsstelle. Hierfiir ist die er-
neute Kristallisation eines terndren Komplexes notwendig, in dem das Kosubstrat
und das Substrat bzw. der Inhibitor effektiver gebunden sind. Dadurch kénnten
zusétzliche Informationen, wie z.B. eine genauere Bestimmung der Distanzen im
aktiven Zentrum, erzielt werden, um schliefllich den postulierten Reaktionsme-
chanismus zu {iiberpriifen. Zusétzlich sind weitere Mutagenesestudien notwen-
dig, um beispielsweise die Rolle von Asn89 oder Asn113 fiir die Katalyse zu kla-
ren. SchlieSlich sollten einige Mutanten fiir eine umfassende Untersuchung der
strukturellen Auswirkungen der Aminosdureaustausche kristallisiert werden.
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4.2 Die D-AO-Tv

4.2.1 Ausgangsbedingungen

Die strukturelle Untersuchung der D-AO-Tv wurde in Kooperation mit Frau
Martina Miiller (Arbeitsgruppe von Lutz Fischer an der TU Braunschweig)
durchgefiihrt. Dabei fiel der Kooperationspartnerin die Aufgabe der Fermenta-
tion, Aufreinigung und biochemischen Charakterisierung des Proteins zu.

Die oben aufgefiihrten Arbeitsschritte sind in der Dissertaion von Frau Miiller

zusammengefasst (Miiller, 2000).

4.2.2 Aufreinigung

Vorgereinigte Enzymchargen wurden von der Kooperationspartnerin zur Ver-
tiigung gestellt. Durch ein SDS-PAGE mit nachfolgender Silberfarbung konnte
die Reinheit auf ca. 80-90 % abgeschitzt werden. Das hier verwendete Protokoll
der Aufreinigung umfasste einen in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Reinigungs-
schritt mit einer Anionenaustauschersédule. Der verwendete Anreicherungsschritt
erbrachte eine fiir die Kristallisation ausreichende Reinheit des Enzyms. In Ab-
bildung 4.36 sind die Fraktionen der D-AO-Tv vor und nach dem Chromatogra-
phieschritt im SDS-PAGE dargestellt.

Das SDS-PAGE zeigt, dass nach dem Anreicherungsschritt die D-AO-Tv bei
apparenten 40 kDa eine Reinheit von ca. 95 % aufweist, was fiir eine erfolgreiche
Kristallisation des Proteins ausreichend war.

Anschlieffend wurden die aufgereinigten Proteinproben vereinigt, aufkonzen-
triert und bei 4°C gelagert. Die Proteinproben lieflen sich dabei auf eine Kon-
zentration von maximal 7 mg/ml anreichern. Die mittlere spezifische Aktivitat
der verschiedenen verwendeten Proteinchargen betrug (22.2 + 3.3) U/mg. Das
Protein verlor in fiinf Monaten ca. 50 % seiner Aktivitat, was auf die Anwesenheit
einer Protease zuriickzufiihren war, die in den aufgereinigten Proteinfraktionen
nachgewiesen werden konnte. Durch Zugabe eines universellen Proteaseinhibi-
torcocktails (3 mM EDTA, 35 ug/ml PMSE 0.7 ug/ml Pepstatin A und 0.5 pg/ml
Leupetin, Bollag et al. (1996)) zum Standardpuffer (siehe Abschnitt 3.2.2) konnte
die Langzeitstabilitdt verbessert werden.
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Abbildung 4.36: SDS-PAGE der D-AO-Tv vor (1) und nach (2) der Anionenaus-
tauscherchromatographie. Pfeil: D-AO-Tv. M: Marker.

4.2.3 Analytik
4.2.3.1 Massenspektren

Das Massenspektrum der D-AO-Tv diente zur Reinheitskontrolle der Proben fiir
die Kristallisation und zur Bestimmung des Molekulargewichts des Proteins.
Dies war deshalb notwendig, weil zu Beginn des Projektes die Sequenz des
Proteins noch nicht bekannt war und somit keine verlafilichen Daten tiber das
Molekulargewicht der D-AO-Tv vorlagen. Abbildung 4.37 zeigt das MALDI-MS
der D-AO-Tv.

Durch das MALDI-Experiment konnte die etwa 95 %-ige Reinheit des Proteins
aus der elektrophoretischen Analyse (sieche Abschnitt 4.2.2) bestitigt werden.
Lediglich die Verunreinigung bei ca. 28 kDa konnte auch hier detektiert werden.
Die Molekulargewichtsbestimmung zeigt, dass der Peak des einfach geladenen
Monomers bei 40.1 kDa dem Holoenzym der D-AO-Tv mit gebundenem FAD
(Apoenzym 39.2 kDa, FAD 0.86 kDa) entspricht. Das genaue Molekulargewicht
der D-AO-Tv konnte durch Klonierung und Sequenzierung der cDNA des D-
AO-Tv-Gens bestimmt werden (Daten nicht gezeigt). Die Schultern am Peak
des einfach geladenen Mutterions entsprechen dem Apoenzym der D-AO-Tv
(ca. 39.2 kDa) bzw. dem Sinapinsdaureaddukt des Holoenzyms (ca. 40.5 kDa).
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Abbildung 4.37: MALDI-MS der D-AO-Tv. Cut off: 1000 Da. Spektrenakkumula-
tion: 60. Externe Kalibrierung gegen Protein A. Der Peak bei 80.2 kDa ist auf das
einfach geladene Dimer der D-AO-Tv zuriickzufiihren, der Peak bei 20.0 kDa
stammt vom zweifach geladenen Monomer und der Peak bei ca. 13.5 kDa en-
spricht dem dreifach geladenen Monomer des Proteins.

Waéhrend der Ionisation kommt es nur zu einer geringen Abspaltung von FAD
vom Enzym. Das Verhiltnis der Peaks von Apo- und Holoenzym spiegelt diese
Tatsache wider und ist auf die feste, jedoch nicht kovalente Bindung des Kosub-
strates FAD an das Enzym (Miiller, 2000) zurtickzufiihren.

4.2.3.2 Dynamische Lichtstreuung

Die Proteinkonzentrationen bei den Experimenten wurden so gewahlt, dass sie
innerhalb des empfohlenen Messbereiches fiir das Gerét lagen und die Anzahl
der gestreuten Photonen pro Sekunde (Count Rate) verwertbare Ergebnisse liefer-
te. Dabei erwies sich eine Konzentration von 0.1 mg/ml als sinnvoll. In Tabelle

4.16 sind die Ergebnisse zusammengefasst.
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Tabelle 4.16: Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuexperimente mit der D-AO-
Tv. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus insgesamt 20 Scans. Die Mole-
kulargewichtsabschitzung erfolgte mit dem Modell der , Vol. Shape Hydration
147-370 kDa”. Der Modus der Auswertung war bimodal.

hydrodynamischer Radius 4.9 nm und 0.2 nm
Polydispersitatsindex 1.1 nm

berechnetes Molekulargewicht 171 kDa und 11.6 kDa
Baseline 1.002

SOS-Error 6.819

prozentuale Anteile der Streuung  96.5 % und 3.2 %

Das berechnete Molekulargewicht der D-AO-Tv entspricht in etwa der Masse
eines Tetramers (4 x 40 kDa) bzw. von zwei Dimeren, die die biologischen Ein-
heiten der D-AO-Tv darstellen. Der Polydispersitdtsindex von 1.1 nm zeigt eine
recht grofie Verteilung des Molekulargewichtes in der Losung an, was bedeutet,
dass der Aggregationsgrad der Probe nicht einheitlich ist. Offenbar hatte diese
unspezifische Aggregation bei der Kristallisation keinen Einfluss, da eine Viel-
zahl der Kristallisationsexperimente erfolgreich verliefen (siehe Abschnitt 4.2.4).
Dennoch kann die Aggregation zu einer relativ schwierigen Kristallisation und
weniger gut-gewachsenen Kristallen mit schlechten Streueigenschaften fiihren.
Fiir das kleinere Molekiil ergibt sich rechnerisch ein Molekulargewicht von
11.6 kDa (siehe Tabelle 4.16). Wie in Abschnitt 4.2.2 erwdhnt, wurde in der
Proteinldsung eine Proteaseaktivitdt nachgewiesen. Es konnte sich bei diesem
Fragment also um ein Fragment der D-AO-Tv handeln. Die Kristallisation wurde
dadurch nicht beeinflusst, da die Kristallisationslosung mit Proteaseinhibitoren
versetzt wurde (siehe Abschnitt 4.2.2).

