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EINLEITUNG 1

Einleitung

In den letzten Jahren hat sich das Interesse, gezielt Wirkstoffe auf besttmmte Enzy-
me zuzuschneiden und andererseits gezielte Verinderungen an Enzymen vorzuneh-
men, um diese besonderen Anforderungen anzupassen, massiv gesteigert. Vorausset-
zung fiir solch prizise Emgriffe i biologische Systeme 1st die Kenntnis emer mog-
lichst genauen riumlichen Struktur des Zielenzyms. Der nicht zuletzt durch ver-
schiedene Genomprojekte moglich gewordene Schub an Protemstrukturaufklirungen
und das daraus gewonnene Wissen liefert die Basis fiir emn solches molekulares De-
sign. Dass auch mit den heute zur Verfiigung stehenden techmischen und wissen-
schaftlichen Mitteln eme Protemstrukturaufklirung nicht nur remne Routme darstellt,
zeigt auch der Verlauf dieser Arbeit.

Es werden die Strukturen zweier Nukleotidkofaktor-bindender Proteme vorgestellt:
Die S-Adenosylmethionin:tRNA-Ribosyltransferase/Isomerase (QueA) 1st zum einen
ein hochmteressantes Protem, weil es bet der Expression bemahe aller wichtigen Vi-
rulenzfaktoren des Bakterienruhrerregers Shige/la eme zentrale Rolle spaelt. Es 1st dort
Teil emes Stoffwechselweges, der zur Emfithrung der modifizierten Base Queosin in
bestimmte tRNA-Molekiile fithrt. Andererseits 1st die vom QueA-Enzym katalysierte
Reaktion so aullergewohnlich, dass die Moglichkeit, diese auf molekularer Ebene zu
ergriinden, alleine den hier getriebenen Aufwand rechtfertigen wiirde.

Die 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Reduktase (3a-HSDH) ist ein Enzym, das
bemm Abbau verschiedener Steroide eme Schhisselstellung emnimmt. Diese bioche-
misch hochstabilen Substanzen belasten nicht zuletzt durch ihren breiten Emsatz in
der Intensivtierhaltung unsere Umwelt und schemen sogar auf dem Umweg tber
Flisse und Meere in Form von Speisefisch den Weg 1 unsere Nahrung zuriickzufin-
den. Unter diesem Gesichtspunkt schemnt eme nihere Beschiftigung mit diesem ka-
tabolen Enzym mehr als smnvoll. Leider gelang emne Darstellung von steroid-
substrathaltigen Komplexkristallen mit der 3a-HSDH bislang nicht. Die vorgestellte
Krstallstruktur entschiadigt jedoch durch die Demonstration eines unerwarteten und

bislang unbekannten Oligomerisierungsverhaltens.
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1. Die Kristallstruktur der S-Adenosylmethionin:tRNA-Ribosyl-
transferase/Isomerase: Ein neues Faltungsmuster bei RNA-

bindenden Proteinen

1.1 Einleitung

1.1.1 Bakterienruhr und Shigellen

Shigellen wurden erstmals durch SHIGA im Jahre
1898 als Erreger der Ruhr nachgewiesen. Die
Gattung Shigella umfasst vier Arten, Shigella dysen-
teriae mit vorwiegend tropischem und subtropi-
schem Verbreitungsgebiet, §. boydii mit Haupt-

vorkommen m Nordafrika und Vorderasien und

die weltweit verbreiteten Arten S. somnei (Abb. 1)
und §. flexneri (Abb. 2). Be1 Shigellen handelt es  appildung 1: Rasterelektronenmikrosko-
sich um gramnegative, unbewegliche und unbe- Ei:csh; 1:;;22?me von Zellen des Bakteri-
geiBlelte Enterobakterien.

Pathogenese: Nach peroraler Aufnahme vermehrt sich der Erreger im Diinndarm,
so dass be1 einer Erkrankung nach 24-36 Stunden ein Titer von 107 bis 10° Bakterien
pro pl Darmmhalt erreicht wird. Eme aullergewohnlich germge Dosis von 10-100
aufgenommenen Keimen 1st ausreichend, um eme Infektion auszulosen. Die Krank-
heit tritt dann durch eine katarrhalische Ent-
zindung der Dickdarmschleimhaut, die mat
wissrigen Durchfillen einhergeht, m Erschei-

nung. Bei emem leichten Krankheitsverlauf, der

vor allem fir Infektionen mit §. somne; typisch

1st, treten keine weiteren pathologischen Verin-

Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopi- -~ derungen auf. Bei schwereren Verliufen fithren
sche Aufnahme von Zellen von S. flexnen

die sich an die Oberfliche von Caco-2-Zel-

ie Entziindungsproz zu Epithelnekrosen
ln angeheftet haben. die tzindungsprozesse zu Epithelnekrose

und Geschwiiren des Dickdarms, die Blutungen
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und, ber ausgedehnten Lisionen, Darmdurchbriiche zur Folge haben kénnen (Bran-
dis & Pulverer 1988). Die Auslosung dieser pathologischen Vorginge scheint mit der
Fihigkeit von Shigellen m Verbindung zu stehen, durch rezeptorvermittelte Endozy-
tose von der basolateralen Seite (Mounter, Vasselon et al. 1992) in die Dickdarme-
pithelzellen des Wirtsorganismus emzudringen und sich dort zu vermehren (LaBrec,
Schneider et al. 1964; Clerk & Sansonetti 1987). Dieser Vorgang hingt von emem
nichtkonjugativen, 230 kbp groflem Plasmid ab, das fiir emen Grofiteil der Virulenz-
faktoren kodiert. Die pathogenen Figenschaften von Shigellen sind zwingend an die-
ses Virulenzplasmid gekoppelt (Sansonetti, Kopecko et al. 1982). Die zunichst das
endozytierte Bakterum umgebende Vakuole 16st sich mnerhalb einer Stunde auf, so
dass eme rasche Vermehrung der Erreger im Zytoplasma (Sansonetti, Ryter et al.
1986) mit emhergehendem schnellem Abfall der intrazelluliren ATP-Konzentration
und ethohtem Pyruvatspiegel moglich ist. Die nach dem Tod der Epithelzelle freige-
setzten Shigellen konnen nun erneut benachbarte Zellen infizieren, so dass sich beim
weitteren intra- und mterzelluliren Vordringen zunichst kleine Abszesse und dann
auch groBflichige Lisionen bilden (Kadurugamuwa, Rhode et al. 1991). Beim Vor-
dringen der Erreger wird an der Lamina propria eme schwere Entziindungsreaktion
hervotgerufen, ein Durchdrigen der Lamina propria schemt jedoch nur selten auf-
zutreten, weshalb Bakterimieen nicht zum tblichen Symptombild der Shigellose ge-
horen. S. dysenteriae (I'yp 1), das besonders schwere Krankheitsverlaufe verursacht, st
m der Lage, emn Exotoxm, das sogenannte Shigatoxmn zu produzieren. Shigatoxin
schemt sowohl neuro- als auch zytotoxische Wirkungen auszutiben und maktiviert
durch Abspaltung emer Adeninbase von der 285-rRNA irreversibel die 60S-
Untereinheit des Sdugetierribosoms.

Klinische Erscheinungen, Epidemiologie: Leichte Durchfille treten erstmals

nach emer Inkubationszeit von zwei bis sieben Tagen auf. Innerhalb von weiteren
zwet Tagen stellt sich dann em wissriger Durchfall ein, dem m schweren Fillen
Schlemm, Eiter und Blut beigemengt sein konnen. Krampfartige Schmerzen und Fie-
ber konnen auftreten. Im Verlauf der Krankheit tritt ene Dehydrierung auf, die
schwer von den toxischen Wirkungen auf das Herz-Kresslaufsystem und das zentrale
Nervensystem zu unterscheiden ist. Darmblutungen und —durchbriiche sowie Bauch-
fellentziindungen stellen lebensbedrohliche Komplikationen dar. Em sich an die aku-

ten Hrschemungen anschlieBender chronischer Krankheitsverlauf ist moglich. Ty-
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pisch sind hier schmerzhafte Gelenkschwellungen, der sogenannte Ruhrrheumatis-
mus. Infektionen mit . dysenteriae zeigen oft emen gravierenderen Verlauf als solche
mit den drei anderen Arten der Gattung. Ein wesentlicher Faktor fiir den Krank-
heitsverlauf 1st auch der allgememe Gesundheitszustand des Infizierten, weshalb sich
bakterielle Ruhrerkrankungen m Kriegsgebieten und m den Entwicklungslindern
konzentrieren (Brandis & Pulverer 1988). Eine besondere Gefihrdung besteht fiir
Kleinkinder. So erfihrt in den Entwicklungslindern durchschnittlich jedes Kind bis
zum dritten Lebensjahr zwer Ruhrattacken. Jihrlich fallen mehr als 500000 Kinder
Shigella-bedmgten Erkrankungen zum Opfer (Katz 1986). GroBere Epidemien sind
hauptsichlich aus den Entwicklungslindern der Tropen bekannt, die Verbreitung er-
folgt vorwiegend durch direkten Kontakt, Fliegen sowie Kontamination von Gewis-
sern durch Ausscheider. Die Bakterienruhr erschemt in Gebieten der gemilBigten
Zone hauptsichlich m der warmen Jahreszeit (Brandis & Pulverer 1988). In der Bun-
desrepublik Deutschland wurden mm Jahr 1999 1601 Erkrankungen gemeldet, auf-
grund von Daten aus Berlin und den neuen Bundeslindern st anzunehmen, dass
86% der Erkrankungen in anderen Lindern erworben wurden, wobei Agypten mit
120 Fillen, Tunesien mit 115 Fillen und die Dommikanische Republik mit 31 Fillen
die Statistik anfithren (Robert-Koch-Institut 2000). Unmattelbar nach dem zweiten
Weltkrieg 1m Jahr 1947 betrug die Zahl der Erkrankten etwa 4000 und fiel dann auf
ein Minimum von etwa 500 mm Jahr 1970 ab (Brandis & Pulverer 1988). Der seit die-
sem Zertpunkt zu beobachtende Wiederanstieg der Infektionsfille schemt auf die ge-
stiegene Reiseaktivitit in der Bundesrepublik zuriickzufithren zu sem. Die Bekimp-
fung der akuten Krankheitserschemungen durch Antibiotikatherapie unter Emsatz
von u. a. Azithromyzim und Ciprofloxazmn wird durch das vermehrte Auftreten mul-
tiresistenter Shzgella-Stimme erschwert (Khan, Seas et al. 1997). Dies lisst eme Suche

nach alternativen Wirkstoffen sinnvoll erschemen.
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1.1.2 Die Rolle des Queuinstoffwechsels bei Ruhrerregern

Die modifizierte Base Queum (,,Q-Base®, 7-4,5-cis-Dihydroxy-1-cyclopenten-3-yl-
ammomethyl-7-deazaguanin) tritt an der Wobbelposition des Antikodons (Position
34) von tRNA-Molekiilen, die fiir die Aminosauren Asp, Asn, His und Tyr spezifisch
sind, auf. Queuin wird oft auch als ,,hypermodifizierte” Base bezeichnet, um dem
Ausmal} der eingefiithrten Verinderung im Vergleich zu beispielsweise hiufiger anzu-
treffenden methylierten Basen Rechnung zu tragen. Das momentane Bild der bio-
chemischen Funktion von Q 1st bislang noch unvollstindig, es wird aber allgemein
akzeptiert, dass die Emfithrung von Q m Antikodonbereich der tRNA eme Femab-
sttimmung des Translationsapparates ermoglicht, was zum Beispiel durch den Befund
belegt wird, dass emn QQ-Mangel be1 E. o/ dutch Deletion des 7-Gens die Fehlerrate
bei der Erkennung des Stop-Kodons UAG erhoht (Frey, McCloskey et al. 1988). So
lassen sich zwanglos Beziehungen der Q-Biosynthese zu Vorgingen wie der eukary-
ontischen Zellentwicklung (Okada, Shindo-Okada et al. 1978; Owenby, Stulberg et al.
1979; Kersten & Kesten 1990), der Protembiosynthese (Jacks, Madhan1 et al. 1988;
Hatfield, Feng et al. 1989; Carlson, Kwon et al. 1999), der tierischen Tyrosinbio-
synthese (Marks & Farkas 1997), der Krebsentstehung (Okada, Shindo-Okada et al.
1978; Emmerich, Zubrod et al. 1985; Huang, Wu et al. 1992; Baranowski, Dirheimer
et al. 1994) und der rasterschubabhingigen Translation retroviraler Protemne (Jacks,
Madhant et al. 1988; Hatfield, Feng et al. 1989; Carlson, Kwon et al. 1999) herstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit war besonders die Erkenntnis von Bedeutung, dass eme in-
takte QQ-Biosynthese fiir die Pathogemitit von Shigellen essentiell 1st. Wie gezeigt
werden konnte, weisen mutierte Shige/a-Stimme mit einem fehlenden Gen der Q-
Biosynthese eme signifikant reduzierte Pathogemitit imfolge der meffizienten
virF-mRNA-Translation (Durand, Okada et al. 1994) auf. Da das VitF-Protein direkt
oder indirekt als positiver Regulator auf beinahe alle Pathogenititsgene, die durch
das grofle Virulenzplasmid von Shige/la codiert werden, wirkt, fiihrt eme verringerte
mtrazellulire Konzentration dieses Protems m Mutanten der Q-Biosynthese zu einer
reduzierten Bildung der meisten Virulenzfaktoren. Trotz dieses signifikanten Emflus-
ses auf das Pathogenititsverhalten wird die allgememe Vitalitit von Shigellen und an-

deren Bakterien offensichtlich nur wenig durch emen Defekt des Q-Stoffwechsels
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beemtrichtigt. Deshalb erschemen die Enzyme der Q-Biosynthese als smnvolle Ziele
(,, Targets®) fir ein de novo-Design spezifischer Inhibitoren zur Bekimpfung der Shi-

gellose.

1.1.3 Reaktionsweg der Queuin-Biosynthese

Die Fihigkeit zur de novo-Synthese der Q-Base ist auf Eubakterien beschrinkt. Queu-
mn kann deshalb unter Umstinden als em essentieller Nihrstoff fiir Eukaryonten an-
gesehen werden, jedoch zeigen Queuin-fre1r ernihrte Miuse unter Laborbedmgungen
keme Mangelerschemungen. Der bakterielle QQ-Biosyntheseweg (Abb. 3) beginnt au-
Berhalb der tRNA mit Guanosintriphosphat (GTP), das zum Q-Vorliufer 7-

Ammomethyl-7-deazaguanin (preQ1) umgesetzt wird. Dieser Prozess wird bislang

(o] NH, (o] NH,
Tgt
HN | N\ 7—?' HN | N\
H N/k\N N Y )\\N N
2 H RNAG ¢ HN |
4 tRNA
preQ, tRNA-preQ,
SAM
QueA
A
Met
OH OH
_-OH OH
o
HN HN
(o] (o]
X, Vit B,,
T g8
X X
N
H,N" "N HN™ N7 N
tRNA tRNA
tRNA-Queuin tRNA-0Queuin

Abbildung 3: Reaktionsweg der Queuin-Biosynthese. Zur Erlduterung, siehe Text.
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nur ansatzweise verstanden (Slany & Kersten 1994). Das Enzym tRNA-
Guanmtransglykosylase (Tgt) katalysiert dann den Basenaustausch von Guanm 34 an
der Wobbel-Position von fiir Asp, Asn, His und Tyr spezifischen tRNA-Molekiilen
(Okada & Nishimura 1979, Okada, 1979 #30) gegen preQ1. Darauthin wird der Ri-
bosylrest von S-Adenosylmethionin (SAM) auf das tRNA-gebundene preQ1 tbertra-
gen und zum Intermediat Epoxy-Queuin (0Q) 1somerisiert. Dieser Reaktionsschritt
wird von der S-Adenosylmethionin:tRNA-Ribosyltransferase/Isomerase (QueA; Sla-
ny, Bosl et al. 1993) katalysiert. Schlielich wird die Epoxygruppe von emem bislang
unbekannten Kofaktor-Biz-abhingigen Enzym (Abb. 3) zur Doppelbmdung redu-
ziert, so dass die tRNA-gebundene Q-Base entsteht (Frey, McCloskey et al. 1988).

Wihrend die Struktur des Tgt-Enzyms seit lingerem bekannt ist (Romier, Reuter et
al. 1996), und momentan als Target fiir die de novo-Synthese von anti-Shigellose-
Wirkstoffen dient, blieb die Struktur aller anderen Enzyme des QQ-Biosynthesewegs

bislang unaufgeklirt.
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1.1.4 Das QueA-Enzym

Das guneA-Gen 1st, abgesehen vom #7-Gen, bis heute das emzige Gen der Q-
Biosynthese, das kloniert und identifiziert werden konnte (Reuter, Slany et al. 1991).
Semn Genprodukt ist e monomeres Protein mit emem Molekulargewicht von knapp
40 kDa und stellt bisher das einzige bekannte Enzym dar, das den Riboserest von
SAM auf emn Substrat iibertrigt (Slany, Bosl et al. 1993). Eine neuere Studie (Kinzie,
Thern et al. 2000) schligt aufgrund von Daten aus NMR-spektroskopischen Unter-
suchungen mit C-markiertem Substrat den folgenden Reaktionsmechanismus vor.
Die Reaktion beginnt mit der enzymkatalysierten Deprotomierung des SAM-
Kosubstrates, die zum Schwefel-Ylid I (Abb. 4) fithrt. Dieses kollabiert unter Ring-
offnung und Abspaltung des Adeninrestes zum Vinyl-Schwefel-Ubergangszustand 11.
Die Aminogruppe des tRNA-gebundenen preQ: kann nun an C-4" (entspricht C-1
mm Nummerierungssystem des 0QQ-Reaktionsproduktes) nukleophil angreifen und er-
neut em Schwefel-Ylid IIT ausbilden, das durch Angriff an Kohlenstoff C-1" (ent-
spricht C-3 i1m Nummerierungssystem des oQ-Reaktionsproduktes) den Ringschluss
zum Alkoxy-Zyklus 1V herbeifihrt. Der Sn2-Angriff des Alkoxy-Sauerstoffatoms
auf das benachbarte Kohlenstoffatom fiihrt zur Elimmierung von Methionin unter
Ausbildung der Epoxygruppe von 0Q. Dieses Modell wird zum emen durch Hinwei-

se aus der bestehenden Literatur gestiitzt, dass die Umwandlung von SAM mm alkali-

:B-Enzym *HB-Enzym
/ HyC
Hac‘s‘( H A HeC,_ , _ A st
. o} s—C R
iz i preQ1-H2N:/§
I II
H,C
R CH 3
}-! \<S+/ 3 /\s"‘ ,H
g I R™ ™, !
preQ,-HN P preQ,-HN 4 0 c
Lo H 1 / \\E
- y —— /K—):/o\‘
HO OH HO  OH preQyHN -
HO OH
oQuein v

III

Abbildung 4: Postulierter Reaktionsmechanismus des QueA-Enzyms. Zur Erliuterung siehe Text.
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schen Milieu zu Pentosylmethionin unter Adenmabspaltung auf der Deprotonierung
von C-5" mit nachfolgender Ringdftnung und Ausbildung der Vinyl-Schwefelspezies
IT beruht (Walsh 1979) und zum anderen durch bekannte Beispiele, in denen die
nukleophile Addition an Vinyl-Schwefelspezies und nachfolgende mtramolekulare
Kondensation des entstehenden Schwefel-Ylides mit emer Carbonylfunktion zur Bil-

dung von Epoxyden fithrt (Fava 1985).

1.1.5 Das Phasenproblem in der Roéntgenstrukturanalyse und seine
Losung mit der Methode der anomalen Dispersion bei multiplen Wel-

lenlingen

Die mathematische Operation, die von den experimentell besttmmten Daten - 1 aller
Regel in Form von Reflexmtensititen mit Hilfe von Beugungsbildern (siehe Abb. 20)
ermittelt — zur molekularbiologisch interpretierbaren Elektronendichte p(x,y,z)

fuhrt, hat die Form einer Fouriertransformation:

1

p(x,y, Z)—V_Z‘ hkl)e 27 (hx+ky+1z)+@p 541
hk.1

hierbei bedeuten x, y und 7 die Raumkoordmaten der Emheitszelle, I7c.s das Zellvo-

Fh,k,l‘ die mit dem Temperaturfaktor behaftete Strukturfaktoramplitude des

Reflexes (b, £# /) und ¢ & ; den Phasenwimnkel des entsprechenden Reflexes. Das
Quadrat der Strukturfaktoramplitude emes Reflexes 1st semer Intensitit direkt pro-
portional, so dass diese GroBle experimentell zuginglich 1st. Bedauerlicherweise exis-

tiert aber keine praxistaugliche experimentelle Methode, um die Phasenwmnkel direkt
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zu bestimmen. Die Ermittlung von Phaseninformation mit Hilfe mdirekter Verfah-
ren! 1st somit em zentraler Punkt in der Protemkristallographae.

Heute 1st aufgrund der bretten Verfiigharkeit von Synchrotronstrahlungsquellen mit
kontinuiterlich einstellbarer Wellenlinge das Verfahren der anomalen Dispersion bei
multiplen Wellenlingen (Multiple wavelength Anomalous Dispersion, MAD), das vor
iber zwolf Jahren (Murthy, Hendrickson et al. 1988; Guss, Merritt et al. 1988;
Hendrickson, Smith et al. 1988) erstmals erfolgreich angewendet wurde, das Mittel
der Wahl. Dabe1 werden Datensitze be1 verschiedenen Wellenlingen im Bereich des
Absorptionsmaxmmums emes im Kristall enthaltenen Schweratoms aufgenommen.
Durch das Absorptionsverhalten tritt eme variable Phasenverschiebung auf, die als
anomale Dispersion bezeichnet wird. Diese duBBert sich experimentell dadurch, dass
besttimmte symmetrieverwandte Reflexe, die sogenannten Friedelpaare, die unter
normalen Umstinden identische Intensititen aufweisen, vonemander unterschiedli-
che Intensititen annehmen. Dieser Intensititsunterschied, der als anomale Differenz
des entsprechenden Reflexes bzw. Friedelpaares bezeichnet wird, enthilt Informati-
on, die zur Phasenbestimmung genutzt werden kann. Die Messung be1 emer Wellen-
linge 1st mn der Regel nicht ausreichend, da die so gewonnene Phasenmformation mit
emer Zweideutigkeit behaftet ist, die mit Hilfe von mehrfachen Experimenten bet
unterschiedlicher Wellenlinge aufgelost werden kann.

Da m Proteinen nur selten Schwermetalle enthalten sind, und das anomale Signal von
Schwefel m der Praxis mest zu schwach ist, muss fir ein erfolgreiches MAD-
Expermment oft ein kiinstliches Derivat des untersuchten Protems angefertigt werden.
Dies geschieht meist durch Einfiihrung von Selenomethionmresten anstelle von
Methionmsertenketten (Hendrickson, Horton et al. 1990) oder durch Emdiffundieren
von Schwermetallsalzen mn den Kristall (,,Soaking®).