4.2.3.3 CD-Spektren

Das CD-Spektrum der D-AO-Tv ist in Abbildung 4.38 zu sehen.
Die beiden Spektren weisen deutliche Unterschiede sowohl in Bezug auf die

Intensitit als auch im Kurvenverlauf auf. Dies bedeutet, dass die D-AO-Tv nach



4.2 Die D-AO-Tv 143

10000

]

5000 |-/

—1
aa

deg - cm
dmol

O] [

-5000

10000 bl s T
190 200 210 220 230 240 250

A [nm]

Abbildung 4.38: CD-Spektrum der D-AO-Tv. Die rote durchgezogene Linie zeigt
das Spektrum bei 20°C ohne vorheriges Aufheizen und die blaue gepunktete
Linie das Spektrum bei 20°C nach vorhergehenden Aufheizen der Probe auf
90°C.

dem Aufheizen der Probe auf 90°C und Abkiihlen auf 20°C in einem anderen
Faltungszustand vorliegt bzw. gar nicht mehr zuriickgefaltet wurde. Moglicher-
weise konnte beim Abkiihlen das Kosubstrat FAD nicht mehr gebunden werden.
Da FAD im gefalteten Zustand im Inneren des Proteins eingeschlossen ist (siehe
Abbildung 4.46), trdgt es somit offenbar entscheidend zur Faltung des Proteins
bei.

Da von der D-AO-Tv die Sequenz bekannt ist, wurden — neben der Berechnung
der Sekundérstrukturanteile aus den CD-Spektren — auch Sekundéastrukturvor-
hersagen durchgefiihrt, die auf der Abfolge der Aminosduren beruhen. Deswei-
teren wurden die aus dem gemodellten 3D-Struktur der D-AO-Tv bestimmten
Sekundarstrukturanteile zum Vergleich herangezogen. Die rechnerische Auswer-
tung der Spektren mit den Programmen CONTIN, K2D und SELCON ergaben
die in Tabelle 4.17 zusammengefassten Sekundarstrukturanteile.

Die oben gezeigte Tabelle zeigt fiir die D-AO-Tv einen signifikanten Anteil an «-
Helices und g-Faltblattern, der laut Strukturmodell jeweils bei etwa 25 % liegt.
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Tabelle 4.17: Mittels CD-Spektroskopie ermittelte Sekudarstrukturelemente der
D-AO-Tv. Alle Angaben in %. CONTIN (Referenzdatensatz): 16 native Protei-
ne. SELCON (Referenzdatensatz): nach (Johnson, 1990). Die Vorhersage wurde
mit dem Programm PREDATOR durchgefiihrt. Die Sekudarstrukturanteile der
gemodellten 3D-Struktur wurden mit dem Programm DSSP ermittelt.

Contin K2D SELCON Vorhersage Strukturmodell

a-Helix 35 32 26 19 28
(-Faltblatt 21 12 24 26 21
Rest 43 57 50 55 51

Die mit CONTIN und K2D ermittelten Sekundarstrukturanteile aus den CD-
Spektren sind fiir die a-helikalen Anteile eher zu hoch und fiir die mit K2D
ermittelten - Faltblattanteile eher zu niedrig. Hingegen weisen die mit SELCON
ermittelten Daten und die durch CONTIN ermittelten (3-Faltblattanteile eine sehr
gute Ubereinstimmung mit dem Strukturmodell auf. Obwohl die Bestimmung
der Proteinkonzentration sicher nur ungenau war, konnten die Sekundarstruk-
turgehalte recht genau bestimmt werden.

Die sequenzbasierte Vorhersage liefert ein dhnliches Bild wie die CD-Spektren,
jedoch mit etwas zu geringen Anteilen an a-Helices und etwas zu hohen Anteilen
an (-Faltblattern.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss allerdings berticksichtigt werden, dass
es sich bei der Referenz nur um ein Modell der 3D-Struktur handelt und sich
in der wirklichen Struktur Abweichungen von den hier verwendeten Sekundar-
strukturanteilen ergeben.

Aus dem Habitus der Spektren kann man die Proteine grob in Faltungsklas-
sen einteilen (Greenfield, 1996). Dabei kénnen a+f3-Proteine und «/3-Proteine
durch das relative Verhiltnis der Intensitiaten der Banden bei 222 und 208 nm
unterschieden werden. In a/fB-Proteinen ist die Signal bei 222 nm grofler als
bei 208 nm. Demnach gehort die D-AO-Tv der Klasse der a/3-Proteine an, was
durch das Strukturmodell der D-AO-Tv gestiitzt wird (siehe Abbildung 4.46).
Die Schmelzkurve der D-AO-Tv (siehe Abbildung 4.39) wurde bei 222 nm ge-



4.2 Die D-AO-Tv 145

-8000 5

]

gls -8500 gT.g
NS S
g5 g5
o o
9000 3

-9500

T[°C]

Abbildung 4.39: Schmelzkurve der D-AO-Tv bei 222 nm. Die rote durchgezoge-
ne Linie zeigt die Schmelzkurve der R-ADH-Lb und die blau gepunktete Linie
die erste Ableitung dieser Kurve nach der Temperatur.

messen, da das CD-Spektrum (siehe Abbildung 4.38) bei dieser Wellenldnge das
starkste Signal aufweist und dabei der a-helikale Anteil spektrenbestimmend ist.
Daher ist beim Aufheizen des Proteins bei dieser Wellenldnge auch die deutlich-

ste Verdnderung im Spektrum zu erwarten.

Der Schmelzpunkt ist als der Wendepunkt in der Schmelzkurve definiert. Dieser
liegt bei ca. 49°C (blaue gepunktete Linie in Abbildung 4.39). Dieses Ergebnis
deckt sich nicht mit dem gemessenen Temperaturoptimum der Aktivitdt von
65°C (Miiller, 2000). Moglicherweise liegt dieser Gegensatz in der Natur der
Messmethode. Bei der Schmelzpunktbestimmung durch CD-Spektroskopie wird
nicht direkt die Faltungsenthalpie eines Proteins gemessen, sondern die Verschie-
bung bzw. die Anderung der Interaktionen zwischen den Sekundérstrukturele-
menten mit der Temperatur. Folglich gibt der Schmelzpunkt die Temperatur des
,Aufweichens” der Quartarstruktur wider — d.h. das Homodimer zerfallt in zwei
Monomere, die immer noch aktiv sind — und nicht die vollstindige Entfaltung

des Proteins.
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4,2.4 Kristallisation

Von der D-AO-Tv waren keine Kristallisationsbedingungen bekannt. Zu Beginn
wurden die faktoriellen Tests nach (Jancarik and Kim, 1991) (Crystal Screen,
Fa. Hampton Research) und nach (Cudney et al., 1994) (Crystal Screen 2, Fa.
Hampton Research) verwendet. Desweiteren wurden eine Vielzahl systemati-
scher Ansdtze mit fiir Proteine haufig verwendeten Fillungsmitteln, wie Am-
moniumsulfat, Natriumchlorid, PEG 400, PEG 6000 sowie PEG 6000 mit LiCl,
durchgefiihrt (McPherson, 1990). Die systematischen Ansédtzte dienten in erster
Linie der Bestimmung der Sittigungskonzentration der D-AO-Tv in verschie-
denen Fillungsmitteln in Abhangigkeit vom pH-Wert und der Fillungsmittel-
konzentration. Die allgemeinen Kristallisationsbedingungen entsprachen den in
Abschnitt 3.4.3 dargestellten.

Bei allen durchgefiihrten Ansdtzen wurde dem Tropfen das kompetitiv inhibie-
rende Substratanalogon a-D,L-Hydroxyoktansdure (Miiller, 2000) zugesetzt, da
ein besonderes Interesse bei der Strukturlosung der rdumlichen Anordnung im
aktiven Zentrum gilt. Die Zugabe des Kosubstrates FAD war hingegen nicht
erforderlich, da ein FAD-Molekiil pro Monomer zwar nicht kovalent, jedoch fest
an die D-AO-Tv gebunden ist.

Mit einer ganzen Reihe der oben genannten Fallungsmittel konnte reproduzier-
bares Kristallwachstum beobachtet werden. Die aus diesen Bedingungen opti-

mierten Kristallisationsbedingungen sind in Tabelle 4.18 zusammengefasst.