Die Bestimmung der Phaseninformation des Protemkristalls setzt zunichst die Loka-
lisation emer ausreichenden Anzahl von Schweratompositionen voraus. Dazu stehen
verschiedene automatische Algorithmen zur Verfugung. Sie werden m Verfahren, die
eine direkte Phasenbestimmung fiir die Schweratomsubstruktur anstreben, und Ver-
fahren, die sogenannte Patterson-Karten zur Substrukturbestimmung benutzen, un-

tertellt. Eine (anomale Differenz-) Patterson-Karte kann gewonnen werden, wenn m

! In letzter Zeit gewinnen auch sogenannte direkte Verfahren, deren Anwendung bislang auf die Rontgen-
kristallographie kleiner Molekiile beschrinkt war, eine gewisse Bedeutung in der makromolekularen Kristal-
lographie.
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der obigen Formel statt Strukturfaktoramplituden Reflexintensititen (anomale Diffe-
renzen) eingesetzt und die unbekannten Phasen zu Null angenommen werden. Eine
solche Pattersonkarte enthilt zwar keme Information tiber absolute raumliche Koor-
dinaten, sehr wohl aber Uber relative Abstinde. Das klassische Verfahren besteht
der Schweratomlokalisierung durch manuelle Inspektion von anomalen Differenz-

Patterson-Karten.
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1.2. Material und Methoden

1.2.1 Klonierung von queA-Genen

Die kodierenden Regionen der verschiedenen gne1-Gene wurden muttels der Metho-
de der Polymerasekettenreaktion (PCR) von der entsprechenden chromosomalen
DNA amplifiziert. Als Templat fiir das gueAd-Gen von Synechocystis sp. diente das
Cosmud ¢s0165 (Kaneko, Sato et al. 1996), fiir das von Rickettsia prowazekii diente
DNA aus dem A-Phagen F1339 (Andersson, Zomorodipour et al 1998). Chromoso-
male DNA der verschiedenen Organismen wurde — mit Ausnahme der m der Dank-

sagung erwihnten Schenkungen — von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganis-

PreScission™ Protease

{
Leu Glu Val Leu Phe Gin Gly Pro Gly Ser.Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT
L e i o L 1
BamH | ECOR| gma| Sall  xnoi Not |
PreScission™ Protease
[ 1
| Ph I
PGEX-6P-1 Leu Glu Val Leu Phe GIn Gly Pro Leu Gly Ser.Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His

CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT
L i N ) n I

7 | S
BamH|  EcoR| smay  Sall xno1  Notl

Tth111 |
Aat Il

pSj10ABam7Stop7
Pst |

pGEX-6P
~4980 bp

Nar |
AlwN |
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BstE Il

PBR322
orl

Miu |

Abbildung 5: pGEX-mod, ein an die Bediirfnisse der Proteinkristallographie angepasstes Derivat
desVektors pGEX-6P-1. Die Einfiihrung einer Ndel-Schnittstelle unmittelbar nach dem fiir die Er-
kennungssequenz der PreScission-Protease kodierenden Bereich bietet nicht nur die Méglichkeit, ein
kloniertes Insert durch Herausschneiden und Religieren in eine Vielzahl weiterer Expressionvektoren
zu iiberfiilhren, sondern reduziert auch die Zahl der Aminosiurereste zwischen dem n-terminalen
Methionin des Zielproteinanteils und der PreScission-Proteaseschnittstelle auf drei gegeniiber fiinf
bei pGEX-6P-1.



KRISTALLSTRUKTUR DER QUEA: MATERIAL UND METHODEN 14

men und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Im Fall der E. co/Z, Bacillus
subtilis, Clostridium acetobutylicum, Aquifex aeolicus, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylo-
riy Synechocystis sp. und Rickettsia prowazekii gue1-Gene wurden die resultierenden PCR-
Produkte in die multiple cloning site (MCS) des Uberexpressionsvektors pGEX-GP-1
(Amersham Pharmacia, Schweden) emgefiihrt. Daber wurde unmittelbar vor bzw.
nach dem naturlichen Startkodon eme BazHI-Schnttstelle (muttels 5°-Primer) und
unmittelbar nach dem natiirlichen Stoppkodon eme EwRI-Schnttstelle (mattels 3’-
Primer) eingefiihrt. Daraus resultierten GST- (kodierend fir die Schistosoma japonicum
Glutathion-S-Transferase) gwe-Fusionsgene (Smith & Johnson 1988), deren Gen-
produkte aus einer ammotermmalen GST-Domine und emem carboxytermimalen
QueA-Anteil bestanden, und die durch die hochspezifische Erkennungssequenz fiir
PreScission-Protease (Amersham Pharmacia, Schweden) getrennt waren. Diese Art
von Genkonstrukt hatte zufolge, dass das daraus tiberexprimierte und mit PreScissi-
on-Protease vom GST-Rest getrennte Genprodukt finf zusitzliche N-termmale A-
minosiurereste besal}. Im Verlauf dieser Arbeit wurde der Vektor pGEXG6P-1 durch
Emfihrung emer Ndel-Restriktionsschnittstelle zwischen der fiir PreScission-
Protease-Erkennungssequenz kodierenden Region und der BazHI-Schnattstelle der
MCS (Abb. 5) abgewandelt (pGEX-mod). Dadurch konnten nun Genkonstrukte er-
stellt werden, ber denen zwischen der PreScission-Protease-Schnittstelle und dem
grne-l-Gen lediglich dre1 zusitzliche Basentripletts lagen, so dass das proteasebehan-
delte Genprodukt dieses Konstrukts nur zwe1 zusitzliche Reste im Vergleich zum na-
titlichen greAd-Genprodukt (mit N-termimalem Methionm) aufweist. Ein solches
Konstrukt bietet dartiber hinaus die Moglichkeit, das mserierte Gen m andere gingige
Expressionsvektoren, wie pXC35 (hitzemduzierbare Protemexpression), pTYB12
(selbstspleiBendes Fusionsprotem) und pET21a(+) ohne Notwendigkeit emes PCR-
Zwischenschrittes, umzusetzen. Die Sequenzen aller mserierten Gene der in dieser
Arbeit konstruierten Vektoren wurden mit Hilfe eines Sequenzierautomaten der
Marke ABI 370 (Perkin-FElmer, USA) tberpriift, um unerwiinschte Mutationen mfol-
ge der durchgefiihrten PCR auszuschlieBen.
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1.2.2 Expression und Reinigung

E. col-Zellen des Stammes BL21(DE3)(pLysS) (Novagen, UK), die mit dem entspre-
chenden Uberexpressionsvektor transformiert worden waren, wurden in 2I-
Erlenmeierkolben mit jeweils 11 LB-Medum (Miller 1972) und 10 mg/l1 Chlo-
ramphenicol sowie 100 mg/1 Ampicillin bei 303 K und 300 Umdrehungen pro Minu-
te geschiittelt. Sobald die Kultur eme optische Dichte von 0,8 be1 600 nm Wellenlin-
ge? (ODg¢oo) erreicht hatte, wurde die Expression des Fusionsgens durch die Zugabe
von Isopropyl-1-Thio-3-D-Galaktosid (IPTG) bis zu emer Endkonzentration von 0,5
mM mduziert. Nach emer zusitzlichen Inkubationsperiode von vier Stunden wurden
die Zellen mittels Zentrifugation geerntet und in 15 pl Lysepuffer [50 mAM Tris/HCL
pH 8.5, 5 mM Diathiothrestol (DTT) mit 1 Tablette ,,Complete“-Proteasemhibitorge-
misch (EDTA-frei, Roche Mannhemm) und 150 pg DN Ase I (Roche Mannhemm)] re-
suspendiert und unmittelbar darauf bei 255 K tiefgefroren. Nach dem Auftauen der
Zellen und Inkubation be1r 293 K fiir 25 Mimuten war eme vollstindige Lyse der Zel-
len zu beobachten. Die festen Zellbestandtedle wurden dann durch Zentrifugation
des Lysates bei 10000g sedimentiert und der Uberstand bei 293 K fiir eine Stunde
mit 2,5 ml Glutathionsepharose 4B pro Liter Kulturvolumen (Amersham Pharmacia,
Schweden) mkubiert. Danach wurde die Glutathionsepharose 4B durch emen kurzen
Zentrifugationsschritt bei 4000g sedimentiert, der resultierende Uberstand entfernt
und das Sediment m Waschpuffer (50 mA Tris pH 8.5, 100 mM NaCl, 2 mM DTT)
resuspendiert. AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen. Dieser Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt, dann wurde die Glu-
tathionsepharose 4B in 1 ml Schneidepuffer (50 mM Tris pH 8.5, 100 mM NaCl,
2mM DTT und 50 U/ml PreScission-Protease, Amersham Pharmacia, Schweden)
pro 1 ml Glutathionsepharose 4B aufgenommen und ber 293 K iiber Nacht be1
leichtem Schiitteln inkubiert. Der Schneidepuffer, der nun das QueA-Protemn ent-
hielt, das vom Sepharosematerial-gebundenen GST-Rest durch die Emwitkung der
PreScission-Protease losgeschnitten worden war, konnte dann durch emfache Filtra-

tion mit Chromatographiesiulchen fiir Emnmalgebrauch (Millipore, Deutschland) ab-

z Physikalisch gesehen handelt es sich bei den so gemessenen Werten nicht um Absorptionen oder ,,opti-
sche Dichten®, da hier Lichtverlust vorwiegend durch Streuung an den Zellen hervorgerufen wird (bei 600
nm besitzen Zellen von E. e/ ein Absorptionsminimum). Die angegebenen Werte sind deshalb strahlen-
gang- und damit in gewissem Umfang auch geriteabhingig!
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getrennt werden. Durch Spiilen mit Waschpuffer wurde das restliche frei geloste
QueA-Protemn quantitativ aus dem Chromatographiematerial wiedergewonnen. Die
so hergestellte Protemlosung wies typischerwese einen Gehalt von mehr als 80%
QueA am Gesamtprotem auf, wie mittels SDS-Gelelektrophotese abgeschitzt wer-
den konnte. Fiir die weirtere Aufbereitung wurde die Losung zunichst m Centri-
con 30-Ultrafiltrationsréhrchen (Amicon, USA) ankonzentriert und dann auf eme
,Hiload 26/60 Superdex 75 prep grade“-Gelfiltrationssiule (Amersham Pharmacia,
Schweden) aufgetragen. Die Siule wurde mit Gelfiltrationspuffer (50 mM Tris pH
8.5, 100 mM NaCl, 2mM DTT, 1 mM EDTA) voriquilibriert und elusert; Fraktio-
nen, die das QueA-Protein enthielten, wurden veremigt, durch Ultrafiltration ankon-
zentriert und umgepuffert (10 mM Tris pH 8,5, 2,5mM DTT, 50 mM NaCl), so dass
eine Endkonzentration zwischen 15 g/1 und 30 g/1 erreicht wurde. Die so erhaltene
QueA-Protempriparation enthielt n kemnem Fall mehr als 5% Verunremigungen
durch anderes Protein, wie muttels SDS-Gelelektrophorese abgeschitzt wurde. Die
Gelfiltration wurde auf einem Akta Explorer-FPLC-System (Amersham Pharmacia,
Schweden) bet Raumtemperatur ausgefiihrt. Die Protemausbeute war mit ungefihr
10 mg QueA pro Liter E. cw/-Kulturvolumen fiir alle untersuchten Organismen ver-
gleichbar. Davon ausgenommen waren lediglich R. prowazekii, Haem. influenzae and H.
pylori, von denen kem losliches QueA-Protein gewonnen werden konnte. Die Idents-

tit der geremigten Proteme wurde durch N-terminale Protemsequenzierung bestitigt.

1.2.3 Priparation eines Selenomethionylderivates des QueA-Proteins

und Optimierung des Verfahrens

Fir Multi-Wellenlingen-Beugungsexperimente unter Nutzung anomaler Differenzen
(MAD) wurde em Selenomethionylderivat (Hendrickson, Horton et al. 1990) des
QueA-Protems aus B. subtilis hetgestellt. Zu diesem Zweck wurden Zellen des wer - E.
co-Stammes B834(DE3)(plysS) (Novagen, UK) mit dem B. swbtilis gue-1 bemhalten-
den Derivat desVektors pGEX-6P-1 transformiert und bei 303 K m 11 glucosehalti-
gem (10 g/1) Mimnimalmedium herangezogen. Das Medium enthielt als Supplemente
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Biotin, Thiamm (je 2 g/I) und L-Methionin (500 g/1). Nachdem die Kultur eine
ODesoo von 0,6 erreicht hatte, wurden die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert
und m 11 des obigen Medwums, jedoch ohne Methionmsupplementierung, resuspen-
diert. Nach einer Stunde im Schiittler wurde dann 50 mg DIL-Selenomethionin zuge-
geben und nach weiteren 30 Minuten die Selenomethionyl-QueA-Expression durch
Zugabe von IPTG bis zu einer Endkonzentration von 0,5 mM mnduziert. Die Ex-
pression des Fusionsprotems wurde tber weitere 8 Stunden fortgesetzt, wobe1
schlieBlich eme ODgoo von etwa 2,5 erreicht wurde, die Zellen wurden dann geerntet.
Da m Verlauf dieser Arbeit erhebliche Probleme bemm Losen der Kristallstruktur
auftraten, wurden erhohte Mengen an derivativisiertem Protem benotigt. Aus diesem
Grund wurde eine verbesserte Methode ausgearbeitet, be1 der die Kultur der E. co/-
Zellen m emem Vollmedum definterter Zusammensetzung erfolgte. Dazu wurden
die Zellen in einer Losung, die 10,5 g/1 Dikaliumhydrogenphosphat, 50 g/1 Kalum-
dihydrogenphosphat, 0,5 g/1 Natriumcitrat, 1 g/1 Ammoniumsulfat, 10 mg/l Magne-
stumsulfat, 2 mg/1 Kalziumchlorid, 2 mg/1 Eisensulfat, 1 g/1 Glucose sowie je 1 mg/1
der organischen Basen Adenin, Guanm, Thymin, Uracil, je 1 pg/l der Vitamine Ri-
boflavin, Niacmamid, Pyrodoxmhydrochlorid, Thiamin und Biotin und schlieBSlich je
40 mg/1 der Aminosiuren Gly, Glu, Gln, Asp, Asn, Ala, Ile, Leu, Val, Cys, Ser, Thr,
Atg, Lys, Pro, Tyr, Trp, Phe und Met enthielt zunichst bet 303K bis zu emner ODgoo
von 1,0 geschiittelt und dann durch Zentrifugation sedmmentiert. Danach wurden die
Zellen m gleichen Medmum, jedoch ohne Methioninzusatz resuspendiert und fiir emne
weitere Stunde mkubiert. Dann wurde 50 mg L-Selenomethionin (Acros Biochemi-
cals)  zugegeben und nach weiteren 30 Minuten die Selenomethionyl-QueA-
Expression durch Zusatz von IPTG bis zu emer Endkonzentration von 0,5 mM -
duziert. Nach 10 Stunden Induktion unter aeroben Bedimngungen wurden eme ODgoo
von mehr als 5 erreicht.

Die Prozedur der Protemnreinigung und Kristallisation des Protemnderivates war iden-
tisch mit der fiir natives Protem, jedoch wurde zur Verhinderung von Oxidation allen

Puffern 5 mM DTT zugesetzt.
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1.2.4 Kristallisation

Alle Kristallisationsexperimente ohne Zusatz von RNA wurden sowohl bei 277 K als
auch 293 K m VDX-Platten (Hampton Research, USA) mit der Technik des hingen-
den Tropfens ausgefithrt. Daber wird emn an emem mikroskopischen Deckglas hin-
gender protemhaltiger Tropfen tiber emem Reservorr luftdicht mit Silikonfett versie-
gelt. Uber Diffusion durch die Gasphase kommt es zu einer Gleichgewichtseinstel-
lung zwischen Reservoirlosung und Tropfen. Fir erste Screenmgversuche wurden
grundsitzlich die 98 Losungen des Crystal Screen und Crystal Screen 11-Kit der Fir-

ma Hampton Research, USA verwendet. Dazu wurde 1 pl Protemlésung (15 g1t

QueA-Protein in 10 mM Tris/HCl pH 8,5 mit 5 mM SAM) mit 1 pl Reservoirlosung
gemischt und gegen 0,5 pl Reservoirlosung dquilibriert. Fiir die Herstellung von gro-
Beren Mengen an Kristallen hochster Qualitit des QueA-Protems aus B. swbfilis unter
verfemerten Bedingungen wurde die Methode des sitzenden Tropfens m Chryschem-
Platten (Hampton Research, USA) angewandt, dabei wurden bis zu 20 pl Protemlo-
sung mit 20 ul Reservorrldsung gemischt.

Bei Kokristallisationsexperimenten wurde zunichst eine Mischung aus 15 g/1 QueA-
Protemn mit 5 mM Magnestumchlorid und 2,5 mM SAM und der 1,5fachen bis
3fachen molaren Menge des QueA-Protemns an RNA fir 5 Minuten bet 30°C vorin-
kubiert. Dann wurde 1 pl dieser vorinkubierten RNA /Protemlésung mit 1 pl Reser-
vorrlosung gemischt und gegen 0,5 ul auf Eis vorgekiihlter Resetvoirldsung bet 277
K dquilibriert. Fir erste Screeningversuche wurden hier tiber die 98 Losungen des
Crystal Screen und Crystal Screen II-Kit hmaus auch der speziell fiir den Emsatz von

Nuklemsiuren konzipierte Natrix-Kit der Firma Hampton Research, USA verwen-

det.
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1.2.5 Erste Rontgenbeugungsexperimente und Datenprozessierung

Kiristalle wurden zunichst im Hause auf ihre Fihigkeit, Rontgenstrahlen zu beugen,
getestet. Dazu wurde em Rigaku RU-300 Drehanodengenerator mit emnem R-AXIS
IV Flichendetektorsystem und Fokussierspiegel der Firma MSC, USA verwendet.
Der Generator wurde mit 100 mA Anodenstrom bei1 50 kV betrieben, der Kristall
wurde wihrend des Expermments unter Tieftemperaturbedingungen durch em X-
Stream Tieftemperatursystem der Firma MSC ber emer Temperatur von 100 K mm
Stickstoffstrom gehalten. Weitere Expermmente wurden an den Synchrotronstrah-
lungsmessplitzen BW7A des DESYs, Hamburg, 5.2R des ELETTRA (Triest) und
ID13 des ESRF, Grenoble durchgefiihrt.

Anfinglich diente ber den Messungen eme Losung von 30 % PEG 4000, 100 mM
Tris/HCI pH 8.0, 200 mM Ammoniumsulfat und 5 % Glyzerin als Tieftemperatur-
puffer. Deutlich Verbesserungen wurden dadurch erzielt, dass die Kristalle nicht wie
bis dahm tblich, von der Mutterlauge m den Schutzpuffer iiberfithrt, sondern 1m
Mutterlauge-Tropfen langsam und schrittweise unter stindiger, vorsichtiger Durch-
mischung zunichst mit einer Losung aus 32 % PEG 4000, 100 mM Tris/HCL pH
7,5, 200 mM Ammoniumsulfat und 8 % Glyzerin versetzt wurden. Dann wurde das
Gemisch aus Mutterlauge und Kilteschutzpuffer bis auf emnen Rest vom Kiristall ab-
genommen und das Verfahren wiederholt. Diese gesamte Prozedur wurde dann mit
einer Losung aus 35 % PEG 4000, 100 mM Tris/HCL pH 7,5, 200 mM Ammonium-
sulfat und 15 % Glyzerin erneut durchgefiihrt, so dass eine langsame, kontinuierliche
Erhohung der Kilteschutzmittelkonzentration gewihrleistet war. Zur Anwendung
dieses Verfahrens wurden die Krstalle m Chryschem-Platten (Hampton-Research,
USA) gezogen.

Die Datenprozessierung wurde zunichst mit dem Programm MOSFLM unter Ver-
wendung des DPS-Automdizierungsalgorithmus (Powell 1999) durchgefiihrt, die Ska-
lierung erfolgte dann mit dem Programm SCALA aus dem CCP4-Programmpaket
(CCP4 1994). Da mit dem kommerziellen Programmpaket HKL-Suite (Rohdaten-
prozessierung mit DENZO und XDISP, Skalierung der Daten mit SCALEPACK)
(Otwmowski & Mmor 1997) msbesondere m den unteren Auflésungsschalen em sig-
nifikant besserer R-Faktor erreicht werden konnte, wurde mn spiteren Versuchen aus-

schlieBlich dieses zur Datenprozessierung verwendet.
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1.2.6 MAD-Experimente und Phasenbestimmung

Kristalle des Selenomethionyl-QueA-Derivates wurden mit dem gleichen Verfahren
m Kilteschutzpuffer iiberfiihrt, wie es bereits fiir Kristalle nativen QueA-Protems
beschrieben wurde, und an der Messstation 1D29 des ESRF montiert. Bet spiteren
Expermmenten wurde auch die Station 1D14-4 benutzt. Dann wurde zunichst em
Rontgenfluoreszenz-Wellenlingenspektrum m emem die K-Absorptionskante von
Selen (12,657 keV) umschliefenden Bereich aufgenommen. Vor der Aufnahme der
Datensitze wurde der im Stickstoffstrom eines Tieftemperatursystems der Fa. Ox-
ford Cryosystems auf 100 K gekiihlte Kristall soweit entlang der ¢-Achse verscho-
ben, dass eimn bislang unbelichteter Kristallabschmitt in das Strahlzentrum gelangte.
Em erster Datensatz wurde am Maxmum des Fluoreszenzspektrums aufgenommen,
dann ein zweiter Datensatz am Wendpunkt des Spektrums und em drtter Datensatz
schliellich energetisch deutlich oberhalb der Absorptionskante (siehe Tab. 3). Dazu
wurde mit der STRATEGY-Routine n MOSFLM der 1deale Startwimkel fiir eme
Messung tber einen Winkelbereich von 90° bestimmt. Alle Datensitze wurden mit
0,5° Tedrotation pro Bild be1 emem Abstand der Mar-CCD-Kamera (Xray Research,
Norderstedt) zum Kiristall von 250 mm aufgenommen. Fiir emn Bild wurde der jewes-
lige 0,5° Winkelbereich dreimal abgefahren sowie der CCD-Detektor jeweils dreimal
ausgelesen und die Emzelbelichtungen dann zu emem Bild kombmiert, um Schwan-
kungen der Strahleigenschaften auszugleichen.

Natwe Kiristalle der QueA aus B. swbtilis wurden fir 4 Stunden m emem Stabiliste-
rungspuffer (35 % PEG 4000, 100 mM Tris/HCl pH 7,5, 200 mM NH4SOy) einer
Konzentration von 1mM Methylquecksilberazetat ausgesetzt und dann auf die gles-
che Weise wie zuvor fiir native Kristalle beschrieben, in Kilteschutzpuffer iiberfiihrt,
und 1m 100K-Stickstoffstrom emes Tieftemperatursystems der Fa. Oxford Cryo-
systems auf der Messstation ID14-4 des ESRF montiert. Bet einem Abstand von 183
mm der rontgenlichtempfindlichen Fliche des ADSC-Quantum-4-CCD-
Detektorsystems zum Kristall wurden 110°-Datensitze mit 0,5° Rotation pro Auf-
nahme ber Wellenlingen von 0,9999 A, 1,009 A, 0,9393 A und 0,9919 A gesammelt.
Da die Femabstimmung der Rontgenoptik aufgrund emes Defekts unmittelbar vor
der Messung verlorengegangen war, mussten fiir viele Parameter Schitzwerte benutzt

werden, die Detektor-Kristall-Distanz wurde jedoch nach der Messung anhand von
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Pulveraufnahmen exakt besttmmt. Auf die gleiche Weise wurden dre1 Datensitze e1-
nes fiir 12 Stunden m Stabilisierungspuffer mit ImM Kaluumgoldzyanid gesoakten
Kristalls bei Wellenlingen von 1.04023 A, 1.03979 A und 0.953736 A aufgenommen.
Die Rohdatensitze wurden mit DENZO prozessiert und mit SCALEPACK unter
getrennter Behandlung der Friedelpaare (Option ANOMALOUS) skaliert. Die Suche
nach 16 erwarteten Selenpositionen anhand der dre1 aufgenommenen Datensitze des
selenomethionmhaltigen Kristalls erfolgte mit dem Programm SOLVE (Terwilliger &
Berendzen 1999) unter Vorgabe von Tabellenwerten als Anfangswerte fiir die ano-
malen Streufaktoren £ und £’ im Auflésungsbereich von 30 A —3,5 A. Um eine lokale
Skalierung mnerhalb von SOLVE zu ermoglichen, wurde m den emngegebenen Da-
tensitzen auf eme Veremigung verwandter oder symmetrieverwandter Reflexe bet
der Skalierung in SCALEPACK verzichtet (Option ,NO MERGE ORIGINAL
INDEX®). Es gelang so, erste Koordmaten fiir 14 Selenpositionen und mit der ge-
wonnenen Phasennformation eme erste Elektronendichtekarte zu erhalten, die mit
dem Programm RESOLVE (Terwilliger & Berendzen 1999) unter Embeziehung e1-
ner Solvenskorrektur weiter bearbeirtet wurde. Die gefundenen Schweratompositio-
nen wurden mit dem Programm SHARP (De La Fortelle & Bricogne 1997) zusam-
men mit Skalierungsfaktoren und anderen Parametern weiter verfemert. In einem ers-
ten Zyklus wurde hier zunichst neben den Raumkoordmaten auch der Besetzungs-
grad (engl. occupancy) und dann der 1sotrope B-Faktor freigegeben, in weiteren Zyk-
len wurden darauthin auch die anomalen Streufaktoren m die Verfemerung mitembe-
zogen und fiir 12 starkbesetzte Schweratompositionen eimn anisotroper B-Faktor em-
gefiihrt. Deswetteren konnten m einer Dichtekarte der anomalen Differenzen zwe1
weitere Selenatompositionen ausgemacht und ebenfalls mitembezogen werden.