Die grofiten und am besten geformten Kristalle konnten mit Ammoniumphos-
phat als Fallungsmittel geziichtet werden. Die optimale Kristallisationsbedin-
gung enthielt 2.1 M (NH4),HPOy, 1 % (v/v) Glycerin, 0.1 M Tris/HCl pH 8.2 und
1 uM «a-D,L-Hydroxyoktansdure (siehe Abbildung 4.40). Die erhaltenen Kristalle
waren von bipyramidaler Gestalt und extrem fragil. Sie lieflen sich mit IZIT (Fa.
Hampton Research) sehr gut anfirben (siehe Abbildung 4.41), was auf einen
hohen Losemittelanteil schliefSen 14f3t. Es zeigte sich, dass die Kristallisation nicht
von der Wahl der Methode (sitzender oder hiangender Tropfen) abhing, jedoch
von der Grofie der Tropfen. Mit grofieren Tropfen konnten auch groflere Kristalle
geziichtet werden.
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Tabelle 4.18: Optimierte Kristallisationsansitze der D-AO-Tv. Die allgemeinen
Kristallisationsbedingungen entsprechen den in Abschnitt 3.4.3 dargestellten.
Die Kristallisationsergebnisse haben folgende bei der Dokumentation dieser
Ergebnisse tiblichen Kennzahlen: 2: diffuses Prazipitat; 5: Nadeln; 6: Plittchen;
7: Einkristalle < 0.2 mm; 8: Einkristalle > 0.2 mm.

Fallungsmittel Puffer pH Ergebnis

1 2.1-2.3M (NH4).HPO,, 0.1 M Tris/HCl 7388 5,7,8
1 % Glycerin
2 1.75-2.25 M (NH4),SO4 0.1 M Na,HPO,/KH,PO, 6.0-8.0 7,8

3 32.5 % PEG 400, 0.1 M Imidazol/HCI 6.8-75 2+6,7
0.1-0.3 M CaCl,

4 17-21 % PEG 8000, 0.1 M Tris/HC1 7.0-8.0 2+7
0.2 M Ca(OAc),

Abbildung 4.40: Primitiv tetragonale Kristalle der D-AO-Tv (Raumgruppe
P4;2,2 oder P432;2), gewachsen in 2.1 M (NHy):HPOy4, 1 % (v/v) Glyce-
rin, 0.1 M Tris/HCl pH 8.2 und 1 uM a-D,L-Hydroxyoktansdure. Grofle: ca.
0.2 x 0.2 x 0.6 mm.

Auf Grund der geringen Stabilitdt im Rontgenstrahl und der geringen Streukraft
der Kristalle (siehe Abschnitt 4.2.5) wurde nach einer geeigneten Cryobedingung
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Abbildung 4.41: Primitiv tetragonale Kristalle der D-AO-Tv (Raumgruppe
P4;2,2 oder P432,2), gewachsen in 2.3 M (NHy4)2HPOy, 0.1 M Tris/HCI pH 7.9
und 1 gM «-D,L-Hydroxyoktansdure. Grofse: ca. 0.15 x 0.15 x 0.4 mm. Die
Kristalle wurden mit IZIT (Fa. Hampton Research) angefarbt.

gesucht. Diese sollte starke Strahlenschdden an den extrem fragilen Kristallen
vermeiden und eine Vermessung der Kristalle mit Synchrotonstrahlung zur Ver-

besserung der maximalen Auflésung ermoglichen.

Da die optimale Kristallisationsbedingung kein Fillungsmittel enthielt, das als
Frostschutzmittel geeignet war (Bedingung 1, Tabelle 4.18), musste ein Teil des
Wassers in der Mutterlauge durch Glycerin ersetzt werden. Als optimaler Cryo-
puffer erwies sich folgende Losung: 1.85 M (NH,),HPO,, 40 1 FAD, 1.15 mM
a-D,L-Hydroxyoktansdure, 20 % Glycerin und 20 mM Tris/HCI1 pH 8.0. Fiir den
Austausch der Mutterlauge im Kristall wurden die Kristalle unmittelbar vor der
Rontgenmessung mit einem Cryoloop aus dem Kristallisationsansatz entnommen
und fiir einige Sekunden (3-8 sec) in den Cryopuffer eingelegt. Anschlieflend

wurden die Kristalle im Stickstoffstrahl (100 K) eingefroren und vermessen.
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4.2.5 Rontgendiffratometrie

Die Kristalle der D-AO-Tv erwiesen sich als dufierst instabil im Rontgenstrahl.
Bei 4°C unter Verwendung von Cu Ka-Strahlung (institutsinterner Messplatz:
Nonius Drehanode und Mac Science Bildspeicherplatte) liefs die Streuintensitat
schon nach den ersten Beugungsaufnahmen stark nach und nach einer Strahlzeit
von ca. 20 h streuten die Kristalle gar nicht mehr. Die maximale Auflosung
der Daten lag bei 5 A (Daten nicht gezeigt). Die Daten liefSen sich mit DENZO

indizieren und integrieren:

Kristallsystem primitiv tetragonal (P4;2,2 oder P452,2)
Gitterkonstanten a=b=103.3 A, c=319.3 A
o= /6 =y= 9()°

Nach der Skalierung mit SCALEPACK betrug die Vollstandigkeit des Datensat-
zes 70.1 % mit einem R;,,,,-Wert von 27.7 %.

Zur Sammlung eines vollstandigen und besser aufgeldsten Datensatzes der D-
AO-Tv wurden einige Kristalle mit Synchrotonstrahlung unter Stickstoffkiihlung
(100 K) getestet. Fiir die Messung eines kompletten Datensatzes wurde der
Kristall mit dem grofiten Streuvermogen ausgewdhlt (siehe Abbildung 4.40),
der fiir die Sammlung eines vollstindigen Datensatzes ausreichte. Eine typische
Beugungsaufnahme ist in Abbildung 4.42 gezeigt.

Der Datensatz wurde mit dem Programm DENZO indiziert und integriert. Die
Skalierung erfolgte mit SCALEPACK, wobei die iiberladenen Reflexe ignoriert
wurden.

Es wurden folgende Gitterparameter ermittelt:

Kristallsystem primitiv tetragonal (P4;2;2 oder P432,2)
Gitterkonstanten a=b=97.90 A, c =318.82 A
o= ﬂ == 9(°
In Tabelle 4.19 sind die charakteristischen Daten des Synchrotondatensatzes der
D-AO-Tv zusammengefafst.

Die Qualitat der hochaufgeldsten Daten ist nicht sehr gut, was an dem niedrigen
Signal-Rausch-Verhidltnis und den zunehmenden Strahlenschaden im Kristall
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Abbildung 4.42: Beugungsaufnahme der primitiv tetragonalen Kristalle der
D-AO-Tv. Die Daten wurden mit Synchrotonstrahlung (A = 0.8439 A) an
der Multipol-Wiggler-Beamline BW7B (DORIS-Speicherring) an der EMBL-
Auflenstelle c/o DESY in Hamburg gemessen. Die Detektion erfolgte mit ei-
ner MAR345 Bildspeicherplatte. Messbedinungen: Temperatur: 100 K, Kristall-
Detektor-Abstand: 520 mm, Drehung pro Aufnahme: 1°, Réntgendosis pro Auf-
nahme: 36 000 Units (low bunch mode), maximale Auflosung: 2.65 A, Kollimator-

durchmesser: 0.3 mm.

mit wachsender Messdauer liegt. Dies verdeutlicht der hohe R,,,,-Wert fiir die
hochaufgelosten Reflexe, der auf die hohe Multiplizitdt bei schlechter Daten-
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Tabelle 4.19: Charakteristische Daten des D-AO-Tv-Synchrotondatensatzes.
Der Datensatz wurde an der Beamline BW7B (Multipol-Wiggler), DORIS-
Speicherring am DESY in Hamburg gemessen.

Wellenlange [A] 0.8439
Temperatur der Datensammlung [K] 100

Anzahl Observationen 361300
Anzahl Observationen (I /o7 > 1) 361262
Anzahl unabhingiger Reflexe 41225
Aufldsungsbereich [A] 25-2.75
Multiplizitat 8.8
Multiplizitit (erste Schale [A]) 7.9 (25-6.74)
Multiplizitit (letzte Schale [A]) 9.4 (2.81-2.75)
Durchschnitt I /oy 18.5
Durchschnitt I /oy (erste Schale) 33.0
Durchschnitt I /o7 (letzte Schale) 25
Vollstandigkeit [%] 99.8

Vollstandigkeit (erste Schale) [%] 96.9
Vollstandigkeit (letzte Schale) [%] 100

Rym [%] 9.7
Rym (erste Schale) [%] 4.1
Rgym (letzte Schale) [%] 88.9

qualitdt zuriickzufiihren ist. Die Daten wurden bis 2.75 A verwendet, da in
diesem Auflosungsbereich I/o; noch bei 2.5 lag. Der Datensatz kann im gesamten
Auflosungsbereich von 25-2.75 A als vollstindig angesehen werden.

Dieser Datensatz diente als Grundlage fiir alle weiteren Rechnungen.