Mit den aus dem Selenomethionyl-MAD-Experiment gewonnenen Phasen wurden
dann mit dem Programm FFT des CCP4-Programmpaketes (CCP4 1994) die anoma-
len Differenzen des bei 0,999 A aufgenommenen Datensatzes des mit Methylqueck-
silberazetat derivatisierten Kristalles fouriertransformiert. In der so erhaltenen Karte
der anomalen Differenzen mm Realraum konnten vier Quecksilberatome lokalisiert
werden. Auf die zuvor beschriebene Weise wurden auch die Daten des Quecksilber-
derivates m SHARP zur Gewmnung weiterer Phasenmformation herangezogen. In
diese Verfemerung der MAD-Daten wurde externe Phasenmformation aus dem Se-

lenomethionmexperiment mitembezogen.
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1.2.7 Dichtemodifikation zur Phasenverbesserung und Modellbau

Die mit Hilfe des Programms SHARP aus den MAD-Expermmenten mit Seleno-
methionyl- und Quecksilberderivaten gewonnenen Phasen wurden unter Nutzung
des Programms SIGMAA aus dem CCP4-Programmpaket (CCP4 1994) kombmaert.
Den kombmierten Phasen wurden die Strukturamplituden des an der Messstation
ID29 des ESRF gewonnenen nativen, bis 2,7 A aufgelésten Datensatzes zugeordnet.
Der so gewonnene, bis zu einer Auflésung von 3,3 A phasierte Datensatz wurde mit
dem Programm DM aus dem CCP4-Programmpaket (CCP4 1994) zur Solvenskor-
rektur und Anwendung anderer Verfahren der Dichtemodifikation weiterbearbeitet.
In emem 15 Zyklen langen Lauf mit DM wurde zunichst eme Phasenerweiterung auf
die volle Auflésung von 2,7 A unter Verwendung der Optionen zur Solvenskorrektur
(SOLV), Histogrammstatistik (HIST) und Anwendung dieser Verfahren auf getrenn-
te Auflosungsbereiche (MULT) durchgefiihrt. In emem weiteren, 50 Zyklen langen
Lauf mit DM wurde zusitzlich zu den oben genannten Optionen noch eme Dichte-
mittlung (AVER) fiir die beiden i der asymmetrischen Einheit vorhanden Molekiile
angewandt. Masken fiir die Solvenskorrektur und Dichtemittlung wurden zunichst
unter Nutzung der emgebauten Programmroutinen m DM automatisch generiert,
spiter aber von aus dem Strukturmodell abgeleiteten Schablonen manuell mit dem
Programm NCSMASK aus dem CCP4-Programmpaket (CCP4 1994) generiert.

Von dem so gewonnen phasierten und modifizierten Datensatz wurde mit dem Pro-
gramm FFT aus dem CCP4-Programmpaket eme Elektronendichtekarte errechnet, n
die unter Nutzung der ,,Baton_Build“-Funktion des Programms O (Jones & Kjeld-
gaard 1997) zunichst eme Cal-Spur gebaut wurde, die 60% der im Protein enthalte-
nen 346 Reste emnes Monomers umfasste. Wenn moglich, wurden dabei Helices unter
Verwendung emer Modellhelix als Vorlage modelliert. Dann wurden der Proteinse-
quenz entsprechend und unter Orientierung anhand der Selenpositionen und der mat
dem Programm PSIPRED (McGuffin, Bryson et al. 2000) vorhergesagten Sekundir-
strukturelemente m beiden Monomeren jeweils etwa 65 Ammosiureseitenketten em-
gebaut und eme erste automatische Verfemerung mittels Gradientenmethode mit
dem Programm CNS (Briinger, Adams et al. 1998) durchgefithrt. Das verfemerte
Modell wurde mit dem Programm CNS dann in den Reziprokraum zuriicktransfor-

miert, dem gewonnenen Datensatz Gewichte mit dem Programm SIGMAA durch
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Vergleich der Strukturamplituden des Modells mit den expermmentell bestimmten
Amplituden zugeordnet, und die Modellinformation zu der aus den MAD-
Experimenten gewonnenen Phaseninformation hinzukombmiert. Daber dominierte
besonders im unteren Auflosungsbereich die expermmentelle Phasenmformation, in
hoheren Auflosungsschalen nahm der Beitrag der Modellphasen jedoch deutlich zu
(Tab. 1).

Wie zuvor beschrieben, wurde dann eme Solvenskorrektur und Dichtemodifikation
mit DM durchgefiihrt und die erhaltene, verbesserte Elektronendichtekarte zur Vali-
dierung und wetteren manuellen Verbesserung des Modells n O verwendet. In mehr
als 10 solcher Zyklen aus manueller und automatischer Verfemerung konnten
schlieBlich etwa 40% der gesamten Sequenzinformation Modellbereichen mit ausres-
chender Sicherheit zugeordnet werden, weitere 30% aufgrund von schlecht mterpre-
tierbarer oder fehlender Dichte nur unter Vorbehalt. Das restliche Modell konnte
nur als Ca-Spur gebaut werden, und fiir 51 von imnsgesamt 346 Aminosiureresten

konnte keine Elektronendichte beobachtet werden. Diese Reste fehlen 1m Modell.

Auflésungsbereich [A] Anzahl Reflexe Exp. Phasen Modellphasen kombiniert

158.11-11.80 166 0.9162 0.7013 0.9547
11.80-8.36 368 0.9198 0.8221 0.9602
8.36-6.83 502 0.9353 0.7383 0.9554
6.83-5.91 618 0.9384 0.6912 0.9515
5.91-5.29 697 0.9327 0.6654 0.9484
5.29-4.83 796 0.9230 0.7163 0.9459
4.83-4.47 864 0.9099 0.7163 0.9423
4.47-4.18 935 0.9015 0.7234 0.9358
4.18-3.94 1009 0.8764 0.6994 0.9177
3.94-3.74 1042 0.8320 0.6974 0.8871
3.74-3.57 1127 0.7461 0.7245 0.8488
3.57-3.42 1180 0.6680 0.6920 0.8040
3.42-3.28 1229 0.5455 0.6338 0.7261
3.28-3.16 1289 0.3783 0.6392 0.6871
3.16-3.05 1313 0.3209 0.5713 0.6215
3.05-2.96 1335 0.2554 0.5933 0.6197
2.96-2.87 1000 0.2129 0.6468 0.6602

Tabelle 1: Statistik der Phasengiitefaktoren, aufgeschliisselt nach der Auflésung und den Beitrigen der expe-
rimentellen Phasen aus den MAD-Experimenten (3. Spalte) und den aus dem verfeinerten Modell gewonne-
nen Phasen (4. Spalte). Die letzte Spalte zeigt die Phasengiite der kombinierten experimentellen und mo-
dellabhidngigen Phaseninformation.
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1.2.8 Reinigung chemisch synthetisierter RNA

Chemisch synthetisierte RNA wurde bet der Firma Eurogenetch, Belgien mn HPLC-
und gelgeremnigter Qualitit gekauft. Der hohe Grad an verbleitbenden Verunremigun-
gen machte eme weitere Remigung mittels denaturierender PAA-Gelelektrophorese
erforderlich. Emn 3 mm dickes Gel wurde aus emer Losung von 127 g Harnstoff m
159 ml Acrylamidmischung (38 % (w/v) Acrylamid mit 2% (w/v) Bisacrylamid, m
Wasser gelost) und 28 ml 10fach konzentriertem TBE-Puffer (108 g/1 Tris, 55 g/1
Borsiure und 9,3 g/l EDTA) unter Zusatz von 1,3 ml emer 25prozentigen (w/v)
Ammonmumpersulfatlosung und 36 pl TEMED gegossen und iiber Nacht be1 277 K

auspolymerisiert. Die zu remnigende RNA wurde fir finf Mmuten i 100 — 350 pl
denaturierendem Auftragspuffer (2,5 ml 10fach konzentrierte TBE-Pufferlosung,
25 g Harnstoff, 10 mg Bromphenolblau und 10 mg Xylencyanol, Wasser ad 50 ml)
gekocht und eme Gesamtmenge von nicht mehr als 1,5 mg RNA auf emn 25 cm bres-
tes Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit TBE-Laufpuffer fiir eine Dauer
von 15-25 Stunden ber 1000 V und 277 K Umgebungstemperatur betrieben. Die
RNA-Banden wurden dann durch ihren Schattenwurf mn ultraviolettem Licht auf es-
nem fluoreszenzbeschichteten Schirm sichtbar gemacht und die gré3te Bande mit ei-
nem Skalpell aus dem restlichen Gel ausgeschnitten. Der so gewonnene RN A-haltige
Gelabschnitt wurde zerkleinert und die RNA tber Nacht i dreifachen Volumen
TBE-Puffer daraus elutert. Aus dem Eluat wurden restliche PAA-Gelpartikel mittels
Filtration abgetrennt und die RNA durch Zusatz von 1/10 Volumenemheiten 3M
Natrumazetatpuffer pH 4,5 und 2,5 Volumenemheiten absolutem Ethanol be1 193 K
gefillt. Die durch Zentrifugation sedimentierte RN A wurde dann dremmal mit 70 pro-
zentigem (v/v) Ethanol in den zur Zentrifugation verwendeten Corex-Rohrchen ge-
waschen und an der Luft getrocknet. Danach konnte sie durch Losen 1n emer germ-
gen Menge Wasser aus den Zentrifugenrohrchen entfernt und zur Lagerung in 1,5 ml
Eppendorf-Probengefillen erneut gefillt und getrocknet werden. Durch die Verwen-
dung autoklavierter Gefille und autoklavierten Wassers, Tragen von Handschuhen
und groBtmoglicher Reinlichkeit im Umgang mit den RN A-Priparationen wurde der
hohen Anfilligkeit gegen RNAse-Abbau Rechnung getragen, auf den Finsatz von
Proteasemhibitoren wurde jedoch im Hmblick auf mogliche storende Interferenzen

be1 Kokristallisationsexperimenten verzichtet.
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1.3 Ergebnisse

1.3.1 Uberexpression und

Proteinreinigung

Um die Chance emer erfolgreichen
Strukturaufklirung zu maxmieren, wur-
de die zuvor bereits be1 der Strukturauf-
Klarung des Tgt-Ezyms (Romier, Reuter

et al. 1996) erfolgreiche Strategie ange-
wandt, verschiedene Orthologe des
Zielenzyms fiir Kristallisationsversuche
zu kloniteren und zu reimigen. Es wurden
die gneA-Gene aus msgesamt 12 ver-
schiedenen Organmismen verwandt. Die
Ergebnisse der kristallographischen Ver-
suche mit den transgen tberproduzier-
ten und geremigten Genprodukten sol-
len 1m weiteren beschrieben werden.
Die gue-l-Gene der eubakteriellen Or-
ganismen Aguifex: aeolicus, Bacillus subtilis,
Borrelia burgdorferi, Clostridium acetobutyli-
cum, Deinococcus radiodurans, Escherichia cols,
Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori,
Rickettsia prowazekii, Staphylococcus aurens,
Synechocystis sp. und  Thermotoga maritima
wurden als GST- (kodierend fiir Schistos-
oma japonicum Glutathion-S-Transferase)
Fusionsgene (Smith & Johnson 1988)
kloniert und m E. o/ tberexprimiert.

Alle Fusionsgene fithrten zur Produkti-

on grofler Mengen l6slichen Fusions-
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Abbildung 6: Die Elutionsprofile von Gelfiltrations-
laufen mit QueA-Protein aus drei verschiedenen Or-
ganismen. (a) Das Elutionsvolumen von QueA aus E.
coli entspricht einen Molekulargewicht von anni-
hernd 40 kDa, was auf einen monomeren Zustand
dieses Proteins schliefen lisst. Ein identisches Ver-
halten konnte fiir QueA aus C. acetobutylicum, D. ra-
diodurans, H. influenzae, S. aureus and B. subtilis
beobachtet werden. (b) QueA aus Synechocytsis sp.
bildet offensichtlich stabile Aggregate, da das Eluti-
onsprofil neben einem dem monomeren Zustand ent-
sprechenden Maximum noch zwei weitere Maxima
aufweist, die Oligomerisierungszustinden hdoherer
Ordnung zuzuordnen sind. (¢) Das Elutionsprofil von
QueA aus A. aeolicus zeigt ein Maximum mit einer
langen Schleppe. Dieses Maximum befindet in der
Nihe des Ausschlussvolumens des verwendeten Siu-
lenmaterials und korrespondiert mit einem Moleku-
largewicht von deutlich iiber 100kDa. Diese Profil-
form weist auf ein reversibles Aggregationsverhalten

hin.

protems, mit Ausnahme derer, die die
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Gene von B. burgdorfers, H. pylori und R. prowazekii enthielten. Wihrend das GST-R.
prowazekii gueAl-Fusionsgen nicht m nachweisbaren Mengen exprimiert wurde, fiihr-
ten die zwer anderen Konstrukte zur Produktion unloslichen Fusionsprotems. Im
Falle des B. burgdorferi que-1-Gens war das Fusionsprotem verkiirzt. Dies stellte sich
als Folge einer Rasterschubmutation, ausgelost durch die Deletion emer Base des
gueA-Gens auf der chromosomalen DNA des verwendeten Typusstammes von B.
burgdorferi (DSM4680) heraus. Diese Deletion befindet sich auch mn der Sequenz des
kompletten Genoms von B. burgdorferi (Fraser, Casjens et al. 1997). Die QueA-
Proteine dieser dre1 Organismen wurden mm weiteren nicht mehr beriicksichtigt. Die
GST-Anteile der anderen Fusionsproteme ermdglichten die Remnigung iiber Affini-
taitschromatographie muttels Glutathionsepharosematerials. Nachdem die Fusions-
proteme an die Sepharose gebunden hatten, wurde der QueA-Anteil proteolytisch
abgespalten und elusert. SchlieSlich wurde das geloste QueA-Protemn mattels Filtration
vom GST-haltigen Glutathionsepharosematerial abgetrennt und maittels Gelfiltrati-
onsmethoden, wie zuvor beschrieben, weiter geremigt, um auch Restverunreinigun-
gen zu beseitigen. Infolge der Figenheiten der angewendeten Uberexpressionsstrate-
gie enthielt jedes der bearbeiteten QueA-Proteme zwet oder finf zusitzliche Amino-
saurereste am N-Termmus. Die QueA-Proteme von C. acetobutylicum, D. radiodurans,
E. coli, Haem. influenzae, S. anrens und B. subtilis wiesen auf der Gelfiltrationssiule emn
Migrationsverhalten auf, das emem monomeren Zustand dieser Proteinmolekiile ent-
spricht, und sich im Elutionsprofil durch das Vorhandensein emes Hauptmaxmums
bemerkbar machte (Abb. 6a). Als Vergleich fiir die Bewertung dienten Testliufe mat
besttmmten Standardprotemen (hier nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu zeigte das E-
lutionsprofil des QueA-Protemns von Synechocystis sp. drer Hauptmaxima (Abb. 6b),
was darauf hinweist, dass dieses Protein uber die Anwesenheit von monomeren Pro-
temmolekiilen hinaus auch stabile Aggregate hoherer Ordnung bilden kann. Die
QueA-Proteme von A. aeolicns und T. maritima eluterten bei emem Volumen, das
nicht mehr 1m empfohlenen Trennbereich der verwendeten Siule lag. Dementspre-
chend war em Molekulargewicht von tiber 100 kDa anzunehmen. Be1 beiden Proter-
nen war im Elutionsprofil em dem Maximum folgender Schmiereffekt (Abb. 6¢) zu
beobachten. Dies weist auf eine Tendenz dieser Proteine hin, reversibel zu aggregie-
ren, was zuvor bereits beim Tgt-Enzym von E. ¢/ beobachtet wurde (Reuter & Fic-

ner 1995).
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1.3.2 Kristallisation und réntgenkristallographische Bewertung der

Kristallqualitit

Alle neun gereinigten orthologen QueA-Proteine wurden emem ,sparse matrix®
Krstallisationsscreening (Cudney, Patel et al. 1994) unter Verwendung kommerziell
erthilthicher Kits unterworfen.  Anschliefend
wurden weitere Screenimgs ausgefiihrt, sowohl um
bereits gefundene Kristallisationsbedingungen zu
verfemnern, als auch weitere neue Kristallisations-
bedmgungen zu finden. Fir alle QueA-Proteine

wurden  Screemmngs mit  Ammoniumsulfat,

Lithumsulfat, Natriumchlorid, Kalmum/Natrium-

Abbildung 7: Kristall des QueA-
Proteins aus E. coli (siche Text).

phosphat, Natrumformiat, Natriumzitrat und PEG
verschiedener Molekulargewichte als Fillungsmittel durchgefithrt. Sowohl verschie-
dene pH-Werte als auch Prizipitanskonzentrationen und der Emfluss verschiedener
Additive wie z. B. Salze, Zucker, Alkohole und Detergenzien wurde mn jedem Fall
systematisch getestet. Die Ergebnisse dieser ausgedehnten Bemiihungen waren Kris-
talle fiinf verschiedener Formen, die von den QueA-Protemen aus T. waritma, Haem.
influenzae, E. colf und B. subtilis ethalten werden konnten.

Das QueA-Protem aus T. maritima bildete nach emer Zeitdauer von mehr als dret Wo-
chen dinne Plittchen bei emer Temperatur von 293K mit 30 % PEG 4000 als Fil-
lungsmittel und 200 mAM NaCl als Addittv im pH-Bereich zwischen 6,0 und 8,5. Die
Kristalle waren m emer Proteinhaut emgeschlossen
und besaBBen Dimensionen von ungefihr 0,1 x 0,1 x
0,01 mm?* Trotz mtensiver Bemithungen gelang es
nicht, diese Kristalle nennenswert zu vergroBBern.

Nach vier bis fiinf Wochen lieferte das QueA-Protem

aus T. maritma kubische Kiristalle mit emer Kanten-
Abbildung 8 Kristall des QueA- linge vom 0,1 mm mm pH-Bereich von 7,5 bis 9,0 un-
Proteins aus B sublis (siche Text). ter Verwendung von 5% bis 10% PEG 8000 als Fil-
lungsmittel. Be1 Fillungsmittelkonzentrationen von 3% bis 7% konnten nach 6 Mo-
naten kubische Kiristalle mit einer Kantenlinge von bis zu 0,4 mm erhalten werden.

Am hauseigenen Drehanodengenerator konnte mit diesen Kristallen keme Rontgen-
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beugung nachgewiesen werden. Ebenso zeigten Kristalle der QueA aus Haem. influen-
zae, die ber 277 K mit 15 % PEG 4000 sowie 100 mM 3-(Cyclohexylamino)-1-
Propansulfonsiure (CHES; pH 9.0) und 100 mM Kalziumazetat als Reservoirlosung
gezogen wurden, keme Rontgenbeugung am hauseigenen Generator. Die Grofle der
getesteten Kristalle betrug annihernd 0,15 x 0,1 x 0,1 mm?*

Kleme Kristalle der E. cof QueA erschienen zunichst imnnerhalb emes Zeitraums von
zwei Wochen bei 277 K 1n Anwesenheit von 28 % PEG 4000 und 200 mM L1SO4
mit 100 mM Tris-HCI pH 8,5 als Puffersubstanz mm Reservoir. Die Abmessungen
dieser Kristalle konnten deutlich vergroflert werden, wenn sie n emem Tropfen aus
2 ul Proteinlésung (deren Konzentration auf 50 g/1 ethoht wurde) und 1,33 pl Re-
servorrlosung mit 17 % PEG 4000, 100 mM Tris-HCI pH 8.5, 200 mM MgCl> und
1,23 uM B-Octyl-D-glucosid (0,05 % der kritischen Mizellenkonzentration) gezogen
wurden. Nach etwa zwei Monaten erreichten die Kristalle eme Grofle von annihernd
0,5 x 0,1 x 0,1 mm? (Abb. 7). Versuche zur Beschleunigung des Kristallwachstums
durch Seedmgverfahren blieben erfolglos. Unter Verwendung des hauseigenen Gene-
rators beugten die so erhaltenen Kristalle bis 12 A. Trotz intensiver Bemiihungen
konnten die Kristalle nicht verbessert werden.

Innerhalb von zwei Tagen konnten mit emer Reservoirlosung aus 30 % PEG 4000,
100 mM Tr1s-HCI pH 8.0 und 200 mM Ammonmumsulfat sowohl be1 277 K als auch
be1 293 K kleme plittchenartige Kristalle der B. subtilis QueA erhalten werden. Durch
Reduktion der Fillungsmittelkonzentration auf bis zu 24% und Erhohung der Trop-
fengrofle auf bis zu 40 pl (20 pl

-3

Protemlésung mit 20 pl Reservoir-

-4 R
l6sung) konnten schlieflich Plitt-
5 chen mit Kantenlingen von mehr
als 1,0 x 1,0 mm?2 und emer Dicke
-6 |

von bis zu 0,15 mm erreicht wer-

den (Abb. 8). Es konnte beobach-

] T [ [ I T I I
0,07 0,08 0,09 0,10 0,11 0,12 0,13 0,14

(A7
Abbildung 9: Wilson-Diagramm des nativen Synchrotron-
datensatzes der QueA. des pH-Wertes bis 9,5 sich zu-

tet werden, dass eme Erhohung
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gunsten der Plittchendicke auswirkte, aber zulasten der Kristallqualitit ging. Als
Kompromiss wurde deshalb schlieBlich e pH-Wert von 7,5 fiir die Produktion von
Kristallen hochster Qualitit gewihlt.

Zunichst konnte mit diesen Kristallen am hauseigenen Generator nur Beugung bis
etwa 8 A erreicht werden, unter Verwendung von Synchrotronstrahlung der MAD-
Strahlstationen 5.2R des ELETTRA (Triest) und BW7A des DESY (Hamburg) wur-
de das Beugungslimit bis auf etwa 5 A erhoht.

Durch weitere Femstabsttmmung der Kristallisationsbedingungen, aber vor allem
durch weitere Versuche zur Verbesserung der Tieftemperaturbedingungen, konnte
die Beugungsqualitit schlieBlich soweit verbessert werden, dass mit qualitativ hoch-
wertiger Synchrotronstrahlung des ESRF, Grenoble Reflexe deutlich unterhalb von
3 A messbar wurden. Die Statistik eines solchen, an Messstation 1D29 des ESRF auf-
genommenen Datensatzes zeigt Tab. 1. Allen Datensitzen gememsam ist, dass der
aus dem Wilson-Diagramm (Abb. 9) abgeleitete B-Faktor mit emem Wert von etwa
96 A2 aullergewohnlich hoch sst.

Eme wesentliche Verbesserung im Verlauf der Kristalloptimierung brachte zunichst
die Verwendung von Paratone-N (Hampton Research, USA) als Tieftemperatur-
schutzmaittel. Nachteilig erwies sich m diesem Zusammenhang aber die sehr schlechte

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Auflésung (A) 30-27 . o
Ein Durchbruch wurde schlieBlich
Wellenlénge (A) 0,9393
dadurch erzielt, dass die Kristalle
Anzahl beobachteter Reflexe 826222
nicht, wie bisher tiblich, von der Mut-
Anzahl symmetrieunabh. Refl. 41787
terlauge n den Kilteschutzpuffer G-
Vollstiandigkeit insgesamt 99,9%
dufere Schale 99,7% berfithrt, sondern im Mutterlauge-
Reym* insgesamt 5,3% Tropfen langsam und schrittweise un-
duRere Schale 33,9%
ter stindiger, vorsichtiger Durchmi-
llo insgesamt 27,9
duBere Schale e schung mit emem Schutzpuffer aus
Zellkonstanten (A) 35 % PEG 4000, 100 mM Tris/HCI
a,b 101,5
c 153,4 pH 7,5, 200 mM Ammonmumsulfat

und 15 % Glyzerm versetzt wurden.
Tabelle 2: Statistik des nativen Datensatzes, aufgenom- Di P d d 1 fort
men an Messstation ID29 des ESRF, April 2001 1es¢ rozedur wurde solange Iortge-

*Roym = X |1-(1)| / ZI, wobei I die beobachtete Intensititund () die ~ setzt, bis eme ungefihre Endkonzent-
mittlere Intensitit fiir mehrfache Messung bedeutet

ration von mehr als 10% Glyzermn 1m
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Tropfen erreicht war. Das Verfahren lieB sich durch die Verwendung emner Zwi-
schenkonzentration mit lediglich 32 % PEG 4000 plus 8 % Glyzermn und Anwen-
dung der Kristallisationsmethode des sitzenden Tropfens erleichtern. Das Reflexpro-
fil und die Kristallmosaizitit konnte unter Verwendung dieses Verfahrens reprodu-

zierbar verbessert werden.
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1.3.3 Schweratomderivatkristalle des QueA-Proteins und MAD-

Experimente

Em Selenomethionylderivat des QueA-Proteins aus B. subtilis wurde hergestellt und
der Erfolg des Selenembaus in das gereinigte Protemn mittels Elektrospray-
Massenspektroskopie iiberpriift. Dabei wurde zwischen dem nativen und dem deriva-

tiven QueA-Protem eme Massendifferenz von 379 Da festgestellt (Abb. 10), was dem
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Abbildung 10: Massenspektrum eines Gemischs von nativem QueA-Protein aus B. subtilis und dem
entsprechenden Selenomethionylderivat. Die zwei grofiten Maxima stehen zueinander in einer Ent-
fernung, die 379 Da/e bzw. einer Massedifferenz von 379 Da (z=1e) entspricht.