4.2.6 Bestimmung der Raumgruppe

Eine exakte Bestimmung der Raumgruppe war allein durch die Skalierung der

Daten nicht moglich, da die systematischen Ausloschungen der Reflexe keine
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eindeutige Zuordnung zuliefien. Es konnte lediglich das Vorhandensein von zwei
Schraubenachsen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 4.20).

Tabelle 4.20: Bestimmung der Raumgruppe: Spezielle Reflexbedingungen und
systematische Ausloschungen des rontgendiffraktometrisch untersuchten Kri-
stalls der D-AO-Tv. Die angegebenen I/or-Werte sind Mittelwerte iiber alle
beobachteten Reflexe, fiir welche die speziellen Reflektionsbedingungen 001 bzw.
h00 gelten.

Schraubenachse Reflektionsbedingung mittlere Intensitdten

P4212 001 = 4n 1#44n: I/o;=04
l=4n: 1I/o;=105
P41/322 h00 =2n h#2n: I/o;=0.8

h=2n: [/o;=85

Eine Unterscheidung zwischen den Raumgruppen P4,2,2 und P4;2,2 war hier
nicht moglich. Es konnte durch eine Analyse der PDB lediglich festgestellt —
jedoch nicht begriindet — werden, dass die Raumgruppe P432,2 bei Proteinront-
genstrukturen anndhernd doppelt so haufig vorkommt wie P4,2,2 (Andersson
and Hovmoller, 2000). Die exakte Symmetrie muss jedoch durch den Molekularen
Ersatz bestimmt werden (siehe Abschnitt 4.2.9).

4.2.7 Test auf merohedrische Verzwilligung

Um den Verzwilligungsgrad des vermessenen Kristalls (siehe Abschnitt 4.2.5) zu
bestimmen, wurde der Service des UCLA-DOE-Servers in Anspruch genommen
(siehe A.2, Yeates (1997)). Der am Synchroton vermessene Kristall war weder

partiell noch perfekt verzwilligt.
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4.2.8 Untersuchungen der Kristallpackung

Die Berechnung der Packungsdichte mit dem Programm MATTHEWS_COEF
(CCP4, 1994) des vermessenen D-AO-Tv-Kristalls erfolgte mit den in Abschnitt
4.2.5 angegebenen Zellparametern, der Raumgruppe P4,2;2, einem Molekular-
gewicht von 40.1 kDa (Holoenzym) und einer Proteindichte von 1.22 mg/ml
(Andersson and Hovmoller (2000), siehe Abschnitt 2.2.2.4). Es wurden zwei
mogliche Losungen berechnet (siehe Tabelle 4.21).

Tabelle 4.21: Mogliche Matthews-Koeffizienten des rontgendiffraktometrisch
untersuchten Kristalls der D-AO-Tv (Matthews, 1968).

Anzahl Dimere in der asymmetrischen Einheit 1 2
Vi [5e] 478 239
Losemittelanteil [%] 67.4 43.8

Da das Enzym im nativen Zustand als Dimer vorliegt (Miiller, 2000), wurde an-
genommen, dass entweder ein oder zwei Dimere in der asymmetrischen Einheit
des Kristalls vorliegen. Nach Matthews (1968) werden fiir Proteine mit einem
Molekulargewicht um 40 kDa V,,-Werte zwischen 1.9 und 3.8 é—z beobachtet.
Der Losemittelgehalt bewegt sich iiblicherweise fiir die moglichen Raumgruppen
zwischen 30 und 70 %. Es wiirden sich demnach zwei Dimere in der asymmetri-
schen Einheit der kristalloraphischen Zelle der D-AO-Tv befinden.

Fiir das Vorhandensein eines Dimers in der asymmetrischen Einheit spricht die
mechanische Empfindlichkeit der Kristalle, die starke Verfiarbung der Kristalle
bei Zugabe von IZIT (Fa. Hampton Research) in die Mutterlauge (siehe Abbil-
dung 4.41) sowie die schwache Streukraft der Kristalle.

Mit Hilfe einer Selbstrotationsrechnung sollte endgiiltig die Anzahl der Dimere

in der asymmetrischen Einheit bestimmt werden (siehe Abschnitt 4.2.9.1).
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4.2.9 Rechnungen zum Molekularen Ersatz
4.29.1 Selbstrotations- und native Pattersonfunktion

Abbildung 4.43 zeigt die graphische Darstellung der mit GLRF erstellten
Selbstrotationsfunktion zur Suche nach zweizdhligen nichtkristallographischen
Achsen. Zur Festlegung eines giinstigen Pattersonradius wurde in X-PLOR
die Molekiilausdehnung des verwendeten Strukturmodells (PDB-Kiirzel: 1kif,
Mattevi et al. (1996)) 69 x 50 x 50 A ermittelt. Um eine moglichst gute Trennung
zwischen den intra- und den intermolekularen Vektoren zu erreichen, wurde
deshalb jeweils ein Pattersonradius von 35 A verwendet. Weitere wichtige

Bedingungen waren:

tiberstrichene Polarwinkelbereiche 0° < ¢ < 180°, 0° < < 180°

Intervallgrofie A¢p =AY =3°

Auflésung 204 A

Anzahl verwendeter Reflexe die hochsten 2944 (13603 Reflexe im Auflo-
sungsbereich)

Von besonderer Bedeutung war die Rechnung fiir x = 180°, wo die 422-Symmetrie
bestitigt und die nichtkristallographischen Achsen lokalisiert werden konnte.
Jeder Peak in Abbildung 4.43 symbolisiert eine Drehachse. In der Mitte der
Darstellung liegt die vierzahlige kristallographische Achse und bei ¢ = 0°, 45°, 90°
usw. (jeweils ¢ = 90°) liegen die zweizédhligen kristallographischen Achsen. Die
schwécheren Peaks bei ¢ = 15°, 30°, 60°, 75° usw. (jeweils ¢ = 90°) sind nichtkri-
stallographische Peaks. All diese Peaks lassen sich durch eine zweizdhlige Achse
innerhalb eines Dimers erkldren.

Eine Kreuzrotationsfunktion (siehe Abschnitt 4.2.9.3) mit einem dimeren Struk-
turmodell liefert zwei Peaks gleicher Hohe — sofern es sich um korrekte Losungen
handelt —, die um 180° gegeneinander gedreht sind, da das Modell immer zwei
Orientierungen annehmen kann. Uberfiihrt man zwei solcher Lésungen ineinan-
der (Programm ROTFUN, Briinger (1992b)), so miissen die Winkel der nichtkri-
stallographischen Peaks in Abbildung 4.43 als Symmetrieoperatoren auftreten.
Es konnten alle oben aufgezdhlten Peaks wiedergefunden werden.

Dies bedeutet, dass ein Dimer in der asymmetrischen Einheit vorliegt; es sei denn,



4.2 Die D-AO-Tv 155

Abbildung 4.43: Stereographische Darstellung der Selbstrotationsfunktion fiir
die D-AO-Tv im direkten Raum. Drehwinkel: £ = 180°. Maximum: 1000. Mittel-
wert: 58.1. Standardabweichung: 65.6.

eine nichtkristallographische Achse liegt parallel zu einer kristallographischen
Achse. Dann wiére diese nichtkristallographische Achse nicht in der Selbstrota-
tionsfunktion zu sehen, da die schwachen nicht kristallographischen Peaks von

den kristallographischen Peaks tiberdeckt wiirden.

Mit einer nativen Pattersonfunktion kann man auch solche nichtkristallographi-
schen Symmetrien sichtbar machen. Dabei wird, neben dem Ursprungspeak,
mindestens ein weiterer Peak in der Pattersonkarte erwartet. In dem hier vor-

liegenden Fall konnte aufler dem Ursprungspeak kein weiterer Peak in der



156 Ergebnisse und Diskussion

Pattersonkarte beobachtet werden.
In der asymmetrischen Einheit des rontgendiffraktometrisch untersuchten D-
AO-TvKTristalls liegt somit ein Dimer vor.

4.2.9.2 Suche nach der Modellsequenz

Die D-AO-Tv gehort der Gruppe der D-Aminosdureoxidasen an. Zu Beginn der
Arbeit war die 3D-Struktur der D-AO aus Schweineniere bekannt (PDB-Kiirzel:
1kif, Mattevi et al. (1996); PDB-Kiirzel: 1an9, Mizutani et al. (1996)). Die durch
eine FASTA-Recherche (Pearson and Lipman, 1988) ermittelte Sequenzidentitt
der D-AO-Tv mit diesem Enzym betrédgt 26.9 %. In der PDB (Bernstein et al., 1977)

ist bisher keine Proteinstruktur mit eine hoheren Sequenzidenditit abgelegt.

4.2.9.3 Kreuzrotations- und Translationsrechnungen

Zur Bestimmung der Kreuzrotations- und Translationsfunktion wurde CNS
(Briinger et al., 1998) und EPMR (Kissinger et al., 1999) verwendet. Als Such-
modell diente die D-AO aus Schweineniere (PDB-Kiirzel: 1kif). Dabei wurde in
verschiedenen Ansitzen sowohl das Monomer als auch das Dimer als Poly-Ala-
Strang (Gly wurden nicht ausgetauscht), als vollstdindiges Modell mit allen Sei-
tenketten sowie als vollstindiges Modell mit allen Seitenketten ohne die Bereiche
mit starken Unterschieden in der Sequenz zwischen der Schweinenieren-D-AO
und der D-AO-Tv verwendet.

Die Rechnungen mit CNS erfolgten in einer getrennten Rotations- und Trans-
lationssuche, wie auf Seite 61f beschrieben. Bei den Rechnungen mit einem
monomeren Suchmodell wurde zunéchst fiir das erste Monomer die Rotation und
die Translation bestimmt und anschlieffend unter Vorgabe dieser Losungen nach
dem zweiten Monomer gesucht.

In der kombinierten Rotations- und Translationssuche mit EPMR (siehe Abschnitt
3.7.2) wurden ebenfalls die verschiedenen Varianten des Suchmodells eingesetzt.
Die Rechnungen wurden jeweils mehrmals wiederholt, wobei die signifikanten
Losungen mehrfach auftreten sollten.

Einige der Losungen wurden minimiert und MD-Simulationen unterzogen. Al-

lerdings ergab keine der Losungen eine interpretierbare Elektronendichte.
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4,210 Strukturmodell der D-AO-Tv

Trotz der geringen Sequenzidentitdt von 26.9 % zwischen der D-AO-Tv und der
D-AO aus Schweineniere kann von einer dhnlichen Faltung der beiden Proteine
ausgegangen werden, da funktions- und strukturbestimmende Sequenz- und
damit auch Strukturbereiche konserviert sind. So sind z.B. die Reste des aktiven
Zentrums oder der Kosubstratbindungsstelle stark konserviert.

Um die Ubereinstimmung zwischen dem Suchmodell und der zu lésenden Struk-
tur der D-AO-Tv zu erhohen, wurde auf der Basis der Struktur der D-AO aus
Schweineniere (PDB-Kiirzel: 1kif, Mattevi et al. (1996)) ein Strukturmodell fiir die
D-AO-Tv berechnet. Die Sequenz der D-AO-Tv ist aus Klonierungexperimenten
bekannt (Daten nicht gezeigt).

Das Modell wurde mittels einer ,halbautomatischen” Strukturvorhersage er-
stellt. Dies bedeutet, dass keine manuelle Modellierung von nichtkonservierten
Loopregionen durchgefiihrt wurde. Insertionen und Deletionen von Resten wur-
den automatisch mit dem Programm MODELLER in das Modell eingebaut und
energieminimiert. Das Sequenzalignment der beiden Proteine wurde manuell
erstellt und korrigiert.

Zunichst wurde unter Verwendung von CLUSTALW ein multiples Sequenzali-
gnment mit sechs verschiedenen D-AO-Sequenzen berechnet (siehe Tabelle 4.22),
um zufillige Ubereinstimmungen in den Sequenzen wirkungsvoller eliminieren
und konservierte Bereiche besser identifizieren zu konnen.

Zur Erstellung eines strukturrichtigen Sequenzalignments wurden basierend auf
dem multiplen Sequenzalignment Insertionen und Deletionen manuell {iiber-
priift. Danach sollten sich keine Insertionen und Deletionen mehr im inneren
des Proteins oder in Sekundérstrukturelementen befinden und nah beeinander
liegende Insertionen und Deletionen sollten vereinigt sein. Abbildung 4.44 zeigt
das mit JOY erstellte strukturrichtige Sequenzalignment der D-AO-Tv mit der
D-AO aus Schweineniere.
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Tabelle 4.22: D-AO-Sequenzen zur Berechnung eines multiplen Sequenz-
alignments. Die angegebenen Sequenzidentititen mit der D-AO-Tv stammen
aus Alignements mit dem FASTA-Algorithmus.

Organismus Sequenzidentitat
D-AO aus Schweineniere (Ronchi et al., 1982) 26.9 %
D-AO aus Fussarium Solani (Isogai et al., 1990) 39.5 %
D-AQ aus Rhodotorula Gracilis (Alonso et al., 1998) 30.8 %
D-Asp Oxidase aus Rinderniere (Negri et al., 1992) 29.7 %

D-AQ aus menschlicher Niere (Momoi et al., 1988) 28.3 %
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Alle Insertionen bzw. Deletionen im strukturrichtigen Sequenzalignment befin-
den sich in solvenszugdnglichen Regionen bzw. in Loopregionen, so dass die
globale Faltung des Proteins erhalten bleibt. Dieses Alignment diente als Einga-
beinformation fiir die Erzeugung des Homologie-Modells mit MODELLER.

Zur Verbesserung der Qualitdt des Strukturmodells der D-AO-Tv wurde an-
schlieflend eine Energieminimierung mit dem Programm AMBER durchgefiihrt.
Die geometrischen Eigenschaften des Modells wurden mit PROCHECK tiber-
priift. Die Verteilung der Torsionswinkel der Hauptkette sind im Ramachandran-
Plot dargestellt (siehe Abbildung 4.45).
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Abbildung 4.45: Ramachandran-Diagramm des energieminimierten Struktur-
modells der D-AO-Tv erzeugt mit PROCHECK. A, B, L: giinstige Regionen, a,
b, 1, p: erweitert erlaubte Regionen, ~a, ~b, ~1, ~p: generell erlaubte Regionen,
Glycine sind als Dreiecke dargestellt.

Die Reste mit verbotenen Torsionswinkeln sind in erster Linie durch den Aus-

tausch von Gly und Pro gegen andere Aminosauren zustande gekommen.
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Eine Uberpriifung daraufhin, ob Teilbereiche des Modells energetisch ungiinstig
sind, erfolgte mit den Programmen VERYFY3D (siehe A.2, Luthy et al. (1992))
und ERRAT (siehe A.2, Colovos and Yeates (1993)). Als problematisch erwiesen
sich solvenszugangliche Bereiche, sowohl in Loopregionen als auch in oberfla-
chennahen (-Faltbldttern. Die besonders problematischen Bereiche des Struktur-
modells sind in Tabelle 4.23 aufgelistet.

Tabelle 4.23: Energetisch ungtinstige Bereiche im Strukturmodell der D-AO-Ty,
ermittelt mit den Programmen ERRAT und VERIFY3D.

Sequenzbereich ~ Sekundérstruktur

Glu 73-Arg 84 Loop

Leu 138—Cys 145 -Faltblatt

Thr 165-Lys 168  (-Faltblatt

Arg 220-Leu 223 Insertion

Gly 290-Val 299  Insertion, 3-Faltblatt

Die energetisch ungtinstigen Bereiche im Modell liegen alle in oberflichenahen,
d.h. solvenszuganglichen Bereichen. Es sollte daher nicht zu einer Verdnderung
der globalen Faltung des Proteins kommen, wenn diese Bereiche falsch gefaltet
sind. Die D-AO-Tv und die D-AO aus Schweineniere haben offenbar einen glei-
chen, strukturell konservierten Kern.

Abbildung 4.46 zeigt das monomere Strukturmodell der D-AO-Tv.

Das Kosubstrat FAD aus der Struktur der Schweinenieren-D-AO konnte unver-
andert in das Modell der D-AO-Tv integriert werden. Diese Beobachtung wird
durch die Sequenzen der Proteine bestitigt, da in beiden Sequenzen die stark
konservierte Dinukleotid-Bindungsstelle vorhanden ist (Wierenga et al., 1983).
Es sind lediglich einige Reste nicht korrekt orientiert, da das Modell ohne das
Kosubstrat berechnet wurde und keine korrekt orientierten Wassermolekiile in
das Modell eingebaut werden konnten.

Die fiir die Substratbindung essentiellen Reste Tyr 243 und Arg 302 (Mattevietal.,
1996) sind im Modell lokalisierbar und in der Ndhe der postulierten Bindungs-
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Abbildung 4.46: Strukturmodell des monomeren D-AO-Tv-Holoenzyms. Das
Modell wurde durch ein Homologiemodelling mit MODELLER berechnet. Das
Kosubstrat wurde aus dem strukturalignierten Modell der D-AO aus Schwei-
neniere tibernommen. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT und RENDER

erstellt.

stelle des Substrates.