Austausch aller Methionm-Schwefelatome gegen Selenatome entspricht. Die aus die-
sem Selenomethionylderivat erhaltenen Kristalle waren morphologisch zu Kristallen
aus nattvem QueA-Enzym identisch und zeigten sowohl in den gemessenen Zellkon-
stanten als auch m der Auflosungsgrenze ithres Beugungsbildes keme signifikanten
Unterschiede zu nativen Krstallen. Zusitzlich wurden Kokristallisations- und Soa-
kingexperimente mit verschiedenen Schwermetallsalzen unternommen. Dabei stellte
sich heraus, dass die Krstalle hohe Konzentrationen (1 mM und mehr) verschiedener
Quecksilber- und Goldsalze, die der Mutterlauge zugesetzter waren, toletierten, ohne
dass die Auflosungsgrenze ihres Beugungsbildes oder die Kristallmosaizitit zu stark

beemtrichtigt wurden.
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An der Synchrotronmessstation ID14-1 des ESRF, Grenoble wurde 1m Februar 2000
zunichst em Kiristall des Selenomethionylderivates vermessen. Der Datenqualitit
nach zu urteilen, hitte eme Bestimmung von Schweratompositionen prinzipiell 1m
Bereich des Moglichen gelegen, jedoch blieb die Suche nach den Selenpositionen er-
folglos. Em auffilliges Merkmal dieses Datensatzes be1 der Bearbeitung mit den Pro-
grammen SOLVE und SHARP wat, dass die Verfemerung der anomalen Streufakto-
ren £ und £’ nicht konvergierte. Da ber der Messung Probleme mit extremen Ver-
schiebungen der Strahlposition auftraten, 1st anzunehmen, dass wihrend der Auf-
nahme der Datensitze die Konstanz der Wellenlinge nicht m dem fiir em MAD-
Expermment notwendigen Mal} gewihrleistet war. Im April 2001 wurde deshalb er-
neut ein MAD-Experiment mit Selenomethionylderivatkristallen an der Messstation
1D29 durchgefiihrt, Tab. 3 zeigt die Statistik des Dre1-Wellenlingenexperiments. Die-
ses erlaubte eine erste Besttmmung der Phasen, so dass nach emer Solvenskorrektur
eme mterpretierbare Elektronendichtekarte erhalten wurde, i der Helices und Falt-
blattstrukturen erkennbar waren. Ebenfalls an dieser Messstation wurde auch ein Ex-
periment mit anomaler Dispersion bei nur emer Wellenlinge mit einem fiir 4 Stun-
den mn ImM Methylquecksilberazetat ,,gesoakten® Kristall durchgefiihrt, die Statistik
dieses Experiments 1st n Tab. 4 dargestellt. Das urspriinglich fiir dieses Quecksilber-
derivat vorgesehene Drei-Wellenlingenexperiment konnte nicht durchgefithrt wer-
den, da bereits in den letzten Bildern des ersten Datensatzes eme rapide Abnahme
der Beugungsqualitit des Kristalls festzustellen war. Diese Qualititsabnahme war mit
hoher Wahrschemlichkeit auf ungeniigende Wirmeabfuhr infolge ungiinstiger Positi-
onierung des Krstalls im Tieftemperatur-Stickstoffstrom zuriickzufithren. Eme
Dichtekarte der anomalen Differenzen (siehe Abb. 19), die von diesem Datensatz mat
Hilfe der iber das Selenomethionylderivat erhaltenen Phasen erstellt wurde, zeigte
vier klare Maxima pro asymmetrischer Einheit, deren Koordmaten im Programm
SHARP m Zusammenhang mit dem ebenfalls an Messstation D29 aufgenommenen
nativen Datensatz (Statistik siehe Tab. 2) zur Phasenberechnung unter Nutzung 1so-
morpher und anomaler Differenzen benutzt wurden. Da auch in emer Elektronen-
dichtekarte, bei der diese zusitzlichen Phasenmnformation genutzt wurde, groflere Be-
reiche nicht oder nur schwer interpretierbar waren, wurden an emem weiteren Ter-
min an der Messstation 1D14-4 des ESRF weitere mit Methylquecksilberazetat ,,ge-

soakte Kiristalle vermessen. Hier gelang die Durchfithrung zweier MAD-
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Expermmente mit je vier Wellenlingen. Dieser fiir em Quecksilberderivat uniibliche
Aufwand wurde getrieben, da unmaittelbar vor der Messung ein Defekt der Steuer-
elektronik der Messstation emen Verlust der Femabstimmung der Rontgenoptik zu-
folge hatte und em Rontgenfluoreszenz-Wellenlingenscan zur Besttmmung des
Schweratom-Absorptionsmaximums nicht mehr moglich war. Um auch emer germ-
gen Unsicherheit m der emgestellten Wellenlinge Rechnung zu tragen, wurde em
zweites Experiment mit leicht varnerten Werten fir die verschiedenen Wellenlingen
durchgefithrt. Das MAD-Experiment, das be1 der Phasierung mit SHARP die besse-
ren Phasengiitefaktoren lieferte, wurde dann m die weiteren Phasenberechnungen
einbezogen. Die Statistik dieses Experiments, bet dem erwartungsgemill vier Queck-
silberpositionen m der asymmetrischen Emheit gefunden wurden, 1st mn Tab. 4 darge-
stellt. Die Dichtekarte der anomalen Differenzen des am Absorptionsmaximum fir
Goldatome aufgenommenen Datensatzes eines mit Kalumgoldzyanid ,,gesoakten®
Kristalls zeigte kemne Maxima, die aufgrund ihrer Grofe und Form gebundenen

Goldatomen zugeordnet werden konnten.
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Datensammlung
Experiment A (Maximum) A2(Wendepunkt) A3(Entfernt)
Auflésung (A) 70-29 70-29 70-29
Wellenldnge (A) 0.9787 0.9789 0,9205
Gesamtzahl beobachteter Reflexe 333103 449558 391809
Anzahl symmetrieunabh. Reflexe 33321 33456 33623
Vollstandigkeit insgesamt 98,7% 99,0% 99,4%
aduBere Schale 93,7% 92 9% 100,0%
Reym® insgesamt 42% 4.6% 3,8%
auBere Schale 30,5% 36,4% 27,1%
llo insgesamt 117'92 117’64 12991
duBere Schale ! ' '
Zellparameter (A)
a,b 101,4
c 153,2
Phasenberechnung
PhPt zentrisch (isomorpher Beitrag) 3,74 3,04 0,00
PhP azentrisch (isomorpher Beitrag) 5,95 4,41 0,00
PhP azentrisch (anomaler Beitrag) 3,49 2,86 2,94
FOME, zentrische Refl. insgesamt 0,633
aduBere Schale 0,204
FOM, azentrische Refl. insgesamt 0,576
aduBere Schale 0,067
Anzahl Schweratompositionen in der 16

asymmetrischen Einheit

Tabelle 3: Statistik des Selenomethionyl-MAD-Experiments an Messstation ID29 des ESRF, April 2001
*Reym = Z |1 - (I)| / ZI, wobei I die beobachtete Intensitit und (I) die mittlere Intensitit fiir mehrfache Messung bedeutet

1PhP, Phasterungskraft (Phasing power) ist der quadratische Mittelwert(| Fh| /E), wobei |Fh| die Amplitude der Schweratom-
strukturfaktoren und E den sog. ,,residual lack of closure error darstellt.

I FOM, Phasengiitefaktoren (figure of merit).
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Datensammlung
Experiment AM(Maximum)  A2(Wendepunkt) A3(Entfernt) A(Entfernt)
Auflosung (A) 70-33 70-33 70-33 70-33
Wellenlinge (A) 0,9999 1,009 0,9393 0,9919
Gesamtzahl beobachteter Reflexe 519435 516259 5158575 519040
Anzahl symmetrieunabh. Reflexe 12380 12300 12654 12913
Vollstindigkeit insgesamt 99,5% 99,5% 99,2% 99,6%
duBere Schale 99,4% 99,5% 97,5% 98,8%
Reym”® insgesamt 6,5% 5,8% 7,.4% 6,5%
duBere Schale 26,1% 21,84% 43,0% 38,2%
Vo insgesamt 19,6 15,1 17,9 20,2
59 6,2 4,4 45

duBere Schale
Zellkonstanten (A)

a,b 101,3
c 1521
Phasenberechnung
PhPt zentrisch (isomorpher Beitrag) 1,81 0,05 0,00 0,45
PhP azentrisch (isomorpher Beitrag) 2,65 0,60 0,00 0,13
PhP azentrisch (anomaler Beitrag) 2,60 2,72 2,20 1,70
FOMZ, zentrische Refil. insgesamt 0,478
auBere Sch. 0,163
FOM, azentrische Refl. insgesamt 0,331
auBere Sch. 0,077
Anzahl Schweratompositionen in der 4

asymmetrischen Einheit

Tabelle 4: Statistik des Quecksilber-MAD-Experiments an Messstation ID14-4 des ESRF, April 2001. Die
Auflgsung der Datensitze wurde auf 3,3 A begrenzt, da aufgrund statistischer Indikatoren des Programms
SOLVE jenseits dieser Grenze keine verwertbare Phaseninformation mehr zu erwarten war.

*Rym = Z |1 - (I)|/ ZI, wobei I die beobachtete Intensitit und (I) die mittlere Intensitit fiir mehrfache Messung bedeutet

1PhP, Phasierungskraft (Phasing power) ist der quadratische Mittelwert(| Fh|/E), wobei |Fh| die Amplitude der Schweratom-
strukturfaktoren und E den sog. ,,residual lack of closure error darstellt.
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1.3.4 Modellbau

Die aus den MAD-Experimenten mit Selenomethionyl- und Quecksilberderivaten
gewonnene Phasenmformation wurde zur Berechnung emer solvenskorrigierten
Dichte kombmiert. Diese Dichte wies emen gut definierten Kernbereich, der 1m we-
sentlichen von fiinf Stringen emes ausgedehnten B-Faltblatts und drer a-Helices ge-
bildet wurde, auf. Em grofler Teil der restlichen Dichte war nur schlecht definiert o-
der nicht mterpretierbar. Eine besondere Schwierigkeit bei der Dichteinterpretation
und der Zuordnung der Aminosiuresequenz waren hiufige Liicken und fehlende
Schleifenbereiche. Relativ ausgedehnte Bereiche der Dichte waren schlecht definiert
oder fehlten offensichtlich ganz. Solche schlecht definierten Bereiche konnten besser
sichtbar gemacht werden, indem wiederholt Phasen des Teillmodells zu den experi-
mentellen Phasen hinzukombmiert wurden. Diese trugen msbesondere zur Qualitit
hoherer Auflosungsschalen bei (Tab. 1). So gelang schlieBlich auch m Regionen mit
fragmentierter Dichte eine Interpretation, wobei jedoch fiir die N-terminalen Reste
18-27, die Reste 152-160 und weitere 15 Reste, die sich vermutlich 1m C-termmalen
Bereich des Protems befinden, keine Seitenketten gebaut werden konnten, so dass
dort das Modell lediglich aus einer Poly-Alanimnspur besteht. Am N-Terminus, am C-
Termmus und 1m Bereich, der die zwei Dominen des Proteins verbindet und emem
mutmallichen Schleifenbereich sind msgesamt 51 Reste kemer emdeutig definierten
Elektronendichte zuweisbar (Siehe Anhang). Insbesondere im C-terminalen Bereich
des Protems besteht aufgrund der schlechten Strukturinformation und Modellgeo-
metrie zudem eine gewisse Unsicherheit tiber die korrekte Zuordnung der Sequenzin-
formation zur Elektronendichte. Der aus dem Wilson-Diagramm (Abb. 9) abgeleitete
extrem hohe B-Faktor findet semne Entsprechung im mittleren B-Faktor des Modells,
der mit 90,4 A2 auBergewodhnlich hoch ist. Damit einher geht ein erhohter R-Faktor,
der von 61,8% beimn Anfangsmodell auf 38,9% und einen freilen R-Faktor von
46,1% bemn finalen Modell unter Emfithrung emer Solvens- und anisotropen Ge-
samt-B-Faktorkorrektur gesenkt werden konnte. Dieser hohe verbleibende R-Faktor
st offensichtlich eme Folge der relativ groflen mneren Unordnung der QueA-

Kiristalle..
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1.3.5 Grundstruktur und Topologie des QueA-Enzyms

Das Modell des QueA-Protems prisentiert sich als langgestreckte, i zwei voneinan-
der abgesetzte Dominen gegliederte Struktur (Abb. 12). Die Reste 68 bis 169 bilden
die klemere der beiden Dominen, die tibrigen Ammosiurereste bilden die zweite, et-
wa dremmal so grofle Domine aus. Diese Grundstruktur lisst sich auch unschwer aus
der experimentellen Elektronendichte (Abb. 13 und 14) erkennen. Sowohl der N- als
auch der C-Termmus (beide sind kristallographisch unsichtbar) befinden sich offen-
bar i Bereich der grolen Domine. Die kleme Domine faltet mn eme 6+1stringige
B-Fassstruktur, die ahnlich 1 trypsinartigen pankreatischen Serinproteasen (Birktoft

& Blow 1972), in bakteriellen Serinproteasen wie der a-Lytischen Protease (Fujmaga,

3

Abbildung 11: Topologieschema der Faltung des QueA-Proteins. $-Stringe sind durch Dreiecke, Helices
durch Kreise (in der Aufsicht) bzw. durch Zylinder (In der Seitenansicht) symbolisiert. Der N-terminus
scheint im Bereich von Strang 10, der C-terminus im Bereich von Strang $9g zu miinden. Die tatsichli-
chen Termini sind kristallographisch nicht sichtbar, besonders in diesem Bereich besteht eine relativ hohe
Unsicherheit iiber die Topologie des Faltungsverlaufs.

Delbaere et al. 1985), aber auch in wviralen Protemen wie dem Smdbis-Virus-
Nukleocapsid-Kernprotemn (Chos, Tong et al. 1991) und der humanen Rhinovirus
3C-Protease (Matthews, Smith et al. 1994) gefunden wird. Die Benennung der Se-
kundirstrukturelemente der klemen Domine erfolgt hier in der Reihenfolge ihres
Auftretens m der Polypeptidkette. Die Stringe B1s- 33s bilden em tiber Schleifen
verkniipftes antiparalleles Faltblatt, das tiber Helix a1s mit emem weiteren solchen
Faltblatt aus den Stringen B4s- B6s verkniipft 1st (Abb. 11). Beide Faltblitter formen

gememsam die erwihnte 3-Fassstruktur, der —verbunden iiber Helix a2s — em siebter
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Strang 375 himzugefiigt 1st und der m Richtung der grolen Domine zuriickfaltet. Die
Helices alsund a2s formen auf beiden Enden des Fasses eine Art Deckel. Die weite-
re Verbindung zur groBen Domine durch die Reste 161-183 1st kristallographisch
unsichtbar. Die Benennung der Sekundirstrukturelemente der groBen Domine er-
folgt nach ihrer riumlichen Anordnung vom Molekiilinneren nach aullen, da die to-
pologische Abfolge der Strukturelemente der groBen Domine msbesondere im Be-
reich der Termini zum Teil mit emer gewissen Unsicherheit behaftet 1st. Em klemeres
Faltblatt aus den Stringen 31p- 348 (von denen vermutlich drei antiparallel und zwei
parallelen verlaufen) bildet zusammen mit Helix 310 5 die Kontaktfliche zur klemen
Domine. Die Stringe 33p und 345 dieses Faltblattes gehen direkt tiber n die Stringe
B5s- 368, die zusammen mit den Stringen 375- B11p em weiteres ausgedehntes Falt-
blatt formen. Die Stringe B55- 38p verlaufen parallel, die Stringe 39s- 3115 schemen
dagegen antiparallel zu verlaufen. Dieses grofle 3-Faltblatt wird auf der Oberseite von
den Helices 225 und a4p, auf der Unterseite von den Helices a3g, o558 und a6g flan-

kiert. Die Eigenheiten des Faltungsmusters werden niher m Teil 1.4 besprochen.
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Abbildung 12: Banddarstellung der Kristallstruktur des QueA-Enzyms. Die untere Ansicht ist gegeniiber der
oberen um 90° in der Horizontalen gedreht. Der Ubersichtlichkeit halber sind die Strukturelemente der kleinen
Domine lediglich in der oberen Ansicht, die Strukturelemente der groBen Domine dagegen lediglich in der
unteren Ansicht beschriftet. Helices sind rot/gelb und B-Stringe in Cyanténen dargestellt. Um den Faltungs-
verlauf in der kleinen Domine zu illustrieren, ist hier die Farbgebung der sieben @-Stringe in der Reihenfolge
ihres Vorkommens in der Polypeptidkette von griinlich (N-terminal) bis bliulich (C-terminal) variiert. In der
Struktur fehlende Bereiche sind durch gestrichelte Verbindungselemente angedeutet.
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Abbildung 13: Elektronendichtekontur der Kristallstruktur auf 1,86-Niveau bei 3,0 A Auflésung. Die dargestell-
te Dichte basiert ausschlieBlich auf experimenteller Information aus den Se- und Hg-MAD-Experimenten. Die
Phasierung wurde mit SHARP vorgenommen, anschlieBend wurden 10 Zyklen Dichtemodifikation in DM ge-
rechnet. Die untere Ansicht ist gegeniiber der oberen um 90° in der Horizontalen gedreht. Beide Ansichten
entsprechen der Darstellung in Abb. 12. Einige deutlich erkennbare Strukturelemente sind beschriftet. Fiir eine
Stereodarstellung dieser Abbildung sieche Abb. 14.
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Abbildung 14: Elektronendichtekontur der Kristallstruktur auf 1,86-Niveau bei 3,0 A Auflgsung in Stereodar-
stellung. Zur Erlduterung siche Abb. 13.
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1.3.6 Konservierte Reste und elektrostatische Eigenschaften

Betrachtet man eme Schemadarstellung des QueA-Kristallstrukturmodells, das aus-
schlieBlich streng konservierte Amiosaurereste zeigt (Abb. 16, siehe auch Sequenz-
vergleich im Anhang), so fillt auf, dass sich alle diese konservierten Reste auf eine
Seite des Molekiils konzentrieren. Im Bereich der klemen Domine befinden sich le-
diglich zwei konservierte Reste, Pro!>® und Pro %5, die m der ausgedehnten Schleifen-
region zwischen Helix a2s und Strang 37s (vgl. Abb. 12) lokalisiert sind. Blickt man
von der kleinen 1n Richtung der grolen Domine, so sind die nichsten konservierten

Reste mn der Furche zwischen den beiden Domaianen anzutreffen. Es handelt sich da-

Abbildung 15: Ein Gebiet basischer Reste auf der Oberfliche der kleinen Domine im Be-
reich der Stringe B1s, £2s, 3s und Helix als, Dargestellt sind das Ca-Riickgrad, einige in-
teressante Seitenketten in diesem Bereich und die solvenszugingliche Oberfliche, auf die
die Seitenkettenladungen projiziert wurden. Man blickt in etwa entlang der Achse der
g-Fassstrukur, auf den durch Helix als gebildeten Deckel.
bet um His??, das Strang 33 entspringt, und Gly?!3, das m Helix 3105 lokalisiert 1st.
Glu?! auf der N-terminalen Seite von Strang 32p formt eme Salzbriicke zu A1g?? in
Helix a3s. Hmter Helix a3s beginnt em Bereich, der an der Molekiloberfliche die

hochste Dichte konservierter Resten enthilt. Dieser Oberflichenbereich wird 1m we-

sentlichen durch eme Seite von Helix a3p, die N-termmale Spitze von Helix a5p so-
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wie der Schleifenregion zwischen Helix a5 und Strang 38p gebildet. Etwa im Zent-
rum dieser Ansammlung konservierter Reste sitzt His’®, umgeben von Asp®Yl,
Glu?3, Ser’?”, Thr?, Thr?8, Tyr’3%* und Pro®% . Am Rand dieses Bereichs befinden
sich die streng konservierte hydrophoben Reste Ala'®* und Leu!8S.

In der klemmen Domine mm Bereich der Stringe 31s 325 und 33s sowie Helix als be-
findet sich ein Gebiet basischer Reste an der Molekiiloberfliche (Abb. 15). Dieser
basische Bereich wird im wesentlichen durch die Lysmreste 76, 82, 101, 104, 107,
108, 159 und Arg!® gebildet. Am Rand dieses Gebiets befinden sich Glu¥, Glu!¢®
und Arg’l) in der Furche zwischen beiden Dominen sind die Reste H1s?® und Arg?!
benachbart. Dagegen wird die gegeniiberliegende Molekiloberfliche im Bereich der
Stringe B4s, 35s und B6s, Helix a2s sowie emes Grofiteil der beiden Faltblitter der
groflen Domine zusammen mit Helix 42, Helix a4s und Helix a6s durch saure Res-
te dommiert. Dem Molekill kann demnach em ausgeprigter Dipolcharakter zuge-
schrieben werden, wobei jedoch nicht auller acht werden darf, dass mehr als 50 Se1-
tenketten micht zugeordnet werden kénnen, so dass genauere Betrachtungen des e-

lektrostatischen Verhaltens noch nicht méglich sind.



KRISTALLSTRUKTUR DER QUEA: ERGEBNISSE 44

The

Abbildung 16: Darstellung der iiber 22 Organismen streng konservierten Reste des QueA-Enzyms. Die untere
Ansicht ist gegeniiber der oberen um 90° in der Horizontalen gedreht. In der unteren Ansicht ist zu erkennen,
dass sich simtliche streng konservierten Reste auf einer Seite des Enzyms konzentrieren.
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1.3.7 Kokristallisationsexperimente mit Oligoribonukleotiden

groBle, chemisch synthetisierte _®
Oligoribonukleotide,  die  die 92
: : G@@ o
tRNAASP-Antikodonstammschlei- &7 PO
. . SPBOB,
fe von E. /i reprisentieren (Abb.  “a@®

. D-Arm
17), wurden mittels PAA-

Gelelektrophorese bis zur Homo-
genitit geremigt (Abb. 18). In
Anwesenheit des Kosubstrates

SAM wurde jCWC s ein Kristallisa- tRNA™P 2! (1. coli). Antikodon-Armbereich:

, , . 5'-A2%CCUGCCUs3G34UssCACGCAGGGius -3
tionsscreening durchgefithrt. Un-
RNA-Oligomer 1:
ter emer Vielzahl von Beding- _
5"-CCUGCCUs33G34UssCACGCAGG-3’

ungen konnte dabeir Kostall- 0.

bildung (Tab. 5) beobachtet wer- 5.cUGCCULGLUSCACGCAG-S

den, aber nur wenige Bedingung- RNA-Olicomer3.

. . 5"-GGCCUs33G4UssCACGCC-3'
en fihrten nach weiterer Op-

timierung zu Kristallen, die eme

fiir nachfolgende Untersuchungen Abbildung 17: Sequenz der fiir die Kokristallisation verwen-
deten Oligoribonukleotide. Oben im Bild ist das Faltungs-

schema der tRNAASP2! aus E. coli dargestellt. Von der unten
angegebenen Sequenz des Antikodon-Armes wurden drei O-
ligribonukleotide unterschiedlicher Linge abgeleitet, von
denen eine Bindung an das QueA-Protein zu erwarten ist.
Die endstindigen Ribonukleotide von Oligomer 3 sind ent-
gegen der natiirlichen tRNA-Sequenz abgewandelt, um eine
stabilere Basenpaarung zu erreichen. Der Antikodonbereich
ist rot eingefirbt.

ausreichende Grofle besallen. Mit
QueA-Protem aus Haem. influenzae
(10 g/1) und dem doppelten mola-
ren Uberschuss an Oligoribo-
nukleotid 1 wuchsen be1 Verwen-
dung einer Reservorrldsung mit 0,2 M Ammonmumazetat, 0,1 M Natriumzitrat pH 5,6
und PEG4000 1m Konzentrationsbereich zwischen 25% und 34% nach zwei Mona-
ten Kristalle mit ungefihren Dimensionen von 0,1x0,1x0,1 mm?®, die dem Mutterlau-
getropfen unversehrt und emzeln entnommen werden konnten. Nach dreifachem
Waschen m Reservoirlosung wurden mehrere Kristalle m SDS-Probenpuffer aufge-
16st und ihre Zusammensetzung mittels SDS-Gelelektrophorese und nachfolgender
Silberfirbung untersucht. Dabei konnte nur eine auf der Elektrophoresepufferfront

laufende Bande, die von RNA stammen muss, sichtbar gemacht werden. Demnach
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Abbildung 18: Autoradio-
graphische Aufnahmen
zweier  denaturierender
PAA-Gele. Links gelge-
reinigtes Oligoribonukle-
otid 2, rechts Oligoribo-
nukleotid 3 ohne Reini-

- gung

handelt es sich hierber um reme RNA-
Kristalle. Eme Vielzahl klemner Kristalle
(etwa 10 pum m Durchmesser) konnten
nach zwei Tagen erhalten werden, wenn

2yl emer vormkubierten Losung aus 15

: g/l B. subtilis QueA-Protein mit dem 1,5 bis 4fachen molaren
-
~  Aanteil von O2-RNA, 2,5 mM SAM und 5mM Magnesmumazetat

——
e

mit 2pl einer Reservoirlosung aus 7%-16% (w/v) PEG8000, 50

mM MES pH 5,5, 0,2M Kaluumchlorid und 0,1M Magnesmum-

azetat gemischt und inkubiert wurden. Diese schnell erschienen

Kiristalle (Abb. 19 rechts) verschwanden m Verlauf von zwei

Monaten zugunsten von Nadeln mit tiber 1 mm Linge und hexaedrisch erschemen-

dem Profil mit etwa 20 pm Durchmesser (Abb. 19 links). Die so erhaltenen Nadeln

zeigten eimne Tendenz zu biischelartigen Verwachsungen, es war jedoch moglich,

durch Zerbrechen solcher Kristallbiischel Einkristalle zu gewinnen. Wie zuvor be-

schrieben, wurde die Zusammensetzung emes solchen Kirstalls mittels SDS-

Gelelektrophorese untersucht. Dabei wurde m der Silberfirbung neben emer auf

Front laufenden Bande auch eme Bande sichtbar, die die gleichen Laufeigenschaften

wie das QueA-Protein aus B. subtilis aufwies. Es kann demnach mit hoher Waht-

schemlichkeit davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um RNA-Protem-

Kokristalle handelt. Es darf jedoch
nicht auller Acht gelassen werden, dass
an der Oberfliche emes Kristalls prin-
zipiell auch amorph prizipitiertes Pro-
tem oder prizipitierte RNA durch alle
Waschschritte mitgeschleppt werden
kann, was zu emem falsch positiven
Ergebnis bei der Untersuchung auf das
Vorliegen von Kokrstallen fithren
kann. Finzelne solche Nadeln wurden
zum Testen auf ihre Tauglichket fir

Rontgenbeugungsexperimente in emen

I
Abbildung 19: Kristalle des QueA-Proteins aus B. subti-
Iis, gezogen in Anwesenheit des 1,5fachen molaren U-
berschusses an Oligoribonukleotid 2, 2,5 mM SAM und
5mM Magnesiumazetat iiber einer Reservoirlosung aus
12% (w/v) PEG8000, 50 mM MES pH 5,5, 0,2 M Kali-
umchlorid und 0,1 M Magnesiumazetat nach zehn Ta-
gen (rechts) und drei Monaten (links) Inkubation bei
277 K. Die rechte Abb. Ist stirker als die linke vergro-
Bert.
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Kilteschutzpuffer aus Reservoirlosung mit 10% Glyzerm tiberfithrt. Am hauseigenen
Drehanodengenerator konnte an den auf 100 K gekiihlten Kristallen keine Rontgen-
beugung mehr beobachtet werden. Direkt in der Mutterlauge gekiihlte Kristalle zeig-
ten durchweg deutliche Reflexe mit einer Auflésungsgrenze von bis zu 4 A, jedoch
auch starke Eisringe im Beugungsbild. Em 14 Wochen alter Krstall, der so direkt
der Mutterlauge 1m Stickstoffstrom auf 100 K gekiihlt wurde, zeigte kemne Eisringe,
was wahrschemlich auf emen Konzentrationseffekt mfolge von Verdunstung zuriick-
zufiihren war, so dass die Mutterlauge alleme bereits emen ausreichenden Kilte-
schutzeffekt sicherstellte. Von diesem Kristall wurde emn unvollstindiger Datensatz
zu Testzwecken und zur Festestellung der Raumgruppe und Zellparameter gesam-
melt. Das flichenzentrierte Gitter dieses Kristalls gehorte dem othorhombischen
Kristallsystem an und zeigte Zellachsen von a=32,3 A , b=124,4 A und ¢=195,9 A.
Die Mosaizitit lag bei etwa 0,8°, die Messung von 30 Bildern mit emer Rotation von
je 0,5°, die mit DENZO prozessiert und mit SCALEPACK skaliert und zu emem
Datensatz vereinigt wurden, fithrte zu emer Vollstindigkeit von msgesamt 46% be1
einer oberen Auflésungsgrenze von 5,2 A, wobei der Rym-Faktor in der duBeren von
acht Auflosungsschalen bei 36% und das Verhiltnis von I/o bet 3,2 lag. Fir den ge-

samten Datensatz lag det Rym-Faktor bet 9,6% und das Verhaltnis I/o bei 12,1.
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Bedingungen Beschreibung, Organismus

0,02 M Kalziumchlorid

0,1 M Natriumazetat pH 4,6 Ec:01:3, Bs:01:2, Ca:01:2
30% (v/ v) 2-Methyl-2,4-pentandiol

0,2 M Ammoniumazetat

0,1 M tri-Natrium Citrate pH 5,6 Hi:01:2

30% (w/v) PEG 4000

30% (w/v) PEG4000

0,1 M HEPES pH 7,5 Hi:01:3

28% (v/v) PEG 400

0,2 M Ammoniumsulfat

0,1 M Natriumcacodylat pH 6,5 Ec:03:1, Hi:03:1, Ca:03:2
30% (w/v) PEG 8000

0,2 M Lithiumsulfat

0,1 M Tris-Hydrochlorid pH 8,5 Ec:01:2

30% PEG 4000

0,2 M Magnesiumazetat

0,1 M Natriumcacodylat pH 6,5 Bs:01 :2, Bs :03 :1
20% PEG 8000

0,2 M Magnesiumazetat

0,1 M Natriumcacodylat pH 6,5 Ca:03:1

30% (v/ v) 2-Methyl-2,4-pentandiol

0,2 M Natriumacetat

0,1 M Tris-Hydrochlorid pH 8,5, Bs:03:2

30% (w/v) PEG 4000

0,2 M Natriumacetat

0,1 M Natriumcacodylat pH 6,5 Hi:01:1

30% (w/v) PEG 8000

0,1 M HEPES pH 7,5

10% (v/v) Iso-Propanol Bs:01:2

20% (w/v) PEG 4000

0,2 M Kalziumazetat

0,1 M Natriumcacodylat pH 6,5 Bs:01:2, Bs:03:2, Ca:03:2
18% (w/v) PEG 8000

0,01 M Hexadecyltrimethylammoniumbromid

0,5 M Natriumchlorid Bs:03:3
0,01 M Magnesiumchlorid
2,0 M Ammoniumsulfat Ec:03:1

5% (v/v) Iso-Propanol
0,2 M Ammoniumsulfat

0,1 M Natriumazetat pH 4,6 Hi:01:3
30% (w/v) PEGMME 2000
0,2 M Kaliumnatriumtartrat Hi :01 :2

0,1 M Trinatriumcitrat pH 5,6
2,0 M Ammoniumsulfat

0,1 MMES pH 6,5 Bs:03:1
12% (w/v) PEG 20,000

Tabelle 5a: Ergebnisse der Kokristallisationsversuche des QueA-Proteins verschiedener Organismen mit

drei unterschiedlichen Oligoribonukleotiden. 1- Einkrisalle<15 pm, 2 - Einkristalle <50 pm, 3 - Polykristal-
line Klumpen, 4 - verwachsene Nadeln; Ec - QueA aus E. coli, Hi - QueA aus Haem. influenzae, Bs, QueA
aus B. subtilis, Ca — QueA aus C. acetobutylicum;

01 -Oligoribonukleotid 1, Sequenz: 5'-CCUGCCUGUCACGCAGG-3'
03 —Oligoribonukleotid 3, Sequenz: 5'-GGCCUGUCACGCC-3'
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Bedingungen Beschreibung, Organismus

,2 M Ammoniumsulfat

1 M MES pH 6,5 Hi:01:4, Bs:03:2, Ca:03:2
% (w/v) PEGMME 5000

,01 M Zinksulfat

1M MES pH 6,5 Hi:03:1

% (w/v) PEGMME 550

;5 M Ammoniumsulfate

1

,1 M HEPES pH 7,5 Ca:03:3
% (v/iv) MPD

.1 MHEPES pH 7,5 Hi:03:2
0 M Ammoniumformiat

.1 M HEPES pH 7,5 Hi:03:1

,3 M Natriumchlorid

.1 M HEPES pH 7,5 Ca:03:1

0% (w/v) PEG 10,000

,2 M Magnesiumchlorid

,1 M Tris pH 8,5 Hi :01 :2, Bs :01 :2, Bs03:1,
,4 M 1,6 Hexandiol Ca:01:3, Ca:03:1

,5 M Ammoniumsulfat

,1 M Tris pH 8,5 Bs:03:1

0
0
3
0
0
2
0
0
3
0
27
0
4
0
2
0
0
3
1
0
1
1

2% (v/v) Glyzerin

,6 M Ammoniumsulfat

0,1 M MES pH 6,5 Ca :03:3
10% (v/v) Dioxan

0,05 M Zéasiumchlorid

0,1 MMES pH 6,5 Ca:03:1
30% (v/v) Jeffamin M-600

0,2 M Kaliumchlorid

0,1M Magnesiumazetat Bs:02:2
0,05 M Natriumcacodylat pH 6,5

30% (w/v)PEG 8000

0,005 M Magnesiumsulfat

0,05 M Tris-Hydrochlorid pH 8,5 BS:02:2
35% (w/v) 1,6-Hexandiol

Tabelle 5b: Ergebnisse der Kokristallisationsversuche des QueA-Proteins verschiedener Organismen mit

drei unterschiedlichen Oligoribonukleotiden. 1 - Einkrisalle<15 pm, 2 - Einkristalle <50 pm, 3 - Polykristal-
line Klumpen, 4 - verwachsene Nadeln; Ec - QueA aus E. coli, Hi - QueA aus Haem. influenzae, Bs, QueA
aus B. subtilis, Ca — QueA aus C. acetobutylicum;

01 -Oligoribonukleotid 1, Sequenz: 5'-CCUGCCUGUCACGCAGG-3'
02 -Oligoribonukleotid 2, Sequenz: 5'-CUGCCUGUCACGCAG-3'
03 —Oligoribonukleotid 3, Sequenz: 5'-GGCCUGUCACGCC-3'
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1.4 Diskussion

1.4.1 Schwierigkeiten der Strukturbestimmung und Modellqualitit

Der Weg zu dem hier vorgestellten und bislang noch als vorliufig zu bezeichnenden
Krstallstrukturmodell des QueA-Enzyms war mit immer wiederkehrenden Schwie-
rigkerten gepflastert. Erste Studien am QueA-Protein aus E. o/ 1m Hinblick auf eine
Krstallstrukturaufklarung wurden bereits durch Romier (Romier 1997) durchgefiihrt,
blieben aber ohne konkreten Erfolg, ein Kristallisationsscreening lieferte hier zwar
Kristalle, diese zeigten jedoch keine Rontgenbeugung. Aufgrund dieses Vorwissens
wurde in der vorliegenden Arbeit die Strategie verfolgt, orthologe QueA-Proteine
auch aus verschiedenen anderen Organismen zu klonieren und zu exprimieren, um
unter Nutzung der natiirlichen Varation der Protemeigenschaften doch Kristalle des
QueA-Enzyms zu erhalten, die eine erfolgreiche Strukturaufklirung ermoglichen.
Obwohl 12 eubakterielle g#e-A-Gene kloniert wurden und von diesen neun verschie-
dene QueA-GST-Fusionsproteine erfolgreich 16slich exprimiert und der QueA-Anteil
gereinigt werden konnte, wurden trotz des sehr grolen Aufwands bet den Kristallisa-
tionsscreenings und bei der Optimierung erhaltener Anfangsbedingungen nur vier
Krstallformen erhalten, die duBlerlich fiir eme Strukturbesttmmung erfolgverspre-
chend aussahen. Davon erfiillte jedoch keme Kristallform bei1 der Priifung mit Ront-
genstrahlung die tblicherweise gestellten Anforderungen hinsichtlich der dufleren
Beugungsgrenze und der Qualitit des Reflexprofils. Im Hinblick auf die jiingsten Ex-
rungenschaften bei der Technik von Synchrotronstrahlungsemrichtungen, msbeson-
dere bet der European Synchrotron Radiation Facility (ESRFE) mn Grenoble wurde
dennoch eme Strukturaufklirung am QueA-Protem von B. swbfilis, dessen Kristalle
qualitativ emen Grenzfall darstellten, gewagt. Nach anfinglichen enttiuschenden
Versuchen an der Messstation 5.2R  der ELETTRA-Synchrotronstrahlungs-
emrichtung m Triest und der Messstation BW6 des DESY in Hamburg konnte erst-
mals an der Mikrofokusmessstation 1D13 des ESRE em brauchbarer Datensatz mit
einer effektiven Auflosung von etwa 3,4 A aufgenommen werden. Durch weitere
Verbesserung der Tieftemperaturbedingungen konnten schlieSlich visuell vorselek-
tierte Kristalle so montiert werden, dass sie reproduzierbar bis 3 A oder besser an

verschiedenen Messtationen des ESRF beugten, so dass erfolgreiche MAD-
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Expermmente moglich waren (Abb. 20).Charakteristisches Merkmal aller Datensitze
war ein aus dem Wilson-Plot zu entnehmender extrem hoher Gesamt-B-Faktor von
90-100 A2 Bei Betrachtung der Beugungsbilder spiegelt sich diese Figenschaft darin
wieder, dass miedrigaufgeloste Reflexe tberbelichtet oder an der Grenze zur

Uberbelichtung aufgenommen wurden, wogegen durch den rapiden Abfall der Re-

L S

poak pos = [ 784, 1353.1 ]
intensity = 457989 « 267.6
Dist. to prev. beak- 852

Abbildung 20: Beugungsbild eines tiefgekiihlten nativen Kristalls der QueA, aufgenommen an
Messstation ID14-4 des ESRF. Rechts ist das gesamte Beugungsbild dargestellt, liberbelichtete
Bildpunkte sind rot eingefirbt. Horizontales und vertikales Ausbluten stark iiberbelichteter Re-
flexe ist ein typisches Phinomen bei Detektoren, die nach dem Prinzip der Ladungskopplung
(CCD) arbeiten. Der griine Ring markiert die 3 A-Auflésungsgrenze. Links oben eine Ausschnitt-
vergroBerung, darunter eine weitere VergroBerung, die zwei Reflexe bei 3 A Auflésung zusammen
mit dem zum oberen Reflex geh6renden Profil zeigt.

flexintensitit bereits jenseits einer Auflésung von 4 A Reflexe visuell kaum noch er-
kennbar waren. Um den Grenzen des Dynamikumfangs der verwendeten CCD-
Detektoren Rechnung zu tragen, wurden deshalb bei nativen Datensitzen getrennte
Durchlaufe fir hohe und niedrige Auflosung gemessen. Das nahezu perfekte Reflex-
profil belegt die ansonsten hervorragende Qualitit der tiefgekiihlten Kristalle. An-
fingliche Befiirchtungen, dass eme Lokalisierung der acht Selenatome pro Molekiil
aufgrund des hohen B-Faktors nicht méglich sem konnte, bewahrheiteten sich nicht,
jedoch verlief die Verfemnerung der MAD-Experimente mit Hilfe des Computerpro-
gramms SHARP (De La Fortelle & Bricogne, 1997) ungewohnlich problematisch.

Der Konvergenzradius war minimal, so dass alle Anfangsbedingungen sehr sorgfiltig



KRISTALLSTRUKTUR DER QUEA: DISKUSSION 52

gewihlt werden mussten, und zur Stiitzung der Verfemerung externe Daten aus an-
deren, bereits verfeinerten MAD-Experimenten, bzw. Anfangsphasen von SOLVE
herangezogen werden mussten. Obwohl der prinzipielle Erfolg der MAD-
Expermmente sofort anhand der ersten Elektronendichtekarten ersichtlich war, erga-
ben sich wihrend des Modellbaus aufgrund der ber weite Strecken fragmentierten
und schlecht mterpretierbaren Elektronendichte Probleme, die es notwendig mach-
ten, zusitzliche experimentelle Information hinzuzuziehen. Aus diesem Grunde wur-
den weitere MAD-Experimente unternommen, und die MAD-Daten eines Quecksil-
berderivates miteinbezogen. All diese experimentellen Anstrengungen ermoglichten
es schliefllich, em tberwiegend komplettes Modell des QueA-Enzyms zu bauen, das
jedoch bereichsweise, mnsbesondere ber der Sequenzzuordnung mit Unsicherherten
behaftet i1st. Gestiitzt wird das Modell nicht zuletzt aber durch die Lokalisierung der
acht Methioninseitenketten durch das anomale Signal der Selenatome (Abb. 21) und
die zwanglose Positionierung zweter Cystemreste m direkter Nachbarschaft zu den
Schweratompositionen des Quecksilberderivats. Em weiterer Beleg fiir die tiberwie-
gende Richtigkeit des Modells ist auch die streckenweise nahezu identische Uberein-
sttmmung der Sekundirstrukturvorhersage mit PSIPRED (McGuffin, Bryson et al.
2000) mit der tatsichlichen Sekundirstrukturzuordnung mm Kristallstrukturmodell.
Be1 der Bewertung all dieser Faktoren darf selbstverstindlich nicht auler acht gelas-
sen werden, dass es sich nicht um unabhingige Indikatoren zur Bewertung der Mo-
dellgiite handelt, sondern dass die angesprochenen Faktoren auch eme wichtige In-
formationsquelle berm Bau des Modells waren. Im groBen und ganzen kann davon
ausgegangen werden, dass alle hier gezeigten Sekundirstrukturelemente, d. h. (-
Stringe, Helices und groflere Schleifenbereiche tatsichlich an den angenommenen
Raumpositionen vorhanden sind, da diese zu einem groBBen Teil emdeutig n der remn
experimentellen Elektronendichte (Abb. 13 und 14) erkennbar sind. Lediglich die
Verbmdung der Elemente und damit thre Abfolge entlang der Polypeptidkette ist
stellenweise mit emer mehr oder minder groen Unsicherheit behaftet (siche die stark
fragmentierte Dichte i rechten Teil der groBen Domine in Abb 13 und 14 und den
Sequenzvergleich im Anhang). Damit korrespondiert zwangsweise auch die erwihnte
Unsicherheit m der Zuordnung der Sequenzmformation. Als schwierige Modellberes-
che mn diesem Smne smnd besonders dullere Randbereiche der groen Domine mm

mutmallichen Gebiet der Termini der Polypeptidkette und emige Schleifenbereiche
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Abbildung 21: Stereodarstellung der aus den experimentellen und den Modellphasen gewonnenen E-
lektronendichte, konturiert auf 1o-Niveau (blau). Uberlagert ist die anomale Differenzkarte der Peak-
Wellenlinge des Quecksilber-MAD-Experiments (rot) und des Selenomethionyl-MAD-Experiments

(griin) auf jeweils 60-Niveau.

mm Gebiet zwischen den beirden Dominen mit den angrenzenden Regionen zu nen-
nen. Dahingegen sind emige Bereiche im Kern des Molekiils sehr gut definiert und
weisen eine gute Ubereinstimmung des verfeinerten Modells mit der von experimen-
teller Information dommierten Elektronendichte auf (Abb. 21, 22 sowie auch Abb.
13 und 14). Die zuvor geschilderten Probleme lassen sich moglicherweise auf eme
aullergewOhnlich hohe Flexibilitit des QueA-Enzyms zuriickfithren. Zwar muss
prinzipiell davon ausgegangen werden, dass hohe B-Faktoren m rontgenkristal-
lographischen Datensitzen hauptsichlich mit der Eigenart der Kristallpackung und
eventuell damit verbunden Kristallfehlern mn Verbindung stehen, so dass eme direkte
Korrelation von B-Faktor und mtrinsischen Molekiileigenschaften nicht moglich 1st.
Betrachtet man jedoch alle vorliegenden Ergebnisse gemeinsam, so liegt der Schluss®
nahe, dass die durchweg sichtbaren niedrigen Auflésungsgrenzen oder die ginzlich

fehlende Rontgenbeugung aller erhaltenen QueA-Kristalle sowie die geringe Kristalli-

> Die Rontgenkrstallographie ist an sich eine schlecht geeignete Methode, um Flexibilitit von Molekiilen
und Molekiilbereichen zu messen. Man kann davon ausgehen, dass atomare B-Faktoren hauptsachlich von
Art und Giite der Kristallpackung bestimmt werden, wobei diese jedoch eine gewisse Aussagekraft bei rela-
tiven Betrachtungen innerhalb eines Molekiils haben. Betrachtet man jedoch die aus vielen Kristallisations-
versuchen gewonnen Erfahrungen so scheint es prinzipiell von Vorteil, wenn die kristallographisch unter-
suchten Partikel kompakt, rigide und u. U auch hochsymmetrisch sind. Beispielsweise gelingt die Herstel-
lung hochwertiger und geordneter Kristalle aus so komplexen, aber gleichwohl kompakten und rigiden Par-
tikeln wie Ribosomen und Viren, wihrend die Kiistallisation von offensichtlich flexiblen spleifosomalen
Partikeln, die in Komplexitit, Zusammensetzung und Grofle vergleichbar sind, bislang aussichtslos er-
scheint.