Dennoch sollte das Modell als kritisch angesehen werden, da es auf einer Struktur
mit geringer Sequenzhomologie (26.9 %) basiert, die zudem nur bis zu einer
maximalen Auflésung von 2.6 A verfeinert werden konnte. Das Strukturmodell
der D-AO-Tv kann daher nur eine grobe Idee der Faltung des Proteins vermitteln
und soll in erster Linie als verbessertes Suchmodell fiir die Strukturlosung mittels

Molekularem Ersatz dienen.
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4211 Ausblick

Der Versuch, die Struktur der D-AO-Tv durch molekularen Ersatz zu 16sen, er-
scheint mit dem verbesserten Suchmodell erfolgversprechend zu sein, da davon
ausgegangen werden kann, dass auf Grund der strukturellen Homologien in
markanten Bereichen mit der D-AO aus Schweineniere beide Proteine dhnlich
gefaltet sind. Der vorhandene Datensatz sollte, trotz der geringen maximalen
Auflosung von 2.75 A, wegen der hohen Vollstindigkeit und einem R;,,, unter
10 % fiir eine Losung der Struktur ausreichen (siehe Tabelle 4.19).

Falls mit den vorhandenen Daten eine Strukturlosung nicht moglich sein sollte,
wiren neue Kristallisationsansdtze zur Losung der Struktur durch isomorphen
Ersatz oder MAD notwendig. Dabei ware es wiinschenswert, neue Kristallfor-
men mit einer dichteren Packung zu finden, die weniger fragil sind und bessere
Streueigenschaften aufweisen. Aufierdem ist ein phosphathaltiges Fallungsmittel
nur bedingt fiir die Suche nach Schwermetallderivaten geeignet (siehe Tabelle
4.18).

Selbst wenn sich mittels molekularem Ersatz ein Modell der Struktur finden liefSe,
ware im weiteren Verlauf ein Datensatz mit hoherer Aufléosung wiinschenswert.
Moglicherweise ist dieser mit Synchrotonstrahlung aus frischen primitiv tetrago-

nalen Kristallen zu gewinnen.



5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden rontgenkristallographische Untersuchungen
an zwei biotechnologisch relevanten Enzymen beschrieben, die Daten analysiert

und interpretiert.

Die R-Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis ist ein homotetrame-
res NADP-abhiangiges Enzym (Molmasse: 4 x 26.7 kDa) mit strenger 222-
Punktsymmetrie aus der Gruppe der short chain Dehydrogenasen.

Das Enzym konnte bis zur Homogenitdt aufgereinigt werden. Durch ESI-MS
konnte konnte die posttranslationale Abspaltung des N-terminalen Met nach-
gewiesen werden und mittels Dynamischer Lichtstreuung die homotetramere
Quartarstruktur des Enzyms in Losung bestatigt werden. Aus den CD-Spektren
wurde ein recht hoher a-helicaler und ein niedriger 3-Faltblatt-Anteil ermittelt,
der groflenordnungsmaéfiig durch die Kristallstruktur (a-Helix: 43 %, $-Faltblatt:
14 %) bestatigt werden konnte.

Mit Kristallen der zentriert orthorhombischen Raumgruppe 1222 (a = 56.5 A,
b=844A,c=1153 A) lieBen sich mit Cu K,-Strahlung bei 4°C Rontgenreflexe
bis zu einer maximalen Auflésung von 1.79 A messen. Der Datensatz lie sich
auf einen R,,,,-Wert von 6.2 % skalieren. Die gemessenen Intensititen wurden
fiir Rotations- und Translationsrechnungen im Pattersonraum nach der Methode
des Molekularen Ersatzes eingesetzt. Als Suchmodell diente ein auf Poly-Alanin
reduziertes Strukturmodell der 3a,203-HSD (PDB-Kiirzel: 2hsd) mit einer Se-
quenzidentitdt von 39 %.

Aus den Rotations- und Translationsrechnungen konnten die Position und die
Orientierung der R-ADH-Lb-Molekiile des Kristallverbandes eindeutig bestimmt
werden. Die asymmetrischen Einheiten der Kristalle enthalten ein Monomer und
zeigen eine hohe Packungsdichte mit einem Losemittelanteil von 47 %.

An die Pattersonsuche schlossen sich Verfeinerungsrechnungen an, die zu kri-
stallographischen R-Werten von 15.0 % fiir den R, und 19.1 % fiir den Ry,
fihrten. Die 2F, F.-Elektronendichtekarten gaben deutliche Abweichungen zur
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Elektronendichte des Anfangsmodells zu erkennen. Es konnte gezeigt werden,
dass sich eine Gldttung der diffusen Solvensanteile und der Einbau von lokali-
sierten Wassermolekiilen wirkungsvoll zur Verbesserung der Phasen ausnutzen
liefSen.

Ebenfalls mit Kristallen der zentriert orthorhombischen Raumgruppe 1222 liefs
sich mit Synchrotonstrahlung bei 100 K ein Datensatz bis 0.99 A messen
(a=56.0 A, b=801A,c=1146 A) und auf einen R,,,,-Wert von 5.7 % skalieren.
Als Grundlage zur Verfeinerung dieser Daten diente die bis 1.79 A verfeinerte
Struktur der R-ADH-Lb. Die Verfeinerung wurde parallel mit den Programmpa-
keten CNS, CCP4 und SHELX unter Einbeziehung anisotroper Temperaturfak-
toren, multipler Konformationen, Wasserstoffatomen und der Glédttung diffuser
Solvensanteile durchgefiihrt. Nach der Endverfeinerung enthilt das Modell ab-
héngig vom verwendeten Verfeinerungsprogramm bis zu 389 Wassermolekiile
pro Monomer. Die kristallographischen R-Werte des endverfeinerten Modells
betrugen 13.4 % fiir den R, und 15.3 % fiir den Ry,... Die Verfeinerungser-
gebnisse sind unter Berticksichtigung der individuellen Charakteristika der drei
Programmpakete vergleichbar.

Das abschlieSende Modell enthilt ein halbes Mg2+-Ion, ein Molekiil des
Kosubstrats NADP sowie ein Acetophenonmolekiil pro Monomer. In der
Dissertation wird die parallele «/B-Eindoménenstruktur der R-ADH-Lb

ausfiihrlich analysiert und mit anderen SDR-Proteinen verglichen.

Die D-Aminosdureoxidase aus Trigonopsis variabilis ist ein homodimeres FAD-
abhéngiges Enzym (Molmasse: 2 x 39.2 kDa).

Das Enzym konnte bis zur Homogenitédt aufgereinigt werden. Mittels dynami-
schen Lichtstreuexperimenten wurde eine mittlere Verteilung von Aggregaten
aus zwei Dimeren in Losung nachgewiesen. Die aus CD-Spektren ermittelten
Sekundarstrukturanteile zeigen gute Ubereinstimmung mit den aus dem Struk-
turmodell bestimmten Sekundérstrukturanteilen von 28 % bzw. 21 % fiir die a-
helikalen und 3-Faltblatt-Anteile.

Mit primitiv tetragonalen Kristallen (Raumgruppe P4,2,2 oder P452,2,
a=b=979 A, c =3188 A) konnte mit Synchrotonstrahlung ein vollstindiger
Rontgendatensatz bis zu einer maximalen Aufldsung von 2.75 A gemessen
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werden. Die Skalierung ergab einen R,,,-Wert von 9.7 %. Die Daten wurden
zur Berechnung von Selbstrotations- und Pattersonfunktionen zur Festlegung
nichtkristallographischer Symmetrieelemente verwendet. Es konnte gezeigt
werden, dass sich in der asymmetrischen Einheit der kristallographischen
Einheitszelle ein Homodimer befindet, was einer geringen Packungsdichte mit
einem Losemittelanteil von 67 % entspricht.

Fiir die Strukturlosung nach der Methode des Molekularen Ersatzes wurde auf
der Basis der 3D-Struktur der D-AO aus der Schweineniere (PDB-Kiirzel: 1kif)
ein Homologiemodell berechnet. Ein Abschluss der Strukturlésung und damit

die exakte Bestimmung der Raumgruppe steht noch aus.
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A.1 Standardeingabedateien

A.1.1 Verfeinerung mit CCP4

#!/bin/csh -f

#

#goto peakmax

#goto mappage

#goto fftl

#goto fft2

#goto refmac

#goto protin

goto hgen
S R S
#
hgen:

#

set resolution = ’20 0.99’

#

# cp ../o/a.pdb al.pdb

cp radh_mergel6_aniso_minimierung.pdb a1099.pdb

# cp al.pdb al.pdb

#

set nummer = 0

schleife:

@ nummer = $nummer + 1

#

#

# Generate hudrogens and calculate contribution of them.
#i R S S R S R S S
nice -20 hgen \

XYZIN a1099.pdb \
XYZOUT al_hydr099.pdb \
<< eof

HYDROgens SEPArate ! Hydrogens in seperate file
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eof

#

#

# Calculate contribution from hydrogens. NOSCALE option should

# be used to preserve absolute scale of structure factros of

# hydrogens

S S R R R R
sfall:
nice -20 sfall \
HKLIN /users/jmu/radh180899/daten/radh_merge2_097_free.mtz \
HKLOUT radh_merge2_097_free_hydr099.mtz \
XYZIN al_hydr099.pdb \
<< eof
NOSCALE
MODE SFCALC XYZIN HKLIN
LABI FP=F_NAT SIGFP=SIGF_NAT FREE=FreeR_flag
LABO FC=FC_hyd PHIC=PHIC_hyd
'Refinement parameters
RESO ${resolution}
BINS 20
END
eof
#
# Run protin to generate list of restraints
S S S R S R
#

protin:

nice -20 protin \

DICTPROTN /users/jmu/radh180899/ccp4/protin.dic \
PROTOUT /tmp/radh_prt099.tmp \

PROTCOUNTS /tmp/radh_cnt099.tmp \

XYZIN a1099. pdb \

<< end-protin

SYMMETRY 23

CHNNAM ID A CHNTYP 1

CHNTYP 1 NTERM 1 SER 3 CTERM 251 GLN 2 MULP 1 260 MULP 1 270

CHNNAM ID W CHNTYP 2
CHNTYP 2 WAT
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!CHNTYP 2 SPECIAL RESN 384 252 ATNAM OW ZN DIST 2.2 4 4
!CHNTYP 2 SPECIAL RESN 273 252 ATNAM OW ZN DIST 2.2 4 4
!CHNTYP 2 SPECIAL RESN 260 252 ATNAM OW ZN DIST 2.2 4 4

CONTACTS
VDWRADII 2 OW 10 3.00 MG 7 0.1
!VDWRADII 1 MG 7 0.0

END

end-protin

#

# Run refmac to refine structure. It is refinement with
# anisotropic B values

#Ad S S S S A S A
#
set method = CDIR

#

refmac:

#
nice -20 refmac \

HKLIN radh_merge2_097_free_hydr099.mtz \
HKLOUT radh_out099.mtz \
XYZIN a1099.pdb \
XYZOUT radh_ref_a099.pdb \
PROTOUT /tmp/radh_prt099.tmp \
PROTCOUNTS /tmp/radh_cnt099.tmp \
PROTSCR /tmp/counts099.scr\

<< end-refmac

TITLE radh REFI mit refmac

LABIN FP=F_NAT SIGFP=SIGF_NAT FREE=FreeR_flag -
FPART1=FC_hyd PHIP1=PHIC_hyd

LABO FC=FC PHIC=PHIC FWT=2FOFCWT PHWT=PH2FOFCWT -
DELFWT=FOFCWT PHDELWT=PHFOFCWT

REFI TYPE RESTrained RESOLUTION ${resolution}

REFI RESI MLKF

REFI BREF MIXED METH ${method} NEST 1

WEIGht MATRix 200.0

#SPHERicity 5.0 ! Restraints on sphericity of atoms.

! Default is 2.0 but is not good.
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!Scaling parameters
SCAL TYPE BULK LSSC ANISO ! Aniso scaling to remove overall
! crystallographic mode. Gaussian bulk
! solvent correction.
NCYC 1
FREE 0O
MONI MEDI
BINS 20

! Dies sind die stereochemischen Parameter aus "$CDOC/refmac.doc"

DISTANCE 1.0 0.02 0.04 0.05 0.05 0.02
PLANE 1.0 0.03 0.02

CHIRAL 1.0 0.15

TEMP 1.0 2.0 3.0 2.0 3.0

TORSION 1.0 15.0 3.0 15.0 20.0
VANDerwaal 1.0 1.0 -0.3,0.0

END
end-refmac
#
PR R R s R R s R R R s R R s s
#
mv radh_ref_a099.pdb al099.pdb
cp al099.pdb radh_merge21_aniso_minimierung.pdb
mv radh_out099.mtz radh_out099.mtz_save
/bin/rm /tmp/*.tmp
if ($nummer < 10) then
goto schleife
endif
#goto ENDE
#
#Ed S S R S R S R S
#
/bin/rm radh_merge2_097_free_hydr099.mtz
/bin/rm *099.tmp
#
S S S S R S
#
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#exit

#

# Sigmaa style 2mfo-dfc map with restored data

#

/bin/rm *099.xyz_e

#

fftl:

nice -20 fftbig \

#/usr/bin/nice -20 fftbig \

hklin radh_out099.mtz_save \

mapout /tmp/2fofc099.xyz \

<<eof

title radh Sigmaa style 2mfo-Dfc map calculated with refmac coefficients
labi F1=2FOFCWT PHI=PH2FOFCWT

grid SAMPLE 3

reso ${resolution}

end

eof

#

#

nice -20 mapmask mapin /tmp/2fofc099.xyz mapout 2fofc099.xyz_e << eof
#/usr/bin/nice -20 mapmask mapin 2fofc.xyz mapout 2fofc.xyz_e << eof
XYZLIM -70 80 -40 100 -30 90

AXIS X,Y,Z

SYMMETRY 23

eof

#

HEHHBHHBAH B RS H RS R B BB R B RS HH BB S HHERHH BB H B ARG R B SH BB SH R RS H RS R B RS

#

# Sigmaa style mfo-dfc map with restored data

#

fft2:

nice -20 fftbig \

#/usr/bin/nice -20 fftbig \

hklin radh_out099.mtz_save \

mapout /tmp/fofc099.xyz \

<<eof

title radh Sigmaa style mfo-Dfc map calculated with refmac coefficients
labi F1=FOFCWT PHI=PHFOFCWT
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grid SAMPLE 3

reso ${resolution}

end

eof

#

#

nice -20 mapmask mapin /tmp/fofc099.xyz mapout fofc099.xyz_e << eof
#/usr/bin/nice -20 mapmask mapin fofc.xyz mapout fofc.xyz_e << eof
XYZLIM -70 80 -40 100 -30 90

AXIS X,Y,Z

SYMMETRY 23

eof

#

HEBHHHHHHR R RB R BRI R R R R R ¢
/bin/rm /tmp/*fofc099.xyz

b s b i s b s s an s Rt S s S S s Rt s e S p e E e S e R i
#

#exit

#

peakmax:

#

#

nice -20 peakmax \

mapin fofc099.xyz_e \

xyzout peaks099.pdb \

<< eof

numpeaks 300

THRESHOLD RMS 4

eof

#

watpeak:

#

/bin/rm water099.pdb

#

nice -20 watpeak \

xyzin a1099.pdb \

peaks peaks099.pdb \

xyzout water099.pdb \

<<eof
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title Possible waters from rADH-Lb with NADP

distance 2.5 3.6

CHAIN W

HETATOMONLY

BFACTOR 20 1.0

symm 23

eof

#
B e
#

/bin/rm peaks099.pdb

#
B e
#

exit

A.1.2 Verfeinerung mit SHELX-97

TITL R-ADH-Lb
CELL 0.84390 55.992 80.106 114.591 90.00 90.00 90.00
ZERR 8 0.056 0.080 0.115 0.00 0.00 0.00

REM Space group 1222

LATT -2 ! Space group

SYMM -X, -Y, Z ! Symmetry operations

SYMM -X, Y, -Z

SYMM X, -Y, -Z

SFAC C H N 0 S P MG2+ ! Scattering factor types and
UNIT 9612 22408 2608 6452 64 24 36 ! unit-cell contents

DEFS 0.04 0.2 0.02 0.10 ! Global default restraint esds

CGLS 15 -20 ! 15 Conjugate gradient cycles, every 20th
! reflection used

BLOC 1 -1 N_1 > 0_85 ! definition of parts of the structure to
! refine: xyz

BLOC 2 -2 N_80 > 0_170 ! Uij are refined

BLOC 3 -3 N_165 > 0_251

BLOC 4 -4 0_301 > LAST

BLOC 5 ! xyz, but no Uij are refined
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DAMP
SHEL 30 0.99
FMAP 2 ! Difference Fourier
PLAN 200 -2.5 ! Peaksearch and identification of
! potential waters
LIST 6 ! OQutput phased reflection file to
! generate maps etc.
WPDB 2 ! Write PDB output file