KRISTALLSTRUKTUR DER QUEA: DISKUSSION 54

Abbildung 22: Stereoabbildung eines Ausschnitts aus dem Modell des QueA-Enzyms mit der zugeho-
rigen Elektronendichte, berechnet mit einer Kombination aus Modell- und experimentellen Phasen
und konturiert auf 1o-Niveau. Gezeigt ist eine planare und senkrechte Stapelung aromatischer Reste
durch Trp28!, Arg?!6, und Phe??2. Phe?32 und Tyr?3 umfassen zangenartig die benachbarte Polypeptid-
kette.

sationsneigung des QueA-Protems moglicherweise auch auf spezifische Molekiiler-
genschaften zuriickzufiihren st. Fiir eme starke Beweglichkeit des Molekiils spricht
auch der Aufbau des Molekiilmodells (Abb. 12). Dieses stellt sich als langgestreckte
Struktur dar, die in zwei deutlich voneinander abgesetzte Dominen gegliedert 1st. Die
Art der Verbindung zwischen beiden Dominen erweckt den Anschem eines Gelen-
kes und legt insbesondere auch bei Betrachtung der in diesem Bereich schwachen
oder nicht sichtbaren Elektronendichte (Abb. 13 und 14) den Schluss nahe, dass eine
Bewegung der beiden Dominen gegenemander auch eme Rolle bei der Substratbin-
dung und Katalyse spielen konnte. Weiterhin sticht der hohe Anteil von Schleifenbe-
reichen 1m Molekiil ins Auge. Dabe1 muss beriicksichtigt werden, dass wahrschemlich
der tiberwiegende Teil der krstallographisch unsichtbaren Protembereiche ebenfalls
aus Schleifenbereichen besteht, so dass deren Anteil vermutlich noch weitaus hoher
als direkt aus dem Modell ersichtlich 1st. Die Tatsache, dass sich besonders ausge-
dehnte Schleifenregionen und flexible, unsichtbare Protemanteile m emem Molekiil-
bereich konzentrieren, der viele konservierte Reste und das erwihnte basische Gebiet
enthilt und sich tiber die Furche zwischen beiden Dominen erstreckt (sieche Abb. 15
und 16), lisst darauf schliefen, dass auch die Flexibilitit solcher Schleifenregionen
eine Rolle bei der Substratbindung und Enzymtitigke1t spielt, die kemesfalls vernach-

lissigt werden darf. Flexible und schembar tibergroBe Schleifenbereiche sind sicher
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kemne remen Launen der Natur, sondern zweckmifBige und unentbehrliche Struktur-
elemente. Das folgt nicht nur aus den GesetzmiBigkeiten der Evolutionsbiologie,
nach denen unnétige und energetisch aufwendige Anteile emnes Organmismus keinen
dauerhaften Bestand haben sollten, sondern wird im vorliegenden Fall auch durch
das Vorkommen der streng konservierten Reste Pro'>® und Pro'> i der groflen
Schleife zwischen Helix a2s und Strang 37s der kleinen Domine belegt. Zweifellos
schrinken diese beiden Proline die Zahl der Fretheitsgrade der Polypeptidkette so
ein, dass eme bestitmmte, fir die Aktivitit des Enzyms unerlissliche Konformation
der betreffenden Schleife emgehalten wird. Die Tatsache, dass die erwihnte Schleife
m den Emflussbereich des positiven Potentialfeldes des Molekiils (siehe Abb. 15 und
17) hinemragt, verleitet zu der Annahme, dass auch sie eme Rolle ber der tRNA-

Bindung spielt.
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1.4.2 RNA-Bindestelle und aktives Zentrum

Der ausgeprigte Dipolcharakter des QueA-Enzyms liefert starke Hmweise auf den
wahrschemlichen Ort der Bindung des tRNA-Substrates. Es kann kaum bezwerfelt
werden dass sich die RNA-Bimdestelle im Bereich des erwihnten basischen Gebiets
befindet. Ein Dipolverhalten wurde auch fiir das Tgt-Enzym (Romier, Reuter et al.
1996) beschrieben. Ebenso 1st eme Ansammlung basischer Reste im Bereich der Bin-
destelle fiir weitere RN A-bmdende Proteine wie Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (A-
berg, Yatemchuk et al. 1997; Desogus, Todone et al. 2000) des E. co/f —Rho-Faktors
(Briercheck, Wood et al. 1998) oder ribosomale Proteme wie z. B. Thermus thermophilus
S15 (Berglund, Rak et al. 1997) bekannt. Dieses Dipolverhalten erscheint smnvoll,
wenn man sich vor Augen hilt, dass sowohl das QueA-Enzym als auch die Substrat-
tRNA relativ hochmolekulare Teilchen darstellen, die in germger Kopienzahl mn der
Zelle vorkommen. Die Frequenz des diffusionsbedmgten zufilligen Zusammentref-
fens von Enzym und Substrat ist also ohne lenkende Krifte relativ gering. Eme Sub-
stratbindung und damit Enzymreaktion kann aber nur dann ablaufen, wenn Enzym
und Substrat zuemander richtig orientiert sind. Wiirde die Natur hier auf den remen
Zufall vertrauen, wire die enzymatische Aktivitit denkbar gering. Eme Umorientie-
rung von Enzym und Substrat 1st aufgrund der GroBe als auch sperrigen Form beider
Partner mit nicht zu vernachlissigenden hydrodynamischen Kriften verbunden. Der
hier vorgefundene elektrische Dipolcharakter kann moglicherweise diese Schwierig-
keit tiberwinden und wiirde die Reaktionspartner bereits be1 der gegenseitigen Anni-
herung aufgrund der Fernwirkung des elektrostatischen Feldes m eine giinstige Posi-
tion lenken. Er 1st auch geeignet, eme diffusionsbedmgte Begrenzung der Enzymak-
tvitit zu tberwinden, wie er i vorliegenden Fall aufgrund der geringen molaren
Konzentration und der hohen molekularen Masse des tRNA-Substrates vorliegen
konnte. Fin derartiger Effekt 1st bereits be1 unterschiedlichen Enzymen vielfach dis-
kutiert worden (Cudd & Fridovich 1982; Getzoff, Tamer et al. 1983; Klapper, Hag-
strom et al. 1986; Sussman, Harel et al. 1991; Desider1, Falconi et al. 1992; Tan, Tru-
ong et al. 1993; Radic, Kirchhoff et al. 1997).

Ein starkes Dipolmoment verursacht im elektrischen Feld, das das Nuklemsauresub-
strat mit sich fiihrt, ein ebenso starkes Drehmoment, das unter Uberwindung hydro-

dynamischer Krifte die korrekte Positionierung der Bindestelle des Enzyms sicher-
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stellt. Theoretische Modelle fiir eme solche Orentierungssteuerung sind verfiigbar
(Antostewicz & McCammon 1995; Antosiewicz, Briggs et al. 1996). Die Dominanz
negativer Ladungen an der Gesamtprotemoberfliche verhindert die Ausbildung sta-
biler Enzym-tRNA-Komplexe, die sicherlich die Funktion der tRNA m Rahmen e1-
ner effektiven Translation beemtrichtigen wiirde. Experimentelle Arbeiten (Mueller
& Slany 1995), die eme Interaktion des QueA-Enzyms mit Substrat-tRNA zwar
durch RNA-, Footprint“-Analysen, nicht aber durch ,,Bandshift“-Experimente nach-
weisen konnten, belegen die Kurzlebigkeit solcher Komplexe. Zur Ausbildung des
positiven elektrostatischen Feldes trigt wesentlich em Gebiet vorwiegend basischer
Reste mit etner Dommanz von Lysmseitenketten im Bereich der Stringe 31s, 325, 33s
und Helix a1s auf der Oberfliche der klemen Domine bei (siehe Abb. 15). Betrachtet
man diesen basischen Bereich im Sequenzvergleich (siehe Anhang), so fillt auf, dass
kemer der basischen Reste streng konserviert ist, dass aber auch be1 allen anderen
Organismen m diesem Bereich eme Hiufung basischer Reste auftrtt. Es schemt
demnach so, als ob an dieser Stelle, die moglicherweise wesentlich zur RNA-Bindung
bertrigt, keme hochspezifischen Interaktionen stattfinden, sondern vielmehr rem e-
lektrostatische Wechselwirkungen im Vordergrund stehen. Auch diese Beobachtung
deckt sich mit den Befunden aus den RNA-Footprinting-Experimenten (Mueller &
Slany 1995), die eme grofflichige Interaktion im Bereich der Antikodonschleife und
der Dihydrouridischleife belegen. Die spezifische Erkennung von Substrat-tRNA
schemt sich jedoch auf eine enge Region der Antikodonschleife und dort méglicher-
weise nur auf die zwet Basen preQq** (u. U. auch G*¥) und U zu beschrinken.

Es 1st anzunehmen, dass das eigentliche katalytische Zentrum in emer Gegend lokali-
stert 1st, mn der gehauft konservierte Reste vorkommen. Demnach wire dies im Emn-
flussbereich der groflen Domine (Abb. 16). Dem Reaktionsmechanismus des QueA-
Enzyms zufolge wire die Existenz emer katalytischen Base zu fordern, die aller Vor-
aussicht nach streng konserviert 1st. Hier fillt besonders His?” ins Auge, das sich mn
der Furche zwischen berden Dominen und m riaumlicher Nihe sowohl zu der basi-
schen Region auf der kleinen Domine als auch zu der konservierten Region auf der
groflen Domine befindet. Ebenso kime hier His’% in Betracht, das sich im Zentrum
der Ansammlung konservierter Reste befindet. Die groBlere Entfernung dieses Restes
zur kleinen Domine spiegelt nicht notwendigerweise die Situation in emer Kom-

plexstrukur mit tRNA-Substrat wieder, da aufgrund der Flexibilitit des Enzyms gro-
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Bere strukturelle Umlagerungen nicht ausgeschlossen sind. Vielmehr erschemnt eine

ethebliche Bewegung der beirden Dominen relativ zueinander sogar als wahrschem-

lich.
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1.4.3 Vergleich mit bekannten Strukturen

Um zu tberpriifen, ob mit der hier
vorgestellten Struktur des QueA-
Enzyms ein neues Faltungsmuster
vorliegt, wurde eme Datenbanksuche
mit dem Programm DALI (Holm &
Sander 1993) durchgefiihrt. Dazu
wurde sowohl mit dem gesamten
Strukturmodell als auch mit beiden
Domainen getrennt eme Suchanfrage

gestellt. Wihrend die Anfrage mit der

groflen Domine alleine keme Struk-
Abbildung 23: Stereodarstellung der Strukturiiberlage- tur mit signifikanter Ahnlichkeit (d
rung der kleinen Domine des QueA-Enzyms (rot) mit

den Resten 15-84 der humanen Rhinovirus 3C-Protease h. mit emem Bewertungsfaktot 7
(griin). Die Strukturiiberlagerung wurde mit dem Pro-

ol dex Achi e Fassmmoien, waten st cine ws g0 510 Oder gleich 20) fiefeste, wurde
in der Horizontalen gedrehte Ansicht gezeigt. bei der Anfrage mit dem Gesamtmo-
dell oder dem Modell der klemen Domine als dhnlichste Struktur das Kristallstruk-
turmodell der humanen Rhmovirus 3C-Protease (PDB-Identifizierungscode 1CQQ,
(Matthews, Smith et al. 1994)) identifiziert. Ber der Anfrage mit der klenen Domine
alleine ergab sich dabei em Bewertungsfaktor von Z=39, es wurden 66 Ammosiure-
reste von 91 in der Anfrage enthaltenen Reste als dquivalent zur i der Datenbank
gefunden Struktur identifiziert. Die Sequenzidentitit innerhalb dieser 66 Reste lag be1
12%, was emer Sequenzidentitit von nur 8,7% fiir alle 91 Reste der klemen Domine
entspricht. Fine Uberlagerung der Reste 15-84 der humanen Rhinovirus 3C-Protease
mit der kleinen Domine des QueA-Enzyms (Abb. 23) mit Hilfe des Programms
MULTI_GA_FIT (May & Johnson 1994; May & Johnson 1995) ergab fiir 37 als 4-
quivalent erkannte Reste eme mittlere quadratische Abweichung der Koordmaten der
Ca-Atome von 1,8 A. Vergleicht man die Strukturen des QueA-Enzyms und der
humanen Rhmovirus 3C-Protease (Abb. 24), so wird auf den ersten Blick deutlich,

worauf die Ahnlichkeit der beiden Proteine beruht: Beide Strukturen weisen ein

B-Fass-Faltungsmuster auf. Wihrend im QueA-Enzym nur die kleine Domine em
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derartiges Faltungsmuster besitzt, besteht die Grundstruktur der humanen Rhiovi-
rus 3C-Protease aus zwei solchen Motiven. Es verwundert deshalb nicht, wenn die
Suche mit DALI noch weitere Strukturen als Ergebnis hefert, die ebenfalls B-
Fassmotive aufweisen. Neben Strukturen von verwandten Protemen der humanen
Rhmovirus 3C-Protease simnd dies unter anderem die Strukturen der F1-ATPase aus
Bacillus PS3 (Shirakihara, Leshe et al. 1997, PDB-Identifizierungscode 1SKY, Bewer-
tungsfaktor Z=37) und des Translationsinitiationsfaktors IF2/EIF5B aus Methano-
bacterium thermoantotrophicum (Roll-Mecak, Cao et al. 2000, PDB-Identifizierungscode
1G7S, Bewertungsfaktor Z=3,5). Alle hier gefundenen Ahnlichkeiten betreffen je-
doch nur die grundlegende Art der Faltung, die Strukturen selbst sind nur schlecht
iiberlagerbar und von emner Homologie kann auch aufgrund der geringen Sequenz-
identitit nicht sicher ausgegangen werden..

Em besonders mteressanter Aspekt der hier als dhnlichste Struktur gefundenen hu-
manen Rhinovirus 3C-Protease 1st die Tatsache, dass diese, wie auch weittere ver-
wandte virale Proteine neben emer proteolytisch aktiven Stelle noch eme unabhingi-
ge RN A-Bindestelle besitzt (Leong, Walker et al. 1993; Matthews, Smith et al. 1994;
Walker, Leong et al. 1995). Im oberen Teil von Abb. 24 erstreckt sich die mutmal3li-
che RNA-Bmdestelle des QueA-Enzyms auf der dem Betrachter zugewandten Seite
von der Furche zwischen beiden Dominen bis zum unteren Deckel der Fassstruktur
der klemen Domine. Im unteren Teil der Abb. 24 ist eme Ansicht der Struktur der
humanen Rhinovirus 3C-Protease dargestellt, die die linke Domine mn eme der oben
dargestellten klemen Domine des QueA-Enzyms vergleichbare Orientierung bringt.
Hier befindet sich die RNA-Bimdestelle ebenfalls im Bereich der Furche zwischen
den beiden Dominen, aber auf der dem Betrachter abgewandten Seite, in der Nihe
der oben sichtbaren grolen Helix und der ebenfalls oben befindlichen gro3en Schles-
fenregion. Aufgrund dieser unterschiedlichen Lokalisierung der RNA-Bmdestelle
lisst sich eme funktionale und auch strukturelle Homologie 1m Smne emer phyloge-
netischen Verwandtschaft beider Proteine sicherlich ausschliefen. Dieser Schluss
wird umso zwingender, wenn man beriicksichtigt, dass sich die strukturelle Ahnlich-
keit beider Proteine auf ein dhnliches Faltungsmuster der klemen Domine des
QueA-Enzyms und des Faltungsmusters der beiden Dominen der humanen Rhino-
virus 3C-Protease beschrinkt 1st, die groBe Domine des QueA-Enzyms jedoch eme

ginzlich neue Faltung aufweist. Es ist aber durchaus naheliegend, bei der Art und
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Weise, m der bei beiden Protemen die RN A-Bindung erfolgt, von emer Analogie 1m
Smne einer konvergenten Entwicklung zu sprechen, da diese Bindung vermutlich m
beiden Fillen in emer Furche zwischen zwer Dominen i ungefihr vergleichbarer

Position im Bereich ahnlicher B-Fassstrukturen stattfindet.
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Abbildung 24: Vergleich des Faltungsmusters des QueA-Enzyms mit dem Faltungsmuster der humanen Rhino-
virus 3C-Protease. Nur die kleine Domine des QueA-Enzyms und die vergleichbare N-terminale Domine der
humanen Rhinovirus 3C-Protease sind farbig dargestellt. Die Farbe der B-Stringe variiert in beiden Modellen
von griin (N-terminal) bis blau (C-terminal)
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1.4.4 Fazit und Ausblick

Wie aufgrund der fehlenden Sequenzhomologie zu anderen Protemen erwartet wur-
de, besitzt das QueA-Enzym eme neue Proteinfaltung, die jedoch m Bereich der
klemen Domine bereits bekannte Elemente enthilt. Dennoch kann auch die
6+1stringige B-Fassstruktur der klemen Domine aufgrund ihrer strukturellen Eigen-
heiten und aufgrund ihres Kontexts m der restlichen Struktur mn gewisser Weise als
neuartig gelten. Die ausgeprigten elektrostatischen Eigenschaften des Protems zu-
sammen mit der auffilligen Vertelung konservierter Reste geben relativ schlissige
Hinweise auf die Region, in der die Substratbndung stattfindet und wo zumindest
grob lokalisiert das aktive Zentrum anzunehmen 1st. Eines der wesentlichsten Merk-
male des QueA-Enzyms schemt seme strukturelle Flexibilitit zu semn. Vermutlich
steht diese Eigenheit des Proteins mit dem tberwiegenden Teil der Probleme m
Verbmdung, die bet der Strukturaufklirung dieses Enzyms immer wieder auftraten.
Aufgrund dieser Probleme kann die hier vorliufig vorgestellte Struktur auch noch
nicht als endgiiltig abgeschlossen angesehen werden. Weitere experimentelle Befunde
sind notwendig, um das bestehende Modell zu sichern und zu erginzen. Eine nahe-
liegende Moglichkeit 1st, die zwe1 Dominen getrennt zu exprimieren, um so klemere,
rigidere und kompaktere Partikel zu erhalten, die wahrschemlich in Kristallisations-
experimenten em ginstigeres Verhalten zeigen werden. Des weiteren 1st es sicherlich
lohnend, die begonnenen Protein-RNA-Kokristallisationsexperimente fortzusetzen,
die bereits -gemessen an ithrer GroBe- gut beugende Kiristalle geliefert haben. Eme
Komplexstruktur mit tRNA-Substrat verspriche insbesondere als Erginzung zur
Apo-Struktur einen hoheren wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn. Zieht man dar-
iber hinaus m Betracht, dass Kokristallisations- und Soakingexperimente mit SAM
alleme nicht zu emer kofaktorhaltigen Krstallstruktur gefithrt haben, muss davon
ausgegangen werden, dass erfolgreiche Inhibitorstudien im Rahmen eines rationalen
Wirkstoffdesigns u. U. nur mit Hilfe von Kristallen ternirer Komplexe betrieben
werden konnen.

Die Tatsache, dass ausgeprigte konformative Flexibilitit em so grofles Hindernis bei
der Strukturaufklirung darstellt, hat sicherlich eme emngehendere Untersuchung die-
ses Phinomens bisher verhindert. Das Fortschreiten der methodischen Moglichke-

ten, das auch bei1 dieser Arbeit eme Strukturlosung erst moglich gemacht hat, bietet
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die Chance, 1 diesen Bereich der Enzymchemie und Strukturbiologie weiter vorzu-

dringen, was mit Sicherheit auch mit der Entdeckung neuer Proteinfaltungsmuster

verbunden sein wird.
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2 Die Kristallstruktur der 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Carbo-
nylreduktase aus Comamonas testosteroni. Ein neueartiges Oligome-

risierungsmuster bei kurzkettigen Dehydrogenasen

2.1 Einleitung

2.1.1 Das Bakterium Comamonas testosteroni

Gram-negative Bakterien der Gattung Comamonas konnen aus Boden- Schlamm- und
Wasserproben soliert werden. Die streng aeroben nichtfermentativ und chemoorga-
notroph lebenden Organismen greifen selten Zucker an, und wachsen bevorzugt n
Medien, die Ammosiuren oder andere organische Siuren enthalten (Willems, deVos
et al. 1992). Comamonas testosteroni besitzt die Fihigkeit, Steroide als allemige Stick-
stoffquelle einzusetzen (Talalay, Dobson et al. 1952) und kénnte deshalb em probates
Mittel sein, diese stabilen Verbindungen aus der Umwelt zu entfernen. In Anwesen-
heit von Testosteron mduziert dieser Organismus die Expression emer Gruppe von
Genen, die fiir Enzyme des Steroid-Abbaus kodieren (Mobus, Jahn et al. 1997). Ei-
nes dieser Enzyme ist die 3oa-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Carbonylreduktase
(32-HSDH). Dementsprechend erhoht sich n Gegenwart steroidaler Induktoren
nicht nur signifikant die Resistenz von C. zestosteroni gegeniiber dem Steroidantibioti-
kum Fusidinsiure, sondern auch die Effizienz der Metabolisierung von bestimmten

Insektiziden (Oppermann, Belai et al. 1996).
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2.1.2 Kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen und die Rossmann-

Faltung

Die 3a-HSDH von Comamonas
testosteroni (Oppermann & Maser
1996) gehort zur Familie der

kurzkettigen Dehydrogenasen/Re-
duktasen (SDR). Obwohl die

Identitat der Aminosduresequen- Abbildung 25: Schema der Rossmann-Faltung. Das zentrale,
zen in  dieser Familie sich parallele 3-Faltblatt ist als Ebene angedeutet.

typischerweise 1m Bereich von 15%-30% bewegt, zeigen diese Enzyme eme verhalt-
nismiBig hohe strukturelle Ahnlichkeit. Die Grundstruktur der SDR baut auf einem
typischen Dmukleotid-Bindemotiv, das Rossmann-Faltung genannt wird, auf. Dieses
besteht aus Baf-Einheiten, die so angeordnet sind, dass em zentrales paralleles 3-
Faltblatt von zwei Rethen a-Helices auf jeder Seite flankiert wird. Das Faltungsmus-
ter kann m zweir symmetrische Hilften unterteilt werden, die Helices der N-
terminalen Hilfte liegen oberhalb, die Helices der C-terminalen Hilfte unterhalb der
Ebene des zentralen J-Faltblattes. Helix aC verbindet beide Hilften (Abb. 25)
(Rossmann, Liljas et al. 1975). Die tiberwiegende Zahl der SDR bildet unter physio-
logischen Bedmgungen entweder Homodimere oder Homotetramere. Em gememn-
sames Merkmal aller SDR ist die Abhidngigkeit von den Nukleotidkofaktoren
NAD(H) bzw. NADP(H) (Jornvall, Persson et al. 1995). Der ungefihre Ort der Bin-
dung des Nukleotidkofaktors befindet sich im beschriebenen Schema an der C-

termmalen Flanke des zentralen 3-Faltblattes.
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2.1.3 Die 3a-HSDH — der bisherige Stand des Wissens

Die 30-HSDH vermuttelt die Oxidation emer Hydroxylgruppe bzw. Reduktion emer
Carbonylfunktion an Position 3 des Steroidgrundgeriists ber unterschiedlichsten Cio.
27 -Steroiden. Diese Reaktion besitzt bet der Initiation des Abbaus der an sich sehr 1-
nerten Steroidsubstrate eine zentrale Bedeutung. Dariiber hinaus akzeptiert das En-
zym noch emn breites Spektrum xenobiotischer Verbindungen, wie z. B. das Thera-
peutikum Metyrapon oder das signifikant klemere Molekiil p-Nitrobenzaldehyd als
Substrat (Mobus & Maser 1998). Die Primirstruktur der 3a-HSDH von Comamonas
testosteroni weist zwei fir Mitglieder der SDR-Familie typische Sequenzmotive auf.

Dies 1st zum emen das N-termiale Gly3-X-X-X-Gly!2-X-Gly!*-Kofaktorbindemotiv

Serlt Tyet® Serltt Tye® Tyr

Serll4 Z
°N ~O. . (o]
So. O S eh 'y
-0 .0 _HO
\{O—H \{‘OJH o
H\" = D ) . _— /{
H H - : H H /
o _ R /_/ Lys's o L . /—/ Lys® o % . Lys's
HoN +) HN \ HN
HNT N\ Y HNT N HNT N\ ’
\ \
R R R
NAD®) * NAD@®H

Abbildung 26: Vorgeschlagenes Schema des gemeinsamen Reaktionsmechanismus der SDR-Familie. Die
Reste der katalytischen Triade sind entsprechend der 3a-HSDH-Struktur nummeriert. Zur weiteren Erldu-
terung siehe Text.

und zum anderen ein Tyr-X-X-X-Lys!»-Motiv (Mobus & Maser 1998), das m der
Raumstruktur m aktiven Zentrum lokalisiert 1st und m Zusammenspiel mit dem
hochkonservierten Ammosiurerest Ser!'# eme katalytische Triade bildet (die Beziffe-
rung der Amiosiurereste entspricht der Primirstruktur der 30-HSDH aus Comzamo-
nas testosteroni). Wahrschemlich alle SDR besitzen emen gememsamen, grundlegenden
Reaktionsmechanismus (Abb. 206), der streng geordnet verliuft und mit der Bindung
des Nukleotidkofaktors beginnt. Die darauffolgende Bindung des Hydroxyl- oder
Carbonylsubstrates bedingt eine konformative Umformung der sogenannten Sub-
strat-Bindeschleife, die ansonsten m den meisten apo-SDR hochflexibel und in vielen
Fillen kristallographisch unsichtbar 1st, zu einem wohlgeordneten Zustand. In diesem
Zustand bedeckt sie das Substrat und schirmt es ebenso wie das katalytische Zentrum
vom umgebenden Medmum ab. Der sich nun anschlieBende Transfer emes Hydrids-

ons wird von emem Protonentransfer iiber den Tyrosinrest der katalytischen Triade
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begleitet. Der Serinrest der katalytischen Triade hat dabei hauptsichlich die Aufgabe,
das Substrat korrekt zu orientieren und den Ubergangszustand zu stabilisieren. Alter-
nativ wurde fiir die Funktion des Sermrests vorgeschlagen, dass er eme untergeordne-
te Rolle als katalytische Base zusammen mit dem Tyrosinrest der katalytischen Triade
spielt (Wimberg, Brendskag et al. 1999). Das Lysin der katalytischen Triade hat zum
emen ebenfalls die Aufgabe, das Substrat tiber Wasserstoffbriickenbmdungen richtig
zu orientieren und zum anderen, den pKs-Wert des katalytischen Tyrosms iiber elekt-
rostatische Wechselwirkungen zu senken (Ghosh, Wawrzak et al. 1994; Auerbach,
Herrmann et al. 1997; Benach, Atrian et al. 1999).