DELU $C_* $N_x $0_*» $S_* ! Rigid bond retraints - ignored for isotropic
DELU 0.01 P5A_260 > CM_270
SIMU 0.1 $C_* $N_x $0_* $S_* $P_* ! Similar U restraints -
! isotropic or anis.
SIMU 0.04 P5A_260 > CM_270

ISOR 0.1 0_301 > LAST ! Approximate isotropic restraints for waters;
CONN O 0_301 > LAST ! Don’t include water in connectivity

! array and
BUMP ! generate antibumping restraints automatically
REM HOPE ! Anisotropic scaling not included

ANIS_* N CA CB CD CD1 CD2 CG CG1 CG2 CE CE1 CE2 CE3 CH2 CZ CZ2 CZ3 NH1 =
NH2 ND1 ND2 NE1 NE2 NZ 0G OH C 0 MG2+_252 MG2+_256 $S
! Make atoms anisotropic
TEMP -173 ! Sets the temperature T of data collection

! in degrees celsius

REM Remove MERG 4 instruction if Friedel opposites should not be merged

MERG 4

REM MORE O would reduce output if not required for diagnostic purposes

REM 2 or 3 for more output for diagnostic purposes

MORE 1

REM Peptide standard torsion angles and restraints

REM Remove ’REM ’ before RTAB to activate remaining tables

RTAB_* Cvol CA
RTAB_* Omeg CA_+ N_+ C CA
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RTAB_* Phi C_- N CA C
RTAB_* Psi N CA C N_+
RTAB_ARG Chil N CA CB CG
RTAB_ARG Chi2 CA CB CG CD
RTAB_ARG Chi3 CB CG CD NE
RTAB_ARG Chi4 CG CD NE CZ

WGHT 0.100000

SWAT 1.120018 6.6606
FVAR 0.06988 0.50000
FVAR 0.50000 0.50000
FVAR 0.50000 0.50000
FVAR 0.50000 0.50000
FVAR 0.50000 0.50000
FVAR 0.50000 0.50000
FVAR 0.50000 0.50000
FVAR 0.50000 0.50000

REM Coordinates of the amino acids an heteroatoms

RESI 1 SER

N 3 0.011567 0.418509
0.44655  0.49357

AFIX 33

HOA 0.008559 0.407849

HOB 0.027611 0.420025

HOC 0.004462 0.420341

AFIX O

CA 1 0.002031 0.430266
0.32172  0.65490

AFIX 13

HA 2 0.009486 0.428685

AFIX O

CB 1 0.008602 0.446966

0.42706 0.62554
AFIX 23

O O O O O © o

.00000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000

0.024168
0.10581

0.026537
0.023477

0.017131

0.032785
-0.01783

0.040649

0.027451
0.12457

O O O O O © o

.50000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000

O O O O O © ©o

.50000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000

11.00000
0.04424

0.19549

11.00000
11.00000
11.00000

11.00000

0.14644

-0.08

11.00000

11.00000

0.09746

-0.01

.50000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000
.50000

O O O O O © ©

0.35651 =

-1.50000
-1.50000
-1.50000

0.33406 =
005

-1.20000

0.45869 =
665
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HB1 2 0.004448 0.456357 0.032711 11.00000 -1.20000

HB2 2 0.025812 0.447521 0.025510 11.00000 -1.20000

AFIX 0

0G 4 -0.006153 0.446994 0.016950 11.00000 0.55707 =
0.60530 0.84831 0.15715 -0.10621  -0.21365

AFIX 83

HG 2  -0.020611 0.446297 0.018845 11.00000 -1.50000

AFIX 0

C 1 -0.024777 0.425699 0.032828 11.00000 0.28373 =
0.38358 0.39996  -0.02926 0.04603 0.04597

0 4 -0.031765 0.419099 0.023561 11.00000 0.67106 =
0.51680 0.31987 0.07651 0.03349 -0.27681

HKLF 4

A.1.3 Eingabedatei fiir SANDER

#Plain minimization, all residues free

#file: 1dao_min.in
&cntrl
IREST = O,
IMIN =1,
NTX =1,
MAXCYC = 2000,
NCYC = 200,
NTMIN = 1,
NTB =0,
DX0 = 0.0002,
DXM =1.0,
DELE = 0.0001,
DRMS = 0.005,
NRUN = 0,
NSNB = 25,

#Kennzeichen zum Neustart des Laufs (hier:

#kein Effekt)

#Kennzeichen Minimierung (hier: Minimierung,
#keine MD)

#Formatzuweisung fuer ’restrt’ (hier: formatiert)
#max. Anzahl an Minimierungszyklen

#nach 200 Zyklen Wechsel der Minimierungsmethode
#Minimierungsmethode (s. NCYC)

#periodische Grenzschicht (hier: keine)

#initiale Schrittlaenge

#max. erlaubte Schrittlaenge

#Konvergenzkriterium [kcal/mol A]
#Anzahl der MD-Laeufe (hier: keine)
#nach 25 Schritten Update der Liste

#ungebundener Paare
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CUT
SCEE

IDIEL
NTPR
&end

I

9.00,
1.2,

1,
100,

#Cutoff-Distanz fuer nicht bindende Interaktionen
#1-4 elektrostatische Interaktionen geteilt
#durch 1.2

#konstante Dielektrizitdtsfunktion

#alle 100 Schritte Ausgabe der Energeiinformationen
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A.2 Verwendete Internetseiten

BOBSCRIPT:
http://orval.rega.kuleuven.ac.be/ “robert/BobScript/bob_doc_2_4.html
BOXSHADE:
http://www.ch.embnet.org/software/BOX\_form.html
Axel T. Briinger (CNS, X-PLOR):
http://xplor.csb.yale.edu/
BRENDA:
http://www.brenda.uni-koeln.de/
CCP4:
http://www.dl.ac.uk/CCP/CCP4/
Course on protein structure and comparative modelling:
http://129.195.254.61/swissmod/course/course-index.htm
Dynamische Lichtstreuung:
http://www.protein-solutions.com/
EBI (FASTA, BLAST, CLUSTALW):
http://www2.ebi.ac.uk/
ExPASy Molecular Biology Server:
http://www.expasy.ch/
Gnuplot:

http://www.cs.dartmouth.edu/gnuplot_info.html
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Heavy Atom Database:
http://www.bmm.icnet.uk/had/heavyatom.html
Hetero-compound Information Centre - Uppsala (HIC-Up):
http://xray.bmc.uu.se/hicup/
JOY:
http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/~joy/
Proteinkristallographie:

http://www.crystallography.net/
http://www.rose.brandeis.edu/PRLab/Crystalizations/cool/
http://www-structure.1llnl.gov/

Leo (Worterbuch Englisch/Deutsch):
http://dict.leo.org/

MOLSCRIPT:
http://wuw.avatar.se/molscript/

MAPS (Multiple Alignment of Protein Structures):
http://bioinfol.mbfys.1lu.se/TOP/maps.html

O:
http://xray.bmc.uu.se/alwyn/

PARVATI (Protein Anisotropic Refinement Validation and Analysis Tool):
http://www.bmsc.washington.edu/parvati/

PC44 (Egon) (zur Erstellung der Arbeit verwendeter LINUX-PC):

http://pc44.bc.uni-koeln.de/
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PDB:
http://www.rcsb.org/pdb/
Pedro’s BioMolecular Research Tools:
http://www.biophys.uni-duesseldorf.de/bionet/research_tools.html
The Principles of Protein Structure:

http://www.med.unibs.it/ marchesi/pps97/
http://129.195.254.61/swissmod/course/course-index.htm

Protein-Protein Interaction Server:
http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/PP/server/

RASTER3D:
http://www.bmsc.washington.edu/raster3d/raster3d.html

Relibase (Suche in Protein-Ligand Datenbanken):
http://relibase.ebi.ac.uk/

REPLACE Homepage:
http://como.bio.columbia.edu/~tong/Public/Replace/replace.html

RPMfind:
http://rpmfind.net/linux/RPM/

SCOP (Structural Classification of Proteins):
http://scop.mrc-1mb.cam.ac.uk/scop/

SHELX:

http://shelx.uni-ac.gwdg.de/SHELX/index.html
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SYSTERS Cluster Set (Protein Datenbank):
http://www.dkfz-heidelberg.de/tbi/services/cluster/systersform

UCLA-DOE-Server (ERRAT, VERYFY3D, Twinning):
http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/

Uppsala Software Factory:
http://xray.bmc.uu.se/usf/

XFig Version 3.2.3b User Manual:
http://www-epb.1bl.gov/BVSmith/xfig/

XLAT (Verfeinerung von Zellkonstanten):

http://www-structure.llnl.gov/weblat/weblat.htm
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