In folgenden wird die Kustallstruktur von C. zestosteroni 30-HSDH sowohl m der

Apo-Form als auch im Komplex mit gebundenem NAD* vorgestellt.
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2.1.4 Kristallographische Phasenbestimmung mit der Methode des

Molekularen Ersatzes

Eme gingige Beobachtung in der Strukturbiologie ist, dass homologe Proteme mit
nur geringer Sequenzidentitit oft eine erstaunlich hohe strukturelle Ubereinstimmung
besitzen. Dieses Phinomen kann man sich fiir die Kristallstrukturlésung homologer
Proteme zunutze machen, um Phaseninformation durch korrektes raumliches Plazi-
eren des Modells emer bereits bekannten Struktur zu erzeugen. Dabei 1st zunichst die
Aufgabe zu bewiltigen, das Strukturmodell dem Kiristallgitter entsprechend zu orien-
tieren. Um den Rechenaufwand germg zu halten, wird die Suche nach Rotationswin-
keln von der Suche nach Translationskoordmaten entkoppelt (Rossmann & Blow

1962; Rossmann 1990). Zunichst sucht man Maximma der Rotationsfunktion

R(@, B,7) = [|[ P(x, 3, 2)P,(x,. 3, 2, ixdydsz

.z
wobet g, §, und y die iblicherweise als Eulersche Winkel ausgedriickten Rotationsko-
ordinaten des Suchmodells und P die Patterson-Funktion (siehe Kap. 1) des zu pha-
sterenden Datensatzes sowie P, die Pattersonfunktion des in den Reziprokraum
transformierten Suchmodells darstellt. Innerhalb der gefundenen potentiellen Losun-

gen der Rotationsfunktion werden dann Losungen der Translationsfunktion

()= | P, 7)P ()i

gesucht. Diese besitzt ein Maximum, wenn der intermolekulare Vektor 7 mit dem
tatsachlichen mtermolekularen Vektor tiberemstimmt, da dann die sogenannte Cross-
Patterson-Funktion Px mit der beobachteten Pattersonfunktion P iiberemnstimmt. Die
Wahl des Integrationsvolumens 17 1st dabe1 ein Parameter, der u. U. durch Auspro-

bieren optimiert werden muss.
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Kristallisation

Heterolog tuberproduzierte, geremigte 3a-HSDH aus C. zestosteroni wurde von Herrn
Prof. Dr. E. Maser berertgestellt (Mobus & Maser 1998). Alle Kristallisationsexperi-
mente wurden nach der Methode des hingenden Tropfens m Zellkulturschalen der
Fa. Linbro durchgefiihrt. Die Ausgangsbedmgungen fiir alle weitergehenden Expe-
rimente wurden mit Hilfe der Standardscreening-Kits Nr. I und II der Fa. Hampton-
Research ermittelt. Dazu wurde jeweils 1,5 pl Proteinlosung (5 g/l 30-HSDH in
10 mM Tris/HCL pH 7,5 mit 0,1 mM Dithiothreitol) mit der gleichen Menge Reser-
vorrldsung gemischt und iber dem Reservoir abgedichtet befestigt. Das Screening
wurde jeweils bet 4 °C und 18° C ausgefithrt. Nach emer Woche waren m dem be1
4 °C ausgefiihrten Screening n Bedingung Nr. 22 (30 % PEG 4000, 0,1 M Tris/HCI
pH 85, 0,2 M Natriumazetat) kleme Emkristalle sichtbar. Diese Bedingung konnte
weiter optimiert werden (25 % - 30 % PEG 4000, 0,1 M Cacodylatpuffer bet pH 6,5
und 0,2 M Ammoniumazetat), so dass mnerhalb emes Zertraums von drer Wochen
Einkristalle von Dmmensionen bis zu 0,3 mm X 0,3 mm X 0,4 mm heranwuchsen.
Eme weitere Verbesserung wurde mit Hilfe der Technik des Makroseedings bei
gleichzeitiger Erniedrigung der Prizipitanskonzentration auf 20% erreicht, so dass
schlieBlich Krstalle in der Groflenordnung von etwa 0,5 mm X 0,5 mm X 0,8 mm
erhalten wurden. Fiir die Kokristallisation des bindren Komplexes wurde der Protein-
16sung 2,5 mM NAD* zugesetzt. Fir Koknstallisationsexperimente mit Steroid-
substraten wurde die Reservoirlosung, die dem NAD*/NADH-haltigen Proteintrop-
fen zugegeben wurde, mit Steroid gesittigt und zusitzlich noch eme geringe Menge
kristallines Substrat zugegeben, die tiber die gesamte Dauer des Kristallisationsexpe-
riments nicht verschwand. Das Substrat Metyrapon wurde m emer Konzentration
von 100 mM der Reservoirlosung zugesetzt. Fiir Soakingexperimente wurden Ste-
roidsubstrate im Uberschuss zusammen mit 2,5 mM NAD* bzw. NADH einem Sta-
bilisierungspuffer aus 35 % PEG 4000, 0,1 M Cacodylatpuffer bei pH 6,5 und 0,2 M
Ammonmumazetat zugesetzt. Die Kristalle wurden darin sowohl ber Raumtemperatur

als auch be1 277 K iiber Nacht belassen.
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2.2.2 Datensammlung und Datenprozessierung

Alle Datensitze wurden auf dem hauseigenen Drehanodengenerator der Fa. Riga-
ku/MSC, ausgestattet mit einer Spiegeloptik der Fa. MSC/Yale und etnem RAXIS IV
Flichendetektor gesammelt. Daber wurden die tblichen Betriebsbedingungen von
50 kV Anodenspannung und 100 mA Anodenstrom eingehalten. Der zu messende
Krstall wurde 1 emer Nylonfaserdse der Fa. Hampton-Research befestigt und bei
emer Temperatur von 100 K mm Stickstoffgasstrom schockgefroren. Der hierbei
notwendige Kryopuffer wurde aus Reservoitlosung durch Zusatz von 20% (v/v)
Glyzerm hergestellt. Die Rohdatenindizierung und —Prozessierung wurde mit Hilfe
der Programme XDISP und DENZO (Otwmowski & Mmor 1997) der Fa. HKL-
Research vorgenommen. Die vorprozessierten Daten wurden dann mit Hilfe des
Programms SCALEPACK (Otwinowski & Minor 1997) skaliert und zu emem Da-

tensatz veremigt.

2.2.3 Strukturbestimmung und Verfeinerung

Anfangsphasen fiir den nativen Datensatz wurden mit Hilfe der Methode des mole-
kularen Ersatzes (Rossmann & Blow 1962) bestimmt. Dazu wurde das Programm
AMoRe (Navaza 1994) aus der CCP4-Programmsammlung (CCP4 1994) emgesetzt.
Die Patterson-Rotations- und Translationssuche wurde mit den Raumkoordmaten
der Poly-Alanmspur emes Monomers der Tropmonreduktase II (Zugriffscode der
,Protem Data Bank®, PDB: 2AE1) (Nakajima, Yamashita et al. 1998) nach Entfer-
nung von Helix aC und der Substratbindeschleife durchgefiihrt. Die beste aus der
Rotationssuche resultierende Losung (Tab. 7) wurde als fixe Losung fiir die Transla-
tionssuche des zweiten Monomers vorgegeben®. Die dann aus der Translationssuche
resultierende beste Losung (Tab. 8) war im Hmblick auf Korrelationsfaktor und R-

Faktor klar von allen anderen Losungen abgesetzt. Aus zwetr Monomeren, die ent-

* In der hier vorliegenden Raumgruppe P1 sind die drei Translationskoordinaten frei wihlbar, das zweite
Monomer ist aber relativ zum ersten Monomer korrekt zu positionieren
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sprechend den erhaltenen Losungen orientiert wurden, konnte em smnvolles Dimer
aufgebaut werden. Dieses Modell wurde dann emer Verfemerung nach dem RIGID-
Protokoll in CNS (Briinger, Adams et al. 1998) unterworfen, dem sich eme Verfeme-
rung nach dem ANNEAL-Protokoll mit einer Starttemperatur von 3000K anschloss.
Hier wurden Daten im Auflésungsbereich von jeweils 8 A bis 3,5 A bzw. 8 A bis 2 A
verwendet. Diese Verfeinerungen wurden unter Auferlegung von Emschrinkungen
der Freiheitsgrade durch die vorhandene zweifache nichtkristallographische Symmet-
rie ("NCS-restraints") gerechnet. Nach einer ersten visuellen Inspektion des so erhal-
tenen Anfangsmodells zusammen mit der unter Zuhilfenahme der Modellphasen ge-
rechneten Elektronendichtekarte wurden 110 Aminosiurereste, die sterische Proble-
me m Bereich der Dimerisierungs- und Kristallkontakte verursachten, entfernt. Die
restlichen Seitenketten wurden entsprechend der Primirstruktur der 3a-HSDH aus-
getauscht. Daber wurde nach Moglichkeit ber der Wahl der Konformation die Struk-
turinformation aus homologen bekannten SDR-Strukturen berticksichtigt. Nach die-
sen manuellen Korrekturen wurde eine weitere Verfeinerung nach dem ANNEAL-
Protokoll und eine mdividuelle Verfemerung der B-Faktoren mit CNS (Daten mm
Auflésungsbereich von 8 A bis 1,68 A) durchgefiihrt und anschliessend 2gobs - Fealc
und Fobs - Feae Elektronendichtekarten gerechnet. Aufgrund der schlechten Qualitit
und Interpretierbarkeit dieser Dichtekarten wurden verschiedene Techniken der
Dichtemodifikation (zweifache Mittelung NCS-verwandter Dichtebereiche, Sol-
vensgliattung, "histogram matching” - eine aus der Bildbearbertung stammende statis-
tische Methode und Phasenerweiterung) mit dem Programm DM aus der CCP4-
Programmsammlung angewandt. Dazu wurden Anfangsphasen aus dem vorhande-
nen Rohmodell in CNS errechnet und eme Abschitzung der Phasengiitefaktoren
(FOM, "figure of merit") mit dem Programm SIGMAA des CCP4-Paketes generiert.
Fir die NCS-Mittelung wurden Erste Molekiilmasken von emnem Monomer und fiir
die Solvensglittung vom dimeren Molekil mit dem Programm MAMA (Kleywegt &
Jones 1994) erstellt, nachdem Bereiche mit voraussichtlich fehlenden Modelltellen
mit Platzhalteratomen gefiillt wurden. Nach 35 Verfemnerungszyklen mit DM wurde
die resultierende Elektronendichtekarte zusammen mit dem Modell erneut manuell
mspiziert. Nach msgesamt vier dieser Verfemerungszyklen mit Dichtemittlung und
manueller Inspektion konnte das gesamte Protemnmodell gebaut werden, eme Region

mm Bereich der Reste 188 bis 208 ausgenommen. In diesem Bereich, der offenbar ei-
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ner Schleifenregion angehort, konnte keme zuzuordnende Elektronendichte beo-
bachtet werden. In diesem Stadium wurden auch Wassermolekiile unter Zuhilfenah-
me des entsprechenden CNS-Protokolls eingebaut. Nun wurde eme Solvenskorrektur
eingefithrt und unter Zuhilfenahme aller verfiigharen Daten im Auflosungsbereich
von 99 A bis 1,68 A eine Verfeinerung nach dem ANNEAL-Protokoll mit einer
Starttemperatur von 1000K und eme individuelle 1sotrope B-Faktorverfemerung mit
CNS gerechnet. Die Beschrinkungen der Fretheitsgrade durch NCS wurden auf die-
ser Stufe fallengelassen. Nach Einbau von imnsgesamt 405 Wassermolekiilen, emigen
weitteren manuellen Korrekturen und erneuter automatischer Verfemerung mit CNS
unter Embeziehung emer anisotropen Gesamt-B-Faktorverfemerung konnte schliess-
lich ein R/Rgee-Faktor von 20,0%/22,9% erreicht werden.

Das Apo-3a-HSDH-Modell wurde als Anfangsmodell fiir Verfemerungen gegen alle
Datensitze verwendet, die von Kristallen gesammelt wurden, die in Anwesenheit
von NAD™ oder zusitzlichen Substraten gewachsen waren. Dazu wurde jeweils eme
be1 1500K gestartete Verfeinerung nach dem ANNEAL-Protokoll und anschlieBend
emne mdividuelle 1sotrope B-Faktorverfemerung mit Solvenskorrektur unter Verwen-
dung von Daten tiber den gesamten verfiigharen Auflosungsbereich ausgefiihrt. Die
aus dem verfemnerten Modell resultierenden 2Fope-Feae und  FepsFeae —
Elektronendichtekarten wurden dann auf Dichtebereiche hin untersucht, die mogli-
cherweise von gebundenen Substrat stammen konnten. In die ber NAD*-haltigen
Kristallen 1m Bereich der Substratbindetasche sichtbar gewordene Dichte wurde em
NAD*-Modell eingepasst. Das auf diese Weise erhaltene Modell des biniren Kom-
plexes wurde dann ebenfalls emner ber 1500K gestarteten Verfeinerung nach dem
ANNEAL-Protokoll und emer individuellen isotropen B-Faktorverfemnerung mat
Solvenskorrektur unterworfen und bedurfte danach keiner weiteren manuellen Ver-
femerung mehr. Die dazu notwendigen Modell- Parameter- und Topologiedateien
wurden der ,,Hetero-compound Information Centre - Uppsala (HIC-Up)“-Daten-
bank (Kleywegt & Jones, 1998) entnommen.

Die Qualitit der verfemerten Modelle wurde anhand der mit PROCHECK
(Laskowski, MacArthur et al. 1993) erstellten Ramachandran-Diagramme sowie der
mm Programm O (Jones & Kjeldgaard 1997) zur Verfiigung stehenden Rotamerana-
lyse iiberpriift.
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Apoprotein Binarer Komplex
Datensammlung
Auflésung (A) 50-1,65 50-1,95
Wellenlange (A) 1,5418 1,5418
Temperatur (K) 100 100
Raumgruppe P1 P1
Zellparameter (A) a=43,3 a=428
b =462 b =462
c=653 c=65,0
(°) a=106,5 a=107,5
B=106,6 B=106,3
y =988 y=976
Gesamtzahl beobachteter Reflexe 374072 233945
Anzahl symmetrieunabh. Reflexe 50140 30053
Volistandigkeit (%) insgesamt 97,7 93,3
duBere Schale 74,0 90,5
Rsym-Faktor® (%) insgesamt 4,3 42
duBRere Schale 271 27,5
Modellverfeinerung
R-Faktor® (%) 20,0 18,5
Riree-F aktor® (%) 22,9 22,0
Abweichung v. d. Idealgeometrie:
Bindungslingen (A) 0,005 0,006
Bindungswinkel (°) 1,2 1,3

Tabelle 6: Statistik der Datensammlung und Verfeinerung der 3u-HSDH-Modelle.

Reym = X | I -(I)| / ZI, wobei I die beobachtete Intensitit und (I) die mittlere Intensitit fiir mehrfache Messung bedeutet

bR-Faktor = Z | Fobs - Feae| / Z| Fobs |, wobei Fops und Feale die beobachteten und berechneten Strukturfaktoren sind.
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Tabelle 7: Statistik des molekularen Ersatzes: Suche nach Losungen der Rotati-
onsfunktion. Die zehn besten Losungen sind als Ausgabe des Programms
AMORE angegeben, die endgiiltigen Losungen sind fett gedruckt. Der Sigma-
Wert der Rotationsfunktion ist 1,73.

Tabelle 8: Statistik des molekularen Ersatzes: Suche nach Losungen der Translations-
funktion. Die zehn besten Losungen sind als Ausgabe des Programms AMORE angege-
ben, die endgiiltigen Losungen sind fett gedruckt. Der Sigma-Wert der Rotationsfunktion
ist 1,73. Die beste Losung aus der Rotationssuche wurde fixiert vorgegeben und das zwei-
te Molekiil innerhalb der 30 besten Losungen der Rotationsfunktion gesucht. Die erste
Lésung, die bei der Rotationssuche an Position 5 erschien, hebt sich im Hinblick auf
Korrellationsfaktor (corr) und R-Faktor deutlich vom Rest der Lésungen ab und erwies
sich im Verlauf der Strukturverfeinerung als richtig. Der Sigma-Wert der Translations-
funktion ist 1,41.
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 Grundstruktur und Topologie

Die Strukturen der 3a-HSDH sowohl in der Apo- als auch der NAD-haltigen Form
wurden mit der Methode des molekularen Ersatzes unter Zuhilfenahme von Tropi-
nonreduktase 11 (Nakajima, Yamashita et al. 1998) als Suchmodell gelost. Die Model-
le der Strukturen wurden bei einer Auflésung von 1,68 A bzw. 1,95 A verfeinert und

wetsen eine gute Stereochemie mit 91% aller Reste m der ,,besonders bevorzugten®

Abbildung 27: Das Modell der Kristallstruktur eines Monomers der
30-HSDH mit gebundenem NAD+. Die ungeordnete, kristallographisch
unsichtbare Substratbindeschleife ist gestrichelt dargestellt.

Region m Ramachandran-Diagramm auf. Keine Reste befanden sich i ,,verbote-
nen“ Bereich des Ramachandran-Diagramms. Eme Zusammenfassung der Daten-
sammlungs- und Verfemerungsstatistik 1st Tab. 6 zu entnehmen. Em Vergleich der
Apo- und der NAD*-Kostruktur zeigt, abgesehen vom Kofaktor, keine signifikanten
Unterschiede. Demnach hat die NAD*-Bmdung keinen Finfluss auf die Konformati-

on der 30-HSDH. Eme Ausnahme stellt unter Umstinden die kristallographisch nicht
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sichtbare Substrat-Bindeschleife dar. Hier waren in der Kostruktur drei Reste aus dem
Randbereich der Schleife zusitzlich zu sehen.

Die Krstallstruktur weist en Homodimer in der asymmetrischen Embheit auf, welches
dem physiologisch aktiven Zustand des Enzyms entspricht (Maser, Mobus et al.
2000). Obwohl die monomere Unteremheit der 3a-HSDH (Abb. 27) die typische
SDR-Architektur aufweist, unterscheiden sie m Hinsicht auf thre Topologie doch be-
sttimmte Details von anderen Mitgliedern dieser Proteinfamilie. Das kanonische
Strukturmotiv aller SDR-Enzyme 1st e Dimukletid-bindendes Faltungsmuster (Abb.
25), die sogenannte Rossmann-Faltung. Diese besteht aus Bop-Eimnheiten, die em
zentrales, sechsstringiges Faltblatt formen, das auf beiden Seiten von a-Helices um-
geben 1st (Rossmann, Liljas et al. 1975). Alle Mitglieder der SDR-Familie besitzen -
ber dieses Faltungsmuster hinaus am Carboxytermimus mindestens eme weitere o-
Helix (xG) und emen siebten 3-Strang (3G). Abb. 31 zeigt die Faltungstopologie der
30-HSDH m Vergleich mit der zweier weiterer reprisentativer Mitglieder der SDR-
Familie. Das Rossmann-Faltungsmotiv, das sich vom Amimotermimus bis zum Strang
BF erstreckt, 1st offensichtlich m der 3a-HSDH verkiirzt, da hier Helix oC fehlt und
Strang BC nur als rudimentirer Rest vorhanden 1st. Eme dhnliche Verkiirzung des
letzteren Strukturelementes 1st ebenfalls i den Strukturen der Dihydropterinredukta-
se (Varughese, Skinner et al. 1992) und der GDP-Fucose-Synthetase (Somers, Stahl et
al. 1998) zu finden. Andererseits 1st mn der 3a-HSDH-Struktur mnerhalb des Ross-
mann-Faltungsmotivs eme Insertion von 28 Aminosiureresten zwischen Strang BE
und Helix aF (Abb. 31, Abb. 27) zu bemerken, die eme vorwiegend a-helikale Sub-
domine ausbildet. Diese Insertion, die keme Entsprechung m anderen SDR-
Strukturen findet, hat auch emen entscheidenden Emfluss auf das Oligomerisierungs-

verhalten der 30-HSDH; dies wird im folgenden weiter ausgefiihrt werden.
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Abbildung 28: Vergleich der Oligomerisierungsmuster von (A) der homotetrameren 3u,208-HSDH aus S. hydrogenans,
(B) der homodimeren Alkoholdehydrogenase aus D. lebanonensis , und (C) der homodimeren 3«-HSDH aus
C.testosteroni. Uber den vier Untereinheiten der 32,208-HSDH sind die P- Q- und R-Achsen dargestellt, die aus der
222-Punktgruppensymmetrie homotetramerer SDR-Enzyme resultieren. Die Hauptontaktflichen stellt sowohl die zur
P-Achse als auch die zur Q-Achse gehérige Kontaktfliche dar. Die Symmetrieachse des ADH-Dimers entspricht der
Q-Achse der 3¢,208-HSDH. Das zentrale -Faltblatt der ADH besitzt am Carboxyterminus einen achten parallelen -
Strang, der in grau dargestellt ist. Dieser fehlt bei der Mehrzahl der bekannten SDR-Strukturen und ist mit einer Oli-
gomerisierung iiber die zur P-Achse gehorige Kontaktfliche nicht vereinbar. In der homodimeren 3a-HSDH tritt die
Dimerisierung iiber eine Symmetrieachse auf, die der P-Achse der 32,208-HSDH entspricht. Bei der 30-HSDH wird
eine Tetramerisierung ganz offensichtlich durch eine 28 Aminosiuren grofie Insertion zwischen Strang BE und Helix
aF (dargestellt in grau) verhindert.
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2.3.2 Quartarstruktur

Die Quartirstruktur der HSDH konnte muttels Gelfidltrationsmethoden emdeutig als
Homodmer identifiziert werden (Maser, Mobus et al. 2000). Um die raumliche An-
ordnung der Untereinheirten der 3a-HSDH niher zu erliutern, soll zunichst auf die
Quartirstruktur homotetramerer SDRs emngegangen werden, um die speziellen Ei-
genheiten der 3o0-HSDH 1m
Vergleich deutlich zu machen.

Alle Strukturen homotetrame-

rer SDRs, die bislang aufgeklirt

wurden, zeigen zwei Haupt-

Abbildung 29: Stereoansicht eines Dimers der ADH aus D. le- . )
banonensis kontaktflichen der Unterem-

heiten, die tiber zwet aufemander senkrecht stehende, zweizihlige nichtkristallograph-
1sche Symmetrieachsen mitemander verwandt sind (Abb. 28). Diese Symmetrieachsen
sollen 1m weiteren als P und QQ bezeichnet werden (Ghosh, Wawrzak et al. 1994; Ta-
naka, Nonaka et al. 1996). Eine drtte zwerzihlige Symmetrieachse, die m Abb 28
senkrecht zur Papierebene steht, wird zwangsliufig von den P- und Q-Achsen gene-
riert und als R-Achse bezeichnet. Die zur P-Achse gehorende Kontaktfliche wird
hauptsichlich von den aG-Helices und von Interaktionen zwischen Seitenketten und
Protemriickgrad der BG-Stringe zweter benachbarter Unteremherten besttimmt. Die
zur Q-Achse gehorende Kontaktfliche besteht hauptsichlich aus emem Vierhelix-
bundel, das sich aus den Helices aE und oF der zwei benachbarten Unteremheiten
aufbaut.

Alle bislang bekannten Strukturen homo-
dimerer SDRs weisen eme Dmmerisierung iber
eme Kontaktfliche auf, die der zur Q-Achse
gehorenden Kontaktfliche homotetramerer
SDRs entspricht (Abb. 28, Abb. 29). Dieser
Dimerisierungsmodus st jedoch m der 3a-

HSDH durch die erwiahnte 28 Aminosiuren

grofle Insertion in das klassische Rossmann-

. . . Abbildung 30: Stereoansicht eines Dimers der
Faltungsmotiv zwischen Strang BE und Helix 34-HsDH
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aF (der n Abb. 28 und 30 grau emgefirbte Sektor) sterisch gehindert. Diese Inserti-
on, die hauptsichlich aus a-helikalen Abschnitten besteht, maskiert die zur Ross-
mann-Faltung gehérenden Helices aE und oF und macht damit die Bildung emes
Vierhelixbiindels nach dem zuvor beschriebenen Muster unmoglich. Dementspre-
chend muss die Dimerisierung m der 30-HSDH iiber die zur P-Achse gehorende
Kontaktfliche stattfinden. Die Kontakte zwischen den Unteremheiten mnerhalb des
Dimers entstehen bet der 3¢a-HSDH sowohl durch Interaktionen von Seitenkette zu
Settenkette beider [BG-Stringe als auch durch die parallele Packung beider aG-
Helices gegenemander (Abb. 31 C,; Abb.
37). Dariiber hinaus ermoglicht die
carboxytermmale Helix aCT der emen
Unteremheit eme enge Packung mit
Helix oF der jeweiligen anderen
Unteremheit. Die Moglichkeit emer B
derartigen Dimersierung tber die zur P-

Achse gehorende Kontaktfliche wurde

zwar diskutiert (Krook, Ghosh et al

1993), konnte aber bislang nicht i emer

Kristallstruktur ~ beobachtet  werden.
Dieser neuartige Oligomerisierungs- ¢
kontakt lisst sich klar von remen Kiris-
tallkontakten (Abb. 32) unterscheiden,
da die 1m Dimerisierungskontakt abge-

schirmte, 1m monomeren Zustand aber

solvenszugingliche Fliche (etwa 1900

A2 pro Monomer) weit grofler 1st als die
Abbildung 31: Vergleich der Faltungstopologien der
abgeschirmte Fliche jedes der drei Kristallstrukturen von (A) 3,20-8-HSDH aus Strep-
tomyces hydrogenans (10), (B) Alkoholdehydrogenase
beobachteten Hauptkﬁstaﬂkontakte aus Drosophila lebanonensis (34), und (C) 3«-HSDH

aus Comamonas testosteroni. Zur Erliuterung siehe

(zwischen 160 A2 und 280 A2, Tab.9).  Text
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Abbildung 32: Ansicht der Packung der 3a-HSD-Kristalle. Dargestellt sind durch die a- und c-Achse des Gitters
symmetrieverwandte Molekiile. Die zwei Untereinheiten eines Dimers sind jeweils hell und dunkel im gleichen

Farbton dargestellt. Klar zu erkennen ist die wesentlich gr6Bere Fliche des Dimerisierungskontaktes gegen-
iiber den Kristallkontakten. Siehe dazu auch Tab. 9.

i i Kontaktflache der symmetrieverwandten Molekiile (A 2),
Symmetrieoperation

bezogen auf ein Monomer

Translation entlang Zellachse a 158
Translation entlang Zellachse b 281
Translation entlang Zellachse ¢ 266
NCS der beiden Monomere 1906

Tabelle 9: GréBe verschiedener Kontaktflichen symmetrieverwandter Molekiile in Kristallen der 30-HSDH.
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2.3.3 Katalytisches Zentrum und NAD"-Bindung

Die drer Aminosiaurereste Ser!l4,
Tyr!% und Lys™ der 30-HSDH
bilden eme fiir die katalytische
Aktivitit des Enzyms essentielle
Triade und sind innerhalb der
SDR-Familie hochkonserviert.
Die riumliche Anordnung die-
ser drei Reste m der Struktur der
30-HSDH (Abb. 34) 1st nahezu
identisch mit der Anordnung mn
anderen SDR  mit bekannter
Struktur, was die Wahrschein-

lichkeit emes gememsamen Re-

Abbildung 33: Ansicht der Aminosidurereste Asp32 und Ile® so-
wie des Adenosinanteils des gebundenen Kofaktors mit der zu-
gehorigen 2F ps-Feae Elektronendichte. Asp32 ist bei SDR, die
NAD(H) gegeniiber NADP(H) bevorzugen, hoch konserviert.
Eine potentielle Phosphatgruppe am 2’-Sauerstoff-atom eines
gebundenen NADP(H)-Molekiils wiirde ungiinstige Kontakte

verursachen.

aktionsmechanismus mnerhalb

dieser Protemfamilie unterstreicht. Der bmire Komplex der 3a-HSDH mit dem Ko-

faktor NAD™* (Abb. 33), der an der carboxytermmalen Seite der 3-Stringe bindet, 1st

gleichermaflen gut mit dem Kofaktor in anderen binidren oder terniren Komplexen

g \

Abbildung 34: Ansicht der katalytischen Triade der 3o-HSDH
mit gebundenem Nukleotidkofaktor. Die Kkatalytischen Reste
Tyr!55 und Lys!5® entspringen Helix aF, wihrend sich das kataly-
tische Ser114 in einer kurzen Schleifenregion zwischen Strang BE
und Helix «EF1 befindet. Zu erkennen ist auch die rdumlich na-
he Anordnung der katalytischen Reste zum Nikotinamidringsys-
tem des Kofaktors. Die Ebene des dunkler eingefiarbten Nikoti-
namidringes steht parallel zur Blickrichtung.

von SDR zu iberlagern (Abb.
35). Dementsprechend sind, wie
m anderen Komplexstrukturen
mit SDR auch, beide Riboserimn-
ge des Nukleotidkofaktors als
2-endo-Konformer vorhanden.
Der Nikotmamidring liegt n e1-
ner gsyz- und die Adenmbase m
einer anfi-Konformation zum je-
weils zugehorigen Riboserest
vor. Die Orentierung des Nico-

tnamidrings zur katalytischen

Triade ist, wie zu erwarten, e-
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benfalls sehr dhnlich zu der mn anderen SDReNAD(P)(H)-Komplexen. Aufgrund der
vorliegenden Strukturinformation kann postuliert werden, dass die 30-HSDH em
NAD(H)-abhidngiges Enzym ist und kaum NADP(H) als Kofaktor akzeptieren wird.
Die Carboxylgruppe von Asp??, em hochkonservierter Rest m der Gruppe NAD(H)
bevorzugender Enzyme (Nakanishi, Matsuura et al. 1997), bildet sowohl zur 2’ als
auch 3’ Hydroxylgruppe des Adenosylriboserestses Wasserstoftbriicken (Abb. 33).
Demnach wiirde eine potentielle Phosphatgruppe an der 2’-Position des Adenosyl-
restes ungiinstige Kontakte in dieser Region verursachen. Dariiber hmaus stinde die
beobachtete Konformation von Ile* aus sterischen Griinden i Konkurrenz zu emer
moglichen Anwesenheit emer Phosphatgruppe. Die aus der Strukturinformation ab-
geleitete Bevorzugung der 3a-HSDH von NAD(H) gegentiber NADP(H) st dariiber

hinaus auch ein Hmnweis auf den katabolen Charakter des Enzyms.

Abbildung 35: Stereodarstellung der Uberlagerung dreier Strukturen der SDR-Familie mit gebunde-
nem Nukleotidkofaktor. Der 30-HSDH (griin) ist die Struktur der 7a-HSDH aus E. cofi im Komplex
mit NADH (blau) und die Struktur der Tropinonreduktase II im Komplex mit NADP+ (violett) iiber-
lagert. Neben den Sekundirstrukturelementen sind die Reste der katalytischen Triade und die
Nukleotidkofaktoren dargestellt.
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2.3.4 Substratbindeschleife

In den Strukturen emniger Mitglieder der SDR-Familie 1st die sogenannte Substratbin-
deschleife (bestehend aus den Aminosiureresten 188 bis 213 m der Nomenklatur der
30-HSDH) ohne die Anwesenheit emes gebundenen Kofaktors oder Substrates na-
hezu vollig ungeordnet. Nach der Bmdung des Dinukleotidkofaktors kénnen die
Randbereiche der Schleife stabilisiert werden und erst nach der Bindung des Hydro-
xyl- bzw. Carbonylsubstrates nimmt die Substratbindeschleife eme definierte, m der
Regel iiberwiegend helikale, Konformation an. Die Substratspezifitit der verschiede-
nen Mitglieder der SDR-Familie wird offenbar m emem hohen Mall von dieser
Schleife besttmmt (Abb. 36). In vielen Fillen wird die Flexibilitit und Anpassungsfi-
higkeit der Substratbmndeschleife fiir das breite Spektrum moglicher Substrate, das
ublicherweise bet Enzymen der SDR-Familie beobachtet wird, verantwortlich
gemacht. Wie mit diesem Vorwissen zu erwarten wat, ist in der Struktur der Apo-3a-
HSDH keine oder nur schlecht definierte Elektronendichte fiir den Hauptteil der
Substratbindeschleife feststellbar. Fine Ausnahme bilden die fiinf Aminosiurereste
209 bis 213, die in der Elektronendichte erkennbar definiert sind. In der Kristallstru-
kur der mit NAD* komplexierten 30-HSDH werden dariiber hinaus in zumindest
htbbeidin datfneckechhnitit

die Reste 188 bis 192

sichtbar. Es darf jedoch

nicht unerwihnt blei-

ben, dass die m der

Kostruktur beobachtete

Verbesserung der E-

lektronendichte m die-

Abbildung 36: Die Rolle der Substratbindeschleife. Links die Oberfla- sem Bereich m Ver-
chendarstellung eines Monomers der Komplexstruktur (PDB-
Zugtiffscode 1FMC) der 7a-HSDH aus E. coli mit NADH (dunkelblau) g161Ch zur Apo—Form
und dem Steroidsubstrat 7-Oxo-Glykochenodesoxycholsiure (hellblau),
rechts ein Monomer des biniren Komplexes der 3a-HSDH mit NAD+. sehr subtil 1st und nicht
Gut zu erkennen ist, wie die Substratbindeschleife im terndren Komplex
das Steroidsubstrat umschlieft und vom Lésemittel abschirmt. Ein groBer Zwingend der Bmdung
Teil der Substratspezifitit des Enzyms kann offensichtlich der Substrat-
bindeschleife zugeschrieben werden. Die Substratbindefurche des bindren des Kofaktors zuge-
Komplexes ist dagegen frei zuginglich, da sich die Substratbindeschleife
in einem flexiblen Zustand befindet. Sie ist aus diesem Grunde kristal-

schrieben werden kann.
lographisch nicht sichtbar.
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Um einen Emblick 1 die Mechanismen der Substraterkennung und damit auch in die
Art und Weise, wie die Substratspezifitit der 3a-HSDH erreicht wird, zu erlangen,
wurden ausgedehnte Versuche unternommen, Kristalle emes ternidren Komplexes zu
erhalten. Dazu wurden zum emen frisch gezogene Krstalle des 3a-HSDHeNAD*-
Komplexes mit verschiedenen Steroidsubstraten ,,gesoakt”, zum anderen wurden
auch ausgedehnte ,,Screenigs® zur Kokristallisation m Anwesenhert dieser Verbm-
dungen unternommen. Diese Bemiihungen fiihrten jedoch nicht zum gewtinschten
Erfolg der Krstallisation emes terniren Komplexes. Eine genaue Betrachtung der
hier beschriebenen Kristallstruktur der 3a-HSDH zeigt deutlich, dass emne vollstindig
geordnete Substratbmndeschleife nach dem Muster anderer SDR-Strukturen nicht mit
der vorhandenen Kristallpackung vertriglich ist. Erfolgreiche Soakingexperimente
sind somit kaum zu erwarten, eme erfolgreiche Kokristallisation des terniren Kom-
plexes miisste zu emer neuen Kristallpackung fithren. Eine solche konnte jedoch bis-

lang nicht beobachtet werden.
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2.4 Diskussion und Ausblick

Die bemerkenswerteste Eigenschaft der hier vorgestellten Struktur der 30-HSDH 1st
sicherlich die ausgedehnte Insertion zwischen Strang BE und Helix oF mnnerhalb des
Rossmann-Faltungsmotivs, die eme Oligomerisierung tiber die zur Q-Achse gehoren-
de Kontaktfliche verhindert. Eben dieses Oligomerisierungsmuster war bislang das
fiir dimere Mitglieder der SDR-Familie emnzig bekannte. Da keine Reste dieser Inser-
tion m direktem Kontakt mat
dem aktiven Zentrum oder
der mutmalllichen Substrat-
bmdestelle des Enzyms ste-
hen, wirft sich zwangsliufig
die Frage auf, welche Funk-
tion dieser zusitzlichen Pro-
temregion zugeschrieben

werden kann. Die Spekulati-

on liegt nahe, dass das

Abbildung 37: Ansicht des Dimerisierungskontaktes der 3a-
HSDH. a-Helices sind griin, §-Stringe sind blau eingefirbt, die
linke Untereinheit ist dunkler dargestellt als die rechte. Im Bereich . .
des Kontaktes befinden sich Helix «G und Strang BG beider Un- der Insertion VOIlngCIldC
tereinheiten. Dargestellt sind die Reste Phe?28, die eine planare a- X .

romatische Stapelung ausbilden; Tyr2%, deren Hydroxylgruppen und blSl’clﬂg mnerhalb  der
Wasserstoffbriicken zum Proteinriickgrad formen (Carbonylfunk- . . .
tion von Arg?!5, sichtbar jeweils am oberen und unteren Bildrand) SDR-Familie neuartige Ol-
und Ser??4, die Wasserstoffbriicken zu den Carbonylfunktionen von o )
Ala2?33 ausbilden. gOfneflSlemﬂgsmustef mit

hochstwahrschemlich mfolge

emem kooperativen Effekt zwischen den Unteremheiten m Zusammenhang steht.
Bislang sind als Beleg fiir emen derartigen kooperativen Effekt zwischen Untereinhes-
ten von Mitgliedern der SDR-Familie lediglich fiir zwei kurzkettige cs-Retinol/30-
Hydroxysterol-Dehydrogenase-Isoenzyme kinetische Daten verfiigbar, die m beiden
Fillen in Abhingigkeit vom Substrat eme sigmoidale Michaelis-Menten-Kinetik auf-
weisen (Chai, Zhai et al. 1997; Su, Chai et al. 1998). Es muss hier jedoch angemerkt
werden, dass die fiir diese Isoenzyme gesammelten kinetischen Daten nicht auf der
Grundlage gereinigter Enzyme, sondern auf der von Gesamtzellextrakten beruhen, so
dass diese Ergebnisse mit emer gewissen Vorsicht gehandhabt werden sollten. Eime
mogliche Kooperativitit zwischen Unteremheiten eines SDR-Enzyms im Hmblick

auf die Kustallstruktur wurde fiir die homotetramere 30,208-HSDH aus Streptomyces
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hydrogenans (Ghosh, Wawrzak et al. 1994; Ghosh, Erman et al. 1994) diskutiert. Be1
diesem Mitglied der SDR-Familie sind n der Umgebung der Substratbindetasche A-
minosaurereste aus den drei jeweils anderen Unteremheiten auszumachen. Als Ver-
mittler fiir emen moglichen kooperativen Effekt wurde hier Helix alf vorgeschlagen,
die sowohl das katalytische Lysin und Tyrosin beherbergt als auch zur Ausbildung der
Substratbindetasche der iiber die Q-Achse verwandten Unteremheit beitrigt. Demge-
gentiiber existieren m der 3a-HSDH keme durch eme Q-Achse symmetrieverwandten
Untereinheiten. Kein Rest emer Unteremheit liegt dem aktiven Zentrum der jeweils
anderen Unteremheit nahe genug, um an der Ausbildung der Substratbindetasche be-
teiligt zu sein, wenn man postuliert, dass die Substratbmndestelle der 30-HSDH  rium-
lich in Analogie zu anderen Enzymen der SDR-Familie steht. Ein moglicher koopera-
tiver Effekt der 3a-HSDH konnte uber die Substratbindeschleife vermattelt werden,
deren carboxyterminale Reste 209 bis 213 1 der vorliegenden Struktur Kontakte im
catboxyterminalen Bereich von Helix aF und Helix «G ausbilden. Eine Ubertragung
von Information iiber gebundenes Substrat von emer zur anderen Untereinheit mit-
tels Konformationsinderungen wire somit zwanglos moglich. Es darf hier allerdings
nicht verschwiegen werden, dass die in der vorliegenden Struktur beobachtete Kon-
formation der Reste 209 bis 213 hochstwahrschemlich durch die Eigenherten der
Kristallpackung besttmmt wird und nicht oder nur sehr bedmgt die Gegebenheiten m
Losung widerspiegelt.

Umfassende und sorgfiltig erhobene kinetische Daten miissen erarbeitet werden, um
die bestehende Moglichkeit emes kooperativen Effektes zwischen den beiden Unter-
emherten der 3a-HSDH niher zu beleuchten. Dariiber hinaus wire eme mutierte
Form des 3a-HSDH-Enzyms, in dem die Insertion zwischen Strang BE und Helix oF
deletiert 1st, em wertvolles Mittel, um den Emfluss dieser Insertion auf die Ausbildung
der Quartirstruktur, die Substraterkennung und emen moglichen kooperativen Effekt
schliissig zu belegen. Kristalle einer derartigen Mutante boten aufgrund der anzu-
nehmenden neuen Kristallform des weiteren eine erneute Chance, die Kristallstruktur

emes terniren Komplexes aufzukliren.
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3. Zusammenfassung

Diese Arbeit stellt zwe1 neue Krstallstrukturen Nuklotidkofaktor-bindender Proteme
vor. Die S-Adenosylmethionin:tRNA-Ribosyltransferase/Isomerase (QueA) ubertrigt
m emer ungewOhnlichen Enzymreaktion den Ribosylrest aus S-Adenosylmethionin
auf em primodifiziertes, die Base preQ: enthaltendes tRNA-Substrat, und bildet dort
die modifizierte Base Queuin, kurz Q-Base genannt. Wie mn anderen Arbeiten gezeigt
werden konnte, 1st eme mtakte Q-Biosynthese essentiell fiir die Virulenz des Ruhrer-
regers Shigella. Da Eukaryonten kem QueA-Enzym besitzen, erscheint dieses als idea-
les Target fiir emn rationales Wirkstoffdesign. Hier wird die grundlegende Vorausset-
zung dafiir — ein raumliches Modell des Enzyms — vorgestellt. Die Kristallstruktur des
QueA-Enzyms wurde mit der Methode der anomalen Dispersion bet multiplen Wel-
lenlingen (MAD) gel6st. Das Strukturmodell prisentiert sich als langgestrecktes Pro-
temn, das aus zwe1 vonemander deutlich abgesetzten Dominen aufgebaut 1st. Die klei-
nere der beiden Dominen zeigt e sechsstringiges 3-Fass-Faltungsmotiv, wie es ber-
spielsweise aus der humanen Rhmnovirus 3C-Protease und aus trypsimartigen pankrea-
tischen Serinproteasen bekannt 1st. Dieses Faltungsmotiv 1st um emen kurzen siebten
B-Strang erginzt. Die zweite, grolere Domine zeigt ein vollstindig neuartiges Fal-
tungsmuster, das im wesentlichen aus zwei zentralen Faltblittern besteht, die auf bei-
den Serten von msgesamt sechs Helices umgeben sind. Aufgrund der dipolartigen e-
lektrostatischen Potentialvertellung um das Molekiil, emer Anhdufung basischer Res-
te auf der klemen Domine und emer Anhdufung konservierter Reste auf der grolen
Domine lisst sich die ungefihre Lage der RNA-Bimdestelle und des aktiven Zent-
rums des Enzyms vorhersagen. Die beobachteten Schwierigkeiten bet der Kristallisa-
tion und Strukturlosung des QueA-Enzyms sind moglicherweise eme Folge struktu-
relle Flexibilitit, die sich auch m den extremen B-Faktoren der gemessenen kristal-
lographischen Datensitze widerspiegeln konnte. Unter diesem Gesichtspunkt fillt
auch der ausgeprigt hohe Anteil von Schleifenregionen am Strukturmodell auf

Die 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Carbonylreduktase aus Comamonas testosteron:
(30-HSDH) 1st emn Mitglied der Familie kurzkettiger Dehydrogenasen/Reduktasen
(SDR) und vermuttelt die Oxidation emer Hydroxylgruppe bzw. Reduktion emer
Carbonylfunktion an Position 3 des Steroidgrundgeriists ber unterschiedlichsten

C19.27-Steroiden. Dartiber hinaus werden auch verschiedene xenobiotische Substanzen



ZUSAMMENFASSUNG 89

als Substrat akzeptiert. Die Kristallstruktur des Enzyms wurde mit der Methode des
molekularen Ersatzes gelost und zeigt em Homodmmer pro asymmetrischer Embhert,
dessen Unterembheiten jeweils em typisches Rossmann-Faltungsmotiv aufweisen. Dies
entspricht auch der Situation unter physiologischen Bedingungen. Die Dmmerisierung
findet iiber eme Kontaktfliche statt, die im wesentlichen durch Helix oG und Strang
BG jeder Unteremheit gebildet wird. Bislang wurde diese Art des mtermolekularen
Kontaktes ausschliefllich ber homotetrameren Mitgliedern der SDR-Familie festge-
stellt. Die Ausbildung emes Tetramers ist in der vorliegenden Struktur jedoch durch
die Anwesenheit emer vorwiegend a-helikalen Subdomine blockiert, die allen anderen
bekannten Mitgliedern der SDR-Familie fehlt.

Die Struktur emes bmiren Enzymkomplexes mit NAD* konnte ebenfalls gelost wer-
den. Das aktive Zentrum zusammen mit dem Nukleotidkofaktor lasst sich dabei gut

mit dem anderer Komplexstrukturen aus der SDR-Familie iiberlagern.
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4 Abkiirzungsverzeichnis

34,208-HSDH

3¢-HSDH

7¢-HSDH
A

ADH
ATP
DNA
DTT
FOM
GDP
GST
GTP
HEPES
IPTG
MAD

MES
mRNA
NAD+
NADH
NADP+
NADPH
NCS
ODso0
oQ

PCR
PEG

PEGMME

PhP
Pl'CQ1
Q

30,208-Hydroxysteroid-Dehydrogenase /Carbonylreduktase aus Strepromyces
hydrogenans

3o-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Carbonylreduktase — aus — Comamonas
testosteroni

7a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase /Carbonylreduktase aus Escherichia coli
Adenin

Alkoholdehydrogenasye aus Drosophila
Adenosintriphosphat

Desoxyribonukleinsdure

Dithiothreitol

Phasengiitefaktor(en), engl. figure of merit
Guanosindiphosphat

Glutathion-S-Transferase

Guanosintriphosphat
N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N’-(2-Ethylsulfonsiure)
Isopropyl-1-Thio-[]-d-Galactosid

Methode der anomalen Dispersion bei multiplen Wellenlingen, engl. zu/-
t1ple wavelength anomalous dispersion

2-(N-Morpholino)-Ethansulfonsidure

Messenger-Ribonukleinsiure

Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid im oxidierten Zustand
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid im reduzierten Zustand
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat im oxidierten Zustand
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat im reduzierten Zustand
Nichtkristallographische Symmetrie

Optische Dichte bei einer Wellenlinge von 600 nm

Epoxy-Queuin

Polymerasekettenreaktion, engl. pohymerase chain reaction

Polyethylenglykol (ein nachfolgender Zahlenwert bezeichnet das mittlere
Molekulargewicht)

Polyethylenglykol-Monomethylether (ein nachfolgender Zahlenwert be-
zeichnet das mittlere Molekulargewicht)

Phasierungskraft, engl. phasing power
7-Aminomethyl-7-Deazaguanin

7-(4,5-cis-Dihydroxy-1-Zyklopenten-3-yl- Aminomethyl)-7-Deazaguanin
(Queuin)
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RNA Ribonukleinsiure

SAM S-Adenosylmethionin

SDR Kurzkettige Dehydrogenase(n)/Reduktase(n), engl. short chain dehydrogena-
se(s)/ reductase(s)

Tris Tris-(Hydroxymethyl)- Aminomethan

tRNA Transfer-Ribonuklemnsiure

w/v Gewicht pro Volumen

v/v Volumen pro Volumen
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5 Bildnachweis
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